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NLRP1 ja NLRP3 inflammasoomi aktivatsioon inimese bronhiepiteeli rakkudes ning

miR-146a roll nende regulatsioonis rinoviiruse nakkuse korral

Astma on poletikuline hingamisteede haigus, mis sageli &geneb rinoviiruse infektsiooni korral.
Inflammasoomid on kaasasundinud immuunsisteemi valgukompleksid, mis aktiveeruvad
viirusinfektsiooniga. MiR-146a on poletiku valjakujunemises osalev mikroRNA, mille
ekspressioon on astma patsientidel muutunud ning miR-146a tase suureneb RV infektsiooni
korral. Ei ole teada astma dgenemise, RV nakkuse, inflammasoomi aktivatsiooni ja miR-146a
omavaheline seos, mistdttu magistritod eesmark oli tuvastada NLRP1 ja NLRP3 inflammasoomi
geenide ja nendega seotud tsutokiinide interleukiin(IL)-1p, IL-18 ekspressioon RV infektsiooni
korral ning anallisida, millist mdju avaldab miR-146a nende geenide avaldumise tasemele.
Tulemusena selgus, et rinoviirusinfektsioon aktiveerib inimese bronhiepiteeli rakkudes NLRP1

inflammasoomi ning miR-146a ei avalda inflammasoomi geenide avaldumisele otsest moju.
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The activation of NLRP1 and NLRP3 inflammasome in human bronchial epithelial cells

and the role of miR-146a in their regulation during rhinovirus infection

Asthma is an inflammatory disease of the airways that is often exacerbated during rhinovirus
infection. Inflammasomes are protein complexes of the innate immunity that are activated by
viruses. MiR-146a is capable of regulating inflammation and differential miR-146a expression
has been detected in asthma patients. Additionally, miR-146a expression increases during RV
infection. The connection between asthma exacerbation, RV infection, inflammasome activation
and miR-146a is unclear. Therefore, the aim of this Master's thesis was to determine the
expression of NLRP1 and NLRP3 inflammasome genes and associated interleukin(IL)-1p, IL-18
during RV infection and to analyse, how does miR-146a affect the expression of those genes. As
result, we demonstrate that RV infection activates the NLRP1 inflammasome in HBEC cells and

miR-146a doesn't directly affect the expression of inflammasome genes.
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KASUTATUD LUHENDID

ANOVA dispersioonanaliiiis (ingl analysis of variance)

BALF bronhoalveolaarne vedelik

BEGM bronhiaalse epiteelraku kasvusodde
BPE veise ajuripatsi ekstrakt

CASP1 kaspaas-1

cDNA komplementaarne DNA

CHDR3 kadheriini valguperekonda kuuluv liige 3 retseptor

CXCL1 C-X-C motiiviga kemokiini ligand 1

DAMP ohuga seotud molekulaarne muster

DGCRS8 DiGeorge stindroomi kriitilise regiooni geen 8 (ingl DiGeorge syndrome critical
region gene 8)

EF1A elongatsioonifaktor-1 alfa

ELISA enstiimseotud immunosorbentanaltius

GSDMD gasdermin-D

HBEC inimese bronhiepiteeli rakud

hEGF inimese epidermaalne kasvufaktor
ICAM1 intratsellulaarne adhesioonimolekul 1
IFN interferoon

IKS inhaleeritavad kortikosteroidid

IL interleukiin

ILC loomuliku immuunsuse limfoidrakud
IRAK1 IL-1 retseptori vahendatud kinaas 1
IRF interferooni regulaatorfaktor

ISG IFN-stimuleeritud geen

JAK-STAT Janus kinaas-signaali tlekande ja transkriptsiooni aktivaator
LABA pikatoimelised beeta-agonistid
LDLR madala tihedusega lipoproteiini retseptor
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MDAS
miRNA
miR-146a
MOI
MRE
NF-xB
NLR
NLRP
PAMP
PRR
PYCARD

RIG-I
RISC
RT-qPCR
RV
SABA
siRNA
TCIDso
Th2
Th17
TLR
TRAF6
TSLP
3’UTR

melanoomi diferentseerumisega assotsieerunud geen 5

mikro-RNA

mikro-RNA-146a
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patogeenidega seotud molekulaarne muster
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kaspaasi aktivatsiooni ja varbamise domeeni (CARD) sisaldav apoptoosiga seotud
tapilaadne valk (ASC)
retinoehappe indutseeritav geen |

RNA indutseeritud vaigistamiskompleks
reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon
rinoviirus

luhitoimelised beeta-agonistid

vaike interfereeriv RNA

50% rakukultuuri nakatav doos (ingl tissue culture infective dose 50%)
tllp 2 abistaja rakud

tllp 17 abistaja rakud

tolli-laadne retseptor

TNF retseptori vahendatud faktor 6
titmuse stromaalne limfopoetiin

MRNA 3’ transleerimata regioon



SISSEJUHATUS

Astma on krooniline pdletikuline hingamisteede haigus, mis mdjutab sadu miljoneid inimesi Gle
maailma, tekitades neil hingamisraskuseid (Veerati et al., 2020). Rinoviirused (RV) pdhjustavad
sageli kilmetushaiguseid, kuid astma patsientidel vdib RV nakkusega kaasneda astma &genemine
(Jakiela et al., 2021; Wirz et al., 2022). On teada, et rinoviirus nakatab astma patsientidel
eelkdige bronhiepiteeli rakke (Mills et al., 2019), kuid on ebaselge, miks tekib astma &genemine
ning kuidas oleks v@imalik seda &ra hoida. Inflammasoomid on suured valgukompleksid, mis
omavad olulist rolli patogeenide vastases kaasasundinud immuunvastuses. Inflammasoomi
aktivatsiooni tagajarjel toodetakse pro-inflammatoorseid tsttokiine interleukiin(IL)-1p ja IL-18,
mis osalevad pdletiku regulatsioonis (Z. Li et al., 2022; Robinson et al., 2020). Varasemad
uuringud on naidanud inflammasoomi aktivatsiooni viirusinfektsioonide korral (Han et al., 2021),
kuid ei ole selge, kuidas mdjutab rinoviiruse nakkus inflammasoomi aktiveerumist bronhiepiteeli
rakkudes. MikroRNA-146a (miR-146a) on lihike mittekodeeriv. RNA, mis reguleerib
posttranskriptsioonilisel ~tasemel erinevaid bioloogilisi protsesse, sealhulgas pdletiku
valjakujunemist (L. Zhang et al., 2020; Yan et al., 2021). On néidatud, et astma patsientidel
esineb muutunud miR-146a ekspressioon ning miR-146a tase suureneb rinoviirusinfektsiooni
korral (Laanesoo et al., 2021; Rodrigo-Munoz et al., 2019), kuid miR-146a roll inflammasoomi
aktivatsiooni reguleerimisel inimese bronhiepiteeli rakkudes ei ole teada.

Magistritod eesmark oli valja selgitada, milline on astma patsientide bronhiharjaproovides ja
rinoviirusega nakatatud inimese primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes NLRP1 ja NLRP3
inflammasoomi geenide ja nendega seotud tsttokiinide IL-1p, IL-18 ekspressioon ning

analtdsida, millist mdju avaldab miR-146a nende geenide avaldumise tasemele.

Magistritoo valmis Tartu Ulikooli biomeditsiini Gppekava raames. To0 eksperimentaalsed katsed
viidi labi Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas, biomeditsiini osakonnas, bio- ja

siirdemeditsiini instituudis, RNA bioloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Astma

Astma on véga levinud krooniline pdletikuline hingamisteede haigus, mis mdjutab sadu miljoneid
inimesi Ule maailma (Veerati et al., 2020). Astma tekkep6hjused on osaliselt geneetilised, kuid
samuti on mitmeid keskkonnategureid, mis haiguse kujunemist ja &genemist soodustavad.
Olulised faktorid astma tekkimises on 6husaaste, allergeenid ja viirusnakkused (Everman et al.,
2019; Wang et al., 2021). Need keskkonnafaktorid puutuvad hingamisteede kaudu organismi
sisenedes koigepealt kokku bronhiepiteeliga. SOltuvalt haiguse raskusastmest vOib astma
patsientide bronhiepiteel olla kahjustunud, mist6ttu astma korral reageerib organism
keskkonnafaktoritele tugevamalt, aktiveeruvad nii kaasasundinud kui ka omandatud
immuunsisteemi  rakud ning liiga tugeva immuunvastuse tagajarjel voivad tekkida
koekahjustused (Jakiela et al., 2021).

1.1.1. Astma fenotutibid

Astma on heterogeenne haigus, mida saab hingamisteedes paiknevate immuunrakkude hulga
alusel jaotada kolmeks fenotuibiks: eosinofiilne, neutrofiilne ja pautsigranulotsitaarne astma
(X. Wen et al., 2022).

Astma saab klassifitseerida eosinofiilseks, kui hingamisteede rogas olevatest rakkudest vdhemalt
3% on eosinofiilid. Eosinofiilse astma raskusaste on patsientidel varieeruv, kuid Gldjuhul allub
haigus ravile (G. Chen et al., 2022). Hingamisteede eosinofiiliat p6hjustavad allergeenid, nagu
Oietolm ja tolmulest, mis indutseerivad alarmiinide interleukiin(IL)-33, tllmuse strooma
limfopoetiin (TSLP) ja IL-25 ekspressiooni. Oluline roll on tsutokiinil IL-33, mis aktiveerib
loomuliku immuunsuse tidp 2 limfoidrakud (ILC2) ja tliup 2 abistaja rakud (Th2) (Suzuki et al.,
2021). Sellest tulenevalt on hingamisteedes tlup 2 pdletik, mida iseloomustab suurenenud IL-4,
IL-5 ja IL-13 avaldumise tase (Immormino et al., 2022). IL-4 indutseerib allergilise reaktsiooni
teket, avaldades m6ju B-rakkudest immuunglobuliin E (IgE) tootmisele. IL-5 osaleb eosinofiilide
diferentseerumises ja migratsioonis, samas kui I1L-13 indutseerib lima sekretsiooni ja

hingamisteede hlperreaktiivsust (Suzuki et al., 2021).

Neutrofiilse astma korral on hingamisteede rdgas paiknevatest rakkudest vdhemalt 61%

neutrofiilid (G. Chen et al., 2022). Neutrofiilne astma on (ks tdsisemalt kulgevaid astma

fenotlilipe, mida iseloomustab sagedane haiguse &genemine ning halb ravile allumine (Abdo et

al., 2021). Neutrofiilide olemasolu régas on tavaliselt tagajarg kokkupuutele saasteainetega nagu
8



tubakasuits vOi viitab viraalsele vOi bakteriaalsele infektsioonile (Ntontsi et al., 2017).
Neutrofiilse astma tekkemehhanismid ei ole selged, kuid neutrofiilset fenotulpi seostatakse
suurenenud tudp 17 abistaja rakkude (Thl7) vahendatud immuunvastustega (Q. Chen et al.,
2021). Th17 rakud toodavad tsitokiine IL-17A/F ja IL-22 (Yang et al., 2022). IL-17 aktiveerib
kemokiini IL-8, mille Glesanne on neutrofiile hingamisteedesse meelitada ja aktiveerida (Q. Chen
et al., 2021). Naiteks on astma patsientidel leitud plasmas méarkimisvaarselt suurem IL-17A
ekspressioon kui kontrollidel, kusjuures IL-17A tase oli positiivses Kkorrelatsioonis haiguse
raskusastmega (Yang et al., 2022). Samuti on neutrofiilse astma patsientidel naidatud suurenenud
IL-22 ekspressiooni, mis suurendab inimese hingamisteede silelihasrakkude jagunemist ja
migratsiooni ning vdib sellega kaasa aidata hingamisteede remodelleerimisele (Badi et al., 2022;
Bullone et al., 2019). Lisaks vdib hingamisteede neutrofiiliat suurendada puudulik apoptootiliste

neutrofiilide eemaldamine makrofaagide poolt (Immormino et al., 2022).

Pautsigranulotsiitaarne astma esineb patsientidel, kelle hingamisteede rdgas on eosinofiilide ja
neutrofiilide tase langenud (Ntontsi et al., 2017). Kuigi tegemist on levinud astma fenottdbiga,
pautsigranulotsiitaarse astma kohta ei leidu palju teadust6dd, mistbttu see haiguse vorm on
halvasti mdistetud. Arvatakse, et tegemist on kergemini kulgeva astma fenotliibiga, mis allub
ravile (Li et al., 2021). Ntontsi et al. nditasid, et vOrreldes teiste fenotulpidega oli
pautsigranulotsiitaarse astma patsientidel véljahingatavas O6hus ja régas véhem pdletikulisi
biomarkereid, mis viitas kergemale hingamisteede pdletikuprotsessile. Samuti olid patsientidel
pautsigranulotsiitaarse astma korral paremini funktsioneerivad kopsud ning ravimite madalama
doosi vajadus (Ntontsi et al., 2017). S6ltumata haiguse fenotlubist on astmaatikute hingamisteed
poletikulised ning see tekitab kahjustusi, mis ndrgestavad epiteeli kaitsefunktsiooni ja

suurendavad infektsiooniriski (Song ja Wang, 2022).

1.1.2. Kopsuepiteel ja selle muutused astma korral

Terve indiviidi hingamisteid vooderdab uhekihiline, mitmerealine epiteel, mis koosneb neljast
peamisest rakutliibist: basaalrakud, karikrakud, ripsrakud ja Clara rakud (Rayner et al., 2019).
Need epiteeli moodustavad rakud on omavahel ihendatud tiheliiduste ja adhesioonivédga (Collin
et al., 2021). Basaalrakud kinnitavad epiteelkihi basaalmembraanile ning on olulised epiteeli
regeneratsioonis, olles eellasrakkudeks teistele rakutiitipidele (Jonsdottir et al., 2015). Karikrakud
toodavad lima, mis katab epiteelikihti ja ptdab kinni hingamisteedesse sattuvad patogeenid ning
muud osakesed. Ripsrakud omavad sadu ripseid, mille abil liigutatakse lima koos sealsete

arritajatega, et hingamisteed kahjulikest faktoritest vabastada (Gohy et al., 2019; Jing et al.,
9



2019). Clara rakud sekreteerivad valke, mis kannavad p0letikuvastaseid omadusi ning

reguleerivad immuunvastust (Rayner et al., 2019).

Astma patsientidel esineb tihti mitmesuguseid bronhiepiteeli histoloogilisi muutuseid, nagu
karikrakkude metaplaasia ja huperplaasia, epiteeli paksenemine, liigne lima tootmine ning
suurenenud bronhi silelihase mass (Joonis 1) (Esteves et al., 2022; Jakiela et al., 2021).
Hingamisteedes paiknevad immuunrakud toodavad kasvufaktoreid, mis indutseerivad
hingamisteede seinte paksenemist ning bronhide kokkutdmbumist (Suzuki et al., 2021).
Hingamisteede ahenemise tagajérjel tekkivad astma patsientidel hingamisraskused, mida
iseloomustavad kéhimine, hingeldamine ning raskustunne rindkeres (Veerati et al., 2020).

Terve kops Astma patsiendi kops

Ahenenud
hingamistee

Terve
hingamistee

Lima huper-
sekretsioon

‘ ( ~ | Paksenenud

Terve
hingamis-
tee sein

~ ja poletikuline

hingamis-
Lédvestunud silelihas Kokkutémbunud silelihas

tee sein

Joonis 1. Terve ja astma patsiendi hingamisteed. Joonisel on kujutatud terve inimese
hingamisteed ning astmaga kaasnevad inimese hingamisteede muutused. Modifitseeritud Shastri
etal., 2021 jargi.

1.1.2. Astma ravi

Astma patsiendid kogevad astmahooge, mille leevendamiseks on olemas ravimid, Kkuid
raskematel juhtudel vdib kaasneda hospitaliseerimine (Sullivan et al., 2021). Astma korral
kasutatakse pikaaegselt manustatavaid ravimeid, nagu inhaleeritavad kortikosteroidid (IKS) ja
pikatoimelised beeta-agonistid (LABA), mis aitavad astmahooge ennetada, ning kiiret leevendust
pakkuvaid ravimeid, nagu luhitoimelised beeta-agonistid (SABA), mida manustatakse akuutselt

astmahoogude esinemisel (Harvey et al., 2022).
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Kdige levinud ravimid astma kontrolli all hoidmiseks on inhaleeritavad kortikosteroidid, mis
vahendavad hingamisteede pdletikku. Kuigi kortikosteroide peetakse tisna ohutuks, v6ib nende
kasutamisega kaasneda soovimatuid kdrvaltoimeid. Lastel on IKS ravi jarel taheldatud
neerupealiste t66 parssimist ja kasvupeetust (Caulfield et al., 2021). Kortikosteroide on v@imalik
manustada ka slsteemselt, kuid selle ravimeetodiga seostatakse suurenenud vastuvotlikkust
infektsioonidele, probleeme luudega ning kardiovaskulaarseid ja gastrointestinaalseid
komplikatsioone (Sullivan et al., 2021).

Teine sagedaselt kasutatav astma ravimite grupp on pikatoimelised beeta-agonistid, mis
seonduvad eelistatult hingamisteede silelihasrakkudel paiknevatele [2-retseptoritele ja
soodustavad silelihase I6dvestumist ning bronhodilatsiooni. LABA-de toime kestab keskmiselt
6-12 tundi (Burkes ja Panos, 2020). Kuigi LABA-d on olnud turul ligikaudu 30 aastat, esineb
endiselt kisimusi nende turvalisuse kohta (Peters et al., 2016). Varasemates uuringutes on
naidatud, et patsientidel, kellele manustati LABA-sid, esines rohkem astmaga seotud
surmajuhtumeid kui platseebogrupis (Nelson et al., 2006). Samas on hiljem lisandunud

teadustdid, mis sellised vaited tmber likkavad (Sears ja Radner, 2014; Stempel et al., 2016).

Kiiret leevendust pakkuvate astma ravimite hulka kuuluvad luhitoimelised beeta-agonistid
(SABA), mis luhiajaliselt véhendavad astma siumptomeid, kuid ei leevenda sumptomeid
pdhjustavat pdletikku (Baron et al., 2021). On téheldatud, et SABA-de pikaaegne kasutamine
vOib hoopis astma &genemist indutseerida ning liigset SABA-de manustamist seostatakse
suurenenud riskiga astmaga seotud suremuseseks (Nwaru et al., 2020).

Tanapéeval soovitatakse astma dgenemise leevendamiseks kombinatsioonteraapiat, mis koosneb
inhaleeritavatest kortikosteroididest ja LABA-dest (Al-Ahmad ja Webb, 2022). Selle meetodi
efektiivsust toetavad mitmed uuringud, kus patsientidel on téheldatud méarkimisvaarselt vahem
astma agenemist (Bateman et al., 2014; Lee et al., 2016). Samas on uurimusi, mis vastupidiselt ei
ole suutnud leida olulisi erinevusi mono- ja kombinatsioonteraapia tulemustes (Beasley et al.,
2015). Astma kontrolli all hoidmist raskendab ka inhalaatori ebakorrektne kasutamine, mille

puhul levinud viga on enne inhaleerimist mitte vélja hingamine (Price et al., 2017).

1.2. Rinoviirus ja astma
Rinoviirus (RV) on uheahelaline RNA viirus, mis kuulub Picornaviridae sugukonda (Mills et al.,
2019). Tegemist on Uhe k&ige levinuma Ulemiste hingamisteede kilmetushaiguste pdhjustajaga.

Rinoviirusinfektsioon ei ole uldjuhul tervetele indiviididele ohtlik, kuid lastel ja krooniliste
11



hingamisteede haigustega tdiskasvanutel vOib nakkusega kaasneda astma teke ja dgenemine
(Jakiela et al., 2021; Wirz et al., 2022). Astma dgenemine suurendab riski komplikatsioonide
tekkeks ja korgemaks suremuseks, millega kaasneb ka markimisvéarne tdus tervishoiukulutustes
(Veerati et al., 2020). Lisaks on mitmed uuringud ndidanud, et varajases eas pdetud
rinoviirusnakkuse tagajérjel voib tekkida hingeldamine, mis suurendab riski lapsepdlves astma
valjakujunemiseks (Hasegawa et al., 2019). Samuti ei ole praegu olemas rinoviirusinfektsiooni

ennetavaid ravimeid ega vaktsiini (Blaas, 2020).

1.2.1. Rinoviiruse ehitus

Rinoviirused on véaikesed viirused, mille diameeter jaab vahemikku ligikaudu 28-30 nm. Viiruse
genoom koosneb uheahelalisest RNA-st ning see on Umbritsetud kapsiidiga, mille moodustavad
struktuurvalgud VP1, VP2, VP3 ja VP4. Kbige arvukamalt on valke VP1, VP2 ja VP3, mis
paiknevad kapsiidi pinnal, samas kui VP4 asetseb kapsiidi ja viiruse genoomi vahel. Kapsiidi
pinnal olevad valgud méngivad olulist rolli rinoviiruste antigeensuse mitmekesisuse tagamisel,
olles erinevate serotliipide vahel vdga varieeruvad. Lisaks, VP1 on vajalik rakkude
nakatamiseks, moodustades seondumiskoha rakupinna retseptoritele (Alshrari et al., 2021;

Gomez-Perosanz et al., 2021).

1.2.2. Rinoviiruste klassifikatsioon

Tanapéeval on teada ligikaudu 170 rinoviiruse serotulpi, mis Klassifitseeritakse gruppidesse
vastavalt struktuurvalk VP1 RNA jérjestuste sarnasusele vOi rakkudesse sisenemiseks
kasutatavale retseptorile. VP1 RNA jérjestuse alusel jaotuvad rinoviirused alamliikidesse A, B ja
C, mille hulgast RV-A ja RV-C on sagedasemad hingamisteede infektsioonide phjustajad. 2021.
aasta seisuga on kirjeldatud 80 A, 32 B ja 57 C alamliigi rinoviirust (Esneau et al., 2022; Gomez-
Perosanz et al., 2021; Mills et al., 2019). Retseptorite jargi ruhmituvad A ja B alamliigi
rinoviirused suurde (major) ja véiksesse (minor) gruppi, samas kui C alamliigi viirused
moodustavad omaette grupi. Suure grupi RV-d sisenevad rakku kasutades intratsellulaarset
adhesioonimolekul 1 (ICAML1) retseptorit ning vaikse grupi RV-d seonduvad madala tihedusega
lipoproteiini retseptoriga (LDLR). ICAML1 ja LDLR retseptoreid ekspresseerivad hingamisteede
epiteelirakud ning mitmed immuunrakud, nagu makrofaagid ja nuumrakud (Han et al., 2021).
RV-C rakkudesse sisenemiseks on vajalik inimese kadheriini valguperekonda kuuluv liige 3

retseptor (CDHR3), mida ekspresseerivad ripsrakud (Bochkov et al., 2015).
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1.2.3. Infektsiooni mehhanism

Rinoviirus paljuneb kopsudes peamiselt bronhiepiteeli rakkudes, mis ekspresseerivad mustreid
aratundvaid retseptoreid (PRR). Nende hulka kuuluvad tolli-laadsed retseptorid (TLR) ning RNA
helikaasid nagu retinoehappe indutseeritav geen | (RIG-1) ja melanoomi diferentseerumisega
assotsieerunud geen 5 (MDAS5) (Mills et al., 2019; Veerati et al., 2020). TLR2 tunneb &ra
rinoviiruse kapsiidi pinnavalgud, samas kui viiruse RNA-d tuvastavad endosoomis TLR7 ja
TLR8 ning tsttosoolis RIG-1 ja MDAS (Stokes et al., 2016).

Peale retseptorite poolt viiruse tuvastamist indutseeritakse interferooni regulaatorfaktor (IRF),
mille tagajérjel ekspresseeritakse tulp | ja taup I interferoone (IFN). IFN omakorda reguleerib
ules antiviraalsete omadustega IFN-stimuleeritud geene (ISG), mis voivad viiruse leviku
piiramiseks indutseerida nakatunud rakkude surma (Lo6tzerich et al., 2018; Xander et al., 2019).
Lisaks aktiveerub tuumafaktor kappa B (NF-«B) signaalirada ning hakatakse tootma mitmeid
tsutokiine (Mills et al., 2019; Veerati et al., 2020).

1.3. Inflammasoom

Inflammasoomid on suured valgukompleksid, mis omavad olulist rolli patogeenide vastases
kaasasundinud immuunvastuses. Kompleksi aktiveerumisel hakatakse organismis sekreteerima
pro-inflammatoorseid tsttokiine IL-1B ja IL-18, mis reguleerivad erinevaid pdletikuvastusega
seotud protsesse, Kkusjuures astma patsientidel on tdheldatud suurenenud IL-1B ja IL-18
ekspressioonitaset (Kaur et al., 2021; H. C. Li et al., 2022; Simpson et al., 2014).

1.3.1. Inflammasoomi komponendid

Inflammasoom koosneb sensorist, adaptorist ja efektorist, mis haigustekitaja sissetungimisel
moodustavad uhise kompleksi (H. C. Li et al., 2022). Inflammasoomi sensoriks on nukleotiide
siduvat domeeni ja leutsiinirikkaid kordusi sisaldavate valkude (NLR) perekonda kuuluv pariini
domeeni sisaldav valk (NLRP), mis tunneb &ra erinevaid patogeenidega seotud molekulaarseid
mustreid (PAMP) v6i ohuga seotud molekulaarseid mustreid (DAMP) (Pandey ja Zhou, 2022).
Tanapéeval on teada vahemalt 5 PRR sensorit (Joonis 2), mis on vdimelised inflammasoomi
moodustama (Han et al., 2019). Nende hulka kuuluvad NLRP1 ja NLRP3, kusjuures kdige enam
on uuritud NLRP3-ga moodustatavat inflammasoomi (H. C. Li et al., 2022). NLRP3 tunneb &ra
nii eksogeenseid kui endogeenseid ohusignaale, nende hulgas ka viiruse RNA (Liu et al., 2019).
NLRP1 on esimesena avastatud inflammasoomi moodustav sensor ning seob sarnaselt NLRP3-le

viiruse nukleiinhappeid (Bauernfried et al., 2021). Inflammasoomi adaptor-molekuliks on
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PYCARD, mis on kaspaasi aktivatsiooni ja varbamise domeeni (CARD) sisaldav apoptoosiga
seotud tapilaadne valk (ASC), ning efektorina kéitub tsiisteiini proteaas pro-kaspaas-1 (Pandey ja
Zhou, 2022).

Inflammasoomi ehitus

Sensorid: Adaptor:
AIM2 | PYD HIN-200 | ASC | CARD PYD
LRR

! R

NAIPs BIR Efektor:
NLRc4 [caro [ nachT () CASP1 [ CARD |

NLRP1 | PYD | NacHT (IDIFFiNo Tl carD |

Pyrin | PYD [ Coil-Coil | B-boxes |

NLRP3 = PYD | NAcHT (LIS

Inflammasoomi aktivatsioon

5

Sensori AR
aktivatsioon Oligomerisatsioon (2 '
X g ! Q< Qme
. e &=/
Adaptori ja .v‘
efektori .

kaasamine

Ao

Joonis 2. Inflammasoomi ehitus. Inflammasoom koosneb sensorist, adaptorist ja efektorist, mis
sensori aktiveerumisel moodustavad Uhise kompleksi. Modifitseeritud Christgen et al.,
2020 jargi.

Inflammasoomi aktiveerumine on kaheetapiline protsess: vajalik on 1. signaal, mille jarel toimub
praimimine (priming), ja 2. signaal, millega initsieeritakse inflammasoomi aktivatsioon.
Praimimise etapp Kkaivitub, kui organismis tuntakse dra PAMP-e, mille tagajarjel aktiveerub
NF-kB signaalirada ja hakatakse eckspresseerima inflammasoomiga seotud geene NLRP,
pro-kaspaas-1, pro-1L-1p ja pro-l1L-18. Teises etapis tunneb ulesreguleeritud sensor &ra erinevaid
PAMP-e ja DAMP-e, mis viib adaptori PYCARD assembleerumise ja oligomeriseerumiseni.

PYCARD omakorda interakteerub pro-kaspaas-1-ga, misjarel viimasest saab autokatallusi teel
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aktiivne vorm kaspaas-1 (CASP1). Aktiivne kaspaas-1 l8ikab pro-IL-1f ja pro-1L-18 nende
aktiivseteks vormideks IL-1f ja IL-18, mis sekreteeritakse ekstratsellulaarsesse ruumi (Karaba et
al., 2020; Pandey ja Zhou, 2022). IL-1B ja IL-18 omavad olulist rolli pdletikuvastuses,
suurendades veresoonte l&bilaskvust ning indutseerides neutrofiilide ja lumfotstutide liitkumist
poletikukoldesse (Z. Li et al., 2022). Lisaks v0ib kaspaas-1 aktivatsioon viia puroptoosini, mis on
gasdermin-D (GSDMD) vahendatud ltatiline rakusurm (Sand et al., 2019).

Viiruse ssRNA
vabanemlne Endotsutoos

® RnA-ssltuy
RNA poliimeraas

dsRNA tuvastamine Automhlbeentud
NLRP1 poolt [\ NLRP1
‘4’ Pro-kaspaas-1 Pro-IL-1B8
& Si’. NLRP1 vV adivne T 6
# _aktivatsioon kaspaas-1 Pletik
dsRNA ’ /\r
.moodustumine/( ‘ ( \GSDMD —_—
‘ \ = ASC £ poor
UPA-CARD fragmendl vabanemine GSDMD NT Rakusurm

Joonis 3. NLRP1 inflammasoomi aktivatsioon viirusinfektsiooni korral. Viiruse rakku
sisenemisel vabaneb tsiitoplasmasse viiruse nukleiinhape, mis seondub sensor NLRP1-ga ning
pohjustab selle aktivatsiooni, vabastades NLRP1 inhibeerivast N-terminaalsest fragmendist.
Seejérel kaasab NLRP1 inflammasoomi kompleksi adaptori PYCARD ja efektori pro-kaspaas-1,
mille tagajarjel aktiveerub kaspaas-1. Kaspaas-1 I6ikab pro-1L-1p aktiivseks IL-1B vormiks ning
indutseerib sellega pdletikku, kuid vdib ka gasdermin-D I6ikamise kaudu kutsuda esile
plroptoosi. Modifitseeritud Bauernfried et al., 2021 jargi.

Varasemate uuringute pdhjal on teada, et viirusinfektsioon osaleb inflammasoomi aktivatsioonis.
Han et al. on ndidanud, et inflammasoomi aktivatsiooni 1. etapis on oluline roll TLR2 retseptoril,
mis tunneb &ra rinoviiruse struktuurvalgu VP4 ning TLR2-VP4 interaktsioon indutseerib
praimimist, mille tagajarjel suureneb inflammasoomiga seotud geenide ekspressioon, samas kui
TLR27 hiirte hingamisteedes oli niha metsiktiilipi hiirtega vorreldes madalam NLRP3 ja
pro-IL-1p avaldumise tase (Han et al., 2019). Tden&oliselt on NLRP1 inflammasoomi
aktiveerimiseks vodimalikud erinevad mehhanismid. Robinson et al. uuringu pdhjal osaleb
inflammasoomi aktivatsiooni etapis rinoviiruse proteaas 3Cpro, mis I6ikab sensorit NLRP1.
Tulemusena vabaneb NLRP1 autoinhibitoorsest N-terminali fragmendist ning inflammasoom

saab assambleeruda ning aktiveeruda (Robinson et al., 2020). Bauernfried et al. on ndidanud, et
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NLRP1 inflammasoomi aktiveerib kaheahelaline RNA, mis tdenéoliselt vGimaldab esile kutsuda
sensori aktiveerumiseks vajaliku NLRP1 konformatsiooni muutuse (Joonis 3) (Bauernfried et al.,
2021). Lisaks on inflammasoomil oluline roll viiruse replikatsiooni parssimisel, tulenevalt

inflammasoomi aktivatsiooni vimest indutseerida puroptoosi (Z. Li et al., 2022).

1.4. MikroRNA

MikroRNA-d (miRNA) on ~22 nukleotiidi pikkused mittekodeerivad RNA-d, mis reguleerivad
erinevaid bioloogilisi protsesse transkriptsiooni jargselt (Wu et al., 2022; Yan et al., 2021).
MiRNA-d seonduvad sihtmark mRNA-dele osalise komplementaarsusega, mistéttu miRNA-d on
vBimelised mdjutama sadu erinevaid geene (Panganiban et al., 2019). Lisaks on inimesel teada
sadu erinevaid miRNA-sid, mistdttu avaldavad miRNA-d mdju ligikaudu 30% inimese
genoomile (Javidan et al., 2019; X. Zhang et al., 2021). Seetdttu mojutavad miRNA-d paljusid
olulisi rakulisi funktsioone, nagu naiteks metabolism ja haiguste kujunemine (Luca et al., 2020).
Astma patsientidel on vdrreldes kontrollidega néidatud muutusi rohkem kui 100 miRNA
ekspressioonis veres, régas vOi kopsubiopsiates, mida saab potentsiaalselt kasutada astma
fenotliibi madramisel ning raviplaani koostamisel (Rial et al., 2021; Rodrigo-Munoz et al.,
2019). MikroRNA-d avaldavad mdju astma korral esinevale pdletikule, osaledes sihtmarkgeenide
ekspressiooni regulatsiooni kaudu sellistes protsessides nagu hingamisteede eosinofiilia ja lima
tootmine (Wu et al., 2022). Lisaks, Rodrigo-Munoz et al. on ndidanud, et muutunud miRNA-de
profiili jargi on potentsiaalselt vdimalik hinnata astma kulgemise raskusastet (Rodrigo-Munoz et
al., 2019). MikroRNA-d on ka paljulubavad biomarkerid, tulenevalt nende resistentsusest

nukleaaside vastu (Rial et al., 2021).

1.4.1. MikroRNA biogenees ja toimimise mehhanism

MikroRNA biogeneesi esimese etapina stinteesib RNA polimeraas 1l primaarse miRNA
(pri-miRNA), mida I6ikab mikroprosessor kompleks, mille moodustavad Drosha ja DGCRS8
(ingl DiGeorge syndrome critical region 8). Ldikamise tulemusena tekib pri-miRNA-st prekursor
miRNA (pre-miRNA), mis transporditakse Exportin 5 ja Ran-GTP kompleksi abil
tstutoplasmasse, kus Dicer enstitimi abil moodustub pre-miRNA-st miRNA dupleks (Y. K. Kim et
al., 2016). MiRNA dupleks, mis koosneb juht- (guide) ja kaasahelast (passenger strand), liitub
RNA indutseeritud vaigistamiskompleksiga (RISC) (ingl RNA-induced silencing complex), kus
juhtahel kantakse RISC kompleksi pdhikomponent Argonaute valkudele, samas kui kaasahel

eemaldatakse kompleksist ja degradeeritakse (Dalmadi et al., 2021). Seejarel on juhtahel
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vOimeline seonduma oma 5’ otsas asuva ~6 nukleotiidi pikkuse seemnejarjestuse alusel sihtmark
MRNA 3’ transleerimata regioonis (3’UTR) (ingl 3’ untranslated region) paiknevale miRNA
vastuse elemendile (MRE) (ingl miRNA response element), millele jargneb translatsiooni

inhibitsioon vdi MRNA degradeerumine (Barreda-Manso et al., 2021; Luca et al., 2020).

1.4.2. MiR-146 perekond

MikroRNA-146 perekonda kuuluvad miR-146a ja miR-146b (miR-146a/b), mis on Uhed enim
uuritud miRNA-d (L. Zhang et al., 2020). MiR-146a ja miR-146b on kodeeritud geenidelt, mis
inimesel asuvad vastavalt 5. ja 10. kromosoomil, kusjuures miR-146a/b erinevad ainult kahe
3’ regioonis asuva nukleotiidi poolest (Joonis 4). Sellisest homoloogsusest ja identsest
seemnejarjestusest tulenevalt on ka miR-146a/b sihtmérgid sarnased (Hermann et al., 2017,
Laanesoo et al., 2021; Taganov et al., 2006). MiR-146a/b omavad olulist rolli kaasasiindinud
immuunslsteemi regulatsioonis, avaldades moju pdletiku véaljakujunemisele (L. Zhang et al.,
2020).

miR-146a 5-UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU-3"
miR-146b 5’-UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU-3"

Joonis 4. MiR-146 perekond. MiR-146a/b omavad Uhesugust seemnejarjestust (t&histatud
siniselt), kuid erinevad 2 nukleotiidi poolest miRNA 3’ otsas (tdhistatud punaselt).
Modifitseeritud Paterson ja Kriegel, 2017 jargi.

TLR4 vahendatud NF-«xB signaaliraja aktivatsioon indutseerib miR-146a ekspressiooni, samas
kui miR-146a reguleerib IL-1 retseptori vahendatud kinaas 1 (IRAK1) ja TNF retseptori
vahendatud faktor 6 (TRAF6) ekspressiooni, mistdttu on parsitud NF-«xB signaalirada (Javidan et
al., 2019; Mortazavi-Jahromi et al., 2020; Taganov et al., 2006). Lisaks on miR-146a
uleekspressiooni korral nédidatud proinflammatoorsete kemokiinide C-X-C motiiviga kemokiini
ligand 1 (CXCL1) (ingl C—X-C Motif Chemokine Ligand) ja IL-8 avaldumise madalamat taset
hingamisteede epiteelirakkudes (Kivihall et al., 2019).

MiR-146b ekspressiooni regulatsioon ei ole h&sti mdistetud, kuid on teada, et selles osaleb
JAK-STAT signaalirada. Xiang et al. néitasid, et STAT3 aktivatsiooni tagajarjel suureneb
miR-146b avaldumise tase, samas kui miR-146b omakorda surub alla NF-xB vahendatud IL-6

ekspressiooni, mis osaleb STAT3 aktiveerimises. Sellest tulenevalt voivad miR-146b ja STAT3
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osaleda teineteise negatiivse tagasiside ringis (Xiang et al., 2014). Lisaks on Hermann et al.
naidanud, et kuigi keratinotstiitides on miR-146b tase mérkimisvaérselt madalam kui miR-146a
ekspressioon, voib miR-146b toetada miR-146a pdletikuvastast funktsiooni (Hermann et al.,
2017).

18



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TO6 eesmargid
Magistritod eesmark oli valja selgitada, milline on inflammasoomi geenide ja nendega seotud
IL-1 perekonna tsitokiinide ekspressioon inimese bronhiepiteeli rakkudes ning kuidas miR-146a

mdjutab nende avaldumist rinoviirusinfektsiooni korral.
Téapsemad eesmargid olid:

1. Teha kindlaks NLRP1 ja NLRP3 inflammasoomi geenide ja IL-1 perekonna tsutokiinide
ekspressioon astma patsientide ja kontrollide bronhiharjaproovides.

2. Hinnata RV-A16 ja RV-Alb infektsiooni mdju NLRP1 ja NLRP3 inflammasoomi
geenide ja IL-1B, IL-18 tsutokiinide avaldumise tasemele inimese primaarsetes
bronhiepiteeli rakkudes.

3. Vélja selgitada, milline sensor osaleb inflammasoomi aktivatsioonis rinoviirusega Al6
vOi Alb nakatatud inimese primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes.

4. Analulsida, kas ja kuidas mdjutab miR-146a bronhiepiteeli rakkude elulemust ja NLRP1,
NLRP3 inflammasoomi geenide ja IL-1 perekonna tsutokiinide ekspressiooni

bronhiepiteeli rakkudes RV infektsiooni korral.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Toosse kaasatud indiviidid

Eksperimentides kasutati RNA-d, mis oli eraldatud 39 tdiskasvanud astma patsiendi ja 11
kontrolli bronhiharjaproovidest. Astma patsientide hulgas oli 21 meest ja 18 naist, kontrollide
hulgas 4 meest ja 7 naist. Patsiendid olid vastavalt hingamisteedes esinevatele immuunrakkudele
jaotatud kolmeks astma fenotiitibiks: eosinofiilne (bronhoalveolaarses vedelikus (BALF) >2%
eosinofiile ja <3% neutrofiile), neutrofiilne (BALF-s <2% eosinofiile ja >3% neutrofiile) ja
pautsigranulotsutaarne (BALF-s <2% eosinofiile ja <3% neutrofiile). Bronhiharjaproovid saadi
Jagellooni Ulikooli pulmonoloogia osakonnast (Krakow, Poola), kus toimus proovide kogumine
ja RNA eraldamine. Edasine proovide analiiis toimus Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini
instituudis selle magistritoé raames. Uurimus oli lubatud Tartu Ulikooli inimuuringute
eetikakomitee ning Jagellooni Ulikooli meditsiinikolledZi poolt ning uuritavad indiviidid

allkirjastasid kirjaliku ndusolekuvormi.
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2.2.2. Primaarsete inimese bronhiepiteeli rakkude kasvatamine

Primaarsed inimese bronhiepiteeli rakud (HBEC) saadi kingitusena Poola koostOdpartneritelt
(Bogdan Jakiela, Jageilloni Ulikool, Krakow, Poola). Eksperimentides kasutati 27-aastaselt,
30-aastaselt ja 34-aastaselt mitteastmaatilistelt naissoost doonoritelt kogutud passaaz 4

bronhiepiteeli rakke.

HBEC rakke kasvatati BEGM™ Bulletkit™ (Bronchial Epithelial Cell Growth Medium, Lonza,
Sveits) sootmes, millele oli lisatud inimese epidermaalne kasvufaktor (hREGF) (1:1000), insuliin
(1:1000), veise ajuripatsi ekstrakt (BPE, Bovine pituitary extract), trijoodtriioniin (1:1000),
hidrokortisoon (1:1000), transferriin (1:1000), epinefriin (1:1000), retinoolhape (1:1000),
gentamltsiin ja amfoteritsiin-B (1:1000). S66tme komponentide tapne kontsentratsioon ei ole
tootja poolt avalikustatud. Rakke kasvatati veeauruga killastatud keskkonnas, mille temperatuur
oli 37°C ning CO- sisaldus 5%. Ligikaudu 70% konfluentsuse saavutamisel plaaditi rakud 10 cm
diameetriga tassilt Gmber uuele Petri tassile. Selleks eemaldati rakkudelt s6dde, lisati 2 ml
tripsiini (Trypsin-EDTA in PBS, GE Healthcare, UK) ning rakke inkubeeriti 5 minutit 37°C
juures. Trupsiini toime peatamiseks lisati 4 ml tripsiini neutraliseerivat lahust (Trypsin
Neutralizer Solution, Invitrogen, USA) ja seejarel korjati rakud 15 ml tuubi. Petri tassi loputati
5 ml PBS-ga allesjdé@nud rakkude kogumiseks 15 ml tuubi. Rakke tsentrifuugiti 5 minutit
toatemperatuuril 250 rcf juures, eemaldati supernatant ning rakud suspendeeriti 10 ml BEGM
sootmes. Rakkude plaatimisel kontrolliti mikroskoobi all, et saavutatud oleks sobiv tihedus ning

rakud asetati inkubaatorisse.

2.2.3. HBEC rakkude stimuleerimine rinoviirustega

Kasutusel olid rinoviirused Alb ja A16, mis saadi Kingitusena koostodpartnerilt Sebastian L.
Johnstonilt (National Heart and Lung Institute, Imperial College London, UK). Nakatuskordsuse
(MOI) puhul arvestati, et MOI = 1, kui 1e® rakkudele on lisatud 0,1 ml viiruslahust TCIDso (ingl
tissue culture infective dose 50%) vairtusega 1e’. 24 h enne Katset kiilvati bronhiepiteeli rakud 12
kannuga plaadile, tihedusega ligikaudu 30 000 rakku kannus. Eksperimendi kaigus lisati
so6tmesse RV A16 vb6i RV Alb (MOI = 0,1) ning jargnes inkubatsioon 24 h v6i 48 h 37°C
juures. Negatiivse kontrollina lisati so6tmesse viiruspartikliteta HeLa rakkude kasvustddet ehk

“mock” lahust.
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2.2.4. HBEC rakkude transfekteerimine miRNA miimidega

24 h enne bronhiepiteeli rakkude transfektsiooni jagati rakud 12 kannuga plaadile, kus igas
kannus oli ligikaudu 40000 rakku. Eksperimendis kasutati miR-146a miimi (20 pM,
DharmaconTM, USA) ja negatiivset kontroll-miR miimi (20 uM, DharmaconTM, USA), mis
transporditi bronhiepiteeli rakkudesse kasutades peptiidi PepFect 14 (100 uM, PepMic, Hiina).
MikroRNA miimide segu kontsentratsioon oli 30 nM. Selle saamiseks segati iga kannu kohta
93,38 ul vett, 5,12 ul peptiidi ja 1,5 pul miR-146a v6i kontoll-miR miimi. Segu inkubeeriti
toatemperatuuril 1 h ning pipeteeriti 900 ul s66tmesse. Rakkude s66de asendati transfektsiooni-
seguga ja jargnes inkubatsioon 24 h 37°C. Seejarel s6dde koguti ELISA (ensiiimseotud
immunosorbentanalliis) analiilisiks ning rakkudele lisati 500 pl QIAzol liiiisilahust (Qiagen,

Saksamaa) RNA eraldamiseks.

2.2.5. HBEC rakkude transfekteerimine siRNA miimidega

24 h enne eksperimenti kulvati HBEC rakud 12 kannuga plaadile, igas kannus umbes 40 000
rakku. Kasutusel olid siNLRP1 miim (20 uM, Thermo Fisher Scientific, USA), sINLRP3 miim
(20 uM, Thermo Fisher Scientific, USA) ja negatiivne kontroll-siR miim (20 uM, Thermo Fisher
Scientific, USA), mille rakkudesse transportimiseks kasutati peptiidi PepFect 14 (100 pM,
PepMic, Hiina). Transfektsioonisegu sisaldas 93,38 ul vett, 5,12 pl peptiidi ja 1,5 pl siNLRPI,
SiINLRP3 vdi kontroll-siR miimi. Segu I16ppkontsentratsioon oli 30 nM. Enne segu lisamist 900 pl
sootmesse, inkubeeriti seda 1 h toatemperatuuril. Seejarel rakkude vana sodde eemaldati ning
asendati transfektsiooniseguga, misjarel plaat asetati 24 h 37°C inkubaatorisse. OOpéeva
moddudes koguti transfekteeritud HBEC rakkude pealt s66de ELISA analiiusiks ja seejérel
rakkudele lisati 500 pl QIAzol lidsilahust RNA eraldamiseks.

2.2.6. RNA eraldamine

Bronhiepiteeli rakkudest RNA eraldamisel kasutati Total RNA Zol-Out komplekti (A&A
Biotechnology, Poola). Rakulusaat koguti 1,5 ml tuubidesse, kuhu lisati 110 pl kloroformi.
Sellele j&rgnes 15-sekundiline segamine, 3-minutiline inkubatsioon toatemperatuuril ning
15-minutiline tsentrifuugimine 12 000 rcf 4°C juures (Eppendorf 5424 R, FA45-24-11 rootor,
Saksamaa). Tekkinud vesifaas koguti uude 1,5 ml tuubi, seejarel lisati 600 pl isopropanooli,
segati korduvalt Gle korgi poorates ja pipeteeriti minikolonnidele. Edasine t60 toimus
tootjapoolse protokolli jargi (A&A Biotechnology, Poola). RNA elueerimiseks kasutati 40 pl
milliQ wvett ja seejarel moddeti RNA kontsentratsiooni ja puhtust NanoDrop 2000c

spektrofotomeetriga (Thermo Scientific, USA).
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2.2.7. RT-gPCR mRNA ekspressiooni analtiiisimiseks

RNA ekspressiooni uurimiseks kasutati RT-qPCR (reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon)
meetodit, mille jaoks sunteesiti RNA ahelale komplementaarne DNA ehk cDNA. cDNA
saamiseks segati jaal 96 kannuga plaadil 11,5 pul RNA-d, 2 pl nukleotiidide segu (Thermo
Scientific, USA) ja 1 pl Oligo(dT).s praimerit (TAG Copenhagen, Taani). Proove kuumutati
5 minutit 65°C juures ning asetati jaale. lgale segule lisati 4 pl RT puhvrit, 0,5 pl RNaasi
inhibiitorit (Thermo Scientific, USA) ja 1 ul RT enstuimi (Thermo Scientific, USA). Seejarel
kuumutati proove termotsiikleris Mastercycler® nexus (Eppendorf, Saksamaa) 1h 42°C juures

ning 10 min 75°C juures. Proovide lahjendamiseks lisati cDNA-le 480 pl milliQ vett.

Sunteesitud cDNA anallitsimiseks segati iga kannu kohta reaktsioonisegu, mis koosnes 2,6 pl
milliQ veest, 2,4 ul 5x HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR segust (Solis Biodyne, Eesti) ning 1 pl
4 UM F+R (forward + reverse) praimeri segust (Tabel 1) (TAG Copenhagen, Taani).

Tabel 1. Kasutatud praimerid

Praimer Jarjestus
HEELA F | CCACCTTTGGGTCGCTTTGCTGT

R | TGCCAGCTCCAGCAGCCTTCTT

F AAAGTCGGCAGAGATTTATCCA
hCASP1

R | GATGTCAACCTCAGCTCCAG

F | CTGGTCAGCTTCTACCTGGA
hPYCARD

R | CTATAAAGTGCAGGCCTGGC

F | ACTTGTACCGAGTTCACTTCC
hNLRP1

R | CTGTGCTGTGGGTTGATCTC

F | TCAGTCTGATTCAGGAGAACGA
hNLRP3

R | GGCTCTTGCCACTCTCCATC
IL-1 F | AGAAGTACCTGAGCTCGCCA

R TGGAAGGAGCACTTCATCTGT
hIL.18 F | CTGCAGTCTACACAGCTTCGGG

R | TCCTGCGACAAATAGTTTGTTGC

Seejdrel pipeteeriti 384 kannuga plaadil igasse kannu 6 pl reaktsioonisegu ning 6 pl cDNA-d,

kusjuures iga proov oli kolmes korduses. Analiilisiks kasutati masinat ViiA™ 7 Real-Time PCR
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System (Applied Biosystems, USA), mille programm on lisatud tabelisse 2. Geeniekspressioon

normaliseeriti kasutades referentsgeeni EF1A (elongatsioonifaktor-1 alfa).

Tabel 2. mRNA analiiisi RT-gPCR programm

Etapp Temperatuur (°C) | Kestvus Korduste arv

Enstiimi aktivatsioon 95 15 min 1

Denaturatsioon 95 15 sek

Produkti paljundamine 60 1 min 0
95 15 sek

Dissotsiatsioon 60 1 min 1
95 15 sek

2.2.8. ELISA valgutaseme analttsimiseks

Bronhiepiteeli rakkude s66tmes valgutasemete anallisimiseks kasutati ELISA (enstiimseotud
immunosorbentanalliiis) meetodit. IL-1p ja IL-18 hulga tuvastamiseks kasutati ELISA MAX™
Deluxe Set Human IL-1B (Biolegend, USA) ja Human Total IL-18 DuoSet ELISA (R&D
Systems, USA) komplekti ja vastavaid tootjapoolseid protokolle. Tulemuste analtlsimisel
kasutati Ledetect 96 mikroplaadi lugejat (Labexim Products, Austria). Valgukontsentratsioonid
arvutati kasutades nelja parameetriga logistilise regressiooni mudelit ja veebitarkvara MyAssays

(https://myassays.com/).

2.2.9. Labivoolutsitomeetria

Rinoviirusega nakatatud ja miR-146a transfekteeritud HBEC rakkude elulemuse analutsimiseks
kasutati l&bivoolutsiitomeetriat. Peale 24h miRNA transfektsiooni ja 48h RV stimulatsiooni jéeti
rakud transfekteerimata vOi lisati proovidele 15 pl 100 uM H20: 1h, et indutseerida rakusurma
ning saada positiivne kontroll. Edasine t60 toimus tootjapoolse protokolli jargi, kasutades
Annexin A5 FITC/7TAAD apoptoosi tuvastamise komplekti (Beckman Coulter, USA). Proove
anallusiti tstitomeetriga BD LSRFortessa (BD Biosciences, USA), kus elusateks loeti rakud, mis
olid FITC7AAD" ja FITC7AAD", apoptootilisteks FITC*7AAD" ja nektrootilisteks
FITC'7TAAD".
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2.2.10. Statistiline analtits

Statistiline analtiiis viidi l1&bi kasutades programmi GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc,
USA), kus tulemuste vordluses kasutati Ghesuunalist ANOVA (ingl analysis of variance) testi.
Statistilise olulise maaramisel jalgiti, et P-vadartus oleks vadiksem kui 0,05. Joonistel on
P-vééartused tahistatud jargmiselt: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Inflammasoomi geenide ekspressioon on astma fenotidbi spetsiifiline

Magistritod esimese eesmargina uuriti, milline on inflammasoomi geenide ekspressioon astma
patsientide ja kontrollide bronhiharjaproovides. Anallusiti sensorite NLRP1 ja NLRP3, adaptor
PYCARD ja efektor CASP1 ehk kaspaasi avaldumist mRNA tasemel. Geeniekspressiooni
analliusist selgus, et vorreldes kontrollidega oli astma patsientidel harjaproovides kdrgem NLRP1
ja NLRP3 ekspressioon, kuid statistiliselt oluline erinevus leiti vaid NLRP3 tasemes. CASP1 ja

PYCARD ekspressioonitasemed ei erinenud patsientide ja kontrollide vahel (Joonis 5A).
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Joonis 5. Astma patsientidel on bronhiharjaproovides muutunud inflammasoomi geenide
ekspressioon. Inflammasoomi geenide (A) ja nendega seotud IL-1 perekonna geenide (B)
MRNA tase madrati RT-qPCR-i abil ja tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni EF1A ja mock
suhtes. Graafikutel on tulemused esitatud koos standardveaga. Statistilise olulisuse leidmiseks
kasutati ANOVA testi, * P < 0,05. N=50.

Lisaks uuriti inflammasoomi geenidega seotud IL-1 perekonna tsltokiinide geeniekspressiooni
ning leiti, et astma patsientidel esines tendents kdrgemaks IL-74 ekspressiooniks, kuid erinevused
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IL-74 ja IL-18 tasemes ei olnud astma patsientide ja kontrollide vahel statistiliselt olulised
(Joonis 5B).

Jargmisena jaotati astma patsiendid vastavalt hingamisteedes esinevatele immuunrakkudele
3 fenotulbiks (kirjeldatud peatiikis 2.2.2.) ning vaadati, kas inflammasoomi geenide ning IL-1/ ja
IL-18 ekspressioon on astma patsientide gruppides erinev. Selgus, et eosinofiilse astmaga
patsientidel oli kontrollidest madalam CASP1 ja kérgem NLRP3 ekspressioon (Joonis 6A).
Samas oli neutrofiilse astmaga patsientidel kontrollidest kdrgem PYCARD, NLRP1, NLRP3
(Joonis 6A) ja IL-15 ekspressioon (Joonis 6B). Pautsigranulotsiitaarse astmaga patsientidel oli
madalam CASP1 tase kui kontrollidel, kuid PYCARD, NLRP1, NLRP3, IL-/5 ja IL-18

ekspressioon oli kontrollidega sarnane (Joonis 6).
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Joonis 6. Inflammasoomi geenide ekspressioon erineb astma fenottlpide vahel.
Inflammasoomi geenide (A) ja nendega seotud IL-1 perekonna geenide (B) mRNA ekspressioon
tuvastati RT-qPCR-i abil ja tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni EF1A ja mock suhtes.
Graafikutel on tulemused kujutatud koos standardveaga. Statistilise olulisuse leidmiseks kasutati
ANOVA testi, * P < 0,05; ** P <0,01. N=50.
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2.3.2. RV infektsioon HBEC rakkudes suurendab IL-1f ekspressiooni mRNA tasemel ning
IL-1p ja IL-18 sekreteerumist

Rinoviirused pohjustavad sageli astma &genemist, mistdttu jargmisena sooviti teada saada, kas ja
kuidas mdjutab rinoviirusinfektsioon inflammasoomi geenide ja nendega seotud IL-1 perekonna
geenide ekspressiooni. Selleks stimuleeriti HBEC rakke 48h rinoviirusega Al16 voi Alb.
Tulemusena selgus, et RV-A16 nakkuse korral suurenes HBEC rakkudes CASP1 ja vahenes
PYCARD ekspressioon vorreldes negatiivse kontrolliga (mock). RV-Alb infektsiooni jérel oli
naha nii kontrollist madalamat CASP1 kui ka PYCARD avaldumise taset. NLRP1 ja NLRP3
ekspressioonitasemes ei olnud rinoviirusnakkuse korral néha statistiliselt olulist erinevust
kontrollist (Joonis 7A).

A
CASP1 PYCARD NLRP1 NLRP3
S 207 . S 20 . S 207 S 3
h=l — =] —x h=l =}
[%2] 2] ° [} [ ] % A
g 1.5 . g 1.5 § 1.5 g N n A
o ° o a L A o
%) %) %) A %)
X 1.0 X 104 X 190 X °
o ) [ o m| |aa
o o © o 14 L]
c c - c c
= 05 = o5 = o5 =
= < i b= =
=} =} =} =}
¢ 0.0 O 0.0 ¢ o0.0- %) 0 T T
ORI ORI ORI OIS I
& v e & Aol o & e v & e e
3 3 Y 3 ) 3 3 3
<& <& <& <& <& <& <& <&
B C
IL-18 IL-18 IL-1B IL-18
S 57 N S 2.07 . 200 N 250 g
o Fhkk % *kk Fkkk n
o, i
g 4 g 1.5 150 - 200
2 [ ] bt
@ 34 b = = 1501
< 2 10 Emo- £
o ) =) o
o 2 A ° =% Q 100
£ £ o5 504 A A
FRES Q 50 -
° <
S B
¢ o- ¢ 0.0 0 04
JOIRCIRS RS IS RS IS RSN
& Aol o & ol o & Aol o o Yo
Q7 Q S\NEEENY 3 Y S Q&
< < < <t <

Joonis 7. Rinoviirusinfektsioon avaldab md&ju inflammasoomi geenide ekspressioonile
HBEC rakkudes. HBEC rakkudele lisati RV-A16 v6i RV-Alb 48 tunniks. Inflammasoomi
geenide (A) ja IL-1 perekonna tsitokiinide (B) mRNA ekspressioonitase méarati kasutades
RT-gPCR-i ning tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni EF1A ja mock suhtes. Valgutase (C)
leiti ELISA meetodil. Tulemused on graafikutel kujutatud standardveaga. Tulemuste statistiliseks
analliusiks kasutati ANOVA testi, * P < 0,05; *** P <0,001; **** P <(0,0001. N=4.
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Samuti avaldasid rinoviirused A16 ja Alb mdju IL-1p ja IL-18 ekspressioonitasemele. Tapsemalt
oli IL-78 mRNA tase mdlema viirusnakkuse korral mérkimisvaarselt suurem kui negatiivses
kontrollis (Joonis 7B). Seda Kkinnitas ka sekreteeritud valgu taseme analliis, mis nditas
rinoviirusinfektsiooni korral HBEC rakkude sd6tmes suuremat IL-1B hulka kui kontrollis
(Joonis 7C). Vastupidiselt IL-/5 avaldumise tasemele, oli IL-18 geeniekspressioon mRNA
tasemel HBEC rakkudes nii RV-A16 kui ka RV-Alb nakkuse korral madalam kui kontrollis
(Joonis 7B). Samas esines RV-A16 stimulatsiooni korral HBEC rakkude sé6tmes rohkem IL-18
valku kui kontrollproovides. RV-Alb nakkuse korral ei olnud s6étmest tuvastatud IL-18 valgu

tasemes vorreldes kontrolliga statistiliselt olulist muutust (Joonis 7C).

Lisaks vorreldi inflammasoomi geenide ekspressioonitaset bronhiepiteeli rakkudes. Selgus, et
efektor CASP1 ja adaptor PYCARD avaldumise tase on HBEC rakkudes kdige suurem. Sensorite
ekspressioonitaset vaadates oli ndha, et HBEC rakkudes toodetakse NLRP1 markimisvéaarselt
rohkem kui NLRP3 (Joonis 8).
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Joonis 8. Inflammasoomi geenide ekspressioonitaseme vordlus HBEC rakkudes. HBEC
rakke stimuleeriti rinoviirusega A16 v6i Alb 48 tundi. Inflammasoomi geenide mRNA
ekspressioonitase méérati RT-gPCR meetodil ning tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni
EF1A ja mock suhtes. N=4.

2.3.3. RV stimuleeritud IL-1p ja IL-18 ekspressioon HBEC rakkudes on NLRP1 sdltuv

Eelnevalt néidati, et astma patsientidel oli kdrgem NLRP1 ja NLRP3 avaldumise tase kui

kontrollidel, kuid rinoviirusega A16 vdi Alb nakatatud HBEC rakkudes ei ilmnenud NLRP1 ega

NLRP3 ekspressioonis statistiliselt olulist muutust vorreldes mock-ga. Seetdttu sooviti jargmisena

valja selgitada, milline sensor on oluline inflammasoomi moodustamisel rinoviirusinfektsiooni
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korral. Selleks transfekteeriti HBEC rakke 24h siNEG, siNLRP1 v@i siNLRP3-ga ning seejarel
stimuleeriti 24h rinoviirusega A16 vO6i Alb. NLRP1 vastase SiRNA kasutamisel oli igas
tingimuses néha statistiliselt oluliselt madalamat NLRP1 geeniekspressiooni vorreldes negatiivse
kontrolliga (sINEG) transfekteeritud rakkudega (Joonis 9A).
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Joonis 9. SINLRP1, siNLRP3 ja SiNEG transfektsiooni mdju inflammasoomi geenide
ekspressioonile HBEC rakkudes RV infektsiooni korral. HBEC rakke transfekteeriti 24h
SINEG, SINLRP1 v6i sSiNLRP3-ga ning stimuleeriti 24h rinoviirusega Al16 voi Alb.
Inflammasoomi geenide (A) ja IL-1 perekonna tsutokiinide (B) geeniekspressioon leiti
RT-gPCR-i abil ja tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni EF1A ja negatiivse kontroll-siRNA
suhtes. Valguekspressioon (C) tuvastati ELISA meetodil. Statistilise olulisuse leidmiseks kasutati
ANOVA testi, * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001. N=3.

Lisaks leiti, et siNLRP1 transfektsiooni korral ei olnud efektor CASP1 ekspressioonis statistiliselt
olulist erinevust rinoviirusega nakatatud bronhiepiteeli rakkudes vorreldes kontroll-siRNA-ga.
Samas adaptormolekul PYCARD tase oli siNLRP1 transfekteeritud rakkudes RV-Alb
infektsiooni korral kérgem kui kontrolltransfektsiooni korral (Joonis 9A). Nii IL-/f kui ka IL-18
ekspressioonitase oli NLRP1 vaigistamisel markimisvéarselt madalam kui kontroll-
transfekteeritud grupis ning seda nii mock stimulatsiooni kui ka rinoviirus A16, Alb infektsiooni

korral (Joonis 9B). siNLRP3 transfekteerimisel ei tulnud vorreldes siNEG kontrolliga esile
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statistiliselt olulist erinevust NLRP3 ekspressioonis. Samuti ei esinenud SiNLRP3 ja SiNEG
transfekteeritud HBEC rakke vorreldes statistiliselt olulisi erinevusi inflammasoomi geenide
CASP1, PYCARD ja NLRP1 (Joonis 9A) ega nendega seotud IL-15 ja IL-18 (Joonis 9B) mRNA
ekspressioonitasemes rinoviirusinfektsiooni korral. Sarnaselt geeniekspressiooni tulemustele,
naitas valgutaseme anallius (Joonis 9C), et rinoviiruse A16 ja Alb infektsiooni korral oli IL-1
tase SINLRP1 transfekteeritud HBEC rakkudes maérkimisvéérselt madalam  kui
kontrolltransfektsiooni korral. Samuti oli 1L-18 valgu tase SINLRP1 transfekteeritud rakkudes
statistiliselt oluliselt madalam kui SINEG transfekteeritud rakkudes RV-A16 nakkuse korral.
SINLRP3 transfekteeritud HBEC rakkudes oli RV-A16 infektsiooni korral kérgem IL-1pB ja
madalam I1L-18 ekspressioon kui SINEG transfekteeritud rakkudes (Joonis 9C). Rinoviirusega
Alb nakatatud bronhiepiteeli rakkudes ei olnud SiNLRP3 ja SINEG transfektsioonide korral
olulist erinevust IL-1p ekspressioonitasemes. Mock v6i RV-Alb stimuleeritud HBEC rakkude
poolt sekreteeritava 1L-18 tase oli vdga madal, mistdttu ei ole vBimalik nendes proovides vélja

tuua erinevusi IL-18 ekspressioonis erinevate transfektsioonide korral (Joonis 9C).

2.3.4. MiR-146a transfektsioon vadhendab HBEC rakkudes RV indutseeritud CASP1,
PYCARD ja IL-18 ekspressiooni

Varasemalt on néidatud, et rinoviirusinfektsiooni korral esineb HBEC rakkudes suurenenud
miR-146a ekspressioon (Laanesoo et al., 2021). Seetbttu uuriti jargmisena, kas ja kuidas
reguleerib miR-146a inflammasoomi geenide ning IL-/p ja IL-18 ekspressiooni HBEC rakkudes
RV infektsiooni korral. Selleks transfekteeriti bronhiepiteeli rakke 24 tundi miR-146a vO0i
negatiivse kontroll-miRNA-ga ning seejarel nakatati rakke RV-A16 voi RV-Alb-ga 48 tundi.
Selgus, et miR-146a transfekteeritud HBEC rakkudes oli CASP1 ja PYCARD tase RV-Al6
nakkuse korral vorreldes kontrolltransfektsiooniga allareguleeritud. Samas RV-Alb infektsiooni
korral miR-146a transfekteeritud bronhiepiteeli rakkudes CASP1 ja PYCARD ekspressioonis
olulisi erinevusi vorreldes kontrolltransfektsiooniga ei ilmnenud. NLRP1 ja NLRP3
ekspressioonitasemes ei olnud samuti n&ha statistiliselt olulist erinevust miR-146a ja

kontroll-miR transfekteeritud HBEC rakkudes rinoviirusnakkuse korral (Joonis 10A).
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Joonis 10. MiR-146a mojutab inflammasoomi geenide avaldumise mMRNA taset
rinoviirusega nakatatud HBEC rakkudes. Bronhiepiteeli rakke transfekteeriti 24 tundi miR-
146a vOi negatiivse kontroll-miRNA-ga ning seejarel nakatati rinoviirusega A16 voi Alb 48
tundi. Inflammasoomi geenide (A) ja IL-1 perekonna (B) geeniekspressioon maaramiseks
kasutati RT-gPCR-i ning tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni EF1A ja negatiivse kontroll-
miRNA suhtes. Valgutase (C) leiti kasutades ELISA meetodit. Statistiline olulisus maarati
ANOVA testiga, * P < 0,05; ** P < 0,01. N=3.

Samas, oli miR-146a transfektsiooni korral HBEC rakkudes IL-/4 avaldumise tase oluliselt
madalam kui kontrolltransfekteeritud rakkudes nii mock, RV-A16 kui ka RV-Alb stimulatsiooni
korral. IL-18 ekspressioonitasemes ei ilmnenud muutusi transfekteeritud ja transfekteerimata
HBEC rakkudes rinoviirusinfektsiooni korral (Joonis 10B). Valgutaseme analliis néitas, et
sarnaselt peatiikis 2.3.2. toodud rinoviiruse eksperimendile, on ka miR-146a transfekteeritud
rakkudes ndha, kuidas RV-A16 ja RV-Alb stimuleerivad bronhiepiteeli rakkudes IL-1p ja IL-18
sekretsiooni. Siiski valgu tasemel ei ilmnenud statistiliselt olulist muutust IL-13 ega IL-18
ekspressioonitasemes rinoviirusega nakatatud HBEC rakkudes miR-146a transfektsiooni korral

(Joonis 10C).
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2.3.5. MiR-146a transfektsioon suurendab elusrakkude osakaalu HBEC rakkude hulgas
rinoviiruse infektsiooni korral

Inflammasoomi aktivatsiooniga v6ib kaasneda rakusurm (Sand et al., 2019), mistdttu viimasena
taheti vélja selgitada, millist m6ju avaldab miR-146a transfektsioon HBEC rakkude elulemusele
rinoviirusinfektsiooni korral. Selleks transfekteeriti bronhiepiteeli rakke miR-146a-ga 24h ning
nakatati rinoviirusega A16 voi Alb 48h. Elusrakkudeks loeti Q1 ja Q3 sektorites olevad rakud,
nekroosis olid Q2 sektori rakud ja apoptoosis olid Q4 sektori rakud (Joonis 11A)
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Joonis 11. MiR-146a transfektsioon avaldab mdju HBEC rakkude elulemusele
rinoviirusnakkuse korral. Bronhiepiteeli rakke transfekteeriti miR-146a-ga 24h ning
stimuleeriti rinoviirusega A16 voi Alb 48h. Tulemused on kujutatud dotblotina (A), mille pdhjal

saadi graafikutel (B) esitatud rakkude koguhulgast protsentuaalsed véartused. Statistilise
olulisuse leidmiseks kasutati ANOVA testi, *** P < (0,001; **** P <0,0001. N=4.
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Selgus, et transfekteeritud rakkude hulgas esineb rohkem apoptoosi kui transfekteerimata grupis
ning rinoviirusinfektsioon indutseerib apoptoosi markimisvéarselt rohkem kui mock (Joonis 11).
Elusrakkude hulgas oli transfekteeritud rakkudest kdige rohkem mock-ga stimuleeritud HBEC
rakke, kuid nende puhul ei ilmnenud miR-146a ja kontroll-miR tranfektsiooni korral olulist
erinevust. Samas, miR-146a transfektsiooni korral oli suurem hulk rinoviirusega A16 nakatatud
elus bronhiepiteeli rakke kui kontrolltransfektsiooni korral. RV-Alb nakatatud HBEC rakkude
elulemuses ei olnud olulisi erinevusi miR-146a ja kontroll-miR transfektsiooni vahel.
Rinoviirusega A16 vGi Alb nakatatud HBEC rakkudes esines rohkem apoptoosi kui mock grupis,
kuid nii mock, RV-A16 kui ka RV-Alb stimuleeritud bronhiepiteeli rakkudes ei olnud
markimisvéarselt vahem apoptoosi miR-146a transfektsiooni korral vorreldes kontroll-
transfektsiooniga. Nekrootiliste rakkude hulgas ei tulnud valja olulist erinevust vorreldes mock,
RV-A16 ja RV-Alb stimuleeritud HBEC rakke ning ka miR-146a transfektsioon ei avaldanud

rakkude nekroosile markimisvéarset méju (Joonis 11B).
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2.4. Arutelu

Astma on levinud krooniline pdletikuline hingamisteede haigus, mida jaotatakse hingamisteedes
olevate immuunrakkude hulga alusel eosinofiilseks, neutrofiilseks ja pautsigranulotsiitaarseks
fenotulibiks (Veerati et al., 2020, Wen et al., 2022). S6ltumata haiguse fenotlubist, sageli
kaasneb rinoviirusinfektsiooniga astma agenemine (Song & Wang, 2022, Jakiela et al., 2021).
Inflammasoomid on valgukompleksid, mis omavad olulist rolli vditluses patogeenidega
(Z. Lietal., 2022). Varasemad uuringud on naidanud, et nii rinoviiruse nakkuse kui astma korral
esineb muutunud miR-146a ekspressioon (Laanesoo et al., 2021; Rodrigo-Munoz et al., 2019).
Sellest lahtuvalt uuriti magistritods, milline on inflammasoomi geenide ja nendega seotud IL-1
perekonna tsutokiinide ekspressioon astma patsientide bronhiharjaproovides ja inimese
bronhiepiteeli rakkudes ning millist m6ju avaldab miR-146a uleekspressioon inflammasoomi

geenide avaldumise tasemele ja bronhiepiteeli rakkude elulemusele rinoviirusinfektsiooni korral.

Esimesena analulsiti geeniekspressiooni astma patsientidelt ja kontrollidelt kogutud
bronhiharjaproovides. Tulemusena selgus, et astma patsientidel oli bronhiharjaproovides kdrgem
inflammasoomi sensorite NLRP1 ja NLRP3 ekspressioon kui kontrollidel, mis viitab, et astma
patsientidel vbivad inflammasoomid olla aktiveeritud. NLRP3 ekspressiooni muutust on
naidanud ka Kim et al., kes tuvastasid astma patsientide bronhoalveolaarses vedelikus kdrgema
NLRP3 ja CASP1 ekspressiooni kui kontrollides (S. R. Kim et al., 2014). Samas, k&esolevas
magistritdos ei taheldatud olulisi erinevusi astma patsientidel ja kontrollidel adaptor PYCARD,
efektor CASP1 ja tsutokiinide IL-75, IL-18 ekspressioonis. Kuna astma on védga heterogeenne
haigus, mille puhul eristatakse mitmeid fenotulpe (X. Wen et al., 2022), siis muutused
patsientide geeniekspressioonis ei pruugi ilmneda koikide patsientide proove koos analiiisides.
Lisaks, magistritdd tulemuste erinevus Kim et al. uuringu tulemustest voib tuleneda sellest, et
bronhoalveolaarne vedelik ja bronhiharjaproov on erineva rakulise koostisega. Varasemalt on
Lachowicz-Scroggins et al. ndidanud, et astma patsientide rogas oli kdrgem CASP1 aktiivsus ja
IL-1B ekspressioon kui kontrollidel, mis viitab inflammasoomi aktivatsioonile, kuid nende
uurimuses keskenduti hingamisteede neutrofiiliale (Lachowicz-Scroggins et al., 2019). Sarnaselt,
ka k&esoleva magistrito6é raames l&bi viidud analliisis ilmnesid erinevused inflammasoomi
geenide ja IL-1 perekonna avaldumise tasemetes vorreldes kontrollidega alles siis, kui astma
patsiendid jagati vastavalt hingamisteedes esinevatele immuunrakkudele fenotitpideks. Eriti
méarkimisvéarsed olid muutused neutrofiilse astmaga patsientide geeniekspressioonis, kus
taheldati kontrollidest kdrgemat PYCARD, NLRP1, NLRP3 ja IL-1f ekspressiooni. Neutrofiilne
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astma on (ks raskemalt kulgevaid astma fenotlipe ning on teada, et IL-1p indutseerib
neutrofiilide migreerumist podletikukoldesse (Abdo et al., 2021; Z. Li et al., 2022), millest
tulenevalt vdib arvata, et inflammasoomi aktivatsioon mojutab pdletikulisi protsesse neutrofiilse
astma korral. Erinevalt neutrofiilsest astmast, oli eosinofiilse astmaga patsientidel suurenenud
ainult NLRP3 sensori avaldumise tase. On vdimalik, et erineva fenotilibiga astma korral osaleb
inflammasoomi aktivatsioonis ka erinev sensor. Neutrofiilse astma korral on leitud kdrgem
NLRP1 ja NLRP3 ekspressioon astma patsientide rogas, vorreldes eosinofiilse ja
pautsigranulotsiitaarse astmaga (Rossios et al., 2018). Ma et al. on ndidanud, et NLRP3
indutseeris eosinofiilse astma korral hiire hingamisteede pdletikku (Ma et al., 2021). Eelnevate
tulemuste pdhjal vdib arvata, et neutrofiilse astma kujunemises osalevad nii NLRP1 kui NLRP3,
samas kui eosinofiilse astma korral mangib olulist rolli just NLRP3 sensor.
Pautsigranulotsiitaarse astmaga patsientidel ei ilmnenud oluliselt suurenenud inflammasoomi
geenide ekspressiooni ning CASP1 tase oli hoopis langenud, mis vd@ib viidata lihtsamini
kulgevale haigusele. See on kooskdlas ka varasemate uuringutega, mis on ndaidanud, et
pautsigranulotsiitaarset fenottiipi iseloomustab kergem pdletik ning paremini funktsioneerivad
kopsud (Ntontsi et al., 2017). Nendest tulemustest lahtuvalt v6ib arvata, et inflammasoomi

geenide ekspressioon on eri astma fenotldpides erinev.

On teada, et rinoviirused pdhjustavad sageli astma &genemist ning seetdttu sooviti magistritdos ka
valja selgitada, kuidas mdjutab rinoviirusinfektsioon inflammasoomi geenide ja nendega seotud
IL-1B ja IL-18 ekspressiooni inimese primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes. Varasemalt on
naidatud rinoviirusega nakatatud hiirte  kopsudes kdrgemat NLRP3, CASP1 ja
IL-1pB valguekspressiooni kui kontrollgrupis (Han et al., 2019). Magistrit6o tulemusena selgus, et
rinoviirused Al16 ja Alb ei indutseerinud oluliselt sensorite NLRP1 ja NLRP3 mRNA
ekspressiooni HBEC rakkudes ning adaptor PYCARD, efektor CASP1 tase oli HBEC rakkudes
statistiliselt oluliselt, kuid vahesel mé&aral muutunud. Samas, nii RV-Al6 kui ka RV-Alb
infektsioon HBEC rakkudes pdhjustas suurenenud IL-/p ekspressiooni, kui vorrelda negatiivse
mock grupiga. Kooskblas mRNA tasemel muutustega, tuvastati oluliselt korgem IL-1
ekspressioon ka valgu tasemel. Samuti pdhjustas RV-A16 nakkus vdrreldes kontrolliga
suurenenud IL-18 sekretsiooni HBEC rakkudest. Robinson et al. leidsid, et RV-A16 infektsioon
indutseeris inimese bronhi- ja nasaalepiteeli rakkudes IL-1B, IL-18 ekspressiooni ning
bronhiepiteeli rakkudes tuvastati ka aktiivne kaspaas-1 (Robinson et al., 2020). Kuigi
magistritdos inflammasoomi komponentide ekspressioonis ei ilmnenud mRNA tasemel olulisi
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muutusi, siis IL-1p ja IL-18 sekretsioon HBEC rakkudest oli mérkimisvééarselt suurenenud, mis
viitab, et inflammasoomi komponentide avaldumine vdib erineda mRNA ja valgu tasemel.
SeetOttu oleks vaja RV-A16 ja Alb indutseeritud inflammasoomi aktivatsiooni Kkinnitada
edasistes uuringutes, analliisides CASP-1 aktiivsust HBEC rakkudes RV infektsiooni korral,

naiteks kasutades meetodina FAM-FLICA kaspaas-1 fluorestsentsmérgisega komplekti.

Primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes taheldati mérkimisvééarselt suuremat NLRP1 ekspressiooni
vOrreldes NLRP3 avaldumisega, kuid astma patsientide bronhiharjaproovides leiti vdrreldes
kontrollidega kdrge ekspressioon nii NLRP1 kui NLRP3 puhul, mistdttu jargmisena uuriti,
milline sensor on oluline inflammasoomi aktivatsioonis rinoviirusinfektsiooni korral. VVarasemad
uuringud on néidanud, et RV on vGimeline aktiveerima nii NLRP1 kui ka NLRP3 sensorit (Han
et al., 2019; Robinson et al., 2020). Et teada saada, milline sensor vahendab RV infektsiooni
korral inflammasoomi aktivatsiooni HBEC rakkudes, transfekteeriti bronhiepiteeli rakkudesse
NLRP1-le v6i NLRP3-le seonduvad siRNA-d, misjarel HBEC rakke nakatati rinoviirusega.
SINLRP1 transfektsiooni korral esines rinoviirusega A16 voi Alb nakatatud bronhiepiteeli
rakkudes madalam NLRP1 ekspressioon kui kontroll-siRNA kasutamisel, millest jareldati, et
siNLRP1 oli efektiivne. NLRP1 vaigistamisel oli ndha markimisvéarselt langenud IL-1p ja IL-18
ekspressiooni vorreldes kontrolliga, mis viitab, et RV infektsiooni korral on NLRP1 vajalik IL-1
ja IL-18 avaldumiseks bronhiepiteeli rakkudes. Kooskdlas nende tulemustega, Robinson et al.
leidsid, et CRISPR-Cas9 susteemiga NLRP1 geeni valja lulitamine inhibeerib RV-Al16
indutseeritud IL-1p ja IL-18 ekspressiooni inimese bronhiepiteeli rakkudes (Robinson et al.,
2020). Sarnaselt eelmisele katsele ei olnud NLRP1 vaigistamisel mérkimisvéarset moju CASP1
MRNA ekspressioonile ning jarelduste tegemiseks oleks vaja CASP1 avaldumist analtiiisida ka
valgu tasemel. NLRP3 ekspressioonitasemes ei tdheldatud siNRLP3 transfektsiooni korral olulist
erinevust vorreldes kontrolltransfektsiooniga, mis viitas, et SIRNA transfektsioon ei olnud
efektiivne. Kuna NLRP3 mRNA tase oli HBEC rakkudes vdga madal ja eksperimentide
tulemused olid varieeruvad, siis on vdimalik, et NLRP3 ekspresseerub bronhiepiteeli rakkudes
vahe. On siiski huvitav, et siNLRP3 transfekteeritud bronhiepiteeli rakkudes leiti RV-Al6
nakkuse korral kdrgem IL-1B ja madalam IL-18 valguekspressioon kui kontrollis. Sellest
tulenevalt vGib arvata, et IL-1p ja IL-18 ekspressioon on erinevalt reguleeritud. Kuna eelnevalt
valja toodud rinoviirusega bronhiepiteeli rakkude nakatamise katses indutseeris RV-A16 nii
IL-1P kui IL-18 sekretsiooni, siis on vdimalik, et IL-1p, IL-18 sekretsiooni erinev regulatsioon on
pdhjustatud transfektsiooni kdrvalmojudest. Tulenevalt NLRP1 k6rgemast ekspressioonitasemest
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HBEC rakkudes vorreldes NLRP3-ga ning NLRP1 vaigistamisega kaasnenud madalamast IL-1f
ja IL-18 ekspressioonist, vOib oletada, et inimese primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes on NLRP1
olulisem sensor inflammasoomi aktivatsioonis rinoviirusinfektsiooni korral kui NLRP3. On siiski
voimlik, et NLRP3 on oluline RV indutseeritud inflammasoomi aktivatsioonis teistes
rakutlilpides, sest varasematest uuringutest on teada, et NLRP3 osaleb inflammasoomi

aktivatsioonis hiire kopsudes ja makrofaagides (Han et al., 2019).

Kuna miR-146a on pdletikku pérssiv miRNA (L. Zhang et al., 2020), uuriti magistritdos, kuidas
mojutab miR-146a uleekspressioon inflammasoomi geenide ja IL-1B, IL-18 ekspressiooni.
Bronhiepiteeli rakkudesse miR-146a transfekteerides oli nd&ha madalamat CASP1 ja PYCARD
ekspressiooni rinoviirus A16 infektsiooni korral ning IL-78 mRNA tase oli madalam miR-146a
transfekteeritud rakkudes nii RV-A16 kui ka RV-A16 nakkuse korral, samas kui valgu tasemel
efekt puudus. Sensorite NLRP1 ja NLRP3 ekspressioonis ei ilmnenud miR-146a transfekteeritud
ja rinoviirusega nakatatud HBEC rakkudes olulist erinevust. VVoib arvata, et miR-146a osaleb
inflammasoomi aktivatsiooni regulatsioonis, kuid miR-146a moju avaldub kaudselt. MiR-146a
teadaolevad sihtmarkgeenid on NF-«kB signaalirajalt (Javidan et al., 2019) ning tdené&oliselt
mdjutab miR-146a inflammasoomi geenide ekspressiooni NF-kB rada inhibeerides. Varem on
astma patsientidel leitud hingamisteede epiteelirakkudes madalam miR-146a ekspressioon kui
kontrollidel ning madalam neutrofiilide migratsiooniks vajalike faktorite sekretsioon miR-146a
transfekteeritud HBEC rakkudes (Kivihall et al., 2019). Samuti taheldasid Laanesoo et al. miR-
146a/b™ hiirtel rinoviiruse infektsiooni korral tugevamat hingamisteede neutrofiiliat (Laanesoo et
al., 2021). Seetdttu on vdimalik, et miR-146a on oluline inflammasoomi aktivatsiooni
regulatsioonis eelkdige neutrofiilse astma fenotlubi korral.

On teada, et RV infektsiooniga kaasneb nakatunud rakkude surm, mille kadivitamiseks voib olla
vajalik inflammasoomi aktivatsioon. Samuti on néidatud, et miR-146a vO0ib piirata rinoviiruse
levikut HBEC-ides (Laanesoo et al., 2021; Z. Li et al., 2022; Lotzerich et al., 2018). Seetdttu
uuriti  magistritoés ka miR-146a mdju rinoviirusega nakatatud bronhiepiteeli rakkude
elulemusele. Selgus, et miR-146a transfektsiooni ja RV-A16 nakkuse korral on rohkem elusrakke
kui kontrolltransfektsiooni puhul. Samas ei olnud miR-146a m&ju HBEC rakkude apoptoosile ja
nekroosile eraldi vaadeldes statistiliselt oluliselt vahenenud, kuigi rinoviiruse Al16 voi Alb
nakkuse korral oli apoptootilisi rakke markimisvadrselt rohkem kui kontrollis. Nendest
tulemustest l&htuvalt vGib arvata, et rinoviirusnakkuse korral miR-146a on vGimeline pérssima

bronhiepiteeli rakkude surma, kuid apoptoosi oluliselt ei mdjuta. Rinoviirusinfektsiooni poolt
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indutseeritud rakusurm voib olla seotud inflammasoomi aktivatsiooniga kaasneva gasdermin-D
vahendatud puroptoosiga, kuid selle kinnitamiseks oleks vajalik analulsida gasdermin-D
ekspressiooni bronhiepiteeli rakkudes RV infektsiooni korral. Naiteks, Wen et al. leidsid, et
Seneca Valley viiruse (SVV) infektsiooni korral toimus sea neerurakkudes gasdermin-D
I6ikamine (W. Wen et al., 2021) ning Yogarajah et al. nditasid, kuidas enteroviirus kutsus esile
plroptoosi inimese neuroblastoomi rakkudes (Yogarajah et al., 2017), mis viitab, et

Picornaviridae sugukonna viirused on vdimelised piroptoosi indutseerima.

Kokkuvdttes naitavad magistritods saadud tulemused, et NLRP1 ja NLRP3 inflammasoomi
geenide ekspressioon on astma patsientide bronhiharjaproovides vorreldes kontrollidega
muutunud, mis viitab inflammasoomide osalusele hingamisteede pdletiku regulatsioonis. Lisaks
leiti, et rinoviirusinfektsioon pdhjustab inimese primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes IL-1p ja
IL-18 sekretsiooni ning selleks on vajalik NLRP1 ekspressioon, mis viitab, et RV poolt
indutseeritakse eelkdige NLRP1 tiupi inflammasoom. MiR-146a transfekteerimine HBEC
rakkudesse RV nakkuse korral mdjutas inflammasoomi geenide ekspressiooni osadel juhtudel
ning vahendas IL-/f ekspressiooni vaid mRNA tasemel, mist6ttu vGib arvata, et miR-146a
mdjutab RV poolt indutseeritud inflammasoomi geenide ekspressiooni, kuid otsest toimet nende
geenide aktivatsioonile miR-146a ei oma. Lisaks magistritods analiiusitud inflammasoomi
geenide mRNA tasemetele oleks vajalik kindlaks teha valkude ekspressiooni tase ja
lokalisatsioon rakus, milleks sobivad immunofluorestsents ja western blot analliisid. Samuti
tuleks analliisida CASP1 aktivatsiooni naiteks FAM-FLICA susteemi abil astma patsientide
bronhilimaskesta biopsiates ja RV-ga nakatatud rakkudes. Kirjanduses leidub rohkem viiteid
NLRP3 kaudu aktiveeritud inflammasoomist (Z. Li et al., 2022), kuid selle magistrit6o tulemused
viiravad, et NLRP1 inflammasoomil on tdendoliselt suurem roll RV infektsiooni korral inimese
bronhiepiteelis. Selle tbestuseks oleks vaja teha edasisi uuringuid, uurides nditeks NLRP3
inhibeerimise mdju inflammasoomi formeerumisele RV-A16 voi Alb infektsiooni korral, néiteks
kasutades selektiivset NLRP3 inhibiitorit MCC950 (Jiao et al., 2020). Lisaks, magistritdo
tulemused pdhinevad suures osas katsetel, mis viidi 18bi inimese bronhiepiteeli rakkude
uhekihilises kultuuris, kuid inflammasoomi geenide ekspressiooni vOiks uurida ka 3D
rakukultuuris voi hiiremudelis, et ndha, kuidas mdjutab geenide avaldumist diferentseerunud
rakututipide esinemine 3D rakukultuuris v8i hiiremudeli puhul immuunrakkude olemasolu

hingamisteedes.
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KOKKUVOTE

Astma on krooniline pdletikuline hingamisteede haigus, mis sageli dgeneb rinoviirusinfektsiooni
korral. Inflammasoomid on suured valgukompleksid, mis omavad olulist rolli patogeenide
vastases kaasasundinud immuunvastuses. MiR-146a on lihike mittekodeeriv. RNA, mis
reguleerib posttranskriptsioonilisel tasemel erinevaid bioloogilisi protsesse, sealhulgas pdletiku
valjakujunemist. Selles magistritdds uuriti astma &genemise, RV nakkuse, inflammasoomi

aktivatsiooni ja miR-146a omavahelisi seoseid inimese bronhiepiteeli rakkudes.

Magistritod raames labiviidud eksperimentide tulemusena selgus, et NLRP1 ja NLRP3
inflammasoomi geenide ekspressioon on astma patsientide bronhiharjaproovides vdrreldes
kontrollidega muutunud, mis viitab, et astma patsientidel vd@ivad inflammasoomid olla
aktiveeritud, kusjuures inflammasoomi geenide ekspressioon voib olla eri astma fenottdpides
erinev. Jargnevalt uuriti rinoviirusinfektsiooni méju inflammasoomi geenide avaldumisele. Leiti,
et RV pdhjustas inimese primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes IL-1p ja IL-18 sekretsiooni, mis
vahenes markimisvéarselt NLRP1 vaigistamisel siNLRP1-ga, mis viitab, et IL-1p, IL-18
sekretsioon on NLRP1 s6ltuv ja RV indutseerib eelkdige NLRP1 tulpi inflammasoomi.
MiR-146a transfekteerimine HBEC rakkudesse RV nakkuse korral avaldas moju vaid
inflammasoomi geenide CASP1 ja PYCARD ekspressioonile ning vahendas IL-1p ekspressiooni
ainult mRNA tasemel, mistdttu vOib arvata, et miR-146a mdjutab RV poolt indutseeritud
geeniekspressiooni inimese bronhiepiteeli rakkudes, kuid miR-146a ei oma otsest mdju

inflammasoomi aktivatsioonile.

Kokkuvdttes selgus magistritdos, et bronhiharjaproovides on inflammasoomi geenide ja IL-1p,
IL-18 ekspressioon astma korral muutunud, rinoviirusinfektsioon aktiveerib inimese primaarsetes
bronhiepiteeli rakkudes NLRP1 inflammasoomi ning miR-146a mdjutab inflammasoomi geenide

avaldumist RV infektsiooni korral kaudselt.
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The activation of NLRP1 and NLRP3 inflammasome in human bronchial epithelial cells

and the role of miR-146a in their regulation during rhinovirus infection

Mariel Méae
SUMMARY

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways that affects hundreds of millions of
people around the world by causing breathing difficulties (Veerati et al., 2020). Rhinoviruses
(RV) often cause common cold, but in asthma patients, RV infection can lead to asthma
exacerbations (Jakiela et al., 2021; Wirz et al., 2022). Previous studies have shown that viruses
can activate inflammasomes (Han et al., 2021), which are large protein complexes of the innate
immunity that have an important role in the defence against pathogens. Inflammasome activation
leads to the expression of pro-inflammatory cytokines interleukin(IL)-1p and IL-18 that regulate
inflammation (Z. Li et al., 2022; Robinson et al., 2020). MicroRNA-146a (miR-146a) is a short
non-coding RNA that is capable of regulating different biological processes, like inflammation,
on a posttranscriptional level (L. Zhang et al., 2020; Yan et al., 2021). Asthma patients have been
shown to have differential miR-146a expression and increased miR-146 expression has also been
described during RV infection (Laanesoo et al., 2021; Rodrigo-Munoz et al., 2019), however the
connection between asthma exacerbation, RV infection, inflammasome activation and miR-146a
is unclear. Therefore, the aim of this Master's thesis was to determine the expression of NLRP1
and NLRP3 inflammasome genes and the associated IL-1p, IL-18 cytokines in the bronchial
brushings of asthma patients and in rhinovirus infected human bronchial epithelial cells and to

analyse the role of miR-146a in their regulation during rhinovirus infection.

First, we analysed the expression of inflammasome genes in the bronchial brushings of asthma
patients and controls. As result, we found differential expression of NLRP1 and NLRP3
inflammasome genes in asthma patients when compared to controls, which indicates that
potentially, inflammasomes are activated in asthma patients. When asthma patients were divided
into three phenotypes based on the immune cells found in their airways, we found that
inflammasome gene expression differed between different phenotypes. More specifically,
PYCARD, NLRP1, NLRP3 and IL-74 were upregulated in bronchial brushings from neutrophilic
asthma patients, NLRP3 was upregulated in eosinophilic asthma patients and no inflammasome

genes were upregulated in paucigranulocytic asthma patients compared to controls.
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Next, we showed that RV infection causes IL-1p and IL-18 secretion from HBEC cells, which
was significantly decreased after silencing NLRP1 using siNLRP1. Therefore, IL-1p and IL-18
secretion is NLRP1 dependent in HBECs and it also suggests that RV induces primarily NLRP1
inflammasome activation in HBEC cells. In addition, we showed that the transfection of
miR-146a into HBEC cells during RV infection decreased CASP1, PYCARD and IL-/f mRNA
expression, but there was no significant difference in NLRP1, NLRP3 expression. This could
mean that miR-146a is capable of affecting RV induced gene expression in HBECs, but the effect
on inflammasome activation is indirect. There were also more alive cells during miR-146a
transfection and RV infection compared to control transfection, which shows that miR-146a can

potentially inhibit bronchial epithelial cell death during RV infection.

Taken together, we have shown in this Master’s thesis that in bronchial brushings the expression
of inflammasome genes differed between asthma patients and controls. Furthermore, the
differential gene expression was asthma phenotype specific. RV infection resulted in the
activation of the NLRP1 inflammasome in HBEC cells and miR-146a altered gene expression in
HBECs during RV infection, however miR-146a did not directly regulate the activation of

inflammasomes.
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