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»Regulatoorsete valkude olfaktomediin-4 ja trombospondiin-4 mdju naha fibroblastide ja

keratinotsiiiitide proliferatsioonile ning migratsioonile*

Nahahaavade paranemine pdhineb rakuvilise maatriksi ja eri rakutiilipide vahelistel
interaktsioonidel. Trombospondiin-4 (THBS4) soodustavat mdju nahahaavade paranemisele on
varasemalt ndidatud, kuid olfaktomediin-4 (OLFM4) olulisust protsessis siiani uuritud ei ole.
Kéesoleva bakalaureusetoo eesmargiks oli uurida, kuidas OLFM4 ja THBS4 mdjutavad naha

fibroblastide ja keratinotsiiiitide proliferatsiooni ja migratsiooni.

Eksperimentide tulemusena selgus, et OLFM4 kiirendab fibroblastide migratsiooni, mis voib
soodustada nende litkumist haava paranemisel tekkivasse fibriinivorgustikku. Lisaks leiti, et
OLFM4 kiirendab keratinotsiilitide proliferatsiooni ja diferentseerumist. Nii voib OLFM4
soodustada ka epiteeli taastamist peale vigastust. Katsete tulemustest ilmnes ka THBS4
soodustav moju fibroblastide migratsioonile ning lisaks tuvastati valgu kdrge tase psoriaasi
patsientidel, kellel on kirjeldatud kiiremat haavade paranemist. T60 tulemustest selgub, et

mdlemaid valke voiks potentsiaalselt kasutada haavade paranemist soodustavates vahendites.
Mirksonad: rakuviline maatriks, THBS4, OLFM4, keratinotsiiiidid, fibroblastid

CERCS: B210 Histoloogia, tsiitokeemia, histokeemia, koekultuurid

»The role of Olfactomedin-4 and Thrombospondin-4 in skin fibroblast and keratinocyte

proliferation and migration*

Wound healing relies on interactions between the extracellular matrix and different cell types.
A possible role for thrombospondin-4 (THBS4) in wound healing has been described
previously but the importance of olfactomedin-4 (OLFM4) has not been investigated. The aim
of this study was to examine the effect of THBS4 and OLFM4 in skin fibroblast and

keratinocyte proliferation and migration.

The results showed that OLFM4 promotes fibroblast migration and therefore the protein could
enhance fibroblast migration into the fibrin network. In addition, OLFM4 could promote
epithelia regeneration after wounding as the protein promotes keratinocyte proliferation and
differentiation. THBS4 was found to promote fibroblast migration and the results show
increased expression of THBS4 in psoriasis patients, who’s wounds have been described to heal
faster. The results of current thesis show that OLFM4 and THBS4 could be potentially used to

promote wound healing.
Keywords: extracellular matrix, THBS4, OLFM4, keratinocytes, fibroblasts

CERCS: B210 Histology, cytochemistry, histochemistry, tissue culture
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KASUTATUD LUHENDID
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SISSEJUHATUS

Nahahaavade kiire paranemine on oluline organismi homdostaasi tagamiseks ning naha kui
kaitsva barjdéri taastamiseks. Tegu on organismi lihe keerukaima protsessiga, mis pohineb

rakuvilise maatriksi ja eri rakutiilipide vahelistel interaktsioonidel.

Meie wuurimisgrupis on varasemalt ndidatud OLFM4 suurenenud ekspressiooni
maksakahjustuste korral (Klaas jt., 2016). OLFM4 on rakuvilise maatriksi valk, mille
ekspressiooni suurenemist on varasemalt kirjeldatud ka pdletike korral (Gersemann jt., 2012;
Shao jt., 2019). Lisaks on valgul iseloomustatud antiapoptootilisi omadusi (Dassen jt., 2010)
ning moju rakkude liikuvusele (Gersemann jt., 2012; Liu jt., 2006). Siiani ei ole aga keegi
uurinud OLFM4 mdju naharakkudele. Lisaks leiti meie uurimisgrupis maksakahjustuse
piirkonnas kudede regeneratsiooni toetava valgu, THBS4 suurenenud ekspressioon (Klaas jt.,
2016). THBS4 vdimalikku positiivset mdju nahahaavade paranemisele on ka varasemalt
demonstreeritud. Tegu on angiogeneesi soodustava valguga (Muppala jt., 2017) ning lisaks on

THBS4 knockout hiirtel ndidatud aeglasemat haavade paranemist (Muppala jt., 2015).

Kiesoleva t60 eesmérgiks oli analiitisida OLFM4 ja THBS4 mdju inimese naha fibroblastide
ja keratinotsiiiitide proliferatsioonile ja migratsioonile ning selgitada, kas antud valke vdiks
tulevikus kasutada ka haavaravi soodustamisel. Lisaks wuuriti OLFM4 ja THBS4
ekspresseerumist inimese nahas ning vdimalikke muutusi antud valkude ekspressioonis

psoriaasi patsientidel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Naha iildiseloomustus

Nahk on selgroogsete loomade vilimine kate, millel on organismi terviklikkuse tagamisel ja
korrektsel funktsioneerimisel oluline roll. Esiteks kaitseb nahk organismi patogeenide,
kemikaalide ning mehhaaniliste vigastuste eest (Yousef jt., 2020). Higinddrmed eritavad
mikromolekulaarsed rasvhappeid, mis pidurdavad bakterite ja seente kasvu (Nienstedt jt.,
1999). Teiseks reguleerib nahk organismi temperatuuri ja veekadu, omades olulist rolli
organismi homdostaasi hoidmises (Yousef jt., 2020). Lisaks asub nahas rohkelt sensoorseid
nérvildpmeid, mis votavad keskkonnast vastu drritusi ning seetdttu on tegu olulise organiga
keskkonna tunnetamises (Roosalu, 2010). Peale selle on nahal ka endokriinne funktsioon,

keratinotsiiiitides toimub pdikesevalguse toimel D-vitamiini produktsioon (Nienstedt jt., 1999).

1.1.1. Naha histoloogiline ehitus

Nahk koosneb kolmest, nii anatoomiliselt kui funktsionaalselt selgelt eristatavast kihist:
epidermis, dermis ja hiipodermis (joonis 1). Epidermis on naha pealmine kiht, mille arvukaim
rakutiilip on keratinotsiitidid. Epidermis on pidevas uuenemises, kus proliferatiivsest
basaalkihist liiguvad keratinotsiilidid diferentseerumise kédigus naha pinna poole ja irduvad

sealt. (Yousef jt., 2020)

SARVKIHT —
SOMERKIHT —

OGAKIHT —
BASAALKIHT —

EPIDERMIS

PAPILLAARNE =
DERMIS BN = =

DERMIS

RETIKULAARNE — -
DERMIS -~ = —

HUPODERMIS

Joonis 1. Naha histoloogiline ehitus. Nahal on kolm selgelt eristatavat kihti: epidermis, dermis
ehk périsnahk ja hiipodermis ehk nahaaluskude. Epidermis koosneb proliferatiivsest
basaalkihist, ogakihist, somerkihist ning sarvkihist. Lisaks asub osades keha piirkondades, kus
nahk on paksem, sarvkihi ja sdmerkihi vahel ldikekiht. Dermis jaguneb papillaarseks ja
retikulaarseks dermiseks. Joonis on kohandatud Wong ja Chang (2008) jargi.



Epidermise siligavaimaks kihiks on basaalkiht (lad Stratum basale). Basaalkihis asuvad
mitootiliselt aktiivsed tiivirakud, mis diferentseeruvad edasi keratinotsiiiitideks, siilitades
samal ajal tiivirakkude populatsiooni (Nienstedt jt., 1999). Melanotsiiiidid asuvad tiivirakkude
vahel ja toodavad melaniini, mis neelab valgust ning kaitseb DNA-d UV-kiirguse eest (Zocco
ja Blanpain, 2017). Vahetult basaalmembraanil asuvad ka merkeli rakud. Tegu on

mehhanoretseptoritega, mille membraanid on seotud vabade nérvildpetega. (Yousef jt., 2020).

Basaalkihist naha pinna poole asub ogakiht (lad Statum spinosum), mis on 8-10 rakukihi
paksune. Selles epidermise kihis asuvad langerhansi rakud, mis on osa adaptiivsest
immuunsiisteemist ja tagavad naha esmase kaitse (Yousef jt., 2020). Ogakihile jiargneb
somerkiht (lad Statum granulosum), mille rakkudes asuvad keratohiialiini sdmerad, mis
sisaldavad sarvkihi rakkudes toimuvaks keratiinifilamentide agregatsiooniks vajalikke
tsiisteiini- ja histidiinirikkaid valke (Arend ja Aunapuu, 2012). Naha pealmine kiht on sarvkiht
(lad Statum corneum). Sarvkiht on 20-30 rakukihi paksune ja selle laius varieerub piirkonniti
enim (Yousef jt., 2020). Diferentseerumise kdigus koguneb rakkudesse iiha rohkem keratiini
(Nienstedt jt., 1999) ning sarvkihi keratinotsiitidid on diferentseerumise 1dpuks tuumata,
lamendunud ja sarvestunud (Roosalu, 2010). Jalataldadel ja peopesades on nahk paksem ja
tugevam epidermises asuva ldikekihi (lad Stratum Ilucidum) tottu. Tegu on dhukese rakkude
kihiga mis asetseb sarvkihi ja sdmerkihi vahel. (Yousef jt., 2020) Epidermist ja dermist eraldab

ekstratsellulaarse maatriksi 6huke kiht - basaalmembraan (Mikesh jt., 2013).

Dermis ehk pirisnahk paikneb epidermise all. Arvukaim rakutiilip dermises on fibroblastid,
mis toodavad rakuviliseid struktuurivalke ning kollageeni- ja elastiinikiudusid. Just viimased
voimaldavad dermisel tagada naha mehhaanilise tugevuse ning absorbeerida nahale
rakendatavat mehaanilist joudu, hoides é&ra rebenemise. (Abdo jt., 2020) Organismi
termoregulatsioonis on olulised périsnahas asuvad veresooned, mis vastavalt véliskeskkonna
temperatuurimuutuse kohaselt laienevad ja kitsenevad (Roosalu, 2010). Dermis koosneb kahest
sidekoelisest kihist: papillaarsest ja retikulaarsest dermisest (ingl papillary dermis ja reticular

dermis). Selge piir kahe piirkonna vahel puudub. (Yousef jt., 2020)

Papillaarne dermis asub peal pool, on Shuke ja koosneb tihedalt iiksteise vahel olevatest
kollageeni ja elastiini fiibritest (Mikesh jt., 2013; Wong jt., 2016). Sisaldades rohkelt vere- ja
limfisooni tagab papillaarne dermis ka epidermise ainevahetuse, kus veresooned puuduvad
(Yousef jt., 2020). Selles kihis asuvad ka nérvildpmed (Roosalu, 2010). Retikulaarne dermis
asub siligavamal, on paksem ja sisaldab vihem rakke (Yousef jt., 2020). Kollageeni fiibrid on

paksemad ja tihkemad ning ei ole nii tihedalt pakitud kui papillaarses dermises (Mikesh jt.,



2013; Wong jt., 2016). Lisaks asuvad retikulaarses dermises rasu- ja higinddrmed ning
karvandipsud (Roosalu, 2010). Kollageenifiibreid moodustavad dermises enamasti tiiiip I ning
tilip III kollageenid, kuid tiitip III kollageenide osahulk on vidiksem, asetsedes pohiliselt

papillaarses dermises (Mikesh jt., 2013).

Hiipodermis ehk nahaaluskude on naha siigavaim kiht. See koosneb kohevast sidekoest ning
sisaldab palju proteogliikaane ja glilkoosaminogliilkaane, mis imavad koesse vedelikku
(Roosalu, 2010; Wong jt., 2016). Nahaaluskude moodustab organitele termilise ja mehhaanilise

kaitsekihi (Roosalu, 2010).

1.1.2. Psoriaas

Psoriaas on levinud nahahaigus, mida esineb iile maailma keskmiselt 1,5-5 % elanikkonnast
(World Health Organisation, 2016). Haiguse vorme on erinevaid, millest levinuim on
naastuline psoriaas (psoriasis vulgaris) (Parisi jt., 2020) ja on tdendeid, et psoriaasi
esinemissagedus on kasvamas (Danielsen jt., 2013). Tegu on kroonilise, immuunvahendatud
haigusega, mille tdpne tekkemehhanism on siiani teadmata, kuid selles on olulised nii
geneetilised kui ka keskkonnafaktorid (Naldi ja Mercuri, 2010). Haiguse tekke keskseks rajaks
on {ileliigne IL-23 (interleukiin-23) vahendatud T-helper rakkude aktivatsioon ning sellest
tulenev tsiitokiinide tootmine (Lowes jt., 2014). Tulemuseks on muuhulgas keratinotsiititide

liiga kiire proliferatsioon ja diferentseerumine (Krueger ja Bowcock, 2005).

Psoriaasi patsientidel tdheldatud kiiremat haavade paranemist kui normaalse nahaga
patsientidel (Morhenn jt., 2013). Kuigi kliinilised katsed on andnud ka vastandlikke tulemusi,
on psoriaasi patsientidel tuvastatud osade antimikroobsete peptiidide kdrgem tase (Frohm jt.,
1997) ning haava paranemises oluliste kasvufaktorite, IGF-1 (insuliinisarnane kasvufaktor 1)
ja TGF-a (transformeeriv kasvufaktor alfa) suurem hulk (Serensen jt., 2003). Lisaks vdib haava

paranemist soodustada suurenenud keratiniseerumise kiirus (Young jt., 2017).

1.2. Naha homoostaatiline uuenemine

Tiivirakud vajavad multipotentsuse séilitamiseks ning proliferatsiooni reguleerimiseks
spetsiifilist mikrokeskkonda, mida nimetatakse tiiviraku nissiks (Lodish jt., 2016). See kaitseb
rakke ning reguleerib nende jagunemist epidermise homdostaasi sdilitamiseks (Chermnykh jt.,

2018). Rakuvilise maatriksi (RVM) ja rakkude ning rakk-rakk vastastikmdjud hoiavad



tilvirakke mittediferentseerununa ning ka vastupidi, vajadusel soodustavad diferentseerumist.
Nahas on tuvastatud kolm epidermaalset tiiviraku nissi: epidermise basaalkiht, karvafolliikuli

bulge piirkond ning rasunéére. (Fuchs ja Horsley, 2008)

Epidermise basaalkihis asuvad tiivirakud tihedas kontaktis RVM valke ja kasvufaktoreid
sisaldava basaalmembraaniga (Chermnykh jt., 2018). Proliferatiivsest basaalkihist migreeruvad
keratinotsiitidid diferentseerumise kdigus naha pinna poole ja irduvad sealt (Yousef jt., 2020).
Haavade tekkimisel migreeruvad basaalsed keratinotsiitidid basaalmembraanilt haava pinnale

ning osalevad epiteeli taastamises (Houschyar jt., 2020).

Rasuniirme tiivirakupopulatsiooni siilitamise mehhanism ei ole veel tépselt teada
(Chermnykh jt., 2018). On nédidatud, et karvanddpsu bulge piirkonna rakud on vdimelised
diferentseeruma rasunddrme tiivirakkudeks (Taylor jt., 2000), kuid ndérmel on olemas ka enda
tiivirakupopulatsioon (Niemann 2009). Rasundirme tiivirakud diferentseeruvad sebotsiiiitideks,
mis edasi diferentseerudes ja liilisudes vabastavad modda karvandépsu naha pinnale liikuvat

rasu (Niemann 2009).

Kolmas suur tiivirakupopulatsioon asub karvanéipsu bulge piirkonnas (Amoh ja Hoffman,
2017). Inimese karvanddps 1dbib elu jooksul regulaarselt neljast faasist koosnevad tsiiklit:
anageen, katageen, telogeen ja eksogeen (Houschyar jt., 2020). Iga tsiikliga moodustatakse uus
karv ja vana eemaldub. Kuigi karvanddps on viga tundlik paljudele kasvufaktoritele,
tsiitokiinidele ja hormoonidele, on karvandipsu tsiikkel autonoomne protsess. Karvandips
jaguneb kaheks piirkonnaks: naha pinna poole jddv piisiv osa, mis karvanidépsu uuenemise
kdigus ei muutu ning alumine osa, mis iga tsiikliga remodelleeritakse. (Schneider jt., 2009)
Anageen on kasvu faas, kus karvanddpsu tlivirakud diferentseeruvad uue karva
moodustamiseks esmalt keratinotsiiiitideks, mis edasi migreeruvad, lamenduvad ja surevad.
(Hoover jt., 2021) Jargnevas katageeni faasis karvandipsu alumine 2/3 degenereerub 2-3
néddala jooksul (Houschyar jt., 2020) ning karvafolliikul kaotab 1/6 oma diameetrist (Hoover
jt., 2021). Sellele jargnev telogeen on puhkefaas, kus karvanééps on passiivses olekus ja karv
ei kasva (Hoover jt., 2021). Eksogeeni faasis toimub vana karva eemaldamine eelkdige
aktiivsete protsesside ldbi, aga ka passiivselt mehhaaniliste joudude mojul. (Houschyar jt.,
2020).

Tavaliselt osalevad sealsed tiivirakud karvaniddpsu moodustumises ning ei tdienda epidermise
basaalkihti (Chermnykh jt., 2018). Haava tekke korral hakkavad aga bulge piirkonna tiivirakud
migreeruma haava piirkonda (Taylor jt., 2000), kus nad keratinotsiiiitideks diferentseerudes

osalevad naha regeneratsioonis (joonis 2C) (Morgun ja Vorotelyak, 2020).
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1.2.1. Haava paranemine

Haava paranemist peetakse organismi liheks kdige keerukamaks protsessiks, mis pShineb eri
rakutiitipide ja RVM-i vahelistel interaktsioonidel. See protsess jaguneb kolmeks faasiks:
poletikuline faas, proliferatiivne faas ja kiipsemise faas (joonis 2) (Eming jt., 2014; Rodrigues

it., 2019).

e BAKTER

NEUTROFIIL ~ / FIBRIIN
TROMBOTSUUT 48 MONOTSUUT \_ FIBROBLAST

Joonis 2. Haava paranemine. Haava paranemine jaguneb kolmeks faasiks: pdletikuline faas,
proliferatiivne faas ja kiipsemise faas. Poletikulises faasis (A—B) aktiveeritakse vahetult peale
haava tekkimist trombotsiilidid ja tekib fibriinivorgustik. Immuunsiisteemi rakkudest
migreeruvad esimesena haava piirkonda neutrofiilid. Pdletikulise faasi 1dpu poole on haava
paranemises oluline roll ka langerhansi rakkudel. Proliferatiivses faasis (C) toimub
angiogenees, keratinotsiititide proliferatsioon ja migratsioon ning fibroblastide proliferatsioon.
Moodustub ajutine RVM. Bulge piirkonna tiivirakud migreeruvad haava piirkonda ja
diferentseeruvad keratinotsiilitideks. Kiipsemise faasis (D) toimub ajutise RVM-i
iimberkujundamine, taastatakse naha barjddri omadused ning formuleerub armkude. Joonis on
koostatud Wong ja Chang (2008) ning Jeckson jt. (2021) jargi.

Poletikuline faas holmab pdletikuliste protsesside eest vastutavate rakkude aktiveerimist
(joonis 2A—B). Vahetult peale haava tekkimist aktiveeritakse trombotsiiiidid, et haava kohale
tekiks fibriinivorgustik. Nii tagatakse hemostaas ning lisaks on fibriin raamistikuks haava
piirkonda migreeruvatele rakkudele. (Rodrigues jt., 2019) Trombotsiiiitide degranulatsioon
pohjustab ka paljude tsiitokiinide vabastamise, mis on kemoatraktantideks neutrofiilidele,

makrofaagidele, fibroblastidele ning epiteeli-, endodeeli- ja nuumrakkudele (Gauglitz jt.,
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2011). Neutrofiilid on esimesed rakud, mis kahjustuse piirkonda migreeruvad. Tegu on
organismi esmase kaitsega bakterite vastu. Neutrofiilid sisaldavad erinevate antimikroobsete
mediaatoritega graanuleid ja fagotsiiteerivad patogeenid. (Rodrigues jt., 2019) Ka
makrofaagidel on suur roll pdletikuvastuse kujunemisel. Nad fagotsiiteerivad patogeene
(Rodrigues jt., 2019) ning sekreteerivad kasvufaktoreid, mis atrakteerivad keratinotstiiite,
fibroblaste ning moodustavaid veresooni, soodustades seeldbi epiteeli taastamist ja
vaskularisatsiooni (Hosoya jt., 2008). Nahas asuvaid makrofaage nimetatakse langerhansi
rakkudeks (Tarnowski ja Hashimoto, 1967). 8-72 tunni jooksul liigub protsess edasi
proliferatiivsesse faasi (Gauglitz jt., 2011).

Proliferatiivses faasis toimub angiogenees, keratinotstiiiitide proliferatsioon ja migratsioon
ning fibroblastide proliferatsioon (joonis 2C) (Eming jt., 2014). Kui pdletikuvastus on
aktiveeritud, algab angiogenees, kus endoteelirakud prolifereeruvad ja migreeruvad uute
veresoonte moodustumiseks. Lisaks toetavad uute veresoonte moodustumist haava paranemise
ajal ka luuiidist périt eellasrakud. Vaskularisatsioon on oluline rakkude proliferatsiooniks
vajalike toitainete ning hapniku transpordiks haava piirkonda. Samaaegselt uute veresoonte
moodustumisega, prolifereeruvad ning migreeruvad fibriini vorgustikku fibroblastid, et
moodustada seal ajutine rakuviline maatriks (Rodrigues jt., 2019). See loob vorgustiku
vaskularisatsiooniks ja raami haava kinni kasvamiseks (Gauglitz jt., 2011). Osad fibroblastid
diferentseeruvad miiofibroblastideks mis sisaldavad aktiinifilamente (Gauglitz jt., 2011) ja

tombavad haava kokku poole (Rodrigues jt., 2019).

Paljunevad fibroblastid viivad RVM-i tootes haava mikrokeskkonna pdletikuvastuselt {ile
kasvu staadiumisse. Paralleelselt toimub ka epiteeli taastamine. Selleks diferentseeruvad
tivirakud basaalmembraanilt, aga toimub ka 10plikult diferentseerunud rakkude
dediferentseerumine. Epidermise rekonstrueerimise hulka kuulub ka naha lisandite taastamine.
(Rodrigues jt., 2019) Proliferatiivne faas v3ib kesta 3—6 niddalat. Kui haav on kinni kasvanud,

jérgneb 10plik kiipsemise faas. (Gauglitz jt., 2011)

Kiipsemise faasis toimub RVM-i iimberkujundamine, taastatakse naha barjdiri omadused ning
formuleerub armkude (joonis 2D) (Eming jt., 2014). Toimub kiipse RVM-i loomine, kus tiilip
IIT kollageeni sisaldav granulaarkude liilisitakse ja jirk jérgult siinteesitakse selle asemele
peamiselt tiitip I kollageeni sisaldav kiips RVM. Makrofaagid omandavad fibroliiiitilise
fenotiitibi, lagundavad liigse rakuvilise maatriksi ja fagotsiiteerivad apoptootilised rakud koos
rakuvilise maatriksi jadkidega. Angiogeneesi kdigus loodud uued veresooned ei ole tugevad,

omades vihe rakk-rakk kontakte. Remodelleerimise kdigus modifitseeritakse see stabiilseks
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homdostaasi hoidvaks vaskulatuuriks. (Rodrigues jt., 2019) Kogu faas vdib kesta mdned kuud

(Gauglitz jt., 2011).

1.3. Rakuviline maatriks

Rakuviline maatriks moodustub rakkude poolt sekreteeritud valkudest ja poliisahhariididest
(Ingerpuu, 2018). RVM kontrollib epidermise tiivirakkude saatust (Chen jt., 2015) ning osaleb
rakkude proliferatsiooni, adhesiooni, migratsiooni ja apoptoosi regulatsioonis (Lu jt., 2011).
RVM reguleerib rakkude tsiitoskeleti organisatsiooni ja enamus rakke vajavad RVM-i, et
kasvada ja prolifereeruda (Alberts jt., 2002). RVM on véga diinaamiline struktuur ning see on
oluline nii organismi arenguks kui kudede homdostaasiks. Tegu on laenguga valkude
vorgustikuga, millega seonduvad paljud kasvufaktorid ja nii moodustab RVM kasvufaktorite
reservuaari. See on eriti oluline morfogeenide puhul, mis mééravad rakkude saatuse vastavalt
kontsentratsioonile. (Lu jt., 2011) Kasvufaktorid koos proteaasidega vdimaldavad rakkude
litkumiseks vajaliku RVM-i remodelleerimise: kasvufaktorid initsieerivad RVM komponentide

slinteesi, proteaasid aga vdimaldavad nende lagundamist (Chermnykh jt., 2018).

1.3.1. Rakuvilise maatriksi peamised tiiiibid

RVM jaguneb kaheks biokeemiliselt ja morfoloogiliselt erinevaks tiiksuseks: Ohukeseks
basaalmembraaniks ja sidekoemaatriksiks, rakkude ekstratsellulaarseks mikrokeskkonnaks
(Laurila ja Leivo, 1993). Sidekoe rakkudevaheline maatriks moodustab fibrillaarse vorgustiku,
mis iithendab fibroblaste ning teisi RVM-i tootvaid rakke. Moodustunud vdrgustik on poorne,

mis laseb rakkudel koes liikuda, kuid see on oluline ka koe toestamises. (Schwarzbauer, 1999)

Basaalmembraan eraldab epiteliaalseid ning mesenhiimaalseid kudesid. Moodustub selektiivne
barjddr, mida l&bivad makrofaagid, limfotsiiiidid ja ndrvildpmed (Alberts jt., 2002) ning lisaks
on tegu olulise tokkega kartsinoomirakkude invasioonile (Yamada jt., 2019). Basaalmembraan
on keratinotsiiiitidele substraadiks ja oluline nende organisatsiooniks (Yamada jt., 2019). See
struktuur mojutab rakkude metabolismi, soodustab rakkude proliferatsiooni, diferentseerumist,
migratsiooni (Alberts jt., 2002) ja ka polaarsust (Marthiens jt., 2010). Basaalmembraanil on
oluline roll ka koe regeneratsioonis, moodustades rakkude migreerumiseks vajaliku vorgustiku
(Alberts jt., 2002) ning poletikuvastuse kéigus toimub ka ulatuslik basaalmembraani
remodelleerimine (Menter ja Dubois, 2012). Lisaks modjutab basaalmembraan 1dbi otseste

kontaktide tiivirakkudega nende diferentseerumist (Chermnykh jt., 2018). Basaalmembraani
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eristatakse tlilejddnud RVM-ist vastavalt tema ainuomasele molekulaarsele koostisele ning

struktuurile (Ingerpuu, 2018).

Epidermaalse basaalmembraani peamisteks komponentideks on fibroossed valgud (tiitip IV ja
titip VII kollageen), gliikoproteiinid (lamiin) ja proteoglilkaanid (hepariinsulfaat).
Basaalmembraani iilesehitus on astimmeetriline ning see koosneb kahest kihist: basal lamina
ning reticular lamina. (Menter ja Dubois, 2012) Epiteeli rakud siinteesivad basal lamina, kuhu
ankurdudes saavutavad nad polaarsuse (Abedin ja King, 2010). Moodustuv kiht on lamiini
rohkuse tottu selgelt eristatav (Halfter jt., 2013). Tegu on ka kollageenirikka struktuuriga, kus
kollageen 1V, mille omapéraks on gliitsiin-X-Y korduste ebatéielikkus, véhendab
basaalmembraani jdikust (Yamada jt., 2019). Reticular lamina stinteesivad fibroblastid ja teised
sidekoe rakud (Menter ja Dubois, 2012). Lisaks ehitusele, erinevad ka basaalmembraani kihtide
biomehhaanilised omadused. Basal lamina on jdigem ning selle pdhjuseks pakutakse kihtide

erinevat valgulist koostist ja valkude pakkimise astet. (Halfter jt., 2013)

Keratinotsiilidid on basaalmembraanile seondunud 1dbi hemidesmosoomide. Hemidesmosoomi
peamiseks struktuuriks on integriin a6PB4/lamiin-5 kompleks, kus rakud on seondunud
basaalmembraani komponendi, lamiin-5-ga 14bi integriin o634 heterodimeeri. ( Jones jt., 1998;
Mitsuhashi ja Hashimoto, 2003) Sidekoega on basaalmembraan nahas seotud ldbi tiitip VII
kollageenist moodustunud spetsiaalsete ankurdavate fibrillide. Nende olulisust demonstreerib
hésti nahahaigus epidermolysis bullosa dystrophica, kus villide tekkimise pohjuseks on just

selliste ithenduste puudmine voi hdavimine. (Alberts jt., 2002)

1.3.2. Rakuvilise maatriksi peamised komponendid

Kollageenid on fibroossete valkude perekond (Alberts jt., 2002), mida on rakuvilises
maatriksis kdige rohkem (Ricard-Blum, 2011). Kollageeni tiilipe on erinevaid, ning nahas
asuvad fibrille moodustavatest kollageenidest kollageenid tiitip I, II, III, V ja XI (Alberts jt.,
2002). Kollageenifiibrid aitavad RVM-i organiseerida (Alberts jt., 2002), annavad maatriksile
vastupidavuse tdmbejoule ning lisaks reguleerivad rakkude adhesiooni, migratsiooni ning
suunavad koe arengut (Frantz jt., 2010). Tiitip IV kollageen on oluline basaalmembraani
komponent ning uuringud on ndidanud kollageen IV  olulisust epidermaalse
tiivirakupopulatsiooni sdilitamisel (Chermnykh jt., 2018). Tiitip VI kollageeni on palju
karvafolliikulites ning see on sealse tiiviraku ni$$i oluline rakuviline komponent, mille

ekspressiooni suurenemine on leitud haava paranemise korral (Chen jt., 2015). Kollageeni
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molekul on struktuurilt pikk kolmikheeliks, mis moodustub {imber iiksteise pdimunud o-
ahelatest. a-ahel koosneb omakorda gliitsiin-X-Y tripletitest, kus X on kdige sagedaimini
proliin ning Y hiidroksiiproliin. (Alberts jt., 2002) Kolmikheeliksi tekke vdimaldab a-ahelas
iga kolmanda aminohappena asetsev gliitsiin, mis oma viiksuse tottu mahub kolmikheeliksi
sisemusse (Ernst jt., 1995). a-ahelad voivad moodustada kas homo- vai heterotrimeeri (Ricard-

Blum, 2011).

Elastiinifiibrid vdimaldavad koel peale venitust algstruktuur taastada. Kollageenifiibrid
seonduvad elastiini fiibritega ning limiteerides nende venivust hoidavad &ra koe rebenemise.
Elastiinifiibrite pohikomponendiks on elastiin. Tegu on kergelt hiidrofoobse, fibroosse valguga,
mis sisaldab sarnaselt kollageenile palju proliini ning gliitsiini, kuid ei ole gliikosiileeritud.
Elastiin koosneb kahte tiilipi lithikestest segmentidest, mis vahelduvad: hiidrofoobsed
segmendid (vastutavad elastsete omaduste eest) ning alaniini/liisiini rikkad o-heeliks

segmendid (moodustavad ristsidemeid 1dhedal asuvate molekulide vahel). (Alberts jt., 2002)

Fibronektiin on suur fibroosne gliikoproteiin, mis osaleb rakkude adhesioonis, kasvus,
migratsioonis ja diferentseerumises (Chermnykh jt., 2018). Ta on paljude RVM komponentide
seondumiskohaks (Alberts jt., 2002) ning seeldbi oluline otseste kontaktide loomises rakkude
ning RVM vahel (Alberts jt., 2002; Schwarzbauer, 1999). Lisaks soodustab fibronektiin haava
paranemise korral rakkude migratsiooni (Alberts jt., 2002) ning nahas inhibeerib fibronektiin
keratinotsiilitide terminaalset diferentseerumist (Chermnykh jt., 2018). Struktuurilt on tegu
dimeeriga, mis koosneb kahest, C-terminuse ldhedalt disulfiidsildadega seotud suurest
subtihikust. Iga subiihik koosneb funktsionaalselt erinevatest domédnidest ning neid eraldavad

painduvad poliipeptiidahelad. (Alberts jt., 2002)

Lamiinid on samuti fibroossed valgud, mis on peamiselt lokaliseerunud basaalmembraanile
(Mouw jt., 2014) ning tegu tundub olevat ainsa basaalmembraani komponendiga, mille
olemasolu on basaalmembraani formeerumiseks hidavajalik (Jourquin jt., 2010). Struktuurilt
on tegu paindliku valguga, mis koosneb disulfiididega seotud, astimmeetriliseks ristiks seatud
kolmest pikast o-, B- ja y-pollipeptiidahelast (Alberts jt., 2002). Mutatsioonid
basaalmembraanis olulise lamiin-5 geenides on iiheks epidermolysis bullosa peamiseks

tekkepohjuseks (Mitsuhashi ja Hashimoto, 2003).

Proteogliikaanid on viga hiidrofiilsed poliisahhariidid, mis moodustavad fibroossete valkude
iimber geeli laadse substantsi (Alberts jt., 2002). Struktuurilt koosnevad proteogliikaanid
tuumvalgust ja gliikkoosaminogliikaani (GAG) ahelatest (Alberts jt., 2002), mida on sdltuvalt
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protegliikaanist 3—5 (Sarrazin jt., 2011). Tegu on mittehargnevate poliisahhariidahelatega, mis
koosnevad  korduvatest disahhariidi  iihikutest, uroonhappest ning aminosuhkrust
(gliikkoosamiin, galaktoosamiin) (Ernst jt., 1995), kus uroonhappe karboksiililrithmad ning
sulfaatrithmad annavad proteogliikaanidele iseloomuliku negatiivse laengu (Prydz, 2015).
Negatiivne laeng tdmbab ligi osmootselt aktiivseid katioone (niiteks Na?*-ioone), mille tdttu
liigub RVM-i suures koguses vett. Tekkiv turgorrdhk annab RVM-ile vastupidavuse survejoule
ning geeljas struktuur vdimaldab toitainete, metaboliitide ning hormoonide difusiooni vere ja
rakkude vahel. (Alberts jt., 2002) Hiialuroonhape on GAG, mida on rohkelt dermises, kuid seda
leidub palju ka epidermise prolifereeruvas basaalkihis. Terminaalselt diferentseerunud
sarvkesta rakkudel on hiialuroonhapet vdhe ning sellel on potentsiaalselt oluline roll
keratinotsiilitide proliferatsioonis. Epidermises on tdheldatud peale koe kahjustumist

hiialuroonhappe hulga kiiret kasvu. (Tammi jt., 2005)

1.3.3. Olfaktomediin-4 struktuur

Olfaktomediini perekond koosneb seitsmest evolutsiooniliselt ja funktsionaalselt erinevast
alamperekonnast (Zeng jt., 2005). Kuigi alamperekondade aminohappeline jirjestus on viga
erinev, on neil koigil C-terminuses asuvas olfaktomediin doméénis olemas sarnased [3-leht
motiivid (Zeng jt., 2005), mida seostatakse olfaktomediin-4 (OLFM4) sekretsiooni ning
rakuviliste signaalide iilekandmisega rakku (Zhang jt., 2004). N-terminuses asub
olfaktomediini perekonna valkudel tavaliselt sekretsioonisignaal (Zeng jt., 2005), millele
jargneb CXC motiiv (joonis 3) (Liu jt., 2006). N-terminuses asuvad OLFM4-1 a-heeliks
motiivid (Zeng jt., 2005) ning seal asub ka coiled-coil motiiv (Liu jt., 2006). Lisaks on OLFM4-
1 kokku seitse tsiisteiini jddki (Yokoe ja Anholt, 1993), mis asuvad CXC motiivis ja C-
terminaalses regioonis (Liu jt., 2006). Labi nende moodustuvad poliimeeride loomiseks intra-

ja intermolekulaarsed disulfiidsidemed ning nad on olulised ka sekretsiooniks (Liu jt., 2006).

N-terminaalne CXC Olfaktomediin
domaan motiiv domaan
[ | | [ |
LI [
Signaalpeptiid Coiled-coil

motiiv

Joonis 3. OLFM4 doméanide asetus. C-terminuses asub olfaktomediin domééan, mis osaleb
OLFM4 sekretsioonis ja rakuviliste signaalide iilekandmises rakku. Sellele jargneb coiled-coil
ning CXC motiiv. OLFM4-1 on CXC motiivis ning C-terminaalses osas seitse tsiisteiini jééki,
1abi mille moodustuvad intra- ja intermolekulaarsed disulfiidsidemed. N-terminaalses
doméénis asub signaalpeptiid. Joonis on koostatud Liu jt. (2006) ning Zeng jt. (2005) jargi.
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1.3.4. Olfaktomediin-4 roll organismis

Olfaktomediin-4 ekspressioon on koespetsiifiline (Zhang jt., 2002) ning seda seostatakse
kudedega, millel on kdrge regeneratiivne voimekus (Zhang jt., 2004). OLFM4 ekspresseerub
peamiselt luuiidis, seedesiisteemis (Zhang jt., 2004) ja jidmesoole limaskesta kriiptides, kus
valgu ekspressioon epiteliaalsetes rakkudes vdheneb luumeni pinna poole (Liu jt., 2008).
OLFM4 on rakkudes lokaliseerunud perinukleaarsesse tsiitoplasmasse ja rakumembraani (Liu
jt., 2006; Zhang jt., 2004). Tegu on gliikoproteiiniga, mis kuulub ka rakuvilise maatriksi
koosseisu (Liu jt., 2006). On niidatud, et niditeks neutrofiilid sekreteerivad OLFM4 1ibi
eksosoomide (Shao jt., 2019). OLFM4 on tuvastatud rakuviliselt endomeetriumis (Dassen jt.,
2010) ning maovéhi (Oue jt., 2009) ja jimesoolevihi (Seko jt., 2010) kudedes. Kasvajates oli

valgu ekspressiooni suurenemine korrelatsioonis kasvaja invasiivsusega (Seko jt., 2010).

On leitud, et OLFM4-1 on oluline roll pdletike korral. OLFM4 ekspressioon tduseb
mérkimisvaérselt Crohn’i tdvega patsientidel, kellel hakkavad OLFM4 sekreteerivad rakud
kiirelt luumeni pinna poole litkuma, eritades valku soole pinnale (Gersemann jt., 2012). Lisaks
tuvastati suurenenud OLFM4 tase generaliseerunud pustulaarse psoriaasi (GPP) patsientidel,
kelle neutrofiilide sekreteeritud eksosoomides oli OLFM4 hulk korgem. OLFM4 soodustas ka
keratinotsiiiitides kemokiinide ekspressiooni ja sekretsiooni, mis on nahakahjustustes kriitiliselt
olulised neutrofiilide ja teiste immuunrakkude migratsiooniks ja agregatsiooniks. (Shao jt.,
2019) OLFM4 osaleb ka kaasasiindinud immuunsiisteemi regulatsioonis bakteriaalsete
infektsioonide vastu. Katsed OLFM4 knockout hiirtega on demonstreerinud, et Helicobacter
pylori koloniseerib OLFM4 puudumisel mao limaskesta oluliselt vihemal méddral (Liu jt.,
2010). Kui nakkus jouab kroonilisse faasi, on OLFM4 tootmine korgem (Liu jt., 2010) ja on
tuvastatud, et H.pylori infektsioon suurendab OLFM4 ekspressiooni ldabi tuumafaktor kappa B
(NF-kB). NF-kB on vajalik OLFM4 baasekspressiooniks ning NF-kB ekspressiooni
voimendamine suurendab ka OLFM4 promootori aktiivsust. (Kim jt., 2010) OLFM4
promootori regioonis on NF-kB seondumissait, mille eemaldamisel OLFM4 baasekspressioon
viaheneb (Chin jt., 2008; Gersemann jt., 2012). OLFM4 ekspressiooni indutseerib ka
proinflammatoorne tsiitokiin IL-8 (Chen jt., 2011).

Lisaks on OLFM4-1 demonstreeritud antiapoptootilised omadused (Dassen jt., 2010). NF-kB
poolt indutseeritud OLFM4 ekspressioon vdhendab rakkude apoptoosi ning OLFM4 geeni
puudumine muudab rakke tundlikumaks stressifaktoritele nagu vesinikperoksiid (Kim jt.,
2010). GRIM-19 on tugev rakkude apoptoosi indutseerija (Kobayashi jt., 2007) ning OLFM4

vihendab mérkimisvédrselt GRIM-19 vdimet vahendada rakulist apoptoosi ja reguleeritud
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rakusurmaga seotud geenide ekspressiooni (Zhang jt., 2004). OLFM4 suurenenud ekspressioon
takistab mitokondrist tsiitokroom C vabanemise ning kaspaas-3 ja kaspaas-9 aktiveerimise.
OLFM4 antiapoptootilised omadused vdivad kasvajarakkudel aidata hakkama saada nende

mikrokeskkonnas, mis on sageli toksiline ja toitainete vaene. (Zhang jt., 2004).

Ka kudede kahjustuste korral on tdheldatud OLFM4 ekspressiooni suurenemist. Nditeks on
OLFM4 ekspressioon kdrgem pdletikulise jdmesoole limaskesta kriiptiepiteelis (Shinozaki jt.,
2001), H.pyloriga nakatunud patsientide maobiopsiates (Liu jt., 2006) ning kdhundarme-, mao-
ja rinnavdhi korral (Zhang jt., 2004). Meie to06riihmas on varasemalt leitud OLFM4
ekspressiooni suurenemine maksakahjustuste korral (Klaas jt., 2016), kohunddrmekasvaja
kudedes leiti vorreldes kahjustamata kudedega 88,5 korda korgem OLFM4 tase (Kobayashi jt.,
2007). OLFM4 on pakutud diagnostiliseks markeriks mao- ning jamesoolevihi tuvastamiseks
varajases staadiumis (Oue jt., 2009). OLFM4 mRNA alternatiivse splaissingu vormid on leitud
rinna-, munasarja-, emaka-, kopsu-, neeru- ja maovihi korral (Zhang jt., 2004). OLFM4 geeni
DNA metiileerimist on seostatud kasvaja agressiivsusega ning kaugele arenenud eesnddrmevihi

puhul on tihele pandud deletsioone OLFM4 geenis (Li jt., 2020).

OLFM4 mdjutab ka rakkude adhesiooni, rakk-rakk interaktsioone ning rakkude liikuvust
(Zhang jt., 2004). On leitud, et OLFM4 funktsioneerib rakutsiikli S-faasis ning OLFM4
ekspressioonitaseme vdhenemine takistab rakkude S-faasi iileminekut ja proliferatsiooni.
OLFM4 ekspressiooni suurenemine aga kiirendab rakutsiikli progressiooni. (Kobayashi jt.,
2007) On néidatud, et OLFM4 seondub raku pinnale 14bi lektiinide ja kadheriinide, suurendades
rakk-rakk interaktsioone (Liu jt., 2006) ning adhesiooni (Gersemann jt., 2012; Liu jt., 2006).
Lisaks on ilmnenud, et OLFM4 v3ib reguleerida epiteliaalset-mesenhiimaalset iileminekut
(EMT) (L1ijt., 2020). On tuvastatud, et OLFM4 vihenemine jimesoolevihi rakkudes voib kaasa
aidata kasvajarakkude migratsioonile. Kuna OLFM4 ekspressioon jimesoolevéhi kudedes on
korrelatsioonis rakkude diferentseerumisega, vOib OLFM4 olla oluline kasvaja

diferentseerumise regulatsioonis. (Liu jt., 2008)

1.3.5. Trombospondiin-4 struktuur

Trombospondiini perekonda kuuluvaid valke on viis ja nad jagatakse vastavalt struktuurile
kaheks alamgrupiks (Adams ja Lawler, 1993). Alamgrupi A litkmed, THBSI ja THBS2,
moodustavad trimeere ning alamgruppi B kuuluvad THBS3, THBS4 ja THBS5 moodustavad
pentameere (Qian jt., 2019; Adams ja Lawler, 1993). Kdikidele trombospondiini perekonna

valkudele on iseloomulik kdrgelt konserveerunud domédn, kuhu kuuluvad 3—4 epidermaalse
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kasvufaktori (EGF) tiilipi jérjestust, kaltsiumi-siduv domédin ning globulaarne C-terminaalne
doméén (Narouz-Ott jt., 2000; Zhang jt., 2002). Trombospondiin-4 (THBS4) C-terminusele
jargnevad thip III kaltsiumi siduvad kordused ning moodustuv piirkond on korgelt
konserveerunud (Zhang jt., 2002) (joonis 4). Sellele jargneb neli tiitip II, EGF-tiiiipi kordust
(Zhang jt., 2002) ning coiled-coil motiiv, mis sisaldab pentameeri moodustumiseks vajalikke
konserveerunud tsiisteiini jidke (Adams ja Lawler, 1993; Narouz-Ott jt., 2000). Eelistatult
moodustab THBS4 homopentameere, kuid in vivo on ndidatud ka heteropentameeride
formuleerumist (Sodersten jt., 2006). N-terminuses asub THBS4-1 hepariini siduv doméén

(Narouz-Ott jt., 2000).

A B

N-terminaalne EGF-tuupi tadp III C-terminaalne

domaan kordused kordused domaan

T 1 r r r 1
| —

coiled-coil motiiv

Joonis 4. THBS4 domiéinide asetus (A) ning moodustuv pentameer (B). C-terminusele
jérgnevad tiiip I1I kaltsiumi siduvad kordused. Edasi asetsevad neli tiiiip II, EGF-tiiiipi kordust
ning coiled-coil motiiv, mis sisaldab pentameriseerumiseks vajalikke tsiisteiini jddke. N-
terminuses asub hepariini siduv doméén. Joonis on koostatud Stenina-Adognravi ja Plow
(2019) ning Brody jt. (2016) pdhjal.

1.3.6. Trombospondiin-4 roll organismis

On nédidatud, et TGF-B1 suurendab trombospondiin-4 ekspressiooni endoteliaalsetes rakkudes
ja normaalse naha ning hiipertroofilise armi fibroblastides (Qian jt., 2018). TGF-f1 modju
THBS4-le vahendavad Smad3 (Muppala jt., 2017; Qian jt., 2018) ning p38-MAPK (p38
mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaas) (Qian jt., 2018) ja THBS4 vdimendab enda ekspressiooni
positiivse tagasiside kaudu, suurendades Smad3 ning p38-MAPK aktivatsiooni (Qian jt., 2018).
On demonstreeritud, et THBS4 korgema ekspressiooni korral suurenes ning madalama korral
langes TGF-f1 tase nii normaalse naha kui hiipertroofilise armi fibroblastides. Seega voib

THBS4 soodustada ka TGF-B1 tootmist. (Qian jt., 2019)

THBS4 on leitud koikjal hiipertroofiliste armide RVM-is ning sealsed fibroblastid
ekspresseerivad THBS4 oluliselt rohkem kui terve naha fibroblastid (Qian jt., 2019). THBS4
vahendab TGF-B1 indutseeritud hiipertroofilise armi moodustumist nii in vitro kui in vivo. On

ndidatud, et THBS4 madal ekspressioonitase vihendab TGF-B1 indutseeritud hiipertroofilise
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armi teket ning armi fibroblastide proliferatisooni, invasiooni, migratsiooni. Lisaks pohjustab
THBS4 véhesus hiipertroofilise armi fibroblastide elumuses 30% languse ja nende invasioonis
ning migratsioonis umbes 50% languse. THBS4 madal ekspressioonitase vihendab vastusena
TGF-B1 tootlusele ka fibroosi markermolekulide (fibronektiin, alfa-silelihase aktiin (a-SMA)
ja kollageen I) taset. (Qian jt., 2018).

THBS4 on oluline rakuvilise maatriksi valk haava paranemisel. THBS4-1 on proangiogeensed
omadused (Muppala jt., 2017) ning angiogeneesi voimendamine kiirendab haava paranemist
(Muppala jt., 2015). Vastusena TGF-1-le kiirendab THBS4 angiogeneesi (Muppala jt., 2017),
endoteliaalsete rakkude proliferatsiooni (Muppala jt., 2015) ja aktivatsiooni, ning soodustab
makrofaagide adhesiooni ja migratsiooni (Frolova jt., 2010). Lisaks on oletatud, et THBS4
ekspressiooni suurenemine voOib aktiveerida fibroblastide proliferatsiooni ja inhibeerida
apoptoosi (Qian jt., 2019). Katsed THBS4 knockout hiirtega on ndidanud aeglasemat haava
paranemist (Muppala jt., 2015). THBS4 mdjutab ka proinflammatooset signaliseeringut.
THBS4 knockout hiirtel tuvastati atelosklerootilistes kahjustustes vdhenenud p38-MAPK
aktivatsioon ning vaskulatoorne pdletik. THBS4 seondumisega makrofaagidele toimub p38-
MAPK fosforiileerimine, mis on oluline intratsellulaarsete tsiitokiinide produktsiooni ja
poletikuvastuse vahendajate regulaator. THBS4 knockout hiirtel oli atelosklerootilise
kahjustuse piirkonnas makrofaagide arv vdhenenud ning THBS4 soodustas makrofaagide

adhesiooni ja migratsiooni soltuvalt kogusest. (Frolova jt., 2010)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmargid
Kéesoleva bakalaureusetdoo eesmaérkideks oli:

1. Analiiisida, kuidas OLFM4 ja THBS4 mdjutavad inimese primaarsete keratinotsiiiitide,
HaCaT rakuliini rakkude ning naha fibroblastide proliferatsiooni ja migratsiooni;
2. Uurida, milline on OLFM4 ja THBS4 ekspressioon inimese nahas ja kas antud valkude

ekspressioon erineb psoriaasi patsientide ning terve nahaga patsientide naha koeldikudes;

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Rakkude kasvatamine koekultuuris

Koik t60s kasutatud rakuliinid ja -kultuurid on vélja toodud tabelis 1. Rakke kasvatati
inkubaatoris 37 °C ning 5 % CO> juures. Rakud passeeriti 0,05 % triipsiini (Gibco, Thermo

Fisher) abil umbes 80 % konfluentsuse saavutamisel.

Inimese naha fibroblaste, HaCaT rakuliini, HEK 293 rakuliini ning NIH/3T3 rakuliini rakke
kasvatati jargmisel kasvusodtmel: 98 % DMEM (ingl Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
(Gibco, Thermo Fisher Scientific), 10 % veise loote seerum (FBS) (Gibco, Thermo Fisher
Scientific), 1 % 50-kordne penitsilliini/streptomiitsiini lahus (1dppkontsentratsioonid: 100 U/ml
penitsilliin, 0,1 mg/ml streptomiitsiin) (Gibco, Thermo Fisher Scientific). Inimese primaarseid
keratinotsiiiite kasvatati jargmisel kasvusootmel: 98 % EpiLife® (Gibco, Thermo Fisher
Scientific), 1% HKGS (ingl human keratinocyte growth supplement) (Gibco, Thermo Fisher
Scientific), 1 % 50-kordne penitsilliini/streptomiitsiini lahus (1dppkontsentratsioonid: 100 U/ml

penitsilliin, 0,1 mg/ml streptomiitsiin) (Gibco, Thermo Fisher Scientific).

2.2.2. Keratinotsiiiitide kultiveerimine

Inimese primaarsed keratinotsiitidid eraldati juhendaja Mariliis Klaasi poolt. Selleks koguti
Tartu Ulikooli Kliinikumis rinna reduktsiooniplastika operatsioonidelt eemaldatud naharibad
(Tartu Ulikooli Eetikakomitee kooskdlastus nr 292/T-4) ning 1digati 0,5x2 cm tiikkideks.
Saadud naharibasid inkubeeriti {ile66 4 °C juures 2,4 U/ml dispaasi (Gibco, Thermo Fisher
Scientific) lahuses. Seejdrel eraldati pintsette kasutades naharibadelt epidermis.

Keratinotsiilitide eraldamiseks inkubeeriti epidermise tiikke umbes 10 min 0,05 % triipsiini
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lahuses (Gibco, Thermo Fisher Scientific) ning pipeteeriti, et rakud suspensiooni eraldada.
Eraldatud rakud filtreeriti 1d4bi 70 pum diameetriga nailonvdrgustikust rakusdela (BD

Biosciences).

Keratinotsiilite kasvatati NIH/3T3 rakuliinil, mis eelnevalt kiiritati (Rheinwald ja Green, 1975).
Kiiritamise tulemusena ldhevad NIH/3T3 rakuliini rakud kasvuaresti, kuid toetavad in vitro
keratinotsiilitide kasvamist ja proliferatsiooni. Nad siinteesivad kasvufaktoreid, tsiitokiine ning
ka keratinotsiiiitidele substraadiks olevaid rakuvélise maatriksi valke (Llames jt., 2015).
NIH/3T3 rakuliini rakud pandi pdev enne kiiritamist kasvama 75 ¢cm? koekultuuri madratsile
(Corning, Falcon). Vahetult enne to6tluse 1dbi viimist lisati rakkudele sdodet nii, et see kattis
rakke 1 cm kihina. Kiiritamiseks kasutati Faxitron RX-650 rontgenseadet. Alustuseks toimus
masina eelsoojendus 3x5 min vastavalt 30 V, 60 V ja 90 V juures. Sellele jargnes rakkude

kiiritamine 30 min 110 V juures, mis vastab 70 Gy kiirgusdoosile.

2.2.3. Fibroblastide kultiveerimine

Kasutatud naharibad koguti tervetelt patsientidelt Tartu Ulikooli Kliinikumis plaaniliste
rinnaplastika operatsioonide kiigus iile jddvast koematerjalist (Tartu Ulikooli inimuuringute
eetika komitee kooskdlastus nr 292/T-4). Nahast 16igati 2—3 mm tiikid, mis asetati epidermis
peal pool kuivale, 10 cm diameetriga koekultuuri tassile (Falcon, Corning Incorporated). Tiikid
kinnitusid 5—7 min ja seejdrel lisati neile 8 ml fibroblastide kasvus6ddet, mis sisaldas 0,25 pg
amfoteristiini B (PAA Laboratories, Thermo Fisher Scientific). Rakke kasvatati 37 °C ja 5 %

COz juures néddal aega. Seejérel toimus rakkude iimberkiilv ja s66tme vahetus.

Tabel 1. T60s kasutatud rakuliinid ja -kultuurid.

Rakuliin vo6i -kultuur | Iseloomustus Péritolu

Inimese  dermaalsed | Primaarsed rakud vt fibroblastide kultiveerimine.

fibroblastid

Inimese Primaarsed rakud vt keratinotstiitide

keratinotstitidid kultiveerimine.

HaCaT rakuliin Spontaanselt immortaliseerunud | Saadud kingituseks professor
inimese keratinotsiiidid | Reet Kure laborist (Tartu
(Boukamp jt., 1988). Ulikooli Tehnoloogiainstituut).

HEK?293 rakuliin Inimese geneetiliselt muundatud | Soetatud ~ American  Type
embriionaalsed neerurakud | Culture Collection-ist.
(Graham ja Smiley, 1977).

NIH/3T3 rakuliin Hiire embriionaalsed fibroblastid | Soetatud ~ American  Type
(Jainchill jt., 1969). Culture Collection-ist.
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2.2.4. Plasmiidi bakteriaalne transformatsioon ja puhastamine

Toos kasutatud plasmiidid valmistas Kristina Maemets-Allas. Selleks kloneeriti vastavalt
THBS4 voi OLFM4 valku kodeeriv jirjestus bakteriaalsesse ekspressioonivektorisse pcDNA
3.1 (Thermo Fisher Scientific, katalooginumber V79020). Plasmiidide paljundamiseks toimus
nende transformatsioon DH5a kompetentsetesse rakkudesse. Selleks sulatati rakke 20—30 min
jadl ning pérast seda lisati neile 100 ng paljundatavat plasmiidi. Rakke hoiti jéil veel 15 min,
seejirel inkubeeriti neid 2 minutit temperatuuril 42 °C ning pandi uuesti tagasi jdle.
Kuumutades tekivad kiilmas jidigaks muutunud rakumembraanidesse mikropoorid, 14bi mille
padseb plasmiid rakkudesse. Tagasi jddle asetades membraanide kahjustumine peatub.
Jargnevalt lisati rakkudele 800 pl LB s66det ning resistentsusgeeni avaldumiseks kasvatati neid
tund aega 37 °C ja 600 rpm (ingl rotations per minute) juures segajal. Edasi tsentrifuugiti rakke
1 min jooksul 3427 rcf (ingl relative centrifugal force) ning suurem osa sootmest eemaldati.
Rakkudele jéeti sellest umbes 50 pl, milles nad suspendeeriti ning kiilvati edasi ampitsilliini
sisaldavale agaroossootmele. Rakke kasvatati 12—16 tundi temperatuuril 37 °C. Seejérel valiti
plaadilt 1 koloonia, mis tdsteti iimber ampitsilliini sisaldavasse (100 pg/ml) LB s66tmesse (50
ml). Rakke kasvatati 12-16 tundi temperatuuril 37 °C juures segajal (180 rpm). Seejérel
puhastati plasmiid NucleoBond Xtra Midi EF kit’i kasutades (Macherey-Nagel,
katalooginumber 740420.50), jargides tootja poolt pakutud protokolli.

2.2.5. Rakkude transfektsioon

Transfektsiooni 1dbi viimiseks pandi 10 cm diameetriga koekultuuri tassile kasvama 2 000 000,
24-kannulisel plaadil katteklaasidele 50 000 HEK293 rakuliini rakku. 24 tunni parast viidi 1dbi
transfektsioon. Transfektsioonisegu maht moodustas kogu sd6tmest 1:10. Selle valmistamiseks
lisati 1 ml seerumita DMEM sé6tmele (Gibco, Thermo Fisher Scientific) 10 pg plasmiidi DNA
lahust ja 16,6 pl TurboFect’t (Thermo Fisher Scientific, katalooginumber R0532).
Transfektsioonisegu inkubeeriti 15 min toatemperatuuril. Rakkudele lisati uus s66de: DMEM,
1:100 insuliini, transferiini ja seleeni lahus (ITS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific), 1:100 50-
kordne penitsilliini ja streptomditsiini lahus (Gibco, Thermo Fisher Scientific). Inkubatsiooni
16ppedes lisati transfektsioonisegu rakkudele s66tmesse. 24 tunni moddudes pandi rakkudele
sO0tmesse veel tdiendav kogus, 1:100 ITS-i. 48 tunni pérast toimus valguekspressiooni

analiiiisiks proovide kogumine ja immunofluorestsentsmikroskoopiaks rakkude fikseerimine.
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2.2.6. Sootme ettevalmistus valguekspressiooni kontrolliks

Transfekteeritud rakkudelt koguti sodde ning sellele lisati iihekordses koguses proteaasi
inhibiitorite segu (Thermo Fisher Scientific, katalooginumber 78430) ja naatriumasiidi,
16ppkontsentratsiooniga 0,04 %. Proove siilitati jirgmise etapini 4 °C juures. Sekreteeritud
valkude hulk on s66tmes madal ja seetdttu on selles sisaldavate valkude tuvastamiseks vajalik
s00tme kontsentreerimine. Selleks kasutati Spectra/Por dialiitisikotte (ldbilaskevoimega 12—14
kDa) (Spectrum Medical Industries, katalooginumber 132706) poliietiileengliikoolil (M =
40 000 g/mol) ning s66tme ruumalal lasti viheneda umbes 25 korda. Valkude sadestamiseks
lisati kontsentreeritud s66tmele viie kordne kogus eelnevalt -20 °C juures hoitud atsetooni ning
tsentrifuugiti 21 420 rcfja 4 °C juures 15 min. Supernatant eemaldati ja valgu sade lahustati 70
ul 4xLaemmli puhvris (0.250 M TrisHCI (pH 6.8), 8 % SDS, 40 % gliitserool, 20 % 2-
merkaptoetanool, 0.2 % broomfenoolsinine, 24 % vesi). Proove sdilitati analiiiisiks -20 °C

juures.

2.2.7. Rakkude ettevalmistus valguekspressiooni kontrolliks

Rakke tsentrifuugiti 5 min toatemperatuuril 300 rcf ja vdeti iiles 1 ml fosfaatpuhverdatud
soolalahuses (PBS). Jargmisena tsentrifuugiti rakke 10 min 2380 rcf, 4 °C juures. Edasi toimus
rakkude liiisimine, milleks rakud suspendeeriti 120 pl iihe kordses koguses proteaasi
inhibiitoritega liiisipuhvris (1 % NP-40, 150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8,0) ja hoiti
luiisumiseks tund aeg jadl. Seejérel liisaat tsentrifuugiti 4 °C juures 15 min 13 700 rcf ning
valke sisaldav supernatant eraldati sademest. Proove sdilitati analiilisiks -20 °C juures. Valgu
kontsentratsiooni mddtmiseks Bradfordi meetodil kasutati ThermoFisher Scientific Pierce™

BCA Protein Assay Kit'i (katalooginumber 23225), jargides tootja poolt pakutud protokolli.

2.2.8. Western Blot

Koik etapid, kui ei ole mérgitud teisiti, toimusid toatemperatuuril. Rakuliisaadi proovidele lisati
enne edasist tootlust vdhemalt 7,5 pl 4xLaemmli puhvrit nii, et proovide loplik valgu
kontsentratsioon oleks vordne. Analiiiisiks valmistatud proove kuumutati 95 °C juures 5 min ja
tsentrifuugiti 5 min 21 420 rcf. Valgud lahutati SDS poliiakriiiilamiid-geelil elektroforeesi teel
(10 % geelil) kaks tundi 100 V juures. Edasi toimus valkude iilekanne geelilt

poliiviniilideenfluoriid (PVDF) 0,2 um membraanile (Thermo Fisher Scientific,
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katalooginumber 88520) tilekandepuhvris (50 mM Tris-HCI (pH 8,3), 40 mM gliitsiin, 0,037
% SDS, 20 % metanool) tund aega 100 V juures.

Jirgmisena toimus membraani blokeerimine antigeenide ebaspetsiifilise seondumise
véltimiseks, tund aega loksutil. Blokeerimislahus sisaldas 3 % veiseseerum albumiini (BSA) ja
3 % lossipulbri lahust, lahjendatuna PBS-is. Membraani inkubeeriti peale blokeerimist {ile66 4
°C juures primaarsete antikehadega, lahustatuna blokeerimislahuses. Kdik kasutatud antikehad
on vilja toodud tabelis 2. Peale seda pesti membraani 3x5 min PBS+Tween (0,1 %) lahusega
ning inkubeeriti tund aega biotiniileeritud sekundaarsete antikehadega, lahustatuna
blokeerimislahuses. Jargnes 2x10 min pesu PBS+Tween (0,1 %) lahusega ja membraane
inkubeeriti tund aega 1:3000 blokeerimislahuses lahustatud Streptavidin-AP (aluselise
fosfataasi) (Dako, katalooginumber D0396) lahusega. Membraanid pesti edasi PBS-iga ning
valkude visualiseerimiseks lisati membraanile 5—15 minutiks aluselise fosfataasi (Thermo

Fisher Scientific, katalooginumber 34042) lahust.

Tabel 2. Tabelis on vilja toodud Western Blotis kasutatud antikehad. Sekundaarsed antikehad
on biotiniileeritud.

Primaarsed antikehad

Sihtméark Peremeesorganism | Kasutatud Tootja; katalooginumber
lahjendus
Inimese THBS4 Kits 1:1000 R&D Systems; AF2390
Inimese OLFM4 Kiilik 1:1000 Novusbio; NBP2-24535
Sekundaarsed antikehad
Sihtméark Peremeesorganism | Kasutatud Tootja; katalooginumber
lahjendus
Kitse IgG (biotiin) Kiiiilik 1:3000 Dako; E0466
Kiiiiliku IgG Eesel 1:3000 Dako; E0432
(biotiin)

2.2.9. Immunofluorestsentsanaliiiis

Immunofluorestsentsmikroskoopias kasutatud nahapreparaatidega kiilmldigud saadi Tartu
Ulikooli Kliinikumi Nahahaiguste kliinikust, professor Kiilli Kingo uurimisgrupi kiest.
Uurimistodsse kaasatud naastulise psoriaasi diagnoosiga patsientidelt koguti 3 mm diameetriga
koebiopsia (Tartu Ulikooli Eetikakommitee kooskdlastus nr 245/M-18). Koeproovid sisestati
kiilmutuslahusesse ja kiilmutati vedelal ldmmastikul. Saadud koeproovidest 1digati 10 um

paksusega 16igud alusklaasidele, mida kasutati t66 autori poolt immunofluorestsentsanaliiiisis.
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Koik jiargnevad etapid viidi ldbi toatemperatuuril kui pole mérgitud teisiti. Koeldikude ning
rakkude vérvimise etapid olid samad. Kiilmast vdetud koeldike soojendati enne fikseerimist 10
min toatemperatuuril. Proovid fikseeriti 10 min 4 % paraformaldehiiiidi lahusega ja pesti 3x3
min PBS-is. Rakke siilitati jargmise etapini 4 °C juures PBS-is. Seejdrel permeabiliseeriti
rakke/koeldike 15 min 0,2 % Trixton X-100 PBS lahuses, millele jargnes 3x3 min pesu PBS-
iga. Proove blokeeriti antikehade mittespetsiifilise seondumise véltimiseks tund aega
niisutusega kambris blokeerimislahusega, milleks oli 5 % eesli seerum (Merck,
katalooginumber ~ S30-100ML) lahustatuna  PBS-is.  Seejdrel lisati  proovidele
blokeerimislahuses lahjendatud primaarsed antikehad (vélja toodud tabelis 3) ja inkubeeriti
iledo 4 °C juures, niisutusega kambris. Rakud/koeldigud pesti jargneval pieval 3x5 min PBS-
iga ja neile lisati tunniks ajaks sekundaarsed antikehad (vélja toodud tabelis 4), lahjendatuna
blokeerimislahuses. Edasi inkubeeriti rakke/koeldike kahe minuti jooksul tuumade
visualiseerimiseks 1:1000 PBS-is lahjendatud DAPI-ga (Thermo Fisher Scientific,
katalooginumber D1306). Lopetuseks pesti rakke 3x5 min PBS-iga ja sulundati kasutades
Dako fluoresentssulundusvedelikku (katalooginumber S3023).

Preparaate sdilitati analiilisiks 4 °C juures. Proove vaadeldi Olympus IX81 CellR
fluoresentsmikroskoobiga ja piltide tegemiseks kasutati Hamamatsu Orca ER (Hamamatsu

Phototonics) kaamerat. Pilte toodeldi Hokawo (versioon 2.1) pilditdStlusprogrammiga.

Tabel 3. Tabelis on vilja toodud rakkude ning koeldikude immunofluorestsentsanaliiiisis
kasutatud primaarsed antikehad.

Sihtméark Peremees- | Kasutatud Tootja; katalooginumber
organism lahjendus

Keratiin5 Kilik 1:500 Abcam; ab53121

Inimese THBS4 Kits 1:100 R&D Systems; AF2390

Integriin 34 (Alexa Flour Hiir 1:200 R&D Systems, US;

647) FAB4060R-100UG

Vimentiin Kilik 1:250 Abcam, GB; EPR3776

Inimese OLFM4 Kilik 1:100 Novusbio; NBP2-24535

Keratiinl5 Hiir 1:100 Abcam, GB; ab80522

CD71 Kilik 1:100 Bioss Antibodies; bs-0988R

CD90 Hiir 1:50 BD Pharmingen; 550543

Ki67 Rott 1:200 eBioscience, US; 14-5698
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Tabel 4. Tabelis on vilja toodud rakkude ning koeldikude immunofluorestsentsanaliiiisis
kasutatud sekundaarsed antikehad.

Sihtmiirk Peremees- | Kasutatud Tootja; katalooginumber
organism | lahjendus

Kitse IgG (Alexa Flour 488) | Eesel 1:1000 Invitrogen (Thermo Fisher);
A-11055

Hiire IgG (Alexa Flour 647) | Eesel 1:1000 Invitrogen (Thermo Fisher);
A-31571

Kiiiiliku IgG (Alexa Flour Eesel 1:1000 Invitrogen (Thermo Fisher);

568) SA5-10042

Kiiiiliku IgG (Alexa Flour Eesel 1:1000 Life technologies (Thermo

488) Fisher); A-21206

Hiire IgG (Alexa Flour 488) | Eesel 1:1000 Invitrogen (Thermo Fisher);
A-21202

Roti IgG (Alexa Flour 594) | Eesel 1:1000 Invitrogen (Thermo Fisher);
A-21209

2.2.10. Rakkude proliferatsiooniprotsendi miiramine

24 tundi enne fikseerimist mojutati rakke 25 % uuritavat valku sisaldava konditsioneeritud
sootmega. Kontrolliks toddeldi rakke 25 % tiihja vektoriga tranfekteeritud rakkudelt kogutud
konditsioneeritud ~ s66tmega.  Prolifereeruvate = rakkude  leidmiseks  visualiseeriti
proliferatiivsusmarker ~ Ki67-antigeen anti-Ki67-antikehaga. Edasi arvutati rakkude
proliferatsiooniprotsent Ki67 positiivsete rakkude osana kdigi rakkude hulgast, mis médrati
DAPI-ga védrvunud tuumade arvust. Ki67-positiivsete fibroblastide suhtarvu médaramine toimus
18 korduses, kus kokku loeti umbes 2500 iihe valguga/kontrolls66tmega mdjutatud rakku.
Keratinotsiiiitide proliferatsiooniprotsent maérati kolmes korduses, kus kokku loeti umbes 1800
ithe valguga/kontrollso6tmega toddeldud rakku. Rakkude lugemiseks kasutati ImageJ (versioon

1.52) pilditootlusprogrammi.

2.2.11. Rakkude elumuse maidramine

Rakkude elumust médrati CellTitler-Glo reagendi (Promega, katalooginumber G7570) abil.
Reagent liilisib rakud ja annab ATP-ga reageerides rakkude arvuga proportsionaalse
luminestsentsi signaali (RLU, ingl relative light unit). 24-kannulisele plaadile pandi kasvama
7000 HaCaT rakuliini rakku ning 15000 fibroblasti kannu kohta, 25 % uuritavat valku
sisaldavas konditsioneeritud so66tmes. Kontrollsootmena kasutati 25 % tiihja vektoriga
transfekteeritud rakkudel kogutud konditsioneeritud s6ddet. Rakkude suhteline hulk méérati 24
tunniste intervallidena, fibroblastide puhul 72 ning HaCaT rakuliini rakkude puhul 96 tunni
jooksul. Selleks eemaldati rakkudelt so6de ja neid inkubeeriti 10 min 200 pl CellTitler-Glo
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reagendiga. Saadud liisaadist voeti analiiiisiks 100 pl ja luminestsentsi mdddeti Tecan Infinite®

200 PRO abil. Katse viidi 1&bi mdlema rakutiitibiga kolmes korduses.

2.2.12. In vitro kraape-meetodil haava paranemise katse

Katse viidi 14bi kui rakud olid 24-kannulisel plaadil konfluentsed. 24 tundi enne eksperimendi
alustamist mdjutati rakke 25 % uuritavat valku sisaldava konditsioneeritud sddtmega.
Kontrolliks t6ddeldi rakke tithja vektoriga transfekteeritud rakkudelt kogutud 25 %
konditsioneeritud s66tmega. Umbes 300-400 um laiuse rakuvaba ala, nn ,,haava® tekitamiseks
kasutati steriilset, 1 ml pipeti otsikut. Koheselt peale haava tekitamist pildistati kannusid Nikon
Eclipse TS100 mikroskoobiga (Oh). Edasi jaddvustati rakuvaba ala laius fibroblastidel kolme
tunniste intervallidega, 12 tunni jooksul ning HaCaT rakkudel kuue tunniste intervallidega, 30
tunni jooksul. Haava laiuse mddtmiseks kasutati ImagelJ (versioon 1.52) pilditd6tlusprogrammi.
Tulemusi véljendati haava avatuse protsendina, kus haava algseks laiuseks loeti 100 %. Haava
paranemise kiirus leiti kontrolli ning valguga t66deldud protsentuaalse rakuvaba ala vahena
katse 16puks. Katse viidi ldbi fibroblastide puhul neljas ja HaCaT rakuliini rakkudega kolmes

korduses.

2.2.13. Rakkude migratsiooni ja invasiivsuse hindamine

Rakkude migratsioonivoimet ning invasiivsust hinnati 8§ pum poori suurusega Boyden'i
kambriga (Corning, katalooginumber 3422). Rakke mdjutati 24 tundi enne katset 25 % THBS4
sisaldava konditsioneeritud s66tmega, voi 1 pg/ml puhastatud inimese rekombinantse OLFM4-
ga (R&D Systems, katalooginumber 10261-OL-050). Kontrolliks lisati vastavalt tiihja
vektoriga transfekteeritud rakkudelt kogutud 25 % konditsioneeritud soddet voi 10 pl PBS-i.
Kambrisse lisati 15 000 rakku 200 pl seerumita kasvusodtmes, mis sisaldas 50 % THBS4
sisaldavat konditsioneeritud soddet voi kuhu lisati 1 pg/ml puhastatud OLFM4. Kontroll-
rakkudele lisati 50 % tiihja vektoriga transfekteeritud rakkudelt kogutud konditsioneeritud
s60det voi 10 ul PBS-i. Kambri alla lisati 400 pul seerumiga s6ddet ning 24 tunni pérast toimus
rakkude fikseerimine metanooliga, 3 min jooksul. Rakkude visualiseerimiseks varviti need 0,5
% Comassie Brilliant Blue lahusega (0,5 % Comassie Blue G250 (Fluka), 50 % metanool, 10
% dadikhape, 40 % MQ vesi) 20 min toatemperatuuril ja pesti MQ veega. Membraanist mitte

1abi litkkunud rakud eemaldati kambrist ettevaatlikult niisutatud vatitikuga.
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Kambrite katmiseks Matrigeliga segati kokku 1/4 Matrigeli (Corning, katalooginumber
354248) ja 3/4 DMEM soddet, ning saadud lahust kanti membraanile 50 pl. Matrigeli
enneaegse tahenemise viltimiseks tootati eelnevalt 4 °C juures hoitud téovahenditega ning
Matrigeli tahenemiseks inkubeeriti plaati tund aega toatemperatuuril. Edasi viidi 14bi rakkude
invasiivsuse hindamine eelnevalt kirjeldatud meetodil. Rakke vaadeldi ning jaddvustati Nikon
Eclipse TS100 mikroskoobi abil ja rakkude lugemiseks kasutati Image] (versioon 1.52)

pilditoStlusprogrammi. Rakkude migratsioonivoimet ja invasiivsust hinnati kolmes korduses.

2.2.14. Andmete statistiline analiiiis

Kéesolevas bakalaureusetods on koik katsed lébi viidud vihemalt kolmes korduses. Tulemusi
iseloomustavatel tulpdiagrammidel on kujutatud korduste keskvidirtust ning keskvairtusi
iseloomustavad 95 % usalduspiirid. Statistilise olulisuse miiramiseks kasutati MS Exceli
(versioon 16.47.1) kahepoolset sdltumatut Studenti t-testi. Statistilise olulisuse nivooks loeti

a =0,05.

2.3. Tulemused
2.3.1. THBS4 ja OLFM4 ekspressioon psoriaasi patsientide koeldikudes

THBS4 ning OLFM4 ekspressiooni inimese nahas on siiani vdhe uuritud. THBS4 nork
ekspressioon on leitud naha fibroblastides (Proteinatlas a), kuid OLFM4 ekspressiooni inimese
nahas siiani ndidatud ei ole (Proteinatlas b). Kéesoleva t66 esimeseks eesmirgiks oli uurida,
milline on THBS4 ja OLFM4 ekspressioon inimese nahas. Lisaks taheti teada, kas uuritavate
valkude ekspressioonitase on psoriaasi patsientidel muutunud. Varasemalt on kirjeldatud nii
THBS4 kui OLFM4 ekspressiooni suurenemist kudede kahjustuste korral, kuid psoriaasi
patsientidel antud valkude ekspressiooni varem uuritud ei ole. Selleks visualiseeriti koeldikudes
THBS4 ning OLFM4 vastavate antikehadega. Analiiiisiks kasutati kolme psoriaasi patsiendi ja
kolme terve nahaga patsiendi proove. Lisaks visualiseeriti koeldikudes integriin B4 (ITGB4),
mis on oluline subiihik hemidesmosoomides (Russell jt., 2003) ning tihistab koeldikudes
basaalmembraani asukohta. Edasi vorreldi THBS4 ning OLFM4 ekspressiooni psoriaasi

patsientide ning tervete patsientide koeldikudes.

Analiiiis néitas, et THBS4 on lokaliseerunud dermisesse, epidermises ekspressioon puudub

(joonis 5). Tervete patsientide koeldikudes oli THBS4 ekspressioon madal (joonis 5 NP1-3),
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kuid psoriaasi patsientidel oli THBS4 ekspressioon mérkimisvédrselt suurenenud (joonis 5

PS1-3).

PS3

h & ‘ J -m
-

Joonis 5. THBS4 ekspressiooni vordlus tervete patsientide (N1-3) ning psoriaasi
patsientide (PS1-3) koeldikudes. Joonistel on tdhistatud epidermis (E), dermis (D) ning
basaalmembraan (ITGB4). THBS4 ekspressioon on lokaliseerunud dermisesse ja psoriaasi
patsientidel on THBS4 ekspressioon méarkimisvédrselt kdrgem. Rakutuumad on tdhistatud
DAPI-ga. Mddtkava vastab 200 um-le.

OLFM4 ekspressioon tuvastati peamiselt epidermises ning seal ekspressioonis muutusi

psoriaasi korral ei leitud (joonis 6). Tervete patsientide koeldikudes oli OLFM4 ekspressioon
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dermises madal (joonis 6 NP1-3), kuid psoriaasi korral oli valgu hulk dermises oluliselt

suurenenud (joonis 6 PS1-3).

NP1

NP2

NP3

PS1

PS2

PS3

Joonis 6. OLFM4 ekspressiooni vordlus tervete patsientide (N1-3) ning psoriaasi
patsientide (PS1-3) koeldikudes. Joonistel on tihistatud epidermis (E), dermis (D) ning
basaalmembraan (ITGB4). OLFM4 on peamiselt lokaliseerunud epidermisesse. Tervetel
patsientidel on antud valgu ekspressioon dermises nork, kuid psoriaasi korral on OLFM4
ekspressioon dermises oluliselt suurenenud. Rakutuumad on tdhistatud DAPI-ga. Mdotkava
vastab 200 pum-le.
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2.3.2. Tranfektsiooni edukuse kontroll

THBS4 ning OLFM4 on rakuvilise maatriksi valgud ning nende mdju uurimiseks mdjutati
uuritavaid rakke vastavalt kas rekombinantset THBS4 voi OLFM4 sisaldava konditsioneeritud
s00tmega. Konditsioneeritud sootmete valmistamiseks toimus THBS4 voi OLFM4 valku
kodeerivat jdrjestust sisaldavate plasmiidide transfektsioon HEK293 rakuliini rakkudesse.
Transfektsiooni edukust kontrolliti Western Bloti meetodil ning lisaks viidi lébi
immunofluorestsentsanaliilis vastavalt kas THBS4 vdoi OLFM4 antikehaga. THBS4 geeni
transfektsiooni edukus oli umbes 51,4 % ning tiihja ekspressioonivektoriga transfekteeritud
rakkudes (kontroll) THBS4 ekspressiooni ei esinenud (joonis 7A). THBS4 suuruseks oli
~150kDa ning Western Bloti meetodi abil niidati, et rakud sekreteerisid THBS4 suurel hulgal
sO0tmesse, rakuliisaadis oli sellega vorreldes valku véga vihe (joonis 7B). OLFM4 geeni puhul
oli transfektsiooni edukus madalam, 29 %. OLFM4 ekspressiooni tiihja ekspressioonivektoriga
transfekteeritud rakkudes ei esinenud (joonis 7C). OLFM4 suuruseks sdotmes oli ~55kDa,
rakkudes ~40kDa ja Western Bloti abil leiti, e¢ OLFM4 hulk oli s66tmes ja rakuliisaadis

umbkaudu sama (joonis 7D).
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Joonis 7. HEK293 rakuliini tranfektsiooni edukuse kontroll. THBS4 (A, B) ja OLFM4 (C,
D) ekspressioon tiihja ekspressioonivektoriga (kontroll) ning vastavalt THBS4/ OLFM4 geeni
sisaldava ekspressioonivektoriga transfekteeritud HEK293 rakuliini rakkudes. Rakutuumad on
tahistatud DAPI-ga. Mdotkava vastab S0um-le.
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2.3.3. THBS4 mdju naharakkude proliferatsioonile

Kiesolevas to0s uuriti, kas THBS4 ja OLFM4 lisamine rakkude kasvukeskkonda mojutab
inimese naha primaarsete fibroblastide ja keratinotsiilitide proliferatsiooni. Mdju rakkude
proliferatsioonile iseloomustati esiteks Ki67-positiivsete rakkude protsendi muutuse kaudu,
mida visualiseeriti immunofluorestsentsmikroskoopia abil. Rakke mojutati 24 tundi enne
fikseerimist uuritavat valku sisaldava konditsioneeritud so6tmega voi kontrollséotmega.
Prolifereeruvad rakud tuvastati proliferatiivsusmarkeri, Ki-67 antigeeni (Gerdes jt., 1984)
kaudu. Proliferatsiooniprotsent méaérati Ki67 positiivsete rakkude hulgana koigist rakkudest,

mis leiti DAPI-ga virvunud tuumade arvust.

Koigepealt uuriti THBS4 mdju inimese naha primaarsete fibroblastide ja keratinotstiiitide
proliferatsioonile. Leiti, et valgu juuresolekul prolifereeruvate fibroblastide suhtarv ei
suurenenud (joonis 8). THBS4 mojus keratinotsiiiitide proliferatsioonile soodustavalt, kuid

valgu mdju rakkude prolifereerumisele ei olnud statistiliselt oluline (joonis 8).
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Joonis 8. THBS4 moju inimese naha primaarsete fibroblastide ning keratinotsiiiitide
proliferatsioonile. Rakke mojutati 24 tundi enne fikseerimist THBS4 sisaldava s66tmega voi
kontrollsodtmega. Prolifereeruvad rakud tuvastati Ki-67 proliferatiivsusmarkeri abil ning
proliferatsiooni aktiivsus méérati Ki67 positiivsete rakkude hulgana koigist rakkudest, mis leiti
DAPI-ga viarvunud tuumade arvust. Modtkava vastab 200 pm-le.

33



Edasi uuriti valkude mdju fibroblastide ning HaCaT rakuliini rakkude proliferatsioonile
CellTitler-Glo reagendi abil. THBS4 modju uurimiseks keratinotsiilitidele kasutati HaCaT
rakuliini rakke, sest ilmnesid probleemid primaarsete keratinotsiilitide kasvatamisel. HaCaT
rakud on spontaanselt immortaliseerunud inimese keratinotsiilitide rakuliini rakud. Erinevate
katsetega on tdestatud, et HaCaT rakuliin on kindlas keskkonnas usaldusvddrne mudel
nahahaiguste uurimiseks (Colombo jt., 2017). Rakke mojutati 24 tundi enne analiiiisi uuritavat
valku sisaldava konditsioneeritud so6tmega voi kontrolls6otmega ning rakkude elumuse
médramiseks inkubeeriti neid 10 minutit Cel/Titler-Glo reagendiga. Reagent liiiisis rakud ning
andis ATP-ga reageerides rakkude arvuga proportsionaalse luminestsentsi signaali (RLU, ingl
relative light unit). Mootmised teostati iga 24 tunni tagant, fibroblastide puhul 72 ning HaCaT

rakuliini rakkude puhul 96 tunni jooksul.

Analiitis kinnitas eelnevalt saadud tulemusi THBS4 mdju kohta fibroblastide proliferatsioonile.
72 tunni moddudes ei erinenud THBS4-ga mojutatud rakkude arv kontrollist. Viike erinevus
fibroblastide hulgas oli ndha 48. tunnil, kuid see ei olnud statistiliselt oluline (joonis 9). Lisaks
ei leitud ka HaCaT rakuliini keratinotsiiiitide proliferatsioonis 96 tunni jooksul THBS4 mdjul

statistiliselt olulisi erinevusi (joonis 9).
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Joonis 9. THBS4 méju inimese naha primaarsete fibroblastide ja HaCaT rakuliini
rakkude elumusele. THBS4 sisaldava voi kontrolls66tmega mojutatud rakkude arv méirati
CellTitler-Glo reagendi abil, mis andis ATP-ga reageerides rakkude arvuga proportsionaalse
luminestsentsi signaali (RLU, ingl relative light unit).
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2.3.4. OLFM4 moju naharakkude proliferatsioonile

Edasi uuriti OLFM4 modju naharakkude prolifereerumisele. Koigepealt uuriti eespool
kirjeldatud meetodil immunofluorestsentsmikroskoopia abil antud valgu mdju naharakkude
proliferatsiooniprotsendile. Analiilisi tulemisena leiti, et Ki-67 positiivsete fibroblastide arv
OLFM4 juuresolekul vorreldes kontrolliga ei erinenud (joonis 10). OLFM4 mojul suurenes aga
inimese naha primaarsete keratinotsiititide proliferatiivsus 25,8 % vorra ning leitud erinevus oli

statistiliselt viaga oluline (P = 0,009) (joonis 10).
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Joonis 10. OLFM4 mdju inimese naha primaarsete fibroblastide ning keratinotsiiiitide
proliferatsiooniprotsendile. Rakke mdjutati 24 tundi enne fikseerimist OLFM4 sisaldava
sO0tmega voi kontrollsootmega. Prolifereeruvad rakud tuvastati Ki-67 proliferatiivsusmarkeri
abil ning proliferatsiooni aktiivsus méérati Ki67 positiivsete rakkude hulgana kdigist rakkudest,
mis leiti DAPI-ga virvunud tuumade arvust (**p < 0,01). Mddtkava vastab 200 um-le.

Edasi uuriti OLFM4 modju fibroblastide ning HaCaT rakuliini keratinotstiiitide
proliferatsioonile Cell/Titler-Glo reagendi abil. Analiiiis kinnitas eelnevalt saadud tulemusi, et
OLFM4 ei mdjuta fibroblastide proliferatsiooni. Taaskord on néha 48. tunnil véike erinevus
fibroblastide hulgas vorreldes kontrolliga, kuid tegu ei ole statistiliselt olulise vahega (joonis

11). Lisaks uuriti OLFM4 md&ju HaCaT rakuliini rakkudele, kus statistiliselt oluline erinevus

rakkude arvus 96 tunni jooksul vorreldes kontrolliga puudus (joonis 11).
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Joonis 11. OLFM4 moju inimese naha primaarsete fibroblastide ja HaCaT rakuliini
rakkude elumusele. THBS4 sisaldava voi kontrolls6tmega mojutatud rakkude arv méirati
CellTitler-Glo reagendi abil, mis andis ATP-ga reageerides rakkude arvuga proportsionaalse
luminestsentsi signaali (RLU, ingl relative light unit).

2.3.5. THBS4 méju naharakkude migratsioonivoimele

Jargmisena uuriti, kas THBS4 ja OLFM4 mojutavad naharakkude migratsioonivoimet ja
invasiivsust. Analiilisiti valkude moju inimese naha primaarsetele fibroblastidele ning HaCaT

rakuliini rakkudele.

Esiteks uuriti THBS4 ja OLFM4 mdju in vitro kraape-meetodil haava paranemise katsega.
Rakke mojutati enne katset 24 tundi uuritavat valku sisaldava s66tmega voi kontrolls6dtmega
ning katse alguses rakkudel soddet ei vahetatud. Steriilse pipetiotsikuga tdommati
konfluentsetesse rakkudesse rakuvaba ala, nn ,haav®, mille paranemine jiddvustati
fibroblastide puhul kolme tunniste, HaCaT rakuliini rakkude puhul kuue tunniste intervallidega.
Tulemusi véljendati haava avatuse protsendina, kus haava algne laius oli 100 %. Haava
paranemise kiirus leiti kontrolli ning valguga t66deldud protsentuaalse rakuvaba ala vahena

katse 16puks.

Eksperimendi tulemusena leiti THBS4 positiivne mdju fibroblastide migreerumisvdimele.
THBS4 suurendas fibroblastidega kaetud pinnal avause kokku kasvamise kiirust 11,2 % vorra
ning leitud mdju rakkude migreerumisvoimele oli statistiliselt oluline (P = 0,019) (joonis 12A).
Statistiliselt olulist erinevust HaCaT rakuliini rakkude haava paranemise kiiruses THBS4 mojul

ei tdheldatud (joonis 12B).
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Joonis 12. THBS4 mdoju fibroblastidesse (A) ning HaCaT rakuliini rakkudesse (B)
tommatud haava paranemisele. THBS4-ga voi kontrollsddtmega mdjutatud rakkude
migreerumist jaddvustati fibroblastide (A) puhul 12 tunni ning HaCaT rakuliini rakkude (B)
puhul 30 tunni jooksul. Tulpdiagrammil on kujutatud haava avatuse protsent katse 16pus (*p <
0,05). Mootkava vastab 200 um-le.

Haava avatuse protsent

Edasi uuriti valkude mdju fibroblastide migreerumisvoimele 8 um poori suurusega Boyden’i
kambriga. Lisaks migreerumisvdimele 14bi kambri membraani analiilisiti ka rakkude
invasiivsust ning selleks kaeti kambri membraan kommertsiaalse rakuvilise maatriksi
valguseguga Matrigel. Matrigel vdimaldab hinnata rakkude invasiivsust in vitro, jéljendades
kambris basaalmembraani. Matrigeliga kaetud kambrites liiguvad 14bi membraani vaid

invasiivsed rakud, mis sekreteerivad Matrigeli degradeeruvaid proteaase.

Rakkude migreerumisvdime ning invasiivsuse hindamiseks lisati rakud kambrisse THBS4

sisaldavas so00tmes voi kontrollsodtmega. Tulemuseks saadi, et THBS4 soodustab oluliselt
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fibroblastide migratsiooni. THBS4 suurendas rakkude migratsioonivdimet 1,9 korda ning leitud
erinevus oli statistiliselt viga oluline (P = 1,3E -09) (joonis 13A). Kéesolevas to0s ei tdheldatud

THBS4 mdju fibroblastide invasiivsusele (joonis 13B).
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Joonis 13. THBS4 méju inimese naha primaarsete fibroblastide migratsioonile (A) ja
invasioonile (B). Katsed viidi 1dbi Matrigeliga katmata (A) ning kaetud (B) 8 um poori
suurusega Boyden’i kambritega. Rakke mojutati THBS4-ga voi kontrollsodtmega ning 1dbi
membraani migreerunud rakud vérviti, jiddvustati ning loeti kokku vihemalt kuues vaatevéljas.
Modtkava vastab 200 um-le (***p < 0,001).

2.3.6. OLFM4 moju naharakkude migratsioonivoimele

Jargmisena uuriti eespool kirjeldatud in vitro kraape-meetodil haava paranemise katsega ka
OLFM4 moju rakkude migratsioonivdimele. Tulemuseks saadi, et valk soodustas
fibroblastidesse tommatud haava kinni kasvamist 11,8 % vdrra ning leitud erinevus oli
statistiliselt oluline (P = 0,01) (joonis 14A). HaCaT rakuliini rakkudesse tdmmatud haava

paranemist OLFM4 sisaldav konditsioneeritud s66de ei mdjutanud (joonis 14B).
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Joonis 14. OLFM4 mdju fibroblastidesse (A) ning HaCaT rakuliini rakkudesse (B)
tommatud haava paranemisele. OLFM4-ga vdi kontrollso6tmega mojutatud rakkude
migreerumist jaddvustati fibroblastide (A) puhul 12 tunni ning HaCaT rakuliini rakkude (B)
puhul 30 tunni jooksul. Tulpdiagrammil on kujutatud haava avatuse protsent katse 16pus (*p <
0,05). Mdodtkava vastab 200 um-le.

Lisaks hinnati OLFM4 moju fibroblastide migreerumisvdimele ja invasiivsusele Boyden’i
kambri abil. Fibroblastidele lisati katse 14bi viimiseks kasvukeskkonda kas puhastatud inimese
rekombinantset OLFM4 voi kontrolliks PBS-i. Rakud fikseeriti ja loendati vihemalt kuues

vaateviljas 24 tunni pérast.

Tulemuseks saadi, et OLFM4 suurendas oluliselt nii fibroblastide migratsioonivoimet kui ka
invasiivsust. OLFM4 mojul kasvas fibroblastide migratsioonivdime 1,3 korda ning leitud
erinevus oli statistiliselt vdga oluline (P = 2,2E -06) (joonis 15A). Lisaks suurendas OLFM4
1,6 korda fibroblastide invasiivsust ning taaskord oli leitud kasv statistiliselt viga oluline (P =

2,2E -09) (joonis 15B).

39



% X %

200 I !

— —
(=3 W
S S

W
(=]

Fibroblaste vaateviljas

(=]

Kontroll OLFM4
>k % >k

1

Kontroll OLFM4
Joonis 15. OLFM4 méju fibroblastide migratsioonile (A) ja invasioonile (B). Katsed viidi
1abi Matrigeliga katmata (A) ning kaetud (B) 8 um poori suurusega Boyden’i kambritega.
Rakke mdjutati OLFM4-ga vdi PBS-iga (kontroll) ning ldbi membraani migreerunud rakud
varviti, jdddvustati ning loeti kokku vihemalt kuues vaateviljas. Mdotkava vastab 200 pm-le
(***p <0,001).

2.3.7. THBS4 ja OLFM4 méju CD71, CD90, ITGB4 ja vimentiini ekspressioonile

Kkeratinotsiiiitides

Edasi uuriti, kuidas THBS4 ja OLFM4 mojutavad inimese primaarsete keratinotsiititide
olulisemate markerite ekspressiooni. Rakke mojutati selleks 24 tundi enne katset uuritavat
valku sisaldava voOi tiihja vektoriga transfekteeritud rakkudelt kogutud (kontroll)

konditsioneeritud so6tmega.

Esimesena uuriti mesenhiimaalsete tiivirakumarkerite (CD71, CD90) ekspressiooni muutumist
THBS4 ja OLFM4 mgdjul. Li jt. (1998) niitasid, et keratinotsiiiitide hulgast saab tiivirakke
kindlaks teha CD71 madala ekspressioonitaseme jargi. Uurides peale THBS4 ja OLFM4
sisaldava konditsioneeritud s66tmega mdjutatud keratinotsiiiitides CD71 antigeeni esinemist,

mingeid erinevusi ei leitud. CD71 ekspressioonitase oli kdrge (joonis 16).
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Joonis 16. CD71 ekspressioon inimese primaarsetes Kkeratinotsiiiitides. CD71
ekspressioonitase on kdrge ning THBS4 ja OLFM4 CD71 ekspressiooni ei mdjuta. DAPI-ga
on tdhistatud tuumad. Mddtkava vastab 200 pm-le.

CD71 ekspressioon voib aga keratinotsiititide kultiveerimisel muutuda ja olla seetdttu ebatépne.
On kirjeldatud, et CD90 on usaldusviirne keratinotsiititide tiivirakumarker nii in vitro kui ka
in vivo. (Nakamura jt., 2006) Seetdttu uuriti ka CD90 ekspressiooni muutust OLFM4 ning
THBS4 juuresolekul. Tulemuseks saadi, e¢ THBS4 ei mdjuta CD90 ekspressiooni, kuid
OLFM4 mojul oli CD90 ekspressioon langenud (joonis 17).

THBS4 Kontroll

OLFM4

Joonis 17. CD90 ekspressioon inimese primaarsetes keratinotsiiiitides. OLFM4 vihendab
mérkimisvaérselt CD90 ekspressioonitaset, THBS4 CD90 ekspressiooni ei mdjuta. DAPI-ga
on tdhistatud tuumad. Mddtkava vastab 200 pm-le.
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Jargmisena uuriti THBS4 ja OLFM4 moju integriin 4 (ITGB4) ekspressioonile. ITGB4 on
oluline subiihik hemidesmosoomides ning on demonstreeritud, et tal on oluline roll
keratinotsiilitide migratsioonivoime regulatsioonis (Russell jt., 2003). Antud t66s THBS4 ja

OLFM4 sisaldavate konditsioneeritud so6tmete juuresolekul ITGB4 ekspressioonis muutusi ei
leitud (joonis 18).

THBS4 Kontroll

OLFM4

Joonis 18. ITGB4 ekspressioon inimese primaarsetes keratinotsiiiitides. OLFM4 ja THBS4
ITGB4 ekspressi ei mdjuta. DAPI-ga on téhistatud tuumad. Mddtkava vastab 200 um-le.

Keratinotsiilitide migratsioonis on olulised vimentiini ja keratiini intermediaalsete filamentide
vahelised interaktsioonid. On ndidatud, et vimentiini knockout Keratinotsiiiitide
migratsioonivdime langes 21 % (Velez-delValle jt., 2016). Suuri erinevusi vimentiini

ekspressioonitasemes valkude mojul kdesolevas t60s ei tuvastatud (joonis 19).

Kontroll

THBS4

OLFM4

Joonis 19. Vimentiini ekspressioon inimese primaarsetes keratinotsiiiitides. OLFM4 ja
THBS4 vimentiini ekspressioonitaset ei mdjuta. DAPI-ga on tdhistatud tuumad. Modtkava
vastab 200 pum-le.
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2.4. Arutelu

Kiesolevas bakalaureusetdos uuriti kahe regulatoorse rakuvélise maatriksi valgu, THBS4 ning
OLFM4 mdju naha fibroblastide ning keratinotsiiiitide proliferatsioonile ja migratsioonile.
Need kaks protsessi on olulised nahahaavade paranemisel. Haavade paranemine on organismi
iks keerukamaid protsesse, mis pdhineb RVM-i ja eri rakutiiiipide vahelistel interaktsioonidel.
Nahahaavade kiire ja efektiivne paranemine on vajalik organismi homdostaasi hoidmiseks ning

naha kui kaitsva barjiéri taastamiseks.

Varasemalt on kirjeldatud OLFM4 ekspressiooni suurenemist kudede kahjustuste (Klaas jt.,
2016) ning ka poletike korral (Gersemann jt., 2012; Shao jt., 2019). Lisaks on ndidatud valgu
antiapoptootilisi omadusi (Dassen jt., 2010; Zhang jt., 2004) ja mdju rakkude liikuvusele
(Gersemann jt., 2012; Liu jt., 2006) kuid siiani ei ole keegi uurinud OLFM4 rolli nahahaavade
paranemises. Kéesolevas bakalaureusetdos leiti, et OLFM4 suurendab oluliselt inimese naha
primaarsete keratinotsiiiitide proliferatsiooni. Katsetes HaCaT rakuliini keratinotstiiitidega
rakkude arvu suurenemist aga OLFM4 mdjul ei tdheldatud. Antud erinevus vdib tuleneda
asjaolust, et HaCaT on spontaanselt immortaliseerunud inimese keratinotsiititide rakuliin, mis
prolifereeruvad inimese primaarsete keratinotstiiitidega vorreldes kiiremini (Wiegand ja Hipler,
2008). Kuigi HaCaT rakuliin on kindlas keskkonnas usaldusvdidrne mudel nahahaiguste
uurimiseks (Colombo jt., 2017), on inimese primaarsed keratinotsiiiidid keskkonnamuutustele
vastuvotlikumad ning sellest voib ka tuleneda OLFM4 mairkimisvddrne mdju nende
proliferatsioonile. Veel uuriti CD90 ja CD71 ekspresseerumist primaarsetes keratinotsiiiitides.
CD71 ekspressioonis OLFM4 mdjul erinevusi ei tuvastatud, kuid leiti, e¢ OLFM4 vidhendab
mérkimisvaédrselt CD90 ekspressiooni. Varasemalt on demonstreeritud, et CD90 on
usaldusvédrne keratinotstiiitide tiivirakumarker nii in vitro kui ka in vivo (Nakamura jt., 2006).
CD90 ekspressiooni langus nditab, et OLFM4 voib kiirendada rakkude diferentseerumist.
Selleks, et kinnitada OLFM4 positiivset moju rakkude diferentseerumisele voiks veel uurida,
kas OLFM4 juuresolekul on rakkudes vihenenud basaalkihi rakkudele iseloomuliku markeri,
Keratiin 14 (Moll jt., 1982) ning suurenenud diferentseerunud keratinotsiititidele iseloomuliku
markeri, Keratiin 10 (Moll jt., 1982) ekspressioon. T60s saadud tulemustele tuginedes saab aga
véita, et OLFM4 lisamine haavale voib kiirendada haava paranemist 14dbi keratinotstiiitide
proliferatsiooni ja diferentseerumise soodustamise. See nditab, et OLFM4-1 vdib olla oluline
roll haava ravil epiteeli taastamises, sest antud protsess tugineb basaalmembraani tiivirakkude

kiirel diferentseerumisel (Rodrigues jt., 2019).
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Naha basaalsed keratinotsiiiidid on basaalmembraanile kinnitunud 1dbi hemidesmosoomide,
mille oluliseks transmembraanseks komponendiks on heterodimeer integriin o634 (ITGA6B4)
(Walko jt., 2015). Paljud leiud tdestavad, et ITGA6B4 voib otseselt mdjutada keratinotsiititide
migratsiooni, mis toimub haavas vastusena makrofaagide poolt toodetud tsiitokiinidele (Russell
jt., 2003). Lisaks on kirjeldatud ka vimentiini olulist rolli keratinotsiilitide migratsiooni
reguleerimises, kus vimentiini knockout keratinotsiilitide migratsioonivdime langes 21 %
(Velez-delValle jt., 2016). Mairkimisvairset moju kiesolevas t00s
immunofluorestsentsmikroopia abil inimese naha primaarsetes keratinotsiilitides ITGB4 ega
vimentiini ekspressioonile OLFM4 juuresolekul ei tuvastatud. Lisaks uvuriti in vitro kraape-
meetodil tekitatud mudelhaava paranemise katsega OLFM4 mdju HaCaT keratinotstiiitide
migratsioonivdimele. Tulemuseks saadi, et OLFM4 lisamisel HaCaT rakkude migreerumine ei
muutunud. Saadud tulemustest saab jireldada, et kuigi OLFM4 lisamine haavale voib
kiirendada haavade epiteeli taastamist, ei suurenda valk tdendoliselt keratinotsiiiitide

migreerumisvoimet haava piirkonda.

Haava paranemises on oluliseks etapiks ka fibroblastide migratsioon haava piirkonda. Lisaks
epiteeli taastamise kiirendamisele leiti kdesolevas td0s, et OLFM4 soodustab oluliselt
fibroblastide migreerumisvdimet ja invasiooni. See tdhendab, et OLFM4 lisamine haavale voib
soodustada ka fibroblastide invasiivset migreerumist haava paranemisel tekkivasse tihedasse
fibriinivorgustikku, kuhu fibroblastid moodustavad ajutise rakuvilise maatriksi (Rodrigues jt.,

2019).

THBS4 on rakuvélise maatriksi valk, mille positiivset mdju haavade paranemisele on ka
varasemalt kirjeldatud. Muuhulgas kirjeldasid Muppala jt. (2015) THBS4 knockout hiirtel
aeglasemat haavade paranemist. Kéesolevas t66s THBS4 modju keratinotsiiiitide
proliferatsioonile, diferentseerumisele ning migratsioonivdimele ei leitud. Kuigi varasemalt on
oletatud, et THBS4 ekspressiooni suurenemine viiks suurendada fibroblastide proliferatsiooni
(Qian jt., 2019), siis kdesolevas t66s valgu soodustavat mdju fibroblastide prolifereerumisele ei
tuvastatud. Kiill aga leiti, et THBS4 suurendab mirkimisvdérselt fibroblastide
migratsioonivoimet. Saadud tulemused néitavad, et THBS4 lisamine haavale ei soodusta
toendoliselt keratinotstiiitide proliferatsiooni ja migratsiooni. Selle eest vdib valk suurendada

fibroblastide migratsiooni haava ja seeldbi kiirendada haava paranemist.

Immunofluorestsentsmikroskoopia abil uuriti ka OLFM4 ja THBS4 ekspresseerumist inimese
nahas. OLFM4 sekreteerivad tdendoliselt keratinotsiitidid, sest valgu korge ekspressioonitase

tuvastati epidermises. THBS4 lokaliseeriti dermisesse ning selle ekspressiooni eest vastutavad
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suure tdendosusega fibroblastid. Psoriaas on levinud nahahaigus, mille {iheks tekkepdhjuseks
on keratinotsiititide liiga kiire prolifereerumine ja diferentseerumine (Krueger ja Bowcock,
2005). Nii on psoriaatiline nahk ketendav, kuid lisaks sellele on psoriaasi patsientidel
taheldatud ka kiiremat haavade paranemist kui normaalse nahaga patsientidel (Morhenn jt.,
2013). Kéesolevas to60s vorreldi THBS4 ja OLFM4 ekspressiooni kolme psoriaasi patsiendi ja
kolme normaalse nahaga patsiendi koeldikudes. Leiti, et OLFM4 ekspressioon suureneb
psoriaasi patsientide dermises. Lisaks tuvastati THBS4 maérkimisvédrselt suurem
ekspressioonitase psoriaasi patsientide koeldikudes. Kuigi antud t66s THBS4 moju
fibroblastide proliferatsioonile ei tdheldatud, nididati, et THBS4 suurendab oluliselt
fibroblastide migratsioonivdimet. Nii vOib olla seos psoriaasi patsientide suurema THBS4

taseme ning haavade kiirema paranemise vahel.

Meie uurimisgrupis on analiiiisitud mdlema valgu mdju ka hiirte nahahaavade paranemisele
ning siiani saadud tulemused on néidanud, et antud valkude lisamisel haava paranemine on
kiirenenud in vivo. Seda ning kiesolevas t60s saadud tulemusi arvesse vottes saab viita, et nii

OLFM4 kui THBS4 voiksid potentsiaalselt tulevikus olla kasutusel uutes haavaravi vahendites.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetod eesmirgiks oli uurida, kuidas regulatoorsed valgud, OLFM4 ja
THBS4, mdjutavad inimese naharakkude proliferatsiooni ja migratsiooni. Lisaks analiiiisiti
antud valkude ekspressiooni inimese nahas ning uuriti, milline on THBS4 ja OLFM4

ekspressioon levinud nahahaiguse, psoriaasi korral.

Immunofluorestsentsmikroskoopia abil lokaliseeriti OLFM4 ekspressioon inimese naha
epidermisesse. Kéesoleva t60 tulemused néitavad, et OLFM4-1 v3ib olla oluline roll epiteeli
taastamises peale vigastust. Toos leiti, et OLFM4 kiirendab oluliselt inimese primaarsete
keratinotsiilitide proliferatsiooni ja diferentseerumist, mis on molemad olulised epiteeli
taastamiseks. Moju keratinotsiiiitide migratsioonivdimele valgu juuresolekul ei tdheldatud.
Lisaks leiti eksperimentide tulemusena, et OLFM4 soodustab mérkimisviérselt fibroblastide
migratsioonivdimet ja invasiivsust. See tdhendab, et lisaks epiteeli taastamisele on OLFM4-1
oluline roll fibroblastide lilkumisel haava paranemisel tekkivasse tihedasse fibriinivorgustikku.
Nii aitab OLFM4 kaasa ajutise rakuvilise maatriksi tekkele, mis tagab raami haava

paranemiseks ning revaskularisatsiooniks.

Uurides THBS4 rolli nahahaava paranemises leiti, et valgu lisamine haavale ei soodusta
toendoliselt inimese naha primaarsete keratinotsiilitide proliferatsiooni, diferentseerumist ja
migratsiooni. Seega ei osale THBS4 epiteeli taastamises. Katsete tulemused aga nditavad, et
antud valk voib suurendada markimisvédrselt fibroblastide migratsiooni haava piirkonda ja
voib seelébi kiirendada haava paranemist. Immunofluorestsentsmikroskoopia abil tuvastati, et
THBS4 ekspresseerub inimese naha dermises ning sellest voib tuleneda ka valgu suurem moju
fibroblastidele. Lisaks leiti THBS4 mirkimisvairselt suurem ekspressioonitase psoriaasi
patsientidel, kellel on kirjeldatud haavade kiiremat paranemist. Need andmed néitavad, et kuigi
epiteeli taastamises THBS4 tdendoliselt ei osale, vdib valk nahahaavade paranemist

soodustada.

Kokkuvottes niitavad kdesoleva to0 tulemused, et nii OLFM4 kui THBS4 voiksid

potentsiaalselt tulevikus olla kasutusel uutes haavaravi vahendites.
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»Effects of Thrombospondin-4 and Olfactomedin-4 on skin fibroblast and keratinocyte

proliferation and migration*

Elizabeth Heinmée

Summary

Wound healing relies on interactions between the extracellular matrix and different cell types.
Olfactomedin-4 (OLFM4) in an extracellular matrix protein that has been associated with tissue
regeneration. OLFM4 expression has been shown to be increased in damaged tissues as well as
during inflammation and it can affect cell migration. Furthermore, OLFM4 has antiapoptotic
qualities but the importance of OLFM4 in wound healing has not been investigated before.
However, a possible role for Thrombospondin-4 (THBS4) in wound healing has been
described. It is a proangiogenic protein and the experiments with THBS4 knockout mice have

shown slower wound healing.

The aim of this study was to investigate the role of THBS4 and OLFM4 in skin fibroblast and
keratinocyte proliferation and migration. The expression of said proteins was analysed both in

healthy skin and of the skin of psoriasis patients.

Experimental data showed that OLFM4 is most probably secreted by keratinocytes because the
expression was located to the epidermis. OLFM4 was found to induce keratinocyte proliferation
and differentiation, although the effect to keratinocyte migration was not found. The protein
induced the proliferation of primary keratinocytes and reduced stem cell marker, CD90
expression. These result show that OLFM4 could promote epithelia regeneration after injury.
Furthermore, OLFM4 was found to significantly promote fibroblast migration and invasion.
OLFM4 probably induces fibroblast migration into the thick fibrin matrix that forms during

wound healing and where fibroblast produce extracellular matrix.

The results of this thesis show that THBS4 is probably produced by fibroblasts as its expression
was found in the dermis. Experimental data did not reveal any effects of THBS4 on
keratinocytes, but the results showed that THBS4 sustained fibroblast migration. Additionally,
the increased expression of THBS4 was found in psoriasis patients. The wounds of psoriasis
patients have been shown to heal faster, therefore, it can be postulated that THBS4 could have

a role in this process.

In summary, the results of this thesis show that OLFM4 and THBS4 could be potentially used

to promote wound healing.
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