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Inimese endogeensete retroviiruste geeni- ja HERV-W valguekspressiooni analiiiis

psoriaatilises ja terves nahas

Voimalikud  pdhjuslikud  seosed  inimeste  endogeensete  retroviiruste — ning
autoimmuunhaiguste ja ka muude patoloogiate vahel on juba mdnda aega andnud alust neid
pohjalikult uurida. Paraku on senised tulemused olnud vastukdivad ning viinud kohati
rohkemate uute kiisimuste kui vastusteni. Selles t00s uuriti erinevate molekulaarsete
meetoditega meie uurimisgrupis varem teostatud kogu psoriaatiliste kudede RNA
sekveneerimise andmete baasil enim huvi pakkunud HERV geenide ekspressiooni 16dbelise
ja mitteloobelise psoriaasiga ning ka terves nahas. Lisaks mdddeti kahe varem psoriaasiga
seostatud geeni ekspressiooni ning visualiseeriti HERV-W env valgu ekspressioon
immunofluorestsentsmeetodil. Enamjaolt korreleerusid tulemused varemkirjeldatud ndhtuse
ning hiipoteesiga, et HERV geenid on erinevate autoimmuunsete haiguste korral poletikuliste

reaktsioonide moduleerimise kaasmojul represseeritud.

Mirksonad: geeniekspressioon, endogeensed retroviirused, psoriaas, immunofluorestsents

CERCS: B580 Skeleti ja lihassiisteemi haigused, reumatoloogilised haigused

Gene and protein expression analysis of human endogenous retroviruses in psoriatic

and healthy skin

Possible causal connections between human endogenous retroviruses and autoimmune
diseases among other pathologies has long been an effective argument for the extensive
research on this topic. Despite the efforts, studies have shown contradictory results, often
leading to more new questions than answers. In this study, we worked on the data of total
RNA sequencing previously done by our research group and used several molecular methods
to study the expression of a selection of HERV genes in lesional and non-lesional psoriatic
skin as well as in healthy skin. In addition, the expression of two genes previously associated
with psoriasis was measured and the expression of HERV-W env protein was visualised
using the immunofluorescence method. The majority of results correlated with the previously
described phenomenon and indicated that in case of lesional psoriasis, HERV genes are

repressed in the joint influence of the modulation of inflammatory reactions.
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Sissejuhatus

Autoimmuunse péritoluga haiguste tekkemehhanismid on hoolimata pikkadest ja kestvatest
piitidlustest neid mdista veel tinaseni piris tipselt vilja selgitamata. Uheks uurimissuunaks
nende moistmisel on olnud kauges evolutsioonilises minevikus inimesi ja nende eellasi
nakatanud ning seejérel genoomi integreerunud eksogeensete viiruste otsesed jareltulijad —
inimese endogeensed retroviirused ehk HERVid, mis niilidseks moodustavad keskmiselt
kuni 8% meie geneetilisest jéirjestusest. Kuigi HERVid on neis akumuleerunud
mutatsioonide mojul valdavas osas inaktiveerunud, kodeerivad paljud neist siiani terviklikke
ja funktsionaalseid avatud lugemisraame ning muid aktiivseid elemente, mis vodivad
avaldada mdju raku normaalsele talitlusele ning selle mojul viia erinevate patoloogiate

kujunemiseni.

Kéesolevas t60s on ldhemalt uuritud HERVide seoseid psoriaasiga, mis on iiks levinumaid
autoimmuunse péritoluga kroonilisi pdletikulisi haigusi maailmas ning mida pdeb 2-3%
maailma europiidse rassi populatsioonist. Kuigi kasutusel on palju erinevaid ravimeid ja
meetmeid haiguse leevendamiseks, pole psoriaasile seni selle 10puni mdistmata

tekkemehhanismide tottu veel 16plikku ravi leitud.

Varasemate uuringute raames, mille eesmérgiks on olnud selgitada HERVide osalust
psoriaasi tekkemehhanismides, on tdheldatud nendega seoses mitmeid ebakodlasid. Kuid
enamjaolt, ning eriti veel viimastel aastatel tdnu {iha tdpsemate ning pohjalikumate
meetodite kasutuselevotule, on kirjeldatud HERV geeniekspressiooni repressiooni haiguse
166belises keskkonnas vorrelduna visuaalselt terve ja terve kontrolli kudedega. Selle t66
peamiseks eesmirgiks oli erinevate molekulaarsete meetoditega analiilisida meie
uurimisgrupis varem teostatud psoriaatiliste ja tervete kudede kogu RNA sekveneerimise
andmete baasil enim huvi pakkunud HERV geenide ekspressiooni psoriaatilise 166bega ja
visuaalselt terves ning ka terves nahas. Lisaks uuriti psoriaatilises nahas kaht varem
psoriaasiga seostatud geeni ning analiitisiti HERV-W env valgu ekspressiooni. Tods esitatud

katsed tehti Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi patofiisioloogia osakonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Endogeensed retroviirused

Viirused on véga divergentne osa elusloodusest. 2016. aasta seisuga eristab Rahvusvahelise
viiruste taksonoomia komitee (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV)
kokku 122 perekonda viiruseid (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/), kuid arvestades osa
alamjaotuste darmiselt korget mutatsioonisagedust, on kdikide teadaolevate viiruste liikide
arvu keeruline tipselt miiratleda. Uheks peamiseks viiruste suure liigilise variatsiooni
pohjustajaks teiste RNA viirustega korval on sugukonda Retroviridae ehk retroviiruste alla
kuuluvad perekonnad, mis on oma positiivse polaarsusega mRNA genoomi tottu sunnitud
replitseerumiseks muutma geneetilise informatsiooni loomulikku suunda ehk siinteesima
RNA baasil DNAd, kasutades selleks ensiitimi nimega pdordtranskriptaas. Vorreldes teiste
matriitsreaktsioonidega nagu replikatsioon, transkriptsioon ning translatsioon on see
mehhanism aga vdga vigaderohke, tehes keskmiselt {ihe vea 1700 siinteesitavasse ahelasse
lilitatud nukleotiidi kohta ning teatud kdrgema mutatsioonitdendosusega piirkondades isegi

ithe vea 70 nukleotiidi kohta (Roberts jt., 1988).

Kehvades  keskkonnatingimustes on  retroviirused nakkusvalmis  viiruspartiklite
moodustamise asemel voimelised moodustama ka proviiruseid, mis on suutelised
integreeruma peremeesraku genoomi. Sellise viraalse latentsuse vormi teeb eelkdige
voimalikuks viiruse enda kodeeritud ensiiim nimega integraas, mis moodustab koos
poordtranskripteeritud viiruse genoomiga preintegratsiooni kompleksi (preintegration
complex, PIC) ning seejirel transporditakse rakutuuma, kus vdimaldab proviirusel liilituda

peremeesraku kromosomaalse DNA koosseisu (joonis 1) (Jern ja Coffin, 2008) .

Olles esindatud pea kdikides eukariiootides (Koonin jt., 2015), leidub retroviiruseid ka
koikides teadaolevates imetajates (Magiorkinis jt., 2013). Aeg-ajalt nakatavad retroviirused
ka idutee rakke, kus proviiruse integreerumise korral kanduvad need ka vastavalt Mendeli
geneetika seaduspdrasustele edasi jirgnevatesse podlvkondadesse ning mida seejérel
nimetatakse endogeenseteks retroviirusteks (endogenous retrovirus, ERV) (Stoye, 2001;
Yohn jt., 2005). Seega on ERVdel proviirusena vdoime kanduda edasi nii horisontaalselt,
nakatades teisi rakke sama organismi ulatuses, kui ka vertikaalselt ehk peremehelt selle
jéreltulijale, voimaldades nii vihemkahjulikel, neutraalsetel v3i koguni peremehele kasulikel

retroviirustel ajapikku genoomis fikseeruda (Jern ja Coffin, 2008).



ERVd pole imetajate genoomis kaugeltki ainsad transponeeruvad elemendid. Hinnanguliselt
44% meie genoomist koosneb liikuvatest elementidest, mis jaotuvad kolme klassi:
retrotransposoonid, DNA transposoonid ning autonoomsed ja mitteautonoomsed elemendid,
millest esimesed ning viimased eeldavad oma replikatiivse transpositsiooni toimumiseks
poordtranskriptsiooni  toimumist (Mills jt., 2007; Kazazian, 2000). Koikidest
mittekodeerivatest mobiilsetest elementidest on inimese genoomis kuni 90% teatava
retroviraalse péritoluga korduvjérjestusi (Lower jt., 1996), millest 7-8% moodustavad
evolutsiooni kdigus integreerunud eksogeensete retroviiruste otsesed eelkdijad (Boeke ja
Stoye, 1997). Selles kontekstis loetakse need vastavalt ka inimese endogeenseteks
retroviirusteks ehk HERVideks (human endogenous retrovirus) ning need moodustavad iihe
retroviraalse  pdritoluga  elementide  grupi  koos  eksogeensete  proviirustega,

retrotransposoonide ning retroposoonidega (Blank jt., 2009).

1.1.1. Struktuur ja regulatsioon

Evolutsiooni kéigus on inimese genoomis fikseerunud ja seal geneetilisi “fossiile”
meenutavad proviirused sdilitanud eksogeensete retroviirustega lisnagi sarnase struktuuri,
kodeerides endiselt geenidest erinevaid vorme, mis on olnud edukas infektsioonitsiiklis
kriitilise tdahtsusega. Kuna retroviirused toetuvad nakatumisel, paljunemisel ning levimisel
suuresti peremeesraku enda molekulaarsetele mehhanismidele, vdimaldab see neil omada
vordlemisi minimalistlikku struktuuri, mis pohineb pikkade otsmiste kordusjérjestuste (long
terminal repeats, LTR) poolt iimbritsetud erinevaid poliiproteiine kodeerivatel geenidel gag,

pol ja env (Johnson ja Coffin, 1999; Nelson jt., 2003) (Joonis 1).

LTR-3'
AATG. C,%/'I\'I
i A(\:: N integreerumata (lineaarne) DNA b T
\\\\\\\‘ ’/’(”,,
| I
I I
integratsioonisait retsipiendi genoomis
—> <— PBS gag pol env PPT —> —>
| [ [TG.. — .CA] | >
[ [AC.. LGT| | |
retsipiendi DNA > integreerunud (proviriaalne) DNA retsipiendi DNA

Joonis 1. Retroviiruste lihtsustatud integratsiooniskeem ja struktuur. LTRid tdhistavad pikki
otsmiseid kordusjdrjestusi ja on margitud vastavalt orientatsioonile genoomis. Gag, pol ning env on
retroviirustele omased poliiproteiine kodeerivad geenid, PBS tdhistab praimerite seondumissaiti
(Primer Binding Site) ning PPT polipuriinset jérjestust (PolyPurine Tract). Kujutis on
modifitseeritud, originaaljoonis périneb aadressilt: http://www.virology.ws/2011/01/04/retroviral-
integration-and-the-xmrv-provirus/.



Koikide retroviiruste hulgas on tuumikgeenide jérjekord &drmiselt konserveerunud,
voimaldades neil viiruspartikli valke ekspresseerida digetes suhtelistes kogustes, mis
omakorda tagab viiruspartikli korrektse assambleerumise (Coffin, 1994). Nimetatud
jérjekorra esimeseks geeniks on gag ehk lahtikirjutatuna grupispetsiifiline antigeen (group-
specific antigen) ja see kodeerib endas sisemise kapsiidi struktuurseid valke; pol sisaldab
revertaasi, integraasi ning proteaasi ning env pealt transleeritakse viiruse vélimisi kattevalke
(Fujiwara ja Mizuuchi, 1988). Niivord kompaktne genoom vdimaldab tiitipilisel
replikatsioonivdimelisel proviirusel jidda vahemikku 7-11 kbp ning mahtuda dra ~100 nm
1abimodduga kapsiidi (Coffin, 1994). Proviiruse kodeerivaid regioone limbritsevad LTRid,
mis moodustuvad viiruse infektsioonil podrdtranskriptsiooni kdigus ning esinevad sadade vdi
tuhandete kordustena (Tugnet jt., 2013). Need koosnevad unikaalsetest omavahel korduvate
segmentidega eraldatud U3 ja U5 regioonidest, mis sisaldavad erinevaid proviiruse

transkriptsiooniks vajalikke promootor- ja enhaanser-jdrjestusi (Jern ja Coffin, 2008).

HERVide LTRidel on mitmeid funktsionaalseid regulatoorseid modulaatoreid nagu erinevad
enhaanserid, promooterid, poliiadeniileerimissignaali motiivid ning splaiss-saidid. Need
regulaatorid vdivad inimese rakkudes iiletildist transkriptsiooni mdjutada (Leib-Mosch jt.,
1993; Seifarth jt., 2004), mis v3ib toimuda viie peamise mehhanismi kaudu: (1) HERVide
LTR jérjestuste repressiivne toime mdjutab naabruses olevate geenide ekspressiooni; (2)
endast allavoolu paiknevate jdrjestuste transkriptsiooni kaudu vdivad LTRid luua uusi geene
ning mittekodeerivaid RNAsid; (3) poliiadeniileerimissaidid LTRides vdivad pdhjustada
naabruses asuvate geenide transkriptsiooni enneaegset termineerumist; (4) geenide
intron/ekson struktuur voib muutuda LTRi splaiss-saitide mojul; (5) LTRid vdivad RNAi

kaudu reguleerida peremeesraku geeniregulatsiooni (Suntsova jt., 2015).

Kuigi HERVid on iile kogu genoomi valdavalt CpG metiilatsiooni poolt vaigistatud (Reiss
jt., 2007), hdlmavad nad palju ebastabiilseid geene, mis vdivad erinevate keskkonnast
tulenevate faktorite nagu radiatsiooni, kemikaalide, eksogeensete retroviiruste voi stressi
mojul aktiivseks muutuda (Blank jt., 2009). Lisaks on nédidatud, et LTR-jdrjestuste erinevad
transkriptsioonifaktorite seondumissaidid ning ka muud olulisemad regulatoorsed motiivid
nagu transkriptsiooni initsiatsiooni médravate TATA, GC/GT genoomsed elemendid koos
poliiadeniileerimise ning 3’ otsa formuleerimise eest vastutavate AATAAA jérjestustega on

mitmetes HERVides siilitanud oma funktsionaalsuse (Greenwood jt., 2005).



1.1.2. HERVide piritolu, avastamine ja klassifikatsioon

Kuigi HERVide tépne péritolu on maédratlemise keerukuse tottu seni veel teadmata
(Blomberg jt., 2013), integreerusid esimesed meie genoomi joudnud ERVd inimeste ning
Vana Maailma ahvide iihisesse eellasse hinnanguliselt 30—40 miljoni aasta eest ning on siiani
esindatud koigis korgemates primaatides peale gorillade (Medstrand ja Mager, 1998; Blank
jt., 2009). Viimased HERVid on lisandunud ligikaudu 150 000 aastat tagasi (Herrera jt.,
2016). Laialdaselt on aktsepteeritud arvamus, et eksogeensed retroviirused fikseerusid meie
genoomi erinevate mutatsioonide tdttu oma latentsest faasist viljumise jaoks elementaarsetes
geenides ning osalevad niiiid inimeste genoomi kujundamisel ning selle diinaamikas (Krieg

it., 1992).

Esimesed endogeensed retroviirused avastati 1960ndate 16pul ja 1970ndate algul ja need olid
kodukanast (Gallus gallus domesticus) leitud lindude leukoosiviirus koos koduhiirest (Mus
musculus) tuvastatud hiirlaste leukeemia ning rinnanddrme véhki pohjustavate viirustega
(Weiss, 2016). Konkreetsete avastusteni jouti Mendeli parandumisseadustest tulenenud
teadmiste kombineerimisel viroloogiliste ning immunoloogiliste meetoditega, mis sai hiljem
kinnitust ka nukleiinhapete hiibridisatsiooni abil (Weiss, 2016). Inimese genoomis kirjeldati
endogeenseid retroviiruseid esmakordselt 1981. aastal, kasutades nukleiinhapete
hiibridiseerimist (Martin jt., 1981), pédrast mida on erinevate meetoditega tuvastatud veel
tuhandeid retroviraalse péritoluga jirjestusi, mis on jaotunud ligikaudu 700 000 erineva

lookuse vahel (Mayer jt., 2011).

Kogu selle darmiselt suure endogeensete retroviiruste variatsiooni juures ei ole endiselt
iihtegi iilemaailmselt kehtestatud ning laialdaselt aktsepteeritud standardit nende
klassifitseerimiseks (Jern ja Coffin, 2008). Traditsiooniliselt on HERVe jaotatud vastava
aminohappe jdrgi, mida transportiv tRNA on komplementaarne proviiruse LTRis paikneva
(integreerumiseks vajaliku) praimeri seondumissaidi suhtes (primer binding site, PBS)
(Larsson jt., 1989; Magiorkinis jt., 2013), mille kohaselt nditeks HERV-H perekonda
kuuluvad jérjestused sisaldavad histidiin-tRNAga ning HERV-K (HML2) liisiin-tRNAga
komplementaarset PBSi (Jern ja Coffin, 2008). Selline viis HERVide jaotuseks on aga
ebausaldusvéirne proviiruste puhul, mis jaotuvad kiill fiilogeneetiliselt samasse gruppi, kuid
omavad erinevuseid PBSis vdi on hoopis erineva evolutsioonilise paritoluga jirjestused, mis

kasutavad sama tRNA praimerit (Jern jt., 2004; Jern ja Coffin, 2008).
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Olukord on veel segasem teiste liikide puhul, mistdttu on vdga vaja iihtset, tdpset ning
usaldusvédrset siisteemi endogeensete retroviiruste klassifikatsiooni ja nomenklatuuri jaoks
(Jern ja Coffin, 2008). Olenemata nimetatud nomenklatuuri puudujédkidest on see endiselt
kdige levinum siisteem endogeensete retroviiruste nimetamiseks, isegi kui samasse
perekonda kuuluvatel jérjestustel puudub sama aminohappega komplementaarne PBS, mis
iihtlasi annab nende perekonnale nime (Jern jt., 2004) ning see jaotab HERVid ka 3140
perekonnaks (Bannert ja Kurth, 2006; Katzourakis ja Tristem, 2005).

Jargnev iilevaade peamistest HERV perekondadest baseerub Magiorkinise jt artiklil (2013),
mis jagab ERVd kolme klassi (Stocking ja Kozak, 2008), millesse kuuluvad fiilogeneetiliselt
jaotatud defineeritud rithmad moodustavad omakorda perekonnad. Selle jaotuse kohaselt
voiks fiilogeneetika alusel eksogeensete retroviiruste kaasamise korral paigutada
gammaretroviirused esimesse, beetaretroviirused teise ning spumaviirused kolmandasse

klassi (Bessis jt., 2004; Magiorkinis jt., 2013).

1.1.3. Ulevaade peamistest HERV perekondadest

Tiiiipilised — HERV-T on ndide tavapérasest, kuni keskmise pikkusega HERV perekonnast,
millega sarnanevad veel HERV-S, HERV-K ja HERV-P perekonnad. Enamusel sellistesse
perekondadesse kuuluvatel HERVidel on keskmiselt vdhem kui 80 koopiat iile terve
genoomi, neil esineb env geen ning need levivad genoomisiseselt retrotransposatsiooni
asemel peamiselt reinfektsiooni teel (Belshaw jt., 2005; Katzourakis jt., 2005). Sellesse
gruppi kuuluvad HERVid on olnud enamjaolt (erandiks on HERV-K) stabiilsed juba 35

miljonit aastat ega pole tekitanud uusi lookuseid.

Vanad — Kdige vanem ERV perekond inimese genoomis on HERV-L, millel on palju
litkmeid veel paljudes erinevates imetajates ning seega arvatakse, et see on integreerunud
nende liikide iihisesse eellasesse (Benit jt., 1999). Uheks selle perekonna viljapaistvamaks
isedrasuseks on fakt, et siiani pole neil leitud env geeni, mistdttu arvatakse, et selle
perekonna ERVd on paljunenud puhtalt retrotranspositsiooni abil. Inimeses on see perekond

olnud stabiilne juba 30—40 miljonit aastat.

Levinud — Kdige levinum ERV perekond inimeses on HERV-H/F, mis moodustab ligikaudu
kolmandiku koigist pol/ geeni omavatest ERV lookustest (Jern jt. 2004). HERV-H
integreerus primaatidesse 30 miljoni aasta eest, mil eraldusid ka Vana ja Uue Maailma ahvid
(Anderssen jt., 1997; Mager ja Freeman, 1995). Erinevalt HERV-L perekonnast on osal
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HERV-H lookustel sdilinud env geen (de Parseval jt., 2001), kuid olenemata sellest
replitseerusid need samuti peamiselt retrotranspositsiooni abil. Uheks enim uuritud HERV-
H/F perekonna esindajaks on HERV-Fcl, mille env geeni on leitud paljudest inimese
kudedest testises, nahas ja hingetorus, mille puhul voib jireldada, et sel on endiselt aktiivne

promooter (Patzke jt., 2002).

Peremehele kasulikud — HERV-W on vordlemisi vidike perekond, mis integreerus
primaatide genoomi enne Vana ja Uue Maailma ahvide eraldumist (Kim jt., 1999) ning oli
aktiivne ligikaudu 5 miljonit aastat (Costas, 2002), mis on vdrreldes teiste sarnaste
HERVidega iisna lithike periood. HERV-W koos HERV-FRD perekonnaga on olnud
keskmisest enam teadlaste tahelepanu keskpunktis, kuna nende env geenid siintsiitiin-1 ja -2
(Syncytin) on koopereerinud peremehega ning omavad mutualistlikku interaktsiooni (Mi jt.,
2000). Lisaks on HERV-W ainuke perekond, mis enamasti kopeeritud pikkade
insertsiooniliste harjuskorduselementidena (Long Interspersed Nuclear Element, LINE)

(Pavlicek jt., 2002).

Aktiivsed — Tanapédeval on andmeid vaid ihe HERV perekonna kohta, mis erinevalt teistest
pole veel 1opetanud inimese genoomis replitseerumist. Selleks on HERV-K (HML-2), mille
puhul on tuvastatud mitmeid inimese-spetsiifilisi inserteerumisi ning insertsioonilisi
poliimorfisme (Subramanian jt.,, 2011). Kombineerides selle perekonna erinevaid
taispikkasid lookuseid on suudetud ka rekonstrueerida téiesti funktsionaalne ning
infektsioonivdimeline retroviirus (Dewannieux jt., 2006). Hiljuti avastati iile 2500 terves
ulatuses sekveneeritud genoomi analiiisil ka uus tdielikult terviklik ja infektsioonivdoimeline

HERV-K proviirus koos 19 varem kirjeldamata insertsiooniga (Wildschutte jt., 2016).

1.1.4. HERVide seos patoloogiatega

Kuigi tinapdevaks on avaldatud juba tuhandete sekveneeritud genoomiga inimeste
tdisgenoomi andmed ning vélja on tootatud palju uusi ning varasemast pdhjalikumaid
meetodeid selle info tdlgendamiseks, pole siiani inimesel vélja toodud iihtegi konkreetselt
endogeensete retroviiruste poolt pdhjustatud haigust. Kuid vélja on toodud seoseid paljude
patoloogiatega, nagu erinevad reumaatilised autoimmuunhaigused (Rucheton jt., 1985;
Tugnet jt., 2013), vdhk (Florl jt., 1999; Kassiotis, 2010), skisofreenia/bipolaarne
isiksusehdire (Frank jt., 2005). Sellegipoolest on individuaalsete ERVde kaardistamine nende
genoomis paiknevatele sarnastele jérjestustele bioinformaatiliste meetoditega endiselt
suureks viljakutseks ning HERVide ekspressioonianaliiiisid on olnud siiani mahult liialt
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viikesed, et teha nende pdhjal kindlaid jéireldusi (Ioannidis, 2005; Haase jt., 2015).
Voimalik, et senised avastused on jadnud siiski erinevate tehnoloogiliste piirangute taha ning
tuleks teha {iha enam suuremahulisi uuringuid, milleks annavad jérjest enam pdhjust leitud
seosed ERVde ja erinevate patoloogiate vahel loomades (Magiorkinis jt., 2013). Néiteks on
leitud, et iihel kahest USAs Kalifornia osariigi Lake Casitase looduskaitsealal asuvast
hiirtepopulatsioonist esineb miieliit, mis on degeneratiivne neuroloogiline haigus ja mida neil
pohjustab endogeense retroviiruse MLV (Murine Leukemia Virus) patogeenne variant, kuid
mille mutatsioonide tdttu mittepatogeenseks muutunud vorm esineb resistentsel

populatsioonil (Blomberg jt., 2013).

Kuigi varasemad oletused, et HERVid vdiksid olla mitmete véhivormide otsesed
pohjustajad, pole siiani kinnitust saanud, on leitud palju seoseid tuumorite tekke ning
endogeensete retroviiruste vahel (Magiorkinis jt., 2013). Erinevate HERV perekondade
transkriptsiooni reaktivatsiooni ning sellega kaasnevat ekspressiooni kasvu on kirjeldatud
mitmete kartsinoomide korral: HERV-H soolevihi korral (Wentzensen jt., 2007), HERV-K
uroteliaalse kartsinoomi puhul (Florl jt., 1999) ning HERV-W seoses munasarja
kartsinoomiga (Menendez jt., 2004). Siiani teadaolevalt ainsa endiselt inimeses replitseeruva
HERVide perekonna HERV-K RNAd on tuvastatud ka liimfoomi ja rinnavédhiga patsientide
vereplasmast teistest oluliselt korgema sagedusega (Contreras-Galindo jt., 2008). Arvestades,
et paljud retroviirused kodeerivad oma env geenis immunosupressiivse mdjuga domeeni
(Denner, 2015), on pakutud, et ka HERV-K vodib pdhjustada sarnast efekti ning olla
immuunsiisteemi ndrgendamise kaudu osa erinevate vidhivormide tekkemehhanismist (Hahn
jt., 2008). Peamiselt on aga in vivo HERV transkripte seostatud mitmete
autoimmuunhaigustega (Ogasawara jt., 2003) ning just nendest seostest tuleb pikemalt juttu

jérgnevas osas.

1.1.5. HERVide seos autoimmuunhaigustega

Autoimmuunsust pohjustavad hidired tiilimuses toimuva {ldise rakulise tolerantsi
mehhanismis, mis vastutab autoreaktiivsete immuunrakkude elimineerimise VvOi
neutraliseerimise eest, viies seeldbi kudede kahjustumise ja hivimiseni (Kamradt ja
Mitchison, 2001; Rashedi jt., 2007). Kuigi HERVid on juba meie genoomis fikseerunud
retroviiruste kauged jéreltulijad, mida immuunsiisteem peaks siiski aktsepteerima kui
“iseennast” ning mis ei tohiks seega organismis esile kutsuda immuunvastust, peetakse
endogeenseid retroviiruseid juba aastakiimneid vdimalikeks kausaalseteks kofaktoriteks
erinevate autoimmuunsete haiguste tekkemehhanismide juures (Tugnet jt., 2013). Neid
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véiteid toetavad mitmed retroviiruste ning HERVide gag ja env geenide spetsiifiliste
antikehade leiud erinevaid autoimmuunhaiguseid pddevate patsientide perifeerises veres
(Rucheton jt., 1985; Krieg ja Steinberg, 1990; Bengtsson jt., 1996). Naiteks on HERV-W,
HERV-K ja HERV-H perekondade vastaste antikehade korgemat kontsentratsiooni
vereringes tdheldatud mitme sddrase haiguse korral nagu reumaatiline artriit (Nakagawa jt.,
1997), psoriaas (Moles jt., 2005), silisteemne eriitematoosne luupus (Ogasawara jt., 2000)
ning poliiskleroos (Johnston jt., 2001). Lisaks on HERVide puhul tdheldatud ka teatavat
mdju apoptoosi inhibeerimisele autoreaktiivsete immuunrakkude puhul seoses uuringutega

HIAPde (Human Intracisternal A-type Retrovirus Particles) kohta (Deas jt., 1999).

Lisaks nimetatutele on erinevad geneetilised assotsiatsiooniuuringud tuvastanud
korrelatsioone retroviiruste ning autoimmuunhaiguste vahel nagu niditeks HERV-Fcl
poliimorfismide seosed poliiskleroosiga (Nexo jt., 2011; Laska jt., 2012; Morandi jt., 2017).
On ka teada, et Jaapanis ja Kesk-Ameerika riikides, kus retroviiruslikud infektsioonid on
endeemsed, esineb enim autoimmuunseid reumaatilisi haiguseid (Eguchi jt., 1996; Poiesz jt.,
2003) ning HIVga nakatunud pdevad keskmisest enam ka erinevaid kroonilise artriidi tiilipe
(Louthrenoo, 2008). Samas on leitud, et moningane autoimmuunsuse tase voOib olla
organismile kasulik, mida illustreerib ndhtus, et mone varasema autoimmuunhaigusega
melanoomipatsientide elulemus on monevorra korgem vdrreldes varasemalt tervetega

(Ellerhorst jt., 2001).

Erinevalt tervetest kontrollidest on reumaatilise artriidi haigete perifeerses vereringes ning
stinoviaalvedelikus  tdheldatud  korget HERV-KI10  ekspressiooni ning  selle
ekspressiooniméédrad korreleeruvad ka vordvédrselt haiguse raskusastme ja aktiivsusega
(Ejtehadi jt., 2006), mis teoorias vOimaldab antud HERVi ka kasutada kui markerit
konkreetse haiguse tuvastamiseks ning iseloomustamiseks (Tugnet jt., 2013). Kuid on
avaldatud ka tulemusi, mis nditavad, et nii HERV-K10 kui ka iileiildine endogeensete
retroviiruste ekspressiooni maér on suhteliselt sarnane nii reumaatilist artriiti pddevate kui ka

tervete inimeste stinoviaalvedelikus (Nakagawa jt, 1997; Herve jt., 2002).

Vilja on pakutud mitmeid erinevaid, kuid iiksteisega seotud mehhanisme, kuidas HERVid

voivad olla seotud autoimmuunhaiguste patoloogiatega:
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Molekulaarne mimikri — Kuigi enamasti késitletakse HERVe kui “rdamps-DNAd”, kuna
enamus nende geenidest on defektsed, eksisteerib miljoneid aastaid pdrast inimese genoomi
sisenemist veel jérjestusi, millel esineb funktsionaalseid avatud lugemisraame (open reading
frame), mistdttu on neil ka sdilinud arvestatav voimekus kodeeritavaid valke transleerida
(Jern ja Coffin, 2008). Seda kinnitavad ka mitmed HERV-K (HML-2) perekonnast
kloneeritud ensiiiimid nagu proteaas, dUTPaas, revertaas ning integraas, mis on osutunud
funktsionaalseteks (Blomberg jt., 2013). See jitab omakorda vdimaluse, et monelt HERVile
omast valku kodeerivalt geenilt transleeritakse viiruslikku epitoopi, mis omab struktuurset
homoloogiat mdne peremeesraku enda valguga ning mille tagajérjel vOib antigeenile
suunatud immuunsus B- ja T-rakkude vahendatud immuunreaktsiooni kaudu ristaktiveeruda
ka peremehele oma komponentidele mojul (Oldstone, 2006). Sellist olukorda tuntakse
molekulaarse mimikrina.

See nidhtus eeldab, et mikroobsete antigeenide ning peremehe valkude epitoobid oleks
immunoloogiliselt piisavalt sarnased, samas piisavalt erinevad, et immuunsiisteem

klassifitseeriks neid kui vooraid elemente (Trela jt., 2015).

Molekulaarset mimikrit peetakse peamiseks mehhanismiks, mille kaudu oleks HERVid
suutelised indutseerima autoimmuunseid reaktsioone, mis vdivad kujuneda kroonilisteks
haigusteks, kuna tagavad konstantse ristaktiveeruvate antikehade ekspressiooni (Tugnet jt.,
2013). On teada, et nditeks positiivse reumatoidfaktoriga reumaatilise artriidi haigetel satub
autoantikehade sihtmérgiks muidu koikidel inimestel esinev IgGFc epitoop, millel on
arvestatav homoloogia HERV-K antigeeniga (Tugnet jt., 2013; Trela jt., 2015) (Joonis 2).
Viimast toetavad ka andmed, et mitmed eksogeensed viirused nagu Epstein-Barri viirus
(EBV) (Harley ja James, 2006), paroviirus B19 (Lunardi jt., 2009) ja inimese hepatiit C
viirus  (HCV) (Agmon-Levin jt., 2009) voivad olla seotud reumaatiliste
autoimmuunhaigustega, mojudes molekulaarse mimikri mehhanismide kaudu (Tugnet jt.,

2013).
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A NGQP (HERV-K10) NGQP (IgG1Fc) IgG1Fc CH3

IgG1Fc CH2

Joonis 2. HERV-K10 ja IgG1Fc epitoopide molekulaarsed mudelid. Joonisel kujutatud nimetatud
epitoopide NGQP (HERV-K10) ja NGQP (IgG1Fc) (A) ning TREAT (HERV-K10) ja TPEVT (B)
vahelisi struktuurseid sarnasusi illustreerivad mudelid on koostatud tarkvaraga UCSF Chimera
(Tugnet jt., 2013).

MGoju geeniregulatsioonile — lisaks fiisioloogia peatiikis kirjeldatud HERVide vdimalikule
positiivsele mdjule nii rakulistele mehhanismidele kui ka iildisele geeniregulatsioonile
voivad endogeensed retroviirused iihtlasi kaasa tuua mitmeid negatiivseid mdjusid. Olles
allikaks uutele rekombinatsioonivdoimelistele viiruslikku péritolu geenidele, mis on
voimelised sisestama oma jérjestusi praktiliselt igasse piirkonda genoomis, voivad HERVid
integreeruda raku normaalseks talitluseks kriitiliste geenide sisse, need seeldbi inaktiveerida
vOi nende ldhedusse sattudes tugevalt mdjutada selliste geenide ekspressiooni (Boeke ja
Stoye, 1997). Kuigi enamasti patoloogilised jérjestused elimineeruvad loodusliku valiku
kiigus, sdilivad moned norgema kahjuliku (mitteletaalse) mdjuga elemendid nagu niiteks
osa HERV-K10 jérjestusest, mis on integreerunud komplemendi regulatsioonil osalevasse
geeni C2 ja voivad viia héireteni komplemendisiisteemi aktiveerimisel (Perl, 1999). Samas
on sddrased mojud sdltuvalt organismist vdga varieeruvad ning ainult mdned avalduvad
poliimorfismid vdivad haiguse esile kutsuda, nagu maérgatud siisteemse eriitematoosse
luupuse (Systemic Lupus Erythematosus, SLE) puhul kus vaid iiks kuuest HRES-1
haplotiiiibist on seotud patogeneesiga (Pullmann jt., 2008).
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Superantigeenid — Lisaks eelnevalt nimetatutele vdivad HERVid sisaldada ka
superantigeene, mis on iildiselt mikroobset piritolu CD4+ T-rakke tugevalt aktiveerivad
epitoobid ja viivad tsiitokiinide liletoodanguni (Torres jt., 2001). Viraalse piritoluga valgud
voivad teoorias sarnaselt toimida, mida toetab ka ndhtus, et reumaatilise artriidi ning SLE
haigetel esineb sageli korgetes tiitrites Epstein-Barri viirusele (EBV) spetsiifilisi antikehasid
(Harley ja James, 2006) ning EBV vdib olla HERVide jaoks helper-viiruseks nagu seda on
ndidatud HERV-K18 puhul (Sutkowski jt., 2001). Veel on HERV-K18 puhul leitud seoseid
ka esimest tiilipi diabeediga, mille korral env geen vdib sisaldada endas superantigeeni, mis
vOib olla konkreetse haiguse liks tekkepohjustest (Conrad jt., 1997), viies potentsiaalselt

autoreaktiivsete T-rakkude vohamiseni (Tugnet jt., 2013).

Hiipometiilatsioon — iiheks oluliseks protsessiks organismi normaalse arengu ning rakulise
diferentseerumise tagamisel on DNA metiilatsioon, mis seisneb tsiitosiini jéékidele
metiiiilgruppide lisamise kaudu selektiivses geenide ekspressiooni vaigistamises ning
kromatiini konformatsiooni muutmises (Arnett ja Reveille, 1992). Selline mehhanism
voimaldab ilma DNA jérjestust muutmata reguleerida geenide ekspressiooni, mis on
omakorda voOimeline epigeneetiliste mustritena kanduma edasi jargmistele pdlvkondadele
(Blank jt., 2009). Kiill aga vodivad nimetatud metiilatsioonimustrid rakkude vananedes
muutuda (Heyn jt., 2013), mille peamiseks viisiks on hiipometiilatsioon, mis vdib omakorda
viia algselt vaigistatud geenide ekspressiooni tdusuni (Chen jt., 1998). Hiipometiilatsioon
arvatakse olevat seotud paljude védhivormide nagu rinna-, kopsu-, eesnddrme- ja

kolorektaalvihi tekkega (Paz jt., 2002; Brothman jt., 2005).

Oma osa arvatakse sel mehhanismil olevat ka autoimmuunhaiguste kujunemisel. On
pakutud, et vdimalikuks reumaatilise artriidi avaldumise pohjuseks vdib olla
stinoviaalmembraani fibroblastide hiipometiilatsioon (Karouzakis jt., 2009) ning katsed hiirte
peal on ndidanud, et SLE riskiga hiirte tliiimuse rakkudes on metiilatsiooni tasemed tugevalt
vihenenud, vorreldes SLE kujunemise riskita hiirtega (Mizugaki jt., 1997). Korrelatsioone
HERVide ekspressiooni ning hiipometiilatsiooni vahel on néidatud ka HERV-Fcl puhul,
mille ekspressioon suurenes méirgatavalt HEK293 ja Jurkat rakkudes, mida toodeldi
demetiilatsiooni esile kutsuva tihendiga 5-aza-dC (5-Aza-2-deoxycytidine) (Laska jt., 2013).
Uldiselt on aga HERVide metiilatsioonimustrit vordlemisi vihe uuritud (Laska jt., 2013),
kuid senised selle uurimisele keskendunud t66d véidavad, et kui vélja arvata platsentas
asuvad iduteerakud, on normaalse fiisioloogilise seisundi juures HERV proviirused ning

iiksikud LTRid tugevalt metiileeritud (Bannert ja Kurth, 2004).
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1.2 Psoriaasi kliinilise pildi iilevaade

Psoriaas ehk soomussammaspool on iiks levinumaid nahka ja liigeseid mdjutavaid kroonilisi
poletikulisi haiguseid (Nestle jt., 2009). Psoriaasi esineb summaarselt 2—3% maailma
europiidse rassi populatsioonist (Lebwohl, 2003). Sdltuvalt geograafilisest jaotusest ning
etnilisest taustast jddb levimus erinevates populatsioonides vahemikku 1-6% (Raychaudhuri
ja Farber, 2001). Eristatakse peamiselt viit erineva kliinilise raskusastmega vormi: naastuline
(Psoriasis vulgaris), tilgakujuline (Psoriasis vulgaris guttata), tagurpidi ehk genitaalne
(Psoriasis vulgaris inversa), maidavilliline (Psoriasis vulgaris papulopustulosa) ja
eriitrodermiline psoriaas (Erythroderma psoriatica) (Boehncke ja Schon, 2015). Koige
sagedamini esineb krooniline naastuline psoriaas, mida iseloomustavad punetavad,
hobehallika koorikuga stimmeetrilised naastud (joonis 3) (Nestle jt., 2009). Ligikaudu 75%
patsientidest (Lonnberg et al. 2013) avaldub psoriaas enne neljakiimnendat eluaastat ning
erinevalt varasematest teadmistest viitavad hiljutised uuringud ka selle haiguse teatavale
soospetsiifikale: akuutsemaid psoriaasi vorme esineb meestel mdnevorra sagedamini (Hagg

it., 2013).

Psoriaasi diagnoositakse enamasti kliinilise pildi alusel ja haiguse raskusastme hindamiseks
kasutatakse tavaliselt PASI-indeksit (Psoriasis Area and Severity Index), mille puhul
hinnatakse eriiteemi ehk punetust, psoriaatilise koe paksust, ketendust ning 166vete ulatust
kehal ja varieerub skaalal 0 (166ve puudub) kuni 72 (maksimaalselt ulatuslik 166ve) (Schmitt
ja Wozel, 2005). Haiguse kroonilises faasis esineb keratinotsiiiitide hiiperproliferatsioon ja
vigane sarvestumine koos naha kaitsebarjdéri, mille iilesandeks on takistada patogeenide

tungimist nahka, funktsiooni héirega (Grice jt., 1975; Schon ja Boehncke, 2005).

Psoriaasi puhul on tegemist kompleksse haigusega, mille multifaktoriaalse patogeneesi
mehhanismid pole veel 10plikult teada, kuid aktiivne psoriaatiline 166ve indutseeritakse
mitme geeni interaktsiooni koosmoju tulemusena (Kingo jt., 2004; Liu jt., 2008; Lennberg
jt., 2013; Boehncke ja Schon, 2015). Kuigi varem kisitleti psoriaasi kui haigust, mille
peamiseks tekkepohjuseks on keratinotsiilitide diisfunktsioon, késitletakse seda niitid kui
keerukat immuunsiisteemi hdiret, mis holmab endas kaasasiindinud ja adaptiivse

immuunsiisteemi koosmoju (Krueger, 2002; Nestle ja Gilliet, 2005).
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Uldiselt peetakse psoriaasi patogeneesi mehhanisme koosmdjuks epidermaalsest
hiiperplaasiast, vigasest keratinotsiiiitide proliferatsioonist ja differentseerumisest,
angiogeneesist, T-limfotsiilitide infiltreerumisest, dendriidirakkude ja neutrofiilide
talitlusest, proinflammatoorsete  tsiitokiinide vallandumisest ning kaasasiindinud
immuunsiisteemi hiiretest (Chamian ja Krueger, 2004; Gottlieb jt., 2005; Nestle jt., 2009;
Haider jt., 2008). Sellegipoolest késitletakse lihtsustamise eesmaérgil psoriaasi patoloogia
kesksete mehhanismidena péritud ja omandatud immuunsuse ristaktiivsust, immuunrakkude
reaktsioone teiste nahas asuvate rakkudega ning TNFa, IL23 ja Thl7 interaktsioone

(Boehncke ja Schon, 2015; Capon jt., 2007).

Psoriaasi vdivad esile kutsuda nii kergemad nahatraumad nagu siigamine, augustamine ja
tatoveeringud kui ka erinevad keskkonnafaktorid nagu intensiivne UV-kiirgus ja drritavad
kemikaalid (Boehncke ja Schon, 2015). Selline psoriaatilise koe moodustumise
vallapddstmine mone nahakahjustuse mojul on tuntud kui Koebneri fenomen (Ely ja Stone,
2010). Lisaks on teada, et osa siistemaatiliselt manustatavaid ravimeid nagu beeta-
blokaatorid, liitiumisoolad, malaariavastased ravimid ning mittesteroidsed pdletikualandajad
voivad esile kutsuda haiguse halvenemist (Rongioletti jt., 2009; Basavaraj jt., 2010). Haigust
voivad esile kutsuda ka erinevad bakteriaalsed ja viiruslikud patogeenid (Fry ja Baker,
2007). On andmed, et ka HIV-infektsioon voib esile kutsuda psoriaasi (Fry ja Baker, 2007),

mis annab iiha enam pdhjust arvestada retroviiruste osalusega psoriaasi patogeneesil.

Psoriaasikahjustusega

Terve nahk nahk
ketud

keratiin naastud
epidermis poletikuline nahk

rasunaare

karva folliikul
dermis
naha-alune kude—— <

Joonis 3. Terve ja psoriaatilise naha libildigete vordlus. Joonisel on kujutatud terve ja
psoriaatilise 160bega naha anatoomiat ning nimetatud selle kihid ja elemendid. Illustratsiooni
autoridigused kuuluvad: FDA/Renée Gordon; modifitseeritud kujutis saadud aadressilt:
http://www.psoriaasikeskus.ee/psoriaas/Psoriaas.htm.
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1.2.1. Psoriaas ja geneetika

Populatsioonigeneetilised uuringud on ndidanud, et psoriaasi puhul on tegemist périliku
eelsoodumusega haigusega, mida kinnitab néhtus, et monosiigootsetel kaksikutel on haiguse
molemapoolne esinemine kuni kolm korda tdendolisem kui disiigootsetel kaksikutel (Farber
ja Nall, 1974; Lennberg jt., 2013). Lisaks vdib ka geneetiline taust mdjutada haiguse kulgu
ning raskusastet (Henseler ja Christophers, 1985). Multifaktoriaalse haigusena on psoriaasi
patoloogiaga seotud seni teadaolevalt ligikaudu 40 lookust (Boehncke ja Schon, 2015), kuid
seniste uuringute baasil on enim korrelatsioonis psoriaasi vastuvotlikkuse lookus 1 (psoriasis
susceptibility locus 1, PSORSI1), mis asub kuuendas kromosoomis, peamise
koesobivuskompleksi (MHC) regioonis (Lai jt., 2012). Viidetavalt mdidrab nimetatud
lookuses paiknev HLA-Cw6 alleel kuni 50% haiguse péritavusest (Nair jt., 2006) ning
enamasti on psoriaasiga assotseerunud lookustes asuvad geenid seotud adaptiivse ja

omandatud immuunsiisteemi regulatsiooni voi otsese funktsiooniga (Elder jt., 2010).

1.2.2. HERYV ja psoriaas

Seoseid psoriaasi tekkemehhanismide ning retroviiruste vahel aitavad tdendada leiud, et
paljud haiguse korral ekspresseeritud geenidest nagu IL28RA, IFIHI, DDX58 (Tsai jt.,
2012); OAS2, OAS3 (Kulka jt., 2009) ja RNF114 (Bijlmakers jt., 2011) on seotud
antiviraalsete kaitsemehhanismidega (Gupta jt., 2014). Lisaks on korgel mééral
ekspresseerunud psoriaatilise 160bega patsientide nahas mitmed antiviraalsed valgud (Anti-
Viral Proteins, AVP) nagu MX1 (MxA), BST2, ISG15 ja OAS2 (Wolk jt., 2013; Raposo jt.,
2015). Neist on seni antud kontekstis siiani laialdaselt uuritud MX1 (MxA) ning BST2
geene. MX1 on tsiitoplasmaatiline AVP, mis inhibeerib gripi ja vesikulaarse stomatiidi
viiruse paljunemist ning mille puhul on teada juba iile 20 aasta, et seda ekspresseeritakse ka
psoriaatilise 166bega koes (Schmid jt., 1994; Féh jt., 1995). BST2 (tetherin) néol on tegemist
AVPga, mis inhibeerib juba kokkupakitud viiruste eksotsiitoosi (Neil jt., 2008). Nende
leidudega on kooskdlas ka statistika, et koigest 3% psoriaasipatsientide nahas esineb
paralleelselt moni viirusliku infektsiooni nagu herpes simplex viirus, papilloomviirus,
molluscum contagiosum viirus, vorreldes 13%-ga atoopilise dermatiidi puhul (Wolk jt.,

2013), mis pole autoimmuunne nahahaigus.
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Selline kohati pdhjendamatu antiviraalne immuunvastus inimeste autoimmuunhaiguste
patogeneesi puhul on andnud alust kahtlustada HERVide potentsiaalset osalust (Tugnet jt.,
2013). Seda toetavad ka hiljuti avaldatud andmed, mille puhul on ndidatud, et HERV
péritoluga pdordtranskriptaasid on suutelised moodustama piisavalt immunoreaktiivseid
DNA:RNA duplekse, mis on seeldbi omakorda vdimelised indutseerima korgenenud
poletikuliste tsiitokiinide sekretsiooni (Moles jt., 2017). HERVide poolt kodeeritud, siiani

aktiivsetest podrdtranskriptaasidest on teada juba eelmise sajandi 16pust (Berkhout jt., 1999).

Psoriaatilise 166bega nahas on ekspresseeritud peamiselt HERV-W, HERV-K ja HERV-E
perekonnad (Tugnet jt., 2013) ning kirjeldatud on ka enamjaolt ainult psoriaatilises koes
ekspresseeruvat HERV elementi, mis sarnaneb HERV-W ja HERVO jérjestustega (Molés jt.,
2005). HERV-E puhul on valguekspressiooni suudetud immunofluorestsentsmeetodiga ka
visualiseerida (Bessis jt., 2004). Samas on ka teada, et nditeks HERV-K perekonna env, gag
ja pol geenid on psoriaasi puhul 166belises nahas suurel médral represseeritud (Gupta jt.,

2014).

1.2.3. Senine ravi

Praegu pole psoriaasi kui kroonilise haiguse véljaravimiseks ravi veel leitud, kuid on
mitmeid viise ja ravimeid haiguse leevendamiseks. USA artriidi, skeletilihaskonna ja
nahahaiguste instituudi (National Institute of Arthritis and Musculoskeletal and Skin
Diseases, NIAMYS) jargi (https://www.niams.nih.gov/health info/Psoriasis/default.asp#5) on
psoriaasi raviviisid jaotatud toopilisteks (ehk lokaalseteks, nahale kantavateks) ravimiteks,
valgusteraapiaks (UV-A voi UV-B) ja siisteemseks teraapiaks (oraalselt manustatuna voi
stistituna). Kdige efektiivsemateks raviviisideks on Psoragen plus UV-A teraapia (90%)
(Nast jt., 2012), Infliximab (80%) (Nast jt., 2012), Secukinumab (80%) (Langley jt., 2014),
mille korral patsientidel vdhenes psoriaatiline 166ve vahemalt 75% ulatuses (Boehncke ja
Schon, 2015). Kergema 166be korral voivad efektiivseks osutuda ka gliikokortikosteroidid,

D-vitamiini derivaadid vdi nende kombinatsioonid (Boehncke ja Schon, 2015).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Magistritoo eesmarkideks oli:
* analiiisida HERVide geeniekspressiooni psoriaasiga patsientidel vorrelduna tervete
inimestega;
* hinnata antiviraalse vastusega seotud geenide ekspressiooni psoriaasiga inimestel;

* kontrollida patsientide nahas HERV ekspressiooni valgulisel tasandil.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1. cDNA siintees

Toos kasutati HERV ja antiviraalse vastusega seostatud geenide ekspressiooni uurimiseks
Keermanni jt 2015. aastal avaldatud artikli koostamisel kogutud nii psoriaasiga patsientide
kui ka tervete kontrollide RNAd, mis sisaldasid kdiki mRNA jérjestusi, mille pikkus {iletas
200 nukleotiidi. cDNAd siinteesiti kasutades QuantiTect® ReverseTranscription Kit
(Qiagen) reagente ja tootjapoolset protokolli (QIAGEN, 2011).

cDNA siinteesireaktsioonile eelnes genoomse DNA elimineerimise protseduur, mille korral
RNA vesilahusele, mis sisaldas kuni 1 pg RNAJ, lisati 2 ul DNA elimineerimispuhvrit
(gDNA Wipeout Buffer) ning RNaasi vaba vett (mahuni 14 pl), seejdrel inkubeeriti

reaktsioonisegu 2 minutit 42 °C juures.

Poordtranskriptsiooni  reaktsiooni  ldbiviimiseks lisati eelneva genoomse DNA
elimineerimisreaktsiooni  produktile lisaks 1 ul RNaasi inhibiitorit sisaldavat
poordtranskriptaasi  (Quantiscript  Reverse Transcriptase), 4 pl Mg®" ja dNTPga
poordtranskiptsiooni puhvrit (Quantiscript RT Buffer) ning 1 ul oligo-dT ja random
praimerite segu. Reaktsioonisegu valmistamisele jargnes siinteesireaktsioon 15 minutit 42 °C
juures ning ensiliiimi inaktiveerimiseks veel 3 minutit 95 °C juures. Koik reaktsioonisegud

valmistati jddl ning cDNAJ hoiustati -20 °C juures.

2.2.2. Toos kasutatud praimerid

HERYV geenide amplifitseerimiseks nii konventsionaalse kui ka reaalaja PCR meetodil, mille
jaoks varempublitseeritud kirjandusest sobivaid praimereid ei leitud (ilma vastavate
viideteta), disainiti RepBase andmebaasist (http://www.girinst.org/repbase/) saadud inimese
endogeensete retroviiruste jirjestuste baasil sobivad oligonukleotiidid, kasutades selleks
veebirakendust Primer 3 (http://primer3.ut.ee). Ehkki amplifitseeriti ¢cDNAd, kontrolliti
disainitud praimerite seondumiskohti ning amplikonide pikkust ka genoomse DNA baasil,
kasutades selleks veebirakendust GenomeTester 1.3 (http://bioinfo.ut.ee/genometester/).
Koik oligonukleotiidid telliti teenusepakkujalt TAG Copenhagen A/S
(http://tagc.dk/products-services/custom-oligos/) dehiidreeritud kujul. Oligonukleotiidide
sulamistemperatuuride (Tm) kalkuleerimiseks kasutati veebirakendust

(http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/).
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Tabel 1. Toos kasutatud oligonukleotiidide jarjestused. Tabelis on vilja toodud geenid,
praimerite jérjestused, nende sulamistemperatuurid (Tm) ning oletatavate produktide
aluspaaride (bp) pikkused.

Geen Praimerisuund: 5° —> 3’ Tm Amplikoni
(°C) | pikkus (bp)

ACTB CTGGAACGGTGAAGGTGACA 58,5 140
B - aktiin AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 57,4

MER20 TACAATGCACAGGACAGCCC 59,0 76
GGTTTCTCAACCTCGGCACT 59,1

MER21A ACCCCAACTTGAAGCCAGTC 59,1 114
TAGCGTCAGATCCCACAGGT 59,1

MER22 GCCTCACTGCATTGGAACC 58,7 128
TTGATCGCTCTTCTGCTTCG 56,8

HERV-K11DI TCTGTTGCCTCCTTTTAATG 58,4 217
TGGGTTGTGGGTATAGAATT 57,3

LTRS7 TGTGTTTTGCCCCAATCCTAGT 57,7 150
CCTGCTGTTAAGGGGCGTC 60,6

HERV-Fcl, gag TTAAGCGGAAGCGACTCATT 55,5 227
Laska jt., 2012 CACCTGTCCAAGGGAACACT 58,2

HERV-W18, env TCATATCTAAGCCCCGCAAC 56,0 103
Nogueira jt., 2015 GAGGTTGTGATACCGCCAAT 56,2

MX1 (MxA) AGCTGATCCGCCTCCACTT 60,3 73
Nogueira jt., 2015 TGCAATGCACCCCTGTATACC 58,8

BST2 CCGTCCTGCTCGGCTTT 59,9 56
Viswanathan jt., 2011 | CCGCTCAGAACTGATGAGATCA 57,8

2.2.3. Poliimeraasi ahelreaktsioonide teostamine

Et veenduda valitud praimerite sobivuses ja analiilisida uuritavate geenide ekspressiooni
mitmekiilgsemalt, kasutati ka konventsionaalset PCR meetodit. Kdikide tulemustes esitatud
geenidega teostati vdhemalt kaks soltumatut PCR reaktsiooni. Kdik reaktsioonisegud
valmistati jdal ning reaktsioonisegu 1dppmahuga 20 pl sisaldas jargmist: 4 pl 2X DreamTaq
Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 1 ul Sense praimer (0,4 uM), 1 pl Anti-
sense praimer (0,4 uM), 2 ul cDNA, 12 pl MQ H,O.
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Kodik PCRid teostati aparaadiga Veriti, 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosciences) ning
valitud PCRi programm négi vélja jargnev: lihekordne esmase denaturatsiooni- ja ensiilimi
aktivatsioonireaktsioon 98 °C 30 sekundit; sellele jargnes (35 tsiiklit) denaturatsioon 98 °C
15 sekundit, seondumine 5256 °C * 15 sekundit, siintees 72 °C 10 sekundit; 16petuseks otste

taisstinteesimiseks iiks tsiikkel 72 °C 5 minutit.

2.2.4. DNA geelelektroforees

HERYV ja AVP geenide DNA fragmentide pikkust hinnati agaroos elektroforeesiga 1X TAE
puhvris. DNA visualiseerimiseks lisati vedelale 2% agaroosgeelile etiidiumbromiidi
16ppkontsentratsiooniga 0,5 pg/ml. PCR produktide pikkuse hindamiseks kasutati
GeneRuler™ 100bp DNA suurusmarkerit (Thermo Scientific). Elektroforees viidi lébi
toitepingega 100 V (5 V/cm). Pérast elektroforeesi visualiseeriti geelis olevad fragmendid
312 nm UV-B all kasutades selleks transilluminaatorit ning jdddvustati SYNGENE

geelidokumenteerimissiisteemiga.

2.2.5. Reaalaja-PCR

Reaalaja PCR (Real-Time PCR), mis on tuntud ka kui kvantitatiivne PCR (quantitative PCR,
qPCR), véimaldab erinevalt konventsionaalsest PCRist, mis on suuteline visualiseerima vaid
16pp-produkti, hinnata PCR produkti moodustumist ka reaalajas, kasutades selle
tuvastamiseks kaheahelalise DNAga seonduvaid fluorestseeruvaid molekule voi jirjestuse-
spetsiifilisi  fluorestseeruva margistusega oligonukleotiide. Toos kasutati  DNA
visualiseerimiseks QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit’i (Qiagen) ning katsete labiviimiseks
jargiti tootjapoolset protokolli (QIAGEN, 2011). Kdikide tulemustes esitatud geenidega

teostati vihemalt kolm sdltumatut reaalaja PCR reaktsiooni.

Reaktsioonisegud valmistati 96 siivendiga PCR plaatidel (Applied Biosystems), iga uuritava
geeniga viidi iga eraldiseisev reaktsioon 1dbi kahes v0i kolmes korduses ning iga
reaktsioonisegu 16ppmahuga 11,2 pl sisaldas jargmist: 4 ul 2X SYBR Green I® gPCR Master
Mix (Sigma-Aldrich), 0,1 pl Sense praimer (0,4 uM), 0,1 ul Anti-sense praimer (0,4 uM), 1
ul template cDNA, 6 pul RNaasi vaba HO.

*  Seondumistsiikli  temperatuur  sdltus  konkreetses reaktsioonis  kasutatud  praimerite

sulamistemperatuuridest (Tm).
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Koik reaalaja PCR reaktsioonid teostati StepOnePlus™ (Applied Biosystems) silisteemiga
ning valitud PCRi programm nédgi vilja jargnev: iihekordne esmase denaturatsiooni- ja
ensiilimi aktivatsioonireaktsioon 95 °C 15 minutit; sellele jargnes (40 tsiiklit) denaturatsioon
94 °C 15 sekundit, seondumine 52-56 °C ~ 30 sekundit, siintees 72 °C 30 sekundit;

16petuseks otste tdissiinteesimiseks iiks tsiikkel 72 °C 10 minutit.

Toos viidi parast iga reaalaja PCR reaktsiooni 14bi ka DNA dissotsiatsioonianaliiiis, mis
voimaldab amplikonide spetsiifilisuse méadramiseks selgitada reaktsiooniproduktide
dissotsiatsiooni- ehk sulamistemperatuurid (Tm) ning mida konkreetses t60s kasutatud
StepOnePlus™ platvorm voimaldab pérast viimast tsiiklit teostada automaatselt.

Dissotsiatsioonikdverate analiitisid viidi iga eksperimendi puhul 14bi vahemikus 50-90 °C.

2.2.6. mRNA suhtelise taseme kvantifitseerimine

Toos kasutati erinevate geenide vahel suhtelise mRNA taseme kalkuleerimiseks AACT
meetodit (Livak ja Schmittgen, 2001), mis seisneb kaheahelalise produkti akumuleerumise
mojul moddetava fluorestsentsi taseme kasvu tottu lavetsiikli (Cycle Threshold, CT)
iiletamist, mis on manuaalselt ettemiératud. Erinevate geenide mRNA puhul aga iiletatakse
CT algmaterjali erinevatest kogustest tingituna erinevates tsiiklites, mida omaette
nimetatakse ldvetsiikli muuduks (ACT). Reaalaja PCR meetodi puhul arvutatakse suhtelise
mRNA taseme saamiseks uuritavate geenide ACT rakus mone Kkonstitutiivselt
ekspresseeritud geeni suhtes, milleks selle t66 puhul oli beeta aktiini kodeeriv geen ACTB,
mida on ka varasemalt psoriaasi ja teiste reumaatiliste autoimmuunhaiguste-spetsiifilise
geeniekspressiooni uurimiseks kasutatud (Freimanis jt., 2010; Singh jt., 2012; Raposo jt.,

2015).

2.2.7. Biopsiate kogumine

Too6s inimkudede kogumiseks kasutatud protokollid ning informeeritud ndusoleku vormid
olid kooskdlas Tartu Ulikooli inimuuringute eetikakomitee reeglitega ning kdik osalejad
allkirjastasid kirjaliku ja informeeritud ndusoleku. HERV valguekspressiooni médramiseks
immunofluorestsentsi meetodiga voeti kokku kolme psoriaasiga patsiendi nahast kaks 4 mm
stigavust 160kbiopsiat nii 166belisest (lesional patient, LP) kui ka mitteloobelisest nahast

(non-lesional patient, NLP) ning kontrolliks kolmelt tervelt vabatahtlikult.

*  Seondumistsiikli  temperatuur  sdltus  konkreetses reaktsioonis  kasutatud  praimerite

sulamistemperatuuridest (Tm).
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Uuringus osalenud patsiendid (2 meest ja 1 naine) ja terved kontrollid (control, C) (2 naist ja
1 mees) olid Eestis elavad europiidse rassi esindajad (vanuses 31-68 aastat), kes polnud
omavahel sugulased ning kellel puudusid igasugused pdletikulised nahahaigused, ka ei
esinenud psoriaasi nende perekonnaliikmetel. Psoriaasiga patsientidel, kellel esines
naastuline psoriaas, hindas PASI-indeksi ja haiguse varajase voi hilise avaldumise vormi
ning vottis biopsiad kogenud dermatoloog Tartu Ulikooli nahakliinikus. Biopsiad vdeti
pdikesele mitte-eksponeeritud piirkondadest, pdrast mida kiilmutati need kohe vedelas

lammastikus ning hoiustati -80 °C juures.

2.2.8. Immunofluorestsents

Primaarse antikehana kasutati HERV-W ehk siintsiitiin-1 vastast kiiiiliku poliiklonaalset
antikeha  (Abcam,  ab71115,  http://www.abcam.com/herv-antibody-ab71115.html).
Sekundaarseks antikehaks kasutati kitsest eraldatud kiitiliku vastast IgG antikeha, mis

konjugeeritud Alexa Fluor® 594 fluorestsentsmirgisega (Invitrogen).

Nahabiopsiad 1digati kriiotoomil -20 °C juures 5 pm paksusteks 16ikudeks ning koguti
eelkiilmutatud ning polii-L-liisiiniga kaetud alusklaasidele (Sigma-Aldrich). Seejérel
fikseeriti 16igud klaasile, inkubeerides neid jahutatud metanooliga Coplini anumas -20 °C
juures ihe minuti jooksul. Seejdrel preparaadid rehiidreeriti fosfaat-puhverdatud
soolalahuses (phosphate-buffered saline, PBSA) toatemperatuuril 10 minuti jooksul.
Koeldikude permeabiliseerimiseks inkubeeriti neid 0,2% Triton-X sisaldusega PBSis 10

minutit toatemperatuuril.

Jargmisena asetati alusklaasid spetsiaalsesse preparaatide vdrvimisanumasse ning pesti ldike
kolm korda 300-500 pl PBSTga (PBS + 0,05% Tween-20) neljaminutiliste intervallide
tagant. Antikehade ebaspetsiifilise seostumise véltimiseks blokeeriti 16ike 500 pl PBST
lahusega, mis sisaldas 5% BSA, 5% vasika loote seerumit (fetal calf serum, FCS) ning 5%
kitse seerumit, tund aega toatemperatuuril ning sellele jargnes tunniajane inkubatsioon 200
ul primaarset antikeha (lahendusega 1:100, tootjapoolne soovitus) sisaldava lahjendatud

blokeerimislahusega (1% BSA + 1% FCS + 1% kitse seerumit PBSTis).
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Seejérel korrati pesu PBSTga 3 x 4 min ning inkubeeriti sekundaarse antikehaga lahjendusel
1:1000 30 minutit ruumitemperatuuril. Jargnesid pesud 3 x 4 min nii PBST kui ka PBSiga,
mille jérel kanti preparaatidele 1-2 tilka DAPI (4',6-diamidino-2-fentiiilindool) sisaldusega
ProLong Diamond flurestsentsi kustumist péarssivat sulunduslahust (Thermo) ning

katteklaaside ddred sulgeti kuivamise véltimiseks lébipaistva kiitinelakiga.

Viimasena analiiiisiti preparaate konfokaalmikroskoobiga ning huvipakkuvate piirkondade

fluorestsents jaddvustustati mikroskoobi integreeritud kaameraga.

2.2.9. Tulemuste statistiline analiiiis

Kontrollimaks reaalaja PCR katsetulemuste andmete vastavust normaaljaotusele kasutati
Kolmogorov-Smirnovi testi. Kui uuritavad andmed olid normaaljaotusega, kasutati
statistilise olulisuse selgitamiseks parameetrilist testi, milleks oli Studenti t-test
(mittepaariviisiline, kahepoolne hiipotees). Kui normaaljaotus puudus, selgitati erinevuste
statistiline olulisus mitteparameetrilise Kruskal-Wallise testi abil. Analiiiisitulemused
arvestati statistiliselt erinevaks P < 0,05 korral ning tulemused on esitatud artimeetiliste

keskmistena koos standardveaga. Koik testid sooritati kasutades GraphPad Prism 6 tarkvara.
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2.3 Tulemused

2.3.1. HERY ekspressiooni analiiiis DNA geelelektroforeesil

T66s uuritavad geenid valiti meie todgrupis varem teostatud ning seni avaldamata psoriaasi
patsientide RNA-sek (RNA-sequencing, RNA-seq) andmete bioinformaatilise analiiiisi
tulemuste tottu, millest selgus, et mdoned psoriaasi patoloogiatega varem mitteseostatud
HERVid on patsientide nahabiopsiate 160belises piirkonnas statistiliselt olulisel miéral
erinevalt ekspresseeritud vorrelduna mittelodbelise piirkonnaga ja tervete kontrollidega.
Edasiseks uurimiseks valitud geenidest MER20 ja LTRS57 olid kontrollidega vorreldes

statistiliselt oluliselt kdrgemalt ning HERV-Fc1 madalamalt ekspresseeritud.

Valitud geenide suhtes konealuste bioinformaatiliste tulemuste kontrollimiseks
molekulaarsete meetoditega disainiti enim eristunud geenidele praimerid ning patsientide
proovidega viidi labi PCR reaktsioonid, mille produkte analiilisiti DNA agaroos
geelelektroforeesiga. Varajase haiguse avaldumise vormi ning korge PASI-indeksiga
patsientide proovidega teostatud geelelektroforeesi jaddvustuste (joonis 4) analiilisil vdis
siiski jareldada, et valdavas osas olid uuritud HERVid (MER22, MER20 ja MER21A) ning
muud genoomsed kordusjirjestused psoriaatilise 160bega nahas pigem madalamalt

ekspresseeritud kui visuaalselt terves nahas.

A Joonis 4. MER22, MER20 ja MER21A mRNA
ekspressiooni vordlus geelelektroforeesil

MER22 MER20 MER21A psoriaatilise loobega (LP), visuaalselt terves
NLP) ning terve kontrolli (C) nahas. A ja B
&2 P/NLP LP/NLP LPp/NLP  OLP) ning ©) j

tdhistavad samaaegselt teostatud, erinevatest

-—.‘ D e W am— varajase haiguse avaldumise vormi ja korge PASI-
indeksiga (vastavalt 32 ja 23) psoriaasi
\ patsientidest périt proovidega katseid, millega viidi
100bp labi PCR reaktsioonid ning mille produkte
GeneRuler analiiisiti  DNA  geelelektroforeesiga 2%

Thermo Scientific agaroosgeelil.

MER22 MER20 MER21A
LP/NLP LP/NLP LP/NLP
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Nii SSTI1 ensiilimiga seostatud suur inimese satelliitne jérjestus (large human satellite
identified  with SstI  enzyme), mis on tuntud ka kui MER22
(http://dfam.org/entry/DF0001065), kui ka endogeensete retroviiruste perekonda L kuuluv
MER21A4 (http://dfam.org/entry/MER21A) olid mdlema patsiendi proovidega teostatud
katsete korral mittelodbelistes proovides monevdrra tugevamalt eristunud. Samas hAT-
Charlie perekonna DNA trasposoon MER20 (http://dfam.org/entry/MER20) puhul ei
esinenud ndhtavat erinevust signaalide intensiivsuses. Samas madalama PASI-indeksiga
patsiendi proovide puhul vdis MER20 korral ndha just 166belises nahas selle mdnevdrra
korgemat ekspressiooni (joonis 5), ning MER21A ja MER20 véhest eristust, mis koos
joonistelt 4 ja 6 ndhtavate tulemustega viitab ka maérgatavale heterogeensusele HERVide

ning kordusjdrjestuste ekspressioonis patsientide vahel.

Il ~

MER20 MER21A MER22 ACTB
LP/NLP/C LP/NLP/C LP/NLP/C G
GeneRuler

Thermo Scientific

Joonis 5. MER20, MER21A, MER22 ja ACTB mRNA ekspressiooni vordlus geelelektroforeesil
psoriaatilise 166bega (LP), visuaalselt terves (NLP) ning terve kontrolli (C) nahas. Katse on tehtud varajase
haiguse avaldumise vormiga psoriaasi patsiendi (PASI-indeksiga 12) ja terve kontrolli proovidega, millega viidi
1abi PCR reaktsioonid ning mille produkte analiiiisiti DNA geelelektroforeesiga 2% agaroosgeelil.

Sarnased DNA geelelektroforeesi katsed viidi 1dbi ka varem teiste autoimmuunhaigustega
seoses uuritud HERV geenide suhtes nagu HERV-Fcl gag, mille korgenenud
ekspressioonimddra on ndidatud poliiskleroosi puhul (Nexo jt., 2011; Laska jt., 2012; Laska
jt., 2013) ning HERV-W env, mille ekspressioon on represseeritud lameda sammaspoole
(Lichen planus) korral (Nogueira jt., 2015). Veendumaks, et uuritud koeproovides on
toepoolest psoriaasile omane geeniekspressiooni muster, moddeti psoriaatilistes ja tervetes
kudedes ka kahe antiviraalse toimega ehk AVP valgu geeniekspressiooni, mille
iileregulatsiooni psoriaatilises nahas on varem tdheldatud. Nendeks psoriaasiga seostatud
geenideks on miiksoviiruse (MX) diinamiini sarnane GTPaas 1 (MX Dynamin Like GTPase
I, MX1 vdi MxA) (Schmid jt., 1994; Fah jt, 1995; Wolk jt., 2013) ning luuiidi
stroomarakkude antigeen 1 (Bone Marrow Stromal Cell Antigen 2, BST2) (Wolk jt., 2013;
Raposo jt., 2015). Uhe (madala PASI-indeksiga ning varajase haiguse vormiga)
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psoriaasihaige patsiendi proovide ning kahe erineva terve kontrolliga teostatud katse puhul
eelnimetatud geenidega ilmnes, et HERV-Fcl gag ekspressioon jddb konkreetse meetodiga
uurimiseks liiga madalaks ning mingit eristumist polnud vdimalik tuvastada (joonis 6), kuid
HERV-W env korral oli teatav ekspressioon tuvastatav ainult 166belise naha puhul. AVP
geenide puhul olid katsetulemused ootuspdrased vihemalt MX1 korral, mille puhul vdis nidha
166belises nahas mérgatavalt korgemat ekspressiooni kui mittelodbelise nahas ja terve
kontrolli nahas (joonis 6). ERV-L perekonda kuuluva LTR57 (http://dfam.org/entry/LTR57)

puhul polnud samuti eristuvat ekspressiooni voimalik tuvastada (joonis 6).

! ACTB LTR57 HERV-Fe1 MX1
= LPINLPC  LPNLPIC  LPNLPIC  LPINLPIC !
-~ - - .. —
i -
- -
100bp
GeneRuler
Thermo Scientific
! MER20 MER21A BST2 HERV-W .
= LPINLPIC  LPINLP/C  LPINLPIC  LPINLP/C =

Joonis 6. HERYV ja AVP geenide mRNA ekspressiooni visuaalne vordlus geelelektroforeesil psoriaatilise
loobega (LP), visuaalselt terves (NLP) ning terve kontrolli (C) nahas. Katse on tehtud varajase haiguse
vormiga patsiendi (PASI-indeksiga 5) ja terve kontrolli proovidega, millega viidi 14bi PCR reaktsioonid ning
mille produkte analiiiisiti DNA geelelektroforeesiga 2% agaroosgeelil.
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2.3.2. HERYV ja AVP geenide ekspressiooni analiiiis reaalaja PCR meetodil

Et veenduda eelnevate PCR analiiliside tulemuste korrektsuses ning saada
kvantifitseeritavaid tulemusi, teostati edasised analiilisid reaalaja PCR meetodiga (real-time
PCR, 1t-PCR vdi qPCR). Sel meetodil mitme patsiendiga tehtud katsete tulemused olid
kooskolas eelnevalt teostatud PCR analiiiiside tulemustega (joonis 4) nii MER21A kui ka
MER22 puhul, kus patsientide 166belistes proovides olid uvuritavad geenid vdrrelduna
l66bevabade proovide ja tervete kontrollidega tugevalt alla reguleeritud (joonised 7B ja 8A).
Ka MER20 puhul, mille ekspressioonimiir eelnevate katsete puhul oli kas eristumatu voi
monevorra kdrgem ekspressioon esines just 160belises nahas, néitasid reaalaja PCR
tulemused l66belises nahas tugevat geeniekspressiooni repressiooni (joonis 7A). MER20
puhul oli ekspressioon 160belises nahas vorrelduna mitteloobelise nahaga keskmiselt 5,25
korda ning vorrelduna terve kontrolliga statistiliselt olulisel mééral 7,3 korda madalam
(joonis 7A). MER21A korral esines lo6belises nahas keskmiselt 3,6 korda madalam

ekspressioon kui mitteldobelises nahas, mis on samuti statistiliselt oluline erinevus (joonis

7B).
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Joonis 7. MER20 ja MER214 mRNA suhteline ekspressioon psoriaatilise 1o6bega (LP), visuaalselt terves
(NLP) ning terve kontrolli (C) nahas. MER20 (A) ja MER2IA (B) mRNA ekspressiooni andmed on
normaliseeritud konstitutiivselt ekspresseeritava ACTB geeni suhtes. * tdhistab statistiliselt olulist erinevust
mirgitud tingimuste vordluses. Statistiliselt olulise erinevuse selgitamiseks kasutati Kruskal-Wallise vdi
Studenti t-testi ja olulisusnivood 0,05. Véirtuste standardhidlbed on markeeritud vearibadega ja esitatud on
kolme patsiendi nahabiopsiatega sooritatud soltumatu korduskatse tulemused.

MER22 puhul esines 166belises nahas statistiliselt oluline keskmiselt 4,9 korda madalam
ekspressioon kui mittelodbelises nahas (joonis 8A), LTR57 korral, mille ekspressioon polnud
geelelektroforeesil tuvastatav, vOis vorrelduna terve kontrolliga lodbelises nahas ndha
keskmiselt 2,7 korda madalamat ekspressiooni (joonis 8B) ning HERV-K perekonda kuuluv
HERV-K11DI  (http://dfam.org/entry/DF0000190), mis oli samuti elektroforeesil
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tuvastamatu, ekspresseerus 166belises koes keskmiselt 11,6 korda vihem kui mittelddbelises

(joonis 8C).
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Joonis 8. MER22, HERV-KI11IDI ja LTR57 mRNA suhteline ekspressioon psoriaatilise 166bega (LP),
visuaalselt terves (NLP) ning terve kontrolli (C) nahas. MER22 (A), HERV-K11DI (B) ja LTR57 (C)
mRNA ekspressiooni andmed on normaliseeritud konstitutiivselt ekspresseeritava ACTB geeni suhtes. *
téhistab statistiliselt olulist erinevust mérgitud tingimuste vordluses. Statistiliselt olulise erinevuse selgitamiseks
kasutati Kruskal-Wallise voi Studenti t-testi ja olulisusnivood 0,05. Vaértuste standardhdlbed on markeeritud

vearibadega ja esitatud (A) 3—4, (B) 3 ja (C) 6-8 patsiendiga nahabiopsiatega sooritatud sdltumatu korduskatse
tulemused.

Katsed reaalaja PCR meetodiga viidi ldbi ka eelnimetatud teiste autoimmuunhaigustega
seoses uuritud HERV geenidega HERV-Fcl ja HERV-W ning AVP geenidega MX1 ja
BST2. HERV-Fcl gag, mille ekspressioon polnud geelelektroforeesil tuvastatav, ning
HERV-W env, mille puhul vdis nidha kdrgenenud ekspressiooni just 166belise koeproovi
puhul. Reaalaja PCR katsed nende geenidega néitasid, et HERV-Fcl gag ja HERV-W env on
mitteloobelises piirkonnas vorreldes 160belise piirkonnaga statistiliselt oluliselt miéral
keskmiselt vihem ekspresseeritud, vastavalt 4 (joonis 9A) ja 2 (joonis 9B) korda, mis viitab
teatavale uuritavate geenide ekspressiooni repressioonile ning on korrelatsioonis varasemate
ekspressiooniuuringute tulemustega ka teiste autoimmuunhaiguste kontekstis (Laska jt.,

2012, Nogueira jt., 2015).

AVP geenide ekspressiooni mdotmiste tulemused normaliseeriti suure patsientidevahelise
mdodtmistulemuste hajuvuse tottu mittelodbelise kontrolli suhtes ning nende baasil on néha,
et MX1 on 166belises nahas ekspresseeritud vorreldes mittelodbelise nahaga keskmiselt 4,22
korda ja vorreldes terve kontrolliga 6,5 korda korgemalt (joonis 10A), mis on kooskdlas ka
PCR ja geelelektroforeesi tulemustega. BST2 puhul aga ei saa viita, et geeni ekspressioon
oleks psoriaatilises koes mirkimisvairselt kdrgem kui kontrollides (joonis 10B), kuid on
vorrelduna terve kontrolliga mittelodbelises koes ekspresseeritud keskmiselt 2,5 korda

korgemalt.
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Joonis 9. HERV-Fcl gag ja HERV-W env mRNA suhteline ekspressioon psoriaatilise 166bega (LP),
visuaalselt terves (NLP) ning terve kontrolli (C) nahas. HERV-Fcl gag (A) ja HERV-W env (B) mRNA
ekspressiooni andmed on normaliseeritud konstitutiivselt ekspresseeritava ACTB geeni suhtes. * tdhistab
statistiliselt olulist erinevust méargitud tingimuste vordluses. Statistiliselt olulise erinevuse selgitamiseks kasutati
Kruskal-Wallise v&i Studenti t-testi ja olulisusnivood 0,05. Véirtuste standardhdlbed on markeeritud

vearibadega ning esitatud on (A) 5-9 ja (B) 4-5 patsiendi nahabiopsiatega sooritatud sdltumatu korduskatse
tulemused.

A MX1 B BST2

g & ¢ g & o

Joonis 10. Antiviraalsete valkude MX1 (MxA) ja BST2 mRNA suhteline ekspressioon psoriaatilise
loobega (LP), visuaalselt terves (NLP) ning terve kontrolli (C) nahas. MX1 (MxA) (A) ja BST2 (B) mRNA
ekspressiooni andmed on esitatud konstitutiivselt ekspresseeritava ACTB geeni suhtes. RQ (Relative Quantity)
on suhteline ekspressiooni maér vorrelduna NLP mRNA ekspressiooni médraga. * téhistab statistiliselt olulist
erinevust margitud tingimuste vordluses. Statistiliselt olulise erinevuse selgitamiseks kasutati Kruskal-Wallise
voi Studenti t-testi ja olulisusnivood 0,05. Vaértuste standardhélbed on markeeritud vearibadega ning esitatud
on 3 patsiendi nahabiopsiatega sooritatud sdltumatu korduskatse tulemused.



2.3.3. HERV-W env valgu ekspressioon psoriaasiga ning terves nahas

Uurimaks psoriaatilises ja terves koes HERV ekspressiooni valgulisel tasandil teostati kolme
naastulise psoriaasi (Psoriasis vulgaris) patsiendi (166belise ja mitteloobelise) ning terve
kontrolli nahabiopsiate kiilmldikudega immunofluorestsentsanaliiiis, milleks kasutati HERV-
W env valguga seondavat antikeha. T60s kasutatud antikeha tootja info pohjal ei seondu
antikeha poolt seostatav valk membraanile (http://www.abcam.com/herv-antibody-
ab71115.html), vaid on transmembraansete valkude vahendusel lokaliseerunud rakuviélisele
pinnale, mida voiks véita ka joonise 11A visuaalselt terve koe (NLP) ja terve kontrolli (C)
mikrofotode pdhjal, kus rakumembraanis esineb monevorra intensiivsem vérvumine. Nii
psoriaasipatsientide erinevatest piirkondadest pidrit kui ka tervete kontrollide biopsiatest
tehtud koeldikudel tuvastati iihtlasi tugevalt eristuv ning intensiivne virvumine, nagu nidha

joonisel 11.

Joonis 11. HERV-W env valgu ekspressioon psoriaatilise 166bega (LP), visuaalselt terve (NLP) ning terve
kontrolli (C) naha keratinotsiiiitides (A) ja karvafolliikuli rakkudes (B). Immunofluorestsents analiiiisil
kasutati siintsiitiin-1 vastast kiililiku poliiklonaalset antikeha (Abcam, ab71115), mis tuvastati punaselt
fluorestseeruva margisega (Alexa Fluor® 594, Invitrogen) konjugeeritud sekundaarse antikehaga. Jdddvustatud
koeldigud on epidermise basaalkihist, mille rakkude tuumad on varvunud DAPIga (helesinine). LP ja NLP
koeldigud on périt sama patsiendi eri piirkondadest.
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Kdige intensiivsem virvumine oli valdavalt jaotunud diferentseerunud keratinotsiiiitide ja
juba sarvestunud rakkudega naha kihtides, nagu néha joonisel 12 NLP, mille puhul kiill
olenemata konkreetse iilesvotte vordlemisi tugevast autofluorestsentsist on kdige paremini
ndha uuritava naha terve 1ibildige koos Stratum corneum’i ehk sarvkihiga. Lisaks nimetatule
on intensiivsemalt viarvunud sarvkiht hésti eristuv ka joonise 11A NLP mikrofoto puhul.
Lisaks on iihtlaselt tugev HERV-W env valgu ekspressioon ndhtav ka karvafolliikuli
rakkudes (joonis 11B), kuid mille puhul mikrofoto 11B kontrolli (C) osas on DAPI
sisaldusega fluroestsentsi kustumist parssiva sulunduslahuse ebaiihtlase pealekandmise tottu
jaanud rakutuumad DAPI poolt virvumata. Nende immunofluorestsentsanaliilisi mikrofotode
baasil on vdimalik eristada ka mdningast intensiivsuse erinevust lodbeliste ning
mitteloobeliste ja tervete kontrollide vahel, mille puhul 166belistes kudedes néib virvumine
olevat mdnevOrra madalama intensiivsusega, kuid nende tulemuste puhul ei dnnestunud
fluorestsentsi intensiivsust kvantifitseerida ning puhtalt empiirilise tdhelepaneku baasil ei saa
seda ka kindlalt védita. Kuigi jooniste NLP iilesvdtete puhul pole vdimalik tiheldada oluliselt
intensiivsemat varvumist kui LP ja C vahel, voib viita, et HERV-W env valgu ekspressioon
on enamjaolt kooskdlas seda valku kodeeriva geeni ekspressiooni mddtmise tulemustega

nagu néha joonisel 9B.

Joonis 12. HERV-W env valgu ekspressioon
loobelise (LP), visuaalselt terve (NLP)
psoriaasiga ning terve ©) naha
keratinotsiiiitides. Immunofluorestsents teostati
sintsiitiin-1  vastase kiiiiliku  poliiklonaalse
antikehaga (Abcam, ab71115), mis tuvastati
punaselt fluorestseeruva margisega (Alexa
Fluor® 594, Invitrogen) konjugeeritud
sekundaarse antikehaga. Jaddvustatud koeldigud
on epidermise basaalkihist, mille rakkude tuumad
on viarvunud DAPIga (helesinine). LP ja NLP
koeldigud on périt sama patsiendi eri
nahapiirkondadest.
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2.4 Arutelu

Saamaks paremat arusaama psoriaasi tekkemehhanismidest ning kontrollimaks varem samas
kontekstis avaldatud tulemusi uuriti selle magistritdo raames endogeensete retroviiruste ning
antiviraalse vastusega seostatud geenide ekspressiooni psoriaatilistes kudedes nii
konventsionaalse kui ka reaalaja PCR meetodil. Lisaks visualiseeriti immunofluorestsentsi
meetodil psoriaatilistes ja tervetes kudedes HERV-W env valgu lokalisatsioon, et analiilisida

HERYV ekspressiooni ka valgulisel tasemel.

T66 raames tehti uuritavate geenide konventsionaalne PCR analiiiis iga patsiendi biopsiatega
vihemalt kahes korduses ning reaalaja PCR puhul sooritati iheaegselt reaktsioon kahes vdi
kolmes korduses. Patsientide arv varieerus kolmest iiheksani, sdltuvalt geenist, mille
ekspressiooni analiitisiti. HERV-W env valgu ekspressiooni ja lokalisatsiooni analiilisiti
kolme patsiendi ning kolme terve kontrollindiviidi nahabiopsiates. Mdlemat tiitipi PCR
analliiiside tulemustest vOis jdreldada, et ildiselt on uuritud HERV geenid 166belise
psoriaasiga nahas mérgatavalt madalamalt ekspresseerunud kui visuaalselt terves ning mdnel
juhul ka terve kontrolli nahas nagu voib néha joonistel 4, 7, 8, ja 9. Samas on 166belises koes
vorrelduna terve kontrolliga ja visuaalselt terve nahaga korgemalt ekspresseerunud MX1,
mis on olnud oodatav tulemus. HERV-W env valgu ekspressioonis arvestatavat erinevust

proovide vahel ei tuvastatud.

Peamistest tulemustest voib jdreldada ka varem tdheldatud ndhtust (Gupta jt., 2014), mille
puhul on HERV geenide ekspressioon psoriaasi patoloogia korral 166belises nahas tildiselt
represseeritud vorrelduna visuaalselt terve ning tervete kontrollide nahaga. Kuigi viimaste
puhul pole tulemused katsealuste geneetiliste isedrasuste tottu kiill nii histi vorreldavad kui
samade patsientide eri proovide vahel. Eelmises peatiikis kirjeldatud tulemustest on néha, et
kdnealune antiviraalne repressioon psoriaatilises koes tundub olevat omane uuritud HERV-
L, -K, -H/F ja -W perekondade esindajatele ja muudele kordusjérjestustele nagu MER22 ja
MER20. Lisaks uuriti t60s kahe antiviraalse vastusega seotud geeni MXI1 ja BST2
ekspressiooni psoriaatilises nahas, mille raames dnnestus tuvastada vahemalt MX1 méirgatav
iileekspressioon 166belises koes vorrelduna mitteloobelisega ning terve indiviidi kontrolliga
(statistiliselt mitteolulised tulemused), mis on kooskdlas varemavaldatuga (Schmid jt., 1994;
Féh jt., 1995, Wolk jt., 2013) ning iihtlasi viitab, et t60s analiilisiti toepoolest psoriaatilise
166bega kudesid.
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Magistritod tulemustest vois jareldada ka, et vihemalt HERV-W env valgu ehk siintsiitiin-1
ekspressiooni vahel nii 166belises, mitteloobelises kui ka terves nahas ei esine
mirkimisvéairseid visuaalselt tuvastatavaid erinevusi. See on iihtlasi ka meile teadaolevalt
esmakordne siintsiitiin-1 ekspressiooni visualiseerimine antud meetodil psoriaatilises nahas.
Lisaks pole meile teadaolevalt eelkirjeldatud meetoditel uuritud ka selliste endogeensete
retroviiruste ning kordusjérjestute nagu MER22, MER21A, MER20, LTR57, HERV-K11DI
geeniekspressiooni psoriaatilises koes. Kuigi t60s esitletud tulemused pole vdordlemisi
viikese valimi tdttu nii suure kaaluga, kui vdiks soovida, esines sellegipoolest mitmeid
statistiliselt olulisi tulemusi, nagu on vdimalik n&ha joonistel 7, 8A, ja 9. Nimetatud
statistiliste tulemuste olemasolu viitab vdimalusele ja vajadusele konkreetseid geene edasi
uurida ja analiiiisida psoriaasi patoloogia ning ka teiste reumaatiliste ja autoimmuunhaiguste

kontekstis.

Samas ei saa ka t60s esitletud tulemuste baasil rddkida pohjuslikkusest reprotransposoonsete
jérjestuste kui vdimalike psoriaasi patoloogiaid indutseerivate faktoritena, vaid
korrellatsioonist, mis tuleneb psoriaatilises nahas toimuvate pdletikuliste protsesside mojust
ning mille on {ildistatult esile kutsunud eelkdige TNFa, IL23 ja Th17 (Boehncke ja Schon,
2015; Capon jt., 2007), viies omakorda antiviraalsete faktorite ekspressiooni tdousuni (Raposo
jt., 2015). Toos kasutatud psoriaasipatsientide ja tervete kontrollide biopsiatest eraldatud
RNA proovidega varem teostatud ja publitseeritud (Keermann jt., 2015) geeniekspressiooni
analiiiisil tdheldati samuti mitme antiviraalse faktori nagu APOBEC3G ning SAMHDI1
korgemat ekspressiooni psoriaatilistes kudedes vorrelduna tervete kontrollidega. Esimene
neist faktoritest ehk tsiitidiini deaminaas indutseerib mutatsioonide teket viraalses
geneetilises materjalis (Esnault jt., 2005), SAMHDI1 aga vastutab pOdrdtranskriptaasi
inhibitsiooni eest (Lahouassa jt., 2012).

Nende faktorite kdrgema ekspressioonimdiraga akuutsema haiguse korral vaiks seletada ka
selles t60s ilmnenud ndhtust, kus konventsionaalse PCR ja DNA geelelektroforeesi
tulemustes vOis mérgata teatavat seost PASI indeksi ning HERV geenide ekspressiooni
vahel. Nagu néha joonistel 4, 5 ja 6, esineb vordvédrsete metodoloogiliste tingimuste korral
nii geenide MER22, MER21A ning MER20 ekspressiooni mustris kui ka intensiivsuses
mérgatav erinevus ning konkreetseid erinevusi illustreerib veel enam joonisel 6 HERV-W
geeni eristatavalt korgem ekspressioon just psoriaatilise 160bega proovis. Samas voib
nimetatud ndhtuste puhul tegemist olla ka kdigest patsientide geneetiliste isedrasustega, mis

vihemalt ekspressiooni mustri puhul vdib tuleneda nditeks katseisikute HERV geenide
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erinevast epigeneetilisest regulatsioonist, millel on tipsemalt peatutud alapeatiikis
“HERVide seosed autoimmuunhaigustega”. Samas oleks huvitav ndha néiteks
uurimistulemusi HERV geenide metiileerituse seostest vananemisega, kuna on teada, et

vananemisega kaasneb genoomis tugev hiipometulatsioon (Heyn jt., 2012).

Nimetatud HERV geenide repressiooni psoriaatilises koes on Nogueira ja kolleegid
taheldanud ka psoriaasile sarnase, ebaselgete tekkepdhjustega ning pdletikulise nahahaiguse
lameda sammaspoole (Lichen planus) puhul, mille 166belises koes on mitmed HERV-K ning
HERV-W geenid statistiliselt olulisel mdiral madalamalt ekspresseeritud kui terves koes.
Lisaks esines 160belistes kudedes mérgatavalt kdrgem APOBEC3G, MX1 ning mitme teise
AVP geeni ekspressioon. Uhtlasi on selles tods kasutatud samu praimereid HERV-W env ja
MX1 geenide amplifitseerimiseks ning uuritud geenide ekspressioonimustrid todde vahel

korreleerusid. (Nogueira jt., 2015)

Peale Nogueira ja kolleegide to0st saadud praimerite kasutati selles to6s HERV-Fcl gag
ekspressiooni uurimiseks ka Laska ja kolleegide publitseeritud artikli baasil tellitud ja
rakendatud praimereid, kuna nende tulemustest selgus, et HERV-Fcl gag ekspressioon on
mérgatavalt korgem aktiivse poliiskleroosi korral, mis on samuti iiks levinumatest
autoimmuunhaigustest. Samas selle t66 tulemused ei korreleerunud Laska ja kolleegide
kirjeldatuga. Meie tulemustest selgus, et ka HERV-Fcl gag ekspressioon on represseeritud
166belises psoriaatilises nahas, samas esines kodige korgem ekspressioon siiski visuaalselt
terves nahas, nagu vOib ndha jooniselt 9A. Konkreetseid erinevusi vdib seletada asjaolu, et
tegemist on siiski vOrdlemisi erinevate autoimmuunhaigustega ning HERV geenide
ekspressiooni suure koespetsiifilisusega (Seifarth jt., 2004), kuna Laska ja kolleegid uurisid
geeni ekspressiooni perifeerses veres (Laska jt., 2012) ning HEK 293 rakuliinis (Laska jt.,
2013).

Huvitavat koespetsiifikat vois ndha ka HERV-W env valgu ekspressiooni puhul, mille kohta
on ka teada, et see HERV on evolutsiooni jooksul omandanud organismiga teatava
mutualistliku interaktsiooni ning ekspresseerituna platsentas osaleb siintsiitiin-1
stintsiitiotrofoblasti moodustumisel ning selle ekspressiooni langus voib viia raseduse poolt
esile kutsutud arteriaalse hiipertensioonini (Kudaka jt., 2008). Konkreetse t66 raames tehtud
immunofluorestsentsanaliilis niitas, et see valk on ekspresseeritud nahas vaid epidermises
ning koige kdrgemal konsentratsioonil selle sarvestunud keratinotsiiiitide kihtides, samas

retikulaarses dermises ehk mesenhiilimis tundub siintsiitiin-1 tuvastataval tasemel puuduvat
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(joonis 12) ning sarnaseid tulemusi on varasemalt publitseeritud ka HERV-E env puhul
(Bessis jt., 2004). Sellist ndhtust vdiks aga pdhjendada asjaoluga, et pdletikuliste
protsessidega ning antiviraalse repressiooniga seotud faktorid on eelkdige ekspresseeritud

just epidermises (Pastore jt., 2008; Wolk jt., 2013).

Lisaks HERV geenide erinevale avaldumismustrile erinevates kudedes esineb nende geene
tuhandetes erinevates lookustes iile kogu genoomi, mis oluliselt raskendab nende uurimist
to0s kasutatud meetoditega. Arvestades selle asjaoluga tuleks edaspidi disainida praimerid
vihem konserveerunud jérjestustele, et suurendada lookusspetsiifikat ning vdhendada
tdoendosust, et amplifitseeritakse rohkem HERV jidrjestusi, kui on soovitud. Samuti nagu
kirjeldatud HERVide struktuuri ja regulatsiooni peatiikis, on neil geenidel leitud mitmeid
aktiivseid regulatoorseid elemente, mis vodivad tugevalt mdjutada ka teiste geenide
regulatsiooni ja ekspressiooni, ning mida tuleks veel tdiendavalt uurida. Seda enam, et osad
senised tulemused, mis néditavad, et retrotransposoonse pdritoluga jirjestustes olevatel
regulatoorsetel elementidel on oma osa ka nditeks amiiotroofse lateraalskleroosi patoloogia
véljakujunemisel (Savage jt., 2014). Samas vdib arvestada, et ka teiste, genoomis
HERVidega naabruses asuvate geenide aktiivsetel elementidel vdib olla indutseeriv toime
HERYV geenidele, seepirast oleks huvitav uurida ka erinevaid promootoreid HERV geenide
laheduses, millel voib antud juhul psoriaasi korral esineda HERV geenide ekspressiooni

reguleerivaid modulaatoreid.

Nagu eelpool mainitud, on nii varasemad kui ka see t66 kirjeldanud néhtust, mille puhul
HERV geenid on represseeritud psoriaatilise 100bega nahas vorrelduna visuaalselt terve
nahaga ning tervete indiviidide kontrollproovidega. Kuigi pikalt on piiiitud tdestada
HERVide pohjuslikku seostatust psoriaasi patoloogia tekkemehhanismidega, ei leidnud ka
see t00 sellele hiipoteesile otsest kinnitust. Samas esineb mitmeid véljapakutud ning ka
magistritdod kirjanduse osas pohjalikumalt analiilisitud mehhanisme nagu molekulaarne
mimikri, mdju organismi geeniregulatsioonile ning superantigeenid, mis vdiksid siiski
seletada, kuidas HERVid vodivad potentsiaalselt olla seotud konkreetse haiguse

tekkepdhjustega, mistottu ei tasuks selles kontekstis HERVide uurimist veel niipea Iopetada.
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Kokkuvote

Magistritdd eesmadrgiks oli saada uusi teadmisi inimese endogeensete retroviiruste ja
psoriaasi tekkemehhanismide vaheliste seoste kohta, kuna siiani avaldatud andmed on
kirjeldanud HERV geenide nii baastasemest madalamat kui ka mdnel juhul kdrgemat
ekspressiooni. Selleks uuriti ja analiilisiti t06 raames erinevate molekulaarsete meetoditega
meie uurimisgrupis eelnevalt teostatud kogu psoriaatilise koe RNA sekveneerimise andmete
baasil enim huvi pakkunud HERV geenide ekspressiooni 16dbelise ja mittelodbelise
psoriaasiga ning terves nahas. Lisaks mdddeti varem psoriaasiga seostatud geenide MX1 ja
BST2 ekspressiooni ning visualiseeriti HERV-W env valgu ekspressioon ja lokalisatsioon

psoriaatilises ning terves nahas immunofluorestsentsmeetodil.

Toos esitatud nii konventsionaalse kui ka reaalaja PCR meetodil saadud tulemused on
enamjaolt kooskdlas varemkirjeldatud nédhtuse ning hiipoteesiga, e¢ HERV geenid on
erinevate autoimmuunsete haiguste korral immuunsiisteemi poolt represseeritud pdletikuliste
reaktsioonide moduleerimise kaasmojul. Tulemustest selgusid mitmed HERV ning ka mdne
teise kordusjérjestuse geenid, mis on psoriaatilise 160bega nahas represseeritud statistiliselt
olulisel méiral, vorrelduna visuaalselt terve voi terve kontrolli nahaga. Lisaks eristus ka
vihemalt MX1 geeni puhul 166belises nahas arvestatav iileekspressioon, mis viitab viraalset
péritolu poletikulistele reaktsioonidele nahas. Samas ei Onnestunud tuvastada olulisi
erinevusi HERV-W env valgu ekspressioonis psoriaatilise, visuaalselt terve ning terve

kontrolli kudedes.
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Gene and protein expression analysis of human endogenous retroviruses in

psoriatic and healthy skin

Summary

Martin Kala

Understanding the mechanisms behind the pathogenesis of autoimmunity has long been a
major challenge for researchers and physicians around the world. There are numerous
hypotheses and explanations trying to understand the underlying cause for such condition yet
so far no single fundamental aspect has been associated with the rise of autoimmune
diseases. Among others, human endogenous retroviruses — the relatives of ancient exogenous
viruses in our genomes — have been under investigation and considered as potential triggers
of autoimmunity, although such a role has also not yet been confirmed. Even though the
roughly 8% of HERV genes that reside in our genome are inactivated due to countless
mutations that have accumulated during the past millions of years, some of them still retain
functional open reading frames and active elements that could have an impact for the cells’

normal homeostasis and thereby lead to possible pathologies.

One of the pathological conditions HERVs have been associated with before in numerous
studies are autoimmune diseases. One of the most common diseases with an autoimmune
background is psoriasis, which affects approximately 2—-3% of Caucasians around the world.
Although some therapies and drugs exist to alleviate the symptoms, no real treatment has
been discovered so far. Previous studies trying to understand the connection between these
two have described mixed results, showing that certain HERV genes are overexpressed in

psoriatic skin and some have found them to be repressed compared to healthy controls.

In this thesis, we have studied and evaluated the expression of selected HERV genes, based
on previously conducted RNA sequencing results from our research group, in psoriatic and
healthy skin using conventional and real-time PCR. We also analysed the expression and
localization of HERV-W env protein in psoriatic and healthy skin biopsies and measured the
gene expression of two antiviral proteins. Our results mostly correlated with previous
findings that showed a significant repression of HERV genes in lesional skin samples
compared to non-lesional and healthy skin. HERV-W env protein expression analysis in
psoriatic and healthy skin biopsies did not find any relevant differences in its expression and

localization.
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