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SISSEJUHATUS

Raku plasmamembraan on selektiivne ldbilaskev barjdir, mille kaudu toimub molekulide
transport raku vilis- ja sisekeskkonna vahel. Rakku sisenevad peptiidid ehk RSP-d on
lithikesed, enamasti positiivselt lactud aminohappelised jirjestused, mis suudavad edukalt
transportida rakku selliseid bioaktiivseid molekule, mis iseseisvalt plasmamembraani ldbida ei
suuda. Kuigi RSP-sid on tdnaseks uuritud ligi kolmkiimmend aastat, ei ole nende tiielik
rakupinnale seondumise spetsiifika ja internalisatsioonimehhanismide arusaam veel tépselt
selge, mistdttu on nende kasutamine meditsiinis ja biotehnoloogias piiratud. Arvatakse, et
enne rakkudesse sisenemist, interakteeruvad RSP-d elektrostaatiliste joudude vahendusel
plasmamembraani anioonsete komponentidega — gliikkoosaminogliikaanidega.
Gliikkoosaminogliikaanid (GAG-id) on lineaarsed poliisahhariidid, mis moodustavad raku
pinnale anioonse platvormi, reguleerides erinevate molekulide voogu ja tilesandeid. Ténaseks
on teada, et RSP-d vodivad siseneda rakkudesse kahel vastandlikul teel — erinevate
endotsiitoosiradade vahendusel voi otse 14bi membraani litkumisega ehk penetratsiooniga.
Siiski pole iiksiiheselt selge, kas gliikoosaminogliikaanid vdiksid méngida olulist rolli

molemas internalisatsioonimehhanismis.

Gransiitimid on rakkudes apoptoosi esile kutsuvad seriinproteaasid, mis on samuti vdimelised
interakteeruma teatud proteogliikaanidega ning liilkuma 1dbi membraani penetratsiooni teel,

ent gransiitimide rakkudesse sisenemise tapsed mehhanismid on veel jatkuvalt ebaselged.

Kéesoleva magistritoo eesmérk oli uurida mitmete rakku sisenevate peptiidide ja gransiiiim B
sisenemist ~ plasmamembraani  vesiikulitesse, et vidlja  selgitada  erinevate
gliikoosaminogliitkaanide osalus nende penetratsioonis. Plasmamembraani vesiikulid (PMV-d)
on oma rakulise péritolu tottu hea mudelsiisteem, mis voimaldab analiiiisida gransiitimide ja
RSP-de interaktsioone membraani anioonsete komponentidega ning uurida nende

penetreerumist 1&bi membraani siisteemis, kus rakuenergiast sdltuvad protsessid on vilistatud.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Rakku sisenevad peptiidid

Rakku sisenevad peptiidid (RSP-d) on lithikesed, enamasti katioonsed ja/vdi amfipaatsed,
kuni 30 aminohappejddgist koosnevad jarjestused (Zorko ja Langel, 2005). RSP-d suudavad
efektiivselt ldbida bioloogilisi membraane ilma neid kahjustamata, mistottu on neid
rakendatud mitmete molekulide (viikesed terapeutilised molekulid, nukleiinhapped, peptiidid,
valgud jpt) rakku transportimiseks (Lindgren jt, 2006; Tiinnemann jt, 2006; Gump jt, 2010;
Zeller jt, 2015). Nende hulgast on moned RSP-d transportvektoritena joudnud ka Kliiniliste

uuringute erinevatesse faasidesse (Milletti, 2012).

RSP-de valdkonna ajalooliselt esimene avastus oli ligi 30 aastat tagasi kui Kirjeldati, et
inimese immuunpuudulikust pShjustava viiruse (HIV-1) transkriptsiooni aktivaatorvalgul
(Tat-valk) on efektiivne membraani labimisvéime (Frankel ja Pabo, 1988; Green ja
Loewenstein, 1988). Mdned aastad hiljem avastati, et dddikakérbse transkriptsioonifaktor
Antennapedia homeodomeen suudab siseneda néarvirakkudesse, reguleerides ka neuraalset
morfogeneesi (Joliot jt, 1991). Mdlema valgu membraani 1dbimisvdime pShjustas ulatuslikud
struktuuri ja funktsiooni uuringud, et leida aminohappeline jérjestus, mis on optimaalne antud
valgu sisenemiseks rakkudesse. Selle tulemusena Kkirjeldati esimesed rakku sisenevad
peptiidid:  16-st aminohappejddgist koosnev penetratiin, mis péarineb Antennapedia
kolmandast heeliksist ning erinevad Tat-peptiidid, mis pédrinevad 86 aminohappejaigi
pikkusest Tat-valgust (Derossi jt, 1994; Vives jt, 1997).

Niiidseks on kirjeldatud juba iile 100 rakku siseneva peptiidi, mis erinevad iiksteisest nii
primaarstruktuuri kui ka fiisioloogiliste omaduste poolest ning seetdttu puudub ka konkreetne
RSP-de klassifikatsioon (Zorko ja Langel, 2005). Siiski on RSP-sid siistematiseeritud néiteks
péritolu alusel: siinteetilised (nt. oligoarginiinid), kimédrsed (nt. transportaanid) ning
looduslikest valkudest parinevad jirjestused (nt. penetratiin ja Tat-peptiidid). Kimédérsed RSP-
d vodivad sisaldada jérjestusi ka looduses esinevatest valkudest, kuid siinteetilised on ldbinisti
tehislikud (Zorko ja Langel, 2005). RSP-sid voib klassifitseerida ka nende keemilis-
fiitisikaliste omaduste ja membraani interaktsioonide pdhjal: primaarsed amfipaatsed,
sekundaarsed amfipaatsed ning mitteamfipaatsed RSP-d (Ziegler, 2008). Kahte esimesse
klassi kuuluvad peptiidid sisaldavad rohkesti hiidrofoobseid ja katioonseid aminohappejiike,

mitteamfipaatsed peptiidid koosnevad peamiselt katioonsetest aminohappejddkidest,



sealhulgas enamasti arginiinist. Tuginedes ainult RSP-de aminohappelisele koostisele v&ib

neid tinglikult jagada kaheks: arginiinirikkad ning amfipaatsed RSP-d.

1.1.1 Arginiinirikkad rakku sisenevad peptiidid

Arginiinirikaste RSP-de enim uuritud peptiidid on penetratiin, Tat-peptiidid ja oligoarginiinid.
Kodige tuntum Tat-peptiididest on 13 aminohappejddgi pikkune pTat(48-60), mille
primaarstruktuuris esinevad kuus arginiini- ning kaks lisiinijadki (Vives jt, 1997). On
ndidatud, et pTat(48-60) efektiivne internalisatsioon rakkudesse on tagatud peptiidi
primaarstuktuuris esinevate positiivsete aminohapete (arginiin, liisiin) olemasolul (Vives jt,
1997). Eksperimendid liihema Tat-peptiidiga, pTat(49-57), on aga nididanud, et selle RSP
rakupinnaga seondumist soodustavad pigem arginiini kui liisiini aminohappejaagid (Wender
jt, 2000). Arginiini holbustavat moju on Kkinnitanud katsed ka erinevate oligomeeridega
(Mitchell jt, 2000). Rohkem kui kuuest arginiinist koosnevad oligomeerid sisenesid
rakkudesse palju efektiivsemalt kui sama hulka lisiini, histidiini v&i ornitiini sisaldavad
peptiidid (Mitchell jt, 2000). Samuti on arginiini olulisust ndidanud katsed ka penetratiiniga,
mille internalisatsioonivdime rakkudesse védhenes maérgatavalt kui selle RSP
primaarstruktuurist vahetati arginiinid liisiini aminohappejékide vastu (Amand jt, 2012).
Selline erinevus tuleneb arginiini korgelt aluselise guanidinoriihma vdimest moodustada
rakupinna anioonsete komponentidega liheaegselt kaks vesiniksidet (joonis 1) (Mitchell jt,
2000). Guanidinoriihm on omane ainult arginiinile, teiste katioonsete aminohapete (ornitiin,
histidiin, lisiin) struktuurist vastav rithm puudub. Ka arvutistimulatsioonide pohjal on
nédidatud, et guanidinorithmad hdlbustavad iiheksast arginiinist koosneva RSP (nonaarginiin)
membraani ldbimist, kusjuures kuus vdi enam guanidinoriihma on vajalik selleks, et toimuks

efektiivne peptiidi 1dbi poori penetreerumine (Herce jt, 2009; Herce jt, 2014).

Arginiinid

Py

b 'r' 5] )\

HooH HooH ,u é SRy w ¥

be0.,0 apdl il - j

7 °\~°-/° o\f}yo 8 P L 28,0
\ /S\\ O‘~?,,0 /p\

£ 0% 11§ I i1
Fosfaatrihmad Sulfaatriihm  Karboksiilaatriihm Fosfaatrihm

Joonis 1. Arginiini guanidinoriihma vesiniksidemed erinevate membraanil paiknevate
anioonsete molekulidega. Vordluseks on toodud liisiini ithe vesiniksideme moodustamine
fosfaatrithmaga (Jobin ja Alves, 2014).



Oligoarginiinide optimaalne rakkudesse sisenemine ja tuuma akumuleerumine on efektiivne
8-st kuni 9-st arginiinist koosneva oligomeeri puhul, sellest lithemad on halvema

internalisatsioonivdimega ning pikemad on rakkudele tsiitotoksilised (Futaki jt, 2001).

1.1.2 Amfipaatsed rakku sisenevad peptiidid

Ziegleri klassifikatsiooni alusel jagunevad amfipaatsed RSP-d kaheks — primaarsed ning
sekundaarsed (Ziegler, 2008). Nendest esimeste puhul eristuvad peptiidi primaarstruktuuris
jarjestikku paiknevad hiidrofoobsed ja katioonsed domédinid (joonis 2). Sekundaarsed
amfipaatsed RSP-d sisaldavad vaheldumisi paiknevaid hiidrofoobseid ja katioonseid
aminohappeid, kuid nende RSP-de puhul saavutatakse amfipaatsus peale membraaniga
seondumist, kui nad muudavad oma sekundaarstruktuuri nii, et hiidrofoobsed

aminohappejddagid on iihel poolel ning katioonsed teisel pool (joonis 2) (Ziegler, 2008).

primaarne amfipaatne RSP sekundaarne amfipaatne RSP

O0000000

Joonis 2. Amfipaatsete RSP-de Kklassifikatsioon tulenevalt nende aminohappelisest
koostisest. Joonisel on toodud erinevate amfipaatsete RSP-de primaarstruktuur ning
seondumine membraaniga. Sekundaarsed amfipaatsed RSP-d vd&tavad membraaniga
seondumisel helikaalse struktuuri. (+) katioonsed ja (@) hiidrofoobsed aminohapped (Ziegler,
2008).

Primaarsete amfipaatsete RSP-de hulka kuuluvad transportaan (TP) ja selle erinevad
derivaadid (Pooga jt, 1998; Soomets jt, 2000). Arvatakse, et selle grupi RSP-de ja lipiidide
omavahelised interaktsioonid on pigem hiidrofoobsed kui elektrostaatilised, kuna nad
seostuvad korge afiinsusega nii neutraalsete kui ka anioonsete kunstlike membraanidega
(Ziegler, 2008). TP on kimaarne peptiid, mis koosneb kahest fragmedist: aminohapped 1-12
tulenevad neuropeptiid galaniini aminoterminaalsest otsast ning aminohapped 14-27 vastavad
herilase miirgis leiduvale mastoparaanile (fragmendid on iihendatud liisiini vahendusel)
(Pooga jt, 1998). TP sisenemine rakkudesse toimub Kiiresti, akumuleerumine toimub hésti nii
raku plasmamembraani, organellide membraanidesse kui ka tuuma (Pooga jt, 1998).

Transportaan 10 (TP10) on transportaani derivaat, mille aminoterminaalsest otsast on
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eemaldatud 6 aminohappejddki (Soomets jt, 2000). Mdlema amfipaatse RSP struktuurist
puuduvad arginiini aminohappejiigid, kuid siiski omavad neutraalse pH juures positiivset
laengut (+4), mis on tagatud nelja liisiinijadgi olemasolust (Pooga jt, 1998; Soomets jt, 2000).
Hoolimata  arginiinijddkide = puudumisest, suudavad modlemad RSP-d  edukalt
plasmamembraaniga seonduda ja rakku siseneda, ka erinevate lastmolekulidega konjugeeritult
(Pooga jt, 2001; Padari jt, 2005; Mager jt, 2012). Naiteks on TP abil rakkudesse viidud
erineva suurusega valke (30 kDa kuni 150kDa) (Pooga jt, 2001) ning TP10 kaasabil on
transporditud véahirakkudesse spetsiiflisi oligonukleotiide (El-Andaloussi jt, 2005). TP10
stabiilsuse ja transpordi efektiivsuse tdiustamiseks on seda  steariiiilriihmaga
aminoterminaalsest otsast modifitseeritud, olles aluseks ka uue pdlvkonna RSP-dele ehk
PecFect-idele ja NickFect-idele (Mae jt, 2009; Oskolkov jt, 2011). On niidatud, et N-
terminaalselt steariiiilitud TP10 on mairgatavalt parema oligonukleotiidide transfektsiooni

efektiivsusega kui modifitseerimata TP10 (Mée jt, 2009).

Transportaanid sarnanevad oma aminohappelise koostise, laengu ja ka omaduste poolest
mitmete antimikroobsete peptiididega, mis on samuti lihikesed, positiivselt laetud
amfipaatsed jarjestused (Nekhotiaeva jt, 2004). Antimikroobsed peptiidid tuvastavad
organismis leiduvaid patogeenseid organisme ning on neile toksilised (Nekhotiaeva jt, 2004).
TP10 suudab analoogselt antimikroobsete peptiididega mikromolaarsetel kontsentratsioonidel
efektiivselt inhibeerida parmseene Candida albicans’i ja grampositiivse bakteri

Staphylococcus aureus’e kasvu (Nekhotiaeva jt, 2004).

Sekundaarsete amfipaatsete RSP-de hulka kuuluvad niiteks penetratiin ja MAP (Derossi jt,
1994; Oehlke jt, 1998). Neutraalsete membraanide suhtes omavad antud grupi RSP-d
madalamat afiinsust kui primaarsed amfipaatsed RSP-d, kuid nende afiinsus suureneb kui

membraanis tduseb anioonsete lipiidide osakaal (Ziegler, 2008).

1.2 RSP-de sisenemismehhanismid

RSP-d voivad rakkudesse siseneda kahel vastandlikul viisil — rakuenergiast sdltumata
penetratsiooni teel voi energiast sdltuvalt erinevate endotsiitootiliste radade vahendusel (Jiao
jt, 2009). Peamised RSP-de poolt kasutatavad endotsiitoosirajad on makropinotsiitoos
(Nakase jt, 2004, Mager jt, 2012), klatriin-soltuv ja (Richard jt, 2005; Méger jt, 2012),
kaveoliin-soltuv endotsiitoos (Ferrari jt, 2003; Sailik jt, 2009). RSP-d voivad rakkudesse
sisenemisel kasutada ka alternatiivseid klatriin- ja kaveoliin-sdltumatuid endotsiitootilisi radu

nagu naiteks flotilliin-sdltuv endotsiitoos (Glebov jt, 2006), ent neid on kdige vdhem uuritud,
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mistottu on antud raja toimumisemehhanismides veel palju ebaselget ning seetdttu ei ole

tapselt teada, kui suur on nende osalus RSP-de sisenemisel rakkudesse.

Hoolimata paljudest uuringutest, ei ole veel péris selge, kuidas penetratsioon toimub, kuid on
pakutud erinevaid mudeleid, millest pdhilised on pooératud mitselli mudel (i. k. inverted
micelle model) (Derossi jt, 1996), vajuva parve mudel (i. k. carpet model) ning pooride
moodustamise mudel (i. k. pore formation). Kaks viimast mudelit on esialgselt pakutud
antimikroobsete peptiidide rakku sisenemismehhanismina (Pouny jt, 1992; Yang jt, 2001), ent
arvatakse, et need voivad kehtida ka mdondade RSP-de penetreerumisel (Zorko ja Langel,
2005).

1.2.1 RSP-de endotsiitootiline sisenemine

Endotsiitoos on rakkudes pdhiline transportsiisteem, mille vahendusel pédidsevad erinevad
biomolekulid raku viliskeskkonnast sisekeskkonda. Endotsiitoos jaguneb fagotsiitoosiks, mis
hdlmab endas suurte partiklite omastamist spetsiifiliste rakkude poolt (nditeks makrofaagide),
ja pinotsiitoosiks, mille vahendusel omastab rakk vedelikes lahustunud aineid. Pinotsiitoos
jaotatakse omakorda makropinotsiitoosiks, klatriin- ning kaveoliin-soltuvaks ning klatriin- ja

kaveoliin-soltumatuks endotsiitoosiks (Doherty ja McMahon, 2009).

Makropinotsiitoos on retseptor-soltumatu endotsiitoos, mis raku ekstratsellulaarse stiimuli
(nditeks fibroblasti kasvufaktor) mojul pShjustab raku plasmamembraani aktiinifilamentides
diinaamika muutust, kutsudes esile intensiivse membraanijitkete viljasopistumise (i. k.
membrane ruffling) (Doherty ja Mchahon, 2009). Raku pinnal moodustuvad pikkade jitketega
véljasopistused, mis membraanile tagasi langedes moodustavad suuri vesiikule ehk
makropinosoome (>1 um) (joonis 3) (Mayor ja Pagano, 2007). Mitmetel juhtudel on ndidatud
makropinotsiitoosi osalust arginiinirikaste RSP-de sisenemises rakkudesse (Nakase jt, 2004;
Wadia jt, 2004; Duchardt jt, 2007). Naiteks kui kasutati aktiinifilamentide poliimerisatsiooni
ja makropinosoomide moodustamist parssivat inhibiitorit, vahenes poliiarginiinide (Nakase jt,

2004) ja pTat(48-60) (Wadia jt, 2004) sisenemisefektiivsus rakkudesse mérgatavalt.

Klatriin- ning kaveoliin-soltuva endotsiitoosi puhul moodustavad vastavate valkude abil
endotsiitootilised vesiikulid (joonis 3). Klatriin-kaetud vesiikulite puhul toimub enne
endosoomiga iihinemist klatriin-katte eemaldamine (joonis 3) (Mayor ja Pagano, 2007).
Mblemas endotsiitoosirajas moodustunud vesiikulid on modtmetelt tunduvamalt vdiksemad
kui makropinosoomid — Klatriin-kaetud endosoomid on ligikaudu 120 nm suurused ja

kaveoliin-endosoomid ehk kaveosoomid on ~ 80 nm (Doherty ja Mchahon, 2009). Mdlemas
9



endotsiitoosirajas osaleb abivalk diinamiin, millel v6ib olla ka funktsioon Kklatriin- ja
kaveoliin-soltumata endotsiitoosirajas (joonis 3) (Mayor ja Pagano, 2007). Klatriin-sdltuvat
endotsiitoosi on kirjeldatud néiteks pTat(48-60) sisenemisel rakkudesse (Richard jt, 2005),
kargomolekuli juuresolekul on vastav kompleks sisenenud aga kaveoliin-sdltuva
endotsiitoosiraja vahendusel (Ferrari jt, 2003; Fittipaldi jt, 2003).

klatriin- ja

kaveoliin-

klatriin-séltuv  kaveoliin-séltuv ~ sdltumatu

J endotsiitoos endotsiitoos endotsutoos

4 \

=0 OO0
filamendid l l kaveoliin

¥

LT
W
@

Joonis 3. Erinevad endotsiitoosirajad (Mayor ja Pagano, 2007), mida RSP-d
sisenemiseks kasutavad.

j)

Samuti pole vilistatud, et mitmed RSP-d vdivad rakkudesse sisenemisel kasutada samaaegselt
mitut endosiitoosirada, sealjuures voib esineda teatud raja eelistusi (Duchardt jt, 2007; Miger
jt, 2012). Naiteks sisenesid penetratiin, pTat(48-60) ja nonaarginiin rakkudesse samaaegselt
nii makropinotsiitoosi, klatriin- ning kaveoliin-sdltuva endotsiitoosi vahendusel (Duchardt jt,

2007).

1.2.2 RSP-de sisenemine penetratsiooni teel

Penetratsiooniks nimetatakse RSP-de voimet ldbida membaane ilma rakuenergiat vajavate
protsesside (sealhulgas endotsiitoos) osaluseta (Derossi jt, 1994). Antud mehhanismi on
voimalik uurida nii elusrakkudel kui ka erinevates membraanmudelsiisteemides (Derossi jt,
1996; Amand jt, 2011). Arvatakse, et arginiinirikaste RSP-de penetreerumisele aitab kaasa
peptiidi positiilvne laeng ning amfipaatsete RSP-de puhul vastavalt hiidrofoobsete

aminohapete esinemine peptiidi jarjestuses (Derossi jt, 1996; Ziegler, 2008).

Kodige esimeseks penetratsiooni kirjeldavaks mudeliks oli pooratud mitselli moodustumine,
mis pakuti vdlja uurides penetratiini rakku sisenemismehhanismi (Derossi jt, 1996). Antud

mudeli puhul interakteeruvad penetratiini positiivse laenguga aminohapped negatiivselt laetud
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fosfolipiididega, mille tagajirel indutseeritakse péoratud mitsell, avanedes membraani teisele
kiiljele ja voimaldades RSP-del rakku siseneda (joonis 4) (Derossi jt, 1996). Sellise podratud
mitselli moodustamisega on RSP-d koguaeg membraanipinnaga seotud ning ei puutu lipiidse
barjadri hiidrofoobse osaga kokku (joonis 4) (Derossi jt, 1996). Lisaks arvatakse, et
penetratiini triiptofaani aminohappejadkidel voib olla midrav roll mitselli moodustamisel, mis
poOhjustab RSP-de penetreerumise 14bi membraani (Derossi jt, 1994; Derossi jt, 1996). Teise
pakutava mudeli alusel labivad peptiidid membraani vertikaalselt kahesuguste pooride abil,
millest {ihe puhul osalevad poori moodustamisel ainult RSP-d (i. k. barrel stave pore) ja teise
puhul kaasatakse pooride moodustamisse ka lipiide (i. k. toroidal pore) (joonis 4) (Pisa jt,
2014). Pooride moodustamist on pakutud arginiinirikaste RSP-de [nditeks pTat(48-60) ja
nonaarginiin] ja amfipaatse TP10 sisenemisel rakkudesse (Deshayes jt, 2004; Yandek jt, 2007
Herce jt, 2009). Kolmanda mudeli ,,vajuva parve* pohjal interakteeruvad katioonsed RSP-d
negatiivselt laetud fosfolipiididega, mille tulemusena katavad RSP-d ,,vaibana*“ membraani.
Joudes teatud lokaalse kontsentratsioonini, tekitavad RSP-d fosfolipiidides iimberkorraldusi,

mille tagajérel sisenevad RSP-d rakku (joonis 4) (Pisa jt, 2014).

poori moodustamine
(i. k. toroidal pore)

poori moodustamine
(i. k. barrel stave pore),

pooratud mitsell m P ’
(i. k. inverted micelle) y o W& 1 \ i\
M ® Ué %jgﬁ 3;, o

Joonis 4. Voimalikud RSP-de penetreerumismudelid (Pisa jt, 2014).

RSP-de penetreerumine otse ldbi plasmamembraani vildib kargo-molekulide kinnijdémist
endosoomidesse, mis on RSP-de endotsiitootilisel sisenemisel tihtipeale pdhiliseks
probleemiks (Tinnemann jt, 2008). Samas on leitud, et RSP-de modifitseerimine
hiidrofoobsete rithmadega voib parandada RSP-de vabanemist endosiitootilisest 10ksust (Mée

jt, 2009).
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1.2.3 RSP-de sisenemismehhanismi valik

RSP-de sisenemismehhanism sdltub oluliselt peptiidi aminohappelisest jérjestusest, selle
laengust, peptiidi kontsentratsioonist, kargomolekuli omadustest, rakutiiiibist ning selle
membraanilisest koostisest (Mitchell jt, 2000; Futaki jt, 2001; Tinnemann jt, 2006; Jiao jt,
2009; Amand jt, 2012). On niidatud, et kdrgema nonaarginiini kontsentratsiooni korral esineb
rakkude tsiitoplasmas tugev difuussne fluorestsents, viidates penetratsioonile ning madalama
kontsentratsiooni puhul toimub akumuleerumine sekretoorsetesse vesiikulitesse, viidates
peptiidi endotsiitootilisele sisenemisele (Tinnemann jt, 2008). Katsed penetratiiniga on
ndidanud, et otsene ldbi membraani penetreerumine saab toimuda ainult madalal peptiidi
kontsentratsioonil (Jiao jt, 2009). Nimetatud peptiidide kontsentratsiooni ja internalisatsiooni
uuringutes on kasutatud erinevaid RSP-sid ja rakuliine, mistottu voib arvata, et peale peptiidi
keemilis-fuiisikaliste omaduste, soltub RSP-de sisenemismehhanism veel oluliselt
kasutatavast rakutiiiibist, selle membraanilisest koostisest ning afiinsusest (Amand jt, 2012).
Naiteks holbustavad monede RSP-de rakku kontsentreerumist nende interaktsioonid raku
pinnal olevate gliikkoosaminogliikaanidega, millede omavaheline afiinsus méérab ka peptiidide

sisenemisefektiivsuse (Ziegler ja Seelig, 2008; Amand jt, 2012).

RSP-de sisenemine sdltub suuresti ka transporditava molekuli fiisioloogilistest isedrasustest
nagu suurus ja laeng (Tiinnemann jt, 2006). Tiinnemann ja kaasautorid néitasid, et suurema
lastmolekuli juuresolekul sisenesid RSP-d pigem endotsiitootilist rada pidi, seevastu vdiksema
lastmolekuli olemasolul internaliseerusid RSP-d rakkudesse nii endotsiitoosi kui ka

penetratsiooni kaudu (Tiinnemann jt, 2006).

1.3 Gliikoosaminogliikaanid

Gliikoosaminogliikaanid (GAG-id) on pikaahelalised poliisahhariidid, mis koosnevad
korduvstruktuuridest: galaktoos vo0i uroonhape (glilkuroonhape voi1 iduroonhape) ning
aminosuhkur (N-atsetiiiilgalaktoosamiin voi N-atsetiitilgliikoosamiin) (tabel 1) (Ernst jt,
1995). Eristatakse jargmisi glilkoosaminogliikaane: kerataansulfaadid, kondroitiinsulfaadid,
heparaansulfaadid/hepariin, dermataansulfaadid ja hiialuroonhapped (tabel 1) (Ernst jt, 1995).
GAG-id esinevad rakus kas vaba ahelana vdi moodustavad valkudele kinnitudes erinevaid
proteogliilkaane (Ernst jt, 1995). Proteogliikaane voib liigitada asukohaspetsiifiliselt kolmeks:
transmembraansed ehk membraanist ldbiulatuvad (nditeks siindekaanid ja gliipikaanid),
ekstratsellulaarsed (nditeks agrekaanid ja perlekaanid) ning intratsellulaarsed (néiteks

sergliitsiinid). GAG-ide struktuuris on erineval maddral karboksiiiil- ning sulfaatriihmi,
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mistottu omavad proteogliikaanid tugevat negatiivset laengut, olles seeldbi rakkudes olulised
veesidujad ning koe homdostaasi reguleerijad (Hitchcock jt, 2008). Kusjuures sulfaatriihmade
positsioon (v.a hiialuroonhapped) voib GAG-ide struktuuris oluliselt varieeruda (tabel 1)
(Ernst  jt, 1995). Samuti osalevad GAG-id mitmesugustes rakkudevahelise
kommunikatsiooniga seotud bioloogilistes protsessides, reguleerides rakkude morfogeneesi ja
proliferatsiooni (Bishop jt, 2007). Lisaks voivad GAG-id osaleda patoloogilistes protsessides,
naiteks tuumori moodustumisel ja arenemisel (Matsuda jt, 2001; Thelin jt, 2012). Arvatakse,
et erinevates patoloogilistes rakkudes on isedralik gliikoosaminogliikaanide muster, mis voib
olla perspektiivne rakendus haiguste diagnoosimisel ja nende ravimisel (Matsuda jt, 2001;
Thelin jt, 2012).

Gliikoosaminoglilkaanide  bioslintees vdib toimuda kas Golgi kompleksis voi
plasmamembraanis (hiialuroonhapped). Golgi kompleksis toimub ka GAG-ide edasine
modifitseerimine — sulfaatimine ja isomerisatsioon. Erineva pikkusega GAG-ahelad
transpordikse  Golgi  kompleksist  sekretoorsete  vesiikulite  vahendusel  raku
ekstratsellulaarsesse ruumi, kus nad moodustavad koos kinnitusvalkudega proteogliikaane
(Ernst jt, 1995). GAG-id on rakupinna valkudega seotud kas O-seoselise
(heparaansulfaadid/hepariin, dermataansulfaadid, kondroitiinsulfaadid, kerataansulfaadid) voi
N-seoselise gliikosiileerimisega (kerataansulfaadid) (Ernst jt, 1995). Neist viimane toimub
asparagiini lammastiku aatomi kaudu ning O-seoseline gliikosiileerimine vastavalt seriini voi

treoniini hapniku aatomi vahendusel (Ernst jt, 1995).
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Tabel 1. Erinevad gliikoosaminogliikaanid. Tabelis on toodud poliisahhariidide struktuur,
varieeruv suurus (kDa) ning sulfaatrithmade voimalik positsioon (Ernst jt, 1995; Mikami ja
Kitagawa, 2013).

Gliikoosaminogliikaanid Korduvstruktuur
Kerataansulfaadid
5-96 kDa cH00) cH0Q@)
OH 0, 0]
0
OH HNCOCH
GlcNAc
Dermataansulfaadid
15-55 kDa CH2°9
O
HNAc
IdoA GalNAc
Kondroitiinsulfaadid
15-70 kDa S
S
(o] O
HNAc
GIcA GalNAc
Heparaansulfaadid
25-70 kDa [ 0“20
GlcA GlcNAc
Hiialuroonhapped
100-1000 kDa °“2°”
HNAC
GlcA GlcNAc

Gal — galaktoos

GIcNAC — N-atsetiiiilgliikoosamiin
GalNACc — N-atsetiiiilgalaktoosamiin
IdoA — iduroonhape

GIcA — gliikuroonhape

1.3.1 Kerataansulfaadid

Kerataansulfaadid on laialt levinud kohrkoe, luukoe ja narvikoe ektratsellulaarses maatriksis
(Krusius jt, 1986; Sommarin jt, 1998). Nende poliisahhariidse ahela moodustavad
vaheldumisi paiknevad sulfaaditud galaktoos ja N-atsetiiiilglilkoosamiin (Ernst jt, 1995).
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Sulfaatriihma asukoht varieerub molema monosahhariidi kuuendas positsioonis, kuid
modifikatsioon toimub sagedamini N-atsetiiiilgliilkoosamiini stuktuuris (tabel 1) (Ernst jt,
1995). Erinevalt teistest GAG-idest ei ole kerataansulfaatide struktuuris happelist
korduvstruktuuri (iduroonhape voi gliikkuroonhape), selle asemel esineb monosahhariid
galaktoos. Samuti on kerataansulfaadid ainukesed GAG-id, mis voivad olla valkudele

kinnitunud nii 14bi N-seoselise kui ka O-seoselise gliikosiileerimise (Ernst jt, 1995).

Kerataansulfaatide pohiliseks funktsiooniks on veemolekulide sidumine, mis toob kaasa koe
tasakaalustatud hiidratsiooni (Fullwood jt, 1996). Naiiteks vastutavad kerataansulfaadid
sarvkesta niiskustaseme eest, mistottu on need poliisahhariidid eriti olulised nigemises
(Fullwood jt, 1996). Samuti on nendel GAG-idel viike roll kohrkoes, reguleerides itheskoos
hiialuroonhapete ning kondroitiinsulfaatidega liigestevahelist vedeliku hulka, soodustades

seeldbi liigutuste elastsust ja sujuvust (Sommarin jt, 1998).

1.3.2 Dermataansulfaadid

Dermataansulfaadid koosnevad iduroonhappe ja N-atsetiiiilgalaktoosamiini vahelduvatest
korduvstruktuuridest (Ernst jt, 1995). Antud poliisahhariidi sulfaatriihma asukoht varieerub
N-atsetiiiilgalaktoosamiini neljandas ja kuuendas positsioonis ning iduroonhappe teises
positsioonis (tabel 1) (Ernst jt, 1995). Dermataansulfaadid on valdavalt nahas paiknevad
GAG-id, kus nendega seonduvad niiteks erinevad kasvufaktorid ning signaalmolekulid, mis
osalevad rakkude proliferatsioonis ja haava paranemises (Thelin jt, 2012; Nikolovska jt,
2014). Naha taastumisel vabastakse normaalsest rohkem dermataan- ning heparaansulfaate,
millega seonduvad fibroblastide kasvufaktorid, vahendades seeldbi rakkude proliferatsiooni
(Penz jt, 1998). Samuti on leitud, et dermataansulfaadid osalevad inimese sodgitoru

véhirakkude arenemisel ja kasvamisel, kus nad on normaalsega vdrreldes iileekspresseerunud

(Thelin jt, 2012).

1.3.3 Kondroitiinsulfaadid

Kondroitiinsulfaatide struktuuri moodustavad vaheldumisi paiknevad gliikuroonhapped ning
N-atsetiiiilgalaktoosamiinid (Ernst jt, 1995). Antud poliisahhariidid on sulfaatrithmade
asukoha suhtes kdige mitmekesisemad, nimelt vdib sulfaatrithma positsioon varieeruda N-
atsetiililgalaktoosamiini neljandas ja kuuendas positsioonis (vOi mdlemas korraga) ning
gliikuroonhappe teises positsioonis (tabel 1) (Ernst jt, 1995). Sellest ldhtudes on
kondroitiinsulfaatide struktuur védga varieeruv, mistottu osalevad need poliisahhariidid ka

erinevates bioprotsessides, olles laialdaselt levinud niiteks luukoes, kdhrkoes, veresoontes
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ning ajus (Faissner jt, 1994; Hitchcock jt, 2008). Ajus seonduvad kondroitiinsulfaatidega
erinevad kasvufaktorid ja kemokiinid, mis on vajalikud neurogeneesis (Faissner jt, 1994).
Sama oluline roll on kondroitiinsulfaatidel kdhrkoes, kus need poliisahhariidid on véimelised

siduma veemolekule ja pehmendama seeldbi liigestevahelist hodrdumist (Hitchcock jt, 2008).

1.3.4 Heparaansulfaadid

Heparaansulfaadid koosnevad vahelduvatest gliikuroonhappe ning N-atsetiiiilgalaktoosamiini
monosahhariididest (Ernst jt, 1995). Antud poliisahhariidid on vorreldes teiste GAG-idega
koige rohkem sulfaaditud: sulfaatrithma asukoht varieerub N-atsetiiiilgliikoosamiini teises,
kolmandas ja kuuendas positsioonis ning glitkuroonhappe teises positsioonis (tabel 1) (Ernst
jt, 1995). Hepariin on struktuurilt heparaansulfaatide analoog, kuid siinteesitakse ainult

nuumrakkudes ning on erinevalt heparaansulfaatidest rohkem sulfaaditud (Ernst jt, 1995).

Tulenevalt tugevast anioonsest laengust, seonduvad katioonsed molekulid koige
tdendolisemalt just heparaansulfaatidega, vahendades nditeks erinevaid proliferatsiooni,
angiogeneesi ja infektsiooniga seotud molekulaarseid protsesse (Bishop jt, 2007). Samuti on
leitud, et heparaansulfaadid osalevad ka patoloogiate kujunemisel, naiteks tuumori kasvamisel
(Matsuda jt, 2001). Matsuda toogrupp kirjeldas, et heparaansulfaadid on tugevalt
ekspresseeritud inimese rinnavihirakkudes, normaalsetes rakkudes on nende ekspressioon

madal (Matsuda jt, 2001).

1.3.5 Hiialuroonhapped

Huialuroonhape ehk hiialuronaan on gliikkoosaminogliikaan, mille struktuuri moodustavad
glitkuroonhapped ning N-atsetiitilglitkoosamiinid (tabel 1) (Ernst jt, 1995). Hiialuronaan on
biosiinteesi poolest teistest GAG-idest erinev, sest see siinteesitakse spetsiifilise enstitimide
poolt plasmamembraanis, mitte Golgi kompleksis (Ernst jt, 1995). Hiialurooni siintetaasid
kasutavad substraadina UDP-dega seotud gliikkoosamiini voi gliikuroonhapet ning kasvav
hiialuronaan surutakse ekstratsellulaarsesse ruumi (joonis 5) (Dicker jt, 2014). Sellisel moel
tekkinud hiialuronaani poliimeerid on vdrreldes teiste GAG-idega kdige pikemad ning ka
massiivsemad, koosnedes kuni 1000 disahhariidist, molekulmassiga 100-1000 kDa (Ernst jt,
1995). Kuna hiialuronaan siinteesitakse plasmamembraanis, siis ei modifitseerita seda edasi
Golgi kompleksis, mistdottu puuduvad hiialuroonhappel erinevalt teistest GAG-idest
sulfaatrithmad (tabel 1) (Ernst jt, 1995).
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Erinevad glilkoosaminogliikaan-ahelad moodustavad valkudele kinnitudes proteogliikaane,
mis massiliselt ja kovalentselt seonduvad omakorda ka hiialuronaanile (joonis 5) (Ernst jt,
1995). Hiialuronaan ei ole proteoglilkaan, kuna ei seondu ise valkudele (Laurent ja Fraser,
1992). Sellegipoolest seondub hiialuronaan erinevate rakupinna retseptoritega, mis toob kaasa

mitmesuguste signalisatsiooniradade aktivatsiooni (Dicker jt, 2014).

UDP-glitkoosamiin

UDP-glitkuroonhape

Joonis 5. Hiialuronaani biosiintees ning proteogliikaanide kinnitumine. Hiialurooni
stintetaasid (HAS) kasutavad substraadina UDP-ga seotud gliikoosamiini voi gliikkuroonhapet,
kasvav hiialuronaan surutakse ekstratsellulaarsesse ruumi. Hiialuronaanile seonduvad
Kinnitusvalkude abil erinevad proteogliikaanid (Xu jt, 2012).

Hiialuronaani leidub kdikide selgroogsete rakkude ekstratsellulaarses maatriksis, kuid
hiialuroonhapete kontsentratsioon voib varieeruda (Dicker jt, 2014). Néiteks on vereseerumis
hiialuronaani kontsentratsioon madal (0,01-0,1 pg/g), kuid munarakus voib hiialuroonhapete
kontsentratsioon ulatuda kuni 1 mg/ml (Zhou jt, 2000; Dicker jt, 2014). Lisaks sellele voib
hiialuronaan paikneda ka raku intratsellulaarses ruumis, nditeks tsiitoplasmas ja tuumas

(Ripellino jt, 1988).

1.3.6 RSP-d ja gliikoosaminogliikaanid

Viimastel aastatel on hakatud jérjest rohkem uurima RSP-de ja GAG-ide omavahelisi
interaktsioone ja selle rolli RSP-de rakkudesse sisenemisel (Jiao jt, 2009; Alves jt, 2011;

Amand jt, 2012). Mitmed uurimistdéd on nididanud, et RSP-de kontsentratsioon vdib olla

madravaks, kas RSP-de internalisatsioon on GAG-idest sdltuv vai sdltumatu (Jiao jt, 2009;
Alves jt, 2011). Madalamatel peptiidi kontsentratsioonidel (1 uM) vdib RSP-de
internalisatsioon rakku toimuda GAG-idest soltumatult ning korgematel kontsentratsioonidel

toimub eelkdige klasterdumine GAG-ahelatele ja RSP siseneb rakkudesse endotsiitoosi teel
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(Jiao jt, 2009; Alves jt, 2011). Brocki t66grupp nditas, et korgem Argg kontsentratsioon (<15
uM) stimuleerib sfingomiielinaasi aktiivsust, mis soodustab sfingomiieliini hiidroliiiisi
tseramiidiks (Verdurmen jt, 2010). Selle tulemusel tekivad raku plasmamembraani suured
tseramiidiga rikastatud domeenid (Verdurmen jt, 2010). Hiljutised uuringud viitavad, et
tseramiid-platvormid vdivad holbustada GAG-ide Kklasterdumist, mis omakorda soodustab
RSP-de (penetratiin ja RgWs3) sisenemist rakkudesse kas endotsiitoosi vOi penetratsiooni teel
(Bechara jt, 2014).

RSP-d moodustavad raku pinna glilkoosaminogliikaanidega klastreid, millel voib olla
rakkudesse sisenemisel nii inhibitoorne kui ka holbustav efekt (Verdurmen jt, 2013; Bechara
jt, 2014). Naiteks kui uuriti TP10 analoogide klasterdumist GAG-idega, leiti, et nende RSP-de
vahendusel tekivad massiivsed GAG-klastrid, mille tagajirel halveneb peptiidide
internalisatsioon rakku (Verdurmen jt, 2013). Arginiinirikkad RSP-d v&ivad samuti GAG-
idega Klastreid moodustada ning arvatakse, et GAG-ahelatele kontsentreerumine voib
soodustada nende peptiidide sisenemist rakkudesse (Ziegler ja Seelig, 2008, Amand jt, 2012;
Verdurmen jt, 2013; Bechara jt, 2014). Siiski pole tépselt teada, missugune roll v3ib olla
GAG-ide ja RSP-de vahelistel Klastritel peptiidide sisenemisel rakkudesse erinevate

mehhanismide vahendusel.

RSP-de interaktsioon GAG-idega ning nende internalisatsioon rakku sdltub oluliselt peptiidi

aminohappelisest jirjestusest ja selle omadustest (Jiao jt, 2009). Esbjorner toogrupp vordles

arginiini- ning liisiinirikaste RSP-de rakkudesse sisenemise vdimet, hinnates nende peptiidide
afiinsust raku pinna gliikoosaminogliikaanide suhtes (Amand jt, 2012). Tulemuste kohaselt on
arginiinirikastel RSP-del suurem afiinsus glilkoosaminogliikaanidele kui liisiinirikastel RSP-
del, mistdttu sisenevad arginiinirikkad RSP-d rakku efektiivsemalt (Amand jt, 2012). Lisaks
on ndidatud, et triiprofaani esinemine RSP-de jérjestuses suurendab peptiidi afiinsust raku
pinnal paiknevate glilkoosaminogliikaanidele, mis omakorda parandab peptiidide sisenemist

rakkudesse nii penetratsiooni kui ka endotsiitoosi teel (Bechara jt, 2013; Bechara jt, 2014).

Arvukad tulemused viitavad, et heparaansulfaadid osalevad eelkdige arginiinirikaste RSP-de
endotsiitootilisel sisenemisel (Futaki jt, 2001; Tyagi jt, 2001; Fuchs ja Raines, 2004; Wadia jt,
2004; Richard jt, 2005; Letoha jt, 2010). Fuchs toogrupp néditas, et nonaarginiin sisenes
oluliselt vahem rakkudesse, millel puudusid vastavalt kondroitiin- ning heparaansulfaadid voi
ainult heparaansulfaadid (Fuchs ja Raines, 2004). Heparaansulfaatide olulisust on tdheldatud
ka pTat(48-60) interakteerumisel raku plasmamembraaniga (Tyagi jt, 2001; Wadia jt, 2004;
Richard jt, 2005). Vaatamata heparaansulfaatide puudumisele kontsentreerus pTat(48-60)
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siiski mingil mééiral rakkudesse, mistdttu voib arvata, et pTat(48-60) on voimeline Sisenema
rakku ka ilma heparaansulfaatide osaluseta (Silhol jt, 2002; Gump jt, 2010). Viimaste aastate
jooksul on tdhelepanu all heparaansulfaatidest koosnev proteogliikaan siindekaan-4, millel
vOib olla arginiinirikaste RSP-de seondumisel membraaniga retseptori funktsioon (Letoha jt,
2010; Nakase jt, 2014). Vaatamata rohketele GAG-ide ja RSP-de omavaheliste
interaktsioonide uurimistdodele, pole tépselt selge, kas GAG-idel on maérav roll RSP-de

sisenemises rakku ning kas spetsiifiline GAG-ide klass voib osaleda RSP-de transpordis.

1.4 Gransiiiimid

Loomulikud tappurrakud ehk NK-rakud (i. k. natural killer cells) ning tsiitotoksilised T-
liimfotsiiidid ehk T-rakud on &irmiselt vajalikud organismi kaitsereaktsioonis erinevate
patogeenste mikroorganismide vastu (King jt, 2008). Mdlemad osalevad nakatunud rakkude
apoptoosis ehk programmeeritud rakusurmas — ligand-seoselise apoptoosi vahedusel voi
sekreteerides keskkonda kas tsiitotoksilisi graanuleid voi tsiitokiine (Garcia-Sanz jt, 1988;
Chua jt, 2004; Reefman jt, 2010). Ligand-seoselise apotoosi puhul indutseeritakse tapjarakul
Fas-ligandide siintees, mis seonduvad maérklaudrakus Fas-retseptorile, aktiveerides seejérel
rakus kaspaas-soltuva apoptoosi (Chua jt, 2004). NK-rakud kui ka T-rakud sekreteerivad
antigeeni dratundmisel tsiitokiine, stimuleerides omakorda teisi immuunrakke (Reefman jt,
2010). Samuti sekreteerivad nimetatud immuunrakud keskkonda tsiitotoksilisi graanuleid (n-6
liititilisi lisosoome), mis sisaldavad membraani kahjustavat valku perforiini, liiiitilist molekuli
granuliisiini ning erinevaid seriinproteaase ehk gransiiiime (Masson jt, 1990; Saini jt, 2011).
Inimese genoomis on kirjeldatud 5 erinevat gransiitimi (gransiiimid A, B, H, K, M), mille
vastavaid ortolooge on leitud ka néditeks hiires (Grossman jt, 2003). Kui gransiiiimid on
edukalt joudnud raku tsiitoplasmasse, siis aktiveeritakse kas kaspaas-sdltuv (gransiiim B) voi1
kaspaas-mittesdltuv (gransiiim A) apoptootiline rada (Beresfold jt, 1999). Vaatamata
rohketele uurimustoddele on tdnaseni gransiilimide sisenemismehhanismid apoptoosi

suunatud rakkudesse veel ebaselged.

Varasemalt arvati, et perforiin tekitab raku plasmamembraani poori, mille kaudu voiksid
gransiiimid rakku siseneda (Garcia-Sanz jt, 1988; Keefe jt, 2005). Kui perforiini on
keskkonnas iilehulga, siis moodustub plasmamembraani hulgaliselt poore, pdhjustades
kahjustavate toimete tagajirel raku nekroosi ehk programmeerimata rakusurma (Keefe jt,
2005). Samas kui perforiini on vajaminevas flisioloogilises kontsentratsioonis, siis toimub
efektiivne gransiiiim-soltuv apoptoos, vallandamata pdletikulisi faktoreid (Keefe jt, 2005).

Mitmed erinevad andmed viitavad aga sellele, et gransiiimid on voimelised apoptoosi
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madratud rakku sisenema ka ilma perforiini abita (Froelich jt, 1996; Metkar jt, 2002; Gondek
jt, 2005). Perforiini rolli seostatakse pigem gransiilimide vabanemisega endotsiitootilistest
vesiikulitest, mis vastasel juhul endosoomidesse 10ksu jédksid (Froelich jt, 1996; Pinkoski jt,
1998; Metkar jt, 2002; Thiery jt, 2011). Viimast teooriat toetavad ka gransiilim B jérjestuses
kirjeldatud konserveerunud katioonsed doméénid (Bird jt, 2005). Need doméénid on olulised
seondumiseks negatiivselt laetud membraani komponentidega, mis toob endaga kaasa
endotslitootilise raja aktiveerimise (Bird jt, 2005). Uuemad tulemused siiski néditavad, et
perforiin vOib soodustada fosfatidiililseriini liitkumist sisemembraanist vélismembraani
(Metkar jt, 2011; Metkar jt, 2015). See omakorda hdlbustab gransiiiimi interakteerumist
plasmamembraaniga, mis vdimaldab gransiitimil translokeeruda 1dbi membraani ilma
endotsiitoosi osaluseta (Metkar jt, 2011; Metkar jt, 2015).

Kuna gransiilimid on tugeva katioonse laenguga, siis nad on vdimelised moodustama ka
elektrostaatilisi interaktsioone negatiivselt laetud proteogliikaanidega, eelistatult sergliitsiiniga
(Metkar jt, 2002; Raja jt, 2005). Arvatakse, et juba liiiitiliste lisosoomide sees moodustab
gransiiim B sergliitsiiniga komplekse, mis v3ib hdlbustada gransiilimi transporti apoptoosi
suunatud rakku (Raja jt, 2002; Bird jt, 2005; Raja jt, 2005). Sergliitsiini leidub endoteeli- ning
vereloomerakkudes, kuid selle tipne funktsioon on veel senini teadmata (Kolset ja Pejler,
2011; Meen jt, 2011). Kuigi sergliitsiin paikneb pdhiliselt rakusiseselt, on ndidatud, et see
proteogliikaan voib olla ka sekretoorne, mis esineb seejérel ekstratsellulaarses maatriksis voi
rakupinnal (Theocharis jt, 2006; Kolset ja Pejler, 2011). Sergliitsiin on tugevalt
ekspresseeritud tuumorirakkudes, kus tema funktsioon voib olla seotud pdletikuliste
reaktsioonide edendamisega, kiirendades kasvajaraku arengut (Theocharis jt, 2006; Li jt,
2011).

Kuna uuemad tulemused viitavad sellele, et gransiiiimid voivad penetreeruda 14bi membraani
rakuenergiast sOltumata ja ~membraani kahjustamata (Metkar jt, 2015), siis
tulevikuperspektiivis  vOoiks  gransiliimide membraanisdbraliku sisenemismehhanismi
mdistmine tagada suuna ka véhivastases raviteraapias, kus neid voiks rakendada niiteks

erinevate ravimolekulide kandjatena.

1.5 Membraani mudelsiisteemid

Rakumembraan on struktuurilt ddrmiselt kompleksne ning muutlik, seetdttu on RSP-de
sisenemise ja plasmamembraani komponentide osaluse vélja selgitamiseks voetud kasutusele

lihtsustatud mudelmembraansiisteemid (Amand jt, 2011; Siilik jt, 2011; Pae jt, 2014). Kuna
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kunstlikes membraansiisteemides on rakuenergiast soltuvad protsessid inhibeeritud, siis
voimaldab antud siisteem analiiiisida RSP-de otse 1dbi membraani penetreerumist ilma
endotsiitoosi osaluseta (Saélik jt, 2011). Rakkudes saab RSP-de penetratsiooni uurida ainult
madalal temperatuuril (4°C) voi erinevate endotsiitoosi inhibiitorite juuresolekul (Jiao jt,
2009; Suzuki jt, 2002). Selliste inhibiitorite kasutamine v6ib aga muuta raku morfoloogiat ja
hiirida teisi rakus toimuvaid bioloogilisi protsesse voi ei inhibeerita endotsiitoosi tdielikult,

mistottu eelistatakse penetratsiooni uurimiseks kasutada erinevaid mudelsiisteeme.

RSP-de ning plasmamembraani komponentide vaheliste interaktsioonide uurimiseks on
kasutatud erinevaid membraani mudelsiisteeme, mis varieeruvad nii koostiselt, suuruselt kui
ka membraankihtide arvult (Alves jt, 2008; Sailik jt, 2011). Naiteks on RSP-de seondumist
fosfolipiididega uuritud erineva suurusega iihelamellaarsetes vesiikulites (i. k. unilamellar
vesicles) ja multilamelaarsetes vesiikulites (i. k. multilamellar vesicles) (Alves jt, 2008; Anko
jt, 2012). Eelnimetatud mudelsiisteemide moodustamiseks kasutatakse kindlaid lipiidseid ja
valgulisi komponente (Goncalves jt, 2005). Sellised kunstlikud siisteemid vdivad olla siiski

liiga lihtsustatud, erinedes suurel mééral tegelikust rakumembraani koostisest.

Raku plasmamembraanist indutseeritud vesiikulid ehk PMV-d sisaldavad rakumembraanile
omaseid komponente (lipiidid, valgud ja poliisahhariidid), mistottu on antud mudelsiisteem
koige sarnasem raku plasmamembraani koostisega (Scott, 1976; Bauer jt, 2009). Niiteks on
PMV-des fosfolipiidide ja kolesterooli suhe vastavalt 2:1, mis on samuti iseloomulik rakkude

plasmamembraanile (Fridriksson jt, 1999).

1.5.1 Plasmamembraani vesiikulid

Plasmamembraani vesiikulid (PMV-d) on enamasti korrapérase sfadrilise kujuga ning nende
suurus varieerub 5-10 um (Bauer jt, 2009). Nende vesiikulite sisekeskkond on tdidetud
rakuvedeliku ehk tsiitosooliga, kuid seal puuduvad rakkudele iseloomulikud organellid ja
aktiinifilamentidest koosnev tsiitoskelett (Baumgart jt, 2007). Fiisioloogilistes tingimustes
moodustuvad PMV-d plasmamembraani vesikulatsiooni kdigus (i. k. blebbing), néiiteks
apoptoosi, tsiitokineesi ja rakkude migratsiooni protessides (Coleman jt, 2001; Hickson jt,
2006). Kunstlikult saab plasmamembraani vesikulatsiooni indutseerida mitmetest
rakuliinidest erinevate kemikaalide m&jul (Sarabipour ja Hristova, 2013). PMV-de saamiseks
on kasutatud pohiliselt kahte meetodit, millest iihe puhul indutseeritakse PMV-d ditiotreitooli
(DTT) ja formaldehiiiidi (FA) abil (Scott jt, 1976). DTT I6hub valkudes disulfiidsillad ning
FA blokeerib valkudes sulfaatrithmad, takistades uute disulfiidsildade tekkimist (Bauer jt,

21



2009; Keller jt, 2009). Teise protokolli puhul kasutatakse PMV-de indutseerimiseks N-
etliiilmaleimiidi (NEM), mis moodustab tsiisteiini sulfhiidriiilriihmadega kovalentseid
sidemeid, blokeerides seeldbi disulfiidsildade moodustumist (Holowka ja Baird, 1983; Sezgin
jt, 2012). Mdlema meetodi keemilised tihendid pdhjustavad 16pptulemusena rakkudesse
kaltsiumioonide sissevoolu, tuues kaasa fosfolipaas C aktiveerimise (Baumgart jt, 2007;
Keller jt, 2009). Ensiiimide kaasmojul toimub plasmamembraanis fosfolipiidide
timberpaiknemine, niiteks liigub anioonne fosfatidiililseriin membraani sisemisest Kihist
véalimisse lipiidkihti (Keller jt, 2009). Lisaks ndrgenevad iihendused aktiinivorgustiku ja
plasmamembraani vahel ning rakumembraan kaotab jark-jargult astimeetrilisuse (Keller jt,
2009). Rakusisese rohu tottu hakkab membraan vélja punguma, mis 16puks voib viia vesiikuli

eraldumiseni (Keller jt, 2009).

PMV-d on oma koostiselt viga sarnased rakkudega, mistottu on PMV-d hea mudel, mis
voimaldab samaaegselt uurida RSP-de interaktsioone nii plasmamembraani erinevate
komponentidega kui ka RSP-de otse ldbi membraani liikumist (Amand jt, 2011; Siilik jt,
2011; Pae jt, 2014).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Téoo eesmdirgid

v’ Vilja selgitada, kas ja millised gliikoosaminogliikaanid m&jutavad amfipaatsete ning
arginiinirikaste RSP-de penetreecrumist 1dbi bioloogiliste membraanide, kasutades
mudelsiisteemina plasmamembraani vesiikuleid (PMV-sid).

v" Uurida erinevate gliikkoosaminogliikaanide osalust gransiiiim B membraani ldbimisel.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Kasutatud rakuliinid

Antud t66s kasutati kolme Hiina hamstri munasarjast parinevat rakuliini (i. k. Chinese
Hamster Ovary cells, CHO): metsiktiitip (CHO-K1; wildtype, wt), GAG-defitsiitne (CHO
pgsA-745; GAG-/-) ja heparaansulfaat-defitsiitne (CHO pgsD-677; HS-/-) (tabel 2).

CHO rakke kultiveeriti L-glutamiini sisaldavas Ham F12 sootmes (PAA Laboratories,
Austria), millele oli lisatud 10% veise looteseerumit (PAA Laboratories, Austria) ning 100
IU/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini (Invitrogen, CA, USA). Rakke kasvatati 5%
CO; sisaldavas veeauruga kiillastatud atmosfairis temperatuuril 37 °C. Rakke jagati timber

iga kahe pédeva tagant.

Tabel 2. Kasutatud rakuliinidele iseloomulikud gliikoosaminogliikaanid ning ensiiiimide
toime.

Gliikoosaminogliikaanid Rakuliinid Ensiiiimid ja nende toime
CHOwt PMV-dele

wi HS-/- | GAG-/- | hyalVIIl | heplll chABC
Dermataansulfaadid + + - + + B
Heparaansulfaadid + - - + - n
Kondroitiinsulfaadid + +* - - + B
Hiialuroonhapped + + + - + ¥
Kerataansulfaadid + + - + + +

* antud GAG on vorreldes metsiktiitipi CHO rakuliiniga kolm korda iileekspresseeritud

+/- antud GAG on rakuliinis vastavalt olemas vdi eemaldatud

2.2.2 Kasutatud rakku sisenevad peptiidid ja gransiiiim B

Kéesolevas t60s kasutati jargmisi RSP-sid: TP, TP10, pTat(48-60), Arge (tabel 3).
Negatiivseks kontrolliks kasutati f; adrenergilise retseptori C-terminusest parinevat peptiidi
(B1A) (tabel 3), mis ei sisene plasmamembraani vesiikulitesse ega ka rakkudesse (Saalik jt,
2011; Pae jt, 2014). Koik nimetatud peptiidid on mirgitud karboksiifluorestseiiniga. TP ja
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TP10 puhul paikneb fluorestseeruv mérgis vastavalt 13. voi 7. positsioonis asuva liisiini &-
aminorithma kiiljes, tlejadnud peptiidide korral N-terminuses (tabel 3). Eksperimentides
kasutatud peptiidid siinteesiti t-Boc voi Fmoc (TP10) strateegiat kasutades Stockholmi
Ulikooli  Neurokeemia ja Neurotoksikoloogia Instituudis vdi Tartu  Ulikooli

Tehnoloogiainstituudis. Koik kasutatud peptiidid olid C-terminaalselt amideeritud.

Tabel 3. Toos kasutatud peptiidide aminohappelised jirjestused.

Peptiid Aminohappeline jiirjestus

TP GWTLNSAGYLLGK*INLKALAALAKKIL-amiid
TP10 AGYLLGK*INLKALAALAKKIL-amiid
pTat(48-60) *GRKKRRQRRRPQ-amiid

Argg *RRRRRRRRR-amiid

BiA *CSSLDEPGRGGFSSESKV-amiid

* fluorestseeruv margis

Alexa Fluor 488-fluorokroomiga mirgitud inimese gransiiim B (kingitus Christopher J.
Froelich’ilt; NorthShore Ulikool, Chicago, USA) lisati plasmamembraani vesiikulitele

16ppkontsentratsioonis 0,3 pM.

2.2.3 Plasmamembraani vesiikulite moodustamine

Plasmamembraani vesiikulite moodustamiseks kasutati eelnevalt vilja tootatud meetodit

(Scott jt, 1976), mida on jirgnevalt tdiendatud (Holowka ja Baird, 1983).

CHO rakud kiilvati 6-kaevulistele plaatidele (Greiner Bio-One, Saksamaa) 48 tundi enne
eksperimenti tihedusega 2 x 10° rakku kannu kohta. Enne PMV-de indutseerimist pesti rakke
kaks korda PMV puhvriga (2 mM CaCl,, 150 mM NaCl, 10 mM HEPES, pH 7.4). Seejérel
lisati 0,5 ml vérskelt valmistatud PMV puhvrit iihe kaevu kohta, mis sisaldas lisaks 25 mM
formaldehiiiidi (Fluka Chemie GmbH, Sveits) ning 2 mM ditiotreitooli (AppliChem GmbH,
Saksamaa). Plaati inkubeeriti loksutil (300 rpm, Thermomixer comfort, Eppendorf AG) 37 °C
juures 2,5 tundi. Seejérel tosteti rakkudel olnud puhver koos sinna eraldunud PMV-dega 5 mi
tuubi (BD Falcon, USA) ning asetati tunniks jiéle. Eksperimentides kasutati samal péeval
indutseeritud PMV-sid.

2.2.4 Plasmamembraani vesiikulite to6tlus ensiiiimidega

Plasmamembraani vesiikulid moodustati CHO metsiktiitipi rakkudest, mida t66deldi vastavalt
hiialuronidaas VIII-ga, heparinaas Ill-ga voi kondroitinaas ABC-ga (Sigma-Aldrich,
Saksamaa) (tabel 2). RSP-de sisenemist ensiitimtoddeldud ja toGtlemata PMV-desse analiiiisiti
konfokaalmikroskoobiga ning tulemuste kvantifitseerimiseks kasutati arvutiprogramme
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AutoQuant X3 ja MS Excel. P-vidirtuse leidmiseks kasutati statistilise hiipoteesi T-testi

(paarikaupa t-test).

Hiuialuronidaas VIII, mis lagundab PMV-de pinnalt hiialuroonhapped ning moningal mééral
ka kondroitiini ning kondroitiinsulfaate, lisati PMV-de suspensioonile 1dppkontsentratsioonis
2 mg/ml. Heparaansulfaatide ecemaldamiseks toodeldi PMV-sid heparinaas Ill-ga
16ppkontsentratsioonil 1 1U/ml. Kondroitinaas ABC, mis lagundab PMV-de pinnalt
kondroitiini, kondroitiinsulfaadid, dermataansulfaadid ning ilivdhesel maidral ka

hiialuroonhapped (2%), lisati PMV-de suspensioonile 1dppkontsentratsioonis 2 IU/ml.

Koik vastavad ensiitimtootlused viidi 1dbi filtritel (2 ml, 0.45 pm poor, Ultrafree-MC-HYV,
Saksamaa), et vabaneda ensiiiimtootluse jargselt eemaldunud glitkoosaminogliikaanidest ning
ensiiimist. Esmalt lisati filtrituubi 600 ul PMV-de suspensiooni ja tsentrifuugiti
toatemperatuuril 200 g 2 minutit. Jargmisena lisati vastav ensiiim ning inkubeeriti 37 °C
juures 30 minutit hiialuronidaas VIII voi 1 h heparinaas Il ja kondroitinaas ABC puhul. Peale
inkubatsiooni tsentrifuugiti filtertuubi toatemperatuuril 1 minut 100 g. Edasi pesti PMV-sid
kaks korda: filtrile lisati 200 pul PMV puhvrit ning tsentrifuugiti 100 g 1 minut. Seejarel
resuspendeeriti vesiikulid 200 ul PMV puhvris.

Erinevate GAG-ide eemaldamise kontrolliks lisati ensiiimtoodeldud vesiikulitele Alexa Fluor
647-mirgisega nisuidu aglutiniini (i. k. wheat germ agglutinin, WGA; Life Technologies,
USA), mis seondub vesiikulite pinnal paiknevate N-atsetiiiilglilkoosamiinidega, Seega
eelistatult hiialuroonhapete, heparaansulfaatide ja kerataansulfaatidega, ning lisaks ka
siaalhapetega. WGA-d lisati PMV-dele 1dppkontsentratsioonis 1 pg/ml ning inkubeeriti

toatemperatuuril 60 minutit.

Vesiikulite  terviklikkuse kontrollimiseks lisati PMV-de suspensioonile 1 uM
kontsentratsiooniga BiA-peptiid ning FITC-mérgisega dekstraan (molekulaarmass 3000 Da,

Pharmacia, Rootsi) ning inkubeeriti toatemperatuuril 60 minutit.

2.2.5 Konfonkaalmikroskoopia

Proove vaadeldi 8-kambrilisel alusklaasil (Nalge Nunc International, USA), mis saadi
vastavalt pealmise plastkambri eemaldamisel allesjdédnud silikoonraamist, mille peale asetati
katteklaas (24 x 24 mm, Menzel-Gliser, Saksamaa). Uhte kambrisse lisati 50 pl PMV
suspensiooni koos 1 uM kontsentratsiooniga RSP v&i kontrollpeptiidi B1A voi FITC-

margisega dekstraani voi 0,3 pM kontsentratsiooniga gransiiim B. Kdik eksperimendid
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teostati toatemperatuuril, kasutades Olympus FV100 (Olympus Corporation, Jaapan)
mikroskoopi ja 60x vesiimmersioonobjektiivi. Fluorokroomide ergastamiseks kasutati 488 nm
(fluorestseiin; laseri taisvoimsus 40 mW, laseri intensiivsus 5%) ning 635 nm (Alexa Fluor
647; laseri tdisvoimsus 23 mW, laseri intensiivsus 5%) lasereid. Pildid salvestati
arvutiprogrammiga Olympus FluoView1000 ning piltide t66tluseks kasutati programmi Adobe
Photoshop CS6. Eksperimendid tehti kolme kordusena ja parameetrid jéeti katsete 1dikes

samaks.

2.2.6 Labivoolutsiitomeetria

RSP-de akumuleerumist CHO metsiktiiiipi ja mutantsetest rakuliinidest saadud PMV-desse
analiilisiti  fluorestsents-aktiveeritud ldbivoolutsiitomeetril (FACS, i. k. fluorescsence
activated cell sorter; BD Biosciences, USA). Enne eksperimendi algust loendati vesiikuleid,
et igas proovis ja erinevate katsete 13ikes oleks PMV-de hulk samaviirne (3,9 x 10°
vesiikulit/ml). Vahetult enne FACS analiiiisi lisati PMV-de suspensioonile 1 pM
kontsentratsiooniga RSP-d ning fluorestsentsi intensiivsus moddeti 0, 5, 10, 20, 30, 45 ja 60
minuti moéddudes. Igas ajapunktis loendati 10* vesiikulit. Fluorokroomide ergastamiseks
kasutati 488 nm (fluorestseiin) laserit. Eksperimendid teostati toatemperatuuril ning andmete
analiiiisiks kasutati tarkvara FACSDiva (BD Biosciences, Saksamaa) ja MS Excel. Tulemused
on esitatud vdhemalt kolme katse keskmisena ja standardhdlbega. P-vdidrtuse leidmiseks

kasutati statistilise hiipoteesi T-testi (paarikaupa t-test).

26



2.3 Tulemused

2.3.1 RSP-d sisenevad erineva efektiivsusega metsiktiiiipi ja erinevatesse GAG-
mutantsetesse plasmamembraani vesiikulitesse

GAG-ide rolli hindamiseks RSP-de penetratsioonis vorreldi fluorestseeruva margisega RSP-
de (tabel 3) internalisatsioonivdimet erinevatest CHO rakuliinidest indutseeritud
plasmamembraani vesiikulitesse. Metsiktiitipi CHO (CHO wt) rakuliinil on esindatud koik
GAG-id (tabel 2). Heparaansulfaat-defitsiitsel CHO (CHO HS-/-) rakuliinil puuduvad N-
atsetliiilgliikoosaminiiiil- ja  gliikostiiiltransferaasid, mille tagajirel ei siinteesita
heparaansulfaate, kuid kondroitiinsulfaadid on metsiktiitipi CHO rakuliiniga vdrreldes ligi
kolm korda iileekspresseeritud (tabel 2) (Lidholt jt, 1992). Gliikoosaminogliikaan-defitsiitsel
CHO (CHO GAG-/-) rakuliinil on mutatsioon ksiiloostransferaasi rajas, mistottu ei siinteesita
Golgi kompleksis O-seoselise gliikosiileerimisraja vahendusel gliikoosaminogliikaane (tabel
2) (Esko jt, 1985). Hiialuroonhapped on nimetatud rakuliinis siiski olmas, kuna neid
stinteesitakse erinevalt teistest GAG-idest plasmamembraanis spetsiifiliste hiialurooni
stintetaaside poolt (Esko jt, 1985; Dicker jt, 2014).

RSP-d on fluorestseeruva mirkega, mistottu peegeldab fluorestsentsi intensiivsus PMV-des
otseselt peptiidi sisenemise efektiivsust. Esmalt hinnati RSP-de akumuleerumist eri tiiiipi
PMV-desse kvantitatiivselt, kasutades ldbivoolutsiitomeetriat ning analiiiisiti peptiidide
keskmist fluorestsentsi intensiivsust. PMV-dele lisati 1 uM kontsentratsiooniga RSP-d ning
fluorestsentsi  intensiivsus ~ moddeti  seitsmel  ajapunktil 60  minuti  jooksul.
Lébivoolutsiitomeetria tulemuste pdhjal jaotuvad RSP-d kahte gruppi. Amfipaatsed RSP-d
(TP10 ja TP) kontsentreeruvad vesiikulitesse kdige intensiivsemalt ning vesiikulitesse
akumuleerumine saavutab maksimumi 5 kuni 10 minuti jooksul peale inkubatsiooni algust
(joonis 6 A ja B). Arginiinirikkad RSP-d [Arge ja pTat(48-60)] akumuleeruvad PMV-desse
seevastu madalama intensiivsusega ning vesiikulitesse kontsetreerumine on ajas jark-jargult

kasvav (joonis 6 C ja D).

Samuti jaotusid uuritud RSP-d kahte klassi vastavalt nende sisenemise efektiivsuse alusel
erinevatesse GAG-mutantsetest rakkudest saadud PMV-desse. Amfipaatsed RSP-d
akumuleerusid nii metsiktiitipi kui ka HS-/- vesiikulitesse samal mééral, seevastu sisenemine
GAG-/- PMV-desse oli vastavalt TP ja TP10 puhul umbes 50% ja 40% madalam (joonis 6 A
ja B). Erinevalt amfipaatsetest RSP-dest, akumuleerisid arginiinirikkad RSP-d sama

efektiivselt nii metsiktiiiipi kui ka GAG-/- vesiikulitesse (joonis 6 C ja D). Samas oli
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mdnevorra intensiivsem sisenemine HS-defitsiitsetest rakkudest saadud PMV-desse (joonis 6
C jaD).
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C D
Args pTat(48-60)
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® CHOHS-/-
B CHO wt
= CHO GAG-/-

Joonis 6. RSP-de sisenemine metsiktiiiipi ja mutantsetest rakuliinidest indutseeritud
PMV-desse. PMV-dele lisati 1 uM kontsentratsioonis RSP-d ning fluorestsentsi intensiivsus
moodeti seitsmel ajapunktil 60 minuti jooksul. Tulemused on esitatud vdhemalt 3
eksperimendi keskmisena ning koos standardhidlbega. X-teljel on esitatud ajapunktid
(minutid) ning Y-teljel fluorestsentsi intensiivsus (488 nm). Térniga on toodud statistiliselt
erinev sisenemine metsiktiitipi ja GAG-/- voi HS-/- PMV-desse (p-véirtus < 0,05).

2.3.2 Gliikoosaminogliikaanide hulga vihendamine membraani pinnalt takistab
amfipaatsete RSP-de sisenemist plasmamembraani vesiikulitesse

Kuna mdlemas CHO mutantses rakuliinis on hiialuroonhapped olemas, siis ei saa
labivoolutsiitomeetria tulemuste pdhjal analiiisida hiialuroonhapete osalust RSP-de
penetreerumisel 1dbi membraani. Samuti on raske hinnata kondroitiinsulfaatide ja
heparaansulfaatide osalust RSP-de membraani labimisel, sest HS-defitsiitses CHO rakuliinis
on kiill heparaansulfaadid puudu, aga kondroitiinsulfaadid on vorreldes metsiktiitipi
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rakuliiniga kolm korda iileekspresseeritud. Antud kontekstis on keeruline spekuleerida,
millest vois olla tingitud arginiinirikaste RSP-de efektiivsem sisenemine HS-/- PMV-desse.
Sellest tulenevalt toddeldi CHO metsiktiitipi rakuliinist moodustunud vesiikuleid
hiialuronidaas VIII-ga, heparinaas I11-ga ning kondroitinaas ABC-ga (tabel 2). Peale PMV-de
erinevaid ensiliiimtootlusi hinnati esmalt vesiikulite terviklikkust negatiivsete kontrollide
FITC-dekstraani ja f1 adrenergilisest retseptorist parineva peptiidi f1A abil, mis ei ole
voimeline vesiikulitesse sisenema (Sailik jt, 2011; Pae jt, 2014). Selleks, et kontrollida
hiialuronidaas VIII ja heparinaas III kdigus efektiivset GAG-ide eemaldamist, lisati PMV-dele
Alexa Fluor 647-mirkega nisuidu aglutiniini (i. k. wheat germ agglutinin, WGA). WGA on
lektiin, mis seondub raku plasmamembraanis N-atsetiililgliikoosamiinidega ehk eelistatult
hiialuroonhapete, heparaan- ning kerataansulfaatidega (Nagata ja Burger, 1974). Kuna WGA
ei seondu N-atsetiiiilgalaktoosamiinidega, mis on iseloomulikud kondroitiin- ning
dermataansulfaatide struktuuris, siis ei saa vastavat lektiini kasutada kondroitinaas ABC

efektiivse GAG-ide eemaldamise kontrollina.

Hiuialuroonhapete rolli véljaselgitamiseks RSP-de penetratsioonis, to6deldi CHO metsiktiitipi
rakuliinist moodustunud vesiikuleid hiialuronidaas VIII-ga, mis eemaldab PMV-de
membraanilt hiialuroonhapped ning moningal maiéral kondroitiinsulfaadid ja kondroitiini
(tabel 2). Kontrollkatsetega Kinnitati, et hiialuronidaasito6tlus ei muuda PMV-de terviklikkust
(joonis 7 A-D). Ensiitimtootluse tagajarel vihenes WGA seondumine PMV-dega mérgatavalt,
kinnitades, et hiialuronidaasi mojul on vesiikulite pinnal vdhem hiialuroonhappeid (joonis 7
E-F). WGA seondumine ei ole ensiiimtodtluse jéargselt tdielikult takistatud, kuna WGA
seondub lisaks veel heparaan- ja kerataansulfaatidega ning moningal mééral ka siaalhapetega

(Bhavanandan ja Katlic, 1979), mida ensiilimto6tluse kdigus ei eemaldata.
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Joonis 7. Hiialuronidaas VIl efektiivsuse kontroll ja méju vesiikulite membraani
terviklikkusele. CHO metsiktiilipi rakkudest moodustunud PMV-sid t6ddeldi hiialuronidaas
VI1l1l-ga (1oppkontsentratsioon 2 mg/ml) 30 minutit, seejérel lisati PMV-dele Alexa Fluor 647-
margisega WGA kontsentratsioonis 1 pg/ml véi 1 uM B1A-peptiid voi 1 uM FITC-dekstraan
ning inkubeeriti 60 minutit. A, C, E — hiialuronidaasiga t66deldud PMV-d ja vastav kontroll;
B, D, F — hiialuronidaasiga t66tlemata PMV-d ja vastav kontroll; A-D vasakpoolsed paneelid
FITC; E-F vasakpoolsed paneelid AF647; A-F parempoolsed paneelid DIC kujutis. Md5t1dik
10 pm.

RSP-d lisati hiialuronidaas VIII-ga toddeldud PMV-dele kontsentratsioonis 1 puM ning
peptiidide sisenemist vesiikulitesse hinnati konfonkaalmikroskoobiga 60 minuti jooksul.
Eksperimentidest selgus, et hiialuronidaas VIIlI vihendas molema amfipaatse RSP (TP10 ja
TP) sisenemist vesiikulitesse maérgatavalt (joonis 8 A-D), seevastu ei mdjutanud
ensiitimtootlus arginiinirikaste RSP-de [Argy ja pTat(48-60)] akumuleerumist vesiikulitesse
(joonis 8 E-H).
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Joonis 8. Hiialuronidaas VIII tootluse méju RSP-de sisenemisele plasmamembraani
vesiikulitesse. CHO metsiktiitipi rakkudest parinevaid PMV-sid t66deldi hiialuronidaas VIII-
ga (1oppkontsentratsioon 2 mg/ml) 30 minutit ning lisati 1 uM RSP ja inkubeeriti 60 minutit.
A, C, E, G — hiialuronidaasiga toddeldud PMV-d ja RSP; B, D, F, H — to6tlemata PMV-d ja
RSP; A-H vasakpoolsed paneelid FITC; A-H parempoolsed paneelid DIC kujutis. Mo6tloik
10 pm.

Jargmisena uuriti, kuidas mdjutavad heparaansulfaadid RSP-de sisenemist PMV-desse,
toodeldes CHO metsiktiiiipi rakkudest indutseeritud PMV-sid heparinaas 1ll-ga (tabel 2).
Kontrollkatsete abil niidati, et ensiitim ei kahjusta vesiikulite membraani: FITC-dekstraan
ning B1A-peptiid ei sisenenud téodeldud PMV-desse (joonis 9 A-D). Alexa Fluor 647-
markega WGA fluorestsentsi signaal langes heparinaas I11-ga to6deldud PMV-des, kinnitades,
et ensiiimtodtluse mojul on PMV-de pinnal vihem heparaansulfaate (joonis 9 E-F). WGA
seondumine pole ensiiiimtéodeldud PMV-de puhul téiesti takistatud, kuna WGA seondub ka

hiialuroonhapete ja kerataansulfaatidega, mida heparinaas III to6tlusega ei eemaldata.
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Joonis 9. Heparinaas 111 efektiivsuse kontroll ning méju vesiikulite membraani
terviklikkusele. CHO metsiktiiiipi rakkudest moodustunud PMV-sid t66deldi heparinaas I11-
ga (1oppkontsentratsioon 1 1U/ml) 60 minutit, seejarel lisati PMV-dele Alexa Fluor 647-
margisega WGA kontsentratsioonis 1 pg/ml voi 1 uM B1A-peptiid voi 1 uM FITC-dekstraan
ning inkubeeriti 60 minutit. A, C, E — heparinaas 11l to6deldud PMV-d ja vastav kontroll; B,
D, F — tootlemata PMV-d ja vastav kontroll; A-D vasakpoolsed paneelid FITC; E-F
vasakpoolsed paneelid AF647; A-F parempoolsed paneelid DIC kujutis. Mo6t1oik 10 um.

Heparinaas I11-ga t66deldud PMV-dele lisati 1 uM kontsentratsioonis RSP-d ning peptiidide
sisenemist  vesiikulitesse  hinnati  konfonkaalmikroskoobiga 60 minuti  jooksul.
Eksperimentidest selgus, et heparinaas I1I ei mojuta amfipaatsete ega ka arginiinirikaste RSP-

de vesiikulitesse kontsentreerumisefektiivsust (joonis 10).
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Joonis 10. Heparinaas III tootluse méju RSP-de sisenemisele plasmamembraani
vesiikulitesse. CHO metsiktiiiipi rakkudest parinevaid PMV-sid toddeldi heparinaas Il1-ga
(Idppkontsentratsioon 1 IU/ml) 60 minutit. Seejdrel lisati PMV-dele 1 uM RSP ning
inkubeeriti 60 minutit. A, C, E, G — heparinaas Il to6deldud PMV-d ja RSP; B, D, F, H —
tootlemata PMV-d ja RSP; A-H vasakpoolsed paneelid FITC; A-H parempoolsed paneelid
DIC kujutis. Mo6tloik 10 pm.

Kondroitiinsulfaatide osaluse viljaselgitamiseks RSP-de penetratsioonis téodeldi CHO
metsiktiitipi PMV-sid kondroitinaas ABC-ga, mis eemaldab vesiikulite pinnalt
kondroitiinsulfaadid, dermataansulfaadid ning iilivihesel méadral hiialuroonhapped (tabel 2).
Kontrollkatsetega kinnitati, et ensiitimto6tlus ei kahjusta vesiikulite membraani, kuna f1A-

peptiid ja FITC-dekstraan ei paasenud ka peale to6tlust PMV-desse (joonis 11).

33



+ kondroitinaas ABC - kondroitinaas ABC

B1a

FITC-
dekstraan

g * X N ]

s

Joonis 11. Kondroitinaas ABC méju vesiikulite membraani terviklikkusele. CHO
metsiktiitipi  rakkudest moodustunud PMV-sid toddeldi  kondroitinaas ABC-ga
(Idppkontsentratsioon 2 1U/ml) 60 minutit. Seejérel lisati PMV-dele 1 uM B1A-peptiid voi 1
uM FITC-dekstraan ning inkubeeriti 60 minutit. A, C — kondroitinaas ABC t66deldud PMV-d
ja vastav kontroll; B, D — to6tlemata PMV-d ja vastav kontroll; A-D vasakpoolsed paneelid
FITC; A-D parempoolsed paneelid DIC kujutis. Mo6tldik 10 pm.

Kondroitinaas ABC-ga toodeldud PMV-dele lisati 1 uM kontsentratsioonis RSP-d ning
analtiiisiti konfonkaalmikroskoobiga 60 minuti jooksul. Eksperimentidest selgus, et vastavate
GAG-ide eemaldamine ei mojutanud arginiinirikaste RSP-de akumuleerumist vesiikulitesse
(joonis 12 E-H). Amfipaatsete RSP-de puhul oli tuvastatav viga vihene TP vesiikulitesse

sisenemise efektiivsuse langus (joonis 12 A ja B).
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Joonis 12. Kondroitinaas ABC tootluse méju RSP-de sisenemisele plasmamembraani
vesiikulitesse. CHO metsiktiilipi rakkudest parinevaid PMV-sid téodeldi kondroitinaas ABC-
ga (Ioppkontsentratsioon 2 IU/ml) 60 minutit. Seejdrel lisati PMV-dele 1 uM RSP ning
inkubeeriti 60 minutit. A, C, E, G — kondroitinaas ABC t66deldud PMV-d ja RSP; B, D, F, H
— tootlemata PMV-d ja RSP; A-H vasakpoolsed paneelid FITC; A-H parempoolsed paneelid
DIC kujutis. Mo6tloik 10 pm.

Selleks, et kvantitatiivselt hinnata RSP-de kontsentreerumist ensiiimtéddeldud ja tootlemata
PMV-desse, moddeti AutoQuant X3 arvutiprogrammi abil vesiikulitesse akumuleerunud
peptiidide fluorestsentsi keskmist intensiivsust. Vahemalt kolmest erinevast ensiiimtdotluse
eksperimendist (hiialuronidaas VIII, heparinaas Ill, kondroitinaas ABC) analiiiisiti iga RSP
kohta kokku 80 vesiikulit, millel moodeti keskmine peptiidi fluorestsentsi intensiivsus PMV
pindala ithiku kohta. Kdige drastilisem ensiiimtootluse efekt oli hiialuronidaas VIII-ga, mis
programmi abil mdddetult vdhendas amfipaatsete RSP-de (TP10 ja TP) sisenemist PMV-
desse vastavalt 70% ja 79% (p-vaartus < 0,05) (joonis 13, TP10 ja TP oranzid tulbad). PMV-

de fluorestsentsi kvantifitseerimine néitas, et See ensiiiim arginiinirikaste RSP-de [pTat(48-60)
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ja Argg] akumuleerumist vesiikulitesse ei mojutanud (p-vaartus > 0,05) [joonis 13, pTat(48-
60) ja Argy oranzid tulbad]. Kondroitinaas ABC mojul vdhenes TP kontsentreerumine
ensiiimtoddeldud PMV-desse umbes 24%, kuid tulemus ei olnud statistiliselt oluline (p-
vagrtus > 0,05) (joonis 13, TP rohelised tulbad). Ulejisinud RSP-de puhul [TP10, pTat(48-60),
Argo] oli kondroitinaas ABC moju peptiidide vesiikulitesse akumuleerumisele véga viike,
vastavalt 7%, 2% ja 1% (p-vaartus > 0,05). Heparinaas III vahendas pTat(48-60) sisenemist
PMV-desse umbes 21%, ent erinevus ei olnud statistiliselt oluline (p-vaartus > 0,05) [joonis
13, pTat(48-60) sinised tulbad]. Heparinaas III ei avaldanud statistiliselt olulist moju ka
tilejadnud RSP-dele (TP10, TP ja Argy), mille sisenemine vihenes vastavalt 13%, 9% ja 9%
(p-vaartus > 0,05).
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Joonis  13. Kvantitatiivne hinnang RSP-de sisenemisele ensiiiimtoodeldud
plasmamembraani  vesiikulitesse.  Vdhemalt kolmest erinevast ensiiiimtodtluse
eksperimendist (hiialuronidaas V111, heparinaas 11l ja kondroitinaas ABC) analiiiisiti iga RSP
kohta kokku 80 vesiikuli fluorestsentsi intensiivsus. X-teljel on esitatud rakku sisenevad
peptiidid ning Y-teljel on keskmine peptiidi fluorestsentsi intensiivsus PMV-s pindala tihiku
kohta.

2.3.3 PMV-de pinnalt gliikoosaminogliikaanide eemaldamine ei mdjuta gransiiiim B
sisenemist plasmamembraani vesiikulitesse

Antud t66s uuriti ka erinevate gliikkoosaminogliikaanide rolli gransiiim B sisenemises
plasmamembraani vesiikulitesse. Selleks toddeldi CHO metsiktiilipi rakuliinist moodustunud
vesiikuleid hiialuronidaas VIII-ga, heparinaas Ill-ga ning kondroitinaas ABC-ga (tabel 2),
seejarel lisati PMV-de suspensioonile Alexa Fluor 488-fluorestseeruva mirgisega gransiiim

B (grnB) 16ppkontsentratsiooniga 0,3 pM.
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Nii heparinaas III, kondroitinaas ABC kui ka hiialuronidaas VIII puhul vastavate GAG-ide

eemaldamine gransiiim B akumuleerumist vesiikulitesse ei mdjutanud (joonis 14).

+ ensiilimtootlus - ensiilimtootius
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Joonis  14. Gransiiim B sisenemine ensiiiimtoodeldud ning tootlemata
plasmamembraani vesiikulitesse. CHO metsiktiiiipi rakkudest parinevaid PMV-sid t66deldi
heparinaas 111, kondroitinaas ABC ja hiialuronidaas VIlI-ga. Seejérel lisati PMV-dele 0,3 uM
gransiiim B (grnB) ning inkubeeriti 60 minutit. A, C, E — vastava ensiiimiga t66deldud
PMV-d ja grnB; B, D, F — té6tlemata PMV-d ja grnB; A-F vasakpoolsed paneelid FITC; A-F
parempoolsed paneelid DIC kujutis. Mo6tldik 10 pm.
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2.4 Arutelu

Rakku sisenevad peptiidid (RSP-d) on alla 30 aminohappejadgi pikkused jéarjestused, mis on
voimelised 1dbima erinevaid bioloogilisi membraane, sealjuures ka erinevate lastmolekulidega
seotuna. RSP-d sisenevad rakkudesse kas erinevate endotsiitootiliste radade kaudu voi otse
1abi membraani liikumise ehk penetratsiooni teel. Samuti pole tidpselt selge, millised

plasmamembraani komponendid vahendavad RSP-de interaktsioone rakumembraaniga.

Gransiiimid on rakkudes apoptoosi esile kutsuvad seriinproteaasid (Metkar jt, 2002).
Arvatakse, et gransiiimide transporti rakkudesse vahendab poore moodustav perforiin, ent
nende sisenemismehhanismides on veel paljugi ebaselget (Keefe jt, 2005; Thiery jt, 2011,
Metkar jt, 2015). Kuna gransiitimid on tugeva katioonse laenguga, siis interakteeruvad nad ka
negatiivselt laetud proteogliikaanidega, mis arvatavasti soodustavad gransiilimide sisenemist

rakkudesse (Metkar jt, 2002; Raja jt, 2005).

Gliikoosaminogliikaanid (GAG-id) on raku pinnal paiknevad poliisahhariidid, mis osalevad
erinevates raku bioloogilistes protsessides, vahendades mitmete molekulide voogu ja
funktsioone. GAG-ide rohkuse ning negatiivse laengu tttu voib arvata, et nad interakteeruvad
positiivselt laetud RSP-de ja gransiiimidega enne viimaste sisenemist rakkudesse. Sellest
tulenevalt oli kdesoleva t66 eesmargiks uurida, kas ja millised glitkoosaminogliikaanid (GAG-
id) mojutavad erinevate rakku sisenevate peptiidide (RSP-de) ning rakus apoptoosi
indutseeriva valgu gransiiim B penetreerumist 1dbi plasmamembaani, kasutades
mudelsiisteemina  plasmamembraani  vesiikuleid  (PMV-sid). PMV-des puuduvad
rakuenergiast soltuvad protsessid (sealhulgas endotsiitoos), mistdttu voimaldab antud siisteem
keskenduda vaid penetratsiooni uurimisele. Kunstlikud membraansiisteemid on tihtipeale liiga
lihtsustatud koostisega, see-eest on PMV-d rakumembraanile vdga sarnased, mis voimaldab
uurida RSP-de interaktsioone membraaniga rakkudele vdga sarnases siisteemis. Antud t60s
kasutati PMV-de indutseerimiseks ja GAG-ide osaluse hindamiseks metsiktiiiipi ja kahte
erinevat GAG-mutantset Hiina hamstri munasarja rakuliini (i. k. Chinese hamster ovary cells,
CHO). Lisaks analiiiisiti RSP-de ning gransiiiim B sisenemist PMV-desse, mille pinnalt
eemaldati enstiimtootluse kéigus kindlad gliikkoosaminogliikaanid. Tulemusi analiiiisiti

labivoolutsiitomeetria ja konfonkaalmikroskoopia abil.

Varem on ndidatud, et raku pinna GAG-ide puudumine vOib mdjutada erinevate
arginiinirikaste RSP-de sisenemist rakkudesse (Tyagi jt, 2001; Fuchs ja Raines, 2004; Richard
jt, 2005). Marksa viahem on aga uuritud amfipaatsete RSP-de GAG-soltuvaid interaktsioone ja

nende rolli peptiidide sisenemisel rakkudesse (Verdurmen jt, 2013). Veelgi vihem on aga
38



uuritud GAG-ide osalust RSP-de translokatsioonis, mistdttu ei ole ka teada, kui suur on nende
poliisahhariidede osalus RSP-de penetreerumisel 1ibi membraani. Neist teadmistest 1dhtudes
analiiiisiti labivoolutsiitomeetri abil arginiinirikaste ning amfipaatsete RSP-de sisenemist
erinevatesse GAG-mutantsetest ning metsiktiiiipi rakkudest moodustunud PMV-desse, et
hinnata raku pinna poliisahhariidide osalust peptiidide penectreerumisel 1dbi membraani.
Amfipaatsed RSP-d (TP ja TP10) sisenesid maérgatavalt halvemini GAG-defitsiitsetesse
(GAG-/-) PMV-desse vorreldes akumuleerumisega heparaansulfaat-defitsiitsetesse (HS-/-) ja
metsiktiitipi PMV-desse. Arginiinirikkad RSP-d [pTat(48-60) ja Arge] kontsentreerusid
moningal médral paremini HS-/- vesiikulitesse vorreldes GAG-/- ja metsiktiiiibiga ning
viimase kahe puhul oli sisenemisefektiivsus vOrdvéddrne. Tulemustest voib jdreldada, et
amfipaatsed RSP-d interakteeruvad enne membraani labimist glitkoosaminogliikaanidega, mis
muudavad nende sisenemise efektiivsuse vesiikulitesse paremaks. Arginiinirikkad RSP-d aga
membraani penetratsioonil arvatavasti gliikoosaminogliikaane ei vaja. Labivoolutsiitomeetria
tulemuste pdhjal on aga keeruline seletada, millest vdis olla tingitud arginiinirikaste RSP-de
moningane efektiivsem sisenemine HS-/- PMV-desse, kas heparaansulfaatide puudumisest
voi kondroitiinsulfaatide tilekiillusest, sest CHO HS-/- rakuliinil on kiill heparaansulfaadid
puudu, ent kondroitiinsulfaadid on vorreldes metsiktiiipi rakuliiniga kolm korda
ileekspresseeritud. Samuti on raske tdlgendada RSP-de penetratsioonis hiialuroonhapete
osalust, kuna molemas GAG-mutantses rakuliinis on hiialuroonhapped olemas. Sellest
tulenevalt t66deldi CHO metsiktiitipi rakuliinist moodustunud PMV-sid erinevate
ensiiimidega (htialuronidaas V111, heparinaas Ill, kondroitinaas ABC), et vastavalt hinnata
hiialuroonhapete, heparaansulfaatide ja kondroitiinsulfaatide osalust RSP-de penetreerumisel
plasmamembraani vesiikulitesse. Eksperimentides kasutatud ensiitimidest oli hiialuronidaas
ainus, mille puhul vihenes amfipaatsete RSP-de sisenemine ensiitimtoodeldud PMV-desse
drastiliselt. Kuigi hiialuronidaas eemaldab vesiikulite pinnalt ka véhesel maééral
kondroitiinsulfaadid, vO0ib eeldada, et molema amfipaatse RSP PMV-desse sisenemise
efektiivsus soltub suurel méadral just hiialuroonhapetest, kuna kondroitinaas ABC td6tluse
jargselt ei vidhenenud nimetatud RSP-de sisenemine enstiiimtoodeldud PMV-desse.
Hiialuroonhape ehk hiialuronaan koosneb kuni 1000 jérjestikku paiknevast disahhariidist,
olles teistest GAG-ahelatest tunduvamalt pikem (Ernst jt, 1995). Lisaks vdivad iilejaanud
GAG-id hiialuronaani kiilge 14bi kinnitusvalkude ka massiliselt seonduda (Ernst jt, 1995).
Sellest tulenevalt voib eeldada, et hiialuronidaasitootluse jargselt eemaldatakse ka need GAG-
ahelad, mis olid hiialuroonhappe kiiljes, mistottu voib amfipaatsete RSP-de penetreerumine
1abi membraani soltuda pigem GAG-ide tildkogusest kui konkreetsest GAG-ahelast. Kuigi

GAG-id  koosnevad  erinevatest  korduvstruktuuridest  (galaktoos,  uroonhapped,
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aminosuhkrud), siis on nende molekulaarne koostis {isna sarnane (Ernst jt, 1995), mistottu ei
tarvitse esineda amfipaatsete RSP-de seondumisel GAG-idega kindlaid eelistusi ning nende
penetreerumine sdltub pigem GAG-ide {ildisest kogusest. Seda kinnitavad ka
labivoolutsiitomeetria tulemused kui nimetatud RSP-d kontsentreerusid GAG-defitsiitsetest
rakkudest parinevatesse vesiikulitesse vdahem kui metsiktiitipi PMV-desse. Kuigi GAG-/-
rakuliinis on hiialuroonhapped olemas, ei siinteesita seal ksiiloostransferaasi mutatsiooni t3ttu
teisi GAG-ahelaid, mistottu on ka iildine GAG-ide hulk vdiksem ning sellest tulenevalt
kontsentreerusid amfipaatsed RSP-d GAG-/- vesiikulitesse vihem. Ukski ensiiiimtootlus ei
mojutanud  arginiinirikaste = RSP-de  penetreerumist PMV-desse, olles kooskolas
ldbivoolutsiitomeetria tulemuste ja jareldustega, et arvatavasti glilkoosaminogliikaanid
arginiinirikaste RSP-de penetreerumisel olulist rolli ei oma. Voimalik, et arginiinirikkad RSP-
d vajavad enne ldbi membraani litkumist seondumist pigem mingi valgulise komponendiga,

mis seejérel holbustab nende sisenemist vesiikulitesse (Pae jt, 2014).

Inimese gransiiim B on 32 kDa molekulmassiga apoptoosi esile kutsuv valk (Poe, 1991;
Metkar jt, 2002). Kuigi gransiiimid sisenevad rakku membraani kahjustamata, on nende
taielik arusaam rakumembraaniga seondumise komponentidest ja sisenemismehhanismidest
veel puudulik. Meie kasutatud mudelsiisteem vdimaldab samaaegselt uurida gransiilimide
interaktsioone gliikkoosaminogliikaanidega ja hinnata nende 1dbi membraani litkumist
sOltumata raku energeetilistest protsessidest. Eksperimentaalses osas toddeldi CHO
metsiktiitipi rakuliinist moodustunud PMV-sid erinevate ensiitimidega (hiialuronidaas VIII,
heparinaas 111, kondroitinaas ABC), et analiiiisida vastavate GAG-ide osalust gransiiim B

penetreerumisel 14bi membraani.

Varasemalt on néidatud, et gransiimid vdivad interakteeruda eelistatult nende
proteogliilkaanidega, mille struktuuris on esindatud kondroitiinsulfaadid  ning
heparaansulfaadid/hepariin (Metkar jt, 2002; Kolset ja Pejler, 2011). Meie tulemused aga
nditasid, et kondroitiin- vOi heparaansulfaatide eemaldamine ei mojuta gransiiim B
penetreerumist 1&bi membraani, viidates, et gransiilimide sisenemisefektiivsus vesiikulitesse ei
soltu konkreetsest GAG-ahelast. Hiialuronidaasitootlus, mis eemaldab vesiikulite pinnalt
hiialuroonhapped ning vahesel médral ka kondroitiinsulfaadid, ei mojutanud samuti gransiitim
B akumuleerumist vesiikulitesse. Kuna GAG-ide korvaldamine ei vihendanud gransiiim B
penetratsioonivoimet vesiikulitesse, siis on voimalik, et gransiiiimide sisenemist vahendavad
hoopis teised raku pinna komponendid, mistottu vajab gransiiiimide sisenemisemehhanismide

viljaselgitamine veel tdiendavat uurimist.
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KOKKUVOTE

Rakku sisenevad peptiidid (RSP-d) on kuni 30 aminohappejaéagist koosnevad jérjestused, mis
on voimelised ldbima bioloogilisi membraane ilma nende barjdérifunktsiooni kahjustamata,
mistottu on RSP-d biotehnoloogilistel ning meditsiinilistel eesmérkidel perspektiivsed
transportvektorid. Arvatakse, et RSP-d seonduvad elektrostaatiliste interaktsioonide
vahendusel raku pinna gliikkoosaminogliikaanidega (GAG-idega), millele jargneb RSP-de
internalisatsioon rakku kas erinevate endotsiitoosi radade vahendusel voi rakuenergiast
soltumatult 14bi membraani penetreerumise ehk translokatsiooni teel. Vaatamata rohketele
uuringutele, puudub senini veel {ihene arusaam, kas GAG-id vdiksid osaleda RSP-de

penetreerumismehhanismis.

Kéesolevas t60s hinnati gliikoosaminogliilkaanide rolli RSP-de penetreerumisel 1dbi
bioloogiliste membraanide, kasutades mudelsiisteemina plasmamembraani vesiikuleid (PMV-
sid). Antud mudel vdimaldab uurida GAG-sdltuvaid interaktsioone ilma endotsiitoosi
osaluseta rakkudele sarnases siisteemis. PMV-de indutseerimiseks kasutati kolme Hiina
hamstri munasarja rakuliini (i. k. Chinese hamster ovary cells, CHO), millest kaks neist olid
spetsiifiliste GAG-ahelate defitsiitsed mutandid. Lisaks analiiiisiti RSP-de sisenemist PMV-

desse, mille pinnalt eemaldati ensiitimtootluse kdigus erinevad glitkoosaminogliikaanid.

Granstiimid on rakkudes apoptoosi esilekutsuvad valgud, mis on samuti vdimelised
interakteeruma teatud proteoglilkaanidega ning liikuma 1dbi membraani penetratsiooni teel.
Antud t66s kasutatud mudelsiisteem vOimaldab samaaegselt hinnata gransiiiimide
interaktsioone gliilkoosaminogliikaanidega ja seejdrel uurida nende penetratsioonivdoimet

plasmamembraani vesiikulitesse.

Kéesoleva t66 tulemuste pohjal voib RSP-d jaotada kahte gruppi: amfipaatsed RSP-d (TP ja
TP10), mille vesiikulitesse penetreerumine soltub suuresti raku pinna GAG-idest ning
arginiinirikkad RSP-d [pTat(48-60) ja Argg], mis membraani ldbimisel arvatavasti
glilkoosaminogliikaane ei vaja. Lisaks niitasid tulemused, et gransiiim B suudab ldbida
PMV-de membraane, kuid nende penetratsioon ei sdltu GAG-ide olemasolust rakumembraani

pinnal.
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The role of glycosaminoglycans in the translocation of cell penetrating

peptides into plasma membrane vesicles

Laura Liivamagi

SUMMARY

Cell penetrating peptides (CPPs) generally consist of up to 30 amino acids and have the
capacity to cross the cell membrane in a non-invasive way. Therefore, CPPs can be used for
cellular delivery of various cargoes, that have high biotechnological and biomedical potential.
Because of CPPs cationic charge, they are prone to establish electrostatic interactions with
anionic membrane components, like glycosaminoglycans (GAGS). Interactions with GAGs
could promote the uptake of CPPs via different pathways of endocytosis or direct penetration
through the plasma membrane (translocation). Despite the extensive research, it is still not

clear whether GAGs participate in CPPs uptake via translocation.

The present study focused on the role of cell surface glycosaminoglycans in the uptake of
CPPs via penetration using plasma membrane vesicles (PMVs). PMVs are derived from cell
membrane and therefore their membrane composition is very similar to the plasma membrane.
Since PMVs don’t contain any organelles, there are no energy-driven processes, resulting in a
good model system for studying penetration without the interference of endocytosis. To study
the role of GAGs, PMVs were derived from three different Chinese hamster ovary cell lines
and two of them were deficient in specific GAG(s). Enzymatic treatments of PMVs were also
performed to further examine the involvement of specific GAG class in the penetration of
CPPs.

In addition to CPPs, we studied the interactions of apoptosis-inducing protein granzyme B

with GAGs during penetration across the plasma membrane.

Based on the results, the examined CPPs can be divided into two groups: amphipathic CPPs
(TP and TP10), whose penetration is more dependent on the quantity of the cell surface GAGs
rather than a specific GAG chain type, and arginine-rich CPPs [pTat(48-60) and Argo], which
can penetrate across the cell membrane independent of GAGs. Similarly to CPPs, granzyme B
was able to translocate through the PMVs membrane, but it did not require interactions with

cell surface glycosaminoglycans.
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