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„Arüülsüsivesinike retseptori agonisti toime inimese embrüonaalsete tüvirakkude 

pluripotentsusele ja diferentseerumisele“ 

Dioksiinid (sealhulgas TCDD) on keskkonnas leiduvad kemikaalid, mis avaldavad inimesele 

pikaaegset toksilist mõju juba väga madalas kontsentratsioonis. Arüülsüsivesinike retseptor 

(AHR) on transkriptsioonifaktor, mille kõige afiinsemaks agonistiks on TCDD. Inimese 

embrüonaalsed tüvirakud on heaks mudeliks, uurimaks keskkonnakemikaalide toksilist mõju 

inimese embrüonaalsele arengule.  

Käesoleva magistritöö eesmärgiks oli uurida TCDD toimet inimese embrüonaalsete 

tüvirakkude pluripotentsusele ja diferentseerumisele. Magistritöö eksperimentide tulemusena 

selgus, et TCDD ei mõjuta märkimisväärselt inimese embrüonaalsete tüvirakkude 

pluripotentsust, kuid avaldab mõju varasele endodermaalsele ja mesodermaalsele arengule, 

inhibeerides diferentseerumiseks vajalike geenide ekspressiooni. 

Märksõnad: arüülsüsivesinike retseptor, TCDD, inimese embrüonaalsed tüvirakud, 

pluripotentsus, diferentseerumine 

CERCS kood: B450 Arengubioloogia, teratoloogia, ontogenees, (inim)embrüoloogia; B220 

Geneetika, tsütogeneetika. 

„Effects of the aryl hydrocarbon receptor agonist on pluripotency and differentiation of 

human embryonic stem cells“ 

Dioxins (including TCDD) are environmental chemicals that cause long-term toxic effects in 

humans at very low concentrations. TCDD is the most potent agonist of the ligand-dependent 

transcription factor aryl hydrocarbon receptor (AHR). Human embryonic stem cells are a good 

model for studying the effects of the toxicity of environmental chemicals on human embryonic 

development. 

The purpose of this Master’s thesis was to study the effect of TCDD on the pluripotency and 

differentiation of human embryonic stem cells. The results of this thesis show that TCDD did 

not significantly affect the pluripotency of human embryonic stem cells. Additionally, it was 

found that TCDD affects early endodermal and mesodermal development by inhibiting the 

expression of genes required for differentiation.  

Keywords: aryl hydrocarbon receptor, TCDD, human embryonic stem cells, pluripotency, 

differentiation 

CERCS code: B450 Development biology, teratology, ontogeny, embryology (human); B220 

Genetics, cytogenetics 
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Kasutatud lühendid 

AHR  arüülsüsivesinike retseptor (aryl hydrocarbon receptor) 

AHRR  arüülsüsivesinike retseptori repressor (aryl hydrocarbon receptor repressor) 

ARNT arüülsüsivesinike retseptori tuuma translokaator (aryl hydrocarbon receptor 

nuclear translocator) 

bHLH  aluseline heeliks-ling-heeliks motiiv (basic helix-loop-helix) 

BRA  transkriptsioonifaktor Brachyury 

c-SRC proto-onkogeen türosiin-proteiinkinaas SRC (proto-oncogene tyrosine-protein 

kinase SRC) 

CD  diferentseerumise klaster (cluster of differentiation) 

ChIP  kromatiini immunosadestamine (chromatin immunoprecipitation) 

Ct  lävitsükkel (cycle threshold) 

CYP  tsütokroom P450 valk (cytochrome P450 protein) 

DMSO  dimetüülsulfoksiid (dimethyl sulfoxide) 

EB  embrüonaalne keha (embryoid body) 

ES rakk embrüonaalne tüvirakk (embryonic stem cell) 

FOXA2 forkhead box valk A2 (forkhead box protein A2) 

GATA4 GATA-seonduv valk 4 (GATA binding protein 4) 

GSC  homeobox valk goosecoid (homeobox protein goosecoid) 

HAH  halogeenitud aromaatne süsivesinik (halogenated aromatic hydrocarbon) 

HAND1 südame ja neuraalharja derivaatide poolt ekspresseeritud valk 1 (heart- and 

neural crest derivatives-expressed protein 1) 

hES rakk inimese embrüonaalne tüvirakk (human embryonic stem cell) 

HSC  hematopoeetiline tüvirakk (hematopoietic stem cell) 

ICM  sisemine rakkude mass (inner cell mass) 

NES  tuuma ekspordi signaal (nuclear export signal) 
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NLS  tuuma lokalisatsiooni signaal (nuclear localization signal) 

mES rakk hiire embrüonaalne tüvirakk (mouse embryonic stem cell) 

OCT4 oktameerile seonduv transkriptsioonifaktor 4 (octamer-binding transcription 

factor 4) 

OTX2  orthodenticle homeobox 2 

PAH  polütsükliline aromaatne süsivesinik (polycyclic aromatic hydrocarbon) 

PAS A/B Per-Arnt-Sim domeen A/B 

PAX6  paired box protein 6 

POU  Pit-Oct-Unc geeniperekond 

qPCR kvantitatiivne polümeraasi ahelreaktsioon (quantitative polymerase chain 

reaction) 

SOX  (sugu määrav regioon Y)-box (SRY-box)  

TAD  transaktivatsiooni domeen (transactivation domain) 

TCDD  2,3,7,8-tetraklorodibenso-p-dioksiin (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) 

WT  metsiktüüpi (wild-type) 

ZP  vitelliinmembraan ehk zona pellucida 

XRE  ksenobiootiline vastuselement (xenobiotic response element) 
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Sissejuhatus 

Arüülsüsivesinike retseptor (AHR) on ligand-aktiveeritav transkriptsioonifaktor, mis on 

eelkõige tuntud kui mitmete keskkonnakemikaalide, sealhulgas 2,3,7,8-tetraklorodibenso-p-

dioksiini ehk TCDD, toksilise toime vahendaja. Lisaks on näidatud, et AHR-il on oluline 

endogeenne roll erinevates füsioloogilistes protsessides ning normaalses arengus. Ahr-i 

knockout hiirtel on demonstreeritud vähenenud viljakust, häireid immuunsüsteemis ning maksa, 

aju ja südame arengus.  

Dioksiinid on keskkonnas levinud saasteained, mis kutsuvad oma toksilisuse tõttu 

inimorganismis esile mitmesuguseid patoloogilisi muutuseid. Tegemist on ülemaailmse 

rahvatervise probleemiga, kuna uuringud on näidanud, et isegi madalas doosis pikaajaline 

dioksiiniga kokkupuude võib suurendada populatsioonis sünnidefektide esinemissagedust. 

Seetõttu on oluline uurida, missugustes arenguetappides ja läbi milliste mehhanismide võivad 

dioksiinid põhjustada arenguhäireid. Dioksiinide toimet inimese embrüonaalsele arengule on 

võimalik mimikeerida, kasutades mudelina pluripotentseid inimese embrüonaalseid tüvirakke, 

mis on võimelised arenema kõigiks kehaomasteks rakutüüpideks. 

Käesoleva töö eesmärgiks oli välja selgitada, missugust toimet avaldab arüülsüsivesinike 

retseptori agonist TCDD inimese embrüonaalsete tüvirakkude pluripotentsusele ning varajasele 

neuraalsele, mesodermaalsele ja endodermaalsele diferentseerumisele. Lisaks oli käesoleva töö 

huviobjektiks analüüsida AHR-i ülegenoomset seondumist pluripotentsetes inimese 

embrüonaalsetes tüvirakkudes ning nende diferentseerunud järglastes, leidmaks, milliseid 

geene võiks AHR potentsiaalselt embrüonaalse arengu käigus reguleerida.   
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1. Kirjanduse ülevaade 

1.1. Inimese embrüonaalsed tüvirakud 

1.1.1. Inimese varane embrüonaalne areng 

Inimese arengu esimeseks etapiks on munaraku viljastumine seemnerakuga. Nende kahe raku 

ühinemise tulemusena moodustub munajuhas totipotentne rakk, mida nimetatakse sügoodiks 

(Joonis 1) (Gilbert, 2000). Totipotentsus on raku võime genereerida kõikvõimalikke rakutüüpe 

ning neid korrektse kehaplaani moodustamiseks organiseerida. Seejuures on oluline, et rakk 

paikneks toetavas keskkonnas (Condic, 2014). Viljastumise toimumise järgselt liigub embrüo 

mööda munajuha emaka suunas ning mõne päeva jooksul leiavad iga 12-24 tunni möödudes 

aset mitootilised rakujagunemised – seda protsessi nimetatakse lõigustumiseks (Gilbert, 2000).  

16-raku ehk moorula staadiumis diferentseeruvad blastomeerid kas rakkudeks, mis annavad 

aluse blastotsüsti sisemise rakkude massi ehk ICM-i (inner cell mass) või blastotsüsti välimise 

rakukihi ehk trofektodermi moodustumisele (Fleming, 1987). ICM-ist areneb inimorganism 

ning trofektodermist arenevad ekstraembrüonaalsed koed, mis toetavad loote arengut, näiteks 

lootepoolne osa platsentast ehk koorion (Gilbert, 2000). Blastotsüsti staadiumis ICM-ist 

eraldatud rakke saab kasvatada koekultuuris ning neid nimetatakse inimese embrüonaalseteks 

tüvirakkudeks ehk hES rakkudeks (human embryonic stem cells) (Thomson, 1998).  

 

Joonis 1. Inimese varane embrüonaalne areng. Inimorganismi areng saab alguse viljastatud 
munarakust ehk sügoodist, mis läbib lõigustumise protsessi, st rakud jagunevad ilma kasvamiseta. 

Rakkude jagunemise käigus läbitakse moorula ehk 16-raku staadium ning viiendal embrüonaalsel 

päeval (E5) tekib esimese diferentseerumise tulemusena blastotsüst, milles on eristatavad kaks 
rakupopulatsiooni – trofektoderm (joonisel sinine) ning ICM (blastotsüsti joonisel oranži ja rohelisega). 

Teise diferentseerumissündmuse käigus eristuvad ICM-is kaks rakupopulatsiooni – epiblast (joonisel 

roheline) ning hüpoblast ehk primitiivne endoderm (joonisel oranž). ICM rakke saab embrüost isoleerida 

ning kultuuris kasvatada – nii saadaksegi hES rakud. Kohandatud Ortega jt. (2018) järgi. 
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1.1.2. Embrüonaalsete tüvirakkude iseuuenemisvõime ja pluripotentsus 

Iseuuenemine on protsess, mille käigus tüvirakk jaguneb asümmeetriliselt või sümmeetriliselt, 

genereerides vastavalt kas ühe või kaks tütarrakku, millel on emarakule sarnane 

arengupotentsiaal. Embrüonaalsete tüvirakkude (ES rakud) piiramatu iseuuenemisvõime ja 

pluripotentsus suudetakse tagada tänu unikaalsele transkriptsiooni ja rakutsükli regulatsioonile 

(Shenghui jt., 2009). hES rakkude iseuuenemist toetab näiteks somaatilistest rakkudest lühem 

rakutsükkel, mille pikkust on vähendatud G1 faasi lühendamisega  (Becker jt., 2006). 

Iseuuenemisvõime tagamisel on oluliseks mehhanismiks embrüonaalsete tüvirakkude 

apoptootilise rakusurma takistamine. Somaatilistes rakkudes lühenevad kromosoomid iga 

rakujagunemise tagajärjel (Muraki jt., 2012), kuni lõpuks saavutatakse kriitiline pikkus, mis 

viib apoptootilise rakusurmani (Sharpless ja DePinho, 2007). ES rakkude puhul tagab nende 

piiramatu jagunemisvõime kõrge telomeraasne aktiivsus (Thomson, 1998). Telomeraas on 

ensüüm, mis aitab stabiliseerida telomeeride pikkust lisaks hES rakkudele ka idutee rakkudes 

(Wright jt., 1996) ning vähirakkudes, lisades kromosoomide otstesse juurde telomeerseid 

TTAGGG korduseid (Kim jt., 1994).  

Potentsus on raku võimekus diferentseeruda spetsialiseerunud rakkudeks. 

Diferentseerumisvõimelised rakud võivad olla väga erineva arengupotentsiaaliga – 

totipotentsed, pluripotentsed, multipotentsed või unipotentsed. Näiteks on viljastatud munarakk 

totipotentne ehk võimeline arenema kõikvõimalikeks keharakkudeks, sealhulgas looteväliste 

kudede (näiteks platsenta) rakkudeks. Hematopoeetilisel tüvirakul (HSC – hematopoietic stem 

cell) on aga viljastatud munarakust märkimisväärselt limiteeritum arengupotentsiaal, olles 

võimeline produtseerima vaid erinevaid vererakke, st tegemist on multipotentse rakuga (Singh 

jt., 2016). ICM ja hES rakud on pluripotentsed, mis tähendab, et nad on võimelised moodustama 

kõigi kolme lootelehe – endodermi, ektodermi ning mesodermi – rakke, kuid mitte kõiki 

ekstraembrüonaalsete kudede rakke (Gilbert, 2000).  

Uusi ES rakuliine genereerides on tarvis teostada funktsionaalseid teste, tõestamaks, et saadud 

rakud on pluripotentsed. Üheks võimalikuks testiks on ES rakkude agregeerimine areneva 

embrüoga, misläbi sünnivad kimäärsed organismid. Kimääri moodustumisse panustanud ES 

rakkude osakaal ning organismi elujõulisus määravad ära ES rakkude 

diferentseerumisvõimekuse (Nagy jt., 1993). Inimese embrüonaalsete tüvirakkude 

pluripotentsuse demonstreerimiseks pole aga selline eksperiment selgelt eetiliselt sobilik. 

Seetõttu rakendatakse hES rakkude pluripotentsuse hindamiseks nende süstimist raske 

kombineeritud immuunpuudulikkusega hiirtesse, misjärel vaadeldakse teratoomide 
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moodustumist (Reubinoff jt., 2000). Samuti võib hES rakke diferentseerida in vitro, 

genereerides embrüonaalseid kehasid (EB – embryoid body) (Itskovitz-Eldor jt., 2000). 

Seejuures on oluline kontrollida, kas teratoomides või embrüonaalsetes kehades on 

moodustunud ektodermaalsed, endodermaalsed ning mesodermaalsed struktuurid ning kas neis 

ekspresseeritakse vastavatele suundadele omaseid markergeene (Itskovitz-Eldor jt., 2000; 

Reubinoff jt., 2000). 

 

1.1.3. Inimese embrüonaalsete tüvirakkude pluripotentsusmarkerid 

hES rakud ekspresseerivad pluripotentsuse säilitamiseks mitmeid transkriptsioonifaktoreid, 

neist kesksel kohal on OCT4 (oktameerile seonduv transkriptsioonifaktor 4), SOX2 [(sugu 

määrav regioon Y)-box 2] ja NANOG. Nende transkriptsioonifaktorite puhul on näidatud 

vähemalt 353 ühise sihtmärkgeeni olemasolu (Joonis 2). Näiteks aktiveerivad OCT4, SOX2 ja 

NANOG üheskoos geene, mille hulka kuuluvad mitmed transkriptsioonifaktorid, kromatiini 

remodelleerijad ja histoone modifitseerivad kompleksid, aga ka TGF-β (transformeeriv 

kasvufaktor beeta, transforming growth factor beta) ja WNT signaaliraja komponendid (Boyer 

jt., 2005), mille olulisust pluripotentsuse ja iseuuenemisvõime tagamisel on varasemalt 

näidatud  (James jt., 2005).  

 

Joonis 2. OCT4, SOX2 ning NANOG-i sihtmärkgeenide arv hES rakkudes. Venni diagrammil on 

kujutatud geenide arv, mille promootorile pluripotentsusmarkerid hES rakkudes seonduvad. 

Kohandatud Boyer jt. (2005) järgi.  

Lisaks pluripotentsust tagavate mehhanismide reguleerimisele represseerivad OCT4, SOX2 ja 

NANOG samaaegselt diferentseerumiseks vajalikke transkriptsioonifaktoreid. Samuti 

reguleerivad need transkriptsioonifaktorid nii iseenda kui ka teineteise ekspressiooni (Boyer jt., 

2005). hES rakkude pluripotentsuse säilitamiseks on oluline hoida kesksete regulatoorsete 

transkriptsioonifaktorite ekspressiooni kindlal tasemel, kuna on näidatud, et muutused OCT4, 
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SOX2 ja NANOG-i tasemetes viivad hES rakkude diferentseerumiseni (Adachi jt., 2010; 

Hyslop jt., 2005; Niwa jt., 2000).  

OCT4 on transkriptsioonifaktor, mis kuulub POU (Pit-Oct-Unc) perekonda ning mida kodeerib 

POU5F1 geen. OCT4 valgul on mitmeid pseudogeene, samuti on alternatiivse splaissingu 

tulemusena võimalik saada mitmeid OCT4 valgu isovorme (NCBI a). OCT4 kuulub 

oktameeriga seonduvate transkriptsioonifaktorite perekonda, mis on oma nime saanud DNA 

järjestusele 5’-ATTTGCAT-3’ seondumise järgi (Uniprot a). OCT4 on võimeline 

heterodimeriseeruma SOX2-ga ning seonduma seejärel sihtmärkgeenide, sealhulgas iseenda, 

SOX2 ja NANOG-i regulatoorsetele järjestustele (Boyer jt., 2005; Rodda jt., 2005). Valgu OCT4 

olulisust pluripotentsuse säilitamisel on demonstreeritud knockout hiirtel. Leiti, et OCT4-/- 

embrüod on võimelised arenema blastotsüsti staadiumini, kuid moodustuv ICM ei suuda 

säilitada pluripotentset olekut, vaid diferentseerub trofektodermiks, misläbi on OCT4 

puudumine arenevale embrüole letaalne (Nichols jt., 1998). 

NANOG on homeodomeeni sisaldav transkriptsioonifaktor, mida kodeerib NANOG-i geen ning 

mida ekspresseeritakse imetajate pluripotentsetes rakkudes. NANOG-il on olemas 11 

pseudogeeni (Uniprot b), millest mõned võivad samuti potentsiaalselt hES rakkude 

diferentseerumist mõjutada. NANOG on oluline epiblasti ning primitiivse endodermi 

eristumise etapis. NANOG-it ekspresseerivad rakud moodustavad epiblasti ning GATA6 

(GATA-seonduv valk 6) ekspresseerivad rakud moodustavad primitiivse endodermi (Chazaud 

jt., 2006). Sarnaselt teistele pluripotentsusmarkeritele ei arene hiire embrüo NANOG-i 

puudumisel blastotsüsti staadiumist edasi, kuna ICM kaotab oma pluripotentsuse ja 

iseuuenemisvõime (Mitsui jt., 2003).  

SOX2 on transkriptsioonifaktor, mida transkribeeritakse SOX2 geenilt ning mis sisaldab kõrgelt 

konserveerunud DNA-ga seondumisel osalevat HMG-box (high mobility group) domeeni 

(Uniprot c). SOX2 knockout hiirte embrüod arenevad blastotsüsti staadiumini, kuid hukkuvad 

peagi pärast implanteerumist (Avilion jt., 2003). Ektodermaalse ning mesendodermaalse suuna 

valikul on oluline valkude OCT4 ja SOX2 tasemete suhe. Madal SOX2 ja kõrge OCT4 tase 

soodustab mesendodermaalset arengut ning madal OCT4 ja kõrge SOX2 tase võimaldab 

ektodermaalset diferentseerumist (Thomson jt., 2011a). Diferetseerumisprotsessi alustamiseks 

on aga vajalik NANOG-i allaregulatsioon (Thomson jt., 2011b).  
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1.1.4. Inimese embrüonaalsete tüvirakkude diferentseerumine 

Arenevas organismis tekivad erinevatest lootelehtedest kindlat tüüpi koed – endodermist 

arenevad sooleepiteel, hingamiselundkond, maks, pankreas, sapipõis ja kilpnääre, mesodermist 

sidekude, veri, luud, sugunäärmed ja neerud ning ektodermist närvisüsteem ja epidermis 

(Joonis 3) (Gilbert, 2000). Sarnaselt on hES rakud võimelised in vitro diferentseeruma kolme 

lootelehe suunda. Selleks on vajalik, et rakkude kasvukeskkonnas sisalduksid samad faktorid, 

mis osalevad lootelehtede moodustumisel embrüogeneesi käigus (Gadue jt., 2005).  

Joonis 3. Lootelehed ja näited nende derivaatidest. Inimese arengu käigus moodustub embrüos kolm 

lootelehte (ektoderm, mesoderm ja endoderm), mis annavad aluse spetsiifiliste kudede ning organite 

arenguks. Kohandatud Heins jt. (2004) järgi.  

Kui hES rakkudel võimaldatakse koekultuuris suspensioonis spontaanselt diferentseeruda, 

moodustuvad kolmedimensionaalsed agregaadid ehk embrüonaalsed kehad, mis sisaldavad 

endas kõigi kolme lootelehe derivaate (Itskovitz-Eldor jt., 2000). Embrüonaalsed kehad on 

heaks mudeliks, mille põhjal uurida raku saatuse ja diferentseerumise mehhanisme, kuna teatud 

arenguprogrammide puhul on rakk-rakk interaktsioonid kriitilise tähtsusega (Keller, 2005). 

Varasemalt on hiire embrüonaalseid kehasid kasutatud organ-laadsete struktuuride ehk 

organoidide (Eiraku jt., 2011), samuti embrüo-laadsete struktuuride ehk embrüoidide loomiseks 

(Brink jt., 2014). Konkreetsete rakutüüpide genereerimiseks pole aga spontaanne 

diferentseerimine eriti efektiivne, kuna kõrvalproduktina saadakse ka soovimatuid rakutüüpe. 

Kindlate rakutüüpide tootmiseks lisatakse hES rakkude kasvukeskkonda faktoreid, mis 

suunavad arengut soovitud rakutüübi suunas ning faktoreid, mis inhibeerivad arengut teistesse 

suundadesse. Tänapäeval on välja töötatud kommertsiaalsed söötmed, mis võimaldavad hES 

rakkude diferentseerimist kõigisse lootelehtedesse.   

hES rakke ektodermaalsesse suunda diferentseerides on eelkõige keskendutud neuraalsete 

eellasrakkude genereerimisele, mis on võimelised diferentseeruma kesknärvisüsteemi 

rakkudeks – neuroniteks, astrotsüütideks ning oligodendrotsüütideks. hES rakkudest toodetud 

neuraalseid eellasrakke on siiratud vastsündinud hiirte ajju ning näidatud nende edasist 

diferentseerumist küpseteks neuroniteks ning gliiarakkudeks, mis paigutusid erinevatesse aju 
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osadesse (Zhang jt., 2001). Neuraalsed eellasrakud säilitavad pluripotentsusmarkeri SOX2 

ekspressiooni ning ekspresseerivad muuhulgas selliseid markereid nagu nestiin, SOX1 ja SOX3 

(Dhara ja Stice, 2008). Üheks laialt kasutatavaks neuraalse suuna markeriks on PAX6 (paired 

box protein 6). On teada, et selle geeni ekspressioon aktiveeritakse hES rakkude neuraalse 

diferentseerimise varases etapis, aga ka inimloote varastes neuroektodermaalsetes rakkudes 

(Zhang jt., 2010). Neuraalse suuna markeriks on ka transkriptsioonifaktor OTX2 (orthodenticle 

homeobox 2), mis on olulise tähtsusega inimese aju, eelkõige väikeaju ja vaheaju arengus 

(Larsen jt., 2010).  

Arvatakse, et hES rakkude diferentseerumine endodermaalsesse ja mesodermaalsesse suunda 

toimub läbi vahepealse mesendodermi (Task jt., 2012). Kasvatades hES rakke kõrges 

kontsentratsioonis aktiviin A juuresolekul, toimub diferentseerumine definitiivse endodermi 

(epiblasti päritolu endodermi) suunas (D’Amour jt., 2005). Definitiivse endodermi rakkude 

saamine võimaldab edasist diferentseerimist näiteks maksa- või pankreaserakkudeks. Näiteks 

on suudetud hES rakkudest in vitro genereerida funktsionaalseid pankrease beetarakke. 

Seejuures demonstreeriti hiire mudelil nende rakkude võimet sekreteerida insuliini ning 

vähendada diabeedi korral hüperglükeemia progresseerumist (Pagliuca jt., 2014). On leitud, et 

varaseks endodermaalseks diferentseerumiseks on vajalik transkriptsioonifaktori FOXA2 

(forkhead box valk A2) ekspressioon. Endodermaalsed eellasrakud ekspresseerivad lisaks 

markergeene SOX17 [(sugu määrav regioon Y)-box 17] ja GATA4 (GATA-seonduv valk 4) 

(Kopper ja Benvenisty, 2012).  

hES rakud on suutelised spetsiifiliste morfogeenide juuresolekul läbima epiteliaalse-

mesenhümaalse transitsiooni ning diferentseeruma mesodermaalseteks eellasrakkudeks, mis on 

aluseks vererakkude, mesenhüümi (luud, kõhred, rasvarakud), endoteeli, silelihas- ja 

südamelihasrakkude arengule (Evseenko jt., 2010). Kõige enam on mesodermaalse 

arengusuuna puhul keskendutud terapeutilisel eesmärgil kardiomüotsüütide ja 

hematopoeetiliste rakkude tootmisele. Näiteks on Wang jt. (2006) näidanud, et hES rakkudest 

genereeritud hematopoeetilised rakud on võimelised taasasustama immuunpuudulike hiirte 

luuüdi. Mesodermaalsel diferentseerumisel on oluline BMP (luu morfogeene valk, bone 

morphogenetic protein) signaliseerimine, mis indutseerib hES rakkudes varajase mesodermi 

markergeeni BRA (BRACHYURY) ekspressiooni (Bernardo jt., 2011). Mesodermaalse suuna 

markeriteks on ka HAND1 (südame ja neuraalharja derivaatide poolt ekspresseeritud valk 1), 

mis mängib olulist rolli kardiomüotsüütide diferentseerumisel (Riley jt., 1998), ning GSC 

(homeobox valk goosecoid), mida ekspresseeritakse mesendodermis (Tada jt., 2005). 
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1.1.5. Inimese embrüonaalsete tüvirakkude liinid 

Esimesed hiire embrüonaalsed tüvirakud (mES rakud) isoleeriti aastal 1981 (Evans ja Kaufman, 

1981), kuid inimese embrüonaalsed tüvirakud alles 17 aastat hiljem. Kokku saadi viis rakuliini, 

millest kolm (H1, H13 ja H14) olid normaalse XY karüotüübiga ning kaks rakuliini (H7 ja H9) 

normaalse XX karüotüübiga. Seni on genereeritud kokku üle 400 hES rakuliini (NIH Central 

Resource for Grants and Funding Information andmetel) ning H9 rakuliin on üheks kõige 

sagedamini teadusuuringutes kasutatavaks hES rakuliiniks.  

Kultiveerides H1, H7 ja H9 hES rakuliine kahe aasta jooksul, on näidatud nii madala kui kõrge 

passaažiarvuga rakkude normaalset karüotüüpi, aga ka hES rakkudele omaste pinnamarkerite 

ja transkriptsioonifaktorite ekspressiooni püsimajäämist (Rosler jt., 2004). Kuigi 

embrüonaalsete tüvirakkude liine peetakse iseuuenemise, pluripotentsusmarkerite 

ekspressiooni ning diferentseerumisvõime poolest väga sarnasteks, on üha enam ilmne, et 

liinide vahel esineb ka erinevusi – pikaajalisel kasvatamisel on täheldatud rakuliinide vahelisi 

erinevusi kasvukiiruses ja epigeneetilises stabiilsuses (Cowan jt., 2004; Hoffman ja Carpenter, 

2005). Samadel koekultuuritingimustel kasvatatud erinevate hES rakuliinide puhul on 

täheldatud ka erinevusi geeniekspressioonis. Üllataval kombel on kolme hES rakuliini (HSF-1, 

HSF-6 ja H9) võrdlusel leitud, et neis rakuliinides ekspresseeritavatest geenidest vaid 52% on 

ekspresseeritud kõigis kolmes ning igas hES rakuliinis ekspresseeritakse sadu unikaalseid 

geene (Abeyta jt., 2004).  

 

1.1.6. Inimese embrüonaalsete tüvirakkude kasvatamine koekultuuris 

hES rakke iseloomustab kõrge tuuma ja tsütoplasma suhe ning selgelt eristatavad tuumakesed 

(Sathananthan jt., 2002). hES rakud kasvavad kompaktselt konkreetselt piiritletud kolooniatena 

ning koekultuuris kasvatades tuleb spontaanse diferentseerumise vältimiseks jälgida, et 

kolooniad ei kasvaks liiga suureks (Schwartz jt., 2011). hES rakke kasvatati algselt 

ksenogeensete komponentide, näiteks veise loote seerumi juuresolekul. Tänapäeval on aga 

võimalik loomsete patogeenide ning immunogeensete molekulide rakukultuuri kandumise 

vältimiseks asendada loomsed komponendid täielikult defineeritud kommertsiaalsete 

söötmetega (Dakhore jt., 2018).  

hES rakud vajavad in vitro kasvuks sobivat substraati. Selleks sobivad erinevad mitootiliselt 

inaktiveeritud toiterakud, näiteks hiire embrüonaalsed fibroblastid, kuid loomsete produktide 

rakukultuuri sattumise vältimiseks on võimalik kasutada ka inimese embrüonaalseid 
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fibroblaste, emaka endomeetriumi rakke või rinna parenhüümi rakke (Lee jt., 2004). hES rakke 

on võimalik kasvatada ka ekstratsellulaarsel maatriksil – Matrigelil, laminiinil, fibronektiinil 

või kollageen IV substraadil. Kasvatades hES rakke aga näiteks želatiinil, väheneb rakkude 

elulemus ning rakud alustavad diferentseerumist (Xu jt., 2001). Matrigel on želatiinse 

konsistentsiga ekstratsellulaarse maatriksi valkude kogum, mis on eraldatud hiire Engelbreth-

Holm-Swarm tuumorist (Kleinman ja Martin, 2005) ning mille peamisteks komponentideks on 

laminiin, kollageen IV ja enaktiin (Hughes jt., 2010). 

hES rakke on võimalik passeerida kas mehaaniliselt või ensümaatiliselt. Mehaanilisel 

passeerimisel lõhutakse kolooniad tükkideks ning kantakse uuele koekultuuri plaadile. 

Seejuures valitakse edasi passeerimiseks kolooniad, millel puuduvad visuaalsed märgid 

diferentseerumisest. Kuigi mehaaniline passeerimine on aja- ja töömahukas, võimaldab see 

saada ühtlasema suurusega kolooniaid. Ensümaatilisel passeerimisel eraldatakse üksteise külge 

adhereerunud rakud ensüümide, näiteks kollagenaasi abil. Ensümaatilise passeerimise 

miinuseks on suur varieeruvus kolooniatükkide suuruses, mistõttu saavutatakse ebaühtlane 

rakkude jaotumine. Samuti esineb suurem tõenäosus, et passeeritakse kaasa ka diferentseerunud 

rakke (Oh jt., 2005). Ühtlasi on leitud, et pidev ensümaatiline töötlus võib tekitada hES 

rakkudes aneuploidiaid. Nimelt demonstreerisid Brimble jt. (2004), et kolooniate 

ensümaatilisel lõhkumisel esines rohkem kromosoomide 12 ja 17 trisoomiaid, samas kui 

manuaalsel passeerimisel säilitas hES rakukultuur normaalse karüotüübi. Ensümaatilise 

passeerimine eeliseks on eelkõige kiirus ning seetõttu eelistatakse seda hES rakkude 

masstootmisel (Oh jt., 2005).  

 

1.1.7. Inimese embrüonaalsete tüvirakkude terapeutiline potentsiaal 

Tänu hES rakkude suurele arengupotentsiaalile on neid võimalik rakendada terapeutiliselt 

mitmesuguste degeneratiivsete, pahaloomuliste või geneetiliste haiguste ravis. Suuretes 

kogustes inimrakkude tootmine on potentsiaalselt kasulik ka ravimiuuringutes erinevates 

toksikoloogilistes testides kasutamiseks. Lisaks võimaldab hES rakkude uurimine teadlastel 

täpsemalt mõista inimese varase arengu protsesse, mida ei ole võimalik eetilistel kaalutlustel 

inimese embrüoid kasutades uurida.  

Selleks, et hES rakke oleks võimalik terapeutiliselt rakendada, tuleks neid diferentseerida 

erinevateks rakutüüpideks, kuna in vivo võivad diferentseerumata hES rakud moodustada 

teratoome (Hentze jt., 2009). Näiteks võib hES rakkudest suunatud diferentseerimise teel saada 

hepatotsüüte, mida saab kasutada kas inimese maksa arengu molekulaarsete mehhanismide 
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uurimiseks või ravimite toksilisuse testimiseks (Cai jt., 2014). Diferentseerides hES rakke 

erinevateks rakutüüpideks, saab neid rakendada ka erinevate koekahjustuste kõrvaldamisel. 

Näiteks on võimalik hES rakke diferentseerida insuliini produtseerivateks beetarakkudeks ning 

seejärel siirata neid I tüüpi diabeediga patsientidele, kellel on autoimmuunreaktsiooni tõttu 

pankreases beetarakud hävinud (Kroon jt., 2008).  

Inimese embrüonaalsete tüvirakkude terapeutiliseks kasutamiseks on vaja välja töötada 

meetodeid piisavas koguses diferentseerunud rakkude tootmiseks. Lisaks on oluline tekitada 

piisaval hulgal rakuliine, katmaks HLA (inimese leukotsüüdi antigeen, human leukocyte 

antigen) tohutut spektrit, et siirdamisel oleks minimeeritud äratõukereaktsiooni tekkerisk 

(Taylor jt., 2005). Teiseks võimaluseks on rakuteraapias kasutada indutseeritud pluripotentseid 

tüvirakke, mis saadakse patsiendi enda somaatiliste rakkude reprogrammeerimisel, kasutades 

transkriptsioonifaktoreid OCT4, SOX2, c-MYC ja KLF4 (Kruppel-laadne faktor) (Takahashi 

ja Yamanaka, 2006). Pluripotentsuse molekulaarse olemuse selgitamine on oluline somaatiliste 

rakkude ümberprogrammeerimise täiustatud strateegiate väljatöötamiseks ning mõistmaks, 

kuidas saab pluripotentseid tüvirakke huvipakkuvatesse suundadesse diferentseerida 

(Theunissen ja Jaenisch, 2017).  

 

1.2. Arüülsüsivesinike retseptor 

Arüülsüsivesinike retseptor ehk AHR (aryl hydrocarbon receptor) on ligand-aktiveeritav 

transkriptsioonifaktor, mis funktsioneerib ksenobiootikumide ehk kehavõõraste ainete 

metabolismi vahendaja ja kahjutustajana. AHR-i ligandidena on eelkõige tuntud mitmed 

keskkonnas leiduvad saasteained, näiteks halogeenitud aromaatsed süsivesinikud ehk HAH-id 

(halogenated aromatic hydrocarbon) (nt dioksiinid ja bifenüülid) ning halogeenimata 

polütsüklilised aromaatsed süsivesinikud ehk PAH-id (polycyclic aromatic hydrocarbon) (nt 

bensopüreenid) (Denison ja Nagy, 2003). Neist paljud on aga toksiliste ja kartsinogeensete 

omadustega. Üheks AHR-i potentseimaks ligandiks on halogeenitud aromaatne ühend TCDD 

ehk 2,3,7,8-tetraklorodibenso-p-dioksiin, mis seondub AHR-iga kõrge afiinsusega (Mimura ja 

Fujii-Kuriyama, 2003). Ligandiga seondunud AHR reguleerib mitmete ksenobiootikume 

metaboliseerivate ensüümide, näiteks tsütokroom P450 perekonda kuuluvate geenide CYP1A1, 

CYP1A2 ja CYP1B1 ekspressiooni (Nebert jt., 2004).  

Lisaks ksenobiootilistele ligandidele (HAH-id ja PAH-id) on mitmed endogeensed ehk 

organismis sünteesitud ühendid võimelised AHR-i aktiveerima. AHR-i endogeenseteks 

agonistideks on näiteks indigo ja indigorubiin, mida kasutatakse tekstiilide värvimisel (Adachi 
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jt., 2001), põletikuvastase toimega arahhidoonhappe metaboliidid – eikosanoidid (nt lipoksiin 

A4) (Schaldach jt., 1999), aga ka trüptofaani derivaadid, näiteks künureniin (Mezrich jt., 2010). 

Lisaks on teada, et mitmed toidus leiduvad ühendid, nagu näiteks flavonoidid, on AHR-i 

antagonistid, mis kaitsevad organismi dioksiini toksilisuse eest (Ashida jt., 2000). AHR-i 

antagonistiks on ka punases veinis sisalduv resveratrool, mis seondub AHR-iga ja indutseerib 

selle seondumist DNA-le, kuid inhibeerib sihtmärkgeenide transkribeerimist (Casper jt., 1999).   

 

1.2.1. Arüülsüsivesinike retseptori struktuur 

Inimese AHR on 96 kDa suurune valk, mis koosneb 848 aminohappejäägist (Uniprot d).  

AHR-i valgul on kolm funktsionaalset domeeni, mille hulka kuuluvad aluseline heeliks-ling-

heeliks (bHLH – basic helix-loop-helix), Per-Arnt-Sim (PAS) ja transaktivatsiooni domeen 

(TAD – transactivation domain) (Fukunaga jt., 1995) (Joonis 4). bHLH domeen paikneb valgu 

N-terminuses ning osaleb nii DNA-ga seondumises kui ka valk-valk interaktsioonides. bHLH 

domeenis sisalduvad ka AHR-i tuuma ja tsütoplasma vaheliseks transpordiks vajalikud tuuma 

lokalisatsiooni signaal (NLS – nuclear localization signal) ja tuuma ekspordi signaal (NES – 

nuclear export signal) (Ikuta jt., 1998). PAS domeeni moodustavad PAS-A ja PAS-B, mis 

osalevad teiste PAS valkudega, näiteks AHR-i tuuma translokaatoriga (ARNT – AHR nuclear 

translocator), dimeriseerumises ja chaperon-valkudega interakteerumises. PAS-B osaleb lisaks 

ligandi sidumises (Gu jt., 2000). TAD osaleb AHR-i sihtmärkgeenide transkriptsiooni 

aktivatsioonis (Kumar jt., 2001). 

 

Joonis 4. Inimese AHR-i valgu struktuur. AHR-i N-terminuses paikneb DNA-le seondumiseks 

vajalik bHLH domeen, mis sisaldab tuuma lokalisatsiooni signaali (NLS) ja tuuma ekspordi signaali 

(NES). PAS-A ja PAS-B domeenid osalevad ligandi sidumises ja heterodimeriseerumises. C-terminuses 

paikneb transaktivatsiooni domeen. Kohandatud Monostory jt. (2009) järgi.  
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1.2.2. Arüülsüsivesinike retseptori signaalirada 

Kõige enam on uuritud AHR-i signaalirada, mida aktiveerivad erinevad eksogeensed ligandid, 

näiteks TCDD. Inaktiivne ligandiga seondumata AHR paikneb tsütoplasmas seotuna 

molekulaarsete chaperon-valkude kompleksiga, mis sisaldab endas kahte kuumašokivalku 

HSP90 (heat shock protein 90), co-chaperoni p23 (Nair jt., 1996), valku XAP2 (hepatiit B 

viirus X-seoseline valk 2) (Carver ja Bradfield, 1997) ning proteiinkinaasi c-SRC (proto-

onkogeen türosiin-proteiinkinaas SRC) (Enan ja Matsumura, 1996) (Joonis 5).  

Ligandiga seondudes leiab AHR-i valgus aset konformatsiooniline muutus, misjärel avaneb 

tuuma lokalisatsiooni signaal (NLS) (Ikuta jt., 1998). Seejärel liigub ligandiga seondunud AHR 

tuuma, vabaneb chaperon-valkudest (Mimura ja Fujii-Kuriyama, 2003) ja moodustab 

funktsionaalse heterodimeeri ARNT-iga (Reyes jt., 1992). Moodustunud heterodimeer tunneb 

ära ksenobiootilise vastuselemendi ehk XRE (xenobiotic responsive element) 

konsensusjärjestuse 5’-TNGCGTG-3’, mis paikneb AHR-i sihtmärkgeenide regulatoorsetes 

alades (Mimura jt., 1999; Swanson jt., 1995). Transkriptsiooni regulatsiooni järgselt 

eemaldatakse AHR-ARNT heterodimeer XRE järjestuselt, seejärel transporditakse AHR 

tsütoplasmasse ning lagundatakse proteasoomis (Davarinos ja Pollenz, 1999).  

 

Joonis 5. AHR-i klassikaline signaalirada. Kohandatud Rothhammer ja Quintana (2019) järgi.  

Üheks enim uuritud AHR-i sihtmärkgeeniks on CYP1A1 (Israel ja Whitlock, 1984). On teada, 

et AHR-i sihtmärkgeeniks on ka tema enda repressor AHRR (aryl hydrocarbon receptor 

repressor). Sarnaselt AHR-ile moodustab AHRR heterodimeeri ARNT-iga, kuid moodustuv 

kompleks on transkriptsiooniliselt inaktiivne. Kuna AHRR ja AHR konkureerivad ARNT-iga 
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dimeriseerumise osas, vähendatakse läbi negatiivse tagasiside AHR-i poolt indutseeritud 

sihtmärkgeenide ekspressiooni (Mimura jt., 1999).  

Lisaks genoomsetele mehhanismidele on AHR võimeline bioloogilisi protsesse reguleerima ka 

läbi mittegenoomse signaliseerimise. Näiteks põhjustab c-SRC vabanemine AHR-i 

tsütoplasmaatilisest chaperon-valkude kompleksist mitmete c-SRC sihtmärkvalkude 

fosforüleerimist (Enan ja Matsumura, 1996). Huvitaval kombel on leitud, et ligandi poolt 

aktiveeritud AHR võib käituda ubikvitiinligaasina ning suunata seeläbi steroidhormoonide 

retseptoreid, näiteks östrogeeni retseptorit proteasoomsele lagundamisele (Ohtake jt., 2007).  

 

1.2.3. Arüülsüsivesinike retseptori roll organismis 

Arüülsüsivesinike retseptori homolooge on tuvastatud paljudel loomaliikidel, nii selgroogsetel 

kui selgrootutel, mis tähendab, et tegemist on evolutsiooniliselt konserveerunud valguga (Hahn, 

2002). Näiteks on teada, et Drosophila melanogaster-i AHR-iga homoloogne valk spineless on 

vajalik äädikakärbse jäsemete ja tundlate distaalsete piirkondade arenguks (Duncan jt., 1998). 

Samuti on imetajate puhul leitud, et AHR on vajalik mitte ainult keskkonnakemikaalide 

kahjutustamisel, aga ka mitmetes muudes füsioloogilistes protsessides. Uuringud Ahr-i 

knockout hiirtega on näidanud, et AHR osaleb rakkude proliferatsiooni regulatsioonis, 

organismi normaalse arengu tagamisel ning südame, veresoonte, soolestiku, naha ja mitmete 

teiste kudede homöostaasi säilitamisel (Fernandez-Salguero jt., 1997). Kuna selgrootute  

AHR-i homoloogidel puudub võime seonduda dioksiiniga, arvatakse, et AHR omas algselt vaid 

organismi arenguprotsessidega seotud funktsioone ning võime seonduda HAH-ide ja PAH-

idega on selgroogsete puhul uus omandatud funktsioon (Hahn, 2002).  

Vaatamata aastakümnete pikkustele intensiivsetele uuringutele ei ole AHR-i füsioloogilised 

funktsioonid inimese organismis lõplikult teada. Uuringuid raskendavad erinevused liikide 

vahel, aga ka rakutüübist ning raku kontekstist sõltuvate AHR-i funktsioonide esinemine. On 

teada, et AHR-i ekspresseeritakse nii loote arengu käigus kui ka täiskasvanud inimese 

organismis erinevates kudedes erineval tasemel (Dolwick jt., 1993; Jiang jt., 2010). 

Täiskasvanueas ekspresseeritakse AHR-i konstitutiivselt võrdlemisi kõrgel tasemel maksas 

ning barjäärsetes kudedes nagu näiteks nahas, kopsudes, soolestikus ja platsentas (Dolwick jt., 

1993). Need koed sisaldavad immuunrakke, millest näiteks Th17-rakud ekspresseerivad kõrgel 

tasemel AHR-i. Samuti on teada, et AHR-i aktivatsioon soodustab Th17-rakkudeks 

diferentseerumist ning IL-22 (interleukiin-22) tootmist (Veldhoen jt., 2009). AHR-i rolli 

immuunsüsteemis on demonstreeritud TCDD manustamisega tüüp I diabeediga NOD (non-
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obese diabetic) hiirtele, misläbi suurenes pankrease lümfisõlmedes CD4+CD25+ regulatoorsete 

T-rakkude populatsioon ning vähenes pankrease saarekeste kahjustumine, viies kokkuvõttes 

diabeedi taandumiseni (Kerkvliet jt., 2009).  

On teada, et AHR omab olulist füsioloogilist funktsiooni reproduktiivorganites ning nii liigne 

AHR-i aktivatsioon kui ka AHR-i puudumine põhjustavad reproduktiivseid häireid. 

Kokkupuude TCDD-ga võib läbi AHR-i viia munasarja antraalsete folliikulite arvukuse 

vähenemiseni (Heimler jt., 1998), häirida steroidhormoonide tootmist (Morán jt., 2003) ning 

tekitada häireid menstruaaltsüklis (Eskenazi jt., 2002) ja spermatogeneesis (Simanainen jt., 

2004). Ahr-i knockout hiired on võimelised saama järglasi, kuid vähenenud viljakuse tõttu 

sünnib väiksem pesakond. Ahr-defitsiitsete hiirte munasarjad on tavapärasest väiksemad ning 

sisaldavad vähem kollaskehi, mis viitab sellele, et ovulatsiooni toimumine on häiritud, kuna 

folliikulite küpsemist ei viida lõpuni (Baba jt., 2005).  

AHR-i ja tema ligandide osalust on demonstreeritud mitmetes vähitüüpides. 15 aastat pärast 

Itaalias 1976. aastal toimunud tööstusõnnetust, mil tuhanded inimesed puutusid kokku kõrges 

kontsentratsioonis TCDD-ga, on antud populatsioonis tuvastatud kõrgenenud müeloidse 

leukeemia, mitte-Hodgkini lümfoomi ning lümfohematopoeetiliste kasvajate esinemissagedus 

(Bertazzi jt., 2001). Mitmed laborid on näidanud, et isegi eksogeensete ligandide puudumisel 

on AHR konstitutiivselt aktiivne ning kõrgel tasemel ekspresseeritud mitmetes vähitüüpides, 

näiteks maovähi (Peng jt., 2009), pankreasevähi (Koliopanos jt., 2002) ja glioblastoomi 

(Gramatzki jt., 2009) puhul. AHR-i signaliseerimise moduleerimist peetakse paljutõotavaks 

sihtmärgiks uute ravimite väljatöötamisel, eriti vähi ning põletikuliste ja autoimmuunhaiguste 

ravi eesmärgil, mistõttu on AHR-iga seotud bioloogiliste mehhanismide uurimine väga oluline.  

 

1.2.4. Arüülsüsivesinike retseptor varases arengus ning tüvirakkudes 

 

Ahr-i funktsionaalne roll on ilmnenud ka imetajate varases embrüonaalses arengus. Hiljuti 

demonsteerisid Nacarino-Palma jt. (2020) Ahr-i dünaamikat hiire embrüos 2-raku staadiumist 

kuni blastotsüsti staadiumini. Seejuures näidati, et Ahr lokaliseerub blastotsüstis eelkõige 

blastomeerides, mis edasise arengu käigus diferentseeruvad trofektodermiks, ning puudub 

blastomeerides, mis annavad aluse ICM-i moodustumisele. See viitab Ahr-i võimele limiteerida 

ekstraembrüonaalseid kudesid genereerivate blastomeeride pluripotentsust. Sama uuringu 

käigus leiti, et Ahr-i knockout hiirte embrüotes ekspresseeritakse sügoodist kuni moorula 

staadiumini metsiktüüpi (WT – wild-type) embrüotest märkimisväärselt kõrgemal tasemel 

pluripotentsusmarkereid Oct4 ja Nanog. Samuti leiti, et mõlema pluripotentsusmarkeri 
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lokalisatsioon Ahr-defitsiitsetes embrüotes on WT embrüotest erinev, mis viitab sellele, et Ahr 

reguleerib hiire embrüo varases arengus pluripotentsusmarkerite lokalisatsiooni. Nendest 

tulemustest võib järeldada, et Ahr on oluline pluripotentsuse ja diferentseerumise 

regulatsioonis. 

Kooskõlas hiire embrüos toimuvaga ekspresseeritakse mES rakkudes (hiire embrüonaalne 

tüvirakk, mouse embryonic stem cell)  Ahr-i väga madalal või lausa puudulikul tasemel, kuid 

diferentseerumise indutseerimisel suureneb Ahr-i ekspressioon kiiresti. On leitud, et Ahr-i 

ekspressiooni vaigistatakse mES rakkudes läbi pluripotentsusmarkerite Oct4, Sox2 ja Nanog 

ning Polycomb valkude seondumise Ahr-i promootorile (Ko jt., 2014). Ahr-i ekspressiooni 

taastudes reguleeritakse alla Oct4 ja Sox2 ekspressioon, misläbi väheneb mES rakkude 

pluripotentsus. Ahr-defitsiitsete mES rakkude puhul on diferentseerumisel täheldatud WT 

rakkudega võrreldes mesendodermi markergeenide (Sox17, Gata4) allaregulatsiooni ning 

ektodermi/neurogliia markerite (Notch1, Lhx5) ülesregulatsiooni. See viitab, et Ahr-i 

ekspressioon mES rakkudes indutseerib diferentseerumist ektodermi/neurogliia suunas ning 

blokeerib arengut mesendodermi. Seega on selge antud valgu vajalikkus imetajate normaalses 

embrüogeneesis. 

AHR-i osalust on demonstreeritud ka inimese tüvirakkudes. Huvitaval kombel reguleerib AHR 

inimese hematopoeetiliste tüvirakkude multipotentsust. Nimelt on leitud, et AHR-i 

inhibeerimine võimaldab HSC-de ekspansiooni. Boitano jt. (2010) kasutasid hematopoeetiliste 

tüvirakkude ex vivo paljundamiseks AHR-i antagonisti StemRegenin 1 ning selle tulemusena 

saadi tavapärasest 17 korda rohkem terapeutiliseks siirdamiseks sobilikke rakke. Lisaks on 

teada, et ka Ahr-i geeni deleteerimine hiirtel võimendab hematopoeetiliste tüvirakkude 

proliferatsiooni (Singh jt., 2011), mis kinnitab veelgi AHR-i funktsionaalset rolli täiskasvanu 

tüvirakkudes ning hematopoeesis. Hetkel on käimas II faasi kliinilised uuringud, kus testitakse 

AHR-i antagonisti abil paljundatud HSC-de (rakuteraapia toode MGTA-456) siirdamise 

ohutust ja tulemuslikkust pärilike metaboolsete haigustega patsientidel (ClinicalTrials.gov).  

Seni on inimese embrüonaalsete tüvirakkude ning AHR-i vaheliste seoste kohta võrdlemisi 

vähe teada. Hiljuti demonstreerisid Yamamoto jt. (2019) AHR-i endogeense ligandi 

künureniini osalust hES rakkude iseuuenemise säilitamisel. Sama uuringu käigus selgus lisaks, 

et künureniini lagundamine on vajalik hES rakkude diferentseerumiseks neuroektodermaalses 

suunas. Fu jt. (2019) andmetel inhibeerib TCDD läbi AHR-i aktivatsiooni hES rakkude 

diferentseerumist kardiomüotsüütideks – selleks represseeritakse mitmete mesodermaalse 

suuna arenguks vajalike geenide ekspressiooni. Meie laboris on varasemalt näidatud, et hES 

rakuliinis H9 ekspresseeritakse AHR-i, kuid ei AHR-i agonisti (TCDD) ega ka antagonisti 
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(alfa-naftoflavoon) toime ei avalda märkimisväärset mõju hES rakkude pluripotentsusele ega 

rakutsüklile (Hermann, 2013). Vastupidiselt mES rakkudes toimuvale on meie laboris näidatud, 

et hES rakkude varasel diferentseerumisel väheneb nii AHR-i mRNA kui ka valgu tase 

(Uudeküll, 2016). Lisaks leiti, et hES rakkude neuraalsel diferentseerumisel algselt AHR-i 

ekspressioon küll langeb, kuid hilisemates ajapunktides tõuseb märkimisväärselt. 

Endodermaalsel ning mesodermaalsel diferentseerumisel on näidatud AHR-i allaregulatsiooni 

ning saavutatud madala taseme säilimist (Pajusaar, 2018). Erinevused AHR-i ekspressiooni 

dünaamikas erinevatesse suundadesse diferentseerumisel viitavad AHR-i olulisusele hES 

rakkude diferentseerumisel.  

  



23 

 

2. Eksperimentaalosa 

2.1. Töö eesmärgid 

Käesoleva magistritöö eesmärgiks oli: 

1. Uurida, kas tüvirakuliinides H1 ja H9 ning nende embrüonaalseteks kehadeks 

diferentseerumisel esineb erinevusi AHR-i, pluripotentsusmarkerite ning neuraalse, 

mesodermaalse ja endodermaalse suuna markergeenide ekspressioonis; 

2. Uurida TCDD toimet AHR-i, pluripotentsusmarkerite ning neuraalse, mesodermaalse ja 

endodermaalse suuna markergeenide ekspressioonile inimese embrüonaalsetes 

tüvirakkudes, embrüonaalsetes kehades ning inimese embrüonaalsete tüvirakkude 

suunatud diferentseerimisel; 

3. Analüüsida AHR-i ülegenoomset seondumist sekveneeritud ChIP andmestiku põhjal 

TCDD-ga töödeldud hES rakkudes, neuraalsetes eellasrakkudes ja definitiivse 

endodermi rakkudes.  

 

2.2. Materjal ja metoodika 

2.2.1. Rakkude kasvatamine koekultuuris 

Eksperimentide läbiviimisel kasutati inimese embrüonaalsete tüvirakkude liine H9 (46, XX; 

WA09) ning H1 (46, XY; WA01) (WiCell Research Institute, National Stem Cell Bank). hES 

rakke kasvatati Matrigel™-iga (BD Biosciences) kaetud 6-kannulistel koekultuuri plaatidel 

defineeritud koostisega mTeSR™1 (STEMCELL Technologies) söötmes, mida vahetati iga 

päev. Tüvirakkudele sobiva kasvukeskkonna tagamiseks hoiti kultuuri veeauruga küllastatud 

inkubaatoris temperatuuril 37 °C ning 5% CO2 juures. hES rakke passeeriti rutiinsel 

kasvatamisel iga 3-4 päeva järel, seejuures passaažiarv jäi vahemikku 30-55. Passeerimist viidi 

läbi manuaalselt. Selleks kraabiti hES rakkude kolooniatükid pipetiotsikuga kasvupinnalt lahti 

ning tõsteti seejärel uuele Matrigel™-iga kaetud koekultuuri plaadile. hES rakkude igapäevase 

kultiveerimisega tegeles TÜ rakubioloogia õppetooli laborant Annika Trei.  
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2.2.2. Embrüonaalsete kehade moodustamine ja hES rakkude suunatud 

diferentseerimine 

Vahetult enne embrüonaalsete kehade genereerimist pesti hES rakke üks kord PBS-iga ning 

seejärel lisati rakkudele defineeritud koostisega TeSR™-E6 sööde (STEMCELL 

Technologies). Embrüonaalsete kehade saamiseks kraabiti hES rakkude kolooniaid manuaalselt 

pipetiotsikuga koekultuuri tassilt lahti ning seejärel tõsteti kolooniatükid uuele 6-kannulisele 

plaadile. Embrüonaalseid kehasid kasvatati kokku viis päeva ning söödet vahetati ülepäeviti. 

Iga päev lüüsiti edasiseks analüüsiks üks kann embrüonaalseid kehasid. hES rakkude suunatud 

diferentseerimiseks passeeriti kindlas koguses rakke 6-kannulisele Matrigel™-iga kaetud 

koekultuuri plaadile ning diferentseerimise indutseerimiseks kasvatati rakke tootja protokollis 

toodud instruktsioonide järgi vastavas STEMdiff™ induktsiooni söötmes – neuraalse, 

definitiivse endodermi või varajase mesodermi induktsiooni söötmes (STEMCELL 

Technologies).  

Neuraalseks diferentseerimiseks pesti hES rakke kõigepealt 2 ml PBS-iga ning seejärel 

dissotsieeriti rakud koekultuuri plaadilt, inkubeerides neid 1 ml GCD reagendiga (Gentle Cell 

Dissociation reagent, STEMCELL Technologies) 8-10 minutit koekultuuri inkubaatoris 37 °C 

ja 5 % CO2 juures. Järgnevalt suspendeeriti kolooniad üksikrakuliseks ning tõsteti KnockOut™ 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Thermo Fisher Scientific) söötmesse. Kannud 

pesti 1 ml KnockOut DMEM™ söötmega ning see lisati rakususpensioonile. Rakke 

tsentrifuugiti 5 minutit 300 rcf juures. Seejärel aspireeriti supernatant ning rakud 

resuspendeeriti STEMdiff™ neuraalse induktsiooni söötmes, millele oli eelnevalt rakkude 

elulemuse tõstmiseks lisatud 10 µM ROCK (Rho-associated protein kinase) inhibiitorit (Bio-

Techne). Rakkude loendamiseks segati kokku 10 µl rakususpensiooni ning 10 µl trüpaansinist 

(Thermo Fisher Scientific) ning saadud segu pipeteeriti kahte lugemiskambrisse. Rakke 

loendati Countess II rakuloenduriga (Thermo Fisher Scientific) ning rakkude arvukuse 

leidmiseks arvutati kahe loenduse keskmine tulemus. Seejärel pipeteeriti sobiv kogus rakke 

(Tabel 1) Matrigel™-iga kaetud koekultuuri plaadile, millesse oli tõstetud neuraalse 

induktsiooni söödet lõppmahus 2 ml. Rakke diferentseeriti vastavalt tootja protokollile 

neuraalses suunas seitse päeva ning edasisteks analüüsideks lüüsiti iga päev üks kann rakke. 

Tabel 1. Rakkude passeerimise skeem neuraalseks diferentseerimiseks. M – miljon, k – tuhat, p – 

päev. 

Päev p1 p2 p3 p4 p5 p6 p7 

Rakkude 

arv 

2M 2M 1M 1M 750k 500k 500k 
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Mesodermaalseks ning endodermaalseks diferentseerimiseks järgiti passeerimisel eespool 

kirjeldatud protokolli, kuid pärast rakkude tsentrifuugimist resuspendeeriti need mTeSR™1 

söötmes, millele oli eelnevalt lisatud 10 µM ROCK inhibiitorit. Teostati rakkude loendus ning 

seejärel pipeteeriti sobiv kogus rakke (Tabel 2 ja 3) Matrigel™-iga kaetud 6-kannulisele 

koekultuuri plaadile lõppmahus 2 ml. Järgmisel päeval vahetati sööde vastavalt kas 

STEMdiff™ varajase mesodermi induktsiooni või STEMdiff™ definitiivse endodermi 

induktsiooni söötme vastu. Rakke diferentseeriti vastavalt tootja protokollile mesodermaalses 

ja endodermaalses suunas viis päeva ning iga päev lüüsiti üks kann rakke. 

Tabel 2. Rakkude passeerimise skeem mesodermaalseks diferentseerimiseks. M – miljon, k – 

tuhat, p – päev. 

Päev p1 p2 p3 p4 p5 

Rakkude 

arv 

2M 1,5M 750k 300k 250k 

 

Tabel 3. Rakkude passeerimise skeem endodermaalseks diferentseerimiseks. M – miljon, p – 

päev.  

Päev p1 p2 p3 p4 p5 

Rakkude 

arv 

2M 2M 2M 2M 2M 

 

2.2.3. RNA eraldamine 

RNA eraldamiseks kraabiti rakud koekultuuri tassi pinnalt PBS-is kokku ning tõsteti 1,5 ml 

tuubi. Rakke tsentrifuugiti 300 rcf juures 5 minutit, eemaldati supernatant ning resuspendeeriti 

FARB lüüsilahuses (Favorgen). RNA eraldamisega jätkati kas kohe või säilitati lüsaate 

edasiseks kasutamiseks -80 °C juures. Rakkude lüüsimiseks ning RNA eraldamiseks kasutati 

FavorPrep Blood/Cultured Cell Total RNA Purification komplekti (Favorgen) ning RNA 

eraldus viidi läbi vastavalt tootja protokollile. Kolonnile kogutud RNA elueeriti 40 μl 

nukleaasivabas vees. Spektrofotomeetri NanoDrop ND-100 (Thermo Fisher Scientific) abil 

mõõdeti RNA kontsentratsioon ning RNA puhtuse hindamiseks vaadeldi 260/280 nm ning 

230/260 nm lainepikkuste suhteid. Vältimaks valepositiivsete tulemuste saamist qPCR-i käigus, 

puhastati proovid genoomsest DNA-st, viies tootja protokolli järgides läbi DNaas I (Thermo 

Fisher Scientific) töötluse, mille käigus kasutati 2720 Thermal Cycler termotsüklerit (Applied 

Biosystems).  
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2.2.4. cDNA süntees 

Pöördtranskriptsiooniks kasutati 200-1000 ng hES rakkudest või 20-1000 ng embrüonaalsetest 

kehadest eraldatud ning DNaasiga töödeldud RNA-d ning RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis komplekti (Thermo Fisher Scientific). cDNA süntees viidi läbi lõppmahus 20 μl 

vastavalt tootja protokollile ning selleks kasutati 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) 

termotsüklerit. Pöördtranskriptsiooniks kasutati Tabelis 4 kirjeldatud programmi. 

Tabel 4. Pöördtranskriptsiooni programm 

 Temperatuur Aeg 

Aktivatsioon 25 °C 10 min 

cDNA süntees 42 °C 60 min 

Inaktivatsioon 70 °C 10 in 

 

2.2.5. Kvantitatiivne polümeraasi ahelreaktsioon (qPCR) 

Kvantitatiivse polümeraasi ahelreaktsiooni ehk qPCR-i teostamiseks kasutati LightCycler® 480 

II (Roche) masinat ning reaktsioonid viidi läbi 384-kannu plaatidel (Bioplastics). 

Reaktsioonisegu lõppmahus 10 μl sisaldas 5 μl 2X Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master 

Mix-i (Thermo Fisher Scientific), 0,5 μl 10 μM forward praimerit, 0,5 μl 10 μM reverse 

praimerit ning 4 μl cDNA-d. Kontaminatsiooni kontrollina kasutati reaktsioonisegus cDNA 

asemel RNaasi-vaba vett. Eksperimentides kasutatud praimerid on varasemalt disainitud meie 

töörühma liikmete poolt ning praimerite järjestused on leitavad käesoleva töö Lisas 1. qPCR-i 

reaktsioonide teostamiseks kasutati Tabelis 5 kirjeldatud programmi. 

Tabel 5. qPCR-i programm 

 Temperatuur Aeg Tsüklid 

Algne denaturatsioon 95 °C 10 min 1 

Denaturatsioon 95 °C 15 sek 40 

Praimerite seondumine ja produkti 

paljundamine 

60 °C 60 sek 

Lõplik ekstensioon 72 °C 5 min 1 

Sulamiskõvera analüüs 45-95 °C 7 min 1 
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Katsed mõõdeti triplikaatidena ning tulemuste analüüsimisel arvestati triplikaatide keskmiseid 

väärtuseid. Reaktsioonide lävitsüklite väärtused (Ct – cycle threshold) arvutati LightCycler 480 

II tarkvara abil. Huvipakkuvate geenide Ct väärtused normaliseeriti koduhoidjageeni TBP 

(TATA-seonduv valk, TATA-binding protein) Ct väärtuste suhtes. Tuvastamaks reaktsiooni 

käigus võimalikke tekkinud lisaprodukte, kasutati sulamiskõvera analüüsi. Relatiivsed 

geeniekspressiooni tasemed arvutati Livaki meetodi abil (Livak ja Schmittgen, 2001).  

 

2.2.6. Voolutsütomeetria 

hES rakke töödeldi enne voolutsütomeetria analüüsi teostamist kolme ööpäeva jooksul  

DMSO-s (dimetüülsulfoksiid) lahustatud 10 nM TCDD-ga (Cambridge Isotope Laboratories) 

ning rakkudel vahetati kemikaaliga söödet iga päev. Negatiivseks kontrolliks kasvatati hES 

rakke tavalises mTeSR™1 söötmes ning mTeSR™1 söötmes, millele oli lisatud TCDD-ga 

võrdväärses koguses ehk 0,0064% DMSO (Sigma-Aldrich). Eksperimenti alustades pesti 

kõigepealt hES rakke kaks korda 1 ml PBS-iga. Järgnevalt eemaldati PBS ning lisati 1 ml 0,5 

mM EDTA, misjärel asetati rakud 10 minutiks koekultuuri inkubaatorisse 37 °C juurde. 

Kolooniad suspendeeriti üksikrakuliseks ning koguti kokku 15 ml tuubi, millesse oli lisatud 

lahus A (1% BSA, 2 mM EDTA, PBS). Rakke tsentrifuugiti 5 min 300 rcf juures. Seejärel 

eemaldati supernatant ning resuspendeeriti 1-2 ml lahuses A. Järgnevalt teostati rakkude 

loendamine ning iga proovi kohta tõsteti voolutsütomeetriatuubi 300 000 rakku. Rakke 

tsentrifuugiti taas 5 min 300 rcf juures, misjärel aspireeriti supernatant ning rakud 

resuspendeeriti fikseerimise eesmärgil 1,6 % paraformaldehüüdi (Sigma-Aldrich) lahuses. 

Rakke fikseeriti toatemperatuuril 10 minutit, misjärel lisati 1 ml PBS-i. Rakke tsentrifuugiti 5 

min 300 rcf juures ning supernatant eemaldati. Rakke pesti 2 ml permeabiliseerimispuhvriga 

(eBioscience), tsentrifuugiti taas 5 min 300 rcf juures ning eemaldati supernatant. Järgmisena 

resuspendeeriti rakud 50 μl permeabiliseerimispuhvris, millesse olid lisatud primaarsed 

antikehad (kasutatud antikehade loetelu on esitatud Tabelis 6). Seejärel inkubeeriti rakke 

toatemperatuuril 45 minutit pimedas. Antikehaga inkubeerimisele järgnes kaks pesu 2 ml 

permeabiliseerimispuhvriga. Rakke resuspendeeriti lõpuks 200 μl permeabiliseerimispuhvris, 

millesse oli lisatud 1:2000 DNA-ga seonduv värv DAPI (Sigma-Aldrich). Proovid filtreeriti 

ning analüüsiti voolutsütomeetril FACS Aria I (BD Biosciences), kasutades tarkvara BD 

FACS-DiVa™ (versioon 6.1.3, BD Biosciences). Iga proovi kohta salvestati 10 000 sündmust.  
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Tabel 6. Töös kasutatud antikehad. Tabelis on esitatud voolutsütomeetrial kasutatud antikehad, 

vastavad isotüübikontrollid ja lahjendused. Isotüübikontrollide lõppkontsentratsioonid olid võrdsed 
vastava spetsiifilise antikeha lõppkontsentratsiooniga. Sulgudes on märgitud antikehade külge 

konjugeeritud fluorestseeruvad märgised.  

Sihtmärk Lahjendus Päritolu ja klonaalsus Tootja 

OCT4 (Alexa 647) 1:100 Hiire monoklonaalne IgG2b BioLegend 

NANOG (PE) 1:5 Hiire monoklonaalne IgG1 BD Biosciences 

SOX2 (PerCP-Cy5.5) 1:20 Hiire monoklonaalne IgG1 BD Biosciences 

Isotüübikontrollid 

Alexa 647 konjugaat 1:100 Hiire IgG2b BioLegend 

PE konjugaat 1:80 Hiire IgG1 BD Biosciences 

PerCP-Cy5.5 konjugaat 1:5 Hiire IgG1 BD Biosciences 

 

2.2.7. Kromatiini immunosadestamine (ChIP) 

ChIP eksperimentideks kasutati algmaterjalina pluripotentseid hES rakke, seitse päeva 

varajases neuraalses suunas diferentseeritud rakke ning viis päeva definitiivses endodermaalses 

suunas diferentseeritud rakke (12 miljonit), mida töödeldi 90 minutit 100 nM TCDD-ga. 

Koekultuuri tassidel kasvavate rakkude fikseerimiseks lisati söötmesse 1% 

lõppkontsentratsioonis formaldehüüdi lahust, moodustamaks DNA ja valkude vahel 

ristsidemeid. Tasse loksutati õrnalt ning inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril. Seejärel lisati 

fikseerimisreaktsiooni peatamiseks rakkudele 133 mM lõppkontsentratsioonis glütsiini. Tasse 

loksutati taas õrnalt ning lasti seista 5 minutit toatemperatuuril. Järgnevalt asetati koekultuuri 

tassid jääle ning rakke pesti 2 korda 1 ml külma PBS-iga. Seejärel lisati rakkudele ühe kannu 

kohta 500 μl PBS-i, mis sisaldas 5% lõppkontsentratsioonis FBS-i (veise loote seerum, fetal 

bovine serum). Rakud kraabiti kokku, tõsteti 1,5 ml tuubi ning tsentrifuugiti 5 min 1000 rcf 

juures temperatuuril 4 °C. 

Takistamaks immunosadestamise etapis tsütoplasmas paiknevate valkude seondumist 

antikehaga, viidi läbi tuumade eraldamine. Rakkudelt eemaldati supernatant ning 

resuspendeeriti tuumade eraldamiseks 250 μl puhvris, mis oli järgneva koostisega: 50 mM 

Hepes (pH 7,9), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% NP-40, 0,25% Triton X-100, 10 mM KCl, 

Milli-Q vesi. Rakke inkubeeriti keerutil 4 °C juures 10 minutit. Proove tsentrifuugiti 5 min 1350 

rcf juures temperatuuril 4 °C. Seejärel eemaldati supernatant ning materjali suspendeeriti 250 
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μl puhvris, mis oli järgneva koostisega: 10 mM Tris (pH 8,0), 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 

mM EGTA, Milli-Q vesi. Proove inkubeeriti keerutil toatemperatuuril 10 minutit. Proove 

tsentrifuugiti 5 min 1350 rcf juures, seejärel eemaldati supernatant ning tuumad suspendeeriti 

100 μl 1% SDS lüüsipuhvris (1% SDS, 20 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 8.0), millele oli lisatud 

1X proteaasi inhibiitori kokteil (Roche). Tuumasid lüüsiti jääl 10-15 minutit, aeg-ajalt proove 

vorteksil segades.  

Immunosadestamise läbiviimiseks fragmenteeriti kromatiin Bioruptor® Plus (Diagenode SA) 

sonikaatoriga. Sonikeerimine viidi läbi 10 min jooksul 30-sekundiliste on ja off tsüklitena 4 °C 

juures. Pärast sonikeerimist lahjendati proove ChIP lahjenduspuhvris (0,01% SDS, 1,1% Triton 

X-100, 1,2 mM EDTA, 16,7 mM Tris (pH 8,0), 167 mM NaCl, Milli-Q vesi) ning lisati 1X 

proteaasi inhibiitori kokteil (Roche). Proove tsentrifuugiti 10 min 10 000 rcf juures 

temperatuuril 4 °C ning saadud supernatant tõsteti uude tuubi. Supernatandist tõsteti 5 μl  input 

proovi jaoks eraldi tuubi ning sellele lisati 500 μl elueerimispuhvrit (1% SDS, 50 mM Tris (pH 

8,0), 1 mM EDTA, Milli-Q vesi). Input proovi hoiustati edaspidiseks kasutamiseks -20 °C 

juures. Ülejäänud supernatant jagati võrdselt kahte tuubi (AHR-i ning IgG antikeha jaoks). 

Seejärel lisati proovidele vastavalt 8 μg AHR-i vastast antikeha SA-210 (Enzo Life Sciences) 

või 8 μg küüliku IgG-d (Abcam). Proove inkubeeriti üleöö 4 °C juures. 

Järgmisel päeval lisati antikehaga töödeldud proovidele 34 μl Protein G Dynabeads (Invitrogen) 

magnetkerakesi, mis olid eelnevalt vastavalt tootja protokollile ette valmistatud. Proove 

inkubeeriti magnetkerakestega kaks tundi 4 °C juures keerutil. Seejärel viidi läbi 

magnetkerakeste pesuetapid erinevate puhvritega: üks kord vähesoolase puhvriga (0,1% SDS, 

1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris (pH 8,0), 150 mM NaCl, Milli-Q vesi), üks kord 

soolase puhvriga (0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris (pH 8,0), 500 mM 

NaCl, Milli-Q vesi), üks kord LiCl puhvriga (0,25 M LiCl, 1% NP-40 1% 

naatriumdeoksükolaat, 1 mM EDTA, 10 mM Tris (pH 8,0), Milli-Q vesi) ning kaks korda TE 

puhvriga (10 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA, Milli-Q vesi). Iga loetletud pesu läbiviimiseks 

lisati 1 ml külma puhvrit, magnetkerakesed suspendeeriti ning proovid asetati 5 minutiks 4 °C 

juurde keerutile. Seejärel asetati proovid magnetalusele, eemaldati supernatant ning jätkati 

järgneva pesuetapiga.  

Pesude järel suspendeeriti magnetkerakesed 250 μl elueerimispuhvris  ning kromatiini-antikeha 

komplekside eemaldamiseks magnetkerade küljest inkubeeriti proove loksutil temperatuuril  

65 °C. Proovid asetati magnetalusele ning supernatandid tõsteti uutesse tuubidesse. 

Magnetkerakestele lisati taas 250 μl elueerimispuhvrit ning korrati viimast etappi. Saadud 
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eluaadid liideti ning lisati 300 mM lõppkontsentratsioonis NaCl. Siin etapis võeti juurde ka 

varasemalt külmutatud input proovid, millele lisati samuti 300 mM lõppkontsentratsioonis 

NaCl. Järgnevalt inkubeeriti proove DNA ja antikeha vahel tekkinud ristsidemete lõhkumiseks 

65 °C juures üleöö. Järgmisel päeval lisati proovidele valkude lagundamiseks proteinaas K 

(Thermo Fisher Scientific) lõppkontsentratsioonis 40 μg/ml ning inkubeeriti 50 °C juures 2 

tundi. Seejärel lisati proovidele RNA-de lagundamiseks RNaas A (Thermo Fisher Scientific) 

lõppkontsentratsioonis 20 μg/ml ning inkubeeriti 30 min 37 °C juures.  

Viimase etapina puhastati DNA fenool-kloroform meetodil. Proovidele lisati võrdses mahus 

fenool-kloroformi (1:1) ning tsentrifuugiti 5 minutit 18 000 rcf juures (tsentrifuugimised 

teostati toatemperatuuril). Vesifaas koguti uude tuubi ning fenool-kloroformi tuubi lisati 200 μl 

TE puhvrit (pH 8.0). Proove segati korralikult ning tsentrifuugiti 5 minutit 18 000 rcf juures. 

Tekkinud vesifaas lisati varem kogutud vesifaasile. Saadud vesifaasi maht oli umbes 700 μl 

ning proovidele lisati samas mahus kloroformi. Proove segati korralikult ning tsentrifuugiti 5 

minutit 18 000 rcf juures. Vesifaas tõsteti uude tuubi ning lisati taas samas koguses kloroformi, 

proove segati, tsentrifuugiti ning saadud vesifaas lisati varem kogutud vesifaasile. Seejärel lisati 

vesifaasile 300 mM lõppkontsentratsioonis naatriumatsetaati (pH 5,3), 0,1% glükogeeni ning 2 

mahtu külma 100% etanooli. Seejärel asetati proovid üleöö -20 °C juurde.  

Järgmisel päeval tsentrifuugiti proove temperatuuril 4 °C 18 000 rcf juures tund aega. 

Supernatant eemaldati ning seejärel lisati tekkinud sademele 1 ml külma 70% etanooli. Proove 

tsentrifuugiti  temperatuuril 4 °C 18 000 rcf juures 7 minutit. Etanool eemaldati ettevaatlikult 

ning seejärel korrati pesu 70% etanooliga. Tsentrifuugimise järel eemaldati pipetiga etanool 

ning kuivatati sadet 37 °C juures. Puhastatud DNA elueeriti 50 μl nukleaasivabas vees ja saadud 

DNA-d säilitati -20 °C juures kuni edasise kasutamiseni.  

 

2.2.8. Raamatukogude valmistamine 

ChIP-i proovidest valmistati raamatukogud, kasutades komplekti Ovation® Ultralow Library 

System Kit V2 (NuGen) ning järgides tootja protokolli. Raamatukogude tegemiseks kasutati 

40-60 ng ChIP-i ja input-i proove. Raamatukogude sekveneerimise eelselt kontrolliti qPCR 

meetodil raamatukogu fragmentide külge ligeeritud adapterite olemasolu. Kromatiini 

immunosadestamine ja sellele järgnev sekveneerimine viidi läbi kahes korduses. 
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2.2.9.  Sekveneerimine ja andmeanalüüs 

Teise põlvkonna sekveneerimine viidi läbi Tartu Ülikooli Eesti Geenivaramu tuumiklaboris 

NextSeq500 masinaga (Illumina), kasutades 75 bp järjestusi. Sekveneerimisel saadud 

toorandmeid demultipleksiti programmiga Local Run Manager Generate FASTQ Analysis 

Module (versioon 2.0.1). Proovi kohta saadi keskmiselt 20 miljonit järjestust. Tuumiklaborist 

saadud FASTQ failid ühendati UNIX-is cat käsuga ja saadud failid joondati GRCh37/hg19 

referentsgenoomile, kasutades Bowtie2 programmi (versioon 2.2.3) (Langmead ja Salzberg, 

2012), lubades seed järjestuses ühte mismatchi (- N1).  

Kasutades Samtools (versioon 1.16) paketti (Li jt., 2009), konverteeriti joondamisest saadud 

SAM fail BAM failiks (käsk samtools view), seejärel saadud BAM fail sorteeriti (käsk samtools 

sort) ja indekseeriti (käsk samtools index). Saadud faile kasutati bigWig failide 

genereerimiseks, kasutades deepTools paketi (Ramírez jt., 2016) bamCoverage käsklust 

järgmiste parameetitega: --normalizeTo1x --ignoreDuplicates --minMappingQuality 40 -bl 

hg19_blacklist.bed. Kasutatud musta nimekirja kuuluvate genoomsete piirkondade fail, mis 

sisaldab halvasti joondatavaid regioone, on koostatud Stanfordi Ülikoolis EnCode projekti 

raames Anshul Kundaje poolt (Dunham jt., 2012).  

Saadud bigWig failid visualiseeriti UCSC genoomilehitsejas, kasutades custom track’e (Kent 

jt., 2002). Arüülsüsivesinike retseptori seondumiskohtade leidmiseks genoomis kasutati 

programmi MACS2 (versioon 2.1.0) (Zhang jt., 2008), võrreldes kahe bioloogilise korduse 

immunosadestatud proovi signaali kontrollproovide signaali suhtes ning kasutades vaikimisi 

parameetreid. Selle tulemusena saadi kätte seondumiskohtade genoomsed koordinaadid, mida 

filtreeriti suure tõenäosusega valepositiivseid signaale andvate nn musta nimekirja kuuluvate 

genoomsete piirkondade suhtes, kasutades BEDtools (versioon 2.26.0) subtract käsklust 

(Quinlan ja Hall, 2010). Sekveneerimisel saadud toorandmete andmetöötluse teostas TÜMRI 

biotehnoloogia dotsent Tõnis Org. 

Proovide vaheliste kattuvate seondumiskohtade leidmiseks ja visualiseerimiseks kasutati 

veebipõhist platvormi Cistrome (Liu jt., 2011). Uurimaks seondumiskohtade funktsionaalset 

seotust erinevate bioloogiliste protsessidega, viidi läbi geeniontoloogia analüüs, milleks 

kasutati GREAT andmebaasi (McLean jt., 2010). Motiiviotsing teostati veebipõhise 

programmiga Trawler (Dang jt., 2018).  
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2.2.10.  Andmete statistiline analüüs 

Käesolevas magistritöös sooritati eksperimendid kahes kuni kolmes korduses. Nii 

voolutsütomeetria kui ka qPCR analüüside puhul on tulpdiagrammidel esitatud korduste 

keskväärtus±SEM (keskväärtuste standardviga, standard error of mean). Statistilise olulisuse 

määramiseks kasutati MS Exceli kahepoolset sõltumatut Studenti t-testi ning statistilise olulise 

nivooks loeti p < 0,05. Tulemuste esitamiseks koostati tulpdiagrammid programmis Graphpad 

Prism (versioon 8.4.2).  

  



33 

 

3. Tulemused ja arutelu 

3.1. H1 ja H9 hES rakkudest moodustatud embrüonaalsete kehade võrdlus 

Varasemast on teada, et H9 hES rakkude diferentseerumisel embrüonaalseteks kehadeks 

väheneb AHR-i mRNA tase viiendaks päevaks umbes 45% ning AHR-i valgu tase ligi 70% 

(Uudeküll, 2016). Käesoleva töö esimeseks eesmärgiks oli kontrollida, kas selline 

ekspressiooni dünaamika esineb spetsiifiliselt vaid H9 rakuliinis või on tegemist hES 

rakuliinides laiemalt levinud nähtusega. Selleks võrreldi AHR-i ekspressiooni H1 ja H9 hES 

rakkudes ning embrüonaalsetes kehades (EB). Embrüonaalseid kehasid kasvatati 

suspensioonkultuuris viis päeva, misjärel need lüüsiti ning kõigist saadud rakulüsaatidest 

eraldati RNA. Järgnevalt sünteesiti cDNA ning geeniekspressiooni uurimiseks teostati qPCR 

analüüs. Kõikides eksperimentides kasutati mRNA tasemete normaliseerimiseks TBP (TATA-

seonduv valk) Ct väärtuseid.  

Katse tulemusena selgus, et H1 ja H9 hES rakkudes on AHR ekspresseeritud võrdväärsel 

tasemel ning diferentseerumisel embrüonaalseteks kehadeks AHR-i ekspressioon väheneb – H1 

embrüonaalsetes kehades ligikaudu 60% ning H9 embrüonaalsetes kehades umbes 65% (Joonis 

6). Saadud tulemus kinnitab, et AHR-i ekspressiooni vähenemine hES rakkude 

diferentseerumisel pole rakuliini spetsiifiline, vaid on lisaks omane H1 rakuliinile ning 

tõenäoliselt ka teistele hES rakuliinidele. 
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Joonis 6. AHR-i ekspressioon H1 ja H9 hES rakkude diferentseerumisel embrüonaalseteks 

kehadeks (EB). AHR-i mRNA tase mõõdeti qPCR meetodil ning normaliseeriti TBP suhtes. Tulemus 

põhineb kahel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05).  

Lisaks kontrolliti embrüonaalsetes kehades pluripotentsusmarkerite OCT4, SOX2 ja NANOG-i 

ekspressiooni, kinnitamaks pluripotentsuse kadumist hES rakkude diferentseerumisel. 

Ootuspäraselt langes nii H1 kui H9 embrüonaalsete kehade moodustumisel märkimisväärselt 
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OCT4 ja NANOG-i ekspressioon (Joonis 7A,B). Seejuures täheldati H9 hES rakkude 

diferentseerumisel nimetatud pluripotentsusmarkerite ekspressiooni ulatuslikumat 

allaregulatsiooni. Diferentseerumise käigus vähenes OCT4 mRNA tase H1 rakkudes ligi 5 

korda, H9 rakkudes aga umbes 40 korda ning NANOG-i mRNA tase vähenes H1 rakkudes ligi 

8 korda, H9 rakkudes aga umbes 200 korda. Mõlema rakuliini puhul võis embrüonaalsetes 

kehades täheldada hES rakkudega võrreldes SOX2 ekspressiooni tõusutrendi, kuid saadud 

tulemus ei olnud statistiliselt oluline (p>0,05) (Joonis 7C). 
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Joonis 7. Pluripotentsusmarkerite OCT4 (A), SOX2 (B) ja NANOG-i (C) ekspressioon H1 ja H9 

hES rakkude diferentseerumisel embrüonaalseteks kehadeks (EB). mRNA tasemed mõõdeti qPCR 

meetodil ning normaliseeriti TBP suhtes. Tulemus põhineb kahel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05,  

**p < 0,01). 

Tabrizi jt. (2013) on näidanud, et neuroektodermaalsesse suunda diferentseerumisel säilitatakse 

SOX2 kõrge tase ning leiab aset OCT4 allaregulatsioon. Kuna käesolevas töös leiti, et nii H1 

kui ka H9 hES rakkudest moodustunud embrüonaalsetes kehades püsib SOX2 ekspressioon 
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pluripotentsete hES rakkudega võrdväärsel kõrgel tasemel ning samaaegselt leiab aset OCT4 

allaregulatsioon, võib selle põhjal oletada, et nii H1 kui ka H9 embrüonaalsetes kehades 

diferentseeruvad rakud eelkõige neuraalsesse suunda.  

Kuigi on teada, et hES rakuliinid on iseuuenemise, pluripotentsusmarkerite ekspressiooni ning 

diferentseerumisvõimekuse osas äärmiselt sarnased, on selge, et rakuliinide vahel esineb ka 

mitmeid erinevusi. Käesolevas töös nähtud H1 ja H9 rakuliinide vahelised erinevused OCT4 ja 

NANOG-i mRNA allaregulatsioonis võivad potentsiaalselt tuleneda sellest, et nimetatud 

rakuliinid diferentseeruvad erineva kiirusega. Tsankov jt. (2015) uurisid erinevate hES 

rakuliinide diferentseerumispotentsiaali, vaadeldes embrüonaalsete kehade moodustumisel 

muutusi geeniekspressioonis. Uuringu käigus leiti, et H9 rakkudes represseeriti embrüonaalsete 

kehade moodustumisel pluripotentsusmarkerite ekspressiooni tunduvalt kiiremini kui H1 

rakkudes. Käesolevas töös saadud tulemused ühtivad Tsankov jt. (2015) poolt näidatuga ning 

viitavad sellele, et H9 rakud diferentseeruvad tõepoolest kiiremini kui H1 rakud. Selle hüpoteesi 

kontrollimiseks otsustati järgnevalt vaadelda embrüonaalsetes kehades ka kolme lootelehe – 

ektodermi, mesodermi ja endodermi – markergeenide ekspressiooni, selgitamaks, kas need 

geenid võiks samas ajapunktis olla H9 embrüonaalsetes kehades ekspresseeritud kõrgemal 

tasemel kui H1 embrüonaalsetes kehades. 
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Joonis 8. Neuraalse suuna markergeenide PAX6 (A) ja OTX2 (B) ekspressioon H1 ja H9 hES 

rakkude diferentseerumisel embrüonaalseteks kehadeks (EB). mRNA tasemed mõõdeti qPCR 

meetodil ning normaliseeriti TBP suhtes. Tulemus põhineb kahel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05,  

**p < 0,01). 

qPCR analüüsi tulemusena selgus, et neuraalse suuna markergeenide PAX6 ja OTX2 

ekspressioon reguleeritakse embrüonaalsetes kehades mõlema rakuliini puhul üles. Seejuures 

tõusis H9 embrüonaalsetes kehades nende geenide ekspressioon märkimisväärselt kõrgemale 
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tasemele kui H1 embrüonaalsetes kehades (Joonis 8). Võrreldes hES rakkudega tõusis 

diferentseerumise käigus PAX6 ekspressioon H1 rakkudes 400 korda ning H9 rakkudes 880 

korda, OTX2 ekspressioon H1 rakkudes 23 korda ja H9 rakkudes 39 korda. Saadud tulemus on 

kooskõlas Tsankov jt. (2015) uuringuga, kus leiti, et H9 embrüonaalsetes kehades aktiveeriti 

neuraalse suuna markergeenide ekspressioon kiiremini kui H1 embrüonaalsetes kehades. 

Geenide PAX6 ja OTX2 ulatuslikum ülesregulatsioon H9 rakkude diferentseerumisel toetab 

hüpoteesi, et H9 rakud diferentseeruvad H1 rakkudest neuraalsesse suunda kiiremini. 

Embrüonaalsete kehade moodustumisel võis märgata ka mesodermaalse suuna markergeenide 

BRA ja HAND1 mRNA taseme tõusu. H1 rakkude diferentseerumisel tõusis BRA ekspressioon 

ligi 7 korda (Joonis 9A) ning HAND1 ekspressioon umbes 420 korda (Joonis 9B). H9 rakkude 

diferentseerumisel oli märgata tõusutrendi mõlema uuritava mesodermaalse markergeeni 

ekspressioonis, kuid saadud tulemused ei olnud statistiliselt olulised. See viitab asjaolule, et H1 

rakud diferentseeruvad mesodermaalsesse suunda H9 rakkudest kiiremini. H1 ja H9 

embrüonaalsetes kehades ekspresseeriti ka endodermaalse suuna markereid SOX17 ja GATA4 

(Joonis 10), kuid seda väga madalal tasemel. Lisaks ei olnud embrüonaalsetes kehades 

detekteeritud SOX17 ja GATA4 mRNA tase statistiliselt olulisel määral erinev hES rakkudes 

ekspresseeritavast. 
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Joonis 9. Mesodermaalse suuna markergeenide BRA (A) ja HAND1 (B) ekspressioon H1 ja H9 

hES rakkude diferentseerumisel embrüonaalseteks kehadeks (EB). mRNA tasemed mõõdeti qPCR 

meetodil ning normaliseeriti TBP suhtes. Tulemus põhineb kahel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05). 
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Joonis 10. Endodermaalse suuna markergeenide SOX17 (A) ja GATA4 (B) ekspressioon H1 ja H9 

hES rakkude diferentseerumisel embrüonaalseteks kehadeks (EB). mRNA tasemed mõõdeti qPCR 

meetodil ning normaliseeriti TBP suhtes. Tulemus põhineb kahel iseseisval korduskatsel. 

Geeniekspressiooni analüüsi tulemused näitavad, et H1 ja H9 rakkude diferentseerumisel 

embrüonaalseteks kehadeks reguleeritakse viie päeva jooksul tugevalt üles neuraalse suuna 

ning H1 rakuliinis mõningal määral ka mesodermaalse suuna markergeenide ekspressioon, kuid 

endodermi markergeenide ekspressioon jääb hES rakkudega võrreldavale tasemele. Selline 

lootelehtede markergeenide ekspressiooni dünaamika ühtib Tsankov jt. (2015) uuringus 

näidatuga, kus leiti, et nii H1 kui ka H9 embrüonaalsete kehade moodustumisel suurenes 

diferentseerumispotentsiaal järk-järgult. Seejuures kulges areng algselt kiiremini neuraalses 

suunas (neuroektodermi markergeenide tugev induktsioon tuvastati embrüonaalsetes kehades 

5. päeval), seejärel järk-järgult mesodermaalses suunas ning endodermaalsesse suunda 

diferentseerumine leidis aset teistest suundadest veelgi hiljem. Kokkuvõtvalt võib saadud 

tulemustest järeldada, et H9 rakud diferentseeruvad H1 rakkudest kiiremini neuraalsesse 

suunda ning kuigi neuraalne arengusuund on mõlemas rakuliinis algselt eelistatud, 

diferentseeruvad H1 rakud H9 rakkudest kiiremini mesodermaalsesse suunda. 

Endodermaalsesse suunda diferentseerumine leiab embrüonaalsetes kehades aset hilisemates 

ajapunktides, mida käesolevas töös ei vaadeldud. 

 

3.2. TCDD toime H9 hES rakkude pluripotentsusmarkerite ja arüülsüsivesinike 

retseptori ekspressioonile 

Meie laboris on varasemalt läbi viidud eksperiment, kus H9 hES rakkudes aktiveeriti AHR-i 

nii lühiajaliselt (24 tundi) kui ka pikaajaliselt (7 päeva) TCDD-ga ning seejärel uuriti 

voolutsütomeetrial AHR-i liigse aktiveerimise mõju pluripotentsusmarkerite ekspressioonile 
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(Hermann, 2013). Katse tulemusena leiti, et nii lühiajalisel kui pikaajalisel töötlusel TCDD-ga 

ei esinenud hES rakkudes pluripotentsusmarkerite OCT4 ja NANOG valgu tasemetes olulisi 

muutuseid. Eelnimetatud eksperimenti on läbi viidud vaid ühes korduses, sealjuures ei 

analüüsitud SOX2 taset. Seega otsustati käesolevas magistritöös hinnata kolmes bioloogilises 

korduses TCDD mõju OCT4, SOX2 ja NANOG-i valgu ja mRNA tasemetele, aga ka AHR-i 

enda ekspressioonile.  

hES rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD-ga ning kontrollina kasutati TCDD 

lahustit DMSO-d, mida lisati rakkude kasvusöötmesse TCDD-ga võrdses koguses (0,0064%). 

Pluripotentsusmarkerite mRNA tasemete uurimiseks viidi läbi qPCR analüüs. Kolme 

korduskatse tulemusena leiti, et TCDD töötluse tagajärjel ei muutunud H9 hES rakkudes OCT4 

ega NANOG-i ekspressioon (Joonis 11A,B), mis on kooskõlas varasemalt näidatuga (Hermann, 

2013). Uue infona selgus, et lisaks ei muutunud TCDD töötluse tagajärjel H9 hES rakkudes ka 

SOX2 ekspressioon (Joonis 11C). Käesolevas töös vaadeldi ka TCDD toimet diferentseerumise 

markergeenide ekspressioonile (Lisa 2), kuid statistiliselt olulisi muutuseid ei tuvastatud, mis 

viitab sellele, et TCDD ei soodusta hES rakkude diferentseerumist.  
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Joonis 11. Pluripotentsusmarkerite OCT4 (A), NANOG-i (B) ja SOX2 (C) ekspressioon H9 hES 

rakkude töötlusel 10 nM TCDD-ga. hES rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD, 
vastavas koguses DMSO-ga või ilma kemikaalideta. mRNA tasemed mõõdeti qPCR meetodil ning 

normaliseeriti TBP suhtes. Tulemus põhineb kolmel iseseisval korduskatsel. 

On teada, et TCDD töötlus võib erinevates rakkudes kutsuda esile muutusi AHR-i 

ekspressioonis. Näiteks on demonstreeritud inimese sekretoorse faasi endomeetriumi rakkudes 

24-tunnisel töötlusel 10 nM TCDD-ga AHR-i mRNA taseme tõusu (Pitt jt., 2001). Sellest 

tulenevalt uuriti, kas AHR-i aktiveerimine TCDD-ga võiks ka H9 hES rakkudes kutsuda esile 
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muutusi AHR-i ekspressioonis. Samuti otsustati kontrollida 10 nM TCDD tõhusust AHR-i 

signaaliraja aktiveerimisel. Selleks vaadeldi muutusi AHR-i sihtmärkgeeni CYP1A1 

ekspressioonis. Katsest selgus, et TCDD töötluse tagajärjel ei esine hES rakkudes AHR-i 

ekspressioonis muutusi, küll aga tõusis TCDD mõjul CYP1A1 ekspressioon umbes seitse korda, 

mis kinnitab TCDD poolt indutseeritud AHR-i signaaliraja aktivatsiooni (Joonis 12).  
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Joonis 12. AHR-i (A) ja tema sihtmärkgeeni CYP1A1 (B) ekspressioon H9 hES rakkude töötlusel 

10 nM TCDD-ga. hES rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD, vastavas koguses DMSO-

ga või ilma kemikaalideta. mRNA tasemed mõõdeti qPCR meetodil ning normaliseeriti TBP suhtes. 

Tulemus põhineb kolmel iseseisval korduskatsel (***p < 0,001).  

Kuna muutused geeniekspressioonis ei ole alati otseses vastavuses muutustega valgu tasemetes, 

otsustati voolutsütomeetria abil uurida TCDD toimet H9 hES rakkude pluripotentsusele. 

Eksperimendi tulemusena selgus, et TCDD töötluse tagajärjel ei esinenud 

pluripotentsusmarkereid ekspresseerivate rakkude osakaalus muutuseid (Joonis 13). Sarnaselt 

käesolevas töös saadud tulemustele demonstreerisid hiljuti ka Fu jt. (2019), et hES rakkude 

kolmepäevane töötlus TCDD-ga ei mõjutanud pluripotentsusmarkerite NANOG, OCT4 ega 

SOX2 ekspressiooni ega ka rakkude morfoloogiat. Sarnaselt ei täheldatud käesolevas töös 

TCDD mõjul silmatorkavaid muutuseid hES rakkude morfoloogias (andmeid pole näidatud). 

Voolutsütomeetrial saadud tulemused on kooskõlas geeniekspressiooni andmetega ning 

viitavad sellele, et AHR-i signaaliraja aktiveerimine 10 nM TCDD-ga ei mõjuta hES rakkude 

pluripotentsust.  
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Joonis 13. TCDD mõju H9 hES rakkude pluripotentsusmarkerite OCT4, SOX2 ja NANOG-i 

tasemele. Joonisel on esitatud voolutsütomeetrial analüüsitud positiivsete rakkude hulk protsendina 
üldpopulatsioonist töötlemata rakkudes (kontroll), pärast kolm päeva kestvat töötlust 10 nM TCDD-ga 

või vastavas koguses DMSO-ga. Tulemus põhineb kolmel iseseisval korduskatsel. 

 

3.3. TCDD toime H9 embrüonaalsete kehade diferentseerumisele 

 

Teadmine, et kokkupuude TCDD-ga kutsub populatsioonis esile sünnidefektide sagenemist 

(Ngo jt., 2006), annab põhjust uurida, kas ja kuidas võiks TCDD embrüo arengu käigus 

avaldada mõju pluripotentsete rakkude varasele diferentseerumisele ning sellega kaasnevale 

pluripotentsuse vähenemisele. Kuna AHR-i signaaliraja liigne aktiveerimine ei avaldanud hES 

rakkude pluripotentsusele olulist efekti, on võimalik, et TCDD toime pluripotentsusmarkerite 

ekspressioonile avaldub alles diferentseerumise käigus. Seetõttu otsustati järgnevalt uurida 

TCDD toimet embrüonaalsetele kehadele, milles toimub spontaanne diferentseerumine. 

Varasemalt on näidatud, et kolmepäevane hES rakkude eeltöötlus TCDD-ga põhjustab häireid 

edasisel diferentseerumisel (Fu jt., 2019). Sellest tulenevalt töödeldi hES rakke kolm päeva 10 

nM TCDD-ga ning seejärel passeeriti need embrüonaalsete kehade moodustumiseks 

suspensioonkultuuri. EB-sid kultiveeriti TCDD juuresolekul viis päeva, lüüsides osa neist igal 

päeval.  

Kuna diferentseerumise alustamiseks on vajalik pluripotentsusmarkerite allaregulatsioon, 

otsustati kõigepealt vaadelda, missugust mõju avaldab TCDD embrüonaalsete kehade 

diferentseerumisel just nende geenide ekspressioonile. Eksperimendi tulemusena selgus, et 

TCDD ei mõjuta olulisel määral embrüonaalsetes kehades pluripotentsusmarkerite 

ekspressiooni dünaamikat. Nii DMSO kui TCDD-ga töödeldud embrüonaalsetes kehades nähti 
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viie päeva jooksul OCT4 ja NANOG-i ekspressiooni võrdväärset langust ning SOX2 

ekspressiooni püsima jäämist (Joonis 14A-C). Embrüonaalsete kehade moodustumise esimesel 

päeval võis küll märgata TCDD mõjul kontrolliga võrreldes NANOG-i mRNA taseme 

vähenemist umbes 35% võrra, kuid hilisemates ajapunktides antud efekt kadus (Joonis 14C). 

Kuigi TCDD ei avaldanud hilisemates diferentseerumise ajapunktides jätkuvat NANOG-i 

mRNA taset langetavat efekti, ei saa välistada, et see omab varases diferentseerumise etapis 

füsioloogilist tähtsust. 
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Joonis 14. Pluripotentsusmarkerite OCT4 (A), SOX2 (B) ja NANOG-i (C) ning AHR-i (D) 

ekspressioon H9 embrüonaalsete kehade diferentseerumisel TCDD juuresolekul. hES rakke 

töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel moodustati 

embrüonaalsed kehad, mida kasvatati koekultuuris viis päeva TCDD või DMSO juuresolekul. Joonisel 

on mRNA tasemed esitatud kordarvuna vastava töötlusega hES rakkude proovi suhtes. Tulemus põhineb 

kahel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05, #p < 0,05 vs hES rakud).  

Eelnevalt läbi viidud eksperimendi tulemusena teame, et TCDD ei mõjuta hES rakkudes 

arüülsüsivesinike retseptori ekspressiooni. Küll aga puuduvad seni andmed selle kohta, kas ja 

millist mõju avaldab TCDD AHR-i ekspressioonile embrüonaalsete kehade diferentseerumisel, 

seega otsustati järgnevalt leida vastus sellele küsimusele. Katse tulemustest selgus, et AHR-i 
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mRNA tase hakkab embrüonaalsetes kehades langema juba alates esimesest päevast, kuid 

TCDD sellele mingit mõju ei avaldanud (Joonis 14D).  

Kuna TCDD ei mõjuta rakkude diferentseerumist läbi muutuste pluripotentsusmarkerite 

ekspressioonis, otsustati edasi uurida TCDD mõju diferentseerumisele, vaadeldes lootelehtede 

markergeenide ekspressiooni. Selleks uuriti kõigepealt neuraalse suuna markergeenide PAX6, 

OTX2 ja nestiini ekspressiooni dünaamikat. Eksperimendi tulemusena selgus, et TCDD ei 

põhjusta neuraalse suuna markergeenide ekspressioonis statistiliselt olulisi muutuseid, küll aga 

võis embrüonaalsetes kehades märgata langustrendi diferentseerumise teisel päeval nestiini 

ekspressioonis ning viiendal diferentseerumise päeval OTX2 ekspressioonis (Joonis 15). 

Saadud tulemustele toetudes paistab TCDD efekt varasele neuraalsele diferentseerumisele 

olevat minimaalne, kuid on võimalik, et TCDD mõju avaldub hoopis muude neuraalseks 

diferentseerumiseks vajalike geenide ekspressioonile, mida käesolevas töös ei vaadeldud. 
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Joonis 15. Neuraalse suuna markergeenide PAX6 (A), OTX2 (B) ja nestiini (C) ekspressioon H9 

embrüonaalsete kehade diferentseerumisel TCDD juuresolekul. hES rakke töödeldi kolme ööpäeva 

jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel moodustati embrüonaalsed kehad, 
mida kasvatati koekultuuris viis päeva TCDD või DMSO juuresolekul. Joonisel on mRNA tasemed 

esitatud kordarvuna vastava töötlusega hES rakkude proovi suhtes.  Tulemus põhineb kahel iseseisval 

korduskatsel (#p < 0,05 vs hES rakud).  
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Lisaks neuraalse suuna markergeenidele vaadeldi embrüonaalsete kehade diferentseerumisel ka 

mesodermi ning endodermi markergeenide ekspressiooni (vt Lisa 3). Embrüonaalsete kehade 

diferentseerumise esimesel päeval võis märgata TCDD poolset statistiliselt olulist inhibeerivat 

mõju mesodermaalse markergeeni HAND1 ekspressioonile (Lisa 3B), kuid edasisel 

diferentseerumisel efekt kadus. Kuna nii mesodermaalse kui endodermaalse suuna 

markergeene ekspresseeriti embrüonaalsetes kehades viie päeva jooksul väga madalal tasemel, 

on keeruline lõplikult järeldada, kas TCDD avaldas nende geenide ekspressioonile täiendavat 

inhibeerivat mõju. Samas ei ilmnenud saadud tulemustest, et TCDD-l oleks nimetatud 

markergeenide ekspressiooni suurendav ehk diferentseerumist soodustav efekt. 

Embrüonaalseid kehasid uurides jäi leidmata ühene vastus küsimusele, kuidas mõjutab TCDD 

hES rakkude diferentseerumist erinevatesse arengusuundadesse, kuid vastusele aitaks 

potentsiaalselt lähemale jõuda see, kui vaadelda hES rakkude diferentseerumist igas 

arengusuunas eraldiseisvalt.  

 

3.4. TCDD toime H9 hES rakkude varajasele neuraalsele diferentseerumisele  

Embrüonaalsed kehad on heaks mudeliks varase embrüonaalse arengu uurimiseks, kuna neis 

leiavad aset embrüos in vivo toimuvaga analoogsed morfogeneetilised sündmused (Eiraku jt., 

2011). Kuna embrüonaalsed kehad koosnevad heterogeensest rakupopulatsioonist, sisaldades 

kolme lootelehte diferentseerunud rakke, on embrüonaalseid kehasid uurides keeruline teha 

konkreetsete arengusuundade kohta eraldiseisvaid järeldusi. Uurimaks, missugust mõju 

avaldab TCDD töötlus hES rakkude diferentseerumisele neuraalses, mesodermaalses ning 

endodermaalses suunas, võeti kasutusele kommertsiaalsed diferentseerimissöötmed, millega on 

võimalik hES rakke diferentseerida vastavalt kas neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase 

mesodermi või definitiivse endodermi rakkudeks. 

Hiire mudelil on näidatud, et aktiveerides TCDD-ga varases embrüonaalses arengus Ahr-i 

signaalirada, avaldub püsiv mõju kesknärvisüsteemile, kutsudes amügdala hüperaktivatsiooni 

ja eesajukoore hüpoaktivatsiooni tõttu esile ebanormaalset sotsiaalset käitumist (Endo jt., 

2012). Samuti on näidatud, et Ahr-i liigne aktiveerimine neuronites häirib hiire arenevas 

hipokampuses neuronaalset migratsiooni (Kimura jt., 2017). Seni on aga võrdlemisi vähe teada, 

kas ja kuidas mõjutab AHR-i liigne aktiveerimine inimese varast neuraalset arengut. Seetõttu 

otsustati järgnevalt uurida TCDD toimet hES rakkude diferentseerumisel neuraalseteks 

eellasrakkudeks.  
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Geeniekspressiooni analüüsi tulemusena märgati ootuspärast OCT4 ja NANOG-i 

allaregulatsiooni ning neuraalseks arenguks vajaliku SOX2 ekspressiooni püsima jäämist 

(Joonis 16), mis kinnitab hES rakkude diferentseerumist neuraalses suunas. Neuraalseteks 

eellasrakkudeks diferentseerumisel täheldati, et nii nagu ka embrüonaalsetes kehades (Joonis 

14), ei põhjustanud TCDD töötlus muutusi pluripotentsusmarkerite OCT4, SOX2 ja NANOG 

ekspressiooni dünaamikas. Saadud tulemus kinnitab, et TCDD ei mõjuta neuraalses suunas 

diferentseerumist läbi pluripotentsusmarkerite regulatsiooni.  
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Joonis 16. Pluripotentsusmarkerite OCT4 (A), SOX2 (B) ja NANOG-i (C) ning AHR-i (D) 

ekspressioon H9 hES rakkude varajasel neuraalsel diferentseerumisel TCDD juuresolekul. hES 
rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel 

diferentseeriti neid DMSO või TCDD juuresolekul neuraalses (Neur) suunas seitse päeva. Joonisel on 

mRNA tasemed esitatud kordarvuna vastava töötlusega hES rakkude proovi suhtes. Tulemus põhineb 

kolmel iseseisval korduskatsel (#p < 0,05 vs hES rakud).  

Järgnevalt vaadeldi ka TCDD mõju AHR-i ekspressioonile. Selgus, et TCDD toimel ei erinenud 

seitsmepäevase diferentseerumise käigus AHR-i ekspressioon kontrollrakkudes tuvastatust 

(Joonis 16D). Sarnaselt meie laboris eelnevalt näidatule (Pajusaar, 2018) vähenes AHR-i 

ekspressioon oluliselt juba diferentseerumise esimesel päeval, tõustes seitsmendaks päevaks 

hES rakkudes ekspresseeritavast tasemest kõrgemale. Diferentseerumise käigus täheldati 
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TCDD toimel AHR-i sihtmärkgeeni CYP1A1 ülesregulatsiooni, mis kinnitas TCDD-poolset 

AHR-i aktivatsiooni (Lisa 4). 

Järgnevalt uuriti TCDD mõju neuraalse suuna markergeenide ekspressioonile. Alates 

kolmandast diferentseerumise päevast võis märgata kõigi kolme suunamarkeri ekspressiooni 

tõusu, mis andis lisaks rakkude morfoloogia vaatlemisele kinnitust, et neuraalses suunas 

diferentseerumine oli aset leidnud. Katse tulemusena selgus, et sarnaselt embrüonaalsete 

kehade analüüsimisel saadud tulemustele (Joonis 15) ei põhjusta TCDD diferentseerumise 

käigus muutusi ei PAX6, OTX2 ega ka nestiini ekspressioonis (Joonis 17).  
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Joonis 17. Suunaspetsiifiliste markergeenide PAX6 (A), OTX2 (B) ja nestiini (C) ekspressioon H9 

hES rakkude varajasel neuraalsel diferentseerumisel TCDD juuresolekul. hES rakke töödeldi 

kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel diferentseeriti neid 

TCDD või DMSO juuresolekul neuraalses (Neur) suunas seitse päeva. Joonisel on mRNA tasemed 
esitatud kordarvuna vastava töötlusega hES rakkude proovi suhtes. Tulemus põhineb kolmel iseseisval 

korduskatsel (#p < 0,05 vs hES rakud).  

TCDD mõju hES rakkude neuraalsele diferentseerumisele on hiljuti uurinud ka Sarma jt. 

(2019). Antud uuringus töödeldi hES rakke või neist moodustatud üheksa päeva kasvatatud 

embrüonaalseid kehasid 24 h jooksul 10 nM TCDD-ga ning jätkati diferentseerimisega 

neuraalse induktsiooni söötmes, lisamata seejuures TCDD-d. Katse tulemusena nähti, et 
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embrüonaalsete kehade staadiumis läbi viidud TCDD töötlus suurendas diferentseerumise 25. 

päevaks neuraalsete rosettide (neuraalsete eellasrakkude kogumikud) arvukust. Samas ei 

mõjutanud hES rakkude töötlemine TCDD-ga edasisel neuraalsel diferentseerumisel 

neuraalsete rosettide arvukust. Sarma jt. (2019) uurisid ka 28. diferentseerumise päeval 

spetsiifiliste suunamarkerite ekspressiooni. Nende analüüs näitas, et TCDD-ga töödeldud 

embrüonaalsete kehade neuraalses suunas diferentseerimisel tõusis nestiini, MAP2 

(mikrotuubul-assotsieeruv valk 2) ja TH (türoksiini hüdroksülaas) ekspressioon. Samas ei 

täheldatud sellist efekti, kui hES rakke töödeldi TCDD-ga. Nendest tulemustest lähtudes on 

ilmne, et TCDD avaldab toimet kindlas ajalises aknas ning nagu ka käesolevas töös 

demonstreeriti, ei paista TCDD oluliselt mõjutavat hES rakkude neuraalsesse suunda 

diferentseerumise võimekust. Kirjanduse andmetele toetudes on siiski selge, et kokkupuude 

TCDD-ga mõjutab neuraalset arengut hilisemates arenguetappides. On võimalik, et 

embrüonaalsete kehade töötlus TCDD-ga avaldab neuraalsele arengule märkimisväärsemat 

mõju, kuna embrüonaalsetes kehades sisalduvad neuraalsed tüvirakud on TCDD poolt 

aktiveeritud AHR-i signaliseerimise suhtes tundlikumad kui hES rakud.  

 

3.5. TCDD toime H9 hES rakkude varajasele endodermaalsele diferentseerumisele 

Hiljuti demonstreerisid Kubi jt. (2019), et TCDD töötlus vähendab hES rakkude pankrease 

eellasrakkudeks diferentseerumise tõhusust, viidates sellele, et varase arengu käigus võib 

kokkupuude TCDD-ga potentsiaalselt kahjustada pankrease normaalset funktsiooni ja arengut. 

Läbiviidud uuring annab põhjust lähemalt selgitada, kas ja kuidas võib TCDD mõjutada 

varajast endodermaalset diferentseerumist. 

Endodermaalsel diferentseerumisel nähti ootuspärast pluripotentsusmarkerite OCT4, SOX2 ja 

NANOG allaregulatsiooni, seejuures ei täheldatud TCDD mõju geeniekspressioonile üheski 

ajapunktis (Joonis 18A-C), mis viitab taaskord sellele, et TCDD ei mõjuta diferentseerumist 

läbi pluripotentsusmarkerite ekspressiooni regulatsiooni. AHR-i ekspressiooni dünaamika oli 

kooskõlas varasemalt meie laboris demonstreeritud tulemustega (Pajusaar, 2018), vähenedes 

oluliselt juba teiseks päevaks ning püsides antud tasemel viienda päevani (Joonis 18D). Nii 

nagu ka neuraalsel diferentseerumisel (Joonis 16D), ei avaldanud TCDD endodermaalsel 

diferentseerimisel AHR-i ekspressioonile olulist mõju.  
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Joonis 18. Pluripotentsusmarkerite OCT4 (A), SOX2 (B) ja NANOG-i (C) ning AHR-i (D) 

ekspressioon H9 hES rakkude varajasel endodermaalsel diferentseerumisel TCDD juuresolekul. 

hES rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel 
diferentseeriti neid TCDD või DMSO juuresolekul endodermaalses (Endo) suunas viis päeva. Joonisel 

on mRNA tasemed esitatud kordarvuna vastava töötlusega hES rakkude proovi suhtes. Tulemus põhineb 

kolmel iseseisval korduskatsel (#p < 0,05 vs hES rakud).  

Diferentseerumise käigus tuvastati endodermaalse suuna markergeenide SOX17, GATA4 ja 

FOXA2 ekspressiooni ulatuslik tõus hiljemalt kolmandaks päevaks (Joonis 19). Huvitaval 

kombel selgus, et TCDD toimel väheneb kõigi vaadeldud endodermaalsete markergeenide 

ekspressioon. SOX17 mRNA taseme langus sai alguse diferentseerumise kolmandal päeval, 

vähenedes umbes 3,5 korda ning püsides saavutatud tasemel viienda päevani. GATA4 mRNA 

taseme langus sai alguse samuti kolmandal diferentseerumise päeval, saavutamata katse lõpuks 

kontrollrakkudega võrreldavat taset. FOXA2 mRNA taseme langus algas diferentseerumise 

teisel päeval ning püsis saavutatud tasemel viienda päevani.  
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Joonis 19. Suunaspetsiifiliste markergeenide SOX17 (A), GATA4 (B) ja FOXA2 (C) ekspressioon 

H9 hES rakkude varajasel endodermaalsel diferentseerumisel TCDD juuresolekul. hES rakke 

töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel 

diferentseeriti neid TCDD või DMSO juuresolekul endodermaalses (Endo) suunas viis päeva. Joonisel 
on mRNA tasemed esitatud kordarvuna vastava töötlusega hES rakkude proovi suhtes. Tulemus põhineb 

kolmel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, #p < 0,05 vs hES rakud).  

Saadud tulemused on kooskõlas Kubi jt., 2019 poolt publitseeritud tulemustega, kus kasvatati 

hES rakke TCDD juuresolekul kaks nädalat ning diferentseeriti seejärel definitiivsesse 

endodermi. Sarnaselt käesolevas töös näidatule demonstreerisid artikli autorid TCDD toimel 

kolmandal diferentseerumise päeval SOX17 taseme langust. FOXA2 ekspressioonis märgati 

TCDD toimel langustrendi, kuid saadud tulemus ei olnud autorite sõnul statistiliselt oluline. 

Küll aga tuvastasid artikli autorid mES rakkude diferentseerimisel definitiivsesse endodermi 

TCDD toimel Foxa2 mRNA taseme langust. Rakkude diferentseerumisel ei täheldatud 

käesolevas töös TCDD toimel erilisi morfoloogilisi muutuseid kontrollrakkudega võrreldes 

(andmeid pole näidatud). Sellegipoolest näitasid sooritatud eksperimendid, et TCDD avaldab 

endodermaalseks diferentseerumiseks vajalike geenide ekspressioonile represseerivat toimet, 

mõjutades tõenäoliselt seeläbi edasise arengu käigus endodermaalset päritolu organite 

väljakujunemist.  
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3.6. TCDD toime H9 hES rakkude varajasele mesodermaalsele diferentseerumisele 

Epidemioloogiliste uuringute tulemusena on näidatud, et tavapärasest kõrgemas 

kontsentratsioonis TCDD-ga kokku puutunud populatsioonis suureneb vastsündinute seas 

kaasasündinud südamedefektide esinemissagedus (Revich jt., 2001). Lisaks on hiire mudelil 

näidatud, et TCDD manustamine tiinele emasloomale kutsub arenevas lootes esile 

kardiovaskulaarseid häireid, mis soodustavad arengu jätkudes täiskasvanueas südamehaiguste 

välja kujunemist (Carreira jt., 2015). On võimalik, et TCDD-poolne südame ebanormaalset 

arengut esile kutsuv toime saab alguse juba väga varases arengus, näiteks varases mesodermis. 

Sellest tulenevalt otsustati uurida TCDD mõju hES rakkude diferentseerumisel varajase 

mesodermaalse suuna rakkudeks. Selleks kasvatati hES rakke esmalt kommertsiaalses 

mesodermaalset diferentseerumist indutseerivas söötmes. 
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Joonis 20. Pluripotentsusmarkerite OCT4 (A), SOX2 (B) ja NANOG-i (C) ning AHR-i (D) 

ekspressioon H9 hES rakkude varajasel mesodermaalsel diferentseerumisel TCDD juuresolekul. 

hES rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel 

diferentseeriti neid TCDD või DMSO juuresolekul mesodermaalses (Meso) suunas viis päeva. Joonisel 

on mRNA tasemed esitatud kordarvuna vastava töötlusega hES rakkude proovi suhtes. Tulemus põhineb 

kolmel iseseisval korduskatsel (#p < 0,05 vs hES rakud).  
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Mesodermaalse diferentseerumise käigus langes ootuspäraselt pluripotentsusmarkerite OCT4, 

SOX2 ja NANOG ekspressioon (Joonis 20A-C), kuid nii nagu ka teistes arengusuundades, ei 

kutsunud TCDD töötlus esile muutusi pluripotentsust reguleerivate geenide ekspressioonis. 

Sarnaselt varasemalt meie laboris näidatule (Pajusaar, 2018) vähenes AHR-i ekspressioon 

mesodermaalsel diferentseerumisel oluliselt juba teiseks päevaks ning alates neljandast päevast 

võis täheldada hES rakkudega võrreldes ekspressiooni 20-kordset langust (Joonis 20D). Nii 

nagu teisteski arengusuundades, ei esinenud TCDD toimel viiepäevasel diferentseerumisel 

AHR-i ekspressioonis kontrolliga võrreldes olulisi muutusi.  
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Joonis 21. Suunaspetsiifiliste markergeenide BRA (A), HAND1 (B) ja GSC (C) ekspressioon H9 

hES rakkude varajasel mesodermaalsel diferentseerumisel TCDD juuresolekul. hES rakke 

töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel 
diferentseeriti neid TCDD või DMSO juuresolekul varajases mesodermaalses (Meso) suunas viis päeva. 

Joonisel on mRNA tasemed esitatud kordarvuna vastava töötlusega hES rakkude proovi suhtes. Tulemus 

põhineb kolmel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05, #p < 0,05 vs hES rakud).  

Uurimaks, kas ja kuidas mõjutab TCDD mesodermaalset diferentseerumist, vaadeldi 

mesodermi markergeenide BRA, HAND1 ja GSC ekspressiooni. Geeniekspressiooni analüüs 

näitas, et mesodermaalse diferentseerumise esimesel päeval langeb TCDD toimel HAND1 

ekspressioon umbes kaks korda, kuid diferentseerumise jätkudes oli TCDD-ga töödeldud 
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rakkudes HAND1 ekspressioon võrreldav kontrollrakkudes ekspresseeritud tasemetega (Joonis 

21). TCDD toimel ei täheldatud mesodermi markergeenide BRA ega GSC ekspressioonis 

muutusi üheski ajapunktis. Saadud tulemus on vastuolus Fu jt. (2019) poolt avaldatud artikliga, 

kus demonstreeriti hES rakke mesodermaalses suunas diferentseerides TCDD toimel teisel 

päeval BRA ja GSC ekspressiooni olulist langust, viidates AHR-i signaaliraja aktiveerimise 

represseerivale mõjule mesodermaalsel diferentseerumisel.  

Kontrollimaks, kas meie laboris saadud tulemused erinevad Fu jt. (2019) poolt raporteeritust 

metoodiliste erinevuste tõttu, otsustati eksperimenti korrata, järgides nimetatud artikli autorite 

poolt kirjeldatud protokolli. hES rakke kasvatati kolm päeva 10 nM TCDD või vastavas 

koguses DMSO-ga. Seejärel diferentseeriti rakke TCDD juuresolekul kaks päeva 

mesodermaalses suunas, kasutades spetsiaalset diferentseerimissöödet [RPMI 1640 sööde 

(Corning), 1X B-27 suplement (Thermo Fisher Scientific), 5 μM CHIR-99021 (Sigma-

Aldrich)]. 

Diferentseerumise toimumise kontrollimiseks vaadeldi pluripotentsusmarkerite ekspressiooni 

ning leiti, et teiseks diferentseerumise päevaks oli langenud nii OCT4, SOX2 kui ka NANOG-i 

mRNA tase (andmeid pole näidatud). Sarnaselt eelnevalt kasutatud diferentseerimisskeemi 

tulemustele (Joonis 20D) langes mesodermaalse diferentseerumise teisel päeval AHR-i 

ekspressioon üle 50% (Joonis 22A). See kinnitab, et AHR-i allaregulatsioon mesodermaalsel 

diferentseerumisel ei tulene kommertsiaalsest söötmest, vaid tegemist on bioloogiliselt ühese 

efektiga. TCDD mõjul tuvastati hES rakkudes CYP1A1 ülesregulatsioon, kuid 

diferentseerumise käigus langes CYP1A1 ekspressioon olulisel määral (Joonis 22B), mille 

põhjuseks on tõenäoliselt samaaegselt aset leidev AHR-i allaregulatsioon.  

Mesodermaalses suunas diferentseerumise toimumist kinnitas BRA ja HAND1 ekspressiooni 

ülesregulatsioon (Joonis 22C,D), seejuures täheldati TCDD toimel teisel päeval HAND1 

ekspressiooni langust. Samas ei esinenud sarnaselt kommertsiaalse diferentseerimissöötmega 

läbi viidud eksperimendile TCDD toimel muutusi BRA ekspressioonis (Joonis 22A). GSC 

mRNA tasemed olid aga allpool detekteerimispiiri (andmeid pole näidatud). Meie laboris 

saadud tulemused võivad erineda Fu jt. (2019) poolt demonstreeritust hES rakuliinide 

bioloogilise variatsiooni tõttu. Hiljuti on näidatud, et ka samad rakuliinid võivad erinevates 

laborites geeniekspressiooni osas varieeruda (Ben-David jt., 2018), mistõttu pole üllatav ka 

meie tulemuste erinevus võrreldes eelnevalt publitseerituga. Sellegipoolest tundub, et TCDD 

avaldab mesodermaalsele diferentseerumisele represseerivat mõju, kuid täpsemad 

mehhanismid vajavad veel uurimist.  



52 

 

hES
rakud

Meso
p2

0.0

0.5

1.0

1.5
A

H
R

-i
 m

R
N

A
 t

a
s
e
 (

k
o

rd
a
rv

)

✱✱✱

✱✱✱

A

 

hES
rakud

Meso
p2

0

2

4

6

8

10

12

C
Y

P
1
A

1
m

R
N

A
 t

a
s
e
 (

k
o

rd
a
rv

)

✱✱✱

✱

✱✱

B

 

hES
rakud

Meso
p2

0

1

2
400

500

600

700

800

B
R

A
m

R
N

A
 t

a
s
e
 (

k
o

rd
a
rv

)

✱✱✱

✱✱

C

 

hES
rakud

Meso
p2

0

10

20

30
H

A
N

D
1

m
R

N
A

 t
a
s
e
 (

k
o

rd
a
rv

)

✱

✱✱

✱✱

DMSO TCDDD

 

Joonis 22. AHR-i (A) ja tema sihtmärgeeni CYP1A1 (B) ning suunaspetsiifiliste markergeenide 

BRACHYURY (C) ja HAND1 (D) ekspressioon H9 hES rakkude varajasel mesodermaalsel 

diferentseerumisel TCDD juuresolekul, kasutades Fu jt. (2019) kirjeldatud 

diferentseerimissöödet. hES rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses 
DMSO-ga ning seejärel diferentseeriti neid TCDD või DMSO juuresolekul mesodermaalses (Meso) 

suunas kaks päeva. Tulemus põhineb kolmel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 

0,001, #p < 0,05 vs hES rakud).  

 

3.7. Arüülsüsivesinike retseptori seondumiskohtade identifitseerimine ChIP-seq 

meetodil 

Uurimaks arüülsüsivesinike retseptori ülegenoomset seondumist inimese embrüonaalsetes 

tüvirakkudes, teostati kromatiini immunosadestamise ja sellele järgnev sekveneerimise analüüs 

(ChIP-seq). Saamaks selgust, kas diferentseerumise käigus seondub AHR potentsiaalselt 

diferentseerumist reguleerivate geenide regulatoorsetele aladele, teostati sekveneerimine ka 

neuraalsete eellasrakkude ja definitiivse endodermi rakkude immunosadestatud kromatiiniga. 
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Kuna mesodermaalses suunas diferentseerumisel väheneb AHR-i ekspressioon nii mRNA kui 

ka valgu tasemel üle 90% (Pajusaar, 2018), otsustati selles suunas diferentseeritud rakkudes 

AHR-i seondumist mitte uurida. 

 

Joonis 23. AHR-i seondumiskohtade arv DMSO ja TCDD-ga töödeldud proovides. hES rakke, 
seitse päeva varajases neuraalses ning viis päeva definitiivses endodermaalses suunas diferentseeritud 

rakke töödeldi 90 minutit 100 nM TCDD-ga või vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel teostati ChIP-

seq analüüs. Joonisel on kujutatud DMSO ja TCDD töötlusel leitud AHR-i seondumiskohtade arv ja 

nende kattuvused. 

 

AHR-i seondumiskohtade kattuvuse analüüs näitas, et hES rakkudes ja neuraalsetes 

eellasrakkudes suureneb TCDD toimel AHR-i seondumine genoomsetele aladele (Joonis 23). 

Definitiivse endodermi rakkudes märgati aga AHR-i seondumist paljudele regioonidele ka 

TCDD juuresolekuta, viidates AHR-i endogeense signaaliraja suuremale aktiivsusele.  

Motiiv 

   

Konsensus-

järjestus 
NCACGCG(A/T)GCN CGGCACGC CGCACGCAN 

z-skoor 75,48 57,27 57,27 

Joonis 24. ChIP-seq proovide kõige sagedasemad seondumismotiivid. Joonisel on toodud 

motiivianalüüsi tulemused, mis on saadud kõigi ChIP-seq andmete ühisosa põhjal. Z-skooriga näidati 

iga proovi statistilist olulisust. N tähistab mis tahes nukleotiidi. 

Varasemalt on näidatud, et AHR seondub enamasti konsensussaidile 5’-GCGTG-3’ (Swanson 

jt., 1995). Tuvastamaks, kas antud seondumismotiiv on ka käesolevas töös saadud andmestikus 

kõige sagedamini esindatud, teostati motiiviotsing veebipõhise programmiga Trawler. Otsingu 

tulemus andis kõige sagedamini esinevaks motiiviks NCACGCG(A/T)GCN, kus N tähistab 
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mistahes nukleotiidi. Motiivi visuaalsel kujutisel (Joonis 24) on näha konsensussaidi 5’-

GCGTG-3’ esinemist. Lisaks prevaleeris kolmes kõige sagedamini esinevas motiivis järjestus 

5’-CACGC-3’, mis on 5’-GCGTG-3’ pöördjärjestuseks. Kirjanduse andmetel on 5’-CACGC-

3’ samuti tuntud ksenobiootilise vastuselemendi (XRE) konsesnsussaidina, millelt 

indutseeritakse TCDD toimel transkriptsiooni madalama efektiivsusega kui konsensussaidilt 

5’-GCGTG-3’ (Li jt., 2014).  

Mõistmaks täpsemalt AHR-i bioloogilist rolli hES rakkudes ja diferentseerunud rakkudes, viidi 

läbi geeniontoloogia analüüs. hES rakkude puhul seostati AHR-i seondumist miRNA-de 

metaboolse protsessimisega ning miRNA-de poolt vahendatud geenivaigistamisega (Joonis 

25A). Huvitaval kombel tuvastasime ChIP-seq andmeid analüüsides AHR-i seondumise  

miR-302B geeni lähedusse (Joonis 26A). Kirjanduse andmetel on miR-302 promootoralas 

tuvastatud kaks AHR-i seondumismotiivi ning leitud, et AHR-i aktiveerimine soodustab  

miR-302 ekspressiooni (Hu jt., 2013b). Lisaks on näidatud, et miR-302 soodustab OCT4 

positiivset regulatsiooni, säilitades seeläbi rakkude pluripotentsust (Hu jt., 2013a). Sellest 

lähtuvalt ilmneb, et AHR võib kaudselt läbi miR-302 ekspressiooni regulatsiooni säilitada hES 

rakkude pluripotentsust.  

hES rakkudes tuvastati AHR-i seondumine ka HAND1 geeni lähedusse (Joonis 26B). Saadud 

tulemuse olulisust iseloomustab asjaolu, et eelnevalt läbi viidud eksperimendis nähti 

mesodermaalsel diferentseerumisel TCDD toimel HAND1 ekspressiooni langust (Joonis 21D). 

See viitab asjaolule, et AHR-i seondumine HAND1 geeni regulatoorsele alale võib olla 

represseeriva toimega. On võimalik, et mesodermaalse diferentseerumise käigus täheldatud 

AHR-i allaregulatsioon (Joonis 20D) on vajalik selleks, et vältida AHR-i represseerivat mõju 

mesodermaalsele diferentseerumisele. 

Neuraalsetes eellasrakkudes seostati AHR-i seondumist neuraalsete eellasrakkude 

proliferatsiooni regulatsiooniga (Joonis 25B), kuna tuvastati seondumised CDH2, CDON, 

FOXG1, GLI2, LYN ja SIX3 (Joonis 26C) geenide läheduses. Käesoleva töö kirjutamise hetkel 

pole teadaolevalt varem AHR-i aktivatsiooni mõju loetletud geenide ekspressioonile 

vaadeldud, kuid mõistmaks AHR-i olulisust neuraalses arengus, oleks tulevikus kindlasti 

huvitav neid seoseid lähemalt uurida.  

Definitiivse endodermi rakkudes seostati AHR-i seondumist pankrease beetarakkude arengu 

negatiivse regulatsiooniga (Joonis 25C), kuna tuvastati seondumine GSK3B geeni lähedusse 

(Joonis 26D). Seejuures tuvastati seondumine nii TCDD toimel kui ka AHR-i endogeensel 

aktivatsioonil. Kirjanduse andmetel hoiab GSK3B aktiivsus beetarakkude kasvu kontrolli all 
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ning GSK3B puudumisel suureneb prolifereerumise intensiivistumise tõttu beetarakkude 

arvukus (Liu jt., 2010). Varasemalt on inimese mitteväikerakulise kopsuvähi rakkudes 

näidatud, et AHR-i vaigistamine kutsub esile GSK3B ekspressiooni vähenemist, mis viitab 

sellele, et AHR võib olla vajalik GSK3B ekspressiooni säilitamiseks (Li jt., 2017). Küll 

puuduvad seni andmed, kuidas mõjutab GSK3B ekspressiooni AHR-i aktivatsioon, seega oleks 

nende seoste uurimine endodermaalse arengu seisukohast põnevaks uurimisobjektiks. 

 

Joonis 25. AHR-i seondumisalade funktsionaalne seotus erinevate bioloogiste protsessidega. hES 

rakkude (A), neuraalsete eellasrakkude (B) ja definitiivse endodermi rakkude (C) ChIP-seq 

andmestikule teostati geeniontoloogia analüüs.  

A    hES rakud 

B    Neur 

C    Endo 
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Joonis 26. UCSC veebilehitsejas visualiseeriti AHR-i seondumiskohad hES rakkudes miR-302B 

geeni (A) ja HAND1 geeni (B), neuraalsetes eellasrakkudes SIX3 geeni (C) ning definitiivse 

endodermi rakkudes GSK3B geeni (D) läheduses. INP – input proov. 
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Kokkuvõte 

Käesoleva magistritöö eesmärgiks oli eeskätt uurida arüülsüsivesinike retseptori (AHR) 

agonisti TCDD toimet inimese embrüonaalsete tüvirakkude pluripotentsusele ja 

diferentseerumisele. Lisaks võrreldi AHR-i ekspressiooni H9 ja H1 hES rakkudes ning nende 

diferentseerumisel. Samuti seati eesmärgiks tuvastada hES rakkudes ning diferentseeritud 

rakkudes AHR-i seondumiskohti, leidmaks potentsiaalseid mehhanisme, mille kaudu AHR-i 

aktivatsioon võiks diferentseerumist mõjutada.  

Töö esimeses osas selgus, et H9 ja H1 rakuliinide diferentseerumisel embrüonaalseteks 

kehadeks on AHR-i ekspressiooni dünaamika sarnane. See-eest nende 

diferentseerumispotentsiaal on mõnevõrra erinev. Mõlema rakuliini puhul toimub 

diferentseerumine eelistatult neuraalsesse suunda, seejuures tuvastati H9 embrüonaalsetes 

kehades kiiremat neuraalse suuna markeregeenide ülesregulatsiooni. Samuti täheldati, et H1 

rakud diferentseeruvad H9 rakkudest kiiremini mesodermaalsesse suunda.  

Eksperimentaalsed andmed näitasid, et TCDD ei avalda hES rakkudes ega ka diferentseerumise 

käigus mõju pluripotentsusmarkerite ekspressioonile. Küll aga tuvastati ChIP-seq analüüsil 

hES rakkudes AHR-i seondumine miR-302 lähedusse, mille ekspressioon on vajalik 

pluripotentsuse säilitamiseks. Saadud tulemus viitab sellele, et AHR võib pluripotentsust 

kaudselt siiski reguleerida, kuid täpsemad mehhanismid vajavad veel selgitamist.  

Käesolevas töös leiti, et TCDD avaldab endodermaalsele diferentseerumisele represseerivat 

toimet. Neuraalsel diferentseerumisel ei täheldatud TCDD toimel suunamarkerite 

ekspressioonis olulisi muutusi, kuid sellegipoolest ei saa lõplikult välistada, et TCDD mõjutab 

varast neuraalset arengut läbi selliste geenide reguleerimise, mida käesolevas töös ei uuritud. 

Kuigi mesodermaalsel diferentseerumisel saadud tulemused erinevad mõningates aspektides 

kirjanduse andmetest, tundub siiski, et TCDD avaldab varajasele mesodermaalsele 

diferentseerumisele represseerivat mõju. Lisaks tuvastati ChIP-seq analüüsil uudseid AHR-i 

potentsiaalseid sihtmärkgeene, nagu näiteks SIX3, HAND1 ja GSK3B. 

Kokkuvõttes näitavad käesoleva töö tulemused, et TCDD ei avalda otsest mõju hES rakkude 

pluripotentsusele, kuid on võimeline represseerima varajast diferentseerumist. Selgitamaks 

täpsemaid molekulaarseid mehhanisme, mille kaudu TCDD mõjutab rakkude diferentseerumist 

erinevates suundades, on järgnevalt plaanis analüüsida läbi viidud RNA sekveneerimise 

andmeid. Nende tulemuste kõrvutamine ChIP-seq andmetega annab täiendavat informatsiooni, 

kuidas TCDD võiks läbi AHR-i diferentseerumist mõjutada.  
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„Effects of the aryl hydrocarbon receptor agonist on pluripotency and differentiation of 

human embryonic stem cells“ 

Inge Varik 

Summary 

Aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-activated transcription factor that binds with high 

affinity to 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) and leads to numerous toxicological 

outcomes. It has been shown that exposure to dioxins (including TCDD) even at low doses may 

increase the incidence of birth defects in the population. Therefore, it is undoubtedly important 

to investigate at which stages of development and through which mechanisms dioxins cause 

developmental disruptions. The effects of dioxins on human embryonic development can be 

mimicked by using human embryonic stem cells (hESCs) which can develop into all cell types 

of the body.  

The aim of this study was to elucidate the effect of the aryl hydrocarbon receptor agonist TCDD 

on human embryonic stem cell pluripotency and early neural, mesodermal and endodermal 

differentiation. Another goal was to compare the expression of AHR in H9 and H1 hESC cell 

lines and during their differentiation. In addition, the genomic binding of AHR in pluripotent 

human embryonic stem cells and their differentiated progeny was analyzed to identify which 

genes could potentially be regulated by AHR during embryonic development. 

In the first part of this thesis, it was found that the dynamics of AHR expression is similar in 

H9 and H1 cell lines. In contrast, the differentiation potential of these cell lines is somewhat 

different. In both cell lines, neural differentiation was initially preferred. Higher expression of 

neural marker genes was detected in H9 embryoid bodies which indicates faster neural 

induction. In addition, faster mesodermal induction was observed in H1 hESCs.  

Experimental data showed that TCDD did not affect the expression of pluripotency markers in 

hESCs or during their differentiation. However, ChIP-seq analysis revealed binding of AHR in 

hESCs in the vicinity of miR-302 which has been shown to regulate pluripotency. This indicates 

that AHR may indirectly regulate pluripotency.  

The results of the current thesis show that TCDD has a repressive effect on endodermal 

differentiation. No significant changes in the expression of neural markers due to TCDD 

exposure were observed in neural differentiation. However, it cannot be definitively ruled out 

that TCDD affects early neural development by regulating genes which were not investigated 



59 

 

in this thesis. Although the results obtained for mesodermal differentiation differ from what has 

been previously shown in another lab, TCDD still appears to exert repressive effect on early 

mesodermal differentiation.  

In summary, the results of this thesis show that TCDD does not affect the pluripotency of hESCs 

but is able to repress early differentiation. In order to elucidate the more precise molecular 

mechanisms through which TCDD influences differentiation into different lineages, the next 

plan is to analyze the obtained RNA sequencing data. Combining these results with ChIP-seq 

data will provide additional information on how TCDD could affect differentiation.  
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Lisad 

Lisa 1. qPCR-is kasutatud oligonukleotiidid 

Praimer (F – forward / R – reverse) Nukleotiidne järjestus 

AHR_mRNA_F 5’-ATTACAGGCTCTGAATGGCTTTG-3’ 

AHR_mRNA_R 5’-TGACATCAGACTGCTGAAACCCTAG-3’ 

OCT4_mRNA_F 5’-CTGGAGCAAAACCCGGAGG-3’ 

OCT4_mRNA_R 5’-CCTCAAAGCGGCAGATGGTC-3’ 

SOX2_mRNA_F 5’-CATGCACCGCTACGACG-3’ 

SOX2_mRNA_R 5’-CGGACTTGACCACCGAAC-3’ 

NANOG_mRNA_F 5’-CCTGTGATTTGTGGGCCTG-3’ 

NANOG_mRNA_R 5’-GACAGTCTCCGTGTGAGGCAT-3’ 

PAX6_mRNA_F 5’-AACAGACACAGCCCTCACAAAC-3’ 

PAX6_mRNA_R 5’-CGGGAACTTGAACTGGAACTGAC-3’ 

OTX2_mRNA_F 5’-GCTGGCTATTTGGAATTTAAAGC-3’ 

OTX2_mRNA_R 5’-GGGTTTGGAGCAGTGGAAC-3’ 

nestiin_mRNA_F 5’-CGCACCTCAAGATGTCCCTC-3’ 

nestiin_mRNA_R 5’-CAGCTTGGGGTCCTGAAAGC-3’ 

BRA_mRNA_F 5’-ATGACAATTGGTCCAGCCTT-3’ 

BRA_mRNA_R 5’-CGTTGCTCACAGACCACAG-3’ 

HAND1_mRNA_F 5’-GTGAGAGCAAGCGGAAAAG-3’ 

HAND1_mRNA_R 5’-GTGCGTCCTTTAATCCTCTTC-3’ 

GSC_mRNA_F 5’-GAGGGAAGAGGAAGGTAAAAG-3’ 

GSC_mRNA_R 5’-AAGTAATACGGGCAAGTGTCC-3’ 

SOX17_mRNA_F 5’-GGCGCAGCAGAATCCAGA-3’ 

SOX17_mRNA_R 5’-CCACGACTTGCCCAGCAT-3’ 

GATA4_mRNA_F 5’-GCTCCTTCAGGCAGTGAGAG-3’ 

GATA4_mRNA_R 5’-CTGTGCCCGTAGTGAGATGA-3’ 

FOXA2_mRNA_F 5’-ATGCACTCGGCTTCCAGTAT-3’ 

FOXA2_mRNA_R 5’-CACGTACGACGACATGTTCAT-3’ 

CYP1A1_mRNA_F 5’-GCTGACTTCATCCCTATTCTTCG-3’ 

CYP1A1_mRNA_R 5’-TTTTGTAGTGCTCCTTGACCATCT-3’ 

TBP_mRNA_F 5’-TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3’ 

TBP_mRNA_R 5’-CACATCACAGCTCCCCACCA-3’ 
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Lisa 2. TCDD toime diferentseerumise markergeenide ekspressioonile hES 

rakkudes  
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Joonis 27. TCDD toime diferentseerumise markergeenide ekspressioonile hES rakkudes. hES 

rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-ga. mRNA tasemed 
mõõdeti qPCR meetodil ning normaliseeriti TBP suhtes. Geenide ekspressioonitasemed on mõõdetud 

kolme korduskatse tulemusena.   
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Lisa 3. Mesodermi ja endodermi markergeenide ekspressioon H9 embrüonaalsete 

kehade diferentseerumisel TCDD juuresolekul 
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Joonis 28. Mesodermi markergeenide BRA (A), HAND1 (B) ja GSC (C) ning endodermi 

markergeenide FOXA2 (D), GATA4 (E) ja SOX17 (F) ekspressioon H9 embrüonaalsete kehade 

diferentseerumisel TCDD juuresolekul. hES rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või 
vastavas koguses DMSO-ga ning seejärel moodustati embrüonaalsed kehad, mida kasvatati koekultuuris 

TCDD või DMSO juuresolekul viis päeva. Joonisel on mRNA tasemed esitatud kordarvuna vastava 

töötlusega hES rakkude proovi suhtes. Tulemus põhineb kahel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05,  

#p < 0,05 vs hES rakud).    
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Lisa 4. TCDD toime AHR-i sihtmärkgeeni ekspressioonile varajasel neuraalsel 

diferentseerumisel 
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Joonis 29. CYP1A1 ekspressioon H9 hES rakkude varajasel neuraalsel diferentseerumisel TCDD 

juuresolekul. hES rakke töödeldi kolme ööpäeva jooksul 10 nM TCDD või vastavas koguses DMSO-

ga ning seejärel diferentseeriti neid DMSO või TCDD juuresolekul neuraalses (Neur) suunas seitse 

päeva. Joonisel on mRNA tasemed esitatud kordarvuna vastava töötlusega hES rakkude proovi suhtes. 

Tulemus põhineb kolmel iseseisval korduskatsel (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).  
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