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»RNA modifikatsiooni mM°Am roll inimese keratinotsiiiitide rakulise vastuse

reguleerimisel*

RNA modifikatsioonid on keemilised funktsionaalsed rithmad, mis esinevad RNA
lammastikalusel, riboosil voi fosfaatjddgil. Modifikatsioone leidub nditeks: informatsiooni-
RNA-s (MRNA), transport-RNA-s (tRNA), ribosomaalses RNA-s (rRNA) ning paljudel teistel
RNA tiilipidel. Uks modifikatsioonidest on mRNA-l esinev N6,2'-O-dimetiiiiladenosiin
(m®Am), kus metiileeritakse riboosi suhkur teises positsioonis ja limmastikalus kuuendas
positsioonis. Imetajatel kataliiiisib m®Am modifikatsiooni vaid iiks ensiitim: fosforiileeritud C-
terminaalse doméaaniga interakteeruv faktor 1 (PCIF1). Bakalaureuset66 eesmérk on vaigistada
(knockdown (KD)) PCIF1 normaalsetes inimese epidermaalsetes keratinotsiiiitides (NHEK),
ning teha kindlaks kuidas m®Am puudumine mdjutab valitud efekti rakulise vastusega seotud
geenide avaldumist. T66 tulemusena leiti, et PCIF1 KD p&hjustab Janus kinaaside ja signaali
edasikandvate ja transkriptsiooni aktiveerivate valkudega (JAK-STAT) signaaliraja geenide
tilesreguleerimist nii mRNA kui ka valgu tasemel ning toodi vélja vdimalik Seos psoriaasiga ja

atoopilise dermatiidiga.

Mirksdnad: méAm, PCIF1, NHEK, JAK-STAT

CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

,»RNA modification m8Am role in cellular response regulation in keratinocytes

RNA modifications are additional functional groups in nitrogenous bases, ribose sugar, and
phosphate group in different types of RNA-s. Some of the RNA-s, where modifications are
present are: messenger RNA (mRNA), transport RNA (tRNA), ribosomal RNA (rRNA), and
many more RNA types. One of the modifications is N6,2’-O-dimethyladenosine (m°Am),
which is present in mRNA and its nitrogenous base is methylated on sixth position and ribose
sugar on second position. In mammals méAm modification is catalyzed by a single enzyme:
phosphorylated C-terminal domain interacting factor 1 (PCIF1). The aim of current bachelor’s
thesis is to knockdown (KD) PCIF1 in normal human epidermal keratinocytes (NHEK) and
describe effect on cellular response by assessing the expression of cellular response-associated
genes. Results show that in PCIF1 KD cells Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription (JAK-STAT) pathway genees are upregulated on mRNA and protein levels, which
may be implicated in the development of psoriasis and atopic dermatitis.
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Kasutatud lithendid

ALKBHS5 — alkB homoloog 5

Am — 2’-O-metiiiiladenosiin

CBC - cap-siduv kompleks

CCL - C-C motiiviga kemokiini ligand

CXCL — C-X-C motiiviga kemokiini ligand

cDNA — komplementaarne RNA-ga DNA

CISH — tsiitokiiniga indutseeritav SH> sisaldav valk

CMTR1 — cap metiiiiltransferaas 1

CTD - karboksiiiil-terminaalne ots

CTBP2 — C-terminusega ithenduv valk 2

EDTA - etiileendiamiintetraatsetaat

eEF1A — eukariioodi translatsiooni elongatsiooni faktor 1 alfa
elF4E — eukariioodi translatsiooni initsiatsiooni faktor 4E
elF4G — eukariioodi translatsiooni initsiatsiooni faktor 4G
ELISA — immunoensiiiimmeetod

ETS1 — eriitroblasti transformatsiooni spetsiifiline transkriptsioonifaktor 1
GAS-element — IFNy poolt stimuleeritav aktivatsiooni sait
FTO — rasvamassiga ja rasvumisega seotud valk

HIV-1 — inimese immuunpuudulikkuse viirus 1

IFITM1 — interferooniga indutseeritud transmembraanne valk 1
IFNo/B/y — interferoon alfa/beeta/gamma

IL-17A — interleukiin 17A

ISRE — IFN-tundlik vastuse element

IRF — interferooni regulatoorne faktor

JAK — Janus kinaas



KD - geeni vaigistamine (knockdown)

KO — geeni vilja lilitamine (knockout)

m®A — N6-metiiiiladenosiin

m8Am — N6,2’-O-dimetiiiiladenosiin

m’G — N7-metiiiilguanosiin

METTL3/14 — metiiiltransferaasisarnane valk 3/14
MRNA — informatsiooni-RNA

NF71 — NickFect 71

NF-kB — tuuma faktor kappa beeta

NHEK — normaalsed inimese epidermaalsed keratinotstiiidid
NK-rakk — loomulik tapjarakk

PAB1P — polii(A) seonduv valk

PAMP — fpatogeeniga seotud molekulaarne muster
PCIF1 — fosforiileeritud CTD interakteeruv faktor 1
PIAS — aktiveeritud STAT-i valguline inhibiitor
Polii(A) — poliiadeniin

Polii(I:C) — polii(inosiin:tsiitosiin)

gPCR — kvantitatiivne PCR

Rel — retikuloendotelioosi viiruslik onkogeen

RNMT — RNA guaniin-7 metiiiiltransferaas

rRNA — ribosomaalne RNA

RT — pdordtranskriptsioon voi podrdtranskriptaas
RT-gPCR — poordtranskriptsioon-kvantitatiivne PCR
SAM - S-adenosiililmetioniin
SERPINB3/SERPINB4 — serpiini perekond B liige 3/4
SiRNA — viike vaigistav RNA

SNRNA — viike tuuma RNA



SNP — tiksiknukleotiidne poliimorfism

SOCS1-7 — tsiitokiini signaali supressorvalk 1-7
STAT1-6 —signaali edasikandev ja transkriptsiooni aktiveeriv valk 1-6
Th — abistaja T-rakk

Treg — regulatoorne T-rakk

TNFa — vihi nekroosi faktor alfa

tRNA — transport-RNA

TSS — translatsiooni start-sait

TYK — tiirosiini kinaas

U — ensiilimi tihik

UTR — mittetransleeritav ala

Vpr — viiruse valk R

WTAP — Wilmsi tuumoriga seotud valk 1
YTHDC1-2 — YTH m®A RNA-le siduv valk DC1-2

YTHDF1-3 — YTH m°A RNA-le siduv valk DF1-3



Sissejuhatus

Atoopiline dermatiit (AD) ja naastuline psoriaas (edaspidi psoriaas) on iilemaailmselt levinud
kroonilised poletikulised nahahaigused, mis langetavad tosiselt haigete elukvaliteeti (Langan,
et al., 2020; Griffiths, et al., 2021). AD-d iseloomustab kuiv ja stigelev nahk, diagnoos selgub
sageli lapsepolves ja piisib tdiskasvanueas (Langan, et al., 2020). Psoriaasi iseloomustavad
korgendatud soomusjad nahalaigud, mis vdivad valutada ja kipuvad veritsema (Griffiths, et al.,
2021). Molema haiguse kulgemisele on iseloomulik immuunsiisteemi diisregulatsioon ja tugev
geneetiline eelsoodumus. Psoriaasile on omane poletikku soodustava tsiitokiini IL-17A
(interleukiin 17A) tiletootmine ning AD-le pdletikuvastase tsiitokiini IL-4 tootmine (Langan, et
al., 2020; Griffiths, et al., 2021).

RNA modifikatsioonid on laialdaselt levinud eri tiilipi RNA-des ja need osalevad koikides
RNA-dega seotud protsessides, sealhulgas RNA molekuli stabiliseerimises, splaissimises,
translatsiooni efektiivsuse reguleerimises jm (Roundtree, et al., 2017). RNA modifikatsioon
mPAm paikneb eukariiootidel peamiselt 5° cap-struktuuri juures ning on vajalik mRNA
translatsiooni tohustamiseks 1dbi mRNA molekuli stabiilsuse tdstmise. Modifikatsiooni lisab
juba olemasolevale adeniini metiileeritud riboosi suhkruga (Am) valk PCIF1, mis on ainuke
valk, mis kataliiiisib imetajate mMRNA-s m®Am modifikatsiooni (Akichika, et al., 2019).

Kuigi AD-d ja psoriaasi uuritakse pdhjalikult, pole nende tekkepohjused ja kulgemise
molekulaarmehhanismid 15plikult teada. Antud t66 raames uuriti RNA modifikatsiooni m®Am
olulisust mdlema haiguse kulgemisel, kasutades inimese primaarsete keratinotsiiiitide mudelit.
Meie andmete pdhjal selgub, et m®Am puudumisel: aktiveerub interferoonide signaalirada,
muutub rakuline vastus pdletikuvastasele IL-4 stimuleerimisele ja iileekspresseeruvad mitmed

psoriaasiga seotud tsiitokiinid.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. RNA

Kanoonilisi ribonukleotiide: adeniini (A), tsiitosiini (C), uratsiili (U) ja guaniini (G)
modifitseeritakse tihti nii transkriptsiooni ajal kui ka transkriptsiooni jargselt. RNA ehk
ribonukleiinhape modifikatsioonide uurimisvaldkond sai alguse 1960. aastal pseudouridiini ja
selle analoogide, sealhulgas 1-metiiiilpseudouridiini, kirjeldamisega parmi totaalselt RNA-It
(Cohn, 1960). Hetkel on teada 334 eri RNA modifikatsiooni (Modomics, (i.a)). Eri tiitipi RNA-
dele on olemas ka omapédrased modifikatsioonid, mis ei pruugi leiduda teistes RNA tiilipides
ning need modifikatsioonid mojutavad RNA-keskseid protsesse, niiteks alternatiivset
splaissingut, molekuli stabiilsust ja immunogeensust (Wang, et al., 2015; Shi, et al., 2017;
Kariko, et al., 2008). Enim uuritud RNA tiiiibid on nditeks mMRNA (informatsiooni-RNA), mille
pealt transleeritakse valk, tRNA (transport-RNA), mille funktsioon on transportida
aminohapped valgu siinteesiks ja rRNA (ribosomaalne RNA), mis on vajalik valgusiinteesi
labiviiva membraanita organelli ehk ribosoomi moodustamiseks. MRNA-le eripdrase
modifikatsiooni ndide on polii(A) (poliiadeniin) saba, mis kaitseb molekuli 3’—5’
degradatsiooni eest, kuid seda modifikatsiooni ei leidu tRNA-s (Ford, et al., 1997). Kodige enam
modifitseeritav RNA tiitip on tRNA, kus ligikaudu igal seitsmendal nukleotiidil esineb
modifikatsioon (Zhang, et al., 2022). Modifikatsioonide mustri poolest on rRNA ja tRNA
rohkem konserveerunud, kuna need peavad olema pidevalt ekspresseeritud: rRNA on vajalik
ribosoomide 0Oigeks kokkupanemiseks ning tRNA translatsiooni ldbi viimiseks. mRNA
ekspressiooni tase ja modifikatsioonide muster soltub nii rakutiiiibist, kindlast valku
kodeerivast RNA-st ja vilismdjudest (niiteks tsiitokiinid ja teised signaalmolekulid). Lisaks
sellele v3ib modifikatsioonide muster olla mdjutatud ka mRNA struktuuri poolt, kus teatud

modifikatsioone voidakse kataliiiisida kindlasse mRNA piirkonda (Dominissini, et al., 2012).

1.2. mRNA struktuur

MRNA 5’ otsas asub cap-struktuur, mis on vajalik mRNA stabiilsuse tostmiseks, kaitseks
eksonukleaaside poolt vahendatud degradatsiooni eest ja ka translatsiooni algatamiseks 1abi
elF4E-5 cap seondumise (eukariioodi translatsiooni initsiatsiooni faktor 4E) (Grifo, et al.,
1983). Lisaks sellele on ka kodeeriv ala, kus nukleotiidide tripletid mééravad kindla
aminohappe, mis lilitub valgu struktuuri (Joonis 1). On olemas ka 5’ ja 3’ UTR-id
(mittetransleeritavad alad), mis asuvad iilesvoolu (5’ UTR) voi allavoolu (3” UTR) kodeerivast

alast, mis on téhtsad translatsiooni reguleerimiseks (Velden ja Thomas, 1999). Niiteks 5° UTR-



ga seonduvad mitmed translatsiooni initsiatsioonifaktorid, mis voOimaldavad tekkida

initsiatsioonikompleksil (Sonenberg ja Hinnebusch, 2007).

mRNA
i Start i i i Stopp
5 5 UTR Kodeeriv ala 3'UTR I—AAAAAA 3'

Joonis 1. Ilustratiivne niidis mRNA struktuuri osistest. mRNA molekulil esinevad 5’ cap-
struktuur, 5° UTR, kodeeriv ala koos start (AUG) ja stopp-aladega (UAA, UAG, UGA), 3° UTR
japolii(A) saba. Esinevad ka jirgnevad modifikatsioonid: m®A, m’G, m®Am ja nende asukohad
MRNAs. Pilt on tehtud veebirakenduse BioRender abil.

Kodeeriv ala algab startkoodoniga AUG ja 10peb stoppkoodoniga, mis méargistab valgusiinteesi
16ppu ning selle tripletid on UAA, UAG vo1 UGA. 3’ otsas asub polii(A) saba, mis kaitseb
samuti eksonukleaaside poolt vahendatud degradatsiooni eest ning on vajalik translatsiooni
algatamiseks: parmi polii(A) sabal olev valk PAB1P (polii(A) seonduv valk) seondub elF4G-

ga (eukariioodi translatsiooni initsiatsiooni faktor 4 G), mistdttu abistatakse ribosoomi 40S

subiihiku toomist translatsiooni alguskoohta (Otero, et al., 1999; Villa ja Fraser, 2024).

mRNA esineb iksikahelalisena, kuid tihti moodustab kaksikahelalisi piirkondi ehk
sekundaarstruktuure, néiiteks: juuksendela aas (ingl hairpin loop), pseudosdlm (ingl
pseudoknot), sisemine aas (ingl internal loop) ja ka mittekomplementaarse seondumise
tagajarjel tekkinud véljaulatuv mohk (ingl bulge) (Macke, et al.,, 2001). mRNA
sekundaarstruktuuri saavad méajutada ka modifikatsioonid: m®A (N6-metiiiiladenosiin) takistab
adeniini ja uratsiili vahele tekkivat vesiniksidet ja seetdttu takistab sekundaarstruktuuri ja

stabiliseerib véljaulatuvaid otsi (Roost, et al., 2015).

1.3. mRNA modifikatsioonid
1.3.1. Modifikatsioon m’G 5’ cap-struktuuris

Modifikatsioonid esinevad mRNA eri osades, niiteks N7-metiiiilguanosiin ehk m’G on
eukartiootses mRNA-s esinev modifikatsioon, mis asub 5’ otsal esimese nukleotiidina (Joonis
1) (Furuichi, et al., 1975). Analoogselt nimetatakse seda ka 5° cap-struktuuriks, kuid sel juhul
voetakse arvesse ka erandlik kolmfosfaatne sild kahe nukleosiidi vahel, mistottu nimetatakse
seda m’GpppN-iks, kus N tihistab nukleosiidi (Furuichi, et al., 1975). T4napievaks on teada,
et esimene nukleotiid pdrast 5° cap-i on kdige tdendolisemalt A, siis C, G ja kodige vihem

toendolisemalt U (Wang, et al., 2019). Modifikatsioonidega interakteeruvaid valke liigitatakse
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gruppidesse: modifikatsioonide ,kirjutajad, ,kustutajad“ ja ,lugejad“, kus esimesed
kataliiiisivad nukleotiidide modifikatsioone, ,.kustutajad* eemaldavad ja ,,lugejad* tunnevad dra
kindla modifikatsiooni ning aitavad teistel ensiiiimidel seonduda &ratuntud saiti ja tdita oma
funktsiooni. m’G modifikatsiooni kirjutab RNMT ehk RNA guaniin-7 metiiiiltransferaas, mis
on seondunud RNA poliimeraas II CTD-le (C-terminaalsele doméénile) (McCracken, et al.,
1997). Antud modifikatsiooni jaoks ei ole rakus kustutajavalku, kuid uuringute koheselt toimub
pigem terve m’Gpp cap-struktuuri eemaldamine mRNA cap-eemaldaja ensiiiim 2 poolt, jéttes
alles vaid esimese nukleotiidi parast 5° cap-i (Steiger, et al., 2003). m’G modifikatsioonil on
oluline roll cap-siduva kompleksi (CBC) loomises, mis omakorda on vajalik RNA tuumast
véljumisel ja splaissosoomi tekkes, mis viib 1dbi pre-mRNA splaissingut (Pabis, et al., 2013).
Uks m’G omadustest on veel mRNA kaitsmine 5°—3’ eksonukleaasidest nii tuumas kui ka

tstitoplasmas (Stevens, 1980).

1.3.2 Adeniini riboosi ja limmastikaluse modifikatsioonid: m°®A, Am, m°Am
Kdige levinum mRNA modifikatsioon N6-metiiiiladenosiin (m®A) (Yue, et al., 2015), avastati
1974. aastal (Desrosiers, et al., 1974). Modifikatsiooni lisab kirjutajakompleks WTAP-
METTL3-METTL14 ning abistab VIRMA (Wilmsi tuumoriga seotud valk 1,
metiiiiltransferaasisarnane valk 3/14, m®A-ga seotud Vir-sarnane valk) ja teised valgud (Liu, et
al., 2014; Bawankar, et al., 2021; Wang, et al., 2021; Wen, et al., 2018). METTL3 omab
kataliititilist voimekust ja lisab modifikatsiooni ning METTL14 leiab vajaliku asukoha, kuhu
tuleb lisada modifikatsioon (Liu, et al., 2014). WTAP ja VIRMA interakteeruvad molema
eelneva valguga soodustades METTL3-METTL14 kompleksi seondumist sintméark-adeniinile.
Metiitilrithma doonorina kasutatakse S-adenosiiiilmetioniini (SAM) (Schwartz, et al., 2014;
Yue, et al., 2018; Bokar, et al., 1997). Modifikatsiooni saavad eemaldada valgud ALKBH5
(alkB homoloog 5) (Zheng, et al., 2013) ja FTO (rasvamassiga ja rasvumisega seotud valk) (Jia,
et al., 2011). Kdige tuntumad m®A lugejavalgud kuuluvad YTH-domiini valgu perekonda,
tapsemalt YTHDF1-3 ja YTHDC1-2 (YTH m®A RNA-le siduv valk DF1-3 ja DC1-2). Need
valgud tunnevad dra m®A-rikka RNA ja reguleerivad transkripti alternatiivset splaissingut,
translatsiooni tohusust ja metiileeritud mRNA lagundamist (Wang, et al., 2015; Wang, et al.,
2014; Shi, et al.,, 2017; Xiao, et al., 2016; Hsu, et al., 2017). Kdige enam paikneb
modifikatsioon mPA kodeerivas alas, tipsemalt TSS-ist (translatsiooni start-sait) allavoolu,
stopp-koodonis ja 3° UTR-is (Joonis 1) (Dominissini, et al., 2012; Batista, et al., 2014). Esialgu
arvati, et mbA esinemissagedus on 0,19-0,22% kdigist nukleotiididest (Wei, et al., 1975; Perry

ja Kelley, 1974), kuid uuemate andmete jérgi on see maksafibroosi rakuliini HepG2
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transkriptoomi puhul nditeks 0,05% ehk umbkaudselt 1,7 modifikatsiooni geeni kohta
(Dominissini, et al., 2012) ja hiirte maksafibroosi rakkudel on 80%-l juhtudest 1-3 m°A
modifikatsiooni transkripti kohta (Fan, et al., 2021).

RNA modifikatsioonile 2’-O-metiiiiladenosiin (Am) on iseloomulik metiitilgrupp riboosi teises
positsioonis. Antud modifitseerimist viib 1dbi mRNA 5° cap juures valk CMTR1 (cap-i
metiiiiltransferaas 1) (Belanger, et al., 2010). CMTR1 muutused mdningates SNP-ides
(tiksiknukleotiidsetes poliimorfismides) on seotud mitmete krooniliste haigustega, niiteks
CMTRL1 esineb rohkem raske astmaga patsientidel (Dahlin, et al., 2015) ja Alzheimeri tove
puhul (Boza-Serrano, et al., 2018). Samuti on CMTR1 vajalik mitmete interferoonide poolt
aktiveeritavate geenide avaldumiseks, mis on téhtsad viirusinfektsioonidega vditlemisel
(Williams, et al., 2020). Hetke seisuga pole sellele modifikatsioonile leitud kustutaja- ega
lugejavalke. Am lisamise mehhanism toimib 1&bi CMTRI1 kinnitumise RNA poliimeraas II
CTD-le (Haline-Vaz, et al., 2008) ning Am lisatakse 5’ cap-struktuuri dratundmisel, mis ei vaja

m’G esinemist (nn cap-0 struktuur), vaid saab olla modifitseerimata G (Byszewska, et al., 2015).

5 cap-struktuuri juures esimese nukleotiidina paiknev Am on sihtmirgiks PCIF1
(fosforiileeritud CTD-ga interakteeruv faktor 1) metiiiiltransferaasile, mis moodustab CTBP2-
ga (C-terminusega tihenduv valk 2) kompleksi RNA poliimeraas II CTD-I ja kasutades SAM-i
metiiiilriihma doonorina muudab Am-i m®Am-iks (N6, 2’-O-dimetiiiiladenosiin) (Joonis 1) (Li,
et al., 2023; Fan, et al., 2003; Akichika, et al., 2019). Antud modifikatsioon esineb ka SnRNA-
s (vdike tuuma RNA), kus selle lisamine ei ole piiritletud 5’ alaga, vaid modifikatsioon voib
esineda molekuli keskel ning seda kirjutab valk METTL4 (Chen, et al., 2020; Goh, et al., 2020).
mPAm funktsioon seisneb translatsiooni tShustamises libi mRNA stabiilsuse tdusu (Akichika,
et al., 2019; Mauer, et al., 2017). Samuti ei vajata ilmtingimata m’G modifikatsiooni (cap-0)
ega Am olemasolu, kuid need kiirendavad m®Am lisamise protsessi (Yu, et al., 2022; Yu, et al.,
2021). Ainus kustutajavalk méAm jaoks on FTO ning see tunneb ira ka eelnevalt mainitud m®A
modifikatsiooni, kuid FTO-1 on kdrgem afiinsus m®Am vastu (Mauer, et al., 2017). Samas vdib
mingida rolli ka FTO lokalisatsioon: rakutuumas on eelistatud substraadina m°A ja
tsiitoplasmas m®Am (Wei, et al., 2018). Antud efekt vdib tuleneda sellest, et vaadeldi polii(A)
mRNA kogust, kuid m®Am stabiliseerib mRNA molekuli, mis on tihtis eelkdige tsiitoplasmas
(Wei, et al., 2018). m®Am modifikatsioonil pole hetke seisuga teada lugejavalke.
Modifikatsioon méangib tdhtsat rolli mitmete haiguste kulgemisel: HIV-1 (inimese
immuunpuudulikkuse viirus 1) korral suunab Vpr (viiruse valk R) PCIF1 lagundamisele ja
sellega allareguleeritakse ka m®Am, mistdttu mitmete transkriptsioonifaktorite (niiteks ETS1

(eriitroblasti transformatsiooni spetsiifiline transkriptsioonifaktor 1), mis inhibeerib HIV-i
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replikatsiooni) mMRNA tase langeb (Zhang, et al., 2021). Samuti pakub huvi asjaolu, et viirused
kasutavad #ra peremehe PCIF1 siisteemi, lisades enda mRNA-le m®Am modifikatsioone,
maskeerides seeldabi peremehe MRNA-deks, mistottu rakk ei lagunda viiruslikku RNA-d
(Tartell, et al., 2021). Antud modifikatsioon méngib rolli ka vidhkkasvaja arengus: tdpsemalt
maovihi, jamesoolevihi ja peaajukasvaja puhul (Zhuo, et al., 2022; Wang, et al., 2023; Gao, et
al., 2022).

1.4. Naha immunoloogia

Nahk on inimese suurim organ, mis koosneb epidermisest, dermisest ja alusnahast. Selle
funktsioon on kaitsta organismi vélismdjude ja patogeenide eest, mistdttu immuunsiisteem
méngib nahas tdhtsat rolli. Epidermis on esmane kaitse, mis koosneb pealmisest sarvkihist,
mida toodavad keratinotsiilidid. Lisaks eelnevalt nimetatud keratinotsiiiitidele esinevad
epirdermises ka Langerhansi rakud, mis on dendriitrakkude alamtiiiip ja dendriitrakud, mis on
vajalikud immuunsiisteemi aktiveerimiseks ning on vdimelised esitama antigeene (Braathen ja
Thorsby, 1980). Dermises asetsevad veresooned, narvid, nuumrakud, T- ja B-limfotsiitidid
ning makrofaagid, mis saavad fagotsiitoosiga eemaldada ebavajalikke komponente nagu surnud

rakud voi bakterite osised. Alusnahas esinevad ndrvirakud, veresooned ja adipotsiitidid.

Kui patogeen 1dbib epidermise sarvkesta nditeks haavandi kaudu, siis aktiveerub kaasastindinud
immuunsus: makrofaagid, NK-rakud (loomulikud tapjarakud) ja tsiitotoksilised T-rakud
hévitavad patogeene ja dendriitrakud presenteerivad enda pinnal patogeenidest parit antigeene
(Ernst, et al., 2000). See omakorda aktiveerib omandatud immuunsiisteemi, kus aktiveerunud
Th-rakud (abistaja T-rakk) hakkavad eritama signaalmolekule, sealhulgas tsiitokiine, ning B-
rakud antikehi. Keratinotsiiiidid samuti reageerivad, nditeks mehhaanilisele kahjustusele ja
PAMP-idele (patogeeniga seotud molekulaarne muster) ja selle tagajdrjel hakatakse
sekreteerima tsiitokiine ja kemokiine (Leyva-Castillo, et al., 2013; Lebre, et al., 2007; Kock, et
al., 1990; Qiao, et al., 2019). Antud signaalvalkudele reageerivad niiteks veres olevad
monotsiilidid ja Th17-rakud, kes tunnevad dra CCL20 (C-C motiiviga kemokiini ligand 20)
signaliseerimise keratinotsiilitide poolt ja liiguvad kemotaksisega infektsioonikohta (Kennedy-
Crispin, et al., 2012; Bouma, et al., 2017). Keratinotsiiiitidel on olemas mitmed retseptorid
patogeenidele omaste molekulide dratundmiseks, néiteks toll-like retseptorid (Lebre, et al.,
2007). On olemas ka mitmed retseptorid tsiitokiinide dratundmiseks, mis on kindlad signaali
edastamise molekulid, nagu niiteks interferoon gamma (tsiitokiin) retseptor 1 ja 2, mis
aktiveerivad JAK-STAT (Janus kinaasid ja signaali edasikandvad ja transkriptsiooni

aktiveerivad valgud) signalisatsiooniraja, IL-17RA ja IL-17RC (interleukiin-17 retseptor A ja
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C), mis tunnevad dra IL-17A ja aktiveerivad NF-«B transkriptsioonifaktori (tuuma faktor kappa
beeta) signaaliraja (Shao, et al., 2019; Yao, et al., 1995).

1.4.1. Rakuline vastus: NF-kB ja JAK-STAT signaalirajad
NF-«xB ja JAK-STAT on kaks viisi rakkudevahelise pdletiku signaali edasikandmiseks. NF-kB

on transkriptsiooni reguleerivate valkude perekond, mis on leitav enamus rakkudes. See
koosneb valkudest NF-kB1, NF-kB2, Rel (retikuloendotelioosi viiruslik onkogeen), RelA ja
RelB. NF-«kB-I on kaks aktiveerimisrada: kanooniline ja mittekanooniline. Kanooniline rada
seisneb kappa-beeta inhibiitori lagundamises 14bi ubikvitineerimise, mis viib selle valgu
lagundamisele proteasoomi poolt (Fong ja Sun, 2002). See voimaldab RelA ja NF-kB1 valkudel
lilkuda rakutuuma, kus nad soodustavad transkriptsiooni. Antud rada aktiveerivad néiteks
TNFa (vdhi nekroosi faktor alfa) ja IL-1 (Osborn, et al., 1989). Mittekanooniline rada seisneb
NF-kB2 eellase protsessimises ldbi ubikvitineerimise, mistdttu see viiakse proteasoomi
lagundamisele ning protsessitud NF-kB2 on kompleksis RelB valguga, mis suundub tuuma ja
on tdhtis liimfisGlmede arengus ja B-rakkude selektsioonil liimfisdlmes (Xiao, et al., 2001,
Weih, et al., 1995; Franzoso, et al., 1997). NF-kB on vdimeline inhibeerima keratinotsiititide
kasvu ja selle signaaliraja aktiveeritus on madalam psoriaasi puhul (Takao, et al. 2003; Lizzul,
et al., 2005). Teise toorithma poolt oli aga vastuoluks ndidatud, kuidas kappa-beeta inhibiitori
puudumise tottu kontrollimatu NF-«B tase kutsus esile psoriaasi-sarnaseid stimptomeid hiirtel
(Rebholz, et al., 2007). Samuti aktiveeritakse NF-kB signaalirada kaudu pdletikku soodustavate
tsiitokiinide tootmist, nditeks IFNy (interferoon gamma), TNFa ja IL-1b (Sica, et al., 1997;
Shakhov, et al., 1990; Hiscott, et al., 1993).

JAK-STAT signaalirada koosneb signaali edastavatest ja kandvatest valkudest JAK, TYK
(tiirosiini kinaas), IRF (interferooni regulatoorne faktor) ja STAT (Wilks, et al., 1991; Shuai,
et al., 1993). Sellel esinevad ka inhibiitorid SOCS-valkude (tsiitokiini signaali supressorvalk)
ndol, mis on voimelised seonduma STAT voi JAK valkudega (Starr, et al., 1997; Endo, et al.,
1997). Hetke seisuga on teada JAK-perekonnast valke JAK1, JAK2, JAK3 ja TYK2 ning
STAT-perekonnast STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ja STAT6 (Wilks, et
al., 1991; Rane ja Reddy, 1994; Krolewski, et al., 1990; Fu, 1992; Fu, et al., 1992; Zhong, et
al., 1994; Mui, et al., 1995; Hou, et al., 1994). Inhibiitorvalkude perekond SOCS koosneb
jargnevatest valkudest: CISH (tsiitokiiniga indutseeritav SH> sisaldav valk), SOCS1-SOCS7
(Yoshimura, et al., 1995; Endo, et al., 1997; Minamoto, et al., 1997; Hilton, et al., 1998).
Signaaliiilekanne seisneb esialgses signaali dratundmises retseptori poolt, kus JAK-perekonna

valk tihendub retseptoriga, peale mida JAK fosforiileeritakse ning fosfaatriihm antakse edasi
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STAT-perekonna valgule, kus STAT moodustab dimeeri ning seejarel liigub tuuma ja

aktiveerib geeni avaldumist (Joonis 2).
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Joonis 2. lllustratiivne joonis JAK-STAT signaaliraja toimimisest. 1) Tsiitokiin kinnitub
retseptorile ja toob esile selle dimeriseerumise, 2) Dimeriseerunud retseptorit fosforiileerib
JAK-valk, 3) JAK-vahendatud STAT-ide fosforiileerimine ja sellega nende aktiveerimine, 4)
Aktiivsete STAT-ide dimeriseerumine, 5) Dimeriseerunud aktiivsete STAT-ide translokatsioon
tuuma. Pilt kohandatud eesti keelde ning tehtud 1dbi BioRender veebirakenduse. Esialgsed
autorid: R. Medzhitov, A. lwasaki, J.-H. Lee.

Niiteks IFNy esinemisel fosforiileeritakse esialgu JAKI ja JAK2, mis omakorda kannavad
fosfaatjadgi STAT1-le, mistottu see aktiveerub. STAT1 moodustab homodimeeri ja liigub
rakutuuma importiini abiga ning aktiveerib mitmeid geene, sealhulgas viperiini geeni, IFITM1
(interferooniga indutseeritud transmembraanne valk 1) ja CXCL10 (C-X-C motiiviga
kemokiini ligand 10) (Silva, et al., 1994; Shuai, et al., 1992; Shuai, et al., 1994; McBride, et
al., 2002; Wiedemann, et al., 2020; Khodarev, et al., 2007; Fryknis, et al., 2007).
Signaaliiilekandes on tdhtsal kohal ka regulatsioon 14bi negatiivse tagasiside: STAT3 dimeerid
aktiveerivad SOCS1 transkriptsiooni, mis inhibeerib STAT3 fosforiileerimist (Naka, et al.,
1997). IRF-valkude funktsioon antud rajas seisneb STAT-valkude abistamises. IRF1 abistab
STAT]1 valkude joudmist digesse DNA piirkonda. Naiteks aktiveeritud STAT1 on praktiliselt
alati seotud IRF1-ga, mis omakorda suunab STAT1 dimeeri IFN poolt stimuleeritavate geenide
transkriptsiooni saitide promootor aladele, kuid samas IRF1 pole alati seotud STAT1-ga ja
suudab soltumatult kinnituda GAS-elemendile (IFNy poolt stimuleeritav aktivatsiooni sait,
jarjestusega TTCN2.4GAA (Decker, et al., 1997)) (Zenke, et al., 2018; Abou El Hassan, et al.,
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2017). Sarnane siisteem esineb ka STAT1 ja STAT2 heterodimeeri puhul, kus IRF9 kinnitub
dimeerile, moodustub ISGF3 (IFN-stimuleeritud geeni faktor 3), ja see liigub tuuma ISRE
(IFN-tundlik vastuse element, GAAANNGAAA, kus N on C, T, A voi G (Fujii, et al., 1999))
jarjestusele (Qureshi, et al., 1995; Csumita, et al., 2020).

1.4.2. Nahahaigused psoriaas ja atoopiline dermatiit (AD)

AD ja psoriaas on kroonilised nahahaigused, mis esinevad lokaalselt poletikuliste lappidena.
AD puhul on omane siigelev ja kuiv nahk, mis tihtipeale selgub lapseeas (Langan et al., 2020).
Psoriaasi iseloomustab korgendatud soomusjad nahalaigud, mis vdivad valutada ja kalduvad
veritsema (Griffiths et al., 2021). Mdlemaid haigusi iseloomustab iilesreguleeritud geenide tase,
mis vastutavad rakkude paljunemise eest (SERPINB3/SERPINB4 (serpiini perekond B liige
3/4)) ja allareguleeritud geenid, mis vastutavad rakkude diferentseerumise eest (He, et al., 2021,
Guttman-Yassky, et al., 2009).

Atoopilises dermatiidis on paljud pdletikulised tsiitokiinid ja kemokiinid iileekspresseeritud ja
on olemas selline signaalmolekulide muster, mis on omane just AD-le. Need tsiitokiinid ja
kemokiinid on: I1L-4, IL-13, CCL13 ja teised Th2-rakuga seotud tsiitokiinid ja kemokiinid (He,
et al.,, 2021). Samuti on haiguse poolt mojutatud JAK-STAT rada, kus STATL1 tase on
korgenenud, mis voib olla pdhjustatud korgenenud IFNy tasemest (He, et al., 2021; Grewe, et
al., 1994; Raza, et al., 2008). Lisaks sellele olid kdrgema ekspressiooniga ka IRF1, STAT3,
JAK3, STAT4 (He, et al., 2021).

Psoriaasi puhul on samuti paljud tsiitokiinid ja kemokiinid tileekspresseeritud ja 0sa nendest on
iseloomulikud psoriaasile. Moned tsiitokiinid/kemokiinid on néiteks: IL-36 A/IL-36G, IL-17A,
IL-1b, CCL20, CXCL10 ja muud Th1- ja Th17-rakkudega seotud tsiitokiinid ja kemokiinid (He,
et al., 2021). Samas ei ole need geenid AD puhul mirgatavalt kdrgema ekspressiooniga
vorreldes haigusteta nahaga (vélja arvatud IFNy), mistottu voib seda kasutada psoriaasi
biomarkerina (He, et al., 2021). Psoriaasis on ka kdrgemad JAK-STAT raja valgud STATL,
IRF1, STAT3, JAK3, STAT4, STAT2 ning madalam JAK1 (He, et al., 2021).
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2. Eksperimentaalosa

2.1. T66 eesmirgid

Antud bakalaureusetod peamiseks eesmirgiks oli tuvastada, kas ja kuidas m®Am
modifikatsiooni olemasolu mojutab rakulist vastust stimuleerimisel tsiitokiinidega IL-4, IL-

17A ja IFNy.

2.2. Materjal ja metoodika

Uuringu skeem on vilja toodud illustratiivse joonisena (Joonis 3).

PCIF1 siRNA IL-4, IL-T7A, IFNy

) )
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@sStimulatsioon

24h |
-

@RNA eraldamine

Totaalne RNA
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Joonis 3. lllustratiivne bakalaureusetoos kasutatud metoodikate tookiik. Meetodite
loetelu: 1) NHEK transfektsioon, 2) NHEK stimulatsioon, 3) rakkude liiisimine, 4) RNA
eraldus, 5) RT-PCR, 6) gPCR ja ELISA. Joonis oli tehtud veebirakendus BioRender abil.

2.2.1. Rakukultuur

Toos kasutatakse kommertsiaalselt kéttesaadavaid normaalseid inimese epidermaalseid
keratinotsiiiite (NHEK) (PromoCell). Keratinotsiiiite kasvatati s66tmel Keratinocyte Growth
Medium 3 (PromoCell), kuhu lisati 3,8% kasvufaktoreid (PromoCell), 60 uM CacCl;
(PromoCell), 1% streptomiitsiini ja penitsilliini (Gibco). Rakke kasvatati 24 kaevuga plaadil 37
°C ja 5% CO: juures Eppendorf CellXpert C170i inkubaatoris. Rakkude kasvu hinnati iga 2-3

pdeva tagant ja soodet vahetati iga 2 pdeva tagant 80-85% konfluentsuse saavutamiseni.
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Vajaliku konfluentsuse saavutamisel pesti rakke Dulbecco fosfaatpuhverdatud fiisioloogilise
lahusega (DPBS, Sigma-Aldrich) ja koguti kokku kasutades 0,05% triipsiin-EDTA-d (triipsiin-

etlileendiamiintetraatsetaat) (Gibco).

2.2.2. PCIF1 siRNA (viike vaigistav RNA) transfektsioon NHEK rakkudesse
Rakke transfekteeriti PCIF1 siRNA ja negatiivse kontroll-siRNA-ga (Thermo Fisher, PCIF1:
kataloog AM16708, ID 133516; kontroll: kataloog 4390843). Transfektsiooni labiviimiseks
kasutati rakku labivat peptiidi NickFect 71 (NF71), mis valiti selle tShususe ja véikse
tsiitotoksilisuse poolest keratinotsiiiitides (Carreras-Badosa, et al., 2020). Peptiidi jarjestus on
jargnev: steariiil-HHYHHGO?ILLKALKALAKAIL-NH2, kus O tihistab seondumist
korvalahela aminorithmaga, mitte alfa-aminoriihmaga (Carreras-Badosa, et al., 2020).
Nanopartikleid moodustati kasutades 60 nM siRNA-d ja 1,02 uM NF71 steriilses vees.
Transfektsioonisegu lisati rakkudele ja inkubeeriti 24 tundi inkubaatoris (37 °C, 5% CO), peale

mida stimuleeriti tsiitokiinidega.

2.2.3. NHEK stimulatsioon tsiitokiinidega

Antud t66s kasutati stimuleerimiseks tsiitokiine IL-4, IL-17A ja IFNy. Loppkontsentratsioon
rakkudel oli jargnev: 40 ng/ml (IL-4), 10 ng/ml (IL-17A), 20 ng/ml (IFNy). Tsiitokiinide valik
oli tehtud pShimdttel, et AD puhul on ileekspresseeritud IL-4 ja psoriaasil IL-17A ning
molemal on kdrgem IFNy kontsentratsioon (Langan et al., 2020; Griffiths et al., 2021).
Tsiitokiinid olid lahjendatud Opti-MEM (Gibco) s66tmes. Stimuleerimata kontrollile lisati
ainult Opti-MEM so66det. Seejarel inkubeeriti plaati (37 °C, 5% CO3) 24 tundi.

2.2.4. Supernatandi kogumine ELISA jaoks, RNA eraldamine ning RT-
qPCR (poordtranskriptsioon-kvantitatiivne PCR)

Pérast stimuleerimist koguti rakkudelt supernatant hilisema ELISA (immunoensiiimmeetod)
jaoks. Selleks koguti supernatant pipetiga eraldi tuubidesse, mida tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis Centrifuge 5425 (Eppendorf) (edaspidi lauatsentrifuug) 5 minutit 600 g juures.

450 ul tosteti imber uute tuubi ja hoiustati -80 °C juures.

Rakke liitisiti kasutades QIAzol liitisireagenti (QIAGEN). Rakkudele lisati 400 pl QIAzol
luiisireagenti, kraabiti pShja pipetiotsikuga ja seejédrel resuspendeeriti rakke. Liisaati koguti
eraldi tuubidesse ja jargnevalt lisati 80 pl kloroformi (1:5 QIAzol-i ruumalast) ja segati

18



kasutades Vortex-Genie 2 (Scientific Industries). Pérast segamist oodati faaside jaotumist ja
seejdrel tosteti tuubid tsentrifuugi MIKRO 220 (Hettich) 15 minutiks, 13000 pooret, 4 °C
(kasutati 48-kohalist rootorit, kataloogi number: 1158-L). Viimaks tdsteti iilemine faas uude
tuubi, kuhu lisati 400 pl isopropanooli (1:1 QIAzol-i ruumalast) ning segati. Segu lisati
miRNeasy mini kit (QIAGEN) kolonnile ning jargnevalt eraldati RNA tootja protokolli jargi.
RNA kogust moddeti kasutades NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) spektrofotomeetrit.

RT-gPCR teostati kaheetapiliselt: esialgu totaalselt RNA-It cDNA (komplementaarne RNA-ga
DNA) siintees poordtranskriptaasi (RT) abil ning seejiarel qPCR. Poordtranskriptsiooni PCR
teostati kasutades 250 ng RNA-d ning lahjenduseks ribonukleaasivaba vett. Esialgu lisati
Oligo(dT)1s (Thermo Fisher) (5 uM) ja seejarel vajaminev lahjenduse vesi ning seejarel totaalne
RNA. Jéargnevalt lisati lahus, milles oli ihe proovi kohta: 1x RT (poordtranskriptaasi) puhver,
1 mM dNTP, 1 U (ensiitimi tihik) RiboLock, RevertAid RT 10 U (Thermo Scientific RevertAid
RT Reverse Transcription Kit, katalooginumbriga K1691). Uhe reaktsioonisegu maht iihes
kaevus oli 20 pl ning reaktsioonilahust segati 96-kaevu plaadil. cDNA siintees viidi 1dbi

Mastercycler nexus (Eppendorf) termotstikleris jargneva programmiga:
1.42°C 60 min
2.70°C 5 min
3. 4°C kuni programm peatatakse

Valmis cDNA lahjendati 15 korda vees ja kasutati gPCR-i analiiiisi eesmaérgil. Esialgu segati
kokku 5X HOT FIREPol EvaGreen gPCR Supermix (Solis BioDyne) ja vajamineva praimeri
périsuunalised (forward) ja vastassuunalised (reverse) jarjestused (TAG Copenhagen).
Analiiiisil vorreldi geenide avaldumist suhtena kontrolliga: eEF1A (eukariioodi translatsiooni
elongatsiooni faktor 1 alfa) mRNA tasemega. Koigi bakalaureusetod raames kasutatud
praimerite loetelu ja jarjestused asuvad Lisa 1-s. Seejdrel pipeteeriti 6 pul segu 384-kaevu plaadi
aukudesse ja seejirel 6 ul cDNA proovi. qPCR ldbiviimiseks kasutati QuantStudio 12K Flex
(Applied Biosystems) seadme jargnevat programmi:

Denaturatsioon 50°C 2 min

95°C 15 min

Denaturatsioon 95°C 15s

Ekstensioon 60 °C 1 min }40 tstuiklit
Sulamistapi 95°C 15s

leidmine
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60 °C 1 min
95°C 15s

Andmete analiiiisil kasutati 2724¢T meetodit. Tapsemalt; 2~ ((CtP2-Ctk2)=(Ctp1-Ctk1)) ks Ctp2
on uuritava proovi tsiikkel, millest valgussignaal tiletas lavendi, Ctk2 on koduhoidja (¢EF1A)
geeni tsiikkel, Ctpl kontrolli proovi tsiikkel, mille jargi on teised normaliseeritud, Ctkl on
koduhoidja geeni tsiikkel, mille jargi on normaliseeritud. Analiiiis oli tehtud MS Exceli abil.
Edaspidi kasutati andmete visualiseerimiseks ja analiiiisimiseks rakendust GraphPad 10 ning
statistika leidmiseks kasutati sisseehitatud programmi Studenti kahesuunalist t-testi, a=0,05. p-
vadrtuse leidmiseks kasutati Holm-Sidak meetodit. Referentsgeeniks kasutati koduhoidjageeni

eEF1A, kuna selle ekspressioon ei muutu stimulatsiooni kdigus (Chen, et al., 2013).

2.2.5. Kihiline immunoensiiiimmeetod (sandwich ELISA)

Kogutud supernatant kasutati ELISA-s rakulise vastuse valkude kontsentratsiooni maaramiseks.
Toos kasutati ELISA MAX Deluxe Set (BioLegend) komplekti ning uuriti jargnevaid valke:
CCL5, CXCL10, IL-1b. Meetodi tegemisel jargiti komplektis olevat juhist. ELISA
1opetamiseks kasutati 1 M véédvelhapet ning juhiste jargi mahtu. ELISA jaoks olid moningad
proovide supernatandid lahjendatud assay diluent A-s, mis oli komplektis olemas. CCL5
kontroll siRNA proovi Opti-MEM, IL-4 ja IL-17A-ga lahjendati kaks korda, IFNy puhul 10
korda. PCIF1 siRNA puhul lahjendati kdik proovid 30 korda. CXCL10 kontroll siRNA IFNy
proovi ja kdik PCIF1 siRNA proovid 20 korda. Valguse neelduvuse andmete saamiseks kasutati
mikroplaadi lugejat Ledetect 96 ning selle tarkvara Capture96. Tarkvaras moddeti iihte
tulemust kolm korda: mddtmisfiltriga 450 nm ja referentsfiltriga 540 nm; modtmisfiltriga 450
nm ja referentsfiltriga 0 nm; modtmisfiltriga 540 nm ja referentsfiltriga 0 nm. Andmete

analiitisil kasutati modtmistulemusi modtmisfiltriga 450 nm ja referentsfiltriga 540 nm.

ELISA andmete analiiiis toimus 1dbi veebirakenduse MyAssays, kus otsinguribalt leiti “Four
Parameter Logistic Curve”. Edaspidi sisestati mootmistulemusi, margistati dra, kus asetses
kindel proov, sisestati standardite lahjendusrida, lahjendusfaktorid ning nimetati dra proovid ja
veebirakenduses algatati kalkuleerimine. Viljundfailist veti kontsentratsioonid ning sarnaselt

gqPCR analiiiisile moodustati graafikud ja teostati analiiiis rakenduses GraphPad 10.
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2.3. Tulemused
2.3.1. PCIF1 KD puhul téstetakse m°Am-seotud valkude mRNA ekspres-

siooni

Esimesena hinnati, kuivord tShus oli SIRNA transfektsioon ja PCIF1 geeni vaigistamine puhul
ehk kas antud siRNA ja rakku labiva peptiidi NF71 kombinatsioon on sobilik kasutamiseks
NHEK rakkudes. PCIF1 KD edukus varreldes kontroll sSiRNA transfektsiooniga oli umbkaudu
70% koikides tingimustes (Joonis 4A). Kuna PCIF1 KD osutus edukaks, siis kdik jargnevad
erinevused geenide avaldumise modtmises tulenevad suure tdendosusega viahenenud PCIF1
kogusest ja vastavalt m®Am arvukuse vihenemisest. Analiiiisides teisi m®Am-ga seotud valke,
FTO puhul (Joonis 4B) leidsime, et PCIF1 KD kutsub esile méarkimisvéaarset {ileekspressiooni
kaikides tingimustes, vélja arvatud stimuleerimine IFNy-ga. CMTR1 puhul aga statistiliselt
oluline tileekspressioon on vaid stimuleerimata ja IL-17A-ga t66deldud rakkudes PCIF1 KD
puhul (Joonis 4C). CMTRI iileekspressioon voib olla seotud kdrgenenud vajadusega teiste
valkude osas, et kompenseerida PCIF1 puudust, mis omakorda m&jutab mRNA stabiliseerimist,
mis omakorda mojutab laiemalt transkriptsiooni, RNA metabolismi, translatsiooni, histoonide
ja ribosomaalsete valkude siinteesi (Liang, et al., 2022). PCIF1 KD moju FTO ekspressioonile
on suhteliselt vihene, kuid on huvitavam selle poolest, et FTO eemaldab m®Am modifikatsiooni,
samas seda modifikatsiooni on niigi vihem PCIF1 KD tottu. Samas FTO korgenenud
ekspressioon on seotud reaktiivsete hapnikuithendite tootmisega, mis on vdimelised

aktiveerima NF-«B 1dbi kappa beeta inhibiitori suunamise lagundamisele (Fan, et al., 2015).
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Joonis 4. m®Am-assotsieerunud valkude tasemed on mdjutatud PCIF1 KD-ga NHEK
rakkudes. A) PCIF1, B) FTO ja C) CMTR1 mRNA suhteline ekspressioon stimuleerimata ja
tsiitokiinidega stimuleeritud NHEK WT ja PCIF1 KD rakkudes. Analiiiisimiseks kasutati
kahesuunalist Studenti t-testi, * p <0,05; ** p < 0,01; markimata on vordvaarne statistilise
ebaolulisusega.

2.3.2. PCIF1 KD tulemusena aktiveerub IFN (JAK/STAT) signaalirada

Vastuseks vilismdjudele, nditeks antud t60s kasutatud tsiitokiinid, keratinotsiitidid kalduvad

eritama kindlat mustrit pdletikku soodustavatest tsiitokiinidest ja kemokiinidest nagu CXCLI1,
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CXCL10, CCL5 (He, et al., 2021). Mainitud kemokiinide ekspressioonitase oli mdddetud 14bi
RT-qPCR (mRNA) ja ELISA (valk) (Joonis 5). CXCL1 puhul tdheldati vaid mdningane
tileekspressioon vastusena IL-17A-le PCIF1 KD olukorras, siiski puudus efekt stimuleerimisel
teiste tsiitokiinidega (Joonis 5A). CCLS5 ja CXCL10 teisalt olid tilesreguleeritud PCIF1 KD
puhul nii MRNA (Joonis 5B, C) kui ka valgu tasemel (Joonis 5D-E). Huvitaval mairal CXCL1
on toodetav 1dbi NF-«B, CCL5 on toodetav nii NF-kB ja JAK-STAT signaaliraja ning CXCL10
rangelt 1abi JAK-STAT signaaliraja (Wu, etal., 2018; Yeo, et al., 2020; Liu, et al., 2022; Panzer,
et al., 2008). Saadud tulemused viitavad, et m®Am vdib olla oluline IFN signaaliraja jaoks, eriti
arvestades asjaolu, kus IFNy-ga stimuleeritud PCIF1 KD NHEK rakkudes CXCL10
ekspressiooni tase ei muutu (Joonis 5B, D). Uks seletustest vdib olla see, et m®Am puudumisel
IFN signaaliraja piirangud on madalamad, mistottu véliseid mojusid pole enam vaja. Tugev ja
jérjepidev IFN signaaliraja aktivatsioon keratinotsiiiitides voib olla diisregulatsiooni pdhjuseks

pOletikulises ~ vastuses  ja  viia  immuunvahendatud nahahaiguste  tekkeni.
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Joonis 5. Kemokiinide CXCL1, CXCL10, CCL5 suhteline ekspressioon ja valgu tase
NHEK rakkudes. A) CXCL1, B) CXCL10 ja C) CCL5 mRNA suhteline ekspressioon
stimuleerimata ja stimuleeritud tsiitokiinidega NHEK WT ja PCIF1 KD rakkudes. D) CXCL10
ja E) CCLS5 valgu tase stimuleerimata ja stimuleeritud tsiitokiinidega NHEK WT ja PCIF1 KD
rakkudes Analiitisimiseks kasutati kahesuunalist Studenti t-testi, * p < 0,05; ** p<0,01; ***p
<0,001; **** p <0,0001; markimata on vordvéaérne statistilise ebaolulisusega.

2.3.3. PCIF1 KD iilesreguleerib IFN-stimuleeritud JAK-STAT signaaliraja

ekspressiooni
Jargnevalt teostati RT-qPCR analiiiis mitmetest JAK-STAT signaaliraja valkudest selleks, et

paremini saada aru m®Am rollist IFN signaaliraja reguleerimises. Tipsemalt analiiiisiti
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jargmiste geenide avaldumist: STAT1, STAT3, STAT6, JAK2, IRF1, IRF9 ning ka IFN
stimuleeritud JAK-STAT raja poolt aktiveeritav valk IFITM1 (Joonis 6). Taheldati, et STAT1
puhul ekspressioon tdusis PCIF1 KD puhul koikides vaadeldud tingimustes, vilja arvatud
IFNy-stimuleeritud rakkudes (Joonis 6A). See tulemus on kooskdlas varasemate andmetega
(Joonis 5B, D), kuna STAT1 méngib tahtsat rolli tiitip I IFN (IFNo/IFNP) ja tiitip IT IFN (IFNy)
signaliseerimisel ning on vastutav CXCL 10 geeni avaldumise eest (Darnell, et al., 1994; Tomita,
et al., 2017). Samuti oli kdrgenenud STATG6 suhteline ekspressioon stimuleerimata ja IL-17A-
stimuleeritud rakkudes PCIF1 KD puhul (Joonis 6C). STAT6 dimeriseerub IL-4 ja IL-13
stimuleerimise tagajérjel ja on huvipakkuv seoses selle olulisusega AD kontekstis (Shimoda, et
al., 1996; Takeda, et al., 1996). JAK2 suhteline ekspressioon on iileekspresseeritud kdikides
vaadeldud tingimustes PCIF1 KD rakkudes (Joonis 6D). JAK2 on vajalik IFNy signaali
edasikandmiseks JAK-STAT signaalirajas (Bellucci, et al., 2015). IRF1 puhul esines
korgenenud suhteline ekspressioon stimuleerimata ja IL-17A-stimuleeritud PCIF1 KD
rakkudes (Joonis 6E). Peatiikis 1.2.1. oli mainitud antud valgu tdhtsus IFNy signaali edasi
kandmisel ja sarnane funktsioon on ka IRF9 valgu puhul, mis oli tileekspresseeritud koikides
vaadeldud tingimustes (Joonis 6F). PCIF1 KD puhul IFITM1 transkriptsioon on aktiveeritav
labi JAK-STAT signaaliraja IRF9-STAT1-STAT2 kompleksi poolt (nn ISGF3) ja selle
korgenenud tase PCIF1 KD puhul (Joonis 6G), eriti vottes arvesse korgenenud STAT1 ja IRF9
taset (Joonis 6A, F), mis viitab, et see signaalirada on tldiselt iilesreguleeritud (Nowicka, et al.,
2023).
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Joonis 6. JAK-STAT signaaliraja valkude ja signaaliraja poolt aktiveeritava valgu
IFITML1 suhteline ekspressioon. A) STATL, B) STAT3, C) STATG6, D) JAK2, E) IRF1, F)
IRF9 ja G) IFITM1 mRNA suhtelised ekspressioonid. Analiitisimiseks kasutati kahesuunalist
Studenti t-testi, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; markimata on
vordvéadrne statistilise ebaolulisusega.

2.3.4. PCIF1 KD tostab IFN-stimuleeritavate JAK-STAT inhibiitorvalkude
SOCS ekspressiooni

Jargmise etapina vaadati, kas on erinevusi JAK-STAT signaaliraja inhibiitorvalkude SOCS
ekspressioonis. Selleks uuriti SOCS1-3 (Joonis 7) mRNA suhtelist ekspressiooni kasutades
RT-qPCR analiitisi. SOCS1 puhul koéikides PCIF1 KD proovides on kdrgenenud suhteline
ekspressioon (Joonis 7A). Kdrgenenud taset voib seletada sellega, et SOCS1 transkriptsioon on
aktiveeritav STAT1 kaudu IFNy stimuleerimisel (Li, et al., 2007). Kuna STATL1 suhtelise
ekspressiooni tase oli korgenenud ja on voimalik, et valgu tase on samuti korgenenud, mistottu
SOCSI suhteline ekspressioon tduseb. SOCS2 suhteline ekspressioon on korgenenud PCIF1
KD rakkudes stimuleerimisel IFNy-ga (Joonis 7B). SOCS2 puhul tdenéoliselt esineb samuti
erinevus PCIF1 KD rakkudes kontrolli puhul ja stimuleerimisel IL-4, IL-17A-ga, kuid on vaja

tdpsemaid mddtmistulemusi.
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Joonis 7. JAK-STAT inhibiitorvalkude perekond SOCS mRNA suhteline ekspressioon on
muudetud. A) SOCS1, B) SOCS2, C) SOCS3 mRNA suhteline ekspressioon. Analiilisimiseks
kasutati kahesuunalist Studenti t-testi, * p < 0,05; ** p < 0,01; mérkimata on vordvéaérne kui
»pole statistiliselt oluline*.

2.3.5. PCIF1 KD allareguleerib NF-kB signaalirada IL-4 stimuleerimise
puhul

Vastuseks kindlale signaalile on keratinotsiitidid voimelised tootma nii kemokiine (vt 2.3.2.)
kui ka tsiitokiine, kaasa arvatud pdletikku soodustavaid TNFa, IL-6, IL-8 ja IL-1b (Joonis 8).
PCIF1 KD mdjutab rakulise vastuse IL-4 stimuleerimise puhul allareguleerides TNFa ja I1L-8
tootmist (Joonis 8A, B). IL-6 ekspressioon on aga iilesreguleeritud koikides vaadeldud
tingimustes PCIF1 KD rakkudes (Joonis 8C). Pohjus vaib seisneda selles, et IL-6 ei toodeta
ainult 14bi NF-xB rada, vaid ka labi JAK-STAT signaalirada, mis ei ole iseloomulik teistele
analiiiisitud tsiitokiinidele (Cokic, et al., 2015). Kuigi me ei niinud IL-4 mdju IL-1b mRNA
ekspressioonile, oli kiipse IL-1b valgu tootmine madalam PCIF1 KD rakkudes (Joonis 8D, E).
Funktsionaalse IL-1b tootmine erineb teistest tsiitokiinidest selle poolest, et esialgul
stinteesitakse IL-1b prekursor ja alles parast prekursori to6tlemise kaspaas-1-ga (aktiveeritav
inflammasoomiga) poolt moodustub kiips IL-1b (Thornberry, et al., 1992; Martinon, et al.,
2002). IL-1b mRNA taseme analiiiis ei ole ilmtingimata sobilik antud olukorras ning valgu

kontsentratsiooni mddtmine annab tdenédolisema ja usaldusvidrsema tulemuse.
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Joonis 8. Libi NF-kB signaaliraja toodetavate tsiitokiinide suhteline ekspressioon WT ja
PCIF1 KD NHEK rakkudes. A) TNFa, B) IL-8, C) IL-6 ja D) IL-1b mRNA suhtelised
ekspressioonid. E) IL-1b valgu tase, kus poli(I:C) to6tlust kasutati positiivse kontrollina.
Analiiisimiseks kasutati kahesuunalist Studenti t-testi, * p <0,05; ** p < 0,01; méarkimata on
vordvaarne kui ,,pole statistiliselt oluline®.

2.3.6. PCIF1 KD tostab Th17- ja Treg-rakkude (regulatoorne T-rakk) nahka

inkorporeerivat tsiitokiini CCL20 ekspressiooni

Ldpuks soovisime vaadata ka moningaid psoriaasi biomarkereid. Selleks valisime CCL20 ja
CCL27, kuna antud kemokiinid on kemoatraktandid T-rakkudele (Joonis 9). Kemokiini CCL20
toodavad tiitipiliselt makrofaagid ja Th17-rakud ning see on voimeline meelitama Treg ja Th17-
rakke ning on aktiivselt ekspresseeritud psoriaasi puhul (Tan, et al., 2022; Yamazaki, et al.,
2008; He, et al., 2021). CCL27 roll seisneb CCR10 (kemokiini retseptor 10) T-rakkude (nditeks
Th22-rakk) lokalisatsioonis nahas ning on psoriaasi puhul allasurutud (Davila, et al., 2022;
Gudjonsson, et al., 2010). Antud andmete pohjal ei taheldatud muutusi CCL27 puhul (Joonis
9A), kuid erinevus seisnes CCL20 kemokiini mRNA ekspressiooni tasemes (Joonis 9B). Antud
t60 raames leiti, et PCIF1 KD puhul stimuleerimata ja IL-17A-stimuleeritud rakkudes on
korgem CCL20 transkriptsioon, mis voib viidata kdrgenenud Thl17- ja Treg-rakkude

inkorporatsioonile méAm-vaeses nahas.
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Joonis 9. Psoriaasiga seotud kemokiinide CCL20 ja CCL27 suhtelised ekspressioonid. A)
CCL27, B) CCL20 mRNA suhteline ekspressioon. Analiiiisimiseks kasutati kahesuunalist
Studenti t-testi, * p<0,05; ** p <0,01; méarkimata on vordvaarne kui ,,pole statistiliselt oluline®.

2.4. Arutelu

Antud bakalaureusetéd eesmirk oli uurida mRNA modifikatsiooni m®Am osalust rakulise
vastuse regulatsioonis NHEK rakkudes, et edaspidi saaks seostada antud modifikatsiooni
olulisust signaaliradades jirgnevates toodes, mis on suunatud uurimaks m®Am tihtsust
nahahaigustes. Selleks, et uurida modifikatsiooni olulisust, teostati ainsa mSAm
modifikatsiooni kataliiiisija, PCIF1, KD ja stimuleeriti NHEK rakke 24 tundi, et kutsuda esile
rakuline vastus reageerimaks kindlatele tsiitokiinidele. Tsiitokiinide valik seisnes nende rolli
pohjal sellistes nahahaigustes nagu AD ja psoriaas. IL-17A, pdletikuvastane tsiitokiin, on
tugevalt ekspresseeritav psoriaasis ning IL-4, pdletikuvastane tsiitokiin, on omakorda seotud

atoopilise dermatiidiga ja IFNy on iileekspresseeritud mdlema haiguse puhul.

Téheldati CXCL10, CCL5 (Joonis 5B-D) ja IFITM1 (Joonis 6G) tugevat mRNA
iileekspressiooni m®Am modifikatsiooni puudumisel. Antud geenid on reguleeritud libi JAK-
STAT signaaliraja, mis viitab m®Am potentsiaalse olulisusele antud rajas (Joonis 2). Et
tapsemalt teada saada, kas mainitud rada on mgjutatud, uuriti tipsemalt JAK-STAT signaaliraja
valke (Joonis 6A—F). Mdndade geenide ekspressioon oli korgenenud, mistdttu saadi toetust
hiipoteesile modifikatsiooni m®Am olulisusest IFN signaaliraja reguleerimisel. Kuna aga JAK-
STAT signaali edasikandumine toimub labi JAK valkude kinaasse aktiivsuse, on vaja ldhemalt
uurida JAK-ide ja STAT-ide fosforiileeritust, et teha kindlaks, mis etappides m®Am mingib
olulist rolli. Lisaks sellele voeti arvesse ka inhibitoorseid valke. Kuna m®Am olulisus seisneb
mRNA stabiilsuse tostmiseks, siis selle puudumisel voib inhibitoorse valgu mRNA olla
allareguleeritud ja seetottu iilesreguleeritud signaalvalgud JAK-STAT rajas. Kuigi vaadeldi
SOCS valke, mis inhibeerivad JAK-ide kinaasset aktiivsust, ei leitud suurt efekti nende
ekspressioonile PCIF1 KD puhul. Siinkohal on samuti vaja tdpsemalt uurida ka teiste SOCS-
valgu perekondade ekspressiooni taset. Toos pole uuritud lihemalt m®Am puudumise

voimalikku rolli PIAS (aktiveeritud STAT-i valguline inhibiitor) valkudele, mis on aktiveeritud
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STAT-ide inhibiitorid ning takistavad nende transkriptsiooni aktiveerivat efekti (Niu, et al.,
2018). Kuigi nihti selget m®Am efekti IFN signaaliraja regulatsioonile, on vaja lihemalt uurida
modifikatsiooni molekulaarsete mehhanismide efekti antud rajas.

Téheldati ka poletikku soodustavate tsiitokiinide allareguleeritust 1L-4 stimuleerimisel PCIF1
KD NHEK rakkudes (Joonis 8A, B, E). Kas on vdimalik, et m®Am méjutab I1L-4 vastuse rada?
Et vastata antud kiisimusele, on vaja teostada edasisi uuringuid. Vaatamata sellele voimaldavad
andmed seostada modifikatsiooni mbAm ja IL-4 signaliseerimist ning lébi selle ka {thendada

AD-ga, kus IL-4 on tuntud kui tsiitokiin, mis omab selle haiguse patogeneesis olulist rolli.

Psoriaasi korral on aktiivne IL-17A signaalirada ning psoriaasi patsientide 166belises nahas on
CCL20 korgenenud ekspressiooniga (He, et al., 2021). Vihem tuntud on CCL20, mis meelitab
immuunrakke pdletiku keskmesse. PCIF1 KD puhul taheldati CCL20 tilesreguleeritust 1L-17A-
stimuleeritud NHEK rakkudes (Joonis 9B). Seega, vdib m®Am omada pdletikuvastast toimet
psoriaasis, kuna selle puudumisel IFN ja IL-17A signaaliraja geenid olid kdrgema

ekspressiooniga.

Kokkuvéttes naitavad t00 tulemused, et m6AmM voib olla oluline MRNA modifikatsioon, mis
voib mdjutada psoriaasi ja AD-ga seotud pdletikulisi protsesse nahas. Edaspidi oleks vaja ldbi
viia mbAm-iga modifitseeritud transkriptidele RNA sekveneerimine, mis vdimaldaks teha
kindlaks, mis geenide mMRNA-d m®Am modifikatsiooni poolt mdjutatud psoriaasi ja AD korral,

ning hinnata geenide tdhtsust immuunsiisteemi signaaliradades.
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Kokkuvote

mRNA modifikatsioon m8Am on tihtis MRNA stabiilsuse ja seelibi translatsiooni tdhususe
tostmisel (Akichika, et al., 2019). Modifikatsiooni kataliilisib PCIF1 ning eemaldab FTO (Li,
et al., 2023; Mauer, et al., 2017). Hetkeseisuga pole teada m®Am méju atoopilise dermatiidi ja

psoriaasi tekkele.

Kiesoleva t66 eesmirk oli tuvastada, kas ja kuidas modifikatsioon méAm maojutab rakulise
vastuse signaaliradade geenide transkriptsiooni ja valgu taset. Selleks teostati PCIF1
vaigistamist (KD) NHEK rakkudes ja stimuleeriti neid tsiitokiinidega [FNy, IL-4 ja IL-17A,
mis on olulised nahahaigustes AD (omane IFNy ja IL-4 iileekspressioon) ja psoriaas (omane
IFNy ja IL-17A iileekspressioon). Esimesena uuriti keratinotsiilitidele omaste kemokiinide ja
tsiitokiinide tootmist. Seejirel analiiiisiti nende tootmise eest vastutavate signaaliradade, NF-
kB ja JAK-STAT, aktiveeritust. Hiljemalt vaadeldi JAK-STAT inhibiitorvalkude perekonna
SOCS ekspresseeritust. Viimaks analiiiisiti kemokiinide CCL20 ja CCL27, mis on korgelt

ekspresseerunud psoriaasis, tootmist PCIF1 KD puhul.

Pirast PCIF1 KD eduka saavutamist uuriti méAm-seotud geenide FTO ja CMTR1 avaldumist.
Mbolemad geenid olid vdhesel médral iilesreguleeritud. Analiilisides keratinotsiilitide poolt
slinteesitavaid signaalmolekule, leiti, et IFN signaaliraja kemokiinid CXCL10 ja CCL5 olid
tugevalt iileekspresseerunud PCIF1 puudumisel. Seepérast uuriti IFN vastust reguleeriva JAK-
STAT signaaliraja liikmeid ning leiti kdrgenenud STAT1, JAK2, IRF9 ja signaalirajast
allavoolu jddva geeni IFITMI1 avaldumist. See viitab iildise JAK-STAT signaaliraja
hiiperaktiviseerumisele. JAK-STAT signaaliraja inhibiitorite perekonna: SOCS-valkude,
mRNA ekspressioon oli samuti korgenenud mondades vaadeldud tingimustes PCIF1
puudumisel. Pdletikku soodustavate tsiitokiinide, mis on reguleeritud 1dbi NF-kB signaaliraja,
nimelt TNFa, IL-8 ja IL-1b, ekspressioonitasemed olid allareguleeritud PCIF1 KD IL-4-
stimuleeritud NHEK rakkudes. IL-6 puhul leiti {ilesregulatsiooni nii stimuleerimata kui ka
stimuleeritud PCIF1 KD rakkudes, kuna see tsiitokiin on reguleeritav nii 1abi NF-xB kui ka
JAK-STAT signaaliraja. Samuti oli mérkimisvaarselt korgenenud psoriaasi biomarkeri CCL20
tootmine vastusena IL-17A stimuleerimisele PCIF1 puudumisel, mis vdib viidata m®Am

potentsiaalsele rollile psoriaasi tekkes.

Antud bakalaureusetod raames ndidati RNA modifikatsiooni m®Am vdimaliku olulisust
rakulisele vastusele keratinotsiititides. Pakuti vélja ka selle potentsiaalset osalust psoriaasi ja
AD tekkes. Vaatamata sellele on vaja ldbi viia edasisi pohjalikke uuringuid, et tdpsemini vilja

selgitada m®Am méju AD ja psoriaasi molekulaarsetele mehhanismidele.
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Restimee

RNA modification m8Am role in cellular response regulation in keratinocytes
Martin Kirpu
SUMMARY

mRNA modification m®Am is responsible for enhanced stability and increased translational
efficiency of the molecule (Akichika, et al., 2019). Modification is catalyzed by PCIF1 and it
is removed by FTO (Li, et al., 2023; Mauer, et al., 2017). The importance of méAm for the
development of immune-mediated skin diseases such as atopic dermatitis and psoriasis remains

unstudied.

Aim of the current thesis is to identify, whether and how mRNA modification m8Am influences
transcription and translation levels of the genes involved in the regulation of cellular response
signaling pathways. m®Am effect was studied through the depletion of méAm writer PCIF1 in
NHEK cells, stimulated with cytokines IFNy, IL-4, and IL-17A, which are important in AD
(which has upregulated levels of IFNy and IL-4) and psoriasis (which has upregulated levels of
IFNy and IL-17A). The production of chemokines and cytokines in PCIF1 KD cells was
assessed, followed by the investigation of signaling pathways involved in their production,
namely NF-«xB and JAK-STAT pathways. Additionally, we analyzed the expression levels of
SOCS protein family of JAK-STAT pathway inhibitors. Lastly, we looked into whether or not
CCL20 and CCL27, highly expressed in psoriasis, were affected by PCIF1 KD.

After the successful KD of PCIF1 we investigated expression of m®Am-related genes FTO and
CMTRL. Both genes were slightly upregulated. We analyzed production of signal molecules
by keratinocytes and observed highly increased expression of CXCL10 and CCL5 in absence
of PCIF1. Since both of these genes are regulated via IFN signaling pathway we looked into
members of JAK-STAT family that affect IFN signaling pathway and found an elevated
expression of STAT1, JAK2, and IRF9 as well as downstream-activated gene of this pathway:
IFITM1. This data hints on hyperactivation of JAK-STAT signaling pathway. JAK-STAT
inhibitory family of SOCS proteins mRNA expression was also increased in some of the
conditions in absence of PCIF1. Pro-inflammatory cytokines, regulated through NF-«kB, such
as TNFa, IL-8, and IL-1b, were downregulated during PCIF1 KD in IL-4 stimulated NHEK
cells. Additionally, we observed increased expression of IL-6 in non-stimulated and stimulated
cells. Also we saw upregulation of psoriasis-associated CCL20 in response to IL-17A
stimulation in absence of PCIF1, which can hint on potential role of m®Am in psoriasis

pathogenesis.
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The current thesis showed importance of m®Am in cellular response in keratinocytes and
suggested its potential role of m®Am in psoriasis and AD development. Despite this, further
investigations are needed to precisely determine the importance of this modification in the
molecular mechanisms of AD and psoriasis.
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Lisad

LISA 1. Tabel bakalureusetd6 kédigus kasutatud praimerite loetelust ning nende périsuunalised

ja vastassuunalised jarjestused (TAG Copenhagen).

Geen | Pirisuunaline jéirjestus Vastassuunaline jarjestus
CCL20 @ 5’-CGGCGAATCAGAAGCAAGCAA-3’ 5’-GCATTGATGTCACAGCCTTCAT-3’
CCL27 | 5’-GCATTCCTACTGCCACCCAG-3’ 5’>-TTGAGCCAGGTGAAGCACGA-3’
CCL5 | 5-AGTCGTCTTTGTCACCCGAAA-3’ 5’-TCTCCATCCTAGCTCATCTCCAA-3’
CMTR1 5-GGGCCTTGGAATGACTTTGA-3’ 5’-GCGGGTGATATCTTCATCTC-3’
CXCL1 5’-TTGCCTCAATCCTGCATCCC-3’ 5’-GGTCAGTTGGATTTGTCACTGT-3’
CXCL10 | 5°-AAGCAGTTAGCAAGGAAAGGTCTA-3> | 5°-GCCTCTGTGTGGTCCATCC-3’
eEF1A | 5’>-CCACCTTTGGGTCGCTTTGCTGT-3’ 5’-TGCCAGCTCCAGCAGCCTTCTT-3’
FTO 5’-CTGACCCCCAAAGATGATGA-3’ 5’-CATGCTTGTGCAGTGTGAGA-3’
IFITM1 5’-CAACACCCTCTTCTTGAACTGG-3’ 5’-GCCGAATACCAGTAACAGGATG-3’
IL-1b 5’-AGAAGTACCTGAGCTCGCCA-3’ 5’-TGGAAGGAGGACTTCATCTGT-3’
IL-6 5’-AGTCCTGATCCAGTTCCTGC-3’ 5’-CTGGCATTTGTGGTTGGGTC-3’
IL-8 5’-GCAGCTCTGTGTGAAGGTGCAGTT-3’ 5’>-TTCTGTGTTGGCGCAGTGTGGTC-3’
IRF1 5’-CAACTTCCAGGTGTCACCCA-3’ 5’-CGACTGCTCCAAGAGCTTCA-3’
IRF9 5’-ACAGTGAAGATGGAGCAGGC-3’ 5’-AGGTGAGGTGGAAGATGGGT-3”
JAK?2 5’-GGAGTATGTGTCTGTGGAGACG-3’ 5’-CCATGCCAACTGTTTAGCAA-3’
PCIF1 | 5°-TCAAGCTTGGTGGAAACTCC-3’ 5’-CTGTGGGTGTCACTGGGATT-3’
SOCS1 | 5°-CCCTGGTTGTTGTAGCAGCTT-3’ 5’-CAACCCCTGGTTTGTGCAA-3’
SOCS2 | 5°-GCTCGGTCAGACAGGATGGTA-3” 5’-CAAGAAAGTTCCTTCTGGTGCC-3’
SOCS3 | 5’-CCTCAGCATCTCTGTCGGAAGA-3’ 5’-GCATCGTACTGGTCCAGGAACT-3’
STAT1 | 5’-TCAAAATTCCTGGAGCAGGT-3’ 5’-GAGGTCATGAAAACGGATGG-3’
STAT3 | 5’-GATGCTGGAGGAGAGAATCG-3’ 5’-GCCGGTCTTGATGACGAG-3’
STAT6 | 5’-AGTCCTGAGAACCCTCGTCA-3’ 5’-AGCCTGGAACTTGGTCTGAG-3’
TNFa | 5’-GCTGCACTTTGGAGTGATCG-3’ 5’-TCACTCGGGGTTCGAGAAGA-3’
TYK2 | 5>-ATCAGACAGCACAGGGGATG-3’ 5’-TGCCACGTCATTCACAAACT-3’
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