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INFOLEHT

Indutseeritud pluripotentsete tiivirakkude valmistamine kiilmutatud vereproovidest
Viimase 15 aasta jooksul on tehtud laiaulatuslikke tilegenoomseid assotsiatsiooniuuringuid, et
uurida genotiilipide ja fenotiiiipide vahelisi seoseid, kuid keerulisem on uurida seotud variantide
funktsionaalset panust fenotiilibi avaldumisse. Sellisteks funktsionaalseteks uuringuteks saab
kasutada indutseeritud pluripotentseid tiivirakke. Uks viheinvasiivne allikas, millest iPSCsid
teha saab, on vererakud. Eesti Geenivaramus on olemas esimese 50 000 doonori kiilmutatud
vererakud. iPSC-de tegemine on aga madala efektiivsusega ja nii pikalt kiilmutatud olnud
vererakkudest pole tiivirakke t66 autorile teadaolevalt tehtud.

Sellest tulenevalt on kdesoleva magistritod eesmirgiks vilja selgitada, kas ja mis protokolli
kasutades on  Geenivaramu kiilmutatud vereproovidest voimalik luua indutseeritud

pluripotentseid tiivirakke.

Mairksonad: indutseeritud pluripotentsed tiivirakud, reprogrammeerimine, transfektsioon,
transduktsioon

CERCS: T490 Biotehnoloogia

Generating induced pluripotent stem cells from frozen blood samples

In the last 15 years, large-scale genome-wide association studies have been performed to
investigate the associations between genotypes and phenotypes, but it is more difficult to
investigate the functional contribution of the associated variants to the manifestation of the
phenotype. Induced pluripotent stem cells could be used for such functional studies. One less
invasive source from which iPSCs can be made is blood cells. The Estonian Gene Bank has the
frozen blood cells of the first 50,000 donors. However, making iPSCs already has a low
efficiency, and to the author's knowledge, stem cells have not been made from blood cells that
have been kept frozen for that long.

Consequently, the aim of this master's thesis was to find out whether and using which protocol
it is possible to create induced pluripotent stem cells from the frozen blood samples of the Gene

Bank.
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KASUTATUD LUHENDID

ESC — embriionaalsed tiivirakud (embryonic stem cells)

FBS — veise loote seerum (fetal bovine serum)

GFP — roheline fluorentseeruv valk (green fluorescent protein)

GWAS - iilegenoomne assotsiatsiooniuuring (genome-wide association study)

iPSC — indutseeritud pluripotentsed tlivirakud (induced pluripotent stem cells)

KLF4 — Kruppeli-sarnane faktor 4 (Kruppel-like factor 4)

MY C — proto-onkogeenide perekonna nimi (family of proto-onkogenes)

NGS - tavaline kitseseerum (normal goat serum)

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

PAXG6 — paired box protein 6

PBMC - perifeerse vere mononukleaarne rakk (peripheral blood mononuclear cell)

PBS — fosfaatpuhverdatud soolalahus (phosphate buffered saline)

qPCR — kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (quantitative polymerase chain
reaction)

SeV — Sendai viirus

SOX2 — sugu médrava regioon-Y box-2 transkriptsioonifaktor (sex determining region Y-box
2)

STR - lithike kordusjarjestus (short tandem repeat)



SISSEJUHATUS

Viimasel ajal on tehtud laiaulatuslikke {ilegenoomseid assotsiatsiooniuuringuid (GWASe), et
uurida genotiilipide ja fenotiiiipide vahelisi seoseid, kuid keerulisem on seotud variantide
funktsionaalse panuse véljaselgitamine fenotiiiibi avaldumisse. Selle jaoks saab kasutada
indutseeritud pluripotentseid tiivirakke (iPSC). iPSC-de tegemiseks on erinevaid meetodeid,
saab kasutada nii integreeruvaid kui mitteintegreeruvaid vektoreid. Eelistatud on
mitteintegreeruvad, sest genoomi integreerumine vOib pdhjustada mutatsioone ja
geeniekspressiooni muutust. Samas on mitteintegreeruvad vektorid vdhem efektiivsed. iPSC-
sid saab teha erinevatest rakutiitipidest, sagedasti on selleks kasutatud fibroblaste. Vererakud
pakuvad sellele aga alternatiivi, kuna vereproovi vdtmine on vihem invasiivne kui nahabiopsia.
Samas on iPSC-de loomise efektiivsus vererakkudest madalam kui fibroblastidest. Antud
magistritdds kasutatakse geenivaramu vereproove, mis on teadaolevalt olnud kiilmutatuna

kauem, kui seni teadustoodes kasutatud vererakud.

Kidesoleva magistritod kirjanduse osas antakse iilevaade indutseeritud pluripotentsetest
tilvirakkudest, sealhulgas nende tegemiseks kasutatavatest meetoditest ja rakutiiiipidest.
Eksperimentaalosa eesmérgiks oli védlja todtada protokoll, mis vdimaldaks luua indutseeritud

pluripotentseid tiivirakuliine Geenivaramu kiilmutatud vereproovidest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Funktsionaalsed katsed ja Eesti geenivaramu

Viimase 15 aasta jooksul on tehtud laiaulatuslikke iilegenoomseid assotsiatsiooniuuringuid
(GWASe), et uurida geneetiliste markerite (genotiiiipide) ja fenotiilipide vahelisi seoseid. Need
uuringud on seostanud tuhandeid variante sadade fenotiiiipidega (MacArthur et al., 2017), kuid
keerulisem ja seetdttu oluliselt vidhem uuritud on seotud variantide funktsionaalne panus
fenotiilibi avaldumisse (Gallagher ja Chen-Plotkin, 2018). Nende katsete ldbiviimine on
keeruline, kuna fenotiiiibiga seotud molekulaarsed mehhanismid on tihti rakutiiiibi
spetsiifilised. Seetdttu sobiksid selliste uuringute 1dbiviimiseks hésti iPSC rakud, mida on
voimalik luua soovitud genotiiiipide voi fenotiilipide pdhjal ning mida on vdimalik seejarel
diferentseerida huvipakkuvateks rakutiiiipideks. Eesti geenivaramu biopank on viértuslik
ressurss ainulaadse iPSC kollektsiooni loomiseks, kuna geenivaramusse on kogutud
geenidoonorite terviseandmed, mis voimaldavad uurida seoseid geenide ja haiguste vahel ehk
on olemas informatsioon nii genotiiiibi kui ka fenotiilibi kohta. Eesti geenivaramu on riiklik
biopank, millega on liitunud juba iile 210 000 eestlase, kellest kdik on genotiipiseeritud.
Rohkem kui 5500 geenidoonorile on tehtud ka tdisgenoomi voi eksoomi analiiiis ning seda
numbrit suurendatakse jirjepidevalt (Eesti Geenivaramu, 2021). Esimesel 50 000 geenidoonoril
on kogutud verest buffy coat, mida hoitakse kiilmutatuna vedelas lammastikus. Neid rakke
saaks kasutada iPSC-de tekitamiseks, mida omakorda saaks kasutada funktsionaalsete

uuringute ldbiviimiseks.

1.2 Indutseeritud pluripotentsed tiivirakud ja embriionaalsed tiivirakud

Pluripotentsed tiivirakud on rakud, millel on vdime piiramatult jaguneda (andes jarglaseks
samasuguste omadustega rakke) ja diferentseeruda kdikideks kehas leiduvateks rakutiiiipideks
(Romito ja Cobellis, 2016). Pluripotentsete rakkude alla kuuluvad embriionaalsed tiivirakud
(ESC) ja indutseeritud pluripotentsed tiivirakud (iPSC). Embriionaalsed tiivirakud saadakse
blastotslisti staadiumi embriiote sisemisest rakumassist (Bellin ef al., 2012). Indutseeritud
pluripotentsed tiivirakud (iPSC) on somaatiliste rakkude reprogrammeerimise tulemusena

saadud rakud, millel on sarnased omadused embriionaalsetele tiivirakkudele (Ye et al., 2013).

See uurimistdd keskendub inimese rakkudele. Esimest korda demonstreerisid inimese

somaatiliste rakkude reprogrammeerimist tiivirakkudeks Takahashi ja kolleegid 2007. aastal.
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Nad tegid fibroblastidest iPSC-d, kasutades retroviirustega transduktsiooni, et viia rakkudesse
plasmiidid, mis voimaldavad nelja transkriptsioonifaktorit (OCT3/4, SOX2, KLF4 ja c-MYC)
iileekspresseerida. Pdrast seda on somaatilistest rakkudest iPSC-de saamiseks vélja tootatud

mitmeid alternatiivseid meetodeid, mis on kirjeldatud peatiikis 1.3.

Tiivirakkudel on mérkimisvddrne potentsiaal mitmete rakenduste jaoks, sealhulgas haiguste
modelleerimine, ravimite avastamine ja personaalsed rakuteraapiad. Embriionaalsete
tilvirakkude kasutamisega kaasnevad aga nii eetilisusest kui ka turvalisusest ldahtuvad
murekohad. Eetilised probleemid on seotud peamiselt sellega, et nende saamine hdlmab
inimese embriiote kasutamist. Samuti ei pruugi embriionaalsed tiivirakud olla inimestele
siirdamiseks ohutud, sest on ndidatud, et ESC siirdamine hiirtesse voib pdhjustada
pahaloomulisi kasvajaid (Hadjimichael et al, 2015). Kolmandaks vdidakse need

immuunsiisteemi poolt siirdamise jargselt dra tdugata (Lo ja Parham, 2009).

Indutseeritud pluripotentsed tiivirakud pakuvad turvalisemat alternatiivi embriionaalsetele
tiivirakkudele. Pluripotentsete rakkude saamine patsiendi enda rakkude reprogrammeerimise
teel (iPSC) voib lahendada moned ESC kasutamisega seotud murekohad - see minimeerib
immuunsiisteemi dratdukereaktsiooni, vihendades infektsioonide ja kasvaja tekke riski (Lu et
al., 2019) ja kaotab embriiote kasutamisega seotud eetilised probleemid, kuna embriioid ega
munarakke ei kasutata (Lo ja Parham, 2009). iPSC-de diferentseerimisel on vodimalik
uurimiseks kasutada erinevaid patsiendi spetsiifilisi rakutiilipe, mida muidu oleks keeruline
saada (nditeks neuroneid ja kardiomiiotsiiiite), kuid mis on viirtuslikud haiguste
modelleerimiseks ja ravimite avastamiseks (Okita et al., 2013; Ye et al., 2013). Erinevate
haiguste uurimiseks on loodud iPS liine nditeks Huntingtoni tdve, Parkinsoni tdve, seljaaju
lihasatroofia ja Retti stindroomiga patsientide rakkudest (Okita et al., 2013). iPSC-de sarnasuse

tottu inimese embriionaalsete tiivirakkudega on neist saanud oluline tooriist.

1.3 Erinevad rakutiiiibid iPSC-de tegemiseks

Inimese iPSC-sid saab luua erinevatest somaatilistest rakkudest, sealhulgas fibroblastidest,
keratinotstititidest, mesenhiimaalsetest tlivirakkudest (Okita et al., 2013), vererakkudest
(Meraviglia et al., 2015) ja uriinis esinevatest neerutuubulirakkudest (Zhou et al., 2011).
Indutseeritud pluripotentsete tlivirakkude (iPSC-de) péritolu mojutab reprogrammeerimise ja
diferentseerimise efektiivsust (Ye, 2013). Siiani kdige sagedamini kasutatav rakutiilip on
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fibroblastid, mille isoleerimine nduab koeproovi votmist, mis on invasiivne kirurgiline
protseduur (Meraviglia et al., 2015). Vererakud (spetsiifilisemalt perifeerse vere
mononukleaarsed rakud (PBMCd)) on atraktiivne allikas iPSC-de tekitamiseks nende kogumise
madala invasiivsuse tottu (Okita et al., 2013; Meraviglia et al., 2015). Lisaks uuendatakse
vererakke pidevalt luuiidis leiduvate hematopoeetiliste tiivirakkude poolt, seetdttu on vorreldes
naha fibroblastidega véiksem tdendosus, et nende DNAs on tekkinud keskkonna poolt

pohjustatud mutatsioone (Dowey et al., 2012; Park et al., 2008).

Vererakkudest on vdimalik iPSC-de loomiseks kasutada eriitroidsed eellasrakke, B- ja T-rakke.
Eriitroidsete eellasrakkude kasutamine on eelistatud, sest T- ja B-rakud sisaldavad geneetilisi
iimberkorraldusi V(D)J regioonis, mis v3ib limiteerida nende kasutatavust teadusuuringutes ja
eriti rakuteraapias (Al-Shehri et al., 2021; Serwold et al., 2010). Geneetiliste iimberkorralduste
tdpne mdju pole hetkel teada (Brown et al., 2010; Hanna et al., 2008), kuid on ndidatud, et see
vOib pdhjustada diferentseerumisvdoime vihenemist (Wada et al., 2011). Eriitroidsete
eellasrakkude peamine probleem on nende vdhene kogus perifeerses veres, aga neid on
voimalik juurde tekitada, kasvatades neid vastavate kasvufaktoritega sootmes (Filippone ef al.,

2010).

Meraviglia ja teised (2015) nditasid, et iPSC-sid saab luua perifeerse vere mononukleaarsetest
rakkudest (PBMC), mis on périt kiilmutatud buffy coat’idest (vaata joonis 1). Kiilmutatud buffy
coat’id moodustavad suure osa biopankades hoitavatest verendidistest, moodustades seega
kergesti kittesaadava materjali iPSC-de loomiseks ilma, et peaks eraldi proove koguma
(Meraviglia et al., 2015; Kleeberger et al., 1999). Ka selles t66s kasutatud Geenivaramu
proovid on buffy coat’id. Proove hakati koguma 2002. aastal ja kiilmas on esimese ca 50 000
doonori proovid. Siiani pole t66 autorile teadaolevalt iPSC-sid loodud nii kaua kiilmas olnud

rakkudest.
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Joonis 1. Veri ja selle komponendid. Lithendid: PBMC - perifeerse vere mononukleaarne
rakk. Tsentrifuugimise tulemusena jaguneb veri plasmaks, buffy coat’iks ja eriitrotstiiitideks.
Buffy coat omakorda koosneb monotsiiiitidest, liimfotsiiiitidest (T-, B- ja NK-rakud) ja
granulotsiiiitidest (neutrofiilid, eosinofiilid, basofiilid). Monotsiilidid ja liimfotsiiiidid
moodustavad PBMC-d. Joonis on tehtud Biorenderis.

1.4 Meetodid iPSC-de saamiseks ja nende piirangud

Indutseeritud pluripotentsete tiivirakkude saamiseks on kasutatud mitmeid ldhenemisviise,
nditeks viiruslikud vektorid (integreeruvad ja mitteintegreeruvad), episomaalsed vektorid,
valgud, RNA, CRISPR-Cas vodi keemilised meetodid (Li et al., 2014, Meraviglia et al., 2015)
(vaata tabel 1). Nende loomisel on olulised nii reprogrammeerimise efektiivsus kui ka
mutageneesi véltimine. Paljud meetodid, nt viiruslikud ja episomaalsed vektorid pdhinevad
Yamanaka faktorite (OCT3/4, SOX2, KLF4, c-MYC) iileekspresseerimisel. Voidakse kasutada
ka lisafaktoreid protsessi efektiivsemaks muutmiseks, tihedamini kasutatavate hulgas on

LIN28A (Wang et al., 2019) ja p53 ekspressiooni allasurumine (Rasmussen et al., 2014).
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Tabel 1. Meetodid, mida kasutatakse reprogrammeerimiseks.

Kategooria Reprogrammeerimise Viide katsele, kus on
meetod kasutatud

Viiruslikud integreeruvad retroviirus Takahashi, Yamanaka,

vektorid 2007

lentiviirus (retroviiruste
alamkategooria)

Sommer et al., 2012

Viiruslikud
mitteintegreeruvad vektorid

adenoviirus

Zhou & Freed, 2009

Sendai viirus

Seki et al., 2010

MYC, mille kiilge on pandud
rakku tungiv peptiid (cell-
penetrating peptide)

DNALI pohinevad episomaalsed vektorid/ Si-Tayeb et al., 2010
plasmiidid
Okita et al., 2011
miniring DNAd Narsinh et al., 2011
transposoonid Davis et al., 2013
RNAd modifitseeritud mRNA Uhm et al., 2017
miRNA Miyoshi et al., 2011
CRISPR CRISPRa, mille sihtmérgiks | Weltner et al., 2018
on endogeensed OCTH,
SOX2, KLF4, c-MYC,
ja LIN28A4 promootorid
Valgud OCT4, SOX2, KLF4, ja c- Kim et al., 2009

Keemilised meetodid

Faas I: CHIR99021, 616452,
TTNPB, Y27632, ABT869 ja
SAG

Faas II: 5-asatsiitidiin,
traniiiiltsiipromiin, JNKINS
Faas III: epigeneetilised
regulaatorid
(traniitiltstipromiin,

Guan et al., 2022
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valproehape, DZNep,
EPZ004777 ja UNCO0379) ja
raku signaaliiilekande
inhibiitorid (CHIR99021,
616452, Y27632,
PD0325901)

Faas IV: CHIR99021,
PD0325901, SB590885,
IWP2 ja Y27632

1.3.1 Integreeruvad vektorid

Integreeruvatest vektoritest on iPSCde loomiseks kasutatud retroviiruseid (Takahashi ja
Yamanaka, 2007) ja lentiviiruseid (Sommer et al., 2012). Spetsiifilised transkriptsioonifaktorid
(nditeks OCT4, SOX2, KLF4 ja c-MYC) viiakse somaatilistesse rakkudesse retroviiruste voi
lentiviiruste  abil. Need  viirusvektorid integreerivad reprogrammeerimisfaktorid
peremeesgenoomi, pohjustades pluripotentsuse geenide stabiilset ja pikaajalist ekspressiooni.
Selle meetodiga kaasneb kdrge reprogrammeerimise efektiivsus, kuid kuna viirusvektorid
integreeruvad peremeesrakkude genoomi, siis vOib sellega kaasneda mutagenees,
geeniekspressiooni piisiv muutus ja vaigistatud transgeenide taasaktiveerumine ja ka kasvajate

teke (Okita et al., 2013; Ye et al., 2013; Check, 2005).

1.3.2 Mitteintegreeruvad vektorid

Mitteintegreeruvatest viiruslikest vektoritest on kasutusel adenoviirused (Zhou ja Freed, 2009)
ja Sendai viirus (Lieu et al, 2013). Lisaks sellele on vdimalik kasutada erinevaid
mitteviiruslikke vektoreid nagu plasmiidid (Okita et al., 2011; Si-Tayeb et al., 2010),
transposoonid (Davis ef al., 2013), valgud (Kim et al., 2009) ja RNA (Annand, 2021; Uhm et
al.,2017; Warren et al., 2012) (vaata tabel 1). Need meetodid vihendavad geneetiliste muutuste
riski, muutes need paremaks alternatiiviks kliiniliste rakenduste jaoks. Siiski on nende
reprogrammeerimise efektiivsus sageli oluliselt madalam vdorreldes integreeruvatel
viirusvektoritel pdhinevate meetoditega (Li et al., 2014; Okita et al., 2011). Sendai viirusel on
teistest mitteintegreeruvatest vektoritest korgem efektiivsus (Li et al, 2014), kuid
kommertsiaalne reprogrammeerimiskit on kallis (Meraviglia et al., 2015) ja ise Sendai
viirusvektorite muutmine toomahukas ja tehniliselt keeruline (Okita et al., 2011). Paljude

mitteviiruslike vektorite (nt plasmiidid) rakku sisse viimiseks kasutatakse elektroporatsiooni.
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Selles osas on tehtud olulisi tehnoloogilisi edusamme, mis on viinud suurenenud
transfektsiooni efektiivsuseni, kuid probleemiks on madal rakkude elujoulisus (Mellott et al.,
2014). Ulalmainitud meetoditest on loodud verest integreerumisvabasid iPSC-e, kasutades

Sendai viiruseid ja episomaalseid vektoreid (Zhang, 2013).
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2.0 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Antud t66 eksperimentaalosa eesmérgiks oli vilja selgitada, kas ja mis protokolli kasutades on
TU Eesti geenivaramu kiilmutatud vereproovidest vdimalik luua indutseeritud pluripotentseid

tilvirakke. Reprogrammeerimiseks kasutati episomaalseid vektoreid ja Sendai viirust.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Vererakkude puhastamine

Virskest verest eraldati kdigepealt buffy coat (2.2.2.1) ja seejdrel puhastati punaste vererakkude
luiisipuhvriga (2.2.2.2) voi SepMate tuubidega (2.2.2.3). Kiilmutatud verega tehti kohe
puhastamine (2.2.2.2 vdi 2.2.2.3).

2.2.1.1 Virskest verest buffy coat’i eraldamine

Vabatahtlikelt vottis verd spetsialist Esta Pintsaar Geenivaramu andmekogumis- ja
ndustamiskabinetis. Veri koguti BD Vacutainer Plus Plastic K2 EDTA-ga tuubidesse. Vérske
veri tsentrifuugiti 15 minutit 800 g juures. Pirast tsentrifuugimist suurem osa plasmast eraldati,
kasutades seroloogilist pipetti. Pdrast plasma eraldamist pipeteeriti 120 ul DMSO-d ja 750 pul
plasmat 1,5 ml Eppendorfi tuubi, segati ja jahutati jad peal. Seejdrel eemaldati verega tuubist
600 pl buffy coat’i ja lisati see eelnevalt valmistatud DMSO ja plasma segule ning
suspendeeriti. Seejérel paigutati segu kriiokiilmutusanumasse ja viidi -80°C stigavkiilmikusse.

Jargmisel paeval viidi proovid iile vedela lammastiku hoidlasse pikaajaliseks sdilitamiseks.

2.2.1.2 Vererakkude puhastamine punaste vererakkude liiiisipuhvriga

Eksperimentaalses osa kdikkides etappides kasutati modifitseeritud PBS-i ilma kaltsiumi ja

magneesiumita (HyClone, #SH30028.02).

Vererakkude puhastamine punaste vererakkude liiiisipuhvriga tehti Meraviglia et al. protokolli
jérgi (2015). Buffy coat lahjendati steriilse PBS-iga 1dppmahuni 2 ml. Lahjendatud buffy coat
viidi 50 ml koonilisse katsutisse, lisati 10 ml punaste vererakkude liitisipuhvrit (koostise jaoks
vaata lisa 1) ja inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril. Kogumaht viidi PBS-ga 50 ml-ni ja

tsentrifuugiti toatemperatuuril 300g juures 10 minutit. Supernatant aspireeriti ja sade pesti 50
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ml PBS-ga (tsentrifuugimine toatemperatuuril 300g juures 10 minutit). Rakud voeti iiles 2 ml
SFEMII (StemSpan Serum-Free Expansion Medium II, StemCell Technologies, #09655)
s00tmes, millele oli lisatud StemSpan erythroid expansion supplement (StemCell Technologies,
#02692), 10 pl 10 mM deksametasooni (StemCell Technologies, #72092), 20 ul 0,2 mg/ml
IGF-1 (StemCell Technologies, #78142.1) (samade lisanditega sdddet kasutati ka koikides
jargmistes etappides, kus kasutati SFEMII s66det). Rakud kanti {ile 12-kannulise plaadi iihte
kannu. Neid inkubeeriti 48 tundi.

2.2.1.3 Vererakkude puhastamine SepMate tuubidega

Rakkude puhastamine SepMate tuubidega tehti StemCell Technologies SepMate-15 #85415
protokolli jérgi. 4,5 ml tihedusgradiendi soddet LymphoPrep’i lisati SepMate'i katsutisse. Proov
lahjendati vordse mahu PBS + 2% FBS-ga (StemCell Technologies, #07905), drnalt segades.
Lahjendatud proov (veri + PBS) lisati SepMate’i katsutisse, hoides samal ajal SepMate'i tuubi
vertikaalselt ja pipeteerides seda tuubi kiiljelt alla. Seejérel tsentrifuugiti toatemperatuuril
1200g juures 10 minutit. Ulemine kiht (koos MNC-dega) valati uude tuubi. Kogumaht viidi
PBS-ga 50 ml-ni ja tsentrifuugiti toatemperatuuril 300g juures 10 minutit. Supernatant
eemaldati ja sade pesti veel iiks kord 50 ml PBS-ga, fuugides 300g juures 10 minutit. Rakud
voeti iiles 2 ml SFEMII s66tmes, kanti iile 12-kannulise plaadi iihte kannu ja inkubeeriti 48

tundi.

2.2.2 Vererakkude ettekasvatamine

Koiki rakke kultiveeriti 37°C ja 5% CO: juures. Punaste vererakkude eellasrakkude
kasvatamiseks kasutati lisanditega SFEMII so6ddet. Rakke kasvatati sootmes 7-12 péeva,
vahetades iile pdeva soodet. Selleks tosteti rakud 15 ml tuubi, tsentrifuugiti 300g juures 10

minutit ja voeti iiles 1 ml sd6tmes.

T-rakke rakke kasvatati neli pdeva RPMI s66tmes (Corning, #10-041-CV), kuhu oli lisatud 0,2
pul/ml IL-2 (Gibco, #PHC0026) ja 25 pl/ml CD3/CD28 vastaseid antikehi (StemCell
Technologies, #10991). S6odet vahetati samuti {ile pieva ja selleks tsentrifuugiti rakke 300g

juures 10 minutit ja voeti need iiles 1 ml s66tmes.
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2.2.3 Reprogrammeerimine

2.2.3.1 Transfektsioon elektroporatsiooniga

Tabel 2. Elektroporatsiooni jaoks vajalikud plasmiidid

Plasmiidid Mida kodeerib

pCXLE-hOCT3/4-shp53 OCT3/4 ja shRNA p53 vastu
pCXLE-hSK SOX2, KLF4

pCXLE-hUL L-MYC, LIN28

pCXLE-EGFP GFP (et ndha transfektsiooni efektiivsust)

Transfektsioon tehti koostodpartnerilt Genoomika instituudi bioinformaatika ja meditsiinilise
genoomika kaasprofessorilt Irene Gallego Romerolt saadud protokolli jérgi, mis pShineb
StemCell ~ Technologies  Erythroid  Progenitor ja  LifeTech  Epi5  CD34+

reprogrammeerimisprotokollidel.

Esimesel pdeval pesti rakud PBS-ga (tsentrifuugides 300g juures 5 minutit) ja vdeti iiles T-
puhvris (Invitrogen, MPK10096) tihedusega 1 x 10°. Rakud jagati 100 ul kaupa eppendorfi
tuubidesse ja lisati 1,5ng igat plasmiidi (tabel 2). Masinasse lisati 3 ml puhvrit E2 (Invitrogen,
MPK10096). Elektroporatsioon viidi ldbi Neon Transfection masinaga (Thermo Fisher
Scientific), kasutades 100ul otsikuid ja jargmisi parameetreid: 1650V, 10ms, 3 pulssi.
Elektroporeeritud rakud kanti Matrigel maatriksiga (Corning, #354277) kaetud 6-kannulisele
plaadile koos 2 ml SFEMII s66tmega, jaotades rakud tihedustega 2 x 103, 3 x 10° ja 5 x 10°.
Teisel pdeval lisati 1 ml SFEMII s66det ilma soddet eemaldamata. Pérast 48 tunni moddumist
vaadati rakke fluorestsentsmikroskoobi all, et ndha GFP-d. Kolmandal ja viiendal péeval lisati
I ml ReproTeSR (StemCell Technologies, #05926) soddet (ilma sdodet eemaldamata).
Seitsmendal pdeval eemaldati sodde ja lisati 2 ml ReproTeSR soddet. Edasi vahetati soddet tile

paeva, kuni ilmusid kolooniad (umbes 18-25 péeva jooksul).

T-rakkudega kasutati RPMI sodddet, kuhu oli lisatud IL-2 ja CD3/CD28 ning samu

parameetreid.
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2.2.3.2 Plasmiidi suuruse moju transfektsiooni efektiivsusele

Plasmiidi suuruse mdju uurimiseks transfektsiooni efektiivsusele T-rakkudega kasutati samu
parameetreid nagu iilal kirjeldatud, aga plasmiididena kasutati pCXLE-EGFP plasmiidi, mille
suurus on 11kb v3i N1-GFP plasmiidi suurusega 5kb. Tulemuste hindamiseks vaadati rakke
parast 48h moddumist fluorestentsmikroskoobi all ja tehti voolutsiitomeetria. Rakud loendati
Countess II Automated Cell Counter masinaga (Invitrogen) ja jaotati 300 000 raku kaupa
FACSi tuubidesse ja tsentrifuugiti 300g juures 5 minutit toatemperatuuril. Supernatant
aspireeriti ja rakud pesti 1 ml PBS-s (tsentrifuugimine tehti samade parameetritega). Seejirel
rakud suspendeeriti 200 pl PBS-s, kuhu lisati 1: 2000 lahjenduses DAPI-t (Sigma-Aldrich,
#D9542). Analiiiisiti kasutades BD FACSAria I (BD Biosciences, USA) masinat.

2.2.3.3 Transduktsioon Sendai viirustega

Katsed Sendai viirustega tehti Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi molekulaarse biomeditsiini
BSL-2 laboris. Tranduktsioon viidi 1dbi kasutades protokolli, mis pohineb StemCell
Technologies tehnilisel manuaalil “Integrated workflow for the isolation, expansion and
reprogramming of erythroid progenitor cells” ja Thermo Fisheri Cytotune -iPS 2.0 Sendai

reprogrammerimiskit 1 protokollil.

Rakud virviti triipaansinisega (Invitrogen, #T10282) ja loendati Countess Automated Cell
Counter masinaga. 150 000 rakku viidi timara pdhjaga 1 ml eppendorfi tuubi. 1 ml tuubi lisati
viirused (kogused vastavalt tootja juhistele) ja 1 ml SFEMII s66det. S66de koos viirustega lisati
tuubi, kus on rakud ja suspendeeriti. Rakke tsentrifuugiti 1000g juures toatemperatuuril 30
minutit. Pirast seda lisati 1 ml SFEMII s6ddet, rakud suspendeeriti ja viidi 12-kannulise plaadi
iihte kannu. Neid inkubeeriti {ile6d. Jargmisel pdeval viidi rakud 15 ml tuubi ja viirused
eemaldati tsentrifuugides 200g juures 10 minutit. Supernatant eemaldati ja rakud vdeti iiles 0,5
ml SFEMII-s ning kanti 24-kannulise plaadi {ihte kannu. Rakke inkubeeriti 2 pdeva. Seejarel
loendati rakud samamoodi nagu iileval kirjeldatud ja kanti Matrigel’iga kaetud 6-kannulise
plaadi kannu tihedusega 1 x 10% - 1 x 10° koos 2 ml SFEMII s66tmega. Neljandal péeval lisati
1 ml SFEMII (ilma s66det eemaldamata). Viiendal ja kuuendal pédeval lisati 1 ml ReproTeSR
s00det (ilma sd6det eemaldamata). Seitsmendal pdeval s66de eemaldati ja asendati 2 ml vérske
ReproTeSR so6tmega. Edasi vahetati sdodet igal teisel paeval (lisades 2 ml ReproTeSR soddet
igasse kannu) kuni iPSC kolooniate tekkimiseni (oodatud kolooniate tekkimise aeg on umbes
25 paeva).
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2.2.4 Tiivirakkude kasvatamine koekultuuris

Katsetes kasutati kontrollina embriionaalset tiivirakuliini H9 (46, XX). iPSC ja H9 rakke
kasvatati Matrigel’iga (BD Biosciences, #354277) kaetud 6-kannulistel koekultuuri plaatidel
defineeritud koostisega mTeSR Plus (StemCell Technologies, #100-0276) so6tmes, mida
vahetati iga pdev. Tiivirakkudele sobiva kasvukeskkonna tagamiseks hoiti kultuuri inkubaatoris

temperatuuril 37 °C ning 5% CO; juures.

Rakke passeeriti rutiinsel kasvatamisel iga 3-4 pdeva jdrel. Esimesed kiimme passeerimist viidi
1dbi manuaalselt. Selleks kraabiti hES rakkude kolooniatiikid pipetiotsikuga kasvupinnalt lahti
ning tosteti seejdrel uuele Matrigel’iga kaetud koekultuuri plaadile. Lisati 0,4 pul 10mM
inhibiitor Thiazovivini (StemCell Technologies, #72254) (0,2 pl inhibiitorit 1 ml s66tmesse).
Pérast seda passeeriti rakke ReLLeSR-ga (StemCell Technologies, #05872). H9 rakke passeeriti
samuti ReLeSR-ga. hES ja iPSC rakkude igapdevase kultiveerimisega tegeles TU

rakubioloogia dppetooli vanemlaborant Annika Trei.

2.2.5 Rakauliini analiiiis

2.2.5.1 Kariiotiiiibi analiiiis

Kariiotiiiibi analiiiisi teostas Tartu Ulikooli Kliinikumi geneetika ja personaalmeditsiini kliiniku
laboratoorse geneetika osakonna tsiitogeneetik. Metafaasi ettevalmistamine viidi 1ébi vastavalt
standardprotseduuridele ja karliotililipe analiiiisiti Giemsa meetodil ~550 v0odi tasemel.
Mosaiiksuse vilistamiseks kontrolliti iga proovi jaoks vdhemalt 30 metafaasi. Kariiotiiiibi

analiilis viidi 14bi hiPSC-de kiimnenda passaazi juures.

2.2.5.2 STR analiiiis

STR (short tandem repeat) analiiiis teostati Eesti Kohtuekspertiisi Instituudis. Inimese DNA
tiipiseeriti DNA STR lookuste alusel PCR-meetodil vastavalt Eesti Akrediteerimiskeskuse
akrediteeritud EKEI kinnitatud metoodikale DNA-MR-T. Proove analiiiisiti testsiisteemidega
NGM Detect ja PowerPlex ESI 17 Fast.

2.2.5.3 Miikoplasma testimine

Miikoplasma puudumine tehti kindlaks Sartorius Microsart AMP Mycoplasma protokolli jargi,
tehes qPCR-i ja geelelektroforeesi. Geelelektroforeesiks tehti 2% agaroosgeel (Fisher
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BioReagents, BP160-500). Markeriks oli GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific,
SM0373), mida kanti geelile 8 pl. Proove, millele lisati 2 pl 6x MassRuler laadimisvérvi
(Thermo Scientific, R0621), kanti geelile samuti 8 pl.

2.2.5.4 Sendai viiruste puudumise kontrollimine

RNA eraldamine

RNA eraldus tehti Zymo Research Direct-zol RNA microprep kit’iga vastavalt tootja juhistele.
Rakud voeti tiles 50 pl-s TRI reagendis. Lisati vordne maht etanooli (96%) ja segati vortexil.
Segu kanti kolonni, mis oli asetatud kogumistuubi. Tsentrifuugiti 12 000g juures 30 sekundit
(jargmised tsentrifuugimised tehti samade parameetritega, kui pole 6eldud teistmoodi). Kolonn
asetati uude kogumistuubi, sellele lisati 400 ul RNA pesupuhvrit ja tsentrifuugiti. Edasi lisati
tuubi DNase I (6u/ pl) ja 35 pl DNA lagundamispuhvrit ja segati tuubi paar korda tagurpidi
poorates. Inkubeeriti 15 minutit toatemperatuuril. Kolonni lisati 400 pl Direct-zol RNA
PreWash'’i ja tsentifuugiti. Kolonn tdsteti uude kogumistuubi ja sammu korrati. Lisati 700 pl
RNA pesupuhvrit tsentrifuugiti 12 000g juures 1 minut. Kolonn tdstesti puhtasse eppendorfi

tuubi, lisati 15 pl vett ja tsentrifuugiti.

cDNA siinteesimine

cDNA siinteesimiseks pipeteeriti 200 pl eppendorfi tuubi 13,5 pl vett, 2 ul 10x RT Reaction
Premix, oligo juhuslikud praimerid (Solis BioDyne, #06-16-0000S), 3 ul RNA-d ja 1,5 ul
FIREScript ensiitimisegu (Solis BioDyne, #06-16-0000S). Segu suspendeeriti ja sellega viidi

1dbi cDNA siinteesi programm, mille parameetrid on leitavad tabelist 3.

Tabel 3. Programm cDNA siinteesiks

Temperatuur Aeg
25°C 5 min
50°C 15 min
85°C 5 min
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qPCR

qPCR-i tegemiseks kanti 384-kannusele plaadile {ihte kannu 2 ul 5x HOT FIREPol EvaGreen
qPCR segu (Solis BioDyne, #08-36-00001), 0,25 ul F praimer (5 uM), 0,25 pl R praimer (5
uM) (praimerite jirjestusete jaoks vaata lisa 2), 7,5 pul cDNA, suspendeeriti ja tsentifuugiti
1000g juures 1 minut. qPCR viidi 14bi vastavalt programmile, mis on kirjas tabelis 4. qPCR-i
analiilisiks kasutati (AACT) meetodit.

Tabel 4. qPCR-i programm reprogrammerimisfaktorite puudumise niitamiseks.

Etapp Tsiikleid Temperatuur Aeg
1 1 95°C 10 min
2 40 95°C 15 sekundit
60°C 1 minut
Geelelektroforees

qPCR-i tulemused kanti 2% agaroosgeelile (Fisher BioReagents, BP160-500) Markerina
kasutati 100 bp DNA Ladder Ready to Load (Solis BioDyne, #07-11-00050), mida kanti geelile
8ul. Proovidele lisati 2 pul 6x MassRuler laadimisvérvi (Thermo Scientific, R0621) ja neid kanti

geelile samuti 8ul.

2.2.5.5 Voolutsiitomeetria pluripotentsusmarkerite ekspressiooni kontrollimiseks

Tabel S. Pluripotentsusmarkerite ekspressiooni kontrollimiseks kasutatud antikehad.

Antikeha Péritolu Kogus

BD Nanog-PE BD Biosciences, 560483, 10 pl
clone N31-355

BD Sox2-PerCPCy 5.5 BD Biosciences, 561506, 2,5 ul
clone O30-678

Anti-Oct 3/4 BD Pharmingen AlexaFluor | 0,5 pl
647 Mouse, cat 560329

Rakud loendati Countess II Automated Cell Counter masinaga (Invitrogen) ja jaotati 300 000
raku kaupa FACSi tuubidesse ja tsentrifuugiti 300g juures 5 minutit toatemperatuuril.
Supernatant aspireeriti ja rakud suspendeeriti 1 ml fikseerimispuhvris (4% paraformaldehiiiid

PBS lahuses). Inkubeeriti 30 minutit. Seejdrel tsentrifuugiti fikseeritud rakud taaskord 300g
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juures 5 minutit ja supernatant aspireeriti. Rakud pesti 2 ml 1x permeabiliseerimispuhvris
(Thermo Fisher Scientific, #00-8333-56), neid tsentrifuugiti samade parameetritega. Rakud
voeti iiles 50 pl permeabiliseerimispuhvris, inkubeeriti 15 minutit. Lisati 50 pl antikehasid
permeabiliseerimispuhvris (tabel 5). Inkubeeriti 30 minutit pimedas toatemperatuuril. Pesti 2
ml permeabiliseerimispuhvris, tsentrifuugiti samade parameetritega. Seejdrel rakud
suspendeeriti 200 pl permeabiliseerimispuhvris, kuhu lisati 1: 2000 lahjenduses DAPI-t (4°,6-
diamidino-2-feniiiilindool, Sigma-Aldrich, #D9542). Analiiisiti, kasutades BD FACSAria I
(BD Biosciences, USA) masinat.

2.2.5.6 Diferentseerumispotentsiaali hindamine

Diferentseerumispotentsiaali hindamiseks viidi ldbi suunatud diferentseerumine, tehti qPCR ja
immunofluoresentsi analiiis. Suunatud diferentseerimine tehti StemCell Technologies
STEMdiff Trilineage Differentiation kit’iga (#05230) vastavalt tootja juhistele. Rakud
passeeriti ReLeSR-ga, loendati ja jaotati kolme kannu vahel vastavalt tootja soovitatud
tihedustele. Neid kasvatati kas seitse pdeva STEMdiff Trilineage ektodermi so6tmes (#05231)
voOi viis pdeva STEMdiff Trilineage mesodermi séotmes (#05232) voi STEMdiff Trilineage
endodermi sdotmes (#05233), vahetades iga pdev soddet. RNA eraldamine ja qPCR viidi 1dbi
samamoodi nagu kirjeldatud punktis 2.2.5.4. Kasutatud praimerid on kirjas lisas 2. qPCR-i
analiilisiks kasutati (AACT) meetodit.

Immunofluoresentsi jaoks kasutatavad antikeha lahused ja DAPI lahus tehti blokeerimispuhvris
(2% NGS (normal goat serum, Thermo Fisher Scientific, #11819220) PBS-s). Rakkudelt
aspireeriti sodde ja neid pesti 500 pl PBS-ga. Rakud fikseeriti 500 pl 4% paraformaldehiiiid
PBS lahuses 20 minutit toatemperatuuril. Seejérel pesti neid kolm korda viis minutit 500 pl
PBS-ga. Rakud permeabiliseeriti 0,2% Triton X-100 lahusega PBS-s 10 minutit
toatemperatuuril. Rakke pesti kaks korda kolme minuti jooksul 500 ul PBS-ga. Blokeerimine
toimus 500 pl blokeerimispuhvris (2% NGS PBS-is) 1h toatemperatuuril. Blokeerimispuhver
aspireeriti ja pesti PBS-ga. Primaarse antikehaga (tabel 6) blokeerimispuhvris inkubeeriti 1h
kuni iile6d. Seejérel pesti rakke kolm korda viis minutit 500 pl PBS-ga ning inkubeeriti
sekundaarse antikehaga (tabel 6) blokeerimispuhvris 1h toatemperatuuril pimedas. Seejérel
pesti rakke jdlle kolm korda viis minutit 500 pl PBS-ga ning inkubeeriti DAPI-ga

blokeerimispuhvris (1:1000) 10 minutit toatemperatuuril. Peale seda toimus taaskord kolm
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korda viis minutit 500 pul PBS-ga pesemine. Edasi lisati alusklaasile tilk paigalduslahust ja

klaasid tosteti alusklaasile.

Tabel 6. Inmunofluoresentsi jaoks kasutatud antikehad.

Antikeha Lahjendus

ab224637 Rabbit monoclonal (EPR20684) to | 1:200
SOX17

ab194045 Rabbit monoclonal (EPR15858) to | 1:200
PAX6

ab209665 Rabbit monoclonal (EPR18113) to | 1:1000
BRACHYURY

ab150077 Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa | 1:500
Fluor 488)
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2.3 Tulemused

2.3.1 Reprogrammeerimiseks kasutatud vererakud

Geenivaramu doonorite vererakkude kasutamiseks on kaks vdimalust. Esimene vdimalus on
algmaterjalina kasutada juba alla kiilmutatud buffy coat vereproove. Teine variant on
patsientide tagasikutsumine ja neilt véirske vere votmine ja selle kasutamine. Katseid tehti nii
vabatahtlikelt kogutud virske ja kiilmutatud verega kui ka geenivaramu doonorite kiilmutatud
buffy coat proovidega. Vabatahtlike vereproovide kasutamiseks saadi Tartu Ulikooli
inimuuringute eetikakomitee kooskodlastus 382/T-16 ja geenivaramu proovide kasutamiseks

Eesti bioeetika ja inimuuringute ndukogu otsus nr 1.1-12/1925.

2.3.1.1 Vererakkude puhastamine virskest verest

Alguses on veri (buffy coat) vaja puhastada punastest vererakkudest. Vere puhastamiseks
katsetati kahte meetodit: SepMate tuubid (StemCell Technologies) ja punaste vererakkude
liisipuhver (RCLB). Virsket verd kasutades oli selgelt ndha, et liiiisipuhver ei puhasta verd
efektiivselt (vaata joonis 2), samas SepMate tuubid sobisid virske vere puhastamiseks punastest

vererakkudest.
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Joonis 2. Veri pirast puhastamist SepMate tuubidega (illemine rida) ja punaste
vererakkude liiiisipuhvriga (alumine rida) ning SFEMII s66tme lisamist.
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2.3.1.2 Vererakkude puhastamine kiilmutatud verest

Virske ja kiilmutatud verega tehtud puhastamise tulemused on selgelt erinevad, eriti SepMate
tuube kasutades (liitisipuhver ei puhastanud edukalt juba virsket verd nagu néhti eelmises
punktis). Virske verega to0tab punaste vererakkude eraldamine SepMate tuubidega paremini
(vaata joonis 3). Kiilmutatud proovis on punased vererakud ilmselt liiisunud ja seetdttu ei
eraldu tsentrifuugimise kéigus sama edukalt kui vérsket verd kasutades. Mikroskoobi all
vaadates olid tulemused sarnased, aga SepMate tuubidega puhastatud proovid tundusid

puhtamad kui liiiisipuhvriga puhastatud proovid (vaata joonis 4).

Joonis 3. Virske (vasakul) ja killmutatud veri (paremal) pirast puhastamist SepMate
tuubidega.
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RCLB

SM

Joonis 4. Kiilmutatud veri vabatahtlikult pirast puhastamist liilisipuhvriga (iilemine
rida) ja SepMate tuubidega (alumine rida) 200x suurendusega. Liithendid: RCLB - punaste
vererakkude liitisipuhver (red cell lysis buffer), SM - SepMate.

Nende tulemuste pohjal otsustati alates kuuendast katsest (katsete kokkuvdtlikku skeemi vaata
jooniselt 10) kasutada ainult SepMate tuube, kuna need andsid selgelt parema tulemuse virsket

verd kasutades ja ka kiilmutatud verd puhastades tundus tulemus puhtam.

Geenivaramu proovidega oli kdigepealt eesmérgiks niha, kas kiilmutatud rakkude hulgas on
iildse elusaid rakke. Naxo tegi 2015. aastal Eesti geenivaramu proovidele valgete vererakkude
elujoulisuse kontrolli, milles 12 proovist 10 proovi andsid nidala méddudes paljunevad valgete
vererakkude kobarad. Sellest on aga veel iiheksa aastat méoda ldinud. Selle t66 raames tehtud
katsetes kasutati viit geenivaramu proovi. Nendest kolmes oli eelkasvatamise 16puks edasisteks
katseteks piisavalt rakke, iihes oli neid ka pérast iiheksat pideva kasvatamist liiga véhe ja tiks

proov oli saastunud (vaata tabel 7).
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Tabel 7. Rakkude arvukused geenivaramu doonorite proovides pirast SepMate
tuubidega puhastamist ja pirast eelkasvatamist.

Proov Rakkude arvukus piarast Rakkude arvukus Tulemus
SepMate tuubidega pérast
puhastamist ettekasvatamist
(/ml)
1 1,0 x 10° - Tekkis saastus pérast
paari pdeva kasvatamist
2 3,0x 108 > 1,00 x 10° (tdpne Tehti
arv pole teada) reprogrammeerimine
elektroporatsiooniga, aga
kolooniaid ei tekkinud
3 6,7 x 10° 1,80 x 10° Tehti
reprogrammeerimine
Sendai viirustega,
tekkisid iPSC kolooniad
4 2,26 x 104 1,0 x 10* Rakke oli liiga vihe
5 7,85 x 10° 5,05 x 10° Tehti
reprogrammeerimine
Sendai viirustega, aga
kolooniaid ei tekkinud

2.3.2 Vererakkude ettekasvatamine

iPSC-de tegemiseks vererakkudest on vdimalik kasutada punaste vererakkude eellasrakke.

Nendega on eelkasvatamine eriti vajalik, sest veres leidub neid viahem kui 1% (Filippone et al.,

2010). Eellasrakkude paljundamiseks kasvatati neid lisanditega SFEMII s66tmes 7-12 pideva.

Vabatahtlike doonorite vererakkude piisavaks paljundamiseks, et saada elektroporatsiooniks

vajalikud 1 x 10° rakku, sellest piisas (vaata joonis 5).
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Joonis 5. Vabatahtliku puhastatud vereproov parast 9 pideva SFEMII sootmes
kasvatamist 200x suurendusega.

Geenivaramu proovid on iiksteisest kiillaltki erinevad ja nagu eelmises punktis mainitud, pole
mones piisavalt elusaid rakke ka pérast rohkem kui 10 pdeva kasvatamist. Joonisel 6 on

ndidatud kaks erinevat proovi (proovid 4 ja 5) pérast 12 pdeva samades tingimustes kasvatamist.

Joonis 6. Kaks geenivaramu vereproovi piarast 12 pieva SFEMII sootmes kasvatamist
200x suurendusega. Vasakul on proov 5 ja paremal proov 4.

iPSC-de tegemiseks on vdimalik kasutada ka veres tunduvalt suuremal arvul leiduvaid T-rakke.
T-rakke kasvatati neli pdeva RPMI s66tmes, kuhu lisati IL-2 ja CD3/CD28 antikehad, et T-
rakke aktiveerida. T-rakke aktiveeriti, et need hakkaksid jagunema, kuna on niidatud, et
jagunevaid rakke on lihtsam reprogrammeerida (Hu et al., 2019). Need rakud on dratuntava

morfoloogiaga, moodustades nii-6elda kobaraid (joonis 7).
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Joonis 7. Vererakud neli pieva pirast IL-2 ja CD3/CD28 antikehadega rikastatud RPMI
sootmes kasvatamist 200x suurendusega. T-rakud on nidha kobaratena.

Uldiselt to6tas ettekasvatamine/ aktiveerimine nii punaste vererakkude kui ka T-rakkudega,

kuid geenivaramu proovides sdltus selle edukus elus rakkude arvust konkreetses proovis.

2.3.3 Reprogrammeerimine

Jargmiseks oli ettekasvatatud rakkude reprogrammeerimiseks vaja sinna sisse viia vastavat
informatsiooni kandev DNA, et iileekspresseerida reprogammeerimiseks vajalikke faktoreid.
Selleks kasutati kahte reprogrammeerimiseks enim kasutatavat meetodit: elektroporatsiooni

plasmiididega ja transduktsiooni reprogrammeerimisfaktoreid sisaldavate Sendai viirustega.

2.3.3.1 Elektroporatsioon

Elektroporatsiooni tehti alguses punaste vererakkude -eellasrakkudega. Transfektsiooni
efektiivsus oli madal (joonis 8) ja pdrast kolme katset ei Onnestunud saada mitte iihtegi

tuvirakukolooniat.
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Joonis 8. GFP signaal fluorestsentsmikroskoobi all 48h pirast transfektsiooni 40x
suurendusega. Vasakul valge valguse ja paremal fluorestsentsvalguse all tehtud pilt.

Seejiarel prooviti elektroporatsiooni teha T-rakkudega. Katsete pohjal ei todtanud
elektroporatsioon oluliselt paremini T-rakkudega (katsete arvu kokkuvdtteks vaata joonis 10)
ning T-rakkudel on erinevalt eellasrakkudest geneetilised timberkorraldused, seetdttu tehti

jargmised katsed ikkagi punaste vererakkude eellasrakkudega.

Lisaks katsetati, kas transfektsiooni efektiivsus sdltub plasmiidi suurusest (vaata lisa 3). Selle
tulemusena leiti, et vdikese plasmiidiga on transfektsioon mirkimisvaérselt efektiivsem kui
suure plasmiidiga, mis voib selgitada transfektsiooni madalat efektiivsust. Suure plasmiidiga

jaab efektiivsus alla 1%.

Uuesti punaste vererakkude eellasrakkudega katsetades saadi 16puks vabatahtliku verest

kolooniad (vaata joonis 9), millel oli tiivirakkudele omane morfoloogia. Rakke passeeriti

kiimme korda ja seejirel need kiilmutati.

Joonis 9. Vabatahtliku verest elektroporatsiooniga saadud iPSC koloonia 40x
suurendusega.

2.3.3.2 Reprogrameerimine Sendai viirustega

Edasi kasutati katsetes reprogrammeerimiseks Sendai viirustel pdhinevat CytoTune 2.0 kit 'ti.
Katsed tehti Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi molekulaarse biomeditsiini laboris. Sendai
viiruseid kasutades sai vanemlaborant Annika Trei iPSC koloonia geenivaramu proovist. Siiski
ei onnestunud t66 autoril jirgmise geenivaramu prooviga lihtegi kolooniat saada (katsete

kokkuvdtlikku skeemi vaata jooniselt 10).
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Vere Elektroporatsioon/ Esimeste kolooniate

puhastamine Ettekasvatamine transduktsioon tekkimine
Paev 0 Paev 1-9 Piev 9 Piev 9-37

Joonis 10. Reprogrammeerimiskatsete kokkuvdotlik skeem. Jitkuva joonega on tdhistatud
katsed, kus kasutati episomaalseid vektoreid ja katkendliku joonega katseid, kus kasutati Sendai
viiruseid. Roosaga on mérgitud katseid punaste vererakkude eellasrakkudega ja sinisega T-
rakkudega. Térniga on tihistatud katsed, kus kasutati geenivaramu proove. Sendai viirustega
geenivaramu doonori vererakkudest sai iPSC-d Annika Trei ja see on sellel joonisel ndidatud,
sest edasiseks analiiiisiks kasutati seda rakuliini (altpoolt kolmas katse).

Mikroskoobi all vaadates paistsid kolooniad olevat tiivirakkudele omase morfoloogiaga (vaata
joonis 11). Kinnitamiseks, et tegemist on indutseeritud pluripotentsete tiivirakkudega, tehti

geenivaramu proovi kahe erineva klooniga edasi pohjalikum rakuliini analiiiis.
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Joonis 11. Geenivaramu doonori verest Sendai viirustega saadud iPSC koloonia 50x
suurendusega.

2.3.5 Loodud iPSC rakuliini analiiiis

2.3.5.1 Kariiotiiiibi analiiiis

Kariiotiiiibi analiiiisi teostas Tartu Ulikooli Kliinikumi geneetika ja personaalmeditsiini kliiniku

laboratoorse geneetika osakonna tsiitogeneetik Giemsa meetodil ~550 voddi tasemel.

Nii kloon iihel kui ka kloon kahel oli normaalne mehe kartiotiilip (vaata joonis 12). Ka iPSC-

de tegemiseks kasutatud geenivaramu doonoril on teadaolevalt normaalne kariiotiiiip.

31



g

.
o M."‘

»

..‘“ -

s

Pl AN

gy

LI s 0 o 1 i 5 nw 3} } i

19 20 21

Joonis 12. Kloon iihe (vasakul) ja kloon kahe (paremal) kariiotiiiibid.

2.3.5.2 STR analiiiis

STR analiiiisi tehti vordluseks doonori vererakust (joonis 13) ja tuletatud iPSC liini kahest
kloonist. STR-analiiiisis taheldati {ihes lookuses {ihe alleeli kadu nii kloon {ihes (joonis 14) kui
ka kloon kahes (joonis 15) (mérgitud punase noolega). See erinevus viitab vdimalikule
mutatsioonile iPSC timberprogrammeerimise voi kultiveerimisprotsessi ajal. Siiski voib STR

analiilisi tulemusel jareldada, et geneetiline materjal on parit ainult iihest allikast ja see {ihtib

algmaterjaliga.
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Joonis 13. STR analiiiisi tulemus iPSC liinide loomiseks kasutatud doonori vererakust.
Noolega on tdhistatud lookus, kus teistes rakuliinides on ndha mutatsiooni.
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Joonis 14. STR analiiiisi tulemus iPSC kloon iihega. Noolega on téhistatud lookus, kus
vorreldes doonori vererakuga tehtud STR analiilisiga on ndha mutatsiooni.
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Joonis 15. STR analiiiisi tulemus kloon kahega. Noolega on tdhistatud lookus, kus vorreldes
doonori vererakuga tehtud STR analiiiisiga on niha mutatsiooni.
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2.3.5.3 Miikoplasma testimine

Miikoplasma kontrollimiseks tehti Sartorius Microsart AMP Mycoplasma ki#’iga qPCR ja
selle tulemustega geelelektroforees. Joonis 16 jirgi on ndha, et miikoplasma puudub nii H9
rakuliinis kui ka kloon iihes ja kahes. Positiivne kontroll oli kit’iga kaasas.

50-bp 50-bp
marker - #1 + H9 marker - #2 +

e
|
| | ®

Joonis 16. Miikoplasma puudumise kontrollimiseks tehtud qPCR-i tulemused 2%
agaroosgeelil. Miikoplasma puudub nii kloon tihes (vasakul) kui ka kloon kahes (parempoolne
pilt). Lithendid: #1 - kloon tiks, #2 - kloon kaks.

2.3.5.4 Sendai viiruste puudumise kontrollimine

Sendai viiruste kontrollimise puudumiseks rakuliinidest tehti qPCR ja tulemustega
geelelektroforees. Kasutatud praimerite jarjestused on kirjas lisas 2. Positiivseks kontrolliks
olid rakud, millest RNA oli eraldatud vahetult pérast transduktsiooni Sendai viirustega.

Geeniekspressiooni tasemed normaliseeriti TBP taseme jérgi.

Kloon iihes paistavad endiselt olevat reprogrammeerimisfaktorid (Sendai viirused), kloon

kahes aga mitte nii qPCR-i (tabel 8) kui ka geelelektroforeesi tulemuste jérgi (joonis 17).

Tabel 8. Reprogrammeerimisfaktorite puudumise kontrollimiseks tehtud qPCR-i
tulemused.

Proov EKkspressioonimuutus (2-24€T)
#1 4,56

#2 -

+ 69773,39
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Joonis 17. Reprogrammeerimisfaktorite puudumise kontrolliks qPCR-i tulemused 2%
agaroosgeelil. Lithendid: #1 - kloon tiks, #2 - kloon kaks.

2.3.5.5 Pluripotentsusmarkerite ekspressioon

Pluripotentsusmarkerite OCT4, NANOG ja SOX2 ekspressiooni tuvastamiseks tehti
voolutsiitomeetria analiilis. Selle tulemusena nihti, et rakke, mis ekspresseerisid kdiki kolme
markerit oli 79,6% vordluseks kasutavates H9 rakkudes (joonis 18), 90,4% kloon iihe rakkudes

(joonis 19) ja 70,5% kloon kahe rakkudes (joonis 20), mis on sarnases suurusjirgus tulemused.
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Joonis 18. Pluripotentsusmarkerite OCT4, NANOG JA SOX2 ekspressiooni tuvastamine

FACS analiiiisiga
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Joonis 19. Pluripotentsusmarkerite OCT4, NANOG JA SOX2 ekspressiooni

tuvastamine FACS analii

iisiga
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Joonis 20. Pluripotentsusmarkerite OCT4, NANOG JA SOX2 ekspressiooni tuvastamine
FACS analiiiisiga kloon kahe rakkudes.

2.3.5.6 Diferentseerumispotentsiaali hindamine

Peale suunatud diferentseerumist hinnati diferentseerumispotentsiaali nii qPCR-i1 kui ka
immunofluorestsentsiga. qPCR analiiis tehti Excelis. Vaadati pluripotentsusmarkerite
NANOG, SOX2 ja OCT4, endodermi markeri SOX17, mesodermi markerite BRACHYURY
ja HANDI ja ektodermi markerite OTX2 ja PAX6 ekspressiooni muutust.

NANOG on transkriptsioonifaktor, mis on vajalik pluripotentsete rakkude diferentseerumata
oleku sdilitamiseks ning on seotud embriionaalsete tiivirakkude iseenesliku uuenemisega
(Gawlik-Rzemieniewska, Bednarek, 2016). Diferentseerumisele suunamise jérgselt oli ndha
allaregulatsiooni kdikides endo- meso- ja ektodermiks suunatud rakupopulatsioonides (joonis

21). Pluripotentsusmarkeri ekspressiooni vihenemine diferentseerumise kdigus on ootuspérane.
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Joonis 21. qPCR-ga leitud NANOG ekspressioonimuutus suunatud diferentseerumise
kaigus. Iga proovi jaoks tehti kolm tehnilist kordust. Lithendid: #1 - kloon tiks, #2 - kloon kaks.

SOX2 on oluline transkriptsiooni regulaator pluripotentsetes tlivirakkudes. Koos OCT4 ja
NANOGiga kontrollib see geeniekspressiooni PSC-des ja aitab siilitada nende pluripotentsuse
(Zhang ja Cui, 2014). Endo- ja mesodermiks diferentseeritud rakkudes oli niha SOX2
diferentseerumise vihenemist (joonis 22). Nii kloon iihes ja kahes kui ka H9 rakkudes, mis olid
suunatud diferentseeruma ektodermiks, oli vorreldes diferentseerumata embriionaalsete
tilvirakkudega ndha korgemat SOX2 ekspressiooni (joonis 22). Lisaks oma rollile
pluripotentsuse reguleerimisel on SOX2 samuti kriitiline PSC-de diferentseerumise suunamisel
nérvi eellasrakkudeks ning nérvi-tiiviraku eellasrakkude omaduste séilitamisel (Zhang ja Cui,

2014), mis voiks selgitada selle kdrgemat ekspressiooni taset ektodermis.
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Joonis 22. qPCR-ga leitud SOX2 ekspressioonimuutus suunatud diferentseerumise
kaigus. Iga proovi jaoks tehti kolm tehnilist kordust. Lithendid: #1 - kloon tiks, #2 - kloon kaks.

OCT4 on korge ekspressiooniga pluripotentsetes rakkudes ja selle ekspressioon vaigistatakse
diferentseerumisel (Shi ja Jin, 2010), mida néhti ka selle katse tulemusena - ekspressioon

vihenes mérgatavalt kdikides diferentseerunud rakupopulatsioonides (joonis 23).
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Joonis 23. qPCR-ga leitud OCT4 ekspressioonimuutus suunatud diferentseerumise
kaigus. Iga proovi jaoks tehti kolm tehnilist kordust. Lithendid: #1 - kloon tiks, #2 - kloon kaks.
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SOX17 osaleb embriionaalse arengu reguleerimises ja raku saatuse mddramises, see on vajalik
16pliku endodermi tekkimiseks (Viotti ef al., 2014). SOX17 oli kdikides proovides iiles

reguleeritud (joonis 24), eriti méarkimisvéarselt H9 rakuliinis.
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0,00
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Joonis 24. qPCR-ga leitud SOX17 ekspressioonimuutus suunatud diferentseerumise
kaigus. Iga proovi jaoks tehti kolm tehnilist kordust. Lithendid: #1 - kloon {iks, #2 - kloon kaks.

BRACHYURY on transkriptsioonifaktor, mis on vajalik posterioorse mesodermi
moodustumiseks ja diferentseerumiseks (Barresi et al., 2014). See oli iiles reguleeritud kloon

tihe, kahe ja H9 mesodermi rakkudes (joonis 25).

42



BRACHYURY

30,00

25,00

N
o
[=]
o

15,00

10,00

Ekspressioonimuutus

5,00

0,00
ES Meso #1 Meso #2 MesoH9

Joonis 25. qPCR-ga leitud BRACHYURY ekspressioonimuutus suunatud
diferentseerumise kiigus. Iga proovi jaoks tehti kolm tehnilist kordust. Lithendid: #1 - kloon
iiks, #2 - kloon kaks.

HANDI on transkriptsioonifaktor, millel on oluline roll kardiogeneesis ja lateraalse mesodermi
derivaatide, sealhulgas soolestiku, arengus (Barnes et al., 2010). See oli iiles reguleeritud

koikides mesodermi proovides (joonis 26).
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Joonis 26. qPCR-ga leitud HAND1 ekspressioonimuutus suunatud diferentseerumise
kaigus. Iga proovi jaoks tehti kolm tehnilist kordust. Lithendid: #1 - kloon tiks, #2 - kloon kaks.
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OTX2 toimib transkriptsioonifaktorina ja méngib rolli aju, kraniofatsiaalsete struktuuride ja
meeleelundite arengus (NCBI, 2024). Selle ekspressioon oli kdrgem kui diferentseerumata

rakkudes kloon iihes, kahes ja H9 rakkudes (joonis 27).
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Joonis 27. qPCR-ga leitud OTX2 ekspressioonimuutus suunatud diferentseerumise
kaigus. Iga proovi jaoks tehti kolm tehnilist kordust. Lithendid: #1 - kloon iiks, #2 - kloon
kaks.

PAX®6 on jérjestusspetsiifiline DNA-ga seonduv transkriptsioonifaktor, mis avaldub mitmetes
rakutiilipides areneva organismi ja tdiskasvanu kesknarvisiisteemis (Ochi et al., 2022). See oli

tugevalt iiles ekspresseeritud koikides ektodermi rakupopulatsioonides (joonis 28).
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Joonis 28. qPCR-ga leitud PAX6 ekspressioonimuutus suunatud diferentseerumise
kéaigus. Iga proovi jaoks tehti kolm tehnilist kordust. Lithendid: #1 - kloon iiks, #2 - kloon
kaks.

qPCR-i tulemustena saadud ekspressiooni muutused olid ootuspérased.

Varasemate tulemuste (Sendai viiruste puudumise ehk punkt 2.3.5.4) pdhjal tehti
immunofluorestsentsanaliiiis kloon kahega. Endodermi jaoks kasutati SOX17, mesodermi jaoks
BRACHYURY ja ektodermi jaoks PAX6 antikeha. Kloon kahe rakud enne kannudesse laiali
jagamist ja diferentseerimist on niha joonisel 29. Selgelt oli ndha morfologia muutumist nii

endo- meso kui ektodermis (joonis 30).
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Joonis 29. Kloon kahe rakud enne kannudesse laiali jagamist ja diferentseerimist 100x
suurendusega.

Ektoderm Mesoderm

Joonis 30. Rakud pirast viit pideva ektodermi, mesodermi voi endodermi sdootmes
kasvatamist 200x suurendusega.

Rakke vaadeldi fluorestsentsmikroskoobi all, kasutades DAPI-d (vdrvib tuumasid) ja FITC-d

(vastab sekundaarsele antikehale). Nii H9 rakud (joonis 31) kui ka kloon kahe (joonis 32) rakud

ekspresseerisid suunale vastavaid markereid.
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Ektoderm Mesoderm Endoderm
H9 PAX6 BRACHYURY SOX17

Joonis 31. H9 rakud fluorestsentsmikroskoobi all pirast viit pieva ektodermi, mesodermi
voi endodermi s66tmes kasvatamist 200x suurendusega. Lithendid: #2 - kloon kaks.

Ektoderm Mesoderm Endoderm
#2 PAX6 BRACHYURY SOX17

DAPI

FITC

Joonis 32. iPSC kloon kahe rakud fluorestsentsmikroskoobi all pérast viit pieva
ektodermi, mesodermi voi endodermi s6otmes kasvatamist 200x suurendusega. Lithendid:
#2 - kloon kaks.
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2.4 Arutelu

Palju on tehtud laiaulatuslikke iilegenoomseid assotsiatsiooniuuringuid (GWASe), et vilja
selgitada genotiiiipide ja fenotiiiipide vahelisi seoseid. Keerulisem ja seetottu oluliselt vihem
uuritud on seotud variantide funktsionaalne panus fenotiiiibi avaldumisse. Selliste uuringute
labiviimiseks sobiksid hdsti iPSC rakud, mida on voimalik diferentseerida huvipakkuvateks
rakutiiipideks. Geenivaramus on olemas 50 000 doonori kiilmutatud vererakud, lisaks on
voimalik doonoreid vérske vere votmiseks ka tagasi kutsuda. Selle t66 eesmirk oli ndha, kas
nii kaua kiilmutatud olnud vererakkudest on voimalik iPSC-sid teha. Tiivirakke on ka varem
tehtud kiilmutatud rakkudest, Meraviglia et al. (2015) niitasid, et iPSC-sid saab teha buffy coat
fraktsiooni rakkudest, kuid kasutatud proovid olid kogutud selle konkreetse katse jaoks ja
polnud pikemalt kiilmas olnud. Ye et al. (2009) tegid iPSC-d kaheksa aastat kiilmutatud olnud
vererakkudest (CD34+ vererakkudest). On naidatud, et iPSC-sid on voimalik teha ka
fibroblastidest, mis saadi kuni 11 aastat —80°C juures siilitatud ajuldikudest, mis olid
kiilmutatud ilma kriiokaitsvate aineteta nagu DMSO (Sproul ef al., 2014). Fibroblastidega on
reprogrammeerimine ka 10-50 korda efektiivsem kui vererakkudega, vererakkudega on
efektiivsus erinevate allikate pohjal ainult 0.001% - 0,1% (Loh et al., 2009, Staerk et al., 2010,
Ye et al. 2009).

Geenivaramu proovides oli elusaid vererakke, kuid mones oli neid ka pérast ettekasvatamist
liiga vdhe - arvukus varieerus doonori proovides pdrast punaste vererakkude eellasrakkude
ettekasvatamist 1,0 x 10* rakust 1,82 x 10° rakuni. Samuti oli iihes proovis probleem saastusega.
Puhastamiseks kasutasid Meraviglia et al., 2015 punaste vererakkude liiiisipuhvrit. Antud
katsetes sama protokolli kasutades see héid tulemusi ei andnud. Virske verega oli ka pérast
puhastamist proov punast vérvi ja ka kiilmutatud verd kasutades andsid SepMate tuubid parema
tulemuse (rakukultuur paistis mikroskoobi all visuaalselt puhtam). Punaseks teevad proovi kas
terved punased vererakud voi kui rakud on katki, siis hemoglobiin. Selle probleemi korral oleks
voinud aidata lisapesemised, kuid antud olukorras oli efektiivsem kasutada edasi pigem

SepMate tuube.

Samuti oli probleeme saavutamaks piisav elektroporatsiooni efektiivsus. Thermo Fisher
Scientificu jérgi peaks efektiivsus T-rakkudega olema umbes 60%, kuid antud t60s tehtud
katsetes jéi see alla 1%. Vdimalik pdhjus on plasmiidi suurus - on ndidatud, et suuremad

plasmiidid mojuvad toksiliselt (Lesueur et al., 2016) ning neid on raskem rakku sisse viia.
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Tootja kasutas efektiivsuse nditamisel véiksemaid (4-7kb) plasmiide, kuid ka viikse
plasmiidiga ei saadud selles t60s tootjate lubatud efektiivsustele sarnast tulemust (vdikse Skb
plasmiidiga saadud efektiivsus oli 5,8%) (lisa 3). Selles t60s otsustati edasi kasutada Sendai
viiruseid. Selle meetodi eeliseks on lihtne protokoll ja korgem efektiivsus (Manzini et al.,
2015). Sendai viirustega todtamine nduab BSL2 laborit, mistottu viidi see osa ldbi
Tehnoloogiainstituudis. Lisaks on Sendai viiruste kommertsiaalne kit suhteliselt kallis.
Jargnevas katses ei saadud geenivaramu proovist lihtegi kolooniat, ning pole selge, miks iihel

korral saadi palju kolooniaid ja teisel korral mitte iihtegi.

Tiivirakuliini loomise jargselt on oluline selle iseloomustamine. ISSCR (International Society
of Stem Cell Research) on loonud juhised minimaalseteks analiiiisideks, mida peaks tegema.
Nende alla kuuluvad isikutuvastus, reprogrammeerimisfaktorite puudumise kontrollimine,
miikoplasma puudumise kontrollimine ning pluripotentsuse ja diferentseerumispotentsiaali
hindamine. Isikutuvastuseks soovitatakse tcha STR analiiiisi. See on oluline kinnitamaks, et
tootatakse ootuspérase materjaliga ja et see ei ole ristsaastunud rakkudega teisest allikast. STR-
i eelised hdlmavad kulutdhusust, reprodutseeritavust ja voimet tuvastada kultuuris mitut
rakuallikat. Rakkude voi rakuliini autentimisel tuleks péritolu kinnitamiseks kasutada
vordlusproovi algsest doonorist. STR analiiiisi pdhjal esineb mutatsioon mdlemas kloonis, kuid
sellegipoolest paistab, et geneetiline materjal on périt ainult iihest allikast ja tegemist on sama

isikuga.

Reprogrammeerimisfaktorite puudumise kontrollimine on oluline, sest
reprogrammeerimisfaktorite piisiv ekspressioon hiPSC rakkudes vdib mdjutada nende
proliferatsiooni- ja diferentseerumispotentsiaali ning suurendada kasvaja tekkimise riski
hiiremudelis (Okita et al., 2007). Transgeeni ekspressioon v3ib olla alles dsja loodud hiPSC
liilnides, kuid seda saab tavaliselt elimineerida ldbi mitme rakupassaazi. Enamik Sendai
viirustega tehtud hiPSC liine on 10. passaaziks transgeenivabad. Nende liinide puhul tuleks
vektori eemaldamist kinnitada viirusevastaste antikehadega immunovirvimise vdi qPCR abil
Sendai viiruste spetsiifiliste jdrjestuste jaoks. Saadud kloonidest Sendai viiruste puudumise
kontrollimise tulemusel qPCR-i ja geelelektroforeesiga paistavad kloon iihes Sendai viirused
endiselt sees olevat. Selle alusel kasutati diferentseerumispotentsiaali uurimiseks teist klooni,
milles Sendai viirused antud katse pohjal puudusid. Rakukultuurides tuleks kinnitada ka

miikoplasma puudumine. See vOib mojutada raku morfoloogiat ja fiisioloogiat, muutes

49



nakatunud kultuuriga saadud tulemused ebausaldusvdirseks. Miikoplasma puudus nii H9

rakuliinis kui ka kloon iihes ja kahes.

Pluripotentsust tlivirakkudes tuleks eksperimentaalselt tdestada testidega, mis hindavad
diferentseerumisvoimet. Rakuliin tuleks méératleda pluripotentseks ainult siis, kui
eksperimentaalselt on ndidatud, et see on voimeline diferentseeruma rakkudeks, mis esindavad
koiki kolme embriionaalset lootekihti, millest arenevad organismi somaatilised liinid.
Diferentseerumise tdendid peaksid pohinema mitmetel kriteeriumitel, mis vdivad hdlmata
morfoloogiat, vastavate liini v0i rakutiilibi spetsiifiliste mRNA-de voi valkude
kombinatsioonide ekspressiooni, rakupinna markereid ja funktsionaalsete omaduste hindamist.
Samuti peaks toimuma pluripotentsusmarkerite allareguleerimine. Diferentseerumisvoimet
saab niidata embriioidkehade moodustumise, suunatud diferentseerumise voOi teratoomide
moodustumise kaudu. Teratoomide testid ei ole aga enam soovitatavad, kuna pole pdhjust
ohverdada loomade heaolu, kui samavédirset teavet saab in vitro testidega. Loodud
tiivirakuliinis hinnati voolutsiitomeetriaga pluripotentsusmarkerite ekspressiooni. Samuti viidi
1dbi suunatud differentseerumise katse, mille jérgselt hinnati lootelehe spetsiifiliste markerite
ekspessiooni qPCRi ja immunofluorestentsi kasutades. Pluripotentsusmarkerite ekspressiooni
ja diferentseerumispotentsiaali hindamise jirgi paistis, et tegemist on tiivirakkudega. Nii kloon
iiks kui ka kloon kaks ekspresseerisid pluripotentsusmarkereid. Suunatud diferentseerimise
kidigus oli ndha morfoloogia muutust ja markerite ekspressiooni muutused olid ootuspirased
(pluripotentsusmarkerite ekspressioon vdhenes ja vastava suuna markerite ekspressioon
suurenes) ja ldksid kokku muutustega vordluseks kasutatud H9 rakuliinis. Ekto- meso- ja

endodermi markerite ekspressiooni vastavas suunas néhti ka immunofluorestsentsanaliiiisis.

Selle magistritoo kdigus tootati vélja protokoll, millega on vdimalik geenivaramu proovidest
luua iPSC-sid, aga tegemist on aegandudva protsessiga, mis iga kord ei dnnestu. Katsete jaoks
on vaja laborit, kus on vdga puhtad tingimused, selle t66 kdigus oli probleeme saastusega.
Hetkel oli viirustega t60 jaoks vaja viia rakud Tehnoloogiainstituuti, sest Molekulaar- ja
rakubioloogia instituudis puudub BSL-2 labor, ning sellise transportimise mdju rakkudele ja

nende reprogrammeerimisele pole teada.
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KOKKUVOTE

Geenivaramu kiilmutatud 50 000 doonori vereproovidest loodud indutseeritud pluripotentsetel
tivirakkudel  oleks  suur  védrtus  funktsionaalsetes  uuringutes.  Vererakkude
reprogrammeerimise efektiivsus on aga madalam kui fibroblastides ning antud vereproovid on
umbes 20 aastat kiilmutatud olnud. Antud t66 eesmirk oli selgitada, kas ja millise protokolli
kasutamine voimaldab luua indutseeritud pluripotentseid tiivirakke Geenivaramu kiilmutatud

vereproovidest.

Katsete kiigus selgus, et Geenivaramu vereproovides oli elus rakke, kuid mones proovis oli
neid reprogrammeerimiseks liiga vdhe ja tihes proovis esines saastumist. Vere puhastamiseks
osutusid SepMate tuubid sobivamaks kui punaste vererakkude liilisipuhver. Selles t60s tehtud
katsete jdrgi paistab doonori vererakkude reprogrammeerimiseks transduktsioon Sendai
viirustega parem meetod kui elektroporatsioon plasmiididega, sest see on efektiivsem.
Vabatahtliku verest dnnestus itheksandal katsel iPSC sarnase morfoloogiaga koloonia siiski
saada. Sendai viiruste kasutamisel saadi ka Geenivaramu doonori vererakkudest iPSC

morfoloogiaga kolooniaid, mida seejérel pohjalikumalt iseloomustati.

Kariiotiilibi analiiiis néitas, et kromosoomide komplekt oli normaalne. STR analiiiisis tuvastati
kill tihe alleeli mutatsioon, kuid kinnitati, et tegemist on sama inimesega. Miikoplasma
saastumist ei leitud. Kloon kahe rakud ei sisaldanud Sendai viiruseid, kuid kloon iihes paistsid
Sendai viirused endiselt sees olevat. FACS analiiiis nditas, et rakud ekspresseerisid
pluripotentsusmarkereid.  Diferentseerumispotentsiaali  tdestati nii qPCR-i  kui ka
immunofluorestsentsanaliilisiga. Analiiiisi tulemused kinnitasid, et tegemist on suure
toendosusega iPSC rakuliiniga. Siiski on protsess ajamahukas ja kiillaltki madala efektiivsusega

ning ei dnnestu iga kord.
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Generating induced pluripotent stem cells from frozen blood samples
Katariina Kordemets
Summary
Recent large-scale genome-wide association studies (GWAS) have extensively investigated the
links between genotypes and phenotypes. However, exploring the functional contributions of
genetic variants remains challenging. Induced pluripotent stem cells (iPSCs) present a valuable
tool for such functional studies. While iPSCs are frequently derived from fibroblasts, a less
invasive alternative source is blood cells. However, reprogramming efficiency of blood cells is
generally lower compared to fibroblasts. The Estonian Biobank houses frozen blood cells from
the first 50 000 donors, each with genotypic and extensive health data. To the author’s
knowledge, stem cells have not previously been generated from blood cells stored at low

temperatures for a that long period.

The primary aim of this study was to determine whether it is possible to create iPSCs from the
frozen blood samples of the Estonian Gene Bank and to identify the most effective protocol for
this process. The experiments concluded that firstly, the frozen blood samples contained viable
cells, although some samples had too few cells for effective reprogramming and potential
contamination issues were noted. SepMate tubes proved to be more effective for blood cell
purification compared to red cell lysis buffer (RCLB). In terms of reprogramming efficiency,
Sendai virus transduction was superior to electroporation as it has a higher reprogramming
efficiency. This method successfully generated iPSC-like colonies from the donor blood cells,
which were then analyzed for various characteristics. Chromosomal analysis through
karyotyping confirmed a normal karyotype in the derived iPSCs. Although STR analysis
detected a mutation, it verified that the cells originated from the same individual. Additionally,
mycoplasma testing confirmed the absence of contamination. Further analysis revealed that one
of the two clones was free of Sendai virus, while the other one still contained the viruses. Flow
cytometry analysis demonstrated that the iPSCs expressed key pluripotency markers OCT4,
NANOG, and SOX2. Both qPCR and immunofluorescence analysis confirmed the
differentiation potential of the iPSCs.

The study successfully generated true iPSC lines from the frozen blood samples, as confirmed
by various analytical methods. Despite this success, the overall efficiency of the process was

low and inconsistent.
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LISAD

Lisa 1. Punaste vererakkude liiiisipuhvri koostisosad.

Tabel 9. Punaste vererakkude litiisipuhvri koostiosad.

Koostisosa Kogus
KHCO3 0,5¢g
NH4Cl 4,145 ¢
0,5M EDTA 100 pl
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Lisa 2. Toos kasutatud praimerid

Nimi Jérjestus Etapp, kus kasutati

SeV F GGATCACTAGGTGATAT | Reprogrammeerimisfaktorite
CGAGC puudumine

SeV_R ACCAGACAAGAGTTTAA | Reprogrammeerimisfaktorite
GAGATATGTATC puudumine

OCT4 mRNA R CTGGAGCAAAACCCGGA | Diferentseerumispotentsiaal
GG

OCT4 mRNA F CCTCAAAGCGGCAGATG | Diferentseerumispotentsiaal
GTC

SOX2 mRNA R CATGCACCGCTACGACG | Diferentseerumispotentsiaal

SOX2 mRNA F CGGACTTGACCACCGAA | Diferentseerumispotentsiaal
C

NANOG mRNA R | CCTGTGATTTGTGGGCCT | Diferentseerumispotentsiaal
G

NANOG mRNA F | GACAGTCTCCGTGTGAG | Diferentseerumispotentsiaal
GCAT

PAX6 mRNA F AACAGACACAGCCCTCA | Diferentseerumispotentsiaal
CAAAC

PAX6 mRNA R CGGGAACTTGAACTGGA | Diferentseerumispotentsiaal
ACTGAC

HANDI mRNA F [ GTGAGAGCAAGCGGAAA | Diferentseerumispotentsiaal
AG

HANDI mRNA R [ GTGCGTCCTTTAATCCTC | Diferentseerumispotentsiaal
TTC

SOX17 mRNA F GGCGCAGCAGAATCCAG | Diferentseerumispotentsiaal
A

SOX17mRNA R | CCACGACTTGCCCAGCA | Diferentseerumispotentsiaal
T

TBP mRNA F CACGAACCACGGCACTG | Diferentseerumispotentsiaal
ATT/
TGCACAGGAGCCAAGAG
TGAA

TBP mRNA R TTTTCTTGCTGCCAGTCT | Diferentseerumispotentsiaal
GG/
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CACATCACAGCTCCCCA
CCA

OTX2 mRNA F GCTGGCTATTTGGAATTT | Diferentseerumispotentsiaal
AAAGC

OTX2 mRNA R GGGTTTGGAGCAGTGGA | Diferentseerumispotentsiaal
AC
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Lisa 3. Plasmiidi suuruse méju transfektsiooni efektiivsusele

Uuriti plasmiidi suuruse moju transfektsiooni efektiivsusele, kasutades T-rakke. Rakud
aktiveeriti, kasvatades neid neli pédeva (kirjeldatud punktis 2.2.2). Seejédrel sooritati
elektroporatsioon, vaadati rakke fluorestsentsmikroskoobi all ja tehti voolutsiitomeetria
(kirjeldatud punktis 2.2.3.2). Elektroporatsiooniks kasutati pCXLE-EGFP plasmiidi, mille

suurus on 11kb vdi N1-GFP plasmiidi, mille suurus on 5kb.

Elektroporatsiooni efektiivsus oli madalam suurema plasmiidiga (joonis L.1) ja suremus kdrgem
(joonis L2). Elusaid GFP positiivseid rakke oli védiksema plasmiidiga 5,8% ja suurema

plasmiidiga vaid 0,2% (joonis L2).

N1-GFP (5kb) pCXLE-EGFP (11kb)

9%

Joonis L1. T-rakud 48h pirast elektroporatsiooni pCXLE-EGFP v6i NI1-GFP
plasmiidiga. GFP positiivsed rakud on mérgitud punaste nooltega.
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Joonis L2. Voolutsiitomeetria tulemused T-rakkudega pirast elektroporatsiooni pCXLE-
EGFP voi N1-GFP plasmiidiga. Elusaid GFP positiivseid rakke oli vdiksema plasmiidiga
5,8% ja suurema plasmiidiga vaid 0,2%.
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