TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TEHNOLOOGIATEADUSKOND
TEHNOLOOGIA INSTITUUT

Kadi-Liis Veiman
Rakku sisenev peptiid, PepFect14, efektiivseks geeni transpordiks in vitro ja in vivo
tingimustes

Magistritoo

Juhendajad PhD Taavi Lehto,
Prof. Ulo Langel

TARTU 2013



SISUKORD

SISUKORD
KASUTATUD LUHENDID
SISSEJUHATUS
1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Geeniekspressiooni regulatsioon nukleiinhapete vahendusel
1.1.1. Geeniteraapia
1.1.2. Geenide vaigistamine
1.1.3. Geeni funktsiooni taastamine
1.2. Bioloogilised barjdirid mitteviraalsel geeni transpordil
1.2.1. Ekstratsellulaarsed barjdarid
1.2.2. Intratsellulaarsed barjaarid
1.3. Geneetilise materjali transport
1.3.1. Viraalsed vektorid
1.3.2. Mitteviraalsed vektorid
1.4. Rakku sisenevad peptiidid
1.4.1. Rakku sisenemise mehhanism
1.4.2. Endosomaalne kinnijidmine ning vabanemine
1.4.3. Transportaan ja tema analoogid
1.4.4. PepFect14 pDNA transpordiks
2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1. Too eesmargid
2.2. Materjalid ja metoodika
2.2.1. Peptiidi siintees
2.2.2. Nanopartiklite moodustamine ja analiiiis
2.2.3. Nanopartiklite disintegratsiooni analiiiis
2.2.4. Nanopartiklite pinnalaengu ja hiidrodiinaamilise diameetri modtmine
2.2.5. Kasutatud rakuliinid
2.2.6. Plasmiidi in vitro transport
2.2.7 SCARA retseptorite inhibitsioon
2.2.8. Spektrofluoromeetriline analiiiis
2.2.9. Labivoolutsiitomeetria
2.2.10. Rakkude elulemuse midaramine
2.2.11. Nanopartiklite transport in vivo
2.3. Tulemused

O © o0 9 9 SN BN

NI ST SIS N " S L S I S S S T S SR S S L o o i e e e
[\CIEENoRNo S RN B SR Y I 7> B 'S B\ B S R T @ I e e e L Y T N L " = R )



2.3.1. Nanopartiklite iseloomustamine
2.3.2. Nanopartiklite bioloogiline aktiivsus
2.3.3. Nanopartiklite rakkudesse sisenemise mehhanism

2.3.4. Nanopartiklite vahendatud geeniekspressioon erinevates rakuliinides.

2.3.5. Nanopartiklite geeniekspressioon raskesti transfekteeritavates rakuliinides.

2.3.6. Nanopartiklite vahendatud geeniekspressiooni kirjeldamine
2.3.7. Pegiileeritud nanopartiklite iseloomustamine
2.3.8. Geenitransport pegiileeritud nanopartiklitega
2.4. Arutelu
KOKKUVOTE
SUMMARY
TANUSONAD
KASUTATUD KIRJANDUSE LOETELU
LISAD
LISA 1
LISA 2
LIHTLITSENTS

29
31
33
35
36
37
39
40
42
45
46
47
48
52
52
53
65



KASUTATUD LUHENDID

AH
CHO
CcQ
CR
CS
DLS
DS
ECM
EMA
EtBr
FACS

FBS
Fuc

Gal
HEK?293
Lv
LF2000
MEF
mES
MPS
MQ
NH
nsPF14
ON
pAntp
PBS
pDNA
pEGFP

PEI
PF

Aminohape

Chinese hamster ovary cells, hiina hamstri munasarja rakud
Chloroquine; klorokviin, endosomoliititiline reagent

Charge ratio, laengu suhe.

Chondproitin sulfate, kondroitiinsulfaat

Dynamic light scattering, footonkorrelatsiooni spektroskoopia
Dextrane sulfate, dekstraansulfaat

Extracllular matrix, ekstratsellulaarne maatriks

Euroopa meditsiini agentuur

Etiidiumbromiid

Fluorescence activated cell sorter, fluorestsentsi poolt aktiveeritav rakkude
sorteerija

Fetal bovine serum, veise looteseerum

Fucoidan, fukoidaan

Galactose, galaktoos

Human embryonic kidney cells, inimese embriionaalsed neerurakud
Intravenoosne manustamine

Lipofectamine™ 2000

Mouse embryonic fibroplasts, hiire embriionaalsed fibroplastid

Mouse embryonic stem cells, hiire embriionaalsed tiivirakud
Mononuclear phagocytic system, mononukleaarsete fagotsiiiitide siisteem
Deionoseeritud vesi

Nukleiinhape

Not stearylated PepFectl4, steariililrihmata PepFect14

Oligonukleotiid

Penetratiin

Phosphate buffered saline, fosfaat-puhverdatud soola lahus

Plasmiidne DNA

Enhanced green fluorescent protein, voimendatud roheliselt fluorestseeruvat
valku kodeeriv plasmiidne DNA

Poliietiileenimiin

PepFect-id, transportaan10-1 pohinevad modifitseeritud rakku sisenevad

peptiidid



PF14
PF3
PF6
pGL3
Pol C
Pol I

siRNA
SKO
TP
TP10
U208
usg7
UT

PepFect14

PepFect3

PepFect6

Lutsiferaasi kodeeriv plasmiidne DNA

Polycytidylic acid, poliitsiitidiitilhape

Polyinosinic acid, poliiinosiinhape

Inimese skeletilihase rakuliin

Relative fluoresence unit, suhteline fluorestsentsi {ihik
Relative light unit, suhteline valguse iihik

RNA interferents

Rakku sisenev peptiid

Class A Scavenger receptors, klass A Scavenger retseptorid
Severe Combined Immunodeficiency, raske kombineeritud
immuunpuudulikkus

Small interfering RNA

Splaissingut korrigeerivad oligonukleotiidid

Transportaan

Transportaan10

Human osteosarcoma cells, inimese osteosarkoomi rakud
Human glioblastoma cells, inimese glioblastoomi rakud

Untreated, tootlemata rakud



SISSEJUHATUS

Viimaste aastakiimnete saavutused inimese genoomi téielikus sekveneerimises ja
personaalmeditsiini  védljatdotamisel on voOimaldanud identifitseerida rohkesti seoseid
mutatsioonide ning nende poolt pohjustatud vigase geeniekspressiooni vahel. See on viinud
mitmete meetodite viljatootamisele, mis voimaldavad reguleerida geeniekspressiooni
molekulaarsel tasemel. Uheks strateegiaks on nukleiinhapetel (NH) ning nende analoogidel
pohinevad  tehnoloogiad, mis  vOimaldavad  efektiivselt  reguleerida  vigaseid
geeniekspressiooni tasemeid rakkudes.

Geneetilise materjali toimetamine sihtpunkti eeldab mitmete rakusiseste ja rakuvéliste
barjddride iiletamist. Ainult viga madala molekulmassiga ning neutraalsed osakesed suudavad
rakumembraani lidbida passiivse difusiooni teel, suuremad makromolekulid peavad kasutama
selleks aktiivset transporti. Rakkudesse viidav funktsionaalne geen sisestatakse tavaliselt
bakteriaalse paritoluga pasmiidi (pDNA), kuid flisikokeemiliste omaduste tottu on tema rakku
sisenemine piiratud ning bioloogilise aktiivsuse saavutamiseks on vajalik kasutada
transportvektoreid.

Nukleiinhapete transportimisel kasutatavad vektorid on vOimalik jagada vastavalt
nende pdéritolule kaheks — viraalsed ning mitteviraalsed vektorid. Viraalsete vektorite
pohiliseks eeliseks on vidga efektiivne geneetilise materjali viimine rakkudesse, kuid
patogeense pdritolu tottu on nende kasutamine alati seotud potentsiaalsete korvaltoimetega,
lisaks pole nad sobivad lithikeste siinteetiliste oligonukleotiidide (ON) transprordiks. See on
viinud mitteviraalsete vektorite véljatodtamisele, mis on tavaliselt siinteetilised, katioonse
iseloomuga materjalid, mille pdhiliseks omaduseks on kondenseerida pDNA-d
nanosuurusteks partikliteks. On ndidatud, et mitteviraalsed vektorid on enamasti ohutumad,
kuid mitte nii efektiivsed kui viraalsed vektorid.

Uks vdimalikke lahendusi sellele kesksele probleemile vdib olla 5-40 aminohapet
(AH) pikad peptiiddsed iihendid, rakku sisenevad peptiidid (RSP), mis suudavad nii
rakukultuuris kui ka loomsetes mudelites rakkudesse toimetada vdga erinevaid bioloogilisi
ithendeid, seal hulgas nukleiinhappeid. Antud t66 eesmirk on uurida, kas splaissingut
korrigeerivate oligonukleotiidide (SKO) transpordi jaoks vélja tootatud RSP, PepFectl4
(PF14) on voimalik kasutada pDNA transpordiks, seejirel iseloomustada nende komplekside
fiisikokeemilisi omadusi ning vektori vahendatud geeniekspressiooni erinevates rakuliinides,
samuti vilja selgitada rakku sisenemise mehhanismid ning saada esmakordselt aimu PF14-
vahendatud NH-de transpordist in vivo. T60s esitatud katsed viidi ldbi Tartu Ulikooli

Tehnoloogiainstituudi molekulaarse biotehnoloogia laboris.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Geeniekspressiooni regulatsioon nukleiinhapete vahendusel
Nukleiinhapetel ning nende analoogidel on suur potentsiaali ravida mitmeid haigusi, mis on
pOhjustatud vigasest geeniekspressioonist voi selle puudumisest, niiteks tsiistiline fibroos,
Parkinsoni tobi ning erinevad vdhi vormid (Griesenbach jt., 2004; Burton jt., 2003; Kerr,
2003). Geneetiline materjal toimetatakse defekte kandvatesse rakkudesse voi kudedesse, kus
ta voimaldab taastada voi1 vaigistada vigaste geenide ekspressiooni tasemeid (Glover jt., 2005).
Vastavalt nukleiinhapete terapeutilisele efektile vOib geneetilise materjali
regulatsiooni jagada kolmeks (Lehto jt., 2011 a; joonis 1):
e vigase geeni asendamine funktsionaalsega, kasutades geneetilise materjali
transpordiks viraalseid voi mitteviraalseid vektoreid;
e defekte pohjustavate geenide post-transkriptsiooniline vaigistamine RNA
interferents (RNA1) tehnoloogiat kasutades;
e geeni funktsiooni modifikatsioon SKO-de vahendusel, mis vOimaldab

mojutada pre-mRNA splaissingut;

Joonis 1. Erinevad voimalused geeniekspressiooni regulatsiooniks: A — nukleiinhapete
transport rakku, kasutades rekombinantseid viiruseid; B — plasmiidi toimetamine rakutuuma;
C — geeni ekspressiooni regulatsioon splaissingut korrigeerivate oligonukleotiidide
vahendusel; D — geenide vaigistamine RNAi-1 pohinevat tehnoloogiat kasutades (Lehto jt.,

2011 a).



1.1.1. Geeniteraapia

Euroopa Meditsiiniagentuur (EMA) defineerib geeniteraapiaks kasutatavad nukleiinhappe
molekulid kui bioloogilised ravimid, mis vastavad jargmistele kriteeriumitele:

a) nad sisaldavad ravitoimena rekombinantseid nukleiinhappeid, mis manustatakse
inimorganismi eesméirgiga reguleerida, parandada, asendada, lisada vo1 kustutada
geneetilisi jirjestusi;

b) nende raviv, ennetav vOi diagnostiline efekt on seotud otseselt rekombinantsete
nukleiinhapete jirjestusega voi nende poolt ekspresseeritud produktiga (Wirth ja Yla-
Herttuala, 2013).

Mitmed geneetilised hiired ja erinevad véhitiitibid on pohjustatud defektidest geenides, mille
tagajirjel voib selle kadunud funktsionaalsus viia tdsiste komplikatsioonide vilja
kujunemiseni. Funktsionaalse geeni transport rakkudesse vdimaldab taastada fiisioloogilisi
geeniekspressiooni tasemeid ning leevendada voi ravida defektset fenotiiiipi. Geeniteraapia
vOimaldaks ravida mitmeid haigusi, millel senini puudub efektiivne ravi, nditeks tsiistiline
fibroos, kombineeritud immuunpuudulikkuse siindroom, hemofiilia ning véhk.

Mitmete pdrilike haiguste raviks on vajalik pikaajaline ning stabiilne
geeniekspressioon, samas on niiteks véhi teraapia puhul vajalikud liihiajalised kuid korged
geenide avaldumise tasemed. Kaasnevalt ja sOltumata geeniteraapia rakendustest, peaks
geeniekspressioon olema kontrollitav ning selle saavutamine peab olema ohutu patsiendi
jaoks (Pack jt., 2005). Pohjus, miks geeniteraapia meditsiinis veel laialdast kasutust pole
senini leidnud, peitub enamasti koikidele ndudmistele vastava geeni transportvektori
leidmises.

Senini on geeniteraapia kliinilistes katsetustes iilekaalukalt esindatud viraalsed
vektorid (joonis 4.). Vastavalt sihtmirkrakkude olemusele on vOimalik valida erinevate
viraalsete vektorite vahel, prolifereeruvaid rakke nakatavad vektorid sobivad hésti geneetilise
materjali transpordiks aktiivselt jagunevatesse tiivirakkudesse, 10plikult diferentseerunud
somaatilisi keharakke on voimalik transdukteerida viirustega, mis nakatavad mittejagunevaid
rakke (Cavazzana-Calvo ja Fischer, 2007). Kord sihtmirkrakku joudes peab geneetiline
materjal olema piisavalt stabiilne, ei tohiks integreeruda mitte-spetsiifiliselt genoomi ning
manustatav geenidoos peaks olema kontrollitav (Wirth ja Yld-Herttuala, 2013). Viraalsed
vektorid ei tdida alati koiki neid ndudeid ning seetdttu on suurenenud huvi mitteviraalsete
transportsiisteemide vastu. Sellistel vektoritel puudub enamasti korge efektiivsus, kuid nende
suureks eeliseks geeniteraapilistes rakendustes on geeniekspressiooni kontrollitavus ning

sobivus organismile.



1.1.2. Geenide vaigistamine

Lisaks funktsionaalse geeni transpordile on iiks paljutdotavamaid NH-del pdhinevaid
rakendusi geeniekspressiooni regulatsiooniks geneetilistele jirjestustele komplementaarsete
ON-ide kasutamine (ehk antisenss tehnoloogiad), mis vOimaldab reguleerida nende
ekspressiooni tasemeid viga korge spetsiifilisusega. Levinuimaks vdimaluseks on kasutada
eukartiiootsetes rakkudes esinevat post-transkriptsioonilist geenide vaigistamisrada ehk RNA
interferentsi. RN Ai avastati 1998. aastal organismis C. Elegans, kus ndidati, et kaheahelalised
RNA-d on vdimelised vaigistama geeniekspressiooni (Fire jt., 1998). 2001. aastal niitas
Tuschl jt., et silinteetilised 21-23 bp pikad siRNA (small interfering RNA) dupleksid on
voimelised vaigistama imetaja rakkude geene (Elbashir jt., 2001). Praeguseks on siinteetilisi
siRNA-sid ja RNAi-d véga laialdaselt kasutatud niditeks védhigeenide vaigistamiseks in vivo
(Halder jt., 2006; Takeshita jt., 2005).

RNAi1 on eukariiootsetes rakkudes evolutsiooniliselt konserveerunud post-
transkriptsiooniline geenide vaigistamisrada, mille k&igus ensiilim Dicer 10ikab pikad
kaheahelalised RNA molekulid lihemateks fragmentideks ehk siRNA-deks ning viimased
vahendavad komplementaarsete mRNA-de 10ikamist 14bi RISC (RNA-induced silencing
complex) kompleksi ning selles asuva argonaute 2 valgu (joonis 1 G), mis keerab siRNA lahti
ja tema liks ahelatest lagundatakse ning teine ahel seotakse RISC kompleksi, mis aktiveerub
ning vastavalt seotud ahela komplementaarsusele lagundab mRNA (Whitehead jt., 2009).
RNAI1 rakendamine geeniteraapias siinteetiliste siRNA-de vahendusel voimaldab vaigistada
peaaegu koiki teadaolevate jarjestustega geene, olles nii viga suure potentsiaaliga strateegia

paljude erinevate haiguste raviks.

1.1.3. Geeni funktsiooni taastamine

Veel iiheks vOimaluseks muuta post-transkriptsioonilisi geeniekspressiooni tasemeid on
kasutada splaissingut mdjutavaid SKO-sid, mis on lithikesed antisense oligonukleotiidid.
Alternatiivne splaissing on post-transkriptsiooniline mehhanism, mis leiab aset raku tuumas
valk-kompleksi vahendusel nimega splaissosoom. Ebakiips pre-mRNA transkript splaissitakse
samal viisil ning eksonid tihendatakse kokku nagu nad esinevad ka transkriptis. Alternatiivne
splaissing voimaldab sama geeni pealt toota erinevaid mRNA transkripte, kasutades selleks
erinevaid splaissingu mustreid. Splaissinguks on vaja introni 5’ otsas asuvat doonorsaiti,
hargnemiskohta, mis asub introni 3’ otsa lihedal ning introni 3’ otsas olevat akseptorsaiti,
splaissosoom kataliiiisib korrektset 10ikamist ning eksonite ithendamist (Matlin jt., 2005;

Black, 2003)



Erinevad mutatsioonid voivad mdjutada normaalseid splaissingu mustreid, mis voib
viia tosiste haiguste vilja kujunemiseni, seal hulgas Duchenne’i lihasdiistroofia ja erinevad
viahi vormid. SKO-sid on vdimalik kasutada pre-mRNA splaissingu regulatsiooniks, mis
voimaldab dige splaissingu taastamist, uue splaiss-variandi produktsiooni vOi iihe splaiss-

variandi muutmist teiseks.

1.2. Bioloogilised barjidrid mitteviraalsel geeni transpordil

Mitteviraalne geneetilise materjali transport valitud rakkudesse organismis holmab mitmete
erinevate bioloogiliste barjdéride tiletamist, mida v3ib jagada vastavalt nende paiknemisele
organismis ekstratsellulaarseteks ning intratsellulaarseteks. Enim levinud terapeutiliste
molekulide manustamisviis on intravenoosne (i.v.) manustamine, sest nii on terapeutiliste
molekulide biosaadavus korge ning ldbi vereringe on nendel hea ligipdds enamikesse
kudedesse. Peamisteks takistusteks pDNA transpordil vereringest raku tuuma on (Nakase jt.,
2010):

e vaba pDNA stabiilsus vereringes;

e organitesse vOi rakkudesse joudmise efektiivsus;

e rakkude plasmamembraani libimine;

e endosoomidest vabanemine raku tsiitosooli;

e pDNA akumuleerumine tuuma.

1.2.1. Ekstratsellulaarsed barjairid

pDNA iv. manustamisel on esmalt mitu rakuvéilist barjddri mis on sihtmirk rakkudesse
padsemiseks vaja iiletada. Vaba pDNA on viga vastuvotlik veres leiduvatele lagundavatele
nukleaasidele (joonis 2A), tema poolviirtusaeg on lithike, kontsentratsioonil 100 pg/ml on
see koigest 10 minutit (Kawabata jt., 1995). Modifitseerimata pDNA sisaldab bakteriaalseid
elemente, nditeks metiileerimata CpG jarjestusi, mis meelitab holpsasti ligi immuunsiisteemi
komponente (Sato jt. 1996). pPDNA komplekseerimine transportvektoritega voimaldab kaitsta
teda enslimaatilise lagundamise eest (joonis 2B), hoides pDNA tervena bioloogilise aktiivsuse
saavutamiseks ning aitab hoiduda mononukleaarsete fagotsiilitide siisteemi (MPS) poolt
labiviidavast kiirest eliminatsioonist (Viola jt., 2010). Nii vaba kui ka komplekseeritud pDNA
eliminatsiooni vereringest viivad 1ldbi maksas ja pdrnas asuvad MPS makrofaagid, mis
elimineerivad seerumivalkudega seondunud ehk opsoniseeritud DNA (Li ja Huang, 2009). On

ndidatud, et eelistatult opsoniseeritakse vereringes laetud partikleid, neutraalselt laetud

10



partiklid on oluliselt vdhem opsoniseeritud (Roser jt., 1998). DNA/vektor kompleksi
poolvddrtusaja  pikendamiseks  vereringes on  koige levinuimaks  strateegiaks
poliietuleengliikool (PEG) molekuli kovalentne konjugeerimine transportvektorile (Gref jt.,
2000; Essa jt., 2010). PEG molekul varjab partiklite pinnalaengud, samuti blokeerib ta
nanopartiklite adhesiooni veres esinevate valkudega, pikendades partiklite poolvédrtusaega
vereringes ning suurendades seeldbi pDNA potentsiaalset biosaadavust rakkudes (Owens ja
Peppas, 2006).

Selleks, et jouda rakkudeni, peab pDNA esmalt veresoontest ekstravaseeruma (joonis
2C), sattudes seejdrel rakke iimbritseva ekstratsellulaarse maatriksini (ECM; joonis 2D),
milles lisaks nukleaasidele paiknevad ekstratsellulaarse maatriksi kiud, mis piiravad pDNA-

ga laetud osakeste litkumist 14bi maatriksi (Wang jt., 2013).
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Joonis 2. /n vivo DNA siisteemsel manustamisel esinevad rakuvélised barjddrid. A — DNA
lagundatakse vereringes esinevate nukleaaside poolt; B — DNA eemaldatakse MPS-i poolt; C
— DNA ekstravasatsioon vereringest ECM-1 joudmiseks; D — ECM-i ldbimine rakkudeni

joudmiseks (Wang jt., 2013).
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1.2.2. Intratsellulaarsed barjiirid

Selleks, et geneetiline materjal jouaks ECM-ist oma toimekohani raku sees, peab ta esmalt
libima plasmamembraani. pDNA filisikokeemilised omadused nagu suur molekulmass ning
negatiivne laengutihedus piiravad passiivset difusiooni ldbi plasmamembraani (joonis 3A)
(Wang jt., 2013). Selleks, et pDNA-d rakkudesse viia, on vilja tootatud fiiiisikalised ja
keemilised meetodid. Fiiiisikalised meetodid, niiteks geenipiiss vOi elektroporatsioon
tekitavad rakumembraanidesse ajutised poorid, mille kaudu pDNA-I on vdimalik rakku
siseneda (joonis 3B). Keemilised meetodid pohinevad enamasti transportvektoritel, mis on
enamasti katioonsed poliimeerid, lipiidid voi peptiidsed lihendid, mille vahendusel pédédseb
komplekseeritud pDNA rakku enamasti endotsiitoosi teel (joonis 3C ja D; Wang jt., 2013).

Endotsiitoos-vahendatud DNA sisenemist rakkudesse piirab endotsiitootilistesse
vesiikulitesse kinnijddmine, varajased vesiikulid kiipsevad, kuni muutuvad liisosoomideks,
mille hiidroliititilised ensiilimid lagundavad viga suure osa rakkudesse sisenenud pDNA-st
(Wattiaux jt., 2000). Geneetilise materjali vabanemiseks endosoomidest on mitu strateegiat,
millest enamus indutseerivad endosomoliiiisi ning vdimaldavad pDNA-1 jouda tsiitoplasmasse
(joonis 3) (Medina-Kauwe jt., 2005). Vaba pDNA sattumisel tsiitoplasmasse toimub jillegi
selle kohene lagundamine, kuid komplekseerimine transportvektoriga voimaldab dra hoida
pDNA kiiret lagundamist (Moret jt, 2001).

Plasmiidi  sisestatud  geneetilise  informatsiooni  transpordil  geeniteraapia
rakendamiseks on vajalik, et ta satuks tuuma, kus saab toimuda geneetilise informatsiooni
avaldumine. Tuum on kahekihilise membraaniga timbritsetud organell, kuhu biomolekulide
transport on rangelt reguleeritud. Tuuma lokaliseeruvad valgud kannavad enamasti tuuma
lokaliseerumissignaali ning see voimaldab neil tuumamembraani ldbida, kasutades tuuma
pooride kompleksi (Wente, 2000). DNA akumuleerub enamasti perinukleaarsesse regiooni,

kust ainult vdike osa lokaliseerub tuuma. (joonis 3; Bieber jt., 2002)
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Joonis 3. Mitteviraalsel geenitranspordil esinevad rakusisesed barjddrid. A — vaba DNA ei
suuda libida rakumembraani, B — fiilisikalised meetodid voimaldavad DNA sisenemist rakku,
tekitades plasmamembraani ajutised poorid. Keemilised mitteviraalsed meetodid, nagu

niiteks liposoomid — C ja katioonsed poliimeerid/peptiidid — D, kondenseerivad DNA

osakesteks,

mis on vOimelised rakku sisenema endotsiitoosi teel. Pdrast rakumembraani

labimist peab DNA vabanema endosoomidest, viltimaks lagundamist rakusiseste nukleaaside

poolt ning geeni transpordi puhul peab suutma libida ka tuuma membraani. (Wang W, jt.,

2013).
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1.3. Geneetilise materjali transport

Nukleiinhappe molekulide spontaanne rakku sisenemine on piiratud nende kdrge negatiivse
kogulaengu ja suure molekulmassi tdttu ning seepérast on geeniteraapia kasutusalad tugevasti
parsitud vaba pDNA ebaefektiivse sisenemise tottu rakkudesse (Liu jt., 2007). Seetdttu
vajavadki sellised molekulid transportvektorite kasutamist ning vektorite {ildised omadused
peaksid olema jargmised:

e geneetiline materjal peab olema vektoriga seotuna stabiilne;

e ta peab suutma vastu pidada enstimaatilisele lagundamisele;

e transportvektor peab efektiivselt rakku sisenema;

e endotsiitoosi teel rakku sisenedes peab lastmolekul (seotuna transportvektoriga) olema

voimeline vabanema endotstitootilistest vesiikulitest tsiitoplasmasse;

e kord sihtmirgini joudes, peab pDNA vidhemalt osaliselt eralduma vektorist;

e geeniekspressioon peab olema stabiilne ja kontrollitav;

e transportvektor ja transporditav materjal ei tohi olla rakkudele toksiline.

Vektorid jagunevad vastavalt péritolule kaheks — viraalsed ja mitteviraalsed vektorid.

1.3.1. Viraalsed vektorid

Enim kasutatud vektorid geeniteraapiaks on viraalsed vektorid, kuna nad on viga efektiivsed
geneetilise materjali rakkudesse toimetamises ning geeniekspressiooni indutseerimises.
Viraalsete vektorite eelisteks on nende korge transduktsiooni efektiivsus rakkudes ning
pikaajalise ja stabiilse geeniekspressiooni tekitamine. Nende kasutus geeniteraapia
rakendustes on piiratud immunogeensuse ja insertsioonilise mutageneesiga; rakku viidava
geneetilise materjali maht ei saa iiletada nende enda genoomi suurust. Siiski moodustavad
suure osa geeniteraapia kliinilistes katsetustes kasutatud vektoritest rekombinantsetest
viirustest saadud vektorid (joonis 4), kus viirustest on replikatiivsed elemendid eemaldatud.
Gammaretroviraalsed vektorid on leidnud koige laialdasemat kasutatust kliinilistes
katsetustes. Nad pOhinevad RNA viirustel, mis on voimelised nakatama prolifereeruvaid
rakke (Giacca ja Zacchigna, 2012). Seevastu adenoviirused on kaheahelalise DNA genoomiga
viirused, mis suudavad nakatada nii jagunevaid kui ka mittejagunevaid rakke, kuigi
adenoviraalsed vektorid on viga efektiivsed transgeeni viimisel erinevatesse rakkudesse, siis
nende suurimaks tagasilodgiks on rakkudele tugev toksilisus viraalsete valkude suhtes,
seepdrast on vilja tootatud mitmeid strateegiaid vdhendamaks nende toksilisust (Giacca ja

Zacchigna, 2012).
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Uleiildiselt on viraalsetel vektoritel suur potentsiaal transgeeni efektiivsel rakku
toimetamisel ning selle stabiilsel ekspressioonil. Traditsioonilisi vektoreid on kasutatud
mitmetes kliinilistes katsetustes erinevate haiguste raviks, kuid hoolimata efektiivsusest on
nende kasutus seotud mitmete probleemidega, eriti ohutusega. Siiski on geeniteraapia
kliinilistes katsetustes valdavalt suur hulk viraalseid vektoreid, ~67% (joonis 4) ning 2012.
aastal andis ka EMA ndusoleku esimeseks viraalseks geeniteraapia produkti kasutuseks
Euroopa Liidus (Wirth ja Ylid-Herttuala, 2013). Hoolimata viraalsete vektorite edust, on
viimasel kiimnendil suur osa uurimust6ost suunatud efektiivsete ja ohutute mitteviraalsete

geeni transportvektorite leidmisele.

1.3.2. Mitteviraalsed vektorid

Mitteviraalsed geeni transportvektorid pohinevad siinteetilistel keemilistel molekulidel voi
fiilisikalistel meetoditel. Kuigi fiilisikalised meetodid, nditeks mikroinjektsioon vo1
elektroporatsioon on in vitro tingimustes viaga efektiivsed, puudub neil enamasti kliiniline
perspektitiv. Enamus keemilisi siinteetilisi mitteviraalseid vektoreid on poliikatioonsed
molekulid, mis suudavad pDNA-d kondenseerida nanosuurusteks partikliteks, neutraliseerides
tema negatiivse kogulaengu ning vahendades geneetilise materjali transfektsiooni rakkudesse.
Mitteviraalsete vektorite eelisteks on enamasti nende ohutus, nende poolt rakku viidava
geneetilise materjali suurus pole piiratud ning nende suhteliselt lihtsam ja odavam tootmisviis .
Suurimaks piiranguks vorreldes viraalsete vektoritega on ebaefektiivne transgeeni
toimetamine rakkudesse ning probleemid stabiilsete ning reprodutseeritavate formulatsioonide
moodustamisel, eriti in vivo tingimustes.

Lipofektsioon ehk liposoomide kasutamine rakkude transfekteerimisel on senini enim
levinud mitteviraalne transfektsioonimeetod, mis on joudnud ka geeniteraapia kliinilistesse
katsetustesse (Joonis 4). Liposoomid on uni- voi multilamellaarsed sfdérilised vesiikulid, mis
peamiselt koosnevad fosfolipiididest (Sen ja Mandal, 2013). Lipiidne kaksikkiht pakub kaitset
liposoomi sisemuses asuvatele hiidrofiilsetele terapeutilistele molekulidele, hiidrofoobsed
terapeutilised molekulid asuvad lipiidses kaksikkihis, olles samuti kaitstud organismi
ensliimide eest (Portney ja Ozkan, 2006). Lipiidsete vesiikulite valmistamine on lihtne ning
vihekulukas, samuti on liposoome lihtne modifitseerida erinevate keemiliste {ihenditega.
Uheks selliseks on poliietiileengliikooli (PEG) molekulide lisamine, et pikendada liposoomide
poolvairtusaega vereringes ning véltida interaktsioone mononukleaarsete fagotsiilitidega
(Blume ja Cevc, 1990). Suurimaks tagasilodgiks liposoomide  kasutamisel

transfektsioonivektoritena on nende toksilisus (Lappalainen jt., 1994).
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Katioonsete poliimeeride potentsiaali geneetilise materjali transfekteerimiseks
rakkudesse on palju uuritud. Positiivse laengujaotuse tottu kondenseerivad nad pDNA
nanosuurusteks partikliteks, vOimaldades nii NH efektiivsemat rakkudesse sisenemist,
kasutades selleks enamasti endotsiitoosi. Nagu suurel osal mitteviraalsetel vektoritel, on ka
katioonsete poliimeeride suurimaks tagasiloogiks endosoomidest vabanemine. Sellest
iilesaamiseks on kasutatud mitmeid keemilisi strateegiaid, mis enamasti pdhinevad
endosomaalsete vesiikulite destabilisatsioonil (Midoux P., jt., 2009). Naiteks katioonse
poliimeeri, polietiileenimiini (PEI) geeni transpordi efektiivsus tuleneb tema suurest

puhverdusvoimest ja sellest tulenevast endosomosliiiisi efektiivsusest (Boussif jt., 1995).

Geeniteraapia kliinilistes katsetustes kasutatud vektorid (.\.*’r-’

—
WILEY

Adenoviirus 23,2% (n=453)
Retroviirus 19,4% (n=378)
Paljas/plasmiidne DNA 18% (n=351)
Vaktsiinia viirus 7,8% (n=152)
Lipofektsioon 5,7% (n=112)
Adeno-assotsieeritud viirus 5,1% (n=99)
Paoxviirus 4,9% (n=95)

Lentiviirus 3,2% (n=62)

Herpes Simplex viirus 3,1% (n=60)
Teised kategooriad 6,3% (n=123)
Teadmata 3,3% (n=64)

(L L LN BN X R

The Journal ot Gene Medicine, © 2013 John Wiley and Sons Lid www._wiley.co.uk/genmed/clinical

Joonis 4. Geeniteraapia kliinilistes katsetustes kasutatud viraalsed ja mitteviraalsed vektorid.

16



1.4. Rakku sisenevad peptiidid

Rakku sisenevad peptiidid (RSP) on katioonsed ja/voi amfipaatsed, kuni 30 aminohapet pikad
peptiidsed iihendid, mis on voimelised ldbima erinevaid bioloogilisi barjddre ning toimetama
endaga seotud bioloogiliselt aktiivseid lastmolekule raku sisemusse. Esimesed mirked RSP-
dest tehti 1988. aastal, kui kaks gruppi iiksteisest sOltumatult avastasid, et Tat valk oli
voimeline translokeeruma 14bi rakumembraani rakukultuuri tingimustes (Green jt., 1988;
Frankel jt., 1988). Moned aastad hiljem avastati, et 60 aminohappeline homeodomédin
Drosophila Antennapedia valgust oli samuti vdimeline libima rakumembraani (Joliot jt.,
1991). Selle avastuse pdhjal tehti kindlaks, et translokatsiooni jaoks on vajalik ning piisav
homeodoméddni kolmas heeliks, 16-aminohappeline peptiid nimega penetratiin (pAntp)
(Derossi jt., 1994) ning seda peetakse RSP-de kui teadusharu alguseks. Praeguseks leidub

sadu erinevaid RSP-sid ning neid késitlevate todde hulk on kasvanud eksponentsiaalselt.

1.4.1. Rakku sisenemise mehhanism

RSP-d voivad rakku siseneda kahel moel — endotsiitoosi teel ning otseselt ldbi rakumembraani
translokeerudes. Lastmolekulidega seotuna kasutavad RSP-d rakku sisenemiseks enamasti
endotsiitootilisi teid, seal hulgas klatriin-vahendatud endotsiitoosi, kaveoliin-vahendatud
endotsiitoosi, makropinotsiitoosi ning klatriin — ja kaveoliin-mittevahendatud endotsiitoosi
(joonis 5) (Stewart jt., 2008). On niidatud, et erinevad peptiidid voivad rakku sisenemiseks
kasutada erinevaid endotsiitootilisi teid, ning sama peptiid voib samuti kasutada erinevaid
sisenemisteid (ka paralleelselt) soltuvalt temaga seotud lastmolekulidest, tema enda

kontsentratsioonist, kasutatavast rakuliinist jne.

Makropinotsiitoos

® O

Klatriin-vahendatud  Kaveoliin-vahendatud Klatriin- ja kaveoliin
endotsutoos endotsltoos sGltumatu endotsutoos

e O O

Joonis 5. Erinevad endotsiitootilised rajad. (Conner ja Schmid, 2003)
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1.4.2. Endosomaalne Kkinnijidmine ning vabanemine

Kuna RSP-d seotuna lastmolekulidega kasutavad enamasti rakku sisenemiseks
endotsiitootilisi teid, siis nende pohiliseks biosaadavust limiteerivaks teguriks rakus on
mittepiisav  vabanemine enodsomaalsetest vesiikulitest, mis viilb enamuse RSP ja
lastmolekulide lagundamiseni liisosoomides. Sellest iilesaamiseks on vélja to6tatud mitmeid
strateegiaid, nditeks on nididatud, et endosomoliiiitiline liitpeptiid, mis on périt influenza
viiruse Umbrise glilkoproteiini, hemoglutiniini teise  subiihiku (HA2) N-terminaalsest
domeenist (mis omakorda vastutab endosomoliiiisi eest viiruse infektsioonis), on vdimeline
seotuna RSP-ga indutseerima tema ja lastmolekuli endosomaalset vabanemist (Liou jt., 2012).
Rakukultuuri tingimustes on geeni transportimiseks voimalik kasutada néiteks endosoomide
hapustumist ennetavat ning osmootse rohu tdusust tulenevat endosoomide lagunemist tingivat
klorokviini, mis kdrgendab bioloogilist aktiivsust transfekteeritud rakkudes oluliselt, kuid
organismi tasemel ei ole see rakendatav (Erbacher jt., 1996). Varasemalt on niidatud, et
modifikatsioonid rasvhapetega suurendavad teatud RSP-de bioaktiivsust mitmeid kordi,

millest tuleb juttu allpool.

1.4.3. Transportaan ja tema analoogid

RSP-d voib jagada péritolu alusel kolmeks — looduslikult esinevatest valkudest tuletatud (nt.
Tat ja Penetratiin), kiméirsed peptiididning siinteetilised peptiidid nagu oligoarginiinid.
Kimédrsete peptiidide eredaimaks niiteks on transportaan (TP), mis on 27 AH-line peptiid,
mille aminoterminaalses osas paikneb 12 AH-line neuropeptiidd galaniin ning
karboksiiterminaalses 13 AH-line vapsiku toksiin mastoparaan, mis on omavahel tihendatud
lisiiniga (Pooga jt., 1998). Transportaanist siinteesiti mitmeid erinevaid analooge, leidmaks
translokatsiooni eest vastutavad jirjestused ning nende seast selgitati vilja peptiid, mis lisaks
efektiivsele sisenemisaktiivsusele oli rakkudele mitte-toksiline. Saadud peptiid oli
transportaani analoog 10 (TP10), 21 aminohappeline peptiid, millel puudus 6 N-terminaalset
aminohapet vorreldes TP-ga (Soomets jt., 2000).

TP10 on eellaspeptiid PepFect (PF) peptiididele, mis on erinevatele keemilistele
lisamodifikatsioonidele pdhinevad teise polvkonna peptiidid ning katioonse iseloomu tdttu on
nende peamine kasutusala nukleiinhapete transport rakkudesse. Nukleiinhapped (ON, pDNA,
siRNA) kannavad suurt negatiivset laengutihedust ning kasutades katioonse peptiidi ja
nukleiinhappe vahelisi elektrostaatilisi joudusid on vdimalik kasutada vdga lihtsat mitte-
kovalentset strateegiat stabiilsete nanopartiklite moodustamiseks (Lehto jt., 2010). Uks
edukamaid RSP-de, seal hulgas TP10 modifikatsioone bioaktiivsuse suurendamiseks on

stearlililriihma  lisamine, mis voOimaldab pDNA kondenseerida vdga stabiilseteks
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nanopartikliteks ning see tdstab peptiidide bioaktiivsust mitmeid kordi. Lisaks
elektrostaatilistele joududele muudab hiidrofoobne steariililriihm partikleid veelgi
stabiilsemaks ning samuti voib see vahendada efektiivsemat endotsiitootilist vabanemist
interakteerudes lipiidsete membraanidega (Mée jt., 2009; Lehto jt., 2011 b).

Eredaimad nédited PepFect seeriasse kuuluvatest peptiididest on néiteks steartiiil-TP10
ehk PepFect3 (PF3) (tabel 1), mis on efektiivne transportvektor pDNA viimiseks
rakukultuuridesse kui ka in vivo ning mis indutseerib oluliselt kdrgema geeniekspressiooni
vorreldes mittesteartiiilitud TP10-ga (Lehto jt., 2011 b). PepFect6 (PF6) on viga efektiivne
peptiidne vektor siRNA-de transpordiks, mis suurendab endosomaalset vabanemist ning
vahendab kiiret ja efektiivset geenide vaigistamist nii rakkudes kui ka in vivo erinevates

organites (Andaloussi jt., 2011).

1.4.4. PepFect14 pDNA transpordiks

Antud t66s on kasutatud pDNA transpordiks PepFect seeriasse kuuluvat PepFect14 (PF14),
mis moodustab mitte-kovalentset komplekseerimisstrateegiat kasutades nanopartikleid SKO-
de ning siRNA-dega ning suudab neid efektiivselt erinevatesse rakuliinidesse transportida
(Ezzat jt., 2011; Ezzat jt., 2012). PF14 on PF3 analoog, kuid liisiinid ja isoleutsiinid on
asendatud ornitiinide ja leutsiinidega, samuti kannab tema N-terminaalne osa steariililriihma
(Tabel 1). On ndidatud, et PF14/ON nanopartiklid kasutavad rakku sisenemiseks retseptor-
vahendatud endotsiitoosi ning nende sisenemise eest vastutavad klass A Scavenger retseptorid
(SCARA-d) (Ezzat jt., 2011). SCARA-d on seotud negatiivselt lactud molekulide rakku
sisenemisega ning nende inhibeerimine kaotas PF14/ON partiklite bioloogilise aktiivsuse
taielikult.

Selleks, et PF14 antud t66s edukamalt rakendada in vivo transfektsiooniks, on PF14
saanud lisamodifikatsiooni partiklite stabiilsuse ja poolvéértusaja suurendamiseks vereringes.
PEG molekul on peptiidile lisatud C-teminaalselt ning nagu eelpool mainitud, on see
iildtunnustatud meetod transportvektorite stabiilsuse suurendamiseks vereringes (Perche ja

Torchilin, 2013).
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Tabel 1. TP ja tema modifitseeritud analoogide jirjestused.

Transportaan

GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2

TP10

AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2

PepFect3

Steartiiil- AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2

nsPepFect14

AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH2

PepFectl14

Steartiiil- AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH2
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmiirgid

Eksperimentaalse t66 eesmarkideks on:

» vorrelda PF14 ja nsPF14 pDNA kondenseerimise vdimet ning iseloomustada
moodustunud nanopartiklite flisikokeemilisi omadusi;

» uurida PF14 ja nsPF14 partiklite bioloogilist aktiivsust; hinnata PF14/pDNA
nanopartiklite vahendatud geeniekspressiooni erinevates rakuliinides ning selle
kineetikat; rakupopulatsiooni tiheduse mdju PF14/pDNA nanopartiklite vahendatud
geeniekspressiooni tasemetele; nanopartiklite poolt transfekteeritud rakkude hulka
rakupopulatsioonis ja hinnata PF14/pDNA nanopartiklite toksilisuse profiili;

» kindlaks teha PF14/pDNA nanopartiklite rakkudesse sisenemise mehhanismid

» hinnata pegiileeritud PF14/pDNA nanopartiklite fiisikokeemilisi omadusi, nende
bioaktiivsust rakukultuuris ning uurida pegileeritud PF14/pDNA nanopartiklite

potentsiaali geeni transpordiks in vivo tingimustel.
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2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Peptiidi siintees

Toos kasutatud peptiidid siinteesiti astmeliselt 0.1 mmol skaalal automatiseeritud
peptiidisiintesaatoriga (Applied Biosystems, ABI433A,USA), kasutades standardset Fmoc-
tahke faasi peptiidisiinteesi. Pédrast slinteesi eemaldati kaitseriihm ning pesti vilja iileliigsed
reagendid. Stearhape (Sigma Aldrich) kinnitati siinteesitud peptiidi N terminusse, kasutades
TBTU/HOBt aktivatsiooni dimetiiiilformamiid/diklorometaanis. Seejdrel peptiid ldigati
tahkelt kandjalt, kuivatati iile60 ning puhastati RP-HPLC meetodil, puhtust analiiiisiti
MALDI-TOF massispektromeetria (Applied Biosystems, Voyager DE Pro) abil. Peptiidide

stintees viidi 14bi molekulaarse biotehnoloogia laboris spetsialistide poolt.

2.2.2. Nanopartiklite moodustamine ja analiiiis

Peptiid/pDNA nanopartiklite moodustatakse mittekovalentselt, mis on kiire ja lihtne ning
pOhineb peamiselt katioonse peptiidi omadusel siduda ja kondenseerida negatiivselt laetud
pDNA-d nanopartikliteks.

Toos kasutatud nanopartiklite moodustamiseks segati PF14 (100uM), nsPF14

(100uM) vo1 PEG1000-PF14 (100uM) ja 0,5 pg lutsiferaasi kodeerivat pGL3 plasmiidi
erinevatel peptiid:plasmiid laengusuhetel (Charge ratio, CR) 0,5:1-4:1 50 ul MQ vees. CR-1d
arvutati teoreetiliselt, vOttes arvesse plasmiidi negatiivset laengut ning peptiidi positiivset
laengut. Pérast peptiild/ pDNA  kokkusegamist inkubeeriti komplekse iiks tund
toatemperatuuril. Pegiileeritud komplekside valmistamisel kasutati erinevaid PEG1000-PF14
peptiidi protsentuaalset osakaalu peptiidide segus, nditeks, 5% PEG1000-PF14 téhendab, et
kogu peptiidi kontsentratsioonist moodustab pegiileeritud PF14 5%.
Lipofectamine™ 2000 (LF2000, Invitrogen, Rootsi) reagenti kasutati vastavalt tootja
protokollile. Liihidalt, 52,5 ul Opti-MEM-ile lisati 1,3 pl LF2000 reagenti (1mg/ml) ja teisele
samale kogusele Opti-MEM-ile 0,5 pg pGL3 plasmiidi. Péarast LF2000 ja pGL3 lahuse 15
minutilist inkubatsiooni toatemperatuuril segati need omavahel kokku ning inkubeeriti veel 30
min. toatemperatuuril.

Nanopartiklite moodustumist hinnati kahe erineva analiilisi meetodiga:

a) peptiidi voimet pPDNA-d kondenseerida hinnati esmalt agaroos-geelelektroforeesil, kus
hinnati vaba pDNA migratsiooni geelil. Selleks moodustati nanopartiklid laengu
suhetel 0,5-4 vastavalt iileval pool kirjeldatud protokollile. Siis kanti 10 pl proovi koos
2,5 ul varviga (6xDNA loading dye, Fermentas) agaroosgeelile (1%, BioTop Agaroos,
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I-kordses TAE puhvris), millele oli eelnevalt lisatud EtBr (0,5ug/ml). Proove
jooksutati 30 min. ning seejarel visualiseeriti (UVIpro Gold, UK).

b) pDNA kondensatsiooni efektiivsust erinevate peptiiddide puhul moddeti EtBr
fluorestsents-analiiiisil. EtBr on voimeline interkaleeruma nukleiinhapetega ning tema
fluorestsentsi on vOimalik modta. Selleks valmistati peptiidd/pDNA  kompleksid
vastavalt kirjeldatule ning pérast inkubeerimist kanti proovid mustale 96-kaevulisele
plaadile (NUNC, Rootsi), neile lisati 135 pul MQ vett ning 15 pl EtBr lahust (EtBr
16pp-kontsentratsioon ~ 400nM) ning inkubeeriti 10 min. toatemperatuuril. Seejirel
moddeti EtBr fluorestsentsi (Aex = 518 nm ja Aem = 605 nm), kasutades Spectra Max
Gemini XS fluoromeetrit (Moleculat Devices, Palo Alto, CA). Tulemused on

viljendatud suhtelise fluorestsentsina, 100% vastab vaba pDNA fluoresetsentsile.

2.2.3. Nanopartiklite disintegratsiooni analiiiis

Hepariin on suurt negatiivset laengujaotust kandev anioon, mida antud analiilisis kasutatakse
pDNA vilja torjumiseks nanopartiklitest — mida vdiksemal hepariini kontsentratsioonil pDNA
partiklitest vélja tdrjutakse, seda vihem stabiilsemad on partiklid. Selleks, et hinnata partiklite
resistentsust hepariinile, inkubeeriti 100 ng pDNA-d sisaldavat peptiid/pDNA partikleid
erinevatel hepariini (Sigma-Aldrich, Saksamaa) kontsentratsioonidel 30 min. 37 °C juures.
Pérast inkubeerimist proovid analiiiisiti, kasutades nii agaroos-geel elektroforeesi kui ka EtBr
fluorestsentsi meetodit, vastavalt eelnevalt kirjeldatule. EtBr fluorestsents-analiiiisil saadud
andmed on antud suhtelise fluorestsentsina, kus 100% vastab vaba pDNA fluorestentsile
EtBr-iga.

Tulemuste kinnitamiseks kasutati spektrofluoromeetrilist hindamist EtBr fluorestsents-
analiitisiga, partiklid moodustati vastavalt {ileval kirjeldatule ning pérast tiihte tundi
inkubatsiooni lisati erinevate kontsentratsioonidega hepariini ja inkubeeriti lisaks 30 min.

37 °C juures. Seejarel lisati EtBr ja mootmised viidi 14bi nagu EtBr fluorestsents-analiiiisil.

2.2.4. Nanopartiklite pinnalaengu ja hiidrodiinaamilise diameetri m66tmine

Hiidrodiinaamiline diameeter ja Zeta potentsiaal on kaks olulist karakteristikut,
iseloomustamaks nanopartikleid in vivo tingimustes, diameetri optimaalne vahemik on 10 -
150 nm ning partiklid peaksid kandma vOimalikult neutraalset pinnalaengut, et véltida
interaktsioone erinevate vere komponentidega (Davis jt., 2008).

Hiidrodiinaamilise diameetri modtmine pohineb lahuses olevate osakeste, antud juhul

nanopartiklite litkkumisel, mis voimaldab moota valguse hajuvuse fluktuatsiooni laserkiirega
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tootlemisel. Mida suuremad osakesed, seda aeglasemini need liiguvad ning analiilisides
valguse intensiivsuse kdikumisi on voimalik leida osakeste keskmine suurus.

Laetud osakesed adsorbeerivad oma pinnale vastasmirgiga ioone, osa nendest
ioonidest moodustavad elektrilise kaksikkihi adsorbse osa, iilejidnud on partikliga ndrgemini
seotud ning moodustavad elektrilise kaksikkihi difuusse osa. Potentsiaalide vahet nende
kihtide vahel nimetatakse zeta potentsiaaliks. Seda on voimalik mddta nanopartiklitele
elektrivdlja rakendamisel, kus zeta potentsiaaliga partikkel liigub vastaslaenguga elektroodi
poole kiirusega, mis on proportsionaalne tema zeta potentsiaaliga ning kiiruse mootmisel abil
on voimalik leida zeta potentsiaal.

Nanopartiklite keskmist hiidrodiinaamilist diameetrit ning zeta potentsiaali moodeti
kasutades DLS (dynamic light scattering) Zetasizer Nano ZS aparaati (Malvern Instruments,
UK). Nanopartiklid moodustati vastavalt protokollile, lithidalt, pPDNA kompleksid moodustati
100 ul MQ vees, pDNA 16pp-kontsentratsiooniga 0.01 pg/pl. Pérast 30 min. inkubatsiooni
toatemperatuuril DNA kompleksid lahjendati MQ-s, Opti-MEM-is (seerumi lisandiga) voi
0,9% NaCl lahuses kuni 500 pl-ni. Seejirel mdddeti intensiivsus Zetasizer Nano ZS
aparatuuril, mis oli seadistatud automaatreziimile ning igast proovist tehti viis mdodtmist.
Koikide andmete suhteliste intensiivsuste graafikutelt saadi keskmine hiidrodiinaamiline
diameeter.

Zeta-potentsiaali mootmiseks kasutati teisi tingimusi: pDNA kompleksid moodustati
MQ vees 300 pl ruumalas, pDNA kontsentratsiooniga 0.01 pg/pl. Pdrast 30 min.
inkubatsiooni toatemperatuuril, kompleksid lahjendati MQ vees, Opti-MEM-is (seerumi
lisandiga) vo1 0,9% NaCl lahuses kuni 1 ml. Mddtmisel kasutati Zetasizer Nano ZS aparatuuri,

seadistatud automaatses to0reziimis ning igast proovist tehti viis modtmist.

2.2.5. Kasutatud rakuliinid

CHO (hiina hamstri munasarja rakud) rakke kasvatati L-glutamiini sisaldavas Ham’s F12
(PAA Laboratories, Austria) sootmes, millele oli lisatud 10% FBS-i (veise looteseerum, PAA
Laboratories, Austria), 0,1 mmol/l asendatavaid aminohappeid ( MEM Non-Essential amino
acids 100x, PAA Laboratories, Austria) 1,0 mmol/l naatriumpiiruvaati (Sodium Pyruvate
Solution 100mM, PAA Laboratories, Austria) ning 100 U /ml penitsilliini ja 100 pg/ml
streptomiitsiini (Penicillin/Streptomycin 100x, PAA Laboratories, Austria). Rakke kultiveeriti
5% CO:z2 sisaldavas veeauruga kiillastatud atmosfdéris temperatuuril 37 °C ja neid kiilvati
imber 3-4 pideva jiarel. U20S (inimese osteosarkoomi rakud), HEK293 (inimese
embriionaalsed neerurakud), HeLa (emakakaela kasvaja rakud), MEF (hiire embriionaalsed

fibroplastid) ja RD4 (inimese skeletilihaste rakud) rakke kasvatati L-glutamiini sisaldavas
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DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) s66tmes millele oli samuti lisatud 10% FBS-1
0,1 mmol/l asendatavaid aminohappeid, 1,0 mmol/l naatriumpiiruvaati, 100 U/ml penitsilliini
ja 100 pg/ml streptomiitsiini. mES (hiire embriionaalsed tiivirakud) rakke kasvatati korge
gliikoosisisaldusega (4,5 g/l), L-glutamiini sisaldavas DMEM-is, millele oli lisatud 0,1
mmol/l asendatavaid aminohappeid, 1,0 mmol/l naatriumpiiruvaati, 15% embriionaalsete
tiivirakkude jaoks testitud FBS-i, antibiootikume, 0,1 mmol/l 2-merkaptoetanooli, 1000U/ml
leukeemia inhibiitorfaktorit ning mitomiitsiin C-d, et inaktiveerida MEF rakkude toiterakkude

kiht. Rakke kultiveeriti 5% COz sisaldavas veeauruga kiillastatud atmosfaéris 37 °C juures.

2.2.6. Plasmiidi in vitro transport

Selleks, et hinnata PF14/pDNA nanopartiklite bioloogilist aktiivsust kasutati lutsiferaasi-
kodeerivat pGL3 plasmiidi transfektsiooni erinevatesse rakuliinidesse. Selleks kiilvati 5 x 10*
CHO, HEK293, U87, U20S, RD4, mES ja MEF rakke 24-kaevulistele plaatidele, 24 tundi
enne eksperimendi algust. Vahetult enne komplekside lisamist vahetati rakkudelt soode
véirske seerumit sisaldava s66tme (+seerum) vOi seerumit mittesisaldava s6otme (-seerum)
vastu (450 pl). Siis lisati rakkudele 50 upl peptiid/ pDNA erinevatel laengu suhetel
moodustatud komplekse, nelja tunni méddudes lisati 1 ml vérsket, 10% FBS-1 sisaldavat
soodet ning rakke inkubeeriti lisaks 20 tundi. Seejdrel rakud pesti ning Liiisiti kasutades 100
pul 0,1% Triton X-100 lahust PBS-is, 15 minutit 4 °C juures. Lutsiferaasi aktiivsuse
modtmiseks kasutati Promega lutsiferaas analiitisi siisteemi, GLOMAX 96 mikroplaat
luminomeetrit. (Promega, Rootsi) ja saadud tulemused normaliseeriti valgu sisalduse vastu
(Lowry, BioRad, Suurbritannia). LF2000 (Invitrogen, Rootsi) kasutati vastavalt tootja
protokollile ning ainult 10% seerumi juuresolekul.

Geeniekspressiooni kestvuse modtmiseks transfekteeriti CHO rakke samuti pGL3
plasmiidiga, kuid lutsiferaasi aktiivsuse mootmised viidi ldbi erinevatel ajapunktidel, pérast 4,
8, 24, 48 ja 72 tundi, saadud tulemused normaliseeriti valgu sisalduse vastu.

Selleks, et hinnata nanopartiklite vOimet transfekteerida varieeruva tihedusega
rakupopulatsioone, kiilvati 24 tundi enne eksperimendi algust erinev arv rakke (2 x 10%, 4 x
104, 6 x 104, 8 x 104, and 10 x 104) 24-kaevulistele plaatidele ning edasine eksperiment viidi
1dabi vastavalt eelnevalt kirjeldatud protokollile. Kdik tulemused on antud kolme katse

keskmisena.

2.2.7 SCARA retseptorite inhibitsioon

SCARA retseptorite inhibitsiooni jaoks kasutati hdsti tuntud SCARA-de inhibiitoreid
poliiinosiinhapet (pol 1), fukoidaani (Fuc) ning dekstraansulfaat (DS), nende kontroll-

25



ligandideks kasutati inhibiitoritele struktuurselt sarnaseid molekule, kuid millel puudus
afiinsus SCARA-de suhtes. Nendeks olid vastavalt poliitsiitidiiiilhape (pol C), galaktoos (Gal),
kondoroitiinsulfaat (CS) (Ezzat jt., 2012). SCARA-de inhibitsiooni eksperimendi jaoks
kiilvati 24 tundi enne eksperimendi algust 5 x 10* CHO rakku 24-kaevulisele plaadile. pGL3
plasmiid segati PF14-ga (CR2) ja komplekse inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril. Enne
rakkude transfekteerimist vahetati soode virske, 10% seerumit sisaldava ja seerumivaba
s00tme vastu (450 pl). Seejdrel lisati rakkudele erinevad SCARA inhibiitorid ning inkubeeriti
1 tund. Pérast inkubatsiooni inhibiitoritega lisati peptiid/pDNA kompleksid, inkubeeriti lisaks
24 tundi ning seejdrel mooddeti lutsiferaasi aktiivsust. Erinevate inhibiitorite ligandide ja nende
kontrollide kontsentratsioonid valiti vastavalt eelnevalt kirjeldatud toole (Ezzat jt., 2011).
Liihidalt, pol T ja poly C 16pp-kontsentratsiooniga 10 pg/ml, fuc, gal, DS ja CS 10pp-
kontsentratsiooniga 5 pg/ml. Tulemused on antud kolme katse keskmisena.

Inhibiitorite ning nende kontroll-ligandide vOimet mdjutada PF14/pDNA
nanopartikleid ning vaba pDNA-d, kontrolliti agaroos-geelelektroforeesil. Selleks moodustati
nanopartiklid CR2-1 vastavalt protokollile ning neile vd1 vabale pDNA-le lisati rakkude
transfektsioonil kasutatud inhibiitorite ja nende kontroll-ligandide kogused ja seejirel
inkubeeriti proove 1 tund 37 °C juures. Siis kanti 10 pl proovi koos 2,5 ul virviga (6xDNA
loading dye, Fermentas) agaroosgeelile (1% BioTop Agaroos, l-kordses TAE puhvris),
millele oli eelnevalt lisatud EtBr (0,5pug/ml). Proove jooksutati 30 min. ning seejirel

visualiseeriti (UVIpro Gold, UK).

2.2.8. Spektrofluoromeetriline analiiiis

Selleks, et hinnata ja vOrrelda kahe peptiidi (PF14 ja nsPF14) rakku sisenemise efektiivsust,
kasutati fluorestsiin-mérgistatud plasmiidi (Mirus, Saksamaa), mis komplekseeriti peptiidiga
vastavalt protokollile ning seejirel transfekteeriti CHO rakke, mis olid 24 tundi enne
eksperimenti kiilvatud 24-kaevulisele plaadile (5 x 10%). Margistatud DNA transfektsiooni
efektiivsust hinnati seerumi valkude juuresolekul (10% FBS), kui ka nende puudumisel.
Selleks pesti rakke kaks korda PBS-iga ning toddeldi lithidalt triipsiiniga, et eemaldada
rakumembraaniga seotud kompleksid. Seejérel rakud Liiisiti 0,1% Triton-X-100 lahusega ning
lisaadid kanti mustale 96-kaevulisele plaadile. Fluorestsentsi mdddeti lainepikkustel
490/518nm, kasutades Spectra Max Gemini (Molecular Devices, Ameerika Uhendriigid)

spektrofluoromeetrit.
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2.2.9. Labivoolutsiitomeetria

Selleks et teada saada kui suur osa rakupopulatsioonist on PF14/pDNA nanopartiklite
vahendusel transfekteeritud, kasutati EGFP-d (enhanced green fluorescent protein, roheliselt
fluorestseeruv  valk) kodeerivat plasmiidi ning transfekteeritud rakke analiiiisiti
labivoolutsiitomeetrial (FACS - Fluorescsence Activated Cell Sorter). Selleks kiilvati 24 tundi
enne eksperimenti 5 x 10* CHO rakku 24-kaevulistele plaatidele. Peptiid/pEGFP kompleksid
moodustati laengu suhtel 2 ning transfekteeriti vastavalt eespool kirjeldatud protokollidele.
Enne FACS-i analiiiisi rakud pesti kaks korda PBS-iga ning seejdrel eemaldati nad
koekultuuri plaadi kiiljest, kasutades selleks 0,25% triipsiin-EDTA lahust (Invitrogen, Rootsi)
ning seejirel suspendeeriti jadkiilmas PBS-1 lahuses, millele oli lisatud 2% FBS-i. Kuni
mootmiseni hoiti rakke jddl. Fluorestsentsi intensiivsuse analiilisimiseks kasutati firma BD
LSRII lidbivoolutsiitomeetrit (BD Biosciences) ning tarkvara FACSDiva (BD Biosciences,
Heidelberg, Saksamaa). Lébivoolutsiitomeetri algandmete analiilisiks kasutati programmi

GraphPad Prism 5.0. Tulemused on antud kolme katse keskmisena.

2.2.10. Rakkude elulemuse maidramine

Nanopartiklite voimalikku toksilisust rakkude elulemusele hinnati, kasutades MTS
proliferatsiooni analiilisi (CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay,
Promega, Rootsi). See kolorimeetriline meetod pohineb metaboolselt aktiivsete rakkude
mitokondriaalsete ~ dehiidrogenaaside  aktiivsuse  detekteerimisel. = Dehiidrogenaasid
redutseerivad reaktsioonisegus olevad tetrasooliumi soolad formasaaniks ning tekkinud
produkti neelduvust on vOimalik mddta spektrofotomeetriliselt. Mida enam metaboolselt
aktiivseid rakke on, seda enam subtraati redutseeritakse.

Selleks, et modta PF14/pDNA nanopartiklite moju rakkude metaboolsele aktiivsusele,
kiilvati 24 tundi enne eksperimendi algust umbes 70-80% konfluentseks kasvanud CHO (1 x
10 rakud 96-kaevulisele koekultuuri plaadile (Greiner Bio One, Saksamaa). Rakke
transfekteeriti vastavalt eespool kirjeldatud protokollile, LF2000 kasutati vastavalt tootja
protokollile. Enne partiklite lisamist rakkudele vahetati vana sdodde 90 pl uue s66tme
(seerumit sisaldav ning seerumivaba s00de) vastu ning seejdrel lisati 1/10 transfektsiooni
ruumalast ehk 10ul erinevatel laengu suhetel moodustatatud PF14/pDNA partikelid. 4 tunni
moddudes lisati tdiendavalt seerumit sisaldavat sdddet ning inkubeeriti lisaks 20 tundi.
Seejérel lisati 20 pl MTS reagenti 100 pl transfektsiooniruumala kohta ning péarast nelja tundi
inkubeerimist mdddeti tekkinud produkti neelduvust 450 nm juures Tecan Sunrise
mikroplaadi lugejal (Tecan Trading AG, Sveits) Andmed on esitatud kolme katse keskmisena,

100% vastab tootlemata rakkude elususele.
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2.2.11. Nanopartiklite transport in vivo

Nanopartiklite transpordiks in vivo kasutati hiireliini Balb/c (Harlan) emaseid hiiri, vanusega
8 nidalat. Hiiri hoiti kontrollitud temperatuuriga ruumis (20-22 °C ) 12-tunnise valguse ja
pimeduse tsiiklis ning loomadel oli vaba juurdepéés toidule ning veele. Kdik hiirtega
labiviidud protseduurid ning eksperimendid kinnitati Eesti Eetikakomitee loaga (luba nr. 69 ja
70, 9 veebruar 2011).
Peptiid/pDNA kompleksid in vivo rakendusteks moodustati laengu suhtel 2 (CR2), peptiidi
segus moodustas 20% PEG1000-PF14 ning 80% PF14. Plasmiidse DNA doos iihe looma
kohta oli 20pg (0,001 mg/kg). Kompleksid moodustati MQ vees (V=100pul) ning inkubeeriti
1h toatemperatuuril. Pirast inkubatsiooni lisati komplekside lahusele 100 ul 10,9%
mannitooli lahust. Positiivse kontrollina on kasutatud kaubanduslikku transfektsioonireagenti,
Turbofecti, vastavalt tootja protokollile, pPDNA doosiks oli 20 pg plasmiidi looma kohta.
Kompleksid manustati intravenoosselt, kasutades hiire saba veeni. 48 tundi pérast
transfektsiooni koguti koed ning homogeniseeriti, uhmerdades, hoides samal ajal kuival jail.
Seejdrel lisati Iml 1X kudede Litisipuhvrit (Promega, Rootsi) ning loksutati 15 min. Seejérel
liisitud koed tsentrifuugiti (3 korda, 15000 G, 30 min., +4 °C) ja suspensioonist moddeti

lutsiferaasi ekspressioon ning normaliseeriti valgu sisalduse vastu.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Nanopartiklite iseloomustamine

Katioonsed RSP-d on voimelised moodustama pDNA-ga mitte-kovalentselt seotud komplekse
(Lehto jt., 2011 b). See pohineb katioonsete ja/vdoi amfipaatsete RSP-de omadusel
kondenseerida negatiivselt laetud nukleiinhappeid, sealhulgas pDNA-d, nanosuuruses
partikliteks, peamiselt l1dbi elektrostaatiliste ja/voi hiidrofoobsete interaktsioonide.

Selleks, et hinnata peptiid/pDNA nanopartiklite moodustumise efektiivsust, segati
PF14 pDNA-ga erinevatel laengu suhetel (CRO,5-4) ja analiilisiti geelelektroforeesil.
Viiksematel laengu suhetel (0,5-1,5) on ndha vaba pDNA migratsiooni geelis, kuid alates
CR2-st seotakse NH téielikult partiklitesse (joonis 6A). Neid tulemusi kinnitab ka EtBr
fluorestsents-analiiiis, kus fluorestsentsi kustumine jouab platoole alates CR2-st, mis viitab
vaba pDNA puudumisele (joonis 6B). Ilma steariitilhappe modifikatsioonita PepFect14
(nsPF14) fluorestsentsi kustumine saavutab platoo alates CR1,5-st (joonis 6B).

Selleks, et peptiid/pDNA partiklid oleksid bioloogiliselt aktiivsed, peavad nad rakku
sisenemiseks olema piisavalt stabiilsed, kuid joudes oma sihtmérgini, peaksid nad olema
voimelised pDNA-d kasvOi osaliselt kompleksist vabastama. Selleks, et saada lilevaade
nendest omadustest, moodustati peptiid/pDNA nanopartiklid laengu suhtel 2 ning seejérel
inkubeeriti neid hepariiniga erinevatel kontsentratsioonidel ning analiilisiti komplekse
paralleelselt geelelektoforeesil ning spektrofluoromeetriliselt. Vastavalt vabale pDNA
fraktsioonile geelis vOib jireldada, et hepariin suudab vihemalt osaliselt vilja torjuda pDNA-
d PF14 partiklitest (joonis 6C). Need tulemused said kinnitust ka spektrofluoromeetrilisel
analiitisil, kus hepariini madalamatel kontsentratsioonidel oli vabanenud 30-40% pDNA-st
ning 10 mg/ml kontsentratsiooni juures oli vabanenud rohkem kui 50% pDNA-st (joonis 6D).
nsPF14 puhul oli rohkem kui 50% pDNA-st vabanenud juba madalamatel hepariini
kontsentratsioonidel (2,5 mg/ml) ning kontsentratsiooni suurenedes vaba pDNA fraktsioon
tousis, joudes kuni 80%-ni kdige kdrgemal hepariini kontsentratsioonil (joonis 6D). Need
tulemused niitavad, et vorreldes PF14-ga on nsPF14-ga moodustatud nanopartiklid viahem
stabiilsemad.

PF14 nanopartiklite flisikokeemilisi parameetreid moodeti DLS-iga (dynamic light
scattering), mis voimaldab mdota hiidrodiinaamilist diameetrit kui ka partiklite pinnalaengut
ehk zeta potentsiaali. Ilmnes, et PF14/pDNA nanopartiklite hiidrodiinaamiline diameeter
erinevatel laengu suhetel MQ vees jddvad 130-170 nm vahele (tabel 2). Selleks, et moota

erinevate bioloogiliste vedelike mdju nanopartiklite suurusele, kasutati seerumivaba ning 10%
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seerumit sisaldavat Opti-MEM-i. Lahuste lisamisel kasvas partiklite suurus keskmiselt kaks
korda. Fiisioloogilisel kontsentratsioonil olevate soolade juuresolek pdhjustas partiklite
agregatsiooni (tabel 2).

PF14/pDNA nanopartiklitel oli tugev negatiivne zeta-potentsiaal, kuni -40mV MQ vees,
erinevate lahuste lisamine partiklitele muutis laengut neutraalsemaks, kuigi iildine laeng jii

siiski negatiivseks (tabel 2).
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Joonis 6. PF14/pDNA nanopartiklite iseloomustamine. A — Peptiidi voimet moodustada
komplekse pDNA-ga erinevatel laengu suhetel (CR0,5-CR4) hinnati geelelektroforeesil. B —
PF14 ja nsPF14 pDNA kondenseerimise efektiivsuse vordlus erinevatel laengusuhetel
kasutades EtBr fluorestsents-analiilisi. C — PF14 dissotsiatsiooniprofiili hindamine pérast
erinevate hepariini kontsentratsioonidega (0,3125 — 10 mg/ml) inkubeerimist, kasutades geel-
elektroforeest. D — PF14 ja nsPF14 nanopartiklite stabiilsuse hindamine hepariiniga

inkubeerimisel, kasutades EtBr fluorestsents-analiiiisi.

30



Table 2. PF14/pDNA nanopartiklite fiisikokeemilised omadused.

Laengu suhe (PF14:pDNA) Keskmine suurus Zeta potentsiaal (mV+£SD)
(nm=SD)
1:1 166+41 -40+£5
1.5:1 148+25 -42+1
2:1 134+11 -39+7
3:1 148+54 -24+6
2:1 + Opti-MeM 209+7 -12+3
2:1 + Opti-MeM + FBS 220+120 -26£3
2:1 + NaCl 4184319 -31+4

2.3.2. Nanopartiklite bioloogiline aktiivsus

Selleks, et hinnata moodustunud peptiid/pDNA nanopartiklite bioloogilist aktiivsust,
transfekteeriti CHO rakke lutsiferaasi kodeeriva pGL3 plasmiidiga ning 24 tundi pérast
inkubatsiooni moddeti rakkudest lutsiferaasi aktiivsus. PF14 nanopartiklid suutsid
indutseerida umbes 4 suurusjirku korgema lutsiferaasi geeniekspressiooni taseme vorreldes
tootlemata (UT, untreated) rakkudega, samas nsPF14 jidi umbes samale tasemele kui
tootlemata rakudes (joonis 7A). Selleks, et teada saada, kas PF14 ja nsPF14 poolt vahendatud
geeniekspressiooni erinevus tuleneb kahe peptiidi erinevusest rakkudesse sisenemisel, kasutati
fluorestsiiniga margistatud plasmiidi, mis komplekseeriti peptiid/pDNA laengu suhetel CR1-3
ning transfekteeriti CHO rakke nii seerumi valkude juuresolekul kui ka puudumisel.
Fluorestsentsi mootmisel selgus, et PF14 suutis rakkudesse viia mirgistatud pDNA doosist
soltuvalt, samas nsPF14 ei indutseerinud plasmiidi sisenemist rakkudesse. Nii seerumi
juuresolekul kui ka puudumisel oli koige efektiivsem PF14, iletades ka kaubandusliku
transfektsioonireagendi LF2000 pDNA transpordi aktiivsuse. (joonis 7B ja 7C).

PF14 nanopartiklite efektiivsust pDNA transpordil vorreldi ka tema eelkdija,
PepFect3ga (PF3). PF14/pDNA nanopartiklite vahendusel saadud geeniekspressioon oli PF3-
st 20-30 korda efektiivsem seerumi valkude juuresolekul ja puudumisel (joonis 7D).

Kuna RSP-d ning nendega seotud lastmolekulid kasutavad enamasti rakku
sisenemiseks endotsiitootilisi teid, siis ltheks suurimaks takistuseks on endosoomidesse kinni
jddmine, mille tottu suurem osa geneetilisest materjalist tdendoliselt lagundatakse
lisosoomides. Selle hindamiseks transfekteeriti CHO rakke lisaks peptiid/pDNA partiklitega
(CR2) endosomoliiiitilise aine, klorokviini (CQ) juuresolekul, mis suurendas PF14/pDNA
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nanopartiklite poolt tekitatud geeniekspressiooni lisaks 10 korda. nsPF14 nanopartiklite puhul
suurendas CQ samuti bioloogilist aktiivsust, mis viitab sellele, et véike fraktsioon nsPF14
nanopartikleid siiski sisenes rakkudesse ning paiknes endosoomides (joonis 7E). Samuti vdib

sellest katsest jiareldada, et PF14/pDNA nanopartiklid kasutavad rakkudesse sisenemiseks ka

endotsiitootilisi teid.
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Joonis 7. Peptiidd/pDNA nanopartiklite bioloogiline aktiivsus. A — PFI14 ja nsPF14
nanopartiklite vahendatud geeniekspressioon CHO rakkudes. B — fluorestsiiniga mérgistatud
pDNA rakku transportimise aktiivsuse vordlus erinevatel laengu suhetel PF14 ja nsPF14
vahel, seerumi valkude puudumisel ja C — seerumi valkude juuresolekul. D — PF14 ja tema
eelkdija, PF3-e transfektsiooni efektiivsuse voOrdlus erinevatel CR-idel ning seerumi

puudumisel ja juuresolekul. E — endosomoliiiitilise CQ mdju PF14 ja nsPF14 transfektsiooni

efektiivsusele.
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2.3.3. Nanopartiklite rakkudesse sisenemise mehhanism

Uldiselt on aktsepteeritud, et RSP-d, vihemalt seotuna lastmolekulidega, kasutavad
rakkudesse sisenemiseks peamiselt endotstitootilisi teid. Sellest tulenevalt on iiks suuremaid
biosaadavust vdhendavaid tegureid RSP-vahendatud transfektsioonil endoomidesse
kinnjjddmine. PF14 nanopartiklite inkubeerimine koos klorokviiniga viitas sellele, et
PF14/pDNA nanopartiklid, sarnaselt enamikele RSP-dele, sisenevad samuti rakkudesse
endotsiitoosi teel (joonis 7E). Varasemalt on ndidatud, et PF14/ON kompleksid kasutavad
rakku sisenemiseks retseptor-vahendatud endotsiitoosi, tdpsemalt klass A Scavenger
retseptoreid (SCARA) (Ezzat jt., 2012). Sellest ajendatuna soovisime uurida, kas PF14/pDNA
nanopartiklid sisenevad samuti rakkudesse SCARA-de vahendusel. Selleks toddeldi rakke
enne pGL3 plasmiidiga transfekteerimist erinevate SCARA inhibiitorite ja nende kontroll-
ligandidega ning 24 tundi hiljem modddeti lutsiferaasi aktiivsust. SCARA-de inhibitsoon
vaigistas lutsiferaasi geeniekspressiooni tasemed nii seerumit sisaldavates kui ka seerumit
mittesisaldavates tingimustes, jiddes samale tasemele to6tlemata rakkudega (joonis 8A ja 8B).
Seevastu kontroll-ligandid ei vihendanud lutsiferaasi geeniekspressiooni (joonis 8A ja §B).
Saadud tulemused viitavad sellele, et PF14/pDNA nanopartiklid kasutavad samuti rakku
sisenemiseks SCARA vahendatud endotsiitoosi. prof. Pooga grupi poolt viidi 14bi
elektronmikroskoopia analiilis, mis nditas, et nanokullaga maérgistatud PF14/pDNA
nanopartiklid (CR2) kasutavad rakkudesse sisenemiseks kaveoliin-vahendatud endotsiitoosi
(LISA 1, joonis 1). Need tulemused on kooskdlas varasemalt ndidatuga, et SCARA-d
kasutavad rakku sisenemiseks kaveoliin-sdltuvat endotsiitoosi (Zhu jt., 2011)

SCARA inhibiitorite  vahendatud tidielikku geeniekspressiooni vaigistamise
kinnitamiseks viisime 1dbi katse hindamaks inhibiitorite ja partiklite omavahelist moju ning
seda, kas inhibiitorid destabiliseerivad komplekse voi seondavad vaba pDNA-d. Selleks
inkubeerisime PF14/pDNA partikleid inhibiitorite ning nende kontroll-ligandidega ning
analiitisisime geelelektroforeesil. Ilmnes, et inhibiitorid ei mdjuta partiklite stabiilsust ega
pDNA vabanemist partiklitest (joonis 8C), samuti nad ei seo voi ei kondenseeri vaba pDNA-d
(joonis 8D).
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Joonis 8. SCARA inhibiitorite moju PF14/pDNA nanopartiklite transfektsioonile. 24 tundi
enne eksperimenti kiilvati 5 x 10° CHO rakku 24-kaevulisele plaadile, iiks tund enne
transfekteerimist vahetati soode, lisati virske seerumivaba voi seerumivalke sisaldav s60de
ning SCARA inhibiitoreid ning nende kontroll-ligandid, mida inkubeeriti 30 min. 37 kraadi
juures. Inhibiitorite ja kontrollide 10pp-kontsentratsioonid olid jargmised: poliiinosiinhape
(Pol 1) ja poliitsiitidiiiilhape (Pol C) — 10 pg/ml; fukoidaan (Fuc), galaktoos (Gal), dekstaan
sulfaat (DS) ja kondroitiin sulfaat (CS) — 5 pg/ml. Seejdrel toodeldi rakke PF14/pDNA
nanopartiklitega (CR2) seerumi puudumisel — A ja seerumi juuresolekul — B ning 24 tunni
moddudes moddeti lutsiferaasi aktiivsus.

Interaktsioonie PF14/pDNA nanopartiklite — C ning vaba pDNA — D ja inhibiitorite ning
nende kontroll-ligandide vahel hinnati kasutades geel-elektroforeesi. Partiklid valmistati
vastavalt protokollile, seejérel lisati eelnevalt kirjeldatud kontsentratsioonidega inhibiitorid ja
nende kontroll-ligandid ning proove inkubeeriti 37 kraadi juures 1 tund. Seejdrel kanti
proovid agaroosgeelile (1% agaroos 1 x TAE puhvris) ning visualiseerimiseks lisati EtBr

(0.5pg/ml).
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2.3.4. Nanopartiklite vahendatud geeniekspressioon erinevates rakuliinides.

PF14/pDNA nanopartiklid olid vdimelised indutseerima geeniekspressiooni tasemed CHO
rakkudes (joonis 7), kuid selleks, et ndha, kas antud partiklid on voimelised transfekteerima ka
teisi rakuliine, kaasa arvatud mitmeid védhirakuliine, viidi transfektsioonid 14bi inimese
osteosarkooma rakuliinis (U20S, joonis 9A) , inimese glioomi rakuliinis (U87, joonis 9B) ning
inimese embriionaalsetes neerurakkudes (HEK293, joonis 9C). Koikides nendes rakuliinides
tekitasid PF14/pDNA nanopartiklid rohkem kui 4 suurusjdrgu suuruse geeniekspressiooni
kasvu vorreldes todtlemata rakkudega. Vottes arvesse saadud tulemusi erinevates rakuliinides,
siis optimaalne laengusuhe oli enamasti CR2 ning peptiidi kontsentratsiooni edasine
suurendamine ei mojutanud mairgatavalt geeniekspressiooni tasemeid (joonis 9). Kodikides
nendes rakuliinides olid geeniekpressiooni tasemed korged isegi seerumivalkude juuresolekul

(joonis 9), mis moningate RSP-de kasutamisel on olnud suureks tagasiloogiks (Palm jt., 2007)
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Joonis 9. PF14/pDNA nanopartiklite bioloogiline aktiivsus erinevates rakuliinides seerumi
juuresolekul ja puudumisel, vordluseks on kasutatud kaubanduslikku transfektsioonireagenti,
LF2000. A — 5 x 10* U208, B—5 x 10* U87, C — 5 x 10* HEK293 ja D — 5 x 10* CHO rakud
transfekteeriti ja analiiiisiti vastavalt eelnevalt kirjeldatule, LF2000 kasutati vastavalt tootja

protokollile.
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2.3.5. Nanopartiklite geeniekspressioon raskesti transfekteeritavates rakuliinides.

Geeni transportvektorid peavad vastama mitmetele ndudmistele, iiheks selliseks on voime
indutseerida oluliselt korgeid geeniekspressiooni tasemeid ka raskesti transfekteeritavates
rakkudes ning primaarsetes rakkudes. Selleks, et uurida kas PF14/pDNA nanopartiklid on
vOimelised geenitranspordiks nendes rakkudes, wvaliti kolm rakuliini. Kdoigepealt
transfekteeriti RD4 skeletilihaste rakke, kus PF14/pDNA nanopartiklid saavutasid rohkem kui
1000 kordse geeniekspressiooni tdusu vorreldes tootlemata rakkudega ning ekspressioon oli
korge ka seerumivalkude juuresolekul (joonis 10A). PF14 nanopartiklid vahendasid ka olulist
geeniekspressiooni tousu hiire embriionaalsetes fibroplastides (MEF) ning embriionaalsetes
tiivirakkudes (mES), kus lutsiferaasi tase kasvas 1000-10 000 korda (joonis 10 B ja C). Kodigi
kolme rakuliini puhul oli optimaalne laengu suhe 2, edasine peptiidi kontsentratsiooni
suurendamine ei avaldanud olulist mdju geeniekspressiooni suurenemisele. Kuigi
lipofektsioon saavutas kodikidel juhtudel kdrgemad geeniekspressioonitasemed kui PF14-
vahendatud transfektsioon (joonis 10A), on teada, et ta on seotud toksiliste korvalmojudega

(Joonis 11D).

A RD4 B MEF c mES

B - secrum M + seerum B - seerum [ - seerum

[ -seerum W + seerum
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Laengu suhe (peptiid:pDNA) Laengu suhe (peptiid:pDNA) Laengu suhe (peptiid:pDNA)
Joonis 10. PF14-vahendatud pDNA transport raskesti transfekteeritavatesse ja primaarsetesse

rakuliinidesse. A — 5 x 10* RD4, B—3 x 10* MEF ja C — 5 x 10" mES rakud transfekteeriti

ja analiilisiti vastavalt eelnevalt kirjeldatule, LF2000 kasutati vastavalt tootja protokollile.
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2.3.6. Nanopartiklite vahendatud geeniekspressiooni kirjeldamine

Nanopartiklite puhul on véiga oluline teada aega, mille jooksul hakkab geeniekspressioon
transfekteeritud rakkudes vihenema. Selle viljaselgitamiseks transfekteeriti CHO rakke ja
moddeti lutsiferaasi ekspressiooni erinevatel ajapunktidel — 4, 8, 24, 48 ja 72h. Juba pérast
nelja tundi suurenes geeniekspressioon 10 korda, joudes maksimumi 24 tunni moéddudes.
Alates sellest ajapunktist hakkas geeniekspressioon kahanema, pérast 72 tundi oli see
viahenenud 10 korda (joonis 11A).

Jargmiseks oluliseks kriteeriumiks on transfektsioonivektori vdime transfekteerida
erineva tihedusega rakupopulatsioone iihtlase efektiivsusega. Selle hindamiseks kiilvati 24-
kaevulisele plaadile erinevate tihedustega rakud (20 000 — 100 000 rakku), mis transfekteeriti
ning analiilisiti lutsiferaasi ekspressioon suhtes. Ilmnes, et rakupopulatsiooni konfluentsusel
puudus oluline mdju geeniekspressiooni tasemetele, lutsiferaasi ekspressioon jdi enamasti
samale tasemele nii seerumi puudumisel kui ka juuresolekul, nii ka LF2000 puhul (joonis
11B).

Lisaks erineva tihedusega rakupopulatsioonide transfekteerimisele on ka véga oluline,
et transportvektor suudaks transfekteerida suure osa rakke tervest populatsioonist. Selle
hindamiseks transfekteeriti CHO rakke roheliselt fluorestseeruvat valku (EGFP) kodeeriva
plasmiidi, pEGFP-ga ning analiiiisiti ekspressiooni ldabivoolutsiitomeetril. PF14 nanopartiklite
vahendatud transfektsioon seerumit mittsesisaldavates tingimustes suurendas EGFP
ekspressiooni enamikes rakkudes rakupopulatsioonis, seevastu seerumit sisaldavates
tingimustes ekspresseeris EGFP-d vdiksem fraktsioon rakke (joonis 11C).

Transfektsioonivektorite puhul on oluline, et nad oleksid vdimelised transportima
geneetilist materjali rakkudesse voimalikult ohutult ning toksiliste kdrvaltoimete puudumine
vo1 kergus on ka iiheks eelduseks nende potentsiaalseks kasutamiseks ravimitena. Selle
esmaseks hindamiseks transfekteeriti CHO rakke PF14/pDNA nanopartiklitega ning hinnati
nende elulemust MTS analiilisiga. Vastavalt sellele ei pohjustanud PF14 nanopartiklid
rakkudele toksilisust erinevatel laengu suhetel ning seerumi valkude puudumisel kui ka
juuresolekul. Seevastu kaubanduslikult kasutatav LF2000 vidhendas rakkude elulemust kuni

30% (joonis 11D).
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Joonis 11. PFI14/pDNA nanopartiklite vahendatud geeniekspressiooni kineetika,
geeniekspressiooni taseme soltuvus rakupopulatsiooni konfluentsusest, voime transfekteerida
rakke rakupopulatsioonis ning toksilisuse profiili hindamine CHO rakkudes. A — PF14/pDNA
nanopartiklite poolt indutseeritud geeniekspressiooni kineetika hindamiseks transfekteeriti
CHO rakud pGL3 plasmiidiga CR2 juures ning rakkude lutsiferaasi ekpsressiooni analiiiisiti
erinevatel ajapunktidel, 4 -72 tunni vahel. B — selleks, et hinnata rakupopulatsiooni
konfluentsuse moju transfektsioonile, kiilvati erineva tihedusega rakud (2 x 104, 4 x 104, 6 x
10%, 8 x 10* ja 100 x 10*) 24 tundi enne eksperimenti ning seejirel transfekteeriti ning
analiilisiti vastavalt eespool kirjeldatule. C — Selleks, et hinnata PF14/pDNA nanopartiklite
efektiivsust terve rakupopulatsiooni transfekteerimisel, viidi pEGFP plasmiid CHO
rakkudesse ning seejirel analiiiisiti neid ldbivoolutsiitomeetrial. D — PF14/pDNA toksilisust
rakkudele hinnati MTS proliferatsiooni analiiiisil, CHO rakud transfekteeriti ning rakkude

elulemust mdddeti 24 tundi pérast transfektsiooni.
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2.3.7. Pegiileeritud nanopartiklite iseloomustamine

Selleks, et suurendada PF14 nanopartiklite biosaadavust in vivo tingimustel, kasutati PEG
molekuli lisamist ehk pegiileerimist. Parast PEG molekuli kovalentset konjugeerimist PF14-e
kiilge oli vaja hinnata, kas PEG1000-PF14 on samuti vdoimeline pDNA-d kondenseerima.
Selleks viidi 1dbi agaroos-geelelektoforees ning ilmnes, et laengu suhtel 1 ning erineva
PEG1000-PF14 protsentuaalse hulga juures pDNA-d ei kondenseerita efektiivselt, kuid alates
CR2-st on pDNA kondenseeritud partikliteks, vélja arvatud 100% PEG1000-PF14 puhul, kus
on nidha vaba pDNA migreerumist geelil (joonis 12A), sarnaselt CR2-le on pDNA
kondenseeritud ka CR3 juures, kuid 100% juures on samuti ndha vaba pDNA migreerumist
geelil (joonis 12A). Neid tulemusi kinnitab ka EtBr fluorestsent-analiiiis, kus on ndha CR1
puhul ebaefektiivset pDNA kondensatsiooni. Alates CR2-st jouab pDNA kondensatsioon
platoole, kuid 100% PEG-PF14/pDNA partiklite puhul on see jillegi peaaegu vordne vaba
pDNA fluorestsentsiga (joonis 12B).

pDNA CR1 5% 10% 20% 100% CR2 5% 10% 20% 100% CR3 5% 10% 20% 100% 1009 - CR
' oy » 3 = CR2
—— e e T e D e e e S e e 754 - CR3

504

- ——— e — - 251

Suhteline fluoresents

0 CR 5%  10% 20% 100%
PF14-PEG1000 %

Joonis 12. Pegiileeritud PF14/pDNA nanopartiklite moodustumine. A — Peptiidi vOime
kondenseerida pDNA-d nanopartikliteks erinevatel laengu suhetel (CR1-CR3) ning
pegiileeritud peptiidi erinevatel protsentuaalsetel koostistel. B — PEG1000-PF14 /pDNA
kondenseerimise efektiivsuse hindamine, kasutades EtBr fluorestsents-analiiiisi. Pegiileeritud
nanopartiklite fiisikokeemiliste parameetrite mootmine nditas, et PEG1000-PF14/pDNA
nanopartiklite hiidrodiinaamiline diameeter laengu suhtel 2 ja erinevatel pegiileeritud PF14
kontsentratsioonidel MQ vees jddvad 80-200 nm vahele (tabel 3), suurendades PEG1000-
PF14 osakaalu, suureneb ka partikli hiidrodiinaamiline diameeter. PEG1000 lisamine
PF14/pDNA nanopartiklitele muutis PF14 partiklite zeta-potentsiaali positiivseks, kuni 30mV
MQ vees, vilja arvatud 100% PEGI1000-PF14/pDNA nanopartiklite puhul, mis omasid
tugevat negatiivset laengut (tabel 3).
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Tabel 3. . PEG1000-PF14/pDNA nanopartiklite fiisikokeemilised omadused.

PEG1000-PF14 % Keskmine suurus Zeta potentsiaal
(PF14st) (nm=SD) (mV£SD)

2,5 101 +27 30+11

5 153 + 64 12+26
7,5 135+59 21+27

10 170 + 64 14+38

20 184 + 56 8+19
100 207 +£6 -53+8

2.3.8. Geenitransport pegiileeritud nanopartiklitega

Selleks, et hinnata pegiileerimise moju PF14/pDNA nanopartiklite bioloogilisele aktiivsusele,
viisime ldbi transfektsioonid CHO ning MEF rakkudes ning ilmnes, et kummaski rakuliinis
oli pegiilatsiooni mdju nanopartiklite transfektsioonidele minimaalne (joonis 13A ja 13B),
olles sarnane PF14-vahendatud partiklite geeniekspressiooni tasemetega (vastavalt joonis 9D
ja 10B), wvilja arvatud 100% PEGI1000-PF14/pDNA nanopartiklite vahendatud
geeniekspressioon, mis oli oluliselt vihenenud (joonis 13A ja 13B) ning mis vdib tuleneda
ilmselt ebaefektiivsest pPDNA kondensatsioonist (joonis 12A ja 12B).

Enne nanopartiklite in vivo transfektsiooni hinnati pegiileeritud nanopartiklite moju ka
rakkude elulemusele. Selleks transfekteeriti CHO rakke peptiid/pDNA nanopartiklitega (CR2)
ning pegilileeritud peptiidi erineva protsentuaalse koostise juures ning hinnati nende elulemust
MTS analiiiisiga. Vastavalt sellele ei pohjustanud pegiileeritud PF14 nanopartiklid rakkudele
toksilisust ning elulemust ei mdjutanud ka transfektsioonid seerumi valkude puudumisel kui
ka juuresolekul (joonis 13C).

Viimasena hindasime pegiileeritud partiklite lutsiferaasi ekspressiooni indutseerimise
voimet loommudelis mudelis, mida vordlesime kaubandusliku in vivo rakenduste jaoks
moeldud katioonsetel poliimeeridel pdhineva transfektsioonireagendi, Turbofectiga.
Pegiileeritud PF14/pDNA nanopartiklid olid vdimelised indutseerima 2,5 korda kdrgemaid
geeniekspressiooni tasemeid maksas ning umbes 2 korda korgemaid geeniekspressiooni
tasemeid kopsus, vorreldes vaba pDNA kontrolltasemetega (joonis 13D). Turbofect
indutseeris ~3,5 korda suuremad lutsiferaasi tasemed maksas ning ~6 korda suuremad

ekspressioonitasemed kopsus (joonis 13D)
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Joonis 13. Pegiileeritud nanopartiklite bioaktiivsus ning toksilisus. Pegiileeritud
nanopartiklite vOoime indutseerida pDNA ekspressiooni rakukultuuris, A — CHO rakkudes
ning B — MEF rakkudes. 5 x 10* rakke kiilvati 24 tundi enne eksperimendi algust 24-
kaevulistele plaatidele ning seejdrel transfekteeriti laengu suhtel 2, erinevate PEG1000-PF14
peptiidi protsentuaalse osakaalu juures. C — Pegiileeritud nanopartiklite modju rakkude
elulemusele, 100% rakkude elulemus vastab tootlemata rakkude elulemusele. D —
pegiileeritud PF14 nanopartiklite voime indutseerida geeniekspressiooni in vivo. Kompleksid
moodustati laengu suhtel 2 (CR2), peptiidi segus moodustas 20% PEG1000-PF14 ning 80%
PF14. pDNA doos iihe looma kohta oli 20pg. Komplekse inkubeeriti iiks tund
toatemperatuuril. Pérast inkubatsiooni lisati nanopartiklite lahusele sama kogus 10,9%-list
mannitooli lahust. Positiivse kontrollina on kasutatud kommertsiaalset transfektsioonireagenti,
Turbofecti, vastavalt tootja protokollile, pDNA doosiks oli 20 pg plasmiidi looma kohta.
Kompleksid manustati intravenoosselt, kasutades hiire saba veeni. 48 tundi pérast
transfektsiooni koguti koed, homogeniseeriti ning moddeti lutsiferaasi ekspressioon, mis

normaliseeriti valgu sisalduse vastu.
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2.4. Arutelu

Geeniteraapia rakendusteks on vaja leida efektiivne ning ohutu vektori terapeutiliste
nukleiinhapete transpordiks rakkudesse. Viraalsed vektorid on véga efektiivsed, kuid nende
kasutamisega kaasnevad riskid nagu immunogeensus ning kantserogeenne mutagenees.
Mitteviraalsed vektorid pohinevad siinteetilistel lipiididel, poliimeeridel v3i peptiididel, mis
suudavad pDNA-d kondenseerida nanopartikliteks ning vahendada nende transporti
rakukultuuris ja organismi tasemel (Midoux P., 2009).

RSP-d on peptiidsed itihendid, mis voimaldavad erinevate lastmolekulide efektiivset
transporti rakkudesse nii in vitro kui in vivo tingimustes. RSP-sid on vdimalik kasutada
mitmetes geeniteraapia rakendustes, kuid nende bioloogilist aktiivsust vdhendavad
ebaefektiivne pDNA kondenseerimine nanopartikliteks ning nende ebastabiilsus. Isegi kui
stabiilsed nanopartiklid moodustuvad, siis suurimaks tagasilodgiks on nende kinnijddmine
endosomaalsetesse  vesiikulitesse. On ndidatud, et RSP-de efektiivsus pDNA
kondenseerimisel ning membraanide destabiliseerimisel voib oluliselt tdsta nende
modifitseerimine hiidrofoobse steartiiilhappe lisamisega (Lehto jt., 2011)

Antud t66 eesmirgiks oli uurida, kas SKO-de transpordi jaoks vilja tootatud RSP,
PepFectl4 (Ezzat jt., 2011), on efektiivne pDNA transpordil, seejérel iseloomustada nende
komplekside flisikokeemilisi parameetreid ning vektori vahendatud geeniekspressiooni
erinevates rakuliinides, samuti kindlaks teha rakku sisenemise mehhanismid ning saada
esmakordselt aimu PF14-vahendatud NH-de transpordist in vivo

Esiteks iseloomustati PF14/pDNA nanopartiklite flisikokeemilisi omadusi ning
erinevate analiilisidega ilmnes, et PF14 moodustab stabiilseid nanopartikleid pDNA-ga
erinevatel laengusuhetel, kusjuures CR2 juures oli kogu pDNA partiklitesse seotud. DLS
niitas, et CR2 juures moodustatud nanopartiklite hiidrodiinaamiline diameeter on keskmiselt
135 nm ning erinevatel CR-idel suurus varieerub 130-170 nm. (tabel 2). Nanopartiklite
pinnalaeng CR2 juures oli keskmiselt -40mV (tabel 2).

Selleks, et pDNA nanopartiklid suudaksid olla bioloogiliselt aktiivsed, peavad nad
olema kuni sihtmérgini joudmiseks piisavalt stabiilsed, kuid kohale joudes peab lastmolekul
olema voimeline nanopartiklist vabanema. PF14/pDNA nanopartiklite stabiilsuse testimiseks
inkubeeriti neid hepariiniga, kus teda kasutati pDNA-d kompleksidest vilja torjuva
poliianioonina. Ilmnes, et PF14 moodustas stabiilsemaid nanopartikleid kui nsPF14, kuid
korgematel hepariini kontsentratsioonidel vabanes pDNA ka PF14 nanopartiklitest, mis nditab,
et pPDNAd on voimalik partiklitest védlja torjuda, ning see vOimaldab geeniekspressiooni

pDNA-It (joonis 6). Saadud andmetest voib jdreldada, et nsPF14/pDNA partiklid on
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bioloogiliselt inaktiivsed vdhese stabiilsuse tottu. Antud t60s leitud tulemused on kooskdlas
varasemate uuringutega (Lehto jt., 2011 bo), kinnitades, et lisaks elektrostaatilistele
interaktsioonidele on ka hiidrofoobsed interaktsioonid vajalikud RSP/pDNA partiklite
moodustumisel, stabiilsusele kui ka NH transpordi potentsiaalile.

On laialdaselt aktsepteeritud, et RSP-d, eriti lastmolekulidega seotuna, kasutavad
rakku sisenemiseks endotsiitootilisi teid, jdddes seetdttu endosomaalsetesse vesiikulitesse
kinni, mis on pohiliseks biosaadavust limiteerivaks faktoriks nende lastmolekulide toimekohal
(rakutuum pDNA puhul). Uheks levinumaks strateegiaks endosoomidest materjali
vabastamiseks on rakkude t66tlemine klorokviiniga, mis on tuntud endosomoliiiitiline aine
(Erbacher jt., 1996). CQ voimaldab endotsiitoosi teel rakku sisenenud nanopartiklitel
vabaneda endotsiitootilistest vesiikulitest, suurendades seega nende transfektsiooni
efektiivsust, ning seetdttu geeniekspressiooni suurenemine PF14/pDNA CQ juuresolekul
viitab nende partiklite rakkudesse sisenemisele endotsiitoosi teel (joonis 7E).

Et saada tdpsemat lilevaadet partiklite rakusisesest litkumisest, viisid Prof. Pooga ja
tema toogrupp ldbi TEM (transmissiooni elektronmikroskoopia) analiiiisi, transfekteerides
CHO rakke nanokullaga margistatud pGL3/PF14 nanopartiklitega ning see niitas kaveool-
sOltuva endotsiitoosi osalust PF14/pDNA nanopartiklite rakku sisenemisel (Lisa 1; joonis 1).
Kaveoliin-sOltuva endotsiitoosi osalus on ndidatud ka TP10/valk komplekside transpordi
puhul (Sailik jt., 2009). Varasemalt on nididatud, et PF14/ON partiklite sisenemine
rakkudesse on seotud Scavenger retseptorite klass A alatliipidega (Ezzat jt., 2012), sama
kehtib ka PF14/pDNA nanopartiklite sisenemise kohta rakkudesse, kus SCARA alagruppide
inhibeerimine vaigistas geeniekspressiooni tiielikult (joonis 8A ja B). Samuti on nédidatud, et
SCARAAJ on seotud kaveoliin-sdltuva endotsiitoosiga (Zhu jt., 2011).

PF14/pDNA nanopartiklid vahendasid méirkimisvairsete geeniekspressiooni tasemete
teket erinevates rakuliinides kuni 4 suurusjiarku. Transpordi efektiivsust ei mojutanud oluliselt
ka seerumi valkude juuresolek (joonis 9), mis on olnud suur takistus erinevate RSP-de
rakendamisel. Vorreldes PF14 tema eelkdija PF3-ga, mis on samuti efektiivne pDNA
transportija (Lehto jt., 2011 b), on PF14-1 oluliselt paranenud transpordiomadused,
indutseerides vihemalt iihe suurusjdrgu korgemad geeniekspressiooni tasemed (joonis 7D).
PF14-vahendatud geeniekspressioon tekib kiiresti, juba pérast nelja tundi on see kasvanud 10
korda, joudes maksimumini 24 tunni méddudes (joonis 11A) ning kdrgete geeniekspressiooni
tasemete saavutamine ei sOltu rakkude konfluentsusest (joonis 11B). PF14 nanopartiklitel
puudub moju rakkude elulemusele (joonis 11D) ning nad on voimelised transfekteerima ka
raskesti transfekteeritavaid ning primaarseid rakukultuure (joonis 10), seda isegi seerumi

valkude juuresolekul.
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In vivo rakendustes stabiilsust suurendava PEG molekuli konjugeerimine peptiidile
voimaldab in vivo indutseerida 2,5 korda korgema geeniekspressiooni taseme maksas ning
umbes 2 korda korgema geeniekspressiooni taseme kopsus, vorreldes loomadega, kellele oli
antud paljast pPDNA-d, intravenoossel manustamisel (joonis 13D).

Kokkuvdtteks, PF14 on efektiivne transportvektor pDNA rakkudesse viimiseks, millel
on mitmeid eeliseid vorreldes traditsiooniliste vektoritega. Antud t66s esitatud PF14
vahendatud in vivo transfektsioon on esimene nidide PF14 nanopartiklite rakendamisel in vivo

mudelis, viidates tema potentsiaalsetele rakendustele geeni transpordiks haigusmudelites.
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KOKKUVOTE

Uks suurimaid viljakutseid geeniteraapias on leida efektiivne ning ohutu meetod rakuviliste
ja rakusiseste barjddrid iiletamiseks, eesmirgiga toimetada geneetiline materjal raku
sisekeskkonda. Funktsionaalne geen sisestatakse tavaliselt plasmiidsesse DNA-sse, mis
viiakse viraalsete vO1 mitteviraalsete transportvektorite vahendusel rakkudesse. Viraalsed
vektorid on efektiivsed kuid patogeense paritolu tdttu on nad alati seotud potentsiaalsete
kdrvaltoimetega, seetdttu on vilja tddtatud erinevaid mitteviraalseid vektoreid. Uheks
selliseks klassiks on rakku sisenevad peptiidid, mille puhul on ndidatud pDNA transporti
rakukultuuris kui ka in vivo tingimustes. Antud t60s on kasutatud geneetilise materjali
kandjana RSP-d, PepFect14 (PF14) eesmdrgiga hinnata PF14/pDNA nanopartiklite omadusi
ning nende potentsiaali bioloogilistes rakendustes.

Saadud tulemused demonstreerivad, et PF14 on voimeline kondenseerima pDNA-d
erinevatel laengu suhetel ning moodustama negatiivselt laetud, stabiilseid nanopartikleid
suurusega 130-170 nm. Nanopartiklid suudavad indutseerida korgeid geeniekspressiooni
tasemeid erinevates rakuliinides, sealhulgas raskesti transfekteeritavates rakkudes,
mojutamata rakkude elulemust. Transfektsiooni efektiivsus ei vdhene seerumi valkude
juuresolekul ning on suhteliselt sdltumatu rakupopulatsiooni tihedusest. Téhelepanuvairselt,
PF14 modifitseerimine poliietiileengliikooliga suurendab peptiidi potentsiaali pDNA
transportimisel in vivo tingimustes.

Kokkuvotteks, PF14 on efektiivne transfektsioonireagent geneetilise materjali
transportimiseks rakkudesse, mida saaks kasutada potentsiaalse transportvektorina pre-

kliinilistes haigusmudelites nukleiinhapetel pohinevates terapeutilistes rakendustes.
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Cell penetrating peptide, PepFect14, for efficient gene delivery in vitro and in vivo

Kadi-Liis Veiman

SUMMARY

One of the major challenges in implementing gene therapy is to find efficient and safe
measures how to deliver genes. Easiest way for introducing genetic material to cells is to
incorporate the gene of interest into plasmid DNA (pDNA) and deliver this DNA into cells.
Cell-penetrating peptides (CPPs) are one class of non-viral delivery vectors that have been
shown to facilitate the delivery of pDNA, both in vitro and in vivo. They can condense
oligonucleotides and plasmid DNA into nanoparticles, thus allowing the transfection of
genetic material into cells. However, despite few promising attempts, CPP-mediated pDNA
delivery has been relatively inefficient due to the unfavorable nanoparticlel characteristics or
the nanoparticle entrapment to endocytic compartments. In many cases, both of these
drawbacks could be alleviated by modifying CPPs with a stearic acid residue.

In this study, PepFect14 (PF14) peptide, previously used for the transport of shorter
oligonucleotides, is demonstrated to be suited also for the delivery of pDNA. It is shown that
PF14 forms stable nanoparticles with pDNA at different peptide/pDNA charge ratios with a
negative surface charge and size of around 130—170 nm. These nanoparticles facilitate
efficient gene delivery and expression in a variety of regular adherent cell lines and also in
difficult-to-transfect primary cells. Uptake studies indicate that PF14/pDNA nanoparticles are
utilizing class A scavenger receptors (SCARA) and caveolae-mediated endocytosis as the
main route for cellular internalization. Moreover, the potential of PF14 nanoparticles to
induce gene expression levels in animal model has been shown for the first time in this work.
Conclusively, PF14 is an efficient nonviral vector for gene delivery and could be used further

in relevant disease models.
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LISAD

LISA 1

Joonis 1. PF14/pDNA nanopartiklite rakku sisenemine ning intratsellulaarne lokalisatsioon.

CHO rakke inkubeeriti nanokullaga méargistatud pDNA/PF14 kompleksidega (CR2) 1h, 37
kraadi juures. A — Komplekside interaktsioonid rakumembraaniga (nooled) ning
lokalisatsioon kaveolaarsetes struktuurides (kastike). B — PF14/pDNA nanopartiklite
lokalisatsioon kaveolaarsetes vesiikulites; C — PF14/pDNA nanopartiklite lokalisatsioon
multivesikulaarsetes kehakestes ja D — tsiitosoolis, kus noolte otsad nditavad hairitud

endosomaalseid membraane.
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ABSTRACT: The successful applicability of gene therapy
approaches will heavily rely on the development of efficient
and safe nonviral gene delivery vectors, for example, cell-
penetrating peptides (CPPs). CPPs can condense oligonucleo-
tides and plasmid DNA (pDNA) into nanoparticles, thus
dllowing the transfection of genetic material into cells.
However, despite few promising attempts, CPP-mediated
pDNA delivery has been relatively inefficient due to the
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unfavorable nanoparticle characteristics or the nanoparticle entrapment to endocytic compartments. In many cases, both of these
drawbacks could be alleviated by modifying CPPs with a stearic acid residue, as demonstrated in the delivery of both the pDNA
and the short oligonucleotides. In this study, PepFectl4 (PFl14) peptide, previously used for the transport of shorter
oligonucleotides, is demonstrated to be suited also for the delivery of pDNA. It is shown that PF14 forms stable nanoparticles
with pDNA with a negative surface charge and size of around 130—170 nm. These nanoparticles facilitate efficient gene delivery
and expression in a variety of regular adherent cell lines and also in difficult-to-transfect primary cells, Uptake studies indicate that
PF14/pDNA nanoparticles are utilizing class A scavenger receptors (SCARA) and caveolae-mediated endocytosis as the main
route for cellular internalization. Conclusively, PF14 is an efficient nonviral vector for gene delivery.
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1. INTRODUCTION

A fundamental principle of classical gene therapy is to deliver a
gene of interest into target cells and tissues to restore the
normal physiological expression level of otherwise deficient
gene products, thereby correcting the underlying disease
Phenol}lpe.' The easiest way to achieve this is to incorporate
the genetic material into a plasmid DNA (pDNA) vector and
introduce it to the nucleus of cells. However, pDNA molecules
cannot enter cells freely and require assistance in their
intracellular delivery due to having a strong negative charge
and high molecular weight. This has led to the development of
a variety of nonviral pDNA delivery vectors. These vectors are
mostly polycationic and are based on different lipids, polymers,
or peptides that can neutralize pDNA charge and condense it
into na.nupa.rlicle.s.z’j

One group of such nonviral vectors that has emerged in the
last couple of decades consists of cell-penetrating peptides
(CPPs).* CPPs are cationic and/or amphipathic peptides that
usually do not exceed 30 amino acids in length and have been
shown to facilitate the delivery of a wide variety of bioactive
cargoes, including pDNA, both in vitro and in vivo (as reviewed
in refs 5—9). The cellular uptake mechanism of CPPs has
remained elusive, but it is now widely accepted that CPPs, at
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least when associated with cargo, usually utilize different
endocytic pathways in parallel for internalization.'*"'
of this, CPPs and their respective cargo often stay entrapped in
the endosomal vesicles, which limits the bioavailability of CPP-
based cargo delivery systems,’ similarly to other nonviral
vectors,”

Cargo molecules could be vectorized by CPPs via two
distinct approaches—by covalent linkage or noncovalent

Because

nanoparticle formation—and in most cases, only the latter
strategy is applicable for the pDNA. CPP-mediated pDNA
delivery has been successful according to many reporls,u’” but
it seems to require certain CPP modifications, as unmodified
peptides have generally been relatively poor vectors." "' The
reason for this may be related with two generally recognized
limitations of CPPs when used for pDNA delivery. First, most
CPPs, with or without additional modifications, condense
pDNA into weakly associated nanoparticles that disintegrate
too easily, probably before delivering a significant amount of
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pDNA into cells. Second, because CPPs use endocytic
pathways to gain access to the cells, most of the CPPs and
their respective cargo are destined to stay entrapped in
endocytic vesicles, Consequently, cargo molecules will not be
available at their site of action (nucleus in case of pDNA).
However, these limitations can be overcome when CPPs are
chemically modified in certain ways. For example, the addition
of a hydrophobic stearic acid residue to some CPPs can have a
substantial impact on the bioavailability of CPP/nucleic acid
na.nopa.rlit:lt-:s.w_22

Our group has lately designed a new series of modified CPPs,
PepFects, that have been shown to be efficient for the delivery
of different nucleic acids, including pDNA,™ splice-correcting
oligonucleotide (SCOs),”** and siRNAs,™ both in vitro and in
vivo. In this work, we sought to study whether PepFectl4
(PF14) peptide, having previously been shown to be an
efficient delivery vehicle for SCO&,M could be used for the
delivery of pDNA.

We here report that PF14 can condense pDNA into
negatively charged bioactive nanoparticles that deliver their
cargo genes into different adherent cell lines and primary cells
more efficiently than its predecessor stearyl-transportan 10
(TP10) [PepFect3 (PF3)] peptide. There is strong evidence
that the upl.a](e of PF14/pDNA nanoparticles involves class A
scavenger receptors (SCARA) and caveolae-mediated endocy-
tosis. Also, the high activity of PF14 seems to be attributed to
its ability to induce the destabilization of endosomal
membranes.

2. EXPERIMENTAL SECTION

2.1. Synthesis of Peptides. PF14 (stearyl AGYLLGKLL-
OOLAAAALOOLL-NH,) and unmodified PF14 (nsPF14,
AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH,) were synthesized in a
stepwise manner in a 0.1 mmol scale on an automated peptide
synthesizer (Applied Biosystems, ABI433A) using a Fmoc
(fluorenylmethyloxycarbonyl) solid-phase peptide synthesis
strategy with Rink-amide MBHA (methylbenzylhydrylamine)
resin (Fluka) as a solid phase to obtain C terminally amidated
peptides. N-terminally stearylated peptides were prepared by
treatment of peptidyl resins with 4 equiv of stearic acid
(Sigma), 4 equiv of HOBt/HBTU (MultiSynTech, Germany),
and 8 equiv of DIEA (Fluka) in DMF for 60 min. The final
cleavage was Perﬁ)rmed using a standard protocol [95%
trifluorcacetic acid (TFA)/2.5% TIS/2.5% water] for 2 h at
room temperature. Peplid.es were Puriﬁed by rever.s‘ed-Pha.Se
high-performance liquid chromatography (HPLC) using a C18
column and 5—80% acetonitrile (0.1% TFA) gradient. The
molecular weight of the peptides was analyzed by matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-
TOF) mass spectroscopy, and purity was >90% as determined
by analytical HPLC.

2.2. Cell Cultures. Chinese hamster ovary (CHO) cells
were grown at 37 °C, 5% CO, in Dulbecco's modified Eagle's
medium F12 (DMEM-F12) with glutamax supplement with 0.1
mM nonessential amino acids, 1.0 mM sodium pyruvate, 10%
fetal bovine serum, 100 U/mL penicllin, and 100 pg/mL
streptomycin (PAA Laboratories GmbH, Germany). HEK293,
U87, U208, and MEF cells were grown at 37 °C, 5% CO, in
DMEM with glutamax supplemented with 0.1 mM nonessential
amino acids, 1.0 mM sodium pyruvate, 10% fetal bovine serum,
100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin (PAA
Laboratories GmbH). mES cells were grown in DMEM high
glucose (4.5 g/L) with Lglutamine, 0.1 mM NNEA, 1.0 mM
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sodium pyruvate, 15% ES-cell tested FBS, antibiotics, 0.1 mM
Z-mercaptoethanol, and 1000 U/mL leukemia inhibitory factor,
using mitomycin C inactivated mouse embryonic fibroblasts as
a feeder monolayer. THP-1, human acute monocytic leukemia
cells (CLS, Germany), were grown at 37 °C, 5% CO, in RPMI
1640 medium with glutamax supplement, 0.1 mM nonessential
amino acids, 1.0 mM sodium pyruvate, 10% fetal bovine serum,
100 U/mL penicillin, and 100 mg/mL streptomycin (PAA
Laboratories GmbH).

2.3. Nanoparticle Formation. A 0.5 ug amount of pGL3
or pEGFP-Cl plasmid (4.7 kb), expressing luciferase or
enhanced green fluorescent protein (EGFP), respectively, was
mixed with CPPs at different peptide-to-pDNA charge ratios of
0.5:1—4:1 { CR0.5—CR4) in MQ water in 50 uL (1/10th of the
final volume). CRs were calculated taking into account the
positive charges of the peptide and negative charges of the
pDNA For instance, the final concentration of PF14 was 0.64
uM at CR1. Complexes were formed for 1 h at room
temperature. Meanwhile, the cell medium was replaced in 24-
well tissue culture plates for fresh media (450 uL). In the case
of Lipofectamine 2000 (LF2000) (Invitrogen, Sweden), the
complexes were formed according to the manufacturer's
protocol, using the recommended amounts for each cell line,
PF3 was utilized as described elsewhere.™

DNA condensation was analyzed using a gel retardation assay
and ethidium bromide (EtBr) (Sigma, Sweden) exclusion assay.
Briefly, for both assays, complexes were formed as described
above. In the case of the gel retardation assay, samples were
electrophoresed on agarose gel (1%) in TAE (1X) and imaged
by staining the gel with EtBr (0.5 wg/mL). In the EtBr
exclusion assay, after 1 h of incubation, 135 uL of MQ water
was added to each sample and transferred into a black 96-well
plate (NUNC, Sweden). Thereafter, 15 uL of EtBr solution was
added to give a final EtBr concentration of 400 nM. After 10
min, the fluorescence was measured on a Spectra Max Gemini
XS fluorometer ( Molecular Devices, Palo Alto, CA) at 4, = 518
nm and 4,,, = 605 nm. Results are given as relative flucrescence,
and a value of 100% is attributed to the fluorescence of naked
DNA with EtBr.

2.4. Heparin Displacement Assay. For the analysis of
their resistance to heparin, peptide formulations containing 100
ng of pDNA were incubated for 30 min at 37 °C in the
presence of heparin (sodium salt, Sigma-Aldrich, Germany)
over a range of concentrations. After the incubation period,
loading buffer was added, and the samples were analyzed on
agarose gel as described above. We also used spectrofluorom-
etry to corroborate these findings. In brief, complexes were
formed as described above. After 1 h of incubation, heparin
sodium was added to the complexes over a range of
concentrations and incubated for an additional 30 min at 37
°C. Then, EtBr was added, and the measurements were carried
out as described above. Results are given as relative
fluorescence, and a value of 100% is attributed to the
fluorescence of naked DNA with EtBr.

2.5. Dynamic Light Scattering (DLS) and {-Potential
Measurements. The hydrodynamic mean diameter of the
DNA nanoparticles was determined by DLS studies using a
Zetasizer Nano Z5 apparatus (Malvern Instruments, United
Kingdom). pDNA complexes resulting from the addition of
PF14 peptide were formulated according to the protocol for in
vitro transfection, as described above, and assessed in
disposable low volume cuvettes. Briefly, pDNA complexes
were formulated in MQ_water, in 100 uL volume, at a final
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concentration of 0.01 ug/uL of pDNA After 30 min of
incubation at room temperature, the DNA complexes were
diluted in MQ, Opti-MEM (or supplemented with FBS), or
0.9% NaCl solution into a final volume of 500 uL. All data were
converted to “relative intensity” plots from where the mean
]‘rydmd}ma.mic diameter was derived. Different conditions were
used to measure (-potential. Briefly, pDNA complexes were
formulated in MQ water, in 300 gL wvolume, at a final
concentration of 0.01 pg/uL of pDNA After 30 min of
incubation at room temperature, the DNA complexes were
diluted in MQ, Opti-MEM (or supplemented with FBS), or
0.9% NaCl solution into a final volume of 1 mL. Measurements
were performed in ZS Malvern instrument, set to Automode
and a number of five runs.

2.6. Plasmid Delivery Assay. Five x 10" CHO, HEK293,
U87, U208, RD4, and mES and 3 x 10 MEF cells were
seeded 24 h before the experiment into 24-well plates. Cells
were treated with CPP/pDNA complexes at different CRs for 4
h in serum-ree or serum-containing media followed by the
addiion of 1 mL of 10% serum-containing medium and
incubated for another 20 h. Thereafter, cells were washed and
lysed using 100 uL of 0.1% Triton X-100 in PBS buffer for 30
min at room temperature, The luciferase activity was measured
using Promega's luciferase assay system on GLOMAX 96
microplate luminometer (Promega, Sweden) and normalized to
protein content (Lowry, BioRad, United States). LF2000
{Invitrogen, Sweden) was used according to the manufacturer's
protocol, whereas transfections were carried out in 10% FBS-
containing media.

In decay experiments, transfections in CHO cells with
luciferase-encoding pDNA were carried out as described above.
However, cells were incubated over a various range of time—4,
8, 24, 48, and 72 h—and analyzed as described above. In the
studies assessing the confluency dependency, cells were seeded
24 h prior to the transfections at different amounts (2 % 10%, 4
% 10% 6 x 10%, 8 x 10%, and 10 x 10%), and experiments were
carried out and analyzed as described above.

In SCARA inhibition experiments, 5 x 10" CHO cells were
seeded 24 h before the experiment into 24-well plates. The
pGL3 plasmid was mixed with PF14 at CR2, and complexes
were incubated for 1 h at room temperature. Before treatment,
the cell medium was replaced with fresh serum free or 10%
serum-containing medium with different inhibitory ligands or
controls (450 uL). Then, cells were incubated for 1 h before
the addition of the nanocomplexes and then incubated for an
additional 24 h. Thereafter, the luciferase activity measurements
were carried out as described above. The final concentrations
for different inhibitory ligands and controls were used as
described elsewhere. Briefly, polyinosinic acid (poly I) and
polyeytidylic acid (poly C) were used at the final concentration
of 10 pg/mL, while fucoidan, galactose, dextran sulfate, and
chondroitin sulfate were used at 5 pg/mL.

2.7. Spectrofluorometry Analysis. Five x 10* CHO cells
were seeded in 24-well plates 24 h prior to cellular treatments
with flucrescein-labeled plasmid (Mirus, Germany) complexed
with nsPF14 or PF14 as described in the complex formation
section. Cells were treated for 24 h either in serum-free DMEM
or in DMEM supplemented with 10% FBS. Cells were washed
twice with PBS and once, briefly, with trypsin to remove
membrane-bound complexes. Cells were thereafter lysed using
0.1% Triton in PBS for 1 h, and lysates were transferred to a
black 96-well plate. The fluorescence was measured on at 490/
518 nm on a Spectra Max Gemini (Molecular Devices, United

m

States) spectrofluorometer. The fluorescence signal (relative
fluorescence unit, RFU) from untreated cells was subtracted
from the signals of treated cells.

2.8. Fluorescence-Activated Cell Sorter (FACS) Anal-
ysis. CHO cells were seeded 24 h prior to experiments into 24-
well plates. Cells were treated with peptides and pEGFP
plasmid complexes at CR2 and CR3 and incubated for 4 h in
serum-containing or serum-free medium, followed by the
addition of 1 mL of 10% serum-containing medium and
incubated for another 20 h. Thereafter, cells were washed twice
with PBS and detached from the plate by 100 uL of 0.25%
trypsin-EDTA (Invitrogen, Sweden) for 5 min at 37 °C. Cells
were suspended in ice cold PBS containing 2% FBS and held
on ice. The percentage of transfected cells was determined by
counting the cells displaying EGFP fluorescent signal. FACS
analysis was carried out with BD LSRII Flow cytometry (BD
Biosciences) and software FACSDiva (BD Bioscences,
Germany).

2.9. IL-1§ Analysis. THP1 cells were differentiated using
phorbol myristate acetate (PMA) (10 ng/mL) for 48 h and
subsequently seeded into 24-well plates (2 x 10° cells/well).
Cells were treated as specified above. Lipopolysaccharide (LPS)
(15 pg/mL) was used as a positive control. Culture
supernatants were collected at 24 and 48 h after treatment
and assayed for IL-1f by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) according to the manufacturer’s protocol (R&D
systems).

2.10. MT5 Proliferation Assay. Cell proliferation was
studied with MTS proliferation assay (Promega, Sweden). The
MTS assay is based on the activity of mitochondrial
dehydrogenases to convert tetrazolium salts into formazan,
which absorbs light at 450 nm. Briefly, 1 x 10" cells were
seeded 1 day before treatment into a 96-well plate (Greiner Bio
One, Germany). Cells were treated with CPP/pDNA nano-
particles at different CRs as described above, however, with
optimizing the amounts to fit with 96-well format. Thereafter,
the MTS proliferation assay was used according to the
manufacturer's protocol. The absorbance was measured on
Tecan Sunrise microplate reader (Tecan Trading AG, Switzer-
land). Untreated cells were defined as 100% viable.

2.11. Statistics. Values in all experiments are represented as
means + standard errors of the mean (SEMs) of at least three
independent experiments done in duplicate. An increase in
delivery efficiency was considered significant at ***p < 0.001
using analysis of variance (ANOVA) Dunnett's multiple
comparison test or ANOVA Bonferroni's multiple comparison
test.

2.12. Labeling of pDNA for Electron Microscopy. To
visualize pDNA in cells by transmission electron microscopy,
pGL3 plasmid was tagged with biotin and complexed with
streptavidin-nanogold (SA-NG) conjugate (Nanoprobes, USA,
d 1.4 nm). Biotin was covalently coupled to pDNA by using a
Nucleic Acid Labeling Kit according to the manufacturer's
protocol (Label IT Nucleic Acid Labeling Kit, Biotin, Mirus
Bio, United States). Briefly, the biotin reagent dissolved in
Reconstitution Solution was mixed with pDNA (1 pg/uL) at a
ratio 1:5 (viv) in labeling buffer A for 1 h at 37 °C. The labeled
plasmid was separated from free biotin by ethanol precipitation
and dissolved in MQ water. Biotinylated pDNA (1 pg/uL) was
first complexed with SA-NG conjugates (0.06 pg/mL) for 30
min at 37 °C followed by complexing with PF14 at CR2 in MQ_
water in 100 uL (1/10th of the final treatment volume) for 30
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Figure 1. Physicochemical characterization of the PF14/pDNA nanoparticles. (A) Ability of PF14 to form complexes with pDNA at different
peptide-to-pDNA CRs (CRO5—CR4) was evaluated by gel retardation assay. (B) Comparison of the pDNA condensation efficiency of PF14 and
nsPF14 (lacking the stearic acid modification) with ethidium bromide (EtBr) exclusion assay. (C) Evaluation of the stability and the dissociation
profile of the PF14/pDNA nanoparticles (formed at CR2) upon treatment with heparin sodium (heparin) at different concentrations, ranging from
0.3125 to 10 mg/mL, analyzed by gel retardation assay. (D) Heparin treatments of PF14,/pDNA and nsPF14/pDNA nanoparticles analyzed by

spectrofluorometry.

min at RT. Each pDNA molecule in average had associated 3—
5 na.nuguld particles.

2.13. Treatment of Cells for Electron Microscopy.
CHO cells were seeded onto glass coverslips in 24-well plates,
grown to 80—90% confluency, and incubated with full culture
medium containing pDNA—SA-NG complexes with PF14 for
1=4 h at 37 °C. After incubalion, the cells were ‘w:i.l_i]'ledJ fived
with 2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer (pH 7.4) for 1 h
at RT, processed for electron microscopy, and analyzed as
described earlier.”” Briefly, the nanogold label was magnified by
silver enhancement with HQ Silver kit from Nanoprobes
(Yaphank, NY), and the silver deposition was stabilized with
gold chloride. The cells were postfixed with osmium tetroxide
and dehydrated with ethanol. The specimens were embedded
in epoxy resin (TAAB Laboratories Equipment Ltd, United
Kingdom), cut into ultrathin sections, and contrasted with
uranyl acetate and lead citrate. The sections were examined
with JEM-100S (JEOL, Tokyo, Japan) transmission electron
microscope, and microphotos were analyzed and processed
with Adobe Photoshop CS4 software.

3. RESULTS

3.1. Characterization of PF14/pDNA Nanoparticles.
The ability of CPPs to vectorize pDNA by noncovalent
na.noparlicle formation strategy has been reporled many
times. "™ This strategy is based on the phenomenon that
cationic and/or amphipalhic CPPs can condense negatively
charged nucleic acids, including pDNA, into nanosized
complexes/nanoparticles, mediated by electrostatic- and/or
hydrophobic interactions.™

To assess the manoparticle formation efficiency, PF14 was
mixed with pDNA at different peptide-to-pDNA CRs and
analyzed by a simple gel retardation assay. pDNA was
completely incorporated into the nanoparticles at CR2 as

202

pDNA could not migrate into the gel at higher CRs (Figure
1A). These results were corroborated in an ethidium bromide
(EtBr) quenching assay, which showed that fluorescence
quenching reached a plateau at CR2, suggesting the absence
of free pDNA fraction at higher CRs (Figure 1B). In
comparison, nsPF14, a peptide that lacks stearic acid
modification, also condensed pDNA with similar efficiency in
both of these assays (Figure 1B and data not shown).

To become biologically active, peptide/pDNA nanoparticles
should form stable enough nanoparticles, and at the same time,
the pDNA must be at least partially released from the
complexes once delivered into cells. To have an insight into
these characteristics in the case ofPFl4prNA and nsPF14/
pDNA complexes, we formed the nanoparticles at CR2,
incubated them with varying amounts of a negatively charged
competitor molecule heparin sodium (heparin), and analyzed
the particle-dissociating properties of heparin by agarose gel
electrophoresis. Heparin was able to partially displace pDNA
from PF14 nanoparticles, indicated by the observed free pDNA
fraction (Figure 1C). This was confirmed by analyzing the
liberated pDNA amounts spectrofluorometrically. According to
the latter assay, 50% of the pDNA was released from PF14/
pDNA complexes at a heparin concentration of 10 mg/mL
(Figure 1D). However, a substantially lower concentration of
heparin was needed to dissociate the nsPF14/pDNA nano-
particles, indicating that nanoparticles formed with nsPF14 are
less stable than PF14 complexes (Figure 1D).

After con.ﬁrming effective nanoparticle formation, it was
sought to analyze their physicochemical properties by DLS.
DLS studies revealed that the hydrodynamic diameter of PF14/
pDNA nanoparticles was in the range of 130—170 nm (Table
1) at different CRs in MQ water. To estimate the impact of the
biological fluids to these particles, measurements were also
carried in the presence of serum-free or serum-supplemented
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Table 1. Physicochemical Properties of PF14/pDNA

Nanoparticles as Measured by DLS

CR (PF14:pDNA)

average size (nm £8D) {-potential (mV £ SD)

I:1 166 + 24 —40 + 3
L5:1 148 + 14 —42+1
21 1346 -39t 4
31 148 + 31 =4+ 3
21 + Opti-MeM 09+ 4 -121£2
21 + Opti-MeM + FBS 0 + 69 -2+ 2
2:1 + NaCl 418 + 184 =51t2

Opti-MeM (OptiMeM + FBS) transfection media. The
addition of Opti-MEM and Opti- MEM + FBS increased the
particle size roughly two times at CR2 (Table 1). PF14/pDNA
nanoparticles had pronounced negative {-potential, around
=40 mV when diluted with MQ water. Changing the
surrounding media to Opti-MEM or Opti-MEM + FBS
changed the {-potential to more neutral; however, the overall
charge remained in the negative range. Also, when the NaCl
solution was added to the PF14/pDNA nanoparticles, they

aggregated, and their hydrodynamic diameter increased (Table
1).

3.2. Intracellular Delivery and Uptake Mechanism of
PF14/pDNA Nanoparticles. Next, we evaluated if PF14/
pDNA nanoparticles are bioactive. For this, we used complexes
of PF14 and luciferase-encoding plasmid (pGL3) to transfect
CHO cells. After 24 h of incubation, the luciferase activity was
increased by about 4 orders of magnitude (Figure 24).
Interestingly, the nonstearylated nsPF14/pDNA nanoparticles
were ineffective when tested in parallel (Figure 2A). Next, we
studied if this difference in gene delivery efficiency could be due
to the differences in the uptake of PF14 and nsPF14 particles.
For this, we used fluorescently-labeled pDNA to formulate
nanoparticles and quantified their overall cellular uptake. This
analysis showed that PF14/pDNA nanoparticles were taken up
dose dependently, in both the absence (Figure 2B) and the
presence (Figure 2C) of serum proteins. At the same time, the
intracellular fluorescence of nsPF14/pDNA nanoparticles
remained almost in line with background levels, indicating
that these particles were mostly not taken up by these cells,
neither in the absence (Figure 2B) or in the presence (Figure
2C) of serum proteins.
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m 4.0%10%7
107 » 4010 BN nsPF14 W P14 W nsPE14 W PFI4
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Figure 2. Biological activity of the PF14,/pDNA nanoparticles. (A) PF14-mediated pDNA delivery in CHO cells in comparison with the nsPF14
peptide. Briefly, 4 % 10* CHO cells were seeded 24 h prior to experiment in 24-well plates. Cells were treated with complexes formed at different
CRs, ranging from CR1 to CR4 (in this case CR2 is shown), using 0.5 pg of pDNA per well, for 4 h in serum-free and serum-containing media
followed by replacement to 10% serum-containing medium and incubated additionally for 20 h. Cells were washed with HKR buffer and lysed in
0.1% Triton X-100, and the luciferase activity was measured and normalized against the protein content in each well. The uptake of fluorophore-
labeled pDNA in complex with nsPF14 and PF14 (B) in the absence of a serum proteins and (C) in the presence of a serum proteins was also
carried out in CHO cells at different peptide-to-pDNA CRs. Treatments were carried out as described above; however, cells were lysed for 1 h, and
fluorescence was measured in a black 96-well plate at 490/518 nm on a spectrofluorometer. (D) Transfection comparison of stearyl-TP10 (PF3) and
PF14 at CR2 in serum-free and serum-containing media, carred out as described above. (E) Effect of endosomotropic agent chloroquine (CQ) on
the transfection with PF14/pDNA and nsPF14/pDNA nanoparticles. Studies were carried out described above; however, CQ_ at the final
concentration of 100 uM was added to the transfection media simultaneously with the nanoparticles (formed at CR2). LF2000 was used according
to the manufacturer's protocol. (A) *##p < 0,001, ANOVA Bonferroni's multiple comparison test.
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We also compared gene delivery efficiency of PF14 and its
predecessor peptide PF3 (that has been successfully used for
gene delivery carlier™) by transfecting CHO cells with peptide/
pDNA nanoparticles formed at CR2. PF14 was found to be
around 20=30-fold more efficient than PF3, and these effects
were similar between the serum-free and the serum-containing
transfection conditions (Figure 2D).

As mentioned above, delivery vectors that enter cells via
endocytosis can remain entrapped in endosomal vesicles
without releasing their cargo to appropriate cellular compart-
ments. To test if this is a case also for PF14/pDNA
nanoparticles, we transfected CHO cells with these complexes
in the presence of a well-known endosomolytic agent
chloroquine. In the case of PF14, chloroquine was able to
enhance the delivery efficiency by another 10-fold (Figure 2E),
indicating that PF14/pDNA nanoparticles were taken up by
endocytic pathways and that these particles were sequestered in
the endosomal vesicles to some extent. However, chloroquine
also enhanced the transfection efficency of nsPF14/pDNA
nanoparticles by five times, showing that a small amount of
these particles was taken up by the cells and resided in the
endosomal compartments (Figure 2E).

Next, we visualized cell membrane association and intra-
cellular trafficking of PF14/pDNA nanoparticles by trans-
mission electron microscopy (TEM). For better visualization,
the pGL3 plasmid was first tagged with about three SA-NG
molecules and then used for nanoparticle formation.

PF14/pDNA associated with the plasma membrane as small
clusters. These clusters contained usually 2—10 nanogold labels,
indicating that each peptide-plasmid nanoparticle contained 1—
2 pDNA molecules. Mostly, these complexes bound to cells as
single nanoparticles, which occasionally interacted with each
other forming chainlike structures (Figure 3A, arrows).

Figure 3. Intemalization and intracelluar localization of pDNA—PF14
complexes. CHO cells were incubated with the Nanogold-labeled
pDNA—PF14 complexes (black dots represent the label on
complexes) for 1 h at 37 °C and processed for transmission electron
microscopy analysis. (A) The interactions of complexes (pointed by
arrows) with cells and localization in caveolar structure (inset). The
localization of pDNA—PF14 nanocomplexes in forming caveolar
vesice (B), multivesicular body (pointed by arrows in C and D), and
cytosol (D). Arrowheads in D show disrupted endosomal membrane.
Scale bars, 500 nm.
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Consistent with the earlier observation that PF14/pDNA
nanocomplexes are taken up via endocytosis, these nano-
particles were first detected in endocytic vesicles close to the
plasma membrane (Figure 3A, inset). These vesicles were
mostly of caveolar origin as judged by their size and
morphology (Figure 3B, arrows). The caveolie were well
recognizable as round or flask-shaped plasma membrane
invaginations of 50=100 nm in diameter, lacking a dense
cytoplasmic coat and being clearly distinguishable from
clathrin-coated structures. Inside cells, the caveolar vesicles
were also organized to caveosomes, the grapelike groups or
rosettes (inset in Figure 3A).* Later, within 1 h of incubation,
the particles were targeted to multivesicular bodies (Figure
3C,D), where the disruption of some endosomal membranes
was clearly detectable, paving the way for the PF14/pDNA
nanoparticles to escape to cytosol (Figure 3D, arrowheads).
The nanocomplexes accumulated in perinuclear vesicles but
were not detected in the nucleus after 1-2 h, suggesting the
translocation into nucleus to be a slow or rare process.
However, after 4 h, pPDNA—PF14 complexes had reached the
nucleus of few cells, whereas no marked difference was
observed in the cellular uptake or intracellular localization
pattern of complexes, except the amount of plasmid outside
endosomes had risen.

Qur group has recently shown that PF14-mediated delivery
of short oligonucleotides (ONG) is facilitated by the SCARAs,™
which are known to be associated with the uptake of negatively
charged molecules”*™ Moreover, it has been shown that
SCARAs are internalized by caveolae-mediated endocytosis.™
To evaluate if SCARAs are also involved in the uptake of PF14/
pDNA nanoparticles, we pretreated CHO cells with different
SCARAs inhibitors, carried out the transfections, and measured
the luciferase activity 24 h later. SCARA inhibition induced
almost complete knockdown of luciferase activity (Figure 4A),
indicating that uptake of PF14/pDNA nanoparticle was
probably blocked almost completely. At the same time, control
ligands did not affect the delivery efficiency and subsequent
gene expression of PF14/pDNA nanoparticles (Figure 4B).
These results indicate that SCARAs and caveolae-mediated
endocytosis are associated and largely responsible for the
uptake of PF14/pDNA nanoparticles.

To further corroborate that complete inhibition of the
biological activity of the PF14/pDNA nanoparticles would be
due to the specific inhibition of SCARA and not for the ability
of the used ligands to destabilize the nanoparticles, PF14/
pDNA nanoparticles were treated with SCARA ligands and
analyzed by agarose gel electrophoresis. As seen in Figure S1A
in the Supporting Information, SCARA ligands did not affect
the stability of the particles, Also, it was confirmed that the
SCARA ligands did not have any intrinsic capacity to form
nanocomplexes with pDNA (Figure SIB in the Supporting
Information ).

3.3. Transfection Efficiency of PF14/pDNA Nano-
particles in Different Cell Lines and the Presence of
Serum Proteins. After establishing that PF14 can successfully
deliver pDNA into CHO cells and induce significant gene
expression, we aimed to reproduce these effects in a variety of
other cell lines. We transfected U20S (Figure 5A), US7
(Figure 5B), and HEK293 (Figure SC) cells with PF14/pDNA
particles and observed a significant increase in gene expression
up to more than 4 logs in all of these cell lines (Figure 5).
While a significant increase in gene expression was achieved at
different peptide-to-pDNA CRs, CR2 seemed to be optimal,
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Figure 4. Impact of the SCARA inhibitors on the delivery of PF14/pDNA nanoparticles. Five x 10° CHO cells were seeded 24 h prior to
experiments into 24-well plates. One hour prior to the experiment, cell media were chmged to fresh serum-free or serum-containing media, and cells
were incubated with SCARA inhibitory ligands and their controls. The final concentrations of inhibitory ligands were as follows: polyinosinic acid
(poly I) and polycytidylic acid (poly C) was used at 10 ug/mL, and fucoidin, galactose, dextran sulfate, and chondroitin sulfate were used at 5 pg/
mL. Thereafter, cells were treated with PF14/pDNA nanoparticles (formed at CR2) in the absence (A) or (B) presence of serum proteins and

analyzed 24 h later for luciferase expression as in Figure 2A.
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Figure 5. Delivery efficacy of PF14/pDNA nanoparticles in different cell lines and effect of the presence of serum proteins on transfections. (A) 5 %
10* U208, (B) 5 x 10" U87, (C) 5 x 10° HEK293, and (D) 5 x 10° CHO cells were seeded 24 h before experiment into 24-well plates. Cells were
treated and analyzed as in Figure 2A. LF2000 was used according to the manufacturer’s protocol.

and in many cases, delivery efficiency decreased when the
peptide concentration was raised above this threshold. In line
with the results in Figure 2, PF14 delivery efficiency in all of
these cell lines was only moderately affected by the presence of
serum (Figure 5).

3.4. Gene Expression Kinetics Induced by PF14/pDNA
Nanoparticles. To understand the pharmacodynamics of
PF14/pDNA nanoparticles, it is crucial to know the decay
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kinetics of nanoparticle-induced gene expression. Therefore, we
transfected CHO cells with these nanoparticles and measured
luciferase expression at 4, 8, 24, 48, and 72 h. Already after 4 h,
the luciferase activity had increased over a 10-fold, as compared
to control levels, and increased in time until reaching the
maximal activity at 24 h (Figure 6A). Thereafter, the luciferase
activity started to decline, decreasing 5-fold at 48 h as compared
to 24 h and another 5-fold after 72 h. Also, these trends were
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Figure 6. Evaluation of decay kinetics, confluence dependency, delivery effidency in cell populations, toxicity profile, and induction of innate
immunity mediated by PF14/pDNA nanoparticles. (B) To assess the kinetics of gene expression induced by PF14/pDNA nanopartides, CHO cells
were transfected as in Figure 24; however, cells were harvested at different time points between 4 and 72 h. (B) To assess the impact of increasing
cell confluency on the transfection efficdency, 2 % 10%, 4 x 10 6 x 10%, 8 x 10, and 1 % 10° CHO cells were seeded 24 h prior to experiment into
24-well plates. Cells were treated and analyzed as in Figure 2A. (C) To evaluate the delivery efficiency in cell population, PF14, and its parent PF3
peptide, nanoparticles with pDNA encoding for EGFP were transfected into CHO cells (formed at CR2) in serum-free conditions (treated as in
Figure 2A). Twenty-four hours later, EGFP expression in cell population was evaluated by FACS analysis. (D) Toxicity was assessed by MTS
proliferation assay 24 h after treatment of cells with PF14/plasmid nanoparticles at different CRs (CR1—CR3) or lipofection. The values represent
the mean of at least three independent experiments performed in duplicate (means + SEMs). (E) Analysis of IL-1f induction in primed THP1 cells
treated with PF14/plasmid nanoparticles. LPS was used as a positive control. Supernatants were analyzed by ELISA assay 24 and 48 h after
incubation. (D) *#*p < 0,001, ANOVA Bonferroni's multiple comparison test.

very similar if the transfections were carried out either in the experiments revealed that in serum-free transfection conditions,
absence (Figure 6A) or in the presence of serum components PF14/pDNA nanoparticles were able to increase EGFP
in the transfection media (data now shown). expression in the majority of cells (Figure 6C). We also

3.5. Confluence Dependency and the Transfections in compared PF14 with its predecessor PF3 vector. As compared
the Cell Populations. Cell confluence can affect delivery to PF3, PF14 was much more efficient in transfecting a larger
efficacy of nonviral transport vectors, which could be important cell population, and also, the level of expression was higher,

both for in vitro and in vivo gene delivery. Consequently, one well in line with results seen in the luciferase assay described
requirement for a nonviral delivery vector is that it should above (Figure 2D). When the transfections with PF14 were
perform reasonably well at different cell densities. To evaluate carried out in the presence of serum proteins, a much smaller
this, CHO cells were seeded in a 24-well plates at different cell cell fraction was expressing EGFP (Figure S2 in the Supporting
numbers ranging from 2 X 10* to 1 x 10° cells per well, and Information).

transfections were carried out as described above. As seen if 3.6. Toxicological and Immunological Profile of PF14-
Figure 6B, cell confluence levels did not have a significant Mediated Transfections. The in vitro toxicity of many gene
impact on the transfection efficiency of these nanoparticles in delivery vehicles has prohibited their utilization in vivo. First
serum-free media as luciferase expression levels remained indications of toxicity are usually measured by using different
almost the same at different confluence levels (similar effects cell viability assays, for example, MTS assay. To assign this, we
were seen in case of LF2000). carried out transfections with PF14/pDNA nanoparticles and

Another important aspect of the delivery efficiency is to measured its impact on the cell viability by using MTS assay.
assign if transfections induce gene expression uniformly within According to this, PF14 did not affect cell viability either in the
the whole cell population. We evaluated this by transfecting presence or in the absence of serum; therefore, PF14 could be
CHO cells with PF14/EGFP encoding pDNA particles and considered nontoxic to the cells at these conditions (Figure
analyzed the EGFP expression by flow cytometry. These 6D).
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were seeded 24 h before the transfections. Cells were transfected and with PF14/pDNA nanoparticles and analyzed for gene expression as described

in Figure 2A.

Another important aspect in the toxcity profile of the
delivery vehicle is that transfections should not induce
immunogenic side effects. To test whether PF14/pDNA
nanoparticles induce innate immunity, we carried out the
experiments in immunocompetent differentiated THP1 cells
and measured the IL-1/ secretion from these cells by ELISA
assay. These measurements revealed that PF14/pDNA nano-
particles, in these conditions, did not induce cytokine release
(Figure 6E).

3.7. Transfection Efficiency of PF14/pDNA Nano-
particles in Difficult-to-Transfect Cells. One of the main
challenges for different gene delivery vectors is the ability to
enable efficient gene transfer also into the difficult-to-transfect
cells, for example, primary cells. First, we transfected RD4
skeletal muscle cells, which are known to be more refractory to
chemical transfections than regular adherent cells. PF14/pDNA
nanoparticles produced more than 1000-fold increase in
luciferase expression (Figure 7A). Moreover, similar efficacy
levels were maintained in the presence of serum proteins. In
line with the results in regular adherent cell lines, particles
formed at CR2 seemed to be optimal for transfections as higher
ratios did not increase the effect any further. We also compared
our results with LF2000, and lipofection in these cells seemed
to be more efficient than PF14 (Figure 7A). Next, we sought to
investigate if PF14 could mediate gene transfer also in primary
cells. For this, we chose to transfect primary mouse embryonal
fibroblasts (MEFs), and interestingly, we recorded 1000—
10000-fold increase in luciferase activity in serum-free
conditions. In the presence of serum, the efficiency was only
slightly decreased, still achieving more than 1000-fold increase
in luciferase expression as compared to baseline levels (Figure
7B). Finally, another primary cell culture was chosen, namely,
mouse embryonic stem (mES) cells, where the potential for
genetic manipulations is at high interest for gene therapy
applications. PF14/pDNA nanoparticles produced a significant
increase in luciferase activity upon transfections, more than
1000-fold, and these effects were well maintained in the
presence of serum (Figure 7C). Similarly to the results in RD4
and MEF cells, CR2 produced the most optimal conditions for
transfection with PF14, while LF2000 transfected cells with
higher efficiency than PF14 in these difficult-to-transfect cells

(Figure 7B,C).
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4. DISCUSSION

Viral vectors are very efficient for the delivery of genetic
material into the cells; however, their efficiency is often coupled
to their adverse effects, namely, severe induction of innate
immunity and cancerous mulagz—:m—:.si.s.?"5 Moreover, viral vectors
are also not compatible with delivery of short natural or
synthetic ONs. Consequently, this has led to the significant
interest in the nonviral alternatives. As aforementioned,
nonviral vectors are usually based on different synthetic lipids,
polymers, or peptides, which condense nucleic acids and their
analogues, including pDNA, into nanoparticles, and these
particles facilitate intracellular gene delivery, both in vitro and
in vivo conditions.’”

CPPs are one group of such nonviral delivery vehicles that
comprise suitable delivery pmpu-.‘rlie.s‘1 for different nucleic acids
and their analogues. Nanoparticle-forming CPPs have been
used in many gene therapy applications, but there are two
crucial factors that limit their further use. First, many CPPs
cannot condense pDNA into suitably sized stable nanoparticles,
and second, even if appropriate particles are formed, they often
remain entrapped in endosomal compartments, Nevertheless,
as recently shown, the delivery properties of some CPPs can be
significantly improved if they are conjugated with certain
hydrophobic moieties, for example, stearic acid.*®

In our previous paper, we demonstrated the delivery
potential of PF14 for the cellular transduction of SCOs™ It
was shown that PF14/SCO nanoparticles were able to induce
splice correction in the Hela pLuc705 cell model but also in
the disease relevant in vitro Duchenne's muscular dystrophy
(DMD) model.™ In the current work, we studied whether
these delivery properties could be extended to the delivery of
PDNA in cell cultures.

First, we characterized the physicochemical properties of
PF14/pDNA nanoparticles and showed by various assays that
PF14 readily forms nanocomplexes/nanoparticles with pDNA
at different CRs. Notably, at CR2, all of the pDNA was
condensed into nanoparticles. DLS measurements showed that
at CR2 the hydrodynamic diameter of these particles is
approximately 135 nm, whereas their size varies from 130 to
170 nm at other CRs (Table 1). We also measured the surface
charge of these particles, which was approximately —40 mV at
CR2 (Table 1).

It has been suggested that to be biclogically active,
nanoparticles must be stable enough to reach their targets
but still able to dissociate at their sight of action to free their
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cargo. We tested peptide/pDNA nanoparticle stability using a
heparin displacement assay where heparin is used as a
polyanion that can displace plasmids from nanoparticles.
Using this assay, we found that PF14 formed more stable
nanoparticles than its nonstearylated version. However, at
higher concentrations, heparin was still able to displace pDNA
from PF14 complexes, indicating that pDNA could be released
from the particles by polyanions and be biologically available
(Figure 1C,D). We hypothesize that the poor stability renders
nsPF14/pDNA complexes biologically inactive, similarly to
nonstearylated TP10/pDNA na.nupzirliclt-:s.12 These data
collectively support the hypothesis that hydrophobic inter-
actions play crucial role in the formation and the stability of the
CPP/pDNA nanoparticles and consequently their delivery
potential.

It is generally recognized that CPPs, especially when
associated with cargo, are taken up by different endocytic
pathways, which often lead to their endosomal entrapment.
This is believed to be the most important factor that imits the
efficient delivery and, importantly, the bioavailability of their
cargo molecule.” By using endosomolytic agents such as
chloroquine (CQ), the entrapped material can be at least
partially be released, and if CQ_treatment increases cargo
bioavailability, it can be concluded that endocytosis is involved
in the uptake of that material. Thus, using CQ_treatment, we
confirmed that PF14/pDNA nanoparticles use endoquic
pathways to enter cells as it substantially increased the gene
expression levels impa.rled by the PF14/pDNA nanoparticles
(Figure 2E). It also suggests that PFl4-mediated pDNA
delivery could be enhanced by improving endosomal escape
capacity of the peptide. Interestingly, while uptake of nsPF14/
pDNA nanoparticles appeared virtually nonexistent (Figure
2B,C), CQ_treatment still induced a small increase in gene
expression. This may indicate that a small fraction of the
nonstearylated peptide particles could nevertheless be stable
enough to be taken up by the cells.

To have a more precise insight into intracellular trafficking of
these nanoparticles, we used TEM. It confirmed the
involvement of the endocytic pathways in the uptake, and it
indicated that mostly caveolae-mediated endocytosis was used
in the process (Figure 3A). The caveolar uptake has been
earlier shown to be involved in the cellular delivery of proteins
by TP10, the predecessor peptide of PepFects.” Furthermore,
in concordance with our previous report on SCARA-mediated
uptake of PF14/ON nanocomplexes,™ the knockdown of
certain SCARA subtypes significantly decreased the gene
expression of the cargo plasmid (Figure 4). This suggests that
the latter receptor mediates the uptake of PF14/pDNA
nanoparticles in conjunction with caveolae. This is in line
with reports that SCARAs are internalized via caveolae-
dependent endocytosis in macrophages, where they selectively
regulate the apoptosis.” In addition, TEM analysis also allowed
us to visualize the endosomolytic potential of these nano-
particles, as these PF14/pDNA nanoparticles clearly induced
partial disruption of the endosomal membranes in some
vesicles (Figure 3D).

PF14/pDNA nanoparticles showed a remarkable gene
delivery potential in a variety of adherent cell lines, as they
produced around 4 orders of magn.il'ude increase in luciferase
expression in CHO, U20S, U87, and HEK293 cell lines
(Figure 5). Importantly, delivery efficiency was not significantly
hampered b'y the presence of serum proteins, which has been
an obstacle for most of the CPP-based delivery vehicles and
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nonviral vectors in general (Figure 5). We recently reported
that the parent peptide of PF14, PF3 peptide, is also an efficient
vector for gene deli\-'er}-n12 In comparison with PF3, PF14 has
substantially improved delivery properties, as it increases
luciferase gene expression by at least another order of
magntitude (Figure 2D). Moreover, PF14 had higher gene
delivery efficiency in the serum-containing media than PF3 in
serum-free media (Figure 2D), clearly indicating the superiority
of PF14 peptide over PF3 in these settings. Interestingly, PF14/
pDNA-mediated gene expression is triggered rapidly, as gene
expression was increased by 10fold already after 4 h as
compared to baseline levels (Figure 6A). Similarly to the parent
PE3 peptide, transfections with PF14 were relatively
independent of cell confluence (Figure 6B), and in serum-
free conditions, most of the cell population could be transfected
(Figure 6C).

Finally, to underline the potential of PF14 as a gene delivery
vehicle, we showed that PF14 also enables the gene transfer to
primary cells in addition to the above-mentioned adherent cell
lines. PF14/pDNA nanoparticles allowed more than 3 orders of
magnitude increase in gene expression in RD#4 skeletal (Figure
7A) muscle cells but also in primary mouse embryonic
fibroblast (MEFs) cells (Figure 7B) and mouse embryonic
stem- (mES) cells (Figure 7C). Interestingly, in primary cells,
the presence of serum did not affect the gene delivery as much
as in regular adherent cell lines. Surprisingly, LF2000 was
pronouncedly more efficient in these cells as compared to PF14
than in the regular adherent cell lines.

PF14 is a novel gene delivery vehicle with improved delivery
properties and has several advantages over many conventional
chemical gene delivery vectors. To our knowledge, PF14 is one
of the most efficient CPP-based delivery vector for pDNA in
cell culture.™® An important feature of PF14 is that it transfects
a large population of cells, the transfection level is high, and it
retains most of its activity in the presence of serum. PF14 has
an impruved de]ivery eﬂicienc}' as cc)mpa.red to its Predecessor
peptide PE3, and in many cell lines, it reaches and even exceeds
the activity of LF2000, an agent known for its high delivery
efficiency for pDNA. It is also important that PF14-mediated
delivery and its efficiency are not associated with toxic side
effects according to the used in vitro toxicity and immunogenity
assays, which can be a problem with different lipofection agents,
including LF2000.

Considering the future in vivo perspective of PF14 for pDNA
delivery vehicle, it is also important to point out that a negative
surface charge of the PF14/pDNA nanoparticles (Table 1)
might offer several advantages over other nanoparticle-based
systems that have a positive surface charge, as it has been
shown that negatively charged particles stay longer in the
systemic circulation.™ This could be due to the facts that
negatively charged particles are less prone to interact with
mainly negatively charged components of the serum, such as
albumins; they have smaller tendency to interact with the
anionic components on the cell surface; and it seems that
specific receptors could be responsible for their uptake,
meaning they could have tendency to accumulate in certain
tissues. Experiments in our lab are ongoing along these lines,
and it remains to be established if this vector could also be
utilized for the nucleic acid delivery in vivo. Conclusively, PF14
is an efficient delivery agent for the delivery of pDNA in cell
cultures.
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