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Tsiitokiini TGF-B1 poolt vahendatud muutused laminiinide ekspressioonis ODM-2 rakuliinis

Eksfoliatsiooni siindroom (XFS) on kompleksne east sdltuv haigus, mida iseloomustab fibrillaarse
rakuvilise materjali tootmine ja kuhjumine silma erinevates kudedes. Tsiitokiini transformeeriv
kasvufaktor B1 (TGF-B1) hulk on XFS-i patsientide silma vesivedelikus suurenenud ning on
pakutud vélja kui tihte voimalikku eksfoliatiivse materjali (XFM) liigse tootmise ja ladestumise
indutseerijat. XFM-i ladestuste seast on tuvastatud laminiine, kuid seni pole uuritud, kuidas on
nende esinemine seotud XFS-ga ning pole miiratud mis isovormidega on tegemist. Antud
bakalaureusetdd eesmérk oli kaardistada, kuidas TGF-f1 mdjutab laminiinide alfa-ahelate (1-5)
ekspressiooni ODM-2 rakuliinis. Bakalaureuset6d tulemusena selgus, et TGF-B1 stimuleerib
LAMAI, kuid véhendab LAMA3 ja LAMA4 ekspressiooni. Edasine nende ahelatega seotud
laminiinide funktsioonide uurimine XFS-i kontekstis aitaks paremini kirjeldada XFS-iga

kaasnevaid muutusi silmas ja osutada uutele ravi voimalustele.

Mirksonad: eksfoliatsiooni siindroom, eksfoliatiivne materjal, laminiinid, ekstratsellulaarne
maatriks, TGF-B1
CERCS: B620 Oftalmologia

Cytokine TGF-pf1-mediated changes in the expression of laminins in the ODM-2 cell line

Exfoliation syndrome (XFS) is a complex age-related disease, characterized by the production and
accumulation of fibrillar extracellular material in various tissues of the eye. The cytokine
transforming growth factor B1 (TGF-B1) is present in the aqueous humor of XFS patients at
elevated levels and has been proposed as the main contributor in the production and deposition of
exfoliative material (XFM). Laminins have been identified among XFM deposits, but their
importance in relation to XFS has not been investigated. The specific isoforms found in XFM have
also not been determined. The aim of this bachelor's thesis was to see how TGF-B1 affects the
expression of the laminin alpha chains (1-5). This bachelor's thesis showed that TGF-B1 stimulated
the expression of LAMAI, but decreased the expression of LAMA3 and LAMA4. The outcomes
from this thesis encourage further study of the function of the laminin isoforms associated with
these alpha chains in the context of XFS, as it could help to better understand the changes occurring

in the eye during the disease and may help in finding novel treatment options for XFS.
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beta receptor)
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transformeeriv kasvufaktor beeta (inglise keeles transforming growth factor beta)
ekstratsellulaarse fibrillaarse materjali (inglise keeles extracellular fibrillar material)

eksfoliatsiooni siindroom (inglise keeles exfoliation syndrome)



SISSEJUHATUS

Eksfoliatsiooni siindroom (XFS, inglise keeles exfoliation syndrome), tuntud ka kui
pseudoeksfoliatsioon (Dvorak-Theobald, 1954), on kompleksne ja siisteemne east sdltuv haigus,
mida iseloomustab fibrillaarse rakuvilise materjali tootmine ja kuhjumine silma erinevates
kudedes (Ritch ja Schlotzer-Schrehardt, 2001). XFS-i tekkepdhjused ei ole tipselt teada, kuid
hiljuti publitseeritud té6des on leitud, et XFS vaib olla seotud erinevate pdletikuliste
protsessidega (Kiichle ef al.,1995; Schldtzer-Schrehardt ja Naumann, 2006; Zenkel et al., 2005).
XFS tuvastatakse tavaliselt ebanormaalse fibrillaarse materjali kuhjumise tdttu silma eesmises
segmendis ning selle haigusega kaasneb suurenenud glaukoomi haigestumise risk (Schlotzer-

Schrehardt et al., 1992).

Peamisteks ekstratsellulaarseteks valkudeks, mis ladestuvas eksfoliatiivses materjalis (XFM,
inglise keeles extracellular fibrillar material) on kirjeldatud, on laminiin, fibronektiin,
vitronektiin, entaktiin/nidogeen, elastiin, fibrilliin-1 ja fibuliin-2 (Sharma et al., 2018). XFS-i
kidigus toimuv valgumaterjali ladestumine pdhjustaab hiireid silma vesivedeliku voolus, mis on
peamine silma normaalse siserdhu tagaja (Aboobakar et al., 2017). Silmasisese vesivedeliku
juurde- ja dravool on vastavalt reguleeritud kahe peamise kompartmendi, tsiliaarkeha
(vesivedeliku tootmise koht) ja trabekulaarse vorgustiku (vesivedeliku véljavoolu peamine koht)

poolt (Goel et al.,2010).

Laminiinid on heterotrimeersed gliikkoproteiinid, mis koosnevad kolmest disulfiid sidemetega
seotud poliipeptiidi a-, B- ja y-ahelast (Aumailley, 2013). Laminiinid on olulised
basaalmembraanide komponendid, olles raku adhesiooni, migratsiooni, diferentseerumise ja
proliferatsiooni peamised rakuvélise maatriksi regulaatorid. Mehhanismidest, mille abil
laminiinid sadestuvad ja organiseeritakse ekstratsellulaarses maatriksis (ECM, inglise keeles the
extracellular matrix) ning nende rolli XFS-i osas teatakse vihe. Senised uuringud on vaid
spekuleerinud laminiinide ladestumis mehhanismide {ile, eelkdige rakupinna retseptorite ja

laminiini siduvate valkude rolli selle protsessi reguleerimisel (Hamill ez al., 2009).

Kéesoleva bakalaureusetood eesmirgiks oli kaardistada laminiinide a-ahelate (LAMAI, LAMA?2,
LAMA3, LAMA4 ja LAMAS) geeni ekspressiooni muutused tsiitokiini TGF-f1-ga stimuleeritud

immortaliseeritud inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli ODM-2 rakuliinis.



Bakalaureusetdd valmis Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi geenitehnoloogia
dppekava raames. Antud bakalaureusetdd koostati Tartu Ulikooli meditsiiniteaduskonna alla

kuuluvas bio- ja siirdemeditsiini instituudis, RNA bioloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Silma ehitus ja vesivedelik
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Joonis 1. Inimese silm. Modifitseeritud http://entsyklopeedia.ee/artikkel/silm1.

Silmamunas eristatakse kolme kesta: viline ehk kiudkest, keskmine ehk soonkest ja sisemine ehk
vorkkest (Mandel et al.,1983). Kiudkest koosneb ldbipaistvast sarvkestast ehk kornea (cornea),
opaaksest ehk lébipaistmatust kdvakestast (sclera) ja nende vahelisest piirkonnast - limbus (Joonis
1) (Kels et al., 2015). Kiudkest siilitab silmamuna kuju ning on silmalihaste kinnituskohaks.
Sarvkest kaitseb silma infektsioonide ning struktuursete vigastuste eest. Kdvakest moodustab
sidekoe katte, mis kaitseb silma struktuuri fiilisiliste vigastuste eest ning siilitab selle kuju.
Sarvkesta tagumise poolsuse ja iirise vahele jadb ruum, mida kutsutakse silma eeskambriks
(Mandel et al., 1983; Willoughby et al., 2010).

Silma soonkest koosneb vikerkestast ehk iirisest (iris), ripskehast ehk tsiliaarkehast (corpus ciliare)
ja périssoonkestast (choroidea) (Joonis 1) (Kels et al., 2015). Vikerkest kontrollib silmaava ehk
pupilli suurust ja seega ka vorkkestale jdudva valguse hulka. Tsiliaarkehas paiknevad ripslihased
kontrollivad 1détse kuju ning lisaks on ripskeha silma vesivedeliku tootmise koht. Soonkest on
veresoonterikas kiht, mis varustab vorkkesta vélimisi kihte hapniku ja toitainetega. Iirise taga
paikneb silma tagakamber (Mandel et al., 1983; Willoughby et al., 2010).

Sisekest sisaldab vorkkesta ehk reetinat (Kels et al., 2015). Reetina on kompleksne kihiline
neuronite struktuur, mis hdivab ja t66tleb valgust. Silmakihtidega timbritsetud kolme lébipaistvat

struktuuri nimetatakse vesivedelikuks, klaaskehaks ja l4édtseks (Willoughby ef al., 2010).



Sarvkesta ja laétse vahel paikneb lébipaistev vesivedelik, mis on oluline silma siserdhu tagamises
ning tdidab ja aitab moodustada silma eesmist ja tagumist kambrit. Vesivedelikku toodab aktiivselt
silma tagumises kambris tsiliaarkeha tsiliaarne epiteel (Dismuke ef al., 2015). Tsiliaarne epiteel
eritab vesivedelikku pidevalt, mis voolab 14bi silmaava eesmise kambri suunas (Costagliola et al.,
2020). Vesivedeliku pidev tootmine ja véljavool silmas reguleerib ja sdilitab silmardhku, mis tagab
silma optilisi omadusi. Ringlev vool vastutab hapniku ja toitainete transportimise eest silma
vdimisse piirkonda ning eemaldab eesmisest kambrist metaboolsedid jdékainedid (Zhu et al., 2012,
Drewry et al., 2018). Kui vesivedelik on silma tagumise kambri tditnud, liigub vesivedelik edasi
iile ladtse ja imber vikerkesta, seejdrel 1dbib silmaava ning satub eeskambrisse (Abu-Hassan et al.,
2014). Vesivedelik vdoimaldab pdletikuga seotud rakkudel vastavatel tsiitokiinidel patoloogilise
seisundi korral silmas levida (Goel et al., 2010).

Vesivedelik viljub silmast kahe véljavoolutee kaudu - tavapérasel teel ja ebatavalisel teel.
Peamised vesivedeliku viljavooluga seotud silma struktuurid on trabekulaarne vorgustik ja
Schlemmi kanal (Drewry et al., 2018). Enamik vesivedelikku (75-85%) viljub tavapirase tee
kaudu (Abu-Hassan et al., 2014; Goel et al., 2010). Viike osa vesivedelikust viljub modda
ebatavalist teed, kus vesivedelik véljub 1dbi tsiliaarlihase vélimiste koeruumide (Zhu et al., 2012;
Bill ja Phillips, 1971; Goel et al., 2013).

Vesivedelik sisaldab elektroliiiite, orgaanilisi lahustunud aineid, kasvufaktoreid ja tsiitokiine, mis
sdilitavad silma eesmise segmendi metaboolset tasakaalu (To et al., 2002; Barsotti et al., 1992;
Freddo, 1993; McLaren ef al., 1993; Chowdhury et al., 2010). Vesivedeliku homdostaas voib olla
héiritud mitme silmahaiguse korral (sh. glaukoomi puhul), mis omakorda pohjustab mitmete
kasvufaktorite ja tsiitokiinide ekspressiooni suurenemist (Park et al., 2021). Vesivedeliku
sekretsioon ja selle véljavoolu reguleerimine on fiisioloogiliselt oluline protsess silmasisese rohu
hoidmiseks normaalses vahemikus. Mistottu on vesivedeliku ringet reguleerivate keeruliste

mehhanismide mdistmine vajalik mitmete silmahaiguste raviks (Goel et al., 2010).



1.1.1. Tsiliaarne epiteel

Tsiliaarkeha kogu pind on kaetud spetsiaalse epiteeliga — tsiliaarse epiteeliga (Delamere, 2005).
Tsiliaarne epiteel koosneb sisemisest mittepigmenteerunud kihist ja vélimisest pigmenteerunud
kihist (Goel et al., 2010). Kahekihiline tsiliaarne epiteel tagab mitut olulist funktsiooni silmas,
sealhulgas vesivedeliku sekreteerimist (Zhu et al., 2012; Goel et al., 2013). Mittepigmenteerunud

tsiliaarsest epiteelist toimub vesivedeliku aktiivne eritamine (Dismuke ef al., 2015).

1.1.2. Trabekulaarne vorgustik

Kontrollitud tasakaal sekreteeritud vesivedeliku hulga ja viljavoolu kiiruse vahel on oluline
normaalse silmasisese rdhu hoidmiseks. Trabekulaarne vorgustik on lébildikel vaadates
kolmnurkne struktuur, mis koosneb endoteeliga timbritsetud sidekoest. Selle struktuuri vélimine
kiht on kaetud fagotsiiitiliste rakkudega, mis toimivad nn eelfiltritena, eemaldades vesivedelikust
rakujddgid enne, kui vedelik liigub edasi vihem poorsesse struktuuri (Lerner et al., 2017; Goel et
al.,2010; Abu-Hassan et al., 2014).

Trabekulaarset vorgustiku vOib omakorda jagada kolmeks filtreerivaks komponendiks:
uveaaltraktiks ehk uvea’ks, korneoskleraalne- ja jukstakanalikulaarne vorgustik (Stamer ja Clark,
2017). Eeskambrile kdige ldhemal asuv uvea’lne vorgustik on moodustatud iirise ja tsiliaarkeha
stroomade sidekoe pikenditest, mis on tdielikult kaetud endoteelirakkudega (Sacca et al., 2016).
See kiht ei paku erilist vastupanu vesivedeliku véljavoolule (Llobet ef al., 2003).

Jargmine kiht, korneoskleraane vorgustik, on moodustatud basaalmembraanil paiknevate
endoteelitaoliste rakkudega kaetud lamellidest. Lamellid koosnevad gliikoproteiinidest,
kollageenist, hiialuroonhappest ja elastsetest kiududest. Voolutakistuse suurenemises on sarvkesta
vorgustikul ning selle kitsamate rakkudevahelistel ruumidel suurem roll, vdrreldes uvea vorguga
(Llobet et al., 2003).

Kolmas kiht, mis on Tiihendatud Schlemmi kanali endoteelirakkude siseseinaga, on
jukstakanalikulaarne vorgustik. Selle moodustavad tihedasse ekstratsellulaarsesse maatriksisse
(edasmidi ECM) paigutatud rakud ja tdnu kitsastele rakkudevahelistele ruumidele panustab see
kdige enam vesivedeliku viljavoolu takistamisse (Llobet ef al., 2003; Bill, 1975).

Schlemmi kanali endoteelirakkude kiht on viimane barjddr, mille vesivedelik peab enne silmast

véljumist liletama. Schlemmi kanalist vdljumisel siseneb vesivedelik veenidesse ja seguneb verega



episkleraalsetes veenides ning koikide takistuste koosmdjul tagatakse keskmiselt 15,5 2,6 mmHg
silmasisene rohk (Bill, 1975; Llobet et al., 2003).

Vesivedeliku viljavoolu katkemine pohjustab silmasisese rohu tdusu, mis on silma haiguste
patogeneesis peamine riskitegur (Goel et al., 2010). Vesivedeliku véljavooluteede struktuuride
ebanormaalsused voivad olla ka kaasasilindinud ning pdhjustada nt. glaukoomi (Abu-Hassan ef al.,
2014). Glaukoomi puhul on niidatud, et nende kudede kaudu vihenenud viljavool on kdrgenenud
silmasisese rohu liks peamisi pohjuseid (Drewry ef al., 2018).

Trabekulaarse vorgustiku ekstratsellulaarne maatriks sisaldab arvukalt erinevaid komponente,
nagu kollageenid, laminiinid, elastiin, fibronektiin, fibrilliin, proteogliikaanid, matritsellulaarsed

valgud jne. (Abu-Hassan et al., 2014).

1.2. Eksfoliatsiooni siindroom

Eksfoliatsiooni stindroom (edaspidi XFS) on haigus, mida iseloomustab fibrillaarse rakuvélise
materjali tootmine ja kuhjumine silma erinevates kudedes (Ritch ja Schlétzer-Schrehardt, 2001).
Arvatakse, et XFS-i puhul voivad kaasneda ECM-is struktuursed hiired ja see voib olla seotud
muutustega elastsetes kudedes iildisemalt ning ka silma arteriaalse hiipertensiooniga (Kaljurand ja
Teesalu, 2010).

XFS on globaalselt esinev haigus, mis mdjutab 60—70 miljonit inimest maailmas, esinedes 0,3-
30% iile 60-aastastest inimestest (Belovay et al., 2010). XFS-i levimus inimpopulatsioonide vahel
varieerub markimisvairselt: 0% eskimotel, Austraallia populatsioonis 0,9% ning kuni 40,6%
vanematel kui 80-aastastel patsientidel Pohjamaades (Forsius, 1979; Mccarty ja Taylor, 2000;
Astrom ja Lindén, 2007; Hirveld et al., 1995). XFS-i levimus Eestis on suur, 25,5% viiskimmend
aastat ja vanematel isikutel, mis on sarnane iildisele pohjamaade levimusele (Kaljurand ja Teesalu,
2010). XFS-i sagedus suureneb jérsult koos vanusega. Néiteks Islandi populatsioonis on XFS-i
esinemissagedus 70 kuni 79-aastaste seas 17,7% ja iile 80-aastastel patsientidel 40,6%. Selline
varieeruvus arvatakse olevat tingitud populatsioonide geneetilise tausta erinevustest, kuid lisaks
voib-olla mdjutatud ka uuringute valimi heterogeensusest ja XFS-i diagnoosimiseks kasutatud
kliiniliste kriteeriumide erinevustest (Aasved, 1969 ; Ritch, 2014; Nazarali et al., 2018).

Silma XFS-i iseloomustab ekstratsellulaarse fibrillaarse materjali (edaspidi XFM) ladestumine
koikidele vesivedelikuga kokkupuutuvatele struktuuridele silma eesmises segmendis (Elhawy et
al., 2012). Pilulambi uuringutes ilmneb XFM peene kddmalaadse materjalina, mida tavaliselt

leidub ladtse eesmisel pinnal kontsentreerituna ringikujuliselt (Tarkkanen ja Kiveld, 2002). XFM-



1 ladestusi voib leida ka trabekulaarses vorgustikus, pupilaardarisel, tsonulaarkiududel, tsiliaarkeha
esikiiljel ja sarvkesta endoteelil (Nazarali et al., 2018). XFM-i péritolu on ebaselge, kuid senised
uurimistéod on osutanud voimalusele, et see périneb intraokulaarsetest rakkudest (trabekulaar- ja
sarvkesta endoteel, tsiliaar- ja lddtseepiteel ja iiris) ning silmaviélistest rakkudest (fibrotsiiiidid,
veresooned ja lihased) (Zenkel ja Schlotzer-Schrehardt, 2014).

XFM-i kuhjumine takistab vesivedeliku voolu trabekulaarses vorgustikus ja edasist véljavoolu
Schlemmi kanalisse (Schlotzer-Schrehardt ja Naumann, 1995). XFM-i kuhjumise tulemuseks on
silmasisese rohu tdous, mis vdib omakorda pdhjustada optilise neuropaatia (Gharagozloo et al.,
1992). XFS on glaukoomi kdige levinum tuvastatav pohjus, moodustades mones riigis enamiku
juhtudest. XFS voib 10ppeda patsiendi haiges silmas ndgemise kaotamisega (Aung et al., 2018;
Challa ja Johnson, 2018; Ovodenko et al., 2007).

1.2.1. Eksfoliatsiooni siindroomiga seotud markerid

XFS esinemisega seoses on tuvastatud nii geneetilisi kui ka valgulisi markereid, mis arvatakse
olevat iseloomulikud sellele haigusele, kuid kindlat markerit pole siiani kirjeldatud.

XFM-i analiilisimisel on tuvastatud haigusega kaasnevaid muudatusi basaalmembraanis ja sellega
seotud valkudes (sealhulgas laminiin, fibronektiin), elastsete kiudude valkude (sealhulgas fibrilliin-
1 ja vitronektiin) latentset TGF-B-siduvate valkudes ja latentse TGF-B1 ekspressioonis (Konstas et
al., 1991; Konstas et al., 1990; Schlotzer-Schrehardt, 1997; Vogiatzis et al., 1994; Challa ja
Johnson, 2018; Borras, 2018). Nende valkude ebanormaalne paiknemine voi normaalsest erinev
hulk XFS-i silmas on iiheks voimaluseks selle haiguse kulu kirjeldamisel (Tamhane et al., 2019).
Lisaks voimalikele valgulistele markeritele on XFS-i puhul seostatud ka geneetilisi markereid nagu

nditeks LOXLI (liistitiloksiidaasisarnase valk 1) (Thorleifsson al. 2007).



1.2.1.1. LOXLI

LOXLI on geen viielitkmelisest ensiiiimide perekonnast (LOXL, LOXLI, LOXL2, LOXL3 ja
LOXL4), mis kodeerivad fibrilliini, elastiini ja kollageeni ristsidumisel osalevaid ensiiiime (Li ef
al., 2021). Muudatused LOXLI1 ensiiiimi kodeerivas alas vdivad kaasa tuua korvalekaldeid
esniitimi t60s, millega vaib kaasneda elastsete kiudude kuhjumine vastavas koes ning just selline
protsess on ka omane XFS-ile (Nazarali et al., 2018). LOXLI on tunnistatud XFS-i haiguse
peamiseks mojulookuseks (Schldtzer-Schrehardt, 2018).

LOXLI oli esimene geen, mis seostati XFS-i ning selle variatsioonidega iilegenoomse
assotsiatsiooniuuringu abil. Avastati seos haiguse ja LOXLI iihenukleotiidsete poliimorfismide
vahel, mis paiknevad kromosoomil 15q24.1 (Thorleifsson et al., 2007; Li et al., 2021). Avastusest
saadik on mitmed uuringud kinnitanud, et XFS-ga seotud LOXL poliimorfismid on paljudes, kuid
mitte kdigis uuritud populatsioonides haigusele seni teadaolev omane geneetiline riskitegur (Aung
et al., 2018). Kuna seni tuvastatud XFS-iga seotud variandid LOXLI-s on kohati varieeruva
fenotiilibilise seosega populatsioonide vahel, seab see kahtluse alla nende rolli haiguse
patogeneesis (Berner et al., 2019).

Praeguste teadmiste kohaselt ei oma LOXLI mitte ainult tugevaimat geneetilist seost kdigist
teadaolevatest XFS-i vastuvdtlikkuse geenidest, vaid sel néib olevat ka teatud funktsionaalne roll
XFS-i patogeneesis (Schlotzer-Schrehardt, 2009). LOXL1 kodeerib liisiitiloksiidaas homoloog-1-
te, mis kataliiiisib lisiinist ldhtuvate kovalentsete ristsidemete teket rakuvilise maatriksi
molekulides, nagu kollageen ja elastiin (Miki, 2009). Arvatakse, et LOXLI geeni diisreguleeritud
ekspressioon XFS-i patsientide kudedes aitab kaasa elastiini ja fibrilliini ristsidumisele
fibrillaarsete agregaatide moodustumisel. Lisaks on on ndidatud, et see on seotud ka sidekoe
degeneratsiooniliste muutustega, mis soodustavad glaukoomi ja siisteemsete komplikatsioonide
teket (Schlotzer-Schrehardt et al., 2012). Tipsed mehhanismid, mille kaudu LOXL! variandid
mdjutavad haiguse riski on endiselt teadmata, kuid on pakutud, et see on seotud ebanormaalsete
LOXLI ekspressioonitasemete voi hdiritud valgu funktsioonidega (Schlétzer-Schrehardt, 2018;
Berner et al., 2019).

Laiemalt vaadatuna on LOXL! ensiiiim, mis on spetsiifiliselt seotud tropoelastiini ristsidumisega
ja elastsete kiudude moodustumisega, sdilitamisega ja iimberkujundamisega, eriti diinaamiliste
protsesside ajal, nagu kudede vigastus, fibroos ja isegi vahk (Liu et al., 2004). Ristsidemed tagavad
sidekudede, sealhulgas veresoonte seinte elastsuse, mis on vajalikud mehaanilise koormuse

talumiseks (Responte ef al., 2007; Schlotzer-Schrehardt, 2018). LOXLI reguleerimatut



ekspressiooni ja aktiivsust seostatud fibrootiliste sidekoe héiretega nagu XFS-i patogeneesiga
(Schlotzer-Schrehardt, 2009).

Lisaks on LOXLI ekspressiooni puhul médrgatud, et ensiiiimi kogus on ajutiselt suurenenud
fibrootilise valgumaatriksi tekke protsessi algstaadiumis. Kusjuures on teada, et seda fibrootilist
protsessi voivad stimuleerida TGF-B1 ja IL-6, mille ebanormaalset hulka on tuvastatud XFS-i
patsientide vesivedelikus (Schldtzer-Schrehardt et al., 2008; Zenkel et al., 2010; Garweg et al.
2017).

1.2.1.2. TGF-p, selle isovormid ja retseptorid

Transformeeriv kasvufaktor (TGF) on tsiitokiin, mis modjutab rakkude proliferatsiooni,
migratsiooni, diferentseerumist, apoptoosi ja lisaks ka rakuvidlise maatriksi komponentide
akumuleerumist (Gao et al., 2022).

TGF-B isovormide ekspresseerumist XFS-i patsientide vesivedelikus on eelnevalt uuritud ning
teatud isovormide suurenenud hulka on seostatud sealhulgas XFS-i esinemisega (Yoneda et al.,
2007; Schlotzer-Schrehardt et al., 2001). Need kasvufaktorid arvatakse olevat seotud XFM-i
tootmisega vOi muutustega rakkudes, mis on seotud vesivedeliku viljavoolusiisteemiga,
pohjustades suurenenud véljavoolu takistust (Park et al., 2021), kuid koos teiste tsiitokiinidega,
mida XFS-i vesivedelikust on leitud, vdivad pdhjustada ka laiemalt muutusi silma ECM-i
struktuurides. TGF-B on tuvastatud ka vesivedeliku proovides, mis pdrinesid Jaapani
populatsioonist, kus mitte ainult TGF-B1 tase ei olnud oluliselt korgenenud XFS-i patsientidel, vaid
tuvastati ka kolmanda isovormi, TGF-B3 erinevad tasemed (Yoneda et al., 2007). Nende uuringute
ja mitmete teiste tulemused toetavad hiipoteesi, et just TGF-B1 on oluline faktor reguleerimaks
XFM-i ladestumist (Borras, 2018; Garweg et al., 2017; Schlotzer-Schrehardt et al., 2001; Rao ja
Padhy, 2014; Takai et al., 2012).

On huvitav, et seoses ihe XFS-i peamise geneetilise markeri (LOXLI) variantidega, on leitud
LOXL ensiiiimide vdhenenud aktiivsus ning on tdheldatud TGF-B1 ja TGF-B2 isovormide
suurenenud hulka XFS-i patsientide vesivedelikus. See vdib osutada TGF-$ rollile LOXL
enstilimide reguleerimises (Gayathri et al., 2016; Sahay et al., 2021).

Arvatakse, et TGF-B1 lokaalne tootmine silmas on XFS-is keskse tédhtsusega (Borras, 2018). TGF-
B1 ndib indutseerivat LOXLI ekspressiooni ja teiste rakuvilise maatriksi komponentide tootmist,
mis esinevad XFM-i seas (Sethi ef al., 2011). Lisaks nditavad mitmete uuringute tulemused, et

XFS-i glaukoomi patsientide vesivedelikus on vihenenud antioksiidantide aktiivsus ja suurenenud



oksiidatiivse stress (Ferreira et al., 2009; Ferreira et al., 2004). Uuringud on kinnitanud, et lisaks
TGF-f muutustele vesivedelikus, on IL-6 (interleukiin-6) ja IL-8 tase XFS-i patsientide
vesivedelikus kolm korda kdrgem kui kontrollriihmas ning just IL-6 tundub olevat oluline TGF-f3
ekspressiooni indutseerimiseks. Nii TGF-B, kuid ka pro-oksiidatiivne ja podletikku soodustav
keskkond on olulised faktorid XFS-is (Zenkel et al., 2010).

TGF-p perekonna liikmed toimivad peamiselt 1dbi kahte tiiiipi retseptorite: tiitip I (TPRI) ja tiitip II
(TBRII) (Shi ja Massagué, 2003; Lawler et al. 1997). Signaaliraja aktivatsioonis vdivad kuni kolm
kolme tiitipi retseptorid: tiitip I, tiitip II ja tiiip III (TPRII) (Joonis 2) (Groppe et al., 2008).
Signaalirada aktiveerub TPRI-i ja TPRII-i heterotetrameersete komplekside kaudu, mida
kontrollivad posttranslatsioonilised modifikatsioonid, nagu fosforiiiilimine, ubikvitiileerimine,
sumolileerimine ja neddiililimine (Wells, 1996; Heldin ja Moustakas, 2016). TGF-B isovormid,
TGF-B1, TGF-B2 ja TGF-B3, seonduvad kdige pealt TBRII-ga, mis algatab signaaliraja (Bertolio
et al., 2021). TPRII-id seovad ligandiga ning fosforiileerivad TPRI-i, misjdrel aktiveerivad
jargmiseid efektoreid (Groppe et al., 2008). TRRIIIL, tuntud ka kui beetagliikaan, vdivad seonduda
TGF-p ligandidega, kuid neil ei ole signaaliiilekande domeene, kuid see-eest vdivad moduleerida
ligandi kittesaadavust ja retseptori aktiveerimist (Heldin ja Moustakas, 2016; Groppe et al., 2008).
TPRII-id vodivad sdltuvalt ekspressioonitasemest ja rakusisesest paiknemisest suurendada voi
parssida TGF-B ligandide seondumist TPRII-ga ja moduleerida TGF-B perekonnaliikmete
signaaliiilekande aktiivsust (You et al. 2007; Eickelberg et al. 2002; Groppe et al., 2008). TPRIII
voib toimida TGF- signaaliraja inhibiitorina, kuid osades uuringutes on lisaks leitud, et TBRIII-i
puudumisel on spetsiifiliselt TGF-B2 mdjutusvdime rakkudele palju suurem. Paraku pole tépselt
teada, millised mehhanismid selle taga on (Huang et al., 2014; Hariyanto et al., 2021; Heldin et
al.,2016; You et al., 2007; Eickelberg et al., 2002).



Joonis 2. TGF-p signaaliiilekande retseptorid. Modifitseeritud Vander Ark et al., 2018 jirgi.

1.2.2. Eksfoliatsiooni siindroom ja ekstratsellulaarne maatriks

XFS-i patsienteidel on tihti leitud mitmesugused sidekoe patoloogiaid, mis on seotud ECM-i
allareguleeritud homoostaasiga (Schmitt et al., 2021). See osutab asjaolule, et ECM-i muudatused
nendel patsientidel on organismis laiemalt esinevad(Aboobakar et al., 2017).

ECM-i muudatuste jilgimine in vivo XFS-i erinevates haiguse progresseerumise etappides on
keeruline (Sahay et al., 2021). Peamiseks takistuseks on protseduuride védhesus ECM-i
funktsioonide otseseks mdotmiseks patsientidel, kellel on méidratud haiguse varane vorm (Sahay
etal.,2021). Molekulaarsed mehhanismid, mis selgitaksid XFS-i kliiniliste leidude pdhjuseid, pole
tapselt teada. (Sahay er al., 2021) Senised uuringud haiguse varaste staadiumite kohta on
tuvastanud, et XFS-i korral suureneb silmasisese rohu tase vesivedeliku viljavoolu vihenemise
tottu trabekulaarses vorgus, Schlemmi kanalis ja ldbivoolu kanalites (Chono et al., 2018). Selle
pohjuseks on suurenenud vesivedeliku viljavoolu takistus, mis on tingitud fibrootilistest (Chono
et al., 2018) muutustest ECM-il, mis on omakorda tingitud trabekulaarvorgustikus toimuvatest
muutustest (Takai et al., 2012; Chono et al., 2018). Senini ei ole pdhjalikult uuritud voimalikke
seoseid XFS-i ja mittepigementeerunud tsiliaarses epiteelise ECM-i muudatuste vahel.
Kovalentne valkude ristseondumine on oluline mehhanism ECM-i molekulide stabiliseerimiseks
ja aitab kaasa nende mehhaanilisele tugevusele ning ensiimaatilisele lagunemisele (Zenkel et al.,
2005). XFS-iga seoses tuleb tiheldada, et LOXL] iiheks funktsiooniks on elastiini ristsidumisele
kaasaaitamine (Molnar et al., 2003). ECM-i valkudest, mis on seotud XFS-i haigusega, on

kirjeldatud eelkdige elastseid mikrofibrillaarseid komponente nagu fibrilliin-1 ja fibrilliin-2 ning



basaalmembraaniga seotud komponendid nagu laminiin, elastiin, entaktiin/nidogeen, fibronektiin
ja vitronektiin, mis koik esinevad XFM-is (Schlotzer-Schrehardt ef al., 1992; Li et al., 1988;
Sharma et al., 2018). Fibrillaarseid maatriksvalke toodavad peamiselt lddtse ekvatoriaalne epiteel,
mittepigmenteerunud tsiliaarne epiteel ja iirise tagumine pigmentepiteel (Naumann et al., 1998;
Zenkel et al., 2005). Lisaks on leitud, et ka trabekulaarvorgustiku rakud, sarvkesta endoteelirakud
ning iirise veresoonte endoteeli- ja silelihasrakud voivad olla nende valkude ekspresseerijad

(Naumann et al., 1998; Zenkel et al., 2005).

1.2.2.1. Fibrilliin

Fibrilliin on suur (~320 kDa) ECM-molekul, mis poliimeriseerudes moodustab mikrofibrille, on
paljude sidekudede komponent ning oluline ldhtematerjal elastsete kiudude ehitamiseks, kus
esmasele fibrilliinist maatriksile lisatakse tropoelastiin ja toetatakse ka edasist elastiini ristsidumist
(Olivieri et al., 2010). FElastsed mikrofibrillid on kehas laialdaselt esinevad sidekoe
struktuurielemendid, sealhulgas silma koes, kus need aitavad kaasa kudede elastsetele ja
biomehaanilistele omadustele ning tagavad kinnituse rakkude ja maatriksstruktuuride vahel
(Ramirez et al., 2004).

Fibrilliin interakteerub paljude teiste ECM-s leiduvate valkudega ning on vajalik muuhulgas ka
TGF-B ECM-i kiilge seondumisel (Borras, 2018). Seda reguleerib LTBP-2 (Hirani et al., 2007)
ning vahendab LTBP-1, mille 1dbi seotakse inaktiivne TGF- suure latentse kompleksina
(moodustunud LTBP-1, TGF-f ja nendega seotud peptiidide poolt) (Borras, 2018).

Lisaks sisaldavad sidumissaite integriini retseptoritele, mis kutsuvad esile adaptiivse vastuse
rakuvilise mikrokeskkonna muutustele, korrastades tsiitoskeletti, kontrollides geeniekspressiooni
ning vabastades ja aktiveerides maatriksiga seotud latentseid TGF-B komplekse (Olivieri ef al.,
2010). On markimisvédrne, et silmas paiknevad normaalsed tsliaarjédtked sisaldavad fibrilliini kuid
mitte elastiini (Thomson et al., 2019).

Kuigi inimestel on tuvastatud kolm fibrilliini isovormi, leidub just fibrilliin-1 kdige rohkem
taiskasvanud kudedes (Thomson et al., 2019). Mutatsioonid FBNI geenis voivad pohjustada ECM-
is aktiveeritud TGF-B kuhjumist (Kaartinen ja Warburton, 2003). Fibrilliini ekspressiooni
indutseerib ka omakorda TGF-f3, mis pdhjustab niiteks fibroosi (Kissin et al., 2002).
Mutatsioonid, mis mojutavad fibrilliin-1 (FBNI) struktuuri voi ekspressiooni, hiirivad
mikrofibrillide biogeneesi ja stimuleerivad ebadiget varajast TGF- B aktivatsiooni (Loeys ef al.,

2010; Olivieri et al., 2010). Lisaks vdivad podhjustada mutatsioonid FBNI geenis integriini



sidumissaidi ldhedal hédireid rakk maatriksi interaktsioonides, maatriksi struktuuri korrektset
formeerumist ja varajast TGF-p komplekside rakuvilist jaotumist (Loeys ef al., 2010; Olivieri et

al., 2010).

1.2.2.2. Elastiin

Elastiin on ECM-i valk, mis vastutab paljude kudede, niiteks suurte arterite, siidameklappide,
kopsukudede, naha, teatud sidemete ning kdhrede venivuse ja tdmbevdime funktsioonide eest
(Reichheld et al., 2019; Wang et al., 2021). Elastsed kiud, mis on ensiimaatiliselt ristseotud
tropoelastiini monomeeride ja mikrofibrillaarsete valkude saadused, koosnevad lahustumatust
elastiini tuumast ja perifeerias paiknevatest mikrokiududest ehk mikrofibrillidest (Yeo et al., 2011;
Shin ja Yanagisawa, 2019; Wang et al., 2021). Paljud geneetilised, kui ka omandatud siidame-
veresoonkonna haigused, on seotud elastiini puudulikkusesega ja elastsete kiudude lagunemisega
(Cocciolone et al., 2018; Wang et al., 2021).

Elastiinil on téhtis roll XFS-i haiguse arengus ja progresseerumises, ldbi ekspressiooni- ja
struktuurimuutuste ECM-ile ladestumisel (Nazarali et al., 2018). Kollageen ja elastiin on ECM
ithed peamised komponendid, millega seotud muudatused on fiisioloogiliste ja patoloogiliste
seisundite kirjeldamisel olulised. Elastiin voimaldab kudede kokkutdombumist ja vastupidavust.
Lisaks indutseerib elastiin mitmesuguseid rakutegevusi, sealhulgas rakkude migratsiooni ja
proliferatsiooni, valgumaatriksi siinteesi ja reguleerib erinevate proteaaside tootmist (Pérez-Rico

etal., 2014).

1.2.2.3. Laminiinid

Laminiinid on suure molekulmassiga (vahemikus 400 kuni 900 kDa) gliikoproteiinid, mis
koosnevad kolmest disulfiidsidemetega seotud poliipeptiidi a-, B- ja y-ahelast (Hamill ez al., 2009;
Aumailley, 2013). Need moodustavad ristikujulise molekuli (Joonis 3), millel on kaks v&i kolm
lithikest haru ja liks pikk haru (Aumailley et al., 2005; Tunggal et al., 2000; Tzu ja Marinkovich,
2008; Yurchenco et al., 2004; Hamill et al., 2009). Inimese genoom kodeerib 11 geneetiliselt
erinevat laminiini ahelat (Aumailley, 2013). Struktuurselt erinevad laminiinide ahelad domeenide
arvu, suuruse ja struktuurse paigutuse poolest, andes laminiini perekonna litkmetele nii ithised kui

ka ainulaadseid funktsioone (Aumailley, 2013; Domogatskaya et al., 2012). Laminiinid on



vajalikud nn ehitusplokid rakkudevahelise vorgustiku loomisel, aidates edastada signaale rakkude

vahel (Aumailley, 2013; Domogatskaya et al., 2012).

! Y2
Om
LM-111, LM-121 LM-3A11, LM-3A21 LM-3A32
LM-211, LM-221
LM-213

LM-3B32 LM-411, LM-421 LM-511, LM-521
LM-423 LM-523

Joonis 3. Laminiinide struktuur ja isovormid. Ulevaade Domogatskaya et al. (2012) jirgi.

Basaalmembraanid eraldavad parenhiitimirakud sidekoest (Hamill ez al., 2009) ja on spetsiaalsed
ECM-i struktuursed vormid, mis sisaldavad {ihe pdhikomponendina laminiine (Aumailley, 2013).
Inimese genoomis kodeerivad 11 geeni laminiini ahelate jirgmisi variante: viis a-ahelat (LAMA 1-
5), kolm B-ahelat (LAMB 1-3) ja kolm y-ahelat (LAMC 1-3) (Aumailley, 2013). Laminiinide iiks
koige olulisem funktsioon on interaktsioon basaalmembraanidega kiilgnevate rakkude
membraansete retseptoritega nagu nditeks integriinid (Aumailley, 2013). Laminiinid reguleerivad
selle kaudu mitmeid rakkude aktiivsus- ja signaaliiilekande radasid (Aumailley, 2013). Lisaks
basaalmembraanide struktuurse komponendina on laminiinid raku adhesiooni, migratsiooni,
diferentseerumise ja proliferatsiooni peamised rakuvélise maatriksi regulaatorid (Hamill et al.,

2009).

Laminiinide ahelate keerdunud spiraal domeenide jérjestused sisaldavad teavet ahela selektiivseks

dratundmiseks ja nende domeenide vahelised ioonilised interaktsioonid méédravad ahelate



kokkupaneku spetsiifilisuse (Kammerer et al., 1995; Beck et al., 1993; Nomizu et al., 1996;
Macdonald et al., 2010). Heterotrimeerid pannakse kokku raku sees, esiteks toimub dimerisatsioon

B- ja y-ahelate vahel, millele jargneb a-ahela lisamine (Aumailley, 2013).

Inimese puhul on koikide a-, B- ja y-ahelate vahel rohkem kui 50 teoreetiliselt voimalikku
heterotrimeerset seost. Siiski on pakutud ainult 16 ja isegi védiksem arv isovorme on 1dplikult
toestatud ja puhastatud (Aumailley et al., 2005; Aumailley, 2013). Vastavalt laminiinide
heterotrimeersetele  isovormidele, varieeruvad laminiinide funktsioonid ning hulk
basaalmembraanide struktuuri formeerumisel (Shaw et al., 2021). Niiteks alB1yl (LM-111) on
asendamatult oluline embriionaalsel arengul (Perrin et al., 2017; Henry et al., 2001; Shaw et al.,
2021), samas kui a3AB3y2 (LM-332) ekspresseerub tugevalt tiiskasvanu epiteelikudedes ja selle
funktsiooni kadumine pdhjustab epidermise haprust (Rousselle et al., 1997; Shaw et al., 2021).

a5-ahelat sisaldavad heterotrimeerid, eriti LM-511 ja LM-521, on tdiskasvanud organismis kdige
levinumad isovormid (Miner et al., 1997). a2-ahelat sisaldavad isovormid LM-211 ja LM-221
esinevad skeleti- ja siidamelihaste basaalmembraanides (Falk et al., 1999; Durbeej 2010), samas
kui LM-411 ja LM-421 on rohkesti ekspresseeritud endoteeli basaalmembraanides. LM-332 on aga
nditeks spetsiifiline epiteelirakkude aluseks olevas basaalmembraanis (Rousselle ja Beck, 2013;

Aumailley, 2013).

Uldreeglina interakteeruvad laminiinide C-terminaalsed otsad teiste valkudega, mis on ankurdatud
rakkude plasmamembraanidesse, edastades seeldbi biokeemilisi ja mehaanilisi signaale rakusiseste
ja rakuviliste molekulaarsete struktuuride vahel (Aumailley, 2013). Laminiinide N-terminaalsed
otsad osalevad interaktsioonides peamiselt teiste basaalmembraanides esinevate rakuvélise
maatriksi molekulidega (Aumailley, 2013).

Moned laminiinide veel tipselt médratlemata osad arvatakse viikeste molekulidega
interakteeruvat, nagu kasvufaktorid ja tsiitokiinid (Aumailley, 2013). V3imalik, et see funktsioon
on oluline viikeste molekulide sdilitamiseks ning nende leviku, aktiveerimise ja rakkudele

esitamise reguleerimiseks (Aumailley, 2013).

Mehhanismidest, mille abil laminiinid sadestuvad ja organiseeritakse ECM-i, teatakse véhe
(Hamill ez al., 2009). Senised uuringud on vaid spekuleerinud laminiinide mehhanismide {ile, mis
médravad, kuidas rakud laminiini molekule ladestavad, eelkdige rakupinna retseptorite ja laminiini

siduvate valkude rolli selle protsessi reguleerimisel (Hamill ez al., 2009).



Laminiine on leitud pigmenteerimata epiteelirakkude ldheduses ja basaalmembraanis, kuid ei ole
tapsustatud, millised laminiinide isovormid tuvastati (Marshall et al., 1992). Laminiine on leitud
nii véikestes kui ka suurtes veresoontes. a4- ja a5-ahelaid sisaldavad laminiinid on peamised
veresoone endoteelis leiduvad isovormid (Yousif et al., 2013). Teave laminiini isovormi
funktsioonide kohta veresoone seina erinevates kihtides on piiratud, kuid on oletatud, et laminiin
a5 omab rolli rakkude migratsiooni parssimisel 1dbi veresoone seina (Armulik et al., 2005; Gloe et
al., 1999). Yousif et al. (2013) on pakkunud, et laminiini ekspressiooni muutused vodivad
pohjustada vaskulaarseid haigusi (hiipertensioon ja ateroskleroos) silma struktuurides kus toimub
veresoonte limber kujundamine. On tdheldatud, et laminiini a4 ahela, mida ekspresseeritakse
basaalmembraanides, (nditeks  endoteeli = basaalmembraanis),  deletsioon  pohjustab
mikroveresoonte arengu halvenemist (Thyboll et al., 2002). Vere-vesibarjddri kahjustused voivad
voimendada poletikuliste silmahaiguste patofiisioloogiat, voimaldades vere kaudu levivatel

molekulidel ja pdletikulistel rakkudel lekkida silma eesmisse segmenti (Coca-Prados, 2014).



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmérgid

Kéesoleva uurimustdd eksperimentaalseosa eesmérgid oli:

e Kaardistada TGF-B1 vahendatud muudatused laminiini o-ahelate ekspressioonis silma
mittepigmenteerunud  tsiliaarse  epiteeli ODM-2  rakuliinis ja  1dbi  viia
immunofluorestsentsanaliiiis, et tuvastada laminiini ekspressiooni valgu tasemel.

e Tuvastada, kas TGF-Bf1 mdjutab TGF-B isovormide TGFBI, TGFB2 ja TGFB3
geeniekspressiooni ODM-2 rakuliinis.

e Vilja selgitada, kas TGF-B1 mdjutab TGF-f retseptorite TGFBRI, TGFBR2 ja TGFBR3
geeniekspressiooni ODM-2 rakuliinis.

e Teada saada, kuidas TGF-B1 t66tlus mojutab FBNI ja LOXLI geeniekspressiooni ODM-2

rakuliinis.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. ODM-2 rakuliini kasvatamine

Uurimustdo eksperimentaalosas kasutati immortaliseeritud inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse
epiteeli rakuliini ODM-2, mis saadi koos juhistega rakkude koekultuuris kasvatamiseks Fernandez-Vega
Oftalmoloogia Instituudist (Oviedo, Astuuria, Hispaania) Héctor Gonzalez Iglesias-e uurimusgrupilt.
ODM-2 rakke kasvatati DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham)
sootmes, millele oli lisatud 10% FBS ja Pen-Strep (penitsilliin 50 U/ml, streptomiitsiin 50 ug/ml). Rakke
kasvatti 10 cm rakukultuuri tassidel (BioLite, ThermoFisher Scientific) 37 °C juures, 5% CO2 ning
veeauruga kiillastaud inkubaatoris.

Soodet vahetati vihemalt iga 48h tagant ning rakke paseeriti suhtes 1:2 60-70% konfluentsuse saavutamisl
uutele 10cm rakultuuri tassidele. Rakkude passeerimiseks pesti rakke PBS-iga ning kasutati 0,025 %
triipsiini  (Gibco™ 1Trypsin-EDTA) lahust. Triipsiini neutraliseerimiseks kasutati FBS-i sisaldavat

rakusoddet (1:1 kasutatud triipsiini hulga kohta).



2.2.2. ODM-2 rakkude mojutamine TGF-pB1 tsiitokiiniga

Rakud jagati 12-kannulistele plaatidele (1x10° raku/kann), et teostada TGF-B1 mdjutamised: 24h,
48h ja 72h. Rakkude loendamiseks kasutati hemotsiitomeetrit. Jirgmisel pieval vahetati rakkudel
s0odet ning sellele jargneval pdeval vahetati rakus6dde seerumvaba so6tme vastu. Seerumvaba
s60det hoiti rakkudel 24 tundi ning siis alustati TGF-B1-ga rakkude mojutamist.

Rakkude tootlemiseks kasutati TGF-B1 (Peprotech), Idppkontsentratsiooniga Sng/mL. Té6tlemata
kontrollidena kasutati paralleelkultuure, mida hoiti seerumivabades tingimustes ilma TGF-B1
mojutamiseta. Rakud liitisiti Qlazol reagendis (Qiagen) vastavalt 24h, 48h ja 72h méodudes. S66de
eeemaldatii rakkude pealt ning rakkudele lisati 500 pl QIAzol (Qiagen) liilisilahust 5 minutiks

toatemperatuuril, suspendeeriti ningkoguti materjal 1,5 ml tuubi ja hoiti -80C juures.

2.2.3. RNA eraldamine

RNA eraldati kasutades Total RNA Zol-Out KIT-i (A&A Biotechnology, Poola).
Toatemperatuurile sulatatud rakuliisaatidele lisati 500 pl lahuse kohta 110 pl kloroformi.
Kloroformi ja liisaadi segu segati 20 sekundit vorteksil. Proovid inkubeeriti 3 minutit
toatemperatuuril. Jargenavalt tsentrifuugiti proove 15 minutit 12 000 g, 4°C juures. 300 pl tekkinud
vesifaasi tosteti uude 1,5 ml tuubi ja lisati 1:1 suhtega isopropanooli. Vesifaasi segu kanti
minikolonnidele ja eraldati RNA vastavalt tootja protokolli jérgi. RNA kontsentratsiooni

mdoodtmiseks kasutati NanoDrop 2000c spektrofotomeetrit (ThermoFisher Scientific).

2.2.4. RT-qPCR sihtmirkgeenide mRNA ekspresiooni tuvastamiseks

Sihtméarkgeenide ekspressioonitasemete tulemuste analiilisiks viidi 14bi RT-qPCR.. Vaimaliku
DNA kontaminatsiooni eemaldamiseks puhastatud RNA proovides teostati eelnevalt DNaasi
tootlus (EN0521, Thermo Fisher Scientific). Seejérel teostati cDNA siinteesimine (K 1622, Thermo
Fisher Scientific).

96 kannuga plaadile kanti proovid, kus totaalse RNA kogus oli 355 ng. Lisati DNaasi (1U ensiilimi
1 ng RNA kohta), Ribolocki (Thermo Fisher Scientific), vastava DNaasi puhvrit ja vett reaktsiooni
16ppmahu 10,5 pl kohta tootja soovituste jirgi. DNaasi to6tlus toimus 37°C juures 30 minutit, liasti

1 ul EDTA-d ja inkubeeriti 65°C juures 10 minutit reaktsiooni peatamiseks.



DNaasi tootluse jérel siinteesiti RNA-le komplementaarne DNA (cDNA). Proovidele lisati 1 pl
100uM Oligo(dT) praimerit ja 2 ul 10mM nukleotiidide segu (ANTP mix) ning kuumutati 65 C
juures 5 minutit. Igale proovile lisati 4 ul RT puhvrit (RevertAid esiiiimile sobilik toopuhver), 1 pl
RevertAid podrdtranskriptaasi (Thermo Fisher Scientific) ja 0,5 pl RNaasi inhibiitorit (Thermo
Fisher Scientific). cDNA siinteesiks hoiti proove 1h 42°C ja reaktsiooni peatamiseks 10 minutit
75°C juures. Saadud cDNA lahjendati veega 200 pl-ni. Kasutatud praimerid on Lisas 1.

qPCR jaoks pipeteeriti 384 kannuga plaadile sihtmérkgeenide tuvastamiseks vajalikud praimerid
koos HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Supermix seguga (1 pul 4 uM forward+reverse praimerite
segu; 2,4 ul 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR segu ning 2,6 ul vett). Seejirel pipeteeriti igasse
kannu 6 pl lahjendatud cDNA proovi ja plaat asetati masinasse QuantStudio 12K Flex Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). Kasutatud programm on toodud Lisas 2. Iga proovi mdddeti
kolm korda ning saadud 22Ct (delta delta treshold cycle) viirtusi analiiiisiti MS Exceli abil

(Microsoft,). Sihtmirkgeenide ekpressioon normaliseeriti referentsgeeni EEF1A41 suhtes.

2.2.5. Immunofluorestsentsmikroskoopia

Immunofluorestsentsmikroskoopia ldbiviimiseks kasvatati rake 24-kannulistes plaatides, kuhu oli
eelnevalt lisatud sobiva suurusega timarad katteklaasid. Kaudne immunofluorestsentsmérgistamine
viidi 14bi ODM-2 rakkudel. Primaarsete hiirest (a4-spetsiifiline monoklonaalne antikeha 3H2; a5-
spetsiifiline Mab a4-spetsiifiline monoklonaalne 3H2; péritolu: Sulev Ingerpuu) ja kiiiilikust (a3-
spetsiifiline poliiklonaalne antikeha sc-20143 (H-187); péritolu: Santa Cruz Biotechnology) périt
vastavaid laminiinide aheleaid tuvastavate antikehade seondumine tuvastati kitsest périt hire voi
kiitiliku antikehasid tuvastavate konjugeeritud sekundaarsete antikehadega 1:500 (Alexa 488 ja
Alexa 555, Thermo Fisher Scientific) ja tuuma visualiseerimiseks kasutati DAPI-it. Negatiivse
kontrolli puhul kasutati vaid vastava sekundaarse antikehaga tOGtalemist. Pédrast rakkude
fikseerimist teostati PBS-iga pesemine neli korda ja permeabiliseeriti rake 0,1% Triton X-100 PBS
lahusega 10 minutit toatemperatuuril. Seejérel pesti preparaate kolm korda PBS-iga.
Mittespetsiifilise seondumise vihendamiseks blokeeriti esmalt rake 5% NGS PBS lahusega 30
minutit toatemperatuuril. Antikehadega inkubeerimine toimus 1h mérjas kambris parafilmil 50 pl
tilkadel. Katteklaasid paigutati parast 1h tagasi 24-kannudesse ning pesti kolm korda vérseke PBS-
iga. Jargnevalt korrati méargkambri inkubatsiooni sekundaarsete antikehadega 45 minutit.
Katteklaasid paigutati pérast 45 minutit tagasi 24-kannudesse ning pesti kolm korda PBS-iga.
Viimase etapina toddeldi rake 300 ul DAPI lahusega 1:1000 (1 mg/mL kontsentraadist) 10 minutit



ja pesti seejirel 3x PBS-iga. Preparaadid sulundati spetsiaalsese isetahkuvasse
sulundamisvedelikku ~ (Fluorecent = mounting  medium, Dako) ning  analiilisiti

fluorestentsmikroskoobiga (Zeiss AxioCam MRc 5).

2.2.6. Statistiline analiiiis

Andmete analiiiisiks ning graafikute esitamiseks kasutati programmi GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc, USA). Statistiliseks analiilisiks kasutati iihe-suunalist ANOVA testi (one-way
ANOVA) Tukey testiga (Tukey’s multiple comparison test). Statistiliselt oluliseks arvestati

tulemused, mille korral P-viartus oli vaiksem kui 0,05.



2.3. Tulemused

Antud t60s uuriti kuidas ekstratsellulaarse maatriksiga seotud geenide, laminiinide
geeniekspressioon muutub ODM-2 rakuliinis, kui neid stimuleeritakse vastavalt 24h, 48h ja 72h
tsiitokiiniga TGF-B1 (5 ng/mL). Erinevate laminiinide esmaseks kaardistamiseks tuvastati nende
alfa-ahelaid (LAMAI, LAMA2, LAMA3, LAMA4, LAMAS), kuna just need ahelad on iihed
peamised, mis tagavad erinevate laminiinide funktsionaalsed erinevused. Selleks, et hinnata TGF-
B1 poolt pdhjustatud rakuvastust, analiiiisiti lisaks laminiinidele ka teisi TGB-f vastuses olulisi
sihtmdrkgeene nagu TGFBI, TGFB2, TGFB3, TGFBRI, TGFBR2, TGFBR3 ja TGFBI.
Kinnitamaks, et TGF-f1 stimulatsioon oli ODM-2 rakkudes sihtmirkgeenidele tohus ja nende
ekspressioon detekteervitav, uuriti TGF-f1 modju TGFBI mRNA ekspressiooni tasemele (Joonis
4). Tuvastati TGFBI ekspressiooni statistiliselt oluline suurenemine TGF-B1 td6tlusel 24h, 48h ja
72h ajapunktis, vorreldes mitte stimuleeritud 24h rakkudega (Joonis 4).
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Joonis 4. TGFBI mRNA ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli
ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil TGF-B1 stimulatsioonil. ODM-2 rakke
stimuleeriti 24, 48 vdi 72 tundi TGF-B1-ga, Sng/mL. Vdardluseks kasutati stimuleerimata rake
(NON). Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT véairtused normaliseeriti
EEF1A1 suhtes. Statistiliseks analiiiisiks kasutati ihepoolset ANOVA testi, koos Tukey (Tukey’s
multiple comparison test) korrektsiooniga. **** P < (.0001.



Jargmisena uuriti kuidas TGF-f1 mdjutab ODM-2 rakuliinis omaenda vdi teiste alternatiivsete
isovormide ekspressiooni. Analiiiisiti vastavalt sihtmérkgeenide TGFBI, TGFB2 ja TGFB3 mRNA
ekspressioonitaseme muutusi (Joonis 5). TGF-B1 pdhjustas TGFBI ja TGFB2 ekspressiooni
statistiliselt olulist suurenemist 24h, 48h ja 72h ajapunktis, vorreldes mitte stimuleeritud 24h
rakkudega. TGFB3 puhul statistiliselt olulist ekspressiooni muutust vorreldes kontrolliga ei

esinenud (Joonis 5).
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Joonis 5. TGF-B isovormide mRNA ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse
epiteeli ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil TGF-p1 stimulatsioonil. ODM-2 rakke
stimuleeriti 24, 48 voi 72 tundi TGF-B1-ga, Sng/mL. Vordluseks kasutati stimuleerimata rake (NON).
Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT védrtused normaliseeriti EEFIAI suhtes.
Statistiliseks analiiiisiks kasutati iihepoolset ANOVA testi, koos Turkey (Tukey’s multiple comparison test)
korrektsiooniga. ** P < 0.01; **** P < (0.0001.

Jargnevalt kontrolliti kuidas TGF-f retseptor geenide mRNA ekspressioon inimese ODM-2
rakuliinis TGF-B1 stimulatsioonile vastab (Joonis 6). ODM-2 rakuliinis mdddetud TGF-B
retseptori isovormide puhul leiti mRNA ekspressioonis statistiliselt oluline muutus vorreldes 24h
tootlemata rakkudega ainult 7GFBR3 puhul, kus TGF-B1 pdhjustas TGFBR3 ekspressiooni taseme
vihenemist (Joonis 6). Teiste isovormide puhul ei tuvastatud statistiliselt olulist muutust

geeniekspressiooni tasemes (Joonis 6).
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Joonis 6. TGFBR isovormide mRN ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud
tsiliaarse epiteeli ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil 7TGFB1 stimulatsioonil. ODM-
2 rakke stimuleeriti 24, 48 voi 72 tundi TGF-B-ga 5Sng/mL. Vdardluseks kasutati stimuleerimata
rake (NON). Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT véértused normaliseeriti
EEF 141 Statistiliseks analiilisiks kasutati tihepoolset ANOVA testi koosTukey (Tukey’s multiple
comparison test) korrektsiooniga. **** P < (.0001.

Jargmisena kontrolliti TGF-B1 mdju XFS puhul oluliste markergeenide FBNI ja LOXLI
ekspressiooni mdjutamises (Joonis 7). FBNI mRNA ekspressioonitase oli kdigis ajapunktides
statistiliselt oluliselt suurenenud TGF-B1 to6tluse korral, vorreldes mittestimuleeritud 24h
rakkudega (Joonis 7). LOXLI mRNA tasemete muutustes statistiliselt olulisi erinevusi ei leitud

(Joonis 7).
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Joonis 7. FBNI ja LOXL1 mRNA ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse
epiteeli ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil TGF-f1 stimulatsioonil. ODM-2 rakke
stimuleeriti 24, 48 voi 72 tundi TGF-B1-ga 5Sng/mL. Vdardluseks kasutati stimuleerimata rakke.
Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT véirtused normaliseeriti EEF1A41
suhtes. Statistiliseks analiilisiks kasutati ihepoolset ANOVA testikoos Tukey (Tukeys multiple
comparison test) korrektsiooniga. **** P < (.0001.

Varasemates toodes on ndidatud, et XFS haiguse korral silmas vilja sadenenud materjalis esineb
laminiini (Sharma et al., 2018; Konstas et al., 1991), kuid pole tipsustatud, mis laminiini
isovormidega on tegemist. Samas on teada ka, et tsiliaarepiteeli basaalmembraanis, mis vahetult
kiilgneb mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli rakkudega esineb laminiini (Konstas et al., 1990;
Marshall et al., 1992). Seetottu analiitisiti antud uurimistods, kuidas muutuvad laminiinide alfa-
ahelate (1-5) mRNA ekspressioonitasemed ODM-2 rakuliinis, TGF-B1 stimulatsioonil (Joonis 8).
Leiti, et LAMAI, LAMA3 ja LAMA4 on statistiliselt oluliselt ekspresseeritud TGF-B1
stimulatsioonil, vorreldes mittestimuleeritud 24h rakkudega. LAMA 1 puhl tuvastati ekspressiooni
tous 24h, 48h ja 72h ajapunktis, ning on huvitav tiheldada, et tdusis ka tootlematta rakkude
ekspressioonitase (Joonis 8). LAMA3 ja LAMA4 geeniekspressioonis ei olnud TGF-f1 to6tluse
korral mirgata erinevusi ajapunktide vahel ja kdigis ajapunktides oli geeniekspressioon madalam
vorreldes tootlemata 24h rakkudega (Joonis 8). LAMA2 ja LAMAS puhul ei esinenud statistiliselt
olulist ekspressiooni muutusi TGF-B1 stimulatsiooni korral, ent LAMA2 24h ajapunktis vois
taheldada tendentsi ekspressiooni suuremise suunas vorreldes sama ajapunkti tootlemata
rakkudega ning LAMAS korral vdis taheldada tendentsi vihenemise suunas TGF-B1 t66tluse korral
72h ajapunktis (Joonis 8).
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Joonis 8. Laminiinide a-ahelate mRNA ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud
tsiliaarse epiteeli ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil TGF-$1 stimulatsioonil. ODM-
2 rakke stimuleeriti 24, 48 v4i 72 tundi TGF-B1-ga Sng/mL. Vdrdlusena kasutati stimuleerimata
rakke. Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT védrtused normaliseeriti
EEF1A1 suhtes. Statistiliseks analiilisiks kasutati ithepoolset ANOVA testi koos Tukey (Tukey’s
multiple comparison test) korrektsiooniga. * P < 0.05; ** P <0.01.



Tuvastamaks laminiinide o-ahelate isovorme valgu tasemel ODM-2 rakuliinis viidi ldbi
immunofluorestsentsanaliilis, — kasutades 72h  TGF-f1  too6tlust.  Tuginedes mRNA
ekspressioonitasemete analiilisile (Joonis 8), valiti sihtmérkideks vilja laminiinide a-ahelad 3, 4 ja
5. Immunofluorestsentsmikroskoopia tuvastati a3, a4 ja a5 ekspressioon valgu tasemel ODM-2

rakuliinis (Joonis 9), ent o4 korral oli tuvastamismidir vidga ldhedal mittespetsiifilisele

taustsignaalile (Joonis 9 ja Lisa 3).

LM a3 + DAPI LM a5 + DAPI LM a4 + DAPI

Kontroll

TGFB1

Joonis 9. Laminiini a3, a4 ja aS ahelate tuvastamine immunofluorestsentsmikroskoopiaga.
TGF-p-ga toodeldud ODM-2 rakud ja tootlemata rakud (Kontroll). Siniselt on virvunud
rakutuumad (DAPI), roheliselt ja punaselt on virvunud piirkonnad, kus vastav antikeha on
spetsiifiliselt seondunud. Pildid on saadud 20x suurendusega objektiiviga.



2.4. Arutelu

XFS pohjust ei ole tdpselt teada, kuid on tuvastatud nii geneetilisi kui valgulisi markereid, mis
arvatakse olevat olulised haiguse tekkes (Nazarali et al., 2018; Borras, 2018). Peamised markerid,
mida seostatakse XFS siindroomiga on laminiin, fibronektiin, vitronektiin, entaktiin/nidogeen,
elastiin, fibrilliin-1 ja fibuliin-2 (Sharma et al., 2018) ning lisaks on haigusega seostatud ka
geneetilisi markereid nagu LOXLI (Thorleifsson, G. et al. 2007). Varasemad uuringud on leidnud,
et XFS patsientide silma vesivedelikes on iilesreguleeritud nii latentset kui aktiivset TGF-f3 vormid
(Ozaki, 2018; Schldtzer-Schrehardt et al., 2001) ning TGF-B1 on pakutud kui iiks vdimalik
regulaator seoses XFS-ga. On vélja pakutud, et suurenenud kasvufaktori aktiivsus, eriti TGF-B1,
vaib olla seotud XFM-ide tootmisega, mis pdhjustab suurenenud véljavoolutakistust (Koliakos et
al., 2003; Park et al., 2021). XFM ladestustes on XFS-i patsientide silmadest leitud laminiini
(Konstas et al., 1990), kuid pole tépsustatud mis isovormidega on tegemist. Kuna varasemalt pole
uuritud TGF-B1 poolt vahendatud muudatusi laminiinidie geeniekspressioonile XFS puhul olulises
rakutiilibis, mittepigmenteerunud tsilaarses epiteelis, ega pole tépsustatud milliste laminiini
isovormidega on tegemist, uuriti antud bakalaureusetoos, kuidas on mojutatud laminiini a-ahelate
ekspressioon ODM-2 rakuliinis.

Just laminiini o-ahelad on funktsionaalselt kdige olulisemad ja annavad ka parima iilevaate
potentsiaalsetest laminiini isovormidest, mida kindlates kudedes ekspresseeritakse (Miner et al.
1997). Laminiinide roll XFS-i puhul ei ole teada, kuid laminiini a1 ahela suurenenud ekspressiooni,
mis antud bakalaureusetdd puhul oli TGF-B1 stimulatsiooniga tilesreguleeritud, on tidheldatud ka
teiste poletikuliste haiguste puhul (Spenlé et al., 2014). Laminiini a3 puhul on leitud, et laminiini
a3 ahela vdhenenud ekspressioon suurendab kasvaja invasiooni (Caley et al., 2021 ) ning
kdesolevas to0s tuvastatud LAMA3 ekspressiooni vihenemine, mis voib viidata, laminiini a3 ahel
avaldab sarnast moju silma epiteeli komponentidele. In vivo uuringud, milles kasutati LM-a4 ahela
puudulikkusega hiiri, on nididanud neutrofiilide funktsiooni halvenemist vastusena pdletikule, kus
antud laminiini ahel oli vajalik neutrofiilide veresoonest ldbi migreerumiseks (Wondimu et al.,
2004). Kuna antud bakalaurusetods oli TGF-B1 mdjutuse korral LAMA4 mRNA ekspressioon
vihenenud voib see osutada, et 04 laminiinide ekspressioon on tsilaarepiteelis pdletiku korral
vihenenud ja see vO0ib omakorda reguleerida sealse basaalmembraani omadusi immuunrakkude
migreerumisel. Pigmenteerunud tsiliaarse epiteeli puhul on eelnevalt ndidatud selle olulist
immuunregulatoorset rolli (Yoshida et al., 2000) kuid pole teada, kas ja kuidas vdiks selles osaleda

antud bakalaureusetods fookuseks olnud mittepigmeteeritud epiteel. Basaalmembraanile



iseloomulike laminiin a5 ja laminiin a2 ahelate puhul ei toimunud olulist geeniekspressiooni
muutust mRNA tasemetes ODM-2 rakkudes, kuigi a5 puhul vdis tdheldada sarnast trendi nagu o4
korral. Silma vere-vesi barjddri kahjustused, vodivad kaasa aidata vOimalike silmahaiguste
patofiisioloogiale, vdimaldades vere kaudu levivatel molekulidel ja immuunrakkudel lekkida silma
eesmisse segmenti (Coca-Prados, 2014). Vaja on tdiendavaid uuringuid, et paremini mdista, kuidas
laminiinid silma tsilaarepiteelis toimivad.

Rakkudevaheline ja rakk-maatriks signaalimine on oluline kudede homdgostaasi séilitamiseks ja
rakkude reaktsioonide reguleerimiseks ECM-i muutuste korral (Brizzi et al., 2012). Kuna ECM
voib olla oluline reguleerija kasvufaktorite kattesaadavusel (Horiguchi et al., 2012) ja
kasvufaktorid nagu TGF-3 mojuvad rakkudele 1dbi vastavate raku retseptorite, analiiiisiti antud
bakalaureusetdds ka TGF-f retseptorite ekspressioonimuutusi TGF-f3 aktiivse toimimise korral.
Haiguste korral nagu XFS on pakutud, et TGF-f signaalirada vdibolla liigselt aktiivne (Borras,
2018), seega on oluline mdista, kuidas vahendatakse antud signaali.

Kolmest TGF-f retseptori isovormist ilmnes 7GFBR3 puhul olulisi ekspressioonimuutusi TGF-p1
stimulatsioonis, mida pole varem dokumenteeritud. See vdib tdhendada, et kdrgenenud TGF-$1
olemasolu vdib potentsiaalselt suurendada TGF-f signaali iilekannet, kuna varasemalt on ndidatud,
et TGFBR3 takistab signaaliiilekande rada, blokeerides TGF-B retseptoritele seondumist
(Eickelberg et al. 2002). ODM-2 rakkudes ei toimunud 7TGFBRI ja TGFBR?2 ekspressioonis TGF-
B1 stimulatsioonil mérgatavaid muutusi.

On viiteid, et poletikuline keskkond indutseerib TGF-f isovormide ekspressiooniXFS patsientides
(Borras, 2018). Antud bakalaureuseto6 uuriti ODM-2 rakkudes TGF-f isovormide
geeniekspressiooni TGF-B1 stimulatsiooni korral. TGF-Blindutseeris TGFBI ja TGFB2, kuid
mitte 7GFB3 ekspressiooni ODM-2 rakuliinis. Tulemused on kooskolas varasema uuringuga
(Zenkel et al., 2010), kus TGF-B1 asemel kasutati teist poletikulist stiimulat interleukin-6 (IL6),
mis muu hulgas indutseeris ka TGFBI ekspressiooni. Nende pdletikuliste markerite osalus on
seostatud suurenenud oksiidatiivne stressiga, ning on pakutud vélja kui iihe olulise patobioloogilise
markerina XFS arengus. TGF-B isovormide tdpsema funktsiooni kontrollimiseks on vaja
tdiendavaid molekulaarseid uuringuid.

Kidesoleva bakalaureusetod kéigus analiitisiti ka XFS puhul oluliste markerite nagu FBNI
(fibrilliin-1) ja LOXLI ekspressiooni muutust TGF- B1 tootluse korral. Fibrilliin-1 kontrollib
aktiivse TGF-B vabanemist ECM-ist, piirates selle aktiveerimist (Borras, 2018) ja mutatsioonid
FBNI geenis vdivad pohjustada TGF-B liigset ekspresiooni ECM-is (Kaartinen & Warburton,
2003). Tépne mehhanism, mille abil fibrilliin-1 kontrollib TGF-B1 aktiveerimist, pole teada. Antud



bakalaurusetdos tuvastati FBNI ekspressiooni suurenemine TGF-B1 stimulatsioonil ja tulemused
olid kooskolas varasemate uuringutega, milles vaadeldi fibriliin-1 ekspressiooni samades rakkudes
IL-6 mojutusel (Zenkel et al., 2010). Kuna fibrilliin-1 on oluline alustala paljudes ECM-i
struktuurides, on vilja pakutud, et TGF-B1 ebanormaalne aktiveerimine diisfunktsionaalse FBN1
korral on seotud patoloogiliste muutustega, kus kaasnevad ECM valkude ebanormaalsed
iimberkorraldused ja valgu produktsioon (Chaudhry ef al., 2007; Kaartinen and Warburton, 2003).
Arvatakse, et kuna basaalmembraaniga seotud komponendid nagu laminiin, nidogeen/entaktiin ja
fibronektiin, on lokaliseeritud XFM-i, v3ib selle produktsiooni pohjustanud olla ka ebanormaalne
basaalmembraani metabolism(Schlétzer-Schrehardt et al., 2008). Lisaks on leitud, et
ensiimaatiliselt aktiivsed komponendid, nagu elastogeneei ja elastsete kiudude homdostaasi
votmeensiiim LOXLI ning rakuviline chaperone klusteriin (clusterin), on XFM peamised
komponendid (Schldtzer-Schrehardt ez al., 2008) Need leiud viitavad ebanormaalse ristsidumise ja
valkude vadrvoltimise protsesside kaasamisele, mis pohjustavad XFM ladestuste agregatsiooni ja
kogunemist. Zenkel et al., 2014 ja Sethi jt, 2011 kirjeldasid seost LOXL-1 ja XFS vahel, eriti
elastsete kiudude héire XFS varases staadiumis, kus LOXL-1 kolokaliseerus elastiini ja fibrilliin-
I-ga. Antud bakalaureusetods teostatud eksperimentidesei avaldanud TGF-f1 moju LOXLI
geeniekspresioonile. On vélja pakutud hiipotees, et LOXL-1 védhenenud funktsionaalsus voib
poOhjustada XFS-silmade stabiilsuse ja biomehaaniliste omaduste védhenemist, suurendades
ndgemisndrvi kahjustuse tdendosust (Zenkel et al., 2014).

Kuigi antud bakalaureusetds tuvastati esmakordselt ekspressioonimuutusi laminiinide a-ahelate
geenides LAMA1l, LAMA3 ja LAMA4 ning ka a3, 04 ja a5 esinemine valgutasemel
mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli rakuliinis ODM-2, oleks edasisteks kvantitatiivseteks
uuringuteks valgu tasemel vaja teostada pikemaajalisemaid mdjutamisi TGF-f1 kasvufaktoriga.
Antud bakalaureusetod tulemused toOstatasid uusi kiisimusi seoses erinevate laminiinde
funktsiooniga silma tsiliaarses epiteelis ning antud teema edasine uurimine voib kunagi aidata
paremini mdista XFS haigusega kaasnevaid muutusi ECM-is ja aidata kaudselt kaasa ka uute

raviviiside véljatodtamisele.



KOKKUVOTE

Eksfoliatsiooni siindroom (XFS) on kompleksne ja silisteemne east sdltuv haigus, mida
iseloomustab eksfoliatiivse fibrillaarse materjali (XFM) liigne tootmine ja kuhjumine silma
eesmisse segmenti (Ritch ja Schlétzer-Schrehardt, 2001). XFS-i tekkepdhjused ei ole tipselt teada,
kuid mitmed eelnevad uuringud on leitud, et XFS-vdib olla seotud erinevate pdletikuliste
protsessidega (Kiichle et al.,1995; Zenkel et al., 2005). XFS tuvastatakse tavaliselt ebanormaalse,
kodma laadse, fibrillaarse materjali kuhjumise tdttu silma eesmises segmendis ning selle haigusega
kaasneb suurenenud glaukoomi haigestumise risk (Schlotzer-Schrehardt ef al., 1992). TGF-B1
tsiitokiin, mis on XFS patsientide silma vesivedelikes korgelt ekspreseeritud, on vilja pakutud kui
oluline faktor reguleerimaks XFM-i ladestumist (Borras, 2018).Peamised XFM komponendid,
mida on kirjeldatud XFS silmades, on laminiin, fibronektiin, vitronektiin, entaktiin/nidogeen,
elastiin, fibrilliin-1 ja fibuliin-2 (Sharma et a/., 2018). Laminiinide isovorme pole XFM seast
tapsustatud.

Kiesoleva bakalaureusetod eesmérgiks oli uurida kas ja kuidas muutub laminiinide o-ahelate
(LAMAILLAMA2, LAMA3, LAMA4 ja LAMAS) geeniekspresioon tsiitokiini TGF-B1-ga
stimuleeritud immortaliseeritud inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli ODM-2
rakuliinis. Antud bakalaureusetdd eksperimentaalse osa tulemusena selgus, et TGF-f1 tdstab
laminiini a-ahela LAMA I geeniekspressiooni ning statistiliselt olulisi erinevusi tuvastati 48h ja 72h
ajapunktis. TGF-B1 stimulatsioon ODM-2 rakuliinis vdhendas LAMA3 ja LAMA4 ekspressiooni.
Samuti leiti, et ODM-2 rakuliinis TGF-B1 mdjul vihenes TGF-f retseptori TGFBR3 ekspressioon.
Samas tuvastati, et TGF-B1 suurendas 7GFBI, TGFBI ja TGFB2 ekspressiooni kui ka FBNI
ekspressiooni.

Antud bakalaureuset6d tulemused viitavad, et TGF-Bfl omab mdju erinevate laminiinide
ekspressioonileimmortaliseeritud inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli ODM-2
rakuliinis. Edasised uuringud vastavate laminiinide funktsiooni teadasaamiseks XFS kontekstis
voiksid aidata paremini mdista muutusi XFS silmas ning vdivad aidata leida uusi raviviise selle

haiguse puhul.



Cytokine TGF-pf1-mediated changes in the expression of laminins in the ODM-2 cell line

Liis Hirvesoo

SUMMARY
Exfoliation syndrome (XFS), also known as pseudoexfoliation (Dvorak-Theobald, 1954), is a
complex and systemic age-related disease, characterized by the production and accumulation of
fibrillar extracellular material in various tissues of the eye (Ritch and Schlétzer-Schrehardt, 2001).
The exact causes of XFS is not known, but recently published works have found that XFS may be
related to various inflammatory processes (Kiichle et al.,1995; Schldtzer-Schrehardt ja Naumann,
2006; Zenkel et al., 2005). XFS is usually identified by the accumulation of abnormal fibrillar
material in the anterior segment of the eye and is associated with an increased risk of glaucoma
development (Schldtzer-Schrehardt et al., 1992). TGF-B1 cytokine is considered as an important
factor to regulate exfoliative material (XFM) deposition (Borras, 2018). The major extracellular
proteins found in deposited XFM are laminin, fibronectin, vitronectin, entactin/nidogen, elastin,
fibrilliin-1 and fibuliin-2 (Sharma et al., 2018).
Laminins are glycoproteins composed of three polypeptide chains a, p and y linked by disulfide
bonds (Hamill et al., 2009; Aumailley, 2013) and form a crosslike molecule with two or three short
arms and one long arm (Tzu and Marinkovich, 2008; Yurchenco et al., 2004; Hamill et al., 2009).
Laminins are structural components of basement membranes and are key extracellular matrix
(ECM) regulators of cell adhesion, migration, differentiation, and proliferation (Hamill et al.,
2009). Little is known about the mechanisms by which laminins are deposited and organized in the
ECM (Hamill et al., 2009) and what their role in XFS is. Studies to date have only speculated about
the mechanisms of laminins that determine how cells deposit laminin molecules, particularly, the
role of cell surface receptors and laminin-binding proteins in regulating this process (Hamill et al.,
2009).
The aim of this bachelor's thesis was to investigate whether and how the gene expression of laminin
a-chains (LAMAI, LAMA2, LAMA3, LAMA4 and LAMAY) is affected in the immortalized human
eye non-pigmented ciliary epithelium ODM-2 cell line when stimulated by the cytokine TGF-B1,
as there are no previous studies on this topic.
The results of the experimental part of this bachelor thesis revealed that TGF-B1 increases the gene
expression of the laminin a-chain LAMA 1, where statistically significant differences were detected
at the 48h and 72h time points. TGF-B1 stimulation in the ODM-2 cell line downregulated the
expression of LAMA3 and LAMA4. It was also found that TGF-B1 treatment suppressed the
expression of the TGF-f receptor TGFBR3 in the ODM-2 cell line. In addition, TGF-B1 was seen



to upregulate the expression of TGFBI, TGFBI1, and TGFB2, as well as the expression of FBNI.
Based on the results of this bachelor thesis, it was revealed that TGF-f1 can have effect on the
expression of different laminins in the immortalized human eye non-pigmented ciliary epithelium
ODM-2 cell line. Further experiments are needed to determine the functional importance of
different laminins in the context of XFS, which may help to better characterize the changes in eye

ECM and point to novel therapeutic options.
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Lisa 1. Kasutatud praimerid

Praimer Jérjestus
] F 5" TCTCCGCGTGTATCGACATC 3’
FBN
R 5" GGGTTGCAGGCACACTGATA 3’
F 5" GTGAGGACCCCAGTAACGC 3’
LAMAI
R 5" TAAAACGGCTCTGCACGGAT 3’
F 5" GTGACAAATGCAAGGCTGGGA 3’
LAMA2
R 5 GGCACAGCGGTCACATTTC 3’
F 5’ TGGGATGGCTGTGGATCTTT 3’
LAMA3
R 5> ACCCTTTGCTGCTGTGAACT 3’
F 5 GCCTGAGACGAGCGAACC 3°
LAMA4
R 5" CCAGGTGAAACTCTCAAGGCA 3’
F 5" CAATGCCTCGGCTCCATCAG 3’
LAMAS
R 5 CGGGCCAGCAATCTCTGT 3’
F 5 GTGCTGCGGAGGAGAAGTGT 3’
LOXLI1
R 5’ TCCATGCTGTGGTAATGCTGGT 3’
F 5" AAGGTAACGGCCAGTACACG 3’
TGFBI
R 5’ TGGTTGTTCAGCAGGTCTCTC 3’
F 5" TTGAGGGCTTTCGCCTTAGC 3’
TGFBI
R 5 CCGGTAGTGAACCCGTTGATG 3’
F 5 GCGAATGGCTCTCCTTCGAT 3’
TGFB2
R 5" GGTGCCATCAATACCTGCAAA 3’
F 5" ATGACCCACGTCCCCTATCA 3°
TGFB3
R 5" CAGACAGCCAGTTCGTTGTG 3’
F 5’ TTGTTGGTACCCAAGGAAAGCC 3’
TGFBRI
R 5 CCACTCTGTGGTTTGGAGCAA 3’
F 5" TGTGTGGCTGTATGGAGAAAGA 3’
TGFBR2
R 5’ TCATGGTAGGGGAGCTTGGG 3’
F 5’ TGCACTTTCCTATCCCGCAA 3’
TGFBR3 =

5" TGCACTTTCCTATCCCGCAA 3’




Lisa 2. RT-qPCR program

Etapp Temperatuur °C Aeg Korduste arv
Voimaliku
kontaminatsiooni 50 2 minutit 1
eemaldus
Enstiimi aktivatsioon 95 15 minutit 1
Denaturatsioon 95 15 sekundit
40
Produkti paljundamine 60 1 minut
95 15 sekundit
Dissotsiatsioonianaliiiisi ;
60 1 minut 1
etapp
95 15 sekundit

Lisa 3. Laminiini p1, konjugeeritud sekundaarsete antikehadega Alexa 488 ja Alexa 555
tuvastamine immunofluorestsentsmikroskoopiaga. TGF--ga to6deldud ODM-2 rakud ja
tootlemata rakud (Kontroll). Siniselt on varvunud rakutuumad (DAPI), punaselt on vérvunud
piirkonnad, kus vastav antikeha on spetsiifiliselt seondunud. Pildid on saadud 20x suurendusega
objektiiviga. Sekundaarse antikeha lahjendus 1:500.

LM ll + DAPI GAM-AS555 + DAPI GAR-A488 + DAPI

Kontroll

TGFB1
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