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»Ariiiilsiisivesinike retseptori agonistide ja antagonisti moju inimese pankrease kasvaja

rakkude migratsioonile”

K&ige sagedamini esinev kdhundaarmevahk on pankreasejuha adenokartsinoom (PDAC). PDAC-
i ravivbimalused on limiteeritud ja prognoos halb — PDAC-i viie aasta elulemus on alla 10%.
Ariitlsusivesinike retseptor (AHR) on transkriptsioonifaktor, mis erinevate geenide
ekspressiooni reguleerimise kaudu mdjutab rakkude elutsiiklis mitmeid protsesse. Varasemad
uuringud on kirjeldanud AHR-i rolli kasvajaliste protsesside regulatsioonis. Kaesoleva
bakalaureuset66 eesmark oli uurida AHR-i antagonisti ja agonistide mdju PDAC rakkude
migratsioonile normaal- ja hipoksia tingimustes. Eksperimentide tulemusena vahenes
hiipoksia tingimustes PDAC rakuliinide BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsioon. Uhtlasi
naditasid katsed, et AHR-i antagonist ja agonist mdjutavad erinevalt rakkude migratsiooni

hipoksia tingimustes.
Marksonad: arililstsivesinike retseptor, pankreasejuha adenokartsinoom, migratsioon
CERCS kood: B220 Geneetika, tstitogeneetika; B200 Tsltoloogia, onkoloogia, kantseroloogia.

»Effects of aryl hydrocarbon receptor agonists and antagonist on cell migration in human

pancreatic cancer cells”

The most common type of pancreatic cancer is pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). The
treatment options for PDAC are limited and the prognosis is poor - the five-year survival rate
of PDAC is less than 10%. Aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a transcription factor that affects
several processes in the cell life cycle by regulating the expression of various genes. Previous
studies have described the role of AHR in the regulation of tumour processes. The aim of this
bachelor thesis was to investigate the effects of AHR antagonist and agonists on the migration
of PDAC cells under normal and hypoxic conditions. As a result of the experiments, the
migration of PDAC cell lines BxPc-3 and SU.86.86 decreased under hypoxic conditions.
Additionally, the experiments revealed that an AHR antagonist and agonist affected the cells’

migration differently under hypoxic conditions.
Keywords: aryl hydrocarbon receptor, human pancreatic ductal adenocarcinoma, migration

CERCS code: B220 Genetics, cytogenetics; B200 Cytology, oncology, carcinology.
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SISSEJUHATUS

K&hundarmevahi kdige sagedamini esinev vorm on pankreasejuha adenokartsinoom (PDAC).
Varase diagnoosi puudumise ja piiratud ravivoimaluste tottu on PDAC halva prognoosiga
pahaloomuline kasvaja (Stoffel jt., 2023). PDAC on seitsmes peamine vdhktdvega seotud
surma pohjus maailmas, mistéttu on vaja uurida PDAC-i toimimise mehhanisme uute

potentsiaalsete terapeutiliste sihtmarkide leidmiseks (Bray jt., 2018).

Varasemate uuringute kohaselt voiks iheks potentsiaalseks PDAC-i sihtmargiks olla ligand-
aktiveeritav transkriptsioonifaktor AHR ehk aruulsisivesinike retseptor. AHR-i liganditeks on

erinevad keskkonnakemikaalid voi endogeensed ihendid (Murray jt., 2014).

Aktiveeritud AHR mdjutab erinevate geenide ekspressiooni reguleerimise kaudu rakkude
normaalseks talitluseks vajalikke geene, mis on seotud apoptoosi, immuunvastuse voi
migratsiooniga (Stevens jt., 2009). Varasemad uuringud on ndidanud, et AHR-i ekspressiooni
suurenemise vOi vahenemisega tekkivad muutused on erinevat paritolu kasvajates seotud
mitmete kasvajaliste protsessidega (Griffith ja Frankel, 2024). AHR-i laiaulatusliku mdju tottu

rakkude talitlusele on AHR mitmete terapeutiliste ravimite sihtmargiks.

Kdesoleva bakalaureusetod eesmargiks oli uurida AHR-i agonistide (TCDD ja KYN) ja
antagonisti (BAY) mdju PDAC paéritolu rakuliinide BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsioonile.
Lisaks sellele, hinnates rakkude migratsiooni, vorrelda, kas laboritingimustes tekitatud
hipoksia keskkond (suurem CO; kontsentratsioon kasvukeskkonnas) muudab PDAC-i rakud
vastuvotlikumaks AHR-i agonisti (TCDD) ja antagonisti (BAY) toimete suhtes. Saadud
tulemused vdimaldavad paremini mdista, kuidas kasvukeskkond vdib mdjutada

kasvajarakkude migratsiooni.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Pankreas

1.1.1. Pankrease anatoomia

K6hunaare ehk pankreas on inimese seedetrakti liks suurimaid nadarmeid. See sagarikujulise
ehitusega elund on keskmise massiga 70-80 g ning on tervel inimesel kreemikas-roosa
varvusega. Tinglikult vBib pankrease jagada kolmeks osaks - peaks, kehaks ja sabaks.
Pankrease paksema osa (pea) iUmber on duodeenum ja 6hem osa (saba) ulatub kéhu tagaosas

pdrnani (Joonis 1) (Standring jt., 2016).
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Joonis 1. Pankrease asukoht ja anatoomia. Joonis on kohandatud Pancreatic Cancer Action
(2022) ja MedicinePlus (2017) jargi.

Pankreasel on nii eksokriinselt kui ka endokriinselt talitlevad osad. Suurem osa pankrease
rakkudest on eksokriinsed, sekreteerides seedeensiilime, naditeks peptidaasid, amilaasid ja
lipaasid, mis osalevad lipiidide, sisivesikute ja valkude seedimises. Endokriinse osa
moodustavad rohkem pankrease sabaosas paiknevad epiteelirakkude kogumikud,
Langerhansi saared, milles olevad beeta-rakud produtseerivad insuliini. Organismi gliikoosi
metabolismis osalev insuliin vdimaldab keha rakkudel gliikoosi vastu votta ja gliikoosi
organismis gliikogeeni voi rasvana talletada. Langerhansi saarte alfa-rakud toodavad
glikagooni, et ladestatud suhkrut vereringesse toimetada, mida rakud saavad vastavalt

vajadusele insuliini kaasabil kasutada. Insuliini puuduse korral on gliikoosi ainevahetus
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rakkudes hairitud, mistéttu keha rakud jaavad energiapuudusesse ja ei saa normaalselt

funktsioneerida. (Lepp jt., 2018)

1.1.2. Inimese pankrease kasvajad

Pankreasevahk on maailmas enam levinud vahitlldpide hulgas 12. kohal. 2020. aastal
registreeriti Gle maailma 495 000 uut kbhundarmevahi juhtumit (World Cancer Research
Fund). Eestis on k6hunaarmevahk samuti ks sagedamini esinevaid pahaloomulisi kasvajaid
nii meeste kui naiste hulgas (Eesti Vahiliit). 2020. aasta Eesti statistika jargi oli uusi
raporteeritud juhtumeid meeste hulgas 115 ja naiste hulgas 159. Aastatel 2016-2020 oli viie

aasta suhteline elulemus Eestis 8% (Zimmermann jt., 2023).

Kohunaarmevahi diagnoosimise teeb raskeks asjaolu, et varases arengujargus ei esine vahile
iseloomulikke simptomeid vdi sarnanevad simptomid monede teiste Ulakdhuorganite
haigustega (Tartu Ulikooli Kliinikum). Seetdttu diagnoositakse kdhundirmevihk patsientidel

sageli alles hilises staadiumis ning haiguse retsidiivsus on 80% (Mouratidis jt., 2021).

Kdhunaarmevahi tekkepdhjusteks peetakse diabeeti, kroonilist pankreatiiti, pankrease tsiste
ja geneetilist eelsoodumust kasvajate arengut soodustavate mutatsioonide tekkeks. Muud
riskitegurid on naiteks suitsetamine, alkoholi kuritarvitamine, Ulekaalulisus, metaboolne

siindroom, vananemine ja pidev to6alane kokkupuude nikliga (Wang jt., 2021).

Kdige sagedasem ja koige progressiivsem pankreasevdhi vorm on pankreasejuha
adenokartsinoom (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC), mis moodustab umbes 90%

koikidest pankreasevahi juhtudest (Stoffel jt., 2023; Sumiyoshi jt., 2023).

PDAC-i puhul on kdige sagedamini kirjeldatud mutatsioone KRAS (kirsten rat sarcoma viral
oncogene homologue) ja GNAS (GNAS complex locus) onkogeenides ning CDKN2A (cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A), TP53 ja SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4)
tuumorsupressor geenides (Wood jt., 2019). KRAS onkogeeni muteerumisel PDAC-is on kdige
sagedamini kirjeldatud 2. ja 3. eksoni asendusmutatsioone (>90%), mistSttu on dra rikutud
mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaasi (mitogen-activated protein kinase, MAPK) signaalirada
ning on hairitud kontroll rakkude jagunemise tle (Wood jt., 2019). Tuumorsuppressor geeni
CDKN2A poolt kodeeritud valk p16 on 90% juhtudest inaktiveeritud mutatsiooni voi
homoloogilise rekombinatsiooni tagajarjel (Caldas jt., 1994). Geenis TP53, mis kodeerib

tuumorsupressor valku p53, tekkivate asendusmutatsioonide tagajarjel vaigistatakse teine



alleel, mis loob eelsoodumuse kasvajate tekkeks (Scarpa jt., 1993). Pooltel PDAC-i juhtudest
on mutatsiooni tottu hairitud SMAD4 funktsioon ning seda on seostatud kasvaja kiire arengu,
metastaseerumise ja patsiendi halvema elulemusega (Racu jt., 2022; Wood, 2019). SMAD4
signaalirajas osalevad transformeeriv kasvufaktor beeta (transforming growth factor 3, TGFp)
ja luu morfogeneetiline valk (bone morphogenetic protein, BMP), mis on seotud kasvaja

epiteliaalsest rakutililibist mesenhiimaalseks Gleminekuga (EMT) (Racu jt., 2022).

1.2. Ariiiilsiisivesinike retseptor

1.2.1. Ariiiilsiisivesinike retseptori struktuur

Inimese aruulsisivesinike retseptori (aryl hydrocarbon receptor, AHR) geen paikneb 7.
kromosoomis ja koosneb 11 eksonist, millelt transkribeeritakse 6243 aluspaari pikkune mRNA
(Ensemble). AHR valk koosneb 848 aminohappest ning on jagatud kolmeks domeeniks (Joonis

2) (Hanieh jt., 2023; Uniprot).

Dimerisatsioon
Dimerisatsioon
Ligandide
seondumisala
Koaktivaatorite
seondumisala

DNA
] seondumisala

[ | [ I | [ |

bHLH domeen PAS domeenid TAD domeen

Joonis 2. Inimese AHR valgu struktuur. Kohandatud Hanieh jt, (2023) jargi.

Esimeses N-terminaalses domeenis asuv heeliks-ling-heeliks (bHLH) motiiv koosneb kahest
funktsionaalsest konserveerunud alast: ,,b“ regioon, mis seondub DNA-ga ja heeliks ,HLH"
regioon, mis soodustab dimerisatsiooni teiste valkudega (Hanieh jt., 2023). Lisaks sisaldab
bHLH regioon tuuma ja tsttoplasma transpordiks vajalikku tuuma lokalisatsiooni (nuclear
localization signal, NLS) ja tuuma ekspordi signaali (nuclear export signal, NES) (lkuta jt., 1998).
Teise domeeni AHR-is moodustavad kaks Per-ARNT-Sim (PAS) domeeni PAS-A ja PAS-B. PAS-A

osaleb dimerisatsioonil teiste valkudega ning PAS-B vahendab AHR-i seondumist liganditega
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(Hanieh jt., 2023). Kolmandas C-terminaalses domeenis asuv transaktivatsiooni domeen
(transactivation domain, TAD) koosneb kolmest jargnevast alamdomeenist: glutamaadi ja
aspartaadi rikas piirkond (G/A), glutamiini rikas piirkond (Q-rich) ja regioon, mis on rikastatud

seriini, treoniini ja proliiniga (P/S/T) (Larigot jt., 2018).

1.2.2. Ariiiilsusivesinike retseptori aktivatsioon

AHR-i aktiivsus on kompaktselt reguleeritud erinevate mehhanismide poolt tsitoplasmas ja
tuumas (Hanieh jt., 2023). Inaktiivses olekus, ligandi puudumisel, asub AHR tsitoplasmas ja
on seotud aktiini filamentide ja mitmete tSaperonidega (HSP90, p23 ja AIP) (Opitz jt., 2023).
Kuumasoki valk 90 (heat shock protein 90, HSP90) varjab AHR-i DNA seondumisala, sailitades
seejuures ligandiga seondumiseks AHR-i 6ige konformatsiooni ja valk p23 stabiliseerib AHR-i
ning tema kofaktorite kompleksi. AHR-iga seonduv valk (AHR intercating protein, AIP), tuntud
ka kui B-hepatiidi viiruse X-seoseline valk 2 (Hepatitis B virus X-associated protein 2, XAP2),
inhibeerib AHR-i ubikvitinatsiooni tslitoplasmas, et valtida AHR-i lagundamist (Stockinger jt.,

2014; Kazlauskas jt., 1999).

Ligandi seondumisel tSaperonid ei eemaldu, vaid toimub AHR-i konformatsiooni muutus, mille
tulemusena transportvalk, importiin 3, seondub AHR-i NLS-iga, initsieerides sellega valgu

liilkumise tslitoplasmast tuuma (Stockinger jt., 2014).

Tuumas liitub AHR-i ja tSaperonide kompleksiga AHR-i tuuma translokaator (AHR nuclear
translocator, ARNT), mille tulemuseks on konformatsiooni muutus, tSaperonide vabanemine
ja NES jarjestuse eksponeerimine (Stocking jt., 2014). ARNT seondumine varjestab NES
seondumisala, takistades AHR-i kohest eksporti tsiitoplasmasse (Davarinos ja Pollenz, 1999).
AHR-ARNT kompleks on voéimeline seonduma spetsiifilistele ksenobiootikumi vastuselemendi
(xenabiotic response element, XRE) jarjestustele 5-TNGCGTG-3' sihtmarkgeenide

promootoraladel, milleks on naiteks geenid CYP1A1, CYP1B1, AHRR (Swanson jt., 1995).

Lisaks teistele geenidele indutseeritakse AHR ja ARNT dimeeri kompleksi poolt ka AHR-i
repressori (AHR repressor, AHRR) ekspressioon, mis on AHR-i enda aktiivsuse negatiivse
tagasiside regulatsioonimehhanism (Stevens jt.,, 2009). AHRR konkureerib AHR-iga
moodustama kompleksi ARNT-iga, mille tulemusena ei teki AHR-ARNT kompleksi ja AHR-i
poolt indutseeritud geeniekspressioon surutakse maha (Joonis 3) (Mimura ja Fujii-Kuriyama,

2003).
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Joonis 3. AHR-i transkriptsiooni aktivatsiooni mehhanism ja AHR-i negatiivne tagasiside rada
AHRR-i poolt. Kohandatud Mimura ja Fujii-Kuriyama (2003) jargi.

Peale sihtmarkgeenide indutseerimist vdi represseerimist toimub AHR-i lahkumine XRE
jarjestuselt ning transport NES jarjestuse abil tuumast tstitoplasmasse, kus toimub AHR valgu

proteosomaalne degradatsioon. (Davarinos ja Pollenz, 1999).
1.2.3. Ariiiilsiisivesinike retseptori funktsioonid

AHR-i ekspressiooni on kirjeldatud kopsude, neerude, maksa, soogitoru, kdhunaarme,
munandi, harkndaarme ja vorkkesta kudedes peamiselt epiteelirakkudes (Jiang jt., 2010).
Uhtlasi on AHR-i ekspressioon varieeruv sdltuvalt koetiiiibist v&i organist (Yin jt., 2016). Hetkel

on AHR-il teada Uiks isovorm, teiste isovormide kohta andmed puuduvad (Uniprot).

Ligand-aktiveeritava transkriptsioonifaktori AHR-i peamisteks eksogeenseteks liganditeks on
politsiklilised aromaatsed sisivesinikud (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH). Tuntuim
PAH on keskkonna kemikaal 2,3,7,8 tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) (Al-Ghezi jt., 2019).
Lisaks eksogeensetele liganditele aktiveerivad AHR-i regulatoorset rada ka endogeensed

ligandid, milleks Uks on kinureniin (kynurenin, KYN), mis moodustub triiptofaanist
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indoolamiin-2,3-dioksiligenaasi (IDO) ja triptofaani dioksiigenaasi (TDO) abil (Wang jt., 2020).
KYN soodustab NAD+ tootmist triptofaanist ja vahendab pdletikulisi reaktsioone
immunoloogiliselt privilegeeritud piirkondades, nagu naiteks silm, aju, platsenta ja kaarsool.

(Gouasmi jt., 2022).

Kuigi AHR-i kirjeldati esimesena kui ksenobiootikumide metabolismi regulaatorit, on ndidatud
tema osalust ka mitmetes teistes rakkudele olulistes protsessides, nagu naiteks apoptoos,
rakutsUkli regulatsioon ja immunoloogilised protsessid (Stevens jt., 2009; Yin jt., 2016). AHR
aktiveerib valgu COX2 ekspressiooni, mis osaleb apoptoosi inhibeerimisel. Labi kaheastmelise
reaktsiooni katallitisib COX2 arahhidoonhappest erinevate prostaglandiini isovormide, nagu
nditeks PGE2, PGD2, PGI2, PGF2aq, slinteesi. PGE2 osaleb rakkude apoptoosi inhibeerimisel ja
invasioonil, Ghtlasi osaleb PGE2 ka fiisioloogilistes protsessides vahendades valu, tundlikkuse,

palaviku ja poletiku teket (Sobolewski jt., 2010; Yamaki jt., 2004; Ma jt., 2006).

Tuumorsupressorvalk p53 on rakkudes kirjeldatud apoptoosi indutseerijana ja rakutstkli
peatajana suure DNA kahjustuse korral. AHR-i ja p53 seost on naidatud topelt knock-out hiirtes
(AhR™~, p537/7), kus AHR-i ekspressiooni vilja liilitamine tdstis kasvajate esinemissagedust ja
vahendas hiirte elulemust vérreldes AhR** p53~/~ hiirtega (Phillips jt., 2022). Seda kinnitab
asjaolu, et nii AHR kui ka p53 reguleerivad samade rakutsiikli kontrollpunktide ja
programmeeritud rakusurma reguleerivate valkude transkriptsiooni, nditeks tuumorsupressor
p21 ja proapoptootilised faktorid nagu B-raku limfoom-2-seoseline X-valk (B-cell lymphoma-
2-associated X protein, BAX) ning insuliinitaoline kasvufaktoriga seondav valk (insulin-like
growth factor binding protein, IGFB3) (Elson ja Kolluri., 2023). Uhtlasi on niidatud, et AHR
osaleb T-rakkude immuunvastuse valjakujunemisel |abi AHR/IDO/KYN signaalraja, mdjutades
naiteks abistaja T-rakkude (helper T-cells, Th) tsitokiinide IL-4, IL-5, INF-y, IL-17A ja IL-22
sekretsiooni, mille tagajarjeks on pdletiku, autoimmuunreaktsiooni, immunosupressiooni voi

immuunresistentsuse teke (Kou ja Dai, 2021).

Rakkude migratsioonil on organismis oluline roll nditeks haava paranemisel, immuunvastuse
kujunemisel, kudede morfogeneesis ja regeneratsioonis. Varasemalt on ndidatud, et AHR
reguleerib hiires tapjarakkude (natural killers, NK) migratsiooni Asb2 (ankyrin repeat and SOCS
box protein 2) valgu ekspressiooni kaudu (Shin jt., 2021). Lisaks on ndidatud, et AHR-i signaali
Uleekspressiooni tulemusena tekivad migratsioonihdired interneuronite arengus, mis voib

seletada TCDD poolt pohjustatud neurotoksilisust (Kimura jt., 2016).
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Enim kirjeldatud AHR-i sihtmarkgeenideks on tsiitokroom P450 perekonda kuuluvad CYP1A1
ja CYP1B1, mis osalevad peamiselt ksenobiootikumide detoksifikatsioonil (Larigot jt., 2018).
Samas on nadidatud, et AHR indutseerib tugevalt CYP1Al ekspressiooni, mis omakorda
metaboliseerib mitmeid prokantserogeenseid (ihendeid, nagu nditeks benso[a]plireeni
(benzo[a]pyrene, BaP), mille vahelhendid vdivad reageerida DNA-ga ning pohjustada

mutageneesi (Murray jt., 2014).

Seoses hiljutise Glemaailmse pandeemiaga on AHR-i suurenenud ekspressiooni seostatud ka
koroonaviirusega. Naidati, et SARS-CoV-2 infektsioon kaivitab kopsuepiteeli rakkudes AHR-i
aktivatsiooni, mis pdhjustab lima peamiste makromolekulaarsete komponentide, mutsiinide,
Uleekspressiooni. Selle tulemusena pakseneb vere-8hu barjaar, mis takistab hapniku

difusiooni sissehingatavast 6hust verre ning suureneb hiipoksia tekke risk (Liu jt., 2020).

1.2.4. Ariiiilsiisivesinike retseptori roll kasvajates

Erinevates vahimudelites on kirjeldatud nii AHR-i kasvajaid aktiveerivat kui inhibeerivat rolli.
AHR-i suurenenud tase on lisaks pankreasele leitud naiteks kroonilise limfotstitleukeemia,
taiskasvanu T-rakulise leukeemia, rinna-, mao-, pea-, kaela-, neeru- ja kopsuvahi korral (Sherr
ja Monti, 2013; Hayashibara jt., 2003; Baker jt., 2020; DiNatale jt., 2012; Ishida jt., 2010; Peng
jt., 2009). Reageerides nii eksogeensetele kui endogeensetele liganditele véivad AHR-i
suurenenud ekspressiooni tagajarjel tekkinud signaalmolekulid md&jutada raku
adhesioonimolekulide ja -signaalide ekspressiooni vahenemist, muutes seeldbi vahirakud
liikuvamaks ja invasiivsemaks (Griffith ja Frankel, 2024). Naiteks on rinnavahi rakuliinis MCF7
kirjeldatud, et TCDD poolt aktiveeritud AHR on vdimeline katkestama rakkudevahelisi
kontakte ning indutseerima vahirakkude migratsiooni c-Jun N-terminaalse kinaasi (c-Jun N-
terminal kinase, JNK) séltuva signaaliraja kaudu (Diry jt., 2006). AHR-i liigne aktiivsus
soodustab SNAI2 (snail family transcriptional repressor 2) ekspressiooni suurenemist, mis
omakorda parsib E-kadheriini ekspressiooni. Selle tulemusena vaheneb rakkude adhesioon
ning tekib kasvajarakkude epiteliaalsest rakuttitbist Uleminek mesenhiimaalseks, mis
hélbustab kasvajarakkude invasiivsust, migratsiooni ja metastaaside teket (Murray jt., 2014).
AHR vGib kasvajate teket soodustada ka apoptoosi inhibeerimisega. Lisaks Ulalpool mainitud
apoptoosi inhibeerimisele Iabi COX2 ekspressiooni aktivatsiooni, inhibeerib AHR mitmete

teiste antiapoptootiliste valkude, nagu naiteks X-seotud apoptoosivalgu inhibiitor (X-linked
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inhibitor of apoptosis, XIAP) ja B-raku limfoom 2 (B-cell lymphoma 2, BCL-2) aktivatsiooni
(Griffith ja Frankel, 2024).

Kiiresti suureneva kasvajarakkude massi jaoks on angiogenees Ulioluline, sest sellest sdltub
rakkude varustamine hapniku ja toitainetega. Toitainete vahesuse korral suureneb oht kasvaja
metastaseerumiseks (Kreuzaler jt., 2020). AHR on vdimeline angiogeneesi soodustama
mitmesuguste  mehhanismide  kaudu. Transkriptsiooniliselt  aktiivsed  AHR-ARNT
heterodimeerid interakteeruvad hiipoksiat indutseeritava faktoriga-la (hypoxia inducible
factor-1a, HIF-1a), et Uhelt poolt suurendada IL-8 ja veresoonte endoteeli kasvufaktori
(vascular endothelial growth factor, VEGF) ekspressiooni, samal ajal alla reguleerides TGFf
ekspressiooni, mis soodustab uute veresoonte moodustumist (Roman jt., 2009). Varasemalt
on naidatud, et hiipoksia tingimustes muutuvad PDAC-i rakud invasiivsemaks, seda pdhjusel,
et HIF valgud reguleerivad sihtmarkgeene, mis on seotud angiogeneesi, metabolismi,

migratsiooni, invasiooni, immuunvastuse ja ravimresistenstusega (Sun jt., 2015).

Kui valdavalt on levinud arusaam, et kasvajate teket pdhjustab pigem AHR-i aktivatsioon, siis
tegelikult on kirjeldatud ka AHR-i kasvajaid inhibeerivat rolli kopsu-, eesndarme-, maksa- ja
nahavahi mudelites (Elson ja Kolluri, 2023). Wnt/B-kateniini signaalirada on kriitilise
tahtsusega embriionaalses arengus ja tdiskasvanud kudede homdostaasis (Liu jt., 2022).
Naiteks maksa- ja soolevahi mudelites naidati, et AHR-i aktiivsuse kadumine soodustas Wnt
signaaliraja suurenenud aktiivsust ning tuumorigeneesi téusu (Elson ja Kolluri, 2023). Lee jt
(2016) naitasid, et ligandist s6ltumatu AHR on vGimeline parssima kopsuvahi rakkude H1299
invasiooni. Ligandiga mitteseotud Ulileekspresseeritud AHR seostus tslitoplasmas SMAD4 ja
Jun-aktivatsiooni domeeni siduva valguga (Jun-activation domain binding protein, JAB1), et
kutsudes sellega esile SMAD4 ubikvitinatsiooni ja proteasomaalse lagundamise. Selle
tulemusena reguleeriti alla ka TGFB signaalitlekanderaja aktiivsus ning vahenes metastaaside

teke EMT vahenemise kaudu (Lee jt., 2016).

AHR-i rolli tottu kasvajate arengus peetakse teda potentsiaalseks terapeutiliseks sihtmargiks,
kuna AHR-i ligandid vGivad parssida vahirakkude proliferatsiooni ja migratsiooni, indutseerida
rakkude diferentseerumist ning soodustada apoptoosi (Elson ja Kolluri, 2023). Hetkel on
kdimas erinevad AHR-iga seotud kliinilised vahiravimite katsetused. 2022 aasta faas 1 katses
(NCT04069026) kirjeldati AHR-i antagonisti BAY2416964 kasutamisel esialgset kasvajavastast
toimet (Dumbrava jt., 2023). Lisaks on faas 1 katses AHR-i antagonistid SR-1 (NCT04200963)

ja IK-175 (NCT02765997).
14



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. T66 eesmargid

Kaesoleva bakalaureuset66 eesmargid olid:

1. Vorrelda AHR-i agonistide (TCDD ja KYN) ja antagonisti (BAY) mdju BxPc-3 ja
SU.86.86 rakkude migratsioonile.

2. Vorrelda, kas AHR-i antagonisti ja agonisti t66tlusel on erinev moju BxPc-3 ja
SU.86.86 rakkude migratsioonile hipoksia tingimustes (20% CO,) vérreldes

normaalsete kasvutingimustega (5% CO).

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Inimese pankreasevahi rakuliinide kasvatamine

T66s kasutatiinimese PDAC-i rakuliine BxPc-3 ja SU.86.86, mis saadi koostoopartneritelt Leedu
Terviseteaduse Ulikoolist. Rakke kasvatati RPMI 1640 sé6tmes 100 mm koekultuuri tassidel
(Corning Inc.), mis sisaldas L-glutamiini ja 25 mM HEPES-t (Corning Inc.), 10% veise loote
seerumit (fetal bovine serum, FBS) (Thermo Fisher Scientific Inc.) ja 1% penitsilliini-
streptomdtsiini (I6ppkontsentratsioon 100 U/mL penitsilliini ja 100 pg/mL streptomutsiini)
(Capricorn Scientific). Rakke kasvatati inkubaatoris temperatuuril 37°C ja 5% v6i 20% CO;
tingimustes. S66tme vahetamiseks vdi rakkude passeerimiseks eemaldati tassidelt vana s66de
ja pesti rakke 1x PBS lahusega (Corning Inc.). Parast PBS-i eemaldamist lisati rakkudele 2 mL
tripsiini (Corning Inc.) ja inkubeeriti 5 min 37 °C juures vastavalt 5% v6i 20% CO; tingimustes.
Tassidelt lahti tulnud rakud korjati RPMI 1640 so6tmega tuubi ja tsentrifuugiti
toatemperatuuril kiirusega 293 RCF-i 5 min. Parast supernatandi eemaldamist suspendeeriti

rakud 10 mL RPMI 1640 kasvusdotmes ning kiilvati uuele tassile voi tassidele.

2.2.2. Rakkude migratsioonivéime hindamine

Rakkude migratsiooni hinnati kasutades 8.0 um poori suurusega Greiner Bio-One ThinCert™
koekultuuri kambreid (Fisher Scientific). BxPc-3 ja SU.86.86 rakud kiilvati 6-kannulistele
plaatidele tihedusega 100 000 rakku kannu kohta. Rakkude arvu hinnati kasutades
automatiseeritud lugemismasinat Countess™2 (Thermo Fisher Scientific Inc.) ning
spetsiaalseid lugemisplaate (Thermo Fisher Scientific Inc.). Lugemisplaadi Uhte pessa
pipeteeriti 5 pL rakususpensiooni ja 5 uL 0.4% tripaansinise (Thermo Fisher Scientific Inc.)
segu.
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BxPc-3 ja SU.86.86 rakke inkubeeriti 24h antagonisti (BAY, 10 uM) ja agonistidega (KYN, 150
UM; TCDD 10 nM). Kontrollina kasutati tootlemata (NT) ja DMSO-ga toodeldud rakke. Parast
inkubatsiooni kanti 15 000 rakku 350 pl seerumita kasvusé6tmes Greiner Bio-One ThinCert™
koekultuuri kambrisse, mis omakorda asetati 24-kannulisele koekultuuri plaadile. Kambri alla
kannu pdhja lisati 750 ul seerumit sisaldavat kasvuséddet. Rakke inkubeeriti 24 tundi 37°C ja

5% CO3 juures.

Greiner Bio-One ThinCert™ koekultuuri kambrites olevad rakud fikseeriti 1 mL 4%
paraformaldehiiidiga 3 min toatemperatuuril, seejarel pesti kaks korda 1x PBS-iga ning
permeabiliseeriti 1 mL metanooliga 20 min toatemperatuuril. Parast kahekordset pesu PBS-
iga, varviti rakud mikroskoobi all visualiseerimiseks 1 mL Coomassie Blue lahusega (0,4% mg
Coomassie® Brillant Blue G 250, 10% sidrunhape, 8% ammonium sulfaat, 20% metanool).
Plaat kaeti fooliumiga ja inkubeeriti 20 min toatemperatuuril pimedas. Jargnevalt pesti
kambreid MQ veega kaks korda ja membraanist mitte labi liikunud rakud eemaldati kambrist
ettevaatlikult niisutatud vatitikuga. Piltide tegemiseks kasutati Eclipse T100 (Nikon®)
mikroskoopi ja 20x suurendust. Igast kambrist tehti vahemalt 8 pilti erinvatest asukohtadest.
Rakkude lugemiseks kasutati Imagel (versioon 1.8.0) programmi, kus nummerdati varvunud

rakud Uhekaupa. Katse viidi mdlema rakuliini puhul labi kolmes korduses.

2.2.3. In vitro kraape-meetodil haava paranemise katse

Rakud BxPc-3 ja SU.86.86 kiilvati 6-kannulisele plaadile ja kasvatati kuni konfluentsuse
saavutamiseni. Konfluentsetelt rakkudelt eemaldati vana s66de ja lisati seerumita s6dde,
millega inkubeeriti rakke 2 tundi. Seejarel tdommati 200 ul steriilse pipetiotsikuga umbes 250
um laiune rakuvaba ala, nn “haav” ning rakkudele lisati kolmes erinevas kontsentratsioonis
antagonisti sisaldav seerumita s66de (BAY 0,1 uM; BAY 1 uM; BAY 10 uM) ja agonist (TCDD,
10 nM). Kontrollina kasutati kemikaalivabas seerumita so6tmes (NT) ja DMSO-ga inkubeeritud

rakke.

Koheselt péarast ,haava” tekitamist pildistati rakke Eclipse T100 (Nikon®) mikroskoobiga
kasutades 10x suurendust. ,Haava“ asukoht margistati markeriga ning ,haava”
kinnikasvamise jalgimiseks tehti ,haavast” pildid iga 24 tunni jarel. Piltide anallisimiseks
kasutati Imagel (versioon 1.8.0) programmi, mille abil m&ddeti iga 24h jarel rakuvaba ala.

Rakuvaba ala normaliseeriti esialgse haava suuruse suhtes. Katse viidi mélema rakuliini puhul
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labi viies korduses. Tulemusi vorreldi ,haava“ algse suuruse suhtes ja valjendati ,,haava“ kinni

kasvamise protsendina.

2.2.4. Andmeanaliiius

Kaesolevas bakalaureusettos korrati igat katset vahemalt kolm korda. Tulpdiagrammidel on
tulemuste keskvaartused koos 95% usaldusintervallidega. Statistilise olulisuse maaramiseks
kasutati kahepoolset sGltumatut (tlilip 2) Studenti t-testi Microsoft Excelis (versioon 2403).

Statistilise olulisuse nivooks loeti P-vaartust < 0,05.
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2.3. TULEMUSED

2.3.1. AHR-i antagonisti ja agonistide moju BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsioonivdoimele

Varasemad uurimused on naidanud, et suurenenud AHR-i ekspressioon soodustab
kasvajarakkude migratsiooni ja invasiooni, mille tulemusena vdivad tekkida metastaasid,
ravimresistentsus ja immuunvastuse haired. Selle tulemuseks on see, et vahktdvega
patsiendid vajavad invasiivseid kirurgilisi protseduure, nende ravivdimalused ja elulemus
vahenevad (Griffith ja Frankel 2024; Murray jt., 2014). Seega on vaja pohjalikumat arusaama
kasvajarakkude migratsiooni soodustavatest teguritest, et leida potentsiaalselt tdhusaid

terapeutilisi sihtmarke.

A NT DMSO BAY
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@ BxPc-3 rakkude migratsioon
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e NT DMSO BAY KYN TCDD

Kemikaalitootlused

Joonis 4. AHR antagonisti ja agonistide moju BxPc-3 rakkude migratsioonile. BxPc-3 rakkude
naitlikud pildid koekultuuri kambris tehtud migratsiooni katsest, kasutades antagonisti (BAY,
10 uM) ja agoniste (KYN, 150 uM; TCDD, 10 nM), mdotkava vastab 500 um-le (A). Rakkude
keskmine arv vaateviljas (B).
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Toos kasutatud PDAC-i paritoluga BxPc-3 ja SU.86.86 rakuliinides on varasemate uuringute
kohaselt detekteeritud kérge AHR-i valgu ja mRNA tase (Konsa, 2021). Kiesolevas t60s uuriti,
kas AHR-i agonistid ja antagonist m&jutavad kasvajarakkude migratsiooni 3D Greiner Bio-One
ThinCert™ koekultuuri kambrites. Katse tulemused naitasid, et kasutatud kemikaalid ei
mdjutanud BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsioonivdimet. Agonistid ja antagonist kaitusid
molema rakuliini puhul sarnaselt, mis tahendab, et ei tekkinud kasvajarakkude migreerumise
erinevusi AHR-i aktivaatorite ja inhibiitori toime vahel. Statistiliselt olulist erinevust

tootlemata rakkude ja toodeldud rakkude vahel ei olnud (Joonis 4B ja 5B).

A NT DMSO BAY

SU.86.86 rakkude migratsioon

45

40

35
3
2
2
1
1

0

NT KYN

DMSO BAY TCDD
Kemikaalitootlused

o v o wn o

Keskmine rakkude arv vaateviljas
w

Joonis 5. AHR antagonisti ja agonistide mo6ju SU.86.86 rakkude migratsioonile. SU.86.86
rakkude naitlikud pildid koekultuuri kambris tehtud migratsiooni katsest, kasutades
antagonisti (BAY, 10 uM) ja agoniste (KYN, 150 uM; TCDD, 10 nM), mod6tkava vastab 500 um-
le (A). Rakkude keskmine arv vaatevaljas (B).
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2.3.2. AHR-i antagonisti ja agonisti moju BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsioonile normaal-

ja hiipoksia tingimustes.

Lisaks uuriti ka rakkude migratsiooni 2D in vitro kraape-meetodil haava paranemise katsega.
Sun jt (2015) uuringus naidati, et hipoksia soodustab PDAC-i rakuliini CaPan2 rakkude
migratsiooni (Sun jt., 2015). Antud katse eesmark oli teada saada, kas AHR-i antagonisti ja
agonisti tootlusel on erinev mdju BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsioonile hlipoksia (20%
CO03) kasvutingimustes ja normaaltingimustes (5% CO,). Samades katsetingimustes uuriti lisaks

kemikaali BAY erinevate kontsentratsioonide mdju.

A Oh 48h
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g 10y
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[
’ T %
24h 48h
15’1YM BNT ®DMSO WBAYO,1uM MBAY 1uM mBAY 10uM mTCDD
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Joonis 6. AHR antagonisti ja agonisti moju BxPc-3 rakkude haava paranemisele 5% CO;
tingimustes. BxPc-3 rakkude naitlikud pildid in vitro kraape-meetodil haava paranemise
katsest 5% CO; kasvutingimustes, kasutades antagonisti (BAY, 0,1 uM; BAY 1 uM; BAY, 10 uM)
ja agonisti (TCDD, 10 nM), mé&6tkava vastab 250 um-le (A). Haava kinni kasvamine (%)(* P <
0,05 vs NT) (B).

Eksperimendi tulemus nditas, et CO; erinev kontsentratsioon kasvukeskkonnas mdjutas BxPc-
3 ja SU.86.86 rakkude migratsiooni. Kdige paremini oli see vdljendunud BxPc-3 rakkude puhul,

kus 5% CO; tingimustes toimus “haava kinni kasvamine” NT rakkude ja TCDD-ga to6deldud
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rakkudega 48 tundi, samas 20% CO; tingimustes kulus TCDD-ga to6deldud rakkudel 72 tundi.
NT rakkude migratsioon oli 20% CO; juures margatavalt aeglasem vorreldes 5% CO,-ga. Samuti
oli BxPc-3 rakkude migratsioon 20% CO> juures aeglasem DMSO td6tluse ja kdikide kasutatud
BAY kontsentratsioonide korral. SU.86.86 NT rakkudel laks 5% CO; juuresolekul “haava kinni
kasvamiseks” aega 96 tundi. 20% CO; tingimustes |Gpetati katse 96 tunni jarel, sest rakud

enam ei migreerunud ja tassidele tekkis ohtralt surnud rakke.
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Joonis 7. AHR antagonisti ja agonisti moju BxPc-3 rakkude haava paranemisele 20% CO;
tingimustes. BxPc-3 rakkude naitlikud pildid in vitro kraape-meetodil haava paranemise
katsest 20% CO; kasvutingimustes, kasutades antagonisti (BAY, 0,1 uM; BAY 1 uM; BAY, 10
UM) ja agonisti (TCDD, 10 nM), m&otkava vastab 250 um-le (A). Haava kinni kasvamine (%)(*
P < 0,05 vs NT) (B).

5% CO> kasvutingimustes migreerusid BAY-ga (0,1 uM; 1 uM; 10 uM) té6deldud BxPc-3 rakud
48 tunniga margatavalt vdahem vorreldes to6tlemata rakkudega. Migratsioonikiirus vahenes
vastavalt 0,79, 0,59 ja 0,54 korda. Tulemused on statistiliselt olulised (P < 0,05). BAY (0,1 uM
ja 1 uM) keskvaartused koos 95% veapiiridega on vordvaarsed DMSO-ga, mistdttu ei saa
kindlalt vaita, et tegemist on BAY inhibeeriva mdjuga migratsioonile, vaid pigem on tegemist

DMSO efektiga. Kuigi esimesel pdeval on ndaha TCDD suurendavat moju rakkude
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migratsioonile, siis 48 tunni parast on see Uhtlustunud ning vérdvaarne NT rakkudega (Joonis

6B).
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Joonis 8. AHR antagonisti ja agonisti moju SU.86.86 rakkude haava paranemisele 5% CO2
tingimustes. SU.86.86 rakkude naitlikud pildid in vitro kraape-meetodil haava paranemise
katsest 5% CO; kasvutingimustes, kasutades antagonisti (BAY, 0,1 uM; BAY 1 uM; BAY, 10 uM)
ja agonisti (TCDD, 10 nM), mé&6tkava vastab 250 um-le (A). Haava kinni kasvamine (%)(* P <
0,05 vs NT) (B).

20% CO; kasvutingimustes migreerusid BAY-ga (0,1 uM; 1 uM; 10 uM) té6deldud BxPc-3 rakud
vOrreldes NT-ga vastavalt 0,75, 0,75 ja 0,68 korda aeglasemalt, millest statistiliselt olulise
tulemuse andis 10 uM kontsentratsiooniga BAY (P < 0,05). TCDD-ga to6deldud BxPc-3 rakud
migreerusid 72 tunniga margatavalt rohkem vorreldes NT rakkudega (Joonis 7B).

Migratsioonikiirus suurenes 1,7 korda. Tulemus oli statistiliselt oluline (P < 0,05).

5% CO2 kasvutingimustes migreerusid DMSO, BAY (0,1 uM; 1 uM; 10 uM) ja TCDD-ga
toodeldud SU.86.86 rakud 96 tunniga margatavalt vihem vorreldes NT rakkudega (Joonis 8B).
Migratsioonikiirus vahenes vastavalt 0,73, 0,59, 0,72, 0,72 ja 0,63 korda. Tulemused olid
statistiliselt olulised (P < 0,05). Kuigi efekt oli margatav, olid tulemuste keskvaartused koos

veapiiridega DMSO-ga to66deldud rakkudega samavaarsed, mistottu oli tdenaoliselt tegemist

22



DMSO efektiga. Nendes tingimustes AHR-i agonisti ja antagonisti tootlusel SU.86.86 rakkudele

erinevat migratsiooni efekti ei olnud.
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Joonis 9. AHR antagonisti ja agonisti moju SU.86.86 rakkude haava paranemisele 20% CO.
tingimustes. SU.86.86 rakkude naitlikud pildid in vitro kraape-meetodil haava paranemise
katsest 20% CO; kasvutingimustes, kasutades antagonisti (BAY, 0,1 uM; BAY 1 uM; BAY, 10
UM) ja agonisti (TCDD, 10 nM), m&otkava vastab 250 um-le (A). Haava kinni kasvamine (%)(*
P < 0,05 vs NT) (B).

20% CO; kasvutingimustes migreerusid BAY-ga (1 uM ja 10 uM) to6deldud SU.86.86 rakud 96
tunniga margatavalt vdahem vorreldes NT rakkudega (Joonis 9B). Migratsioonikiirus vahenes
vastavalt 0,66 ja 0,64 korda. Tulemused olid statistiliselt olulised (P < 0,05). BAY-ga (10 uM)
toodeldud rakkude migratsiooni voimekuse vahenemist oli margata juba 24 tunni jooksul.
DMSO, BAY (0,1 uM) ja TCDD-ga toodeldud rakkude puhul ei tekkinud margatavat

migratsiooniaktiivsuse muutust vorreldes NT rakkudega isegi 96 tunni moéoédudes.
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2.4. ARUTELU

Kdesoleva bakalaureuset6d eesmark oli uurida, kas AHR-i agonistid (KYN ja TCDD) ja
antagonist (BAY) mdjutavad PDAC-i rakuliinide BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsiooni.
Toitainete vaeguse ja hapniku puuduse tulemusel vdib suureneda kasvajarakkude
migratsiooniaktiivsus, mis omakorda vdib viia metastaaside tekkeni (Suhail jt., 2019). Lisaks
vaheneb migratsiooni tulemusena lokaalsete ravimeetodite efektiivsus ja suureneb
retsidiivsus (Griffith ja Frankel 2024). Erinevad uuringud on ndidanud, et AHR on potentsiaalne
sihtmark, kuna osaleb erinevates rakkudele olulistes protsessides ning AHR-i aktiveerivat kui
inhibeerivat rolli on kirjeldatud erinevates kasvajates ja kasvajarakuliinides (Hanieh jt., 2023).
Sellest tulenevalt on antud teemat vaja uurida, et pdhjalikumalt aru saada kasvajarakkude
migratsiooni ja invasiooni soodustavatest teguritest ning leida potentsiaalselt tGhusaid

terapeutilisi sihtmarke kasvajavastaseks raviks.

Kaesolevas t60s kasutati kasvajarakkude migratsiooni hindamiseks 3D Greiner Bio-One
ThinCert™ koekultuuri kambreid. AHR-i agonistide ja antagonisti t66tluse tulemused BxPc-3 ja
SU.86.86 rakkudega ei ndidanud statistiliselt olulist m&ju vorreldes to6tlemata rakkudega.
Antud katse tulemused ei kinnita Diry jt (2006) ning Peng jt (2009) tulemusi, mis naitasid, et
TCDD-ga toodeldud rakkudel suureneb migratsiooniaktiivsus (Diry jt., 2006; Peng jt., 2009).
Kuna erinevate kasvajatlitipide tekkemehhanismid on erinevad, siis viitab antud t66s saadud
tulemus sellele, et kasutatud BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude puhul kasvaja tekkemehhanism ei
ole otseselt seotud AHR-iga ja AHR-i ekspressiooni suurenemine on pigem selle protsessi
tagajarg. Teiseks voib nende rakkude migratsiooniaktiivsus olla juba maksimaalne ning TCDD-
ga rakkude to6tlemine seda enam ei suurenda. Téendoliselt samadel pdhjustel ei mdjutanud

selles katses ka antagonist (BAY) BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsiooni.

Teiseks eesmargiks oli vorrelda, kas AHR-i antagonisti ja agonisti t66tlusel on erinev moju
BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsioonile 20% ja 5% CO; kasvutingimustes. Lisaks sooviti ndha
ka erineva BAY kontsentratsiooni mdojusid, kuna BAY faas 1 kliinilise katse esialgses
publikatsioonis oli kontsentratsiooniline mdju alles uurimisel (Dumbrava jt., 2023; kliiniline
katse NCT04069026). Selleks tehti 2D in vitro kraape-meetodil haava paranemise katse.
Varasemalt on antud katset tehtud erinevate t66tlustega ning saadud, et AHR on oluline BxPc-
3 rakuliini vahirakkude kasvuks, SU.86.86 rakuliini vahirakkude puhul erinevust ei taheldatud

(Stukas jt., 2023).
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Eksperimendi tulemused naitasid, et 20% CO; juuresolekul vdhenes migratsioon modlema
rakuliini puhul. See viitab sellele, et lisastress 20% CO; kontsentratsiooni ndol modjutab
rakkude migratsiooniaktiivsust. Meie laboris on varasemalt nadidatud, et 20% CO; tingimustes
vaheneb COX2 geeni ekspressioon (COX2 normaaltingimustel aitab rakkudel valtida
apoptoosi). See voib selgitada, miks rakud migreerusid vahem ja surnud rakke oli tassidel

rohkem.

20% CO; kasvutingimustes BxPc-3 rakkude puhul muutus migratsiooniaktiivsus haava kinni
kasvamiseks 48-1t tunnilt 72-le. SU.86.86 rakkude puhul 20% CO; tingimustes |Gpetati katse 96
tunni jarel, sest rakud enam ei migreerunud ja tassidele tekkis ohtralt surnud rakke. Antud
tulemused BxPc-3 ja SU.86.86 rakkudega ei kinnita Sun jt., (2015) tulemusi, mis naitasid, et

hipoksia tingimustes suureneb kasvajarakkude migratsioon (Sun jt., 2015).

Kui vorreldi 5% ja 20% CO> kasvutingimustes inkubeeritud TCDD (10 nM) ja BAY-ga (0,1 uM; 1
uM; 10 uM) téodeldud BxPc-3 rakke selgus, et TCDD mdjutas rohkem migratsiooniaktiivsust
20% CO; juuresolekul. 5% CO; juuresolekul oli TCDD-ga téodeldud rakkude
migratsiooniaktiivsus samavaarne NT-ga, antud tulemus viitab sellele, et kasvajarakkude
migratsioon voib olla juba maksimaalne, mist6ttu aktivaatori lisamisel (TCDD) migratsioon ei
suurene. Saadud tulemus on kooskdlas varasema katse tulemusega (Konsa, 2021). Samas oli
naha, et BxPc-3 rakud olid 20% CO; juuresolekul TCDD suhtes vastuvotlikumad vorreldes NT
rakkudega. BAY-ga (10 uM) toddeldud rakud naitasid molema kasvutingimuse korral
vaiksemat migratsioonikiirust vastavalt 0,54 korra vdrra 5% CO: juuresolekul ja 0,68 korra
vorra 20% CO; juuresolekul vorreldes NT-ga. Kuna mdlema kasvutingimuse korral oli ndha BAY
inhibeerivat mdju migratsioonile, viitab see sellele, et tavaparase koekultuuri tingimustes
kasutatava 5% CO2 muutmine 20%-ks ei muuda BxPc-3 rakke vastuvdtlikumaks AHR-i

antagonisti BAY suhtes.

Kui vorreldi 5% ja 20% CO; kasvutingimustes inkubeeritud TCDD (10 nM) ja BAY-ga (0,1 uM; 1
uM; 10 uM) téddeldud SU.86.86 rakke selgus, et 5% CO: juuresolekul oli kemikaalidega
toodeldud rakkude migratsioon samavaiarne DMSO-ga t6ddeldud rakkudega. See viitab
sellele, et rakkude migratsiooni muutus on pigem seotud DMSO mdjuga rakkudele. Antud
tulemus on kooskodlas Stukas jt (2023) saadud tulemusega, et AHR-i aktiveerimine voi
inhibeerimine ei modjuta SU.86.86 rakkude migratsiooni. Eksperimendi tulemustest selgus, et
rakud, mida to6odeldi BAY-ga (1 uM ja 10 uM) migreerusid 20% CO; keskkonnas margatavalt

aeglasemalt vorreldes rakkudega, mida kasvatati 5% CO- tingimustes. Saadud andmete pdhjal
25



vOib vaita, et SU.86.86 rakud olid 20% CO; tingimustes BAY (1 puM ja 10 uM) suhtes
vastuvotlikumad, samal ajal kui TCDD-ga t66deldud SU.86.86 rakkude migratsioon nii 5% kui

20% CO; tingimustes oli sarnane.

Antud katse nditas, et erinevad rakuliinid reageerivad erinevalt kemikaalide tootlustele
erinevates kasvutingimustes. See viitab sellele, et BxPc-3 ja SU.86.86 kasvajarakud, olgugi, et
molemad on PDAC kasvajaliinid, on tdendoliselt erineva tekkemehhanismiga. Seega tuleb
tapne terapeutiline sihtmark iga kasvaja puhul eraldi kindlaks teha, et rakendada véimalikult

tapset ja efektiivset ravi.

Edaspidiseks uurimiseks vdiks kasutada teisi PDAC-i rakuliine, kus AHR-i ekspressioon ei ole nii
suurelt Gles reguleeritud vdi kasutada rakuliine, milles saab AHR-i ekspressiooni ajutiselt Ules
reguleerida, et vbimalikke AHR-i inhibiitoreid ja aktivaatoreid testida. Sellised rakuliinid
vOimaldaksid paremini analllsida agonistide ja antagonistide md&ju rakkude

migratsioonivdimele.
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KOKKUVOTE

Kadesoleva bakalaureuseto6 eesmark oli uurida AHR-i agonistide ja antagonisti m&ju BxPc-3 ja
SU.86.86 rakkude migratsioonile. Lisaks teada saada, kas AHR-i antagonisti ja agonisti tootlusel
on erinev mG&ju BxPc-3 ja SU.86.86 rakkude migratsioonile normaal- (5% CO) ja hiipoksia (20%

CO;) tingimustes.

Kaesoleva t66 eksperimentaalse osa tulemustest selgus, et kemikaalitootlus ei mdjuta BxPc-3
ja SU.86.86 rakkude migratsiooni voimekust koekultuuri kambrites. Agonistid (KYN, TCDD) ja
antagonist (BAY) kaitusid mdlema rakuliini puhul sarnaselt, mis tdhendab, et ei tekkinud
kasvajarakkude migratsiooni erinevusi AHR-i aktivaatorite ja inhibiitori toime vahel. Lisaks
selgus in vitro kraape-meetodil Iabi viidud migratsiooni katsest, et 20% CO. kasvutingimused
vahendavad migratsiooni nii BxPc-3 kui ka SU.86.86 rakkudel. See viitab sellele, et lisastress
mojutab rakkude migratsiooniaktiivsust. Katsest, kus BxPc-3 rakke toodeldi erinevate BAY
kontsentratsioonidega, selgus, et 20%-ne CO; ei muuda BxPc-3 rakke BAY suhtes
vastuvotlikumaks. Seevastu TCDD-ga toodeldud BxPc-3 rakud nditasid 20% CO;
kasvutingimustes suuremat vastuvotlikkust ning nende migratsioon oli aktiivsem vorreldes
tootlemata rakkudega. Kui vorreldi samades kasvutingimustes BAY-ga t66deldud SU.86.86
rakke selgus, et 20% CO2 puhul olid SU.86.86 rakud BAY 1 uM ning BAY 10 uM suhtes
vastuvotlikumad, mistottu oli nende migratsiooniaktiivsus ka vaiksem. Kemikaalitdotlus 0,1
UM kontsentratsiooni BAY-ga oli BxPc-3 rakkudel 5% CO; ja SU.86.86 rakkudel nii 5% kui ka
20% CO; kasvutingimustes samavaarne DMSO-ga, mis viitab sellele, et rakkude migratsiooni

muutus 0,1 uM kontsentratsiooni BAY-ga on pigem seotud DMSO madjuga rakkudele.

Kokkuvottes voib 6elda, et AHR-i aktiveerimine vdi inhibeerimine ei mdjutanud BxPc-3 ja
Su.86.86 rakkude migratsiooni normaaltingimustel, samas vahendas suurem CO;
kontsentratsioon kasvukeskkonnas kasvajarakkude migratsioonivoimet. AHR-i agonisti toime
puudumine migratsioonile vois olla pdhjustatud sellest, et nende rakkude
migratsiooniaktiivsus oli juba maksimaalne ning rakkude t66tlemine aktivaatoriga seda enam
ei suurendanud. Edasistes katsetes AHR-i inhibiitoritega voiks kasutada PDAC-i rakuliine,
milles AHR-i ekspressiooni ei ole algselt nii korge, et seda oleks voimalik aktivaatorite ja

inhibiitoritega reguleerida.
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»Effects of aryl hydrocarbon receptor agonists and antagonist on cell migration in human

pancreatic ductal adenocarcinoma cells”

Egert Vene

SUMMARY

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most occurring types of pancreatic
cancer. PDAC is a highly aggressive malignant type of cancer and is the fourth leading cause of
cancer-related death worldwide. PDAC has a poor, less than 10% five-year survival rate due to
the lack of early diagnosis and limited treatment options. This highlights the urgent need to
investigate the cancer development mechanisms to identify new potential therapeutic
targets. Aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-activated transcription factor. Previous
studies have shown that upregulating or downregulating AHR expression is associated with
various oncogenic processes in tumours of different origins. Due to the extensive range of

AHR’s influence, it holds significant potential as a target for multiple therapeutic drugs.

This bachelor’s thesis aimed to investigate the effect of AHR agonists (KYN, TCDD) and an
antagonist (BAY) on the migration of BxPc-3 and SU.86.86 cells using the transwell migration
assay. Additionally, using an in vitro wound healing assay, the study explored whether
treatment with the AHR antagonist (BAY) and agonist (TCDD) has differential effects on the
migration of BxPc-3 and SU.86.86 cells under 20% CO growth conditions compared to regular

5% CO; conditions.

The transwell migration assay demonstrated that different chemical treatments did not affect
the migration capacity of BxPc-3 and SU.86.86 cells. The agonists (KYN, TCDD) and the
antagonist (BAY) behaved similarly in both cell lines, indicating no differences in tumour cell
migration between AHR activators’ and inhibitor’s actions. However, when comparing 5% and
20% CO; growth conditions in BxPc-3 and SU.86.86 cells using wound healing assay, a
significant reduction in cell migration was observed under 20% CO,. However, the AHR
antagonist (BAY) and agonist (TCDD) affected the BxPc-3 and SU.86.86 cells differently under

various growth conditions, indicating diverse mechanisms in tumour cell development.
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