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Tsütokiini TGF-β1 poolt vahendatud muutused laminiinide ekspressioonis ODM-2 rakuliinis 

Eksfoliatsiooni sündroom (XFS) on kompleksne east sõltuv haigus, mida iseloomustab fibrillaarse 

rakuvälise materjali tootmine ja kuhjumine silma erinevates kudedes. Tsütokiini transformeeriv 

kasvufaktor β1 (TGF-β1) hulk on XFS-i patsientide silma vesivedelikus suurenenud ning on 

pakutud välja kui ühte võimalikku 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 määratud mis isovormidega on tegemist. Antud 

bakalaureusetöö eesmärk oli kaardistada, kuidas TGF-β1 mõjutab laminiinide alfa-ahelate (1-5) 

ekspressiooni ODM-2 rakuliinis. Bakalaureusetöö tulemusena selgus, et TGF-β1 stimuleerib 

LAMA1, kuid vähendab 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 võimalustele. 

Märksõnad: eksfoliatsiooni sündroom, eksfoliatiivne materjal, laminiinid, ekstratsellulaarne 

maatriks, TGF-β1 

CERCS: B620 Oftalmologia 

Cytokine TGF-β1-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 β1 (TGF-β1) 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-β1 affects the 

expression of the laminin alpha chains (1-5). This bachelor's thesis showed that TGF-β1 stimulated 

the expression of LAMA1, 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. 

Keywords: exfoliation syndrome, exfoliative material, laminins, extracellular matrix, TGF-β1 

CERCS: B620 Ophthalmology 
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KASUTATUD LÜHENDID 
 
 
cDNA komplementaarne DNA (inglise keeles complementary DNA) 

Ct lävitsükkel (inglise keeles treshold cycle) 

ECM ekstratsellulaarne maatriks (inglise keeles the extracellular matrix) 

FBN1 fibriliin-1 (inglise keeles fibrillin-1) 

GWAS geneetiline assotsiatsiooniuuring (inglise keeles genome-wide association study 

IL interleukiin (inglise keeles interleukin)  

LAMA aminiini subühik alfa (inglise keeles laminin subunit alpha) 

LM laminiin (inglise keeles laminin) 

LOXL lüsüüloksüdaasisarnase valgu (inglise keeles lysyl oxidase-like protein) 

LTBP latentset TGF-β siduv valk (inglise keeles latent TGF beta binding protein) 

NGS preimmuunse kitse seerum (inglise keeles Normal Goat Serum) 

PBS fosfaat puhverdatud soolalahus (inglise keeles phosphate buffered saline) 

Pen-Strep penitsilliini-streptomütsiini segu (inglise keeles Penicillin-Streptomycin Mixture) 

RT-qPCR pöördtranskriptsiooni kvantitatiivne polümeraasi ahelreaktsioon (inglise keeles 
reverse transcription quantitive polymerase chain reaction)  

TβR transformeeriv kasvufaktor beeta retseptor (inglise keeles transforming growth factor 
beta receptor) 

TGFBI transformeeriv kasvufaktor beeta indutseeritud (inglise keeles transforming growth 

factor beta induced) 

TGFβ transformeeriv kasvufaktor beeta (inglise keeles transforming growth factor beta) 

XFM ekstratsellulaarse fibrillaarse materjali (inglise keeles extracellular fibrillar material) 

XFS eksfoliatsiooni sündroom (inglise keeles exfoliation syndrome) 

  



SISSEJUHATUS 

Eksfoliatsiooni sündroom (XFS, inglise keeles exfoliation syndrome), tuntud ka kui 

pseudoeksfoliatsioon (Dvorak-Theobald, 1954), on kompleksne ja süsteemne east sõltuv haigus, 

mida iseloomustab fibrillaarse rakuvälise materjali tootmine ja kuhjumine silma erinevates 

kudedes (Ritch ja Schlötzer-Schrehardt, 2001). XFS-i tekkepõhjused ei ole täpselt teada, kuid 

hiljuti publitseeritud töödes on leitud, et XFS võib olla seotud erinevate põletikuliste 

protsessidega (Küchle et al.,1995; Schlötzer-Schrehardt ja Naumann, 2006; Zenkel et al., 2005). 

XFS tuvastatakse tavaliselt ebanormaalse fibrillaarse materjali kuhjumise tõttu silma eesmises 

segmendis ning selle haigusega kaasneb suurenenud glaukoomi haigestumise risk (Schlötzer-

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 

käigus toimuv valgumaterjali ladestumine põhjustaab häireid silma vesivedeliku voolus, mis on 

peamine silma normaalse siserõhu tagaja (Aboobakar et al., 2017). Silmasisese vesivedeliku 

juurde- ja äravool on vastavalt reguleeritud kahe peamise kompartmendi, tsiliaarkeha 

(vesivedeliku tootmise koht) ja trabekulaarse võrgustiku (vesivedeliku väljavoolu peamine koht) 

poolt (Goel et al.,2010). 

Laminiinid on heterotrimeersed glükoproteiinid, mis koosnevad kolmest disulfiid sidemetega 

seotud polüpeptiidi α-, β- ja γ-ahelast (Aumailley, 2013). Laminiinid on olulised 

basaalmembraanide komponendid, olles raku adhesiooni, migratsiooni, diferentseerumise ja 

proliferatsiooni peamised rakuvälise maatriksi regulaatorid. Mehhanismidest, mille abil 

laminiinid sadestuvad ja organiseeritakse ekstratsellulaarses maatriksis (ECM, inglise keeles the 

extracellular matrix) ning nende rolli XFS-i osas teatakse vähe. Senised uuringud on vaid 

spekuleerinud laminiinide ladestumis mehhanismide üle, eelkõige rakupinna retseptorite ja 

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

Käesoleva bakalaureusetöö eesmärgiks oli kaardistada laminiinide α-ahelate (LAMA1, LAMA2, 

LAMA3, LAMA4 ja LAMA5) geeni ekspressiooni muutused tsütokiini TGF-β1-ga stimuleeritud 

immortaliseeritud inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli ODM-2 rakuliinis. 



Bakalaureusetöö valmis Tartu Ülikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi geenitehnoloogia 

õppekava raames. Antud bakalaureusetöö koostati Tartu Ülikooli meditsiiniteaduskonna alla 

kuuluvas bio- ja siirdemeditsiini instituudis, RNA bioloogia uurimisgrupis. 

  



1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE 

1.1. Silma ehitus ja vesivedelik 
 

 
 
Joonis 1. Inimese silm. Modifitseeritud http://entsyklopeedia.ee/artikkel/silm1. 
 

Silmamunas eristatakse kolme kesta: väline ehk kiudkest, keskmine ehk soonkest ja sisemine ehk 

võrkkest (Mandel et al.,1983). Kiudkest koosneb läbipaistvast sarvkestast ehk kornea (cornea), 

opaaksest ehk läbipaistmatust kõvakestast (sclera) ja nende vahelisest piirkonnast - limbus (Joonis 

1) (Kels et al., 2015). Kiudkest säilitab silmamuna kuju ning on silmalihaste kinnituskohaks. 

Sarvkest kaitseb silma infektsioonide ning struktuursete vigastuste eest. Kõvakest moodustab 

sidekoe katte, mis kaitseb silma struktuuri füüsiliste vigastuste eest ning säilitab selle kuju. 

Sarvkesta tagumise poolsuse ja iirise vahele jääb 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 pärissoonkestast (choroidea) (Joonis 1) (Kels et al., 2015). Vikerkest kontrollib silmaava ehk 

pupilli suurust ja seega ka võrkkestale jõudva valguse hulka. Tsiliaarkehas paiknevad ripslihased 

kontrollivad läätse kuju ning lisaks on ripskeha silma vesivedeliku tootmise koht. Soonkest on 

veresoonterikas kiht, mis varustab võrkkesta välimisi kihte hapniku ja toitainetega. Iirise taga 

paikneb silma tagakamber (Mandel et al., 1983; Willoughby et al., 2010). 

Sisekest sisaldab võrkkesta ehk reetinat (Kels et al., 2015). Reetina on kompleksne kihiline 

neuronite struktuur, mis hõivab ja töötleb valgust. Silmakihtidega ümbritsetud kolme läbipaistvat 

struktuuri nimetatakse vesivedelikuks, klaaskehaks ja läätseks (Willoughby et al., 2010). 



Sarvkesta ja läätse vahel paikneb läbipaistev vesivedelik, mis on oluline silma siserõhu tagamises 

ning täidab ja aitab moodustada silma eesmist ja tagumist kambrit. Vesivedelikku toodab aktiivselt 

silma tagumises kambris tsiliaarkeha tsiliaarne epiteel (Dismuke et al., 2015). Tsiliaarne epiteel 

eritab vesivedelikku pidevalt, mis voolab läbi silmaava eesmise kambri suunas (Costagliola et al., 

2020). Vesivedeliku pidev tootmine ja väljavool silmas reguleerib ja säilitab silmarõhku, mis tagab 

silma optilisi omadusi. Ringlev vool vastutab hapniku ja toitainete transportimise eest silma 

väimisse piirkonda ning eemaldab eesmisest kambrist metaboolsedid jääkainedid (Zhu et al., 2012; 

Drewry et al., 2018). Kui vesivedelik on silma tagumise kambri täitnud, liigub vesivedelik edasi 

üle läätse ja ümber vikerkesta, seejärel läbib silmaava ning satub eeskambrisse (Abu-Hassan et al., 

2014). Vesivedelik võimaldab põletikuga seotud rakkudel vastavatel tsütokiinidel patoloogilise 

seisundi korral silmas levida (Goel et al., 2010). 

Vesivedelik väljub silmast kahe väljavoolutee kaudu - tavapärasel teel ja ebatavalisel teel. 

Peamised vesivedeliku väljavooluga seotud silma struktuurid on trabekulaarne võrgustik ja 

Schlemmi kanal (Drewry et al., 2018). Enamik vesivedelikku (75-85%) väljub tavapärase tee 

kaudu (Abu-Hassan et al., 2014; Goel et al., 2010). Väike osa vesivedelikust väljub mööda 

ebatavalist teed, kus vesivedelik väljub läbi tsiliaarlihase välimiste koeruumide (Zhu et al., 2012; 

Bill ja Phillips, 1971; Goel et al., 2013). 

Vesivedelik sisaldab elektrolüüte, orgaanilisi lahustunud aineid, kasvufaktoreid ja tsütokiine, mis 

säilitavad silma eesmise segmendi metaboolset tasakaalu (To et al., 2002; Barsotti et al., 1992; 

Freddo, 1993; McLaren et al., 1993; Chowdhury et al., 2010). Vesivedeliku homöostaas võib olla 

häiritud mitme silmahaiguse korral (sh. glaukoomi puhul), mis omakorda põhjustab mitmete 

kasvufaktorite ja tsütokiinide ekspressiooni suurenemist (Park et al., 2021). Vesivedeliku 

sekretsioon ja selle väljavoolu reguleerimine on füsioloogiliselt oluline protsess silmasisese rõhu 

hoidmiseks normaalses vahemikus. Mistõttu on vesivedeliku ringet reguleerivate keeruliste 

mehhanismide mõistmine 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 välimisest 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 et al., 2015). 

 

1.1.2. Trabekulaarne võrgustik 
 

Kontrollitud tasakaal sekreteeritud vesivedeliku hulga ja väljavoolu kiiruse vahel on oluline 

normaalse silmasisese rõhu hoidmiseks. Trabekulaarne võrgustik on läbilõikel vaadates 

kolmnurkne struktuur, mis koosneb endoteeliga ümbritsetud sidekoest. Selle struktuuri välimine 

kiht on kaetud fagotsüütiliste rakkudega, mis toimivad nn eelfiltritena, eemaldades vesivedelikust 

rakujäägid enne, kui vedelik liigub edasi vähem poorsesse struktuuri (Lerner et al., 2017; Goel et 

al., 2010; Abu-Hassan et al., 2014). 

Trabekulaarset võrgustiku võib omakorda jagada kolmeks filtreerivaks komponendiks: 

uveaaltraktiks ehk uvea’ks, korneoskleraalne- ja jukstakanalikulaarne võrgustik (Stamer ja Clark, 

2017). Eeskambrile kõige lähemal asuv uvea’lne võrgustik on moodustatud iirise ja tsiliaarkeha 

stroomade sidekoe pikenditest, mis on täielikult kaetud endoteelirakkudega (Saccà et al., 2016). 

See kiht ei paku erilist vastupanu vesivedeliku väljavoolule (Llobet et al., 2003).  

Järgmine kiht, korneoskleraane võrgustik, on moodustatud basaalmembraanil paiknevate 

endoteelitaoliste rakkudega kaetud lamellidest. Lamellid koosnevad glükoproteiinidest, 

kollageenist, hüaluroonhappest ja elastsetest kiududest. Voolutakistuse suurenemises on sarvkesta 

võrgustikul ning selle kitsamate rakkudevahelistel ruumidel suurem roll, võrreldes uvea võrguga 

(Llobet et al., 2003). 

Kolmas kiht, mis on ühendatud Schlemmi kanali endoteelirakkude siseseinaga, on 

jukstakanalikulaarne võrgustik. Selle moodustavad tihedasse ekstratsellulaarsesse maatriksisse 

(edasmidi ECM) paigutatud rakud ja tänu kitsastele rakkudevahelistele ruumidele panustab see 

kõige enam vesivedeliku väljavoolu takistamisse (Llobet et al., 2003; Bill, 1975).  

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

väljumist ületama. Schlemmi kanalist väljumisel siseneb vesivedelik veenidesse ja seguneb verega 



episkleraalsetes veenides ning kõikide takistuste koosmõjul tagatakse keskmiselt 15,5 ± 2,6 mmHg 

silmasisene rõhk (Bill, 1975; Llobet et al., 2003). 

Vesivedeliku väljavoolu katkemine põhjustab silmasisese rõhu tõusu, mis on silma haiguste 

patogeneesis peamine riskitegur (Goel et al., 2010). Vesivedeliku väljavooluteede struktuuride 

ebanormaalsused võivad olla ka kaasasündinud ning põhjustada nt. glaukoomi (Abu-Hassan et al., 

2014). Glaukoomi puhul on näidatud, et nende kudede kaudu vähenenud väljavool on kõrgenenud 

silmasisese rõhu üks peamisi põhjuseid (Drewry et al., 2018). 

Trabekulaarse võrgustiku ekstratsellulaarne maatriks sisaldab arvukalt erinevaid komponente, 

nagu kollageenid, laminiinid, elastiin, fibronektiin, fibrilliin, proteoglükaanid, matritsellulaarsed 

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

 

1.2. Eksfoliatsiooni sündroom 
 

Eksfoliatsiooni sündroom (edaspidi XFS) on haigus, mida iseloomustab fibrillaarse rakuvälise 

materjali tootmine ja kuhjumine silma erinevates kudedes (Ritch ja Schlötzer-Schrehardt, 2001). 

Arvatakse, et XFS-i puhul võivad kaasneda ECM-is struktuursed häired ja see võib olla seotud 

muutustega elastsetes kudedes üldisemalt ning ka silma arteriaalse hüpertensiooniga (Kaljurand ja 

Teesalu, 2010). 

XFS on globaalselt esinev haigus, mis mõjutab 60–70 miljonit inimest maailmas, esinedes 0,3-

30% üle 60-aastastest inimestest (Belovay et al., 2010). XFS-i levimus inimpopulatsioonide vahel 

varieerub märkimisväärselt: 0% eskimotel, Austraallia populatsioonis 0,9% ning kuni 40,6% 

vanematel kui 80-aastastel patsientidel Põhjamaades (Forsius, 1979; Mccarty ja Taylor, 2000; 

Aström ja Lindén, 2007; Hirvelä et al., 1995). XFS-i levimus Eestis on suur, 25,5% viiskümmend 

aastat ja vanematel isikutel, mis on sarnane üldisele põhjamaade levimusele (Kaljurand ja Teesalu, 

2010). XFS-i sagedus suureneb järsult koos vanusega. Näiteks Islandi populatsioonis on XFS-i 

esinemissagedus 70 kuni 79-aastaste seas 17,7% ja üle 80-aastastel patsientidel 40,6%. Selline 

varieeruvus arvatakse olevat tingitud populatsioonide geneetilise tausta erinevustest, kuid lisaks 

võib-olla mõjutatud 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 

kõikidele vesivedelikuga kokkupuutuvatele struktuuridele silma eesmises segmendis (Elhawy et 

al., 2012). Pilulambi uuringutes ilmneb XFM peene kõõmalaadse materjalina, mida tavaliselt 

leidub läätse eesmisel pinnal kontsentreerituna ringikujuliselt (Tarkkanen ja Kivelä, 2002). XFM-



i ladestusi võib leida ka trabekulaarses võrgustikus, pupilaaräärisel, tsonulaarkiududel, tsiliaarkeha 

esiküljel ja sarvkesta endoteelil (Nazarali et al., 2018). XFM-i päritolu on ebaselge, kuid senised 

uurimistööd on osutanud võimalusele, et see pärineb intraokulaarsetest rakkudest (trabekulaar- ja 

sarvkesta endoteel, tsiliaar- ja läätseepiteel ja iiris) ning silmavälistest rakkudest (fibrotsüüdid, 

veresooned ja lihased) (Zenkel ja Schlötzer-Schrehardt, 2014). 

XFM-i kuhjumine takistab vesivedeliku voolu trabekulaarses võrgustikus ja edasist väljavoolu 

Schlemmi kanalisse (Schlötzer-Schrehardt ja Naumann, 1995). XFM-i kuhjumise tulemuseks on 

silmasisese rõhu tõus, mis võib omakorda põhjustada optilise neuropaatia (Gharagozloo et al., 

1992). XFS on glaukoomi kõige levinum tuvastatav põhjus, moodustades mõnes riigis enamiku 

juhtudest. XFS võib lõppeda patsiendi haiges silmas nägemise kaotamisega (Aung et al., 2018; 

Challa ja Johnson, 2018; Ovodenko et al., 2007). 

 

1.2.1. Eksfoliatsiooni sündroomiga 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 analüüsimisel on tuvastatud haigusega kaasnevaid muudatusi basaalmembraanis ja sellega 

seotud valkudes (sealhulgas laminiin, fibronektiin), elastsete kiudude valkude (sealhulgas fibrilliin-

1 ja vitronektiin) latentset TGF-β-siduvate valkudes ja latentse TGF-β1 ekspressioonis (Konstas et 

al., 1991; Konstas et al., 1990; Schlötzer-Schrehardt, 1997; Vogiatzis et al., 1994; Challa ja 

Johnson, 2018; Borrás, 2018). Nende valkude ebanormaalne paiknemine või normaalsest erinev 

hulk XFS-i silmas on üheks võimaluseks selle haiguse kulu kirjeldamisel (Tamhane et al., 2019). 

Lisaks võimalikele valgulistele markeritele on XFS-i puhul seostatud ka geneetilisi markereid nagu 

näiteks LOXL1 (lüsüüloksüdaasisarnase valk 1) (Thorleifsson al. 2007). 

  



1.2.1.1. LOXL1 
  

LOXL1 on geen viieliikmelisest ensüümide perekonnast (,LOXL, LOXL1, LOXL2, LOXL3 ja 

LOXL4), mis kodeerivad fibrilliini, elastiini ja kollageeni ristsidumisel osalevaid ensüüme (Li et 

al., 2021). Muudatused LOXL1 ensüümi kodeerivas alas võivad kaasa tuua kõrvalekaldeid 

esnüümi töös, millega võib kaasneda elastsete kiudude kuhjumine vastavas koes ning just selline 

protsess on ka omane XFS-ile (Nazarali et al., 2018). LOXL1 on tunnistatud XFS-i haiguse 

peamiseks mõjulookuseks (Schlötzer-Schrehardt, 2018). 

LOXL1 oli esimene geen, mis seostati XFS-i ning selle variatsioonidega ülegenoomse 

assotsiatsiooniuuringu abil. Avastati seos haiguse ja LOXL1 ühenukleotiidsete polümorfismide 

vahel, mis paiknevad kromosoomil 15q24.1 (Thorleifsson et al., 2007; Li et al., 2021). Avastusest 

saadik on mitmed uuringud kinnitanud, et XFS-ga seotud LOXL1 polümorfismid on paljudes, kuid 

mitte kõigis uuritud populatsioonides haigusele seni teadaolev omane geneetiline riskitegur (Aung 

et al., 2018). Kuna seni tuvastatud XFS-iga seotud variandid LOXL1-s on kohati varieeruva 

fenotüübilise seosega populatsioonide vahel, seab see kahtluse alla nende rolli haiguse 

patogeneesis (Berner et al., 2019). 

Praeguste teadmiste kohaselt ei oma LOXL1 mitte ainult tugevaimat geneetilist seost kõigist 

teadaolevatest XFS-i vastuvõtlikkuse geenidest, vaid sel näib olevat ka teatud funktsionaalne roll 

XFS-i patogeneesis (Schlötzer-Schrehardt, 2009). LOXL1 kodeerib lüsüüloksüdaas homoloog-1-

te, mis katalüüsib lüsiinist lähtuvate kovalentsete ristsidemete teket rakuvälise maatriksi 

molekulides, nagu kollageen ja elastiin (Mäki, 2009). Arvatakse, et LOXL1 geeni düsreguleeritud 

ekspressioon XFS-i patsientide kudedes aitab kaasa elastiini ja fibrilliini ristsidumisele 

fibrillaarsete agregaatide moodustumisel. Lisaks on on näidatud, et see on seotud ka sidekoe 

degeneratsiooniliste muutustega, mis soodustavad glaukoomi ja süsteemsete komplikatsioonide 

teket (Schlötzer-Schrehardt et al., 2012). Täpsed mehhanismid, mille kaudu LOXL1 variandid 

mõjutavad haiguse riski on endiselt teadmata, kuid on pakutud, et see on seotud ebanormaalsete 

LOXL1 ekspressioonitasemete või häiritud valgu funktsioonidega (Schlötzer-Schrehardt, 2018; 

Berner et al., 2019). 

Laiemalt vaadatuna on LOXL1 ensüüm, mis on spetsiifiliselt seotud tropoelastiini ristsidumisega 

ja elastsete kiudude moodustumisega, säilitamisega ja ümberkujundamisega, eriti dünaamiliste 

protsesside ajal, nagu kudede vigastus, fibroos ja isegi vähk (Liu et al., 2004). Ristsidemed tagavad 

sidekudede, sealhulgas veresoonte seinte elastsuse, mis on vajalikud mehaanilise koormuse 

talumiseks (Responte et al., 2007; Schlötzer-Schrehardt, 2018). LOXL1 reguleerimatut 



ekspressiooni ja aktiivsust seostatud fibrootiliste sidekoe häiretega nagu XFS-i patogeneesiga 

(Schlötzer-Schrehardt, 2009). 

Lisaks on LOXL1 ekspressiooni puhul märgatud, et ensüümi kogus on ajutiselt suurenenud 

fibrootilise valgumaatriksi tekke protsessi algstaadiumis. Kusjuures on teada, et seda fibrootilist 

protsessi võivad stimuleerida TGF-ß1 ja IL-6, mille ebanormaalset hulka on tuvastatud XFS-i 

patsientide vesivedelikus (Schlötzer-Schrehardt et al., 2008; Zenkel et al., 2010; Garweg et al. 

2017). 

  

1.2.1.2. TGF-β, selle isovormid ja retseptorid 
  

Transformeeriv kasvufaktor (TGF) on tsütokiin, mis mõjutab rakkude proliferatsiooni, 

migratsiooni, diferentseerumist, apoptoosi ja lisaks ka rakuvälise maatriksi komponentide 

akumuleerumist (Gao et al., 2022). 

TGF-β isovormide ekspresseerumist XFS-i patsientide vesivedelikus on eelnevalt uuritud ning 

teatud isovormide suurenenud hulka on seostatud sealhulgas XFS-i esinemisega (Yoneda et al., 

2007; Schlötzer-Schrehardt et al., 2001). Need kasvufaktorid arvatakse olevat seotud XFM-i 

tootmisega või muutustega rakkudes, mis on seotud vesivedeliku väljavoolusüsteemiga, 

põhjustades suurenenud väljavoolu takistust (Park et al., 2021), kuid koos teiste tsütokiinidega, 

mida XFS-i vesivedelikust on leitud, võivad põhjustada ka laiemalt muutusi silma ECM-i 

struktuurides. TGF-β on tuvastatud ka vesivedeliku proovides, mis pärinesid Jaapani 

populatsioonist, kus mitte ainult TGF-β1 tase ei olnud oluliselt kõrgenenud XFS-i patsientidel, vaid 

tuvastati ka kolmanda isovormi, TGF-β3 erinevad tasemed (Yoneda et al., 2007). Nende uuringute 

ja mitmete teiste tulemused toetavad hüpoteesi, et just TGF-β1 on oluline faktor reguleerimaks 

XFM-i ladestumist (Borrás, 2018; Garweg et al., 2017; Schlötzer-Schrehardt et al., 2001; Rao ja 

Padhy, 2014; Takai et al., 2012). 

On huvitav, et seoses ühe XFS-i peamise geneetilise markeri (LOXL1) variantidega, on leitud 

LOXL ensüümide vähenenud aktiivsus ning on täheldatud TGF-β1 ja TGF-β2 isovormide 

suurenenud hulka XFS-i patsientide vesivedelikus. See võib osutada TGF-β rollile LOXL 

ensüümide reguleerimises (Gayathri et al., 2016; Sahay et al., 2021). 

Arvatakse, et TGF-β1 lokaalne tootmine silmas on XFS-is keskse tähtsusega (Borrás, 2018). TGF-

β1 näib indutseerivat LOXL1 ekspressiooni ja teiste rakuvälise maatriksi komponentide tootmist, 

mis esinevad XFM-i seas (Sethi et al., 2011). Lisaks näitavad mitmete uuringute tulemused, et 

XFS-i glaukoomi patsientide vesivedelikus on vähenenud antioksüdantide aktiivsus ja suurenenud 



oksüdatiivse stress (Ferreira et al., 2009; Ferreira et al., 2004). Uuringud on kinnitanud, et lisaks 

TGF-β muutustele vesivedelikus, on IL-6 (interleukiin-6) ja IL-8 tase XFS-i patsientide 

vesivedelikus kolm korda kõrgem kui kontrollrühmas ning just IL-6 tundub olevat oluline TGF-β 

ekspressiooni indutseerimiseks. Nii TGF-β, kuid ka pro-oksüdatiivne ja põletikku soodustav 

keskkond on olulised faktorid XFS-is (Zenkel et al., 2010). 

TGF-β perekonna liikmed toimivad peamiselt läbi kahte tüüpi retseptorite: tüüp I (TβRI) ja tüüp II 

(TβRII) (Shi ja Massagué, 2003; Lawler et al. 1997). Signaaliraja aktivatsioonis võivad kuni kolm 

kolme tüüpi retseptorid: tüüp I, tüüp II ja tüüp III (TβRII) (Joonis 2) (Groppe et al., 2008). 

Signaalirada aktiveerub TβRI-i ja TβRII-i heterotetrameersete komplekside kaudu, mida 

kontrollivad posttranslatsioonilised modifikatsioonid, nagu fosforüülimine, ubikvitüleerimine, 

sumoüleerimine ja neddüülimine (Wells, 1996; Heldin ja Moustakas, 2016). TGF-β isovormid, 

TGF-β1, TGF-β2 ja TGF-β3, seonduvad kõige pealt TβRII-ga, mis algatab signaaliraja (Bertolio 

et al., 2021). TβRII-id seovad ligandiga ning fosforüleerivad TβRI-i, misjärel aktiveerivad 

järgmiseid efektoreid (Groppe et al., 2008). TβRIII, tuntud ka kui beetaglükaan, võivad seonduda 

TGF-β ligandidega, kuid neil ei ole signaaliülekande domeene, kuid see-eest võivad moduleerida 

ligandi kättesaadavust ja retseptori aktiveerimist (Heldin ja Moustakas, 2016; Groppe et al., 2008). 

TβRIII-id võivad sõltuvalt ekspressioonitasemest ja rakusisesest paiknemisest suurendada või 

pärssida TGF-β ligandide seondumist TβRII-ga ja moduleerida TGF-β perekonnaliikmete 

signaaliülekande aktiivsust (You et al. 2007; Eickelberg et al. 2002; Groppe et al., 2008). TβRIII 

võib toimida TGF-β signaaliraja inhibiitorina, kuid osades uuringutes on lisaks leitud, et TβRIII-i 

puudumisel on spetsiifiliselt TGF-β2 mõjutusvõime rakkudele palju suurem. Paraku pole täpselt 

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-β signaaliülekande retseptorid. Modifitseeritud Vander Ark et al., 2018 järgi.  
 

1.2.2. Eksfoliatsiooni sündroom ja ekstratsellulaarne maatriks 
  

XFS-i patsienteidel on tihti leitud mitmesugused sidekoe patoloogiaid, mis on seotud ECM-i 

allareguleeritud homöostaasiga (Schmitt et al., 2021). See osutab asjaolule, et ECM-i muudatused 

nendel patsientidel on organismis laiemalt esinevad(Aboobakar et al., 2017). 

ECM-i muudatuste jälgimine in vivo XFS-i erinevates haiguse progresseerumise etappides on 

keeruline (Sahay et al., 2021). Peamiseks takistuseks on protseduuride vähesus ECM-i 

funktsioonide otseseks mõõtmiseks patsientidel, kellel on määratud haiguse varane vorm (Sahay 

et al., 2021). Molekulaarsed mehhanismid, mis selgitaksid XFS-i kliiniliste leidude põhjuseid, pole 

täpselt teada. (Sahay et al., 2021) Senised uuringud haiguse varaste staadiumite kohta on 

tuvastanud, et XFS-i korral suureneb silmasisese rõhu tase vesivedeliku väljavoolu vähenemise 

tõttu trabekulaarses võrgus, Schlemmi kanalis ja läbivoolu kanalites (Chono et al., 2018). Selle 

põhjuseks on suurenenud vesivedeliku väljavoolu takistus, mis on tingitud fibrootilistest (Chono 

et al., 2018) muutustest ECM-il, mis on omakorda tingitud trabekulaarvõrgustikus toimuvatest 

muutustest (Takai et al., 2012; Chono et al., 2018). Senini ei ole põhjalikult uuritud võimalikke 

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 ensümaatilisele lagunemisele (Zenkel et al., 

2005). XFS-iga seoses tuleb täheldada, et LOXL1 üheks funktsiooniks on elastiini ristsidumisele 

kaasaaitamine (Molnar et al., 2003). ECM-i valkudest, mis on seotud XFS-i haigusega, on 

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



basaalmembraaniga seotud komponendid nagu laminiin, elastiin, entaktiin/nidogeen, fibronektiin 

ja vitronektiin, mis kõik esinevad XFM-is (Schlötzer-Schrehardt et al., 1992; Li et al., 1988; 

Sharma et al., 2018). Fibrillaarseid maatriksvalke toodavad peamiselt läätse ekvatoriaalne epiteel, 

mittepigmenteerunud tsiliaarne epiteel ja iirise tagumine pigmentepiteel (Naumann et al., 1998; 

Zenkel et al., 2005). Lisaks on leitud, et ka trabekulaarvõrgustiku rakud, sarvkesta endoteelirakud 

ning iirise veresoonte endoteeli- ja silelihasrakud võivad 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 polümeriseerudes moodustab mikrofibrille, on 

paljude sidekudede komponent ning oluline lähtematerjal elastsete kiudude ehitamiseks, kus 

esmasele fibrilliinist maatriksile lisatakse tropoelastiin ja toetatakse ka edasist elastiini ristsidumist 

(Olivieri et al., 2010). Elastsed 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-β ECM-i külge seondumisel (Borrás, 2018). Seda reguleerib LTBP-2 (Hirani et al., 2007) 

ning vahendab LTBP-1, mille läbi seotakse inaktiivne TGF-β suure latentse kompleksina 

(moodustunud LTBP-1, TGF-β ja nendega seotud peptiidide poolt) (Borrás, 2018). 

Lisaks sisaldavad sidumissaite integriini retseptoritele, mis kutsuvad esile adaptiivse vastuse 

rakuvälise mikrokeskkonna muutustele, korrastades tsütoskeletti, kontrollides geeniekspressiooni 

ning vabastades ja aktiveerides maatriksiga seotud latentseid TGF-β komplekse (Olivieri et al., 

2010). On märkimisväärne, et silmas paiknevad normaalsed tsliaarjätked sisaldavad fibrilliini kuid 

mitte elastiini (Thomson et al., 2019). 

Kuigi inimestel on tuvastatud kolm fibrilliini isovormi, leidub just fibrilliin-1 kõige rohkem 

täiskasvanud kudedes (Thomson et al., 2019). Mutatsioonid FBN1 geenis võivad põhjustada ECM-

is aktiveeritud TGF-β kuhjumist (Kaartinen ja Warburton, 2003). Fibrilliini ekspressiooni 

indutseerib ka omakorda TGF-β, mis põhjustab näiteks fibroosi (Kissin et al., 2002). 

Mutatsioonid, mis mõjutavad fibrilliin-1 (FBN1) struktuuri või ekspressiooni, häirivad 

mikrofibrillide biogeneesi ja stimuleerivad ebaõiget varajast TGF- β aktivatsiooni (Loeys et al., 

2010; Olivieri et al., 2010). Lisaks võivad põhjustada mutatsioonid FBN1 geenis integriini 



sidumissaidi lähedal häireid rakk maatriksi interaktsioonides, maatriksi struktuuri korrektset 

formeerumist ja varajast TGF-β komplekside rakuvälist jaotumist (Loeys et al., 2010; Olivieri et 

al., 2010). 

 

1.2.2.2. Elastiin 
  

Elastiin on ECM-i valk, mis vastutab paljude kudede, näiteks suurte arterite, südameklappide, 

kopsukudede, naha, teatud sidemete ning kõhrede venivuse ja tõmbevõime funktsioonide eest 

(Reichheld et al., 2019; Wang et al., 2021). Elastsed kiud, mis on ensümaatiliselt 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 südame-

veresoonkonna haigused, on seotud elastiini puudulikkusesega ja elastsete kiudude lagunemisega 

(Cocciolone et al., 2018; Wang et al., 2021). 

Elastiinil on tähtis roll XFS-i haiguse arengus ja progresseerumises, läbi ekspressiooni- ja 

struktuurimuutuste ECM-ile ladestumisel (Nazarali et al., 2018). Kollageen ja elastiin on ECM 

ühed peamised komponendid, millega seotud muudatused on füsioloogiliste ja patoloogiliste 

seisundite kirjeldamisel olulised. Elastiin võimaldab kudede kokkutõmbumist ja vastupidavust. 

Lisaks indutseerib elastiin mitmesuguseid rakutegevusi, sealhulgas rakkude migratsiooni ja 

proliferatsiooni, valgumaatriksi sünteesi ja reguleerib erinevate proteaaside tootmist (Pérez-Rico 

et al., 2014). 

 

1.2.2.3. Laminiinid 
 

Laminiinid on suure molekulmassiga (vahemikus 400 kuni 900 kDa) glükoproteiinid, mis 

koosnevad kolmest disulfiidsidemetega seotud polüpeptiidi α-, β- ja γ-ahelast (Hamill et al., 2009; 

Aumailley, 2013). Need moodustavad ristikujulise molekuli (Joonis 3), millel on kaks või kolm 

lühikest haru ja üks 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 liikmetele nii ühised kui 

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



vajalikud nn ehitusplokid rakkudevahelise võrgustiku loomisel, aidates edastada signaale rakkude 

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

 

 
 

Joonis 3. Laminiinide struktuur ja isovormid. Ülevaade Domogatskaya et al. (2012) järgi. 
 
Basaalmembraanid eraldavad parenhüümirakud sidekoest (Hamill et al., 2009) ja on spetsiaalsed 

ECM-i struktuursed vormid, mis sisaldavad ühe põhikomponendina laminiine (Aumailley, 2013). 

Inimese genoomis kodeerivad 11 geeni laminiini ahelate järgmisi variante: viis α-ahelat (LAMA 1-

5), kolm β-ahelat (LAMB 1-3) ja kolm γ-ahelat (LAMC 1-3) (Aumailley, 2013). Laminiinide üks 

kõige olulisem funktsioon on interaktsioon basaalmembraanidega külgnevate rakkude 

membraansete retseptoritega nagu näiteks integriinid (Aumailley, 2013). Laminiinid reguleerivad 

selle kaudu mitmeid rakkude aktiivsus- ja signaaliülekande radasid (Aumailley, 2013). Lisaks 

basaalmembraanide struktuurse komponendina on laminiinid raku adhesiooni, migratsiooni, 

diferentseerumise ja proliferatsiooni peamised rakuvälise maatriksi regulaatorid (Hamill et al., 

2009). 

Laminiinide ahelate keerdunud spiraal domeenide järjestused sisaldavad teavet ahela selektiivseks 

äratundmiseks ja nende domeenide vahelised ioonilised interaktsioonid määravad 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 

β- ja γ-ahelate vahel, millele järgneb α-ahela lisamine (Aumailley, 2013). 

Inimese puhul on kõikide α-, β- ja γ-ahelate vahel rohkem kui 50 teoreetiliselt võimalikku 

heterotrimeerset seost. Siiski on pakutud ainult 16 ja isegi väiksem arv isovorme on lõplikult 

tõestatud ja puhastatud (Aumailley et al., 2005; Aumailley, 2013). Vastavalt laminiinide 

heterotrimeersetele isovormidele, varieeruvad laminiinide funktsioonid ning hulk 

basaalmembraanide struktuuri formeerumisel (Shaw et al., 2021). Näiteks α1β1γ1 (LM-111) on 

asendamatult oluline embrüonaalsel arengul (Perrin et al., 2017; Henry et al., 2001; Shaw et al., 

2021), samas kui α3Aβ3γ2 (LM-332) ekspresseerub tugevalt täiskasvanu epiteelikudedes ja selle 

funktsiooni kadumine põhjustab epidermise haprust (Rousselle et al., 1997; Shaw et al., 2021). 

α5-ahelat sisaldavad heterotrimeerid, eriti LM-511 ja LM-521, on täiskasvanud organismis kõige 

levinumad isovormid (Miner et al., 1997). α2-ahelat sisaldavad isovormid LM-211 ja LM-221 

esinevad skeleti- ja südamelihaste basaalmembraanides (Falk et al., 1999; Durbeej 2010), samas 

kui LM-411 ja LM-421 on rohkesti ekspresseeritud endoteeli basaalmembraanides. LM-332 on aga 

näiteks spetsiifiline epiteelirakkude aluseks olevas basaalmembraanis (Rousselle ja Beck, 2013; 

Aumailley, 2013). 

Üldreeglina interakteeruvad laminiinide C-terminaalsed otsad teiste valkudega, mis on ankurdatud 

rakkude plasmamembraanidesse, edastades seeläbi biokeemilisi ja mehaanilisi signaale rakusiseste 

ja rakuväliste molekulaarsete struktuuride vahel (Aumailley, 2013). Laminiinide N-terminaalsed 

otsad osalevad interaktsioonides peamiselt teiste basaalmembraanides esinevate rakuvälise 

maatriksi molekulidega (Aumailley, 2013). 

Mõned laminiinide veel täpselt määratlemata osad arvatakse väikeste molekulidega 

interakteeruvat, nagu kasvufaktorid ja tsütokiinid (Aumailley, 2013). Võimalik, et see funktsioon 

on oluline väikeste molekulide säilitamiseks ning nende leviku, aktiveerimise ja rakkudele 

esitamise reguleerimiseks (Aumailley, 2013). 

Mehhanismidest, mille abil laminiinid sadestuvad ja organiseeritakse ECM-i, teatakse vähe 

(Hamill et al., 2009). Senised uuringud on vaid spekuleerinud laminiinide mehhanismide üle, mis 

määravad, kuidas rakud laminiini molekule ladestavad, eelkõige rakupinna retseptorite ja laminiini 

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



Laminiine on leitud pigmenteerimata epiteelirakkude läheduses ja basaalmembraanis, kuid ei ole 

täpsustatud, millised laminiinide isovormid tuvastati (Marshall et al., 1992). Laminiine on leitud 

nii väikestes kui ka suurtes veresoontes. α4- ja α5-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 

α5 omab rolli rakkude migratsiooni pärssimisel läbi veresoone seina (Armulik et al., 2005; Gloe et 

al., 1999). Yousif et al. (2013) on pakkunud, et laminiini ekspressiooni muutused võivad 

põhjustada vaskulaarseid haigusi (hüpertensioon ja ateroskleroos) silma struktuurides kus toimub 

veresoonte ümber kujundamine. On täheldatud, et laminiini α4 ahela, mida ekspresseeritakse 

basaalmembraanides, (näiteks endoteeli basaalmembraanis), deletsioon põhjustab 

mikroveresoonte arengu halvenemist (Thyboll et al., 2002). Vere-vesibarjääri kahjustused võivad 

võimendada põletikuliste silmahaiguste patofüsioloogiat, võimaldades vere kaudu levivatel 

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

  



2. EKSPERIMENTAALOSA 

2.1. Töö eesmärgid 
 

Käesoleva uurimustöö eksperimentaalseosa eesmärgid oli: 

• Kaardistada TGF-β1 vahendatud muudatused laminiini α-ahelate ekspressioonis silma 

mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli ODM-2 rakuliinis ja läbi viia 

immunofluorestsentsanalüüs, et tuvastada laminiini ekspressiooni valgu tasemel. 

• Tuvastada, kas TGF-β1 mõjutab TGF-β isovormide TGFB1, TGFB2 ja TGFB3 

geeniekspressiooni ODM-2 rakuliinis. 

• Välja selgitada, kas TGF-β1 mõjutab TGF-β retseptorite TGFBR1, TGFBR2 ja TGFBR3 

geeniekspressiooni ODM-2 rakuliinis.  

• Teada saada, kuidas TGF-β1 töötlus mõjutab FBN1 ja LOXL1 geeniekspressiooni ODM-2 

rakuliinis.  

 

2.2. Materjal ja metoodika 

2.2.1. ODM-2 rakuliini kasvatamine 

 
Uurimustöö eksperimentaalosas kasutati immortaliseeritud inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse 

epiteeli rakuliini ODM-2, mis saadi koos juhistega rakkude koekultuuris kasvatamiseks Fernández-Vega 

Oftalmoloogia Instituudist (Oviedo, Astuuria, Hispaania) Héctor González Iglesias-e uurimusgrupilt. 

ODM-2 rakke kasvatati DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham) 

söötmes, millele oli lisatud 10% FBS ja Pen-Strep (penitsilliin 50 U/ml, streptomütsiin 50 ug/ml). Rakke 

kasvatti 10 cm rakukultuuri tassidel (BioLite, ThermoFisher Scientific) 37 °C juures, 5% CO2 ning 

veeauruga küllastaud inkubaatoris. 

Söödet vahetati vähemalt 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 % 

trüpsiini (GibcoTM1Trypsin-EDTA) lahust. Trüpsiini neutraliseerimiseks kasutati FBS-i sisaldavat 

rakusöödet (1:1 kasutatud trüpsiini hulga kohta). 

  



2.2.2. ODM-2 rakkude mõjutamine TGF-β1 tsütokiiniga 
 

Rakud jagati 12-kannulistele plaatidele (1x105 raku/kann), et teostada TGF-β1 mõjutamised: 24h, 

48h ja 72h. Rakkude loendamiseks kasutati hemotsütomeetrit. Järgmisel päeval vahetati rakkudel 

söödet ning sellele järgneval päeval vahetati rakusööde seerumvaba söötme vastu. Seerumvaba 

söödet hoiti rakkudel 24 tundi ning siis alustati TGF-β1-ga rakkude mõjutamist. 

Rakkude töötlemiseks kasutati TGF-β1 (Peprotech), lõppkontsentratsiooniga 5ng/mL. Töötlemata 

kontrollidena kasutati paralleelkultuure, mida hoiti seerumivabades tingimustes ilma TGF-β1 

mõjutamiseta. Rakud lüüsiti QIazol reagendis (Qiagen) vastavalt 24h, 48h ja 72h möödudes. Sööde 

eeemaldatii rakkude pealt ning rakkudele lisati 500 µl QIAzol (Qiagen) lüüsilahust 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 rakulüsaatidele lisati 500 μl lahuse kohta 110 μl kloroformi. 

Kloroformi ja lüsaadi segu segati 20 sekundit vorteksil. Proovid inkubeeriti 3 minutit 

toatemperatuuril. Järgenavalt tsentrifuugiti proove 15 minutit 12 000 g, 4oC juures. 300 μl tekkinud 

vesifaasi tõsteti uude 1,5 ml tuubi ja lisati 1:1 suhtega isopropanooli. Vesifaasi segu kanti 

minikolonnidele ja eraldati RNA vastavalt tootja protokolli järgi. RNA kontsentratsiooni 

mõõtmiseks kasutati NanoDrop 2000c spektrofotomeetrit (ThermoFisher Scientific).  

 

2.2.4. RT-qPCR sihtmärkgeenide mRNA ekspresiooni tuvastamiseks 
 

Sihtmärkgeenide ekspressioonitasemete tulemuste analüüsiks viidi läbi RT-qPCR.. Võimaliku 

DNA kontaminatsiooni eemaldamiseks puhastatud RNA proovides teostati eelnevalt DNaasi 

töötlus (EN0521, Thermo Fisher Scientific). Seejärel teostati cDNA sünteesimine (K1622, Thermo 

Fisher Scientific). 

96 kannuga plaadile kanti proovid, kus totaalse RNA kogus oli 355 ng. Lisati DNaasi (1U ensüümi 

1 μg RNA kohta), Ribolocki (Thermo Fisher Scientific), vastava DNaasi puhvrit ja vett reaktsiooni 

lõppmahu 10,5 μl kohta tootja soovituste järgi. DNaasi töötlus toimus 370C juures 30 minutit, liasti 

1 μl EDTA-d ja inkubeeriti 650C juures 10 minutit reaktsiooni peatamiseks. 



DNaasi töötluse järel sünteesiti RNA-le komplementaarne DNA (cDNA). Proovidele lisati 1 μl 

100μM Oligo(dT) praimerit ja 2 μl 10mM nukleotiidide segu (dNTP mix) ning kuumutati 65 C 

juures 5 minutit. Igale proovile lisati 4 μl RT puhvrit (RevertAid esüümile sobilik tööpuhver), 1 μl 

RevertAid pöördtranskriptaasi (Thermo Fisher Scientific) ja 0,5 μl RNaasi inhibiitorit (Thermo 

Fisher Scientific). cDNA sünteesiks hoiti proove 1h 42°C ja reaktsiooni peatamiseks 10 minutit 

75°C juures. Saadud cDNA lahjendati veega 200 μl-ni. Kasutatud praimerid on Lisas 1. 

qPCR jaoks pipeteeriti 384 kannuga plaadile sihtmärkgeenide tuvastamiseks vajalikud praimerid 

koos HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Supermix seguga (1 μl 4 μM forward+reverse praimerite 

segu; 2,4 μl 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR segu ning 2,6 μl vett). Seejärel pipeteeriti igasse 

kannu 6 μl lahjendatud cDNA proovi ja plaat asetati masinasse QuantStudio 12K Flex Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems). Kasutatud programm on toodud Lisas 2. Iga proovi mõõdeti 

kolm korda ning saadud ∆∆Ct (delta delta treshold cycle) väärtusi analüüsiti MS Exceli abil 

(Microsoft,). Sihtmärkgeenide ekpressioon normaliseeriti referentsgeeni EEF1A1 suhtes. 

 

2.2.5. Immunofluorestsentsmikroskoopia 
 
Immunofluorestsentsmikroskoopia läbiviimiseks kasvatati rake 24-kannulistes plaatides, kuhu oli 

eelnevalt lisatud sobiva suurusega ümarad katteklaasid. Kaudne immunofluorestsentsmärgistamine 

viidi läbi ODM-2 rakkudel. Primaarsete hiirest (α4-spetsiifiline monoklonaalne antikeha 3H2; α5-

spetsiifiline Mab α4-spetsiifiline monoklonaalne 3H2; päritolu: Sulev Ingerpuu) ja küülikust (α3-

spetsiifiline polüklonaalne antikeha sc-20143 (H-187); päritolu: Santa Cruz Biotechnology) pärit 

vastavaid laminiinide aheleaid tuvastavate antikehade seondumine tuvastati kitsest pärit hire või 

küüliku 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 töötalemist. Pärast rakkude 

fikseerimist teostati PBS-iga pesemine neli korda ja permeabiliseeriti rake 0,1% Triton X-100 PBS 

lahusega 10 minutit toatemperatuuril. Seejärel pesti preparaate kolm korda PBS-iga. 

Mittespetsiifilise seondumise vähendamiseks blokeeriti esmalt rake 5% NGS PBS lahusega 30 

minutit toatemperatuuril. Antikehadega inkubeerimine toimus 1h märjas kambris parafilmil 50 µl 

tilkadel. Katteklaasid paigutati pärast 1h tagasi 24-kannudesse ning pesti kolm korda värseke PBS-

iga. Järgnevalt korrati märgkambri inkubatsiooni sekundaarsete antikehadega 45 minutit. 

Katteklaasid paigutati pärast 45 minutit tagasi 24-kannudesse ning pesti kolm korda PBS-iga. 

Viimase etapina töödeldi rake 300 μl DAPI lahusega 1:1000 (1 mg/mL kontsentraadist) 10 minutit 



ja pesti seejärel 3x PBS-iga. Preparaadid sulundati spetsiaalsese isetahkuvasse 

sulundamisvedelikku (Fluorecent mounting medium, Dako) ning analüüsiti 

fluorestentsmikroskoobiga (Zeiss AxioCam MRc 5). 

 

2.2.6. Statistiline analüüs 
 

Andmete analüüsiks ning graafikute esitamiseks kasutati programmi GraphPad Prism 6 (GraphPad 

Software Inc, USA). Statistiliseks analüüsiks kasutati ühe-suunalist ANOVA testi (one-way 

ANOVA) Tukey testiga (Tukey’s multiple comparison test). Statistiliselt oluliseks arvestati 

tulemused, mille korral P-väärtus oli väiksem kui 0,05. 

  



2.3. Tulemused 
 

Antud töös uuriti kuidas ekstratsellulaarse maatriksiga seotud geenide, laminiinide 

geeniekspressioon muutub ODM-2 rakuliinis, kui neid stimuleeritakse vastavalt 24h, 48h ja 72h 

tsütokiiniga TGF-β1 (5 ng/mL). Erinevate laminiinide esmaseks kaardistamiseks tuvastati nende 

alfa-ahelaid (LAMA1, LAMA2, LAMA3, LAMA4, LAMA5), kuna just need ahelad on ühed 

peamised, mis tagavad erinevate laminiinide funktsionaalsed erinevused. Selleks, et hinnata TGF-

β1 poolt põhjustatud rakuvastust, analüüsiti lisaks laminiinidele ka teisi TGB-β vastuses olulisi 

sihtmärkgeene nagu TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3 ja TGFBI. 

Kinnitamaks, et TGF-β1 stimulatsioon oli ODM-2 rakkudes sihtmärkgeenidele tõhus ja nende 

ekspressioon detekteervitav, uuriti TGF-β1 mõju TGFBI mRNA ekspressiooni tasemele (Joonis 

4). Tuvastati TGFBI ekspressiooni statistiliselt oluline suurenemine TGF-β1 töötlusel 24h, 48h ja 

72h ajapunktis, võrreldes mitte stimuleeritud 24h rakkudega (Joonis 4). 

 

 
 
Joonis 4. TGFBI mRNA ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli 
ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil TGF-β1 stimulatsioonil. ODM-2 rakke 
stimuleeriti 24, 48 või 72 tundi TGF-β1-ga, 5ng/mL. Võrdluseks kasutati stimuleerimata rake 
(NON). Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT väärtused normaliseeriti 
EEF1A1 suhtes. Statistiliseks analüüsiks kasutati ühepoolset ANOVA testi, koos Tukey (Tukey’s 
multiple comparison test) korrektsiooniga. **** P < 0.0001. 
  



Järgmisena uuriti kuidas TGF-β1 mõjutab ODM-2 rakuliinis omaenda või teiste alternatiivsete 

isovormide ekspressiooni. Analüüsiti vastavalt sihtmärkgeenide TGFB1, TGFB2 ja TGFB3 mRNA 

ekspressioonitaseme muutusi (Joonis 5). TGF-β1 põhjustas TGFB1 ja TGFB2 ekspressiooni 

statistiliselt olulist suurenemist 24h, 48h ja 72h ajapunktis, võrreldes mitte stimuleeritud 24h 

rakkudega. TGFB3 puhul statistiliselt olulist ekspressiooni muutust võrreldes kontrolliga ei 

esinenud (Joonis 5). 

 

 
 
Joonis 5. TGF-β isovormide mRNA ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse 
epiteeli ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil TGF-β1 stimulatsioonil. ODM-2 rakke 
stimuleeriti 24, 48 või 72 tundi TGF-β1-ga, 5ng/mL. Võrdluseks kasutati stimuleerimata rake (NON). 
Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT väärtused normaliseeriti EEF1A1 suhtes. 
Statistiliseks analüüsiks kasutati ühepoolset ANOVA testi, koos Turkey (Tukey’s multiple comparison test) 
korrektsiooniga. ** P < 0.01; **** P < 0.0001. 
 

Järgnevalt kontrolliti kuidas TGF-β retseptor geenide mRNA ekspressioon inimese ODM-2 

rakuliinis TGF-β1 stimulatsioonile vastab (Joonis 6). ODM-2 rakuliinis mõõdetud TGF-β 

retseptori isovormide puhul leiti mRNA ekspressioonis statistiliselt oluline muutus võrreldes 24h 

töötlemata rakkudega ainult TGFBR3 puhul, kus TGF-β1 põhjustas TGFBR3 ekspressiooni taseme 

vähenemist (Joonis 6). Teiste isovormide puhul ei tuvastatud statistiliselt olulist muutust 

geeniekspressiooni tasemes (Joonis 6). 



 
 
Joonis 6. TGFBR isovormide mRN ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud 
tsiliaarse epiteeli ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil TGFB1 stimulatsioonil. ODM-
2 rakke stimuleeriti 24, 48 või 72 tundi TGF-β-ga 5ng/mL. Võrdluseks kasutati stimuleerimata 
rake (NON). Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT väärtused normaliseeriti 
EEF1A1.Statistiliseks analüüsiks kasutati ühepoolset ANOVA testi koosTukey (Tukey’s multiple 
comparison test) korrektsiooniga. **** P < 0.0001. 
 

Järgmisena kontrolliti TGF-β1 mõju XFS puhul oluliste markergeenide FBN1 ja LOXL1 

ekspressiooni mõjutamises (Joonis 7). FBN1 mRNA ekspressioonitase oli kõigis ajapunktides 

statistiliselt oluliselt suurenenud TGF-β1 töötluse korral, võrreldes mittestimuleeritud 24h 

rakkudega (Joonis 7). LOXL1 mRNA tasemete muutustes statistiliselt olulisi erinevusi ei leitud 

(Joonis 7). 

  



 

 
 
Joonis 7. FBN1 ja LOXL1 mRNA ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse 
epiteeli ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil TGF-β1 stimulatsioonil. ODM-2 rakke 
stimuleeriti 24, 48 või 72 tundi TGF-β1-ga 5ng/mL. Võrdluseks kasutati stimuleerimata rakke. 
Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT väärtused normaliseeriti EEF1A1 
suhtes. Statistiliseks analüüsiks kasutati ühepoolset ANOVA testikoos Tukey (Tukey’s multiple 
comparison test) korrektsiooniga. **** P < 0.0001. 
 

Varasemates töödes on näidatud, et XFS haiguse korral silmas välja sadenenud materjalis esineb 

laminiini (Sharma et al., 2018; Konstas et al., 1991), kuid pole täpsustatud, mis laminiini 

isovormidega on tegemist. Samas on teada ka, et tsiliaarepiteeli basaalmembraanis, mis vahetult 

külgneb mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli rakkudega esineb laminiini (Konstas et al., 1990; 

Marshall et al., 1992). Seetõttu analüüsiti antud uurimistöös, kuidas muutuvad laminiinide alfa-

ahelate (1-5) mRNA ekspressioonitasemed ODM-2 rakuliinis, TGF-β1 stimulatsioonil (Joonis 8). 

Leiti, et LAMA1, LAMA3 ja LAMA4 on statistiliselt oluliselt ekspresseeritud TGF-β1 

stimulatsioonil, võrreldes mittestimuleeritud 24h rakkudega. LAMA1 puhl tuvastati ekspressiooni 

tõus 24h, 48h ja 72h ajapunktis, ning on huvitav täheldada, et tõusis ka töötlematta rakkude 

ekspressioonitase (Joonis 8). LAMA3 ja LAMA4 geeniekspressioonis ei olnud TGF-β1 töötluse 

korral märgata erinevusi ajapunktide vahel ja kõigis ajapunktides oli geeniekspressioon madalam 

võrreldes töötlemata 24h rakkudega (Joonis 8). LAMA2 ja LAMA5 puhul ei esinenud statistiliselt 

olulist ekspressiooni muutusi TGF-β1 stimulatsiooni korral, ent LAMA2 24h ajapunktis võis 

täheldada tendentsi ekspressiooni suuremise suunas võrreldes sama ajapunkti töötlemata 

rakkudega ning LAMA5 korral võis täheldada tendentsi vähenemise suunas TGF-β1 töötluse korral 

72h ajapunktis (Joonis 8). 

  



  
 

      
 
Joonis 8. Laminiinide α-ahelate mRNA ekspressioon inimese silma mittepigmenteerunud 
tsiliaarse epiteeli ODM-2 rakuliinis 24h, 48h ja 72h ajapunktil TGF-β1 stimulatsioonil. ODM-
2 rakke stimuleeriti 24, 48 või 72 tundi TGF-β1-ga 5ng/mL. Võrdlusena kasutati stimuleerimata 
rakke. Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-qPCRi abil ja CT väärtused normaliseeriti 
EEF1A1 suhtes. Statistiliseks analüüsiks kasutati ühepoolset ANOVA testi koos Tukey (Tukey’s 
multiple comparison test) korrektsiooniga. * P < 0.05; ** P < 0.01. 
  



Tuvastamaks laminiinide α-ahelate isovorme valgu tasemel ODM-2 rakuliinis viidi läbi 

immunofluorestsentsanalüüs, kasutades 72h TGF-β1 töötlust. Tuginedes mRNA 

ekspressioonitasemete analüüsile (Joonis 8), valiti sihtmärkideks välja laminiinide α-ahelad 3, 4 ja 

5. Immunofluorestsentsmikroskoopia tuvastati α3, α4 ja α5 ekspressioon valgu tasemel ODM-2 

rakuliinis (Joonis 9), ent α4 korral oli tuvastamismäär väga lähedal mittespetsiifilisele 

taustsignaalile (Joonis 9 ja Lisa 3). 

 

 

Joonis 9. Laminiini α3, α4 ja α5 ahelate tuvastamine immunofluorestsentsmikroskoopiaga. 
TGF-β-ga töödeldud ODM-2 rakud ja töötlemata rakud (Kontroll). Siniselt on värvunud 
rakutuumad (DAPI), roheliselt ja punaselt on värvunud piirkonnad, kus vastav antikeha on 
spetsiifiliselt seondunud. Pildid on saadud 20x suurendusega objektiiviga. 

  



2.4. Arutelu 
 

XFS põhjust ei ole täpselt teada, kuid on tuvastatud nii geneetilisi kui valgulisi markereid, mis 

arvatakse olevat olulised haiguse tekkes (Nazarali et al., 2018; Borrás, 2018). Peamised markerid, 

mida seostatakse XFS sündroomiga 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 LOXL1 (Thorleifsson, G. et al. 2007). Varasemad uuringud on leidnud, 

et XFS patsientide silma vesivedelikes on ülesreguleeritud nii latentset kui aktiivset TGF-β vormid 

(Ozaki, 2018; Schlötzer-Schrehardt et al., 2001) ning TGF-β1 on pakutud kui üks võimalik 

regulaator seoses XFS-ga. On välja pakutud, et suurenenud kasvufaktori aktiivsus, eriti TGF-β1, 

võib olla seotud XFM-ide tootmisega, mis põhjustab suurenenud väljavoolutakistust (Koliakos et 

al., 2003; Park et al., 2021). XFM ladestustes on XFS-i patsientide silmadest leitud laminiini 

(Konstas et al., 1990), kuid pole täpsustatud mis isovormidega on tegemist. Kuna varasemalt pole 

uuritud TGF-β1 poolt vahendatud muudatusi laminiinidie geeniekspressioonile XFS puhul olulises 

rakutüübis, mittepigmenteerunud tsilaarses epiteelis, ega pole täpsustatud milliste laminiini 

isovormidega on tegemist, uuriti antud bakalaureusetöös, kuidas on mõjutatud laminiini α-ahelate 

ekspressioon ODM-2 rakuliinis.  

Just laminiini α-ahelad on funktsionaalselt kõige olulisemad ja annavad ka parima ülevaate 

potentsiaalsetest laminiini isovormidest, mida kindlates kudedes ekspresseeritakse (Miner et al. 

1997). Laminiinide roll XFS-i puhul ei ole teada, kuid laminiini α1 ahela suurenenud ekspressiooni, 

mis antud bakalaureusetöö puhul oli TGF-β1 stimulatsiooniga ülesreguleeritud, on täheldatud ka 

teiste põletikuliste haiguste puhul (Spenlé et al., 2014). Laminiini α3 puhul on leitud, et laminiini 

α3 ahela vähenenud ekspressioon suurendab kasvaja invasiooni (Caley et al., 2021 ) ning 

käesolevas töös tuvastatud LAMA3 ekspressiooni vähenemine, mis võib viidata, laminiini α3 ahel 

avaldab sarnast mõju silma epiteeli komponentidele. In vivo uuringud, milles kasutati LM-α4 ahela 

puudulikkusega hiiri, on näidanud neutrofiilide funktsiooni halvenemist vastusena põletikule, kus 

antud laminiini ahel oli vajalik neutrofiilide veresoonest läbi migreerumiseks (Wondimu et al., 

2004). Kuna antud bakalaurusetöös oli TGF-β1 mõjutuse korral LAMA4 mRNA ekspressioon 

vähenenud võib see osutada, et α4 laminiinide ekspressioon on tsilaarepiteelis põletiku korral 

vähenenud ja see võib omakorda reguleerida sealse basaalmembraani omadusi immuunrakkude 

migreerumisel. Pigmenteerunud tsiliaarse epiteeli puhul on eelnevalt näidatud selle olulist 

immuunregulatoorset rolli (Yoshida et al., 2000) kuid pole teada, kas ja kuidas võiks selles osaleda 

antud bakalaureusetöös fookuseks olnud mittepigmeteeritud epiteel. Basaalmembraanile 



iseloomulike laminiin α5 ja laminiin α2 ahelate puhul ei toimunud olulist geeniekspressiooni 

muutust mRNA tasemetes ODM-2 rakkudes, kuigi α5 puhul võis täheldada sarnast trendi nagu α4 

korral. Silma vere-vesi barjääri kahjustused, võivad kaasa aidata võimalike silmahaiguste 

patofüsioloogiale, võimaldades vere kaudu levivatel molekulidel ja immuunrakkudel lekkida silma 

eesmisse segmenti (Coca-Prados, 2014). Vaja on täiendavaid uuringuid, et paremini mõista, kuidas 

laminiinid silma tsilaarepiteelis toimivad. 

Rakkudevaheline ja rakk-maatriks signaalimine on oluline kudede homöostaasi säilitamiseks ja 

rakkude reaktsioonide reguleerimiseks ECM-i muutuste korral (Brizzi et al., 2012). Kuna ECM 

võib olla oluline reguleerija kasvufaktorite kättesaadavusel (Horiguchi et al., 2012) ja 

kasvufaktorid nagu TGF-β mõjuvad rakkudele läbi vastavate raku retseptorite, analüüsiti antud 

bakalaureusetöös ka TGF-β retseptorite ekspressioonimuutusi TGF-β aktiivse toimimise korral. 

Haiguste korral nagu XFS on pakutud, et TGF-β signaalirada võibolla liigselt aktiivne (Borrás, 

2018), seega on oluline mõista, kuidas vahendatakse antud signaali. 

Kolmest TGF-β retseptori isovormist ilmnes TGFBR3 puhul olulisi ekspressioonimuutusi TGF-β1 

stimulatsioonis, mida pole varem dokumenteeritud. See võib tähendada, et kõrgenenud TGF-β1 

olemasolu võib potentsiaalselt suurendada TGF-β signaali ülekannet, kuna varasemalt on näidatud, 

et TGFBR3 takistab signaaliülekande rada, blokeerides TGF-β retseptoritele seondumist 

(Eickelberg et al. 2002). ODM-2 rakkudes ei toimunud TGFBR1 ja TGFBR2 ekspressioonis TGF-

β1 stimulatsioonil märgatavaid muutusi. 

On viiteid, et põletikuline keskkond indutseerib TGF-β isovormide ekspressiooniXFS patsientides 

(Borrás, 2018). Antud bakalaureusetöö uuriti ODM-2 rakkudes TGF-β isovormide 

geeniekspressiooni TGF-β1 stimulatsiooni korral. TGF-β1indutseeris TGFB1 ja TGFB2, kuid 

mitte TGFB3 ekspressiooni ODM-2 rakuliinis. Tulemused on kooskõlas varasema uuringuga 

(Zenkel et al., 2010), kus TGF-β1 asemel kasutati teist põletikulist stiimulat interleukin-6 (IL6), 

mis muu hulgas indutseeris ka TGFB1 ekspressiooni. Nende põletikuliste markerite osalus on 

seostatud suurenenud oksüdatiivne stressiga, ning on pakutud välja kui ühe olulise patobioloogilise 

markerina XFS arengus. TGF-β isovormide täpsema funktsiooni kontrollimiseks on vaja 

täiendavaid molekulaarseid uuringuid. 

Käesoleva bakalaureusetöö käigus analüüsiti ka XFS puhul oluliste markerite nagu FBN1 

(fibrilliin-1) ja LOXL1 ekspressiooni muutust TGF- β1 töötluse korral. Fibrilliin-1 kontrollib 

aktiivse TGF-β vabanemist ECM-ist, piirates selle aktiveerimist (Borrás, 2018) ja mutatsioonid 

FBN1 geenis võivad põhjustada TGF-β liigset ekspresiooni ECM-is (Kaartinen & Warburton, 

2003). Täpne mehhanism, mille abil fibrilliin-1 kontrollib TGF-β1 aktiveerimist, pole teada. Antud 



bakalaurusetöös tuvastati FBN1 ekspressiooni suurenemine TGF-β1 stimulatsioonil ja tulemused 

olid kooskõlas varasemate uuringutega, milles vaadeldi fibriliin-1 ekspressiooni samades rakkudes 

IL-6 mõjutusel (Zenkel et al., 2010). Kuna fibrilliin-1 on oluline alustala paljudes ECM-i 

struktuurides, on välja pakutud, et TGF-β1 ebanormaalne aktiveerimine düsfunktsionaalse FBN1 

korral on seotud patoloogiliste muutustega, kus kaasnevad ECM valkude ebanormaalsed 

ümberkorraldused ja valgu produktsioon (Chaudhry et al., 2007; Kaartinen and Warburton, 2003).  

Arvatakse, et kuna basaalmembraaniga seotud komponendid nagu laminiin, nidogeen/entaktiin ja 

fibronektiin, on lokaliseeritud XFM-i, võib selle produktsiooni põhjustanud olla ka ebanormaalne 

basaalmembraani metabolism(Schlötzer-Schrehardt et al., 2008). Lisaks on leitud, et 

ensümaatiliselt aktiivsed komponendid, nagu elastogeneei ja elastsete kiudude homöostaasi 

võtmeensüüm LOXL1 ning rakuväline chaperone klusteriin (clusterin), on XFM peamised 

komponendid (Schlötzer-Schrehardt et al., 2008) Need leiud viitavad ebanormaalse ristsidumise ja 

valkude väärvoltimise protsesside kaasamisele, mis põhjustavad XFM ladestuste agregatsiooni ja 

kogunemist. Zenkel et al., 2014 ja Sethi jt, 2011 kirjeldasid seost LOXL-1 ja XFS vahel, eriti 

elastsete kiudude häire XFS varases staadiumis, kus LOXL-1 kolokaliseerus elastiini ja fibrilliin-

1-ga. Antud bakalaureusetöös teostatud eksperimentidesei avaldanud TGF-β1 mõju LOXL1 

geeniekspresioonile. On välja pakutud hüpotees, et LOXL-1 vähenenud funktsionaalsus võib 

põhjustada XFS-silmade stabiilsuse ja biomehaaniliste omaduste vähenemist, suurendades 

nägemisnärvi kahjustuse tõenäosust (Zenkel et al., 2014). 

Kuigi antud bakalaureusetöös tuvastati esmakordselt ekspressioonimuutusi laminiinide α-ahelate 

geenides LAMA1, LAMA3 ja LAMA4 ning ka α3, α4 ja α5 esinemine valgutasemel 

mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli rakuliinis ODM-2, oleks edasisteks kvantitatiivseteks 

uuringuteks valgu tasemel vaja teostada pikemaajalisemaid mõjutamisi TGF-β1 kasvufaktoriga. 

Antud bakalaureusetöö tulemused tõstatasid uusi küsimusi seoses erinevate laminiinde 

funktsiooniga silma tsiliaarses epiteelis ning antud teema edasine uurimine võib kunagi aidata 

paremini mõista XFS haigusega kaasnevaid muutusi ECM-is ja aidata kaudselt kaasa ka uute 

raviviiside väljatöötamisele. 

  



KOKKUVÕTE 
 

Eksfoliatsiooni sündroom (XFS) on kompleksne ja süsteemne east sõltuv haigus, mida 

iseloomustab eksfoliatiivse fibrillaarse materjali (XFM) liigne tootmine ja kuhjumine silma 

eesmisse segmenti (Ritch ja Schlötzer-Schrehardt, 2001). XFS-i tekkepõhjused ei ole täpselt teada, 

kuid mitmed eelnevad uuringud on leitud, et XFS-võib olla seotud erinevate põletikuliste 

protsessidega (Küchle et al.,1995; Zenkel et al., 2005). XFS tuvastatakse tavaliselt ebanormaalse, 

kõõma laadse, fibrillaarse materjali kuhjumise tõttu silma eesmises segmendis ning selle haigusega 

kaasneb suurenenud glaukoomi haigestumise risk (Schlötzer-Schrehardt et al., 1992). TGF-β1 

tsütokiin, mis on XFS patsientide silma vesivedelikes kõrgelt ekspreseeritud, on välja pakutud kui 

oluline faktor reguleerimaks XFM-i ladestumist (Borrás, 2018).Peamised XFM komponendid, 

mida on kirjeldatud XFS silmades, on laminiin, fibronektiin, vitronektiin, entaktiin/nidogeen, 

elastiin, fibrilliin-1 ja fibuliin-2 (Sharma et al., 2018). Laminiinide isovorme pole XFM seast 

täpsustatud. 

Käesoleva bakalaureusetöö eesmärgiks oli uurida kas ja kuidas muutub laminiinide α-ahelate 

(LAMA1,LAMA2, LAMA3, LAMA4 ja LAMA5) geeniekspresioon tsütokiini TGF-β1-ga 

stimuleeritud immortaliseeritud inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli ODM-2 

rakuliinis. Antud bakalaureusetöö eksperimentaalse osa tulemusena selgus, et TGF-β1 tõstab 

laminiini α-ahela LAMA1 geeniekspressiooni ning statistiliselt olulisi erinevusi tuvastati 48h ja 72h 

ajapunktis. TGF-β1 stimulatsioon ODM-2 rakuliinis vähendas LAMA3 ja LAMA4 ekspressiooni. 

Samuti leiti, et ODM-2 rakuliinis TGF-β1 mõjul vähenes TGF-β retseptori TGFBR3 ekspressioon. 

Samas tuvastati, et TGF-β1 suurendas TGFBI, TGFB1 ja TGFB2 ekspressiooni kui ka FBN1 

ekspressiooni.  

Antud bakalaureusetöö tulemused viitavad, et TGF-β1 omab mõju erinevate laminiinide 

ekspressioonileimmortaliseeritud inimese silma mittepigmenteerunud tsiliaarse epiteeli ODM-2 

rakuliinis. Edasised uuringud vastavate laminiinide funktsiooni teadasaamiseks XFS kontekstis 

võiksid aidata paremini mõista muutusi XFS silmas ning võivad aidata leida uusi raviviise selle 

haiguse puhul. 

  



Cytokine TGF-β1-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 Schlötzer-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 (Küchle et al.,1995; Schlötzer-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 (Schlötzer-Schrehardt et al., 1992). TGF-β1 cytokine is considered as an important 

factor to regulate exfoliative material (XFM) deposition (Borrás, 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 α, β and γ 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 

α-chains (LAMA1, LAMA2, LAMA3, LAMA4 and LAMA5) is affected in the immortalized human 

eye non-pigmented ciliary epithelium ODM-2 cell line when stimulated by the cytokine TGF-β1, 

as there are no previous studies on this topic. 

The results of the experimental part of this bachelor thesis revealed that TGF-β1 increases the gene 

expression of the laminin α-chain LAMA1, where statistically significant differences were detected 

at the 48h and 72h time points. TGF-β1 stimulation in the ODM-2 cell line downregulated the 

expression of LAMA3 and LAMA4. It was also found that TGF-β1 treatment suppressed the 

expression of the TGF-β receptor TGFBR3 in the ODM-2 cell line. In addition, TGF-β1 was seen 



to upregulate the expression of TGFBI, TGFB1, and TGFB2, as well as the expression of FBN1. 

Based on the results of this bachelor thesis, it was revealed that TGF-β1 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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Praimer  Järjestus 

FBN1 
F 5’ TCTCCGCGTGTATCGACATC 3’ 

R 5’ GGGTTGCAGGCACACTGATA 3’ 

LAMA1 
F 5’ GTGAGGACCCCAGTAACGC 3’ 

R 5’ TAAAACGGCTCTGCACGGAT 3’ 

LAMA2 
F 5’ GTGACAAATGCAAGGCTGGGA 3’ 

R 5’ GGCACAGCGGTCACATTTC 3’ 

LAMA3 
F 5’ TGGGATGGCTGTGGATCTTT 3’ 

R 5’ ACCCTTTGCTGCTGTGAACT 3’ 

LAMA4 
F 5’ GCCTGAGACGAGCGAACC 3’ 

R 5’ CCAGGTGAAACTCTCAAGGCA 3’ 

LAMA5 
F 5’ CAATGCCTCGGCTCCATCAG 3’ 

R 5’ CGGGCCAGCAATCTCTGT 3’ 

LOXL1 
F 5’ GTGCTGCGGAGGAGAAGTGT 3’ 

R 5’ TCCATGCTGTGGTAATGCTGGT 3’ 

TGFBI 
F 5’ AAGGTAACGGCCAGTACACG 3’ 

R 5’ TGGTTGTTCAGCAGGTCTCTC 3’ 

TGFB1 
F 5’ TTGAGGGCTTTCGCCTTAGC 3’ 

R 5’ CCGGTAGTGAACCCGTTGATG 3’ 

TGFB2 
F 5’ GCGAATGGCTCTCCTTCGAT 3’ 

R 5’ GGTGCCATCAATACCTGCAAA 3’ 

TGFB3 
F 5’ ATGACCCACGTCCCCTATCA 3’ 

R 5’ CAGACAGCCAGTTCGTTGTG 3’ 

TGFBR1 
F 5’ TTGTTGGTACCCAAGGAAAGCC 3’ 

R 5’ CCACTCTGTGGTTTGGAGCAA 3’ 

TGFBR2 
F 5’ TGTGTGGCTGTATGGAGAAAGA 3’ 

R 5’ TCATGGTAGGGGAGCTTGGG 3’ 

TGFBR3 
F 5’ TGCACTTTCCTATCCCGCAA 3’ 

R 5’ TGCACTTTCCTATCCCGCAA 3’ 



Lisa 2. RT-qPCR program 

Etapp Temperatuur 0C Aeg Korduste arv 

Võimaliku 

kontaminatsiooni 

eemaldus 

50 2 minutit 1 

Ensüümi aktivatsioon 95 15 minutit 1 

Denaturatsioon 95 15 sekundit 
40 

Produkti paljundamine 60 1 minut 

Dissotsiatsioonianalüüsi 

etapp 

95 15 sekundit 

1 60 1 minut 

95 15 sekundit 

 

Lisa 3. Laminiini β1, konjugeeritud sekundaarsete antikehadega Alexa 488 ja Alexa 555 
tuvastamine immunofluorestsentsmikroskoopiaga. TGF-β-ga töödeldud ODM-2 rakud ja 
töötlemata rakud (Kontroll). Siniselt on värvunud rakutuumad (DAPI), punaselt on värvunud 
piirkonnad, kus vastav antikeha on spetsiifiliselt seondunud. Pildid on saadud 20x suurendusega 
objektiiviga. Sekundaarse antikeha lahjendus 1:500. 
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