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INFOLEHT
SPF-hiirte immuunsiisteemi aktiveerimine loomuliku mikrobiootaga hiirte allapanuga

SPF- ehk spetsiifiliste patogeenideta hiired on pohiline mudelorganism prekliinilistes
ravimikatsetes, aga immuunsiisteemi uurimisel on mudeli piiranguks piiratud mikrobioota ja
sellest tulenevalt immuunsiisteemi vihene areng. Uheks lahenduseks viljakujunenud
immuunsiisteemi uurimisel on rikastatud mikrobiootaga mudelid, aga rikastamisel peamiselt
kasutatav koosmajutusmeetod pohjustab hiirtes suurt suremust. T60 eesmaérgiks voeti
allapanuga hiirte mikrobioomi rikastamise protokolli sisse tootamine Tartu Ulikooli Bio- ja
Siirdemeditsiini Instituudi vivaariumis, et luua ressursse kokkuhoidev meetod SPF-hiirte
immuunsiisteemi rikastamiseks, kasutades loomuliku mikrobiootaga hiirte mikrobiootat

kandvat allapanu.
Mairksonad: SPF-hiired, T-rakud, koosmajutus, allapanu

CERCS: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia

Immune System Enrichment of SPF Mice Using Bedding from Mice with a Natural

Microbiota

SPF (Specific Pathogen-Free) mice are a primary model organism used in preclinical drug
trials; however, their limited microbiota and consequently underdeveloped immune systems
restrict their usefulness in immunological research. One solution to study fully developed
immune systems is the use of microbiota-enriched models, but the commonly employed
cohousing method for enrichment leads to high mortality among mice. The aim of this study
was to establish a bedding-based microbiome enrichment protocol at the Laboratory Animal
Facility of the Institute of Biomedicine and Translational Medicine at the University of Tartu.
This protocol leverages bedding carrying wild mouse microbiota, thus providing a resource-

efficient method for enhancing the immune systems of SPF mice.
Mairksonad: SPF-mice, T-cells, cohousing, bedding

CERCS: B500 Immunology, serology, transplantology
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KASUTATUD LUHENDID

ACK — ammoonium-kloriid-kaalium, ammonium-chloride-potassium
AP — allapanu, bedding

BSA — veise seerumi albumiin, bovine serum albumin

CD - diferentseerumise klaster, cluster of differentiation

CMV - tsiitomegaloviirus, cytomegalovirus

CTLA - tsiitotoksilise T-liimfotsiitidi antigeen, cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen

E — efektor, effector

Em — efektor-mélu, effector memory

Fc — kristalliseerunud fragment, fragment crystallizable

HAT — hiljuti aktiveeritud T-rakud

HBSS — Hanki balansseeritud soolalahus, Hank’s balanced salt solution
Ig — immunoglobuliin, immunoglobulin

IL — interleukiin, interleukin

[17r — interleukiin 7 retseptor, interleukin 7 receptor

KM - koosmajutusmeetod, cohousing method

LMB — loomulik mikrobioota

LS — limfisdlm, lymph node

N — naiivne, naive

PBS —fosfaadiga puhverdatud soolalahus, phosphate buffered saline

Pd1 — programmeeritud rakusurma valk 1, programmed cell death protein 1



RB — jooksutamispuhver, running buffer

RMB - rikastatud mikrobioota

SPF — spetsiifiliste patogeenide vaba, specific pathogen free

Tem — efektor-mélu T-rakk, effector memory T-cell

Th — abistaja T-rakk, helper T-cell

TNF — kasvaja nekroosifaktor, tumor necrosis factor

TNFR — kasvaja nekroosifaktori retseptor, tumor necrosis factor receptor
Treg — regulatoorne T-rakk, regulatory T-cell

TRM - koesresideeruv mélu T-rakk, tissue resident memory T-cell

TRM 1 — klassikaline Trm

TRM 2 — mitteklassikalineTrm



SISSEJUHATUS

Laborihiirtel on biomeditsiiniliste alusuuringute 1dbiviimisel mudelorganismina keskne roll
peamiselt seetdttu, et nad on geneetiliselt lisna sarnased inimestega ja neid on mugav
kasvatada. Katsetes on koik hiired samast liinist ehk geneetiliselt identsed ja nad on iiles
kasvanud patogeenide vaeses keskkonnas. Levinuimaks patogeenivaeses keskkonnas
kasvatatud hiiri kutsutakse SPF-hiirteks (Specific pathogen free — spetsiifiliste patogeenide
vabad) ja neid kontrollitakse pidevalt kahjulike voi oportunistlike mikroorganismide suhtes.
Nii piiiitakse tagada, et nende hiirtega tehtud katsed annavad samad tulemused olenemata
sellest, millises asutuses neid kasvatatakse. Selline iihtlustamine tagab enamasti kiill katsete
korratavuse, kuid on immuunsiisteemi vaatenurgast darmiselt kunstlik. Pidev kokkupuude
erinevate patogeenide ja kahjutute mikroorganismidega mojutab inimeste ja vabalt elavate
loomade immuunsiisteemi arengut, iildist toimimist, “médlu” ja vananemist. SPF-hiirte
immuunsiisteem aktiveeritakse aga ainult tehtava katse ajaks ning see ei peegelda sageli meie
immuunsiisteemi toimimist. Kui SPF-hiired ei anna inimesele iile kantavaid tulemusi
katsetes, kus immuunsiisteemi varasem aktivatsioon mangib olulist rolli (nt vaktsineerimine
ja uute patogeenidega kokku puutumine), siis on nendest tulemustest meile véhe praktilist
kasu ravimite véljatootamisel. Seetdttu on viimastel aastatel hakatud kasutama rikastatud
mikrobiootaga hiiri, kelle immuunsiisteem on tdnu mitmekiilgsele mikrobiootale inimestele

sarnascm.

Hiirte immuunsiisteemi rikastamiseks kasutatakse erinevaid meetodeid, millest olulisemad
on koosmajutus ja allapanuga rikastamine. Koosmajutusega paigutatakse SPF-hiired samasse
keskkonda (tavaliselt puur) koos LMB- (loomulik mikrobioota) hiirtega, vdimaldades
vahetut kokkupuudet. Allapanuga rikastamise puhul kasutatakse aga ainult LMB-hiirte
puurist kogutud allapanu, véltides otsest kontakti loomade endiga. Mdlemal juhul kandub
LMB-hiirte mikrobioota edasi SPF-hiirtele (mikrobioota on erinev olenevalt rikastamise
meetodist). LMB-hiirte mikrobiootaga rikastatud SPF-hiiri kutsutakse RMB- (rikastatud
mikrobiootaga) hiirteks. Pannes SPF-hiired keskkonda, kus leidub patogeene, on SPF-hiired
voimelised omandama LMB-hiirte immuunsiisteemiga sarnaseid tunnuseid. Kuid
koosmajutuse puhul on selline iileminek SPF-hiirte jaoks kurnav ja kui immunoloogiline

surve on liiga suur, siis ka surmav.

Minu t66 eesmérk on uurida, kuidas Tallinna loomaaiast périt hiirte allapanuga rikastamine
mojutab SPF-hiirte T-rakkude populatsioone perifeersetes liimfoid organites. Lisaks

analiilisin, kuivord meie tulemused on kooskdlas varasemate teadustoddega ja kas allapanuga



rikastatud hiiri saab immunoloogiliselt otseselt vorrelda koosmajutatud hiirtega, et neid

edaspidi kasutada teadustdos.

Katsed viidi ldbi Tartu Ulikooli Mikrobioloogia Instituudis ning Bio- ja Siirdemeditsiini

Instituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Koduhiire (Mus musculus) kasutamine loomkatsetes

Hiiri on teadusliku tooriistana kasutatud juba 20. sajandi algusest ja seda headel pohjustel
(Morse, 2007). Katsetes kasutatud hiirte geneetilised erinevused kaotati lébi inbriidingu, et
tagada geneetiline standardiseeritus ja suurendada tulemuste reprodutseeritavust (Casellas,
2011). Hiired jagavad inimestega iile 90% geenidest ja kuna meie geenide jirjestused on
teineteisele piisavalt sarnased, saab lihes organismis avastatud geenide funktsiooni sageli uurida
ka teises (Paigen, 1995). Hiirte peal saab uurida eluohtlikke haigusi nagu sepsis voi
siidameinfarkt, mis inimkatsetes oleks ebapraktiline ja ebaeetiline. Eluaegsete haiguste
uurimisel v3ib laborihiirtelt saada tulemuse ligikaudu 2 aastaga, samas kui inimestel votaks
see aastakiimneid (Masopust ef al., 2017). Lisaks on hiired véikesed, vihendudlikud ja liihikese

generatsiooniajaga, mis teeb eluaegsete haiguste uurimise holpsamaks.

1.2. SPF-hiirte roll teaduses

1960. aastate alguses alustati SPF-hiirte kasutamist, kuna loomkatsetest taheti eemaldada
voimalikult palju katsete tulemusi mdjutavaid faktoreid. Sihiks voeti erinevad patogeenid, kes
tavaliselt elavad LMB-hiirte organismis. Algselt tootati vidlja viis, kuidas luua
»mikroobipuudulikke* (germ-free) hiiri, kellel ei olnud mikroobe kehas, sealhulgas ka
soolestikus (Masopust et al., 2017). Mikroobipuudulikud hiired saavad elada vaid
mikroobivabas keskkonnas, vastasel juhul nad haigestuvad voi surevad haiguste tagajirjel.
Lisaks on nende haldamine kallis, ajamahukas ja nduab palju spetsiifilist tehnikat (Fontaine et
al., 2015). Seetdttu liiguti mikroobipuudulikelt hiirtelt loomadele, kellel on puudu spetsiifilised
patogeenid (SPF), nditeks Orthopoxvirus ectromelia v3di Helicobacter pylori. Nende hiirte
keskkonda kontrollitakse pidevalt vdimalike patogeenide suhtes, et haigused segaksid
voimalikult vdhe katsetest saadavaid tulemusi (Lane-Petter, 1962). Alusbioloogia- ning
prekliinilistes uuringutes on SPF-hiired tinaseni domineerivaks loommudeliks (Dobson ef al.,
2019). IgG (Ig — Immunoglobuliin, Immunoglobulin) identifitseerimine, tiilimuse funktsioon ja
lastehalvatustdve vaktsiin on muuhulgas niited labimurretest, mis on tehtud tdnu SPF-hiirtele
(Masopust et al., 2017). SPF-hiirtelt saadud teadmised on vaieldamatult kasulikud. Samas on
sellel mudelil ka omad puudused, millest enamikku (erinevused translatsioonis hiirelt
inimesele) voib dra pdhjendada erinevustega elupikkuses, genoomis voi spetsiifiliste organism-
patogeen interaktsioonidega. Leidub siiski ka nditeid, kus laborihiirte védhene kontakt
patogeenidega on viinud mérkimisvairsete erinevusteni uurimistulemustes (Masopust et al.,

2017).



1.3. SPF-hiirte puudused

Juba SPF-hiirte kasutamise algusaastatel 1960-ndatel mainiti potentsiaalseid tagajdrgi hiirte
mikrobioota kaotamises voOi drastilises vihendamises. Vorreldes mikroobipuudulike, SPF- ja
LMB-hiiri néhti, et muutused mikrobiootas mojutasid muuhulgas hiirte kasvukiirust, vastupanu
haigustele ja immuunfunktsioone. Lisaks ndidati, et need erinevused kaovad, kui panna
mikroobipuudulikud v6i SPF-hiired LMB-hiirtega iihisesse keskkonda (Dubos et al., 1965).
Sama tulemust ndidati ka tdnapdevasemas katses — Labuda (2022) et al. néitasid, et kokkupuude
erinevate patogeenidega suurendab SPF-hiirte milu T-rakkude populatsioone, muutes need

sarnasemaks LMB-hiirtele.

SPF-hiirte immuunsiisteemi uurimisel saadud tulemuste transleerimine inimese raviks on
problemaatiline mitmest aspektist. Esiteks voib SPF-hiirte piiratud mikrobioota ja alaarenenud
immuunsiisteem viia valenegatiivsete tulemusteni ehk olukordadeni, kus tdhusad
ravimikandidaadid jddvad avastamata, kuna SPF-hiirte immuunsiisteemil puudub varasem
kogemus patogeenide ja kommensaalidega ja see ei aktiveeru sarnasel moel kui inimesel
(Masopust et al., 2017). Kui potentsiaalse immunomodulleeriva ravimi toime soltub varasemast
immunoloogilisest kogemusest, siis SPF-hiirtelt saadud tulemused ei pruugi anda alust ravimi
toime edasiseks uurimiseks. Inimestel méngib immuunsiisteemi varasem aktivatsioon uue
antigeeniga kohtumisel viga suurt rolli (Moseley et al., 2023). Inimeste immuunsiisteem on
arenenud mikroobiderikkas maailmas ja ei kdituks samamoodi sanitaarses keskkonnas
kasvades. CMV ehk tsiitomegaloviirus on globaalselt laialt levinud viirus, mis enamikul
inimestel ei pohjusta siimptomeid. Samas ndrgenenud immuunsiisteemiga inimestel, nagu HIV-
positiivsetel voi vastsiindinutel, voib CMV nakkus olla eluohtlik (Gupta ja Shorman, 2025).
Lisaks on uuritud, kuidas CMV omab kaudset moju inimese immuunsiisteemile, nditeks vOib
CMYV nakkus inimesel vaktsiinide toimet norgestada (Moseley et al., 2023). See on vaid iiks
ndide sellest, kuidas eelnev immuunkogemus mojutab hilisemat haiguse kulgu voi ravimi

toimet organismis.

Teiseks tdhendab selline ebaadekvaatne mudel ka katseloomade asjatut kasutamist — viiakse
1abi eksperimente, mille tulemused ei osutu hilisemas faasis rakendatavaks, raisates nii aega,

ressursse kui ka katseloomade elusid (Graham, 2021; Masopust et al., 2017).

Kolmandaks voib SPF-hiirte ja inimeste immuunsiisteemide erinevus viia valepositiivsete
tulemusteni, kus ohutuks ja efektiivseks hinnatud preparaadid pdhjustavad inimestel tdsiseid
korvaltoimeid voi eluohtlikke reaktsioone. Sellised ekslikud hinnangud ohustavad otseselt

inimelusid, kui ravim liigub kliinilisse katsetusse. Selle kohta v3ib tuua kaks néidet kliinilistest
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katsetest, mille aluseks olnud SPF-hiirtel tehtud prekliinilised katsed viisid inimestel raskete
korvaltoimeteni tulenevalt prekliinilistes katsetes kasutatud SPF-hiirte védhearenenud

immuunsiisteemi eriparadest (Fisher et al., 1996, Suntharalingam et al., 2006).

Esimeses katses iiritati kasutada rekombinantset inimese TNF (kasvaja nekroosi faktor, Tumor
necrosis factor) retseptorit ja IgG1l Fc (kristalliseerunud fragment, fragment crystallizable)
regiooni valku (TNFR:Fc), et siduda ja neutraliseerida TNF-a. TNF-a on kaasasiindinud
immuunsiisteemis keskne poletikulist vastust vahendav signaalmolekul (Bradley, 2008). SPF-
hiirte peal tehtud katsed olid ndidanud, et Tnf-a blokeerimine paistis hiired endotokseemia ja
baktereemia pohjustatud surmast (Beutler ez al., 1985; Cross et al., 1989). Inimkatsetes {iritati
vihendada TNFR:Fc manustamisega suremust septilisesse Sokki, kuid vastupidiselt ootustele

nidhti kdrgemate dooside korral suurenenud suremust (Fisher et al., 1996).

Teises katses piiiiti CD28-molekuli (CD — diferentseerumise klaster, cluster of differentiation)
stimuleeriva agonistiga panna paljunema omandatud immuunsiisteemi alla kuuluvate
immuunvastust maha suruvate Tregide (regulatoorsed T-rakud — regulatory T cell)
populatsioon (Suntharalingam et al., 2006). Tregide peamisteks {iilesanneteks on véltida
immuunvastuse teket kehaomaste ning kommensaalsest mikrobiootast ja toidust périnevate
antigeenide vastu (Wiechers et al., 2021). Tregide ebanormaalne talitlus on seotud mitmete
autoimmuunhaigustega, nagu nditeks artriit (Haribhai et al, 2016). Samas saab Trege
potentsiaalselt rakendada ka haiguste raviks, nagu firitati teha Suntharalingam (2006) et al.
uuringus. Laboriloomadel tehtud katsed Trege aktiveeriva agonistiga andsid lootustandvaid
tulemusi — Cd28 agonist suudab laboriloomades aktiveerida Trege, mis kliinilistes katsetes

voiks viia mitmete autoimmuunhaiguste, nditeks poliiskleroosi, ravini.

Kliiniliste katsete 1. faasis tekkis vabatahtlikel iiletildine T-rakuline aktivatsioon ning sellega
kaasneva tsiitokiinitormi tdttu rasked podrdumatud tervisekahjustused (Suntharalingam et al.,
2006). Uheks pdhjuseks peeti hiire ja inimese immuunsiisteemide vahelist erinevust. Nimelt on
SPF-hiirtel Cd4-positiivsete  efektor-médlurakkude (Cd44*Cd621") osakaal varasema
immuunaktivatsiooni puudumise tottu médratult vdiksem kui tdiskasvanud inimesel. Lisaks
ekspresseerivad hiire ja teise prekliinilise mudelina kasutatud makaagi, CD4-positiivsed

efektor-milurakud CD28-molekuli oluliselt madalamates kogustes (Eastwood et al., 2010).

Todendoliselt ei saada kunagi tiapselt teada, kui paljud eksperimendid ja potentsiaalsed ravimid
kukkusid prekliinilistes katsetes 14bi SPF-hiirte immunoloogilise puhtuse tottu. Lisaks ei ole

teada, kui palju ressursse ja hiirte elusid on kulunud ekslike tulemuste saavutamiseks.

Viimaste aastate jooksul on immunoloogia valdkonnas SPF-hiirte immuunsiisteemi puudusi

11



oluliselt rohkem teadvustama hakatud. Puuduste vdhendamiseks on kasutusele voetud SPF-

hiirtel pdhinevaid mudeleid, kus katseloomade elukeskkonda on mikrobiootaga rikastatud.

1.4. RMB-hiirte mudelid

Katsed, mille ldbikukkumise aluseks on olnud immunoloogiliselt vdhearenenud hiired, on

tommanud tdhelepanu SPF-hiirte ndrkustele ja kiirendanud alternatiivsete meetodite arengut.

Naiteks tootasid Rosshart (2019) et al. vdlja uue hiiremudeli, mida nimetatakse
poolmetsikuteks. Selle mudeli loomisel siirati laborihiire C57 BL/6 embriiod loomuliku
mikrobiootaga emasloomadesse. Pérast poegimist moodustasid nad eraldiseisva koloonia, mida
hakati kutsuma poolmetsikuteks hiirteks. Tulemuseks olid hiired, kellel oli laborihiire geneetika

ja nende mikrobioota sarnanes juba embriionaalses staadiumis LMB-hiirtele (joonis 1).

Traditsioonilised laborihiired kasvatatakse steriilsetes tingimustes, mis piirab nende
kokkupuudet mikroobidega ja viib vihese immuunkogemuseni. Poolmetsikud hiired seevastu
omandavad looduslikule l&hedase mikrobioota juba looteeas ja varases arengus, mis kujundab
nende immuunsiisteemi sarnaselt LMB-hiirtele ja inimestele. See muudab poolmetsikud hiired
sobivamaks mudeliks haiguste uurimisel, eriti immunoloogilistes uuringutes, kus
traditsioonilised laborihiired ei pruugi inimeste immuunreaktsioone adekvaatselt peegeldada

(Rosshart et al., 2019).

Poolmetsikuid hiiri kasutati eelnevalt mainitud CD28 agonisti ja TNRF:Fc kliiniliste uuringute
aluseks olnud loomkatsete kordamiseks. Eesmérk oli néha kas rikastatud immuunsiisteemiga
hiired oleksid jdljendanud edukamalt inimese immuunsiisteemi reaktsiooni. Mdlema katse
puhul, kus tavalised laborhiired nditasid ravimitele positiivset reaktsiooni, jdljendasid rikastatud
immuunsiisteemiga hiired kliinilistes katsetes ndhtud inimeste tulemusi. Cd28 agonistile tekkis
poolemetsikutel hiirtel inimestele sarnane poletikuline T-rakkude aktivatsioon ja tsiitokiintorm
ning TNRF:Fc ei suurendanud poolmetsikute hiirte ellujddmise tdendosust vorreldes kontrolliga

(Rosshart et al., 2019).

Need tulemused néitavad, et SPF-hiired ei suuda adekvaatselt jaljendada immuunsiisteemi, mis
on kujunenud mikroobiderohkes keskkonnas koos loodusliku mikrobioota ja patogeenidega.
Seetdttu on nende kasutamine immuunsiisteemi moduleerivate ravimikandidaatide

prekliinilistes katsetes ddrmiselt kiisitava védrtusega.

Sarnase tulemuseni joudsid Lo (2024) et al. katsega, kus vorreldi SPF-hiirte ja WildR-hiirte
(WildR-hiired luuakse tiinete mikroobipuudulike hiirte innokuleerimisel LMB-hiirtelt

eraldatud loodusliku mikrobiootaga, vdimaldades varajast immuunsiisteemi aktivatsiooni
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tulevases pesakonnas) immuunvastust anti-ctla4 (Ctla — tsiitotoksiline T-liimfotsiiiidi antigeen,
cytotoxic T-lymphocyte associated antigen) antikehadele. Anti-CTLA4 antikehi ja muid
immunoloogilisi kontrollpunkt-inhibiitoreid kasutatakse vihiraviks, kuid nendega kaasneb
korvaltoimeid. Anti-CTLA4 antikehad pohjustavad inimestes soolestiku pdletikku ehk koliiti,
kuid SPF-hiirtel ei teki koliiti anti-Ctla antikehasid manustades. Koliit on levinud ja tdsine
korvalmoju CTLA4-spetsiifiliste antikehade manustamisel, mistottu paljud patsiendid jitavad
ravi katki. Katset WildR-hiirtega korrates néhti, kuidas neil kujunes vilja koliit. Lahenduseks
koliidi tekkele pakkusid Lo (2024) jt anti-Ctla4 nanokehade (nanobody) vdi nanoantikehade
kasutamist, millel puudub koliiti pdhjustav Fc domeen. Katses néidati, et anti-Ctla4 nanokehad

ei pohjustanud koliiti WildR-hiirtes ja sdilitasid oma véhivastase toime.

Embriiote transplantatsioon on keeruline ja ajamahukas protsess (Hamilton et al., 2020),
seetottu kasutatakse katseloomade immuunsiisteemi rikastamisel peamiselt erinevaid
stinnijargseid rikastusmeetodeid (joonis 1). Levinum neist on koosmajutus-meetod (KM).
Koosmajutuses paigutatakse SPF-hiired samasse puuri hiirtega, kelle elukeskkonda
patogeenide suhtes ei kontrollita — nditeks loomapoest vdi loomaaiast parinevate loomadega.
Nii puutub SPF-hiir kokku suure hulga mikroorganismidega (sh patogeenidega), mis
aktiveerivad laborihiire immuunsiisteemi ja muudavad selle sarnasemaks vabas looduses
esinevale variandile (Masopust et al., 2017). KMi puuduseks on rikastamise kdigus SPF-hiirte
tosine haigestumine ja sellest johtuv ligi 20%-line suremus (Hamilton et al., 2020).
Alternatiivselt kasutatakse mikrobiootaga rikastamiseks ka LMB-hiirte allapanu (Compton et
al.,2012). Kuna hiired on koprofaagid, siis kandub sellisel moel edasi lisaks keha pinnal olevale
mikrobiootale ka osa seedetrakti mikrobiootast. See meetod vdhendab patogeenide iilekande
moju, mille tulemusena vdheneb suremus ja kaalukaotus, aga ka immuunaktivatsioon ja

patogeenide mitmekesisus (Hamilton et al., 2020).

1.5. T-rakkude populatsioonide jaotus inimeses, LMB-, RMB- ja SPF-hiires

RMB-hiirtes on rakulist immuunsust pdhjalikult uuritud, keskendudes muutustele T-rakkude
populatsioonides (Labuda et al, 2022; Rosshart et al., 2017). T-rakud koordineerivad
omandatud immuunsuse erinevaid aspekte, vastutades peamiselt patogeenide, allergeenide ja

kasvajate vastase immuunvastuse eest (Kumar et al., 2018).

Perifeersed T-rakud koosnevad erinevatest alamgruppidest, mida iseloomustavad erinevad
pinnamarkerite ekspressiooni kombinatsioonid. Suurim alamgrupp on pdrnas ja liimfisdlmedes
naiivsed T-rakud (Cd44-Cd62L"), mis ei ole veel oma T-raku retseptorile spetsiifilist antigeeni

kohanud. T-rakuline immuunvastus algab, kui naiivne T-rakk aktiveerub pérast kokkupuudet
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antigeeni ja dendriitraku poolt esitatud kostimuleerivate ligandidega (Kumar et al., 2018). Selle
tulemuseks on interleukiin-2 tootmine Th (abistaja T-rakud — helper T-cells) poolt,
proliferatsioon ja diferentseerumine efektor-rakkudeks (CD44*CD62") (Alberts et al., 2002).
Efektor-T-rakud (CD44*CD62") liiguvad kehas laiali pdletikukolletesse ja tegelevad patogeeni
eemaldamisega, kasutades selleks efektor-tsiitokiine ja tsiitotoksilisi mediaatoreid. Parast
patogeeni korvaldamist enamik efektor-T-rakke (CD44*CD62") suunatakse apoptoosi, kuid osa
neist diferentseeruvad efektor-mélu-T-rakkudeks (CD44°CD62L"). Need rakud jddvad
organismi pikaks ajaks ja vOoimaldavad kiiret ja tugevat immuunvastust, kui sama patogeen
uuesti ilmub. Nad ringlevad veres, limfoidkudedes voi paiknevad piisivalt kudedes, olles
valmis koheselt reageerima (Kumar ef al., 2018). Vorreldes SPF-hiirtega on LMB-hiirtes niha
drastiliselt suurenenud Cd8* efektor mélu T-raku (CD44*CD62L*) populatsioone nii liimfoidses
koes kui ka koes resideeruvate milu-T-rakkude ehk Trwmide (tissue-resident memory T-cells)
hulgas (Beura ef al., 2016). Trv-rakud on grupp milu-T-rakke, mis piisivad tihes koes, ei liigu
kehas ringi ja pakuvad kaitset varem kohatud patogeenide vastu (Kumar et al., 2018). Nende
midramiseks kasutatakse peamiselt kaht markerit — Cd69 ja Cd103. Trm alampopulatsioonide
midramine pole samas aga nii selge ning soltub koest. Niiteks on Trmide méadramiseks
kasutatav Cd69 ka T-rakkude hiljutise aktivatsiooni markeriks (Masopust et al., 2017).
LMB-hiirte T-raku populatsioonid on sarnasemad tdiskasvanud inimese fenotiiiibile kui SPF-
hiirte omad (Beura et al., 2016). SPF-hiirtel on ndha palju suuremal mééral naiivseid ja
maélu-T-rakke ning vihem diferentseerunud efektor-mélu-T-rakke. Vordluseks on tdiskasvanud
inimestel ja LMB-hiirtel vastupidiselt rohkem diferentseerunud efektor-mélu-T-rakke ja vihem
CD8 naiivseid T-rakke. Samas ndidati, et SPF-hiired omandavad ldbi koosmajutuse LMB-
hiirtele sarnase immuunsiisteemi fenotiiiibi (Beura et al., 2016). Sellistes RMB-hiirtes on ndha
rohkem ringlevaid ja Trm Cd8 T-rakke, aga ka suurendatud diferentseerumist Cd4* T-rakkude
alamgruppides (Beura ef al., 2016). Ehk LMB-ja RMB-hiirtel ning tdiskasvanud inimestel on
laialdasi sarnasusi immuunsiisteemis, samas kui SPF-hiired on neist markimisvéarselt erinevad.
See seab kiisimuse alla seni domineerinud katseloomamudeli usaldusvéddrsuse. Kui meie
peamised tooriistad on liiga ,,puhtad®, et peegeldada piriselu, vdib olla aeg timber motestada,

milliseid mudeleid me peame standardiks.

14



Mikroobivaba rederivatsioon Loomulik elukeskond

ee-mald.ab n.aturaalse . L MB-hiir
mikrobiota ja patogeenid

56
'g'a
¢ 0 » ’\*ﬁ Inimen(e#
{ . \8, &
. Pt

¢

@
* e

&

Laborihiired

e
%,
.@::
e
%
//\{_
o
g
@‘
[s)
2,
%

Ulekantav
—uuringute vaartus

@

RMB-hiir

Sailitab kasitletava geneetika

Embriio lilekandmine metsikutesse
hiirtesse taastab naturaalse

mikrobioomi ja patogeenid Laborimaailm
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Pilt kohandatud artiklist Rosshart et al (2019).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmargid

Kuigi hetkel kasutatakse SPF-hiiri laialdaselt biomeditsiinilistes ja immunoloogilistes
uuringutes mudelitena, siis nende hiirte vihe véljaarenenud immuunsiisteemi peal tehtud
katsed vdivad anda valesid tulemusi teaduslikes uuringutes. Selle korval kasutakse ka
LMB- (loomulik mikrobioota) hiirtega koosmajutust, et arendada SPF-hiirte
immuunsiisteemi, aga selle meetodiga kaasneb tavaliselt suur suremus. Kéesolevas to0s
keskendutakse SPF-hiirte immuunsiisteemi rikastamise meetodi viljatootamisele, tuginedes
loomkatsete 3 Ri printsiibile. Meetod peaks tekitama piisiva immuunaktivatsiooni, et sellest

oleks hilisemates katsetes kasu, samas hoidma hiirte stressi ja suremust vdimalikult madalal.

Kéesoleva t60 konkreetsed eesmirgid on jargmised.
e Uurida, mil mééral muudab Tallinna Loomaaiast pédrinevate hiirte allapanu SPF-
hiirte perifeersete T-rakkude diferentseerumist ja aktivatsiooni.
e Kirjanduse pdhjal jareldada, kas sel moel rikastatud hiired sarnanevad pigem SPF-

hiirte voi koosmajutatud hiirtega.
2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Katseloomad

To6s kasutati Tartu Ulikooli Siirdemeditsiinikeskuse SPF-vivaariumist pirinevaid nelja
néddala vanuseid emaseid Balb/C hiiri. Katses kasutati ainult emaseid hiiri, kuna tdiskasvanud
isaseid loomi ei saa erinevatest puuridest kokku tdsta. Katsed viidi libi TU Mikrobioloogia
Instituudi vivaariumis. Loomad elasid standardsetes loomapuurides temperatuuril 22+1 °C
12t/12t valguse/pimeduse reziimil. S66k ja vesi olid loomadele pidevalt kittesaadavad.
LMB-hiired périnevad Tallinna loomaiast ja neid hoiustakse eraldi puuris. Allapanu lisatiSPF-
hiirte puuridesse Tallinna loomaaiast parinevatelt LM B-hiirtelt. Parast katse algust kaaluti hiiri
iga nelja padeva tagant. Katse kestis kolm nédalat. Katses kasutatud hiired surmati ketamiini ja
ksiilasiini iiledoosiga (ketamiin 10mg/ml, ksiilasiin 0,5mg/ml; lahjendus fiisioloogilises
lahuses 100 pl/10g kehakaalu kohta). Esimeses katses oli allapanu- ja kontrollgrupis
kummaski 4, teises 5 looma. Esimese katse puhul hoidsime loomi rikastatuna 8 nidalat, teisel
3 néddalat. Esimesest katsest kasutame ainult soolestiku pilte, kaalud ei ole inimliku vea tottu
kasutatavad. Loomkatsete tegemiseks andis loa Maaeluministeeriumi loomkatsete lédbiviimise

loakomisjon (luba nr 211/225).
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2.2.2. Voolutsiitomeetria

Voolutsiitomeetria jaoks koguti katseloomadelt (n=4 I katses ja n=5 II katses) pdrnad ja
ingvinaalsed liimfisdlmed. Kudesid hoiti 1X HBSS (Hanki balansseeritud soolalahus - Hanks'
balanced salt solution) puhvris jdd peal. Pornad purustati kahe alusklaasi vahel ja kudesid
toodeldi eriitrotsiititide liitisiks 3 min jooksul 3 ml ACKga (ammoonium-kloriid-kaalium —
ammonium-chloride—potassium). Seejdrel lisati rakkudele 25 ml RB-puhvrit ja sdeluti ldbi
40 um avadega soela. Liimfisolmed Idigati skalpelliga tiikkideks ja hoiti iiherakulise
suspensiooni saamiseks ensiilimisegus (15 U/mg DNaas [ (PanReac AppliChem ITW
Reagents), 160U/ml kollagenaas IV (Gibco™) 0,4 U/ml dispaasi (Gibco™) poorleval alusel
37 °C juures. Suspensioonid voeti liles 50 ml tuubides ja lisati RB-puhvrit (voolutuspuhver —
running buffer, 10% veise seerumi albumiin, 0,02M EDTA PBSis) ja tsentrifuugiti (kdik
tsentrifuugimised 350 g, 7 °C, 7 minutit). Rakud loendati fluorestsentsrakuloenduriga LUNA -
FLTM Dual Fluorescence Cell Counter (Logos Biosystems). Igast proovist voeti 5 miljonit
rakku, mida inkubeeriti esmalt 15 minutit elulemusmarkeriga (eBioscience™ Fixable Viability
Dye eFluor™ 506, Thermo Scientific, lahjendus 1:1000), millele jirgnes 15 min inkubatsiooni
Cd16/32 antikehaga (Biolegend, lahjendus 1:400, kloon:93). Seejirel inkubeeriti rakke 30
minutit spetsiifiliste antikehadega (tabel 1). Inkubatsiooni jérel pesti rakke 3 korda RBga.
Esimese katse puhul kasutati BD Fortessa konventsionaalset voolutsiitomeetrit, teise katse

puhul SONY ID7000 spektraalset voolutsiitomeetrit.

Tabel 1. Voolutsiitomeetrias kasutatud antikehad.

Antigeen Fluorofoor Kloonid Lahjendus
Cd25 BV421 PCo61 1:100
Cd45 SparkViolet-538 30-F11 1:200
Cd4 BV570 RM4-5 1:400
Cd8 BV650 53-6.7 1:400
Cd44 BV711 M7 1:400
Cd69 FITC H1.2F3 1:200
Cd103 PE 2E7 1:200
Pd1 PE-Dazzle594 29F.1A12 1:200
Cd3 PerCP-Cy5.5 145-2C11 1:100
117r PE-Cy7 A7R34 1:200
Cdl153 APC RM153 1:100
Cdl1b SparkNIR-685 M1/70 1:800
Cd19 AF700 1D3/CD19 1:100
Cd621 APC-Fire750 MEL-14 1:200
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2.2.3. Soolestiku hematoksiiliin-eosiin-virving

Hiirtelt eemaldati soolestik. Soolestiku fikseerimiseks ja ldbipesuks kasutati Bouini lahust
(d4adikhape 230 g/mol, formaldehiiiid 30 g/mol, pikriinhape 60 g/mol destilleeritud vees).
Sooled 16igati pikkupidi lahti ja seejérel 16igati need kolmeks osaks: peensoole algus, peensoole
10pp ja jimesool. Loigud rulliti imber hambaorgi ja fikseeriti 4% formaldehiitidi lahuses.
Valmistatud preparaadid saadeti edasi TU Kliinikumi Patoloogiateenistusse, kus valmistati
koeldigud ja teostati hematoksiiliin-eosiin-véarving. Koeldike vaadeldi Nikon HS550S

mikroskoobiga.

2.2.4. Statistika

Tulemuste analiilisimiseks ja visualiseerimiseks kasutati SONY ID7000 (Sony) ja FCS Express
(De Novo Software) tarkvara, programme Microsoft Excel (Microsoft), GraphPad Prism 8
(GraphPad Software), Adobe Photoshop 2020 (Adobe Systems Incorporated) ja Inkscape.
Statistilisel analiitisil vorreldi omavahel keskvéértuste standardvigu. Statistiliselt olulise
erinevuse madramiseks kasutati kahepoolset paaritut t-testi voolutsiitomeetria tulemuste ja

Mann-Whitney testi mikroskoopia tulemuste jaoks.
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Allapanuga rikastamine ei p6hjusta SPF-hiirtel kaalulangust ega

suurenda suremust

SPF-hiirte mikrobioota rikastamine on translatsiooniliste uuringute jaoks vajalik nende
immunoloogilise sobivuse parandamiseks, kuid traditsiooniliselt kasutatav koosmajutamine
LMB- (loomulik mikrobioota) hiirtega voib esile kutsuda mérkimisvaarseid korvalmdjusid.
Kdige tosisemateks koosmajutuse probleemideks on kuni 10% ajutine kehakaalu langus ja
ligikaudu 20% RMB- (rikastatud mikrobioota) hiirte suremus (Hamilton et al., 2020). Seetottu
on oluline hinnata ohutuma alternatiivse meetodi, niiteks allapanuga rikastamise, moju
loomade tervisele ja immuunfenotiilibile. Kéesolevas katses kasutati mikrobioota tilekandeks

allapanuga rikastamist.

Tulemuste pohjal ei tuvastatud iihelgi loomal tdsiseid haigestumisi ega surma kogu
katseperioodi jooksul. Vastupidi — kdik loomad votsid katse 10puks kaalus juurde, vorreldes
algkaaluga (joonis 2). Hoolimata sellest, et riihmade vahelisi kaaluerinevusi ei kinnitatud
statistiliselt, ilmnesid siiski kaks selget trendi. Esiteks tdusis allapanuga rikastatud (AP) hiirte
kehakaal veidi kiiremini kui kontrollriihmadel. Teiseks tidheldati AP-riihmas ajavahemikus 4.
kuni 8. katsepdev kerget kaalulangust, mis vo0ib viidata organismi immuunreaktsioonile
rikastatud keskkonnas esinevate mikroobide vastu voi kergemale, viliselt mittetuvastatavale
haigestumisele. Kokkuvottes kinnitavad tulemused, et allapanuga rikastamine on ohutu ja véltis
koosmajutamisega seotud 10% kaalulangust ja 20% suremust, pakkudes leebemat wviisi

mikrobioota rikastamiseks ilma loomade heaolu kahjustamata.
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Joonis 2. Allapanu (AP) ja spetsiifiliste patogeenide puudulike (SPF) hiirte kaalude
muutused 20 péeva jooksul. Hiiri kaaluti iga nelja pieva tagant. X-teljel on katse kestused
pdevas ja Y-teljel on kaalu suhteline muutus protsentides. Statistiliselt olulise erinevuse
leidmiseks kasutati paaritut t-testi (ns p>0.05). AP — allapanu; SPF — specific pathogen free.

2.3.2. 3-niddalane allapanuga rikastamine mjutab porna ja ingvinaalseid

liimfisolmi, kuid mitte soolestiku liimfis6lmi

SPF-hiirte immuunsiisteemi aktiveerimise hindamisel on oluline jélgida, kuidas erinevad
liimfoidsed organid reageerivad mikrobiootaga rikastamisele. Sellest tulenevalt analiiiisiti siin
katses hiirte pdrna kaalu ning pdrna ja ingvinaalsete limfisdlmede rakkude arvu. Kuna hiired
on koprofaagid ja omandavad allapanus olemasolevaid ekskremente siilies osa LMB-hiirte
seedetrakti mikrobiootast, on huvitav teada, kas rikastus mojutab ka soolestiku liimfisdlmede
vilja kujunemist ja suurust. POorna ja ingvinaalsete liimfisdlmede rakud loeti iiherakulisest
suspensioonist, soolestiku limfisdlmede uurimiseks vorreldi SPF-hiirte hematoksiiliini ja
eosiiniga vérvitud peensoole ja jimesoole koeldike parast 8-nédalast rikastusperioodi AP-hiirte

omadega.

Tulemused niitasid, et AP-hiirtel oli vorreldes SPF-hiirtega mirgatavalt kdrgem pdrna kaal
ning suurenenud rakuarvukus nii pdrnas kui ka ingvinaalsetes liimfisdlmedes (joonis 3A, 3B).
Samas ei ilmnenud soolestiku liimfisdlmede pindala ega esinemissageduse (joonis 3C, 3D, 3E)
osas statistiliselt olulisi erinevusi rithmade vahel. Need leiud viitavad sellele, et allapanuga
rikastamine stimuleerib siisteemset immuunvastust, mis véljendub podrna ja ingvinaalsete
liimfisdlmede rakkude arvu suurenemises, kuid ei pruugi piisavalt mojutada
soolestikuspetsiifiliste liimfisslmede arengut. Uheks vdimalikuks pdhjuseks on, et allapanu
kaudu {ile kantav mikrobioota ei pruugi anda piisavat stimulatsiooni soolekoespetsiifiliste
liimfisdlmede arenguks, voi vois tulemust mojutada liksik SPF-hiir, kellel esines tavapératult
suur hulk soole liimfisdlmi. Samuti ei saa vilistada, et soolestiku liimfisdlmede arengu
hindamiseks oli vaatlusaeg liiga lithike. Seega viitavad tulemused, et kuigi allapanuga
rikastamine tekitab selge ja mdddetava muutuse nii pdrnas kui ingvinaalsetes limfisdlmedes,
voib selle moju spetsiifiliselt soolekoe liimfoidsetele struktuuridele jddda tagasihoidlikuks voi

avalduda pikema aja jooksul.
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Joonis 3. Porna kaalud ja porna ning liimfisdlme (L.S) raku arvud. Paneelil A on ndha
allapanu (AP) ja spetsiifiliste patogeenide puudulike (SPF) hiirte pdrnade kaalud
milligrammides (mg). Paneelil B on niha ingvinaalsete LS ja porna raku arve, kus
vorreldakse SPF- ja AP-hiiri. Soolestiku liimfisdlmede (LS) pindala ja arvukuse vordlus
spetsiifiliste patogeenide vaeste (SPF) ja allapanu (AP) hiirte vahel. Mikroskoobiga
moddeti soolestiku koeldikudel olevate L.Sde pindalasid ja arvukust. C-paneelil on
peensoole koeldigu pildid SPF-ja AP-hiirtest. D-paneelil on liimfisdlmede pindala analiiiisi
graafik. E-paneelil on liimfisdlmede keskmise arvukuse analiiiisi graafik. Statistiliselt olulise
erinevuse leidmiseks kasutati Mann-Whitney testi (ns p>0.05,). Graafiku y-teljel on LS
pindala ruutmikromeetrites (um?) . LS — liimfisdlm; AP — allapanu; SPF-specific pathogen
free; um — mikromeeter. Statistiliselt olulise erinevuse leidmiseks kasutati paaritut t-testi
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(*p<0.05, **p<0.01) AP — allapanu; SPF — specific pathogen free; mg — milligramm; LS —
limfisolm.

2.3.3. Cd4 ja Cd8 T-rakkude iildpopulatsioonides ei esine allapanuga

rikastamise jirgselt suuri muutusi

Kéesolevas t60s annab Cd4 ja Cd8 T-raku populatsioonide analiiiis olulist teavet selle kohta,
kuidas mikrobioota rikastamine mdjutab SPF-hiire immuunsiisteemi. Katses hinnati Cd4 ja Cd8
T-rakkude osakaalu ingvinaalsetes limfisdlmedes ja pdrnas standardsete voolutsiitomeetria
meetoditega. Moddeti iildiseid Cd4 ja Cd8 T-raku populatsioone, et selgitada, kas mikrobioota

rikastamine allapanuga avaldab mdju nende tasemele vorreldes SPF-hiirtega.

Tulemused nditasid, et limfisdlmedes oli AP-hiirtel vorreldes SPF-hiirtega Cd4 rakke
monevdrra vihem ja Cd8 rakke rohkem kui SPF-hiirtes (joonis 4A, 4B). Pdrnas ei tiheldatud
Cd4 ega Cd8 T-rakkude tasemel olulisi erinevusi rithmade vahel. Kuigi liimfisdlmedes olid
erinevused statistiliselt olulised, olid need absoluutarvudes viikesed. Seetdttu voib jéreldada,
et allapanuga rikastamise kdigus T-rakkude peamiste populatsioonide niss uuritud perifeersetes
immuunorganites ei muutu. Siiski on varasemast teada, et allapanuga rikastamine pdhjustab
SPF-hiirte immuunsiisteemis ndrgemaid muutusi kui koosmajutamine LMB-hiirtega (Hamilton
et al., 2020). Sellest voib jireldada, et tiheldatud erinevused T-rakkude osakaalus on kooskdlas

oodatava mdoduka mojuga.
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Joonis 4. Liimfisolme (LS) ja porna Cd4 ja Cd8 populatsioonide jaotus.
Voolutsiitomeetriga loendati Cd4 ja Cd8 populatsioone allapanuga (AP) hiirte ja spetsiifiliste
patogeenide puudulike (SPF) hiirte ingvinaalsetest limfisdlmedest (LS) ja pdrna koe rakke
Cd4 ja Cd8 markerite alusel. A-paneelil on uuritavaid rakke kujutavad punktdiagrammid, kus
on toodud vilja rakutiiiibi protsent vanempopulatsioonist. B-paneelil on rakupopulatsioonide
analiiiisimisel saadud graafik T-rakkude osakaalu kohta liimfisdlmes ja pdrnas. Statistiliselt
olulise erinevuse leidmiseks kasutati paaritut t-testi (ns>0.05, ***p<0.001, ****p<(0.0001).
Graafikul on vilja toodud T-raku vanempopulatsioonist Cd4 ja Cd8 populatsioonid, y-teljel
on uuritavate rakkude osakaal LS vdi pornas ning x-teljel on vordlus SPF ja AP-hiirte vahel.
AP — allapanu; SPF — specific pathogen free, Cd — cluster of differentiation.

2.3.4. Allapanuga rikastamise tagajirjel muutub aktiveeritud Cd8 T-rakkude

osakaal pornas ja ingvinaalsetes liimfisolmedes

Cd8 T-rakkude tildosakaalu pohjal ei saa hinnata, kas immuunsiisteem on aktiveerunud (kuna
muutused voivad toimuda ainult teatud alampopulatsioonides). Alampopulatsioonide analiiiis
voimaldab eristada, kas naiivsed rakud on diferentseerunud efektor- voi malurakkudeks, mis on
otsene mirk immuunaktivatsioonist. Seetdottu on Cd8 alampopulatsioonide jaotus oluline
nditaja allapanuga rikastamise moju hindamisel. Selles katses uuriti, kas LMB-hiirte allapanuga
rikastamine  mojutab Cd8  T-rakkude alampopulatsioonide jaotust  SPF-hiirtel.
Voolutsiitomeetria abil madrati Cd8 T-rakkude jaotus pdrnas ja ingvinaalsetes liimfisdlmedes
markerite Cd44 ja Cd62L ekspressiooni alusel: naiivsed (Cd44 Cd62L"), efektor
(Cd44+Cd62L") ja efektor-milu (Cd44*Cd62L").

Pdrnas tdheldati AP-hiirtel naiivsete Cd8 T-rakkude (Cd44 Cd62L") osakaalu vihenemist ning
samaaegset efektor-T-rakkude (Cd44*Cd62L") suurenemist (joonis SA, 5B). Efektor-mélu-T-
rakkude (Cd44+*Cd62L") osakaalus olulisi erinevusi ei ilmnenud. Liimfisdlmedes ilmnes aga
vastupidine muster: AP-hiirtel oli rohkem naiivseid T-rakke (Cd44 -Cd62L") ning vihem nii
efektor-T-rakke (Cd44*Cd62L") kui ka efektor-mélu-T-rakke (Cd44*Cd62L*). Kirjanduse
pohjal on teada, et CdS8 efektor- ja milu-T-rakkude osakaal suureneb mérgatavalt RMB-hiirtel.
Niéiteks Burger (2023) et al. kirjeldasid, kuidas koosmajutatud emastelt SPF-hiirtelt saadud
pesakonnas kirjeldati liimfisdlmedes ja pornas efektor-T-rakkude (Cd44*Cd62L") ja efektor-
malu-T-rakkude (Cd44*Cd62L") osakaalu tousu vorreldes SPF-hiirtega. Lisaks niitasid nad
sarnaselt selle t66 tulemustele limfisdlmedes ootamatut naiivsete T-rakkude (Cd44 Cd62L")
osakaalu kasvu. Selline erinevus kirjanduse ja selle t66 tulemuste vahel v3ib tuleneda allapanu
ndrgemast mdjust vdorreldes muude meetoditega. See voib tdhendada, et allapanu
immuunaktivatsioon on liiga nork, et tekitada pikaajalist ja mirgatavat muutust efektor mélu
T-rakkudes (Cd44*Cd62L"). Samas voib efektor mélu T-rakkude (Cd44"Cd62L") teke toimuda
pikema aja jooksul kui see katse kestis (3 néddalat). Seda jdreldust toetab AP-hiirte pdrna

naiivsete- ja efektor-rakkude osakaalus toimunud muutused. Need viitavad sellele, et AP-hiirte
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immuunsiisteem on mingil méairal aktiveerunud: naiivsed rakud on diferentseerunud efektor-

rakkudeks, kuid iimberkujunemine méalurakkudeks ei ole veel toimunud.
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Joonis 5. Liimfisolme (LS) ja pérna Cd8 alampopulatsioonide jaotus. Voolutsiitomeetriga
vorreldi Cd8 alampopulatsioone allapanuga (AP) hiirte ja spetsiifiliste patogeenide puudulike
(SPF) hiirte ingvinaalsetest llimfisdlmedest (LS) ja pdrna koe rakke Cd44 ja Cd621 markerite
alusel. A-paneelil on uuritavaid rakke kujutavad punktdiagrammid, kus on toodud vélja
rakutiiiibi protsent vanempopulatsioonist (Cd8%). B-paneelil on rakupopulatsioonide
analiitisimisel saadud graafikud Cd8 alampopulatsioonide osakaalu kohta liimfisdlmes ja
pornas. Statistiliselt olulise erinevuse leidmiseks kasutati paaritut t-testi (*p<0.05, **p<0.01,
*H%p<0.001, ****p<(0.0001, ns — statistiliselt mitteoluline). Graafikul on vilja toodud efektor
(eCd8"), efektor milu (emCd8") ja naiivsed (nCd8*) Cd8 alampopulatsioonid, y-teljel on
uuritavate rakkude osakaal LS voi pornas ning x-teljel on vordlus SPF ja AP-hiirte vahel. AP
— allapanu; SPF — specific pathogen free; Cd — cluster of differentiation;
rakupopulatsioonides: e — efektor, em — efektor-maélu, n — naiivne.

2.3.5. Allapanuga rikastamine méjutas abistaja T-rakkude alampopulatsioone

Th- (abistaja T-rakud — helper T-cells) rakud aktiveerivad ja suunavad B-rakke ja tsiitotoksilisi
T-rakke ning mojutavad kaasastindinud immuunsuse tohusust (Alberts ef al., 2002). Seetottu
on nende alampopulatsioonide jaotus oluline niitaja peremeesorganismi immuunseisundi
hindamisel. Selles katses uuriti, kas allapanuga rikastamine pohjustab muutusi Cd4 Th-rakkude
alampopulatsioonides, mis viitaks immuunaktivatsioonile. Voolutsiitomeetria abil mééarati Th-
rakkude jaotus pdrnas ja ingvinaalsetes limfisdlmedes markerite Cd44 ja Cd62L ekspressiooni

alusel: naiivsed (Cd44-Cd62L"), efektor (Cd44"Cd62L") ja efektor-mélu (Cd44*Cd62L").
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Pornas tdheldati AP-hiirtel vdorreldes SPF-hiirtega efektor-Th-rakkude (Cd44+Cd62L")
osakaalu selget tousu ning naiivsete Th-rakkude (Cd44-Cd62L*) vihenemist (Joonis 6A, 6B).
Efektor-mélu-Th-rakkude (Cd44+*Cd62L") osakaalus olulist erinevust ei ilmnenud. LS rakkudes
el tdheldatud statistiliselt olulisi erinevusi Th-alampopulatsioonide jaotuses AP-ja SPF-hiirte
vahel. Need tulemused viitavad sellele, et allapanuga rikastamine aktiveerib Cd4 Th-rakke,
mille tulemusena toimub naiivsete rakkude diferentseerumine efektor-rakkudeks. Kuid
sarnaselt Cd8 efektor-mdlu (Cd44°Cd62L*) populatsioonidele voib  Th-rakkude
iimberdiferentseerumine olla veel pooleli ning efektor-rakud ei ole jdoudnud maélu staadiumisse.
Tdsiasi, et muutused ilmnesid selgelt pornas, aga mitte liimfisdlmedes, voib viidata sellele, et
allapanu ei ole sama tdhus meetod, kui on koosmajutus. Sarnast Cd44 Th-rakkude osakaalu
erinevust on kirjeldanud ka Labuda (2022) jt, kus vorreldi RMB-hiiri SPF-hiirtega ja tdheldati
RMB-hiirte pdrnas kdrgemal midral Cd44 Th-rakke kui SPF-hiirtes. Nende andmete kooskola
toetab jareldust, et allapanuga rikastamine mojutab oluliselt SPF-hiirte T-raku profiili ja voib

kaasa tuua siisteemse immuunaktivatsiooni.
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Joonis 6. Liimfisolme (LS) ja porna Cd4 T-raku abistaja rakkude (Th)
alampopulatsioonide jaotus. Voolutsiitomeetriga vorreldi Th alampopulatsioone allapanuga
(AP) hiirte ja spetsiifiliste patogeenide puudulike (SPF) hiirte ingvinaalsetest liimfisdlmedest
(LS) ja porna koe rakke Cd44 ja Cd62l markerite alusel. A-paneelil on uuritavaid rakke
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kujutavad punktdiagrammid, kus on toodud vélja rakutiilibi protsent vanempopulatsioonist
(Cd4%). B-paneelil on rakupopulatsioonide analiilisimisel saadud graafikud Cd4
alampopulatsioonide osakaalu kohta liimfisdlmes ja pdrnas. Statistiliselt olulise erinevuse
leidmiseks kasutati paaritut t-testi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns —
statistiliselt mitteoluline). Graafikul on vélja toodud efektor (e¢Th), efektor mélu (emTh) ja
naiivsed (nTh) Th alampopulatsioonid, y-teljel on uuritavate rakkude osakaal LS vdi pdrnas
ning x-teljel on vordlus SPF ja AP-hiirte vahel. AP — allapanu; SPF — specific pathogen free;
Cd — cluster of differentiation; rakupopulatsioonides: e — efektor, em — efektor-mélu, n —
naiivne, Th — abistaja T-rakk.

2.3.6. Allapanuga rikastamine méjutab aktiveeritud PD1-positiivsete T-rakkude

osakaalu

Pd1-positiivsete (Programmeeritud raku surma valk 1 — Programmed cell death protein 1) T-
rakkude osakaalu hindamine on kéesolevas t60s oluline, sest see vOimaldab hinnata, kas
mikrobioota rikastamine mdjutab mitte ainult immuunvastuse aktivatsiooni, vaid ka
immuunregulatoorseid mehhanisme (Hamilton et al., 2020). Voolutsiitomeetria abil méérati
Cd4 ja Cd8 Pd1* T-rakkude jaotus pdrnas ja ingvinaalsetes limfisdlmedes markerite Cd44 ja

Pd1 ekspressiooni alusel.

Tulemused néitasid, et AP-hiirtel suurenes Pdl1* T-rakkude osakaal kdigis vaadeldud
rakupopulatsioonides, sealhulgas tugevaim tdus esines pdrna CD4" ja CD8" T-rakkudes ning
ingvinaalsete limfisdlmede CD4" T-rakkudes (joonised 7A, 7B ja 8A, 8B). Selline muutus
erineb Hamilton (2020) ef al. uuringust, kus mikrobioota rikastamine SPF-hiirtel ei pdhjustanud
Pd1* T-rakkude proportsiooni suurenemist. Kuigi Pdl ekspressiooni on varasemalt peetud
anergiliste ehk antigeenile mittereageerivate T-rakkude markeriks, viitab ta tegelikult anergiale
peamiselt juhul, kui seda ekspresseeritakse koos teiste markeritega, nagu Tim3 (Sakuishi et al.,
2010). Kéesolevas uuringus teisi anergiale viitavaid molekule ei analiilisitud. Seetdttu voib Pd1*
T-rakkude osakaalu tdus siin uuringus viidata pigem tildisele T-rakkude aktivatsioonile, mis on
sarnane aktiveerumismarker Cd44-ga (Hong et al., 2013). Siiski ei saa téielikult vilistada, et
koos aktiveeritud rakkudega on rikastamise jirel suurenenud ka tegelike anergiliste rakkude

hulk.
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Joonis 7. Liimfisolme (LS) ja porna Cd4 Cd44'Pd1* alampopulatsiooni jaotus.
Voolutsiitomeetriga loendati Cd4 alampopulatsiooni allapanuga (AP) hiirte ja spetsiifiliste
patogeenide puudulike (SPF) hiirte ingvinaalsetest limfisdlmedest (LS) ja pdrna koe rakke
Cd44 ja Pd1 markerite alusel. A-paneelil on uuritavaid rakke kujutavad punktdiagrammid,
kus on toodud vilja rakutiilibi protsent vanempopulatsioonist. B-paneelil on
rakupopulatsioonide analiilisimisel saadud graafik Cd4 alampopulatsioonide osakaalu kohta
liimfisdlmes ja pdrnas. Statistiliselt olulise erinevuse leidmiseks kasutati paaritut t-testi
*#%p<0.001, ****p<0.0001). Graafikul on vélja toodud Cd4 vanempopulatsioonist voetud
Pd1 ja Cd44 positiivsete alampopulatsioon, y-teljel on uuritavate rakkude osakaal LS véi
pornas ning x-teljel on vordlus SPF ja AP-hiirte vahel. AP —allapanu; SPF — specific pathogen
free; Cd — cluster of differentiation.
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Joonis 8. Limfisolme (LS) ja porna Cd8 Cd44* Pd1* alampopulatsiooni jaotus.
Voolutsiitomeetriga loendati Cd8 alampopulatsiooni allapanuga (AP) hiirte ja spetsiifiliste
patogeenide puudulike (SPF) hiirte ingvinaalsetest liimfisdlmedest (LS) ja pdrna koe rakke
Cd44 ja Pd1 markerite alusel. A-paneelil on uuritavaid rakke kujutavad punktdiagrammid,
kus on toodud wvilja rakutiilibi protsent vanempopulatsioonist. B-paneelil on
rakupopulatsioonide analiiiisimisel saadud graafik Cd8 alampopulatsioonide osakaalu kohta
liimfisdlmes ja pdrnas. Statistiliselt olulise erinevuse leidmiseks kasutati paaritut t-testi
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001). Graafikul on vilja toodud Cd8
vanempopulatsioonist voetud Pdl ja Cd44 positiivsete alampopulatsioon, y-teljel on
uuritavate rakkude osakaal LS voi pornas ning x-teljel on vordlus SPF ja AP-hiirte vahel. AP
— allapanu; SPF — specific pathogen free; Cd — cluster of differentiation.

2.3.7. Allapanuga rikastamisel on nork moju koes resideeruvate T-rakkude

osakaalule

Trwmid (koes resideeruvad mélu T-rakud — Tissue Resident Memory T cells) on olulised lokaalse
ja pikaajalise immuunkaitse kujunemisel. Need rakud tekivad pdrast esmast kokkupuudet
antigeeniga, liiguvad mitteliimfoidsetesse kudedesse — nagu nahk voi limaskestad — ning jadavad
sinna paikseks. Seal vdoimaldavad nad sama patogeeniga uuesti kohtumisel kiiret ja tdhusat
reageerimist. Trv-rakkude olemasolu ja osakaal peegeldavad organismi eelnevat antigeenile
reageerimise kogemust, mis on iilioluline just loomulikus, mitte-steriilses keskkonnas elavate
organismide puhul (Morris et al., 2019). Kdesoleva t60 raames on Trm-rakkude analiiiis oluline,
kuna see vdimaldab hinnata, kas allapanuga rikastamine suudab SPF-hiirte immuunvastust
muuta LMB-hiirtele (ja seeldbi inimestele) sarnasemaks. Naiivsete T-rakkude

diferentseerumine Trm-rakkudeks nditab immuunsiisteemi valmisolekut juba kohatud
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mikroobile uuesti reageerida, seega on nende olemasolu tugev marker rikastamise edukusest.
Katses hinnati SPF- ja allapanuga rikastatud hiirte Trm-alampopulatsioonide osakaalu pdrnas
ja ingvinaalsetes liimfisdlmedes. Voolutsiitomeetria pohjal eristati Trm-alampopulatsioone
Cd69 ja Cd103 ekspressiooni alusel: hiljuti aktiveeritud T-rakud (HAT) (Cd69+*Cd103"),
klassikalised Trmid (Trm 1) (Cd697Cd103*) ja mitteklassikalikalised Trmid (Trm 2)
(Cd69Cd1037).

Tulemused néitasid, et AP-hiirtel oli ingvinaalsetes liimfisdlmedes selge tdus HAT-rakkude
(Cd697Cd103") osakaalus vorreldes SPF-hiirtega (Joonis 9A, 9B). Samuti suurenes
tagasihoidlikult Trm 1 (Cd697Cd103*) arvukus. Trm 2 (Cd69°Cd103") osas erinevust ei
tdheldatud. Selline jaotus niitab, et mikrobioota rikastamine allapanuga stimuleerib koe-
resideeruvate efektor- ja mailurakkude kuhjumist, mis viitab lokaalse immuunsuse
aktiveerumisele. Varasemad uuringud on ndidanud, et Trm-rakkude areng ja funktsionaalsus
soltuvad tugevalt keskkonnast. Morris et al/ (2019) rohutasid, et SPF- ja mikroobivabades
tingimustes kasvatatud hiirtel on Trm-rakkude tihedus ja diferentseerumise aste mérgatavalt
madalam vdrreldes looduslikus keskkonnas elavate hiirtega. Need varasemad leiud kinnitavad
kiesoleva t60 tulemusi. AP-hiirte Trm-rakkude osakaalu tdus viitab edukale immuunsiisteemi
rikastamisele, kuid ohutuma meetodiga, vorreldes koosmajutamisega. Seega annab Trwm 1

proportsiooni kasv olulise argumendi allapanuga rikastamise sobivusest.
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Joonis 9. Liimfis6lme (LS) Cd4 koes resideeruvate T-rakkude (Trm) alampopulatsioonide
jaotus. Voolutsiitomeetriga vorreldi Trv alampopulatsioone allapanuga (AP) hiirte ja
spetsiifiliste patogeenide puudulike (SPF) hiirte ingvinaalsetest liimfisdlmedest (LS) ja pdrna
rakke Cd69 ja Cd103 markerite alusel. A-paneelil on wuuritavaid rakke kujutavad
punktdiagrammid, kus on toodud vélja rakutiiiibi protsent vanempopulatsioonist (Trm). B-
paneelil on rakupopulatsioonide analiilisimisel saadud graafikud Trm alampopulatsioonide
osakaalu kohta liimfisdlmes ja pdrnas. Statistiliselt olulise erinevuse leidmiseks kasutati
paaritut t-testi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns — statistiliselt
mitteoluline). Graafikul on vélja toodud HAT (hiljuti aktiveeritud T-rakud), Trm 1
(klassikaline Trm) ja Trm 2 (mitteklassikaline Trm) Trm alampopulatsioonid, y-teljel on
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uuritavate rakkude osakaal LS v3i pdrnas ning x-teljel on vordlus SPF ja AP-hiirte vahel. AP
— allapanu; SPF — specific pathogen free; Cd — cluster of differentiation;
rakupopulatsioonides: e — efektor, em — efektor-mélu, n — naiivne, Trm — Tissue resident
memory T-cell.

2.3.8. Allapanuga rikastamine pohjustab muudatusi regulatoorsete T-rakkude

populatsioonis

Tregide (regulatoorsed T-rakud — regulatory T cell) iilesanne on hoida immuunvastus kontrolli
all ja véltida iilemé&érast voi ebasobilikku poletikulist reaktsiooni. Tregide tasakaal on oluline
nii autoimmuunhaiguste drahoidmiseks kui ka tolerantsuse séilitamiseks kommensaalsete
mikroorganismide suhtes. Mitmed uuringud on niidanud, et mikrobioota koostis mdjutab
Tregide arengut ja arvukust, eelkdige soolestikus, kus mikroobid omavad olulist rolli
immuunvastuse kujundamisel (Geuking et al., 2011; Wiechers ef al., 2021). Kéesolevas t60s
hinnati, kas mikrobioota rikastamine LMB-hiirte allapanuga mojutab SPF-hiirte Tregide
osakaalu perifeersetes liimfoidorganites. Selleks analiiiisiti voolutsiitomeetria abil Tregide
osakaalu ingvinaalsetes liimfisGlmedes ja pdrnas pdrast 3-nddalast rikastamist. Tregide

tuvastamiseks Cd4-positiivsete T-rakkude hulgast kasutati Cd25 ja II-7r markereid.

Tulemused niitasid mdlemas vaadeldud koes AP-hiirte Tregide osakaalu tdusu (joonis 10A,
10B). Kuna Tregide aktivatsioon viitab organismi vajadusele tasakaalustada mikroobide poolt
esile kutsutud immuunvastust, toetab see tulemus varasemate andmete pdhjal tehtud oletust, et
allapanuga rikastamine suudab kéaivitada kompleksse ja funktsionaalse immuunvastuse. Samas
tuleb mérkida, et kuigi mikrobiootaga rikastamise mdju Tregide diinaamikale on tdenéoliselt
olemas, on see teaduskirjanduses seni veel vihe uuritud. Seetdttu jadb avatuks kiisimus, kui

tugev voi kestlik on Tregide tdus vorreldes intensiivsemate rikastusmeetoditega.
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Joonis 10. Liimfisolme (LS) ja porna Cd4 Treg alampopulatsiooni jaotus.
Voolutsiitomeetriga loendati Cd4 alampopulatsiooni allapanuga (AP) hiirte ja spetsiifiliste
patogeenide puudulike (SPF) hiirte ingvinaalsetest limfisdlmedest (LS) ja pdrna koe rakke
Cd25 ja I17r markerite alusel. A-paneelil on uuritavaid rakke kujutavad punktdiagrammid, kus
on toodud vilja rakutiilibi protsent vanempopulatsioonist. B-paneelil on rakupopulatsioonide
analiiiisimisel saadud graafik Tregi osakaalu kohta liimfisdlmes ja pOrnas. Statistiliselt olulise
erinevuse leidmiseks kasutati paaritut t-testi (**p<0.01, ****p<0.0001). Graatikul on vilja
toodud Cd4 vanempopulatsioonist Tregi populatsioon, y-teljel on uuritavate rakkude osakaal
LS vo1 pornas ning x-teljel on vordlus SPF ja AP hiirte vahel. AP — allapanu; SPF — specific
pathogen free; Cd — cluster of differentiation; 117t — Interleukin 7 receptor.
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KOKKUVOTE

Teadustoddes kasutatud piiratud mikrobiootaga mudelorganismid nagu SPF ja
mikroobipuudulikud hiired on olnud asendamatuks tddriistaks teadlaste jaoks. Viimasel
aastakiimnel on siiski hakatud rohkem téhelepanu podrama mikrobioota ja immuunsiisteemi
normaalse talitluse vahelisele seosele. LMB-hiired, kes omavad loomulikku mikrobiootat,
jdljendavad edukamalt inimese immuunsiisteemi ja reaktsioone ravimitele ning haigustele.
Varasemad katsed on nididanud inimestes ja LMB-hiirtes sarnaselt korgeid tasemeid
diferentseerunud malu T-rakke ja vihendatud CdS8 naiivseid T-rakke. Need sarnasused ei esine
puuduliku mikrobiootaga hiirtel ja nende reaktsioonid kindlatele ravimitele ei ole vastanud
ootustele. Niiteks voib tuua tosiste tagajargedega ebadnnestunud kliinilise katse, kus inimeste
immuunsiisteem reageeris palju joulisemalt ja eluohtlikumalt ravimile, kui prekliinilistes
katsetes kasutatud SPF-hiirte oma. Samas LMB-hiirte mikrobiootaga rikastatud SPF-hiired
jéljendasid hiljem tehtud korduskatses edukalt inimese immuunsiisteemi reaktsiooni, toestades,
et naturaalse mikrobiootaga hiired on tdpsemad mudelid inimeste uurimiseks. RMB-hiiri
toodetakse enamasti kasutades koosmajutuse meetodit, aga see pohjustab suurt suremust SPF-

hiirte seas.

Antud I6put66 eesmargiks oli katsetada, kas allapanu kasutav meetod suudaks vihendada SPF-
hiirte suremust rikastamise protsessis, aga samas tekitada piisiva immuunaktivatsiooni. T60
tulemused kinnitavad eeldust, et allapanu pdhjustab madalamat immunoloogilist stressi SPF-
hiirtes kui koosmajutuse meetod. Allapanuga rikastamine ei pdhjustanud silmndhtavat
haigestumust ega suurendanud katsegrupis olevate loomade suremust. Uldiselt oli allapanuga
hiirtel ndha Cd8 ja Cd4 T-raku efektor populatsioonides tousu ja naiivsetes langust, erandiks
olid Cd8 T-rakud ja liimfisdlme naiivsed Th-rakud. Lisaks on niha nii Th, Cd44"Pd1*, Trm ja
Treg populatsioonides ldbivat tdusu, mis viitab asjaolule, et LMB-hiirte allapanuga rikastamine

on toimiv viis, kuidas saavutada immuunsiisteemi aktivatsiooni SPF-hiirtes.
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Activating the immune system of SPF-mice using bedding of wild mice
Hannes Ruusmaa

SUMMARY

In scientific studies, model organisms with a limited microbiota, such as SPF (Specific
Pathogen Free) and germ-free mice, have been indispensable tools for researchers. However,
in the past decade, more attention has been paid to the relationship between the microbiota and
the normal functioning of the immune system. Wild mice, which possess a natural microbiota,
more successfully mimic the human immune system and reactions to drugs and diseases.
Previous experiments have shown similarly high levels of differentiated memory T-cells and
reduced Cd8 naive T-cells in humans and wild mice. These similarities do not occur in mice
with a deficient microbiota, and their reactions to certain drugs have not met expectations. For
example, a clinical trial with failed severe consequences when the human immune system
responded much more vigorously and dangerously to a drug than the SPF mice used in
preclinical trials. However, SPF mice enriched with the microbiota of wild mice later
successfully mimicked the human immune system's reaction in a repeat experiment, proving
that mice with a natural microbiota are more accurate models for human research. Mice with
an enriched immune system are mostly produced using the cohousing method, but this causes

high mortality among SPF mice.

The aim of this thesis was to test whether a bedding method could reduce the mortality of SPF
mice during the enrichment process while still causing persistent immune activation. The results
of the study confirm the assumption that bedding causes lower immunological stress in SPF
mice. Enrichment with bedding did not cause visible illness or increase the mortality of the
animals in the test group. In general, mice with bedding showed an increase in Cd8 and Cd4 T-
cell effector populations and a decrease in naive ones, with the exception of Cd8 T-cells and
lymph nodenaive Th cells. Additionally, there is a consistent increase seen in Th, Cd44*Pd1",
TRM, and Treg populations, which proves that bedding taken from wild mice is an effective

way to achieve immune system activation in SPF mice.
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TANUSONAD

Soovin tdnada oma juhendajat Uku Haljasorgu kannatlikkuse ja rahuliku olemuse eest.
Molekulaarpatoloogia uurimisgruppi voimaluse eest bakalaureuse tasemel teadust teha. Oma
ema korgtasemliste Wordi tehnikate eest. Oma elukaaslast Katariinat moraalse toe ja

akadeemilise eeskuju eest.
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