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INFOLEHT

GSK-3 inhibiitori CHIR99021 toime H9 rakkudele

Inimese embriionaalsed rakud on imetaja blastotsiistist eraldatud rakud, mis on pluripotentsed
ja neil on voime diferentseeruda erinevateks rakutiilipideks. Efektiivseks diferentseerimiseks
on vajalik olemasolevate protokollide tdmustamine. Néidatud on, et Wnt raja aktiveerimisega on
voimalik inimese embriionaalseid tiivirakke pluripotentses olekus hoida, kuid ei ole tdpsemalt
uuritud  selle mdju  diferentseerimisele. Keemiliselt siinteesitud CHIR99021 on iiheks
potentsiaalseks ihendiks Wnt raja aktivatsiooniks. Kéesolevas t60s uuriti CHIR99021 mdju
embriionaalsetele tiivirakkudele pluripotentsust voi diferentseerumist soodustavas keskkonnas

ja diferentseerumisele embriionaalseteks kehadeks.

Kéesolev bakalaureusetod tulemustel leiti, et Wnt signaalraja moduleerimine voimaldab H9
rakkudes sdilitada pluripotentsust ning soodustada diferentseerumist vastavalt teiste
signaalradade aktivatsioonile pluripotentsust soodustavas vdi diferentseerumist soodustavas

keskkonnas.
Mirksonad: embriionaalsed tiivirakud, Wnt signaalrada, CHIR99021, GSK-3 mhibiitor
CERCS kood: P310 (proteiinid, ensiitimid)

GSK-3 inhibitor CHIR99021 effectto the HI9 cell line

Human embryonic stem cells are derived from mammalian blastocyst. These cells are
pluripotent and have ability to differentiate to different type of cells. For effective
differentiation the existing protocols should be improved. It has been shown, that activating
Wnt signaling pathway in human embryonic stem cells is important to maintain these cells in
pluripotent state, but the effect of modulating Wnt signaling on early differentiation is still
unknown. Different types of chemically synthesized substances affects differentiation, for
example CHIR99021. In this study we characterized the effect of CHIR99021 on H9 cells in
the conditions supporting pluripotency or differentiation. We also studied the effect of
CHIR99021 pretreatment in pluripotency supporting conditions on H9 cells differentiation
ability to form embryoid bodies (EB).

The results of the study showed that Wnt signaling pathway supports the pluripotency and
differentiation potential in H9 cells and is influenced by other active signaling pathways
provided by the culturing environment.

Key words: embryonic stem cells, Wnt signaling pathway, CHIR99021, GSK-3 inhibitor

CERCS code: P310 (proteins, enzymes)
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KASUTATUD LUHENDID

APC - adenoomne poliipoosne koli valk (ingl k adenomatous polyposis coli)
bFGF - pohiline fibroblasti kasvufaktor (ingl k basic fibroblast growth factor)
BMP4 - luu morfogeenne faktor 4 (ingl k bone morphogenetic protein 4)
BSA - veise seerumi albumiin (ingl k bovine serum albumin)

CD - diferentseerumise klaster (ingl k cluster of differentiation)

CD184 - kemokiini retseptor, fusiin, diferentseerumise klaster 184 (ingl k cluster of
differentation 184), ka CXCR4

CDX2 — kaudaalset-tiitipi homeojérjestus 2 (ingl k caudal-type homeobox proten 2)
CK1 a - kaseiini kinaas 1 a (ingl k casein kinase 1 o)

DAPI - 4°, 6’-diamidino-2 feniiiilindool (ingl k 4, 6 -diamidino-2-phenylindole)
Dsh - moonutav valk (ingl k dishevelled protein)

EB - embriionaalsed kehad (ingl k embryonic bodies)

ECM - ekstratsellulaarne maatriks (ingl k extracellular matrix)

ES rakud - embriionaalsed tiivirakud (ingl k embryonic stem cells)

FBS - veise looteseerum (ingl k fetal bovine serum)

FACS - libivoolutsiitomeetria (ingl k fluorescence-activated cell sorting)

GSK-3 - glikogeeni siintetaasi kinaas 3 (ingl k glycogen synthetase kinase 3)

HANDI - siidame ja neuraalharja derivaatide ekspresseeritud valk 1 (ingl k heart- ja neural

crest derivatives expressed protein 1)

hES rakud - nimese embriionaalsed tiivirakud (ingl k human embryonic stem cells)
LDL - madala tihedusega lipoproteiin (ingl k low density lipoprotein)

LEF - limfoidne vdimendaja-faktor (ingl k lymphoid enhancer-binding factor)
LIF - leukeemia mhibiitor-faktor (ingl k leukemia inhibitory factor)

MEF - hire embriionaalne fibroblast (ingl k mouse embryonic fibroblast)



mES rakud — hire embriionaalsed tiivirakud (ingl k murine embryonic stem cells)
mTOR — imetaja rapamiitsiini sthtméirk (ingl k mammalian target of rapamycin)
NGS - immuniseerimata kitse seerum (ingl k normal goat serum)

Nppa — Natriureetiline peptiid A geen (ingl k Natriuretic Peptide A)

OCT4 - oktameere siduv transkriptsioonifaktor 4 (ingl k octamer-binding transcription
factor 4)

PE - fikoeriitriin (ingl k phycoerythrin)

PECAM - trombotsiitidi ja endoteeliraku adhesioonimolekul 1 (ingl k platelet endothelial cell

adhesion molecule 1)

PFA - paraformaldehiiiid (ingl k paraformalaldehyde)

POUSF1 - POU 5. klassi homeojérjestus 1 (ingl k POU class 5 homeobox 1)
SOX2 - sugu midrava Y-regiooni 2. osa (ingl k sex determing region Y-box 2)

SSEA-3 - staadiumile spetsiifiline embriionaalne antigeen 3 (ingl k stage-specific embryonic
antigen-3)

SSEA-4 - staadiumile spetsiifiline embriionaalne antigeen 4 (ingl k stage-specific embryonic

antigen-4)

STAT-3 - transkriptsioon 3 signaali muundaja ja aktivaator (ingl k signal transducer ja

activator of transcription 3)

TCF — T- raku faktor (ingl k 7-cell factor)

TSC2 — tuberoosne skleroosi kompleks 2 (ingl k tuberous Scierosis Complex 2)

TGF-B — transformeeriv kasvufaktor beeta (ngl k transforming growth factor beta)

Wnt — tiivutusega seotud integratsioonisait (ingl k Wingless-related integration site)



SISSEJUHATUS

Inimese embriionaalsed tiivirakud (hES rakud) on imetaja blastotsiistist eraldatud rakud, mis on
pluripotentsed. hES rakke iseloomustab suur plastilisus, mis thest kiiljest vdimaldab neil
diferentseeruda erinevateks rakutiiipideks, kuid samas teeb raskeks nende kontrollitud
kasvatamise pluripotentsuse sdilitamiseks. Efektiivseks diferentseerumiseks on vajalik
olemasolevate protokollide tiwustamine. Niidatud on, et Wnt (ingl k Wingless-related
integration site) raja aktiveerimisega on voimalik hES rakke primitiivsemas olekus hoida, kuid
ei ole tdpsemalt wuritud selle mdju diferentseerumisele. Wnt raja aktiveerimiseks on iiheks
potentsiaalseks iihendiks keemiliselt siinteesitud CHIR99021. CHIR99021 on glikogeen
stintaas kinaas 3 (GSK-3) inhibeerija, mis aktiveerides Wnt signaalrada modjutab kaudselt
erinevate rakkude diferentseerumist, arengut ja rakkude reprogrammeerimist. On toodetud teisi
GSK-3 mhibeerijaid, kuid CHIR99021 eristub nendest oma korge aktiivsuse ja eriti madala
toksilisusega.

hES rakkude pluripotentsust mojutab suurel médiral kasvukeskkond ning peamine mojutaja on
bFGF (ingl k basic fibroblast growth factor), mille olemasolul sdilitavad hES rakud

pluripotentsuse ning mille puudumisel toimub rakkude diferentseerumine.

Antud bakalaureuset6d kirjanduse {ilevaates kirjeldatakse ES rakkude omadusi, markereid ning
nende diferentseerimist. Praktilise osa eesmirgiks oli uurida CHIR99021 mdju hES rakkude
pluripotentsuse sdilitamisele, diferentseerumisele embriionaalseteks kehadeks (EB) ja vorrelda
CHIR99021 mdju hES rakkudele pluripotentsust voi diferentseerumist  soodustavas

keskkonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. EMBRUONAALSED TUVIRAKUD

Embriionaalsed tiivirakud on eraldatud imetaja blastotsiisti sisemisest massist. Neid rakke
iseloomustavad jiargmised tunnused: 1) paljunemine st. ise-uuenemine; 2) diferentseerumine
erinevateks rakkudeks in vitro ja in vivo; 3) klonogeneetilisus; 4) normaalne kartiotiilip; 5)
mtensiivne proliferatsioon in vitro rakukultuuri tingimustes ning 6) voimalus rakke kiilmutada
ja seejdrel liles-sulatada edasiseks kasvatamiseks (Brivanlou et al., 2003). mES ja hES rakud
on voimelised diferentseerudes moodustama embriionaalseid kehasid. Samuti kasutatakse hES
rakkude diferentseerumisvoime hindamiseks rakkude omadust tekitada teratoome, kui ES
rakud transplanteeritakse immuundefitsiitsete hiirte lhastesse. Pluripotentsete ES rakkude
pOhjustatud  teratoomid sisaldavad diferentseerunud rakke koigist kolmest idukihist:
endodermist, ektodermist ja mesodermist (Reubinoff et al., 2000). hES ja ka mES rakud
stinteesivad mitmeid transkriptsioonifaktoreid, mis on vajalikud pluripotentsuse séilitamisel
(Brivanlou et al., 2003).

1998. a eraldati esimest korda inimese embriionaalsete tiivirakkude linid (H1, H7, H9, H13 ja
H14). Need rakuliinid on saadud mimese blastotsiistist eraldatud rakkudest. Neid rakuliine
iseloomustab pluripotentsus ja normaalne kartiotiiiip, samuti on korgel tasemel ekspresseeritud
telomeraasne aktiivsus. Lisaks siinteesivad rakud erinevaid pinnamarkereid SSEA-3 (ingl k
stage-specific embryonic antigen-3) ja SSEA-4 (stage-specific embryonic antigen-4).
Pikaajalisel kasvatamisel rakukultuuris (4-5 kuud) séilitavad rakud mittediferentseerunult
prolifereerumise  (Thomson et al, 1998). Diferentseerumist soodustavas rakukultuuri
tingimustes on ES rakud vOimelised diferentseeruma soltuvalt kasvukeskkonnast, kas
trofoblasti rakkudeks voi endodermi, ektodermi voi mesodermi progenitorideks. Jargnevalt
voivad ES rakud spetsialiseeruda erinevateks rakutiiiipideks, nditeks mao epiteeliks
(endoderm); kohredeks, hudeks, sile- ja vootlihaskoeks (mesoderm); neuraalseks epiteeliks,
ganglionideks ja iihekihiliseks kuupepiteeliks (ektoderm). Enim kasutatud H9 rakulin (WAOQ09)
(WiCell research Institute, National Stem Cell Bank, USA) siilitab normaalse XX kartiotiiiibi
kuni 6-kuulisel kasvatamisel rakukultuuris (Thomson et al., 1998). hES rakke kasvatati algselt
hire embriionaalsete fibroblastide (MEF) rakkudest moodustatud aluskihi peal, sest see hoidis
dra diferentseerumise ning rakkudel oli vommalik kmnituda fibroblastide rakkude pmnale.

Sealjuures fibroblastide rakud tootsid kasvukeskkonda aineid, mis olid vajalikud tiivirakkude
8



pluripotentsuse siilitamiseks (Thomson et al., 1998). Kui mES rakkude kasvatamisel puudus
MEF rakkude kiht, siis rakud diferentseerusid nii inimese leukeemia inhibiitor faktori (LIF)
juuresolekul kui ka selle puudumisel (Thomson et al, 1998). Hijem hakati kasutama
Matrige™ maatriksit, mis sisaldab nii kollageene, laminiine jt seondumiseks vajalikke
substraate, et ES rakke saaks kasvatada defineeritud tingimustes. Ténapdeval kasutusel olevad
ksenovaba ES rakukultuuri kasvatamise tingimused voimaldavad vihendada makromolekulide
ja viruste llekande riski. Lisaks on kasutusele vdetud seerumi asendajad ning kasvufaktoreid
sisaldavad so00tmed, nt bFGF, mis on olulisim kasvufaktor ES rakkude kasvatamisel
rakukultuuris (Amit et al., 2003).

hES rakkude iseloomustamiseks rakupopulatsioonis kasutatakse pluripotentsusmarkereid,
millest  kasutusel on ni  pinnamarkerid (SSEA-3, SSEA-4) kui ka erinevad
transkriptsioonifaktorid (OCT4, NANOG, SOX2). Pmnamarkerid on transmembraansed
molekulid, mis osalevad spetsiifiliste valkudega seondumisel ning signaali lilekandel. Erinevad
membraanvalkude tiiiibid eristuvad struktuuri  ja signaalmolekulide afiinsuse poolest.
Pinnamarkerid SSEA-3 ja SSEA-4 toodetakse pluripotentsetes ES rakkudes, kuid raku
diferentseerumisel nende tootmine viheneb kirresti. Diferentseerunud rakkude pinnal on aga
detekteeritav SSEA-1 pinnamarker. Membraanvalgud on kdige olulisemad elusate ES rakkude
iseloomustamisel. SSEA-3 siinteesitakse oogeneesi kdigus ja esineb ootsiiiitide, siigootide ja
varase loigustumise staadiumis embriiode membraanis (Shevinsky et al, 1982). Teine tiilip
pinnamarkereid on CD (ingl k cluster of differentiation) antigeenid, mis kuuluvad erinevatesse
klassidesse, nditeks itegriinid, adhesioonimolekulid, gliikkoproteiinid ja retseptorid (Zhao et al.
2012).

1.2. PLURIPOTENTSUSMARKERID
1.2.1.0CT4

OCT4 ehk oktameere siduv transkriptsioonifaktor 4, mida kodeerib POUSF I (ingl k POU class
5 homeobox 1) ehk OCT4 geen. OCT4 on imetajate pluripotentsete rakkude votmeregulaator.

Mistahes muutused OCT4 ekspressioonis pOhjustavad imetajate ES rakkude diferentseerumist
(Wang, 2012).



Hire Oct4 knockdown pohjustab ES rakkude endodermi diferentseerumiseks vajalike geenide
iile-reguleerimist (nt GATAG6, a-fetoproteiin) vdi diferentseerumist trofoblasti rakkude suunas
(nt CDX2) (Niwa et al., 2000; 2005). Mittediferentseerunud mES rakkudes endogeense Oct4
ekspressiooni 50% vdhenemine pdhjustab diferentseerumist trofoektodermi rakkude suunas.
Oct4 ekspressiooni 50% suurenemine pohjustab diferentseerumist —ekstraembriionaalse
endodermi  vdoi mesodermi suunas (Niwa et al, 2000). Ka LIF puudumise korral
spetsialiseerusid rakud ekstraembriionaalse endodermi ja mesodermi suunas. Seega on
pluripotentsetes rakkudes vajalik stabiilne Oct4 ekspressioon, sest igasugused muutused
pOhjustavad diferentseerumist (Niwa et al., 2000).

OCT4, NANOG, SOX2 tranksriptsioonifaktorite kompleks on vajalk mES ja hES rakkude
paljunemiseks ja pluripotentsuse séilitamiseks. Need kolm transkriptsioonifaktorit seonduvad
tiksteise geenide promootoritele ning moodustavad regulatoorse ringluse. Nii mdjutatakse
autoregulatsiooni ja tagasisidle mehhanismiga koigi kolme vajaliku transkriptrioonifaktori
stinteesi (Boyer et al., 2005).

1.2.2.SOX2

SOX2 (ingl k sex determing region Y-box 2) on transkriptsioonifaktor, mis on oluline
pluripotentsete tiivirakkude reguleerija (Adachi ef al., 2010). SOX2 geen kodeerib SOX2 valku
(Uniprot a.). SOX2 koos OCT4 ja NANOG transkriptsioonifaktoritega kontrollivad hES
rakkude geeniekspressiooni, millega mdjutatakse pluripotentsuse sdilitamist (Boyer et al.,
2005) ja diferentseerumist neuraalseteks progenitorideks (Adachi et al., 2010; Wang et al.,
2012).

hES rakkudes on SOX2 geeni ekspressioon vajalk, et sdilitada pluripotentsus. SOX2
ekspressiooni muutus pohjustab rakkude diferentseerumist trofoektodermi suunas. Uurides
kahte hES rakkude lini (HES-3 ja KhES1) ilmnes, et SOX2 geeni deletsioonil langevad OCT4
ja NANOG ekspressioon, seega ndidati SOX2 moju NANOG ja OCT4 ekspressioonile. Seejuures
SOX2 ekspressiooni mérgataval vihenemisel toimus endodermaalsete markerite (GATAG6 ja
FOXA?2) ekspressiooni suurenemine (Adachi ef al., 2010). Seega SOX2 on vajalik hES rakkude

pluripotentsuse sdilitamiseks, sest SOX2 ekspressioon takistab diferentseerumist (Adachi et al.,
2010).
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mES rakkudes on SOX2 krittiline faktor suunamaks rakkude diferentseerumist ektodermaalses
suunas ja sdilitamaks neuraalsete progenitoride omadusi SOX2 reguleerib mES rakkude
spetsialiseerumist neuroektodermiks samal ajal kui OCT4 ja NANOG stimuleerivad
diferentseerumist mesendodermi suunas, seega olles prekursoriks mesodermi ja definitiivsele
endodermile (Thomson et al, 2011). Ka hES rakkudes indutseerib SOX2 neuraalset

induktsiooni ja vOimendab ektodermaalset diferentseerumist. Samade autorite poolt on

ndidatud, et SOX2 represseerib mesendodermaalset diferentseerumist (Wang et al., 2012).

1.2.3.NANOG

NANOG on homeojirjestuslik transkriptsioonifaktor, millel on oluline roll hES rakkude
pluripotentsuse siilitamisel, olles vdravahoidja ehk gatekeeper, mis hoiab &ra diferentseerumist
endodermi ja trofektodermi suunas (Hyslop et al, 2005). Hilisemalt on ndidatud, et hES
rakkudes represseerib NANOG neuroektodermi ja neuraalharja diferentseerumist (Wang ef al.,
2012). mES rakkudes on NANOG voimeline séilitama rakkude ise-uuenemist soltumata
LIF/STAT3 (ingl kleukemia inhibitory factor/signal transducer ja activator of transcription 3)
Juuresolekust sootmes. Katsete kéigus ndidati, et Nanog knockout mES rakkudel puudus voime
moodustada epiblasti, kuid olid vdimelised tootma ekstraembriionaalse endodermi rakke. Seega
jareldati et NANOG soodustab ja on vajalik epiblasti moodustumiseks ning hoiab &ra
hiipoblasti tekke. Samuti on NANOG vajalk mES rakkude pluripotentsuse sdilitamiseks.
(Mitsui et al., 2003). Seega on NANOG oluline mES ja hES rakkude pluripotentsuse siilimisel.

1.2.4. SSEA-3

SSEA-3 on gliikolipiidne antigeen, mida ekspresseeritakse mittediferentseerunud hES rakkude
plasmamembraanis. SSEA-3 on detekteeritav hES rakkudes, kuid mitte mES rakkudes (Lanza
et al., 2009). Need siisivesinik-seoselised molekulid kontrollivad raku pinnal olevaid
mteraktsioone kogu embriionaalse arengu jooksul (Zhao et al., 2012). Inhibeerides SSEA-3
biosiinteesi ES rakkudes on ndidatud, et rakkude pluripotentsuse séilitamist see ei mdjuta

(Brimble et al., 2007).
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1.3. ES rakkude diferentseerumine

hES rakkude kasvatamisel kasutatakse tingimusi, mis sdilitavad nende rakkude pluripotentsuse.
Pluripotentsuse sdilitamiseks kasvatati ES rakke algselt hire embriionaalsete fibroblasti (MEF)
rakkudel, kuid niilidseks on see asendatud ekstratsellulaarsete maatriksi (ECM) substraatide ga
(laminiin) vdi nende seguga (Matrigel™), millega kaetakse rakukultuuri plaadid. hES rakkude
kasvatamisel in vitro ei ole oluline LIF ja STAT3 signaalrajad erinevalt mES rakkude
kasvatamisel, kuid oluline on bFGF olemasolu kasvukeskkonnas. Pluripotentsust soodustava
kasvukeskkonna eemaldamine pohjustab ES rakkude diferentseerumist (Amit et al, 2000).
Vastavates tingimuste vdivad ES rakud diferentseeruda endodermi, ektodermi ja mesodermi
progenitori rakkudeks. ES rakkude diferentseerimiseks kasutatakse kolme meetodit. Esiteks,
ES rakkudel lastakse agregeeruda ning moodustada 3D embriionaalseid kehasid. Teine
diferentseerimismeetod kasutab ES rakkude kasvatamist strooma rakkudel (Nakano et al,
1994). Kolmas meetod on ES rakkude kasvatamine iiherakulise kihina ECM valkudel vastavas
diferentseerimist soodustavas keskkonnas. Koik kolm meetodit on efektivsed ja neil on omad
eelised ja puudused. EB moodustamisel on eeliseks 3D struktuuri teke, kus on olulised
rakk-rakk mteraktsioonid, mis on vajalikud teatud diferentseerumiste jaoks. Samas on
puuduseks see, et EB moodustamisel on tegemist viga kompleksete samaaegsete signaalradade
moduleerimisega ning rakk-rakk interaktsioonidega. Seetdttu on keeruline mterpreteerida
tulemusi, kui soovitakse uurida ainult konkreetse rakutiilibi progenitorideks spetsialiseerumist,
kuna EB sees toimuvaid tsiitokiinide ning teiste kasvufaktorite toimet on keeruline méidrata. ES
rakkude kasvatamine strooma rakkudel on komplitseeritud, sest strooma rakkude poolt
produtseeritud kasvufaktorid ja nende kontsentratsioon voib olla raskesti mddratav ning nende
moju diferentseerimisprotsessile mittesoovitatav. Lisaks on hiljem sorteerimisel vajalik
eraldada diferentseeritud rakud ja strooma rakud. ES rakkude kasvatamisel tiherakulise kihina
ECM valkudel véheneb naaberrakkude moju diferentseerumisele, mis on liheks lhtsamaks ja
kontrollitavamaks meetodiks. Selle meetodi korral on kdige olulisemateks ECM valkude valik
ja spetsiifiliste kasvufaktorite ning ainete lisamine kasvukeskkonda, et mdjutada signaalradasid,
mis on vajalikud spetsiifiliste diferentseeritud rakkude saamiseks (Keller, 2005).
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Joonis 1. ES rakkude diferentseerimise voimalused in vitro (Keller 2005, kohandatud).

1.4. ES rakkude diferentseerumine mesodermaalses
suunas

Mesodermaalses suunas diferentseeruvad rakud spetsialiseeruvad kardiomiiotsiiiitideks,
vaskulaarseteks ja hematopoeetilisteks rakkudeks. Selleks, et korge tihedusega ES
rakukultuuris diferentseerida kardiomiiotsiilite, on vajalik aktivin A ja BMP4 (ingl k bone
morphogenetic  protein 4) juuresolek.  Siidamelihase  t00 paranemine  saavutati
kardiomiiotsiiiitide transplanteerimisel roti stidamesse, kui lisati nsuliini-sarnase kasvufaktor 1
ja mitmeid teisi kasvufaktoreid (Laflamme ef al., 2007). Hematopoeetiliste rakkude saamiseks
on ndidatud, et peale EB-de moodustamist soodustavad tsiitokiin 3 ja tsiitokiin 6 koos BMP4
kasvufaktoritega mesodermaalsete rakkude diferentseerumist (Chadwick et al, 2003). EB-de
diferentseerimisel on isoleeritud endoteeli rakke ja ndidatud nende vOime moodustada
veresooni (Levenberg et al., 2002). Nimetatud t06 autorid nditasid, et diferentseerides EB-de
meetodil, suurenes endoteeli-spetsiifiliste geenide ekspressioon, mis saavutas haripunkti
13-15. pdeval. Kasutades PECAM-1 (ingl k platelet endothelial cell adhesion molecule 1)
antikehasid, oli vOmmalik isoleerida endoteeli rakud EB- dest (Levenberg et al., 2002).
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1.4.1. Mesodermaalsete rakkude markerid

Varajases diferentseerumises olevate mesodermaalsete rakkude iseloomustamiseks voib
kasutada erinevaid markereid. Raku pinnal on detekteeritav N-kaderin, kuid E-kaderiini
ekspressioon ei ole enam detekteeritav (Yang ja Wemberg, 2008). Mesodermaalsed
progenitorid sekreteerivad ise mitmesusuguseid faktoreid nagu aktivim A, B, C, BMP-2/4,
TGF-B1,2,3, FGF-5, FABP4, WNT-3A ja WNT-8A. Transkriptsioonifaktoritest toodetakse
BRACHYURY, EOMES, FOXC1, FOXF1, HANDI, MIX1, SNAII, SNAI, TBX6, TWIST-1
ja TWIAT-2 (Spacesrl). Lisaks sellele, et toodetakse mesodermiks vajalikke valke, on oluline,
et ei toodeta pluripotentsust iseloomustavaid transkriptsioonifaktoreid ja raku pinnamolekule.
Sellest loetelust on pikaajalisem praktiline kogemus BRACHYURY ja HANDI detekteerimisel
antud uurimist6d juhendajal ning seetdttu kasutati neid ka antud t60s iseloomustamaks H9

rakkude varajast diferentseerumist mesodermi suunas (Kallas-Kivi et al., 2016).

1.4.2. BRACHYURY

BRACHYURY on valk, miss mdjutab embrlionaalses arengus mesodermi arenemist
ja diferentseerumist (Uniprot KB b.). Valku toodetakse mimeses 7' geenit, mis asub
6. kromosoomi pika Ola 27. positsioonilt. BRACHYURY on transkriptsioonifaktor, mida
toodetakse 7-box geenikompleksis. 7-box geenikompleksilt siinteesitavad valgud reguleerivad
teiste geenide aktiivsust kinnitudes DNA-le. BRACHYURY-t on leitud nii bilateraarsetes
loomadest kui ka amuddssetes (Scholz ja Technau, 2003). 1927. a avastati Brachyury
mutatsiooni hiirtel. Mutatsioon mdjutas heterosiigootsete hiirte saba pikkust ja kaelaliilide arvu.
Homostigootsetel hirtel oli Brachyury mutatsioon letaalne - embriionaalse arengu 10. paevaks
tekkisid defektid mesodermi moodustamisel ja notokordi diferentseerumisel. Samuti oli
hdritud moningate organismi  struktuuride vdljaarenemine posterioorsest osast kuni
maksapungani (Dobrovolskaya-Zavadskaya, 1927; Korzh, 2001). Varajases mesodermaalses
suunas diferentseerunud rakkudes on BRACHYURY leidnud kasutust kui mesodermaalne
marker. Brachyury ekspressioon on indutseeritud BMP ja FGF signaaliradade poolt.
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1.4.3. HAND1

HANDI (ingl k heart- ja neural crest derivatives- expressed protein 1) valk on heeliks-ling-
heelks  transkriptsioonifaktorite  perekonna lige, millel on kritiline roll raku
diferentseerumises  ja  organogeneesis, sealhulgas  platsenta, kardiovaskulaarsel-  ja
kraniofatsiaalsel arengul (Morin et al, 2005). HANDI on transkriptsioonifaktor, mis
voimaldab trofoblasti ja kardiomiiotsiilitide diferentseerumist. Kasutades gene targeting
meetodit, uuriti Handl mutantseid hiri. 7,5 pdeva vanustel homosiigootsete mutantide
embriiotel esinesid defektid trofoblasti rakkude diferentseerumises (Riley ef al., 1998). Hiirte
suremuse vahendamiseks lisati metsiktiitipi tetraploidsed rakud, kus metsiktiitipi rakud
soodustasid trofoblasti arengut, kuid ei mdjutanud embriio arengut. Selle tagajdrjel elasid
tetraploidsetest ~ kimééridest parmevad looted 10,5 pdevani, kuid seejdrel surid
stidamepuudulikkusesse (Riley et al., 1998). HANDI valk avastati siidames, kus faktor piiras
arteri-ja vasaku vatsakese arengut. HANDI on otsene Nppa (ingl k Natriuretic Peptide A) geeni
promooteri aktiveerija. Nppa kodeerib arteri natriureetilist faktorit A, mis on peamine
stidamelihase rakkude sekretoorne produkt ja seega mojutab siidame arengut (Morin et al.,

2005).

1.5. Wnt signaalrada

Wnt signaalrada edastab raku pinnal olevate retseptorite poolt saadud signaale rakku.
Praeguseks on kirjeldatud kolm Wnt signaalrada: kanooniline, mittekanooniline raku polaarsust
mojutav ja mittekanooniline Wnt/kaltsiumi signaalrada. Koigi nende signaali iilekannete
kéivitamiseks on vajalik WNT valgu seondumine frizzled perekonna retseptoritele, mis seejérel
edastab signaali Dsh (ingl k dishevelled) valgule raku sees. Kanooniline Wnt signaalrada
mdjutab geenide ekspressiooni. Mittekanooniline Wnt/kaltsiumi rada reguleerib kaltsiumi taset
raku sees. Mittekanooniline raku polaarsust reguleeriv rada mojutab tsiitoskeletti ja raku kuju.
Wnt signalisatsioon vOib périneda naaberrakust (parakrinne) vOi samast rakust (autokriinne).
See on oluline embriionaalses arengus, reguleerides rakkude spetsialiseerumist,

proliferatsiooni, migratsiooni ning organismi telie kujunemist. Wnt signalisatsioon indutseerib
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pluripotentsete rakkude diferentseerumist mesodermi ja endodermi progenitorideks (Bakre et
al., 2007). Need progenitorid on vOimelised jargnevalt diferentseeruma endoteeli-,

hematopoeetilisteks rakkudeks ning siidame- ja veresoonte lihasrakkudeks (Bakre et al., 2007).

Wnt/B-kateniini rada e. kanooniline signaalrada reguleerib multifunktsionaalse [-kateniini
proteoliiisi. Wnt signaalraja aktiveerimisel akumuleerub [-kateniin tsiitoplasmas, seejirel
translokeerub tuuma, kus toimib kui TCF/LEF (T-raku faktor/ limfoidne vdimendaja-faktor)
perekonna transkriptsiooni mdjutava kofaktorina. IIma Wnt signalisatsioonita [-kateniin
degradeeritakse, sest moodustub degradatsioonikompleks. See koosneb vihemalt neljast
valgust (Lanza et al., 2009). Valgukinaas CKla (casein kinase 1 o) fosforiileerib p-kateniini
Ser-45 ja seejarel Thr-41, Ser-37, Ser-33 (Wu ja Pan 2010). Seejirel seondub sellele
kompleksile GSK-3, mis fosforiileerib [-kateniini edasiseks ubikviteerimiseks ja kiireks

lagundamiseks proteasoomis. Kaks scaffold valku, aksin ja adenoomne poliipoosne koli
(APC), hoiavad valgukompleksi koos (Lanza et al., 2009).
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Joonis 2. Wnt signaalraja skeem. Wnt signaalrajas WNT gliikoproteiinid interakteeruvad frizzled perekonna
retseptoritega, et stimuleerida Dsh-vahendatud GSK-3 inaktivatsiooni. GSK-3 inhibitsioon takistab f-kateniini
fosforiileerimise. Sellega jadb f-kateniin lagundamata ning saab toimida transkriptsioonifaktorina mdjutades
TCF/ LEF perekonna transkriptsioonifaktorite signaali (Schloesser et al., 2008, kohandatud).
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Lisaks suudab Wnt signaalrada mdjutada ja reguleerida ka teisi signaalradu. Néiteks WNT voib
seonduda GSK3-le raku prolifereerumisel. WNT inhibeerib GSK3 ja aktiveerib mTOR (ingl k
mammalian target of rapamycin) signaalrada P—kateniini puudumisel. Samas voib WNT olla
ka negatiivne mTOR signaalraja aktivaator, mis Dsh ja GSK3 interaktsiooni tagajirjel
aktiveerib tuumorsupressori TSC2 (ingl k Tuberous Sclerosis Complex 2) (Inoki et al., 2006).

Wnt signaalirada on oluline organogeneesiks ja aitab kaasa rakkude diferentseerumisele.

Niaiteks LIF-1 soltuv  WNT3A soodustab trofoektodermi moodustumist mES rakkude
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diferentseerumisel indutseerides CDX2 (ingl k caudal-type homeobox protein 2) siinteesi, mis
on oluline transkriptsioonifaktor varases trofoblasti arengus. (He ef al., 2008). On tdendatud, et
Wnt raja aktivatsiooniga indutseeritakse mES rakkudes mesodermaalset ja endodermaalset
diferentseerimist ning siinteesitakse neile iseloomulikke markereid BRACHYURY, FLK-1,
FOXA2, LHXI1 ja AFP (Miki et al., 2011).

Wnt raja aktivatsioon on vajalik efektivseks diferentseerimiseks ja hilisemaks neuraalsete
tiivirakkude kloneerimiseks ning arenemiseks nii in vitro kui ka in vivo (Kalani et al., 2008).
Samas uuringud néitavad, et Wnt rajal on tdhtis roll tiivirakkude pluripotentsuse siilitamisel,
mis pohjustab mitmete pluripotentsusfaktorite siinteesi suurenemist (OCT4, NANOG, SOX2)
(Sato et al., 2004).

1.6. GSK-3 inhibiitorid

GSK-3 on serini/treoniini kinaas, mis on konserveerunud signaalmolekul, omades rolli
erinevates  bioloogilistes protsessides. GSK-3 aktiivsuse muutust seostatakse mitmete
haigustega, nditeks diabeediga, poletikudega, neurodegeneratiivsete- ja psiihiaatriliste
haigustega. Seetdttu on GSK-3 inhibiitoreid disainitud ning uuritud intensiivselt in vitro
tingimustes, et leida parim tihend terapeutiliseks kasutamiseks. GSK-3 inhibiitorid jaotatakse
vastavalt mehhanismile ATP-konkureerivad, mittekonkureerivad mhibiitorid ja substraadiga
konkureerivad  inhibiitorid.  Uhtedeks viiikese —molekulmassiga ~ATP-konkureerivateks
stinteetilisteks mihibiitoriteks on purini analoogid, mis on ka enim uuritud tihendid. Need

stinteesiti firma Chiron poolt ning kannavad seetdttu oma nimes lihendit CHIR (Cohen ja
Goedert, 2004).

Hiirte ES rakkudes on uuritud nelja keemiliselt stinteesitud GSK-3 inhibiitorit: BIO, SB216763,
CHIR99021, CHIR-98014. Nendest uuritutest on kdige madalama toksilisusega CHIR99021 ja
SB216763 mES rakkudes tehtud katsetes ning CHIR98014 ja BIO omasid kdige korgemat
toksilisust (Ring et al., 2003; Naujok ef al., 2014). Nendest keemilistest ithenditest ainult
CHIR99021 ja CHIR98014 puhul toimus tugev Wnt/B-kateniini raja induktsioon ning BIO ja
SB216763 niditasid minimaalset vO1 mitte mngisugust mdoju Wnt/B-kateniini  raja

aktiveerimisele (Naujok et al., 2014).
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CHIR99021 ehk 6-[[2-[[4-(2,4-diklorofeniiiil)-5-(5-metiiiil- 1 H-imidasoo1- 2-itil)- 2 -
plirimidiniitilJamino]etiiiil]-3-piirid inekarbonitriil (PubChem) on stinteetiline
viikkemolekulaarne tihend, mis mhibeerib GSK-3 ja mojutab kaudselt erinevate rakkude
diferentseerumist, arengut, ja reprogrammeerimist. GSK-3 keemiline mhibitsioon viib

kanoonilise Wnt-signaalraja aktivatsioonile.

mES rakkude pluripotentsus ja ise-uuenemine CHIR99021 mdjul niitas, et CHIR99021
aktiveerib Wnt/B-kateniini signaalraja (Li et al., 2011; Ying et al., 2008). Korge aktiivsus ja
viga madal toksilisus on CHIR99021 kasutamise eelisteks. Seega on CHIR99021-te kasutatud
kui viga aktivse ja korgelt selektivse GSK-3 mhibiitorina mES rakkudes Wnt signaalraja
moduleerimisel (Naujok ef al., 2014). CHIR99021 soodustab hES rakkudes diferentseerumist

mesodermaalses suunas. Roti ES rakkude uurimisel ndidatt CHIR99021 kontsentratsioonist

sOltuvat efekti diferentseerumisgeenide ja pluripotentsusgeenide ekspressioonile (Chen et al.,
2013). Seega on CHIR99021 mdju nii hire kui ka roti ja inimese ES rakkudele erinev.
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Joonis 3. GSK-3 inhibiitorite keemiline struktuur (Cohen ja Goedert 2004, kohandatud).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmirgid

Antud uurimistod eesmérgid:
1. Uurida CHIR99021 méju H9 rakkudele pluripotentsust soodustavas ja
diferentseerumist soodustavas keskkonnas.

2. Uurida, kas CHIR99021 méjutab H9 rakkude diferentseerumist
embriionaalseteks kehadeks.

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. H9 rakkude kasvatamine

Antud t60s kasutati inimese hES rakkude rakulini H9 (WA09) (WiCell Research Institute,
National stem Cell Bank, USA). Tiivirakud kasvatati ja paljundati (passeeriti Tartu Ulkooli
rakubioloogia laborandi Annika Trei poolt. Katsetes kasutati H9 rakke, mille passaazmumber
oli viiksem kui 50. H9 rakud kasvatati Matrigel'™ (BD Biosciences, USA) kaetud
6-kannulistes  v0i 4-kannulistes koekultuuri plaatides mTeSR1 so66tmes (STEMCELL
Technologies Inc., Vancouver, Kanada) koekultuuri inkubaatoris 5% CO2zja 37°C juures.
S6o6det vahetati iga pdev ning 3-4 pdeva jdrel jagati (passeeriti) rakud uuele 6-kannulisele
plaadile, mis oli kaetud uue maatriksiga Matrigel'™M. Jagamine toimus mehaaniliselt:
rakukolooniaid eemaldati substraadilt ning kolooniate tiikid vidi uuele rakukultuuri plaadile.
Immuunfluorestsents analiiiisi jaoks kasvatati H9 rakke 4-kannulistes plaatides, mille pdhjas oli

Matrigel™™-i substraadiga kaetud mikroskoobi Katteklaas.
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2.2.2. Antikehad ja reagendid

Reagendid:
CHIR 99021 osteti firmalt Sigma-Aldrich, USA.
Primaarsed antikehad:

1. OCT4 spetsiifiline hire monoklonaalne antikeha, sc-5279, 200 pg/ml, 1:100, Santa
Cruz Biotechnology, USA

2. SSEA-3 spetsiifiline hire antikeha, 1 pg/ml, 140, E- Bioscience, USA

3. Inimese HANDI spetsiifiline kitse antikeha, 2 pg/ml, 1:100, R&D-Systems,
Suurbritannia

4. CDI184 (ingl k cluster of differentation 184) - spetsiifiline hiire antikeha flikoeriitriini
(PE) konjugaaat, 1:20, Santa Cruz Biotechnology, USA

5. SOX2 -spetsiifiline hiire antikeha PerCP-Cy™ konjugaat 1:20, BD Pharmigen, USA

6. Nestini-spetsiifiline hire antikeha Alexa Fluor 647 konjugaat, 1:220, BD Pharmigen,
USA

7. Inimese Brachyury spetsiifiline kitse antikeha Northern Light 557 konjugaat, 1:120, R
& D Systems, USA

Sekundaarsed antikehad:

1. Hire mmunoglobuliinide spetsiifiline kitse antikeha, konjugeeritud Alexa Fluor 488,
1:1000, Invitrogen, USA

2. Hire mmunoglobuliinide spetsifiline kitse antikeha, konjugeeritud Alexa Fluor 555,
1:1000, Invitrogen, USA

3. Roti immunoglobuliinide spetsiifiline kitse antikeha, konjugeeritud Alexa Fluor 488,
1:1000, Invitrogen, USA

4. Kitse immunoglobuliinide spetsiifiline eesli antikeha, konjugeeritud Alexa Fluor 594,
1:1000, Invitrogen, USA
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2.2.3. H9 rakkude méjutamine CHIR99021

CHIR99021 mdju uurimiseks HO rakkudele kasvatati rakke kolmes erinevas kasvukeskkonnas
CHIR99021 juuresolekul pluripotentsust soodustavas voi diferentseerumist soodustavas
keskkonnas ja ima CHIR99021 lisamiseta pluripotentses keskkonnas. Pluripotentsust
soodustavas keskkonnas kasutati mTeSR1 soddet ja diferentseerumist soodustavas keskkonnas
Essential 6 (E6, Thermo Fisher Scientific, USA). Kuna diferentseerumist soodustavas
keskkonnas kasvavad H9 rakud eemalduvad Matrigel™ maatriksilt ning moodustavad 3D
struktuure ehk embriionaalseid kehasid, siis immmunofluorestsentsiliseks analiiiisimiseks eiole
voimalik neid kasutada. Enne CHIR99021 lisamist kasvatati rakke 3 pdeva. Seejdrel eemaldati
mTeSR1 s6dde ning lisati sodde, mis sisaldas 3 pM CHIR99021 ja rakke kasvatati 24 h
koekultuuri inkubaatoris 5% CO2ja 37°C juures. Seejirel rakud analiiisiti vOi1 eemaldati
embriionaalsete kehade tegemiseks (mTeSR1 s6otmes kasvanud rakud). CHIR99021 kasutatud
kontsentratsioon on valitud sarnane eelnevalt publitseeritud andmete alusel (Ware et al., 2014;
Theunissen et al., 2014; Galbha et al., 2015). Antud CHIR99021 kontsentratsiooni on kasutatud

antud uurimistdd juhendaja poolt mesodermaalse diferentseerimisprotokolli jaoks ning
tulemused on publitseeritud (Kallas-Kivi et al., 2016).

2.2.4. Embriionaalsete kehade moodustamine

Embriionaalsete kehade moodustamiseks eemaldati eelnevalt mTeSR1 sodtmes CHIR99021
juuresolekul voi ilma selleta kasvanud rakukolooniatelt sodde ning lisati diferentseerimisséode
E6. Seejirel eemaldati H9 rakukolooniad mehaaniliselt pipetiotsikuga ning vidi teisele
6-kannulisele madala seondumisvoimega koekultuuri plaadile. EB-de teket jdlgiti jargmised
7 pdeva. S00det vahetati 2 pédeva jarel. EB tdsteti 8. pdeval Zelatiiniga kaetud 6-kannulistesse
platidele E6 sootmes. Zelatiiniga katmiseks kasutati 0.1% Zelatiini lahust vees (PAA
Laboratories, USA), mis lisati koekultuuriplaadi kannu ning inkubeeriti koekultuuri plaati 37°C
juures 30 min, seejirel zelatiini lahus aspireeriti, kuivatati 37°C juures 10 min ning kannudesse
lisati 7 pdeva vanused EB-d koos E6 s66tmega. EB-d kinnitusid Zelatiinile esimese 24 h jooksul.

Seejérel vahetati soodet 2 pdeva jérel.
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2.2.5. Immunofluorestentsmeetod
pluripotentsusmarkerite
jadiferentseerumismarkerite maaramiseks

CHIR99021 mdju H9 rakkudele analiiisiti immuno fluorestsentsmeetodil. Rakke kasvatati 24 h
ning seejirel rakud fikseeriti kaheetapilist meetodit kasutades ning inkubeeriti vastavate
antikehadega. Esmalt lisati rakkudel olevale so6tmele 100 pl 4%-list paraformaldehiitid (PFA)
lahust PBS puhverlahuses, inkubeeriti 2 min toatemperatuuril. Seejérel lahus eemaldati ning
lisati 500 pul 4% PFA lahust ning inkubeeriti 10 min toatemperatuuril. Seejdrel pesti rakud PBS
puhvriga ning inkubeeriti 4°C, et analiiisida jérgneval pédeval. Seejarel PBS puhver aspireeriti
ning rakud permeabiliseeriti kasutades permeabiliseerimispuhvrit (Permeabilisation Buffer,
eBioscience, USA) 10 min. Peale permeabiliseerimist, lahus aspireeriti ning rakud blokeeriti
PBS puhvriga, mis sisaldas 2% NGS (ingl k normal goat serum) ja 1% BSA (ingl k bovine
serum albumin) 10 min toatemperatuuril. Soltuvalt edasistest antikehadest kasutati
blokeerimisel NGS asemel eesli seerumit blokeerimislahuses (2% PBS puhvris, Abcam,
Suurbritannia). Seejdrel blokeerimislahus eemaldati ning lisati primaarset antikeha sisaldav
lahus TBS puhvris ning inkubeeriti 1 h. Seejérel rakke pesti 4 korda 3 min TBS lahusega, mis
sisaldas 0,01% Tween 20. Peale pesemist lisati sekundaarse antikeha lahus TBS puhvris ning
mkubeeriti pimedas 1 h. Seejirel rakke pesti 3 korda uuesti TBS puhverlahusega ja lisati
rakutuumade visualiseerimiseks DAPI (ingl k 47, 6 -diamidino-2-phenylindole) lahus (1:1000)
TBS puhvris ning inkubeeriti 3 min. Lahus aspireeriti ning lisati PBS puhver ja mikroskoobi

katteklaasil olevad rakud sulustati vastavasse paigaldusmeediumisse (fluorestsentsmeedium).

2.2.6. Rakkude analiiiis labivoolutsiitomeetril

Lébivoolutsiitomeetriat (FACS) kasutati embriionaalsete kehade rakkudes

diferentseerumismarkerite kvantitatiivseks méaaramiseks.

EB koguti koos sootmega 15-ml tsentrifuugituubi ja tsentrifuugiti 170 x g 2 min
toatemperatuuril. Seejdrel s6dde eemaldati ning rakkudele lisati 450 pl PBS lahust ning
intensiivsel pipeteerimisel saadi rakkude suspensioon. Rakususpensioonile lisati 300 ul 4%
PFA lahust PBS puhvris ning inkubeeriti 10 min toatemperatuuril. Seejérel lisati PBS lahus,
mis sisaldas 2% FBS (ingl k fetal bovine seerum) ning rakud tsentrifuugiti 200 x g 5 min
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toatemperatuuril.  Seejirel rakkudelt eemaldati lahus ning rakud  suspendeeriti
permeabiliseerimispuhvris ning loeti rakkude arv hemotsiitomeetriga. Rakususpensioon
pipeteeriti 96-kannulisele mikroplaadile nii, et kannus oli 3x10° kuni 5x10° rakku. Mikroplaat
tsentrifuugiti 300 x g 3 min toatemperatuuril ning seejdrel lahus eemaldati rakkude sademelt
mikroplaadi kannu pdhjas. Rakkudele kannu pdhjas lisati 50 pl permeabiliseerimispuhvrit, mis
sisaldas 2% NGS ning nkubeeriti 10 min toatemperatuuril. Seejérel lisati 50 pl primaarse
antikeha lahust permeabiliseerimispuhvrisse ning inkubeeriti 30 min toatemperatuuril pimedas.
Seejérel rakud pesti lisades 200 pl permeabiliseerimispuhvrit ning tsentrifuugiti 300 x g 3 min
toatemperatuuril. Lahus eemaldati ning rakkudele lisati 100 ul PBS puhvrit, mis sisaldas
1% BSA ning 2 mM EDTA (ldbivoolutsiitomeetria puhver). Rakususpensioon filtreeriti ibi
30 um filtri, et ei sisaldaks rakuagregaate ning lisati 300 ul Ebivoolutsiitomeetria puhvrit, mis
sisaldas DAPI lahust (1:1000). Saadud rakususpensioon analiiiisiti Iibivoolutsiitomeetriga

FACSAria™ [ (BD Biosciences, USA) kasutades tarkvara BD FACSDiva™ (versioon 8.0.)

Labivoolu tsiitofluorimeetriliseks analiilisiks primaarsete antikehadena kasutati mimese
CD184-spetsiifilist PE konjugeeritud antikeha, SOX2-spetsiifilist PerCP-Cy™ konjugaati ja
nestiini-spetsiifilist Alexa Fluor 647 konjugaati Immunoglobuliini isotiiiibi kontrollide ga

proovid valmistati sarnaselt, kuid primaarse antikeha asemel kasutati isotiiibi kontrolli
antikeha. Analiilisid teostati 7. ja 14. pieval

2.2.7. Valgusmikroskoopia

CHIR99021 modju uurimiseks rakkude morfoloogiale jaddvustati H9 rakkude kolooniad ja

embriionaalsed kehad kasutades valgusmikroskoopi suurendustega 1x, 4x ja 6,3x. Rakkude
arvu ja pindala modtmiseks kasutati vabavara programmi Fiji (avaldatud 30.05.2017, USA).
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2.2.8. Rakkude arvu maaramine hemotsiitomeetri
kambris

Lébivoolutsiitomeetria proovide valmistamiseks oli vajalik teada rakkude arvu uuritavas

proovis. Rakkude arvu midramiseks pipeteeriti 10 pl fikseeritud rakkude rakususpensiooni

hemotsiitomeetri kambrisse ning loeti rakkude arv kasutades valgusmikroskoopi.

2.2.9. Andmete statistiline analiitis

EB arvu ja nende suuruse vOrdlemisel kasutati student-1 t-testi MS Excel (versioon 15.0,
avaldatud 12.04.2016), kus 95% tdendosuse ja p<0,05 véértuse korral arvestati, et tulemused
on statistiliselt erinevad. Tulemuste esitamisel on kasutatud aritmeetilist keskmist ja selle

standardviga. Lébivoolutsiitomeetria tulemusi analiilisiti programmiga Flowing software

(versioon 2.5.1, avaldatud 4.11.2013, Soome).

Fluorestsentsi intensiivsuse kvantiteerimisel kasutati samuti Fiji programmi, kus muudeti pilt

esmalt 8-bitiliseks must-valgeks pildiks ning jargnevate sétetega detekteeriti halli vérvi

mtensiivsus iiksikrakkudes. Saadud tulemused analiiiisiti t-testiga.

2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1 GSK-3 inhibeerimisemoju H9 rakkude
pluripotentsusele

H9 rakkude pluripotentsuse sdilitamisel in vitro tingimustes on vajalkud vastavad
kasvutingimused, sealhulgas vastava maatriksi olemasolu ning kasvufaktorite rikas sddde.
Sellegipoolest vdivad H9 rakud spontaanselt diferentseeruda keskkonna muutuste ning
mistahes manipulatsioonide tottu. Seetdttu on vajalk H9 rakkude kasvatamiseks leida sellised
ained (thendid), mille lisamisel saadakse rakkude pluripotentsust sdilitada. Esmalt uurisime

GSK-3 imhibiitori CHIR99021 mdju  H9 rakkude pluripotentsusele. Pluripotentsuse
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hindamiseks detekteeriti transkriptsioonifaktori OCT4 valgu ekspressioon

fluorestsentsmikroskoobiga.

Tulemuste analiiiisil tdheldati et CHIR99021 juuresolekul mTeSR1 s66tmes suurenes OCT4
stinteesivate rakkude arv vOrreldes mojutamata rakkudega, milleks olid mTeSR1 sdotmes
kasvanud rakud (joonis 4 ja 5). Selles katses kasutati H9 rakke, mille passeerimise arv oli 48.
OCT4 valgu tase suurenes, millest vois jdreldada, et rakud siiltasid pluripotentsuse.
Diferentseerumise uurimiseks uuriti HANDI1 valgutaset ning tiheldati, et HANDI valgu tase
eiolnud detekteeritav (joonis 6). Antikehade spetsiifilisuse kontrollimiseks kasutasime rakkude
mkubeerimist sekundaarse antikehaga (joonis 7). Seega CHIR99021 soodustas pluripotentsuse
sdilitamist H9 rakkudes.
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Joonis 4. OCT4 valgu tase H9 rakkude koloonias mTeSR1 ja CHIR99021 juuresolekul. A., C. mTeSR1
sootmes kasvatatud H9 rakukoloonia. B., D. CHIR99021 juuresolekul mTeSRl sd6tmes kasvatatud H9
rakukoloonia.
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mTeSR1 CHIR99021 mTeSR1

Joonis 5. OCT4 fluorestsentsi intensiivsus H9 rakkude koloonias mTeSR1 ja CHIR99021 juuresolekul.
*p<0,05, **p<0,01; ***p <0,001.
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Joonis 6. HAND1 valgu tase H9 rakkude koloonias mTeSR1 ja CHIR99021 juuresolekul. A. mTeSR1
sO00tmes kasvatatud H9 rakkude koloonia, B. CHIR99021 juuresolekul mTeSRI so6tmes kasvatatud H9
rakukoloonia.

Joonis 7. Antikehade afiinsuse kontrollimiseks inkubeeriti H9 rakke ainult sekundaarse antikehaga.
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2.3.2 GSK3-inhibeerimise moju H9 rakkudele
pluripotentsustsoodustavas ja diferentseerumist
soodustavas keskkonnas

Wnt signaalrada on oluline ni ES rakkude pluripotentsuse siilitamisel kui ka
diferentseerumisel.  Jargnevalt uurisime, kas GSK-3 ihibeerimisel on erinevus, kui
kasvukeskkonnaks on pluripotentsust voi diferentseerumist soodustav keskkond. Kasutatud
sootmete erinevus esines selles, et E6 soode ei sisalda kasvufaktoreid bFGF ja TGF-B (ingl k
transforming growth factor beta), mis on vajalkud FGF ja TGF- signaaliradade
aktivatsiooniks pluripotentsuse siilitamisel. H9 rakke kasvatati 24 h pluripotentsust
soodustavas sootmes mTeSR1, milele oli lisatud CHIR99021 ning diferentseerumist
soodustavas sootmes E6, mis sisaldas CHIR99021. Tulemusi vorreldi rakkudega, mida
kasvatati mTeSR1 sootmes ima CHIR99021 lisamiseta. Rakke analiiisiti 24 h pérast
pluripotentsusmarkerite  OCT4 ja pinamarker SSEA-3 ning diferentseerumismarkeri
BRACHYURY tasemete suhtes. Selles katses kasutati H9 rakke 43. passaazist, kuid sellele
katsele eelnevalt oli rakkudele lisatud 2-kordne kogus mTeSR1 sdodet tavalise 1-kordse koguse

asemel.

OCT4 valgutase suurenes CHIR99021 juuresolekul mTeSR1 sodtmes kasvatatud rakkudel ning
seda eriti koloonia dirtes olevates rakkudes (joonis 8) ning jdrelikult séilitasid rakud
pluripotentsuse sarnaselt eelpool kirjeldatud eksperimendis. Kui rakke kasvatati E6 sd0tmes
(ima bFGF) CHIR99021 juuresolekul, siis rakkude OCT4 valgu tase vahenes mérgatavalt.
Tépsemal kvantiteerimisel ilmnes, et OCT4 valgutase oli pluripotentses keskkonnas
CHIR99021 juuresolekul kasvanud rakkudes siiski monevorra langenud, kuid mitte nii
mirgatavalt kui rakkudes, mida kasvatati diferentseerumist soodustavas keskkonnas. Kuna
antud rakkude kasvatamisel esines tavapidrasest kasvatamisprotokollist korvalekalle, siis
erinevust eelmise katse tulemustest saab pohjendada sellega, et H9 rakud on véiga tundlikud

mistahes keskkonna muutuste suhtes.

Pluripotentsuse  sdilimist CHIR99021 juuresolekul pluripotenses keskkonnas kinnitas
plasmamembraanis detekteeritav SSEA-3 (joonis 10). Samuti oli SSEA-3 gliikosfingolipiidide
tase rakumembraanil madalam diferentseerimiskeskkonnas kasvatatud rakkudega ning vaevu
detekteeritav koloonia ddres olevatel rakkudel vorreldes pluripotentses keskkonnas kasvatatud
rakkudega. Kui vaatlesime koloonia &ddrtes tomunud muutusi (joonis 10 parempoolne paneel),

siis imnes, et CHIR99021 juuresolekul ja ilma selleta pluripotentsust soodustavas keskkonnas
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oli SSEA-3 valgutase detekteeritav, kuid CHIR99021 juuresolek diferentseerumist soodustavas
keskkonnas pohjustas SSEA-3 valgutaseme vahenemise. Mirgatavad muutused toimusid

koloonia &irtes olevatel rakkudel, mis wvitas sellele, et nendel rakkudel on eelsoodumus

diferentseerumiseks soltuvalt raku asukohast koloonias.

Rakkude diferentseerumise  uurimiseks kasutasime varajast mesodermaalses  suunas
diferentseerumist iseloomustavat transkriptsioonifak torit BRACHYURY.
Diferentseerumismarkeri BRACHYURY valgu tase oli suurem CHIR99021 ja E6 sodtmes
kasvanud rakkudel vorreldes mTeSR1 sootmes kasvatatud rakkudega, seda nii CHIR99021
juuresolekul vo1 ima (joonis 11). BRACHYURY wvalgu tase oli vaevu detekteeritav
CHIR99021 juuresolekul mTeSR1 s66tmes kasvatatud rakkudel ning puudus mTeSR1 s66tmes
kasvatatud rakkudel. Sellest voib jareldada, et mTeSRI sO06tme kasutamisel efektivset

diferentseerumist ei toimunud ning rakud olid pluripotentsed.

Seega GSK-3 mhbiitor CHIR99021 soodustab pluripotentsuse  séilitamist — sellises
kasvukeskkonnas, mis soodustab pluripotentsust, kuid  potenseerib diferentseerumist
mesodermaalses suunas diferentseerimist soodustavas keskkonnas. To6 tulemused on
kooskodlas Xu ja kaasautorite poolt publitseeritud tulemustega, kus ndidati, et hES rakkudes
Wnt signaaliraja aktiveerimine hoiab hES rakke nn naive ehk primitiivses olekus (Xu ef al.,
2016). Samuti ndidati nende autorite poolt, et CHIR99021 ei indutseeri hES rakkude apoptoosi
ega mojuta rakutstiklit, kuid vihendab proliferatsiooni. Samas tuleb arvestada, et hES rakud on
voimelised ilmselt ise produtseerima Wnt ligande, mis soodustavad B-katenini aktivatsiooni
ning hoiavad autokriinse regulatsiooni kaudu naiivsetes hES rakkudes ja mES rakkudes Wnt/j3-
kateniini signaalraja aktiivsena. MEF ja mES rakkudel on ndidatud, et need rakud sekreteerivad
mitmeid WNT ligande (Berge et al., 2011; Hao, 2006; Li et al., 2011). Vdrreldes primitiivs eid
hES rakke ja nn primed ehk eelsoodumusega rakke, on leitud RNA-seq analiiiisil, et mRNA-d,
mis kodeerivad WNT ligande on suurenenud primitiivses olekus (Sperber ef al., 2015).
Rekombmantset WNT3A kasutades on ndidatud, et see soodustab primitiivsetes hES rakkudes
ise-uuenemist, kui Wnt signaalrada oli eelnevalt mhibeeritud. Samas Wnt ligandidest WNTSA
kasutamine sellist tulemust ei andnud ning seetdttu arvatakse, et ligandidel on erinev vdime
aktiveerida Wnt signaalirada (Xu et al., 2016). Naiivsed ELF1 hES rakud, mida inkubeeriti
WNT inhibiitoriga omasid mdningaid nn eelsoodumust iseloomustavate spetsiifiliste valkude
ekspressiooni ning selliste valkude ekspressiooni, mis olid erinevad nii primitiivsetel kui nn
eelsoodumusega tiivirakkudel (Xu er al.,, 2016). Kuivord GSK-3 mhibiitoriga mojutamisel
pluripotentsust ja diferentseerumist soodustavas keskkonnas produtseerivad H9 rakud ise WNT
ligande, vajab edasist uurimist.
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Joonis 8. OCT4 valgu tase H9 rakukoloonias CHIR99021 juuresolekul pluripotentsust (mTeSR1) ja
diferentseerimist soodustavas (E6) keskkonnas. A. mTeSR1 soéotmes kasvatatud H9 rakukoloonia,
B. CHIR99021 juuresolekul mTeSR1 sdotmes kasvatatud H9 rakukoloonia. C. CHIR99021 juuresolekul E6
s006tmes kasvatatud H9 rakukoloonia.
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Joonis 9. OCT4 fluorestsentsi intensiivsus H9 rakukoloonias CHIR99021 juuresolekul pluripotentsust
(mTeSR1) ja diferentseerimist soodustavas (E6) keskkonnas vorreldes ilma CHIR99021 lisamiseta
kasvatatud rakkudega (mTESR1). *p<0,05, **p<0,01; ***p <0,001.
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Joonis 10. SSEA-3 gliikosfingolipiidide tase H9 rakukoloonias CHIR99021 juuresolekul pluripotentsust
(mTeSR1) ja diferentseerimist soodustavas (E6) keskkonnas. Parempoolsel paneelil on suurendus koloonia
piirkonnast, mis on néidatud ruudu sees.
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Joonis 11. BRACHYURY ekspressioon H9 rakukoloonias CHIR99021 juuresolekul pluripotentsust
(mTeSR1) ja diferentseerimist soodustavas (E6) keskkonnas. A. mTeSRI so6tmes kasvatatud H9
rakukoloonia, B. CHIR99021 juuresolekul mTeSR1 s66tmes kasvatatud H9 rakukoloonia, C. CHIR99021
juuresolekul E6 (puudub bFGF) s66tmes kasvatatud H9 rakukoloonia.

2.3.3 GSK3 inhibeerimise méju embrionaalsete
kehade moodustamisele H9 rakkudest

Embriionaalsete kehade tekkeks on vajalik, et ES rakud oleksid pluripotentsed, sest ainult
sellistel rakkudel on vdime moodustada 3D struktuure ning diferentseeruda kolme lootelehe
rakkude suunas. SeetOttu uurisime, kas eelnevalt CHIR99021 mojutatud H9 rakud, mida
kasvatati mTeSR1 so0tmes ning sdilitasid pluripotentsuse, on voimelised diferentseeruma
embriionaalseteks kehadeks (EB) ning kas GSK-3 nhibeerimine voib pdhjustada erinevusi EB
moodustamisel. Selleks kasvatati H9 rakke mTeSR1 sootmes 24 h, millele oli lisatud voi
puudus CHIR99021. EB moodustamist jalgiti esimese 24 h m6ddumisel ning jirgneva 14 pédeva
jooksul jdlgiti EB kasvamist. Selleks loeti EB-de arv ning moddeti nende suurus

valgusmikroskoobiga tehtud piltidel. EB moodustuvad esimese 24 h jooksul ning edasi toimub
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jark-jarguline EB-de libimdddu suurenemine ja diferentseerumine, kuid muutusi EB-de arvus
ei esinenud. Diferentseerumise edenemisel on vajalik, et algselt suspensioonis olevad EB
kinnituksid ning selleks kasutatakse 7-8 pdevaste EB iileviimist Zelatiiniga kaetud koekultuuri
plaadile, millele toimub kinnitumine.

Ilmnes, et EB-de arv oli mOnevorra suurem eelevalt H9 rakkude kasvatamisel CHIR99021
juuresolekul vorreldes ilma CHIR99021 lisamiseta kasvanud rakkudest moodustunud EB-dega.
Erinevus EB-de moodustamises olid statistiliselt erinev 4. pdeval vorreldes EB-dega, mis
kasvasid mTeSR1 so6tmes ima CHIR99021 lisamiseta (joonis 13). EB-de arvukuse
analiilisimisel imnes, etesimestel pdevadel mTeSR1 s66tmes EB-de arv langes kuni 8. pdevani.
CHIR99021 juuresolekul EB-de arvukus suurenes 4. pdevani ning jargnevalt langes 8. pdevani.
EB kanti {ile Zelatiiniga kaetud koekultuuri plaadile 8. péeval ja jalgiti nende kinnitumist (joonis
13). Pérast 8. pideva EB-de arv ei muutunud mérgatavalt, sest tegemist oli kinnitunud EB-dega.
Kui vaadeldi EB kinnitumist zelatiinile, siis ei imnenud erinevusi selles, kas H9 rakke oli
eelnevalt enne EB tegemist kasvatatud CHIR99021 juuresolekul vOi mitte ning kinnitumine
toimus 24 h jooksul.

GSK-3 mhibiitoriga eelevalt mdjutatud H9 rakkude korral oli moodustunud EB-de Eibimddt
suurem kui mojutamata rakkudel (joonis 12 ja 14). Statistiliselt erinevad olid EB suurused 2.,
4.ja 7. pdevadel Peale Zelatiiniga kaetud koekultuuri plaadile kandmist EB-de arv ei muutunud
ning kanende suurus ei muutunud médrgatavalt. Muutused toimusid rakkude diferentseerumisel,
sest pikemaajalisel kasvatamisel oli mirgata tsiistiliste moodustiste imumist EB

struktuuridesse (joonis 15).

Antud t66 tulemused vitavad sellele, et CHIR99021 soodustab pluripotentsuse sdilimist, sest
selliste rakkude diferentseerumisvoime moodustada EB-sid oli suurem vorreldes nende
rakkudega, mida ei olhud eelnevalt GSK-3 mhibiitoriga mdjutatud. Primitiivsematel ES
rakkudel on parem diferentseerumisvoime vorreldes nn eelsoodumusega ES rakkudega, samuti
omavad erinevad hES rakuliinid erinevat diferentseerumisevdimet (Osafune et al., 2008).
Seetdttu vob arvata, et ka GSK-3 mhibiitoriga mojutatud H9 rakud voisid olla primitiivse mas

olekus ning seetdttu omada paremat diferentseerumispotentsiaali kui eelevalt hibiitoriga

tootlemata H9 rakud.
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Joonis 12. Moodustunud EB arv 7. pieval. A- H9 rakke kasvatatimTeSR1 s66tmes, B- H9 rakke kasvatati
mTeSR1 s66tmes, millele oli lisatud CHIR99021.




Embrionaalsete kehade arvukus

400
350 *
» 300
=
= 250
>
s 200
S 150
[aa]
w 100
50
0 | I | - —— — — [ p—
2 4 7 8 9 10 11 14
Paevad

B Mdojutamata m CHIR99021

Joonis 13. Moodustunud embriionaalsete kehade arv. H9 rakke kasvatatimTeSR1 sd6tmes, millele oli lisatud
CHIR99021 vd&imis ei sisaldanud CHIR99021 (mdjutamata). Sinine- mTeSR1 s66tmes kasvanud hES rakud,
punane- CHIR99021 koosmdjul kasvanud mTeSR1 sddtmes kasvanud hES rakud. Statistiline olulisus *p<0,05,
**p<0,01; ***p< 0,001, veapiiriks kasutatud +/- SEM.
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Joonis 14. Moodustunud embriionaalsete kehade 1dbimoot. HO rakke kasvatati mTeSR1 s66tmes, millele oli
lisatud CHIR99021 voi mis ei sisaldanud CHIR99021 (mdjutamata). Sinine- mTeSR1 s66tmes kasvanud hES
rakud, punane- CHIR99021 koosmdjul kasvanud mTeSR1 s66tmes kasvanud hES rakud. *p<0,05, **p<0,01;
*¥**kp < 0,001, Statistiline olulisus arvutatud mTeSR1 sdotmes kasvatatud EB-de ja CHIR99021 mTeSRI1
kasvatatud EB-de suhtes sama péeva kohta. Tulemused on esitatud keskmine +/- SEM. 2. péeval analiiiisitud EB-
de arv oli 76 ja CHIR99021 eecltddtlusega EB-de arv oli 79, 4. pédeval vastavalt 40 ja 54, 7. pédeval 23 ja 24, 8.
péeval 13 ja 13, 9. pédeval vastavalt 12 ja 8, 10. pdeval vastavalt 7 ja 8, 11. pdeval vastavalt 7 ja 6, 14. péeval
vastavalt 13 ja 6.
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Joonis 15. Moodustunud embriionaalsed kehad kui H9 rakke kasvatatimTeSR1 sootmes, millele oli lisatud
CHIR99021 v&imis ei sisaldanud CHIR99021 (mdjutamata). Pildid on tehtud valgusmikroskoobiga.
Suurendused (1x, 2%, 3x, 6,3x). 1. pdeval onrakukolooniad, millest EB moodustati.
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2.3.4. GSK3 inhibeerimise méju embriionaalsete
kehade diferentseerumisele

Eelnevalt leidsime, et EB-de moodustamisel on méirgatav erinevus, kui H9 rakke eelevalt
kasvatati GSK3 mhibiitori juuresolekul pluripotentsust soodustavas keskkonnas. EB-de
detailsemaks analiiisimiseks kasutasime Ibivoolutsiitomeetriat iseloomustamaks EB rakkudes
kolme markeri: SOX2, Nestiini (ektodermaalsed markerid) ja CD184 (endodermaalne marker)
valkude taset.

Labivoolutsiitomeetriline analiiis teostati 7. ja 14. pdeval kasvatatud embriionaalsete kehade
(EB-de) mehaaniliselt tiherakuliseks  suspendeeritud  rakususpensiooniga.  Eelevalt
CHIR99021 juuresolekul kasvatatud H9 rakkudest moodustunud EB rakkudes oli SOX2 valk
detekteeritav 7. paeval 46% rakkudes (SOX2 positivsed rakud). IIma CHIR99021 lisamiseta
kasvatatud rakkudest moodustunud EB-des oli SOX2 valk detekteeritav (SOX2 positiivsed)
23% rakkudes. SOX2 positiivsete rakkude hulga midramisel 14. pdeval imnes, et CHIR99021
juuresolekul kasvatatud H9 rakkudest moodustunud EB rakkudes oli SOX2 valk detekteeritav
51% rakkudest ning ima CHIR99021 lisamiseta kasvatatud H9 rakkudest moodustunud EB-
des oli 43% SOX2 posttiivseid rakke (joonis 16). Sarnaselt oli CD184 positiivsete rakkude
hulk mdnevorra suurem (73% versus 62% 7. pdeval ja 74% versus 68% 14. paeval) CHIR99021
juuresolekul kasvatatud H9 rakkudest moodustunud EB-des. Nestiin positiivsete rakkude hulga
uurimisel oli ka nestin-positiivsete rakkude arv suurem eelevalt GSK-3 mhibiitoriga
mojutatud H9 rakkudest moodustunud EB-del (53% versus 21% 7. pdeval ja 71% versus 59%
14. pdeval). Nende tulemuste pohjal voib jireldada, et CHIR99021 mTeSR1 s66tmes soodustas
pluripotentsuse sdilitamist ja diferentseerumist EB-deks. Need tulemused samuti viitavad
sellele, et GSK-3 mhibiitoriga mojutatud HY rakud voisid olla primitiivsemas olekus ning
seetdttu omada paremat diferentseerumispotentsiaali kui eelnevalt inhibiitoriga todtlemata H9
rakud. See vajab aga edasist uurimist, et ndidata, kas H9 rakud ekspresseerivad primitiivsele
olekule iseloomulikke transkriptsioonifaktoreid GSK-3 inhibeerimisel pluripotentsust

soodustavas keskkonnas.
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Joonis 16. GSK3 inhibiitori mdju rakkude diferentseerumisele EB moodustamisel.
Lébivoolutsiitomeetriline analiiiis teostati embriionaalsetest kehadest saadud
rakususpensiooniga ning rakke analiiiisiti  markerite SOX2 (ektodermi marker), CD184

(endodermi marker) ja Nestini (ektodermi marker) suhtes.
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KOKKUVOTE

Tiivirakuteraapia aluseks on efektiivsete tiivirakkude diferentseerimisprotokollide olemasolu ja
tookindlus.  Diferentseerumisprotokollide  tdiustamisega  tegeletakse vdga intensiivselt.
Lahtuvalt sellest uuriti antud t60s, kas Wnt raja aktiveerimisega on voimalikk hES rakke
pluripotentsust  hoida ning kuidas Wnt signaalraja  aktivatsioon —modjutab  varajast
diferentseerimist. Uheks potentsiaalseks keemiliselt siinteesitud {ihendiks Wnt signaalraja
moduleerimisel on GSK-3 mhibiitor CHIR99021. Antud bakalaureusetods uuriti CHIR99021
mdju embriionaalsetele tiivirakkudele pluripotentsust voi diferentseerumist  soodustavas
keskkonnas ja diferentseerumisele embriionaalseteks kehadeks. Selleks, et madrata CHIR99021
mdju HY9 rakkudele analiiisiti H9 rakke kasutades immunofluorestsentsmeetodit,

hemotsiitomeetriat ja libivoolutsiitomeetriat.

Too tulemusel imnes, et GSK-3 mhibiitori CHIR99021 mdju HY9 rakkudele soltub
kasvukeskkonnast. Pluripotentsust soodustavas keskkonnas sdilitasid H9 rakud OCT4 valgu

stinteesi voi toimus OCT4 valgu taseme suurenemine.

Diferentseerumist soodustavas keskkonnas H9 rakud diferentseerusid mesodermaalses suunas.

Uurides, kas eelnevalt CHIR99021 mdjutatud rakud, mis olid kasvatatud pluripotentsust
soodustavas keskkonnas, on voimelised diferentseeruma moodustades embriionaalseid kehasid,
ilmnes, et nende embriionaalsete kehade arv oli suurem ja moodustunud kehad olid suurema
labimdoduga ning sisaldasid enam diferentseerunud rakke, kui need embriionaalsed kehad, mis

moodustati pluripotentsetest rakkudest ima CHIR99021 eelneva mdgjutamiseta.

Kokkuvottes, Wnt signaalraja moduleerimine vOimaldab H9 rakkudes nii sdilitada
pluripotentsust kui ka soodustada diferentseerumist vastavalt teiste signaalradade

aktivatsioonile pluripotentsust soodustavas voi diferentseerumist soodustavas keskkonnas.
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GSK-3 inhibitor CHIR99021 effect on H9 cell line

Helena Tull

SUMMARY

Human embryonic stem (hES) cells are blastocyst derived cells, which are pluripotent and have
ability to differentiate to different cell types. hES cells have certain type of plasticity, that on
one hand gives them ability to differentiate to different cell types and on the other hand, makes
its culturing in vitro difficult to control. For effective differentiation the existing protocols must
be mproved. It has been shown that activating Wnt signaling pathway in hES cells in important
to maintains these cells in pluripotent state, however the effect of modulating Wnt signaling on
early differentiation is unknown. CHIR99021 is chemically synthesized substance for
activating Wnt pathway. CHIR99021 is glycogen synthetase kinase mhibitor 3 (GSK-3) that
activates Wnt pathway and through that can affect cells differentiation, development and
reprogramming. CHIR99021 is preferred among others GSK-3 mhibitors, because of its high

activity and low toxicity.

In this study we characterized the effect of CHIR99021 on HO cells in the conditions supporting
pluripotency or differentiation. We also studied the effect of CHIR99021 pretreatment in

pluripotency supporting conditions on H9 cells differentiation ability to form embryoid bodies
(EB).

For characterizing H9 cells we used immunofluorescence, hemocytometry and fluorescence-
activated cell sorting (FACS) methods. In the presence of CHIR99021 i pluripotency
supporting conditions the OCT4 protein level increased. In differentiating conditions
CHIR99021 supported the differentiation imnto mesodermal lineage. When H9 cells were
pretreated with CHIR99021 before formation embryoid bodies, then EB from CHIR99021-
pretreated H9 cells formed EB in higher number and size compared to EBs formed from the H9
cells in the absence of CHIR99021.

In conclusions, modulating Wnt signaling pathway supports the pluripotency and
differentiation potential n H9 cells, but it is influenced by other active signaling pathways
provided by the culturing environment.
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