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Infoleht

MAGE-A4 lokalisatsiooni uurimine retraktsiooni fiibrites ja migrasoomides

Vihi-testise antigeeni MAGE-A4 ekspressiooni keharakkudes, véljaspool testist, seostatakse
véhipatsiendi halva prognoosiga, kuid selle tipsed molekulaarsed toimemehhanismid ja roll
tuumorigeneesis on siiani ebaselged. Varasemalt 1dbi viidud uuringutest on selgunud, et
MAGE-A4 inkorporeeritakse eri suurustega ekstratsellulaarsetesse vesiikulitesse. Antud t66
eesmarkideks oli uurida MAGE-A4 lokaliseerumist ja voimalikku rolli retraktsiooni fiibrites ja
migrasoomides. Lisaks iseloomustada MAGE-A4 positiivsetesse vesiikulitesse kaasatud
valkude lokalisatsiooni (COPA, TALIN-1 ja FILAMIIN-A), mis on tuvastatud varasemalt IP
ja proteoomika pohjal, eeltoodud struktuurides. T66 tulemusena leiti, et MAGE-A4
lokaliseerub retraktsiooni fiibritesse ja migrasoomidesse ning lokaliseerub ldhestikku TALIN-

1-ga ning ndrgemalt FILAMIIN-A ja COPA-ga.

Mirksonad: MAGE-A4, EV, retraktsiooni fiiber, migrasoom

CERCS kood: T490 Biotechnology; B200 cytology, oncology, cancerology

Investigating the localization of MAGE-A4 in retraction fibers and migrasomes

The expression of the cancer-testis antigen MAGE-A4 outside the testis is associated with poor
prognosis in patients, but its precise molecular mechanisms and role in tumorigenesis remain
unclear. Previous studies have shown that MAGE-A4 is incorporated into extracellular vesicles
of various sizes. The aim of this study was to investigate the localization of MAGE-A4 and its
possible role in retraction fibers and migrasomes. Additionally, the study sought to characterize
the localization of proteins that potentially interact with MAGE-A4 (COPA, TALIN-1 and
FILAMIN-A) in EV-s and which have been previously identified via immunoprecipitation and
proteomics in retraction fibres and migrasomes. We found that MAGE-A4 localizes to
retraction fibers and migrasomes and shows close colocalization with TALIN-1 and weaker

colocalization with FILAMIN-A and COPA.
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KASUTATUD LUHENDID

AMPK — AMP-aktiveeritud proteiin kinaas (ingl AMP-activated protein kinase)

ARF6 — ingl ADP-ribosylation factor 6

BAGE — ingl B melanoma antigen family

BAX — apoptoosi regulaator BAX (ingl apoptosis regulator BAX)

CDKNI1A - tsiikliinist sdltuv kinaas inhibiitor 1A (ing/ cyclin dependent kinase inhibitor 14)
CHP — ingl Cholesterol-bearing hydrophobized pullulan

CT-X — X-kromosoomilt kodeeritav vihi-testise antigeen

CTA - vihi-testise antigeen (ingl cancer-testis antigen)

DAPI — 4',6-diamidiino-2-feniitilindool (ingl 4, 6-diamidino-2-phenylindole)

DTT - ditiotreitool (ingl dithiothreitol)

ECL - vdimendatud kemoluminestsents (ingl enhanced chemiluminescence)

ECM - rakuviline maatriks (ingl extracellular matrix)

EGFP — vdimendatud roheliselt fluorestseeruv valk (ingl enhanced green fluorescent protein)
ERK — ekstratsellulaarse signaaliga reguleeritud kinaas (ingl extracellular signal-regulated)
kinase

EV — ekstratsellulaarne vesiikul (ingl extracellular vesicle)

FBS — vasika loote seerum (ingl fetal bovine serum)

GAM - ingl goat anti-mouse

GAR - ingl goat anti-rabbit

GAGE - ingl G antigen 1 family

HDACI — histooni deatsetiilaas 1 (ingl histone deacetylase 1)

HEPES - tsvitterioonse sulfoonhappe puhveraine (ingl zwitterionic sulfonic acid buffering
agent)

HRP — médardika peroksidaas (ingl horseradish peroxidase)

IF — immunofluorestsents analiiiis (ingl immunofluorescence assay)

ILV — luumeni sisene vesiikul (ingl intraluminal vesicle)

IMDM - Iscove'i modifitseeritud Dulbecco s6dde (ingl Iscove's Modified Dulbecco's Media)
IP — immunosadestamine, immunopretsipitatsioon (ingl immunoprecipitation)

LIMK1 —ingl LIM domain kinase 1

MAGE - ingl Melanoma-associated antigen

MAGE-A — ingl Melanoma-associated antigen family A

MAGE-D — ingl Melanoma-associated antigen family D

MGC-803 — inimese mao kartsinoomirakud (ingl gastric carcinoma cells)



MHD - MAGE homoloogia doméén (ingl MAGE homology domain)
MYV — mikrovesiikul (ingl microvesicle)

MVK — multivesikulaarne keha (ingl multivesicular body)

MZ2-E — MAGEAL isovorm

mQ — milli-Q vesi (ingl milli-Q water)

NCBI - ingl National Center for Biotechnology Information

NRK - roti neerurakud (ingl normal rat kidney cells)

PAK2 —p21 poolt aktiveeritud kinaas 2 (ingl p21 activated kinase 2)
PCNA - proliferatsiooni rakutuumne antigeen (ingl proliferating cell nuclear antigen)
PFA — paraformaldehiitidi fikseerimislahus (ingl paraformaldehyde)

PS — fosfatidiiiilseriin (ingl phosphatidylserine)

PVDF - poliiviniilideenfluoriidi membraan (ingl polyvinylidene fluoride)
RAD18 — E3 ubikvitiin ligaas RAD 18 (ingl E3 ubiquitin-protein ligase RADI18)
RING — ingl Really Interesting New Gene,; an E3 ubiquitin ligase
ROCKI —ingl Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 1
SDS — naatriumdodetsiiiilsulfaat (ingl sodium dodecyl sulphate)

SKIP — ski-iga interakteeruv valk (ingl ski-interacting protein)

SMS2 — sfingomiieliini siintaas 2 (ingl sphingomyelin synthase 2)
TEMA - tetraspaniinidega rikastatud makrodomaanid

TLS — ingl translesion DNA synthesis

TRIM28 — ingl tripartite motif-containing 28

TSPAN4A — Tetraspaniin 4A (ingl tetraspanin 4a)

U20S — inimese osteosarkoomi vihirakkude piisiliin

MRCS — inimese kopsu fibroblastid

VLP — viiruse laadne partikkel (ingl virus-like particle)

WB — Western Blot’1 analiiiis

WH-A — tiivakujuline heeliks A (ingl winged helix A)

WH-B - tiivakujuline heeliks B (ingl winged helix B)

WGA — ingl wheat germ agglutinin

XAGE-2 —ingl X antigen family member 2



Sissejuhatus

Vihi-testise antigeenid on suur valkude perekond, mille ekspressioon on piiratud testise ja
platsentaga, kuid nende ekspressiooni viljaspool eeltoodud kudesid seostatakse tihti
pahaloomuliste ja agressiivsete vdhivormidega. Kuna vihi-testise antigeene normaaljuhul
kehas peale eeltoodud imuunpriviligeeritud piirkondi ei ekspresseerita siis teeb see neist head

kandidaadid vihkkasvajate spetsiifilise imuunteraapia viljatootamisel ja diagnostikas.

Ekstratsellulaarsed vesiikulid (EV-d) on heterogeensed, nanosuuruses lipiidse kaksikkihiga
iimbritsetud osakesed, mida eritatakse rakkude poolt verre ja teistesse kehavedelikkesse. EV-d
voivad seal hulgas kanda bioaktiivseid molekule retsipient rakkudeni ning omavad vdimet
muuta retsipient rakkude fenotiiiipi. Seega véhi-testise antigeenide kaasamine EV-desse voib

potentsiaalselt kaasa aidata vihkkasvaja levikule.

Kidesolevas t60s wuuriti vihi-testise antigeeni MAGE-A4, mille tidpne molekulaarne
toimemehhanism ja roll tuumorigeneesis on senini ebaselged. Varasemad uuringud on
ndidanud, et MAGE-A4 inkorporeeritakse erineva suurusega ekstratsellulaarsetesse
vesiikulitesse, kuid siiani on teadmata, millised mehhanismid suunavad MAGE-A4 kaasamist
EV-desse ning kas MAGE-A4 positiivsete EV-de vabanemine sdltub spetsiifilistest raku

struktuuridest.

Antud t60 eesmdrgiks oli uurida vihi-testise antigeeni MAGE-A4 lokaliseerumist ja
voimalikku rolli retraktsiooni fiibrites ja migrasoomides. Lisaks iseloomustada MAGE-A4
positiivsetes vesiikulites leiduvate valkude lokalisatsiooni neis struktuurides (COPA, TALIN-

1 ja FILAMIIN-A), mis olid tuvastatud varasemalt immunopretsipitatsiooni pdhjal.

Uurimistdd tehti TU tehnoloogia instituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Vihi-testise antigeenid

Vihi-testise antigeenid ehk CTA-d (ingl cancer testis antigens) on klass antigeene, mille
ekspressioon on spetsiifiline testisele ja védhirakkudele (Nin ja Deng, 2023). CTA-d avastati
enam kui 30 aastat tagasi melanoomi rakuliini uuringus Thierry Boon ja teiste uurimisriihma
litkkmete poolt, kui tuvastati antigeeni MZ2-E ekspressiooni kontrolliv geen MAGE-A1. See
avastus viis B-melanoomi antigeeni (BAGE) ja G-antigeeni (GAGE) perekondade avastamiseni
samas rakuliinis (Boél et al., 1995; Van den Eynde et al., 1995). 2023 aasta seisuga on teada
iile 270 CTA geeni ja 100 perekonna (Ai et al., 2023).

CTA-d jagunevad kahte kategooriasse: X-kromosoomilt kodeeritud CT-X antigeenid (vt Joonis
1) ja mitte-X-kromosoomilt kodeeritavad CT antigeenid (Lahn ja Page, 2000; Taguchi et al.,
2014). Mitte-CT-X geenid on iihe koopiaga, CT-X aga multigeensed klastrid X-kromosoomil
(Fratta et al., 2011; Jay et al., 2021). Testises ekspresseeruvad CT-X antigeenid peamiselt
spermatogoonides, samas kui mitte-X-CT-d spermatotsiiiitides (Simpson et al., 2005), viidates
seega CTA-de erinevatele rollidele erinevates arengufaasides. Kusjuures CTA-de ekspressioon
ei piirdu ainult testise ja vihirakkudega, néditeks on MAGE-A3 ja XAGE-2 ekspressiooni
taheldatud ka platsentas (Simpson et al., 2005).
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Joonis 1. CT-X jagunemine X kromosoomil. Teadaolevate alamperekonna liikmete arv on vilja
toodud sulgudes. Joonis on parit Caballero ja Chen, 2009 artiklist.




1.1.1 MAGE iilemperekond

MAGE (ingl melanoma associated antigen) on suur ja evolutsiooniliselt konserveerunud
valkude perekond, mille koiki litkmeid iseloomustab iihine MAGE-homoloogiadomeen
(MHD)(Weon ja Potts, 2015). MHD koosneb ligikaudu 170 aminohappest ning on inimese
MAGE-valkude seas keskmiselt 46% ulatuses konserveerunud (Weon ja Potts, 2015).
Kusjuures MAGE alamperekondades vdib see protsent kiilindida MAGE-D alamperekonna
puhul 75%-ni (Doyle et al., 2010). MAGE valgud koosnevad ligi 100 aminohappejdégi
pikkusest N-terminaalsest piirkonnast, mis on heterogeene ja varieeruv, samas kui C-
terminaalne piirkond on MAGE alamperekondade puhul konserveerunud (Lee ja Potts, 2017).
N ja C terminaalset piirkonda tihendavad kaks tiivalaadset heeliksi domeeni WH-A ja WH-B,
mis moodustavad MHD (Yang et al., 2020). Lisaks on ndidatud, et WH-B-s olev di-leutsiini
motiiv on oluline MAGE valkude interaktsiooniks teiste valkudega (Griffith Jones et al., 2024).
MAGE iilemperekond jaotatakse kaheks tiilibiks. I tiilipi MAGE-valgud kuuluvad viahi-testise
antigeenide hulka ning inimestel hdlmavad need MAGE-A, -B ja -C alamperekondi, mis
paiknevad X-kromosoomil (Lian et al., 2018). II tiitipi MAGE-valgud, sealhulgas MAGE-D, -
E, -F, -G, -H, -L ja Necdin, avalduvad laiemalt erinevates kehakudedes ega ole X-
kromosoomiga piiratud (Li et al., 2021). I tilipi MAGE-valkude ekspressiooni
reproduktiivkudedest viljaspool seostatakse agressiivsete, halva kliinilise prognoosiga
vihivormidega. Nditeks Poojary et al. (2020) metaanaliiiis leidis, et 44 selektsiooni ldbinud
kliinilises uuringus oli MAGE-A perekonna CTA-de ekspressioon seostatud patsientide
halvema prognoosiga. II tiitipi MAGE valke seejuures ei seostata tiilipiliselt patoloogiatega vaid

arengubioloogiliste protsessidega (Barker ja Salehi, 2001; De Donato et al., 2017).

1.1.2 MAGE-A alamperekond

MAGE-A alamperekond koosneb inimesel 12 geenist MAGE-A1 - A12 (vt Joonis 2), mis on
kdrgelt konserveerunud ja klastritena X kromosoomil q28 dlas (Sang et al., 2011; Ounap et al.,
2018). Sarnaselt teistele MAGE CTA-dele, seostatakse ka MAGE-A CTA-de ekspressiooni
halva kliinilise prognoosiga. MAGE-A CTA-de iilesregulatsiooni on tuvastatud niiteks
mitmetes melanoomides, osteosarkoomides, pdie ja rinnavdhkides, kopsu ja soogitoru
kartsionoomides (Brasseur et al., 1995; Bergeron et al., 2009; Chen et al., 2019; Meijer et al.,
2024; Zhai et al., 2015; Wang et al., 2016).
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Joonis 2. MAGE-A alamperekonna valgud. Mustaga on tihistatud MHD regioon, viirulisega N-
terminaalne regioon ja ruudukestega C-terminaalne regioon. Joonis on périt Sang et al., 2011 artiklist.

MAGE-A CTA-d omavad bioloogilist funktsiooni nii testises kui ka védhirakkudes. Néiteks on
teada, et MAGE-A ekspressioon vihirakkudes soodustab rakkude migratsiooni ja epigeneetilist
dereguleerimist, suurenenud proliferatsiooni, metastaaside teket ja suurenenud stressitaluvust
(Fon Tacer et al., 2019; Liu et al., 2022; Liu et al., 2008; Oh et al., 2021). Mitmeid eeltoodud
funktsioone 1dheb vaja ka spermatogeneesil osalevatel rakkudel. MAGE-A geenide tdhtsust
testises nditab niiteks Hou et al. (2016) uuring, kus deleteeriti MAGE-A1-A3, MAGE-A5-A6
ja MAGE-AS8 genoomiline klaster, mis tekitas katses osalenud hiirtel 2 kuu vanuselt viiksema
testise kui kontrollgrupil ning ka suurenenud apoptootiliste sugurakkude arvu. Molekulaarsel
tasemel on ndidatud MAGE-A valkude rolli p53 supressioonil, SKIP (ski-ga interakteeruv valk)
ja HDACI (histooni deatsetiilaas 1) repressioonil, E3 ubikvitiin-ligaaside aktiveerimisel ja
AMPK-i (AMP-aktiveeritud proteiin kinaas) degradatsioonil (Marcar et al., 2010; Laduron et
al., 2004; Pineda et al., 2015; Yang et al., 2007).



1.1.3 MAGE-A4

MAGE-AA4 (ingl melanoma-associated antigen A4) on vihi-testise antigeen, mille ekspressioon
normaalsetes kudedes piirdub testise, platsenta ja embriionaalsete munasarjadega, kuid on
iilesekspresseeritud mitmetes vihk-kasvajates (Zhu et al., 2025). MAGE-A4 geen kodeerib
valku, mis on 317 aminohapet pikk ning sarnaselt teistele MAGEA alamperekonna geenidele
on MAGE-A4 asukoht X kromosoomi 28 dlas (vt Joonis 3) (NCBI). Lisaks on teada, et
MAGE-A4 voib lokaliseeruda nii tuumas kui ka tsiitoplasmas kui ka mdlemas korraga
(Fujiwara-Kuroda et al., 2018). MAGE-A4 ekspressioon korreleerub kliiniliselt arenenuma
vihistaadiumiga s.t pahaloomuliste kasvajatega ning on seega halva prognoosi néitajaks.
Naéiteks seostatakse MAGE-A4 siinoviaalsarkoomi, pea ja kaela lamerakk-kartsinoomi,
rinnavdhi, munasarja, uroteeli, melanoomi ja gastrodsofageaalse vihiga (Hong et al., 2023;
Ishihara et al., 2020; Nakamura et al., 2025; Zhu et al, 2025). Seega MAGE-A4 laialdane levik
erinevates vihk-kasvajates voib viidata MAGE-A4 olulisele bioloogilisele rollile vdhi arengus

ning MAGE-A4 potentsiaalile biomarkerina ja ravimite sihtmérgina.
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Joonis 3. MAGE-A4 struktuur. A. MAGE-A4 aminohappelise jarjestuse regioonid. B. AlphaFold
valgu struktuuri andmebaasist parit MAGE-A4 3D struktuur. Pildid A. ja B périt Reinsalu, 2022
doktoritddst ja modifitseeritud.
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1.1.3.1 MAGE-A4 bioloogiline roll

Sarnaselt teistele MAGE-A perekonna valkudele interakteerub MAGE-A4 E3 RING ubikvitiin
ligaasidega ja surub maha p53 tuumor supressor valku. Selle jaoks seondub MAGE-A4
TRIM28-ga, mis aktiveerib E3 ubikvitiin ligaasi ning mis mérgib p53 lagundamisele (Lee and
Potts, 2017; Zhu et al., 2025). Niiteks Alsalloumi et al. (2023) uuring néitas, et inhibeerides
MAGE-A4 TRIM28 interaktsiooni vdhenes p53 valgu lagundamine. Kusjuures Bhan et al.
(2012) leidsid enda uuringus, et MAGE-A4 vdib inhibeerida apoptoosi vihendades p53-ga
interakteeruvate BAX (apoptoosi regulaator BAX) ja CDKNI1A (tsiikliinist sdltuv kinaas
inhibiitor 1A) kogust rakus. Samas uuringus ndidati ka MAGE-A4 rolli G1 faasi arresti
minemise valtimisel. Lisaks seostati Griffith Jones et al. (2024) uuringus MAGE-A4 ka RAD18
(E3 ubikvitiin ligaas RAD 18) stabiliseerimisega, véltides nii RAD18 auto-ubikvineerimist. See
voimaldab RAD18-1 monoubikvineerida PCNA-d (proliferatsiooni rakutuumne antigeen), mis
omakorda aktiveerib translesioon DNA siinteesi (ingl Translesion DNA Synthesis). TLS
voimaldab replikatsioonikahvlil mé6duda DNA kahjustustest neid parandamata, mis voib

suurendada mutatsioonide tekkimise riski ja soodustada véhi progresseerumist.

1.1.3.2 MAGE-A4 terapeutiline potentsiaal

Vihirakkudes reaktiveeritavad MAGE-A valgud sh MAGE-A4 tekitavad inimeses tuumor
spetsiifilise imuunvastuse, mida tunnevad dra CD8+ rakud ning mida saab dra kasutada
mitmetes ravi-teraapiates (Zhu et al., 2025). Seda omadust dra kasutades on MAGE-A4 vastu
vélja tootatud mitmeid teraapiaid, mida on hinnatud ka kliinilistes katsetes. Néiteks Hong et al.
(2023) viisid 1abi faas I kliinilise uuringu, kasutades autoloogset T-raku teraapiat MAGE-A4
vastu. Uuringust selgus, et MAGE-A4 manustamise jdrgne imuunvastus esines 44%
stinoviaalsarkoomi pddevatest patsientidest, samas kui teiste vihkide korral reageeris teraapiale
vaid 9% patsientidest. Lisaks esines 55% patsientidest efektor tsiitokiinide vabanemine ning
koigil patsientidel ilmnesid hematotoksilised korvalndhud. Lisaks on vélja tootatud ka MAGE-
A4 vastaseid vaktsiine. Néiteks Saito et al. (2014) 16id vaktsiini, mis sisaldas MAGE-A4 valku
ja kasutas adjuvandina CHP-d (ingl Cholesterol-bearing hydrophobized pullulan). Kliinilisest
uuringust selgus, et 15 patsiendist 4-1 tekkis spetsiifiline MAGE-A4 vastane humoraalne
immuunvastus. Samas oli uuringu osalejate arv viga véike ja tildistuste tegemisega tuleks olla

ettevaatlik.
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1.2 Ekstratsellulaarsed vesiikulid

Ekstratsellulaarsed vesiikulid (edaspidi EV-d) on heterogeensed (vt Joonis 4), nanosuuruses
lipiidse kaksikkihiga timbritsetud osakesed, mida eritatakse rakkude poolt verre ja teistesse
kehavedelikkesse (Ramirez et al., 2018). EV vdivad seal hulgas kanda bioaktiivseid molekule
retsipient rakkudeni (Sheta et al., 2023). Teadaolevalt toodavad EV-sid koik elusrakud
prokariiootidest  eukartiootideni  kasutades selleks evolutsiooniliselt konserveerunud
mehhanisme (Colombo et al., 2014; Ibrahim ja Khan, 2024). Ekstratsellulaarsed vesiikulid
jaotatakse klassikaliselt biogeneesi (vt Joonis 5), suuruse ja molekulaarse koostise pdhjal
kolmeks: eksosoomideks (30-100 nm), mikrovesiikuliteks (50-1000 nm) ning apoptootilisteks
kehadeks (200-5000 nm). Eksosoomid moodustuvad endosoomi pungumisel, moodustades
multivesikulaarseid kehasid (MVK), mis omakorda sulanduvad kas liisosoomidega vdi raku
plasmamembraaniga (Ibrahim ja Khan, 2024). Mikrovesiikulid ehk ektosoomid moodustuvad
otseselt rakumembraanist vilja pungudes (Ibrahim ja Khan, 2024). Apoptootilised kehad
erinevad selle poolest, et need moodustavad apoptootiliste ehk programmeeritud rakusurma
minevate rakkude poolt ning on keskmiselt suuremad kui eksosoomid ja mikrovesiikulid

(Battistelli ja Falcieri, 2020).
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Joonis 4. EV-de iildine molekulaarne koostis. EV-d sisaldavad mitmesuguseid olulisi biomarkereid,
niiteks valke, lipiide ja nukleiinhappeid. Iga loetletud komponent vdib tegelikult esineda mones EV
alatiilibis ja mdnes teises mitte. Joonis on voetud Shahraki et al., 2023 artiklist ja modifitseeritud.
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1.2.1 EV-de sisu ja funktsioon

Uks EV-de olulisemaid bioloogilisi rolle on vahendada rakkudevahelist kommunikatsiooni,
toimetades bioaktiivseid aineid, nditeks nukleiinhappeid, valke ja lipiide, tihest rakust teise
(Berumen Sanchez et al., 2021). Selle keskmes on rakkude voime kontrollida EV-de koostist ja
seeldbi edastada spetsiifilisi sonumeid reguleeritud ja selektiivsel viisil (Carnino et al., 2020).
Kusjuures EV-d vdivad mdjuda kas rakule endale voi retsipientrakule. Retsipientrakkudes on
tadheldatud nditeks EV-de vOimet muuta fenotiiiipi, toimides ligandidena retsipientraku
retseptoritele ja aktiveerides nii erinevaid signaaliradasid (Dixson et al., 2023). Néiteks Xiao et
al. (2021) uuringust selgus et mesenhlimaalsetest tiivirakkudest périt EV-d véhendasid
vananenud endoteeli rakkudes vananemisega seotud fenotiiiipi ja muid rakkude vananemisega
kaasnevaid ilminguid. Peamisteks fenotiiiipi reguleerivateks molekulideks EV-des peetakse
RNA-d ja DNA-d. Seal hulgas on teada, et kasvajatest parinevad EV-d sisaldavad tihti RNA-d
ja onkogeenset DNA-d, mida seostatakse metastaaside tekke ja védhi progresseerumisega
(Shinde et al., 2025). On ndidatud, et RNA-d voib leida nii bakterite, seente, putukate,
parasiitide, taimede kui ka imetajate EV-des, mis viitab sellele, et RNA-de kasutamine rakkude

vahelises suhtluses on evolutsiooniliselt konserveerunud (Dellar et al., 2022).

1.2.2 Eksosoomid

Eksosoomid on viikesed endosoomset péritolu vesiikulid, mille koostis sdltub rakutiiiibist, raku
seisundist ja keskkonnatingimustest. Seetdttu voivad eksosoomid omada prognostilist vairtust
mitmete haiguste, sealhulgas vihi puhul, ning olla potentsiaalsed ravimikandjad (Ramirez et
al., 2018; Zhang et al., 2019).

Eksosoomid moodustuvad multivesikulaarkehadest (MVK), mis tekivad hilistest
endosoomidest nende membraanide sissesopistumise kaudu (Wang et al., 2024). Selle protsessi
kiigus transporditakse valgud kas trans-Golgi vorgustikust vdi internaliseeritakse endotsiitoosi
teel, mille jirel osa neist ubikvineeritakse (Sheta et al., 2023). Varajased endosoomid kiipsevad
hilisteks endosoomideks, mille membraanide invagineerumine viib luumenisiseste vesiikulite
(ILV) moodustumiseni (Liese, 2020). Enamik ILV-dest vabaneb eksosoomidena, samas kui osa
suunatakse lagundamiseks liisosoomidesse (Trajkovic et al., 2008).

Eksosoome seostatakse muuhulgas vihiga ja selle progresseerumisega, kandes nditeks RNA-
sid, mis vOivad muuta retsipientrakkude fenotiiiipi ja edendada kasvajate arengut. Nditeks Shin
et al. (2021) eraldasid eesnddrmevihiga patsientide seerumist eksosoomide miRNA-d ja
vordlesid neid kontrollgrupiga. Uuringus leiti, et vidhipatsientidel oli miR-21 ja miR-451
ekspressioon iilesreguleeritud, samas kui miR-636 oli allareguleeritud. Kumar et al. (2020)

omakorda analiiiisisid pankrease adenokartsinoomi patsientide eksosoomide RNA profiili,
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leides seal korgendatud mRNA, miRNA, lincRNA, tRNA ja piRNA ekspressiooni taseme
vorreldes kontrollgrupiga, mis viitab EV-des leiduvate RNA-de potentsiaalile biomarkeritena.
Siiski, mdlema uuringute piiranguks on vidikesed katsegrupid, mis voib mdjutada tulemuste

iildistatavust ning mistdttu on vaja tdiendavaid uuringuid suurema hulga patsientidega.

1.2.3 Mikrovesiikulid

Mikrovesiikulid (edaspidi MV-d) on viikesed nanosuuruses osakesed, mis punguvad raku
plasmamembraanist, mistdttu on MV-de membraani koostis sarnane vanemrakuga (Menck et
al., 2020) ning erinedes {iihtlasi nii ka eksosoomidest. Mikrovesiikulite vabanevad rakust
fiisioloogilistes tingimustes, kusjuures Stdhl et al. (2019) mairgivad, et mikrovesiikulite
moodustumine suureneb, kui rakud puutuvad kokku podletikusoodustavate stimulantidega,
hiipoksia v0i okstidatiivse stressiga. Lisaks sellele, seostatakse mikrovesiikuleid muuhulgas
véhi ja immuunvastusega (Wang et al., 2024).

Mikrovesiikulite pungmisprotsess plasmamembraanist holmab valkude ja lipiidide
iimberpaiknemist, tsiitoskeleti kokkutdmbumist ning Ca?*" taseme tdusu rakus (Akers et al.,
2013). Ca*" aktiveerib flipaasid, flopaasid ja skramblaasid, mis vastutavad fosfolipiidide
litkumise eest membraani sisemises ja vélimises kihis (Menck et al., 2020). Lisaks aktiveerib
Ca?" kalpaiini, mis eemaldab membraanivalke tsiitoskeletonilt, ning gelsoliini, mis muudab
aktiini filamentide struktuuri (Stahl et al., 2019). Need muutused viivad tsiitoskeleti
imberkorraldamiseni,  vOoimaldades  mikrovesiikulitel = punguda  plasmamembraani
mikrodomeenidelt ja haarata kaasa materjali raku plasmamembraanist ja tsiitoplasmast (Koel,
2013; Stahl et al., 2019).

MV-de moodustumist mdjutavad muuhulgas ka keramiid ja kolesterool, mille puudumine
neutrofiilides takistab nende vabanemist (Sedgwick ja D’Souza-Schorey, 2018). Lisaks
lipiididele méngivad olulist rolli mitmed teised ensiitimid, nagu ARF6 (ingl ADP-ribosylation
factor 6), mis stimuleerib fosfolipaasi D ja seondub ERK-ga (ekstratsellulaarse signaaliga
reguleeritud kinaas) plasmamembraanis, aktiveerides signaalikaskaadi, mis viib aktinomiiosiini

kokkutdombumiseni ja MV-de vabanemiseni (Akers et al., 2013; Menck et al., 2020).

1.2.4 Apoptootilised kehad

Apoptootilised kehad (apoBD) on klassikalistest ekstratsellulaarsetest vesiikulitest suurimad
ning moodustuvad apoptoosi kdigus plasmamembraanist véljasopistudes. Apoptootilised kehad

on erineva suurusega ja voivad sisaldada muuhulgas mikrotuumasid, DNA-d ja RNA-d, valke
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ning organelle (Atkin-Smith et al., 2017; Elmore, 2007). Kusjuures apoptootilisi kehasid peeti
alguses n.0 “rakuliseks priigiks”, kuni avastati nende vdime kanda funktsionaalset sisu
tervetesse retsipientrakkudesse (Zou et al., 2023). See vdib seletada ka pdhjust miks
apoptootilistest kehadest teatakse hetkel vihem kui eksosoomide ja mikrovesiikulite kohta.

Apoptoos aktiveeritakse vastavalt kas surma retseptori aktiveerimisega vOi mitokondriliste
kahjustuste tottu, mis omakorda vallandab kaspaaside kaskaadi, millele jargneb raku suuruse
vihenemine, kromatiini kondensatsioon ja apoptootiliste kehade teke (Kakarla et al., 2020; Xu
et al., 2019). Apoptoosi iiheks tunnuseks on fosfolipiidide astimmeetria kadumine, mille kdigus
eksponeeritakse fosfatidiiiilseriin plasmamembraani viliskihile, kédivitades membraani
pungumise. Seda protsessi reguleerivad kinaasid ROCKI1 (ingl Rho-associated coiled-coil
containing protein kinase 1), LIMKI1 (ingl LIM domain kinase 1) ja PAK2 (p21 poolt
aktiveeritud kinaas 2), mis viivad apoptootilise membraani eendumiseni ogakujulisteks
mikrotuubuli struktuurideks (ingl microtubule spikes), apoptopoodideks ja helmetega
apoptoodideks (Yu et al., 2023). PS-i (fosfatidiiiilseriin) eksponeerimine méngib olulist rolli
mitte ainult apoptootilistes membraanides, vaid ka apoptootilistes kehades, olles “leia ja s60

mind” signaaliks liimfotsiiiitidele, et nad eemaldaksid fragmenteerunud rakke (Yu et al., 2023).

Mikrovesiikulid

(g

\ Endotsiiteeritud '*
vesukul

. Endoliisosoom
J = """ @
LI
@ Varajane
Iusosoom
@C@
@@ Lusosoom

MVK

®
®
'. Autofagosoom ®e
@ ¢
g @ Eksosoomid
Apoptootilised

kehad

Joonis 5. EV-de biogenees. Eksosoomid moodustuvad endosoomi pungumisel, moodustades
multivesikulaarseid kehasid (MVK), mis omakorda sulanduvad kas liisosoomidega vo0i raku
plasmamembraaniga. Mikrovesiikulid ehk ektosoomid moodustuvad rakumembraanist vélja pungudes.
Apoptootiliste kehade puhul toimub fosfolipiidide asiimeetria kadumine, mis kéivitab membraani
pungumise ja eendumise. Joonis parit Shahi et al., 2024 artiklist ja modifitseeritud.
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1.2.5 Migrasoomid

Migrasoomid avastati hiljuti Ma et al. (2015) poolt ning on uut tiilipi EV-laadsed struktuurid,
mis moodustuvad retraktsiooni fiibrites (ingl retraction fibre) rakkude migreerumisel (vt Joonis
6). Retraktsiooni fiibrid on aktiini rikkad torujad struktuurid (Cramer ja Mitchison, 1997).
Kusjuures retraktsiooni fiibrid moodustuvad raku liikumissuunaga vastupidises suunas ning
jaavad rakust maha koos migrasoomidega (Tan et al., 2023). Migrasoomid vdivad puruneda ja
vabastada enda sees olevat sisu, milleks vdivad olla migrasoomidest pirit EV-laadsed
nanopartiklid, mitokondrid ja mRNA-d (Jiao et al., 2021; Ma et al., 2023; Zhu et al., 2021).
Eeltoodud sisu voidakse omastada rakkude poolt, kuid mis saab migrasoomide sisust edasi
rakkude poolt omastamisel on hetkel veel ebaselge (Zhang et al., 2023; Wang et al., 2022).

Migrasoome seostatakse mitmete patoloogiatega, nditeks hepatotsellulaarse kartsinoomi ja
glioblastoomiga kui ka mitmete arengubioloogiliste ning fiisioloogiliste protsessidega (Huang
et al., 2025; Zhang et al., 2024). Niiteks Jiao et al. (2021) niitasid, et kahjustunud mitokondrid
transporditakse migrasoomidesse. Lisaks Jiang et al. (2019) poolt ldbi viidud uuringust selgus,
et kui teha sebrakalas (Danio rerio) Tspanda ja Tspan7 knockout katse, siis viheneb méirgatavalt
migrasoomide moodustumine. Samuti oli organite morfogenees hiiritud, kuid kui enne

gastrulatsiooni viidi sisse puhastatud migrasoomid, siis jétkus organogenees normaalselt.

Kolesterool TSPAN4

Migrasoom ' Q

&~
T =
«

«

““:nst

“%

Eksosoomid

"N oo L
“ow.
O — .

Liikumissuund

Retraktsioonifiibrid ja retraktosoomid

Joonis 6. Tiiiipiline retraktsiooni fiibrite kimp ja nende lagunemine retraktosoomideks. Joonis périt
Tan et al., 2023 artiklist ja modifitseeritud.
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1.2.5.1 Migrasoomide moodustumine

Migrasoomide moodustumine on tugevalt sOltuv rakkude vOimest migreeruda.
Kusjuures retraktsiooni fiibrid on seotud ECM-ga (rakuvéline maatriks) just migrasoomide
pohjas olevate integriinidega (Wu et al., 2017). Ning kui inhibeerida raku migreerumisel olulist
miiosiin II ja dlinamiini, siis vaheneb oluliselt ka migrasoomide teke (Ma et al., 2015; Wu et
al., 2017).

Mitmed uuringud on vaadanud migrasoomide moodustumist kui kaheastmelist
protsessi. Esmalt moodustuvad retraktsiooni fiibrites lokaalsed tursed (ingl local swellings)
ning sellele jargneb nende tursete stabilisatsioon tetraspaniinidega rikastatud makrodomaéénide
(TEMA) abil (Zhang et al., 2023). Kusjuures on leitud, et nendes etappides méngivad olulist
rolli TSPAN4 (Tetraspaniin 4A) ja kolesterool. Nditeks Huang et al. (2019) testisid kolesterooli
olulist migrasoomide moodustumisel ning leidsid, et nii rakkude tddtlemine metiiiil-B-
tsiikklodekstriini kui ka rakkude kasvatamine lipoproteiini puuduliku seerumiga koos voi ilma
prevastatiiniga vdhendasid oluliselt migrasoomide moodustumist. Samuti TSPAN4 geeni
knockout puhul NRK (ingl normal rat kidney) ja MGC-803 (ingl human gastric carcinoma)
rakuliinides vihenes migrasoomide moodustumine (Dharan et al., 2023). Siiski on hetkel veel
palju mida ei teata migrasoomidest, nditeks mis tingib migrasoomide moodustumise. Hiljuti
leidsid Liang et al. (2023), et iiheks migrasoomide moodustumisel oluliseks molekuliks on
sfingomiieliin siintaas 2 (SMS2), mis koguneb klastriteks raku esi otsa ja raku migreerudes
liigub retraktsiooni fiibritesse olles seal migrasoomide moodustumise stardipunktiks, kus
SMS2 konverteerib keramiidi sfingomiieliiniks. Samas jaéb selgusetuks, mis tingib SMS2
kogunemise raku esi otsa ning mis tingib SMS2 poolt sfingomiieliini tootmise. Peale selle ei
teata hetkel ka millised vesiikulid on migrasoomides ning millise mehhanismi abil need

moodustuvad, mis omakorda ilmestab, et migrasoomide kohta on hetkel veel palju teadmata.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Vihi-testise antigeeni MAGE-A4 ekspressiooni keharakkudes, véljaspool testist, seostatakse
patsiendi halva prognoosiga, kuid selle tipsed molekulaarsed toimemehhanismid ja roll
tuumorigeneesis on siiani ebaselged. Autori uurimisrithmas varasemalt 1dbi viidud uuringutest
on selgunud, et MAGE-A4 inkorporeeritakse eri suurustega EV-desse ning seda hoiavad seal
kinni tugevamad joud kui ndrgad molekulide vahelised joud. Kuid selgusetuks on jadnud kuidas
MAGE-A4 kaasatakse EV-desse ja kust need EV-d rakuvilisesse keskkonda vabanevad ning
kas MAGE-A4 positiivsete EV-de vabanemine on mingile rakustruktuurile spetsiifiline.
Varasemalt uurimisriihmas 14bi viidud katsetes on tdheldatud, et MAGE-A4 positiivsete
rakkude iimbruses on mérgatavalt retraktsiooni fiibreid koos migrasoomidega ning EV-sid,
kuid kuidas ja miks MAGE-A4 neisse struktuuridesse lokaliseerub on jddnud selgusetuks.
Seega MAGE-A4 uurimine retraktsiooni fiibrites, migrasoomides ja EV-des vdib aidata
paremini mdista MAGE-A4 rolli vihi metastaaside tekkemehhanismides, pakkudes samas uusi

voimalusi tdpsemate diagnostiliste meetodite ja spetsiifiliste terapeutiliste ravide arendamiseks.

Kiesoleva t00 eesmarkideks on:

1. Uurida vihi-testise antigeeni MAGE-A4 lokaliseerumist ja vodimalikku rolli
retraktsiooni fiibrites ja migrasoomides

2. Iseloomustada MAGE-A4 positiivsetes vesiikulites leiduvate valkude (COPA,
TALIN-1 ja FILAMIIN-A) lokalisatsiooni retraktsiooni fiibrites ja migrasoomides, mis

olid tuvastatud varasemalt immunopretsipitatsiooni pohjal.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Rakukultuuride kasvatamine

Inimese osteosarkoomi rakuliini U20S (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA) ja inimese kopsu fibroblastide rakuliini MRC5 (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) kasvatamiseks kasutati IMDM (ingl Iscove’s Modified Dulbecco’s
Media) soodet, mis sisaldas 10% veise loote seerumit (Gibco, ThermoFisher Scientific,
Waltham. MA, USA), 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham. MA, USA). Rakke kasvatati 37 °C 5% CO2 juures (Panasonic
MCO-19AICUV-PE).

2.2.2 Kasutatud plasmiidid

Kiesolevas t60s kasutati kolme plasmiidkonstrukti: pPQM-MAGE-A4, pPQM-MAGE-A4-EGFP
ja pEGFP-C1. Plasmiidis pPQM-MAGE-A4 oli MAGE-A4 valku kodeeriv jérjestus liidetud C-
terminaalse E2Tag epitoobiga (Reinsalu et al., 2021). Plasmiidide amplifitseerimiseks kasutati
Escherichia coli tiive DH5a. Transformeeritud bakterirakke kasvatati LB so6tmel ampitsilliini
sisaldusega 100 pg/ml, et tagada selektiivne paljunemine. Plasmiidide puhastamiseks kasutati

FavorPrep™ Plasmid Extraction Mini Kit’i (Favorgen) jérgides tootja protokolli.

2.2.3 Rakkude transfektsioon

Plasmiidide transfektsiooniks U20S ja MRCS5 rakuliini kasutati elektroporatsiooni. Selleks
kasvatati rakke 100 mm plaatidel 80-90% konfluentsuseni, misjirel aspireeriti s6ode ja pesti
plaate PBS-iga. Seejérel eraldati plaatidelt rakud triipsiinilahusega (0,05% Triipsiin, 0,53 mM
EDTA, Corning) ja koguti 15 ml tuubidesse IMDM sd6tmesse. Peale rakkude kogumist
tsentrifuugiti rakke 5 minutit 1000 rpm 20 °C juures (Eppendorf Centrifuge 5810R), misjarel
aspireeriti sodde ja rakud suspendeeriti IMDM so6tmes. Seejdrel lisati rakususpensioonile (50
pg) 1ohe sperma DNA-d ja 1 pg vastavat plasmiidi (vt metoodika 2.2.2). Elektroporatsiooniks
kasutati 4 mm 1dbimddduga elektroporatsioonikiivette (4 mm, Cell Projects Ltd) Gene Pulser
XcellTM (Bio-Rad) masinaga 975 pF mahutavusel ja 220V pinge juures. Peale
elektroporatsiooni lasti rakkudel taastuda toatemperatuuril 15 minutit, misjdrel need
suspendeeriti 4 ml IMDM s66tmes ja tsentrifuugiti 1000 rpm 20 °C juures 5 minutit (Eppendorf
Centrifuge 5810R). Seejdrel eemaldati s66de ja suspendeeriti sade uuesti IMDM sodtmes,
kusjuures vesiikulite eraldamise katse jaoks suspendeeriti sade uuesti EXOFREE IMDM

sO0tmes. Peale seda lisati vastavas lahjenduses rakke 24-well plaadile ja inkubeeriti 48 voi 72h.
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2.2.4 Immunofluorestsents analiiiis

Peale vastavat ajapunkti (72h) pesti rakke 2 korda PBS-iga. Peale pesu fikseeriti rakud 4%
formaldehiitidiga (PBS/PFA) 10 minutit toatemperatuuril, misjérel permeabliseeriti rakke 0,2%
Triton x X-100-PBS-iga 1 minut. Seejérel pesti rakke 3x PBS-iga, misjdrel blokeeriti rakke 1
tund 3% BSA/PBS lahusega. Blokeerimise jirgselt inkubeeriti rakke iile66 4 °C juures
vastavate (vt Tabel 1) antikehadega, mis oli lahjendatud 3% BSA/PBS lahuses. Inkubatsiooni
jargselt pesti tileliiged antikehad maha 3x PBS pesuga. Seejdrel inkubeeriti rakke primaarset
antikeha dratundva sekundaarse antikehaga 1 tund pimedas (vt Tabel 2), misjirel iileliigsed
antikehad eemaldati 3x PBS ja sellele jargneva 2x MilliQ (MQ) pesuga. Katteklaaside
alusklaasidele kandmiseks kasutati SlowFade Diamond (Thermo Fisher Scientific)
DAPI-t. Rakkude

mikroskopeerimiseks kasutati konfokaalmikroskoopi Zeiss LSM 900 63% objektiiviga (oli-

sulandamislahust, mis sisaldas endas ka rakutuuma varvi
immersioon) Zen Blue 3.7 tarkvaraga. Immunofluorestsents analiiiis viidi 14bi kolmes korduses
nii MAGE-A4-EGFP liitvalku kui ka MAGE-A4 valku ekspresseerivate rakkudega (kokku n =

6).
2.2.5 Kasutatud antikehad

Tabel 1. Primaarsete antikehade tabel immunofluorestsents analiiiisiks

Antikeha Piritolu Tootja Kood Lahjendus
anti-MAGE-A4 Kiiiilik (rabbit) Santa Cruz Sc-292429 1:2000
anti-5E11-E2Tag | Hiir (mouse) Icosagen Lab 5E11 1:2000
anti-TALIN-1 Kiiiilik (rabbit) Proteintech 14168-1 1:500
anti-FILAMIIN-A | Kiiiilik (rabbit) Atlas HPA002925 | 1:500
anti-COPA Hiir (mouse) Santa Cruz Sc-398099 1:250
anti-a-tubulin Hiir (mouse) Proteintech 66031-1-Ig 1:2000
Tabel 2. Sekundaarsete antikehade tabel immunofluorestsents analiiiisiks
Antikeha Tootja Kontsentratsioon Lahjendus
Anti-rabbit Alexa 488 | Invitrogen 1 mg/ml 1:1000
Anti-mouse Alexa 488 | Invitrogen 1 mg/ml 1:1000
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Anti-rabbit Alexa 568 | Invitrogen 1 mg/ml 1:1000
Anti-mouse Alexa 568 | Invitrogen 1 mg/ml 1:1000
Tabel 3. Primaarsete antikehade tabel Western Blot analiiiisiks
Antikeha Péritolu Tootja Kood Lahjendus
anti-MAGE-A4 Kiiiilik (rabbit) Santa Cruz Sc-292429 1:10000
Tabel 4. Sekundaarsete antikehade tabel Western Blot analiiiisiks
Antikeha Tootja Kontsentratsioon Lahjendus
Goat anti-rabbit LabAs 1 mg/ml 1:10 000
2.2.6 Kasutatud fluoresentsvirvid
Tabel 5. Fluorestsentsvirvide tabel immunofluorestsents analiiiisiks
Antikeha Tootja Kontsentratsioon Lahjendus
Falloidiin Invitrogen 1 mg/ml 1:1000

2.2.7 EV-de eraldamine sootmest

Ekstratsellulaarsete vesiikulite eraldamiseks EXOFREE IMDM so6tmest kasvatati rakke
elektroporatsiooni jirgselt 72h 37 °C, 5% CO2 juures inkubaatoris (Panasonic MCO-
19A4ICUV-PE). 72h moddudes koguti rakkudelt s66de kokku 50ml Falconi tuubidesse ja viidi

14bi rida tsentrifuugimisi 4 °C juures.

1. 300g 10min surnud rakkude eemaldamiseks tsentrifuugiga (Eppendorf Centrifuge 5810R)
2. 2000g 20min apoptootiliste kehade ja suurte vesiikulite eraldamiseks tsentrifuugiga
(Eppendorf Centrifuge 5810R)

3. 16500g (10 000 rpm) 20min mikrovesiikulite ja teiste vdiksemate osakeste eraldamiseks
ultratsentrifuugiga (Beckman Coulter OptimaTM L-90K Ultracentrifuge, rootor SW28)

4. 120000g (27 000 rpm) 70min vidikeste EV-de, sh
ultratsentrifuugiga (Beckman Coulter OptimaTM L-90K Ultracentrifuge, rootor SW28).

eksosoomide, eraldamiseks
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Peale igat tsentrifuugimist kanti supernatant edasi uutesse 50ml Falconi tuubidesse, kusjuures
esimese etapi jargselt visati tekkinud sade minema ning peale viimast tsentrifuugimist tekkinud
supernatant visati minema. Kdik sademed suspendeeriti 200 pl PBS-is ja hoiti 4 °C juures. EV-
de eraldamisele jargnesid puhastusfuugimised so6tmest vabanemiseks. 2K ja 16K puhul viidi
proovi maht PBS-iga 1 milliliitrini ja tsentrifuugiti proove jahutusega lauatsentrifuugiga
(MicroCL 21R Centrifuge, Thermo Scientific) temperatuuril 4 °C 17 000g juures 20 min ning
120K vesiikulite puhul viidi maht PBS-iga 3 milliliitrini ja tsentrifuugiti temperatuuril 4 °C 32
000 rpm 1,5 h ultratsentrifuugiga (Beckman Coulter OptimaTM L-90K Ultracentrifuge, rootor
SW55). Puhastusfuugide jdrel tekkinud sademed suspendeeriti 100 pl PBS-is ja mdddeti
Bradfordi meetodiga totaalvalgu kontsentratsiooni. Proove siilitati temperatuuril 4 °C. Saadud
proove kasutati Western Blot’1 analiitisiks.

Rakkude proovid koguti enne EV-de tsentrifuugimisi. Uhelt positiivselt ja iihelt negatiivselt
plaadilt koguti kokku rakud pestes neid esmalt 4ml PBS-iga ja seejérel suspendeerides 1ml
PBS-EDTA-ga ning kogudes 1.5ml epsidesse. Rakke tsentrifuugiti 5 min 4000 rpm
lauatsentrifuugiga (Sigma 1-14 Microcentrifuge, Sigma Laborzentrifugen GmbH). Proove
sdilitati temperatuuril 4C ning proove kasutati Western Blot analiiiisiks. EV-sid eraldati

so0tmest kolmes korduses (n = 3).

2.2.8 Western Blot analiiiis

Rakkude ja ekstratsellulaarsetes vesiikulite liisaatides leiduvate valkude tuvastamiseks viidi
1abi Western blot analiilis. Analiiiisi jaoks valmistati valguproovid ette, lisades neile 2x
Laemmli puhvrit, mis sisaldas 100 mM DTT-d, ning proove kuumutati 10min 100 °C.
Elektroforeesiks kanti geelile 5 pl rakuliisaati ja 10 pl EV-de liisaati. Analiiiisiks lahutati valgud
koigepealt liksteisest SDS-poliiakriitilamiidgeeli elektroforeesiga (SDS-Page) 120 V juures
SDS jooksupuhvriga (125 mM Tris, 960 mM gliitsiin, 0.5% SDS) ning 10% akriiiillamiidgeeli.
Elektroforeesi viidi 1dbi pingel 120 V. Peale lahutamist kanti valgud geelilt iile PVDF
membraanile (Amersham™ Hybond™ P 0.45 PVDF, GE Healthcare) poolkuiva iilekande
meetodiga (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad), kasutades pinget 15 V ja
kestvust 20 minutit membraani kohta. Membraan blokeeriti mittespetsiifiliste sidumiste
véltimiseks 1h toatemperatuuril blokeerimislahuses 5% blokeerimislahuses (100 mM Tris-Cl,
pH 7.5; 170 mM NaCl; 0,05% Tween 20; 5% l1dssipulber) kallutil 60 minutit. Pérast
blokeerimist inkubeeriti uuritavate valkude tuvastamiseks membraani {ile60 primaarsete
antikehadega (vt Tabel 3), mis olid lahustatud 2,5% blokeerimislahuses (100 mM Tris-Cl, pH
7.5; 170 mM NaCl; 0,05% Tween 20; 2,5% Idssipulber). Seejirel inkubeeriti membraani
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sekundaarse antikehaga, mis oli konjugeeritud méadardika peroksiidaasiga (HRP), sobivas
kontsentratsioonis ja lahjendatud 2,5% blokeerimislahuses (vt Tabel 4), 60 minutit kallutil
toatemperatuuril. Peale teist pesutsiiklit (3 % 10 min) viidi 14bi signaali ilmutamine ECL
reaktiividega (AmershamTM ECLTM Western Blotting Detection Reagents, GE Healthcare
Life Sciences, Marlborough, MA, USA) vastavalt tootja juhistele. Kemiluminestsentsi
detekteerimiseks kasutati rontgenfilmi (AGFA CP-BU new MedicalX-ray Film Blue, Agfa
HealthCare, Mortsel, Belgium). Filmid skaneeriti EPSON EXPRESSION 1680 Pro skanneriga.

Western blot analiiiis viidi 1dbi kolmes korduses (n = 3).
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2.3 Tulemused

2.3.1 MAGE-A4 esinemine ekstratsellulaarsetes vesiikulites

Varasemad uuringud on ndidanud, et MAGE-A4 inkorporeeritakse erineva suurusega
ekstratsellulaarsetesse vesiikulitesse (Kuldkepp et al., 2019), kuid siiani on teadmata, millised
mehhanismid suunavad MAGE-A4 kaasamist EV-desse ning kas MAGE-A4-positiivsete EV-
de vabanemine soltub spetsiifilistest rakustruktuuridest. EV-d vodivad kanda bioaktiivseid
molekule retsipient rakkudeni ning omavad vdimet muuta retsipient rakkude fenotiilipi (Dixson
et al., 2023). Seega vidhi-testise antigeenide kaasamine EV-desse v3ib potentsiaalselt aidata
kaasa vihkkasvaja levikule.

Naitamaks, et MAGE-A4 inkorporeeritakse eri suurustega EV-desse viidi 1dbi vesiikulite
eraldamise katse. U20S rakud transfekteeriti plasmiididega (vt metoodika 2.2.2), mis
ekspresseerisid MAGE-A4-EGFP liitvalku voi EGFP valku. Seejérel inkubeeriti rakke 72 tundi
ning sellele jirgnes s60tme kogumine ja rida ultratsentrifuugimisi eri podretel (2K, 16K ja
120K) eraldamaks eri fraktsioonides leiduvad osakesed. Western blot’i analiiiisi jaoks kasutati
MAGE-A4 tuvastamiseks fraktsioonidest MAGE-A4 vastast antikeha (vt Tabel 1). Western
blot analiilis (vt Joonis 7) niitas, et MAGE-A4 leidub kodigis MAGE-A4-EGFP liitvalku
ekspresseerivatest  rakkudest périnevates  fraktsioonides, sealhulgas  védiksemates
ekstratsellulaarsetes vesiikulites (120K fraktsioon) ja suuremates vesiikulites voi rakujddtmetes

(2K ja 16K fraktsioonid).

MAGE-A4 rakud
MAGE-A4 2K
MAGE-A4 16K
MAGE-A4 120K
EGFP rakud
EGFP 2K

EGFP 16K
EGFP 120K

10

40

Joonis 7. Western Blot analiiiis. U20S rakkudesse transfekteeriti plasmiid, millelt ekspresseeriti kas
MAGE-A4-EGFP liitvalku voi EGFP valku. Seejérel inkubeeriti rakke 72h, misjarel koguti kokku s66de
ning viidi 1dbi rida ultratsentrifuugimisi 300g (rakud), 2000g (2K), 16000g (16K) ja 120000g (120K)
juures. Peale seda rakud liiisiti 2x Laemlii puhvris ja viidi 1dbi Western Blot analiiis. MAGE-A4
olemasolu tuvastamiseks proovides kasutati MAGE-A4 vastast antikeha. 70kDa juures olevad bindid
on MAGE-A4-EGFP ja 40kDA juures raku endogeene MAGE-A4
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EGFP-d ekspresseerivates rakkudes oli MAGE-A4 signaal mirgatav rakkudes ja vidhesel
médral 2K fraktsioonis, kus vdivad esineda ka apoptootilised kehad. Samuti vihesel méaaral
16K ja 120K fraktsioonis. MAGE-A4 signaali EGFP-d ekspresseerivate rakkude ning 2K, 16K
ja 120K proovis seletab asjaolu, et U20S rakud ekspresseerivad vdhesel madral endogeenselt

MAGE-AA4.

2.3.2 MAGE-A4 lokalisatsiooni jialgimine retraktsiooni fiibrites ja migrasoomides

Uurimisgrupis varasemalt 1dbi viidud immunofluorestsents analiiiiside pdhjal on tdheldatud, et
MAGE-A4 valku ekspresseeriva plasmiidiga transfekteeritud U20S ja MRCS rakuliinides
esineb [F-klaaside pinnal oluliselt rohkem retraktsiooni fiibreid ja migrasoome vorreldes
negatiivse kontrolliga, kus eeltoodud struktuuride esinemissagedus on mérgatavalt madalam.
Samuti on rakkude ja retraktsiooni fiibrite vahetus ldheduses mérgata méarkimisviérses koguses
MAGE-AA4 positiivseid ekstratsellulaarseid vesiikuleid voi nende laadseid sfadrilisi struktuure.
Hiljutised uuringud on néidanud, et migrasoomid sisaldavad ja vdivad vabastada EV-sid, mis
voivad omakorda sisaldada mitmeid valke, lipiide ja RNA-sid (Ma et al., 2023). Seetdttu ei saa
vélistada, et vihemalt osad MAGE-A4 positiivsed EV-d vdivad vabaneda migrasoomidest.

Jélgimaks MAGE-A4 lokaliseerumist retraktsiooni fiibritesse ja migrasoomidesse viidi 1dbi
reaal-aja elusrakkude jdlgimise katse. U20S rakkudesse viidi plasmiid (vt metoodika 2.2.2),
mis ekspresseeris MAGE-A4-EGFP liitvalku vdi EGFP valku. Seejérel inkubeeriti rakke 48
tundi 2-well plaadil, et vdimaldada rakkudel moodustada retraktsiooni fiibreid koos
migrasoomidega ning jilgiti MAGEA4-EGFP valgu lokalisatsiooni retraktsiooni fiibrites ja

migrasoomides.

Joonis 8. Retraktsiooni fiibrite ja migrasoomide diinaamika jilgimine elus rakus. U20S rakkudesse
transfekteeriti plasmiid, millelt ekspresseeriti MAGE-A4-EGFP liitvalku. Seejérel inkubeeriti rakke
48h. Pildid on voetud hetkel Omin, Smin, 15min ja 60min. 0 min pildil olevad valged nooled tdhistavad
migrasoome. 60 min pildil olevad punased nooled tdhistavad retraktsiooni fiibrites tekkivaid
paksendeid. Pildid jéddvustati Zeiss LSM 900 konfokaalse mikroskoobiga (63-kordne suurendus,
skaalariba 10 pm).
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Joonisel 8 on nidha, et retraktsiooni fiibrid koos migrasoomidega moodustuvad raku
litkumisuunaga vastupidises suunas, mis on ka eeltoodud struktuurile omane tunnus. MAGE-
A4 lokaliseerub retraktsiooni fiibrite kimbu tdies ulatuses seal hulgas migrasoomidesse.
Kusjuures reaal-aja elusraku katse algfaasis on olemas MAGE-A4 positiivsed migrasoomid (vt
Joonis 8, 0 min), kuid 60 min pérast on moodustunud MAGE-A4 paksendid (vt Joonis 8, 60
min) ning migrasoome enam nii palju mérgata ei ole. Selgusetuks jadb miks ja kuidas need
paksendid tekivad. Kuigi antud eksperimendis jilgiti rakke kuni 60 minuti jooksul, viitavad
tulemused sellele, et MAGE-A4 lokaliseerumine retraktsiooni fiibrites voib olla diinaamiline
protsess. Seda seetdttu, et retraktsiooni fiibrite ja migrasoomide diinaamika jélgimisel elus
rakus tdheldati MAGE-A4 “kogumite” liitkumist nii raku suunas kui ka rakust véljapoole.
Kusjuures rakupoole liikudes sai “kogumi” litkumine alguse paksendist. Mis seda litkumist
vahendab jdib hetkel selgusetuks. Tulevikus tuleks kindlasti pikendada elusraku katse kestust
ning vOimalusel jdlgida retraktsiooni fiibrite ja migrasoomide teket algusest peale kuni raku
tdieliku lahkumiseni.

2.3.3 MAGE-A4 positiivsetesse vesiikulitesse kaasatud valkude immunofluorestsents
analiiis

Autori to0grupis viidi varasemalt 14bi katse, mille eesmirk oli tuvastada MAGE-A4
positiivsetesse vesiikulitesse kaasatud valgud. Selleks transfekteeriti COP5S-EBNA rakke
MAGE-A4 valku ekspresseeriva plasmiidiga ning koguti rakkude poolt s66tmesse eraldatud
vesiikulid. Seejérel viidi 1abi immunopretsipitatsiooni katse MAGE-A4 suhtes, et eraldada
MAGE-A4 positiivsed vesiikulid koos nendesse kaasatud valkudega. Eraldatud valkude
koosseisu méadramiseks kasutati massispektromeetrial pdhinevat proteoomikat. Tulemuste
pohjal koostati sagedusandmestik, millest pdhjal valiti vélja kolm MAGE-A4-ga koos
vesiikulites esinenud valku: COPA, FILAMIIN-A ja TALIN-1. Seejuures valiti o-tubuliin
negatiivseks kontrollvalguks, kuna see ei lokaliseerunud retraktsiooni fiibritesse ega
migrasoomidesse, vOimaldades seeldbi hinnata kas eeltoodud valkude lokaliseerumine
retraktsiooni fiibritesse ja migrasoomidesse on spetsiifiline uuritavatele valkudele. TALIN-1
on fokaalse adhesiooni valk, mis aktiveerib ja lihendab integriine aktiini tsiitoskeletiga.
FILAMIIN-A on valk, mis ristseob omavahel aktiini filamente ja seob aktiini filamente
membraani gliikkovalkudega. COPA (ingl Coatomer Protein Complex subunit Alpha) on valk,
mis on osa COPI valgu kompleksist ja on oluline vesiikulite transpordil Golgi kompleksist ER-
1. o-tubuliin on valk, mis koos beeta-tubuliiniga moodustab mikrotuubuleid, aidates sdilitada

raku kuju, vdimaldab rakusisest transporti ja osaleb raku jagunemisel.
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Kéesolevas t00s viidi 1dbi eeltoodud valkude lokaliseerumise ja voimaliku kolokaliseerumise
hindamiseks MAGE-A4-ga 1dbi immunofluorestsentsanaliilisid U20S rakuliinis. Rakkudesse
transfekteeriti plasmiid (vt metoodika 2.2.2), mis ekspresseeris kas MAGE-A4-EGFP liitvalku
vOi EGFP valku. Parema eristusvoime saavutamiseks kasutati plasmiidi, mis ekspresseeris
MAGE-A4 valku ning negatiivse kontrollina sel juhul MOCK (ilma plasmiidita) proovi.
Valkude tuvastamiseks kasutati uuritavate valkude vastaseid primaarseid antikehi (vt Tabel 1)
ja sekundaarseid antikehi (vt Tabel 2). Sekundaarsed antikehad omasid rohelist
fluorestsentsmairgist (Alexa Fluor 488) MAGE-A4 tuvastamiseks ning uuritavate valkude puhul
punast fluorestsentsmargist (Alexa Fluor 568).

Immunofluorestsents analiiiisi tulemustest selgus, et TALIN-1 ja MAGE-A4 signaalid asusid
ldhestikku ja kattusid retraktsiooni fiibrites ja migrasoomides (Joonis 9A). FILAMIIN-A puhul
tadheldati ldahedast vOi sarnast lokaliseerumist peamiselt migrasoomides ja nendega
potentsiaalselt seotud paksendites, kuid mitte retraktsiooni fiibrites (Joonis 9B). a-tubuliini ei
tuvastatud retraktsiooni fiibrites ega migrasoomides (Joonis 9C). COPA valgu lokalisatsiooniga
seotud tulemused osutusid varieeruvateks. Immunofluorestsents analiiiisi pdhjal oli vdimalik
tuvastada ekstratsellulaarseid vesiikuleid ning suuremaid retraktsiooni fiibrite kimpe ja
migrasoome, milles esines COPA signaali (vt Joonis 9D). Samas esines ka retraktsiooni fiibrite
kimpe ja migrasoome, milles COPA signaal puudus. Huvitaval kombel COPA ja MAGE-A4
kolokalisatsiooni hindamisel ei kolokaliseerunud nad iihegi korral koos Golgi kompeksis.
Seetdttu jadb selgusetuks miks esineb ikkagi MAGE-A4 ja COPA positiivseid vesiikuleid ja
migrasoome IF klaasidel.

Tdiendava kvantitatiivse hindamise eesmérgil viidi ldbi ka IF-piltide pdhjal signaalide
profiilianaliiiis. Selleks valiti retraktsiooni fiibrite kimpudest sirged jooneprofiilid, mille
ulatuses moddeti rohelist (MAGE-A4) ja punast (uuritava valgu) fluorestsents piikide
intensiivsust. Lisaks kasutati Falloidiini (vt Tabel 5), mis vérvis aktiini. Tulemuseks saadi
fluorestsentsprofiilide graafikud, milles vorreldi signaalide piikide kattuvust.

a-tubuliini puhul (vt Joonis 10A) ei tdheldatud fluorestsentsi piikide kattuvust iildse s.t a-
tubuliin esines ilma MAGE-A4 terve mdddetud distantsi ulatuses. TALIN-1 puhul (vt Joonis
10B) esines MAGE-A4 signaali (sinine) ja TALIN-1 signaali (kollane) piikide tiieulatuslik
kattuvus terve mdddetud distantsi ulatuses s.t 4 migrasoomi ulatuses, mistdttu on tdheldatav
graafikul ka 4 piiki. FILAMIIN-A puhul (vt Joonis 10C) esines samuti piikide kattuvust, kuid
piikide kattuvus ei olnud téielik s.t esines alasid, kus MAGE-A4 esines FILAMIIN-A-st eraldi.
COPA puhul olid tulemused sarnased FILAMIIN-A-le. Esines alasid, kus MAGE-A4 esines
COPA-st eraldi (vt Joonis 10D).
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MAGE-A4 Falloidiin Talin-1 DAPI MERGE

A

MAGE-A4 Falloidiin Filamiin-A DAPI IERGE
B ..-

MAGE-A4 Falloidiin a-tubuliin DAPI RGE
C ..-

MAGE-A4 Falloidiin COPA DAPI : '[ERGE
D

Joonis 9. Immunofluorestsents analiiiis U20S rakkudes 72h pérast plasmiidi transfektsiooni,
millelt ekspresseeriti MAGE-A4 valku. (A) TALIN-1 (punane), anti-VLP-MAGE-A4 (roheline),
DAPI (sinine), Falloidiin (lilla); (B) FILAMIIN-A (punane), anti-MAGE-A4 (roheline), DAPI (sinine),
Falloidiin (lilla); (C) a-tubuliin (punane), anti-VLP-MAGE-A4 (roheline), DAPI (sinine), Falloidiin
(lilla); (D) COPA (punane), anti-VLP-MAGE-A4 (roheline), DAPI (sinine), Falloidiin (lilla). Pildid
jaddvustati Zeiss LSM 900 konfokaalse mikroskoobiga (63-kordne suurendus, Oli-immersiooniga
objektiiv, skaalariba 10 um)
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Joonis 10. Vordlev signaalide profiilide analiiiis. Analiiis viidi 1&bi U20S rakuliiniga tehtud IF piltide
pohjal. Sinine signaal tihistab MAGE-A4 fluorestsentsi intensiivsust, punane signaal Falloidiini
fluorestsentsi intensiivsust ja kollane {ilevalt alla tulles vastavalt a-tubuliini, TALIN-1, FILAMIIN-A
vOi COPA fluorestsentsi intensiivsust. Piltidel olev valge nool tdhistab uuritavat ala. Pildid jaddvustati
Zeiss LSM 900 konfokaalse mikroskoobiga (63-kordne suurendus, Oli-immersiooniga objektiiv,
skaalariba 10 um)
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Sama immunofluorestsentsanaliiiis viidi 1ldbi ka MRCS5 rakuliinis, et nidha kas MAGE-A4,
TALIN-1, FILAMIIN-A, a-tubuliini ja COPA lokaliseerumine on sarnane fibroblastides nagu
U20S rakuliinis. Tulemused olid sarnased, ndidates, et MAGE-A4 kolokaliseerus TALIN-1-ga
lahestikku nii retraktsiooni fiibrites kui ka migrasoomides. FILAMIIN-A puhul oli méirgatav
kolokaliseerumine peamiselt migrasoomides vOi paksendites. o-tubuliini ei lokaliseerunud
tildse retraktsiooni fiibritesse ega migrasoomidesse ning COPA tulemused varieerusid nagu
U20S rakuliinis. Kusjuures MRCS5 kontrollproovis, kus rakkudesse ei transfekteeritud MAGE-
A4 plasmiidi ega polnud ka MAGE-A4 endogeenset ekspressiooni, tdheldati TALIN-1 ja
FILAMIIN-A lokaliseerumist samadesse struktuuridesse kui MAGE-A4 ekspresseerivates
rakkudes ehk TALIN-1 lokaliseerus retraktsiooni fiibritesse ja migrasoomidesse ning

FILAMIIN-A peamiselt vaid migrasoomidesse.

MAGE-A4 Falloidiin Filamiin-A DAPI MERGE

MAGE-A4 Falloidiin Talin-1 DAPI MERGE

N

Joonis 11. Immunofluorestsents analiiiis MRCS5 rakkudes 72h piérast plasmiidi transfektsiooni,
millelt ekspresseeriti MAGE-A4 valku. TALIN-1 (punane), DAPI (sinine); FILAMIIN-A (punane),
MAGE-AA4 (roheline), Falloidiin (lilla). Pildid jaddvustati Zeiss LSM 900 konfokaalse mikroskoobiga
(63-kordne suurendus, dli-immersiooniga objektiiv, skaalariba 10 pm).
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2.4 Arutelu

2.4.1 MAGE-A4 lokalisatsiooni jalgimine retraktsiooni fiibrites ja migrasoomides

Kiesoleva t00 eesmdrgiks oli uurida vihi-testise antigeeni MAGE-A4 lokaliseerumist ja
potentsiaalset rolli retraktsiooni fiibrites ja migrasoomides ning hinnata selle kolokaliseerumist
MAGE-A4-positiivsetes vesiikulites tuvastatud valkudega (TALIN-1, FILAMIIN-A ja
COPA).

Katsete tulemusena selgus, et MAGE-A4 lokaliseerub retraktsiooni fiibritesse ja
migrasoomidesse ning selle lokaliseerumine nendesse struktuuridesse voib olla diinaamiline
protsess. Reaalajas elusraku katsetes tiheldati MAGE-A4 kogumite aktiivset transporti nii raku
suunas kui ka rakust eemale. Lisaks tdheldati MAGE-A4-positiivsete paksendite moodustumist
retraktsiooni fiibrites. Paksenditest algas sageli ka MAGE-A4 kogumite litkumine raku suunas,
kuid hetkel pole selge, millise mehhanismi alusel ja miks need paksendid tekivad. Uheks
potensiaalseks seletuseks voib olla see, et MAGE-A4 voib lokaliseeruda piirkondadesse, kus
esineb suur mehaaniline pinge, mis pdhjustab membraani lokaalset paisumist, niiteks
migrasoomides. Vorreldes MAGE-A4-EGFP liitvalku ja EGFP valku ekspresseerivate rakkude
morfoloogiat, tiheldati, et MAGE-A4 ekspressiooniga rakkudel esines rohkem retraktsiooni
fiibreid ja migrasoome vOi migrasoomilaadseid struktuure. Lisaks tdheldati suurenenud
ekstratsellulaarsete vesiikulite kogust rakkude vahetusldheduses vorreldes kontrollprooviga.
Voib oletada, et MAGE-A4 lokaliseerumisel retraktsiooni fiibritesse ja migrasoomidesse on
potentsiaalne roll rakkudevahelises suhtluses. Varasemad uuringud on ndidanud, et rakud
voivad sisse votta nii retraktsiooni fiibreid kui ka migrasoome (Zhang et al., 2023; Ma et al.,
2015). Seetottu voib MAGE-A4 esinemine nendes struktuurides olla iiheks viisiks kuidas
MAGE-AA4 levib rakkude vahel ja aitab kaasa véhi progresseerumisele.

Tulevikus tuleks kindlasti jdlgida retraktsiooni fiibrite ja migrasoomide moodustumist pikemalt
ja ka teistes rakuliinides. Kvantitatiivsete tulemuste saamiseks voiks migrasoomide puhul
rakendada voolutsiitomeetriat tuntud migrasoomide markeriga, nditeks integriin a5B1,
TSPAN4 voi kolesterooliga, mis on omakorda fluorestsentstihisega tihistatud. EV-de puhul

voib rakendada sama meetodit voi NanoParticle Tracking analiiiisi.

2.4.2 MAGE-A4 positiivsetesse vesiikulitesse kaasatud valkude kolokalisatsiooni
uurimine

Uurimaks MAGE-A4 vdimalikku interaktsiooni valgukompleksidega retraktsiooni fiibrites ja

migrasoomides, viidi 14bi immunofluorestsents analiilisid U20S ja MRCS rakuliinides
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valkudega TALIN-1, FILAMIIN-A ja COPA, mis olid eelnevalt tuvastatud MAGE-A4-
positiivsetes vesiikulites. Kusjuures o-tubuliini kasutati negatiivse kontrollina. Katsete
tulemusel selgus, et TALIN-1 kolokaliseerus MAGE-A4-ga kdige sarnasemalt, nii retraktsiooni
fiibrites kui ka migrasoomides. FILAMIIN-A kolokaliseerus MAGE-A4-ga peamiselt
migrasoomides ja paksendites ning vahemal mééral kui TALIN-1. COPA puhul olid tulemused
varieeruvad. Seejuures ei tdheldatud MAGE-A4 ja COPA lokaliseerumist Golgi kompleksis,
mistottu jadb ebaselgeks, millal ja miks COPA kaasatakse MAGE-A4 positiivsetesse
retraktsiooni fiibritesse, migrasoomidesse ja EV-desse. Voib oletada, et nende kahe valgu
potentsiaalne interaktsioon toimub véljaspool Golgi kompleksi ning COPA kaasamine vdib olla
selektiivne protsess, mis omakorda v3ib soltuda spetsiifilisest signaalist. Samas ei saa vélistada,
et COPA signaalid vdivad olla ka artefaktid, mis tekivad raku lagunemisel. a-tubuliini kui
negatiivse kontrolli puudumine nendest struktuuridest toetab uuritud valkude lokaliseerumise
spetsiifilisust. Vaarib tdhelepanu, et MRCS5 rakuliinis MAGE-A4 plasmiidita rakkudes tuvastati
TALIN-1 ja FILAMIIN-A lokalisatsioon samades struktuurides kui MRCS5 rakkudes millesse
oli MAGE-A4 plasmiid transfekteeritud voi U20S rakuliinides transfekteeritud ja
transfekteerimata rakkudes. Seetdttu tuleb MAGE-A4 ja eeltoodud valkude kolokaliseerumist
tolgendada ettevaatlikult, kuna tegemist voib olla ruumilise koosesinemisega, mis ei viita
otsesele funktsionaalsele interaktsioonile. Tulevikus vdiks kasutada spetsiaalset protokolli
migrasoomide eraldamiseks ning kasutada MAGE-A4 korval migrasoomide markereid, et
veenduda MAGE-A4 olemasolus migrasoomides ka biokeemiliselt. Peale selle voiks 14bi viia
ka Ko-IP katse eraldatud migrasoomidega, et ndha, kas MAGE-A4 on migrasoomides

potentsiaalselt kompleksis mone valguga, nditeks eelmainitud TALIN-1 vdi FILAMIIN-A-ga.

MAGE-A4 kolokalisatsioon immunofluorestsents analiilisis TALIN-1 ja FILAMIIN-A-ga
tekitab samas kiisimuse, et miks toimub see kolokalisatsioon nende valkudega. On teada, et
fokaalse adhesiooni valk nagu TALIN-1 vahendab mehaanilise jou iilekannet intergriinide ja
aktiini vahel oma spetsiifiliste subdomeenide abil. TALIN-1 vdib aidata vihendada membraani
lokaalset mehaanilist pinget, mida MAGE-A4 vdib potentsiaalselt mojutada. Siiski on selle
potentsiaalse interaktsiooni tdpne mehhanism veel ebaselge. Potentsiaalselt 1dheks see hiipotees
vastuollu Yuja Yu (2021) uuringuga, kus leiti, et migrasoomides esinevad integriini rikkad alad
ei ole fokaalsed adhesioonid, kuna klassikalised fokaalsete adhesioonide markerid nagu
paksilliin, vinkuliin ja ziiksiin ei lokaliseerunud migrasoomidesse. Samas aga ei mainita selles
uuringus TALIN-1-te, mis potensiaalselt ei vélista TALIN-1 rolli migrasoomides.

Teisalt oletades, et MAGE-A4 ja TALIN-1 vdi FILAMIIN-A puhul esineb vaid ruumiline

koospaiknemine ning potentsiaalne interaktsioon puudub vdib pakkuda voimalikke seletusi
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miks MAGE-A4 neisse struktuuridesse lokaliseerub. MAGE-A4 vdib potentsiaalselt seonduda
lipiiddikogumite vOi mikrodomeenidega, mis stabiliseerivad piirkondi, kus esineb suurem
mehaaniline pinge. See vdiks aidata seletada ka, miks moodustuvad MAGE-A4-positiivsed
paksendid. Varasemad uuringud on ndidanud, et MAGE-A4 kaasamine EV-desse vdib olla
seotud MAGE-perekonnale omase MHD domeeniga. Kui viidi 1dbi MAGE-A4 N-terminaalse
otsa (161 aa) deletsioon, vihenes selle inkorporatsioon EV-desse vorreldes tdispika MHD-
domeeniga variandiga (Kuldkepp, 2017). Seetdttu oleks tulevikus mdistlik 1dbi viia katseid, kus
MHD-domeeni muteeritakse edasi ning analiilisitakse IF abil, kas MAGE-A4 ja TALIN-1 voi
FILAMIIN-A kolokaliseerumismustrid muutuvad ning kas MAGE-A4 kaasamine EV-desse
vOi retraktsiooni fiibritesse ja migrasoomidesse muutub. See aitaks potensiaalselt nédidata ka
kas MAGE-A4 interaktsioonis nende valkudega on toimunud muutusi. Lisaks on leitud, et
MAGE-A4 vdib omada biokeemilisi omadusi, mis voimaldavad sellel seonduda EV-de pinnale
passiivse inkubeerimise teel (Reinsalu et al., 2021). See toetab hiipoteesi, et MAGE-A4 vdib
olla membraaniseoseline valk. Samuti on varasemalt ndidatud, et MAGE-A4 ei seondu EV-de
pinnale elektrostaatiliste interaktsioonide kaudu, vaid pigem tugevama, potentsiaalselt
hiidrofoobse seose abil (Reinsalu et al., 2021). Seda toetab ka ChimeraX-iga visualiseeritud
MHD domeeni kristallstruktuuri analiilis, mis nditas selgeid hiidrofoobseid regioone, mis toetab
hiipoteesi, et MAGE-A4 vdib membraanidega seonduda hiidrofoobsete interaktsioonide kaudu.
Hiipoteesi, et MAGE-A4 on membraani seoseline valk uurimiseks voiks kasutada
plasmamembraani vérve, nditeks WGA-d (ingl Wheat Germ Agglutinin) ja viia seejdrel 14bi
immunofluorestsents analiilis koos MAGE-A4-ga. Lisaks vdiks raku liisaadist eraldada
membraani ja tsiitoplasma fraktsiooni ja viia 1abi Western Blot analiiiis, et ndha kas MAGE-A4
signaal seal on tugevam kui tsiitoplasmas.

Tdestus, et MAGE-A4 on membraaniseoseline valk vdiks potentsiaalselt aidata vastata ka
varasemate uuringute kiisimustele, kus leiti, et MAGE-A4 inkorporteeritakse EV-desse, kuid
jdi ebaselgeks, millise mehhanismi abil see toimub. Seda teadmist saaks rakendada ka
biotehnoloogiliselt ja kliiniliselt, nditeks arendades teraapiaid, mis sihivad just membraanidega
seotud MAGE-A4 valke, vdimaldades potentsiaalselt mdjutada ja selektiivselt suunata
ravimmolekulide sattumist EV-desse. Lisaks vOiks MAGE-A4 membraani seondumisvdimet
kasutada liposoomide voi teiste nanopartiklite suunamiseks spetsiifiliselt védhirakkude

membraanidele, avades uusi vdoimalusi immunoteraapias.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t66 eesmargiks oli uurida vihi-testise antigeeni MAGE-A4 lokaliseerumist ja selle
voimalikku rolli retraktsiooni fiibrites ja migrasoomides ning iseloomustada MAGE-A4
positiivsetesse vesiikulitesse kaasatud valkude lokalisatsiooni (COPA, TALIN-1 ja
FILAMIIN-A), mis on varasema to6 kdigus tuvastatud IP ja proteoomika abil.

Uuringus leiti, et MAGE-A4 lokaliseerub retraktsiooni fiibritesse ja migrasoomidesse ning
lisaks ka paksenditesse, mis moodustuvad migrasoomidest voi nendega vahetus liheduses
asuvatest piirkondadest. Samuti nididati, et MAGE-A4 inkorporeerub erineva suurusega
ekstratsellulaarsetesse vesiikulitesse. Seejérel piiiiti selgitada mehhanismi, mille abil voiks
MAGE-A4 retraktsiooni fiibritesse ja migrasoomidesse sattuda. Varasemate proteoomika
andmete pohjal leiti, et MAGE-A4 positiivsetesse vesiikulitesse kaastakse mitmeid tsiitoskeleti
ja adhesiooni valke. Jargnevalt viidi ldbi rida immunofluorestsents analiilise koos MAGE-A4
positiivsetes vesiikulites enim esinenud valkudega: TALIN-1, FILAMIIN-A ja COPA, mida
lisaks analiitisiti signaaliprofiili pdhjal. TALIN-1 puhul tiheldati 1dhestikust kolokaliseerumise
signaali MAGE-A4-ga, mis moodustas kollase signaali. FILAMIIN-A kolokaliseerus peamiselt
migrasoomidesse ja paksenditesse, kuid kolokaliseerumise signaal ei olnud sama tugev kui
TALIN-1 puhul. COPA tulemused olid varieeruvad. Leiti retraktsiooni fiibreid ja migrasoome
voi EV-sid, kus COPA ja MAGE-A4 kolokaliseerusid, kuid ka selliseid, kus kolokalisatsiooni

ei toimunud.
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Investigating the localization of MAGE-A4 in retraction fibers and migrasomes
Rando Kalbus
Summary

The expression of the cancer-testis antigen MAGE-A4 outside the testis is associated with poor
prognosis in patients, but its precise molecular mechanisms and role in tumorigenesis remain
unclear. Previous studies have shown that MAGE-A4 is incorporated into extracellular vesicles
(EVs) of various sizes. Since EVs have the ability to influence the phenotype of recipient cells,
the incorporation of MAGE-A4 in EVs may contribute to cancer progression.

The aim of this study was to investigate the localization of MAGE-A4 and its possible role in
retraction fibers and migrasomes. Additionally, the study sought to characterize the localization
of proteins that were recruited to MAGE-A4 positive vesicles (COPA, TALIN-1 and
FILAMIN-A) and which were previously identified via immunoprecipitation and proteomics.
The study found that MAGE-A4 localizes to retraction fibres and migrasomes and additionally
to swellings that form on retraction fibres. The study also showed that MAGE-A4 gets
incorporated into EV-s of different sizes. After that we sought to elucidate the mechanism how
MAGE-A4 could potentially localize to retraction fibres and migrasomes. Previous data from
proteomics was obtained and multiple proteins were found to be recruited to MAGE-A4
positive EV-s. Multiple immunofluorescence assays were carried out with TALIN-1,
FILAMIN-A and COPA paired with signal profile analysis. TALIN-1 had a close colocalization
signal with MAGE-A4 forming a yellow signal, mix of green and red fluoresence wave length,
respectively of MAGE-A4 and TALIN-1, potentially hinting that MAGE-A4 could interact
with TALIN-1. FILAMIN-A did colocalize with MAGE-A4 to migrasomes and swellings, but
did not have as close colocalization signal as TALIN-1. COPA results were mixed, we could
find retraction fibres and migrasomes and EV-s that had strong signal with MAGE-A4 but also
where it did not colocalize at all.

Previous studies have shown that both migrasomes and retraction fibers can be taken up by
other cells (Zhang et al., 2023; Ma et al., 2015). This raises the possibility that MAGE-A4,
when present in these structures, could be transferred between cells and thereby contribute to
cancer progression. Additionally the localization of MAGE-A4 to dynamic, membrane-
associated structures such as retraction fibres, migrasomes, and EVs suggests that it may
function as a membrane-binding protein, potentially through its MAGE homology domain

(MHD), which we seek to elucidate in further studies.
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TANUAVALDUSED

Soovin tdnada oma juhendajat Reet Kurge voimaluse eest sooritada bakalaureuset6é tema
uurimisriihmas. Vaatamata rohketele kohustustele leidis ta alati aega, et arutada tulemusi,
jagada nduandeid ning suunata mind 1dbi uurimistdo protsessi. Tema piihendumus ja toetav

hoiak méngisid olulist rolli selle t66 valmimisel.

Ténan ka kogu laboririthma — te olite alati abivalmid, sobralikud ja valmis jagama oma teadmisi.

Teiega koos to6tamine muutis kogu kogemuse mérksa meeldivamaks ja rikastavamaks.
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