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Funktsionaalsed ja epigeneetilised muutused monotsuitides krooniliste pdletikuliste

haiguste korral

Ké&esolevas magistritdos uuriti monotsuiutide iseédrasusi krooniliste pdletikuliste
haiguste korral. Selleks stimuleeriti monotsuite infektsiooni mimikeerivate ligandidega.
Parast stimuleerimist suurenes pdletikuliste tsitokiinide produktsioon uuritavates rakkudes.
Statistiliselt olulisi erinevusi psoriaasi patsientide ja kontrollisikute monotsiutide vahel ei
tuvastatud, kuid SEL (systemic lupus erythematosus) patsientide ja kontrollisikute vahel
andsid  statistiliselt  olulise  erinevuse geenid TNFA ja MMP8. Kromatiini
immuunosadestamisel H3K27ac spetsiifilise antikehaga ja sadestatud DNA jarjestuste
analutsimisel leiti, et nii patsientide kui ka kontrollisikute seondumiskohad asuvad enamasti
enhaanseri alades. Vorreldes SEL (systemic lupus erythematosus) patsiente ja terveid
kontrolle leiti 1673 erinevalt rikastatud regiooni, mis vastutavad erinevate immunoloogiliste
protsesside eest ja omavad pdletikulistes protsessides osalevate transkriptsioonifaktorite
seondumismotiive.

Mérksdnad: Treenitud loomulik immuunsus, monotsiiudid, epigeneetika
CERCS kood : B500, B520

Functional and epigenetic changes in monocytes in chronic inflammatory diseases

In this Master’s thesis were studied peculiarities of monocytes in chronic
inflammatory diseases. For that monocyte were stimulated with infections mimicking ligands.
After the stimulation, the expression of pro-inflammatory cytokines in comparison to
unstimulated cells. No statistically significant differences were found between psoriasis
patients and control subjects monocytes, but TNFA and MMP8 genes showed statistically
significant differences between patients with systemic lupus erythematosus and controls. As
expected, active chromatin mark H3K27ac was mostly found at enhancer areas in monocytes
from all studied groups. No differentially enriched regions were found between monocytes
isolated from psoriais patients and healty controls. However, 1673 differently enriched
regions were found when the H3K27ac binding sites were compared between systemic lupus
erythematosus patients and healthy controls. These regions were associated with various
immunological processes and had binding motifs of transcription factors involved in
inflammatory processes
Keywords: Trained innate immunity, monocytes, epigenetic
CERCS: B500, B520
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SISSEJUHATUS

Pdletik on protsess, mis tekib vastusena kahjustustele vdi patogeensele stiimulile.
Autoimmuunhaiguste (AD, autoimmune disease) puhul on tegemist autoimmuunse
poletikuga. AD korral kaob immuuntolerantsus ning immuunrakud alustavad riinnakut enda
keha rakkude vastu. Psoriaas ja ststeemne erttematoosne luupus (SEL, systemic lupus
erythematosus) on levinud autoimmuunhaigused, mille patogeneesimehhanismid on siiani
kindlaks madramata.

Inimese organismis vastutavad kaitse eest kaasasundinud ja omandatud
immuunmehhanismid. Pohiline erinevus on immunoloogilise mélu olemasolu omandatud
immuunsilsteemis. See seisukoht on tdnapéeval muutumas. Hiirtel, kellel puudub omandatud
immuunsus, vOib kaasaslindinud immuunsisteem samuti tdsta resistentsust juba esinenud
infektsiooni vastu. Seda ndhtust nimetatakse ,,treenitud immuunsuseks® (,,trained immunity*)
vOi ,treenitud loomulikuks immuunsuseks® (,trained innate immunity©). Treenitud
immuunsus valjendub selles, et pérast primaarset infektsiooni on kaasasundinud
immuunvastus sekundaarsele infektsioonile palju tugevam. Need muutused tagatakse
epigeneetilise regulatsiooniga, kui kromatiini kattesaadavus muutub pdletikuliste tsutokiine
kodeerivate geenide enhaanseralades. Siinnipdrase immuunrakkude nagu monotsiltide ja
makrofaagide metaboolne ja epigeneetiline Umberprogrammeerimine on aluseks
kaasastndinud mélule ehk treenitud immuunsusele.

Kéesoleva magistritod eesmargiks on uurida, kas kroonilise pdletikuga kulgevate
haiguste korral on monotsiititides tekkinud ,,treenitud loomulikule immuunsusele* viitavaid

muutusi. TOO teostati bio- ja siirdemeditsiini instituudis, molekulaarpatoloogia t60rihmas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Kaasasuindinud ja omandatud immuunsus

Inimese immuunsisteemi vBib jagada kaasasiindinud ja omandatud immuunsuseks.
Kaasaslindinud ehk mittespetsiifiline immuunsus omab reageerimisel Kiiret vastust, kuid mélu
funktsioon puudub. Omandatud (adaptiivne vOi spetsiifiline) immuunsust iseloomustab
aeglane reageerimisvéime ning malu olemasolu. Kaasastindinud ja omandatud immuunsuste

vordlus on valja toodud tabelis 1.

Kaasastndinud immuunsiisteem on esimene kaitseliin infektsiooni vdi koekahjustuste
puhul. Immuunrakud ja molekulid aktiveeritakse mikroobide vO6i teiste erinevate
ohusignaalidega kokku puutudes. Omandatud immuunsus on evolutsiooniliselt hilisem
kaitseliin, mis on kdrge spetsiifilisusega. See on vdimalik tanu T-limfotsudtidele, mis
kipsevad tliumuses, ning B-lumfotsudtidele, mis tekivad luutidis, ning mille retseptorid on

suure varieeruvusega.

Tabel 1. Kaasastindinud ja omandatud immuunsuse vrdlus.

Omadused Kaasasundinud immuunsus Omandatud immuunsus

Madal: reageerib patogeenide

klassidel konserveerunud )
. ) ) Kdrge: reageerib konkreetse
Spetsiifilisus molekulaarsete mustritega ja )
) molekulaarse struktuuriga
koekahjustusega seotud

signaalidele
Dinaamika Kiire (0-12 h) Aeglane (1-2 néadalat)
) o Toimub retseptorite jarjestuste
Retseptorid Kodeeritud iduliinis .
somaatiline umberkorraldus
Immunoloogilise mélu tdttu on
Puudub - .
jarjekordne vastus patogeenile
Mélu N ) )
kiirem ja tugevam kui esmane
vastus
Mitmekesisus Piiratud Korge
Makrofaagid, monotsudidid,
Rakud neutrofiilid, dendriitrakud, NK- T- ja B-lumfotsiudid

rakud,




1.1.1 Loomuliku immuunsisteemi rakud

Kaasasiindinud immuunsusteem koosneb nuumrakkudest, fagotstutidest nagu
makrofaagid, neutrofiilid, dendriitrakud ja monotsiudid, ning samuti eosinofiilidest,
basofiilidest ja NK rakkudest (Padovan ja Martin, 2016). Nuumrakud on koes elavad rakud,
mis aitavad haavade paranemisele kaasa ning kaitsevad parasiitide eest, vabastades
graanulites olevaid mediaatoreid nagu amiinid, proteogliikaanid ja proteaasid. Nuumrakkude
aktiveerimine on sageli aluseks ebasoodsale immuunvastusele nagu allergiad, artriit ja
anafulaktiline Sokk (Spiering, 2015). Makrofaagid on rakud, mis otsivad ja fagotsiitoosivad
patogeene. Verest valjumisel ning kudedesse sisenemisel arenevad monotsudtidest
makrofaagid. Nad aitavad eemaldada liigseid, kahjustatud v6i surnud rakke, mis on téhistatud
kdrvaldamiseks pinnavalkudega (Spiering, 2015). Polimorfonukleaarsed leukotstidid ehk
neutrofiilid on kdige arvukamad granulotstiidid ning sissetungivate mikroorganismide vastu
esmased kaitsjad (Kobayashi ja DelLeo, 2009). Neutrofiilid ringlevad tavaliselt veres ning
vigastuse vOi nakkuse korral liiguvad nad Kiiresti kahjustatud kohta (Spiering, 2015).
Neutrofiilide t66 puudused vdi arvukuse vahenemine on kahjulikud inimeste tervisele ning
sageli pohjustavad tdsiseid ja korduvaid infektsioone (Kobayashi ja Deleo, 2009).
Dendriitrakud (DC, dendritic cell) maéngivad olulist rolli peremehe immuunsuses,
indutseerides kaasasundinud vastuseid patogeenidele, kaivitades efektiivselt naiivseid T-
rakke, aktiveerides mélu T-rakke ning soodustades B-rakkude aktiveerimist (Price ja Tarbell,
2015). Neutrofiilid, makrofaagid ja DC-d leiavad patogeene Tolli-laadsete retseptorite (TLR,
Toll-like retseptors) kaudu (Spiering, 2015). Eosinofiile leidub veres suhteliselt vaikestes
kogustes, 1-4% perifeerse vere leukotsultidest (Shamri jt, 2011). Eosinofiilid arenevad
luutidis ning nende Ulesandeks on suuremate parasiitide hdvitamine ning allergiliste ja
poletikuliste reaktsioonide moduleerimine (Spiering, 2015). Basofiilid péarinevad samuti
luulidist, ringlevad veres ja on kdige vdhem arvukas valgevereliblede alatliip (Spiering,
2015). Basofiilid vabastavad antikoagulante hepariini ja serotoniini, mis vahendavad vere
hidbimist ja soodustavad vastavalt pdletikule ttdpilist haava turset (Spiering, 2015). NK
rakud on granulaarsed lumfotsuldid, kes tunnevad d&ra viirusega nakatunud rakke ja
kasvajarakke ning hévitavad neid tanu tsitotoksilistele valkudele, mis vabanevad ludtilistest

graanulitest (Topham ja Hewitt, 2009).

Monotsitdid on multifunktsionaalsed, kuid pdhilised funktsioonid on fagotsutoos,
mille kaudu toimub mikroobide hédvitamine, antigeeni esitlus ning tsltokiinide tootmine.

Olulist rolli méngivad TLR-d, mis tunnevad patogeenide pinnastruktuure ning edastavad



signaale erinevate poletikuliste tsutokiinide produtseerimiseks ja teiste fagotstitide
aktiveerimiseks (Kawasaki ja Kawai, 2014). Monotsiudid ekspresseerivad mitmeid TLR-e,
millest TLR-d 1, 2 ja 4 on kdige sagedasemad (Hornung jt, 2002). Bakteriaalne TLR2 ligand
Pam3CSK4 aktiveerib NF-kB signaaliraja kaudu pdletikumediaatorite toodangut (Brandt jt,
2013). Bakteriaalset lipopolisahhariidi (LPS, lipopolysaccharide) tuvastatakse imetajatel
retseptorikompleksiga, mis koosneb CD14-st, TLR4-st ja MD2-st, ning mille poolt on
pohjustatud TNF-a, IL-1 ja IL-6 tsttokiinide produktsioon (Latz jt, 2003; Blanque, 1998).
Monotsuldid toodavad selliseid pro-inflammatoorseid tsiitokiine nagu interleukiin (IL)-1a,
IL-1B, IL-6, tuumori nekroosi faktor (TNF, tumour necrosis factor)-a ning pdletikuvastase
toimega IL-1 retseptori antagonist (Willis jt, 2003). Monotsutdid moodustuvad luutidis ning
pérast lahkumist tsirkuleerivad vereringes 1-3 pdeva, liikudes seejarel kudedesse kogu kehas,
kus diferentseeruvad makrofaagideks ja dendriitrakkudeks (joonis 1) (Germik jt, 2019). On
naidatud, et pdletiku ajal migreeruvad monotsiidid verest kudedesse, kus muutuvad
poletikulisteks makrofaagideks (Jakubzick jt, 2017).
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Joonis 1. Inimese monotstitide diferentseerumise skeem. HSCs ehk hematopoeetilised
tivirakud arenevad luuddis ning neist moodustuvad mieloidsed eellasrakud. Seejarel arenevad
granulotsiiiitide-monotsudtide eellased (rGMPs, conventional granulocyte-monocyte progenitors), mis
edasi jagunevad granulotsudtideks ja pre-monotsudtideks. Pre-monotsuditidest diferentseeruvad CD14*
rakud ning neist omakorda CD14*CD16" monotsiidid, millest arenevad makrofaagid ja

monotsudtidest parinevad dendriitrakud (Muudetud, Kawamura jt, 2017).

10



1.2 Treenitud loomulik immuunsus

Klassikaline immunoloogia 0&petab, et ainult omandatud immuunsusel on
immunoloogiline mélu, kuid see seisukoht on muutumas. Hiirtel, kellel puudub omandatud
immuunsus, vOib kaasaslindinud immuunsisteem samuti tOsta resistentsust juba esinenud
infektsiooni vastu. Seda néhtust nimetatakse ,,treenitud immuunsuseks® (,,trained immunity*)
vOi ,treenitud loomulikuks immuunsuseks® (,.,trained innate immunity) (Netea jt, 2016).
Treenitud immuunsus véljendub selles, et pérast primaarset infektsiooni on kaasasindinud
immuunvastus  sekundaarsele infektsioonile palju tugevam. Erinevalt adaptiivsest
immuunmaélust ei ole kaasastindinud immuunrakkude sekundaarne vastus suurenenud mitte
spetsiifilise antigeeni suhtes, mis indutseeris primaarset vastust, vaid pigem on téusnud
mittespetsiifiline reaktsioon, mille téttu on suurenenud vastupanuvdime ka teiste patogeenide
suhtes (Netea jt, 2011). Tugevnenud immuunvastus on seotud intratsellulaarse metabolismi ja
epigeneetilise reguleerimise muutusega histoonide modifikatsioonide tasemel (Saeed jt,
2014).

Treenitud immuunsust on demonstreeritud in vitro katsete abil. Bekkering koos oma
kolleegidega viis l&bi in vitro katseid, kus monotstute stimuleeriti kolme infektsiooni
mimikeeriva stiimuliga: p-glikaan, Bacillus Calmette-Guérin (BCG, Bacillus Calmette-
Guérin) vaktsiin ja okslideeritud madala tihedusega lipoproteiin (oxLDL, oxidized low-density
lipoprotein). Esmane stimulatsioon kestis 2, 4 v6i 24 tundi, millele jargnes stimulandi
eemaldamine ja puhkamise staadium, ning sekundaarsete bakteriaalsete stiimulitega
stimuleerimine tehti mdne pédeva pérast (joonis 2) (Bekkering jt, 2016). Stimuleeritud
monotsiiudid naitasid suurenenud tsttokiini vastuseid sekundaarsete stimulatsioonide korral
ning need madjud olid kdige suuremad, kui treeningintervall oli 24 tundi ja puhkeaeg 6 paeva
(Bekkering jt, 2016).
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Vastus

2t
4t Aktiveeritud

24t olek
Homeostaas

24t, 3 paeva, 6 paeva

latsioon  sitokiinide
lugemine

Treening Pesemine ja puhkeaegl Restimu- produtseeritud

Morfoloogia
Laktaadi tootmine
ROS

24 tundi  2t.T; 24t-P
2t <3 paeva 2t-T; 3p-P
treening 6 paeva 2t.T: 6p-P
24 tundi 4t-T;24t-P
4 t. < 3 paeva 4t-T; 3p-P
treening 6 paeva 4t-T; 6p- P
24 tundi 24t-T; 24t-P
24 t < 3 pdeva 24t-T; 3p-P
treening 6 pieva 24t-T; 6p-P Originaal protokoll

Joonis 2. Skemaatiline tilevaade treenitud immuunsuse metoodikast. Monotsuute treeniti 2
tundi (2hr-T), 4 tundi (4hr-T) vOi 24 tundi (24h-T). Pérast treeningut pesti stiimulid maha ning
rakkudele anti aega puhata 24 tundi (24h-R), 3 pédeva (3d-R) vOi 6 pdeva (6d-R), mille jarel
stimuleeriti uuesti RPMI, LPS v8i Pam3Cys-iga 24 tundi (Muudetud Bekkering jt, 2016).

B-gliikaaniga treenitud makrofaagide transkriptoomi ja metaboloomi analiilis néitas
mitmete peamiste metaboolsete radade (Ulesreguleerimist, nagu glukoosi ainevahetus,
glutaminoliiis ja kolesterooli siinteesi rada (Arts jt, 2016, Cheng jt, 2014). Treenitud
immuunsus on tingitud epigeneetilistest Umberkorraldustest histooni metlleerimise ja
atsettleerimise tasemel (Saeed jt, 2014). Péarast luhikest kokkupuudet B-glikaaniga, BCG-ga
vOi oxLDL-ga treenitud makrofaagide fenotlipi iseloomustab aktiivsele kromatiinile
iseloomulike histooni modifikatsioonide, nagu H3K4me3 ja H3K4mel, rikastumine
(Leentjens jt, 2018; Hoeksema ja Winther, 2016).).

Treenitud loomulik immuunsus on suhteliselt uus uurimissuund ning siiani on uuritud
pohiliselt positiivset mdju ehk vastupanuvdime téusu haigusetekitajatele. Vahem aga on teada
treenitud loomuliku immuunsuse negatiivsest kiljest: potentsiaalselt vdimendab see kroonilist

poletikku.
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1.3 Epigeneetiline geeni ekspressiooni regulatsioon

Epigeneetika Kirjeldab mitootiliselt ja meiootiliselt paritud geeniekspressiooni
muutusi, samas sailitades DNA nukleotiidse jarjestuse (Wilson, 2008). Lisaks DNA
jarjestusele kontrollitakse transkriptsiooni regulatsiooni Idbi mitme erineva mehhanismi —
nukleosoomi  positsioneerimine, DNA-d seondavad regulatoorsed valgud nagu
transkriptsioonifaktorid, mittekodeeriv.  RNA, DNA metilatsioon ning histoonide
modifikatsioonid (Venters ja Pugh, 2009; Goodrich ja Kugel, 2006; Cvekl ja Duncan, 2007).

Nukleosoomi positsioneerimine on nukleosoomide asukoha mé&&ramine eukartootses
DNA jarjestuses. Nukleosoomi paiknemine on bioloogiliselt olulise funktsiooniga, néiteks
nukleosoom inhibeerib teiste valkude seondumist DNA-ga (Struhl ja Segal, 2013). Geenide
transkriptsioon  soltub  informatsioonist DNA  jérjestusel, mida  tblgendavad
transkriptsioonifaktorid (TF) voi teised jarjestuse spetsiifilised valgud (Ahsendorf jt, 2017).
Nad seonduvad kindlatele kohtadele DNA jarjestustel ning seeldbi kontrollivad mRNA
molekulide transkriptsiooni DNA-It (Latchman, 1997). Transkriptsioonifaktorid toétavad
uksinda voi koostdos teiste valkudega, soodustades vOi blokeerides RNA polumeraasi
varbamist spetsiifilistele geenidele (Roeder, 1996; Nikolov ja Burley, 1997). Mittekodeerivad
RNA-d (non-coding RNA, ncRNA) on RNA-de klass, mis ei kodeeri funktsionaalseid valke
(Wei jt, 2017). Mitmed uuringud on néidanud, et miRNA-d, piRNA-d, endogeensed siRNA-d
ja pikad mittekodeerivad RNA-d on regulatoorsed RNA-d, ning méngivad olulist rolli
epigeneetilises kontrollis (Wei jt, 2017). DNA metiileerimine ja histoonide modifikatsioonid
on enim uuritud Klassikalised epigeneetilise regulatsiooni mehhanismid, mis maaravad raku
transkriptsiooni aktiivsust tuumas (Zhang ja Wang, 2015). DNA metilatsioon on imetajate
genoomis oluline epigeneetiline mehhanism, mis hdlmab metudlrihma liitmist tsitosiinile,
moodustades 5-metultsutosiini (Moore jt, 2013). See protsess reguleerib geeniekspressiooni,
védrvates geenide parssimisega seotud valke vOi inhibeerides transkriptsioonifaktorite
seondumist DNA-ga (Moore jt, 2013). Koik need protsessid on olulised tdiskasvanud
organismi erinevate rakuliinide normaalseks arenguks ning diferentseerumiseks (Handy jt,
2011). Antud uurimistoéos keskenduti histoonide modifikatsioonide uurimisele, kuna
varasemad uuringud on naidanud, et histoonide modifikatsioonide (kirjeldatud punktis 1.3.1)
mustri muutus on seotud treenitud loomuliku immuunsusega (Ostuni jt, 2013, Bekkering jt,
2013, Saeed jt, 2014, Leentjens jt, 2018).
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1.3.1 Histoonide modifikatsioonid

DNA on ule uhe meetri pikk ning selle mahutamiseks tuuma pakitakse DNA
eukartiootses rakus kokku (Marifio-Ramirez jt, 2005). Histoonid on 102-135 aminohappest
koosnevad valgud, mis vastutavad DNA kokkupakkimise eest ning seetdttu on neil oluline
roll geenide regulatsioonis (Henikoff ja Smith, 2015). On tuvastatud viis histooni tlupi: H1
(vOi H5), H2A, H2B, H3 ja H4. Nukleosoomsed histoonid H2A, H2B, H3 ja H4 esinevad
kahes korduses, moodustades oktameeri. Nukleosoom koosneb histoonide oktameerist ning
selle imber keerdunud DNA-st (McGinty ja Tan, 2014). Linkerhistoon on H1 ja sellele
homoloogne valk H5, mis seonduvad nukleosoomide vaheliste aladega (Henneman, 2018).
Histoonide modifikatsioonid on histoonivalkude enstimaatilised posttranslatsioonilised
modifikatsioonid, mis hdlmavad fosforlleerimist, ubikvitineerimist, atsetuleerimist,
metlleerimist jt (Alhamwe jt, 2018). Need modifikatsioonid toimuvad peamiselt histooni
valkude aminoterminaalsetes sabades, mis labi kromatiini struktuuri muutmise reguleerivad

geeniekspressiooni (tabel 2) (Zhang ja Wang, 2015).

Tabel 2. Enimuuritud histoonide modifikatsioonid

Modifikatsioon Funktsioon Modifikatsiooni koht

Fosfortileerimine Aktivatsioon H3S10p
(Johansen ja Johansen, 2006)

Ubikvitineerimine Repressioon H2AK119ubl
(Zhou jt, 2008)
Atsetiileerimine Aktivatsioon H3K27ac, H3K9ac
(Mi jt, 2017)
Metiileerimine Aktivatsioon H3K4mel, H3K4me3
(Kusch, 2012)
Metuleerimine Repressioon H3K27me3, H3K9me3

(Wiles ja Selker, 2017; Hahn jt, 2011)

Histooni fosforlleerimist kontrollivad kahte tldpi ensttmid, millel on vastanduvad
funktsioonid. Kinaasid transpordivad ATP fosfaatrihma sihtméark-aminohappe kulge,

asendades viimase hudroksullrihma. Kuna ATP omab negatiivset laengut, siis see omakorda
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annab laengu histoonile, mis mdjutab kromatiini struktuuri. Fosfataasid vastutavad

fosfaatrihma eemaldamise eest (Bannister ja Kouzarides, 2011).

Histooni ubikvitineerimine erineb oluliselt teistest modifikatsioonidest, kuna
histoonile lisatakse kullaltki suur, 76-aminohappe pikkune fragment (Mercurio jt, 2012). See
on poorduv modifikatsioon, mille stabiilse oleku mé&&ravad kaks ensulmi, mis vastutavad
fragmendi sidumise ning eemaldamise eest histoonilt (Mercurio jt, 2012). Histoonide
ubikvitineerimine mangib olulist rolli paljudes tuuma protsessides, kaasa arvatud

transkriptsioon, kromatiini struktuuri sdilitamine ja DNA parandamine (Cao ja Yan, 2012).

Histooni atsetuleerimist reguleerivad kaks vastanduva funktsiooniga ensiimi —
histooni atsetlultransferaasid (HAT, histone acetyltranferases) ja histooni deatsetilaasid
(HDAC, histone deacetylases) (Bannister ja Kouzarides, 2011). HAT-id kataltiusivad
atsetudlrihma dlekandmist histooni lusiinijagile, mis viib histoonide positiivse laengu
kadumiseni ning ndrgendab histoonide sidet negatiivselt laetud DNA-ga (Alhamwe jt, 2018).
HDAC-d eemaldavad atsetullrihma  histooni  lUsiinijdékidelt ning  toimivad
geeniekspressiooni  repressoritena (Alhamwe jt, 2018). H3 histooni 27. lisiinijaagi
atsetuleerimine (H3K27ac) ja H3 histooni 4. lisiinijadgi monometuleerimine (H3K4mel) on

tuntud enhaanseralades paiknemise poolest (Calo ja Wysocka, 2013).

Histooni metileerimist vahendavad histooni metulltransferaasid ja histooni
demetiileerimist viivad ldbi histooni demetilaasid (Alhamwe jt, 2018). Histooni
metlleerimine leiab aset peamiselt lUsiini- ja arginiinijaagis ning erinevalt atsetiileerimisest ja
fosforlleerimisest ei muuda histooni mettleerimine histooni laengut (Bannister ja Kouzarides,
2011). Soltuvalt metlleerimise asukohast vdib see pdhjustada geenide aktivatsiooni, nagu H3
histooni 4. lUsiinijaagi trimettimeerimine (H3K4me3) voi represseerimist, nagu H3 histooni 9.
vOi 27. lusiinijaagi trimetimeerimine (H3K9me3, H3K27me3) (Shen ja Casaccia-Bonnefil,
2008). On teada, et geeni induktsioon vananemise ajal on seotud H3K4me3 kdrgema
signaaliga promootoralal, samas H3K4me3 on vajalik paljude geenide normaalse
ekspressiooni sdilitamiseks kogu eluea jooksul (Cruz jt, 2018). H3K9me3 modifikatsioon
mérgistab imetaja genoomis enamasti erinevaid heterokromatiini regioone, viidates
represseerivale funktsioonile (Yan ja Boyd, 2006). H3K27me3 on tihedalt seotud inaktiivsete
geeni promootoritega ning samas H3K4me3 modifikatsioon asub tavaliselt aktiivsete geenide
promootorites (Barski jt, 2007).
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Antud uurimistéds keskenduti kahele histoonimodifikatsioonile — H3K4me3 ja
H3K27ac. Varasemalt on ndidatud, et loomulikku immuunsuse rakkude stimuleerimine toob
kaasa epigeneetilisi Umberkorraldusi histooni metileerimise ja atsetiileerimise tasemel
(Ostuni jt, 2013, Saeed jt, 2014). Antud toid Kkinnitab ka Bekkering oma téoriihmaga, kes
stimuleeris ateroskleroosi patsientide monotsulte B-glikaaniga ning leidsid 500 rikastatud
H3K4me3 geeni, mis olid seotud erinevate tsutokiinidega ja kemokiinidega (Bekkering jt,
2013). Niisamuti on ndidatud, et pérast luhikest kokkupuudet B-gliikaaniga, BCG-ga vOi
oxLDL-ga iseloomustab treenitud makrofaagide fenotiipi aktiivse histooni H3K4me3 ja
H3K4mel modifikatsioonide rikastumine (Leentjens jt, 2018). Hoeksema ja Winther viisid
labi katseid stimuleerides monotsiiute ja makrofaage LPS-ga ning négid, et tdnu treenimisele
kromatiin muutub avatuks nii H3K27ac kui ka H3K4me3 modifikatsioonidega rikastatud
genoomialades (Hoeksema ja Winther, 2016). Sarnaseid tulemusi oli ndidatud ka varem, mil
monotsliute treeniti p-glikaaniga ning transkriptsiooniline ja epigeneetiline analtius
H3K4me3 ja H3K27ac pdhjal nditas metaboolsetes radades osalevate geenide indutseerimist
(Saeed jt, 2014; Cheng jt, 2014).

1.4 Autoimmuunsed ja autoinflammatoorsed haigused

Autoimmuunhaigus (AD, autoimmune disease) on krooniline haiguslik seisund, mida
iseloomustab immuunsisteemi rakkude riinnak enda keha rakkude vastu. Paljud
autoimmuunhaigused on tugevalt seotud geneetiliste, nakkuslike ja keskkonnast sdltuvate
teguritega (Smith ja Germolec, 1999). Haigused varieeruvad suuresti erinevates organites ja
nende Kliinilistes ilmingutes, mdned on piiratud teatud kudedega ning teised on slsteemsed
(Rosenblum jt, 2015). Ajalooliselt peeti autoimmuunhaigusi haruldasteks, kuid
epidemioloogilised uuringud on tadnaseks naidanud, et nad mdjutavad 3-5% elanikkonnast
(Wang jt, 2015). Lisaks autoimmuunhaigustele eristatakse ka autoinflammatoorsed haigusi
(AID, autoinflammatory disease). AID on harvaesinevate parilike pdletikuliste héirete rihm,
mille puhul ei esine infektsioone ning loomuliku immuunsuse rakud vdivad indutseerida
infektsiooni isegi siis, kui antigeenid ei ole organismi sisse tunginud (Touitou ja Koné-Paut,
2008). Uheks nende erinevuseks on see, et autoinflammatoorsed haigused pdhjustavad
poletikku otseselt ldbi kaasasiindinud immuunsisteemi, ilma adaptiivse immuunsuse

aktiveerimiseta (joonis 3). Nende kahe haigusgrupi vordlus on toodud tabelis 3.
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Tabel 3. Autoinflammatoorsete ja autoimmuunsete haiguste erinevused

Omadused Autoimmuunne Autoinflammatoorne

Immuunreaktsiooni tiip Peamiselt omandatud Peamiselt kaasastndinud

) On diagnostilised voi osalevad )
Autoantikehad ) Enamasti puuduvad
patogeneesis

Immuunosupresseeriv ravi. B | Tsitokiine blokeeriv ravi

Ravi ja T rakke elimineeriv (nt. antikehad IL-1, TNF,

bioloogiline ravi IL-6 vastu)

Pdhilised patogeneesis ] . )
B- ja T-rakud Neutrofiilid, makrofaagid
osalevad rakud
Kontseptuaalne ) Koespetsiifilised tegurid;
] Enda tolerantsuse murdumine ) )
arusaamine ohusignaalid

Nad jagavad moningaid Ghiseid omadusi, nagu iseenda vastu suunatud patoloogiline
protsess, millega vOib kaasneda susteemne kahjustus (Doria jt, 2012). Nende erinevus seisneb
selles, et AID-de korral pdhjustab kaasasundinud immuunsusteem otseselt kudede pdletikku,
samas kui AD-des aktiveerib kaasasiindinud immuunstisteem omandatud immuunststeemi,
mis omakorda vastutab poletikulise protsessi eest (Doria jt, 2012). Antud magistritd6s uuriti
kahte poletikulist haigust — psoriaas ja susteemne erlitematoosne luupus. Antud haiguste
Kirjeldused on toodud punktides 1.4.1 ja 1.4.2.

Autoinflammatoorsed Autoimmuunsed

haigused haigused

- -

Immuunsiisteemi krooniline aktiveerimine

s S

Kaasaslindinud immuunsus Kaasaslindinud immuunsus

l

Omandatud immuunsus

b A

Koe pdletik ja kahjustused

Joonis 3. Autoimmuun- ja autoinflammatoorsete haiguste aktiveerimise rajad.
Autoinflammatoorsed haigused pohjustavad kudede poletikku otseselt labi kaasasundinud
immuunsusteemi, kuid autoimmuunhaigused aktiveerivad esiteks kaasasundinud immuunsisteemi,

mis omakorda aktiveerib adaptiivset ehk omandatud immuunsust (muudetud Doria jt, 2012).
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1.4.1 Psoriaas

Psoriaas on suhteliselt levinud krooniline pdletikuline nahahaigus, mis esineb 1-3%
maailma elanikkonnast (Ayala-Fontanez jt, 2016). Arvestades nahakahjustuste nahtavust,
kaasa arvatud ndo, peanaha, kéte ja kdinte kahjustusi, on psoriaas tdsine flusiline ja
pstihholoogiline koormus patsiendi jaoks (Furue jt, 2018). Psoriaasi ei ole ainult nahahaigus,
vaid slsteemne poletikuline protsess. Sellele viitab erinevate haiguste (sudame-
veresoonkonna haigused, rasvumine, diabeet, metaboolne sindroom, vahk, é&revus,
depressioon  ning  pOletikuline  soolehaigus) suurem  esinemissagedus  vorreldes
uldpopulatsiooniga (Ni ja Chiu, 2014). Kliiniliselt klassifitseeritakse psoriaas kahte riihma:
mitte-pustulaarne ehk Psoriasis vulgaris, mis on kdige sagedamini taheldatav kliiniline vorm
(ligi 90%) ning pustulaarne psoriaas (Sarac jt, 2016). Ligikaudu 10-30% psoriaasiga
patsientidel areneb psoriaatiline artriit (Krueger ja Bowcock, 2005). Psoriaasil ja
ateroskleroosil on ihine Thl ja Th17 tsutokiinide tlesreguleerimine, T-rakkude aktiveerimise
ning adhesioonimolekulide ja endoteelide ekspressiooni muster (Ni ja Chiu, 2014). Pdletiku
piirkondade laheduses aktiveeritud T-rakud toodavad 1. tliipi tsttokiine, nagu interferoon
(IFN)-y, mis inhibeerib apoptoosi, interleukiin (IL)-2, mis stimuleerib T-rakkude
proliferatsiooni ning tuumori nekroosi faktor (TNF, tumor necrosis factor)-a, mis aktiveerib
ja suurendab keratinotsutide proliferatsiooni (Ni ja Chiu, 2014) (joonis 4). Kuna haiguse
tekkepdhjused ei ole tanapédeval teada, pole vdimalik patsientidel haigust vélja ravida, kuid

haiguse siimptomeid on v6imalik hoida kontrolli all tdnu erinevatele ravimitele.
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IL-17A, IL-17F, IL-22, IFN-y
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CXCL1, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL20
IL-1B, IL-6, TNF, IL-23

Joonis 4. Psoriaasi immuunopatogenees. KC ehk keratinotsiiidid toodavad peamiselt
tsttokiine nagu TNF, IL-1B ja IL-6 ning samuti valku LL37, mis aktiveerivad dermise dendriitrakke
(DC). Aktiveeritud DC-d sekreteerivad mediaatoreid nagu TNF, IL-23, IL-18, IL-6, mis viib IL-17
tootvate T-rakkude diferentseerumiseni ja aktiveerumiseni. T-rakud sekreteerivad tsttokiine nagu IL-
17A, IL-17F, 1L-22, IFN-y, mis aktiveerivad KC diferentseerumise ja indutseerivad taiendavate
pbletikuliste vahendajate (kemokiinid CXCL1 ja CXCLS8) abil neutrofiilide ja teiste immuunrakkude
varbamist (CXCL9, CXCL10, CCL20). Punasega on ndidatud Kkriitilised proinflammatoorsed

molekulid, mis on bioloogiliste ravimite mérklaudadeks (Meglio jt, 2014).

1.4.2 Susteemne ertitematoosne luupus

Sarnaselt paljudele teistele autoimmuunhaigustele iseloomustavad susteemset
eritematoosset luupust (SEL, lupus erythematosus systemicus) tleméaarased B- ja T-rakkude
vastused ning immuunotolerantsuse kadumine enda antigeenide vastu (Anaya jt, 2014).
Haiguse Kliiniline pilt on vdga keeruline, kuna haigus on multisiisteemne ja vdib olla
ettearvamatu, pdhjustades mitmete organite kahjustust (Gergianaki ja Bertsias, 2018). SEL
esineb sagedamini mittevalgetes populatsioonides ning ligikaudu 90% patsientidest on naised
(Gonzalez jt, 2014; Fessel, 1974). SEL-i etioloogia on teadmata, kuid on kaasatud mitmeid
geneetilisi, epigeneetilisi ja keskkonna tegureid (Kamen, 2014). Haiguse sumptomiteks on
nahal66bed (ndo ,,liblikas®), suuddne haavandid, artriit, neuroloogilised ilmingud (psthhoos,
krambid) ning samuti vererakkude kahjustused nagu hemolidtiline aneemia, leukopeenia ja
trombotsitopeenia (Moulton jt, 2017). Kuigi SEL-i puhul on héiritud ka T-rakulised

reaktsioonid, siis hiljutised andmed viitavad sellele, et B-rakkude sisemine kalduvus
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reageerida Ulemadra immuunstimulatsioonile v6ib olla SEL-i oluliseks tunnuseks (Lipski,
2001; Grammer jt, 2001). Ka héairitud kaasastindinud immuunvastus méngib olulist rolli SEL-
I patogeneesis, soodustades pdletikuliste tsutokiinide vabanemist ning ka autoreaktiivsete T-
ja B-rakkude ebanormaalset aktiveerumist, mis viib patogeensete autoantikehade tekkeni ja

organi kahjustumiseni (Craft, 2011) (joonis 5).

-

— DPC ==~
Geneetika i
\/// _.-~=~7"7"_Poletikulised
A/.,~CD4 Trakud ﬁ;\\ 7~ tsUtokiinid
= \,/ Sel sed \ :
KeSK!.(Pnna B ¢ i Aanid \, Interferoonid
méojud Inaktivne /, I o~
\\\ e /, \\
) B-=r" = pDC
] Aktiivhe Pt ,
/ : P !
4 \*\\\ . a,’ b
/ > Autoantikehad

! -
-

Enda Antigeenid _ -~ J
Koe kahjustus

Joonis 5. Autoantikehade tootmise mehhanism. Autoreaktiivsete B-rakkude ja CD4+ T-
rakkude aktiveerimine sekundaarsetes llimfoidorganites pOhjustab patogeensete autoantikehade
tootmist, mis koos pdletikuliste tsutokiinidega soodustavad kudede kahjustumist. Antigeeni esitlevad
dendriitrakud on vajalikud adaptiivsete immuunrakkude aktiveerimiseks ning soodustavad
pdletikuliste tsutokiinide tootmist. Geneetiline eelsoodumus ja keskkonnamdjud on samuti pdhjuseks
ebanormaalse immuunsusteemi aktivatsiooni jaoks. Lihendid: DC - dendriitrakk, pDC -
plasmatsttoidne dendriitrakk (muudetud Choi jt, 2012).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T66 eesmérgid
Hupotees: Krooniline pdletik pdhjustab monotsiutides epigeneetilisi muutusi, mis

omakorda vBimendavad pdletikulist protsessi.

Eksperimentaalse t66 eesmargid:

1. Stimuleerida psoriaasi patsientide, SEL patsientide ja kontrollisikute monotsuiite
ligandidega, mis indutseerivad pdletikumediaatorite produktsiooni, ning hinnata
vOrdlevat geeniekspressiooni patsientide ja kontrollisikute rakkudes kasutades
kvantitatiivset PCR meetodit.

2. Uurida aktiivsele kromatiinile iseloomuliku histoonimodifikatsiooni H3K27ac
rikastumist kromatiini immuunopretsipitatsiooni meetodil psoriaasi patsientide, SEL

patsientide ja kontrollisikute monotstittides.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Valim

Antud t66s uuriti 15 patsienti (keskmine vanus 55,7 aastat; SD = 16,803; 7 meest ja 8
naist), kellel oli diagnoositud psoriaas, ning 5 patsienti SEL haigusega (keskmine vanus 35,6
aastat; SD = 20,166; 1 mees ja 4 naist). Vordluseks oli 18 tervet kontrollisikut (keskmine
vanus 53,6; SD = 16,331; 10 meest ja 8 naist). Terved kontrollid kutsuti uuringusse
Nahahaiguste Kliiniku patsientide hulgast, kes tulid kergematele protseduuridele ja ei
pddenud kroonilisi pdletikulisi haigusi. Uuringul on Eestikakomitee luba 270/T-9 ning kdik

uuritavad allkirjastasid informeeritud néusoleku vormi.

2.2.2 Perifeerse vere mononukleaarsete rakkude eraldamine verest

Patsientidelt ja kontrollisikutelt vdeti 3 katsutit verd. Patsiendi ja kontrollisikute
perifeersed vere mononukleaarsed rakud (peripheral blood mononuclear cell, PBMC) eraldati

vere leukotsudtide kihist. Leukotsiudi kihi saamiseks kasutati Ficoll-i gradiendis
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tsentrifuugimist. 30 ml verd segati 50 ml-ni PBS-ga (phosphate buffered saline) (Lonza,
BioWhittaker). Kahte 50 ml tuubi pdhja pipeteeriti 10 ml Ficoll-Paque PLUS lahust (GE
Healthcare Bio-Science AB) ning mdlemasse tuubi pipeteeriti ettevaatlikult Ficoll-lahusele
peale 25 ml vere-PBS-i segu. Proovid tsentrifuugiti (5810 R, Eppendorf) pidurduseta 30
minutit 400 x g toatemperatuuril. Peale tsentrifuugimist eraldati vereplasma ning Ficolli
kihtide vahelt ettevaatlikult mononukleaarsete rakkude fraktsioon ja tOsteti pipetiga uude 50
ml tuubi. Rakkude pesemiseks lisati tuubi 50 ml-ni PBS-i ning tsentrifuugiti 10 min 200 x g,
pesu korrati kaks korda. Lopus eemaldati pealt PBS ja lisati kiilmutuss66de (10% DMSO

FBS-s). Rakkude sdilitati vedelas lammastikus.

2.2.3 Monotsuitide ehk CD14* rakkude eraldamine

CD14" rakkude eraldamine PBMC-dest viidi labi spetsiifiliste magnetkeradega
Dynabeads Human T-Expander CD14  (Gibco, Life Technologies) vastavalt tootja
protokollile. Perifeerse vere mononukleaarsed rakud suspendeeriti 30 ml PBS-is, kust 20 ml
léks isoleerimiseks ning 10 ml kiilmutamiseks. Mdélemad tuubid tsentrifuugiti 10 min 300 x g
8°C, imuriga eemaldati supernatant ja rakke suspendeeriti RB puhvris (100 ml (0,5%) BSA +
4 ml (2mM) EDTA + 900 ml PBS) tihedusega 107 rakku /80 pl puhvrit. Seejarel lisati CD14
mikrokerad tihedusega 10" rakku / 20 pl kerasid ning inkubeeriti pimedas 15 min 8°C. Peale
inkubatsiooni pesti keradega inkubeerituid rakke 10 ml RB puhvriga ja tsentrifuugiti 7 min
300 x g, viimaks eemaldati supernatant. MACSIMAG Separator (Miltenyi Biotech)
magnetalusele asetati MS kolonn. Kolonnile lisati 1 ml kiilma RB puhvrit. Kolonni alla asetati
15 ml falcon. Rakud suspendeeriti 1 ml RB puhvris ja rakususpensioon pipeteeriti MS
kolonnile. Kui vedelik oli labi tilkunud, lisati juurde 500 pl RB 3 korda. Seejarel eemaldati
kolonn magnetaluselt ning puhtale falconile asetades lisati 2 ml RB puhvrit, vedeliku l&bi

kolonni surudes koguti falkonisse CD14" rakud ehk monotsidid.

2.2.4 Rakkude stimuleerimine TLR ligandidega

1,5 miljonit monotstiuti tdsteti kolme stimulatsiooni jaoks tuubi, 500 000 (ihe
stimulatsiooni kohta. Tuubid tsentrifuugiti 300 x g 4 min 8°C, seejérel eemaldati supernatant
ettevaatlikult ja resuspendeeriti 600 pl RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies) sddtmes.
Sootmesse lisati 5 ml penitsilliin/steptomutsiini segu ja 5 ml 100 mM piruvaati.

Rakususpensioon jagati 200 pl kaupa polipropdleenist tuubidesse:
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1. Negatiivne kontroll — stimuleerimata proov, kuhu lisati 200 pl s66det
2. Ultrapure LPS (10 ng/ml) (InvivoGen)
3. Ultrapure LPS (10 ng/ml) (InvivoGen) + Pam3CSK4 (200 ng/ml) (InvivoGen)

Rakke inkubeeriti CO> inkubaatoris 24 tundi. Jargmisel paeval tOsteti rakud uutesse
1,5 ml tuubidesse ja tsentrifuugiti 400 rcf 8°C 5 min. Supernatant eemaldati ning rakusade
resuspendeeriti 500 pl QIAzol Lysis Reagent (Qiagen). Rakud sailitati -80°C ja supernatandid
-20°C kiilmkappides.

2.2.5 Proovide RNA eraldamine ja cDNA slntees

RNA eraldati patsiendi ja kontrollisikute stimuleeritud ja kulmutatud rakkudest,
kasutades RNeasy Mikro Kit komplekti (Qiagen) vastavalt tootja protokollile. RNA
kontsentratsioonid  mdddeti NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetriga  (NanoDrop

Technologies). RNA sdilitati -80°C juures.

cDNA siinteesi jaoks kasutati SuperScript Il poordtranskriptaasi (Invitrogen). Uhe
proovi kohta voeti 1 pul 10 mM dNTP segu (Fermentas), 1 pl 500 pg/ml oligo(dT)20 praimerit
(Invitrogen) ja 13 pl totaalset RNA-d. Jargmise sammuna proove inkubeeriti 5 min 65 °C
juures, et praimerid saaksid seonduda RNA-le (RNA lineariseerimiseks). cDNA silinteesiks
segati kokku enstiiimi segu : iga proovi kohta 4 pl 5 x First Strand puhvrit, 1 pl 0,1 M DTT,
1 ul ribonukleaasi inhibiitorit RiboLock (40U/ pl) (Fermentas) ja 1 pl SuperScript 11 (200 U/
pl). Enstiumi segu resuspendeeriti ja jagati proovidele laiali. Proove inkubeeriti 1 h 50 °C
juures, ning seejirel inkubeeriti 15 min 70 °C juures, et 10petada reaktsioon. Saadud cDNA

hoiti -20°C juures.

2.2.6 Ekspressioonianalits

Ekspressioonianaliilisi jaoks kasutati seitse erinevat ekspressiooni praimerit, mis olid
disainitud Primer-BLAST programmiga ning tellitud firmast Metabion International AG.

Praimerite jarjestused on toodud tabelis 4.
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Tabel 4. Ekspressiooni praimerite jarjestused.

Geen Forward praimer Reverse praimer
BACT CTGGAACGGTGAAGGTGA CGGCCACATTGTGAACTT
TNF CCCATGTTGTAGCAAACC AGGACCTGGGAGTAGATG
IL6 AGGCACTGGCAGAAAACAACC | ACCAGGCAAGTCTCCTCATTGAA
IL1B CCCTGCAGTGGTTCGAGG GCTGCTTCAGACACTTGCAC
IL8 GAGAGTGATTGAGAGTGG GAATTCTCAGCCCTCTTC
MCP-1 CCAGTCACCTGCTGTTATAAC TGGAATCCTGAACCCACTTCT
MMP8 ACCAAAGAGATCACGGTGACA | TCCATGTTTCTTCGGCATCAAAA

Antud magistritdos kasutati poodrdtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsiooni (RT-

PCR, reverse transcriptsion polymerase chain reaction), mille eesmark oli tuvastada

kdrgemalt ekspresseerunud alasid patsientide ja kontrollisikute stimuleeritud rakkudes.

Reaktsioon viidi l&bi Viia 7 masinaga (Applied Biosystems) 384-aluselisel mikrotiiterplaadil.

Uhe gPCR reaktsioonisegu kogumahuks oli 30 pl, mis sisaldas:

Maht Kontsentratsioon
Maximartm SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Fermentas) 16,3 ul 2X
MQH20 14,6 ul
Forward ja reverse praimerisegu 1,5 ul 5mM

Reaktsioonisegu segati 1 ul DNA-ga ning seejérel jagati 10 ul kaupa plaadile. Kontaminatsiooni
kontrolliks kasutati MQH20.

gPCR programmietapid:

Poliimeraasi aktivatsioon
Denaturatsioon
Praimerite seondumine
Produkti paljundamine

Dissotsiatsiooni etapp

95°C 10 min

95°C 15 sek}
60 °C 1 min 45 tsuklit

60 °C 1 min
95 °C 15sek

Sellele jargnes inkubatsioon 1 min 60 °C juures ning 1 tsikkel sulamiskdvera analisi

jaoks. Saadud tulemused analiiiisiti vrdleva Ct meetodiga, mille puhul kasutati valemit 2°4t

(Livak & Schmittgen, 2001). Normaliseerimiseks kasutati koduhoidja geeni B-ACT ning

seejarel normaliseeriti vastavalt stimuleerimata rakupopulatsiooni ACt védartuse suhtes.

24



2.2.7 Kromatiini immunopretsipitatsioon

2.2.7.1 Ristsidemete moodustumine

CD14", CD8" ja CD4" rakud tsentrifuugiti pdhja 300 x g 10 min 8 °C, seejarel
eemaldati supernatant ning lisati 1 ml PBS (phosphate buffered saline) (Lonza,
BioWhittaker). Rakkudele lisati 100 pl 11% formaldehiiiidi lahust (50 mM Hepes-KOH, pH
7.3, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 11 % Formaldehyde, MQH20O), mille
tulemusena moodustusid ristsidemed DNA ja valkude vahel. Tuube segati ning lasti seista
toatemperatuuril 10 min. Selleks, et peatada edasist ristsidemete moodustumist, lisati
rakkudele 110 pl 1,25 M gliitsiini (AppliChem), tuube segati ning lasti seista 7 min
toatemperatuuril. Seejérel tsentrifuugiti 1000 x g 4 min 8 °C. Tuube hoiti jaal. Peale
tsentrifuugimist eemaldati supernatant ning rakud pesti 2 korda 1 ml killma PBS-iga, millele
jargnes tsentrifuugimine 1250 x g 4 min 8 °C. Supernatant eemaldati ja rakud Kiirkilmutati

vedelas lammastikus. Proovid sailitati -80 °C juures.
2.2.7.2 Rakkude lGusimine ja kromatiini sonikeerimine

Proovid voeti -80 °C juurest ning sulatati jaal 15 min. Seejarel resuspendeeriti
aeglaselt 500 ul NCP I (10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,25% Triton X-100, MQH-O + 10
mM Na-butiiraat, proteaasi inhibiitor (Halt™ Protease Inhibitor Coctail, EDTA-free (100X),
Thermo Fisher Scientific)) puhvris. Proove tsentrifuugiti 7 min 1000 x g 8 °C juures ning
supernatant eemaldati. Jargnevalt resuspendeeriti rakke 500 ul NCP II (1 mM EDTA, 0,5 mM
EGTA, 10 mM Hepes, pH 6.5, 200 mM NaCl, MQH20 + 10 mM Na-butiiraat, proteaasi
inhibiitor) puhvris. Proove tsentrifuugiti 7 min 1000 x g 8 °C juures. Peale tsentrifuugimist
eemaldati supernatant ja rakke resuspendeeriti 115 pl litisipuhvris (10 mM EDTA, 20 mM
Tris-HCI, pH 8.1, 0,5 % NP-40, 0,5 % SDS, MQH.O + Na-butiraat, proteaasi inhibiitor).
Proove inkubeeriti toatemperatuuril 10 min. Sonikeerimine viidi l&bi Bioruptor UCD-200
sonikaatoriga (Diagenode), mis tootab 10 min tsiiklitena (30 sek On ja Off) ning kdrgeima
voimsuse juures (High, 200 W). Proove sonikeeriti 24 minutit ning iga 10 minuti tagant

jahutati masinat jd4ga ja proove tsentrifuugiti lihidalt 10 s 2000 x g.
2.2.7.3 Antikehade ning magnetkerade ettevalmistamine

Selles etapis kasutati Dynabeads M-280 magnetkerasid (Sheep anti-Rabbit 1gG, Life
Technologies), mis peavad kinnituma antikehadega enne kromatiiniga seondumist. 1 miljon
rakku kasutati ChIP katseks, millest 20 % kasutati inputiks ning iga antikeha jaoks kasutati
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4x10° rakku. Magnetkerad pipeteeriti 3 pul kaupa 0,2 ml tuubidesse, millele lisati 200 ul BSA
blokeerimislahust (0,25 g Probumin (Bovine Serum Albumin, BSA) ning 50 ml PBS). Seejarel
asetati tuubid magnetalusele, et magnetkerad Kkinnituksid tuubi seinale. Supernatant eemaldati
ning BSA pesu korrati kolma korda. Viimaks resuspendeeriti magnetkerasid 20 pl BSA
blokeerimislahuses. Antikehadeks olid histoonimodifikatsiooni markerid H3K4me3 (Millipore,
07-473) ning H3K27ac (Abcam, ab4729). 0,2 ml tuubidesse lisati 98 ul BSA blokeerimislahust
ning 2 pl 1 pg/ul antikeha. Tuube segati ning tsentrifuugiti lihidalt 5 s 1000 x g.

2.2.7.4 Kromatiini ettevalmistamine ja immunopretsipitatsioon

Pérast sonikeerimist tsentrifuugiti proove 10 min maksimaalsel kiirusel 8 °C. 10 pl rakke
eraldati input proovi jaoks 0,2 ml tuubi koos 90 pl elueerimispuhvriga (10 mM Tris, pH 8.0, 1
mM EDTA, 1% SDS, MQH20) ning hoiustati -20 °C juures. Supernatandis olev kromatiin
jagati 50 pl kaupa kahte tuubi (H3K4me3 ning H3K27ac antikehade jaoks). Igale proovile lisati
100 pl TE puhvrit (10 mM Tris-Cl, pH-8.0, 1 mM EDTA, pH-8.0) ja 50 pl Triton X-100 puhvrit
(1 % Triton-X-100, 0.1 % DOC, 1 x proteaasi inhibiitor, 1 x TE).

Immuunopretsipitatsiooni jaoks kasutati ChIP IP-Star masinat (SX-8G, Diagenode).
Masinasse asetati kiimme rida 0,2 ml tuube, mis sisaldasid eelnevalt ettevalmistatud puhvreid:
RIPA puhver (50 mM Hepes-KOH, pH 7.6, 500 mM LiCl, 1 mM EDTA, 1 % NP-40, 0.7 %
DOC, MQH.O + proteaasi inhibiitori kokteil), BSA blokeerimislahus, magnetkerad,
kromatiini segu, antikehade segu ja elueerimispuhver. Masin jooksutati programmiga ,,ChIP
Ipure 16 200 vol*. Péarast programmi 1dppemist inkubeeriti ChIP ning input proovid IP-Star
masinas 4 h 65 °C juures. Inkubatsiooni mdoddudes tdsteti ChIP proovid magnetalusele ning
supernatant eraldati uude tuubi. Proove t66deldi 5 pl 500 U/ml RNaasiga (Rnase Coctail
Enzyme Mix, Ambion, Life Technologies) kasutades termomikserit (Provocell Microplate
Shaker, ESCO) 1 h 37 °C 700 rpm juures. Seejirel lisati proovidele 5 pul 10 mg/ml Proteinaas
K (Thermo Scientific) ning inkubeeriti termomikseris 1 h 55 °C 700 rpm juures. DNA

puhastamiseks kasutati MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) vastavalt tootja protokollile.

2.2.8 ChlIP-i proovide gPCR analliis
Kvantitatiivse poltmeraasi ahelreaktsiooni eesmérk oli tuvastada immuunosadestatud

alade rikastust vorreldes kogu kromatiiniga (input proov) patsiendi- ja kontrollisikute

rakkudes. Analiusil kasutati neli ChlIP-i praimerit, mis on vélja toodud tabelis 5. gPCR-i
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meetod on Kirjeldatud peatiikis 2.2.6. qPCR-i tulemusi analtsiti vordleva Ct meetodiga,

kasutades valemit 22 ja normaliseerides proovid inputi-i pdhjal (% input-st).

Tabel 5. ChlIP-i praimerite jarjestused

Geen Forward praimer Reverse praimer
B2M CTCTCTCGCTCCGTGACT GCCGAAAGGGGCAAGTAG
MYOD1 GTAGGAGAGGCGGGAGAA TAGGTCTGCGAGGGTCTC

CD14 | TGCAGGGCATCTAGGGTTCTGTGT | AGTCAACAGGGCATTCACCGCC

SOCS1 GGGGCTGGGATTTGCAATGGCT | GGGGCTGGGATTTGCAATGGCT

2.2.10 Raamatukogu ettevalmistamine

Raamatukogu valmistamisel kasutati materjalina ChlP proove, mis saadi patsientide ja
kontrollisikute monotsudtidest. Kokku valmistati 29 raamatukogu: 3 input proovi (1 psoriaasi
patsient, 1 kontroll ja 1 SEL patsient), 11 psoriaasi patsiente koos H3K27ac antikehaga, 11
kontroll patsiente H3K27ac antikehaga ja 4 SEL patsiente H3K27ac antikehaga. ChIP-i
proovidele tehti raamatukogud kasutades komplekti NEBNext® Ultra™ 11 DNA Library Prep
Kit for Illumina® (New England BiolLabs) vastavalt tootja protokollile. Raamatukogude

valmistamiseks voeti hinnanguliselt 2-2,5 ng DNA-d, arvutades vajaliku mahu 1-15 pl.

2.2.11 Sekveneerimine

Raamatukogude sekveeneerimine viidi labi Tartu Ulikooli Eesti geenivaramu
tuumiklaboris. Raamatukogu fragmentides sekveneerimiseks vajalike adapterite olemasolu
kontrolliti qPCR-i abil kasutades Kapa Library Quantification Kit-i (Kapa Biosystems,
Woburn, USA). Proovid sekveneeriti Illumina HiSeq2500 masinaga (lllumina, San Diego,
USA) NextSeq 550 System High-Output Kit-ga vastavalt tootja protokollile, kasutades single-
end 75 bp jarjestusi (NEBNext ®, New England BioLabs).

2.2.12 ChlIP-seq andmeanaltts

Sekveneerimisandmete ehk toorandmete analiiisi kvaliteedikontroll sooritati

programmiga FastQC?, et kontrollida, kas raamatukogud on todtanud voi mitte. FastQC
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tulemuste pdhjal kasutati programmi Trim Galore?, millega eemaldati ebakvaliteetsed
lugemid ja nukleotiidid, mille kvaliteedipiir jai alla 30. Phred score 30 tdhendab seda, et tihe
nukleotiidi tdpsus on 99,9% (ebatdpseid 1/1000 kohta), Phred skoor = -10logioP, kus P on
tbendosus, et sekvenaator méaras lugemis oleva nukleotiidi valesti ning samuti eemaldas
lugemite I8pust adapterjarjestused. Jargmise sammuna kasutades programmi Bowtie2®
lugemeid joondati referentsgenoomile (GRCh37/hg19). Samtools 1.1 programmiga? filtreeriti
joondatuid lugemeid, mille MAPQ skoor jai alla 30 (MAPQ = -10logioP; P — tdendosus, et
joondus on vale) ja millel puudus paariline lugem, kuid aga jéeti alles unikaalseid lugemeid,
mis parinesid DNA fragmentide md&lemast otsast. Jargmise sammuna eemaldati
duplikaatjarjestused kasutades Picard komplekti® kuuluva MarkDuplicates programmiga.
H3K27ac seondumiskohtade leidmiseks genoomis kasutati programmi MACS2°,
Valepositiivseid signaale filtreeriti n-6 mustas nimekirjas olevate genoomsete piirkondade
suhtes’. Saadud seondumiskohti annoteeriti GREAT®, MEME-ChIP®, ChromHMM?,

Diffbind'! programmidega ning visualiseerimiseks kasutati IGV brauserit'?.

2.2.13 Statistiline analliiis

Ekspressioonianaltiisi  graafikutel —arvutati  kOikide proovide keskmine ja
standardhalve. Sooritati kahepoolne t-test programmiga GraphPad Prism (versioon 5.00)3.
ChIP-i katsete jaoks standarthélvet ei arvutatud, kuna ChiP-i katse qPCR oli labiviidud ainult
katse toimimise kontrolli jaoks. Katseandmete graafikute joonistamiseks kasutati programmi
GraphPad Prism (versioon 5.00),
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2.3 Tulemused

2.3.1 Ekspressioonianaltitsi tulemused patsientide ja kontrollisikute stimuleeritud

monotsuutides

Patsiendi ja kontrollisikute stimuleeritud monotsutides kontrolliti pdletikuga seotud
geenide ekspressioonitasemeid. Rakke stimuleeriti TLR ligandidega LPS vdi LPS +
Pam3CSK 24 tundi koekultuuri inkubaatoris. Seejarel eraldati rakkudest RNA, silinteesiti
cDNA ning kontrolliti geenide ekspressioonitasemeid gPCR meetodiga. Mééarati TNFA, IL6,
IL1B, IL8, MCP-1, MMP8 ja MMP9 ekspressioonitasemeid. Vastavalt ootustele toimus
stimuleeritud proovides pdletikumediaatorite ekspressiooni tdus vorreldes stimuleerimata
kontrollprooviga (lisa 1). Olulist erinevust kontrolliti kasutades Student’s t-testi. Statistiliselt
olulisi erinevusi psoriaasi patsientide ja kontrollisikute monotsuitide vahel ei tuvastatud.
Vorreldes SEL patsientide ja kontrollisikute stimuleeritud rakke statistiliselt olulist erinevust
andsid geenid TNFA (joonis 6 A ja B) ja MMP8 (joonis 6 C ja D). TNFA geeni ekspressioon
oli statistiliselt oluliselt kdrgem SEL patsientidel nii LPS stimulatsiooni kui ka
LPS+Pam3CSK4 stimulatsiooni korral. Vastupidiselt TNFA geeni tulemusele naitas geen
MMP8 SEL patsientide proovides oluliselt madalamat ekspressiooni taset vorreldes tervete

kontrollidega.
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Joonis 6. TNFA  ja MMP8 geenide ekspressiooni tasemed péarast LPS ja
LPS+Pam3CSK4 stimulatsioone. Kontrollisikute, psoriaasi ja SEL patsientide monotsulte
stimuleeriti LPS-ga v6i LPS+Pam3CSK4-ga CO- inkubaatoris 24 tundi. Graafikutel on y-teljel TNFA
(A ja B) ja MMP8 (C ja D) geenide suhteline mRNA ekspressiooni keskmine + standardhélve ning x-

teljel vastavalt kontroll, SEL ja psoriaasi grupid. Ekspressiooni vdadrtuste erinevuste statistilise
olulisuse hindamiseks p véartus: *p < 0,05, **<0,01.

2.3.2 ChlP-i katse qPCR

ChlIP-i (chromatin immunopretipitation) katse tehti 11 psoriaasi patsiendi (keskmine
vanus 48,2 aastat; SD = 12,584; 9 meest ja 2 naist, 4 SEL patsientidi (keskmine vanus 41,5
aastat, SD = 13,229; 1 mees ja 3 naist) ja 11 kontrollisiku (keskmine vanus 47,1 aastat, SD =
14,983; 7 meest ja 4 naist) monotsultidega. Kromatiini fragmente sadestati H3K4me3 ja
H3K27ac spetsiifiliste antikehadega ning negatiivse kontrollina kasutati 1gG-d. Kasutades
gPCR analtisi, selgitati valja rikastus genoomi kontrollregioonides. Positiivse kontrollina

kasutati geeni B2M ning negatiivse kontrollina geeni MYOD1 (joonis 8). MYOD1 rikastuse
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tase on oodatult madal. Selgus, et rikastus on suurem H3K27ac regioonides vorreldes
H3K4me3 modifikatsiooni proovidega ning seetfttu otsustati jargnevates katsetes edasi minna

ainult H3K27ac ChIP proovidega ning ainult need proovid sekveneeriti (kirjeldatud punktis
2.3.3).

A Psoriaasi ja luupuse patsientide ChIP El 52N HIKdred
40- B 520 - H3KZ7ac
B MYOD1 - H3KAra3
B MYOD1  H3kZ7ac
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Bl B2M - H3KAme3
B B2M - H3K27ac
= MYOD1 - H3Kdme3
3 MYOD1 - H3K27ac

% inputist

Joonis 8. Psoriaasi ja SEL patsientide ning tervete kontrollisikute ChlP-i katse gPCR.
Katsetes kasutati inimeste monotsulte ning vaadeldi ChIP proovi rikastust H3K4me3 ja H3K27ac

modifikatsiooniga mérgistatud genoomi regioonides. Graafiku y-teljel on B2M ja MYOD1 geenide
rikastuse tasemed. Proovid olid normaliseeritud inputi suhtes.
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2.3.3 ChlIP-seq ning uuritavate seondumiskohtade kattuvus genoomil

H3K27ac modifikatsiooni seondumiskohtade Ulegenoomseks uurimiseks oli vaja
sekveneerida ja analliisida kromatiini  immuunosadestatud materjal. H3K27ac
modifikatsiooni seondumiskohtade leidmiseks genoomil vérreldi uuritava immuunosadestatud
proovi signaali korgust taustaga. Tulemused on toodud valja lisas 2. Et leida
seondumiskohtade kattuvus genoomi erinevate piirkondadega vordlesime oma proove
ChromHMM?* andmebaasist parit monotsiiiitide andmestikuga E124 Monocytes-CD14+
RO01746 Primary Cells. Vordlusest leiti, et kbikide proovide seondumiskohad asuvad
enamasti enhaanseri alades ja on seotud aktiivse transkriptsiooni alguskohtadega, gruppide
omavahelisel vordlusel esines sarnane kattuvus genoomi erinevates regioonides. Graafikul on
naitena toodud valja SEL grupi kattuvus (joonis 8) ning teiste gruppide jaotuvus on leitav

lisast (lisa 3).

Active TSS

Flanking Active TSS
Transcr. at gene 5'and 3'
Strong transcription
Weak transcription
Genic enhancers
Enhancers

ZNF genes & repeats
Heterochromatin
Bivalent/Poised TSS
Flanking Bivalent TSS/Enh

Bivalent Enhancer
Repressed PolyComb
Weak Repressed PolyComb
Quiescent/Low

0% 10% 20% 30% 40% 50%

Joonis 8. SEL patsientide H3K27ac seondumiskohtade kattuvus genoomil. H3K27ac
seondumiskohtade leidmiseks genoomil kasutati programmi MACS2. Seondumiskohtade kattuvuse
uurimiseks vérdlesime proove ChromHMM? andmebaasist monotsiititide andmestikuga E124
Monocytes-CD14+ ROO01746 Primary Cells. Joonisel on x-teljel protsentidega ndidatud
seondumiskohtade kattuvus erinevate regioonidega. Y-teljel: Active TSS — aktiivse transkriptsiooni

alguskoht; Flanking Active TSS — kiilgnev aktiivne transkriptsiooni alguskoht; Transcr. at gene 5’ and
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3’ — geeni 5 ja 3’ otsad; Strong transcription — tugev transkriptsioon; Weak transkription — ndrk
transkriptsioon; Genic enhancers — geeni enhaanser; Enhancers — enhaanser; ZNF genes & repeats —
ZNF geenid ja kordusjarjestused; Heterochromatin — heterokromatiin; Bivalent/poised TSS — bivalente
transkriptsiooni alguskoht; Flanking Bivalent TSS/Enh — kilgnev bivalentne transkriptsiooni
alguskoht/enhaanser; Bivalent Enhancer - bivalentne enhaanser; Repressed PolyComb -
represseeritud PolyComb; Weak Repressed PolyComb — ndrgalt represseeritud PolyComb; Quiescent

/Low — madala aktiivsusega ala.

2.3.5 Seondumiskohtade visualiseerimine referentsgenoomil

Seondumiskohtade visualiseerimiseks referentsgenoomil kasutati IGV brauserit.
Kdikide proovide puhul oli tugev H3K27ac modifikatsiooni signaal IL1B geeni enhaanseri
(Enh) alas ning lisaks esineb signaal ka kilgnevas aktiivse transkriptsiooni alguskohas
(TSSAFInk) (joonis 9). Teise nditena on valja toodud TNF geenil olevad seondumiskohad, mis
annavad madalamat signaali. Kuid on n&ha, et seondumine on samuti seotud enhaanseri alaga

ning geeni transkriptsiooniga (joonis 10).
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Joonis 9. IGV Dbrauseriga visualiseeriti IL1B geeni H3K27ac modifikatsiooni
seondumiskohad. Sinise varviga on visualiseeritud psoriaasi patsiendid, SEL patsiendid punasega ja
terved kontrollisikud mustaga. Uuritavate seondumiskohtade vdrdluseks kasutati andmestikku E124
Monocytes-CD14+ RO01746 Primary Cells. Alumised vérvid vastavad kromatiini regioonidele nagu
néidatud joonisel 8. Enh — enhaanserid (Enhancers); TssAFInk - kiilgnev aktiivne transkriptsiooni
alguskoht (Flanking Active TSS); TXFInk - geeni 5° ja 3’ otsad (Transcr. at gene 5 and 3°), TX- Tugev

transkriptsioon (Strong transcription), EnhG - Geeni enhaanser (Genic enhancers).

33



Psoriaas -
SEL : : = i
Kontroll ' e R
R R SR e e O =
ChromHMM TXWK Enh TsSAFInk TxFInk EnhG
RefSeq Genes NN ——— e ] ] R —

LTA TNF

Joonis 10. IGV Dbrauseriga visualiseeriti TNF geeni H3K27ac modifikatsiooni
seondumiskohad. Sinise varviga on visualiseeritud psoriaasi patsiendid, SEL patsiendid punasega ja
terved kontrollisikud mustaga. Uuritavate seondumiskohtade vdrdluseks kasutati andmestikku E124
Monocytes-CD14+ RO01746 Primary Cells. Alumised vérvid vastavad kromatiini regioonidele nagu
naidatud joonisel 8 Enh — Enhaanserid (Enhancers); TssAFInk - kilgnev aktiivne transkriptsiooni
alguskoht (Flanking Active TSS); TxFInk - geeni 5” ja 3’ otsad (Transcr. at gene 5’ and 3°), TXWk-
Nork transkriptsioon (Weak transcription), EnhG - Geeni enhaanser (Genic enhancers).

2.3.6 Erinevalt rikastatud regioonid

Diffbind™ programmi abiga oli eesmirk leida erinevalt rikastatud regioone (DE,
differentially enriched regions) psoriaasi patsientide ja kontrollisikute vahel ning SEL
patsientide ja kontrollisikute vahel. VVorreldes psoriaasi patsiente ja terveid kontrollisikuid
programm ei leidnud Uhtegi erinevalt rikastatud regiooni, kuid SEL patsientide ja kontrollide
vahel leiti 1673 DE regiooni. 1162 nendest regioonidest olid positiivsed (upregulated) ehk
SEL patsiendi rikastus on kdrgem vorreldes kontrollisikutega ning 511 regiooni olid
negatiivsed (downregulated) ehk SEL patsiendi rikastus oli madalam. Annotatsiooniuuringuks
rakendati GREAT andmebaasi® ning uuriti DE regioonide seotust erinevate bioloogiliste
protsessidega (joonis 11). SEL patsientide grupi positiivsed DE regioonid on seotud erinevate
immuunprotsessidega, poletikulise  vastusega ja kaasasiindinud immuunvastusega.
Negatiivsed DE regioonid olid seotud ainult ihe bioloogilise terminiga, see viitab sellele, et

need 511 regiooni on vaga erinevad.
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Bioloogilised protsessid

-log10 (Binominaalne P-vaartus)

0 5 10 15 20 25
Kaitse vastus [N D D e e e 2 8.88
Immuunvastus NG N Y e 25.78
Immuunsisteemi protsesside negatiivne regulatsioon NN N DN N N 25 .57
Immuunvastuse negatiivne regulatsioon INEG_ TN R D . 22.82
Immuunvastuse regulatsioon NG N N e 21.90
Ts(tokiini vahendatud signaalirada NN N e 21.58
Regulatsioon stressi vastusele NG N N N 20.49
B-rakkude aktivatsiooni regulatsioo [INEG_G_ N N . 19.95
Péletikuline vastus [INEIEIEGEG N D . 19.49
Immuunsiisteemi protsesside positiivne regulatsioon NN NN DN . 18.01
B-rakkude aktivatsiooni negatiivne regulatsioon NN N N N 17.82
Rakuline vastus tsiitokiini stiimulile INREGEG—_G_ N . 16.72

Leukotslitide aktivatsiooni regulatsioon I DN DN 16.15

Vastus tsitokiini stiimulile NN N N 16.12

Lumfotstittide aktivatsiooni negatiivne regulatsioon I N NN 15.88
Kaasasiindinud immuunvastus/ NG N N 15.82

Kaitse vastuse regulatsioon NN I NN 15.59
Rakkude aktivatsiooni regulatsioon [INREREGEG_ N N 15.08
Limfotsiidtide aktivatsiooni regulatsioon I NN DN 14.73
Leukotsiilitide aktivatsiooni negatiivne regulatsioon NN N N 14.29

Joonis 11. SEL patsientide positiivsete DE regioonide uurimine GREAT andmebaasis.
1162 regiooni olid positiivselt (upregulated) erinevalt rikastatud SEL patsientide ja kontrollisikute

vahel.

Bioloogilised protsessid
-log10 {Binominaalne P-vaartus)

Pimanairme alveciaarne areng o e e R R S RS R R ¢ 47

Joonis 12. SEL patsientide negatiivsete DE regioonide uurimine GREAT andmebaasis.
511 regiooni olid negatiivselt (downregulated) erinevalt rikastatud SEL patsientide ja kontrollisikute

vahel.

2.3.7 SEL patsientide positiivsete DE regioonide seondumismotiivid

Kasutades programmi MEME-ChIP otsiti transkriptsioonifaktorite secondumismotiive,
mis kattuvad SEL patsientide positiivsete erinevalt rikastatud (DE) regioonidega. Motiivide
leidmiseks voeti kogu regioonist FASTA jérjestus ning sisestati MEME-ChIP andmebaasi.
Motiiviotsinguga leiti seondumismotiivid (tabel 6). Tabelis on vélja toodud motiivi jérjestus,
sarnasus erinevate transkriptsioonifaktorite seondumismotiividega ning E-vdartus. Leiti
sarnaseid motiive ELF3, FOS, JUNB geenidega.
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Tabel 6. SEL patsientide positiivsete DE regioonide kdige sagedasemad
seondumismotiivid. Tabelis on vélja toodud 2 motiivi. Samuti on lisatud sarnaste motiividega

seonduvate transkriptsioonifaktorite nimetused ning E-vaartused, mis nditab, milline on t6endosus, et

avastatud tulem on saadud puht juhuse labi.
Sarnased »
E-vaartus

Motiiv o
motiivid

b ELF3

JAH,AAeé

' FOS

£ 6,1e-003
GTECTOA |

Ul a m

6,4e-0,12

bits
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Arutelu

Hiljutised uuringud on néidanud, et teatud vaktsineerimiste v@i infektsioonide korral
vOivad inimese kaasasiindinud immuunrakud l&bida ulatusliku metaboolse ja epigeneetilise
umberprogrammeerimise, mille tulemuseks on tugvam vastus jargmise nakatumise korral ka
erineva haigustekitajaga. On oletatud, et pdletikuliste haiguste korral aktiveeritakse treenitud
immuunsust Ulemééra ja see vBimendab omakorda poletikku. Leentjens oma kolleegidega
viisid 18bi katseid treenitud immuunsusega ateroskleroosi puhul ning pakkusid vélja, et
kaasastundinud immuunrakkude treenimine on kasulik kaitseks korduvate infektsioonid eest,
kuid aitab kaasa ateroskleroosi arengu progresseerumisele (Leentjens jt, 2018). Selle
magistritod eesmargiks oli selgitada valja kas krooniline pdletik mdjutab monotsudte ning

kutsub neis esile ,,treenitud* seisundi.

Selgus, et psoriaasi patsientide ja kontrollisikute monotsiudid ei erinenud (ksteisest
uuritud parameetrite poolest. Seevastu SEL patsientide monotsuidid olid geeniekspressiooni
poolest kontrollisikute monotsudtidest oluliselt erinevad. TNFA ekspressioon oli kdrgem SEL
patsientide stimuleeritud monotsiutides, kuid MMP8 ekpressiooni puhul oli tulemus
vastupidine. TNFa on multifunktsionaalne poletikuline tsiitokiin, mis on siinteesitud
peamiselt monotsultide ja makrofaagide poolt. See mdjutab lipiidide ainevahetust,
insuliiniresistentsust, stimuleerib IL-1, IL-6 ja IL-8 produktsiooni, aktiveerib leukotsiilite ning
on ks tahtsamaid tegureid rakusiseste parasiitide ja viiruste vastu (Chu, 2013). MMP8 on aga
poletiku negatiivne regulaator. (Dejonckheere jt, 2011). MMP perekonna proteiinid osalevad
ekstratsellulaarse maatriksi lagundamises normaalsetes fiisioloogilistes protsessides, nagu
embrionaalne areng, paljunemine ja kudede Umberkujundamine, ning samuti haiguste

protsessides, nagu artriit ja metastaasid (Ren jt, 2015).

Varasemad uuringud on naidanud, et treenitud loomuliku immuunsuse puhul toimub
rikastus H3K4me3 ja H3K27ac modifikatsioonide osas mitmetes olulistes pdletikuga seotud
regioonides (Hoeksema ja Winther, 2016). Selleks, et uurida, kas krooniline pdletik pdhjustab
monotsudtides epigeneetilisi muutusi kasutatasime ChIP meetodit ja aktiivsele kromatiinile
iseloomuliku histooni modifikatsiooni H3K27ac spetsiifilist antikeha. ChlP ja sekveneerimine
viidi 1abi 26 proovidele ning saadud seondumiskohtade arv (keskmine 39529; standardhélve =
9147,5) on voreldav publitseeritud toodega (Fu jt, 2018). Kasutades erinevaid
arvutiprogramme, vaatasime kuidas jaotuvad uuritavad seondumiskohad kromatiini erinevatel

aladel. Peaaegu pooled seondumiskohad asuvad enhaanseri alades mis on iseloomulik
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H3K27ac  modifikatsioonile.  Tulemust kinnitas lugemite ja seondumiskohtade
visualiseerimine referentsgenoomil, kus SEL ja psoriaasi patsientide, ning ka kontrollisikute
proovidel leiti tugevad seondumiskohad IL1B geeni enhaanseri alas. Jargmiseks
keskendusime diferentsiaalselt rikastunud alade anallilisile. Kooskdlas geeniekspressiooni
andmetega ei leidunud psoriaasi patsientide monotsutides uuritud modifikatsiooni osas
erinevusi vorreldes kontrollisikute monotsudtidega, kuid SEL patsientide puhul leidsime
erinevused nii geeniekspressioonis, kui ka kromatiinis. SEL puhul leidsime 1673 sellist
regiooni, kus 1162 olid positiivselt rikastunud (rohkem avatud patsientide monotstitides) ja
511 negatiivselt rikastunud. Uurides neid regioone leidsime, et positiivslet rikastunud
regioonid on seotud immuunsisteemi protsesside regulatsiooniga, tsitokiini vahendatud
signaaliradadega ning poletikuliste vastustega. Negatiivsed regioonid, kus SEL patsindi
rikastus on madalam kui kontrollil, leiti ainult iks seotud bioloogiline protsess, mida on raske

monotsuitidega seostada.

Kuna H3K27ac on omane enhaanser- ja promootoraladele, siis voib olulist
informatsiooni leida ka transkriptsioonifaktorite seondumismotiivide otsingust, mis kattuvad
SEL patsientide positiivselt erinevalt rikastatud regioonidega. Nendest tulemustest leidsime
sarnaste motiividega geeninimetused nagu ELF3, FOS ja JUNB. ELF3 geeni poolt
kodeeritakse valk ESE-1. ESE-1 mangib olulist rolli COX-2 geeni reguleerimisel vastuseks
endotoksiinile ja teistele pdletikulistele stiimulitele. COX-2 ehk tslklooksuigenaas-2 on
peamine enstim prostaglandiinide tootmisel, mis on olulised p&letikumediaatorid. (Grall jt,
2005). DNA siduvate valkude Fos ja Jun perede lilkmed moodustavad koos transkriptsioonile
regulaatori AP-1 ehk aktivaatorvalk 1. AP-1 valkudel on t&htsus haiguste radadel, kaasa
arvatud pdletikuline vastus. Samuti Fos ja Jun valgud vd@ivad toimida nii kasvaja
promootoritena kui ka kasvaja supressoritena. (Zenz jt, 2008). Kuna need motiivid on seotud
erinevate poletikuliste protsessidega vOiks nende uurimine paremini selgitada haiguste
patogeneesimehhanisme.

Treenitud immuunsuse spetsiifiliste mehhanismide tundmadppimine ja suunamine
vOiks aidata vélja to6tada uudseid raviviise. Naiteks valgete vereliblede eellaste treenimine
viib hematopoeetilise stisteemi pusiva positiivse vastuseni. See mdju voib aidata kiirendada
uute valgeliblede teket, mis on eluliselt vajalikud kemoteraapia ajal, mis omakorda vodivad
aeglustada vereloomet (Mitroulis jt, 2018). Krooniliste pdletikuliste haiguste puhul, aga tuleks

treenitud immuunsust hoopiski pidurdada.
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KOKKUVOTE

Treenitud loomulik immuunsus vd@imaldab makrofaagidel, monotsudtidel ja
looduslikel tapjarakkudel (NK-rakud) tosta vastupanuvGimet patogeenidele, aga ka
vOimendada patoloogilisi protsesse. Treenitud immuunsust suures osas juhivad
epigeneetilised muutused nagu histoonide lusiini jaékide mettleerimine ja atsettleerimine.

Ké&esoleva magistritd6 eesmargiks oli uurida, kas treenitud immuunsuse mehhanismid
vOivad osaleda ka krooniliste pdletikuliste haiguste patogeneesis. Tulemustest selgus, et
psoriaasi patsientide monotstitdid ei erinenud kontrollisikute monotsuutidest uuritud néitajate
poolest. SEL puhul aga ekspresseerisid monotsiidid infektsiooni mimikeerivate ligandidega
stimuleerides oluliselt rohkem pdletikumediaatorit TNFA ja vahem pdletikku limiteerivat
faktorit MMP8. Histoonimodifikatsiooni H3K27ac rikastumist kromatiini
immunopretsipitatsiooni (ChIP) meetodil uurides leiti kontrollide ja SEL monotsuditide vahel
1673 erinevalt rikastunud regiooni. 1162 nendest regioonidest olid SEL patsiendide rakkudes
kdrgemalt rikastunud ning seotud immuunvastuse reguleerimise ja pdletikuliste protsessidega.
Seega vdib SEL puhul leida monotsiutidest treenitud loomulikule immuunsusele omaseid

mutusi.
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SUMMARY

Functional and epigenetic change in monocytes in chronic inflammatory diseases

Ekaterina Krassohhina

Classically immunological memory is performed by T and B lymphocytes of adaptive
immunity. Innate immune cells lacking specificity for antigen, clonality and longevity, also
have some capacity to remember. Trained innate immunity allows monocytes, macrophages
and natural killer cells (NK-cells) to increase the resistance to pathogens. Trained immunity
is driven by metabolic and epigenetic changes such as methylation and acetylation. In this
study was studied the production of inflammatory mediators in psoriasis and SEL (Systemic
lupus erythematosus) patients and healt controls monocytes. Acetylation (H3K27ac) on
inflammation-associated gene promoters and enhancers is one of the reason for increased

mediator production or trained immunity.

The aim of this Master’s thesis was to stimulate monocytes from patients with chronic
inflammatory diseases like psoriasis and SEL and control individual monocytes and evaluate
the expression difference of the production of inflammatory mediators. Only TNFA and
MMP8 genes gave statistically significant differences between SEL patients and control
subjects. TNFA gene expression was statistically significantly higher in SEL patients. In
contrast to the result of the TNFA gene, the MMP8 gene gave a statistically significant lower
expression in SEL patients compared to healthy control group. In psoriasis patients monocyte
the levels of inflammatory genes expression were not statistically significantly different from
control subjects. For this disease the hypothesis was not approved. Another objective was to
study the enrichment of the active chromatin characteristic H3K27ac histone modification by
chromatin immunoprecipitation (ChIP) method. Binding sites found in ChiP-seq data analysis
were mostly in enchanser areas, which is characteristic of the modification being studied.
There were no differently enriched regions (DE) between the psoriaasis and healt controls, but
1673 DE was found for SEL patients. In 1162 of these regions the enrichment in the SEL
patient derived monocytes was higher than in the control subjects’ monocytes. The studied
regions were associated with immune response regulation and inflammation. The results of
this research help to better understand the differences in monocytes in chronic inflammatory

diseases and could help study the pathological processes of these disease in the future.
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LISAD

Lisa 1. Psoriaasi ja SEL patsientide ning tervete isikute monotsudtide stimuleerimine
LPS ja LPS+Pam3CSK4 24 tundi. Vastavalt ootustele toimus pdletikumediaatorite
ekspressiooni tdus stimuleeritud proovides vorreldes negatiivse kontrollprooviga. X-teljel on vélja

toodud NK ehk negatiivsed kontrollproovid, ning proovid stimuleeritud kas LPS vGi LPS+Pam3CSK4

24 tundi. Y-teljel on suhteline mRNA ekspressioon.
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Lisa 2. Proovide fragmentide ja piikide arv parast filtreerimist.
- Filtreeritud Filtreeritud
Proovi nimi Toorandmed : -
fragmendid piigid
1 Psoriaas 1 21933252 18330184 48729
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2 Psoriaas 2 31270423 27315959 45171
3 Psoriaas 3 18941304 12803919 39020
4 Psoriaas 4 21336356 18423145 42798
5 Psoriaas 5 15143702 7115556 25655
6 Psoriaas 6 21439612 18797800 390111
7 Psoriaas 7 29832573 25931757 45883
8 Psoriaas 8 26408446 23428076 41611
9 Psoriaas 9 27030206 23815697 40060
10 Psoriaas 10 18024625 14708691 19318
11 Psoriaas 11 17633851 14626543 29527
1 Luupus 1 9051531 7809756 28148
2 Luupus 2 21215769 18566910 41944
3 Luupus 3 16384518 13341713 36251
4 Luupus 4 28403540 24739735 50328
1 Kontroll 1 26262026 22563928 47004
2 Kontroll 2 28148376 24552665 49327
3 Kontroll 3 27569901 24276566 43045
4 Kontroll 4 18348462 9950548 31315
5 Kontroll 5 25136366 20039599 23671
6 Kontroll 6 31150166 21754022 44553
7 Kontroll 7 26567464 20851548 33005
8 Kontroll 8 18424232 16462999 37208
9 Kontroll 9 26964820 22318501 41088
10 Kontroll 10 54287507 48154289 58559
11 Kontroll 11 25991448 17247824 45416
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Lisa 3. Psoriaasi patsientide ja tervete kontrollide seondumiskohtade jaotovus
genoomis.

Piikide jaotuvus Piikide jaotuyus.

b

Flanking Active TSS

Active TSS

Transcr. at gene 5'and 3'

Strong transcription

Weak transcription
Genic enhancers

Enhancers

ZNF genes & repeals

Heterochromatin

Bivalent/Poised TSS

Bivalent/Poised TSS

Flanking Bivalent TSS/Enh Flanking Bivalent TSS/Enh
Bivalent Enhancer Bivalent Enhancer
Repressed PolyComb Repressed PolyComb
Weak Repressed PolyComb Weak Repressed PolyComb
Quiescont/Low Quiescent/Low

Protsent (%) Protsent (%)

Psoriaase patsientide (a) ja tervete kontrollisikute (b) piikide jaotuvus genoomis. H3K27ac
seondumiskohtade leidmiseks genoomil kasutati programmi MACS2. Seondumiskohtade jaotuvuse
uurimiseks vordlesime proove ChromHMM?® andmebaasist monotstilitide andmestikuga E124
Monocytes-CD14+ RO01746 Primary Cells. Joonisel on protsentidega ndidatud seondumiskohtade
kattuvus erinevate regioonidega. Active TSS — aktiivse transkriptsiooni alguskoht; Flanking Active TSS
— kilgnev aktiivne transkriptsiooni alguskoht; Transcr. at gene 5’ and 3’ — geeni 5” ja 3’ otsad; Strong
transcription — tugev transkriptsioon; Weak transkription — ndrk transkriptsioon; Genic enhancers —
geeni enhaanser; Enhancers — enhaanser; ZNF genes & repeats — ZNF geenid ja kordusjarjestused,;
Heterochromatin — heterokromatiin; Bivalent/poised TSS — bivalente transkriptsiooni alguskoht;
Flanking Bivalent TSS/Enh — kilgnev bivalentne transkriptsiooni alguskoht/enhaanser; Bivalent
Enhancer — bivalentne enhaanser; Repressed PolyComb — represseeritud PolyComb; Weak Repressed

PolyComb — ndrgalt represseeritud PolyComb; Quiescent /Low — madala aktiivsusega ala.
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