leaduspreemia keemia ja molekulaarbioloogia
alal toode tsiikli ,, Kudede regeneratsioon ja
rakuvdline maatriks “ eest.

Viljar Jaks

Foto: Birgit Piivi



https://doi.org/10.3176/evp.2024.04

KUDEDE REGENERATSIOON JA RAKUVALINE MAATRIKS

Kujutlege, et te olete rakk. Lihtsalt rakk, iiks 3,5 miljardist, kes osaleb organismi
talitlemises. Meie organism meenutab arvulises mdttes Maal elavat inimiihis-
konda, kas pole? Sellega sarnasused ei piirdu. Rakkudel ja inimestel on palju
ithist. Nad siinnivad, kiipsevad, omandades oskused oma edasiste iilesannete
tditmiseks, tootavad péeval ja 606l palehigis, et hoida organismi korralikult
talitlemas ning 16puks surevad. Nende maised jadnused pakitakse kaunilt ning
suunatakse selleks ettendhtud rakkudes olevatesse imbertdotlemisjaamadesse,
et anda ainest uute rakkude tekkeks. Vahel juhtub ka nii, et vilism&jud tekitavad
lokaalselt suuremaid ja vdiksemaid kahjustusi, organismi tungib moni véline
pahalane vdi kahjustav aine, kes pohjustab kahju, voi tekib algul vdikestest
talitlushéiretest suurem siisteemne haigus. Koik need olukorrad meenutavad
soda ja vdivad halvemal juhul viia kogu organismi hukkumiseni. Tundub tuttav,
eks? Seisab ju ka inimkond aeg-ajalt tisna hukkumise veerel, senini ikka enda
ahnuse, rumaluse ja voimujanu tottu. Tundub, et varsti on kétte joudmas tiks
sellistest otsustavatest hetkedest, kus selgub, kas suudame organismina ellu
jddda, jatkame raske invaliidina vdi pithime iseend sootuks maamunalt. Hoiame
poialt, et selge moistus voidaks.

Agarakkude juurde tagasi. Sarnasused inimiihiskonnaga ei piirdu makrotasan-
diga. Kui minna indiviidi tasemele, siis igal rakul on hubane elamine, mis tagab
talle koik vajaliku igapdevaseks eluks ja tooks. Suurem osa keharakkudest erineb
inimestest selle poolest, et nad on {isna paiksed — todtavad nii-6elda kodust.
Aga leidub piisavalt ka rakke, mis rindavad kogu oma elu. Suur osa neist on
rakud, mis tegelevad transporttdddega, nagu eriitrotsiitidid — punaverelibled, mis
transpordivad nii vajalikku hapnikku kopsudest teiste rakkudeni. Oieti ei ole
need paris rakud, kuna ei sisalda rakutuuma, vaid pigem nutikad pakirobotid,
mis votavad kopsudes kauba — hapniku — peale ning annavad selle éra seal kus
vaja — energianéljas paiksetele rakkudele. Sarnased, palju vdiksemad, kuid ehk
isegi nutikamad pakirobotid on vereliistakud ehk trombotsiiiidid. Need kannavad
endas rohkelt erinevaid signaalmolekule ning erinevaid valke, mida vabastatakse
samuti vajaduse jirgi erinevates olukordades, néiteks koekahjustuste —haavade —
tekkimisel ja paranemisel.

Teine suurem kategooria randrakke on politsei lilesandeid tiitvad immuunsiis-

teemi rakud. Osa neist, peamiselt erinevad liimfotsiiiidid, mida voib vorrelda
politseijoududega, ringleb veres pidevalt, olles valmis vajadusel veresoonest
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véljuma ning pahategija isoleerima ja kahjutuks tegema. Osa immuunrakkudest
on aga pusivalt vaikselt kudedes, jalgivad olukorda nagu salaagendid ning kaht-
lase objekti leidmisel siirduvad 1dhimasse politseijaoskonda — liimfisdlme — oma
leidu nditama, et vajadusel kutsuda kohale abivige sissetungijaga voitlemiseks.
Nagu ndeme, on tagatud nii varustamine koige vajalikuga kui ka turvatunne. Just
selliseid salamisi toimetavaid immuunrakke — makrofaage — leidsime maksa-
koes, mis maksakahjustuse paranemise ajal osalevad muuhulgas rakuvilise
aine, millest kohe juttu tuleb, kohandamisel just selliseks, mis toetab maksa
taastumist (Klaas jt, 2020).

Igal mitterdndaval rakul on oma kodu, mida vdib véga hésti vorrelda meie ela-
misega. Kui vaadelda histoloogilist 15iku (ehk 16iku mis tahes koest — toim)
mikroskoobiga, siis tundub, et rakud elavad iisna kiilg kiilje korval, nii et pigem
meenutab raku elamine kitsukest korterit. Struktuuri, mis annab kudedele kuju
ning mehhaanilise tugevuse, nimetatakse rakuviliseks aineks ehk rakuviliseks
(ekstratsellulaarseks) maatriksiks. Sellel on tugevad, kuid elastsed ,,seinad®,
mis on ehitatud struktuursetest valkudest nagu kollageenid (joonis 1). Samas
on rakuvilises maatriksis rohkelt ka mittevalgulisi aineid, proteogliikaane,
mis annavad sellele vett sidu-
vad, pehmendavad omadused.
Tanapideval ehk isegi liiga
populaarsetes tditesiistides
kasutatav hiialuroonhape on
naha rakuvilise maatriksi olu-
line mittevalguline vettsiduv
komponent. Rakuvéline maat-
riks sisaldab ka selliseid valke,
mis annavad teada nii kohaliku
koepiirkonna kui ka kogu orga-
nismi seisundist, vahendades ja
moduleerides kas ldhemalt voi
kaugemalt tulevaid signaale.
Harilikult ei osale need kand-
vate struktuuride (,,seinte ja
vahelagede®) moodustamisel.
Seetottu nimetatakse selliseid
valgulisi rakuvélise maatriksi

Joonis 1. Hiire maksa normaalne rakuviline maatriks.
Maksarakud on eemaldatud ning skaneeriva elektron-
mikroskoobi pildil on nidha maksa ekstratsellulaarse
maatriksi struktuur, mille moodustavad peamiselt
kollageenkiud. Naha on ka rakkude ,,pesad” -
tithemikud, mille on jitnud eemaldatud maksarakud.
Autorid T. Kangur ja M. Jarvekiilg.
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teks. Ehituslikul tasandil oleks
selliste valkude analoogiks néi-
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aga sel juhul oleks see nutikas
sisustus, mis elastsust, virvi ja
mustrit muutes oskab elanikule



edastada viljastpoolt tulevat infot. Umbes nii, et diivan muutub monusast peh-
mest modbliesemest kovaks lavatsiks, andes mérku vajadusest piisti tdusta ja
intensiivsemalt toole hakata.

Nii meie kui ka teised oleme ndidanud, et kahjustatud maksakoe paranemise ajal
muutub maksa maatriks jdigemaks tdnu kindlatele muutustele selle valgulises
koostises (Klaas jt, 2016) (joonis 2). Sona ,,maatriks* on rakku timbritseva
keskkonna kohta {isna kohane, sest nagu kuulsas filmiseerias ,,The Matrix*
juhib raku elutegevust valdavalt see informatsioon, mis saabub temani maatriksi
vahendusel. Néiteks on teada, et kasvufaktorite ja teiste signaalmolekulide toime
elavas organismis oleneb sellest, millised maatriksi komponendid ja mil moel
neid rakkudele esitlevad. Erinevalt petturlikust tehismaatriksist filmis to6tab
péris maatriks ainult selle nimel, et anda rakule vdimalikult adekvaatset infot
viljaspool toimuvast, tagades ndnda, et rakk teeb just seda, mida iihes voi teises
olukorras koige rohkem vaja on.

Seega avaldab rakuviline maatriks viga suurt moju rakkude kéitumisele. Heaks
nditeks on eriline struktuur — tiivirakuniss —, mis séilitab seal olevad rakud ,,iga-
vesti noorena“. Igavesti tdhendab siin: kohaliku mikrokosmose ehk organismi
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Joonis 2. Hiire maksa maatriks muutub kahjustuse korral tunduvalt jaigemaks. Nii-
nimetatud atomaarsete joudude mikroskoopia (atomic force microscopy) moddab
mikrokiu nihet (displacement), mida tekitab kindel joud (force). Mida vahem nihet
tekitab sama tugev joud, seda jdigem on objekt ning graafik tduseb jarsemalt. CCL4 ja
DDC tihistavad erinevaid maksakahjustuse viise. Autorid M. Antsov ja M. Jarvekiilg.
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eksistentsi 10puni. Tiivirakuniss asub toitainetega hésti varustatud piirkonnas
veresoonte lihedal. Selle moodustavad erilised saaterakud ning erilise koosti-
sega rakuviline maatriks. Selles asuvad rakud siilitavad oma viahekiipsenud
(,,noore*) vilimuse ja jagunemisvoime kogu organismi eluea viltel, taastades nii
oma t66 teinud ning surnud rakkudest jaédnud tithemikke ja tagades organismi
elujdulisuse pikkade aastate véltel. Samuti osalevad need rakud pérast kahjus-
tuste elimineerimist organismi iilesehituses, produtseerides aktiivselt uusi rakke
ja taastades kahjustatud kudede teovoime. Tiivirakunisse on leitud erinevatest
kudedest. Kdikjal funktsioneerivad need iisna sarnaselt. Vihemalt vereloome
tiivirakkude korral on selgelt ndidatud, et kontakti kaotamine tiivirakunisi
imelise mikrokeskkonnaga tdukab rakud podrdumatult kiirema jagunemise ja
paralleelselt ka edasise kiipsemise ning vananemise teele. See tekitab tahtmatult
paralleele Eedeni aiaga, millest véljaajamise tulemuseks oli inimsoo surelikkus
ning vajadus palehigis oma igapdevast leiba teenida, aga ka voime saada lapsi.

Kui kudet kahjustada, siis muutub rakuviline maatriks kardinaalselt. Kahjus-
tuse paranemise kdigus moodustub esmane maatriks, mis osalt tuuakse kohale
vereliistakute poolt ja osaliselt siinteesitakse allesjidnud sidekoerakkude poolt.
Edasisel paranemisel asendatakse see teisese maatriksiga, mille kiipsemisel
moodustub tihke struktuur — armkude, mis suures osas koosnebki just maatrik-
sist ning vihemal mééral sidekoerakkudest. Iseloomulik on, et arengu kéigus
hoolikalt iiles ehitatud struktuurid kahjustuse paranemise kdigus ei taastu ja
tekkinud armid jadvad meid saatma kogu elu. Vaid viga iiksikud hulkraksed
organismid — heaks niiteks on siin Mehhiko sabakonnaline aksolotl — suudavad
téielikult taastada oma kahjustatud organeid. Ka nendes protsessides osaleb
aktiivselt ekstratsellulaarne maatriks, kuid see on hoopis teine lugu.

Tulles tagasi pohiteema juurde, siis mind on rakkude ja hiljem ka kudede taas-
tumisvoime huvitanud alates minu teadlaskarjdéri algusest, kui ma 1994, aasta
oktoobris astusin iile professor Toivo Maimetsa labori ldve Tartus Riia tdnav
23 asuvas Tartu iilikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudis. Tollal huvitas
teadlaskonda pigem see, kuidas rakusisesed mehhanismid reguleerivad rakkude
jagunemist, jagunemise seiskumist ning rakusurma ja seda eelkdige meie aja
suure katku — vahktove — votmes.

Esimest korda puutusin normaalsete rakkude ja nende jagunemist puuduta-
vate kiisimustega kokku Rootsis Karolinska instituudis, kus ma professor Rune
Toftgardi grupis asusin uurima naha tiivirakke. Just siis kogesin fenomeni, kus
rakkude kditumine olenes nende asukohast organis. Ndgime, et karvaniddpsu
titvirakkude jagunemisvdime olenes sellest, missuguses karvaniépsu struktuuris
nad asuvad. Meie leid, et ka kiiremini jagunevad tiivirakud on samavéirsed
tiivirakunisis asuvate viga aeglaselt jagunevate tlivirakkudega, oli tol ajal isna
sensatsiooniline (Jaks jt, 2008).
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Ekstratsellulaarsele maatriksile hakkasime rohkem téhelepanu podrama pérast
Eestisse naasmist tehtud keerulisi, kuid edutuid katseid leidmaks maksa tiivi-
rakke. Nagu meie ja paralleelselt ka teiste gruppide to0st ilmnes, ei olegi maksas
selliseid tiivirakke nagu paljudes teistes organites. Selle asemel, et viike,
multipotentne (mitmeid rakutiilipe moodustada suutev) tiivirakupopulatsioon
aktiveerub ja moodustab eri tiitipe rakke, funktsioneerivad maksa kiipsed rakud
ise nagu tiivirakud. Nad on suutelised oma kiipsusastet veidi vihendama ja vaja-
dusel omandama jagunemisvdime, taastades iisna kiiresti maksa massi. Seda
oli ju ka varem arvatud, aga niilid sai see keeruliste geneetiliselt modifitseeritud
hiiri ja erinevaid kuvamismeetodeid kasutades ka puust ja punaselt ette ndidatud
(Viil jt, 2017) (joonis 3).

Huvitaval kombel on maksa himmastavat taastumisvdimet kirjeldatud juba
eclajaloolises legendis aheldatud Prometheusest, kelle maks ,,kasvas tagasi“ igal
00l parast seda, kui suur kotkas oli seda paeval nokkimas kdinud. Kuidas vanad
kreeklased sellised teadmised omandasid, pole senini 1oplikult selge. Arvata voib,
et nende teadmised meditsiinist ja keha funktsioneerimisest olid palju pdhjali-
kumad, kui me arvame. Seda titaani on siinkohal kindlasti paslik meenutada.

Joonis 3. Hiire maksas moodustavad sapiteede rakud ainult uusi sapiteede rakke ega
panusta teiste rakutiiiipide moodustamisele. Transgeense hiire maksas on margitud
punase helendava valguga viike osa rakke ning jélgitud nende jarglaskonda, mis on
samuti margitud sama valguga. On ndha, et jarglased moodustavad vaid uusi sapiteid.
Autor J. Viil.
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Just tema on teadlastele omistatud uuendus- ja miassumeelsuse vordkuju ning
oma armastusega vietite kiilmetavate inimeste vastu vast ka esimene humanist.
Tai ta ju inimestele tule nii fiiisikalises kui ka vaimses mottes. Véidetavasti on
inimsugu just temalt saanud otsiva vaimu, piiide tegelda teaduse ja tehnoloogia
arendamisega ning, mis seal salata, mdned ka sligava vastumeelsuse juhmi ja
silmakirjaliku autoritaarsuse vastu.

Kuna maksas on peale rakkude rohkelt rakuvélist maatriksit, mida on suhte-
liselt kerge eraldada, siis pdorasime oma téhelepanu sellele. Kiisisime lihtsalt,
missugused muutused toimuvad kahjustatud maksa rakuvélises maatriksis.
Eraldasime normaalsest ja kahjustatud hiiremaksast ainult rakuvélise maat-
riksi — geelja meduusitaolise holjuva olluse. Rakud viskasime piltlikult 6eldes
minema ning viisime meduusi vesilahusesse. Kolab lihtsalt, aga selleks, et toesti
kogu rakuviline maatriks dra lahustada, pidime dra proovima tisna mitu erinevat
meetodit.

Jargnevalt analiilisisime saadud lahust, kasutades proteoomikat. Kolab sarnaselt
genoomikaga ja tootab selles mdttes samamoodi, et saame analiilisida korraga
kaiki valke, mis lahuses leiduvad. Kasutades keerulisi masinaid — massispektro-
meetreid, mis médravad lahuses olevate valgufragmentide molekulmassi ja muid
parameetreid —, saame valgufragmentide mustrite analiiiisil teada, missugused
valgud ja mis koguses antud lahuses leidusid. See omakorda lubab meil ana-
luiisida valkude sisalduse erinevusi proovide vahel. Kahjustatud ja normaalse
maksa rakuviliste maatriksite vahelisi erinevusi oli mitmeid. Suurem osa nende
valkude iilesannetest oli juba varem kirjeldatud ja seetdttu meile erilist huvi
ei pakkunud. Téhelepanu kditsid hoopis kaks mittestruktuurset valku, millest
varem oli vdga vihe teada. Nendeks olid olfaktomediin 4 (OLFM4) ja trombo-
spondiin 4 (THBS4) (Klaas jt, 2016). Esimene olfaktomediinide valguperekonna
liige avastati hdrgkonna haistmisepiteelist, millele viitab ka valgu nimi. Selles
perekonnas on liikmeid rohkem, kuid keskendugem edaspidi OLFM4-le.

Oli teada, et imetajates leidub OLFM4 mitmetes kudedes, nagu niiteks maos,
peensooles, jimesooles ning eesniirmes. Usna rohkelt leidub OLFM4 just soole
tiivirakunisis, mis asub soolekriiptide pohjas. Lisaks normaalsetele kudedele
leidub rohkelt OLFM4 erinevates kasvajates, eriti neis, mis parinevad sooletrak-
tist. Kuigi selle valgu tdpne funktsioon ei olnud iiheselt kirjeldatud, oli siiski
teada, et OLFM4 omab rolli rakkude kontaktides ekstratsellulaarse maatriksiga,
reguleerides nende litkumist (migratsiooni) modda rakuviliseid struktuure.
Seetodttu oli tisna loogiline kiisida, kas OLFM4 mdjutab normaalsete maksa- ja
naharakkude kditumist. Toesti, OLFM4-ga rikastatud sd6de stimuleeris maksa-
rakkude ning naha keratinotstiiitide (naha pindmise kihi rakud, mis annavad nahale
selle kaitsefunktsiooni) jagunemist rakukultuuris (Klaas jt, 2022) (joonis 4).
Huvitaval kombel ei mdjutanud see aga naha teise téhtsa rakutiiiibi — sidekoe-
rakkude ehk fibroblastide — jagunemise kiirust.
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Joonis 4. Inimese normaalsed keratinotsiiiidid kasvasid kas standardses s66tmes
(iilemine paneel) voi OLFM4-ga rikastatud s66tmes (alumine paneel). OLFM4 rikkas
keskkonnas oli kolooniates palju rohkem jagunevaid rakke, mida néitab Ki67 markeri
positiivsus (punased rakutuumad). Lisaks on OLFM4 juuresolekul kasvanud rakud
vaiksemad ja tihedamalt pakitud, meenutades rohkem tiivirakke. Normaalses s66tmes
kasvanud rakud vananevad, muutudes suuremaks ning rohkem positiivseks
keratinotstiiitide kiipsemismakeri K5 (keratiin 5 - roheline) suhtes.

Sinine varv margib rakutuumi. Autorid K. Mdemets-Allas ja M. Klaas.
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Joonis 5. Nahast eraldatud sidekoerakud - fibroblastid - liiguvad OLFM4 juuresolekul
palju kiiremini. Ajahetkel 0 tekitati rakukultuuridesse tthesuguse laiusega defektid -
yhaavad“ (iilemised paneelid). Uheksa tunni pérast (9 h, alumised paneelid) olid
OLFM4 poolt stimuleeritud rakud litkunud umbes 1,5 korda kaugemale kui kontroll-
tingimustel kasvatatud rakud (control). Autorid K. Maemets-Allas ja M. Klaas.

Kahjustuste paranemisel on oluline rakkude koordineeritud liikkumine kahjusta-
tud kohta. Seetottu modtsime OLFM4 vaimet reguleerida rakkude migratsiooni.
Selleks kasvatasime rakud kultuuris iisna tihedaks ning tekitasime rakkude kihti
kahjustuse — eemaldasime rakud kultuuri keskosast kindla laiusega ribalt. Kui
modtsime aega, mille jooksul rakud téitsid tekkinud kunstliku koedefekti, siis
leidsime, et OLFM4 lisamine stimuleeris mélema naha rakulise komponendi
litkumiskiirust umbes 1,5 korda (joonis 5). Sama tulemuse saime, kui kasutasime
hoopis keerukamat katsesiisteemi, kus naha sidekoerakud pidid l&bi pugema
juba kolmemdotmelisest kunstlikust rakuvalisest maatriksist.

Tegelikult on sellised kultuuris 14bi viidavad katsed {isna kunstlikud ja péris
kindlasti ei kditu rakud alati organismis sarnaselt sellega, kuidas nad kiitu-
vad kultuuris. On ju talitlevas koes meeletult palju rohkem erinevaid rakkude
kditumist suunavaid stiimuleid kui tisna lihtsakoelises rakukultuuris. Seetottu
otsustasime testida OLFM4 voimeid péris haava parandamisel. Selleks kasu-
tasime normaalseid laborihiiri, kelle seljale tekitasime 6 mm labimddduga
immargused haavad. Loomade, kaasa arvatud meie halli majakaaslase nahas
on eriline lihaskiht, mis inimese nahas puudub. Seal asuvad lihaskiud tombu-
vad haava tekkides kokku, vihendades sellega haava 1dbimdotu ja kiirendades
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paranemist. Inimese nahas selline tore funktsioon puudub. Kuna hiire haavad
paranevad viga kiirelt, siis selleks, et paremini jilgida, kuidas paranemine toi-
mub, ning muuta hiire haava paranemine veidigi sarnasemaks inimese naha
paranemisega, kleepisime hiire nahahaavade ddrde plastikrongad, mis takistasid
haavade kokkutdmbumist. Niiiid mitte enam véga tillatuslik, kuid seda rodmus-
tavam oli tddemus, et OLFM4 suudab niigi kiiret hiire nahahaava paranemist

veelgi kiirendada (joonis 6).

Uurisime ka histoloogilisi pre-
paraate paranevatest inimese
nahahaavadest ning nahatiikikesi,
mis olid saadud selliste levinud
nahahaiguste haiguskolletest
nagu psoriaas ja atoopiline der-
matiit. Mdlema haiguse korral
toimub pideva nahapdletiku tottu
kiirendatud naharakkude jagune-
mine. Oodatult oli ka koigis neis
OLFM4 tase suurenenud. Seega,
kus on naharakkude kiirem jagu-
nemine, seal on ka OLFM4.

Niitid jargnes pohikiisimus, kui-
das OLFM4 kdike seda ikkagi
teeb. On ju rakkudes tuhandeid
signaaliradasid, kuid missuguseid
neist OLFM4 mojutab selleks, et
kiirendada rakkude jagunemist ja
litkumist ning 16puks ka haavade
paranemist? Et seda teada saada,
vordlesime OLFM4 valguga
stimuleeritud keratinotsiiiitide
rakusiseste signaaliradade aktiiv-
sust mittestimuleeritud rakkude
signaaliradade aktiivsusega.
Nii lihtne ja samas nii keeru-
line. Uks kdige levinumaid viise
seda teha on vorrelda erinevate
rakkude messenger- ehk eesti
keeles virgats-RNA-de (mRNA)
spektrit. Teiste sonadega, teha
transkriptoomikat, nagu me kone-
keeles iitleme. Kui geenid on iiles
tdhendatud DNA-s, mis on oma-
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Joonis 6. Katseloomade nahal olevad haavad kasvavad
kiiremini kinni, kui lisada OLFM4. A. Hiirte seljal olevad
silikoonrongastega laiendatud haavad kasvasid OLFM4
lisamisel téielikult kinni 12 pdevaga (alumised paneelid).
Ainult puhvri (PBS) kasutamisel haavad kinni ei
kasvanud. B. Haava pindala vihenemine ajas.

Autorid K. Médemets-Allas ja M. Klaas.
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moodi rakkude valkudest kokkupaneku ja kdimashoidmise juhend, siis selleks,
et juhendis olevaid tegevusi ellu viia, peab esiteks DNA jdrjestuse jargi valmis
meisterdama mRNA. Selles sisaldub info vaid iihe kindla valgulise rakukom-
ponendi kohta, mille jargi ribosoomid, viikesed valgusiinteesimasinad panevad
kokku just antud hetkel vajaliku valgu, mis pérast valmimist siirdub oma iiles-
andeid téitma.

Sageli on teatud kindla mRNA taseme muutus vastavuses temale vastava valgu
tasemega ja peegeldab selle signaaliraja voi rakufunktsiooni aktiivsust. Aga
mitte alati. Monede oluliste valkude taset reguleeritakse selle mRNA tasemest
soltumatult ja seetdttu on alati kasulik méérata ka vastava valgu tase. Veel parem

Joonis 7. Niide erinevate -oomikate, antud juhul transkript- ja proteoomika
kombinatsioonanaliiiisil vélja selgitatud signaalivorgustikest. OLFM4-ga stimuleeritud
kultuuris kasvatatud inimese keratinotsiititides on signaalide keskseteks regulaatoriteks
TNFa (sinine ring), dstrogeeni retseptor 1 (ESR1, punane ring) ning tiiviraku faktor
POUSFI (roheline ring). Autor E. Kankuri.
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on méiirata koigi rakus olevate valkude tase. Seda teeb juba tuttav proteoomika.
Viisime lébi nii transkriptoomika kui ka proteoomika analiiiisid. Kasutades
keerukaid algoritme ja kolleegide abi Helsingi tilikoolist, saime keerulise kaardi
erinevate valkude tasemete ja nendevaheliste teadaolevate seoste kohta (joonis 7).

Leidsime, et rakuvdlise OLFM4 poolt tekitatavaid efekte juhivad naha
keratinotsiititides vihemalt rakukultuuri tingimustes kolm peamist liilitit.
Need on naissuguhormoonide retseptor 1 (ESR1), pdletikku dirigeeriv tuumori
nekroosifaktor (TNF) ning tiivirakufunktsioone koordineeriv faktor POUFI.
Nende kolme faktori koosmoju tingibki keerukate rakusiseste signaalivorgustike
aktiveerumise, mille mojul rakkude paljunemine aktiveerub ning need
muutuvad palju liikuvamaks — ithesdnaga noorenevad, muutuvad tiivirakkudele
sarnasemaks. On ju tiivirakud kiipsete rakkude ,,noored* ja aktiivsed eellased.
Aktiivsust ldheb koekahjustusel vaja. Samuti on kasvajad vdga aktiivsed ja
litkuvad, kahjuks. On teada, et POUSF1 osaleb ka monede kasvajarakkude
talitlemisel. Kasvajate eripdra on selles, et need ei allu organismi késkudele,
vaid teevad, mida heaks arvavad, hukutades 10puks kogu organismi — kui neid
otsustavalt vélja ei juuri.

Et tdpsemalt aru saada lihe vdi teise rakukomponendi funktsioonidest, on huvitav
jélgida, mis juhtub siis, kui selle tootmine vélja liilitada v3i vahemalt alla suruda.
Selleks on vilja todtatud samuti Nobeli preemia vddriliseks hinnatud RNA inter-
ferentsi tehnoloogia.”’ PGhimote on sellel tisna lihtne. Kui rakku viia allasurutava
valgu mRNA-le seonduv, kuid palju lithem RNA molekul, siis takistab see valgu
siinteesi ja selle tase langeb voi kaob valk sootuks. Kuna niisugust katset on
organismi tingimustes viga raske 14bi viia, siis kasutasime immortaliseeritud
ehk eriliste tehnikatega 16pmatult kultuuris jagunevaks muudetud inimese kera-
tinotsiiiitide laadseid rakke. Leidsime oodatult, et juhtub tapselt vastupidine. Kui
OLFM4 siinteesi rakkudes alla suruda, siis viheneb nende vdime jaguneda ning
nad muutuvad tunduvalt aeglasemaks (Cardenas-Leon jt, 2022). Ja jélle kiisimus:
kuidas OLFM4 seda teeb? Missugused signaalirajad neid mojusid vahendavad?

Et neile kiisimustele vastata, analiiiisisime jélle proteoomika abil rakkudes leidu-
vate valkude spektrit, kuid niiiid lisasime uue mdotme, nimelt vaatasime ka
seda, kas valkudel on kiiljes fosfaatrithm. Sellist analiiiisi, mis moddab paljude
eri valkude fosfaatriihmade sisaldust, nimetatakse fosfoproteoomikaks. Suur
osa rakusiseseid signaale antakse edasi mitte valkude hulga muutuste, vaid
nende kiiljes olevate erinevate modifikatsioonide muutuste kaudu. Fosfaatriithma
lisamine voi dravdtmine on iiks selline modifikatsioon, mida kasutavad viga
paljud signaalirajad. Fosfaatriithma olemasolu vdi puudumine muudab paljude
valkude aktiivsust ja muutunud fosfaatriihma sisaldus kindlates radades osaleva-

2l Vtselle raamatu kirjutist: Veromann, E. 2024. Innovaatilise RNAi tehnoloogia arenda-
mine ja looduse hiivede rakendamine jétkusuutlikus pdllumajanduses, 1k 197-204.
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tes valkudes vdib paljastada selliseid muutusi, mis transkriptoomika ja hariliku
proteoomikaga jidvad markamata.

Kasutades proteoomika ja fosfoproteoomika kombinatsiooni, mille tulemus
négi laias laastus vilja samasugune kui joonisel 7, leidsime, et OLFM4 siinteesi
allasurumine vihendas valgu CDK?7 aktiivsust. CDK7 on iiks olulisemaid ja
universaalsemaid rakkude jagunemise regulaatoreid. OLFM4 allasurumine
viahendas ka valgu nimega GIT1 taset ja aktiivsust. See suur valk on iiks nii-
nimetatud tellingvalkudest (scaffold protein), mille kiilge nagu tellingutele
koondatakse tihes signaalirajas osalevaid valke selleks, et signaal jouaks kindlasti
tihest olulisest punktist teise ega laheks rakusiseses saginas kaduma. Voite ette
kujutada, et GIT1 on nagu roheline Lego alusplaat, millele kinnitatakse iiksteise
lahedale virvilistest klotsidest ehitatud védga erineva kujuga valke. GITI pinnal
pannakse kokku just rakkude migratsiooni reguleerimises olulisi signaaliradu.
Madala OLFM4 tasemega rakkudes oli selgelt rikutud rakujalakeste ehk lamel-
lipoodide moodustumine (joonis 8). Nagu nimigi iitleb — kui pole lamellipoode,
siis rakk ei liigu vdi teeb seda viga kohmakalt.

Fibroblastides toimusid samuti OLFM4 toimel muutused, kuid need olid hoo-
pis teistsugused kui keratinotsiiiitides leitud ja seostusid naha tugistruktuuride
formeerumise ning podletiku regulatsiooniga, milles lisaks immuunrakkudele
on ka fibroblastidel oluline osa.

Joonis 8. OLFM4 allasurumine vihendab rakujalakeste - lamellipoodide - teket ja
rakkude litkumisvoimet. Vasakul pildil on normaalne rakk, mis liigub joudsalt edasi
ning tema eesmise serva lahedal on néha viirgu kollakaid vaikeseid véljasopistusi —
lamellipoode. Need sisaldavad sobiva nimega valku - lamellipodiini, mida ongi
kasutatud nende visualiseerimiseks. Paremal pildil on rakk, kus OLFM4 on alla
surutud ning rakujalakesed praktiliselt puuduvad. Sinised on rakutuumad ja roheline
varv nditab, mis osa ruumist rakk enda alla haarab, sest see margib raku skeleti
pohikomponenti F-aktiini. Autor C. G. Cérdenas-Leon.
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Aga THBS4? See rakuvilise maatriksi mittestruktuurne komponent arvatakse
samuti méngivat olulist rolli rakkude omavahelistes kontaktides ning raku kon-
taktides timbritseva keskkonnaga. Samuti oli varem teada, et THBS4 leidub
normaalselt tdiskasvanud kudedes lisna vihe, kuid tema tase on kdrge arene-
vates ja kahjustatud kudedes. Uheks erandiks on nirvikude, kus on THBS4
moddetavas koguses ka tidiskasvanud organismides. Nagu OLFM4, nii leidub ka
THBS4 rohkelt kasvajates. Analoogselt OLFM4-ga leidsime, et ka THBS4 tase
on tunduvalt tdusnud nahahaavade paranemisel, psoriaasi ja atoopilise dermatiidi
kolletes ning et THBS4 stimuleerib nahahaavade paranemist (Klaas jt, 2021a).
Kuna THBS4 leidub peamiselt naha sidekoelises osas — dermises —, siis esmalt
uurisime selle toimet just selles nahaosas leiduvatele sidekoerakkudele ehk fibro-
blastidele. Huvitaval kombel suurendas THBS4 nende rakkude liikumiskiirust
ligi kaks korda, kuid ei omanud mingit efekti nende jagunemisele. Samas oli
keratinotstititides THBS4 mdju suisa vastupidine — stimuleeris nende jagunemist,
kuid mitte nende migratsiooni. Nagu OFLM4 puhul, kasutasime THBS4 poolt
mdjutatud rakusiseste radade kaardistamiseks kombinatsiooni proteoomikast
ja transkriptoomikast. Leidsime, et tekkinud muutuste keskmes on juba vara-
semalt tuntud Wnt signaalirada,? mis koordineerib organite arenguid, juhib
koekahjustuse paranemist, hoiab tiivirakkudele iseloomulikke omadusi ja palju-
sid teisi protsesse mitte ainult imetajate, vaid ka nditeks liilijalgsete organismis.

THBS4-ga stimuleeritud keratinotsiilitide proteotranskriptoomika analiiiis viitas
voimalusele, et antud valk vib méngida olulist rolli just atoopilise dermatiidi
patogeneesis, kuna mitmeid selle haigusega seotud valke, nagu siigelust tekitav
TSLP ning keratinotsiiiitide kiipsemist reguleeriv PPARg, on neis rohkem kui
stimuleerimata rakkudes (Médemets-Allas jt, 2023).

Et kogutud teadmised ei jééks riiulile tolmu koguma, oleme kontakteerunud
potentsiaalsete partneritega, kes oskavad valmistada haavageele. Loodame vilja
tootada senisest efektiivsema haavageeli, mis sisaldaks mdlemat meie poolt
tundma Opitud valku ja mida kasutades paranevad laialdased nahakahjustused
kiiremini. Hiirtel see juba toimis, niilid on jarg inimeste kdes. Kindlasti oleks
sellest suur kasu praegu kdimasolevas sdjas. Varasemate andmete kohaselt on
umbes 6% sdjaviljal saadud vigastustest poletused. Haiglaressursist votavad
need aga palju suurema osa, kuna paranemine on aeglane ja ohvrite seisund
raske. Jddme lootma, et tulevikus liheb haavageeli vaja vaid rahuaja tarbeks.

Moeldes sellele, et vaid iiks valk aktiveerib rakkudes kdige vihem diferentsee-
runud rakkudele iseloomulikke signaale, tekib kiisimus, kas ainult rakuvalisest
maatriksist piisab, et pdorata tagasi rakkude vananemist — ja ehk isegi kogu

22 Lithend Wnt on moodustatud terminitest Wingless ja Int-1. Sellega tahistatakse signaali-
radu, mis algavad proteiinidest ja viivad signaali rakukesta retseptorite kaudu raku sisse
— toim.
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organismi vananemist? Kui see peaks vdimalikuks osutuma, siis on ilmselt
vaja keerukat ja hastikomponeeritud ekstratsellulaarsete signaalide orkestrit ja
soolost vOi duetist ei piisa. Seda ndgime histi oma t6ddes, kus piitidsime inimese
primaarseid rasvkoe rakke hoida paljunemisvoimelisena nii kaua kui voimalik
(Cardenas-Leoén jt, 2020a; 2020b). Rakukultuuris vananevad inimese rakud {isna
kiiresti. Klassikaliselt arvati, et rakk vdib jaguneda kultuuris 40-50 korda ja
siis peatub. Seda nimetatakse Hayflicki piiriks. Leidsime, et kui kasutada just
eelnevalt mainitud tdiesti kiipsemata embriionaalsete tiivirakkude jaoks moel-
dud kasvutingimusi, kombineerides mitmeid tugevatoimelisi kasvufaktoreid ja
erilist rakuvélist maatriksit, siis saame pikendada inimese rasvarakkude eluiga
13 jagunemise vorra, aga mitte rohkem. Seega, noorus on midagi, mis antakse
meile kaasa siinnil ning mis aegamisi kaob. Me saame vananemist aeglustada,
elades tervislikult, kuid mitte selle eest dra joosta. Rakkude puhul tuleb kone alla
nii tilalpool mainitud immortaliseerimine, mis aga toob kaasa paljude kiipsetele
rakkudele omaste funktsioonide kao, kui ka timberprogrammeerimine kdige
algsemasse embriionaalsesse olekusse, mille eest 2012. aastal palvis Shinju
Yamanaka Nobeli preemia. Inimeste puhul neid meetodeid kasutada ei saa ja
ehk parem ongi.

Koduseinad toetavad. Nii ini-
mest kui ka maksarakku. Kui
oled harjunud elama mitme-
modtmelises ruumis, siis the
modtme miinimumini véhen-
damine tundub viga ahistav.
Just nii tunnevad ennast
maksarakud, kui neid kasva-
tada kahemodtmelisel tavalisel
rakukultuuri tassil, olgu need
kaks moddet nii mugavalt
viimistletud kui tahes (nt
kaetud erilise ekstratsellu-
laarse maatriksi preparaadi
— matrigeeliga). Koostdos
Tartu tlikooli materjalitead-
lastega, kes valmistasid meile
tehislikud kolmemoodtmelised
kollageenvorgustikud — nagu
iiks korralik ekstratsellu-
laarne maatriks vilja ndgema

Joonis 9. Kunstlik kollageenmaatriks maksarakkude
kasvatamiseks. Olemegi joudnud ringiga algusesse.

Vordle pilti joonisega 1. On ju iisna sarnane? Siin nihtavad Peab (jgpnis 9-, .I.léit.aSimea et
kuulikesed ei ole rakud, vaid tehnoloogilisest protsessist isegi nii-6elda viimistlemata
tulenevad valguagregaadid. Autorid T. Kangur ja kolmemdotmelises toas, mis
M. Jérvekilg. koosnes ainult struktuursest
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maatriksi valgust — kollageenist —, tundsid maksarakud ennast mérgatavalt kodu-
semalt kui hésti polsterdatud kahemdotmelises kitsikuses (Klaas jt, 2021b). Kuna
normaalsed maksarakud ei paljune kultuuris, siis kasutatakse maksafunktsioo-
nide uurimiseks doonormaksadest saadud rakuisolaate. Seetottu on tilioluline, et
nad siilitaksid oma esialgsed omadused nii kaua kui voimalik. Meie véljatodtatud
kultuur oli selgelt samm edasi maksarakkude kultiveerimisel ning vdimaldaks
teha nii teaduslikke uuringuid kui ka suuremahulisi ravimkandidaatide testimist,
kasutades katsete ldbiviimiseks roboteid.

Kokkuvotteks. Nii nagu rakkude, nii ka inimeste puhul on see, mis meid timbrit-
seb, oluline. Meie iimbruskond muudab meid. Mitte meie pShiolemust, kuid
mojutab kindlasti seda, kuidas me kditume ja milliseid otsuseid vastu votame.
Seega, hoolitsedes oma {imbruse, oma naabrite ja meid timbritseva looduse eest,
hoolitseme ka iseenda eest ja hoiame viahemalt selle osa suurest inimkonnast ja
laiemalt ka kogu keskkonnast paremini toimivana.
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