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Regulatoorsete T-rakkude epigeneetiline iseloomustamine autoimmuunse
poliiendokrinopaatiaga haigetel

Regulatoorsed T-rakud (Treg) on vajalikud organismi immuuntolerantsuse sdilitamisel ning
neil on pirssiv toime efektor T-rakkude funktsioonile. Regulatoorsete T-rakkude peamine
transkriptsioonifaktor on FOXP3, mis on vajalik Treg-ide arenguks, funktsiooniks ning
stabiilsuseks. FOXP3 geenis esineb iseloomulik demetiileeritud regioon, mida peetakse kdige
usaldusvaarsemaks Treg-ide markeriks. Regulatoorsete T-rakkude osakaalu vihenemine voib
viia autoimmuunhaiguste  tekkeni.  Autoimmuunne  poliiendokrinopaatia-kandidoos-
ektodermaalne diistroofia ehk APECED on autoimmuunhaigus, mille puhul on méargatud Treg-
ide osakaalu vidhenemist. APECED-i haigust pohjustavad mutatsioonid autoimmuunses
regulaatorgeenis (AIRE), mille tagajéarjel tekib liialt autoreaktiivseid T-rakke ning vdheneb
regulatoorsete T-rakkude arv. Antud uuringu kdigus vorreldi APECED-i patsientide ning
vastavate kontrollide perifeersete vere mononukleaarsete rakkude hulgas esinevat Treg-ide
osakaalu nende epigeneetilise mustri jargi. Uuringus kasutati vastavalt T-rakkude ja Treg-ide
tuvastamiseks CD3D ja FOXP3 geenide diferentsiaalselt metiileeritud regioonide
kvantiseerimist metiilatsiooni-spetsiifilise kvantitatiivse poliimeraasiahela reaktsiooni abil.
Leidsime, et patsientidel on vorreldes kontrollidega viahenenud Treg-ide osakaal.

Mirksonad: Autoimmuunsus, APECED, AIRE, Regulatoorsed T-rakud, FOXP3
CERCS: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia

Epigenetic characterization of regulatory T cells in patients with autoimmune
polyendocrinopathy

Regulatory T cells (Treg) are important in maintenance of immunological tolerance and they
also have suppressive effect on effector T cells. Transcription factor FOXP3 is essential for
Treg differentiation, function and stability. FOXP3 gene contains specific demethylated region
which is the most reliable identificator of Tregs. Decrease of regulatory T cells can lead to
autoimmune diseases. Autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy,
known as APECED, is an autoimmune disease in which the percentage of Tregs is decreased.
APECED is caused by mutations in the autoimmune regulator (AIRE) which leads to excessive
release of autoreactive T cells and decrease of regulatory T cells (Treg). In this research we
quantify Tregs in DNA isolated from peripheral blood mononuclear cells by epigenetic pattern
between patients and controls. Differentially methylated regions of CD3D and FOXP3 genes
we used to identify T cells and T regs respectively using methylation-specific quantitative
polymerase chain reaction (qPCR). Our results show that regulatory T cell numbers are slightly
decreased in APECED patients compared to controls.
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KASUTATUD LUHENDID

ACTH — adrenokortikotroopne hormoon, ingl. k adrenocorticotropic hormone
AD — Addisoni tdbi, ingl. kK Addison’s disease
AIRE — autoimmuunne regulaator, ingl. k autoimmune regulator

APECED - autoimmuunne poliiendokrinopaatia-kandidoos-ektodermaalne diistroofia, ingl. k
autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy

APS1 — 1. tiiipi autoimmuunse poliiendokrinopaatia siindroom, ingl. k autoimmune
polyendocrine syndrome type 1

bp — aluspaar, ingl. k basepair

CBF-B — tuumaga seonduva faktori beeta subiihik, ingl. k core-binding factor subunit beta
CCR6 — kemokiini retseptor 6, ingl. k chemokine receptor 6

CD - diferentseerumise klaster, ingl. k cluster of differentiation

CNS — mittekodeeriv konserveerunud regioon, ingl. k conserved non-coding sequence

CT —ingl. k cycle threshold

CTLA-4 — tsiitotoksiline T-liimfotsiiiitidega seotud proteiin 4, ingl. k cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4

ETS-1 - C-ets-1 valk, ingl. k protein C-ets-1; V-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene
homolog 1

FOXP3 — ingl. k forkhead box P3

GITR — gliikokortikoidide indutseeritud TNFR-iga seotud valk, ingl. k glucocorticoid-induced
TNFR-related protein

HLA-DR — inimese leukotsiitaarne antigeen, ingl. kK human leukocyte antigen-antigen D related
HP — hiipoparatiireoidism, ingl. k hypopathyroidism

HP1 — heterokromatiini valk 1, ingl. k heterochromatin protein 1

ICOS - indutseeritav T-rakkude ko-stimulaator, ingl. k inducible T cell co-stimulator

IFN — interferoon, ingl. k interferon

IL — interleukiin, ingl. k interleukin

KMK - krooniline mukokutaanne kandidoos, ingl. k chronic mucocutaneous candidiasis

LAP — latentsusega seotud valk, ingl. k latency-associated peptide

MBD2 — metiiiil-CpG-siduva domeeni valk 2, ingl. k methyl-CpG-binding domain protein 2
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MHC Il — peamine koesobivuskompleks II, ingl. k major histocompatibility complex Il
MTEC — tiitimuse sési epiteliaalsed rakud, ingl. k medullary thymic epithelial cells

MQ - deioniseeritud vesi, ingl. k milli-Q-water

NFAT — aktiveeritud T-rakkude tuumafaktor, ingl. k nuclear factor of activated T cells
PBMC — perifeerse vere mononukleaarsed rakud, ingl. k peripheral blood mononuclear cell
PD-1 — rakkude programmeeritud surma proteiin 1, ingl. k programmed cell death protein 1
PIAS1 — aktiveeritud STAT1 valgu inhibiitor, ingl. k protein inhibitor of activated STAT1
pTreg — perifeersed regulatoorsed T-rakud, ingl. k peripherally induced regulatory T cell
RUNX1 — ingl. k runt-related transcription factor 1

STAT —ingl. k signal transducer and activator of transcription

TCR — T-raku retseptor, ingl. k T cell receptor

Teff — T-efektorrakk, ingl. k effector T cell

TET2 — Tet metiiiiltsiitosiini dioksiigenaas 2, ingl. k Tet methylcytosine dioxygenase 2
TGF-p — transformeeriv kasvufaktor beeta, ingl. k transforming growth factor beta

TNFR2 — tuumori nekroosi faktori retseptor 2, ingl. k tumor necrosis factor receptor 2
Treg — regulatoorne T-rakk, ingl. k regulatory T cell

TSA — koe-spetsiifiline antigeen, ingl. k tissue-specific antigen

TSDR - regulatoorsete T-rakkude spetsiifiline demetiileeritud regioon, ingl. k Treg-specific
demethylated region

tTreg — tiitimusest parinevad regulatoorsed T-rakud, ingl. k thymus derived regulatory T cell

gPCR — kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon, ingl. k quantitative polymerase chain
reaction



SISSEJUHATUS

Regulatoorsed T-rakud (ingl. k regulatory T cells, Treg) moodustavad tdhtsa osa inimese
immuunsiisteemist, mangides olulist rolli immuuntolerantsuse sdilitamisel. Treg-idel on pérssiv
toime T-efektorrakkudele. Regulatoorsete T-rakkude arenguks, funktsiooniks ning
stabiilsuseks on vajalik FOXP3-e (ingl. k forkhead box P3) ekspressiooni olemasolu. FOXP3
geenis esineb iseloomulik demetiileeritud regioon, mida peetakse Treg-ide iseloomustamisel
viga tihtsaks. Treg-ide osakaalu vihenemise voi funktsiooni kadumise tagajarel voivad tekkida
autoimmuunhaigused. Autoimmuunsus pdhjustab immuunreaktsioone organismi enda kudede
ning rakkude vastu. APECED (ingl. k autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-
ectodermal dystrophy) on iiheks mudelhaiguseks autoimmuunhaiguste uurimisel. APECED-i
pOhjustavad mutatsioonid autoimmuunses regulaatoris (ingl. k autoimmune regulator, AIRE),
mille tagajirjel on hdirunud T-rakkude negatiivne selektsioon. Tulenevalt sellest vabaneb
organismi suurel hulgal autoreaktiivseid T-rakke, mis hakkavad riindama organismi enda
kudesid ja rakke. Lisaks sellele on neil patsientidel vahenenud tsirkuleerivate regulatoorsete T-
rakkude hulk.

Kiesoleva bakalaureusetoo eesmérgiks on vilja todtada kvantitatiivse reaal-aja poliimeraasi
ahelreaktsiooni (ingl. k real-time polymerase chain reaction, gqPCR) pdhine meetod, mille
tulemusel oleks vdimalik metiilatsioonimustri pdhjal maédrata nii T-rakkude kui ka
regulatoorsete T-rakkude osakaalu. T66 teiseks eesmérgiks on vorrelda qPCR-i pdhise meetodi
tulemusel regulatoorsete T-rakkude osakaalu APECED-i haigust pddevatel patsientidel ning
vastavatel kontrollisikutel.

To66 eksperimentaalne osa teostati Tartu Ulikooli Arstiteaduskonna Bio- ja siirdemeditsiini

instituudi Molekulaarpatoloogia uurimisriihmas.

Marksonad: Autoimmuunhaigus, APECED, AIRE, Regulatoorsed T-rakud, FOXP3



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Regulatoorsed T-rakud

Regulatoorsed T-rakud méngivad olulist rolli organismi immuuntolerantsuse sédilitamisel ning
autoimmuunhaiguste &dra hoidmisel. Regulatoorsed T-rakud on vajalikud séilitamaks
immuunsiisteemi homoostaasi (Vignali et al.,, 2008). T-regulatoorsete rakkude arvu
viahenemine voi funktsiooni kadumine voib viia autoimmuunhaiguste tekkele. Teisalt, nende
liigsel kuhjumisel on leitud kahjulikku moju kasvajate ja krooniliste pdletikkude korral
(Sakaguchi, 2004). Koige tdhtsam Treg-ide tunnusjoon on nende immuunsiisteemi pérssiv
toime (Shevach, 2009), kuid lisaks eelnevale iseloomustab neid ka soltuvus interleukiin (ingl.
k interleukin, IL)-2-st ning abi-T-rakkudega seotud efektor tsiitokiinide ekspressiooni
puudumine (IFN-y, IL-4, IL-17) (Zeng & Chi, 2015). Treg-ide supresseeriv toime seisneb
laheduses olevate efektor-T-rakkude (ingl. k effector T cell, Teff) funktsiooni maha surumises
(Uibo etal. , 2015). Regulatoorsete funktsioonidega T-rakke on kirjeldatud mitmeid, kuid koige
olulisemateks peetakse ning kdige paremini on kirjeldatud CD4'CD25" Treg-e, mille
diferentseerumiseks on vajalik transkriptsioonifaktor FOXP3. Nendele rakkudele antud t66s

keskendutaksegi.

1.2 Regulatoorsete T-rakkude tiiiibid

1.2.1 Tiiiimusest péarinevad regulatoorsed T-rakud

Suurem o0sa regulatoorsetest T-rakkudest tekivad tliimuses toimuva T-rakkude
diferentseerumise kaigus (Huehn & Beyer, 2015). Tiiimuse kooreosas viiakse tlimotsiiiitidega
koigepealt 1dbi positiivne selektsioon, mille kdigus selekteeritakse funktsionaalse T-raku
retseptoriga (ingl. k T cell receptor, TCR) T-rakud. Seejérel liiguvad T-rakud tiiiimuse sésisse
(ingl. k medulla), kus negatiivse selektsiooni tulemusel elimineeritakse T-rakud, mis annavad
lilga tugeva signaali organismi enda peptiidi ja MHC Il-kompleksi (ingl. k major
histocompatibility complex I1) seondumisel TCR-iga. Tiitimusest parinevate Treg-ide (ingl. k
thymus derived regulatory T cell, tTreg) areng soltub korge-afiinsusega T-rakkude retseptori
seondumisest organismi enda peptiidi ja MHC klass 1l-kompleksiga (Jordan et al., 2001).
Lisaks on vajalik ka IL-2 ja IL-7 olemasolu tiiimuses (Malek et al., 2008). tTreg-id on olulised
immuuntolerantsuse sdilitamisel (Sakaguchi et al., 2010). Tiitimuses arenevate regulatoorsete
T-rakkude puhul méngib olulist rolli AIRE poolt vahendatud autoantigeenide ekspressioon, mis

viib perifeersete antigeenide suhtes spetsiifiliste tTreg-ide tekkele (Malchow, 2013).



1.2.2 Perifeeriast pirinevad regulatoorsed T-rakud

Naiivseid T-rakke on voimalik muuta pTreg-ideks (ingl. k peripherally induced regulatory T
cell) TGF-B (ingl. k transforming growth factor beta) ja retinoidhappe juuresolekul, mille
tulemusel indutseeritakse naiivsetes T-rakkudes FOXP3 ekspressioon (Chen & Oppenheim,
2003). See protsess on isedranis oluline seedetrakti limaskestadel, kus organism puutub

igapdevaselt kokku voora, kuid ohutu antigeense materjaliga (mikrobioom, toit).

1.3 Regulatoorsete T-rakkude miairamine

1.3.1 Iseloomulike pinnamarkerite jirgi

Regulatoorseid T-rakke on voimalik méaédrata neile omaste pinnamarkerite alusel. CD25 (ingl.
k cluster of differentiation 25) on oluline regulatoorsete T-rakkude pinnamarker. CD25 korget
ekspressioonitaset hiirtes seostatakse Treg-ide suurenenud supressiivse funktsiooniga (Chen et
al., 2007; Chen & Oppenheim, 2011). Hiirtel, kellel puudub CD25 ja IL-2, on regulatoorsed T-
rakud defektsed, mis viitab CD25 ja IL-2 olulisele rollile nende rakkude funktsiooni jaoks
(Almeida et al., 2002). Treg-id ei suuda ise I1L-2 toota, kuid CD25 kdrge ekspressioonitaseme
korral kasutavad regulatoorsed T-rakud dra T-efektorrakkude poolt toodetavat IL-2,
kahjustades seeldbi Teff-ide levikut ja ellujaamist (Papiernik, 1998; de la Rosa et al., 2004).
Hiirte Treg-sid on voimalik maérata CD4 ja CD25 ko-ekspressiooni alusel (Ng et al., 2001).
Treg-ide maiddramiseks inimesel peaks kasutama lisaks teisi markereid, sest CD25
ekspresseerivad samuti inimese aktiveeritud CD4* T-efektorrakud, mis teeb ainult CD25 pdhjal

Treg-ide defineerimise problemaatiliseks (Baecher-Allan et al., 2001).

Regulatoorseid T-rakke iseloomustab madal CD127 ekspressioon, kuid selle tase erineb
sdltuvalt Treg-ide asukohast ja aktivatsioonist (Cozzo et al., 2003). CD4"CD25"CD127" pdhjal
on vOimalik identifitseerida inimese FOXP3* regulatoorseid T-rakke (Liu et al., 2006), kuid
ainult ca 40%-1 CD127 madala tasemega populatsioonides ekspresseeritakse FOXP3 (Shevach,
2006) ning ka moned mitte-supressiivsed FOXP3 madalalt ekspresseerivad T-rakud on

voimelised ekspresseerima madala tasemega CD127 (Miyara et al., 2009).

CD45RA/CD45RO ekspresseerivad inimese CD4 rakud ning selle alusel on vdimalik inimese
CD4'FOXP3* T-rakke jagada kolmeks fenotiiiibiliselt ja funktsionaalselt erinevaks
populatsiooniks: CD45RA*CD25"FOXP3madal ehk naiivsed Treg-id;
CD45RO*CD25*eeFOXP3*0ree ehk aktiveeritud Treg-id; CD45RO*CD25*FOXP3™d! ehk
mittesupresseerivad T-efektorrakud (Miyara et al., 2009).

Umbes 40% hiirte regulatoorsetest T-rakkudest ekspresseerivad konstitutiivselt tsiitotoksilist

T-liimfotsiititidega seotud proteiini neli (ingl. k cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4,
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CTLA-4) (Read et al., 2000; Takahashi et al., 2000). CTLA-4 ckspressioonitaseme pohjal on
voimalik iseloomustada Treg-ide funktsionaalset taset, nimelt on ndidatud, et hiirte ja inimeste
Treg-id, mis on maksimaalse supressiivse aktiivsusega, omavad samaaegselt kdrget CTLA-4
ekspressioonitaset (Chen et al., 2008; Jonuleit et al., 2001; Chen et al., 2010). CTLA-4
detekteerimiseks on vajalik rakusisene vérvimine, mistdttu selle kasutamine Treg-ide

maidramisel on raskendatud.

Tuumori nekroosi faktori (ingl. k tumor necrosis factor, TNF) perekonda kuuluvat TNFR2
(ingl. k tumor necrosis factor receptor 2) ekspresseeritakse 30—40%-| hiirte Treg-ides.
TNFR2-te ekspresseerivatel CD25" voi FOXP3* rakkudel esineb kdige tugevam supressiivne
aktiivsus, samal ajal kui TNFR2" Treg-idel esineb minimaalne supresseeriv toime. (Chen et al.,
2008) TNFR2-te ekspresseeritakse konstitutiivselt ka inimese Treg-ides, samas T-efektorrakud
ei ekspresseeri antud retseptorit (Annunziato et al.,, 2002). Kombineerides TNFR2
ekspressiooni teiste markeritega, on vdimalik identifitseerida inimese regulatoorseid T-rakke
ka CD25™% v5i CD25 populatsioonide korral (Chen & Oppenheim, 2011).
CD4"CD25"TNFR2" Treg-id ekspresseerivad korge tasemega FOXP3-e ning omavad tugevat
supresseerivat aktiivsust (Chen et al., 2010). Naiivsetes FOXP3* Treg-ides esineb samuti kdrge

TNFR2 ekspressioonitase vorreldes naiivsete T-efektorrakkudega (Chen & Oppenheim, 2011).

Lisaks eelnevatele on Treg-ide maaramiseks voimalik kasutada veel palju teisi pinnamarkereid,
néditeks HLA-DR (ingl. k human leukocyte antigen-antigen D related), CD103, CCR6 (ingl. k
chemokine receptor 6), CD39, LAP, GITR, PD-1, ICOS. Inimese FOXP3* Treg-id vdib
indutseeritava T-rakkude ko-stimulatoorse retseptori (ingl. k inducible T cell co-stimulator,
ICOS) ekspressiooni pdhjal jaotada kaheks: ICOS™ Treg-id, mis kasutavad dendriitrakkude
funktsiooni mahasurumiseks IL-10 ning T-rakkude supresseerimiseks TGF-B; ICOS™ Treg-id,
mis kasutavad supresseerivaks funktsiooniks ainult TGF-B (Chen & Oppenheim, 2011).
Latentsusega seotud peptiidi (ingl. k latency-associated peptide, LAP) ekspressioon
indutseeritakse liihiajaliselt ainult FOXP3™ Treg-ides TCR-vahendatud aktivatsiooni tulemusel
ning selle pdhjal on vdimalik eristada tdielikult supressiivseid regulatoorseid T-rakke (Chen &
Oppenheim, 2011; Tran et al., 2009). CD39 ekspresseerivad umbes 60% inimese FOXP3*
rakud ja seda on vdimalik kasutada kui markerit funktsionaalsete Treg-ide médramiseks
patsientidel, kellel esineb pdletikulisi reaktsioone (Chen & Oppenheim, 2011). Inimese ja hiirte
aktiveeritud Treg-id ekspresseerivad korge tasemega gliikokortikoidide poolt indutseeritud
TNFR-seotud valku (ingl. k glucocorticoid-induced TNFR-related protein, GITR) ning seda
peetakse heaks Treg-ide markeriks (Zelenika et al., 2002). Kroonilise infektsiooni korral
suureneb Treg-ides programmeeritud surma valgu 1 (ingl. k programmed cell death protein 1,
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PD-1) regulatsioon, mis omakorda suurendab Treg-ide supresseerivat aktiivsust (Park et al.,
2015).

1.3.2 Funktsiooni alusel

Regulatoorsete T-rakkude peamiseks iseloomujooneks on nende supresseeriv toime, mis esineb
nii tiitimusest kui ka perifeeriast parinevatel regulatoorsetel T-rakkudel. Tiilimusest parinevad
regulatoorsed T-rakud on olulised autoantigeenidega seondumisel, tagades tsentraalse
immuuntolerantsuse (Uibo et al., 2015). pTregid on olulised mittepatogeensete v3Or-
antigeenide, nagu kommensiaalsete bakterite, toiduga saadud antigeenide, allergeenide, dra
tundmisel, tagades limaskestade pinna, oraalse, ema-loote immuuntolerantsuse ehk perifeerse

immuuntolerantsuse (Hadis et al., 2011; Josefowicz et al., 2012; Samstein et al., 2012).

Regulatoorsete T-rakkude funktsiooni maaramiseks kasutatakse laialdaselt in vitro supressiooni
analiiiisi. Analiiiisi teostamiseks on vaja esmalt isoleerida regulatoorsed ja efektorrakud ning
hinnata efektorrakkude jagunemist peale nende stimuleerimist erinevates efektorrakkude ja
Treg-ide vahekorras. (Collison & Vignali, 2011)

1.3.3 Iseloomuliku transkriptsioonifaktori FOXP3 jirgi

Regulatoorseid T-rakke on kdige enam iseloomustatud transkriptsioonifaktori FOXP3
ekspressiooni kaudu, mis on vajalik Treg-ide arenguks, funktsiooniks ning stabiilsuseks
(Overacre & Vignali, 2016). FOXP3 ekspressiooni peatamine voi ndrgestamine viib teatud
efektor  tsiitokiinide  ekspressioonini, mis on  iseloomulikud  abi-T-rakkude
diferentseerumisradadele (Williams & Rudensky, 2007; Wan & Flavell, 2007). FOXP3 piisiv
ning katkematu ekspressioon tagab Treg-ide supresseeriva funktsiooni, nimelt kui eemaldada
kiipsetest Treg-idest FOXP3 geen, on tulemuseks supresseeriva funktsiooni kadumine ning
regulatsioonihdired FOXP3 sihtmérkgeenides (Williams & Rudensky, 2007). Treg-ide
diferentseerumisel tiitimuses ja perifeerias on vajalik TCR-i tugev signaal, IL-2 ja TGF-p, et
reguleerida FOXP3 ekspressiooni. IL-2 signaal soodustab FOXP3 stabiilset ekspressiooni
kiipsetes regulatoorsetes T-rakkudes (Rubtsov et al., 2010). FOXP3 geeni ei peeta aga kdige
paremaks Treg-ide identifitseerijaks, sest seda ekspresseeritakse ajutiselt ka aktiveeritud T-
efektorrakkudes, mis ei oma supresseerivat funktsiooni (Allan et al., 2007). Regulatoorsete T-
rakkude FOXP3 geenis esineb iseloomulik demetiileeritud regioon, mida aktiveeritud T-
rakkudel ei esine, seega peetakse koige usaldusvddrsemaks médrata Treg-sid FOXP3

demetiileeritud regiooni kaudu.
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1.4 Regulatoorsed T-rakud ja epigeneetika

Epigeneetiline geeniekspressiooni regulatsioon on vajalik rakkude arenguks ning
diferentseerumiseks. Epigeneetiliste mehhanismide alla kuuluvad RNA vaigistamine, DNA
metiilatsioon, kromatiini remodelleerimine ning histoonide modifikatsioonid. DNA
metiilatsioon on imetajates toimuv replikatsioonijargne modifikatsioon, mis esineb pohiliselt
CG dinukleotiidilistes jarjestustes. 60—80% CG jdidkidest on lilegenoomselt metiileeritud, kuid
ainult 10% CpG saarekestes ning aktiivsetes regulatoorsetes jarjestustes olevad CG jadgid on
metiileeritud (Du et al., 2015; Lister et al., 2009; Stadler et al., 2011). DNA metiilatsiooni korral
on piirimidiini 5’ tsiitosiiniga kovalentselt seondunud lisa metiiiilrithm (-CHs). CpG saared
asuvad enamasti geeni transkriptsiooni algussaidi laheduses ning on diferentseerunud rakkudes
hiipometiileeritud. Aktiivsetes promooterites  seonduvad CpG saarekestega
transkriptsioonifaktorid ja H3K4 metiiiiltransferaasid, mis kaitsevad neid metiilatsiooni eest
(Smith & Meissner, 2013). Kui promootorjarjestustes olevad CpG saared on metiileeritud, on
tagajdrjeks vahenenud geeniekspressioon vai geeni tdielik vaigistamine (Jones, 2012). (Joonis

1)

Legend:
, Metiileeritud CpG sait
(A) Geeni transkriptsioon Metiileerimata CpG

Q sait
F

h
(B) Mahasurutud geeni transkriptsioon

r%—

® 899

() Vihenenud geeni transkriptsioon

EQ E!‘G’ v

Joonis 1. CpG saarte metiilatsioon. A) Promooteri ldheduses asuvate CpG saarte
hiipometiilatsiooni korral initsieeritakse geeni transkriptsioon takistusteta. B) Kui promooteri
piirkonnas asuvad CpG saared on metiileeritud, siis on geeni transkriptsioon maha surutud. C)
CpG osalise hiipometiilatsiooni korral vdib esineda vihenenud geeniekspressiooni. *

! http://www.cell.com/trends/cognitive-sciences/fulltext/S1364-6613(15)00101-1
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Regulatoorsetes T-rakkudes esinev FOXP3 geen on epigeneetilise kontrolli all (Kitagawa et al.,
2015; Ohkura et al., 2013). FOXP3 promooter asub 6,5 kb iilevalpool esimesest eksonist ning
selles asuvad TATA boks, GC boks, CAAT boks ja lisaks mitmed transkriptsioonifaktorite
seondumiskohad, mis asuvad umbes 500 bp iilevalpool transkriptsiooni algussaidist (Mantel et
al., 2006). PIAS1 (ingl. k protein inhibitor of activated STAT1) reguleerib negatiivselt
regulatoorsete T-rakkude arengut ning vérbab tdiendavalt FOXP3 promooterisse DNA
metiiiiltransferaasid ja heterokromatiin valgu tihe (ingl. k heterochromatin protein 1, HP1), mis
hoiab dra FOXP3 promooteri demetiileerimise ning séilitab selle epigeneetiliselt mahasurutud
oleku (Liu et al., 2010). TCR-i aktiveerumisel muudetakse promooter ligipadsetavaks, et sinna
saaksid tdiendavalt sconduda FOXP3 ekspressiooni indutseerivad transkriptsioonifaktorid (Liu
et al., 2010). FOXP3 geenis asub kolm konserveerunud mitte-kodeerivat regiooni (ingl. k
conserved non-coding sequence, CNS), mis osalevad epigeneetilises regulatsioonis ning on

vajalikud FOXP3 ekspressiooniks (Joonis 2).

CNS1 regioon asub esimeses intronis, umbes 2 kb kaugusel FOXP3 promooterist (Tone, 2008).
CNS1 regioon on TGF-p tundlik element ning see on oluline perifeeriast périt regulatoorsete
T-rakkude arenguks, samas mittevajalik tiilimusest parinevate Treg-ide puhul (Zheng et al.,
2010; Josefowicz et al., 2012). CNS1 piirkond ei sisalda CpG motiive ning antud regiooni
reguleerivate histoonide modifikatsioonide, nditeks H3/H4 atsetiilatsioon voi H3K4 di- ja
trimetiilatsioon, esinevust on tdheldatud tTreg-ide ja pTreg-ide puhul rohkem vorreldes

konventsionaalsete CD4" T-rakkudega (Zheng et al., 2010; Xu et al., 2010).

CNS2 regiooni nimetatakse ka regulatoorsete T-rakkude spetsiifiliseks demetiileeritud
regiooniks (ingl. k Treg-specific demethylated region, TSDR). Antud regioon asub esimeses
intronis, umbes 4 kb kaugusel promooterist ning sisaldab rohkelt CpG motiive (Huehn & Beyer,
2015). Lisaks demetiileeritud DNA-le on Treg-ide CNS2 regioonis suurenenud ka H3K4
trimetiilatsioon ning H3/H4 atsetiilatsioon (Floess et al., 2007). CD4"CD8" tiimotsiilitides on
CNS2 regioon téielikult metiileeritud ning see séilib ka CD4"FOXP3" tiimotsiiiitides, samas on
niidatud, et juba arenevates FOXP3* tiimotsiiiitides on ndha DNA osalist demetiileeritust ja
kiipsetes Treg-ides saavutatakse tdielik demetiilatsioon (Floess et al., 2007; Huehn et al., 2013).
CNS2 piirkonna demetiilatsioon saavutatakse metiiiil-CpG-siduva domeeni valk kahe (ingl. k
methyl-CpG-binding domain protein 2, Mbd2) seondumisel vastava regiooniga, kaasates
metiitiltsiitosiini dioksiigenaas kahe (ingl. k Tet methylcytosine dioxygenase 2, Tet2), mille
tulemusel CNS2 regioon demetiileeritakse regulatoorsetes T-rakkudes (Wang et al., 2013; Nair
& Oh, 2014). CNS2 regioon on demetiileeritud nii perifeeriast kui ka tlilimusest périnevatel
Treg-idel, kuid kahjuks ei ole selle pohjal vdimalik eristada neid kahte alapopulatsiooni
13



omavahel (Ohkura et al., 2012; Miyao et al., 2012). CpG motiivide hiipometiilatsioon on viga
vajalik FOXP3 stabiilseks ekspressiooniks. FOXP3 stabiilseks ekspressiooniks on vajalik
Runx1 (ingl. k runt-related transcription factor 1) ja Cbf-p (ingl. k core-binding factor subunit
beta), mis moodustavad trimeerse kompleksi FOXP3-ga ning seonduvad secjarel CNS2
piirkonnaga, edendades FOXP3 ekspressiooni ja kaitstes CNS2 piirkonda metiileerivate
ensiilimide eest (Rudra et al., 2009; Kitoh et al., 2009). Taiendavalt on FOXP3 piisivaks
ekspressiooniks ja CNS2 regiooni voimendamiseks vajalikud Ets-1 (ingl. k protein C-ets-1),
TCR-i poolt aktiveeritud T-rakkude tuumafaktor (ingl. k nuclear factor of activated T-cells,
NFAT) ning IL-2 olemasolul aktiveeritav STAT5 (ingl. k signal transducers and activator of
transcription 5) (Polansky et al., 2010; Li et al., 2014).

CNS3 regioon asub FOXP3 esimese eksoni korval, umbes 7 kb kaugusel promooterist. CNS3
piirkonda kutsutakse ka ,,pioneer elemendiks ehk pioneeriks®, sest ta méngib véga olulist rolli
FOXP3 ekspressiooni indutseerimisel nii perifeeriast kui ka tiitimusest périnevate Treg-ide
korral, kuid muutub ebavajalikuks FOXP3 ekspressiooni saavutamisel. CNS3 regioonis esineb
rohkelt H3K4 mono- ja dimetiilatsioone, mida leidub juba FOXP3" tiimotsiiiitides, viidates
CNS3 olulisusele FOXP3 lookuse avamisel Treg-ide eellasrakkudes. (Zheng et al., 2010)
Epigeneetiliselt modifitseeritud piirkonnaga on vdimeline seonduma FOXP3, mis viib lopule
Treg-ide diferentseerumise, tagades FOXP3-st soltuvate ja mittesltuvate geenide

ekspressiooni (Morikawa et al., 2013).

TGF-f§ TCR/ICD28 IL-2 Foxp3

» NAT A

> < < > > > P
. - 1 NS 23
Kodeerivad FOXP3 eksonid

Mittekodeentvad FOXP3 eksomd

Promooter

Joonis 2. FOXP3 geeni konserveerunud mittekodeerivad regioonid ning selle geeni
ekspressiooni méjutavad transkriptsioonifaktorid.
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1.4.1 Metiilatsioonispetsiifiline kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon

Erinevate geenilookuste metiileerituse taset on vOimalik méarata spetsiifilise qPCR-i abil.
Esmalt tehakse uuritavale materjalile bisulfittootlus, mille kdigus muudetakse metiileerimata
tstitosiinid ning CpG dinukleotiidid uratsiiliks voi UpG variandiks, mida seejirel
amplifikatsiooni kidigus loetakse wvastavalt kas T nukleotiidina v61 TpG variandina.
Metiileeritud tsiitosiinid ja CpG dinukleotiidid jadvad muutmata. Metiilatsioonispetsiifilise
kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooni jaoks disainitakse ithed Forward ja Reverse
praimerid ning vastav sond metiileeritud jarjestuse jaoks ning teised praimerid ja sond
metiileerimata jarjestuse jaoks. Kdesolevas bakalaureusetoos kasutati T-rakkude ja Treg-ide
osakaalu madramiseks CD3D ja FOXP3 geenide diferentsiaalselt metiileeritud regioone.

Praimerite ja sondide disainimiseks voeti eeskujuks Sehouli et al., 2011 t66.

1.5 APECED-i iildiseloomustus

Autoimmuunne polilendokrinopaatia-kandidoos-ektodermaalne diistroofia ehk 1. tiitipi
autoimmuunse poliiendokrinopaatia siindroom (ingl. k autoimmune polyendocrine syndrome
type 1, APS-1) on monogeenne autosoom-retsessiivne haigus, mida iseloomustavad mitmed
autoimmuunhaigused ning krooniline kandidoos (Ahonen et al., 1990; Perheentupa, 2002).
Selle haiguse pdhjuseks on funktsioonikaotusega mutatsioonid (ingl. k loss-of-function)

autoimmuunses regulaator geenis.

APECED-i haigust kirjeldati esimest korda 60—70-ndatel aastatel kui haruldast haigust, mis
tabab lapsi juba nende varajases eas. APS-1 haigust pohjustav defekt AIRE geenis avastati
1997-ndal aastal (Nagamine et al., 1997).

1.6 Epidemioloogia

APECED on vdga haruldane haigus, mille esinemist on eelkdige tdheldatud ajalooliselt
isoleeritud populatsioonides, nditeks iraani péritolu juutidel (1:9000; Zlotogora & Shapiro,
1992), sardiinlastel (1:14 000; Rosatelli et al., 1998), soomlastel (1:25 000; Perheentupa, 2006).
Lisaks on APECED-i iseloomustatud sloveenidel (1:43 000; Podkrajsek et al., 2005), norrakatel
(1:80 000; Myhre et al., 2001) ning poolakatel (1:129 000; Stolarski et al., 2006).

1.7 APECED-i siimptomid

Esimesed siimptomid tekivad juba lapseeas, vanusevahemikus 0,2—18 (Ahonen et al., 1990).
75—93%-1 patsientidest on esimeseks siimptomiks krooniline naha-ja limaskestade kandidoos
(ingl. k chronic mucocutaneous candidiasis, KMK), mis tavaliselt ilmneb juba imikueas
(Ahonen et al.,, 1990; Perheentupa, 2006; Betterle et al., 1998). Scllele jirgneb
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hiipoparatiireoidism (ingl. k hypopathyroidism, HP), mis tekib tavaliselt 4—5-ndal eluaastal
ning edasi Addisoni tobi (ingl. k Addison’s disease, AD), mis tekib samuti juba lapseeas
(Ahonen et al., 1990; Husebye et al., 2009). Lisaks eelnevale kolmele haigusele voib
patsientidel esineda ka palju teisi siimptomeid, seega APECED-i kliiniline pilt on viga
varieeruv (Perheentupa, 2006). Keskmiselt esineb APS-1 patsientidel neli siimptomit (Ahonen
etal., 1990).

APECED-i patsiente vdivad tabada ka tiilip 1 diabeet, hiipogonadism, 166ve, autoimmuunne
kilpnddrme pdletik, munasarjade ja munandite puudulikkus, aneemia, autoimmuunne hepatiit,
vitiliigo, alopeetsia, keratiokonjunktiviit ehk kuiva silma siindroom, aspleenia, krooniline
hingamispuudulikkus, hambaemaili hiipoplaasia, soole talitlushéired, kiilinte diistroofia,
trummikile lubjastumine, ajuripatsi kahjustused, neerupuudulikkus, krooniline gastriit (Joonis
3).

.095 Alopeetsia
- =
Keratiit @1‘ o .
Krooniline kandidoos E N Ajuripatsi kahjustused
Lamerakuline nahavihk \ o
Hambaemaili hiipoplaasia Hiipotiireoidism
Hiipoparatiireoidism

. . ) AIRE-defektne tiiiimus
Hingamispuudulikkus

Autoimmuunne

2 Neerupuudulikkus
hepatiit

Aspleenia

= .4
Kd&hunidrme pdletik .= Krooniline gastriit

Tiitp 1 diabeet

Neerupdletik
Munasarjade ja 7 Imendumishaired
munandite puudulikkus 3 e
Vitiliigo

Vaginaalne kandidoos
I\

Joonis 3. APECED-i korral tekkivad haigused ja kahjustused. (Kisand & Peterson, 2015)

Kiiiinte kandidoos

1.8 AIRE geen ja selle mutatsioonid ning APECED siindroomi patogenees

APECED on pohjustatud mutatsioonist autoimmuunses regulaatoris. AIRE geen asub 21-se
kromosoomi g22.3 regioonis ning kodeerib 58 kDa suurust valku. AIRE geen avaldub pohiliselt
tiiimuse sési epiteeli rakkudes (ingl. k medullary thymic epithelial cells, mTEC), kuid seda

leidub ka dendtriitrakkude alapopulatsioonides liimfisolmedes ja mandlites (Heino et al., 1999;
16



Poliani et al., 2010; Gardner et al., 2008; Lee et al., 2007). AIRE valk on transkriptsioonifaktor,
mis aktiveerib mTEC-ides olevad koe-spetsiifilised antigeenid (ingl. k tissue-specific antigen,
TSA). AIRE on vajalik T-rakkude diferentseerumisel negatiivses selektsioonis, mille kédigus
MTEC-id esitlevad tiimotsiilitidele autoantigeene, tagades potentsiaalselt autoreaktiivsete T-
lumfotsiititide apoptoosi ning TSA-spetsiifiliste regulatoorsete T-rakkude tekke (Liston et al.,
2003; Anderson et al., 2002; Malchow et al., 2013; Kyewski & Derbinski, 2004). AIRE méangib
lisaks olulist rolli mTEC-ide 16plikul kiipsemisel (Yano et al., 2008; Matsumoto, 2011). AIRE-
defektsetel hiirtel esinevad hdlbed mTEC-ide kiipsemisel, mille tagajargedeks on tiimotstiiitide
hiline migratsioon, TSA-de ebapiisav esitlemine ning mTEC rakkude surm, mis kutsub esile
immuunsiisteemi aktivatsiooni organismi enda kudede vastu (Laan & Peterson, 2013; Anderson
et al., 2002; Nishikawa et al., 2014).

AIRE geenis on kirjeldatud mitmeid mutatsioone, millest enamik asuvad geeni kodeerivas alas.
Mutatsioonid jagunevad enamjaolt kolmeks: nonsense, raaminihke ning missense
mutatsioonid. (Peterson et al., 2004) Kaks kdige levinumat mutatsiooni on R257X mutatsioon
(arginiini asendus 257. positsioonis) kuuendas eksonis ja 13-ne aluspaari pikkune deletsioon
(967—979del13bp) kaheksandas eksonis (Nagamine et al., 1997). R257X mutatsioon esineb
kdige enam soomlastest APECED-i patsientidel, moodustades 83% haigestunud alleelidest
ning samuti Euroopast périt pdlvkondadel (Nagamine et al., 1997; Bjorses et al., 2000; Scott et
al., 1998). 967—979del13bp deletsioon on kdige tavalisem APS-1 patsientidel, kes parinevad
Pohja-Ameerikast, Suurbritanniast ja Norrast (Scott et al., 1998; Heino et al., 1999; Bjorses et
al., 2000). Sardiiniast parinevate APECED-i patsientide hulgas on kdige levinum R139X
mutatsioon (Rosatelli et al., 1998) ning iraanlastest juutide hulgas domineerib Y85C mutatsioon
(Bjorses et al., 2000). Vastavad mutatsioonid toovad kaasa AIRE transkriptsioonilise aktiivsuse
languse ning valgu vale paiknemise rakus (Ferguson et al., 2008). Siiamaani ei ole leitud kindlat
seost AIRE mutatsioonide ning APECED-i siimptomite vahel, kuid huvitava seosena avastati,
kuidas R139X ja R257X mutatsiooni omavatel patsientidel tekib 100%-lise tdendosusega
kandidoos (Kisand et al., 2010; Kisand et al., 2011).

AIRE puudulikkuse korral voib kudede ja organite autoimmuunne kahjustus tekkida nii
autoreaktiivsete T-rakkude tilemdédrase tliimusest vabanemise tottu kui ka ebapiisava
regulatoorsete rakkude populatsiooni kujunemise 1dbi. APECED-i hiiremudelis ehk AIRE-
defitsiitsetel hiirtel on veenvalt ndidatud autoreaktiivsete tlimotsiiiitide puudulikku negatiivset
selektsiooni (Anderson et al., 2002; Liston et al., 2003). Patsientide puhul pole seda otseselt

uuritud. Kiill aga on regulatoorsete T-rakkude arv vdhenenud nii APECED-i patsientidel (Ryan
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et al., 2005; Kekéldinen et al., 2007; Laakso et al., 2010; Wolff et al., 2010) kui ka AIRE-
puudulikel hiirtel (Malchow, 2013; Malchow et al., 2016; Yang et al., 2015).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Kéesoleva bakalaureusetoo eksperimentaalosa eesmarkideks on

e Juurutada TagMan proovil pohinev qPCR-i meetod, mille pohjal oleks véimalik
madrata vererakkudest isoleeritud DNAst T-rakkude ja regulatoorsete T-rakkude
osakaalu metiilatsioonimustri pdhjal;

e Vorrelda epigeneetiliselt maératud regulatoorsete T-rakkude osakaalu APECED-i

patsientidel ning kontroll-isikutel.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Uuritav materjal

T66 eksperimentaalse osa labiviimiseks kasutati seitsme Soome APECED-i patsiendi (vanuses
20-69) ja kaheksa ealiselt sobitatud kontrollisiku (vanuses 20-61) vere mononukleaarsete
rakkude sadet (ingl. k peripheral blood mononuclear cell, PBMC). Uuring on kooskodlastatud
Helsingi iilikooli inimuuringute eetikakomitee poolt ning kdoik uuritavad allkirjastasid
informeeritud ndusolekulehe. Kéesolevas uuringus kasutati kaheksa naissoost (3 patsienti ja 5

kontrolli) ning seitsme meessoost (4 patsienti ja 3 kontrolli) isiku materjali.

2.2.2 Genoomse DNA eraldamine

Genoomse DNA eraldamine teostati QlAamp MinElute Microkitiga (Qiagen). Rakkudele lisati
100 pl puhverlahust (Buffer ATL), 10 pl proteinaas K lahust (Proteinase K solution), 100 pl
puhverlahust (Buffer AL) ning segati 15 sekundit vortex-il (Reax top, Heidolph). Seejérel
inkubeeriti proove 56°C kraadi juures (Thermo-Block TDB-120, Biosan) 20 minutit ning
tsentrifuugiti 10 sekundit 13 200 rpm. Lisati 50 ul etanooli (96%), segati vortex-il 15 sekundit,
inkubeeriti 3 minutit toatemperatuuril ning seejéarel tsentrifuugiti 10 sekundit 13 200 rpm.
Liisaat tosteti QITAamp MinElute kolonni (2 ml collection tube) ning seejarel tsentrifuugiti 8000
rpm 1 minut (Centrifuge 5415 D, rootor F45-24-11, Eppendorf), eemaldati ldbijooks. Jargnevalt
teostati kaks pesu — lisati 500 pl esimest pesupuhvrit (AW1), tsentrifuugiti 1 minut 8000 rpm
ning seejérel lisati 500 ul teist pesupuhvrit (AW2), tsentrifuugiti 1 minut 8000 rpm ja eemaldati
labijooks. Tsentrifuugiti veel 3 minutit maksimaalsel kiirusel (13 200 rpm), et membraan
taielikult kuivatada. Jargnevalt asetati QIAamp MinElute kolonnid puhastesse 1,5 ml
tuubidesse ning lisati 50 ul MQ-d (deioniseeritud vesi, ingl. k Milli-Q water, Millipore

Corporation) selliselt, et vesi kataks maatriksi. Tuubide kaaned suleti, inkubeeriti
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toatemperatuuril 5 minutit ning genoomse DNA elueerimiseks tsentrifuugiti proove 1 minut

maksimaalsel kiirusel. Genoomne DNA sdilitati -20°C juures.

2.2.3 Genoomse DNA kontsentratsiooni mootmine

Genoomse DNA eraldamisele jargnes proovide kontsentratsiooni ning puhtuse mddtmine
NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) spektrofotomeetriga. Modtmiseks nulliti
spektrofotomeetri taust 1 ul MQ vastu ning gDNA kontsentratsiooni modtmiseks voeti 1ul

proovi. Lahuse neeldumist mdddeti 230, 260 ja 280 nm juures.

2.2.4 Bisulfittootlus

Metiilatsioonimustri mdaramiseks teostati genoomsele DNA-le bisulfittootlus. Bisulfittootluse
kdigus konverteeritakse metiileerimata tsiitosiinid uratsiiliks ning metiileeritud tsiitosiinid
jadvad puutumatuks. To6tlus teostati EZ DNA Methylation kitiga (Zymo Reasearch). Eelnevalt
valmistati tootluseks ette M-Wash Buffer, milleks lisati 24 ml M-Wash Buffer kontsentraadile
(D5002) 96 ml 100%-list etanooli ja CT Conversion Reaagent, milleks lisati CT Conversion
Reagent tuubile (puru) 750 pul vett (MQ) ja 210 pl puhverlahust (M-Dilution Buffer) ning segati
toatemperatuuril 10 minutit véristajal (Multi-Vortex V-32, Biosan) pimedas. 600 ng gDNA-le
lisati 5 ul puhverlahust (M-Dilution buffer) ning reaktsioonimaht viidi MQ-ga 50 pl-ni. Proove
inkubeeriti 15 minutit 37°C (Thermo-Block TDB-120, Biosan) juures. Seejérel lisati proovidele
100 ul CT Conversion Reagenti ning segati pipetiga ldbi. Proove inkubeeriti {ile60 jargmise
programmiga (Mastercycler gradient 120V, Eppendorf): 30 sekundit 95°C juures, 1 tund 50°C
juures ning seda korrati 16 tsiiklit, seejarel hoiti proove 4°C juures. Jargnevalt pipeteeriti 400
ul puhverlahust (M-Binding Buffer) Zymo-Spin IC kolonnidele, tosteti kolonnid kogumistuubi,
lisati proovid ning segati kolonni tagurpidi poorates 1dbi. Tsentrifuugiti 30 sekundit tdiskiirusel
13 200 rpm (Centrifuge 5415 D, rootor F45-24-11, Eppendorf), eemaldati labijooks. Kolonnile
pipeteeriti 200 pl puhverlahust (M-Wash Buffer), tsentrifuugiti 30 sekundit tdiskiirusel ning
eemaldati 1dbijooks. Lisati kolonnile 200ul puhvrit (M-Desulphonation Buffer), inkubeeriti
toatemperatuuril 15 minutit, tsentrifuugiti 30 sekundit tdiskiirusel ning eemaldati l1&bijooks.
Jargnevalt teostati kaks pesu puhverlahusega (M-Wash Buffer) ning tsentrifuugiti vastavalt
esimesel pesul 30 sekundit ning teisel pesul 1 minut tdiskiirusel, eemaldati 1dbijooks. Kolonn
asetati uude 1,5 ml tuubi ning elueeriti 50 pul MQ-ga, tsentrifuugiti 30 sekundit tdiskiirusel.
Bisulfit-DNA-d silitati -20°C juures.
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2.2.5 Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR) ja pre-amplifikatsioon

Bisulfittootluse Onnestumise kontrollimiseks tehti proovidele PCR. Valmistati PCR-
reaktsioonisegud, mille kogumaht iihe reaktsiooni kohta oli 25 pul ning sisaldas jargmisi
komponente (Tabel 1):

Tabel 1. PCR-il kasutatud reagendid, mahud ning l6ppkontsentratsioonid.

Reagent Maht Loppkontsentratsioon
10X Yellow Buffer (Naxo) 2,5ul 1X

25 mM MgCl> (Solis BioDyne) 1,5 ul 1,5 mM

2 mM dNTP segu (Solis BioDyne) 1,5 ul 0,12 mM

5U/ul HOT FirePol DNA poliimeraas (Solis BioDyne) | 0,3 ul 15U

MQ 17,2 ul N/A

5 uMF +R praimerite segu I ul 0,2 uM
Bisulfittéodeldud DNA I ul 12 ng

Praimerite 5 uM F+R segu jaoks voeti 20 pl nii Forward kui ka Reverse praimereid (100 uM)
ning lisati 360 ul MQ-d (Tabel 2). Reaktsioonisegud valmistati 0,2 ml katsutitesse ning segati
multi-vortexil (MSC-300, Multi-Spin, Biosan). Seejiarel pandi proovid termotsiiklerisse

(Mastercycler gradient 120V, Eppendorf) jargneva programmiga:

Algne denaturatsioon 95°C 15 minutit
Denaturatsioon 95°C 20 sekundit
Praimerite seondumine 56°C 30 sekundit
DNA siintees 72°C 1 minut
Kokku 40 tsiiklit

Ldpp elongatsioon 72°C 3 minutit

Jargnevalt vaadeldi PCR-i produkte 1,5%-lises agaroosgeelis geelelektroforeesil. Agaroosgeeli
valmistamiseks kasutati 1x TAE puhvrit, kuhu lisati 5 pl etiidiumbromiidi (10mg/ml, Naxo).
Geeli hammastesse kanti 5 ul PCR-i produkti ning korvale 5 pl pikkusmarkerit 100 bp DNA
Ladder Ready to Load (0,1 pg/ul, Solis Biodyne). Bisulfittoéodeldud DNA visualiseerimiseks
kasutati UV valgust ning PCR-i produkte sdilitati -20°C juures.
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Tabel 2. PCR-il kasutatud praimerid.

Geen Forward 5" — 3’ Reverse 3’ — 5’
CD3D AGGAAGAGAGGAATTATTA | CAGTAATACGACTCACTATAGGGAG
GTTTGGGTGAGAGTTG AAGGCTAATCCTAAAAAAAATCAAC
CTCCAT
FOXP3 | AGGAAGAGAGATTTGTTTGG | CAGTAATACGACTCACTATAGGGAG
GGGTAGAGGATTTAG AAGGCTACCCCAAAAATCCCAATAT
CTATAA

Tulenevalt bisulfittoodeldud DNA kontsentratsioonist (12 ng/ul) teostati jargnevalt pre-
amplifikatsioon, et gPCR-i jaoks materjali kogust suurendada. Kasutati samasid praimereid,
mis eelmises PCR-is (Tabel 2). Valmistati PCR-i reaktsioonisegud, mille kogus iihe reaktsiooni

kohta oli 25 ul ning sisaldas jargmisi komponente (Tabel 3):

Tabel 3. PCR-il kasutatud reagendid, mahud ning loppkontsentratsioonid.

Reagent Maht Loppkontsentratsioon
10X Yellow Buffer (Naxo, Eesti) 2,5 ul 1X

25 mM MgCl; (Solis BioDyne) 1,5l 1,5mM

2 mM dNTP segu (Solis BioDyne) 1,5 ul 0,12 mM

5U/ul HOT FirePol DNA poliimeraas (Solis BioDyne) | 0,3 ul 15U

MQ 16,7 wl N/A

5 uMF +R praimerite segu Il 0,2 uM
Bisulfittoddeldud DNA 1,5 ul 18 ng

Reaktsioonisegud valmistati 0,2 ml Kkatsutitesse ning segati multi-vortexil. Proovid pandi

termotsiiklerisse jirgmise programmiga:

Algne denaturatsioon 95°C 15 minutit
Denaturatsioon 95°C 20 sekundit
Praimerite seondumine 56°C 30 sekundit
DNA siintees 72°C 1 minut
Kokku 25 tsiiklit

Lopp elongatsioon 72°C 3 minutit
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2.2.6 Plasmiidide kasvatus ja puhastamine

Standardkdvera tegemise eesmargil telliti valitud geenidele vastavad spetsiifilised plasmiidid,
mis kujutasid endast pUC57 kloneerimisvektorit, kuhu oli kloneeritud CD3D ja FOXP3
CpG/TpG spetsiifilised jarjestused (Lisa 1). Tellitud plasmiide oli vaja lahustada ning sisestada
uuesti bakterisse Escherichia coli (tiivi NOVA XG), et materjali kogust suurendada. Kodigepealt
lisati GENWIZ-st saadetud plasmiididele (igat plasmiidi oli liofiliseeritult 4 pug) lahustamiseks
20 ul TE puhvrit. E.coli kompetendid voeti 5—7 minutiks -80°C kapist jddle sulama. Eelnevalt
lahustatud plasmiididest pipeteeriti igast plasmiidist 2ul tuubi pohja ning asetati 2—3 minutiks
jadle. Seejdrel pipeteeriti jdd peal iga plasmiiditilga peale 100 pl kompetentseid rakke ning
segati otsikuga mdned korrad. Tuubid jaeti 30 minutiks jdd peale ning Segati nipsutades paar
korda. Jargnevalt tehti bakteritele kuumasokk ehk tuubid pandi 3 minutiks 37°C kraadisesse
soojablokki ning peale seda kohe jéile paariks minutiks. Teostati plasmiidide kosutamine 1000
ul LB-ga (lysogeny broth), segati pipetiotsikuga 3—4 korda 1dbi ning pandi 60 minutiks
kasvama 37°C juurde. Samal ajal pandi LB + amp tardséotme Petri tassid 37°C kappi
soojenema. Jargnevalt teostati plasmiidide plaatimine: rakke tsentrifuugiti 3 minutit 6000 rpm
(Sorvall RC5B plus, rootor AF6.250, Kendro), et rakud pdhja langeks. Uleliigne sddde
pipeteeriti rakkudelt ja seejarel rakud suspendeeriti 50 ul-s. Plaadile pipeteeriti 50 pl rakke,
tommati spaatliga poolele plaadile laiali ning edasi tommati ndelaga iiksikkolooniad teisele
tassipoolele. Tassid pandi iile66 kasvama 37°C kappi. Jargmisel pdeval tosteti kolooniatega
tassid 4°C kappi. Plasmiidide kasvatuseks valati kolbi 100 ml LB, 100 pl amp ning 6 suurt
kolooniat. Kolvid asetati 37°C kraadi loksutajale 18 tunniks. Bakterit tsentrifuugiti 15 minutit
4000 rpm.

Midipreppide valmistamiseks plasmiididest kasutati Nucleobond Xtra Midi EF kitti (Macherey-
Nagel). Fuugitud bakteritele lisati 8 ml puhverlahust (Buffer RES-EF) ning liiiisi efektiivsemaks
toimumiseks suspendeeriti rakke seni, kuni lahus muutus selgeks. Lisati 8 ml liitisipuhvrit
(Buffer LYS-EF), segati ornalt tuube tagurpidi poOdrates ning inkubeeriti 5 minutit
toatemperatuuril. Nucleobond Xtra kolonnides olevad filtrid tasakaalustati, lisades 15 ml
tasakaalupuhvrit (Buffer EQU-EF) ning oodati kuni kolonnid tiihjenesid. Liiiisitud bakteritele
pipeteeriti 8 ml neutraliseerimis puhvrit (Buffer NEU-EF) ning segati drnalt tagurpidi poorates
nii kaua, kuni proovid muutusid sinisest varvusest vérvituks. Seejirel inkubeeriti liisaate jaa
peal 5 minutit ning kanti tasakaalustatud kolonnidele. Kui liisaat oli 1dbi tilkunud, lisati
kolonnides olevatele filtritele ettevaatlikult 5 ml esimest pesupuhvrit (Buffer FIL-EF) ning
oodati kuni kolonnid tiihjenesid. Kolonnidest eemaldati filtrid. Jargnevalt pesti kolonne 35 ml

pesupuhvriga (Buffer ENDO-EF) ja oodati kuni kolonnid tiihjenesid. Kolmandaks kolonni
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pesuks lisati 15 ml pesupuhvrit (Buffer WASH-EF) ning oodati kolonnide tiihjenemiseni.
Kolonnid tosteti uutesse 15 ml tuubidesse ja lisati 5 ml elueerimispuhvrit (Buffer ELU-EF).
Elueeritud plasmiidse DNA sadestamiseks lisati kolonni 3,6 ml toatemperatuuril olevat
isopropanooli ning segati vortexil (Reax top, Heidolph). Tsentrifuugiti 60 minutit 4000 rpm
(Sorvall RC5B plus, rootor AF6.250, Kendro) ja eemaldati ettevaatlikult supernatant. Lisati 2
ml endotoksiini vaba toatemperatuuril olevat 70%-list etanooli nii, et sade tuleks pohjast lahti,
tsentrifuugiti 15 minutit 4000 rpm. Peale fuugimist eemaldati klaaspipetiga etanool nii, et tuub
oleks hasti kuiv ning sade lahustati 500 ul-s endotoksiinide vabas puhvris (Buffer TE-EF).

Tuubid tdsteti 10 minutiks 60°C kappi, seejérel tosteti timber epsidesse.

2.2.7 Plasmiidse DNA kontsentratsiooni méotmine

Midipreppide valmistamisele jiargnes plasmiidse DNA kontsentratsiooni ning puhtuse
mdotmine NanoDrop 2000c spektrofotomeetriga. Modtmiseks nulliti spektrofotomeetri taust 1
ul TE-EF puhvri vastu ning plasmiidse DNA kontsentratsiooni modtmiseks voeti 1pul proovi.

Lahuse neeldumist mdddeti 230, 260 ja 280 nm juures.

2.2.8 Plasmiidide restriktsioon
Plasmiidide lineariseerimiseks teostati jargnevalt restriktsioon. Valmistati reaktsioonisegu,

mille koguseks iihe reaktsiooni kohta oli 30 pl ning segu sisaldas (Tabel 4):

Tabel 4. Restriktsioonil kasutatud reagendid, mahud ning 16ppkontsentratsioonid.

Reagent Maht Loppkontsentratsioon
10x Scal Buffer (Thermo Fisher Scientific) | 3 ul 1X

Enstitim Scal (Thermo Fisher Scientific) 1wl 10U

Plasmiid vastavalt arvutustele | 1 ug

MQ vastavalt arvutustele | N/A

Proovid segati vortex-il (Reax top, Heidolph), tsentrifuugiti ning pandi 37 °C kappi 90 minutiks.
Restriktsiooni  dnnestumise hindamiseks vaadeldi proove 0,8%-lises agaroosgeelis
elektroforeesil. Agaroosgeeli valmistamiseks kasutati 1X TAE puhvrit, millele lisati 7,5 pl
etiidiumbromiidi (10mg/ml, Naxo). Geeli hammastesse kanti 6 pl proovi (1 pl plasmiid + 2 pl
varv + 3 ul puhvrit) ning korvale 6 pl DNA markerit 1 kb DNA Ladder Ready to Use (0,1
ug/ul, Solis BioDyne). Plasmiidse DNA visualiseerimiseks kasutati UV valgust (Joonis 4) ning

proove sdilitati -20°C juures.
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A) Dv- ng/10ul
)

Joonis 4. A) 1 kb DNA Ladder Ready to Use. B) lllustratiivne geelelektroforeesi pilt UV
valguse all, mis nditab restriktsiooni produkte. Ndeme pildil iiksikuid plasmiidse DNA bénde
ning koikide bindide suurused jadvad 3000 bp juurde, mis niitab restriktsiooni dnnestumist.

Restrikteeritud plasmiidid puhastati reaktsioonisegust GENEJET Gel Extraction and DNA
Cleanup Micro Kit-iga (Thermo Fisher Scientific). Lisati vastavalt arvutustele MQ-d, et viia
reaktsioonimaht 200 pl-ni. Seejdrel lisati 100 pl puhvrit (Binding Buffer) ning segati korralikult
1abi. Lisati 300 pl 96%-st etanooli ja segati 1dbi. Proovid tosteti kolonnidele (DNA Purification
Micro Column), tsentrifuugiti 1 minut 12 300 rpm (Centrifuge 5415 D, rootor F45-24-11,
Eppendorf) ning visati dra ldbijooks. Kolonnidele lisati 700 pl pesupuhvrit (Wash Buffer),
tsentrifuugiti 1 minut 12 300 rpm, visati &dra ldbijooks ning korrati sama punkti. Tsentrifuugiti
lisaks 1 minut 12 300 rpm, et tdielikult eemaldada pesupuhvri jadke. Proovid tdsteti imber 1,5
ml tuubidesse ning lisati 10 pl elueerimispuhvrit (Elution Buffer) kolonni keskel olevale
membraanile ning tsentrifuugiti 1 minut 12 300 rpm. Lineariseeritud plasmiide séilitati -20°C

juures.

Lineariseeritud  plasmiidse DNA  kontsentratsioonid mdddeti NanoDrop  2000c
spektrofotomeetriga. MoStmiseks nulliti spektrofotomeetri taust 1 pl TE-EF puhvri vastu ning
plasmiidse DNA kontsentratsiooni modtmiseks voeti 1ul proovi. Lahuse neeldumist moddeti

230, 260 ja 280 nm juures.

2.2.9 Plasmiidide lahjendusrida
Spektrofotomeetriga saadud plasmiidse DNA kontsentratsioonid (ng/ul) teisendati timber g/L

kujule. Jargnevalt arvutati iga plasmiidi molaarmass (ingl. k formula weight, F.W.) valemi jéargi

F.W.= plasmiidi suurus (bp) X 662 %. Lineariseeritud plasmiidi molaarse
mol

kontsentratsiooni (M) leidmiseks Kkasutati valemit M=T—ﬁ+ 1L. Seejirel leiti
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lineariseeritud plasmiidide koopiaarv ul kohtamTOl X 6,02 X 1023 valemi pdhjal. 10° lahjenduse

tegemiseks arvutati C; X V; = C, X V, valemi alusel plasmiidse DNA ning puhvri (9 ml MQ +
1 ml 10x TE + 2 pl Salmon Sperm DNA) hulk. Seejdrel tehti 10%-10' lahjendusrida.

Standardkdvera tegemiseks tehti plasmiididest 108-10? lahjendusrida.

2.2.10 Reaalaja kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (qPCR)
Viidi 1abi TagMan qPCR (ViiA™ 7 Real-Time PCR System, Applied Biosystems), milleks
valmistati reaktsioonisegud, mille kogus iihe reaktsiooni kohta oli 33,4 pl ning sisaldas

jargnevaid komponente (Tabel 5):

Tabel 5. gPCR-il kasutatud reagendid, mahud ning ldppkontsentratsioonid.

Reagent Maht Loppkontsentratsioon
5x HOT FIREPol Probe gPCR Mix Plus (ROX, | 6,68 ul 1X
Solis Biodyne)

5 uM F+R praimerite mix 10,03 ul 1,5 uM
5 uM TagMan sond 1,67 pl 0,25 uM
MQ 12,02 ul | N/A
Pre-amplifitseeritud bisDNA 3l N/A

Praimerite 5 uM F+R segu jaoks vdeti 20 pl Forward ja Reverse praimereid (100 uM) ning
lisati 360 ul MQ-d (Tabel 6). 5 uM TagMan sondi saamiseks lisati 5 pl sondile (100 uM) 95 ul
MQ-d. Reaktsioonisegud valmistati eraldi iga praimeri jaoks 1,5 ml tuubi, segati vortexil (Reax
top, Biosan) ning seejarel tosteti 30,4 ul kaupa laiali 0,2 ml epsidesse. Epsidesse lisati 3 ul
vastavat pre-amplifitseeritud bisulfittoodeldud DNA-d, kontrolliks korvale 3 ul MQ-d ning
standardkdvera jaoks 3 pl 108—102 plasmiidide lahjendusi. Proovid segati Multi-Spin vortexil
(1600 rpm, 5 sek, 10 tsiiklit) (MSC-300, Multi-Spin, Biosan) ning pipeteeriti 384-plaadile 10 pl
kaupa kolmes korduses. 384-plaat kiletati ning tsentrifuugiti 300 rcf 3 minutit (Centrifuge 5810
R, rootor A-4-62, Eppendorf). 384-plaat pandi ViiA 7 masinasse jairgneva programmiga:

95°C 15 minutit
95°C 15 sekundit
60 °C 1 minut
Kokku 45 tsiiklit
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Tabel 6. Kasutatud praimerid ja sondid:

Geen Forward 5" — 3’ Reverse 3° — 5’

CD3D CpG GTGGTTTGAATTTTAGCGT AAATCTAACTACTACGACTTAC

CD3D CpG sond TCGTCGGTTTTATAGCGT

CD3D TpG GGTGGTTTGAATTTTAGTGT | AAAAATCTAACTACTACAACTT

AC

CD3D TpG sond GAGAAGTTGTTGGTTTTATAGTGTAAG

FOXP3 CpG GTTTTCGATTTGTTTAGATTT | CCTCTTCTCTTCCTCCGTAATAT
TTTCGTT CG

FOXP3 CpG sond ATGGCGGTCGGATGCGTC

FOXP3 TpG GTTTTTGATTTGTTTAGATTT | CCTCTTCTCTTCCTCCATAATAT
TTTTGTT CA

FOXP3 TpG sond ATGGTGGTTGGATGTGTTGGGTT

2.2.11 Andmete analiiiis

Katsed viidi 14bi kahes korduses. Tulemuste all toodud katseandmete graafikud joonistati
GraphPad Prism 5.0 programmiga (GraphPad Software, Inc), mille abil viidi 14bi Studenti t-
test. Statistiliselt oluliseks loeti tulemusi, mille p véaartus <0,05. Tulemused on esitatud

keskmiste véddrtustena ning graafikutel on esitatud ka standardhélve (ingl. k standard deviation,
SD).
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2.3 Tulemused ja arutelu
Uurimisrithma liikkmete poolt eraldati patsientide ning kontrollide verest perifeersed
mononukleaarsed rakud, millest antud t66 autor eraldas genoomse DNA ning sellega teostati

edasised eksperimendid.

2.3.1 Pre-amplifikatsioon

Bisulfittootluse jargselt tehti materjalile reaalaja PCR-i jaoks 25-tsiikliline pre-amplifikatsioon,
et materjali kogust suurendada. Pre-amplifikatsioonil kasutati bisulfittoodeldud DNA pdhiseid
praimereid, mis disainiti uurimisgrupi liikmete poolt. Selleks, et kontrollida pre-
amplifikatsiooni praimerite toimimise efektiivsust ning bisulfittéotluse onnestumist, tehti
proovidele 40-e tsiikliga PCR. Antud katse tulemusel veendusime, et pre-amplifikatsiooni
praimerid tootavad korrektselt, kuna 40 tsiikli juures oli geelelektroforeesil UV valguse all ndha
eristuvaid biande (Joonis 5). Antud uuring viidi ldbi CD3D ja FOXP3 geeniga. To606s
kasutatavate pre-amplifikatsiooni praimerite (Tabel 2) amplikonide pikkusteks oli CD3D geeni

puhul 373 aluspaari ning FOXP3 geeni puhul 492 aluspaari.

500 bp
400 bp
300 bp

Joonis 5. 40-tsiikliline PCR CD3D ja FOXP3 pre-amplifikatsiooni praimeritega.
Ilustratiivne geelelektroforeesi pilt UV valguse all, millel on selgelt ndha amplifitseeritud
bisulfittéodeldud DNA bandid.

2.3.2 Metiilatsiooni amplikonid

Pre-amplifikatsiooni tulemusel saadi CD3D geeni puhul 373 bp ja FOXP3 puhul 492 bp
pikkune amplikon. Antud amplikonide sees asuvad ka qPCR-i pohiste praimerite (Tabel 6) ning
sondide seondumiskohad (Joonis 6 ja Joonis 7).
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5’ GTGGTTTGAATTTTAGEET T TTTATTGATAATGTAATTATATTTATATATAATTTARATATTGTTA
TﬁTTT.AAGTTTTTTGEEﬁ ! 7 A GTEBTAGTAGTTAGATTT 37

Joonis 6. CD3D CpG qPCR-i amplikon. Antud joonisel on kujutatud CD3D genoomset DNA
jarjestust, mis asub CD3D geeni promooteralas. qPCR-i praimerid asuvad amplikonide otstes
ning sond F ja R praimeri vahepealses alas. CD3D TpG spetsiifilise qPCR-i praimeri ning sondi
paiknevus on vilja toodud lisades (Lisa 2). (Allajoonitud nukleotiidid — Forward ja Reverse
praimerid; ldbikriipsutatud nukleotiidid — sond; roheliseks vérvitud CG — CpG saidid)

1.00 b
49,00 Mo 49.20 Mo 40 .40 Mo

49.00 Mb 49.20 Mb 40.40 Mo

_‘_‘_,-/"_//_F "--"'--._\_\_
—
-~ —
Er GTTTg.:_;TTTGTTTAE:;TTTTTg.TTATTGA.TTMGG.GT.G&TG“GGTTTTﬁm

ATATT GAGGLAGAGRAGRGE 3

Joonis 7. FOXP3 CpG gPCR-i amplikon. Antud joonisel on ndidatud FOXP3 geeni asukoht.
Joonisel on kujutatud FOXP3 genoomset DNA jarjestust. QPCR-i CpG spetsiifilised praimerid
seonduvad amplikoni otstega ning sond seondub praimerite vahel oleva spetsiifilise alaga.
FOXP3 TpG spetsiifiliste qPCR-i praimerite asukoht amplikonis on vilja toodud lisades (Lisa
3). (Allajoonitud nukleotiidid — Forward ja Reverse praimerid; 1dbikriipsutatud nukleotiidid —
sond; roheliseks vérvitud CG — CpG saidid)
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2.3.3 qPCR-i praimerite spetsiifilisus

TagMan gPCR-il kasutati CpG ja TpG jarjestustele spetsiifilisi praimereid (Tabel 6). Selleks,
et kontrollida praimerite korrektset toimimist ning spetsiifilisust lisati qPCR-il vastavalt CpG
praimeri puhul kontrolliks TpG jarjestusi sisaldav plasmiid ja vastupidi. Antud katse tulemusel

veenduti CD3D CpG, TpG ja FOXP3 CpG, TpG praimerite spetsiifilisuses (Joonis 8 ja Joonis
9).

A)
Amplification Plot
B)
Proovi nimi| Praimer CT
§ o1 hoas CD3 TpG KT |CD3 CpG |Undetermined
Rt E ¥ CD3 TpG KT |CD3 CpG [Undetermined
CD3 TpG KT |CD3 CpG |Undetermined

Joonis 8. A) Illlustratiivne qPCR-i pilt, mis nditab, kuidas CD3D CpG praimerile on lisatud
kontrollprooviks CD3D TpG plasmiidse DNA lahjendus (1:100). B) Illustratiivne gPCR-i
analiiiis, millelt ndeme, kuidas CD3D CpG praimerile lisatud CD3D TpG plasmiidse DNA
lahjendust (1:100) ei amplifitseerita ehk CT véairtus on méadramatu. CD3D TpG spetsiifilisust
illustreeriv pilt on ndidatud lisades (Lisa 4).

A)
. Amplification Plot
B)
Proovi nimi Praimer CcT
i o FoxP3 TpG KT|FoxP3 CpG | Undetermined
r LSS

FoxP3 TpG KT|FoxP3 CpG [Undetermined
FoxP3 TpG KT|FoxP3 CpG  [Undetermined

Joonis 9. A) lllustratiivne gPCR-i pilt, kus on FOXP3 CpG praimerile lisatud kontrolliks
FOXP3 TpG plasmiidse DNA lahjendus (1:100). Ndeme, et TpG lahjendust ei amplifitseerita.
B) Illustratiivne gPCR-i analiilis, mis nditab, et FOXP3 CpG praimerile lisatud FOXP3 TpG
plasmiidse DNA lahjendust (1:100) ei amplifitseerita ehk CT véértus on midramatu. FOXP3
TpG praimeri spetsiifilisust nditav pilt on vélja toodud lisades (Lisa 5).
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2.3.4 CD3D ja FOXP3 standardkéverad

Reaalaja PCR-i tulemusi analiiiisiti Viia™ 7 programmi pdhiselt. Kdigepealt veenduti, et

standardkovera tous (ingl. k slope) oleks -3,3, mis nditab qPCR-i amplifikatsiooni 100%-list

efektiivsust (Joonis 10 ja Joonis 11). Jargnevalt hinnati proovide triplikaatide standardhélveid,

nimelt kui vdhemalt kahe korduse SD>0,2 (Karlen et al., 2007), jaeti proov andmeanaliiiisist

vilja.

-~ Standard Curve View
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Joonis 10. CD3D TpG ja CpG praimeri standardkéverad.
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Joonis 11. FOXP3 CpG ja TpG standardkéverad.
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Reaal-aja PCR-i ja standardkovera tulemuste pohjal arvutas Viia 7 tarkvara vélja uuritavate

proovide CpG- ja TpG-variantide koopiaarvud, millest 1dhtuvalt arvutati TpG sagedus (%)

(

vahel. Statistilise olulisuse médramiseks sooritati paaritu Studenti t-test.

TpG
CpG+TpG

) X 100 valemi pdhjal. Saadud TpG protsente vorreldi patsientide ning kontrollide

2.3.4 Meetodi korratavus

Meetodi varieeruvuse hindamiseks korrati koiki katseid kahel korral (alates genoomse DNA
eraldamisest kuni qPCR-ini). Korduskatsete tulemuste pdhjal arvutati variatsioonikordjad.
Antud eksperimendi kdigus oli CD3D geeni puhul katsete keskmine variatsioonikordaja 6,3%
ning FOXP3 geeni puhul oli variatsioonikordaja 21,4%. metiilatsioonispetsiifiline gPCR on
mitmeetapiline protsess, kus juba bisulfittootluse kdigus muutub DNA fragmeteerituks ning
kaotab komplementaarsuse. Samuti kaovad jirjestustest mittemetiileeritud tsiitosiinid. See
muudab metiilatsioonispetsiifilise qPCR-i komplitseerituks. Seetdttu voib variatsioonikordajat

6% hinnata védga heaks ning 21% vastuvdetavaks.

2.3.5 Patsientide ja kontrollide koopiaarvude vordlus

CD3D geeni puhul on varasemalt nididatud, et CD4" ja CD8" T-rakkudes konverteeritakse
bisulfittootluse kaigus koik CpG saidid TpG-ks, seega sisaldavad need T-rakud 99%-lise
sagedusega TpG varianti (Sehouli et al., 2011). Perifeerse vere mononukleaarsetest rakkudest
(monotsiiiidid, T-rakud, B-rakud, NK-rakud) on T-rakud kdige arvukamad. Seetottu ei ole
illatav, et pea koigil uuritutel on CD3D geeni puhul tlekaalus TpG variant. Sooritati
kahepoolne paaritu t-test patsientide ning kontrollidega, et vorrelda TpG% ehk T-rakkude
sageduses esinevaid erinevusi ning selle statistilist olulisust - p véartus oli suurem kui >0,05
(p=0,0732) (Joonis 12). Sellest tulenevalt saame jareldada, et CD3D geeni puhul APECED-i
patsientide ning kontrollide T-rakkude koopiaarvudes esinevad varieeruvused on tekkinud
juhuslikult. CD3D TpG sagedus oli antud katses kontrollidel keskmiselt 75% ja patsientidel
keskmiselt 58%. Antud eksperimendi kédigus oli enamike patsientide ning kontrollide TpG
sagedus tile 50%-i, siiski esines ka proove TpG sagedusega alla 50%-i, mis vois olla tingitud

juhuslikust varieeruvusest.
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Joonis 12. CD3D T-rakkude sageduse (%) vordlus APECED-i patsientidel ja kontrollidel.

FOXP3 geeni puhul tdhistab TpG variant regulatoorseid T-rakke, millel esineb Treg-ide
spetsiifiline demetiileeritud regioon ning CpG variant esineb koigis tlilejddnud rakkudes, mille
hulgas voib esineda ka aktiveeritud FOXP3 ekspresseerivaid T-efektorrakke (Sehouli et al.,
2011). Varasemates toodes on nédidatud, et FOXP3 TpG ehk regulatoorsete T-rakkude arv jaab
PBMC-des 6—10% vahele (Wieczorek et al., 2009). FOXP3 puhul sooritati iihepoolne paaritu
t-test, sest varasemalt on ndidatud, et APECED-1 patsientidel on vidhenenud regulatoorsete T-
rakkude arv. Studenti t-testi pohjal saime p vaartuseks <0,05 (p=0,0283), millest jareldasime,
et APECED-i patsientide ning kontrollide regulatoorsete T-rakkude koopiaarvu sagedustes
esineb statistiliselt olulisi erinevusi (Joonis 13). Patsientide hulgas oli FOXP3 TpG sagedus
keskmiselt 6% ning kontrollidel keskmiselt 12%.

FOXP3 TpG %
304 *
1
®
é 204 —
[«
3 .
g
Q 10+ °
L =
¢ ||
0

Kontrollid Patsiendid

Joonis 13. FOXP3 TpG-variandi sageduse (%) vordlus APECED-i patsientidel ja
kontrollidel.
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Kui Treg-ide sagedus avaldati protsendina T-rakkudest, siis olulisi erinevusi patsientide ja

kontrollisikute vahel ei tuvastatud.
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Joonis 14. Treg-ide sagedus T-rakkude hulgas. Treg-ide sageduse erinevus T-rakkude hulgas

ei ole kontrollide ja patsientide hulgas oluliselt erinev >0,05 (p=0,1462).

Kéesoleva t66 limitatsioonideks on viike uuritavate arv ning FOXP3 geeni puhul kdrgem
varieeruvus vOrreldes CD3D geeniga. Samuti tuleks edaspidi modta uuritud
rakupopulatsioonide sagedust voolutsiitomeetriliselt ning vorrelda epigeneetiliselt saadud

tulemustega.

Kokkuvottes Onnestus kidesoleva t66 kidigus juurutada TagqMan proovi pohine
metiilatsioonispetsiifiline gPCR-i meetod, mille pdhjal on voimalik hinnata T-rakkude ja
regulatoorsete T-rakkude osakaalu perifeerse mononukleaarsete rakkude hulgas. Samuti
onnestus tuvastada varem muude meetoditega kirjeldatud T regulatoorsete rakkude vdhenenud
osakaalu APECED-i patsientidel.

34



KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureuset6d kirjanduslik iilevaade késitles regulatoorsete T-rakkude olemust.
Regulatoorsed T-rakud on vajalikud immuuntolerantsuse ning homdostaasi siilitamisel.
Pohjalikumalt tutvustati Treg-ide médramist FOXP3 geenis oleva iseloomuliku demetiileeritud
regiooni pdhjal. Regulatoorsete rakkude arvu kahanemine vdib viia autoimmuunhaiguste
tekkele. Kirjandusliku iilevaate teises osas kasitleti pohjalikumalt tiiip 1 autoimmuunset
poliiendokrinopaatiat, mille puhul on tdheldatud vdhenenud Treg-ide osakaalu. APECED-i
pohjustavad mutatsioonid AIRE geenis. AIRE geen vastutab autoantigeenide esitlemise ning

regulatoorsete T-rakkude tekke eest.

Kéesoleval bakalaureusetool oli kaks eesmérki. Esimeseks eesmérgiks oli juurutada TagMan
reaal-aja qPCR-i pohine meetod, mille kaudu oleks vdimalik metiilatsioonimustri pdhjal
tuvastada T-rakkude ja regulatoorsete T-rakkude osakaalu vere mononukleaarsetest rakkudest
isoleeritud ning bisulfittoédeldud DNA pohjal. CD3D geeni promooter on demetiileeritud
ainult T-rakkudes ning FOXP3 geeni esimeses intronis paiknev konserveerunud jérjestus ainult
Treg-ides. Niitasime, et CD3D ja FOXP3 geeni diferentsiaalselt metiileeritud regioonidesse
disainitud praimerid ja sondid olid spetsiifilised kas metiileeritud jéarjestusele vastavale CpG-
variandile vdi metiileerimata jarjestusele vastavale TpG-variandile ning ei andnud omavahel

ristreaktsioone. Meetod osutus uildiselt hdsti korratavaks.

Teiseks, sooviti juurutatud meetodi abil vorrelda APECED-i patsientide ning kontrollide T-
rakkude ning regulatoorsete T-rakkude osakaalu veres tsirkuleerivate mononukleaarsete
rakkude hulgas. Eksperimendi tulemuste pdhjal joudis bakalaureuset66 autor jéreldusele, et
CD3D puhul on nii patsientide kui ka kontrollide seas tilekaalus TpG variant, mis néitas iihtlasi
T-rakkude sagedust.

FOXP3 geeni puhul oli iilekaalus CpG-variant, mis esineb kdigis teistes vererakkudes peale
Treg-ide ning regulatoorseid T-rakke ehk TpG-variante esines vihesel hulgal. Vdrreldes
patsientide ning kontrollide TpG sagedusi, saime teha jareldused, et APECED-i patsientidel on
vorreldes kontrollisikutega vdhenenud Treg-ide osakaal, mis kattub varasemalt naidatud

tulemustega, kus Treg-sid méaérati voolutsiitomeetriliselt.

Kinnistamaks praeguseid tulemusi tuleks kindlasti teha veel korduskatseid ning kaasata
katsetesse rohkem patsiente ja kontrolle ning kasutada vordluseks alternatiivseid meetodeid

vastavate rakupopulatsioonide mééramiseks.
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Epigenetic characterization of regulatory T cells in patients with autoimmune

polyendocrinopathy
Liis Haljasmégi

SUMMARY

Regulatory T cells are very important for the maintenance of immunological tolerance and
homeostasis. FOXP3 is essential for the differentiation, function and stability of Tregs. This
important cell type is characterized by a conserved sequence in the first intron of FOXP3
containing CpG dinucleotides that are completely demethylated in Tregs, but totally methylated
in other blood cell types, permitting their identification with epigenetic methods. When the
number of regulatory T cells decreases, it can result in autoimmune diseases. Autoimmune
polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy (APECED), also known as autoimmune
polyendocrine syndrome type | (APS-1), is an autoimmune disease which is caused by
mutations in the autoimmune regulator (AIRE). AIRE is a transcription factor, which is
responsible for presenting autoantigens to developing T cells. AIRE-deficiency results in
impaired negative selection. Insufficient negative selection causes excessive release of

autoreactive T cells and also, a decrease of regulatory T cells.

The first purpose of the current bachelor thesis was to to develop a TagMan realtime PCR
method to determine the percentage of T-cell’s and regulatory T cell’s using bisulfite converted
DNA, isolated from peripheral blood mononuclear cells regarding differential methylation
pattern of genes specific for each studied cell type. The promoter of CD3D gene is demethylated
exclusively in T cells while the conserved region in the first intron of FOXP3 contains
demethylated CpG dinucleotides only in Tregs. The study confirmed that the primers and
probes that were designed to these differentially methylated regions were specific either for the
methylated (CpG variants) sequences or unmethylated (TpG variants) and did not cross-react

with each other showing good specificity. The method showed also good reproducibility.

The second aim of the thesis was to apply this epigenetic method to compare the percentages
of circulating Tregs between APECED patients and controls. TpG variant of CD3D
(corresponding to T cells) was prevalent in the majority of studied individuals and no significant
difference was revealed in T cell frequencies between patients and controls. CpG variant
dominated in the case of FOXP3 gene as all the other cells in the blood except for Tregs have
methylated CpG dinucleotides in the studied region. We found that regulatory T cell
percentages were slightly decreased in APECED patients compared to controls in line with

previous publications that have measured Treg frequency with flow cytometry.
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To confirm these results higher number of patients and healthy controls should be regruited to
the study and for the comparison alternative methods for finding the frequency of corresponding
cells should be used.
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Lisa 2. CD3D TpG gPCR-i amplikon. Antud joonisel on kujutatud CD3D genoomset DNA
jarjestust, mis asub CD3D geeni promooteralas. qPCR-i praimerid asuvad amplikonide otstes
ning sond F ja R praimeri vahepealses alas. (Allajoonitud nukleotiidid — Forward ja Reverse
praimerid; ldbikriipsutatud nukleotiidid — sond; roheliseks vérvitud CG — CpG saidid)
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Lisa 3. FOXP3 TpG gPCR-i amplikon. Antud joonisel on ndidatud FOXP3 geeni asukoht.
Joonisel on kujutatud FOXP3 genoomset DNA jérjestust. qPCR-i CpG spetsiifilised praimerid
seonduvad amplikoni otstega ning sond seondub praimerite vahel oleva spetsiifilise alaga.
(Allajoonitud nukleotiidid — Forward ja Reverse praimerid; labikriipsutatud nukleotiidid —
sond; roheliseks vérvitud CG — CpG saidid)
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Lisa 4. A) lllustratiivne gPCR-i pilt, kus on CD3D TpG praimerile lisatud kontrolliks CD3D
CpG plasmiidse DNA lahjendus (1:100). Ndeme, et CpG lahjendust ei amplifitseerita. B)
llustratiivne qPCR-i analiiiis, mis nditab, et CD3D TpG praimerile lisatud CD3D CpG
plasmiidse DNA lahjendust (1:100) ei amplifitseerita ehk CT védrtus on mddramatu.
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Lisa 5. A) Illlustratiivne gPCR-i pilt, kus on FOXP3 TpG praimerile lisatud kontrolliks FOXP3
CpG plasmiidse DNA lahjendus (1:100). Ndeme, et CpG lahjendust ei amplifitseerita. B)
Ilustratiivne qPCR-i analiilis, mis nditab, et FOXP3 TpG praimerile lisatud FOXP3 CpG
plasmiidse DNA lahjendust (1:100) ei amplifitseerita ehk CT védrtus on mdaramatu.
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