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INFOLEHT

Indutseeritud pluripotentsete tivirakkude loomine LCL rakkudest

Indutseeritud pluripotentsed tlvirakud (iPS) on pluripotentsete tlvirakkude tlup, mis on
reprogrammeeritud tlvirakkude sarnaseks taiskasvanud somaatilistest rakkudest. iPS rakud
sarnanevad kull embrionaalsetele tuvirakkudele, kuid nende kasutamisel ei teki eetilisi
probleeme. Kéesolevas bakalaureusetdds antakse Ulevaade rakkude reprogrammeerimisest
indutseeritud pluripotentseteks rakkudeks, reprogrammeerimiseks kasutatavatest meetoditest
ja iPS rakkude kasutamisvéimalustest meditsiinis. Antud 16put6d on osa suuremast cCGEM
projektist, mille Gheks eesmaérgiks on arendada vélja integratsioonivaba iPS rakuliini loomise
vOimekus. Eksperimentaalses osas testitakse Epstein-Barr viirusega immortaliseeritud
lumfoblastoidse B-raku liini (LCL) reprogrammeerimist iPS rakkudeks varem publitseeritud
protokolli jargi, kasutades OCT4, MYC, KLF4 ja SOX2 transkriptsioonifaktoreid.

Mérksonad: indutseeritud pluripotentsed tivirakud, reprogrammeerimine, OCT4, SOX2,
KLF4, MYC, plasmiidid, transfektsioon
CERCS: T490 Biotehnoloogia

Creation of induced pluripotent stem cells from LCL cells

Induced pluripotent stem cells (iPS) are a type of pluripotent stem cells that are created from
somatic cells and reprogrammed to resemble embryonic stem cells. Unlike embryonic stem
cells, iPS cells do not have ethical problems associated with them. This bachelor’s thesis gives
an overview of reprogramming cells into induced pluripotent stem cells, methods used for
reprogramming and potential usages of iPS cells in medicine. This thesis is a part of a larger
cGEM project, one aim of which is to create the capacity to develop integration free iPS cell
lines. In the experimental part, lymphoblastoid cell lines (LCLs), that have been immortalized
by Epstein-Barr virus, are used for reprogramming into iPS cells. A published protocol was
used to create these iPS cells, with OCT4, MYC, KLF4 ja SOX2 transcription factors.

Keywords: induced pluripotent stem cells, reprogramming, OCT4, SOX2, KLF4, MYC,
plasmids, transfection
CERCS: T490 Biotechnology
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KASUTATUD LUHENDID

bp — aluspaar (base pair)

DAPI — 4',6-diamidino-2-fentitilindool (4',6-diamidino-2-phenylindole)

EDTA - etuleendiamiintetradadikhape (ethylene diamine tetra acetic acid)

EGFP — v8imendatud roheliselt helendav valk (enhanced green fluorescent protein)
EMT — epiteliaalne-mesenhiimaalne transitsioon (epithelial-mesenchymal transition)
ES rakud — embriionaalsed tivirakud (embryonic stem cells)

FBS — veise loote seerum (fetal bovine serum)

iPS rakud — indutseeritud pluripotentsed tlivirakud (induced pluripotent stem cells)
KLF4 — Kruppel'i-sarnane faktor 4 (Kruppel-like faktor 4)

LB — lisogeenne s6dde (lysogeny broth)

LV — lentiviiruse vektor (lentiviral vector)

MET — mesenhlimaalne epiteliaalne transitsioon (mesenchymal-epithelial transition)
MiRNA — mikroRNA (microRNA)

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

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

PB — PiggyBac transposoon (PiggyBac transposone)

ROCK - Rho s6ltuv proteiinkinaas (Rho-associated protein kinase)

SeV — Sendai viirus vektor (Sendai Virus Vector)

ShRNA — liihike juuksendela RNA (short hairpin RNA)

SOX2 — (sugu madrav regioonY)-box 2 transkriptsioonifaktor ((sex determining region Y)-box
2)



SISSEJUHATUS

Esimesed rakkude reprogrammeerimise katsed pohinesid somaatiliste rakkude
tuumadilekandel, seejarel Onnestus luua embriio blastotsisti sisemisest rakumassist
embrionaalsed tuvirakuliinid. Sellise meetodi kasutamisega kaasnevad mitmed probleemid,
mis tingis vajaduse arendada valja indutseeritud pluripotentsed tiivirakud (iPS). iPS rakke
kirjeldas esimest korda 2006. aastal Shinya Yamanaka, kes avastas transkriptsioonifaktorite
kombinatsiooni OSKM (OCT4, SOX2, KLF4, MYC), millega reprogrammeeriti hiire
fibroblastid pluripotentseteks tlvirakkudeks. iPS rakud on pluripotentsete tuvirakkude tulp
reprogrammeeritud embriionaalsete tuvirakkude sarnasteks rakkudeks téiskasvanud
somaatilistest rakkudest (Lei Ye et al., 2013). iPS rakud on vdimelised sarnaselt
embrionaalsetele tlvirakkudele 16pmatult jagunema ja arenema kdigiks kolmeks looteleheks
(endoderm, mesoderm, ektoderm). Transkriptsioonifaktorite rakku viimiseks kasutati
varasemalt peamiselt retroviiusevektoreid, kuid Umberprogrammeerimise efektiivsuse
tdstmiseks ja voimalike reprogrammeerimisega kaasnevate riskide vdhendamiseks on otsitud
mitteintegreeruvaid vektoreid transkriptsioonifaktorite rakku viimiseks, nagu adenoviirused,
plasmiidid vOi valgud. Lisaks on hakatud jarjest ronkem otsima reprogrammeerimise
meetodeid, et asendada ihte v6i mitut transkriptsioonifaktorit OSKM kombinatsioonis, selleks
on kasutatud miRNA-sid vdi vaikseid keemilisi molekule.

iPS rakkude loomine on olnud teaduses suur labimurre, mis on v8imaldanud teadlastel luua
pluripotentseid tivirakke ilma embriosid kasutamata. Samuti on iPS rakkudel meditsiinis suur
potentsiaal, voimaldades luua patsiendispetsiifilisi tlvirakke, mistdttu kaob immunoloogiline
aratbukeprobeem. iPS rakke on vdimalik kasutada baasuuringutes, haiguste mudelite loomisel,
uute ravimite otsimisel ja regeneratiivses meditsiinis.

Kéesolevas t00s antakse Ulevaade reprogrammeerimisest indutseeritud pluripotentsete
tlvirakkude loomisest, peamistest selleks kasutatavatest meetoditest ja nende kasutusest
meditsiinis. Praktilise osa eesmark oli testida LCL rakkude repogrammeerimist iPS rakkudeks,

kasutades selleks varem publitseeritud protokolli, ning luua integratsioonivaba iPS rakuliin.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Inimese embrionaalsed tivirakud

Inimese embriionaalsed tlvirakud on rakud, mis on vdimelised iseennast taastootma ning
arenema koikideks lootelehtede rakkudeks. Sellised rakud périnevad embriio sisemisest
rakumassist (Chagastelles & Nardi, 2011), kuid mitte trofektodermi rakkudest, millest
moodustub embriionaalne tugistruktuur, nditeks platsenta (Zakrzewski et al., 2019).
Tivirakkude kaks olulisemat omadust on iseenda taastootmine ja potentsus. Embriionaalsete
tivirakkude (ES rakkude) puhul ei kehti Hayflicki piir (Rubin, 2002), mistdttu on nad
vBimelised I6pmatult paljunema, sdilitades eelasraku omadused (Romito & Cobellis, 2016).
Tuvirakud ekspresserivad mitmeid transkriptsioonifaktoreid pluripotentsuse sailitamiseks,
millest 3 faktorit, Oct4 (oktameeriga seonduv transkriptsioonifaktor 4), Sox2 (sugu méaarava
regioon-Y box-2) ja Nanog on eriti olulise tahtsusega embriionaalsete tuvirakkude varajases
arengus (Boyer et al., 2005). Oct4, Sox2 ja Nanog panustavad eneseuuendamisvdime ja
arengupotentsiaali ~ séilitamiseks vajalike geenide ekspressiooni indutseerimisele.
Pluripotentsetes rakkudes on lisaks ekspresseeritud rida teisi pluripotentsuseks olulisi geene,
néiteks SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, KIf4 (Kruppel'i-sarnane faktor 4), MycN,
Lin28, Cripto, Fbx15, Dnmt3b, Fgf4, Gdf3, Rex1, miR-200c, miR-302 perekond, miR-369-3p
ja miR-369-5p (Eguchi & Kuboki, 2016).

Tuvirakud jaotatakse kahte klassi — naiivsed ja diferentseerumiseks valmistuvad tuvirakud.
Naiivsed tlvirakud pdérinevad preimplantatsiooni embriio sisemisest rakumassist.
Diferentseerumiseks valmistuvad tuvirakud péarinevad embriio implatatsioonijérgsest
epiblastist (Dodsworth et al., 2020). Naiivsed tuvirakud kasvavad pigem véiksemate,
kompaksete kolooniatena, samas kui diferentseerumiseks valmistuvad tivirakud kasvavad
suurte kolooniatena. Naiivsetel tuvirakkudel esineb oluline omadus in vitro diferentseerumisel
labida X-kromosoomi inaktivatsioon (Kumari, 2016).

Koekultuuris hakati esimest korda embriionaalseid tlivirakke kasvatama 1981. aastal, kui
suudeti luua hiire blastotsustidest embriionaalsete tiivirakkude liin (Evans & Kaufman, 1981).
Esimene inimese ES rakuliin loodi 1998. aastal (Thomson et al., 1998). Embriionaalsete
tlvirakkude kasutamisega kaasnevad eetilised kiisimused, kuna ES rakuliini loomisel havineb
blastotsiist (Lo & Parham, 2009).



1.2 Rakkude reprogrammeerimine

Esimesed tdendid raku reprogrammeerimise kohta pluripotentsesse olekusse selgusid
somaatiliste rakkude tuumaitilekande katsetest. Munarakkudesse, kust oli eelnevalt eemaldatud
tuum, viidi rakutuum diferentseerunud rakkudest. Selle tulemusena tekkisid rakud, mis olid
vOimelised tootma kdiki tulevase organismi rakke ning diferentseeruma spetsialiseerunud
rakutliiipideks (Gurdon, 1962). Hiljem tehti katseid juba embriionaalsete tuvirakkudega, kui
avastati, et somaatiliste rakkude pluripotentse oleku taastamiseks sisaldavad nii viljastamata
munarakk kui ka embrionaalsed tlvirakud faktoreid, mis on vdimelised somaatilisi rakke
Umber programmeerima (Romito & Cobellis, 2016).

2006. aastal avastas Shinya Yamanaka uurimisgrupp transkriptsioonifaktorite kombinatsiooni,
mis koosnes neljast valgust: Oct4, Sox2, KIf4, cMyc (OSKM). Nende abil on vdimalik rakku
reprogrammeerida pluripotentsesse olekusse. Selliseid rakke nimetatakse indutseeritud
pluripotentseteks tiivirakkudeks ehk iPS rakkudeks. Shinya Yamanaka t60grupp alustas iPS
rakkude loomisel 24 transkriptsioonifaktoriga, kui nad reprogrammeerisid hiire fibroblaste,
kasutades retroviirusel pdhinevat vektorit. Hiljem naidati, et koos on vajalikud ainult neli
transkriptsioonifaktorit, et viia labi rakkude reprogrammeerimine (Takahashi & Yamanaka,
2006). 2007. aastal programmeeriti Umber inimese fibroblastid kahe t66grupi poolt. Yamanaka
t0ogrupp kasutas inimese iPS rakkude loomiseks sama pdhimdtet mida nad kasutasid hiirtelgi
(Takahashi et al., 2007), James Thomson'i td6grupp kasutas OCT4, SOX2, NANOG ja LIN28
(OSNL) transkriptsioonifaktoreid (Yu et al., 2007).

Indutseeritud pluripotentsed tivirakud sarnanevad embriionaalsete tlivirakkudega morfoloogia
ja pluripotentsusmarkerite ekspressiooni poolest, neil on sarnane promootorite ja telomeraasi
aktiivsus ning esineb voime areneda teratoomiks. Sarnaselt embriionaalsetele tlvirakkudele
voivad iPS rakud diferentseeruda kdigiks kolmeks lootelehe rakuks (Vitale et al., 2011).
Peamised probleemid somaatiliste rakkude reprogrammeerimises on transkriptsioonifaktorite
viimine rakku, ilma et tekiksid geneetilised modifikatsioonid sihtmarkrakkudes, mida
pdhjustavad eksogeensed jarjestused, ning reprogrammeerimine ei ole alati efektiivne. Selliste
probleemide kdrvaldamiseks on proovitud kasutada erinevaid transkriptsioonifaktorite
kombinatsioone, nagu OSNL, OSML v6i OSK (Singh et al., 2015). Samuti on
reprogrammeerimine killaltki aeglane. TGendoliselt on theks takistuseks rakkude vananedes
tekkinud epigeneetilised barjarid, mis voivad olla takistuseks t6husaks somaatiliste rakkude

umberprogrammeerimiseks (Van Den Hurk et al., 2016).



1.2.1 Reprogrammeerimise molekulaarsed ja epigeneetilised mehhanismid

Somaatiliste rakkude reprogrammeerimiseks vaigistatakse esialgu raku transkriptsiooniline
profiil ja seejarel kutsutakse esile embriionaalsete tivirakkude laadne geeniekspressioon.
Reprogrammeerimise esimeseks etapiks on initsiatsioonifaas, milles mangib olulist rolli
mesenhlimaalne epiteliaalne transitsioon (MET), kui rakud ldhevad lle mesenhiimaalsest
olekust epiteliaalseks. MET ké&igus suureneb rakkude proliferatsioon ja vaheneb rakkude
suurus. Parast MET labimist suunduvad rakud klpsemisfaasi, kus hakatakse aktiveerima
puripotentsusega seotud geene nagu Nanog, Sall4, Esrrb ja Oct4. Initsiatsioonifaasist tleminek
kipsemisfaasi ~ s6ltub  suuresti ka pidevast OSKM faktorite  ekspressioonist.
Stabiliseerumisfaasi Uleminekuks vaigistatakse transgeenid, et tagada rakkude taielik
pluripotenseteks muutumine ja endogeensete reprogrammeerimisfaktorite pusiv ekspressioon.
Taielik pluripotentsete geenide transkriptsiooni indutseerimine toimub stabiliseerimisfaasis,
kui ekspresseeruvad Utfl, Lin28, Dnmt3l, Dppa2/3/4, Pecam ja Sox2. Arvatakse, et
somaatilise raku tleminek iPS-ks ja pluripotentsuse sdilitamine on reguleeritud erinevate
molekulaarsete radade poolt, kuna kipsemisfaasist Uleminekut stabiliseerimisfaasiks
reguleerivad geenid erinevad nendest, mis osalevad pluripotentsuse regulatsioonis. Hiire
rakkude peal on ndidatud, et reprogrammeerimise ajal toimub 2 suuremat geeniaktivatsiooni.
Esimene on véga varajases initsiatsioonietapis ning teine aktiveerub kipsemisfaasis (Polo et
al., 2012).

Reprogrammeerimise kaigus kujundatakse oluliselt imber somaatiliste rakkude epigeneetiline
profiil. DNA metilatsioon toimub tsitosiini C5 positsioonis ja viiakse 1&bi
metiidltransferaaside (Dnmtl ja Dnmt3a/3b) poolt (Van Den Hurk et al., 2016).
Embrionaalsetes rakkudes on hiipometiileeritud promootorite CpG-rikkad piirkonnad, mis on
rikastunud histoon H3K3me4 maérgisega ja on seotud koduhoidjageenidega (Ponger et al.,
2001). DNA metileerimise muutusi on tahele pandud peamiselt reprogrammeerimise 16pus,
kui pluripotentsusega seotud geenid on demetuleeritud, samas kui diferentseerumise eest
vastutavad geenid on de novo metuleeritud (Van Den Hurk et al., 2016).

Samuti erinevad diferentseerunud ja pluripotentsetes rakkudes histoonide modifikatsioonid.
Diferentseerunud rakkudes on mettulitud H3K9 ja H3K27 heterokromatiini domeenid tugevalt
kokku pakitud, vorreldes pluripotentsete tuvirakkudega (Hawkins et al., 2010; Wen et al.,
2009). Pluripotentsetes tuvirakkudes on kromatiin vdhem kokku pakitud ja leidub rohkem
H3K4 histooni metulatsiooni sisaldavat eukromatiini. Reprogrammeerimise kdigus peavad

transkriptsioonifaktorid padsema endogeensete pluripotentsusgeenide juurde, selleks tuleb neil



pakkida lahti ja aktiveerida heterokromatiin (Van Den Hurk et al., 2016). Diferentseerumisega
seotud geenidel on bivalentne domeen, mille geenil esinevad H3K4me3 kui ka H3K27me3
maérgised (Bernstein et al., 2006). Nende geenide transkriptsiooni initseerimist represseerib
Polycombi valkude grupp, mis seondub H3K27me3-le, surudes maha diferentseerumisega
seotud geenide ekspressiooni. Sellise bivalentse domeeni omamine vdéimaldab kiiresti sisse ja
vélja ltlitada geenide eskpressiooni, lulitudes tmber H3K27me3-le vdi H3K4me3-le (Omole
& Fakoya, 2018).

1.3 Reprogrammeerimise meetodid

1.3.1 Transkriptsioonifaktoritel péhinev reprogrammeerimine

Transkriptsioonifaktorid tunnevad &ra rakus kindla DNA motiivi ning seonduvad sellega. See
vOib viia kromatiini struktuuri muutusteni, mida moéjutavad DNA mettlatsioon, histoonide
modifikatsioonid ja ATP-s6ltuv kromatiini Umberkujundamine. Sellised Umberkorraldused
rakus on olulised, et algaks reprogrammeerimine ja transkriptsioonifaktorid seonduksid
omavahel (Takahashi & Yamanaka, 2016).

Kdige olulisem reprogrammeerimise faktor on Oct4 ehk oktameeriga seonduv
transkriptsioonifaktor 4, mis vastutab pd&hiliselt rakkude pluripotentsuse séilitamise eest,
surudes maha geenide ekspressiooni, mis suunavad rakke diferentseeruma (Singh et al., 2015).
Sox2 ehk sugu méaarava regioon-Y box-2 transkriptsioonifaktor kuulub Sox
transkirptsioonifaktorite perekonda. Sox2 on oluline faktor inimese pluripotentsete
tlvirakkude pluripotentsuse ja neuraalse diferentseerumise kontrollis. Endogeense Sox2
aktivatsioon toimub reprogrammeerimise (sna varajases arenguetapis, mis kaivitab
transkriptsioonilised muutused ning viib iPS-e moodustumiseni. Pluripotentsuse séilitamisel ja
tekkimisel on oluline, et Sox2 interakteeruks Oct4-ga. Indutseeritud pluripotentsete
tlvirakkude loomisel on vBimalik Sox2 asendada lahedaste "sugulastega” Sox prekonnast nagu
Sox1 voi Sox3, kuid mitte kaugemate sugulastega, nagu Sox7 voi Sox15 (S. Zhang & Cui,
2014).

KIf4 ehk Kruppel'i sarnane faktor 4 on tsinksdrme sisaldav transkriptsioonifaktor, mis on
oluline mitmete rakuprotsesside regulatsioonil nagu rakkude kasvamisel, jagunemisel ja
diferentseerumisel. KIf4 kuulub Sp/KIf4 faktorite perekonda. Selle valgu transkriptsioon on
taset on vOimalik reguleerida nii transkriptsiooni kui post-transkriptsiooni tasemel. Kif4 roll

reprogrammeerimise alguses on suruda maha diferentseerumiseks olulised geenid, mis teeb
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hiljem lihtsamaks pluripotentsete geenide avaldumise (Ghaleb & Yang, 2017). KIf4 funktsioon
on sdilitada tlivirakkude iseenda taastootmine, interakteerudes otse Sox2 ja Oct4 faktoritega
(Wei et al., 2009).

Myc transkriptsioonifaktor kuulub heeliks-ling-heeliks leutsiini tdmbluku motiiviga Myc
perekonda, kuhu kuuluvad Myc, Myc-N ja Myc-L. Myc avaldab m6ju juba rakkude
umberprogrammeerimise alguses, mistdttu on ka sellel faktoril tugev mdju pluripotentsetele
tlvirakkudele sarnase geeniekspressiooni loomisel. Myc-i funktsioon on stabiliseerida ja
vOimendada OSK seondumist regulatoorsetele aladele. Myc seondub ajutiselt E-box-le, mille
tulemusel suureneb ka OSK faktorite seondumine. Selle tulemusel moodustub eukromatiin,
mis muudab Umberprogrammeeritud sihtmarkrakkudes ké&ttesaadavamaks promootorid, et
Myc, KIf4, Oct4 saaksid seonduda enda sihtméarkgeenide promootoritega, mille tulemusel
aktiveerub transkriptsioon. Sox2 transkriptsioonifaktor ja&b distaalsete enhanserite juurde
(Chappell & Dalton, 2013). Kirjeldatud on ka mehhanismi, mis nditas, et Myc vdimendab
reprogrammeerimise alguses OSK faktorite seondumist ligipd&dsmatu kromatiiniga. OSK
kaasab pluripotentsuse avaldumiseks vajalike geenide enhanserid. Seejarel seondub Myc
modifitseeritud enhanserite l&hedusse ja vdimendab reprogrammeerimise protesessi
mehhanismiga, mis arvatavasti sisaldab kromatiini avavate kofaktorite kaasamist (Soufi et al.,
2012). OSKM faktorite koosm@ju muudab hilisemates reprogrammeerimise etappides
kromatiini kergemini kéttesaadavamaks ja iga faktor lokaliseerub enda vastavasse
seondumissaiti (Chappell & Dalton, 2013).

Levinud transkriptsioonifaktor reprogrammeerimisel on ka Nanog, mille tlesanne on séilitada
rakkudes pluripotentsus. Tdendoliselt aitab see stabiliseerida reprogrammeerimist hilises faasis
(Pan & Thomson, 2007). Lin28 transkriptsioonifaktori Ulesanne on soodustada
reprogrammeeritud  rakkude valmimist, olles ekspresseeritud ainult tdielikult

reprogrammeeritud rakkudes (J. Zhang et al., 2016).

Teadusuuringutes on enim levinud OSKM (Oct4, Sox2, Klf4, Myc) faktorite kombinatsioon,
kuid on leitud ka alternatiivne transkriptsioonifkaktorite kombinatsioon OSNL, mis koosneb
Oct3/4, Sox2, Nanog ja Lin28 ning mida on edukalt kasutatud iPS rakuliinide genereerimisel.
Tdenéoliselt aktiveerivad OSKM ja OSNL samu reprogrammeerimise signaaliradu (Omole &
Fakoya, 2018).
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1.3.2 miRNA-del p6hinev reprogrammeerimine

Reprogrammeerimise efektiivsuse tdstmiseks on kasutusele voetud miRNA-d, tdnu millele
vaheneb transkriptsioonifaktorite kasutamise vajadus, kuna miRNA-d vdivad mdjutada mitut
signaalirada pluripotentsuse avaldumisel ning raku saatuse tlemineku radadel (Subramanyam
etal., 2011).

Esimesed miRNA-I p&hinevad reprogrammeerimise katsed viidi l&bi miR-291-3p, miR-294 ja
miR-295 Uleekspresseerimisega, mis kombineeriti koos OSK faktoritega. K&ik miRNA-d
suurendasid oluliselt reprogrammeerimise efektiivsust, asendades cMyc
transkriptsioonifaktorit. miR-302 on oluline ES rakkude pluripotentsuse séilitamiseks. Rakud,
millesse on transfekteeritud miR-302, ekspresseerivad peamisi pluripotentsusmarkereid
(Oct3/4, SSEA-3/4, Sox2 ja Nanog) (Eguchi & Kuboki, 2016). miR-302 ja miR-372 on
kasutatud kombineerituna OSKM faktoritega, suurendades nii inimese fibroblastide
reprogrammeerimise efektiivsust. Selline kombinatsioon mdjutab rakutsiiklis osalevaid geene,
EMT-d ja epigeneetilist regulatsiooni. Samuti on ndidatud miR-302 ja miR-372
uleekspresseerimist ilma OSKM faktoriteta, mis andis veelgi Kiirema ja parema tulemuse
reprogrammeerimisel (Leonardo et al.,, 2012). Reprogrammeerimiseks on vdimalik
koespetsiifilisi miIRNA-sid ka alla reguleerida. Néiteks on miR-21 ja miR-29a ekspressiooni
alla reguleerimine véhendanud p53 ekspressiooni. Rerpogrammeerimise  kaigus
pluripotentsesse olekusse tlemikuga kaasneb MET, mida soodustavad miR-302/367 klaster ja
miR-200c perekond, represseerides TGFp signaalirada ja E-kadheriini (Eguchi & Kuboki,
2016).

1.3.3 Vaikestel molekulidel pdhinev reprogrammeerimine

Efektiivsemaks iPS rakkude genereerimiseks on otsitud véikeseid molekule, mis jéaljendavad
transkriptsioonifaktoreid. Vdikesed molekulid asendavad reprogrammeerimisel tihte v6i mitut
transkriptsioonifaktorit (Lin & Wu, 2015).

Véaikesed molekulid kéituvad reprogrammeerimisel kui epigeneetilised modulaatorid. Nad
suurendavad Oct4 ja KIf4 ekspressioonitaset reprogrammeerimise ajal. Samuti on nad
vastutavad histoonide metllatsiooni ja demetilatsiooni eest (Huangfu, Maehr, et al., 2008).
Véikesed molekulid vdimaldavad epigeneetilist malu kustutada, mis suurendab
reprogrammeerimise efektiivsust. Selleks toodeldakse iPS rakke, nditeks trichostatiin A-ga,

mis on histoonide deatsetulaaside inhibiitor (Lin et al., 2009). Vdikeste molekulide Uheks
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tlesandeks on ka WNT signaaliraja moduleerimine, mille aktiveerimiseks kasutatakse GSK-
3P inhibiitor CHIR99021, asendades nii cMyc-i (Marson et al., 2008). Reprogrammeerimisel
on kasutatud ka C vitamiini, mis vahendab iPS rakkude loomisel p21 ja p53 ekspressiooni. p53
reguleerib p2lcipl ja pl6INK4a/pl9arf ekspressiooni ning p53 geeniekspressiooni alla
reguleerimine suurendab reprogrammeerimise efektiivsust (Esteban et al., 2010). Kahe vaikese
molekuli kombinatsioon, SB431542 ja PD0325901, inhibeerib TGFfS signaalirada MET
indutseerimise kaudu (Lin et al., 2009).

Vaikeseid molekule kombineeritakse reprogrammeerimiseks nii omavahel kui ka asendatakse
uht voi mitut faktorit OSKM kombinatsioonis. Taielikult keemiliste molekulidega iPS rakkude
loomisel rakkude pluripotentse seisundi saavutamiseks on vaja teha mitmeid rakulisi
umberkorraldusi, muuta signaaliradu ja saavutada rakuvélise maatriksi pisivad tingimused.
Pluripotentsusega seotud transkriptsioonifaktorite aktiveerimiseks tuleb rakku indutseerida
keemiliste molekulidega epigeneetiliste mehhanismide kaudu. Geenid, mis vastutavad rakkude
diferentseerumise eest, tuleb vélja lulitada ja epigeneetiliste mehhanismide abil vaigistada.
Selliste Umberkorralduste tdttu on inimese rakkude reprogrammeerimine ainult vaikeste
molekulidega siiski keeruline (Shao & Wu, 2010). Mo6ned meetodid iPS rakkude

reprogrammeerimiseks on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Valik meetodeid inimese rakkude reprogrammeerimisel iPS rakkudeks. Tabelis
on vélja toodud moned iPS rakkude genereerimiseks loodud meetodid, mis p&hinevad

transkriptsioonifaktoritel, miRNA-del ja véikestel molekulidel.

Reprogrammeerimiseks kasutatud Viide
faktorid

OSKM (Takahashi et al., 2007)
Oct4, Sox2, Nanog, Lin28 (Yuetal., 2007)
Oct4, Sox2, Nanog, KIf4 ja Sall4 (Yuetal., 2007)
Oct4, Soc2, KIf4, Utfl (Zhao et al., 2008)
miR302/367 klaster (Anokye-Danso et al., 2011)
lincRNA-RoR (Wen et al., 2009)
mir-200c, mir-302 s, mir-369 s (Miyoshi et al., 2011)
mir-302, miR-372 (Subramanyam et al., 2011)
Oct4, Sox2 + VPA (Huangfu, Osafune, et al., 2008)
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Oct4, KIf4 + CHIR99021, parnaat (Lietal., 2009)
Oct4, KIf4 + BIX-01294, BayK8644 (Shi et al., 2008)

1.4 Reprogrammeerimisfaktorite viimine rakku

1.4.1 Viirusvektorid

Viirusvektoritest on kbige laialdasemat kasutust leidnud retroviirusvektorid, kuna neil on kérge
ulekandeefektiivsus ning bioloogia on hésti teada (Shao & Wu, 2010). Retroviirusvektorid
integreeruvad  hésti ainult jagunevate rakkude genoomi (Shao & Wu, 2010).
Retroviirusvektorite headest omadusest hoolimata on neil ka puudusi, mistdttu ei ole need
reprogrammeerimiseks kdige sobivamad. iPS rakkudes on peale reprogrammeerimist
ekspresseeritud endogeensed pluripotentsuse geenid ning transgeenid on vaigistatud.
Retroviirusvektorite vaigistamine iPS rakkudes ei pruugi alati olla tdhus, mistdttu vGib
transgeen aktiveeruda hiljem, suurendades nii riski kasvaja tekkeks. Iduteeliini kompetentse
iPS rakkude loomisel on ndidatud, et cMyc transgeeni reaktiveerimine vdib pdhjustada kasvaja
teket (Okita et al., 2007).

Lisaks retroviirusvektoritele kasutatakse laialdaselt ka lentiviirusvektorit (LV). Erinevalt
retroviirusvektoritest saab LV integreeruda nii jagunevatesse kui ka mittejagunevatesse
rakkudesse (Shao & Wu, 2010). LV reprogrammeerimisel on disainitud polutsistroonne LV,
milles on olemas kdik neli reprogrammeerimise transkriptsioonifaktorit, mis on thendatud
Uhes ekspressioonikassetis 2A iselGikuva valgujarjestusega, kus neli transkriptsioonifaktorit on
the promootori all. Polltsistroonse LV eeliseks on véhenenud viiruse koopia arv
transdutseeritud rakkudes ning vahenenud transgeeni vaigistamise risk. Lisaks on
politsistroonsete LV vektoritega tehtud cre/loxP stisteem ja vOetud kasutusele indutseeritavad
susteemid nagu tetratsukliinist s6ltuv aktivatsioon, et korvaldada ebaefektiivse vaigistamise ja
transgeeni reaktiveerimise tagajarjed. Cre ekspressiooniga on vdimalik kdrvaldada raku

genoomist integreeritud transgeen, kuid see vGib viia ka mutageneesini (Al Abbar et al., 2020).

1.4.2 Integreeruvad mitteviiruslikud vektorid

Reprogrammeerimisel on kasutatud ka mobiilseid geneetilisi elemente, nditeks piggyBac (PB)
transposooni  (Okita et al., 2008). Mobiilseid geneetilisi elemente kasutatakse
reprogrammeerimisel eksogeensete pluripotentsusgeenide tlekandumiseks. Nende peamiseks

positiivseks omaduseks on elemendi jarele jddnud osa vélja 16ikamise vOimalus, kasutades
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selleks transientse transposaasi ekspressiooni. Inimese rakkude reprogrammeerimisel on
transposooni keeruline kasutada, kuna inimese genoomis on endogeenseid PB sarnaseid
transposoonseid elemente, mis vdivad pohjustada genoomseid muudatusi transgeeni

valjaldikamisel (Feschotte, 2006).

1.4.3 Mitteintegreeruvad viiruslikud vektorid

Inimese iPS-ide tegemiseks on edukalt kasutatud adeno ja sendai viirust. Neid viiruseid
kasutades pole néidatud, et eksogeenne DNA integreeruks peremehe genoomi. Sellegipoolest
on selliste vektorite kasutamise efektiivsus reprogrammeerimisel 0,001%, sest tbendoliselt pole
OSKM faktorite ajutine geeniekspressioon piisav, et epigeneetikat taielikult imber kujundada
(Medvedev et al., 2010). Adenoviiruste kasutamisel tuleb teha mitmeid viiruse infektsioone ja
adenoviiruste tootmine on véga todmahukas (Omole & Fakoya, 2018). Samas on
translatsioonilises meditsiinis adenoviirustel pdhinevate meetodite rakendamine tulevikus
paljulubav (Lee et al., 2017).

Alternatiivina adenoviirustele kasutatakse Sendai viirust (SeV). SeV vektori efektiivsus
avaldub siis, kui nditeks sisestada mitmetesse rakuttiipidesse ja kudedesse vOdrast péaritolu
geene. Negatiivseks kiiljeks on aga vektori keeruline eemaldamine somaatilistest rakkudest,

kuna SeV vektorile on iseloomulik pidevalt replitseeruda (Fusaki et al., 2009).

1.4.4 Mitteintegreeruvad mitteviiruslikud vektorid

Transkripitsioonifaktoreid saab somaatilistesse rakkudesse viia ka otse, ilma et vektor
integreeruks genoomi. Mitteintegreeruvate mitteviiruslike tlekandesusteemidena kasutatakse
RNA-d (Yu et al., 2009), episomaalseid voi polutsistroonseid DNA mitteviiruslikke vektor-
susteeme (Jia et al., 2010). Sellise reprogrammeerimise efektiivsus on 5-10 korda madalam kui
lentiviirusvektoritel ning nende kasutamine vajab pohjalikku optimeerimist (Al Abbar et al.,
2020).

Episomaalseteks vektoriteks vdivad olla plasmiidid voi minicircle DNA. Nende kasutamine ei
hdlma genoomi integreerumist. Episomaalse vektori ekspressioon on rakus ajutine, mistottu on
enamasti vaja teha mitu transfektsiooni. Kui vdrrelda plasmiidide ja minicircle DNA
efektiivsust, siis minicircle DNA reprogrammeerimise efektiivsus on kdrgem, kuna see on
suuruse poolest vaiksem ning transgeeni vaigistusmehhanism on madalam (Al Abbar et al.,
2020).
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miRNAde kasutusele votmine on olnud paljulubav integratsioonivabade pluripotentsete
rakuliinide loomiseks, muutes reprogrammeerimise efektiivsemaks. Homogeensete inimese
iPS rakkude tegemiseks on asendatud cMYC miR-291-3p, miR-294 ja miR-295, mis
inhibeerivad TGFp signaalirada, mis omakorda inhibeerib EMT rada (Subramanyam et al.,
2011).

1.5 1PS kasutusvdimalused

iIPS rakuliini loomise ks peamisi eesmarke on inimeste haiguste modelleerimine. Eelk&ige
selliste haiguste, mida on katseloomadel raske luua ning on tingitud loomade ja inimeste
geneetilistest erinevustest. Seetdttu soovitaksegi leida Kliiniliste katsete jaoks rakud, mis
oleksid kattesaadavad ja lihtsasti repogrammeeritavad (Vitale et al., 2011). Inimmudelipdhist
reprogrammeerimist on katsetatud nditeks patsientidel, kellel esines nérvisusteemi haigus
amuelotroofne lateraalne skleroos (ALS). Patsiendi fibroblastid reprogrammeeriti iPS-ideks,
mida sai suunata diferentseeruma motoorseteks neuroniteks voi astrotstiutideks, et uurida
erinevaid haiguse mehhanisme. Selliseid haigusmudeleid, mis p&hinevad iPS-idel on loodud
veelgi nii monogeensete kui multigeensete haiguste pohiseid. Selline meetod annab vdimalusi
otsida haigustele uusi ravivéimalusi ning iPS rakuliini loomine aitab lahendada kisimusi
pluripotentsuse mehhanismide ja ka inimeste iPS rakuliinidele omase immunogeensuse kohta
(Bonaventura et al., 2017).

Lisaks iPS rakkude kasutamisel haiguste mudelite loomisel on nendel potentsiaal ka geeni
asendusravis, kus patsiendilt eraldatud rakkudest genereeritakse iPS rakud ning haigust
pbhjustavat geeni on vBimalik asendada terve geeniga. iPS rakk suunatakse diferentseeruma
mojutatud raku alamtulbiks ja seejarel siirdatakse rakud patsiendile tagasi. Raku
asendusteraapias on suudetud néiteks beeta-talasseemiaga patsiendi rakk reprogrammeerida
iPS rakuliiniks, mida suunati diferentseeruma vereloome rakkudeks, mis tootsid hemoglobiini
(Lin Ye et al., 2009). Regeneratiivses meditsiinis kasutatakse iPS rakke kahjustunud voi
havinenud kudede ja organite taastamisel. Selles valdkonnas on iPS rakke hakatud kasutama
néiteks dnnetuse voi haiguse tagajarel tekkinud kahjustuste ravimisel vdi kudede/organite
siirdamisel tekkivate probleemide koérvaldamisel (Liu et al., 2011). Veel on aga vaja teha
lisauuringuid parimate somaatiliste rakkude valjaselgitamiseks, et reprogrammeeritud
rakkudel oleks voimalikult stabiilne genoomne ja epigenoomne profiil (Chhabra, 2017).

Ule maailma on hakatud looma iPS rakkude pankasid, mis pakuvad teadlastele kvaliteetseid

rakke. iPS rakkude loomine on kulukas protsess ning seetfttu ei suuda paljud laborid neid ise
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luua. Loodud rakupangad vOimaldavad ligipdasu iPS rakkudele, et neid saaks kasutada ka
teaduslikes katsetes. Lisas 1, tabelis L1 on toodud véalja moned hetkel maailma eri paikades
olevad iPS rakkude pangad (Huang et al., 2019).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T60 eesmargid

Ké&esolev bakalaureuset6d on osaks suuremast cGEM (Centre for Genomics, Evolution and
Medicine) projektist, mille Uheks eesmérgiks on integratsioonivaba iPS rakuliini loomise
vOimekuse véljaarendamine. Antud t60 eksperimentaalosa eesmérgiks oli testida LCL rakkude
repogrammeerimist iPS rakkudeks, kasutades protokolli, mis pdhineb varem publitseeritud
tulemustel (Okita et al., 2011).

Nimetatud eesmargi saavutamiseks:
1. Kasvatati, transfekteeriti ja reprogrammeeriti LCL rakuliini  kasutades
elektroporeerimist plasmiididega, mis kodeerivad transkriptsioonifaktoreid OCT3/4,
SOX2, KLF4, L-MYC, RNA seonduvat valku LIN28 ja p53 vastast ShRNAd.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Plasmiidid

Kaesolevas t00s on kasutatud reprogrammeerimiseks vajalike faktorite rakku viimisel jargmisi
plasmiide:
e pCXLE-hOCT3/4-shp53-F. Episomaalne plasmiid, mis kodeerib OCT3/4
rerogrammeerimise faktorit ja p53 vastast lihikest juuksendela RNAd (ShRNA).
e pCXLE-hSK. Episomaalne plasmiid, mis kodeerib SOX2 ja KLF4
reprogrammeerimise faktoreid.
e pCXLE-hUL. Episomaalne plasmiid, mis kodeerib L-MYC ja LIN28
reprogrammeerimise faktorit.

e pCXLE-EGFP. Episomaalne plasmiid, mis kodeerib EGFP valku.

2.2.2 Rakuliinid ja s66tmed

Toos kasutati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudist saadud LCL rakuliine, mis on Epstein-
Barr viirusega immortaliseeritud limfoblastoidsed B-raku liinid. Rakke kasvatati RPMI 1640

(Corning) s66tmes, millele lisati 15% FBS-i (Gibco) ja2mM L-glutamiini. Iga 3-4 paeva tagant
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maadrati rakukultuuri tihedus hemotsiitomeetriga ning passeeriti rakke tiheduseni 2-5x10° rakku
uhes milliliitris. Rakke kasvatati koekultuuri inkubaatoris 37°C, 5% CO:2 sisalduse juures.
48h peale transfektsiooni vahetati rakkudel RPMI so6de kahekomponentse ReproTeSr™
(Stemcell) s66tme vastu, mis sisaldab TeSR™-E7™/ReproTeSR™ basaalset soddet ja 1x
ReproTeSr™ lisandit. ReproTeSr™ soode on toitjarakkude vaba ja loodud rakkude
kasvatamiseks indutseeritud pluripotentsete rakkude genereerimiseks.

Indutseeritud pluripotentsed tlvirakud passeeriti TeSR™-E8™ (Stemcell) s66tmesse, mis
koosneb TeSR™-E8™ basaalsest sodtmest ning 1x TeSR™-E8™ lisandist. E8 s00de on

toitjarakkude vaba ning loodud embriionaalsete tiivirakkude ja iPS rakkude kasvatamiseks.

2.2.3 Plasmiidide kontrollimine ja plasmiidse DNA eraldamine

Toos kasutatavad plasmiidid telliti Addgene’ist. Agaril saabunud bakterid kilvati valja
ampitsiliini sisaldavale agarsootmele. Kasvanud kolooniatest valiti tiksik koloonia, mida
kasvatati 2 mL LB s66tmes (sisaldas 100 pg/ml apmpitsiliini) loksutil 37°C, 180 rpm juures.
Plasmiidide kontrollimiseks tehti esialgu miniprep'id ja eraldatud DNA 0&igsuse kontrolliks
restriktsioonianaltiiis. Antud 18putd6 jaoks kasutati plasmiidse DNA eraldamiseks NucleoBond
Xtra Midi (Macherey-Nagel) komplekti ning midiprep'id tehti tootja poolt ette antud protokolli
jargi.  Bakterisuspensioonist eraldatud DNA kontsentratsioon mdddeti NanoDrop

spektrofotomeetriga (Thermo Scientific).

2.2.4 Restriktsioonianallitis

Eraldatud plasmiidse DNA 0Oigsuse kontollimiseks teostati restriktsioonianaliils.
Restriktsioonisegusse pandi 1 pg plasmiidset DNA-d, 0,5 pl EcoRI ensmiimi (Thermo
Scientific), 2ul 10X EcoRI puhvrit (Thermo Scientific) ja mQ vett I6ppruumalani 20 pl.
Restriktsioonisegu inkubeeriti 37°C juures 1h. Kontrollproovideks kasutati ilma
restriktsiooniensuiimita I6ikamata plasmiide 16ppruumalaga 10 ul, mis sisaldas 1ug DNA-d.
Proovide edasiseks analliisimiseks kasutati geelelektroforeesi 1% TBE agaroosgeelis. 100 mL
geeli valmistamiseks kasutati 0,5X TBE puhvrit ja agaroospulbrit, DNA visuliseerimiseks
lisati geelile 0,05 pg/ul etiidiumbromiidi. Proovidele lisati enne geelile kandmist juurde 2 pl
6x Loading dye-d (Thermo Scientific). Pikkusmarkerina kasutati O'GeneRuler 1kb DNA
Ladder markerit (Thermo Scientific). Geelile kanti 12 ul proovi ja 4.5 ul pikkusmarkerit.
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Geelelektroforees viidi 1abi 220V juures 40 min 0,5X TBE puhvris. DNA visualiseeriti UV

valgusega ergastades, kasutades Uvipro geeli dokumentatsioonisusteemi (Uvitec).

2.2.5 Sangeri sekveneerimine

Plasmiidide Gigsust kontrolliti lisaks ka Sangeri sekveneerimise meetodil Tartu Ulikooli
Genoomika instituudi tuumiklaboris. Saadud sekventside plasmiidse DNA jérjestuse
joondamine teostati veebip8hise programmiga Benchling. Sekveneerimisel kasutatud

praimerid on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Sangeri sekveneerimisel kasutatud praimerid.
pCAG-F 5 - GCAACGTGCTGGTTATTGTG - 3

WPRE-R 5'- CATAGCGTAAAAGGAGCAACA -3

2.2.6 Transfektsioon elektroporatsiooni meetodil

Plasmiidid transfekteeriti rakkudesse kasutades elektroporatsioonimasinat Neon® Transfection
System (Thermo Scientific). Enne LCL rakkude reprogrammeerimise protokolli alustamist
tehti transfektsioon kolme LCL rakuliiniga, M59, M60 ja M66, et teada saada, millise rakuliini
transfektsiooni efektiivsus on kdige parem. 24h enne transfektsiooni vahetati LCL rakkudel
s60de. Jargmisel paeval loendati rakkude tihedus hemotsiitomeetriga, transfektsiooniks vajalik
rakkude arv oli 1x10°. Rakud tdsteti 50 mL tuubi ning tsentrifuugiti (Eppendorf Centrifuge
Sigma 4K15) 185 x g, 5 min parameetritega, toatemperatuuri juures (jargnevalt kehtivad alati
samad parameetrid). Rakkudelt aspireeriti s60de, pesti PBS-iga (Lonza) ning tsentrifuugiti.
PBS aspireeriti ja rakud suspendeeriti 1 mL resuspensiooni puhvris (R puhver, Thermo
Scientific). Rakkudele lisati 1,5 pg plasmiidi. Elektroporatsiooniks voeti 1x10° rakku 100 pl
ning tehti elektroporatsioon parameetritega 1350 V, 30 ms, 1 pulss (edaspidi Neon 1) ja 1100
V, 30 ms, 1 pulss (edaspidi Neon 2), kasutades Neon® Transfection System (Thermo Scientific)
masinat. Transfektsiooni efektiivsuse méédramise katsel jaotati rakud 6-kannulisele koekultuuri
plaadile 3 kannu vastavalt 100 pl (1x10°) transfekteerimata ja plasmiidideta rakud, 100 ul
transfekteeritud ja plasmiidideta rakud, 100 ul Neon 1 parameetritega ning 100 ul Neon 2
parameetritega transfektsioon (joonis 1). 24h peale transfektsiooni kontrolliti EGFP signaali

fluorestsentsmikroskoobiga (CellR, Olympus).
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Joonis 1. Elektroporatsioonikatse skeem 6-kannulisel koekultuuri plaadil. Neon 1 téhistab

1350V, 30 ms, 1 pulss parameetritega transfektsiooni. Neon 2 téhistab 1100 V, 30 ms, 1 pulss
parameetritega transfektsiooni.

LCL rakkude reprogrammeerimise katsel loendati transfektsiooniks rakud hemotsitomeetriga,
kasutades varvimist 1X trlpaansinisega, eristamaks surnud ja elusaid rakke. Rakud
tsentrifuugiti, aspireeriti s66de ja pesti PBS-iga. Seejarel tsentrifuugiti, aspireeriti PBS ja
suspendeeriti rakud 1 mL resuspensiooni puhvris (R puhver, Thermo Scientific). Valmistati
ette 1,5 mL tuub 0,9 mL RMPI 1640 s6ddet 2 reaktsiooni jaoks. Rakud tdsteti 100 pl kaupa
kahte 1,5 mL tuubi ning mdlemasse tuubi lisati kdik 4 plasmiidi koguses 1,5 pg. Uhe tuubi
rakkudega tehti transfektsiooni Neon 1 parameetritega ja teise tuubi rakkudega Neon 2
parameetritega. Peale transfektsiooni pandi rakud ette valmistatud 0,9 mL sd6tmega tuubi.
Mdlema reaktsiooni rakud jaotati 6-kannulisele Matrigeliga (Corning) kaetud koekultuuri
plaadile vastavalt, et rakkude tihedused oleksid 5x10°, 3x10°, 2x10°. Erinevate tihedustega
rakkude kulvamise eesmark oli méérata LCL rakkude reprogrammeerimiseks optimaalne
tihedus (joonis 2). 24h peale transfektsiooni kontrolliti fluorestsentsmikroskoobiga (CellR,
Olympus) EGFP signaali.
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Joonis 2. Tiheduskatse skeem 6-kannulisel koekultuuri plaadil. Neon 1 (kannud 1-3)

tahistab 1350 V, 30 ms, 1 pulss parameetritega transfektsiooni. Neon 2 (kannud 4-6) tahistab

1100 V, 30 ms, 1 pulss parameetritega transfektsiooni.

2.2.7 FACS analiis

LCL rakkude transfektsiooni efektiivsuse kontollimiseks tehti 48h peale transfektsiooni FACS
analtiis, kasutades labivoolutsiitomeetrit FACSAria | (BD Biosciences), et méérata kindlaks
EGFP positiivsete ja negatiivsete rakkude hulk. Rakud pipeteeriti FACS-i tuubidesse l&bi
sbelaga korgi ja tsentrifuugiti. S66de aspireeriti, lisati 300 ul 5% FBSi-ga PBS-i (Lonza) ja
DAPI (1:2000). Iga proovi kohta tehti positiivne ja negatiivne kontroll (transfekteerimata ja

plasmiidideta rakud).

2.2.8 LCL rakkude reprogrammeerimine

LCL rakkude reprogrammeerimine teostati protokolli jargi (Lisa 5), mis on saadud Tartu
Ulikooli Genoomika Instituudi vanemteaduri Irene Gallego Romero kaest. Protokoll pdhineb
varem publitseeritud t66del (Stemcell Technologies Erythroid Progenitor reprogramming
protocol, LifeTech Epi5 CD34+ reprogramming protocol, Agu et al 2015, Bryan Pavlovic,
Wen Ting Tan's reprogramming protocol, Okita et al., 2011). Reprogrammeerimise protokolli
pikkus on 25+ péeva.

LCL rakkude reprogrammeerimise esimesel pédeval peale transfektsiooni kontrolliti
fluorestsentsmikroskoobiga EGFP signaali. Teisel p&eval lisati 1 mL RPMI 1640 (Corning)
s60det, ilma eelmist soddet eemaldamata. Kolmandal ja viiendal pdeval lisati 1 mL
ReproTeSR™ (Stemcell) soodet, ilma soodet eemaldamata. Seitsmendal paeval aspireeriti

s60de kdikides kannudest ning lisati 2 mL ReproTeSR™ séddet 1 kannu kohta. 8 - 27 paevani

22



vahetati s60det iga 1-2 pédeva tagant, olenevalt so6tme pH muutustest ja surnud rakkude

hulgast. Igal s66tmevahetusel kasutati 2 mL ReproTeSR™ séddet.

2.2.9iPS rakkude kasvatamine koekultuuris

Tuvirakkudele sarnanevate kolooniate ilmumisel passeeriti kolooniad manuaalselt. Selleks
aspireeriti reprogrammeeritud rakkudelt s6ode, lisati 1 mL TeSR™-E8™ soddet (Stemcell),
kraabiti pipetiotsikuga iPS rakkude kolooniad plaadi kiljest lahti ja tdsteti 12-kannulisele
Matrigeliga (Corning) kaetud koekultuuri plaadile. S66det ei vahetatud 24h peale passeerimist,
et anda rakkudele rohkem aega kinnitumiseks. Edaspidi vahetati TeSR™-E8™ s@ddet iga
péev. Kui rakud olid saavutanud piisava tiheduse, passeeriti reprogrammeeritavad rakud 0,5
mM EDTA-ga 12-kannulisele plaadile. EDTA-ga passeerimisel pesti kdigepealt rakke PBS-
iga ja seejarel inkubeeriti 4-5 min 0,5 mM EDTA-ga. Inkubatsiooni 18ppedes aspireeriti
rakkudelt so6de ja suspendeeriti TeSR™-E8™ stotmes. Seejarel tdsteti rakud 12-kannulisele
Matrigeliga kaetud plaadile. Edaspidi passeeriti rakke iga 5 péeva tagant 6-kannulisele
Matrigeliga kaetud koekultuuri plaadile. Peale EDTA-ga passeerimist vahetati rakkudel
igapaevaselt TeSR™-E8™ spodet. Rakkude paremaks kinnitumiseks kasutati ROCK
inhibiitorit (Y-27632, Stemcell) lahjendusega 1:1000 igal passeerimisel. Teises katses teostati
kdik passeerimised peale kolooniate valimist manuaalselt ja kasutati alati ROCK inhibiitorit.

Rakkude vaatamiseks kasutati mikroskoopi Nikon SMZ800 ja kaameraststeemi DS-L2.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Plasmiidide restriktsioonianaltis

Eraldatud  plasmiidide  kontrollimiseks  ldigati  vastavaid  plasmiide  EcoRI
restriktsiooniensuiimiga. Joonisel 3 on naha geelelektroforeesil lahutatud EcoRI-ga I8igatud
(rajad 2-5) ja I6ikamata plasmiidid (rajad 6-9). Addgene’ist saadud sekveneeritud plasmiidi
jarjestuse pohjal vaadati millistest kohtadest EcoRI restriktsioonienstim I8ikab (Lisa 2, joonis
L2) ja leiti oodatavad fragmentide pikkused DNA I6ikamisel (Tabel 3). Antud katse
geelelektroforeesi tulemus nditas, et kdikide t60s kasutatavate plasmiidide DNA fragmendid
vastavad peale l6ikamist oodatud pikkustele ja bakterisuspensioonist eraldatud plasmiidne
DNA on dige. Plasmiidset DNA-d kontrolliti ka Sangeri sekveneerimisega, kasutades pCAG-
F ja WPRE-R praimereid. Saadud tulemused joondati avalikult kattesaadava sekveneeritud
plasmiidi jarjestusega. Sekveneerimise tulemused néitasid, et eraldatud plasmiidide jarjestused

kattusid oodatavate DNA jarjestustega (Lisa 3, joonis L3).

Tabel 3. Plasmiidide suurused (bp) ja EcoRI restriktaasiga ldigatud DNA oodatavad
fragmentide pikkused (bp).
Plasmiid Plasmiidi suurus EcoRl  enstiimiga  ldikamisel

oodatud fragmentide pikkused

pCXLE-hSK 12 693 bp 10180 bp
2513 bp
pCXLE-hUL 11 424 bp 9553 bp
1871 bp
pCXLE-EGFP 10 911 bp 10179 bp
732 bp
pCXLE-hOCT3/4- 11 681 bp 6834 bp
shp53-F 3739 bp
1108 bp
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Joonis 3. Puhastatud plasmiidse DNA restriktsioonanaltiiis. 1. rajal on suurusmarker
(GeneRuler 1 kb). 2-5 rajal on I8igatud plasmiidid EcoRl restriktaasiga. 6-9 rajal on kontrollina

I6ikamata puhastatud plasmiidid.

2.3.2 LCL rakkude transfektsiooni efektiivsuse maaramine kasutades FACS analUusi

LCL rakkude reprogrammeerimiseks on vajalik vastavate plasmiidide sisseviimine rakkudesse.
SeetOttu teostati kontrollkatsed LCL M59, LCL M60 ja LCL M66 rakuliinidega, et leida
sobivad transfektsioonitingimused ja tuvastada, kas rakuliinide vahel erineb transfektsiooni
efektiivsus. Selleks viidi l&bi transfektsioon elektroporatsiooni meetodil, kasutades
parameetreid 1350 V, 30 ms, 1 pulss (Neon 1) ja 1100 V, 30 ms, 1 pulss (Neon 2), kus viidi
rakku pCXLE-EGFP plasmiid, mis kodeerib EGFP valku. 48h peale transfektsiooni kontrolliti
fluorestsentsmikroskoobiga EGFP fluorestsentsi transfektsiooni toimumise hindamiseks
(Joonis 4). Rakkude transfektsiooni efektiivsuse vordlemiseks tehti 48h peale transfektsiooni
FACS analliis, kus transfektsiooni efektiivsuse hindamiseks anallsiti EGFP valku
ekspresseeritavate rakkude hulka. Lisaks kasutati DAPI-t surnud rakkude tuvastamiseks (Lisa
4, joonis L4). Kontrollina tehti rakkudele mock transfektsioon, kus puudus plasmiid. Negatiivse
konrollina kasutati ka transfekteerimata, ilma plasmiiditeta rakke, et vorrelda rakkude suremust
transfekteeritud rakkudega. Transfektiooni katse kdigi kolme LCL rakuliiniga viidi 1&bi kolm

korda ja saadud tulemustest vdeti keskmine, mis on esitatud joonisel 5.
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Joonis 4. EGFP fluorestsentsi kontroll fluorestsentsmikroskoobiga 48h peale
transfektsiooni. A LCL M59 rakuliin. B LCL M60 rakuliin. C LCL M66 rakuliin. Naidatud
on nii EGFP signaal (iulemised paneelid) kui ka valges valguses visualiseeritud rakud (alumised

paneelid). Koik pildid on tehtud 100x suurendusega.

LCL M59 rakuliini keskmiseks transfektsiooni efektiivsuseks saadi Neon 1 transfektsiooniga
11,73% ja Neon 2 transfektsiooniga 6,60%. Surnud rakkude osakaal oli Neon 2
transfektsioonis suurem kui Neon 1 transfektsiooniga. LCL M60 rakuliini keskmiseks
transfektsiooni efektiivsuseks saadi 25,87% Neon 1 transfektsiooniga ja 20,77% Neon 2
transfektsiooniga. Surnud rakkude protsent oli Neon 2 parameetritega suurem kui Neon 1
puhul. LCL M66 transfektsiooni keskmiseks efektiivsuseks saadi 24,37% Neonl
transfektsiooniga ja 16,80 % Neon 2 transfektsiooniga. Surnud rakkude protsent oli sellel
rakuliinil mdlemate parameetritega transfektsioonil samavéarne. Koikide LCL rakkude
suremust suurendas plasmiidide sisseviimine rakkudesse, kuna transfekteeritud rakkude

suremus oli kdrgem vorreldes mock transfektsiooni labinud rakkudega.
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Joonis 5. LCL rakkude kolme katse keskmine transfektsiooni efektiivsus. EGFP nditab
transfektsiooni efektiivsust, DAPI-ga vaadati surnud rakkude protsenti. Mock transfektsioon
naitab surnud rakkude protsenti transfekteeritud kuid ilma plasmiidideta rakkude puhul.

Kontrolliks kasutati transfekteerimata rakke. Andmed on esitatud koos standardhélbega.

Transfektsiooni efektiivsuse hindamise katse kolme rakuliini vahel néitas, et kdige kdrgem oli
transfektsiooni efektiivsus LCL M60 rakuliiniga ja kdige madalam LCL M59 rakuliiniga.
Lahtudes eelnevatest tulemustest, valiti LCL rakkude reprogrammeerimisel iPS rakkudeks
LCL M60 rakuliin, millel oli Neon 1 parameetritega transfektsiooni efektiivsus pCXLE-EGFP
plasmiidiga kdige kdrgem.

2.3.3 LCL rakkude reprogrammeerimine iPS rakkudeks

LCL M60 rakuliini reprogrammeerimine iPS rakkudeks teostati vastavalt LCL rakkude
reprogrammeerimise protokollile. Antud katse, alates transfektsioonist kuni esimeste iPS
kolooniate passeerimiseni, kestis kokku 28 paeva (Joonis 6).
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Joonis 6. Skemaatiline diagramm LCL rakkude reprogrammeerimisest iPS rakkudeks.
Joonisel on nédidatud LCL M60 rakuliini reprogrammeerimise olulisemad etapid alates LCL

rakkude transfekteerimisest kuni esimeste iPS kolooniate passeerimiseni.

LCL rakud on morfoloogialt Umarad ja kasvavad klompidena (Joonis 7, -1 péev).
Reprogrammeerimise esimestel paevadel oli ndha LCL rakkudele omaseid kogumikke kui ka
uksikuid rakke. 48h peale transfektsiooni vaadati EGFP signaali fluorestsentsmikroskoobiga,
kus néhti kdikides koekultuuri plaadi kannudes EGFP signaali (Joonis 7, 2. pdev), mis néitab,
et transfektsioon oli Gnnestunud ja plasmiidid rakku sisenenud. 5. p&eval (Joonis 7, 5. péev)
hakati taheldama Uksikute rakkude kinnitumist plaadile. Esimene s66tmevahetus tehti 7.
péeval. Peale so0tmevahetust vOis tdheldada, et osad rakud olid oma kujult muutunud
piklikumaks ja hakanud moodustama jétkeid (Joonis 7, 10. pdev). Neon 1 transfektsiooniga
kannudes oli kdige rohkem muutunud rakke 5x10° ja 3x10° tiheduse juures. Neon 2
transfektsiooniga kannudes toimusid rakkude morfoloogilised muutused hiljem kui Neon 1
transfektsiooniga kannudes, mis voib olla tingitud sellest, et nende parameetritega on
transfektsiooniefektiivsus madalam. 15. p&eval oli néha suuri rakkude kogumikke, kus oli
erineva morfoloogiga rakke (Joonis 7, 15. pdev). 20. paevaks olid tekkinud selgelt piiritlemata
rakkude kogumikud (Joonis 7, 20. péev). 21. péeval vaadati rakke fluorestsentsmikroskoobi all
ja kontrolliti EGFP signaali, mis oli endiselt tugevalt olemas (Joonis 7, 21. paev). 23. paeval
oli ndha rakkude kogumikke, mis hakkasid meenutama tiivirakulaadseid kolooniaid. 28.

péevaks olid kolooniad kasvanud suuremaks ja olid valmis passeerimiseks.
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Joonis 7. LCL rakkude reprogrammeerimine iPS rakkudeks. Joonisel on toodud pildid
alates Uks péev enne rakkude transfekteerimist kuni 28. p&evani, kui olid moodustunud
esimesed iPS kolooniad. 2. ja 21. pdeva pildid on tehtud fluorestsentsmikroskoobiga EGFP

signaali kontrollimiseks.

Erineva tihedusega véljakilvatud rakkude vordluses selgus, et kdige rohkem tekkis iPS
kolooniaid 5x10° tiheduse juures, 9 iPS rakkude kolooniat 1 kannu kohta. Tabelis 4 on
vorreldud tekkinud tlvirakusarnaste kolooniate arvu Neon 1 ja Neon 2 parameetrite ja
erinevate tiheduste juures. Rohkem tekkis iPS kolooniaid nendest LCL rakkudest, mille
transfektsioon oli tehtud Neon 1 parameetritega. Neon 2 parameetritega transfekteeritud
rakkude reprogrammeerumine oli aeglasem ning rakkude suremus oli suurem kui Neon 1

parameetritega transfekteeritud rakkudes.
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Tabel 4. Reprogrammeerimise efektiivsuse sdltumine transfektsiooni efektiivsusest ja
rakkude tihedusest 1 kannu kohta. Tabelis on toodud reprogammeerimisel saadud

kolooniate arv vastavalt rakkude tihedusele ja transfektsioonil kasutatud parameetritele.

Neonl Neon2
5x10° 9 2
3x10° 6 0
2x10° 2 0

LCL rakkude reprogrammeerimise protokolli jargi tuleb iPS kolooniad manuaalselt passeerida
E8 stotmesse. Alates reprogrammeerimise 28. péevast hakati iPS rakkude kolooniaid
manuaalselt uutesse kannudesse passerima. Uuele koekultuuri plaadile passeeriti ainult sellised

kolooniad, mis olid morfoloogialt kBige sarnasemad tiivirakkudele (Joonis 8). Kokku passeeriti

algselt 18 kolooniat.

Joonis 8. iPS rakud enne ja parast manuaalset passeerimist. Visualiseerimisel kasutati

suurendamiseks mikroskoopi SMZ800 (Nikon). A iPS koloonia enne manuaalset
passeerimist. B iPS koloonia 3 péeva peale passeerimist. C ja D iPS klooniad 6 paeva peale

passeerimist.
Antud katsetele aluseks vdetud LCL rakkude reprogrammeerimise protokollis oli éeldud, et

edasi tuleb rakke kasvatada E8 s66tmes. Tapsemate juhiste puudumisel lahtuti edasisel rakkude

kasvatamisel samadest p6himdtetest nagu kasvatatakse embrionaalseid tivirakke, kasutades
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rakkude passeerimiseks 0,5mM EDTA-d (Joonis 9). Peale igat iPS rakkude passeerimist oli
rakkude suremus véga kdrge ja ainult vaike osa rakkudest kinnitus plaadile. Antud katse rakud
surid peale viiendat passeerimist, kui ei kaustatud enam ROCK inhibiitorit. Konsulteerides dr
Irene Galleo Romeroga, kellel on iPS rakkude tegemise kogemus antud protokolli kasutades,
selgus, et rakke tuleks peale kolooniate eraldamist passeerida 10 korral manuaalselt ja alati
tuleb kasutada ROCK inhibiitorit.

A B C

e, 80K L & 63X | 63X
Joonis 9. iPS rakud peale EDTAga passeerimist. A iPS rakud 1 pédev peale passeerimist.

B iPS rakud 3 pédeva peale passeerimist. C iPS rakud 5 péeva peale passeerimist.

Kuna LCL M60 rakuliiniga reprogrammeerimise katses saadud k&ik iPS rakud surid, alustati
teise katsega, kus reprogrammeeriti LCL M59, LCL M60 ja LCL M66 rakuliinid. Teise katsega
taheti vOrrelda kas kolme rakuliini reprogrammeerimise efektiivsuses esineb erinevusi
olenemata sellest, et transfektsiooni efektiivsus oli LCL M59 ja LCL M66 liinidel madalam
kui LCL M60 liinil. Teises katses kasutati sama protokolli, mida kasutati esimeses katses, kuid
eelnevate katsete pohjal saadud tulemusi aluseks vottes, tehti iga rakuliini transfektsioon ainult
Neon 1 parameetritega ja rakud kiilvati plaadile tiksnes 5x10° tihedusega iihe kannu kohta.
Sellel katsel taheldati, et juba neljandal péeval toimus rakkude morfoloogias muutusi.
Esimesed iPS kolooniad olid passerimiseks valmis juba 18. paeval peale transfektsiooni. Kdige
halvema reprogrammeerimise efektiivsusega oli LCL M59 rakuliin, millel oli ka
transfektsiooni efektiivsus kdige madalam. Samas oli LCL M®66 rakuliin vaga hea
reprogrammeerimise efektiivsusega. Selle puhul tekkis 20+ kolooniat, mis oli oluliselt ronkem
kui LCL M60 rakuliini puhul. Teises katses kulvati edasi kokku 30 kolooniat, millest
kolmandaks passaaziks jaid ellu 7. Selleks ajaks kasvasid allesjdanud rakud hésti ja olid
embrionaalsetele tivirakkudele omase morfoloogiaga (Joonis 10). LOputtd esitamise ajaks ei
olnud antud katses iPS rakkude passeerimiste arv ega ka rakkude hulk piisav, et teha FACS

analliis pluripotentsuse analttsimiseks.
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Joonis 10. iPS ja H9 inimese embriionaalse tiviraku liini vérdlus. A ja B LCL M60 rakuliin
reprogrammeeritud iPS rakkudeks. C Vordluseks kasutatud H9 inimese embriionaalset
tlviraku liini. iPS rakud sarnanevad morfoloogialt ES rakuliiniga.

2.4 Arutelu

Antud t66s loodud iPS rakkude morfoloogia vordluseks kasutati H9 inimese embriionaalset
tiviraku liini (saadud TUMRI vanemlaborant Annika Treilt). ES rakke iseloomustab
kompaktne koloonia, millel on kindel maaratletud piir ja teravatipulised koloonia dared. Samad
tunnused esinesid ka iPS kolooniatel.

LCL M60 rakuliini reprogrammeerimises tehti tiheduskatse, mis nditas, et kdige parem
elulemus ja reprogrammeerimise efektiivsus saadi rakkudega, mis olid kilvatud 5x10°
tihedusega 1 kannu kohta. 2x10° tihedus 1 kannu kohta oli liiga madal reprogrammeerimiseks,
kuna hdreda tiheduse juures on rakkude suremus suurem. Lisaks vdrreldi omavahel 1350 V,
30 ms, 1 pulss (Neon 1) ja 1100 V, 30 ms, 1 pulss (Neon 2) transfektsiooni parameetreid.
Transfektsiooni efektiivsuse analtiisimisel FACS andmete p6hjal saadi antud t60s parim
keskmine transfektsiooni efektiivsus 25,8 % Neon 1 parameetreid ja LCL M60 rakuliini
kasutades.

iIPS rakkude passerimiseks kasutatakse nii enstimaatilist kui ka mitteensimaatilist meetodit.
Antud t60s kasutati esimeses reprogrammeerimise katses passeerimiseks EDTA-d ja teises
katses manuaalset meetodit. Teine katse nditas, et reprogrammeerimise faasis on rakkudele
parem manuaalne passeerimine, tagades nii madalama suremuse. Varasemates t6odes on iPS
rakke enne nende anallsimist passeeritud 3-5 korda (Kumar et al., 2020), kuid ka tle kiimne
korra (Choi et al., 2011). Antud protokolli alusel tuleks rakke peale kolooniate edasikiilvamist
passeerida manuaalselt 10 korda, mis tagaks vdimalikult puhta kultuuri, kuna iPS rakkudel
séilib mingil ma&ral veel epigeneetiline malu (Vaskova et al., 2013), kuid mida pikema
perioodi véaltel rakke kasvatada, seda enam epigeneetiline mélu kustub. Peale 10. passeerimist
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peaks iPS rakkudest kadunud olema ka plasmiidid. Reprogrammeerimise kaigus peaks
plasmiidide kontsentratsioon peale igat raku jagunemist véhenema. Selle analiitisimiseks tuleks
teha PCR, kus kasutatakse praimereid, mis vastavad plasmiidse DNA jdrjestusele, ja antud
metoodikat kasutades analulsida, kas plasmiidne DNA on reprogrammeerumise kaigus
integreerunud genoomi. Peale seda vOib analliisida pluripotentsuse markerite ekspressiooni,
kasutades FACS analliusi. Lisaks tuleks teha in vitro diferentseerimise katseid, et kinnitada iPS
rakkude pluripotentset arengupotentsiaali. Saadud iPS rakuliinid saab kilmutada, et neid oleks
vOimalik kasutada edasistes katsetes.

iPS rakkude suur suremus peale passeerimist v3ib olla tingitud sellest, et oma morfoloogialt
meenutavad nad kill ES rakke, kuid tegelikult pole need wveel téielikult
umberprogrammeerunud vdi pole iPS rakud. Varasemates to0des on rakkude selekteerimiseks
kasutatud TRA-1-81 varvimist, mis aitab eristada ainult taielikult reprogrammeerunud rakke
(Kumar et al., 2020). Teises katses saadud ES rakke meenutavate kolooniatega saadud iPS
rakud annavad lootust, et LCL rakkude reprogrammeerimine iPS rakkudeks on dnnestunud,

kuid selle 16plik kinnitamine vajab veel lisakatseid.
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KOKKUVOTE

Antud 16putdd eesmark oli testida protokolli LCL rakkude reprogrammeerimiseks iPS
rakkudeks ning selle jargi luua integratsioonivaba indutseeritud pluripotentne tuvirakuliin.
Lisaks leiti katsete tegemise kaigus rakkude reprogrammeerimiseks optimaalsed rakkude
transfekteerimise parameetrid ja kilvamise tihedus. LCL rakkude reprogrammeerimiseks
kasutati OCT4, SOX2, KLF4 ja L-MYC transkriptsioonifaktoreid, RNA seonduvat valku
LIN28 ja p53 vastast sShRNAd, mida kodeerivad plasmiidid viidi rakku transfektsiooniga
elektroporatsiooni meetodil.

Antud 16putdos tehtud katsete pohjal selgus, et elektroporatsiooni parameetrid 1350 V, 30 ms,
1 pulss ja 5x10° rakkude tihedus 1 kannu kohta on efektiivsed LCL rakkude
reprogrammeerimiseks. Samuti leiti, et iPS rakkude kolooniate passeerimiseks on rakkude
suurema elulemuse saavutamiseks parem eelistada manuaalset passeerimist enslimaatilisele
passeerimisele. Saadud iPS kolooniatega ei joutud saavutada piisavalt suurt passaazide arvu
ning tihedust pluripotentsuse markerite analtiisimiseks. Selleks, et ndidata saadud iPS rakkude
sarnasust ES rakkudega vorreldi neid inimese ES rakuliiniga H9. Vdrdlemine morfoloogia
pdhjal néitas, et iPS rakud on kdikide morfoloogiliste tunnuste poolest sarnased ES rakkudele
ja H9 rakuliinile. Sellest vdib jareldada, et t66s kasutatud reprogarmmeerimise protokolli jargi
on vbimalik LCL rakke iPS rakkudeks reprogrammeerida.

Kéesoleva 10puttd katsetes saadud iPS rakkudega tuleb teha veel tédiendavaid katseid
pluripotentsusmarkerite analtiisimiseks ja iPS rakkude pluripotentse arengupotentsiaali
kinnitamiseks. Seejérel on voimalik iPS rakud kiilmutada, et kasutada neid tulevikus edasistes

katsetes.
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Creation of induced pluripotent stem cells from LCL cells

Laura Liivand

Summary

Induced pluripotent stem cells (iPS cells) are created from somatic cells, which have to be
reprogrammed to look and act like embryonic stem cells. iPS cells were first described by
Shinya Yamanaka in 2006. He discovered a combination of transcription factors (Oct4, Sox2,
KIf4 and L-Myc), which were used to reprogram mouse fibroblast cells into iPS cells using
retrovirus vectors to introduce the transcription factors into the cells. Similarly to embryonic
stem cells, iPS cells are capable of limitless self-renewal and developing into all three germ
layers: mesoderm, endoderm or ectoderm. The discovery of iPS cells has been a big
breakthrough in science. They can be used to create disease models, to find new
pharmaceuticals and have huge potential in regenerative medicine. Patient-specific stem cells
can be created from iPS cells, preventing unwanted response from the immune system.

The aim of this study was to test the reprogramming of LCL cells to iPS cells using a previously
published protocol. Reprogramming lasted approximately one month and during this time
changes in cell morphology and cell mortality were monitored. LCL cells reprogramming
experiment was performed twice.

The experiments performed in this research concluded that transfection parameters 1350V,
30ms, 1 pulse and cell density of 5x10° were effective for reprogramming of LCL cells.
Furthermore, manually passaged iPS cell colonies had better survival than after enzymatic
passaging. Due to low passage number and low density of iPS cells FACS analysis of
pluripotency markers could not be performed. The induced pluripotent stem cells were
compared to human embryonic stem cell line H9. When compared by morphology, these iPS
cells looked similar to H9 cell line. This suggests that using this particular protocol LCL cells
can be reprogrammed to iPS cells.

iPS cells created during this research need further tests to analyze pluripotency markers and to
confirm pluripotency of these iPS cells. After these tests, the cells can be frozen to be used in

future experiments.
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LISAD
LISA 1. iPS rakkude pangad.

Tabel L1. iPS rakkude pangad. Tabelis on toodud Uksuste nimed ja nende asukohad, kes

tegelevad iPS rakkude pankade loomisega. Tabel pole 16plik. (Kohandatud Huang et al., 2019)

European Bank for induced Euroopa

pluripotent Stem Cells

Center for iPS Cell Research and Jaapan
Application

California regeneratiivse meditsiini USA
instituut

Coriell Institute for Medical Research ~ USA
Fujifilm Cellular Dynamics USA
International

Human Induced Pluripotent Stem Cell UK
Initiative

Human Disease iPSC Consortium Taiwan
Resource Center (Taiwan Human

Disease iPSC Consortium)

Institute of Physical and Chemical Jaapan
Research

Korean National Stem Cell Bank Korea
WiCell Research Institute USA
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LISA 2. T66s kasutatud plasmiidid

PCXLE-hUL (11424 bp)

A AR pronot er, Pvul, Scal, Psp14061, Sspl QW enhancer, Sal |, Ecol1051, Ppu21l
Nsbl, Psp14061 Eco47l1 |
Eani 105! Eco471 11|
Eco52!
Bpul102l, Pf1 231 1, Aar |

Mel

EcoR
L4440
Laul Pas|
Bsulsl, +4 Aol
Aanl Sgs!
Adel
Eco9ll
Pas| BanH
+2 Aul
+1 +1
+1
+1
Aol pCALE- hUL
2 11424 bp sl
Kpn2!
Mul
Pael
+1
EcoR, +1
VWRE R
Mh1103!
Byl
Minl Byl ob-pAR +1
| oxR Munl rbgl obpA-R
u21l Aul
Sacl M3 Reverse +3
Ecl 1361 | BsulS!
Kpn2l Eco9ll
XnaJl
pCXLE-hOCT3/4-shp53-F (11681 bp)
ATpR pronot er, Pvul, Scal, Psp14061, Sspl QW enhancer, chi cken bet a-actin promot er, +3
Nsbl, Psp14061 Eco47l 11
Eani105I Eco47i 1|
B Eco52l
PX12311, Aarl

pCXLE- hQCT3/ 4- shp53- F
11681 bp

M3 Reverse
| ac operat or

+2
Bsul5l, Eco9ll
|

KFl
Mph1103I Eco1471
Minl, Gsi | Xnadl
| oxR Minl Kpn2l

Esp3l K1l
Ecl 1361 1, Sacl, Ppu21l, Esp3l
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Joonis L2. Toos

pCXLE-hSK (12693 bp)

ApR pronot er, Pvul, Scal, Psp1406l, Sspl Sall
Nsbl, Psp14061 QW enhancer
+2

chineric intron Pfl 2311
Mel

Xbal
EcoR, Bsp14071
Lgul Gpol
Bsulsl, +5 Psyl
Mal1269!

Adel Puul |
FspAl
KspAl Nsbl
Eco9ll
Eco32! Bel |
Aol
+1
+1
Mul +1
12693 bp "
Adel
+1
Pael, +1
Qil
Mph1103! Qil
EcoR, +1
Gsi l WRER
| oxP Minl, +2
Factor Xa site
Bgl ob-pA-R+3
ul
M3 Reverse
| ac operator,|ac pronoter, +1
Kl Bsulsl
Eco9ll, Xagl, K 1, Ecol471, XnaJl, Kpn2!
pPCXLE-EGFP (10911 bp)
KspAl, Aanl, Pasl, Adel, Aanl, Bsul5l, Xbal, Sal |, +2 BanH
Eco32! Lgul
Aol
Bsell, Eani105! Eani105I
Nsbl, Psp1406!
+1
Gsil
+3
Minl

Bsp1407
XmaJl EcoR

Eco9ll, Xagl, K1 1, Eco1471

Pstl, Bsulsl Bolll

komponendid ja restriktsiooniensttmide I6ikamiskohad. A pCXLE-hUL plasmiid, mis
kodeerib L-Myc ja Lin28 reprogrammeerimise faktoreid. B pCXLE-hOCT3/4-shp53-F
plasmiid, mis kodeerib Oct3/4 reprogrammeerimise faktorit ja p53 vastast ltihikest juuksendela
RNAd. C pCXLE-hSK plasmiid, mis kodeerib Sox2 ja KIf4 reprogrammeerimise faktoreid. D
pCXLE-EGFP plasmiid, mis kodeerib EGFP valku. Joonisel on mérgitud oranzi vérviga EcoRl

restriktsiooniensutimi 16ikamise kohad.
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LISA 3. Sekveneerimistulemused

e IO T A T

poxeger acccgcegecgaggtgaagttcgagggegacaccctggtgaaccgeatcegagetgaagggeategacttce

A -

« | PCXLE-EGFP_WPRE- x

R_EO8 (pCXLE-
AAAANAAMANMAANN WAAAANNANAANAAAMNNANAA

EGFP_WPRE-
“/ACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTC

R_E08.ab1)
. [PCXLEEGFP_pCAG- x

F_FO8 [pCXLE-
EGFP_pCAG-
F_FOB.abl)
AAAAAMA WAAAAAANAMA WAAANANNAAAMAANAAANNAANANNANAAS AN
ACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTC,
Il
(]
2,000 4, s,q‘m 8,000 10,000
. Template
perLEn ttccggagcttgaaggagggtgaggcagtggagttcacctttaagaagtcagecaagggtetggaatccatecgtgtcaccggacctggt
B
‘source
« PCXLEhUL_pCAG- =
F_DOB [pCXLE-
hUL_pCAG-
F_DOB ab1)
o)
. PCXLEhUL_WPRE- x
R_COB (pCXLE-
hUL_WPRE-
R_COBab)
hmnmummumh1umdhhmmm“lnhuulnmillhhud“dulnum

~ TTCCGGAGCTTGAAGGAGGGTGAGGCAGTGGAGTTCACCT TTAAGAAGT CAGCCAAGGGTCTGGAATCCATCCGTGTCACCGGACCTGGT
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. Template
C :,,C:E,L;’;mmw gtatcgagaaccgagtgagaggcaacctggagaatttgttcctgeagtgeccgaaacccacactgecagecagatcagecacatcgeccag

source

« PCXLE-hOCT3_4- ®
shp53-F_WPRE-
R_GO7 (pCXLE-
hOCT3_4-5hp53-
F_WPRE-R_GO7.abT)

AGTATCGAGAACCGAGTGAGAGGCAACCTGGAGAATTTGTTCCTGCAGTGCCCGAAACCCACACTGCAGCAGATCAGCCACATCGCCCAG
CXLEhOCT3 4 x
; :npsa-F_ch:.-
F_HO7 (pCXLE-
hOCT3_4-shpS3-
F_pCAGF_H07.ab1)

2,000 4,000 6,000 8,000 10,000
. Template
D seitad aagagctcatgccacccggttectgecatgecagaggageccaagecaaagaggggaagacgategtggecccggaaaaggaccgecacce
source
. |PCXLE-hSK_pCAG-
F_BO8 (pCXLE-
hSK_pCAG-
F_BO8.ab)

. |PCXLE-hSK_WPRE- x
R_AOB (pCXLE-
hSK_WPRE-

A i A A et A A

AAGAGCTCATGCCACCCGGTTCCTGCATGCCAGAGGAGCCCAAGCCAAAGAGGGGAAGACGATCGTGGCCCCGGAAAAGGACCGCCACCC

2,000 6,000 8,000 10,800 12,000

Joonis L3. Sanger sekveneerimise tulemused. Joonistel on ndha kuvatdmmis benchling
programmist, millega joondati sekveneerimisel saadud jarjestused nii forward kui rewerse
praimeriga vastavatele plasmiididele. A pCXLE-EGFP. B pCXLE-hUL C pCXLE-hOCT3/4-
shp53-F. D pCXLE-hSK.
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LISA 4. FACS tulemused

Specimen_001-m59 neon
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Specimen_001-m88 neonl Specimen_001-m66 neon2

FA0B-450M0-A

L | L

w? e’ 10 w w' !
2-488-53030-A 2-488-530130-A

Specimen_001-m66 mock Specimen_001-m66 kontrol

Joonis L4. FACS analuisi tulemused. A LCL M59 rakuliin. B LCL M60 rakuliin. C LCL
M66 rakuliin. Joonisel on néidatud kdikide rakuliinidega tehtud FACS tulemused.
Transfektsiooni efektiivsuse hindamiseks analulsiti EGFP valku ekspresseeritavate rakkude
hulka, lisaks kasutati DAPI-t surnud rakkude tuvastamiseks. Kontrollina tehti rakkudele mock

transfektsioon ja negatiivse konrollina kasutati transfekteerimata, ilma plasmiiditeta rakke.
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LISA 5. LCL rakkude reprogrammeerimise protokoll iPS rakkudeks

Before
.

Day -1
1.

Day 0
1.

starting

Expand LCLs to at least 1 x 108 per cell line.

Prepare 0.1 mg/mL Matrigel plates according to current Matrigel protocol.

Complete ReproTeSR media by combining supplement and base media. Prepare a 50
mL aliquot, and refrigerate both at 4°C.
Allow 6-well plates to come to room temperature in the TC hood.
Thaw reprogramming vectors and aliquot 1.5 pg of each vector into 1.5 mL microfuge
tubes (one tube per cell line).

Vector

pCXLE-hOCT3/4-shp53

pCXLE-hSK

pCXLE-hUL

pCXLE-EGFP
Prepare Neon Transfection Device — connect all components according to the manual
provided.
Label 1.5 mL microfuge tube with details of each cell line to be reprogrammed and
‘RNA/DNA pellet day 0’

Electroporation

1.

2
3.
4

Resuspend LCLs to be harvested, and count cells with a haemocytometer

. Transfer 1 x 10° cells to a 15 mL centrifuge tube

Centrifuge at 1,100 RPM for 5 minutes at RT

. While cells are spinning, prepare one 0.9 mL aliquot of LCL media per cell line. Rinse

out Matrigel from wells with DPBS and add 1 mL of LCL media to each well. Incubate
at 37°C until needed.
Resuspend LCLs in 100 uL of Resuspension Buffer R (included with Neon Transfection
kit) at a concentration of 1 x 107 cells/mL.
Note: avoid storing cell suspension at room temperature for more than
15-30 minutes, as this reduces cell viability and transfection efficiency.
Transfer resuspended cells to tube with reprogramming vectors. Mix by pipetting up

and down gently.
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7. Place Neon tube into the pipette station and add 3 mL of buffer E2

8. Electroporate the cells using the following parameters:

Pulse voltage: 1350 V
Pulse width: 30 ms
Pulse number: 1

Note: Neon tube must be replaced every 10 reactions
9. Transfer cells to microfuge prepared with LCL media. Plate cells into 3 wells of the
previously prepared 6-well plate, at densities of 2 x 10°%, 3 x 10%and 5 x 10° cells per
well.
10. Fill wells with LCL media up to 2 mL. Swirl gently to distribute cells across wells, and
incubate plate at 37°C
Days 1 to 25
Day 1 — Do nothing.
Day 2 — Add 1 mL of LCL media, without removing any media from wells.
Day 3 — Add 1 mL of ReproTeSR media, without removing any media from wells.
Day 4 — Check for expression of GFP under fluorescence microscope. Note which density of
cells has the highest GFP expression. Cells should be attaching to plate and undergoing EMT
either today or tomorrow.
Day 5 — Add 1 mL of ReproTeSR media, without removing any media from wells.
Day 6 — Do nothing.
Day 7 — Aspirate media from each well. Add 2 mL of fresh ReproTeSR.
Day 8 — 25 — Change media every 1-2 days by aspirating out media and adding 2 mL of fresh
ReproTeSR. Check for cell death and changes in pH. iPSC colonies should appear around days
18 — 25. Once colonies appear, manually pick colonies into new 6-well plates using thiazovivin
or ROCK inhibitor. Seed into E8 media.
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