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YAruulsusivesinike retseptori ekspressioon inimese embruonaalsete tivirakkude

diferentseerumisel ekto-, endo- ning mesodermaalses suunas*

Inimese embriionaalsed tuvirakud on pluripotentsed, mis tdhendab, et nad on vdimelised
diferentseeruma koigi kolme lootelehe rakkudeks. Arlulsisivesinike retseptor (AHR) on
transkriptsioonifaktor, mis on enim tuntud keskkonnakemikaalide kahjutustajana, kuid
nludseks on sellel leitud ka teisi funktsioone erinevates organismides. Varem on ndidatud, et
inimese embriionaalsete tlvirakkude H9 rakuliini diferentseerumisel AHR-i ekspressioon
vaheneb. Sellest ajendatuna pustitati antud bakalaureuset6d eesmargiks uurida AHR-i
ekspressiooni dinaamikat ajas erinevatesse suundadesse diferentseerimisel.

Saadud tulemustest leiti, et igas suunas reguleeritakse AHR-i ekspressioon alla, kuid
suunaspetsiifiliste erinevustega. Ektodermaalses suunas reguleeritakse AHR-i ekspressioon
diferentseerimise 16puks taas dles, endodermaalse suuna puhul jd&b samale tasemele ning

mesodermaalses suunas on AHR-i ekspressioon vaevu detekteeritav.
Marksdnad: AHR, hES rakud, diferentseerumine, pluripotentsus

CERCS kood: B200 Tsutoloogia, onkoloogia, kantseroloogia; B220 Geneetika,

tsutogeneetika

» I he expression of aryl hydrocarbon receptor during differentiation of human

embryonic stem cells into ecto-, endo- and mesodermal lineages*

Human embryonic stem (hES) cells are pluripotent, meaning that they are able to differentiate
into all derivates of three primary germ layers.

Aryl hydrocarbon receptor (AHR) is known as a transcription factor involved in the regulation
of biological responses to environmental chemicals. By now it has been found to have
additional functions in different organisms. It has been shown that in the early differentiation
of hES cells the expression of AHR decreases. Therefore, the purpose of the current thesis was
to examine the dynamics of AHR expression in the early induced differentiation of the H9 hES
cell line into ectoderm, endoderm and mesoderm.

The results of this thesis show a lineage-specific downregulation in the expression of AHR. In
ectoderm AHR expression is initially downregulated, followed by upregulation at later
timepoints. In endoderm the downregulation stayed at the same level and in mesoderm AHR

was barely detectable.
Keywords: AHR, hES cells, differentiation, pluripotency
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KASUTATUD LUHENDID

AHR — arulsusivesinike retseptor (aryl hydrocarbon receptor)

AHRR — AHR repressor (AHR repressor)

ARNT - arliulsusivesinike retseptori tuumalokalisaator (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator)

bHLH — heeliks-ling-heeliks (basic helix-loop-helix)

BMP — luu morfogeneetiline valk (bone morphogenetic protein)

BRA — geeni nimetus inglise keeles (brachyury)

DMEM - s66tme nimetus inglise keeles (dulbecco’s modified eagle meedium)

GATA4 — geeni nimetus inglise keeles (GATA binding protein 4)

GDC reagent — rakkude dissotsiatsiooni reagent (gentle cell dissociation reagent)

HAH — halogeenitud aromaatne susivesinik (halogenated aromatic hydrocarbon)
HANDL1 — geeni nimetus inglise keeles (heart and neural crest derivates expressed 1)
hES rakud — inimese embriionaalsed tuvirakud (human embryonic stem cells)

HSP90 — kuumasoki valk 90 (heat shock protein 90)

ICM — sisemine raku mass (inner cell mass)

mES rakud — hiire embriionaalsed tiivirakud (mouse embryonic stem cells)

NLS — tuuma lokalisatsiooni signaal (nuclear localization signal)

OCT4 — oktameeri siduv transkriptsioonifaktor 4 (octamer-binding transcription factor 4)
OTX2 — geeni nimetus inglise keeles (orthodenticle homeobox 2)

PAH — polutsikliline aromaatne susivesinik (polycyclic aromatic hydrocarbon)

PAS A/B — PER-ARNT-SIM domeen A/B

PAX6 — geeni nimetus inglise keeles (paired box 6)

PVDF — polivinulideen difluoriid (polyvinylidene difluoride)

RT-gPCR — pdordtranskriptsioon kvantitatiivne polimeraasi ahelreaktsioon (reverse
transcription quantitative polymerase chain reaction)

ROCK - rho-s6ltuv kinaas (rho-associated protein kinase)

SDS-PAGE — naatriumdodetsulsulfaat-poltakriulamiid-geelelektroforees (sodium dodecyl
sulphate poluacrylamide gel electrophoresis)

SOX2 — geeni nimetus inglise keeles [SRY (sex determining region Y)-box2]

SOX17 — geeni nimetus inglise keeles [SRY (sex determining region Y)-box2]

TCDD - 2,3,7,8-tetraklorodibenso-para-dioksiin (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-para-dioxin)
XAP2 — hepatiit B viirus X-seotud valk (HBV X-associated protein)

XRE — ksenobiootiline vastuselement (xenobiotic response element)



SISSEJUHATUS

Inimese embriionaalsed tuvirakud on pluripotentsed rakud, mis on eraldatud blastotsusti
sisemisest rakumassist ning suutelised arenema mistahes rakuks embriios. Embriionaalsete
tivirakkude pluripotentsuse sailitamisel on téhtsad mitmed faktorid, olulisemad neist
transkriptsioonifaktorid  OCT4, NANOG ning SOX2, mida Kkasutatakse ka

pluripotentsusmarkeritena rakkude iseloomustamiseks.

Inimese embrionaalsed tivirakud (hES rakud) on v6imelised diferentseeruma k&igi kolme
lootelehe rakkudeks. In vitro on véimalik hES rakkude diferentseerimist ektodermi, endodermi

ning mesodermi indutseerida spetsiifilisi kemikaale ning kommertsiaalseid s66tmeid kasutades.

Arullsusivesinike retseptor (AHR) on ligand-sdltuv transkriptsioonifaktor, mida on suutelised
aktiveerima mitmesugused ksenobiootilised ning endogeensed ligandid. AHR on enim tuntud
keskkonnakemikaalide kahjutustajana, aktiveerides mitmete enstiimide geene, mis vastutavad
kemikaalide metaboolse lagundamise eest. Niudseks on nadidatud, et AHR omab ka mitmeid

teisi fusioloogilisi funktsioone erinevates organismides.

Kéesoleva bakalaureusetdd kirjanduse Ulevaates kirjeldatakse inimese embriionaalseid
tivirakke ning nende omadusi, seejuures ka téhtsamaid pluripotentsusmarkereid. Lisaks
antakse Ulevaade embrionaalsete tlvirakkude diferentseerumisest ekto-, endo- ning
mesodermaalses suunas. Samuti Kirjeldatakse arutlsusivesinike retseptori funktsiooni inimese
ning hiire rakkudes ja molekulaarset mehhanismi, mille kaudu ta m&jutab oma sihtmarkgeene.
Praktilise osa eesmaérgiks oli uurida artdlsusivesinike retseptori ekspressiooni muutust ajas
inimese embrionaalsetes tuvirakkudes ning nende diferentseerumisel ekto-, endo- ning

mesodermaalses suunas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Inimese embriionaalsed tivirakud

Embriionaalsed tlvirakud (ES rakud) périnevad varajase embriio totipotentsetest rakkudest
ning on vdimelised piiramatult diferentseerumata jagunema in vitro. Inimese
preimplantatsiooni embriios peetakse blastomeere totipotentseks kuni 4-raku staadiumini, sest
nad suudavad in vitro areneda blastotsistideks, mis sisaldavad nii sisemise rakumassi (ICM —
inner cell mass) kui ka trofektodermi rakke (Van De Velde et al., 2008). Totipotentsus on raku
vOime areneda igaks rakutlubiks kehas, sealhulgas ekstraembriionaalsete kudede rakkudeks,
mis on vajalikud implantatsiooniks ning embrio normaalseks arenguks emakas (Selwood ja
Johnson, 2006). 16-raku staadiumis rakkude potentsus vaheneb ning tekib kaks rakkude riithma
— embrio vélimise osa rakkudest moodustuvad trofoblasti rakud ning blastomeeri sisemistest
rakkudest moodustuvad pluripotentsed ICM rakud. ICM annab aluse tulevasele embriiole, mille
rakud diferentseeruvad kolme lootelehe — mesodermi, ektodermi ja endodermi — rakkudeks
(Thomson et al., 1998). ES rakud on pluripotentsed rakud, mis on suutelised embriios arenema
mistahes rakuks, kuid ei ole v8imelised diferentseeruma ekstraembriionaalseteks kudedeks in

vivo.

Hiire embrlonaalsed tivirakud (mES rakud — mouse embryonic stem cells) isoleeriti 1981.
aastal hiire blastotsistist (Evans ja Kaufman, 1981) ning 1998. aastal dnnestus esmakordselt
inimese embrionaalsete tuvirakkude (hES rakud — human embryonic stem cells) isoleerimine.
Saadi viis rakuliini, millest H9 sailitas normaalse XX kartotltbi ka parast 6 kuud koekultuuris
kasvamist. Inimese ES rakud omavad korget telomeraasset aktiivsust, mis on oluline
telomeeride pikkuse sailitamisel, tagades nende piiramatu jagunemisv@ime. Lisaks on hES
rakkudel v6ime jaguneda kdigi kolme lootelehe rakkudeks. Algselt kasvatati hES rakke hiire
embriionaalsete fibroblastide toiterakkude kihil, valtimaks nende diferentseerumist ning
pluripotentsuse kaotamist. (Thomson et al., 1998) Nuldseks on néidatud, et hES rakke on
voimalik kasvatada ka teistel tingimustel, nagu nditeks Matrigelil keemiliselt defineeritud
mTeSR1 s66tmes (Ludwig et al., 2006). Lisaks on praeguseks praeguseks valja to6tatud palju
erinevaid s66tmeid ning maatrikseid, mis aitavad rakkude pluripotentsust hoida v6i suunavad

neid kindlas suunas diferentseeruma.

Inimese embriionaalsed tivirakud ekspresseerivad pinnamarkereid, mille hulka kuuluvad
SSEA-3 (stage-specific embryonic antigen), SSEA-4, TRA-1-60 (tumor-related antigen),
TRA-1-81 ning aluseline fosfataas (Thomson et al., 1998). ES rakud on ainulaadsed ning neid
saab iseloomustada valguliste transkriptsioonifaktoritega, mida ekspresseeritakse
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pluripotentsetes rakkudes. Pluripotentsuse indutseerimisel ja sailitamisel on olulised kolm
pohilist transkriptsioonifaktorit, milleks on OCT4, SOX2 ja NANOG, mis reguleerivad nii
teineteise kui ka iseenda ekspressiooni. On vdlja pakutud, et need kolm pdohilist
transkriptsioonifaktorit reguleerivad ka hES rakkude diferentseerumist spetsiifilistesse
suundadesse. SOX2 juhib hES rakkude diferentseerumist neuroektodermi, muutused OCT4 ja
NANOG-i ekspressioonis suunavad rakud diferentseeruma mesendodermi, mis on mesodermi

ja definitiivse endodermi thine prekursor (Thomson et al., 2011; Zhao et al., 2004)

1.1.1. OCT4

POUSF1 geeni poolt kodeeritav valk OCT4 ehk oktameeri siduv transkriptsioonifaktor 4 on
POU (Pit-Oct-Unc) perekonda kuuluv valk, mis on oluline embriionaalses arengus ja ES
rakkude pluripotentsuse sailitamisel. Taiskasvanu rakkudes on muutuseid OCT4 ekspressioonis

seostatud ka tumorigeneesiga (NCBI a).

OCT4 on téhtis ES rakkude pluripotentsuse séilitamisel. Seejuures on oluline, et OCT4
ekspressioon sdiliks kindlal tasemel. Koérgenenud OCT4 ekspressioon suunab ES rakud
arenema ekstraembriionaalsesse mesodermi voi endodermi, OCT4 represseerimisel kaotavad
rakud pluripotentsuse ning diferentseeruvad. Téanaseks on teada, et OCT4 on ES rakkude

pluripotentsuse ja diferentseerumise votmeregulaator (Niwa et al., 2000).

On teostatud katseid CRISPR (clustered regularly interspaced, short palindromic repeat)-Cas
(CRISPR-associated) metoodika abil, kus sihtmargiks oli diploidses inimese stigoodis OCT4
kodeeriv geen ehk POUSF1. Leiti, et blastotststi areng oli hairitud OCT4 puudumise t6ttu,
mille tulemusel oli diferentseerumine negatiivselt mdjutatud. Blastotslist moodustus, kuid
sisemine raku mass (ICM) kujunes puudulikult ning hiljem embriod h&vinesid. Katsetest
selgus, et POUSF1-puudulikes rakkudes polnud allareguleeritud ainult ekstraembriionaalsed
trofektodermi geenid, nagu CDX2, vaid ka pluripotentse epiblasti regulaatorid, kaasaarvatud
NANOG. |Inimese blastotsistis pohjustavad mutatsioonid POUSF1 geenis Kka
preimplatantsiooniga seotud geenide allareguleerimist, nende seas NANOG (epiblast), GATA2
(trofektoderm) ja GATA4 (primitiivne endoderm). See omakorda viitab OCT4 funktsionaalsele
rollile inimese varajases arengus. Seevastu on hiire Pou5f1-puudulike embriiote puhul néidatud,
et need sdilitasid ortoloogiliste geenide, nagu nditeks Nanog, ekspressiooni ICM-s ning
blastotsisti areng toimus (Fogarty et al., 2017), kuid ICM rakud ei olnud pluripotentsed
(Nichols et al., 1998). Sellest jareldub Oct4 vajalikkus pluripotentsuse sailitamiseks ka hiire

rakkudes.



1.1.2. SOX2

SOX2 geenilt kodeeritakse transkriptsioonifaktorit SOX2 ehk [SRY (sex determining region Y)-
box 2]. SOX2 kuulub SOX perekonna transkriptsioonifaktorite hulka, millel on oluline roll
mitmetes imetajate arengustaadiumites. SOX2 transkriptsioonifaktor on vajalik
diferentseerumata embriionaalsete tiivirakkude pluripotentsuse hoidmisel ning neuraalsete

tivirakkude omaduste sdilitamisel (NCBI b).

Embriionaalse arengu kaigus on SOX2 konstitutiivselt ekspresseeritud. Algselt on see
transkriptsioonifaktor ekspresseeritud implanteerumata embriio epiblastis ning pérast
gastrulatsiooni valdavalt kesknarvislisteemis, mis viitab SOX2 olulisusele neuraalses
arengusuunas (Wegner ja Stolt, 2005). SOX2 on allareguleeritud diferentseerunud post-
mitootilistes neuronaalsetes ning gliiarakkudes ja korgelt ekspresseeritud prolifereeruvates
neuraalsetes eellasrakkudes. SOX2 ekspressiooni allaregulatsioon neuraalsetes eellasrakkudes
vahendab nende rakkude uuenemisvbimet ning proliferatsiooni, soodustades varasemat

valjumist rakutstklist ning terminaalset diferentseerumist (Graham et al., 2003).

Véhenenud SOX2 ekspressioon hES rakkudes pOhjustab rakkude morfoloogia muutust,
tivirakuliste markerite ekspressiooni kadumist ning trofektodermi markerite ekspressiooni
tbusu. Lisaks on hiire puhul néidatud, et Sox2-puudulikes embrtiotes ei arene pluripotentsed
embrionaalsed tlivirakud ning rakud diferentseeruvad trofektodermi (Avilion et al., 2003).
Samuti pdhjustab SOX2 ekspressiooni vdhenemine ka transkriptsioonifaktorite OCT4 ja
NANOG ekspressiooni vahenemist, mis néitab, et nende kolme faktori harmoonia on oluline

pluripotentsuse sailitamisel. (Fong et al., 2008)

1.1.3. NANOG

NANOG geeni poolt kodeeritud samanimeline valk on DNA homeoboxile seonduv
transkriptsioonifaktor, mis on kaasatud ES rakkude proliferatsioonis, rakkude iseuuenemises ja
pluripotentsuse sdilitamisel. NANOG on vGimeline blokeerima ES rakkude diferentseerumist
ning suudab iseenda ekspressiooni autorepresseerida diferentseeruvates rakkudes. Sellele

geenile on leitud kaks transkripti varianti, mis kodeerivad erinevaid isovorme. (NCBI c)

Hiire embriios on Nanog ekspresseeritud vaid ICM rakkudes ning selle puudumisel epiblasti ei
moodustu (Chambers et al., 2003). Nanogi ekspressiooni vahenemine pOhjustab hiire ES
rakkude pluripotentsuse kadumist, rakkude proliferatsiooni ning diferentseerumist
ekstraembriionaalsesse endodermi. Nanog kéitub kui transkriptsiooniline repressor valkudele,

mis soodustavad diferentseerumist, nagu naiteks Gata4 ja Gata6 (Mitsui et al., 2003).



NANOG on inimese embriios ekspresseeritud blastotsisti staadiumi sisemise rakumassi
rakkudes tlesandega séilitada rakkude pluripotentsust ning takistada rakkude diferentseerumist
ekstraembriionaalse endodermi ning trofektodermi rakkudeks. Seejuures NANOG-i
allaregulatsioon inimese ES rakkudes indutseerib nii varajase trofektodermi markerite, nagu
CDX2 ja GATAZ2 kui ka hilisemate markerite, nagu hCG-a ja hCG-f ekspressiooni, mis suunab
rakud diferentseeruma trofektodermi (Hyslop et al., 2005).

1.2. Rakkude diferentseerumine

Embrionaalse arengu kdigus muutub sisemine rakumass enne blastotsisti implantatsiooni
mosaiikseks ning sisaldab kahte thipi rakke. Uhed rakud ekspresseerivad
transkriptsioonifaktorit Nanog ning teised Gata6 (Chazaud et al., 2006). Rakud jagunevad
parast implantatsiooni vastavalt epiblastiks ning primitiivseks endodermiks ehk hiipoblastiks.
Hipoblastist areneb rebukott ning embriionaalse epiblasti rakud annavad aluse kogu embriiole,
sest nendest rakkudest arenevad valja koigi kolme lootelehe — ektodermi, endodermi ning
mesodermi — rakud. (Gilbert, 2010)

Ka in vitro on voimalik hES rakke koigi kolme lootelehe suunas diferentseerida. Esmalt néidati
in vitro diferentseerumist, kui rakke kasvatati hiire embriionaalsete fibroblastide juuresolekuta
ning spetsiifilise maatriksita (Thomson et al., 1998). Rakud hakkavad moodustama
kolmedimensionaalseid agregaate, mida nimetatakse embriionaalseteks kehadeks ning nad
sisaldavad nii ekto-, endo- kui ka mesodermi rakke (Hopfl et al., 2004). Niddseks on vilja
tootatud mitmesuguseid protokolle ning kommertsiaalsed s66tmed, mis suunavad hES rakud
diferentseeruma soovitud suunas. Inimese ES rakkude diferentseerimine in vitro vimaldab
uurida geenide ekspressiooni ning rakkude diferentseerumisega seotud protsesse varajastel
arenguetappidel, mida in vivo on embriot kahjustamata vGimatu uurida. Lisaks v8ib hES
rakkude kindlas suunas diferentseerimine aidata tuvastada sihtmérkgeene uute ravimite valja

todtamisel ning transplantatsiooniga seotud probleemide lahendamisel. (Thomson et al., 1998)

1.2.1. Ektodermaalne diferentseerumine

Imetaja arengu kaigus moodustuvad ektodermist neuraalhari, neuraaltoru ning epidermis.
Neuraalhari paneb aluse nditeks pea- ja né&opiirkonna kdhrelistele struktuuridele, pigmenti
stnteesivatele melanotsiitidele ning erinevatele ganglionidele. Neuraaltorust arenevad

seljakeelik ning erinevad ajupiirkonnad. (Gilbert, 2010)

Normaalse arengu tagamiseks on ektodermaalsel diferentseerumisel oluline roll mitmetel
signaalmolekulidel. Neuraaltoru sulgumine on imetajate arengus véga oluline, sdltudes

geneetiliste ning keskkonnafaktorite keerukast vastasmdjust. Geenidest on neuraaltoru
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sulgumisel vaga olulised Pax3 ning sonic hedgehog, kuid on néidatud ka kolesterooli ja
foolhappe olulisust. Sonic hedgehog osaleb dorsaal-ventraalse telje kujunemisel koos TGF-f
perekonna valkudega (Gilbert, 2010). Otx2 (orthodenticle homeobox 2) olulisust aju varajasel
arengul on naidatud nii hiirel kui ka inimesel (Larsen et al., 2010). Uhtlasi on Otx2 (ks
varasemaid geene, mis neuroektodermis ekspresseeritud (Rhinn et al., 1998), seega seda saab
kasutada neuraalse suuna markerina. Lisaks saab neuraalse suuna markerina kasutada veel

Pax6, mis on véga oluline imetajate silmade arengus (Gilbert, 2010).

Hiire embrionaalsete tlvirakkude puhul on néidatud, et in vitro on vdimalik nende
diferentseerumist neuraalses suunas indutseerida retinoolhappega. Rakud olid pérast
retinoolhappega tdotlemist fenotiilibilt sarnased neuronitega ning ekspresseerisid neuraalse

suunaga seotud geneetilisi markereid. (Bain et al., 1995)

1.2.2. Endodermaalne diferentseerumine

Endodermil on kaks peamist llesannet — see indutseerib mitmete mesodermaalsete organite
moodustumist ning paneb aluse ka seede- ja hingamiselundkonna moodustumisele, formeerides
nende epiteliaalse voodri. Sooltoru on algne seede- ning hingamiselundkonna prekursor, mis
jaguneb ees-, kesk- ja tagasooleks. Eessool moodustab lateraalses osas neelu- ehk I6pustaskud,
mida imetajatel on neli paari. L&pustaskutest kujunevad vélja kuulmetdrved, kurgumandlid,
tidmus, kdorvalkilpndarme sagarad ning Kkilpnéére. Eessoole tagaosast sopistub valja
bronhiaaljatke, millest 16puks arenevad kopsud. Kesksoolest arenevad jatketena vélja maks
ning pankreas. Tagasoolest sopistub vélja allantois ehk loote kusekott. (Gilbert, 2010)

Varajases embriiogeneesis on oluline Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), mis on
vajalik osade ICM rakkude diferentseerumisel primitiivsesse endodermi, et embriio saaks
implanteeruda. Grb2-puudulike hiirte puhul on ndidatud, et rakud ei ole vdimelised
diferentseeruma parietaalsesse ega vistseraalsesse endodemi ning embriio areng seiskub (Cheng
et al., 1998). Primitiivse endodermi moodustumisel on vaga olulised ka Gata4 ning Gata6,
mille ekspressioon on indutseeritud Grb2-sbltuvate signaalide kaudu (Chazaud et al., 2006).
Definitiivse endodermi moodustumisel ning sailitamisel on oluline roll transkriptsioonifaktoril
Sox17 [SRY (sex determining region Y)-box17] (Kanai-Azuma et al., 2002), mida kasutatakse

ka endodermaalse suuna spetsiifilise markerina.

In vitro on diferentseeritud erinevaid endodermaalseid rakupopulatsioone. On ndidatud, et hES
rakkude suunatud diferentseerumisel on vdimalik saada maksa rakke, millel on kipse
hepatotstiiidi omadused (Cai et al., 2007). Samuti on saadud pankrease saarekestele omaste

tunnustega rakke, mis on véimelised insuliini siinteesima (D’ Amour et al., 2006). Naidatud on
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ka kopsu (Dye et al., 2015) ning loote soolestiku organoidide moodustamist (Spence et al.,
2011).

1.2.3. Mesodermaalne diferentseerumine

Neurula staadiumis jaguneb mesoderm viieks regiooniks: kordomesoderm, paraksiaalne ehk
somiitide dorsaalne mesoderm, vahelmine ehk intermediaarne mesoderm, kilgplaatide
mesoderm ning pea mesoderm. Kordomesoderm moodustab seljakeeliku, mis méérab kogu
organismi anterioorse-posterioorse telje ning indutseerib neuraaltoru arengut. Somiitide
dorsaalse mesodermi rakud moodustavad neuraaltoru mdlemale poole somiidid, millest edasise
arengu kaigus moodustuvad mitmed seljapiirkonnas asuvad lihased, luud, kdhred ning dermis.
Intermediaarsest mesodermist areneb valja urogenitaalsisteem, moodustades neerud, gonaadid
ning nendega seotud juhad. Kilgplaatide mesodermist arenevad valja siida, veresooned ja -
rakud, k6hu- ning rinnaddnsuste sisevooder ja jasemete mesodermaalsed komponendid, v.a.

lihased. Pea mesodermist arenevad néo sidekoed ning muskulatuur. (Gilbert, 2010)

Mesodermaalsel diferentseerumisel on olulised mitmed signaalmolekulid. BMP-4 (bone
morphogenetic protein) on kaasatud mesodermi moodustumisel ning arengusuundade
jagunemisel nii enne kui ka pérast gastrulatsiooni. On néidatud, et lihiajaline (24h) hES
rakkude t66tlus BMP-4 suunab rakud in vitro varajasse mesodermi (Zhang et al., 2008). BMP
poolt indutseeritud diferentseerumist vahendavad transkriptsioonifaktorid BRACHYURY
(BRA) ning CDX2 (Bernardo et al., 2011). Hiirtel on ndidatud, et Bmp-4 puudumisel
mesodermi ei moodustu ning embriiod surevad. (Winnier et al., 1995) BRA on oluline varajasel
mesodermaalsel arengul, mistdttu saab seda kasutada mesodermaalse suuna markerina rakkude
diferentseerumise kontrollimisel. Hiire embriod, kus puudub normaalne Bra ekspressioon, ei
suuda moodustada seljakeelikut, posterioorset regiooni ega allantoisi ning surevad umbes
kiimnendal p&eval (Herrmann et al., 1990). HAND1 on oluline siidame moodustumisel ning

seda saab samuti mesodermaalse markerina kasutada (Togi et al., 2004).

ES rakkude mesodermaalset diferentseerumist in vitro on palju ndidatud. Kdige paremini on
kirjeldatud hematopoeetilist arengut nii hiire kui ka inimese ES rakkude puhul (Keller, 2005).
Samuti on ndidatud, et hES rakud on vdimelised in vitro kardiomuotsudtideks diferentseeruma
(Graichen et al., 2008).

1.3. Aruulsusivesinike retseptor
Arlulsusivesinike retseptor enk AHR on samanimelise geeni poolt kodeeritud ligand-
aktiveeritav valk, mis kuulub aluseliste heeliks-ling-heeliks (bHLH — basic helix-loop-helix)

transkriptsioonifaktorite perekonda (NCBI d). AHR on enim tuntud kui keskkonnakemikaalide
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kahjutustaja organismis, aktiveerides mitmete ensliimide geene, mis vastutavad
ksenobiootiliste kemikaalide metaboolse lagundamise eest. (Schmidt ja Bradfield, 1996;
Uniprot)

Inimese AHR geen asub seitsmenda kromosoomi liihikeses 6las ning sellelt kodeeritakse 7
erinevat transkripti, millest kahelt kodeeritakse valku (Ensembl). AHR on 848
aminohappejééagist koosnev valk, mille molekulmass on 96 kDa. AHR-i valgul on neli domeeni,
millest kaks on konserveerunud (Uniprot). N-terminaalses osas asub bHLH motiiv, mida esineb
ka teistel transkriptsioonifaktoritel, nagu nditeks Myc, ning see on kaasatud DNA-ga
seondumisel ning hetero- vOi homodimerisatsioonil. C-terminaalse transkriptsiooni
aktivatsiooni  domeeni  glutamiinirikas  piirkond on  vajalik  sihtmarkgeenide
transkriptsiooniliseks  aktivatsiooniks. C-terminaalse osa ldheduses asub 250
aminohappejéagist koosnev PAS (PER-ARNT-SIM) domeen, mis koosneb kahest
hidrofoobsest kordusjarjestusest — PAS A ja PAS B — mis osalevad dimerisatsioonil. (Mimura
ja Fujii-Kuriyama, 2003) AHR-i ligandi siduv domeen kattub osaliselt PAS B regiooni ja Hsp90
seondumissaidiga, mis hoiab AHR-i struktuurselt kompetentsena ligandiga seondumiseks
(Coumailleau et al., 1995) (Joonis 1).

HSP90 seondumise domeen

o 9 Transkriptsiooni
lz Iz Ligandiga seondumise domeen aktivatsiooni domeen
| bHLH PAS-A | PAS-B TAD

DNA-ga seondumise domeen

Dimerisatsioonidomeen

Joonis 1. AHR valgu struktuur. AHR valk sisaldab domeene, mis on vajalikud selle
funktsioneerimiseks: aluseline heeliks-ling-heeliks domeen (bHLH), milles sisalduvad tuuma
lokalisatsiooni (NLS) ning ekspordi signaal (NES), C-terminaalne transkriptsiooni aktivatsiooni
domeen (TAD) ning PAS A/B domeenid, mis on vajalikud ligandidega seondumiseks ning
dimerisatsiooniks (Modifitseeritud, Lindsey ja Papoutsakis, 2012).

Arlulsusivesinike retseptoril on mitmeid erinevaid ligande, mis jaotatakse tavaliselt kahte
gruppi: slnteetilised ehk ksenobiootilised ja organismi poolt siinteesitud ehk endogeensed.
Enim on uuritud ksenobiootilisi Ghendeid, mille hulka kuuluvad mitmed halogeenitud (HAH —
Halogenated Aromatic Hydrocarbon) ja politsuklilised aromaatsed stsivesinikud (PAH —
Polycyclic Aromatic Hydrocarbon) (Whitlock, 1999). HAH hulka kuuluvad dibensodioksiinid,
dibensofuraanid ning bifendilid, PAH hulka mitmed aromaatsed amiinid, bensopureen ning

bensoflavoonid. Suurima afiinsusega AHR-i ligand on 2,3,7,8-tetraklorodibenso-para-dioksiin
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ehk TCDD. Seet6ttu kasutatakse seda enim AHR-i funktsioonide uurimisel. (Birnbaum, 1995)
Endogeensete ligandide hulka kuuluvad indooli sisaldavad kemikaalid, naiteks triptofaani
derivaadid (Heath-Pagliuso et al., 1998; Miller). AHR-i on vOimelised aktiveerima ka inimese
uriinis leiduvad indigo ja indirubiin (Adachi et al., 2001). Leidub ka antagoniste, mis AHR-i
aktiivsust parsivad, nagu néiteks 7-ketokolesterool, mis interakteerub AHR-iga ning takistab

seeldbi selle seondumist DNA-le (Savouret et al., 2001).

1.3.1. Aruulsusivesinike retseptori signaalirada

Ligandi puudumisel asub inaktiivne AHR tsiitoplasmas, kus ta on kompleksis kuumasoki
valguga HSP90 (heat shock protein 90), co-chaperon’iga p23 ning XAP2 valguga (HBV X-
associated protein 2) (Kazlauskas et al., 1999; Meyer et al., 1998). Ligandide puudumisel on
AHR-i tuuma lokalisatsiooni signaal (NLS — nuclear localization signal) varjatud HSP90
molekulide poolt. Ligandiga seondumisele jargnevad konformatsioonilised muutused, AHR
dissotsieerub kahest HSP90 molekulist, paljastades seejarel NLS, mis vOimaldab AHR-il
tsutoplasmast tuuma translokeeruda. (lkuta et al., 1997) Tuumas moodustab AHR
aruulsusivesinike retseptori tuuma translokaatoriga (ARNT — aryl hydrocarbon receptor
translocator) heterodimeeri. AHR-ARNT heterodimeer on vimeline seonduma spetsiifilistele
DNA jérjestustele, mida nimetatakse XRE (xenobiotoc response element), tuntud ka kui AHRE
(AHR response element) vdi DRE (dioxin response element), mis sisaldab jarjestust 5°-
GCGTG-3’. Dioksiini poolt aktiveerituna seondub AHR-ARNT heterodimeer ksenobiootilisele
vastuselemendile XRE, mis asub néiteks CYP1Al enhaanserregioonis, ning kaitub kui
transkriptsioonifaktor (Joonis 2). (Matsushita et al., 1993; Shen ja Whitlock, 1992)

AHR-ARNT kompleks on véimeline seonduma AHRR-i (AHR repressor) promootorile ning
aktiveerima transkriptsiooni. AHRR funktsioneerib kui AHR-i negatiivne regulaator,
takistades AHR-i dimeriseerumist ARNT-iga seejuures ise ARNT-iga seondudes.
Dimeriseerumata AHR transporditakse tuumast vélja ning lagundatakse proteasoomides.
AHRR-ARNT dimeer tunneb samuti dra XRE jarjestuse, kuid ké&itub kui transkriptsiooni
repressor (Evans et al., 2008; Mimura ja Fujii-Kuriyama, 2003).
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Joonis 2. Arlullsusivesinike retseptori signaalirada. Inaktiivne AHR asub tsttoplasmas kompleksis
erinevate valkudega. Ligandiga seondumisel jargnevad konformatsioonilised muutused ning AHR
vabaneb chaperonidest ning liigub tuuma, kus dimeriseerub ARNT-iga. AHR-ARNT heterodimeer
seondub sihtmérkgeenide enhaanserregioonis olevatele vastuselementidele ning initsieerib nende
transkriptsiooni (Modifitseeritud, Callero ja Loaiza-Pérez, 2011).

1.3.2. Aruulsusivesinike retseptori roll organismis

AHR on enim tuntud kui keskkonnakemikaalide kahjutustaja, kuid nltdseks on sellele leitud
ka teisi funktsioone erinevates organismides. Nagu eelnevalt mainitud, on AHR-i
sihtmérkgeenideks ksenobiootilisi lhendeid metaboliseerviate ensulmide ning ka AHRR
geenid. Lisaks nendele on AHR-i ligandide poolt indutseeritud geenid, mis on kaasatud
rakujagunemises, rakutstkli regulatsioonis ning apoptoosis. Enamik nendest geenidest
sisaldavad XRE jarjestust regulatoorses regioonis, mis viitab sellele, et ligand-aktiveeritud
AHR reguleerib nende geenide ekspressiooni otse XRE jarjestusele seondudes (Bekki et al.,
2015; Chang et al., 2014; Mimura ja Fujii-Kuriyama, 2003). Arvatakse, et AHR-ARNT siisteem
vahendab mitmesuguseid TCDD-sarnaste keskkonna saasteainete bioloogilisi efekte ning
pdhjustab seeldbi kartsinogeneesi, teratogeneesi, soodustab tuumorite teket ning
immunosupressiooni (Courtney ja Moore, 1971; Kociba et al., 1978; Kremer et al., 1994).
Inimese puhul on AHR-i puudumisel esinevaid tagajargi tisna keeruline uurida ning seetdttu on
enamus informatsiooni parit hiirtega tehtud katsetest. AHR-i olulisust on ndidatud isegi
selgrootute puhul. Selgrootute AHR-i isovormil, nagu Drosophila melanogaster Spineless (Ss)
puudub detoksikatsiooni funktsioon, kuid on vajalik silmade, jalgade ning tiibade arengus
(Céspedes et al., 2010). Caenorhabditis elegansi puhul on ndidatud AHR-i olulisust
neuronaalsel diferentseerumisel ning migratsioonil (Qin et al., 2006; Qin ja Powell-Coffman,
2004).

Ahr-puudulike hiirte kasvukiirus kolmel esimesel elunddalal on mérgatavalt aeglasem vorreldes

normaalsete hiirtega ning nende immuunsiisteem ja maks on defektselt arenenud (Schmidt et
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al., 1996). Taiskasvanud Ahr-puudulikel hiirtel on lisaks kirjeldatud ebanormaalsed maksa ning
neeru vaskulaarstruktuure, hiired on kill eluj6ulised, kuid nende maks on ligikaudu 30%
vaiksem kui metsiktlupi hiirtel. Osaliselt on vdiksema maksa pdhjuseks hepatotsiutide

kahanenud suurus (Lahvis et al., 2000).

Ahr reguleerib lumfotstitide, makrofaagide ning dendriitrakkude aktiivsust, osaleb B-rakkude
kipsemisel ning T-rakkude diferentseerumisel ja on (ks vdtmefaktoritest tsutokiinide

vabastamisel ning tasakaalu hoidmises (Nguyen et al., 2013).

Aruulsusivesinike retseptoril on fusioloogiline roll munasarja arengus, mis mdjutab
reproduktiivset vBimekust. See vdib olla seotud muutustega hiire munasarjas paiknevate
primordiaalsete folliikulite arvukuses ja nende moodustumises neonataalses ning antraalsete
folliikulite arvukusega postnataalses arenguetapis (Benedict et al., 2000). Ahr-puudulikel
emastel hiirtel on veel kirjeldatud raskusi tiinuse sailitamisega, imetamisega ning jarglaste

imetamisest védrutamiseni kasvatamisega (Abbott et al., 1999).

Inimese arttlsisivesinike retseptori mMRNA on kdrgelt ekspresseeritud platsentas, kopsudes,
sidames, pankreases ning maksas ja madalalt ekspresseeritud ajus, neerudes ning
skeletilihastes (Dolwick et al., 1993). On naidatud, et AHR on kdrgelt ekspresseeritud atoopilise
dermatiidi ning psoriaasiga patsientide kahjustunud nahas (Kim et al., 2014). AHR-i
ekspressiooni on ndidatud ka inimese reetina pigmenteeritud epiteelirakkudes, mis mangivad
véga olulist rolli reetina fusioloogias ning nagemistsuklis. Mitmed uuringud on néidanud, et
AHR on oluline tegur retinaalsete haiguste tekkes, sealhulgas ealine maakula degeneratsiooni
(Jin ja Jeong, 2016).

Suurenenud AHR-i ekspressiooni on néidatud mitmes erinevas inimese vahitiibis, sealhulgas
kopsu-, rinna- ning k6hundarmevéhis (Koliopanos et al., 2002; Lin et al., 2003; Schlezinger et
al., 2006). CYP1B1 on detoksifikatsiooni geen, mida aktiveerib artitilssivesinike retseptor ning
selle tleekspressiooni on samuti ndidatud mitmes erinevas véhitulbis, nagu néiteks sodgitoru-
Jadmesoole- ja nahavéhis. Seejuures ei ole tdheldatud CYP1B1 ekspressiooni vastavates

normaalsetes kudedes (Murray et al., 1997).

1.3.3. AHR-i roll tivirakkudes

AHR-i olulisust on tdheldatud ka erinevate tlivirakkude puhul. Viimased uuringud on ndidanud,

et TCDD-poolne Ahr-i aktivatsioon blokeerib tiinetel hiirtel hematopoeetiliste tlvirakkude

pikaajalist iseuuenemist (Laiosa et al., 2015). Lisaks on ndidatud, et pisiv Ahr-i aktivatsioon

varasel hiire embriionaalsete tuvirakkude diferentseerumisel héirib siidame mesodermi kasvu

ja kardiomuotsidtide funktsioneerimiseks vajalikke signaale (Wang et al., 2016). Ahr on
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oluline hematopoeesi reguleerimisel, kéitudes negatiivse regulaatorina, mis piirab liigset ning
ebavajalikku  rakkude jagunemist. Dioksiiniga  t6ddeldud  Ahr-puudulike hiirte
hematopoeetilised tvirakud on hiperproliferatiivsed ning omavad muutunud rakutsuklit
(Gasiewicz et al., 2014).

Varasemalt on tehtud katseid, kus diferentseeriti Ahr-puudulike ning metsikttupi hiirte
embrionaalsed fibroblastid adipotstutideks. Selgus, et Ahr-i puudumine viis rakud spontaanse
diferentseerumise ning rakkude vananemiseni, mis vdib olla tingitud sellest, et Ahr on varajane

regulaator adipotsuttide diferentseerumisel (Alexander et al., 1998).

Ahr-i on hiires seostatud pluripotentsusega, kuna selle ekspressioon on transkriptsiooniliselt
represseeritud hiire embriionaalsetes tivirakkudes signaaliraja kaudu, mis kaasab
transkriptsioonifaktoreid Oct4, Nanog ning Sox2. Selline repressioon on pddrduv ning rakkude
diferentseerumisel aktiveeritakse Ahr-i ekspressioon. (Ko et al., 2014)

Inimese embrionaalsete tuvirakkude ning AHR-i vaheliste seosete kohta leidub véhe
informatsiooni. Varasemalt on meie laboris uuritud AHR-i ekspressiooni ning selle
agonisti/antagonisti mdju inimese ES rakkude pluripotentsusele. Tulemused nditasid, et AHR
on ekspresseeritud ES rakkudes, kuid agonist/antagonist ei avaldanud mdju pluripotentsusele
ega rakutsuklile (Hermann, 2013). Jargnevalt uuriti, kas hiire ES rakkude peal nahtu on kehtiv
ka inimese ES rakkude diferentseerumisel. Leiti, et vastupidiselt hiire ES rakkudele, kus
diferentseerumisel Ahr-i ekspressioon suurenes, inimese ES rakkude varasel diferentseerumisel

AHR-i ekspressioon hoopis vahenes nii mMRNA kui ka valgu tasemel (Uudekall, 2016).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. T6O eesmargid
Eelnevat arvesse vottes oli kdesoleva to6 eesmérgiks selgitada, kuidas muutub AHR-i hulk ajas

hES rakkude diferentseerimisel kolme lootelehe suunas.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud rakuliin, s66tmed ja kemikaalid

Katsetes kasutati inimese embrionaalsete tivirakkude liini H9 (WAQ9) (WiCell Research
Institute, National Stem Cell Bank). Embriionaalseid tlivirakke kasvatati Matrigel™-iga (BD
Biosciences) kaetud 6-kannulistel plaatidel mTeSR™1 (STEMCELL Technologies) so6tmes
37°C ja 5% CO2 juures. Uksikrakulise suspensiooni tegemiseks kasutati GCD reagenti (gentle
cell dissociation reagent — STEMCELL™ Technologies). Rakke loendati Countess Il
rakuloenduriga (Thermo Fisher Scientific). Rakkude kasvamisel tksikrakulisena lisati nende
elulemuse tdstmiseks passeerimise paeval soétmesse rho-sdltuva proteiinkinaasi (ROCK —
Rho-associated protein kinase) inhibiitorit (10 umol, Bio-Techne). Rakkude passeerimise ning
diferentseeritud rakkude ltusimise kaigus kasutati PBS-i (Lonza Group Ltd) ja KnockOut™
DMEM (dulbecco’s modified eagle medium) sdddet (Thermo Fisher Scientific). Tuvirakkude
diferentseerimiseks neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase mesodermi ning definitiivse
endodermi  rakkudeks kasutati spetsiaalseid STEMdiff™ induktsiooni s66tmeid
(STEMCELL™ Technologies) ning toimiti vastavalt tootja protokollidele.

2.2.2. Rakkude kasvatamine ja diferentseerimine
Inimese embriionaalseid tiivirakke passeeriti iga 3-4 péeva tagant. Tuvirakkude passeerimisel
eraldati hES rakkude kolooniate tukid manuaalselt pipetiotsikuga kraapides ning tOsteti seejérel

uuele Matrigel™-iga kaetud plaadile. S60det vahetati igapaevaselt.

Neuraalsel diferentseerimisel pesti hES rakke 2ml PBS-iga. Rakud dissotsieeriti 1 ml GCD
reagendiga, inkubeerides neid 8 minutit koekultuuri inkubaatoris 37°C ja 5% CO: juures.
Seejdrel rakud suspendeeriti ning tdsteti 1ml-sse KnockOut™ DMEM s66tmega tuubi. Kanne
pesti Uks kord 1 ml s66tmega, mis lisati rakususpensioonile. Rakke tsentrifuugiti 5 minutit 300
X @ juures. Supernatant aspireeriti ning rakud resuspendeeriti STEMdiff™ neuraalse
induktsiooni sd6tmes, millesse oli lisatud ROCK inhibiitorit (10uM). Rakkude loendamiseks
segati 10 pl rakususpensiooni 10 ul triipaansinisega (Thermo Fisher Scientific) ning kasutati
lugemiskambreid, kuhu pipeteeriti 10 pl segu. Seejarel sisestati kamber masinasse, mis teostas
lugemise. Rakke loendati kahes kambris ning elusrakkude arvutamisel arvestati kahe

loendamistulemuse keskmist. Seejérel pipeteeriti sobiv kogus (Joonis 3) rakususpensiooni
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Matrigel™-iga kaetud 6-kannulistele plaatidele ning lisati neuraalse induktsiooni s6ddet kuni
2 ml-ni. Plaadid asetati koekultuuri inkubaatorisse 37°C juurde. Rakke diferentseeriti 7 paeva

valtel ning neuraalse induktsiooni sddet vahetati igapéevaselt. Iga paev ltdsiti ks kann rakke.

pl p2 p3 p4 pS p6 p7
1M 1M 1M 1M 850k | 750k | 500k

Joonis 3. Rakkude jaotus neuraalseks diferentseerimiseks paevade kaupa. M — miljon, k — tuhat.

Definitiivse endodermi ja varajase mesodermi diferentseerimiseks pesti hES rakke 2 ml PBS-
iga (Phosphate Buffered Saline). Aspireerimise jarel pipeteeriti rakkudele 1 ml rakkude GCD
reagenti, millega inkubeeriti rakke koekultuuri inkubaatoris 37°C juures 8 minutit. Seejérel
rakud suspendeeriti ning tosteti tuubi, kus oli 1 ml DMEM s6ddet. Kanne pesti 1 ml DMEM
s06tmega, mis lisati tuubis olevale rakususpentsioonile. Rakke tsentrifuugiti 300 x g juures 5
minutit. Supernatant aspireeriti ning rakud resuspendeeriti ROCK inhibiitoriga (10 pl)
mTeSR1™ sodtmes. Rakkude loendamise teostas masin nagu eelnevalt kirjeldatud. Erinev
kogus rakke lisati Matrigel™-iga kaetud 6-kannulistele plaatidele (Joonis 4 ja 5). Rakkudele
lisati mTESR™ 1 s6ddet 2 ml-ni ning asetati koekultuuri inkubaatorisse 37°C juurde. Uks paev
pédrast passeerimist liilisiti esimese ajapunkti rakud, teistel vahetati mTESR™I1 sodde

spetsiaalse diferentseerimiss66tme vastu.

Endodermaalseks diferentseerimiseks lisati pérast PBS-i pesu rakkudele STEMdiff™
definitiivse endodermi basaalsotde, millele oli lisatud lisandid A ja B (mdlemad suhtega
1:100). Jargnevatel p&evadel lisati rakkudele basaalsotde, milles oli lisand B (1:100). Rakke

diferentseeriti kuni viienda paevani ning iga paev lulsiti tks kann rakkudega.

Mesodermaalseks diferentseerimiseks aspireeriti rakkudelt mTeSR™1 s66de ning pesti 2 ml
PBS-iga. Seejdrel lisati 2 ml STEMdiff™ mesodermi induktsiooni stddet, mida vahetati

igapéevaselt. Rakke diferentseeriti kuni viienda pdevani ning iga péev ludsiti Uks kann

rakkudega.
pl p2 p3 p4 pS
15M 1M 1M 1M 1M

Joonis 4. Rakkude jaotus endodermaalseks diferentseerimiseks paevade kaupa. M — miljon.
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1M 500 k 500 k 250 k

Joonis 5. Rakkude jaotus mesodermaalseks diferentseerimiseks paevade kaupa. M — miljon, k —
tuhat.

2.2.3. RNA eraldamine
Rakud ludsiti FARB puhvris, millele oli lisatud 2-merkaptoetanooli ning RNA eraldati
FavorPrep™ RNA eraldamise komplektiga (Favorgen Biotech Corp) vastavalt tootja

protokollile.

Rakud ludsiti 350 ul FARB puhvris, millele oli lisatud 3,5 pl 2-merkaptoetanooli. Teostati
vortex ning lusaat kanti filterkolonnile, fuugiti 18 000 x g juures 2 minutit. Filtri 1abinud
supernatant pipeteeriti mikrotsentrifuugituubi ning sellele lisati ks voluum (350 ul) 70%
etanooli. Etanooliga proov kanti FARB minikolonni ning tsentrifuugiti 18 000 x g juures 1
minut. Supernatant visati minema ning minikolonnile lisati 500 pl pesupuhvrit 1, seejérel
tsentrifuugiti 18 000 x g juures 1 minut. Supernatant visati dra ning minikolonni pesti 2 korda
pesupuhvriga 2 ning tsentrifuugiti 18 000 x g juures 1 minut. Supernatant visati minema ning
FARB minikolonni tsentrifuugiti kuivatamiseks 18 000 x g juures 3 minutit. FARB minikolonn
asetati elueerimistuubi ning filtri keskele lisati 30 ul RNaasi-vaba vett, millel lasti seista 1 minut
ning seejérel tsentrifuugiti 18 000 x g juures 2 minutit. Tsentrifuugimise jarel korrati viimast
sammu, vGttes tuubist 30 ul eluaati ning pipeteerides selle uuesti filtri keskele. Tsentrifuugiti 2
minutit 18 000 x g juures. Saadud RNA kontsentratsiooni méddeti masinaga Nanodrop 1000

(Thermo Fisher Scientific) ning seejarel sailitati -80°C juures.

2.2.4. DNaasl tootlus ja cDNA slntees

Komplementaarse DNA stinteesiks viidi labi pooérdtranskriptsioon, milleks kasutati Thermo kit
K1622 (Thermo Fisher Scientific) cDNA siinteesi komplekti. Esmalt teostati DNaasl (Thermo
Fisher Scientific) to6tlus, milleks segati kokku reaktsioonisegu mahuga 10pul. Reaktsioonisegu
sisaldas 1pg RNA-d, reaktsioonipuhvrit (1x) (Thermo Fisher Scientific), DNaasi (1U), RNaasi
inhibiitorit Ribolock (10U) (Thermo Fisher Scientific) ja vett. Reaktsioon toimus Applied
Biosystems™ 2720 termotsiikleris (Thermo Fisher Scientific) 37°C juures 30 minutit.
Jargnevalt lisati reaktsioonisegule 1pl 50mM EDTA ning inkubeeriti 65°C juures 10 minutit
termotsukleris. Komplementaarse DNA slnteesiks lisati reaktsioonisegule reaktsioonipuhvrit
(1x), dNTP-d (ImM) ja heksameersete praimerite segu (5pM), Ribolocki (20U) ning revertaasi

(200V). Poordtranskriptsioon viidi labi termotsikleris 25°C  juures 10 minutit (praimerite
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seondumine RNA matriitsile), 42°C juures 60 minutit (cDNA siintees) ning 70°C juures 10

minutit (revertaasi inaktivatsioon).

2.2.5. Kvantitatiivne polimeraasi ahelreaktsioon (QPCR)

Kvantitatiivse pollimeraasi ahelreaktsiooni (QPCR — quantitative polymerase chain reaction)
teostamiseks kasutati 384-kannulisi plaate. 1gas kannus oli reaktsioonisegu 16ppmahus 10pl,
mis sisaldas 5ul Maxima SYBR Green-i (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ning vastavate
pari- ja vastassuunaliste praimerite segu ja 5ul cDNA-d. Praimerite jérjestused on leitavad
kaesoleva t60 lisadest (Lisa 1). Kvantitatiivse PCR-i l&biviimiseks kasutati LightCycler® 480
Instrument 11 masinat (Roche) ning programmi, mis on vélja toodud joonisel 6. Katsete

tulemused normaliseeriti koduhoidjageeni TBP (TATA-binding protein) vaartustega.

Temperatuur Aeg Tsuklite arv
Algne denaturatsioon | 95°C 10 minutit 1
Denaturatsioon 95°C 15 sekundit
Praimerite 59°C 60 sekundit 40
seondumine ja suintees
Sulamiskdver 45-95°C 7 minutit 1

Joonis 6. Kvantitatiivse PCR-i programm

2.2.6. SDS-PAGE ja Western blot

Rakke lutsiti RIPA puhvris (Radioimmunoprecipitation assay buffer) (50 mM Tris pH 7,4, 1%
Triton X-100, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,1% SDS), kuhu oli lisatud 1 x proteaasi inhibiitori
segu (Roche). Valgulusaate hoiti 45 minutit jaal ning iga 15 minuti jarel tehti vortex.
Valguliisaate tsentrifuugiti 10 minutit 18 000 x g juures ning supernatant tdsteti uude tuubi.
Valgu kontsentratsioonid moddeti Pierce™ BCA valgu kontsentratsiooni moodtmise
komplektiga (Thermo Fisher Scientific) 540 nm lainepikkuse juures Multiskan Ascent
aparaadis (Thermo Fisher Scientific).

Valgulisaatidele lisati laadimispuhvri (Thermo Fischer Scientific) ja ditiotreitooli (100 pumol,
AppliChem) segu ning seejirel hoiti neid 5 minutit termostaadil 95°C juures. Liisaadid kanti
10% SDS-poltakriadlamiid-elektroforeesgeelile (SDS PAGE - sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis). Valgud lahutati Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad)
masinat kasutades 45 minuti jooksul 50 V ning hiljem Ghe tunni jooksul 170 V juures.
Elektroforeesi 16ppedes pandi geelid ning eelnevalt metanoolis aktiveeritud polivindlideen

difluoriid (PVDF — polyvinylidene difluoride) membraanid 5 minutiks loksutile
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ulekandepuhvrisse (192 mM glitsiin, 0,1% SDS, 25 mM Tris-HCI ph 8,3, 10% metanool).
Valgud kanti geelilt PVDF membraanile Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad)
masinat kasutades 15 V juures 17 minuti jooksul. PVDF membraanid loputati pérast tlekannet
TBST-s (tris buffered saline + tween 20) (0,1% Tween 20, 0,15 M NaCl, 50 mM Tris Ph 7,5)
ning seejarel blokeeriti antikeha ebaspetsiifilise seondumise véhendamiseks ihe tunni jooksul
TBST lahuses, mis sisaldas 5% lssipulbrit. Parast blokeerimist inkubeeriti membraane (ile66
vastavate primaarsete antikehadega blokeerimislahuses. Inkubeerimise jarel pesti membraane
4 korda 7 minutit TBST-s. Seejarel inkubeeriti sekundaarse antikehaga 1 tund toatemperatuuril.
Tunni moodudes pesti membraane 4 korda 7 minutit TBST-s. Immobilon Western
Chemiluminescent HRP (horseradish peroxidase) substraati (Merck Millipore) kasutades
segati kokku reaktsioonisegu, mis kanti membraanidele ning inkubeeriti 5 minutit. Signaalid
detekteeriti rontgenfilmil (Agfa) kasutades ilmutit ning Kinnitit (Agfa). Densitomeetrilise

analliusi teostamiseks kasutati ImageJ tarkvara.

Kasutatud primaarsed antikehad:

a) AHR-i vastane kuuliku poliklonaalne antikeha, BML-SA-210, 1:5000 (Enzo Life
Sciences)

b) Aktiini vastane kiuliku poliklonaalne antikeha, sc-1616-R, 1:1000 (Santa Cruz
Biotechnology)

Kasutatud sekundaarsed antikehad
a) Kuuliku vastane kitse antikeha, sc-2004, 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology)

2.2.7. Andmete statistiline analids

Kdik katsed viidi labi kolmes korduses, leiti aritmeetiline keskmine ning statistiline analidis
viidi 1&bi MS Exceli abil. Tulemused on esitatud korduste aritmeetilise keskmisena, millele on
margitud veapiirid standardvea n&ol. Tulemuste statistiline olulisus on leitud MS Exceli t-testi

abil, statistilise olulisuse nivooks on véetud p < 0,05.
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2.3. Tulemused

2.3.1. AHR-i ekspressioon neuraalsel diferentseerimisel

Uurimaks AHR-i ekspressiooni muutust ajas, pikema eesmargiga selgitada AHR-i funktsiooni
hES rakkudes ning nende diferentseeruvates jarglastes, diferentseeriti hES rakke 7 paeva valtel
STEMdiff™ neuraalse induktsiooni s60tmes. Rakud liiiisiti igapdevaselt mRNA ning valgu

taseme analtitsiks.

Tulemustest selgus, et AHR-i ekspressioon oli oluliselt vahenenud teiseks paevaks (Joonis 7).
Neljandal ja viiendal paeval taheldati umbes 70% ekspressiooni allaregulatsiooni. See-eest
alates 6. péevast oli méargata AHR-i ekspressiooni olulist tdusu ning 7. paeval oli ekspressioon
tbusnud viienda paevaga vorreldes ligikaudu 7 korda. Olemaks kindel, et rakud
diferentseerusid, analtisiti pluripotentsusmarkerite ekspressiooni. Selgus, et nii OCT4 kui ka
NANOG-i ekspressioon reguleeriti alla, kusjuures olulised muutused olid margata juba
esimesest paevast alates, SOX2 ekspressioonis see-eest muutusi mérgata ei olnud (Joonis 8 A).
Lisaks anallusiti jargnevalt ka suunaspetsiifiliste markerite PAX6 ja OTX2 ekspressiooni.
Selgus, et mdlema geeni ekspressioon oli tilesreguleeritud (Joonis 8 B), mis veel kord kinnitas,

et toimus hES rakkude diferentseerumine neuraalses suunas.

2,5

15

[E

0,

AHR-i mRNA suhteline tase
ol

T * #
. _
I T : :

hES Neur Neur Neur Neur Neur Neur Neur
rakud pl p2 p3 p4 p5 p6 p7

o

Joonis 7. AHR-i mRNA dinaamika hES rakkude varajasel neuraalsel diferentseerimisel. Inimese
embriionaalseid tuvirakke diferentseeriti neuraalses (Neur) suunas 7 pdeva. AHR-i mRNA ekspressioon
tuvastati RT-qPCR meetodil. (* p<0,05 vs hES rakud; # p<0,05 vs Neur p5).
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Joonis 8. Pluripotentsusgeenide ning suunaspetsiifiliste markerite mRNA dinaamika hES
rakkude varajasel neuraalsel diferentseerimisel. Inimese embriionaalseid tlvirakke diferentseeriti
neuraalses (Neur) suunas 7 paeva. Pluripotentsusgeenide (OCT4, NANOG ja SOX2) (A) ning
spetsiifiliste suunamarkerite (PAX6 ja OTX2) (B) mRNA ekspressioon tuvastati RT-qPCR meetodil.
(* p<0,05 vs hES rakud; # p<0,05 vs Neur p1; MD — mitte detekteeritud).
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On teada, et muutused mMRNA ekspressioonis ei pruugi alati pdhjustada erinevusi valgu
tasemes. Selgitamaks, kas eelpool nahtud AHR-i mRNA regulatsioon valjendub ka AHR-i
valgu hulga muutuses, teostati Western blot analliis AHR-i ning aktiini vastaste antikehadega.
Tulemustest selgus, et sarnaselt mMRNA-le reguleeritakse ka AHR-i valgu hulk neuraalse
diferentseerimise kdigus esmalt alla ning hilisemates ajapunktides taas tles (Joonis 9 A).
Kvantifitseerimaks tehtud korduskatsete tulemusi, teostati ka densitomeetriline analuds.
Selgus, et vorrelduna hES rakkudega vaheneb AHR-i valgu hulk oluliselt alates kolmandast
péevast (Joonis 9 B). Lisaks taheldasime, et 7. péevaks oli AHR-i valgu hulk vdrreldes neljanda

paevaga taas suurenenud.

hES Neur Neur Neur Neur Neur Neur  Neur
rakud pl p2 p3 p4 p5 p6 p7

B *#t

2,5
T
I I T * * I . |
hES Neur Neur Neur Neur Neur Neur Neur
rakud pl p2 p3 p4 p5 p6 p7
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0,

AHR-i valgu suhteline tase
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Joonis 9. AHR-i valgu hulga muutus hES rakkude neuraalsel diferentseerimisel. Western blot
analliis hES ning 7 péeva neuraalses suunas (Neur) diferentseeritud rakkudest AHR-i ning aktiini
vastaste antikehadega (A). Western blottide densitomeetriline analliiis, mis nditab AHR-i valgu suhtelist
muutust diferentseerimisel (B) (* p<0,05 vs hES rakud; # p<0,05 vs Neur p4).
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2.3.2 AHR-i ekspressioon endodermaalsel diferentseerimisel
Selgitamaks AHR-i ekspressiooni muutust ajas endodermaalsel diferentseerimisel, kasvatati
rakke 5 péeva jooksul STEMdiff™ definitiivse endodermi s66tmes. Rakud liiiisiti igapdevaselt

MRNA ning valgu taseme analliisiks.

Tulemustest néhti, et AHR-i ekspressioon oli teiseks paevaks véahenenud umbes 60% vdrra ning
jai sellele tasemele viienda pdevani (Joonis 10). Veendumaks rakkude diferentseerumises
analliusiti ka pluripotentsusmarkerite ekspressiooni. Selgus, et nii OCT4, NANOG-i kui ka
SOX2 ekspressioon reguleeriti alla. OCT4 ning SOX2 puhul oli mérgata olulist langust alates
teisest ning NANOG-i korral alates kolmandast pdevast (Joonis 11 A). Taiendavalt analliusiti
ka suunaspetsiifiliste markerite SOX17 ja GATA4 ekspressiooni. Antud suunamarkerid ei olnud
ekspresseeritud hES rakkudes ning Uks paev péarast passeerimist, kuid olid detekteeritavad
alates teisest pdevast. Seetdttu on jargnevate ajapunktide ekspressioonitasemed avaldatud
vorrelduna ajapunktiga p2. Selgus, et mdlema geeni ekspressioon oli Ulesreguleeritud (Joonis
11 B), mis kinnitas, et diferentseerimine endodermaalses suunas oli edukas.
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Joonis 10. AHR-i mRNA dinaamika hES rakkude varajasel endodermaalsel diferentseerimisel.
Endodermaalses (Endo) suunas diferentseeriti hES rakke 5 pédeva. AHR-i mMRNA ekspressioon tuvastati
RT-gPCR meetodi abil (* p<0,05 vs hES rakud).

26



mOCT4 = NANOG m SOX2

1,4
@ 1,2 [
S
g 1] T
2 08 *
2 0,6
g ° [ -
DEf 0,4 * oL
* T
0,2 II * * * % . * *
0 - [ | --i — ni IE
hES Endo Endo Endo Endo Endo
rakud pl p2 p3 p4 p5
B 15 m SOX17 30
3 * * 3
S 12 uGATA4 25 8
= =
S 20 ‘g
g 9 5
< 15 <«
Z * zZ
© 6 e
IS 10 €
N 3
5 3 5 <
n O
MD MD ﬁ _
0 = 0

hES Endo Endo Endo Endo Endo
rakud pl p2 p3 p4 p5

Joonis 11. Pluripotentsusgeenide ning suunamarkerite mRNA diinaamika hES rakkude varajasel
endodermaalsel diferentseerimisel. Endodermaalses (Endo) suunas diferentseeriti hES rakke 5 péeva.
Pluripotentsusgeenide (OCT4, NANOG ja SOX2) (A) ja spetsiifiliste suunamarkerite (SOX17 ja GATA4)
(B) mRNA ekspressioon tuvastati RT-gPCR meetodi abil (* p<0,05 vs Endo p2; MD — mitte
detekteeritud).
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Selgitamaks, kas valgu taseme muutus on mMRNA muutustega kooskdlas teostati AHR-i ja
aktiini vastaste antikehadega Western blot analtitis. Tulemustest selgus, et muutused AHR-i
valgu hulgas on sarnased mRNA ekspressiooniga. AHR-i valgu tase reguleeritakse alates
kolmandast paevast alla ning taseme véhenemise trend jatkub viienda paevani (Joonis 12 A).
Korduskatsete tulemuste kvantifitseerimiseks teostati densitomeetriline analuls. Selgus, et
vorreldes hES rakkudega vaheneb AHR-i ekspressioon oluliselt kolmandaks paevaks. Olguagi,
et véhenev trend jatkus, ei olnud kolmandat ning viiendat paeva vorreldes muutus statistiliselt

oluline (Joonis 12 B).
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Joonis 12. AHR-i valgu hulga muutus hES rakkude endodermaalsel diferentseerimisel. Western
blot analliis hES ning 5 paeva endodermaalses suunas diferentseeritud (Endo) rakkudest AHR-i ning
aktiini vastaste antikehadega (A). Western blot korduskatsete densitomeetriline analtis (B), mis nditab
AHR-i valgu suhtelist muutust diferentseerimisel (* p<0,05 vs hES rakud).
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2.3.3. AHR-i ekspressioon mesodermaalsel diferentseerimisel
Selleks, et uurida AHR-i ekspressiooni muutust ajas mesodermaalses suunas, diferentseeriti
hES rakke 5 pdeva viltel STEMdiff™ mesodermaalse induktsiooni s66tmes. Rakud liiiisiti

igapéevaselt MRNA ja valgu taseme analliisiks.

Tulemustest selgus, et AHR-i ekspressioon véhenes teiseks paevaks oluliselt ning alates
kolmandast péevast oli ekspressioon 95% vdrra vahenenud (Joonis 13). Olemaks kindel
rakkude diferentseerumises, analliusiti ka pluripotentsusgeenide ekspressiooni. Néhti, et nii
OCT4, NANOG kui SOX2 ekspressioon vadhenes oluliselt alates teisest pdevast ning alates
neljandast praktiliselt puudus (Joonis 14 A). Lisaks analliusiti ka spetsiifiliste suunamarkerite
BRACHYURY (BRA) ning HAND21 ekspressiooni. Antud suunamarkerid ei olnud
ekspresseeritud hES rakkudes ning Uks paev péarast passeerimist, kuid olid detekteeritavad
alates teisest pdevast. Seetdttu on jargnevate ajapunktide ekspressioonitasemed avaldatud
vorrelduna p2 ajapunktiga. Selgus, et mdlema geeni ekspressioon oli alates teisest pé&evast
ulesreguleeritud (Joonis 14 B), mis kinnitab rakkude diferentseerumist mesodermaalses suunas.
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Joonis 13. AHR-i mRNA diinaamika hES rakkude varajasel mesodermaalsel diferentseerimisel.
Inimese embriionaalseid tuvirakke diferentseeriti mesodermaalses suunas (Meso) 5 péaeva. AHR-i
ekspressioon tuvastati RT-gPCR meetodit kasutades (* p<0,05 vs hES rakud).
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Joonis 14. Pluripotentsusgeenide ja suunaspetsiifiliste markerite mMRNA diinaamika hES rakkude
varajasel mesodermaalsel diferentseerimisel. Inimese embriionaalseid tuvirakke diferentseeriti
mesodermaalses suunas (Meso) 5 péeva. Pluripotentsusmarkerite (OCT4, NANOG ning SOX2) (A) ja
spetsiifiliste suunamarkerite (BRA ja HAND1) (B) ekspressioon tuvastati RT-gPCR meetodit kasutades
(* p<0,05 vs Meso p2; MD — mitte detekteeritud).
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Selgitamaks, kas ning mil mééral AHR valgu tasemel allareguleeritakse, tehti Western blot
analliuis AHR-i ning aktiini vastaste antikehadega. Tulemustest nahti, et sarnaselt mRNA-le
reguleeritakse mesodermaalses suunas AHR ka valgu tasemel kolmandaks pé&evaks peaaegu
téiesti alla (Joonis 15 A). Markimisvaarne on seejuures asjaolu, et Western blotil detekteeriti
AHR-i antikehaga valk, mille molekulmass on AHR-i omast madalam. Lisaks taheldati selle
poordvordelist ekspressiooni vorreldes AHR-iga. Illustreerimaks tehtud korduskatsete tulemusi
tehti densitomeetriline analliis. Selgus, et hES rakkudega vorreldes on mesodermaalse suuna

viiendaks péevaks AHR-i valgu tase langenud enam kui 90% (Joonis 15 B).
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Joonis 15. AHR-i valgu hulga muutus hES rakkude mesodermaalsel diferentseerimisel. Western
blot analliis hES ning 5 pdeva mesodermaalses suunas (Meso) diferentseeritud rakkudest AHR-i ning
aktiini vastaste antikehadega (A). Western blottide korduskatsete densitomeetriline analliis (B), mis
aitab hinnata AHR-i valgu suhtelist muutust diferentseerimisel (* p<0,05 vs hES rakud).
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2.4. Arutelu

Aruulsusivesinike retseptorit on varasemalt inimese embriionaalsetes tlvirakkudes tsna véahe
uuritud. Seejuures on hiire embriionaalsete tivirakkude puhul naidatud, et Ahr-i ekspressioon
on represseeritud Oct4, Sox2 ning Nanogi poolt ja rakkude diferentseerimisel taas aktiveeritud
(Ko et al., 2014). Eelnevalt on meie laboris naidatud, et AHR on ekspresseeritud hES rakkudes
(Hermann, 2013) ning varajasel diferentseerumisel AHR-i ekspressioon vaheneb margatavalt
nit MRNA kui ka valgu tasemel (Uudekull, 2016). See tdhendab, et inimese embriionaalsetes
tivirakkudes muutub AHR-i tase vastupidiselt hiire embriionaalsetes tivirakkudes nahtuga.
Lisaks on naidatud, et AHR vdib seonduda OCT4 promootorile ning represseerida selle
ekspressiooni (Cheng et al., 2015). Samas SOX2 ekspressiooni voib AHR positiivselt mdjutada
(Stanford, 2016).

Eelnevast ajendatuna tekkis huvi uurida, kuidas muutub AHR-i ekspressiooni diinaamika hES
rakkude varajasel diferentseerumisel spetsiifiliste kommertsiaalsete so6tmetega ekto-, endo-
ning mesodermaalses suunas. Seejuures olid hES rakud diferentseeritud neuraalseteks

eellasrakkudeks, definitiivse endodermi ning varajase mesodermi rakkudeks.

Neuraalsetes eellasrakkudes reguleeriti neljandaks diferentseerumise péaevaks AHR-i
ekspressioon 70% vorra alla ning pusis nii viienda paevani. Alates kuuendast pédevast vois
margata olulist ekspressiooni tdusu ning sama muster kehtis ka valgu tasemel. Olgugi, et sarnast
AHR-i ekspressiooni diinaamikat ajas varasemalt kirjeldatud pole, on ndidatud AHR-i
ekspressiooni neuraalse suuna derivaatide puhul, néiteks taiskasvanud inimese aju korteksis,
neuronites ning ka inimese reetina pigmenteeritud epiteelirakkudes (Dauchy et al., 2008; Ash
2017; Jin ja Jeong, 2016). Eelnevat arvesse vdttes on fluktuatsioonid AHR-i tasemes
diferentseerumise kadigus oodatavad. Kuigi konkreetne AHR-i funktsioon jai kdesolevas t06s
selgitamata, on tulevikus plaanis teostada kromatiini immunosadestamise ning sekveneerimise

analuds nii hES rakkude kui ka neuraalsete eellasrakkudega, selgitamaks AHR-i tapsemat rolli.

Lisaks nahti diferentseeritud neuraalsete eellasrakkude puhul SOX2 pisivat ekspressiooni
samal ajal kui teiste pluripotentsusmarkerite ekspressioon oli allareguleeritud. Antud tulemus
on kooskdlas kirjandusega, kus varasemalt on ndidatud SOX2 ekspressiooni plsimist
prolifereeruvates neuraalsetes eellasrakkudes. SOX2 ekspressiooni vahenemine see-eest

soodustas diferentseerumist (Graham et al., 2003).

Definitiivse endodermi rakkudes oli AHR-i ekspressioon alates teisest péevast 60% vorra
allareguleeritud ning jai umbes sellele tasemele diferentseerimise I6puni. Valgu tasemel oli

naha olulist langust alates kolmandast péevast ning edaspidi jai AHR samal tasemel
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ekspresseerituks, mis on kooskdlas mMRNA tulemustega. Varasemalt avaldatud
publikatsioonides on definitiivse endodermi derivaatides naidatud AHR-i ekspressiooni lisaks
kopsu adenokartsinoomi rakkudele ka téiskasvanu normaalse kopsukoe bronhiolaarses
epiteelis. Normaalses koes on AHR-i ekspresseeritud oluliselt madalamal tasemel kui
vahirakkudes, kuid samuti on teada, et just paljudes véhivormides on AHR kdrgelt
ekspresseeritud (Koliopanos et al., 2002; Lin et al., 2003; Schlezinger et al., 2006). Lisaks on
naidatud AHR-i ekspressiooni ka loote bronhiaalses epiteelis, kus AHR oli madalamalt
ekspresseeritud kui taiskasvanul (Lin et al., 2003). Loote bronhiaalse epiteeli rakud on see-eest
palju lahedasemad derivaadid antud t60s diferentseeritud definitiivse endodermi rakkudele kui
naiteks taiskasvanu rakud ning AHR-i madal ekspressioon on kooskdlas kéaesoleva t60
tulemustes ndhtuga. Lisaks loote bronhiaalse epiteeli rakkudele on AHR-i ekspressiooni
naidatud ka teistes loote kudedes, nagu néiteks maksas, pankreases ning sédgitorus, mis on
samuti definitiivse endodermi derivaadid (Jiang et al., 2010). Selgitamaks ning paremini
moistmaks AHR-i rolli definitiivses endodermis on tulevikus plaanis teostada kromatiini
immunosadestamise ning sekveneerimise analliis. Selle abil oleks vdimalik kindlaks teha,
milliseid geene AHR v@ib reguleerida ning selgitada selle funktsiooni varasel endodermaalsel

diferentseerimisel.

Mesodermaalsel diferentseerimisel leiti, et AHR-i ekspressioon vaigistatakse peaaegu téielikult.
Eelnevalt on naidatud, et mesodermi derivaatide hematopoeetiliste tivirakkude paljunemiseks
ning diferentseerimise véltimiseks on vajalik AHR-i aktiivsuse inhibeerimine (Boitano et al.,
2010). Seega vdib AHR-i vaigistamine varasel mesodermaalsel diferentseerumisel olla
funktsionaalse tahtsusega ning iseloomulik ka teistele mesodermi derivaatidele, kuna néiteks

ka loote sidames AHR-i ekspressioon puudub (Jiang et al., 2010).

Mesodermaalsel diferentseerumisel detekteeriti Western blot analiiusil AHR-i vastase
antikehaga valk, mille molekulaarmass on AHR-i omast védiksem. Seejuures tdheldati AHR-iga
vorreldes selle poordvordelist ekspressiooni. Kuigi kdesolevas to60s ei tuvastatud, millega
tdpsemalt tegu, vOib spekuleerida, et vdibolla on tegemist AHR-i valguga, millelt on 18igatud
NLS-jarjestus. Selline isovorm, olgugi et eelnevalt Kkirjeldamata, takistaks AHR-i
translokeerumist tuuma ning selle kditumist kui transkriptsioonifaktor. Samas sdiliks AHR
tsutoplasmas, kus see vOiks mdjutada rakulisi protsesse, interakteerudes teiste valkudega.

Antud isedrasuse selgitamiseks on tulevikus plaanis teostada mass-spektromeetriline analtiis.

Kéesoleva bakalaureusetdd tulemused néitavad, et arullstsivesinike retseptori ekspressioon
vaheneb embriionaalsete tuvirakkude diferentseerimisel neuraalseteks eellasrakkudeks,

definitiivse endodermi ning varajase mesodermi rakkudeks suunaspetsiifiliselt. Kuigi AHR-i
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roll hES rakkudes ning nende diferentseerimisel jai vélja selgitamata, on antud tulemused

sobivaks aluseks edasisteks katseteks.
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KOKKUVOTE

Ké&esoleva bakalaureusetdo kirjanduse Ulevaates kirjeldati inimese embriionaalseid tuvirakke,
nende omadusi ning anti Ulevaade olulisematest pluripotentsuse sailitamisel osalevatest
transkriptsioonifaktoritest. Samuti Kirjeldati embriionaalsete tivirakkude diferentseerumist
ekto-, endo- ning mesodermaalses suunas ning erinevaid v@imalusi diferentseerumise
indutseerimiseks. Lisaks anti tilevaade artulsisivesinike retseptorist ning selle teadaolevatest

funktsioonidest.

Antud bakalaureusetdod eksperimentaalse osa tulemusena selgus RT-qPCR-i meetodil, et
inimese embrionaalsete tivirakkude diferentseerimisel ekto-, endo- ning mesodermaalses
suunas langeb artdlsusivesinike retseptori ekspressioon, seejuures on dunaamika
suunaspetsiifiline. Ektodermaalsesse suunda diferentseerides selgus, et AHR-i ekspressioon
langes oluliselt alates teisest diferentseerimise pdevast, kuid alates kuuendast paevast hakkas
ekspressioonitase taas tbusma. Western blot analuiiis nditas samuti AHR-i valgu taseme langust
ning alates kuuendast pdevast tdusu, mis on RT-qPCR-i tulemustega kooskdlas.
Endodermaalsel  diferentseerimisel langes AHR-i ekspressioon alates kolmandast
diferentseerimise paevast ning seejarel jai viienda paevani samale tasemele. Sellist diinaamikat
kinnitas ka Western blot analiiiis. Mesodermaalse diferentseerimise puhul reguleeriti AHR-i
ekspressioon téiesti alla juba kolmandaks péevaks ning ekspressioon pisis samal tasemel

diferentseerimise 18puni. Western blot anallius kinnitas RT-gPCR-i tulemusi.

Ké&esolev bakalaureuset6d naitab inimese embriionaalsete tivirakkude diferentseerimisel
arudlsusivesinike retseptori ekspressiooni diinaamikat ajas ning tdestab, et AHR-i ekspressioon

langeb nii ekto-, endo- kui ka mesodermaalsel diferentseerimisel suunaspetsiifiliselt.
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The expression of aryl hydrocarbon receptor during differentiation of human
embryonic stem cells into ecto-, endo- and mesodermal lineages

Laura Pajusaar

SUMMARY

Human embryonic stem (hES) cells are derived from the inner cell mass (ICM) of the early
blastocyst. These cells are pluripotent, which means that they can differentiate into all of the
three primary germ layer derivatives. Transcription factors play a crucial role in sustaining
pluripotency with OCT4, NANOG and SOX2 being the most important. These are also used as
genetic markers to identify hES cells.

The differentiation of hES cells into three primary germ layer cells, which are also known as
the endodermal, ectodermal and mesodermal cells, can be induced in vitro. This can be achieved
by using special differentiation media and small molecule compounds. The aryl hydrocarbon
receptor (AHR) is a ligand-activated transcription factor, which mediates biological responses

to environmental chemicals, but is also known to have other physiological functions.

It has been previously shown that AHR is expressed in hES cells and is downregulated during
early differentiation. Therefore, the aim of this thesis was to examine the dynamics of AHR

downregulation in the early stages of hES cell differentiation over time.

To this end, hES cells were differentiated into neural progenitor, definite endoderm and early
mesoderm cells with the use of specialized induction media. Reverse transcription qPCR and
western blotting were used to analyze AHR expression. The obtained results suggest lineage-
specific patterns in the downregulation of AHR expression. During neural differentiation of
hES cells, AHR expression is downregulated starting from day two. Starting from day six the
expression starts increasing. AHR expression is downregulated from day two and remains
constant during the endodermal differentiation of hES cells. The expression of AHR in
mesodermal differentiation was also downregulated from day two and barely detectable

afterwards.

The current dissertation demonstrates the dynamics of AHR in the differentiation of human
embryonic stem cells. Furthermore, this study indicates that the AHR downregulation has

lineage-specific properties.
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LISAD

LISA 1. Kvantitatiivses PCR-is kasutatud oligonukleotiidid

Praimer (F — forward, R —

Jarjestus

reverse)

AHR_F 5- ATTACAGGCTCTGAATGGCTTTG -3'
AHR_R 5- TGACATCAGACTGCTGAAACCCTAG -3
OCT4 F 5- CTGGAGCAAAACCCGGAGG -3

OCT4 R 5- CCTCAAAGCGGCAGATGGTC -3
NANOG_F 5’-AGCATCCGACTGTAAAGAATCTTCAC-3’
NANOG_R 5’-CGGCCAGTTGTTTTTCTGCCACCT-3’
SOX2 F 5’-GTATCAGGAGTTGTCAAGGCAGAG-3’
SOX2 R 5’-TCCTAGTCTTAAAGAGGCAGCAAAC
PAX6 F 5’-AACAGACACAGCCCTCACAAAC-3’
PAX6 R 5’-CGGGAACTTGAACTGGAACTGAC-3’
OTX2 F 5’-GCTGGCTATTTGGAATTTAAAGG-3’
OTX2 R 5’-GGGTTTGGAGCAGTGGAAC-3’
SOX17_F-2 5’-GGCGCAGCAGAATCCAGA-3’
SOX17_R-2 5’-CCACGACTTGCCCAGCAT-3’

GATA4 F-2 5’-CTCCTTCAGGCAGTGAGAGC-3’
GATA4 R-2 5’-GAGATGCAGTGTGCTCGTGC-3’

BRA F 5’-ATGACAATTGGTCCAGCCTT-3’

BRA R 5’-CGTTGCTCACAGACCACAG-3

HAND1 F-1 5’-GTGAGAGCAAGCGGAAAAG-3’
HAND1 R-1 5’-GTGCGTCCTTTAATCCTCTTC-3’
TBP_F 5’-TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3’
TBP R 5’-CACATCACAGCTCCCCACCA-3’
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