TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT

Tsentraalse tolerantsuse mehhanismid

APECED-i rotimudelis

Magistritoo (30 EAP)
Artur Stoljar

Juhendajad:

PhD Martti Laan
PhD Kai Kisand
MSc Sulev Kuuse

TARTU 2020



Infoleht

Tsentraalse tolerantsuse mehhanismid APECED-i rotimudelis

Tulmus on immuunsisteemi ks olulisemaid organeid, kus pannakse alus tsentraalsele
tolerantsusele. Tsentraalse tolerantsuse tekkimises ks koige olulisemaid molekule on tlimuse
epiteelis ekspresseeruv autoimmuunregulaator (autoimmune regulator, Aire), mille puudulikkusest
tekib raske autoimmuunhaigus APECED (autoimmuunne polliendokrinopaatia-kandidoos-
ektodermaalne distroofia, autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy).

Ké&esoleva uurimisto6 eesmark oli uurida Aire puudulikus rotimudelis tsentraalse
tolerantsuse hairest tekkivat autoimmuunfenotulpi ning Aire rolli tsentraalse tolerantsuse tekkes.
Uurimistoos Kinnitati, et Aire puudulikud rotid on APECED-i sarnase fenotuibiga; leiti, et roti
poletikulise stljenadrme autoimmuunfenotiip sarnaneb hiire autoimmuunfenotiibiga ja tlilimuses
puuduvad B-raku agregaadid. Tsentraalse tolerantsuse kujunemise uurimisel leiti, et Aire
puudulikus rotis pole tlumuse epiteelirakkude diferentseerumine ja kemokiinide ekspressioon
vastupidiselt hiirele hairitud. Uurimist0os kinnitati, et Aire reguleerib rotimudelis koespetsiifiliste
valkude ekspressiooni sarnaselt hiiremudelis ning rotis on regulatoorsete T-rakkude (regulatory
T-cell, Trg) diferentseerumine samamoodi nagu Aire KO hiires hairitud. Uurimistods jouti
I6ppjareldusele, et Aire puudulikkusest tingitud héire tsentraalses tolerantsuses on p6hjustatud
tdendoliselt defektsest koespetsiifiliste valkude ekspressioonist ja/vli Treg-ide diferentseerumisest.

Marksdnad: Aire, APECED, tsentraalne tolerantsus, tilimus, tiimuse epiteel
CERCS: B500

Central tolerance mechanisms in an APECED rat model

Central tolerance occurs in the thymus. Autoimmune regulator (Aire), which is expressed
in thymic epithelial cells (TECs), is a critical molecule in inducing central tolerance and Aire
deficiency causes multi-organ autoimmune disease APECED (autoimmune polyendocrinopathy-
candidiasis-ectodermal dystrophy).

The aim of the current thesis was to describe in Aire knock-out (KO) rat model the
autoimmune phenotype caused by breakdown of central tolerance and to delineate the role of Aire
in establishing central tolerance. We confirmed that Aire KO rats had a similar immune phenotype
with APECED patients and autoimmune phenotype in the nonlymphoid tissues imitated Aire KO
mouse model. We found no disturbance in TEC differentiation nor chemokine expression, which
is opposite to Aire KO mouse. We saw that Aire regulates tissue restricted antigen (TSA)
expression in the rat model similarly to the mouse model and regulatory T-cells (Treg) differentiation
was impaired, just as in the Aire KO mouse model. Main conclusion of this thesis is that breakdown
of central tolerance is likely to be caused by impaired TSA expression, Treg differentiation and/or
by an unknow mechanism.

Key words: Aire, APECED, central tolerance, thymus, thymic epithelial
CERCS: B500
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Kasutatud liithendid

AIRE autoimmuunregulaator (autoimmune regulator)
APECED autoimmuunne poliiendokrinopaatia-kandidoos-ektodermaalne diistroofia

(autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy)

BSA veise seerumi albumiin (bovine serum albumin)

B2m B2 mikroglobuliin (52 microglobulin)

CCL C-C motiivi sisaldav kemokiin (C-C motif chemokine ligand)

CD diferentseerumise klaster (cluster of differentiation)

CK tsiitokeratiin (cytokeratin)

cTEC tiiimuse koore epiteelirakk (cortical thymic epithelial cell)

DN topeltnegatiivne (double negative)

DP topeltpositiivne (double positive)

FBS veise loote seerum (fetal bovine seerum)

FOXP3 forkhead box P3

GADPH gliitseraldehiiiid-3-fosfaat dehiidrogenaas (glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

HET heterosiigoot

ICAM1 rakusisene adhesioonimolekul 1 (intercellular adhesion molecule 1)

IFNy interferoon vy (interferon y)

IL interleukiin (interleukin)

INV involukriin (involucrin)

KLK kallikreiiniga seotud peptidaas (kallikrein-related peptidase)

KO geennokauditud (knock-out)

LIPS lutsiferaasi immunosadestamissiisteem (luciferase immunoprecipitation system)

MHC peamine koesobivuskompleks (major histocompatibility complex)

mTEC tiilimuse sisi epiteelirakk (medullary thymic epithelial cell)

MUC mutsiin (mucine)

NGS tavaline kitseseerum (normal goat seerum)

PBS fosfaadiga puhverdatud soolalahus (phosphate-buffered saline)

RPMI Roswell Park Memorial Institute



SP
SPINKS
TNFa
Treg
TSA
TSLP
UEA1
VCAM
XCL1

iiksikpositiivne (single positive)

5. Kazal tiilipi seriinproteaasi inhibiitor (serine protease inhibitor, Kazal-type 5)
tuumori nekroosi faktor a (tumor necrosis factor o)

regulatoorne T-rakk (regulatory T-cell)

koespetsiifiline antigeen (tissuse specific antigen)

tiilimuse stromaalne liimfopoetiin (thymic stromal lymphopoietin)

Ulex europaeus agglutinin 1

veresoone raku adhesioonimolekul (vascular cell adhesion protein)

C-motiivi sisaldav ligand 1 (chemokine (C motif) ligand)



Sissejuhatus

Tlliimus on immuunsiisteemi iiks tdhtsamaid organeid, kus toimub T-rakkude areng. T-
rakud on immuunsiisteemi {ithed kdige olulisemad rakud, kes suudavad eristada normaalseid
keharakke patogeenidest ja kasvajatest ning indutseerida nende vastu immuunvastuse. Héired T-
rakkude arengus voivad pohjustada  autoimmuunhaigusi v6i immuunpuudulikkust. Auto-
immuunsuse drahoidmine tagatakse tsentraalse tolerantsusega, mille kidigus elimineeritakse
negatiivse selektsiooni kdigus liiga tugevalt kehaomaseid valke dratundvad autoreaktiivsed T-rakud
vOi suunatakse nad diferentseeruma immuunvastuseid mahasuruvateks regulatoorseteks T-
rakkudeks (regulatory T-cell, Try). Kdige olulisemad tsentraalse tolerantsuse kujundajad on
tiilimuse sdsiosas paiknevad epiteelirakud (medullary thymic epithelial cell, mTEC), kellel on
eriline vOime ekspresseerida ja esitleda arenevatele T-rakkudele valke, mida tavaolukorras
ekspresseeritakse vaid koespetsiifiliselt (tissuse specific antigen, TSA). Véga paljude
koespetsiifiliste valkude ekspressiooni eest vastutab transkriptsiooniregulaator AIRE
(autoimmuunregulaator, autoimmune regulator), mille puudulikkusel tekib raske ja haruldane
autoimmuunhaigus APECED (autoimmuunne poliiendokrinopaatia-kandidoos-ektodermaalne
diistroofia, autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy) ning seetottu
peetakse AIRE-t tsentraalse tolerantsuse kujunemisel tiheks koige kriitilisemaks valguks.

APECED on monogeenne haigus, mis teeb temast suurepdrase mudelhaiguse uurimaks
tsentraalse tolerantsuse kujunemist ning selle hiiretest tingitud autoimmuunfenotiitipi. Saadud
teadmised voOimaldavad mdista immuunsiisteemi nii fiisioloogilistel kui ka patoloogilistel
tingimustel. Seni on APECED-i uurimiseks kasutatud enamasti Aire KO (geennokauditud, knock-
out) hiiri, kuna inimeste kaasamine uuringutesse on olnud piiratud, sest APECED haigus on
iliharuldane ning tliimus vananedes taandareneb. Samas, Aire KO hiire fenotiiiip ei jdljenda
APECED-1 fenotiilipi ning see omakorda tdstatab kiisimuse, mil méaéral on hiirelt saadud teadmised
iilekantavad inimestele. Seetdttu 16id Ossart jt. toorithm Aire KO rotimudeli, mida kasutati ka
siinses magistritods, ning kelle fenotiilip on védga sarnane APECED-i patsientide fenotiilibiga
(Ossart jt., 2018).

Kéesoleva to6 iiks eesmérk oli uurida rotimudelis Aire puudulikkuse tottu tekkivat
autoimmuunfenotiilipi ning teine eesmérk oli uurida Aire rolli tsentraalse tolerantsuse tekkimises.

Magistritod  koostati Bio- ja Siirdemeditsiini instituudis Molekulaarpatoloogia

uurimisgrupis.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Tiiimus

Immuunsiisteemi liheks oluliseks omaduseks on tema vdime eristada oma vdorast. Selle
eristusvoime liheks tdhtsamaks komponendiks on T-rakud, kes tunnevad oma T-raku retseptoriga
dra teiste rakkude MHC molekulide (peamine koesobivuskompleks, major histocompatibility
complex) vahendusel esitatud voorvalke ja initsieerivad nende rakkude vastu immuunvastuse
(Thapa ja Farbeer, 2019). T-rakkude areng leiab aset tiilimuses, kus toimub tsentraalse tolerantsuse
tekitamine, mille kdigus elimineeritakse negatiivse selektsiooni kdigus autoreaktiivsed T-rakud voi
suunatakse nad diferentseeruma Treg-ideks, kelle iilesanne on maha suruda autoimmuunseid
immuunvastuseid (Sprent ja Kishimoto, 2001).

Tiitimus on rinnaku taga paiknev elund, mis koosneb kahest sagarast ning iga sagar
omakorda véiksematest sagarikest. Tliimuses saab eristada seesmist sésiosa ja vilist kooreosa
(Roosalu, 2010). Tiitimus sisaldab pohiliselt tiimotsiilite ehk ebakiipseid T-rakke ning veel tiilimuse
epiteelirakke, dendriitrakke jt. rakke. Tiilimuse epiteelirakud jaotatakse nende asukoha alusel
kaheks pohipopulatsiooniks: sisiosas paiknevad sdsi epiteelirakud ja kooreosas paiknevad koore
epiteelirakud (cortical thymic epithelial cell, cTEC). Tiiimuse epiteelirakud moodustavad
tiiimuses keerulise kolmemodtmelise keskkonna ning koos dendriitrakkude jt. rakkudega osalevad
tiimotsiilitide arengus, milles on olulised nii rakkude omavahelised interaktsioonid kui ka
signaalmolekulide, s.h rakkude litkumist suunavate kemokiinide, tootmine (Klein jt., 2011).

T-rakud jaotatakse CD4 (diferentseerumise klaster, cluster of differentiation) ja CDS8
pinnamarkeri alusel kahte pdhipopulatsiooni — tsiitotoksilised CD8" T-rakud ja CD4" T-
abistajarakud. Tsiitotoksilised CD8" T-rakud viivad pdhiliselt 1dbi rakulist immuunsust, kutsudes
nakatunud rakkudes ja véhirakkudes esile apoptoosi (Wong ja Pamer, 2003). CD4" T-abistajarakud
on viga heterogeenne grupp rakke, kes toodavad tsiitokiine, millega nad reguleerivad
immuunsiisteemi. Kolmanda, CD4" T-abistajarakkudest eraldiseisva, grupina kisitletakse tavaliselt
CD4" FOXP3" (forkhead box P3) Treg-¢ (edaspidi Treg), kes on olulised homoostaasi hoidmisel,
surudes maha autoimmuunseid immuunreaktsioone ja hoides dra immuunvastuste lilereageerimist

(Zhu jt., 2010).



1.1.1 Tiimotsiiiitide diferentseerumine

Tiimotsiilitide areng jaotatakse CD4 ja CD8 pinnamarkeri alusel kolme pdhietappi: CD4"
CDS8" DN (topeltnegatiivne, double negative), CD4"CD8" DP (topeltpositiivne, double positive) ja
CD4" voi CDS8™ SP (iiksikpositiivne, single positive). Areng algab DN etapiga, kus luuiidi péritolu
CD4°CD8 T-raku eellased sisenevad vereringest sdsi ja koore piirilt tiilimusesse. Sealt liiguvad nad
koore suunas ning DN etapi 10pus ja DP etapi alguses hakkab toimuma T-raku retseptorit
kodeerivate geenide juhuslik rekombinatsioon, mille Onnestumisel hakkavad tlimotsiitidid
ekspresseerima funktsioneerivat T-raku retseptorit. Kui tiimotsiiiidid hakkavad ekspresseerima
funktsionaalset T-raku retseptorit, peab see kontakteeruma MHC pinnal oleva antigeeniga, mida
ekspresseerivad cTEC-id jt. rakud. Tlmotsiilitide antigeenideks on kehaomastest valkudest parit
peptiidid, mis spetsiifiliselt seonduvad T-raku retseptoriga. Kui areneva tiimotsiiiidi T-raku
retseptoril on liiga tugev voi nork afiinsus MHC pinnal oleva antigeeni suhtes, siis suunatakse
tiimotsiilit apoptoosi. Taolist protsessi, kus cTEC-id jt. rakud annavad tiimotsiiiitidele MHC
molekuli vahendusel ellujdédmissignaale, nimetatakse positiivseks selektsiooniks. Positiivselt
selekteeritud tiimotsiiiidid liiguvad sésisse, kus toimub eristumine CD4" T-abistajarakkudeks voi
tsiitotoksilisteks CD8" T-rakkudeks. Sasis toimub mTEC-ide ja dendriitrakkude abil tiimotsiiiitide
negatiivne selektsioon, mille kédigus elimineeritakse potentsiaalselt autoreaktiivsed T-rakud, kellel
on liiga tugev voi ndrk afiinsus MHC pinnal oleva antigeeni suhtes. Enamik tiimotsiilite suunatakse
negatiivse selektsiooni kdigus apoptoosi ja tiiimusest viljuvad reeglina kehaomaseid antigeene
mittedratundvad tsiitotoksilised CD8" T-rakud vdi CD4" T-abistajarakud (Rothenberg jt., 2016).
Osa CD4" timotstitidest, kellel on kdrge afiinsus kehaomaste antigeenide suhtes, arenevad 1L2
(interleukiin 2, interleukin 2), 1IL15, TSLP (tliimuse stromaalne liimfopoetiin, thymic stromal
lymphopoietin) jt. molekulide toimel Treg-ideks (joonis 1) (Burchill jt., 2007; Jiang jt., 2006;
Kondglkov jt., 2010).
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Joonis 1. Timotsiiiitide areng tiiiimuses. (1) Tiimotsiiiitide areng algab DN etapiga, kus vereringest

apoptoos

sisenevad tiitimusesse luuiidi paritolu CD4° CD8" T-raku eellased. (2) DN etapi 16pus ja DP alguses
toimub T-raku retseptorit kodeerivate geenide juhuslik rekombinatsioon, mille Onnestumisel
hakkavad CD4"CD8" tiimotsiiiidid ekspresseerima funktsionaalset T-raku retseptorit, mis peab
kontakteeruma cTEC-id jt. rakkude MHC molekulide pinnal oleva antigeeniga. Toimub positiivne
selektsioon, mille kdigus saavad ainult need tiimotsiiiidid cTEC-idelt jt. rakkudelt ellujdémis-
signaale, kelle afiinsus MHC pinnal oleva antigeeni suhtes ei ole liiga tugev voi nork. (3) Edasi
liiguvad positiivselt selekteeritud tiimotsiiiidid sisisse, kus nad eristuvad tsiitotoksilisteks CD8" T-
rakkudeks vdi CD4" T-abistajarakkudeks. Sisiosas libivad tiimotsiiiidid negatiivse selektsioonti,
mille kdigus need tiimotsiitidid, kellel on liiga tugev voi ndrk afiinsus MHC pinnal oleva antigeeni
suhtes, suunatakse apoptoosi ning osa CD4" tiimotsiiiidid, kellele on liiga tugev afiinsus MHC
pinnal oleva antigeeni suhtes, suunatakse diferentseeruma Treg-ideks. Joonis on tehtud uurimistoo

autori poolt Inkscape 0.92 tarkvaraga.
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1.1.2 Tiiiimuse sisi epiteelirakud ja tiiiimuse taandareng

mTEC-id on viga heterogeenne grupp rakke, mis hdlmab erineva funktsionaalsusega ja
diferentseerumisjargus olevaid rakupopulatsioone. Siinnijdrgses tiiiimuses eristataks kaht pohilist
mTEC-ide alampopulatsiooni: mTEC"g" populatsioon, kellel on kdrge MHC II valguekspressioon
ja suur reaktiivsus lektiini UEA1 (Ulex europaeus agglutinin 1) suhtes, ning mTEC'®Y populatsioon,
kellel on vastavate molekulide tase madalam (Takahama jt., 2017). mTEC!¢" on kdige korgemas
aktiivsusastmes olev mTEC-ide rakupopulatsioon ning pdhiline tiimotsiiiitide negatiivse
selektsiooni eest vastutav rakupopulatsioon. Tema eripdraks on see, et ta ekspresseerib antigeene,
mida tavaolukorras ekspresseeritakse koespetsiifiliselt, nagu nditeks pankreasespetsiifilist insuliini,
ning suure osa koespetsiifiliste antigeenide ekspressiooni eest vastutab transkriptsiooniregulaator
AIRE (Liston jt., 2003). mTEC"®" populatsioon hdlmab mitmeid erinevaid rakupopulatsioone,
mille hulgas on nii mTEC"#" eellasrakud kui ka AIRE ekspresseerimise 1dpetanud post-Aire rakud.
Kiipsed mTEC"¢" rakud ekspresseerivad AIRE-t lithikest aega, misjirel hakkab neis langema AIRE
ja MHC II ekspressioon, vihenema reaktiivsus UEAT1 suhtes ning tousma CK10 (tsiitokeratiin 10,
cytokeratin 10) ekspressioon ning rakkudest saavad post-Aire rakud (Abramson ja Anderson, 2017).
Diferentseerumise 10pufaasis hakkavad post-Aire rakud ekspresseerima involukriini (involucrin,
Inv) ja Spink5 (5. Kazal tiilipi seriinproteaasi inhibiitor; serine protease inhibitor, Kazal-type 5)
rakud hakkavad koonduma ning moodustavad 10puks rakukogumikud, mida kutsutakse Hassalli
kehadeks (joonis 2) (Galliano jt., 2005; Wang, X. jt., 2012). Post-Aire rakkude, s.h Hassalli kehade,
funktsioonist teatakse vdga vihe — on leitud, et Aire ekspresseerimise ldpetanud rakud sdilitavad
moneks ajaks vOime ekspresseerida TSA-sid ning aitavad 1dbi viia negatiivset selektsiooni ja
Hassalli kehad toodavad madalal tasemel tsiitokiine, mis arvatakse olevat olulised tiimotsiiiitide
arengus (Metzger jt., 2013; Wang, J. jt., 2019).

Tiitimuse tiks kdige huvitavaimaid ndhtusi on tema taandareng ehk involutsioon, mida
iseloomustab tiilimuse massi vihenemine ja funktsionaalse koe asendumine rasv- ja sidekoega.
Tlimuse taandareng toimub teadaolevalt koikidel selgroogsetel ning tema evolutsiooniline mote
el ole veel senini selge. Tiiimuse taandarengumehhanismidest teatakse vidga, kuid arvatakse, et

selles on keskne roll tiilimuse epiteelirakkudel (Abramson ja Anderson, 2017).
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Joonis 2. mTEC-i diferentseerumistapid. mTEC!®™ on heterogeenne grupp rakke, mis hdlmab nii
mTEC"e" eellasrakke kui ka Aire ekspresseerimise 1dpetanud post-Aire rakke, s.h Hassalli kehi.
mTEC-ide diferentseerumine algab eellasrakust, kellel hakkab tdusma Aire ja MHC II
ekspressioon ning suurenema reaktiivsus UEA1 suhtes ja tekib kiips mTEChe" rakk. Seejirel
hakkab vastavate molekulide tase langema, touseb Inv, CK10 ja Spink5 ekspressioon ning
mTECM" rakust saab post-Aire rakk. Post-Aire rakud hakkavad koonduma ning moodustub

Hassalli keha. Joonis on tehtud uurimist66 autori poolt Inkscape 0.92 tarkvaraga.

1.2 AIRE

AIRE on transkriptsiooniregulaator, mida kodeerib A/RE geen. Mutatsioon(id) AIRE geenis
poOhjustab (pohjustavad) hédire tsentraalse tolerantsuse tekkes, mille tottu tekib vdga haruldane,
retsessiivne autoimmuunhaigus APECED (Aaltonen jt., 1997). APECED-i patsientidel tekivad
mitmed autoimmuunsusega seotud slimptomid, nagu autoantikehad, krooniline naha- ja
limaskestade kandidoos, alopeetsia ja organtalitluse hiired. Stimptomid tekivad iisna noores eas,
mis ajajooksul siivenevad, ning vdivad indiviidide vahel varieeruda (Husebye jt., 2018). Seni ei ole
tapselt selge, miks Aire puudulikkusest tekib hiire tsentraalses tolerantsuses. Hiiremudelite pdhjal
on vilja pakutud erinevaid mehhanisme, kuidas Aire tsentraalselt tolerantsust mojutab: puudulik
TSA-de ekspressioon, hdired tiilimuse epiteeli diferentseerumises, muutunud kemokiinide
ekspressiooniprofiil voi hdired Trege-ide diferentseerumises (Laan ja Peterson, 2013). Enamgi veel,
Aire madal ekspressioon toimub ka véljaspool tiiiimust, nditeks llimfisdlmedes ja testistes, kus
tema funktsioonist ja rollist autoimmuunsuse drahoidmisest teatakse viaga vihe (Eldershaw jt.,
2011).

TSA-de ekspressioon pdhjustab autoreaktiivsete tlimotsiiiitide negatiivset selektsiooni ning
on ndidatud, et puudulik TSA-de ekspressioon voib pohjustada koespetsiifilisi autoimmuun-
reaktsioone. Aire KO hiires on paljude TSA-de ekspressioon langenud, mis on omakorda andnud

alust arvata, et Aire roll TSA-de ekspressiooni reguleerimises on iiks olulisemaid mehhanisme
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tsentraalne tolerantsuse kujunemises (Metzger ja Anderson, 2011). Faktorid, mis mojutavad Aire-
st sOltuvate TSA-de ekspressiooni, on mitmeid. Esiteks, Aire-st soltuvate TSA-de ekspressiooni-
mustri kujunemisel on oluline roll geneetilisel taustal, sest erinevate hiireliinide TSA-de
ekspressioonimustri  vordlusel on leitud, et igal hiireliinil on oma Aire-st sdltuv
ekspressioonimuster, mis eri liinide vahel veidi erineb (Venanzi jt., 2008). Teiseks on leitud, et Aire
reguleerib TSA-sid mitte iihekaupa, vaid pigem iiksteisele fiiiisiliselt ldhedal paiknevate
geeniklastritena — nditeks on leitud, et hiires on mutsiiniklaster (mucin, Muc) ja kallikreiiniklaster
(kallikrein, K1k) Aire poolt reguleeritud (Brennecke jt., 2015; Stephens ja McNamara, 2015).
Kolmandaks osutub, et TSA-de aktivatsioon mTEC-ides on juhuslik ja ajutine (Derbinski jt., 2008).
Arvatakse, et taoline geneetikast soltuv, juhuslik ja klasterdunud TSA-de ekspressiooni
evolutsiooniline eesmdrk on tagada indiviidide vahel suur T-raku retseptorite variatsioon, et
paremini kaitsta organismi patogeenide eest (Venanzi jt., 2008).

Tiitimuse epiteelirakkudel on oluline roll tsentraalse tolerantsuse kujunemisel, kuna nende
ilesanne on elimineerida negatiivse selektsiooni kdigus autoreaktiivsed tiimotsiilidid voi suunata
nad diferentseeruma Treg-ideks. Aire KO hiirtel on tiitimuse epiteeli diferentseerumine héiritud,
mistdttu on oletatud, et hdire tsentraalses tolerantsuses voib olla tingitud hiirest tiilimuse epiteeli
diferentseerumises (Laan ja Peterson, 2013). Esmased tdendid Aire rollist tlilimuse
diferentseerumisest tulid Aire KO hiire tiiimuse morfoloogia uuringutest, kus tdheldati, et Aire
KO hiire tiiiimuse sisiosas on mTEC-idega seonduv UEA1 fluorestsentssignaal ndrgem, UEA1"
mTEC-id ei moodusta klastreid ning CK14™ mTEC-de vorgustik on hdredam kui kontroll-
loomades (Gillard jt., 2007). Tiitimuse epiteelirakkude uurimisel on selgunud, et Aire puudulikkuse
tottu on hiiritud ennekdike mTEC-ide 1dppdiferentseerumine, mida ilmestab Aire KO sisis
vihenenud Hassalli kehade arv ning suurenenud mTECM#"-de osakaal, mis niitab, et post-Aire
rakkudes on diferentseerumine peatunud (Yano jt., 2008). Kuidas Aire tiilimuse epiteeli
diferentseerumist mdjutab, ei ole teada. Uhe hiipoteesi kohaselt on Aire otseselt seotud mTEC-ide
arenguga, indutseerides nende rakkude edasist diferentseerumist. Sellest hiipoteesist tulenevalt on
vilja pakutud no6 kiipsemismudel, mille kohaselt Aire indutseerib mTEC-1 edasist diferentseerumist
ning alles siis saavutab mTEC voime ekspresseerida TSA-sid. Teise hiipoteesi kohaselt Aire ei
osale otseselt mTEC-ide diferentseerumises ning hiire nende rakkude diferentseerumises on
tingitud mone muu molekuli(de) poolt, mille funktsioon on Aire puudulikkuse tottu héiritud

(Matsumoto, 2011).
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Kemokiinidel on tdhtis roll koordineerida tiimotsiilitide liikumist 14bi koikide
diferentseerumiseetappide, mille kéigus tekitatakse tsentraalne tolerantsus (Laan ja Peterson, 2013).
Aire KO hiire tiiiimuses on kemokiinide ekspressiooniprofiil muutunud, kuid siiski on viga paljude
kemokiinide roll, mille ekspressioon on Aire puudulikkuse tottu hiiritud, tsentraalse tolerantsuse
tekkes kas vdheoluline voi teadmata (Anderson jt., 2005). Kdige olulisemad kemokiinid, mis on
tiiimuse epiteelirakkudes Aire poolt reguleeritud, on Ccl5 (C-C motiivi sisaldav kemokiin 5, C-C
motif chemokine ligand 5), Ccll7, Ccl21, Ccll9 ja Ccl22. Arvatakse, et need kemokiinid on
olulised CD4" tiimotsiiiitide 1dppdiferentseerumises, kuna on leitud, et Aire KO hiires toimub CD4"
tiimotsiititide enneaegne kiipsemine ja pddsemine vereringesse. Arvatakse, et enneaegse kiipsemise
tottu ei 14bi tiimotsiiiidid negatiivset selektsiooni, mis omakorda pdhjustab autoimmuunsust. Seni
pole teada, kas hiired kemokiinide ekspressioonis on pdhjustatud defektist tiiimuse epiteeli
diferentseerumises voi Aire reguleerib kemokiinide ekspressiooni otse (Laan jt., 2009).

Treg-1d On tsentraalse tolerantsuse kujunemise iiks alustalasid, kelle pdhitilesanne on maha
suruda autoimmuunreaktsioone ning héired Tree-ide diferentseerumises vdivad pdhjustada tdsiseid
autoimmuunhaigusi (Wing ja Sakaguchi, 2010). Aire KO hiire tiitimuses ja APECED-i patisentide
veres on vihem Tree-€, mis nditab, et Aire mdjutab Tree-ide diferentseerumist, kuid ei ole teada
kuidas see toimub. Arvatakse, et Aire osaleb Tree-ide positiivses selektsioonis, kus autoreaktiivne
CD4" tiimotsiiiit diferentseerub Aire-st sdltuva TSA toimel Treg-ks. Aire puudulikkuse tdttu Aire
poolt indutseeritud Treg-e aga ei teki ning CD4" tiimotsiiiidid arenevad autoreaktiivseteks T-
rakkudeks. Siiski on leitud, et enamus Treg-€ tekib Aire-st sdltumatult ning Aire poolt indutseeritud
Treg-ide roll tsentraalse tolerantsuses kujunemises ei ole teada (Anderson ja Su, 2016). On ka
pakutud, et Aire mojutab Trg-ide teket kaudselt, nditeks dendriitrakkude litkumist suunava
kemokiini Xcll (C-motiivi sisaldav ligand 1, chemokine (C motif) ligand) kaudu. Nimelt, Aire KO
hiire tiitimuses on langenud Xcll ekspressioon, mistdttu on langenud dendriitrakkude arvukus.
Dendriitrakud osalevad aga Treg-ide diferentseerumises ning nende rakkude arvukus pdhjustab

omakorda héire Treg-1de tekkes (Lei jt., 2011).

Viimasel ajal on kirjeldatud APECED-i patsientidel ja teisi autoimmuunhaigusi podevatel
haigetel tsiitokiinidevastaseid autoantikehasid — nditeks tekivad pea koikidel APECED-i
patsientidel interferoonidevastased autoantikehad (Meager jt., 2006; Zhang jt., 2007). Interferoonid
on olulised tsiitokiinid, mis osalevad pohiliselt immuunvastuste ldbiviimisel (Borden jt., 2007),
kuid neil on leitud ka fiisioloogilisi funktsioone, néiteks osalemine organogeneesis (Takayanagi jt.,
2002). Tsiitokiinidevastased autoantikehad muudavad aga aursaama autoimmuunhaigustest, kuna
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enam ei ole tegemist haigustega, kus tekivad organspetsiifilised immuunvastused, vaid riinnaku all
on hoopis terved siisteemid. Senini pole teada, miks tekivad APECED-i patsientidel
tstitokiinidevas-tased autoantikehad ja mis rolli nad méngivad APECED-i fenotiiiibi kujunemisel

(Passos, 2019).

1.3 Aire KO rotimudel

Kui pea 20 aastat tagasi leiti seos APECED-i haiguse ja Aire geeni vahel, loodi tsentraalse
tolerantsuse uurimiseks mitmeid Aire KO hiireliine. Samas, hiiremudeli fenotiilip ei jiljenda
patsientide APECED-i fenotiitipi — hiirel on stimptomid suhteliselt kerged ning paljud tiitipilised
APECED-i siimptomid, nagu kandidoos, puuduvad sootuks voi tekivad alles vdga korges eas
(Aaltonen jt., 1997; Mathis ja Benoist, 2009). Enamgi veel, hiirel ei teki interferoonidevastased
autoantikehad, kuigi pea kodikidel APECED-i patsientidel need tekivad (Meager jt., 2006; Zhang
jt., 2007). See aga tostatab kiisimuse, mil médéral on hiiremudelitest saadud teadmised iilekantavad
teistele liikidele, s.h inimestele.

Ossart jt. votsid kasutusele Aire KO rotiliini, mida kasutati ka siinses uurimistdds, ning nad
nigid, et juba iisna noortes, 6-kuustes rottides, sdltumata rotiliinist, tekivad tsiitokiinidevastased
autoantikehad ja silmndhtavad APECED-ile iseloomulikud siimptomid: alopeetsia, karvastiku
depigmentatsioon ja kiilinte diistroofia. Leiti, et iheaastastel Aire KO rottidel olid paljud organid,
nagu nditeks neerud, epidermis ja maks infiltreerunud poletikurakkudega ning nekroosis, samas
siiljenddrmetes tugevat pdletikku ei tdheldatud. Huvitaval kombel tiheldasid uurijad, et 1-aastastel
Aire KO rottidel oli 73% juhtudest tiilimus makroskoopiliselt kadunud, samas kontroll-loomadel
oli tiitimus kadunud kolmandikul juhtudest, mis viitab tlilimuse taandarengu kiirenemisele Aire KO
rottides. Uurijad jéreldasid, et rotimudeli fenotiiip on védga sarnane APECED-i patsientide
fenotiilibiga, mis teeb temast uue ja lootustandva loommudeli tsentraalse tolerantsuse uurimiseks

(Ossart jt., 2018).

1.4 APECED-i autoimmuunfenotiiiip

APECED-i patsientidel ja Aire KO hiirtel tekivad mitmed organtalitushdirest tingitud
simptomid, nagu 1. tiilipi diabeet voi kilpnddrme alatalitlus, mis arvatakse olevat pohjustatud
koekahjustustest. Aire KO hiirtel tekivad tdepoolest paljudesse kudedesse poletikulised
rakuinfiltraadid, mis héirivad koe funktsiooni (Husebye jt., 2018). Pdletikulistes kudedes toimuvad

autoimmuunsed protsessid on komplekssed ja diinaamilised ning arvatakse, et seal on kesksel kohal
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autoreaktiivsed T-rakud: CD4" T-abistajarakud, kes reguleerivad pdletikuprotsesse, ning
tsiitotoksilised CD8" T-rakud, kes arvatakse olevalt pohilised rakud, kes viivad 1dbi koehdvingut
(Luger jt., 2012). Samas, arvatakse, et APECED-i kujunemises méingivad olulist rolli ka
autoreaktiivsed B-rakud, kuna Aire puudulikel hiirtel ja inimestel tekivad autoantikehad ning Aire
KO hiirte pdletikulistesse kudedesse, nagu maksa voi siiljenddrmesse, infiltreeruvad B-rakud. B-
rakkude infiltreerumine mitteimmuunkudedesse on omane ainult autoimmuunhaigustele ning pole
péris selge, miks see toimub ning millist rolli méngivad B-rakud APECED-i haiguse kujunemises
(DeVoss jt., 2010; Gavanescu jt., 2008; Héssler jt., 2006).

APECED on monogeenne haigus, mis teeb temast hea mudelhaiguse teiste autoimmuun-
haiguste uurimiseks. Paljud uurijad on kasutanud Aire KO hiiri autoimmuunhaiguse Sjogreni
stindroomi uurimiseks, kuna Aire KO hiired sarnanevad sellele haigusele mitmeti — nii patsientidel
kui ka Aire KO hiirtel tekivad siilje- ja pisaranddrmetes B- ja T-rakke sisaldavad rakuinfiltraadid
ning tekib silmade ja suu limaskestade kuivus (Chan, M. F. jt., 2007; DeVoss jt., 2010). Pole selge,
mis inimestel Sjogreni siindroomi pohjustab, kuid arvatakse, et see tekib geneetika ja keskkonna
koosmdjul (Brito-Zerén jt., 2016). Sjogreni siindroomi patsientide siiljenddrmete uurimisel on
selgunud, et siiljenddrme ndarmeline osa ekspresseerib infiltreerunud piirkonnas MHC 11, CD8O0,
ICAMI (rakusisene adhesioonimolekul 1, intercellular adhesion molecule 1), VCAM (veresoone
raku adhesioonimolekul, vascular cell adhesion protein) jt. molekule, mida iildiselt
ekspresseerivad immuunrakud, tiitimuse epiteel ning pdletikulises olukorras endoteel. Arvatakse,
et siiljenddre on voimeline nende molekulide vahendusel aktiveerima CD4" T-abistajarakke ning
selle kaudu veelgi vdimendama iseenda hdvingut. Mehhanismid, mis muudavad siiljenddarmed
immuunrakke aktiveerivateks rakkudeks, pole tdiesti selged, kuid arvatakse, et selles osalevad
tstitokiinid, nagu IFNy (interferoon v, interferon y) ja TNFa (tuumori nekroosi faktor a, tumor
necrosis factor o) (Tsunawaki jt., 2002).

Aire KO rott on potentsiaalne mudelloom uurimaks tiilimuses B-raku agregaatide
olemasolu ning nende rolli autoantikehade tootmises. Nimelt, autoimmuunset nérvilihashaigust
pddevatel miiasteenia patsientidel tekivad tiitimuses B-raku agregaadid ning nii nagu APECED-1
patsientidel, tekivad ka miiasteenia patsientidel interferoonidevastased autoantikehad ning tlitimuse
funktsioonihdired, mis on omakorda andnud alust arvata, et miiasteenia patoloogia vdib olla
tingitud héirest tsentraalsest tolerantsusest. APECED-1 ja paljude teiste autoimmuunhaiguste korral
tekivad autoantikehad, mille tootmiskoht ei ole sageli teada, ning seni pole tiitimust kui

autoantikehade allikat uuritud (Bofill jt., 1985; Passos, 2019).
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2. Eksperimentaalosa

2.1 Too eesmirgid
Antud uurimistdo liks eesmérk oli uurida Aire puudumisest tingitud tsentraalse tolerantsuse
hiirega kaasuvat autoimmuunfenotiilipi ning eesmaérgi saavutamiseks:
e hinnati Aire KO rotimudeli APECED-i fenotiiiipi;
o kirjeldati maksas ja siiljenddrmes autoimmuunfenotiiiipi;
e otsiti tiilimusest B-raku agregaate.
Uurimistdo teine eesmérk oli vilja selgitada Aire rolli tsentraalse tolerantsuse tekkes ning
eesmirgi saavutamiseks uuriti tiiiimuses:
e morfoloogiat;
e tiilimuse epiteelirakkude diferentseerumist;
e kemokiinide ja TSA-de ekspressiooni;

e tumotsuutide diferentseerumist.

2.2 Materjalid ja metoodika
2.2.1 Rotid

Uurimisto0s kasutati uuritava riihmana homosiigootseid geennokauditud Aire rotte (Aire
KO) ja kontrollriihmana heterosiigootseid Aire rotte (Aire HET). Rotid saadi Nantese Ulikoolist
Prantsusemaalt ning nende genereerimine on kirjeldatud Ossart jt. t66s (Ossart jt., 2018). Rotid
kasvatati iiles Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia instituudi vivaariumis. Katsetes
kasutati vordselt nii emaseid kui ka isaseid rotte, kes olid 1-2 kuu vanused, kui t66s ole 6eldud
teistmoodi. Rotid uinutati isofluraaniga Isocare (Animalcare) ja surmati siidame punktsioonil
teostatud veretustamise teel ning seejdrel koguti koed edasiseks analiiiisiks. Rottides mdodeti
tiiimuse massid ning LIPS-meetodiga (lutsiferaasi immunosadestamissiisteem, /uciferase immuno-
precipitation system) vereseerumist interferoonidevastaste autoantikehade tasemed, mille
modtmises uurimistdd autor ei osalenud. Loomkatsete tegemiseks andis loa Pdllumajandus-

ministeeriumi loomkatse 1dbiviimise loakomisjon (luba nr 139).
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2.2.2 Voolutsiitomeetria ja rakkude sortimine

Tiitimuse epiteelirakkude efektiivsemaks sortimiseks viidi 14bi eelnevalt rikastamine, mille
kdigus eemaldati tiiiimusest tiimotsiiiite. Rikastamiseks hakiti tiiiimused esmalt umbes 2 mm?
suurusteks tiikkideks ning koetiikid pandi 50 ml 2% FBS-i (veise seerumi albumiin, fetal bovine
seerum, Gibco) sisaldava RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Thermo Fisher Scientific)
sootmesse. Koetiikke suspendeeriti seroloogilise pipetiga 20 korda iiles-alla, misjérel lasti tiitimuse
tilkkkidel 5 min pohja settida. Seejdrel eemaldati peamiselt tlimotsiiiite sisaldav supernatant, lisati
uus s6dde ning sama tsiiklit teostati 6-9 korda, parast mida korrati tsiiklit veel 4—6 korda, kasutades
suspendeerimiseks 15 ml séddet. Uherakulise suspensiooni saamiseks inkubeeriti koetiikke esmalt
20 min 37 °C s66tmes, kuhu oli lisatud 15 U/ml DNaasi I (Applichem) ja 125 U/ml kollagenaasi 11
(Gibco). Pidrast esimest inkubatsiooni eemaldati pohiliselt timotstiiite sisaldav supernatant ja lisati
uus sd0de, milles oli kollagenaasi I ja DNaasi I samas kontsentratsioonis, kuid kuhu oli lisatud
veel 0,75 U/ml dispaasi (Gibco), ning proove inkubeeriti 20 min 37 °C juures. Supernatant
eemaldati ning proove inkubeeriti samade lisanditega s66tmes 37 °C juures, kuni tiitimuse tiikid
olid tdielikult iiherakuliseks suspensiooniks lahutatud. Rakususpensioon sdeluti, loendati ning
seejdrel rakke hoiti vastavate antikehadega 30 min 4 °C juures, mis on vélja toodud tabelis 1. Rakud
sorditi pinnamarkerite alusel 3 fraktsiooni: cTEC, mTEC"" ja mTEC"2", ¢cTEC fraktsiooni sorditi
Epcam® CD45 UEA1™d MHC™%! rakud; mTECY fraktsiooni sorditi Epcam® CD45
UEA 1 keskmine N Ckeskmine pajyd ja mTEChE" fraktsiooni Epcam™ CD45” UEA 1502 MHC*"2 rakud.

Tiitimuse T-rakkude voolutsiitomeetriaanaliiiisiks voeti tiilimuse epiteeli rikastamise kdigus
tekkiv pohiliselt tlimotsiilite sisaldav rakususpensioon. See sdeluti, rakud loendati ja seejérel hoiti
rakke 30 min 4 °C juures vastavate antikehadega, mis on vélja toodud tabelis 1. Seejirel teostati
Foxp3 Fix/Perm Buffer Set (Biolegend) ametliku protokolli jargi tuumasisene Foxp3 vérving, mida
uurimistoo autor ise ei teinud.

Rakkude sdelumisel kasutati 100 um silmaga sdelu (Thermo Fisher Scientific) ning rakud
loendati LUNA-FL™ fluorestsentsrakuloenduriga (Logos Biosystems). Elusate rakkude
eristamiseks surnutest kasutati akridiinoranzi (Logos Biosystems).

Tiitimuse epiteelirakkude sortimiseks kasutati MA900 rakusorterit (Sony) ning analiiiisiks
Sony Cell Sorter (Sony) programmi. Rakud sorditi katsutitesse, mis sisaldasid 1 ml LS TriZol
reagenti (Invitrogen). T-rakkude voolutsiitomeetriaanaliilisiks kasutati LSRFortessa analiisaatorit
(BD Bioscience) ja analiiiisiks FACSDiva programmi (BD Bioscience). Graafikute

visualiseerimiseks kasutati Graphpad Prism 8 tarkvara. Tulemuste analiilisiks tehtud
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punktdiagrammid kujutavad keskmistatud tulemusi koos standardveaga ja statistilise olulisuse

midramiseks kasutati t-testi mitte-paarikaupa andmetele, kus * = p < 0,05.

Tabel 1. Voolutsiitomeetrias kasutatavad antikehad.

Antigeen Kloon Konjugaat Lahjendus Tootja
CD3 1F4 BV605 1:2000 BD Bioscience
CD4 W3/25 PE/Cy7 1:2000 Biolegend
CDS8 G28 APC 1:400 Biolegend
CD25 0X-39 PE 1:200 Biolegend
CD45 0X-1 PerCP-Cy5.5 | 1:80 Biolegend
Epcam GZ1 AF647 1:100 Abcam
Foxp3 150D AF488 1:20 Biolegend
MHC II Ox6 PE 1:4000 Novusbio
UEAI1 (lektiin) - FITC 1:1000 Vector

2.2.3 RNA eraldamine, cDNA siintees ja RT-qPCR

RNA eraldati tiilimuse sagarast ning 1duaalusest siiljenddrmest Mini Kiti (Qiagen) ametliku
protokolli jérgi. Uurimistod autor ei osalenud ise siiljenddrmest RNA eraldamises. RNA
eraldamiseks peenestati 1,5 ml katsutis plastiknuiaga koed, kuhu misjarel lisati 200 pl kloroformi
ning seejdrel inkubeeriti proove 2—3 min toatemperatuuril. Proove tsentrifuugiti 15 min 12000 rpm
4 °C juures (Centrifuge 5415R, Eppendorf). Tekkinud vesifaas koguti uude katsutisse, kuhu lisati
prooviga vordses ruumalas 70% etanooli. Edasi kanti proovid eralduskolonnile, mis tsentrifuugiti
toatemperatuuril 15 s 8000 rpm. Kolonni lisati 350 pl puhvrit RW1, proovid tsentrifuugiti samadel
tingimustel, seejirel proove inkubeeriti toatemperatuuril 15 min DNaas I-ga (Qiagen). Pérast
DNaasi tootlust tsentrifuugiti proove samadel tingimustel kaks korda RW1 puhvris mahuga
vastavalt 350 pl ja 700 pl. Seejérel teostati kaks tsentrifuugimist samadel tingimustel RPE puhvris
mahuga 500 pl. Kolonnidele pandi alla uued 2 ml katsutid ja proove tsentrifuugiti ilma kaaneta 5
min 16000 rpm. Kolonnidele pandi alla uued 1,5 ml katsutid, lisati 14 pl vett ja tsentrifuugiti 1 min
16000 rpm.

cDNA siinteesimiseks lisati 10 ul RNA proovile 1 pl 10 mM dNTP segu (Fermentas), 1 pl
500 pg/ml oligo(dT) praimerit (Invitrogen) ja proove inkubeeriti praimerite seondumiseks 5 min
65 °C, pérast mida hoiti proove vahemalt 1 min jiil. Proovidele lisati 4 ul 5x First Strand puhvrit
(Invitrogen), 1 pl 40 U/ul ribonukleaasi inhibiitorit RiboLock (Fermentas), 1 pl 0,1 M DTT
(Invitrogen) ja 1 pl 200 U/ul SuperScript III podrdtranskriptaasi (Invitrogen). cDNA siinteesiks

inkubeeriti proove 60 min 50 °C juures ning ensiiiimi inaktiveerimiseks 15 min 70 °C juures.
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RT-gPCR lédbiviimiseks kanti proovid 384 auguga RT-qPCR plaadile (Applied Biosystems)
10 pl kaupa kolme paralleelse kordusena, kus iga 10 pl proov sisaldas 0,5 ul cDNA-d, 9,3 ul 2x
MaximaTM SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-i (Thermo Fisher Scientific) 0,1 ul 5 mM
reverse praimerit ja 0,1 ul 5 mM forward praimerit. Uurimistods kasutatud praimerid on vélja
toodud lisas 1. RT-qPCR tegemiseks kasutati ViiA7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
masinat. Tiiimuses moddetud tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni B2m (32 mikroglobuliin,
> microglobulin) ning siiljenddrmes moddetud tulemused analiiiisiti Gadph (gliitseraldehiiiid-3-
fosfaat dehiidrogenaas, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) ekspressiooni jdrgi ning
analiiiisiti AACt voi 244 meetodiga, kus referentsiks vdeti Aire HET rott. Uurimistdd autor ei
analiiisinud ise Ccl5, Ccll7, Ccl2l, Ccll9, Ccl22 ja Foxp3 ekspressiooni. Graafikute
visualiseerimiseks kasutati Graphpad Prism 8 ja Inkscape 0.92 tarkvara. Tulemuste analiiiisiks
tehtud punktdiagrammid kujutavad keskmistatud tulemusi koos standardveaga ja statistilise

olulisuse madramiseks kasutati t-testi mitte-paarikaupa andmetele, kus * = p < 0,05.

2.2.4 Ulegenoomne transkriptoomianaliiiis

Kuue roti tiiiimusest sorditud mTEC™" ja mTEC"Y rakkudest teostati iilegenoomne
transkriptoomianaliiiis, kus proovide ettevalmistamises Genetitan MC (Affymetrix) masinale ja
selle masina opereerimises uurimistdd autor ei osalenud. Transkriptoomianaliiiisi sooritamiseks
eraldati esmalt sorditud rakkudest RNeasy Micro Kiti (Qiagen) ametliku protokolli jargi RNA.
Seejdrel madrati Agilent RNA 6000 Pico (Agilent Technologies) ametliku protokolli jiargi RIN
véartused ning proovid, mille RIN véértused olid suurem kui 7,5, sooritati Genetitan MC masinaga
tootja protokolli jdrgi analiiis Clariom™ S Pico Assay HT (Thermo Fisher Scientific)
geeniekspressiooni  kiibil. Saadud andmed analiiiisiti Transcriptome Analysis Console
programmiga (Affymetrix) ning statistilisus olulisus méirati dispersioonanaliiiisiga, kasutades
ebayes meetodit tingimustel, kus p < 0,05 ja geeniekspressiooni suhteline muutus erines vihemalt
2 korda. Tulemuste visualiseerimiseks kasutati Graphad 8 Prism ja Inkscape 0.92 tarkvara.

Rottides tehtud lilegenoomse transkriptoomianaliiiisist saadud andmeid vorreldi analoogse
andmestikuga Aire KO ja metsiktiitipi C57BL/6I hiirtest, kus vastava genotiiiibiga tiitimused olid
analiiiisi kdigus kokku segatud. Andmestik saadi Hamish S. Scott tooriihmalt (Centre for Cancer
Biology, Melbourne {ilikool, Austraalia) ning Aire KO hiirte genereerimine on kirjeldatud Hubert
jt. toos (Hubert jt., 2008).
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Transkriptoomianaliiiisi andmeanaliilisis kasutatud post-Aire diferentseerumisetapile
iseloomulikud markergeenid saadi Dhalla jt. t66st (Dhalla jt., 2020) ning maksa-, siiljenddrme- ja
pankreasespetsiifilised geenid saadi hiires tehtud ja mikrokiibitehnoloogial baseeruval GNF Mouse
GeneAtlas V3 (GEO accession GSE10246) andmebaasist (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/
acc.cgi?acc=GSE10246). Andmebaasis jooksutati vastava koe vastu 36 kude ja valiti vdlja need
geenid, mis ekspresseerusid koespetsiifiliselt.

Ulegenoomse transkriptoomianaliiiisi andmeanaliiiisi voeti ainult need geenid, millele leiti
vastavad ortoloogid nii roti kui ka hiire andmestikust. Ortoloogide leidmiseks kasutati roti genoomi
andmebaasi (Rat Genome Database, www.rgd.mcw.edu). Kuni kiimnendikule geenidele ortolooge

ei leitud, mistottu neid analiitisi ei kaasatud.

2.2.5 Immuunfluorestsentsmikroskoopia

Immuunfluorestsentsmikroskoopias kasutatud preparaatide tegemiseks eemaldati rotist
tiiimuse sagar voi louaalaune siiljenddre ning need pandi Neg 50 (Richard-Allan Scientific)
lahusega tdidetud vormidesse, mis seejdrel kiilmutati kuiva jdd ja 96% etanooli segu peal.
Koeldigud 108igati Leica CM 1950 kriiostaadiga 5 pm paksusteks.

Immuunfluorestsentsmikroskoopia analiiiisi 1dbiviimiseks fikseeriti koeldigud 15 min 4%
formaldehiitidiga, misjdrel fikseeritud 16igud pesti 3x5 min PBS-puhvriga (fosfaadiga puhverdatud
soolalahus, phosphate-buffered saline, Naxo). Seejérel koeldigud permabiliseeriti 15 min 0,3%
TritonX100 (Applichem) ning 1% BSA (veise seerumi albumiin, bovine serum albumin, GE
Heathcare) PBS-puhvris, misjérel koeldike taaskord pesti 3x5 min PBS-puhvriga. Seejérel toimus
koeldikude antikehade ebaspetsiifilise seondumise vahendamiseks 10 min inkubatsioon 1% NGS-
1 (tavaline kitseseerum, normal goat seerum, Dako Cytomation) voi 1% Aire HET rottidest saadud
seerumi sisaldava PBS-puhvris. Koeldike loputati PBS-puhvris misjérel toddeldi koeldike 8 h +4
°C juures vastavate antikehadega, mis on vilja toodud tabelis 2. Pérast antikehadega tootlust pesti
16ike 3x10 min PBS-puhvris ning konjugeerimata primaarsed antikehad t66deldi sekundaarsete
antikehadega 1 h toatemperatuuril, mis on vélja toodud tabelis 2. Seejérel pesti koeldike 3x10 min
ning kudesid toddeldi toatemperatuuril 10 min 2 pg/ml DAPI-ga (Roche diagnostics Corporation)
ja pesti 10 min PBS-puhvriga. Katteklaasid kinnitati alusklaasile sulundusvedelikuga Fluorescent
Mounting Medium (Dakocytomation). Mikroskoopimisel kasutati Leica 310 FX fluorestsents-

mikroskoopi ning pilte toddeldi ImagelJ tarkvaraga.
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Tabel 2. Immuunfluorestsentsmikroskoopia katsetes kasutatud antikehad

Antigeen Kloon Konjugaat Lahjendus Tootja
Aire SH12 AF488 1:400 eBioscience
CK10 oly19054 - 1:500 Biolegend
CK14 10143-1-AP | - 1:200 Prototech
Donkey anti-rabbit [gG | - AF488 1:1000 Abcam
Foxp3 150D AF488 1:150 Biolegend
Goat anti-rabbit IgG - AF594 1:1000 Invitrogen
Inv Poly19244 - 1:300 Biolegend
MHC II Ox6 PE 1:400 Novusbio
UEA1 (lektiin) - FITC 1:500 Vector

2.2.6 Kudede histoloogiline analiiiis

Kudede histoloogilise analiiiisi 1dbiviimiseks voeti rottidest tiilimuse sagar, maks ja
1duaalune siiljendidre, mis fikseeriti {ilebd formaliinis ning Tartu Ulikooli kliinikumi
patoloogiateenistus tegi parafiinldikudest hematoksiiliin-eosiiniga toodeldud ja jéarjestikku 1digatud

koeldigud. Koed analiiiisiti Eclipse Ci valgusmikroskoobiga (Nikon) ja toddeldi ImageJ tarkvaraga.

2.2.7 Tiiiimuse massi analiiiis

Erinevates vanusegruppides rottidest moddeti tiilimuse massid ning lineaarse regressiooni-
analiiiisiga koos standardveaga leiti 95% kindlusega Aire HET ja KO rottide tliimuse massi

kahanemiskiirused koos usaldusintervallidega. Andmed analiiiisiti ja visualiseeriti RStudio

programmiga, kasutades ggplot2 pakki.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Aire KO rottidel on APECED-i sarnane fenotiiiip

Kuna Aire KO hiiremudeli fenotiiiip erineb oluliselt APECED-i patsientide fenotiiiibist,
vottis meie labor kasutusele Aire KO rotimudeli. Esmalt veenduti, et Aire KO rotid on tdepoolest
Aire puudulikud ning APECED-ile sarnase fenotiilibiga. Selleks tehti immuunfluorestsents-
mikroskoopia analiiiis, kus leiti, et Aire KO roti tiitimuses ei ekspresseerita Aire valku ning seejarel
tehti RT-qPCR analiilis, mis néitas, et Aire KO roti tiilimuses oli Aire ekspressioon langenud 24
korda (joonis 3A ja 3B). LIPS-meetodiga leiti, et 4-kuustel Aire KO rottidel hakkas tdusma veres
interferoonidevastaste autoantikehade tase (andmeid kéesolevas t60s ei esitata) ning 6-kuustel
rottidel hakkasid tekkima silmnidhtavad APECED-i stimptomid: silmapdletik, kiilinte diistroofia ja
alopeetsia (joonis 3C). Antud tulemuste pohjal jareldati, et Aire KO rotid on Aire puudulikud ning

nende autoimmuunfenotiilip sarnaneb APECED-i patsientide fenotiiiibiga.

A DAPI Aire DAPI + Aire

-
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Joonis 3. APECED-i fenotiiiibi kirjeldamine rotimudelis. (A) Immuunfluorestsentsmikroskoopia
analiitis DAPI ja Aire-ga maérgistatud tliiimuseldikudele (n = 3). Punase ringiga on maérgitud
spetsiifiline Aire signaal ja punktiirjoonega on tihistatud sési-koore ligikaudne piir. (B) RT-qPCR
analiilis, kus tiilimusest leiti Aire suhteline ekspressioon koos standardveaga (n = 3, t-test mitte-
paarikaupa andmetele, * = p < 0,05). (C) Pdletikus silmade ja kahjustunud kiilintega (tahistatud
noolega) 5-kuuline Aire KO rott.

2.3.2 Poletikus siiljendsirme autoimmuunfenotiiiibi analiiiis

APECED on hea mudelhaigus erinevate autoimmuunhaiguste tekkemehhanismide
uurimiseks, kuid seni on APECED-i autoimmuunfenotiiiipi uuritud pdhiliselt Aire KO hiiremudelis.
Rotimudelis autoimmuunfenotiiiibi kirjeldamiseks uuriti kuues, noores 4-kuuses, rotis maksa ja
siiljenddret. Esmalt vaadati mikroskoobiga hematoksiiliin-eosiiniga toodeldud kudedes poletiku
olemasolu ning leiti, et maksas pdletikutunnuseid puudusid, kiill aga oli kahes Aire KO loomas —
KOI1 ja KO2 - siiljenddre tugevalt infiltreerunud podletikurakkudega. Huvitaval kombel olid
infiltreerunud stiljenddrmed tuhmimalt varvunud kui infiltreerumata koeldigud, mis lihe voimaliku
selgitusena vaib tuleneda sellest, et infiltreerunud koe pH oli muutunud, mis omakorda mdjutas
hematoksiiliin-eosiini vérvingut (joonis 4A ja lisa 2) (Chan J. K., 2014). Jirgmisena teostati
siiljenddrmeldikudele immuunfluorestsentsmikroskoopia analiiiis, kus vaadati MHC II" rakkude,
kelleks on enamasti immuunrakud, olemasolu ja paiknemist. Ootuspéraselt toimus madala-
tasemeline (tdendoliselt immuunrakkude poolne) MHC 11 ekspressioon KO1 ja KO2 roti siiljenédér-
metes, kuid lisaks ndhti tugevalt infiltreerunud piirkonnas korgetasemelist MHC II ekspressiooni
koe nddrmeliselt osalt (joonis 4B). Siiljenddrmetest tehti RT-qPCR analiiiis, milles analiiiisiti B- ja
T-raku markerite ja mitmete teiste poletikumarkerite ekspressiooni. Ootuspéraselt leiti, et KOI ja

KO2 rottides oli suur osa markereid viga korgelt ekspresseerunud (joonis 4C).
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Joonis 4. Autoimmuunfenotiiiibi kirjeldamine siiljenddrmes (n = 3, tdhistatud HET1-3 ja KO1-3,
vanus 4-4,5 kuud). (A) Hematoksiiliin-eosiiniga téodeldud siiljenddre. Térniga on tdhistatud
infiltraadid. (B) Immuunfluorestsentsmikroskoopia analiiis DAPI ja MHC Il-ga maérgistatud
siiljenddrmeldikudele. Punase ringiga on dra margitud piirkond, kus siiljenddrme nddrmeline osa
ekspresseerib MHC II molekule. (A) ja (B) KO pildid esindavad KO1 ja KO2 roti infiltreerunud
stiljendédret ning HET pildid esindavad HET1-3 ja KO3 roti pdletikutunnusteta siiljenéddret. (C)
Kuumakaart, kus on kujutatud RT-qPCR suhtelise geeniekspressiooni tulemused, milles vaadati T-
ja B-rakumarkerite ning teiste pdletikumarkerite ekspressiooni. Podletikumarkerid, mida ei
kasitletud kirjanduse {iilevaates, valiti vdlja NCBI geeni andmebaasist (NCBI Gene Database,

www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).
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KO1 ja KO2 rottide RT-qPCR andmete pdhjal tehti infiltraatide kohta jargnevad iildistused:

e korge tsiitotoksiliste CD8" T-raku markerite ekspressioon osutab nende rakkude
olemasolule ning vdimalikule rollile koehédvingu ldbiviimisel;

e mdddukas CD4 ekspressiooni tdus osutab CD4" T-abistajarakkude olemasolule ning
voimalikule rollile autoimmuunreaktsioonide reguleerimises;

e KO2 roti siiljendérmes on vdga korge B-raku markerite ekspressioon, mis nditab, et
stiljenddrmesse voivad infiltreeruda B-rakud;

o korge Icaml, Vcam, MHC II ning nende ekspressiooni indutseerivate Ifny ja Tnfa
ekspressioon ning kdrge CD86 ekspressioon KO2 rotis osutab siiljendérme nidérmelise osa
rollile CD4" T-abistajarakkude aktiveerimises.

Antud tulemuste pohjal jareldati, et noortel Aire KO rottidel puuduvad maksas
poletikutunnused, kiill aga tekivad infiltraadid siiljenddrmetes, mille autoimmuunsetes protsessides
osalevad tsiitotoksilised CD8" T-rakud, CD4" T-abistajarakud ning B-rakud. Infiltreerunud
stiljendére ekspresseerib CD86, Icaml, Vcam, MHC II ning nende ekspressiooni indutseerivat Ifny
ja Tnfo, mis osutab siljenddrme nddrmelise osa vdimalikule rollile CD4" T-abistajarakkude

aktiveerijana.

2.3.3 Tiiiimuse morfoloogia ei ole muutunud

Aire KO hiire tiiiimuse morfoloogia on muutunud, mida ilmestab hdredam CK14" mTEC-
ide vorgustik, ndrk kiipsete mTEC-dega seonduv lektiini UEA1" fluorestsentssignaal ning samuti
ei moodusta UEA1" mTEC-id klastreid. Enamgi veel, Ossart jt. tdheldasid, et rohkematel Aire KO
rottidel oli vorreldes kontroll-loomadega tiitimus makroskoopiliselt kadunud, mis viitab tlilimuse
kiirenenud taandarengule (Ossart jt., 2018). Rotimudelis tiiiimuse morfoloogia uurimiseks teostati
esmalt immuunfluorestsentsmikroskoopia analiiiis mitmete mTEC-ide markeritega: CK10
(mTEC-i ja Hassalli keha marker), CK14 (mTEC-i marker), MHC II (mTEC-i ja dendriitraku
marker) ja UEA1 (kiipse mTEC-i marker),Nende markerite poolt mérgistatud rakkude paiknemises,
arvukuses ja signaali tugevuses erinevusi ei ndhtud (lisa 3). Tiilimuse taandarengu vodimaliku
kiirenemise uurimiseks moddeti rottide tliiimue massid ning lineaarse regressioonianaliiiisiga leiti
Aire HET ja Aire KO rottide tiilimuse massi kahanemise kiirused vananedes. 95% kindlusega leiti,
et Aire HET roti tiilimuse mass kahanes 56,17 (£20,19) mg/kuus ning Aire KO roti tlilimuse mass
kahanes 66,84 (+26,44) mg/kuus (joonis 5A). Kuna analiilisis oli andmepunkte liiga vihe, siis

seetottu tulid usaldusintervallid laiad ja suure lilekattega ning seega antud analiiiisi pohjal erinevust
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Aire KO ja HET rottide tiiiimuse massi kahanemise kiiruse vahel ei tuvastatud. Hematoksiiliin-
eosiiniga toodeldud tiiimuseldikude uurimisel hinnati morfoloogilisi muutusi, nagu sidekoestumist
ja sési-koore vahekorra muutusi, kuid erinevusi Aire HET ja KO rottide vahel ei néhtud (joonis
5B). Morfoloogia uurimise kdigus otsiti ka B-raku agregaate, kuna on pakutud, et APECED-i
patsientide tiilimus vOib sarnaselt miiasteenia patsientidele sisaldada B-raku agregaate, kuid siiski
tiilimusest B-raku agregaate ei tuvastatud. Antud tulemuste pdhjal jéreldati, et Aire puudulikkus ei
mojuta rotimudelis tiiimuse morfoloogiat ega taandarengut ning Aire KO roti tiilimuses ei leidu B-

raku agregaate.
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Joonis 5. Aire mdju tlilimuse taandarengule ja tiilimuse morfoloogiale. (A) Aire HET ja Aire KO
rottide tliimuse massi soltuvust ajast kirjeldav lineaarse regressioonianaliilisimudel (n = 35-18,

kindlus 95%). (B) Hematoksiiliin-eosiiniga t6ddeldud tiitimuseldigud (n = 3, vanus 44,5 kuud).

2.3.4 Tiiiimuse epiteeli Ioppdiferentseerimine ei ole hiiritud

On pakutud, et muutused Aire KO hiire tiiimuse morfoloogias on tingitud hdirest mTEC-
ide 1oppdiferentseerumises, mida ilmestab Aire KO hiire tiilimustes vihenenud Hassalli kehade arv
ning suurenenud mTEC"&" populatsiooni osakaal, mis osutab diferentseerumisblokile nende kahe
populatsiooni vahel. Aire puudulikkuse moju hindamiseks tiitimuse epiteeli diferentseerumisele
rotimudelis, teostati esmalt sorditud rakkudest voolutsiitomeetriaanaliiiis, kus vaadati ¢TEC,
mTEC"e" ja mTEC" populatsioonide jaotust. Selgus, et nende kolme pdhipopulatsiooni jaotuses
erinevust ei olnud (joonis 6A). Jargmisena vaadati immuunfluorestsentsmikroskoopia analiiiisis
Inv* Hassalli kehade olemasolu. Selgus, et Aire KO rottides olid Hassalli kehad selgelt olemas, mis
on aga vastupidine Aire KO hiiremudelile, kus Hassalli kehade arvukus on drastiliselt vidhenenud

(joonis 6B). Hassalli kehade loendamisel tdheldati Aire KO rottides isegi Hassalli kehade arvukuse
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suurenemist, mis siiski ei olnud statistiliselt oluline (joonis 6C). RT-qPCR analiiiis kinnitas samuti,

et mitmete Hassalli keha markerite, nagu CK10 ja Spink5, ekspressioon ei ole muutunud ning /nv

ekspressioon oli Aire KO-des tdusnud 3 korda (joonis 6D). Antud tulemused néditavad, et

vastupidiselt hiirele, ei mdjuta Aire rotis tiilimuse epiteelirakkude 16ppdiferentseerumist.
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Joonis 6. Aire mdju tiilimuse epiteeli diferentseerumisele. (A) Sorditud tiitimuse epiteelirakkude
voolutsiitomeetriaanaliiiis, kus vasakul pool on uuritavaid rakke kujutavad dot plot graafikud ning
paremal pool on uuritavate rakupopulatsioonide analiilisimisel saadud keskmised koos
standardveaga (n = 8). (B) Immuunfluorestsentsmikroskoopia analiilis DAPI ja Inv-ga mérgistatud
roti tiiimuseldikudele (n = 4-5). Punase ringiga on tihistatud Inv" Hassalli kehad ja
punktiirjoonega sisi-koore ligikaudne piir. (C) Keskmine Inv" Hassalli kehade arv 1 mm? sisi
kohta roti tiilimuses koos standardveaga (n = 4-5). (D) RT-qPCR tulemused, kus tiitimusest leiti
CK10, Spink5 ja Inv suhteline ekspressioon koos standardveaga (n = 5). (A), (C) ja (D) Statistiline

olulisus leiti t-testi mitte-paarikaupa andmetele (* = p < 0,05).

Aire puudulikkuse tipsema moju hindamiseks mTEC-de loppdiferentseerumisele, tehti
sorditud mTEC"€" ja mTEC'Y rakkudest {ilegenoomne transkriptoomianaliiiis, kus leiti, et 23 188-
st geenist oli Aire KO roti mTECMe" populatsioonis ekspressioon langenud 370 ja tdusnud 554
geenil ning mTEC!®Y populatsioonis oli ekspressioon langenud 208 ja tdusnud 248 geenil (lisa 4).

Ulegenoomse transkriptoomianaliiiisis saadud andmestikus uuriti, mil méral oli Aire KO
ja Aire HET rottide mTECM¢" populatsioonis muutunud post-Aire diferentseerumisetapiga seotud
104 geeni ekspressioon ning saadud tulemusi vorreldi eelnevalt publitseeritud analoogilise
andmestikuga Aire KO ja metsiktiipi hiirtes. Leiti, et kui Aire KO hiirtes oli mTECheh
populatsioonis pea kolmandik post-Aire geenide ekspressioon langenud, siis rottides oli langenud
ainult 5% geenide ekspressioon. Enamgi veel, kui rottides oli tdusnud 6% geenide ekspressioon,
s.h Inv ekspressioon, mis tousis 5 korda, siis hiirtes tdusis vaid iihe (1%) geeni ekspressioon (joonis
7). Antud tulemused niitavad taas, et vastupidiselt hiirele ei ole rotis Aire puudulikkuse tdttu

mTEC-ide 16ppdiferentseerumine héiritud.
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Joonis 7. Aire mdju post-Aire diferentseerumisetapiga seotud 106 geeni ekspressioonile hiire- ja

rotimudelis (n = 3). Ulegenoomne transkriptoomianaliiiis Aire HET ja Aire KO rottide mTECN9"
populatsioonis teostati nagu kirjeldatud meetodites ning vorreldi seda eelnevalt publitseeritud
analoogilise andmestikuga Aire KO ja metsikttupi hiirtes. Kuumakaardil on kujutatud geenid,
mille ekspressioon on hiire- vdi rotimudelis Aire puudulikkuse tdttu muutunud. Sektor-
diagrammidel on véljatoodud kdik geenid ja nende muutunud suhtarvud hiire- ja rotimudelis.
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2.3.5 Aire reguleerib rotimudelis TSA-de ekspressiooni sarnaselt hiiremudelile

Seni on Aire rolli TSA-de ekspressioonis uuritud pohiliselt hiiremudelites. Selleks, et vilja
selgitada, kuidas Aire reguleerib TSA-sid rotimudelis, analiiiisiti Aire KO ja Aire HET rottide
mTEC"e" populatsioonis 149 maksa, 91 pankrease ja 80 siiljenisirme TSA ekspressiooni ning Klk
ja Muc geeniklastrite ekspressiooni. Saadud tulemusi vorreldi eelnevalt publitseeritud analoogilise
andmestikuga Aire KO ja metsiktulpi hiirtes. Ootuspéraselt néhti, et Aire reguleerib rotis osa TSA-
de ekspressiooni ning TSA-de ekspressioonimustri uurimisel leiti, et Aire reguleerib rotis TSA-sid
samas suurusjdrgus mis hiireski: maksa TSA-sid reguleeritakse Aire poolt rotis 7% ja hiires 3%,
pankrease TSA-sid rotis 10% ja hiires 11% ning siiljenddrme TSA-sid rotis 6% ja hiires 4%.
Huvitaval kombel hiirte ja rottide TSA-de ekspressioonimuster omavahel suures osas ei kattu. K/k
ja Muc geeniklastri analiiiisis selgus, et rottides oli Klk klaster osaliselt Aire poolt positiivselt
reguleeritud ning Muc klaster ei olnud vastupidiselt hiirtele Aire poolt reguleeritud (joonis 9).
Antud andmete pdhjal jéreldub, et Aire reguleerib rotis TSA-de ekspressiooni, mille ekspressiooni-

osakaal on samas suurusjirgus, mis hiires, ning et Aire reguleerib geene ka rotis klastritena.

Klk klaster

Maks Pankreas Siiljendére Muc klaster S00i
, > , : p oojakaart
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Joonis 9. Aire mdju TSA-de ekspressioonimustrile hiire- ja rotimudelis (n = 3). Ulegenoomne
transkriptoomianaltitis Aire HET ja Aire KO rottide mTECM" populatsioonis teostati nagu
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kirjeldatud meetodites ning vorreldi seda eelnevalt publitseeritud analoogilise andmestikuga Aire
KO ja metsiktidpi hiirtes. Maksa, pankrease ja stljenddrme kuumakaardil on kujutatud geenid,
mille ekspressioon on hiire- vdi rotimudelis Aire puudulikkuse tdttu langenud ning Klk ja Muc
geeniklastri kuumakaardil on kujutatud kdik vastava klastri geenid. Sektordiagrammidel on

valjatoodud kdik vastava koe geenid ja nende muutunud suhtarvud hiir- ja rotimudelis.

2.3.6 Tiiiimuse epiteeli kemokiinide ekspressioonimuster ei ole muutunud

Aire KO hiireuuringutest on teada, et Aire mdjutab mitmete kemokiinide ekspressiooni,
millest osa on olulised tiimotsiiiitide arengus. Selleks, et vélja selgitada, kuidas on kemokiinide
ekspressioonimuster muutunud Aire puudulikkuse tottu rotis, analiiiisiti ilegenoomse analiiiisiga
mTECM" rakupopulatsioonis 34 kemokiini ekspressiooni ja saadud andmeid vorreldi eelnevalt
publitseeritud analoogilise andmestikuga Aire KO ja metsiktulpi hiirtes. Selgus, et kui Aire KO
hiires oli pea kolmandiku kemokiinide ekspressioon langenud, siis Aire KO rotis oli langenud vaid
ithe (3%) kemokiini ekspressioon. Nii Aire KO rotis kui ka Aire KO hiires oli kahe (6%), kuid
omavahel mittekattuva, kemokiini ekspressioon tdusnud. Huvitaval kombel ei olnud rotis
muutunud tiimotsiilitide arengus oluliste kemokiinide Ccl5, Ccll7, Ccl21, Ccll9, Ccl22 ja Xcll
ekspressioon, mis hiires on Aire poolt positiivselt reguleeritud. Erandlik oli Cc/l7, mille
ekspressioon oli rotis tdusnud 5 korda (joonis 8). Tervele tiilimusele tehti RT-qPCR analiiiis, kus
kontrolliti {ile eespool loetletud kemokiinide ekspressioon ning nende geenide ekspressioonis
erinevust ei tuvastatud, s.h Ccll7 ekspressioonis (andmeid kiesolevas t60s ei esitata). Antud
tulemustest jédreldati, et Aire puudulikkuse tottu on rotis kemokiinide ekspressioon vidga vihe
héiritud ning tiimotsiiiitide arengus oluliste Ccl5, Ccll7, Ccl21, Ccll9, Ccl22 ja Xcll ekspressioon

ei ole rotis vastupidiselt hiirele Aire poolt reguleeritud.

3%
C(E:(I:I]I] 5 6%
Ccl28
Cxcl6
Ccl5 272
Ccl2 56%
Cxcll2 %
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Joonis 8. Aire mdju 34 kemokiini ekspressioonile hiire- ja rotimudelis (n = 3). Ulegenoomne

I Suhteline ekspressioon > 2
I Suhteline ekspressioon < 2

transkriptoomianaliiiisi Aire HET ja Aire KO rottide mTECM" populatsioonis teostati nagu
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kirjeldatud meetodites ning vorreldi seda eelnevalt publitseeritud analoogilise andmestikuga Aire
KO ja Aire metsiktudpi hiirtes. Kuumakaardil on kujutatud kemokiinid, mille ekspressioon on
hiire- voi rotimudelis Aire puudulikkuse tottu muutunud. Sektordiagrammidel on véljatoodud kdik

kemokiinid ja nende muutunud suhtarvud hiir- ja rotimudelis.

2.3.7 Treg-ide diferentseerumine on hiiritud

Aire KO hiires on tiimotsiiiitide diferentseerumise uurimisel leitud, et tiiimuses toimub
CD4" tiimotsiiiitide enneaegne kiipsemine ja vabanemine vereringesse ning et Aire KO hiire
tiiimuses ja APECED-i patsientide veres on Treg-ide arvukus langenud, mis osutab nende rakkude
diferentseerumishdirele. Selleks, et vilja selgitada, kuidas on muutunud tlimotsiilitide
diferentseerumine rotimudelis, teostati voolutsiitomeetriaanaliilis, kus vaadati tiimotsiiiitide nelja
pohipopulatsiooni ning Tree-ide osakaalu tiimotsiilitide pdhipopulatsioonis. Selgus, et timotsiititide
pohipopulatsioonide jaotuses muutusi ei olnud, kiill aga leiti, et Aire KO rotis oli Treg-e 42% vihem
kui Aire HET rotis (joonis 10A ja 10B). Tree-ide vihenemist kinnitas ka RT-qPCR analiiiis, kus leiti,
et Aire KO tiitimuses oli langenud Tree-1 markeri Foxp3 ekspressioon pea 100% (joonis 10C).
Immuunfluorestsentsmikroskoopia analiiiisis vaadati Foxp3™ Tree-ide paiknemist, milles erinevusi
ei tdheldatud (joonis 10D). Selleks, et tipsemalt mdista, kuidas Aire puudulikkus mojutab Treg-ide
diferentseerumist, vaadati sorditud tiiimuse epiteelirakkudele tehtud iilegenoomses
transkriptoomianaliilisis ning kogu tiitimuse tehtud RT-qPCR analiilisis Treg-ide tekkes oluliste
molekulide 7L2, IL15, Tisp ekspressiooni. Leiti, et nende molekulide ekspressioon muutunud ei
olnud (andmeid kéesolevas t60s ei esitata). Antud tulemuste pdhjal jireldati, et rotimudelis
mojutab Aire sarnaselt hiiremudelile Treg-ide diferentseerumist ning tiimotsiiiitide neljas

pohipopulatsioonis diferentseerumishdireid ei tuvastatud.
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Joonis 10. Aire mdju tiimotsiilitide diferentseerumisele. (A) Voolutsiitomeetriaanaliilis, kus
vasakul pool on uuritavate tiimotsiiiitide nelja pdhipopulatsiooni kujutavad dot plot graafikud ning
paremal on uuritavate rakupopulatsioonide analiiiisimisel saadud keskmised koos standardveaga (n
= 3). (B) Voolutsiitomeetriaanaliilis, kus vasakul pool on uuritavate Trg populatsiooni kujutavad
dot plot graafikud ning paremal pool on uuritavate rakkude analiitisimisel saadud keskmised koos
standardveaga (n = 3). (C) RT-qPCR analiiiisi tulemus, kus tiilimuses méérati Foxp3 suhteline
ekspressioon koos standardveaga (n = 5—4). (D) Immuunfluorestsentsmikroskoopia analiiiis DAPI
ja Foxp3-ga maérgistud tiitimuseldikudele (n = 3). Punktiirjoonega tdhistatud sdsi-koore ligikaudne
piir. (A), (B) ja (C) Statistiline olulisus leti t-testi mitte-paarikaupa andmetele (* = p < 0,05).
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2.4 Arutelu

APECED on hea mudelhaigus tsentraalse tolerantsuse tekkemehhanismide ning selle
héirest tingitud autoimmuunfenotiiiibi uurimiseks. Seni on APECED-i uurimiseks kasutatud
pohiliselt Aire KO hiiri, kellel siiski ei teki patsientidele sarnane autoimmuunfenotiilip, mistottu
vottis meie labor kasutusele Aire KO rotimudeli. Me esmalt kinnitasime, et rotimudeli fenotiiiip
sarnaneb APECED-i patsientide fenotiiiibiga, seejdrel kirjeldasime uurimistdd ithe eesmaérgina
tsentraalse tolerantsuse héirest tekkivat autoimmuunfenotiilipi ning seepeale uurisime teise
eesmadrgina Aire rolli tsentraalse tolerantsuse kujunemises.

Autoimmuunfenotiiiibi kirjeldamiseks analiilisisime noorte rottide maksa ja siiljendaret
ning otsisime tliimusest B-raku agregaate. Maksas ja siiljenddrmes autoimmuunfenotiiiibi
uurimiseks teostasime esmalt histoloogilise analiiiisi, kus ndgime, et enamikel Aire KO rottidel olid
siiljenddrmed poletikurakkudega infiltreerunud, samas maksas pdletikutunnused puudusid.
Huvitaval kombel Ossart jt. leidsid, et vanadel rottidel olid vastupidiselt maksad infiltreerunud ja
nekroosis, kuid siiljenddrmetes tugev pdletik puudus, mis viitab, et APECED-i siimptomite
kujunemine on ajast sdltuv ning individuaalne (Ossart jt., 2018). Siljenddrme infiltraatide
iseloomustamiseks tegime RT-qPCR analiiiisi, kus leidsime, et nii nagu Aire KO hiire puhul,
infiltreeruvad rotis tsentraalse tolerantsuse hiirest tingitud pdletiku korral kudedesse
tsiitotoksilised CD8" T-rakud, kes on tdendoliselt pdhilised koekahjustuste ldbiviijad, ning CD4"
T-abistajarakud ja B-rakud, kes osalevad autoimmuunsuse ldbiviimisel, kuid kelle roll antud
uurimistoos ei selgu. Ainult tihel rotil kahest, kellel tekkisid infiltraadid, esines siiljendérmes B-
raku markerite ekspressioon, mis néditab, et pdletikuprotsessid vdivad olla ajas muutuvad ning
varieeruda indiviidide vahel. Siiski, ithe koe pealt tehtud ildistusi ei saa iile kanda teistele
poletikulistele kudedele, mistottu oleks tarvis iseloomustada rohkem poletikulisid kudesid.
Immuunfluorestsentsmikroskoopia analiilisis ndgime, et infiltreerunud siiljenddrme nidérmeline osa
ekspresseerib MHC II molekule ning RT-qPCR niitas MHC 11, CD86, Icam1, Vcam ning nende
ekspressiooni indutseerivate Ifny ja Tnfo. kdrget ekspressiooni ning nii nagu Sjogreni siindroomi
puhul, voib ka siin toimuda CD4" T-abistajarakkude aktiveerimine siiljenddrme poolt. Kuigi me
nigime, et siiljenddrmes oli mdddukas koguses CD4" T-abistajarakke, siis sellegipoolest ei ole
voimalik nende rakkude olemasolu seostada eelpool mainitud molekulide ekspressiooniga ning
samuti ei saa tervele siiljenddrmele tehtud RT-qPCR pohjal méédrata CD86, Icaml, Vcam

ekspressiooniallikat, mistottu oleks tarvis teha tdiendavaid uuringuid. Rotimudeli siiljenddrme
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autoimmuunfenotiiiip on viga sarnane Sjogreni siindroomi autoimmuunfenotiiiibiga, mistottu voib
oletada, et haiguse liheks tekkepdhjuseks voib olla hiire tsentraalses tolerantsuses.

Me otsisime tiitimusest B-raku agregaate, mille olemasolu korral oleks saanud Aire KO
rotimudelis uurida tiitimust kui autoantikehade allikat. Me siiski B-raku agregaate ei tuvastatud,
mis nditab, et miiasteenia ja APECED ei ole nii sarnase etioloogiaga, kui on seni arvatud. Siiski,
selleks et tiielikult veenduda, et tliimuses ei ole B-raku agregaate, oleks tarvis teha tdiendavad
katsed mikroskoopiaanaliiiisis, kus kasutatakse B-raku spetsiifilist markerit.

Uurimistdo teine eesmark oli vélja selgitada Aire roll tsentraalse tolerantsuse tekkes ning
selleks uurisime tiitimuse epiteelirakke ja tiimotsiititide diferentseerumist ja funktsioneerimist. Me
uurisime esimese sammuna mitmes erinevas katses tiiimuse epiteeli diferentseerumist, kus kodige
suurema tdhelapanu all oli 1dppdiferentseerumine, kuna on teada, et Aire KO hiires on see
blokeerunud. Me leidsime, et rotis ei ole tliimuse epiteelirakkude l6ppdiferentseerumine héiritud,
mida koige selgemalt ilmestas Hassalli kehade olemasolu, mis on Aire KO hiires vihenenud. Tdsi
kiill, iilegenoomse transkriptoomianaliilisis nidgime, et Aire KO rotis oli modne 1dpp-
diferentseerumisega seotud markeri ekspressioon siiski muutunud, s.h nigime involukriini
ekspressiooni tdusu, mille tdusu kinnitas ka RT-qPCR. Siiski, muutunud olid tiksikute geenide
ekspressioon, mis voOis olla tingitud juhuslikust kdikumisest ning eeldatavasti olulist mdju
1oppdiferentseerumisele ei oma. Antud tulemuste pdhjal saab seega timber liikata kiipsemisemudeli,
mille kohaselt Aire indutseerib mTEC-ides edasist diferentseerumist ja mille tagajérjel saavutab
rakk TSA-de ekspressioonivoime — Aire KO rotis diferentseeruvad mTEC-id Aire-st sdltumatult,
kuid sellegipoolest on langenud neis rakkudes TSA-de ekspressioon. Mis mehhanismiga mdjutab
Aire mTEC-1 diferentseerumist hiiremudelis, meie uurimistoés ei selgu ning selle
viljaselgitamiseks oleks tarvis tdiendavaid uuringuid. Kuna hiire- ja rotimudelis, kes on véga
lahedased liigid, on mTEC-ide diferentseerumist kirjeldavad tulemused tdiesti erinevad, on
keeruline oletada, kuidas Aire mdjutab mTEC-ide diferentseerumist teistes liikides, s.h inimestes.

Me kontrollisime Ossarti jt. poolt piistitatud hiipoteesi, mille kohaselt voib Aire KO rottides
tiilimuse taandareng olla kiirenenud (Ossart jt., 2019). Selleks mdotsime eri ajapunktides Aire HET
ja Aire KO rottidelt tiitimuse massid ning leidsime tiiimuse massi kahanemise kiirused, mis siiski
omavabhel oluliselt ei erinenud. Kuna me ei nidinud Aire KO rottides muutusi tiiimuse morfoloogias
ega ka hiireid tiilimuse taandarengus tdendoliselt suurt rolli méngiva tliimuse epiteeli
diferentseerumises, siis voib jdreldada, et tiilimuse taandareng ei ole Aire KO rottides oluliselt

kiirenenud ega muud moodi héiritud. Siiski, tiiimuse massi kahanemise kiiruse arvutamiseks oli

36



kasutatud liiga vihe andmepunkte, mistottu saadi viga suured ja iilekattuvad usaldusintervallid
ning seetdttu oleks vaja leida massi kahanemise kiirused rohkemate andmepunktidega.

Jargmise sammuna uurisime kuidas Aire mdjutab tiitimuse epiteeli funktsioneerimist, mille
kdigus vaatasime kemokiinide ja TSA-de ekspressiooni. Selleks tegime tiitimusest sorditud
epiteelirakkudest iilegenoomse transkriptoomianaliiiisi ja RT-qPCR analiiiisi ning vordlesime
saadud tulemusi eelnevalt publitseeritud analoogilise andmestikuga Aire KO ja Aire metsiktiiiipi
hiirtest. Kemokiinide ekspressiooni analiiiisimisel leidsime, et Aire KO rotis oli vorreldes Aire KO
hiirega kemokiinide ekspressioon védga vdhe muutunud, s.h ei olnud muutunud tiimotsiiiitide
arengus oluliste kemokiinide Ccl5, Ccll7, Ccll19, Ccl21, Ccl22 ja Xcll ekspressioon. Uks vdimalik
selgitus, miks Aire KO hiires on nii ulatuslikult kemokiinide ekspressioon héiritud, voib tuleneda
héirest tlitimuse epiteeli diferentseerumises, mis omakorda héirib nende molekulide ekspressiooni.
Samas, ei saa vilistada, et hiires osaleb kemokiinide ekspressiooni regulatsioonis molekul(id), mis
on mingil pdhjusel Aire poolt reguleeritud. TSA-de ekspressiooni uurimisel ndgime, et Aire
reguleerib rotis ootuspdraselt TSA-sid ning see toimub samadel printsiipidel nagu hiireski,
reguleerides samas suurusjirgus TSA-sid nagu hiires ning et Aire reguleerib rotis geene klastritena.
Huvitaval kombel hiire- ja rotimudeli Aire-st soltuvate TSA-de ekspresssioonimuster suuresti ei
kattunud, mis vOib tuleneda evolutsioonilisest pdhimdttest, mille puhul tagatakse liikide vahel
erinev TSA-de ekspressioonimuster, mistottu tekib suur T-raku retseptorite variatsioon, mis
omakorda annab parema kaitse patogeenide eest.

Uurimistdd viimase sammuna uurisime tlimotsiilitide diferentseerumist, kus me tegime
voolutsiitomeetriaanaliiiisi, milles analiilisisime tiimotsiiiitide nelja pohipopulatsiooni ning Treg-ide
arvukust. Me tiimotsiiiitide nelja pdhipopulatsiooni jaotuses erinevust ei ndinud, mis siiski ei vilista
voimalikke muutusi tiimotsiiiitide alampopulatsioonides ning seetdttu oleks tarvis teha tdiendavaid
uuringuid. Oluline oleks uurida CD4" SP tiimotsiilitide populatsioonisisest diferentseerumist, mis
on Aire KO hiires héiritud puuduliku kemokiinide ekspressiooni tottu, kuid mille ekspressioon rotis
siiski muutunud ei ole. Me leidsime, et nii nagu hiireski, tekib ka roti tiiimuses vihem Treg-€, mis
nditab, et nende rakkude teke on héiritud. Seni pole selge, kuidas mojutab Aire Treg-ide teket ning
meie uurimistod andmete pohjal saab jireldada, et seda ei pdhjusta héired kemokiinide, /L2, IL15

ja Tslp molekulide ekspressioonis, ega mTEC-ide diferentseerumises.
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Meie tulemused néitavad, et tsentraalse tolerantsuse héirest tekkiva APECED-1 fenotiiiibi
kujunemine, olgu selleks autoantikehad ja koekahjustused, ei ole tdendoliselt tingitud hiirest
tiilimuse kemokiinide ekspressioonis voi tiilimuse epiteeli diferentseerumises, vaid on tingitud
puudulikust TSA-de ekspressioonist ja/voi héirest Treg-ides diferentseerumises, samas, ei saa
vilistada monda muud seni kirjeldamata mehhanismi. Uue rotimudeli uurimine vdimaldab
paremini moista tsentraalse tolerantsuse teket ning selle hdirest tingitud stimptomeid, mis

avalduvad viga paljudel erinevatel haigustel.
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Kokkuvote

Aire puudulikud organismid on head mudelid tsentraalse tolerantsuse tekkemehhanismide
ning selle héirest tingitud autoimmuunfenotiiiibi uurimiseks. Kdige enam on selleks kasutatud hiiri,
kellel siiski ei teki dige APECED-i fenotiiiip, mistdttu vottis meie labor kasutusele rotimudeli.

Uurimistod tiks eesmirk oli  kirjeldada rotimudelis Aire puudulikkuseset tingitud
autoimmuunfenotiiiipi. Esmalt kinnitati, et Aire KO rotid olid tdepoolest Aire puudulikud ning nende
fenotiilip sarnanes APECED-i patsientide fenotiiiibile. Seejérel analiilisiti poletikulisi siiljenddarmeid
ning otsiti tiiimusest B-raku agregaate ja jouti jargnevatele jareldustele:

e Poletikulise siiljenddrme autoimmuunfenotiiiip sarnaneb Aire KO hiire omale sisaldades CD4"
T-abistajarakke, tsiitotoksilisi CD8" T-rakke, kes on tdenioliselt pohilised koekahjustuse
ldbiviijad, ja teatud juhtudel ka B-rakke ning siiljenddrme ndarmeline osa vdib seotud olla CD4"
T-abistajarakude aktiveerimisega.

e Tiiimuse morfoloogia uurimisel B-rakkude agregaate ei ndhtud, mistdttu miiasteenia etioloogia
ei pruugi olla samade tekkemehhanismidega nagu APECED.

Uurimistdd teine eesmérk oli uurida rotimudelis Aire rolli tsentraalse tolerantsuse tekkes ning
selleks analiiiisiti tiitimuse epiteelirakkude ja tiimotstiiitide diferentseerumist ning funktsioneerimist,
kus jouti jargnevatele jareldustele:

e Tiiimuse morfoloogia ja mTEC-ide diferentseerumine ei ole vastupidiselt hiirele hdiritud, mis
viitab, et Aire puudulikus organismis ei ole tsentraalse tolerantsuse héire tekkes kesksel kohal
epiteeli diferentseerumishéire.

e Aire reguleerib rotimudelis TSA-de ekspressiooni samas suurusjargus hiiremudeliga, ehkki
TSA-de ekspressioonimuster kahe liigi vahel suuresti ei kattu, ning sarnaselt hiirele
reguleerib Aire ka rotimudelis TSA-sid klastritena.

e Kemokiinide ekspressioon ei ole rotis vastupidiselt hiirele héiritud ning hiires voib kemokiinide
ekspressioonihdire tuleneda hiirest mTEC-ide diferentseerumises.

e Tie-ide tekkimine on Aire KO rotis samamoodi nagu Aire KO hiireski hiiritud, mida ei
poOhjusta hdire kemokiinide ekspressioonis voi tlilimuse epiteeli diferentseerumises.

Antud uurimistod pohileid on see, et Aire puudumisest tingitud tsentraalse tolerantsuse
héire ja sellega kaasuva autoimmuunfenotiiiibi tekitab tdendoliselt puudulik TSA-de ekspressioon
ja/vdi héire Treg-ide diferentseerumises, ehkki vélistada ei saa ka mone senikirjeldamata

mehhanismi olulisust.
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Central tolerance mechanisms in an APECED rat model

Artur Stoljar

Summary

Thymus is an essential organ involved in immature T-cell or thymocyte development and
plays an important role in establishing central tolerance. During the course of central tolerance
induction, thymocytes are presented with self-antigens by thymic stromal cells and thymocytes
with reactivity to self-antigens are eliminated via apoptosis or directed to become
immunosuppressive regulatory T-cells (Tr,) (Kond€lkov et al., 2010; Rothenberg et al., 2016).
Transcription regulator Aire (autoimmune regulator), which is expressed in medullary thymic
epithelial cells (mTECsS), is a key molecule in establishing central tolerance by positively regulating
tissue specific antigen (TSA) expression, mediating thymic epithelia differentiation, regulating
chemokine expression and Treg development (Laan and Peterson, 2013). Aire deficiency causes rare
multiorgan  autoimmune disease APECED (polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal
dystrophy), however it is not known which of the abovementioned mechanisms are responsible for
breakdown the of central tolerance (Aaltonen et al., 1997).

APECED 1is a good model disease for studying induction of central tolerance and
autoimmune mechanisms caused by its breakdown. So far a mouse model of APECED has been
used to study the mechanisms by which the lack of Aire results in central tolerance defect, however
the phenotype of Aire KO mice do not resemble one of APECED patients. For that reason, Ossart
et al. have created an Aire KO rat model, whose autoimmune phenotype is similar to APECED
patients and allows to confirm the mechanisms proposed in mouse models (Ossart et al., 2018).

The goal of the current thesis was to describe the Aire KO rat model in respect to its
autoimmune phenotype and in respect to the mechanisms by which Aire deficiency results in
autoimmunity. To describe the autoimmune phenotype, we first confirmed that Aire rats were Aire
deficient and had a similar immune phenotype with APECED patients. Then we characterised
inflammation in the liver and salivary gland and looked for B-cell aggregates in the thymi. We
found no sign of inflammation in the liver, however the salivary gland was infiltrated and we made

following conclusions:
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e Autoimmune phenotype in the nonlymphoid tissue imitate Aire KO mouse model by
involving CD4" T-cell and cytotoxic CD8" T-cells, which probably mediate tissue damage,
and may include B-cells. We found that the salivary gland expresses molecules linked to T-
cell activation ability.

e We found no B-cell aggregates in the thymus indicating that pathogenetic relation between
myasthenia gravis and APECED is not so evident as previously thought.

To understand the role of Aire in establishing central tolerance, we studied mTEC and
thymocyte differentiation and function. We made the following conclusions:

e We found no disturbance in thymic morphology nor thymic epithelial differentiation, which
is opposite to Aire KO mouse. Our findings argue against the maturation model, where Aire
is required for mTEC differentiation in order to acquire TSA expression capability.

e Aire regulates TSAs in the rat model similarly to the mouse model, however, the specific
TSAs do not overlap between the two species.

e We saw no disturbance in chemokine expression which is opposite to the mouse model.
Disruption in chemokine expression might be caused due to the disturbed mTEC
differentiation, not direct chemokine expression.

e T differentiation is in Aire KO rat impaired, similarly to the mouse model and thus, seems
not to be linked with impaired TEC differentiation or chemokine expression. The major
thymocytes populations, however, were not changed.

Our main conclusion was that APECED symptoms are likely to be caused by impaired TSA
expression, Treg differentiation and/or by an unknow mechanism, but not by mTEC differentiation

or thymic chemokine expression.
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Lisa

Lisa 1. Uurimistoos kasutatud praimerid

Praimer (F — forward/ R — reverse)

Jarjestus §5' > 3'

Aire F TTGCCAAGGTAGGGGACGAC
Aire R ACTGCAGGATGCCGTCAAA
B2m F TGACCGTGATCTTTCTGGTG
B2m R ATCTGAGGTGGGTGGAACTG
Blnk F TATCCCTGTGCGGTTCATCG
Blnk R CACAACGCTTCCAAAGTACTCT
Ccl5F GTGCCCACGTGAAGGAGTAT
Ccl5R TCTGGGTTGGCACACACTTG
Ccll7F GGTTCAGGACCTCAGTGGAG
Ccll7R CACATGCTTGTCTTTGGGGTC
Ccll9F GCTCTGTGCACCTCTAGACC
Ccll9R TTTCCTGGGCCAGAGTGAGT
Ccl21 F GTCAGAAGCAGCAAGCAACTTT
Ccl21 R GTCTGTTCAGTCCCCTTGCAG
Ccl22 F CTGCCAGGACTACATCCGTC
Ccl22 R CTCCCTAGGCCAACTTGTGG
CD3gF CGCCAGTCAAGAGCTTCAGA
CD3gR CCTTGGAGACGGCTGTACTG
CD4 F TTTCTGGTTTTCACGGGGCT
CD4 R GCTTTTCTGCATCCGGTGGG
CD8 F AGACATGTGTAACCTGCACCAT
CD8 R ACCGACTTTTTCCGGTCCTG
CD86 F AGTGGCTTCTACTTCTGCGC
CD86 R GCCACATGTCAAGCCTTTCTG
CKIOF AACGCCGAGTACCAACAACT
CKI10R TTAGTATTGCTCCCCTTCCAGC
Cxcl9 F TGCCTAGACCCAGATTCAGCA
Cxcl9 R CGGATGGTGGGGTGTTTTAGC
Fcer2a F CCGTGGGTTATAGCAACTGG
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Fcer2a R

CAGAAGGCGTCATTCCACTG

Foxp3 F GGTCTCCAGTACCCCCAAATTC
Foxp3 R GCTGAAGACGTGTGCATCCTAT
G2mb F TTGCTGCAGTTAGTTCGGGG
G2mb R CTGTTGGGGGCATTTTCACA
Gapdh F ATCCCGCTAACATCAAATGG
Gapdh R GTGGTTCACACCCATCACAA
Gzma F TCACCTCCCTCTGATACTCTGA
Gzma R GCCTCCAGAATCTCCGTAGC
Icaml F GCCTGGGGTTGGAGACTAAC
Icaml R CTGTCTTCCCCAATGTCGCT
Iftng F ACTGCCAAGGCACACTCATIT
Ifhg R TGTTACCGTCCTTTTGCCAGT
IL2 F TCCCCATGATGCTCACGTTT
IL2R TTTCCAGCGTCTTCCAAGTGA
IL6 F CTCTCCGCAAGAGACTTCCAG
IL6 R TGTGGGTGGTATCCTCTGTGA
Inv F CATTCGGAGAAGCAGCCACAG
Inv R TCCTTCTGGTGCTGTCCCATA
MHC II (RT1-Bb) F TCCGTCACAAGCGTCAGAAA
MHC II (RT1-Bb) R TTGATGCGGAAAGATGGGGG
Ms4al F GGCCCAAATCTAATGTGGTTCT
Ms4al R TCTTCTTCCTCCTGCACTGG
Mx1F TCAGATTGCGAGTGAGGAGC
Mx1 R TTCGCAGTTTGGTGAACAGC
Nos2 F CAGGCTTGGGTCTTGTTAGC
Nos2 R TTGTTGGGCTGGGAATAGCA
Oas2 F GGTTAAGGGTGGCTCCTATGG
Oas2 R TGGCTTTTCAGCCGTTGTTC
S100a8 F AGGGATGACTTCAGGAAAATGGT
S100a8 R CGCCCACCCTTATCACCAACA
S100a9 F GGACATCCTGACACCCTGAACA
S100a9 R TGGTTTGTGTCCAGGTCCTCC

Spink5 F

AGAATGACCCAGTCAGGGGT
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Spink5 R

TGCTTGGTCCTGGAACTCAC

Statl F

CGGGAAGTACTACTCCAGGCC

Stat] R

GATGGGGCTGGCTTGAGGTTC

Tnfa F TGCTGGATATACAAGTGGGAGG
Tnfa R AAGGCTGAGGGTAGGGAGG

Tslp F CTCAGCGAGGACACCAAGGG
Tslp R CCAGTGTATGAGAGGGACGGA
Vcam F TATCCTGCAAGTGGTACGGC
Vcam R CTGCTGTCACAGTCCTCGAT

Xcll F GGAAATGCCACCCTCACCTT

Xcll R CACCTGAGATCCAGGGGAGA
Zap70 F GGAGCCATGAGAGCTGTAATTTTT
Zap70 R TCAGGGTTACTGCTGTGCTG
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Lisa 2. Maksa histoloogiline analiiiis

HET

Joonis 11. Hematoksiiliin-eosiiniga tdddeldud roti maksaldigud (n = 3, vanus 44,5 kuud).

50



Lisa 3. Tiiiimuse morfoloogia analiiiis
A DAPI CK10 DAPI + CK10

HET

KO

B DAPI CK14 DAPI + CK14
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C DAPI MHC 11 DAPI +MHC II

D DAPI UEA1 DAPI + UEAI

Joonis 12. Immuunfluorestsentsmikroskoopia analiiiis DAPI, (A) CK10 (n = 3), (B) CK14 (n=6),
(C) MHC II (n = 6) ja (D) UEA1-ga (n = 6) mirgistatud roti tiilimuseldikudele. Punktiirjoonega

on tdhistatud sdsi-koore piir ligikaudne.
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Lisa 4. Sorditud mTEC-ide iilegenoomne transkriptoomianaliiiis

mTEC high mTEC low
950 9,50, - - -
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_ _—
(=) . o
— 570 —  5T0
& e e 0
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Suhteline ekspressioon (= 2 voi < -2) Suhteline ekspressioon (= 2 voi < -2)

Joonis 13. Aire HET ja KO roti tiiiimusest sorditud mTEC™" ja mTEC*" rakkude iilegenoomne

transkriptoomianaliiiis (n = 3, p < 0,05, suhteline ekspressioon > 2 voi < -2).
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