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

MEDITSIINITEADUSTE VALDKOND
BIO- JA SHIRDEMEDITSIINI INSTITUUT
MOLEKULAARPATOLOOGIA UURIMISGRUPP

Epigeneetilised muutused monotsiiiitides seoses siisteemse eriitematoosse luupusega
Magistritoo
30 EAP
Katrina Ahun

Juhendajad ~ MSc Liis Haljasmigi
PhD Kai Kisand

TARTU 2022



Epigeneetilised muutused monotsiiiitides seoses siisteemse eriitematoosse luupusega
Epigeneetiliste protsesside uurimine autoimmuunhaigustes on muutumas iiha olulisemaks.
Stisteemne erlitematoosne luupus on autoimmuunhaigus, mille puhul on teada, et
immuunrakkudes toimuvad epigeneetilised muutused. Siisteemse eriitematoosse luupusega
patsientide puhul on tdheldatud interferoon alfa taseme tdusu, kusjuures on teada, et interferoon
alfa mojub vererakkudest kdige tugevamini just monotsiiiitidele. Seetdttu on epigeneetiliste
muutuste uurimine monotstiiitides selle haiguse puhul viga huvipakkuv. Tulenevalt haiguse
heterogeensusest on haiguse uute markerite leidmine kriitilise tdhtsusega, et patsientide raviga
saaks alustada voimalikult varakult. Kéesoleva magistritoo eesmirgiks on selgitada, kas
patsientide ning kontrollgrupi monotsiiiitide vahel esineb epigeneetilisi muutusi. Samuti uurida,
kas tervete isikute monotsiiiitides toimub interferoon alfaga mojutades sarnaseid muutusi.
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Epigenetic changes in monocytes due to systemic lupus erythematosus

Studying epigenetic changes in autoimmunity is becoming more and more relevant. Systemic
lupus erythematosus is an autoimmune disease in which epigenetic changes are known to occur.
Elevated levels of interferon alpha have been noted in systemic erythematosus lupus patients,
moreover it is known that interferon alpha has the strongest effect on monocytes compared to
other blood cells. Therefore, studying epigenetic changes in the monocytes of lupus patients is
intriguing. Due to the heterogeneity of the disease, finding new markers for diagnosis is of
critical importance, so that patients could start receiving treatment as soon as possible. The goal
of this thesis is to study whether epigenetic changes occur between patients and controls. In
addition, to find out whether healthy monocytes stimulated with interferon alpha show
similarities to the monocytes of SLE patients.
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SISSEJUHATUS

Epigeneetika kirjeldab nii mitootiliselt kui meiootiliselt paritud geeniekspressiooni muutusi
ilma DNA nukleotiidset jdrjestust muutmata. Mida rohkem arenevad edasi metoodika- ning
analiiisivdimalused, seda suuremat potentsiaali omab endas epigeneetiliste muutuste uurimine.
Ka autoimmuunhaiguste patogenees ei ole epigeneetilistest mehhanismidest puutumata ning
seetdttu on epigeneetika nende kontekstis vdga oluline. Autoimmuunhaiguse silisteemse
eriitematoosse luupuse ehk SEL-i (systemic lupus erythematosus, SLE) puhul on teada, et
immuunrakkudes leiavad aset epigeneetilised muutused, mis mdjutavad haiguse kulgu.
Immuunrakkude puhul on teada nende vdime sekreteerida tsiitokiine, mis aktiveerivad
erinevaid signaaliradu ning kaitsemehhanisme. Kiill aga v3ib tileliigne tsiitokiinide tase mdjuda
kahjustavalt. SEL patsientide puhul on téheldatud interferoon (interferon, IFN) alfa taseme
tousu, kusjuures on teada, et vererakkudest mojutab IFN-a kdige tugevamini just monotsiilite.
Seetdttu on epigeneetiliste muutuste uurimine just monotsiiiitides ddrmiselt huvipakkuv.
Epigeneetilisi muutusi on mitut liiki, sealhulgas histoonide modifikatsioonid, mille puhul
toimub posttranslatsiooniliselt aminoterminaalses otsas olevate ,,sabade* modifitseerimine.
Histoonide modifikatsioonid mérgistavad nii eu- kui heterokromatiini ning on iiks faktoritest,
mis méddravad DNA ligipddsetavuse. Seetdttu on nende uurimine SEL-i kontekstis oluline nii
haiguse paremaks mdistmiseks ja raviks kui ka diagnoosimiseks. Tulenevalt SEL-i
heterogeensusest on haiguse uute markerite leidmine kriitilise tdhtsusega, et patsientide raviga

saaks alustada voimalikult varakult.

Kidesoleva magistritdd eesmirgiks on selgitada, kas patsientide ning kontrollgrupi
monotsiiiitide vahel esineb epigeneetilisi muutusi. Samuti uurida, kas tervete monotsiititide

stimuleerimisel IFN-a-ga voib ndha sarnaseid muutusi.

T66 eksperimentaalne osa teostati Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas bio- ja

siirdemeditsiini instituudis molekulaarpatoloogia uurimisrithmas.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Kaasasiindinud immuunsus

Inimese immuunsiisteem jagatakse laias laastus kaheks osaks, kaasasiindinud ja omandatud
immuunsuseks, mis erinevad omavahel paljudes aspektides. Kaasasiindinud ehk loomulik ehk
mittespetsiifiline immuunsus tagab esmase kaitse infektsioonitekitajate vastu. Omandatud ehk
adaptiivne ehk spetsiifiline immuunsus kujuneb vilja aeglasemalt ja annab tugevama ning

spetsiifilisema kaitsereaktsiooni haigustekitajatele.

Kaasaslindinud immuunsust iseloomustab kiire reageerimisvdime, mille puhul toimub
immuunrakkude aktiveerimine juba loetud tundide jooksul. Kaasaslindinud immuunsiisteemi
nimetatakse ka mittespetsiifiliseks immuunsiisteemiks seetdttu, et tema spetsiifilisus
mikroobide vastu on madal (Iwasaki ja Medzhitov, 2004). Mittespetsiifilise immuunsiisteemi
osad tunnevad é&ra erinevaid molekulaarseid struktuure, mida nimetatakse patogeenidele
omasteks molekulaarseteks struktuurideks (pathogen-associated molecular patterns, PAMP).
PAMP-e jagavad erinevad mikroobide klassid, kuid peremeesrakkudel need enamasti
puuduvad. Kaasastindinud immuunsiisteemi muudab eriliselt efektiivseks asjaolu, et ta tunneb
dra mikroobide eluks vajalikke struktuure. Omandatud immuunsiisteemist eristavad
kaasasiindinud immuunsiisteemi veel retseptorid. Kui adaptiivse immuunsuse puhul toimub
retseptoreid kodeerivates geenides somaatiline rekombinatsioon, siis mittespetsiifilise
immuunsiisteemi retseptorid on iduliinis kodeeritud. Seetdttu on kaasasiindinud immuunsuse
mitmekesisus palju madalam kui omandatud immuunsuse puhul (Medzhitov ja Janeway, 1997).
Viga pikka aega oli iildine konsensus, et kaasaslindinud immuunsus immunoloogilist médlu ei
oma. Nagu {tleb nimi, siis adaptiivne immuunsiisteem maéletab ja kohaneb
infektsioonitekitajaga kokkupuutel, mille tulemusel jirgmine vastus haigustekitajale on
tugevam ning kiirem kui esmane vastus (Bonilla ja Oettgen, 2010). Arvati, et kaasasiindinud
immuunsus seda vdimet ei oma, mis tihendab, et korduv infektsioonitekitajaga nakatumine ei
muuda loomuliku immuunsuse vastust. Samas on viimastel aastatel esile kerkinud mdiste
Htreenitud immuunsus®, mis postuleerib, et ka kaasasiindinud immuunsusel on vdime oma
vastust teistkordsel kokkupuutel muuta (Netea et al., 2011). Erinevalt adaptiivsest
immuunsiisteemist toimib see aga lébi epigeneetilise ja metaboolse reprogrammeerimise, mitte

geenirekombinatsiooni tdttu (Saeed et al., 2014).



1.2 Loomuliku immuunsusteemi rakud

Loomuliku immuusiisteemi koosseisu kuuluvad mitmed rakud. Nendeks on fagotsiitidid ehk
ogirakud, mille alla kuuluvad monotsiiiidid, makrofaagid, neutrofiilid ja dendriitrakud, samuti
nuumrakud, eosinofiilid, naturaalsed tapjarakud ehk NK-rakud (natural killer cell, NK cell) ja
basofiilid (Sun et al., 2014). Fagotsiiiitide eripéra seisneb selles, et infektsioonikoldesse joudes
nad tunnevad dra ning fagotsiiteerivad mikroobid, hivitades need rakusisese lagundamise teel
(Levin et al., 2016). Neutrofiilid on kdige arvukamad leukotsiilidid ning esimesed rakud, mis
infektsioonikoldesse liiguvad. Neutrofiilid dgivad mikroobe nii infektsioonikoldes kui ka
vereringes, infektsioonikoldes aga nad mdne tunni jooksul surevad. Neutrofiilide
diisregulatsioon on seotud dgedatest infektsioonidest ja sepsisest paranemise aeglustumisega
(Hampson et al., 2017). Monotsiilidid jadvad oma arvukuselt kiill neutrofiilidele alla, kuid need
rakud on palju mitmekiilgsemad. Monotiiiitidest tuleb pikemalt juttu jargmises peatiikis.
Dendriitrakud (dendritic cell, DC) on antigeeni esitavad rakud T-liimfotsiilitidele, mis
indutseerivad adaptiivse immuunsuse mehhanisme haigustekitajatele (Guilliams et al., 2016).
Nuumrakud on luuiidist parinevad rakud, mis on enim tuntud nende seose tottu allergia ja
anaflilaktilise Sokiga (Galli ja Tsai, 2012). Kiill aga on nuumrakkudel ka véga oluline organismi
kaitsev roll. Nuumrakud osalevad niiteks haavade parandamisel, angiogeneesis ning samuti
parasiitinfektsioonidega voitlemisel (Mukai et al., 2016). Eosinofiilid on samuti luuiidi paritolu
rakud ning nagu nuumrakud, méngivad ka nemad suurt rolli nii allergilistes reaktsioonides kui
ka parasiitinfektsioonidega vditlemisel (Shamri et al., 2011). Basofiilid moodustavad
limfotsiititidest kdige védiksema osa ning on olulised vere hiilibimise regulatsioonis ning
poOletikulises vastuses (Spiering, 2015). NK-rakud on granulaarsed liimfotsiiiidid, mis
moodustavad tervel inimesel 5-20% perifeersetest mononukleaarsetest rakkudest (Bonanni et
al., 2019). NK-rakud tunnevad &ra viirustega nakatunud rakke, kuid ka néiteks kasvajarakke.
Nad vabastavad oma graanulitest tsiitotoksilisi valke, mis hivitavad nakatunud rakud (Topham

ja Hewitt, 2009).

1.2.1 Monotsuidid

Monotsiitidid on luuiidi-péritolu rakud ning pérast luuiidist lahkumist tsirkuleerivad veres
keskmiselt 1-3 pdeva. Klassikalised monotsiiiidid (CD14"* CD16) moodustavad kogu
populatsioonist umbes 85%, tilejadnud 15% koosneb vahepealsetest (CD14 CD16%) ja mitte-

klassikalistest (CD14* CD16™") rakkudest (Wong et al., 2011). Verest lahkumise jarel liiguvad
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monotsiiiidid kudedesse, kus nad diferentseeruvad makrofaagideks ja dendriitrakkudeks (Huen

ja Cantley, 2017). Monotsiiiitide areng on vilja toodud joonisel 1.
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Joonis 1. Monotsiiiitide areng ja jagunemine. Skeem niditab monopoeesi miieloidseid
tasemeid ja makrofaagide heterogeensust rakkudes. CMP, iihine miieloidne prekursorrakk; DC,
dendriitrakk; GMP, graniilotsiiiit-makrofaag prekursor; HSC, hematopoeetiline tiivirakk; MDP,
monotsiilit-makrofaag/dendriitraku prekursor; MPP, multipotentne prekursor; M¢, makrofaag
(modifitseeritud Ozanska et al., 2020).

Kuigi monotsiitidid on eelkdige tuntud dgirakkudena, siis on nad ka olulised antigeeni esitlevad
rakud ning lisaks toodavad mitmeid erinevaid tsiitokiine (Gordon, 2002). Monotsiiiitidel on
Tolli-laadsed retseptorid (7oll-like receptors, TLR), mis on vdimelised dra tundma patogeenide
pinnastruktuure ning aktiveerima immuunvastuse (Medzhitov, 2007). Tolli-laadseid
retseptoreid leidub nii monotsiiiitide pinnal kui ka néiteks endosoomides. On olemas mitmeid
erinevaid TLR-e, mis reageerivad erinevatele patogeenide rilhmadele ehk tunnevad dra
erinevaid PAMP-e. Samuti tunnevad TLR-id 4ra ka kahjustusega seotud molekulaarseid
mustreid (damage-associated molecular patterns, DAMPs) ehk TLR-id reageerivad nii
patogeensetele ligandidele kui ka koekahjustustele (Kawasaki ja Kawai, 2014). Monotsiitidid
ekspresseerivad enim TLR1, TLR2 ja TLR4. TLR1 on spetsiifiline gram-positiivsetele
bakteritele. TLR2 tunneb &dra mitmeid bakteriaalseid lipogliikaane, samuti on TLR2 oluline
poletikumediaatorite tootmise aktiveerija (Jiménez-Dalmaroni et al., 2015). TLR4 on vdimeline
dra tundma bakteriaalset lipopoliisahhariidi (lipopolysaccharide, LPS), mida leidub gram-
10



negatiivsetel bakteritel (Nagai et al., 2002). Parast PAMP-ide TLR retseptorile seondumist,
kdivitub signaaliraja kaskaad, mis viib antigeene esitavate rakkude kiipsemisele ja

poletikumediaatorite produktsioonile.

Monotsiitidid toodavad pohiliselt pro-inflammatoorseid tsiitokiine nagu interleukiin-1a
(interleukin 1 alpha, 1L-1a), interleukiin-1p (interleukin 1 beta, 1L-1B), interleukiin-6
(interleukin 6, IL-6) ning ka tuumori nekroosi faktor alfa (tumor necrosis factor alpha, TNF-
o). Samuti aktiveerivad nad I tiilipi interferoonide rada (Zanoni et al., 2011). Lisaks toodavad
monotsiitidid ka pdletikuvastase toimega IL-1 retseptori antagonisti. Vorreldes neutrofiilide,
nuumrakkude voi eosinofiilidega, ei ole monotsiitidid nii tuntud oma seoste tdttu haiguste voi
allergiliste reaktsioonidega. Sellegipoolest on tdheldatud monotsiiiitide rolli mitmete
autoimmuunsete ja pdletikuliste haiguste korral. On nédidatud, et monotsiiiitidel on seos selliste
autoimmuunhaigustega nagu silisteemne eriitematoosne luupus ja reumatoidartriit (rheumatoid

arthritis, RA), kuid tdpsed mehhanismid on siiani ebaselged (Han et al., 2020; Liu et al., 2018).

1.3 Epigeneetilised geeniekspressiooni muutused

Kui geneetika holmab endas geenide funktsiooni ning nukleotiidsete jérjestuste uurimist, siis
epigeneetika kirjeldab nii mitootiliselt kui meiootiliselt paritud geeniekspressiooni muutusi ja
modifikatsioone, sédilitades DNA nukleotiidse jarjestuse (Wu ja Morris, 2001). Epigeneetiliste
protsesside alla kuuluvad niiteks kovalentsed modifikatsioonid nagu DNA metiilatsioon,
histoonide = modifikatsioonid, erinevad  mittekodeerivad  RNA-d,  nukleosoomi
positsioneerimine ning DNA-ga seonduvad transkriptsioonifaktorid (Deng et al., 2001;

Goodrich ja Kugel, 2006; Strahl ja Allis, 2000; Struhl ja Segal, 2013)

1.3.1 Histoonide modifikatsioonid

Inimese genoom on peaaegu kaks meetrit pikk, kuid peab dra mahtuma 10 um suurusesse
tuuma. Selleks, et seda vdoimaldada, pakitakse DNA kokku (Richmond ja Davey, 2003). Selles
méngivad olulist rolli histoonid, mis on 102-135 aminohappest, pohiliselt arginiinist ja liisiinist,
koosnevad valgud. On teada viit tiilipi histoone: H2A, H2B, H3, H4 ning H1. Nendest esimesed
neli on nukleosoomsed histoonid ning moodustavad kahes korduses histooni oktameeri (Luger
et al., 1997). Uhe histooni oktameeri iimber pakitakse 147 bp DNA-d ning tekkivat kompleksi

nimetatakse nukleosoomiks (Richmond ja Davey, 2003). H1 on aga linkerhistoon, mis liitub
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nukleosoomiga, moodustades kromatosoomi. Kromatosoome iihendab omavahel /inker DNA,
moodustades kromatiini nn ,pérlikee* struktuuri. Tihedalt kokku pakitud kromatiini
nimetatakse heterokromatiiniks ning vabamalt pakitud eukromatiiniks. Uldiselt on aktiivsed
geenid vihem kokku pakitud ning inaktiivsed geenid véga tihedalt kokku pakitud (Bednar et

al., 2017). Seetdttu on histoonid geeni ekspressiooni regulatsioonis védga olulisel kohal.

Histoonide N- ehk aminoterminaalses osas on ,,sabad®, mis on mobiilsed ning mida saab
posttranslatsiooniliselt modifitseerida (Kouzarides, 2007). Histoonide modifikatsioone on
erinevaid, millest tuntuimad on fosforiilatsioon, metiilatsioon, atsetiilatsioon ja
ubikvitineerimine (Alhamwe et al., 2018). Levinumad modifikatsioonid on liisiinide
atsetlileerimine ja metiileerimine, arginiinide metiileerimine ning seriinide/treoniinide
fosforiileerimine (Alhamwe et al., 2018). Tuntuimad histoonide modifikatsioonid on toodud
tabelis 1. Histooni kood on hiipotees, mis iitleb, et DNA transkriptsioon on suuresti reguleeritud
histoonide posttranslatsioonilistest modifikatsioonidest. Histooni kood on oluliselt
komplekssem kui geneetiline kood (Strahl ja Allis, 2000). Naiteks vdib metiilatsioon toimuda
nii mono-, di- kui trimetiileerimisena ning erinevates aminohapetes erinevates histoonides.
Histoonide modifikatsioonid on seotud nii transkriptsiooni kui ka kromatiini pakkimise,
parandamise ning replikatsiooniga (Kouzarides, 2007). Histoonide modifikatsioonide

paiknemine genoomis on toodud joonisel 2.

Tabel 1. Tuntuimad histoonide modifikatsioonid

Modifikatsioon Funktsioon Modifikatsiooni asukoht
Atsetiileerimine Aktivatsioon H3K9ac, H3K27ac
(Creyghton et al., 2010;
Grant et al., 1999)
Metiileerimine Aktivatsioon H3K4mel, H3K4me3
(Nishioka et al., 2002;
Santos-Rosa et al., 2002)
Metiileerimine Repressioon H3K9me3, H3K27me3
(Petracovici ja Bonasio,
2021; Wang et al., 2004)
Fosforiileerimine Aktivatsioon H3S10ph

(Clayton et al., 2000)
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Aktiivne enhanser Aktiivsed geenid

H3/H4 acetylation
H2BK120ub1

H3K27ac H3K79me3
H3Kdmel H3K4dme3 H3K36me3
ISS
Bivalentne enhanser Represseeritud geenid
H3K9me3
H2AK119ub1
H3K4mel H3K27me3 x

m PromOOtor

ISS

Joonis 2. Tuntuimate histooni modifikatsioonide paiknemine. Geeni aktivatsioon: H3K27ac
ja H3K4mel on seotud aktiivsete enhanseritega, H3K4me3 paikneb promootoralal ning H3/H4
atsetiilatsioon, H2BK120ub1l, H3K79me3 ning H3K36me3 transkriptsiooni alguspunkti
laheduses. Geeni repressioon: H3K4mel paikneb bivalentsel enhanseralal ning H3K9me3,
H2AK119ubl, H3K27me3 paiknevad promootoralal, kuid represseerivad transkriptsiooni
(modifitseeritud Zhang, et al., 2015).

Atsetiileerimist viivad 1dbi histoonide atsetiililtransferaasid (histone acetyltransferases, HAT),
mille tulemusena eemaldatakse liisiinijd4gilt positiivne laeng ning histoonide ja DNA vahelised
interaktsioonid norgenevad (Daskalaki et al., 2018). Lisaks atsetiililtransferaasidele on
vastupidise funktsiooniga histooni deatsetiilaasid (histone deacetylases, HDAC). HDAC-id
toimivad  geeniekspressiooni  repressoritena, eemaldades atsetiililrihma histoonide
lisiinijadkidelt (Daskalaki et al., 2018). Histooni metiileerimist viivad 14bi histooni
metiiiiltransferaasid (histone methyltransferase, HTM), mis on vdimelised lisama S-
adenosiiiililt saadud metiiiilrithma sihtmérk-histooni sabale (Barski et al., 2007). Vastupidise
protsessi eest vastutavad histooni demetiilaasid (histone demethylase, HDM), mis eemaldavad
erinevaid metiililriihmi lisiinidelt voi arginiinidelt (Dimitrova et al., 2015). Histoonide
fosforiileerimise eest vastutavad kahte tiilipi ensiilimid: kinaasid ja fosfataasid. Kinaaside
iilesandeks on ATP fosfaatriihma transport ja nad asendavad maérklaud-aminohappe kiiljes
oleva hiidroksiiiilriihma fosfaatriihmaga. Nagu atsetiileerimisegi puhul, muutub histooni laeng,
sest ATP omab negatiivset laengut (Bannister ja Kouzarides, 2011). Ubikvitinatsioon on kodige
vidhem levinud histooni modifikatsioon. Lisaks erineb ubikvitinatsioon teistest
modifikatsioonidest maérgatavalt. Selle modifikatsiooni puhul lisatakse histoonile 76
aminohappe pikkune fragment (Mattiroli ja Penengo, 2021). Ubikvitinatsioon on pddrduv
modifikatsioon, mis osaleb mitmetes olulistes protsessides nagu DNA parandamine,
transkriptsioon jpm (Cao ja Yan, 2012).
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Antud t66s uuriti kahte erinevat histooni modifikatsiooni: H3K4me3 ja H3K27ac, millest
mdlemad on seotud aktiivse geeni transkriptsiooniga ning mille rikastuse muutusi on
varasemalt seostatud autoimmuunhaigustega. H3K4me3 on iiks olulisimaid ja rohkem uurituid
geenitranskriptsiooni reguleerivatest histooni modifikatsioonidest (Santos-Rosa et al., 2002).
See modifikatsioon on tugevalt seotud aktiivse geeni transkriptsiooniga ning leidub enamasti
transkriptsiooni alguskohtade (transcription start site, TSS) timbruses (Barski et al., 2007).
Uuringud on ndidanud, et H3K4me3 ja SEL on tugevalt seotud. TSS allavoolu nukleosoom on
olulise tahtsusega transkriptsiooni muutuste regulaator SEL korral (Zhang et al., 2016, 2018).
H3K27ac on levinud modifikatsioon geenide enhanseralades (Jeng et al., 2019). See
modifikatsioon mérgib aktiivse geenitranskriptsiooniga seotud enhansereid ning ka
promootoreid (Creyghton et al., 2010). Varasemalt on psoriaasi niitel leitud, et H3K27ac
muster on patsientidel ja tervetel kontrollidel erinev ning kdige tileekspresseeritumatel geenidel
psoriaasis on H3K27ac rikastus (Masalha et al., 2021). Seetdttu on need modifikatsioonid
huvipakkuvad kui potentsiaalsed markerid SEL haiguses.

1.3.2 Kromatiini immunopretsipitatsioon ehk ChIP ja ChIP-Seq

Kromatiini immunopretsipitatsioon (chromatin immunoprecipitation, ChIP) ehk kromatiini
immunosadestamine todtati vélja 1985. aastal, et vaadelda valkude seondumist spetsiifilistes
genoomi regioonides (Solomon ja Varshavsky, 1985). ChIP-i kasutatakse epigeneetilistes
uuringutes, et leida spetsiifilised regioonid genoomis, kuhu histooni modifikatsioonid
seonduvad (Spencer et al., 2003). ChIP-i etapid voib lihtsustatult jagada kuueks, mis on vilja

toodud joonisel 3.
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Joonis 3. Kromatiini immunopretsipitatsiooni pdohietapid. ChIP analiilis koosneb
lihtsustatult kuuest etapist: 1) DNA-valk ristseondumine; 2) rakkude liitisimine; 3) kromatiini
frgamenteerimine, kasutades sonikeerimist voi ensliimtodtlust; 4) immunopretsipitatsioon
antikehaga; 5) DNA puhastamine; 6) DNA analiiiis kasutades PCR-i, qPCR-i, mikrokiipi voi
sekveneerimist (modifitseeritud Collas ja Dahl, 2008).

Kromatiini immunopretsipitatsiooni sekveneerimine (chromatin  immunoprecipitation
sequencing, ChIP-seq) on metoodika, kus on omavahel liidetud ChIP ja massiivselt paralleelne
DNA sekveneerimine (Furey, 2012). ChIP-seq analiiiisis sekveneeritakse huvipakkuvad DNA
fragmendid otse, mitte ei kasutata mikrokiibil hiibridisatsiooni. ChIP-seq analiilisi eeliseks

mikrokiibi ees on korgem resolutsioon, vihem artefakte ja suurem katvus (Park, 2009).

1.4 Autoimmuunhaigused

Normaalse ja terve immuunsiisteemi iiks erilisemaid omadusi on see, et kuigi see on vdimeline
dra tundma ja reageerima lugematu arvu mikroobidega, ei reageeri see peremeesorganismi enda

antigeenidega. Seda ndhtust nimetatakse immuuntolerantsuseks (Smilek et al., 2014).
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Autoimmuunhaigusi (autoimmune disease, AD) defineeritakse kui immuunsiisteemi
reaktsiooni autoantigeenide ehk organismi enda vastu, mille pdhjustajaks on nii geneetilised
faktorid kui ka keskkonnast tulenevad tegurid (Masters et al., 2009). Vastupidiselt levinud
arvamusele, on AD-d iillatavalt levinud mojutades 3-5 % rahvastikust (Eaton et al., 2007,
Jacobson et al., 1997). Eriti on autoimmuunhaiguste suhtes haavatavad vanemaealised, lisaks
enamik levinumatest AD-dest mdjutavad naisi kordades suuremal méédral kui mehi
(Fairweather et al., 2008). Autoimmuunhaigusi iseloomustab enim nende suur heterogeensus
ja multifaktoriaalsus, mis muudab nende diagnoosimise ning ravi ebatavaliselt keerukaks (Cho
ja Feldman, 2015). Sealjuures ei aita kaasa ka fakt, et siimptomid vdivad erinevatel AD-del olla
viga sarnased, kuid ravi kardinaalselt erinev (Icen et al., 2009). Seetdttu ongi oluline leida
markereid, mille alusel vdimalikult vara neid haigusi diagnoosida. Kéesolevas t60s uuriti

slisteemset eriitematoosset luupust, millest tuleb juttu peatiikis 1.4.1.

1.4.1 SEL

Siisteemne eriitematoosne luupus on heterogeenne ja multisiisteemne autoimmuunhaigus, mida
iseloomustab autoantikehade tootmine (Tsang-A-Sjoe ja Bultink, 2021). SEL véljakujunemine
on seotud nii omandatud kui kaasasiindinud immuunsuse defektidega, mis on pdhjustatud nii
geneetiliste, keskkonnast tulenevate kui ka hormonaalsete faktorite poolt (Kaul et al., 2016).
Uldiselt iseloomustab SEL haiguse kulgu aktiivsete ja inaktiivsete haigusperioodide
vaheldumine, kus inaktiivsetel perioodidel esineb vdhem kaebusi (Tselios et al., 2019).
Sealjuures aga aktiivset haiguse perioodi vodivad iseloomustada tugevalt véljendunud
stiimptomid nagu palavik, kurnatus ning kaalulangus, podrdumatud organikahjustused ning

korgenenud suremus (Fernandez ja Kirou, 2016; Ugarte-Gil et al., 2015).

Oma heterogeensuse tottu on haiguse siimptomeid seinast seina ning need voivad patsientide
vahel drastiliselt erineda, mis teeb luupuse diagnoosimise omakorda veelgi keerulisemaks
(Maidhof ja Hilas, 2012). Pohilised stimptomid organsiisteemide jirgi on vélja toodud tabelis
2 (Cojocaru et al., 2011). On loodud mitmeid erinevaid parameetreid, millega hinnata haiguse
aktiivsust, millest enim kasutatakse SLEDAI skoori. SLEDAI skoor votab arvesse 24

parameetrit, mis hdlmavad 9 organsiisteemi (Bombardier et al., 1992).
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Tabel 2. Pohilised siimptomid siisteemse eriitematoosse luupuse puhul.

Organ/-siisteem Stimptomid

Nahk ,Liblikalodve* ndol, tundlikkus péikesevalgusele, Reynaud

siindroom, urtikaaria

Tugi- ja Liigesvalu, artriit
litkumiselundkond
Hingamiselundkond Valulik hingamine, hingeldamine, pulmonaalne
hiipertensioon
Seedeelundkond liveldus, oksendamine, kohuvalu

Stidame-ja veresoonkond | Perikardiit, miiokardiit, endokardiit, ateroskleroos, aneemia,

leukopeenia, trombotsiitopeenia

Narvisiisteem Peavalu, depressioon, drevus, krambihood, insult

Erituselundkond Vihenenud neerufunktsioon, nefriit

Euroopas on SEL-i keskmiseks levimuseks 30 kuni 70 isikut 100000 isiku kohta (Barber et al.,
2021). Siisteemse eriitematoosse luupuse esinemissagedus naiste hulgas on ligi 5 korda korgem
kui meeste hulgas (Rees et al., 2016). Samuti avaldub SEL naistel nooremas eas (Arnaud et al.,
2014). Haiguse suure varieeruvuse tottu arvatakse, et selle diagnoosi alla mahub erineva
patogeneesiga endotiilipe. Selle kasuks rddgib perifeerse vere rakkude geeniekspressiooni
analiilis. Nende andmete alusel moodustuvad erinevad molekulaarsed subtiiiibid (Banchereau

etal., 2017; Perez et al., 2022)

SEL-ile endale ravi puudub, kiill aga saab ravida erinevaid stimptomeid. PShilised ravimeetodid
on toodud tabelis 3 (Maidhof ja Hilas, 2012). Lisaks on kliiniliste uuringute faasis mitmeid
ravimeid, mis blokeerivad I tiilipi interferoonide (#ype I interferon, IFN-I) seondumist
retseptorile vdi vastavat retseptorit (Paredes ja Niewold, 2020). Uldised soovitused SEL

patsientidele on péikesekaitsevahendite kasutamine, tervislik toitumine ja eluviis, kehaline
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litkkumine, suitsetamisest loobumine, immuniseerimine ning kaasuvate haiguste digeaegne ravi

(Maidhof ja Hilas, 2012).

Tabel 3. Pohilised ravimeetodid siisteemse eriitematoosse luupuse puhul.

Ravimiklass Toimemehhanism Kasutatav(ad) ravim(id)
Mittesteroidsed Prostaglandiini siinteesi inhibitsioon Erinevad ravimid
poletikuvastased
ravimid
Antimalaaria ravimid Ebaselge; voimalik, et héirivad T- Hiidroklorokviin
raku aktivatsiooni ja inhibeerivad
tslitokiini aktiivsust; intratsellulaarse
TLR inhibeerimine
Kortikosteroidid Efekt immuunsiisteemile, naiteks Prednisoon
tsiitokiinide aktivatsiooni
blokeerimine
Monoklonaalsed B-rakkude elimineerimine voi Rituximab
antikehad elulemuse inhibeerimine; B-rakkude Belimumab
plasmarakkudeks diferentseerumise (Dubey et al., 2011;
inhibeerimine Thatayatikom ja White,
20006)
Immunosupressandid | Efekt immuunsiisteemile, nditeks T- Tstiklofosfamiid
ja B-rakkude proliferatsiooni (Gladstone et al., 2002)
vihendamine

1.4.2 TFN-a ja monotsiiiitide roll SEL-is

Interferoonidel on oluline roll SEL-i patogeneesis. Tihtipeale on slisteemse eriitematoosse
Seetdttu on patsientidel enamasti korge
interferoon-stimuleeritud ~ geenide ISG)

vererakkkudes — nn IFN signatuur (Banchereau et al., 2017). IFN-I perekonda kuuluvad IFN-

luupuse puhul patsientidel korgem IFN-I tase.

(interferon-stimulated  gene, ekspressioon

a, -B, -&, -, -, -0 ja -1, kusjuures IFN-a jaguneb 13. alatiiiibiks ning IFN-t inimesel puudub

(Theofilopoulos et al., 2005). In vitro on IFN-a vdimeline aitama kaasa B-liimfotsiiiitide ellu
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jdamisele, tdstma aktiveeritud B-limfotsiiitide diferentseerumist immunoglobuliini
sekreteerivateks plasmarakkudeks ning indutseerima monotsiilite monotsiiiitidest parinevateks
dendriitrakkudeks (monocyte-derived dendritic cells, moDC) (Jego et al., 2003; Joo et al., 2012;
Santini et al., 2003). IFN-I sekreteeritakse pérast kaasaslindinud immuunsuse retseptorite
(pattern recognition receptors, PRR) aktivatsiooni immuunrakkudel patogeenide poolt
(Medzhitov, 2007). Tolli-laadsetest retseptoritest indutseerivad I tiilipi interferoone tootma
TLR3, TLR4, TLR7, TLRS ja TLRY9 (Uematsu ja Akira, 2007) ja tslitoplasmaatilistest
retseptoritest RIG perekonna valgud ning cGAS-STING rada (Kopitar-Jerala, 2017).
Patogeenidelt pirinevate mustrite dra tundmine on kriitilise tdhtsusega, kuid vead protsessis
voivad viia peremees-nukleiinhapete dratundmiseni, mis omakorda voib initsieerida

autoimmuunsust (Banchereau et al., 2017).

IFN-I seonduvad heterodimeersele interferoon alfa retseptorile (interferon alpha receptors,
IFN-AR), mis koosneb subtihikust 1 ja 2 (Ivashkiv ja Donlin, 2014). Peale IFN-I seondumist
retseptorile aktiveeruvad tiirosiini kinaas 2 (tyrosine kinase 2, Tyk2) ja Janus kinaas 1 (Janus
kinase 1, JAKI1), millel on v0ime fosforiileerida signaali vahendaja ja
transkriptsiooniaktivaatori (signal transducer and activator of transcription, STAT) valke
(Platanias, 2005). STAT perekond moodustub kuuest valgust STATI1-6, millest IFN-I
aktiveerib enim STATI, STAT2 ja STAT3, mis moodustavad omavahel erinevaid dimeere
(Lukhele et al., 2019). STAT1/STAT2 heterodimeeri fosforiileerumisel seondub nendega
interferooni regulaatorfaktor 9 (inrerferon regulatory factor 9, IRF9). Moodustuvat kompleksi
nimetatakse interferooni stimuleeritud geenifaktor 3 (interferon-stimulated gene factor 3,
ISGF3) (Stark ja Darnell, 2012). See omakorda seondub interferooni stimuleeritud
vastuselemendile (interferon-stimulated response element, ISRE), mille tagajirjel
aktiveeritakse antiviraalsed geenid (Lukhele et al., 2019). STATI1 ja STAT3 homodimeerid
seonduvad aga gamma-aktiveeritud jarjestusele (gamma-activated sequence, GAS), mis
indutseerib erinevaid poletikuvastuses osalevaid mirklaudgeene (Ivashkiv ja Donlin, 2014)
(joonis 4). Korge interferooni taseme tagajérjel tekib ISG signatuur, mis tdhendab, et ISG-d on

korgelt ekspresseeritud (Kyogoku et al., 2013).
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Joonis 4. IFN-I signaalirada. I[FN-I seondumisel retseptorile aktiveeruvad Tyk2 ja Jakl, mis
fosforiileerivad STAT valke ning moodustub kas STAT1/2 heterodimeer, STAT1 homodimeer
vOi STAT2 homodimeer. STAT1/2 heterodimeeriga seondub ka IRF9, moodustuvat kompleksi
nimetatakse ISGF3. Heterodimeer seondub ISRE jérjestusele, mis vallandab antiviraalse
vastuse, homodimeerid seonduvad aga GAS jirjestusele, mis vallandab pdletikuvastuse
(modifitseeritud Ronnblom ja Leonard, 2019).

Kuigi interferoon alfa retseptorid on olemas pea koigil rakkudel, on IFN-I toimed koigist
vererakkudest just monotstiiitidele kdige tugevamad, mis teeb neist huvipakkuva kandidaadi
SEL uurimisel (Perez et al., 2022). SEL patsientide seerumis on tdheldatud suurenenud IFN-a
aktiivsust, samuti indutseerib IFN-o tervete monotsiiiitide diferentseerumist kiipseteks
dendriitrakkudeks (Blanco et al., 2001). Lisaks on varasemalt ndidatud, et ravi IFN-a-ga on

voimeline tekitama de novo SEL-i (Niewold ja Swedler, 2005; Ronnblom, 1990).

Kuna IFN-a-1 on oluline roll siisteemses eriitematoosses luupuses, siis teostati antud t60s
tervete monotsiilitide peal kahenddalane IFN-a stimulatsioon, et mimikeerida IFN-o signatuuri
SEL-is. Lisaks teostati ChIP ja ChIP-Seq SEL patsientide, kontrollide ja stimuleeritud tervete

monotsiiiitidega.

20



2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Hiipoteesid:

1. Patsientide ja kontrollisikute monotstiiitides on erinevad histoonide seondumismustrid;

2. IFN-a toimel tekivad monotsiititides epigeneetilised muutused.
Eksperimentaalse t60 eesmargid:

1. Vorrelda aktiivsele kromatiinile iseloomulike histooni modifikatsioonide jaotumist SEL
patsientide ja kontrollisikute monotsiiiitide kromatiinil;

2. Uurida epigeneetilisi muutusi monotsiiiitides IFN-a juuresolekul in vitro.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Patsiendid ja kontrollisikud

T66s uuriti 24 SEL diagnoosiga patsienti (keskmine vanus 52 aastat; SD = 11,8; 3 meest ja 21
naist). Vordluseks kasutati 24 tervet kontrollisikut (keskmine vanus 52 aastat; SD = 11,3; 3
meest ja 21 naist). Lisas 1 on vilja toodud patsientide koodid, sugu, vanus, IFN-a
kontsentratsioon ning SLEDAI skoor. IFN-a kontsentratsioon méadrati koostdos Pariisi Pasteuri
instituudi uurimisgrupiga kasutades Simoa meetodit (Single Molecul Array). Kontrollisikud
kaasati uuringusse Ida-Tallinna Keskhaigla patsientide ning Tartu Ulikooli Bio- ja
siirdemeditsiini instituudi to6tajate hulgast, kellel ei esinenud autoimmuunhaigusi. Uuring on
1abi viidud kooskdlas Eetikakomiteega (TAIEK otsus 564, TAIEK otsus 630) ning koik

uuritavad allkirjastasid informeeritud ndusoleku.

2.2.1.1 Perifeerse vere mononukleaarsete rakkude eraldamine verest

Patsientidelt ning kontrollisikutelt koguti kaks katsutit verd. Patsientide ja kontrollisikute

perifeerse vere mononukleaarsed rakud (peripheral blood mononuclear cell, PBMC) eraldati
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vere leukotstiiitide kihist. Selle jaoks koguti veri CPT katsutitesse (Becton Dickinson), mida
fuugiti kiirusel 1800 x g 25 minutit. Tsentrifuugimise jargselt eraldati katsutitest ettevaatlikult
PBMC-de fraktsioon ning tdsteti timber 15 ml katsutisse. Seejérel pesti rakke 10 ml PBS-iga
(Lonza) ning tsentrifuugiti 10 min 200 x g. Rakud suspendeeriti 10 ml PBS-iga, loendati ning
tsentrifuugiti 10 min 300 x g 4 °C.

2.2.1.2 Monotstititide isoleerimine

PBMC-de eraldamise jérgselt jatkati kohe monotsiiiitide ehk CD14+ rakkude isoleerimisega.
Monotsiiiitide eraldamine toimus Dynabeads Human T-expander CD14 magnetkeradega
(Gibco, Life Technologies) jargides tootja protokolli. Rakud vdeti iiles RB puhvris (50 ml
(0,5%) BSA + 2 ml (2mM) EDTA + 450 ml PBS) arvestades 107 raku kohta 80 pl puhvrit.
Seejirel lisati CD14 magnetkerad arvestades 107 raku kohta 20 pl kerasid. Proove inkubeeriti
15 min 4 °C juures pimedas. Seejérel pesti rakke 8 ml RB-ga ning tsentrifuugiti 7 min 300 x g.
Rakkude eraldamine toimus MS kolonnidega (Miltenyi Biotech) MACSi Separator
magnetalusel (Miltenyi Biotech). Kolonnid tasakaalustati 1 ml kiilma RB puhvriga ning
kolonnide alla asetati 15 ml katsutid. Rakkudelt eemaldati imuriga supernatant ning vdeti iiles
1 ml kiilmas RB puhvris. Seejdrel pipeteeriti suspensioon MS kolonnile. Rakususpensiooni
labitilkumise jdrel pesti kolonni kolm korda 500 pl RB puhvriga. Kolonn eemaldati
magnetaluselt ning tdsteti uue 15 ml katsuti peale. Kolonnile lisati 2 ml RB puhvrit ning
koheselt suruti vedelik 14bi kolonni. Katsutisse jddv fraktsioon sisaldas monotsiiiite ehk CD14+

rakke. Monotsiiiidid loendati ning seejérel tsentrifuugiti 300 x g 10 min 4 °C.

2.2.2 In vitro stimuleeritud monotstudid

Selleks, et imiteerida, kuidas SEL haigus ja IFN-o modjutavad monotsiiiite, teostati [FN-a
stimulatsioon tervetele rakkudele. Selle jaoks kasutati leukotsiiiitide rikkast vereproovi
fraktsioonist (buffy coat, BC) eraldatud monotsiiiite. Antud t60s kasutati 4 veredoonori buffy

coat-i proove, mis saadi Tartu Ulikooli kliinikumi verekeskusest.
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2.2.2.1 PBMC-de eraldamine buffy coat-ist

Buffy coatist PBMC-de eraldamine toimus kasutades Ficoll gradienttsentrifuugimist. BC-st
saadud veri lahjendati toasooja PBS-iga 1:1-le ning seejdrel segati. 50 ml katsutite pdhja
pipeteeriti 10 ml Ficolli lahust (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Bio-Science AB) ning
seejirel jaotati ettevaatlikult vere ja PBS-i segu 25 ml kaupa Ficolli lahusele, fraktsioone segi
ajamata. Katsuteid tsentrifuugiti 400 x g 30 min 20 °C ilma kiirenduse ja pidurduseta. Plasma
eemaldati imuriga, liimfotsiiiidid korjati kokku steriilse Pasteuri pipetiga ning tdsteti puhtasse
50 ml katsutisse. Rakke pesti 50 ml PBS-iga ning tsentrifuugiti 200 x g 10 min 20 °C. Seejérel
eemaldati imuriga supernatant ning vodeti rakud iiles 50 ml PBS-is. Rakud loendati ning

tsentrifuugiti 300 x g 10 min 4 °C.

2.2.2.2 Monotsiiiitide isoleerimine BC-st

Monotsiiiitide isoleerimine toimus buffy coat-i proovide puhul nagu kirjeldatud punktis 2.2.1.2.
Rakke pesti 10 ml RB puhvriga ning tsentrifuugiti 300 x g 7 min 4 °C. Kuna rakkude maht oli
BC puhul suurem kui SEL patsientidel ja kontrollidel, kasutati rakkude eraldamiseks LS
kolonne (Milteny Biotech). Et viltida kolonnide ummistamist rakuklompidega, kasutati LS
kolonnide peal ka Pre-Separation 30 um filtreid (Milteny Biotech). Pre-Separation filtrid ning
kolonnid tasakaalustati 3 ml kiilma RB puhvriga ning kolonnide alla asetati 15 ml katsutid.
Rakkudelt eemaldati imuriga supernatant ning vdeti {iles 3 ml kiilmas RB puhvris. Seejirel
pipeteeriti suspensioon Pre-Separation filtrile. Vedeliku labitilkumise jérel lisati pesemiseks 3
ml kiilma RB puhvrit. Pesu korrati 3 korda. Kolonn eemaldati magnetaluselt ning tdsteti uue
15 ml katsuti peale. Kolonnile lisati 2 ml RB puhvrit ning koheselt suruti vedelik 14dbi kolonni.

Katsutisse jadv fraktsioon sisaldas monotsiiiite ehk CD 14+ rakke.

2.2.2.3 Monotstititide stimuleerimine

Rakkude isoleerimise jargselt jagati monotsiiiidid keskmiselt 20 miljoni kaupa 10 cm
1abimodduga koekultuuri tassidele. Rakke kasvatati 10 ml RPMI (Corning) sd6tmes 37 °C
juures 5% CO2 inkubaatoris. S6otmesse lisati 10 % 56 °C juures inaktiveeritud vasikaloote
seerumit, 100 U/ml penitsilliini (Corning), 100 pg/ml streptomiitsiini (Corning) ja 2 mM L-

glutamiini (Lanlab). Samuti lisati so6tmele graniilotsiiiit-makrofaagi kolooniaid stimuleerivat
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faktorit (granulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM-CSF) (Peprotech)
16ppkontsentratsiooniga 50 ng/ml. Stimulatsiooni pikkuseks oli 14 pieva, kusjuures neljandal,
kaheksandal ja tiheteistkiimnendal pdeval vahetati pool s6ddet ning lisati uuesti GM-CSF-i.
Rakkude eemaldamiseks koekultuuri tassidelt kasutati rakukraapijat. S6o6de koguti 50 ml
katsutisse, koekultuuri tassidele lisati 2 x 2 ml PBS puhvrit ning ettevaatlikult kraabiti rakud
kokku ning tdsteti samasse katsutisse. Rakud tsentrifuugiti 300 x g 10 min 4 °C. Sellele jirgnes
pesu 10 ml PBS-ga. Rakud loendati ning tsentrifuugiti 300 x g 10 min 4 °C. Selleks, et
mimikeerida SEL haigust in vitro kasutati IFN-0-2a (MACS, Milteny Biotech) tsiitokiini
16ppkontsentratsioonis 1000 U/ml. Kokku kasutati t60s rakke neljast erinevast buffy coat-ist,
koigi puhul 1 paralleel stimuleerimata rakke ning 1 paralleel IFN-a-ga stimuleeritud rakke.

Edaspidi viidatakse antud proovidele kui in vitro stimuleeritud monotsiiiidid voi in vitro MO.

2.2.3 Kromatiini immunopretsipitatsioon ehk ChIP

2.2.3.1 Ristsidemete moodustumine

Ristsidemete moodustumiseks voeti CD14+ rakud iiles PBS puhvris arvestades 1 ml puhvrit
10° raku kohta. Ristsidemete moodustamiseks DNA ja valkude vahel lisati rakkudele 100 pl
11% formaldehiitidi lahust (50 mM Hepes-KOH, pH 7.3, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM
EGTA, 11 % Formaldehyde, MQH20). Katsuteid segati ning inkubeeriti toatemperatuuril 10
min. Ristsidemete moodustumise peatamiseks lisati rakkudele 100 pl 1,25 M gliitsiini
(AppliChem), segati ning inkubeeriti toatemperatuuril 10 min. Seejérel tsentrifuugiti rakud
pohja 1000 x g 10 min 4 °C. Pérast tsentrifuugimist hoiti rakke jéal ning pesti 1 ml kiilma PBS-
iga, mille jarel tsentrifuugiti rakke 1000 x g 10 min 4 °C. Pesu korrati veel iihe korra. Seejérel
eemaldati supernatant ning rakud kiirkiilmutati vedelas ldmmastikus. Proove sdilitati -80 °C

juures.

2.2.3.2 Rakkude liitisimine ja kromatiini sonikeerimine

Rakkude liitisimiseks voeti proovid -80 °C juurest ning sulatati jdil 10 min jooksul. Sellele
jargnes rakkude iilesvotmine 500 pul NCP I puhvris (10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,25%
Triton X-100, MQH20 + 10 mM Na-butiiraat, proteaasi inhibiitor (HaltTM Protease Inhibitor
Coctail, EDTA-free (100X), Thermo Fisher Scientific). Proove tsentrifuugiti 7 min 1000 x g 4
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°C, mille jdrgselt supernatant eemaldati. Jirgmiseks resuspendeeriti rakud 500 pul NCP II (1
mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10 mM Hepes, pH 6.5, 200 mM NaCl, MQH20 + 10 mM Na-
butiiraat, proteaasi inhibiitor) puhvris, millele jargnes samuti tsentrifuugimine 7 min 1000 x g
4 °C. Seejarel eemaldati ettevaatlikult supernatant ning resuspendeeriti rakud 115 pl
liisipuhvris (10 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, pH 8.1, 0,5 % NP-40, 0,5 % SDS, MQH20 +
Na-butiiraat, proteaasi inhibiitor). Rakke inkubeeriti 10 min toatemperatuuril (room
temperature, RT), millele jirgnes sonikeerimine Bioruptor UCD-200 sonikaatoriga
(Diagenode). Proove sonikeeriti kokku 24 minutit korgeima vdimsuse juures (High, 200 W),
vottes liheks tsiikliks 12 minutit (30 sek On ja Off), mille jérgselt masinat jahutati jadga ja
tsentrifuugiti lithidalt 5 sek 2000 x g.

2.2.3.3 Antikehade ja magnetkerade ettevalmistus

Uuritavateks antikehadeks olid histooni modifikatsiooni markerid H3K4me3 (Millipore, 07-
473) ning H3K27ac (Abcam, ab4729) ning kontrolliks kasutati Normal Rabbit IgG-d
(Millipore, 12-370). 0,2 ml katsutitesse lisati 2 pl 1 pg/ul antikeha ning 98 pl BSA lahust (0,25
g Probumin (Bovine Serum Albumin, BSA) ning 50 ml PBS). Katsutid tsentrifuugiti liihidalt
10 s 2000 x g. ChIP katse jaoks kasutati kokku 1 miljon rakku. Iga antikeha jaoks kasutati 3*10°
rakku, inputi jaoks kasutati sellest 20%. Selleks, et immunopretsipitatsiooni 14bi viia, kasutati
Dynabeads Sheep anti-Rabbit IgG M-280 magnetkerasid (Life Technologies). Magnetkerad
pipeteeriti 0,2 ml katsutitesse ning lisati 200 pl BSA lahust. Pesemiseks asetati katsutid
magnetalusele, et magnetkerad kinnituksid katsutite seinale. Seejdrel eemaldati supernatant

ning korrati pesu kolm korda. Lopuks suspendeeriti magnetkerad 10 pl puhtas BSA lahuses.

2.2.3.4 Kromatiini ettevalmistamine

Sonikeerimise jargselt tsentrifuugiti proove 10 min maksimaalsel kiirusel 4 °C juures. Input
proovi jaoks vdeti 6,7 ul supernatanti, mis hoiustati -20 °C juures. Ulejiinud kromatiin jagati
33,3 ul kaupa 3 katsutisse (H3K4me3, H3K27ac ning IgG antikehade jaoks). Igale proovile
lisati seejérel 42 pl TE puhvrit (10mM Tris, pH 8,0, | mM EDTA, pH 8,0) ning 25 pl Triton X
lahust (1% Triton X 100, 0,1% DOC, 1X proteaasi inhibiitori tablett, 1X TE).

2.2.3.5 Kromatiini immunopretsipitatsioon
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Immunopretsipitatsioon viidi 1&bi masinaga ChIP IP-Star (SX-8G, Diagenode). Masinasse
asetati 10 rida 0,2 ml katsuteid, mis sisaldasid erinevaid puhvreid: magnetkerad, BSA puhver,
antikehade segu, kromatiinisegu, RIPA puhver (50 mM Hepes-KOH, pH 7.6, 500 mM LiCl, 1
mM EDTA, 1 % NP-40, 0.7 % DOC, MQH20 + 10 mM Na-butiiraat, proteaasi inhibiitori
kokteil) ja elueerimispuhver (10 mM Tris, pH 8.0, | mM EDTA, 1% SDS, MQH20).

Lihtsustamiseks on tuubide jérjestus toodud tabelis 4.

Tabel 4. ChIP tuubide jérjestus.

Rida Puhver Loppmaht
12 Elueerimispuhver 100 ul
11 RIPA 100 pl
10 RIPA 100 pl
9 RIPA 100 pl
8 RIPA 100 pl
7 Kromatiinisegu 100 pl
6 Antikehasegu 100 ul
5 BSA puhver 50 ul
4 BSA puhver 50 ul
3 Magnetkerad 10 pl
2

1 Jargmisel paeval -> Input 100 pl

Masinal kasutati programmi ,,ChIP Ipure 16 100 vol*. Jairgmisel pdeval programmi loppemisel
lisati esimesse ritta input proovid (6,7 pl kromatiini + 93,3 pl elueerimispuhvrit). Kuna ChIP
proovid koos magnetkeradega olid selleks hetkeks liikunud 12. ritta, eemaldati {ilejdénud
katsutid ning ChIP proove ja input proove inkubeeriti masinas 4 h 65 °C juures. Inkubatsiooni
1oppedes tdsteti ChIP proovidega katsutid magnetalusele ning eraldati supernatant uude
katsutisse. Seejérel toddeldi proove termomikseril RNaas A-ga (500 U/ml, RNase Cocktail
Enzyme Mix, Ambion, Life Technologies) ning Proteinaas K-ga (10 mg/ml, Thermo
Scientific), kasutades jargnevat skeemi:

5 pl RNaas A 500 U/ml 700 rpm 1 h 37 °C

5 pl Proteinaas K 10 mg/ml 700 rpm 1 h 55 °C
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Seejirel puhastati ja kontsentreeriti DNA DNA Clean & Concentrator kitiga (Zymo Research)

vastavalt tootja protokollile ning elueeriti 20 pl-s elueerimispuhvris.

2.2.4 Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon ChIP proovidele

Kvantitatiivse poliimeraasi ahelreaktsiooni (quantitative polymerase chain reaction, qPCR)
analiilis teostati, et niha immunosadestatud kromatiini alade rikastust vorreldes kogu
kromatiiniga. Kasutati 2 ChIP praimerit, B2M ja MYOD1, mille jirjestused on toodud tabelis
5.

Tabel 5. Praimerite jirjestused.

Geen Forward praimer Reverse praimer
B2M CTCTCTCGCTCCGTGACT GCCGAAAGGGGCAAGTAG
MYODI | GTAGGAGAGGCGGGAGAA TAGGTCTGCGAGGGTCTC

Proovide analiiisimiseks kasutati Viia 7 qPCR masinat (Applied Biosystems).
Reaktsioonisegusse lisati lihe proovi kohta 16,3 pl 2x MaximaTM SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix (Fermentas), 14,6 ul MQ ning 1,5 pl 5 mM forward ja reverse praimerite segu.
DNA-d lisati reaktsioonisegule 1 pl ning seejdrel jagati reaktsioonisegu 10 pl kaupa 384-
kannulisele mikrotiiterplaadile laiali. Kdikide praimerite puhul kasutati kontrollina MQ-d.
qPCR-i programmietapid olid 1 tsiikkel 10 minutit 95 °C juures poliimeraasi aktivatsiooni,
denaturatsiooni 45 tsiiklit 15 sekundit 95 °C juures, praimerite seondumine ning produkti
paljundamine 1 minut 60 °C juures, 1 tsiikkel 95°C juures 15 sekundit dissotsiatsiooni etappi,
60 °C 1 minuti juures, millele jargnes 1 tsiikkel sulamiskdvera analiiiisi. Andmete analiitisiks
kasutati vordlevat Ct meetodit ning selle jaoks kasutati valemit 224t (Livak ja Schmittgen,

2001). Proovid normaliseeriti input-i pohjal (% input-ist).
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2.2.5 ChIP-Seq

2.2.5.1 Raamatukogude ettevalmistamine

Raamatukogude valmistamisel kasutati materjalina ChIP proove, mis saadi SEL patsientidest,
kontrollidest ning in vitro stimuleeritud monotstiiitidest. Kokku valmistati 108 raamatukogu: 4
input proovi (1 SEL patsient, 1 kontroll, 2 in vitro MO input proovi), 24 SEL patsienti ja 24
kontrolli H3K4me3 ja H3K27ac antikehadega ning 8 in vitro MO proovi H3K27ac antikehaga.
Raamatukogude tegemiseks kasutati NEBNext® UltraTM II DNA Library Prep Kit for
Illumina® (New England BioLabs) jirgides tootja protokolli. Raamatukogude jaoks voeti 15
pul ChIP DNA-d, mille kogus oli hinnanguliselt 1-2 ng. Input proovide ning in vitro MO
proovide puhul teostati DNA lahjendamine.

2.2.5.2 Sekveneerimine

Raamatukogude sekveneerimine viidi ldbi Novogene Co. (Hiina) firma poolt. Proovid
sekveneeriti [llumina NovaSeq 6000 masinaga (Illumina, San Diego, USA) vastavalt tootja

protokollile kasutades paired-end 150 bp jarjestusi.

2.2.5.3 ChIP-Seq andmeanaliitis

Sekveneerimisandmete analiilis sooritati HPC klastris. Kdigepealt sooritati kvaliteedikontroll
programmiga FasctQC!, et veenduda sekveneerimisandmete kvaliteedis. Seejirel eemaldati
ebakvaliteetsed lugemid kasutades programmi Trim Galore?. Ebakvaliteetsete lugemite
kvaliteedipiiriks oli Phred score = 30, mis annab iihe nukleotiidi tdpsuseks 99,9% ehk
ebatdpseid nukleotiide on 1/1000 kohta. Jérgnevalt joondati lugemid referentsgenoomile
GRCh37/hgl19, mille jaoks kasutati programmi Bowtie23. Seejirel teostati lugemite
filtreerimine ning duplikaatide mérgistamine ja eemaldamine. Filtreerimine teostati Samtools
1.15 programmiga* ning filtreeriti lugemid, mille MAPQ skoor jii alla 30 (tdpsus 99,9%) ja
millele ei leidunud paarilist lugemit. Alles jéeti unikaalsed lugemid, mis périnesid DNA
fragmentide molemast otsast. Sellele jargnes duplikaatide eemaldamine, milleks kasutati
samuti Samtools programmi. Selleks, et leida H3K27ac seondumiskohad ehk piigid genoomis,

kasutati programmi MACS2°. Saadud piigid filtreeriti nn mustas nimekirjas olevate
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genoomsete piirkondade suhtes, mis annavad alati teatud kohtadesse genoomil rikastuse (nt
tsentrosoomil)®. Lisas 2 on toodud sekveneerimisandmete esmase analiiiisi kokkuvdte. Saadud
piike annoteeriti kasutades GREAT’, MEME-ChIP8, ChromHMM? ning Diffbind!’ programme

ning tulemused visualiseeriti IGV brauseris!!.
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2.3 Tulemused

2.3.1 ChIP-i katse kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon

ChIP-i katse sooritati kdikidele valimis osalenud monotsiilitide proovidele. Selleks, et vélja
selgitada, kas ChIP-i katsed Onnestusid ning ndha rikastust genoomi kontrollregioonides,
sooritati kdigile proovidele qPCR. Positiivseks kontrolliks kasutati koduhoidjageeni B2M ning
negatiivseks kontrolliks geeni MYODI. qPCR katse niitlikustamiseks on allpool olevatel
graafikutel vilja toodud 10 SEL patsiendi, 10 kontrolli ning 1 stimuleeritud ja 1 stimuleerimata
in vitro MO proovi tulemused (joonis 5). Nagu oli arvata, on MYODI rikastus igal pool madal.
B2M puhul on néha rikastust mdlema histooni modifikatsiooni osas. Sekveneerimisse saadeti
patsientide ja kontrollide puhul nii H3K4me3 kui ka H3K27ac modifikatsioon. Koekultuuris
kasvatatud monotsiiiitide puhul saadeti sekveneerimisse vaid H3K27ac, sest need proovid

nditasid tugevamat rikastust just selle modifikatsiooni suhtes.
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Joonis 5. SEL patsientide, kontrollide ning in vitro stimuleeritud ja stimuleerimata
monotsiiiitide ChIP-i katse PCR. qPCR katsetes kontrolliti ChIP-i dnnestumist ehk vaadeldi
H3K4me3 ja H3K27ac modifikatsiooniga mirgistatud genoomi regioonides proovide rikastust.
(A) SEL patsientide ning in vitro IFN-a-ga stimuleeritud monotsiitidid. (B) Kontrollide ning in
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vitro stimuleerimata monotsiitidid. Kdik proovid on normaliseeritud ChIP-i katse inputi suhtes.
Graafiku y-teljel on toodud B2M ja MYODI rikastuse tasemed protsentides.

2.3.2 Patsientide monotsiiiitide H3K27ac seondumiskohtade kattuvus genoomil

Kuigi sekveneerimisse saadeti nii H3K4me3 kui ka H3K27ac antikehadega sadestatud ChIP-i
proovid, siis antud tods keskendutakse neist viimasele. Selle jaoks, et uurida H3K27ac
iilegenoomseid seondumiskohti, sekveneeriti ning analiiiisiti ChIP-i materjal. Selleks, et teada
saada, mis genoomi osades H3K27ac modifikatsiooni seondumiskohad asuvad, vorreldi proove
ChromHMM!! andmestikuga E124 Monocytes-CD14+ RO01746 Primary Cells, mis kirjeldab
inimese monotsiilite. Tulemustest tuleb selgelt vilja, et enamus (ca 45%) proovide
seondumiskohtadest asuvad enhanseralades. Lisaks on H3K27ac modifikatsiooni
seondumiskohad transkriptsiooni alguskohtades ning sellega kiilgnevates alades. Graafikul on
niitena toodud patsientide lugemite kattuvus erinevates genoomi regioonides (joonis 6). Lisas

3 on vilja toodud ka teiste gruppide andmed, mis sarnanesid koik iildiselt alltoodud joonisele.

Aktiivse transkriptsiooni alguskoht
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ZNF geenid ja kordusjarjestused
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Bivalentne transkriptsiooni
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Represseeritud PolyComb

Norgalt represseeritud PolyComb

Madala aktiivsusega ala

0.0 10.0 200 300 400

Joonis 6. H3K27ac seondumiskohtade kattuvus genoomil SEL patsientide niitel.
Seondumiskohtade tilegenoomilist kattuvust uuriti ChromHMM!! andmebaasist parit inimese
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monotsiiiitide andmestikuga E124 Monocytes-CD14+ RO01746 Primary Cells. Joonise y-teljel
on toodud erinevad genoomi regioonid ning x-teljel protsent seondumiskohtade kattuvusest
vastavate regioonidega.

2.3.3 Seondumiskohtade visualiseerimine referentsgenoomil

Selleks, et visualiseerida ChromHMM andmebaasist saadud tulemusi referentsgenoomil,
kasutati IGV brauserit. Antud t66s on néitena toodud H3K27ac modifikatsiooni rikastus /F144L
geenis, mille ekspresioonitaseme tdusu on ndhtud varasemates SEL monotsiiiitide uuringutes
(Luo et al., 2022). Nii patsientide kui ka kontrollgrupi proovides esineb tugev rikastumine
aktiivse transkriptsiooni kiilgnevas alas (7TssAFInk). Samuti on niha SEL patsientide proovide

tugevamat rikastust enhanseralades (Enh), vorreldes kontrollproovidega (joonis 7).
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Joonis 7. H3K27ac modifikatsiooni visualiseerimine IGV brauseris. Antud joonisel on
visualiseeritud SEL patsientide proovid rohelise ning kontrollide proovid sinisega. Proovide
seondumiskohti vaadeldi /FI44L geenis. Selleks, et uuritavaid seondumiskohti vorrelda,
kasutati £124 Monocytes-CD14+ RO01746 Primary Cells andmestikku. Kromatiini regioonid
on toodud samades vérvides nagu joonisel 5. TssAFInk — kiilgnev aktiivse transkriptsiooni
alguskoht (Flanking Active TSS), Enh — enhanserala (Enhancer); Tx Wk — ndrk transkriptsioon
(Weak transcription).

2.3.4 Erinevalt rikastunud regioonid monotsiiiitides

Erinevalt rikastunud (differentially enriched, DE) regioonide leidmiseks kasutati programmi

Diftbind. Kokku tehti kolm erinevat vordlust: SEL patsiendid versus kontrollid, in vitro IFN-a
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stimuleeritud monotsiitidid versus mittestimuleeritud monotsiitidid ning SEL IFN-a kdrge
versus madala kontsentratsiooniga patsientide monotsiiidid. Vorreldes SEL patsiente
kontrollisikutega, leiti kokku 6011 erinevalt rikastunud regiooni, millest 4788 olid
iilesreguleeritud ehk positiivselt rikastunud ning 1223 olid allareguleeritud ehk negatiivselt
rikastunud. See tdihendab, et {ilesreguleeritud regioonide puhul oli rikastus SEL patsientides
kdrgem ning allareguleeritud proovide puhul madalam. Selleks, et teostada erinevalt rikastunud
regioonidele annotatsiooniuuring, kasutati andmebaasi GREAT ning vaadeldi DE regioonide
seotust bioloogiliste protsessidega, milleks kasutati andmebaasi Gene Ontology Biological
Processes'?. Annotatsiooniuuringus vaadeldi koos nii positiivselt kui negatiivselt rikastunud
regioone. Sellest analiilisist selgus, et erinevalt rikastunud regioonid olid seotud paljude
erinevate protsessidega, mille seast voib vélja tuua Tolli-laadsete retseptorite ja oksiidatiivse
stressi regulatsiooni, p38MAPK kaskaadi, millega voib seotud olla ka lammastikoksiidi
biosiinteetiliste protsesside regulatsioon, ning ka interferoonide tootmise regulatsiooni (joonis

8).

Biolooglised protsessid
-log10 (binominaalne p-vaartus)
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Lumfotsiiitide homeodstaas 5.16
Reaktiivsete hapniku sisaldavate osakeste biosiisteetiliste protsesside positiivne regulatsioon 5.12
Tolli-laad retseptorite si liradade negatiivne regulatsioon 4.99
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Joonis 8. SEL patsientide erinevalt rikastunud regioonide uurimine.
Annotatsiooniuuringuks kasutati GREAT andmebaasi koos GO Biological Process
andmebaasiga, mis otsib binominaalse p-véirtuse alusel DE regioonidega seotud bioloogilised
protsessid.

Jargnevalt vaadeldi DE regioone in vitro IFN-a stimuleeritud monotsiilitides vorreldes
mittestimuleeritud rakkudega. Kokku leiti 531 erinevalt rikastunud regiooni, millest 231 olid
iilesreguleeritud ja 300 allareguleeritud. Sarnaselt eelmisele grupile vaadeldi
annotatsiooniuuringus nii positiivselt kui negatiivselt rikastunud regioone koos. Tulemustest
selgus, et DE regioonid olid seotud JAK-STAT signaalirajaga, vereloome ning vererakkude

diferentseerumise regulatsiooniga (joonis 9).
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Biolooglised protsessid
-log10 (binominaalne p-vaartus)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 45 5.0 55 6.% 03

Rakulise valgu lokalisatsiooni regulatsioon
JAK-STAT signaalirada 5.33
Pollioolide metaboolsed protsessid 5.01
Vereloome positiivne regulatsioon 4.86
Limfotstitide kemotaksise regulatsioon 4.64
Raku jatkete organisatsiooni negatiivne regulatsioon 4.27
Neuronite diferentseerumise negatiivne regulatsioon 4.03
Limfotsiitide diferentseerumise positiivne regulatsioon 3.96
Neuronite jatkete arengu negatiivne regulatsioon 3.90
T-rakkude diferentseerumise positiivne regulatsioon 3.81
Lihasorganite areng 3.56

Joonis 9. In vitro IFN-a stimuleeritud proovide erinevalt rikastunud regioonide uurimine.
Annotatsiooniuuringuks kasutati GREAT andmebaasi koos GO Biological Process
andmebaasiga, mis otsib binominaalse p-véirtuse alusel DE regioonidega seotud bioloogilised
protsessid.

Viimaseks uuriti, kas ka IFN-a korge ja madala seerumikontsentratsiooniga patsientide
gruppide vahel esineb monotsiiiitides histoonide seondumismustrites erinevusi. Selle jaoks
jaotati SEL-i patsiendid kahte gruppi, kus kontsentratsiooniga iile 100 fg/ml patsiendid
moodustasid korge kontsentratsiooniga grupi ning alla selle moodustasid madala
kontsentratsiooniga grupi. Kdrgesse gruppi kuulus 9 patsienti ning madalasse 15 patsienti.
Kokku leiti 8832 erinevalt rikastunud regiooni, millest 7951 olid iilesreguleeritud ning 881 olid
allareguleeritud. Annotatsiooniuuringus vaadeldi samuti nii {iles- kui allareguleeritud regioone
koos (joonis 10). Otsingutulemustest selgus, et erinevalt rikastunud regioonid olid seotud vere
tiivi- ning eellasrakkude diferentseerumise regulatsiooni, polilamiinide biosiinteetiliste ja

metaboolsete protsesside ning mitokondriaalse translatsiooniga seotud protsessidega.

Biolooglised protsessid
-log10 (binominaalne p-vaartus)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Ribosomaalne DNA vaigistamine 11.49
Mitokondriaalne translatsioon
Vere tuvirakkude diferentseerumise regulatsioon
Vererakkude eellasrakkude diferentseerumise regulatsioon 9.29
snDNA metaboolsed protsessid Q.i 3
Mitokondriaalse translatsiooni terminatsioon 8.93
Mitokondriaalse translatsiooni elongatsioon 8.47
Ribonukleosiid trifosfaat biosiinteetilised protsessid 5.44
Transkriptsioon RNA poliimeraas Il promootorilt 5.13
Idikamine rRNA protsessimises 5.02
BER, AP saitide moodustumine 4.81
snRNA 3’-otsa protsessimine 4.53
mitootiline G2/M transitsiooni kontrollpunkt 3;3
deadentilatsioonist sdltuvas lagunemises osalevad mRNA kataboolsed protsessid 4 '27
pseudouridiini stintees 4:26
mRNA kataboolsed protsessid 4.22
poliiamiini biosiinteetilised protsessid 3.87
poliiamiini metaboolsed protsessid 3.69

Joonis 10. SEL patsientide korge IFN-o kontsentratsiooniga proovide erinevalt
rikastunud regioonide uurimine. Annotatsiooniuuringuks kasutati GREAT andmebaasi koos
GO Biological Process andmebaasiga, mis otsib binominaalse p-vdirtuse alusel DE
regioonidega seotud bioloogilised protsessid. Analiiiis viidi 14bi kdigi regioonidega.
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Lisaks sooritati peakomponentanaliiiis (principal component analysis, PCA), mis konstrueerib
2 peamist komponenti, mille alusel paigutub iga proov joonisele. Peakomponentanaliiiisil

grupeeruvad sarnased proovid kokku. Graafikud on toodud lisas 4.

2.3.4.1 Seondumismotiivid

Viimaseks sooviti wuurida transkriptsioonifaktorite seondumismotiive, mis kattuksid
positiivsete erinevalt rikastunud regioonidega. Esimesena otsiti patsientide ja kontrollide
monotsiiiitide analiilisil tuvastatud DE regioonides paiknevaid seondumismotiive. Motiivide
leidmiseks voeti tilesreguleeritud regioonidest FASTA jérjestused, mis sisestati MEME-ChIP
andmebaasi. Otsinguga leiti iilesreguleeritud regioonidega seitse kattuvat seondumismotiivi,
millest on tabelis 6 vilja toodud viikseima E-viirtusega motiiv. Ulesreguleeritud regioonides

leiti sarnaseid motiive IRF'I, ANDR, STAT2 geenidega.

Samuti uuriti ka in vitro stimuleeritud monotsiititides IFN-a toimel tuvastatud {ilesreguleeritud
DE regioonide seondumismotiive. Seal leiti otsinguga iilesreguleeritud regioonidega kolm
kattuvat seondumismotiivi, millest on tabelis 6 toodud véikseima E-vdirtusega motiiv.

Ulesreguleeritud regioonides leiti sarnane motiiv geeniga IKZF 1.

Lopetuseks vaadeldi ka IFN-o korge ja madala kontsentratsiooniga grupi DE regioonide
seondumismotiive. Otsinguga leiti positiivsete regioonidega 8 kattuvat motiivi, millest on
tabelis 6 vilja toodud véikseima E-viirtusega motiiv. Sarnaseid motiive leiti geenide PRDMG,

NFATCI ja FOXJ3.
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Tabel 6. SEL patsientide erinevalt rikastunud regioonide sagedaseimad
seondumismotiivid vorreldes kontrollidega. Tabelis on vélja toodud 4 erinevat motiivi,
millest 2 esimest on positiivsetes DE regioonides ning 2 teist negatiivsetes DE regioonides.
Lisatud on ka teadaolevad v0i sarnaste motiividega geeninimed ning E-véirtus, mis néitab,
tulemuse statistilist olulisust.

E Teadaolevad
Grupp Motiiv voi sarnased
vaartus
motiivid
“ IRF1

patsiendid vs

7,5e-
! 2 T ’ ANDR
kontrollid 0_—1 T; = ; I }_ L lx > LA 064 STAT?2

= 8 8 & 2

stimuleeritud vs -
mitte- 21 T Q ol IKZF1
stimuleeritud oC ¥ ??Ié?;gg v é? - % 017
IFN-a korge vs ’ e PRDM6
madal ?AAAA AAAAAAA AA &2 NFATCI
kontsentratsioon RS b e - g ol A FOXJ3

e &= 8 8 3T ¥
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2.4 Arutelu

Stisteemne eriitematoosne luupus on heterogeenne haigus, mille puhul v3ib aktiivsus olla
varieeruv ning ka haiguse kulg ettearvamatu. Varasemalt on nididatud, et haigus jaguneb
mitmeks endotiiiibiks, millest mdned on rohkem ja mdned vdhem seotud I tiilipi
interferoonidega (Banchereau et al., 2016; Nehar-Belaid et al., 2020). Selline suur varieeruvus
ning erinev olemus patsientide vahel vdib olla pdhjuseks, miks kliinilised uuringud

ebadnnestuvad ning tdnaseni on meil vaid iiks otsene ravim SEL-i jaoks.

Kuigi SEL-i patogeneesis osalevad mitmed immuunrakud, on monotsiiiitidel oluline roll
poletikumehhanismide vdimendamisel, kuid epigeneetilisi muutusi nendes rakkudes pole
seoses luupusega veel uuritud (Luo et al.,, 2022). Teiste pdletikuliste haiguste puhul on
kirjanduses kiill viiteid ,,treenitud immuunsuse* olulisusest poletiku kidigushoidmisel. Niiteks
on H3K27ac muster psoriaasi patsientidel ja tervete kontrollide nahaproovides erinev ning
koige tileekspresseeritumatel geenidel psoriaasis on H3K27ac rikastus (Masalha et al., 2021).
Histooni modifikatsioon H3K27ac on tugevalt seotud avatud kromatiiniga ning tavaliselt
méirgistab nii enhanser- kui ka TSS alasid (Creyghton et al., 2010). Seetdttu pakub H3K27ac
korget huvi ka SEL-i patogeneesis.

SEL patsientide ja kontrollide monotsiilitide vordluses leiti kokku 6011 H3K27ac suhtes
erinevalt rikastunud regiooni, millest 4788 olid positiivselt ning 1223 negatiivselt rikastunud.
DE regioonid selles grupis olid seotud interferoonide tootmise regulatsiooniga, millega
omakorda olid seotud samades regioonides tuvastatud IFN signaalirajas osalevate
transkriptsioonifaktorite IRF1 ja STAT2 seondumismotiivid. Varasemad uuringud on ndidanud
IRF1 rikastust SEL-patsientide monotsiilitide kromatiinil ning sellega seotud muutusi
epigenoomil (Zhang et al., 2015). DE regioonide vordlemine tuvastas veel mitmeid omavahel
seotud erinevusi bioloogilistes protsessides nagu nditeks Tolli-laadsete retseptorite
regulatsiooni, p38MAPK kaskaadi, ldmmastikoksiidi biosiinteetiliste ja hapniku vabade
radikaalidega seotud protsesside regulatsiooni. Need kdik on SEL-i kontekstis olulised
protsessid. Hiire mudelis on varasemalt ndidatud, et p38 MAPK kaskaadi inhibeerimine voib
aidata SEL-i siimptomeid leevenda (Jin et al., 2011). Samuti on teada, et IFN-I stimuleerivad
arginiinist sdltuvat limmastikoksiidi tootmist ning soodustavad okstidatiivset stressi (Fritsch ja
Weichhart, 2016). Tuvastatud seondumismotiividest pakub huvi veel ANDR geen, mis kodeerib
androgeeni retseptorit (androgen receptor, AR). On palju spekuleeritud selle iile, miks SEL
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mdjutab pdhiliselt naisi ning iiks potentsiaalsetest selgitustest on just hormoonidega seotud
muutused. Varasemalt on ndidatud, et AR blokeerimine vdib aidata alandada pdletikku ning
aidata kaasa M2 makrofaagide polarisatsioonile miiokardiidi in vitro mudelis (Ma et al., 2019).
Lisaks on uuritud ka androgeeni retseptori poliimorfisme ning leitud, et need vdivad mojutada
SEL kulgu ning androgeeni tasemeid naistel (Robeva et al., 2013). SEL patsientide vs
kontrollide monotsiiiitidele sooritati ka peakomponentanaliiiis. Kuigi graafikul ei ole proovid
nii selgelt grupeerunud, voib siiski ka seal moningast segregeerumist méirgata.
Peakomponentanaliiiis leiab sarnased omadused, mille alusel ndidatakse jaotuvust nii, et
sarnasemad proovid grupeeruvad kokku. Todendoliselt mojutab patsientide-kontrollide
vordlemisel mitte nii selget grupeerumist nii suur valim kui ka fakt, et vaadati vaid monotsiitite,

mis on uksteisele sarnased.

Jargnevalt vaadeldi in vitro IFN-o-ga stimuleeritud rakke vorreldes mittestimuleeritud
rakkudega, mille puhul leiti 531 erinevalt rikastunud regiooni. Leiti, et need regioonid on seotud
nditeks JAK-STAT signaalirajaga ning samuti vereloome ning vererakkude diferentseerumise
regulatsiooniga, mis samuti seostub monotsiiiitide, interferoonide ning SEL-iga. Motiivide
uuringust tuvastati Ikarose (IKZFI) seondumismotiiv. See on tuntud B rakkude
diferentseerumises olulise transkriptsioonifaktorina, kuid omab vdhem tuntud rolli ka
miieloidsete rakkude diferentseerumises (Boutboul et al., 2018). Ka on maérgitud selle geeni
olulisust IFN-I tootmises ning samuti on tiheldatud selle geeni variantide seotust SEL-iga
(Graham et al., 2011). Ka in vitro IFN-a-ga stimuleeritud vs stimuleerimata monotsiiiitidele
sooritati peakomponentanaliilis. Siin oli nidha selget jaotumist stimuleerimata ja stimuleeritud

rakkude vahel.

Viimasena vaadeldi erinevalt rikastunud regioonide bioloogilisi protsesse SEL patsientide IFN-
a korge kontsentratsiooniga grupis vorreldes madala grupiga. Leiti 8832 erinevalt rikastunud
regiooni. Tuvastati, et need regioonid on seotud néditeks vere tiivi- ning eellasrakkude
diferentseerumise regulatsiooni, polilamiinide biosiinteetiliste ja metaboolsete protsesside ning
mitokondriaalse translatsiooniga seotud protsessidega. Kim et al. leidsid oma t66s, et SEL-i
patsientidel olid mérgatavalt vidhenenud 4 poliiamiini tasemed: N!-atsetiiiilkadaveriin,
spermidiin, N'-atsetiiiilspermidiin ning spermiin. Toos toodi vilja, et nende poliiamiinide
alanenud tasemed on seotud nende dra kasutamisega poletikulistes protsessides voi panustavad
SEL-i patogeneesimehhanismidesse. Samuti leiti, et mitmete poliiamiinide tasemed olid

korrelatsioonis haiguse aktiivsuse markeritega (Kim et al., 2018). Lisaks on varasemalt
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ndidatud, et IFN-o vahendab mtDNA akumulatsiooni SEL-i monotsiiiitides, mis valdib
autofaagiat ning kéitub kui autonoomne DAMP. Sellele jargnev dratundmine viib STING raja
aktiveerumisele, mis omakorda indutseerib tugevnenud MHCII ja CD86 ekspressiooni ning
tsiitokiinide TNF-o ja IL-6 sekretsiooni, mis viib autoimmuunsusele oma DNA vastu ning
soodustab autoreaktiivsete liimfotsiiiitide klonaalset paljunemist (Gkirtzimanaki et al., 2018).
See demonstreerib jéarjekordselt IFN-a rolli ning potentsiaali ihe vdimaliku kandidaadina ravis,
kuid see nduab patsientide kategoriseerimist korge IFN-a aktiivsusega gruppidesse, et sihtida
just IFN-a-st pdhjustatud muutusi. See omakorda niitlikustab SEL-i heterogeensust ning
patsientide subgruppidesse jagamise olulisust. Seondumismotiivide uurimisel olid
huvipakkuvad geenid NFATCI ning PRDM6. NFATCI on olulise téhtsusega T-rakkude
aktivatsioonis ning varasemalt on ndidatud, et SEL patsiendid mobiliseerivad seda kiiremini
kui terved kontrollid (Kyttaris et al., 2011). On teada, et ka klassikalised ning mitteklassikalised
monotsiitidid ekspresseerivad NFATCI'3. PRDM6 on teadaolev epigeneetiline modifikaator,

kuid vajaks edasist uurimist, et leida seos silisteemse eriitematoosse luupusega.

Edasi minnes tuleks kindlasti analiiiisidesse rohkem haarata kliinilist informatsiooni ning
grupeerida patsiente haiguse fenotiiiibi alusel, kuna SEL on niivord heterogeenne haigus, mille
raviviis ja tulemused soltuvad patsiendi isedrasustest. Samuti tuleks jdrgmisena sooritada
analiitis ka H3K4me3 histooni modifikatsiooni andmetega. Kindlasti on oluline uurida ka
histooni modifikatsioonide seost ja korrelatsiooni geeniekspressiooni andmetega, poodrates
erilist tihelepanu erinevate kontsentratsioonidega IFN-a gruppidele. T66 puudusena vdiks vilja
tuua vaid iihe ajapunkti uurimise. Banchereau et al., on oma t60s vélja toonud, et haiguse
uurimisel on véga oluline vaadelda erinevaid ajapunkte koos haiguse aktiivsuse (SLEDAI
skoori) dra méirkimisega, sest lihe ajapunkti uurimine ei pruugi anda terviklikku pilti, eriti kui
ithel ajapunktil on patsiendid parajasti remissiooni faasis (Banchereau et al., 2017). Patsientide
erinevate ajapunktide analiiiis ning kliinilise informatsiooni kaasamine koos geeniekspressiooni

analiiiisiga oleks edasise uurimise jaoks kdige perspektiivikam variant.
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KOKKUVOTE

IFN-o rolli SEL-i patogeneesis on palju uuritud, kuid epigeneetilistele muutustele
monotsiiiitides ei ole eriti keskendutud. Seevastu on teada, et just monotstiiitidele mdjub IFN-
a vererakkudest kodige tugevamini. Seetdttu oligi selle t66 eesmérgiks uurida epigeneetilisi
muutusi just SEL patsientide monotsiilitides ning mdista IFN-a rolli SEL patogeneesis,
stimuleerides in vitro tervete isikute monotsiiiite. Selleks kasutati ChIPseq meetodit —
sekveneeriti kromatiini regioonid, mis olid seotud aktiivsele kromatiinile iseloomulike histooni
modifikatsioonidega H3K4me3 ja H3K27ac. Bioinformaatiline analiilis teostati H3K27ac

antikeha abil immuunsadestatud regioonidega.

Tulemustes keskenduti kolmele vordlusele: patsiendid vs kontrollid, in vitro IFN-o-ga
stimuleeritud vs mittestimuleeritud monotsiiiidid ning patsientide IFN-o korge vs madala
kontsentratsiooniga grupp. Uurides gruppide vahelisi erinevalt rikastunud regioone, leiti
seoseid erinevate bioloogiliste protsessidega. Patsientide vs kontrollide monotsiiiitides erinevalt
rikastunud regioonid olid eelkdige seotud pdletikuga: Tolli-laadsete retseptorite regulatsiooni,
p38MAPK kaskaadi, lammastikoksiidi biosiinteetiliste ja hapniku vabade radikaalidega seotud
protsessidega. Neid protsesse vdivad vahendada transkriptsioonifaktorid /RFI, ANDR ja
STAT2, mille seondumismotiivid olid vastavates regioonides iileesindatud. IFN-a-ga
stimuleeritud vs mittestimuleeritud monotsiiiitides olid H3K27ac seondumissaidid erinevalt
rikastunud JAK-STAT signaaliraja geenidel ning samuti vereloome ning vererakkude
diferentseerumise regulatsiooniga seotud geenidel. TF seondumismotiivide uurimine viitas
IKZF1 geenile, mida on ka varasemates toodes IFN-I ja SEL-iga seostatud. Kui patsientide
monotsiitidid jagati seerumi IFN-a kontsentratsiooni jérgi gruppidesse (kdrge > 100 fg/ml,
madal < 100 fg/ml) ja tehti monotsiiiitide DE regioonide analiiiis, siis leiti seoseid vere tiivi-
ning eellasrakkude diferentseerumise regulatsiooni, polilamiinide biosiinteetiliste ja
metaboolsete protsesside ning mitokondriaalse translatsiooniga, mida on samuti seostatud IFN-
I toimetega. Transkriptsioonifaktorite uurimisel leiti sarnaseid motiive geenide PRDMO0,

FOXJ3 ning NFATCI-ga.

On selge, et nii SEL-i patsientides kui IFN-a-ga stimuleeritud tervete isikute monotsiiiitides
tekivad epigeneetilised muutused. IFN-a sihtmérgina kasutamine SEL-i ravis on potentsiaalne
véljavaade, kuid see nduab haiguse endotiiiibi kindlaksméaramist. Seetdttu on oluline arvestada

patsientide vaheliste erinevustega ning votta arvesse kliinilisi andmeid.
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Epigenetic changes in monocytes due to systemic lupus erythematosus

Katrina Ahun

SUMMARY

Epigenetics is the study of mitotically and meiotically inherited gene expression changes
without altering DNA sequence. As methods improve, researching epigenetic changes in the
context of autoimmune diseases is becoming more and more important. It is known that
epigenetics plays a large role in the immune cells of SLE. Immune cells are known for their
cytokine producing ability, which harbours many defensive mechanisms. However, excessive
cytokine production can be damaging. It has been noted, that SLE patients have higher levels
of IFN-a and that out of all immune cells, monocytes are most affected by it. There are many
types of epigenetic changes, including histone modifications. Histone modifications are one of
the factors that determine the availability of DNA. That makes histone modifications a
compelling target for studying, understanding, and treating SLE. Because of SLE’s

heterogeneity, finding new disease markers is of utmost importance.

The objective of this thesis was to determine whether there are epigenetic changes between the
monocytes of SLE patients and healthy controls and to study the effects of IFN-a on healthy

monocytes.

This study focused on three comparisons: 1) SLE patients vs controls; 2) in vitro IFN-a
stimulated monocytes vs in vitro not stimulated monocytes; 3) patients divided to two groups
by their serum IFN-o concentration. All studied comparisons showed many differentially
enriched (DE) regions. When looking at the biological processes that were associated with the
DE regions, it was found that patients vs control monocytes’ DE regions were affiliated mostly
with inflammation: TLR regulation, p38MAPK cascade, NO biosynthetic and oxidative stress
processes. These processes might be mediated by transcription factors IRF1, ANDR and STAT?2,
binding motives of which were upregulated in corresponding regions. Differentially enriched
regions of H3K27ac binding sites between in vitro IFN-a stimulated and not stimulated
monocytes showed connections with JAK-STAT signalling pathway and regulation of
hemopoiesis and lymphocyte differentiation. TF binding motifs hinted at IFZF1 gene, that has
been previously connected to SLE and IFN-I. When patients’ monocytes were divided into two
groups based on the patients’ serum IFN-a concentrations (high > 100 fg/ml, low < 100 fg/ml)

the DE regions revealed association with the regulation of blood stem and precursor cell
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differentiation, polyamine biosynthetic and metabolic processes, and mitochondrial translation,
all of which have been previously found to be linked to IFN-I. When looking at transcription
factors, similar motifs were found with genes PRDM6, FOXJ3 and NFATCI.

It was revealed that epigenetic changes do indeed take place in the monocytes of patients
affected with SLE. The use of IFN-a as a target in the treatment of SLE is a potential outlook,
but it requires establishing the endotype of the disease. That makes it important to consider the

differences between patients and take into account the clinical data.
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LISAD

Lisa 1. SEL patsientide iseloomustus. Tabelis on toodud SEL patsientide koodid, vanused,

sugu, IFN-a kontsentratsioon (fg/ml) ning SLEDAI skoor.

SEL patsient Vanus | Sugu IFN-a kontsentratsioon (fg/ml) | SLEDAI skoor
SLE 07 53 N 0,13 8
SLE 08 51 N 591,52 6
SLE 09 54 N 4,34 6
SLE 10 51 N 38,67 8
SLE 11 42 N 22,00 6
SLE 12 49 N 440,88 10
SLE 16 37 N 93,95 11
SLE 17 59 N 24,14 10
SLE 18 60 M 869,00 16
SLE 19 62 N 76,93 18
SLE 20 44 M 76,87 8
SLE 22 71 N 152,22 12
SLE 23 58 N 2369,58 8
SLE 24 29 N 432,07 11
SLE 25 42 N 0,40 8
SLE 26 69 N 0,42 5
SLE 27 76 N 7,31 6
SLE 28 45 N 8,80 13
SLE 29 59 N 1,85 13
SLE 30 56 N 162,18 6
SLE 31 65 N 43,31 6
SLE 32 47 M 297,38 17
SLE 36 45 N 6875,71 14
SLE 38 33 N 74,60 16
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Lisa 2. Lugemite esmane analiiiis. Tabelis on toodud iga uuritavate grupi (SEL patsiendid,
kontrollid, in vitro IFN-a stimuleeritud ja in vitro mittestimuleeritud) monotsiiiitide ChIPi
materjali sekventside kohta genoomile joondatud fragmentide, piikide ja filtreeritud piikide
arvud: keskmine ja sulgudes standardhdlve. ChIPseq eksperimentide puhul peetakse
minimaalseks vajalikuks fragmentide arvuks proovi kohta 20 miljonit (Landt et al., 2012), seega

on selles katses fragmente edasiseks analiiiisiks piisavalt.

Grupi nimi Genoomile Piigid Filtreeritud piigid
joondatud
fragmentide arv
Patsiendid 43126266 (9671321) | 33000 (7134) 32972 (7136)
Kontrollid 36709845 (3955939) | 29868 (3721) 29842 (3722)
In vitro IFN-a 39818418 (3926359) | 32172 (6413) 32147 (6414)
stimuleeritud
In vitro 44152162 (8537251) | 28888 (6186) 28865 (6185)
mittestimuleeritud
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Lisa 3. Seondumiskohtade kattuvus genoomil. Joonisel on vélja toodud kontrollide (A), in
vitro kasvatatud IFN-a stimuleeritud (B) ja in vitro kasvatatud mittestimuleeritud (C) gruppide
seondumiskohtade kattuvus genoomil. Seondumiskohtade iilegenoomilist kattuvust uuriti
ChromHMM!! andmebaasist pirit inimese monotsiiiitide andmestikuga E124 Monocytes-
CD14+ ROO01746 Primary Cells. Joonise y-teljel on toodud erinevad genoomi regioonid ning

x-teljel seondumiskohtade kattuvus vastavate regioonidega protsentides.
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Lisa 4. PCA joonis. Joonisel A on varreldud SEL patsientide gruppi kontrollidega ning joonisel
B on sama tehtud in vitro IFN-o stimuleeritud ja mittestimuleeritud rakkudega. PCA

konstrueerib 2 peamist komponenti, mille alusel paigutab iga proovi joonisele.
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