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Kasutatud lithendid

ActD — aktinomiitsiin D (Actinomycin D)

AHR — ariiiilsiisivesinike retseptor (Aryl Hydrocarbon Receptor)

AHRE — AHR vastuselement (AHR Response Element)

AhrKO — AHR nokaut (Ahr Knockout)

AHRR — AHR repressor (AHR Repressor)

ARNT — AHR tuuma translokaator (AHR Nuclear Translocator)

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

CRE — cAMP vastuselement (CAMP Response Element)

ERK — ekstratsellulaarselt reguleeritud kinaas (Extracellular Regulated Kinase)
FICZ — 6-formiiiilindolo(3,2-b)karbasool (6-Formylindolo(3,2-b)carbazole)

FSH — folliikuleid stimuleeriv hormoon (Follicle Stimulating Hormone)

FSHR — FSH retseptor

GnRH — gonadotropiine vabastav hormoon (Gonadotropin Releasing Hormone)
HAH — halogeenitud aromaatne siisivesinik (Halogenated Aromatic Hydrocarbon)
hCG — inimese koorioni gonadotropiin (Human Chorionic Gonadotropin)
Hsp90 — kuumasoki valk 90 (Heat Shock Protein 90)

LH — luteiniseeriv homoon (Luteinizing Hormone)

LHR — luteiniseeriva hormooni retseptor (Luteinizing Hormone Receptor)

PAH — poliitsiikliline aromaatne siisivesinik (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon)
PAS A/B — Per-Arnt-Sim doméin A/B

PMSG - tiine méra seerumi gonadotropiin (Pregnant mare s serum gonadotropin)
PKA — proteiinkinaas A

RU — rahvusvaheline iihik

SDS — naatrium-dodetstitil-sulfaat



Sissejuhatus

Dioksiinid on tuntud kui keskkonnas laialdaselt levinud saasteaineid, mis tekivad sageli
toostuslike  protsesside  korvalsaadustena. Neid iihendeid on seostatud paljude
terviseprobleemidega, sealjuures kesknérvisiisteemi ning immuunsiisteemi héiretega.
Dioksiinidel on tdheldatud ka kantserogeenseid ning teratogeenseid omadusi. Viimaste
aastakiimnete jooksul on aktiivselt uuritud dioksiinide mdju ja toimemehhanisme organismis
ning on avastatud, et nende toksilist mdju vahendab peamiselt ariiiilsiisivesinike retseptor

(AHR).

Hiljuti on siivenenud teadmine, et lisaks dioksiinide metabolismile on AHR-il organismis ka
oluline endogeenne funktsioon, muuhulgas on Kkinnitust leidnud AHR-i fundamentaalne
tahtsus reproduktsioonis. Seda nditavad katsed knockout hiirtega, kellel on tdheldatud héireid
follikulogeneesis. AhrKO hiirtel on ndidatud aeglasemat folliikulite kasvu, hiireid dstradiooli

stinteesis Ning vihenenud reageerimisvoimet gonadotropiinidele.

Gonadotropiinide tahtsus follikulogeneesis on andnud pShjust uurida nende osalust ka AHR-i
regulatsioonis. Preovulatoorsetes granuloosarakkudes on varasemalt ndidatud luteiniseeriva
hormooni (LH) represseerivat moju AHR-i ekspressioonile. Selle kohta, kuidas reguleeritakse
granuloosarakkudes AHR-i folliikuli kiipsemise kdigus, pole teada midagi. Kdesolevas to6s
uuriti folliikulite kiipsemises kesksel kohal oleva folliikuleid stimuleeriva hormooni (FSH)
mdju AHR-i ekspressioonile ning sealjuures piiiiti seletada regulatsioonis osalevaid

molekulaarseid mehhanisme.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Follikulogenees

Idutee rakkude areng saab alguse ekstraembriionaalse ektodermi ldheduses paiknevast
epiblastist (Lawson ja Hage, 1994). Pluripotentsest rakupopulatsioonist liigub osa
ekstraembriionaalsesse mesodermi, kus vastusena mitmetele signaalidele diferentseeruvad
primordiaalseteks idutee rakkudeks. Hiire embriios on need rakud eristatavad alates 7,25
embriionaalsest pdevast (ingl. k. embryonic day - ED) (Ginsburg jt, 1990). Genitaalvalli
jouavad sugurakkude eellasrakud ED 10,5 ning seda pdeva saab lugeda munasarja arengu
alguseks (Hirshfield, 1991). Primordiaalsete idurakkude mitootilise jagunemise tagajirjel
tekivad oogoonid, mis jddvad omavahel rakuliste sildadega ithendatuks. Moodustunud
oogoonide kobar on iimbritsetud granuloosarakkude eellasrakkudega (Hirshfield, 1991;
Pepling ja Spradling, 1998). Oogoonide mitootiline jagunemine peatub ED 13,5 ja algab
esimene meiootiline jagunemine. Oogoonide suurenemise tagajirjel tekivad primaarsed
ootstitidid, millest enamik ldhevad apoptoosi. Jarele jidnud ootstiiitides peatub meioos ED
17,5 esimeses diploteenis (Pepling ja Spradling, 2001). Organismi siinniks moodustuvad
primordiaalsed  folliikkulid, kus ootsiilite = mbritseb  iihekihiline  lamendunud
granuloosarakkude kiht. Tekkinud primordiaalseid folliikuleid saab organism fertiilse ea
jooksul kasutada (Hirshfield, 1991).

Munaraku kiipsemine ning follikulogenees on omavahel seotud protsessid. Ootsiiiitide ning
seda limbritsevate granuloosarakkude vahel toimub parakriinne signaliseerimine, mille kaudu
stimuleeritakse granuloosarakkude arengut, reguleeritakse steroidogeneesi ning tagatakse
meioosi jatkumine teatud arenguetappidel (Epifano ja Dean, 2002; Toda jt, 2001).
Primordiaalse folliikuli kiipsemise kdigus transformeeruvad granuloosarakud kuubilaadseteks
ja tekib primaarne follitkkul. Sellele jargneb granuloosarakkude prolifereerumine ning
moodustunud preantraalses folliikulis timbritsevad granuloosarakud ootsiiiiti mitme kihina (vt
Joonis 1). Edasise prolifereerumise tulemusena tekib antraalne folliikul (Kumar jt, 1997).
Antraalse folliikuli arengut koordineerib folliikuleid stimuleeriv hormoon (FSH), tehes seda
labi granuloosarakkude pinnal paiknevate FSH retseptorite (FSHR) (Edson jt, 2009).
Antraalsest folliikulist areneb edasi preovulatoorne folliikul &stradiooli mojul, mida
organismis vastusena FSH ning luteiniseeriva hormooni (LH) toimele toodetakse. LH jirsu
kontsentratsiooni tdusu tagajérjel toimub ovulatsioon ning folliikulist véljuv munarakk on

peatunud teise jagunemise metafaasis (Richards jt, 2002). Olemasolevatest folliikulitest



ovuleerub vaid vidike protsent. Seda pohjustab folliikulite degenereerumine ehk atreesia

(Kaipia ja Hsueh, 1997).

) Preantraalne .
Primaarne  folliikul Antraalne Atreetiline

Strooma folliikul folliikul  folliikul

Primordiaalne
folliikul
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Munasarja
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(corpus albicans)

Munasarja
epiteel

B
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(corpus luteum)
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(corpus luteum)

Ovuleerunud
munarakk

Joonis 1. Folliikuli arenguetapid (kohandatud http://www.infertile.com/brochures/biological_clock04.htm jargi).

1.2. Follikulogeneesi hormonaalne regulatsioon

Munasari on diinaamiline struktuur, kus paljude geenide koordineeritud avaldumine soltub
rangelt reguleeritud hormonaalsest tasakaalust. Steroidsete suguhormoonide (Ostrogeenide
ning androgeenide) ning gonadotropiinide suur tdhtsus follikulogeneesil on pdhjuseks, miks
igasugune korvalekalle nende normaalsest tasakaalust vOib pdhjustada hélbeid
reproduktsioonis. Hormonaalse tasakaalu regulatsioonis osaleb reproduktiivsiisteemis kesksel
kohal olev hiipotaalamus-hiipofiiiis-munasari telg (vt Joonis 2). Hiipotaalamuses siinteesitakse
gonadotropiine vabastavat hormooni (GnRH), mis mdjutab hiipofiiiisi eessagaras asuvaid
GnRH retseptoreid omavaid rakke. Viimased hakkavad ekspresseerima gonadotropiine FSH
ja LH. GnRH siintees hiipotaalamuses toimub erinevate intervallidena — suurem GnRH
ekspressiooni soodustab FSH tootmist ning vdiksem tingib LH siinteesi (Belchetz jt, 1978;
Crowley jt, 1985; Hazum ja Conn, 1988).

Preantraalse folliikuli arengut antraalseks follitkuliks pdhjustab hiipotaalamus-hiipofiiiis-

munasari-telje aktivatsioon. Kuigi preantraalsed folliikulid on voimelised FSH-le reageerima,



muutub FSH hddavajalikuks alles antraalses folliikulis (Kumar jt, 1997). Antraalsesse faasi
joudes hakatakse folliikuli teekarakkudes ekspresseerima LH-retseptoreid. Vastusena LH-le
slinteesitakse enstiime, mis konverteerivad kolesterooli testosterooniks (Drummond, 2006;
Findlay jt, 2001; Richards, 1994). Testosteroon konverteeritakse granuloosarakkudes edasi
ostradiooliks. Ostradiool omakorda tdstab hiipofiiiisi eessagara tundlikkust GnRH suhtes ning
suurendab gonadotropiinide produktsiooni (Donadeu ja Ascoli, 2005; Quinones-Jenab jt,
1996). Antraalses folliikulis toimub 0stradiooli vahendusel granuloosarakkude edasine
proliferatsioon ning suureneb FSH ja LH retseptorite arv (Chen jt, 1977; Drummond, 2006).
Jagunevad granuloosarakud suurendavad Ostradiooli tootmist, viimane soodustab
granuloosarakkude paljunemist, mis omakorda voimendab Gstradiooli siinteesi munasarjas.
Ostradiooli kontsentratsiooni kasvades indutseeritakse jirsk LH kontsentratsiooni tdus, mille

tulemusena munarakk ovuleerub (Elsaesser jt, 1998; Moenter jt, 1990; Sarkar jt, 1976).

Hiipotaalamus
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Joonis 2. Hiipotaalamus-hiipofiiiis-munasari telg (Walker ja Gore, 2011 jérgi).

1.3. Gonadotropiinid ja nende retseptorid

FSH ning LH on glikkoproteiinsed gonadotropiinid, mis koordineerivad folliikuli kiipsemist
ning munaraku ovulatsiooni. Mdlemad hormoonid on heterodimeersed ja koosnevad alfa-
ning beeta-ahelast. Gonadotropiinide toime avaldub ldbi raku pinnal paiknevate retseptorite.
FSH ja LH seondumise spetsiifilisus vastavalt FSH vdi LH retseptorile tuleneb nende

erinevast beeta-ahelast (Edson jt, 2009). FSH retseptoreid ekspresseeritakse munasarjas ainult
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granuloosarakkudes, kuid koigis follikulogeneesi staadiumites (Bao ja Garverick, 1998). LH
retseptoreid ekspresseeritakse see-eest lisaks teekarakkudele ka preovulatoorsete folliikulite

granuloosarakkudes (Hsueh jt, 1984).

FSH ja LH retseptorid on seotud G-valkudega, mis initsieerivad ligandi seondumisel cAMP
tousu adentilaattsiiklaasi vahendusel. On nédidatud, et cAMP kontsentratsiooni tous rakus
pohjustab PKA aktivatsiooni (Salvador jt, 2002). Gonadotropiinide mdju nende poolt
aktiveeritavatele marklaudgeenidele voib lisaks PKA-le avalduda ka 1dbi teiste signaaliradade.
Hiire granuloosarakkudes on FSH seondumisel FSHR-ile nididatud p38 MAPK, ERK ning
Pi3K kinaasiradade aktiveerimist (Hunzicker-Dunn ja Maizels, 2006). LH seondumisel LHR-
ile on nididatud ka PKC aktiveerimist (Manna jt, 1998). Lisaks on tekkinud arusaam, et
konkreetse marklaudgeeni avaldumiseks on sageli vajalik erinevate kinaasiradade koostoime
(Hunzicker-Dunn ja Maizels, 2006).

1.4. Geenide epigeneetiline regulatsioon munasarjas

FSH ning LH modjul toimub munaraku arengut toetavate granuloosarakkude ja teekarakkude
diferentseerumine, millega kaasnevad suureulatuslikud muutused nende rakkude
geeniekspressioonis (Carletti ja Christenson, 2009). Hormonaalse stimulatsiooni tagajirjel
voidakse reguleerida korraga sadu erinevaid geene. Diferentseeruvates rakkudes on ndidatud,
et geenide aktiveerimise v3i vaigistamise mehhanism on siiski rangelt selektiivne (Muller ja
Leutz, 2001). Mehhanismid, mille kaudu selline regulatsioon toimub, on veel iisna ebaselged,

kuid arvatakse, et need vodivad olla sageli kontrollitud epigeneetilisel tasemel (LaVoie, 2005).

Munasarjas on ndidatud mitmete oluliste steroidhormoone siinteesivate geenide avaldumise
kontrolli 1dabi kromatiini struktuursete muudatuste. Preovulatoorsetes granuloosa- ja
teekarakkudes on taheldatud progesterooni siinteesiks vajalike geenide CYP11A1 ja HSD3B
allareguleerimist kromatiini kondeseerumise kaudu nende geenide promootoralades (Nimz jt,
2010). Mitmed uuringud on tdestanud, et dstradiooli siinteesiva aromataasi allaregulatsioon
preovulatoorses folliikulis vastusena LH-le toimub samuti 1dbi kromatiini pakituse muutmise
(Lee jt, 2013; Nimz jt, 2010). Follikulogeneesis tdhtsa geeni StAR promootoralas on
preovulatoorsetes  granuloosarakkudes LH  mdjul seevastu ndhtud  kromatiini

dekondenseerumist (Lee jt, 2013).

Andmed geeniekspressiooni uuringutes on viidanud kromatiini remodelleerivate ensiilimide
kaasamisele geenide regulatoorsetesse piirkondadesse ja seeldbi nende osalemisele geenide

aktiveerimisel vOi vaigistamisel (Berger, 2007). Kromatiini struktuuri muutused seostuvad



sageli DNA metiilatsiooni ning histoonide kovalentse modifitseerimisega. Histoone
modifitseeritakse  kindlates regioonides peamiselt atsetiileerimise, metiileerimise,
fosforiileerimise ning ubikvitiniileerimise kaudu (Cheng ja Blumenthal, 2010; Kondo, 2009;
Lavrov ja Kibanov, 2007; Nan jt, 1998; Ng ja Bird, 1999). Kui DNA metiilatsiooni
seostatakse pigem geenide pikemaajalise vaigistamisega, siis histoonide kovalentsed
modifikatsioonid on vdhem stabiilsed, mistottu peetakse neid sageli muutliku
geeniekspressiooni  oluliseks kontrollmehhanismiks (lyer jt, 2011). Munasarjas kui
diinaamilises struktuuris on toestatud kromatiinivalkude modifitseerimise olulisus seal

toimuvate flisioloogiliste protsesside regulatsioonis (LaVoie, 2005).

Transkriptsiooni  regulatsioonist ~ kromatiini  struktuurse ~ remodelleerimise  kaudu
diferentseeruvates granuloosarakkudes on iildiselt vihe teada. Kogunenud andmed on andnud
alust arvata, et FSH ning LH vdivad mdjutada kromatiiniga seotud mehhanismide kaudu
lisaks steroidhormoonidele ka teisi follikulogeneesis olulisi geene. Hiljuti niidati, et hiire
preovulatoorse folliikuli granuloosarakkudes represseeritakse 1dbi kromatiini pakituse ka

artiiilsiisivesinike retseptori avaldumist (Teino jt, 2014).

1.5. Ariiiilsiisivesinike retseptor

Ariitilsiisivesinike retseptor (Ahr) on ligand-aktiveeritav transkriptsioonifaktor, mis on
eelkdige tuntud kui keskkonnas levinud saasteainete (nt. dioksiinide) metabolismi vahendaja.
AHR-i afiinsus on kdige korgem polithalogeense aromaatse ithendi TCDD (2,3,7,8-
tetraklorodibenso-p-dioksiini) suhtes (Peters jt, 1999). Ligandi seondumisel Ahr-iga
indutseeritakse rakus mitmete ksenobiootikumide lagundamises osalevate ensiiiimide
ekspressiooni. Ahr kuulub PAS domaéini sisaldavate transkriptsioonifaktorite {ilemperekonda,

mille funktsioon on keskkonnas toimuvatele muutustele reageerimine (Gu jt, 2000).

Ahr on evolutsiooniliselt konserveerunud transkriptsioonifaktor. Asjaolu, et selgrootute Ahr-il
puudub dioksiinidega seondumise voime (Hahn, 2002) ja dioksiinide levik keskkonnas on
evolutsioonilises mdistes uus ndhtus, on andnud pdhjust arvata, et Ahr-il on organismis ka
fiisioloogiline tdhtsus. Lisaks dioksiinidele on leitud mitmeid endogeenseid ithendeid, mis on
voimelised Ahr-i aktiveerima, nende hulgas biliverdiin, bilirubiin, FICZ, kiinureniin (Cuartero
jt, 2014; Phelan jt, 1998; Wincent jt, 2012).

Praeguseks on kinnitust leidnud Ahr-i tdhtsus mitmetes flisioloogilistes protsessides. Ahr-i
knockout hiirtel on niidatud erinevaid fiisioloogilisi probleeme, muuhulgas maksapuudulikkust

(Floreani jt, 2013) ja hdireid immuunsiisteemi normaalses toimimises (Bruhs jt, 2015). Ahr
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reguleerib makrofaagide, dendriitrakkude ning liimfotsiiiitide aktiivsust, osaleb T-rakkude
diferentseerumisel ja B-rakkude kiipsemisel ning on iks vOtmefaktoritest tsiitokiinide
vabastamises ja nende tasakaalu hoidmises (Nguyen jt, 2013). Uuringud on ndidanud, et Ahr on
oluline komponent rakutsiikli regulatsioonis (Chang jt, 2014). On ndidatud, et Ahr vdib
reguleerida raku apoptootilist aktiivsust (Bekki jt, 2015). Samuti on viidatud Ahr-i tihtsusele
hematopoeetiliste tiivirakkude pluripotentsuse séilitamisel ning Ahr-i vdimele mdjutada kasvajate

progressiooni (Lindsay ja Papoutsakis, 2012).

1.6. Ahr-i struktuur

Ahr on 96 kDa suurune aluseline heeliks-ling-heeliks (bHLH)/PAS tiiiipi valk, mis koosneb
848 aminohappe jadgist. Ahr-il on konservatiivne N-terminaalne bHLH doméédn, mis on
vajalik DNA-ga seondumiseks ning homo- voi heterodimerisatsiooniks, ja konservatiivne
PAS doméidn, mille eesmirk on seonduda chaperonide ja teiste PAS domédini sisaldavate
valkudega (Gu jt, 2000). PAS doméin sisaldab kahte hiidrofoobset kordusjérjestust — PAS A
ning PAS B. AHR-i transaktivatsiooniliseks aktiivsuseks on tdhtis C-terminaalne

glutamiinirikas doméaén.

1.7. Ahr-i klassikaline signaalirada

Ligandiga mitteseondununa lokaliseerub AHR raku tsiitoplasmas ning on seondunud
erinevate valkudega. Viimaste hulka kuuluvad chaperon Hsp90 (Heat Shock Protein),
chaperon p23 ning 38 kDa molekulmassiga valk XAP2 (Hepatitis B Virus X-associated
Protein) (Meyer ja Perdew, 1999). AHR aktiveerub ligandiga seondumisel ning avaneb
tuumalokalisatsiooni signaal, mille tagajirjel liigub AHR raku tuuma (Denison ja Nagy, 2003;
Ikuta jt, 2004a), kus seondub bHLH motiivi sisaldava AHR-i tuuma translokaatori ARNT-iga
(AHR Nuclear Translocator) (vt Joonis 3). Tekkinud dimeer seondub AHR-i
vastuselemendile AHRE-le (AHR Response Element), mis asub mitmete ksenobiootikumide
lagundamises osalevate geenide (CYP1Al, CYP1A2), aga ka AHR-i enda repressori AHRR-i
(AHR Repressor) promootoralas (Baba jt, 2001; Denison jt, 1989; Whitlock, 1999).

AHRR-i ekspressioonitaseme suurenedes hakkab viimane seonduma ARNT-iga, takistades
seelabi AHR-i dimeriseerumist ARNT-iga. Sellele jargneb monomeerse AHR-i transport
tagasi tslitoplasmasse ning AHR-i proteasoomne lagundamine. AHRR-il on ka teine
sihtmédrkgeenide ekspressiooni represseeriv toime — AHRR-ARNT dimeeri puhul on ndidatud
seondumist AHRE-le, kuid pole mirgatud sihtmédrkgeenide transaktiveerimist (Mimura jt,
1999; Mimura ja Fujii-Kuriyama, 2003).
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Joonis 3. Ahr-i signaalirada (Mimura ja Fujii-Kuriyama, 2003 jargi).

1.8. Ahr-i tihtsus reproduktsioonis

Praeguseks on teada, et Ahr omab olulist tdhtsust follikulogeneesis (Hernandez-Ochoa ijt,
2009). Ahr-i knockout (AhrKO) hiirtel on vorreldes metsiktiitipi hiirtega ndidatud aeglasemat
folliikulite kasvu (Barnett jt, 2007a; Barnett jt, 2007b) ning vdhenenud preantraalsete ja
antraalsete folliikulite arvu (Benedict jt, 2000). AhrKO hiirte munaraku tugirakkudes on
ndidatud FSH ning LH retseptorite vihenemist ning seega ka vihenenud FSH ja LH mdju

folliikulite kiipsemiseks ning ovulatsiooni toimumiseks (Hernandez-Ochoa jt, 2010).

Folliikulite kiipsemiseks ning ovulatsiooni toimumiseks on Vajalik gonadotropiinide
stimuleeritud steroidogenees. FSH mdjul suureneb granuloosarakkudes aromataasi Cyp19A1
ekspressioon (Richards, 1994), mis on vdtmeensiiimiks Ostradiooli produktsioonis.
Ostradiooli suurt tihtsust follikulogeneesis on omakorda tdestanud katsed aromataasi knock-
out (ArKO) hiirtega (Fisher jt, 1998). Veelgi enam — on leitud, et Ahr-i olulisus normaalses
follikulogeneesis seisneb suuresti aromataasi ekspressiooni reguleerimises (Baba jt, 2005),

millest jareldub ka Ahr -i tahtsus 6stradiooli produktsioonis ja seeldbi kogu follikulogeneesis.

1.9. Ahr-i ekspressiooni regulatsioon

Hiire Ahr-i  promootoralal on tehtud kindlaks mitmete transkriptsioonifaktorite
seondumisjirjestused, nende seas AP1, AP2, Spl, GRE, CRE, NF. Uhtlasi on teada, et Ahr-i
promootoralas puudub TATA box (Mimura jt, 1994; Schmidt jt, 1993). Ahr geeni 5°’-

deletsioonianaliiiisid néitasid, et Ahr-i konstitutiivseks ekspressiooniks on vajalik jarjestus,
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mis asub Ahr-i promootori vahemikus -184 bp kuni +380 bp. Konstitutiivset ekspressiooni
represseeriv jarjestus asub transkriptsiooni alguspunktist -1431 bp kuni -721 bp iilalpool

asetsevas regioonis (Garrison ja Denison, 2000).

Hiljuti on tdhelepanu pdoratud Ahr-i voimalikule regulatsioonile histoonimodifikatsioonide
kaudu. On nédidatud, et Ahr-i geenickspressiooni muutused voivad sdltuda promootoralaga
seotud histoonide atsetiileeritusest (Garrison jt, 2000). Hiire maksarakkudes on histoone
deatsetiileeriva ensiiiimi toime peatamisel ndhtud markimisvéadrset Ahr-i geeniekspressiooni
suurenemist (Zhang jt, 1996). Veelgi enam — maksarakkudes on tidheldatud olulist seost Ahr-i
ekspressiooni ning histoonide metiileerimise vahel (Cui jt, 2009). Hiljutise uuringu kaigus
selgus, et hiire embriionaalsetes tiivirakkudes on Ahr-i madal ekspressioonitase kontrollitud

kromatiini remodelleeriva PcG (ingl. k. Polycomb Group) kompleksi kaudu (Ko jt, 2014).

Kuna Ahr on munasarjas oluline valk, on olnud pdhjust uurida Ahr-i ekspressiooni sdltuvust
gonadotropiinidest. LH analoogi hCG (human Chorion Gonadotropin) mdjul on reesusahvi
periovulatoorsetes granuloosarakkudes ndhtud Ahr-i ekspressiooni suurenemist (Chaffin jt,
1999), rotil seevastu on toestatud seos LH ning Ahr-i allaregulatsiooni vahel (Chaffin jt,
2000). Mitmed uuringud on viitanud ka FSH ning Ahr-i regulatsiooni seosele. Roti
granuloosarakkudes on mirgatud FSH inhibeerivat mdoju Ahr-i avaldumisele in vitro

(Bussmann ja Baranao, 2006).

Meie laboris niidati hiljuti, et hiire preovulatoorsetes granuloosarakkudes toimub vastusena
LH-Ie artiilsiisivesinike retseptori allareulatsioon nii valgu kui ka mRNA tasemel. Toestati, et
repressioonis on oluline PKA, kuid mitte ERK-i kinaasirada ning repressioon toimub siinteesi
vihendamise, mitte MRNA degradatsiooni kaudu. Muuhulgas leidis Kinnitust, et Ahr-i
allaregulatsiooniks pole vajalik de novo valgusiintees. Olulise asjana avastati, et LH mdjul

suureneb kromatiini kondensatsioon Ahr-i promootoala piirkonnas (Teino jt, 2014).

Korduvalt on leitud tdestust Ahr-i téhtsusest folliikulogeneesis (Hernandez-Ochoa jt, 2010;
Hernandez-Ochoa jt, 2013) ning iiht-teist on teada Ahr-i regulatsioonist folliikuli
preovulatoorses faasis vastusena LH-le. Andmed sellest, kas ja kuidas on Ahr munasarjas
reguleeritud folliikuli kiipsemise ajal, on see-eest puudulikud. Kéesolevas magistritds ongi
keskendutud Ahr-i regulatsioonimehhanismide kirjeldamisele folliikuli kiipsemise ajal. Huvi
on pakkunud kiisimus, kas FSH mdjutab hiire granuloosarakkudes ariiiilsiisivesinike retseptori
valgu ja mRNA taset ja sealjuures selgitada, milliste molekulaarsete mehhanismide kaudu

FSH mdju Ahr-i regulatsioonile avaldub.
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2. Eksperimentaalosa

2.1. Too eesmirgid

1.

Iseloomustada FSH/PMSG mdju Ahr-i mRNA ning valgu tasemele, sealjuures
kirjeldada ekspressiooni diinaamikat.

Uurida PKA ja ERK signaaliradade olulisust FSH/PMSG-toimelises Ahr-i
regulatsioonis.

Teha kindlaks, kas Ahr-i transkripti taset rakkudes kontrollitakse mMRNA stabiilsuse
ja/voi siinteesi kaudu.

Saada selgust, kas muutused Ahr-i ekspressioonis toimuvad promootori aktiivsuse

ja/voi kromatiini remodelleerimise vahendusel.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Rakud, s66tmed, plasmiidid, kemikaalid

T66s kasutati kuni 140 emast C57BI/6J hiirt. Loomkatsete labiviimiseks viljastatud loa (22.
mai 2014. a nr 33) koopia on leitav magistritdo lisadest (vt Lisa 1.). Loomkatsed viidi libi TU
MRI vivaariumis ning katsed elusloomadega teostasid Sulev Kuuse ning Indrek Teino.

Eksperimentide ldbiviimiseks kasutati hiirte munasarjadest eraldatud primaarseid
granuloosarakke. Rakke kasvatati DMEM/Ham’s F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Ham’s F-12; PAA) s66tmes koekultuuri tassidel 5 % CO, kontsentratsioonil 37 °C
juures. Reportergeeni analiilisiks kasutati toogrupis varasemalt konstrueeritud Ahr-i
promootorala sisaldavat pGL3-basic (Promega) vektorit, aktiivsuse hindamiseks kasutati
kontrollina tithja pGL3-basic vektorit ning transfektsiooni efektiivsuse hindamiseks pSV-p-
Gal (Promega) vektorit. Toos kasutati kemikaale aktinomiitsiin D (AppliChem), H89 (Santa
Cruz) ja U0126 (Calbiochem).

2.2.2. Primaarsete granuloosarakkude eraldamine

Folliikuleid stimuleeriva hormooni (FSH) mdju uurimiseks granuloosarakkudes siistiti 21-23
pieva vanuseid immatuurseid hiiri 5 rahvusvahelise iihiku (RU) FSH-ga (Gonal-f,
MerckSerono) voi sellega analoogse hormooni tiine méra seerumi gonadotropiiniga (PMSG)
(Folligon, Intervet), iihes eksperimendis 5 RU luteiniseeriva hormooniga (LH) (Luveris,
MerckSerono). Kontrolliks siistiti hiirtele samas mahus PBS-i. Vastavalt katse iileschitusele
hukati hiired tservikaalset dislokatsiooni kasutades enne siistimist voi 12, 24, 36 voi 48 tundi
parast stistimist. Hiirtest eraldati munasarjad ning asetati need lahusesse A (DMEM/Ham’s F-
12, 0,2% BSA, 10 mM Hepes pH 7,5) ja eemaldati iimbritsev sidekude. Munasarju inkubeeriti
5-10 minutit hiipertoonilises lahuses B (DMEM/Ham’s F-12, 0,5 M sahharoos, 10 mM
EGTA) 37 °C juures. Seejirel pesti munasarju iiks kord lahusega A. Munasarjad asetati
koekultuuri tassidele ning punkteeriti 26G ndelaga u 200 pl lahuses A. Granuloosarakud
koguti kokku lahuses A, tsentrifuugiti 250 g juures 5 minutit ja eemaldati supernatant,
misjdrel késitleti rakke vastavalt jargnevale eksperimentaalsele protseduurile. In vivo katsetes
rakud liitisiti. In vitro eksperimentide labiviimiseks kiilvati rakud koekultuuri tassile 2,5%
seerumit sisaldavasse DMEM/Ham’s F-12 s66tmesse. Tasse inkubeeriti eelnevalt 1 h jooksul
1 pg/em? fibronektiiniga (Biopur AG) 37 °C juures. Seerumist tingitud mdjutuste viltimiseks
hormonaalses regulatsioonis vahetati pérast rakkude kinnitumist tassile Sseerumit sisaldav

s60de seerumvaba sddtmega.
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2.2.3. Ahr-i ekspressioonitaseme méiramine

2.2.3.1. RNA eraldamine

RNA eraldamiseks kasutati Blood/Cultured Cell Total RNA Purification Kit-i (Favorgen).
RNA eraldati vastavalt tootja protokollile ning elueeriti sobivas koguses nukleaasivabas vees.
Lahuste kontsentratsioonide mootmiseks kasutati spektrofotomeetrit NanoDrop ND-1000
(Thermo Scientific). RNA siilitati -80 °C kiilmakambris. Vilistamaks, et hiljem gPCR-is
nahtav amplifikatsioon ei tulene genoomsest DNA-st, teostati eraldatud RNA lahusele DNase
| (Thermo Scientific) to6tlus vastavalt tootja protokollile.

2.2.3.2. cDNA siintees

cDNA siinteesiks kasutati 100-1000 ng granuloosarakkudest eraldatud ja DNaasiga to6deldud
RNA-d ning RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit’i (Thermo Scientific). Reaktsioonid
viidi 14bi vastavalt tootja protokollile 16ppmahus 20 pl, kasutades 2720 Thermal Cycler PCR
masinat (Applied Biosystems). Reaktsioonide teostamiseks kasutati jargnevat programmi:

Tabel 1. Poordtranskriptsiooni programm

Toiming Temperatuur Aeg

Aktivatsioon 25°C 10 min
Stintees 42 °C 60 min
Inaktivatsioon 70 °C 10 min

cDNA sailitati edasiseks kasutamiseks -20 °C kiilmikus.

2.2.3.3. Kvantitatiivne reaalaja PCR (gPCR)

gPCR-i teostamiseks kasutati LightCycler® 480 Il (Roche) masinat ja reaktsioonid viidi libi
LightCycler® 480 Multiwell Plates 384 (Roche) plaatidel. Katsed mdddeti duplikaatidena ning
mootmistulemuste  analiiiisimisel arvestati duplikaatide keskmisi. Reaktsioonisegu
(Idppmahus 10 pl) sisaldas 5 pl 2X Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-i
(Thermo Scientific), 0,5 pl 10 uM forward praimerit, 0,5 pl 10 uM reverse praimerit ning 4 pl
cDNA lahust. Uhe reaktsiooni jaoks kasutati 10-100 ng cDNA-d. Reaktsioonide teostamiseks

kasutati jdrgnevat programmi:
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Tabel 2. gPCR-i programm

Toiming Temperatuur Aeg Tsiiklite arv
Algne denaturatsioon 95°C 10 min 1
Denaturatsioon 95°C 15 sek

Praimerite seondumine 40

ja siintees 60 °C 60 sek

Loplik ekstensioon 72 °C 5 min 1
Sulamiskdver 45-95°C 7 min 1

Koikide reaktsioonide lavitsiiklid arvutati LightCycler 480 tarkvara abil. Huvipakkuva

produkti ning reaktsiooni kédigus tekkivate voimalike lisaproduktide esinemise tuvastamiseks

kasutati sulamiskdvera analiiiisi. Katsete tulemused normaliseeriti Gapdh véaartustega.

Relatiivsed tasemed arvutati Livak’i meetodit kasutades (Livak ja Schmittgen, 2001). gPCR-

1s kasutati jargnevaid oligonukleotiide:

Tabel 3. T66s 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
CYP19A1 mRNA_F
CYP19A1 mRNA R
LHCGR_mRNA _F
LHCGR_mRNA_R
GAPDH_mRNA F
GAPDH_mRNA R
AHR_promootor_F

AHR_promootor_R

5'-GGCCAAGAGCTTCTTTGATG-3'

5-TGCCAGTCTCTGATTTGTGC-3'

5'-CAAGCCGGTGCAGAAAAC-3'

5'-CATTGGTTGAGACTCAGCTCC-3’

5-GCCTCCTTCTCCTGATTTGGA-3'

5'-CTGCCATGGGAAATGAGGG-3’

5'-AGTCACAGCTGCACTCTCC-3'

5'-GTGAGAGATAGTCGGGCGAG-3'

5-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3'

5'-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3’

5-TTTTGAGGCTGGAAAACAGGTACT-3'

5-ACGTGATGACGCAGGACGTA-3'
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CYP19A1_promootor_F 5'-CCAATCCAGCACCCTTCCAA-3’
CYP19A1_promootor_R 5'-GGGAAGAAAGCAGTGGTGGA-3’
StAR_promootor_F 5'-GCTTTCCCCTACCTGCAGAG-3’
StAR_promootor_R 5'-TGTGCAGAGGGTCAAGGATG-3'
PAX7_promootor_F 5'-GTTATCGGTCCCCTCTCCCT-3'
PAX7_promootor_ R 5'-CTCAACGGCAGGGAAGGG-3’

2.2.4. SDS-PAGE ja Western blotting

Western blot analiilisiks liiiisiti eraldatud primaarsed granuloosarakud RIPA puhvris (50 mM
Tris pH 7.4, 1 % Triton X-100, 1 mM EDTA, 150 mM NacCl, 0,1 % SDS), kuhu oli lisatud 1
X proteaasi inhibiitori segu (Roche). Liisaadid homogeniseeriti 26G ndelaga, hoiti 45 - 60
minutit jail aeg-ajalt segades. Liisaate kuumutati 1 X Protein loading puhvris (Thermo
Scientific) 95 °C juures 5 minutit. Valgud lahutati 10 % SDS-poliiakriiiilamiid
geelelektroforeesil Mini-PROTEAN® Tetra Cell masinas (Bio-Rad). Markerina kasutati Page
Ruler™ valguredelit (Thermo Scientific). Foreesi 16ppedes hoiti geeli {ilekandepuhvris (25
mM Tris-HC1 pH 8.3, 192 mM gliitsiin, 10% metanool, 0,1% SDS) loksutil 5 minutit.
Valkude iilekandmiseks geelilt poliiviniilideenfluoriid (PVDF) membraanile (Thermo
Scientific) kasutati Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell masinat (Bio-Rad). Ulekanne
teostati 15 V juures 17 minutit. Mittespetsiifilise signaali blokeerimiseks inkubeeriti
membraani 1 tund toatemperatuuril loksutil 5% 16ssipulbrit sisaldavas TBST puhvris (50 mM
Tris, 0,15 M NaCl, 0,1 % Tween 20, pH 7,5). Membraani inkubeeriti vastavate primaarsete
antikehadega loksutil ile6d 4 °C juures. Primaarsete antikehadena Kkasutati kiiiiliku
poliiklonaalset Ahr-i vastast 1gG-d (Biomol) ning aktiini vastast 1gG-d (Santa Cruz
Biotechnology). Membraane pesti TBST puhvris 4 korda 6 minutit ning 1 kord 9 minutit.
Jargnevalt inkubeeriti membraani 1 tund sekundaarset antikeha sisaldavas IGssilahuses,
milleks kasutati HRP-ga konjugeeritud kiiiiliku-vastast kitse antikeha (Thermo Scientific).
Signaali visualiseerimiseks kasutati Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate
komplekti (Millipore). Reaktsioonisegu kanti membraanidele ja inkubeeriti 5 minutit
toatemperatuuril. Membraanil olev signaal tuvastati rontgenfilmiga (Agfa), mis ilmutati ja
kinnistati standardlahustega (Agfa). Densitomeetria analiiiis teostati, kasutades programmi

ImagelJ.
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2.2.5. Transfekteerimine ja reportergeeni aktiivsuse maidramine

Primaarsed granuloosarakud kiilvati 24-kannulisele koekultuuri plaadile 2,5 % seerumiga
DMEM/Ham’s F-12 so6tmesse. Pdrast rakkude kinnitumist, 2 tundi hiljem, vahetati s66de
seerumvaba so0tme vastu, misjarel niljutati rakke 1 tunni jooksul Seejérel transfekteeriti
rakke, kasutades Turbofect In Vitro Transfection reagenti (Thermo Scientific) vastavalt tootja
protokollile. Rakke transfekteeriti 1792-aluspaarilist Ahr-i promootorala sisaldava pGL3-
basic vektoriga (500 ng kannu kohta), Ahr-i promootorala aktivatsiooni kontrollimiseks
transfekteeriti Ahr-i promootorala mittesisaldavat pGL3-basic vektorit (365 ng kannu kohta).
Transfektsiooni efektiivsuse hindamiseks ko-transfekteeriti rakke pSV-p-Gal vektoriga (50 ng
kannu kohta). Transfektsiooni toimumiseks ning reportergeeni avaldumiseks inkubeeriti rakke
3-5 tundi, parast mida vahetati s66de hormooni voi kontroll-lahust sisaldava s66tme vastu.
Hormooni moju uurimiseks inkubeeriti rakke kuni 48 tundi, misjérel eemaldati rakkudelt
soode, pesti 1 kord PBS-iga ning lidsiti. Moddetud lutsiferaasi aktiivsusest tulenevad
luminestsentsi vaartused normaliseeriti B-galaktosidaasi vaartustega, kasutades Dual-Light®
System komplekti (Applied Biosystems) ning luminomeetrit Glomax™ 20/20n (Turner

BioSystems) vastavalt tootja protokollile.

Transfekteerunud rakkude osahulga méddramiseks kogu rakupopulatsioonist  kasutati
labivoolutsiitomeetriat. Selleks teostati transfektsioon sarnaselt Kirjeldatud katseskeemile,
kuid rakke transfekteeriti meie laboris varasemalt konstrueeritud AHR-i ning kollast
fluorestseeruvat valku siinteesiva AHR-EYFP plasmiidiga (Invitrogen). Transfekteerimiseks
kasutati Turbofecti ning Reagent 007 (Icosagen) vastavalt tootjapoolsele protokollile. 48 tundi
hiljem ecemaldati rakkudelt so6de, pesti 1 kord PBS-iga, koguti tuubi, tsentrifuugiti,
suspendeeriti PBS-is ning inkubeeriti DAPI-ga. Libivoolu tsiitomeetria teostati TU MRI
FACS-i laboris.

2.2.6. CHART-PCR

Kromatiini struktuuri kohta esmase info leidmiseks uuritavas genoomi piirkonnas on
asjakohaseks meetodiks CHART-PCR (Chromatin accessibility by real-time PCR).
Metoodika pohineb DNaasi ligipddsetavuse tuvastamises spetsiifilisele jarjestusele DNA-S ja
lahtub eeldusest, et avatud avatud kromatiini tingimustes on DNaasi ligipddsetavus suurem
ning suletud kromatiini tingimustes vdiksem. Protsessi kdigus eraldatakse rakkudest tuumad,
toodeldakse neid DNaasiga, puhastatakse genoomne DNA ja erinevused DNaasi

ligipadsetavuses huvipakkuvale jérjestusele tuvastatakse qPCR-i teel (vt Joonis 4.)
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Joonis 4. CHART-PCR-i metoodika DNaasi ligipdasetavuse hindamisel Ahr-i promootoralale.

DNaasi  ligipddsetavuse  testimiseks  huvipakkuvatele  geenijérjestustele  koguti
granuloosarakud kokku 1,5 ml tuubidesse, tsentrifuugiti pohja ning aspireeriti s66de. Rakud
kiilmutati vedelas limmastikus ning siilitati -80 °C juures. Degradatsiooni viltimiseks teostati
tuumade eraldamise protsess jadl. Tuumade eraldamiseks sulatati rakud ning suspendeeriti
need 400 pl LS-puhvris (10 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,25 M
sahharoos, 0,5 mM DTT, 1 X proteaasi inhibiitor (Roche), 0,5 % BSA) ning inkubeeriti 30
minutit jadl. Rakumembraani Idhkumiseks lisati 25 pl 10 % NP-40 ning tdmmati suspensioon
sistlaga 7-8 korda ldbi 26G ndela. Tuumasid inkubeeriti 1-2 minutit jail ning tsentrifuugiti
pdhja 5000 g juures 1 minuti jooksul. Supernatant eemaldati ja tuumad suspendeeriti
pesemiseks 400 pl LS-puhvris. Tuumad tsentrifuugiti uuesti pdhja (5000 g, 1 min), eemaldati
supernatant ja suspendeeriti 600 pl D-puhvris (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 pg/ml BSA, 1 X
proteaasi inhibiitor). Suspensiooni lisati MgCl, (10 mM), CaCl, (0,4 mM), jaotati kolmeks (3
X 200 pl) ja lisati vastavalt 0, 10 voi 20 tihikut DNaasi (Thermo Scientific). DNaasi
reaktsiooniks inkubeeriti tuumasid 5 minutit jidl ning 15 minutit 4 °C kiilmikus. Reaktsioon
peatati 10 ul 0,5 M EDTA lisamisega. Reaktsioonisegudele lisati juurde 200 ul P-puhvrit (100
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM EDTA, 0,5 % SDS) ning inkubeeriti 45 °C juures
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ile66. Genoomne DNA puhastati, kasutades NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kiti ja NTB
puhvrit (mdlemad Macherey-Nagel) vastavalt tootja protokollile. DNaasi ligipddsetavuse ja
seeldbi kromatiini struktuuri kohta tehti jareldused, amplifitseerides uuritavaid DNA jarjestusi
qPCR-i teel.

2.2.7. Andmete statistiline analiiiis

Katsed sooritati kdesolevas t66s kolmes korduses ja tulemused on esitatud korduste
keskmistena koos veapiiridega. Veapiiridena kasutati standardvea vaartusi, statistilise
olulisuse mootmiseks kasutati MS Exceli t-testi ning statistiliselt oluliseks p-vairtuseks loeti
p < 0,05.
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2.3. Tulemused

2.3.1. FSH/PMSG méju Ahr-i valgu tasemele in vivo

Varasemalt oleme ndidanud, et hiire preovulatoorsetes granuloosarakkudes toimub vastusena
LH-le artiilsiisivesinike retseptori allaregulatsioon nii mRNA kui ka valgu tasemel (Teino jt,
2014). Kaéesolevas t66s uurisime, kas ja kuidas muutub Ahr-i ekspressioon hiire
granuloosarakkudes folliikulite kiipsemisel, sealjuures kas ja kuidas soltub ekspressioon FSH-

st kui follitkulite kiipsemisel osalevast votmehormoonist.

Léhtudes klassikalisest eeldusest, et geenile funktsionaalse tdhtsuse omistamiseks on vajalik
selle avaldumine valgu tasemel, alustati eksperimente Ahr-i valgu taseme méidramisega.
Selleks kasutati 21-23 pieva vanused hiiri, kes hukati koheselt vdi siistiti PBS-i, 5 RU FSH
voi PMSG-ga. PMSG on hormoon, mis kutsub esile folliikulite kiipsemise ning seda
kasutatakse rutiinselt superovulatsiooni esilekutsumiseks. PMSG-I on organismis pikem
poolestusaeg ning erinevalt FSH-st omab see ka moningast LH-aktiivsust (vOime aktiveerida
LH retseptoreid). 48 tundi parast hormooni/PBS-i siistimist hukati hiired, eraldati folliikulitest
granuloosarakud, mis seejarel liisiti. Valgu tasemed maédrati Western blot meetodil,
valgukoguste mootmiseks kasutati Ahr-i ning aktiini vastaseid antikehasid. Muutused valkude

kogustes on vilja toodud joonisel 5.
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Joonis 5. FSH ning PMSG méju Ahr-i valgu tasemele in vivo. A. Western blotil taheldati PMSG-st, kuid
mitte FSH-st tingitud Ahr-i valgu taseme tousu. B. Western blottide densitomeetria analiilis osundas Ahr-i valgu
keskmiselt 7-kordsele tdusule. Tulemus pdhineb kolmel iseseisval katsel. Erinevad téhed tulpade kohal
tahendavad statistiliselt olulist erinevust (p < 0,01).
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Katse tulemustest selgus, et PMSG siistimine hiirtele tdstab granuloosarakkudes statistiliselt
olulisel maéral ja keskmiselt kuni 7 korda Ahr-i valgu hulka (p < 0,01), FSH puhul seevastu
margatavat muutust ei tdheldatud. Kontrollkatses PBS-iga siistitud hiirte granuloosarakkudes
jaab Ahr-i tase 48 tunni jooksul samuti muutumata.

2.3.2. FSH/PMSG méju Ahr-i mRNA tasemele in vivo

Rakkudes aset leidvad muutused valgu hulgas kaasnevad sageli muutustega vastava mRNA
koguses. Seetottu otsustati jargnevas katses uurida, kas eelnevalt ndhtud Ahr-i valgu taseme
muutused on kooskdlas mRNA ekspressiooni muutustega. Selleks kasutati 21-23 péeva
vanused hiiri, kes hukati koheselt vi siistiti PBS-i, 5 RU FSH vdi PMSG-ga. Kontrollimaks,
kas PMSG-st tingitud Ahr-i valgu taseme tous tuleneb kindlasti FSH-aktiivsusest, siistiti hiiri
ka 5 RU LH-ga. 48 tundi pérast siistimist hukati hiired, eraldati granuloosarakud, liiiisiti need
ning eraldati totaalne RNA. RNA lahusele teostati DNaasi to6tlus ja poordtranskriptsioon.
Saadud cDNA-d kasutati qPCR-is. Ahr-i transkripti koguste modtmiseks kasutati praimereid
AHR_mRNA_F/R, normaliseerimiseks praimereid GAPDH_mRNA_F/R (vt Tabel 3).

Suhtelised mMRNA taseme muutused on kujutatud joonisel 6.

Tulemustest ilmnes, et PMSG mdjul suureneb granuloosarakkudes Ahr-i ekspressioon rohkem
kui 2 korda ja PBS-iga siistitud hiirtes vastavas ajapunktis transkripti tase ei muutu. Ullataval
kombel ndeme FSH mojul siiski statistiliselt olulist Ahr-i ekspressiooni suurenemist, kuigi
Ahr-i valgu tase FSH mojul markimisvéarselt ei muutunud. Kuna erinevalt PMSG-st puudub
FSH-1 voime aktiveerida LH retseptoreid, voiks see viidata LH vajalikkusele Ahr-i

translatsioonilises regulatsioonis.

Saadud andmetest selgus, et luteiniseeriva hormooni siistimine hiirtele Ahr-i transkripti
hulgale moju ei avaldanud. Kuigi LH aktiivsus on munasarja folliikulite kiipsemisel oluline,
Kinnitab katse, et nimetatud hormoonist tiksi Ahr-i transkriptsiooni muutmiseks siiski ei piisa.
Katsest jareldub, et olulisemaks hormooniks Ahr-i iilesregulatsioonil on FSH, mis seletab ka
PMSG (omades peamiselt FSH-aktiivsust) tugevamat mdju Ahr-ile. Et aga LH-aktiivsus
tundub olevat siiski vajalik Ahr-i valgu siinteesiks, otsustati edasistes katsetes Ahr-i

ekspressiooni uurimisel enamasti kasutada siiski PMSG-d.
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Joonis 6. FSH/PMSG/LH mdju Ahr-i mRNA tasemele in vivo. FSH ja PMSG puhul mérgati Ahr-i
ekspressiooni tousu 48 h pérast hiirte siistimist. LH Ahr-i ekspressioonitaset ei mdjutanud. Erinevad tdhed
tulpade kohal tdhendavad statistiliselt olulist erinevust (p < 0,05).

2.3.3. Ahr-i ekspressiooni diinaamika in vivo

Siiani ndgime, et PMSG muudab hiire granuloosarakkudes 48 tundi parast hormooni siistimist
ehk folliikulite kiipsemisel kuni preovulatoorse faasini ariiiilstisivesinike retseptori hulka nii
mRNA kui ka valgu tasemel. Tédpsemate mehhanismide uurimise seisukohalt on aga oluline
teada saada, mis hetkest alates need muutused toimuva hakkavad. Jargnevalt teostati katse,
kus kontrolliks hukati 21-23 pdeva vanused hiired (Kontroll Oh) voi siistiti PBS-iga, hormooni
mdju uurimiseks siistiti hiiri 5 RU PMSG-ga. Iga 12 tunni méddudes loomad hukati.
Munasarjadest eraldati granuloosarakud, mis Liiisiti ning teostati Western blot. Joonisel 7 A
on ndha, et hormooni mdjul muutub Ahr-i valgu 24 tundi pérast siistimist. See-eest

statistiliselt oluliseks muutus on tdheldatav 36 tunni méodudes (vt Joonis 7 B).
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Joonis 7. PMSG mdju Ahr-i valgu diinaamikale in vivo. A. Western blotil tdheldati PMSG m&ju Ahr-i valgu
taseme tousule alates 24 h moodumisest. B. Western blottide densitomeetria analiiiis osundas Ahr-i valgu taseme
keskmiselt 3-kordsele tdusule 36 h méodudes ja keskmiselt 7-kordsele tdusule 48 h méddudes. Tulemus pShineb
kolmel iseseisval korduskatsel (*p < 0,01 vs. Oh; #p < 0,01 vs. Kontroll).
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Joonis 8. PMSG mdju Ahr-i ekspressiooni diinaamikale in vivo. Hormooni mgjul ilmneb mRNA taseme
langus 12 h moddudes, mis poérdub 24 h juures. Statistiliselt oluline mRNA taseme suurenemine avaldub 48
tunni méddudes. Tulemused pohinevad kolmel iseseisval korduskatsel (*p < 0,01 vs. Oh; #p < 0,05 vs. Kontroll).

Sarnaselt valgu taseme diinaamika kirjeldamisele teostati katse ka Ahr-i mRNA diinaamika

uurimiseks. Eksperimendi iilesehitus oli sama — iga 12 tunni jdrel 48 tunni jooksul parast
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PMSG siistimist eraldati munasarjadest granuloosarakud ning liiiisiti need. Rakkudest eraldati
aga RNA, mida toodeldi DNaasiga, siinteesiti CDNA ning teostati gPCR. Saadud tulemused
on esitatud joonisel 8. PMSG-1 ndib 12 tunni moddudes olevat Ahr-i avaldumisele
represseeriv moju (statistiline olulisus siiski puudub). 24 tunni mdddudes see podrdub ning
geeniekspressioon hakkab suurenema. Statistiliselt oluline vahe mRNA tasemes vorrelduna
nii null-ajapunkti (p < 0,01) kui ka kontrolliks PBS-iga siistitud hiirte vastava ajapunktiga
(p < 0,05) avaldub siiski alles 48 tundi pérast siistimist.

On teada, et folliikulite kiipsemisega kaasneb granuloosarakkude diferentseerumine ning
viimase protsessi kdigus suureneb granuloosarakkudes aromataasi ning LH retseptorite
ekspressioon. Nimetatud geenide ekspressioonitaseme muutuste jirgi on vastupidiselt
voimalik hinnata follitkulite kiipsemist, mistottu on nii aromataas (Cyp19A1) kui ka LH
retseptor (Lhcgr) folliikulite kiipsemise hindamisel sageli ka positiivseks indikaatoriks.
PMSG toime avaldumise ja folliikulite kiipsemise kontrollina méddrasime 48 tunni jooksul
aromataasi ning LH retseptori mRNA suhtelised tasemed. Selleks kasutati eelnevalt Ahr-i
ekspressiooni diinaamika uurimisel eraldatud RNA-sid ning geeniekspressioon méérati

CYP19A1 mRNA F/R ja LHCGR_mRNA _F/R praimeritega (vt Tabel 3).
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Joonis 9. PMSG mdoju folliikuli kiipsemise markergeenidele in vivo. A. PMSG mgjul tédheldati aromataasi
(Cyp19A1) ekspressiooni keskmiselt 15-kordset suurenemist juba 12 tunni méddudes. B. PMSG mojul tiheldati
LH retseptori (Lhcgr) ekspressiooni keskmiselt 20-kordset tdusu 12 h mé6dudes ning veelgi suuremat edaspidist
tousu. Tulemused pohinevad kolmel iseseisval korduskatsel (*p < 0,01 vs. Oh; #p < 0,01 vs. Kontroll).

Joonisel 9 kujutatud katse tulemustest selgus, et mdlema markeri ekspressioonitase on viga

korge juba alates 12. tunnist parast PMSG siistimist (p < 0,01), mis tdhendab, et t66s uuritud

granuloosarakud vastusena hormoonile diferentseeruvad, st. toimub folliikuli kiipsemine.
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Eksperimendi tulemused annavad Kinnitust, et Ahr-i uurimine toimub diges taustsiisteemis,

see asjaolu on aga kriitiline Ahr-i ekspressiooni tousule flisioloogilise tdhenduse andmisel.

2.3.4. PKA ja ERK-i signaalirajad Ahr-i regulatsioonis in vitro

Eelnevalt leidsime, et PMSG suurendab Ahr-i ekspressiooni hiire granuloosarakkudes. Seni
tehtud katsed ei anna siiski informatsiooni selle kohta, kuidas hormooni toime tapselt avaldub.
Mehhanismide tdpsemaks selgitamiseks uurisime koigepealt, milliste signaalradade kaudu
voiks FSH/PMSG Ahr-i taset muuta. Toetudes varasemalt avaldatud to6dele, mis kirjeldavad
PKA ning ERK kinaasiradade olulisust folliikulite kiipsemisel, otsustasime uurida just nende
radade voimalikku olulisust FSH/PMSG-st soltuvas Ahr-i regulatsioonis. Selleks kasutasime
PKA inhibiitorit H89 ning ERK-i inhibiitorit U0126.
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Joonis 10. PKA ning ERK signaalirajad FSH/PMSG-st séltuvas Ahr-i regulatsioonis in vitro. FSH ja PMSG
mojul suureneb Ahr-i mRNA tase alles 48 tunni m66dudes. PKA ning ERK-i inhibiitori mdjul téheldati Ahr-i
ekspressioonitaseme tdusu nii 24 kui ka 48 h moéodudes. Katsed on teostatud 1-3 kordusena. Erinevad tdhed
tulpade kohal tahendavad statistiliselt olulist erinevust (p < 0,05).

Eksperimendi  ldbiviimiseks kiilvati immatuursete hiirte munasarjadest eraldatud
granuloosarakud koekultuuri tassidele 2,5 % seerumiga DMEM/Ham’s F-12 sodtmesse.
Parast rakkude kinnitumist ca 2 tundi hiljem vahetati seerumit sisaldav s66de seerumvaba
sO60tme vastu ning lisati s66tmesse PKA inhibiitor H89 (10 uM) voi ERK-I inhibitor U0126
(10 pM). Veendumaks, et hormooni mdju avaldub kindlasti tingimustes, kus uuritava

signaalraja toimimine on peatatud, inkubeeriti rakke inhibiitoritega 1 tunni jooksul enne
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hormooni lisamist. Seejirel lisati kannudesse FSH ning PMSG (mdlemad 5 RU 1 ml s66tme
kohta) ning inkubeeriti 24 kuni 48 tundi. Vastava aja méddudes eemaldati rakkudelt s6dde,

pesti PBS-iga ning liilisiti. Teostati DNaasi to6tlus, podrdtranskriptsioon ning qPCR.

Tulemustest selgus, et FSH ja PMSG tostavad Ahr-i mRNA taset rakkudes ka in vitro
tingimustes (vt Joonis 10). Hormoonide moju avaldub sealjuures 48 tundi parast so6tmesse
lisamist (p < 0,05). Antud katsest ilmnes ka, et mdlemal inhibiitoril on positiivne moju Ahr-i
ekspressioonile ning FSH ega PMSG mingit lisaefekti sealjuures ei omanud. See viitab
asjaolule, et Ahr voib olla konstitutiivselt represseeritud nii PKA kui ka ERK signaalradade

kaudu.

2.3.5. Ahr-i PMSG-st soltuv transkriptsiooni méiir in vivo

mRNA taset rakkudes voidakse reguleerida siinteesi aktiivsuse muutmise ja/voi RNA
stabiliseerimise/degradeerimise kaudu. Kéesoleva t66 kdigus pidasime muuhulgas vajalikuks
vélja selgitada, millisel viisil tduseb granuloosarakkudes Ahr-i transkripti tase. Uurimaks, kas
see voOiks toimuda siinteesi suurenemise kaudu, moOOtsime hormoonist soltuvat

transkriptsiooni mééra.
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Joonis 11. Katses kasutatud praimerite seondumiskohad Ahr-i geenijarjestusel. mRNA taseme mddtmisel
kasutati praimereid A ja B, mis seonduvad esimese eksoni (E1) 1dppu ja teise eksoni (E2) algusesse, pre-mRNA
mddtmiseks kasutati praimereid C ja D, mis seonduvad esimese eksoni ja esimese introni piirile ning esimesele
intronile (11).

Katses kasutati 21-23 pieva vanused hiiri, kes hukati koheselt vdi siistiti PBS-i, 5 RU FSH
voi PMSG-ga. 48 tundi hiljem mdodeti gPCR-i teel suhtelised ekspressioonitasemed. mRNA
taseme madramiseks kasutati praimereid, mis seondusid Ahr-i geenijérejestuse esimese eksoni
16ppu ning teise eksoni algusesse. Pre-mRNA taseme mdotmiseks kasutatud forward praimer
AHR _pre-mRNA_E1-I11 F asub esimese eksoni ning esimese introni piiril, reverse praimer
AHR_pre-mRNA _E1-11 R asub esimeses intronis (vt Joonis 11 ja Tabel 3). Viimati
nimetatud praimereid kasutades saab moota transkripti hulka enne splaissingu toimumist.

MRNA ja pre-mRNA kogused on normaliseeritud Gapdh suhtes.
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Joonis 12. PMSG ja FSH mdju Ahr-i transkriptsiooni méérale in vivo. Nii PMSG kui ka FSH puhul téheldati
granuloosarakkudes Ahr-i transkriptsiooni méédra suurenemist 48 h moddudes. Tulemus pohineb kolmel
iseseisval korduskatsel. Erinevad tédhed tulpade kohal tdhendavad statistiliselt olulist erinevust (p < 0,05).

Joonisel 12 kujutatud tulemustest selgus, et nii FSH kui ka PMSG tostavad rakkudes lisaks
Ahr-i mRNA tasemele ka Ahr-i pre-mRNA taset (p < 0,05). Sellest jareldub, et geeni
ilesregulatsioon toimub transkripti siinteesi aktiivsuse suurendamise kaudu. Tulemustest
ndeme, et mRNA suhtelised muutused (kontroll 48 h vs PMSG/FSH 48 h) on vorreldes pre-
MRNA suhteliste muutustega (kontroll 48 h vs PMSG/FSH 48 h) suuremad. Suurem mRNA
taseme muutus voib tuleneda mRNA pikemast elueast rakkudes, kuid voib olla seletatav ka

hormoonist tingitud stabiliseeriva toimega.

2.3.6. PMSG méju Ahr-i mRNA stabiilsusele in vitro

Eeclnevas etapis tehtud eksperimendi kdigus selgus, et hormooni md&jul suureneb Ahr-i
transkriptsiooni aktiivsus. Et teha kindlaks, kas iilesregulatsioon toimub vaid siinteesi
suurendamise voi lisaks ka mRNA stabiilsuse kaudu, viidi 14bi katse, kus rakkudes peatati
transkriptsioon ning mdddeti mRNA tasemed hormooni poolt mdjutamata ning mdjutatud
rakkudes. Transkriptsiooni peatamisel kasutati kemikaali aktinomiitsiin D (ActD), mis
moodustab kaheahelalise DNA-ga seondudes stabiilse kompleksi ning takistab seeldbi RNA
stinteesi. Eksperiment viidi 14bi in vitro tingimustes, kuid veendumaks, et hormooni positiivne
moju Ahr-i transkriptsioonile on olemas, siistiti hiiri hormooniga (vdi kontrolliks PBS-iga) 48
tundi enne rakkude eraldamist ning koekultuuri tassile kiilvamist. Rakud kiilvati 2,5 %
seerumi sisaldusega DMEM/Ham’s F-12 sootmesse. Pérast rakkude kinnitumist tassile
vahetati seerumiga s60de seerumvaba so6tme vastu ning lisati ActD (1 pg/ul). 2 ja 4 tundi

hiljem Liiisiti rakud, eraldati RNA, teostati DNaasi tootlus, cDNA siintees ning qPCR.
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Joonis 13. PMSG mdju hindamine Ahr-i mRNA stabiilsusele in vitro. A. 2 tundi pérast ActD lisamist
sO0tmesse ei margatud Ahr-i mRNA taseme suurenemist PMSG mdjul. B. 4 tundi pérast ActD lisamist
s66tmesse ei margatud Ahr-i mRNA taseme suurenemist PMSG mgjul. Tulemus pdhineb kolmel iseseisval
korduskatsel. Erinevad tihed tulpade kohal tdhendavad statistiliselt olulist erinevust (p < 0,05).

Tulemusi analiiiisides selgus, et antud katseskeemi puhul avaldub PMSG Ahr-i mRNA taset
suurendav mdju nagu varasemalt tdheldasime, samuti ilmnes aktinomiitsiini transkriptsiooni
takistav toime (vt Joonis 13). Téheldasime, et ActD lisamisel ei muuda PMSG Ahr-i mMRNA
taset ei 2h (vt Joonis 13 A) ega ka 4h (vt Joonis 13 B) puhul vorreldes kontrolliga (p < 0,05).
See viitas asjaolule, et hormoonist sdltuv Ahr-i ekspressiooni suurenemine rakkudes ei toimu

selle mMRNA-d stabiliseeriva toime kaudu.

2.3.7. PMSG méju Ahr-i promootorala sisaldavalt reportervektorile in vitro

Ahr-i ekspressioonimehhanismide edasisel kirjeldamisel pidasime vajalikuks tuvastada, kas
PMSG-1 on mdju Ahr-i promootorala aktiivsusele. Selleks kiilvasime immatuurse hiire
munasarjadest eraldatud primaarsed granuloosarakud  koekultuuri  tassile  ning
transfekteerisime neid Ahr-i promootorala sisaldava reportervektoriga. Parast transfektsiooni
mdjutati rakke PMSG-ga 48 tunni jooksul, misjarel liiiisiti rakud ning mdddeti reportergeeni

lutsiferaasi vaartused.
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Joonis 14. PMSG méju Ahr-i reportergeenile. PMSG mojul ei tiheldatud moju Ahr-i 1792-aluspaarilist
promootorala sisaldavale reportervektorile. Joonisel on kujutatud lutsiferaasi suhtelised véértused tithja vektori
suhtes. Tulemus pdhineb kolmel iseseisval korduskatsel. Uhesugused tihed tulpade kohal tihendavad
statistiliselt ebaolulist erinevust (p > 0,05).

Katse tulemusena saadud andmetest (vt Joonis 14) niib, et PMSG-1 puudub mdju uuritava
geeni promootorjirjestusele. Kuigi katse viidi 14bi standardsel reportergeeni aktiivsuse
uurimise meetodil, ndis B-galaktosidaasi vaartusi analiiiisides, et transfektsiooni efektiivsus on
suhteliselt madal. Transfektsiooni efektiivsuse tdpsemaks hindamiseks teostati kdrvalkatse,
mille kdigus transfekteeriti rakke fluorestseeruvat valku siinteesiva plasmiidiga ning hinnati
plasmiidi sisaldavate rakkude osahulka kogu rakupopulatsioonist. Transfekteerimisel katsetati
erinevaid reagendi kontsentratsioone nii Turbofecti kui ka Reagent 007 puhul, kuid

transfekteerunud rakke oli siiski ainult ligikaudu 10% (andmeid ei esitata).

2.3.8. Ahr-i ekspressiooni sdltuvus kromatiini struktuurist Ahr-i promootorala
piirkonnas in vivo

Kuna PMSG mdju reportergeeni aktiivsusele ei tuvastatud, uurisime, kas hormooni mdju Ahr-
i ekspressioonile voiks avalduda ldbi kromatiini pakituse muutmise. Katses siistiti
immatuursetele hiirtele 5 RU PMSG-d vdi kontrolliks PBS-i. 48 tundi pérast siistimist eraldati
hiirtest munasarjad, neist granuloosarakud ning viimastest omakorda rakutuumad. Tuumasid
to0deldi erineva koguse DNaasiga, parast mida puhastati genoomne DNA ning teostati qPCR.
Huvipakkuvate geenide promootoralade suhtelist kaitstust nukleaasi eest hinnati qPCR-i

tulemusena amplifitseeritud DNA koguste pdhjal.
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Joonis 15. PMSG mdju DNase I ligipidssetavusele Ahr-i, Cyp19A1 ja Lhcgr-i promootoralal in vivo. A.
PMSG mdjul ei muutu DNaasi ligipddsetavus ja seetdttu kromatiini struktuur Ahr-i promootoralal. B. PMSG-I
on tdheldatav mdningane, kuid statistiliselt ebaoluline muutus DNaasi ligipdédsetavuses ja seetottu kromatiini
struktuuris Cyp19A1 promootoralal. C. PMSG mdjul ei muutu DNaasi ligipddsetavus ja seetdttu kromatiini
struktuur StAR-i promootoralal. Ko&ik véidrtused on normaliseeritud PAX7 promootori suhtes. Tulemused
pohinevad kolmel iseseisval korduskatsel. Kdik muutused DNaasi ligipddsetavuses (Kontroll vs. PMSG) on
statistiliselt ebaolulised (p > 0,05).

Ahr-i promootorala uurimiseks kasutati praimereid AHR_promootor F/R, Cypl9Al
promootori uurimiseks praimereid CYP19Al1 promootor F/R ning StAR promootori
uurimiseks praimereid StAR_promootor F/R (vt Tabel 3). Tulemuste normaliseerimiseks
valiti referentsgeen, mille kromatiini struktuur promootorala piirkonnas on kompaktne.
CHART-PCR-is on sellise referentsina varasemalt kasutatud geeni PAX7 (Cruickshank jt,
2008). Koik gPCR-is saadud véirtused on seetdttu normaliseeritud PAX7 promootorala
suhtes, kasutades praimereid PAX7_promootor_F/R (vt Tabel 3).

Joonisel 15 on ndidatud uuritud promootoralade suhteline kaitstus DNaasi eest PBS-iga voi
PMSG-ga mojutatud hiirtest eraldatud granuloosarakkudes 48 tundi pérast siistimist. IImnes,

et PMSG-ga siistitud hiirte granuloosarakkudes PBS-iga vorreldes kromatiini struktuur Ahr-i
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promootorala piirkonnas olulisel médral ei muutu (vt Joonis 15 A), millele viitab iihtlane

nukleaasi DNA-d lagundav toime uuritavas piirkonnas.

Metoodika tohususe hindamiseks kasutati kontrollina Cypl9Al1 ning StAR-i geenide
promootoreid. Kuna on niidatud Cypl9A1 ekspressiooni regulatsiooni kromatiini pakituse
kaudu vastusena LH-le (Lee jt, 2013) ja on teada, et PMSG suurendab granuloosarakkudes
margatavalt Cypl19A1 ekspressioonitaset (vt Joonis 9 A), ecldasime, et PMSG mdjul viaheneb
selle geeni pomootoralas kromatiini pakitus. Cyp19Al promootorala kaitstus DNaasi eest
tundub PMSG mojul vdhenevat, mis viitab PMSG-st tingitud kromatiini kondensatsiooni
vahenemisele selles piirkonnas (vt Joonis 15 B). Muutused pole siiski statistiliselt olulised (p
> 0,05). Negatiivse kontrollina kasutatud StAR geeni promootori piirkonnas ei muutu PMSG

toimel DNaasi ligipddsetavus ja seega ka kromatiini pakitus (vt Joonis 15 C).

2.4. Arutelu

Viimastel aastakiimnetel on iiha enam kinnitust leidnud fakt, et ariiiilsiisivesinike retseptoril
on reproduktiivsiisteemis fundamentaalne tdhtsus. Ahr-i knockout hiirtel on nididatud
vihenenud ovulatsioonivoimet ning folliikulite aeglasemat kasvu (Hernandez-Ochoa |,
2010). Knockout hiirte vahenenud viljakus tuleneb viiksemast gonadotropiinide retseptorite
arvust munarakku iimbritsevates tugirakkudes, samuti esineb neis hiirtes haireid
steroidogeneesis. Kinnitust on leidnud Ahr-i tdhtsus aromataasi — follikulogeneesis olulist
steroidhormooni Ostradiooli siinteesiva ensiitimi — regulatsioonis (Baba jt, 2005). Moistmaks
Ahr-i tdpset funktsiooni reproduktsioonis, on tdhtis uurida, milliste mehhanismide kaudu

toimub Ahr-i enda regulatsioon.

Munasarja folliikulite arengut koordineerivad gonadotropiinid FSH ning LH, mille tase ning
funktsioon organismis on rangelt reguleeritud. Tulenevalt sellest on olnud pdhjust uurida
nende hormoonide mdju ka Ahr-ile. Kuigi praeguseks on ilmunud moningaid andmeid
gonadotropiinide mdjust Ahr-i ekspressioonile, pole tipsete mehhanismide kohta kuigi palju
teada. Oleme oma laboris varasemalt ndidanud, et hiire preovulatoorsetes granuloosarakkudes
toimub vastusena LH-le Ahr-i allaregulatsioon PKA aktivatsiooni kaudu ning repressiooniks
pole vajalik de novo valgusiintees. Toestust leidis ka Ahr-i repressioon siinteesi vihenemise,
mitte mRNA degradatsiooni kaudu. Avastasime, et ekspressiooni vihenemine toimus ldbi
kromatiini struktuursete muudatuste (Teino jt, 2014). Kui varasemalt uurisime Ahr-i

ekspressiooni follikulogeneesi preovulatoorses faasis vastusena luteiniseerivale hormoonile,
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siis kdesolevas magistritoos on keskendutud Ahr-i regulatsioonimehhanismide selgitamisele

folliikulite kiipsemise faasis.

Ahr-i regulatsiooni vastusena FSH-le pole uuritud peaaegu mitte iildse. Bussmann ja Baranao
(2006) naitasid, et roti granuloosarakkudes toimub vastusena FSH-le Ahr-i allaregulatsioon.
Eksperimendid olid aga 14bi viidud in vitro ning ei kajasta fiisioloogilist olukorda. Kéesolevas
t60s uuriti FSH voi sellele analoogse hormooni PMSG mdju Ahr-ile in vivo. Huvi pakkus
vilja selgitada, kas gonadotropiini toimel muutub rakkudes Ahr-i valgu ja mRNA tase ning

sealjuures kirjeldada muutustes osalevaid molekulaarseid mehhanisme.

Geenide vOime rakulisi protsesse reguleerida toimub enamasti valkude vahendusel. Kuna
Ahr-i puudumisel on ndidatud haireid follikulogeneesis (Barnett jt, 2007b), vois eeldada
gonadotropiinide olulisust ka Ahr-i regulatsioonis. Nagime, et valgu kogus PMSG mdjul
suurenes. Ullataval kombel selgus, et FSH kui uuritavas folliikkuli arengufaasis osalev
votmehormoon Ahr-i valgu taset ei tostnud. Sellist ndhtust vaiks seletada tdsiasjaga, et kuigi
PMSG-I on esmajoones siiski FSH-aktiivsus (Gonzalez-Mencié jt, 1978), on hormoonil
teadaolevalt voime aktiveerida ka LH retseptoreid (Combarnous jt, 1984). Viimast asjaolu

arvestades vOib oletada, et Ahr-i valgu taseme tousuks on lisaks FSH-le vajalik ka LH moju.

Kuna PMSG mojul suurenes uuritavates rakkudes Ahr-i valgu tase, oli pohjust arvata, et
hormooni mdjul suureneb ka mRNA ekspressioon. Nagu eeldatud, nigime PMSG mojul
olulist kasvu Ahr-i mRNA tasemes. Eksperimendi andmetest selgus, et Ahr-i transkriptsioon
suurenes olulisel médral ka FSH toimel. FSH mdoju Ahr-i transkripti kasvule, kuid mitte valgu
taseme tdusule voib tdhendada, et valgu siinteesiks potentsiaalselt oluline LH aktiivsus

PMSG-I avaldub Ahr-i post-transkriptsioonilisel tasemel.

Uurimaks seda, kas PMSG-st sdltuv Ahr-i regulatsioon voiks tuleneda iiksnes hormoonile
omasest LH aktiivsusest, siistisime hiiri ka ainult LH-ga. Selgus, et LH-st iiksi Ahr-i mRNA
taseme tousuks ei piisanud. Andmed annavad kinnitust, et FSH on folliikulite kiipsemisega
kaasnevas Ahr-i iilesregulatsioonis siiski votmehormoon, kuid Ahr-i valgu siinteesiks on
sellegipoolest vajalik mdlema gonadotropiini koosmdju. Nimetatud pdhjusel otsustati

kéesolevas t66s Ahr-i regulatsiooni uurimiseks kasutada enamasti PMSG-d.

Ekspressioonimehhanismide kirjeldamisel pidasime vajalikuks uurida, mis hetkest avaldub
PMSG mdju Ahr-i taseme tousule. Selgus, et olulisel médéral oli Ahr-i valgu kogus rakkudes
tousnud alates 36 tunnist pérast siistimist. Kuna {ilesregulatsioon on ajaliselt hiline, vdib
arvata, et PMSG moju Ahr-ile on kaudne, st mdne teise geeni ekspressiooni kaudu. Huvitav

ndhtus ilmnes ka jargmisest katsest, kus mdddeti sarnaselt valgule ka Ahr-i ekspressioonitaset.
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Eeldus, et mRNA tase rakkudes tduseb enne valgu taset, paika ei pidanud. Veelgi enam, Ahr-i
tilesregulatsioon transkripti tasemel avaldus statistiliselt olulisel méaéral alles 48 tundi parast
PMSG siistimist. Kuigi andmed ndivad esmajoones vastuolulised, on leitud, et mRNA tase
rakkudes korreleerub sellelt mRNA-It siinteesitava valgu tasemega vihem kui 50 % juhtudest
(Schwanhausser jt, 2011). Ekspressiooni diinaamika katsetes ndhtud nihe mRNA ja valgu
tasemete vahel vOib seega olla seletatav post-transkriptsiooniliste mehhanismide kaudu,
sealjuures translatsiooni efektiivsuse vOi valgu stabiliseerimise kaudu. Schwanhausser jt.
(2011) néitasid, et enamasti ei kontrollita valkude taset rakkudes siiski valkude stabiilsuse
kaudu — parimaks indikaatoriks valgu tasemele on translatsiooniline aktiivsus, mis on tihtlasi
loogiline ka energeetilisest aspektist. Hiipotees, mille kohaselt Ahr-i iilesregulatsiooni PMSG
toimel kontrollitakse osaliselt translatsioonilisel tasemel, seletaks antud katses saadeid
tulemusi. Lisaks viitaks see omakorda vdimalusele, et eelnevalt ndhtud PMSG, kuid mitte
FSH moju Ahr-i valgu taseme suurenemisele on tingitud PMSG LH aktiivsuse vajalikkusest

Ahr-i translatsiooniks.

Lisaks translatsioonilisele aktiivsusele ja valkude stabiilsusele vOib geeniekspressiooni
regulatsioon rakkudes toimuda ka transkriptsiooni aktiivsuse vOi mRNA stabiilsuse kaudu.
Kuna ndgime, et PMSG mdjul suureneb granuloosarakkudes Ahr-i mRNA tase, pidasime
vajalikuks uurida, kas PMSG-st tingitud Ahr-i iilesregulatsioon toimub 1dbi mRNA siinteesi
suurendamise ja/voi mis maddral voiks regulatsioonis tdhtsust omada mRNA stabiilsus.
Eksperimendis modtsime muutust Ahr-i pre-mRNA tasemes enne ning pérast hormooni
stistimist ja vOrdlesime seda muutusega mRNA tasemes. Pre-mRNA on vidga lithikese
poolelueaga transkriptsiooni esmane ja veel splaissimata produkt ning seega tépseks
indikaatoriks transkriptsioonilise aktiivsuse madramisel. T66s ndgime, et PMSG mojul
suurenes granuloosarakkudes Ahr-i pre-mRNA tase, mis kinnitab, et hormooni mdju Ahr-i
ekspressioonile toimub ldbi mRNA siinteesi suurendamise. Sellegipoolest, vorreldes pre-
MRNA suhtelist muutust mMRNA suhtelise muutusega hormooni mdjul, ndgime, et mRNA tase
tousis rohkem. See voib tdhendada, et PMSG-I on lisaks transkriptsiooni suurendamisele ka
MRNA-d stabiliseeriv mdju. Viimase viite kontrollimiseks teostasime katse, milles peatasime
rakkudes transkriptsiooni, kasutades kemikaali aktinomiitsiin D, ning vaatlesime PMSG moju
Ahr-i mRNA kogusele. Kuigi PMSG tdstis Ahr-i mRNA taset ilma aktinomiitsiini lisamiseta,
ei ndinud me, et PMSG mojuks kuidagi aktinomiitsiini lisamisest tingitud Ahr-i langusele.
Teisisonu, PMSG ei mdjuta Ahr-i transkripti kogust selle stabiliseerimise kaudu. Eelnevalt
nidhtud mRNA taseme suurem suhteline muutus vorreldes pre-mRNA-ga voib seega tuleneda

lintsalt MRNA pikemast poolelueast rakkudes. Oluline on siinkohal ka mainida, et mRNA
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absoluutkogused mooddetud ajahetkedel olid rakkudes alati mérgatavalt suuremad pre-mRNA
absoluutkogustest.

On ndidatud, et FSH moju folliikulites avaldub peamiselt 1dbi PKA signaliseerimise (Stocco,
2008). Veelgi enam, PKA kinaasiraja olulisus on tdestatud ka Ahr-i regulatsioonis vastusena
LH-le (Teino jt, 2014). Tulenevalt sellest, otsustati uurida, kas antud kinaasirada on oluline
Ahr-i PMSG-seoselises iilesregulatsioonis. Lisaks PKA rajale vaadeldi kdesolevas to0s ka
ERK kinaasiraja téhtsust. Kasutades kinaaside inhibiitoreid, tuvastati mélemal juhul mérgatav
suurenemine Ahr-i mRNA tasemes. Seega on Ahr-i transkriptsioon granuloosarakkudes
alaliselt represseeritud ning see toimub ldbi nimetatud signaaliradade. Katse tulemustest
selgus teinegi huvitav tdsiasi — PMSG ei omanud lisaefekti inhibiitorite mojule. See voib aga
tadhendada, et PMSG reguleerib Ahr-i ekspressiooni mingi teise signaalraja kaudu. Samuti ei
saa vilistada mitme signaalraja koosmdju. Sellele viitab ka hiljuti tekkinud arusaam, et
konkreetse geeni regulatsiooniks sageli iihest signaalirajast ei piisa (Hunzicker-Dunn ja
Maizels, 2006).

Uha enam leitakse tdendeid, et follikulogeneesis tihtsaid protsesse reguleeritakse
epigeneetilisel tasemel. Teino jt. (2014) niitasid, et preovulatoorses folliikulis toimub
kromatiini kokkupakkimise kaudu ka LH-seoseline Ahr-i repressioon. Ko jt. (2014) vihjasid
Ahr-i voimaliku bivalentse promootori olemasolule, mida reguleeritakse kromatiini
remodelleerivate valgukomplekside kaudu. Kuna on nididatud Ahr-i regulatsiooni
voimalikkust epigeneetiliselt, otsustasime uurida, kas PMSG-soltuv Ahr-i iilesregulatsioon
kiipseva folliikuli granuloosarakkudes voiks samuti toimuda kromatiini tasemel. Selleks
kasutasime kidesolevas t60s CHART-PCR metoodikat, mis seisneb DNaasi ligipdédsetavuse
tuvastamisel uuritavale geenijarjestusele ja selle pohjal kromatiini koht-spetsiifilise struktuuri
kohta jarelduste tegemisel. Selgus, et PMSG ei mdjuta 48 tundi parast hiirte stistimist olulisel
madral DNaasi ligipddsetavust ning seega ka kromatiini pakitust Ahr-i promootoralal. Lisaks
Ahr-ile vaatlesime PMSG mdju kromatiini struktuurile ka Cypl9Al ning StAR geenide
promootoralas. Kuna varasemalt on nididatud nende geenide voimalikku regulatsiooni
kromatiini kaudu (Nimz jt, 2010; Lee jt, 2013), késitleti neid kahte geeni kui voimalikku
positiivset ja negatiivset kontrolli, andmaks sealjuures hinnangut metoodika tohususele. Lee jt
(2013) naitasid, et preovulatoorses folliikulis toimub vastusena LH-le Cyp19A1l repressioon
kromatiini pakituse kaudu. Kuna on teada, et PMSG suurendab granuloosarakkudes
margatavalt Cypl19A1 ekspressioonitaset (vt Joonis 9 A), eeldasime, et PMSG mdjul viaheneb
selle geeni pomootoralas kormatiini pakitus. Cyp19A1l promootorala puhul nigime PMSG
kromatiini kondensatsiooni vihendavat tendentsi, mis kiill statistiliselt oluline ei olnud. Kuigi
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avatud kromatiin geeni piirkonnas viitab enamasti suuremale ekspressioonile ja vice versa, on
praegu veel iisna ebaselge, millisel mdiral muutused kromatiini kondensatsioonis muutustega
geeni ekspressioonis sarnanevad (Lee jt, 2013). StAR-i promootoralas PMSG mojul muutusi
kromatiini pakituses ei tdheldatud. Selle geeni olulisus munasarjas véljendub eelkdige akuutse
mRNA taseme tousu ndol preovulatoorses folliikulis, mitte follitkulite kiipsemise faasis,

mistottu antud katses PMSG mdju StAR-i promootorile ka ei oodatud.

Ahr-i ekspressioonitase voib PMSG mdjul suureneda promootori aktiivsuse vdi kromatiini
pakituse kaudu. Kuna hormooni mdju Ahr-i promootorala kromatiini struktuurile puudus, jdi
iile kontrollida, kas PMSG mojutab uuritava geeni promootori aktiivsust. Selleks uurisime
PMSG moju Ahr-i promootorala sisaldavale reportergeenile. Tulemustest selgus, et PMSG ei
mojuta Ahr-i ekspressiooni promootorala aktiivsuse kaudu. Korvalkatsena tehtud analiiiis
nditas, et transfektsiooni efektiivsus primaarsetes granuloosarakkudes voib olla siiski

ebapiisav, et kinnitada PMSG mdju puudumist Ahr-i promootorile.

FSH (vdi PMSG) mdju Ahr-i ekspressioonile granuloosarakkudes on vdga vdhe uuritud.
Veelgi enam, hormooni mdju on uuritud ainult in vitro tingimustes (Bussmann ja Baranao,
2006). Kiesoleva t60 eesmirk oli hormoonist sdltuv Ahr-i ekspressiooni Kirjeldamine
voimalikult sarnastes tingimustes fiisioloogilisele olukorrale munasarjas. On teada, et
granuloosarakkude diferentseerumisega kaasneb aromataasi ning LH retseptori mMRNA taseme
tous granuloosarakkudes, mistottu kasutatakse neid markerina, hindamaks hormooni mdju
avaldumist ning folliikuli kiipsemist (Cannon jt, 2007). Hinnates PMSG moju nimetatud
markerite ekspressioonile, tuvastasime, et Ahr-i ekspressiooni uurimine toimub sobivas
taustsiisteemis, st PMSG kutsub esile folliikulite kiipsemise. Kuigi katse oli esmajoones
teostatud kontrolliks, avastasime, et aromataasi mMRNA tase tduseb hiire granuloosarakkudes
véga korgele juba 12 tundi parast PMSG siistimist. Saadud tulemus on kooskdlas Cannont jt.
(2007) uuringuga, kus ndidati PMSG mdju aromataasi ekspressioonile juba 24 tunni
moodudes. Baba jt. (2005) on ndidanud, et Ahr osaleb aromataasi ekspressiooni
regulatsioonis. Kéesolevas t60s varasemalt nahtud Ahr-i valgu ning mRNA tunduvalt hilisem
tilesregulatsioon vorreldes aromataasiga annab alust arvata, et FSH-st tingitud (st.
indutseeritavas) aromataasi ekspressioonis Ahr ei osale. Siit jareldub, et Ahr-i ekspressiooni
muutus pole aromataasi ekspressioonis kriitiline, st. Ahr-i funktsioon aromataasi
regulatsioonis on konstitutiivne. Meie andmed on kooskodlas Hernandez-Ochoa jt. (2013)
uuringuga, kus védidetakse, et Ahr ei pruugi vahendada FSH mdju steroidogeneesile. Lisaks

pakuti eelnevas uuringus vilja, et Ahr v3ib hoopis panustada FSH-st sdltuvale folliikulite
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suurenemisele. Meie andmete pohjal pole ka vilistatud, et Ahr-i olulisus aromataasi

regulatsioonis v3ib avalduda juba enne folliikuli arengu FSH-soltuvat faasi.

Kokkuvotteks — kdesolev to6 on Uks esimesi, kus on uuritud PMSG-st soltuvat Ahr-i
ekspressiooni hiire granuloosarakkudes folliikulite kiipsemisel in vivo. Samuti selgitati
tapsemalt molekulaarseid mehhanisme, mille kaudu Ahr-i regulatsioon toimub. T66s teostatud

katsete tulemuste pohjal voib teha mitmeid olulisi jareldusi:

1) kiipseva folliikuli granuloosarakkudes on Ahr-i iilesregulatsiooniks lisaks mRNAle ka

valgu tasemel vajalik mdlema gonadotropiini, nii FSH kui ka LH, koostoime;
2) PMSG-st soltuv Ahr-i iilesregulatsioon on osaliselt kontrollitud translatsioonilisel tasemel;
3) PMSG mdju Ahr-ile ei toimu kromatiini remodelleerimise kaudu;

4) Ahr ei osale FSH-indutseeritavas aromataasi iilesregulatsioonis, st. Ahr-i tédhtsus

aromataasi regulatsioonis on konstitutiivne.
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Kokkuvote

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli uurida FSH (PMSG) mdju Ahr-i ekspressioonile hiire
munasarja granuloosarakkudes follitkulite kiipsemise staadiumis ja seletada, milliste

mehhanismide kaudu ekspressiooni regulatsioon toimub.

Too kaigus tehtud eksperimentide kdigus tuvastati, et follitkulite kiipsemisel touseb hiire
granuloosarakkudes Ahr-i valgu ning mRNA tase. Selgus, et mRNA ekspressioonis on
tahtsaimal kohal FSH, kuid Ahr-i valgu siinteesiks on oluline FSH ning LH koostoime.
Samuti viitavad saadud andmed Ahr-i translatsioonilisele regulatsioonile. Leidsime Kinnitust,
et PMSG suurendab Ahr-i mRNA taset transkriptsiooni aktiivsuse, mitte mRNA stabiilsuse
kaudu. Signaaliradade olulisust uurides selgus, et PKA ja ERK-i inhibiitorid suurendavad
Ahr-i ekspressiooni, kusjuures gonadotropiinid lisaefekti ei omanud. Lisaks tuvastati, et Ahr-i
PMSG-toimeline ekspressiooni tdus ei toimu ldbi kromatiini kondensatsiooni vdhendamise,
hormooni mdju Ahr-i promootori aktiivsusele vajab aga edasist uurimist. Avastati, et FSH-st
indutseeritud aromataasi ekspressioon ei ole tingitud Ahr-i iilesregulatsioonist, mis tdhendab,

et Ahr-i moju aromataasi ekspressiooni regulatsioonis on konstitutiivne.

Kuigi t66 kéigus avastati nii mondagi uut Ahr-i regulatsiooni kohta, jdid mitmed asjaolud ka
lahtiseks. Edaspidi vajaks tdpsemat seletamist, milliste signaalradade kaudu FSH-st soltuv
Ahr-i tilesregulatsioon toimub. Kuna Ahr-i ekspressiooni suurenemine ei toimunud kromatiini
tasemel, peaks tdpsemalt edasi uurima hormooni mdju geeni promootorala aktiivsusele.
Arvestades seda, et Ahr-i ekspressioon suureneb granuloosarakkude diferentseerumise
hilisemas faasis ning ei osale FSH-st indutseeritud aromataasi iilesregulatsioonis, on edaspidi

oluline tépsustada Ahr-i fiisioloogilist funktsiooni folliikuli kiipsemise kdigus.
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The studies on aryl hydrocarbon receptor expression mechanisms in murine granulosa

cells

Antti Matvere

RESUME

The aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-activated transcription factor that is
primarily known for its involvement in the metabolism of dioxin-like compounds. Although
crucial for dioxin toxicity, recent studies have established the endogenous role of AHR,
including its importance in female reproduction. Studies with Ahr knockout mice have
demonstrated reduced gonadotropin responsiveness and slower ovarian follicle growth due to
impaired estradiol production. Since Ahr has an important biological role in folliculogenesis,
it is important to understand the mechanisms by which Ahr itself is regulated.

Previous studies on mice have mostly investigated the regulation of Ahr in preovulatory
follicles in response to LH. However, there is very little data on how Ahr is regulated during
follicle development. The current study focused on examining the regulation of Ahr in

response to FSH including explaining the molecular mechanisms behind it.

We found that PMSG increases Ahr mRNA and protein levels. Also, FSH and LH activities
are both necessary for the increase of Ahr protein. Our data indicate that PMSG augments Ahr
protein levels via translational regulation. Furthermore, the late upregulation of Ahr
expression in follicular maturation refers to an indirect action of PMSG on Ahr regulation.
Suprisingly, PKA and ERK pathways seem to repress Ahr transcriptsion constitutively and
independently of PMSG influence. Also, our data suggest that PMSG increases Ahr mRNA
levels via mRNA synthesis and not through mRNA stabilization. Furthermore, changes in
chromatin condensation are not involved in the upregulation of Ahr in response to PMSG.
Interestingly, we discovered that Ahr upregulation does not participate in FSH induced
aromatase ekspression. Although aromatase is a well-known target for Ahr, these results
suggest that FSH induced upregulation of Ahr may have other significance in follicle

development.

In conclusion, the current study was one of the first to investigate Ahr regulation in response
to FSH during follicle maturation. It is also a good platform for further experiments to
elucidate the precise mechanisms behind the regulation of Ahr and clarify its importance in

granulosa cells of maturing follicle.
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]oomkats-e]:mjektl AHR-i  regulatsiconimehhanismide  uwrimine — hiire
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ning eraldatakse granuloosarakod
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BU/ul) ning salitatakse +4 °"C juures kumi 24 tmdi. Lopplahuse valmistamiseks
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