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KASUTATUD LUHENDID

CCR5 — C-C kemokiinne retseptor tiitip 5 (ingl. k. C-C chemokine receptor type 5)

CHX - tsiikloheksimiid (ingl. k. cycloheximide)

COX-2 — tsiiklookstiigenaas (ingl. k. cyclooxygenase-2)

DAPI - 4',6-diamidino-2-fentiiilindool

ECM — rakuvaheaine ehk ekstratsellulaarne maatriks (ingl. k. extracellular matrix)

EDTA - etiileendiamiintetradddikhape (ingl. k. ethylenediaminetetraacetic acid)

ER — tsiitoplasmavorgustik ehk endoplasmaatiline retiikulum (ingl. k. endoplasmic reticulum)
FCS - veise loote seerum (ingl. k. fetal calf serum)

GAG - gliikoosamiinogliikaan (ingl. k. glycosaminoglycan)

GPK — Golgi-plasmamembraan kandja

hCG — inimese koorioni gonadotropiin (ingl. k. human chorionic gonadotropin)

hPL — inimese platsenta laktogeen (ingl. k. human placenta lactogene)

HIV — inimese immuundefitsiitsust pohjustav viirus (ingl. k. human immunodeficiency virus)
LM — laminiin

MAK — monoklonaalne antikeha

MHC Il — peamine koesobivuskompleks tiitip II (ingl. k. major histocompatibility complex
type 1)

MMP - maatriks metalloproteinaas (ingl. k. matrix metalloproteinase)

PAK — poliiklonaalne antikeha

PBS - fosfaadiga puhverdatud soolalahus (ingl. k. phosphate buffered saline)

PMSF — feniitilmetiitilsulfoniiiilfluoriid (ingl. k. phenylmethylsulfonyl fluoride)

PS — fosfatidiiiilseriin (ingl. k. phosphatidylserine)

PSGL-1 — P-selektiini gliikoproteiinne ligand-1 (ingl. k. P-selectin glycoprotein ligand-1)
PVDF — poliiviniilideenfluoriid (ingl. k. polyvinylidene fluoride)

ROCK — Rho-ga seotud proteiinkinaas | (ingl. k. Rho-associated protein kinase 1)

SG - sekretoorne graanul

TGN - trans-Golgi vorgustik (ingl. k. trans-Golgi network)

Tris — tris(hiidroksiimethiiiil)aminometaan



SISSEJUHATUS

Trofoblastide pohiliseks iilesandeks on ankurdada platsenta emakaseinale ja varustada loodet
piisava hulga toitainetega. On kaks pohilist trofoblastide tiiipi — siintsiitio- ja
tstitotrofoblastid. ~ Siintsiitiotrofoblastid tungivad iimbritsevasse koesse sekreteerides
proteoliiiitilisi ensiitime, et lagundada endomeetriumi strooma valke ja rakuvilise maatriksi
(ECM) makromolekule, sealhulgas ka laminiine, millede kiilge nad seostuvad migreerumise
kédigus. Tslitotrofoblastid on paljunemisvoimelised rakud, mis diferentseeruvad kas
stintstitiotrofoblastideks  voi  hattudevilisteks trofoblastideks. Hattude sees asuvad
tstitotrofoblastid loote veresoonte endoteeli rakkude pinnal. Mdlemad rakutiitibid ladestavad
ECM makromolekule, valdavalt laminiine, mis moodustavad basaalmembraani, mis on ECM
erivorm. Nii toitained kui ka laguproduktid ldbivad selle ,,laminiini filtri*, mis omakorda
tagab efektiivse ainevahetuse loote- ja ema vere vahel. Laminiinid méngivad olulist rolli
raseduse toetamises: nad soodustavad trofoblastide migreerumist, platsenta ankurdamist
emakaseinale ja vastutavad ainevahetuse eest ema ja loote organismi vahel. Sellest ldhtuvalt

voivad laminiinide sekretsiooni héired rikkuda loote normaalset arengut.

Meie t66 eesmirgiks oli kindlaks teha, millist tiitipi sekretsiooniga on tegemist kui koorioni
kartsinoomi JAR rakkude poolt sekreteeritakse laminiine (LM) 111 ja 511 rakkudevilisesse
keskkonda. Praeguseks on teada, et enamus ECM makromolekule sekreteeritakse
konstitutiivselt. Laminiinide pidev véljaviskamine on eriti iseloomulik vahirakkudele, sest
nende pohiliseks iilesandeks on migreeruda timbritsevatesse kudedesse, tekitades metastaase.
Kuna trofoblastid kdituvad védga sarnaselt vdhirakkudega, siis me eeldasime, et ka nemad
sekreteerivad laminiine konstitutiivset rada pidi. Rakud sekreteerivad valke nii vabal kujul kui
ka vesiikulite koosseisus. On teada, et trofoblastide mikrovesiikulid voivad esile kutsuda B-,
T-rakkude ja makrofaagide immuunvastuse (Southcombe jt., 2011; Pap jt., 2008). Samas on
vaga vihe teada selle kohta, millist osa mingivad mikrovesiikulid laminiinide sekretsioonis ja
ECM-i ladestamises. Me leidsime, et JAR rakuliini rakud, kui oma olemuselt

siintsiitiotrofoblastid, voiksid olla sobivaks mudeliks nende kiisimuste lahendamisel.

On teada, et trofoblastid kasutavad laminiine endomeetriumi strooma rakkude vahel
litkumiseks, kuid pole teada, kuidas toimub nende valkude sekreteerimine ja ladustamine
stroomarakkude vahelisse maatriksisse. Samal ajal on teada, et trofoblastid siinteesivad
aktiivselt maatriksmetalloproteaase (MMP), mille pohiliseks funktsiooniks on lagundada

ECM makromolekule ning seetdttu voib eeldada, et laminiinide 111 ja 511 ahelad vdiksid
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alluda proteoliiiitilisele tootlusele. Moned valkude proteoliilisi kdigus tekkivad fragmendid
muudavad {limbritsevate rakkude kéditumist, mojutades nende diferentseerumist voi
adhesiooni, kuid soodustavad ka rakkude migreerumist ning liilitavad sisse erinevaid
signaaliradasid, mis vOivad omakorda aktiveerida geenide ekspressiooni (Faisal Khan jt.,
2002; Horejs jt., 2014; Deutzmann jt., 1990). Kéesolevas t66s me uurisime just JAR rakkude
poolt toodetud laminiinide 111 ja 511 sekretsiooni, nende valkude modifitseerimist rakkude

kasvukeskkonnas ning ladustamist rakuvilisesse maatriksisse.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Laminiinid

Laminiinid on multidoméénsed heterotrimeersed valgud, mis koosnevad kolmest erinevast
poliipeptiidahelast: a, f ja y. Need on suured (~ 400 kuni ~ 900 kDa) (Aumailley jt., 2005)
risti- voi T-kujulised molekulid kolme liihikese ja iihe pika oOlaga. Liihikese dla moodustab
kas o, B voi y ahel, samas kui pikk 6lg koosneb kdigist ahelaist, mis on kokku kdietaoliselt
keerdunud. Selgroogsetel on viis a, kolm B ja kolm y ahelat. Vaatamata sellele, et need kolm
ahelat voiksid anda 45 kombinatsiooni, on tanapédeval leitud ainult 16 laminiinide isovormi
(Durbeej, 2010).

Iga ahel on jagatud doméinideks. Neid on kahte tiitipi: globulaarsed ja epidermise
kasvufaktorisarnased, kusjuures viimased paiknevad globulaarsete doméddnide vahel. o ahelad
erinevad [ ja y ahelatest selle poolest, et nende C-terminaalses otsas paikneb viis homoloogset
globulaarset domééni. Peale selle on iga ahela C-terminaalse otsa juures spiraalselt keerdunud

piirkonnad, mis omakorda moodustavad doméénid (Joonis 1).

Joonis 1. Laminiini struktuur. Joonisel on toodud LM-111.

LN — globulaarne domdin ahela N-terminaalses otsas. LG — globulaarne doméén a-ahela C-

terminaalses otsas. LF — globulaarne doméén [B-ahelas. L4 — globulaarne domiéin o-, -



ahelates. Kui L4 doméidni on mitu, siis need tdhistatakse L4a, L4b, ... LE — epidermise
kasvufaktorisarnane domédin. LE domaiédnid tdhistatakse véikeste tidhtedega ja araabia
numbriga. y1- ja y3-ahelates on nidogeeni siduv doméén (joonisel tdhistatud tumedana). f3-
ahela helikaalne domaén (LP) ja al-ahela LG4 doméan seostuvad agriiniga (Kadoya jt., 1997;
Gersdorff jt., 2005). Liigend on side LG3 ja LG4 vahel (Aumailley jt., 2005). Modifitseeritud
(Aumailley jt., 2005) jargi.

Laminiinide trimeerid pannakse kokku rakkude tsiitoplasma vorgustikus kolmeastmeliselt,
milleks on ahelate viljavalimine, kokkupanemine ja stabiliseerimine (Aumailley ja Smyth,
1998). Igal laminiini ahelal on spetsiifiline aminohappeline jarjestus, mille alusel nad
iiksteisega sobitatakse ja kokku pannakse (Beck jt., 1993). Kuid lisaks spetsiifilistele
jarjestustele aitavad ka tugevad ioonsed joud ahelaid koos hoida (Beck jt., 1993). Laminiinide

trimeeride kokkupanemine toimub jargmiselt:

1. Laminiini yl ahela C-terminaalses otsas paikneb kiimnest aminohappejaigist koosnev
peptiid, mis voimaldab [ ja y ahelate vahel moodustada stabiilse disulfiidsideme. (Utani jt.,
1994; Yurchenco jt., 1997).

2. o ahela lisamine vastmoodustunud By-dimeeri koosseisu. Seda kontrollib piirkond, mis

asub N-terminaalses otsas IT doméénis (Niimi ja Kitagawa, 1997).

Kui trimeer on moodustunud, siis on see signaaliks, et kompleks tuleb rakust vilja
sekreteerida (Yurchenco jt., 1997). Heterotrimeeri kokkupanemine ja stabiliseerimine
disulfiidsidemete abil on vajalik selleks, et laminiini molekul saaks minna endoplasmaatilisest
retitkulumist Golgi kompleksi, kus toimub selle gliikosiileerimine, mille jirel voib delda, et
heterotrimeer on valmis rakuvélisesse ruumi viimiseks (Cooper jt., 1981). Vastiinteesitud ja
toodeldud heterotrimeeril 10igatakse enne rakust véljumist &dra signaalpeptiid ning
rakuvélisesse ruumi sattudes ei toimu enam mingit valgu to6tlemist (Aumailley ja Smyth,
1998) (vilja arvatud al, P1, P2 ja vyl ahelad). Moned ahelad aga siiski alluvad
proteoliiiitilisele tootlusele. Naiteks a2 ja a3 ahelate C-terminaalses otsas paiknevad G4 ja G5
domédnid 10igatakse &ra, kuigi mitte alati (Burgeson, 1996). Proteoliiiitilise tootlemise
iseloomulikuks naideteks on y2 ahel, sest see tekibki N-terminaalsete otsade III doméddnide

araldikamise tagajarjel (Vailly jt., 1994).

Kaik koespetsiifilised laminiinid erinevad iiksteisest ainult a ahelate poolest. Teiste sonadega
igas konkreetses koes vOi kudede kogumis siinteesitakse ainult iihte tiitipi o ahel, samal ajal

kui koik B ja y ahelate tiiibid esinevad igas koes. o ahelate geenide ekspressiooni
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mehhanismid on siiani ebaselged. al ahel ekspresseerub varases embriios (parictaalses
endodermis) (Niimi jt., 2004), neerus (ka loote- ja vastsiindinud neerus), vorkkestas ja ajus
(Vuolteenaho jt., 1994). o2 ahelat on leitud vo6t- ja siidamelihaskoes, perifeerses
nérvisiisteemis, veresoonte kapillaarses osas ja platsentas (Yurchenco jt., 2004; Korhonen
jaVirtanen, 2001). a3 ahel on laialt levinud epiteelikoes (Goldfinger jt., 1999; Plopper ijt.,
1996; Esco jt., 2001). a4 ahela ekspressioon on iseloomulik lihaskoe basaalmembraanile,
kopsu- ja nirvikoele, aga ka endoteelile ja rasvarakkudele (Ichikawa jt., 2005; Petajaniemi jt.,
2002; Pierce jt., 1998; Niimi jt., 1997; Frieser jt., 1997; livanainen jt., 1995). Koige
levinumaks ahelaks organismis on o5. See on esindatud peaaegu koigis kudedes
(embriionaalne basaalmembraan, epiteel, endoteel, silelihaskude, nérvi ja lihase vahelised

stinapsid) (Hallmann jt., 2005; Scheele jt., 2007; Miner, 2008, Tzu ja Marinkovich, 2008).

1.2. Ekstratsellulaarsete vesiikulite tiiiibid.

Golgi Golgi

Multivesikulaarne/” ©
keha

Endosoom
Mikrovesiikulid Apoptootilised kehad Eksosoomid
(100-2,000 nm) (1—4 pum) (40-100 nm)

Joonis 2. Rakuviliste vesiikulite tiiiibid.

Mikrovesiikulid moodustuvad raku plasmamembraani viljasopistumisel. Apoptootilised
kehad tekivad apoptoosi kiigus ja eksosoomid multivesikulaarse keha membraani
kokkusulamisel raku plasmamembraaniga, mis pdhjustab vesiikulite vabastamist

rakuvilisesse ruumi. Modifitseeritud (Turturici jt., 2014) jargi.

Kéesoleval hetkel voib Oelda, et enamus pro- ja eukariiootide rakke sekreteerivad

rakuvilisesse ruumi vesiikuleid. Rahvusvaheline Rakuviliste Vesiikulite Uhing (ingl. k.

International Society for Extracellular Vesicles) on seisukohal, et rakkude poolt sekreteeritud
9



vesiikuleid tuleks nimetada ,,rakuvélisteks voi siis ,,ekstratsellulaarseteks* vesiikuliteks ning
need tuleks jagada kolme Kklassi: eksosoomid, mikrovesiikulid ja apoptootilised kehad.
Rakuvilised vesiikulid erinevad suuruse ja tekkimise mehhanismi poolest (Joonis 2).

1.2.1. Mikrovesiikulid.

1.2.1.1. Mikrovesiikulite teke.

Rakumembraani pohiliseks komponendiks on fosfolipiidid, mis moodustavad kaksikkihti.
Fosfolipiid koosneb hiidrofiilsest pea- (gliitserool, fosfaatriihm) ja hiidrofoobsest sabaosast
(kaks pikka rasvhappe ahelat). Hidrofiilsed peaosad on podratud kas tsiitoplasma voi
rakuvilise ruumi poole. Hiidrofoobsed sabaosad paiknevad aga membraani sisemuses.
Fosfaatriihma kiilge on estersideme kaudu kinnitunud aminoalkohol (koliin, etanoolamiin) voi
aminohape seriin. Kui rakk on vigastamata, siis on tema plasmamembraan astimmeetriline:
fosfatidiiilseriin ja fosfatidiitiletanoolamiin paiknevad plasmamembraani sisekiiljel ning
fosfatidiiilkoliin koos sfingomiieliiniga véliskiiljel (Zwaal jt., 1975). Selline asiimmeetria
sdilitatakse tdnu kolmele ensiiimile: aminofosfolipiid translokaas (flipaas), flopaas,
skramblaas (Diaz ja Schroit, 1996; Connor jt., 1992; Seigneuret ja Devauxt, 1984).

Mikrovesiikulid (diameeter 100 nm-1um) vdivad eralduda paljude erinevat tiiipi rakkude
plasmamembraanist. Nende viljasekreteerimine toimub nii spontaanselt (puhkavas olekus
olevast rakust) (Pilzer jt., 2005; Tetta jt., 2011; Gasser ja Schifferli, 2004) kui ka rakkude
aktiveerumisel (Barry ja FitzGerald, 1999). Mikrovesiikulite teket kutsuvad esile ka apoptoos,
komplemendi silisteemi aktiveerimine (MAC-i ehk ,membrane attack complex*
rmoodustumine rakkude pinnal), rakkude kahjustused ning stress (Horstman jt., 2004; Pilzer
jt., 2005).

Mikrovesiikulite viljaviskamisele eelneb Ca?*-ioonide taseme tdus raku tsiitoplasmas, mille
tulemusena aktiveeritakse gelsoliin (esineb paljudes eri titipi rakkudes), mis Idikab
aktiinifilamente (Harris jt., 1980) ning eemaldab aktiiniga seotud valke (Piccin jt., 2007)
(Joonis 3). Sellele lisaks 15ikab aktiveerunud kalpaiin (Ca**-sdltuv proteaas) nii aktiini (Piccin
jt., 2007) kui ka aktiini ja plasmamembraani kokkusiduvaid valke. Sellisel viisil katkeb
plasmamembraani ja tsiitoskeleti vaheline {ihendus, kuivord plasmamembraani all olev
tsiitoskelett lagundatakse, ning jargneb plasmamembraani pungumine. Lopptulemusena

moodustub vesiikul, mis vabaneb plasmamembraanist (Fox jt., 1990; Fox jt., 1991).
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Rakkude plasmamembraanis paiknevad nn ,lipiidsed parved®, mis on kolesteroolirikkad
piirkonnad, millest just eelistatult toimub mikrovesiikulite viljapungumine. On niidatud, et
mida kdrgem on kolesterooli sisaldis, seda rohkem moodustub mikrovesiikuleid. Lisaks
sellele on leitud, et lipiidsed parved sisaldavad palju adhesioonimolekule, mille abil

mikrovesiikulid seostuvad sihtmérkrakkudega (Del Conde jt., 2005).

Tsiitoplasma vdrgustikust vabanenud Ca®*-ioonid inhibeerivad flipaasi (ATP-sdltuvat
translokaasi), mille tagajdrjel fosfatidiiiilseriini ja fosfatidiililetanoolamiini transport
plasmamembraani valiskiiljest sisekiiljele peatub (Seigneuret ja Devauxt, 1984; Red jt., 1992).
Vorreldes flipaasiga ei ole flopaas fosfolipiidide suhtes spetsiifiline ning seetottu ei reageeri
rakusisese Ca’*-ioonide taseme tdusule. Tema funktsiooniks on transportida fosfolipiide
plasmamembraani sisekiiljelt wvaliskiiljele (nn  ABC-tiilipi translokaas). Kuna flopaas
transpordib fosfolipiide viiksema kiirusega kui seda teeb flipaas, siis nad ei kompenseeri
teineteist, mille tulemusena tagatakse plasmamembraani asiimmeetria. Flipaasi inhibeerimisel
ei transpordita fosfatidiitilseriini ja fosfatidiiiiletanoolamiini plasmamembraani sisepinnale,
mille tulemusena muutub see simmeetriliseks (Red jt., 1992; Bitbol & Devaux, 1988; Zwaal
ja Schroit, 1997). Kolmas ensiiiim, skramblaas, ei sdltu ATP-st. Rakusisese Ca’*-ioonide
kontsentratsiooni jarsu tousu tulemusel see ensiiim aktiveerub ning fosfolipidiidid
paigutatakse  plasmamembraanis  tmber. Selle tulemusel fosfatidiiiilseriin  ja
fosfatidiiiletanoolamiin liiguvad plasmamembraani véliskiiljele ning fosfatidiiiilseriin koos

skramblaasiga sisekiiljele (Williamson jt., 1992; Sahu jt., 2007; Bishop ja Bell, 1985).

See, et fosfatidiiiilseriin paikneb mikrovesiikulite membraani valispinnal on véga oluline, sest,
a) fosfatidiitilseriini kogunemine plasmamembraani vélispinnale (SO negatiivse laengu
suurenemine) kutsub esile selle pungumise; b) fosfatidiitilseriin soodustab mikrovesiikulite
membraani kokkusulamist sihtmérkraku plasmamembraaniga (Del Conde jt., 2005); c)
sihtmérkrakkude pinnal paiknevad fosfatidiiiilseriini-vastased retseptorid, millede 1&bi toimub
mikrovesiikulite ~ seostumine  sihtmédrkrakuga;  d),  fosfatidiiilseriin ~ soodustab
plasmamembraani all asuva tsiitoskeleti katkemist (Side spektriini ja fosfatidiililseriini vahel
katkeb, kuna viimane transporditakse plasmamebraani vilispinnale), mis omakorda soodustab
mikrovesiikulite teket (Muralidharan-Chari jt., 2010).
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Joonis 3. Puhkavas olekus olev rakk.

Kui rakk ei ole aktiveerunud, siis hoitakse Ca**-ioone tsiitoplasmavorgustiku valendikus.
Fosfatidiiiilseriin paikneb sellise raku plasmamembraani sisepinnal ja fosfatidiitilkoliin
vilispinnal, kusjuures skramblaas on inaktiivne, aga flopaas ja flipaas aktiivsed. Samal ajal on
ka gelsoliin ja kalpaiin inaktiivsed. Aktiin on pdhiline tsiitoskeleti komponent, mis moodustab
rakus mikrofilamente. Spektriin, filamiin, aduktiin, capZ ja aktiin on tsiitoskeleti valgud.
Spektriini abil tekitatakse iithendus aktiinifilamentide ja plasmamembraani vahel, kusjuures
seal osalevad veel ka transmembraansed valgud ja fosfolipiidid (Baines, 2009). Filamiin
tthendab omavahel aktiinifilamente (Pudas jt., 2005). capZ seostub aktiinifilamentide otstega,
takistades seeldbi monomeeride lisamist v3i kadumist (Yamashita jt., 2003). Aduktiin paikneb
aktiini ja spektriini kooshoidvas sdlmes. Selle iilesandeks on soodustada spektriini seostumist
aktiinifilamentidega. Nimelt ta seob aktiinifilamendid kokku ja seostub ka aktiinifilamentide
otstega (Matsuoka jt., 2000). Modifitseeritud (Piccin jt., 2007) jargi.
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Flopaas ‘ “ Flipaas

Joonis 4. Mikrovesiikulite moodustumine.

Ca”*-ioonide kontsentratsiooni tdus raku tsiitoplasmas kutsub esile flipaasi aktiivsuse
kadumise, millega kaasneb skramblaasi, kalpaiini ja gelsoliini aktiveerumine. Kui skramblaas
transpordib fosfolipiide plasmamembraani sisepinnalt vilispinnale, siis gelsoliin eemaldab
aktiinifilamentide otstest capZ-i ja aduktiini ning samal ajal ldikab kalpaiin aktiini ja
spektriini molekule. Selle tulemusel transporditakse fosfatidiitilseriin plasmamembraani
vilispinnale ja tsiitoskelett lagundatakse. Plasmamembraani pinnal hakkab moodustuma
vesiikul, mis sellelt 16puks vabaneb. Nooled — fosfatidiiiilseriinid (PS). Modifitseeritud
(Piccin jt., 2007) jargi.
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1.2.1.2. Mikrovesiikulite seostumine sintmérkrakkudega.

Sihtmérkrakk
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Joonis 5. Mikrovesiikulite seostumine sihtméarkrakkudega.
Mikrovesiikulite seostumine sihtmérkrakkudega toimub kolmel viisil:

a) Mikrovesiikulite membraan no ,,sulab“ sihtméarkraku plasmamembraaniga kokku ning
vesiikuli sisaldised vabanevad sihtmérkraku tsiitoplasmasse;

b) Terviklikud mikrovesiikulid sisenevad sihtméarkrakku endotsiitoosi teel. Endotsiiteeritud
mikrovesiikulid voivad tihineda liisosoomiga;

c) Mikrovesiikulid seostuvad oma pinnavalkudega sihtméarkrakkude pinnaretseptoritele;

d) Mikrovesiikulid on viga ebastabiilsed ja vdivad laguneda juba rakkudevahelises ruumis,

ilma et toimuks nende seostumist sihtméarkrakuga.

Mikrovesiikulite sisaldisteks on proteogliikaanid, kollageenid ja elastiin. Aktiin paikneb rakus
vahetult plasmamembraani all. Modifitseeritud (Turturici jt., 2014) jargi.

Mikrovesiikulite seostumine sihtmérkrakkudega ei ole juhuslik ja sdltub nii mikrovesiikulite
paritolust, kui ka sihtmérkrakkude tiiiibist. Niiteks, neutrofiilidest périt mikrovesiikulid
seostuvad monotsiiiitide ja endoteeliga. Neutrofiilidest parit mikrovesiikulid seostuvad ka
eriitrotstiiitidega, kuid see toimub komplemendi valkude abil. Nimelt mikrovesiikulitele
seostuvad vereseerumist komplemendi valgud ja eriitrotsiiiidid piiiavad need 14bi
komplemendi retseptori kinni (Gasser jt., 2003; Eken jt., 2013; Gasser ja Schifferli, 2005).
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Seevastu  trombotsiiiitidest ~ pdrit  mikrovesiilkulid  seostuvad  monotsiiiitide  ja
endoteelirakkudega, kuid mitte neutrofiilidega (Losche jt., 2004; Faille jt., 2012).
Mikrovesiikulite seostumine sihtmarkrakkudele ning sisenemine tsiitoplasmasse toimub
kolmel viisil: ithinemine, sissevotmine (endotsiitoos) ja retseptor-ligand seose teke (Joonis 5).
Uhinemise puhul mikrovesiikuli membraan sulab sihtmirkraku plasmamembraaniga kokku
ning mikrovesiikuli sisaldised vabanevad sihtmirkraku tsiitoplasmasse. Seda protsessi
reguleerib plasmamembraani valk anneksiin (Koppler jt., 2006). Endotsiitoosi korral
pakitakse tsiitoplasmasse joudnud mikrovesiikul sihtméarkraku endosoomi. Hiljem voib
endosoom {ihineda liisosoomiga (Faille jt., 2012) v&i ka plasmamebraaniga, sekreteerides
sissevoetud mikrovesiikuli rakuvilisesse ruumi tagasi. Niiteks, monotsiitidid on vdimelised
fagotsiiteerima neutrofiilidest parit mikrovesiikuleid (Gasser jt., 2003). Kui tekib side
mikrovesiikuli pinnal paikneva valgu ja sihtmérkraku pinnal paikneva retseptori vahel
(retseptori-ligand seos), siis jargneb sellele mitmete signaaliradade aktiveerumine
sihtmirkrakkude tsiitoplasmas. Naiteks, neutrofiilidest périt mikrovesiikulid seostuvad
makrofaagide pinnale 1dbi fosfatidiililseriinivastase retseptori, blokeerides sellega
makrofaagide poolt esilekutsutud poletikulist vastust (Gasser ja Schifferli, 2004). Lisaks
sellele vaib mikrovesiikul oma pinnalt kanda antigeene iile sihtmarkraku pinnale (Janowska-
Wieczorek jt, 2001).

1.2.1.3. Mikrovesiikulite funktsioonid.

Mikrovesiikulite funktsioonid soltuvad enamasti nende péritolust st, selle raku koelisest
péritolust kust nad tekivad. Mikrovesiikulid mojutavad sihtmérkrakke retsetor-ligand seose
kaudu ning sellega, et kannavad oma pinnaretseptoreid sihtmérkraku plasmamembraani.
Lisaks sellele mikrovesiikulid sisaldavad bioaktiivseid lipiide, mMRNA-d, miRNAd ja teisi
aineid, mis sattudes sihtmérkrakusse muudavad selle metabolismi. Vdhirakkude poolt
sekreteeritud mikrovesiikulid, mis lagunevad rakuvilises keskkonnas, vabastavad sinna

maatriks metalloproteaase ja angiogeneesi faktoreid (Taraboletti jt., 2006).

1. Retseptor-ligand seostumine. Kui neutrofiile aktiveerida stimuleerivate ainetega, siis
nende poolt sekreteeritud mikovesiikulid ekspresseerivad oma pinnal integriini omp2
funktsionaalset vormi ja P-selektiini ligandi. Juhul kui neutrofiilide mikrovesiikulid
seostuvad puhkavate trombotsiiiitide vastavate pinnaretseptoritega, siis pdhjustab see
nende aktiveerumist. Trombotsiitidid, mis kuuluvad trombi koosseisu, seovad ldbi P-
selektiin-PSGL-1 kompleksi koefaktorit sisaldavaid mikrovesiikuleid, kutsudes esile
koefaktori akumuleerumise ja koagulatsiooni (Falati jt., 2003; Pluskota jt., 2008). Sama

paritoluga mikrovesiikulid toimivad ka endoteelile, stimuleerides tsiitokiinide
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sekretsiooni, aga ka makrofaagidele, seostudes fosfatidiiiilseriini ja tema retseptori kaudu.
Sellisete seoste teke stimuleerib TGFB1 sekretsiooni ja inhibeerib IL-8, -10 ja TNFa
sekretsiooni, millega kaasneb poletikulise effekti vihenemine (Gasser ja Schifferli, 2004;
Mesri jt., 1999). Aktiveerunud trombotsiiiitidest parit mikrovesiikulid seovad P-selektiini
kaudu leukotsiilite omavahel, pohjustades nende agregatsiooni (Forlow jt., 2000).

. Retseptorite lilekanne. Trombotsiiiitidest périt mikrovesiikulid kannavad antigeene
hematopoieetiliste tiivirakkude pinnale, stimuleerides nende rakkude seostumist
fibrinogeenile ja endoteelile, elus piisimist, jagunemist, aga ka erinevate signaaliradade
aktiveerumist (Janowska-Wieczorek jt., 2001; Baj-Krzyworzeka jt., 2002). Perifeerse vere
mononukleaarsetest rakkudest parit mikrovesiikulid ekspresseerivad oma pinnal inimese
immuundefitsiitsust pohjustava viiruse (HIV) koretseptorit (CCR5). Need mikrovesiikulid
kannavad koretseptori nii CCR5 monotsiiiitide kui ka T-rakkude pinnale (Mack jt., 2000).
Bioaktiivsed lipiidid. Arahidoonhappest siinteesitakse trombotsiitidis tromboksaan, mis
pohjustab rakkude aktivatsiooni ja agregatsiooni. On ndidatud, et trombotsiiiitide
mikrovesiikulid sisaldavad arahidoonhapet, mis vesiikulitest vabanedes pdhjustab teiste
rakkude aktiveerumist. Naiteks arahidoonhape mojutab nii endoteeli rakke kui ka
monotsiilite, indutseerides COX-2 (ensiitim, mis siinteesib prostaglandiine) ekspressiooni
(Barry jt., 1999; Barry jt., 1997; Barry jt., 1998).

Mikrovesiikulid sisaldavad mRNA-d ja miRNAsid. Véhirakkude poolt sekreteeritud
mikrovesiikulid sisaldavad mRNA-d. Viga palju fisioloogilisi katseid on labiviidud just
rakuviliste vesiikulite, so mikrovesiikulite ja eksosoomide seguga. Kui radkida ainult
mikrovesiikulitest, siis Baj-Krzyworseka jt. (2006) niitasid, et vaatamata sellele, et
védhirakkude mikrovesiikulid sisaldavad mRNA-d ei ole selge, kas sihtmirkrakus see
mRNA ikkagi transleeritakse. Uldiselt vihirakkude mikrovesiikulid sisaldavad palju
faktoreid, mis muudavad sihtmérkrakus geenide ekspressiooni ning liilitavad erinevaid

signaalradasid sisse ja vilja (Baj-Krzyworzeka jt., 2006).

1.2.1.4. Mikrovesiikulid sisaldavad maatriks metalloproteaase (MMP).

MMP-sid toodavad suures hulgas just vahirakud, sest nad peavad kudedesse tungimisel ja

metastaseerimisel lagundama ekstratsellulaarset maatriksit. Kuid peale selle siinteesivad

MMP-sid ka trofoblastid, endoteelirakud ja mesoangioblastid, mis on veresoone ldheduses

paiknevad multipotentsed tiivirakud. Trofoblastid tungivad endomeetriumi rakkude vahele

viisil, mis meenutab vihirakkude liikumist, sekreteerides samal ajal MMP-sid. Samal moel

liilguvad mesoangioblastid modda endoteelirakke pdletiku koldesse. Endoteelirakud osalevad

aktiivselt angiogeneesi protsessis, mis tdhendab uute veresoonte moodustumist. Koikide
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eelnimetatud protsesside puhul méngib ekstratsellulaarse maatriksi timberkorraldamine suurt

rolli ning selles on oluline osa ka MMP-del (Stetler-Stevenson, 1999).

Mikrovesiikulid, mida sekreteerivad munasarja- ja rinnavahist parit rakuliinid, sisaldavad
MMP-2 ja MMP-9. Samad MMP-d on leitud ka endoteelirakkude ja mesoangioblastide
mikrovesiikulitest (Taraboletti jt., 2002; Candela jt., 2010). Kui mikrovesiikulid Kinnituvad
integriinide kaudu ekstratsellulaarse maatriksi valkude kiilge, siis vGivad nad kutsuda esile
nende lagundamise (Muralidharan-Chari jt., 2009; Taraboletti jt., 2006). Lipiidsed parved
muudavad mikrovesiikulite membraani jiaigemaks, tdnu millele nad rakuvilises ruumis
koheselt ei lagune, vaid kuhjuvad ekstratsellulaarsse maatriksisse ning jark-jargult vabanevad
nendest MMP-d (Candela jt., 2010). Mis puutub trofoblastidesse, siis siiani ei ole teada, kas
nende rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulid kannavad endas MMP-sid.

1.2.2. Apoptootilised kehad.

Apoptoos on programmeeritud raku surm, mille kdigus mitokondrid, tsiitoplasmavdrgustik
(Frank jt., 2001), Golgi kompleks (Lane jt., 2002), tsiitoskelett (Taylor jt., 2008) ja rakutuum
lagunevad ning DNA 1digatakse fragmentideks (Kerr jt., 1972). Apoptootilised kehad, mis
moodustuvad apoptoosi kiigus, on kdige suuremad rakuvélised vesiikulid (diameeter 1-4pm).
Enamus lagundamise protsesse on seotud kaspaasidega, so Cys-sdltuvate proteaasidega, mis
aktiveeruvad raku stimuleerimisel. On teada, et peale proteaaside toimet muutuvad moned
valgud funktsionaalselt aktiivseks. Naiteks ROCK I valk aktiveerub kui temale toimivad
kaspaasid, mis aitab kaasa plasmamembraani all paiknevate miiosiini ahelate
fosforiileerimisele ja aktiinifilamentide kokkutdmbumisele. Tekkiv pinge liikkkab tsiitosooli
vastu plasmamembraani, tekitades suuri véljasopistumisi piirkondades, kus tsiitoskelett on
lagundatud (Taylor jt., 2008). Selle protsessi tulemusena laguneb terve rakk vesiikuliteks,
mida nimetatakse apoptootilisteks kehadeks. Nii mikrovesiikulite tekkimisel kui ka apoptoosi
kiigus tduseb rakusisene Ca**-ioonide kontsentratsioon, mis omakorda inhibeerib flipaasi ja
aktiveerib skramblaasi (Martin jt., 1995; Bratton jt., 1997). Selle tulemusena transporditakse
fosfatidiiiilseriin plasmamembraani vilispinnale ning apoptootilised kehad seostuvad
fagotsiiteerivatele rakkudele fosfatidiiiilseriini retseptori kaudu. Sel viisil tekkinud

apoptootilised kehad muudavad fagotsiitoosi kulgemise lihtsamaks.

1.2.3. Eksosoomid.
Eksosoomid on koige vidiksemad rakuvilised vesiikulid (diameeter 40-100 nm) (Simons ja
Raposo, 2009). Kui eksosoomide preparaat on saadud sisestusmaterjale kasutades, siis

elektronmikroskoopia preparaatidel ndivad nad ndgusad, kuid kiilmutuselektronmikroskoopia
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preparaatidel on ndha timmargusi vesiikuleid (Simons ja Raposo, 2009; Conde-Vancells jt.,
2009).

Kui rakus toimub endotsiitoos, siis sopistub plasmamembraan sisse, moodustades varajase
endosoomi. Endosoomi kiipsemise kdigus selle sisemus hapestub ning tema membraan
hakkab sisse sopistuma, mille tulemusena tekivad endosoomi luumenisse vesiikulid. Sellist
hilist endosoomi, mille luumenis on vesiikulid, nimetatakse multivesikulaarseks kehaks. Kui
multivesikulaarne keha liigub liisosoomi voi plasmamembraani l&hedusse, siis nende
organellide membraanide kokkupuute korral sulavad nende membraanid kokku. Kui
multivesikulaarse keha membraan sulab kokku plasmamembraaniga, siis vabanevad
luumenisisesed vesiikulid rakuvilisesse ruumisse. Sellise tekkega vesiikuleid nimetatakse
eksosoomideks. Nii nagu mikrovesiikuleidki sekreteeritakse ka eksosoome kas konstitutiivselt
voi raku aktiveerumisel stimuleerivate ainete toimel (Beach jt., 2014; Pant jt., 2012).

Eksosoomidel on organismides palju funktsioone. Esiteks, on neil suur osa immuunvastuse
kujunemises. Naiteks epiteelirakud endotsiiteerivad soole valendikku sattunud antigeene.
Soole epiteeli rakkude poolt sekreteeritud eksosoomide pinnal ekspresseerub MHC I1/peptiid.
Limfisdlmede dendriitrakud on vOimelised neid eksosoome endotsiiteerima, mille
16pptulemusena esitletakse MHC 11 antigeeni T-rakkudele (Van Niel jt., 2003). Kuid antigeeni
esitlevad dendriitrakud on ka ise voimelised eksosoome sekreteerima. Need eksosoomid ei
stimuleeri naiivseid T-rakke, kuid dendriitrakkude erinevate populatsioonide vahendusel,
tagatakse T-rakkude pikaajaline mélu (Théry jt., 2002; Raposo jt., 1996). Samas on ndidatud,
et vahirakkude poolt sekreteeritud eksosoomid suruvad NK rakkude tsiitotoksilise aktiivsuse
maha (Liu et al., 2006). Teiseks on leitud, et vihirakkude eksosoomid sisaldavad tetraspaniini
ja angiogeneetilisi faktoreid, mis soodustavad angiogeneesi (Skog jt., 2008; Nazarenko jt.,
2010; Hood jt., 2009). Kolmandaks, eksosoomid sisaldavad mRNA-d ja miRNA-sid, mis
reguleerivad geenide ekspressiooni neid vastuvotvates rakkudes ning selle kaudu ka rakkude
funktsioone. Niiteks, monotsiiiitide eksosoomid soodustavad endoteelirakkude migreerumist
(valadi jt., 2007; Zhang jt.,, 2010; Pegtel jt., 2010). Neljandaks, eksosoomid on
transpordivahendiks viirustele (ndit. HIV ja Epstein-Barri viirus). Rakud endotsiiteerivad nii
eksosoome kui ka nende kiilge kinnituvaid viiruseid (Wiley ja Gummuluru, 2006; Meckes jt.,
2010). Viiendaks, eksosoomid sisaldavad morfogeene, signaalmolekule, mille
kontsentratsiooni gradient mairab konkreetsete geenide ekspressiooni mustri, mis mojutab
organismide morfogeneesi (Lakkaraju ja Rodriguez-Boulan, 2008). Kuuendaks, eksosoomid

sisaldavad ka MMP-sid. Kui nad Kkinnituvad integriinide kaudu ekstratsellulaarsele
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maatriksile, siis vabanevad neist MMP-d, mis lagundavad kollageeni ja laminiini (Lozito ja
Tuan, 2012; Hakulinen jt., 2008).

1.3. Erinevatele rakkudele omased sekretsiooni tiiiibid.
Golgi tsisternid TGN

GPK Konstitutiivne sekretsioon .
>Ly > Ly —4 .
Reguleeritud sekretsioon
— Ebakiips SG Kiips SG |// =
é TT(\A# 9 Y o
o @
- i\LLQ/ ®
<2 ~
543 g
34 e

@ Basaalne
|

sekretsioon

Endoplasmaatiline A
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Joonis 6. Rakkude erisugused sekretsiooni tiiiibid.

Ring — lahustuv valk; kolmnurk — transmembraanne valk; SG — sekretoorne graanul; TGN —
trans-Golgi vorgustik; GPK — transpordivesiikul nn Golgi-plasmamembraan kandja. Valgud
satuvad tsiitoplasma vorgustikust Golgi kompleksi, kus toimub nende modifitseerimine ja
sorteerimine.  Sorteerimiskeskuseks on TGN, kust valgud pakitakse kas
transpordivesiikulitesse (GPK) voi ebakiipsetesse sekretoorsetesse graanulitesse. TGN
membraan sopistub vilja, moodustades transpordivesiikuli, mis liigub kohe plasmamembraani
poole (Polishchuk jt., 2003). Sekretoorsete graanulite tekkimisel kinnituvad adaptervalgud
koos Klatriiniga TGN membraani pinnale, soodustades selle véljasopistumist. Tulemusena
vabaneb sekretoorne vesiikul, mis kaotab oma klatriinse katte. Sellise ebakiipse sekretoorse
graanuli membraan voib adapteri ja klatriini kaasabil uuesti vilja sopistuda. Moodustunud
vesiikulit modifitseeritakse ja selle sisaldis kas sekreteeritakse rakust vélja voi transporditakse
TGN tagasi. Sellist tiitipi sekretsiooni nimetatakse konstitutiivseks voi basaalseks
sekretsiooniks. Reguleeritud sekretsiooni puhul sekretoorsed graanulid no ,kiipsevad* raku
tsiitosoolis ning neid séilitatakse seal kuni rakku tabab stimuleeriv signaal (Urbé jt., 1997;

Bonnemaison jt., 2013). Modifitseeritud (Bonnemaison jt., 2013) jérgi.
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Valkude transport tsiitoplasma vorgustikust cis-Golgi vorgustikku toimub COP 11 valgulise
kattega vesiikulite kaudu. COP Il valgud on kattevalgud, mis kutsuvad esile membraani
véljasopistumise ja kindlate valkude pakkimise moodustuvatesse vesiikulisse (Schmid 1997;
Urbé jt., 1997). TGN on valkude sorteerimis- ja modifitseerimiskeskus (Keller ja Simons,
1997; De Matteis ja Luini, 2008). Soltuvalt sekretsioonitiitibist pakitakse valgud kas GPK-
desse voi sekretoorsetesse graanulitesse (Joonis 6). GPK-d on lamedad torujad-kotikujulised
membraansed struktuurid, mis kannavad edasi konstitutiivsel viisil sekreteeritavaid valke.
Need struktuurid on suuremad (dimeeter 0,5-1um) kui sekretoorsed graanulid (60-100 nm)
(Polishchuk jt., 2000) ja nende moodustumises ei osale kattevalgud. Kodigepealt tekivad TGN-
i membraanile GPK doméénid, mis sisaldavad ainult konstitutiivsel viisil sekreteeritavaid
valke (Keller jt., 2001; White jt., 2001) ning siis kinnitub vesiikuli membraanile kinesiin, mis
seob GPK doméani mikrotuubulile. Kinesiin libiseb piki mikrotuubulit, venitades TGN-i
membraani vélja, mille tulemusena vabaneb GPK, mis kohe transporditakse piki
mikrotuubulit plasmamembraanile (Polishchuk jt., 2003). Sekretoorsed graanulid
moodustuvad klatriiniga kaetud domaénidest. Klatriin on Kkattevalk, mis kutsub esile TGN-i
membraani véljasopistumise ja valkude kogunemise sellesse piirkonda (Klumperman jt.,
1993; Honing jt., 1996; Dittié jt., 1999). Peale graanuli vabanemist klatriinkate dissotseerub.
Ebakiipse sekretoorse graanuli membraan vGib uuesti vélja punguda, moodustades
klatriinkattega vesiikuleid. Sellele jargneb vesiikuli modifiseerimine ja sekreteerimine rakust
vélja voi transporditakse see tagasi TGN-i. Vaatamata sellele, et sellisel viisil tekkinud
vesiikulite valgud sekreteeritakse ilma stiimulita, ei saa seda nimetada ,konstitutiivseks®,
sekretsiooniks, kuna vesiikul périneb sekretoorsete graanulite rajast. Selletdttu nimetatakse
seda basaalseks ehk konstitutiivsetmoodi sekretsiooniks (Bonnemaison jt., 2013).
Reguleeritud sekretsiooni puhul modifitseeritakse sekretoorse graanuli membraan ja selle
sisaldis vesiikuli ,kiipsemise* kdigus. Tulemusena moodustub kiips sekretoorne graanul,
millest valgud vabanevad rakuvilisesse ruumi ainult peale raku stimuleerimist (Bonnemaison
jt., 2013). Sarnaselt GPK-ga toimub sekretoorsete graanulite transport piki mikrotuubuleid
(Tooze ja Burke 1987; Matsuuchi jt., 1988).

Sekretsioonitiiiibi médramiseks Kkasutatakse tavaliselt miirke, mis peatavad valgusiinteesi
rakus voi vesiikulite tekke. Kodige levinumad on brefeldin A ja tsiikloheksimiid. Brefeldiin A
on antibiootikum, mida toodavad seened (ndit Eupenicillium brefeldianum). See takistab
COP 1 ja klatriinkattega vesiikulite teket (Peyroche jt., 1999; Jackson ja Casanova, 2000),
mille tagajarjel kaob Golgi kompleksi struktuur ning toimub selle kontrollimatu

kokkusulamine tsiitoplasma vorgustikuga lébi tubulo-vesikulaarsete Golgi véljasopistuste.
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Lisaks sellele blokeeritakse nii GPK-de kui ka sekretoorsete graanulite teke, kusjuures juba
olemasolevad kiipsed sekretoorsed graanulid jdavad puutumatuks (Elazar jt., 1994; Nebenfiihr
jt., 2002). Tsiikloheksimiid (CHX) on bakterist Streptomyces griseus eraldatud antibiootikum
(Schneider-Poetsch jt.,, 2010), mis pohiliselt blokeerib poliipeptiidahela pikenemist
valgusiinteesil (Obrig jt., 1971). Tsiikloheksimiidi toimel blokeeritakse nii sekretoorselt kui
konstitutiivselt sekreteeritavate valkude siintees. Raku tsiitoplasmas sédiluvad ainult kiipsed

sekretoorsed graanulid ja nendes olevad valgud, mis siinteesiti enne tsiikloheksimiidi toimet.

1.4. Platsenta

A miiomeetrium
hattudevahehne

endomeetrium

Joonis 7. Platsenta ehitus. Modifitseeritud (Zeldovich jt., 2011) jargi.

Platsenta on raseduse perioodil moodustuv organ, mis tagab loote ja emavahelise
ainevahetuse kulgemise. See koosneb loote- ja emapoolsest osast, mida kutsutakse vastavalt
koorioniplaadiks ja basaalplaadiks (Joonis 7A). Koorioniplaat koosneb omakorda kolmest
kihist, milleks on ekstraembriionaalne mesenhiiiim, tsiitotrofoblastid ja siintsiitiotrofoblastid.
Koorioniplaadi pind moodustub koorioni ja vesikesta mesenhiitimi kokkusulamise tulemusel.
Platsenta arengu algetapil sisaldab koorioniplaat ainult tsiitotrofoblaste, mis hakkavad
jagunema ja diferentseeruma, moodustades siintsiitiotrofoblastidega kaetud véljakasvusid ehk
lootehattusid. Tekkivad lootehatud tungivad endomeetriumi sisse ning lagundavad seda.
Lootehatud koosnevad alguses on ainult trofoblastidest, kuid edasise hargnemise ja
suurenemise kéigus tungib nende sisse loote veresooni sisaldav ekstraembriionaalne
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mesenhiiiim.  Basaalplaadiks nimetatakse miiomeetriga piirnevat lootehattudevaba

endomeetriumiosa. Sellele kinnituvad trofoblastid, et ankurdada platsenta emakaseinale.

1.5. Trofoblastid

Platsentas moodustavad trofoblastid kaks pohilist populatsiooni, milleks on hattudesisesed ja
hattudevélised  trofoblastid. = Hattudesisesed  trofoblastid  jagatakse  tsiito- ja
stintsiitiotrofoblastideks. Tslitotrofoblastid on {ihe tuumaga ovaalsed rakud, mis on vdimelised
veel mitootiliselt jagunema. Diferentseerumise kidigus need rakud liituvad ja tekivad nn
paljutuumsed siintsiitiotrofoblastid. Raseduse 10pu poole moodustub iiks suur miljardeid
tuumi sisaldav rakk, nn sintsiitium (Joonis 7B), mis katab lootehattusid.
Suintsiitiotrofoblastid siinteesivad nii liiiitilisi ensiitime, kui ka pro-apoptootilisi faktoreid, mis
kutsuvad esile endomeetriumi rakkude apoptoosi. Liiiitiliste ensiilimide kaasabil tungivad
stintsiitiotrofoblastid 1dbi basaalmembraani ning lagundavad nii nddrmete kui ka
verekapillaaride seina, tekitades sekreedi ja ema verega tdidetud sinusoide. Sinusoidid liituvad
omavahel moodustades iihtset siisteemi, mis nimetatakse hattudeviliseks ruumiks. Sellele
lisaks sekreteerivad siintsiitiotrofoblastid veel ka progesterooni, inimese koorioni
gonadotropiini (hCG) ja inimese platsenta laktogeeni (hPL). Progesteroon hoiab raseduse
perioodil endomeetriumi terviklikkust, hCG soodustab angiogeneesi, varustades loodet
toitainetega ning tagab tsiitotrofoblastide kokkuliitumise ning hPL reguleerib ema organismi
metabolismi. hPL toimel tduseb rasvhapete tase ema veres, langeb insuliini tundlikkus,
millele jirgneb gliikoosi taseme tdus ning toimuvad ka muutused rinnanddrmetes. Esimese
kolme raseduskuu jooksul ei ole verevool hattudevilises ruumis piisavalt tugev, et varustada
loodet toitainetega. Sellel perioodil méngib eriti suurt rolli histiotroofne toitumisviis: mille
kdigus siintsiitiotrofoblastid fagotsiiteerivad nddrme sekreedi gliikkoproteiine (Burton jt., 2002)
ja endomeetriumi surnud rakke, resorbeerides sealt valke, suhkruid ja lipiide. Basaalplaadile
ankurduvate lootehattude tipus moodustavad tsiitotrofoblastid rakkude samba, kus need rakud
diferentseeruvad migreeruvateks hattudevilisteks trofoblastideks. Hattudevilised trofoblastid
jagatakse kolmeks tiilibiks: koe-, veresoone- ja ndarmesisesteks trofoblastideks. Koesisesed
trofoblastid liiguvad endomeetriumi sisse, kus nad seostuvad immuunrakkudega, kujundades
sel viisil immuunvastust (Trowsdale ja Moffett, 2008) ning kinnituvad ka spiraalsetele
arteritele, laiendades nende valendikku (Pijnenborg jt., 2006). Miiomeetriumist voib leida
suuri mitmetuumseid trofoblaste, mis moodustuvad koesiseste trofoblastide diferentseerumise
16ppjargus. Need on litkumisvoimetud hiidrakud, mis tagavad platsenta tdieliku ankurdamise
emaka seinale (al-Lamki jt., 1999; Aplin, 1991). Veresoonesisesed trofoblastid tungivad 14abi
spiraalarterite seina, lagundavad elastseid kiudusid, ladustavad fibrinoidi ning asendavad
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osasid endoteelirakke, mille tulemusena veresoone valendik laieneb mitu korda. Sel viisil
muutunud spiraalarterid ei allu enam vasomotoorsele kontrollile, mille tottu suunatakse
hattudevilisesse ruumi tugev verevool, mis tagab loote ja ema organismi vahel efektiivse
ainevahetuse (Hirano jt., 2002; Kaufmann jt., 2003). Veresoonesisesed trofoblastid liiguvad
ainult arteritesse, kuid mitte veenidesse (Gude jt., 2004). Naarmesisesed trofoblastid kdituvad
samal viisil kui veresoonesisesed trofoblastid. Need rakud tungivad ldbi juhade seinte
asendades osa epiteelirakke, mis suunduvad omakorda nddrmejuha hattudevélisesse ruumi

laiendades selle valendikku (Moser jt., 2010).

1.6. Ekstratsellulaarne maatriks (ECM)

Koed koosnevad pohiliselt kahest komponendist, milleks on rakud ja nendevaheline aine (nn
ekstratsellulaarne maatriks, ECM), mis seob rakud kokku. ECM-i struktuur peab vastama koe
funktsioonile, mistottu on igas koetiiiibis erinev  ECM-i makromolekulide koostis ja
omavaheline paigutus. Rakud sekreteerivad kahte tiilipi ECM-i makromolekule -
poliisahhariide ja valke. Poliisahhaariidid annavad ECM-le geelitaolise struktuuri ning valgud
vastutavad selle iilesehituse eest. Gliikkoosamiinogliikkaanide (GAG) klassi kuuluvad
poliisahhariidid moodustavad hargnemata ahelaid ning kui need on seotud mingi valguga, siis
need kompleksid kannavad nimetust proteogliikaanid. Kuna GAG-d on negatiivselt laetud,
seovad nad palju Na'-ioone, so osmootselt aktiivseid katioone, mis pdhjustavad vee
sissevoolu maatriksisse. ECM-i paisumise tulemusel tekib turgor, mis vdimaldab survele
vastu pidada. Lisaks sellele, et ECM toimib kui mehhaaniline toes, on tal ka teisi funktsioone.
GAG ahelad moodustavad erineva pooride suuruse ja laengu tihedusega geelja struktuuri, mis
laseb 1dbi ainult teatud suurusega molekule. Peale selle vdivad proteogliikaanid muuta
signaalmolekulide aktiivsust, kas siis blokeerides nende aktiivtsentrit, kontsentreerides neid
kindlasse kohta voi sidudes neid oma pinnale. Plasmamembraaniga seotud proteogliikaanid
toimivad kas koretseptorite vOi retseptoritena, mis seovad ECM-i makromolekule. ECM
koosneb kiudjatest valkudest nagu kollageen, laminiin, elastiin ja fibronektiin. Kollageeni
molekul koosneb kolmest omavahel kokku keerdunud poliipeptiidahelast ning tema pohiliseks
funktsiooniks on vastu pidada tdmbejoududele. Rakud sekreteerivad kahte tiilipi kollageeni.
Esimest tiiiipi kollageeni molekulid seostuvad peale sekretsiooni omavahel, selleks et
moodustada kollageenikiudusid. Teist tiilipi kollageen ei moodusta kiudjat struktuuri, kuid ta
tekitab sideme kollageeni kiudude ja teiste makromolekulide vahel. Elastiin on kiudjate
valkude hulka kuuluv ECM-i makromolekul, mis annab maatriksile elastsuse. Nagu
kollageen, nii moodustab ka elastiin elastseid kiudusid, mis on kaetud gliikoproteiinidest

koosnevate mikrokiududega, mis soodustavad elastsete kiudude kokkupakkimist. Peale selle
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on elastsed kiud seotud kollageeni kiududega, mis piiravad venituse ulatust ega lase koel
rebeneda. Kolmas kiudjas valk on fibronektiin, mis seob ECM-i komponente omavahel
kokku, andes sellega maatriksile kindla struktuuri. Fibronektiinil on kaks isovormi: plasma
fibronektiin ja kiudjas fibronektiin. Veres ja teistes keha vedelikes ringleb fibronektiini
lahustuv plasma vorm, samas kui lahustamatu isovorm on rakkude pinnal koondunud
kiududeks. Fibronektiini kiudude kokku pakkimist raku pinnal reguleerivad raku pinna
retseptorid, kusjuures kdige midravam osa selles on integriinidel. Eeldeldust ldhtuvalt on
fibronektiin voimeline omavahel siduma rakke ja ECM-i makromolekule. Neljas kiudjas valk
on laminiin, mis seostub nii rakupinna retseptorite kui ka ECM-i makromolekulidega,
korraldades maatriksi struktuuri. Erisugustes koetiiiipides pakitakse laminiinid kokku
erinevateks struktuurideks. Niiteks, Schwanni rakkude pinnal moodustavad nad vorgustiku
(Tsiper ja Yurchenco, 2002), seevastu kopsu epiteelirakkude ECM-s koonduvad nad
kiududeks (DeBiase jt., 2006) ning embriionaalsete rakkude maatriksis pakitakse hoopis
tapikujulisteks struktuurideks (Hamill jt., 2009; Henry jt., 2001).

24



S o

2. Eksperimentaalne osa

2.1 Too6 eesmirgid

Kéesoleva t66 eesmirgiks oli maérata laminiini sekretsioonitiiilipi trofoblasti rakuliini JAR
poolt, uurida, kas trofoblastide mikrovesiikulid sisaldavad laminiini ja kas ECM-sse

kokkupakitud laminiin t6ddeldakse proteaaside poolt.
Eesmaérgi saavutamiseks piistitati jargmised tilesanded:

Toodelda JAR rakke tstikloheksimiidiga.

Uurida laminiini sisaldust to6deldud ja to6tlemata rakkudes.

Eraldada JAR rakkude poolt kasvukeskkonda sekreteeritud mikrovesiikulid.
Maérata, kas JAR rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulid sisaldavad laminiini.
Eraldada JAR rakkude poolt sekreteeritud rakuvaheainet.

Uurida, kas rakuvaheaine degradeeritakse maatriks metalloproteaaside poolt.
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2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Kasutatud antikehad

2.2.1.1. Western Blot analiiiisil kasutatud antikehad

Antikeha Flrmraiﬁutor, Algkontsentratsioon Lahjendus
Primaarsed
antikehad
inimese laminiini $1 | Virtanen
ahela vastane hiire Hélsin : ulii<ool 2,9 mg/mi 1:3000
MAK DG10 g
inimese laminiini o5 Ingerouu ia
ahela vastane hiire Ju?onl?en IJEesti 2,45 mg/ml 1:250
MAK LM 4B5 ’
inimese laminiini al Santa Cruz
ahela vastane Biotechnology, 0,2 mg/mi 1:500
kiitiliku PAK H-300 USA
inimese B-aktiini
vastane hiire MAK Abcam, UK 2,8 mg/ml 1:10000
AC-15
Negatiivne
kontroll
.. e Santa Cruz
hiire Ig(s}e1s3tuuplde Biotechnology, 0,4 mg/mi 1:1000
g USA
Sekundaarsed
antikehad
madaroika
peroksiidaasiga
seotud
hiire Lab AS, Eesti 1 mg/ml 1:10000
immunoglobuliinide
vastane kitse PKA
madardika
peroksiidaasiga
seotud Santa Cruz ]
kitliku Biotechnology, USA 0.4 mg/m| 1:5000
immunoglobuliinide
vastane kitse PKA
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2.2.1.2. Immunofluorestentsmikroskoopias kasutatud antikehad

Lahjendus/
Antikeha Firma/autor, riik Algkontsentratsioon kasutatud
kontsentratsioon
Primaarsed
antikehad
inimese laminiini 1 | Virtanen
ahela vastane hiire Hélsingi ulii<ool 2,9 mg/ml 5 pg/ml
MAK DG10
inimese laminiini al Santa Cruz
ahela vastane Biotechnology, 0,2 mg/ml 1:500
kiitiliku PAK H-300 USA
inimese laminiini o5 Ingerpuu ja
ahela vastane hiire Juronen. Eesti 1,2 mg/ml 5 ug/ml
MKA LM 4F2.1 ’
inimese laminiini o5 Ingerpuu ja
ahela vastane hiire Juronen. Eesti 0,5 mg/ml 5 pg/ml
MKA LM 5A6.1 ’
Negatiivne
kontroll
Negatiivse kontrolli
hiire IgG isotiiiipide Santa Cruz 0,4 mg/ml ja primaarse
segu Biotechnology, USA ' antikeha
16ppkontsentratsioon
kiiliku IgG vordsustati ja
isottiiipide Abcam, UK 0,2 mg/ml vastavalt sellele
segu arvutati lahjendus
Sekundaarsed
antikehad
hiire
immunoglobuliinide
vastane eesli PKA, Molecular Probes, )
seotud Alexa Fluor USA 2 mg/ml 1:200
488-ga
kiitiliku
immunoglobuliinide
vastane?(ana PKA, Molecular Probes, 2 mg/ml 1:200
USA
seotud Alexa Fluor
488-ga
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2.2.2. Kasutatud rakuliin

Kéesolevas toos kasutati inimese koorioni kartsinoomi rakuliini JAR.

JAR rakuliini kasvatati RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) s66tmes
(PAA Laboratories, Austria), mille mahust oli 10% veise loote seerum (FCS, ingl. k. foetal
calf serum) (PAA Laboratories, Austria) ja kuhu oli lisatud 100 pg/ml streptomiitsiini ja 100
U/ml penitsilliini. Rakke kasvatati 5% CO, keskkonnas temperatuuril 37°C.
Umberkiilvamiseks pesti rakke steriilse 1xPBS-ga, vdeti triipsiiniga lahti ja lisati nendele
vérsket s6odet triipsiini lahusega samas mahus. Rakud sadestati tsentrifuugis 5 minuti jooksul
399xg ja 4°C juures. Peale sadestamist supernatant eemaldati, rakkudele lisati varske sddde,
suspendeeriti ja jagati Petri tassidesse. Rakke passeeriti 2-3 pdeva parast, kui nad olid
saavutanud 100%-lise konfluentsuse. Immunofluorestsentsmikroskoopia jaoks kasvatati JAR

rakke 12 mm ldbimodduga klaasidel 24 tunni jooksul.

2.2.3. Mikrovesiikulite eraldamine

Selleks et eraldada JAR rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikuleid teistest rakuvilistest
vesiikulitest, kasutati ultratsentrifuugimist. See meetod pdhineb sellel, et erineva suuruse ja
tihedusega struktuurid sadenevad erineva tsentrifugaaljouga. Mida suuremad ja tihedamad on
vesiikulid, seda vidiksemat joudu tuleb rakendada (van der Pol jt., 2012). Enne rakkudele
kandmist ultratsentrifuugiti s6ddet (RPMI 1640+10% FBS) 1 tund 100000xg juures
(ultratsentrifuug L8-M, rootor 45Ti, Beckman, USA), et eemaldada veise loote seerumist périt
mikrovesiikulid ja eksosoomid (Muralidharan-Chari jt., 2009). Peale tsentrifuugimist s66de
filtreeriti (filtri poori 1d4bimoot 0,2 um; Thermo Scientific, USA) ning kasvatati selles rakke 24
tundi. 24 tunni pirast eemaldati rakkudelt s6dde ja tsentrifuugiti seda 20 minutit 2000xg ja
4°C juures (tsentrifuug 4K15C, Sigma), et eraldada surnud rakkude tiikid ja apoptootilised
kehad (Crescitelli jt., 2013). Selleks, et sadestada mikrovesiikuleid ultratsentrifuugiti
supernatanti 1 tund 10000xg ja 4°C juures (ultratsentrifuug L8-M, rootor 45Ti)
(Muralidharan-Chari  jt., 2009). Mikrovesiikulite kiilge kleepunud s66tme valkude
eemaldamiseks pesti neid 1xPBS-ga ning sadestati 10 minutit 16000xg ja 4°C juures
(tsentrifuug 5415R, Eppendorf, Saksamaa). Parast seda mikrovesiikulid suspendeeriti 1xPBS-

s ja liitisiti liitisilahuses (vaata punkt 2.2.5).
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2.2.4. JAR rakkude tsiikloheksimiidiga mojutamine

Peale imberkiilvamist kasvatati JAR rakke 36 tundi, kuni saavutati 40%-line konfluentsus.
Kontrollriihma rakkudelt eemaldati vana kasvukeskkond, pesti rakke steriilse 1xPBS-ga ja
viiddi uude so60tmesse. Teine osa JAR rakke viidi so6tmesse, millele oli lisatud
tsiikloheksimiid (24 pg/ml). Mdlemaid rakupopulatsioone kasvatati 12, 24, 36 ja 48 tundi.
Eelnimetatud ajavahemiku jirel eemaldati rakkudelt sddde ning pesti neid steriilse 1xPBS-ga,
misjarel eemaldati Petri tassidelt triipsiiniga 37°C juures. Seejérel lisati rakkudele steriilset
1xPBS-1 samas mahus triipsiini lahusega ja sadestati 5 minutit 399xg ja 4°C juures. JAR

rakke pesti steriilse 1xPBS-ga veel 2 korda rakkude arv loendati lugemiskambris.

2.2.5. JAR rakkude liiiisimine

JAR rakke inkubeeriti 45 minutit jaal 50 mM TrisHCI ladsipuhvris (pH 7,5), millele oli
lisatud 1% Triton X-100, inhibiitorite kokteil (Roche Diagnostics GmbH, Sveits) ja 1 mM
PMSF-i (fentitilmetiitilsulfoniiilfluoriid). Peale inkubatsiooni toimiti liisaadile ultraheliga, et
16hkuda DNA-d ja RNA-d ning tsentrifuugiti 10 minutit 16000xg ja 4°C juures (tsentrifuug
5415R, Eppendorf, Saksamaa), et sadestada rakkude tiikkke. Supernatanti silitati -20°C juures.

2.2.6. JAR rakkude poolt toodetud rakuvaheaine e ECM-i eraldamine koekultuuri
plastikult

Koigepealt viidi JAR rakud uude koekultuuri sd6tmesse ning kasvatati seal 1, 2, 3 ja 4 pdeva.
Vastava aja moddudes pesti JAR rakke iiks kord 1xPBS-ga ja eemaldati soojendatud (37°C)
20 mM EDTA-ga PBS-is. Seejdrel pesti JAR-i rakkude poolt sekreteeritud maatriksiga kaetud
Petri tasse 2 korda 50 mM Tris-HCI-ga, pH 6,8. Maatriksi valgud eemaldati Petri tassilt
kahekordse SDS-PAGE proovipuhveriga, millele oli lisatud ditiotritool. Lopuks kuumutati

valkude segu 5 minutit 100°C juures ning siilitati -20 °C juures.

2.2.7. Valkude SDS-poliiakriiiilamiidgeel elektroforees ja Western blot analiiiis

SDS-poliiakriiiilamiidgeelile kantavate proovide mahu méédramise aluseks voeti

tsiikloheksimiidiga mojutamata (nn kontrollrakkude) arv. Kuna tsiikloheksimiidiga
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mdjutamata JAR-i rakkude kasv ei peatunud, siis kdige suurem rakkude hulk saadi selles
kultuuris 48 tunni pérast. Nende rakkude valguproovi maht voetigi aluseks tilejaédnud
katsepunktide valguproovide mahu méédramiseks. Eelduseks oli see, et kdikide SDS-PAGE
geelile kantavate valguproovide puhul oleks proovi maht selline, et nendes sisalduvad valgud
oleksid périt vordsest arvust rakkudest. Kui toimus JAR rakkudelt eraldatud s66tmest périt
valkude elektroforeetiline lahutamine, siis rakkude hulka ei arvestatud, mistottu koikide
proovide mahud olid vordsed. Valkude lahutamiseks kasutati 4%-, 5%- ja 9%-lisi SDS-PAGE
geele, kusjuures 4%-line geel sisaldas peale akriiiilamiidi veel ka 5% agaroosi (agaroosi tiiiip
ja firma). SDS-PAGE geelis lahutatud valgusegu kanti PVDF membraanile
(poliiviniilideenfluoriid; Immobilon, Millipore, USA) nn ,,mirja“ iilekande meetodil 1 tunni
jooksul 100 V juures. Selleks, et viltida antikehade mittespetsiifilist seostumist inkubeeriti
membraani 1 tunni jooksul 1xPBS-is, mis sisaldas 0,1% Tween-20 ja 5% 1dssipulbrit.
Seejdrel pesti membraani 3 korda 1xPBS-ga, milles oli 0,1% Tween-20. Membraani
inkubeeriti primaarsete antikehadega blokeerimissegus 1 tunni jooksul ning loksutati 3 korda
1xPBS-s, mis sisaldas 0,1% Tween-20, 15 minutit. Jirgnevalt inkubeeriti membraani
sekundaarsete antikehadega blokeerimissegus 1 tunni jooksul ning loksutati 3 korda 1xPBS-s,
mis sisaldas 0,1% Tween-20, 15 minutit. Ldpuks inkubeeriti membraani 5 minutit
kemoluminestsentsi esilekutsuvas lahuses (Millipore, USA) ning eksponeeriti rontgenfilmile

(Agfa). Film ilmutati vastavalt etteantud protokollile.

2.2.8. Immunofluorestsentsmikroskoopia

Klaasidel kasvanud rakke pesti kolm korda 1xPBS-s ja fikseeriti 4%-lise
paraformaldehiiiidiga 10 minuti jooksul. Seejdrel pesti rakke kolm korda 1xPBS-ga ja
inkubeeriti 10 minutit Perm puhvris (1xPBS, milles on 0,2% Triton X-100). Seejirel pesti
JAR rakke kolm korda PBS-ga ning blokeeriti 1 tund 1xPBS-s, mis sisaldas 1% BSA ja 0,1%
saponiini. Jargneval inkubeeriti rakke primaarsete antikehadega 1 tund toatemperatuuril, pesti
kolm korda 1xPBS-ga ning siis 1 tund sekundaarsete antikehadega ja 10puks 10 minutit
DAPI-ga toatemperatuuril pimedas. Nii primaarsed kui ka sekundaarsed antikehad lahjendati
blokeerimispuhvris ning DAPI lahjendati 1xPBS-s (1:10000).

Rakkude fikseerimine, permeabiliseerimine, blokeerimine ning antikehade ja DAPI-ga

inkubeerimine toimus niiskes kambris parafilmil 35 pl-tes tilkades. Peale DAPI-ga
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inkubeerimist pesti preparaate 1 kord 1xPBS-ga ja sulundati sulundussegusse. JAR rakkude
preparaate analiilisiti fluorestentsmikroskoobiga Olympus BX61 ning kujutisi toddeldi
arvutiprogrammiga Olympus cellSens Standard 1.8.1.
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2.3. Tulemused ja arutelu

Kédesoleva t60 eesmirgiks oli kindlaks teha kas JAR rakuliini rakud sekreteerivad
rakuvilisesse keskkonda laminiine 111 ja 511 mdoda regulatoorset voi konstitutiivset
sekretsioonirada. On teada, et trofoblastid sekreteerivad pohiliselt LM 111 ja LM 511, kuid
vihemal maéiral vGivad sekreteerida ka LM 211, LM 221 ja LM 521 (Korhonen ja Virtanen,
2001; Tiger jt., 1997; Korhonen ja Virtanen, 1997; Naom jt., 1997). Trofoblastid siinteesivad
rohkem LM 111 kui LM 511. Tsiitotrofoblastide ja loote veresooni katvate endoteelirakkude
vahel paiknev basaalmembraan koosneb peamiselt LM 111-st ja LM 511-st. Selles piirkonnas
vastutavad endoteelirakud eelkdige LM 511 siinteesi eest, samas kui trofoblastid sekreteerivad
LM 111. Rakud sekreteerivad nii laminiine kui ka teisi ECM komponente valdavalt
konstitutiivset rada pidi. See on iseloomulik néiteks vihirakkudele, mis migreerumise kaigus
(metastaseerimisel) sekreteerivad kogu aeg nii laminiine, kui ka teisi ECM makromolekule
(Katayama jt., 2007; Chung, 1993). Varem on nididatud, et trofoblastid on viga
litkumisvoimelised rakud, sest nad tungivad endomeetriumi rakkude vahelt ldbi ning samal
ajal sekreteeridvad MMP-sid ja laminiine. MMP-d on proteaasid, mis lagundavad ECM valke,
voimaldades rakkudel rajada teed stroomarakkude vahel. Endomeetriumi rakkude vahel
migreeruvad trofoblastid no libisevad moodda laminiine, sest neid valke on sinna ladestunud
suures hulgas.

On teada, et tsiikloheksimiid blokeerib valkude biosiinteesi. Kui on tegemist valkude
konstitutiivse sekretsiooniga, siis sekreteeritakse rakuvilisesse ruumi neid valke, mis olid
stinteesitud enne tsiikloheksimiidi toimet. Sekretoorsetes graanulites olevad valgud
sdilitatakse aga raku tsiitoplasmas ning nende sekretsioon soltub rakule toimivatest
signaalidest ning seega ei allu otseslt tsiikloheksimiidi toimele. Seega kui vorrelda laminiinide
hulka tsiikloheksimiidiga mdjutatud ja mdjutamata rakkude tsiitosoolis ja véliskeskkonnas,
vOib médrata, mis sekretsioonitiilibiga on tegu.

Erinevat tiilipi rakud sekreteerivad ka véga erinevaid mikrovesiikuleid, mis oma sisaldiste
poolest on vidga heterogeensed. Seega ilmselgelt tdidavad rakkude poolt sekreteeritud
mikrovesiikulid vdga erinevaid ja samas spetsiifilisi funktsioone. Mikrovesiikulid muudavad
1abi retseptor-ligand seostumise sihtmérkrakkude kaitumist. Lisaks sellele sisaldavad
mikrovesiikulid miRNA-sid, bioaktiivseid aineid ja kannavad ka raku pinnamolekule.
Kuivord JAR rakud siinteesivad ja sekreteerivad mérkimisvaarses koguses mitmeid laminiine,
siis ldhtuvalt sellest voiks eeldada, et need valgud vdiksid paikneda ka rakkude pinnalt

eralduvates mikrovesiikulites. Siinkohal tuleb mérkida, et mikrovesiikulite osa laminiinide
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411/412 ja 511/521 sekretsioonis on varem niidatud inimese vereliistakute puhul (Pook jt.,
2014).

Kéesolevaks ajaks on kogunenud palju tdendeid, mis nditavad, et nii véhirakud kui ka
trofoblastid siinteesivad MMP-sid, mis aitavad neil rakkudel tungida 1dbi limbritsevate
kudede. MMP-d nimelt lagundavad ECM kiudjaid valke (kollageen, laminiin, elastiin). Meie
seadsime oma eesmargiks kasutada SDS-PAGE elektroforeesi ja Western Bloti meetodeid,
selleks, et leida, kas JAR rakuliini poolt sekreteeritud LM 111 ja LM 511 ahelad alluvad
proteoliiiisile voi ei. Sel viisil oleks voimalik kindlaks teha, milliseid konkreetseid laminiini
ahelaid proteoliiiitiliselt ldigatakse ning kas see toimub juba JAR rakkude tsiitosoolis,
sekreteeritud mikrovesiikulites, rakkude kasvukeskkonnas voi siis hoopis rakkude poolt
ladestatud maatriksis. Kui tdesti on tegu nimetatud laminiinide ahelate proteoliilisiga, siis
vOiksime eeldada, et tekkinud fragmentidel on trofoblastide fiisioloogias oma kindel

funktsioon.

2.3.1. Immunofluorestentsmikroskoopia

Selleks, et tuvastada LM 111 ja LM 511 olemasolu JAR rakkudes kasutasime
immunofluorestsentsmikroskoopiat ning laminiin a5- ja B1-ahela vastaseid monoklonaalseid
antikehi.

Joonis 8. JAR rakkude immunofluorestsentsmikroskoopia.

(A) Laminiini B1-ahela vastane antikeha LM DG10; (B) laminiini a5-ahela vastane antikeha
5A6.1; (C) laminiini a5-ahela vastane antikeha 4F2.1. Rakutuumad on varvitud DAPI-ga.
Kasutatud sekundaarne antikeha on hiire immunoglobuliinide vastane eesli PKA, mis on
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seotud Alexa Fluor 488-ga. Nooled tdhistavad antikehadega maérgistatud laminiinide

kogumikke rakkude sees.

Jooniselt 8 on nidha, et laminiinid paiknevad JAR rakkude sees kogumikena, mis paiknevad
rakutuuma ldhedal (ilmselt Golgi piirkond) kui ka raku perifeerias granulaarsetes
struktuurides. Selles katses me kasutasime kahte erinevat laminiini a5-ahela vastast antikeha
LM 4F2.1 ja LM 5A6.1, mis annavad JAR rakkudes sarnase véarvingu. Joonisel 8 (A) kus
kasutati laminiini f1-ahela vastast antikeha on laminiinide olemasolu tuvastatav iile kogu JAR

rakkude tsiitoplasma.

2.3.2. LM 111 ja LM 511 sekretsioonitiiiibi miaramine.

Selleks, et méddrata LM 111 ja LM 511 sekretsioonitiitipi JAR-i rakkudes, analiilisisime
laminiinide hulga muutumise diinaamikat tsiikloheksimiidiga mojutatud rakkude liisaadis ja
sootmes 48 tunni jooksul. Kontrollina kasutasime JAR rakke, mida ei mojutatud
tsiikkloheksimiidiga. Kuna tsiikloheksimiid peatab valgusiinteesi, siis me eeldasime, et
laminiinide hulk tsiikloheksimiidiga mojutatud rakkudes peab Kkatseperioodil jddma
madalamaks kui mojutamata rakkudes. Joonisel 9 esitatud tulemused on saadud kasutades
SDS-PAGE elektroforeesi ja Western blotti ning laminiini f1-ahela immunotuvastamist
vastava antikehaga JAR rakkude liisaadis. Graafikul on esitatud laminiini B1-ahelale vastava

triibu intensiivsus rontgenfilmil, mis kaudselt vastab valgu hulgale.
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Joonis 9. Laminiin al-, o5- ja pl-ahelate hulga muutus JAR rakkudes.
Tsiikloheksimiidiga mdjutatud rakkudes ei muutunud laminiini Bl-ahela hulk 48 tunni
jooksul, kuid kontrollrakkudes see veidi tduseb. Kuid laminiini B1-ahela iildhulk on kontrollis
tunduvalt suurem kui tsiikloheksimiidiga mojutatud rakkudes. Laminiin al- ja a5-ahelate hulk
kontrollis praktiliselt ei muutu. Joonisel ei ole esitatud ol- ja a5-ahelate hulga muutust
tsiikloheksimiidiga toodeldud rakkudes, sest nende valkude ekspressioon oli nii madal, et neid
ei olnud voimalik tuvastada. Kasutatud antikehad olid DG10, LM 4B5 ja H-300.
Ajavahemikud, mille jarel JAR rakke liitisiti on vastavalt 12, 24, 36 ja 48 tundi.

Joonisel 9 esitatud tulemuste pdhjal vaib viita, et tsiikkloheksimiidiga mdjutatud JAR rakud
sisaldavad tunduvalt viahem laminiini B1-ahelat sisaldavaid laminiine kui mojutamata rakud.
Samuti voib lisada, et tsiikkloheksimiid blokeerib laminiin al- ja aS-ahelate siinteesi sellisel
madral, et need ei ole enam JAR rakkude liisaadis tuvastatavad. Ilmselt siinteesitakse
laminiini B1-ahelat niivord suures iilehulgas vorreldes al- ja a5-ahelatega, et rakud sisaldavad

seda ahelat isegi veel siis kui valgusiintees on peatatud.
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Joonis 10. Laminiin al-, a5- ja pl1-ahelate hulga muutus tsiikloheksimiidiga mojutatud
ja mojutamata JAR rakkudes 24 tunni jooksul. Joonisel ei ole esitatud al- ja a5-ahelate
hulga muutust tsiikloheksimiidiga toddeldud rakkudes, sest nende valkude ekspressioon oli nii
madal, et neid ei olnud vdimalik tuvastada. Kasutatud antikehad olid DG10, LM 4BS5 ja H-
300, mis olid vastavalt B1-, a5- ja al ahelate vastased. Ajavahemikud, mille jarel JAR rakud
liiiisiti on vastavalt 1, 2, 4, 6, 12 ja 24 tundi.
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Selleks, et tuvastada, millisel ajahetkel muutub tsiikloheksimiidi toime laminiinide
sekretsioonile JAR rakkudest mirgatavaks, mdjutati rakke lithema perioodi jooksul, so 1-24
tundi. Joonisel 10 toodud tulemused niitavad, et laminiini ahelate ekspressiooni tase JAR
rakkudes esimese 5 tunni jooksul peale rakkude uude sO6Gtmesse viimist veidi tduseb.
Jargneva perioodi jooksul see kontrollrakkudes veidi langeb ja siis jadb pilisivale tasemele.
Tsiikloheksimiidiga mojutatud rakkudes jargneb Pl-ahela ekspressiooni tousule aga pidev
langus kuni katse 16puni (24 tundi). Laminiini al- ja a5-ahelate hulga muutust
tsiikkloheksimiidiga toddeldud rakkudes ei olnud vodimalik analiiiisida, sest nende valkude
ekspressioon jéi selleks liiga madalaks. Laminiini 1-ahela ekspressiooni alusel voib siiski
arvata, et tsiikloheksimiidi toime laminiinide sekretsioonile hakkab ilmnema umbes 10 tundi

parast toimeaine JAR rakkudele kandmist.
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Joonis 11. Laminiini al- ja p1- ahelate hulga muutus tsiikloheksimiidiga mojutatud ja
mdjutamata JAR rakkude kasvukeskkonnas. Laminiini al- ja p1- ahelate hulk on
tsiikloheksimiidiga mdjutatud rakkude kasvukeskkonnas vidiksem vorreldes kontrolliga.
Kasutatud antikehad olid H-300 ja DG10. Ajavahemikud, mille jarel JAR rakkudelt eraldati
kasvukeskkond on 12, 24, 36 ja 48 tundi.

Konstitutiivse sekretsiooni puhul sekreteerivad rakud pidevalt valke iimbritsevasse keskkonda
ning see toimub ilma rakuvilise stiimulita. Kui peatada rakkudes valgusiintees, kasutades
inhibiitoreid, siis peab koikide konstitutiivselt sekreteeritavate valkude hulk rakus aja jooksul
langema. Samas aga nende valkude hulk, mis paiknevad sekretoorsetes graanulites ei peaks

muutuma. Tulemused, mis on esitatud joonisel 11 viitavad sellele, et laminiin 111
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sekreteeritakse JAR rakkudest vilja konstitutiivset rada pidi. Seda seisukohta toetab asjaolu,
et selle laminiini koosseisu kuuluvate al- ja B1- ahelate tase JAR rakkude kasvukeskkonnas

langeb tsiikloheksimiidi toimel mérkimisvéarselt.
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Joonis 12. Laminiinide 111 ja 511 hulga muutus JAR rakkude kasvukeskkonnas
tsiikloheksimiidi toimel. Laminiinide hulk kasvukeskkonnas touseb jarsult esimese 4 tunni
jooksul. Parast seda a-ahelate hulk praktiliselt ei muutu, samal ajal kui B1-ahela kulk touseb
jatkuvalt. Kasutatud antikehad olid DG10, H-300 ja LM 4B5.. Ajavahemikud, mille jérel JAR
rakkudelt eraldati kasvukeskkond on 1, 2, 4, 6, 12 ja 24 tundi.

Praeguseks on teada, et laminiini Bl-ahelat siinteesitakse suuremas hulgas kui o-ahelaid.

Joonisel 12 toodud B-ahela hulga tous voib olla just sellega seotud.
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Joonis 13. Laminiinide 111 ja 511 hulga muutus JAR rakkude kasvukeskkonnas kust
puudus tsiikloheksimiid. Kui JAR rakke kasvatati so6tmes, milles puudus tsiikloheksimiid ,
siis laminiini al- ja fl-ahelate hulk selles pidevalt suurenes. Kuid samal ajal a5-ahela hulk ei
tousnud samas tempos. Kasutatud antikehad olid DG10, H-300 ja LM 4B5.. Ajavahemikud,
mille jarel JAR rakkudelt eraldati kasvukeskkond on 1, 2, 4, 6, 12 ja 24 tundi.

Joonistel 12 ja 13 toodud andmed kinnitavad meie oletust, et laminiinide sekretsioon JAR
rakkudest toimub konstitutiivset rada pidi. Esiteks, JAR rakud sekreteerivad laminiine
so0tmesse ilma, et neile oleks toimitud mingi stiimuliga. Teiseks, jooniselt 12 on néha, et
tsiikloheksimiidi toimel pidrast 6. tundi lamininide sekretsioon aeglustub voi hoopis peatub,
samal ajal kui kontrollkultuuris nende hulk kogu aeg kasvab. Kuna tsiikloheksimiid peatab
valgusiinteesi, siis mingil ajahetkel rakud sekreteerivad itha vahem valke, sest uusi ei toodeta
juurde. Mis aga puutub a5-ahelasse, siis on teada, et trofoblastid siinteesivad seda ilisna vihe
ja sellepédrast on laminiini 511 sekretsiooni tase isegi tsiikloheksimiidi puudumisel vdga madal
(Kim jt., 2012).

2.3.3. Laminiinide proteoliiiitilise tootlemise tuvastamine JAR rakkudes

Selleks, et uurida laminiinide vdimalikku proteoliiiisi me analiiiisisime al-, a5- ja f1l-ahelate

terviklikkust JAR rakkude liisaadis, so6tmes, mikrovesiikulis ja rakuvilises maatriksis.
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2.3.3.1. Laminiini al-, a5- ja p1-ahelad rakuliisaatides.

Kui JAR rakud olid saavutanud 60%-lise konfluensuse, siis vahetati nende s66de uue vastu
ning kasvatati rakke selles 1, 2, 4, 6, 12 ja 24 tundi. Nimetatud aja méddumisel rakud liiisiti,

ning rakuliisaati analiiiisiti 5%-lise SDS-poliakriiiilamiidgeeli ja immunoblot meetodi abil.

al-ahel
Bl BE BN B % 1 —sokos
1t 2t 4t ot 12t 24t

a5-ahel

. ” i d “ ” # % F ’”
. . 4 — 300 kDa
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Joonis 14. Laminiini al-, a5-, ja p1-ahelad JAR rakkude liisaatides. Kasutatud antikehad
on vastavalt H-300, LM 4B5 ja DG10. Ajavahemikud on 1, 2, 4, 6, 12 ja 24 tundi.

Joonisel 14 alusel voib oelda, et JAR rakkude lusaadis esineb laminiini a5-ahel kahe eri
suurusega variandina. Mis puutub al- ja pl-ahelatesse, siis need on esindatud ainult iihe

taispika vormiga.

2.3.3.2. Laminiinide al-, a5- ja p1-ahelate tuvastamine JAR rakkude

kasvukeskkonnast.

Jargmisena me uurisime, kas JAR rakkude poolt sekreteeritud laminiinid voivad olla allutatud
proteoliiiisile kasvukeskkonnas. Kui JAR rakud olid saavutanud 60%-lise konfluensuse, siis

vahetati nende s6ode uue vastu ning kasvatati rakke selles 1, 2, 4, 6, 12 ja 24 tundi. Nimetatud
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aja moO06dumisel eemaldati rakkudelt kasvukeskkond ning analiilisiti seda 5%-lise SDS-

poliiakriitilamiidgeeli ja immunoblot meetodi abil.
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Joonis 15. Laminiinide al-, a5- ja pl-ahelate tuvastamine JAR rakkude
kasvukeskkonnast. Kasutatud antikehad olid vastavalt DG10, LM 4B5 ja H-300.
Ajavahemikud on 1, 2, 4, 6, 12 ja 24 tundi. Nooled tahistavad ajapunkte, kus on mérgata p1-

ahela proteoliiiisi.

Jooniselt 15 selgub, et JAR rakkude kasvukeskkonnas esineb B1-ahela kaks vormi — tdispikk
ja proteoliiiisitud vorm, kusjuures proteoliiisitud vormi on palju véiksemas hulgas, kui
taispikka molekuli. Mis puutub a-ahelatesse, siis nii al-, kui ka a5-ahel on esindatud ainult

tihe proteoliitisitud vormina.

2.3.3.3. Laminiinide al-, a5- ja p1-ahelate tuvastamine JAR rakkude poolt

sekreteeritud mikrovesiikulites.

Selleks, et tuvastada kas JAR rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulid sisaldavad

laminiine, eraldati need rakkude kasvukeskkonnast mitmeetapilise tsentrifuugimise teel.
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Eraldatud mikrovesiikulid liitisiti, ning saadud proove analiiiisiti  5%-lise  SDS-

poliiakriitilamiidgeeli ja immunoblot meetodi abil.

A B C

. T 300kDa B — 300kDa -_ 250 kDa

Joonis 16. Laminiinide ol-, a5- ja pl-ahelate tuvastamine mikrovesiikulitest. (A)
laminiini a5-ahel; kasutati 4B5 antikeha; (B) laminiini al-ahel; kasutati H-300 antikeha; (C)
laminiini B1-ahel; kasutati DG10 antikeha.

Joonisel 16 esitatud tulemused niitavad, et mikrovesiikulites esinevad al-, a5- ja p1-ahelate
kaks vormi. JAR rakkudest eraldunud mikrovesiikulid sisaldavad ol- ja o5-ahela
proteoliitisitud vorme (Joonis 18, A, B), samal ajal B1-ahela puhul on mikrovesiikulis olemas

nii tdispikk kui ka proteoliitisitud vorm.

2.3.3.4. Laminiinide 111 ja 511 tuvastamine JAR rakkude poolt tekitatud maatriksist.

Selleks, et tuvastada laminiinide 111 ja 511 olemasolu JAR rakkude poolt tekitatud maatriksis
kasvatati neid rakke 1, 2, 3 ja 4 pdeva ja igas katsepunktis eraldati tekkinud maatriks. JAR
rakkude poolt tekitatud maatriksi valgud lahutati 4%- voi 5%-lise SDS-poliiakriiiillamiidgeel
elektroforeesi abil redutseeritud tingimustes. Analiiiisi tulemused (Joonis 17, A-C) néitavad,
et JAR rakkude maatriksis paiknevad nii tdispikad kui ka proteaaside poolt liihemaks 15igatud
laminiini ahelad. Nii al, a5 kui ka B1 ahelad esinevad tdispika vormina, ning koikide ahelate

puhul fragmendid, mille ndivat molekulkaalu on selle meetodi abil raske hinnata.

lp 2p 3p 4p
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Joonis 17. JAR rakkude poolt tekitatud maatriksi koostises olevate laminiinide 111 ja
LM 511 analiiiis.

Maatriksi valgud lahutati 4%-lise (B) voi 5%-lise (A,C) SDS-poliiakriilamiidgeel
elektroforeesi abil redutseeritud tingimustes ning kanti iile PVDF membraanile Western
blot meetodil. (A). Laminiini al ahel (antikeha H-300); (B). Laminiini a5 ahel (antikeha
LM 4B5); (C). Laminiini B1 ahel (antikeha DG10). Negatiivseks kontrolliks oli hiire 1gG
isotiitipide segu. 1 p — 4 p: Aeg (pdevades), mille jarel eemaldati JAR rakkude poolt
tekitatud maatriks koekultuuri plastikult.

2.3.3.5. Laminiinide a1-, a5- ja f1-ahelate proteoliiiitiline muster.

Jooniselt 18 (A) voime ndha, et laminiini a5-ahela tdispikk isovorm (340 kDa) esineb ainult
JAR rakkude liisaadis. Seda hakatakse proteoliiiisima juba raku sees ning kasvukeskkonnas ja
rakuvilises maatriksis esineb ainult proteoliilisitud vorm. Huvitav on see, et mikrovesiikulites
ja rakuvilises maatriksis on tuvastatav veel ka pikem proteoliiisitud variant. Niisiis
mikrovesiikulid ja rakuviline maatriks sisaldavad kahte laminiini a5-ahela proteoliiiisitud
varianti. Joonisel 18 (B) on nidha, et rakuliisaadis esineb ainult tdispikk al-ahel. Rakkude
kasvukeskkonnas on ainult proteoliiiisitud vorm ning mikrovesiikulid ja rakuvéline maatriks
sisaldavad kahte proteoliiiisitud vormi, mis on lihemad kui kasvukeskkonnas eisnev vorm.
Seega laminiini al-ahel 16igatakse kolmeks eri pikkusega vormiks. Laminiini $1-ahela puhul
esineb tdispikk ahel nii JAR rakkude tsiitoplasmas, kasvukeskkonnas, mikrovesiikulites, aga

ilmselt ka rakuvilises maatriksis (Joonis 18, C). Selle ahela proteoliiiis algab ilmselt
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mikrovesiikulites, jatkub kasvukeskkonnas ning rakuvilisesse maatriksisse ladustatakse nii
taispikk ahel kui ka selle proteoliitisitud variant.

L K MV ECM
A

”“ ~ —— 300 kDa

L K MV ECM

300 kDa

Joonis 18. Laminiini al-, a5- ja p1-ahelate proteoliiiitiline muster JAR rakkude liisaadis
(L), kasvukeskkonnas (K), mikrovesiikulites (MV) ja rakuvilises maatriksis (ECM). (A)
laminiini a5-ahel; (B) laminiini al-ahel; (C) laminiini f1-ahel. Kasutatud antikehad olid
vastavalt LM 4B5 (A) ja H-300 (B), DG10 (C).
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t60 tulemusena me leidsime, et koorioni kartsinoomi JAR rakuliini rakud
sekreteerivad laminiine 111 ja 511 konstitutiivset rada pidi. Seda, et JAR rakuliini rakud
sekreteerivad laminiini 111 on ndidatud ka varem, kuid sekretsiooni viis on senini jddnud
ebaselgeks (Peters jt., 1985). Meie nditasime, et konstitutiivselt sekreteeritud laminiinide hulk
kasvukeskkonnas tduseb pidevalt kogu katseperioodi jooksul. Kui aga peatada valgusiintees
JAR rakkudes tsiikloheksimiidi toimel, siis suureneb laminiinide hulk kasvukeskkonnas ainult
esimese nelja tunni jooksul. Pdrast seda laminiinide hulk kasvukeskonnas praktiliselt ei
muutu. Tuleb mérkida, et ka JAR rakkude tsiitoplasmas langeb laminiini B1-ahela tase peale
tsitlkloheksimiidi toimet. Samal ajal tsiikloheksimiidiga mojutamata rakkudes laminiinide hulk
eriti ei muutu. Huvitav on see, et tsiikloheksimiidi toimel ei ole B1-ahela hulga langus JAR
rakkude sees pidev, vaid peale 24 tundi selle tase rohkem ei muutu. PShjuseks voib olla see, et
laminiini B1-ahelat siinteesitakse iilehulgas ning osa sellest ahelast jadb trimeeri pakkimata

ning B1-ahela no tilejééki ei suuda rakk vilja sekreteerida.

On teada, et nii trofoblastid kui ka vdhirakud sekreteerivad MMP-sid, et lagundada neid
umbritsevas koes rakuvilise maatriksi makromolekule ning sealhulgas ka laminiine (Keeling
ja Herrera, 2008). Kéesolevas t66s me nditame, et laminiini ahelad alluvad proteoliiiisile.
Koigepealt tuleb mirkida, et a5-ahela puhul hakkab proteoliilis toimuma juba raku sees,
samas kui kasvukeskkonnas laminiini al-, a5- ja Bl-ahelate tiispikka vormi iildse ei esine.
Me leidsime, et nii mikrovesiikulites kui ka ECM-s on koigil laminiinide ahelatel sarnane
proteoliititiline muster (kui vorrelda kaugust laminiini ahela kahe vormi vahel, siis selgub, et
see on samasugune koikide ahelate puhul). See voib tdhendada, et laminiini ahelaid 15ikav(ad)
MMP(d) tunneb(vad) ainult iihte kindlat piirkonda al-, a5- ja [l-ahelates, mis koige
kergemini allub proteoliiiisile. Me oletasime, et MMP-de sekretsioon JAR rakkudest on soltuv
rakkude tihedusest. Meie tulemused ei kinnitanud seda oletust, kuna laminiinide ahelate
proteoliiiis leidis aset juba esimesel pdeval. Seega vdib teha jarelduse, et MMP-de sekretsioon
JAR rakkude poolt on pidev protsess. Meie katsed nditasid, et rakkudevélisesse maatriksisse
ladestatakse just laminiini ahelate proteoliilisitud vormid. Praeguseks hetkeks me ei saa tépselt
oelda, mil viisil toimub laminiini ahelate proteoliiiis. Laminiinid ja MMP-d sekreteeritakse nii
vabal kujul kui ka rakkude poolt sekreteeritavate vesiikuliste koosseisus. Voimalik, et
mikrovesiikulid voivad seostuda ECM-le ja vabastada rakuvilisesse ruumi MMP-de poolt
proteoliiisitud laminiine. Samas meie katsetest selgus ka, et maérkimisvddrne kogus

laminiinidest sekreteeritakse just vabal kujul ning k&ik need alluvad proteoliiiisile just
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kasvukeskkonnas. Toendoliselt suur osa neist laminiinidest ladestatakse rakuvilisesse

maatriksisse.
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The secretion of laminins 111 and 511 from choriocarcinoma cell line JAR and the
formation of ECM.

SUMMARY

Trophoblasts are known to produce the great amount of laminins. During migration into the
stromal tissue, cells deposit laminins and attach to them by integrins. Moreover,
cytotrophoblasts and endothelial cells from embryonic blood vessels secrete laminins into the
space between them. These laminins assemble into the basal lamina that acts as a filter for the
nutrients, which are transported between mother and embryonic blood. So, we can claim that
these ECM constituents play an important role in the maintaining of pregnancy. The goal of
our study was to determine the mechanism by which laminins 111 and 511are secreted from
JAR cells. Method that we used is based on the blocking of the protein biosynthesis.
Trophoblasts were treated with cycloheximide (a toxin that inhibits protein translational
elongation) for several hours. After that, both the cell lysates and medium, where trophoblasts
grew, were analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and Western Blot. The
results showed that there was a decrese in the amount of laminin al-, a5- and B1-chains both
in the cell lysates and medium. These data mean that JAR cells secrete laminins 111 and 511
in a constitutive manner. If laminins are packed into the storage granules that release their
cargo only upon cell stimulation, their amount in the cell lysates would remain at the same
level. As for medium, there would not be any laminins detectable at all. In our study we also
analyzed whether microvesicles released from the JAR cells contain laminins 111 and 511.
According to our results JAR cells’ microvesicles contain all three laminin chains, represented
by two variants. To get more data about the proteolysis of laminin chains, we isolated ECM
and analyzed its composition by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and Western Blot.
The results showed that similarly to the microvesicles the ECM contains two variants of each
laminin chain. The full-length variant of p1-chain was found both in the cell lysate and in the
medium, microvesicles, and ECM. As for al- and a5-chains, all of them, that were released
outside of the cells, were completely proteolysed. We suppose that microvesicles could
deposit their proteolysed material to the ECM. However, at the moment we do not know
whether laminin chains’ fragments have any function or they are simply the result of

spontaneous proteolysis.
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