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“Ariiiilsiisivesinike retseptori ekspressioon hiire munasarja granuloosarakkudes

folliikulite kiipsemisel”

Hiire munasari koosneb folliikulitest, mille areng ja kasv on koordineeritud mitmete
gonadotropiinide ja steroidhormoonide poolt. Ariiilsiisivesinike retseptor (Ahr) on
transkriptsioonifaktor, mis on eelkdige tuntud mitmete keskkonnakemikaalide, niiteks
dioksiinide metaboliseerijana, kuid lisaks sellele on ndidatud Ahr-i  olulisust
reproduktiivorganites, sealhulgas munasarjas.

Varasemad uuringud on néidanud, et Ahr-i ekspressioon on gonadotropiinidest soltuv. Sellest
tulenevalt piistitati antud bakalaureuset6é ecesmirgiks uurida Ahr-i lokalisatsiooni hiire
munasarja folliikulites gonadotropiini PMSG mdjul ja seejarel uurida, missuguse signaaliraja
kaudu on vahendatud PMSG toime Ahr-i ekspressioonile. Bakalaureuseto katsete tulemusena
selgus, et Ahr on iilesreguleeritud suurtes antraalsetes folliikulites. Veel leiti, et proteiinkinaas
A signaaliraja aktivatsioon pdhjustab granuloosarakkudes ariiiilsiisivesinike retseptori
allaregulatsiooni nii mMRNA kui ka valgu tasemel in vitro.

Mirksonad: ariitilsiisivesinike retseptor, munasari, granuloosarakud, PMSG, proteiinkinaas A
CERCS kood: B200 Tsiitoloogia, onkoloogia, kantseroloogia; B220 Geneetika, tsiitogeneetika

»Expression of the aryl hydrocarbon receptor in murine granulosa cells during the

maturation of ovarian follicles*

Murine ovaries are composed of follicles — the growth and development of which is coordinated
by several gonadotropins and steroid hormones. The aryl hydrocarbon receptor (Ahr) is a
transcription factor which is mostly known for metabolizing several environmental chemicals,
e.g. dioxins. In addition, the importance of Ahr in reproductive organs (including ovaries) has
been shown.

Previous research has demonstrated that the expression of Ahr is gonadotropin-dependent.
Therefore, the purpose of the current thesis was to examine the localization of Ahr in murine
ovarian follicles during follicle maturation in response to gonadotropin PMSG and to
investigate which signaling pathways modulate the expression of Ahr. The results of this thesis
show that Ahr is upregulated in large antral follicles. Furthermore, it was found that the
activation of protein kinase A signaling pathway downregulates aryl hydrocarbon receptor
MRNA and protein levels in granulosa cells in vitro.
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Kasutatud liihendid

AHR - ariitilsiisivesinike retseptor (Aryl Hydrocarbon Receptor)

AHRR — AHR-i repressor (AHR repressor)

ARNT — AHR-i tuuma translokaator (AHR nuclear translocator)

AhrKO — AHR-i knock-out

bHLH — aluseline heeliks-ling-heeliks motiiv (Basic Helix-Loop-Helix)

BMP4 — luu morfogeenne valk 4 (Bone Morphogenic Protein 4)

BSA — veise seerumi albumiin (Bovine Serum Albumin)

CAMP — tsiikliline adenosiinmonofosfaat (cyclic Adenosine Monophosphate)
CREB — cAMP vastuselemendiga seonduv valk (CAMP Response Element-Binding Protein)
ED — embriionaalne paev (Embryonic Day)

ERK — ekstratsellulaarselt reguleeritud kinaas (Extracellular Regulated Kinase)
FBS — veise loote seerum (Fetal Bovine Serum)

FSH — folliikuleid stimuleeriv hormoon (Follicle Stimulating Hormone)

FSHR — FSH retseptor (Follicle Stimulating Hormone Receptor)

GnRH — gonadotropiine vabastav hormoon (Gonadotropin Releasing Hormone)
hCG — inimese koorioni gonadotropiin (Human Chorionic Gonadotropin)
HSP90 — kuumasokivalk 90 (Heat Shock Protein 90)

IF - immunofluorestsentsanaliiiis

LH — luteiniseeriv hormoon (Luteinizing Hormone)

LHCGR - luteiniseeriva hormooni/koorini gonadotropiini retseptor (Luteinizing Hormone /
Choriogonadotropin Receptor)

MAPK — mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaas (Mitogen-Activated Protein Kinase)
NLS — tuuma lokalisatsiooni signaal (Nuclear Localization Signal)

NGS — tavaline kitse seerum (Normal Goat Serum)

PAS A/B — Per-Arnt-Sim doméén A/B

PI3K — fosfatidiiiilinositool-4,5-bisfosfaat 3-kinaas (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase)

PMA — forboolmiiristaatatsetaat (Phorbol Myristate Acetate)

PMSG - tiine méra seerumi gonadotropiin (Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin)
PKA — proteiinkinaas A (Protein Kinase A)

RU — rahvusvaheline iihik

XRE — ksenobiootiline vastuselement (Xenobiotic Response Element)



Sissejuhatus

Ariiiilsiisivesinike retseptor (AHR) on ligand-aktiveeritav transkriptsioonifaktor, mis on
peamiselt tuntud kui mitmete keskkonnas leiduvate ksenobiootiliste iihendite, nditeks
dioksiinide, toksilisuse vahendaja. Lisaks AHR-i toksikoloogilisele tdhtsusele on viimastel
aastakiimnetel leitud tdoestust AHR-i endogeense funktsiooni kohta reproduktiivsiisteemis,
kaasa arvatud munasarjas. Varasemad uuringud on viidanud AHR-i olulisusele
follikulogeneesis — nimelt on AhrKO hiirtel ndidatud védhenenud viljakust, aeglasemat

folliikulite kasvu ning viahenenud vastuvatlikkust gonadotropiinidele.

Seda, kas ja kuidas mojutavad munasarjas keskse tdhtsusega gonadotropiinid Ahr-i
ekspressiooni folliikulite kiipsemise kéigus, on seni vdhe uuritud. Varasemalt on hiire
preovulatoorsetes granuloosarakkudes néidatud, et luteiniseeriv. hormoon avaldab Ahr-i
ekspressioonile represseerivat mdju. Hiljuti on selgunud, et Ahr-i ekspressiooni reguleeritakse
gonadotropiinide toimel ka reproduktiivtsiikli follikulaarses faasis. Nimelt on tdheldatud, et
folliikulite kiipsemist esile kutsuv gonadotropiin PMSG osaleb hiire munasarjas Ahr-i
ekspressiooni positiivses regulatsioonis. Selle kohta, kuidas PMSG moju Ahr-ile tdpsemalt
avaldub ning millistes munasarja folliikulites Ahr-i iilesregulatsioon aset leiab, varasemad

andmed puuduvad.

Kéesoleva t66 eesmargiks oli vilja selgitada, missugustes hiire munasarja folliikulites on Ahr
PMSG mgjul iilesreguleeritud ning uurida, missuguste signaaliradade kaudu voiks hiire

granuloosarakkudes olla vahendatud PMSG mgju Ahr-ile.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Munasarja areng ning follikulogenees

Imetajate sugurakkude areng saab alguse viikesest eellasrakkude populatsioonist, mida
nimetatakse primordiaalseteks idutee rakkudeks. Hiire primordiaalsete idutee rakkude areng
algab 6,25 embriionaalsel pédeval (ingl. k. embryonic day — ED) epiblastis paiknevast
pluripotentsest rakupopulatsioonist vastusena kasvufaktorile BMP4 (luu morfogeenne valk 4),
mida sekreteeritakse ldheduses paiknevast ekstraembriionaalsest ektodermist (Lawson jt., 1999;
Ohinata jt., 2005). Formeerunud primordiaalsed idutee rakud migreeruvad ED 8,5
embriionaalsesse endodermi, millest saab alguse tagasoole areng. Jargnevalt idutee rakud
prolifereeruvad ja migreeruvad ED 10,5-11,5 dorsaalselt piki tagasoole endodermi genitaalvalli

suunas, kus vastavalt embriio soole algab munasarjade voi testiste areng (Tam ja Snow, 1981).

Emaste hiirte primordiaalsetest idutee rakkudest saavad genitaalvallis mitoosi kdigus oogoonid,
mis jddvad mittetdieliku tsiitokineesi tottu rakuliste sildadega omavahel iihendatuks (Pepling ja
Spradling, 1998). Oogoonid sisenevad retinoolhappe toimel meioosi, mille kdigus tekivad
primaarsed ootsiilitid (Bowles jt., 2006). Umbes kaks kolmandikku primaarsetest ootsiiiitidest
ldhevad apoptoosi ning allesjaanud ootsiitidid arestitakse 17,5 ED meioosi esimeses diploteenis.
Granuloosarakkude eellased {tihinevad enne siindi oogoonide kobaraga ning osalevad
rakuvaheliste lihenduste lagundamises ja silinnijirgses primordiaalsete folliikulite

moodustamises (Pepling ja Spradling, 2001).

Folliikulid on munasarja peamised funktsionaalsed komponendid, mis koosnevad ootstiiidist ja
seda {imbritsevast granuloosa- ning teekarakkude kihist. Follikulogeneesi kdigus suurenevad
ootsiilidid oma mddtmetelt ning ootsiiiiti iimbritsevate somaatiliste rakkude arv kasvab. Seitsme
paeva vanustel hiirtel on osad primordiaalsed folliikulid arenenud primaarseteks folliikuliteks,
milles kuubilaadsed granuloosarakud timbritsevad ootsiiiiti 1 — 2 kihina (Joonis 1). Kahe niddala
vanustel hiirtel esinevad mdned sekundaarsed folliikulid, milles prolifereerunud
granuloosarakud katavad ootstiiiti 2 — 3 kihina, mis on omakorda timbritsetud teekarakkudega.
Kolme kuni nelja nddala vanuste hiirte sekundaarsed folliikulid on timbritsetud veel rohkemate
granuloosarakukihtidega ning nende munasarjas on erinevates arengustaadiumites folliikuleid
— primordiaalsetest preantraalseteni. Enne hiire sugukiipsuse saavutamist ei arene munasarja

folliikulid preantraalsest arengustaadiumist edasi (Peters, 1969).
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Joonis 1. Munasarja folliikulite arenguetapid. Kohandatud Georges jt. (2014) jargi.

Puberteedieas on antraalsete folliikulite viljakujunemises keskne roll folliikuleid stimuleerival
hormoonil (FSH) (Kumar jt., 1997), mille toime avaldub granuloosarakkude pinnal
paiknevatele FSH retseptoritele (FSHR) seondumisel (Richards ja Midgley, 1976). FSH toimel
arenevad preantraalsetest folliikulitest preovulatoorsed ehk Graafi folliikulid, millele on
iseloomulik folliikulisisese donsuse ehk antrumi olemasolu (Spears jt., 1998). Graafi
folliikulites eristuvad muraalsete ja kumuluse granuloosarakkude populatsioonid, mis erinevad

omavahel gonadotropiinidega interakteerumise poolest (Khamsi ja Roberge, 2001).

Kaikidest munasarja folliikulitest ovuleerub vaid véike protsent. Néiteks inimeste puhul on
seitsmendal eluaastal munasarjades umbes 300 000 ootstiiiti (Baker, 1963), millest elu jooksul
ovuleerub ligikaudu 400 (Hardy jt., 2000). Ulejiinud folliikulid degenereeruvad protsessi
kdigus, mida nimetatakse atreesiaks (Numazawa ja Kawashima, 1982). Pirast ootsiiiidi
ovuleerumist luteiniseeruva hormooni (LH) toimel areneb allesjaanud folliikulist kollaskeha
(corpus luteum), mis hakkab tootma normaalse raseduse kujunemiseks vajalikku hormooni —
progesterooni (Khan-Dawood jt., 1989; Plant ja Zeleznik, 2014). Téiskasvanud hiirte
Ostraaltsiikkel viltab 4 — 5 péaeva, millest follikulaarne faas kestab 2 pieva ning luteaalne faas
2 — 3 paeva (Hau jt., 1994; Nelson jt., 1982).



1.2. Follikulogeneesi hormonaalne regulatsioon

Folliikulite areng munasarjas on mitmete steroidsete suguhormoonide (androgeenide ja
Ostrogeenide) ning gonadotropiinide (FSH ja LH) poolt reguleeritud protsess. Puberteedieas
aktiveerub hiipotaalamus-hiipofiiiis-munasari telg ning selle tagajérjel toimuvad muutused
hormonaalses aktiivsuses ja kujunevad vilja sekundaarsed sootunnused (Peper jt., 2010).
Hiipotaalamuses hakatakse tootma gonadotropiine vabastavat hormooni (GnRH), mis on iiks
peamisi steroidogeneesi regulaatoreid. GnRH mojutab hiipofiiiisi eessagaras olevaid rakke, mis
omavad GnRH retseptoreid, ning secjéirel hakatakse neis rakkudes siinteesima ja sekreteerima
gonadotropiine (Rispoli ja Nett, 2005). GnRH siintees toimub hiipotaalamuses impulssidena —
korgem GnRH impulsi sagedus kutsub esile LH siinteesi ning madalam indutseerib FSH
tootmist (Jayes jt., 1997; Meredith jt., 1998) (Joonis 2).
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Joonis 2. Hiipotaalamus-hiipofiiiis-munasari telg. Kohandatud Hoffman jt. (2016) jargi.

FSH ja LH on munasarjas teineteist tdiendava funktsiooniga gonadotropiinid. LH stimuleerib
antraalsete folliikulite teekarakkudes androgeenide siinteesi, viimastest omakorda toodetakse
granuloosarakkudes FSH toimel Gstrogeene, peamiselt ostradiooli (Smyth jt., 1995). Varases
folliikulite kiipsemise faasis kontrollib madalas kontsentratsioonis Ostradiool 1dbi negatiivse
tagasiside mehhanismi FSH ja LH sekretsiooni nii hiipotaalamuse kui ka hiipofiitisi kaudu
(Shaw jt., 2010). Lisaks sellele reguleerib FSH sekretsiooni negatiivse tagasiside mehhanismiga

inhibiin, mida toodetakse munasarja granuloosa- ja teekarakkudes (Hayes jt., 1998).



Folliikulite kiipsemise kédigus granuloosarakud prolifereeruvad ning seetdttu suureneb
Ostradiooli produktsioon. Rotis on nédidatud, et kdrgema Ostradiooli kontsentratsiooni juures
suureneb hiipofiiiisi eessagaras GnRH retseptoreid ekspresseerivate rakkude hulk, mislébi on
soodustatud aktiivsem gonadotropiinide sekretsioon, mis omakorda viib veelgi suuremas
koguses ostradiooli tootmiseni (Quinones-Jenab jt., 1996). Sellise positiivse tagasiside
mehhanismiga indutseeritakse jarsk LH kontsentratsiooni tous, mille I1opptulemuseks on

munaraku ovulatsioon (Plant ja Zeleznik, 2014).

1.3. Gonadotropiinid ja nende retseptorid

FSH ning LH on gliikoproteiinsed gonadotropiinid, mis koosnevad kahest erinevast subiihikust
— hiipofiiiisi glikkoproteiinide seas konserveerunud a-subiihikust ning unikaalsest -subiihikust,
mis médrab gonadotropiini seondumise spetsiifilisuse (NCBI). Gonadotropiinid avaldavad oma

mdju 14bi raku pinnal olevate retseptorite aktiveerimise (Pierce ja Parsons, 1981).

FSH ja LH retseptorid kuuluvad G-valguga seotud retseptorite perekonda. Mdlema retseptori
aktiveerimiseks on vajalik ligandi seondumine retseptori ekstratsellulaarse leutsiinirikka
domainiga N-terminuses (Braun jt., 1991). Ligandi seondumine oma retseptorile aktiveerib
G-valgu, mis indutseerib adeniilaattsiiklaasi vahendusel tsiiklilise adenosiinmonofosfaadi
(cCAMP) kontsentratsiooni tousu ning selle tulemusena aktiveeritakse proteiinkinaas A (PKA)
signaalirada (DeManno jt., 1999; Simoni jt., 1997). Gonadotropiinid aktiveerivad 14bi oma
retseptorite ka teisi signaaliradu. On ndidatud, et FSH seondumine FSH retseptorile indutseerib
ERK, p38 MAPK ja PI3K signaaliradade aktivatsiooni (Cottom jt., 2003; Gonzalez-Robayna
jt., 2000; Maizels jt., 1998).

FSH olulisust munasarjas tdestab asjaolu, et emased FSH retseptori knock-out hiired on
viljatud, nende munasarjad on tavaparasest viaiksemad ning folliikulid ei arene preantraalsest
staadiumist edasi (Abel jt., 2000). FSH retseptoreid ekspresseeritakse kiipsevate folliikulite
granuloosarakkude pinnal koigis follikulogeneesi etappides. LH retseptoreid seevastu
ekspresseeritakse nii teekarakkudes, preovulatoorsete folliikulite granuloosarakkudes,

kollaskehas kui ka munasarja interstitsiaalses koes (Camp jt., 1991).

1.4. Kesksed signaalirajad munasarjas

Granuloosarakkude proliferatsiooni ning folliikulite kiipsemise protsessiga kaasneb FSH mojul
paljude sihtméarkgeenide aktivatsioon (Escamilla-Hernandez jt., 2008). FSH-sdltuva

signaliseerimise poolt tekitatud peamiseks rakusiseseks signaaliks on cCAMP, mis aktiveerib
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CAMP-soltuvat PKA-d (Knecht ja Catt, 1982). PKA fosforiileerib rakkudes mitmeid substraate,
niditeks cAMP vastuselemendiga seonduvat valku CREB (CAMP response element binding
protein) (Delghandi jt., 2005) ja histooni H3 (DeManno jt., 1999).

PKA signaaliraja vajalikkust on ndidatud mitmetes munasarja kiipsemisega kaasnevates
protsessides, sealhulgas granuloosarakkude prolifereerumisel ja diferentseerumisel (Han jt.,
2013; Puri jt., 2016). On leitud, et PKA signaalirada on piisav enamike FSH poolt stimuleeritud
granuloosarakkude diferentseerumisel vajalike geenide aktivatsiooniks, kuid aromataasi, LH
retseptori ja mitmete muude FSH poolt indutseeritud geenide optimaalse ekspressiooni jaoks
on viidatud ka teiste signaaliradade aktivatsiooni vajalikkusele (Escamilla-Hernandez jt.,
2008). Naiteks on Zeleznik jt. (2003) ndidanud, et FSH poolt indutseeritud aromataasi ja LH
retseptori geenide transkriptsiooni aktiveerimiseks on vajalik PISBK/AKT (proteiinkinaas B)

signaliseerimine.

Lisaks PKA signaalirajale peetakse munasarjas oluliseks ka proteiinkinaas C (PKC)
signaalirada. Kuigi FSH ja LH mdjul ei indutseerita mérkimisvadrset PKC aktivatsiooni, on
siiski PKC signaalirada vajalik folliikulite arenguks ning ovulatsiooni toimumiseks (Sriraman
jt., 2008). Varasemad uuringud on ndidanud, et PKC antagonisti toimel on kiiiilikus ja rotis
ovulatsiooni toimumine blokeeritud (Kaufman jt., 1992; Shimamoto jt., 1993). PKC olulisust
munasarjas tdestab veelgi asjaolu, et selle signaaliraja blokeerimisel granuloosarakkudes in
vitro inhibeeritakse ovulatsiooni toimumiseks kriitilise tdhtsusega geeni Ptgs2 ekspressiooni
(Morris ja Richards, 1995). Lisaks sellele on PKC vajalik granuloosarakkudes mitmete LH
poolt indutseeritud geenide — Pgr ja Prkg2 — ekspressiooniks (Sriraman jt., 2003, 2006).
Minegishi jt. (1997) on ndidanud, et lithiajalisel FSH mgjul (6 tundi) represseeritakse roti
granuloosarakkudes in vitro PKC signaaliraja kaudu Fshr-i ekspressiooni, kuid hormooni
pikaajalisel mojul (24 tundi) toimub 14bi cAMP kaskaadi Fshr-i tilesregulatsioon.

1.5. Ariiiilsiisivesinike retseptor

Artiiilsiisivesinike retseptor (AHR) on ligand-soltuv transkriptsioonifaktor, mis on peamiselt
tuntud keskkonnas levivate saasteainete (nditeks dioksiinide) metabolismi vahendajana.
AHR-i ligandideks on mitmed halogeensed aromaatsed siisivesinikud ning poliitsiiklilised
aromaatsed siisivesinikud, kuid esineb ka looduslikke ligande (Denison ja Heath-Pagliuso,
1998). Uheks uurituimaks AHR-i ligandiks on halogeenne aromaatne ihend TCDD ehk 2,3,7,8-
tetraklorodibenso-p-dioksiin.  Ligandi seondumisel AHR-iga indutseeritakse mitmete
sihtmérkgeenide, sealhulgas ksenobiootikumide lagundamisel osalevate tsiitokroom P450

perekonda kuuluvate geenide ekspressioon (Denison jt., 1988). Varasemalt on tdheldatud, et
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AHR-i signaalirada aktiveeritakse ka eksogeensete ligandide puudumisel, mis viitab AHR-i
endogeensete ligandide olemasolule (Singh jt., 1996). Viimase 20 aasta jooksul on leitud, et
AHR-i aktiveerivad mitmed endogeensed molekulid, niiteks indigo, indirubiin, kiinureniin,
arahhidoonhappe metaboliit lipoksiin A4, mitmed prostaglandiinid jne (Adachi jt., 2001,
Mezrich jt., 2010; Schaldach jt., 1999; Seidel jt., 2001).

Peale AHR-i toksikoloogilise funktsiooni on tdheldatud selle valgu olulisust mitmetes
fiisioloogilistes protsessides. Hiire embriionaalse arengu kdigus on Ahr-i ekspressioon
ruumiliselt ja ajaliselt spetsiifiline ning seotud regioonidega, kus toimub Kkiire rakkude
proliferatsioon ja diferentseerumine (Abbott jt., 1995). Ahr-i fiisioloogilist olulisust on palju
uuritud, kasutades Ahr-i knock-out hiiri (AhrKO). AhrKO hiirtel esineb mitmeid maksadefekte,
samuti on nende maks keskmisest viiksema suurusega (Schmidt jt., 1996). Lisaks on AhrKO
hiirtel tiheldatud mitmeid immunoloogilisi defekte — nende pornas on vahenenud B- ja T-
limfotsiititide arvukus (Fernandez-Salguero jt., 1997) ning nende naiivsed T-rakud pole
regulatoorsete T-rakkude genereerimisel niivord efektiivsed kui metsiktiitipi hiirtel (Kimura jt.,
2008). Veel on nididatud AHR-i seost mitmete vahitiitipidega. Niiteks on inimese puhul
AHR-i iileekspressiooni seostatud tumorigeneesiga rinnakasvaja (Yang jt., 2008) ning

hepatotsellulaarse kartsinoomi kudedes (Liu jt., 2013).

1.6. AHR-i struktuur

Artiiilsiisivesinike retseptor on aluseline valk, mis kuulub heeliks-ling-heeliks (bHLH) Per-
Arnt-Sim (PAS) tiitipi transkriptsioonifaktorite perekonda (Wu jt., 2013). Hiire Ahr on 95 kDa
suurune valk, mis koosneb 848 aminohappe jadgist (Uniprot).

bHLH PAS TAD
bHLH PAS TAD

Joonis 3. Hiire Ahr-i ja Arnt-i valgu doméiinne struktuur. bHLH — aluseline heeliks-ling-heeliks
doméidn; PAS — Per-Arnt-Sim dom&én; Q-rikas — glutamiinirikas regioon; TAD — transaktivatsiooni
doméén. Kohandatud Wu jt. (2013) jargi.
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AHR-i konserveerunud N-terminaalne bHLH doméén on vajalik valk-valk interaktsioonide
toimumiseks ning DNA-ga seondumiseks. Konserveerunud PAS doméaénid (PAS-A ja PAS-B)
osalevad AHR-i tuuma translokaatoriga (ARNT) heterodimerisatsioonil. PAS-B doméin
osaleb veel ka ligandiga seondumisel (Fukunaga jt., 1995). Ahr-i valgu C-terminaalne regioon

on vajalik transaktivatsiooniks (Ramadoss ja Perdew, 2005) (Joonis 3).

1.7. AHR-i klassikaline signaalirada

Ligandita AHR paikneb tsiitoplasmas ning on kompleksis erinevate chaperon-valkudega, mille
hulka kuuluvad kaks HSP90 kuumasokivalku, co-chaperon p23, proteiinkinaas c-SRC ning
XAP2 (tuntud ka kui ARA9 voi AIP1) (Carver ja Bradfield, 1997; Denis jt., 1988; Enan ja
Matsumura, 1996; Nair jt., 1996) (Joonis 4). AHR-i seondumisel ligandiga toimub
AHR-i struktuuris konformatsiooniline muutus ning avaneb tuuma lokalisatsiooni signaal
(NLS) (lkuta jt., 1998). Selle tulemusena vabaneb AHR-ligand kompleks chaperon-valkudest
(Mimura ja Fujii-Kuriyama, 2003), liigub tuuma ning seondub seal ARNT-iga (Reyes jt., 1992).
AHR-ARNT heterodimeer seondub tuumas ksenobiootilisele vastuselemendile (XRE)
(nimetatakse ka dioksiini vastuselemendiks ehk DRE), tundes &ra konsensusjirjestuse
5’-TNGCGTG-3’, ning indutseerib seeldbi AHR-i sihtmarkgeenide ekspressiooni (Li jt., 2014).
Uheks kdige paremini uuritud AHR-i sihtmirkgeeniks on tsiitokroom P450 perekonda kuuluv
geen CYP1A1 (Israel ja Whitlock, 1984).

G()plasma Gm CO O AHRR AQ

L
CYPIAI

CYPIA2
[ »™  4HRR jne

XRE (5’-TNGCGTG-3")

e ON/

Degradatsioon

Joonis 4. AHR-i klassikaline signaalirada. Kohandatud Nguyen ja Bradfield (2008) jargi.
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AHR-1 sihtmirkgeenide hulka kuulub muuhulgas ka AHRR (artiiilsiisivesinike retseptori
repressor). AHRR valk konkureerib AHR-iga, moodustades heterodimeeri ARNT-iga. Kui
AHRR-ARNT kompleks on moodustunud, seondub see XRE jirjestusele ja kiitub
transkriptsioonilise repressorina, inhibeerides AHR-i secondumist oma sihtmérkgeenide
promootorjirjestusele (Mimura ja Fujii-Kuriyama, 2003; Mimura jt, 1999). Dimeriseerumata

AHR eksporditakse tuumast ning lagundatakse proteasoomis (Davarinos ja Pollenz, 1999).

1.8. Ahr-i seos reproduktsiooniga

Ahr on tdhtis nii follikulogeneesis, steroidogeneesis kui ka ovulatsiooni regulatsioonis. Hiirtel
on tdheldatud mitmeid reproduktiivseid héireid nii Ahr-i puudumisel kui ka Ahr-i signaaliraja
aktivatsioonil TCDD mgjul (Hernandez-Ochoa jt., 2009). Lisaks on Ahr-il tdhtis roll ka
munasarja folliikulite kasvu reguleerimises. Nimelt on AhrKO hiirtel tdheldatud viiksemat
preantraalsete ja antraalsete folliikulite arvukust vorreldes metsiktiitipi (WT) hiirtega (Benedict
jt., 2000). Samuti kasvavad AhrKO hiirte munasarja folliikulid in vitro aeglasemalt vihenenud
granuloosarakkude proliferatsiooni tottu (Barnett jt, 2007b). Bussmann jt. (2006) on néidanud,
et Ahr soodustab &strogeenide koosmdjul roti granuloosarakkude proliferatsiooni, osaledes

seelabi folliikulite kasvu reguleerimises.

Eelnevad uuringud on ndidanud, et AhrKO ja WT hiired ei erine FSH ja LH taseme poolest,
kuid AhrKO hiirte munasarjas ekspresseeritakse Fshr-i ja Lhcgr-i (LH retseptor) madalamal
tasemel kui WT hiirtes. Seetdttu on AhrKO hiired viahem vastuvotlikud gonadotropiinide
toimele, mis viitab Ahr-i olulisusele gonadotropiinse vastuse reguleerimisel (Barnett jt., 2007a).
Meie laboris on varem néidatud, et Ahr reguleerib Fshr-i ekspressiooni, seondudes selle geeni
promootori E-box jérjestusele (Teino jt., 2012). Ahr-i osalus FSH retseptori geeni ekspressiooni

regulatsioonil toestab veelgi Ahr-i olulisust folliikulite kiipsemise protsessis.

Folliikulite kiipsemise ja ovulatsiooni toimumise tagamiseks toodetakse munasarjas
gonadotropiinide stimulatsiooni tulemusel steroidhormoone. Naiteks indutseeritakse FSH
toimel granuloosarakkudes aromataasi geeni (Cyp19al) ekspressioon, mis osaleb ostradiooli
stinteesil (Whitelaw jt., 1992). Mitmed uuringud on viidanud sellele, et Ahr mojutab
antraalsetes folliikulites steroidhormoonide tootmise vdimekust. Puberteediealistel AhrkKO
hiirtel on tdheldatud antraalsetes folliikulites vdhenenud Ostradiooli siinteesi vorreldes WT
hiirtega (Barnett jt., 2007a). Baba jt. (2005) on hiire granuloosarakkudes ndidanud, et Ahr
aktiveerib Cypl9al ekspressiooni, seondudes selle promootorile. Lisaks on leitud, et
aktiveerides Ahr-i signaalirada TCDD toimel in vitro vidheneb roti granuloosarakkudes FSH

poolt indutseeritud aromataasi aktiivsus (Dasmahapatra jt, 2000). Kuna o6stradiool on
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follitkulite kiipsemisel oluliseks steroidhormooniks, siis 1dbi Ostradiooli produktsiooni

reguleerimise jareldub ka Ahr-i keskne tahtsus follikulogeneesis.

1.9. Ahr-i ekspressiooni regulatsioon munasarjas

Leitud on moningaid tdendeid selle kohta, et Ahr-i ekspressiooni reguleeritakse
gonadotropiinide poolt. Niiteks on makaagi munasarja periovulatoorsetes granuloosarakkudes
ndhtud LH analoogi hCG (inimese koorini gonadotropiin) manustamisel 12 tunni jargselt
Ahr-i mMRNA taseme tousu (Chaffin jt., 1999). Samas on Chaffin jt. (2000) ndidanud, et roti
munasarjas toimub preovulatoorses faasis Ahr-i mMRNA allaregulatsioon. Varasemalt on meie
laboris leitud Kkinnitust, et hCG mgjul toimub ka hiire preovulatoorsetes granuloosarakkudes

artiiilsiisivesinike retseptori allaregulatsioon nii mRNA kui ka valgu tasemel (Teino jt., 2014).

Seni on vihe uuritud, kuidas reguleeritakse hiires Ahr-i ekspressiooni folliikulite kiipsemise
kéigus in vivo. Uurimaks geeniekspressiooni folliikulite kiipsemisel, kasutatakse tihti FSH-le
analoogset hormooni PMSG (tiine médra seerumi gonadotropiin), millel esineb ka moningane
LH aktiivsus (Christakos ja Bahl, 1979). PMSG-d kasutatakse erinevates organismides
superovulatsiooni ja folliikulite kiipsemise esile kutsumiseks. Hiire puhul on teada, et 48 tunni
jooksul PMSG manustamise jargselt kasvavad munasarja folliikulid preovulatoorse staadiumini
(Baba jt., 2005).

Antti Matvere magistritoos selgus, et 48 tundi pérast hiirte siistimist PMSG-ga tousis Ahr-i
valgu tase granuloosarakkudes keskmiselt 7 korda ning mRNA tase 4 korda. Lisaks sellele
néitasid Ahr-i valgu diinaamika katsed, et valgu taseme tdusu on margata alates 24 tunnist
parast PMSG-ga siistimist, statistiliselt olulisel mééral tousis valgu tase 36 tundi pédrast
hormooni manustamist. Kuna Ahr-i valgu taseme tous PMSG mdjul algab pigem hilises
follitkulite kiipsemise faasis, vOib piistitada hiipoteesi, et Ahr on iilesreguleeritud suurtes
folliikulites. Samuti voib oletada, et kuna Ahr-i iilesregulatsioon granuloosarakkudes on PMSG
mojul tdheldatav alles 24 tunni méddudes, voib hormooni mdju Ahr-ile avalduda kaudsete

signaaliradade kaudu.

Varasemalt on nédidatud PKA osalust ariiiilsiisivesinike retseptori aktivatsooni ja ekspressiooni
regulatsioonis. Naiteks leidsid Oesch-Bartlomowicz jt. (2005), et PKA on oluline hiire
hepatoomi rakuliinis Ahr-i signaaliraja endogeensel aktivatsioonil. Veelgi enam, Teino jt.
(2014) on nididanud, et PKA signaalirada osaleb hiire preovulatoorsetes granuloosarakkudes
hCG-toimelises Ahr-i allaregulatsioonis. Sarnaselt PKA signaalirajaga, on ndhtud PKC osalust
Ahr-i aktivatsioonil. Néiteks on Chen ja Tukey (1996) ndidanud, et PKC aktiveerimisel touseb
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Ahr-i sihtméirkgeeni Cyplal ekspressioon. Hiire embriio fibroblastides on leitud tdestust, et
PKC osaleb TCDD poolt indutseeritud Ahr-i sihtmarkgeeni Cyplbl ekspressiooni positiivsel
regulatsioonil 1dbi Ahr-i fosforiileerimise (Ikegwuonu jt., 1999). Kuna varasemalt pole PKC
signaaliraja moju Ahr-i ekspressioonile uuritud, seati iiheks kédesoleva bakalaureuset6o
eesmirgiks leida selgust, kas PKC signaalirada voiks olla oluline Ahr-i ekspressiooni

regulatsioonis hiire munasarja folliikulite kiipsemisel.

Léhtudes teadmisest, et PKA ja PKC signaalirajad on munasarjas olulised ning neid radasid on
varasemalt seostatud Ahr-iga, otsustati antud bakalaureuset60 raames uurida, kas Ahr-i
tilesregulatsioon PMSG toimel voiks granuloosarakkudes aset leida PKA voi PKC signaaliraja

aktivatsiooni kaudu.
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2. Eksperimentaalosa

2.1. T66 eesmirgid

1. Madrata kindlaks, missugustes hiire munasarja folliikulites on ariiiilsiisivesinike
retseptor PMSG toimel iilesreguleeritud pérast 48 tundi kestvat folliikulite kiipsemise
perioodi.

2. Uurida PKA ja PKC signaaliradade olulisust PMSG-toimelises Ahr-i iilesregulatsioonis

hiire munasarja folliikulite kiipsemise kdigus.
2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Rakud, sootmed, kemikaalid

Antud bakalaureusetdd raames kasutati 28 emast C57B1/6J hiirt ning 5 AhrKO hiirt. Hiired
saadi TU MRI vivaariumist (Tegevusluba KL1202, 10.01.2005). Katseid elusloomadega
teostasid Sulev Kuuse, Indrek Teino ja Antti Matvere TU MRI vivaariumis. Loomkatsete
labiviimiseks véljastatud loa koopia on leitav bakalaureuset6o lisadest (Lisa 1). Eksperimentide
tarbeks kasutati hiirte munasarju tervikuna vOi munasarjadest eraldatud primaarseid
granuloosarakke. Rakke kasvatati DMEM/Ham’s F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Ham’s F-12) (Lonza) s66tmes koekultuuri tassidel 5% CO2 kontsentratsioonil 37 °C
juures. Toos kasutati kemikaale forskoliin (Tocris Bioscience) ja forboolmiiristaatatsetaat
(PMA) (Santa Cruz Biotechnology).

2.2.2. Primaarsete granuloosarakkude eraldamine

21 — 23 pieva vanuseid immatuurseid emaseid hiiri siistiti superovulatsiooni esilekutsumiseks
5 RU (rahvusvaheline ithik) PMSG-ga (Folligon, Intervet). PMSG mdjul kutsutakse hiire
munasarjades esile aktiivne folliikulite kasv ning tédnu sellele on preovulatoorses faasis palju
kiipseid folliikuleid. Vastavalt katse iilesehitusele hukati hiired tservikaalset dislokatsiooni
kasutades kas 24 voi 48 tundi parast hormooniga siistimist. 21 — 23 pdeva vanuseid kontrollhiiri
ning AhrKO hiiri enne hukkamist hormooniga ei siistitud. Hiirtest eraldati munasarjad ning
asetati lahusesse A (DMEM/Ham’s F-12; 0,2% BSA; 10 mM Hepes pH 7,9). Munasarjad
puhastati valgusmikroskoopi ja pintsette kasutades timbritsevast sidekoest ja tdsteti
hiipertoonilisse lahusesse B (DMEM/Ham’s F-12; 0,5 M sahharoos; 10 mM EGTA) ning
inkubeeriti kuni 10 minutit 37 °C juures. Jargnevalt pesti munasarju 1 kord lahusega A.

Munasarjad asetati koekultuuri tassidele umbes 200 pl lahusesse A ning punkteeriti

17



valgusmikroskoobi all 26G noelaga. Rakud koguti kokku lahuses A ja tsentrifuugiti 300 g
juures 5 minutit. Supernatant eemaldati ning rakud resuspendeeriti iiles DMEM Ham’s F-12
s00tmes, mis sisaldas 2,5% FBS-i (veise loote seerum). In vitro katseteks kiilvati
granuloosarakud koekultuuri tassile, mida oli eelnevalt inkubeeritud 1 tund 1 pg/cm?
fibronektiiniga (Corning) 37 °C juures. Viltimaks seerumist tingitud mojutusi, vahetati parast

rakkude koekultuuri tassile kinnitumist seerumiga s60de seerumivaba s66tme vastu.

2.2.3. RNA eraldamine

RNA eraldamiseks in vivo katsetes voeti primaarsete granuloosarakkude eraldamisel saadud
materjalist 10 % eraldi 1,5 ml tuubi. Rakke tsentrifuugiti 300 g juures 5 minutit, eemaldati
supernatant ning suspendeeriti liitisilahuses. RNA eraldamiseks in vitro katsetes kasvatati rakke
koekultuuri tassil ning toddeldi neid 10 uM forskoliini (PKA aktivaator) voi 20 uM PMA-ga
(PKC aktivaator). Erinevates ajapunktides, vastavalt katseskeemile, aspireeriti rakkudelt s66de,
pesti 2 korda PBS-iga ning seejarel rakud liiiisiti. Liisaadid koguti 1,5 ml tuubidesse ning jétkati

kohe RNA eraldamisega voi siilitati edasiseks kasutamiseks -80 °C juures.

Rakkude liitisimiseks ja RNA eraldamiseks kasutati Blood/Cultured Cell Total RNA
Purification Kit-i (Favorgen). RNA eraldati vastavalt tootja protokollile. Saadud totaalne RNA
elueeriti 30 pl nukleaasivabas vees ning RNA kontsentratsioon mdddeti, kasutades
spektrofotomeetrit NanoDrop ND-100 (Thermo Scientific). Selleks, et olla kindel, et qPCR-i
kaigus ndhtav amplifikatsioon ei tulene genoomse DNA saastusest, teostati RNA-le DNaas |
(Thermo Scientific) to6tlus, jargides tootja protokolli. DNaasi to6tluse labiviimiseks kasutati

2720 Thermal Cycler PCR masinat (Applied Biosystems).

2.2.4. cDNA siintees

Poordtranskriptsiooniks kasutati 200 — 1000 ng granuloosarakkudest eraldatud ja DNaasiga
toodeldud RNA-d ning RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit’i (Thermo Scientific).
cDNA siintees viidi 1dbi vastavalt tootja protokollile I1dppmahus 20 pl ning selleks kasutati 2720
Thermal Cycler PCR masinat. Poordtranskriptsiooni teostamiseks kasutati jargnevat

programmi:
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Tabel 1. Poordtranskriptsiooni programm

Temperatuur Aeg
Aktivatsioon 25°C 10 min
Siintees 42 °C 60 min
Inaktivatsioon 70 °C 10 min

Saadud cDNA-d hoiustati -20 °C juures vdi lahjendati kohe qPCR labiviimiseks vajalikus

koguses nukleaasivabas vees.

2.2.5.qPCR

Kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooni ehk qPCR tarbeks kasutati LightCycler® 480 Il
(Roche) masinat ning reaktsioonid viidi 1dabi 384-kannu plaatidel (Bioplastics). Relatiivsed
ekspressioonitasemed mdoddeti triplikaatidena ning tulemuste analiitisimisel on vdetud arvesse
nende keskmisi. Reaktsioonisegu 1dppmahus 10 pl sisaldas 5 pl 2X Maxima® SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix-i (Thermo Scientific), 0,5 pl 10 uM forward praimerit, 0,5 pl
10 uM reverse praimerit ning 4 pul cDNA-d. gPCR-i teostamiseks kasutati jargnevat

programmi:

Tabel 2. gPCR-i programm

Temperatuur | Aeg Tstiklite arv
Algne denaturatsioon 95°C 10 min 1
Denaturatsioon 95°C 15 sek
Praimerite seondumine ja siintees | 60 °C 60 sek 40
Loplik ekstentsioon 72 °C 5 min 1
Sulamiskover 45-95°C | 7min 1

Katsete tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni Thp véartustega. Koik lavitstiklid (Ct —
cycle threshold) arvutas LightCycler® 480 Il tarkvara automaatselt. Selleks, et tuvastada
voimalike lisaproduktide esinemist, kasutati sulamikdvera analiiiisi. Relatiivsed

geeniekspressiooni tasemed arvutati, kasutades Livaki meetodit (Livak ja Schmittgen, 2001).
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Tabel 3. gPCR-is kasutatud oligonukleotiidid

Praimer (F — forward / R — reverse)

Jarjestus

Ahr_ mRNA F

Ahr mRNA R
Ahr_pre-mRNA_E1-11 F
Ahr_pre-mRNA_E1-11 R
Fshr mRNA_F

Fshr mRNA_R
Cypl9al_mRNA_F
Cypl9al mRNA R
Lhcgr mRNA_F

Lhcgr mRNA R
Thp_mRNA _F

Thp_mRNA R

5’-GGCCAAGAGCTTCTTTGATG-3’
5’-TGCCAGTCTCTGATTTGTGC-3’
5’-CAAGCCGGTGCAGAAAAC-3’
5’-CATTGGTTGAGACTCAGCTCC-3'
5’-GCGGCAAACCTCTGAACTTC-3’
5’-TGATCCCCAGGCTGAGTCAT-3’
5’-GCCTCCTTCTCCTGATTTGGA-3’
5’-CTGCCATGGGAAATGAGGG-3’
5’-AGTCACAGCTGCACTCTCC-3’
5’-GTGAGAGATAGTCGGGCGAG-3’
5’-GGCCTCTCAGAAGCATCACT-3’

5’-GCCAAGCCCTGAGCATAA-3’

2.2.6. Genotiipiseerimine

Hiirte genotiiiibi mi4ramiseks kasutatud saba koematerjal saadi TU MRI vivaariumist. 2 mm
suuruseid sabatiikke liitisiti 50 pl lLiiisilahuses (25 mM NaOH pH 12,0 ja 0,2 mM EDTA) 30
minutit 96 °C juures. Pdrast proovide jahutamist lisati pH neutraliseerimiseks 50 ul 40 mM
Tris-HCI pH 5,0. Eraldatud DNA-d kasutati poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) ldbiviimiseks.
PCR reaktsioonisegu 1o0ppmahus 10 pl sisaldas jargmiseid komponente: 2 pl 5X FIREPol
Master Mix Ready to Load (Solis BioDyne), 2 ul DNA-d, 0,2 uM praimereid ning vajalikus
koguses Milli-Q vett. PCR viidi 1dbi, kasutades masinat 2720 Thermal Cycler PCR (Applied
Biosystems).

Amplifitseeritud genoomse DNA produktide suurus méérati agaroosgeelelektroforeesil.
Proovid lisati 2% TAE (Tris-atsetaat-EDTA) agaroosgeelile, millesse oli eelnevalt lisatud
etildiumbromiidi (0,7 pg/ml) ning geelelektroforees viidi 1abi 100 V juures 1,5 tunni kestel
Owl™ EasyCast™ B2 Mini Gel Electrophoresis masinaga (Thermo Fisher). Pikkusmarkerina
kasutati reagenti 100 bp DNA Ladder Ready to Load (Solis BioDyne). Hiirte genotiiiibi
madramisel voeti aluseks teadmist, et WT hiirtele omased produktid olid 106 aluspaari, AhrkKO

hiirtel 180 aluspaari pikkused.
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Tabel 4. PCR-is kasutatud oligonukleotiidid

Praimer (F — forward / R — reverse) Jarjestus

OL4062_F 5’-GTCACTCAGCATTACACTTTCTA-3’
OL4064_F 5’-CAGTGGGAATAAGGCAAGAGTGA-3’
OL4088_R 5’-GGTACAAGTGCACATGCCTGC-3’

Tabel 5. PCR-i programm

Temperatuur Aeg Tsiiklite arv
Algne denaturatsioon 95 °C 5 min 1
Denaturatsioon 95 °C 30 sek
Praimerite seondumine ja | 58 °C 1 min 30
suntees
Elongatsioon 72 °C 1 min
Loplik elongatsioon 72 °C 2 min 1

2.2.7. Koeldoikude valmistamine

Koeldikude valmistamiseks eraldati hiirtest eelnevalt kirjeldatud viisil munasarjad, asetati
spetsiaalsesse vormi ning sisestati OCT geeli (optimal cutting temperature compound) (Sakura
Finetek) vedela lammastikuga kiilmutades. Saadud plokkidest Idigati kriiomikrotoomiga
Reichert-Jung Cryocut 1800 -20 °C juures 7 um paksused koeldigud, mis asetati alusklaasile
(Knittel Glass). Plokkide Idikamisalusele kinnitamiseks kasutati OCT geeli. Saadud koeldike
kuivatati Ghu kées 1 tund toatemperatuuril ning seejarel hoiustati -20 °C juures edaspidiseks

kasutamiseks.

2.2.8. Immunofluorestsents

Immunofluorestsentsanaliitisiks (IF) kasutati kas eelnevalt valmistatud munasarja koeldike voi
hiire munasarjadest eraldatud primaarseid granuloosarakke. Munasarja koeldikudega IF katse
labiviimiseks fikseeriti proove 10 minutit 4 % PFA-ga (paraformaldehiitid). Sellele jargnes kaks
pesu PBS-iga 3 minutit. Seejarel permeabiliseeriti koeldike 0,1% Triton X-100-ga PBS-is 10
minutit. Koeldike pesti taas PBS-iga 2 korda 3 minutit. Valtimaks immunoglobuliini
mittespetsiifilist seondumist, blokeeriti koeldike iihe tunni kestel niisutuskambris 4% NGS-iga
(tavaline kitse seerum) PBS-is. Parast blokeerimist inkubeeriti koeldike niisutuskambris
blokkpuhvris valmistatud primaarse antikehaga iile6d 4 °C juures. Seejdrel teostati pesu

PBS-iga 3 korda 5 minutit, misjérel inkubeeriti koeldike blokkpuhvris valmistatud sekundaarse
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antikehaga 30 minutit pimedas. Jargmisena pesti koeldike 3 korda 5 minutit PBS-iga. DNA
visualiseerimiseks toodeldi koeldike reagendiga DAPI (Sigma-Aldrich) lahjendatuna
PBS-is (I6ppkontsentratsioon 1 pg/ml) 10 minutit pimedas. Jargnes 1 pesu PBS-iga 5 minutit.
Koeldigud sulundati sulundamisgeeliga FluorSave™ Reagent (Calbiochem), Kkaeti
katteklaasiga ning lasti kuivada pimedas 4 °C juures iihe 66péeva kestel.
Primaarsete granuloosarakkudega IF eksperimendi labiviimiseks aspireeriti rakkudelt sdode
ning rakke fikseeriti 15 minutit 4 % PFA-ga. Jargnes kolm 5-minutilist pesu PBS-iga, misjérel
inkubeeriti rakke tihe tunni kestel blokkpuhvris (5% NGS, 0,3% Triton X-100 PBS-is).
Jargmisena inkubeeriti rakke antikeha puhvris (1% BSA — veise seerumi albumiin, 0,3% Triton
X-100 PBS-is) valmistatud primaarse antikehaga iiledo 4 °C juures. Seejérel pesti rakke 3 korda
5 minutit PBS-iga. Jargnevalt inkubeeriti rakke antikeha puhvris valmistatud sekundaarse
antikehaga 1 tund pimedas. Rakke pesti taas 3 korda 5 minutit PBS-iga, seejarel toodeldi 10
minuti jooksul DAPI-ga ning rakkudega klaasid sulundati alusklaasile. Toodeldud koeldike
vaadeldi fluorestsentsmikroskoobiga Olympus 1X81 ja pildistamiseks kasutati kaamerat Andor
Zyla 4.2 PLUS sCMOS. Fotosid to6deldi arvutiprogrammiga Imaris.
Kasutatud antikehad:
1. Primaarne antikeha — hiire Ahr-i vastane kiililiku poliiklonaalne IgG SA-210,
10ppkontsentratsioonis 2 ug/ml (Enzo Life Sciences)
2. Primaarne antikeha — hiire Ahr-i vastane kiiiiliku poliiklonaalne IgG H-211,
16ppkontsentratsioonis 2 pug/ml (Santa Cruz Biotechnology)
3. Primaarne antikeha — hiire p-CREB-i vastane kiiiiliku monoklonaalne IgG, lahjendatud
1:800 (Cell Signaling Technology)
4. Sekundaarne antikeha — Alexa Fluor 488 kitse kiiilikuvastane IgG,
16ppkontsentratsioonis 2 ug/ml (Invitrogen)

5. Isotiiiibi kontroll — kiiiiliku poliiklonaalne IgG, 1oppkontsentratsioonis 2 pg/ml (Abcam)

2.2.9. SDS-PAGE ja Western blot

In vivo Kkatsetes tsentrifuugiti rakke 5 minutit 300 g juures, seejérel aspireeriti s66de ning rakud
litisiti 40 pl RIPA puhvris (50 mM Tris pH 7,4; 1% Triton X-100; 1 mM EDTA; 150 mM
NaCl; 0,1% SDS). In vitro katsetes pesti rakke iiks kord jadkiilma PBS-iga, seejdrel liilisiti
rakud koekultuuri tassil 100 pul RIPA puhvris ning liisaadid koguti kraabitsaga kokku. Liisaate
hoiti 45 minutit jail aeg-ajalt segades. Seejarel tsentrifuugiti valguliisaate 10 000 g juures 10
minutit, koguti supernatant ning moddeti valgu kontsentratsioonid 562 nm lainepikkuse juures,
kasutades Pierce™ BCA valgu kontsentratsiooni modtmise komplekti (Thermo Scientific) ja

Multiskan Ascent mikroplaadi lugejat (Thermo Scientific).
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Valguliisaatidele lisati 100 uM DTT (PanReac AppliChem). Liisaate kuumutati 1X Protein
loading puhvris (Thermo Scientific) 95 °C juures 5 minutit. Valgud lahutati 10 % SDS-
poliiakriiiilamiid geelelektroforeesil Mini-PROTEAN® Tetra Cell masinas (Bio-Rad) 45
minutit 50 V juures ning 1 tund 170 V juures. Suurusmarkerina kasutati Page Ruler™ markerit
(Thermo Scientific). Elektroforeesi 10ppedes asetati geel ja eelnevalt metanooli kastetud
poliiviniilideen difluoriid (PVDF) membraan tilekandepuhvrisse (192 mM gliitsiin; 0,1% SDS;
25 mM Tris-HCI pH 8,3; 10% metanool) 5 minutiks. Valgud kanti geelilt PVDF membraanile
15 V juures 17 minuti jooksul, kasutades masinat Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
(Bio-Rad). Parast iilekannet loputati membraan TBST-s (0,1% Tween 20; 0,15 M NaCl, 50 mM
Tris, pH 7,5) ning seejérel blokeeriti membraani ebaspetsiifilise seondumise vdhendamiseks
1 tund TBST lahuses, mis sisaldas 5% 13ssipulbrit (Applichem). Jargnevalt inkubeeriti
membraani iiled6 vastavalt Ahr-i, p-CREB-i voi aktiini vastase primaarse antikehaga
blokkpuhvris. Jargmisel pédeval pesti membraani 4 korda 7 minutit TBST-s ning seejérel
inkubeeriti sekundaarse antikehaga 1 tund. Parast seda pesti membraani taas 4 korda 7 minutit
TBST-s. Seejarel membraan kuivatati, kaeti Immobilon Western Chemiluminescent HRP
substraadiga (Merck Millipore) ning inkubeeriti 5 minutit. Signaal detekteeriti rontgenfilmil
(Agfa), mis kasteti ilmutuslahusesse ning seejarel kinnituslahusesse (Agfa). Densitomeetriline
analiiiis teostati programmiga ImageJ.
Kasutatud antikehad:
1. Primaarne antikeha — hiire Ahr-i vastane kiililiku poliiklonaalne IgG SA-210,
16ppkontsentratsioonis 0,17 pg/ml (Enzo Life Sciences)
2. Primaarne antikeha - aktiini vastane kiiiiliku poliiklonaalne IgG, 10ppkontsentratsioonis
0,06 pg/ml (Santa Cruz Biotechnology)
3. Primaarne antikeha — hiire p-CREB-i vastane kiiiiliku monoklonaalne IgG, lahjendatud
1:1000 (Cell Signaling Technology)
4. Sekundaarne antikeha — médardika peroksiidaasiga konjugeeritud kiiiilikuvastane Kkitse
antikeha, Idppkontsentratsioonis 0,12 ug/ml (Santa Cruz Biotechnology)

2.2.10. Andmete statistiline analiiiis

Kéesolevas bakalaureusetods sooritati katsed iihes kuni kolmes korduses ning saadud
tulemused on esitatud korduste keskmistena koos veapiiridega. Veapiiridena kasutati
standardvea (SEM) vaartusi. Statistilise olulisuse maaramisel kasutati MS Exceli kahepoolset

Studenti t-testi ning statistiliselt oluliseks p-vaartuseks loeti p<0,05.
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2.3. Tulemused
2.3.1. Ahr-i vastaste antikehade spetsiifilisuse kontrollimine

Varasemalt on meie laboris hiire granuloosarakkudes mirgatud Ahr-i valgu taseme tousu alates
24 tunnist pérast hiirte siistimist PMSG-ga, mis 48 tundi kestval hormooni mojul tduseb 7-
kordsele tasemele (Antti Matvere magistrit6d). PMSG moju 48 tunni jooksul mimikeerib
immatuurses hiires Ostraaltsiikli folliikulaarset faasi. Kuna Ahr-i iilesregulatsioon toimub
pigem hilises folliikulite kiipsemise faasis, piistitati hiipotees, et ariiiilslisivesinike retseptor

voib valgu tasemel olla iilesreguleeritud suurtes antraalsetes folliikulites.

Esmalt otsustati testida hiire Ahr-i vastaste primaarsete antikehade spetsiifilisust. Selleks viidi
1abi immunofluorestsentsi (IF) katse 21 — 23 pdeva vanuste immatuursete AhrkKO hiirte
munasarja koeldikudega. Positiivse kontrollina kasutati samas vanuses WT hiire munasarja
koeldike. AhrKO hiired valiti vilja genotiipiseerimisel saadud andmete alusel. Eksperimendi
teostamiseks hiired hukati, nende munasarjad eemaldati ja puhastati sidekoest, sisestati OCT
geeli ja kiilmutati. Saadud plokkidest 16igati kriiomikrotoomi abil 7 um paksused koeldigud,

mida kasutati IF analiisil.

IF katse kdigus testiti kahte hiire Ahr-i vastast kiiiiliku poliiklonaalset IgG-d — SA-210 ja
H-211. Joonisel 5 on kujutatud fluorestsentsmikroskoobiga jaddvustatud fotod antikehadega
toodeldud koeldikudest. Koigi fotode kontrastsuse parameetrid on sétestatud isotiilibi kontrolli
jargi. IF eksperimendist selgus, et antikehaga SA-210 toodeldud positiivse kontrollina
kasutatud WT hiire munasarja koeldigud olid varvunud. Lisaks néhti, et antikehaga SA-210
toodeldud AhrKO munasarja koeldigud sarnanevad virvumise poolest isotiiiibi kontrolliga
toodeldud koeldikudele, millest voib jareldada, et antikeha SA-210 on Ahr-i valgu suhtes
spetsiifiline. Antikehaga H-211 detekteeriti ebaspetsiifilist signaali ning seetdttu otsustati seda

edaspidistes katsetes mitte kasutada.

Kuna IF meetod pole nii tundlik kui Western blot, otsustati viimast metoodikat kasutada
antikeha SA-210 valideerimiseks. Selleks eraldati granuloosarakud hormooniga mdjutamata
AhrKO hiirtest ja WT hiirtest, kes hukati 48 tundi parast PMSG-ga siistimist. Rakud liiiisiti ning
saadud valguliisaatidega teostati Western blot analiiis. Valgukoguste modotmiseks kasutati
Ahr-i ja aktiini vastaseid antikehasid. Joonisel 6 on néha, et antikeha SA-210 ei detekteerinud
AhrKO hiirte granuloosarakkudes Ahr-i valgu olemasolu. Ootuspéraselt tuvastati Ahr-i valgu
olemasolu PMSG-ga siistitud hiirte granuloosrakkudes. Saadud tulemus kinnitab antikeha
SA-210 kasutamise sobilikkust edaspidisteks katseteks.
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Joonis 5. Ahr-i vastaste primaarsete antikehade spetsiifilisuse  kontrollimine.
Fluorestsentsmikroskoobiga jaadvustatud fotode kontrastsuse paikasittimiseks kasutati isotliiibi
kontrolliga (ITK) (A) inkubeeritud AhrKO hiire munasarja koeldike. Eksperimendi kéigus toodeldi
AhrKO hiirte munasarja koeldike kahe Ahr-i vastase primaarse antikehaga (roheline) — H-211 (B) ja
SA-210 (C). Positiivse kontrollina kasutati WT hiire munasarja koeldike (D), mida t66deldi antikehaga
SA-210. Rakutuumad vérviti kdikidel koeldikudel reagendiga DAPI (sinine). Madtkava: 100 pm.
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Joonis 6. Ahr-i vastase antikeha SA-210 spetsiifilisuse kontrollimine Western blot meetodil.
Western blotil kasutati hormooniga mdjutamata AhrKO hiirte ning PMSG-ga siistitud hiirte (hormooni
mdju 48 tundi) granuloosarakkude valguliisaate. Valkude tuvastamiseks kasutati hiire Ahr-i ja aktiini
vastaseid antikehasid.

2.3.2. PMSG méju Ahr-i valgu tasemele in vivo

Olles veendunud Ahr-i vastase primaarse antikeha spetsiifilisuses, viidi ldbi IF analiiis,
kontrollimaks varasemalt piistitatud hiipoteesi, et Ahr on PMSG toimel iilesreguleeritud suurtes
antraalsetes folliikulites. Eksperimendis kasutati 21 — 23 péeva vanuseid hiiri, kes hukati kohe
voi siistiti 5 RU PMSG-ga. 48 tundi hiljem hukati hormooniga siistitud hiired, eraldati
munasarjad, valmistati koeldigud ning viidi 18bi IF analiiiis. Eksperimendi teostamiseks kasutati
hiire Ahr-i vastast antikeha SA-210.

Joonisel 7 on kujutatud fluorestsentsmikroskoobiga jaddvustatud fotod toddeldud koeldikudest.
Katse tulemusena selgus, et slistimata immatuurses hiires on Ahr valgu tasemel munasarjas
vihesel médral tuvastatav. PMSG-ga siistitud hiirte munasarjade suurtes antraalsetes
folliikulites tdheldati Ahr-i valgu taseme tousu. Ahr-i iilesregulatsiooni mérgati seejuures
muraalsetes, aga mitte kumuluse granuloosarakkudes. Saadud tulemus viitab sellele, et Ahr on

oluline pigem munasarja folliikulite kiipsemise hilisemas faasis.

2.3.3. PKA signaaliraja moju Ahr-i mRNA ekspressioonile in vitro

Joudes jdreldusele, et suurtes antraalsetes folliikulites toimub PMSG toimel Ahr-i
ilesregulatsioon, tekkis huvi uurida, missuguse signaaliraja kaudu see voiks olla vahendatud.
Varasemalt on meie laboris margatud Ahr-i tilesregulatsiooni granuloosarakkudes alates 24
tunnist pdrast hiirte siistimist PMSG-ga (Antti Matvere magistrit6o). Sellest tulenevalt vdib
oletada, et hormooni toime Ahr-i tasemele on vahendatud ldbi kaudsete signaaliradade.
Kirjanduse andmetel on PKA signaalirada otsene FSH ja LH toime vahendaja ning seeldbi

munasarjas lks olulisemaid signaaliradasid. Sel pdhjusel otsustati kdigepealt uurida just PKA
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Joonis 7. PMSG mdju Ahr-i valgu tasemele. Fluorestsentsmikroskoobiga jaddvustatud piltide
kontrastsuse paikasattimiseks kasutati isotiiiibi kontrolliga (ITK) inkubeeritud stistimata hiire (A) ja
PMSG-ga (48h) siistitud hiire (C) munasarja koeldike. Hiire Ahr-i vastase primaarse antikehaga SA-
210 toddeldi nii siistimata (B) kui PMSG-ga siistitud (D) hiire munasarja koeldike. Rakutuumad virviti
kdikidel koeldikudel reagendiga DAPI. Md&tkava: 100 um.
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signaaliraja osalust Ahr-i ekspressiooni regulatsioonil. Eksperimendi labiviimiseks hukati
hiired 24 tundi parast PMSG-ga siistimist ning eraldati primaarsed granuloosarakud, millest
10 % liiiisiti in vivo kontrolliks. Ulejisnud rakud kiilvati koekultuuri tassile ning neil lasti
Kinnituda 2 — 3 tundi. Seecjérel pesti rakud PBS-iga, iihes kannus olevad rakud liiisiti (Oh
ajapunkt) ning iilejaanud rakkudel vahetati seerumiga s66de seerumivaba so6tme vastu, kuhu
oli lisatud vastavalt katseskeemile PKA signaaliraja aktivaator forskoliin (10 uM). Rakud
luiisiti vastavalt 2, 4, 12 ja 24 tunni ajapunktides, misjdrel eraldati totaalne RNA, mida toddeldi
DNaasiga. Jargnevalt viidi 1dbi ¢cDNA siintees ning geeniekspressiooni analiiiisiks teostati
gPCR. Ahr-i suhtelise mRNA taseme méadramiseks kasutati praimereid Ahr mRNA F/R
(Tabel 3), mis seonduvad Ahr-i geeni esimese eksoni 10ppu ja teise eksoni algusesse. Ahr-i
hnRNA taseme mdotmiseks kasutatud forward praimer (Ahr_pre-mRNA_E1-11_F) seondub
esimese eksoni ja esimese introni piirile ning reverse praimer (Ahr_pre-mRNA_E1-11 R)
seondub esimesele intronile. Kasutades Ahr-i hnRNA praimereid, saab méérata transkripti
kogust enne RNA protsessimise toimumist. Ahr-i mRNA ja hnRNA tasemete
normaliseerimiseks kasutati praimereid Top_mRNA_F/R.
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Joonis 8. Forskoliini mdju Ahr-i mRNA ja hnRNA ekspressioonile in vitro. Primaarseid
granuloosarakke, mis olid eraldatud PMSG-ga siistitud hiirtest (hormooni mdju 24 tundi), t66deldi
10 uM forskoliiniga. Rakud liiiisiti ajapunktides 0, 2, 4, 12 ja 24 tundi. Kontrolliks lisiti ka osa in vivo
rakkudest. Ahr-i mMRNA (A) ja hnRNA (B) tasemed mdodeti gPCR-i teel ning normaliseeriti Thp suhtes.
Tulemus pohineb kolmel iseseisval korduskatsel (*p<0,05 vs. kontroll; **p<0,01 vs. kontroll;
***p<0,001 vs. kontroll).

Katse tulemusena selgus, et forskoliini mdjul toimub juba 2 tunni moddudes statistiliselt olulisel
maédral Ahr-i mRNA allaregulatsioon (Joonis 8). 24 tundi pérast forskoliini lisamist tidheldati
Ahr-i mRNA taseme 6-kordset vihenemist vorreldes tootlemata rakkudega. Lisaks selgus antud
eksperimendist, et forskoliini toimel vdheneb Ahr-i hnRNA tase, millest vob jareldada, et
forskoliini mojul represseeritakse Ahr-i ekspressiooni mRNA siinteesi aktiivsuse vdhenemise
kaudu. Veel tdheldati selle eksperimendi kdigus huvitaval kombel, et granuloosarakkude

kiilvamisel koekultuuri tassile tduseb Ahr-i ekspressioon forskoliiniga todtlemata rakkudes
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markimisvaarselt. Efekt voiks olla seletatav PKA aktiivsuse vihenemisega, mis v3ib kaasneda
granuloosarakkude tassile kiilvamisega, mistottu kaoks represseeriv mdju Ahr-ile ja saaks

toimuda Ahr-i iilesregulatsioon.

2.3.4. PKA signaaliraja méju follikulogeneesi markergeenide ekspressioonile in
vitro

Eelnevast katsest selgus, et aktiveerides PKA signaalirada forskoliini mdjul, toimub
granuloosarakkudes in vitro Ahr-i allaregulatsioon. Kontrollimaks katse metoodilist
korrektsust, otsustati uurida forskoliini m&ju follikulogeneesi markergeenide ekspressioonile.
Fshr, Cyp19al ning Lhcgr on munasarjas keskse tdahtsusega geenid, mille ekspressioon on
soltuv PKA aktivatsioonist. Seetottu voimaldab nende geenide ekspressiooni uurimine

kontrollida, kas forskoliini toime avaldub PKA signaliseerimise kaudu.

Eksperimendi labiviimiseks jargiti sama katseskeemi, mida kasutati Ahr-i ekspressiooni
uurimisel. gPCR-i kdigus kasutati praimereid Fshr mRNA_F/R, Cypl9al_mRNA_F/R ja
Lhcgr mMRNA_F/R (Tabel 3). Geeniekspressiooni tasemete normaliseerimiseks kasutati
praimereid Top_mRNA_F/R.
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Joonis 9. Forskoliini méju follikulogeneesi markergeenide ekspressioonile in vitro. Primaarseid
granuloosarakke, mis olid eraldatud PMSG-ga siistitud hiirtest (hormooni m&ju 24 tundi), t66deldi
10 uM forskoliiniga. Rakud liiiisiti ajapunktides 0, 2, 4, 12 ja 24 tundi. Kontrolliks liiisiti ka osa in vivo
rakkudest. Fshr-i (A), Cyp19al (B) ja Lhcgr-i (C) tasemed mdddeti gPCR-i meetodil ning normaliseeriti
Tbp suhtes. Tulemus pShineb kolmel iseseisval korduskatsel (*p<0,05 vs. kontroll; **p<0,01 vs.

kontroll; ***p<0,001 vs. kontroll).
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Katse tulemusena selgus, et forskoliini 24 tundi kestval toimel touseb koikide uuritud
follikulogeneesi markergeenide ekspressioon (Joonis 9). Fshr-i puhul tdheldati forskoliini
mdjul 4 tunni ajapunktis mRNA allaregulatsiooni, kuid 12 tunni moéddudes mérgati
geeniekspressiooni suurenemist. Cyp19al iilesregulatsiooni tdheldati forskoliini toimel juba 2
tunni moéddudes ning Lhcgr-i puhul 12 tundi parast kemikaali lisamist. Forskoliiniga to6tlemata
rakkudes seevastu vihenes koikide uuritud follikulogeneesi markergeenide ekspressioon.
Saadud tulemus kinnitab, et varasemalt ndhtud Ahr-i allaregulatsioon toimub 1abi forskoliini

poolt aktiveeritud PKA signaaliraja.

2.3.5. PKA signaaliraja moju Ahr-i valgu tasemele in vitro

Seni oleme ndinud, et PKA signaaliraja kaudu toimub granuloosarakkudes Ahr-i alla-
regulatsioon mRNA tasemel. Transkripti taseme madramine pole aga piisav, tegemaks jareldusi
valgu taseme kohta, kuna valgu taset mdjutavad lisaks transkriptsiooni aktiivsusele mitmed
post-transkriptsioonilised, translatsioonilised ja post-translatsioonilised protsessid. Seetottu
otsustati uurida Ahr-i valgu taset forskoliini mojul in vitro immunofluorestsentsi ja Western

bloti meetodil. Lisaks Ahr-i valgu tasemele mdodeti p-CREB-i valgu tasemed. PKA
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Joonis 10. PKA signaaliraja mdju Ahr-i ja p-CREB-i valgu tasemele in vitro. Eksperimendiks
kasutati PMSG-ga siistitud hiirte (hormooni mdju 24 tundi) granuloosarakke, mida t66deldi 10 uM
forskoliiniga. Rakud liiisiti 0, 4 ja 12 tunni ajapunktides ning liisaate kasutati Western blotil (A).
Valkude koguste mdGtmiseks kasutati hiire Ahr-i ja p-CREB-i vastaseid antikehasid. Densitomeetria
analiiiisil moddeti Ahr-i (B) ja p-CREB-i (C) valgu tasemed. Tulemused pohinevad iihel katsel.
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signaaliraja otseseks mérklauaks on CREB (cAMP vastuselemendiga seonduv valk), mille 133.
seriinijadki PKA fosforiileerib. Seega voib p-CREB-i taseme jérgi hinnata PKA aktiivsust.
Eksperiment viidi 1dbi eelneva katseskeemi alusel, milles uuriti forskoliini moju Ahr-i
ekspressioonile ning rakud liiiisiti 4 ja 12 tundi pérast forskoliini lisamist. Samades ajapunktides
fikseeriti granuloosarakud IF eksperimendiks. Western bloti analiiiisi tulemusena selgus, et
forskoliin langetab Ahr-i valgu taset granuloosarakkudes in vitro (Joonis 10). 24 tundi parast
PMSG siisti tuvastati PKA aktiivsuse olemasolu granuloosarakkudes in vivo. Forskoliiniga
tootlemata rakkudes in vitro tiheldati aga p-CREB-i valgu taseme langust ehk PKA aktiivsuse
viahenemist ning samaaegselt Ahr-i valgu taseme tdusu. Western blotil saadud tulemusi kinnitas
IF analiiiis, mille puhul ndhti samuti, et forskoliini mojul viheneb Ahr-i valgu tase (Lisa 2).
Lisaks iihtivad IF katse tulemusena néhtud p-CREB-i tasemed Western blotil detekteeritud

tasemetega (Lisa 3).

2.3.6. PMSG méju p-CREB-i valgu tasemele in vivo

Toetudes eelnevates eksperimentides joutud jareldusele, et PKA signaaliraja aktivatsioonil
toimub Ahr-i allaregulatsioon nii mRNA kui ka valgu tasemel, vdib oletada, et suurtes
antraalsetes folliikulites voiks Ahr-i iilesregulatsioon toimuda 1dbi PKA represseeriva mdju
kadumise. Uurimaks, kas hiire munasarja suurtes antraalsetes folliikulites voiks PKA aktiivsus
vaheneda, uuriti IF analiiiisil p-CREB-i valgu taset siistimata hiire ja PMSG-ga sistitud

(hormooni mdju 48 tundi) hiire munasarjades.

100 pm [ 100 pm

100 pm

Joonis 11. PMSG méju p-CREB-i valgu tasemele in vivo. Hiire p-CREB-i vastase antikehaga toddeldi
nii siistimata (A) kui ka PMSG-ga siistitud (B) (hormooni mdju 48 tundi) immatuursete hiirte munasarja
koeldike. Rakutuumad vérviti kdikidel koeldikudel reagendiga DAPIL. M&otkava: 100 um.
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IF analiilisi tulemusena tuvastati suurtes antraalsetes folliikulites p-CREB-i valgu olemasolu
(Joonis 11) ning sellest voib jareldada, et PKA aktiivsus pole suure tdendosusega suurtes
antraalsetes folliikulites kadunud. Ahr-i ekspressiooni regulatsiooni seisukohast voib see
tahendada, et kuigi PKA vahendusel represseeritakse Ahr-i, voib Ahr-i tilesregulatsioon suurtes
antraalsetes folliikulites toimuda mdne muu signaaliraja kaudu, mis on vorreldes PKA

represseeriva mojuga domineerivam.

2.3.7. PKC signaaliraja moju Ahr-i mMRNA ekspressioonile in vitro

Jargnevalt otsustati edasi uurida, missuguse signaaliraja vahendusel vdiks toimuda PMSG-
toimeline Ahr-i iilesregulatsioon. Kuna PKC signaalirada peetakse munasarjas oluliseks ning
selle raja osalust Ahr-i ekspressiooni regulatsioonil pole varasemalt uuritud, siis otsustati seda

kédesolevas t00s analiitisida.

Uurimaks PKC signaaliraja moju Ahr-i ekspressioonile, stistiti 21 — 23 pdeva vanuseid hiiri
5 RU PMSG-ga. Hiired hukati 24 tunni moddudes, nende munasarjadest eraldati
granuloosarakud ning kiilvati koekultuuri tassile. Tassile Kinnitunud granuloosarakud pesti
PBS-iga, tihes kannus olevad rakud liitisiti (Oh ajapunkt) ning iilejddnud rakkudel vahetati
seerumiga s0ode seerumivaba sd0tme vastu, kuhu oli lisatud vastavalt katseskeemile PKC
signaaliraja aktivaator forboolmiiristaatatsetaat (PMA, 20 uM). Rakud liiiisiti vastavalt 2, 4 ja
24 tunni ajapunktides, misjarel moddeti gPCR-i teel Ahr-i mRNA ja hnRNA tasemed.
Eksperimendi tulemusena selgus, et PMA-ga t66deldud rakkudes ei esine statistiliselt olulist
erinevust Ahr-i ekspressioonis ei mRNA ega ka hnRNA tasemel vdrreldes todtlemata
rakkudega (Joonis 12).
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Joonis 12. PMA mdju Ahr-i mRNA ja hnRNA ekspressioonile in vitro. Primaarseid granuloosarakke,
mis olid eraldatud PMSG-ga siistitud hiirtest (hormooni mdju 24 tundi), toddeldi 20 uM PMA-ga. Rakud
luiisiti ajapunktides 0, 2, 4 ja 24 tundi. Ahr-i mMRNA (A) ja hnRNA (B) tasemed moddeti gPCR-i teel
ning normaliseeriti Thp suhtes. Tulemus pdhineb kolmel iseseisval korduskatsel
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2.3.8. PKC signaaliraja méju follikulogeneesi markergeenide ekspressioonile in
vitro

Nagu ka PKA signaaliraja puhul, otsustati uurida follikulogeneesi markergeenide ekspressiooni
PKC signaaliraja aktivatsioonil. Katse teostamiseks jargiti eelnevalt kirjeldatud katseskeemi,
mida kasutati uurimaks PKC signaaliraja moju Ahr-i ekspressioonile. gPCR-i kdigus moddeti
Fshr-i, Cypl9al ja Lhcgr-i ekspressioonitasemed, mis normaliseeriti referentsgeeni Thp

vaartustega.

Katse tulemusena ei tuvastatud PMA-ga mojutatud rakkudes Cypl9al ega Lhcgr-i
ekspressioonis statistiliselt olulist muutust vorreldes mdjutamata rakkudega. Samas téheldati,
et PKC aktivatsioonil toimub 4 tunni méddudes Fshr-i allaregulatsioon, mis 24 tunniks poordub
(Joonis 13). Saadud tulemus on kooskdlas Minegishi jt. (1997) uuringuga ning Kinnitab, et

PMA lisamisel rakkudele aktiveeriti PKC signaalirada.

"g 9 —FKontroll —PMA

Oh 2h 4h 24h
in vitro in vitro in vitro in vitro

w
@)

14 -

ui—‘ ui—‘
[CRENN
L

—XKontroll —PMA —Kontroll —PMA

Cyp I 9! mRNA tase (kordarv)
c o © —
o [a% [s] —_ [}e]

Y
uD N
(3]
Lhegr-1 mRNA tase (kordarv)

= = = =
(= - - ]
/

Oh 2h 4h 24h Oh 2h 4h 24h
in vitro in vitro in vitro in vitro in vitro in vitro in vitro in vitro

Joonis 13. PMA mdju follikulogeneesi markergeenide ekspressioonile in vitro. Primaarseid
granuloosarakke, mis olid eraldatud PMSG-ga siistitud hiirtest (hormooni m&ju 24 tundi), t66deldi
20 uM PMA-ga. Rakud liitisiti ajapunktides 0, 2, 4 ja 24 tundi. Fshr-i (A), Cyp19al (B) ja Lhcgr-i (C)
tasemed moddeti qPCR-i teel ning normaliseeriti Tbp suhtes. Tulemus pohineb kolmel iseseisval
korduskatsel (***p<0,001 vs. kontroll).

33



2.4. Arutelu

Varasemalt on palju uuritud artiilsiisivesinike retseptori o0salust keskkonnas leiduvate
ksenobiootikumide toksilisuse vahendamisel. Lisaks sellele on viimaste aastakiimnete jooksul
stivenenud arusaam Ahr-i endogeensest tdhtsusest, muuhulgas ka reproduktiivsiisteemis.
Niiteks on AhrKO hiirte munasarjas tdheldatud aeglasemat folliikulite kasvu ning vahenenud
antraalsete folliikulite arvukust (Barnett jt., 2007b; Benedict jt., 2000), mis on viidanud Ahr-i
voimalikule osalusele folliikulite kasvuga seotud protsessides. Veelgi enam, mitmed uuringud
on ndidanud Ahr-i osalust munasarja hormonaalses regulatsioonis, kuid selle kohta, kas ja

kuidas on Ahr-i ekspressioon mdjutatud hormoonidest, on vahe andmeid.

Eelnevad uuringud on ndidanud, et Ahr-i ekspressioon on gonadotropiinidest soltuv (Chaffin
jt., 1999, 2000). Meie laboris on varasemalt ndidatud hiire preovulatoorsetes
granuloosarakkudes LH-toimelist Ahr-i allaregulatsiooni (Teino jt., 2014). Lisaks on meie
toogrupis ldhemalt uuritud gonadotropiinide mdju Ahr-i ekspressioonile ka folliikulite
kiipsemise faasis. Antti Matvere magistritod jaoks tehtud katsete kdigus mdirgati hiire
granuloosarakkudes gonadotropiini PMSG toimel Ahr-i valgu taseme vordlemisi hilist tousu.
Saadud tulemuse pdhjal vois piistitada hiipoteesi, et PMSG mojul indutseeritakse Ahr-i taseme
tous suurtes antraalsetes folliikulites. Samuti vois oletada, et PMSG moju Ahr-i

tilesregulatsioonile v3ib olla kaudne ja holmata mitmete signaaliradade aktivatsiooni.

Seni tehtud uuringud Ahr-i ekspressiooni kohta kiipseva munasarja folliikulites on vdoimaldanud
vaid kaudselt hinnata, millistes folliikulites Ahr-i tase tduseb. Kiesolevas tods néidati
esmakordselt, et 48 tundi kestva PMSG moju jargselt in vivo on hiire munasarjas Ahr valgu
tasemel iilesreguleeritud suurtes antraalsetes folliikulites. Saadud tulemus kinnitab varasemat
teadmist, et Ahr-i tdhtsus munasarjas v3ib avalduda 1dbi hormonaalses regulatsioonis osalevate
protsesside kontrollimise, kuna munasarja kiipsemiseks vajalike aromataasi ning luteiniseeriva
hormooni retseptorite tase on kdrgem just antraalsetes folliikulites (Camp jt., 1991; Whitelaw
jt., 1992). Veelgi enam, Ahr-i taseme tousu tdheldati muraalsetes, aga mitte kumuluse
granuloosarakkudes, mis voib muuhulgas viidata ka Ahr-i tdhtsusele kahe funktsionaalselt
erineva rakupopulatsiooni gonadotropiinse vastuse reguleerimisel (Khamsi ja Roberge, 2001).
Meie andmed Ahr-i lokalisatsiooni kohta Graafi folliikulites on kooskolas ka hiljutise
uuringuga, kus leiti, et Ahr-i transkripti tase on hiire muraalsetes granuloosarakkudes iile viie

korra kdrgem kui kumuluse rakkudes (Wigglesworth jt., 2015).

Selgitamaks PMSG-toimelise Ahr-i {ilesregulatsiooni mehhanisme, otsustati uurida,
missuguste signaaliradade kaudu voiks olla vahendatud PMSG m&ju Ahr-i ekspressioonile.

Folliikulite kiipsemiseks vajalike hormoonide FSH ja LH toime on vahendatud peamiselt PKA
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signaaliraja kaudu. Kuna varasemalt on nididatud PKA osalust Ahr-i transkriptsiooni
reguleerimisel hiire preovulatoorsetes granuloosarakkudes (Teino jt., 2014), otsustati uurida,
kas PKA voiks osaleda Ahr-i ekspressiooni reguleerimisel ka folliikulite kiipsemise kdigus.
Uurimaks PKA osalust PMSG-toimelises Ahr-i regulatsioonis, hukati PMSG-ga siistitud hiired
24 tundi parast hormonaalset mojutamist, kuna varasemalt on selles ajapunktis mérgatud Ahr-i
valgu taseme tousu. PKA signaaliraja aktiveerimiseks toodeldi eraldatud primaarseid
granuloosarakke forskoliiniga. Selgus, et forskoliini mojul Ahr-i ekspressioon langeb. Katse
kéaigus nahti ka Ahr-i hnRNA taseme langust, millest voib jareldada, et forskoliini represseeriv
mdju Ahr-ile avaldub transkriptsiooni vdhenemise kaudu. PKA vdimalikule represseerivale
efektile Ahr-i ekspressioonis on viidanud ka Bussmann ja Barafiao (2006) uuring, kus roti
granuloosarakkudes in vitro tiheldati sarnases folliikulite arengufaasis FSH mojul Ahr-i

transkripti taseme viahenemist.

Kuna mRNA tasemed ei ole alati korrelatsioonis valgu tasemetega, otsustati kdesolevas to0s
uurida forskoliini moju ka Ahr-i valgu tasemele. Eksperimendi tulemusena selgus, et forskoliin
langetab Ahr-i valgu taset hiire granuloosarakkudes in vitro ning see on kooskdlas varasemalt
nahtud Ahr-i mRNA taseme langusega. Hindamaks, kas forskoliini poolt indutseeritud Ahr-i
ekspressiooni vdhenemine avaldus ldbi PKA signaliseerimise, vaadeldi forskoliini mdoju
follikulogeneesi markergeenide Fshr-i, Cypl9al ja Lhcgr-i ekspressioonile. VVarasemalt on
néidatud, et FSH indutseerib roti granuloosarakkudes PKA signaaliraja vahendusel Lhcgr-i ja
Cypl9al mRNA tousu (Escamilla-Hernandez 2008). Samuti on teada, et FSH pikaajalisel
mojul (24 tundi) toimub roti granuloosarakkudes 1dbi cAMP-i taseme tdusu Fshr-i
iilesregulatsioon (Minegishi 1997). Eksperimendi kiigus selgus, et forskoliini mdjul tduseb
hiire granuloosarakkudes koigi kolme markergeeni ekspressioon, seega saadud tulemus on

kooskolas varasemate uuringutega.

Saamaks veelgi kindlust PKA signaaliraja osalusest Ahr-i repressioonis, moddeti ka PKA
otsese mirklaua CREB-i fosforiileeritud vormi tasemed. Ullataval kombel ei tiheldatud
forskoliiniga to6deldud rakkudes oluliselt kdrgemat p-CREB-i hulka vorreldes tootlemata
rakkudega. Kuna forskoliin mimikeerib FSH toimet, voib ndhtud tulemus olla seletatav
Salvador jt. (2001) uuringuga, kus leiti, et p-CREB-i tase roti granuloosarakkudes in vitro on
maksimaalne 20 minutit parast FSH lisamist rakkudele, 4 tunni méddudes on aga langenud
umbes samale tasemele kui hormooniga to6tlemata rakkudes. Seega on vdimalik, et forskoliini
mojul toimus CREB-i fosforiileerimine 1dbi PKA, kuid p-CREB defosforiileeriti péarast

po6rdumatu moju avaldamist Ahr-i ekspressioonile.
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Tulenevalt sellest, et Ahr on suurtes antraalsetes folliikulites tilesreguleeritud ning PKA
signaaliraja kaudu represseeritakse Ahr-i ekspressiooni, voiks arvata, et suurtes folliikulites
toimub Ahr-i taseme tous 1abi PKA aktiivsuse kadumise. Piistitatud hiipoteesi kontrollimiseks
labiviidud eksperimendi tulemusena tuvastati koigis munasarja folliikulites p-CREB-i
olemasolu, mis viitab sellele, et PKA signaalirada on suurtes folliikulites suure tdendosusega
aktiivne. See on kooskodlas varasema teadmisega, et PKA aktiivsuse olemasolu on vajalik
suurtes antraalsetes folliikulites LH retseptorite ekspressiooniks (Camp jt., 1991). Saadud
tulemus viitab sellele, et suurtes folliikulites toimuv Ahr-i {ilesregulatsioon voiks leida aset
mone muu signaaliraja kaudu, mis on domineerivam ja elimineerib seeldbi PKA poolt
vahendatud represseeriva moju Ahr-ile, kusjuures pole vilistatud ka mitme signaaliraja

koosmoju.

Saamaks selgust PMSG-toimelise Ahr-i iilesregulatsiooni mehhanismides, otsustati 1dhemalt
uurida PKC signaalirada, mille olulisust on munasarjas varasemalt ndidatud. Katse tulemustest
ilmnes, et PMA mojul PKC signaalirada aktiveerides ei muutu granuloosarakkudes
Ahr-i ekspressioon  mMRNA ega hnRNA tasemel, mistdttu on vdimalik, et Ahr-i
ilesregulatsiooniks on vajalik mone muu, kdesoleva t66 raames mitte vaadeldud signaalirada.
Hindamaks, kas PMA mdju uuritud rakkudele avaldus 1dabi PKC kinaasiraja, vaadeldi
aktivaatori mdju Fshr-i ekspressioonile. PKC raja aktiivsuse kohta antud katseskeemis andis
kinnitust vdga sarnane Fshr-i ekspressiooni diinaamika Minegishi jt. (1997) uuringus, kus
vaadeldi roti granuloosarakkudes PKC raja moju Fshr-i transkriptsioonile. Lisaks otsustati
uurida ka teiste follikulogeneesi markergeenide — Cyp19al ja Lhcgr-i — ekspressiooni. Katse

tulemusena néahti, et PMA toimel nende geenide ekspressioonis muutusi ei esinenud.

Kéesolevas t60s tehtud eksperimentide kdigus veendusime, et ariiiilsiisivesinike retseptori
valgu taseme tous toimub PMSG mdgjul suurtes antraalsetes folliikulites. Seejuures néidati, et
hiire munasarja folliikulite kiipsemisel on PKA signaalirada Ahr-i ekspressioonile represseeriva
toimega. Sellest tulenevalt eeldasime, et Ahr-i iilesregulatsioon suurtes folliikulites voiks
toimuda 1abi PKA aktiivsuse kadumise, kuid eksperimentide kéigus ei leitud sellele hiipoteesile
Kinnitust. Moistmaks, kuidas reguleeritakse PMSG toimel hiire munasarjas in vivo Ahr-i taseme
tousu, tuleks esmalt saada selgust, missuguste mehhanismidega avaldub PKA represseeriv
moju Ahr-ile. Voimalusi, kuidas vdiks granuloosarakkudes toimuda forskoliini/PKA poolt
vahendatud Ahr-i allaregulatsioon, on mitmeid. Edaspidi vdiks uurida niiteks kromatiini
immunosadestamise meetodil, kas forskoliini toime Ahr-i ekspressioonile voiks avalduda ldbi
p-CREB-i otsese interaktsiooni Ahr-i promootorjérjestusega. Vilistada ei saa ka voimalust, et

p-CREB-i vahendusel toimub mone Ahr-i repressori transkriptsiooni aktivatsioon. Veel on
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voimalik, et Ahr-i allaregulatsioon PKA signaaliraja vahendusel toimub mitte 1dbi p-CREB-i,
vaid mone muu PKA signaaliraja sihtmérgi. Kindlasti tuleks edaspidi uurida ka teiste
munasarjas oluliste signaaliradade osalust Ahr-i ekspressiooni reguleerimisel, et vélja selgitada,

kuidas vahendatakse suurtes antraalsetes folliikulites PMSG m&ju Ahr-i taseme tdusule.
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Kokkuvote

Kéesoleva bakalaureusetod eesmaérgiks oli saada selgust, missugustes munasarja folliikulites
toimub PMSG mdojul Ahr-i valgu taseme tdus ning uurida, kas Ahr-i iilesregulatsioon voiks

seejuures toimuda PKA v&i PKC signaaliraja vahendusel.

Eksperimentaalse osa tulemusena selgus, et ariiiilsiisivesinike retseptor on PMSG toimel
tilesreguleeritud hiire munasarja suurtes antraalsetes folliikulites in vivo. Seejuures tdheldati
Ahr-i valgu taseme tdusu kumuluse granuloosarakkudes, aga mitte muraalsetes rakkudes.
Signaaliradade uurimisel ndidati folliikulite kiipsemisel hiire granuloosarakkudes in vitro PKA
signaaliraja osalust ariiilsiisivesinike retseptori allaregulatsioonis nii mRNA kui ka valgu
tasemel. Seejuures ndidati, et Ahr-i mMRNA taseme langus on pdhjustatud transkriptsiooni

aktiivsuse viahenemisest.

Antud t66s tuvastati hiire munasarja suurtes antraalsetes folliikulites p-CREB-i olemasolu, mis
viitab PKA signaaliraja aktiivsusele. Seega ei ole Ahr-i PMSG-toimeline iilesregulatsioon
antraalsetes folliikulites tdendoliselt pohjustatud PKA aktiivsuse kadumisest. Lisaks ndidati, et
PKC signaalirada ei osale Ahr-i ekspressiooni regulatsioonis, seega on vdimalik, et Ahr-i

ilesregulatsioon toimub ldbi mone muu signaaliraja, mida antud t66 raames ei uuritud.

Kuigi kdesolevas to0s saadi selgust Ahr-i lokalisatsiooni kohta hiire munasarjas folliikulite
kiipsemisel, jéi siiski selgusetuks, missuguste signaaliradade kaudu on vahendatud PMSG-
toimeline Ahr-i iilesregulatsioon. Edaspidi tuleks ldhemalt uurida, kuidas on vahendatud PKA
represseeriv mdju Ahr-i ekspressioonile ning mis viisil reguleeritakse PMSG toimel suurtes

antraalsetes folliikulites Ahr-i taseme tdusu.
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Expression of the aryl hydrocarbon receptor in murine granulosa cells during the
maturation of ovarian follicles

Inge Varik
Summary

The aryl hydrocarbon receptor (Ahr) is a ligand-activated transcription factor which mediates
the toxicity of several environmental contaminants such as dioxins. Previous research has
demonstrated the importance of Ahr in female reproductive system, including ovaries.
Specifically, studies have shown reduced number of antral follicles and slower antral follicle
growth in Ahr knock-out mice, suggesting the importance of Ahr in regulation of ovarian

follicle growth in the late stages of folliculogenesis.

Previous studies have suggested that the expression of Ahr is gonadotropin-dependent. Recently
it has been shown that pregnant mare’s serum gonadotropin (PMSG) which induces the
maturation of follicles, increases aryl hydrocarbon receptor mMRNA and protein levels in murine
granulosa cells. However, the upregulation of Ahr occurs in the late stages of folliculogenesis,
which indicates that the increase in Ahr levels could potentially be regulated via indirect
signaling pathways. As PKA and PKC signaling pathways have been shown to be essential in
the ovary, we hypothesized that these pathways could mediate the effect of PMSG and be

involved in the regulation of Ahr expression.

In this study we found that PMSG increases Ahr protein levels in mural granulosa cells of large
antral follicles. This finding indicates the importance of Ahr in the late stages of
folliculogenesis. The investigation of signaling pathways involved in Ahr regulation led to a
surprising result. We discovered that PKA activator forskolin decreases aryl hydrocarbon
receptor mMRNA and protein levels. These findings appear to be contradictory as the importance
of PKA signaling in large antral follicles has been previously shown. Furthermore, our data
suggest that PKA is activated in large antral follicles, thus we hypothesized that PMSG might
upregulate Ahr expression through a more dominant pathway which overrides the repressive
effect of PKA. In addition, our experimental results suggest that PKC signaling is not involved
in the regulation of Ahr expression. In conclusion, the current study demonstrates the
upregulation of Ahr in large antral follicles in the mouse ovary in response to PMSG. However,

the molecular mechanisms involved in this regulation remain to be elucidated.
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POLLUMAJANDUSMINISTEERIUM

LOOMEKATSEPROJEKTI LOAKOMISJON

OTSUs 22 mai 2014, anr 33
Infotehnoloogia vahendusel

Loomkatseprojekti luba

Loomakaitseseaduse § 453 ldike 2 alusel ming loomkatseprojekti loakomisjoni
13.-16. maini 2014. a toimmumd istimgi protokolli or 15 kohaselt otsustati jargmist.

1. Anda luba Tarme Tiide'le (simd. 02.02.1971, aadress Fiia 23, Tartu 51010)
loomkatseprojekti. _AHR-i  regulatsiconimehhanismide  wurimine  hiire
munasarjafolliikuli granuloosarakkundes™, 1abiviimiseks jargmiste]l tingimustel:

11 loomkatseprojekti kavandaja ja loomkatseprojekti eest vastutav isik:
Sulev Kuuse (simd. 15.01.1962, aadress Fiia 23, Tartu 51010);

12, Loomkatseprojekti labiviimisesse kaasatud i1sik: Indrek Teino (simd.
08.12.1985, aadress Riia 23-127, Tartu, 51010)

13,  loomkatseprojekti labiviimise aeg ja kohad: alates 01.06.2014 lkuni
31.05.2016, Tartu Ulikooli TU MRI vivaarumis, ettevitte tommstamise otsus or 14 KL
1202, aadress Fiia 23, Tarta 51010;

14 katseloomade lik ja arv: 200 emast C5TBL/6] (vamus 21 péeva) hurt
Esimese] aastal 110 ning teisel aastal 90 hiirt.

1.5,  loomkatses rakendatavad menetlused:

Esimese riihma moodustavad 21 paeva vanused hiired, kellele rakendatakse eutanaasiat
(tservikaalne dislokatsioon).

Teise rilhma moodustavad 21 pdeva vanused hiired, kellele siistitakse kdhudonde FSH
(follikuleid stimuleenv hormoon), mis tmgib suure hulga mumasana follnkulite kasvu
ning kiipsenuse, wii kontrolling siistelahnst. 48 timdi hiljem rakendatakse eutanaasiat
ning eraldatakse sranuloosarakud.

Kolmanda rihma moodostuvad 21 péeva vanused hiired kellele sistitakse 48h parast
FSH-d inimese kooriom gonadotropimi (hCG) véi kontrollina siistelahust 12 tundi
hiljem rakendatakse eutanaasiat ning eraldatakse granuloosarakud.
PSH(PMSG}mughEGhangﬁakxeluuﬁhmmth]uLmﬂgleonpmkeﬂdmkma
pandod lahmst. Katsele eelnevalt lahustatakse hormoomd steriilses keskkommas (03
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RU/ul) ning sailitatakse +4 “C juures kumi 24 tundi. Lipplahuse valmistamiseks
lahjendatakse see loppkontsentratsioonini SRU / 100pl, mis sastitakse huirte kihmoonde.
Parast kihudonde siistimist jdlgitakse ning hinnatakse hiirte kaitumist. valistades sellega
voimalike tfiisistuste teket (ul ekslik soolde/maksa siistimime). Km peaks ilmmema
siistimisest vil manustatavast ainest tingitud korvalndhud (naiteks looma kaalu langns,
sboglisu kadumine, narvilisus, temperafiumn tdus, mida moddetakse rektaalselt), sus
loom hukatakse kasutades tservikaalse dislokatsiooni meetodit. Katses olmmd loomadel
rakendatakse humaanse 15pp-punkt strateegiat vastavalt OECD reeglitele ning 13htuvalt
3F. polumétetest.

2. Otsust on Gigus valdlustada haldosmenetluse seaduses vii halduskohtumenethise
seadustikus ettenihiud korras ja tihtaja jooksul.

Sirje Jalakas
Jallkirjastatud digitaalselt’

Komisjoni aseesimess

49



Lisa 2. PKA signaaliraja moju Ahr-i valgu tasemele granuloosarakkudes in vitro

Joonis 14. PKA signaaliraja mdju Ahr-i valgu tasemele granuloosarakkudes in vitro. Koekultuuri
tassile kinnitunud primaarseid granuloosarakke toddeldi 10 uM forskoliiniga ning fikseeriti IF
analiilisiks 4 (B) voi 12 tundi (D) parast kemikaali lisamist. Kemikaaliga to6tlemata rakud fikseeriti 4
tundi (A) voi 12 tundi (C) pérast koekultuuri tassile kinnitumist. IF katse kdigus t66deldi rakke Ahr-i
vastase antikehaga SA-210. Rakutuumad vérviti reagendiga DAPI. Mddtkava: 100 pm.

50



Lisa 3. PKA signaaliraja moju p-CREB-i valgu tasemele granuloosarakkudes in
vitro

A.

Joonis 15. PKA signaaliraja méju p-CREB-i valgu tasemele granuloosarakkudes in vitro.
Koekultuuri tassile kinnitunud primaarseid granuloosarakke t66deldi 10 uM forskoliiniga ning fikseeriti
IF analiiiisiks 4 (B) v&i 12 tundi (D) pérast kemikaali lisamist. Kemikaaliga to6tlemata rakud fikseeriti
4 tundi (A) voi 12 tundi (C) pédrast koekultuuri tassile kinnitumist. IF katse kdigus to6deldi rakke
p-CREB-i vastase antikehaga. Rakutuumad vérviti reagendiga DAPI. Mootkava: 100 um.
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