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PF14-oligonukleotiid nanopartiklite interaktsioon vereplasma valkudega ning selle moju

SR-A3 ja SR-A5 retseptorite translokatsioonile raku pinnal

RSPd (rakku sisenevad peptiidid) on efektiivsed transportvektorid, mille abil saab rakku
transportida mitmeid lastmolekule. Siiani on arvatud, et RSPd ei vaja rakkudesse sisenemiseks
retseptoreid, kuid hiljuti tuvastati, et PF14-oligonukleotiid kompleksid kasutavad piitidur-
retseptoreid. Retseptorite ja rakumembraanidega interakteerumisel on oluline ka partiklite imber
moodustuv valgu kroon, mis tekib biokeskkonna valkude adsorbeerumisel partiklitele. Kéesolevas
t00s uuriti, millist moju avaldab hiire, veise ja inimese seerumis moodustunud valgu kroon SR-A
retseptorite translokatsioonil raku pinnale. Selgus, et kdige enam indutseerivad retseptorite
pinnaletulekut veise ja inimese seerumis moodustunud biokroon ning kdige vahem hiire seerumiga
sootmes inkubeeritud partiklid. Mass-spektromeetria ning konfokaalmikroskoopia tulemusi
kombineerides saame ka oletada, millised valgud krooni koostises soodustavad voi inhibeerivad

partiklite sisenemist rakkudesse ning nende interaktsioone SR-A retseptoritega.

Mirksonad valgu kroon, SR-A retseptorid, rakku sisenevad peptiidid, PF14
CERCS B210 Histoloogia, tsiitokeemia, histokeemia, koekultuurid

The role of protein corona on the SR-A3 and SR-A5 receptor mediated uptake of PF14-

oligonucleotide complexes

Previously, it has been demonstrated that cell penetrating peptides (CPPs) with various cargo
molecules are able to penetrate the cell membrane. It has also been shown that some CPPs use
scavenger receptors to enter the cells, such as PF14-oligonucleotide particles. When observing
nanoparticle interactions with the cell membrane and SR-A receptors, the influence of protein
corona that forms around nanoparticles needs to be taken into account. In the current thesis we
investigated the effect of various serums on the SR-A mediated uptake of PF14-oligonucleotide
complexes. We discovered that protein corona formed in different serums indeed affects the uptake
of nanoparticles. We observed that protein corona formed in bovine serum containing medium
induced the uptake of the particles the most, whereas the effect of mouse serum was rather modest.
By using mass-spectrometry and confocal microscopy, we propose the roles for individual proteins

on the uptake of nanoparticles and interactions with SR-A receptors.

Keywords protein corona, SR-A receptors, cell penetrating peptides, PF14
CERCS B210 Histology, cytochemistry, histochemistry, tissue culture
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KASUTATUD LUHENDID

Apo — apolipoproteiin (apoliprotein)

CSR — rakulise stressi vastus (cellular stress response)

DAPI — 4°,6°-diamidiino-2-feniiiilindool (4',6-diamidino-2-phenylindole)

DOTAP — 1,2-dioleoiiiil-3-trimetiiiilammoonium propaan (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium

propane)

dPF14 — PepFect14 D-analoog

FBS — veise vereseerum (fetal bovine serum)

HDL — korge tihedusega lipoproteiin (high-density lipoprotein)
HS — inimese vereseerum (human blood serum)

Ig — immunoglobuliin

LDL — madala tihedusega lipoproteiin (low-density lipoprotein)
MS — hiire vereseerum (mouse blood serum)

PEG — poliietiileen gliikool (polyethylene glycol)

PF14 — PepFectl4

PF32 — PepFect 32

PF6 — PepFect6

pGL3 — lutsiferaasi reptortergeeni sisaldav plasmiid

PMO - fosfomorfoliino oligonukleotiid (phosphorodiamidate morpholino)
PNA — poliiamiid nukleiinhape (peptide nucleic acid)

ROS - reaktiivsed hapnikuiihendid (reactive oxygen species)
RSP — rakku sisenevad peptiidid (cell penetrating peptides)
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SCO - splaissimist korrigeeriv oligonukleotiid (splice correcting oligonucleotide)
SDS — naatrium dodetsiiiil sulfaat (sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE — naatrium dodetsiiiil sulfaat poliiakriitilamiid geelelelktroforees (sodium dodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

siRNA — viike interferents RNA (short interfering RNA)
SR-A — ptiidurretseptor A klass (Scavenger receptor class A)
SR-B — piitidurretseptor B klass (Scavenger receptor class B)
SRXR4 — arginiinijddke sisaldav rakku sisenev peptiid

Tat — HIV transkriptsiooni transaktivaator

TP — trasnportaan (transportan)

TP10 — transportaan10 (transportanl10)

VLDL - viga madala tihedusega lipoproteiin (very low density lipoprotein)



SISSEJUHATUS

Valgu kroon (inglise keeles protein corona) on valkudest koosnev kest, mis tekib nanopartiklitele
nende sattumisel bioloogilisse keskkonda (niiteks vereplasma, vereseerum). Valgu krooni
uurimine on oluline nanopartiklite rakendamisel meditsiinis — valgu kroon mojutab partiklite

sisenemist rakkudesse, nende eluiga ning toksilisust organismis.

Valgu krooni koostisest voib leida mitmeid olulisi veres sisalduvaid valguriithmi. Valgu krooni
koostises on esindatud nii immunoglobuliinid, koelekke valgud, apolipoproteiinid, komplemendi
valgud jms. Selle koostis ei ole tépselt sama, mis timbritseval keskkonnal, ning soltub suuresti
mitmetest faktoritest, nditeks partikli suurusest ja pinnalaengust. Biokrooni koostises olevad
valgud v&ivad nii soodustada kui ka takistada nanopartiklite sisenemist rakkudesse, interakteerudes
raku plasmamebraani ning mitmete retseptoritega. Lisaks nditavad moned uuringud, et just
seerumivabas keskkonnas inkubeeritud nanopartiklid tungisid rakkudesse koige edukamalt, olles

rakkudele toksilisemad.

Lisaks interaktsioonile rakumembraaniga voivad partiklid sisenemiseks kasutada ka mitmeid
retseptoreid. Uheks retseptorite grupiks, mida mdned nanopartiklid vdivad rakkudesse
sisenemiseks kasutada, on piitidurretseptorite A klassi retseptorid (SR-A). Nende retseptorite
ligandideks on negatiivse laenguga osakesed, mis vdimaldab nende kasutamist sihtmérgina.
Naiteks selles to0s kasutatud PF14-oligonukleotiid nanokompleksid on negatiivse laenguga ning
on seetdttu voimelised seonduma SR-A retseptoritele. Lisaks on ndidatud, et mitmed valgu krooni
koostises olevad valgud vdivad mojutada SR-A retseptorite hulka rakkude pinnal. Naiteks
apolipoproteiin  ApoB100 ja muutunud konformatsiooniga veise seerum albumiin vdivad

indutseerida SR-A retseptorite pinnaletulekut.

Kéesoleva bakalaureuset6d eesmargiks oli uurida valgu krooni teket ja koostist PepFectl4 ja
oligonukleotiidi nanopartiklite inkubeerimisel inimese, veise ja hiire vereseerumiga s66tmes. Teise
eesmargina selgitada valgu krooni voimalikku moju nanopartiklite interaktsioonidel rakkudega

ning klass A piitidurretseptoritega.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Rakku sisenevad peptiidid

Rakku sisenevad peptiidid (RSP) on lithikesed, 5-40 aminohappejaagi pikkused jérjestused, mis
on voimelised erinevaid mehhanisme kasutades ldbima rakumembraani ja rakku sisenema (Langel,
2006). Esmakordselt kirjeldasid sellisete omadustega valke Frankel ja Pabo 1988. aastal, kui
avastasid, et HIV-1st parinev Tat valk on voimeline 1abima rakumembraani (Frankel et al., 1988).
Hiljem tehti kindlaks minimaalne jarjestus, mis on vajalik rakku sisenemiseks (Vives et al., 1997).
Parast seda avastasid Joliot ja teised, et Drosophila Melanogasterist eraldatud Antennapedia 60-
aminohappejddgi pikkune homeodomiddn on samuti vdimeline ldbima raku plasmamembraani
(Joliot et al., 1991). Minimaalne sisenemiseks vajalik jérjestus tehti samuti hiljem kindlaks
(Derossi et al., 1994). Lisaks nendele avastustele on oluline ka esimese kimaéarse RSP transportaani
disainimine. Transportaan on 27-aminohappejadagi pikkune peptiid, mille N-terminaalses otsas on
galaniin ning C-terminaalses otsas on herilasemiirgist péarinev peptiidne toksiin mastoparaan
(Pooga et al., 1998a).

Téanaseks on RSPsid avastatud ja disainitud suurel hulgal ning need voivad olla vdga erinevat
péritolu. Neid on leitud viiruse valkudest, looma miirkidest ning samuti siinteetiliste peptiidide
raamatukogudest (Jallouk et al., 2015). RSPd erinevad tiksteisest struktuuri ja omaduste poolest
ning seetdttu on olnud neid raske klassifitseerida. Nditeks voib nad jagada péritolu alusel kolme
klassi: kiméddrsed peptiidid, mis koosnevad kahest erinevast peptiidist; looduslikest valkudest
périnevad peptiidid ning siinteetilised peptiidid (Lindgren et al., 2000). Looduslikest valkudest
saadud RSPd vdivad périt olla erineva funktsiooniga valkudest, nditeks transkriptsioonifaktoritest,
DNA/RNAga seonduvatest valkudest jne. Ka eelnevalt mainitud Tat peptiid kuulub selliste RSPde
hulka. Kimédrsed peptiidid koosnevad tavaliselt kahest looduslikku péritolu valgust, mida liites
saab uute omadustega peptiidi (Langel, 2015), niditeks transportaani (Pooga et al., 1998a).
Siinteetiliste valkude hulka kuuluvad kunstlikult loodud peptiidid (Langel, 2015), néiteks
poliiarginiini jérjestused (Wender et al., 2000). Lisaks voib RSPd rithmitada ka nende laengu alusel
katioonseteks, amfipaatseteks ja hiidrofoobseteks peptiidideks (Langel, 2015; Jallouk et al., 2015).



1.1.1 Transportaan ja selle analoogid

Transportaan (TP) on kiméddrne RSP (Langel, 2015; Jallouk et al., 2015), mis koosneb 27st
aminohappest. 12 aminohappejiéki TP N-terminaalsest otsast on périt neuropeptiid galaniinist ning
14 aminohappejaaki C-terminaalsest otsast on périt herilase miirgist mastoparaanist (tabel 1). Need
kaks osa on omavahel {ihendatud liisiiniga (Pooga et al., 1998a). Transportaan on efektiivne
transportvektor, mille sisenemine rakku toimub Kkiiresti ega vaja tdendoliselt sisenemiseks
retseptorit (Soomets, et al., 2000). Transportaani abil on rakkudesse edukalt transporditud mitmeid
bioaktiivseid molekule, nditeks antisense meetodil toimivat oligonukleotiidi PNAd (Pooga et al.,
1998b). Vaatamata transportaani efektiivsusele, ilmnes eksperimentide kaigus, et ta inhibeerib
membraanides GTPaaside aktiivsust. Seetdttu on selle pohjal hiljem siinteesitud mitmeid lithemaid
analooge, et teha kindalaks rakkudesse sisenemiseks vajalik jarjestus ning korvaldada véimalikud
toksilised efektid. Koige efektiivsemaks osutus transportaani analoog, mille N-terminaalsest otsast
oli eemaldatud 6 aminohappejddki, seejuures aga sdilis peptiidi vOime ldbida raku
plasmamembraan. See peptiid nimetati transportaan10ks (TP10) (tabel 1) (Soomets et al., 2000)
ning selle baasil on edasi arendatud teisigi efektiivseid transportvektoreid.

1.1.2 PepFectid

PepFectid on teise pdlvkonna transfektsioonireagendid, mis on loodud nukleiinhapete transpordiks
rakku (Langel, 2015). Mitmed varasemad uuringud on ndidanud, et rasvhappe lisamine v3ib tosta
transfektsiooni efektiivsust (Tonges et al., 2006; Futaki et al., 2001). On ndidatud, et steartiiilimine
voimaldab DNAd kondenseerida stabiilsetesse partiklitesse ning muudab RSP ja nukleiinhappe
vahelised kompleksid hiidrofoobsemaks ning lipofiilsemaks, mis soodustab interaktsioone
plasmamembraaniga ning peptiid-lastmolekul kompleksi liikumist rakku (Khalil et al., 2004).
Lisaks on ndidatud, et RSPde steariiiilimine vdhendab partiklite tsiitotoksilisust ning soodustab
nende vabanemist endosoomidest, mis on oluline, et nukleiinhape jouaks oma sihtmérgini ning
saaks avaldada bioloogilist efekti (Tonges et al., 2006). Seda teadmist kasutati dra ka TP10
modifitseerimisel. Steartitilitud TP10 niitas eelnevalt kirjeldatud omadusi: madalamat
tsiitotoksilisust, endosoomidest vabanemist ning mittekovalentse sidumise voimalikkust (Mie et
al., 2009). Steariiiilitud TP10 nimetati PepFect3ks ning seda on kasutatud ka edaspidisteks

modifikatsioonideks ja uute peptiidide disainimiseks.



PepFect6 on sarnane PepFect3le, kuid sellele on lisatud triflorometiiiilkinoliin
(trifluoromethylquinoline) (tabel 1), mis on Kklorokviini analoog ning inhibeerib endosoomide
hapestumist. See pohjustab endosoomide paisumist ja nende membraanide destabiliseerimist, mis
omakorda soodustab endosoomidesse kinnijadnud materjali vabanemist (EL Andaloussi et al.,
2011).

PepFect14 (tabel 1) on steariiiilitud TP10 edasiarendus, milles on liisiinide ja isoleutsiinide asemel
kasutatud ornitiine ja leutsiine. Positiivse laenguga liisiinijddgid asendati ornitiinijidkidega nende
suurema transduktsiooniefektiivsuse ning parema DNAga seondumise tdttu, mis vdimaldab
kasutada viiksemat peptiidi kontsentratsiooni (Ezzat et al., 2011). Vorreldes liisiini ja leutsiiniga
on ornitiinil korgem afiinsus DNA suhtes ning seetottu on vdimalik kasutada védiksemaid
laengusuhteid (Ramsay ja Gumbleton, 2002). Arvatakse, et kuna ornitiin ei ole tavaline valkude

koostises esinev aminohape, on ta vastupidavam proteaaside suhtes (Ezzat et al., 2011).

Lisaks uuriti PepFect14 transfektsiooni efektiivsust vorreldes PepFect3 ja Lipofectamine ™’iga.

PepFect14 iiletas mdjususe poolest suuresti PepFect3, kuid steartiiilriihma eemaldamisel see efekt
kadus. Kui vorrelda kommertsiaalse transfektsiooniagendi Lipofectamine™"iga, siis niidati, et
SCO-PF14 kompleksid indutseerisid splaissingu aktiivsust kordades efektiivsemalt kui
Lipofectamine™ (Ezzat et al., 2011).

Tabel 1. Transportaani ja selle analoogide jirjestused.

RSP Jirjestus

Transportaan | GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL- NH: (Pooga et al., 1998a)
TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2 (Soomets et al., 2000)
PepFect3 Steartiiil- AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2 (Mie et al., 2009)

@) @)
PepFect6 ?\K;?

- |
steariilil- AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH,

(muudetud kujul EL Andaloussi et al., 2011)
PepFectl4 Steartiiil- AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH; (Ezzat et al., 2011)
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1.1.3 RSPde rakku sisenemise mehhanismid

Rakkudesse sisenemiseks on RSPd vdimelised kasutama mitmeid erinevaid mehhanisme, mis
soltuvad nii RSPst kui ka selle kontsentratsioonist, lastmolekulist v3i selle puudumisest ja ka
rakuliinist (Ramsey ja Flynn, 2015). Samuti mdjutavad RSPde sisenemist eri rakuliinide

membraanide isedrasused (Stalmans et al., 2013).

Sisenemise mehhanismide médramine on tekitanud palju vaidlusi ning selle tipne mehhanism pole
siiani kindel. Kuna RSPd on enamasti positiivse laenguga, siis arvatakse, et nad interakteeruvad
esmalt mone negatiivselt laetud rakupinna komponendiga, milleks vdivad olla raku
plasmamembraani koostises olevad suhkrujddgid voi fosfolipiidid. Esmane interaktsioon
plasmamembraaniga indutseerib nende sisenemise kas otsese translokatsiooni teel voi 1dbi

endotsiitoosi indutseerimise (Huang et al., 2015).

Otsese translokatsiooni mehhanismidest on vélja toodud toroidiaalse poori moodustumise,
pooratud mitselli ja adaptiivse translokatsiooni mehhanisme (joonis 1). Peale selle kasutavad RSPd
ka endotsiitoosiradasid. RSPd voivad sisenemiseks kasutada nii klatriin- kui ka kaveoliin-sdltuvat
endotsiitoosi ja ka makropinotsiitoosi (joonis 1) (Ramsey ja Flynn, 2015). Samuti on vdimalik, et
RSPd kasutavad sisenemiseks samaaegselt mitmeid erinevaid endotsiitoosiradasid (Kaplan et al.,
2005). Lisaks voib otsene translokatsioon toimida osana endotsiitoosist, kuid selle tdpsed

mehhanismid pole teada (Pae ja Pooga, 2014).

Lithiajaline toroidiaalne Padratud mitsell Kohandatud
poori moodustumine translokatsioon

Otsene
translokatsioon

RSP Rakumembraan
Endotsiitoos
S

Joonis 1. RSPde rakku sisenemise mehhanisme kujutav joonis (muudetud kujul Ramsey ja Flynn,
2015).
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Kuigi on arvatud, et RSP-lastmolekuli kompleksid ei vaja sisenemiseks spetsiifilist retseptorit, on
hiljuti ndidatud, et mdned RSP-nukleiinhappe kompleksid vajavad siiski rakkudesse sisenemiseks
retseptoreid. PepFect14-SCO nanokomplekside omadusi uurides naidati, et vastupidiselt eeldatule
olid moodustunud partiklid negatiivse laenguga. Tanu negatiivsele laengule ei saa sellised partiklid
seonduda negatiivselt laetud plasmamembraani komponentidega, kuid ometigi suudavad PF14-
SCO kompleksid esile kutsuda efektiivse splaissingu parandamise efekti (Ezzat et al., 2011).
Hiljem avastati, et klass A piitidurretseptorid vahendavad selliste partiklite sisenemist rakkudesse
(Ezzat et al., 2012). Ka PF14 D-analoog (dPF14) ning sRxR4 sisenevad rakku SR-A3 ja SR-A5
retseptoreid kasutades. Molemad RSPd sisenesid rakku SR-A3 ja SR-A5 vahendusel (Lindberg et
al., 2015). Lisaks PepFect perekonna RSPdele, kasutavad ka NickFectid oligonukleotiidide rakku
transportimiseks SR-A3 ja SR-A5 retseptoreid (Arukuusk et al., 2013).

1.1.4 Antisense oligonukleotiidide transport RSPde abil

Antisense oligonukleotiidid on lithikesed DNA v3i RNA jéarjestused, millel on potentsiaal muuta
geeniekspressiooni jarjestus-spetsiifiliselt (Boisguérin et al., 2015). Oligonukelotiidid on
paljutdotavad kandidaadid meditsiinis uute ravimite véljatootamisel, aga ka niditeks transgeensete
organismide saamisel (Huang et al., 2015). Siiski on nende kasutamine piiratud, kuna nende suur

molekulmass ning negatiivsene laeng takistavad padsemist rakkudesse.

Erinevate bioaktiivsete molekulide transpordiks rakku oleks voimalik kasutada ka viirusvektoreid,
kuid neil on vorreldes RSPdega mitmeid puudusi. Varreldes viirusvektoritega on RSPd vahem
toksilised, vihem immunogeensed ning tdendosus mutatsioonide tekkeks on viiksem. Samuti on
komplekside moodustamine RSPde ja lastmolekulide vahel lihtsam kui viiruspartiklite kokkupanek
(Huang et al., 2015).

Oligonukleotiidide transpordiks rakku RSPde vahendusel kasutatakse nii kovalentset kui ka
mittekovalentset strateegiat. Kovalentne side nukleiinhappe ja RSP vahel moodustatakse sageli
disulfiidsildade, aga ka ester- ja peptiidsideme abil. Kovalentne side on tugev, kuid redutseeriva
keskkonnaga tsiitoplasmas disulfiidsild laguneb ning peptiid eraldub nukleiinhappest (Margus et
al., 2012). Kovalentset strateegiat kasutatakse eelkoige mitte-laetud nukleiinhapete, nagu PMOde
ja PNAde sidumiseks RSPde kiilge (Boisguérin et al., 2015). Mittekovalentne sidumine pohineb
elektrostaatilistel ja hiidrofoobsetel interaktsioonidel positiivselt laetud RSP ja negatiivselt laetud

nukleiinhappe vahel (Boisguérin et al., 2015; Margus et al., 2012). Vdrreldes kovalentse
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sidumisega on see meetod lihtsam ning seda saab kasutada véga paljude erinevate lastmolekulidega

nende funktsionaalsust mdjutamata (Huang et al., 2015).

Nii kovalentset kui ka mittekovalentset strateegiat kasutades on rakku transporditud mitmeid
erinevaid lastmolekule, sealhulgas siRNAsid, splaissingut korrigeerivad oligonukleotiide,
plasmiidset DNAd, valke, ravimeid jms (Wang et al., 2014). Kuai ja teised kasutasid Tat ja PEG
modifikatsioonidega liposoome ravimite transpordiks viahirakkudesse. Kasutades Tati ja PEG
kombinatsioone voimaldati spetsiifiline transport vahirakkudesse (Kuai et al., 2010). Maegawa ja
teised nditasid, et transportides c-myb ASO (antisense oligonukleotiid) Tat peptiidi abil rakku, on
voimalik pidurdada jarjestus-spetsiifiliselt rakkude kasvu (Maegawa et al., 2016). Lisaks on RNA
interferents olnud tulemuslik PepFect6 ja SIRNA komplekside transpordil mitmetesse
rakuliinidesse. Nende katsete tulemusena selgus, et PF6 ja sSIRNA kompleksid vabanesid edukalt
endosoomidest ning takistasid sihtmark-RNA translatsiooni mitmetes rakutiitipides (EL
Andaloussi et al., 2011). RSPsid on proovitud rakendada ka naiteks Duchenne’i lihasdiistroofia
raviks. Lehto ja teised néitasid hiirtes edukat eksoni véljaldikamist Pip6a-PMO konjugaatide abil
(Lehto et al., 2014).

1.2 Piiiidurretseptorid

Piitidurretseptorid (inglise keeles scavenger receptors) on suur membraaniseoseliste retseptorite
perekond, mis on vdimelised siduma modifitseeritud LDL (low density lipoprotein) partikleid
(Zani et al., 2015). Goldstein ja teised avastasid piitidurretseptorid 1979. aastal, kui uurisid
ateroskleroosi. Nad avastasid, et makrofaagidel esinev piilidurretseptor on voimeline siduma
atsetiileeritud voi oksiideeritud LDL partikleid ning need rakkudesse endotsiiteerima (Goldstein et
al., 1979). Tianaseks on leitud piitidurretseptorite hulk oluliselt suurem ning vaatamata
struktuursetele erinevustele (PrabhuDas et al., 2014), on need sarnased oma funktsioonilt siduda
negatiivse laenguga ligande (Fogelman et al., 1981).

Selgema {ilevaate jaoks on neid {iritatud ka klassifitseerida. Grupeerimisele pani alguse Dr.
Krieger, kes jagas retseptorid esialgu geenijarjestuse alusel klassidesse ning seejirel alternatiivse
splaissingu alusel omakorda tiitipideks (Krieger, 1997). Hiljuti on seda nomenklatuuri korrastatud

ning selle jargi jaguneb see retseptorite superperekond kiimnesse klassi, tdhistustega A-J
(PrabhuDas et al., 2014).
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Piitidurretseptorid toimivad mitmete mehhanismide abil, kasutades nii endotsiitoosi kui ka
fagotsiitoosi, et eemaldada lagundatud vai kahjulikud ained. Tanaseks on kindlaks tehtud suur hulk
erinevaid piuiiidurretseptoreid, mis esinevad lisaks makrofaagidele ka teistelgi rakkudel, néiteks
epiteelirakkudes, kopsudes, platsentas ja ka siidames, ning on voimelised seonduma paljude
erinevate molekulidega (PrabhuDas et al., 2014). Peale modifitseeritud LDL-partiklite on
ptitidurretseptorid voimelised siduma ka mitmeid teisi ligande, niiteks endogeenseid valke ja
lipoproteiine ning mikroobseid komponente, sealhulgas lipopoliisahhariide ja lipoteihhuuhappeid
(Canton et al., 2013). Lisaks on piitidurretseptorite ligandide iihiseks omaduseks sageli ka nende

negatiivne laeng (Fogelman et al., 1981).
1.2.1 Klass A piiiidurretseptorid

SR-A retseptorid kuuluvad piitidurretseptorite hulka, A klassi. Need on membraanivalgud, mis
koosnevad 400-500 aminohappest (Zani et al., 2015). Koik viis A klassi kuuluvat piitidurretseptorit
(SR-A1-SR-A6) on homotrimeersed transmembraansed valgud (Kelley et al., 2014). Koigil nendel
retseptoritel on tsiitoplasmaatiline, transmembraanne ja kollageeni doméin. Monedel A klassi
puitidurretseptoritel on lisaks ka a-helikaalne, tsiisteiinirikas ja varre doméén (joonis 2) (PrabhuDas
et al., 2014). Kollageense domééni pikkus on SR-A retseptoritel erineva pikkusega, varieerudes
75st kuni 250 aminohappeni (Whelan et al., 2012).
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Joonis 2. Piitidurretseptorite struktuur — joonisel on ndidatud igale retseptorile omased doméaénid.
Legendis on toodud vaid A-klassi retseptoritele omased doméénid (muudetud kujul Zani et al.,
2015).
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Nagu teisedki piitidurretseptorid, seovad ka klass A liilkmed negatiivselt laetud ligande (Fogelman
et al., 1981). Lisaks soltub seondumine SR-A retsepotritele ligandi struktuurist. On ndidatud, et
ligandi neljaharuline struktuur v3ib soodustada nende seondumist SR-A retseptoritega (Pearson et
al., 1993). Klass A piitidurretseptoritele sobivateks ligandideks on nditeks dsDNA (Dewitte-Orr et
al., 2010) ja dsRNA (Limmon et al., 2008). Puiidurretseptoritel on oluline roll dsRNA
aratundmisel, selle endotsiiteerimisel ja kahjutustamisel (Limmon et al., 2008). Seondudes
dsDNAga osalevad klass A plitidurretseptorid viiruste vastases kaitses (Dewitte-Orr et al., 2010).
Nende retseptorite scondumist DNAga on édra kasutatud mitmete partiklite transportimisel rakku.
Niiteks sisenevad DNA-kulla partiklid rakkudesse SR-A retseptorite vahendusel (Patel et al.,
2010). Samuti on kasutatud neid retseptoreid PF32-DNA komplekside transpordiks (Srimanee et
al., 2016).

SR-AZ3 retseptorit kodeeriv geen asub inimese kaheksandas kromosoomis ning selle ekspressiooni
stimuleerib okstidatiivne stress (Zani et al., 2015). Selle retseptori teiseks nimetuseks on CSR ehk
rakulise stressi vastus (inglise keeles cellular stress response) (Kelley et al., 2014). Hani t66grupp
eraldas 1998. aastal fibroblastidest SR-A3 geeni ning téheldas, et transkriptsioon sellelt geenilt
tousis UV-kiirguse ja vesinikperoksiidiga tootlemise tagajéarjel. Néidati, et SR-A3 retseptorid
eemaldasid keskkonnast ROSe (inglise keeles reactive oxygen species), kaitstes rakke sel viisil
kahjustuste eest (Han et al., 1998). CSR on ekspresseeritud ka eesnddrmevéhi rakkudes, kus on
néidatud selle rolli vdhirakkude kasvu inhibeerimisel (Yu et al., 2006; Zhu et al., 2009).

SR-AG5 retseptorit kodeeriv geen asub, nagu SR-A3 geengi, inimese kaheksandas kromosoomis.
Sama geen on olemas Ka teistel imetajatel, lindudel ja kaladel. SR-AS5 retseptorit ekspresseeritakse
mitmetes rakutiitipides, seda on leitud epiteeli, munandi, siidame ja aju kudedest (Zani et al., 2015).
Struktuurilt sarnaneb teiste A klassi retseptoritega, kuid puudub tiiiipiline a-heeliksi doméén (Jiang
et al., 2006). Erinevalt teistest A klassi piitidurretseptoritest ei seondu SR-A5 atsetiileeritud voi
oksiideeritud LDL partiklitega, vaid ferritiiniga ning transpordib selle endotsiitoosi abil
rakkudesse, millega kaasneb ka raua transport rakkudesse (Li et al., 2009). Arvatakse, et kuna SR-
A5 on ekspresseeritud eelkdige epiteelirakkudes, on sellel oluline roll kaasasiindinud

immuunsiisteemi toimimises (Jiang et al., 2006).
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1.3 Valgu kroon ja selle moodustumise mehhanismid

Valgu kroon (ladina keeles corona) on bioloogilises keskkonnas nanopartiklite {imber
moodustunud valkude kiht. Valgu krooni koostis ja teke soltuvad nanopartiklite pinnalaengust,
suurusest ja funktsionaalrithmadest partikli pinnal (Westmeier et al., 2016). Valgu krooni termini
votsid esimesena kasutusele Cedervall ja teised, nimetades seda téhtsaks nanopartikli bioloogilise
olemuse méadramisel. See tekib valkude ja nanopartikli interaktsioonide tulemusena — erinevad
valgud konkureerivad tiksteisega partiklile seondumiseks ning see maérab partiklite edasise saatuse
(Cedervall et al., 2007). Valgu kroon méarab nanopartiklite interaktsiooni rakkudega, eluea veres,

agregatsiooni, transpordi, kineetika ja toksilisuse (Rahman et al., 2013).

Valgu krooni moodustumine on jark-jarguline protsess — selle koostis muutub ajas valkude
adsorptsiooni ja desorptsiooni tottu (Rahman et al., 2013; Docter et al., 2015). Esmalt kogunevad
partiklite timber valgud, mida on keskkonnas rohkelt, kuid mille afiinsus nanopartiklite suhtes on
madal. Hiljem vahetuvad need vélja keskkonnas vahem esinevate, kuid partikli suhtes kdrgema
afiinsusega molekulide vastu. Seda efekti nimetatakse VVromani efektiks, mida kirjeldas Vroman
juba 1962. aastal (Vroman, 1962). Siiski ei ole voimalik valgu krooni moodustumise protsesse
kirjeldada vaid Vromani efekti kaudu. Vromani efekt kirjeldab kiill lihtsamat olukorda mdnede
valkude segus, kuid ei kirjelda piisavalt olukorda keerulistes biosiisteemides (Docter et al., 2015).
Komplekssete biosiisteemide jaoks ei arvesta Vromani seadus piisavalt aeg-ruumi massi
timberjaotumiseks (Vogler, 2012). Sellest olenemata on ndidatud Vromani efekti kehtivust
nanopartiklite puhul ka komplekssetes biokeskkondades. Naidati valguriihmade seondumist ja
eraldumist nanopartiklitelt aja jooksul, mis on seletatav energeetiliselt soodsamate sidemete
loomisega. Valgu kroon moodustub partiklite timber ligi 30 sekundi jooksul ning edaspidi muutub
see pigem valkude arvu kui adsorbeerunud valkude poolest. (Tenzer et al., 2013). Stabiilne kroon
moodustub partikli imber umbes tunni jooksul ning selle koostis ajas enam ei muutu (Monopoli et
al., 2011).

Valgu krooni kirjeldamiseks kasutatakse ka termineid pehme (soft corona) ja kova (hard corona)
kroon. Kdva krooni moodustavad valgud on otseses kontaktis nanopartiklitega ning on ka palju
stabiilsem kui pehme kroon. Pehme krooni moodustavad partikli vidlimisel kiiljel olevad
valgukihid, mis on seondunud nanopartiklitega kaudselt kova krooni valkude kaudu norkade valk-
valk sidemete abil. Kuna pehme kroon on ebastabiilne, siis on see ka tundlik pesudele ning on

tootlusetappide kaigus kergesti kaduv, mis seletab, miks selle mdjust on vihem teada (joonis 3).
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Seetottu peetakse valgu kroonist radkides silmas eelkdige just kova krooni (Westmeier et al., 2016).
Kuna pehme kroon moodustab kdige vilimise kihi, siis arvatakse, et see osaleb esimese kontakti
loomisel rakkudega (Wang et al., 2016).

Valkude
Nanopartikkel adsorptsioon

Esimine kiht

Pehme kroon Kéva kroon

Joonis 3. Valgu krooni moodustumine nanopartikli timber. Ndidatud on valkude adsorptsiooni
nanopartiklile, kova ning pehme krooni teket (muudetud kujul Westmeier et al., 2016).

Valgu krooni moodustumine on kompleksne protsess ning selle koostis on konkreetse partikli
spetsiifiline (Walkey ja Chan, 2012), soltudes nii partikli suurusest, laengust kui ka seerumi
koostisest (Rahman et al., 2013). Uheks oluliseks krooni teket mdjutavaks faktoriks on nanopartikli
pinnalaeng, kuna nii positiivselt kui ka negatiivselt laetud partiklid on suuremal hulgal
opsoniseeritud kui laenguta partiklid (Aggarwal et al., 2009). Lisaks mdjutavad laetud
nanopartiklid valkude denaturatsiooni, neutraalsed partiklid mitte (Aubin-Tam ja Hamad-
Schifferli, 2005). Sarnaselt laenguga osakestele, adsorbeerivad ning denatureerivad hiidrofoobsed

partiklid valke rohkem kui neutraalsed voi hiidrofiilsed partiklid (Rahman et al., 2013).

Lisaks laengule, on kindlaks tehtud, et valgu krooni teket ning koostist mdjutab oluliselt ka
partiklite suurus (Lundqvist et al., 2008) ning pinna kumerus. Tenzer ja teised nditasid, et juba
kiimne nanomeetri suurused erinevused mojutavad valgu krooni koostist. Naiteks klusteriin
seondus pigem viiksemate partiklitega, gelsoliin ja protrombiin aga pigem suurematega, 1gG ja
aktiini seondumine ei soltunud aga tildsegi partikli suurusest (Tenzer et al., 2011). Ka partikli pinna

kumerus on oluline krooni moodustumisel. Kumera pinnaga partiklid takistavad valk-valk
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interaktsioone ning seetdttu adsorbeerivad siledama pinnaga partiklid rohkem valke. Partikli pinna
kumerus mojutab ka adsorbeerunud valkude konformatsiooni — kumeramale pinnale
adsorbeerunud valgud on vihem muutunud (Rahman et al., 2013). Suurema kumerusega partikli
pind takistab valkude seondumist. On voimalik, et sileda voi védhese kumerusega pinnal
moodustavad valgud kahemdotmelise struktuuri, mis voimaldab partiklile mahutada rohkem valke.
Suurema kumerusega partiklite puhul on aga valgud ruumiliselt nihkes ning seetottu kirjeldatud

stuktuure ei moodusta (Lindman et al., 2007).

Peale nanopartikli omaduste on valgu krooni tekkes ja koostises oluline ka keskkond. Nii kasutatud
seerum kui ka selle kontsentratsioon mdjutavad krooni moodustumist. Niiteks in vivo katsetes
erinevatel viisidel manustatud nanopartiklid erinevad koostise poolest ning mojutavad sisenenud
nanopartikleid (Docter et al., 2015). Samuti on oluline seerumi kontsentratsioon, mis mdjutab
tugevasti krooni kujunemist. In vitro kasutatud madalam seerumi kontsentratsioon vdib pohjustada
in vivo tulemuste valesti mdistmist, kuna in vivo kasutatud seerumi kontsentratsioon on kdrgem.
Plasma kontsentratsiooni tdustes tduseb nende valkude hulk, mida esialgu oli plasmas vdhem ning
mis seonduvad tugevasti partikli pinnale, tdrjudes vilja ndrgemad seondujad (Monopoli et al.,
2011). Lisaks seerumile mdjutab krooni moodustumist ka kasutatav s66de, kuna s66tmed erinevad

tiksteisest soolade ja suhkrute sisalduse poolest (Maiorano et al., 2010).

1.3.1 Valgu krooni koostis

Walkey ja Chan on pannud kokku 125 valgust koosneva plasmavalkude riihma, mis on tuvastatud
erinevatelt nanopartiklitelt erinevate eksperimentide kdigus. Selle valkude kogumi nimetasid nad
adsorbaadiks (inglise keeles adsorbome). Adsorbaadis leidub 2—6 rohkelt esinevat valku, millest
kolm koige levinumat moodustavad 56% kogu adsorbaadist. Koige levinum valk moodustab aga
29% kogu adsorbaadist. Lisaks sellele on adsorbaadis veel palju teisi valke, mis on vihemal mééral
esindatud. Kuigi paljud valgud adsorbeeruvad suurel hulgal paljudele nanomaterjalidele, ei ole

koige enam esindatud valgud enamasti samad (Walkey ja Chan, 2012).

Valkude seondumise partiklile voib jagada kahte faasi: hiline ja varajane faas. Varjases faasis
seonduvad albumiin, IgG ja fibrinogeen (Rahman et al., 2013). Albumiin adsorbeerub kohe pea
koikidele partiklitele, kuid vahetub hiljem vélja kdrgema afiinsusega valkude vastu (Lundqvist et
al., 2011). Hilises faasis seonduvad jark-jargult apolipoproteiinid ja koagulatsiooni valgud.

Kodigepealt vahetub albumiin jirk-jargult fibrinogeeni vastu vastu, mis seejdrel asendatakse
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apolipoproteiinidega. Kuigi apolipoproteiine on seerumis palju vdhem kui fibrinogeeni, on nad

tanu suuremale afiinsusele voimelised fibrinogeeni kroonist vélja torjuma (Rahman et al., 2013).

Nagu eelnevalt mainitud, mojutab partikli laeng valgu krooni koostist (Rahman et al., 2013).
Gessner ja kolleegid uurisid adsorbeerunud valke erinevate funktsionaalsete riihmadega
latekspartiklitel. Ndidati, et aluselistele partiklitele adsorbeerusid suuremal hulgal valgud, mille pl
oli védiksem kui 5,5. Aluseliste funktsionaalrithmadega partiklitele seondusid eelistatult albumiin
ja IgG. Happeliste funktsionaalriihmadega partiklitele adsorbeerusid pigem valgud, mille pl oli
suurem kui 5,5, niiteks ApoH ja hemoglobiin (Gessner et al., 2003). Lisaks on ndidatud, et
negatiivse laenguga silikoonist nanopartikliga seondusid eelkdige negatiivse laenguga valgud,

olenemata nende valkude hulgast seerumis (Tenzer et al., 2011).

Valgu krooni koostises on valdavaks immunoglobuliinid, komplemendi valgud ja
apolipoproteiinid. Kui immunoglobuliinid ja komplemendi valgud krooni koostises vdhendavad
partikli eluiga veres, siis apolipoproteiinid aga pikendavad seda efekti. Mitmed apolipoproteiinid
on voimelised rakku sisenema ka piitidurretseptorite vahendusel. Apolipoproteiinid, mille SR-B
piitidurretseptorid dra tunnevad on ApoAl, ApoA2, ApoA4, ApoCl, ApoC2, ApoC3, ApoD ja
ApoE (Pozzi et al., 2014). Lisaks on tehtud katsed, kus tehti kindlaks valgu krooni tdpne koostis
ning uuriti partiklite sisenemist rakkudesse. Saadud tulemuste vahel leiti korrelatsioonikonstandid,
et leida, millised valgud soodustavad ning millised takistavad partiklite sisenemist rakkudesse.
Leiti, et partiklite sisenemist rakkudesse indutseeris apolipoproteiin ApoH, samas kui ApoC4 ja
ApoC3 inhibeerisid (Ritz et al., 2015).

Krooni moodustavatest valkudest on oluline ka seerum albumiin, mida leidub valgu kroonis suurel
hulgal. Seondudes nanopartikliga voib muutuda albumiini konformatsioon ning selle tunnevad dra
SR-A retseptorid. On néidatud, et muutunud konformatsiooniga albumiin nanopartiklite pinnal
soodustab partiklite sisenemist rakkudesse piitidurretseptorite vahendusel (Yan et al., 2013;
Mortimer et al., 2014). Krooni valkudest indutseerib partiklite sisenemist ka vitronektiin. Ndidati,
et vitronektiin indutseeris partiklite sisenemist vihirakkudesse, tundes dra nende pinnal

eksponeeritud spetsiifilise retseptori (Caracciolo et al., 2013).

Mitmed uuringud on ndidanud, et valgu kroon mojutab partiklite sisenemist rakkudesse (Treuel et
al., 2015). Samuti on niidatud, et seerumita keskkonnas sisenevad nanopartiklid rakkudesse

efektiivsemalt kui seerumiga keskkonnas (Lesniak et al.,, 2012). Soodustamaks partiklite
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sisenemist, on partikleid proovitud katta molekulidega, millel on rakku sisenemiseks kindel
retseptor, nditeks transferiin. Sellisel juhul valgu krooni juuresolekul nanopartiklite sisenemine
rakkudesse vdhenes ning kaotas oma spetsiifilisuse (Salvati et al., 2013). Kdige efektiivsemalt
tungisid rakkudesse katmata nanopartiklid (Jiang et al., 2010), mis tdhendab, et valgu kroon voib

blokeerida partiklite pinnal olevad valgud (Salvati et al., 2013).

Nanopartiklite rakendamisel meditsiinis on oluline uurida ka nende voimalikku toksilist moju
organismile. Valgu kroon on oluline partiklite akumulatsioonil, biolagunemisel, organismist
véljutamisel ja ka immuunvastuse regulatsioonis (Tenzer et al., 2013). Samas arvatakse, et
partiklile seondudes voib muutuda valkude konformatsioon, mis voib viia funktsiooni muutuse ja
kriiptiliste epitoopide tekkeni (Treuel et al., 2015). Kui valk seondub partiklile ning paljastuvad
kriiptilised epitoobid, voib see vallandada immuunvastuse (Nel et al., 2009).
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2 EKSPERIMENTAALOSA
2.1 To6 eesmirgid
Selle bakalaureusetdo eesmarkideks on:

e uurida kas ja milline on hiire, inimese ja veise vereseerumiga s6dtmes PF14-SCO

nanokomplekside iimber moodustunud biokrooni efekt SR-A3 ja SR-A5 pinnale toomisel;

e uurida hiire, inimese ja veise vereseerumist tekkinud PF14-pDNA komplekside biokrooni

koostist.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Rakkude kultiveerimine

Kiesolevas t00s kasutati inimese emakakaela kartsinoomi rakke HelLa pLuc-705, mida kasvatati
IMDM (Corning, 10016158R) s6otmes, millele oli lisatud 10% FBSi (fetal bovine serum) ning
100 TU/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini. Rakke kasvatati 37°C ja 5% CO> juures.

2.2.2 Kasutatud oligonukleotiidid ja RSPd

Mass-spektromeetria ja SDS geelelektroforeesi katsete jaoks kasutati pGL3 lutsiferaasi kodeerivat
plasmiidi (4,7 kDa). Immunofluorestsentsi Kkatsete jaoks kasutati splaissingut korrigeerivat
fosforotioaat 2'-O-metiiiil oligonukleotiidi (5'-CCU CUU ACC UCA GUU ACA-3’), mille 5’
terminussele oli lisatud fluorestseeruv Cy5 mirgis (Microsynth, Switzerland). Transportpeptiidina
kasutati PepFectl4 peptiidi (steariiil- AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NHz), mis oli

siinteesitud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.
2.2.3 Nanokomplekside formeerimine

SDS geelelektroforeesi ja mass-spektromeetria jaoks formeeriti nanokompleksid PF14,
biotiniileeritud pDNA ja streptavidiiniga kaetud magnetpartiklite (Thermo Scientific, PG1879872)

vahel.

pDNA maérkimiseks biotiiniga kasutati Nucleic Acid Labeling Kit vastavalt tootja protokollile
(Mirus Label It® Biotin Kit, 51034662). Liihidalt, biotiini reagent segati kokku pDNAga (1 pg/ul)
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suhtega 1:2 (v:w) margistamise puhvris (Labeling Buffer A) ning inkubeeriti 1 tund 37°C juures
raputajal (300 rpm). Vaba biotiin eemaldati mérgistatud pDNAst etanooliga pretsipitatsiooni teel
ning puhastatud biotiniileeritud pDNA (b-pDNA) lahustati MilliQ vees.

SDS-PAGE jaoks kasutati 1 pg b-pDNAd iihe proovi kohta ning segati kokku SA-
magnetpartiklitega suhtega 1:2 ning mass-spektromeetria jaoks 2 pg b-pDNAd ja SA-
magnetpartikleid suhtega 1:2. b-pDNA ja SA-magnetpartikleid inkubeeriti 15 minutit 37°C juures
raputajal (300 rpm). Seejdrel lisati PF14 laengusuhtega 1:3 ning inkubeeriti veel 30 minutit

toatemperatuuril.

Immunofluorestsents katse jaoks moodustati mittekovalentsed kompleksid 1 uM PF14 ja 200 nM
SCO vahel MilliQ vees 1/10 lahuse 16ppruumalas. Enne rakkudele kandmist lasti kompleksidel
formeeruda 30 minutit toatemperatuuril ning seejérel viidi lahuse ruumala 16ppmahuni vastavate

sootmega.
2.24 SDS-PAGE

PF14-pDNA nanokomplekside {imber moodustuva valgu krooni koostise analiilisimiseks
inkubeeriti komplekse esmalt 0%, 10%, 50% ja 100% hiire, veise ning inimese seerumit sisaldavas
s60tmes 30 minutit 300 rpm juures toatemperatuuril. S66tmetesse oli lisatud ka 1:100 lahjendusega
proteaasi inhibiitorite segu. Pérast inkubatsiooni pesti proove 3 korda 5 minutit PBSiga, kogudes

magnetpartiklid magneti abil tuubiserva.

Valkude lahutamiseks geelelektroforeesiga valmistati 10% separatsiooni ning selle peale 4%
kontsentreeriv SDS-poliiakriiiilamiidgeel. Igale proovile lisati 20 pl 1x SDS proovi puhvrit, mis
sisaldas 2% beetamerkaptoetanooli, et eraldada valgud magnetpartiklite kiiljest ning proove
kuumutati 5 minutit 100°C juures. Magnetpartiklid eraldati proovidest magnetjala abil ning 15 pl
proovi kanti geelile. Valgubidndide hindamiseks molekulmassi jérgi kanti geelile ka PageRuler
Prestained Ladder suurusmarker (Thermo Fisher; 00289411). Geelelektroforeesi labiviimiseks
kasutati BioRad PowerPac Basic masinat (BioRad, USA). Geelil lasti joosta 15 minutit 60 V juures
ning seejiarel 30 minutit 180 V juures, puhvrina kasutati 1x SDS jooksupuhvrit. Valgubéndid
visualiseeriti hobedaga vérvimise meetodil, milleks kasutati Biorad Silver Stain Kit’i (kataloogi

number 161-044), vastavalt tootja protokollile. Geel on skaneeritud CanoScan 5600F’iga.
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2.2.5 Mass-spektromeetria

PF14-pDNA iimber moodustunud valgu krooni analiiiisiti mass-spektromeetria abil. Valmistati
IMDM s66tmed, mis sisaldasid 10% veise, inimese ja hiire seerumit ning proteaasi inhibiitorite
segu lahjendusega 1:100. Eelnevalt formeeritud nanokomplekside ruumala viidi erinevate
sootmetega 1 milliliitrini ning proove inkubeeriti toatemperatuuril raputajal 300 rpm juures.
Seejédrel proovid pesti 5 korda 5 minutit TBS puhvriga magnetjalal ning analiiiisiti mass-
spektromeetriaga. Mass-spektromeetria analiiiisi viis 1dbi vastav spetsialist Tartu Ulikooli

Tehnoloogiainstituudi proteoomika tuumiklaborist.

2.2.6 Mass-spektromeetria ja SDS tulemuste analiiiis

Mass-spektromeetria tulemuste analiiiisiks arvutati kokku kogu valkude hulk koikides seerumites.
Seejarel jaotati valgud seitsmesse gruppi: lipoproteiinid, koagulatsiooni valgud, komplemendi
valgud, immuunoglobuliinid, koelekke valgud, akuutse faasi valgud ning muud valgud. Leiti
valkude hulk vastavas grupis ning arvutati, kui suure osa moodustab see kogu valkude hulgast.
Lisaks leiti vastavalt molekulmassidele valgud, mis vastaksid SDS geelelektroforeesil tekkinud
biandidele. Valgud sorteeriti ka molekulmassi jargi riihmadeks ning arvutati, kui suure osa
moodustab see riihm koikidest valkudest (%). Venni diagrammi loomiseks kasutati programmi:

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.
2.2.7 Konfokaalmikroskoopia

Kaks pédeva enne eksperimendi algust kiilvati HeLa pLuc-705 rakud iimmargustele klaasidele 24-
kannulisele plaadile tihedusega 30 000 rakku iihe kannu kohta. Ulejirgmisel pdeval pesti rakke
kaks korda seerumivaba IMDM s66tmega ning lisati s66de, mis sisaldas 10% inimese, hiire voi
veise seerumit voi seerumivaba IMDM s66det ja inkubeeriti 15 minutit 37°C juures. Seejérel lisati
eelnevalt formeeritud kompleksid ning inkubeeriti veel 30 minutit 37°C juures. Pérast
inkubatsiooni pesti rakke 2 korda PBSiga ning fikseeriti 3% PFA lahusega fosfaatpuhvris 15
minutit toatempreratuuril. Pdrast fikseerimist pesti rakke korra PBSiga, permeabiliseeritud
kontrolli t6ddeldi 0,1% Triton X-100ga 5 minutit jadl. Raku plasmamembraani terviklikkuse
kontrollimiseks inkubeeriti rakke 5 minuti jooksul DNAga seonduva fluorestseeruva varviga DAPI
(lahjendus 1:2000). Parast DAPI tootlust rakud pesti.  Mittespetsiifiliste  seondumiste
blokeerimiseks inkubeeriti rakke 30 minutit 10% rasvavabas piimapulbri lahuses PBSis (NFDM,

non-fat dry milk, Applichem, 5U010811). Primaarsete antikehadega inkubatsiooniks valmistati 1%
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NFDM lahus PBSis, kuhu lisati SR-A3 ja SR-A5 antikehad (tabel 2) ning rakke inkubeeriti tund
aega toatemperatuuril, misjérel rakud pesti ning inkubeeriti vastavate sekundaarsete antikehadega
(tabel 2) 1% NFDM lahuses PBSis 30 minutit toatempetatuuril pimedas. Parast inkubatsiooni pesti
klaase kolm korda 5 minutit PBSiga ning klaasid sulundati PBSis lahustatud 30% gliitserooli tilga
sees. Preparaadid analiiiisiti konfokaalmikroskoobiga Olympus FV1000 (Olympus, Jaapan).

Piltide tootlemiseks kasutati programmi Olympus Fluoview (versioon 4.2a).
2.2.8 Konfokaalmikroskoopia kvantifikatsioon

Konfokaalmikroskoopia tulemuste kvantifitseerimiseks kasutati programmi Olympus Fluoview
(version 4.2a). Loeti umbes 100 rakku proovi kohta ning moddeti keskmised fluorestsentsi
intensiivsused raku kohta. Tulemustest voeti keskmised kolme katse kohta ning need on
viljendatud suhtelise fluorestsentsi iihikuna. Kodikide proovide intensiivsustest on lahutatud taust
ehk kontrollrakkude fluorestsentsi intensiivsus. Saadud tulemused on kujutatud graafikul (joonised
4 jab).

Tulemuste statistilise olulisuse madramiseks arvutati p-vdartused iga seerumi kohta, vorreldes
kompleksidega proove ilma kompleksideta proovidega. P-vdirtuste arvutamisel kasutati

kahepoolset ning paaris tulemustega T-testi valemit.

2.2.9 Kasutatud antikehad

Tabel 2. Toos kasutatud antikehad

Antikeha nimetus Peremees, LOT Tootja Lahjendus
number
SR-A3 Kits, C2513 Santa Cruz 1:50
Biotechnology
SR-A5 Kiitilik, R12563 Sigma 1:50
Alexa 555 Kits, 1454436 Invitrogen 1:300

konjugeeritud kiiiiliku
vastane antikeha
Alexa 555 Kiiiilik, 1562309 Invitrogen 1:300
konjugeeritud kitse
vastane antikeha
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2.3 Tulemused

2.3.1 Inimese, veise ja hiire vereseerumi valkude méju piiiidurretseptorite SR-A3 ja SR-

Ab5 pinnale toomisel PF14-SCO kompleksidega

Moned aastad tagasi avastati, et PF14-SCO kompleksid sisenevad rakkudesse SR-A3 ja SR-A5
retseptoreid kasutades (Ezzat et al., 2012). Hiljuti ndidati aga, et SR-A3 ja SR-Ab5 retseptorid ei ole
pidevalt eksponeeritud HeLa rakkude pinnal, vaid need indutseeritakse rakkude pinnale alles nende
tootlemisel nanokompleksidega (Juks et al., 2015). Kédesoleva bakalaureuse t60 esimeseks
eesmargiks oli uurida, kas ja millist mdju avaldab erinevates seerumites nanokomplekside iimber
tekkinud valgu kroon piitidurretseptorite pinnaletoomisel. Selleks inkubeeriti PF14-SCO
komplekse 10% inimese, veise ja hiire seerumit sisaldavas s66tmes v0i seerumivabas s66tmes ning
tulemusi vorreldi tootlemata rakkudega. Rakud fikseeriti mitte-permeabiliseerivalt, et tuvastada

retseptorid, mis tuuakse rakkude pinnale.
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—
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Joonis 4. SR-A3 retseptorite pinnale indutseerimine PF14-SCO kompleksidega ning ilma
kompleksideta inimese (HS), veise (FBS) ja hiire seerumit (MS) sisaldavas ning seerumivabas
sootmes. Veapiirid on esitatud standardveana kolme katse kohta ning igast proovist on lahutatud
taust ehk kontrollrakkude fluorestsentsi intensiivsus. Y-teljel on toodud fluorestsentsi véartused
suhtelise iihikuna (sii). Tulpade kohal on toodud p-vairtused, mis on statistiliselt olulised kui p <
0,05. Viimaseks tulbaks on kontrollrakkud, mida ei toddeldud antikehade ega kompleksidega.
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Joonis 5. SR-A5 retseptorite pinnale indutseerimine PF14-SCO kompleksidega ning ilma
kompleksideta inimese (HS), veise (FBS) ja hiire seerumit (MS) sisaldavas ning seerumivabas
so6tmes. Veapiirid on esitatud standardveana kolme katse kohta ning igast proovist on lahutatud
taust ehk kontrollrakkude fluorestsentsi intensiivsus. Y-teljel on toodud fluorestsentsi véartused
suhtelise tihikuna (sii). Tulpade kohal on toodud p-véirtused, mis on statistiliselt olulised kui p <
0,05. Viimaseks tulbaks on kontrollrakkud, mida ei to6deldud antikehade ega kompleksidega.

Katsete tulemused (joonised 4-7) kinnitasid varasemaid tulemusi — SR-A3 ja SR-A5 retseptoreid
ei esine tootlemata rakkude pinnal. Nende translokatsioon rakkude pinnale indutseeritakse
komplekside lisamisega (Juks et al., 2015). Kompleksidega to6tlemata rakkude fluorestsentsi
intensiivsuste tase jdi kontrollrakkudega ligikaudu samale nivoole veise ja inimese seerumi
proovide puhul. Seerumivabas ja hiire seerumiga s66tmes on kompleksidega té6tlemata rakkude
intensiivsuste tase monevorra korgem, selle pohjuseks voib olla ebasoodne keskkond, mis vdib

soodustada SR-A retsptorite translokatsiooni.

Joonistelt 4 ja 6 selgub, et kdige enam indutseerisid SR-A3 retseptorite translokatsiooni raku
pinnale veise seerumiga sootmes inkubeeritud PF14-SCO nanokompleksid. Ligikaudu samas
ulatuses oli ka inimese seerumiga s66tmes moodustunud valgu krooni moju retseptorite pinnale
toomisele. Margatavalt vahem indutseerisid SR-A3 retseptoreid raku pinnale nanopartiklid
seerumivabas ja hiire seerumiga s66tmes. Nende proovide p-véértused olid siiski palju vdiksemad

0,05st, mis tdhendab, et tulemused on koikidel juhtudel statistiliselt olulised.

SR-AD5 retseptorite hulk rakkude pinnal (joonis 5 ja 7) on SR-A3ga vordlemisi sarnane — mdlemal

juhul soodustas retseptorite pinnaletulekut kdige enam veise seerumiga so6tmes moodustunud
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valgu kroon. Samas on SR-A5 retseptorite arvukus rakkudel tunduvalt madalam kui SR-A3
retseptorite puhul ning seda koikides sootmetes. Lisaks on erinev mdju ka hiire seerumiga s66tmes
moodustunud valgu kroonil. SR-A5 hulk rakkudel inimese seerumiga s66tmes ning seerumvabas
sootmes ligikaudu samal tasemel, SR-A3 retseptorit oli inimese seerumiga s66tmes aga rohkem

ekspresseeritud.
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Joonis 6. SR-AS3 retseptorite paiknemine raku pinnal to6tlemata ja PF14-SCO kompleksidega
toodeldud rakkudes. Rakke inkubeeriti 15 minutit vastavates seerumites ning seejirel 30 minutit
eelnevalt formeeritud PF14-SCO kompleksidega. Pérast inkubatsiooni rakud fikseeriti
mittepermeabiliseerivalt 3% PFAga ning pinnal eksponeeritud SR-A3 retseptorid tuvastati vastava
primaarse antikehaga ning AF555 mirgistatud sekundaarse antikehaga. Punasega on margitud SR-
A3 retseptorid ning sinisega on tahistatud DAPlga varvunud rakud. Parempoolsetes tulpades on
toodud tootlemata rakkude ning vasakpoolsetes koos kompleksidega inkubeeritud rakkude konfo-
kaalmikroskoopia kujutised. FBS — veise seerumiga sodtmes inkubeeritud nanopartiklid, HS —
inimese seerumiga sodtmes inkubeeritud nanopartiklid, MS — hiire seerumiga soGtmes
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inkubeeritud nanopartiklid ja SF — seerumivabas s66tmes inkubeeritud nanopartiklid. M3o6tldigu
pikkuseks on 10 um.
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Joonis 7. SR-AS retseptorite paiknemine raku pinnal t66tlemata ja PF14-SCO kompleksidega
toodeldud rakkudes. Rakke inkubeeriti 15 minutit vastavates seerumites ning seejirel 30 minutit
eelnevalt formeeritud PF14-SCO kompleksidega. Parast inkubatsiooni rakud fikseeriti
mittepermeabiliseerivalt 3% PFAga ning pinnal eksponeeritud SR-A3 retseptorid tuvastati vastava
primaarse antikehaga ning AF555 mérgistatud sekundaarse antikehaga. Punasega on margitud SR-
Ab5 retseptorid ning sinisega on téhistatud DAPIga véarvunud rakud. Parempoolsetes tulpades on
toodud tootlemata rakkude ning vasakpoolsetes koos kompleksidega inkubeeritud rakkude konfo-
kaalmikroskoopia kujutised. FBS — veise seerumiga séotmes inkubeeritud nanopartiklid, HS —
inimese seerumiga so0tmes inkubeeritud nanopartiklid, MS — hiire seerumiga sO6Gtmes
inkubeeritud nanopartiklid ja SF — seerumivabas s66tmes inkubeeritud nanopartiklid. M3otldigu
pikkuseks on 10 pm.



Joonis 8. Hela rakkudega seondunud PF14-SCO kompleksid. Rakke inkubeeriti 15 minutit
vastavates seerumites ning seejérel 30 minutit eelnevalt formeeritud PF14-SCO kompleksidega.
Pérast inkubatsiooni rakud fikseeriti mittepermeabiliseerivalt 3% PFAga. Joonisel on punasega
tahistatud Cy5, millega oli SCO mérgistatud. FBS — veise seerumiga sé0tmes inkubeeritud
nanopartiklid, HS — inimese seerumiga so6tmes inkubeeritud nanopartiklid, MS — hiire seerumiga
s00tmes inkubeeritud nanopartiklid ja SF — seerumivabas sd6tmes inkubeeritud nanopartiklid.
Mootldigu pikkuseks on 10 pm.

Lisaks korreleerub raku pinnal olevate retseptorite hulk ka seondunud partiklite hulgaga (joonis 8).
Selgus, et kdige rohkem on rakkudega seondunud veise seerumiga s66tmes inkubeeritud partiklid
ning kdige vihem hiire seerumiga s66tmes inkubeeritud partiklid. Partiklite seondumine rakkudega

inimese seerumiga so6tmes oli aga oodatust madalam.

Need tulemused néitavad selgelt, et eri seerumites moodustunud valgu kroon mdjutab oluliselt nii

partiklite seondumist rakkudega kui ka SR-A3 ja SR-AD5 retseptorite hulka raku pinnal.

2.3.2 Inimese, veise ja hiire vereseerumiga sootmes tekkinud valgu kroonis esinevad

olulisemad valguriihmad ja nende osakaal.

Lisaks valgu krooni mdjule SR-A retseptorite translokatsioonile rakkude pinnale ning komplekside
interaktsioonile raku plasmamembraaniga, tahtsime teada ka PF14-oligonukleotiid
nanokomplekside iimber jddva valgu krooni koostist. Selleks inkubeeriti komplekse 10% inimese,
veise ja hiire seerumit sisaldavas so6tmes 30 minutit. Selline kontsentratsioon valiti, kuna sellist
seerumi kontsentratsiooni kasutatakse tavaparaselt rakkude kasvatamisel ja rakukatsetes. Valgu

krooni koostist analiiiisiti esmalt mass-spektromeetriliselt.

Nanopartiklite timber moodustuva biokrooni valkude fiisioloogiline funktisoon vdib varieeruda,
kuid enamik neist valkudest osalevad néiteks lipiidide transpordis ning nende hulgas on ka palju
hiitibimisfaktoreid, komplemendi aktivatsiooni valke ning ka immunoglobuliine (Pozzi et al.,

2015a). Ka PF14-pDNA nanopartiklite biokrooni valkude hulgas leidub nii koagulatsioonivalke,
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lipoproteiine, koelekke valke, immunoglobuliine, akuutse faasi valke, komplemendi faktoreid ja
ka muid valke (Pozzi et al., 2015a; Ritz et al., 2015; Tenzer et al., 2013). Joonisel 9 on toodud

vastavate valkude osakaal kogu valgu kroonist protsendina.
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Joonis 9. Inimese, hiire ja veise seerumi valgu krooni analiiiis. Naidatud on, kui suure osa moodus-
tab mingi valkude riihm kd&ikidest PF14-pDNA nanopartiklitele adsorbeerunud valkudest. Valgud
on grupeeritud vastavalt Pozzi jt artiklis toodud rithmadele (Pozzi et al., 2015a)

Proteoomika analiiiisi kdigus selgus, et kdige rohkem seondus valke nanopartiklitele hiire
seerumiga so0tmes, kus tuvastati kokku 297 valku. Inimese seerumiga so6tmes Seondus
nanopartiklitega 197 valku ning veise seerumiga s66tmest tuvastati 249 erinevat valku. Hiire ja
veise seerumiga so6tmes leidus palju ka tundmatuid valke, mida proteoomika abil polnud voimalik
tuvastada. Jooniselt 9 on ka nidha, et inimese seerumiga so6tmes joonistub valkude jaotumise

muster selgemini vilja kui hiire voi veise seerumiga sdotmes.

Valgu krooni moodustavad suures osas immunoglobuliinid, komplemendi valgud ja
apolipoproteiinid (Pozzi et al., 2015a). K&ige suurema osa valkudest inimese ja hiire seerumiga
sootmes tekkinud valgu kroonist moodustavad immunoglobuliinid (joonis 9). Suuresti on esindatud
ka komplemendi valgud, akuutse faasi valgud ja apolipoproteiinid. Veise seerumi puhul
moodustavad need valgurithmad ainult vdikese osa kdikidest valkudest. Kdige enam esinenud
valkude rithm veise seerumiga s66tmes on koagulatsiooni valgud. Samas oli veise seerumi kroonis
vorreldes teiste seerumitega kdige rohkem tundmatuid valke, mis selgitab ka valkude jaotuste

erinevusi teiste seerumitega.
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Lisaks valkude funktsioonile voib valgud jaotada ka nende molekulmassi jargi. Joonisel 10 on
toodud valgu krooni valkude jaotus molekulmassi alusel. Selle jargi selgub, et nanopartiklitega
voivad interakteeruda védga erineva molekulmassiga valgud. Tulemuste alusel voib oGelda, et
eelistatult seonduvad partiklitega siiski vdiksema molekulmassiga valgud, mille suurus on kuni 70
kDa. Hiire ja inimese seerumi valkudest moodustasid alla 20 kDa suurused valgud ligi 30%.
Valgud suurusega 2070 kDa olid seerumites jaotunud enam-vihem vdordselt — iga 10 kDa ulatus
moodustas umbes 10% kogu valkudest. Suuremad kui 70 kDa valgud olid oluliselt vihem
esindatud. Kdige vihem leidus seerumites lile 300 kDa suuruse molekulmassiga valke. Hiire
seerumi valkudest moodustasid tile 300 kDa suurused valgud aga alla 1% koigist valkudest. Ka

teistes seerumites olid iile 300 kDa suurused valgud kodige véhem esindatud (kuni 2% kogu

valkudest).
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Joonis 10. Valgu krooni valkude jaotus molekulmassi jérgi (kDa).
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2.3.3 Unikaalsed ja iihised valgud kolme erineva seerumiga sootmes tekkinud valgu

kroonis.

Veise seerum  Inimese seerum

-~

17

Hiire seerum

Joonis 11. Venni diagramm 35 enim esindatud valgust inimese veise ja hiire seerumiga s66tmes
(mass-spektromeetria katse andmetel). Joonisel on néidatud, kui palju on eri seerumites iihiseid
ning unikaalseid valke. Valkude eesti- ja ingliskeelsed nimetused ning nende molekulmassid on
toodud Lisa 1, tabel 4. Sinisega on tdhistatud veise seerumiga so6tmest, rohelisega hiire ning
punasega inimese seerumiga s6otmest leitud valgud.

Vorreldes erinevate seerumite kdige enam levinud valke selgus, et mitmed nendest valkudest on
olemas koikides seerumites (joonis 11). Selliseid valke oli kokku seitse ning need on komplemendi
valk C3, vitamiin D-siduv valk, hemopeksiin, serotransferriin, seerum albumiin, alfa-2-makro-
globuliin ja alfa-2-HS-gliikoproteiin (Lisa 1 tabel 4). Nendest valkudest oli kdikides seerumites

koige korgema intensiivsusega esindatud seerum albumiin.

Lisaks oli sarnaseid valke ka kahe seerumi vdrdluses (joonis 11). Inimese ja hiire seerumiga
so0tmes on kdige rohkem {tihiseid valke, kokku kaheksa valku. Veise ja hiire seerumiga so6tmes
on tihiseid valke kolm ning veise ja inimese seerumiga s66tmes kaks. Ka unikaalsete valkude arv
on seerumites erinev. Kodige rohkem unikaalseid valke leidus veise seerumiga s66tmes, kdige

vdhem aga hiire seerumiga sodtmes.
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2.3.4 SDS-geelelektroforeesi analiiiis inimese, veise ja hiire vereseerumis inkubeeritud
PF14-pDNA komplekside valgu kroonist
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Joonis 12. SDS-geelelektroforees PF14-pDNA komplekside biokrooni valkude tuvastamiseks.
Nanopartiklite imber moodustunud biokrooni valgud denatureeriti laadimispuhvris ning seejérel
analiiisiti neid 10% SDSi sisaldavas poliiakriitilamiid geelis. Vasakult esimene band on
suurusmarker koos vastavate tdhistustega. Sellele jérgneb seerumivabas IMDM sddtmes
inkubeeritud PF14-pDNA partiklid. Seejéarel 10%, 50% ja 100% veise (FBS) ning 10%, 50% ja
100% inimese (HS) seerumis inkubeeritud PF14-pDNA kompleksid. Jargmisel real on taas
suurusmarker ning seejéarel 10%, 50% ja 100% hiire seerumis (MS) inkubeeritud PF14-pDNA
kompleksid.

Koige rohkem bénde (joonis 12) oli voimalik tuvastada hiire seerumist, mis vastab ka mass-
spektromeetria tulemustele, mille jérgi interakteerus nanopartiklitega kdige enam valke hiire
seerumis. Lisaks tuvastati mitmeid bande ka inimese seerumis. Kuigi mass-spektromeetria
andmete jérgi esines veise seerumis rohkem erinevaid valke kui inimese seerumis, tuleb veise
seerumi kroonist esile vihem bande kui inimese voi hiire seerumi kroonist. Peale selle on teise ritta
kontrollina lisatud seerumivabas sd6tmes inkubeeritud PF14-pDNA kompleksid, kus ei esine

eristatavaid binde.

SDS geelilt tuleb iga seerumiga selgelt vilja 70 kDa band, mis on tdendoliselt seerum albumiin,
mis mass-spektromeetria tulemuste jargi oli igas seerumis tugevalt esindatud. Kuna seerumiga
inkubatsiooni aeg oli vordlemisi lithike (30 minutit), ei ole piisiv kroon veel 15plikult joudnud
moodustuda (Monopoli et al., 2011) ning see selgitab ka, miks seerum albumiin on iga seerumi
kontsentratsiooni juures korgelt esindatud. Lisaks on kdigis seerumites suuresti esindatud ka

serotransferriin (77 kDa), mis molekulmassi jargi voiks samuti vastata antud valgubéndile.

100% veise seerumi kontsentratsiooni juures on veel néha kahte orna bandi 60 kDa juures ja 90

kDa juures. 90 kDa juures olev bind voib vastata néiteks inter-alfa-triipsiini inhibiitor H3 raskele
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ahelale (99 kDa), gelsoliinile (85 kDa) voi komplemendi faktor B-le (85 kDa). 60 kDa bénd vaib
olla mdni keratiini tiitip (60-65 kDa), mida leidus veise seerumi kroonis suurel hulgal. Kuna veise
seerumis enim esindatud 35 valgu hulgas (Lisa 1 tabel 1) on paljud valgud molekulmassiga 65-80
kDa, voib see ka seletada, miks veise seerumist tuvastati vihem valgubédnde kui inimese voi hiire

seerumist.

Inimese seerumis esinevad béandid veel 100, 90 ja 50 kDa juures. 100 kDa band voib olla kas inter-
alfa-triipsiini inhibiitor (raske ahel 2 voi 4) vdi komplemendi komponent C6. Nagu veise seerumi
puhulgi, vastab 90 kDa bénd toendoliselt gelsolinile. 50 kDa béndile vastavaid valke voib olla
mitmeid, nditeks haptoglobiin, hemopeksiin, vitamiin D siduv valk, vitronektiin, g mu ahela C
piirkond voi alfa-1-antitriipsiin. Detekteeritav on ka drn 40 kDa bénd, mis on tdenaliselt moni Ig

gamma voi alfa ahel.

Hiire seerumis leidus vorreldes teiste seerumitega kodige rohkem béande. Samuti leidus hiire
seerumis mitmeid suure molekulmassiga bande, mis ei olnud tuvastatavad ei veise ega inimese
seerumis. Hiire seerumist leitud bandid: 200; 180; 150; 100; 90 ja 60 kDa. Kdige suurem band on
toendoliselt fibronektiin, 180 kDa bénd aga komplement C3 valk. Ka 150 kDa juures paiknev band
on tdendoliselt moni komplemendi valk — H v3i B. Samuti voib see tihistada muriinoglobuliini,
mis oli omane just hiire seerumi kroonile. Edasi 100 ja 90 kDa béndile vastab nagu inimese
seerumiski inter-alfa-triipsiini inhibiitorile voi nditeks plasminogeenile. 60 kDa band tihistab

ilmselt jéllegi komplemendi valke- C9, C8 vai komplemendi faktor 1.

2.4 Arutelu

Kidesoleva t60 eesmdrgiks oli uurida, kas ja millist mdju avaldab erinevates seerumites
nanopartiklite {imber moodustunud valgu kroon SR-A3 ja SR-AS5 piidurretseptorite
pinnaletoomisele. Teiseks eesmirgiks oli kirjeldada PF14-pDNA partiklite iimber moodustuva
valgu krooni koostist erinevates seerumites. Lisaks selgitada, millised biokrooni valgud voiksid
indutseerida voi inhibeerida PF14-SCO nanopartiklite seondumist rakkudega ja sisenemist rakku

pliidurretseptorite vahendusel.

Hiljuti on meie t6dgrupp ndidanud, et SR-A3 ja SR-AS retseptorid ei ole pidevalt rakkude pinnal
olemas, vaid tuuakse sinna alles nende indutseerimisel nanokompleksidega (Juks et al., 2015).
Kiesoleva t00 eesmérgiks oli edasi uurida, kas erinevad seerumid voiksid mojutada SR-A3 ja SR-

Ab retseptorite pinnaletoomist. Kui vorrelda erinevate seerumite mdju SR-A3 retseptorite pinnale
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indutseerimisele, siis oli kodige suurem mdju veise ja inimese seerumil. Hiire seerumis
moodustunud valgu krooni mdju nii SR-A3 kui ka SR-A5 retseptorite pinnale toomisel oli kodige
tagasihoidlikum. Kui vaadata seerumivabas sodtmed inkubeeritud rakke, siis kompleksid kiill
indutseerisid oluliselt SR-A3 pinnaletulekut, kuid palju vidiksemal méédral kui veise ja inimese
seerumis. SR-A5 retseptori hulk oli aga seerumivabas s66tmes samal tasemel inimese seerumiga,

olles viiksem kui veise seerumiga sdotmes.

Lisaks vaatlesime ka komplekside seondumist HeLa pLuc rakkudega erinevates seerumites. Need
tulemused vastasid suuresti SR-A retseptorite iildisele hulgale rakkude pinnal — kdige enam
seondusid kompleksid rakkudega veise seerumiga so6tmes ning kdige vdhem hiire seerumiga
s60tmes. Monevorra iillatuslikult seondus inimese seerumiga so6tmes rakkudega aga mérgatavalt
vahem partikleid kui veise seerumiga sootmes. Partiklite seondumine rakkudega inimese

seerumiga sdotmes oli ligikaudu samal tasemel kui seerumivabas s6otmes.

Kuigi varasemalt on ndidatud, et seerumi valkudel voib olla soodustav moju partiklite sisenemisele
rakku (Ritz et al., 2015; Mortimer et al., 2014), on ka vastupidiseid tulemusi, kus nédidatakse, et
partiklid sisenevad rakkudesse koige efektiivsemalt seerumivabas keskkonnas (Lesniak et al.,
2012). Seerumivaba keskkond voib soodustada partiklite scondumist retseptoritele, kuna puuduvad
seondumist inhibeerivad valgud, nagu néditeks komplement C3 (Walkey et al., 2014). Samuti
adsorbeerivad seerumivabas s66tmes inkubeeritud partiklid enda kiilge valgud, mis on 1dhedal raku
plasmamembraanile ning rakkude kahjustamise tottu ka moned tsiitosoolsed valgud. See pohjustab
mdjusamat interaktsiooni raku plasmamembraaniga ning ka raku membraanide suuremat
16hkumist (Lesniak et al., 2012). Lisaks voivad seerumivabas so6tmes SR-A3 pinnaletulekut
indutseerida halvenenud keskkonnatingimused. Kuna SR-A3 on tuntud ka CSR (cellular stress
response ehk rakulise stressi vastus) nime all, siis voib see olla iiks pShjus, miks toitainetevdheses
keskkonnas on SR-A3 retseptorid rohkem pinnal. Ka SR-AS5 puhul voib ferritiini vdhesus

soodustada retseptorite translokatsiooni raku pinnale.

Kui vaadata valgu krooni valkude suuruse jargi, siis selgub, et seondusid pigem viikesed valgud,
molekulmassiga kuni 70 kDa. Kdige vihem seondusid partiklitega molekulmassilt suuremad kui
300 kDa valgud. Ka Pozzi ja teised néitasid sarnast trendi oma artiklis (Pozzi et al., 2015a). Samuti
olid suuruse jirgi valgud eri seerumitega sO66tmes jaotunud vordlemisi thtlaselt. Ainsaks

peamiseks erinevuseks oli veise seerumiga sd6tmes esinenud alla 20 kDa valkude viike hulk.
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Valkude hulka, mis on partiklitele seondunud, on kirjeldanud Walkey ja Chan, kes koostasid 125
valgust koosneva adsorbaadi, mis on kogutud erinevatest katsetest. Seal on vilja toodud ka valgud,
mis moodustavad vahemalt {ihe katse valkudest enam kui 10% (Walkey ja Chan, 2012). Moned
nendest valkudest olid suurem maéédral esindatud ka selle t66 mass-spektromeetria tulemustes.
Naiteks seerum albumiin, transferriin ja komplement C3, mis olid esindatud kdikide seerumite

biokroonis.

Analiitisides biokrooni koostist valkude funktsiooni jargi, moodustasid neist suurema osa erinevad
komplemendi valgud, immunoglobuliinid, lipoproteiinid, koagulatsioonivalgud, koelekkevalgud ja
akuutse faasi valgud. Inimese seerumi kroonist moodustavad koige suurema osa ehk ligi 20%
immunoglobuliinid, mis korreleerub varasemalt esitatud tulemustega. Hiire seerumiga s66tmes on
immunoglobuliinide osakaal veidi vdiksem kui varasemalt tdhendatud (Pozzi et al., 2015a). Veise
seerumiga sootmest tuvastati aga ainult tiks immunoglobuliin. Kuna immunoglobuliinid on suured
valgud, voivad need sarnaselt komplement C3 valgule (Walkey et al.,, 2014) blokeerida
nanopartikli sisenemiseks vajaliku retseptori. See voib aga selgitada, miks veise Seerumiga s66tmes
inkubeeritud partiklid seondusid rakkudega suuremal hulgal. Lisaks tuleb nende valkude suurt
hulka silmas pidada in vivo katsete juures, kuna immunoglobuliinid ja komplemendi valgud
kuuluvad opsoniinide hulka. Opsoniinide seondumine partiklitele muudab nanopartiklid
makrofaagide marklauaks, sest makrofaagide pinnal on mitmeid retseptoreid nii komplemendi
faktorite kui ka immunoglobuliinidel &ratundmiseks. Seega vdivad immunoglobuliinid ja
komplemendi faktorid nanopartiklitele seondudes pohjustada bioaktiivsete ainete Kkiiret
korvaldamist ringlusest (Pozzi et al., 2014). Immunoglobuliinid ja komplemendi valgud

pdhjustavad retseptor-vahendatud fagotsiitoosi teel ka immuunvastuse teket (Nel et al., 2009).

Uks pdhjustest, miks niiteks komplement C3 vdib inhibeerida partiklite sisenemist rakku, on selle
valgu suurus. Uha enam on hakatud nanopartiklite pinda funktsionaliseerima mdne ligandiga, mille
tunneb &ra kindel rakupinna retseptor ning selline disain voimaldab suunatud transporti kindlasse
kohta. Komplement C3 v3ib aga oma suuruse tottu maskeerida retseptorile seondumiseks vajaliku
ligandi (Walkey et al., 2014). Kui vaadata enim levinud valke koikides seerumites (Lisa 1), on seal
ka koikides seerumi kroonides esindatud komplement C3. Ka komplemendi valkude hulk on

vorreldav varasemate tulemustega (Pozzi et al., 2015a).
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Lisaks immunoglobuliinidele ja komplemendi valkudele on oluliseks vereplasma valkude rithmaks
ka lipoproteiinid, mille hulka kuuluvad ka apolipoproteiinid. Apolipoproteiinide funktsiooniks
organismis on mitmete lipiidide transport, olles osaks lipoproteiinide partiklitest. Nad on ka
olulised enstiimide kofaktorid ning on ligandideks mitmetele retseptoritele (Saito et al., 2004).
Lipoproteiine, sealhulgas apolipoproteiine, tunnevad organismis dra mitmed retseptorid, néiteks
LDL (low density lipoprotein) ja VLDL (very low density lipoprotein) retseptorid (Willnow et al.,
1999). LDL retsptorid on voimelised dra tundma nditeks ApoE ja ApoB100. Lisaks nendele
retseptoritele on ndidatud, et ka klass B piitidurretseptorid vdivad siduda mitmeid apolipoproteiine,
mis kuuluvad HDLide (high density lipoprotein) koostisesse (Pozzi et al., 2014). Téanu
pliidurretseptoritega sarnastele ligandidele on voimalik, et neid apolipoproteiine tunnevad dra ka
klass A piitidurretseptorid. Seetottu voivad ApoE ja ApoB100 osaleda ka SR-A3 retseptori pinnale
toomises. Lisaks saaksid LDL ja VLDL retseptorid to6tada koos SR-A3 retseptoriga, aidates kaasa

SR-A3 retseptorite translokatsioonile raku pinnale ja ka partiklite transpordile rakku.

Peale eelnevalt nimetatule on veel teisigi apolipoproteiine, mis olles valgu krooni koostisosaks,
voivad kaasa aidata partiklite sisenemisele rakku. Niiteks ApoH aitab kaasa poliisteriini partiklite
sisenemisele HeLa rakkudesse ja mesenhiimaalsetesse rakkudesse (Ritz et al., 2015) ning ApoAl
aitab kaasa katioonsete liposoomide sisenemisel maksarakkudesse (Kim et al., 2009). Teisest
kiiljest vGivad apolipoproteiinid partiklite sisenemist rakkudesse ka inhibeerida. Naiteks ApoC3 ja
ApoA4 inhibeerisid poliisteriini nanopartiklite sisenemist rakkudesse (Ritz et al., 2015). Kuigi
vorreldes varasemate tulemustega (Ritz et al., 2015; Tenzer et al., 2011; Pozzi et al., 2015a) oli
inimese ning hiire seerumiga s66tmes oluliselt viahem lipoproteiine, leidus neis eelpool nimetatud
apolipoproteiine. Niiteks inimese seerumiga s66tmes leidus suurel hulgal ApoH ja ApoB100
valke, veise seerumiga sootmes aga ApoE ja ApoH, mis voiksid seletada ka SR-A3 ja SR-A5
korgemat taset nende seerumitega proovides. Ka hiire seerumiga so6tmes leidus ApoE ja ApoAl,
kuid seal leidus ka ApoC3 ja ApoA4, mis vaib inhibeerida partiklite sisenemist rakkudesse. Kuigi

ApoC3 leidus ka veise seerumiga s66tmes, tuvastati seda suuremal hulgal hiire seerumi kroonist.

Peale eelpool mainitud valkude on oluliseks biokrooni koostises olevaks valkude riihmaks ka
koelekke valgud. Vereplasmas leiduvad koelekke valgud on tavaparased normaalsetes rakkudes,
kuid véljaspool rakke voivad olla margiks koe kahjustustest (Anderson ja Anderson, 2002).
Koelekke valkude hulk valgu kroonis korreleerub varasemate tulemustega, moodustades 5% kogu
adsorbaadist (Pozzi et al., 2015a; Ritz et al., 2015). Nende valkude hulka kuulub ka néiteks
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vitronektiin, mille puhul on niidatud DOTAP (1,2-dioleoiiiil-3-trimetiiiilammoonium propaan)
partiklite suuremat sisenemist vahirakkudesse. Vitronektiini retseptoriks rakkude pinnal on avp3
integriini retseptorid, mis on iileeckspresseeritud paljudes kasvajates (Caracciolo et al., 2013). Ka
veise, inimese ja hiire seerumiga so6tmes seondus PF14-SCO nanopartiklitega palju vitronektiini,
mistottu voib see soodustada PF14-SCO komplekside seondumist rakkudega ning sisenemist
rakkudesse. Lisaks on avfB3 integriini retseptorid ekspresseeritud ka HeLa rakkude pinnal (Bai et
al., 1994), mistdttu on voimalik, et avB3 integriini retseptor on koretseptoriks SR-A retseptoritele

ning voimaldab tdhusamat partiklite seondumist ja sisenemist.

Mass-spektromeetria tulemused nditasid ka, et koigis seerumites oli kdige rohkem esindatud
seerum albumiin. Mitmed uurimust6dd on ndidatud, et natiivne seerum albumiin ei ole ligandiks
SR-A retseptoritele, kuid seondudes nii nanopoorsete poliimeersete partiklitega kui ka kihiliste rani
nanopartiklitega, muutub albumiini konformatsioon, ning sellisel kujul on vdimelised SR-A
retseptorid albumiini siduma (Yan et al., 2013; Mortimer et al., 2014). See vdib olla ka iiks phjus,
miks inimese ja veise seerumiga s66tmes indutseerisid PF14-SCO nanopartiklid SR-A3 ja SR-A5
retseptoreid rakkude pinnale suuremal mééral kui seerumvabas keskkonnas. Samas ei seleta see,
miks hiire seerumiga s66tmes moodustunud biokroon ei avaldanud samasugust moju retseptorite

translokatsioonile kui veise ja inimese seerum.

Lisaks seerum albumiinile voib SR-A3 ja SR-A5 retsptoreid pinnale indutseerida ka fetuiin, mis
oli kdikides seerumite biokroonis esindatud suurel hulgal. Mdni aasta tagasi on ndidatud, et HeLa
rakkude inkubeerimisel fetuiini sisaldavas so6tmes, kasvab PF14-SCO nanopartiklite splaissingu
parandamise efektiivsus (Ezzat et al., 2012). Lisaks soodustab fetuiin endotsiitoosi ning voib olla
ka opsoniiniks (www.uniprot.org). Fetuiin A ehk alfa-2-HS-gliikoproteiin oli esindatud suurel
madral koikides seerumites. Fetuiin B oli olemas ka veise seerumiga sootmes. Just fetuiini
esinemine ning selle hulk kroonis v3ib seletada, miks veise seerumiga sddtmes olevad partiklid
seondusid rakkudega koige rohkem ning miks oli veise seerumiga sé6tmes inkubeeritud rakkudel

koige suuremal hulgal SR-A retseptoreid.

Inimese ja hiire seerumi valkudest on oluline alfa-1-antitriipsiin, millel on poletikuvastane toime.

See valk on oluline krooni koostises, kuna nii Onnestuks viltida makrofaagide kogunemist

partiklite 1dhedale ning seeldbi makrofaagide vahendatud partiklite elimineerimist (Pozzi et al.,

2015b). Lisaks takistab alfa-1-antitriipsiin kopsu endoteelirakkudes apoptoosi ning on ndidatud, et

see valk siseneb rakkudesse klatriin-sdltuvat mehhanismi kasutades (Sohrab et al., 2009). Olles
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voimeline rakkudesse sisenema, voib alfa-1-antitriipsiin aidata kaasa ka partiklite seondumisele
ning sisenemisele rakku. Selle valgu analoogiks veisel on alfa-1-antiproteinaas, mis on samuti

seriini proteaasi inhibiitor (www.uniprot.org) ning oli veise seerumi kroonis rohkelt esindatud.

PF14-pDNA biokrooni koostises on ka valk, mis voiks soodustada nanopartiklite interaktsiooni
rakumembraaniga. Nimelt inter-alfa-triipsiini inhibiitori raske ahel 3, mis seob olulist membraani
komponenti — hitaluroonhapet (Pozzi et al., 2015b). Hiialuroonhape on oluline rakuvilise maatriksi
komponent ning seda leidub palju sidekoes (Laurent ja Fraser, 1992). Seetottu voib krooni
koostises olev hiialuroonhapet siduv valk soodustada nanopartikli seondumist plasmamembraaniga
(Pozzi et al., 2015b). Ka Walkey ja kolleegid on membraaniga interakteerumisel oluliseks pidanud
just erinevaid hiialuroonhapet siduvaid krooni valke. Lisaks on esile toodud ka rasked ahelad 1 ja
2 (Walkey et al., 2014). Inter-alfa-triipsiini inhibiitori rasked ahelad 1, 2 ja 3 olid esindatud kdikide
seerumite biokroonis, kuid sellel valgul ei ole sama toime koikide seerumite korral.
Konfokaalmikroskoopia tulemuste pohjal selgus, et hiire seerumiga sd6tmes interakteerus
rakkudega vihem nanopartikleid kui inimese vOi veise seerumit sisaldavas so6tmes. Seega, lisaks
inter-alfa-triipsiini inhibiitorile on olulised ka muud valgud voi valkude kombinatsioon, mis
soodustavad voi inhibeerivad nanopartiklite seondumist rakkudega. Ka moned teised inter-alfa-

triipsiini inhibiitori rasked ahelad, nditeks H4, olid tuvastavad koikides seerumites.

Uheks oluliseks valguks vaib olla ka transferriin, mida on kasutatud spetsiifilise mirklauana
partiklite transpordiks rakkudesse. On naidatud, et partiklid, millele on adsorbeerunud transferriin,
on sisenenud edukalt rakkudesse (Bargheer et al., 2015). Samas voivad seerumivalgud takistada
retseptor-spetsiifilist sisenemist, kui kasutada transferriiniga eelnevalt kaetud partikleid (Salvati et
al., 2013). Sellegipoolest on voimalik, et transferriin soodustab partiklite sisenemist rakku, kuna
transferriin on oluline raua transpordiks (www.uniprot.org). Samuti on vdimalik, et ferritiini
transport SR-A5 vahendusel toimub transferriinist soltuvalt (Li et al., 2009). Seetdttu voib
transferriin olla iiks valkudest, mis mojutab ka SR-A5 pinnaletulekut. Serotransferriin oli suurel
hulgal esindatud koikides seerumites, kuid neist kdige vdiksemal méaéral veise seerumiga sdotmes,
mistdttu on selle voime mojutada just SR-AS retseptorite pinnaletulekut kiisitav, kuna just veise

seerumiga sootmes 0li SR-AS5 retseptorite tase koige kdrgem.

On teada, et valgu krooni koostis vaib lisaks seerumi paritolule sdltuda ka selle kontsentratsioonist.
Uurides PF14-SCO nanopartiklite kiilge jddvaid vereplasma valke erinevatel seerumi
kontsentratsioonidel, selgusid mitmed erinevused. Mida kdrgem oli seerumi kontsentratsioon, seda
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enam erinevaid valke oli voimalik geel-elektroforeesiga tuvastada. Ka Monopoli koos kolleegidega
on ndidanud valgu krooni koostise erinevust seerumi erinevatel kontsentratsioonidel (Monopoli et
al., 2011). Need erinevused voivad tuleneda erinevate valkude eri afiinsusest partiklite suhtes ja
nende konkureeriva seondumise tdttu. Kdrgema seerumi kontsentratsiooni juures saavad seonduda
ka need valgud, mille hulk seerumis madalama kontsentratsiooni juures on véiksem, kuid millel on
korgem afiinsus partiklite suhtes. Korgema kontsentratsiooni juures on nende hulk seerumis
suurem ning nad saavad konkureerida plasmas rohkelt esinevate, kuid partikli suhtes norga
afiinsusega valkudega. Samas artiklis nédidati ka, et pilisiv kroon moodustub iihe tunni jooksul,
parast seda biokroon enam ei muutu ning konkureeriv valkude seondumine on saavutanud
tasakaalulise oleku (Monopoli et al., 2011). Kéesolevas t66s labiviidud SDS-geelelektroforeesi ja
ka mass-spektromeetria katses inkubeeriti partikleid kolmkiimmend minutit, mis tdhendab, et
stabiilne kroon polnud veel moodustunud ning tulemused voivad erineda artiklis esitatud

tulemustest.

Monopoli ja teised néitasid, et madalamal kontsentratsioonil seonduvad pigem valgud
molekulmassiga 90 kDa ja 26 kDa ning korgemal kontsentratsioonil seonduvad 50-70 kDa
suurused valgud (Monopoli et al., 2011). Need tulemused néditavad valkude jaotust inimese
plasmas, mistottu vdivad need tulemused monevorra erineda selles t60s esitatud tulemustest.
Samas néidati, et seerum albumiini, fibrinogeeni ja immunoglobuliine leidus plasmas suurel hulgal
ning samuti olid need korgel tasemel esindatud iga kontsentratsiooni juures (Monopoli et al., 2011).
Need tulemused korreleeruvad ka meie katsete tulemustega, kus inimese seerumi bandidest olid

seerum albumiin ja fibrinogeen tugevasti esindatud.

Kui vorrelda erinevates seerumites moodustunud krooni moju SR-A3 ja SR-ADS retseptorite pinnale
toomisel, siis on ndha, et kdige suurem moju on veise ja inimese seerumil. Veise seerumi
komponendid, mis vdivad selgitada selle suurt edukust SR-A retseptorite pinnale toomisel, on
fetuiinid ning seerum albumiin, millel molemal on tiheldatud suurt rolli SR-A retseptorite
translokatsioonile raku pinnal. Seerum albumiini mdju partiklitele on selgitatud tdpsemalt vaid
veise seerumi kohta (Yan et al., 2013; Mortimer et al., 2014), mistottu on alust arvata, et muutunud
konformatsiooniga seerum albumiinil oli suurim mdju just veise seerumiga s66tmes. Samuti oli
toendoliselt fetuiini roll SR-A retseptorite pinnale indutseerimises koige suurem just veise

seerumiga sootmes, kuna seal leidus seda koige suuremal hulgal. Lisaks leidus veise seerumiga
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sootmes koige suuremal hulgal inter alfa triipsiini inhibiitori rasket ahelat 3, millel voib olla oluline

moju partiklite interaktsioonil rakkudega.

Ka inimese seerumiga sootmes inkubeeritud partiklid niitasid suurt voimet SR-A retseptoreid
pinnale indutseerida. Mitmed apolipoproteiinid, mis on olnud olulised tegurid SR-A retseptorite
pinnale indutseerimisel, olid kdige suuremal hulgal esindatud just inimese seerumi biokroonis.
Sellisteks apolipoproteiinideks on niiteks ApoB100, ApoH ja ApoAl. Lisaks olid inimese
seerumiga s66tmes enim esindatud ka mitmed teised valgud, millel voiks olla SR-A retseptoreid
pinnale indutseeriv vai partiklite rakku sisenemist soodustav toime. Sellisteks valkudeks on nditeks

inter alfa triipsiini inhibiitori rasked ahelad 1 ja 2 ning vitronektiin.

Koige viahem soodustas SR-A retseptorite pinnaletulekut ning partiklite seondumist rakkudega
hiire seerum. Kui uurida lahemalt hiire seerumi valkude koostist, leidub seal mitmeid valke, mis
peaksid soodustama partiklite seondumist ja SR-A retseptorite pinnale indutseerimist. Koik valgud,
mis voiksid soodustada nanopartiklite sisenemist voi seondumist rakkudega, on hiire seerumiga
sootmes kiill esindatud, kuid vahemal maéral kui inimese voi veise seerumiga so6tmes. Soodustava
toimega valkudest oli hiire seerumiga s66tmes enim esindatud vaid ApoE. Komplement C3, millel
arvatakse olevat inhibeeriv toime partiklite seondumisel rakkudele, leidus kdige enam inimese
mitte hiire seerumi biokroonis. Samas leidus hiire seerumiga so6tmes kodige enam ApoA4 ja ApoC3

valke, millel on samuti ndidatud inhibeerivat toimet partiklite rakku sisenemisel (Ritz et al., 2015).

Kéesoleva bakalaureusetdo tulemuste kokkuvotteks voib delda, et seerumis moodustunud valgu
kroonil on oluline roll partiklite sidumisel rakkudele ning SR-A retseptorite eksponeerumisel raku
pinnal. Tuvastati mitmeid valke, mis vdivad nii indutseerida kui ka inibeerida partiklite seondumist

ning rakkudesse sisenemist.
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KOKKUVOTE

Kédesolevas bakalaureusetods uuriti erinevate seerumite moju PF14-SCO nanopartiklite

sisenemisele rakku ning selle mdju SR-A3 ja SR-A5 retseptorite pinnale toomisel.

Kédesoleva t60 tulemused néitasid selgelt, et seerumi valgud mdjutavad SR-A3 ja SR-A5
retseptorite pinnale indutseerimist. Oluline roll oli ka seerumi tiiiibil, kuna kdik seerumid ei
avaldanud samasugust mdju. Kdige rohkem soodustasid retsptorite translokatsiooni inimese ja

veise seerum, hiire seerum ning seerumivaba sodde tunduvalt vahem.

Lisaks tahtsime vilja selgitada, millised krooni valgud voiksid mdjutada retseptorite pinnale
tulemist. Selleks uurisime inimese, hiire ja veise seerumiga s66tmes moodustunud valgu krooni
mass-spektromeetriliselt. Retseptorite pinnaletulekut ja partiklite seondumist rakkudele voiksid
soodustada mitmed valgud, sealhulgas seerum albumiin, fetuiin, inter-alfa-triipsiini inhibiitor, alfa-
l-antitriipsiin ja vitronektiin. Indutseerivate valkude hulgas on veel mitmeid apolipoproteiine, mis
voiksid olla ligandiks SR-A3 retseptorile, kuna seonduvad samuti HDL ja VLDL partiklitele.
Samuti on valgu krooni valkude hulgas ka moningaid valke, mis voiksid inhibeerida retseptorite
pinnaletulekut ja partiklite seondumist rakkudele. Selliseks valguks on niiteks komplemendi faktor
C3, mis takistab oma suuruse tottu interaktsioone partikli ja rakumembraani vahel, ning ka ApoC3

ja ApoAd4.

Vorreldes eri seerumite koostist ning valgu krooni mdju partiklite sisenemisele ja SR-A retseptorite
eksponeerimisele raku pinnal, vdib teha jareldusi, millised konkreetsed valgud igas kroonis
mdjutasid enim partiklite seondumist SR-A retseptorite ja raku plasmamebraaniga. Veise
seerumiga so6tmes olid nendeks valkudeks tdenéoliselt seerum albumiin ja fetuiin, mida leidus
selle seerumi biokroonis suuremal hulgal vorreldes teiste biokroonidega. Inimese seerumiga
sO0tmes aga leidus vorreldes teiste seerumite krooniga kdige suuremal hulgal indutseerivaid valke,
nditeks ApoB100, ApoH ja vitronektiin. Hiire seerumiga so6tmes inkubeeritud nanopartiklite
ebaefektiivse seondumise rakkudega ning véhese SR-A retseptorite hulga taga voib olla
inhibeerivate valkude ApoA4 ja ApoC3 korge esindatus valgu kroonis. Samuti oli hiire seerumiga
so0tmes vorreldes veise ja inimese seerumiga vdhemal médral indutseerivaid valke. Seerumivabas
s00tmes inkubeeritud partiklite edu hiire seerumi ees voib seisneda aga inhibeerivate valkude
puudumises. Lisaks vdivad seerumivabas sootmes partiklid kahjustada rakumembraani ning

halvenenud keskkonnatingimused vdivad samuti soodustada SR-A retseptorite translokatsiooni.

42



The role of protein corona on the SR-A3 and SR-A5 receptor mediated uptake of PF14-SCO

complexes

Rahel Paloots

SUMMARY

The aim of this thesis was to study the role of PF14-SCO nanoparticle protein corona on the
translocation of SR-A3 and SR-A5 receptors on the cell surface. For this reason, confocal
microscopy was used to examine the SR-A3 and SR-A5 receptors on the cell surface. Also, SDS-
PAGE and mass-spectrometry experiments were carried out to observe the composition of protein

corona formed in mouse, human and bovine serum.

When developing nanoparticles, protein corona is an important factor to bear in mind. Protein
corona forms around nanoparticles in biological environment. It strongly affects the properties of
nanoparticles as well as the cellular uptake and toxicity of the particles. Protein corona can also
mediate the interaction of particles with various receptors such as scavenger receptors. Therefore,

protein corona is highly relevant for developing efficient drug delivery vehicles.

The results of this thesis suggest that various serums indeed affect the cellular uptake of the
particles. We confirmed the previous results that state that SR-A receptors are not presented on the
cell surface of untreated cells and after incubation with the PF14-oligonucleotide particles the
presence of SR-A3 and SR-A5 on the cell surface was detected. We showed that bovine and human
serum induced the translocation of scavenger receptors the most in comparison to mouse serum or

serum free medium.

To observe which proteins in biocorona affected the uptake of the particles and the interactions
with SR-A3 and SR-A5 receptors on the cell surface, mass-spectrometry was carried out. Some
proteins that might have a positive effect on the uptake were identified, such as ApoH, inter-alpha-
trypsin inhibitor heavy chains 1, 2 and 3 and alfa-1-antitrypsin. ApoE, ApoB100, serum albumin
and fetuin might be responsible for the upregulation of SR-A receptors. Also, some proteins, such

as Complement C3, ApoA4 and ApoC3 might inhibit the internalization of particles.

In addition to that, we tried to narrow down the single proteins in the corona responsible for the
cellular uptake and SR-A receptor induction in each serum corona. We suggest that in bovine

serum, fetuin and serum albumin are the most important proteins that induce the internalization of
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the particles as well as the translocation of SR-A3 and SR-A5 receptors on the cell membrane.
Also, we assume, that the reason for unsuccessful uptake of the particles and expression of SR-A
receptors in mouse serum is due to inhibitory proteins such as ApoA4 and ApoC3. As for human
serum, many proteins could be in charge of the uptake and expression of SR-A receptors.
Moreover, the most proteins that have a conducive effect were present in the largest extent in
human serum, such as ApoH, ApoB100, vitronectin etc.
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Lisa 1. Mass-spektromeetria valkude tabelid

Tabel 1. Veise seerumiga so6tmes enim levinud 35 valku. Valgud on tabelis kahanevas

jarjekorras esindatuse hulga jérgi.

Valgu nimetus Valgu nimetus (inglise keeles) | Molekulmass
(kDa)
Seerum albumiin Serum albumin 69,293
Alfa-2-HS-gliikoproteiin Alpha-2-HS-glycoprotein 38,418
Apolipoproteiin A2 Apolipoprotein A2 11,202
Apolipoproteiin Al Apolipoprotein Al 30,276
Alfa-1-antiproteinaas Alpha-1-antiproteinase 46,103
Serotransferriin Serotransferrin 77,665
Hemoglobiini subiihik alfa Hemoglobin subunit alpha 15,184
Hemaoglobiini looteline Hemoglobin fetal subunit beta 15,859
subiihik beeta
Proteaas | prekursor Protease | precursor Lysyl 68,124
endopeptidase Achromobacter
Iyticus.
Keratiin, tiitip II tstitoskeleti 1 | Keratin, type Il cytoskeletal 1 66,017
Alfa-2-makroglobuliin Alpha-2-macroglobulin 167,57
Keratiin, tiitip I tsiitoskeleti 10 | Keratin, type | cytoskeletal 10 59,51
Inter-alfa-triipsiini inhibiitori Inter-alpha-trypsin inhibitor 106,16
raske ahel H2 heavy chain H2
Fetuiin-B Fetuin-B 42,663
Alfa-fetoproteiin Alpha-fetoprotein 68,587
Triipsiin Trypsin 24,409
Protrombiin Prothrombin 70,505
Vitamiin D-siduv valk Vitamin D-binding protein 53,356
Komplement C3 Complement C3 187,25
Alfa-1-happe gliikoproteiin Alpha-1-acid glycoprotein 23,158
Kininogeen-1 Kininogen-1 68,889
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Valk AMBP Protein AMBP 39,293

Inter-alfa-triipsiini inhibiitor Inter-alpha-trypsin inhibitor 99,55
raske ahel H3 heavy chain H3

Keratiin, tiitip I tsiitoskeleti 9 Keratin, type | cytoskeletal 9 62,129
Apolipoproteiin C3 Apolipoprotein C3 10,692
Apolipoproteiin C2 Apolipoprotein C2 11,061
Klusteriin Clusterin 51,113
Serpiin A3-2 Serpin A3-2 46,236
Apolipoproteiin E Apolipoprotein E 35,979
Keratiin, tiitip II tsiitoskeleti 2 | Keratin, type Il cytoskeletal 2 65,865
epidermaalne epidermal

Hemopeksiin Hemopexin 52,209
Aktiin, tstitoplasmaatiline 2 Actin, cytoplasmic 2 41,792
Beeta-2-gliikoproteiin 1 Beta-2-glycoprotein 1 38,252
Antitrombiin 111 Antithrombin-111 52,44
Serotransferriin Serotransferrin 77,752

Tabel 2. Inimese seerumiga so6tmes enim levinud 35 valku. Valgud on tabelis kahanevas
jarjekorras esindatuse hulga jargi.

Valgu nimetus Valgu nimetus (inglise keeles) | Molekulmass
(kDa)
Seerum albumiin Serum albumin 69,366
Alfa-2-makroglobuliin Alpha-2-macroglobulin 163,29
Serotransferriin Serotransferrin 77,063
Alfa-1-antitriipsiin Alpha-1-antitrypsin 46,736
Haptoglobiin Haptoglobin 45,205
Apolipoproteiin Al Apolipoprotein Al 30,777
Komplement C3 Complement C3 187,15
Ig gamma-3 ahel, C piirkond Ig gamma-3 chain C region 41,287
Ig gamma-1 ahel, C piirkond Ig gamma-1 chain C region 36,105
Komplement C4B Complement C4B 192,75
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Alfa-1-happe gliikoproteiin 1 Alpha-1-acid glycoprotein 1 23,511
Ig kappa ahel C piirkond Ig kappa chain C region 11,609
Ig alfa-1 ahel C piirkond Ig alpha-1 chain C region 37,654
Hemopeksiin Hemopexin 51,676
Ig mu ahel C piirkond Ig mu chain C region 49,306
Ig lambda-2 ahel C piirkond Ig lambda-2 chain C regions 11,293
Vitamiin D-siduv valk Vitamin D-binding protein 52,963
Apolipoproteiin A2 Apolipoprotein A2 11,175
Apolipoproteiin B100 Apolipoprotein B100 515,6
Tseruloplasmiin Ceruloplasmin 1222
Ig gamma-2 ahel C piirkond Ig gamma-2 chain C region 35,9
Alfa-1-antikiimotriipsiin Alpha-1-antichymotrypsin 23,713
Alfa-1-happe gliikoproteiin 2 Alpha-1-acid glycoprotein 2 23,602
Komplemendi faktor B Complement factor B 140,94
Alfa-2-HS-gliikoproteiin Alpha-2-HS-glycoprotein 39,324
Transtiiretiin Transthyretin 15,887
Alfa-1B-gliikoproteiin Alpha-1B-glycoprotein 54,253
Komplemendi faktor | Complement factor | 65,059
Vitronektiin Vitronectin 54,305
Inter-alfa-triipsiini inhibiitor Inter-alpha-trypsin inhibitor 105,21
raske ahel H2 heavy chain H2

Komplemendi faktor H Complement factor H 139,09
Hemoglobiini subiihik alfa Hemoglobin subunit alpha 15,257
Beeta-2-gliikoproteiin 1 Beta-2-glycoprotein 1 38,298
Hemoglobiini subiihik beeta Hemoglobin subunit beta 15,998
Inter-alfa-triipsiini inhibiitor Inter-alpha-trypsin inhibitor 99,856

raske ahel H4

heavy chain H4
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Tabel 3. Hiire seerumiga s66tmes enim levinud 35 valku. Valgud on tabelis kahanevas

jarjekorras esindatuse hulga jirgi.

Valgu nimetus Valgu nimetus (inglise keeles) | Molekulmass
(kDa)
Seerum albumiin Serum albumin 68,692
Hemoglobiini alfa subiihik Hemoglobin subunit alpha 15,112
Apolipoproteiin Al Apolipoprotein Al 30,615
Serotransferriin Serotransferrin 76,723
Alfa-2-makroglobuliin Alpha-2-macroglobulin 165,85
Alfa-1-antitriipsiin 1-4 Alpha-1-antitrypsin 1-4 45,998
Apolipoproteiin A2 Apolipoprotein A-11 11,309
Seriini proteaasi inhibiitor Serine protease inhibitor A3K 46,879
A3K
Seriini proteaasi inhibiitor Serine protease inhibitor A3M 47,064
A3M
Muriinoglobuliin-1 Murinoglobulin-1 165,3
Alfa-2-HS-gliikoproteiin Alpha-2-HS-glycoprotein 37,325
Apolipoproteiin C2 Apolipoprotein C2 10,741
Hemopeksiin Hemopexin 51,317
Komplement C3 Complement C3 186,48
Alfa-1-antitriipsiin 1-2 Alpha-1-antitrypsin 1-2 45,974
Apolipoproteiin A4 Apolipoprotein A-1V 45,029
Alfa-1-antitriipsiin 1-1 Alpha-1-antitrypsin 1-1 46,002
Vitamiin D-siduv valk Vitamin D-binding protein 53,6
Transtiiretiin Transthyretin 15,776
Ig gamma-2B ahel, C piirkond | Ig gamma-2B chain C region 36,568
Haptoglobiin Haptoglobin 38,752
Karbokstiiilestraas 1C Carboxylesterase 1C 61,055
Alfa-1-antitriipsiin 1-5 Alpha-1-antitrypsin 1-5 45,891
Seerum amiiloid P-komponent | Serum amyloid P-component 26,247
Apolipoproteiin C3 Apolipoprotein C3 10,982

59




Ig mu ahel C piirkond Ig mu chain C region secreted 49,971
form

Ig gamma-2A ahel C piirkond | Ig gamma-2A chain C region 36,407
secreted form

Apolipoproteiin E Apolipoprotein E 35,866

Tseruloplasmiin Ceruloplasmin 121,15

Ig kappa ahel C piirkond Ig kappa chain C region 11,778

Plasminogeen Plasminogen 90,807

Peamised uriini valgud Major urinary proteins 11, 6 and | 17,559
8

Komplemendi faktor H Complement factor H 139,14

Alfa-1-antitriipsiin 1-3 Alpha-1-antitrypsin 1-3 45,823

Ig gamma-1-ahel C piirkond Ig gamma-1 chain C region 35,633

Tabel 4. Uhised ja unikaalsed valgud inimese, veise ja hiire seerumiga s66tmes. Vastav
Venni diagramm on toodud tulemuse osas (joonis 9).

Seerum Valke | Valgud
kokku
Koik seerumid 7 Komplement C3 Vitamiin D-siduv valk
Hemopeksiin Alfa-2-makroglobuliin
Alfa-2-HS-gliikoproteiin Serotransferriin

Seerum albumiin

Inimese seerumja | 2 Hemoglobiini subiihik alfa Beeta-2-gliikoproteiin 1

veise seerum

Hiire seerum ja 3 Apolipoproteiin C3 Apolipoproteiin C2

veise seerum Apolipoproteiin E

Hiire seerum ja 8 Haptoglobiin Ig kappa ahel C piirkond

inimese seerum Ig mu ahel C piirkond Transtiiretiin
Tseruloplasmiin Komplemendi faktor H
Apolipoproteiin Al Apolipoproteiin A2

Veise seerum 22 Aktiin, tsiitoplasmaatiline 2 Valk AMBP
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Inter-alfa-triipsiini inhibiitori
raske ahel H2

Keratiin, tiiiip II
tsiitoskeleti 2

epidermaalne

Apolipoproteiin A2

Apolipoproteiin Al

Fetuiin-B

Antithrombiin 11

Keratiin, tiiip II tsiitoskeleti 1

Alfa-fetoproteiin

Keratiin, tiiiip I tsiitoskeleti 9

Protrombiin

Hemoglobiini looteline

Keratiin, tiitip I

subiihik beeta tstitoskeleti 10
Alfa-1-happe gliikoproteiin Klusteriin
Triipsiin Serpiin A3-2
Proteaas | prekursor Kininogeen-1

Alfa-1-antiproteinaas

Inter-alfa-triipsiini
inhibiitor raske ahel H3

Inimese seerum

18

Inter-alfa-triipsiini inhibiitor
raske ahel H2

Inter-alfa-triipsiini
inhibiitor raske ahel H4

Komplemendi faktor B

Alfa-1-happe
gliikoproteiin 2

Ig gamma-3 ahel, C piirkond

Apolipoproteiin B100

Komplemendi faktor |

Ig gamma-1 ahel, C
piirkond

Alfa-1-antitriipsiin

Alfa-1-antikiimotriipsiin

Ig lambda-2 ahel C piirkond

Alfa-1B-gliikoproteiin

Alfa-1-happe gliikoproteiin 1

Ig alfa-1 ahel C piirkond

Hemoglobiini subiihik beeta

Komplement C4B

Vitronektiin

Ig gamma-2 ahel C
piirkond
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Hiire seerum

17

Alfa-1-antitriipsiin 1-4

Alfa-1-antitriipsiin 1-5

Ig gamma-2B ahel, C
piirkond

Seriini proteaasi
inhibiitor A3M

Hemoglobiini alfa subiihik

Apolipoproteiin A4

Alfa-1-antitriipsiin 1-3

Plasminogeen

Alfa-1-antitriipsiin 1-2

Ig gamma-2A ahel C
piirkond

Alfa-1-antitriipsiin 1-1

Muriinoglobuliin-1

Seriini proteaasi inhibiitor
A3K

Seerum amiiloid P-

komponent

Peamised uriini valgud

Ilg gamma-1-ahel C
piirkond

Karbokstutlestraas 1C
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