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SISSEJUHATUS

Plasmamembraani lipiidne kaksikkiht takistab enamike rakule ohtlike, ebavajalike
ja/vol suurte makromolekulide sattumist raku sisekeskkonda. Diffusiooniga, erinevate
transmembraansete valkude vahendusel voi endotsiitoosiga siseneb rakkudesse eluks vajalik.

Elektroporatsiooni, mikroinjektsiooni, liposoomide ja viiruslike vektorite korval on
viimasel aastakiimnendil plasmamembraani 1dbimiseks ja rakkudesse molekulide transpordiks
kasutatud spetsiifilisi rakku penetreeruvaid peptiide (RPP). Védhene toksilisus, universaalsus ja
suhteliselt suur efektiivsus lubavad pidada RPP-dega vahendatud transporti perspektiivikaks
alternatiiviks. Positiivsed tulemused on saadud RPP-dega nii in vitro kui in vivo katsetes ja
hematoensefaalbarjddri labimisel. Lisaks véikestele molekulidele on penetreeruvate
peptiididega rakku toimetatud sellest kuni sadu kordi suuremaid makromolekule. Levinumad
lastmolekulid on olnud erinevad oligonukleotiidid, peptiidid ja valgud, kuid transporditud on
ka plasmiidset DNA-d, peptiidse nukleiinhappe oligomeere (PNA), nanopartikliteid, ja isegi
liposoome ning faagi partikleid.

Enamik RPP-sid on viikesed, loodusliku voi siinteetilise péritoluga petiidid. Nad on
suhteliselt edukalt slinteesitavad ja kergelt konjugeeritavad vOi komplekseeritavad
transporditava molekuliga. Lihtne kasutusviis nditab RPP-de potensiaali saada tulevikus nii
biotehnoloogias kui meditsiinis hdlpsalt kasutatavaks vOimaluseks ravimite vOi muude

vajalikke molekulide sihtmérki toimetamisel.



KASUTATUD LUHENDID
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KIRJANDUSE ULEVAADE
ENDOTSUTOOS

Rakku iimbritsev plasmamembraan on selektiivse ldbilaskvusega barjddr raku ja
véliskeskkonna wvahel. Ldbi membraani moodustava fosfolipiidse kaksikkihi toimub
molemasuunaline ainete transport. Gaasid (O,, N, CO») ja viikesed laenguta mittepolaarsed
molekulid liiguvad rakku passiivse difusiooni teel kontsentratsioonigradiendi suunas ilma
metaboolset energiat kulutamata. Polaarsed veeslahustuvad molekulid (ATP, aminohapped),
vesi, uurea, ioonid (K, HPO42') kasutavad rakumembraani ldbimiseks spetsiifilisi
transportvalke. Transmembraansed valgud, mida jaotatakse pumpadeks, kanaliteks ja
transporteriteks, vahendavad ainult ioonide ja véikeste polaarsete molekulide liitkumist.
Keskmiseid ja suuri molekule nagu peptiidid, valgud, rasvad ei ole transportvalgud
voimelised rakku viima.

Makromolekulide suunatud liikumine raku sise- ja véiliskeskkonna vahel on
limiteeritud ja toimub ekso- ning endotsiitootiliselt. Endotsiitoosi (ET) puhul
internaliseeritakse ~ vastavad  ekstratsellulaarsed makromolekulid rakku membraani
sissesopistumise teel tekkivatesse vesiikulitesse.

Traditsiooniliselt jaguneb endotsiitoos fago- ja pinotsiitoosiks. Fagotsiitoosil toimub
suurte partiklite nagu mikroorganismide ja surnud rakkude osade omastamine, milleks on
voimelised ainult spetsialiseerunud rakud (makrofaagid, neutrofiilid, dendriitrakud).
Pinotsiitoosi alla liigitatakse koik iilejddnud endotsiitoosi teadaolevad vormid ja seetdttu
kasutatakse mittefagotsiiteerivates rakkudes endotsiitoosi ja pinotsiitoosi siinoniiiimina.

Pinotsiitoosi saab jaotada vedela faasi pinotsiitoosiks, kus rakku viiakse
ekstratsellulaarset vedelikku koos seal lahustunud molekulidega ja retseptor-vahendatud
pinotsiitoosiks, kus makromolekulid kontsentreeruvad rakupinnale ja seonduvad kindlate
retseptoritega (Conner and Schmid, 2003). Viimast nimetatakse tihti ka ,,adsorbtiivseks®
pinotsiitoosiks. On autoreid, kelle arvates aga eristub spetsiifiliste retseptor-molekul
interaktsioonidega retseptor vahendatud pinotsiitoos ,,adsorbtiivsest pinotsiitoosist, mille
puhul  kontsentreeruvad eksogeensed valgud plasmamembraani kindlatesse limiteeritud

piirkondadesse, indutseerudes vesiikulite tekke mittespetsiifiliste interaktsioonide tottu (Kim

and Malik, 2003).



Morfoloogiliselt eristatakse nelja pinotsiitoosi rada, mis erinevad vesiikulite
kattevalkude koostise ja suuruse poolest: klatriin-vahendatud ET, kaveoliin-vahendatud ET,

klatriin- ja kaveoliin-sdltumatu ET ja makropinotsiitoos.

Klatriin-vahendatud endotsiitoos
Klatriin-vahendatud endotsiitoos on efektiivseim ja enim iseloomustatud retseptor-

vahendatud endotsiitoosi liik (Lamaze and Schmid, 1995). Klatriiniga kaetud lohkudesse
koonduvad molekulid endotsiiteeritakse kiiresti (10-50%/min) ~100-150 nm diameetriga
vesiikulite abil (Mukherjee et al., 1997), milles lisaks kolmeharulise struktuuriga klatriinile
osalevad mitmed valgulised komponendid, mida nimetatakse adaptorvalkudeks (AP-
perekonna valgud). Viimastest on kindlaks tehtud GTPaas diinamiini héidavajalikkus, mis
seondudes limber punguva vesiikuli kaela soodustab membraani struktuuri 16hustumist ja
sellega vesiikulite eraldumist ning liikumist rakku. Peale klatriin-vahendatud endotsiitoosi on
diinamiini osalus maéadratud ka fagotsiitoosil, kaveolaarsel endotsiitoosil ja osaliselt ka
katmata vesiikulite endotsiiteerimisel (Hinshaw, 2000).

Endosoomide formeerumisel on tdhtis osa aktiini tsiitoskeletii kuna on
demonstreeritud selle kontaktid mitmete endotsiitoosi adaptorvalkudega. Edasine rakusisene
transport toimub mikrotuubulite vahendusel ja aktiini tsiitoskeleti hdirumine takistatab imetaja
rakkudes in vitro katsetes ainult osaliselt klatriin-kaetud vesiikulite formeerumist ja
rakusisest transporti (Fujimoto et al., 2000).

Klatriin-vahendatud endotsiitoosil on oluline roll kudede ja organite arengul ning
rakkudevahelises kommunikatsioonis signaaliilekandel kontrollides retseptorite taset raku
pinnal. Ta on seotud ka raku homeostaasiga, reguleerides viikeste molekulide ja ioonide
intratsellulaarset taset membraani transportpumpade internalisatsiooni teel (Conner and
Schmid, 2003) ja vajalik siinapsi membraanivalkude efektiivseks iimberpaigutamiseks pérast
neurontransmissiooni (Takei ef al., 2001). Enim on uuritud klatriin-sdltuvat endotsiitoosi
imetajarakkudes LDLi (low-density lipoprotein) ja transferriini rakkudesse sisenemist

kirjeldades.

Pérast virgatsaine seondumist spetsiifilise retseptoriga raku pinnal sopistub
moodustunud kompleks rakku. Tekkinud transportvesiikuli abil suunduvad endotsiiteeritud
molekulid rakkude sisemusse ja pérast kattevalkude eemaldumist sulandub vesiikul kokku

varajaste endosoomidega.



Varased endosoomid jaotakse sorteerivateks endosoomideks ja endotsiitootiliseks
ringluskompartmendiks (ERK — endocytotic recycling compartment). Sorteerivad endosoomid
on rakus perifeerselt paiknevad tubulaarvesikulaarsed struktuurid, mille funktsiooniks on
suunata molekulid nende dJigesse sihtmérki. Langeva pH mojul laguneb endosoomis
retseptor—ligandi kompleks ja retseptorid koos membraani komponentidega transporditakse
paari minuti jooksul enamikus tagasi raku pinnale. Teine osa molekulidest saadetakse
multivesikulaarsetest tsisternikujulistest regioonidest (~60 nm diameetriga) koosnevasse
ERK-sse (Gruenberg, 2001). Lébi ERK suunduvad molekulid erinevatesse sihtpunktidesse,
pohiliselt tagasi plasmamembraanile (nt transferriin, mis jadb retseptoriga seotuks kuni raku
pinnale tagasi saabumiseni) ja osaliselt trans-Golgi vorgustikku (Maxfield and McGraw,
2004).

Labinud varaste endosoomide kompleksstruktuurid, liiguvad iilejdinud molekulid
hilistesse endosoomidesse. Edasisel materjali {imberjaotusel viiakse degradatiivsesse ratta
sorteeritud molekulid liisosoomidesse, kus endotsiiteeritud materjal 1oplikult lagundatakse ja

mittelagundatav materjal séilitatakse (Maxfield and McGraw, 2004).

Kaveoliin-vahendatud endotsiitoos.
Klatriinist soltumatu kaetud vesiikulitega vahendatud endotsiitoosi iiks eriliikk on

endotslitoos kaveoolide kaudu. Kaveoolid on viikesed (diameeter 50-80 nm) ja staatilised
plasmamembraani sissesopistused, mis on levinud enamikes rakkudes, eriti lihasrakkudes,
adipotsiilitides ja endoteeli rakkudes. Nende pinda katab granulaarne spiraalitaoline struktuur,
mille formeerumiseks on vajalik struktuurse valgu kaveoliini (kolm isovormi) (Rothberg et
al., 1992) ja selle abivalkude olemasolu (van Deurs et al, 1989). Kaveoolide
internaliseerumine toimub aeglaselt (t1/2~20 minutit) (Conner and Schmid, 2003) punguva
vesiikuli ,,kaelal* sissesopistust soodustava diinamiini kaasabil (Oh et al., 1998).

Viimaste aastatel on tdestatud, et kaveoolid on membraani mikropiirkondade, mida
nimetatakse ka “lipiidseteks parvedeks” (,.lipid raft), spetsiifilise morfoloogiaga vorm.
“Lipiidne parv” on sfingolipiidide ja kolesteroolirikas ala membraanis, mis madalal
temperatuuril ei lahustu mitteioonset detergenti sisaldavas lahuses (van Deurs et al., 1989) ja
kuhu on koondunud méirkimisvdidrne hulk erinevaid membraaniga seotud valke (GPI-
ankurdatud valgud) ja signaalmolekule. On ndidatud kaveoliini seotust nii kolesterooli kui
sfingolipiididega (Murata et al., 1995) ja kooskolas sellega kaveoolide osalust vastavalt

kolesterooli transtsiitoosi (Martin and Parton, 2005) ja sfingolipiidide endotsiitoosiga (Singh



et al., 2003). Kontrastina pole suudetud piisavat selgitada intratsellulaarse kolesterooli
transporti ja homoostaasi toimumist kaveoliin-puudulikel hiirtel (Razani et al., 2002).
Kaveoliin-vahendatud endotsiitootilise raja kaudu on kohastunud rakku sisenema ka
mitmed patogeenid. Nii sisenevad kaveoolide kaudu rakku niditeks SV40, poliioomi viirus ja
Vibrio cholerae toksiin. Viimast kasutatakse sageli kaveolaarse endotsiitoosi markerina
(Orlandi and Fishman, 1998), kuigi osa kooleratoksiinist siseneb rakkudesse nii

klatriinsdltuvalt kui ka klatriin- ja kaveoliinsdltumatuid radu kasutades (Torgersen et al.,
2001).

Klatriin- ja kaveoliinsoltumatu endotsiitoos
Klatriin- ja kaveoliinsdltumatu endotsiitoosi mehhanism on vihem uuritud, kuna antud

radade efektiivset osalust saab ndidata ainult teisi ET liike inhibeerivatel tingimustel. Samas
on toestatud, et klatriini vahendatud internalisatsiooni blokeerimine spetsiifiliste
inhibiitoritega ei peata endotsiitoosi, vaid suurendab klatriiniga mittekaetud vesiikulite kaudu
toimuva endotsiitoosi osakaalu. Nii néiteks on leitud, et pirast neuronite ja neuroendokriinsete
rakkude kdrget siinaptilist aktiivsuset leiab aset klatriinsdltumatu ET, mida tdestab kaveoolide
ja klatriin-kaetud vesiikulite internalisatsiooni inhibeerimine mutantse diinamiiniga (Artalejo
et al., 2002, Conner and Schmid, 2003). Ka on nédidatud, et IL2 retseptor siseneb kaveoliini
mitte-ekspresseerivasse liimfotsiiiitidesse klatriinsdltuva ET inhibeerimisel, mida vdimaldab
seni veel tdpselt kirjeldamata endotstitootilise mehhanismi olemasolu. Internaliseerunud 1L2
leidmine  detergendis  lahustumatutest endosoomidest demonstreerib  samaaegselt
klatriinsdltumatu endotsiitoosi vdimalikku toimumist 1dbi spetsiifilise kolesterooli ja
sfingolipiidide poolt rikka membraanipiirkonna (Lamaze er al., 2001). Viimaste aastate
uuringute tulemuste jdrgi arvatakse, et klatriin-sdltumatu endotsiitoos omab olulist rolli
membraani diinaamika ja plasmamembraani {imbermodelleerimise juures vastusena vilisele
stimulatsioonile (Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001).

Klatriinsoltumatu  endotsiitoosi  eriliigiks on ainete transport mikro- ja
makropinotsiitootiliselt. Makropinotsiitoos esineb erinevates rakuiiiipides ja voib olla
indutseeritud kasvufaktorite vOi teiste signaalide poolt. Aktiiniga toestatud membraansed
véljasopistused tekitavad ,tagasi kukkudes“ ja membraaniga assotsieerudes erineva
suurustega (0,5 — 200 nm) 5-20 minutit eksisteerivaid diinaamilisi struktuure (Lamaze and
Schmid, 1995), makropinosoome. Makropinosoomide moodustumiseks vajalikke

membraanijitkete teke on vahendatud Ras perekonna GTPaaside poolt ja véljasopistuste



kokkusulandumine membraaniga toimub fosfatidiiiilinositool 3-kinaasi ja Rab GTPaaside
vahendusel (Sun et al.,, 2003). Erinevalt teistest pinotsiitoosi liikidest on makropinotsiitoos
soltuv aktiini poliimerisatsioonist ega vaja diinamiini (Kruth et al., 2005).

Erinevatel endotsiitoosi radadel on oluline roll mitmetes fiisioloogilistes ja
patoloogilistes protsessides. Sinna hulka kuulub niiteks ka raku polarisatsioon, antigeenide

esitlemine, gliikoosi transport, viiruste ja toksiinide endotsiiteerimine jne. (Mukherjee et al.,

1997).

PENETREERUVAD PEPTIIDID

Rakku penetreeruvad peptiidid (RPP), kirjanduses nimetatud ka kui valgu
transduktsiooni domeenid (protein transduction domains — PTD), membraani translokeeruvad
jarjestused (membrane translocation sequence- MTS) voi integraalsed katioonsed piirkonnad
(integral cationic region - ICR), on kuni 30 aminohappe pikkused peptiidid, mis arvati olevat
voimelised tungima l&bi rakumembraani (Derossi et al., 1994), sdltumata niiliselt nii
endotsiitoosist kui ka rakulisest ATP energiast ja transportima rakkudesse erinevaid
bioloogiliselt aktiivseid molekule. Aastate jooksul on kirjeldatud RPP-de sisenemist
erinevatesse rakuliinidesse eri tingimustel nii in vitro kui ka in vivo katsetes (Dietz and Bahr,
2004). Tapset rahuldavat selgitust RPP-de translokeerumisele pole leitud, kuid pracguseks on

vilja pakutud erinevaid hiipoteese.

On kindel, et antud molekulide difusiooni teel rakku sisenemist ei saa tdendoliseks
pidada, sest suurte tugevasti laetud hiidrofiilsete molekulide jaoks on plasmamembraan
labimatu  barjddr, lisaks 1letab rakku penetreerunud peptiidi  kontsentratsioon
ekstratsellulaarses keskkonnas oleva peptiidi kontsentratsiooni (Héllbrink ez al., 2001). Kuna
enamiku rakku penetreeruvate peptiidide puhul pole teada plasmamembraanis olevaid
retseptorvalke vOib arvata, et nad interakteeruvad kas membraani lipiididega voi rakupinna
gliikosiidse komponendiga (Belting, 2003), kusjuures interaktsioon proteogliikaanide
heparaansulfaadiga (HS) on oluliselt tugevam kui lipiididega (Ziegler et al., 2005).

Esimene pakutud RPP-de internalisatsiooni mudelitest on podratud mitselli mudel
(joonis 1A), mille jirgi peptiid kui hiidrofiilne positiivselt laetud molekul seostub

elektrostaatilise tdmbejou mdjul plasmamembraani negatiivselt laetud lipiididega



indutseerides pooratud mitselli moodustumise, mis liigub 14dbi plasmamembraani ja avaneb
membraani teisele kiiljele, vabastades mitselli sisemuses olnud materjali tsiitoplasmasse
(Derossi et al., 1998). Kuigi antud mudeliga voib selgitada monede RPP-de translokatsiooni,
ei ole see piisav moistmaks erineva hiidrofoobsusega peptiidide liikumist rakku (Lundberg

and Langel, 2003).
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Joonis 1. RPP-de rakkudesse penetreerumise mudelid

(A) pooratud mitselli mudel (Derossi et al., 1998); translokatsioon 1dbi plasmamembraani poori abil (B)
?carpet” mudelina (Pouny et al., 1992) ja (C) “ barrel-stave‘mudelina (Gazit et al., 1994); (D) ,,vajuva
parve* mudel (Pokorny et al., 2002)

Pooratud mitselli mudelit voib pidada vastandiks bakteriaalsete peptiidsete toksiinide poolt
tekitavatele erinevatele pooride moodustamise mudelitele. Esimesel juhul (nimetatud ka
“carpet” mudeliks)(joonis 1B) on positiivselt laetud peptiidid tugevalt interakteerunud
fosfolipiidsete peariihmadega, mis kutsub esile membraani katkemise ja sellest tuleneva
lipiidide timberpaigutumise koos peptiidide litkumisega rakku (Pouny et al.,, 1992). Teisel
mudelil (nimetatud ka “barrel-stave” mudeliks)(joonis 1C) pdhjustab membraanile
paralleelselt paiknevate amfipaatsete o-helikaalsete peptiidide kogunemine lokaalse
membraani dhenemise ja edasise poori tekke (Gazit ef al., 1994).

Hiljuti esitati Almeida ja tema grupi poolt uudne hiipotees, mis voiks sobida
kirjeldama penetreeruvate peptiidide plasmamembraani ldbimist ilma, et selleks oleks vaja
pooride voi pooratud mitselli teket. Antud mudel tootati vdlja 1dhtudes o-liisiini (26 ah,
hemoliiiitiline peptiid, sekreteeritakse Staphylococcus Aureuse poolt) interaktsiooni

kirjeldamisest fosfolipiidsete vesiikulitega (Pokorny et al., 2002). Nii pakuti vilja “vajuva
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parve* mudel (joonis 1D), kus 14bi lipiidse kaksikkihi translokeerudes peab peptiid eelnevalt
multimeriseeruma. Omavahel liitudes moodustavad a-helikaalse konformatsiooniga
monomeer ja dimeer membraani pinnal trimeeri, mis “sukeldub” membraani véliskihti. Edasi
toimub heeliksite keerdumine membraanis nii, et hiidrofoobsed aminohapete korvalahelad on
kontaktis lipiidide atsiililahelatega ja hiidrofiilsed osad on poddratud iiksteise poole trimeeri
keskele, kus heeliksid ei ole paralleelsed, vaid keskelt vdindunud. Erinevusena teistest
mudelitest paikneb helikaalne trimeer sellel translokeerumise vaheetapil paralleelselt
membraani pinnaga, mitte risti (perpentikulaarselt) nagu eeldab poori voi toru moodustumise
mudel. Koik trimeeri vaheseisundid membraanis kuni peptiidi translokeerumise 16puni on
viga ebastabiilsed. Antud mudeli esitajad arvavad, et trimeeri mudel sobib ka teiste
oligomeersete struktuuride - dimeeride ja tetrameeride membraani ldbimise kirjeldamiseks.
Koik eelnevalt kirjeldatud mudelid kirjeldavad peptiidide sisenemist rakkudesse
endotsiitoosist sdltumatut. Samas on saadud kinnitust paljude avaldatud artiklite pdhjal ka
erinevate endotsiitootiliste radade osalusest RPP-de internalisatsioonil rakkudesse ja on isegi
arvatud, et teatud RPP-de (Arg9, Tat) puhul tuvastatud peptiidi kontsentreerumine tuuma ja
paiknemine difuusselt tsiitosoolis voib olla lihtsalt rakkude fikseerimisest pdhjustatud artefakt
(Richard et al., 2003). Antud seisukohast ldhtudes pohjendati ka madalal temperatuuril
tdheldatud peptiidide vodimalikku sisenemist rakkudesse ja nende {imberpaiknemist
fikseerimise kidigus. Hilisemad uurimused on ndidanud, et tulemus soltub konkreetsest
peptiidist, katse tingimustest ja kasutatud fikseerimismeetoditest. Nii  néiteks
paraformaldehiiiidiga (PFA) fikseerimine ilma permeabiliseerimiseta mdjutab raku
plasmamembraani terviklikkust vihem kui to6tlus metanooli ja atsetooniga (DiDonato and

Brasaemle, 2003) ja PFA kasutamisest ei soltu transportaan-valk komplekside lokalisatsiooni

iseloom rakkudes (Saalik ef al., 2004).

RPP-d transportvektorina

Nagu eelnevalt mainitud kidituvad penetreeruvad peptiidid vektoritena, mis on
voimelised transportima rakkudesse erinevaid makromolekule (Dietz and Bahr, 2004). RPP-
dega vahendatud transpordil on seni rakkudesse viidud oligonukleotiide (Astriab-Fisher et al.,
2000), DNA-d, peptiidset nukleiinhapet (PNA) (Pooga et al., 1998b), peptiide (Vivés et al.,
1997), valke (Fawell et al., 1994), nanopartikleid (Lewin et al, 2000), isegi liposoome
(Torchilin et al., 2001) ja faagi partikleid (Eguchi ef al., 2001). Peale eukariiootsete rakkude
on RPP-dega transporditud PNA-d ka bakteri rakkudesse (Eriksson et al., 2001).
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Peptiidide ja lastmolekuli {ihendamiseks on kasutusel erinevad keemilised iihendused
— stabiilsed ja labiilsed rakus katkevad sidemed. Stabiilsete sidemete hulgas on enimkasutatav
peptiidside (fuseeritud valgu ekspressioon bakteris, liitpeptiidi siintees) (Derossi et al., 1998,
Nagahara et al., 1998), esterside oligonukleotiidide lisamisel (Stetsenko and Gait, 2005) ja
homo- (Fawell ef al., 1994) voi bifunktsionaalne (Pooga et al., 2001) keemiline ristside.
Labiilsetest kasutatakse peamiselt disulfiidsidet, mis moodustatakse peptiidi N-terminuses
oleva tsiisteiini ja transportmolekuli kiiljes oleva tsiisteiini vahele (Derossi et al., 1998) ning
mis katkeb tsiitosooli redutseerivas keskkonnas (Hallbrink et al., 2001). Rakendust on
leidnud ka pH-tundlik side, mis oli piisiv happelises keskonnas, kuid laguneb fiisioloogilistel
tingimustel (Rothbard et al, 2000). Peale loetletud variantide on alternatiiviks RPP ja
transporditava molekuli liitmine mittekovalentsete laenguliste interaktsioonide kaasabil.
Nditena vOib tuua avidiini/streptavidiini transporti biotiniileeritud peptiidide kaasabil, kus
kompleksi tekkeks kasutatakse biotiini suurt afiinsust avidiini suhtes (Pooga et al., 2001) ja
oligonukleotiidi komplekseerimist RPP-ga (Oehlke et al, 2002). Internaliseerumiseks
rakkudesse on piisavaks osutunud ka RPP-de inkubatsioon koos huvipakkuva lastiga, mille
puhul on kompleksi tekkeks ja edasiseks translokatsiooniks olulised tugevad hiidrofoobsed

interaktsioonid (Morris et al., 2001).

Tat perekonna peptiidid

Tat valk on inimese immuunpuudulikkust pohjustava viiruse (HIV-1) replikatsioonis
osalev 86-102 aminohappest koosnev regulaatorvalk. Sarnaselt monedele homeovalkudele
(Joliot et al., 1997) ja herpesviiruse struktuurvalgule VP22 (Elliott and O'Hare, 1997),
sekreteeritakse Tat rakkudest ja internaliseeritakse seejérel teiste rakkude poolt (Frankel and
Pabo, 1988, Green and Loewenstein, 1988).

Erinevate Tat- valgust périt peptiidide testimisel leiti, et efektiivseim oli rakkudesse
sisenemisel 48-60 aminohappe vaheline piirkond (Vivés et al., 1997), mille internalisatsioon
nagu Tat valgulgi, on osaliselt sdltuv kontsentratsioonist, ajast ja inhibeeritud madalatel
temperatuuridel. Samal ajal on Tat valkudega nididatud, et monede rakkude puhul
temperatuurisdltuvus puudub (Mann and Frankel, 1991). Ka arvati senini, et Tat-i
internalisatsioon on retseptorsdoltumatu, kuna translokatsioon toimus sama tulemuslikkusega
nii D-aminohapetest kui ka L-aminohapetest koosneva peptiidi puhul. Pracguseks seostatakse
taispika Tat-i translokeerumist rakku eelkdige pinnal olevate heparaansulfaatidega, aga ka

LRP-ga (low density lipoprotein receptor-related protein) (Tyagi et al., 2001).
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Heparaansulfaadi ja LRP inhibiitorite lisamisel rakusdotmesse langes oluliselt valgu
neuronitesse internalisatsiooni efektiivsuse tase (Liu et al., 2000). Samas on leitud, et Tat-i
fragmendi (48-60 ah) internalisatsioon heparaansulfaat-defitsiitsetesse rakkudesse toimub
sarnase efektiivsusega kui HS proteogliikaani ekspresseerivatesse rakkudesse (Silhol et al.,
2002). Seetottu arvatakse, et kuigi enamik Tat-peptiidist on interaktsioon HS retseptoritega,
osaleb peptiidi sidumises ka teisi negatiivselt laetud rakupinna komponente (Richard et al.,
2005).

Taispikk Tat (1-86 ) valk ja Tat-1 fragment (37-72) lokaliseeruvad nii tsiitoplasmasse
kui tuuma (Fawell et al, 1994). Konfokaalmikroskoopia tulemustest selgub, et tuuma
lokaliseerumine toimub peptiidi korgemal kontsentratsioonil (alates 7uM), madalamal
kontsentratsioonil paikneb Tat peamiselt vaid vesikulaarsetes struktuurides (Potocky et al.,
2003). Tat valgu sisenemine rakkudesse endotsiitootiliselt pakuti vilja juba 15 aastat tagasi
(Mann and Frankel, 1991), hiljem on saadud kinnitust ka Tat-fragmendi akumuleerumisele
endotstitootilistesse vesiikulitesse. Tdpsemad uuringud erinevatest ET radade kasutamisest
internalisatsioonil on andnud vastuolulisi tulemusi. Leiti, et tdispika Tat-GFP fuseeritud valk
siseneb elus rakkudesse kaveolaarse ET-ga spetsiifiliste membraanipiirkondade (nimetatud ka
Hlipiidsed parved) kaudu (Ferrari et al., 2003) ja ei kolokaliseeru klatriin-kaetud
vesiikulitega (Fittipaldi et al., 2003). Kontrastina eclmistele tulemustele niidati, et
mittekonjugeeritud Tat-valk (Vajanaphanich et al.,, 1994) ja tema translokeeruv domeen
(Richard et al., 2005) internaliseeruvad pigem klatriin-soltuva raja kaudu. Tat-Cre
konjugaadi korral on tdheldatud ,,lipiidsete parvekeste™ kaasabil toimuvat makropinotsiitoosi
(Wadia et al., 2004). Nii vastandlikud tulemused osutavad Tat-peptiidi, tdispika Tat-valgu ja
Tat-lastmolekuli konjugaadi kompleksi transduktsioonimehhanismide erinevustele ja vdivad
olla sdltuvuses ka sihtmirk raku tiiiibist ja transporditavast iiksusest. Ara mirkimist viirib
fakt, et paljudes artiklites peetakse oluliseks Tat-i suunamist hilisemas endotsiitoosi faasis
hapustatud vesiikulitesse ja edasist vabanemist tsiitosooli (Fischer et al., 2004).

Koige efektiivsemalt siseneb rakkudesse Tat-fragment (48-60), mis sisaldab
tuumalokalisatsiooni (NLS) signaali, kuigi viimase olemasolu pole piisavaks tingimuseks
penetreerumisel (Vivés et al., 1997). Erinevate Tat peptiidi (49-57) deletsioonimutantide
uurimisel on leitud, et internaliseerumisel on olulisemad N-terminuses asuvad aminohapped ja
arginiinide eemaldamine peptiidi aminohappelisest jérjestusest péarsib translokatsiooni
(Wender et al., 2000), kuigi deletsioonid helikaalses domeenis ei hdiri rakku sisenemist

(Vivés et al., 1997).
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Sarnaselt teistele penetreeruvatele peptiidile, transpordivad Tat valgud rakku
erinevaid bioloogiliselt aktiivseid molekule. On ndidatud, et Tat peptiid on vdimeline ldbima
sealjuures ka hematoentsefaalset barjddri. Néiteks on silmatorkavalt tdhus olnud peptiidiga
liidetud P-galaktosidaasi in vivo internalisatsioon erinevatesse kudedesse, kaasa arvatud ajju
(Schwarze et al., 1999). Vastupidiselt eelnevale on monede uuringute tulemused vdhem
positiivsed (Lee and Pardridge, 2001). Nende arvates hematoentsefaalset barjaari 1dbimine ja
rakkudesse penetreerumine pole Tat peptiidide ja makromolekuliga konjugeeritud Tat-i puhul
vorreldavad ja konjugaatide tulemuslikkus margatavaks mojuks liiga véike. Peale valguliste
ithendite on olnud edukas ka kuni 45-nm ldbimddduga superparamagnetiliste raudoksiidi ja
teiste nanopartiklite transport (Lewin et al., 2000) ning liposoom-vahendatud transpordi

efektiivsuse tous Tat-peptiidi lisamisel (Torchilin ef al., 2001).

Penetratiinid

Drosophila  Antennapedia homeovalk oli koos HIV Tat valguga esimene
transkriptsioonifaktor, millel kirjeldati elusate rakkude poolt sekreteerimine ja
internaliseerimine ning esimene RPP, mida kasutati vodrmolekulide transpordiks (Perez et
al., 1992). Antennapedia seondub DNA-ga 60 aminohappest koosneva homeodomeeniks
(HD) nimetatava spetsiifilise jérjestuse kaudu. Viimane koosneb omakorda kolmest o-
heeliksist, millest teine ja kolmas on omavahel tihendatud B-poordega. Translokeerumiseks
rakku on minimaalselt vajalik kolmas heeliks ehk aminohapetest 43-58 koosnev jérjestus,
mida nimetatakse ka penetratiiniks.

Penetratiini internaliseerumine rakku ja lokaliseerumine tuuma leiab aset nii 37 °C kui
ka 4 °C juures (Derossi et al., 1994), mis vilistab endotsiitoosi tavalises mottes. Spetsiifilise
retseptori olemasolu kontrollimiseks inkubeeriti rakke peptiidiga mille aminohappeline
jarjestus vastas penetratiini pdordjarjestusele. Vaatamata antud peptiidi téiesti teistsugusele
sekundaarstruktuurile ei olnud rakku translokeerumine takistatud (Derossi et al., 1996).
Penetratiini edasisel muteerimisel ndidati, et kuni kolme aminohappe asendamisel
proliinidega, mis mairkimisvdirselt muudab penetratiini sekundaarstruktuuri ja vélistab
helikaalse struktuuri tekke, sdilib samuti peptiidi internalisatsioonivéime (Derossi et al.,
1996). Kuigi helikaalne struktuur pole antud tulemuste pdhjal peptiidide rakku sisenemiseks
oluline on kindlaks tehtud, et vesikulaarses mudelsiisteemis suureneb fosfolipiidide
juuresolekul helikaalse struktuuri teke (Christiaens et al., 2004). Biofiiiisikaliste uuringute

tulemuste pohjal (Dom er al, 2003) on nididatud, et seostumisel negatiivselt laetud
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lipiididega, arvatavalt laengute neutraliseerimise tOttu, stabiliseerub helikaalne
konformatsioon, mis soodustab penetratiini {imberpaiknemist hiidrofiilsest hiidrofoobsesse
keskkonda. Samas on see ainult soodustav, mitte héddavajalik ja ainuke tingimus
internaliseerumisel.

Uurides penetratiini ja selle analooge SDS geelil leiti, et SDS soodustab peptiidide
agregeerumist. Sellest tulenevalt postuleeriti, et peptiidid kédituvad detergendi mitsellides ja
lipiidses kaksikkihis analoogselt (Lemmon et al., 1992) ning agregeerumisvdime mingib
olulist rolli peptiidide translokeerumisel (Derossi et al., 1994).

Tuuma magnetresonantsi uuringute alusel on vélja pakutud penetratiini
translokeerumiseks eelnevalt kirjeldatud podratud mitselli mudel (Derossi et al., 1996) ja on
vilja toodud ka triiptofaanijadkide olulisus penetratiini internaliseerumisel ning pooratud
mitselli induktsioonil (Pen2W2F, kus kaks triiptofaanijdéki on asendatud feniiiilalaniinidega,
on kaotanud téielikult voime rakkudesse siseneda). Samas on tdendatud, et nii penetratiin kui
tema analoog Pen2W2F niitavad sarnaseid translokatsiooniomadusi (Thorén et al., 2003),
mis vihendab triiptofaani tdhtsust ja hddavajalikkust 1dbi membraani tungimisel. Vordlusena
analoog PenLys-1 (kdik arginiinid asendatud liisiinidega) puudub internalisatsioonivéime ja
on viga viike afiinsus plasmamembraaniga interakteerumisel (Thorén et al., 2003).

Sarnaselt Tat-peptiidiga on konfokaalmikroskoopilised tulemused ndidanud
penetratiini paiknemist toatemperatuuril tsiitosoolis peamiselt happelistes vesikulaarsetes
struktuurides ja 4 °C juures ainult membraanis ja tsiitosoolis, kuid mitte vesiikulites
(Christiaens et al., 2004). Antud tulemused niitavad penetratiini sisenemist rakkudesse
osaliselt endotsiitoosi teel.

Erinevate penetratiini analoogidega on rakku transporditud erineva pikkusega peptiide
ja kuni 25 nt pikkusi tiheahelalisi DNA oligomeere. Kaheahelalise DNA-ga seondudes
viheneb homeodomeeni ja selle kolmanda heeliksi translokeerumisvdime (Derossi et al.,
1998). Antp-HD puhul on leitud, et see soodustab viirus-vahendatud (adenoviirused,
retroviirused) geenide transporti koos valkude ekspressiooni suurendamisega sihtmaérk-
rakkudes (Gratton et al., 2003). Artikli autorite arvates interakteerub tugevalt positiivselt
laetud Antp-HD viiruse valgulise- voi lipiidse kestaga, tohustades viiruspartiklite kinnitumist
rakkudele ja sisenemist.

Edukalt on kasutatud Antp ja Tat-peptiidi antisens-oligonukleotiidide fosforiotioaatide
rakku sisestamiseks, et maha suruda kasvajarakkude ravimresistentsusega seotud geeni

(MDR1) ekspressiooni (Fischer et al, 2002). Ka teiste oligonukleotiidide transport
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penetreeruvate peptiididega on olnud rakukultuurides suure tulemuslikkusega ja madala

tsiitotoksilisusega, mis annab eelised teiste transpordimeetodite ees.

Transportaan ja selle analoogid

Transportaan on siinteetiline peptiidd (27 ah), mille eellasmolekul galparaan
kombineeriti kahest fragmendist: neuropeptiid galaniinist (aminohapped 1-13) ja herilase
miirgis leiduvast mastoparaanist (aminohapped 14-27) (Langel et al., 1996). Asendades
galparaani 13. positsioonis oleva proliini liisiiniga, mille kiilgahelaga saab konjugeerida
mitmesuguseid molekule (nditeks biotiiniga margistamine, oligonukleotiidi sidumine, valkude
ristsidumine jne), saadi peptiid, mis nimetati transportaaniks (Pooga et al., 1998a).

Transportaani internalisatsioon toimub kiiresti. Juba 1 minuti pérast rakkude
inkubatsiooni on transportaan detekteeritav nii plasmamembraanis kui ka tsiitoplasmas, hiljem
tuumatimbrises ja tuumas. Transportaani penetreerumine rakkudesse toimub ka madalal
temperatuuril ja hiiperosmolaarsetes lahustes. Tuuma sisenemist madal temperatuur siiski
takistab, 0 °C juures tuumalokalisatsioon puudub (Pooga et al., 1998a). Samas tasub téhele
panna, et esmased katsed viidi 14bi fikseeritud ja permeabiliseeritud rakkudes, mis vois viia
internaliseerunud peptiidi koguse ja lokalisatsiooni iilehindamisele.

Transportaanil puudub teadaolev retseptor (Lindgren et al, 2000) ja seni pole
tdheldatud peptiidil ka rakuspetsiifikat. Transportaani erinevate analoogide puhul on uuritud
erinevate transportaani piirkondade tdhtsust penetreerumise juures, deleteerides aminohappeid
kas peptiidi C- vdi N-terminustest v3i keskelt. Olulisteks osutusid vdahemalt 10 aminohappe
pikkune ala mastoparaanist ja galaniini C-terminaalne piirkond (Soomets ez al., 2000). Sellest
tulenevalt arvatakse, et antud struktuurielemendid on transportaani internalisatsiooni puhul
médravateks teguriteks ja ilma nendeta on peptiidi sisenemine rakkudese héiritud. Struktuurne
analliiis nditab peptiiddi mastoparaanse regiooni eelistatud helikaalset struktuuri ja
transportaani paiknemist paralleelselt membraani/rakupinnaga (Barany-Wallje et al., 2004).

Transportaan inhibeerib rakkudes GTPaasset aktiivsust ja kdrgemal kontsentratsioonil
voib rakkudele osutuda toksiliseks. Analiilisides erinevaid transportaani analooge pole ainsana
GTPaase inhibeerivat aktiivsusust TP10-1, millel puudub N-terminusest galaniini osast kuus
esimest aminohapet (Soomets ef al., 2000) samal ajal, kui rakku translokeerumise vdime on
sdilinud.

Transportaan ja tema analoogid on voimelised suure efektiivsusega rakkudesse viima

teisi erineva suurusega hiidrofiilseid molekule. Vidikeste molekulide transpordil on rakku

16



sisenenud konstruktide kontsentratsioon kuni 400 korda suurem ekstratsellulaarsest. Peale
siiani rakku viidud lithikeste peptiidide (3-8 kDa) (Hillbrink et al., 2001), peptiidse
nukleiinhappe (PNA) oligomeeride (Pooga et al., 1998a) ja 30-150 kDa suuruste valkude
(GFP, streptavidiin, antikehad) on transportaan voimeline rakku transportima ka ligi 1 MDa
suuruseid kolloidse kulla partikleid. (Pooga et al., 2001).

On leitud, et transportaani rakusisene lokalisatsioon ei kattu spetsiifiliselt tdhtsamate
rakustruktuuridega. Peptiid-valk komplekse on rakkudes detekteeritud granulaarsetes ja/voi
vesikulaarsetes struktuurides, elektronmikroskoopia nditab paiknemist ka

tubulovesikulaarsetes struktuurides ja vabalt tsiitoplasmas (Padari, 2001).

Arginiinirikkad peptiidid

Tat-peptiidi, Antp ja herpesviiruse translokeeruvast valgust VP22 périnevate
peptiidide jaoks on tulemuslikuks internalisatsiooniks oluline positiivselt lactud aminohapete
olemasolu peptiidjarjestuses (Arg, Lys) (Derossi et al., 1994, Elliott and O'Hare, 1997,
Vivés et al., 1997). Soltuvalt arginiinijddkide arvust internaliseeruvad ja lokaliseeruvad nii
oligoarginiinid kui ka arginiine sisaldavad peptiidid rakkudesse erinevalt. Kui tetrameerse
oligoarginiini translokeerumise efektiivsus on vdga madal, siis 8 arginiiniga peptiidil on
Tat(48-60)-ga sarnane internalisatioon ja rakusisene lokalisatsioon. Samuti tduseb kuni 16 ah
jadgini iga juurdelisatud arginiiniga penetreerumise efektiivsus (Nakase et al., 2004), alates
millest vdheneb peptiidide internalisatsioon rakkudesse ootamatult ja peptiidid jédvad
valdavalt rakumembraani (Mitchell et al., 2000). Sama grupi poolt on ndidatud ka kuue voi
enama arginiiniga peptiidide suuremat internalisatsiooniefektiivsust kui sarnase hulga liisiini,
ornitiini voi histidiiniga oligomeeridel.

D-aminohapetest siinteesitud oligoarginiinid on internalisatsioonil rakkudesse suurema
efektiivsusega kui L-aminohapetest koosnevad peptiidid (Wender et al., 2000), millest
jareldatakse kiraalse retseptoriga vahendatud endotsiitoosi véhest tihtsust rakku sisenemise
juures (Mitchell et al., 2000). Vorreldes molema jirjestuse internalisatsiooni kineetikat
Tat(49-57) peptiidiga on nad iillatuslikult viimasest {ile 20 korra kiiremad. Sellest tulenevalt
rohutatakse arginiini korvalahela guanidinorithmade kui pdohilise determinandi téhtsust
penetreerumise juures. Siinteesitud poliiguanidiini sisaldavad peptoid-derivaadid niitavadki
internaliseerumisel rakkudesse suurt efektiivsust (Mitchell et al., 2000). Penetreerumiseks
peetakse poliiarginiinil seega olulisemaks guanidinorithma, mitte niivord laenguid voi

pohiahela iseloomu.
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Edasised struktuuriuuringud néitasid ka arginiinide asukoha tdhtsust. Dekameerse
oligoarginiinil 2., 5., 8. arginiini asendamine samavéddrsete ah-ga ei muutnud peptiidide
sisenemise efektiivsust (Rothbard et al., 2000). Ka pole peptiididel internaliseerumiseks
vajalik olla lineaarses konformatsioonis, kuna arginiinide neljaharuline ahel on vdimeline
lilkuma Hela rakkudesse sarnaselt lineaarsega (Futaki et al., 2002).

Viimastel aastatel on vilja pakutud arginiinirikaste RPP-de sisenemiseks rakkudesse
lisaks varem esitatud vOimalustele endotsiitoosi, eelistatult kaveolaarset ET ja
makropinotsiitoosi (Nakase et al., 2004).

Arginiinirikkad peptiidid omavad ka korget rakenduslikku potensiaali. Paljud ravimid
on viheefektiivsed nende halva imendumisvdime tottu, néiteks tsiiklosporiin  A.
Imendumisvdime suurendamiseks konjugeeriti arginiini heptameer tsiiklosporiin A-ga pH-
tundliku keemilise sideme abil. Konjugaat tungis efektiivselt nii hiire kui ka inimese
transplanteeritud epidermise keratinotsiiiitidesse, makrofaagidesse ja fibroblastidesse
(Rothbard et al., 2000), surudes neis maha poletikulise protsessi.

Lisaks arginiinirikaste peptiidide voimele transportida ravimeid, vdivad moned neist
ise ravimitena toimida. Nii on mitmed siinteesitud Tat-peptiidi analoogid potensiaalseteks
HIV-1 replikatsiooni inhibeerijateks (Friedler et al., 2000). Ka on nédidatud Arg peptiidide (7-
ja 9- ah jaagiga) poolt stimuleeritud ldmmastikoksiidi (NO) produksiooni tdusu ja sellega
hiiperplaasia vihenemist (Uemura et al., 2000). Oligoarginiini konjugaadid adenosiiniga on
teada kui efektiivsed proteiinkinaaside inhibiitorid ja voimelised ka rakkudesse sisenema (Uri

et al., 2002).

pVEC

pVEC on hiire vaskulaarse endoteeli kadheriinist parinev (615-632 ah) penetreeruv
peptiid (VE-cadherin protein derived peptide). Ta koosneb VE kadhedriini 13 positiivselt
laetud tsiitosooli poolsest ja 5 transmembraansest regioonist périt aminohappest. Peptiidi
amfipaatne iseloom on oluline faktor rakku translokeerumisel (Elmquist ez al., 2001).

pVEC-i penetreerumine rakkudesse on sarnaselt erinevate RPP-dega retseptor-ja
temperatuurisoltumatu. Peptiid ja tema D-aminohapetega analoog translokeeruvad mdlemad
efektiivselt endoteelirakkudesse ja fibroblastidesse (Elmquist e al, 2001). pVEC-i
soltumatus rakuspetsiifikast ja internalisatsiooni efektiivsus lubavad kasutada peptiidi erineva
suurusega molekulide transpordiks (PNA, streptavidiin). Inkubatsioonil erinevas

proteoliiiitilise aktiivsusega keskkonnas eemaldatakse peptiidi C-terminusest liisiin, parast
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mida sdilitab peptiid stabiilsuse edasise degradatsiooni suhtes (Elmquist and Langel, 2003).
Membraani intaktsuse kontrollil ei ole tuvastatud internaliseerunud peptiidi leket rakust, mis
nditab, et pVEC ei sisene rakkudesse 14bi pooride ega pdhjusta pooride teket (Elmquist et al.,
2001).

Huvitavaks omaduseks on pVEC-l tema antibakteriaalne toime juba madalatel
kontsentratsioonidel, mis on kahjutu HeLa rakkudele ja eriitrotsiiiitidele (Nekhotiaeva et al.,
2004). Lisaks seni teadaolevalt TP10-le (Elmquist et al, 2001), mis voib pérssida
patogeensete bakterite ja seente kasvu, on ndidatud pVEC-i inhibeeriv toime Mycobacterium

smegmatise kasvule (TP10 inhibeerib Staphylococcus Aureust).

Amfipaatsed mudelpeptiidid (MAP)

Amfipaatsed mudelpeptiidid disainiti algselt poliikatioonsete peptiidide ja
membraanilipiidide vaheliste interaktsioonide analiitisiks (Dathe et al, 1996). Antud
peptiididel on a-helikaalsel kujul koondunud laengutega aminohapped {ihele heeliksi kiiljele
ja hiidrofoobsed teisele kiiljele. Selline paigutus soodustab mudelpeptiidide seostumist
negatiivselt lactud fosfolipiide sisaldavate vesiikulitega elektrostaatilise interaktsiooni tottu,
neutraalsete vesiikulite puhul toimib ilmselt hiidrofoobne interaktsioon.

Amfipaatsed mudelpeptiidid sisenevad rakku nii energiast sdltuvat kui ka sdltumatut
mehhanismi  kasutades. Temperatuuril 0 °C detekteeritakse peptiidi internalisatsiooni
vihenemist 50 % vorra, mis viitab rakku sisenemise erinevatele mehhanismidele (Oehlke et
al., 1998). Modifitseerides amfipaatse ahela pikkust, laengut ja muid omadusi, on kindlaks
tehtud, et MAP-peptiidi internalisatsiooniks on vajalik voime moodustada nelja tdispooret
holmavat a-heeliksit, mis nditab vihemalt 16 ah olemasolu vajalikkust. Muude parameetrite
muutmisega ei ilmnenud olulisi erinevusi MAP-i internaliseerumise efektiivsusel (Scheller et
al., 1999). Hilisemate andmete pohjal ei osutu amfipaatsus translokeerumisel téhtsaks
(Scheller et al., 2000) ja varasemaid tulemusi pdhjendatakse pigem rakkude tootlusel
mitteamfipaatsete peptiidide rakkudest véljapesuga.

Oluline on kasutades MAP-e arvestada nende rakke liilisivat toimet ja omadust

kontsentratsioonil iile 4 puM moodustada rakkude plasmamembraani poore.
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Membraani translokeeruvad peptiidid (MTS)

Liiderjarjestuste vOi membraani translokeeruva jirjestusega (MTS) peptiidide
stinteesil on pohiliseks eesmérgiks luua bioloogiliselt aktiivne tervikkompleks, mis ithendab
endas eri funktsioonidega jérjestusi: sihtmérk-jirjestust, penetreerumist pdhjustavat regiooni

ja efektorpiirkonda (Langel, 2002).

Nii on disainitud 21 ah pikkune amfipaatne peptiid Pep-1, mis koosneb kolmest
domeenist: (1) hiidrofoobsest triiptofaanirikkast jarjestusest, mis vastutab sihtmark-
membraani ja transporditava valguga seondumise eest; (2) SV40 suure T-antigeeni (large T
antigen) NLS-st tuletatud hiidrofiilsest liisiinirikas domeenist, mis aitab kaasa rakku
sisenemisele; ja (3) proliini sisaldavast speisseralast (Morris et al., 2001). Internaliseerudes
rakkudesse ja translokeerudes tuuma ka madalal temperatuuril erineb Pep-1 teistest
signaaljarjestustest parinevatest penetreeruvatest peptiididest. Tsirkulaarse dikroismi (CD) ja
tuuma magnetresonants uuringute pohjal on leitud Pep-1 helikaalse sekundaarstruktuuri teke
kontsentratsiooni suurenedes ja fosfolipiidide juuresolekul. Kompleksis transporditava
valguga toimuvad osalised komformatsioonilised muutused vaid fosfolipiididega
kokkupuutes. Sellest tulenevalt pakutakse vilja membraani ldbimine ajutise poorilaadse
struktuuri moodustumise abil (Deshayes et al., 2004) olemata sealjuure tsiitotoksilise mdjuga
ja voimaldades transportida valke mittekovalentse kompleksina rakkudesse (Morris et al.,

2001).

Sarnane mudel pakutakse vilja Pep-1- ga analoogse disainiga peptiidi MPG puhul,
mille hiidrofoobne piirkond on périt HIV-1 valgust gp41. Erinevuseks on fosfolipiidide ja
lastmolekuli juuresolekul helikaalse struktuuri asemel B-lehe konformatsiooni teke. Vahe
voib tuleneda ka lastmolekulide eelistustest, mis Pep-1 puhul on suured peptiidid ja valgud,

mitte oligonukleotiidid vastupidiselt MPG-le (Deshayes et al., 2004)Gerbal.
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TOO EESMARGID

e Vorrelda erinevate fluorestseiinmairgisega rakku penetreeruvate peptiidide

internalisatsiooni efektiivsust ja kineetikat HeLa rakkudesse.

e Selgitada peptiid-valk komplekside sisenemise mehhanismi, uurides nende
interaktsioone plasmamembraaniga ja paiknemist rakuorganellide ning erinevate

endotsiitoosi markerite suhtes
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KASUTATUD MATERJALID JA METOODIKAD

RAKUD
Inimese emakakaela kartsinoomi rakud (HeLa), inimese melanoomi rakud (Bowes),

heparaansulfaat- defitsiitsed Hiina hamstri munasarja rakud (CHO) ja primaarsed hiire
fibroblastid kasvatati IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) so6tmes, millele oli
lisatud 10% veise looteseerumit (FCS), 100 IU/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini.

Rakke kasvatati 5% CO; keskkonnas veeauruga kiillastatud atmosfééris temperatuuril 37 °C.

KASUTATUD TRANSPORTPEPTIIDID
Fluorestseeruva margisega peptiididest kasutati fluorestseiiniga mérgitud pVEC-i (18

ah pikkune hiire vaskulaar-endoteliaalsest kadheriinist périnev penetreeruv peptiid), Tat-i,
(Arg)o, penetratiini, transportaani, tema analoogi TP10, mudel amfipaatset peptiidi MAP.
Biotiniileeritud peptiididest kasutati pVEC-i, Tat-i, penetratiini ja Pen(2W2F) (penetratiini
analoog, millel on triiptofaanid asendatud arginiinidega), MAP-i, transportaani ja selle
analooge TP10, rTP, Pro-TP (tabel 1). Biotiini mérgis voimaldas peptiidide komplekseerimist

avidiin-fB-galaktosidaasi, Alexa Fluor 488 voi fluorestseiin-isotiotsiianaadiga (FITC) mérgitud

avidiiniga.

Tabel 1
Peptiid Abh jérjestus
Nimi siinoniiim
TP M384 GWTLNSAGYLLGK* INLKALAALAKKIL
TP10 L262 —-—-—- AGYLLGK* INLKALAALAKKIL
TP2 GWTLNSAGYLLGK* INLKAKAALAKKLL
TP LIKKALAALAKLNI*KGLLYGASNLTWG
ProTP GWTLNSAGYLLGK* INLPALAALAKKIL
Penetratin pAntp R*QIKIWFONRRMKWKK
Penetratin(2W2F) R*QIKIRFONRRMKRKK
Tat G*RKKRRQRRRPQ
pVEC AMP-1 L*LIILRRRIRKQAHAHSK
(Arg)9 R*RRRRRRRR
MAP K*LAKLAKLAKLAKLA

* biotiniileeritud voi fluorestseiiniga mérgitud aminohape

Koik peptiidid siinteesiti Stockholmi Ulikooli neurokeemia ja neurotoksikoloogia instituudis

Applied Biosystem M431A peptiidi siintesaatoriga #-Boc strateegiat kasutades tahkel kandjal.
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Peptiidide detekteerimist hdlbustavad fluorestseiin- ja biotiinmérgis konjugeeriti peptiidiga
manuaalselt. Peptiidid puhastati korglahutusega vedelikkromatograafiat kasutades Cis
poordfaasikolonnil ja nende puhtus oli >99%. Kdigi peptiidide molekulmassid kontrolliti
mass-MALDI-TOF mass-spektromeetril (Voyager-DE STR, Applied Biosystems, Foster City,
CA).

FLUORESTSENTSMIKROSKOOPIA
Petri tassile kinnitunud rakke t66deldi triipsiiniga (Gibco BRL, Life Sciences), mille

tulemusena saadi vabanenud rakkude suspensioon. Rakususpensioon kanti 24-kaevuliste
plaatide kannudesse iimmargustele katteklaasidele (Menzel-Glazer, #1, diameetriga 12 mm).
Rakkudel lasti klaasidele kinnituda ja paljuneda (24-48 tundi) arvestusega, et katsepdeval
oleks nad 40-60% konfluentsusega. Vana sodde eemaldati aspireerimisel ja lisati seejérel uus
s00de (vajaduse korral seerumivaba), mis sisaldas biotiniileeritud peptiidi (0,5-5 pM) ja
FITC-1 voi Alexa Fluor 488-ga (Molecular Probes, Leiden, Holland) mérgitud avidiini (0,15
puM). Rakke inkubeeriti RPP-dega soltuvalt katsest temperatuuril 37 °C voi 4 °C 1 tund.
Pérast inkubeerimisaja 10ppu pesti rakke PBS-ga (pH 7,3). Olenevalt katsest jdeti rakud
fikseerimata voi fikseeriti 20 minutit 4% paraformalaldehiiiidi (PFA) lahusega PBS-s.

Fikseerimata rakud sulundati fluorestsentsi pleekimist vihendava sulundusvedelikuga
(Slow Fade, Molecular Probes). Fluorestsentskujutised salvestati ja analiilisitt CCD
kaameraga DX70 varustatud Olympos BX41 fluorestsentsmikroskoobiga ning tdddeldi
arvutiprogrammi DB  Manager abil. Fluorestsentsfotode viimistlemiseks kasutati

arvutiprogrammi Adobe Photoshop 6.0.

Fikseeritud rakud permeabiliseeriti vajadusel 3 minutit 0,1% Triton X-100-ga PBS-s
jaal. Seejérel pesti rakke veel PBS-ga ning blokeeriti mittespetsiifilise seondumise véltimiseks
5% (w/v) piimapulbri lahusega fosfaatpuhvris. Blokeerimislahus eemaldati ja rakke pesti

PBS-s.

Pérast soovitud rakusiseste struktuuride immuunotsiitokeemilist méarkimist sulundati ja

analiiisiti toddeldud rakkudega katteklaasid sarnaselt fikseerimata rakkudega to6tlusele.
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Rakuorganellide immunotsiitokeemiline mirkimine

Aktiinifilamentide maéarkimiseks kasutati 66 nM Texas Red-iga konjugeeritud
falloidiini (Molecular Probes) 1% NFDM Ilahuses PBS-s. Rakud (HeLa) olid eelnevalt
fikseeritud 4% PFA-s ja seejdrel permeabiliseeritud 0,1% Triton X-100-ga PBS-s.

Rakumembraani kolesteroolirikaste piirkondade visualiseerimisel inkubeeriti
fikseerimata voi fikseeritud ja permeabiliseerimata rakke (HeLa, Bowes vdi CHO-HS)
toatemperatuuril filipiiniga (Sigma) kontsentratsioonil 100 pg/ml 1% NFDM lahuses PBS-s

45 minutit.

Klatriin- ja kaveoliin-soltuvat endotsiitoosi vahendavate struktuuride esiletoomiseks
kasutati vastavalt Alexa Fluor 594-ga (Molecular Probes) konjugeeritud transferriini (10
pg/ml) ja kooleratoksiini B-subiihikut (5 pg/ml), millega koinkubeeriti rakke 1 tund koos
RPP-avidiin kompleksidega. Hilisemal to6tlusel rakud (primaarsed hiire fibroblastid)
fikseeriti 4% PFA-s.

Internaliseerumise inhibeerimine

Kolesterooli  ekstraheerimiseks plasmamembraanist inkubeeriti HelLa rakke
seerumvabas IMDM-s, kuhu oli lisatud 10 mM metiiiil-p-tsiiklodekstriin (Sigma), mis
pohjustab ,lipiidsete parvede™ ja kaveoolide kadumist. Rakke toodeldi 1 tunni jooksul
inhibiitoriga 37°C juures, mille méddudes lisati samasse lahusesse RPP-valk kompleksid ja

jétkati inkubatsiooni 1 tund.

Heparaansulfaat proteoglilkaanide korvaldamiseks inkubeeriti HelLa rakke enne
peptiid-valk komplekside lisamist seerumvabas IMDM-s heparinaasll-ga (0,5 Unit/ml)
(Sigma) 30 minutit, mille jdrel jitkus inkubatsioon veel 1 tund koos samasse soGtmesse

lisatud peptiid-valk kompleksidega 37 °C juures.

RPP-DE RAKUSISESE KONTSENTRATSIOONI MOOTMINE:

I Labivoolutsiitomeetria

Rakkude analiiiisiks 14bivoolutsiitomeetril (FACS - Fluorescsence Activated Cell

Sorter) kiilvati HeLa rakud 6-kaevuliste plaatide kannudesse (250 000 rakku kannu kohta) ja
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kasvatati ~24 tundi. S66de aspireeriti ja rakke inkubeeriti (3 pM) fluorestseiiniga méargistatud
RPP-ga IMDM s66tmes. Soltuvalt katsest kestis inkubatsioon temperatuuril 37 °C 15 minutit
kuni 4 tundi.

Inkubeerimise jarel pesti HelLa rakke 2 korda PBS-i lahusega ja toddeldi
triipsiinilahusega (Gibco BRL, Life Siences) 15 minutit temperatuuril 37 °C. Rakud
suspendeeriti IMDM-s, koguti tsentrifuugides (250 xg 5 min) ja resuspendeeriti 0,35 ml PBS-
ga.

Rakkudesse internaliseerunud fluorestseiiniga margistatud peptiidide edasiseks
analiiiisiks kasutati firma “Becton Dickinson” ldbivoolutsiitomeetrit FACS Calibur ja sama
firma tarkvara CellQuest (BD Biosciences, Heidelberg, Saksamaa). Tulemused toodeldi MS

Exelis.

IT Fluorestsents-spektrofotomeetria

a) RPP-FI kontsentratsiooni méiiramine rakuliisaadis

HeLa rakkude kasvatamine, inkubeerimine fluorestseeruvate peptiididega ja jargnev
tootlemine triipsiiniga viidi 14bi analoogselt tsiitomeetrias kasutatud metoodikale. Pérast
rakkude kogumist tsentrifuugides (250 xg Smin) ja resuspendeerimist PBS-s tsentrifuugiti
suspensioon veel kord 1-2 sekundit 400 xg ja aspireeriti supernatant. Rakusade lahustati 1 ml-
s 0,1 M NaOH-s. Rakuliisaadi fluorestsentsi intensiivsus mooddeti Hitachi fluorestsents-
spektrofotomeetril F-4500, kasutades ergastuslainepikkusena 490 nm ja mddtes emissiooni

lainepikkusel 520 nm.

b) RPP-FI ja RPP-avidiin komplekside kontsentratsiooni mairamine rakkudes

Rakud (primaarsed hiire fibroblastid, HeLa) kiilvati 96-kaevuliste plaatide kannudesse
(10 000 rakku kannu kohta) ja kasvatati ~24 tundi. S66de aspireeriti ja rakke inkubeeriti 37
°C juures soltuvalt katsest kas (3 uM) fluorestseiiniga méargistatud RPP-ga 1 tund, peptiid-
avidiin-FITC kompleksiga 1 tund kuni 4 tundi voi peptiid-avidiin-f-galaktosidaasi
kompleksiga 4 tundi. Inkubatsioon toimus koikidel juhtudel IMDM seerumiga séOtmes.
Biotiniileeritud peptiidi komplekseerumine avidiini-FITCiga vai avidiin-p-galaktosidaasiga

toimus eelnevalt 2-3 minuti jooksul minimaalses ruumalas, mille jdrel lisati
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inkubatsioonilahus  nii, et peptiidi, avidiini-FITC-i ja  avidiin-fB-galaktosidaasi

konsentratsioonid olid vastavalt 1 uM, 0.15 uM ja 0.1mg/ml.

Inkubatsiooni jérel pesti rakke kaks korda PBS-ga, t66deldi 1 minuti jooksul 0,1 %
triipaansinise lahusega PBS-s ja pesti kaks voi kolm korda PBS-ga. Fluorestseiiniga
mirgistatud peptiidide ja peptiid-avidiin-FITC kompleksite rakkudega seondumiste
analiiisiks mdddeti seejdrel fluorestsentssignaali intensiivsus 100 pl PBS-s fluorestents-
spektromeetril Genios Plus (TECAN). Ergastus- ja emissiooni lainepikkused olid vastavalt

485 nm ja 535 nm.

Peptiid-avidiin-p-galaktosidaasi kompleksidega inkubeeritud ja PBS-ga pestud rakke
fikseeriti 15 minutit jadl kasutades fiksaatorina 2 % PFA ja 0,2 % glutaaraldehiitidi lahust
PBS-s. Pérast kolm korda PBS-ga pesemist inkubeeriti rakke ilmutuslahuses (1 mg/ml X-Gal,
SmM  kaaliumheksatsiianoferraat(Ill), 5SmM  kaaliumheksatsiianoferraat(Il)  PBS-s)

toatemperatuuril ~24 tundi pimedas ja mdodeti TECAN-1 absorbtsioon 540 nm juures.
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TULEMUSED

Penetreeruvate peptiidide internaliseerumise efektiivsuse ja kineetika uurimine

libivoolutsiitomeetriliselt ja fluoromeetriliselt.

Rakubioloogias kasutatakse erinevate rakuliste parameetrite (DNA hulga analiiiis,
asukoht rakutsiiklis jne) modtmiseks kasutatakse laialdaseks ldbivoolutsiitomeetrit (FACS).
FACS-i tulemused on histi kvantifitseeritavad, kuid fluorestseiiniga maérgitud RPP-de
kasutamisel internaliseerumise parameetrite mdootmisel alahinnatakse tihti intratsellulaarse
fluorestseiini  kontsentratsiooni, mistdttu internaliseerumise tédpne ajaline kulg jdédb
selgitamata.

Seetdttu  kvantifitseeriti  fluorestseiinmérgisega RPP-de internaliseerumist lisaks
FACS-Ile ka spektrofotomeetriliselt (FSM). Enne FSM-i liiiisiti peptiididega toodeldud rakud,
et vila kogu rakkudes olev (kaasa arvatud membraanides ja vesiikulites asetsev ning
agregeerunud) fluorestseiiniga méargitud peptiid homogeensetesse keskkonnatingimustesse.
Antud meetodeid kasutades vorreldi erinevate RPP-de rakkudesse sisenemise efektiivsust ja
ajalist kulgu.

Katsetes inkubeeriti HeLa rakke temperatuuril 37 °C erinevate fluorestseiiniga
mérgitud peptiididega: TP-FI (transportaan), TP10-Fl, Pen-Fl (penetratiin), Tat-Fl, pVec-Fl,
MAP-FI, Argo-FL.

Meetodite (FACS, FSM) vordlemiseks kasutati peptiide on TP-F1, TP10-Fl, Pen-FI ja
Tat-Fl. Internaliseerumise efektiivsus ja sdltuvus ajast antud peptiidide puhul on esitatud
moddetuna ldbivoolutsiitomeetril (joonis 2A) ja spektrofotomeetriliselt (joonisel 2B).

Vorreldes RPP-de internaliseerumist pikema aja jooksul ndeme, et 4-tunnilise
inkubeerimise jdrel on erinevate RPP-de rakku sisenemise efektiivsus oluliselt erinev.
Transportpeptiidide TP-FI, TP10-Fl, Pen-Fl kontsentratsioonid ei erine pdrast 2-tunnist
inkubeerimist HelLa rakkudes FSM-ga mdddetult (joonis 2B) oluliselt. Pikemaajalisel
inkubeerimisel aga olukord muutub. Kui Pen-FI ja TP10-F1 rakkudesse sisenemise
intensiivsus pdrast 2-tunnilist inkubeerimist on maksimumildhedane ja tduseb edasi aeglaselt,
siis TP-Fl internaliseerumise efektiivsus pdrast 4 tundi on oluliselt korgem. Ka FACS-il
moddetuna (joonis 2A) eristub transportaan teistest peptiididest tunduvalt ja seda juba péarast
I-tunnist inkubatsiooni. Kdige suuremad erinevused peptiidide efektiivsustel ongi molemat
meetodit vorreldes just I-tunnisel ajapunktil, kus fluoromeetriliselt on kdige korgema

konsentratsiooniga rakus Pen-F1 koos TP10-Fl-ga ja ldbivoolutsiitomeetriliselt TP-FI. Vaib
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oelda, et teatud ajast alates ei véljenda FACS-ga detekteeritav fluorestsentsi intensiivsus

rakkudesse sisenenud peptiidi kontsentratsiooni digesti.
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Joonis 2. RPP-FI rakkudesse liikumise efektiivsus.
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Fluorestseiiniga mérgitud RPP-de (3pM) sisenemine HeLa rakkudesse temperatuuril 37 °C modddetud

labivoolutsiitomeetril (A) elus rakkudes ja spektrofotomeetril (B) rakuliisaadis.
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Joonis 3. RPP-FI rakkudesse liikumise kineetika.
Fluorestseiiniga margitud RPP-de (3uM) sisenemine HeLa rakkudesse temperatuuril 37°C mdddetud
labivoolutsiitomeetril (punane) elus rakkudes ja spektrofotomeetril (sinine) rakuliisaadis. Eri meetoditel

saadud tulemused viidud iga peptiidi puhul kokku samale graafikule (4t=100%).




Vaadeldes seejérel peptiidide rakkudesse penetreerumise kineetikat (Joonis 3) ndeme,
et TP-FI, TP10-FI ja Tat-F1 puhul ei erine see kumbagi meetodit kasutades. Pen-F1 kineetika
on erinevate meetodite puhul ndiliselt erinev. Pen-Fl siseneb rakkudesse iihtlase kiirusega
vidhemalt 4 tunni jooksul sarnaselt TP-Fl-le, kui peptiidi rakusisest kontsentratsiooni hinnata
fluorestsents-spektrofotomeetriaga. Samal ajal l4bivoolutsiitomeetria niitab penetratiini
rakusisese kontsentratsiooni lineaarset tousu kuni 2 tunnini nagu Tat-FI ja TP10-FI ning

ndilist maksimumi saabumist 4-tunnilise inkubatsiooni jérel.

Penetreeruvate peptiidide translokeerumine erinevatesse rakuliinidesse.

RPP-de translokeerumise voimalike erinevuste uurimiseks rakuliini ja primaarsete
rakkude vahel vorreldi nende sisenemist immortaliseeritud HeLa rakkudesse ja primaarsetesse
hiire fibroblastidesse. Erinevate fluorestseiiniga maérgitud peptiididega inkubeeriti rakke
temperatuuril 37 °C 1 tund ja internaliseerunud peptiidide hulka hinnati Genios Plus
fluorestents-spektromeetril “TECAN”. Tulemused niditavad, et peptiidide sisenemine
rakkudesse on soltuv eelkdige konkreetse internaliseeruva peptiidi omadustest, mitte niivord
kasutatavatest rakkudest (joonis 4). Vaadeldud RPP-dest on antud tingimustel koige
efektiivsemad amfipaatne mudelpeptiid MAP-FI ja oligoarginiin Arg9-Fl. Teised peptiidid
(TP-F1, TP10-F1, Pen-Fl, pVeC-FI) on 1 tunni jooksul assotsieerunud rakkudega sarnase

efektiivsusega.

@ prim. rakud
m HelLa

RFU

Joonis 4. RPP-Fl internalisatsioon erinevatesse rakuliinidessse.

Fluorestseiiniga mirgitud RPP-de (3uM) internaliseerumine primaarsetesse hiire fibroblastidesse ja
inimese immortaliseerunud emakakaela kartsinoomi rakkudesse (HeLa) 1 tunni jooksul
temneratimril 37 °C
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Peptiid-vahendatud transport HeLa rakkudesse

Peptiididega Hela rakkudesse vahendatud transpordi uurimiseks kasutati erinevaid
biotiniileeritud RPP-sid. Lastmolekuliks oli FITC-ga voi B-galaktosidaasiga konjugeeritud
avidiin. Eelnevalt minimaalses ruumalas paari minuti jooksul assotsieeritud peptiid—avidiin
kompleksiga inkubeeriti rakke temperatuuril 37°C 1 tunni jooksul, misjdrel seondumata
kompleksid eraldati PBS-ga pestes. Spektrofluorimeetril “TECAN” moddeti fluorestsentsi
intensiivsust peptiid-avidiin-FITC-ga ja optilist tihedust peptiid-avidiin-B-galaktosidaasiga
toodeldud rakkudes pérast substraadireaktsiooni. Graafikutel on toodud vdrdluseks

fluorestseiiniga mirgitud peptiidi enese internalisatsioon samadel tingimustel.

Viikeste RPP-de translokeerumine rakkudesse (joonis 5, punased tulbad) on {illatavalt
viheses korrelatsioonis nende transpordivdimega. Lastmolekuli (avidiini) juurdelisamine
mdjutab enamiku biotiniileeritud peptiidide translokeerumist tunduvalt (joonis 5, sinised
tulbad). Viiksemat moju avaldab transporditava molekuli komplekseerimine transportaanile
ja pVEC-le, kus sisenemise efektiivsuse langus pole niivord suur. Kui Tat-peptiidi enese
internalisatsioon rakkudesse on teistest RPP-dest oluliselt védiksem, siis kompleksis avidiiniga

on tema efektiivsus vorreldav teiste RPP-dega.
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Joonis 5. Biotiniileeritud peptiid-avidiin komplekside rakkudesse translokeerumine.
Biotiniileeritud peptiidi(1uM)-Av-FITC(0,15uM) komplekside (punane) sisenemine HeLa
rakkudesse 1tunni jooksul temperatuuril 37 °C ja selle vordlus fluorestseiiniga méargistatud
RPP(3uM) (sinine) enese internalisatsiooniga. Fluorestsentsi intensiivsus on esitatud suhtena
todtlemata rakkudesse.
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Komplekseerides biotiniiiil-peptiide  avidiin-FITC ja avidiin-p-galaktosidaasiga

vaadeldi penetreeruvate peptiidide vahendatud transpordi sdltuvust erinevast lastmolekulist.

Transportides rakkudesse fluorestseiinmérgisega avidiini on kdige tulemuslikum peptiid 4

tunni jooksul penetratiin (joonis 6A). Ebaefektiivsed vektorid avidiinile on proliiniga

transportaan ja penetratiin, kus 2 triiptofaanijaéki on asendatud feniiiilalaniinidega. Avidiin-f3-

galaktosidaasi viimisel rakkudesse on parim HIV-st parit Tat-peptiid ja praktiliselt sobimatu

biotiniileeritud MAP (joonis 6B). Viimase peptiidi poolt vahendatud transpordil puudub

avidiin-f-galaktosidaas rakkudest tédielikult voi pole seal niivord viikesel konsentratsioonil

detekteeritav. Tulemustest on niha, et rakkudesse viidavast lastmolekulist oleneb peptiidse

kompleksi translokeerumise efektiivsus.
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Joonis 6. Avidiini ja avidiin p-galaktosidaasi konjugaadi suunamine rakkudesse

kompleksis biotiniileeritud peptiidiga .
Biotiniileeritud peptiid (1uM)-Av-FITC (0,15uM) (A) voi

peptiid-Av-p-galaktosidaasi

(0.1mg/ml) (B) komplekside sisenemine HelLa rakkudesse 1tunni jooksul temperatuuril 37 °C.

Tulemused mdddetud Genios Plus spektrofluorimeetril “TECAN”
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FLUORESTSENTSMIKROSKOOPIA
Rakuorganellide mérkimiseks kasutati fluoresteeruvat spetsiifiliselt kontsentreeruvat

varvi filipiin, falloidiini konjugaati Texas Red-ga ning fluorestsentsmargisega kooleratoksiin
B-subiihikut ja transferriini endotsiitootiliste radade eristamiseks. Aktiinifilamente uuriti
HeLa rakkudes, ilejdédnute puhul kasutati peale HeLa ka hiire primaarseid fibroblaste, Bowesi

ja heparaansulfaat-defitsiitseid CHO rakke.

RPP-valk komplekside assotsiatsioon filopoodide ja rakupinnaga

,Lipiidsed parved“ on spetsiifilised sfingolipiidide ja kolesteroolirikkad
plasmamembraani piirkonnad (van Deurs et al., 1989), mis on seotud klatriinsoltumatu
endotsiitoosiga, sealhulgas nii kaveoolide vahendusel (Murata et al., 1995) kui kaveoliin-
sOltumatu ET-ga (Torgersen et al., 2001). Uurides ,lipiidsete parvede osalust RPP-de
rakkudega interakteerumisel ja vdimalikku rakumorfoloogia muutusi pepiidide poolt
vahendatud valgutranspordil, kasutati membraani mairgistamiseks filipiini, mis lisaks
seondumisele plasmamembraanis asuvate steroolidega, visualiseerib hédsti ka rakujatked

(filopoodid) ja Golgi kompleksi vastavad piirkonnad (joonis 7).

Filipiini kasutati kolesteroolirikaste piirkondade mérkimiseks fikseeritud rakkudes.
Mitmete artiklite fluorestsentsmikroskoopilised katsed on nédidanud, et fikseerimine mdjutab
RPP-de paiknemist rakkudes ja vdOib tekitada artefakte. Sellepdrast kontrollisime elus
rakkudes (joonis 7A), et filopoodid, mida me raku pinnal ndgime (kuhu kompleksid
seondusid), ei ole fikseerimise artefakt. Kuna filipiin on kultuuris kasvavatele rakkudele
toksiline, siis oli hea kvaliteediga rakufotode saamine komplitseeritud elus rakkude véhese

arvu tottu.

Vaadeldes filipiini lokaliseerumist rakkudes on ndha kolesterooli koondumist
perinukleaarses piirkonnas. Plasmamembraanis markeerib filipiin HeLa rakkudes iihtlaselt
kogu membraani ja eriti tugevalt filopoodid. Hinnates peptiid-avidiin kompleksi asukohta
filipiiniga markunud piirkondade suhtes ei ole vdoimalik tuvastada iihegi kasutatud RPP puhul
komplekside eelistatud lokaliseerumist rakumembraanil antud piirkondadesse (joonis 8D,E).
Osalist kolokalisatsiooni saab siiski detekteerida filopoodidel ja rakkude sees perinukleaarselt.
Sama (va paiknemine filopoodidel) kehtib ka kasutades substraadina Bowesi rakke (joonis
8B). Kuigi Bowesi mitmetele rakupopulatsioonidele on iseloomulik kolesterooli koondumine
suurte rakuliste vdljakasvete tippudesse, ei ole see soodustanud kompleksite suundumist antud

spetsiifilistesse piirkondadesse.
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Teiseks eesmirgiks oli vaadata vdimalikke rakumorfoloogilisi muutusi sdltuvalt RPP-
avidiini kompleksidega inkubatsioonist. On ndidatud, et iiheks RPP-de internaliseerumise
voimaluseks rakkudesse on endotsiitootiliste radade kasutamine. Endotsiitootiliste vesiikulite
(endosoomide) moodustumisel ja eriti makropinotsiitoosi puhul on teada nende sdltuvus
aktiini tsiitoskeletist (Wadia et al, 2004). Aktiinifilamendid on raku tsiitoskeleti
komponendid, mis tagavad raku kuju ja mida modda toimub raku sisestruktuuride ja ka
mitmete membraansete vesiikulite transport. Seetdttu uuriti, kas erinevad RPP-d vdiksid oma
rakusisestel liikumistel kasutada antud struktuure, vaadati nende kolokalisatsiooni ja
kontrolliti kas peptiididega tootlus stimuleerib aktiinfilamentsete rakuliste viljakasvete ja
fiibrite teket. Vorreldes tootlemata ja erinevatel peptiidi konsentratsioonidel (0,5-5uM)
kompleksidega toddeldud HeLa rakke, pole mérgata filipiiniga mérgistatud rakkudel (HeLa,
Bowes, CHO) filopoodide hulga suurenemist voi nende tekke indutseerimist (joonis 8C, D,
peptiid-avidiin kompleksiga toodeldud rakud) (joonis 7A, B, todtlemata rakud) iihelgi
kasutatud kontsentratsioonil analiilisitud rakuliinides (tulemused ei ole toodud).

Aktiini filamentide tdpsem detekteerimine toimus Texas Red-iga konjugeeritud
falloidiiniga, ndidates paiknemist paralleelsete kimpudena iile kogu raku. Vorreldes erinevate
penetreeruvate peptiididega vahendusel rakkudesse viidud avidiini paiknemist tsiitoskeleti
suhtes voib oelda, et kasutades vektorina biotiniileeritud transportaani voi tema analoogi TP
10 puudub RPP-valk kompleksidel valdav kolokalisatsioon aktiiniga (joonis 9C-F) . Samas
Tat-peptiidi  kasutamisel paiknevad avidiini kompleksid eelistatult filopoodidel ja
plasmamembraani aluses piirkonnas aktiinifiibritel (joonis 9A,B)

Toodeldes rakke metiiiil-p-tsiiklodekstriiniga kdrvaldati HeLa rakkude membraanist
kolesterool. Kolesterooli korvaldamine rakkudest ei ole tdielik, kuid on samas muutnud
oluliselt ka rakkude kuju vidhendades nende vilispinda. Metiiiil-B-tsiiklodekstriiniga
inkubeerimine viiakse 14bi seerumvabas keskkonnas, mis ise ei mdjuta rakkude morfoloogiat
(joonis 10E). Kolesterooli ekstraheerimine on vihendanud oluliselt Tat-peptiidi kompleksi
seondumist membraanile ja takistanud tema internaliseerumist (joonis 10D). Kui metiiiil-f3-
tstiklodekstriiniga tootlemata kultuuris on véimalik ndha peptiid-valk kompleksi paiknemist
ka perinukleaarses piirkonnas, siis tsiiklodekstriiniga toddeldud rakkudes on kompleksile
vastav roheline signaal jdlgitav vaid plasmamembraanis voi selle ldhedal. RPP-avidiini
komplekside erinev afiinsus eri rakkude suhtes sama kultuuri piires vdib olla pohjustatud
erinevast rakutstikli faasist, sellega kolesterooli estrite siinteesi ja/vdi kolesterooli hulgast
rakus. TP-avidiin komplekside korral pole vdimalik detekteerida seondunud komplekside

koguhulga olulist vdhenemist kolesterooli eemaldamise jdrel plasmamembraanist. Pigem on
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ndha TP-avidiini timberpaigutumist (joonis 10A) raku pinnal ja suuremate multimeersete

kompleksite koondumist raku perifeeriasse ja jitketele.

Taispika Tat-valgu internaliseerumisel rakkudesse peetakse oluliseks tema
interaktsioone heparaansulfaat-proteogliikaanidega (Tyagi et al., 2001), samas Tat-peptiidi
rakkudesse sisenemiseks ei peeta proteogliikaane oblikatoorseteks. Eemaldades rakupinnalt
heparaansulfaatsed gliikosiidid heparinaasiga, ei muutu HeLa rakkude morfoloogia (joonis
11A), kuid Tatb-Av assotsiatsioon rakkudega vdheneb kardinaalselt. Avidiin paikneb
enamikel rakkudel juhuslikult suurte agregaatidena. Uksikutes populatsioonirakkudes on niiha
Tatb-Av lokalisatsiooni membraanil ka viiksemates kompleksites, mis voib tulla ka
biotintileeritud Tat-peptiidi interaktsioonidest muude membraani negatiivselt laetud

molekulidega/komponentidega (joonis 11B).

Heparaansulfaat-defitsiidsete CHO rakkude inkubeerimisel Tatb-Av kompleksiga on
selle lokalisatsioon jilgitav iile kogu raku (joonis 11C), kuid vdiksemal kogusel kui HS-i
ekspresseerivas rakuliinis (joonis 8D). Vorreldes heparinaasiga toddeldud rakkudega,
puuduvad suured koondunud agregaadid. Transportaaniga vahendatud avidiini transpordil on
kompleksi detekteerimine heparaansulfaat-defitsiidsetes CHO rakkudes raskendatud, avidiini

signaal nork.

Kontrollina on kdigil katsetel viidud l4bi eksperimendid identsetel tingimustel ainult
FITC-avidiiniga toddeldud rakkudest, kus iihelgi puhul pole vdimalik tuvastada avidiini

rakkude sisemuses ega ka pinnal. Antud kontrollkatsete tulemused on esitatud joonis 12.

TPb-AvFITC kompleksi lokalisatsioon primaarsetes hiire fibroplastides

Primaarseid hiire fibroblaste inkubeeriti TPb-AVFITC konjugaadiga temperatuuril
37°C 1 tunni jooksul ja seejirel vaadeldi tema lokalisatsiooni rakkudes. Hinnates peptiid-
avidiin kompleksi paigutumist fibroplastides ndeme, et enamik interaktsioone on toimunud
plasmamembraaniga ja vihemal mééral on kompleksid leitavad rakkudest (joonis 13B). TPb-
AVFITC lokaliseerub tihedalt iile kogu raku pinna koondudes sageli raku perifeerias

mingitesse suurematesse membraanistruktuuridesse (joonis 13A).

Transferriin, mis siseneb rakkudesse klatriin-soltuva ET teel paikneb fibroblastides
kogu tsiitoplasmas, olles tihedamalt koondunud perinukleaarses piirkonnas (joonis 14 A,E

punane). Transportaan-avidiin kompleksid on ebaiihtlasema suurusega ja mitte nii hulgaliselt
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detekteeritavad rakkudes (joonis 14C). Piltide iihildamisel on néha,et transferriini sisaldavad
vesiikulid ei kolokaliseeru avidiini kompleksitega, millest voib jireldada, et transportaan-

avidiin kompleksid ei sisene rakku klatriinvahendatud endotsiitoosi teel.

Vaadeldes TPb-AVFITC-i (joonis 14D) vdimalikku paiknemist kooleratoksiiniga
mérkunud piirkondades (joonis 14B) on fihildatud piltidel ndha suurel maiiral kattuv
lokaliseerumine (joonis 14F). Lisaks kattuvat lokalisatsiooni néditavat kollase signaaliga
struktuuridele on eristatavad ka iiksikud punase mirkega vesiikulid. Antud tulemused viitavad
kooleratoksiini ja transportaanigaga vahendatud avidiini transpordi iihisele rakkudesse

sisenemise rajale.
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Joonis 7. Kolesteroolirikaste piirkondade erinevus Hela ja Bowesi rakkudes.
Kolesteroolirikkad piirkonnad visualiseeriti HeLa (A, B) ja Bowesi (C) rakkudes inkubeerides 45

minutit filipiiniga (100 mg/ml). Rakud (B, C) fikseeriti 20 minutit 4% paraformaldehiitidi lahusega
PBS-s.

Mgdotejoon 14 uM



Joonis 8. RPP-avidiin komplekside paiknemine Hela ja Bowesi rakkudes kolesteroolirikaste
piirkondade suhtes.

Rakke inkubeeriti Tat-avidiin-FITC (B, D) ja transportaan-avidiini-FITC (F) kompleksidega.
Kolesteroolirikkad piirkonnad visualiseeriti HeLa (B, C) ja Bowesi (A) rakkudes filipiiniga (100
mg/ml). Uhendatud kujutistes (B, D, F) on filipiini signaal punane. Rakud fikseeriti 20 minutit 4%
paraformaldehiiiidi lahusega PBS-s.

Kasutatud konsentratsioonid biotiniiiil-RPP 1 uM, avidiin-FITC 0,15 uM




Joonis 9. RPP-avidiin komplekside paiknemine HeLa rakkudes aktiinifilamentide suhtes.
HeLa inkubeeriti Tat-avidiin (A, B), TP-avidiin (C, D), TP10-avidiin (E, F) kompleksidega
(roheline signaal) 1 tunni véltel 37°C juures. Aktiinifilamendid visualiseeriti falloidiin-Texas-
Red-ga (66nM) (B, D, F punane signaal). Rakud fikseeriti 4% paraformaldehiiiidi lahusega
PBS-s 20 minutit ja permeabiliseeriti 3 minutit jaidl 0,1 % Triton-X-100-ga.

Kontsentratsioonid: biotiniiiil-RPP 1 pM, avidiin-Alexa488 0,15 uM.

Maddtejoon 14 uM



Joonis 10. RPP-avidiin komplekside internaliseerumine Hela rakkudesse pirast kolesterooli
eemaldamist membraanist.

Kolesterool ekstraheeriti plasmamembraanist metiiiil-p-tsiiklodekstriiniga (10 mM) seerumvabas
IMDM-s 37 °C juures 1 tund. Seejérel inkubeeriti rakke samas keskonnas Tat-avidiin-FITC (C, D)
ja transportaan-avidiini-FITC (A, B) kompleksidega 1 tund. Kolesterool visualiseeriti filipiiniga
(100 mg/ml). Uhendatud kujutistes (B, D,) on filipiini signaal punane.

Kasutatud kontsentratsioonid biotiniiiil-RPP 1 uM, avidiin-Alexa488 0,15 uM

Tootlemata kontrollrakud (E) inkubeeritud seerumvabas IMDM-s. Rakud on fikseeritud 20 minutit
4% paraformaldehiiiidi lahusega PBS-s.

Maodtejoon 14 pM



Joonis 11. RPP-avidiin komplekside paiknemine Hela rakkudes Kkolesteroolirikaste
piirkondade suhtes heparaansulfaat-defitsiidsetes CHO ja heparinaasigall toodeldud HeLa
rakkudes.

Heparaansulfaat-proteogliikaanid eemaldati HeLa (A, B) membraanilt heparinaasll (0,5 ii/ml)
tootlusega 37°C juures 30 minutit. Seejérel inkubeeriti rakke samas keskkonnas edasi Tat-
avidiini (B) kompleksidega 1 tund.

Heparaansulfaat-defitsiidseid CHO rakke (C, D) inkubeeriti Tat-avidiin-FITC kompleksiga 1
tund. Kolesteroolirikkad piirkonnad visualiseeriti filipiiniga (100 mg/ml). Uhendatud kujutistes
(B, D,) on filipiini signaal punane.

Rakud fikseeriti 4% paraformaldehiiiidi lahusega 20 minutit PBS-s. Kasutatud
kontsentratsioonid: biotiniitil-Tat 1 uM, avidiin-FITC 0,15 uM

Maddtejoon 14 uM



Joonis 12. Avidiin-FITC-ga tododeldud HeLa rakud

Rakke inkubeeriti avidiin-FITC-ga (0,15 uM) 1 tunni jooksul 37 °C juures ja fikseeriti 20 minutit
4% paraformaldehiiiidi lahusega PBS-s. Kolesteroolirikkad piirkonnad visualiseeriti HeLa
rakkudes inkubeerides 45 minutit filipiiniga (100 mg/ml).

Mootejoon 14 uM

Joonis 13. Transportaan-avidiin komplekside paiknemine primaarsetes hiire fibroplastides
Rakke inkubeeriti TP-avidiin-FITC (A,B) kompleksidega 1 tunni jooksul 37 °C juures ja
fikseeriti 4% paraformaldehiitidi lahusega PBS-s 20 minutit.

Kontsentratsioonid: biotiniitil-TP 1 uM, avidiin-FITC 0,15 uM

Mgdotejoon 14 uM



Joonis 14. Transportaan-avidiin komplekside paiknemine hiire fibroblastides endotsiitoosi
markervalkude suhtes.

Primaarseid hiire fibroblaste inkubeeriti TP-avidiin komplekside (C, D ja E, F, roheline signaal) ja
Alexa Fluor 594-mérgitud transferriniga (A, E punane signaal) vdi kooleratoksiin B subiihikuga
(B, F, punane signaal) 1 tunni véltel 37 °C juures. Kolokalisatsioon on iihildatud piltidel (E, F)
detekteeritav kollase signaalina. Rakud on fikseeritud 4% PFA lahusega PBS-s 20 minutit.
Transportaan-avidiin kompleksid moodustati 1 pM biotiniiiil-transportaani ja 0,15 uM avidiin-
FITC koinkubeerimisel.

Moétejoon 14 uM



ARUTELU

Fluorestsentsmikroskoopia tulemused néitasid internaliseerunud peptiid-vahendatud
transpordil avidiini, kui transporditava molekuli erinevat jaotust rakkudes soltuvalt peptiidist.
Kdikide kasutatud RPP-de puhul on vdimalik detekteerida avidiini peamiselt granulaarset
paigutust iile kogu raku nii HeLas (TP, TP10, Tat), Bowesis (TP, Tat), heparaansulfaat-
defitsiitses CHOs (Tat) kui primaarsetes hiire fibroblastides (TP), kusjuures lokalisatsioon
erineb nii rakuliiniti kui soOltuvalt kasutatud peptiidist. Intratsellulaarselt paiknevad
kompleksid HelLa ja Bowesi rakkudes iile kogu tsilitoplasma ja tihedamalt HelLas
perinukleaarses piirkonnas. Samas paiknevad Tat-avidiiniga kompleksid rakuvéliselt
eelistatult filopoodidel kolesteroolirikastes piirkondades, mis mérkuvad intensiivselt
filipiiniga ning kolokaliseeruvad raku perifeerias ja membraani ldhedal aktiinifilamentsete
viljakasvetega. Uks vdimalikke mehhanisme on, et avidiini transpordil seondub Tat
koigepealt filopoodidele, millel suunatakse neid seejirel edasi raku suunas ja omastatakse
raku poolt filopoodide vahelistes piirkondades vesiikulite teket indutseerides. Huvipakkuv on
sealjuures see, et niivord spetsiifiline assotsieerumine filopoodidega toimub ainult Tat-
peptiidiga transpordil HeLa rakkudes ja tunduvalt vdiksemal maééral teistel vaadeldud RPP-
del. Ka Tat-i puhul eksisteerib nii selge spetsiifilisus eelkdige HelLa rakkudes. Bowesi
rakkudel on fluorestsentsmikroskoopiliselt filipiini varvingu jérgi otsustades rakkudel vahel
suurema 14bimddduga filopoodide pseudopoodide-laadsed struktuurid, on komplekside

paiknemine nendel harvem ja pigem juhuslik.

Tat on tliks pohjalikumalt uurituid RPP-sid. Soltuvalt, kas tegu on tdispika Tat- valgu,
tema translokeeruva domeeni vOi nende konjugaatidega, pakutakse vélja erinevaid
mehhanisme rakkudesse sisenemise jaoks. Téispika Tat-valgu konjugaadid sisenevad
kirjanduse andmetel rakkudesse kolesteroolirikaste “lipiidsete parvede” vahendusel. Meie
poolt kasutatud Tat-peptiidi kompleksid avidiiniga paiknevad juba eelnevalt mainitult
filopoodidel ja osaliselt perinukleaarselt. Tépsemat struktuuride defineerimist, milles Tat-
avidiin kompleksid asuvad, on antud piltidel raskem kindalaks teha. Kolesterooli
korvaldamisel membraanist tsiiklodekstriiniga vdheneb Tat-kompleksi sisenemine rakkudesse
ja suureneb raku pinnal suurte agregaatide teke, mis nditab “lipiidsete parvede* osalust Tat-
avidiini internalisatsioonil. Kolesterooli eemaldamisest tulenevat rakkudesse sisenemise
efektiivsuse muutusi saaks vaadata ja kvantifitseerida tdielikumalt ka l&bivoolutsiitomeetril,

kuid samas ei saaks kindlaks teha, kui suur osa internaliseerumise langusest on pohjustatud
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kolesterooli eemaldamisest membraanist ja kui suur osa on seotud raku morfoloogia
muutumisega ning raku pinna vihenemisega kolesterooli membraanist korvaldamisel. Nagu
fluorestsentsmikroskoopia néitab, vaheneb rakkude pindala ja muutub morfoloogia oluliselt.

Téispika Tat-valgu (Tyagi et al., 2001), kuid mitte Tat-petiidi (Silhol et al., 2002)
internalisatsioon sdltub heparaansulfaatidega interakteerumisest. Heparaansulfaate vajavad ka
antud t60s kasutatud Tat-peptiidi konjugaadid avidiiniga, mis ei suuda efektiivselt seostuda
ega siseneda heparinaasiga toodeldud rakkudesse. Samas internaliseerumine HS-
defitsiidsetesse CHO rakkudesse toimub, nagu Tat peptiidil, kuid oluliselt véiksema
intensiivsusega. Pohjuseks vdivad olla interaktsioonid muude tugevalt negatiivselt laetud
gliikoproteiinidega, mida ei Onnestu detekteerida heparinaasiga téddeldud rakkude pinnal
moodustunud avidiini agregaatide signaali taustal.

Peptiid-valk kompleksite rakus paiknemise granulaarsus niitab nende vdimalikku
asetsemist endotsiitootilistes vesiikulites, mis on kooskdlas ka teiste uurimisgruppide poolt
pakutuga. Samas on 4 °C juures TP-Av konjugaat rakkutes detekteeritav, kuigi endotsiitoos
peaks nii madalal temperatuuril blokeeritav olema. Osutatud tulemustest ldhtudest voib
oletada, et nii TP kui tema analoogi TP10 vahendatud valgu transport rakkudesse toimub
endotslitootiliste protsesside vahendusel, kuid on asendatav endotsiitoosi takistavatel
tingimustel vdhem rakuenergiast sdltuva protsessiga (penetratsioon madalal temperatuuril).
Mikroskoopiliselt detekteeritav granulaarne rakkude védrvumine voib olla pohjustatud nii
komplekside paiknemisest vesiikulites kui ka peptiidide oligomeriseerumisest ja
kontsentreerumisest plasmamembraani spetsiifilistes piirkondades, mis indutseerivad
adsorptiivse endotslitoosi. Transportaanil on ka afiinsus membraansete struktuuride, nditeks
plasmamembraani suhtes tugevam kui Tat-peptiidil (Pooga et al, 1998a), mis vdib
soodustada efektiivset internalisatsiooni (joonis FACS ja joonis FM) ja transpordivoimet
(Saélik et al., 2004). Samas ei saa vilistada, et helikaalse mastoparaanist parineva domeeni
interaktsioonid rakupinnaga stimuleerivad lisaks vesiikulite tekkele ka peptiidi sisenemist
rakku otse 1dbi lipiidse kaksikkihi. Viimast voimalust toetab uurimus, milles demonstreeriti
penetratiini translokeerumist otse 1dbi siinteetiliste mudelvesiikulite membraani (Leifert and
Whitton, 2003) sdltuvalt vesiikulite lipiidsest koostisest ja membraanipotensiaalist. Uheks
variandiks membraani ldbimiseks on lipiidse kaksikkihi destabiliseerimisest pohjustatud
ajutise poori abil, mille mudel esitati hiljuti avaldatud t60s siinteetiliste peptiidide Pep-1 ja
MPG jaoks (Deshayes et al., 2004). Selline mehhanism selgitaks transportaani toksilisust
korgetel konsentratsioonidel, sest ka nii Pep-1 kui ka MPG on kdorgetel konsentratsioonidel

tsutotoksilised.
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ET markeritega on leitud, et transportaan kasutab avidiini transpordil HeLa rakkudesse
klatriin-soltumatuid endotsiitootilisi radu. Sama on ndha ka primaarsetes hiire fibroblastides,
kus komplekside paiknemine erineb transferriini (klatriinsdltuva ET marker) lokalisatsioonist
ja kattub mérgatavalt kooleratoksiini sisaldavate struktuuridega. Kooleratoksiini puhul on
elektronmikroskoopia ja immunofluorestsentsi abil ndidatud tema sisenemine “lipiidsete
parvede” vahendusel (Parton and Richards, 2003) eelistatult kaveoliiniga kaetud lohkudest
1abi sorteerivate endosoomide Golgisse ja sealt edasi endoplasmaatilisse retiikulumi. Antud
faktidele pohinedes saab viita, et vihemalt TP-ga seotud endotsiitootiline transport on seotud
klatriinsdltumatu ET-ga ja voib suunduda Golgisse voi ka vabaneda endosoomide membraane
destabiliseerides tsiitosooli.

Nagu eelnevalt mainitud sdltub RPP-de internaliseerumise tee (Tat) kasutatud peptiidi
omadustest ja transporditava molekuli olemasolust ning selle iseloomust. Vorreldes
fluoromeetriliselt ernevate peptiidide rakkudesse sisenemist soltuvalt lastmolekuli
olemasolust ja iseloomust on niha, et transporditava iiksuse lisamine muudab enamikel RPP-
del rakkudesse sisenemise efektiivsust. POhjuseks voib olla lastmolekul, mis takistab voi
ndrgendab peptiidide  spetsiifilisi  interaktsioone = plasmamembraaniga voi laetud
gliikoproteiinidega ja sellest tulenevalt ka mojutab translokeerumise kulgu. Teiseks
voimaluseks on, et suuremad kompleksid vdivad koonduda ja multimeriseeruda selliselt, et
fluorestseeruvad molekulid kustutavad oligomeerses kompleksis iiksteise fluorestsentsignaali.
Muidugi ei saa ka vilistada RPPdega konjugaadi aeglasemat sisenemist ka teise ET ratta
suunamise tottu. Avidiini asendamine avidiin-f-galaktosidaasiga nditab osadel petiididel
(Pen, Arg, MAP) translokeerumise sdltuvust ka lastmolekuli iseloomust, eriti nii suurest nagu
valk voi laetud nagu oligonukleotiid, mis mdjutavad sisenemise efektiivsust laengu ja suuruse
muutumise tottu. Teistest peptiididest kéditub erinevalt Tat-petiid, mille puhul vastupidiselt
koikidele uuritud RPP-dele soodustab valgulise iihendi lisamine internalisatsiooni,
toendoliselt proteoliiiitilise degradatsiooni vihenemise tottu.

Tat-peptiidi vdiksem translokatsiooni voime on jélgitav ka katsetes, kus vaadati RPP-
de rakkudesse sisenemist ja selle efektiivsust eri meetoditel (FACS, FSM) aja jooksul.
Vorreldes erinevaid transportpeptiide, saab vdita, et uuritud fluorestseiiniga mérgistatud
peptiididest on Tat ka kdige vidiksema ja transportaan kdige suurema efektiivsusega.
Pikemaajalisel inkubatsioonil, iile 2 tunni ja enam, on transportaani rakusisene
kontsentratsioon iile 2 korra kdrgem kui teistel RPP-del. Uks vdimalusi selle seletamiseks on,
et erinevatel penetreeruvatel peptiididel vdivad olla rakkudesse sisenemiseks erinevad

internalisatsiooniteed vdi nad seonduvad erineva afiinsusega internaliseerumist vahendavate
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plasmamembraani piirkondadega. Seda saab jireldada ka RPP-de rakkudesse sisenemise
kineetikast. Transportaani puhul toimub translokeerumine rakkudesse iihtlase kiirusega,
kontsentratsiooni lineaarse tdusuga kuni 4 tunnini, sdltumatult peptiidi intertsellulaarsest
konsentratsioonist. Teistel RPP-del (TP10, Tat mdlema meetodiga ja Pen FSM-ga) suureneb
rakkudesse siseneva peptiidi hulk ajaiihikus esialgu kiiresti, saavutades 1-2 tunni jooksul
tasakaalu internaliseeruva ning lagundatava ja/voi eksotsiiteeritava peptiidi hulga vahel.
Penetratiini puhul voib FACS-ga vaadeldav kineetika erinevus FSM-ga tdheldatust osutada
penetratiini algsele koondumisele plasmamembraani, mille jooksul pole fluorestsentssignaal
jélgitav ja alles seejdrel rakku sisenemisele. FSM-I kasutatud rakuliisaat nditab samal ajal
antud ajahetkel rakkudes ja ka membraanis peitunud peptiidi koguhulka.

Suure osa RPP-de puhul on tavaliselt rohutatud internalisatsioonil rakuspetsiifika
puudumist, mida néitasid ka katsed primaarse ja immortaliseeritud rakkudega, kus samade
penetreeruvate peptiidide transpordi efektiivsus oli 1dhedane modlemates rakkudes.
Fluorestsentsmikroskoopias Hela ja Bowesi tuvastatud Tat-avidiin kompleksi membraanse
lokalisatsiooni erinevus vOib osutada siiski ka erinevatel rakuliinidel sama peptiidi sarnase
efektiivsusega translokatsiooni juures sisenemisradade erinevustele.

Kokkuvottena fluorestsentsmikroskoopias saadud tulemustele saab oelda, et meie
poolt uuritud RPP-avidiin kompleksidel, et antud RPP-d ei pdhjustanud héireid tsiitoskeleti
organisatsioonis ega mojutanud kasutatud kontsentratsioonidel raku normaalset elutegevust,

mistottu ei oma ka kultuuris kasvavatele rakkudele korvalmojusid.
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KOKKUVOTE

Rakku penetreeruvad peptiidid (RPP) on lithikesed kuni 30 aminohappe pikkused
peptiidid, mis sisenedes rakkudesse vdivad sinna viia ka erinevaid lastmolekule. Uha enam on
hakatud uurimist6os kasutama RPP-sid suurte polaarsete makromolekulide nagu valgud,
oligonukleotiidid, PNA, jne rakku viimiseks. Algselt vdidetud retseptor-sdoltumatus ja mitte-
endotsiitootiline internaliseerumine rakkudesse pole erinevate RPP-de puhul valdav.
Enamikul peptiididel on fiisioloogilistel tingimustel nédidatud endotsiitoosi suurt osakaalu
rakkudesse liikumisel. Siiski pole veel senini kindlaks tehtud tdpne mehhanism, mida
kasutades toimub penetreeruvate peptiidide rakkudesse sisenemine ja tdendoliselt soltuvalt
rakutiiiibist, lastmolekulist ja RPP-st vdib mehhanism ka erinev olla.

Selgitades voimalikke internalisatsioonimehhanisme uurisime RPP-de ja nende
lastmolekulide rakku liitkumist erinevate meetodite kaasabil. Fluorestsentsmikroskoopiliselt
jélgisime peptiid-vahendatud valgutransporti, peptiidide interaktsioone plasmamembraanil ja
paiknemist erinevates rakuliinides (HeLa, Bowes, heparaansulfaat-defitsiidne CHO,
primaarsed hiire fibroblastid). Tulemustest néhtub, et 1-tunnise inkubatsiooni jérel on RPP-
avidiin kompleksid detekteeritavad granulaarselt kdikjal raku pinnal ja sisemuses, mis voib
tulla nende koondumisest endotsiitootilistesse vesiikulitesse. Eelistatud assotsiatsioon
filopoodidega ja aktiinifilamentidega on tdheldatav eriti Tat-peptiidi poolt vahendatud
transpordil, aga vdiksemal maddral ka teiste peptiididega. Komplekside selline paiknemine
voib olla tingitud nende esialgsest seondumisest filopoodidele ja seejirel liikumisest mooda
antud struktuure raku suunas, kuni aktiinifilamentide kaasabil indutseeritud endotsiitoosini.

Hinnates Tat-valgu puhul kirjanduses tdhtsaks peetud heparaansulfaat-
proteogliikaanide osalust interaktsioonidel plasmamembraaniga, vaatlesime avidiini transporti
Tat-peptiidi abil heparinaasiga t6ddeldud HeLa ja heparaansulfaat-defitsiidsetes CHO
rakkudes. Mdlemal puhul on seondumine raku pinnaga védhenenud ja valgu transport
rakkudesse takistatud, mis rohutab heparaansulfaatide olulisust ka Tat-peptiidi poolt
vahendatud makromolekulide internaliseerumisel.

Kontrollimaks penetreeruvate peptiidide komplekside rakkudesse sisenemist erinevate
endotsiitootiliste radade kaudu, jdlgisime TP-avidiin kompleksi internalisatsiooni iiheaegselt
koos klatriin-sdltuva ET markeri transferriini ja lipiidsete parvede markeri kooleratoksiin B-
subilihikuga. Katsete tulemusel selgus, et avidiini transport rakkudesse ei toimu klatriiniga

kaetud vesiikulite kaudu ja on seotud kooleratoksiini sisaldavate struktuuridega, arvatavasti
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spetsiifiliste kolesteroolirikaste ,,lipiidsete parvede™ vahendusel. Kolesterooli ekstraheerimine
membraanist vdhendab nii transportaani, kui Tat-petiidiga kompleksite sisenemist rakku ja
muudab lipiidse kaksikkihiga interakteerunud komplekside paigutuse iseloomu.

Uuritud fluorestseiiniga margistatud peptiididest on kdige suurema rakku sisenemise
efektiivsusega transportaan, eriti pikemate inkubatsiooniacgade korral. Lastmolekuli
juurdelisamine ja selle iseloom muudavad vaadeldud RPP-de translokatsiooni efektiivsust.

Saadud tulemustest voib jireldada, et RPP-de rakku sisenemise mehhanism voib
erineda peptiid-valk komplekside internaliseerumisest ning sdltub lastmolekulist ja kasutatud
peptiidist. Nende peptiid-valk  komplekside rakku sisenemine on vahendatud
kolesteroolirikaste piirkondade, aktiini filamentide ja heparaansulfaatidega ning erinevatel
RPP-del  erineval  maidral.  Translokeerumine  toimub  arvatavasti  erinevaid
internaliseerumismehhanisme kasutades, kaasa arvatud erinevat tiilipi endotsiitootilised rajad
ja peptiidide korral ka penetreerumine, kusjuures iihe sisenemistee blokeerimine vdib

indutseerida teiste osakaalu tdusu.
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SUMMARY

Cell penetrating peptides (CPP) are short, (up to 30 amino acid) peptides, which can
carry different payload molecules into the cell while entering it. The use of CPPs for
transporting large polar macromoleculs such as proteins, PNA, oligonucleotides into cells has
become more popular in recent years. The originally suggested receptor-indepent and non-
endocytotic internalization into the cells is not dominant for major CPPs. For some peptides
and conditions, the involvment of endocytotic processes has been observed. However, the
exact mechanism CPPs use for crossing the plasma membrane and entering cells has yet to be
determined.

To determine possible internalization mechanisms, the cellular uptake of CPPs were
studied using different methods. The peptide-mediated protein transport, interactions of CPPs
with the plasma mebrane, and their localization in different cells (HeLa, Bowes,
heparanesulfate-deficient CHO, mouse embryonic fibroblasts) were characterized by
fluorescence microscopy. The results indicate that following 1-hour incubation period the
peptide-avidin complexes are detectable over all cell surface and the cells in granular
structures, which might be explained by the localization in endocytotic vesiculs. The
assosiation preferentially with philopodia and actin filaments is especially characteristic for
Tat-peptide mediated transport, but also (to a smaller extent) for other peptides. Such
localization pattern of complexes might be caused by initial concentration to philopodia and
following sliding towards the cell on abovementioned structures until actin-filament induced
endocytosis takes place at the cell surface.

To evaluate the role of heparane sulfate proteoglycans in interactions with CPPs,
considered important in the literature, the transduction of avidin by the Tat peptide into HeLa
cells treated with heparanase II and heparanesulfate-deficient CHO cells was studied. In both
cases the binding to the cell surface was decreased and the transport of protein into the cell
was inhibited, which underlines the importance of heparane sulfates also in Tat-peptide
mediated delivery of macromolecules.

To analyze the endocytotic routes involved in the internalization of peptide-protein
complexes by different CPPs the cellular uptake of TP-avidin complex in parallel with
clathrin-dependent EC marker transferrin or lipid raft marker cholera toxin B-subunit was
assessed. The results show, that the TP-induced uptake of avidin by cells is not mediated by
chlatrin coated vesicles but structures containing cholera toxin, most probably with the

specific involvment of cholesterol-rich “lipid rafts”. The extraction of cholesterol from the
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membrane decreases both the uptake of transportan- and Tat-peptide complexes with protein
and changes the localization pattern of complexes interacting with the plasma membrane.

Most efficient among the studied CPPs labelled with fluorescein is transportan,
especially at longer incubations. The coupling of cargo molecules and their nature strongly
influences the efficiency of cellular translocation of studied CPPs.

The results allow us to conclude that the internalization of CPP-s can be different from
the internalization of peptide-protein complexes, and the latter is dependent on the character
of the cargoes and the peptide used. Their internalization is, depending the peptide, mediated
by cholesterole-rich areas of plasma membrane, actin filaments and heparane sulfate
proteoglycans. The translocation of CPP-cargo constructs into cells probably takes place by
several mechanisms acting in parallel, including different types of endocytosi and penetration,

and blocking of one specific pathway is compensated by the induction of others.
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Téanusonad
Ténan oma juhendajat Margust kannatlikkuse, vastupidamise ja vajalike dpetussdnade eest.

Suur tanu ka laborikaaslastele- Pillele, Kirdile, Helinile, Annelyle ja kdigile teistele

rakubioloogia dppetooli inimestele ning oma perekonnale toetuse ja abi eest.

60



	ENDOTSÜTOOS
	Klatriin-vahendatud endotsütoos
	Kaveoliin-vahendatud endotsütoos.
	Klatriin- ja kaveoliinsõltumatu endotsütoos

	PENETREERUVAD PEPTIIDID
	RPP-d transportvektorina
	Tat perekonna peptiidid
	Penetratiinid
	Transportaan ja selle analoogid
	Arginiinirikkad peptiidid
	pVEC
	Amfipaatsed mudelpeptiidid (MAP)
	Membraani translokeeruvad peptiidid (MTS)

	TÖÖ EESMÄRGID
	KASUTATUD MATERJALID JA METOODIKAD
	RAKUD
	KASUTATUD TRANSPORTPEPTIIDID
	FLUORESTSENTSMIKROSKOOPIA
	Rakuorganellide immunotsütokeemiline märkimine
	Internaliseerumise inhibeerimine

	RPP-DE RAKUSISESE KONTSENTRATSIOONI MÕÕTMINE:
	I Läbivoolutsütomeetria
	II Fluorestsents-spektrofotomeetria


	TULEMUSED
	
	Penetreeruvate peptiidide internaliseerumise efek
	Penetreeruvate peptiidide translokeerumine erinevatesse rakuliinidesse.
	Peptiid-vahendatud transport HeLa rakkudesse

	FLUORESTSENTSMIKROSKOOPIA
	RPP-valk komplekside assotsiatsioon filopoodide ja rakupinnaga
	TPb-AvFITC kompleksi lokalisatsioon primaarsetes hiire fibroplastides


	KASUTATUD KIRJANDUS

