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""Ariiiilsiisivesinike retseptori ekspressioon inimese embriionaalsete tiivirakkude varasel

diferentseerumisel"’

Inimese embriionaalsed tiivirakud on pluripotentsed, mis tdhendab, et neist on vdimalik saada
koigi kolme lootelehe rakke. Lisaks on vdimalik neid tédnapdeval indutseerida diferentseeruma
spetsiifiliste kemikaalide ja kommertsiaalsete sootmetega.

Artiilsiisivesinike retseptor (AHR) on transkriptsioonifaktor, mis on enim tuntud kui
keskkonnakemikaalide kahjutustaja, kuid {iha enam niib sel olevat ka regulatoorne roll
erinevates fiisioloogilistes protsessides. Hiire puhul on ndidatud, et embriionaalsete tlivirakkude
varajasel diferentseerumisel Ahr-i  ekspressioon suureneb. Seetdttu piistitati antud
bakalaureusetdds eesmirgiks uurida, kas AHR-1 ekspressioon muutub ka inimese
embriionaalsete tlivirakkude H9 rakuliini varasel diferentseerumisel.

Saadud tulemustest leiti, et vastupidiselt hiire rakkudele langeb 4AHR-1 ekspressioon inimese

embriionaalsete tiivirakkude varasel diferentseerumisel.

Mirksonad: AHR, hES rakud, diferentseerumine, pluripotentsus, OCT4

"The expression of aryl hydrocarbon receptor in the early differentiation of human

embryonic stem cells''

Human embryonic stem (hES) cells are pluripotent, which means that they are able to
differentiate into all derivatives of the three primary germ layers. In addition, it is possible to
induce their differentiation creating specific living environments with chemicals or special
induction mediums.

Aryl hydrocarbon receptor is known as a transcription factor involved in the regulation of
biological responses to environmental chemicals. Furthermore, it also serves as a regulator of
different physiological processes. It has been shown in mice that in the early differentiation of
embryonic stem cells the expression of aryl hydrocarbon receptor increases. Therefore, the
purpose of the current thesis was to examine whether the expression of aryl hydrocarbon
receptor also changes in the early induced differentiation of the H9 hES cell line.

The results of this thesis show a significant downregulation in the expression of aryl

hydrocarbon receptor during the early differentiation of hES cells.

Keywords: AHR, hES cells, differentiation, pluripotency, OCT4
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KASUTATUD LUHENDID

AHR - ariililstisivesinike retseptor (ary! hydrocarbon receptor)

ARNT - ariililstisivesinike retseptori tuuma lokalisaator (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator)

bHLH — heeliks-ling-heeliks (basic helix-loop-helix)

EB — embriionaalne keha (embryoid body)

hES rakud — inimese embriionaalsed tiivirakud (human embryonic stem cells)

NES — tuuma ekspordi signaal (nuclear export signal)

NLS — tuuma lokalisatsiooni signaal (nuclear localization signal)

OCT4 — oktameeri siduv transkriptsioonifaktor 4 (octamer-binding transcription factor 4)
OTX2 — geeni nimetus inglise keeles (orthodenticle homeobox 2)

POLR2A — RNA poliimeraas II subiihik A [polymerase (RNA) Il subunit A]

PVDF - poliiviniilideen difluoriid (polyvinylidene difluoride)

qPCR — kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (quantitative polymerase chain reaction)
RT-PCR — podrdtranskriptsioon poliimeraasi ahelreaktsioon (reverse transcription polymerase
chain reaction)

SDS PAGE - SDS-poliiakriitilamiid-geelelektroforees (SDS  polyacrylamide  gel
electrophoresis)

SOX2 — geeni nimetus inglise keeles [SRY (sex determining region Y)-box2]

SOX17 — geeni nimetus inglise keeles [SRY (sex determining region Y)-box17]



SISSEJUHATUS

Inimese embriionaalsed tiivirakud on rakud, mis on eraldatud blastotsiisti sisemisest
rakumassist. Nad on pluripotentsed, mistottu suudavad nad areneda kdigi kolme lootelehe
rakkudeks (Thomson et al., 1998). Embriionaalsete tiivirakkude pluripotentsuse séilitamisel on
olulised mitmed transkriptsioonifaktorid, milledest kdige tdhtsamad on OCT4, SOX2 ja
NANOG. (Lodish et al., 2012) Seetdttu kasutatakse neid pluripotentsusmarkeritena rakkude

1seloomustamiseks.

Inimese embriionaalsed tiivirakud suudavad diferentseeruda mistahes rakuks embriios. Kui neid
kasvatada suspensioonkultuuris, arenevad embriionaalsed tiivirakud embriionaalseteks
kehadeks, mis on komplekssed ja kolmemoddtmelised rakkude kogumikud (Dang et al., 2002).
Embriionaalsed kehad sarnanevad varastele embriiotele, moodustades mitmesuguseid
viimasele omaseid kudesid (Lodish ef al, 2012). Samuti on vdimalik spetsiifiliste
diferentseerumisprotsesside uurimiseks indutseerida embriionaalseid  tiivirakke
diferentseeruma  kindlasse  arengusuunda, kasutades spetsiifilisi kemikaale  vdi

kommertsiaalseid s60tmeid.

Artiilstisivesinike retseptor on ligand-sdltuv heeliks-ling-heeliks transkriptsioonifaktor (NCBI
d), mis on aktiveeritav mitmete ksenobiootiliste ja endogeensete ligandide poolt (Poland ja
Knutson, 1982, Miller, 1997, Heath-Pagliuso, 1998). AHR on enim tuntud kui
keskkonnakemikaalide kahjutustaja (NCBI d), kuid iiha enam néib tal ka olevat fiisioloogiline
roll erinevates rakulistes protsessides, omades niiteks tihtsust rakkude jagunemise (Gasiewicz
et al., 2014) ning rakutsiikli regulatsioonil (Hushka ja Greenlee, 1995) ja immuunsiisteemi

véljakujunemisel (Abbott ef al., 1999).

Kidesoleva bakalaureusetod kirjanduse iilevaates kirjeldatakse inimese embriionaalseid
tiivirakke ning nende omadusi ja tdhtsamaid pluripotentsusmarkereid. Samuti antakse iilevaade
embriionaalsete tiivirakkude diferentseerumisest ja kirjeldatakse ariiiilsiisivesinike retseptori
rolli inimese ja hiire rakkudes ning molekulaarset mehhanismi, mille kaudu ta mdjutab oma
sihtmdrkgeene. Praktilise osa eesmérgiks on uurida ariiiilsiisivesinike retseptori avaldumist

inimese embriionaalsetes tiivirakkudes ja nende varasel diferentseerumisel.

Mairksonad: AHR, hES rakud, diferentseerumine, pluripotentsus, OCT4
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Embriionaalsed tiivirakud

Pluripotentsus on raku vOime areneda mistahes rakuks embriios, kuid suutmatus
diferentseeruda ekstraembriionaalseteks kudedeks.

Peale esialgset 10igustumist moodustavad 16-raku staadiumis olevad rakud kompaktse
moorula. Moorula areneb blastotsiistiks, mis koosneb sisemisest rakumassist ning trofoblastist.
Seejuures annab sisemine rakumass aluse tulevasele embriiole, koondudes blastotsiisti {ihele
poolele. Varased blastomeerid suudavad areneda nii trofoblasti kui sisemise rakumassi
rakkudeks ning on seetdttu totipotentsed. Sisemise rakumassi rakud ei suuda enam trofoblastiks
areneda, mistottu on saadud rakud pluripotentsed. (Gilbert, 2010)

Sisemisest rakumassist isoleeritud rakud on embriionaalsed tiivirakud, mis vdivad seejérel
kultuuris piiramatult kasvada, uueneda ning areneda primaarsete lootelehtede rakkudeks

(Lodish et al., 2012).

1.1.1. Inimese embriionaalsed tiivirakud

Esmakordselt eraldati inimese embriionaalsed tiivirakud (hES rakud — hAuman Embryonic Stem
Cells) inimese blastotsiisti sisemisest rakumassist 1998. aastal. Isoleerimise tulemusena saadi
5 embriionaalset tiivirakuliini, millest H9 rakuliin sdilitas normaalse XX kartiotiiiibi ka peale 6
kuud koekultuuris kasvamist. Erinevalt somaatilistest rakkudest on hES rakkudel korge
telomeraasne aktiivsus ning nende telomeerid on pikad, mis on iiheks eelduseks sellele, et nad
suudavad 16pmatult jaguneda. Neid iseloomustab ka normaalne kariiotiilip ning genoomne

stabiilsus. (Thomson et al., 1998)

Peale esmakordset hES rakkude eraldamist niidati, et inimese embriionaalseid tiivirakke saab
kasvatada ainult hiire embriionaalsete fibroblastide toiterakkude kihi peal ilma, et toimuks
rakkude diferentseerumine (Thomson et al., 1998). Hiljem on niidatud, et hES rakke saab
kasvatada ka erinevatel ekstratsellulaarse maatriksi valke sisaldavatel pindadel (niiteks
Matrigel™-il v&i erinevatel laminiinidel). Seejuures siilib embriionaalsete tiivirakkude
normaalne kariiotiilip, nende vdime prolifereeruda ja neile omane kdrge telomeraasne aktiivsus
(Xuet al., 2001). Pracguseks on vilja tootatud palju erinevad s66tmeid inimese embriionaalsete

tivirakkude kasvatamiseks in vitro.

Rakkude ainulaadse geeniekspressiooni tdttu saab neid iiksteisest eristada molekulaarsete
markerite pohjal. Ka hES rakkude pluripotentsuse sdilitamises ja nende uuenemises osalevad

mitmed molekulaarsed markerid, nditeks asuvad rakkude pinnal karbohiidraadid ja
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gliikoproteiinid, mida saab kasutada nende kirjeldamisel. Seejuures kattuvad mitmed hES
rakkude pinnamarkerid ka inimese embriionaalsete kartsinoomi rakkude markeritega, mistottu
neid hES rakkude isoleerimisel kasutada ei saa. (Prowse et al., 2007) Selliste markerite hulka
kuuluvad SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 ja aluseline fosfataas. Seejures
ekspresseerub hiire embriionaalsetes tiivirakkudes ja kartsinoomi rakkudes marker SSEA-1,
kuid erinevalt inimesest ei ekspresseeru antigeenid SSEA-3 ja SSEA-4, mis viitab hiire ja

inimese olulisele erinevusele varases arenguetapis. (Thomson et al., 1998)

Pluripotentsuse sdilitamisel on oluline roll geenide regulatsioonil, milles osalevad
mitmesugused transkriptsioonifaktorid. Naiteks oktameeri siduv transkriptsioonifaktor 4
(OCT4 — octamer-binding transcription factor 4), SOX2 [SRY (sex determining region Y)-
box2] ja NANOG omavad téhtsat funktsiooni organismi varasel arenguetapil (Lodish et al.,
2012). On néidatud, et nad reguleerivad nende geenide avaldumist, mis kodeerivad mitmeid
arengus vajalikke homeodomédnidega transkriptsioonifaktoreid (Boyer et al., 2005).

Erinevalt sisemisest rakumassist on trofoblasti rakkudes OCT4 ja NANOG ekspressioon
inhibeeritud transkriptsioonifaktor CDX2 poolt, mistdttu need rakud ei ole pluripotentsed
(Gilbert, 2010).

Erineva tundlikkuse tottu diferentseerumise signaalide suhtes peetakse pluripotentsuse
médramiseks hES rakkudes parimaks markeriks transkriptsioonifaktor OCT4, kuna selle

ekspressioon langeb kiiresti rakkude diferentseerumisel (Ramirez et al., 2011).

1.1.1.1. OCT4

OCT4 ehk oktameeri siduv transkriptsioonifaktor 4 on POU perekonda kuuluv valk, mida
kodeerib POUSFI ehk OCT4 geen. Ulalmainitud transkriptsioonifaktor on oluline
embriionaalses arengus ja tiivirakkude pluripotentsuse siilitamisel. (NCBI a) Hiires on
nididatud, et embriio, milles puudub aktiivne Oct4 geen, areneb kiill blastotsiisti staadiumisse,
kuid sisemise rakumassi rakud pole pluripotentsed (Nichols ez al., 1998).

OCT4 kéitub ka rakutsiikli regulaatorina. Selle inhibeerimine embriionaalsetes tiivirakkudes
pohjustab proliferatsiooni peatumist, peatades rakutsiikli GO/Glfaasis. (Lee et al, 2010)
Seejuures seostatakse POUSFI geeni muutunud ekspressiooni ka véhi tekkega. (NCBI a)
Samuti on nédidatud, et ka hES rakkudes toimub aktiivne OCT4 geeni ekspressioon, mis tdendab
selle transkriptsioonifaktori olulisust pluripotentsuse sdilitamisel ka inimeses (Reubinoff, ez al.,

2000).



Tiivirakkude uuenemisvdime sdilitamisel ndib seejuures oluline Oct4 ekspressiooni kindla
taseme sdilitamine. Normaalsetes ja diferentseerumata hiire embriionaalsetes tlivirakkudes
indutseerib Oct4 ekpressiooni taseme 50-protsendiline tous diferentseerumise endodermi voi
mesodermi ning 50-protsendiline alanemine diferentseerumise trofektodermi suunas. Seetdttu
on pluripotentsete tiivirakkude fenotiiiibi séilitamiseks vajalik ka Oct4 ekspressiooni hoidmine

kindlal tasemel. (Niwa et al., 2000)

1.1.1.2. SOX2
SOX2 on transkriptsioonifaktor, mis osaleb embriionaalse arengu regulatsioonis. Seda kodeerib
SOX2 geen. SOX2 geeni produktil on oluline roll kesknérvisiisteemi tiivirakkude séilitamisel.

(NCBI b)

On ndidatud, et hiires ekspresseerub Sox2 algselt kdigis 4-rakuliste embriiote blastomeerides
ning hiljem sisemises rakumassis ja epiblastis, avaldudes 16puks vaid generatiivsetes rakkudes.
Sellest tulenevalt ei arene embriiotes, milles puudub Sox2 ekspressioon, pluripotentsed
embriionaalsed tiivirakud ning rakud diferentseeruvad eelkdige trofektodermi (Avilion et al.,

2003), mis tdendab Sox2 olulisust pluripotentsuse sdilitamisel.

Samuti on tuvastatud, et vihenenud SOX2 ekspressioon pohjustab inimese embriionaalsete
tiivirakkude morfoloogia muutust, viimastele omaste antigeenide ekspressiooni kadumist ning
rakkude diferentseerumist trofektodermi. SOX2 avaldumise langus pdhjustab omakorda OCT4
ja NANOG ekspressiooni vihenemist, mis viitab nende koostdole pluripotentsuse sdilitamisel.

(Fong et al., 2008)

1.1.1.3. NANOG

NANOG on homeodomeeni omav DNA-ga seonduv transkriptsioonifaktor, mis on kodeeritud
samanimelise geeni poolt. See valk reguleerib embriionaalsete tiivirakkude proliferatsiooni,
nende uuenemisvdimet ja pluripotentsust. NANOG pidurdab embriionaalsete tlivirakkude
diferentseerumist ning represseerib enda geeni ekspressiooni diferentseeruvates rakkudes.
(NCBI ¢)

Nanog geeni ekspressiooni inhibeerimine pohjustab hiires nii sisemise rakumassi kui
embriionaalsete tlivirakkude pluripotentsuse kadumist (Mitsui et al., 2003). On nididatud, et
Nanog ekspressioon on esmakordselt tdheldatav moorula staadiumis enne blastotsiisti

moodustumist. Blastotsiisti staadiumis avaldub Nanog vaid sisemises rakumassis ning



implantatsioonil seda geeni enam ei ekspresseerita. (Rodda et al, 2005) See viitab Nanog

olulisusele pluripotentsuse séilitamisel.

1.2. Rakkude diferentseerumine

Pluripotentsed hES rakud suudavad diferentseeruda mistahes organismiomasteks rakkudeks.
Sisemine rakumass jaguneb edasise arengu kéigus hiipoblastiks ja epiblastiks, millesse
moodustub amnionidds. Seejuures jaguneb epiblast amnioni ektodermiks ja embriio epiblastiks.
Epiblastist jadb vastu hiipoblasti alles embriio epiblast, millest arenevadki kodik embriio
lootelehed — ektoderm, endoderm ja mesoderm (Gilbert, 2010)

In vitro hES rakud diferentseeruvad, kui neid kasvatada ilma hiire embriionaalsete fibroblastide
toiterakkude kihi ja spetsiifilise maatriksita (Thomson et al., 1998). Kui tiivirakke kasvatada
suspensioonkultuuris, moodustuvad embriionaalsed kehad, mis sarnanevad varastele
embriiotele, moodustades mitmesuguseid viimasele omaseid kudesid (Lodish et al., 2012).
Lisaks varasemalt nédidatud diferentseerumisele suspensioonkultuuris on tdnapdeval vdimalik
kasutada ka erinevaid kemikaale vo1 kommertsiaalseid s66tmeid, mis suunavad hES rakud

diferentseeruma. (Keller et al., 2005)

Ténu rakkude diferentseerimise meetodite arengule on tdnapdeval seda lihtne rakendada tépsete
diferentseerumisprotsesside véljaselgitamiseks. See voimaldab embriionaalseid tiivirakke
diferentseerida spetsiifilisteks rakutiitipideks, mida saab kasutada uute ravimite viljatdotamisel

ning edaspidi ka transplantatsioonil. (Keller ef al., 2005)

1.2.1. Embriionaalne keha

hES rakke saab indutseerida diferentseeruma l&bi embriionaalse keha vahelmise etapi.
Embriionaalne keha on kompleksne ja kolmemddtmeline rakkude kogumik. (Dang et al., 2002)
Kasvatades embriionaalseid kehi in vitro, diferentseeruvad rakud ektodermaalsesse,
mesodermaalsesse ja endodermaalsesse suunda. Algselt on embriionaalsed kehad moodustunud
tihedalt kasvanud hES rakkudest, moodustades lihtsad embriionaalsed kehad. Hiljem tekib
embriionaalsete kehade keskele ddnsus ja need tdituvad vedelikuga, moodustades tsiistilisi
embriionaalseid kehi. (Itskovitz-Eldor et al., 2000)

Esimeste diferentseerumispdevade jooksul moodustuvad embriionaalsed kehad rakkudest,
milles ekspresseeruvad primitiivsele endodermile ja mesodermile vastavad geneetilised
markerid, mis edasi arenevad juba erinevat tiilipi organismiomasteks rakkudeks (Martin, 1981,

Keller et al., 1993).
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Diferentseerimise indutseerimine 1dbi embriionaalse keha on lihtne meetod, mistottu saab seda
kasutada diferentseerumisprotsesside uurimiseks. Lisaks tdstab kolme-dimensionaalse
struktuuri moodustumine rakk-rakk kontakti teket, mis on téhtis teatud arenguprogrammides,
luues parema mudeli arenguprotsesside uurimiseks.

Seejuures on saadud rakkude populatsioon aga véga heterogeenne, mis teeb meetodi
ebaspetsiifiliseks. Tslitokiinide teke ja faktorite indutseerimine embriionaalsetes kehades teeb
kindla arengusuuna signaaliradade interpreteerimise raskeks. (Keller ef al., 2005) Seetottu
kasutatakse spetsiifiliste arengusuundade uurimiseks diferentseerimise indutseerimist

spetsiifiliste kemikaalide ja sdo0tmetega.

1.2.2. Ektodermaalne diferentseerumine

Ektoderm moodustab selgroogse organismi arengu kdigus nérvisiisteemi ning epidermise.
Eelmainitud looteleht diferentseerub neuraalharjaks, neuraaltoruks ja epidermiseks. Seejuures
annab neuraalhari aluse perifeersetele neuronitele, ndo kohrelistele struktuuridele ja pigmendi

tekkele, neuraaltoru areneb vastavalt ajuks ning seljakeelikuks. (Gilbert, 2010)

Neuraalsel diferentseerumisel osalevad mitmed signaalmolekulid. On ndidatud, et neuraaltoru
sulgumise eest vastutavad mitmed geneetilised faktorid nagu nditeks Sonic hedgehog ja Pax3,
kuid tdhtis roll on ka kolesteroolil ja folaadil. Seejuures dorsaal-ventraalse telje kujunemisel
osalevad TGF-P perekonna valgud ja Sonic hedgehog. (Gilbert, 2010) Arengu kéigus on eesaju
regiooni véljakujunemisel oluline ka Ox2 (orthodenticle homeobox 2) ekspressioon

neuroektodermis (Tian et al., 2002), mistottu saab seda kasutada ka neuraalse suuna markerina.

In vitro on hiire embriionaalsete tlivirakkude diferentseerimist neuraalses suunas indutseeritud
retinoolhappega, mille tulemusena saadud rakud on neuronitele sarnase fenotiiiibiga. Samuti
ekspresseerivad need rakud neuronitele omaseid geneetilisi markereid. (Bain et al., 1995)
Lisaks on nididatud, et rakkude kasvatamisel defineeritud koekultuuritingimustes vdib saada
oligodendrotsiiiite, astrotsiiiite ja neuroneid, mis on kesknérvisiisteemi komponendid (Okabe e?
al., 1996). Nii diferentseerides on voimalik saada ka erinevaid neuronite subtiiiipe. Seejuures
on kasvukultuuri lisatud selles suunas diferentseerumist indutseerivaid faktoreid ja valke nagu

nditeks Sonic hedgehog ja FGFS. (Kim et al., 2002)
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1.2.3. Mesodermaalne diferentseerumine
Mesodermaalsel diferentseerumisel jaguneb neurula staadiumis mesoderm viite regiooni:
kordomesoderm, paraksiaalne ehk somiitide mesoderm, vahelmine mesoderm, lateraalplaadi

mesoderm ja pea mesoderm (Gilbert, 2010).

Arengu kéigus moodustab kordomesoderm notokordi, mis indutseerib neuraaltoru arengu ja
médrab organismi anterioorse-posterioorse telje. Notokordi molemale poole jddv somiitide
mesoderm annab aluse somiitidele, millest moodustuvad edasise arengu kiigus seljas asuvad
lihased. Vahelmine mesoderm annab aluse urogenitaalsiisteemile, moodustades neerud,
neerupealse nddrme ning gonaadid ja viimastega seotud juhad. Notokordist kdige kaugemale
jadvast kiilgplaatide mesodermist arenevad silida, veresooned ja vererakud. Kiilgplaatide
mesodermist arenevad ka jdsemete mesodermaalsed komponendid v.a lihased. Seejuures

peamesodermist moodustuvad nédo sidekoed ja muskulatuur ning silmad. (Gilbert, 2010)

Mesodermaalsel diferentseerumisel osalevad samuti mitmed signaalmolekulid. Neurula
staadiumi mesodermi regioonide spetsiifilisel jagunemisel osaleb signaalfaktor BMP. BMP
sigaliseerimine indutseerib inimese ja hiire pluripotentsete tiivirakkude diferentseerumist
mesodermi, seejuures toimub see 1ibi BRACHYURY transkriptsioonifaktori. (Bernardo et al.,

2011) Seetottu kasutatakse seda ka mesodermaalse suuna spetsiifilise markerina.

In vitro on mesodermaalset diferentseerimist embriionaalsetest tiivirakkudest palju niidatud,
seejuures on koige paremini kirjeldatud hematopoeetilist arengut (Keller ef al., 2005).
Hematopoeetiline diferentseerumine on saavutatud inimese embriionaalsete tiivirakkude
kasvatamisel hiire luuiidi stroomarakkudega (Kaufman et al., 2001) vdi embriionaalsete kehade
moodustamisega. Viimase puhul on diferentseerumine seerum-indutseeritud, kuid BMP4 ja
VEGF ja hematopoeetiliste tsiitokiinide lisamisel suureneb hematopoeetiline diferentseerumine

(Cerdan et al., 2004).

1.2.4. Endodermaalne diferentseerumine
Lisaks sellele, et endoderm osaleb mesodermaalse diferentseerumise signaliseerimises, annab

eelmainitud looteleht aluse ka seede- ja hingamiselundkonna moodustumisele.

Ka endodermaalsel diferentseerumisel osalevad mitmed signaalmolekulid. Esmane sisemise
rakumassi diferentseerumine epiblastiks ja primitiivseks endodermiks on teadaolevalt

mdjutatud 1dbi Fgf signaliseerimise Grb2-Ras-MAP kinaasi raja kaudu (Cheng et al., 1998).
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Grb2 omakorda podhjustab Gata6 ja Gata4 transkriptsioonifaktorite ekspressiooni sisemises
rakumassis, mis indutseerivad hiljem primitiivse endodermi tekke (Chazaud et al., 2006).
Seejuures definitiivse endodermi, millest arenevad hiljem maks, pankreas, kopsud, kilpnéire ja
soolestik (Wells et al., 1999), moodustumises ja sdilitamises osaleb transkriptsioonifaktor
Sox17 [SRY (sex determining region Y)-box17] (Kanai-Azuma et al., 2002). Samuti on
nédidatud, et Sox/7 transkriptsioon indutseeritakse moorula ja blastotsiisti arengustaadiumite
vahel, seejuures tidheldati Sox/7 ekspressiooni esimest korda 32-raku staadiumis (Niakan et al.,
2010). Kuna Sox17 osaleb definitiivse endodermi moodustumises, siis kasutatakse seda

laialdaselt endodermaalse suuna spetsiifilise markerina.

In vitro on mitmed uuringud nédidanud edusamme endodermaalse diferentseerimisega, mille
puhul on saadud rakupopulatsioone, millel on tdheldatud pankrease saartele (Colman et al.,
2004, Stoffel et al., 2004) ja definitiivse endodermi rakkudele (D'Amour et al., 2005) omaseid

tunnuseid.

1.3.  Ariiiilsiisivesinike retseptor

Artiilsiisivesinike retseptor (AHR — aryl hydrocarbon receptor) on samanimelise geeni poolt
kodeeritud valk, mis kuulub heeliks-ling-heeliks (bHLH — basic helix-loop-helix)
transkriptsioonifaktorite perekonda (NCBI d). AHR geen asub inimese seitsmenda kromosoomi
liihikeses Olas ning temalt kodeeritakse 5 erinevat transkripti (Ensembl). Seejuures on AHR

ligand-aktiveeritav ja enim tuntud kui mitmete keskkonnakemikaalide kahjutustaja (NCBI d).

Inimese AHR-il on N-terminaalses osas DNA-ga seonduv bHLH domeen, mis osaleb ka
dimeriseerumises. Samuti paiknevad N-terminaalses regioonis tuuma ekspordi signaal (NES —
nuclear export signal) ja tuuma lokalisatsiooni signaal (NLS — nuclear localization signal)
(Ikuta et al., 1998). Lisaks paikneb C-terminaalses osas glutamiinirikas transaktivatsiooni
domddn, mis osaleb sihtmirkgeenide transkriptsioonilisel aktiveerimisel (Kumar ef al., 2001).
AHR-i struktuuri kuuluvad ka tandeemselt paiknevad PAS-A (PER-ARNT-SIM-A) ja PAS-B
(PER-ARNT-SIM-B)  domeenid. @ Mbolemad PAS  domeenid osalevad AHR-i
heterodimerisatsioonil ariiiilslisivesinike retseptori tuuma lokalisaatoriga (ARNT — aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator), PAS-B domeen kiitub kui ligandiga seonduv

domeen. (Antonsson et al., 1995)
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Joonis 1. AHR-i tihtsaimad domeenid. Nende hulka kuuluvad dimeriseerumises osalev
bHLH domeen, NES ja NLS, ARNT-iga seonduvad PAS-A ja PAS-B domeenid ning C-
terminaalses osas paiknev glutamiinirikas transaktivatsiooni domeen. (Modifitseeritud,

Denison et al., 2002).

Enim uuritud AHR-i ligandid on ksenobiootilised ehk siinteetilised iihendid, mille hulka
kuuluvad mitmed halogeenitud aromaatsed siisivesinikud ja poliitsiiklilised aromaatsed
stisivesinikud. Halogeenitud aromaatsete siisivesinike hulka kuuluvad bisfeniiiilid,
poliikloreeritud dibensodioksiinid ja dibensofuraanid, poliitsiikliliste aromaatsete siisivesinike
hulka mitmed aromaatsed amiinid, bensoflavoonid ja bensopiireen. Seejuures on suurema
afiinsusega HAH riihma kuuluvad ligandid. (Safe, 1990, Poland ja Knutson, 1982, Gillner et
al., 1993, Kafafi et al., 1993, Waller ja McKinney, 1995, Waller ja McKinney, 1992)

On néidatud, et lisaks ksenobiootilistele ligandidele seonduvad AHR-iga ja aktiveerivad AHR-
seoselist geeniekspressiooni ka mitmesugused endogeensed molekulid.

Uheks selliseks ligandide grupiks on indooli sisaldavad kemikaalid, mille hulka kuuluvad
nditeks triiptofaan ja triiptofaani derivaadid, mis aktiveerivad ariitilsiisivesinike retseptori ja
viimase sihtmirkgeenide ekspressiooni pdrmis ja imetaja rakkudes. (Miller, 1997, Heath-
Pagliuso, 1998) Lisaks triiptofaanile ja triiptofaani derivaatidele on voimelised AHR-i
aktiveerima ka indooli sisaldavad indigo ja indirubiin, mida leidub nditeks inimese uriinis.
(Adachi et al., 2001) Ka triiptamiin, bilirubiin ja biliverdiin kdituvad kui AHR-i ligandid, kuid
aktiveerivad AHR-i seejuures norgemalt. (Phelan et al., 1998)
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Endogeensete fiisioloogiliste AHR-i ligandide hulka kuuluvad ka prostaglandiinid, mis
aktiveerivad AHR-i signaaliraja. Kuigi AHR-i ligande on leitud palju, on nende edasine
uurimine huvipakkuvaks teemaks paljudele, kuna see annab vdimaluse tipsemalt selgitada

AHR-i fiisioloogilist rolli organismis. (Seidel et al., 2001)

1.3.1. Signaalirada

Enne ligandiga seondumist asub inaktiivne AHR tsiitoplasmas, kus ta on kompleksis
kuumasoki valguga 90 (hsp90 — heat shock protein 90), valguga XAP2 (X - associated protein
2) (Meyer et al., 1998) ja co-chaperon'iga p23 (Kazlauskas et al., 1999). Ligandiga seondumisel
muudab ariitilsiisivesinike retseptori ja ligandi kompleks oma konformatsiooni ning
translokeerub tuuma (Pollenz et al., 1994). Tuumas kompleks laguneb ning AHR seondub
ARNT valguga, moodustades heterodimeeri, mis on vodimeline seonduma DNA-ga
spetsiifilistel jirjestustel (Probst et al., 1993). Niiteks dioksiini puhul seondub AHR-ARNT
kompleks CYP1AI enhanser regiooni XRE (xenobiotic-responsive element) jarjestustele ja

kaitub kui transkriptsioonifaktor (Matsushita et al., 1993).

Tsiitosool

ARNT

AHR-i ja ARNT-i

Ligandiga
seondumine
dimeriseerumine

Ligan
DNA-ga
seondumine AhR ARNT

XRE

<

\

Transkriptsioon

Joonis 2. Ariiiilsiisivesinike retseptori signaalirada. Enne ligandiga seondumist asub AHR
tsiitoplasmas, kus ta on kompleksis valkudega. Ligandiga seondumisel liigub kompleks tuuma,
kus ta laguneb ning AHR moodustab kompleksi ARNT valguga. Moodustunud kompleks on
voimeline seonduma DNA-ga spetsiifilises vastuselemendis. (Modifitseeritud, Callero ja

Loaiza-Pérez, 2011)
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Seejuures on AHR-i aktiivsus allareguleeritud AHR repressorvalgu olemasolul, mille
ekspressioon omakorda on reguleeritud AHR-i enda poolt. Eelnevalt mainitud repressorvalk
suudab dimeriseeruda ARNT valguga ja takistada AHR-i seondumist spetsiifilise
vastuselemendiga. Selle negatiivse tagasiside meetodi ldpptulemusena inhibeeritakse ka

sihtmérkgeenide ekspressioon. (Cauchi et al., 2003)

1.3.2. Ariiiilsiisivesinike retseptori roll organismis

Lisaks sellele, et ariiiilsiisivesinike retseptoril on tuntud funktsioon keskkonnakemikaalide
kahjutustajana, on tdnaseks pdevaks uuritud ka tema teisi funktsioone erinevates organismides.
Niiteks on mitmetes teadusartiklites ndidatud ariiiilsiisivesinike retseptori funktsiooni véhi
tekkel, mille puhul AHR on ksenobiootiliste kemikaalide toime vahendaja, aktiveerides
vastavaid sihtmirkgeene. (Morris et al., 2000, Puga et al., 2009) Seda néitlikustab CYPIBI
detoksifikatsiooni geen, mis on ariililslisivesinike retseptori poolt aktiveeritud ning mis avaldub
mitmetes inimese vdhikudedes nagu néditeks adenoomis (Chang et al., 2005) ja kopsu
adenokartsinoomis (Chang et al., 2007), seejuures normaalses koes tema ekspressiooni ei
taheldatud.

Teine mehhanism, millega AHR voib esile kutsuda kasvajate tekke, on anti-onkogeenide P53
ja BRCAI inhibeerimine. Arvatakse, et AHR-i ligand dioksiin vdib viia vidhi tekkeni
inhibeerides P53 ekspressiooni ja aktivatsiooni. (Seifert et al., 2009) Samuti on néidatud, et
AHR on seotud BRCAI promootori aktivatsiooniga (Papoutsis et al., 2010, Hockings et al.,
20006).

Kuigi ksenobiootikumide poolt indutseeritud toksilisus ja kartsinogenees on tdhtsad
uurimissuunad, on teadlased iritanud mdista ka selle retseptori fiisioloogilist rolli
organismides. Teadustodd on ndidanud artiiilsiisivesinike retseptori rolli ka rakkude jagunemise
regulatsioonil. Niiteks on A4r geeni puudumisel hiires ndidatud, et hematopoeetilised tiivirakud
jagunevad suurel kiirusel. Seda, et ta kéitub kui rakkude jagunemise regulaator, tdestab ka see,
et AHR-i antagonistid suurendavad hematopoeetiliste tiivirakkude jagunemist. Seejuures viib
pikaajaline Ahr-i puudus kiirenenud vananemiseni, oksiidatiivse stressi ja leukeemiani.
(Gasiewicz et al., 2014)

Lisaks on ndidatud, et AHR osaleb ka rakutsiikli regulatsioonil. Roti primaarsetes
hepatotsiititides ja hepatoomi rakkudes on DNA siintees inhibeeritud, kui rakkudele lisatakse

AHR-i aktiveerivat ligandi dioksiini. Néidatud on ka seda, et hepatoomi rakkude
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proliferatsiooni seiskumine on seotud rakutsiikli peatumisega G1 faasis. (Hushka ja Greenlee,

1995)

Ahr geeni puudumisel hiire organismis on niidatud, et AAr on oluline immuunsiisteemi
véljakujunemisel, kuna immuunsiisteem areneb vilja ebanormaalselt, seejuures on vdhenenud
porna ja limfisdlmede mass ja rakulisus. (Thurmond et al., 2000, Fernandez-Salguero et al.,
1995)

Niisamuti on tdestatud ka seda, et ariiiilsiisivesinike retseptoril on fiisioloogiline roll munasarja
arengus, mis mdjutab hiirte reproduktiivset vdimekust. Ahr puudulikud hiired ei ole
reproduktiivselt viga vdimekad ja jarglaste seas on vihenenud elumus. (Abbot et al., 1999)
Edasised uuringud on viidanud, et see v3ib olla seotud muutusega hiire munasarjas paiknevate

primordiaalsete folliikulite arvus ja nende moodustumises (Benedict ef al., 2000).

Katsed pluripotentsete hiire embriionaalsete tiivirakkudega on ndidanud, et neis puudub AAr-i
ekspressioon. Lisaks leiti, et pluripotentsusmarkerid Oct4, Sox2 ja Nanog represseerivad Ahr-i
ekspressiooni tiivirakkudes, seondudes Ahr-i promootorile. Rakkude diferentseerudes
eemaldusid  eelnimetatud  pluripotentsusmarkerid  promootorilt ja  vdimaldasid
ariitilsiisivesinike retseptori ekspressiooni. (Ko et al., 2014) Seega on hiires ariililslisivesinike
retseptori avaldumine seotud pluripotentsuse taandumisega. Lisaks néidati hiljuti avaldatud
artiklis, et inimese embriionaalsete tiivirakkude diferentseerimisel retinoolhappega suureneb
AHR-1 ekspressioon, mis on kooskdlas eelpoolmainitud katsete tulemustega. (Cheng et al.,
2015)

Varasemalt on meie laboris uuritud AHR-1 ekspressiooni ja selle ligandi ning inhibiitori mdju
inimese embriionaalsete tiivirakkude pluripotentsusele. Saadud tulemused niitasid, et AHR on
hES rakkudes ekspresseeritud, kuid selle ligand ega inhibiitor ei avaldanud moju ei inimese

embriionaalsete tiivirakkude pluripotentsusele ega ka rakutsiiklile. (Hermann, 2013)

Tuginedes eelpooltoodule, oli meie eesmérgiks uurida, kas eelnevalt hiire embriionaalsete

tilvirakkude peal ndhtu on kehtiv ka inimese embriionaalsete tiivirakkude diferentseerumisel.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To0 eesmirgid

Ajendatuna eelnevate publikatsioonide tulemustest piistitati antud t66 iildiseks eesmérgiks
uurida AHR-i avaldumist inimese embriionaalsetes tiivirakkudes ja nende varasel
diferentseerumisel.

Sellest tulenevalt piistitati antud uurimistdos jargnevad konkreetsed eesmirgid :

1. Uurida, kas ning kuidas muutub ariiiilsiisivesinike retseptori ekspressioon inimese
embriionaalsete tiivirakkude diferentseerumisel embriionaalseteks kehadeks.

2. Selgitada, kas ja kuidas muutub ariililsiisivesinike retseptori ekspressioon inimese
embriionaalsete tiivirakkude suunatud diferentseerumisel neuraalsesse, mesodermaalsesse ja

definitiivse endodermi suunda.

2.2.  Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud sootmed, kemikaalid ja rakuliin

Antud t60s kasutati inimese embriionaalsete tiivirakkude liini H9 (WAQ09) (WiCell Research
Institute, National Stem Cell Bank, USA). Rakkude dissotsieerimiseks kasutati rakkude
dissotsiatsiooni reagenti (STEMCELL™ Technologies, Kanada) ning nende elulemuse
tostmiseks iiksikrakulisena kasvades lisati passeerimisel pdeval ROCK inhibiitorit (10 wmol,
Bio-Techne, USA). Rakkude pesemiseks kasutati PBS-i (Lonza Group Ltd, Sveits) ning
rakkude lugemiseks hematsiitomeetrit (BRAND GMBH + CO KG, Saksamaa).
Embriionaalseid tiivirakke kasvatati mTeSR™1 (STEMCELL technologies, USA) sd0tmes
ning embriionaalsete kehade kasvatamiseks kasutati KnockOut™” DMEM so6det, millele oli
lisatud KnockOut™ Serum Replacement (Thermo Fisher Scientific, Inc, USA). Lisaks
kasvatati tiivirakke neuraalses, mesodermaalses ja definitiivse endodermi suunas
diferentseerimiseks ~ vastavas  STEMdiff™ induktsiooni sé6tmes (STEMCELL™

Technologies, Kanada) vastavalt tootjapoolsetele protokollidele.

2.2.2. Rakkude kasvatamine ja diferentseerimine

Tiivirakkude kasvatamiseks kasutati Matrigel"-iga (BD Biosciences, USA) kaetud 6-kannulisi
plaate. Soddet vahetati iga pdev ning tiivirakke kasvatati veeauruga kiillastatud koekultuuri
inkubaatoris 37°C ja 5% CO, juures. Tiivirakke passeeriti iga 3-4 pieva tagant, passaazinumber

jai vahemikku 30-55.

18



Embriionaalsete kehade saamiseks eraldati hES rakkude kolooniad manuaalselt, kraapides neid
pipetiotsikuga, misjirel need tdsteti spetsiaalsesse soOtmesse. Soddet vahetati iga pédev ja

embriionaalsed kehad liitisiti viiendal pieval.

Neuraalseks diferentseerimiseks pesti hES rakke 2 ml steriilse PBS-iga. Sellele jargnevalt lisati
rakkudele 1 ml rakkude dissotsiatsiooni reagenti ja inkubeeriti koekultuuri inkubaatoris 8-10
minutit. Seejérel rakke suspendeeriti, tdsteti DMEM/F-12 s6ddet sisaldavasse tuubi ning kanne
pesti 2 ml DMEM/F-12 s66tmega. Rakke tsentrifuugiti 300 x g juures 5 minutit. Supernatant
eemaldati ning rakud resuspendeeriti STEMdiff" ™ neuraalse induktsiooni s66tmes, millesse oli
eelnevalt lisatud ROCK inhibiitorit (10 wuM), millele jirgnes rakkude loendamine
hematsiitomeetriga. Seejirel lisati 250 000 rakku Matrigel™-iga kaetud 6-kannulise plaadi
kannule ning asetati koekultuuri inkubaatorisse 37°C juurde. STEMJiff'™ neuraalse
induktsiooni soodet vahetati igapédevaselt. Viiendal pideval, kui rakud olid 80-90%

konfluentsed, need luiisiti.

Definitiivse endodermi diferentseerimiseks pesti hES rakke 2 ml PBS-iga. Sellele jérgnevalt
lisati rakkudele 1 ml rakkude dissotsiatsiooni reagenti ja inkubeeriti koekultuuri inkubaatoris
8-10 minutit. Seejdrel rakke suspendeeriti, tosteti DMEM/F-12 s66det sisaldavasse tuubi ning
kanne pesti 2 ml DMED/F-12 s66tmega. Rakke tsentrifuugiti 300 x g juures 5 minutit.
Supernatant eemaldati ning rakud resuspendeeriti mTeSR™1 so6tmes, millesse oli eelnevalt
lisatud 10 uM ROCK inhibiitorit (10 uM), millele jirgnes rakkude loendamine
hematsiitomeetriga. Seejirel kiilvati 600 000 rakku Matrigel"™-iga kaetud 6-kannulise plaadi
kannule ning asetati koekultuuri inkubaatorisse 37°C juurde 24 tunniks.

Diferentseerimise esimesel pdeval pesti rakke DMEM/F-12 s66tmega ning rakkudele lisati
STEMJiff™ basaalséode koos lisand A-ga (vastavalt suhtega 1:100). Jirgnevatel pievadel
lisati rakkudele STEMdiff™ basaalsédde koos lisand A ja B-ga (vastavalt suhtega 1:100) ning

viiendal péeval rakud liiisiti.

Mesodermaalseks diferentseerimiseks pesti hES rakke 2 ml PBS-iga. Sellele jargnevalt lisati 1
ml rakkude dissotsiatsiooni reagenti ja inkubeeriti koekultuuri inkubaatoris 8-10 minutit.
Seejérel rakke suspendeeriti, tosteti DMEM/F-12 s66det sisaldavasse tuubi ning kanne pesti 2
ml DMEM/F-12 sd6tmega. Rakke tsentrifuugiti 300 x g juures 5 minutit. Supernatant eemaldati
ning rakud resuspendeeriti mTeSR™!1 sd6tmes, millesse oli eelnevalt lisatud ROCK inhibiitorit
(10 uM), millele jargnes rakkude loendamine hematsiitomeetriga. Seejérel lisati 250 000 rakku
Matrigel ™-iga kaetud 6-kannulise plaadi kannule ning asetati koekultuuri inkubaatorisse 37°C
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juurde 24 tunniks. Esimesel diferentseerimise pieval lisati rakkudele 2 ml STEMdiff™

mesodermaalset induktsiooni soddet, mida vahetati igapdevaselt. Viiendal pdeval rakud liiisiti.

2.2.3. RNA eraldamine

Rakud liiiisiti ja RNA eraldati FavorPrep™ RNA eraldamise komplektiga (Favorgen Biotech
Corp, Taiwan) vastavalt tootjapoolsele protokollile.

Rakkudele lisati 350 Wl FARB puhvrit ja inkubeeriti toatemperatuuril 5 minutit. Liisaat FARB
puhvris kanti edasi filterkolonnile ja seda tsentrifuugiti 10 000 x g juures 2 minutit. Puhastatud
supernatant kanti mikrotsentrifuugi tuubi ning sellele lisati 1 voliitim (350 ul) 70% etanooli.
Etanooliga proov viidi FARB minikolonni ning viimast tsentrifuugiti 10 000 x g juures 1 minut.
Supernatant visati minema ning FARB minikolonni filtrile lisati 500 ul pesupuhvrit 1, mis
seejidrel tsentrifuugiti 10 000 x g juures 1 minut. Seejirel pesti FARB minikolonni 2 korda
pesupuhvriga 2 ning tsentrifuugiti 10 000 x g juures 1 minut. Supernatant visati minema ning
FARB minikolonni tsentrifuugiti lisaks 3 minutit 10 000 x g juures. FARB minikolonni filter
asetati elueerimistuubi ning minikolonni filtri keskele lisati 30 ul RNaasi-vaba vett, millel lasti
seejirel seista 1 minut ning tsentrifuugiti 2 minutit 10 000 x g juures. Eraldatud RNA séilitati -

80°C juures.

2.2.4. mRNA spetsiifilise cDNA siintees

RNA kontsentratsiooni mdddeti masinaga Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA).

Komplementaarse DNA ahela siinteesiks RNA-st viidi ldbi pdordtranskriptsioon, kasutades
cDNA siinteesi komplekti Thermo kit K1622 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), millele
eelnes DNaasi (Thermo Scientific, USA) t66tlus. Selleks segati kokku reaktsioonisegu mahuga
10 ul, mis sisaldas mRNA-d, 10-kordset reaktsioonipuhvrit (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA), 1 iihikut DNaasi (Thermo Scientific, USA), 20 iihikut Ribolocki (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) ja vett. Reaktsioonisegu viidi Applied Biosystems™ 2720
termotsiiklerisse (Thermo Scientific Inc., USA), kus seda inkubeeriti 37°C juures 30 minutit.
Seejdrel lisati reaktsioonisegule 1 ul 50 mM EDTA ning seda inkubeeriti 65°C juures 10 minuti
jooksul termotsiikleris. cDNA siinteesi jaoks lisati reaktsioonisegule reaktsioonipuhvrit (1x),
dNTP (1mM) ja praimerite segu (5 uM), Ribolocki (20U) ning M-MuLV revertaasi (200U).
Saadud seguga viidi termotsiikleris ldbi podrdtranskriptsioon. Praimerite ja RNA matriitsi
seondumise maksimeerimiseks viidi termotsiikler 25°C juurde 10 minutiks. Sellele jargnevalt
toimus cDNA siintees 42°C juures 60 minutit ning revertaasi inaktivatsioon 70°C juures 10

minutit.
20



2.2.5. Kvantitatiivne PCR (qPCR)

Kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooni (QPCR — quantitative polymerase chain reaction)
labiviimiseks segati kokku reaktsioonisegu 16ppmahus 10ul, mis koosnes 5 ul Maxima SYBR
green-i (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), vastavatest péri- ja vastassuunaliste praimerite
segust ning 5 ul cDNA-st. Reaktsioonisegu kanti 384-kannulisele qPCR-i plaadile ning viidi
kvantitatiivse PCR-i libiviimiseks LightCycler® 480 Instrument II masinasse (Roche, Sveits),

kasutades tabelis 1 toodud programmi.

Tabel 1. Kvantitatiivse PCR-1 programm

Temperatuur Aeg Tsiiklite arv
Algne denaturatsioon 95°C 10 minutit 1
Denaturatsioon 95°C 15 sekundit
Praimerite seondumine | 59°C 60 sekundit
ja siintees 40
Sulamiskover 45-95°C 7 minutit 1

qPCR-is kasutatud praimerid :

hAHR F: 5'- ATTACAGGCTCTGAATGGCTTTG -3'
hAHR R: 5- TGACATCAGACTGCTGAAACCCTAG -3'

hOCT4 F: 5'- CTGGAGCAAAACCCGGAGG -3'
hOCT4 R: 5'- CCTCAAAGCGGCAGATGGTC -3'

hTOP1 F:5'-TCCGGAACCAGTATCGAGAAGA-3'
hTOP1 R:5'-CCTCCTTTTCATTGCCTGCTC- 3'

hPOLR2A F: 5'- TCCAGTTCGGAGTCCTGAGT -3'
hPOLR2A R:5'- ACACTCTGTCATGTTTCCTGC -3'

2.2.6. Poordtranskriptsioon-PCR (RT-PCR)
Poordtranskriptsioon  poliimeraasi  ahelreaktsiooni (RT-PCR — reverse transcription

polymerase chain reaction) labiviimiseks segati kokku reaktsioonisegu 10ppmahus 10ul, mis
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koosnes vastavatest péri- ja vastassuunaliste praimerite, vee ja 5x FIREPol® Master Mix Ready
to Load (Solis Biodyne, Eesti) segust ning Sul cDNA-st. Saadud seguga viidi 14bi RT-PCR
Applied Biosystems™™ 2720 termotsiikleris tabelis 2 toodud programmi jérgi.

Tabel 2. Poordtranskriptsioon-PCR-i programm

Temperatuur Aeg Tsiiklite arv
Algne denaturatsioon 95°C 5 minutit 1
Denaturatsioon 94°C 30 sekundit
Praimerite seondumine | 60°C 30 sekundit
Elongatsioon 72°C 30 sekundit 25
Loplik elongatsioon 72°C 5 minutit 1

Poordtranskriptsioon-PCR-is kasutatud praimerid:

hOTX2 F:5'- GCTGGCTATTTGGAATTTAAAGG -3'
hOTX2 R:5'- GGGTTTGGAGCAGTGGAAC -3'

hBRACHYURY F:5'- ATGACAATTGGTCCAGCCTT -3'
hBRACHYURY R:5'- CGTTGCTCACAGACCACAG -3'

hSOX17 _F: 5'- GGCGCAGCAGAATCCAGA -3'
hSOX17 R:5'- CCACGACTTGCCCAGCAT -3'

hPOLR2A F: 5'- TCCAGTTCGGAGTCCTGAGT -3'
hPOLR2A R:5'- ACACTCTGTCATGTTTCCTGC -3'

2.2.7. Geelelektroforees

cDNA lahutamiseks geelelektroforeesil valmistati agaroosgeel (2%) TAE puhvris.
Agaroosgeelile lisati 7ul etiidiumbromiidi, millele jérgnevalt valati geel geelelektroforeesi
vanni ning seda hoiti jahutamiseks 4°C juures 15 minutit. Proovid kanti geelile ning
geelelektroforees viidi 1dbi 110 V juures 1,5 tunni jooksul Owl™ EasyCast™ B2 Mini Gel
Electrophoresis masinaga (Thermo Fisher Scientific Inc, USA). Fragmentide detekteerimine ja
pildistamine toimus GelDoc-It° Imaging Systems (UVP Analytik Jena Company, Saksamaa)

masinaga vastava analiilisiprogrammiga.
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2.2.8. SDS-PAGE ja Western blotting

Valkude eraldamiseks liiiisiti rakud RIPA puhvris (50 mM Tris pH 7.4, 1 % Triton X-100, 1
mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,1 % SDS). Seejdrel tsentrifuugiti valguliisaate 10 minutit 13 000
X g juures ning mdddeti valgu kontsentratsioone 562 nm lainepikkuse juures Pierce'™ BCA
valgu kontsentratsiooni modtmise komplektiga (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) 1-kordse
ja 5-kordse lahjendustena, kasutades Multiskan Ascent aparaati (Thermo Electron Corporation,

Thermo Fisher Scientific Inc., USA).

Valguliisaatidele lisati DTT (100 umol, PanReac AppliChem, Saksamaa) ja 5-kordne
laadimispuhver (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ning saadud segu hoiti 5 minutit 95°C
juures termostaadis. Liisaadid kanti 10% SDS-poliiakriiiilamiid-elektroforeesgeelile (SDS-
PAGE — SDS polyacrylamide gel electrophoresis ). Valgud lahutati geelil 45 minutit 50 V
juures ja ithe tunni jooksul 170 V juures Mini-PROTEAN® Tetra Cell masinaga (Bio-Rad,
USA). Elektroforeesi 1oppedes viidi nii eelnevalt metanooli kastetud poliiviniilideen difluoriid
(PVDF — Polyvinylidene difluoride) membraanid kui geelid iilekandepuhvrisse (192 mM
gliitsiin, 0,1% SDS, 25mM Tris-HC] pH 8.3, 10% metanool), mis asetati viieks minutiks
loksutile. Valgud kanti geelilt Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, USA)
masinaga lile PVDF membraanidele 15 V juures 17 minuti jooksul. Peale iilekannet loputati
PVDF membraanid TBST-s (0,1 % Tween 20, 0,15 M NaCl, 50 mM Tris, pH 7,5), millele
jargnevalt PVDF membraanid blokeeriti ebaspetsiifilise scondumise vihendamiseks 1 tunni
jooksul TBST lahuses, mis sisaldas 5% I3ssipulbrit. Seejirel inkubeeriti membraane iile6o
vastavates primaarsetes antikehades. Sellele jargnevalt pesti membraane 4 korda 6 minutit ja 1
korda 9 minutit TBST-s. Jargnevalt inkubeeriti membraane sekundaarsete antikehadega 1 tund.
Seejérel pesti membraane jélle 4 korda 6 minutit ja 1 korda 9 minutit TBST-s. Kasutades
Immobilon Western Chemiluminescent HRP substraati (Merck Millipore, Saksamaa) segati
kokku reaktsioonisegu, mis kanti membraanidele. Reaktsioonisegu inkubeeriti 5 minutit ning
signaale detekteeriti rongtgenfilmil (Agfa, Belgia), mis viidi edasi ilmutisse ja kinnistisse
(Agfa, Belgia). Densitomeetrilise analiilisi labiviimiseks kasutati UVP tarkvara (UVP Analytik

Jena Company, Saksamaa).

Kasutatud primaarsed antikehad:

a) AHR-i vastane kiililiku poliiklonaalne antikeha, BML-SA210-0100, 1:5000 (Enzo Life
Sciences, Taani)

b) Aktiini vastane kiiiiliku poliikklonaalne antikeha, sc-1616-R, 1:1000 (Santa Cruz
Biotechnology, USA)
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c) OCT4 vastane hiire monoklonaalne antikeha, sc-5279, 1:500 (Santa Cruz Biotechnology,
USA)

Kasutatud sekundaarsed antikehad:
a) Kiitiliku vastane kitse antikeha, sc-2004, 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
b) Hiire vastane kitse antikeha, sc-2005, 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

2.2.9. Andmete statistiline analiiiis

Koiki katseid viidi 14bi kolmes korduses, misjérel leiti tulemuste aritmeetiline keskmine ning
nende statistiline analiitis viidi 14bi MS Exceli abil. Tulemused on esitatud korduste
aritmeetilise keskmisena, millele on méargitud veapiirid standardvea néol. Tulemuste statistiline
olulisus on leitud MS Exceli t-testi abil, seejuures on statistilise olulisuse nivooks vdetud p <

0,05.
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2.3. Tulemused

2.3.1. AHR-i mRNA ekspressioon embriionaalsetes kehades

Eelnevalt on teada, et hES rakkudes on AHR ekspresseeritud (Hermann, 2013), kuid see, kas
selle ekspressioon voOiks muutuda diferentseerumise kaigus, on siiani 10plikult vélja
selgitamata. Kéesoleva t60 esimeseks eesmaérgiks oli selgitada, kas AHR-1 ekspressioon voiks
muutuda inimese embriionaalsete tiivirakkude diferentseerumisel embriionaalseteks kehadeks.
Selleks passeeriti hES rakud suspensioonkultuuri, kus embriionaalsetel kehadel lasti
moodustuda ning 5 pdeva kasvada, misjirel need liiiisiti RNA ja valgu saamiseks vastavates
puhvrites. Seejdrel viidi 1dbi qPCR spetsiifiliste praimeritega, et hinnata AHR-i ekspressiooni
mRNA tasemel, kasutades endogeense kontrollina RNA poliimeraas II subiihik A [POLR2A —
polymerase (RNA) Il subunit A], kui pole mainitud teisiti. Rakkude diferentseerumise
kirjeldamiseks analiiiisiti pluripotentsusmarkeri OCT4 ekspressiooni muutust spetsiifiliste
praimeritega. Tulemustest selgus, et ariiiilsiisivesinike retseptori ekspressioon viheneb hES
rakkude diferentseerumisel embriionaalseteks kehadeks ligikaudu 45% vorra (p < 0,05) (joonis
3). Samuti tdheldati OCT4 ekspressiooni olulist langust, mis tdendab diferentseerumise

toimumist (p < 0,05) (joonis 3).
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Joonis 3. AHR-i ja OCT4 mRNA ekspressiooni muutus hES rakkude diferentseerumisel
embriionaalseteks kehadeks (EB). AHR-i ja OCT4 mRNA ekspressiooni analiilisiti qPCR meetodil
spetsiifiliste praimeritega (* p < 0,05).
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2.3.2. AHR-i suhteline valgu kogus embriionaalsetes kehades

Kuna leidsime, et AHR-1i mRNA ekspressioon viheneb inimese embriionaalsete tiivirakkude
diferentseerumisel, tekkis jargnevalt huvi uurida AHR-i ekspressiooni ka valgu tasemel. Selleks
teostati SDS-PAGE ja Western Blot analiilis AHR-1, OCT4 ja aktiini vastaste antikehadega.
Tulemustest selgus, et ka valgu tasemel langeb AHR-i ekspressioon inimese embriionaalsete
titvirakkude diferentseerumisel embriionaalseteks kehadeks (joonis 4a). Et ilmestada
korduskatsetes saadud Western Bloti tulemusi, viidi 14bi ka densitomeetriline analiiiis UVP
tarkvaraga. Saadud tulemustest selgus, et suhteline AHR-i valgu hulk hES rakkude
diferentseerumisel embriionaalseteks kehadeks vihenes ligikaudu 70%, samal ajal kui suhteline

OCT4 valgu hulk vdhenes ligikaudu 98% (p < 0,001) (joonis 4b).
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Joonis 4. AHR-i ja OCT4 suhteline valgu hulga muutus hES rakkude diferentseerumisel
embriionaalseteks kehadeks. A) Western Blot analiitis hES rakkudest ja embriionaalsetest kehadest
(EB) AHR-i, aktiini ja OCT4 vastaste antikehadega. B) Western Blottide densitomeetriline analiiiis, mis
néitab suhtelist AHR-i ja OCT4 valgu hulga muutust hES rakkude diferentseerumisel embriionaalseteks
kehadeks (EB) (*** p <0,001).

Saadud tulemused kinnitavad asjaolu, et ariiiilsiisivesinike retseptori ekspressioon vdheneb

oluliselt hES rakkude diferentseerumisel embriionaalseteks kehadeks nii mRNA kui valgu

tasemel.
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2.3.3. Indutseeritud diferentseerimise suunaspetsiifilisuse kontroll

Embriionaalsed kehad koosnevad heterogeensest rakupopulatsioonist, mis tdhendab seda, et
neis on esindatud kdigi kolme lootelehe rakud. Seetdttu tekkis jargnevalt huvi uurida, kas AHR-
i ekspressiooni vdhenemine on seotud iildiselt diferentseerumisega voi on see mone
arengusuuna spetsiifiline. Selleks vdeti kasutusele kommertsiaalsed neuraalsete eellasrakkude,
varajase mesodermi ning definitiivse endodermi diferentseerimissootmed, mille
funktsionaalsust esmalt testiti. hES rakke diferentseeriti 5 pdeva vastava suuna spetsiifilise
STEMdiff™ induktsiooni sé6tmes, misjirel rakud liiiisiti RNA eraldamiseks vastavas puhvris.
Et kontrollida, kas diferentseerumine neuraalsesse, mesodermaalsesse ja definitiivse endodermi
suunda on toimunud, teostati kdigepealt RT-PCR suunaspetsiifiliste praimeritega (vastavalt
OTX2, BRACHYURY ning SOX17) ning proovid lahutati geelelektroforeetiliselt. Tulemustest
selgus, et koik suunaspetsiifilised markerid on diferentseeritud rakkudes vorreldes
pluripotentsete hES rakkudega vidga tugevalt ekspresseeritud, mis tdestab, et rakkude

spetsiifiline diferentseerumine on toimunud (joonis 5).
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Joonis 5. OTX2, BRACHYURY, SOX17 ja POLR2A ekspressioon hES rakkudes ja diferentseeritud
rakkudes. RT-PCR analiiiis hES ja diferentseeritud rakkudest neuraalse (A) (Neur), mesodermaalse (B)

rakud

orx2

POLR24 - POLR2A -

(Meso) ja definitiivse endodermi (C) (Endo) suuna spetsiifiliste praimeritega.

2.3.4. AHR-i mRNA ekspressioon suunaspetsiifiliselt diferentseeritud rakkudes

Jargnevaks t006 eesmirgiks oli teada saada, kuidas muutub AHR-i mRNA ekspressioon inimese
embriionaalsete tiivirakkude diferentseerumisel neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase
mesodermi ja definitiivse endodermi rakkudeks. Selle eesmérgi saavutamiseks viidi labi gPCR
AHR-1 spetsiifiliste praimeritega. Tulemustest selgus, et artiilsiisivesinike retseptori

ekspressioon viheneb hES rakkude diferentseerumisel neuraalseteks eellasrakkudeks ligikaudu
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70% (p < 0,01) (joonis 6). Diferentseerumisel varajase mesodermi rakkudeks vidheneb
ariililstisivesinike retseptori ekspressioon ligikaudu 95%, definitiivse endodermi rakkudes
seevastu ndhti AHR-i mRNA ekspressiooni 60%-list langust (p < 0,001) (joonis 6). Samuti
hinnati diferentseerumise kontrolliks pluripotentsusmarkeri OCT4 ekspressiooni muutust.
Téheldati ka OCT4 mRNA ekspressiooni olulist langust diferentseeritud rakkudes, mis kinnitab

siinkohalgi diferentseerumise toimumist (p < 0,05) (joonis 6).
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Joonis 6. AHR-i ja OCT4 mRNA ekspressiooni muutus hES rakkude diferentseerumisel
neuraalseteks eellasrakkudeks (Neur), varajase mesodermi (Meso) ning definitiivse endodermi
rakkudeks (Endo). AHR-i ja OCT4 mRNA ekspressiooni analiiiisiti qPCR meetodil spetsiifiliste
praimeritega (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

2.3.5. AHR-i valgu suhteline kogus suunaspetsiifiliselt diferentseeritud rakkudes

Kuna négime, et meie poolt diferentseeritud rakkudes vidheneb ariiiilsiisivesinike retseptori
ekspressioon mRNA tasemel, teostati jargnevalt valguliisaatidega Western Blot analiitis AHR-
1 ja aktiini vastaste antikehadega, et uurida, kuidas muutub AHR-i suhteline valgu kogus hES
rakkude diferentseerumisel neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase mesodermi ja definitiivse
endodermi rakkudeks. Diferentseerumise kontrolliks kasutati Western Blot analiiiisil ka OCT4
vastast antikeha. Tulemustest selgus, et nii AHR-i kui OCT4 avaldumine on ka valgu tasemel
alla reguleeritud inimese embriionaalsete tlivirakkude diferentseerumisel neuraalseteks

eellasrakkudeks, varajase mesodermi ja definitiivse endodermi rakkudeks (joonis 7a).
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Joonis 7. AHR-i ja OCT4 suhteline valgu hulga muutus hES rakkude diferentseerumisel
neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase mesodermi ning definitiivse endodermi rakkudeks. A)
Western Blot analiilis hES rakkudest, neuraalsetest eellasrakkudest (Neur), varajase mesodermi (Meso)
ning definitiivse endodermi rakkudest (Endo) AHR-i, aktiini ja OCT4 vastaste antikehadega. B)
Western Blottide densitomeetriline analiiiis, mis néitab suhtelist AHR-i ja OCT4 valgu hulga muutust
hES rakkude diferentseerumisel neuraalseteks eellasrakkudeks (Neur), varajase mesodermi (Meso) ja

definitiivse endodermi (Endo) rakkudeks (** p < 0,01; *** p <0,001).

29



Et paremini ilmestada Western Blot analiiliside tulemusi, viidi 1&dbi ka densitomeetriline
analiiiis. Selle tulemusena leiti, et AHR-i valgu suhteline hulk védhenes ligikaudu 85% hES
rakkude diferentseerumisel neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase mesodermi rakkude puhul
ligikaudu 98% ja definitiivse endodermi rakkudes ligikaudu 90% (vastavalt p <0,01; p <0,001
jap <0,001) (joonis 7b). Densitomeetrilise analiilisi tulemustest selgus veel, et hES rakkude
diferentseerumisel neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase mesodermi ja definitiivse
endodermi rakkudeks viheneb OCT4 valgu suhteline hulk ligikaudu 95%, mis toestab veelkord

diferentseerumise toimumist (p < 0,001) (joonis 7b).

2.3.6. AHR-i ekspressioon retinoolhappega toodeldud diferentseeruvates rakkudes

Eelnevalt on niidatud, et H1 inimese embriionaalsete tiivirakkude liini diferentseerimisel
retinoolhappega OCT4 ekspressioon vdheneb, samal ajal kui 4AHR-i ekspressioon kasvab
(Cheng et al., 2015). Kuna eelnevate katsete tulemustes ndgime, et koikides suundades
diferentseeritud rakkudes AHR-1 ekspressioon siiski langeb nii mRNA kui ka valgu tasemel,
tekkis edasine huvi uurida, kas teistes publitseeritud teadustoodes esinev ekspressiooni tdus
voib olla tingitud erinevast rakuliinist v3i on see spetsiifiline retinoolhappe too6tlusele. Selleks
kasutati eelnevalt meie uurimisgrupis retinoolhappega té6deldud rakkude RNA-d (Pook, 2015)
ning viidi 14bi kvantitatiivne PCR spetsiifiliste praimeritega. Kvantitatiivse PCR-1 labiviimiseks
kasutati endogeense kontrollina topoisomeraas 1. Samuti hinnati diferentseerumise kontrolliks
pluripotentsumarkeri OCT4 ekspressiooni muutust spetsiifiliste praimeritega. Tulemustest
selgus, et vorreldes pluripotentsete tlivirakkudega tdouseb AHR-1 ekspressioon retinoolhappega
diferentseeritud rakkudes umbes 2,2 korda (p < 0,05) (joonis 8). Seejuures tdheldati OCT4
ekspressiooni olulist langust hES rakkude tootlemisel retinoolhappega, mis viitab

diferentseerumise toimumisele (p < 0,05) (joonis 8).
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Joonis 8. AHR-i ja OCT4 mRNA ekspressiooni muutus hES rakkude téotlusel retinoolhappega
(RA). AHR-1 ja OCT4 mRNA ekspressiooni analiilisiti gPCR meetodil spetsiifiliste praimeritega (*p <

0,05).
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2.4. Arutelu

Artiiilstisivesinike retseptor on muuhulgas teadaolevalt oluline hematopoeetiliste tiivirakkude
regulaator, omades rolli nende jagunemisel. Samuti on nédidatud, et pikaajaline AAr-i puudus
viib oksiidatiivse stressi ja leukeemiani. (Gasiewicz et al., 2014) Seejuures on aga vihe uuritud
Ahr-1 olulisust pluripotentsetes embriionaalsetes tiivirakkudes ja nende diferentseerumisel.
Eelnevalt on niidatud, et hiire embriionaalsetes tiivirakkudes represseerivad
pluripotentsusmarkerid Oct4, Sox2 ja Nanog Ahr-i ekspressiooni ning tiivirakkude
diferentseerumisel ja pluripotentsuse taandumisel aktiveerub Ahr-i ekspressioon (Ko et al.,

2014).

Inimese embriionaalsete tlivirakkude ja AHR-1 vaheliste seoste kohta teadaolevalt andmed aga
praktiliselt puuduvad. Varasemalt on vaid ndidatud, et AHR ekspresseerub inimese
embriionaalsetes tlivirakkudes (Hermann, 2013) ning et AHR kéitub kui pluripotentsuse
inhibeerija, seondudes OCT4 promooterile ja represseerides viimase ekspressiooni (Cheng et

al., 2015).

Ajendatuna eelnevast, tekkis huvi uurida, kas ning kuidas muutub ariiiilsiisivesinike retseptori
ekspressioon hES rakkude spontaansel diferentseerumisel embriionaalseteks kehadeks ja
spetsiifilisel diferentseerimisel kommertsiaalsete sootmetega. Antud bakalaureuset6o
tulemustest selgus, et ariiilslisivesinike retseptor on erinevalt hiire embriionaalsetest
tilvirakkudest ekspresseeritud ka pluripotentsetes inimese tiivirakkudes, kusjuures selle
ekspressioon on tugevalt alla reguleeritud hES rakkude diferentseerumisel embriionaalseteks
kehadeks nii mRNA kui ka valgu tasemel. Seega toimus erinevalt eelnevalt ndidatud

resultaatidest koos pluripotentsuse taandumisega hoopis AHR-1 ekspressiooni vihenemine.

Embriionaalsed kehad koosnevad heterogeensest rakupopulatsioonist, mis tdhendab, et neis on
esindatud erinevatesse arengusuundadesse diferentseerunud rakud. Seega oli jdrgmiseks
eesmirgiks selgitada, kas AHR-i regulatsioon hES rakkude diferentseerumisel on iildine v3i on
see mone suuna spetsiifiline. Sellest tulenevalt diferentseeriti hES rakke kommertsiaalsete
sO0tmetega neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase mesodermi ning definitiivse endodermi
rakkudeks. Kooskolas eelnevate katsetega, mis teostati embriionaalsete kehadega, mérgati
sellelgi korral AHR-i ekspressiooni olulist vihenemist ning seda nii mRNA kui ka valgu
tasemel. Seejuures ndib AHR-i transkriptide hulga langus nii embriionaalsetes kehades,
neuraalsete eellasrakkude ja definitiivse endodermi puhul sarnane, kuid varajase mesodermi

rakkudes on AHR-i ekspressioon tugevamalt alla reguleeritud. Kuigi nende erinevuste pdhjus
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ja funktsionaalsed rollid jdid antud bakalaureusetdos selgitamata, on tulevastes katsetes selle
selgitamine liheks peamiseks eesmargiks. Néiteks oleks huvitav uurida, kas mRNA hulga
varieeruvus voib olla pdhjustatud erinevast transkriptsiooniméérast vdi on selle pohjuseks
erinevad post-transkriptsioonilised mehhanismid. Eelnevalt on nédidatud, et AHR-i negatiivses
regulatsioonis vdivad osaleda miRNA-124 (Huang et al.,, 2011) ning miRNA-203 (Li et al,,
2013), mis inhibeerivad AHR-i ekspressiooni. Hoolimata erinevusest mRNA ekspressioonis,
nditas Western Blottide densitomeetriline analiilis, et valgu tasemel olulisi erinevusi eri
suundade vahel ei ole. Tuginedes eelnevalt avaldatud teadustoddele voib see aga olla
pohjustatud vdhenenud AHR-i stabiilsusest ning suurenenud degradatsioonist ubikvitiin-

proteasoomi signaalraja poolt. (Ma et al., 2000)

Eelnevalt on niidatud, et H1 inimese embriionaalsete tiivirakkude liini diferentseerimisel
retinoolhappega OCT4 ekspressioon viheneb, samal ajal kui AHR-i ekspressioon kasvab.
Seejuures seondus AHR OCT4 promootorile ning inhibeeris selle ekspressiooni
titvirakulaadsetes kasvajarakkudes. (Cheng et al., 2015) Seetdttu tekkis edasine huvi uurida,
kas ka H9 rakuliinis vdiks retinoolhape suurendada A HR-i ekspressiooni. Sellest tulenevalt viidi
antud bakalaureusetods 1dbi analiiisid varasemalt meie uurimisgrupis retinoolhappega
toodeldud rakkude RNA-ga (Pook, 2015). Sarnaselt H1 rakuliinile tidheldati AHR-i
ekspressiooni tdusu. hES rakkude diferentseerimisel on véga téhtis diferentseerimisel
saavutatava arengustaadiumi defineerimine. Nimelt meie poolt kasutatud kommertsiaalsete
sOotmetega diferentseeruvad hES rakud neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase mesodermi
ning definitiivse endodermi rakkudeks. Seevastu retinoolhappe puhul on erinevad teadust66d
ndidanud varieeruvaid ning vastakaid tulemusi. Meie poolt kasutatud RNA-de puhul on
eelnevalt ndidatud, et retinoolhappega to6tlemisel diferentseeruvad hES rakud mesendodermi,
ekspresseerides viimasele omaseid geneetilisi markereid (Pook, 2015). Seetdttu on alust arvata,
et retinoolhappega diferentseerides saavutatakse diferentseerumise varasem faas, kus AHR-i
ekspressioon on iiles reguleeritud. Seega pole vilistatud, et AHR-1 ekspressiooni suurenemine
toimus ka teistes meie poolt ldbiviidud katsetes, kuid varasemal ajahetkel. Viimase
véljaselgitamiseks oleks vdga huvitav edaspidi analiilisida diferentseerumise erinevaid etappe

soltuvalt diferentseerimise ajast.

Tuginedes eelpooltoodule, on selge, et edasisel diferentseerumisel neuraalsesse,
mesodermaalsesse ja endodermaalsesse suunda AHR-i ekspressioon reguleeritakse taas alla.
See vdib omakorda olla seotud mdne arengus olulise protsessiga. Kuigi kdesoleva t66 jooksul

pole AHR-1 funktsionaalset tdhtsust uuritud, on see tulevaste katsete iiheks peamiseks
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eesmirgiks. Varasemalt on ndidatud, et AHR on vdimeline indutseerima miRNA-302
ekspressiooni ning seelédbi soodustama somaatiliste rakkude repogrammeerimist (Hu et al.,
2013). Uheks vdimalikuks seletuseks on see, et varases diferentseerumise faasis on AHR-i
ekspressiooni suurenemine seotud OCT4 represseerimisega. Hilisem allaregulatsioon vdiks aga
dra hoida rakkude repogrammeerimist ehk pluripotentsuse taastamist. See hiipotees vajab aga

veel tOestamist.

Kokkuvotteks voib oelda, et kiesoleva bakalaureusetoé tulemused néitavad, et
ariitilsiisivesinike ~ retseptori  ekspressioon  vdheneb  embriionaalsete  tlivirakkude
diferentseerumisel ~ embriionaalseteks  kehadeks ning  tiivirakkude  indutseeritud
diferentseerimisel neuraalsesse, mesodermaalsesse ja definitiivse endodermi suunda. Kuna
eelnevalt publitseeritud teadustoddes pole selliseid tulemusi kajastatud ning antud teema on nii
inimese  embriionaalsete  tiivirakkude regulatsioonimehhanismide kui ka nende
modifitseerimise seisukohalt viga oluline, on kdesoleva t66 tulemused unikaalsed ja aluseks

edasistele uuringutele.
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KOKKUVOTE

Antud bakalaureusetdd kirjanduse iilevaates kirjeldati inimese embriionaalseid tiivirakke ning
nende omadusi. Lisaks anti iilevaade pohilistest pluripotentsuse sdilitamisel osalevatest
pluripotentsusmarkeritest. Samuti kirjeldati kirjanduse iilevaates embriionaalsete tiivirakkude
diferentseerumist ning erinevaid diferentseerimise indutseerimise vdimalusi. Kirjanduse
iilevaate I0puks anti {iilevaade ariiiilsiisivesinike retseptorist ja selle teadaolevatest

regulatoorsetest funktsioonidest organismides.

Kiesoleva bakalaureusetdo praktilise osa tulemusena selgus kvantitatiivse PCR-i meetodil, et
embriionaalsete tiivirakkude spontaansel diferentseerumisel embriionaalseteks kehadeks
langeb artiiilsiisivesinike retseptori ekspressioon. Ka valgu tasemel 1ébi viidud Western Blot
analiiiis nditas AHR-i ekspressiooni langust. Edasisel hES rakkude suunatud diferentseerimisel
neuraalsesse suunda selgus kvantitatiivse PCR-1 meetodil, et AHR-1 ekspressioon langes ka
neuraalse suuna rakkudes. Seda kinnitas ka Western Blot analiilis. Samuti viidi qPCR ldbi ka
mesodermaalsesse suunda diferentseeritud rakkudes ja definitiivse endodermi rakkudes, mis
sarnaselt neuraalsele suunale niitasid ariililslisivesinike retseptori ekspressiooni vihenemine
diferentseerumisel. Western Blot analiilis kinnitas, et ka valgu tasemel toimub ekspressiooni

vihenemine.

Kuna on néidatud, et retinoolhappega diferentseeritud rakkudes AHR-1 ekspressioon suureneb,
siis analiilisiti ka eelnevalt retinoolhappega tdddeldud rakkude RNA-d, et nidha, kas
retinoolhappe puhul saab tiheldada erinevat muutust. Kvantitatiivse PCR-1i tulemused niitasid,

et retinoolhappega diferentseerides AHR-i ekspressioon tdepoolest kasvab.

Kéesolev bakalaureuset6o tdestab, et inimese embriionaalsete tiivirakkude diferentseerumisel
embriionaalseteks kehadeks, neuraalseteks eellasrakkudeks, varajase mesodermi ja definitiivse
endodermi rakkudeks artiiilsiisivesinike retseptori ekspressioon langeb nii mRNA kui valgu

tasemel.
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The Expression of Aryl Hydrocarbon Receptor in the Early Differentiation of Human
Embryonic Stem Cells
Keyt Uudekiill
SUMMARY

Human embryonic stem (hES) cells are derived from the inner cell mass of the blastocyst. They
are pluripotent, which means they are able to differentiate into all of the derivatives of the three
primary germ layers. Transcription factors are required for the maintenance of pluripotency, of
which OCT4, SOX2 and Nanog are the most important and therefore used as genetic markers

to identify human embryonic stem cells.

hES cells have the ability to differentiate into all three germ layers. When grown in suspension
culture hES cells differentiate into embryoid bodies, which are complex and three-dimensional
cell aggregates. In addition, it is possible to induce their differentiation when cultured with
specific inducing chemicals or special media. This provides the possibility to further study

different developmental processes.

Aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a transcription factor involved in the regulation of
biological responses to different environmental chemicals. Nevertheless, it has been shown that
it has several regulatory roles, being the regulator of cell cycle, cell proliferation and having

importance in the development of the immune system.

Previous studies have shown that the expression of AAr in mice increases with the
differentiation of emybronic stem cells. Therefore, the purpose of this bachelor's thesis was to
investigate whether the expression of aryl hydrocarbon receptor shows similar trend in the early

differentiation of hES cells.

To achieve the purpose, hES cells were cultured in suspension culture to differentiate them into
embryoid bodies. In addition, they were cultured in specific induction medium in order to
differentiate them into neural progenitors, early mesodermal and definitive endoderm cells. The
expression of aryl hydrocarbon receptor was analysed by quantitative PCR and Western Blot
analysis. The results of current bachelor's thesis showed that both the levels of mRNA and
protein showed a significant decrease when hES cells were differentiated into embryoid bodies,
neural progenitors, early mesoderm and definitive endoderm cells. In addition, qPCR and

Western Blot analysis were conducted in order to observe OCT4 levels. Results showed that
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both the levels of mRNA and protein decreased in differentiated cells, proving that hES cells
had undergone differentiation. As previous studies have also shown that the treatment of hES
HI1 cell line with retinoic acid induces the expression of AHR in correlation with the
differentiation of these cells, the expression of AHR was also analysed in H9 cells treated with
retinoic acid. The results of these analyses showed a similar upward trend in AHR expression

after treatment with retinoic acid.

The outcomes of the current bachelor's thesis indicate that the expression of aryl hydrocarbon
receptor decreases with the differentiation of hES cells into embryoid bodies, neural
progenitors, early mesodermal and definitive endoderm cells. Nevertheless, after the treatment
of hES cells with retinoic acid AHR expression shows an upward trend, suggesting that retinoic
acid induces hES cells to develop into a differentiation stage prior to what we investigated

during differentiation induced by commercially available media in the current bachelor's thesis.
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