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Llnimese embriionaalsete tivirakkude kultiveerimiseks sobiva B8 sé6tme valmistamine

ja testimine*

Embrionaalsed ja indutseeritud pluripotentsed tivirakud on osutunud vaga vaartuslikuks
erinevate bioloogiliste protsesside uurimisel ja omavad suurt potentsiaali kliinilises
rakuteraapias. See on pdhjustanud vajaduse keemiliselt defineeritud komponentidega,
toiterakkude- ja ksenovabade kultuurististeemide jarel. Kommertsiaalsed tuvirakusé6tmed on
vaga kulukad ja vajavad uldjuhul igapdevast sé6tmevahetust, mille téttu on nendega té6tamine
keeruline. Hiljuti avaldatud B8 soode pakub kommertsiaalsetele sgotmetele alternatiivi olles
suhteliselt lihtsasti ise valmistatav, kuluefektiivne ja toetab tuvirakkude kasvu ka ilma
igapéevase soO0tmevahetuseta. Sellest tulenevalt pastitati k&esoleva bakalaureusetoo
eesmérgiks valmistada B8 tivirakusoode ja testida selle sobivust inimese embriionaalsete

tivirakkude kasvatamiseks.
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CERCS kood: B200 Tsitoloogia

»Preparation and testing of B8 media suitable for human embryonic stem cell cultivation*

Embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells have proven to be very valuable in the
studies of various biological processes and have shown great potential in cell therapy. This has
created a need for chemically defined, feeder-free and xeno-free culture systems. Commercial
stem cell media is very expensive and requires daily medium changes, which makes it difficult
to work with. The recently published B8 medium offers an alternative to commercial stem cell
media, being relatively easy to prepare, cost-effective and supporting stem cell growth without
daily media changes. Consequently, the aim of the present bachelor's thesis was to prepare a

B8 stem cell medium and test its suitability for human embryonic stem cells.
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KASUTATUD LUHENDID

2i — MEK/ERK ja GSKa3 raja inhibiitoreid sisaldav keskkond

BMP — luu morfogeneetiline valk (bone morphogenetic protein)

BMPR I/11 — luu morfogeneetilise valgu retseptor I/11

BSA — veise seerumi albumiin (bovine serum albumin)

DAPI — 4’ 6-diamidino-2-fenutlindool (4°,6-diamidino-2-phenylindole)

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EDTA — etlileendiamiintetraatsetaat (ethylenediaminetetraacetic acid)

EpiS rakud — epiblasti tiivirakud (epiblast stem cells)

ERK — ekstratsellulaarselt reguleeritav kinaas (extracellular signal-regulated kinase)
FBS — fetaalne veiseseerum (fetal bovine serum)

FGF — fibroblasti kasvufaktor (fibroblast growth factor)

FGFR — fibroblasti kasvufaktori retseptor (insulin-like growth factor 1 receptor)
GSK3 — gliikogeeni siintaasi kinaas 3 (glycogen synthase kinase 3)

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

IGF-11 — insuliini kasvufaktor Il (insulin growth factor II)

IGF1R - insuliinilaadse kasvufaktor 1 retseptor

iPS rakud — indutseeritud pluripotentsed tlvirakud (induced pluripotent stem cells)
IPTG — isoproptiil-p-D-1-tiogalaktopiranosiid (isopropyl f-D-1-thiogalactopyranoside)
JAK —Janus kinaas (ingl. k. janus kinase)

KLF4 — kruppelilaadne faktor 4 (kruppel-like factor 4)

LIF — leukeemiat inhibeeriv faktor (leukemia inhibitory factor)

LIFR — leukeemiat inhibeeriva faktori retseptor

LPR — madala tihedusega lipoproteiiniretseptoriga seotud valk (low-density-lipoprotein-
related protein)

MEF — hiire embriionaalsed fibroblastid (mouse embryonic fibroblasts)

MEK — mitogeenaktiveeritud proteiinkinaas (mitogen-activated protein kinase)

mMES rakud — hiire embriionaalsed tuvirakud (mouse embryonic stem cells)

mTOR — rapamutsiini mehaaniline sintmarkvalk (mammalian target of rapamycin)
NRG1 — neureguliinl (neuregulin 1)

OCT4 — oktameeri siduv transkriptsioonifaktor 4 (octamer-binding transcription factor 4)
PBS - fosfaat-puhverdatud soolalahus (phosphate buffered saline)

PFA — paraformaldehiitd (paraformaldehyde)

P13K — fosfoinosiid-3-kinaas (phosphoinositide 3-kinase)



Stat3 — signaali muundur ja transkriptsiooni aktivaator 3 (signal transducer and activator of
transcription 3)

TCF — T-raku faktor (T cell factor)

TGFp — transformatiivne kasvufaktor 3 (transformative growth factor f)

TGFBR — transformatiivse kasvufaktor 3 retseptor (transformative growth factor £ receptor)



SISSEJUHATUS

Embrionaalsed tivirakud parinevad embrio blastotsiisti sisemisest rakumassist. Neid
iseloomustab piiramatu jagunemisvOime ja pluripotentne arengupotentsiaal ehk vdime
diferentseeruda kdikideks kehas leiduvateks rakkudeks. Need omadused muudavad tuvirakud

oluliseks mudelstisteemiks nii alusuuringute kui ka regeneratiivse meditsiini jaoks.

Embrionaalsete tlvirakkude kultiveerimisel on oluline sailitada rakkude pluripotentsus ja
piiramatu jagunemisvOime. Need omadused tagatakse tanu kindlatele s66tmekomponentidele
ja kasvatamistingimustele, mis vdimaldavad rakusisese pluripotentsusvdrgustiku tépset
regulatsiooni. Aastate jooksul on proovitud kultiveerimistingimusi ja rakkude passeerimise
meetodeid pidevalt optimeerida, et luua embriionaalsetele tlvirakkudele kbige sobivam ja
kasvu soodustavam keskkond. Inimese pluripotentsete tlvirakkude jaoks saadaval olevad
kommertsiaalsed defineeritud koostisega sd6tmed on kulukad ja enamus neist vajavad
igapéevast sootmevahetust. Kulude vahendamiseks ja rakukultuuri laborit6o lihtsustamiseks on

Kuo et al. (2020) loonud B8 s66tme, mida on vdimalik laboris ise valmistada.

Ké&esoleva bakalaureusetd6 kirjanduse osas antakse Ulevaade embriionaalsete tlvirakkude
kultiveerimistingimustest ja signaaliradadest, mis toetavad nende pluripotentset olekut.
Ekperimentaalosa eesmargiks oli valmistada B8 tuvirakusddde ja testida selle sobivust inimese
embrionaalsete tivirakkude kasvatamiseks hinnates pluripotentsuse markerite ekspressiooni

labivoolutstitomeetrilise analulsiga.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Embruonaalsed tivirakud

Inimese embriionaalne areng saab alguse viljastatud munaraku I8igustumisega, mille
tulemusena moodustub Uhetaolistest rakkudest koosnev kobarloode ehk moorula. Moorula
staadiumile jargneb rakkude esmane diferentseerumine ja blastotsiisti kujunemine. Blastotsist
koosneb sisemisest rakumassist ja seda Umbritsevast valimisest rakukihist ehk trofektodermist
(Joonis 1). Trofektoderm osaleb embriio implantatsioonis ja annab aluse ekstraembriionaalsete
kudede moodustumisele. Blastotslsti sisemuses paikneb pluripotentsete rakkude kogum, mis
on vdimelised piiramatult jagunema ja diferentseeruma organismi koikideks rakutiiupideks.

Nende rakkude eraldamisel saadakse embriionaalsed tiivirakud, mida on vBimalik koekultuuris

kasvatada (Boroviak ja Nichols, 2014).
O Viljastatud munarakk
' 4

.. Arenev embriio

Blastotsiist ‘

Trofektoderm

 \ 4 &—* Sisemine rakumass
il A

Eraldatud rakumass @

Embriionaalsed tiivirakud

Joonis 1. Embrionaalsete tivirakkude eraldamine. Kohandatud Landry, Zucker et al. (2004) jérgi.

Embrionaalsed tlvirakud on vdimelised diferentseeruma kdigiks kolmeks lootelehe
derivaadiks (ekto-, meso- ja endodermiks), millest saavad alguse kdik organismi koed ja
elundkonnad. Lisaks in vivo arengupotentsiaalile on embriionaalsetel tuvirakkudel
markimisvaarne voime sobivatel tingimustel in vitro rakukultuuris diferentseeruda erinevateks
rakkudeks. Peale pluripotentsuse iseloomustab neid piiramatu jagunemisvdime (ingl. k. self-
renewal), mis vbimaldab toota suurel hulgal soovitud rakuttitipe (Keller, 1995). Need omadused
on vdimaldanud pohjalikumalt uurida varajast embriionaalset arengut ja aidanud kaasa

regeneratiivse meditsiini ning rakuteraapia kontseptsiooni kujunemisele.
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Esmakordselt Onnestus embrionaalsed tuvirakud eraldada 1981. aastal hiire embriio
blastotsustist (Evans ja Kaufman, 1981). Hiire embruonaalsed tivirakud (mES rakud, ingl. k.
mouse embryonic stem cells) on vdimelised moodustama kiméaére ja panustama areneva embriio
kdikidesse rakutliupidesse, kaasa arvatud iduliini (Bradley et al., 1984). Embriionaalsete
tivirakkude in vitro geneetiline manipuleerimine on vdimaldanud luua kimaérseid ja
geneetiliselt modifitseeritud katseloomi ning uurida in vivo geenide avaldumist ja funktsiooni.
Inimese embriionaalsed tuvirakud (hES, ingl. k. human embryonic stem cells) erinevad mES
rakkudest mitmete omaduste ja kultiveerimistingimuste poolest, mille tdttu 6nnestus esimene
inimese tdvirakuliin luua alles 1998. aastal (Thomson et al., 1998). Erinevusi mES ja hES
rakkude vahel saab tdnapéeval seletada kuulumisega kahte erinevasse embriionaalse tiviraku
pluripotentsuse staadiumisse, milleks on naiivne (ingl. k. naive) ja diferentseerumiseks

valmistuv (ingl. k. primed) (Nichols ja Smith, 2009).

Naiivsed tlvirakud on hiire implantatsioonieelsed blastotsusti sisemise rakumassi rakud ja
naiivsed hES rakud. Diferentseerumiseks valmistuva staadiumi alla kuuluvad traditsiooniliselt
eraldatud hES rakud, mis sarnanevad epigeneetliselt hiire implantatsioonijargsete epiblasti
tlvirakkudega (EpiS rakud, ingl. k. epiblast stem cells) (Gafni et al., 2013). Naiivsed hES rakud
on eraldatud inimese blastotsiisti varasemast staadiumist ja sarnanevad omaduste poolest
implantatsioonieelsete embriionaalsete epiblasti rakkudega (Dodsworth et al., 2020).
Embrionaalsete tlvirakkude pluripotentsuse staadiumit on vdimalik spetsiifiliste koekultuuri

tingimustega muuta (Gafni et al., 2013; Hanna et al., 2010).

Naiivse staadiumi tivirakkude arengupotentsiaal on vdrreldes diferentseerumiseks
valmistuvate tvirakkudega suurem olles vOimelised panustama hiire kimaarse embriio
loomisesse (Gafni et al., 2013; Weinberger et al., 2016). Vorreldes diferentseerumiseks
valmistuva olekuga on naiivse staadiumi tivirakkude genoom vahem metuleeritud. Rakud on
klonogeensemad ja XX Kardotlubi puhul mdélema aktiivse X kromosoomiga. Lisaks
moodustavad naiivse pluripotentsusega rakud tihedaid kuplikujulise morfoloogiaga
rakukolooniaid. Diferentseerumiseks valmistuvad tlvirakud kasvavad seevastu soGtmel
tihedalt Ghekihilise lameda kolooniana (Tabel 1) (Nichols ja Smith, 2009). Nii naiivset kui ka
diferentseerumiseks valmistuvat olekut iseloomustavad kindlad kultiveerimistingimused, mis
tagavad rakusiseste signaaliradade t&pse regulatsiooni ja tlvirakkude arengupotentsiaali. Kuigi
naiivse staadiumi tuvirakkude arengupotentsiaal on suurem (Gafni et al., 2013), kasutatakse
teadustoos peamiselt diferentseerumiseks valmistuvaid inimese embrtionaalseid pluripotentseid
tlvirakke. Selle tottu keskendutakse ka ké&esolevas bakalauresettds just selle staadiumi

rakkudele ja valmistatud B8 s60de toetab just seda pluripotentsuse olekut.
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Tabel 1. Naiivsete ja diferentseerumiseks valmistuvate tivirakkude vordlus. Tabelis on
valja toodud naiivsete ja diferentseerumiseks valmistuvate pluripotentsete tlvirakkude
erinevused morfoloogias, so6tmekomponentides ja genoomis. FGF — fibroblasti kasvufaktor,
iPS rakud — indutseeritud pluripotentsed tuvirakud, LIF — leukeemiat inhibeeriv faktor, 2i —
kaks véikesemolekulist kinaasset inhibiitorit ehk MEK/ERK ja GSK3 inhibiitorid. (Gafni et al.,
2013; Nichols ja Smith 2009)

Naiivne Diferentseerumiseks valmistuv
Rakud mES rakud, naiivsed hES hES rakud, hiire EpiS rakud,
rakud, naiivsed iPS rakud iPS rakud
Morfoloogia Kompaktne, kuplikujuline Kompaktne, thekihiline
Enamlevinud _ o
~ | LIF+2i FGF + aktiviin
so6tmekomponendid
DNA metuleeritus Hipometileeritud Hipermetileeritud
Klonogeensus Kdrge Madal
XX Kartiottiup Malemad X kromosoomid | (Jks X kromosoom inaktiveeritud
aktiivsed

Embrionaalsete tuvirakkude pluripotentsuse sdilitamisel on oluline kindlate geenide
regulatsioon, milles osalevad mitmeid transkriptsioonifaktorid. Transkriptsioonifaktorid Oct4
(Pou5f1), Sox2 ja Nanog on pohilisel kohal pluripotentsust tagavate geenide avaldumise
signaalvdrgustikus. Samuti aitavad nad kaasa tiivirakkude iseuuenemisele (Boyer et al., 2005).
Nende faktorite vaigistamisel vOi Uleekspresseerimisel algab tuviraku diferentseerumine
kindlas suunas. Naiteks Oct4 (ingl. k. octamer-binding transcription factor 4) puudumisel
hakkab in vivo ja in vitro rakukultuur diferentseeruma trofektodermi rakkudeks (Loh et al.,
2006). Seega peab transkriptsioonifaktorite ekspressioon ja tase olema tapselt reguleeritud, et

tagada Gige rakupotents.

Igal transkriptsioonifaktoril on oma sihtméarkgeenid, mille ekspressiooni nad koos teiste
faktoritega vOimendavad vOi pérsivad. Lisaks sellele reguleerivad ja kontrollivad nad
vastastikku Uksteise avaldumist. Mitmel juhul v@ivad nende sihtmérkgeenid kattuda v0i
reguleerib kindlat jarjestust mitu transkriptsioonifaktorit korraga (Boyer et al., 2005). Naiteks
Oct4 seondub kindlatele DNA jarjestustele vaid heterodimeerselt koos transkriptsioonifaktor
Sox2-ga (Loh et al., 2006). Nanog seondub omakorda heterodimeeriga vOGimendades
geeniekspressiooni veelgi (Chen et al., 2008). Niimoodi kontrollitakse pidevalt Uksteise taset
rakus ja hoitakse seda stabiilsena. Transkriptsioonifaktorid Oct4, Sox2 ja Nanog on lisaks
antikehadega detekteeritavatele raku pinnamarkeritele peamised pluripotentsuse markerid.
Selle tottu kasutatakse ka k&esoleva Dbakalaureusetod eksperimentaalosas neid

transkriptsioonifaktoreid embriionaalse tivirakuliini H9 pluripotentsuse kontrollimiseks.
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1.1.1. Indutseeritud pluripotentsed tiuvirakud

hES rakkude kasutamisvGimalustel teaduses ja regeneratiivses meditsiinis on teatud piirangud.
Esiteks vOib regeneratiivses meditsiinis immuunsobimatus doonor- ja retsipienttiive vahel
kutsuda esile immuunvastuse, mille tagajarjel ei véta organism doonorrakke omaks. Teiseks
piirab embruonaalsete tlvirakkude eraldamise eetilisus nende rakendamist teaduses. Nimelt
kasutatakse embriionaalsete tiivirakkude saamiseks blastotsisti, millel on olemas potentsiaal
areneda inimeseks. Need kitsaskohad leidsid lahenduse 2006. aastal, kui loodi esimesed
indutseeritud pluripotentsed tiivirakud (iPS rakud, ingl. k. induced pluripotent stem cells)
(Takahashi ja Yamanaka, 2006). iPS rakud on parit diferentseerunud somaatilistest rakkudest,
mis on Umberprogrammeeritud embrionaalse tlviraku staatusesse (Medvedev et al., 2010). On
avaldatud mitmeid erinevaid Umberprogrammeerimise meetodeid, millest kdige laialdasemalt
on kasutusel transkriptsioonifaktorite Uleekspressioonil pdhinevad meetodid. Indutseerides
raku pluripotentsust tagavate transkriptsioonifaktorite Oct4, Sox2, c-Myc ja KIf4 ekspressiooni
somaatilistes rakkudes, on véimalik luua iPS rakuliine (Takahashi ja Yamanaka, 2006). Selliste
rakkude loomine on veelgi laiendanud pluripotentsete tlvirakkude kasutust teadustods. Antud
bakalaureusetd6 tulemusena valminud B8 s6ddet on plaan edaspidi kasutada muuhulgas ka iPS

rakkude kultiveerimiseks.

1.2. Embrionaalsete tuvirakkude kultiveerimine

Embriionaalsete tivirakkude kultiveerimiseks on vajalikud spetsiifilised kasvutingimused.
Uheks levinumaks meetodiks on olnud toiterakkude kasutamine. Algselt kultiveeriti hES rakke
sarnaselt naiivsetele mES rakkudele hiire embriionaalsete fibroblastide (MEF, ingl. k. mouse
embryonic fibroblast) peal veise loote seerumis (FBS, ingl. k. fetal bovine serum) (Thomson et
al., 1998). Toiterakkudena kasutatavad fibroblastid toodavad endogeenselt fibroblasti
kasvufaktorit (FGF, ingl. k. fibroblast growth factor), mis on vajalik tiivirakkude
pluripotentsuse séilitamiseks. FGF vdimendab diferentseerumiseks valmistuvates hES
rakkudes IGF-I1 (ingl. k. insulin growth factor 1), TGFp (ingl. k. transforming growth factor
S) ja aktiviini ekspressiooni, mis tagavad rakkude pluripotentse oleku ja piiramatu
jagunemisvdime (Bendall et al., 2007; WVallier et al., 2005). Loomset péritolu
sodtmekomponendid ei sobi aga hES rakkude kultiveerimiseks regeneratiivses meditsiinis.
Esiteks vOib immuunsobimatus inimese ja loomsete komponentide vahel esile kutsuda
immuunvastuse (Desai et al., 2015). Teiseks suureneb oluliselt saastumise oht, mida vGib

tekitada loomapatogeenide edasikandumine (Cobo et al., 2008). Lisaks esineb toiterakkude ja
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seerumite  kasutamisel veel teisigi piiranguid. Toiterakud vajavad kindlaid
kultiveerimistingimusi ja vOivad omavahel partiides varieeruda. See mojutab tivirakkude
diferentseerumisvdimet, mis voib kujuneda probleemiks regeneratiivses meditsiinis
spetsiifiliste rakuliinide loomisel (Desai et al.,, 2015). Embrionaalsete tlvirakkude
kultiveerimiseks kasutatav seerum on mitmelt loomalt saadud segu, mis vdib olenevalt
tooteseeriast erineda (Lee ja Lee, 2011). Selle tdttu keskendutakse tdnapaeval toiterakkude-,
seerumi- ja ksenovabade kultuurisusteemide loomisele keemiliselt defineeritud s66tme

komponentidega.

1.2.1. Pluripotentsust tagavad signaalirajad

Embrionaalsete tivirakkude arengupotentsiaali sailitamiseks kultuurisisteemis on vaja
kindlate faktorite koosmdju, mis tagavad rakusiseste signaalivlrgustike tapse regulatsiooni.
Naiivseid ja diferentseerumiseks valmistuvaid tlivirakuliine iseloomustavad erinevad
sootmetingimused, mille tottu edastatakse rakkude jagunemisvdimet ja pluripotentsust
reguleerivad signaalid tuuma l&bi erinevate signaaliradade. Nii kasvavad diferentseerumiseks
valmistuvad tvirakuliinid néiteks FGF, TGF- ja insuliini juureolekul (Bendall et al., 2007).
Naiivsed tuvirakud vajavad seevastu leukeemiat inhibeeriva faktori (LIF, ingl. k. leukemia
inhibitory factor) ja kahe vaikesemolekulise kinaasse inhibiitori ehk MEK/ERK (ingl. k
mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase) ning GSK3 (ingl. k.
glycogen synthase kinase-3) lisamist sdootmesse (Gafni et al., 2013) (vt ka Tabel 1).
Rakutuumas on pluripotentsust tagav geeniekspressioon mdlema staadiumi tvirakkudel
sarnane. See vdimaldab in vitro detekteerida pluripotentsust nii hiire kui ka inimese

tlvirakukultuuris sarnastel meetoditel (Xu et al., 2018).

1.2.1.1. JAK/STAT signaalirada

LIF signaliseerib naiivse pluripotentsuse sailitamiseks vajalikku JAK/STAT rada (Joonis 2)
(Gafni et al., 2013). JAK/STAT signaalikaskaad algab Stat3 (ingl. k. signal transducer and
activator of transcription 3) fosforiileerimisega Janus kinaaside (JAK, ingl. k. Janus kinases)
poolt. Aktiveeritud Stat3 liigub tsitoplasmast rakutuuma, kus signaliseerib kindlaid
pluripotentsust tagavaid transkriptsioonifaktoreid (Zhang et al., 2019). Seerumivabas s66tmes
vajavad naiivsed tuvirakud LIF ja BMP (ingl. k. bone morphogenetic protein) faktorite
koosmdju, mis aktiveerivad SMAD signaalikaskaadi (Ying et al., 2003). Aktiveeritud BMP

retseptor pdhjustab retseptor-reguleeritud SMAD valkude fosfortleerimist. Moodustub
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SMAD1/5/8 heterotrimeerne kompleks, mis liitub SMAD4 valguga ja siseneb rakutuuma.
BMP/SMAD signaalirada reguleerib 1d1 ja Dusp9 geene, mis takistavad rakkude
diferentseerumist neuraalses suunas (Morikawa et al., 2016). BMP/SMAD signaalirada
koostoos LIF/STAT3 rajaga aitab séilitada naiivsete tlvirakkude piiramatu jagunemisvoime
(Ying et al., 2003). Diferentseerumiseks valmistuvates tlvirakkudes péhjustavad BMP/SMAD
ja JAK/STAT signaalirajad pluripotentsust soodustava geeniekspressiooni véhenemist ja

seeldbi rakkude diferentseerumist (Beattie et al., 2005).

LIF BMP wnt

LIFR BMPR I/11
Jak Jak

SMAD 1/5/8

./ L

(P SMAD 1/5/8

Stat3 SMAD 4 GSK3
»
B-kateniin
Inhibeerib i ii
B-kateniin
OCT4
Aktiveerib SOX2 / @
Rakutuum NANOG Tsiitoplasma

Joonis 2. Naiivset pluripotentsust toetavad signaalirajad. Joonisel on vélja toodud naiivse
pluripotentse oleku tagavad JAK/STAT, BMP ja Wnt/B-kateniini signaalirajad. BMP — luu
morfogeneetiline valk, BMPR I/l — luu morfogeneetilise valgu retseptor I/11, Frizzled — Wnt/B-
kateniini raja retseptor, GSK3 — glikogeeni siintaasi kinaas 3, Jak — Janus kinaas, LIF —
leukeemiat inhibeeriv faktor, LIFR — leukeemiat inhibeeriva faktori retseptor, LPR — madala
tinedusega lipoproteiiniretseptoriga seotud valk (ingl. k low-density-lipoprotein-related
protein), P — lisatud fosfaatriihm, Stat3 — signaali muundur ja transkriptsiooni aktivaator 3, TCF
— T-raku faktor.

1.2.1.2. Wnt/p-kateniini signaalirada

Naiivsetes tiivirakkudes on samuti oluline Wnt/B-kateniini signaalirada (Joonis 2).
Diferentseerumiseks valmistuvates inimese tivirakkudes on Wnt signaal madalam vai puudub.
Whnt signaaliraja inhibeerimine naiivsetes tlvirakkudes ei pdhjusta rakkude diferentseerumist,

vaid nende epigeneetilist muutumist diferentseerumiseks valmistuvateks tuvirakkudeks. Wnt
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retseptori aktiveerumisel edastatakse signaal 1dbi B-kateniini rakutuuma. Rakutuumas on [-
kateniin koaktivaator TCF (ingl. k. T-cell factor) transkriptsioonifaktorile (Xu et al., 2016). -
kateniini seondumisel TCF faktorile aktiveeritakse pluripotentsust tagavate geenide
ekspressioon (Lee et al., 2019). Wnt/B-kateniini signaaliraja kaivitumisel fosforuleerib GSK3
B-kateniini pohjustades selle lagunemise. GSK3 inhibeerimise tagajérjel stabiliseeritakse [3-
kateniini tase rakus ja tagatakse selle transport rakutuuma (Lee et al., 2019). Wnt/B-kateniini
signaalirada on oluline naiivsete tiivirakkude jagunemisel ja kolooniate moodustumisel (Xu et
al., 2016). Samuti moduleerib Wnt/B-kateniini signaalirada teiste signaaliradade regulatsiooni.
Néiteks toetab Wnt signaal naiivsetes tlvirakkudes LIF/STAT signaalirada (Zhang et al.,
2019).

1.2.1.3. FGF signaalirada

Diferentseerumiseks valmistuvad tlvirakuliinid vajavad kultiveerimisel FGF olemasolu. FGF
signaalirada  inhibeerides  hakkavad diferentseerumiseks  valmistuvad tivirakud
diferentseeruma (Bendall et al., 2007). Aktiveeritud FGF retseptorid rakupinnal edastavad
signaali 1abi PIsK/AKT (ingl. k. phosphoinositide 3-kinase/AKT) ja MEK/ERK signaaliradade
(Joonis 3) (Mossahebi-Mohammadi et al., 2020). PIsK/AKT signaalirada aitab inhibeerida
apoptoosi ja vbimendab rakujagunemist labi mTOR (ingl. k. mammalian target of rapamycin)
signaali. mTOR signaali puudumine on embrionaalsele arengule kahjulik, mille tagajérjel
vaheneb rakkude elulemus (Oltulu et al., 2019). Aktiivne PIsK signaal parsib naiivsetes
tlvirakkudes GSK3 aktivatsiooni, mis omakorda vdimendab Wnt/B-kateniini signaalirada
(Chenetal., 2012). Naiivsetes tlvirakkudes on vaja inhibeerida FGF signaali poolt aktiveeritud
MEK/ERK signaalirada. MEK/ERK signaalirada pdhjustab naiivsete mES rakkude
diferentseerumist. MEK inhibiitor takistab ERK fosfortleerimist blokeerides selle signaaliraja
(Zhang et al., 2019). Diferentseerumiseks valmistuvates tlvirakkudes on MEK/ERK signaal

rakkude pluripotentse oleku sdilitamiseks vajalik (Li et al., 2007).

1.2.1.4. IGF signaalirada

IGF-I1 vdi insuliin on oluline faktor nii embrio implantatsioonieelses kui ka hilisemas
embrionaalses arengus. Inhibeerides IGF signaalirada, véheneb rakkude elulemus ja
klonogeensus (Bendall et al., 2007). IGF-11 ja insuliin on mdlemad ligandiks IGF1R (ingl. k.
insulin-like growth factor 1 receptor) retseptorile, mille kaudu aktiveeritakse PIsK/AKT

signaalirada ja vdimendatakse MEK/ERK signaalirada (Girnita et al. 2014). FGF on oluline
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faktor IGF signaaliraja aktivatsioonil (Bendall et al., 2007). On téheldatud, et IGF-Il voGi
insuliini puudumisel muutuvad embriionaalsed tlvirakud MEK/ERK signaaliraja inhibiitorite
ja FGF-i suhtes tundlikumaks (Ying et al., 2008).

IGF/insuliin FGF TGFB/Aktiviin/Nodal
. I TGFBR/
IGF1R FGFR Aktiviini R
SMAD 2/3
—~— R — X
MEK 1/2
Y
= P smAD2/3
Akt SMAD 4
ERK 1/2
Aktiveerib \
R ——
Rakutuum OCT4, SOX2, NANOG Tslitoplasma

Joonis 3. Diferentseerumiseks valmistuvate tuvirakkude pluripotentset olekut
soodustavad signaalirajad. Joonisel on valja toodud diferentseerumiseks valmistuvate
tlvirakkude pluripotentse oleku tagamiseks vajalikud IGF, FGF, TGFp/Aktiviin/Nodal
signaalirajad. Aktiviini R — Aktiviini retseptor, ERK — ekstratsellulaarselt reguleeritav kinaas,
FGF — fibroblasti kasvufaktor, FGFR — fibroblasti kasvufaktori retseptor, IGF — insuliini
kasvufaktor, IGF1R — insuliinilaadse kasvufaktor 1 retseptor, MEK — mitogeenaktiveeritud
proteiinkinaas, TGF[ — transformatiivne kasvufaktor , TGFBR — transformatiivse kasvufaktor
[3 retseptor.

1.2.1.5. TGF/Aktiviin/Nodal signaalirada

Diferentseerumiseks valmistuvates tivirakkudes on oluline TGF/Aktiviin/Nodal signaalirada.
TGF-B vOi Aktiviin/Nodal retseptori aktiveerumisel kannab signaali edasi SMAD2/3
valgukompleks, mis seondub tsitoplasmas SMAD4 mediaatorvalguga ja siseneb rakutuuma
(Joonis 3) (Bendall et al. 2007). See signaalirada mdjutab omakorda mitmeid teisi faktoreid.
Naiteks vdib TGF aktiveerida MEK/ERK signaalirada vOi parandada PIsK/AKT signaali
madalat aktiivsust (Xu et al. 2018). Aktiviin A tagab toiterakkudevabas s66tmekeskkonnas hES

rakkude iseuuenemise mitme passaazi ehk hdredamaks kiilvamise véltel. Peale selle stimuleerib
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Aktiviin 1&bi SMAD mediaatorvalkude Nanog, Oct4 ja Sox2 ekspressiooni (Xiao et al., 2006).
Nodal faktorit ekspresseerib pluripotentne embriionaalne tivirakk ise ning selle signaal kaob
diferentseerumisel. Nodal signaali inhibeerimine ei pdhjusta tiksi rakkude diferentseerumist.
Nimelt hakkavad tivirakud diferentseeruma Aktiviin/Nodal retseptori blokeerimisel (Vallier et
al., 2005). TGF voi Aktiviin/Nodal inhibeerimisel véheneb SMAD2/3 fosforileerimine, mis
pdhjustab hES rakkude diferentseerumist (James et al., 2005).

1.2.2. Tuvirakkude passeerimine

Véltimaks embrionaalsete tlvirakkude diferentseerumist ja tagamaks nende Kiire jagunemise
on vaja so0det pidevalt vahetada ja teatud rakukoloonia tiheduse saavutamisel hdredamaks
kilvata ehk passeerida. Rakkude passeerimist on v@imalik teostada manuaalselt vOoi
enstimaatiliselt. Ensumaatiline passeerimine on vorreldes manuaalsega tivirakkudele vdhem
invasiivne ja suuremas mahus kergemini ning kiiremini rakendatav (Moon et al., 2006). Siiski
vOib ensiimaatiline passeerimine paadida rakkude geneetiliste muutustega (Beers et al., 2012).
Samuti ei saa ensumaatilise meetodiga selekteerida morfoloogia p&hiselt diferentseerumata
kolooniaid juba pluripotentse oleku kaotanud tlvirakukolooniatest. Selle tottu kombineeritakse
manuaalset ja enstimaatilist passeerimist omavahel ning eraldatakse enne ensiimaatilist to6tlust
diferentseerunud kolooniad késitsi (Moon et al., 2006; Oh et al., 2005).

Enstimaatiliselt passeeritakse tuvirakke peamiselt dispaasi, kollagenaasi voi tripsiiniga.
Kollagenaasi kasutatakse toiterakkude peal Kultiveeritavate tlvirakkude passeerimiseks.
Dispaasi vOi tripsiiniga passeeritakse embriionaalseid tlvirakke pohiliselt toiterakkudevabas
keskkonnas (Beers et al., 2012). Sageli kasutatakse tripsiini ja EDTA (ingl. k.
ethylenediaminetetraacetic acid) segu (Ellerstrom et al., 2007). EDTA seob kahevalentseid
metallioone (Mg?* ja Ca?*) pdhjustades rakkude vabanemist kasvupinnalt. Kahevalentsed
metallioonid soodustavad tlvirakkude kolooniatiikkide teket ja paremat kinnitumist uuele
kasvupinnale. Vo6imalik on teostada ka embriionaalsete tlvirakkude mitte-ensiimaatilist
passeerimist kasutades ainult EDTA-PBS lahust (Beers et al. 2012; Chen, 2013).

1.3. Enim kasutatavad tuvirakustotmed

Embrionaalsete tlvirakkude kasvukeskkonna ja aktiveeritavate signaaliradade tundmine on
vOimaldanud teadlastel valja t6otada s66tmeid, millel tlvirakkude kasv ning jagunemine
oleksid optimaalsed (Kuo et al., 2020). Inimese pluripotentsete tlvirakkude
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kultiveerimistingimused on peale esmaseid in vitro kasvatamismeetodeid oluliselt muutunud.
Toiterakkude asemel kasutatakse ténapdeval enamasti hiire sarkoomi rakkudel p&hinevat
ekstratsellulaarset maatriksit ehk Matrigeli (Xu et al., 2001). 2006. aastal loodi defineeritud
komponentidega mTeSR1 s66de, mis toetab hES rakkude kasvu Matrigeli peal (Ludwig et al.,
2006). Lisaks Matrigelile on vdimalik hES rakke kultiveerida veel fibronektiini vdi laminiini
sisaldaval kasvupinnal (Tsutsui et al., 2011). Kommertsiaalne mTeSR1 sédde on véga kulukas,
mille tdttu on aastate jooksul réhku pddratud uute sdotmete katsetamisele ja tlvirakkude
kultiveerimistingimuste optimeerimisele. mTeSR1 s66tme pBhjal todtati 2011. aastal valja
lihtsustatud kaheksast komponendist koosnev keemiliselt defineeritud E8 (ingl. k. Essential 8)
s00de. E8 so6tme komponentideks on insuliin, FGF2, TGF-f3, naatrium seleniit, transferriin, L-
askorbiinhape, naatriumvesinikkarbonaat (NaHCOs) ja DMEM/F12 (ingl. k. Dulbecco's
Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) (Chen et al., 2011).

Lisaks E8 sodtmele on ilmunud veel mitmeid sodtmeprotokolle, mida on vdimalik laboris ise
valmistada. Katsetatud on véga erinevaid so6tmekomponentide kooslusi, mis on valja toodud
tabelis 2. Labivateks komponentideks on kdikidel s66tmetel DMEM/F12 baass6dde,
transferriin ja naatrium seleniit. DMEM/F12 on kdige enam kasutatav baassodde seerumivabas
keskkonnas kultiveeritavatele tlvirakkudele valmistamisel (Chaudhry et al., 2008). Naatrium
seleniit on vajalik tlvirakukolooniate laienemiseks ja transferriin toetab tlivirakkude
klonogeensust (Chen et al., 2011). Kuigi mdlemad komponendid on valmistavate sé6tmete
pbhikomponentideks, varieerub oluliselt nende kontsentratsioon olenevalt so6tmest. Naatrium
seleniidi kontsentratsioon so6tmes vdib olla vahemikus 2,5-20 ng/ml ja transferriini
kontsentratsioon 5-20 pg/ml. Valdavalt leiab mitmete soGtmete komponentide seast L-
askorbiinhape 2-fosfaadi, insuliini v6i IGF ning FGF kasvufaktori olemasolu. L-askorbiinhape
toetab tuvirakkude jagunemist (Chen et al., 2011). IGF ja FGF faktorite lisamisega tagatakse
tlvirakkude pluripotentsus PIsK/AKT ja MEK/ERK signaaliradade aktivatsiooniga. FGF2
kontsentratsioon erinevates so6tmeprotokollis on varieeruvalt 8-100 ng/ml. Vélja on t66tatud
ka selliseid protokolle, kuhu ei ole FGF kasvufaktorit lisatud. Naiteks Al (ingl. k. Activin and
IGF1) s66tmes on ndidatud, kuidas 50 ng/ml kontsentratsiooniga Aktiviin A tagab tlvirakkude
piiramatu jagunemisvdime FGF kasvufaktori puudumisel. Aktiviin A koos IGF1 faktoriga
aktiveerib PIsK/AKT signaalirada nii naiivsete kui ka diferentseerumiseks valmistuvate
tlvirakkude kultiveerimisel (Wamaitha et al., 2020). Leidub ka mitmeid tlvirakusdotmeid,
millele on lisatud teisi unikaalseid koostisosasid. Uheks selliseks so6tmeks on naiteks FTDA,
millele on lisaks FGF, TGF-p ja aktiviin A-le lisatud dorsomorfiin, mis toimib BMP

signaaliraja inhibiitorina ja takistab rakkude diferentseerumist (Breckwoldt et al., 2017). Nii
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Tabel 2. Laboris valmistavate sé6tmeprotokollide vordlus. Tabelis on valja toodud 9 erineva tivirakusd6tme komponentide erinevused ja
sarnasused. FGF2 — fibroblasti kasvufaktor 2, TGFp — transformatiivne kasvufaktor g, NRG1 — neureguliin 1. (Chen et al., 2011 8; Frank et al., 2012 4;
Hannan et al., 2013 *; Kuo et al., 2020 °; Marinho et al., 2015 °; Wamaitha et al., 2020 7; Wang et al., 2007 ?; Yamasaki et al., 2014 3; Yasuda et al.,
2018 9)
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kommertsiaalselt miiidavates mTeSR1, E8 kui ka laboris ise valmistatavates Al, E8 ja FTDA

sO6tmetes vajavad kultiveeritavad embriionaalsed tiivirakud igapéevast so6tmevahetust.

1.3.1. B8 tuvirakusotode

Embrionaalsete tlivirakkudega té6tamine rakukultuuris on ressursi ja ajamahukas, kuna néuab
pidevat s66tmevahetust. See on problemaatiline paljudele laboritele, kuna eeldab t66d ka
n&dalavahetuseti ja puhadel. Probleemi lahendamiseks on aastate jooksul proovitud eri
meetodeid, kuidas optimeerida tlivirakkude proliferatsiooni ja pluripotentsuse sailitamist
s06tmes (Kuo et al., 2020). Leevendamaks Ulaltoodud kitsaskohti on Kuo et al. (2020) vétnud
kasutusele B8 sootme. B8 so0ode optimeerib rakkude korget kasvukiirust madala
kulvitihedusega tingimustes ja hoiab rakke diferentseerumast. Samuti ei pea s66det iga péev
vahetama, mis lihtsustab tunduvalt t66d rakukultuuris. B8 sddde sarnaneb komponentide
poolest E8 sddtmele, kuid selles kasutatakse muteeritud FGF2 valku. Kommertsiaalselt
sootmesse lisatav FGF2 ei ole 37 °C juures stabiilne ja degradeerub kiiresti. See on Uks
pdhjustest, miks tlvirakusodde vajab igapéevast vahetust. B8 s6otmes kasutatav muteeritud
FGF2-G3 valk on temperatuurile vastupidavam ja pusib mitu paeva 37 °C juures stabiilsena.
Lisaks on B8 sootmesse lisatud neureguliin 1 (NRGL1, ingl. k. neuregulin 1) faktor, mis
suurendab tuvirakkude kasvukiirust. NRG1 valk toetab kasvu vaid FGF2-G3 juuresolekul.
Antud tingimused voOimaldavad valtida igapdevast sd6tmevahetust. B8 s6dde on
laboritingimustes  lihtsasti ise valmistatav ja oluliselt kuluefektiivsem vorreldes

kommertsiaalsete mTeSR1 ja E8 s66tmetega (Kuo et al., 2020).

Lahtudes teadmistest, millised signaalirajad ja milliste markerite ekspressioon on tlivirakkude
pluripotentse arengupotentsiaali séilitamiseks olulised, seati antud bakalaureusetdo eesmargiks

B8 s6dtme valmistamine ja selle testimine hES rakkude kultiveerimisel.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TOO eesmargid

Kéesoleva bakalaureusetdo eksperimentaalosa eesmargiks oli valmistada B8 s66de ja testida,

kas see on sobilik inimese embriionaalsete tivirakkude kultiveerimiseks.

Isevalmistatud B8 s0ddet testiti kdrvuti kommertsiaalsete mTeSR1 ja E8 so6tmetega hinnates
labivoolutsttomeetrilise meetodiga pluripotentsuse markerite ekspressiooni séilimist inimese

embrionaalse H9 tivirakuliini kultiveerimisel.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. S66tmed, bakteritiived, plasmiidid

Antud bakalaureusetod raames kasutatud plasmiidid telliti  Addgene

kollektsioonist. Plasmiidid saabusid E. coli BL21 Star (DE3) bakterittivedes, mis olid torgatud

plasmiidide

agarsootmesse. Bakteritiivedes olevate plasmiidide paljundamiseks kasutati LB (Lysogeny
Broth) vedels6ddet (1% triiptoon; 0.5% parmiekstrakt; 1% NaCl) voi agarplaati (1% triiptoon;
0.5% parmiekstrakt; 1% NaCl; 1,5% agar). Plasmiidi kandvate rakkude selektsiooniks kasutati
vastavalt ampitsilliini (Amp) 1dppkontsentratsiooniga 100 pg/ml voi kanamiitsiini (Km)
16ppkontsentratsiooniga 50 pg/ml (Tabel 3). Vedelkultuuri aeratsiooni tagamiseks kasvatati

bakterikultuuri Gle66 37 °C ja 180 rpm juures loksutis.

Tabel 3. T66s kasutatud plasmiidid. Amp" — ampitsilliini resistenstsus; Km" — kanamtsiini
resistentsus.

Plasmiid Iseloomustus Allikas
pET-32a(+)-NRG1p1 N-terminaalse Hiss-markega, (Kuo et al., 2020)
kodeerib NRG1p1 valku, Amp" | Addgene #120287
pET-32a(+)-TGFB1 N-terminaalse Hiss-markega, (Kuo et al., 2020)
kodeerib TGFB1 valku, Amp" | Addgene #120288
pET-28a(+)-FGF2-G3 N-terminaalse Hiss-markega, (Kuo et al., 2020)
kodeerib FGF2-G3 valku, Km" | Addgene #135521

Plasmiidide kaardid on vélja toodud Lisas 2, joonisel L1.
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2.2.2. Plasmiidse DNA eraldamine

Plasmiidse DNA eraldamiseks kasutati ,,NucleoBond Xtra Midi Kit“-i puhvreid. Peale Uksiku
koloonia valimist sobivat antibiootikumi sisaldavalt agarplaadilt kasvatati plasmiidi sisaldavaid
E. coli BL21 Star (DE3) tlve rakke ile66 2 ml LB vedelsddtmes 37 °C juures, millesse oli
lisatud plasmiidi selektsiooniks vastavalt ampitsilliini 1dppkontsentratsiooniga 100 pg/ml voi
kanamiitsiini l1dppkontsentratsiooniga 50 pg/ml. Bakterikultuuri tsentrifuugiti 6000 rpm juures
3 minutit, mille jargselt eemaldati supernatant. Bakterisade suspendeeriti 50 ul P1 puhvris,
mille Gheks komponendiks on RNaas A. Rakkude ltusimiseks lisati bakterisuspensioonile 50
ul P2 puhvrit. Uhtlase liiiisi tagamiseks keerutati tuube aeglaselt kuus korda. Luisisegu
inkubeeriti toatemperatuuril 2 minutit, mille jargselt neutraliseeriti see 75 ul P3 puhvriga.
Seejdrel tsentrifuugiti proove taispooretel (13400 rpm) 10 minutit ja eraldati ettevaatlikult
supernatant uude puhtasse 1,5 ml Eppendorfi tuubi. DNA sadestamiseks lisati supernatandile
500 ul 96% etanooli ja tsentrifuugiti taispdoretel 10 minutit. Jargnevalt aspireeriti supernatant
ja DNA sade pesti 70% etanooliga. Proove tsentrifuugiti taispooretel 10 minutit, eraldati
supernatant ja pandi moneks minutiks 37 °C juurde termostaati kuivama. Seejérel lahustati
DNA 25 pl TE puhvris (10 mM Tris-HCI pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0). DNA kontsentratsioon
mdddeti NanoDrop One spektrofotomeetriga (Thermo Scientific, USA).

Uled6 vastava selektsioonimarkeriga LB vedelsd6tmes 37 °C juures kasvanud bakterikultuurist
valmistati gliitserooli séilituskultuurid. Selleks lisati 500 pl bakterikultuurile 500 pl 50%

glutserooli ja sailitati edaspidi -80 °C juures.

2.2.3. Restriktsioonianaliius ja geelelektroforees

Puhastatud plasmiidse DNA digsust kontrolliti restriktsioonianalliisi  abil. DNA
restriktsiooniks kasutati firma ,,Fermentas® (Thermo Scientific, USA) Eco01091 enstimi.
Restriktsioonisegusse lisati 1 pl plasmiidset DNA-d (1pg/ul), 0,5 pl ensiiimi ja 2 pl
tootjapoolset reaktsioonipuhvrit. Kasutades mQ deioniseeritud vett, viidi reaktsioonisegu
kogumaht 20 pl-ni. Restriktsioonisegu inkubeeriti 37 °C juures ks tund, mille jarel

visualiseeriti 16ikus geelelektroforeesil.

Tulemuste hindamiseks geelelektroforeesil lisati 1 ul DNA proovile 2 ul 6x laadimisvérvi (6x
Loading Dye, Thermo Scientific). Proovid kanti 1% agaroosgeelile 0,5x TBE puhvris. DNA

visualiseerimiseks lisati agaroosgeelile eelnevalt etiidiumbromiidi (Bioatlas, Eesti)
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I6ppkontsentratsiooniga 0,05 ug/ml. Agaroosgeelile kanti 4,5 ul GeneRuler 1kb markerit
(Thermo Scientific, USA).

Lisaks restriktsioonianalliisile sekveneeriti plasmiidses DNA-s kasvufaktoreid sisaldavad
jarjestused Tartu Ulikooli genoomika instituudi tuumiklaboris. Sekveneerimispraimerite

jarjestused on vélja toodud Lisa 1, tabelis 4.

2.2.4. Valkude ekspresseerimine

FGF2-G3, TGFB1, NRG1p1 valkude ekspresseerimiseks E. coli BL21 Star (DE3) tilve
rakkudes eelkasvatati bakterikultuuri 5 ml LB vedelso6tmes sobiva antibiootikumi,
ampitsilliini (100 pg/ml) vdi kanamiitsiini (50 pg/ml), juuresolekul. Ule6d 37 °C juures
kasvanud vedelkultuur lisati kogumahus uude 500 ml LB vedels66tmesse (eelkatse puhul 2 mli
ilma eelkasvatuseta) koos vastava antibiootikumiga. Bakterikultuuri kasvatati 37 °C loksutis nii
kaua, kuni selle ODsoo oli 0,6-0,8. ODsoo vaértust mdddeti NanoDrop One spektrofotomeetriga
(Thermo Scientific, USA). Seejarel indutseeriti valguekspressioon 0,6 mM IPTG (ingl. k.
isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside) (Thermo Scientific, USA) lisamisega ja rakke
inkubeeriti 37 °C juures 4 tundi. Bakterisuspensiooni tsentrifuugiti 5000 g juures 10 minutit ja

aspireeriti supernatant. Bakterisade hoiustati -20 °C juures.

Valkude ekspressiooni kontrolliti SDS-poltakratlamiid geelelektroforeesiga. Selleks lisati
bakterisademele 50 ul 1x PBS lahust ja suspendeeriti see 950 ul 2x Laemmli puhvriga (10%
SDS; 50% glitserool; 1M Tris-HCI pH 6,8; 0,1% broomfenool sinine), millele lisati 50 pl B-
merkaptoetanooli. Enne valgugeelile kandmist kuumutati proove 95 °C juures 5 minutit.
Valkude lahutamiseks kasutati 10% Tris/glitsiin-SDS-poluakritlamiid geeli ja markerina 4 ul
PageRuler Prestained Protein Ladder’it (Thermo Scientific, USA). Geelelektroforeesil
jooksutati valguproove 15 minutit 50 V ja 60 minutit 120 V juures. Jargnevalt loputati
valgugeeli destilleeritud veega ja vérviti Coomassie Blue varvilahusega (0,2% Coomassie
Brilliant Blue; 50% metanool; 10% aadikhape) 1 tund. Valkudega mitteseondunud varvi
eemaldamiseks pesti geeli korduvalt 50% metanooli ja 10% &adikhapet sisaldava puhvriga.

Saadud valgumuster jaadvustati pildistades.
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2.2.5. Valkude puhastamine

Peale valkude ekspressiooni kontrollimist vdeti -20 °C juures hoiustatud bakterisade tles 5 ml
ludsipuhvris (1,5 mM magneesiumatsetaat, 1 mM CaCl;, 250 mM NaCl, 100 mM
ammooniumsulfaat, 40 mM NazHPOQOa4, 3,25 mM sidrunhape, 5% glitserool, 5 mM imidasool,
5 mM 2-merkaptoetanool, 0,08% NP40, 1 mM PMSF). Jargnevalt lisati rakususpensioonile
lusotstiimi I6ppkontsentratsiooniga 2 mg/ml. Suspensiooni inkubeeriti Glepea (ingl. k. end-
over-end) segajal 4 °C juures 40 minutit. Seejarel 16huti bakterite rakumembraan Bioruptor
sonikaatoriga (Diagenode, Belgia) kaheksa 30-sekundilise tsukli véltel kasutades kdrget
parameetrit (ingl.k. high setting). Sonikeeritud rakuliisaati ultratsentrifuugiti 18 000 g ja 4 °C
juures 40 minutit ning eraldati supernatant uude puhtasse tuubi. Valkude seondumiseks kasutati
maatriksina nikli sefaroosikerakesi, mida pesti eelnevalt 2 korda mQ deioniseeritud veega ja
sidumispuhvriga (10 mM Tris-HCI pH 8,3; 500 mM NaCl; 5 mM 2-merkaptoetanool; 5 mM
imidasool). Supernatant lisati pestud Ni-maatriksile ja inkubeeriti Ulepea segajal 4 °C juures 1
tund. Uhe tunni moddudes tsentrifuugiti 2000 g juures 3 minutit ja aspireeriti supernatant.
Maatriksit pesti jargnevalt 4 x 1,5 ml sidumispuhvriga, millele oli eelnevalt lisatud 25 mM
imidasool. Peale igat pesu tsentrifuugiti proove 2000 g juures 3 minutit. Maatriksile lisati
seejarel 5 x 175 ul elueerimispuhvrit (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 500 mM NaCl, 500 mM
imidasool). Peale elueerimist ja kontrolliks vajaliku koguse liisaadi eemaldamist teostati puhvri
vahetus sdilituspuhvri (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 500 mM NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanool)
vastu kasutades centricon-10 10K MWCO kolonne (Amicon, USA). Sailituspuhvrit lisati kuni
2 ml I6ppmahuni ja kolonne tsentrifuugiti 7500 g juures 60 minutit. Valke sisaldav
kontsentreeritud proov koguti kokku pddrates kolonni teistpidi puhtasse tuubi ja tsentrifuugides
100 g juures 1 minut. Jargnevalt mdddeti valgukontsentratsioonid NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific, USA) spektrofotomeetriga.

Hindamaks valkude olemasolu ja puhtust, voeti peale iga protokolli etapi Iabimist 5 pl mahus
kontrollproov. Kontrollproovidele lisati 28 pul PBS-i ja 1:1 mahus 2x Laemmli puhvrit.
Kontrollproove sdilitati -20 °C juures ja analidsiti hiljem koos puhastatud valkudega SDS-
geelelektroforeesil. Selleks kuumutati eelnevalt proove 95 °C juures 5 minutit. Proovid kanti
15% SDS-poliuakrutlamiid geelile ja jooksutati 15 minutit 50 V ning 60 minutit 120 V juures.
Puhastatud valkudest tehti alikvoodid, mis kilmutati vedelas ldmmastikus ja sailitati -80 °C

juures.
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2.2.6. B8 s6dtme valmistamine

B8 tlivirakustddet valmistati Kuo et al., 2020 protokolli jargi. Esmalt valmistati alikvoodid A

jaB.

Alikvoot A. Alikvoot A jaoks lahustati L-askorbiinhape-2-fosfaat trisodium salt (Sigma-
Aldrich, USA) mQ deioniseeritud vees, nii et lahuse Idppkontsentratsioon oli 400 mg/ml.
Alikvoot A jagati steriilsetesse 200 pl tuubidesse ja sailitati -80 °C juures. 100 ml B8 s06tme
valmistamiseks kasutati 50 ul Alikvoot A lahust.

Alikvoot B. Alikvoot B jaoks valmistati kdige pealt naatrium seleniidi ja insuliini lahused.
Naatrium seleniit (Sigma-Aldrich, USA) lahustati mQ vees I6ppkontsentratsioonini 2 mg/ml.
Insuliini lahuse valmistamiseks lisati 20 mg insuliini (Gibco, USA) 450 ul mQ deioniseeritud
veele. Segu lahustati lisades 20 pul 1M HCI ja 28 pl 1M NaOH. Nii naatrium seleniidi kui ka
insuliini lahuseid sdilitati -80 °C juures. 100 ml B8 sg6tme valmistamiseks segati omavahel
49,90 ul insuliini lahust, 1 pl naatrium seleniidi lahust ja 1 pl transferriini (Roche Diagnostics,

Sveits) 1dppkontsentratsiooniga 30 mg/ml.

100 ml B8 tivirakusdotme valmistamiseks segati omavahel alikvoodid A ja B ja lisati 99,9 ml
DMEM/F12 (Corning, USA) baasstdtmele. Jargnevalt lisati segule E. coli BL21 Star (DE3)
bakteritlivest puhastatud valgud FGF2-G3, TGFB3 ja NRG1p1. Valke FGF2-G3 ja TGFj3
lisati so6tmesse loppkontsentratsiooniga 4 mg/ml ja NRG1p1 I6ppkontsentratsiooniga 100

pg/ml. S6ode steriilfiltreeriti 1dbi 0,2 pum filtri ja sdilitati 4 °C juures.

2.2.7. Tuvirakkude kasvatamine koekultuuris

T60s kasutati inimese embriionaalset tivirakuliini H9 (WAO09, XX kartotuip, WiCell Research
Institute, National Stem Cell Bank, USA). Rakke kasvatati 37 °C juures 5% susinikdioksiidi
sisaldusega ja veeauruga killastatud inkubaatorkapis. Tuvirakkude kultiveerimiseks kasutati
kommertsiaalseid defineeritud koostisega mTeSR1 (STEMCELL Technologies, USA) ja E8
(STEMCELL Technologies, USA) so6tmeid ning isevalmistatud B8 sd0det. Kaiki
tlvirakus66tmeid vahetati iga 24 tunni jarel, kui ei ole ¢eldud teisiti. Kasvupinnana kasutati
Matrigeliga (BD Biosciences, USA) kaetud 6-kannulisi (kasvupindala 9,6 cm?) koekultuuri

plaate.
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Tuvirakkude passeerimist teostati iga 3-4 paeva jarel. Selleks pesti tivirakukultuuri 1x PBS
lahusega, mille jarel inkubeeriti rakke 37 °C juures 0,5 mM EDTA-PBS lahuses 4-5 minutit.
Seejarel eemaldati EDTA-PBS lahus ja kolooniatiikid suspendeeriti (keskmiselt 3 korda) 5 ml
seroloogilise pipetiga kasvupinna kiiljest vastava so6tmega. Soltuvalt tiivirakususpensiooni
visuaalsest tihedusest passeeriti rakke 1:6 voi 1:12 uude Matrigeliga kaetud ja vérske s66tmega

kannu. TO0s kasutatud embriionaalsete tiivirakkude passaazi numbrid jaid vahemikku 34-55.

2.2.8. Pluripotentsuse markerite analtits labivoolutsiitomeetriaga

Pluripotentsuse markerite Oct4, Sox2 ja Nanogi madramiseks tuvirakukultuuris kasvatati rakke
eelnevalt 3-4 pdeva mTeSR1, E8 ja B8 s60tmetes. Tlvirakusodde aspireeriti ja rakke pesti 1x
PBS-iga ning inkubeeriti 0,5 mM EDTA-PBS lahuses 4-5 minutit. Inkubeerimisaja 16ppedes
aspireeriti EDTA-PBS lahus ja rakud suspendeeriti varskes s66tmes kasvupinna kiljest lahti.
Rakususpensioon kanti 15 ml tuubi ja tsentrifuugiti 200 g juures 5 minutit. Seejarel aspireeriti
supernatant ja rakusade voeti Ules 1% BSA (veise seerumi albumiin, ingl.k. bovine serum
albumin) (Capricorn Scientific, Saksamaa) ja 2mM EDTA lahuses PBS-is. Rakkude
loendamiseks kasutati automatiseeritud rakuloendurit Countess Il (Thermo Scientific, USA).
Saadud andmete pdhjal lahjendati rakususpensioon tiheduseni 300 000 rakku/ml. Seejarel
tsentrifuugiti rakususpensiooni 300 g juures 5 minutit ja aspireeriti supernatant. Rakud fikseeriti
1,6% paraformaldehitidi (PFA) lahusega PBS-is 10 minutit. Pesemiseks lisati rakkudele 1x
PBS-i ja fikseeritud rakke tsentrifuugiti 300 g juures 5 minutit. Seejarel pesti rakud 1x
permeabiliseerimispuhvriga (PERM, permeabilization buffer) (Thermo Scientific, USA) ja
tsentrifuugiti 300 g juures 5 minutit. Supernatant aspireeriti ja rakkudele lisati vastava
lahjendusega antikehad (Tabel 5). Rakke inkubeeriti 1 h pimedas. Tunni méddudes pesti rakke
kaks korda 1x PERM puhvriga ja tsentrifuugiti 300 g juures 5 minutit. Enne
labivoolutsitomeetrilist analudsi suspendeeriti rakud 1x PERM puhvris, millele oli eelnevalt
lisatud DAPI (4°,6-diamidino-2-fenddlindool, Sigma-Adrich, USA) fluoresseeruvat varvi
I6ppkontsentratsiooniga 0,5 pg/ml. Ettevalmistatud proovide analiiisimiseks kasutati
labivoolutsiitomeetrit FACSAria | (BD Biosciences, USA) ja tarkvara FACS-Diva 6.1.3 (BD
Biosciences, USA).
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Tabel 5. Toos kasutatud antikehad.

Primaarne ) Kataloogi- )
) Tootja Fluorokroom | Lahjendus
antikeha (kloon) number
Nanog (N31-355) gi[;sciences 560483 PE 15
Sox 2 (030-678) gi[())sciences 561506 PerCPCy 5.5 1:20
Anti-Oct 3/4 BD . 560329 AlexaFluor 647 | 1:100
Pharmingen

2.2.9. Andmete statistiline analiits

Antud bakalaureusetdos analtilisiti embriionaalsete tuvirakkude kultiveerimiskatseid mTeSR1,
E8 ja B8 sdotmetes kolmes korduses ja esitati korduste keskmistena koos standardhélvega.
Testimaks standardhdlbe erinevusi kasutati MS Excelis f-testi ja keskmiste vééartuste
hindamiseks paariviisilise vordlusega MS Excelis Studenti t-testi. Statistiliselt oluliseks peeti

p-véartust p<0,05.
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2.3. Tulemused

2.3.1. B8 sd0tme valmistamiseks vajalike plasmiidide kontrollimine

B8 sodtme jaoks vajalike kasvufaktorite ekspresseerimiseks kasutatavad pET plasmiidid telliti
Addgene plasmiidide kollektsioonist. Saabunud bakterirakkudest eraldatud pET plasmiidi
Oigsust kontrolliti restriktsioonianaltisiga. Restriktsioonianalliis viidi labi paralleelselt kahest
erinevast  bakterikolooniast ~ minipreparatsioonil  eraldatud  plasmiidse = DNA-ga.
Restriktsioonianalulsi teostati Eco01091 restriktsiooniensutimiga, mille 16ikamise tulemusena

tekkivad fragmendid on vélja toodud tabelis 6.

Tabel 6. Restriktsioonianallitis. Tabelis on vélja toodud restriktsioonianaluisil kasutatavad
plasmiidid, nende suurused, jargnevateks Kkatseteks vélja valitud minipreparatsioonide
kontsentratsioonid ning Eco01091 restriktsiooniensutumi I6ikamise tulemusena tekkivate
fragmentide suurused.

Plasmiid Plasmiidi suurus Kontsentratsioon Restriktsiooni-

(bp) (ng/ul) fragmendid (bp)

pET-32a(+)-TGFB1 6237 2982 3321, 1574, 1242
PET-32a(+)-NRG1p1 6097 4057 3321, 1674, 1102
PET-28a(+)-FGF2-G3 3188, 1674, 969

3000 bp

1500 bp

1000 bp

Joonis 4. Restriktsioonianaltiiis. Konstrukte kontrolliti Eco01091 restriktsiooniensuimiga
I6ikamisel. Joonisel on ndha kahest erinevast kolooniast périt bakterirakkudest eraldatud
plasmiidse DNA restriktsioonianalttsi tulemused. Marker — GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Scientific, USA).
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Plasmiidse DNA restriktsioonianallitisi tulemusena geelil visualiseeritud fragmendid on
oodatava suurusega, mis viitab sellele, et tegu &igete plasmiididega (joonis 4).
Geelelektroforeesi pildil kuvatud kahest plasmiidist valiti tabelis 6 valja toodud
kontsentratsioonidega konstruktid, mis saadeti sekveneerimisse. Sekveneerimisjarjestuste
analliisiks kasutati Benchling veebipdhist programmi. Joondamistulemused (Lisa 3, joonis L2)
Kinnitasid, et kBik plasmiidid sisaldasid oodatavaid, ilma mutatsioonideta kasvufaktorite

jarjestusi.

2.3.2. Valguekspressiooni kontrollimine

TGFP3, FGF2-G3 ja NRG1p1 valguekspressioon indutseeriti E. coli BL21 Star (DE3)
bakteritives IPTG lisamisega. Enne suures mahus valkude puhastamist kontrolliti
valguekspressiooni SDS-poluakrutlamiid geelil (Joonis 5). Kontrolliks voeti korvale

bakterikultuur, millesse ei lisatud IPTG-d.

NRG1p1

DI (%

FGF2-G3

Joonis 5. Valguekspressioon. Geelipildil on visualiseeritud nii IPTG-ga indutseeritud kui ka
induktormolekuli juuresolekuta toimuv valguekspresssioon. Valguproove lisati 10%
Tris/glutsiin SDS-poliakriulamiid geelile 18 ul ja PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific, USA) markerit 4 pl.

Jooniselt 5 on néha, et kdikide plasmiididega saadi oodatava suurusega Uleekspresseeritud
valgud. Ullatavalt toimub arvestatav valguekspressioon juba ilma IPTG induktormolekuli
juuresolekuta. Siiski on naha, kuidas IPTG vdimendab vahesel mééral soovitud valgu

ekspressiooni.

2.3.3. Valkude puhastamine

B8 s6dtme jaoks vajalikud kasvufaktorid puhastati valkude Hisg-mérgise ja Ni-maatriksi abil.
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TGFB3

NRG1B1

FGF2-G3
15

10

Joonis 6. TGFB3 (A), NRG1B1 (B) ja FGF2-G3 (C) valkude puhastamisetappide
kontrollproovid SDS-geelelektroforeesil. 15% Tris/glltsiin SDS-poluakriilamiidgeel.
Marker - Pageruler Prestained Protein Ladder #26616. VValguproove lisati geelile 10 ul ja
markerit 4 pl. Joonisel on kujutatud 12 kontrollproovi, milles esimene on véetud peale liiusi
puhvri lisamist, teine peale ltsotstdmi lisamist ja rakkude sonikeerimist, kolmas ja neljas
peale tsentrifuugimist supernatandist ja rakusademest ning viies peale supernatandi l&bi
jooksmist Ni-maatriksist. Kuues kuni kiimnes kontrollproov on vdetud peale maatriksi
mitmekordset elueerimist elueerimispuhvriga, Gheteistkiimnes enne sailituspuhvri lisamist
maatriksile. Viimasena on geelil ndidatud puhastatud valk.
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Valgupuhastamise kdigus voeti peale iga etapi labimist kontrollproov, mis visualiseeriti hiljem
SDS-poluakriulamiid geelil (Joonis 6). See v6imaldas jélgida valkude kogust kdikides
etappides ja I16pliku puhastatud valgu puhtust. Esimene kontrollproovi voeti peale -20 °C juures
hoiustatud bakterisademele lulsipuhvri lisamist. Lusaadis on ndha erinevaid bakteris
ekspresseeruvaid valke, sealhulgas suuremas koguses eelnevalt indutseeritud soovitud valku.
Teine kontrollproov peale lusotsutmi lisamist ja rakkude sonikeerimist néitas, et antud
tingimused sobivad bakterirakkude liusiks. Kolmas ja neljas kontrollproov voeti peale lisaadi
tsentrifuugimist rakusademest ja supernatandist. Valgud TGFB3, NRG1B1 ja FGF2-G3 on
lahustuvad, mille t6ttu on neid néha supernatandis. Supernatant kanti edasi Ni-maatriksile ja
jargmine kontrollproov voeti peale tsentrifuugimist labijooksust. Selles kontrollproovis on ndha
valke, mis jaid Ni-maatriksile sidumata. Seejarel pesti maatriksit sidumispuhvriga, millele lisati
eelnevalt valkude His-margisest vabanemiseks imidasooli 16ppkonsentratsiooniga 25 mM.
Jargnevalt lisati valkude ké&ttesaamiseks maatriksile viis korda elueerimispuhvrit ja
tsentrifuugiti. Igast eluaadist voeti peale tsentrifuugimist kontrollproov. Joonisel 6 on selgelt
naha, kuidas alguses vabaneb maatriksilt suuremas koguses soovitud valguprodukti.
Eelviimane kontrollproov vdeti maatriksilt vahetult enne sailitamispuhvri lisamist. Viimases

kontrollproovis on puhastatud valk sailitamispuhvris.

TGFB3 ja NRG1B1 valkude puhul on tdheldatav lisavalkude esinemine 16pp-proovis. Sellele
vaatamata otsustati valke B8 sd6tme valmistamiseks kasutada. Jargnevalt méddeti puhastatud
valkude kontsentratsioonid NanoDrop One (Thermo Scientific, USA) spektrofotomeetriga.

Puhastatud valkude suurused, kontsentratsioonid ja valgukogused on valja toodud tabelis 7.

Tabel 7. Puhastatud valgu suurus, kontsentratsioon ja saadud kogus. Tabelis on valja
toodud puhastatud valkude teoreetiline suurus, valgugeelilt loetav suurus, kontsentratsioon ja
saadud valgukogus. Samuti on vélja toodud kui suures koguses B8 tlvirakusoddet on voimalik
puhastatud valgukogusest arvutuslikult valmistada. Sulgudes on margitud B8 sd6tme
teoreetilised valmistamise kogused lahtuvalt antud bakalaureusetdds kasutatud valgukogustele.

Teoreetiline Suurus Kontsentrat- | Puhastatud B8 sodtme
Valk suurus geelipildil sioon valgu kogus | valmistamise
(kDa) (kDa) (mg/ml) (mg) kogus (1)
TGFB3 30,4 ~30 1,879 0,45 6012 (~300)
NRG1p1 25,3 ~25 2,324 0,53 4560 (~1140)
FGF2-G3 20,9 ~20 7,050 1,96 486 (~121)
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2.3.4. B8 so0tme valmistamine ja testimine

B8 tuvirakusdode valmistati Kuo et al. (2020) protokolli jargi. Erinevates katsetes kasutati
erinevas koguses isetoodetud kasvufaktoreid, eesmérgiga valja selgitada tuvirakkude
kasvatamiseks sobivaimad kontsentratsioonid. Kontrollina valmistati B8 so6de, kuhu ei lisatud
puhastatud NRG1p1, TGFB3 ja FGF2-G3 kasvufaktoreid. See véimaldas hinnata, millist moju
isevalmistatud  kasvufaktorid tlvirakkudele avaldavad. Embriionaalsete tlvirakkude
kasvukiiruse ja pluripotentsuse hindamiseks kultiveeriti rakke paralleelselt B8 ja
kommertsiaalsetes mTeSR1 ning E8 sOotmetes. Kindla kultuuritiheduse saavutamisel
analliisiti tuvirakke l&bivoolutsutomeetria enk FACS (ingl. k. fluorescence activated cell

sorting) meetodiga hinnates pluripotentsuse markerite Oct4, Sox2 ja Nanogi ekspressiooni.

Algselt lisati B8 s60tmesse isevalmistatud kasvufaktoreid vastavas koguses (NRG1p1 (1
ng/ml), TGFB3 (1 ng/ml) ja FGF2-G3 (40 ng/ml)) vottes aluseks NanoDrop
spektrofotomeetriga  moddetud  valgukontsentratsioonid.  Esimese  kultiveerimiskatse
tulemusena selgus, et inimese embrionaalne tovirakuliin H9 on v@imeline B8
sootmekeskkonnas kasvama ja rakukolooniaid moodustama. Sarnaste kultiveerimistingimuste
loomiseks vahetati nii B8 kui ka kommertsiaalseid mTeSR1 ja E8 tivirakusddtmeid iga paev.
See vdimaldas hinnata paralleelselt rakkude kasvukiirust ja morfoloogiat. B8 sé6tmes olevad
rakukolooniad moodustusid oluliselt aeglasemalt kui kommertsiaalsetes s66tmetes. Samuti olid
B8 sootmes kultiveeritud rakud visuaalselt suuremad ja moodustasid jatkeid. Seevastu
tlvirakud ilma kasvufaktoriteta B8 sodtmes olid véikesed ja kasvasid tihedates immargustes
rakukogumikes, mis sarnanesid embrioid kehakestega (ingl. k. embryoid bodies). Muutused
morfoloogias viitasid rakkude diferentseerumisele. Tuvirakkude analtiis FACS meetodiga
Kinnitas, et pluripotentsuse markerite Oct4, Sox2 ja Nanogi ekspressioon B8 sd6tmes

kultiveeritud rakkudel oli olematu.

2.3.4.1. Kasvufaktorite kontsentratsioonide optimeerimine

Morfoloogia erinevused kasvufaktoritega ja ilma lisatud kasvufaktoriteta B8 sodtmes
kultiveeritud tlvirakkudel Kinnitasid, et ise puhastatud kasvufaktoritel on m&ju rakukultuurile.
Selle pdhjal otsustati Ule vaadata kasvufaktorite kogused s66tmes ja hinnata pluripotentsuse
markerite ekspressiooni erinevates kasvufaktorite kontsentratsioonidega kombinatsioonides.
Hindamaks valkude kontsentratsioone NanoDrop spektrofotomeetrile alternatiivse meetodiga

kdrvutati puhastatud valkude kogust visuaalselt SDS-poltakritlamiid geelipildil (joonis 6)
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markeri fragmentide kogusega. V0ttes arvesse, et hinnanguliselt on markeris leiduvate valkude
kontsentratsioon 0,02-0,05 mg/ml vdiksid valkude kontsentratsioonid olla NanoDrop
spektrofotomeetriga moddetust 4-100 korda suuremad. Jargnevalt otsustati koiki
kasvufaktoreid lisada B8 s06tme pdhikomponentidele esimese katsega vorreldes 4-kordses
koguses, millest Gihe I6ppkontsentratsiooni tosteti esialgsega vorreldes veel lisaks 20 ja 100
korda (joonis 8). Samuti katsetati B8 sdodet, kuhu lisati kdiki kasvufaktoreid 100-kordses
koguses. Kaiki tlvirakusodtmeid vahetati iga péev ja neljandal kasvupédeval analisiti
tlvirakke FACS meetodiga (joonis 9).

100x FGF
100x TGF

Joonis 8. Katseplaan erinevate kasvufaktorite kontsentratsioonide hindamiseks B8
sootmes. FGF — fibroblasti kasvufaktor (valk FGF2-G3), NRG1 — neureguliin 1 (valk
NRG1B1), TGF — transformatiivne kasvufaktor (valk TGFf33).
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Joonis 9. Oct4, Sox2 ja Nanogi positiivsete rakkude protsentuaalne osakaal mTeSR1, B8
ja erinevate kasvufaktorite kontsentratsioonidega tivirakuséttmetes. FGF — fibroblasti
kasvufaktor (valk FGF2-G3), NRG1 — neureguliin 1 (valk NRG1p1), TGF — transformatiivne
kasvufaktor (valk TGFB3).
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1x suurendus

\ i

6,3 x suurendus

mTeSR1

Joonis 10. mTeSR1, E8, kasvufaktoritega B8 (B8+) ja ilma kasvufaktoriteta B8 (B8-)
sootmetes kultiveeritud hES rakkude morfoloogia. Rakke pildistati 1x ja 6,3x suurendusega

Nikon SMZ800 stereomikroskoobiga. mTeSR1 ja E8 sodtmes olevaid rakke on pildistatud
kolmandal kultiveerimispéeval ja B8 sodtmetes olevaid rakke neljandal kultiveerimispaeval.
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Vordlus kommertsiaalse mTeSR1 tuvirakusd6tmega nditas, et parim valgukombinatsioon oli
B8 sootmes, mille puhul oli NRG1B1 ja FGF2-G3 kasvufaktoreid voetud 4-kordses koguses
ning TGFPR3 valku 20-kordses koguses. Selles sé6tmes kasvatatud tuvirakkudest oli 8,5%
pluripotentsuse markerite Oct4, Sox2 ja Nanogi suhtes kolmikpositiivsed ja sarnanesid
morfoloogialt kdige rohkem mTeSR1 sodtmes kultiveeritud tivirakkudega (joonis 10).
Jargnevate katsete puhul v@eti nimetatud s6dde kasutusele B8 tlvirakusootme positiivse

kontrollina.

2.3.4.2. Kasvufaktorite olulisuse hindamine B8 s66tmes

Eristamaks B8 sootmes olevate (ksikute kasvufaktorite mdju valgukombinatsioonide
koosmojust, valmistati so6tmed, kuhu lisati erinevates kontsentratsioonides uksikuid
kasvufaktoreid. Seejuures l&htuti kirjanduse Ulevaates kirjeldatud signaaliradade mdjust
tlvirakkude pluripotentsuse markerite ekspressioonile. Kuna aktiviin A ja TGFf aktiveerivad
mdlemad SMAD signaalikaskaadi, sooviti veenduda TGFP3 kasvufaktori olulisuses
tlvirakkude pluripotentsuse sailitamisel. Niisamuti vdidab Wamaitha et al. (2020), et tiviraku
so6tmekomponentideks sobivad ainult insuliin ja aktiviin ning seda ilma FGF kasvufaktori
juuresolekuta. Samuti oli kaheldav NRG1p1 kasvufaktori vajalikkus, kuna kommertsiaalses E8
s60tmes see komponent puudub. Kasvufaktorite olulisuse hindamiseks B8 sd6tmes lisati
s06tme valmistamisel Uhte vastavat valku 4-kordses, 20-kordses voi 100-kordses koguses
(Joonis 11). Kaiki tlvirakusootmeid vahetati igapdevaselt ja FACS analliis teostati rakkude

neljandal kasvupéeval.
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Joonis 11. Oct 4, Sox2 ja Nanogi positiivsete rakkude protsentuaalne osakaal
thvirakusootmes. Omavahel vorreldi mTeSR1, E8, kbikide kasvufaktoritega B8 (B8+) ja vaid
the lisatud kasvufaktoriga B8 tlvirakusootmeid. Kontrollina vdeti kdrvale ilma puhastatud
valkudeta B8 sotde (B8-). FGF — fibroblasti kasvufaktor (valk FGF2-G3), NRG1 — neureguliin
1 (valk NRG1B1), TGF — transformatiivne kasvufaktor (valk TGFf3).
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Jooniselt 11 selgub, et kdige efektiivsem on kolme kasvufaktorit sisaldav B8 s6dde, milles
kultiveeritud tuvirakkude pluripotentsuse markerite ekspressioon ja morfoloogia sarnaneb E8
sootmele. Uksiku kasvufaktorina toetab embriionaalsete tiivirakkude arengupotentsiaali kdige
paremini FGF2-G3 ja seda eelistatuna 4-kordse v6i 20-kordse kontsentratsiooniga NanoDrop
spektrofotomeetriga maaratud kontsentratsioonist. TGF3 ja NRG1f31 valgud iksinda ei ole

piisavad tuvirakkude arengupotentsiaali séilitamisel.

2.3.5. B8 so0tme vordlus kommertsiaalsete so6tmetega

Koige efektiivsemaks B8 tlvirakusootmeks osutus so6dde, millele lisati NanoDrop
spektrofotomeetriga mdddetust 20-kordne kogus TGFB3 ja 4-kordne kogus FGF2-G3 ja
NRG1p1 kasvufaktoreid. VVorreldes kolme korduskatse pohjal saadud tulemusi mTeSR1, E8 ja
B8 tlvirakusodtmetega selgus, et B8 sodtmes on pluripotentsuse markerite (Oct4, Sox2 ja
Nanog) kolmikpositiivsete rakkude hulk umbes poole vorra vdiksem vorreldes

kommertsiaalsete sé6tmetega (Joonis 12).

Néide FACS analusist on valja toodud Lisas 4, joonisel L3. mTeSR1, E8 ja kasvufaktoritega
ning kasvufaktoriteta B8 s66tmete FACS analliusi punktigraafikud on ndidatud Lisas 5, joonisel
L4.

45 p=0,23
= 40
é
2 35
2 3 p= 0,17
N
3 25
2’3 20 p=0,03
c 15
(1]
Z 10 {
T . .
(8]
°o I
mTeSR1 E8 B8+ B8-

Tuvirakus66de

Joonis 12. FACS analuusiga méaaratud Oct4, Nanog ja Sox2 kolmikpositiivsete
tivirakkude osakaal keskmiselt kolmes korduskatses mTeSR1, E8, B8+ ja BS-
thvirakusootmetes. Veapiiridena on joonisel toodud standardhélve. Horisontaalselt on
néidatud t-testi p-vaartused B8+ ja mTeSR1, B8+ ja E8 ning B8+ ja B8- sodtmete vahel.

Tuvirakke kultiveeriti so6tmetes samades tingimustes ja kbikide labiviidud katsete neljandal

péeval teostati FACS anallitis. Kolme korduskatse pdhjal selgus, et tiivirakkude pluripotentsuse
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markerite ekspressioon nii kommertsiaalsetes mTeSR1 ja E8 kui ka ise valmistatud B8
sO6tmetes on védga varieeruv. Kuigi kommertsiaalsete s06tmetega saadi pluripotentsuse
markerite suhtes keskmiselt rohkem Oct4, Sox2 ja Nanog kolmikpositiivseid rakke, siis
Studenti t-testi pohjal (p<0,05) ei erine mTeSR1 ja E8 sddtmetes kultiveeritud tvirakud
oluliselt B8 tivirakus6otmes kasvanud rakkudest pluripotentsuse markerite ekspressiooni
poolest. Samas kui B8+ sddtmega saadud tulemused erinevad B8- sd6tmega saadud tulemustest
oluliselt (p<0,05).
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2.4. Arutelu

Embrionaalsete tuvirakkude pluripotentsus oleneb suuresti keskkonnast, milles neid
kultiveeritakse. Arusaam tivirakkude kultiveerimistingimustest on viimase viieteistkiimne
aasta jooksul pidevalt edasi arenenud (Kuo et al., 2020). Uurimisel on pdodratud pdhiréhku
signaaliradadele, mis mdojutavad rakusiseseid ekspressioonimustreid ja méaaravad tuviraku
arengupotentsiaali. Selle pdhjal on valja tootatud mitmeid keemiliselt defineeritud
komponentidega tuvirakus66tmeid, mis toetavad rakkude kasvu, pikaajalist jagunemisvéimet

ja diferentseerumata olekut.

Ké&esolev bakalaureustt6 on osaks suuremast cGEM (ingl. k. Centre for Genomics, Evolution
and Medicine) projektist, mille Gheks pikemaajaliseks eesmargiks on luua koost6ds Tartu
Ulikooli genoomika instituudiga iPS rakkude pank. iPS rakke saab kasutada erinevate
funktsionaalsete katsete tegemiseks, kuid rakkude suuremahulisel kultiveerimisel kasutatavad
kommertsiaalsed tiivirakusdotmed muudavad need viga kulukaks. Uheks voimaluseks kulude
vahendamisel on isevalmistatud tlivirakusd6tme kasutamine. Kuo et al. (2020) loodud B8 s66de
on lihtsasti ise toodetav ja killaltki kuluefektiivne. B8 s6dtmeprotokolli valjatéotamisel testiti
erinevaid sé6tmekomponente, nende koguseid ja valmistusmeetodeid. Naiteks on Kuo et al.
(2020) sootme jaoks vajaminevate TGFB3 ja NRG1P1 kasvufaktorite tootmiseks lisanud
valgujdrjestusele tioredoksiini kodeeriva osa, mis suurendab kasvufaktorite lahustuvust. B8
s0dde sisaldab termostabiilset FGF2-G3 kasvufaktorit, mis pisib mitu paeva 37 °C juures
stabiilsena. Selle tottu ei pea B8 tlivirakusoddet iga péev vahetama, mis lihtsustab tunduvalt
to6d rakukultuuris (Kuo et al., 2020).

Kirjanduse Ulevaate pohjal selgus, et tlvirakuséotmete baaskomponendid on DMEM/F12
s00de, transferriin ja naatrium seleniit. Valdavalt lisatakse s66tmesse FGF kasvufaktorit ja
insuliini (Kuo et al., 2020; Marinho et al., 2015; Wang et al., 2007), mis stimuleerivad
diferentseerumiseks valmistuvate hES rakkude pluripotentse oleku sailitamiseks vajalikku
PIsK/AKT ja MEK/ERK signaalirada (Mossahebi-Mohammadi et al., 2020). FGF on oluline
komponent ka B8 tlvirakus6otmes. Eksperimentaalosas labiviidud katsete pdhjal selgus, et
FGF kasvufaktori eemaldamisel so6tmekeskkonnast vaheneb oluliselt pluripotentsete rakkude
osakaal rakukultuuris. Siiski vaidab Wamaitha et al. (2020), et ka ilma FGF kasvufaktorita on
voimalik hoida hES rakke diferentseerumata olekus ja seda vaid aktiviin A ja insuliini
koosmdjul. Selle pdhjal jareldub, et tlvirakkude arengupotentsiaali on vdimalik erinevate
sootmekomponentiga kontrollida. Oluline on lisatud komponentid tapne vahekord ja

I6ppkontsentratsioon tuvirakusodtmes.
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Antud bakalaureusetto eksperimentaalosa tulemusena selgus, et valmistatud B8 tivirakusédde
toetab hES rakkude pluripotentsuse markerite ekspressiooni — vdrreldes omavahel B8+ ja B8-
sootmetega saadud tulemusi, saadi statistiliselt oluline erinevus. Samas statistilise analliisi
pohjal ei erine B8+ so6tmes kasvatatud rakud pluripotentsuse markerite ekspressiooni poolest
kommertsiaalsetes mTeSR1 vdi E8 stdtmetes kasvatatud rakkudest. Sellegipoolest saadi
kdikides katsetes kommertsiaalsete sd0tmetega pluripotentsuse markerite suhtes rohkem
kolmikpositiivseid rakke. Antud tulemus on ilmselt tingitud véikesest korduskatsete arvust
(n=3) ja suurest katsetevahelisest varieeruvusest. SeetGttu tuleks proovida B8 stdtme
efektiivsust tdsta parandades valkude puhastamist ja kontsentratsioonide maaramist. Samuti
tuleks B8 sodtme efektiivsuses veendumiseks hES rakke s6dtmes kultiveerida pikema aja
jooksul. Ké&esolevas bakalaureuset6os labiviidud katsed olid lihiajalised ja ei anna Kinnitust
pluripotentsuse sailimisel rakkude pikaajalisel kasvatamisel. Samuti tuleks tivirakkude
pluripotentsuses kinnitamiseks labi viia tdiendavaid funktsionaalseid katseid. Uheks selliseks
vOimaluseks oleks indutseerida tivirakkude diferentseerumist kdigis kolmes lootelehe suunas,

mis tdendaks tivirakkude pluripotentset arengupotentsiaali.

38



KOKKUVOTE

Inimese embrionaalsed tivirakud (hES rakud, ingl. k. human embryonic stem cells) on
vOimelised piiramatult jagunema ja diferentseeruma koikideks organismis leiduvateks
rakutlilpideks. Need omadused muudavad embriionaalsed tivirakud oluliseks nii
alusuuringutes kui ka regeneratiivses meditsiinis. hES rakkude pluripotentset olekut toetavad
kindlad rakusisesed signaalirajad, mille aktivatsiooni kontrollitakse kindlate in vitro
kultuuritingimustega. Selle pdhjal on viélja tdotatud mitmeid tlvirakuséétmeid.
Kommertsiaalsete tivirakusodtmete kasutamine on tlivirakkude pikaajalisel kultiveerimisel
vaga kulukaks, mille t6ttu on ilmunud mitmeid kuluefektiivseid ja laboris suhteluselt lihtsasti
ise valmistatavaid so6tmeprotokolle. K&esoleva bakalaureusetod eesmérgiks on the sellise

tlvirakusootme, B8, valmistamine ja testimine hES rakkude kasvatamisel.

B8 tuvirakusdode koosneb kaheksast komponendist. S66tme pdhikomponentideks on
DMEM/F12, transferriin, L-askorbiinhape-2-fosfaat, insuliin ja naatrium seleniit. Tuvirakkude
pluripotentset olekut, kasvu ja klonogeensust voimaldavad B8 sé6tmesse lisatud FGF2-G3,
TGFB3 ja NRG1B1 kasvufaktorid. Antud bakalaureusetod raames ekspresseeriti nimetatud
kasvufaktorid Addgene plasmiidide kollektsioonist tellitud plasmiidse DNA valgujarjestustelt

ja puhastati Ni-maatriksit kasutades.

Hindamaks tlvirakkude morfoloogiat, kasvukiirust ja pluripotentsuse markerite ekspressiooni
kasvatati hES rakke paralleelselt kommertsiaalsetes mTeRS1 ja E8 ning isevalmistatud B8
sO6tmetes. Esimeste katsete kéigus taheldati, et B8 so6tmes kultiveeritud tuvirakud erinevad
oluliselt kommertsiaalsetes so0tmetes kasvavatest rakkudest nii morfoloogia kui ka
pluripotentsuse markerite ekspressiooni pohjal. Selle t6ttu hinnati puhastatud kasvufaktorite
osakaalu ja muudeti nende lI8ppkonsentratsioone sodtmes. Siiski ei toetanud B8 sdtde

tivirakkude pluripotentsuse markerite ekspressiooni samal maaral kui mTeSR1 vdi E8 sddde.

Kéesoleva bakalaureusetod edasiarendusena tuleks proovida puhastada nimetatud
kasvufaktoreid uuesti. Samuti tuleks hES rakke kultiveerida B8 tiivirakusootmes pikema aja

jooksul ja tiivirakkude funktsionaalsuses veendumiseks viia labi taiendavaid katseid.
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Preparation and testing of B8 media suitable for human embryonic stem cell cultivation
Maria-Elisabeth Vaigo

Summary

Human embryonic stem cells (hES cells) are pluripotent cells derived from the inner cell mass
of the blastocyst-stage embryos. Under appropriate in vitro culture conditions, hES cells have
an indefinite capacity to self-renew and the potential to differentiate into all cell types in the
body. This makes them valuable in developmental biology studies, regenerative medicine, and
cell therapy. The pluripotent state of hES cells is supported by the intracellular transcriptional
regulatory network that responds to specific extrinsic signaling stimuli. Because of that it’s
important to select appropriate growth medium for hES cell cultivation. Commercial stem cell
media is very expensive and usually requires daily media changes, which can be problematic
to many laboratories. For solution Kuo et al. (2020) have developed cost-effective chemically
defined, feeder-free and xeno-free B8 stem cell media, which is relatively easy to prepare and

offers weekend-free protocol for maintaining stem cell pluripotency.

The aim of this study was to prepare and test B8 stem cell media on hES cells and evaluate its
impact on the pluripotency signaling network. hES cells in B8 media were compared with
embryonic stem cells cultured in commercial mTeSR1 and E8 media. On the fourth or fifth day
of cultivation, coexpression of pluripotency markers Oct4, Sox2 and Nanog in hES cells was
analyzed by flow cytometry. Our results showed that hES cells in self-made B8 media had
capacity to self-renew but compared to commercial stem cell media the number of cells triple
positive for pluripotency markers were lower. One of the reasons for this may be inefficient
purification of growth factors TGFB3, NRG1B1 and FGF2-G3 required for the medium. In
conclusion, the protein purification protocols should be further optimized. Also, to ensure the
long-term effectiveness of B8 media, hES cells should be cultured for a longer period of time.
The experiments performed in this study were short-term and do not confirm the maintenance

of pluripotency in long-term hES cell culture.
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LISAD

Lisa 1

Tabel 4. Sekveneerimisel kasutatud praimerid.

Plasmiid Praimeri nimetus Kasutatud praimerid (5’ - 3°)
T7_terminal GCTAGTTATTGCTCAGCG
pET-32a(+)-TGFB1
pPET32_F GAGTTCCTCGACGCTAACCTG
T7_terminal GCTAGTTATTGCTCAGCG
pET-32a(+)-NRG1p1
pPET32_F GAGTTCCTCGACGCTAACCTG
T7_terminal GCTAGTTATTGCTCAGCG
pET-28a(+)-FGF2-G3
T7_F TAATACGACTCACTATAGG
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Lisa 2

A Eco01091
lacl promoter

pET-28a(+)-FGF2-G3

5831 bp

+1

T7 promoter
Eco01091I lac operator,RBS
lacl - 6xHis, thrombin si
S-Tag
enterokinase site
NRGB1

6xHis
Eco0109I
+1

+1

pET-32a(+)-NRG1B1
6097 bp

+1
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lac _operator, RBS

(: T7 promoter,Eco01091 6xHis, thrombin site
S-Tag
lacI promoter enterokinase site

pET-32a(+)-TGFB3

6237 bp - AmpR

+1

bom

Joonis L1. Plasmiidide kaardid. Joonisel on ndidatud pET-32a(+)-NRG1p1 (A), pET-28a(+)-
FGF2-G3 (B), pET-32a(+)-TGFB3 (C) plasmiidide kaardid. Plasmiidide kaartidel on vélja
toodud suurus, restriktsiooniensttimi Eco0109I I8ikesaidid, vastavat kasvufaktorit kodeeriv ala
ja antibiootikumiresistentsust (AmpR v6i KanR) tagav jarjestus. AmpR — ampitsilliini
resistentsus, KanR — kanamutsiini resistentsus, TrxA — tioredoksiin A.
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Lisa 3

|7, Tempiate
Lttt \‘.gatggtactcgcgataaatcagatccgttcatcaagctgcagctgcaagcggaagaacgtggcgtggtgagcattaagggcgtttgtgcaaaccgttatttagcgatgaaggaaga
50 52 54 56 62 64 66 68 70 72 78 80 82 84 86
G TR DK SDFP _Q- ‘A EERG -S-G-CJLN M
FGF2-63
DET-2Ba{+}FGF2
GI_T7_terminal_EO7
(PET-280(1}FGF2-

G3_T7_terminal_EQ7.
. [] AMAAMAAMAAAMAN ANV mhuhhuuhmhhnmmmuunmhlunluimumhhmuhhmihhhlhh

TGATGGTACTCGCGATAAATCAGATCCGTTCATCAAGCTGCAGCTGCAAGCGGAAGAACGTGGCGTGGTGAGCATTAAGGGCGTTTGTGCAAACCGTTATTTAGCGATGAAGGAAGA

e
28a(+)}FGF2- 4
G3_T7_F_F07.ab1) u

TGATGGTACTCGCGATAAATCAGATCCGTTCATCAAGCTGCAGCTGCAAGCGGMGAACGTGGCGTGGTGAGCATTMGGGCGTTTGTGCMACCGTTATTTAGCGATGMGGMGA

. Template
L Rimitidoind tggctgatatcggatccatgagecaccttgtgaaatgegecgagaaggagaagaccttttgegtgaatggeggegaatgettecatggtgaaggatetgtcaaatecgagecgetace
1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 :
M s TH VIR c 'AIENKEENED r 1 c BN ¢ s-c-n—s N P S RUNE
[
- PET32(%)

NRGIB1T7_terminal_

= nunnhnnJunnLhuunhnunnuuhhnﬂuhuuﬂhnnnnhudﬂunnhhﬂuﬂnhhnhunnh

~ TGGCTGATATCGGATCCATGAGCCACCTTGTGAAATGCGCCGAGAAGGAGAAGACCTTTTGCGTGAATGGCGGCGAATGCTTCATGGTGAAGGATCTGTCAAATCCGAGCCGCTACC
- PET32(+ x
NRGIBI_pET32_F B

07 (pET-32(+)-
NRG181_pET32 F_B

lhﬂ“tﬂhAmhﬂmmnlhhmhuhhmlLlhhummmnhumlnluxmlMm“hdnumm.num

-~ TGGCTGATATCGGATCCATGAGCCACCTTGTGAAATGCGCCGAGAAGGAGAAGACCTTTTGCGTGAATGGCGGCGAATGCTTCATGGTGAAGGATCTGTCAAATCCGAGCCGCTACC
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C

. Template
PET-320(+)-TGFB3

lacctggaagaaaactgetgegtgegeccgetgtatattgattttegecaggatetgggetggaaatgggtgeatgaaccgaaaggetattatgegaacttttgeageggeeegtgee
TGFB3

. PET320)
TGFB3_T7_terminal L
CO7 (pET-32(+)-

A [\
ACCTGGAAGAAAACTGCTGCGTGCGCCCGCTGTATATTGATTTTCGCCAGGATCTGGGCTGGAAATGGGTGCATGAACCGAAAGGCTATTATGCGAACTTTTGCAGCGGCCCGTGCC

. pET:32()
TGFB3_pET32_F_DO
7 (PET-32(+)
TGFB3_pET32_F_DO

= nhlnhmml T

ACCTGGAAGAAAACTGCTGCGTGCGCCCGCTGTATATTGATTTTCGCCAGGATCTGGGCTGGAAATGGGTGCATGAACCGAAAGGCTATTATGCGAACTTTTGCAGCGGCCCGTGCC

Joonis L2. Sanger sekveneerimise tulemused. Joonisel on ndidatud pET-32a(+)-NRG1p1
(A), PpET-28a(+)-FGF2-G3 (B), PpET-32a(+)-TGFB3 (C) sekveneerimise tulemuste
kuvatdmmised Benchling veebipdhisest programmist. Sekveneeritud jarjestused on joondatud
vastavatele plasmiididele, kus need kattuvad oodatult kasvufaktoreid (NRG1p1, FGF2-G3,
TGFB3) kodeerivate aladega.
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. Specimen 001-mTesr+ | Tube: mTesr+
g : Population #Events %Parent %Total
ot W A Events 10,000  ### 1000
3 P2 ! Hr 6,760 676 676
T &3 N Hr 5181 766 518
8% [l soxpos 4,434 856 443
o F- [ octpos 216 42 22
8 [l OctNanog pos 836 16.1 8.4
EE B OctNanog neg 1,994 385 199
ai M Nanog pos 2135 412 213
o 3 “ [l Soxpos AND Oct Nanog pos 836 16.1 84

200 250
(< 1.000)

Specimen_001-mTesr +

Specimen_001-mTesr +
©
;'
g
& e 1
o i
= =3
o 7
&
o
T T T Yt T T T T T T
10° 10 10 2 1 0t 10
S0X2 2-488-695/40-A NANOG 2-488-585/42-A
Tube: mTesr-
Population #Events %Parent %Total
W Al Events 10,000 #1000
HF 7,280 728 728
~Hr2 5,601 768 560
M Soxpos 2 0.0 0.0
& octpos 6 0.1 01
B Oct Nanog pos 1 0.0 00
¢ . QctNanog neg 5528 98.7 55.3
-l Nanog pos 66 1.2 0.7
-~ [l Sox pos AND Oct Nanog pos ] 0.0 0.0
50 100 150 00 250
FSC-A (1,000
Specimen_001-mTesr-
Specimen_001-mTesr-
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;T
3
had (=) -
g 2 ]
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Joonis L3. Naide FACS andmete anallisist. Joonisel on néidatud antikehadega
visualiseeritud mTeSR1 s66tmes kultiveeritud tuvirakukultuur (A) ja ilma antikehadeta
negatiivne kontroll (B).
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Joonis L4. Naited FACS anallisist. Joonisel on ndidatud mTeSR1 (A), E8 (B),
kasvufaktoritega B8+ (C) ja ilma lisatud kasvufaktoriteta B8- (D) tuvirakuséotmete FACS
analliisi tulemused kuvatud punktigraafikul. Joonisel kuvatud sindmused on kdik Sox2
positiivsed. Ndidatud on kolmikpositiivsete Sox2, Oct4 ja Nanog siindmuste osakaal vorrelduna
Sox2 ja Oct4 postiivsete, Sox2 ja Nanogi positiivsete ning ainult Sox2 positiivsete
sindmustega.
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