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Pluripotentsusega seotud markervalkude ekspressioon inimese kolorektaalse
adenokartsinoomi Caco?2 rakkudes

Inimese kolorektaalse kasvaja rakkudes on eelnevalt kirjeldatud pluripotentsusega seotud
transkriptsioonifaktorite markervalkude ekspressiooni RNA tasemel kuid tihti pole tdpsemalt
vilja selgitatud spetsiifiliste transkripti vormide esinemist ja pole teada ka antud valkude
ekspressioon. Antud magistritoo raames Kirjeldati peamiste pluriotentsusega seotud
markervalkude ekspressiooni Caco2 rakkudes ning tuvastati nende muutused rakkude
diferentseerumisel buiiraadiga. Leiti, et Caco2 rakud ekspresseerivad OCT4B transkripti, kuid
butiiraadiga diferentseerumisel seda enam ei detekteeritud. OCT4B1 transkript tuvastati vaid
butiiraadiga mojutamise korral kuid selle tulemuse kinntamiseks on vaja teha rohkem
korduskatsid. OCT4A transkripti ja valku Caco2 rakkudes ei esinenud. Olenemata
butiiraadiga mdjutamisest esines Caco2 rakkudes NANOG?2 transkript ja NANOG2 valk, kuid
NANOG1 puudus. Selgus, et SSEA4 ekpressioon suureneb ja SOX2 ekpressioon viheneb
butiiraadiga mojutamise korral ning SSEA3 on ekspresseeritud vaid viga vihestes Caco2

rakkudes.

Mairksonad: tiivirakud, jdmesoolevéhk, pluripotentsus, diferentseerumine, butiiraat

B200 Tsiitoloogia, onkoloogia, kantseroloogia

Expression of pluripotency related markerproteins in human colorectal adenocarcinoma

Caco? cells.

The expression of pluripotency related transcriptionfactors has been perviously described in
Caco2 cells, albeit only at RNA level and there is lack of information about the expression of
specific transcripts and protein isoforms of these transcriptionfactors. In current study, the
expression of these main pluripotency markers was characterized in Caco?2 cells and the
changes in expression were noted after treatment of sodium butyrate. It was detected that
these cells express OCT4B transcipt, but only in case of no treatment with butyrate. The
opposite was detected for OCT4B1 transcript, but this needs further validation. Caco2 cells
did not express OCT4A transcript and OCT4A protein. Independent of treatment with
butyrate, NANOG2 transcript and NANOG?2 protein was detected in these cells, but
NANOG1 was not detected. Additonally, SSEA4 expression was increased and SOX2
expression decreased after treatment with butyrate. The percentage of cells expressing SSEA3

was very low.

Keywords: stem cells, colorectal cancer, pluripotency, diferentiation, butyrate
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KASUTATUD LUHENDID

+4 rakud- vaikeoleku tiivirakud ALP- aluseline fosfataas (alkaline phosphatase)
ALPI- soolestiku aluseline fosfataas (intestinal alkaline phosphatase)
CBCC- kriiptipdhja sammasrakud (crypt-base columnar cells)

CSC- kasvaja tiivirakud (cancer stem cells)

ES rakud- embriionaalsed tiivirakud

FACS- fluorestsents-aktiveeritud rakkude sorteerimine, fluorescences-activated cell sorting
FBS- veise loote seerum, fetal bovine serum

HAT- histooni atsetiiiiltransferaas (histone acetyltransferase)

HDAC- histooni deatsetiilaas (histone deacetylase)

hES rakud- inimese embriionaalsed tiivirakud

IF- immuunofluorestsents

NaB- naatriumbutiiraat

NANOG- NANOG homeobox

OCT4- POU class 5 homeobox 1

PA- paraformaldehiitid

PBS- fosfaat-puhverdatud soolalahus, phosphate buffered saline

RIPA- radioaktiivse immunopretsipitatsiooni meetodiga kasutatav puhver
-RT- revertaasi tootluseta

SCFA- liihikese ahelaga rasvhape (short-chain fatty acid)

SOX2- SRY-box 2

SSEA-1- stage-specific embryonic antigen-1

SSEA-3- stage-specific embryonic antigen-3

SSEA-4- stage-specific embryonic antigen-4



SISSEJUHATUS

Arenenud riikides on slidame- ja veresoonkonnahaiguste jirel levinuimaks
surmapohjuseks vihkkasvaja (Heron 2016). Pahaloomulistesse kasvajatesse haigestumine on
tousnud ning tdendoliselt kasvab see veelgi. Vihiteke on seotud erinevate faktoritega-
keskkonnas leiduvad kantserogeensed iihendid, elanikkonna vananemine, inimeste
ebatervislikud eluviisid aga ka geneetilised faktorid (Antonarakis and Krawczak 2002;
Stewart and Wild 2014). Jamesoolevdhk kuulub enim diagnoositavate vdhivormide hulka,
samuti on see koikidest surmajuhtumitest kopsuvéhi jérel teisel kohal (Ferlay et al. 2013;
Yoruker et al. 2016).

Vihiravis on iiheks peamiseks probleemiks kasvajate metastaseerumine, just sellised
kasvajad on peamiseks surmapohjuseks. Nii kaugele arenenud vihk ei allu ravile ning tihti
tekib resistentsus keemiravi suhtes (Guan 2015). Uha enam on hakatud aru saama, et
vihkkasvaja on heterogeenne rakkude kogum, kus muu hulgas eksisteerib viike kogus
tilvirakuliste omadustega vihirakke, mis suudavad paljunedes taasluua kogu véhkkasvaja.
Selliseid rakke on iseloomustatud ka jamesoolevihis ja just need rakud arvatakse olevat
peamisteks metastaseeruvateks vihirakkudeks. Metastaseerunud kasvajates on omakorda
leitud kasvajatiivirakke, mis ei allu keemiaravile (Dean et al. 2005; Vinogradov and Wei
2012). Sellest tulenevalt on oluline leida uusi ravi- ja diagnoosimeetodeid, mis oleksid

suunatud just véhitiivirakkude kahjutustamisele ja nende varajasele avastamisele.

Antud t66s iseloomustatakse peamisi pluripotentsusega seotud markervalke ning
kirjeldatakse nende  ekspresseerumist  jamesoolevdhis.  Peamiselt  keskendutakse
kasvajatiivirakkudele, nende esinemisele jamesoolevihis ning nendele omaste markervalkude
leidmisele. Kéesoleva magistritod eksperimentaalse 0sa peamiseks eesmérgiks oli vorrelda
pluripotentsusega seotud markervalkude ekspressiooni diferentseerumata ja diferentseerunud

jamesoolevihi rakuliinis Caco2.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Jimesoole ehitus
Normaalse jamesoole pind on sile, seal puuduvad soolehatud, mis peensooles on
olemas. Jamesoole proopias leidub kriipte, mis ulatuvad limaskesta lihaskihini (Joonis 1.).
Epiteelirakkudest on esindatud Kkarik-, &iris-, adriseta- ja endokriinrakud. Lihaskesta

moodustavad sisemine tsirkulaarne ja vdlimine pikikiht (Arend and Aunapuu 2012).

Proopia
> Kriiptid

> Submukoosa

>  Tsirkulaarnelihaskest

Pikilihaskest

~  Serooskest
-~

Joonis 1. Jamesoole seina ehitus. Normaalse jdmesoole sein koosneb limaskestast, submukoos

kihist, lihas- ja serooskihist. Erinevalt peensoolest jimesool soolehatte ei sisalda, seal on
kriiptid. Modifitseeritud, (Arend and Aunapuu 2012).

1.2 Jimesoolevibhi iillevaade
Naistel diagnoositakse enim rinnavihki, millele jargneb jdmesoolevdhk. Meeste seas
on levinuimaks kopsuvihk, millele jirgnevad eesnddrme- ja jamesoolevihk (Ferlay et al.
2014; Ghoncheh et al. 2016). Koikidest jdmesoole kasvajatest moodustavad
adenokartsinoomid 90% (Munro, S. K. Wickremesekera, et al. 2017), vdhem levinud
jamesoole kartsinoomide hulka kuuluvad neuroendokriini, lamerakuline, adeno-lamerakuline,

kéaavrakuline ja diferentseerumata kartsinoomid (Fleming et al. 2012).

Jamesoolevihk, mille lokalisatsioon piirdub soole seinaga (I-11 staadium), on paremini ravile
alluv, kui kasvaja, mis on sellest kaugemale levima hakanud ning moodustanud metastaase.
Metastaseerumise kéigus 1dbib kasvaja sooleseina ja levib liimfisoontesse ja —sdlmedesse ning
teistesse organitesse. Haigestumine jamesoolevahki touseb pérast 50.cluaastaid (Haggar and

Boushey 2009; Siegel et al. 2017). Jamesoolevihi tekkel on olulisteks faktoriteks inimese
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elustiil- iilekaalulisus, vale toitumine, suitsetamine, alkoholi liigtarvitamine, védhene
litkumine, aga ka moningad haigused nagu diabeet, lisaks ka geneetilised tegurid (Hagland
and Sereide 2015; Jemal et al. 2011; Kuipers et al. 2015; Stewart and Wild 2014).

1.3 Jimesoolevihi tekkemehhanismid

Jamesoolevdhk on pohjustatud muteerunud rakkude kontrollimatust kasvust soole
eriosades (Cooper 2000). Mutatsioonid rakkudes tekivad genoomi ebastabiilsusest-
kromosomaalne, mikrosatelliitne ja DNA metiilatsiooniga seotud ebastabiilsus. Neist kolmest
on levinuim genoomi ebastabiilsus, mis pohjustab muutuseid kromosoomide arvus ning
struktuuris. Krosomaalne ebastabiilsus voib viia supressorgeenide, nagu APC (WNT
signaling pathway regulator), P53 (tumor protein p53), SMAD4 (SMAD family member 4),
mis hoiavad dra maliigse fenotiiiibi teket, kadumiseni (Kinzler and Vogelstein 2002; Yan et
al. 2002). Mikrosatelliitse ebastabiilsuse puhul on inaktiveeritud geenid, mis vastutavad
valesti paardunud DNA aluste parandamise eest (Chen et al. 1997). Imetajatel on CpG
jarjestuses levinud piirimidiini viiendas positsioonis oleva tsiitosiini metiilatsioon. Vahitekke

protsessis on tiheldatud metiileerituse vahenemist (Weisenberger et al. 2006).

Tegemist on keemiaravi suhtes tugevalt resistentse vdhivormiga (Longley and Johnston
2005), mis annab tihti metastaase (Siegel et al. 2016). Inimestel, kel on krooniline jamesoole
pdletik (Coussens and Werb 2002; Erdogan et al. 2016), geneetiline eelsoodumus voi
ebatervislikud eluviisid, on kdrgem risk haigestuda jamesoolevéhki (Care 2017). Peamiselt on
pahaloomuline kasvaja saanud alguse jadmesoole limaskestale moodustunud healoomulistest
poliitipidest (Aran et al. 2016). Enamasti healoomulised poliiiibid maliigseks ei muutu, kuid
moned voivad kasvada suuremaks ja muutuda siiski halvaloomulisteks. Kui poliilip muutub
maliigseks, vOib see kasvada siigavamale jamesoole seina, kust voib litkuda ka teistesse

organitesse (Care 2017).

Jamesoolevdhk on iiks peamiseid kasvajatega seotud haigestumise ja surmajuhtude
pOhjustajaid (Jemal et al. 2011). Jamesoole vdhkkasvajatest eraldatud rakuliinid on oluliselt
aidanud moista selle kasvaja isedrasusi. Neid kasutatakse tihti prekliinilistes eksperimentides,
moistmaks jimesoolevdhi molekulaarseid ja rakulisi mehhanisme. Koekultuurid on olulised
vahendid avastamaks uusi vihivastaseid tihendeid, tuvastamaks tundlikust ravimitele ja nende
toksilisust. Teadustoddes on laialdaselt kasutatud ligikaudu 70 jamesoolevihi rakuliini
(Mouradov et al. 2014), iiks neist on Caco2, mida on kasutatud ka antud magistritoo
eksperimentaalses osas. Teiseks laialdaselt levinud jamesoolevahi mudeliks on HT29 rakuliin,
mis on samuti jimesoole adenokartsinoom. Antud rakuliini kasutatakse lisaks jamesoolevihi
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mudelina ka toitainete ja ravimite imendumise tuvastamisel, soolestiku immunvastuse
uurimisel bakteriaalse infektsiooni korral, mikroorganismide elulemuse, adhesiooni vdi
invasiooni tuvastamisel. Sarnaselt Caco2 rakkudele, meenutab diferentseerunud HT29
rakkude fenotiilip peensoole enterotsiilite (Martinez-Maqueda et al. 2015). Peamiseks
erinevuseks Caco2 ja HT29 rakuliinide vahel seisneb selles, et viimastes on suurenenud

mutsiinide ekspressioon (Huet et al. 1987).

Jamesoole ja peensoole kriiptides arvatakse olevat kahte tliipi tiivirakke: aktiivselt
paljunevad kriiptipShja sammasrakud (CBCC) (Barker et al. 2007; Cheng and Leblond 1974)
ja vaikeoleku tiivirakud (+4 rakud) (van der Flier and Clevers 2009; Mezoff and Shroyer
2015). Aktiivsed epiteliaalsed tiivirakud paiknevad peensoole ja jimesoole kriipti pohjas, kuid
peensoole kriipti pdhjas on need vaheldumisi Panethi rakkudega (Joonis 2.).
Diferentseerumine toimub kriipti pohjast liikudest 1dbi transitoorselt paljunevate rakkude
(transit-amplifying)- piirkonna ning tekivad tdielikult diferentseerunud rakud (Potten et al.
1997). Peensoole kriipti pohjas paiknevad sellele iseloomulikud Panethi rakud, mis
diferentseerumise protsessi labi ei tee ning osalevad kriipti steriilsena hoidmises (Ouellette et
al. 2000). Panethi rakud on iiks viiest rakutiiiibist, milleks peensoole epiteliaalsed tiivirakud
voivad diferentseeruda. Teisteks tiitipideks on absorbeerivad enterotsiiiidid, hormoone
sekreteerivad endokriin rakud, lima tootvad karikrakud ja M rakud, mis on seotud antigeenide
transpordiga (Wright and Alison 1984).

Absorbeerivad enterotsiitidid
Enteroendokriin rakud

Eellasrakud

+4 Rakud

CBCC

Panethi rakud

Lima tootvad karikrakud
Miiofibroblastid
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Joonis 2. Jamesoole kriipti ning peensoole kriipti ja hatu ehitus. Peensooles leiduvad lisaks
kriiptidele ka hatud, mis jdmesooles puuduvad. Erinevalt jimesoolest, leidub peensooles
Panethi rakke. Nii peen- kui jdmesools leidub +4 rakke ja CBCC-d. (Modifitseeritud,
Medema & Vermeulen, 2011).

Caco? rakuliin on eraldatud inimese jamesoolevéhist, kuid diferentseerumise kaigus
omandavad need rakud peensooles leiduvate enterotsiiiitidele sarnaneva fenotiiiibi (Meunier et
al. 1995). Uheks viisiks eristada diferentseerunud Caco2 rakke, mis sarnanevad
enterotsiiiitidele, ja diferentseerumata rakke, on kasutada markerina iildist aluselist fosfataasi
(ALP, alkaline phosphatase), mis on ekspresseeritud Caco2 rakkude diferentseerumise
alguses, kuid hilisemas, enterotsiiiitidele omase diferentseerumise kéigus langeb (Engle et al.
1998) voi vaadelda soolestiku ALP (ALPi, intestinal alkaline phosphatase) ekspressiooni,
mille ekspressioon diferentseerumise kdigus tduseb (Dzierzewicz et al. 2002; Engle et al.
1998) (Yang et al. 2013).

Caco2 rakuliini puhul on tegemist heterogeensete jamesoolevihi epiteelirakkudega,
mis on eraldatud jamesoole adenokartsinoomist. Neid rakke kasutatakse in vitro
soolestikurakkude uurimiseks ja diferentseerimiseks. Diferentseerunud Caco2 rakke
kasutatakse laialdaselt ka tuvastamaks kandidaatravimite absorptsiooni. Antud rakuliini on
voimalik diferentseerida rakkudeks, mille struktuur ja funktsioon sarnanevad peensoole
epiteelirakkudega. Lisaks absorptsioonimudelina, kasutatakse neid ka ravimite metabolismi
mudelina (van Breemen and Li 2005; Lea 2015; Rao, A.L., Sankar 2009).

Uldiselt peetakse rohkem diferentseerunud vihirakke mitte nii agressiivseks kui
vihem diferentseerunud kasvajarakke (Blenkinsopp et al. 1981; Smith 2010). Arvatakse, et
vahirakkude populatsioonis esinevad nd véhitiivirakud, mis suudavad taastoota kogu
viahkkasvaja heterogeense kogumi (Munro, S. K. Wickremesekera, et al. 2017). Moistes
molekulaarseid mehhanisme, mis kontrollivad vihitiivirakkude diferentseerumise protsessi,

voimaldaks see vilja tootada uusi ning paremaid ravimeid (Clarke and Fuller 2006).

Caco?2 rakkude diferentseerimiseks kasutatakse erinevaid viise. Uheks vdimaluseks on
rakkude spontaanne diferentseerumine, mis toimub rakkude konfulentsuse saavutamisel.
Samuti on voimalik diferentseerimiseks kasvatada CaCo2 rakke koekultuuris kasutatavatel
membraanidel, mis vdivad olla valmistatud poliikarbonaadist, poliiestrist voi poliietiileenist.

(Lea 2015) (Ferruzza et al. 2012). Lisaks on vdimalik Caco2 rakke diferentseerida kasutades
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naatriumbutiiraati (NaB). Kasvatades Caco2 rakke 50% konfulentsuseni, vahetades
rakusoddet iga kahe pdeva jdrel, saavutati kdrgem rakkude proliferatsiooni potentsiaal. Kui
rakkudel lasti kasvada konfulentseks ning toimus diferentseerumine, formeeriti
homogeensemaid rakkude kogumeid kui eelnevalt tihedamalt kasvatatud Caco2 kultuuris
(Natoli et al. 2012).

Butiiraat on lithikese ahelaga rasvhape (SCFA, short-chain fatty acid), mida siinteestitakse
jamesoole normaalse mikrofloora bakterirakkude poolt toidust saadavatest Kkiudainetest
(Orchel et al. 2005). SCFA-d absorbeerivad tavaliselt kolonotsiiiidid ja kasutatakse lokaalselt
limaskesta rakkude poolt energia saamiseks (Donohoe et al. 2012; Peng et al. 2007). Butiiraat
stimuleerib normaalsete jaimesoolerakkude proliferatsiooni ning inhibeerib apoptoosi, kuid
seevastu véhirakkudes inhibeeritakse proliferatsiooni ja soodustatakse diferentseerumist
(Donohoe et al. 2012; Dzierzewicz et al. 2002). Vastus butiiraadiga tootlemisele sdltub
rakkude diferentseeritusest.  Diferentseerumise kéigus on tdheldatud butliraadi mdju
vihenemist, mis tuleneb tdendoliselt sellest, et diferentseerunud rakud kasutavad butiiraadi dra

energia tootmiseks (Mariadason et al. 2001).

Butiiraadi metaboliseerimise kéigus tekib atsetiiiil-CoA, mis on oluline kofaktor
histoonide atsetiiiiltransferaasidele =~ (HAT), mis reguleerivad  geeniekspressiooni
epigeneetiliselt. Kromosomaalsed {imberkorraldused, mis pohjustavad kdrvalekaldeid HAT
to0s on niiteks iiheks enam levinud leukeemia tekkepdhjuseks. Kasvajarakkudes esinevad
tihti  korvalekalded histoonide atsetiileerituses ja teistes epigenoomsetes markerites, mille
tulemusena muutub geeniekspressiooni muster ja genoomi stabiilsus. Lisaks sellele, et
normaalsetele kolonotsiiiitidele on butiiraat peamine energiaallikas, kiditub see ka kui
histoonide deatsetiilaaside (HDAC) inhibiitor. Arvatakse, et pohjus, miks butiiraat inhibeerib
véihirakkude kasvu seiseb selles, et tegemist on HDAC inhibiitoriga, mis muudab mitmete
geenide ekspressiooni, sealhulgas geenide, mille funktsioon on seotud proliferatsiooni,
apoptoosi ja diferentseerumisega. Butiiraat soodustab normaalsete kolonotsiiiitide
proliferatsiooni, kuna seda kasutatakse oksilidatiivse energiaallikana. Samal ajal
inhibeerititakse ~ véhirakkudes  proliferatsiooni, kuna butiiraati metaboliseeritakse
nendesrakkudes madalal tasemel ja nii kditub butiiraat kui epigeneetiline faktor, mis liigub
rakutuuma ja inhibeerib HDAC-d (Donohoe et al. 2012).

Histoonide atsetiileerimine ja deatsetiileerimine omab tdhtsat rolli transkriptsiooni
regulatsioonis (Mai et al. 2005). Histoonide atsetiileerituse taset mddravad HDAC-d ja HAT-
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d. Atsetiileeritus voimaldab transkriptsiooni aktivatsiooni ning HDAC-d vdivad kéituda kui
transkriptsiooni  repressorid (Gui et al. 2004). HDACi mdjutavad transkriptsiooni
indutseerides histoonide, traskriptsioonifaktorite ja teiste valkude, mis reguleerivad

transkriptsiooni, atsetiilatsiooni (Glozak et al. 2005; Marks and Dokmanovic 2005).

HDACI toimivaid aineid on mitmeid, neist osa kasutatakse ka kliinilistes uuringutes
(Marks and Dokmanovic 2005; Rosato and Grant 2004). Uheks Kkliinilistes uuringutes
kasutuses olevaks HDACI-ks on vorinostat, mida kasutatakse vahiravis, peamiselt T-rakulise
limfoomi puhul (Duvic and Zhang 2006). Lisaks on kasutatud ka butiiraati erinevate
haigustega seotud kliinilistes uuringutes (Canani et al. 2011; Cushing et al. 2015). Naiteks on

kasutatud arginiinbutiiraati leukeemia esimese faasi kliinilises uuringus (Perrine et al. 2007).

Tiivirakud on rakud, millel on potentsiaal piiramatult v3i pikaaegselt end taas toota,
samuti annavad alguse vdhemalt ihele diferentseerunud rakule (Weissman 2000).
Pluripotentsed  tiivirakud  tuvastati esmalt embriionaalse  kartsinoomi  rakkudes
teratokartsinoomis, mis sisaldab lisaks vahirakkudele ka mitmeid somaatilisi rakke
(Damjanov and Solter 1974; Friedman and Moore 1946; Stevens 1967a, 1967b). Arvatakse, et
taiskasvanu tiivirakke ehk somaatilisi tiivirakke leidub vdhe. Tegemist on rakkudega, mis on
vaikeolekus ning millel on piiratud enda taastootmise ja diferentseerumise voime. Need rakud
vastutavad kindlas organis surnud rakkude asendamise eest (Chagastelles and Nardi 2011).
Esinevad erinevad somaatiliste tlivirakkude tiitibid. Paremini on iseloomustatud
hematopoeetilisi, epiteliaalseid, lihase ja neuraalseid somaatilisi tiivirakke (Alison and Islam
2009). Embriionaalsete tiivirakkude (ES rakud) roll embriionaalses arengus avastati esmalt
hiires (Brinster 1974). ES rakud on pluripotentsed, voimelised diferentseeruma erinevateks
rakutiiiipideks ja sdilitama sobilikes koekultuuri tingimustes diferentseerumata profiili pika
aja jooksul (Chagastelles and Nardi 2011; Evans and Kaufman 1981) ES rakke on vdimalik
saada blastotsiisti rakusisesest massist (ICM) (Evans and Kaufman 1981; Martin 1981).
Peamised ES rakkude pluripotentsuse regulaatorid on OCT4, SOX2 ja NANOG (Boyer et al.
2005).

ES ja véhirakkude tihiste omaduste hulka kuuluvad kiire proliferatsioon, sarnane
metabolism ja vihene diferentseerituse aste (Solter and Solter 2006). On leitud, et
vihkkasvajad sisaldavad rakke, millel on enda taastootmise ja osaliselt diferentseerumise

voimekus. Sellistel rakkudel on sarnased omadused tdiskasvanu tuvirakkudele, millest need
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toendoliselt ka tekkinud on. Selliseid rakke nimetatakse kasvaja tiivirakkudeks (CSC) (Kreso
and Dick 2014; Lobo et al. 2007; O’Connor et al. 2014).

Kasvajatiivirakke (CSC) peetakse vihki initsieerivateks rakkudeks ning arvatakse, et
need vastutavad kasvajate moodustumise, resistentsuse, invasiivse kasvu, metastaseerumise ja
véhi taastekke eest (L Ricci-Vitiani et al. 2009; Taniguchi et al. 2016; Wahab et al. 2017).
Sarnaselt normaalsetele tiivirakkudele, on CSC-l eneseuuenemise ja heterogeensete
rakupopulatsioonide tekitamise voime (Guo et al. 2006). Need rakud jagunevad
astimmeetriliselt, andes diferentseerunud kasvajaraku ja identse tiitarraku, neil on
ebanormaalne kasv ja aeglane rakutsiikli kulg, mis muudab need resistentseks
ravimeetoditele, mille sihtmérgiks on Kiiresti paljunevad rakud (Kreso and Dick 2014; L
Ricci-Vitiani et al. 2009).

Arvatakse, et vdhi kasvu juhivad CSC, millel vdivad olla osaliselt ka ES rakkude
omadused (Kreso and Dick 2014) (Zheng et al. 2013) (Shimokawa et al. 2017). CSC-I puudub
kontroll replikatsiooni ja diferentseerumise iile, mis viib véhi tekkeni (Humphries and Wright
2008; Lucia Ricci-Vitiani et al. 2009).

CSC tekkimise viiside kohta on mitmeid hiipoteese- need vdivad périneda
normaalsetest tiivirakkudest voi eellasrakkudest voi hoopiski toimub dediferentseerumine
somaatilistest rakkudest (Guo et al. 2006; Kreso and Dick 2014; Munro et al. 2017; L Ricci-
Vitiani et al. 2009; Taniguchi et al. 2016).

Konventsionaalsed ravimeetodid hdvitavad kasvaja kiill osaliselt, kuid vdivad see 1ibi
muuta haiguse agressiivsemaks (Islam et al. 2015). Peamised kasutusel olevad meetodid
hévitavad diferentseerunumad véhirakud, kuid mitte kasvajatiivirakke (Joonis 3.) (Vermeulen
et al. 2012). Muutmaks ravi efektiivsemaks oleks vaja luua kombineeritud ravimeetodeid, mis
votaks sihikule ka CSC (Dragu et al. 2015).
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Joonis 3. Kasvaja tiivirakud vahiravi sihtmargina. Metastaasi tivirakud véivad anda siirdeid
teistesse organitesse ning moodustada uue kasvaja. Kasutades vihitiivirakkude spetsiifilist
ravi, voimaldaks see hdvitada ka sellised rakupopulatsioone. Teiste kasvajarakkude
likvideerimises voib osaleda immuunsiisteem voi kasutatakse keemia- voi kiiritusravi.
Tavameetodid ei hdvita koiki vahitiivirakke, kuna neil on resistentsus mehhanismid, mis on
seotud nende vaikeoleku staadiumiga. Kasvajatiivirakkude spetsiifiline ravi ja
konventsionaalsed teraapiad kombineerituna véiksid hdvitada tdielikult kogu kasvaja.

(Modifitseeritud, Wahab et al., 2017).

Praegusel hetkel diagnoositakse ja klassifitseeritakse kasvajaid peamiselt tuginedes
kogu kasvaja patoloogilisele iseloomustusele. Kasvajad voivad histoloogiliselt olla sarnased,
kuid nende CSC vdivad périneda erinevatest tiivirakkude voi eellasrakkude populatsioonidest.
Erinevused CSC tasandil on vdga olulised diagnoosimise ja ravi seisukohalt (Castor et al.

2005; Taylor et al. 2005).

On leitud, et moningad normaalsete tiivirakkude markerid oleksid sobilikud ka
vihitiivirakkude identifitseerimiseks (Wahab et al. 2017). Uheks mitmetes to6des kasutatud
markeriks on CD133 (Schmohl and Vallera 2016; Wu and Wu 2009; Yu et al. 2011).
Vihkkasvajast eraldatud CD133" rakud on vdimelised formeerima hiires kasvajaid, siilitades
diferentseerumata profiili ja muutudes agressiivsemaks (Ricci-Vitiani et al. 2007). Lisaks
CD133 on uuritud ka teisi tliviraku markereid, nagu OCT4, NANOG ja SOX2. Tegemist on
geenidega, mis omavad dominantset rolli pluripotentsuse reguleerimises (Hadjimichael et al.
2015; Takahashi and Yamanaka 2006).
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OCT4, SOX2 ja NANOG on kolm geeni, millel on oluline roll pluripotentsuse
reguleerimises embriionaalsetes tiivirakkudes (Hadjimichael et al. 2015; Takahashi and
Yamanaka 2006). Tegemist on transkriptsioonifaktoritega, mis teostavad enda ekspressiooni

autoregulatsiooni seostudes muu hulgas ka iseenda promootor aladele (Boyer et al. 2005).

POUSF1 (OCT4, POU class 5 homeobox 1) kuulub POU geenide perekonda. On teada
OCT4 oluline roll embriionaalsete tiivirakkude (ES) ja embriionaalse kartsinoomirakkude
eneseuuenemises ja pluripotentsuse vorgustikes, samuti on tegemist olulise faktoriga varases
arengus (Campbell et al. 2007, Matin et al. 2004; Scholer et al. 1990). OCT4/Oct4
ekspressiooni mahasurumisel nii inimese kui hiire ES rakkudes viaheneb nende pluripotentsus
ning hakkab toimuma diferentseerumine (Matin et al. 2004; Nichols et al. 1998). Inimese
OCT4 geen paikneb kromosoomil 6p21.3 (Guillaudeux et al. 1993; Krishnan et al. 1995).
Praeguseks on teada mitmeid erinevaid OCT4 transkripte- OCT4A, OCT4B (Takeda, Seino,
and Bell 1992) ja OCT4BL1 (Atlasi et al. 2008; Wang and Dai 2010), OCT4B2 (Poursani et al.
2017), OCT4B3 (Poursani et al. 2017), OCT4B4 (E.M. Poursani et al. 2017), milledest on
voimalik saada omakorda mitmeid valguisovorme, kuid koikide puhul pole valgu olemasolu
veel toestatud.

Praegu on tdestatud vdhemalt viie erineva valgu isovormi olemasolu: OCT4A, OCT4B-265,
OCT4-190, OCT4B-164 ja OCT4B1 (Atlasi et al. 2008; Lee et al. 2006; Wang and Dai 2010).
Varasemad t66d on ndidanud, et OCT4A isovorm esineb ES rakkudes ja embriionaalse
kartsinoomi rakkudes (Hay et al. 2004; Matin et al. 2004; Zaehres et al. 2005) ning OCT4B
isovormid on detekteeritud mitte-pluripotentsetes rakkudes (Atlasi et al. 2008). OCT4A
seostatakse pluripotentsuse siilitamisega (Nichols et al. 1998; Niwa et al. 2000) ning OCT4B
peetakse rakustressile vastajaks (Cauffman et al. 2006, 2005; Lee et al. 2006). Lisaks on
leitud OCT4B1 vorm, mida on tuvastatud peamiselt inimese ES rakkudes, mille ekspressioon
diferentseerumise kaigus viheneb (Atlasi et al. 2008). OCT4A ja OCT4B isovormil on
identne POU DNA-ga seostuv ja C-terminaalne transaktivatsiooni doméin, kuid erinevused
on N-terminuses. OCT4A trankript koosneb eksonitest 1, 2b, 2d, 3 ja 4. OCT4B transkript on
lithenenud, sel puudub ekson 1 ja lisaks on ekson 2a. OCT4B1 on viga sarnane OCT4B-le,
kuid sel on lisaks ekson 2c¢ (Joonis 4.) (Atlasi et al. 2008; Wang and Dai 2010).

OCT4A valk on lokaliseeritud rakutuumas ja kditub seal kui transkriptsioonifaktor, kuid on
nédidatud, et OCT4B paikneb peamiselt hoopis tsiitoplasmas (Cauffman et al. 2006).
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Joonis 4. Inimese OCT4 geeni transkriptid ja valguisovormid. A. Valgete kastidena on
kujutatud regioonid, mis on omased koikidele transkriptidele voi valgu isovormidele.
Tumedates kastides on kujutatud spetsiifilised piirkonnad (Modifitseeritud; Asadi et al., 2011;
X. Wang & Dai, 2010) B. OCT4B2 ja OCT4B3 eksonite skeemid (Ensien M. Poursani,
Mehravar, Mohammad Soltani, et al. 2017). C. OCT4B4 eksoni skeem (E.M. Poursani et al.
2017).

Kuigi OCT4 puhul on tegemist olulise tiivirakuspetsiifilise markeriga, on selle ekspressiooni

tuvastatud ka mitmetes somaatilistes rakkudes, vahi rakuliinides ning primaarsetes kasvajates.
Arvatakse, et vdhemalt osades somaatilistes rakkudes on OCT4 ekspresseerivad rakud
tdiskasvanu tiivirakud ning vahis markeerib OCT4 eelkoige kasvaja tiivirakke (Lengner et al.
2007; Tai et al. 2005).

On leitud, et OCT4 ekspressioon soodustab vihi taasteket ning viitab halvale prognoosile
(Gazouli et al. 2012). OCT4 ekspressiooni jamesoolevihis on tuvastatud rakkudes, mis
labivad  epiteliaal-mesenhiimaal  transitsiooni mis on  vOtmesiindmuseks  vihi
progresseerumisel ja metastaseerumisel (Dai et al. 2013). OCT4 ekspressiooni uurimisel
jamesoolevihis on tuvastatud OCT4B ja OCT4B1, kuid mitte OCT4A. Samuti on leitud, et
vahi progresseerumisel OCT4 ekspressioon kasvab (Gazouli et al. 2012).
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Lisaks OCT4-le esineb veel teisigi transkriptsioonifaktoreid, NANOG ja SOX2, mis koos
toimides on pluripotentsuse séilitajaks (Hadjimichael et al. 2015; Takahashi and Yamanaka
2006). On teada, et OCT4 reguleerib kompleksis SOX2-ga NANOG ekspressiooni
(Hadjimichael et al. 2015; Pan and Thomson 2007). See viitab sellele, et peamised
pluripotentsusega seotud faktorid tdéotavad alati pigem koos kui iseseisvalt, kontrollimaks nii

sihtméark geenide Kui ka tiksteise ekspressiooni (Joonis 5.) (Pan and Thomson 2007).

Enda

¥ e i S SR L —»  taastootmine ja
pluripotentsus
~m—- i Nanog » Nam

Q0000

Joonis 5. Peamiste pluripotentsust séilitavate transkriptsioonifaktorite regulatoorne vorgustik.
Regulaatorid nagu OCT4, NANOG, SOX2 ja FoxD3 seostuvad iiksteise promootoritega ja
reguleerivad iiksteise ekspressiooni. Moodustub autoregulatoorne vorgustik sdilitamaks
embriionaalsete tiivirakkude pluripotentsus ja enda taastootmise voime. Nooled nditavad
positiivset regulatsiooni ning katkendlikud nooled, mis on seotud OCT4-ga tdhistavad
negatiivset regulatsiooni (Modifitseeritud; Pan and Thomson 2007).

1.7.2 NANOG
Nagu OCT4, mojutab ka NANOG pluripotentsust 1dbi transkriptsioonilise kontrolli.
Tegemist on kiill pluripotentsuse saavutamisel olulise faktoriga, kuid arvatakse, et NANOG ei

ole otseselt vajalik pluripotentsuse séilitamiseks (Hadjimichael et al. 2015; Takahashi and

Yamanaka 2006). NANOG ekspressiooni regulatsioonis osalevad OCT4 ja SOX2 ning need
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kolm transkriptsioonifaktorit koos kontrollivad pluripotentsusega seotud geenide
ekspressiooni (Hadjimichael et al. 2015; Pan and Thomson 2007; Wang et al. 2006).

Hiires omab Nanog téhtsat rolli pluripotentse ICM (rakusisene mass, inner cell mass)
rakustaatuse regulatsioonil embriionaalse arengu kédigus, sdilitab epiblasti pluripotentsust ja
hoiab &dra diferentseerumist primitiivseks endodermiks. Hiire arengu kédigus on Nanog
ekspressiooni voimalik esmalt detekteerida moorula sisemistes rakkudes, see jarel piirneb
ekspressioon ICM-ga ja kaob trofoektodermis blastotsiisti staadiumis. Hilisemas blastotsiisti
staadiumis piirdub Nanog ekspressioon epiplastiga, lisaks ka primitiivse endodermiga. Pérast
implantatsiooni reguleeritakse Nanog ekspressioon maha, kuid seda voib siiski detekteerida
genitaalvalli idurakkudes E11.5 embriios (Chambers et al. 2003).

NANOG on ekspresseeritud ES rakkudes, tuletatud ES rakkudes ja arenevates idurakkudes
(Silva et al. 2009).

Nanog valgul eristatakse N-terminaalset doméaani, homeodomaéini ja C-terminaalseid
doméidne. On niidatud, et vaid C-terminaalsed doméinid omavad transkriptsioonilist
aktiivsust (Oh et al. 2005).

NANOG-I esineb kiimme protsessitud pseudogeeni: NANOGP2 kuni NANOGP11 ning
NANOGP1 on tandem duplikaat (Booth and Holland 2004). NANOGP8 ekspressioon on
tuvastatud mitmetes véhitiitipides nagu rinnavéhk (Zhang et al. 2006) ja eesnddrmevahk (Jeter
et al. 2009, 2011), aga ka jamesoolevihk (Ishiguro et al. 2012; Jeter et al. 2009; Meng et al.
2010).

Korge NANOG ekspressioon on munasarja-, jamesoole- ja rinnavédhis seotud halva
prognoosiga (Lee et al. 2012; Meng et al. 2010; Nagata et al. 2014). On niidatud, et
jamesoolevdhis moodustavad NANOG ekspresseerivad véhitiivirakud umbes 2% kogu
véhirakkude hulgast (Ibrahim et al. 2012). Valgutasemel on ndidatud kolme isovormi
ekspressiooni NANOG, NANOG2 ja NANOGP8 (Ambady et al. 2011; Eberle et al. 2010).

SOX2 kuulub SOX (SRY-Related HMG box) geenide perekonda (Bani-Yaghoub et al.
2006). SOX2 on pluripotentsusega seotud transkriptsiooni faktor, mis on oluline
embriiogeneesis (Yuan et al. 1995) ja hilisemas arengus, kuid SOX2 ekspressioon voib olla ka
seotud vihkkasvajate tekkega (Wuebben and Rizzino 2017). Viimasel kiimnendil on néidatud,
et SOX2 ekspresseeritakse vihemalt 25 erinevas kasvajas, kus see pdhjustab kasvaja kasvu,
ravimresistentsust ja metastaase (Wuebben and Rizzino 2017). Hiire embriionaalse arengu
puhul on niidatud, et Sox2 ekspressiooni blokeerimimine pdhjustab hiire embriiote

hukkumist, hiire embriionaalsetes tiivirakkudes on aga héiritud enese-uuendamine ja Sox2
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ekspressiooni puudumisel indutseeritakse diferentseerumist (Avilion et al. 2003; Chew et al.
2005).

SOX2 ekspressiooni on ndidatud nii RNA kui valgu tasemel paljudes vihkkasvajates,
kusjuures ekspressioon suureneb vidhi progresseerumisel (Alonso et al. 2011). Kuid
moningate véhitiilipide puhul on tdheldatud moningates toddes vastupidist efekti, niiteks
maoviéhi- ja lamerakulises kopsuvdhi puhul on tdheldatud, et haiguse progresseerumisel
SOX2 ekspressioon langeb (Chen et al. 2016; Lu et al. 2010; Wilbertz et al. 2011; Zhang et
al. 2010). Lisaks kasvajatele ekspresseeritakse SOX2 ka kasvaja tiivirakkudes (Wuebben and
Rizzino 2017).

Vorreldes normaalset jadmesoolt, diisplastilisi poliilipe ning adenokartsinoome, on niidatud
korrelatsiooni SOX2 ekspressiooni ja jamesoomevéhi vahel (Talebi, Kianersi, and Beiraghdar
2015). SOX2 ekspressiooni tase korreleerub vihirakkude metastaseerumise ja
limfisdlmedesse infiltreerumisega (Neumann et al. 2011). Samal ajal on teada, et SOX2
reguleerib OCT4 ekspressiooni ning pluripotentsuse saavutamisel on oluline nende
transkriptsioonifaktorite koos toimimine (Avery et al. 2006; Hadjimichael et al. 2015).

Sox2 ekspresseeritakse nii ICM-s kui trofoektodermis, kuid on hiljem on vaid ICM-s
(Avilion et al. 2003; Lorthongpanich et al. 2008). Siigoodis pdadib Sox2 deletsioon varase
embriio hukkumisega, kuna ei suudeta moodustada pluripotentset epiblasti (Avilion et al.
2003).

Sox2 efekt ES rakkudes ense-uuenemisele ja diferentseerumisele on ekspressiooni
tasemest soltuv (Kopp et al. 2008), viidates asjaolule, et eksisteerivad veel teised faktorid, mis
pluripotentsuse regulatsioonis osalevad. Nendeks peamisteks lisafaktoriteks arvatakse olevat
Oct4 ja Nanog.

Sox2 geeni mutatsioone on tuvastatud erinevates arenguhdiretes ja véhis. On leitud, et
SOX2 kaitub kui onkogeen monedes epiteeliaalsetes kasvajates. Naiteks on SOX2 lookus
amplifitseeritud inimese lamerakulises kopsu kartsinoomis, s6dgitorus ja viikeserakulises
kopsukasvajas (Bass et al. 2009; Rudin et al. 2012). SOX2 iileekspressioon hiire kopsudes
pohjustab rakkude hiiperproliferatsiooni (Tompkins et al. 2009) ja mdnel juhul otseselt
adenokartsinoomide teket (Lu et al. 2010), kuigi inimese kopsu adenokartsinoomides pole
seda tdheldatud. SOX2 knock-down inimese rakuliinides, mis parinevad lamerakulisest
kartsinoomist ja vdikerakulisest kopsuvéhist, on rakkude kasvukiirus viahenenud (Bass et al.
2009).
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Pluripotentsete tiivirakkude iseloomustamiseks ja markeerimiseks on kasutatud lisaks
transkriptsioonifaktoritele ka spetsiifilisi raku pinnal asuvaid markervalke: SSEA-1 (stage-
specific embryonic antigen-1), SSEA-3 ja SSEA-4 (Fenderson et al. 2006). SSEA-1
ekspresseeritakse hiire ES rakkude ja embriionaalse kartsinoomi rakkude pinnal, kuid inimese
ES rakkudel ekspressioon puudub (Solter and Knowles 1978). Diferentseerumata inimese ES
rakkudes ekspresseeritakse SSEA-3/-4, kuid diferentseerumise kédigus nende ekspressioon
viahendeb ning indutseeritakse SSEA-1 ekpressiooni (Henderson et al. 2002; R. Kannagi et al.
1983; Shevinsky et al. 1982).

SSEA-3 ja SSEA-4 on struktuurilt sarnased- neil on sama gliikolipiid, kuid SSEA-4 on

lisaks terminaalne siaalhappe motiiv (R Kannagi et al. 1983). SSEA-de ekspressiooni on
tuvastatud nii hiire (Evans and Kaufman 1981; Solter and Knowles 1978; Takahashi and
Yamanaka 2006) kui inimese (Takahashi et al. 2007; Thomson 1998) pluripotentsete
titvirakkude pinnal, varase embriio rakusiseses massis (ICM), embriionaalsetes tiivirakkudes
ja indutseeritud pluripotentsetes (iPS) tiivirakkudes (Suzuki et al. 2013).
SSEA-1 ckspressiooni on ndidatud inimese glioblastoomis (Son et al. 2009), kus see on
seotud halva prognoosiga (Kannagi 1997). Munasarjavéhis on néidatud, et langenud SSEA-4
ekspressioon viitab halvale prognoosile (Ye et al. 2010). SSEA-3 ekspressiooni erinevates
vahitlitipides on uuritud vihe, kuid on leitud, et 77,5% rinnavéhi kliinilisest materjalist on
SSEA-3 positiivne (Chang et al. 2008).

Inimese jamesoole epiteelirakkudes on samuti tuvastatud SSEA-3 ekspressioon (Chang et
al. 2008), viidates sellele, et jamesoolevahi kude sisaldadab samuti SSEA-3 ekspresseerivaid
rakke. Toendoliselt on sellisteks rakkudeks jaimesoolevihis leiduvad kasvajatiivirakud (Suzuki
et al. 2013). SSEA-4 ekspressiooni on ndidatud ka jamesoolevéhi rakuliinides (Lou et al.
2014).

Aluseline fosfataas (ALP) on vidga laialdaselt ekspresseeritud membraanseotud
gliikkoproteiin (McComb et al. 1979; Tsai et al. 2000), mis kataliiiisib fosfaatmonoestrite
hiidroliitisi (Weiss et al. 1986). ALP on jagatud neljaks isosiiiimiks (Joonis 6), soltuvalt
sellest, millises koes seda ekspresseeritakse. Isovormideks on soolestiku ALP (ALPI),
platsenta ALP, idurakkude ALP ja iildine voi maksa/luu/neeru ALP (Slighrand 1984).
Platsentaalne isovorm on termostabiilne ensiitim, mida leidub korgetes kontsentratsioonides
platsentas, kuid viahesel mééaral ka vereseerumis (Vergote et al. 1992). Platsenta vormi voivad

re-ekspresseerida ka vahirakud (Fishman et al. 1968). Idurakkude ALP isovorm on samuti
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termostabiilne ning seda leidub véhestes kogustes idurakkudes (Tsai et al. 2000),
embriionaalsetes ja monedes kasvaja kudedes (Hofmann et al. 1989; Millan and Manes 1988).
Uldist ALP-i ekspresseeritakse erinevates kudedes, enim maksa-, skeleti- ja neerukoes, aga
leidub moningal mdiéral ka nditeks soolestikus (Harris 1986). ALPi paikneb inimese 2.
kromosoomi pikal 6lal. Antud isovormi leidub rohkesti soolestikus (Komoda and Sakagishi
1978), kusjuures on teada erinevused loote ja tdiskasvanu ALPi vormide vahel. Kuna
erinevused esinevad, siis arvatakse, et arengu kdigus vodidakse erinevatel ajahetkedel
ekspresseerida erinevaid ALPi vorme. Embriionaalse ALPi geeni voidakse re-ekspresseerida
ka vahirakkudes (Higashino et al. 1990).

Platsenta ALP
ldine ALP Platsentaalne ALP

Soolestiku ALP

Esialgne ALP geen

Joonis 6. Aluselise fosfataasi pohilised isovormid. Inimesel esineb neli olulisemat aluselise
fosfataasi (ALP) isovormi, milleks on platsenta ALP, platsentalaadne véi idutee rakkude ALP,
soolestiku ALP ja maksa-luu-neeru ehk ildine ALP. (Modifitseeritud; Sharma, Pal, and
Prasad 2014).

Maksa ja luu ALP aktiivsust analiiiisitakse rutiinselt vereanaliiiiside kdigus (Epstein et al.
1986) ning suurenenud aktiivsus voib viidata luu, maksa ja teiste haiguste olemasolule,
sapijuhade ummistusele, vitamiin D puudusele, kahjustunud maksarakkudele jm (Rodan and
Rodan 1984). Platsenta ALP hulk suureneb niiteks idurakkude kasvajate korral testises
(Lange et al. 1982). Vihenenud ALP tase on seotud nditeks erinevate aneemia vormidega,
akondroplaasia, kreatinismi, miiologeense leukeemiaga (Schiele et al. 1998).

ALP-del on erinevad rollid rakuliste protsesside reguleerimisel- valkude
fosfortileerimine, raku kasv, apoptoos ja rakkude migratsioon embriionaalse arengu kdigus
(Tsai et al. 2000). ALP-de ekspressiooni on seostatud ka erinevate vihkkasvajatega. Néiteks
on rinnavéhis iileekspresseeritud platsenta-laadne ALP isovorm, samuti on see markeriks
munasarja, testise, kopsu ja seedetrakti kasvajate diagnoosimisel (Le Du and Millan 2002).
Korgenenud {ildise ALP isovormi tase esineb osteosarkoomis ja osteoblastiliste luu

metastaasides (Le Du and Millan 2002). Tousnud ALPi taset on tdheldatud maksa
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kartsinoomi korral (Usoro et al. 2010). Kuna kasvajates on toimunud ALP geenide
ekspressiooni muutused, siis arvatakse, et ALP erinevad isovormid osalevad véihitekke
protsessis (Sadeghirizi and Yazdanparast 2007).

Nii inimese kui hiire pluripotentsetes ES rakkudes kasutatakse ALP-i markerina.
Korge ALP ekspressioon on seotud enamiku pluripotentsete triivirakkudega- embriionaalsete
vahi- ja idurakkudega ning indutseeritud pluripotentsetes tiivirakkudes. ICM-s on ALP korgel
tasemel ekspresseeritud, kuid blastotsiisti staadiumis trofoblasti rakkudes mitte (Brons et al.
2007; Tesar et al. 2007) . Diferentseerumise kdigus reguleeritakse pluripotentsetes
titvirakkudes ALP ekspressioon alla (Williams et al. 1988).

ALPI-1 on tdhtis roll soolestiku limaskesta kaitsefunktsioonis (Fawley and Gourlay
2016). On nédidatud, et peamiselt ekspresseeritakse ALPi-t soolestiku epiteeli rakkudes. ALPi
on oluline soolestiku homdostaasi sdilitamisel- reguleeritakse bikarbonaatide segregatsiooni ja
duodenaalse pinna pH-d, pikkade rasvhapete absorbtsiooni, vihendab soolestiku pdletikulisi
protsesse labi detoksifikatsiooni (Lallés 2014, 2010).

Antud t60 eesmirgiks oli iseloomustada pluripotentsusmarkerite ekspressiooni
jamesoolevahi adenokartsinoomi Caco2 rakuliinis ja vaadelda kuidas ekspressioon muutub

butiiraadiga indutseeritud diferentseerumise kéigus.
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Triipsiin (PAA Labosatories)

FBS (veise loote seerum, ingl fetal bovine serum) (PAA Labosatories)

2. MATERJAL JA METOODIKA

PBS (fosfaat puhverdatud soolalahus, ingl phosphate buffered saline) (PAA Labosatories).

EMEM (Eagle’ s Minimum Essential Medium ) rakus6dde (Corning)

ECL reagent (enchanced chemoluminescence) (Millipore).

DAPI (Sigma Aldrich)

Naatriumbutiiraat (Sigma Aldrich)

Tabel 1. Kasutatud antikehad

Antikeha Tootja Kataloogi Kolonaalsus | Paritolu | Kasutatud
nimetus number meetod
NANOG_ASB Aviva Systems P100591_P050 Poliiklonaalne Kiiilik Western Blot

Biology (3ul/10ml)
ALPi_NB NovusBiologicals NBP2-37387 Monoklonaalne Hiir Western Blot
(1gG1) (10 pl/10 ml)
ALPi_LSB LifeSpan LS-C98228 Poliiklonaalne Kiiilik IF (1:200)
Biosciences
OCT3/4_BL BioLegend 653710 Monoklonaalne Hiir IF (1:50)
(1gG2b) FACS
OCT3/4_SC Santa Cruz 5279 Monoklonaalne Hiir IF (1:50)
Biotechnology (1gG2b) Western Blot
(6pl/10ml)
FACS
NANOG_SC Santa Cruz 33759 Poliiklonaalne Kiuilik IF (1:50)
Biotechnology FACS
Aktiin Santa Cruz 1616 Poliiklonaalne Kiilik Western Blot
Biotechnology (Bul/10ml)
SSEA-4 BD BioSciences 560308 Mokoklonaalne Hiir IF (1:50)
(1gG3) FACS
SSEA-3 eBioscience 53-8833 Monoklonaalne Hiir IF (1:50)
FACS
HRP_DAG Santa Cruz 2020 Eesel Western Blot
Biotechnology
HRP_GAR Santa Cruz 2004 Kits Western Blot
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Biotechnology
DAM_488 Invitrogen A21202 Eesel IF
GAR_488 Life Technologies A21441 Kana IF
Sox2 BD BioScience 561506 Monoklonaalne Hiir FACS
(1gG1)
NANOG_SC Gt Santa Cruz SC-30331 Poliiklonaalne Kits Western blot,
Biotechnology FACS
RNA Polll (4H8) | NovusBiologicals NB200-598 Monoklonaalne Hiir Western blot
(1gG1)

OCT4 praimerite paarid F, G, O_ALL saadi Tag Copenhagen A/S-st.

NANOG praimerite paarid B kuni E (Eberle et al. 2010) saadi Primetech LLC-st.

30% akriitilamiid/0,8% bisakriitilamiid: akriiiilamiid, N,N’-metiileen-bisakriiiilamiid, H,O.

Laemmli proovipuhver: 50 mM Tris-HCI; 10 % SDS; 0,1 % broomfenoolsinine; 10%
gliitserool; pH 6,8

Kontsentreeriva geeli puhver: 0,5 M Tris-HCI; 0,4 % SDS; pH 6,8
Separeeriva geeli puhver: 1,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS; pH 8,8

Western bloti tilekandepuhver: 20 mM Tris; 50mM gliitsiin; 20% metanool
Elektroforeesi puhver: 0,125 M Tris; 0,96 M gliitsiin, 0,5% SDS; pH 8,3
PERM puhver (eBioscience)

RIPA (radioaktiivse immunopretsipitatsiooni meetodiga kasutatav puhver), 10 mM Tris-HCI
(pH 7,2), 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 1% naatrium deoksiikolaat, 5 mM
EDTA ja proteaaside inhibiitorid (Roche Diagnostics).

Fraktsioneerimise puhver: 20 mM HEPES (pH 7,4), 10 mM KCI, 2 mM MgCl,;, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1 M DTT, 25% proteaaside inhibiitorid.

Antud t66 kéigus kasutati Caco2 rakuliini, mis on jadmesoolevahi mudeliks ning inimese
embriionaalseid tiivirakke H9 (WA09).

Caco2 rakud saadi American Type Culture Collection-st (ATCC, number: HTB-37), neid
kasvatati 37 °C ja 5% CO, juures inkubaatoris 3-4 pieva 50-60% konfulentsuseni, mis jirel
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teostati passeerimine. Rakkude kasvatamisel kasutati madala gliikoosi sisaldusega (1 g/1)
s6odet, mis koosnes EMEM-st, FBS (10% voi 20%) seerumist ja antibiootikumidest
(penitsilliin 100 U/ml ja streptomiitsiin 100 pg/ml). Rakke kasvatati 100 mm tassil ning
passeeriti triipsiiniga (0,05% triipsiin/0,02% EDTA).

H9 rakkude kasvatamise teostas Annika Trei, neid kasvatati 37 °C ja 5% CO, juures
inkubaatoris 3-4 pédeva, misjérel teostati manuaalne passeerimine rakuklompidena. H9 rakke
kasvatati Matrigeliga kaetud kuuekannulistes koekultuuri plaatides kommertsiaalses mTeSR1

(StemCell Technologies) séotmes.

Esmalt passeeriti 100 mm tassile 10° rakke ning lasti neil 3 péeva kasvada CO,
inkubaatoris 37° C juures. Rakkude diferentseerimiseks toodeldi neid seejiarel 1 mM NaB-ga
lahustatuna 10% FBS EMEM so6tmes. Inkubatsioon NaB-ga. kestis 48 h 37° C juures CO,
inkubaatoris (Orchel et al. 2005). (Vt Lisa, Joonis 1). Antud diferentseerimise protokolli
kasutati samaaegselt ka koostoo laboris Keemilise ja Bioloogilise Fiilisika Instituudis, Kus
tuvastati ALP aktiivsuse mdotmise kaudu Caco2 rakkude diferentseerumine butiiraadi toimel

(Vt Lisa, Joonis 2).

Rakud eemaldati nende kasvukeskkonnast kasutades triipsiini nagu rutiinse
passeerimise korral (vt rakkude kultiveerimine). Triipsiini inaktiveerimiseks kasutati 10%-st
FBS rakusoodet. Rakud tsentrifuugiti 300xg 5 min RT (toatemperatuur, room temperature),
saadud rakusade suspendeeriti fraktsioneerimispuhvris (vt kasutatud reagendid) ning
homogeniseeriti siistlaga. Esmalt kasutati 27G suurusega siistalt ja see jarel 25G, kuni
moodustus homogeenne lahus. Pirast esimest homogeniseerimist materjal tsentrifuugiti ning
supernatant siilitati -80 °C juures tsiitoplasma, membraanide ning mitokondrite edasiseks
uurimiseks. Saadud rakusademele, mis sisaldas rakutuumi, lisati fraktsioneerimispuhvrit ning
suspensiooni homogeniseeriti kasutades 25G suurusega siistalt ja tsentrifuugiti. Supernatant
eemaldati ning rakupelletile lisati RIPA puhvrit (vt kasuatatud reagendid) koos proteaaside
inhibiitoritega (Complete, Roche) ning siilitati kuni eksperimentide libiviimiseni -80 °C

juures.
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Proovides valgu kontsentratsiooni maiaramiseks kasutati Pierce BCA valgu analiiiisi
komplekti (Thermo Scientific) tootja protokolli jirgi. Enne mddtmiseid inkubeeriti proove 37°
C juures 30 minutit ning neelduvused mdddeti plaadilugejaga (Thermo Multiskan Ascent)
A=562 nm juures. Kontsentratsiooni arvutamiseks kasutati tootja poolt soovitatud BSA

pohinevat referentslahuseid.

Rakkude eraldamiseks kasvukeskkonnast kasutati 1x happelist soolalahust
(KCI+Na3CgHsO7). Esmalt viidi ldbi pesu PBS lahusega, millele jirgnes rakkude
inkubeerimine happelise soolalahusega 10 min CO; inkubaatoris 37° C juures. Rakke
suspendeeriti seni kuni need eraldusid teineteise kiiljest ning viidi 1% BSA-PBS+ 2 mM
EDTA lahusesse ning tsentrifuugiti 300xg juures 5 min. Supernatant eemaldati, rakud
suspendeeriti 1% BSA-PBS+2 mM EDTA lahuses ning rakud loendati ja jaotati 300 000
rakku FACS tuubi kohta. Rakud tsentrifuugiti ning supernatant aspireeriti. Fikseerimiseks
toodeldi rakke 1,6% PA-ga 10 min RT ning pesti kaks korda, vastavalt PBS ja PERM
lahusega, tsentrifuugides ja eraldades pesulahus. Jargnevalt lisati primaarsed antikehad 50 pl
16ppmahus proovi kohta ning inkubeeriti toatemperatuuril 45 min. Pirast inkubatsiooni
antikehadega, viidi 1dbi pesu PERM puhvris ning tsentrifuugimine. Seejdrel lisati vajadusel
sekundaarsed antikehad 50 pl I6ppmahus ning inkubeeriti 30 min toatemperatuuril ning
teostati pesu PERM puhvriga. Rakud suspendeeriti PERM puhvris, millele lisati DNA varv
DAPI (1:2000). Enne FACS (fluorestsents-aktiveeritud rakkude sorteerimine, fluorescence-
activated cell sorting) (FACSAria, BD Biosciences) analiisaatorisse viimist suspensioonid
filtreeriti. Saadud tulemusi analiitisiti FACS Diva (BD Biosciences) programmiga. Analiiiisi
FACSAria ja FACS Diva-ga teostas Martin Pook.

Valkude visualiseerimiseks kasvatati rakud steriilsetel {imaratel 12 mm diameetriga
katteklaasidel (Marienfield).

Rakke pesti PBS-ga ning see jérel fikseeriti rakud 2% PA-s 15 min RT. Sellele jargnes
pesu PBS-ga kolmes korduses ning blokeerimine 1% BSA-PBS/Saponiin (0,1%) lahusega 1 h
toatemperatuuril. Primaarsete antikehadega inkubeerimine teostati PBS/Saponiin (0,1%)
lahuses, inkubeeriti 1 h RT (vt reagendid). Parast pesu PBS-ga lisati sekundaarsed antikehad
(1:500), inkubatsiooni ajaks 1 h toatemperatuuril. Parast inkubatsioone antikehadega ja pesu
PBS-ga, lisati DAPI (1:1000), mis mairgistab rakutuumad. Primaarsed ja sekundaarsed
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antikehad ning DAPI pipeteeriti parafilmile ning rakkudega klaas viidi lahusele. Enne
sulustamist (FluorSave Reagent, Calbiochem) pesti rakke veelkord PBS-ga. Edasine
analiiisimine toimus mikroskoobiga (Olympus IX81) ning analiiiisiti CellR programmiga
(Olympus).

Esmalt vordsustati proovide valgukontsentratsioonid. Selleks méiérati eelnevalt
proovides valgu kontsentratsioonid (vt valgusisalduse méddramine). Valgukontsentratsioonide
vordsustamiseks kasutati RIPA puhvrit koos proteaaside inhibiitoritega. Proovid segati 6x

proovipuhvriga (vt reagendid). Proove kuumutati 95 °C juures 5 min.

Valkude analiiiisimiseks kasutati 10% SDS-poliiakriiiilamiidgeeli. Molekulmassi
markerina kasutati Thermo Scientific 26616 valgumarkerit. Valgud lahutati elektroforeetiliselt
(100 V) ning kanti poliiviniitilideenfluoriid-aktiveeritud membraanile. Kasutati nn ,,mérja“
ilekande-meetodit (BioRad) iiks tund 100 v juures. Vabade alade blokeerimiseks membraanil
kasutati 5% 13ssipulbrilahust PBS-Tweenis (PBS, 0,1% Tween-20) 1 h RT. Seejirel
inkubeeriti membraane primaarsete antikehadega iilesd 4 °C juures (vt reagendid).
Membraane pesti PBS-Tween lahusega 15 min kolm korda. Sellele jérgnes inkubatsioon
sekundaarsete antikehadega (lahjendus 1:5000) 1 h RT. Membraani pesti kolm korda 15 min
PBS-Tween lahusega. Membraane t6ddeldi vdimendatud kemoluminestsents meedodil
spetsiaalses reaktsioonisegus (ECL, Millipore) 5 min. ECL reagendiga t66deldud membraane
vaadeldi UVP (Biospectrum Imaging System) masinas ning analiiiisiti UVP Software 510

programmiga.

Tabel 2. NANOG transkriptide tuvastamiseks kasutatud praimerid. F- parisuunaline, R-

vastassuunaline

Praimer | Jérjestus Produkt | Tuvastab
B F 5'-GCCTCCAGCAGATGCAAGAAC-3’ 418bp | NANOG1/
R 5-GCAGGAGAATTTGGCTGGAAC -3 370bp | NOG?
D F 5 -GTTAATGTGGTTACAAAACGTGAC3’ 351bp | NANOG2
R 5'-GCCACCTCTTAGATTTCATTCTCTGGTTCTGG-3" alternatiivn
e splaissing
E F 5 -CAAAGCTTGCCTTGCTTTGAAGA 3' 525bp | NANOGPS
R 5-CTGGTGGTAGGAAGAGTAAAGG -3° transkript
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Tabel 3. OCT4 transkriptide tuvastamiseks kasutatud praimerid. F-pirisuunaline, R-

vastassuunaline

Praimer | Jarjestus Produkt | Tuvastab

F F 5’>-AGACTATTCCTTGGGGCCACAC-3’ 267 bp | OCT4B
R 5’-CTCAAAGCGGCAGATGGTCG-3’ 492 bp | OCT4B1

G F5’-CTTCTCGCCCCCTCCAGGT-3’ 496 bp | OCT4A
R 5’-AAATAGAACCCCCAGGGTGAGC-3’

O_ALL |F5-GAGAATTTGTTCCTGCAGTGC-3’ 470 bp | OCT4A,
R 5-GTTCCCAATTCCTTCCTTAGTG-3’ 8%%1151

Esmalt eraldati NaB toddeldud rakkudest ning to6tlemata rakkudest RNA vastavalt
kiti tootjapoolsele juhendile (Favorgen). See jéarel toodeldi eraldatud RNA-d Dnase-ga
(Thermo ENO0521) genoomse DNA kontaminatsiooni véltimiseks ning viidi lébi
poordtranskriptsioon cDNA saamiseks (Thermo kit K1622). Dnase tootluse ldbiviimiseks
segati omavahel RNA, 10x reaktsiooni puhver, Dnase ja RiboLock ning inkubeeriti 37° C
juures 30 min. Lisati 50 mM EDTA ning inkubeeriti 65° C 10 min. cDNA siinteesiks kasutati
Dnase-ga toodeldud materjali, millele lisati 5x reaktsiooni puhvrit, RiboLock, nukleotiidid,
juhusliku heksameetri praimerisegu ja revertaas vastavalt tootjapoolsele juhendile. Kasutati

jirgnevat programmi: 25° C 10 min, 42° C 60 min ning 70°C 5 min.

Veendumaks eralduse Onnestumises, viidi ldabi kontroll PCR GAPDH praimeritega.
Selleks kasutati péri- ja vastassuunalisi praimereid: F 5>-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’
ning R 5’-GAAGATGGTGATCGGATTTC-3’, mis tuvastab 248 bp pikkust GAPDH
transkripti (Vt Lisa, Joonis 3).

Tabel 4. Kasutatud reaktsioonisegu koostis

Kontsentratsioon Maht 1 reaktsiooni
kohta
Solis 5x FirePol Mix | 5x 4 ul
F praimer 10 uM 1 pl
R praimer 10 uM 1 pl
Nuclease-free water 13 ul
cDNA 1 ul
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Tabel 5. NANOG transkriptide amplifitseerimiseks kasutatud programmid

Programm Temperatuur °C Kestvus Praimer
Algne denaturatsioon 94 120's B,D, E
Denaturatsioon 94 30s B,D,E ™
Praimerite seondumine 58 30s B, D

59 30s E . 40x
Elongatsioon 72 90s B

72 60 s D, E
Loplik ekstensioon 72 5 min B,D,E ),

Tabel 6. OCT4A, OCT4B ja OCT4B1 transkriptide aplifitseerimiseks kasutatud
programm

Programm Temperatuur °C | Kestvus

Algne denaturatsioon 94 120 s

Denaturatsioon 94 30s

Praimerite seondumine 64 30s 35x
Elongatsioon 72 35s

Loplik ekstensioon 72 10 min

Tabel 7. OCT4_ALL transkripti amplifitseerimiseks kasutatud programm

Programm Temperatuur °C | Kestvus

Algne denaturatsioon 93 50s

Denaturatsioon 94 30s

Praimerite seondumine 60 30s 30x
Elongatsioon 72 35s

Loplik ekstensioon 68 5 min

Andmete to6tlemiseks kasutati MS Office 2010 (Microsoft), CellR (Olympus
Corporation), UVP Software 510 programmi (UVP, LLC), Imarise (Bitplane) ja FACS Diva

programmi (BD Biosciences).
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3. Tulemused

Pluripotentsusmarkeritena kasutuses olevate POUS5F1 (OCT4) ja NANOG puhul on teada
paljude erinevate transkriptide ekspresseerumise vdimalus. Kuid Caco2 rakkude puhul pole
pOhjalikult kirjeldatud nende variantide ekspresseerumist. Kuna SOX2 puhul on teada vaid
tihe transkripti variandi esinemine ning seda on eelnevalt ka kirjeldatud Caco2 rakkudes
(Amini et al. 2014), siis antud t66s selle transkripti olemasolu ei vaadeldud. Kiill aga pole
eclnevalt ndidatud SOX2 ekspresseerumist valgutasemel ning pole teada ka OCT4 ja NANOG
valkude esinemine selles rakuliinis. T66 eesmérgiks oligi iscloomustada nende ning ka teiste
tiivirakke iseloomustavate markerite ekspressiooni Caco2 rakuliinis valgu tasemel ja

kirjeldada nende muutumist Caco2 rakkude diferentseerumisel butiiraadiga.

Varasemalt on ndidatud, et vorreldes normaalse koega on jadmesoolevihis OCT4
ekspressioon kdrgem (Gazouli et al. 2012). Tihti ei ole aga kirjanduses tépselt véljatoodud,
milliseid OCT4 variante on detekteeritud. Téapsustamaks spetsiifiliste transkriptide
ekspressiooni, kasutati semi-kvantitatiivset RT-PCR metoodikat ning praimerpaare, mis
voimaldasid detekteerida eraldi OCT4A, OCT4B ja OCT4B1 transkripte (vt. Tabel 3. OCT4
transkriptide tuvastamiseks kasutatud praimerid, (Atlasi et al. 2008). OCT4B ja OCT4B1
transkriptide eristamiseks kasutati nende PCR produktide erinevaid suuruseid- nimelt on
OCT4B1 produkt ligikaudu kaks korda pikem kui OCT4B produkt. Positiivse kontrollina
kasutati inimese embriionaalseid tiivirakke (hES) H9, kus on eeclnevalt ndidatud nende
praimeritega OCT4A, OCT4B ja OCT4B1 transkriptide ekspressiooni (Atlasi et al. 2008).
Lisaks kasutati antud t66 tulemuste valideerimisel ka ilma revertaasita saadud proove (-RT),
véltimaks valepositiivseid tulemusi, mis v3iksid tuleneda DNA saastusest. Antud t66s uuritud
jamesoolevdahi Caco2 koekultuuris kasvanud mojutamata rakkudes tuvastati peamiselt
OCT4B transkripti ekspressioon, kuid nende rakkude butiiraadiga (1 mM, 48 h)
diferentseerumise indutseerimisel oli OCT4B transkript vaid vdhesel médral detekteeritav
(Joonis 7). Nende rakkude butiiraadiga to6tlemisel detekteeriti ka OCT4B1 transkripti véhest
olemasolu, kuid kuna vastava proovi —RT kontrollis oli ka sama produkt tuvastatav, siis vdis
see parineda DNA saastusest. Mdlemad, nii OCT4B kui ka OCT4B]1 transkriptid olid olemas
positiivse kontrollina hES-rakkude proovis. OCT4A transkripti onnestus detekteerida vaid
hES-rakkude proovis, Caco2 rakkudes seda pluripotentsetele tiivirakkudele iseloomulikku
transkripti ei tuvastatud (Joonis 7). Praimeritega, mis detekteerivad koikide OCT4
transkriptide olemasolu neid eristamata, detekteeriti OCT4 transkriptide esinemist nii Caco2
kui ka hES-rakkude proovides, kusjuures hES-rakkude puhul viitab tulemus OCT
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transkriptide suuremale ekspressioonile vorreldes Caco2 rakkudega (Joonis 7). Kahjuks on
nende praimeritega nidha ka véhest produkti esinemist Caco2 butiiraadi to6tlusega —RT

proovis.

. OCT4A, OCT4B,
OCT4B ja OCT4B1 OCT4A OCT4B1

A A

But
NT
But
NT

But
NT
But -RT

hES rakud
But -RT
hES rakud
NT -RT
hES rakud
But -RT
NT -RT

NT -RT

Joonis 7. OCT4 transkriptide ekspressioon Caco2 ja hES rakkudes. Kasutatud on
Jjdmesoolevihi rakuliini Caco?2 butiiraadiga mojutatud (But) rakke ning mojutamata (NT)
rakke. Positiivse kontrollina on kasutatud hES rakke. Samuti on vdilja toodud revertaasi
téétlseta proovid (-RT). Uhe tirniga (*) on tihistatud OCT4B1 transkript, milel pikkus on
492 bp ning kahe tdrniga (**) OCT4B transkript, mille suurus on 297 bp. Kasutati 2%
agaroosgeeli. Teostati kaks tehnilist katset.

3.2 NANOG transkriptide analiiiis PCR metoodikal

Jargnevalt uuriti NANOG transkriptide esinemist jadmesoolevéhi rakuliinis Caco2 ning
vorreldi ekspressiooni hES rakkudega. Eelnevate toodega on ndidatud NANOG ekspressiooni
suurenemist jamesoole viahkkasvaja formeerumisel (Zhang et al. 2013). Saamaks iilevaadet
erinevate NANOG transkriptide ekspressioonist viidi 1dbi semi-kvantitatiivne RT-PCR.
Erinevate NANOG transkriptide tuvastamine on raskendatud nende suure sarnasuse tottu. RT-
PCR teostamisel kasutati erinevaid praimerpaare, mis tuvastavad koos NANOG1 ja
NANOG?2 erineva suurusega produkte, NANOG?2 alternatiivse splaissingu esinemist voi
NANOGPS8 olemasolu (vt Tabel 2. NANOG transkriptide tuvastamiseks kasutatud praimerid;
Amini et al. 2014; Eberle et al. 2010). Selleks, et hinnata varem publitseeritud praimerite
spetsiifilisust, kontrolliti lisaks veebis vabalt kasutatava Praimer-Blast otsinguga. Nagu ka
eelnevalt OCT4 transkrptide tuvastamisel, kasutati siingi positiivse kontrollina hES rakuliini
H9. Samuti on DNA saastusest tulenevate vale-positiivsete tulemuste valtimiseks kasutatud —
RT proove. Esmalt kasutati praimerite paari, mis tunneb dra nii NANOGI1 kui NANOG?2
transkripti, kuid need on eristatavad suuruse jargi. Nimelt on NANOG1 transkripti produkt
pikem kui NANOG2 puhul. T66s kasutatud ilma butiiraadi to6tluseta Caco2 rakkudest (NT)
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tuvastati NANOG2 transkripti olemasolu. Samuti on NANOG?2 transkripti ekspressioon
detekteeritav samade rakkude butiiraadiga (But) tootlemisel (1 mM, 48 h) (Joonis 8).
Tulemuste valideerimiseks kasutatud —RT proovidest sama pikkusega produkte ei esinenud.
NANOGL1 transkripti olemaolu tuvastati positiivse kontrollina kasutatud hES rakkudes, kuid
mitte butiiraadiga t60deldud ja tootlemata Caco2 rakkudes (Joonis 8). Lisaks uuriti
NANOGPS8 transkriti ekspressiooni, mis oli detekteeritav vaid hES rakkudes (Joonis 8).
Analiitisiti ka voimaliku NANOG?2 alternatiivse splaissingu esinemist (Eberle et al. 2010),

kuid vastavat transkripti ei detekteeritud (\Vt Lisa, Joonis 4).

NANOG1/2 NANOGP8

) )

But
NT
But -RT

hES rakud
NT -RT

*
*
*
*
hES rakud [*
Ul
)
S
\L O
o

But -RT
NT -RT

Joonis 8. NANOG transkriptide tuvastamine. Kasutatud on jimesoolevihi rakuliini Caco?2
butiiraadiga mojutatud (But) rakke ning mojutamata (NT) rakke. Positiivse kontrollina on
kasutatud hES rakke. Samuti on vilja toodud revertaasi téétlseta proovid (-RT). Uhe tirniga
(*) on tdhistatud NANOGI transkript (418 bp) ja kahe tdrniga (**) NANOG?2 transkript (370
bp). Kasutati 2% agaroosgeeli. Teostati kaks tehnilist katset.

Kuna varasemalt on kirjeldatud, et Caco2 rakkude hulgas esineb viike populatsioon SSEA-
3 ekspresseerivaid rakke (Suzuki et al. 2013), teostati antud magistritoé raames IF metoodikal
pOhinev analiiis SSEA-3 ja ka SSEA-4 tuvastamiseks (vt Tabel 1, Kasutatud antikehad).
Selgus, et SSEA-4 on ekspresseeritud nii butiiraadiga mojutatud Caco2 rakkudes (NaB) kui
ka butiiraadiga mdjutamata rakkudes (NT) (Joonis 9). Oli mérgata ka tendentsi, kus Caco2
rakkude butiiraadiga mojutamisel suurenes SSEA-4 positiivsete rakkude hulk vorreldes
mojutamata rakkudega. IF metoodikat kasutati ka SSEA-3 detekteerimiseks, kuid SSEA-3

positiivseid rakke ei onnestunud tuvastatud (Joonis 10).
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Joonis 9. SSEA-4 ekspression butiiraadiga toodeldud ja to6tlemata Caco2 rakkudes. SSEA-4
ekspressioon tuvastati nii butiiraadiga mojutatud (1 mM, 48 h) kui méjutamata rakkudes.
Pildid on saadud kasutades 10x suurendusega objektiivi. Teostati 2 korudskatset.

Caco2 NT
hES rakud

hES rakud

Caco2 NT

Joonis 10. SSEA-3 ekspressioon butiiraadiga toddeldud ja to6tlemata Caco2 rakkudes. SSEA-
3 ekspressiooni ei tuvastud butiiraadiga méjutatud ega mojutamata Caco? rakkudest. Pildid
on saadud kasutades 10x suurendusega objektiivi. Teostati kaks bioloogilist katset.
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Jargnevalt vaadeldi pluripotentsusega seotud transkriptsioonifaktorite ekspressiooni

valgu tasemel.

Antud magistritod raames teostatud RT-PCR tulemused viitasid NANOG2 valgu
voimalikule ekspressioonil Caco2 rakkudes. Seetdttu valiti IF metoodikaga kasutamiseks
poliiklonaalne NANOG vastane antikeha (NANOG_SC, vt Tabel 1. Kasutatud antikehad),
mis peaks samuti detekteerima muu hulgas ka NANOG?2 valgu isovormi (kirjeldatud tootja
infolehel). Joonisel 11. on ndha, et NANOG valku ekspresseeritakse Caco2 rakkudes

sOltumata butiliraadiga rakkude mdjutamisest.

Caco2 NT

Caco2 hES rakud
But
Caco2 hES rakud
But

Caco2 NT

Joonis 11. NANOG ekspressioon butiiraadiga mdjutatud ja mdjutamata Caco2 rakkudes.
NANOG on ekspresseeritud nii butiiraadiga indutseeritud diferentseerumise korral (1 mM, 48
h) kui ka mojutamata rakkude tuumades. Pildid on saadud kasutades 10x suurendusega
objektiivi. Teostati kaks bioloogilist katset.

Lisaks NANOG-le teostati ka OCT4 valgu detekteerimine IF metoodikat kasutades.
Antud juhul oli meie laboris voimalik kasutada IF metoodika jaoks vaid iiks monoklonaalne
antikeha (OCT3/4_SC, vt Tabel 1, Kasutatud antikehad), mis peaks eelistatult dra tundma
OCTA4A valgu isovormi (Atlasi et al. 2008). Sarnaselt RT-PCR tulemusele, ei olnud ka IF

metoodikaga voimalik tuvastada OCT4A valgu ekspressiooni Caco2 rakkudes (Joonis 12).
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Joonis 12. OCT4 ekspressioon butiiraadiga mdjutatud ja mdjutamata Caco2 rakkudes. OCT4
ekspressiooni ei detekteeritud butiiraadiga mojutatud ega mojutamata Caco? rakkudes. Pildid
on saadud kasutades 10x suurendusega objektiivi. Teostati kaks bioloogilist katset.

Jargnevalt uuriti soolerakkude diferentseerumise markeri ALPi (ALPi_LSB, vt Tabel 1.
Kasutatud antikehad) ekspressiooni butiiraadiga mojutatud ja mdjutamata rakkudes (Joonis
13). ALPi ekspressioon antud antikehaga oli detekteeritav nii diferentseerunud kui
diferentseerumata rakkudes, kuid selle lokalisatsioon muutus butiiraadiga indutseeritud
diferentseerumise kaigus. Nimelt Caco2 rakkudes, mis polnud butiiraadiga mdjutatud,
ekspresseeriti ALPi enamasti rakutuumades, kuid parast diferentseerumise indutseerimist

butiiraadiga, oli ALP1 ekspressioon detekteeritav peamiselt tslitoplasmas ja/voi membraanis.

Caco2
But

Caco2 NT
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Joonis 13. Soolestiku aluselise fosfataasi (ALPi) ekspressioon Caco2 rakkudes. ALPi
ekspressioon oli detekteeritav nii diferentseerumisele indutseeritud (I mM butiiraadiga
tootlus 48 h viltel) kui ka mojutamata Caco2 rakkudes. Butiiraadiga méojutamise korral on
ekspressioon detekteeritav peamiselt tsiitoplasmas ja/voi membraanis, kuid mojutamata
rakkudes on ALPi detekteeritav hoopis rakutuumades. Pildid on saadud kasutades 10x
suurendusega objektiivi. Teostati kaks bioloogilist katset.

3.5 Pluripotentsusega seotud transkriptsioonifaktorite ja diferentseerumismarkeri
ALPi analiiiis western blot meetodil

Selleks, et valideerida IF tulemusi pluripotentsusega seotud transkriptsioonifaktorite ja
diferentseerumismarkeri ALP1 osas, teostati lisaks veel valgu ekspressiooni analiilis western
blot meetodil. Siinkohal kasutati positiivse kontrollina pluripotentsusega seotud
markervalkude puhul diferentseerumata hES rakke ning kuna on iildteada, et butiiraat ja
seerumit sidaldav sodde indutseerivad hES rakkude diferentseerumist, teostati negatiivse
kontrolli jaoks hES rakkude puhul samasugune butiiraadiga mdjutamine nagu seda olu tehtud
Caco?2 rakkude puhul. Et paremini hinnata butiiraadi mdju hES rakkude diferentseerumisele,
kasutati ka sellist proovi, kus hES rakke oli kasvatatud samas seerumit sisaldavas s66tmes,

milles Caco2 rakke, kuid ilma butiiraadita.

OCT4 valgu ekspressioon tuvastati hES rakkudes, mille kultiveerimisel oli kasutatud
pluripotentsust toetavat mTesR 1 s66det ning Caco2 rakus66det EMEM (Joonis 14). Kui
EMEM rakus66tmele lisati NaB, siis OCT4 valgu ekspressioon polnud enam detekteeritav
(Joonis 14). Sarnaselt eelnevale IF analiiiisile, ei tuvastatud ka selle eksperimendi kéigus
OCT4 valgu ekspressiooni kuigi antud juhul kasutati alternatiivset OCT3/4_BL antikeha
(Joonis 14). Jargnevalt uuriti pluripotentsusega seotud NANOG ekspressiooni, kasutades
kahte erinevat NANOG vastast antikeha: NANOG_SC_Gt ja NANOG_ASB. Jooniselt 14 on
ndha, et NANOG_ASB tunneb valgu dra nii butiiraadiga mojutatud kui mdjutamata Caco2
rakkudes ning ka Caco2 ,,Start* rakkudes, mis representeerivad rakke enne mdjutamise algust.
Diferentseerumata hES rakkudes ja mdningal méaéral ka EMEM rakusodtmes kasvatatud hES
rakkudes tuvastati selle antikehaga NANOG valgu ekspressioon, kuid butiiraadiga hES

rakkude mdjutamise korral NANOG valgu ekspressioon pole enam detekteeritav (Joonis 14).
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NANOG_SC_Gt detekteerib valku koigis Caco2 rakude proovides, kuid kuna hES rakkudes
antud NANOG vastase antikehaga ekspressiooni ei tuvastatud, viitab see koos RT-PCRI
tulemustega antud antikeha spetsiifilisusele NANOG?2 suhtes (Joonis 14). Diferentseerumise
markeri ALPi puhul on mérgatav moningane ekspressiooni suurenemine Caco?2 butiiraadiga
mdjutatud rakkudes, kuid valku ekspresseeritakse ka mojutamata Caco2 rakkudes.
Vastupidiselt Caco2 rakkudele viheneb hES rakkudes diferentseerumise kaigus ALPi
ekspressioon. Kui diferentseerumata hES rakkudes on valk veel olemas, siis EMEM

rakusdotmes kasvatatuna on ekspressioon vaevumairgatav ning butiiraadiga mojutades kaob

tildse (Joonis 14).

NANOG _SC_Gt — ——
NANOG_ASB

ALPi NB

OCT3/4_BL

Aktiin — —_— ——

hES EMEM
Caco2 Start
Caco2 NT
Caco2 But

hES But
hES

Joonis 14. Pluripotentsusmarkerite OCT4, NANOG ning diferentseerumismarkeri ALPI
ekspression CaCo-2 ja inimese embriionaalsetes tiivirakkudes (hES rakud). Butiiraadiga
mojutatud Caco?2 rakud on tdhistatud kui ,,Caco2 But“, mojutamata rakud ,,Caco2 NT “.
,,Caco2 Start” tdhistab rakke enne butiiraadiga diferentseerumise indutseerimist. ,,hES*
tdhistab diferentseerumata hES rakke, tdhistus ,,EMEM® viitab rakuséotme EMEM
kasutamisel hES rakkude kasvatamisel ning ,,hES But® tdhistab butiiraadi kasutamist
rakusootmes EMEM. Teostati kolm bioloogilist korduskatset.

Kuna IF metoodikaga ALPi ekspressiooni uurides selle lokalisatsioon
diferentseerumise  kdigus muutus, siis viidi 1dbi  fraktsioneerimine erinevates
rakukompartmentides ALPi ekspressiooni tuvastamiseks (Joonis 15). Western blot meetodil
analiilisiti  butiiraadiga mojutatud ja mojutamata rakkude rakutuumadega rikastunud
fraktsiooni ning valdavalt rakutuumadeta fraktsiooni. Tuleb arvestada, et antud
fraktsioneerimismeetod ei voimalda tdielikku tuumade eraldamist iihte ja ainsasse fraktsiooni
ning seda on ndha ka RNA Poliimeraas II detekteerimisest erinevates fraktsioonides (Joonis
15). Fraktsioneerimise tulemustest on ndha, et alternatiivne NANOG isovorm esineb
rakutuumades. Lisaks on nidha, et erinevad viidetavalt ALP1 spetsiifilised antikehad tunnevad

dra erinevaid sihtmérke. Kui ALPi_NB detektsioon, mille kaudu tuvastati antud t66s eelnevalt
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ka ALPi ekspressiooni mdnevorra suurenemise dententsi ndib olevat butiiraadiga mojutatud
Caco?2 rakkude tuumas, siis ALPi_LSB detektsioon, mida kasutati antud t60s ka IF analiiiisil,
nditab antud juhul tuumas mittepaiknemist sdltumata butiiraadi juuresolust. Kahjuks ei ole
need tulemused heas kooskolas eelnevaga ja vajavad seetdttu tdiendavat uurimist. Antud
magistritéd ALP1 ekspressiooni praegused tulemused Caco2 rakkudes viitavad selle markeri
ebasobivusele nende rakkude diferentseerumise iseloomustamiseks ja osutavad vdimalikule

probleemile erinevate antikehade spetsiifilisuse osas.

RNA Polll (4H8) —-_— ——
NANOG_SC_Gt - —
ALPi NB -
;g-;.b
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Joonis 15. NANOG ja ALPi ekspressioon rakutuumadega rikastatud ning rakutuuma
rikastuseta fraktsioonides. NANOG ja ALPi valkude ekspressiooni uuriti butiiraadiga
mojutatud Caco? rakkude rakutuumadega rikastatud fraktsioonis (Caco2 But tuumadega) ja
tuumarikastuseta fraktsioonis (Caco2 But tuumadeta) ning butiiraadiga mojutamata Caco?2
rakkude rakutuumadega rikastatud fraktsioonis (Caco2 NT tuumadega) ja tuumarikastuseta
fraktsioonis (Caco2 NT tuumadeta). Teostati iiks bioloogiline katse.

3.6 SSEA-3, SSEA-4 ja SOX2 valgu ekspressioon libivoolutsiitofluorimeetrilne
analiiiis

Antud magistritoo eelnevate tulemuste pohjal otsustati teostada valguekspressiooni analiiiis
tiksikraku tasandil kasutades labivoolutsiitofluorimeetriat, hindamaks pluripotentsusega
seotud markervalkude SSEA-4, SSEA-3 ja SOX2 ekspressiooni Caco2 rakkudes ning jalgida
vodimalikke muutusi butiiraadiga indutseeritud diferentseerumise korral. Kuna eelnevad
tulemused OCT4 ekspressiooni osas nditasid vaid vihesel mééral alternatiivsete isovormide
OCT4B ja OCT4B1 esinemist ning nende valgu isovormide eristamiseks antikehasid kasutada
ei olnud, ei teostatud OCT4 analiiiisi voolutsiitomeetria abil. Ka NANOG spetsiifilised
antikehad, mida kasutati IF voi western blot meetodite puhul, ei osutunud

labivoolutsiitofluorimeetrias kasutatavas protokollis sobivaks. Teostatud analiiiisi tulemustest
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selgus, et rakkude diferentseerumise kdigus suureneb SSEA-4 ekspressioon (Joonis 16), mis
laheb kokku ka IF metoodikal saadud tulemustega. SSEA-3 positiivsete Caco2 rakkude hulk
(erinevates kordukatsetes 1,6% kuni 3,7%) on madal nii diferentseerunud kui
diferentseerumata Caco?2 rakkudes (Joonis 16). Erinevalt SSEA-4-st selgus, et butiiraadiga

diferentseerumise indutseerimise kdigus SOX2 ekspressioon langeb (Joonis 16).
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Joonis 16. SSEA-3, SSEA-4 ja SOX2 valgu ekspressiooni ldbivoolutsiitofluorimeetriline
analiiiis. Joonise y-teljel on toodud vastavate markerite suhtes positiivsete rakkude hulk
protsentides kogu analiitisitud populatsioonist. Teostatud on kolm bioloogilist korduskatset.
Joonisel toodud ceapiirid nditavad 95% usaldusvahemikku. Statistiliselt olulised erinevused

on mdrgitud vastava p-vddrtusega (t-test, kahepoolne, tiiiip 2).
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4. Arutelu

Varasemalt on ndidatud jamesoolevéhi rakuliinis pluripotentsusmarkerite OCT4 ja
NANOG transkriptide esinemist, kuid valgutasemel pole nende ekspressiooni ndidatud.
Toodes, kus on analiiiisitud pluripotentsusega seotud markereid, on tihtipeale probleemiks
see, et ei ole tdpsemalt defineeritud, milliseid transkripti variante voi valgu isovorme on
detekteeritud. Antud t66s uuritud jaimesoolevahi rakuliini Caco2 butiiraadiga mojutamata
proovidest tuvastati OCT4B transkripti ekspressioon, mis butiiraadiga to6deldes véhenes.
Kuigi butiiraadiga mojutatud rakkude proovist tuvastati OCT4B1 transkripti ekspressioon,
voib see tuleneda ka DNA saastusest, kuna —RT proovis esines sama pikkusega produkt.
Huvitav on siinkohal vilja tuua, et varasemalt on nididatud OCT4B1 ekspressiooni just pigem
vihe diferentseerunud jamesoolevihi koes (Gazouli et al. 2012), aga antud magistritos oli
see vorm detekteeritav butiiraadiga mojutamata rakkude proovis. Jittes korvale DNA
saastuse, voivad sellised erinevused tuleneda erinevustest analiiiisitavas materjalis, kuna
primaarse kasvaja rakud voivad olla teistsuguse fenotiiiibiga vorreldes koekultuuri erinevate
rakuliinidega. Kéesolevas t60s tuvastati OCT4B ja OCT4B1 transkriptide ekspressioon ka
hES rakkudes, mis on koos kolas ka varasema t66ga (Atlasi et al. 2008). OCT4A transkripti
ekspressioon detekteeriti vaid hES rakkudes, mille ekspressiooni on neis rakkudes korduvalt
ndidatud ka varasemate toodega (Hay et al. 2004; Matin et al. 2004; Zaehres et al. 2005).
Valgu tasemel proovide uurimiseks kasutatud meetoditega Caco2 rakkudes OCT4
ekspressiooni ei tuvastatud. See tulenes sellest, et kasutatud antikehad tunnevad dra OCT4

valgu isovorme, mis antud rakkudes puuduvad, kuid on omased hES rakkudele.

Jargnevalt uuritud NANOG valgu puhul on nididatud jdmesoolevdhis kdrgemat
ekspressiooni kui normaalses sooles. (Meng et al. 2010). RT PCR tulemustest ldhtuvalt voiks
eeldada NANOG?2 valgu ekspresseerumist ja NANOGL1 valgu ekspressiooni puudumist Caco2
rakkudes. Kasutades IF metoodikat, ndidati antud t66ga NANOG valgu ekspressiooni nii
butiiraadiga to6deldud kui tootlemata rakkudes ning sarnased tulemused saadi eelnevalt ka
RT-PCR-ga. Kasutades wester blot analiiiisi, ndidati NANOG_SC_Gt antikehaga antud valgu
ekspressiooni vaid Caco2 rakkudes, aga mitte hES rakkudes, mis viitab antud antikeha
spetsiifilisusele erinevale valgu isovormile, kui seda on NANOGI1, mis tdendoliselt on
NANOG?2. Eelnevalt on kirjeledatud NANOG ekspressiooni jimesoolvéhi rakkudes mRNA
tasemel (Amini et al. 2014; Ishiguro et al. 2012; Jeter et al. 2009). Kéesoleva t66 kaigus
detekteeriti NANOG?2 transkripti ekspressioon nii mojutamata kui butiiraadiga mojutatud ning
NANOGP8 ja NANOGL1 esinemist neis rakkudes ei tuvastatud. NANOG1 ja NANOGPS8

transkriptid olid samas tuvastatavad hES rakkudes. Vastupidiselt antud t66s kasutatud Caco2
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rakkudele, on varasemalt ndidatud NANOGPS ckspressiooni jamesoolevihi teistes
kultuurides kui Caco2 (Ishiguro et al. 2012). Selle avaldatud t66 praimereid kasutades on aga
voimalik saada veebipohise Praimer-Blast otsinguga hoopis teistsuguseid tulemusi kui autorid
kirjeldavad. Tundub, et osades varasemates toddes pole olnud spetsiifiliste praimerite

disainime edukas ilmselt jarjestusandmete selleaegse vdhesuse tottu vorreldes praegusega.

Pluripotentsusega seotud markeritest uuriti valgu tasemel veel SSEA-3 ja SSEA-4. IF
analiiisil oli mérgatav moningane SSEA-4 ekspressiooni suurenemine Caco2 rakkude
tootlemisel  butiiraadiga. Sarnased tulemused esinesid ka {iksikraku analiiiisis
labivoolutsiitomeetriaga, kus nididati SSEA-4 ekspressiooni suurenemist diferentseerumise
kdigus (Joonis 16). IF metoodiga ei Onnestunud tuvastada SSEA-3 ekspressiooni Caco2
rakkudes, kuna antud valku ekspresseerivate rakkude hulk on tdendoliselt véga viike.
Uksikraku tasemel, libivoolutsiitomeetrilise analiiiisiga, niidati viikest populatsiooni rakke
(erinevates korduskatsetes 1,6%-3,7%), mis ekspresseerisid SSEA-3. Sellise vdikse SSEA-3
populatsiooni esinemine ldheb iildjoontes kokku ka varem avaldatuga, kus on niidatud, et
SSEA-3 ekspresseerivaid Caco2 rakke on ligikaudu 0,2% (Suzuki et al. 2013). Tundub aga, et
SSEA-4 ekspressiooni pole eelnevalt Caco2 rakkudes vaadeldud ning selle ekspressiooni

muutus rakkude diferentseerumise kdigus tuvastati esmakordselt.

Pluripotentsusega seotud SOX2 transkriptsioonifaktori ekspressiooni analiiiisiti vaid
labivoolutsiitomeetria metoodikat kasutades, kus ndidati selle ekspressiooni vidhenemist
Caco2 rakkudes butiiraadiga diferentseerumise indutseerimisel. Siinkohal on huvitav
véljatuua, iks jamesoolevahi Kkliiniline uuring, kus leiti, et SOX2 ekspressioon
jamesoolevihis on korgem kui normaalses koes

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01589900). Kéesoleva magistritoo saadud tulemused,

kus butiiraat aitas kaasa SOX2 ekspressiooni vdhenemisele Caco2 rakkudes, osutavad
butiiraadi olulisusele normaalsete soolerakkude alalhoiul ja vihkkasvaja tekke pidurdamisel ja

sellised tulemused on heas kooskolas varem avaldatuga (Encarnagdo et al. 2015).

Eelnevate toodega on ndidatud, et Caco2 rakkude diferentseerumisel ALPI
ekspressioon suureneb (Mariadason et al. 2001), mis on teatud maaral kooskolas ka antud t66
tulemustega, kus tdheldati moningast ekspressiooni suurenemist butiiraadiga téddeldud
rakkudes. Selle magistritod raames kasutatud ALPi vastased antikehad ga niisid tunvat dra
erinevaid sihtmérke voi selle vorme ning 16plikku jareldust kahjuks selle tottu teha ALPi
ekspressiooni osas ei saa. IF metoodikaga tuvastatud ALPi lokalisatsiooni muutus voib
tuleneda erinevate vormide ekspresseerumisest erinevatel arengujdrkudel. Nimelt voidakse

vihkkasvajas re-ekspresseerida néiteks ALPi embriionaalset vormi (Higashino et al. 1990).
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Eelnevalt on niidatud kiill OCT4 ja NANOG erinevate transkriptide ekspressiooni,
kuid varasemalt polnud erinevate transkriptide esinemist iseloomustatud Caco2 rakkudes.
Esmakordselt uuriti Caco2 rakkudes pluripotentsusega seotud markervalku SSEA-4. Saadud
tulemusi tuleks vorrelda inimese jdmesoolevdhi kliinilise materjaliga ning tulemuste
kattumisel oleks voimalik kasutatada nditecks SSEA-4 ekspressiooni suurenemist Kkui
véahkskasvaja formeerumise markerit. Kéesolevas t66s tuvastatud SOX2 ekspressiooni muutus
Caco2 rakkude diferentseerumisel kinnitab juba eelnevalt Kirjeldatud SOX2 olulisust

jamesoole vihkkasvaja iseloomustamisel.
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KOKKUVOTE

Antud magistritoé nditas, et Caco2 rakkudes ekspresseeritakse pluripotentsusega

seotud markereid, kusjuures tuvastati erinevused isovormide suhtes vorreldes hES rakkudega.

Butiiraadiga Caco2 rakkudes diferentseerumise indutseerimisel tuvastati véhesel
maédral OCT4BI1 transkripti ekspressioon, mis butiiraadiga m&jutamata rakkudes puudus, kuid
selle tulemuse kinnitamine vajab korduskatsete teostamist. See-eest detekteeriti mojutamata
rakkudes OCT4B transkripti ekspressioon, mis butiiraadiga Caco2 rakkude mdjutamisel
polnud enam detekteeritav. OCT4A transkript Caco2 rakkudes ei tuvastatud, samuti ei
detekteeritud OCT4A valgu ekspressiooni IF metoodikal, kus kasutatud OCT4 vastane
antikeha tunneb dra peamiselt OCT4A valgu isovormi. Lisaks kinnitas viimast ka western blot

analiis.

NANOG transkriptide uurimisel tuvastati nii butiiraadiga mdjutatud kui mojutamata
Caco2 rakkudes NANOG?2 transkripti ekspressioon, mida hES rakkudes ei tuvastatud. hES
raskkudes ekspresseeriti NANOGI transkripti. IF meetodiga tuvastati nii butiiraadiga kui
mojutamata rakkudes NANOG valgu ekspressioon. Western blot analiiiisil oli voimalik
kasutada alternatiivse NANOG isovormi vastast antikeha, mis tuvastas ekspressiooni vaid
Caco2 rakkudes ja iildist NANOG vastast antikeha, mis tuvastas ekspressiooni mdlemas
rakuliinis (Caco2 ja hES H9), viidates sellele, et esimene NANOG vastane antikeha vdiks édra
tunda just NANOG?2 valgu isovormi.

Pluripotentsusega seotud valkude SSEA-3 ja SSEA-4 uurimisel tuvastati SSEA-3
ekspressioon vaid labivoolutsiitomeetria meetodit kasutades, kus SSEA-3 ekspresseerivate
rakkude hulk oli vdga madal. SSEA-4 ekspressiooni tdousu butiiraadiga diferentseerumise

indutseerimisel tuvastati nii IF kui ka labivoolutsiitomeetria meetodit kasutades.

Diferentseerumismarker ALPi valguekspressiooni uurimisel detekteeriti western blot
meetodit kasutades moningane ekspressiooni suurenemine. ALPi valgu ekspressiooni
analiiisimisel kasutades IF meetodit tuvastati antud valgu lokalisatsiooni muutus, mis voib
viidata erinevatele ALPi vormidele, mida ekspresseeritakse erinevatel arengujarkudel.
Kahjuks esines kiisitavusi kasutatud ALPi vastaste antikehade spetsiifilisuses ja seetdttu oli

raskendatud antud markeri ekspressiooni uurimine ja 1dplike jarelduste tegemine.

Antud magistritoo lisas teadmisi jamesoolevihi rakuliini Caco2 edukaks kasutamiseks
teadustoos ja t66 tulemused osutavad, et pluripotentsusega seotud markerite OCT4, SOX2 ja
SSEA-4 ekspressiooni saaks kasutada jamesoolevidhkkasvaja diagnoosimisel ja pérast

tuleviku Kliiniliste uuringute tulemusi arvestades ehk ka haiguse prognoosi méiramisel.
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Lisaks viitavad antud t60 tulemused butiiraadi olulisusele jdmesoole vdhkkasvajate

preventatiivses ravis soodustades véahirakkude diferentseerumist.
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SUMMARY

This Master’s thesis showed that in Caco2 cells the pluripotency markers are
expressed, but also detected differences between the particluar isoforms when compared

between the Caco2 and human embryonic stem cells (hES cells).

During the differentition of Caco2 cells with buturate treatment the expression of
OCT4B1 transcript was detected, while without treatment the transcript was not detected. To
confirm these results,further tests need to be carried out.. However, in non-treated cells, the
expression ofOCT4B transcript was detected, while it was undetectabele in Caco?2 cells after
treatment with butyrate. OCT4A transcript expression was not detected in Caco?2 cells and the
expression of OCT4A protein was also not identified using immunofluorecece assay (IFA)
together with western blot analysisAnalysing NANOG transcripts, it was detected that the
butyrate treated and non-treated Caco2 cells expressed NANOG?2 transcript, which was not
detected in hES cells. hES cells expressed NANOGL1 transcript. IFA showed NANOG protein
expression in butyrate treated and non-treated cells. Western blot analysis was performed with
an antibody specific for alternative NANOG isoform, which detected expression only in
Caco? cells and with a general anti-NANOG antibody, which detected expression in both
cell-lines (Caco2 and hES H9). Tese resultse imply that this alternative NANOG specific
antibody could recognize the NANOG2 protein isoform.

During investigation of plurypotency markerproteins SSEA-3 and SSEA-4, the
expression of SSEA-3 was detected only by using flow cytomery, as the amount of cells
expressing SSEA-3 was very low. When differentiation was induced by butyrate treatment, an

increase in SSEA-4 expression was detected both by IFA and flow cytometry method.

Western blot analysis of differentiation marker ALPi protein expression showed
tendency towards increased expression after butyrate treatment.. IFA showed ALPi protein to
be expressed in different cellular compartments depending on the buturate treatment.. This
could be a hint of different forms of ALPi, which can be expressed in different stages of
development and mirrored in cells with different diferentiation level Unfortunately, there
were problems with specificity of anti-ALPi antibodiesand because of that, studying the

expression of this marker and making conclusions of it was complicated.

This master’s thesis added knowledge to succesfully use the colorectal cancer cell line
Caco2 in research and the results of this thesis point out that plurypotency markers OCT4,

SOX2 and SSEA-4 could be used to characterize the colorectal cancer and hopefully in the
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future, also help to determine prognosis and diagnosis. In addition, the results of this thesis

imply to the importance of the butyrate in preventive treatment of colorectal cancer.
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Lisa 1l

Joonis 1. Butiiraadiga tootlemise mdju Caco2 rakkudele. A (t66tlemata rakud) ja B
(butiiraadiga toéodeldud rakud) piltidel on ndha rakke vahetult enne téotlust (0 h). C ja D
piltidel on ndha samu rakke 24 h moédudes. E ja F piltidel on néiha rakke 48 h jdrel,
butiiraadiga mojutamise algusest.
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Joonis 2. Aluselise fosfataasi (ALP) aktiivsus Caco2 rakkudes butiiraadiga indutseeritud
diferentseerumise kaigus. ALP aktiivsuse analiitis teostati koostéo laboris Keemilise ja
Bioloogilise Fiitisika Instituudis bioenergeetika laboris, kus kasutati paralleelselt sama
diferentseerimise protokolli Caco2 rakkude bioenergeetilise profiili uurimisel rakkude
diferentseerumisel.
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Joonis 3. GAPDH transkripti tuvastamine. ,, But“ on tdhistatud Caco?2 rakud, mis on
butiiraadiga indutseeritud diferentseeruma. ,, NT“ tihistab Caco?2 rakke, mis on butiiraadiga
mojutamata. Tdhis ,, hES* viitab hES rakkudele ja ,,-RT* tdhistab vastavalt butiiraadiga
mojutatud ja mojutamata Caco?2, kus pole tehtud revertaasi tootlust.

Lisa 4
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Joonis 3. NANOG?2 alternatiivne splaissing. NANOG?2 transkript on geeniduplikaat, mida
tehakse NANOGP1 pealt.
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