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KASUTATUD LUHENDID

BSA - veise seerumi albumiin (ingl. k. bovine serum albumin)

DBN1 - ingl. k. drebrin

DPP3 - ingl. k. dipeptidyl-peptidase 3

EDTA - etiileendiamiintetradddikhape (ingl. k. ethylenediaminetetraacetic acid)
EE - varajane endosoom (ingl. k. early endosome)

EGF - epidermaalne kasvufaktor (ingl. k. epidermal growth factor)

EMMPRIN - ekstratsellulaarse maatriksi metalloproteinaasi indutseerija (ingl. k. extracellular

matrix metalloproteinase inducer)

ESCRT - transpordil kasutatavad endosomaalsed sorteerimiskompleksid (ingl. k. endosomal

sorting complex required for transport)

EX - eksosoom

FCS - veise loote seerum (ingl. k. fetal calf serum)

GO - geeni ontoloogia (ingl. k. gene ontology)

hCG - inimese koorioni gonadotropiin (ingl. k. human chorionic gonadotropin)
HLA-G - inimese leukotsiiiidi antigeen G (ingl. k. human leukocyte antigen G)
ICAM-1 - rakkudevaheline adhesioonimolekul-1 (ingl. k. intercellular adhesion molecule-1)
IFN-y - interferoon-y

IL11 - interleukiin 11

IL-1p - interleukiin 1B

IL6 - interleukiin 6

IL-8 - interleukiin 8

ILV - luumenisisene vesiikul (ingl. k. intraluminal vesicle)

LIF - leukeemia inhibiitor faktor (ingl. k. leukemia inhibitory factor)



MAK - monoklonaalne antikeha

MMP - maatriks metalloproteinaas (ingl. k. matrix metalloproteinase)

MVK - multivesikulaarne keha

MYV - mikrovesiikul

PAK - poliiklonaalne antikeha

PBS - fosfaadiga puhverdatud soolalahus (ingl. k. phosphate buffered saline)
PE - fosfatidiiiiletanoolamiin

PMSF - feniitilmetiitilsulfoniiiilfluoriid (ingl. k. phenylmethylsulfonyl fluoride)
PS - fosfatidiitilseriin

PVDF - poliiviniilideenfluoriid (ingl. k. polyvinylidene fluoride)

RL - rakuliisaat

STBM - siintsiititiotrofoblasti mikrovesiikul

TACSTD?2 - ingl. k. tumor-associated calcium signal transducer 2

TNF-a - tuumor nekroosi faktor a (ingl. K. tumor necrosis factor o)

Tris - tris(htidrokstimethiiiil)Jaminometaan

TSG101 - ingl. k. tumor susceptibility gene 101



SISSEJUHATUS

Raseduse kulgemine on keerukas protsess, mida reguleeritakse mitmel tasandil ning mis
nduab nii emaorganismi kui ka loote rakkude iilimalt koordineeritud koostoimet. Embriio
pesastumisel ehk implanteerumisel toimub emaorganismi ja loote rakkude vahel pidev
informatsiooni vahetamine, mille tulemusena hakkavad trofektodermi rakud diferentseeruma
ning tungivad endomeetriumisse, moodustades funktsioneeriva platsenta. Selle protsessi
hdirumine vGib pdhjustada tdsiseid raseduse komplikatsioone. On teada, et ligi kolmandik
varajase raseduse katkemistest vodivad olla pdhjustatud just embriio implantatsiooni
probleemidest. Siiani on emaorganismi ja embriio vahelise suhtlemise uurimisel pdhiline
tahelepanu suunatud sekreteeritud faktoritele (mitmesugused valgud, valgulised ja
steroidhormoonid), mis otse vOi vereringe vahendusel reguleerivad blastotsiisti kinnitumist
emaka limaskestale. Viimastel aastatel on huviorbiiti tdusnud rakkude poolt timbritsevasse
keskkonda sekreteeritud vesiikulid. Rakkudest eralduvad vesiikulid on erineva
tekkemehhanismiga ning sellest sdltuvalt on nii neid timbritseva membraani kui ka luumeni
molekulaarne koostis erinev. Kaks pohilist vesiikulite klassi on mikrovesiikulid ja
eksosoomid. Ténaseks on kogunenud piisav hulk andmeid nditamaks, et mdlemat tiilipi
vesiikulid voivad bioaktiivseid molekule iihest rakust teise iile kanda. Seega {ihe raku poolt
sekreteeritud vesiikulid voOivad otseselt mojutada teises rakus kulgevaid fiisioloogilisi
protsesse. Tanaseks on ndidatud, et endomeetriumi rakud sekreteerivad eksosoome ja
mikrovesiikuleid, mis vdivad potentsiaalselt mojutada trofoblasti rakkude geeniekspressiooni
ja 1opptulemusena soodustada nii implantatsiooniprotsessi kulgu. Siiani puuduvad andmed,
kas trofoblasti rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulid voiksid mojutada endomeetriumi

rakkude fiisioloogiat.

Kéesoleva magistritd eesmargiks oli analiilisida trofoblasti rakuliinide JAR ja JEG-3 rakkude
poolt sekreteeritavate mikrovesiikulite valgulist koosseisu ning piitida leida mikrovesiikulite
tuvastamiseks sobiv markervalk. To6 kéigus piiiiti ka vélja selgitada, kas trofoblasti rakkude
poolt sekreteeritud mikrovesiikulid voiksid siseneda endomeetriumi rakkudesse ning seelébi

méngida rolli informatsiooni edasikandjatena trofoblasti koelt endomeetriumi rakkudele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Rakkude poolt viliskeskkonda sekreteeritud vesiikulid

Hulkraksete organismide rakuvéline ruum sisaldab lahustunud ainevahetusprodukte, erinevaid
ioone, valke ja poliisahhariide. Lisaks leidub seal ka suur hulk vabalt liikuvaid membraaniga
timbritsetud vesiikuleid. Need rakuvilised vesiikulid on sekreteeritud konstitutiivselt rakkude
normaalse elutegevuse kéigus vOi vastusena erinevatele stiimulitele. Esimene t606, kus on
vihjeid rakuvilistele vesikulaarsetele struktuuridele, parineb 1946. aastast, kui Chargaff ja
West leidsid, et trombotsiiiitide vabast plasmast on vdimalik sadestada trombiini teket
mojutavaid  osakesi. Kakskiimmend iiks aastat hiljem tdestas Peter Wolf
elektronmikroskoopia abil, et need vereplasma vesiikulid périnevad aktiveeritud
trombotsiiiitidest ning nimetas need ,,trombotsiiiitide tolmuks* (ingl. k platelet dust) (Wolf
1967). Praeguseks on leitud, et membraaniga timbritsetud rakufragmente eraldavad enamus
rakutiiipe ning neid on kirjeldatud praktiliselt kdigis kehavedelikes - néditeks vereplasmas
(Caby jt., 2005; Wolf 1967), seerumis (Taylor jt, 2006; Wolf 1967),
bronhioalveolaarvedelikus (Admyre jt., 2003), uriinis (Pisitkun jt., 2004; Smalley jt., 2008),
kasvajate poolt toodetud astsiidis (Andre jt., 2002; Taylor jt., 1980), lootevees (Asea jt.,
2008), rinnapiimas (Admyre jt., 2007) ja siinoviaalvedelikus (Skriner jt., 2006).

Esialgu peeti rakuviliseid vesiikuleid inertseks ,rakupriigiks®, mis on tekkinud rakkude
kahjustuste vOi plasmamembraani imberpoordumise tulemusena (Siekevitz 1972). Juba
moned aastad hiljem avaldati esimene t60, kus leiti, et tsirkuleerivad plasmamembraani
fragmendid on olulised membraanides paiknevate ensiiiimide transpordis (De Broe jt., 1977).
Sellest alates lisandub iiha enam uut informatsiooni rakkude poolt sekreteeritud vesiikulite
tahtsuse kohta rakkudevahelisel suhtlemisel. Hiljuti leiti, et lisaks membraansetele ja vesiikuli
luumenis paiknevatele valgumolekulidele, sisaldavad vesiikulid ka mMRNAsid (Baj-
Krzyworzeka jt., 2006; J Ratajczak jt., 2006) ja mikroRNAsid (Valadi jt., 2007) suurendades

veelgi nende olulisust rakkudevahelises informatsiooni tilekandes.

Rakuviliste vesiikulite populatsioon on heterogeenne. Vastavalt vesiikulite erinevale
tekkemehhanismile, suurusele ja molekulaarsele koostisele eristatakse kolme sekreteeritavate
vesiikulite pohitililipi: apoptootilised kehad, mikrovesiikulid ja eksosoomid (Joonis 1).
Soltuvalt raku seisundist voi stiimulite olemasolust keskkonnas voib iiks rakk sekreteerida

korraga mitmeid eri tiitipi vesiikuleid.



Ekstratsellulaarsed vesiikulid

Aktiveeritud voi kasvaja rakk

Joonis 1. Rakuvilised vesiikulid. Rakkude poolt viliskeskkonda sekreteeritud vesiikulite
populatsioon koosneb pohiliselt kolme tiitipi vesiikulitest - apoptootilistest kehadest,
mikrovesiikulitest ja eksosoomidest. Joonise lihtsustamiseks ei ole nédidatud, et sama rakk

voib sekreteerida erinevaid vesiikuleid. Modifitseeritud (Gyorgy jt., 2011) jérgi.

1.1.1. Apoptootilised kehad

Koos moistega apoptoos ehk kontrollitud rakusurm vottis J. F. R. Kerr 1972. aastal kasutusele
ka termini apoptootiline keha. Ta kirjeldas sellega viikeseid, sfadri- voi munakujulisi
tsiitoplasma fragmente, mis tekivad raku suremisel. Apoptootilise keha moodustumine algab
rakus tsiitoplasma kondenseerumisest ja karliopiiknoosist, millele jérgneb tuuma
fragmenteerumine (Kerr jt., 1972). Kaspaaside poolt 1digatud ja aktiveerunud Rho kinaas
ROCK-I suurendab rakkudes aktiini ja miiosiini kompleksi kontsentratsiooni, mille
tulemusena punguvad erineva suurusega, kompaktsed, membraaniga iimbritsetud raku
jaanused (Cotter jt., 1992; Mills jt., 1998; Orlando jt., 2006). Enamuse apoptootiliste kehade
diameeter jadb vahemikku 1-4 pum, mis on trombotsiilitidega samas suurusjirgus, olles seega
tilejddanud rakuvilistest vesiikulitest tunduvalt suuremad (Hristov jt., 2004). Moned t66d on
siiski ndidanud, et osad apoptoosi tagajirjel tekkivad vesiikulid on ka viiksemad, olles
vorreldavad isegi vidikseimate sekreteeritavate vesiikulite - eksosoomidega (diameeter 40-100
nm) (Théry jt., 2001).

Kui jatta korvale apoptootiliste kehade mddtmed ja erinev biogenees, siis ei ole neil omadusi,

mis aitaks neid teistest rakuvilistest vesiikulitest eristada. Sarnaselt mikrovesiikulitele, mis



samuti punguvad plasmamembraanist, kannavad nad oma pinnal doonorrakust périt valke.
Pohiliseks apoptootiliste rakkude omaduseks on nende plasmamembraani fosfolipiidide
asimmeetria kadumine, mille tulemusena raku pinnal paljastub anneksiin V-d siduv
fosfatidiitilseriini (Fadok jt., 1992). Sellest 1dhtuvalt peetakse tihti fosfatitiiiilseriini olemasolu
apoptootilistele kehadele iseloomulikuks tunnuseks. Paraku esineb ka teiste rakuviliste
vesiikulite ~ moodustumisel samasugune plasmamembraani imberkorraldumine ja
fosfatitiitilseriini imberpaiknemine vesiikuli pinnale (Bettache jt., 1998), mistottu ei saa
apoptootilisi kehi eristada vaid nende membraanimarkerite kaudu. Viimasel ajal kasutatakse
apoptootiliste kehade eristamiseks asjaolu, et vorreldes teiste rakuvéliste vesiikulitega on

nende luumen kiillastatud fragmenteerunud DNA ja histoonidega (Berda-Haddad jt., 2011).

Apoptootiliste kehade teke on oluline tunnus, mis eristab apoptoosi suunduvat rakku
nekrootilisest rakust. Soltuvalt raku tiilibist kondenseerub apoptootilise raku materjal {iheks
vOi mitmeks apoptootiliseks kehakeseks, véltides nii rakusiseste komponentide vabanemist
rakuvélisesse ruumi ja hoides éra poletikulise vastuse (Orlando jt., 2006). Peale apoptootiliste
kehade vabanemist on oluline tagada nende kiire ja efektiivne eemaldamine mbritsevast
keskkonnast. Juba 1972. aastal, nditas Kerr, et selleks mehhanismiks on apoptootiliste
vesiikulite kiire fagotsiiteerimine, mis arvatavasti on pohjustatud nende membraani omaduste
muutumisest. 20 aastat hiljem nédidatigi, et apoptootilise keha membraanile liikunud
fosfatidiitilseriin on makrofaagidele dratundmis- ja fagotsiitoosi signaaliks (Fadok jt., 1992).
Siiski ei pohine apoptootiliste kehade dratundmine ainult fosfatidiiiilseriini tuvastamisel, vaid
ka erinevad pinnavalgud vahendavad vesiikulite ja makrofaagide seondumist. Naiteks
makrofaagide vitronektiini retseptor (aVP3) (Savill jt., 1990) ja trombospondiini retseptor
(CD36) (Ren jt., 1995) voivad osaleda apoptootilise vesiikuli dratundmises. Lisaks
organismile ohtlike surevate rakkude tiikkide eemaldamisele on apoptootilistel kehadel ka
muid funktsioone. Nad osalevad naiteks DNA (Holmgren jt., 1999), tipsemalt ka onkogeense
toimega geenide (Bergsmedh jt., 2001) horisontaalses iilekandes, fagotsiiteerivate rakkude
poolt sissevoetuna T-rakkude epitoopide esitlemises (Bellone jt., 1997), autoantigeenide
esitlemises B-rakkudele (Cocca jt., 2002) ning immunosupressiooni juhtimises (Voll jt.,
1997).

1.1.2. Eksosoomid

Eksosoomid on rakuviliste vesiikulite hulgas kdige védiksemad. Juba 1983. aastal niidati, et
retikulotsiitidid sekreteerivad neid 40-100 nm vesiikuleid (Harding jt., 1983). Siiski jdid
9



eksosoomid tdsisema tdhelepanu alt vilja kuni 1996. aastani, mil Raposo jt. nditasid nende
rolli antigeenide esitlemises. Sellest hetkest alates kui avastati, et eksosoomidesse pakitakse
mRNAsid ja miRNAsid (Valadi jt., 2007) on eksosoomide kohta kiivate toode hulk
hiippeliselt suurenenud. Niilidseks on eksosoome kirjeldatud enamikes kehavedelikes ning

seostatud praktiliselt kdigi rakutiilipidega.

Eksosoome eristab teistest rakuvélistest vesiikulitest nende omapérane tekkemehhanism
(Joonis 2). Eksosoomide moodustumine algab tsiitoplasmas, kus endosoomide kiipsemisel
nende membraan sissesopistub ning selle kdigus moodustuvad luumenisisesed vesiikulid.
Selliseid vesiikuleid sisaldavaid hiliseid endosoome nimetatakse multivesikulaarseteks
kehadeks (MVK). Erinevalt klassikalisest endosomaalsest rajast, kus endosoomid iithinevad
liisosoomidega ning nende sisaldis lagundatakse, tiihinevad multivesikulaarsed kehad
plasmamembraaniga ning luumenisisesed vesiikulid ehk eksosoomid vabanevad rakuvilisesse
ruumi (Harding jt., 1983). Endosoomi membraani sissesopistumisel pakitakse moodustuvasse
eksosoomi kindlad tsiitosooli komponendid. On niidatud, et erinevatest rakkudest parit
eksosoomid sisaldavad samu molekule, mis on vajalikud nende vesiikulite biogeneesiks,
struktuuri kujunemiseks ja transpordiks, aga ka rakutiiiibile iseloomulikke komponente, mis
on vajalikud nende doonorrakkude bioloogiliste funktsioonide tditmiseks (Simpson jt., 2008).
Uhed olulisemad valgud, mis tagavad MVK moodustumise ja valkude sortimise
eksosoomidesse on ESCRT (ingl k. endosomal sorting complexes required for transport)
kompleksi valgud. In vitro uuringud on néidanud, et ESCRT-0 kompleksi valgud tunnevad
dra ja koguvad kokku raku tsiitoplasmas ubikvitineeritud valgud, mis seejirel suunatakse
ESCRT-I ja ESCRT-IlI komplekside abil tekkivasse MVK luumenisisesesse vesiikulisse.
Lopptulemusena 16ikab ESCRT-I1I kompleks pungunud vesiikuli membraani kiiljest lahti,
vabastades eksosoomi MVK sisemusse (Wollert ja Hurley 2010). Eksosoomide biogeneesi on
kaasatud veel ka silinteniin ning siindekaan, mis seostudes ESCRT kompleksi valkudega
TSG101 (ingl k. tumor susceptibility gene 101) ja Alix, toetavad samuti luumenisisese
vesiikuli pungumist ja eraldumist (Baietti jt., 2012). Universaalseteks eksosoomi valkudeks
vOib pidada Rab perekonna valke, kuuma Soki valke, adhesiooni molekule, anneksiine ja
tetraspaniine ning neis on laialt levinud lipiidid sfingomiieliin, tseramiid ja kolesterool
(Record jt., 2011). Eksosoome iseloomustavate markervalkudena kasutatakse tihti
tetraspaniine CD63, CD81 ja CD9 (Gyorgy jt., 2011). Hoolimata eksosoomide erinevast
biogeneesist osalevad ka nemad, sarnaselt mikrovesiikulitele (kolmas rakuviliste vesiikulite

tiitip), rakkudevahelises suhtlemises ning informatsiooni horisontaalses tilekandes.
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Joonis 2. Eksosoomide biogenees. Endotsiitoosi tulemusena tekkinud varajasest endosoomist
(ingl. k early endosome, EE) moodustub multivesikulaarne keha (MVK). MVK membraani
sissesopistumise teel tekivad luumenisisesed vesiikulid (ingl. k. intraluminal vesicles, ILV),
mille moodustumisel ja valkude vesiikulitesse suunamisel osalevad ESCRT valgud, lipiidsed
parved ja tseramiidid. Kiipsed MVK-d vodivad litkuda liisosomaalsesse ratta, kus nad
lagundatakse v&i ithineda plasmamembraaniga, sekreteerides Rab GTPaaside poolt
reguleerituna rakuvilisesse keskkonda eksosoome. Modifitseeritud (Bellingham jt., 2012)

jargi.

1.1.3. Mikrovesiikulid

Esimesed t60d, mis ilmusid rakkude poolt sekreteeritavate vesiikulite kohta, kirjeldasid
tegelikult vaid iihte rakuviliste vesiikulite gruppi, mida niitid tihistatakse tildnimetusega
mikrovesiikulid. Neid sarnase biogeneesiga vesiikuleid on nimetatud iisna erinevalt, olenevalt
sellest, mis rakkudest nad parit on. Esmakirjeldaja P. Wolf kasutas 1967. aastal nimetust
,trombotsiiiitide tolm®, kuid see nimetus kadus kui ilmusid esimesed tdendid nende
olulisusest trombotsiiiitide fiisioloogias. Hiljem on mikrovesiikuleid kirjeldades kasutatud
jargmisi nimetusi: ektosoomid — périt neutrofiilidest (Stein ja Luzio 1991) ja fibroblastidest
(Lee jt., 1993); pungunud (ingl. k shedding) vesiikulid — parit kasvaja rakkudest (Shedden jt.,
2003); pungunud kehad (ingl. k shedding bodies) — périt neurosekretoorsetest rakkudest
(Cocuceci jt., 2007); mikropartiklid ja mikrovesiikulid — parit vere monotsiiiitidest (MacKenzie
jt., 2001) ja trombotsiiiitidest (Crespin jt., 2009) ning eksovesiikulid — périt dendriit rakkudest
(Obregon jt., 2006). Selliseid nimetusi voib tihti kohata ka alles hiljuti ilmunud artiklites,

rohutamaks mikrovesiikulite paritolu.
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Mikrovesiikulid vdib oma suuruse poolest paigutada apoptootiliste kehade ja eksosoomide
vahele. Nende diameeter on ligikaudu 100-1000 nm (Gyorgy jt., 2011). Siiski on
vereplasmast leitud ka 100-st nm-st vdiksema diameetriga mikrovesiikuleid (Gyorgy jt.,
2011). Mikrovesiikulite heterogeensus tekitab probleeme siis, kui vesiikulite eraldamine
pohineb nende erineval suurusel. Kui vesiikulite puhastamisel késitleda 100 nm-st vdiksemaid
vesiikuleid tiksnes kui eksosoome, siis voivad tulemused olla ebatépsed, sest vesiikulite kogu
populatsioon vdib sisaldada ka véikeste modtmetega mikrovesiikuleid. Seega tuleb suhtuda
varem avaldatud eksosoome kisitlevatesse to0desse tdsise kriitikaga, sest eksosoomide ja
mikrovesiikulite eraldamine pdohines tihti vaid nende suuruse erinevusel. Selle tottu
arvestatakse viimasel ajal mikrovesiikulite ja eksosoomide eristamisel ka nende muid
parameetreid. Kui apoptootilisi kehi ja mikrovesiikuleid saab teineteisest tihti eristada vaid
DNA ja histoonide olemasolu alusel, siis eksosoomid erinevad neist nii biogeneesi kui

molekulaarse koostise poolest.

1.1.3.1. Mikrovesiikulite tekkemehhanism

Mikrovesiikulid on périt normaalsetest rakkudest, aga neid voivad sekreteerida ka kahjustatud
voi kasvaja rakud (Giusti jt., 2013). Nende pungumine rakkude plasmamembraanist on
fiisioloogiline protsess, mis on seotud rakkude kasvu ja aktiveerumisega. Pungudes haaravad
nad kaasa materjali raku plasmamembraanist ja tslitoplasmast. Moningane konstitutiivne
mikrovesiikulite pungumine vOib toimuda ka puhkavast rakust, kuid nende sekretsioon
suureneb tunduvalt raku aktiveerumisel. Mikrovesiikulite sekretsiooni suurendavad néiteks
lahustuvad antagonistid nagu Ca®*-ioonid (Allan jt., 1976) ja forboolester, mis aktiveerib
proteiin kinaas C-d (Sidhu jt., 2004), aga ka hiipoksia, kiiritus (Wysoczynski ja Ratajczak
2009), aktiveeritud komplementide kaskaad (Sims jt., 1988) ning survestress (Miyazaki jt.,
1996). Klassikalise késitluse jargi toimub plasmamembraani pungumine ja mikrovesiikuli

vabanemine fosfolipiidide asiimmeetria kadumise kaudu raku plasmamembraanis (Joonis 3).
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Konstitutiivne parv
faT(T(kav (koduhoidja signalisatsiooniks)

BEBCOGG I POOITEE
——__
Skramblaas / Fosfatidutlseriin
Tsutoskelett Tsitoplasma

Stimuleerimine

Individuaalne
membraani
vastus
(plastilisus)
Mikrovesiikuli
vabanemine
Aktiveeritud
rakk
spetsialiseeritud membraani  Fosfatidutlseriini

valja viimine

Signaliseerimine

[Ca20]i’

Joonis 3. Plasmameinbraani vastus raku stimuleerimisele ja sellele jirgnev
mikrovesiikuli pungumine. Puhkavates rakkudes tagavad fosfatidiiiilseriini paiknemise
plasmamembraani sisemises kihis aktiveeritud ensiiiim flipaas ning inaktiveeritud ensiitiimid
flopaas ja skramblaas. Kaltsiumi ioonide tdus raku aktiveerumisel muudab olukorra
vastupidiseks, inaktiveerides flipaasi ning aktiveerides flopaasi ja skramblaasi, tuues kaasa
plasmamembraanis fosfolipiidide asiimmeetria kadumise, tsiitoskeleti iimberkorraldumise

ning mikrovesiikuli pungumise plasmamembraanist. Modifitseeritud (Hugel jt., 2005) jargi.

Puhkeolekus tagab kolme ensiiiimi, milleks on flipaas, flopaas ja skramblaas, koostoime
fosfolipiidide nagu fosfatidiitilseriin (PS) ja fosfatidiiiiletanoolamiin (PE) paiknemise
plasmamembraani sisemises kihis. Aktiivne flipaas transpordib fosfolipiide plasmamembraani
valimisest kihist sisemisse (Seigneuret ja Devaux 1984), kusjuures inaktiveeritud flopaas ei
saa fosfolipiide vidlimisse Kihti tagasi liigutada (Connor jt., 1992). Ensiiiim skramblaas on
puhkavates rakkudes samuti inaktiivne, kuid voib aktiveerunud rakkude plasmamembraanis
transportida fosfolipiide mdlemas suunas (Comfurius jt., 1996). Raku aktiveerumisel kutsub

Ca®" ioonide tdus tslitoplasmas esile flipaasi inhibeerimise ning flopaasi ja skramblaasi
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aktiveerimise. Selle tulemusena transporditakse fosfolipiidid plasmamembraani sisemisest

kihist valimisse, sattudes nii ka moodustuva mikrovesiikuli pinnale (Bettache jt., 1998).

Kaltsiumi ioonide Kkontsentratsiooni tous aktiveerib ka papainaaside pereckonda kuuluva
tsiisteiin-proteinaas kalpaiini, mis hiidroliilisib aktiiniga seondunud valke, 15hkudes nii aktiini
ja plasmamembraanis paiknevate gliikkoproteiinide vahelisi sidemeid. See vd&imaldab
tsiitoskeleti timberkorraldumist ja mikrovesiikuli vélja sopistumist (Fox jt., 1990). Naiteks on
trombotstiiitidest leitud vaid neile iseloomulik ensiiiim gelsoliin, mis ldikab aktiini katvaid
valke (McLaughlin jt., 1993) ja osaleb selle kaudu raku tsiitoskeleti timberkorraldamises ja
vesiikuli moodustumises. Mikrovesiikulite tekke klassikalise mehhanismi kdrval on viimasel
ajal palvinud tdhelepanu asjaolu, et paljude endoteeli rakkudest parit vesiikulite pinnal PS
hoopis puudub (Shet jt., 2003). See annab alust oletada, et osade vesiikulite teke on
pohjustatud vaid tsiitoskeleti iimberkorraldustest. Nii vdib mikrovesiikuli pungumine ja sellest

tulenevalt ka vesiikuli suurus olla otseses soltuvuses tema rakulisest paritolust.

1.1.3.2. Mikrovesiikulite molekulaarne koostis

Siiani pole tépselt teada, millise mehhanismi abil toimub valkude ja teiste molekulide
pakkimine mikrovesiikulitesse, kiill on aga ilmunud esimesed t66d, mis kinnitavad, et
tegemist on véga tépselt reguleeritud protsessiga. Praeguseks on ndidatud, et mikrovesiikulite
pungumine toimub raku plasmamembraani kindlatest kohtadest, mis on rikastunud
rakutiiiibile omaste, sinna valikuliselt paigutatud valkude ja lipiididega (Cocucci jt., 2007;
Moskovich ja Fishelson 2007). Oletatakse, et sellised domeenid tekivad mittesekretoorsete
vesiikulite {ihinemisel plasmamembraaniga, mille tulemusel tagatakse tsiitosoolist parit
valitud valkude pakkimine punguvatesse mikrovesiikulitesse (Cocucci jt., 2007, 2009).
Sellises mikrovesiikuli tekke- ja sorteerimisprotsessis osalevad olulise komponendina ka
plasmamembraanis paiknevad kolesteroolirikkad mikrodomeenid — lipiidsed parved (Del
Conde jt., 2005). Need mikrodomeenid on seotud ka eksosoomide biogeneesiga (De Gassart

jt., 2003), mistdttu nad ei ole ainuomased mikrovesiikulite moodustamisele.

Kuivord iihe ja sama raku poolt sekreteeritud mikrovesiikulid ja eksosoomid on erineva
biogeneesiga, siis erinevad nad ka molekulaarselt koostiselt. Uheks olulisemaks erinevuseks
on see, et eksosoomide membraan on rikastatud teatud kindlate valkudega, niiteks
tetraspaniinidega, mida saab uuringutes kasutada kui eksosoomide markereid.

Mikrovesiikulitel selline unikaalne markervalk puudub. Neid iseloomustatakse pigem
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doonorrakule iseloomulike lipiidide ja valkude kaudu, mida mikrovesiikul pungudes kaasa
haarab. Nii voib mikrovesiikuleid tuvastada konkreetsele rakutiiiibile, millest mikrovesiikul
parit on, omase markervalgu kaudu voi mone valgu abil, mida on rakkude pinnal palju
(Gyorgy jt., 2011). Mikrovesiikuli sisaldised ja tema membraani molekulaarne muster

olenevad seega vahetult sellest, millist tiitipi ja millises seisundis rakust see vesiikul parineb.

1.1.3.3. Mikrovesiikulite funktsioonid

Sarnaselt enamusele rakuvilistele vesiikulitele on  mikrovesiikulite  pdhilisteks
funktsioonideks bioaktiivsete molekulide transport doonorrakust eemalasuvatesse
sihtkohtadesse. Mikrovesiikulite funktsioonid soltuvad otseselt sellest, milliseid molekule nad
sisaldavad ehk millistest rakkudest on nad périt. Paljude rakkudest -eralduvate
mikrovesiikulite terviklikkus kaob kiiresti, nad lagunevad ning nende sisaldised ja vdhemalt
osa membraanist vabanevad rakuvilisesse keskkonda. Selline mehhanism on eriti oluline
kasvaja rakkudest parit mikrovesiikulite puhul, mis vabastavad lagunemisel oma membraanis
asuva ekstratsellulaarse maatriksi metalloproteinaasi indutseerija (EMMPRIN), stimuleerides
timbritsevates fibroblastides maatriks metalloproteinaaside tootmist. Selle tulemusena rakke
timbritsev ekstratsellulaarne maatriks lagundatakse ja kasvajarakkude liikuvus suureneb
tunduvalt (Sidhu jt., 2004). Vesiikuli lagunemine tagab signaalmolekulide vabanemise
rakuvilisesse ruumi, vabastades ka selliseid tsiitosooli valke, millel puudub signaaljirjestus.
Niiteks MacKenzie jt (2001) kirjeldasid esimesena pdletikku soodustava  tsiitokiini

interleukiin-1p pakkimist monotsiiiitide poolt sekreteeritavatesse mikrovesiikulitesse.

Suur osa rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulitest osaleb erinevate rakutiitipide vahel
toimuvas signaalide lilekandes, omades nii olulist rolli rakkudevahelises suhtlemises. On
nédidatud, et mikrovesiikulite poolt vahendatud informatsiooni iilekanne ei toimu juhuslikult,
vaid on tépselt reguleeritud protsess. Nimelt ldhterakkudest sekreteeritud mikrovesiikulid ei
seostu mitte iga rakuga, millega nad kokku puutuvad, vaid ainult nende sihtmérkrakkudega,
mille nad spetsiifiliselt 4ra tunnevad. Nditeks seostuvad trombotsiilitidest pirit
mikrovesiikulid kiill monotsiiiitidega, aga mitte neutrofiilidega (Losche jt., 2004).
Mikrovesiikulite seostumine voib toimuda ka mitmete erinevate rakkudega. Niiteks seostuvad
aktiveeritud neutrofiilidest périt mikrovesiikulid nii trombotsiiiitide (Pluskota jt., 2008),
makrofaagide (Gasser ja Schifferli 2004) kui ka dendriitrakkudega (Eken jt., 2008).
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Joonis 4. Mikrovesiikulite seostumine sihtmirkrakuga. Doonorrakkude poolt
rakuvilisesse ruumi sekreteeritud mikrovesiikulid voivad: (a) seostuda sihtmérkrakule
spetsiifiliste pinnaretseptorite vahendusel; (b) lihineda sihtmérkraku plasmamembraaniga,
viles oma sisaldised, kaasaarvatud mRNA, tsiitosooli v0i (c) saada endotsiiteeritud
sihtmérkrakkude poolt (Joonisel ndidatud makropinotsiitoosi vormina). Mikrovesiikuli
joudmisele raku tsiitosooli voib jirgneda: (i) endotsiiteeritud vesiikuli &ratundmine liisosoomi
poolt ja suunamine endosomaalsesse ratta voi (i1) mikrovesiikuli ja endosoomi membraani
ithinemise jarel mikrovesiikuli sisaldise vabanemine raku tsiitosooli. Noole otsad néiitavad
vesiikuli membraani ja sihtmérgi membraani Uhinemisele jdrgnevat vesiikuli sisaldise

vabanemist. Modifitseeritud joonis (Cocucci jt., 2009).

Mikrovesiikuli ja sihtmirkraku seostumine soltub enamasti sellest, millise sihtmérkrakule
moeldud informatsiooni edasikandmiseks see konkreetne vesiikul on moeldud. Mikrovesiikuli
ja raku seostumine voib toimuda kolmel viisil — (@) vesiikuli seostumine plasmamembraanis
paikneva retseptoriga, (b) vesiikuli- ja plasmamembraani {thinemine ning (c) vesiikuli rakku
sissevotmine (Joonis 4). Mikrovesiikuli seostumine sihtmérkraku plasmamembraanis oleva
retseptoriga vOib piirduda ainult retseptorvahendatud signaali iilekandega, mis aktiveerib
retsipientrakus konkreetsed signaalrajad. Naiteks demonstreerisid Barry jt (1999), et
trombotsiiiitide mikropartiklite membraanis oleva arahhidoonhappe abil on vdimalik
monotstiitides aktiveerida kolme erinevat MAP kinaasi (p42/p44 MAPK, p38 ja JNK) rada.

Vesiikuli seostumisel plasmamembraanile jargneb enamasti kas tema rakku sissevdtmine voi
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vesiikuli membraani ja plasmamembraani {ihinemine. Membraanide iihinemisel kantakse
doonorraku pinnalt parit plasmamembraani komponendid nagu retseptorid ja ligandid iile
retsipientraku  plasmamembraani  koosseisu (Janowska-Wieczorek jt., 2001). Samuti
vabanevad vesiikulisse pakitud tsiitosooli komponendid ja segunevad sihtmérkraku
tsiitosooliga. Nii on vOimalik tihest rakust teise kanda valke, mRNA-d ja miRNA-d ning sel
viisil mojutada otseselt retsipientraku fenotiiiipi, funktsioone voi muid omadusi (Deregibus jt.,
2007; Eken jt., 2008; Yuan jt., 2009). Kui mikrovesiikul on joudnud raku endosoomi, siis
voib jdrgneda tema ja endosoomi membraani iihinemine ning sisaldiste vabanemine
tslitosooli. Samas voidakse vesiikul saata ka muutumata kujul liisosoomi lagundamisele

(Cocucci jt., 2009; Faille jt., 2012).

1.2. Embriio implantatsioon

Rasedus on kompleksne protsess, mis holmab tiksteisele jargnevaid siindmusi alates embriio
implantatsioonist, detsiidua ja platsenta moodustumisest kuni lapse siinnini. Iga etapi edukas
labimine on vajalik eeltingimus jdrgmise etapi alustamiseks. Implantatsioonile eelneb nn pre-
implantatsiooni staadium, mille kdigus endomeetrium muutub embriiole vastuvotlikuks ning
blastotsiisti areng jouab staadiumi kus ta on vdimeline endomeetriumile kinnituma. Pre-
implantatsiooni staadiumis toimub embriio rakkude 16igustumine, mille jooksul moodustuvad
looteks arenev sisemine rakumass ehk embriioblast ning viline trofektoderm, mis véimaldab
embriionaalsel koel seonduda emaka endomeetriumiga. Sellel perioodil toimuvad
biokeemilised ja morfoloogilised muutused endomeetriumi stroomas ning epiteelis, mille
tagajédrjel muutub ta blastotsiistile vastuvotlikuks. Endomeetriumi rakkude diferentseerumise
kdigus suureneb nii endomeetriumi nddrmete sekretsiooni voime kui ka ekstratsellulaarse
maatriksi valkude tootmine emaka epiteeli rakkude poolt. Neist muutustest paljud alluvad
hormonaalsele regulatsioonile ja toimuvad iga normaalse menstruaaltsiikli ajal olenemata
rasedusest. Lisaks toodab raseduse varajases etapis arenev blastotsiist faktoreid, mis tdstavad

veelgi endomeetriumi vastuvotlikust (Van Sinderen jt., 2013).

Menstruaaltsiikli kesk-sekretoorses faasis jargneb luteiniseeriva hormooni jérsule tdusule ja
langusele 4-5 pdeva pikkune periood, mida nimetatakse implantatsiooni aknaks, mille ajal
endomeetriumi suurenenud vastuvotlikkus kattub hetkega, millal blastotsiist on valmis
endomeetriumile kinnituma (Sarani jt., 1999). Viljaspool seda perioodi implantatsiooni ei

toimu vOi on blastotsiisti kinnitumine defektne. On nédidatud, et ligikaudu 30% raseduse
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varajastest katkemistest vdivad olla tingitud just blastotsiisti implantatsiooni héiretest
(Macklon jt., 2002). Implantatsiooni protsess algab 6-7 péeva peale viljastumist (Sarani jt.,
1999) ja selle voib jagada kolmeks faasiks. Esimeseks etapiks on apositsioon, mille kdigus
Kinnitub blastotsiist emaka seinale veel ebastabiilselt. Selles staadiumis seostuvad emaka
epiteelirakkude pinnal paiknevad pinopoodid blastotsiisti siintsiilitiotrofoblastide pinnal
olevate mikrohattudega. Seejdrel tugevneb kontakt emaka epiteelirakkude ja blastotsiisti
rakkude vahel. Viimaseks staadiumiks on invasioon, mille kéigus trofoblasti rakud tungivad
ja migreeruvad 1dbi emaka epiteeli detsiiduasse, joudes miiomeetriumi vélimise kihini ja
emaka veresoonkonnani. Nii tagatakse loote ja platsenta ankurdamine emaka endomeetriumi

kiilge ning piisav verevahetuse ema ja loote vahel (M. Singh jt., 2011).

1.2.1. Platsenta moodustumine

Implantatsiooni kaigus moodustuv platsenta reguleerib ema organismi ja loote vahelist
ioonide ja metaboliitide transporti ning loote jadkproduktide eraldamist, voimaldades seeldbi
loote arengut. Platsenta moodustumine on keeruline protsess, mis hdlmab embriio arengu
kaigus tekkinud trofektodermi rakkudest périnevate trofoblasti rakkude jagunemist,
diferentseerumist, invasiooni ja seostumist emaka detsiidua rakkudega. Platsenta
moodustumisel tekivad rakkude diferentseerumise kaudu kaks erinevat trofoblasti tiilipi.
Villoosset tiilipi tsiitotrofoblasti rakud jddvad basaalmembraaniga ithendatuks ja moodustavad
iihekihilise epiteeli, mis moodustab funktsionaalse barjdédri ema vereringe ja lootekoe vahel
(Joonis 5). Uhetuumaliste tsiitotrofoblasti rakkude liitumise tulemusena tekivad multituumsed
stintsiititiotrofoblastid. Need rakud on vahetus kontaktis ema verega ning osalevad ema
organismi ja loote vahelises molekulide tilekandes ning platsenta funktsioonide endokriinses
regulatsioonis. Ekstravilloosset tiilipi tsiitotrofoblasti rakud liiguvad detsiiduasse ja
miomeetriumisse, et timber kujundada endomeetrium ja selle veresoonkond. Mdned
ekstravilloossed tsiitotrofoblasti rakud (endovaskulaarne trofoblast) voivad tungida ka emaka
arterioolidesse, asendades seal endoteeli rakke ja tekitades madala toonusega ja suure

diameetriga veresooni (Malassiné ja Cronier 2002).

Siiani pole péris tdpselt teada, mis kontrollib trofoblastide litkumist limbritsevate rakkude

suhtes. Toendoliselt on trofoblastide liikumine kompleksne protsess, mida reguleeritakse nii

molekulide kui ka rakuliste struktuuride omavahelise toime kaudu. Regulatsioonis voivad

osaleda nditeks adhesiooni molekulid, ekstratsellulaarse maatriksi valgud ja maatriksit

lagundavad metalloproteinaasid (MMP). Adhesiooni molekulidest on vdga olulised néiteks
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integriinid, mis otseselt reguleerivad trofoblastide liikumist. On ndidatud, et esimese trimestri
villoossetel tsiitotrofoblastidel ekspresseerub a6f4 integriin, mis on laminiin 332 retseptor.
Kui trofoblastide arengu kiigus tekivad ekstravilloosset tiilipi rakud, siis need liiguvad
villoossest basaalmembraanist vilja, neil reguleeritakse alla a6PB4 integriini tase ning nad
hakkavad ekspresseerima fibronektiini retseptorit, milleks on o581 integriin ja
laminiini/kollageeni retseptorit alB1 integriini (Damsky jt., 1994). Hiired eelnimetatud
integriinide ekspressiooni timberliilitamises takistavad trofoblastide liikumist detsiiduasse ja
pOhjustavad raseduse komplikatsioone, milleks on pre-eklampsia (Zhou jt., 1993). Oluline osa
on ka emapoolsel mikrokeskkonnal, mis soodustab trofoblastide piisavat invasiooni detsiidua

rakkude vahele, kuid samas hoiab &ra liigse invasiooni (Burrows jt., 1996; Xu jt., 2002).

Emapoolsed platsenta komponendid

/ ] Mﬁomeetri'm:n\
Spiraalsed arterid  Lpdomeetrium/ 1\

(Tunginud
endovaskulaarsete \ /
trofoblastide vahele) 3

Emapoolne veri

Endovaskulaarne
trofoblast

Ekstravilloosse tsiitotrofoblasti

Sanmas Villoosne tsiitotrofoblast

Suntsiitiotrofoblast

Joonis 5. Ema organismi ja lootelise piritoluga platsenta komponendid. Ema organismist

Loote poolsed platsenta komponendid

périt platsenta komponendid on miiomeetrium, endomeetrium/detsiidua, spiraalsed arterid ja
emapoolne veri. Lootelise péritoluga on hatte déristav villoosne tsiitotrofoblastide ning neid
kattev, ema verega vahetult kokku puutuv paljutuumne siintsiiiitiotrofoblastide piirkond.
Joonisel on esitatud ka ekstravilloossetest tsiitotrofoblastidest moodustunud sammas ning ema
organismi arterioolidesse tunginud endovaskulaarsete trofoblastide ala. Modifitseeritud joonis

(Frost ja Moore 2010) jargi.
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1.2.2. Trofoblasti ja endomeetriumi rakkude vaheline suhtlus

Samaaegseid muutusi, mis toimuvad embriionaalsetes kudedes ja endomeetriumi koes pre-
implantatsiooni perioodil reguleeritakse suures osas nendest kudedest périt rakkude
omavahelise suhtlemise kaudu. Embriio koe ja ema organismi rakkude vahelist suhtlust voiks
jagada no ,,siisteemseks ja lokaalseks vestluseks®. Siisteemse suhtluse puhul toimub
informatsiooni vahetus vereringe ja erinevate kudede kaudu. Néiteks liigub inimesel
trofoblasti rakkude poolt sekreteeritav inimese koorioni gonadotropiin (hCG) vereringe
vahendusel munasarja ning stimuleerib progesterooni tootmist kollaskehas, kontrollides selle
kaudu endomeetriumi arengut ning toetades embriio implanteerumist (Fujiwara 2006). Lisaks
sellele on ndidatud, et suguhormoonid Gstrogeen ja progesteroon osalevad ka blastotsiisti
integriinide ekspresseerumise reguleerimises (Basak jt., 2002). On leitud ka, et raseduse
varasel etapil toimub areneva embriio ja emaorganismi kudede vahel otsene suhtlus, mida
nimetatakse embriio ja ema vaheliseks ,,kohalikuks vestluseks®. Selles protsessis kasutatakse
suurt hulka loote algme ja ema organismi endomeetriumi poolt sekreteeritud bioloogilisi
molekule, nditeks kemokiine, tsiitokiine, adhesioonimolekule ja kasvufaktoreid, mis tagavad
blastotsiisti normaalse kinnitumise endomeetriumile. Kui nimetada monda olulisemat, siis
nditeks interleukiini 1P sekretsioon on arvatavasti esimene blastotsiisti vastus retseptiivsele
endomeetriumile ning lisaks veel endomeetriumi poolt sekreteeritavad LIF (ingl. k. Leukemia
inhibitory factor), interleukiin 6 (IL6) ja interleukiin 11 (IL11). Kasvufaktoritest vdib vilja
tuua transformeeriva kasvufaktori B (ingl k. Transforming growth factor-f), epidermaalse
kasvufaktori perekonna (EGF) ning insuliini sarnase kasvufaktori perekonna valgud (M.
Singh jt., 2011).

1.2.2.1. Trofoblasti rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulite osa ema organismi ja

loote vahelises suhtluses

Viimastel aastatel on embriio ja ema organismi kudede vahelise suhtlemise uurimisel
huviorbiiti tdusnud rakkude poolt sekreteeritavad vesiikulid ning seal hulgas ka
mikrovesiikulid. Raseduse korral sekreteerivad trofoblasti rakud iimbritsevasse keskkonda
mikrovesiikuleid. On niidatud, et vorreldes normaalse raseduse teise trimestriga touseb
kolmanda trimestri jooksul siintsiiitiotrofoblastide poolt sekreteeritud mikrovesiikulite
(STBM) hulk méarkimisvaarselt (Germain jt., 2007). Mikrovesiikulite hulga olulist tdusu on
margata ka raseduskomplikatsioonide, niiteks pre-eklampsia, puhul (Reddy jt., 2008).
Seetottu enamikus uuringutes vorreldakse mikrovesiikuleid normaalse ja komplitseeritud
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raseduse korral, mis vdimaldaks tuvastada, millist osa méingivad trofoblasti rakkude poolt
sekreteeritud mikrovesiikulid raseduse kulgemises. Nii on ndidatud, et STBM-d osalevad
platsenta ja ema organismi kudede vahelises suhtluses, mdjutades podletiku kulgemist ja
veresoonkonna héirete reguleerimist. Kdige enam on uuritud STBM-te rolli pre-eklampsia
korral. Pre-eklampsia on multisiisteemne hdire, mille puhul platsenta moodustumisel
veresoonkond areneb ebanormaalselt, siinnitus toimub enneaegselt, loote slinnieelne kasv on
parsitud ning komplikatsioonid vdivad 10ppeda nii ema kui lapse surmaga (Sibai jt., 2005).
Rasedatel, kellel areneb vélja pre-eklampsia suureneb slintsiiiitiotrofoblastide poolt
sekreteeritud mikrovesiikulite hulk ning samal ajal vdheneb endoteeli rakkude aktiivsus
(Knight jt., 1998) ja hiirub nende talitlus (VanWijk jt., 2002), mis on iiheks teguriks ka pre-
eklampsia kujunemisel. Lisaks on leitud, et pre-eklampsia korral vdivad veres ringlevad
STBM-d vdimendada pdletikku, seostudes monotsiiiitidele ja stimuleerides pdletikueelsete
tsiitokiinide nagu TNF-a (ingl. k. tumor necrosis factor o), interleukiin 12p70 ja interleukiin
18 teket ning samal ajal inhibeerida interferoon-y (IFN-y) teket (Germain jt., 2007). STBM-d
voivad samuti suurendada interleukiinide IL-8, IL-6 ja IL-1p teket ning reguleerida iiles

adhesioonimolekuli CD54 ekspressiooni (Messerli jt., 2010).

Enamuses uuringutes on kirjeldatud mikrovesiikulite osalemist raseduse hilisemas faasis ja
nende seotust raseduse komplikatsioonidega. Pohiliselt on uuritud just mikrovesiikulite
seostumist immuun- ja endoteelirakkudega, mis voiks selle kaudu reguleerida erinevaid
rasedusega seotud protsesse. Senini on tdhelepanu alt vilja jadnud pre-implantatsiooni
staadiumis toimuv trofoblasti ja endomeetriumi vaheline suhtlemine, mis tegelikult voib
osutuda médravaks blastotsiisti endomeetriumile kinnitumisel. Esimene sellesisuline t66 ilmus
2013. a alguses, kus Ng jt néitasid, et endomeetriumi rakkude poolt sekreteeritud eksosoomid
ja mikrovesiikulid sisaldavad miRNA-sid, mis kontrollivad implantatsiooniks oluliste geenide
ekspressiooni. Sellest ldhtuvalt voib arvata, et endomeetriumi rakkude poolt sekreteeritud
vesiikulite sissevotmine trofektodermi vdi epiteeli rakkudesse vdib olla implantatsiooni
onnestumiseks mairavava tiahtsusega (Ng jt., 2013). Vastassuunalist informatsiooni {ilekannet
ehk seda kas ja kuidas trofoblasti rakkudest périt eksosoomid ja mikrovesiikulid mojutavad
endomeetriumi rakke ning voimalik, et reguleerivad sel viisil embriio implanteerumist, pole

aga siiani ldhemat uuritud.
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2.
2.1.

EKSPERIMENTAALNE OSA

Too eesméirgid

Kéesoleva magistritod eesmirgiks oli esiteks kirjeldada trofoblasti rakuliinide JAR ja JEG-3

poolt sekreteeritud vesiikulite valgulist koostist ning teiseks uurida trofoblasti

mikrovesiikulite voimalikku osalemist trofoblasti ja endomeetriumi vahelises suhtlemises.

Eesmirgi saavutamiseks piistitati jargmised tilesanded:

1.
2.

Eraldada JAR ja JEG-3 rakkude poolt kasvukeskkonda sekreteeritud mikrovesiikulid.
Leida trofoblasti mikrovesiikulitele iseloomulik pinnavalk, mis oleks kasutatav nende
vesiikulite tuvastamiseks.

Kirjeldada mikrovesiikulite valgulist koostist.

Teostada mikrovesiikulite proteoomika andmete analiiiis, selleks et klassifitseerida neis
paiknevaid valke funktsioonide alusel.

Teha kindlaks, kas trofoblasti mikrovesiikuleid voetakse sisse endomeetriumi rakuliini

RL95-2 rakkudesse ning milline vdiks olla sisenemise mehhanism.
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2.2.
2.2.1. Kasutatud antikehad

Materjalid ja metoodika

2.2.1.1. Western blot analiiiisil kasutatud antikehad

Antikeha Firma/autor, riik | Algkontsentratsioon I|<as_utatud
ahjendus
Primaarsed antikehad
inimese integriin beeta 4 Lifespan
vastane hiire MAK biosciences. USA 1 mg/ml 1:100
450-9D ’
inimese CD63
vastane hiire MAK Abcam, UK 1 mg/ml 1:10000
MEM-259
inimese integriin alfa 6 . ey .
wastns kgl MAK. | o LOSP | Senel  sooo
EPR5578 ’
Negatiivse kontrolli antikeha
. N Santa Cruz
hiire IgG isotiilipide Biotechnology, 0,4 mg/ml 1:1000
segu USA
Sekundaarsed antikehad
madardika
peroksiidaasiga seotud Thermo
hiire Scientific, USA 0,8 mg/ml 1:5000
immunoglobuliinide
vastane Kitse PAK
madardika
peroksiidaasiga seotud Thermo
kiitiliku Scientific, USA 0,8 mg/ml 1:5000
immunoglobuliinide
vastane kitse PAK
2.2.1.2. Labivoolu tsiitofluorimeetrias kasutatud antikehad
Antikeha Firma/autor, riik | Algkontsentratsioon ||<as_utatud
ahjendus
Primaarsed antikehad
inimese integriin beeta 4 Lifespan
vastane hiire MAK biosciences. USA 1 mg/ml 1:25
450-9D ’
inimese CD63
vastane hiire MAK Abcam, UK 1 mg/ml 1:500
MEM-259
inimese integriin alfa 6
vastane hiire MAK Millipore, USA 0,1 mg/ml 1:200
CBL458
Negatiivse kontrolli antikeha
. e Santa Cruz
hiire IgG isotiiiipide Biotechnology, 0,4 mg/ml 1:200
segu USA
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Sekundaarne antikeha

hiire
immunoglobuliinide
vastase Kitse PAK
F(ab")2
fragmendid,
seotud Alexa Fluor
647-ga

Molecular Probes,

USA 2 mg/ml 1:200

2.2.1.3. Immunofluorestsentsmikroskoopias kasutatud antikehad

Antikeha Firma/autor, riik | Algkontsentratsioon P|<as_utatud
ahjendus
Primaarne antikeha
inimese integriin beeta 4 Lifespan
vastane hiire MAK biosciences. USA 1 mg/ml 1:25
450-9D '
Sekundaarne antikeha
hiire
immunoglobuliinide
vastase Kitse PAK Molecular Probes
F(ab")2 ' 2 mg/mi 1:200
. USA
fragmendid,
seotud Alexa Fluor
647-ga

2.2.2. Kasutatud rakuliinid

Kéesolevas t60s kasutati kahte inimese platsenta koorioni kartsinoomi rakuliini JAR ja JEG-3,

inimese endomeetriumi kartsinoomi rakuliini RL95-2 ning melanoomi rakuliini C32.

JAR ja JEG-3 rakuliine kasvatati RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium)
sootmes (PAA Laboratories, Austria), mille mahust oli 10% veise loote seerum (FCS, ingl. k.
foetal calf serum) (PAA Laboratories, Austria) ning millele lisati 100 pg/ml streptomiitsiini ja
100 U/ml penitsilliini. RL95-2 ja C32 rakuliine kasvatati IMDM (Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium) s66tmes (PAA Laboratories, Austria), mille mahust oli 10% veise loote
seerum ning millele lisati samuti penitsilliini ja streptomiitsiini (Invitrogen, USA). RL95-2
rakkude so6tmesse lisati ka inimese insuliini (Invitrogen, USA) Idppkontsentratsiooniga 0,5
pg/ml. Koiki rakke kasvatati 5% CO; juuresolekul veeauruga kiillastatud atmosfééris
temperatuuril 37°C. Rakkude timberkiilvamiseks pesti neid iiks kord steriilse 1xPBS-iga ning
eemaldati plastikult triipsiiniga voi 1xPBS-iga, mis sisaldas 10 mM EDTA-d. Triipsiini m&ju
inhibeeriti, lisades triipsiini lahusega vordses mahus seerumit sisaldavat sdoodet (RPMI

1640+10% FCS). Rakud sadestati tsentrifuugides (tsentrifuug 4K15C, Sigma) 10 minuti
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jooksul 350xg ja 20°C juures. Rakke passeeriti 2-3 pdeva jérel, mil nad olid saavutanud

100%-lise konfluentsuse.
2.2.3. Mikrovesiikulite ja eksosoomide eraldamine

Mikrovesiikulid ja eksosoomid eraldati JAR ja JEG-3 rakkude kasvukeskkonnast meetodil,
mille aluseks on vesiikulite suuruse ja tiheduse erinevused. See metoodika hdlmab erinevaid
tsentrifuugimise ja ultratsentrifuugimise etappe (Joonis 6), mille tulemusena eralduvad

erineva suurusega vesiikulid erinevatesse fraktsioonidesse (Théry jt., 2001).

100 000xg ultratsentrifuugitud s66de =l seerumieksosoomidja mikrovesiikulid

O

filtreerimine (0,2 umfilter)

d

20-24h koekultuuris kasvanud rakkude s6ode

{

2000xg tsentrifuugimine === Raku tiikid + Apoptootilised kehad

0

10 000xg ultratsentrifuugimine =P Mikrovesiikulid

d

100 000xg ultratsentrifuugimine

{

filtreerimine (0,22 pum filter)

0

100 000xg ultratsentrifuugimine e Eksosoomid (+ Mikrovesiikulid)

Joonis 6. Mikrovesiikulite ja eksosoomide eraldamise etapid. Punasega on mérgitud materjal,

mida kasutati edasises t00s.

Soodet, milles kasvatati trofoblasti rakke (RPMI 1640+10% FBS), tsentrifuugiti enne
rakkudele kandmist 1 tund 100 000xg juures (ultratsentrifuug L8-M, rootor 45Ti, Beckman,
USA) eraldamaks s66tmest mikrovesiikulid ja eksosoomid, mis vdisid sinna sattuda veise
seerumist. Peale tsentrifuugimist s6ode filtreeriti (filtri poori 1dbimodt 0,2 um; Thermo
Scientific, USA) ning kasvatati selles rakke 20-24 tundi. Seejérel rakkudelt s66de eemaldati
ning tsentrifuugiti (tsentrifuug 4K15C, Sigma) 20 minutit 2000%g ja 4°C juures, selleks et
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eraldada surnud rakkude tiikid ja apoptootilised vesiikulid (Turidk jt., 2011). Mikrovesiikulite
eraldamiseks tsentrifuugiti eelmainitud so6det 10 000xg ja 4°C juures 1 tund (ultratsentrifuug
L8-M, rootor 45Ti). Selleks, et eemaldada vesiikulite kiilge kleepunud so6tme valke pesti
sadenenud materjali 1xPBS-ga ning sadestati uuesti 16 100xg (tsentrifuug 5415R, Eppendorf,
Saksamaa) ja 4°C juures 10 min. Sadestatud vesiikulid suspendeeriti PBS-s ja siilitati -80°C

juures voi liisiti litisilahuses (vaata punkt 2.2.5.).

Eksosoomid eraldati mikrovesiikulite sademelt eemaldatud supernatandist tsentrifuugides
seda 100 000xg juures (ultratsentrifuug L8-M, rootor 45Ti) 1 tund temperatuuril 4°C.
Sadenenud vesiikulid suspendeeriti ja filtreeriti (filtri poori 1abimodt 0,22 um; Millipore,
USA) ning tsentrifuugiti uuesti 1 tund 100 000xg juures (ultratsentrifuug L8-M, rootor
SW41Ti) temperatuuril 4°C. Saadud vesiikulite sade suspendeeriti PBS-s ja séilitati -80°C vai

luiisiti lisilahuses (vaata punkt 2.2.5.).

2.2.4. Vesiikulite keskmise diameetri mootmine

10 000xg ja 100 000xg juures sadestatud vesiikulite keskmised diameetrid mdodeti Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, UK) abil. Tulemusi analiiiisiti kasutades tarkvarapaketi

R'1 versiooni 2.15.2.

2.2.5. Rakkude, mikrovesiikulite ja eksosoomide liiiisimine

Petri tassidel kasvavaid rakke pesti koigepealt iiks kord steriilse 1xPBS-iga ning eemaldati
siis plastikult 1xPBS-ga, mis sisaldas 10 mM EDTA-d. Rakud sadestati tsentrifuugimise teel
ja pesti veel 3 korda 1xPBS-ga. Nii rakud, kui kasvukeskkonnast eraldatud vesiikulid liiiisiti 1
tunni jooksul 50 mM TrisHCI puhvris (pH 7,5), millele lisati 1% Triton X-100, inhibiitorite
kokteil ~ (Roche  Diagnostics =~ GmbH,  Sveits) ning 1 mM  PMSF-i
(fentiilmetiitilsulfontitilfluoriid). Seejérel toddeldi liiiisilahuses olevat rakususpensiooni 2x15
sekundit ultraheliga (Cole-Parmer, USA) ning tsentrifuugiti 16 100xg (tsentrifuug 5415R,

Eppendorf, Saksamaa) ja 4°C juures 10 min. Supernatant eraldati ja siilitati -20°C juures.

2.2.6. Valkude SDS-poliiakriiiillamiidgeel elektroforees ja Western blot analiiiis

Rakkude ja vesiikulite liisaadid segati Laemmli proovipuhvriga ning kuumutati 5 minutit

100°C juures. Redutseerivaid tingimusi ndudvate valguproovide puhul kasutati ditiotreitooli
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sisaldavat proovipuhvrit. Valgud lahutati 6%- voi 12%-lise SDS-poliiakriiiilamiidgeeli abil
ning kanti sellelt PVDF membraanile (poliiviniilideenfluoriid; Immobilon, Millipore, USA)
nn ,mirja“ llekande meetodil 1 tunni jooksul 100 V voolupinge juures. Antikehade
mittespetsiifilise seostumise véltimiseks inkubeeriti membraane 1 tund 1xPBS-s, mis sisaldas
0,1% Tween-20 ja 5% l10ssipulbrit (nn blokeerimissegu). Seejérel toimus membraanide
inkubeerimine 1 tunni  jooksul primaarsete antikehadega, mis olid lahjendatud
blokeerimissegus. Jargnevalt pesti membraane kolm korda 15 minutit 1xPBS-ga, milles oli
0,1% Tween-20 ning inkubeeriti 1 tund sekundaarsete antikehadega blokeerimissegus.
Ldpuks pesti membraane kolm korda 15 minutit 1xPBS-ga, milles oli 0,1% Tween-20 ja
inkubeeriti 5 minutit kemoluminestsentsi esilekutsuvas lahuses (Millipore, USA) ning
eksponeeriti rontgenfilmile (Agfa, Belgia). Film ilmutati vastavalt etteantud protokollile
(Agfa, Belgia).

2.2.7. Labivoolu tsiitofluorimeetriline analiiiis

Lébivoolu tsiitofluorimeetrilisel analiitisil kasutati erinevaid protokolle sdltuvalt sellest, kas

uuriti iiksnes rakkude ja vesiikulite pinna valke vdi siis sisemisi ja pinna valke samaaegselt.

Rakkude voi vesiikulite pinnavalkude uurimiseks pesti neid 1xPBS-ga ja hoiti 15 minutit jaal
blokeerimissegus (PBS + 0,4% EDTA + 2% kitse seerum). Esiteks inkubeeriti rakke voi
vesiikuleid primaarse antikehaga 30 minutit jaal, pesti 2 korda pesulahusega (PBS + 0,4%
EDTA + 1% BSA) ja inkubeeriti seejdrel sekundaarse antikehaga 30 minutit jadl pimedas.
Primaarne antikeha lahjendati blokeerimissegus ja sekundaarne antikeha pesulahuses.
Negatiivse kontrollina kasutati primaarsele antikehale vastavat kogust hiire IgG isotiiiipide
segu voi ainult sekundaarset antikeha. Peale sekundaarse antikehaga inkubeerimist pesti rakke

pesulahusega ja suspendeeriti 1 xPBS-s.

Rakkude ja vesiikulite pinnal voi sisemuses paiknevate valkude tuvastamiseks fikseeriti neid
4%-lise formaldehiiiidi lahuses ja pesti seejarel permeabiliseerimise puhvriga (nn Perm
puhver) (eBioscience, USA) ja jdeti 30 minutiks blokeerimissegusse (Perm puhver, milles oli
2% kitse seerumit). Kdigepealt inkubeeriti rakke/vesiikuleid primaarse antikehaga 30 minutit
toatemperatuuril, seejdarel pesti rakke 2 korda Perm puhvriga ja inkubeeriti sekundaarse
antikehaga 30 minutit toatemperatuuril pimedas. Primaarne antikeha lahjendati
blokeerimissegus ja sekundaarne antikeha Perm puhvris. Peale sekundaarse antikehaga
inkubeerimist pesti rakke Perm puhvriga ja suspendeeriti 1xPBS-s.
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Labivoolu tsiitoflourimeetri abil méarati igas proovis uuritavat antigeeni kandvate rakkude arv
sama ajapunkti negatiivse kontrolli (st uuritavat antigeeni dratundev antikeha oli asendatud
vastava loomaliigi IgG seguga voi ainult vastava sekundaarse antikehaga) suhtes. Hilisemal
andmete analiilisil paigutati nn “vdrav” negatiivse kontrolli histogrammile nii, et 0,5%
rakkudest loeti positiivseks. See voimaldas andmekogumist vilja jétta voimalikud
valepositiivsed  siindmused. = Rakkude ja  mikrovesiikulite  analiilis  teostati
labivoolutsiitomeetril FACSAria (BD Biosciences, USA) ning tulemusi analiiiisiti Flowing

Software 2.5.0 (Turku Centre for Biotechnology, Soome) tarkvara abil.

2.2.8. Mikrovesiikulite mass-spektromeetria

Mikrovesiikulite liisaatide ~mass-spektromeetriline analiilis teostati Tartu Ulikooli

Tehnoloogiainstituudi Proteoomika tuumiklaboris.

Mikrovesiikulitest tuvastatud valkude vodimalikku paiknemist rakus, nende molekulaarseid
funktsioone ja rolli bioloogilistes protsessides analiiiisiti rikastusanaliiiisiga geeni ontoloogia

(GO) kategooriates kasutades veebitooriista David (http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Oluliseks

loeti kategooriad, mille puhul p-véartused jdid pérast Bonferroni korrektsiooni védiksemaks

kui 0,05. Tulemuste esitamiseks kasutati tarkvarapaketi R"i versiooni 2.15.2.

JAR ja JEG-3 rakkude mikrovesiikulitest mass-spektromeetrilise analiiiisi abil tuvastatud
valke vorreldi omavahel. Need valgud, mis olid périt ainult tihe rakuliini vesiikulitest, jaotati
kaheks, vastavalt sellele, kas neid oli mass-spektromeetrias tuvastatud vdhemalt viie voi

vihem kui viie peptiidi abil. Koiki valke, mida tuvastati vahemalt 5 peptiidi alusel, vorreldi

andmebaasis Vesiclepedia (http://www.microvesicles.org/) esitatud valkudega ja trofoblasti
rakkudest antikehade abil tuvastatud valkudega, mis leiti andmebaasist The human protein

atlas (http://www.proteinatlas.org/). Venni diagrammide tegemiseks kasutati veebikeskkonda

venny (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).
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2.2.9. Trofoblasti rakuliinidest JAR ja JEG-3 périt mikrovesiikulite sisenemine

endomeetriumi rakuliini RL95-2 rakkudesse

2.2.9.1. Mikrovesiikulite mérgistamine

JAR ja JEG-3 rakkude kasvukeskkonnast eraldatud mikrovesiikulid mérgistati lipiidi vérviga
FM 1-43 (N-(3-trietiiiilammooniumpropiiiil)-4-(4-dibutiitilamiino)stiirtiil )ptiridiinium

dibromiid) (Molecular Probes, USA) vdi mikrovesiikulite pinnavalgu vastase antikehaga.

Antikehaga mérgistamiseks hoiti mikrovesiikuleid 15 minutit jdil blokeerimissegus (PBS +
0,4% EDTA + 2% kitse seerum) ja inkubeeriti seejirel primaarse antikehaga 30 minutit
samuti jiil. Peale seda pesti mikrovesiikuleid 2 korda pesulahusega (PBS + 0,4% EDTA +
1% BSA) ja inkubeeriti sekundaarse antikehaga 30 minutit jaal, pimedas. Primaarne antikeha
lahjendati blokeerimissegus ja sekundaarne antikeha pesulahuses. Peale sekundaarse
antikehaga inkubeerimist pesti mikrovesiikuleid pesulahusega, sadestati tsentrifuugimise teel

ja suspendeeriti iiles IMDM sdotmes.

Mikrovesiikulite mérgistamiseks lisati nende suspensioonile PBS-s FM 1-43 virvi (lahjendus
1:2000) ja hoiti 5 minutit jadl. Sellele jargnevalt sadestati mikrovesiikulid tsentrifuugimise

teel ja suspendeeriti iles IMDM s66tmes.

2.2.9.2. Mirgistatud mikrovesiikulite sissevotmine retsipientrakku

Mikrovesiikulite mérklaudrakkudena kasutati RL95-2 rakke ja kontrollina melanoomi C32
rakke, mis kiilvati 24-kannulistesse plaatidesse arvestusega 100 000 rakku kannu kohta.
Immunofluorestsentsmikroskoopia jaoks kiilvati rakud 24-kannulise plaadi pohja asetatud 12
mm 1dbimddduga klaasidele (Marienfeld GmbH & Co. KG, Saksamaa). Rakke kultiveeriti 2
pdeva. Seejdrel pesti rakke steriilse PBS-ga. Sihtmérkrakkudele lisati FM 1-43 vérviga
margistatud, filtreeritud (filtri poori 1abimdot 0,8 pm; Thermo Scientific, USA) ja ldbivoolu
tsiitofluorimeetri FACSAria (BD Biosciences, USA) abil loendatud mikrovesiikulid. Uhe
proovi kohta voeti kas ~200 000 voi ~400 000 méargistatud mikrovesiikulit. Rakke inkubeeriti
mikrovesiikulitega 1 tunni jooksul kas 4°C voi 37°C juures. Peale inkubeerimist eemaldati
rakkudelt mikrovesiikuleid sisaldav s66de ja rakke pesti steriilse PBS-ga. Seejirel inkubeeriti
rakke elusatele rakkudele moeldud tuumavérviga Hoechst (1 pg/ml) (Thermo Scientific,
USA) 30 minuti jooksul 37°C juures, selleks et tuua néhtavale raku tuumad.
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Immunofluorestsentsmikroskoopia jaoks pesti rakke iiks kord 1xPBS-ga ning sulundati
fluorestsentsi pleekimist vdhendavasse preparaati Fluoromount G (Electron Microscopy
Sciences, USA). Preparaate analiiiisiti konfokaalmikroskoobiga Olympus FluoView TM

FV1000. Saadud kujutiste to6tlemiseks kasutati arvutiprogrammi Imaris (Bitplane, Sveits).

Lébivoolu tstitofluorimeetriliseks analiitisiks eraldati rakud plastikult 1xPBS-iga, mis sisaldas
10 mM EDTA-d. Rakud sadestati tsentrifuugimise teel ja suspendeeriti PBS-s. Saadud

tulemusi analiiiisiti Flowing Software 2.5.0 tarkvara abil ja esitati tarkvarapaketi R’i versiooni

2.15.2 abil.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Trofoblasti rakuliinide JAR ja JEG-3 rakkude poolt sekreteeritud vesiikulite

suuruse mootmine

Uurimaks, kui suured on trofoblasti rakuliini rakkude poolt kasvukeskkonda sekreteeritud
vesiikulid, moddeti nende keskmised diameetrid (Joonis 7). Selgus, et 10 000xg juures
sadestatud vesiikulite diameetrid olid suure varieeruvusega, jiddes vahemikku 100-1000 nm.
Veel enam, hoolimata eelnevast filtreerimisest (filtri poori diameeter 0,22 um) tuvastati 100

000xg juures sadestatud materjalist vidga heterogeense suurusega osakesi (diameetriga 30-

1000 nm).

EX \ MV
L ]
° L)
1000 ® ®q o
°
[ ]
0
=3 'y
c [ ]
= ° ® .
o
[
L
3 rakk
% ° ¢ ® JAR
5 e ® JEG
3 [ ] [ ]
:ﬁ=l') L ] L ] L ]
@ ® e
L1100
L ]
[ ]
L ]
L ]
[ ]
JAR JEG JAR JEG
doonorrakk

Joonis 7. Trofoblasti rakuliinide JAR ja JEG-3 rakkude kasvukeskkonnast eraldatud
vesiikulite keskmised suurused. Joonise vasakus tulbas on esitatud 100 000xg juures
eraldatud vesiikulite (eksosoomid, EX) ja paremas 10 000xg juures eraldatud vesiikulite
(mikrovesiikulid, MV) jaotus diameetri jargi. X-teljel on mirgitud trofoblasti rakuliin, mille
kasvukeskkonnast vesiikulid eraldati (JAR-punane ja JEG-3 sinine). Y-teljel on logaritmilises
skaalas margitud vesiikuli diameeter nanomeetrites. Alumine roheline joon vastab 100 nm ja

tilemine roheline joon 500 nm piirile.

2.3.2. Trofoblasti rakuliinide JAR ja JEG-3 rakkude poolt sekreteeritud

mikrovesiikulite markervalgu otsimine

Tulenevalt eesmirkidest seati tingimuseks, et valk, mida vdiks pidada mikrovesiikulite

markeriks peaks esinema vidhemalt 75% JAR ja JEG-3 rakkudel ning vihemalt pooltel nende
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rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulitel. Oluline oli ka, et potentsiaalne markervalk
ekspresseeruks mikrovesiikuli membraanis, voimaldades neid eristada teistest vesiikulitest

iksnes pinnavalkude abil.

2.3.2.1. JAR ja JEG-3 rakuliinidest parit mikrovesiikulite markervalgu leidmine

JAR ja JEG-3 rakkudest périt mikrovesiikulite markervalgu leidmiseks analiiiisiti nii tervete
rakkude kui ka nende poolt sekreteeritud ja 10 000xg juures sadestatud mikrovesiikulite
valgulist koostist. Mikrovesiikulite voimalikuks markervalgu kanditaadiks valiti integriin
a6P4. Edasises to0s uuriti selle integriini mdlema ahela ekspressiooni trofoblasti rakkudes ja
mikrovesiikulites (Joonis 8). Lébivoolu tsiitofluorimeetri abil uuriti nii fikseeritud ja
permabiliseeritud rakke kui ka fikseerimata, terveid mikrovesiikuleid (Joonis 8.A).
Eesmairgiks oli leida kui suur on uuritava integriini ahelaid ekspresseerivate rakkude hulk
rakkude kogu populatsioonist. Selgus, et 59% JAR rakkudest sisaldab integriin a6 ahelat ja
89% rakkudest integriin 34 ahelat. JEG-3 rakuliini puhul saadi analoogsed tulemused: 56%
rakkudest sisaldas integriin a6 ahelat ja 96% integriin 4 ahelat. Selleks, et veenduda, kas
need valgud sobiks ka mikrovesiikulite markervalguks, madrgistati permabiliseerimata
mikrovesiikuleid neile valkudele seostuvate antikehadega. Leiti, et kdnealune integriin a6
ahel on vaid 37% JAR ja 35% JEG-3 rakkudest péarit mikrovesiikulite pinnal. B4 ahela suhtes
olid positiivsed 54% JAR ja 52% JEG-3 rakuliini mikrovesiikulitest. Uuritud integriini

ahelate suhtes positiivsete rakkude ja mikrovesiikulite hulk oli mdlemas rakuliinis sarnane.

Lébivoolu tsiitofluorimeetria tulemuste kinnitamiseks liiiisiti JAR ja JEG-3 rakud ning
nendest périt mikrovesiikulid. Saadud liisaatide valgud lahutati SDS-PAGE abil, kanti {ile
PVDF membraanile Western blot meetodil ning teostati immunoanaliilis integriini a6p4
ahelate vastaste antikehadega. Mdlema rakuliini puhul tdid antikehad ndhtavale valgutriibu,
mis vastab a6B4 integriini uuritavatele ahelatele (Joonis 8.B). Seevastu kummagi rakuliini
mikrovesiikulite proovis ei olnud nidha a6 ahelale vastavat valgutriipu ning B4 ahela
hinnanguline molekulmass oli eeldatavast vdiksem. Saadud tulemustest ldhtuvalt valiti

trofoblasti mikrovesiikulite markervalguks a6p4 integriini B4 ahel.
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Joonis 8. Integriin a6p4 subiihikute tuvastamine JAR ja JEG-3 rakkudes ning 10 000xg
juures sadestatud mikrovesiikulites lidbivoolu tsiitofluorimeetria, geelelektroforeesi ja
immunobloti meetoditega. (A) Integriini a6B4 ahelad tuvastati JAR ja JEG-3 rakkudes ning
nendest parit mikrovesiikulites vastavate antikehadega ldbivoolu tsiitofluorimeetri abil.
Tsiitofluorimeetria tulemused on esitatud negatiivse kontrolli ja uuritava valgu iilekattuvate
histogrammidena. Positiivsete stindmuste hulk kogu siindmuste hulgast on esitatud
protsentidena. (B) JAR ja JEG-3 rakkude ning mikrovesiikulite immunoblot analiiiis a634
RL-rakuliisaat; MV-mikrovesiikulite liisaat.

integriini ahelate vastaste antikehadega.

Negatiivseks kontrolliks oli hiire IgG isotiiiipide segu.
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2.3.2.2. Eksosoomide markervalgu CD63 tuvastamine JAR ja JEG-3 rakkude poolt

sekreteeritud ja 100 000xg juures sadestatud vesiikulites

JAR ja JEG-3 rakkudest sekreteeritud eksosoomide markervalgu leidmiseks kasutati nii
terveid rakke kui nende poolt sekreteeritud ja 100 000xg juures sadestatud vesiikuleid.
Eksosoomide markervalguks valiti tetraspaniin CD63, mille olemasolu JAR ja JEG-3
rakkudes tuvastati ldbivoolu tsiitofluorimeetri abil ning ka SDS-PAGE ja immunoblot
meetodil. Eksosoomid on ldbivoolu tsiitofluorimeetrilise analiilisi jaoks liiga véikesed,
mistottu CD63 olemasolu uuriti 100 000xg juures eraldatud vesiikulite puhul ainult SDS-

PAGE ja immunoblot meetodil.

Labivoolu tsiitofluorimeetriline analiiiis tuvastas, et 86% JAR ning 90% JEG-3 rakkudest on
CD63 antigeeni suhtes positiivsed (Joonis 9.A). Tsiitofluorimeetria andmete kontrollimiseks
analiiiisiti rakkude ja vesiikulite valguliisaate SDS-PAGE ja immunoblot meetodil kasutades
CD63 vastast antikeha (Joonis 9.B). Immunoblot kinnitas tsiitofluorimeetria tulemusi, tuues
mdlema rakuliini puhul ndhtavale valgutriibu, mille asukoht vastas CD63 hinnangulisele
molekulmassile (30-50 kDa). Samasuguse molekulmassiga valgutriip oli ndha ka 100 000xg
juures sadestatud vesiikulite puhul, mis olid eeldatavasti valdavalt eksosoomid. Toetudes

saadud tulemustele voib CD63 pidada trofoblasti eksosoomide markervalguks.
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Joonis 9. CD63 ekspressioon JAR ja JEG-3 rakkudes ja 100 000xg eraldatud
eksosoomides. (A) Tetraspaniini CD63 ekspressioon JAR ja JEG-3 rakkudes tuvastati
labivoolu tsiitofluorimeetri abil kasutades vastavaid antikehi. Tsiitofluorimeetria tulemused on
esitatud negatiivse kontrolli ja CD63 ekspressiooni iilekattuvate histogrammidena.
Positiivsete stindmuste hulk kogu siindmuste hulgast on esitatud protsentidena (B) Rakkude ja
eksosoomide valguliisaatide analiilis CD63 vastaste antikehadega immunobloti meetodil. RL-
rakuliisaat; EX-eksosoomide liisaat. Negatiivseks kontrolliks oli hiire IgG isotiilipide segu.
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2.3.2.3. Eksosoomide markervalgu ekspressiooni kontroll 10 000xg juures sadestatud

vesiikulitel

Selleks, et veenduda kas 10 000xg juures sadestatud vesiikulid on pohiliselt integriin 4 ahela
suhtes positiivsed, kuid samas ei ekspresseeri CD63 kui eksosoomide markerit, kasutati
labivoolu tsiitofluorimeetria puhul mdlema markervalgu vastaseid antikehi ning analoogne
kontroll teostati ka immunoblot meetodil. Selgus, et 69% JAR rakkudest périt vesiikulitest
kandis pinnal f4 (CD104) ahelat ja vaid 19% CD63 valku (Joonis 10.A). JEG-3 rakkudest
parit vesiikulitest 75% kandsid pinnal B4 ahelat ja 26% CD63 valku.

Tsiitofluorimeetria tulemused leidsid kinnitust ka immunoblot meetodiga. Liiiisitud vesiikulite
valgud lahutati SDS-PAGE abil, kanti iile PVDF membraanile, mida téddeldi CD104 ja CD63
vastaste antikehadega (Joonis 10.B). Integriin P4 ahelale vastav valgutriip oli mdlema
rakuliini vesiikulite liisaadi puhul samasugune. Seevastu JAR rakkude poolt sekreteeritud
vesiikulite lisaadis CD63 valku ei tuvastatud ning JEG-3 vesiikulite liisaadi puhul oli
valgutriip viga nork.

A: JAR rakuliini poolt sekreteeritud 10 000%g juures eraldatud fikseerimata vesiikulid JEG-3 rakuliini poolt sekreteeritud 10 000xg juures eraldatud fikseerimata vesiikulid
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Joonis 10. JAR ja JEG-3 rakkude poolt sekreteeritud vesiikulite segust, mis sadestati 10
000xg juures, tuvastati mikrovesiikulid integriin p4 ahela ja eksosoomid CD63 valgu
kaudu. (A) Integriini P4 ahela ja tetraspaniin CD63 olemasolu tuvastati vastavate
antikehadega libivoolu tsiitofluorimeetria abil. Tsiitofluorimeetria tulemused on esitatud
negatiivse kontrolli ja markervalkude iilekattuvate histogrammidena. Positiivsete siindmuste
hulk kogu siindmuste hulgast on esitatud protsentidena (B) Rakkude ja 10 000xg juures
sadestatud vesiikulite valkude analiiis CD63 ja integriin B4 ahela vastaste antikehadega
immunoblot meetodil. MV-mikrovesiikulite liisaat. Negatiivseks kontrolliks oli hiire IgG

isotiitipide segu.
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2.3.3. Mikrovesiikulite mass-spektromeetria

Mikrovesiikulite mass-spektromeetrilise analiilisi tulemusena leiti JAR mikrovesiikulitest
1298 ja JEG-3 mikrovesiikulitest 1260 erinevat valku. Edaspidi vaadeldi ainult selliseid
valke, mida oli mikrovesiikulitesse pakitud suuremas hulgas (mass-spektromeetriliselt
tuvastatud vidhemalt 5 peptiidi). Jargnevalt analiilisiti seetottu vastavalt 520 JAR ja 449 JEG-3
mikrovesiikulite valku (Lisa 1). Uurimaks, kui sarnased on oma valgulise koostise poolest
JAR ja JEG-3 rakkude mikrovesiikulid, vorreldi Venni diagrammi abil mdlema rakuliini koiki
tuvastatud vesiikulite valke (Joonis 11.A). Leiti, et 1090 valku on omased mdlema rakuliini
mikrovesiikulitele. JAR  mikrovesiikulites oli 60 valku, mis puudusid JEG-3
mikrovesiikulitest ning neist vaid iiks — Dipeptidyl-peptidase 3 (DPP3) tuvastati vihemalt 5
peptiidi abil. JEG-3 mikrovesiikulites oli 23 sellist valku, mida JAR mikrovesiikulitest ei
tuvastatud, kuid neist vaid kolm — Drebrin (DBN1), Tumor-associated calcium signal
transducer 2 (TACSTD2) ja Human leukocyte antigen G (HLA-G) tuvastati vdhemalt 5
peptiidi abil. Selgitamaks, kas trofoblasti mikrovesiikulite valke on varem kirjeldatud kui
rakuviliste vesiikulite komponente, vorreldi koiki vdhemalt viie peptiidi abil tuvastatud valke
Vesiclepedia andmebaasis esitatud inimese rakuliinidest vdi kehavedelikest eraldatud
vesiikulite  valkudega (Joonis 11.B). Selgus, et 86,4% trofoblasti rakuliinide
mikrovesiikulitest leitud valkudest on Vesiclepedia andmetel varem teiste rakutiiiipide

vesiikulites juba tuvastatud.

Selleks, et teada saada, kas trofoblasti mikrovesiikulites tuvastatud valkude olemasolu on ka
varem seda tiitipi rakkudes néidatud, kasutati andmebaasi The human protein atlas. Selgus, et
trofoblasti vesiikulitest leitud valkudest on 85,8% eelnevalt antikehade abil trofoblasti
rakkudes tuvastatud, andmebaas ei kinnitanud 7,1% valkude ekspressiooni trofoblastis ja

7,1% valkude kohta puudusid andmed.
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Joonis 11. JAR ja JEG-3 rakkude mikrovesiikulite valgulise koostise omavaheline
vordlus mass-spektromeetria andmete pohjal ja vorrelduna andmebaasiga Vesiclepedia.
A: JAR ja JEG-3 mikrovesiikulite valgulise koostise vordlus. Roheline ala téhistab valke, mis
on leitud mdlema rakuliini mikrovesiikulitest, kollane ja sinine osa tdhistavad ainult {ihe
rakuliini mikrovesiikulitest leitud valke. Ringide {ilemine osa tdhistab valke, mida tuvastati
rohkem kui 5 peptiidi abil ning alumine osa vdhem kui 5 peptiidi abil tuvastatud valke. B:
Koigi vdhemalt 5 peptiidi alusel tuvastatud valkude vordlus Vesiclepedia andmebaasis
kirjeldatud inimese rakuliinidest v3i kehavedelikest eraldatud vesiikulite valkudega. Ringide

roheline ala tdhistab valkude iithisosa. Analiiiisi tulemused on esitatud Venni diagrammi abil.

2.3.4. Mass-spektromeetria abil tuvastatud mikrovesiikulite valkude analiiiis

Mass-spektromeetria abil tuvastatud valkude funktsionaalse olemuse hindamiseks kasutati
rikastusanaliiise ~ veebikeskonnas DAVID.  Uuriti, millistes raku piirkondades
mikrovesiikulitesse pakitud valgud tavaliselt paiknevad ning leiti, et nendeks on
plasmamembraan ning tsiitosool (Lisa 2). Moningane kokkulangevus ilmnes ka tsiitoskeletiga
ja vesikulaarsete kompartmentidega. Teiseks uuriti, millised molekulaarsed funktsioonid
voiksid olla mikrovesiikulitest leitud valkudel (Lisa 3). Ilmnes, et paljud neist voiks osaleda
erinevat tlilipi nukleiinhapete ja nende komplekside sidumisel. Néiteks osalevad mitmed
valgud nukleotiidide, ribonukleotiidide ja nukleosiidide sidumisel, aga ka ATP ning RNA
sidumisel. Lopuks piiiiti leida, milline vdiks olla tuvastatud valkude osa bioloogilistes
protsessides (Lisa 4). Selgus, et suur osa valke voiksid olla seotud valkude paiknemise,
transpordi ning komplekside tekkega, kuid nditeks leidus ka valke, mis voiksid osaleda

translatsiooni protsessis.
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2.3.5. Trofoblasti rakkudest pirit mikrovesiikulite sissevotmine endomeetriumi
rakuliini RL95-2 rakkude poolt

Sooviti teada, kas trofoblasti rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulid sisenevad
endomeetriumi rakkudesse ning kas see voiks toimuda eelistatult just seda tiitipi rakkudesse.
Selleks inkubeeriti endomeetriumi rakke ja melanoomi rakke trofoblasti kasvukeskkonnast
eraldatud ja margistatud mikrovesiikulitega. Selgitamaks, kas endomeetriumi rakku voiks
siseneda terve mikrovesiikul vOi toimub hoopis mikrovesiikuli ja raku membraanide
tthinemine, inkubeeriti endomeetriumi rakke vesiikulitega erinevatel temperatuuridel.
Mikrovesiikulite sisenemist endomeetriumi rakkudesse hinnati ldbivoolu tsiitofluorimeetri

abil ning jaadvustati ka kasutades konfokaalmikroskoopiat.

2.3.5.1. Trofoblasti mikrovesiikulite endomeetriumi rakkudesse sissevotmise hindamine

labivoolu tsiitofluorimeetria abil

Endomeetriumi rakuliini RL95-2 ja melanoomi rakuliini C32 (kasutati kontrollina) rakke
inkubeeriti JAR ja JEG-3 rakkudest périt mikrovesiikulitega 1 tund 37°C juures. Lébivoolu
tsiitofluorimeetria tulemused (Joonis 12) niitasid, et 37°C juures sisenes endomeetriumi
rakkudesse 41,6% JAR ja 35,9% JEG-3 rakkudest parit mikrovesiikulit kuid melanoomi
rakkude puhul oli mikrovesiikulite sisenemise protsent vastavalt 8,6% ja 8,4%. Seega erines
mikrovesiikulite sisse vOtmine endomeetriumi ja melanoomi rakkudesse olulisel maédral
(p<0,05). Lisaks uuriti, kas vesiikulite sissevotmine endomeetriumi rakkudesse toimub ka
+4°C juures. Leiti, et sellistes tingimustes sisenes vaid 3,7% JAR-i ja 5,0% JEG-3
lipiidivarviga maérgistatud mikrovesiikulitest endomeetriumi rakkudesse. Mikrovesiikulite

sissevOtmise erinevus fiisioloogilisel ja madalal temperatuuril oli statistiliselt oluline

(p<0,05).
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Joonis 12. JAR ja JEG-3 rakkudest pirit mikrovesiikulite endomeetriumi rakuliini
RL95-2 ja melanoomi rakuliini C32 rakkudesse sissevotmise libivoolu
tsiitofluorimeetriline analiiiis. X-teljel on tdhistatud rakuliinid, mida inkubeeriti koos
lipiidivédrviga margistatud mikrovesiikulitega, kas 37°C voi 4°C juures. Y-teljel on margitud
mikrovesiikuleid sisse votnud rakkude hulk protsentides. Punane: JAR mikrovesiikulid;
sinine: JEG-3 mikrovesiikulid. Katse on tehtud kolmes korduses. Karpdiagrammil tdhistavad
jooned maksimumi ning miinimumi, karbi servad {ilemist ja alumist kvartiili ning joon

mediaani.

2.3.5.2. Trofoblasti rakkudest parit mirgistatud mikrovesiikulitega mojutatud

endomeetriumi rakkude immunofluorestsents mikroskoopia

Trofoblasti rakuliinide rakkudest pdrit mikrovesiikulite sissevotmist endomeetriumi
rakkudesse uuriti konfokaalmikroskoopia abil, millega saadud 3D kujutiste pdhjal hinnati
margistatud mikrovesiikulite asukohta rakutuuma ja -membraani suhtes. Esialgu inkubeeriti
endomeetriumi rakke mikrovesiikulitega, mis olid eelnevalt méargistatud integriin 4 vastase
antikehaga ning selgus, et mirgisega mikrovesiikulid liiguvad tdepoolest endomeetriumi
rakkude sisemusse (joonis 13.A.). Veendumaks, et rakkudesse liigub terve vesiikul, mitte aga
ei toimu vesiikuli ja raku plasmamembraani tihinemist, kasutati mikrovesiikulite membraani

margistamiseks lipiidivarvi. Joonisel 13.B. on ndha, et kogu punane mairgis, mis tdhistab
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mikrovesiikuli membraani, on liikunud rakku sisse ega ole nidhtav osana plasmamembraanist.
Kontrollkatse teostati madalal temperatuuril (4°C), mille juures peaks lakkama rakkude
endotsiitoosi vOime. Joonisel 13.C. on ndha, et madalal temperatuuril on moned

mikrovesiikulid seondunud rakkude plasmamembraani vélispinnale.

Joonis 13. Trofoblasti rakkudest pirit mirgistatud mikrovesiikulite sisenemine
endomeetriumi rakkudesse. Endomeetriumi rakke eksponeeriti mikrovesiikulitega
jargmiselt: A — mikrovesiikulid, millel mérgistati integriin 34 subiihik, 37°C. B —
lipiidivéarviga FM 1-43 margistatud mikrovesiikulid, 37°C. C - lipiidivarviga FM 1-43
margistatud mikrovesiikulid, 4°C. Numbritega on tahistatud trofoblasti rakuliinid, mille
kasvukeskkonnast mikrovesiikulid eraldati: 1 - JAR rakuliin, 2 - JEG-3 rakuliin. Kujutised on
saadud konfokaalmikroskoobi abil ning toddeldud programmiga Imaris. Kollane tihistab raku

piirjooni, sinine (Hoechst virving) raku tuumasid ning punane mikrovesiikuleid.
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2.4. Arutelu

2.4.1. Trofoblasti rakuliinide JAR ja JEG-3 rakkude poolt sekreteeritud

mikrovesiikulite eraldamine ja iseloomustamine

Kéesoleva magistritod pohiliseks eesmérgiks oli analiiiisida trofoblasti rakuliinide poolt
sekreteeritud mikrovesiikulite valgulist koostist ning otsida nende tuvastamiseks sobiv
markervalk. Lisaks sellele uuriti trofoblasti rakkudest parit mikrovesiikulite ja endomeetriumi
rakkude koostoimet. T66 esimeses osas keskenduti mikrovesiikulite eraldamisele trofoblasti
rakuliinide JAR ja JEG-3 kasvukeskkonnast. Kuivord on teada, et trofoblasti rakud voivad
eraldada iimbritsevasse keskkonda mitmeid eri tiilipi vesiikuleid (eksosoome,
mikrovesiikuleid, apoptootilisi kehi), siis tuli kdigepealt eraldada mikrovesiikulid tilejdénud
mikroosakestest. Uldjuhul eraldatakse mikrovesiikulid apoptootilistest kehadest ja
eksosoomidest erinevate tsentrifuugimiste ja ultratsentrifuugimiste abil (Théry jt., 2001).
Siiski vajab see meetod tdiendavat kontrolli, selleks et vilistada eksosoomide esinemist
sadestatud mikrovesiikulite populatsioonis (Van der Pol jt., 2010). Uheks lihtsamaks
kriteeriumiks, mille jirgi eksosoome ja mikrovesiikuleid eristada on nende suurus.
Eksosoomid on enam-vihem tihesuguse suurusega (40-100 nm) ja ildjuhul vdiksemad kui
mikrovesiikulid (100-1000 nm) (Gyorgy jt., 2011). Kéesoleva to6 ettevalmistavas osas
moddeti JAR ja JEG-3 rakkude poolt sekreteeritud ning 10 000xg vdi 100 000xg juures
sadestatud vesiikulite keskmised suurused (joonis 7). Veenduti, et 10 000xg juures sadestatud
mikrovesiikulite keskmine diameeter jdi oodatavasse vahemikku (100-1000 nm), ndidates
selgelt, et see mikrovesiikulite populatsioon eksosoome (diameeter <100 nm) ei sisalda.
Samuti ei tuvastatud mikrovesiikulite populatsioonis tunduvalt suuremaid vesiikuleid kui 1
um, mis kinnitab apoptootiliste kehade puudumist. 100 000xg juures sadestatud vesiikulite,
milleks ilmselt oli eksosoomide ja mikrovesiikulite segu, suurus varieerus tunduvalt enam Kkui
vois oodata. Kuigi vesiikuleid filtreeriti (filtri poori suurus 0,22 pm) enne 100 000%g juures
sadestamist, selleks et eemaldada suuremaid osakesi, nditas analiiiis, et sademes oli ka
suuremaid vesiikuleid kui 200 nm. On voimalik, et peale vesiikulite segu filtreerimist osa
eksosoome siiski agregeerusid omavahel, kas siis 100 000xg juures sadestades voi -80°C
hoiustades. Siiski néitasid tulemused, et 100 000xg juures sadestatud materjalis sisalduvad ka

30-100 nm suurused eksosoomid.

Selleks, et eristada trofoblasti rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikuleid eksosoomidest ja

neid vesiikulite segust tuvastada, vOeti eesmargiks leida markervalk, mis ekspresseeruks
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enamike trofoblasti mikrovesiikulite pinnal. Esmalt vaadeldi trofoblasti rakkudele
iseloomuliku membraanivalgu, tsiitokeratiin-7 (Maldonado-Estrada jt., 2004) ekspressiooni
10 000xg juures sadestatud mikrovesiikulitel. Selgus, et seda valku mikrovesiikulite pinnal
siiski ei ole (tulemused ei ole esitatud). Seejdrel piiliti mikrovesiikulitel tuvastada valke, mis
pole kiill trofoblastile ainuomased, kuid on rikkalikult esindatud erinevate rakutiiiipide
plasmamembraanis. Sellisteks valkudeks osutusid integriinid, millel on iilimalt oluline roll
trofoblasti migreerumisel detsiiduasse. Valik integriinide a5B1 ja a6p4 vahel kaldus a6p4
kasuks kahel pdhjusel. Esiteks on JAR rakuliin oma morfoloogia poolest sarnane villoosse
trofoblasti rakkudele (Apps jt., 2009), mis ekspresseerivad rohkesti a6fB4 integriini ning
teiseks, kuigi JEG-3 rakuliini peetakse pigem ekstravilloosseks trofoblasti liiniks, siis samas
on nditeid tema mosaiiksest morfoloogiast (Lash jt., 2007), vdhesest invasiivsuset (Ng jt.,
2012) ning integriin a6 ahela ekspressioonist (Godbole jt., 2011), mis kaik viitavad integriin
a6PB4 esinemisele. JAR ja JEG-3 rakkudel vaadeldi integriini a6B4 ahelaid eraldi ning leiti et
molema rakuliini puhul kannavad iile poolte rakkudest vihemalt {iht integriini ahelat. Siiani
on nididatud, et integriini B4 ahel on seotud ainult a6 ahelaga (Barczyk jt., 2010) ning vaid
heterodimeerne integriin on tdielikult funktsionaalne (Merdek jt., 2007). Voib arvata, et
integriin a6 sisaldavate rakkude véiksem hulk rakupopulatsioonis voib olla tingitud vastava
antikecha madalamast afiinsusest vorreldes P4 ahela vastase antikehaga, andes erineva
positiivsete rakkude hulga. Vaadeldes samade integriini ahelate esinemist mikrovesiikulite
pinnal, tuvastati integriini 4 ahela olemasolu veidi iile poolte mikrovesiikulitest, mistdttu
edasistes katsetes kasutati trofoblasti rakkude markervalguna integriini B4 ahelat. Western
blot analiiiisi abil kontrolliti konealuste integriini ahelate olemasolu JAR ja JEG-3 rakkude ja
mikrovesiikulite liisaadis. ning leiti, et nii integriini a6 kui 4 ahel on mdlemas rakuliisaadis
olemas. Seevastu integriini a6 ahelat mikrovesiikulite liisaadis ei tuvastatud. Voib oletada, et
pOhjuseks on antikeha madal afiinsus ja materjali vdhesus. Integriini B4 ahel on kiill
mikrovesiikulite liisaadis tuvastatav, kuid vastav valgutriip on laialivalguv ja oodatust
madalamal, mis viitab valgu modifitseerimisele mikrovesiikuli moodustumisel. On vdimalik,
et vesiikuli pungumisel kui toimub tsiitoskeleti iimberkorraldamine 1digatakse integriin 4
ahela pikast tsiitoplasmaatilisest, osast mingi piirkond dra. 4 ahel eristubki teistest
integriinide [ ahelatest just oma pika tsiitoplasmaatilise saba poolest, mis osaleb
hemidesmosoomi kuuluvate valkude ankurdamises ja {ildisemalt epiteeli rakkude
terviklikkuse, migratsioonivoime ja ellujddmise tagamises. Integriin 4 ahela 18ikamist on
varem niidatud Ca®* poolt aktiveeritud kaspaaside poolt, mis osalevad kas otsesel vdi
gelsoliini vahendusel toimuval aktiini 16ikamisel, voimaldades tsiitoskeleti imberkorraldamist

ja apoptootiliste kehade moodustumist (Werner jt., 2007). Ca®* ioonide poolt kiivitatav raku
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aktiveerimine ja tsilitoskeleti iimberkorraldamine on oluline ka mikrovesiikulite tekke
protsessis, lubades oletada, et integriin 4 ahela 16ikamisel voib olla oluline roll trofoblasti
mikrovesiikulite moodustumisel. Normaalsest liihema integriin 4 ahela puhul voib tekkida
probleeme heterodimeeri moodustumisega, mistottu voOibki integriini a6 ahelat olla
mikrovesiikulites viahem. Seda, et integriin B4 ahela tsiitoplasmaatilise osa lithenemise korral
el toimu temale enam a6 ahela seondumist, on eelnevalt ndidatud pdie epiteeli rakkudes

(Spinardi jt., 1995).

Edasiste katsete korrektsuse huvides veenduti, et 10 000xg juures sadestatud vesiikulite
fraktsioon ei sisaldaks suures hulgas eksosoomidele iseloomulikku markervalku.
Eksosoomide markervalguks valiti tetraspaniin CD63, mis on Exocarta andmebaasi pohjal

neil iiks enim esinev valk (http://exocarta.org/exosome_markers). Kuna on teada, et osadel

trofoblasti rakuliinidel CD63 ei ekspresseeru (Atay jt., 2011), siis kontrolliti esmalt selle
olemasolu JAR ja JEG-3 rakkudel. Tehti kindlaks, et peaaegu kdik nende rakuliinide rakud
kannavad CD63 ning see valk on tuvastatav ka 100 000xg juures sadestatud, eksosoomidega
rikastatud, materjalis. Kuivord see valk sobis eksosoomide markeriks, siis vaadeldi selle
ekspressiooni ka mikrovesiikulites. Saadud tulemused néitasid, et suurem osa 10 000xg juures
sadestatud vesiikulitest ei kanna pinnal eksosoomide markervalku ning seega on sadestatud
materjalis valdavalt mikrovesiikulid. CD63 esinemine monedel vesiikulitel voib olla
pOhjustatud asjaolust, et nimetatud tetraspaniin vOib sattuda vahel ka punguvate

mikrovesiikulite membraani koostisse.

2.4.2. Mikrovesiikulite valkude tuvastamine ja nende valgulise koostise analiiiis

Atay jt. uurisid 2011. aastal trofoblasti rakuliini Swan71 rakkude kasvukeskkonnast eraldatud
eksosoomide proteoomi (Atay jt., 2011), kuid siiani puuduvad t66d trofoblasti
mikrovesiikulite valgulise koostise kohta. Seepérast oli selle magistrito6 iiheks eesmargiks
uurida, millised valgud on pakitud JAR ja JEG-3 rakkude poolt sekreteeritud
mikrovesiikulitesse. Leiti, et modlema rakuliini rakkudest sekreteeritud mikrovesiikulite
valgud on {ipris sarnased, erinedes monekiimne valgu osas, millest vaid paar olid tuvastatud
rohkem kui viie peptiidi abil. JAR mikrovesiikulitest leitud Dipeptidyl-peptidase 3 (DPP3)
ning JEG-3 mikrovesiikulitest leitud Drebrin’i (DBN1) ekspressiooni erinevuste kohta
erinevates trofoblasti tiitipides seni informatsiooni ei ole. Seevastu Tumor-associated calcium
signal transducer 2 (TACSTD2 ehk varasema nimega TROP-2) ja Human leukocyte antigen

G (HLA-G) esinemine ainult JEG-3 rakkudest périt mikrovesiikulites kinnitas saadud
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tulemuste usaldusvéirsust. Nimelt on varem naidatud, et TACSTD2 esineb ainult JEG-3
rakkudes (Lipinski jt., 1981) ning JAR ja JEG-3 rakuliine eristataksegi just HLA-de erineva
ekspressiooni kaudu (Apps jt., 2009). Lisaks eelnevale tehti andmebaasiotsinguga kindlaks, et
suurem enamus selles t66s JAR ja JEG-3 rakkude vesiikulites tuvastatud valkudest on ka
varem trofoblastis ning rakkudest sekreteeritud vesiikulites Kirjeldatud. Samuti Kinnitasid
proteoomika tulemused, et uuritav vesiikulite populatsioon sisaldas pdhiliselt
mikrovesiikuleid. Nimelt ei tuvastatud mass-spektromeetria abil olulisi eksosoomi
markervalke CD63, CD81, ICAM-1, TSG101 (Schorey ja Bhatnagar 2008) ning ka CD9-t
leiti vaid vdhesel maaral ainult JAR mikrovesiikulites. Apoptootiliste kehade markerina
kasutatavatest histoonidest leiti vaid histoon H4, mistottu ei sisalda see vesiikulite

populatsioon ka olulisel mééral apoptootilisi kehi.

Mass-spektromeetria andmed lébisid bioinformaatilise rikastusanaliiiisi, selleks et ennustada,
millised voiksid olla trofoblasti mikrovesiikulites kirjeldatud valkude rakusisene paiknemine,
nende funktsioonid ja roll bioloogilistes protsessides. Analiiiisides valkude paiknemist rakus,
olid tulemused ootuspdrased. Tuvastatud valkudest enamus pérines kas raku
plasmamembraanist voi tsiitosoolist, olles mikrovesiikuli pungumisel rakust kaasa haaratud.
On tdendoline, et vesiikuli eraldumisele eelneva tsiitoskeleti iimberkorraldumise kdigus osad
valgud satuvad ka sekreteeritavatesse mikrovesiikulitesse, mida kinnitas ka analiilis.
Tslitoplasma vesiikulites ja tsilitoplasmas olevates membraanidega seotud vesiikulites
paiknevate valkude olemasolu trofoblasti mikrovesiikulites voib seletada mikrovesiikulite
tekke protsessiga, mille kdigus sorditakse teatud molekule punguvatesse mikrovesiikulitesse
tsiitoplasma vesiikulite abil. Analiilisides mikrovesiikulites asuvate valkude osalemist
konkreetsetes bioloogilistes protsessides saadi ootuspérased tulemused. Nimelt selgus, et need
valgud voiksid osaleda teiste valkude paiknemise ja transpordi reguleerimises ning ka
nendega komplekside moodustamises. Mikrovesiikulitesse pakitud valkude molekulaarsete
funktsioonide hindamisel ilmnes, et enamik vesiikulitesse pakitud valkudest osaleb erinevat
tiiipi nukleiinhapete ja nende komplekside sidumisel. Niiteks osalevad mitmed valgud
nukleotiidide, ribonukleotiidide ja nukleosiidide, aga ka ATP- ning RNA-sidumisel. Selliste
valkude olemasolu mikrovesiikulites viitab nende vodimalikule osalemisele mRNA vai
miRNA molekulide transpordis ja tilekandes iihest rakust teise. Praeguseks on veel véhe toid,
mis kirjeldaksid mikrovesiikulite rolli nukleiinhapete kandjatena. Rohkem on sellist
funktsiooni omistatud védiksematele rakkude poolt sekreteeritud vesiikulitele, eksosoomidele.

Siiski voib olukord ldhitulevikus muutuda, sest nii monedki eksosoome késitlevad t66d on
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vesiikulite eraldamise metoodika eripdra tottu vaadelnud eksosoomide ja mikrovesiikulite
segapopulatsiooni. Naiteks avaldasid Donker jt. 2012. aastal artikli, kus nad uurisid
primaarsete trofoblasti rakkude poolt sekreteeritud eksosoomides paiknenud 19.
kromosoomist parit miRNAde klastri ekspressiooni. Nende poolt vaadeldud vesiikulite suurus
varieerus aga 30-250 nm, holmates seega ka viiksemaid mikrovesiikuleid. Kas trofoblastide
poolt sekreteeritud mikrovesiikulid sisaldavad ka mRNAsid ja miRNAsid ja kui, siis

milliseid, see nduab edasist uurimist.

2.4.3. Endomeetriumi rakkude ja trofoblasti rakkudest pirit mikrovesiikulite

koostoime

Embriio implanteerumine emaka seina ja platsenta moodustumine on keeruline protsess, mis
nduab tipset kontrollmehhanismi ja erinevate rakkude koordineeritud koostédd. Uhe olulise
komponendina on sellesse protsessi kaasatud rakkude poolt sekreteeritud vesiikulid.
Praeguseks on pohjalikumalt uuritud trofoblasti rakkude poolt sekreteeritud vesiikulite osa
emapoolse immuunvastuse iimberkujunemises (Toth jt., 2007). Rakkude poolt sekreteeritud
vesiikulite roll trofoblasti ja endomeetriumi vahelises otseses suhtlemises on aga siiani
leidnud vihest tdhelepanu. Selles t66s uuriti trofoblasti rakuliinide JAR ja JEG-3 rakkude
poolt sekreteeritud mikrovesiikulite ning endomeetriumi rakuliini RL95-2 rakkude
voimalikku koostoimet. Varasemad uuringud on ndidanud, et mikrovesiikulite transport itihest
rakust teise on reguleeritud protsess, mis toimub osade rakkude vahel eelistatumalt kui teiste
vahel (Losche jt., 2004). Sellest 1dhtuvalt kasutati kontrollina melanoomi rakuliini C32, millel
on trofoblasti rakkudest viga erinev koeline péritolu. Leiti, et fiisioloogilisel temperatuuril, so
37°C juures, sisenesid trofoblasti rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulid ligikaudu 40%
endomeetriumi rakkudesse. Melanoomi C32 rakud seevastu ei votnud mikrovesiikuleid
olulisel mééral sisse, viidates seega trofoblasti mikrovesiikulite spetsiifilisele dratundmisele ja
eelistatud sissevOtmisele endomeetriumi rakkude poolt. Seega vOib oletada, et
mikrovesiikulid vdivad seonduda oma pinnavalkude kaudu endomeetriumi rakkude

vastavatele retseptoritele. Millised need retseptorid on, nduab aga juba edasist uurimist.

Kui analiiisida rakkude 3D kujutisi selgub, et mikrovesiikulite markervalk integriini f4 ahel
on litkunud retsipientraku tsiitoplasmasse. Erineva pdritoluga vesiikuleid vdetakse
retsipientrakkudesse sisse erinevate mehhanismide abil. Selleks, et selgitata, milline vdiks olla
trofoblastidest pidrit mikrovesiikulite sissevotmise mehhanism endomeetriumi rakkudesse,

kontrolliti kahte kdige tdendolisemat vodimalust, mikrovesiikulite membraani ja raku
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plasmamembraani {ihinemist voi siis mikrovesiikuli kui terviku endotsiitootilist litkumist
sihtmdrkrakku. Eristamaks neid kahte protsessi kasutati madalat temperatuuri, mis inhibeerib
koik aktiivsed protsessid, kaasa avatud endotsiitoosi, kuid ei mdjuta energiast sdltumatut
membraanide ithinemist (Tian jt., 2010). Mikrovesiikulite paiknemise jalgimiseks mérgistati
nende pind lipiidivarviga ja viidi nad endomeetriumi rakkude kasvukeskkonda. Leiti, et 4°C
juures litkus vaid véike osa mikrovesiikulitest rakkude tsilitoplasmasse. Kui vaadelda
endomeetriumi rakkude 3D Kkujutisi, siis selgub, et enamikel juhtudel olid vesiikulid
seondunud kiill raku pinnale, kuid polnud liikunud rakku sisse. Seevastu 37°C juures olid
lipiidivarviga mérgistatud mikrovesiikulid litkunud rakkude tsiitoplasmasse, selle asemel, et
margistamiseks kasutatud varv oleks integreerunud marklaudraku plasmamembraani. Selle
pohjal voib oletada, et mikrovesiikulid liiguvad tervikuna endomeetriumi rakkudesse, mitte ei
tthine plasmamembraaniga. Millise konkreetse endotsiitoosi mehhanismiga on antud juhul
tegemist, tuleb edaspidi tdpsemalt uurida. Arvestades, et enamiku trofoblastide poolt
sekreteeritud vesiikulite keskmine suurus jéi alla 500 nm, mis on piiriks energiast sdltuvatele
endotsiitoosi radadele (Rejman jt., 2004) ning seda, et sissevotmine toimus eelistatult
endomeetriumi rakkudesse, vOib oletada et trofoblasti mikrovesiikuleid voetakse sisse

energiast soltuva retseptorvahendatud protsessi kdigus.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritdd eesmadrgiks oli analiiiisida trofoblasti rakkude poolt sekreteeritud
mikrovesiikulite valgulist koostist ning leida nende tuvastamiseks sobiv markervalk. T60s
uuriti ka trofoblastidest parit mikrovesiikulite sisenemist endomeetriumi rakkudesse,
eesmirgiga vilja selgitada, kas need mikrovesiikulid voivad osaleda trofoblasti ja
endomeetriumi rakkude omavahelises suhtlemises. Sellest ldahtudes kaisitletakse kirjanduse
iilevaates rakkude poolt limbritsevasse keskkonda sekreteeritavate vesiikulite biogeneesi,
molekulaarset koostist ja funktsioone, kusjuures eriline rohk on asetatud mikrovesiikulite
kirjeldamisele. Ulevaade antakse ka implantatsioonist ning platsenta arengust, kirjeldamaks

uuringutes kasutatud rakutiitipide rolli varases raseduses.

Magistritod eksperimentaalses osas eraldati trofoblasti rakuliinide JAR ja JEG-3
kasvukeskkonnast mikrovesiikulid ning tuvastati, et nende markervalguks on sobilik
mikrovesiikulite membraanis paiknev a6p4 integriini B4-ahel. Selleks, et eristada trofoblasti
rakkudest pdrit mikrovesiikuleid samadest rakkudest sekreteeritavatest véiksematest
eksosoomidest moddeti vesiikulite diameeter. Vesiikulite suurus ja eksosoomide markervalgu
CD63 ekspressiooni analiiiis mikrovesiikulite preparaadis vdimaldas hinnata, millisel mééral
oli mikrovesiikulite hulgas eksosoome. Seejarel tehti mikrovesiikulitega rikastatud vesiikulite
populatsioonile mass-spektromeetria abil iildine valguanaliitis. Mikrovesiikulites esindatud
valkude puhul hinnati nende rakusisest paiknemist, funktsioone ja rolle bioloogilistes
protsessides bioinformaatilise rikastusanaliilisi abil. Leiti, et suur osa trofoblasti
mikrovesiikulite valkudest périnevad raku plasmamembraanist, tsiitosoolist, tsiitoskeletist ja
vesikulaarsetest kompartmentidest ning vdivad seega osaleda teiste valkude paiknemise ja
transpordi reguleerimises. Lisaks sellele voivad need siduda erinevat tiitipi nukleiinhappeid ja
nende komplekse, mis viitab nende osale mRNA v6i miRNA molekulide transpordis ja

ulekandes tihest rakust teise.

Lihemalt wuuriti voimalust, et trofoblasti rakkudest périt mikrovesiikulid sisenevad
endomeetriumi rakkudesse ja osalevad nii nende rakkude omavahelises suhtlemises kui ka
embriio ja platsenta rasedusaegses suhtluses. Leiti, et fiisioloogilisel temperatuuril (37°C)
sisenes  ~40%  trofoblasti  mikrovesiikulitest ~ endomeetriumi  rakkudesse  kuid
kontrollrakkudesse neid sisse ei voetud. Saadud tulemused viitavad seega trofoblasti

mikrovesiikulite spetsiifilisele dratundmisele ja eelistatud sissevOtmisele endomeetriumi
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rakkude poolt. Katseliselt méaarati kindlaks ka asjaolu, et suure tdendosusega liiguvad

trofoblasti mikrovesiikulid endomeetriumi rakkudesse endotsiitoosi teel.

Kokkuvatteks voib delda, et trofoblasti rakkudest périt mikrovesiikulite valguline koostis ning
toendoliselt eelistatud sisenemine endomeetriumi rakkudesse endotsiitoosi teel lubab arvata, et
neil on oluline osa trofoblasti ja endomeetriumi rakkude vahelises suhtluses ning
endomeetriumi rakkude fiisioloogiliste protsesside kujundamises. Milliseid konkreetseid
mRNAsid ja miRNAsid trofoblasti mikrovesiikulid transpordivad, milliste mikrovesiikuli ja
endomeetriumi rakkude pinnavalkude vahel tekib side vesiikulite sisenemisel ning millised
konkreetsed muutused toimuvad endomeetriumi rakkudes peale vesiikulite sisenemist, jdéb

edasise uurimise eesmargiks.
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The proteomical analysis of microvesicles derived from trophoblast cell lines JAR and
JEG-3 and the characterization of their uptake into endomerial cell line RL95-2

Mariann Koel

SUMMARY

Eukaryotic cells release into their extracellular environment complex structures called
membrane vesicles that are thought to play important roles in intercellular communication.
These vesicles include exosomes, activation induced microvesicles and apoptotic bodies. It is
shown that exosomes or the slightly larger microvesicles are released from the endometrial
epithelium into the uterine cavity and may contribute to the endometrium-embryo cross-talk
essential for embryo implantation. However, the direct interactions between the endometrial
cells and the trophoblast-derived microvesicles have not yet been clearly shown and their

functional significance in embryo implantation is still obscure.

Therefore, the aim of the study was to isolate microvesicles derived from trophoblast cell
lines, extract and identify all proteins present in these microvesicles and find out if these
microvesicles might also participate in trophoblast and endometrial cell cross-talk. First of all
we detected that the B4-chain of integrin 0634 is suitable as the specific marker of trophoblast
derived microvesicles. To exclude the smaller exosomes, the size of microvesicles was
measured and their surface was screened with exosomes specific marker CD63. The
proteomic characterization of trophoblast derived microvesicles was performed by mass-
spectrometry and their subcellular localizations, functions and biological processes were
determined by bioinformatic enrichment analysis. Most of the trophoblast proteins originate
from cell membrane, cytosol, cytoskeleton and vesicular compartments and are involved in
protein localisation and transport. These localisations of proteins and processes involved are
accordance with the biogenesis of microvesicles. It was also found that many of the proteins
identified in microvesicles might be involved in nucleic acids binding and transport. This
supports their participation in horizontal transfer of mMRNA and miRNA molecules between
the distinct endometrial and trophoblast cells.

The possibility that endometrial cells take up specifically the trophoblastic microvesicles was
also demonstrated. This phenomenon further supports the idea of those microvesicles being
involved in the communication between the trophoblast and endometrial cells during the
implantation process. More specifically, we detected that about 40% of trophoblasts were

penetrated by microvesicles at physiological temperature, while the control cells did not
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interact with the labelled microvesicles. These results indicate that trophoblast microvesicles
are specifically identified and preferably entered into the endometrial cells. Thus our results
strongly support the opinion that the microvesicles penetrate into the endometrial cells by

using the endocytotic processes.

As a conclusion, because of the fact that many of the microvesicular proteins are involved in
protein and RNA transfer and these microvesicles are preferably endocytosed into
endometrial cells it is very likely that trophoblast-derived microvesicles are important
mediators of specific communication between the fetal trophoblast and maternal endometrial
cells. However, which of the specific mMRNAs and miRNAs are involved and transferred
between the cells by the trophoblastic microvesicles remains to be clarified by the future

studies.
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LISAD

Lisa 1. JAR ja JEG-3 rakuliinide mikrovesiikulites tuvastatud valgud. Tabelisse on
margitud mass-spektromeetriliselt vahemalt 5 peptiidi abil tuvastatud valkudele vastavad
geeninimed. Numbrid téhistavad, mitme peptiidi abil on vastav valk tuvastatud. MV —
mikrovesiikulid.

Geeni nimed \:\'/IA\S ‘:\IAES Geeni nimed ‘]“ﬁ‘s ‘:\E/IES Geeni nimed J,\ﬁ‘\F; J,\I/IES
AARS 24 16 ATP1Al 40 40 CDH1 10 11
ABCC1 8 6 ATP1B3 12 12 CHMP4B 7 5
ABCG2 13 12 ATP2A2;ATP2A1 14 11 CHP 9 8
ACLY 20 19 ATP2B4 24 25 CKMTI1A;CKMT1B 4 3

ACO1;IRP1 5 4 ATP5A1 20 19 CLDN6 4 5
ACO2 6 6 ATP5B 17 14 CLIC1 8 8
ACOX1 5 6 ATP5C1 5 4 CLIC3 10 9
ACSL4 7 1 ATP50 5 5 CLIC4 7 6
ACTN1 29 26 ATP6V0AL 7 6 CLTA 5 4
ACTN4 34 33 ATP6VOD1 5 5 CLTC 62 63

ACTR1A 6 6 ATP6V1A 17 18 CNDP2 15 8
ACTR2 7 5 ATP6V1B1 7 7 CNP 6 5
ACTR3 11 9 ATP6V1B2 8 8 COLEC12 6 5

ADK 5 3 ATP6V1E1 8 7 COPA 12 7
AGRN 8 7 ATP6V1H 7 7 CORO1B 5 4
AHCY 12 12 BASP1 15 16 CORO1C 8 7
AHCYL1;AHCYL2 5 5 BCAP31 11 6 COTL1 4 5

AHNAK 140 145 BSG 8 9 CPNE1 5 5
AKAP12 11 14 C220rf28 6 4 CSE1L 15 14

AKR1B1 8 7 C20rf72 5 4 CSF2RA 5 5

ALDH16A1 5 4 CACYBP 8 7 CSNK2A1 6 6

ALDH7A1 5 5 CAD 11 10 CSTA 6 5
ALDOA 17 14 CALD1 7 10 CTNNA1 35 33
ALPPL2 5 4 CALM2;CALM1 9 9 CTNNB1 24 22
ANOG6 12 10 CALML5 5 5 CTNND1 28 29
ANXAL 12 13 CALR 15 14 CTPS 10 7

ANXA11 6 7 CAND1 29 19 CTTN 6 6

ANXA2;ANXA2P2 12 12 CANX 29 26 CYB5R3 6 4

ANXAS5 18 19 CAP1 12 11 DARS;DKFZp781B11202 11 9
ANXA6 23 23 CAPN1 8 2 DBN1 0 5
ANXAT7 6 5 CAPNG6 16 16 DDOST 11 11
AP2A1 15 12 CAPZA1 7 7 DDX3X;DDX3Y 13 11
AP2B1 11 10 CAPZB 9 8 DERA 5 3
AP2M1 5 6 CCDC47 6 3 DHX9 20 22

APMAP;C200rf3 7 1 CCT2 24 22 DIAPH1 6 2
APOB 8 8 CCT3 16 12 DLG1 15 15
APOE 11 11 CCT4 16 14 DNAJA1 8 7
APRT 5 4 CCT5 23 20 DNM2 18 17

ARF3;ARF1 5 4 CCT6A 15 14 DOCK9 7 3

ARHGEF2 10 6 CCT7 16 15 DPP3 5 0

ARPC1B 6 6 CCT8 26 24 DPP4 5 6
ARPC2 12 12 CD276 6 5 DSG1 6 6

ARPC4;ARPC4-TTLL3 5 5 CD2AP 5 3 DSG2 9 5
ATIC 16 16 CD47 5 5 DSP 54 47
ATP11A 6 6 CD9 5 3 DYNC1H1 62 52
ATP11C 16 16 CDC42 7 7 EEF1A1;EEF1A1P5 20 19
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Geeni nimed JAR JEG Geeni nimed JAR JEG Geeni nimed JAR JEG

MV MV MV MV MV MV

EEF1B2 5 4 GPI 7 6 LAMB1 11 11
EEF1D 10 7 GRB2 6 4 LAMC1 6 4
EEF1E1 5 4 GSTP1 10 9 LAMP1 6 5
EEF1G 14 12 HBB;HBD 2 7 LAMP2 5 5
EEF2 31 24 HIST1H4A 9 10 LARS;PI1G44 20 20
EFR3A 9 10 HLA-G;HLA-G2.2 0 6 LASP1 9 8
EGFR 22 19 | FNRNPATLANRNPAL 9 10 LCP1 24 20
EHD4 8 7 HNRNPA2B1 6 6 LDHA 13 13
EIF3A 14 10 HNRNPCTNRNPCL 7 8 LDHB 13 12
EIF3B 7 5 HNRNPF 5 3 LIMAL 11 9
EIF3EIP;EIF3L 6 6 HNRNPK 15 16 LIN7C;LIN7A 7 6
EIF4AL;EIF4A2 13 13 HNRNPL 5 6 LMAN1 7 3
EIF4G1 10 8 HNRNPM 9 12 LMNB1 5 4
EIF5A;EIF5A2 5 HNRNPR 5 4 LPCAT1 6 5
ENG 7 7 HNRNPU 11 1 LRP1 6 12
ENO1 20 20 HPRT1 5 5 LRP2 7 9
EPBMLZ;?SKSFmelHl 12 13 HSD17B4 14 12 LRPAP1 9 9
EPB41L3 12 9 HSP90AAL 24 20 LRPPRC 22 18
EPCAM 5 6 HSP90ABL 17 16 LRRC1 8 9
EPRS 15 14 HSP90B1 32 30 LRRCSA 5 3
ERLIN1 6 6 HSPA1B;HSPALA 7 7 LRRFIP1 7 4
ERLIN2 8 6 HSPA4 10 5 LYN 10 9
ERP29 5 4 HSPAS 31 32 MAPRE1L 7 4
ESYT1 6 5 HSPAS 22 21 MARS 8 8
ESYT2 5 5 HSPA9 25 21 MATR3 5 8
EZR 28 23 HSPD1 27 26 MDH1 8 8
ETF1 5 3 HSPEL 5 4 MDH2 9 8
F11R 9 10 HSPG2 17 3 MLLT4 10 9
FAM1298 17 14 HSPH1 15 9 MME 6 17
FARSB 5 3 HYOU1 25 20 MMP14 11 11
FASN 81 79 IARS 13 13 MPP1 8 7
FERMT2 7 5 IDE 5 3 MPP7 16 14
FKBP4 15 12 IDH2 5 5 MPZL1 5 5
FLNA 59 59 IGF2BP1 6 6 MTHFD1 18 16
FLOT1 9 7 IGF2BP3 8 8 MVP 20 21
FLOT2 12 12 IGSF3 17 15 MYH10 56 53
FN1 14 18 IMPDH2 11 7 MYH9 68 67
FSCN1 15 15 INF2 7 7 MYL12B;MYL12A 9 7
G6PD 7 3 IPO5 7 7 MYL6 5 5
GANAB 21 19 IPO7 5 3 MYO1C 22 22
GAPDH 19 18 1QGAPL 72 69 MYOLE 5 4
GARS 11 ISYNAL 7 7 MYO6 8 5
GART 10 ITGAL 7 1 MYOF 66 60
GCN1L1 14 9 ITGA5 16 17 NAGK 6 4
GDI2 11 11 ITGAV 21 22 NAPA 5 5
GLO1 4 ITGB1 16 17 NARS 8 4
GNAI11 9 9 ITGB4 45 46 NASP 4 5
GNAI13 12 10 ITGB5 6 6 NCKAP1 12 12
GNAI1 JUP 16 15 NCL 15 16
GNAI3 6 KARS 6 5 NCSTN 6 5
GNAQ 10 9 KIF5B;KIF5A;KIF5C 6 5 NLRP2 21 21
GNAS 15 15 KPNB1 11 9 NOMOZ;NS;"O&NOM 8 5
GNB2L1 9 KRT18 17 19 NPEPPS 18 15
GOT1 11 5 LAMAS 6 3 NPM1 9 8
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Geeni nimed JAR JEG Geeni nimed JAR JEG Geeni nimed JAR JEG

MV MV MV MV MV MV
NPTN;DKZZP%GHNZ 5 4 PRKCSH 6 5 RPL26:RPL26L1 7 7
NSDHL 7 5 PRKDC 14 12 RPL28 3 5
NSF 16 13 PRPF8 8 10 RPL3 14 13
NUDC 6 2 PSMAL 6 4 RPL35A 7 7
NUP210 6 2 PSMA2 5 4 RPL4 12 10
oDZ3 4 9 PSMA3 4 4 RPL6 11 10
OLA1 9 7 PSMAG 5 5 RPL7 10 9
OSTF1 6 6 PSMA7;PSMAS 5 5 RPL7A 8 7
P4HB 23 23 PSMB1 5 5 RPLS 6 6
PA2G4 12 9 PSMB5 5 5 RPL9 6 6
PABPC1;PABPC3 6 PSMC1 7 5 RPLPO;RPLPOP6 8 8
PACSIN2 2 PSMC2 12 9 RPLP2 5 4
PACSIN3 7 3 PSMC3 7 7 RPN1 27 24
PAICS 12 12 PSMC5 7 6 RPN2 13 12
PALM3 9 PSMC6 5 5 RPS10 5 3
PARK7 4 PSMD1 5 3 RPS11 6 5
PCNA 7 7 PSMD11 13 12 RPS13 4 3
PDCD6 6 6 PSMD12 7 6 RPS14 5 5
PDCD6IP 28 25 PSMD13 5 3 RPS16 9 9
PDIA3 18 17 PSMD14 3 1 RPS18 9 8
PDIA4 25 23 PSMD2 19 16 RPS19 7 4
PDIAG 14 14 PSMD3 10 8 RPS2 9 9
PEBP1 7 6 PSMD6 6 5 RPS3 18 15
PFKL 10 9 PTBP1 5 4 RPS3A 8 8
PFKP 12 12 PTPRF 10 8 RPS“X;RPS‘Z‘WLRPS‘W 13 12
PFN1 7 7 PYGL 10 11 RPS6 6 5
PGAML;PGAM2 12 9 QARS 9 8 RPS7 9 7
PGD 8 7 RAB10 8 8 RPS8 5 5
PGK1 15 14 RAB”%RAB“ 10 11 RPS9 13 11
PGM1 10 9 RAB14 14 14 RPSA 7 7
PHB 8 5 RAB1A 7 6 RRAS2 6 6
PHB2 7 4 RAB2A;RAB2B 9 8 RRM1 6 6
PHGDH 13 12 RAB5C 6 6 RUVBL1 10 10
PI4KA 20 17 RABGA;RAB6B 6 6 RUVBL2 5 5
PICALM 6 5 RAB7A 12 11 S100A16 5 4
PKM2 27 24 RABSA 5 4 SARS 10 9
PKP2 13 2 RAD23B 7 5 SCARB2 6 5
PLEC 12 6 RALA 6 6 SCRIB 10 9
PLS1 8 1 RAN 10 10 SEPT11 6 5
PLS3 20 19 RARS 17 17 SEPT2 8 8
PLXNA2 5 4 RBBP4;RBBP7 4 3 SEPT7 13 11
PLXNB2 15 14 RCN1 7 7 SEPT9 12 9
PLXND1 11 8 RCN2 5 5 SERBP1 5 4
POR 8 RDX 18 13 SERPINBY 8 7
PPAL 5 RP2 8 8 SFPQ 5 6
PPIA 7 5 RPL10;RPL10L 5 5 SKT;KIAA1217 6 14
PPIB 9 8 RPL10A 6 6 SLC12A2 11 7
PPPIR12A 12 5 RPL13 7 7 SLC12A4 10 11
PPP2CB;PPP2CA 5 3 RPL13A 6 6 SLC12A9 5 5
PPP2R1A 15 14 RPL15 10 8 SLC16A1 11 10
PRDX1 8 8 RPL17 6 5 SLC16A3 9 8
PRDX2 6 6 RPL18 5 5 SLC1A3 4 5
PRDX3 5 4 RPL18A 5 5 SLC1A5 11 9
PRDX6 8 8 RPL23A 5 4 SLC25A3 6 5
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Geeni nimed JAR MV | JEG MV Geeni nimed JARMV | JEG MV
SLC25A5 5 5 TCP1 19 16
SLC29A1 9 7 TECR 7 7
SLC2A1 9 9 TFRC 28 26

SLC2A3;SLC2A14 11 11 TJIP2 9 9
SLC34A2 6 2 TKT 13 12
SLC38A1 3 5 TLN1 40 34
SLC44A2 6 6 TMED10 5 5
SLC4A2 8 9 TMEM2 16 14
SLC4AT7 12 12 TMEMB30A 5 5
SLC5A6 7 6 TPI1 10 9
SLC7A5 4 5 TPT1 5 3
SLC9A1 10 9 TRIM28 6 7

SLCY9A3R1 16 14 TTC7B 8 5

SMPDL3B 6 4 TUFM 5 3
SNAP23 12 12 TWF1 10 6
SND1 24 22 TXNDCS5 7 7
SNRNP200 6 6 UBAL 12 12
SNX2 12 9 UGP2 11 10
SNX5 5 2 USP14 5 3
SPTAN1 60 69 VAMP7 5 4
SPTBN1 41 50 VAMPS8 7 7
SPTLC1 5 3 VARS 14 11
SSR4 5 5 VAT1 6 5
ST13;ST13P5;ST13P4 5 4 VCP 21 17
STIP1 24 15 VDAC1 12 13
STOM 7 5 VDAC3 6 3
STRAP 10 7 WDR1 14 10
STT3A 7 7 VPS29 4 2
STT3B 10 6 VPS35 14 10
STX3 7 8 XPO1 3 5
STX4 4 5 XRCC5 13 13
STXBP1 8 4 YBX1;CSDA;YBX2 6 5
STXBP2 5 5 YES1 8 7
STXBP3 6 5 YWHAE 12 10
SUGT1 5 4 YWHAG 5 5

ZMPSTE24 6 4 YWHAH 6 6
TAGLN2 8 8 YWHAQ 6 6

TARS 12 6
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Lisa 2. JAR ja JEG-3 mikrovesiikulitest pirit valkude asukoht rakus. Mikrovesiikulites
tuvastatud valkude vdimalikku paiknemist rakus analiiiisiti rikastusanaliilisiga geeni
ontoloogia (GO) kategooriates kasutades veebitdoriista David. X-teljel on mirgitud vastavas

raku fraktsioonis paiknevate valkude hulk protsentides.

G0:00058EE~plasma membrane

GO:0005828~cytosal -

G0:004 323 2~intracellular non-membrane—bounded anganelie -

G0:00432 28~non—membrane—bounded onganalia =

GO 00444 58~plasma membrane part 4

GO D000 26T~cell frachon -

GO 0005856 ~cytoskeledon =

valgu piknemine rakus

GO:0031 282 ~vesicle

‘GO 003 198 8~me mbrane-bounded vesicle -

G0 00314 10~cytoplasmic vesicle -

GO0016023~cyioplasmic membrane—bounded vesicke -

GO00056 26~insoluble frackon o

=]
-
=
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Lisa 3. JAR ja JEG-3 mikrovesiikulitest pirit valkude molekulaarne funktsioon.
Mikrovesiikulites tuvastatud valkude voimalikku molekulaarset funktsiooni analiiiisiti
rikastusanaliilisiga geeni ontoloogia (GO) kategooriates kasutades veebitdoriista David. X-

teljel on mirgitud vastavat molekulaarset funktsiooni omavate valkude hulk protsentides.

GO:0000186—~nu clectide binding -

‘GO 0017076~ purine nucleotide binding =

GO0032555~purine ribonuclectide binding <

GO:0032 553~ ibonu cheotide binding -

GO:0001 BE2-nud exside binding —

GO0001883~purine nud easide binding -

G000 30554~adenyl nucleotide binding -

G 0003255 8~ adenyl ribonu clectide binding =

Molemulaarne funktsioon

G0:0D0E 524 ~ATP binding

GO:0003723-RNA binding

GO:0005 198 ~structural maolecube actiity -

GO:000B0E2 ~cyio skebe tal protein binding

GO0005E5 Of-calcium jan binding -

o
2
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g
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Lisa 4. JAR ja JEG-3 mikrovesiikulitest pirit valkude roll bioloogilistes protsessides.
Mikrovesiikulites tuvastatud valkude vdimalikku rolli bioloogilistes protsessides analiiiisiti
rikastusanaliilisiga geeni ontoloogia (GO) kategooriates kasutades veebitooriista David. X-

teljel on mérgitud vastavat bioloogilist rolli omavate valkude hulk protsentides.
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