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KASUTATUD LUHENDID

CBD - collagen binding domain, kollageeni siduv domiéin

GPI - glycosylphosphatidylinositol, gliikosiitilfosfatidiitilinositool

ECM - extracellular matrix, ekstratsellulaarne maatriks

FAS — fatty acid synthase, rasvhappe silintaas

FBS — fetal bovine serum, veise looteseerum

GAPDH - glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, gliitseeraldehiiiid 3-fosfaat dehiidrogenaas
HRP — horseradish peroxidase, madardika peroksiidaas

HRPLPO — human ribosomal protein, large P(, inimese suur ribosoomi valk PO

IMDM - Iscove'’s Modified Dulbecco's Medium, s60de rakkude kasvatamiseks

Ln-10 — Laminin 10, Laminiin 10

MMP — matrix metalloproteinase, maatriksi metalloproteinaas

MT-MMP — membrane type matrix metalloproteinase, membraantiilipi maatriksi metalloproteinaas
PAR - protease activated receptor, proteoliilitiliselt aktiveeritud retseptor

PBS — phosphate buffered saline, fosfaat-puhverdatud soolalahus

PCR - polymerase chain reaction, pollimeraasi ahelreaktsioon

PEX-doméin — hemopexin domain, hemopeksiini doméan

PMSF — phenylmethylsulfonyl fluoride, fentiiilmetiitilsulfoniitil fluoriid

PVDF — polyvinylidene difluoride, poliiviniiiil difluoriid

RPMI - Roswell Park Memorial Institute, s66de rakkude kasvatamiseks

RT-PCR — reverse transcription polymerase chain reaction, podrdtranskriptsiooni poliimeraasi
ahelreaktsioon

SDS — sodium-dodecyl-sulfate, naatrium-dodetsiiiil-sulfaat

TIMP — tissue inhibtor of metalloproteinases, metalloproteinaaside koeinhibiitor

VEGF — vascular endothelial growth factor, veresoonte endoteliaalne kasvufaktor



SISSEJUHATUS

Ekstratsellulaarne maatriks ehk rakuvaheaine on rakkudevaheline vorgustik, mis koosneb rakkude
stinteesitud ning sekreteeritud poliisahhariididest ja valkudest, millest olulisemateks vdib pidada
mitmesuguseid maatriksile tugevust ja elastsust andvaid kollageene ja laminiine. Rakuvaheaine
peamine lilesanne on toimida kudede ehitusliku osana ning mdjutada nende arengut ja talitlust.
Samas kditub ta kui kasvufaktorite lokaalne hoidla, mis vOimaldab kasvufaktorite poolt
indutseeritud kiiret ja lokaalset rakufunktsioonide aktivatsiooni. Seega on ekstratsellulaarne
maatriks oluline kudede kasvukeskkonna kujundaja, millega kaasneb tema pidev struktuurne
regulatsioon. Uhe regulatsioonitaseme moodustavad rakkude poolt sekreteeritavad maatriksi

metalloproteinaasid, osaledes ekstratsellulaarse maatriksi degradatsioonis.

Maatriksi metalloproteinaasid on tsink-sdltuvad endopeptidaasid, mis osalevad hulga fiisioloogiliste
protsesside regulatsioonis, kaasa arvatud ekstratsellulaarse maatriksi remodelleerimises. Mitmete
kasvajate puhul on mérgatud metalloproteinaaside {iileekspressiooni ja sekretsiooni, mis viitab
sellele, et iiha kasvava rakumassi mahutamiseks on vajalik pidev ekstratsellulaarse maatriksi
lagundamine. Seega on rakuvaheaine konstitutiivne degradatsioon iiheks kasvajate invasiivsuse
tunnuseks. Sellise protsessi tdpsem tundmadppimine vOib anda vdimaluse uudsete ja tGhusate

ravimeetodite viljatootamiseks vihiteraapias.

Vihivastase ravimeetodi valikul on tdhtis teada, milline on rakkude geeniekspressiooni muster.
Erinevas faasis kasvajatel on erinev rakutihedus, mis omakorda tingib erinevuse rakkude
geeniekspressiooni mustrites. Kasvajarakkude tdpse geeniekspressiooni programmi teadmine enne
ravi valikut voimaldaks iga patsiendi puhul rakendada personaalset ldhenemist, mis oleks oluliselt
tohusam kui massmeetodid. Kéesolev uurimustdd on keskendunud maatriksi metalloproteinaaside

slinteesiprogrammi uurimisele, mis on reguleeritud kasvajarakkude tiheduse poolt.

To6 kirjanduslikus {ilevaates keskendutakse eelkdige maatriksi metalloproteinaasidele ja nende
seosele ekstratsellulaarse maatriksiga ning tuuakse vilja, kuidas see mdjutab vihkkasvajate
invasiivsust. ToO0 eksperimentaalse osa eesmérgiks oli identifitseerida need maatriksi
metalloproteinaasid, mis on reguleeritud rakkude tiheduse poolt ning mis vdiksid olla vastutavad
ekstratsellulaarse maatriksi lagundamise eest. Antud projekti 10pptulemus voiks olla lihtne maatriksi
metalloproteinaaside in vitro mudel, mis kujutaks endast sobivat keskkonda jérgnevate katsete

labiviimiseks.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Proteinaasid

Proteinaasideks nimetatakse ensiiiime, mis on voimelised hiidroliiisima valke vaiksemateks
peptiidideks. Soltuvalt aminohappelisest jarjestusest on proteinaasid vdimelised ldikama kas teatud
kindlaid peptiidsidemeid voi lagundama terve peptiidiahela iiksikuteks aminohapeteks. Olenevalt
konkreetse valgu iilesandest vOib selle osaline voi tdielik lagundamine kaasa tuua valgu funktsiooni
kadumise (Murby jt, 1996) vdi uute signaaliradade aktivatsiooni proteoliiiitiliselt aktiveeritavates
retseptorites (PAR, ingl protease activated receptor) (Soh jt, 2010). Seega on proteinaaside t00
funktsionaalselt &drmiselt oluline ja wvastutusrikas, mistdttu ei ole d{illatav, et konealune

enstilimiperekond on ddrmiselt mitmekesine, hdlmates viga erineva spetsiifilisusega valke.

Tanaseni on kasutusel Barrett’i 1994. aastal ilmunud artiklis vilja pakutud proteinaaside
klassifikatsioon (Barrett, 1994). Riihmitamise aluseks on valkude aktiivtsentris paiknev vastav
molekul, millest tulenevalt jaotatakse proteinaasid nelja suurde riihma: seriin proteinaasid, tsiisteiin

proteinaasid, aspartaat proteinaasid ja metalloproteinaasid.

Seriin proteinaasid on oma nime saanud aktiivsaidis paikneva nukleofiilse seriini jadgi jargi
(Hedstrom, 2002). Seriin proteinaase kasutab organism komplemendisiisteemi kaskaadis (Sim ja
Laich, 2000) ning valesti volditud valkude lagundamisel (Pallen ja Wren, 1997). Plasmiin on iiks
seriin proteinaasidest, millel on vdime aktiveerida ka maatriksi metalloproteinaase (MMP, ingl

matrix metalloproteinases) (Monea jt, 2002).

Tsiisteiin proteinaasid omavad Kkataliiiitilist akiivsust ldbi tsiisteiini nukleofiilse tioolriihma.
Kaspaasid on tiilipilised tsiisteiin proteinaasid, mis vastutavad rakkudes apoptoosi ldbiviimise eest.

(Kumar, 2007).

Aspartaat proteinaas kasutab proteoliiiisil aspartaadi jédki. Selliste proteinaaside hulka kuuluvad
nditeks katepsiinid B ja D. Katepsiinide osalust peetakse oluliseks ka rinnavéhi arengus (Baldwin jt,

1993), kus on ndidatud nende ensiitimide kdrget tileekspressiooni (Lee ja Choi, 2013).

Metalloproteinaasid on proteinaasid, mille kataliiiitiline protsess on seotud metalliga. Need
ensliimid osalevad ekstratsellulaarse keskkonna remodulleerimises (Koshikawa jt, 2000) ning
angiogeneesis (Bergers jt, 2000). Metalloproteinaaside substraatideks vdivad olla sellised valgud

nagu kollageen, Zelatiin voi erinevad proteogliikaanid. Metalloproteinaaside hulka kuuluvad ka
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maatriksi metalloproteinaasid, millele jargnevas kirjanduslikus {levaates pdhjalikumalt

keskendutakse.

1.1.1 Maatriksi metalloproteinaasid

Esimesed kokkupuuted maatriksi metalloproteinaasidele sarnaste ensiiimidega périnevad 1962.
aastast, kui Frederick J. Woessner Jr. kirjeldas kollageeni ensiimaatilist lagundamist (Woessner,
1962). Samal aastal ilmunud artiklis uurisid Jerome Gross ja Charles Lapiere ensiiimvahendatud
kollageeni liiiisi konnakullese saba morfogeneesil, kirjeldades kollagenaasi, millest sai esimene
MMP-de perekonna liige. (Gross ja Lapiere, 1962). Ténapédeval kuuluvad MMP-d suuremasse
metalloproteinaaside perekonda ning neid peetakse oluliseks nii angiogeneesis (Sang, 1998) kui

haavade paranemises (Pilcher jt, 1997).

1.1.1.1 MMP-de Kklassifikatsioon

MMP-d on oma rakulise lokalisatsiooni jirgi jaotatud kahte rithma: sekreteeritavad ja

membraanseoselised MMP-d (Bauvois, 2012).

Imetajatel kuulub sekreteeritud MMP-de hulka 17 MMP-d (Stevens ja Page-McCaw, 2012). Antud
MMP-d sekreteeritakse latentsete proensiiiimide vormis, mis aktiveeruvad alles peale pro-doméaéni
eemaldamist (Joonis 1). Sellist aktivatsiooni vdivad 14bi viia lisaks muudele aktivaatoritele ka juba
aktiveeritud MMP-d (Wang jt, 2005) (Lisa 1). Sekreteeritavaid MMP-sid saab struktuuri jérgi
jaotada veel viieks grupiks: minimaaldoméiénsed, hemopeksiini domédini (PEX-doméén, ingl
hemopexin domain) sisaldavad, Zelatiiniga seonduvad, furiini poolt aktiveeritud sekreteeritud ning
vitronektiini taolise inserdiga MMP-d (Lisa 2). Vitronektiin on ekstratsellulaarses maatriksis (ECM,

ingl extracellular matrix) laialdaselt levinud adhesiooni soodustav gliikoproteiin (Hayman jt, 1985).

Sekreteeritud MMP-de hulka kuuluvad nditeks MMP-2 ja -9, mida kutsutakse vastavalt Zelatinaas A
ja B. Samuti kuuluvad sellesse riihma kollagenaasid (MMP-1, -8, -13 ja -18), matriliisiinid (MMP-7
ja-26) (Gaire jt, 1994) ja stromeliisiinid (MMP-3, -10 ja -11).



(I) proMNMP-1 (IT) aktiivne MNMP-1

Joonis 1. 3D kujutis inaktiivsest ja aktiivsest metalloproteinaasist MMP-1 niitel. Nii latentne
kui akiivne MMP-1 koosnevad kataliiiitilisest (cat), hemopeksiini (Hpx) ja neid iihendavast linker
domaédnist. Inaktiivsel vormil on lisaks veel pro-domdin (pro), mis MMP aktiveerimiseks
eemaldatakse. Modifitseeritud (Nagase jt, 2006).

Imetajatel kuulub membraanseoseliste MMP-de hulka 7 MMP-d (Stevens ja Page-McCaw, 2012).
Membraantiiipi MMP-d on lokaliseerunud raku pinnale C-terminaalses otsas paikneva
transmembraanse doméédni voi gliikosiililfosfatidiiiilinositoolist (GPI, ingl glycosylphosphatidyl-
inositol) ankru abil. Struktuurselt saab neid jaotada membraanseoselisteks (tiitip I
transmembraansed MMP-d), GPI-ankruga ja tilip II transmembraansetecks MMP-deks.
Membraanseoseliste MMP-de hulka kuulub niiteks MMP-14, mida kutsutakse ka MT1-MMP-ks

(ingl membrane type I matrix metalloproteinase).

Lisaks lokalisatsioonipohisele klassifikatsioonile voib MMP-sid eristada ka neile spetsiifilise
substraadi 101ikamise alusel. Selle pohjal jaotatakse MMP-d viite gruppi, milleks on kollagenaasid,

zelatinaasid, stromeliisiinid, matriliisiinid ja membraantiitipi MMP-d (Bauvois, 2012).

1.1.1.2 Maatriksi metalloproteinaaside struktuur

Hoolimata MMP-de perekonna suurest mitmekesisusest, voib neil ensiiiimidel tdheldada siiski
laialdaselt konserveerunud struktuuride olemasolu. Kdik maatriksi metalloproteinaasid (MMP-d)
omavad propeptiidi, kataliiiitilist doméddni ja signaalpeptiidi (Joonis 2). Propeptiidi domidin on
vajalik ensiimaatiliseks latentsuseks. MMP-d on zlimogeenid ehk nad on siinteesitud ilma oma
tavapédrase proteoliilitilise aktiivsuseta. Selliseid zlimogeenseid metalloproteinaase kutsutakse

proMMP-deks. (Toth jt, 2003).



Aktiivtsentris tsinki (Zn’") sisaldav kataliiiitiline domdin on vajalik MMP-dele omase ECM-i
valkude degradatsiooni ldbiviimiseks. Metalliooni olemasolu tagab kataliiiitilise domééni stabiilsuse
ning ndrga termilise vastupidavuse (Wetmore ja Hardman, 1996). Enamik looduses esinevaid
MMP-sid sisaldavad aktiivsaidis iihte vo1 mitut tsink iooni. Samas leidub néiteid ka olukordadest,
kus Zn on asendatud mone teise divalentse katiooniga, néiteks koobalti voi mangaaniga, kuid mille

kataliiiitiline aktiivsus on iihetaoline. (Fukasawa jt, 2011).

Osadel MMP-del, nagu MMP-2 ja MMP-9, on kataliiiitilises piirkonnas kollageeni seondav domédin
(CBD, ingl collagen binding domain) (Joonis 1). Selle abil on MMP-d vdimelised seonduma
kollageenile ning suurendama teatud kollageenide, néiteks tiiiip IV (Zeng jt, 1999) ja V (Veidal jt,
2012) degradeerimist (Murphy jt, 1994).

Suurel osal MMP-dest on ka paindlik proliinirikas liigend (ingl hinge linker), mis iithendab
omavahel kataliiiitilise ja hemopeksiini doméddni. PEX-domdin seob MMP-de koeinhibiitoreid
(TIMP, ingl tissue inhibitor of metalloproteinase) vOi substraate ning osaleb MMP-de
aktivatsioonis. Esineb ka MMP-sid, millel puudub PEX-domédin (Massova jt, 1998).

Membraantiitipi MMP-d omavad lisaks transmembraanset domééni ning liihikest tsilitaplasmaatilist

domaééni (Joonis 2) (Dufour jt, 2008).
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Joonis 2. Maatriksi metalloproteinaaside struktuurid ja nende erinevused. Joonisel on vilja
toodud MMP-de struktuuriiksused — signaalpeptiid (Pre), propeptiid (Pro), kataliiiitiline doméén
(catalytic). Lisaks on vilja toodud MMP-2-le ja MMP-9-le iseloomulik kollageeni seondav doméén
(CBD). Suuremal osal MMP-dest on ka liigend, mis on seotud PEX-domiiniga.
Membraanseoselistel MMP-del on néha transmembraanset osa (TM) ning tsiitoplasmaatilist saba
(CM). Modifitseeritud (Bauvois, 2012).



Eelneva pohjal voib 6elda, et kuigi MMP-d jagavad mitmeid iihiseid tunnuseid, siis ometi on nende
vahel ka hulgaliselt erinevusi. Nende omaduste baasil on voimalik erinevatel MMP-del osaleda

neile vastavates regulatsiooniprotsessides.

1.1.1.3 Metalloproteinaaside regulatsioon

MMP-sid sekreteeritakse mitmete sidekoe- ja vidhirakkude, fibroblastide, osteoblastide, endoteeli
rakkude ja limfotsiiiitide poolt. Kuna MMP-d suudavad lagundada téhtsaid valke ning kutsuda esile
erinevaid rakke mojutavaid protsesse, nagu adhesiooni vihendamine voi apoptoosi indutseerimine
(I1 jt, 2006), on homdoostaasi sdilitamiseks normaalsetes fiisioloogilistes tingimustes MMP-de
ekspressioon minimaalne. (Verma ja Hansch, 2007). Lisaks on paljudel MMP-del sarnased
iilesanded, mistdttu on nende bioloogiline funktsioon méédratud rohkem ekspressiooni kui

spetsiifilise rolli tditmise vajaduse poolt.

Kuigi valdavalt reguleeritakse MMP-de ekspressiooni transkriptsiooni tasemel, siis esineb ka
erandeid. Ndiitena vOib védlja tuua MMP-2, mis erinevalt teistest MMP-dest on mitmetes
normaalsetes ja transformeerunud rakkudes konstitutiivselt ekspresseeritud (Strongin jt, 1995)

(Roomi jt, 2009).

MMP-d siinteesitakse ziimogeenidena proMMP-de kujul (Quan jt, 2012). Oma Kkataliiiitilise
funktsiooni saamiseks vajavad ensiilimid aktiveerimist, mida reguleerib TIMP-ide (Joonis 3)
kontsentratsioon kultuuris (Ramos-DeSimone jt, 1999). MMP-de aktiivsuse reguleerimiseks
posttranslatsioonilisel tasemel on vajalikud neli TIMP-ide hulka kuuluvat MMP-de inhibiitorit
(TIMP-1 kuni TIMP-4), mis lisaks reguleerivad ka rakkude kasvu, migratsiooni ja angiogeneesi
(Gomis-Ruth jt, 1997). Peale MMP-de inhibeerimise on TIMP-idel veel tiiendavaid funktsioone.
Latentses vormis olev MMP-2 on vdimeline moodustama komplekse TIMP-idega, mis toimivad kui
MMP-2 aktivaatorid (Bauvois, 2012). Uldjoones on TIMP-id siinteesitud lahustunud kujul ning ei
kinnitu. Erandiks on siinkohal TIMP-3 (Lisa 3), mis on oma ehituselt ja funktsioonilt teistest TIMP-
idest erinev ning mida leidub pigem ECM-i valkude kiilge kinnitunult. Oma struktuurse isedrasuse
parast on TIMP-3 ainuke, millel on vdime inhibeerida nii membraanseoselisi kui lahustunud MMP-

sid (Shen jt, 2010).
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Joonis 3. TIMP-ide 3D struktuur TIMP-2 niitel. TIMP-ide ehitusse kuuluvad kataliiiitiline (cat),
linker, hemopeksiini (Hpx), tiiiip II fibronektiini (FNII) ja pro-doméén (pro). Modifitseeritud
(Nagase jt, 2000).

Regulatoorset funktsiooni vdivad tdita ka teised ensiilimid. Plasminogeen on proensiilim, mis
muutub MMP-de 16ikuse tulemusel plasmiiniks. Plasmiin on aga ensiiiim, mis indutseerib MMP-de
stinteesi tousu ja nende aktiveerimist (Lee jt, 1996). Plasmiini inhibiitorid, nagu serpiin o;-

antiplasmiin, on samuti MMP-de sihtmirgid, muutes nad inaktiivseks (Lisa 1) (Lijnen jt, 2001).

1.1.2 Maatriksi metalloproteinaas 2

MMP-2 ehk zelatinaas A on Zelatiini lagundav ensiitim. Latentsena on MMP-2 72 kDa suurune,
aktivatsioonijdrgselt aga 65 kDa (Bauvois, 2012). Ténu fibronektiini kordustele kataliititilises saidis
(Joonis 2) on MMP-2 vdimeline kinnituma Zelatiinile ning degradeerima kollageeni. Lisaks on
MMP-2 téhtis ka mitmete teiste ECM-i valkude proteoliiiisis, lagundades elastiine ning aktiivseid
kasvufaktoreid ja laminiine. (Patterson jt, 2001) MMP-1 lagundab lahuses kollageeni paremini kui
MMP-2, kuid tdnu rakumembraanil toimuvale proMMP-2 aktiveerimisele on MMP-2 siiski téhtis
kollageeni lagundaja rakupinnal. (Nagase jt, 2006).

ProMMP-2 aktiveerimine toimub rakumembraanil MT1-MMP ja TIMP-2 kompleksi abil. TIMP-2
puudumisel ei avalda MT1-MMP proMMP-2-le toimet. TIMP-2 liitumisel kompleksi ei ole MT1-
MMP enam vdimeline 16ikama oma tavapérast substraati ning muutub proMMP-2 retseptoriks, mis
suunab temale kinnitunud proMMP-2 ldhedal paikneva funktsionaalse MT1-MMP juurde. Selle

tulemusel eemaldatakse proMMP-2 prodoméén ja toimub aktiveeritud MMP-2 vabanemine MT]1-

11



MMP/TIMP-2 kompleksist (Will jt, 1996) (Nishida jt, 2008).

Vaatamata sellele, et TIMP-2 on ilks MMP-2 aktiveerijatest, kéitub ta ka funktsionaalse enstilimi
inhibeerijana (Bernardo ja Fridman, 2003). MMP-2 taseme tdustes ECM-is, vabaneb TIMP-2
kompleksist MT1-MMP-ga ning liigub rakupinnalt ECM-i, kus ta inhibeerib MMP-2 funktsiooni.
Sellise negatiivse tagasiside kdigus langeb proMMP-2 aktivatsioon, mis on tingitud MTI-
MMP/TIMP-2 komplekside arvu vihenemisest (Toth jt, 2003).

MMP-2 ja MMP-9 on peamised tiilip IV kollageeni lagundajad, mis on pohiliseks ECM-i
struktuurkomponendiks ning selle lagundamine mojutab véihirakkude invasiivsust (Roomi jt, 2009)
sedavord, et mittemetastaseeruva ja metastaseeruva kilpnddrmevahi vordleval uuringul on
tuvastatud MMP-2 korgenenud ekspressiooni metastaase moodustavas vihis (Liang jt, 2011).

Varasemalt on nédidatud seost véhi invasiivsuse ja MMP-2 ning MMP-9 iileekspresseerimise vahel

(Roomi jt, 2009).

1.1.3 Maatriksi metalloproteinaas 7

MMP-7 ehk matriliisiin on seni teadaolevatest MMP-dest kodige vidiksem proteinaas, mille
molekulmass on latentses faasis 28 kDa, kuid aktiivselt vormilt on N-terminaalsest otsast
eemaldatud 9 kDa suurune osa (Ii jt, 2006). MMP-7 on vdimeline lagundama mitmeid maatriksi
valke, nditeks fibronektiini, elastiini, kollageen IV ja proteogliikaane (Di Girolamo jt, 2001) ning in

vivo on ndidatud tema osalust ka teiste MMP-de 16ikamisel (Dozier jt, 2006).

Sarnaselt teistele MMP-dele on MMP-7 siinteesitud proensiiiimi vormis ning aktiveerub pérast pro-
doméddni eemaldamist. (Ii jt, 2006) Tapne aktivatsiooniprotsess on veel teadmata, kuid on ndidatud,
et proMMP-7 interakteerub CD151-ga rakumembraanil. CDI151 ei oma aga proteoliiitilist

aktiivsust, mille tottu ei saa see olla otsene proMMP-7 aktivaator. (Shiomi jt, 2005)

MMP-7 on iileekspresseeritud inimese kasvajates, kus ta on téhtis nii ECM-i valkude lagundamises,
kui ka maatriksivéliste valkude aktiveerimises ja ldikamises (Ii jt, 2006). ECM-i valkude
lagundamise kaudu aitab MMP-7 otseselt kaasa vihi invasiivsusele, 10hkudes timbritseva maatriksi
struktuurseid tiksusi. MMP-7 teiste funktsioonide hulka kuuluvad niditeks proMMP-2 ja proMMP-9
aktiveerimine (Wang jt, 2005) ning e-kaderiini ektodomédni ldikamine. Viimase ndite puhul
muudab ensiimaatiline protsessing e-kaderiini lahustuvaks, mis on seejdrel voimeline Idikama

membraanset Fas ligandi (FasL) nii normaalsetelt kui ka védhirakkudelt, muutes FasL-i lahustuvaks.
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Sellise ahelreaktsiooni tulemusel suunatakse ldhedal asuvad rakud apoptoosi (Ii jt, 2006). Erinevalt
normaalsetest rakkudest, ei pohjusta FasL apoptoosi naabruses paiknevates vihirakkudes, kuna
apoptootiline signaal, mida see ligand lahustunud kujul kannab, on ndrgem membraanse FasL-i

poolt tekitatud signaalist. (Holler jt, 2003) (Ii jt, 2006)

1.1.4 Maatriksi metalloproteinaas 9

MMP-9 ehk zelatinaas B kuulub koos MMP-2-ga Zelatinaaside gruppi. Sarnaselt MMP-2-le
lagundab ta moningaid kollageeni alatiilipe ja Zelatiini, kuid erinevalt MMP-2-st ei ole ta voimeline
lagundama tiitip I, II ja III kollageene (Visse ja Nagase, 2003). ProMMP-9 on 92 kDa suurune,

parast aktiveerimist on ensiiiimi molekulmassiks 82 kDa (Bauvois, 2012).

ProMMP-9 iiheks aktivaatoriks on plasmiin, mis lokaliseerub raku pinnal (Visse ja Nagase, 2003).
Samas on lahuses voimalik kasutada proMMP-9 aktivaatorina ka MMP-2-te, kuid koekultuurides
MMP-2 juuresolekul proMMP-9 proteoliiiitilist to6tlemist ei toimu (Toth jt, 2003). ProMMP-9
aktivatsioon soOltub tema positiivsete ja negatiivsete regulaatorite kontsentratsioonide suhtest.
Niiteks, TIMP-1 kontsentratsioon mééirab dra selle, kas MMP-3 suudab aktiveerida proMMP-9-t.
Samasuguse loogika alusel reguleeritakse seda protsessi ka TIMP-2 ja MMP-2 kaudu. Kui TIMP-2-
te ekspresseeritakse vorreldes MT1-MMP-ga oluliselt vihem, siis toimub proMMP-2 aktivatsioon.
See omakorda voimaldab proMMP-9 protsessingut ja funktsionaalse vormi teket. Korge TIMP-2
kontsentratsiooni puhul MT1-MMP ja MMP2 inhibeeritakse ning proMMP-9 aktivatsiooni ei toimu
(Toth jt, 2003).

Aktitvne MMP-9 molekul on struktuurselt ja funktsionaalselt sarnane MMP-2 molekulile. Mdlemad
on maatriksi valkude lagundajad ning peamised tiilip IV kollageeni lagundajad. MMP-9 on {iks
pohilisi pahaloomuliste liimfotsiilitide poolt siinteesitavaid MMP-sid, mida kasutatakse kudede
remodelleerimiseks (Kamiguti jt, 2004). MMP-9 ekspressioon on oluline ka angiogeneesis, kus ta

lagundab ECM-i, tekitades ruumi uue veresoonte siisteemi jaoks (Lee jt, 2002).

1.1.5 Maatriksi metalloproteinaas 14 ehk MT1-MMP

MMP14 ehk membraantiilip 1 maatriksi metalloproteinaas on transmembranne ensiilim, mis on
oluline proMMP-2 aktivaator. Struktuurselt on MT1-MMP teiste MMP-dega vorreldes eriline oma
transmembraanse ja tsiitoplasmaatilise domdéini poolest. (Rozanov jt, 2001) Latentse MT1-MMP

molekulmass varieerub erineva tiirosiin-fosforiilatsiooni astme tdttu 63-66 kDa piires (Nyalendo jt,

13



2007) ning aktiivne vorm on 54 kDa suurune (Sato jt, 1994).

MT1-MMP Kkataliiiitiline sait moodustab komplekse TIMP-2-ga (Zucker jt, 1998), mis vdimaldab
tal aktiveerida proMMP-2-te ning proMMP9-t (Toth jt, 2003). Lisaks on ta voimeline aktiveerima
ka proMMP-13-t (Knauper jt, 2002). Soltumata proMMP-2 aktivatsioonist on MTI1-MMP
voimeline lagundama mitmeid ECM-i valke (Fillmore jt, 2001) nagu niiteks kollageeni. (Lee jt,

2006)

MTI-MMP on seotud ka angiogeneesiga, mille korral toimub tema transkriptsiooniline
iilesreguleerimine. Selline regulatsiooni tous tuleneb sellest, et lisaks ECM-i proteoliiiisi
kiirendamisele on MT1-MMP seotud veresoonte endoteliaalse kasvufaktori (VEGF ingl vascular

endothelial growth factor) ekspressiooni iilesreguleerimisega (Oblander jt, 2005).

1.2 Ekstratsellulaarne maatriks

ECM on organismi arengu kéigus pidevas muutuses. Remodelleerimine toimub tinu ECM-i
komponentide siinteesile vOi degradatsioonile (Yannas jt, 1989). Rakuvaheaine koostisesse
kuuluvad erinevad valgud, nditeks gliikkoproteiinid ja poliisahhariidid. ECM-i vdib jagada
basaalmembraaniks ning interstitsiaalseks maatriksiks. Basaalmembraani koostisesse kuuluvad
teatud tiitipt kollageenid (kollageen IV) ning laminiinid. Need valgud on basaalmembraani

struktuurseteks iiksusteks.

1.2.2 Laminiinid ja ekstratsellulaarne maatriks

Laminiinid on basaalmembraanis leiduvad gliikoproteiinid, mis kiituvad rakkude
adhesioonimolekulidena. (Durbeej, 2010) ECM-is tdidavad need valgud struktuurset iilesannet,
olles rakuvaheaines kollageeni jdrel iihed sagedasemalt esindatud gliikoproteiinid (Aumailley ja
Smyth, 1998). Laminiinid on heterotrimeerid, mis koosnevad iihest a-, B- ja y-ahelast (Beck jt,
1993). Need kolm ahelat paiknevad T- voi ristikujulise struktuurina, mis voimaldab neil
moodustada vorgustikke, seondades rakke nende membraanil paiknevate retseptorite vahendusel

(Durbeej, 2010) .

Uheks laialdaselt levinud ahelaks on laminiin a5, mis kuulub laminiin 10-ne (Ln-10) koosseisu. Ln-
10 mojutab rakkude migratsiooni ja adhesiooni ning seda leidub suurel hulgal ECM-is. Varasemates

uuringutes on leitud, et MT1-MMP on seotud Ln-10 modifitseerimisega ning seeldbi eesnddrme
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vidhi invasiivsuse tostmisega (Bair jt, 2005).

1.2.3 Metalloproteinaasid ja ekstratsellulaarne maatriks

Kuna MMP-d on vodimelised lagundama ECM-i struktuurseid valke, siis arvatakse, et MMP-d
tdidavad tdhtsat rolli kudede arengus nende limberkujundamisel, kasvul ja haava paranemisel.
MMP-de iileekspressioon voib endaga kaasa tuua koe kahjustused ja seda on seostatud selliste

haigustega nagu artriit, aordianeuriism ja kasvaja areng. (Shapiro ja Senior, 1999)

Rakud tunnetavad nendest véljaspool asuvat keskkonda ldbi interaktsioonide ECM-iga. Kui rakud
puutuvad kokku intaktse ECM-iga, kdituvad nad loomulikult ning tdidavad tavapiraseid
funktsioone. Kokkupuutel vigastatud ECM-iga vallanduvad mitmed signaalrajad, mille tulemusena
muutub rakkude kditumine (Shapiro ja Senior, 1999). Oma kdrge aktiivsuse tottu ekspresseeritakse
normaaltingimustes MMP-sid véhesel hulgal ja nende lokaliseerumine ning aktiivsus on rangelt
kontrollitud (Strongin, 2010). MMP-sid kontrollitakse ning vajadusel inhibeeritakse kudedes TIMP-
ide abil (Bernardo ja Fridman, 2003). Patogeneesi korral on aga rakkude vahendatud ECM-i
reguleerimise protsess hdiritud, mistottu voib silisteem tasakaalust véljuda, vdimaldades seega

vihkkasvajate teket ja invasiooni.

1.2.4 MMP-de roll vihi arengus ning levikus

Maatriksi metalloproteinaasid lagundavad valikuliselt ekstratsellulaarse maatriksi komponente ja
vabastavad ECM-is paiknevaid kasvufaktoreid ja tsilitokiine. MMP-d on veel vdimelised
aktiveerima latentseid kasvufaktoreid ja tsiitokiine ning 10ikama raku pinnaretseptoreid. Sellise
proteoliiiitilise aktiivsuse tottu méngivad MMP-d tdhtsat rolli invasioonis ning metastaaside tekkes.

(Bauvois, 2012)

Rakk-rakk ja rakk-maatriks interaktsioonid on tervetes rakkudes rangelt kontrollitud, vahirakkudes
esinevad aga tihti rakkude adhesiooni hidired (Bair jt, 2005). Tulenevalt muutustest
adhesioonimolekulide ekspressioonis voi sekreteeritud MMP-de hulgast, kaasneb véhirakkude
voime muuta kuju, eralduda ja saavutada mobiilsus (Griffin jt, 2013). Vihirakkudel on kergem
migreeruda kaugetesse aladesse ja moodustada metastaase, kuna adhesioon on héiritud ning MMP-
de sekretsiooni tagajdrjel toimub ka ECM-i degradatsioon (Bourboulia ja Stetler-Stevenson, 2010).
Nii niditeks omab MMP-2 rakumembraanile seostuvaid komponente, mida ta kasutab otseseks

adhesiooni mojutamiseks. Et aga muuta véhirakud mobiilsemaks on vajalik membraantiiiipi MMP,
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nditeks MT1-MMP, vahendatud kollageeni degradatsioon. (Bourboulia ja Stetler-Stevenson, 2010).

Invasiivsete kasvajate puhul on véhirakkude pinnal korgelt ekspresseerunud nii MMP-d kui
integriinid, mis on abiks rakk-rakk ja rakk-ECM interaktsioonides. MMP-d interakteeruvad
rakkude pinnal olevate integriinidega, mis soodustab kollageeni degradatsiooni ning véhirakkude

migratsiooni. (Bourboulia ja Stetler-Stevenson, 2010).

MMP-de abil ECM-i 16ikamine on vihirakkudele kasulik, kuna see voimaldab neil vabaneda ECM-
1 ,,haardest” ning migreeruda teistesse kudedesse, kus nad tekitavad metastaase (Frantz jt, 2010).
Kuna MMP-d on kasvajarakkudes korgelt ekspresseeritud, siis on hakatud neid kasutama ka kui

védhimarkereid (Bauvois, 2012).

Kopsu adenokartsinoomi invasiivsuse puhul on eriti tdhtsad MMP-2, MMP-7, MMP-9 ning MMP-
14 (Lee jt, 2010; Lin jt, 2009). MMP-2 ja MMP-9 kiituvad kui peamised ekstratsellulaarse
maatriksi struktuuriiksuste lagundajad, MMP-7 ja MMP-14 tiidavad lisaks lagundamisele ka
proMMP-2 ja proMMP-9 aktiveerimise rolli (Wang jt, 2005).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too6 eesmargid

Kéesoleva 10putod eesmirgiks oli uurida maatriksi metalloproteinaaside ekspressioonimustrit
erinevates rakuliinides ning selle moju rakkude poolt siinteesitud ekstratsellulaarsele maatriksile.
Eesmargi tditmiseks piistitati jirgmised uurimisiilesanded:
1. Uurida, milliste MMP-de siintees toimub meie poolt valitud rakuliinis.
2. Selgitada vilja, milline on meie poolt valitud MMP-de ekspressioon soltuvalt rakkude
konfluentsusest.
3. Kontrollida, kas MMP-de ekspressioonimustri muutus korreleerub ECM-s leiduvate

laminiinide proteoliiiitilise lagundamisega.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Rakud ja nende kultiveerimine

Toos kasutati inimese kopsu adenokartsinoomi rakuliini A549, inimese emakakaelavéhi rakuliini
HeLa ja koorioni kartsinoomi liini JAR. Rakke kasvatati 10 cm 1dbimddduga koekultuuri tassidel.
A549 ja HeLa rakkude sodtmena kasutati IMDM-i (ingl Iscove s Modified Dulbeccos Medium),
kuhu oli lisatud 10% veise looteseerumit (FBS, ingl fetal bovine serum) ning 100 U/ml penitsilliini
ja 100 pg/ml streptomiitsiini. JAR rakkude s66tmena kasutati aga RPMI (ingl Roswell Park
Memorial Institute) sdddet, millesse oli lisatud eelmainitud s66tmega vordsel kogusel nii FBS-1 kui
penitsilliini ja streptomiitsiini. Rakke kasvatati inkubaatoris temperatuuril 37°C ja kasvukeskkond

sisaldas 5% CO,-te.

Ribonukleiinhappe (RNA, ingl ribonucleic acid) eraldamiseks kasvatati rakke kas 70%
konfluentsuseni voi tdieliku konfluentsuse saabumiseni. Western blot analiilisi jaoks kasutati rakke,
millel lasti parast konfluentsuse saavutamist tassidel kasvada veel tdiendavalt 3 voi 7 pdeva. Sellisel

juhul vahetati s60det iga kahe pieva tagant.

2.2.2 RNA eraldamine

RNA eraldamiseks kasutati Favorprep RNA Purification Mini Kit-i (Favorgen) lihtudes
tootjapoolsetest juhistest. Saadud RNA lahustati 50 pul RNaasi vabas vees ja kontsentratsioon

médrati spektrofotomeetriga NanoDrop ND-100 (Thermo Scientific).

2.2.3 ¢cDNA siintees

Enne desoksiiribonukleiinhappe (DNA, ingl deoxyribonucleic acid) siinteesi Uhtlustati RNA
kontsentratsioonid ligikaudu 2000 ng/pl. Komplementaarse DNA (cDNA, ingl complementary
DNA) stinteesiks kasutati First Strand cDNA Synthesis Kit-i (Thermo Scientific), algmaterjalina
kasutati 1 pg totaalset RNA-d ning t66 tegemisel ldhtuti tootjapoolsetest juhistest. Saadud cDNA-d
kasutati otse poordtranskriptsiooni PCR-is (RT-PCR, ingl Reverse transcription polymerase chain

reaction).
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2.2.4 DNA amplifikatsioon

Poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR, ingl polymerase chain reaction) kasutati MMP-de
ekspressioonimustri  leidmiseks. Koigi kasutatud praimerite nimetused, jérjestused ja
seondumistemperatuurid (Tm) on vélja toodud Tabelis 1. Iga PCR-i reakstiooni lahuse 1d0ppmaht oli
20 pl, mis sisaldas 14 pl deioniseeritud vett, 4 pul 5x FIREPol® Mastermix PCR puhvrit ning 10
umol mdlemat praimerit. Amplifitseerimiseks kasutati Applied Biosystem 2720 Thermal Cycler-it.

PCR-i reaktsioon viidi 1dbi jargmistel tingimustel:
1. Esmane denaturatsioon 95°C juures 3 minutit.
2. Denaturatsioon 95°C juures 30 sekundit.
3. Praimerite seondumine 60°C juures 30 sekundit. Osadel praimeritel 64°C.
4. FEkstensioon toimus alati 72°C juures, kuid soltuvalt produkti pikkusest varieerus aeg.

Ekstensiooniaja arvutamisel voeti arvesse, et 1 minuti jooksul siinteesitakse 1000 aluspaari.

o

Korrata 2, 3, 4 punkti 30 tstiklit.
6. Loppekstensioon 72°C juures 5 minutit.

7. Saéilidata temperatuuril 4°C.

Tabel 1. T66s kasutatud praimerid.

Nimetus Tiiiip 5¢— 3¢ suunalised jdrjestused Tm
MMP-2 Forward | GTGCTGAAGGACACACTAAAGAAGA 64°C
Reverse | GCATCATCCACTGTCTCTGG 64°C
MMP.7 Forward | CGGATGGTAGCAGTCTAGGG 64°C
Reverse | TGAATGGATGTTCTGCCTGA 64°C
MMP-9 Forward | CTCGAACTTTGACAGCGACA 63°C
Reverse | GCCATTCACGTCGTCCTTAT 63°C
MMP- 14 Forward | CAGAGAAGGCACACAAACGA 64°C
Reverse | CACTGGTGAGACAGGCTTGA 64°C
Forward | GAAGGTGAAGGTCGGAGT 60°C
GAPDH
Reverse | GAAGATGGTGATGGGATTTC 60°C
Forward | TCGTGGAAGTGACATCGTCT 64°C
HRPLPO
Reverse | TCTGCTCCCACAATGAAACA 64°C

Koik Tabelis 1 vilja toodud MMP-praimerid disainiti spetsiaalselt selle katse jaoks. Vdordse
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laadimise kontrollina kasutati GAPDH-d (ingl glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) ja
HRPLPO-i (ingl human ribosomal protein, large P0), mis olid varem meie uurimusgrupi poolt

spetsiaalselt selleks otstarbeks disainitud.

2.2.5 Geelelektroforees

PCR produkte kontrolliti geelelektroforeesil. PCR-produktide lahutamiseks kasutati 2%-list
agaroosgeeli TAE (40 mM Tris-atsetaat, | mM EDTA) puhvris. DNA visualiseerimiseks lisati geeli
etiiddiumbromiidi (EtBr), mille 1dppkontsentratsioon oli 0,01 pg/ul. EtBr kujutab endast
nukleiinhapete aluspaaride vahele seonduvat UV-lainepikkusel fluorestseeruvat ainet, mis
voimaldab geelil lahutatud PCR-fragmente UV-laua abil visualiseerida. DNA fragmentide pikkuse
kindlaks tegemiseks kasutati markerit (50 bp/1kb DNA Ladder, Thermo Scientific).

2.2.6 Valkude ekspressiooni analiiiis Western blot meetodil

2.2.6.1 Maatriksi liisaat

Maatriksi ja rakuliisaat eraldati kultuuri kolmest erinevast kasvustaadiumist. Konfluentsuse
saabudes, 3-ndal voi 7-ndal pédeval pirast tdieliku konfluentsuse saabumist eemaldati rakkudelt
s0ode ning pesti kolm korda kiilma PBS-iga (ingl phosphate buffered saline). Rakkude
eemaldamiseks tassilt lisati PBS-ga pestud rakkudele 3 ml kiilma EDTA-d ning nende vabanedes
substraadilt suspendeeriti PBS-is. Seejdrel tdsteti rakud pipetiga tassilt imber jdil olevasse 50 ml
tuubi. Seda protsessi korrati seni, kuni tassile jdi minimaalselt rakke. Kogutud rakud tsentrifuugiti
50 ml tuubis (990 rpm, 5 minutit, 4°C), eemaldati supernatant ning suspendeeriti PBS-is. Kogu

protseduur toimus jail.

Eemaldatud rakkudega tasse sai seejérel edasi kasutada ECM-i kogumiseks. Maatriksi eraldamiseks
eemaldati pipeti abil tassidelt kogu EDTA lahus ning lisati 500ul maatriksi liitisipuhvrit [SO mmol
Tris-HCI pH 7,5, 2% SDS-i1 (ingl sodium dodecyl sulfate)]. Parast liiiisipuhvri lisamist viidi 1dbi
mehaaniline maatriksi eraldamine tassilt kummispaatli abil. Seda protsessi korrati kiimne
jérjestikuse 10 cm 14bimddduga Petri tassi peal. Saadud maatriksi liisaat (ligikaudu 300 — 400 pl)

hoiustati -20°C juures.

20



2.2.6.2 Rakuliisaat

Pérast maatriksi liisaadi kogumise protseduuri jitkati t66d eelmises sammus jddle asetatud
rakkudega. Rakud tsentrifuugiti taas maha (990 rpm, 5 minutit, 4 °C), eemaldati supernatant ning
suspendeeriti PBS-is. Seda protsessi korrati kolm korda. Jargnevalt aspireeriti rakkudelt supernatant
ning lisati 6 ml litsipuhvrit [5S0 mM Tris-HCl pH 8, 1% Triton-X 100, PMSF (ingl
phenylmethylsulfonyl fluoride)]. Seejéarel inkubeeriti rakke liitisumise eesmargil jaal 45 minutit.
Kolmveerand tunni moodumisel tosteti 1 ml kaupa liisaati Eppendorf'i tuubidesse ning
tsentrifuugiti (13 200 rpm, 10 minutit, 4°C). Tsentrifuugitud supernatant kanti uude tuubi ning

hoiustati -20°C juures.

2.2.6.3 Western blot

Maatriksi ja rakuliisaatidele lisati 6x SDS-i proovipuhvrit (0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 4% SDS, 20%
gliitserool, 10% B-merkaptoetanool, 0,004% broomfenoolsinine) ja seejirel kuumutati segu valkude

denatureerimiseks 5 minutit 100°C juures.

Valkude lahutamiseks kasutati geelelektroforeesi, mille tarbeks valmistati 5% SDS-
poliiakriitilamiidgeel 1x SDS-i jooksupuhvris (25 mM Tris, 192 mM gliitsiin, 0,1% SDS). Proov
kanti geelile iihte suurde hambasse ning molekulmasside vordluseks kasutati 300 kDa markerit.
Valkude lahutamiseks 100 V pinge juures kulus ligikaudu 3 tundi. Peale elektroforeesi inkubeeriti
geeli ja eelnevalt metanoolis niisutatud PVDF (ingl polyvinylidene difluoride) filtrit (Millipore
ImmobilonTM) iilekandepuhvris (48 mM Tris, 39 mM gliitsiin, 0,0375% SDS, 20% metanool) 5
minutit. Valkude tilekanne toimus 20 V pinge juures tund aega mérgiilekande masinas (Cleaver
Scientific). Ulekande jdrel 1digati membraan 5 mm laiusteks ribadeks ning membraanfiltri 1dike

blokeeriti tund aega 5% 10ssipulbrilahuses (5% 10ssipulber, 1x PBS, 0,05% Tween 20).

Peale blokeerimist inkubeeriti membraanldike loksutil tund aega primaarse antikehaga, seejérel
pesti filtrit 3x 15 minutit pesulahusega (0,05% Tween 1x PBS-is) ning jargnevalt toimus
inkubeerimine  sekundaarse antikehaga. Koik antikehade lahjendused valmistati 5%
10ssipulbrilahuses ja inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril. Primaarse antikehana kasutati laminiin a5
(4B5, hiire monoklonaalne antikeha, S. Ingerpuu ja E. Juronen) kontsentratsiooniga 5 pg/ml.
Negatiivseks kontrolliks oli hiire IgG vastane antikeha (Monosan). Sekundaarse antikehana kasutati
madardika peroksiidaasiga (HRP, ingl horseradish peroxidase) konjugeeritud kitses valmistatud
hiire IgG vastast antikeha (suhtes 1 : 100 000; PerkinElmer). Peale sekundaarse antikehaga
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inkubeerimist pesti filtrit nii nagu eelnevalt kirjeldatud. Kogu protseduur viidi l&bi toatemperatuuril.

Signaali visualiseerimiseks kasutati chemiluminescent HRP Substrate komplekti, millega tootati
vastavalt tootja poolt pakutud protokollile (Immobilon™ Western, Millipore). Filtrit inkubeeriti
reaktsiooniseguga 5 minutit toatemperatuuril. Membraanildikudelt eralduv valgus eksponeeriti

pimikus valgustundlikule filmile (Fuji).
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2.3 Too tulemused

2.3.1 Variatsioonid erinevate rakuliinide MMP-de regulatsioonis
Kéesolevas t06s uuriti MMP-de ekspressiooni cDNA pohjal, kasutades matriitsina huvialustest

rakukultuuridest (A549, HeLa, JAR) eraldatud RNA-d.

2.3.1.1 A549 rakuliinis leiduvate MMP-de ekspressiooni analiiiis

Antud t66s wvaliti iiheks uuritavaks rakuliiniks A549 rakud. Selleks, et jdlgida konealustele
rakkudele iseloomulikku geeniekspressiooni erineva tihedusega kultuuris, lasti rakkudel kasvada
60%-lise konfluentsuseni (nn hore kultuur) voi kasvatati rakke veel kuni tdieliku konfluentsuse
saabumiseni (nn tihe kultuur). Erineva tihedusega rakkude véliste tunnuste hindamiseks vaadeldi
ning pildistati kultuure valgusmikroskoobi all. Saadud tulemustest on niha horeda ja tiheda kultuuri
puhul rakkude morfoloogilist muutust (Joonis 5). 60% konfluentsusega kultuuri rakud on piisava
ruumi olemasolul ennast pikemaks venitanud (Joonis 5, A), samas kui tiheda kultuuri puhul oli
mérgata vaba ruumi puudumisest tingitud rakukuhilate voi mitmekihilisuse teket, mistdttu olid

rakud tihedalt iiksteise vastu pressitud (Joonis 5, B), kaotades hdredale kultuurile iseloomuliku

véitja kinnitumise substraadile.

A

Joonis 5. Rakkude konfluentsuste vordlus. Koikidest rakuliinidest kasvatati kaks erineva
konfluentsusega populatsiooni. Paneelidelt A ja B on ndha vastavalt 60% tihedusega ja
konfluentseid populatsioone. Mdodtkava 100 pm.

Erineva tihedusega rakkude kasvatamise eesmairgiks ei olnud niivord analiiiisida rakkude
valispidiseid tunnuseid, vaid uurida rakkude geeniekspressiooni mustrite oletatavat erinevust. Et
hinnata, milliseid metalloproteinaase {ihe vdi teise konfluentsusega A549 liini rakud siinteesivad,
teostati cDNA siinteesi pohine ekspressioonianaliiiis. See uuring andis kinnitust, et erinevate

konfluentsustega rakkude proovides on erinev MMP-de ekspressioonimuster (Joonised 6 ja 7).
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Tulemused nditasid, et mittekonfluentsete rakkude kultuurid ei silinteesinud suure ECM-i
degradeeriva toimega kollagenaase (MMP-2 ja MMP-9) ega ka vastavaid aktivaatoreid (MMP-14).

Ainus ekspresseeritav proteinaas oli MMP-7 (Joonis 6).

MMP-2 MMP-7 MMP-9 MMP-14 HRPLPO GAPDH

wle -z —ll+x -1l -3 —l# ~1

Joonis 6.Horedalt kasvanud A549 rakkude MMP-de ekspressioon. Néha vaid MMP-7
ekspressiooni.

Tiheda kultuuri puhul oli nsdha MMP-2 ja MMP-14 ekspressiooni, kuid MMP-7 tase oli vorreldes
mittekonfluentsete rakkudega oluliselt langenud (Joonis 6 ja 7). Mustri digsust kontrolliti kolmel
jérjestikusel korduskatsel, mille kédigus kasvatati uued A549 rakud ning vaadeldi samu meetodeid
kasutades nende geeniekspressiooni. Seega uuringu tulemustest selgus, et erineva konfluentsusega
A549 kultuuride geeniekspressiooni muster on margatavalt erinev. Uuringuplaani tiitmise eesmaérgil
teostati samasugused analiiiisid ka teiste t60s kasutatud rakuliinide puhul.

MMP-2 MMP-7 MMP-9 MMP-14 HRPLPO GAPDH

v+ -1+ -1+ -1+ -1+ -1+ -1

Joonis 7. Tihedalt kasvanud A549 rakkude MMP-de ekspressioon. On niha MMP-2 ja MMP-14
ekspressiooni.

2.3.1.2 HeLa rakuliinis leiduvate MMP-de ekspressiooni analiiiis

Jargmisena uuriti HeLa rakke, mida késitleti samal moel kui A549 rakke. Horedate HeLa rakkude
ekspressioon oli sarnane horedalt kasvanud A549 rakkudega, ekspresseerides vaid MMP-7-t (Joonis
8). Rakkude morfoloogilisi erinevuseid antud rakuliini puhul ei vorreldud, kuna see ei olnud

kdesolevas uurimustdos primaarse tdhtsusega.
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MMP-2 MMP-7 MMP-9 MMP-14 HRPLPO

v |+ -+ -+ -1+ -1+ -1

Joonis 8. Horedalt kasvanud HeLa rakkude MMP ekspressioon. Pildil on niha MMP-7
ekspressiooni (Pildilt redigeeritud tiihi ala).

Katsed tiheda rakukultuuriga niitasid, et HeLa rakud ekspresseerisid MMP-2-te. Erinevalt A549
rakkudest ei toimunud aga MMP-14 ekspressiooni ning vihesel mééral oli ndha hoopis MMP-9

ekspressioon (Joonis 9).

MMP-2 MMP-7 MMP-9 MMP-14 RTneg NTC KT GAPDH HRPLPO
Mg -+ =% =ll&& i Bl-N+ll+ N3 =]

SR RE

-
»

Joonis 9. Tihedalt kasvanud HeLa rakkude MMP ekspressioon. Paistab vilja MMP-2 ja drnalt
ka MMP-9 ekspressioon. RT-neg — pdordtranskriptaasita kontroll. NTC (ingl no template control) —
DNA vaba proov. KT — positiivne kontroll.

2.3.1.3 JAR rakuliinis leiduvate MMP-de ekspressiooni analiiiis

Koorioni kartsinoomi rakkude (JAR) MMP-de ekspressiooni muster erines nii A549 kui HelLa
rakuliini omast (Joonised 6-10). Nimelt ei ekspresseerinud JAR rakud MMP-7 ensiilimi madala
konfluentsuse juures ning ka tiheda kultuuri puhul kindlat signaali olemasolu viita ei saa (Joonis
10). RT-PCR-i tulemustest 1dhtudes tuli omapdrase omadusena vilja see, et ekspressioonimuster ei
erine horedate ja tihedate populatsioonide vahel (Joonis 10). Ka selle rakuliini puhul morfoloogilisi

andmeid ei jaddvustatud.
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MMP-2 MMP-7 MMP-9 MMP-14 GAPDH HRPLPO  RTneg NTCKT

M N N s e e ne

250 bp-»

Joonis 10 JAR rakkude MMP ekspressioon. H- horedalt kasvanud rakud; T — tihedalt kasvanud
rakud. RT-neg — poordtranskriptaasita kontroll. NTC — DNA vaba proov. KT — positiivne kontroll.

2.3.2 Laminiini ahelate proteoliiiitiline 10ikamine konfluentsete AS49 rakkude ECM-s.

Kontrollimaks, kas A549 rakuliini MMP-de ekspressioonimustri muutus korreleerub ECM-is
leiduva Ln-10 proteoliiiitilise lagundamisega, teostati Western blot analiiiis. Antud uuringus vorreldi

laminiin a5-e terviklikkust kolmes erinevas rakupopulatsioonis: A, B ja C.

Populatsioon A koosnes dsja konfluentsuse saavutanud rakkudest ning iseloomustavas hdoredalt
kasvanud rakke. Populatsioonidest B ja C korjati proovimaterjal vastavalt 3 ja 7 pdeva jargselt
parast konfluentsuse saabumist ning iseloomustasid tihedalt kasvanud rakkude keskkonda. Vorreldi

proove, mis olid eraldatud ECM-ist, rakuliisaadist ning rakuliisaadist koos sademega.

Western blot analiiiisi tulemusel ei tdheldatud laminiin a5-e suhtes proteoliiiitilist aktiivsust

sOltumata tihedusest (Joonis 11). Katset korrati kolm korda.
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4 400 kDa

Joonis 11. Western blot analiiiisi tulemused. A — konfluentsuse saavutanud populatsioon. B — 3
paeva konfluentselt kasvanud populatsioon. C — 7 pdeva konfluentselt kasvanud populatsioon. L —
rakuliisaadist eraldatud proov. S — rakuliisaadist koos sademega eraldatud proov. M — ECM-ist
eraldatud proov. Laminiin a5 ensiimaatilist 1dikamist ei tuvastatud.
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2.4 Too arutelu

Vihkkasvajate arengumehhanismide mdistmiseks on tdhtis tunda nende geeniekspressiooni
omapérasusi erinevates arengu staadiumites, mis vdiksid pdhjustada invasiivsuse tousu. Uheks
vOimaluseks on maatriksi metalloproteinaaside (MMP-de) regulatsiooni uurimine, mis on
vihkkasvajates tihtipeale iileekspresseerunud, olles seega potentsiaalne véhiteraapia maérklaud.
Kuna kasvajarakud kéituvad erisugustes  keskkonnatingimustes erinevalt, siis antud
bakalaureuset6¢ iihe hiipoteesi kohaselt vdoiks leida seaduspdrasusi ka MMP-de
ekspressioonimustris. Uheks MMP-de uurimisvaldkonnaks vdivad olla nende arvukad
interaktsioonid nii ECM-i kui erineva populatsioonitihedusega rakkudega. Mitmete vihkkasvajate
puhul on ndidatud teatud MMP-de iileekspressiooni (Scorilas jt, 2001), mis vdib tingida

véhirakkude invasiivsuse kasvu ning kiirendada kasvaja arengut (Roomi jt, 2009).

Varasemates uurimustdé6de on néidatud, et ECM-i remodelleerimise kaudu aitavad MMP-d kaasa
osade vihkkasvajate metastaseerumisele (Zeng jt, 1999). See vdimaldab véhirakkudel vabaneda
kollageeni ja laminiini haardest ning litkuda oma algsest asukohast organismi vereringesse. Sealt
omakorda toimub levik uude asukohta ning tekib metastaas (Koshikawa jt, 2000). Seda arvestades
voOib eeldada, et konfluentseks kasvanud kultuuri mudelis on MMP-de ekspresseerimise eesmargiks
voimaldada tihedalt koos kasvavatel kasvajarakkudel vabaneda ECM-1 haardest ja migreeruda neile

paremate kasvutingimustega aladele.

Kéesoleva t06 raames loodud MMP uurimismudel néitas, et erinevates vidhi arengustaadiumides
voivad slinteesitud proteinaaside kombinatsioonid olla erinevad. Vaatamata sellele, et MMP-de
funktsioonid vodivad suures osas olla samad, uuriti t66 kdigus ensiilime mille iilesannetes oli varem
kirjeldatud varieeruvust (Pozzi jt, 2000) (Sun ja Hemler, 2001). cDNA-pdhise analiilisiga sai
kinnitust, et horedates vdhkkasvaja rakukultuurides on enamik testitud MMP-sid vaigistatud. A549
ja HelLa horedate rakukultuuride puhul oli detekteeritav MMP-7 ekspressioon, kuid samasuguse
konfluentsusega JAR rakkude kultuur niitas monevdrra laialdasemat spetsiifikat, ekspresseerides
nii MMP-2, -9 kui ka -14. Samas MMP-7 ekspressiooni JAR rakkude puhul ei tiheldatud. Kuna
JAR rakud on kiillaltki agressiivse iseloomuga , siis just see vOikski pdhjendada nende rakkude
laiemat MMP-de ekspressioonipaneeli, siinteesides enamikke testitud MMP-sid juba populatsiooni

horedas staadiumis.

PShjused, miks on A549 ja HelLa horeda populatsioonidega kultuurides ekspresseeritud just MMP-7

on veel selgusetud. MMP-7 roll on organismis lisaks ECM-i degradeerimisele ka ECM-1 mitte
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kuuluvate valkude degradeerimine, vidhendades organismis rakkude adhesiooni e-kaderiini
degradeerides ning tekitades apoptootilist FasL-i lahustuvat ligandi (Ii jt, 2006). Samas horedate
kultuuride puhul ruumi puuduse probleemi ei tohiks esineda. MMP-7 ekspressioon viitab sellele, et
kasvajarakkudel on juba varases kasvustaadiumis voime ekspansiivseks kasvuks. Sellise
mehhanismis abil on vodimalik kasvajarakkudel vidhendada teiste ldhedal asuvate mitte-
kasvajarakkude adhesiooni, voimaldades vdhirakkudel asuda nende kohale. Kuna tegemist on siiski
kasvajaliste rakuliinidega, siis on tiiesti arvestatav vdimalus, et vihirakkudele iseloomulik
ebakorrapdra véljendubki kasvaja algfaasis just MMP-7 ekspressioonis, mis v3iks seega tdiendava

kinnituse saamisel olla potentsiaalne marker varase vihkkasvaja tuvastamisel.

Tihedate kultuuride puhul oli mérgata aga MMP-7 ekspressiooni selget langust (A549) vai taielikku
puudumist (HeLA ja JAR). Selline ilming voib olla seletatav asjaoluga, et lisaks ECM-i
degradeerivale omadusele on MMP-7 vdimeline pdhjustama ka normaalrakkude apoptoosi FasL
ligandi 16ikamise abil (Holler jt, 2003). Seega iiheks hiipoteesiks MMP-7 ekspressiooni langusele
tihedates kultuurides voib olla see, et kui rakud on juba véga tihedalt kokku kasvanud, siis ei ole
teiste rakkude eemale torjumine piisavalt efektiivne, vaid on vaja kasvajarakkude kuhjumise tottu
voimaldada neil migreeruda. Seetdttu viheneb vajadus MMP-7 jdrele ning tduseb ndudlus MMP-2,
MMP-9 ja MMP-14 jérele, mis suuremal hulgal kollageeni ja laminiini lagundavad. Selline MMP-
de ekspressioonimustri muutus voOiks véljenduda laminiin a5 degradatsioonis, mis praegustele
teadmistele tuginedes vOiks aidata kaasa kasvajarakkude migratsioonile ning metastaseerumisele,

kuid uurimust66 kdigus teostatud Western blot tulemused seda ei peegeldanud.

MMP-2 ja MMP-9 on rakkude iimber voOrgustiku moodustanud kollageeni ja laminiini
degradeerijate rollis, tekitades seeldbi kasvajarakkudel vdimaluse basaalmembraanist eralduda
(Patterson jt, 2001). MMP-14 kéitub nii lagundaja, kui aktivaatorina MMP-2 jaoks (Toth jt, 2003).
Tihedates A549 ja JAR kultuurides olid ekspresseeritud nii MMP-2, kui ka tema aktivaator MMP-
14. Ullatava omadusena tuli vilja see, et tiheda HeLa rakukultuuri puhul oli mérgata kiill MMP-2
ekspressiooni, kuid MMP-14 signaali ei tuvastatud. MMP-9 ekspressioon oli detekteeritav vaid JAR
erineva tihedusega kultuurides, mida voiks jdllegi seletada antud rakuliini tunduvalt agressiivsemate

omadustega.

Eelnevast ldhtudes voib A549 ja HelLa rakkude puhul MMP-de ekspressioonimustri muutuse
voimalikuks pohjuseks olla see, et ECM-i koguneb populatsiooni kasvamise kdigus aina juurde,
iiletades kriitilise punkti ning pdhjustades vastavat maatriksi komponenti lagundavate proteinaaside

stinteesile timberliilitumist. JAR rakukultuuri horedate ja tihedate populatsioonide ekspressiooni
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erinevuse puudumist voib pohjendada nende rakkudele iseloomuliku agressiivsusega ning sellest
tulenevate spetsiifiliste omadustega. Erinevalt A549 ja HeLa rakkudest on JAR rakud vdimelised
stinteesima suuremal hulgal ekstratsellulaarset maatriksit. Seega vdib eeldada, et erinevuse
metalloproteinaaside ekspressioonis voib pohjustada mitte niivord rakupopulatsiooni konfluentsus
vaid hoopis ECM-i tihedus. JAR rakud on aktiivsed ECM-i siinteesijad, seega on kriitiline punkt
juba populatsiooni varajases kasvustaadiumis saavutatud ning ei olnud ka ekspressiooni

imberliilitumist mérgata.

Kokkuvottes on kéesoleva uurimust6d kdigus saanud kinnitust hiipotees, et MMP-de
ekspressioonimuster varieerub vihiliinide erinevates arengustaadiumides ning seda reguleerib
keskkonnast tulev stiimul — oletatavasti rakkude tihedusest pdhjustatud kdrge ECM-i tase. Lisaks
varustas kdesolev uurimustoé meid tootava uurimismudeli alusega, mille tdiendamisega saaks luua

MMP-de ja vihi invasiivsuse uuringuteks sobiva siisteemi.
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KOKKUVOTE

Maatriksi metalloproteinaasid on keerulise regulatsioonisiisteemiga ensiilimid, mille muutused
voivad mojutada inimese tervist ja kaasa aidata kasvaja metastaseerumisele ning arengule. See
muudab nad viga tdhtsateks uurimusobjektideks vdhiarengus ning potentsiaalselt voib neid kunagi
kasutada teatud kasvajate diagnoosimise puhul markeritena vOi toota nendele vastavaid
inhibiitoreid. Kahjuks MMP aktiivsuse mdotmiseks kliinilistes tingimustes aga vahendid puuduvad

vOi on alles arendamisel, mistottu ei ole voimalik teraapiaid kasutusele votta.

Kéesoleva t00 eesmirgiks oligi astuda sammu ldhemale potentsiaalsele teraapiavdoimalusele, luues

aluse lihtsale in vitro mudelile MMP-de ekspressiooni uurimiseks.

Eesmargi saavutamiseks vaatlesime me kolme erinevat rakuliini, mis erinesid ekstratsellulaarse
maatriksi siinteesi hulga poolest. Madalama ECM-i siinteesiga olid A549 ja HeLa rakuliinid ning
tugevamaga oli JAR rakuliin. Erinevate MMP-de ekspressiooni iimberliilitumist uuriti
rakupopulatsioonide konfluentsust varieerides, eraldades seejirel neist RNA ning viies 1dbi RT-PCR

ja geelelektroforees mustrite nahtavaks muutmiseks.

Tulemustest oli vOimalik eristada kahte erinevat ekspressioonimustrit. Esimene, mis esines
madalama ECM-i siinteesiga rakkude puhul, kujutas endas horeda populatsiooni korral MMP-7
ekspressiooni. Rakukultuuri konfluentsuse saabudes toimus aga muutus ekspressioonimustris ning
MMP-7 asendus MMP-2-ga. Omakorda jagunesid A549 ja HeLa populatsioonide mustrid omakorda
nii, et A549 puhul ekspresseerus lisaks MMP-14 aga HelLa rakkude puhul MMP-9.

Teine ekspressioonimuster esines JAR rakkude puhul ning millel puudus esimene etapp ehk MMP-
de ekspressioon ei erinenud oluliselt horedate ja tihedade populatsioonide vahel. Selle vois
pohjustada tithe ECM, milleni on esimese mustri korral joutud alles rakukultuuri konfluentsuse

saabudes.

Kokkuvottes leiti kdesoleva t60 kidigus, et erinevate vihiliinide maatriksi metalloproteinaaside
ekspressioon soltub rakkude konfluentsusest ning mingil miiral toimub ka ekstratsellulaarse
maatriksi lagundamine. T60 jargmises etapis oleks vajalik uurida kas MMP-de ekspressioon in vitro
on reguleeritud vaid ECM-i tiheduse poolest voi siiski rakkude konfluentsusest. Vaadelda ka
ekspressioonimustrit teiste rakuliinide ning MMP-de puhul ja vaadelda nende inhibiitorite

ekspressiooni regulatsiooni.
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The regulation of matrix metalloproteinase expression in lung adenocarcinoma
cells.

Juri Juksar

RESUME
Matrix metalloproteinases are enzymes with a complex regulatory network, the changes of which
can affect our health. They play a key role in degrading the extracellular matrix, angiogenesis and
wound healing. They also play a role in cancer progression, causing invasive and metastatic
properties. Thus, efforts should be made to develope ways of measuring MMP activity and provide

critical information on the regulation of their expression.

The aim of this research was to create the basis for a small in vitro model for researching MMP

expression.

To achieve this goal we studied three different cell lines, which exhibited different levels of ECM
synthesis. Two of the cell lines, which exhibited lower levels of ECM synthesis, were A549 and
HeLa cells. The JAR cell line had a high level of ECM synthesis. The changes in MMP expression
were observed through purifying the RNA from cells that were grown at different densities. After
which the RNA was used to synthesise ¢cDNA and later used in RT-PCR. The results were

visualized through gel electrophoresis.

The results showed two different expression patterns. The first pattern was observed in cells with
lower levels of ECM synthesis, where MMP-7 was expressed in populations with low density. As
the cells became confluent the expression changed and MMP-7 was replaced by MMP-2. A549
cells also started to express MMP-14 and the HeLa cells expressed MMP-9.

A different pattern was observed in JAR cells, where there was no difference in the expression of
MMPs between cells grown at low density and to confluency cells. A possible explanation would be
the high levels of ECM synthesis in JAR cells. The modulation of the MMP expression pattern by
the amount of the ECM would also explain the expression switch in cells with a lower level of

ECM.
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LISA 1. MMP-de aktivatsioonitsiikkel.

Joonisel on ndidatud proMMP-de aktivatsiooni

voimalused aktiivsete MMP-de ja plasmiini poolt ning aktiivsete MMP-de mdju inhibiitoritele ja

ziimogeenidele (Kessenbrock jt, 2010).

Inhibitor Cleaved by
al-CT MMP-1, -2 -3
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Matrix remodeling
Angiogenesis
Cell signaling and migration
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LISA 2. Sekreteeritavaid MMP-sid saab struktuuri jérgi jaotada veel viieks grupiks: minimaal-doméinsed MMP-d, PEX-domiini sisaldavad MMP-

d, Zelatiiniga seonduvad MMP-d, furiini poolt aktiveeritud sekreteeritud MMP-d ning vitronektiiniliku inserdiga MMP-d. Lisaks on tabelis esindatud
ka membraanseoselised MMP-d (Karthikeyan jt, 2013)

‘ Gi'oup ' MMP speciés | Chromosome location Relative molecular mass (kDa) prdform—active ‘
 Collagenases | 1, 8, 13 11921, 11q22 | 55 to 72-45 to 66 '
Gelatinases | 2, 92 16q13, 20q11-q13.1 72 to 92-66 to 86

Stromelysins | 3, 10, 11, 19b \ 11923, 11g22.3-q23, 22q11.2, 12q14 57-44.5

Matrilysinsc | 7, 26 11q21-q22, 11p15 28-19

MTsd 14, 15, 16, 17, 24, 25 | 14q11-q12, 15q13-q21, 8q21 57 to 72-50 to 56

Others 12, 20, 22, 23, 28¢ . Diverse 28 to 57-19 to 53

Abbreviations: MMP, matrix metalloproteinase; MT, membrane types; TIMP, tissue inhibitors of metalloproteinase.
3 MMP9 also acts on 'self-activates’ (acting on pro-MMP9) and on pro-MMP-2.
b MMP10 also acts on pro-MMPs 1, 8 and 10.

€ Characterised by lack of a haemopexin domain.

d MMPs 14, 15, 16 and 24 (MT 1-3 and 5, respectively) are transmembrane, and MMPs 17 and 25 (MT 4 and 6) are anchored to
glycosylphosphatidylinositol.

€ Also known as macrophage elastase or metalloelastase.
Substrates for all groups generically are collagens I, II, III, 1V, V, VII, VIII, X, XI and XIV, aggrecan, gelatin, fibronectin, laminin and
proteoglycan, although there is considerable intra- and intergroup specificities, for example, MMPs 1 and 2 have many substrates, MMPs 17

and 24, and act only on fibrin and gelatin, whereas MMP11 does not cleave collagen. Full substrate specificities of some are as yet unknown.
Data pooled from references. 3 21, 101, 102, 103, 104
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LISA 3. Uldinfo TIMP-ide kohta (Baker jt, 2002).

TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
Protein kDa 28 zZ1 Z4/Z27 ZZ
H-glycosylation sites 2 a 1 a
Protein localizaticon Solukle Solubkle/cell surface ECM Socluble//cell
surface
Dro-MME zssocciaticon pro-MME-3 pro-MMP-2 pro-MME-2 /-5 pro-MME-2
MMPs poorly inhikited MT1-MME Hone Hone Hone
MTZ-MMP
MI3-MMP
MIS5-MMP
MMP-159
ADEM inhibition BADEM 10 None BDEM 12 None
RDAM 17
ADAM 19
(ALDRM 10)

RDAMTS-4, TS5-5

Cell proliferation

tErythroid precursors

tErythroid precursors

TSmﬂutP miscle cells and cancer

cells

tMammary tumour
cells

tTumour cells

tTumour cells

1Hilm"'s tumour
cells

tFikroklasts

tSmooth muiscle cells

1Endothelial cells

Apoptosis 1Burkitt's lymphoma tColorectal cancer tSmooth mascle cells tCardiac

cells cells fibroblasts

1Melanoms tTumour cells
tRetinzal pigmented epithelizl cells

Tumour angicgenesis tMammary 1Melanoms 1Melanoms

(Liver {Marmary
Zngiogenesis in 3D collagen/fikrin No effect Inhikits Inhikits Inhikits
gels
Tumcurigenssis effects Inhikits Inhikits Inhikits Inhikits
Metastasis effects Stimulates Stimulates
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