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Trofoblasti rakuliini HTR-8/SVneo mikrovesiikulite ja eksosoomide sisenemine
endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A rakkudesse.
Magistritoo

Arina Lavrits

Luhikokkuvdte. Nii retseptoorse kui ka mitteretseptoorse endomeetriumi kartsinoomi
rakuliinide rakud votavad sisse trofoblasti rakuliini HTR8/SVneo rakkudest périt
mikrovesiikuleid ja eksosoome, kusjuures HEC-1A rakkudesse mikrovesiikulid sisenevad
pohimaotteliselt makropinotsitoosi ja klatriin-vahendatud endotsiitoosi teel. RL95-2 rakkude
kohta ei saa praegu 6elda, mis mehhanismi mikrovesiikulid kasutavad rakkudesse
sisenemiseks. Kuid kuivord tegemist on kasvajaliste rakkudega, siis ei ole saadud tulemuste
pdhjal vdimalik delda, kas see kehtib ka normaalsete rakkude puhul. Edasises to0s tuleb siiski
arvestada, et normaalsete trofoblastide ja endomeetriumirakkude kasvatamine on véga
keeruline ning siiani puuduvad andmed kuivdrd efektiivselt toimub nendest rakkudest

vesiikulite sekreteerimine.
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The uptake of trophoblast cell line derived microvesicles and exosomes by endometrial
cell line HEC-1A and RL95-2 cells.
Master’ thesis

Arina Lavrits

Abstract. Both receptive (RL95-2) and non-receptive (HEC-1A) endometrial cells take up
trophoblast cell line HTR-8/SVneo-derived microvesicles and exosomes. But since we used
carcinoma cell lines we cannot assert that the same tendency applies to normal cells. At the
same time HEC-1A cells internalize trophoblast-derived microvesicles via macropinocytosis
and clathrin-mediated endocytosis. For RL95-2, we cannot determine what endocytosis
pathway cells use for microvesicles’ internalization. In further studies it is worth to take into
account that cultivation of normal trophoblast and endometrial cells is very complicated and

moreover, until now there is no data about the secretion of vesicles by these cells.
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KASUTATUD LUHENDID

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

DAPI — 4',6-diamidino-2-feniilindool

EDTA — etlleendiamiintetrad&dikhape (ingl. k. ethylenediaminetetraacetic acid)

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

EIPA — 5-(N-etutl-N-isopropudl)amiloriid (ing. k. 5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride)
ER — tsutoplasmavdrgustik ehk endoplasmaatiline retiikulum (ingl. k. endoplasmic reticulum)
FCS — veise loote seerum (ingl. k. fetal calf serum)

GPCR — G-valguga seotud retseptor (ingl. k. G-protein-coupled receptor)

hCG — inimese koorioni gonadotropiin (ingl. k. human chorionic gonadotropin)

hPL — inimese platsenta laktogeen (ingl. k. human placenta lactogene)

HDL — korge tihedusega lipoproteiin (ingl. k. high density lipoprotein)

LDL — madala tihedusega lipoproteiin (ingl. k. low density lipoprotein)

MMP — maatriks metalloproteaas (ingl. k. matrix metalloproteinase)

MV — mikrovesiikulid

PBS — fosfaadiga puhverdatud soolalahus (ingl. k. phosphate buffered saline)

PDGF — trombotsiiutide kasvufaktor (ingl. k. platelet-derived growth factor)

ROCK — Rho-ga seotud proteiinkinaas I (ingl. k. Rho-associated protein kinase I)

RTK — retseptor-tlrosiin-kinaas (ingl. k. receptor tyrosine kinase)



SISSEJUHATUS

Raseduse perioodil toimub vdga tihe ja tdpselt reguleeritud suhtlemine embriio ja ema
organismi vahel. Lootepoolse platsenta trofoblastid sisenevad emakaseina ning seostuvad seal
eri tulpi rakkudega, milleks on néiteks makrofaagid, endomeetriumi strooma rakud,
endomeetriumi epiteelirakud ning veresoone endoteeli rakud. Trofoblastid sekreteerivad
maatriksmetalloproteaase (MMP), mille abil nad lagundavad rakuvélist maatriksit. Trofoblastid
seostuvad endomeetriumi strooma rakkudega, kéivitades signaaliradasid, mis muudavad
rakkude geeniekspressiooni ning selle kaudu nende morfoloogiat ja metabolismi. On naidatud,
et trofoblastid sekreteerivad valkude fragmente mille rolli tdnaseni ei teata, kuid voib eeldada,
et need (néiteks laminiinide fragmendid) kéituvad kui signaalmolekulid. Lisaks sellele nii
emaka kui ka embrio rakud sekreteerivad ise suurel hulgal signaalmolekule (eelkdige
hormoone), mis ema verre sattudes mojutavad kogu organismi metabolismi. Viimastel aastatel
on selgunud, et vaga olulisteks informatsiooni kandjateks on rakuvélised vesiikulid, milleks on
eksosoomid ja mikrovesiikulid. Juba on teada eksosoomide miRNA-sid, mis muudavad
sihtmérkrakkude geeniekspressiooni mustrit ning vaigistavad konkreetseid geene. Rakuvaliste
signaalide kaudu reguleeritakse embriio implantatsiooni, nditeks suurendades rakkude
adhesiivsust. Tanaseks on selgunud, et signaalide tlekanne toimub ka vesiikulite kaudu, sest
rakkude pinnale kinnitunud v6i neisse sisenenud eksosoomid ja mikrovesiikulid vallandavad
rakkudes signaalide kaskaadi. Uurides vesiikulite kaudu toimuvaid signaalide Glekandeid, tuleb
arvestada, et oluline osa nende kulgemise reguleerimises on ka vesiikulite rakku sisenemise
viisidel. Tundes vesiikulite rakkudele kinnitumise ja sisenemise mehhanisme on vdimalik
tdpsemalt jalgida vesiikulite poolt mdjutatud siganaaliradasid ning hinnata vesiikulite toime
flsioloogilisi tagajargi. Selline teadmine v6imaldaks paremini aru saada, kuidas toimub
suhtlemine embrio ja endomeetriumi vahel, mis on maarava téhtsusega implantatsioonil ja
platsenta véljakujunemises.

Ké&esoleva t60 eesmargiks oli uurida, kas endomeetriumi ja trofoblasti rakkude vahel toimuvas
suhtluses osalevad trofoblastidest périt eksosoomid ja mikrovesiikulid. Kuivdrd me kasutasime
mudelina kasvajalist paritolu endomeetriumirakke, siis oli oluline uurida kas trofoblastidest
périt vesiikulid vdiksid siseneda ka mingitesse teist koelist paritolu rakkudesse. Meid huvitas
ka vastupidine vdimalus, nimelt kas mdnest teisest koetlibist parit rakkude vesiikulid
sisenevad endomeetriumirakkudesse ning kui see nii on, kas sel juhul erineb see trofoblastide
vesiikulite sisenemisest. Lisaks eelnevale huvitas meid, millise mehhanismi kaudu voiksid

trofoblastidest parit olevad mikrovesiikulid siseneda endomeetriumi rakkudesse.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Rakuvalised vesiikulid

Q : 9 Mikrovesiikulid
@

Joonis 1. Rakuvalised vesiikulid. Rakud sekreteerivad valiskeskkonda kolme tlupi
vesiikuleid, milleks on apoptootilised kehad, mikrovesiikulid ja eksosoomid. EE — varane
endosoom (ingl. k. early endosome); MVB — multivesikulaarne keha (ingl. k. multivesicular
body); ILV — endosoomisisesed vesiikulid (ingl. k. intraluminal vesicles); N — tuum (ingl. k.
nucleus). Modifitseeritud (Yafiez-Mo et al., 2015) jargi.

Viimaste aastate jooksul on leitud (iha uusi tdendeid, et enamus normaalselt funktsioneerivaid
pro- ja eukarlootide rakke sekreteerivad rakuvalisesse ruumi vdhemalt kahte eri tulpi
vesiikuleid. Rahvusvaheline Rakuviliste Vesiikulite Uhing (ingl. k. International Society for
Extracellular Vesicles) on seisukohal, et rakkude poolt sekreteeritud vesiikuleid tuleks
nimetada ,,rakuvilisteks® voi siis ,,ekstratsellulaarseteks* vesiikuliteks ning neid v@ib liigitada
kolme pdhitudipi: apoptootilised kehad, mikrovesiikulid ja eksosoomid. Nende suurus,
tekkemehhanism ja tihti ka sisaldised on erinevad. Tegelikult vGib eristada veel thte vesiikulite
thdpi, milleks on Golgi vesiikulid (Nawaz, Camussi et al., 2014; Nawaz, Fatima et al., 2014).
Tsutoplasmavargustikus siinteesitud valgud pakitakse vesiikulitesse, mis punguvad vélja tema
membraanist ning liikudes Golgi kompleksi membraanile Uhinevad sellega (Schmid, 1997,
Urbé et al., 1997). Valkude transport Golgi kompleksi erinevate osade vahel toimub tsisternide
membraani véljapungumise tulemusena moodustunud transportvesiikulite abil (Bonnemaison

et al, 2013). Mbdnikord suunatakse trans-Golgi vOrgustikust eraldunud piirkond



plasmamembraani juurde, kus ta sulab sellega kokku. Selle tulemusena vabanevad
rakuvalisesse ruumi sekretoorseid valke sisaldavad transportvesiikulid (Nawaz, Camussi et al.,
2014; Nawaz, Fatima et al., 2014).

Kdige suuremad vesiikulid, mida rakud véliskeskkonda eraldavad, on apoptootilised kehad.
Nende diameeter on 1 — 4 um (Hristov et al., 2004; Turiék et al., 2011; Turturici et al., 2014).
Mikrovesiikulite suurus on vahemikus 80 — 1000 nm (Distler et al., 2005; Gyorgy et al., 2011;
Heijnen et al., 1999; Muralidharan-Chari et al., 2009; Trams et al., 1981; Turiak et al., 2011).
Kdige vaiksemad rakuvélised vesiikulid on eksosoomid, mille suurus varieerub 40-st kuni 150
nm-ni (Heijnen et al., 1999; Lobb et al., 2015; Muralidharan-Chari et al., 2009; Pan et al., 1985;
Trams et al., 1981). Tekkemehhanismi poolest on mikrovesiikulid ja apoptootilised kehad vaga
sarnased, sest nad moodustuvad plasmamembraani véaljapungumise tulemusena ja nende pinnal
on eksponeeritud fosfatidiiulseriin. Eraldiseisva vesiikulite rthma moodustavad eksosoomid,
mis tekivad endosoomide vOi multivesikulaarsete kehade membraani sissepungumise
tulemusena, kusjuures nende membraan on rikastunud kolesterooliga, samal ajal kui
fosfatidutseriini seal praktiliselt ei ole (Heijnen et al., 1999). Eksosoomid vabanevad
rakuvalisesse keskkonda kui neid sisaldavate multivesikulaarsete kehade membraan sulab

kokku plasmamembraaniga.

1.1.1. Apoptootilised kehad

Apoptoos on programmeeritud raku surm, mille kaigus mitokondrid, tsutoplasmavdrgustik
(Frank et al., 2001), Golgi kompleks (Lane et al., 2002), tsttoskelett (Taylor et al., 2008) ja
rakutuum lagunevad ning DNA l6igatakse fragmentideks (Kerr et al., 1972). Apoptoosi
kaivitumisel aktiveeritakse kaspaasid, mis kutsuvad esile Ca?*-ioonide viljavoolu
tsiitoplasmavdrgustikust ning selle kontsentratsiooni tdusu raku sees. Ca®*-ioonide toimel
inhibeeritakse flipaas, mis transpordib fosfatidillseriini ja fosfatidulletanoolamiini
plasmamembraani véliskiljelt sisekuljele ning aktiveeritakse skramblaas, mille tulemusena
fosfatidutlseriin transporditakse sisepinnalt valispinnale (Balasubramanian et al., 2007).
Tanaseks on teada, et fosfatidutlseriini eksponeerimine valispinnale ei ole pdhjustatud mitte
ainult ensuimide toimest, vaid ka llisosoomide membraanide Ghinemisest plasmamembraaniga
(Lee et al., 2013). Tegelikult kasutavad rakud lisosoome membraanis tekkivate vigastuste
parandamiseks. Kui plasmamembraan saab vigastada, siis tduseb rakus Ca?*-ioonide

kontsentratsioon, mille tulemusel transporditakse lisosoomid plasmamembraani l&hedusse
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(Mcneil ja Kirchhausen, 2005).Vigastamata raku puhul taastub Ca®*-ioonide tase ning flipaas
transpordib lusosoomi membraanist parit fosfatidttlseriini plasmamemraani vélispinnalt
sisepinnale. Apoptoosi korral sdilub rakusisene Ca®*-ioonide kdrge kontsentratsioon, mistdttu

ei transpordita fosfatidttlseriini plasmamembrani sisekiiljele tagasi, vaid see jaab raku pinnale.

Enamus lagundamise protsesse on ka seotud kaspaasidega. On teada, et peale proteaaside
toimet muutuvad mdned valgud funktsionaalselt aktiivseks. Nditeks ROCK | valk aktiveerub
kui temale toimivad kaspaasid, mis aitab kaasa plasmamembraani all paiknevate mdiosiini
ahelate fosforileerimisele ja aktiinifilamentide kokkutdmbumisele. Tekkiv pinge lukkab
tsttosooli vastu plasmamembraani, tekitades suuri véljasopistumisi piirkondades, kus
tsutoskelett on lagundatud (Taylor et al., 2008). Selle protsessi tulemusena laguneb terve rakk

vesiikuliteks, mida nimetatakse apoptootilisteks kehadeks.

1.1.2. Mikrovesiikulid

Mikrovesiikulid voivad eralduda paljude erinevat tulipi rakkude plasmamembraanist. Nende
valjasekreteerimine toimub nii spontaanselt (puhkavas olekus olevast rakust) (Tetta et al, 2011)
kui ka rakkude aktiveerumisel (Barry ja FitzGerald, 1999). Mikrovesiikulite teket kutsuvad
esile ka apoptoos, komplemendi susteemi aktiveerimine (MAC-i ehk ,,membrane attack
complex* moodustumine rakkude pinnal), rakkude kahjustused ning stress (Horstman et al.,
2004; Pilzer et al., 2005).

Nii mikrovesiikulite tekkimisel kui ka apoptoosi kaigus tBuseb rakusisene Ca2+-ioonide
kontsentratsioon, mis omakorda inhibeerib flipaasi ja aktiveerib skramblaasi. Selle tulemusena
transporditakse fosfatidiitilseriin plasmamembraani vélispinnale, mis on véga oluline, sest
negatiivse laengu kogunemine kutsub esile vesiikuli valjapungumise. Lisaks sellele leiti, et
fosfatidutlseriin  osaleb mesenhiimaalsetest tlvirakkudest périt mikrovesiikulite ja
eksosoomide sissevotmises HUVEC (ingl. k. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) poolt
(Wei et al., 2016).

Tanapaeval voib kill palju téid leida, kus radgitakse, et mikrovesiikulid sisenevad erinevatesse

rakkudesse, kuid ei ole uuritud, mis sissevotmise mehhanismiga mikrovesiikulid sattuvad

rakkudesse.
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1.1.3. Eksosoomid

Kui rakus toimub endotsitoos, siis sopistub plasmamembraan sisse, moodustades varajase
endosoomi. Endosoomi kipsemise kaigus selle sisemus hapestub ning tema membraan hakkab
sisse sopistuma, mille tulemusena tekivad endosoomi luumenisse vesiikulid. Sellist hilist
endosoomi, mille luumenis on vesiikulid, nimetatakse multivesikulaarseks kehaks. Kui
multivesikulaarse keha membraan sulab kokku plasmamembraaniga, siis vabanevad
luumenisisesed vesiikulid rakuvalisesse ruumisse. Sellise tekkega vesiikuleid nimetatakse

eksosoomideks.

Tanaseni ei ole paris selge, millise mehhanismi kaudu toimub eksosoomide sisenemine
sihtmérkrakkudesse. Nakase jt. (2015) on leidnud tbendeid, et see vdiks toimuda
makropinotsitoosi teel. Nad leidsid, et kui véahirakkude pinnal olevatele makropinotsitoosi
aktiveerivatele retseptoritele kinnituvad ligandid, siis kaivitatakse rakus aktiini
umberkorraldumine, tekivad plasmamembraani kurrud ning arenevad véalja makropinosoomid.
Tekkinud membraanikurdude abil haaratakse makropinosoomidesse plasmamembraanil voi
selle ldhedases asuvad eksosoomid. Kas eksosoomide enda pinnal olevad molekulid vdivad
kaituda sihtmarkrakkude pinnal olevate retseptorite suhtes kui ligandid, jadb ebaselgeks.
Nakase jt. (2015) arvavad, et eksosoomide sisenemiseks sihtmarkrakkudesse on vaja nii
makropinotsitoosi esilekutsuvate liganide kui ka eksosoomide pinnal olevate valkude
seostumist rakupinna retseptoritega. Nad leiavad, et eksosoomide rakkudesse sisenemine
Klatriin- vOi kaveoliin-vahendatud endotsutoosi teel on tdendoliselt véheefektiivne, kuivord
eksosoomid on peaaegu sama suured (~100 nm) kui Klatriin-kaetud lohud. Hiljuti naitasid
Heusermann jt. (2016), et eksosoomid sisenevad sihtmarkrakkudesse Uhekaupa, kusjuures
nende terviklikkus sdilub rakku sisenemisel ja ka rakkude sees kuni llisosoomidesse
joudmiseni. Veel enam, nad néitasid, et eksosoomid kinnituvad rakkude pinna filopoodidele
ning liiguvad moodda neid kuni kohani, kust filopood véljub raku kehaosast. Arvatake, et see
piirkond ongi eksosoomide rakkudesse sisenemise koht (Schneider ja Simons, 2016). On
néidatud, et monede rakutulpide puhul sdltub eksosoomide sisenemine sihtmarkrakkudesse

nende pinnal ekspresseeruvatest heparaansulfaat proteoglikaanidest (Christianson et al., 2013).
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1.2. Platsenta

Platsenta  koosneb  lootepoolsest  (ekstraembriionaalne  mesenhiim,  tsiito-  ja
stntsutiotrofoblastid) ja emapoolsest osast (endomeetrium). Koorioniplaadis moodustavad
trofoblastid kaks pohilist populatsiooni, milleks on hattudesisesed ja hattudevalised
trofoblastid. Hattudesisesed trofoblastid jagatakse tslto- ja sntsltiotrofoblastideks.
Tsutotrofoblastid on Uhe tuumaga ovaalsed rakud, mis on v@imelised veel mitootiliselt
jagunema. Diferentseerumise kaigus need rakud liituvad ja tekivad nn paljutuumsed
stntsutiotrofoblastid. Raseduse 16pu poole moodustub (ks suur miljardeid tuumi sisaldav rakk,
nn suntsudtium, mis katab lootehattusid. Suntsitiotrofoblastid slnteesivad nii ludtilisi
ensutime, kui ka pro-apoptootilisi faktoreid, mis kutsuvad esile endomeetriumi rakkude
apoptoosi. Lidtiliste ensulimide kaasabil tungivad siintsttiotrofoblastid 1&abi basaalmembraani
ning lagundavad nii nd&drmete kui ka verekapillaaride seina, tekitades sekreedi ja ema verega
taidetud sinusoide. Sinusoidid liituvad omavahel moodustades tihtset siisteemi, mis nimetatakse
hattudevéliseks ruumiks. Sellele lisaks sekreteerivad sintsitiotrofoblastid veel ka
progesterooni, inimese koorioni gonadotropiini (hCG) ja inimese platsenta laktogeeni (hPL).
Progesteroon hoiab raseduse perioodil endomeetriumi terviklikkust, hCG soodustab
angiogeneesi, varustades loodet toitainetega ning tagab tsutotrofoblastide kokkuliitumise ning
hPL reguleerib ema organismi metabolismi. hPL toimel tduseb rasvhapete tase ema veres,
langeb insuliini tundlikkus, millele jargneb glikoosi taseme tdus ning toimuvad ka muutused
rinnandérmetes. Esimese kolme raseduskuu jooksul ei ole verevool hattudevalises ruumis
piisavalt tugev, et varustada loodet toitainetega. Sellel perioodil mangib eriti suurt rolli
histiotroofne toitumisviis: mille kdigus suntsutiotrofoblastid fagotsiteerivad naarme sekreedi
glukoproteiine (Burton et al., 2002) ja endomeetriumi surnud rakke, resorbeerides sealt valke,
suhkruid ja lipiide. Basaalplaadile ankurduvate lootehattude tipus moodustavad
tsutotrofoblastid rakkude samba, kus need rakud diferentseeruvad migreeruvateks
hattudevélisteks trofoblastideks. Hattudevélised trofoblastid jagatakse kolmeks tliubiks: koe-,
veresoone- ja naarmesisesteks trofoblastideks. Koesisesed trofoblastid liiguvad endomeetriumi
sisse, kus nad seostuvad immuunrakkudega, kujundades sel viisil immuunvastust (Trowsdale
ja Moffett, 2008) ning kinnituvad ka spiraalsetele arteritele, laiendades nende valendikku
(Pijnenborg et al, 2006). Miomeetriumist vdib leida suuri mitmetuumseid trofoblaste, mis
moodustuvad koesiseste trofoblastide diferentseerumise 16ppjargus. Need on liikumisvdimetud
hiidrakud, mis tagavad platsenta tdieliku ankurdamise emaka seinale (al-Lamki et al., 1999;

Aplin, 1991). Veresoonesisesed trofoblastid tungivad l&bi spiraalarterite seina, lagundavad
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elastseid kiudusid, ladustavad fibrinoidi ning asendavad osasid endoteelirakke, mille
tulemusena veresoone valendik laieneb mitu korda. Sel viisil muutunud spiraalarterid ei allu
enam vasomotoorsele kontrollile, mille téttu suunatakse hattudevalisesse ruumi tugev verevool,
mis tagab loote ja ema organismi vahel efektiivse ainevahetuse (Hirano et al., 2002; Kaufmann
et al., 2003). Veresoonesisesed trofoblastid liiguvad ainult arteritesse, kuid mitte veenidesse
(Gude et al., 2004). N&armesisesed trofoblastid kéituvad samal viisil kui veresoonesisesed
trofoblastid. Need rakud tungivad labi juhade seinte asendades osa epiteelirakke, mis
suunduvad omakorda nédarmejuha hattudevalisesse ruumi laiendades selle valendikku (Moser
etal., 2010).

1.3. Endotsutoos

1.3.1. Fagotsiutoos ja makropinotsiitoos

Fagotsutoos avastati immuunsisteemi rakkudes rohkem kui 100 aastat tagasi. Siis leiti, et rakud
vOtavad sisse patogeene ja apoptootilisi kehi. Tegelikult vdetakse nii fagotsitoosi kui ka
makropinotsiitoosi puhul rakkudesse suuri osakesi ja vedeliku koguseid. Erinevalt
makropinotsitoosist, mille puhul osa rakuvalisest materjalist satub rakku koos vedelikuga, on
fagotsiitoosi toimumiseks vaja retseptor-ligand sidet, mis kaivitab plasmamembraani all
paikneva tsitoskeleti Umberkorraldumise ja tekivad pseudopoodid, mis Umbritsevad
rakuvélises keskkonnas olevaid osakesi. Retseptorid, mis vahendavad endotsiteeritavate
osakeste seostumist on kdrge spetsiifikaga, vorreldes makropinotsutoosi retseptoritega, mis
valistab seetdttu ebasobiva materjali fagotsutoosi. Tuleb r6hutada, et fagotsiteerivad rakud ei
kasuta mdlemat mehhanismi (fagotsutoosi ja makropinotsutoosi) sama tudpi materjali
sissevotmiseks. Naiteks makrofaagid votavad eksosoome sisse ainult fagotsiitoosi teel (Feng et
al., 2010).

Esmakordselt kirjeldas makropinotsutoosi Warren Lewis 1931. aastal, kui ta n&dgi makrofaagide
pinnal kurde, mis sulgudes moodustasid rakusiseseid vesiikuleid — makropinosoome.
Vaatamata sellele, et makropinosoomi tekkele eelneb kindlasti plasmamembraani kurdumine,
mis on pdhjustatud aktiinifilamentide moodustumisest, ei 16pe kurdude membraani pinnalt
valjasopistumine alati makropinosoomi tekkega (Li et al., 1997). Raku plasmamembraan asub
pidevas dunaamilises seisundis, mis eeldab aktiinifilamentide pidevat imberkorraldust. Seega

plasmamembraani kurdumine, mis esineb erinevat titpi rakkude puhul, ei ole mingi erandlik
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nahtus ja ei ole alati tingitud makropinotsutoosist. Fagosoomide kdrval on makropinosoomid
kdige suuremad endotsuteerivad vesiikulid. Nende diameeter 0,2 — 10 um (Kou et al., 2013;
Swanson ja Yoshida, 2015) pakub rakkudele, kes ei ole fagotsutoosiv@imelised alternatiivset

vOimalust suuremaid molekule sisse votta.

Makropinotsiitoos vOib olla kas konstitutiivne vOi  stimuleeritud. Konstitutiivse
makropinotsitoosi korral moodustuvad makropinosoomid ilma, et rakkude pinnal olev
retseptor seoks mingit ligandi. Naitena vOib tuua luutdi dendriitrakud, mis vdivad
makropinosoomisse  voOtta eksogeenset ovalbumiini ja eksponeerida seda raku
plasmamembraanil pérast seostumist MHC klass | molekuliga (Norbury et al., 1997).
Konstitutiivse makropinotsitoosi puhul ei saa selle protsessi voimendumist véltida. Niisiis
konstitutiivset makropinotsitoosi ei pea stimuleerima, kuid v@ib vbimendada. Kaige
iseloomulikumaks vdimendajaks on PMA (ingl. k. phorbol myristate acetate), mis stimuleerib
makrofaagide makropinotsitoosi (Swanson, 1989) ja vOimendab seda protsessi luuddi
dendriitrakkudes (Norbury et al., 1997). Stimuleeritud makropinotsitoosi toimumiseks on vaja
stiimulit, nagu dtleb ka nimetus. Makropinotsitoosi stiimulite hulka vdivad kuuluda
kasvufaktorid, forbool estrid, seerumi valgud ja paljud teised Uhendid. On ndidatud, et EGF
(ingl. k. epidermal growth factor) stimuleerib makropinotsitoosi A431 rakuliini rakkudes.
Tulemusena retseptor koos ligandiga siseneb rakku, vottes kaasa ka teisi molekule, naiteks,
HRP (ingl. k. horse radish peroxidase) (Chinkers et al., 1979) voi isegi eksosoome (Nakase et
al., 2015). Makropinotsutoosi l16ppfaasis lagundatakse makropinosoomi sisaldised lisosoomis
vOI transporditakse plasmamembraanile tagasi (Lim ja Gleeson, 2011b)

1.3.2. Kaveoliin-vahendatud endotsutoos

1955. aastal kui Yamada uuris sapipdie epiteelirakke, siis nagi ta rakkude pinnal lohkusid. Ta
andis neile nime ,,caveolae” (ingl. k. cave ,koobas*“) (Yamada, 1955). Kaveoolide kuju
varieerub soltuvalt raku tulbist, kusjuures nende diameeter jaab vahemikku 50 - 100 nm (Parton
ja Simons, 2007; Peiro et al., 2000; Razani et al., 2002). Endoteelirakkude pinnal olevad
kaveoolid on suletud struktuuriga, mille téttu on molekulide difusioon nendesse raskendatud
(Stan et al., 1997; Stan et al., 1999). Lihasrakkudes kujutavad kaveoolid endast liitkobaraid voi
pudelikujulisi lohkusid, mis osalevad lihasrakkude T-tuubulite moodustumises (Carozzi et al.,
2001; Parton et al., 1997). Epiteelirakkudes on mdnedel kaveoolidel avatud struktuur, aga
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esineb ka viinamarjakobarate sarnaseid kaveoole (Montesano et al., 1982; Rothberg et al.,
1992).

Erinevalt klatriin-kaetud lohkudest, mis moodustuvad kohe plasmamembraani pinnal, tekivad
kaveoliiniga kaetud lohud raku sees. Kaveoolide pohilisteks komponentideks on spetsiifilised
lipiidsed piirkonnad, mis pannakse trans-Golgi vorgustikus kokku ja transporditakse vesiikulite
kaudu plasmamembraanile. Need piirkonnad koosnevad  glukosfingolipiididest,
sfingomieliinist ja Kkolesteroolist (Simons ja Toomre, 2000). Po&hiliseks siduvaks
komponendiks neis piirkondades on kolesterool. Kdigepealt tdidab see struktuurset funktsiooni,
sidudes kdik komponendid kokku. Lisaks sellele osaleb kolesterool signaali tlekandes kuna ta
seostub GPI-ankurdatud valkude ja kaveoliiniga. Teiseks oluliseks komponendiks on kaveoliin-
1 (lihasrakkudes kaveoliin-3), mis moodustab kaveooli all valgulise platvormi. Kaveoliin-1 on
transmembraanne valk, mis thendab kdik kaveooli komponendid (Fra et al., 1995) ja on
oluliseks adapter-valguks (Sargiacomo et al., 1993). Kolesterool eemaldatakse rakkude
plasmamembraanidest pidevalt HDL (ingl. k. high density lipoprotein) apolipoproteiinide abil,
mis on osa organismi kaitsemehhanismist (Oram ja Yokoyama, 1996). Kaveoliin-1 seob
valmissunteesitud kolesterooli enda kiilge ja transpordib seda tstitoplasmavdrgustikust otse
plasmamembraanile (Smart et al., 1994, 1996). Lisaks kaveoliinile sisaldavad kaveoolid ka
GPl-ankurdatud valke. GPl-ankurdatud valgud said oma nime tanu glukolipiidile
glukosuulfosfatidiilinositoolile, mis valkude modifitseerimise kaigus pannakse C-terminuse
kilge ning mis v@imaldab selle kaudu valkudel plasmamembraanile kinnituda. Koos
kaveoliiniga kannavad GPl-ankurdatud valgud signaali retseptorilt tsutoplasmas olevatele
teistele signaali Ulekantavatele molekulidele (GTP siduvatele valkudele, anneksiin Il-le,
seriinkinaasidele) (Sargiacomo et al., 1993). Nagu eespool mainitud osalevad GPI-ankurdatud
valgud ja kaveoliin signaali Ulekandmises retseptorilt rakusisestele komponentidele. Seega
tuleb rdhutada, et kaveoolid sisaldavad tlrosiin-kinaasirikkaid piirkondi (R. G. Anderson,
1998). Naiteks, PDGF (ingl. k. platelet-derivad growth factor) ja EGF (ingl. k. epidermal
growth factor) seostuvad vastavate tirosiin-kinaasi retseptoritega kaivitades MAP signaali raja
(Liu et al., 1996; Liu et al, 1997).

Lisaks signaali ulekandmisele osalevad kaveoolid endotsiitoosis. Kaveoliin-vahendatud
endotsltooosi puhul tuleb réékida pototsitoosist ja transtsitoosist. Pototsiitoos on retseptor-
vahendatud endotsiitoos, kus kaveoolide poolt endotsiteeritakse molekule, nagu néiteks 5-

metliltetrahidrofolaadi pototsitoos. Koigepealt seostuvad molekulid GPI-ankurdatud
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retseptoritega kaveoolide pinnal. Kui seostunud ligandide kontsentratsioon tbuseb piisavalt
korgeks, kaveoolid sulguvad ning nende sees pH langeb. Madal pH pdhjustab ligandi
vabanemise retseptori kiljest ja see transporditakse tsltoplasmasse labi spetsiaalse kanali.
Edasi avaneb kaveool uuesti, et siduda uusi ligande (Anderson et al., 1992). Praegu arvatakse,
et suletud kaveool vabaneb raku pinnalt ja laseb ligandi molekulid tsutoplasmasse. Uuriti ka
pototsuitoosi vBimalikku osalemist viiruste sisenemisel rakkudesse. Selgus, et sarnaselt 5-
metdltetrahidrofolaadiga siseneb ka simiani viirus 40 rakku kaveoolide kaudu. Ainuke
erinevus on see, et kaveoolid ei vabasta viirusosakesi tsiitoplasmasse. Need sulavad omavahel
kokku moodustades torukujulisi kaveoliinivabu neutraalse pH-ga struktuure, mis liikudes
maooda mikrotorukesi satuvad tsutoplasmavadrgustikku (Anderson et al., 1996; Pelkmans et al.,
2001; Stang et al., 1997).

Transtsutoos kujutab endast kaveoolide transporti labi raku. Ligand seob retseptori kaveooli
pinnal ja edasi jargneb nende vesiikulite transport raku teisele poolele (Schnitzer, 1994).
Transtsltoosi néitena vOib tuua endoteelirakud, mida mduoglobiini molekulid l&bivad
transportvesiikulite abil (Dvorak et al., 1996; Simionescu et al., 1973, 1975). Eriti
tdhelepanuvaarne on see, et transpordi kéigus vdivad transportvesiikulid omavahel kokku
sulada, moodustades viinamarjakobarakujulisi kogumeid, mis ulatuvad l&bi raku ning tekitavad
kanali (Dvorak et al., 1996).

Senini ei ole nédidatud kaveoolide kokkusulamist endosoomide v6i lisosoomidega, mis on

enamuse endotsitoosiradade iseloomulikuks tunnuseks.

1.3.3. Klatriin-vahendatud endotsiitoos

Klatriin-vahendatud endotsiitoos sai oma nime valgu Klatriin jargi, mis soodustab
endotsuteeritava vesiikuli teket, moodustades selle pinnal v@rgustiku. Kilatriini lohkude
diameeter varieerub soltuvalt organismi liigist ja rakkude tlubist. K&ige véiksemad Klatriini
lohud on taimederakkudes ja parmides (35 — 60 nm) (Dhonukshe et al., 2007; Smaczynska-de
Rooij et al., 2010) ning kdige suuremad imetajatete rakkudes (70 — 200 nm) (Cheng et al., 2007;
Ehrlich et al., 2004).

Endotsitoosi esimeses etapis mdiratakse endotsiiteerimise koht plasmamembraanis, kuhu

transporditakse abivalgud. Selleks kohaks on tavaliselt mingi transmembraanne retseptor
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(Henne et al., 2010). Tulevasele endotsiitoosi kohale transporditakse koigepealt F-BAR
domé&éni sisaldavad FCHol ja 2 valgud. Need valgud painutavad plasmamebraani,
moodustades selle pinnal lohu ning seovad teisi Klatriini lohu ehitamises osalevaid valke —
epsl5 ja intersektiini (Henne et al., 2010). Lohu tekkes osaleb samuti selline valk nagu SGIP-
a, mis seondub epsl5 wvalguga (Stimpson et al., 2009). Jargmisena transporditakse
plasmamembranile AP2 valk, mille pohiliseks tilesandeks on siduda endotsiiteeritavat molekuli.
AP2 seostub transmembraanse retseptoriga kas otseselt valgu tsitoplasmaatilises osas
paiknevate motiivide kaudu v6i sidudes adaptervalke, mis seostuvad omakorda endotsuteeriva
molekuliga (Kelly et al., 2008). AP2 koos teiste adaptervalkudega viivad labi endotsiitoosi
olulist etappi — nad sorteerivad endotsutoosi minevaid molekule (Traub, 2009). Lisaks
sorteerimisele taidab AP2 ka struktuurset funktsiooni, kuna ta osaleb vesiikulite moodustumises
ning on leitud, et ainult abivalkude kogunemisest plasmamembraani pinnale ei piisa kipse
vesiikuli moodustumiseks (Boucrot et al., 2010; Motley et al., 2003). Peale endotsiteeritavate
molekulide véljasortimist moodustub lohu pinnale Klatriinivérgustik, mis soodustab membraani
kdverdamist ja seega vesiikuli tekkimist (Hinrichsen et al., 2006). Klatriinvalgud seotakse lohu
pinnale AP2 ja adaptervalkude poolt ning nad aitavad vesiikuli sissepungumisele kaasa. Tuleb
rohutada, et lisaks klatriinile katavad lohku ka teised membraani painutavad valgud, millel on
tavaliselt BAR-doma&an (Frost et al., 2008; Henne et al., 2007; Peter et al., 2004). Seega klatriini
vOrgustik stabiliseerib moodustuva vesiikuli kumerust, kuid seda ei saa pidada pohiliseks
painutavaks jouks. Mdnedel juhtudel klatriinimolekulid moodustavad lameda vBrgustiku, mis
ei soodusta membraani kumerdumist (Saffarian et al., 2009). Vesiikuli moodustumise
viimaseks etapiks on diinamiini seondumine. See enstium seotakse moodustuva vesiikuli kaela
piirkonda adaptervalkude poolt ning ta viib l&bi GTP hudroludsi ja I6hustab membraani
(Bashkirov et al., 2008; Roux, Uyhazi, Frost, & De Camilli, 2006; Sweitzer & Hinshaw, 1998).
Peale vesiikulite moodustumist Kklatriinkate dissotsieerub ning vesiikul sulab kokku

endosoomiga (Schlossman et al., 1984).

Klatriin-vahendatud endotsttoos vdib olla kas stimuleeritud vdi konstitutiivne. Stimuleeritud
endotsitoosi puhul retseptori seondumine ligandiga kaivitab selle rakku sisenemise, samal ajal
kui konstitutiivselt endotsteeritud retseptor voib siseneda rakku ka ligandiga seondumata.
Retseptor-tlrosiin-kinaasi (ingl. k. receptor tyrosine kinase, RTK) ja G-valguga seotud
retseptorid (ingl. k. G-protein-coupled receptor, GPCR) on klassikalised stimuleeritud
endots(itoosi raja esindajad. Peale seda kui retseptor on ligandiga seondunud, toimub kas

retseptori dimerisatsioon (RTK puhul) (Dawson et al., 2005) vdi selle konformatsiooniline
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muutumine (GPCR) (Tsukamoto ja Farrens, 2013). Konstitutiivse endotsiitoosi néitena voib
tuua transferiini ja LDL (ingl. k. low density lipoprotein) retseptorid. Need valgud sisaldavad
motiive, mis kéivitavad retseptorite aktiivse endotsutoosi (Anderson et al., 1977; Motley et al.,
2003; Spencer et al., 1990).

Klatriin-vahendatud endotsutoosil on kaks pohilist Ulesannet: korjata rakku véliskeskkonnas
olevaid vajalikke metaboliite (kolesterooli, rauda) ja labi retseptor-ligand seondumise kanda
rakku ule signaale, mis muudavad selle homeostaasi, kasvu ning diferentseerumist. Kui radkida
signaaliradade reguleerimisest, siis rakud putavad ka signaale vélja lulitada. Selleks nad
eemaldavad vastavat retseptorit raku pinnalt endotsutoosi teel, nagu nditeks on Wnt ligandi
sidumine Frizzled retseptori kilge. Wnt ligandi kontsentratsiooni gradient rakuvélises ruumis
tagab embriio normalse arengu, kusjuures selle hoidmiseks endotsiteerivad rakud liigsed
retseptorid (Yu et al., 2007).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. TO66 eesmargid

Ké&esoleva to0 eesmérgiks oli esiteks uurida, kas trofoblasti rakuliini HTR-8/SVneo rakkudest
parit mikrovesiikulid ja eksosoomid sisenevad retseptoorse endomeetriumi rakuliini RL95-2 ja
mitteretseptoorse endomeetriumi rakuliini HEC-1A rakkudesse. Teiseks, me tahtsime
selgitada, kas retseptoorse (RL95-2 rakud) ja mitteretseptoorse (HEC-1A rakud)
endomeetriumi rakud erinevad mikrovesiikulite ja eksosoomide sissevotmise taseme poolest.
Kolmandaks me soovisime selgitada, millise mehhanismi kaudu toimub mikrovesiikulite ja

eksosoomide sisenemine endomeetriumi rakkudesse.

Nende eesmarkide saavutamiseks viisime labi jargmised katsed:

1. Eraldasime HTR-8/SVneo rakkude poolt sekreteeritud mikrovesiikulid ja eksosoomid
kasvukeskkonnast.

2. Inkubeerisime endomeetriumi rakuliinide rakke trofoblasti mikrovesiikulite ja
eksosoomidega erineva ajavahemike jooksul.

3. Uurisime, millise efektiivsega sisenevad kopsukartsinoomi H1299 mikrovesiikulid
RL95-2 ja HEC-1A rakkudesse, vorreldes HTR-8/SVneo mikrovesiikulitega. Meid
huvitas, kas endomeetriumi rakkudele seostuvad ja neisse sisenevad ainult trofoblasti
rakkudest parit vesiikulid vOi on tegemist mittespetsiifilise protsessiga.

4. Me mojutasime endomeetriumi rakke erinevate endotsiitoosi parssivate inhibiitoritega,

et leida, millise mehhanismi kaudu toimub mikrovesiikulite rakkudesse sisenemine.
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2.2.
2.2.1.

Materjalid ja metoodika

Endotsitoosi radade inhibiitorid

Inhibeeritav

Inhibiitor Firma, riik N Algkontsentratsioon | Lahjendus
endotsutoosi rada
EIPA (ingl. k. 5-(N- i‘lﬂwz‘r’]
Ethyl-N- Chemie Makropinotsttoos 100 mM 1:1000
isopropyl)amiloride) GmbH. USA
Kloorpromasiin ill?jrrTi]sr-l Klatriin-
(ingl. k. Chemie vahendatud 10 mM 1:1000
chlorpromazine) GmbH. USA endotsutoos
Sigma- ..
T . Kaveoliin-
Nistatiin (ing. k. Aldrich vahendatud 50 mM 1:1000
nystatin) Chemie endotsiitoos
GmbH, USA

2.2.2. Kasutatud rakuliinid
Selle t60 labiviimisel kasutati inimese esimese trimestri trofoblastide rakuliini HTR-8/SVneo,

inimese endomeetriumi  kartsinoomi rakuliine RL95-2 ja HEC-1A ning inimese

kopsukartsinoomi rakuliini H1299.

HTR-8/SVneo ja H1299 rakuliine kasvatati keskkonnas, milles oli 90% RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute medium) (Capricorn Scientific GmbH, Saksamaa) séddet ja 10% loote
veise seerumit (ingl. k. foetal calf seerum, FCS) (PAN Biotech GmbH, Saksamaa) ning millele
lisati 100 pg/ml streptomutsiini ja 100 U/ml penitsilliini. RL95-2 rakuliini kasvatati
keskkonnas, milles oli 90% DMEM:F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12) sd0det (Gibco, USA) 10% loote veise seerumit ning 100 pg/ml steptomdtsiini ja
100 U/ml penitsilliini. Sellesse kasvukeskkonda lisati ka 5 ug/ml insuliini. HEC-1A rakke
kasvatati keskkonnas, milles oli 90% McCoy's 5A sotddet, 10% loote veise seerumit ning 100
pg/ml steptomdtsiini ja 100 U/ml penitsilliini. K8iki rakuliine kasvatati 5% CO2 juuresolekul
veeauruga kullastatud atmosfaaris temperatuuril 37°C. Enne Umberkllvamist pesti rakke
steriilse 1xPBS-ga ning eemaldati plastikult 0,05%-lise tripsiini ja 0,02%-lise EDTA lahusega
1xPBS-s (Naxo OU, Eesti). Seejarel inhibeeriti triipsiini toime seerumit sisaldava so6tmega,

mida voeti tripsiini lahusega vordses mahus. Rakud sadestati tsentrifuugides (tsentrifuug
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4K15C, Sigma) 350 g ja 20°C juures 5 min jooksul. Pérast seda kilvati rakud Petri tassidesse
ja kasvatati 2-3 p&eva, kuni saavutati 80-100%-line konfluentsus.

2.2.3. Mikrovesiikulite ja eksosoomide eraldamine

Selleks, et sadestada H1299 ja HTR-8/SVneo rakkude poolt kasvukeskkonda sekreteeritud
mikrovesiikuleid ja eksosoome, kasutati ultratsentrifuugimist (Théry et al., 2006). Selle
meetodi pdhimdte on selles, et erineva suuruse ja tihedusega struktuurid sadenevad erineva
tsentrifugaaljouga. Mida suuremad ja tihedamad on vesiikulid, seda vaiksemat joudu tuleb
rakendada (van der Pol et al., 2012). Eksosoomide diameetri varieeruvus on 40-150 nm (>100
nm eksosoomid moodustavad vaikse osa kogu populatsioonist) (Heijnen et al., 1999;
Muralidharan-Chari et al., 2009; Lobb et al., 2015). Kdige vaiksemate mikrovesiikulite
diameeter on 80 nm ja kdige suuremate - 1 um (Heijnen et al., 1999; Distler et al., 2005; Gydrgy
et al., 2011; Muralidharan-Chari et al., 2009; Turiak et al., 2011). Seega vdivad suuremad
eksosoomid sadeneda koos mikrovesiikulitega ja vastupidi, vaiksemad mikrovesiikulid koos
eksosoomidega. Rakkudele kantav s6ode ultratsentrifuugiti alati 1 tund 100000xg ja 4°C
juures, selleks et eemaldada loote veise seerumis sisalduvad vesiikulid (ultratsentrifuug L8-M,
rootor 45Ti, Beckman, USA). Peale tsentrifuugimist sédde filtreeriti (filtri poori 1&bimd6t 0,2
um; Corning, USA). Rakke kasvatati 24 tundi, misjdrel eemaldati neilt kasvukeskkond, mida
tsentrifuugiti 2000xg (tsentrifuug 4K15C, Sigma) ja 4°C juures 20 min jooksul apoptootiliste
kehade ning rakkude tlikikeste eemaldamiseks (Théry et al., 2006; Turiak etal., 2011). Seejarel
ultratsentrifuugiti supernatanti 1 tund 10000xg ja 4°C juures (ultratsentrifuug L8-M, rootor
45Ti, Beckman, USA) mikrovesiikulite eraldamiseks. Selleks, et eemaldada mikrovesiikulitelt
s0otme valke, lahustati sadenenud materjal 1xPBS-s ja ultratsentrifuugiti 10 min 16000xg
(tsentrifuug 5415R, Eppendorf, Saksamaa) ja 4°C juures. Mikrovesiikulite sade lahustati
1xPBS-s ning sdilitati -80°C juures.

Eksosoomide eraldamiseks ultratsentrifuugiti mikrovesiikulite sademelt eemaldatud
supernatanti 100000xg ja 4°C juures (ultratsentrifuug L8-M, rootor 45Ti, Beckman, USA) 1
tunni jooksul. Sadenenud materjal suspendeeriti ja filtreeriti (filtri poori 1abimodt 0,22 um;
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Germany) ning ultratsentrifuugiti 100000xg ja 4°C juures
(ultratsentrifuug L8-M, rootor Sw4lTi, Beckman, USA) 1 tunni jooksul. Sadenenud
eksosoomid lahustati 1xPBS-s ja sailitati -80°C juures.
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Vahetult enne  kilmutamist mdoddeti  mikrovesiikulite ja  eksosoomide hulka
spektrofotomeetriliselt (NanoDrop 1000 Spectrophotometer; Thermo Scientific, USA).

2.2.4. Trofoblasti rakuliini HTR-8/SVneo rakkudest parit mikrovesiikulite ja
eksosoomide sissevotmine endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A ning

kopsukartsinoomi H1299 rakkude poolt.

2.2.4.1.  Latekskerakeste margistamine.

Selleks, et tuvastada, kas endomeetriumi rakuliinide HEC-1A ja RL95-2 rakud vdiksid osakesi
fagotsiteerida, inkubeeriti neid polustiireenkerakestega (Spherotech Inc) (Desjardins ja
Griffiths, 2003; Feng et al., 2010; Seyrantepe et al., 2010).

Me kasutasime polUstireenkerakesi diameetriga 0,6 um ja 0,07 um, mis margistati Alexa Fluor
488-ga seotud kiuliku immunoglobuliinide vastase kana pollklonaalse antikehaga (Thermo
Fisher Scientific, USA) (lahjendus vastavalt 1:11 ja 1:14). Polustlreenkerakeste mérgistamine

viidi 1&bi vastavalt tootja firma poolt esitatud protokollile (Spherotech Inc).

Polustureenkerakesi inkubeeriti antikeha lahuses pimedas 1 tund 37°C juures (Majeed et al.,
2001). Peale inkubeerimist sadestati polistiireenkerakesed 10000xg juures 5-10 min jooksul,
aspireeriti supernatant ja lahjendati 1xPBS-is. Maérgistatud polistiireenkerakesed séilitati

1xPBS-s 4°C juures 1-4 paeva.

2.2.4.2.  Mikrovesiikulite ja eksosoomide margistamine.

Nii mikrovesiikuleid kui ka eksosoome mérgistati FM 1-43 (N-(3-trietttilammooniumpropudl)-
4-(4-dibuttulamiino)staradl)pridiinium dibromiid) varviga (Molecular Probes, USA).

Mikrovesiikulid ja eksosoomid lahjendati 1xPBS-is, kuhu lisati FM 1-43 varvi (lahjendus
1:1000) ja inkubeeriti ja&l pimedas 5 min. Peale seda sadestati mikrovesiikulid 16000xg
(tsentrifuug 5415R, Eppendorf, Saksamaa) ja 4°C juures 10 min jooksul ning sade lahustati
1xPBS-is. Eksosoomid sadestati 1 tund 100000xg (tsentrifuug Optima MAX-XP, Beckman
Coulter, USA) ja 4°C juures ning sade lahustati 1xPBS-is.
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2.2.4.3.  Mikrovesiikulite ja eksosoomide sissevotmine retsipientrakkude poolt.

Lisaks endomeetriumi rakuliinidele kasutasime ka rakuliini H1299 rakke, selleks et uurida, kas
ja kui efektiivselt voiksid teist koelist paritolu (s.0. kopsukartsinoomi rakud) trofoblasti

rakkudest eraldunud mikrovesiikuleid ja eksosoome sisse votta.

HEC-1A, RL95-2 ja H1299 rakud kulvati 24-kannulistesse plaatidesse ja kasvatati 48 tundi.
Immunofluorestentsmikroskoopia jaoks kulvati rakud 24-kannulise plaadi pdhja asetatud 12
mm l&bimd6duga klaasidele (Paul Marienfeld GmbH ja Co. KG, Saksamaa) arvestusega 4000
— 4500 HEC-1A v6i H1299 rakku kannu kohta. RL95-2 rakud kdilvati arvestusega 7000 — 7500
rakku kannu kohta. Kahe paeva moddumisel pesti rakke steriilse 1xPBS-ga. Seejérel kanti
sihtmarkrakkudele uus s66de, millesse lisati FM 1-43 varviga méargistatud mikrovesiikulid voi
eksosoomid, mille kontsentratsiooniks sd6otmes arvestati 100 ug/ml. Rakke inkubeeriti
mikrovesiikuleid vBi eksosoome sisaldavas keskkonnas 1, 2 ja 4 tundi 37°C juures. Tuumad
toodi nahtavale inkubeerides rakke Hoechst vérvi lahuses (lahjendus 1:1000) 30 min jooksul
37°C juures. Peale inkubeerimist eemaldati s66de ning rakke pesti steriilse 1xPBS-ga. Rakkude
plasmamembraani méargistamiseks kasutati PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit for
General Cell Membrane Labeling (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, USA) komplekti. Kdigepealt
pesti rakke 2 korda steriilse 1XxPBS-ga ja lisati neile PKH26 vérvile mdeldud C lahusti (Diluent
C). Vérvilahuse valmistamiseks lahjendati PKH26 varv C lahustis (1:500) ja segati korralikult.
Seejdrel lisati varvilahus rakkudel olevale C lahustile (suhe 1:1) ja inkubeeriti 2 min pimedas
toatemperatuuril. Varvumise peatamiseks lisati rakkudele sama maht 1% BSA-d. Liigse varvi
eemaldamiseks pesti rakke 4 — 5 korda seerumit sisaldava sodtmega, sest seerumi valgud ja
lipiidid seovad tugevalt varvi. Lopuks valmistati mikroskopeerimiseks vajalikud preparaadid,
kusjuures ei kasutatud sulundussegu, vaid steriilset 1xPBS-i ning anallusiti kohe
konfokaalmikroskoobiga Olympus FluoView TM FV1000. Saadud kujutiste todtlemiseks

kasutati arvutiprogrammi Imaris (Bitplane, Sveits).

Labivoolutsutofluorimeetra jaoks kulvati HEC-1A ja H1299 rakud 24-kannulisesse plaadisse
arvestusega 7000 — 7500 rakku kannu kohta. RL95-2 rakud kulvati arvestusega 10000 — 12000
rakku kannu kohta. Peale mikrovesiikulite vdi eksosoomidega inkubeerimist eemaldati s66de
ning pesti rakke steriilse 1xPBS-ga. Selleks et korvaldada rakkude kilge kleepunud

mikrovesiikuleid ja eksosoome ei eemaldatud rakke plastikult mitte EDTA, vaid trupsiini abil
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(Fengetal., 2010). Trapsiini toime inhibeeriti seerumit sisaldava s66tmega, mida voeti tripsiini
lahusega vordses mahus. Seejarel sadestati rakud 350%g ja 4°C juures 5 min jooksul, aspireeriti

supernatant ja rakkude sade lahustati 1xPBS-is.

2.2.4.4. Retsipientrakkude todtlemine endotsiitoosi inhibiitoritega.

Selleks, et tuvastada, millise endotsutoosi mehhanismi abil meie poolt kasutatud rakud

mikrovesiikuleid sisse vOtavad, kasutati erinevate endotsitoosi radade inhibiitoreid.

Labivoolutsutofluorimeetra jaoks kilvati HEC-1A ja H1299 rakud 24-kannulisesse plaadisse
arvestusega 7000 — 7500 rakku kannu kohta. RL95-2 rakud kilvati arvestusega 10000 — 12000
rakku kannu kohta. Kahe paeva parast pesti rakke steriilse 1xPBS-ga ning viidi uude s60tmesse,
kuhu olid eelnevalt lisatud vastavad endotstitoosi inhibiitorid ja inkubeeriti 30 min. Pool tundi
hiljem lisati rakkudele mikrovesiikulid ning inkubeeriti 4 tundi. Peale inkubeerimist pesti rakke
steriilse 1xPBS-ga ning eemaldati plastikult tripsiiniga. Seejarel sadestati rakud 350xg ja 4°C

juures 5 min jooksul, aspireeriti supernatant ning rakkude sade lahustati 1xPBS-is.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Trofoblasti rakuliini HTR-8/SVneo mikrovesiikulite ja eksosoomide

sissevotmine endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A rakkude poolt.

Selle t66 eesmargiks oli teada saada, kas inimese endomeetriumi rakud vtavad sisse trofoblasti
rakkudest périt mikrovesiikuleid ja eksosoome. Me kasutasime inimese trofoblastide rakuliini
HTR-8/SVneo kasvukeskkonnast eraldatud vesiikuleid. Endomeetriumi rakkude mudelina
kasutasime rakuliine RL95-2 ja HEC-1A. Selleks, et kindlaks teha, kas trofoblastide rakkudest
parit vesiikulid sisenevad ainult endomeetriumi rakkudesse v6i neid voetakse sisse ka teist
tidpi  rakkudesse, uurisime vesiikulite sisenemist kopsukartsinoomi rakuliini H1299
rakkudesse. Meid huvitas veel kiisimus, kas trofoblasti rakuliini rakkudest parit vesiikulite
sissevOtmise intensiivsus on retseptoorse (RL95-2 rakuliin) ja mitteretseptoorse (HEC-1A
rakuliin) endomeetriumi rakkude puhul sama vGi erinev. Trofoblastidest parit vesiikulid
margistati fluorestseeruva vérviga FM 1-43. RL95-2 ja HEC-1A rakuliinide rakke inkubeeriti
margistatud mikrovesiikulitega erinevate ajavahemike jooksul. Vesiikulite sisenemist
endomeetriumi rakkudesse hinnati l&bivoolu tsttofluorimeetri abil ning analtdsiti ka kasutades

konfokaalmikroskoopiat.

2.3.1.1. HTR-8/SVneo rakkudest parit mikrovesiikulite sissevotmine endomeetriumi
rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A ning kopsukartsinoomi rakuliini H1299
rakkude poolt.

RL95-2, HEC-1A ja H1299 rakke inkubeeriti méargistatud mikrovesiikulitega 1, 2 ja 4 tunni
jooksul. Tulemused nditavad, et mikrovesiikulite sisenemine nii endomeetriumi Kkui ka
kopsukartsinoomi rakkudesse oli seda suurem, mida pikem oli inkubatsiooniaeg (Joonis 2).
Selgus, et 4 tunni jooksul olid mikrovesiikulid sisenenud 87% mitteretseptoorse endomeetriumi
HEC-1A rakkudest, samal ajal kui retseptoorse endomeetriumi rakuliini RL95-2 rakkudest
ainult 53% sisaldasid mikrovesiikuleid. Seega sisenes mitteretseptoorse endomeetriumi
rakkudesse 1,6 korda rohkem mikrovesiikuleid kui retseptoorsetesse rakkudesse. Kdige enam
sisenes mikrovesiikuleid kopsukartsinoomi rakuliini H1299 rakkudesse, sest 4 tunni pérast oli

positiivsete rakkude protsent 95.
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Me puudsime selgitada kas trofoblastidest parit mikrovesiikulite sisenemine endomeetriumi
RL95-2 ja HEC-1A rakkudesse vOiks olla spetsiifiline protsess, kuivord embrio
implanteerumise kéigus puutuvad need rakud tihedalt kokku. Me inkubeerisime kdnealuseid
endomeetriumi rakuliine H1299 rakkudest parit margistatud mikrovesiikulitega (Joonis 3).
lImnes, et H1299 rakkudest eraldunud mikrovesiikuleid votsid sisse 79% HEC-1A ja 41%
RL95-2 rakkudest. Kui vorrelda omavahel trofoblasti (Joonis 2) ja kopsukartsinoomi (Joonis 2)
mikrovesiikuleid sissevdtnud endomeetriumi rakkude hulka, siis vdib néha, et trofoblastide

mikrovesiikulite sissevdotmine on 10% efektiivsem.
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Joonis 2. HTR-8/SVneo rakkudest parit mikrovesiikulite sissevétmine endomeetriumi
rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A ning kopsukartsinoomi rakuliini H1299 rakkude poolt.
Mikrovesiikulid margistati lipiidide varviga FM 1-43 ning analuls teostati labivoolu
tsutofluorimeetri abil. Y-teljel on mikrovesiikuleid sissevotnud rakkude hulk protsentides kogu
populatsioonist. Roheline: rakud, mida mikrovesiikulitega ei mdjutatud; punane: rakud, mida
inkubeeriti mérgistamata mikrovesiikulitega 4 tunni jooksul; hall, kollane ja sinine: rakud, mida
inkubeeriti margistatud mikrovesiikulitega vastavalt 1, 2 ja 4 tunni jooksul. Katse on tehtud

kolmes korduses.
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Joonis 3. H1299 rakkudest parit mikrovesiikulite sissevétmine endomeetriumi rakuliinide
RL95-2 ja HEC-1A rakkude poolt. Mikrovesiikulid mérgistati lipiidide véarviga FM 1-43 ning
analuls teostati labivoolu tsutofluorimeetri abil. Y-teljel on mikrovesiikuleid sissevotnud
rakkude hulk protsentides kogu populatsioonist. Roheline: rakud, mida mikrovesiikulitega ei
mdjutatud; punane: rakud, mida inkubeeriti mérgistamata mikrovesiikulitega 4 tunni jooksul;
hall, kollane ja sinine: rakud, mida inkubeeriti margistatud mikrovesiikulitega vastavalt 1, 2 ja
4 tunni jooksul. Katse on tehtud kolmes korduses.

2.3.1.2.  Trofoblasti rakkudest parit mikrovesiikulite endomeetriumi rakuliinide
RL95-2 ja HEC-1A ning kopsukartsinoomi rakuliini H1299 rakkudesse

sissevdtmise tuvastamine immunofluorestsents mikroskoopia abil.

Trofoblasti rakuliinide rakkudest parit mikrovesiikulite sissevdtmist endomeetriumi rakkudesse
uuriti konfokaalmikroskoopia abil, millega saadud 3D kujutiste pdhjal hinnati maérgistatud
mikrovesiikulite asukohta rakutuuma ja plasmamembraani suhtes. Rakkude plasmamembraan
ja mikrovesiikulite membraan margistati erineva fluorestsentsspektriga lipiidvarvidega.
Analiis nditas, et rakkude sisse liigub terviklik mikrovesiikul, mitte ei toimu vesiikuli
membraani ja raku plasmamembraani Ghinemist. Joonisel 4, A, B ja C on néha, et roheliselt
méarkunud mikrovesiikulid on koondunud nii endomeetriumi kui ka kopsukartsinoomi rakkude

plasmamembraani valjasopistuste ehk lamellopoodide sisse ega ole plasmamembraani osa.

Joonis 5 nditab, et H1299 rakkudest périt mikrovesiikulid ka sisenevad endomeetriumi

rakkudesse. Sarnaselt trofoblasti mikrovesiikulite  sisenemisega kopsukartsinoomi
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mikrovesiikulid on koondunud lamellopoodide sisse. Kuigi piisavalt mikrovesiikuleid paikneb

ka tuuma juures.

0.0um

100 um

Joonis 4. Trofoblasti rakuliini HTR-8/SVneo rakkudest parit mikrovesiikulite sisenemine
endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A rakkudesse ja kopsukartsinoomi rakuliini
H1299 rakkudesse. Endomeetriumi ja kopsukartsinoomi rakuliinide rakke inkubeeriti
lipiidide vérvi FM 1-43 margistatud mikrovesiikulitega 4 tunni jooksul. A — RL95-2 rakuliin;
B — HEC-1A rakuliin; C — H1299 rakuliin. Kujutised on saadud konfokaalmikroskoobi abil
ning tdodeldud programmiga Imaris. Kollane t&histab raku piirjooni, sinine (Hoechst vérving)

raku tuumasid ning roheline mikrovesiikuleid.

2.00 um

Joonis 5. H1299 rakkudest parit mikrovesiikulite sissevtmine endomeetriumi rakuliinide
RL95-2 ja HEC-1A rakkude poolt. Endomeetriumi rakuliinide rakke inkubeeriti lipiidide
varvi FM 1-43 maérgistatud mikrovesiikulitega 4 tunni jooksul. A — HEC-1A rakuliin; B —
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RL95-2 rakuliin. Kujutised on saadud konfokaalmikroskoobi abil ning tdédeldud programmiga
Imaris. Kollane tahistab raku piirjooni, sinine (Hoechst varving) raku tuumasid ning roheline

mikrovesiikuleid.

2.3.1.3. HTR-8/SVneo rakkudest péarit eksosoomide sissevftmine endomeetriumi
rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A ning kopsukartsinoomi rakuliini H1299
rakkude poolt.

Endomeetriumi rakuliinide rakke inkubeeriti margistatud eksosoomidega samade ajavahemike
jooksul nagu mikrovesiikulite puhul. Jooniselt 6 on nédha, et kdige rohkem eksosoome siseneb
rakkudesse 4 tunni jooksul. Peale selle vdib 6elda, et kui mitteretseptoorse endomeetriumi
rakuliini HEC-1A rakkudest 56% on eksosoome sisse votnud, siis retseptoorse endomeetriumi
rakuliini RL95-2 rakkudest on neid ainult 13%. Seega vOib Oelda, et mitteretseptoorne
endomeetrium votab 4,3 korda efektiivsemalt eksosoome sisse kui retseptoorne. Selleks, et
hinnata kuivord spetsiifiline on trofoblastide eksosoomide sisenemine endomeetriumi
rakkudesse vordlesime seda nende sisenemisega kopsukartsinoomi rakuliini H1299
rakkudesse. Selgus, et 4 tunni jooksul sisenevad trofoblasti eksosoomid 24% H1299

kopsukartsinoomi rakkudesse.
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Joonis 6. HTR-8/SVneo rakkudest péarit eksosoomide sissevotmine endomeetriumi
rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A ning kopsukartsinoomi rakuliini H1299 rakkude poolt.
Eksosoomid margistati lipiidide vérviga FM 1-43 ning anallius teostati labivoolu

tsutofluorimeetri abil. Y-teljel on mérgitud eksosoome sissevotnud rakkude hulk protsentides
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kogu populatsioonist. Roheline: rakud, mida eksosoomidega ei mdjutatud; punane: rakud, mida
inkubeeriti margistamata eksosoomidega 4 tunni jooksul; hall, kollane ja sinine: rakud, mida
inkubeeriti mérgistatud eksosoomidega vastavalt 1, 2 ja 4 tunni jooksul. Katse on tehtud kolmes

korduses.

2.3.2. Fluorestseeruvat margist kandva antihega seotud polistireenkerakeste

sissevdotmine endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A rakkude poolt.

Selleks, et leida kas meie poolt kasutatud endomeetriumi rakuliinid voiksid rakuvaliseid osakesi
votta sisse fagotsutoosi teel inkubeeriti RL95-2 ja HEC-1A rakke Alexa Fluor-488 mérgisega
antikehaga margistatud polustureenkerakestega (Desjardins ja Griffiths, 2003; Feng et al.,
2010; Seyrantepe et al., 2010). Rakke inkubeeriti polistiireenkerakestega (20 pg/ml) (Feng et
al., 2010) 1, 2 ja 4 tunni jooksul. Uurimaks, kas polustlreenkerakeste suurus mojutab nende
rakkudesse sisenemise efektiivsust, kasutati kahesuguse diameetriga kerakesi — 0,07-um ja
0,61-um. Polustureenkerakeste sisenemist endomeetriumi rakkudesse hinnati labivoolu

tsutofluorimeetri abil ning tuvastati ka kasutades konfokaalmikroskoopiat.

Katsetest selgus, et ainult 4% HEC-1A rakkudest votsid 4 tunni jooksul sisse 0,07-um ja 2%
rakkudest 0,61-um polustireenkerakesi (Joonis 7). RL95-2 rakuliini rakkudesse sisenes aga
alla 1% mdlemat tulpi polustireenkerakesi. Seega votavad endomeetriumi rakud palju
efektiivsemalt sisse eksosoome ja mikrovesiikuleid kui polistureenkerakesi.
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Joonis 7. Fluorestseeruvat margist kandva antikehaga seotud 0,61-um ja 0,07-pm
polUstireenkerakeste sissevotmine endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A
rakkude poolt. Analliis teostati l&bivoolu tsutofluorimeetri abil. Y-teljel on margitud
polustireenkerakesi sissevatnud rakkude hulk protsentides kogu populatsioonist. A — 0,07-pum
polustireenkerakesed; B — 0,61-um polustireenkerakesed. Roheline: rakud, mida
polUstireenkerakestega ei mojutatud; punane: rakud, mida inkubeeriti margistamata
polustireenkerakestega 4 tunni jooksul; hall, kollane ja sinine: rakud, mida inkubeeriti
margistatud polistlreenkerakestega vastavalt 1, 2 ja 4 tunni jooksul. Katse on tehtud kolmes

korduses.

2.3.2.1.  Fluorestseeruvat margist kandva antikehaga seotud polustireenkerakeste

sissevdtmine endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A rakkude poolt.

Polustureenkerakeste sisenemist endomeetriumi rakkudesse uuriti konfokaalmikroskoopia abil,
millega saadud 3D kujutiste pdhjal méérati kerakeste asukoht rakutuuma ja plasmamembraani
suhtes. Rakkude plasmamembraan maérgistati PKH26 vérviga, mis fluorestseerub punases
spektris. Polustureenkerakeste kiilge kinnitunud antikeha on seotud fluorokroomiga Alexa
Fluor-488, mis kiirgab rohelises spektris. Tanu kiirgusspektrite erinevusele oli vdimalik
méérata kerakeste tdpne asukoht raku plasmamembraani suhtes. Jooniselt 8 on naha, et
polistiireenkerakesed ehk rohelised margised paiknevad plasmamembraani valispinnal, mis

lubab arvata, et kerakesed ei ole rakkudesse sisenenud.
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Joonis 8. Fluorestseeruvat maérgist kandva antikehaga seotud polUstireenkerakeste
sisenemine endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A rakkudesse. Rakke inkubeeriti
polistireenkerakestega 4 tunni jooksul: A — rakuliin HEC-1A,; B — rakuliin RL95-2; Kujutised
on saadud konfokaalmikroskoobi abil ning téddeldud programmiga Imaris. Kollane téhistab

raku piirjooni, sinine (Hoechst varving) raku tuumasid ning roheline polistureenkerakesi.

2.3.3. Trofoblasti  rakuliini  HTR-8/SVneo  mikrovesiikulite  sissevdtmine
endotsttoosi inhibiitoritega méjutatud endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja
HEC-1A rakkudesse.

Me uurisime tdiendavalt, millise endotsitoosi mehhanismi kaudu véiksid trofoblasti rakkudest
parit mikrovesiikulid siseneda endomeetriumi rakuliinide HEC-1A ja RL95-2 rakkudesse.
Rakke inkubeeriti mikrovesiikulitega, mis olid mérgistatud FM 1-43 varviga, 4 tunni jooksul
kolme erineva endotsutoosi inhibiitori (EIPA, kloorpromasiin ja nistatiin) juuresolekul. Katses
kasutati nende inhibiitorite varem valjatodtatud optimaalseid kontsentratsioone (Cam et al.,
2013; Di Guglielmo et al., 2003; Hussain et al., 2011).

Saadud tulemused (Joonis 9, A) nditasid, et mikrovesiikulite sisenemine HEC-1A rakkudesse
vahenes makropinotsutoosi inhibeerimisel 4 korda ja klatriin-vahendatud endotsiitoosi
inhibeerimisel 3 korda. Kui aga samadele rakkudele toimiti kaveoliin-vahendatud endotsiitoosi
inhibiitoriga, siis mikrovesiikulite rakkudesse sisenemise tase ei muutunud kui vorrelda seda

inhibiitoritega mdjutamata kontrollrakkudega.

Rakuliini RL95-2 puhul vbime vdita, et kasutatud inhibiitorid ei mdjuta mikrovesiikulite
sisenemist tldse vOi on nende toime minimaalne (Joonisel 9, B). Siinkohal vdib markida, et
makropinotsitoosi inhibiitoriga mdjutatud RL95-2 rakud voOtavad veidi rohkem

mikrovesiikuleid sisse kui mdjutamata rakud.
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Joonis 9. Trofoblasti rakuliini HTR-8/SVneo mikrovesiikulite sissevotmine endotsiitoosi
radade inhibiitoritega mdjutatud endomeetriumi rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A
rakkudesse. Makropinotsitoos ning kaveoliin- ja klatriin-vahendatud endotsiitoos inhibeeriti
vastavalt EIPA, nistatiini ja kloorpromasiiniga. A — rakuliin HEC-1A; B — rakuliin RL95-2;
sinine — inhibiitoritega mdjutatud rakud; punane — mdjutamata rakud. Katse on tehtud kolmes

korduses.
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2.4. Arutelu

Trofoblastide poolt sekreteeritavad mikrovesiikulid ja eksosoomid seostuvad immuunsusteemi
ja endoteeli rakkudega pdhjustades rasedusega kaasnevaid poletikulisi protsesse (Holder et al.,
2012; Redman ja Sargent, 2007). Lisaks sellele on néidatud, et trofoblastid votavad sisse
endomeetriumi rakkudest périt eksosoome, mille tagajérjel suureneb adhesioonivGime
(Greening et al., 2016). On leitud ka, et blastotstisti poolt sekreteeritavad miRNA-sid sisaldavad
eksosoomid sisenevad endomeetriumi ja trofoblasti rakkudesse, kus nad muudavad geenide
ekspressiooni taset ning soodustavad implantatsiooni (Cuman et al., 2015). Siiani on véhe teada
trofoblastidest périt mikrovesiikulite ja eksosoomide seostumisest, sisenemisest ja toimest
endomeetriumi rakkudele. Sellest lahtuvalt oli kéesoleva t60 eesmargiks uurida, kas
endomeetriumi rakuliinide HEC-1A ja RL95-2 rakud votavad sisse HTR-8/SVneo rakuliini
trofoblastidest parit mikrovesiikuleid ja eksosoome. Me valisime katseteks HEC-1A ja RL95-
2 rakuliinide rakud, mis on paljude nditajate suhtes vastavalt kas mitteretseptiivsete vOi
retseptiivsete omadustega, sest meid huvitas kas trofoblastidest parit vesiikulite sisenemine
endomeetriumi rakkudesse vdib olla seotud endomeetriumirakkude retseptiivsusega. Uheks
retseptiivsuse nditajaks on trofoblastide rakuliini JAR rakkude poolt tekitatud sferoidide
kinnitumine endomeetriumi rakkude pinnale. Katsed on ndidanud, et JAR sferoidid seostuvad
RL95-2 rakkude pinnale efektiivsemalt kui HEC-1A rakkudele (John et al., 1993). Vesiikulite
allikana kasutasime esimese trimestri trofoblastide rakuliini HTR-8/SVneo rakke, mis
sekreteerivad nii mikrovesiikuleid kui ka eksosoome. HTR-8/SVneo rakud ei ole mitte
stntsutiotrofoblastid nagu JAR rakud (Jarvis et al.,, 1998), vaid varase arengujargu
hattudevalised trofoblastid (Correia-Branco et al., 2015; Weber et al., 2013).

Meie katsete tulemused naitasid, et mitteretseptoorse endomeetriumi rakud vdtavad HTR-
8/SVneo rakkudest parit mikrovesiikuleid ja eksosoome sisse efektiivsemalt kui retseptoorne
endomeetrium. See tulemus oli meie jaoks mdnevorra Gllatav, sest me eeldasime, et
retseptiivsete endomeetriumirakkude suurem adhesiivsus trofoblastide rakkude suhtes v@iks
tdhendada ka suuremat vastuvotlikkust vesiikulite suhtes. On teada, et HEC-1A ja RL95-2
rakkude pinnaretseptorite muster on erinev, mis kajastub ka JAR sferoidide adhesiooni
efektiivsuses nende rakkude suhtes (Harduf et al., 2007; Harduf et al., 2009). Implanteerumise
eelsel perioodil on endomeetriumi epiteelirakkude pinnal vdga tugevalt ekspresseerunud
glukosuleeritud valk Muc-1, mis hoiab &ra embriio enneaegse kinnitumise (Redzovic et al.,

2013). Meie varasemad katsed néitasid (Gerly P&der, magistritod 2015), et Muc-1 valgu
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ekspressioon on HEC-1A rakkudel kérgem kui RL95-2 rakkudel, mis on vastavuses JAR
rakkude sferoidide Kkinnitumise katsete tulemustega, mis kinnitab MUC-1 osalust
endomeetriumirakkude retseptiivsuses. HTR-8/SVneo rakkudest parit vesiikulite sisenemine
HEC-1A ja RL95-2 rakkudesse on tépselt vastupidise tendentsiga, s.0. rakkudesse, mille pinnal
on rohkem MUC-1 valku siseneb ka enam vesiikuleid. Need tulemused viitavad sellele, et
trofoblasti rakkudest koosnevate sferoidide ja neist périt vesiikulite kinnitumine endomeetriumi
rakkudele on vdga erinevad protsessid. Siinkohal on oluline markida, et MUC-1 valk
ekspresseerub ka trofoblastidel. Kuivord selles t66s me ei uurinud MUC-1 ega ka tema
voimalike ligandide ekspressiooni HTR-8/SVneo rakkudest périt vesiikulitel, siis ei saa me teha
jareldusi MUC-1 voimalikust osalusest vesiikulite kinnitumises. Veel enam, me hindasime
vesiikulite rakkudesse sisenemist, kuid mitte nende rakkudele kinnitumise efektiivsust.
Arusaadavalt voib I6pptulemus, s.o0. vesiikuleid sissevdtnud rakkude hulk sdltuda nii vesiikulite
marklaudrakkudele kinnitumise kui ka sissevotmise efektiivsusest. Seega seisab veel ees
mahukas t60, et selgitada, milliste retseptor-ligandide kombinatsiooni kaudu toimub

trofoblastidest parit vesiikulite kinnitumine endomeetriumi rakkudele.

Selleks et kindlaks teha, kas trofoblastidest parit vesiikulite sisenemine on omane ainult
endomeetriumi rakkudele (RL95-2 ja HEC-1A), uurisime me HTR-8/SVneo rakkudest parit
mikrovesiikulite ja eksosoomidega sisenemist kopsukartsinoomi rakuliini H1299 rakkudesse.
Selgus, et trofoblastide mikrovesiikulid sisenevad H1299 rakkudesse isegi efektiivsemalt kui
endomeetriumi rakkudesse, mis laseb eeldada, et ei ole tegemist vaga spetsiifilise trofoblasti ja
endomeetriumi rakkude vahelise protsessiga. Siinkohal tuleb muidugi pidada silmas, et
endomeetriumi mudelina ei kasutatud mitte primaarseid rakke, vaid kartsinoomi rakuliine, mis
on kull périt endomeetriumist kuid siiski transformeerunud véhirakud. Lisaks sellele me
inkubeerisime kasutatud endomeetriumi rakuliine ka H1299 rakkudest périt mikrovesiikulitega.
Tulemused nditasid, et nii RL95-2 kui ka HEC-1A rakud votsid aktiivselt sisse
kopsukartsinoomi mikrovesiikuleid. See nditab, et tulevastes katsetes tuleb vaga pdhjalikult
valida, millise paritoluga vesiikuleid ja marklaudrakke kasutada. Kuivord tegemist on uue ja
vaga kiiresti areneva uurimisvaldkonnaga, siis hetkel puuduvad selged seisukohad kuivord
mottekas on kasutada kasvajapéritolu rakke vesiikulite sisenemise uurimiseks. Siiani pole
vorreldud kuivord vbivad samast koetiilibist périt normaalsed ja kasvajalised rakud erineda
vesiikulite sekreteerimise ja sissevotmise efektiivsuse poolest. Oma t00 jargmises etapis saame
me kasutada vesiikulite sihtmargina normaalse endomeetriumi epiteeli ja strooma rakke kuid

normaalsetest trofoblastidest parit vesiikulite eraldamine on véga raskesti teostatav.
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Me uurisime ka, millise mehhanismi kaudu vdiksid trofoblastidest parit vesiikulid jouda
endomeetriumi rakkude tsttosooli. K&igepealt me uurisime rakkude vdimet endotsiiteerida
latekskerakesi (Desjardins ja Griffiths, 2003; Feng et al., 2010). Tegelikult ei saa Gelda, et
latekskerakesed annaksid endotstitoosi tuvastamiseks universaalse vdimaluse, kuna vaga palju
sOltub just kerakeste suurusest ja rakkude tlubist. Naiteks, osaliselt diferentseerunud
hematopoeetilised tuvirakud ja dendriitrakud vGtavad latekskerakesi sisse makropinotsiitoosi
teel (Falcone et al., 2006; Kolb-ma et al., 2002), aga kiipsete makrofaagide puhul sisenevad
latekskerakesed rakkudesse fagotsutoosi teel (Feng et al., 2010; Seyrantepe et al., 2010). On
leitud, et diferentseerumise kaigus toimuvad monotsultide eellasrakkude muutused
(neuraminidaasi aktiveerimine) annavad rakkudele fagotsiitoosivbimet (Seyrantepe et al.,
2010). Seega on voimalik, et makropinotsiitoos asendatakse diferentseerumise kaigus
fagotsiitoosiga. On néidatud, et latekskerakesi votavad sisse mitte ainult fagotsiiteerivad rakud.
Naiteks hiire epiteliaalse kartsinoomi rakuliini B12-F10 rakud votavad 50 — 200 nm
diameetriga fluorestseeruvaid latekskerakesi klatriin-vahendatud endotsutoosi teel, samal ajal
kui suuremad osakesed sisenevad kaveoliin-vahendatud endotsuttoosiga (Rejman et al., 2004).
Tegelikult on Klatriinivagude sugavus alla 100 nm (Kou et al., 2013; Mcmahon ja Boucrot,
2011). Seega ainuke viis, kuidas rakud vdivad selliseid suuri osakesi sisse votta, on vagude
,.kokkusulamine* (Shin, 2000). Makropinotsitoos ise ei ole spetsiifiline protsess, kuigi selle
aktiveerimiseks vajavad rakud stiimulit (Lim ja Gleeson, 2011). Peale stiimuli rakendamist
moodustuvad rakkude pinnal kurrud, mille abil haaravad rakud rakkudevélist vedelikku koos
selles sisalduva materjaliga (Swanson, 1989). Meie inkubeerisime endomeetriumi rakuliinide
HEC-1A ja RL95-2 rakke latekskerakestega, mille diameeter oli 0,61 pum ja 0,07 um. VGiks
arvata, et sootmes hdljuvad kerakesed satuvad raku sisekeskkonda koos rakkudevélise
vedelikuga. Meie tulemused néitasid, et vahem kui 4% mdlemat tlupi kerakesi sisenes
endomeetriumi rakkudesse. See lubab arvata, et trofoblastidest parit vesiikulid ei sisene
endomeetriumi rakkudesse mittespetsiifiliselt makropinotsitoosi teel, vaid tegemist on
spetsiifilise retseptor-vahendatud endotsitoosiga, kus olulist osa mangib ilmselt ka
endomeetriumirakkude aktiveerumine. Viimast oletust tuleb edasises td60s pohjalikult

kontrollida.

Ké&esoleva t06 viimases etapis me uurime, millise endotsutoosi mehhanismiga voiksid HTR-
8/SVneo rakkudest parit mikrovesiikulid RL95-2 ja HEC-1A rakkudesse siseneda. Selleks me

inhibeerisime makropinotsiitoosi, klatriin- vdi kaveoliin-vahendatud endotsitoosi rajad
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vastavate kemikaalidega. Selgus, et makropinotsutoosi inhibiitor EIPA véhendas
mikrovesiikulite sisenemist HEC-1A rakkudesse 4 korda. Siinkohal tuleb méarkida, et
mikrovesiikulite diameeter on 200 — 1000 nm, aga makropinosoomi diameeter kuni 10 um (Kou
etal., 2013; Joel A Swanson, 2008). Varreldes klatriini (Kou et al., 2013; Mcmahon ja Boucrot,
2011) ja kaveoliiniga kaetud lohkudega (Kou et al., 2013; Parton ja Simons, 2007; Peiro et al.,
2000; Razani et al., 2002) on makropinosoomid suurema l&bimd6duga, mistottu oleksid nad
kdige sobivamad lle 500 nm osakeste sissevotmiseks. Mikrovesiikulid on véga heterogeensed,
sest nende suurus varieerub 100 nm-st kuni 1 um-ni. Seega ei saa valistada, et mikrovesiikulite
sisenemine vOib toimuda ka Klatriin-vahendatud endotsttoosi teel (klatriiniga kaetud lohu
diameeter on ~ 100 nm). Veel enam, retseptor-vahendatud endotsiitoos toimub just nimelt
Klatriin-vahendatud endotsutoosi teel. Vdimalusele, et trofoblastidest parit vesiikulid jéuavad
endomeetriumirakkudesse  klatriin-vahendatud endotsutoosi teel viitab asjaolu, et
kloorpromasiiniga mdjutatud endomeetriumirakud votavad sisse 3 korda véhem
mikrovesiikuleid kui mojutamata rakud. Meie katsed nditasid, et kaveoliin-vahendatud
endotsutoosi inhibiitor nistatiini ei mdjutanud trofoblastidest parit mikrovesiikulite sisenemist
endomeetriumirakkudesse. V/Biks arvata, et mikrovesiikulite sisenemine
endomeetriumirakkudesse ei toimu selle raja kaudu, kuivord kaveoliini lohkude diameeter on
liiga véike (50 — 100 nm) (Kou et al., 2013; Parton ja Simons, 2007; Peird et al., 2000; Razani
et al., 2002). RL95-2 rakke mojutati samade inhibiitoritega kasutades samu kontsentratsioone.
Selgus, et Ukski kasutatud inhibiitoritest ei blokeerinud trofoblastide mikrovesiikulite
sisenemist RL95-2 rakkudesse. Kuigi RL95-2 rakud votsid trofoblastidest parit
mikrovesiikuleid vahem sisse kui HEC-1A rakud, ei selgita see endotsiitoosi inhibiitorite toime
puudumist nendele rakkudele. On teada, et apoptootilised rakud vétavad aktiivselt sisse
rakuvélist materjali, mistdttu me kisisime, kas katses kasutatud inhibiitorid vdiksid olla RL95-
2 rakkudele toksilised ja p@hjustada nende suremist. Selleks viisime labi katse, kus
margistasime inhibiitoritega mojutatud RL95-2 rakke Annexin-V-FITC ja DAPI-ga (Lisa 1).
Selgus, et kasutatud inhibiitorid ei pohjusta RL95-2 rakkude surma ning trofoblastidest parit
olevate mikrovesiikulite sissevotmise kdrge tase ei ole seotud inhibiitoritega méjutatud rakkude
apoptoosiga. Seega praegusel hetkel meil puudub vastus, miks endotsutoosi inhibiitorid on
RL95-2 ja HEC-1A rakkude suhtes nii erineva toimega, sest me kasutasime varasemates t06des
esitatud optimaalseid inhibiitorite kontsentratsioone.

BlastotsUsti tmbritsevate trofoblastide ja endomeetriumi epiteeli ning strooma rakkude vahel

peab toimima tépselt kooskdlastatud hendus selleks, et blastotsiist saaks emaka seinale
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kinnituda ning toimuks edasine trofoblastide litkumine endomeertriumi koesse. Kéesolevaks
ajaks on teada, et rakkude poolt sekreteeritavad mikrovesiikulid ja eksosoomid kannavad
lahterakkudest périt molekule (valke, miRNA-sid, RNA-d) kaugemalasuvate sihtmarkrakkude
juurde. Viimasel ajal on leitud, et vesiikulid sisenevad sihtmarkrakkudesse ning neist
vabanevad molekulid kujundavad tmber rakkude geeniekspressiooni ning fusioloogia.  Eriti
tahtsat rolli méngivad eksosoomid. Naiteks, endomeetriumi kartsinoomi eksosoomid kannavad
miRNA-sid (Vilella et al., 2015) ja rakuvélise maatriksi valke (laminiin, kollageen, perlekaan),
mis muudavad embrio rakkude transkriptoomi ning soodustavad blastotsisti implanteerumist
(Greening et al., 2016; Ng et al., 2013). Trofoblastidest périt mikrovesiikulid ja eksosoomid
seostuvad immunslsteemi, endoteeli ja silelihasrakkudega, aktiveerides makrofaage,
remodelleerides spiraalartereid ja soodustades silelihasrakkude migratsiooni (Redman ja
Sargent, 2007; Salomon et al., 2014). Seega rakkude poolt sekreteeritavate vesiikulite ndol on
rakkudevahelisse suhtlusse lisandunud uus komponent. Sellest tulenevalt on véga oluline
moista rakkude poolt sekreteeritavate vesiikulite osa blastotsiisti implanteerumises,
trofoblastide migreerumises ning platsenta véljakujunemises. Vesiikulite kaudu toimuv
trofoblastide ja endomeetriumi rakkude suhtlus on vaga keeruline protsess kuivdord mélemad
rakutulibid sekreteerivad nii eksosoome kui ka mikrovesiikuleid. Vesiikulite sisenemisest
trofoblastide vOi endomeetriumi rakkudesse ja sellele jargnevatest protsessidest on seni veel
vahe teada. Hiljuti avaldati pdhjalik uurimus endomeetriumi rakkudest parit eksosoomide
sisenemisest trofoblastidesse ning sellega kaasnevatest muutustest trofoblasti rakkude
flsioloogias. Meie t60 eesmérgiks oli uurida kas trofoblastidest péarit eksosoomid ja
mikrovesiikulid sisenevad endomeetriumi rakkudesse. Kuivord saadud tulemused naitavad, et
see on nii, siis edasiste uuringute kaigus oleks vaja tuvastada, milliseid endomeetriumi

rakkudele omaseid protsesse trofoblastide vesiikulitega tlekantud komponendid mdjutavad.
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KOKKUVOTE

Ké&esoleva t66 eesmaérgiks oli leida, kas inimese endomeetriumi kasvajarakud RL95-2 ja HEC-
1A votavad sisse inimese trofoblasti rakuliini HTR-8/SVneo rakkudest périt mikrovesiikuleid
ja eksosoome. Lisaks sellele uuriti, kas trofoblasti mikrovesiikulite ja eksosoomide
sissevOtmise tasemes on erinevusi retseptoorse (RL95-2 rakud) ja mitteretseptoorse (HEC-1A
rakud) endomeetriumi rakkude vahel ning millise endotsiitoosi mehhanismiga sisenevad

trofoblasti mikrovesiikulid sihtméarkrakkudesse.

Saadud tulemused néitasid, et tle 50% rakuliinide RL95-2 ja HEC-1A rakkudest vitavad sisse
HTR-8/SVneo rakkudest périt mikrovesiikuleid ja eksosoome. See néitab, et vahemalt
kasvajarakkude tasemel sisenevad trofoblastidest parit mikrovesiikulid ja eksosoomid
endomeetriumi rakkudesse. On teada, et trofoblastide rakuliini JAR rakkudest tekkinud
sferoidide adhesiivsus on retseptoorse endomeetriumi rakkude suhtes kdrgem kui
mitteretseptoorsete suhtes. Meie katsetest selgus, et see ei kehti trofoblasti rakkude vesiikulite
suhtes, sest mitteretseptiivsed HEC-1A rakud vdtavad rohkem mikrovesiikuleid ja eksosoome
sisse kui retseptiivsed RL95-2 rakud. Lisaks me leidsime, et kasvajalist paritolu endomeetriumi
rakud votavad sisse kopsukartsinoomi rakuliini H1299 rakkudest périt mikrovesiikuleid. Veel
enam, kopsukartsinoomi rakuliini H1299 rakud vdtavad  sisse trofoblastidest parit
mikrovesiikuleid ja eksosoome. Need tulemused viitavad sellele, et vesiikulite aktiivne
sisenemine sihtmarkrakkudesse on omane kasvajarakkudele ning ei sdltu otseselt sellest, millist
koelist paritolu rakkudega on tegemist. Kuidas toimub normaalsetest trofoblastidest parit
vesiikulite sisenemine normaalsetesse endomeetriumi rakkudesse on kisimus, mis vaarib

uurimist edaspidi.

Me uurisime samuti, kas endomeetriumi rakud vdiksid sisse votta latekskerakesi. Selleks me
kasutasime eriveva suurusega kerakesi. Selgus, et HEC-1A ja RL95-2 rakud ei vota
latekskerakesi sisse, mis tahendab, et vesiikulite sisenemine endomeetriumi rakkudesse toimub

tdendoliselt spetsiifilise retseptor-vahendatud endotsiitoosi teel.

LOpuks huvitas meid, millise endotsitoosi mehhanismi abil sisenevad trofoblasti
mikrovesiikulid endomeetriumi rakkudesse. Selleks me mdjutasime RL95-2 ja HEC-1A rakke
kolme erineva endotsutoosi raja inhibiitoriga. Me blokeerisime makropinotsutoosi ning

Klatriin- ja kaveoliin-vahendatud endotsutoosi. Selgus, et makropinotsitoosi inhibiitoriga
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mojutatud HEC-1A rakkudesse siseneb 4 korda v&dhem mikrovesiikuleid kui mdjutamata
rakkudesse. Kaveoliin-vahendatud raja inhibiitor nistatiin ei mgjutanud mikrovesiikulite rakku
sisenemist, kuid samas Klatriin-vahendatud inhibiitori toimel vahenes mikrovesiikulite
sisenemine HEC-1A 3 korda. Seega v0ib arvata, et HEC-1A rakud vdtavad mikrovesiikuleid
sisse valdavalt makropinotsutoosi ja klatriin-vahendatud endotsiitoosi teel ning kaveoliin-
vahendatud endotsiitoos selles ei osale. Me ei oska hetkel pdhjendada, miks vesiikulite

sissevdtmise protsess RL95-2 rakkudesse ei allunud thegi inhibiitori toimele.

Kokkuvdtteks voib 6elda, et endomeetriumi kartsinoomi rakuliinide rakud votavad sisse
trofoblastide rakuliinide rakkudest périt mikrovesiikuleid ja eksosoome. Kuid kuivord
tegemist on kasvajaliste rakkudega, siis ei ole saadud tulemuste pdhjal véimalik delda kas see
kehtib ka normaalsete rakkude puhul. Vaatamata sellele andis kasvajarakkude mudeli
kasutamine hea metoodilise kogemuse jargnevaks normaalsete rakkude uurimiseks. Edasises
t00s tuleb siiski arvestada, et normaalsete trofoblastide ja endomeetriumi rakkude
kasvatamine on vaga keeruline ning siiani puuduvad andmed kuivdrd efektiivselt toimub

nendest rakkudest vesiikulite sekreteerimine.
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SUMMARY

The uptake of trophoblast cell line derived microvesicles and exosomes by endometrial
cell line HEC-1A and RL95-2 cells.

The aim of current study was to find out whether endometrial cell lines RL95-2 and HEC-1A
cells take up microvesicles and exosomes derived from trophoblast cell line HTR-8/SVneo
cells. We also asked, whether there is difference between RL95-2 and HEC-1A cells in vesicle
uptake effectiveness and what mechanism of endocytosis is used by trophoblast-derived

microvesicles to enter target cells.

The results showed that more than 50% of RL95-2 and HEC-1A cells internalize HTR-8/SVneo
derived microvesicles and exosomes. This finding demonstrates that at least on the level of
cancer cells (RL95-2 and HEC-1A) the microvesicles and exosomes from trophoblasts are
internalized to endometrial cells. It has been shown that adhesiveness of JAR cells spheroids
to receptive endometrial RL95-2 cells is higher than to non-receptive endometrial HEC-1A
cells. Our study showed that there was inverse tendency in trophoblast-derived vesicles uptake
—HEC-1A cells took up more vesicles than RL95-2 cells. Moreover, we found that endometrial
carcinoma cells were able to internalize microvesicles originated from lung carcinoma H1299
cells. In addition to this, H1299 cells took up HTR-8/SVneo derived microvesicles and
exosomes. These results suggest that such an active vesicle uptake by different ,,targets* is
characteristic of cancer cells. So, the question that we have to answer is: how vesicles derived

from normal trophoblast cells enter normal endometrial cells?

We studied also internalization of latex beads of different size by endometrial cells. For this
purpose we used latex beads of 0.61um and 0.07 um. Results showed that neither RL95-2 nor
HEC-1A cells took up latex beads, what means that vesicles are internalized probably via

receptor-mediated endocytosis.

At last we elucidated what endocytosis pathway HTR-8/SVneo-derived microvesicles use to
enter endometrial cells. To study that RL95-2 and HEC-1A cells were incubated with
macropinocytosis, clathrin- and caveolae-mediated endocytosis inhibitors. We found that HEC-
1A cells, incubated with macropinocytosis inhibitor, took up 4 times less microvesicles than

noninhibited cells. Nystatin (inhibits caveolae-mediated endocytosis) had no effect on HEC-1A
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cells. After treatment with chlorpromazine, that inhibits clathrin-mediated endocytosis, 3 times
less HEC-1A cells took up microvesicles compare to the control cells. These results suggest
that microvesicles enter into HEC-1A cells basically via macropinocytosis and clathrin-
mediated endocytosis. Caveolae-mediated endocytosis is probably not in use. We cannot

explain why none of inhibitors affect RL95-2 cells’ endocytosis.

In conclusion we can say that we have demonstrated that endometrial cells take up trophoblast-
derived microvesicles and exosomes. But since we used carcinoma cell lines we cannot assert
that the same tendency applies to normal cells. In further studies it is worth to take into account
that cultivation of normal trophoblast and endometrial cells is very complicated and moreover,

until now there is no data about the secretion of vesicles by these cells.
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LISAD

Lisa 1. Apoptootiliste RL95-2 rakkude labivoolu tsttofluorimeetriline analtitis. Rakud
inkubeeriti DAPI ja Annexin-V-FITC-ga, mis seostuvad tuuma DNA ja raku pinnale
eksponeeritud fosfatidiiulseriiniga. Kuna EIPA ja nistatiin lahjendati DMSO-s, siis analisiti
ka rakud, kuhu lisati DMSO-t. Y-teljel on Annexin-V-FITC fluorestents ja X-teljel DAPI

fluorestents. Q1 — hiline apoptoos; Q2 — surnud rakud; Q3 — terved rakud; Q4 — varane
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