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Infoleht

»MAGE-A4 ja MAGE-A10 valkude ekspresseerumine ekstratsellulaarsetes vesiikulites®.
Magistritods uuritakse vdhi antigeenidle MAGE-A4 ja MAGE-A10 ekspresseerumist
ekstratsellulaarsetes vesiikulites. T60 eesmirgiks on selgitada vélja, kas rakkudesse sisestatud
MAGE-A4 ja MAGE-A10 valgud avalduvad ekstratsellulaarsete vesiikulite koostises.
Eksperimentaalses osas transfekteeriti eukartiootseid COPSEBNA, HEK293 ja U20S rakke
plasmiididega pQM-MAGE-A4 ja pPQM-MAGE-A10 ning leiti, et MAGE-A4 ja MAGE-A10
ekspressiooniprofiil ekstratsellulaarsetes vesiikulites on {tisna erinev. MAGE-A4 valk
ekspresseerus koigis kolmes vesiikulitiilibis (eksosoomid, mikrovesiikulid, apoptootilised
kehakesed), aga MAGE-A10 valku ei esinenud Immunoblot analiiiisis. Mdlemat valku leidus
ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal, aga MAGE-A10 ekspressioon oli MAGE-A4 omast
tunduvalt madalam. MAGE-A4 valgu puhul uuriti ka tema olemasolu erinevates
rakuorganites ja leiti, et tegu on tsiitoplama valguga, mida teistes uuritavates rakuorganites ei

ekspresseerunud.

Mirksonad: vihi antigeenid, MAGE-A4, MAGE-A10, ekstratsellulaarsed vesiikulid,

eksosoomid, mikrovesiikulid, apoptootilised kehakesed.

,Expression of MAGE-A4 and MAGE-A10 proteins in extracellular vesicles®. The present
thesis studies the expression of tumor antigens MAGE-A4 and MAGE-A10 in extracellular
vesicles. The aim of thesis is to find out whether MAGE-A4 and MAGE-A10 proteins express
in the extracellular vesicles of the cells transfected with respective plasmids. In the
experimental part, eukaryotic COPSEBNA, HEK293 and U20S cells were transfected with
plasmids pPQM-MAGE-A4 and pQM-MAGE-A10. It was found that the expression profiles of
MAGE-A4 and MAGE-A10 in extracellular vesicles are quite different. MAGE-A4 protein
were expressed in all three types of vesicles (exosomes, microvesicles, apoptotic bodies), but
MAGE-A10 protein was not expressed in Immunoblot analysis. Both proteins were present in
the surface of extracellular vesicles, but the expression rate of MAGE-A10 was considerably
lower than MAGE-A4. MAGE-A4 presence in different cell organs was also studied and the
antibody appeared to be a cytoplasmic protein not present in other cell organs examined in the

study.

Keywords: tumor antigens, MAGE-A4, MAGE-A10, extracellular vesicles, exosomes,

microvesicles, apoptotic bodies.
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Kasutatud liihendid

EV — ekstratsellulaarne vesiikul

FCS — vasika loote seerum

MAGE-A — melanoomiseoseline antigeen A
MAGE-A4 — melanoomiseoseline antigeen A4
MAGE-A10 — melanoomiseoseline antigeen A10
pQM-MAGE-A4 - MAGE-A4 plasmiid

pQM-MAGE-A10 - MAGE-A10 plasmiid



Sissejuhatus

Vihi antigeenid on immunogeensed valgud, mis ekspresseeruvad peaaegu ainult
kasvajarakkudes. Esmakordselt tuvastati vdhi antigeenid melanoomirakkudes ja praeguseks
on leitud umbes 20 antigeeniperekonda, mille tuntuim {iihine omadus on piiratud
ekspressiooniprofiill. Kuna vidhi antigeenid on immunogeensed ja nende ekspressioon
somaatilistes kudedes on tugevalt piiratud kasvajatega, on nad potentsiaalsed immunoteraapia

sihtmaérgid.

Kéesolevas t60s on véhi antigeenidest uuritud antigeene MAGE-A4 ja MAGE-A10. Mdlemad
on rangelt kasvajaspetsiifilised valgud ja neid ekspresseeritakse paljudes erinevates
vihkkasvajates, seetdttu asuvad nad védhi immunoteraapia huviorbiidis. Kuna MAGE-A
perekonna antigeenidel voib olla inimese vdhi arengus suur osa metastaaside tekkel, on
oluline teada, kuidas nad organismis levivad. Magistritdo aluseks on hiipotees, et MAGE-A4
ja MAGE-A10 antigeenid kanduvad tihest rakust teise ekstratsellulaarsete vesiikulite abil.
Ekstratsellulaarsed vesiikulid on membraaniga timbritsetud partiklid, mida suur osa rakke
vabastab rakuvilisesse keskkonda ning mis osalevad mitmesuguste biomolekulide transpordis

rakkude ja kudede vahel.

Siinse uurimist60 eesméirgiks on selgitada vilja, kas rakkudesse sisestatud MAGE-A4 ja
MAGE-A10 valgud avalduvad ekstratsellulaarsete vesiikulite koostises. Selleks uuritakse
vastavate valkude esinemist nii ekstratsellulaarsetes vesiikulites kui ka nende pinnal. MAGE-
A4 valgu puhul vaadeldakse ka iiksikasjalikult, missugustes raku organites ta tdpsemalt

ekspresseerub.

Uurimistéd valmis Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Viihi antigeenid

Vihi antigeenid, mida nimetatakse ka vihi-testise antigeenideks (ingl. k cancer-testis
antigens), on immunogeensed valgud, mis ei ekspresseeru tervetes somaatilistes kudedes, vaid
ainult kasvajarakkudes. Nende ekspressioon on proportsioonis kasvaja levikuga organismis.
Vihi antigeenide loomulik ekspressioon on piiratud testistega ja harvadel juhtudel
ekspresseeritakse neid ka munasarjades ning trofoblastis. (Almeida jt, 2009; Scanlan jt, 2002)
Vihi antigeenid tuvastati esmakordselt melanoomi rakkudes, T-raku epitoobi kloonimise teel,
ja praeguseks on leitud umbes 20 antigeeniperekonda. Nende tuntuim iihine omadus on
piiratud ekspressiooniprofiil — normaalolekus avalduvad nad peamiselt munandites.
Iseloomulike omadustena, mida kdik vdhi antigeenid ja antigeenide perekonnad jagavad, voib
véilja tuua ka eksisteerimise multigeeniperekondadena, sagedase koosesinemise X-
kromosoomis ja heterogeense valguekspressiooni véhis. Vihi antigeenide avaldumine on
toendoliselt seotud vdhi arenguga. Ekspressiooni kutsuvad esile promootori piirkonna
hiipometiilatsioon ja/vdi histoonide atsetiilatsioon. Véhi antigeenid on immunogeensed: nad

kutsuvad esile spetsiifilise humoraalse voi rakulise immuunvastuse. (Scanlan jt, 2002)

Kuna véhi antigeenid on immunogeensed ja nende ekspressioon somaatilistes kudedes on
tugevalt piiratud kasvajatega, on nende avastamisele jirgnenud katsed arendada vélja
antigeenispetsiifilisi vdhivaktsiine, mille toopohimote seisneb efektiivse immuunvastuse
esilekutsumises vihi vastu. Hetkeseisuga on pooleli kliinilised katsed MAGE-A ja NY-ESO-1
perekonna valkudega. Kliinilise testimise kéigus uuritakse, kas viljaarendatavad
véahivaktsiinid voivad edasi liikkata voi dra hoida kopsuvidhi ja melanoomi taasteket pérast

seda, kui kasvajad ise on kirurgiliselt eemaldatud. (Almeida jt, 2009; Scanlan jt, 2002)

Antigeenispetsiifilise vdhi immunoteraapia kdige olulisem samm on sobivate sihtmirkide
leidmine. Selleks, et antigeen oleks potentsiaalne immunoteraapia sihtmérk, peab tema
ekspressioon tavalistes kudedes kas puuduma vdi olema tugevalt piiratud, et ennetada
autoimmuunsuse teket. Véhi antigeenid sobivad immunoteraapiaks, kuna nende ekspressioon
normaalses koes on véga piiratud, piirdudes vaid munanditega ja platsentaga. (Sang jt, 2011)
Lisaks ekspresseeritakse vihi antigeene ebakiipsetes rakkudes, nditeks spermatogooniumi ja
oogooniumi rakkudes ning trofoblastides (Zendman jt, 2003; Simpson jt, 2005; Scanlan jt,
2004).



1.1.1 MAGE perekond

MAGE (melanoomiseoselised antigeenid) perekonda on esmakordselt kirjeldatud 1991.
aastal, kui melanoomipatsientidelt voetud proovidest leiti kolm samasse perekonda kuuluvat
geeni, mis ei sarnanenud lihegi varem tuntud jérjestusega. Geeniperekond avastati seetottu, et
nad kodeerisid vdhi antigeene, mis kutsusid esile spontaanse tsiitotoksilise (elavate rakkude
jaoks miirgise) T-liimfotsiiiidi vastuse melanoomipatsientide kudedes. MAGE perekond

koosneb suurest hulgast X-kromosoomiga seotud geenidest. (Van der Bruggen jt., 1991)

Esimesele avastatud kasvaja antigeenile anti nimeks melanoomi antigeen 1 ehk MAGE-1
(hiljem sai vastav antigeen nimeks MAGE-A1) (De Plaen jt, 1994). Edaspidi tuvastati veelgi
MAGE perekonda kuuluvaid antigeene ning ténapdevaks on leitud 60 MAGE perekonna
liiget, millest osa on pseudogeenid. Kdigile MAGE valkudele on iseloomulik korgelt
konserveerunud domiin, mida nimetatakse MAGE homoloogiadomééniks (MAGE homology
domain; MHD). See koosneb 165—-171 aminohappest ja on ainus aminohapete regioon, mis on

ithine koigile MAGE perekonna valkudele. (Chomez jt, 2001)

Ténapédeval jagatakse MAGE antigeene kahte suurde riihma — MAGE-I (vdhi antigeenid) ja
MAGE-II (kodikjalolevad antigeenid) —, soltuvalt nende koespetsiifilisest avaldumisest,

struktuurierinevustest ja asukohast kromosoomis. (Sang jt, 2011)

MAGE-I gruppi kuuluvad perekonnad MAGE-A, MAGE-B ja MAGE-C, mille antigeenid
asuvad koik inimese X-kromosoomis (joonis 1) (De Plaen jt., 1994). MAGE-A perekonna
antigeene voib leida Xq28 regioonis (De Plaen jt., 1994), MAGE-B perekonna antigeene
Xp21 regioonis (Dabovic jt., 1995) ning MAGE-C perekonna antigeene Xq26-27 regioonis
(Lucas jt., 1998). Kokku on MAGE-I riihmas 24 antigeeni: MAGE-A perekonnas 11, MAGE-
B perekonnas 9 ja MAGE-C perekonnas 4, lisaks veel pseudogeenid.

MAGE-I gruppi kuuluvad antigeenid, eriti MAGE-A antigeenid, aktiveeruvad
pahaloomulistes kasvajates, aga on vaigistatud tervetes kudedes, védlja arvatud testistes (De
Plaen jt., 1994) ning osaliselt platsentas (Chomez jt, 2001) ja trofoblastis (Sang jt, 2011).
Organismi arengu jooksul vaigistatakse MAGE-I antigeenide ekspressioon promootor-DNA
metiilatsiooni kéigus, aga epigeneetilise reprogrammeerimise jooksul, mis leiab aset paljudes
kasvajates, demetiileeritakse MAGE-I promootorid ja kutsutakse esile antigeenide

ebanormaalne ekspressioon (Sang jt, 2011). Koige korgem on ekspressioonisagedus



melanoomis ja kopsuvéhis, aga MAGE-I antigeene on leitud ka pdie-, pea- ja kaelavéhist ning

vihemal méairal rinna- ja eesnddrmevahist (Jungbluth jt., 2000).

X chromosome

:I MAGE-C1to C3

2 )] MAGE-A1to A12

Joonis 1. MAGE-A, MAGE-B, MAGE-C ja MAGE-D geeniklastrite asukoht inimese X-kromosoomis.
(Pilt: Lucas jt, 2000)

Eeltoodu tottu on MAGE-I grupi antigeenid, eriti MAGE-A perekond, immunoteraapia
ideaalsed sihtmirgid. Lisaks on ekspressioonianaliilis pahaloomulistes vihkkasvajates
aidanud tuvastada uusi viahi biomarkereid, mis voivad tulevikus kaasa aidata vdhi varasemale

avastamisele. (Sang jt, 2011)

MAGE-II gruppi kuulub perekond MAGE-D. Selles antigeenide perekonnas on 15 liiget,
mille ekspresseerumine organismis ei ole piiratud vdhkkasvajatega ega meessugurakkudega
(Sang jt, 2011). MAGE-D antigeenid ekspresseeruvad paljudes normaalsetes tdiskasvanud

somaatilistes kudedes (Chomez jt, 2001) ning loote aju-, maksa- ja neerukoes (Bertrand jt,



2004). X-kromosoomis leidub neid p11.1-11.4 regioonis. Peale ekspressioonimustri erinevad
MAGE-D perekonna liitkmed teistest MAGE perekondadest ka oma genoomse struktuuri
poolest. Geeniperekonna liikkmed on inimese juures evolutsiooni jooksul histi sdilinud,
lubades oletada, et nad tdidavad organismis olulisi funktsioone. Niiteks reageerib MAGE-D1
p75 neurotrofiini retseptoriga ja aitab kaasa nérvikasvufaktorist soltuvale rakkude
apoptoosile. MAGE-DI1 reageerib ka DIx/Msx homeodoméidni perekonna liikmetega ja
reguleerib DIx5 trankriptsioonifunktsiooni. Huvitava asjaoluna on leitud, et MAGE-D3
COOH-terminali domdidn on identne trofiniiniga — valguga, mis on seotud embriio
kinnitumisega emakaseinale. MAGE-D perekonna genoomstruktuur niitab, et iiks neist vastab
geeniperekonna asutajaliikmele ja teised on retrogeenid, mis on arenenud {ihisest

eellasgeenist. (Chomez jt, 2001)

1.1.2 MAGE-A perekond

MAGE-A perekonna antigeene on vihi antigeenidest kdige rohkem uuritud. Nad avalduvad
mitmesugustes vidhkkasvajates, aga nii nende kui ka teiste MAGE-I geenide avaldumine
somaatilistes kudedes on allasurutud (Chomez jt, 2001). Kdige silmatorkavam on MAGE-A
antigeenide ekspressioon melanoomis, mille jdrgi on geeniperekond ka oma nime saanud
(Alves jt, 2007). MAGE-AL, -A2, -A3, -A4, -A6 ja -A12 avalduvad sagedamini kasvaja koes
ja rakuliinides. MAGE-A3, -A4, -A8, A10 ja -All on tuvastatud platsentas. (De Plaen jt,
1994)

Kuna MAGE-A antigeenid on rangelt kasvajaspetsiifilised ja neid ekspresseeritakse paljudes
erinevates vihkkasvajates, asuvad nad vdhi immunoteraapia huviorbiidis. Nende tavapirast

ekspressiooni voib kasutada ka kasvajarakkude varaseks tuvastamiseks. (Sang jt, 2011)

MAGE-A antigeeniperekond asub kromosoomi Xq28 regioonis ja selles on 12 liiget: MAGE-
A1-MAGE-A12. MAGE-A valgud koosnevad enam kui 300 aminohappest. Valkude toodetud
peptiidid vdivad seostuda kdigi inimese leukotsiiiidi antigeeni tiilipidega ja moodustada
komplekse, mida autoloogsed T-liimfotsiilidid dra tunnevad. (De Plaen jt, 1994; Rogner jt,
1995)

MAGE homoloogiadomiin, mis on omane kdigile MAGE valkudele (vt ka joonis 2), hdlmab
MAGE-A perekonna valkudel ligi 70% valgust. MHD korge konserveerumine voib viidata
koigi MAGE-A valkude sarnasele struktuurile ja funktsioonile rakus. (Meek jt, 2012) MHD
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bioloogilised funktsioonid on suures osas teadmata, aga selgunud on, et domédn vdib
reageerida paljude regioonidega RING-sorme E3 ubikvitiini ligaasis, moodustades uusi

valgukomplekse ja soodustades seeldbi valgu ubikvitiileerumist (Doyle jt, 2010; Espantman,

O’Shea, 2010).

EMAGE-Al
FMAGE-A2
hMAGE-A3

hMAGE-A4

WMAGE-AS
286 314

WMAGE-A6

180 119 289 318
WMAGE-AS [ ] | [

129 115 285 315
WMAGE-A9 | | | s

1 120 141 3 369
hMAGE-A10

1 13 208229 399 429
hMAGE-AI1
hMAGE-A12

BImace N Evup Emace c

Joonis 2. Inimese MAGE-A perekonna valkude skemaatiline joonis (MAGE-A1, -A2, -A3, -A4, -AS, -A6,
-A8, -A9, -A10, -All, -A12), vilja arvatud pseudogeenid (MAGE-A7). Vilja on toodud MAGE-NH,-

terminaalne regioon, MAGE homoloogiaregioon (MHD) ja MAGE COOH-terminaalne regioon (MAGE C).
Pilt: Sang jt, 2011.

MAGE-A perekonna funktsioonid rakkudes ja kogu organismis on suures osas teadmata, aga
pisut tdendeid on leitud selle kohta, et MAGE-A antigeenidel voib olla inimese véhi arengus
suur osa metastaaside tekkel. MAGE-A3 ja MAGE-A4 on mdne véhiliigi biomarkerid ning

tulevikus vdivad nad aidata praegusest kiiremini diagnoosida niiteks hepatotsellulaarset
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kartsinoomi ja selle varjatud hematogeenseid metastaase, rinnavéhki ning sdogitoru lamerakk-

kartsinoomi. (Sang jt, 2011)

Samuti on varasemate uuringute kdigus kogunenud iiha rohkem tdendeid MAGE-A valkude
osalemise kohta rakutsiikli regulatsioonis ja apoptoosis. MAGE-A1 vdib seostuda proto-
onkovalguga SKI, inhibeerides sel moel transkriptsiooni, ning siduda ja tuua kohale histooni
deatsetiilaasi 1, represseerides aktiivselt transkriptsiooni (Laduron jt, 2004). Osa MAGE-A
antigeeniperekonna liikkmetest - MAGE-A1, -A2, -A3 ja A6 — on v3imelised suruma alla p53
transaktivatsiooni. Naiteks vOib MAGE-A2 seonduda p53-ga ja sundida ka histooni
deatsetiilaasi 3 liituma MAGE-A2/p53 kompleksiga, vdhendades seeldbi tunduvalt p53
transaktivatsioonifunktsiooni (Monte jt, 2006). Toendeid on ka selle kohta, et MAGE-A3
ekspressioon vOib kaitsta vihirakke selle eest, kui rakusiseseid organeid riinnatakse
(Morishima jt, 2002). MAGE-A11 seostub androgeeni retseptori NH,-terminusega ja
suurendab androgeeni retseptori transkriptsioonilist aktiivsust (Bai jt, 2005) ning MAGE-A11

suurenenud ekspressioon soodustab eesnddrmevihi teket (Bai jt, 2008).

1.1.3 MAGE-A4

MAGE-A4 on 317 aminohappest koosnev valk, molekulmassiga 34,9 kDa (Biocompare).
MAGE-A4 ekspressioon on iisna suurel midédral ndidatud lamerakulises kartsinoomis ning
tunduvalt harvem adenokartsinoomis (Peikert jt, 2006; Yakirevich jt, 2003). Valgu tipne
funktsioon organismis on teadmata, aga uuringutest on selgunud, et MAGE-A4 vGib osaleda
apoptoosi reguleerimises: selle ekspressioon suurendab rakkude apoptoosi ja aktiveerib valgu
kaspaas-3 ekspressiooni, mis omakorda kataliiiisib paljude elutdhtsate rakuvalkude
lagundamist (Peikert jt, 2006; Porter jt, 1999). MAGE-A4 C-terminaalne fragment kutsub
esile nii p53-st soltuvat kui ka sdltumatut apoptoosi (Sakurai jt, 2001). Eelnev viitab sellele, et
valk voib esile kutsuda vdhirakkude surma ja muuta kasvajaid tundlikuks apoptootilistele
stiimulitele,  nditeks ~ kemoteraapilistele ~ agentidele, = ning  seetdttu  toimida
tuumorsupressorvalguna (Peikert jt, 2006). Samuti osaleb MAGE-A4 apoptoosi
reguleerimises testistes (Print ja Loveland, 2000). Samas on oletatud ka, et MAGE-A4-1 voib

olla véhi arengus hoopis onkogeenne roll (Sang jt, 2011).

MAGE-A4 on paljulubav diagnostiline tdoriist vihi prognoosimises. Niiteks voib MAGE-A4

aidata tulevikus kaasa hepatotsellulaarse kartsinoomi ja selle varjatud hematogeensete

12



metastaaside varajasele avastamisele. Lisaks on MAGE-A4 spetsiifiline biomarker nii

rinnavihi kui ka lamerakk-kartsinoomi puhul. (Sang jt, 2011)

1.1.4 MAGE-A10

MAGE-A10 on tdenéoliselt MAGE-A perekonna kdige immunogeensem antigeen, olles seega
vaga sobiv immunoteraapia sihtmérk (Mengus jt, 2012). See on rakutuumas esinev valk, mille
molekulaarmass on 72 kDa ja mis avaldub normaalsetest kudedest ainult spermatogooniumi
rakkudes ja spermatotsiiiitides (Scanlan jt, 2002; Schultz-Thater jt, 2012) ning vdhesel miéral
platsentas (Rimoldi jt. 1999). Samal ajal ekspresseeritakse MAGE-A10-t mitmesugust liiki
vahkides (Mengus jt, 2012), koige rohkem kopsu-, naha- ja uroteliaalse vahi rakkudes
(Schultz-Thater jt, 2010). Melanoomkasvajate analiiiisid on nididanud, et MAGE-A10 avaldub
sageli koos MAGE-A1l-ga. (Rimoldi jt, 1999)

MAGE-A10 molekulaarmass on teiste MAGE-A perekonda kuuluvate valkudega vorreldes
iisna suur: kui enamik MAGE-A antigeeniperekonna liikmeid on molekulaarmassiga 45-50
kDa, siis MAGE-A10 molekulaarmass on 72 kDa. Samuti on MAGE-A10-1 neli eksonit,
samal ajal kui teistel MAGE-A perekonna valkudel, vélja arvatud MAGE-A2, on eksoneid
ainult kolm. MAGE-A10 neljandal eksonil on pikem 3’-transleerimata regioon kui teistel
MAGE-A perekonna litkmetel, mis muudab MAGE-A10 cDNA 0,7 kb pikemaks. (Rimoldi jt,
1999)
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1.2 Ekstratsellulaarsed vesiikulid

Ekstratsellulaarseteks vesiikuliteks nimetatakse membraaniga {imbritsetud partikleid, mis
sisaldavad lipiide, valke ja RNA-d (Levy, 2017), ning mida suur osa rakke vabastab
rakuvilisesse mikrokeskkonda. Terminit ekstratsellulaarne vesiikul kasutatakse koigi
sekreteeritud vesiikulite kohta ning see hdlmab nii eksosoome, mikrovesiikuleid kui ka

apoptootilisi kehakesi. (Kurg jt, 2016)

Koik ekstratsellulaarsed vesiikulid sisaldavad valke, mida peetakse vesiikuliiilesteks
markeriteks. Uldiselt on ekstratsellulaarsetes vesiikulites palju tsiitoskeleti-, tsiitosooli-,
kuumasoki- ja plasmamembraanivalke ning lisaks veel valke, mis on seotud vesiikulite
transpordiga. Tdpne valguprofiil soltub {isna suurel mééral sellest, kus vesiikulid organismis
asuvad, millistest rakkudest nad parit on ja missuguse sekretsioonimehhanismi kdigus on nad
avaldunud. Samas ei ole iiht kindlat markerit, mille abil saaks koiki ekstratsellulaarsete

vesiikulite liike tiksteisest eristada. (Yafiez-Md jt, 2015)

Eksosoomid on koige vdiksemad ekstratsellulaarsed vesiikulid, 1dbimodduga 30—100 nm ning
tithedusega 1,13—1,19 g/ml (van der Pol jt, 2012). Neid leidub mitmesugustes kehavedelikes,
nditeks plasmas, seerumis ja rinnapiimas. Eksosoomide sekretsioon leiab aset enamikus
rakuliikides, sealhulgas kasvajarakkudes, antigeeni tootvates rakkudes, T-rakkudes,
tivirakkudes ning epiteelirakkudes. Nad koosnevad mitmesugustest bioaktiivsetest
molekulidest, nditeks valkudest, lipiididest ja nukleiinhapetest, ning vdivad seetottu osaleda
keerukamas  rakuvahelises = kommunikatsioonis  kui  teised, lihtsama  chitusega

ekstratsellulaarsed vesiikulid. (Wahlgren, 2014)

Eksosoomid tekivad raku sees osana endosoomsest rajast, mille tulemuseks on
multivesikulaarsete ~ kehade = moodustumine  (Wahlgren, 2014), ja  eralduvad
multivesikulaarsetest kehadest endosoomi membraani sissepoole pungumisel (Borges jt,
2013). Nii kaua, kuni vesiikulid asuvad multivesikulaarsetes kehades, nimetatakse neid
intraluminaalseteks vesiikuliteks. Kui multivesikulaarne keha seondub vélismembraaniga,

vabastatakse eksosoomid rakkudevahelisse keskkonda. (Wahlgren, 2014)

Kuna eksosoomid on nii véikesed, on nad vOimelised tungima siigavale kudedesse. Nende
kergelt negatiivne dzeetapotentsiaal lubab neil kaua ringluses olla. Eelnevad tunnused ning
lisaks deformeeritav tsiitoskelett ja sarnasus rakumembraanidega muudavad nad ideaalseteks

looduslikeks nanokandjateks. (Luan jt, 2017)
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Mikrovesiikulid, mida monikord kutsutakse ka mikroosakesteks, on plasmamembraanis
toodetud osakesed, enamasti ldbimddduga 100-1000 nm, mis vabastatakse rakuvilisesse
keskkonda plasmamembraani véljapoole pungumisel ja I6hustumisel (Meckes, Raab-Traub,
2011). Neid leidub teadaolevalt koigis kehavedelikes, aterosklerootilistes naastudes ja
konditsioneeritud s6otmes. Mikrovesiikulid voivad olla oma harilikust suurusest ka tunduvalt
viiksemad (kuni 20 nm), seega vOib nende suurus osaliselt kattuda eksosoomide omaga.
Mikrovesiikulite tdpne tihedus on teadmata, aga tavaliselt on nende isoleerimisel tsentrifuugi

poorete sagedus 10 000 kuni 20 000 g. (van der Pol jt, 2012)

Apoptootilised kehakesed on fosfatidiililseriini eksponeerivad vesiikulid, mida rakud
vabastavad siis, kui neis toimub apoptoos. Suurim erinevus apoptootiliste kehakeste ja teiste
ekstratsellulaarsete vesiikulite vahel on nende suurus: apoptootiliste kehakeste ldbimoodt
varieerub 1 ja 5 pm vahel. Apoptootiliste kehakeste tihedus on 1,16-1,26 g/ml, mis kattub
osaliselt eksosoomide omaga, ja nende morfoloogia on tavaliselt heterogeensem kui teistel
rakus toodetud vesiikulitel. Tavaliselt vabaneb apoptootilistest rakkudest kaht
immunoloogiliselt erinevat tiilipi apoptootilisi  kehakesi: need, mis on pdrit
plasmamembraanist, sisaldavad DNA-d ja histoone ning need, mis vabanevad
endoplasmaatilisest retitkulumist, ei sisalda DNA-d ega histoone, kuid neis on ebakiipsed
gliikoepitoobid. Sellist kummalist erinevust peetakse siisteemsete autoimmuunhaiguste

peapohjuseks. (van der Pol jt, 2012)
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Joonis 3. Eri titiipi eukariiootsetes rakkudes tekkinud vesiikulid. A — eksosoomid, diameeter <100 nm; B —
mikrovesiikulid, diameeter >100 nm; C — eksosoomid v0i membraanipartiklid, diameeter <100 nm; D —

apoptootiliste kehakeste vabanemine inimese nabaveenist. (Pilt: van der Pol jt, 2012)

1.2.1 Ekstratsellulaarsete vesiikulite iilesanded ja voimalikud kasutusalad
meditsiinis

Ekstratsellulaarsed  vesiikulid tdidavad olulist osa nii fiisioloogilistes kui ka
patofiisioloogilistes protsessides. Nad osalevad valkude, nukleiinhapete ja teiste
biomolekulide transpordis rakkude ja kudede vahel, olles kaasatud rakkudevahelisse
kommunikatsiooni- (Poste, Nicolson, 1980), koagulatsiooni- (Wolf, 1967), tuumorigeneesi-
(Muralidhan-Chari jt, 2010) ja immuunvastuseprotsessi (Théry jt, 2009). Rakkude vahel
litkudes on ekstratsellulaarsed vesiikulid voimelised minema modda immuunaktivatsioonist ja

nad on keerukates fiisioloogilistes tingimustes {lisna stabiilsed. (Fuhrmann jt, 2017)

Mikrovesiikulid ja eksosoomid kannavad rakkudesse ka mikro-RNA-d (miRNA) ja
informatsioonilist RNA-d (ingl. k messenger RNA, mRNA) (Wahlgren, 2014; Yanez-Mo jt,
2015). Inimese organismis olevad ekstratsellulaarsed vesiikulid sisaldavad iile 200 erineva
mRNA, millest suurem osa on seotud rakkude jagunemise, transkriptsiooni, paljunemise ja

immuunregulatsiooniga. Ekstratsellulaarsetes vesiikulites oleva mRNA koostis sdltub raku
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fiisioloogilisest seisundist ja stressist. Sellel vdib olla osa kudede homeostaasi sdilitamises ja
rakkude funktsionaalse seisundi slinkroonimises, kuna katsetega on kindlaks tehtud, et
normaalolukorras sekreteeritud vesiikulite mRNA erineb stressiolukorras sekreteeritud
vesiikulite omast. Lisaks reguleerib mRNA koostist kardiomiiotsiilitide kasvufaktori

stimulatsioon ja glioomirakkude hiipoksia. (Yafiez-Mo jt, 2015)

miRNA kanda on oluline osa geeniekspressiooni reguleerimises. Lisaks voivad nad toimida

tuumorsupressorina. (Yafiez-Mo jt, 2015)

Ekstratsellulaarseid vesiikuleid ei kasuta infokandjatena mitte ainult eukartiootsed rakud, vaid
nad voivad ka osaleda kommunikatsioonis bakterirakkude vahel. Bakteriaalsed
ekstratsellulaarsed vesiikulid on tugevalt seotud patogeenide tekitatud infektsioonidega, nad
vahendavad peremeesraku immuunaktivatsiooni ja kannavad iihest rakust teise

resistentsusgeene voi virulentsusfaktoreid. (Fuhrmann jt, 2017)

Kuna ekstratsellulaarsed vesiikulid kannavad looduslikult infot rakkude vahel, on keerukates
tingimustes stabiilsed ja seostuvad spetsiifiiliselt immuunkompetentsete rakkudega, voivad
nad olla ideaalne materjal, millele tuginedes vaktsiine vidlja todtada. Samuti vdivad
ekstratsellulaarsed vesiikulid olla mitmesuguste patoloogiliste seisundite, nditeks vdhi voi
sepsise biomarkerid. Voimalik, et ekstratsellulaarseid vesiikuleid saab kasutada véhi ja

poletike selektiivses teraapias. (Fuhrmann jt, 2017)

Kodige rohkem on ekstratsellulaarsetest vesiikulitest uuritud eksosoomide vdimalikke
iilesandeid organismis. Eksosoomid on kaasatud rakkudevahelisse kommunikatsiooni,
soltumata kaugusest rakkude vahel (Borges jt, 2013). Nad sisaldavad ja kaitsevad spetsiifilisi
mRNA-sid, regulatoorseid miRNA-sid, lipiide ja valke. Seega on nad olulised
rakkudevahelise kommunikatsiooni osalised, vajamata kommunikatsiooni toimumiseks otsest
kontakti rakkude vahel. (Luan jt, 2017) Kuna eksosoomid avalduvad enamikus rakuliikides ja
neid leidub paljudes kehavedelikes, on vdga tdendoline, et nad osalevad paljudes normaalsetes
fiisioloogilistes protsessides. Samas vdib neil olla osa ka patogeenide, niiteks viiruste ja
prioonide levikus, ning vahi levikus, kuna nad saavad mdjutada rakkude proliferatsiooni,

inflammatsiooni ja kasvaja arengut. (Wahlgren, 2014)

Tdendeid on ka selle kohta, et tiivirakkudest parit eksosoomide téita on oluline osa kudede
regeneratsioonis pérast miiokardiaalselt isheemiat: mesenhiimaalsetest tiivirakkudest
isoleeritud eksosoomid on vodimalised vdhendama miiokardiaalsest isheemiast tingitud

vigastusi ja vOimalik, et neid saab kasutada miiokardiaalse infarkti teraapias (Lai jt, 2011).
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Osa uuringutulemusi viitab sellele, et tiivirakkudes eralduvad peamiselt niisugused
eksosoomid, mis pidurdavad apoptoosi, ergutavad proliferatsiooni ja soodustavad
neovaskularisatsiooni ning kaitsevad seeldbi arenevaid rakke (Lai jt, 2010). Kasvajates
toodetud eksosoomidel vdib olla immunosupressiivne toime, nditeks vdivad melanoomirakud
sekreteerida Fas-ligandit kandvaid eksosoome, mis algatavad T-raku apoptoosi ja kaitsevad
kasvajarakku riinnakute eest (Andreola jt, 2002). Kasvajarakkudest parit eksosoomid vdivad
ka péarssida limfotsiiiitide paljunemist (Clayton jt, 2007). Lisaks kannavad eksosoomid
viiruseid. Naiteks on iihes uuringus selgitatud, kuidas eksosoomid ebakiipsetest
dendriitrakkudest aitavad kaasa HIV levikule, kandes viiruspartikleid CD4+T rakkudesse
endosoomse raja kaudu, mis ei lase immuunsiisteemil viirust avastada (Wiley, Gummuluru,
2006). Narvirakkudest périt eksosoomid on kaasatud Parkinsoni tdve arengusse, sest nad
kannavad valku, mida on seostatud haiguse levikuga (Emmanouilidou jt, 2010). Ajust
isoleeritud eksosoomid on andnud infot eksosoomide osa kohta neurodegeneratiivsetes
haigustes: eksosoomid on osalised Alzheimeri tove arengus, dementsuse tekkes, amiiotroofse
lateraalse skleroosi arengus ja frontotemporaalse ajusagara taandarengus, inimahvi
immuunpuudulikkusviirusest tingitud ajutdve tekkes ning skisofreesias ja bipolaarses hiires

(Levy, 2017).

Ekstratsellulaarsetest vesiikulitest voivad eksosoomid kdige suurema tdendosusega leida
rakendust meditsiinivaldkonnas. Kuna eksosoomidel on palju erinevaid funktsioone, saab neid
kasutada mitmesuguste haiguste biomarkeritena. Selleks voib eksosoome eraldada néditeks
plasmast voO1 uriinist. Eksosoomid on rakkudes toodetud, seetdttu on voimalik, et nad
peegeldavad haigusspetsiifilisi mustreid, sealhulgas valkude ja RNA sisaldust, mis muudab
nad tdendolisteks diagnostilisteks tooriistadeks. Uriinist isoleeritud eksosoome on juba

kasutatud eesnddrmevihi diagnoosimiseks. (Wahlgren, 2014)

Eksosoomid voivad tulevikus leida kasutust ka nanokandjatena kliinilistel eesmirkidel.
Selleks, kuidas eksosoome ravimitega siduda, on mitmesuguseid vdimalusi. Uks variant on
inkubeerida eksosoome koos ravimitega ja lasta ravimitel koos kontsentratsioonigradiendiga
eksosoomidesse sulanduda. Samuti on voimalik toddelda doonorrakke ravimitega, et nad
sekreteeriksid juba vastavat ravimit kandvaid eksosoome. Nende kahe meetodi negatiivseks

kiiljeks on aga madal efektiivsus. (Luan jt, 2017)

Suurema efektiivsuse tagamiseks vOib eksosoome sonikeerida — segada nad ravimite voi

valkudega ja neid samal ajal homogeniseerimissondi abil ultraheliga to6delda. Eksosoomi- ja
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ravimisegu vOib asetada ka 100400 nm poormembraanidega lipiidiekstruuderisse, kus
eksosoomide membraan IShutakse ja segatakse ravimitega. Eksosoome ja ravimeid saab
samuti segada kiilmutamis- ja sulatamistsiiklite abil, aga see ei anna nii héid tulemusi kui
eelnevad meetodid. Lisaks on voimalik elektroporatsioon — elektrivdlja abil tekitatakse
eksosoomi membraani viikesed ajutised poorid, kust ravimid vdi nukleotiidid eksosoomi
siseneda saavad. Rakendada vo0ib ka inkubeerimist membraani permeabilisaatoritega, mis
muudavad eksosoomi membraani ravimite jaoks kergemini ldbitavaks, aga hiljem tuleks
eksosoomid puhastada, et vabaneda miirgistest permeabilisaatorijddkidest. Klikk-keemia
meetodite abil oleks vdimalik kinnitada vajalikke molekule otse eksosoomide pinnale ning
sarnaselt tootaks ka antikehade kasutamine. Kaks viimast meetodit oleksid ilmselt parimad,

kuna need on kiired, efektiivsed ja vordlemisi lihtsad. (Luan jt, 2017)

1.2.2 Ekstratsellulaarsete vesiikulite eraldamine ja puhastamine

Kuna kehavedelikud on bioloogiliselt komplekssed, on ekstratsellulaarsete vesiikulite
isoleerimine vdga keeruline, ning oma védikeste modtmete tottu ei saa vesiikuleid tavapéraste
tuvastamismeetoditega eraldada (van der Pol jt, 2012). Vesiikulite eraldamiseks on kiill

mitmesuguseid meetodeid, aga likski neist ei taga tdielikku puhtust (Wahlgren, 2014).

Tavaliselt isoleeritakse vesiikuleid kehavedelikest ja rakukultuuri supernatandist, kasutades
diferentsiaalset tsentrifuugimist. Selle protsessi kidigus kasutatakse tsentrifugaaljoudu
soovitud aine, nditeks vesiikulite sadestamiseks. Eri sorti vesiikulite separatsioon soltub
vesiikulite suurusest ja tihedusest: suuremad ja tithedamad koostisosad liiguvad poordteljest
eemale ning vdiksemad ja horedamad telje poole. Diferentsiaalne tsentrifuugimine koosneb
mitmest sammust, kusjuures igal sammul suurendatakse pdorete arvu, et eraldada aina
viiksemad ja horedamad koostisosad. Tavaliselt eemaldatakse rakud ja rakujddtmed 200-1500
g juures, iile 100 nm suurused vesiikulid 10 000-20 000 g juures ning alla 100 nm suurused

vesiikulid 100 000-200 000 g juures. (van der Pol jt, 2012)

Suuremad membraanivesiikulid ja kuhjunud valgud eemaldatakse hilisema filtreerimise
kdigus. Puhtama isolaadi saamiseks vOib tsentrifuugimise saadusi pesta fosfaadiga

puhverdatud soolalahuses voi fraktsioneerida need 1dbi tihedusgradiendi — sahharoosipadja.

o ee ge  aq e
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vesiikulid on aga {isna heterogeensed ja erinevused nende tiheduse vahel on viikesed, on eri

vesiikulitiilipe tiheduse alusel iiksteisest eristada vaga keeruline (van der Pol jt, 2012).

Vesiikuleid vOib eraldada kuni 10-nanomeetrise tipsusega, kasutades litkumisvélja
fraktsioneerimise meetodit (ingl. k flow field-flow fractionation). See on tehnika, mis
fraktsioneerib partiklid, tuginendes nende difusiooniomaduste erinevustele. Litkumisvélja
fraktsioneerimise meetodiga ei rakendada partiklitele nii suurt joudu kui tsentrifuugimise
juures, mis vihendab kahjustusvdimalusi. Meetod ei ole aga laialdast kasutust leidnud, sest

see eeldab seadmete ulatuslikku optimeerimist ja on vordlemisi kallis. (van der Pol jt, 2012)

Samuti vOib vesiikuleid isoleerida immunoafiinsus-kromatograafia abil, kasutades
antikehadega kaetud beads’e. Kuna vesiikulite populatsioon on mitmekesine ja erineb
rakutiiiibist soltuvalt, voib aga juhtuda, et sellise meetodiga isoleeritakse ainult {iks
alampoplatsioon. Lisaks on ekstratsellulaarseid vesiikuleid voOimalik isoleerida
filtratsioonimeetodite abil vOi kasutades antikehadega kaetud mikrofluidisaatorit, mis

juhitakse vesiikulispetsiifiliste valkude vastu. (Wahlgren, 2014)
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesmdirgid

Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis on algatatud melanoomi antigeenide uuringute projekt,
mille {iheks osaks on wuurida melanoomi antigeenide MAGE-A4 ja MAGE-AI10
ekspresseerumist ekstratsellulaarsetes vesiikulites. On piistitatud hiipotees, et MAGE-A4 ja
MAGE-A10 valgud lillitatakse rakust sekreteeritavate ekstratsellulaarsete vesiikulite

koosseisu.

Kéesoleva uurimistdd eesmirgiks on selgitada vilja, kas rakkudesse sisestatud MAGE-A4 ja

MAGE-A10 valgud avalduvad ekstratsellulaarsete vesiikulite koostises.
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2.2 Materjalid ja metoodika
2.2.1 Kasutatud plasmiidid

Katsetes kasutati melanoomispetsiifilisi antigeene MAGE-A4 ja MAGE-A10. Plasmiidid
pQM-MAGE-A4 ja pQM-MAGE-A10 on saadud Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudist, Reet

Kure kéest.

Plasmiidide paljundamiseks kasutati Escherichia coli tiive DHS5a. Transformeeritud
bakterirakke kasvatati LB s60tmes ampitsilliini selektsiooni all 1dppkontsentratsiooniga 100
pul/ml. Plasmiidid eraldati bakterirakkudest NucleoBond® Midi Kit-iga (Clontech) tootja
protokolli jargi.

2.2.2 Rakuliinid

Uurimistoos kasutati rakuliine COPSEBNA, HEK293 ja U20S. COPSEBNA on hiire
fibroplasti rakud, milles ekspresseeritakse Epstein-Barr’i viiruse tuumaantigeeni. HEK293 on
inimese embriionaalsed rakud ning U20S inimese luuvidhi rakud. Rakke kasvatati IMDM
s0otmes (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium), mis sisaldas ka L-glutamiini ja 25 mM
HEPES puhvrit. S66tmele oli lisatud 10% veise loote seerumit (FCS) ning antibiootikume
penitsilliin (100 U/ml) ja streptomiitsiin (100 ng/ml). Rakke kasvatati 37° juures 5% CO2
keskkonnas (Galaxy R CO2 Incubator).

2.2.3 Antikehad

Kiesolevas uurimistdds kasutati nii Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis (TUTI) valmistatud
antikehasid kui ka kommertsiaalseid antikehasid. Primaarsetest antikehadest olid kasutusel
anti-MAGE-A4, anti-MAGE-A10, anti-TSG101, anti-beeta-aktiin, anti-alfa-tubuliin, anti-
QBP1 ja anti-RPS6. Sekundaarsetest antikehadest kasutati goat-anti-rabbit ja goat-anti-mouse
antikehi (Lab AS, Eesti). Optimaalsed kasutatud antikehade kontsentratsioonid on &dra toodud
allolevas tabelis (tabel 1).

Tabel 1. Uurimist6os kasutatud primaarsed ja sekundaarsed antikehad.
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Antikeha

Western blot

kontsentratsioon

Immunofluorestsents

kontsentratsioon

Primaarsed antikehad

anti-MAGE-A4 (TUTI)

1:4000

1:500

anti-MAGE-A10 (TUTI)

1:2000

anti-TSG101  (Anti-TSG101
antobody produced in rabbit;
Sigma-Aldrich)

1:4000

anti-beeta-aktiin
(Monoclonal Anti-f-Actin
antibody produced in mouse;

Sigma-Aldrich)

1:200

anti-alfa-tubuliin
(Monoclonal  Anti-o-Tubulin
antibody produced in mouse;

Sigma-Aldrich)

1:1000

anti-QBP1
(CIQBP (B-6): sc-271201,;
Santa Cruz Biotechnology,

INC)

1:50

anti-RPS6

(Ribosomal Protein S6 (C-8):
sc-74459; Santa Cruz
Biotechnology, INC)

1:50

anti-fibronektiin
(Fibronectin (EP5): sc-8422;
Santa Cruz Biotechnology,
INC)

1:50

Sekundaarsed antikehad

GAR-goat-anti-rabbit
(Lab AS)

1:10 000

GAM-goat-anti-mouse
(Lab AS)

1:10 000
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anti-mouse Alexa Fluor 488 — 1:1000
(Invitrogen)
anti-mouse Alexa Fluor 568 — 1:1000
(Invitrogen)

2.2.4 Eukariiootsete rakkude transfekteerimine

Plasmiidide viimiseks rakkudesse kasutati elektroporatsiooni meetodit. Rakud koguti 100 mm
1abimodduga 80% konfluentsuseni kasvanud koekultuuri tassidelt: s66de aspireeriti ja rakke
pesti 2-3 ml PBS-ga. Selle jérel eemaldati rakud tassilt 1-2 ml triipsiinilahusega (0,05%
triipsiin, 0,02% EDTA PBS-s, GE Healthcare) ja kanti tsentrifuugitopsi, kuhu oli lisatud
triipsiiniga vordsel hulgal IMDM so66det. Rakke tsentrifuugiti 5 minutit 1000 rpm
temperatuuril 20°C (Eppendorf centrifuge 5810R). Supernatant aspireeriti ja rakkudele lisati
250 pl sdodet iihe poratsiooni kohta. pH-d hoiti SmM BesNa puhvri abil (pH=7,5), mida
kasutati 1ml so6tme kohta 5 pul 1M. Elektroporatsiooni kiivetti pandi 5 pl carrier DNA-d
(Iohe sperma DNA) ja vajalikul hulgal uuritavat DNA-d. Need segati 250 pl

rakususpensiooniga.

Elektroporatsioon tehti BioRad Gene Pulser Il aparaadiga 975 pF mahtuvuse juures.
COPSEBNA rakke poreeriti 230 V pinge juures, HEK293 rakke 240 V pinge juures ja U20S
rakke 220 V pinge juures. Poreeritud rakud kanti 15-milliliitristesse koekultuuri tuubidesse,
millesse oli eelnevalt pandid 3 ml soddet, ning neid tsentrifuugiti 5 minutit 1000 rpm
temperatuuril 20°C  (Eppendorf centrifuge 5810R). Supernatant aspireeriti, rakud
resuspendeeriti Iml IMDM s66tmes ja kanti 100 mm labimddduga koekultuuri tassidele, mis
sisaldasid juba eelnevalt 8 ml s6ddet. Elektroporeeritud rakke kasvatati 48 tundi temperatuuril

37°C 5% CO2 keskkonnas (Galaxy R CO2 Incubator).

2.2.5 Ekstratsellulaarsete vesiikulite puhastamine

Ekstratsellulaarsed vesiikulid eraldati tsentrifuugimise teel. Eelnevalt valmistati ette sdodde:
veise seerumit tsentrifuugiti (FSC) neli tundi 100 000 g juures, et eksosoomidest vabaneda,
seerum filtreeriti ja lisati s6otmele. Rakke kasvatati pérast transfektsiooni eksosoomivaba
seerumit sisaldavas soO6tmes 48 tundi, seejdrel koguti sodde ja sellest eraldati

ekstratsellulaarsed vesiikulid.
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Vesiikulite eraldamiseks tsentrifuugiti neid esialgu 300 g 5 minuti jooksul, 4°C juures
(Eppendorf centrifuge 5810R), et eemaldada sd66tmes olevad surnud rakud ja nende tiikid.
Teises etapis tsentrifuugiti vesiikuleid 2000 g 20 minutit, 4°C juures (Eppendorf centrifuge
5810R). Selles etapis sadestati sootmes olevad apoptootilised kehad ja suuremad
membraansed kompleksid ning ekstratsellulaarsed vesiikulid. Sade (2K pellet) suspendeeriti
200 pl PBS-s. Seejdrel tsentrifuugiti vesiikuleid 16 500 g 20 minutit 4°C juures
(ultratsentrifuug  SW28), et eraldada suuremad ekstratsellulaarsed vesiikulid ehk
mikrovesiikulid. Sade (16k pellet) suspendeeriti 200 pl PBS-s. Viimases etapis tsentrifuugiti
vesiikuleid 120 000 g 70 minuti jooksul 4°C juures (ultratsentrifuug SW28). Eraldusid
eksosoomid. Sade (120k pellet) suspendeeriti 200 ul PBS-s.

Ekstratsellulaarsete vesiikulite puhastamiseks so0tme ja seerumi jadkidest viidi teises ja
kolmandas tsentrifuugimisetapis eraldunud sademe (2K ja 16K pellet) ruumala PBS-ga kuni 1
ml-ni. Sadet tsentrifuugiti jahutusega lauatsentrifuugiga 17 000 g 15 minutit ning
suspendeeriti seejarel 100 ul PBS-s. Neljandas tsentrifuugimisetapis eraldunud sade (120K
pellet) suspendeeriti 3 ml PBS-s ja tsentrifuugiti ultratsentrifuugiga (SW55) 120 000 g 1,5
tunni jooksul. Sade suspendeeriti 100 pl PBS-s.

Rakkude analiiiisi jaoks pesti rakke plaadil PBS-ga ja eemaldati plaadilt 1 ml PBS/EDTA-ga.
Jargnevalt suspendeeriti rakud, kanti eppendorfi tuubidesse ja neid suspendeeriti 5 minutit
4000 rpm. Eraldunud sade suspendeeriti 1 ml PBS-s ja ekstratsellulaarsete vesiikulite hulk
ndidati spektrofotomeetriga (Thermo Scientific NanoDrop 1000).

2.2.6 Valguforees ja Western blot analiiiis

Selleks, et uuritavaid valke visualiseerida, lahutati need SDS poliiakriitilamiidgeelis (10%
kontsentreeriv geel ja 6-15% lahutav geel) elektroforeesi (SDS-Page) teel. Geelile kanti 2 pg
valku. Kasutati 8%, 10% ja 12% akriitilamiidgeele ja SDS jooksupuhvrit (125 mM Tris, 960
mM gliitsiin, 0,5% SDS). Alguses foreesiti valke 100 V pinge abil ning kui nad joudsid geeli

lahutavasse osasse, tdsteti pinget 150 V-ni.

Valgud kanti geelist iile PVDF (polyvinylidene fluoride) filtrile (Immobilon-P Millipore 0,45
um) poolkuiva iilekande abil (Semi-Trans-Blotter, Bio-Rad Manufactury). Ulekanne tehti
pingel 15 V. Aeg soltus geelide arvust: iihe geeli iilekanne kestis 30 minutit ja kahe geeli

samaaegne lilekanne 40 minutit. Pirast seda blokeeriti filter temperatuuril 4°C kas 30 minutit
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loksutil voi  iledd, kasutades blokeerimislahust (TBS; 0,05% Tween; 2% 10ss).
Melanoomispetsiifiliste antigeenide detekteerimiseks kasutati uuritavate antigeenide
spetsiifilisi antikehi. Inkubeerimislahusesse (TBS; 0,05% Tween 20; 2% 10ss) lisati primaarne
antikeha sobivas kontsentratsioonis (tabel 1) ja inkubeeriti 1 tund loksutil. Seejérel pesti filtrit
kolm korda 10 minutit Westerni pesulahuses (20 mM Tris, pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1%
Tween 20). Filter inkubeeriti 1 tund loksutil inkubeerimislahuses, kuhu oli vastavalt
primaarsele antikehale lisatud HRP-ga konjugeeritud sekundaarne antikeha lahjendusega
1:10 000. Lopuks pesti filtrit kolm korda 10 minutit Westerni pesulahusega ja viidi lébi
ilmutamisreaktsioon (4dmersham™, ECL™ Western Blotting Detection Reagents, Healthcare)

vastavalt tootja protokollile. Signaal visualiseeriti autoradiograafiliselt Fuji rontgenfilmile.

2.2.7 Fluorestsents-aktiveeritud rakusorteerimine (FACS)

10 pl latekskerakestele lisati 10 pg ekstratsellulaarsete vesiikulite partikleid (totaalvalgu jargi)
ja saadud segu inkubeeriti toatemperatuuril 15 min. Sellele lisati PBS, nii et Idppmahuks oli 1
ml, ning inkubeeriti 4°C juures iile66 poorlejal. Pérast seda lisati segusse 50 pl 2M gliitsiini,
et saada 100 mM lahus, mida inkubeeriti 30 minutit toatemperatuuril. Jirgnevalt tsentrifuugiti
lahust 4°C juures 5 minuti jooksul 4000 rpm ning aspireeriti supernatant. Ekstratsellulaarseid
vesiikuleid pesti kaks korda 0,5 ml PBS/0,5% BSA lahusega ja tsentrifuugiti 4000 rpm 4°C

juures 5 minutit. Supernatant aspireeriti.

Ekstratsellulaarsed vesiikulid resuspendeeriti 100 pul PBS/0,5% BSA lahuses, millesse oli
lisatud primaarset antikeha kontsentratsiooniga 1ug/ml, ning inkubeeriti laual 40 minutit 4°C
juures. Jargnevalt pesti proove kaks korda 150 pl PBS/0,5% BSA-s ja tsentrifuugiti 5 minuti
jooksul 4000 rpm temperatuuril 4°C. Supernatant aspireeriti. Seejérel suspendeeriti proovid
taas 100 ul PBS/0,5% BSA-s, millesse oli lisatud Alexa488 fluorokroomiga konjugeeritud
sekundaarset antikeha kontsentratsiooniga 1ug/ml. Proove inkubeeriti 30 minutit 4°C juures,
tsentrifuugiti 5 minuti jooksul 4°C juures 4000 rpm ja aspireeriti supernatant. Jargnevalt pesti
proove kaks korda 150 pl PBS/0,5% BSA-s ja tsentrifuugiti 4000 rpm 5 minuti jooksul 4°C
juures. Supernatant aspireeriti ja suspendeeriti 300 pul PBS/0,5% BSA-s. Proovid loeti sisse
LSR II-ga (BD™ LSR II).
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2.2.8 Immunofluorestsentsanaliiiis

Immunofluorestsentsanaliiiisi tarvis pesti rakke PBS-ga 3x5 minutit. Seejarel fikseeriti rakud
4% PFA/PBS-s 5-10 minutit ja neid pesti PBS-ga 3x5 minutit. Rakkude
permeabiliseerimiseks kanti klaasidele 1 ml 0,5% Triton X-100 PBS-s, rakke inkubeeriti 5
minutit ja pesti PBS-ga 3x5 minutit. Jargnevalt blokeeriti rakud 1 ml BSA/PBS-s (BSA
kontsentratsioon oli 2,5 mg/ml kohta) 30 minutit loksutil (125 mg 50 ml Falconi kohta).

Alusklaasidele kanti umbes 100 ul lahust (BSA/PBS ja antikeha) ning seda inkubeeriti 1 tund
ja pesti PBS-ga 3x5 minutit. Klaasidele lisati sekundaarne antikeha (anti-mouse Alexa-Fluor
488) kontsentratsiooniga 1:1000, antikehi inkubeeriti 1 tund ja pesti PBS-ga 3x5 minutit.
Ldpuks kanti alusklaasidele 7 pl sulanduslahust (SlowFade Gold DAPI, Invitrogen). Rakud

visualiseeriti ja pildistati 2eiss 710 konfokaalmikroskoobiga.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Ekstratsellulaarsete vesiikulite genereerimine ja puhastamine

S

Sédtme kogumine

Tsentrifuugimine
300 g 10 min

Analiiiis I

C— > Analiiiis I

Tsentrifuugimine
16 500 g 20 min

RSN
C— > 16K pellet + PBS

Analiiiis I Tsentrifuugimine

120 000 g 90 min
Tsentrifuugimine
120 000 g 70 min

Analiiiis IT

> 120K pellet + PBS —> :

Tsentrifuugimine
2000 g 20 min

Tsentrifuugimine
—>2K peHE{r PBS 17 000 g 15 min

Analiiiis [

Joonis 1. Skeem ekstratsellulaarsete vesiikulite puhastamise etappidest. Ekstratsellulaarsed vesiikulid 14bisid
esialgu neli tsentrifuugimist. Teise, kolmanda ja neljanda tsentrifuugimisetapi sademega teostati esimene
analiiiis. Teise analiiiisi jaoks suspendeeriti teise, kolmanda ja neljanda tsentrifuugimisetapi sade PBS-s ning

tsentrifuugiti uuesti.

Ekstratsellulaarsete vesiikulite genereerimiseks transfekteeriti hiire fibroplasti rakke COPS5
MAGE-A4 ja MAGE-A10 plasmiididega pQM-MAGE-A4 ja pQM-MAGE-A10.
Transfekteeritud rakkudel lasti kasvada ning ekspresseerida MAGE-A4 ja MAGE-A10
antigeene 48 tunni jooksul. Seejirel eemaldati rakkudelt sé6de ja sellest eraldati
tsentrifuugimise teel ekstratsellulaarsed vesiikulid. Uuritavad valgud visualiseeriti

valguforeesi kéigus ja tehti Western blot’1 analiiiis. Selleks, et ekstratsellulaarseid vesiikuleid
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sO0tmes leiduvatest liigsetest valkudest (peamiselt albumiinist) ja seerumijiédkidest puhastada,
suspendeeriti  tsentrifuugimise kdigus eraldunud sade PBS-s, tsentrifuugiti uuesti,
suspendeeriti seejdrel taas PBS-s ja analiiiisiti Western blot’iga. Ekstratsellulaarsete vesiikulite

eraldamine ja puhastamine s66tme jidkidest toimus iilaloleva skeemi alusel (joonis 1).

Joonisel 2 on nédidatud Page Blue Protein Stain-iga viarvitud ekstratsellulaarsed partiklid enne
ja pérast PBS pesuetappi. Kui vorrelda proove enne ja pirast korduspuhastamist, voib
mérgata, et PBS-ga puhastamise ja tsentrifuugimise jérel on osadevalkude hulk vesiikulites

viahenenud.

15 —

Joonis 2. MAGE-A4 valkude virvimine Page Blue Protein Stain’iga. Elektroforeesil kanti iga proovi geeli
radadele 5 pg markerit, 5 pg rakke ja 10 ug ekstratsellulaarseid vesiikuleid. Joonise vasakpoolsed tulbad, mis on
tédhistatud numbriga I, nditavad proove enne korduspuhastamist ja parempoolsed tulbad, mis on tdhistatud

numbriga II, proove pérast korduspuhastamist.

Eksosoomide detekteerimiseks kasutati TSG101 valgu vastast antikeha. TSG101 on kasvaja
vastuvotlikkuse geeni 101 (ingl. k tumor susceptibility gene 101) valk, mis reguleerib
vesiikulite transpordiprotsessi (Uniprot). Kéesolevas t60s on anti-TSG101 antikeha kasutatud
eksosoomide markerina, mille abil on tehtud kindlaks, kui efektiivne on transfekteeritud
rakkude korduspuhastamine ja kas eksosoomid jaévad proovidesse alles ka pérast teistkordset

PBS-ga puhastamist ning tsentrifuugimist. Joonisel 3 on vdrreldud proove enne ja pidrast
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ekstratsellulaarsete vesiikulite korduspuhastamist ning sellelt voib ndha, et PBS-ga

puhastamise ja tsentrifuugimise jirel on eksosoomid piisima jainud.

kDa
130 ——
100 ——

70 ——
s = TSG101

D T

| -

40 N

Joonis 3. Ekstratsellulaarséte vesiikulite Western blot analiiiis transfekteeritud COPSEBNA rakuliinist
antikehaga TSG101 enne ja pirast korduspuhastamist. Elektroforeesil kanti iga proovi geeli radadele 5 pg
markerit, 5 pg rakke ja 10 ug ekstratsellulaarseid vesiikuleid. Western blot’is inkubeeriti proove primaarse
antikehaga anti-TSG101 ja sekundaarse antikechaga GAR. Positiivne kontrollproov on plasmiidiga
transfekteeritud rakud. TSG101 valgule vastavad bindid on téhistatud noolega. Joonise vasakpoolsed tulbad, mis
on téhistatud numbriga I, nditavad proove enne korduspuhastamist ja parempoolsed tulbad, mis on tdhistatud

numbriga II, proove pérast korduspuhastamist.
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2.3.2 MAGE-A valkude ekspresseerumine ekstratsellulaarsetes vesiikulites

Kéesolevas alapeatiikis vaadeldakse, kas MAGE-A4 ja MAGE-A10 valgud ekspresseeruvad
ekstratsellulaarsetes vesiikulites. Selleks on uuritavate valkudega korraldatud Western blot’i
analiilis. Analiiiisiks kasutati COPSEBNA rakke, mis olid transfekteeritud uuritavaid
antigeene kodeerivate plasmiididega. Negatiivne kontroll teostati carrier DNA-ga (Iohe
sperma DNA) transfekteeritud rakkudest eraldatud EV-dega ja positiivne kontroll plasmiidiga
transfekteeritud COPSEBNA rakkudega.
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Joonis 4. Western blot analiiiis transfekteeritud COPSEBNA rakuliinist MAGE-A4 spetsiifilise antikehaga
enne ja pirast korduspuhastamist. S66de tsentrifuugiti 48 tundi pérast transfektsiooni pPQMCF-MAGE-A4
plasmiididega. COPSEBNA rakke pesti PBS-ga, suspendeeriti 5 minutit 4000 rpm, seejdrel suspendeeriti
eraldunud sade PBS-s. Elektroforeesil kanti iga proovi geeli radadele 5 pug markerit, 5 ug rakke ja 10 pg
ekstratsellulaarseid vesiikuleid. Western blot’is inkubeeriti proove primaarse antikehaga anti-MAGE-A4 ja
sekundaarse antikehaga GAR. Positiivne kontrollproov on plasmiidiga transfekteeritud rakud. MAGE-A4
valgule vastavad béndid on tdhistatud noolega. Joonise vasakpoolsed tulbad, mis on téhistatud numbriga I,
nditavad proove enne korduspuhastamist ja parempoolsed tulbad, mis on téhistatud numbriga II, proove pérast

korduspuhastamist.

MAGE-A4 valgu detekteerimiseks kasutati MAGE-A4 spetsiifilist primaarset antikeha anti-
MAGE-A4. Selle abil tehti kindlaks, et transfektsioonid olid edukad ja MAGE-A4 esines
ekstratsellulaarsetes vesiikulites. MAGE-A4 olemasolu eri liiki vesiikulites ei erinenud

kuigivord, aga teistest ekstratsellulaarsetest vesiikulitest veidi enam esines seda eksosoomides
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(120K pellet). Positiivse kontrollina analiiiisiti ka transfekteeritud rakke. Selleks, et puhastada
proovid liigsetest valkudest, tehti kordustsentrifuugimine. Joonisel 4 on vorreldud proove
enne ja pidrast ekstratsellulaarsete vesiikulite korduspuhastamist ning sellelt voib niha, et
PBS-ga puhastamise ja tsentrifuugimise jdrel on {ilejddnud valkude osakaal
ekstratsellulaarsetes vesiikulites vdhenenud, aga MAGE-A4 valk vesiikulitesse plisima
jaanud.

MAGE-AA4 liilitamise spetsiifilisuse kontrollimiseks tehtud Western blot’i analiiiisist, kus on
lisaks transfekteeritud rakkudele kasutatud ka carrier DNA-d (I16he sperma DNA-d)
negatiivse kontrollina, selgus, et transfektsioonid olid edukad ja MAGE-A4 esines koigis

ekstratsellulaarsetes vesiikulites (joonis 5). MAGE-A4 ekspressioon soltus ekstratsellulaarsete

vesiikulite tiilibist: kdige rohkem esines valku eksosoomides (120K pellet).
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Joonis 5. Western blot analiiiis transfekteeritud COPSEBNA rakuliinist MAGE-A4 spetsiifilise antikehaga.
Elektroforeesil kanti iga proovi geeli radadele 5 ug markerit, 5 pug rakke ja 10 pg ekstratsellulaarseid vesiikuleid.
Western blot’is inkubeeriti proove primaarse antikehaga anti-MAGE-A4 ja sekundaarse antikehaga GAR.
Positiivne kontrollproov on plasmiidiga transfekteeritud rakud, negatiivne kontrollproov carrier DNA (I16he

sperma DNA). MAGE-A4 valgule vastavad bandid on téhistatud noolega.

Kasutades MAGE-A10 spetsiifilist primaarset antikeha anti-MAGE-A10, ei suudetud

tuvastada MAGEA10 ekspressiooni ekstratsellulaarsetes vesiikulites Western blot’1 analiiiisil
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(joonis 6). Plasmiid esines kiill transfekteeritud rakkudega tehtud positiivses kontrollproovis,

aga puudus kdigist kolme tiilipi ekstratsellulaarsetest vesiikulitest.
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Joonis 6. Western blot analiilis transfekteeritud COPSEBNA rakuliinist MAGE-A10 spetsiifilise
antikehaga. FElektroforeesil kanti iga proovi geeli radadele 5 pg  markerit, 5 pg rakke ja 10 pg
ekstratsellulaarseid vesiikuleid. Western blot’is inkubeeriti proove primaarse antikehaga anti-MAGE-A10 ja

sekundaarse antikehaga GAR. Positiivne kontrollproov on plasmiidiga transfekteeritud rakud. MAGE-A10

valgule vastavad béndid on tihistatud noolega.
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2.3.3 MAGE-A valkude ekspresseerumine ekstratsellulaarsete vesiikulite

pinnal

Jargmiseks {ilesandeks oli vilja selgitada, kas MAGE-A4 ja MAGE-A10 valgud
ekspresseeruvad ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal. Seda kontrolliti fluorestsents-
aktiveeritud rakusorteerimise (FACS) abil. Kuna ekstratsellulaarsete vesiikulite partiklid on
viaga viikesed, pole neid eraldi voimalik FACS meetodiga otse vaadata, seetdttu seoti

vesiikulid 4 um 1abimddduga latekskerakeste pinnale.

FACS analiiiisid teostati COPSEBNA rakuliinist eraldatud ekstratsellulaarsete vesiikulitega,
mis olid inkubeeritud aldehiiiid/sulfaat latekskerakestega. Kerakestega ekstratsellulaarsed
vesiikulid inkubeeriti MAGE-A4 ja MAGE-A10 vastaste primaarsete antikehadega ning

Alexa488 fluorokroomi kandvate sekundaarsete antikehadega.

1
FI
III
h
y
= = = I
= = = 1
=] =] o I
] (&) L) ]
Fy
Iy
! |
! ]
oy
0 - . — | 0 — 0 D.ﬁ'ﬁ.., TR T
100 10 10 10 10 107 10 10 10 1ot 100 10 10 10 10
FITC-4 FITC-4 FITC-A
Sample MName Sarmple Mame Sample MName
MFI ’ MFI MFT
EY 2k A4 vLPAdfts 2308 EV 16kA4VLPAd 001fcs | 1010 EY 120kA4VLPAY 002fcs 6049
E — —|EV 2k CRYLPAdfcs 487 E — —|EV 1BKCRVLPA4 D01.0ts ]330 C — —|EV 120k CRYLPA4 00Zfcs 405

Joonis 7. FACS analiliis MAGE-A4 kandvatest COPSEBNA rakuliinist eraldatud ekstratsellulaarsetest
vesiikulitest. Ekstratsellulaarsed vesiikulid on inkubeeritud latekskerakestega. Kerakestega vesiikulid on
inkubeeritud primaarse antikehaga anti-MAGE-A4 ja sekundaarse antikehaga Alexa488. Negatiivne
kontrollproov on carrier DNA (I16he sperma DNA), mis sisaldab anti-MAGE-A4 antikeha. Katkendliku joonega
on tdhistatud negatiivne kontrollproov ja pideva joonega MAGE-A4 valku sisaldav proov. Vasakpoolsel joonisel
on kujutatud MAGE-A4 sisaldust apoptootilistes kehakestes, keskmisel joonisel mikrovesiikulites ja
parempoolsel joonisel eksosoomides. MFI tdhistab peamist fluorestsentsi intensiivsust (ingl. k mean

fluorescence intensity).

Vaadeldes MAGE-A4 valgu esinemist eri tiilipi ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal voib
viita, et valgu ekspressioon sdltub vesiikuli tiilibist (joonis 7). Kdige rohkem leidus MAGE-
A4 eksosoomide pinnal (120K pellet), sellele jargnesid apoptootilised kehakesed (2K pellet).
Kodige vihem ekspresseeriti MAGE-A4 valku mikrovesiikulite pinnal (16K pellet).
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MAGE-A10 valku ekspresseeriti iga tiilipi ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal tunduvalt
vihem kui MAGE-A4 valku (joonis 8). Kuigi Western blot’i analiiiisi pdhjal ei
ekspresseeritud MAGE-A10 valku mitte iihtki tiilipi ekstratsellulaarsetes vesiikulites, esines
seda vihesel mééral eksosoomide pinnal (120K pellet). Apoptootiliste kehakeste (2K pellet) ja
mikrovesiikulite pinnal (16K pellet) ei leidunud MAGE-A10 valku peaaegu iildse.
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Joonis 8. FACS analiiiis MAGE-A10 kandvatest COPSEBNA rakuliini ekstratsellulaarsetest vesiikulitest.
Ekstratsellulaarsed vesiikulid on inkubeeritud latekskerakestega. Kerakestega vesiikulid on inkubeeritud
primaarse antikehaga anti-MAGE-A10 ja sekundaarse antikehaga Alexa488. Negatiivne kontrollproov on
carrier DNA (16he sperma DNA), mis sisaldab anti-MAGE-A10 antikeha. Katkendliku joonega on téhistatud
negatiivne kontrollproov ja pideva joonega MAGE-A10 valku sisaldav proov. Vasakpoolsel joonisel on
kujutatud MAGE-A10 sisaldust apoptootilistes kehakestes, keskmisel joonisel mikrovesiikulites ja parempoolsel

joonisel eksosoomides. MFI tihistab peamist fluorestsentsi intensiivsust (ingl. k mean fluorescence intensity).
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2.3.4 MAGE-A4 ja MAGE-A10 liilitumine ekstratsellulaarsetesse
vesiikulitesse HEK293 ja U20S rakkudes

Selleks, et uurida, kuidas lillituvad MAGE-A4 ja MAGE-A10 valgud ekstratsellulaarsetesse
vesiikulitesse ka teistes rakuliinides peale COPSEBNA, teostati analoogsed katsed inimese
rakuliinides HEK293 (embriionaalsed neerurakud) ja U20S (luuvéhi rakud). MAGE-A4 ja
MAGE-A10 valkude esinemist ekstratsellulaarsete vesiikulites analiilisiti Western blot’i

meetodiga ja eksponeerumist pinnal kontrolliti fluorestsents-aktiveeritud rakusorteerimise

(FACS) abil.

Kasutades MAGE-A4 spetsiifilist primaarset antikeha anti-MAGE-A4, tehti Western blot’i
analliisiga kindlaks, et HEK?293 rakuliini puhul ekspresseerub MAGE-A4 valk
ekstratsellulaarsetes vesiikulites. Joonisel 9 on niha, et peamiselt esineb MAGE-A4 valk
eksosoomides (120K pellet). Tunduvalt vihem leidus seda apoptootilistes kehakestes (2K
pellet) ja veel vihem mikrovesiikulites (16K pellet).
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Joonis 9. Western blot analiiiis transfekteeritud HEK293 rakuliinist MAGE-A4 spetsiifilise antikehaga.
Elektroforeesil kanti iga proovi geeli radadele 5 pg markerit, 5 pg rakke ja 10 pg ekstratsellulaarseid vesiikuleid.
Western blot’is inkubeeriti proove primaarse antikehaga anti-MAGE-A4 ja sekundaarse antikehaga GAR.
Positiivne kontrollproov on plasmiidiga transfekteeritud rakud, negatiivne kontrollproov carrier DNA (16he

sperma DNA). MAGE-A4 valgule vastavad bandid on téhistatud noolega.

Kasutades MAGE-A10 spetsiifilist primaarset antikeha anti-MAGE-A10, tehti Western blot’i
analiiisiga kindlaks, et HEK293 rakuliini puhul ei ekspresseeru MAGE-A10 valk
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ekstratsellulaarsetes vesiikulites (joonis 10). MAGE-A10 valku leidus kiill transfekteeritud
rakkudega tehtud positiivses kontrollproovis, aga seda ei ekspresseeritud ekstratsellulaarsetes

vesiikulites.
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Joonis 10. Western blot analiiiis transfekteeritud HEK293 rakuliinist MAGE-A10 spetsiifilise antikehaga.
Elektroforeesil kanti iga proovi geeli radadele 5 pg markerit, 5 pg rakke ja 10 pg ekstratsellulaarseid vesiikuleid.
Western blot’is inkubeeriti proove primaarse antikehaga anti-MAGE-A10 ja sekundaarse antikehaga GAR.
Positiivne kontrollproov on plasmiidiga transfekteeritud rakud, negatiivne kontrollproov carrier DNA (16he

sperma DNA). MAGE-A10 valgule vastavad béndid on tdhistatud noolega.

Selleks, et uurida, kas MAGE-A4 ja MAGE-A10 valgud asuvad HEK293 rakuliini
ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal, kasutati fluorestsents-aktiveeritud rakusorteerimist
(FACS). FACS analiiiisid teostati HEK293 rakuliini ekstratsellulaarsete vesiikulitega, mis olid
inkubeeritud aldehiitid/sulfaat latekskerakestega. Kerakestega ekstratsellulaarsed vesiikulid
inkubeeriti MAGE-A4 ja MAGE-A10 vastaste primaarsete antikehadega ning Alexa488

fluorokroomi kandvate sekundaarsete antikehadega.

Kui uurida MAGE-A4 valgu esinemist eri tiilipi ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal, vdib
maérgata, et valgu ekspressioon erineb vastavalt vesiikuli tiilibile (joonis 11). Kdige rohkem
ekspresseeriti MAGE-A4 apoptootiliste kehakeste pinnal (2K pellet), seejdrel eksosoomide
pinnal (120K pellet). Tunduvalt vihem leidus MAGE-A4 valku mikrovesiikulite pinnal (16K
pellet).
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Joonis 11. FACS analiiiis MAGE-A4 kandvatest HEK293 rakuliini ekstratsellulaarsetest vesiikulitest.

Ekstratsellulaarsed vesiikulid on inkubeeritud latekskerakestega. Kerakestega vesiikulid on inkubeeritud
primaarse antikehaga anti-MAGE-A4 ja sekundaarse antikehaga Alexa488. Negatiivne kontrollproov on carrier
DNA (16he sperma DNA), mis sisaldab anti-MAGE-A4 antikeha. Katkendliku joonega on tdhistatud negatiivne
kontrollproov ja pideva joonega MAGE-A4 valku sisaldav proov. Hall ala niitab sekundaarse antikehaga
Alexa488 saadud signaali. Vasakpoolsel joonisel on kujutatud MAGE-A4 sisaldust apoptootilistes kehakestes,
parempoolsel joonisel mikrovesiikulites ja alumisel joonisel eksosoomides. MFI tdhistab peamist fluorestsentsi

intensiivsust (ingl. k mean fluorescence intensity).

MAGE-A10 valgu ekspressiooni HEK293 rakkudest eraldatud ekstratsellulaarsete vesiikulite

pinnal tuvastada ei dnnestunud (joonis 12).

38



2 K CR ainult sek MF1 81 2 KGR ainult sek MFI 81
2K CR anti MAGEA A0 MFI1T8 16K CR anti 51 0 MFI137
§ 2K A10 anti MAGEAATO MFI 154 E 16K A10 anti A10 MFI 156
2 z
o [3)
0 PRI 0 T
10° 10 10 10 10
FITC-A
Sample Mame Sample Mame
21022017 2K Hek A10 antiMAGEATODfos 21022017 16K Hek A10 antiMAGEA1D.fcs
= — —{21022017 2K Hek CR antiMAGEA1D frs = — —[21022017 16K Hek CR antiMAGEATDfcs
21022017 2k Hek CR ainult sekfis 21022017 2K Hek CR ainult sekfcs

120K CR ainult sek MF1 95
16K CR anti A10 MFI 137
T20K A0 anti AT0 MFI130

Count

1[]U 101 10 1[]3 1[]4
FITC-A
Sample Mame

21022017 120K Hek A10 antiMAGEAT 0.fis
= — —|21022017 16K Hek CR antiMAGEAT0.fes
21022017 120K Hek CR ainult sek.fis

Joonis 12. FACS analiliis MAGE-A10 kandvatest HEK293 rakuliini ekstratsellulaarsetest vesiikulitest.
Ekstratsellulaarsed vesiikulid on inkubeeritud latekskerakestega. Kerakestega vesiikulid on inkubeeritud
primaarse antikehaga anti-MAGE-A10 ja sekundaarse antikehaga Alexa488. Negatiivne kontrollproov on
carrier DNA (16he sperma DNA), mis sisaldab anti-MAGE-A10 antikeha. Katkendliku joonega on tdhistatud
negatiivne kontrollproov ja pideva joonega MAGE-A10 valku sisaldav proov. Hall ala nditab sekundaarse
antikehaga Alexa488 saadud signaali. Vasakpoolsel joonisel on kujutatud MAGE-A10 sisaldust apoptootilistes
kehakestes, parempoolsel joonisel mikrovesiikulites ja alumisel joonisel eksosoomides. MFI téhistab peamist

fluorestsentsi intensiivsust (ingl. k mean fluorescence intensity).

Selleks, et uurida, kas MAGE-A4 valk ekspresseerub ekstratsellulaarsetes vesiikulites U20S
rakuliini puhul, kasutati MAGE-A4 spetsiifilist primaarset antikeha anti-MAGE-A4. Tehti
kindlaks, et MAGE-A4 ekspresseerub ekstratsellulaarsetes vesiikulites. Joonisel 13 selgub, et
peamiselt leidub MAGE-A4 valku eksosoomides (120K pellet), veidi vdhem apoptootilistes
kehakestes (2K pellet). Mikrovesiikulites (16K pellet) MAGE-A4 ei esinenud. Kuna U20S
rakud ekspresseerivad ise MAGE-A4 valku, leidub seda ka carrier DNA rakkudega tehtud
negatiivses kontrollanaliilisis ja see on vidhesel mééral detekteeritav ka carrier’iga poreeritud

120K pelleti proovis.
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Joonis 13. Western blot analiiiis transfekteeritud U20S rakuliinist MAGE-A4 spetsiifilise antikehaga.
Elektroforeesil kanti iga proovi geeli radadele 5 pg markerit, 5 pug rakke ja 10 pg ekstratsellulaarseid vesiikuleid.
Western blot’is inkubeeriti proove primaarse antikehaga anti-MAGE-A4 ja sekundaarse antikehaga GAR.
Positiivne kontrollproov on plasmiidiga transfekteeritud rakud, negatiivne kontrollproov carrier DNA (16he

sperma DNA). MAGE-A4 valgule vastavad bandid on téhistatud noolega.

MAGE-A10 valgu ekspressiooni uurimiseks U20S rakuliinis kasutati MAGE-A10
spetsiifilist primaarset antikeha anti-MAGE-A10. Selgus, et MAGE-A10 valk ei ekspresseeru
ekstratsellulaarsetes vesiikulites. Joonisel 14 on ndha, et MAGE-A10 valk on olemas
transfekteeritud U20S rakkudega tehtud positiivses kontrollanaliilisis, aga seda ei

ekspresseerita mitte iiheski ekstratsellulaarsete vesiikulite tiiiibis.
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Joonis 14. Western blot analiiiis transfekteeritud U20S rakuliinist MAGE-A10 spetsiifilise antikehaga.
Elektroforeesil kanti iga proovi geeli radadele 5 pg markerit, 5 pg rakke ja 10 pg ekstratsellulaarseid vesiikuleid.
Western blot’is inkubeeriti proove primaarse antikehaga anti-MAGE-A10 ja sekundaarse antikehaga GAR.

40



Positiivne kontrollproov on plasmiidiga transfekteeritud rakud, negatiivne kontrollproov carrier DNA (I6he

sperma DNA). MAGE-A10 valgule vastavad béndid on tdhistatud noolega.

MAGE-A4 ja MAGE-A10 valkude ekspresseerumist U20S rakuliini ekstratsellulaarsete
vesiikulite pinnal vaadeldi fluorestsents-aktiveeritud rakusorteerimise (FACS) abil. FACS
analiilisid teostati U20S rakuliini ekstratsellulaarsete vesiikulitega, mis olid inkubeeritud
aldehiitid/sulfaat latekskerakestega. Kerakestega ekstratsellulaarsed vesiikulid inkubeeriti
MAGE-A4 ja MAGE-A10 vastaste primaarsete antikehadega ning Alexa488 fluorokroomi

kandvate sekundaarsete antikehadega.

MAGE-A4 valgu esinemine eri tiilipi ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal sdltus vesiikuli
tiitibist (Joonis 15). Apoptootiliste kehakeste (2K pellet) ja eksosoomide (120K pellet) pinnal

leidus seda peaaegu sama palju.
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Joonis 15. FACS analiliis MAGE-A4 kandvatest U20S rakuliini ekstratsellulaarsetest vesiikulitest.
Ekstratsellulaarsed vesiikulid on inkubeeritud latekskerakestega. Kerakestega vesiikulid on inkubeeritud
primaarse antikehaga anti-MAGE-A4 ja sekundaarse antikehaga Alexa488. Negatiivne kontrollproov on carrier
DNA (I6he sperma DNA), mis sisaldab anti-MAGE-A4 antikeha. Katkendliku joonega on tahistatud negatiivne
kontrollproov ja pideva joonega MAGE-A4 valku sisaldav proov. Hall ala niitab sekundaarse antikehaga
Alexa488 saadud signaali. Vasakpoolsel joonisel on kujutatud MAGE-A4 sisaldust apoptootilistes kehakestes,
parempoolsel joonisel eksosoomides. MFI tdhistab peamist fluorestsentsi intensiivsust (ingl. k mean

fluorescence intensity).

MAGE-A10 valku ekspresseeriti iga tiilipi ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal palju vihem
kui MAGE-A4 valku (joonis 16). Western blot’i analiiiisist selgus, et MAGE-A10 ei
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ekspresseeru iihtki tiiiipi ekstratsellulaarsetes vesiikulites, aga vesiikulite pinda uurides vois

margata, et viga vihe esines MAGE-A10 apoptootiliste kehakeste (2K pellet) ja eksosoomide

(120K pellet) pinnal.
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Joonis 16. FACS analiiiis MAGE-A10 kandvatest U20S rakuliini ekstratsellulaarsetest vesiikulitest.

Ekstratsellulaarsed vesiikulid on inkubeeritud latekskerakestega. Kerakestega vesiikulid on inkubeeritud

primaarse antikehaga anti-MAGE-A10 ja sekundaarse antikehaga Alexa488. Negatiivne kontrollproov on

carrier DNA (16he sperma DNA), mis sisaldab anti-MAGE-A10 antikeha. Katkendliku joonega on téhistatud

negatiivne kontrollproov ja pideva joonega MAGE-A10 valku sisaldav proov. Hall ala niitab sekundaarse

antikehaga Alexa488 saadud signaali. Vasakpoolsel joonisel on kujutatud MAGE-A10 sisaldust apoptootilistes

kehakestes, parempoolsel joonisel eksosoomides. MFI tdhistab peamist fluorestsentsi intensiivsust (ingl. k mean

fluorescence intensity).
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2.3.5 MAGE-A4 valgu ekspresseerumine U20S rakkudes —

immunofluorestsentsanaliiiis

Kiesoleva alapeatiiki eesmirgiks on kirjeldada MAGE-A4 valgu ekspresseerumist inimese
luuvihi rakkudes U20S. Selleks, et uurida, millistes raku osades MAGE-A4 esineb, teostati
immunofluorestsentsanaliiis. MAGE-A4 tuvastamiseks kasutati primaarsete antikehadena
MAGE-A4 spetsiifilisi antikehi anti-MAGE-A4, mis seoti sekundaarse antikehaga anti-rabbit-
Alexa488. Raku eri osade esiletdstmiseks kasutati vastavate rakuorganite spetsiifilisi
primaarseid antikehi: anti-RPS6, mis on ribosoomi valku detekteeriv antikeha (tabel 1, ptk
2.2.3); anti-beeta-aktiin, mis on tsiitoskeleti mikrofilamentide ehk aktiinifilamentide antikeha
(tabel 1, ptk 2.2.3); anti-alfa-tubuliin, mis on tsiitoskeleti mikrotuubulite antikeha (tabel 1, ptk
2.2.3); anti-C1QBP1, mis on mitokondrite paikneva valgu antikeha (tabel 1, ptk 2.2.3); anti-
fibronektiin, mis seondub ekstratsellulaarses maatriksis olevatele fibronektiinidele (tabel 1,
ptk 2.2.3). Need seoti sekundaarse antikehaga anti-mouse-Alexa568. Kuna U20S rakuliini

rakud toodavad ise MAGE-A4 valku, ei ole uuritavaid rakke vastava valgu plasmiididega

elektroporeeritud.

Joonis 17. MAGE-A4 valgu ekspresseerumine U20S rakkudes. Rakke inkubeeriti anti-MAGE-A4 (roheline)
ja anti-RPS6 (punane) antikehadega. Rakutuumad vérviti DAPI-ga.
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Joonisel 17 on vaadeldud MAGE-A4 valgu ja ribosoomi valgu RPS6 lokalisatsiooni rakus.
Voib mirgata, et MAGE-A4 esineb vordlemisi iihtlaselt raku tsiitoplasmas, enamasti
konkreetseid piirkondi eelistamata. Joonisel ei ole aga ndha MAGE-A4 ja ribosoomi valgu

RPS6 kolokalisatsiooni, mis tdhendab, et MAGE-A4 valku ei ekspresseerita ribosoomides.

Joonis 18. MAGE-A4 valgu ekspresseerumine U20S rakkudes. Rakke inkubeeriti anti-MAGE-A4 (roheline)

ja anti-beeta-aktiini (punane) antikehadega. Rakutuumad vérviti DAPI-ga.

Joonisel 18 on uuritud MAGE-A4 valgu ekspresseerumine uuritavate rakkude tsiitoskeleti
mikrofilamentides. MAGE-A4 ekspresseerub tsiitoplasmas, kusjuures plasmamembraani
laheduses leidub MAGE-A4 valku rohkem kui tuuma juures. Konfokaalmikroskoobipilt ei
ndita aga MAGE-A4 spetsiifilise antikeha ja mikrofilamentide spetsiifilise antikeha

kolokalisatsiooni, mis tdhendab, et MAGE-A4 valk ei ekspresseeru mikrofilamentides.
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Joonis 19. MAGE-A4 valgu ekspresseerumine U20S rakkudes. Rakke inkubeeriti anti-MAGE-A4 (roheline)
ja anti-alfa-tubuliini (punane) antikehadega. Rakutuumad vérviti DAPI-ga.

Joonisel 19 kujutatakse MAGE-A4 valkude ekspresseerumist uuritavate rakkude tsiitoskeleti
mikrotuubulites. MAGE-A4 esineb {ihtlaselt tsiitoplasmas iile kogu raku, aga joonisel ei ole
ndha MAGE-A4 ja mikrotuubulite valgu anti-alfa-tubuliini kolokalisatsiooni. See tdhendab, et
MAGE-AA4 ei ekspresseerita tsiitoskeleti mikrotuubulites.
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Joonis 20. MAGE-A4 valgu ekspresseerumine U20S rakkudes. Rakke inkubeeriti anti-MAGE-A4 (roheline)
ja anti-C1QBP1 (punane) antikehadega.

Joonisel 20 on MAGE-A4 valgu ekspresseerumine uuritavate rakkude mitokondrites.
Jooniselt on ndha, et MAGE-A4 ekspresseerub iihtlaselt tsiitoplasmas, aga ei ole mérgata
MAGE-A4 ja mitokondrivalgu C1QBP1 kolokalisatsiooni. Selline tulemus lubab viita, et
MAGE-A4 valku ei ekspresseerita mitokondrites.
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Joonis 21. MAGE-A4 valgu ekspresseerumine U20S rakkudes. Rakke inkubeeriti anti-MAGE-A4 (roheline)

ja anti-fibronektiin (punane) antikehadega.

Joonisel 21 on MAGE-A4 valgu ja fibronektiini kolokalisatsiooni vaatlus. Fibronektiinid on
gliikoproteiinid, mis on osa rakkudevahelisest maatriksist. Pilt néditab, et MAGE-A4 valku
leidub {ihtlaselt kogu tsiitoplasmas, aga fibronektiinispetsiifilise antikeha ja MAGE-A4
spetsiifilise antikeha kolokalisatsiooni ei ole. Seega ei ekspresseerita MAGE-A4 valku

fibronektiinides.
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2.4 Arutelu

Kédesolevas magistritods on uuritud melanoomi antigeene MAGE-A4 ja MAGE-AIO,
poorates eriti tdhelepanu nende ekspresseerumisele ekstratsellulaarsetes vesiikulites. MAGE-
A4 valku ekspresseeritakse peamiselt lamerakulises kartsinoomis, tunduvalt harvem
adeokartsinoomis, ning MAGE-A10 valku kdige rohkem kopsu-, naha ja uroteliaalse véhi
rakkudes, aga teatud maéidral ekspresseeruvad mdlemad valgud mitmes vihiliigis. Nad on
korge immunogeensusega — eriti MAGE-A10 —, olles seega véhivastaste vaktsiinide ja
immunoteraapia potentsiaalsed sihtmérgid. Kahest antigeenist on rohkem uuritud MAGE-A4
kasutusvoimalusi ja oletatud, et MAGE-A4 v4ib tulevikus aidata kaasa rinnavéhi, lamerakk-
kartsinoomi ning hepatotsellulaarse kartsinoomi ja selle varjatud hematogeensete

metastaaside avastamisele.

Varasematest uurimustest on teada, et MAGE-A4 ja MAGE-A10 valke ekspresseeritakse
rakkudes, aga veel ei ole tdhelepanu alla voetud nende antigeenide voimalikku esinemist
ekstratsellulaarsetes vesiikulites. Ekstratsellulaarsed vesiikulid on membraaniga iimbritsetud
partiklid, mida rakud vabastavad rakuvélisesse mikrokeskkonda, ning nad tdidavad olulist osa
valkude, nukleiinhapete ja teiste biomolekulide transpordis rakkude ja kudede wvahel.
Ekstratsellulaarsed vesiikulid on suurepdrased rakkudevahelise kommunikatsiooni vahendid,
sest nad on voOimelised minema mododa immuunaktivatsioonist ja piisima keerukates
flisioloogilistes tingimustes iisna stabiilsena. Kuna ekstratsellulaarsed vesiikulid osalevad ka
kommunikatsioonis bakterirakkude vahel ja kannavad {ihest rakust teise resistentsusgeene voi
virulentsusfaktoreid, on voimalik, et nad aitavad kaasa véhi levikule organismis, kandes vihi

antigeene iihest rakust teise.

Selleks, et teha kindlaks, kas MAGE-A4 ja MAGE-A10 antigeenid vdivad organismis levida
ekstratsellulaarsete vesiikulite abil, on kédesolevas uurimistods vaadeldud, kas ja kuidas
vastavad antigeenid eri tiilipi ekstratsellulaarsetes vesiikulites avalduvad. T66s on kasutatud
rakuliine COPSEBNA, HEK293 ja U20S ning plasmiide pPQM-MAGE-A4 ja pQM-MAGE-
Al0.

Western blot’1 analiiiisid plasmiididega transfekteeritud rakkude ja ekstratsellulaarsete
vesiikulite proovidest nditasid, et uuritavatest antigeenidest avaldub ekstratsellulaarsetes
vesiikulites ~ ainult ~MAGE-A4, mida  ekspresseeritakse = raku  tsiitoplasmas.
Ekstratsellulaarsetest vesiikulitest leidus seda kdige rohkem eksosoomides, veidi vdhem

mikrovesiikulites ja apoptootilistes kehakestes. MAGE-A10, mis on rakutuuma valk, ei
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ekspresseerunud  ekstratsellulaarsetes  vesiikulites. Vodimalik on, et kahe valgu
ekspressiooniprofiili  erinevus soltub nende asukohast rakus. MAGE-A4 valku
ekspresseeritakse vordlemisi {iihtlaselt kogu tsiitoplasmas, veidi rohkem plasmamembraani
laheduses, MAGE-A10 ekspressioon on aga piiratud peamiselt rakutuumaga ja tsiitoplasmas
leidub seda véga vidhe. Kuna ekstratsellulaarsed vesiikulid tekivad rakus kas endosoomi
membraani v0i plasmamembraani pungumisel, haaravad nad MAGE-A4 valku endaga kaasa
palju suurema toendosusega kui MAGE-A10 valku. Eksosoomides voib MAGE-A4 valku olla
teistest ekstratsellulaarsetest vesiikulitest rohkem sellepérast, et teised vesiikulid tekivad raku
plasmamembraani véljapoole pungumisel ja IShustumisel, aga eksosoomid endosoomi
membraani sissepoole pungumisel. Enne rakkudevahelisse keskkonda vabastamist asuvad nad
monda aega raku sees, multivesikulaarsetes kehades, ja nende kokkupuude MAGE-A4

valguga on seetdttu pikem kui iilejddnud ekstratsellulaarsetel vesiikulitel.

Fluorestsents-aktiveeritud rakusorteerimise (FACS) abil kontrolliti, kas MAGE-A4 ja MAGE-
A10 valgud ekspresseeruvad ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal. MAGE-A4 leidus taas
koige rohkem eksosoomide pinnal. Eksosoomidega peaaegu vordselt esines MAGE-A4 valku
apoptootiliste kehakeste pinnal ja tunduvalt vdhem mikrovesiikulites. Koige rohkem
ekspresseerus MAGE-A4 COPSEBNA rakuliini ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal, palju
vihem HEK293 ja U20S rakuliinide ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal.

Hoolimata sellest, et MAGE-A10 vesiikulites ei ekspresseerunud, esines teda vihesel miiral
vesiikulite pinnal, aga palju vidhem kui MAGE-A4 valku. COPSEBNA rakuliini vesiikulitest
leidus MAGE-A10 valku pisut eksosoomide ja apoptootiliste kehakeste pinnal ning peaaegu
iildse mitte mikrovesiikulite pinnal. HEK293 rakuliini vesiikulitest ekspresseerus MAGE-A10
viaga vihesel miiral apoptootiliste kehakeste ja mikrovesiikulite pinnal ning peaaegu iildse
mitte eksosoomide pinnal. U20S rakuliini vesiikulitest leidus MAGE-A10 valku véga vihe

apoptootiliste kehakeste ja eksosoomide pinnal.

Ei varasemate uurimuste ega kéesoleva to0 andmete pohjal pole voimalik selgitada,
missugused tegurid teevad voimalikuks MAGE-A4 ja MAGE-A10 valkude ekspresseerumise
ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal. Seega jdéb vastavate antigeenide esinemine

ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal potentsiaalseks edasiseks uurimisvaldkonnaks.

Selleks, et uurida, kas MAGE-A4 valk ekspresseerub peale raku tsiitoplasma veel mones
rakuorganis, teostati immunofluorestsentsanaliilis. Lahemalt vaadeldi MAGE-A4 esinemist

ribosoomides, tsiitoskeleti mikrofilamentides ja mikrotuubulites, mitokondrites ning
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fibronektiinides. Analiiiisiks valiti U20S rakuliin, kuna need rakud toodavad ise MAGE-A4
valku ja seega pole rakke vaja eelnevalt vastava plasmiidiga elektroporeerida.
Elektronmikroskoobi piltidelt ei tuvastatud MAGE-A4 spetsiifilise antikeha ega iihegi uuritud
rakuorgani spetsiifilise antikeha kolokalisatsiooni. Jérelikult ekspresseeritakse MAGE-A4
valku kiill rakkude tsiitoplasmas, aga mitte tiheski teises rakuorganis, mida t60 k&igus

vaadeldi.
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Kokkuvote

Kéesoleva uurimistdd eksperimentaalsest osast selgus, et MAGE-A4 ja MAGE-A10 valkude
ekspressiooniprofiil ekstratsellulaarsetes vesiikulites on {isna erinev. Eukarliootseid
COPSEBNA, HEK293 ja U20S rakke transfekteeriti plasmiididega pQM-MAGE-A4 ja
pQM-MAGE-A10 ning leiti, et kui MAGE-A4 valk ekspresseerus koigis kolmes
vesiikulitiilibis (eksosoomid, mikrovesiikulid, apoptootilised kehakesed), siis MAGE-A10
valku ekstratsellulaarsetes vesiikulites ei esinenud. PShjus voib peituda asjaolus, et MAGE-
A4 on tsiitoplasma valk, mis liitub rakust eralduvate ekstratsellulaarsete vesiikulite
koostisesse, aga MAGE-A10 on tuumavalk, mis ei puutu rakus tekkivate ekstratsellulaarsete

vesiikulitega piisavalt kokku, et nende koostises esineda.

Kdigis uuritud rakuliinides leidus MAGE-A4 valku kdige rohkem eksosoomides. Veidi vihem
ekspresseerus MAGE-A4 apoptootilistes kehakestes ja kodige vdhem oli seda

mikrovesiikulites.

Vaadeldes kahe uuritava valgu esinemist ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal, selgus, et
MAGE-A4 valku leidus koige rohkem eksosoomide pinnal ja eksosoomidega peaaegu
vordselt apoptootiliste kehakeste pinnal. Mikrovesiikulite pinnal oli valku tunduvalt vihem.
Tulemused vastasid MAGE-A4 ekspressiooniprofiilile ekstratsellulaarsetes vesiikulites.
MAGE-A10 valku leidus védhesel méddral ekstratsellulaarsete vesiikulite pinnal, aga palju
vihem kui MAGE-A4 valku. Erinevate rakuliinidega korraldatud katseid vorreldes ei olnud

maérgata, et MAGE-A10 ekspressioon oleks alati suurem olnud iihes kindlas vesiikulitiitibis.

MAGE-A4 valgu puhul uuriti ka tema esinemist erinevates rakuorganites. Selgus, et MAGE-
A4 nidol on tegemist tslitoplasma valguga, mida teistes uuritavates rakuorganites ei

ekspresseerunud.
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Expression of MAGE-A4 and MAGE-A10 proteins in
extracellular vesicles
Magda Karakai

Summary

Tumor antigens are immunogenic proteins whose expression is restricted almost only to
cancer cells. They were first detected in melanoma cells and since then there are
approximately 20 antigene families found. Their best known common feature is strongly
restricted expression profile. Because of their immunogenity and tumor-restricted expression,

they are potential targets of immunotherapy.

The present thesis studies antigens MAGE-A4 and MAGE-A10. Both antigens are strictly
tumor-specific. MAGE-A family antigens probably play an important part in the evolution of
cancer and spreading of metastases and because of that it is crucial to know how these
antigenes spread in the human organism. It is presumed that MAGE-A4 and MAGE-A10
antigens transfer from one cell to another with extracellular vesicles. Extracellular vesicles are
membrane-enveloped particles released to the extracellular matrix by most of cells and they

participate in the transportation of several biomolecules between cells and tissues.

The aim of present thesis was to find out whether MAGE-A4 and MAGE-A10 proteins
express in extracellular vesicles if the cells are transfected with respective plasmids. Cell lines

used in the study were COPSEBNA, HEK293 and U20S.

The results showed that the expression profiles of MAGE-A4 and MAGE-A10 plasmids in
extracellular vesicles differ greatly from each other. MAGE-A4 protein expressed in all three
extracellular vesicle types — exosomes, microvesicles and apoptotic bodies. It was mostly
presented in exosomes, a bit less in apoptotic bodies and the least in microvesicles. MAGE-
A10 protein was not present in extracellular vesicles at all, though it was expressed in cells
used in the study. The reason might be a fact that MAGE-A4 is cytoplasm protein and can
therefore more easily adhere to extracellular vesicles released from cell. MAGE-A10 is
nuclear protein and does not have a direct contact with extracellular vesicles, therefore it is

not present in extracellular vesicles.

The surface of extracellular vesicles was also studied. MAGE-A4 protein was mostly present

in the surface of exosomes and almost equally in the surface of apoptotic bodies. On the
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surface of microvesicles, MAGE-A4 protein expression was noticeably smaller. MAGE-A10
protein was present in the surface of extracellular vesicles, but compared to the MAGE-A4

protein, the expression rates were considerably lower.

The analysis of MAGE-A4 protein expression in different cell organs showed that MAGE-A4

is cytoplasm protein and not present in other cell organs.
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