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Liihendid:

AIRE - autoimmuunsuse regulaator, autoimmune regulator

ALPS - autoimmune lymphoproliferative syndrome

APECED - autoimmuunne poliiendokrinopaatia ektodermaalne kandidoosi diistroofia,
autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy

CARD — CARD domeen, caspase recruitment domain

CBP — CREB seoseline valk, CREB binding protein

CD40L — differentseerumise klaster 40 ligand, cluster of differentiation 40)
cDNA — komplementaarne DNA, complementary DNA

CIAP — calf intestinal alkaline phosphatase

CREB - cAMP response element

DMEM - rakukultuuris kasutatav s66de, Dulbecco's Modified Eagle Medium
DTT — ditiotreitool, dithiothreitol

EMSA - Elektroforeetilise liikkuvuse nihke analiiiis, Electrophoretic Mobility Shift Assay
ES — embriionaalsed tiivirakud, embryonic stem-cells

ESM — embriionaalsete tiivirkkude s60de

FBS — veise looteseerum, Fetal Bovine Serum

GALT - soolestikuga seotud liimfoidne kude, gut associated lymphoyd tissue
HSR — homogeenselt varvuv regioon, homogenously stained region

IL1 — interleukiin 1

IxB — kapa B inhibiitor, inhibitor of kappa B

IKK — IxB kinaasid,

IPEX — Immunoregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome
KO - knock out

LB — Lurian-Bertani

LT-B — liimfotoksiin beeta

MAPK — mitogeeni poop aktiveeritud valgu kinaas, mitogen-activated protein kinase
MHC — suur koesobivuskompleks, major histocompatibility complex

MTEC — medullaarsed tiitimuse epiteelirakud, medullary thymic epithelial cell
NEMO — NF-xB essential modulation

NF-xB — tuumafaktor kappa B, Nuclear factor kappa B

NIK - tuumafaktor kappa B indutseeriv kinaas, NF-kB inducing kinase

NLS — tuuma lokalisatsiooni signaal, nuclear localization signal

PHD —taime homeodomeen, plant homeodomain



PML — promiielotsiiiitilise leukeemia valk, promyelocytic leukemia protein

PRR — proliinirikas regioon, proline rich region

gRT-PCR - kvantitatiivne poordtranskriptaasi poliimeraasi ahelreaktsioon, quantitative
polymerase chain reaction

RANK —tuuma faktor kappa B retseptrori aktivaator, Receptor activator of nuclear factor kappa
B)

RANKL - tuuma faktor kappa B retseptrori aktivaatoriga seonduv ligand, Receptor activator of
nuclear factor kappa B ligand)

RHD — Rel homoloogia domeen,

SAND - Sp100, AIRE, NucP41/75, DEAF-1

TLL - toll-like receptor

TNF — tuumori nekroosifaktor, tumor necrosis factor

TNFR — tuumori nekroosi faktori retseptor, tumor necrosis factor receptor

TRAF 3 — TNF retseptoriga seonduv faktor, TNF receptor associated factor

WT- metsiktiitipi, wild-type



1. Sissejuhatus:

Immuunsiisteemi peamiseks funktsiooniks on kaitsta organismi patogeenide eest. Héired
immuunsiisteemi regulatsioonis viivad erinevate haiguste tekkimiseni. Immuunpuudulikkuse
korral on immuunsiisteemil raskusi organismi tunginud vdororganisme kahjutuks teha. Juhul
kui organism ei suuda tuvastada enda rakke ja kudesid vdororganismide hulgast, hivitatakse
kas osaliselt voi taielikult ka enda kude ning kujuneb vélja autoimmuunsus. Sellega kaaneb ka
organi/koe funktsiooni kadu. Autoimmuunhaiguste tekkepohjuste leidmine on komplitseeritud
kuna enamasti on haiguse véljakujunemisel mitmeid tegureid/pohjuseid. Seni iiheks raskeks
monogeenseks autoimmuunhaiguseks on APECED, mida pohjustavad mutatsioonid AIRE

geenis.

Kéesoleva t66 kirjanduse osas antakse lilevaade seda rasket autoimmuunhaigust pShjustavast
geenist AIRE ja tema valgu struktuurist ja funktsioonist. Samuti kirjeldatakse t60s
geeniekspressiooni regulatsiooni NF-kB raja kaudu ja selles rajas osalevaid Rel perekonna

valke

Eksperimentaalses osa eesmirgiks oli selgitada AIRE geeniekpressiooni regulatsiooni ja seda

tapsemalt NF-kB raja vahendusel erinevate katsesiisteemidega.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

Immunsiisteem koosneb erinevatest organitest ja kudedest mida on vdimalik jaotada tinglikult
funktsionaalsete erinevuste pdhjal kahte rithma: primaarsed ja sekundaarsed limfoidsed
organid. Primaarsete liimfoidsete organite hulka kuuluvad tiiiimus ja luuiidi ning sekundaarsete
hulka pdrn ja liimfisdlmed. Primaarsed liimfoidsed organid vdimaldavad diget keskkonda

luimfotsiititide arenguks, sekundaarsetes seevastu presenteerivad antigeene liimfotsiititidele

Immuunsust on vdimalik jaotada kahte alamklassi: kaasastindinud ehk natiivne ja omandatud
ehk adaptiivne immuunsus. Kaasasiindinud immuunvastus holmab anatoomilisi, fiisioloogilisi,
endotsiititilisi ja fagotstiitilisi barjadre, ning on olemuselt kdige kiirem reaktsioon
’voororganismi’’ eest, kuid puudusena ei suudeta koiki haigustekitajaid dra tunda. Juhul kui
sellised mehhanismid ei ole piisavad, on organismil vdime vdidelda sissetunginud
patogeenidega omandatud immuunvastuse abil. Omandatud immuunvastus funktsioneerib
spetsiifilisemalt, mida vahendavad liimfotsiiiidid, mis on vdimelised dra tundma erinevaid
patogeene. Erinevalt kaasasiindinud immuunsusest, holmab adaptiivne immuunsus nelja
kriteeriumit: antigeeni spetsiifilisus, varieeruvus, immunoloogiline milu ja oma/vddra
dratundmine. Immuunsiisteemi kontrollmehhanismid vodivad osutuda vigaseks voi
ebapiisavaks, et dra tunda vOOrast organismi (immuunpuudulikkus), voi toimub liigne
immuunvastuse vahendamine T rakkude poolt ja hévitatakse lisaks vOdrorganismile ka osa

omast (autoimmuunhaiguste tekkemehhanism) (Abbas ja Lichtman, 2012).

Immunoloogiliseks tolerantsuseks nimetatakse seisundit kus organism ei reageeri
spetsiifilistele antigeenidele, eeskét organismist endast périt molekulidele. Tolerantsuse puudus
kehaomaste antigeenide suhtes aga viib autoimmuunvastuse tekkimiseni, mille tulemusena
rakud ja koed kahjustuvad ning 16puks avaldub autoimmuunhaigus. Normaalse immuunvastuse
korral immunogeenne antigeen stimuleerib antigeenispetsiifiliste limfotsiiiitide proliferatsiooni
ja diferentseerumist. Eristatakse kahte tiilipi tolerantsust: tsentraalset ja perifeerset. Tsentraalne
tolerantsus on seotud varajaste T-rakkudega, nende areng ja selektsioon toimub tiitimuses, kus
deleteeritakse autoreaktiivsed liimfotsiiidid enne perifeeriasse joudmist. Tiilimus on iiks
tsentraalsetest liimfoidorganitest omandatud immuunsusiisteemis, kus toimub T-liimfotsiiiitide
areng ja kiipsemine. Perifeerne tolerantsus aga areneb viljaspool tiitimust ja kontrollib
autoreaktiivseid T-rakke, mida pole tsentraalse tolerantsuse kdigus tiiiimuses elimineeritud
(Mueller 2010). Antigeeni presenteerivate rakkude (APC) ja liimfotstiiitide vahelised seosed on
tdhtsaimad tolerantsi tekkimise jaoks, mis leiavad aset nii tliimuses (tsentraalne tolerants) kui

perifeersetes limfi kudedes (perifeerne tolerantsus) (Kyewski and Klein 2006).



2.1. Autoimmuunhaigused

Autoimmuunsus on seisund, mille puhul organism ei suuda tuvastada *’enda’’ kudesid ja
reageerib seejuures enda rakkude ja kudede vastu. Autoimmuunsusust on seostatud mitmete
haigustega, mis vdivad olla nii organspetsiifilised kui ka holmata korraga paljusid
organsiisteeme. Kdige levinumateks organspetsiifilisteks haigusteks on Hashimoto tiireoidiit ja
Addisoni tdbi. Esimese puhul on sihtmirk organiks kilpnéddre ja teise puhul on tegemist

neerupealiste puudulikkusega.

Autoimmuunhaigused on jaotatud vastavalt nende geneetilistele taustadele monogeenseteks ja
poliigeenseteks haigusteks. Nende haiguste molekulaarne mehhanism ja kujunemine omab
olulist rolli haiguste ravi leidmisel. Et paremini aru saada autoimmuunhaiguste vilja
kujunemisest, on kergem uurida monogeenseid autoimmuunhaiguseid, kuna poliigeensete
haiguste uurimine on raskendatud mitme geeni mdjust haigusele. Autoimmuunhaiguste
uurimise teeb samuti keeruliseks nende vdimalik koosavaldumine. Uhel indiviidil v&ib esineda

rohkem kui iiks haigus. Uheks seni uuritud autoimmuunhaiguseks on APECED.
2.2. APECED

Monogeensete  autoimmuunhaiguste  hulka  kuuluvad  erinevad  autoimmuunsed
poliiglandulaarsed siindroomid (IPEX, ALPS, APECED). Need holmavad endas erinevaid
haigusi ja erinevad tiksteisest immunoloogiliste mehhanismide poolest. Nende hulka kuuluvad

nii endokriinsed kui ka mitte-endokriinsed autoimmuunhaigused.

APECED (Autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy) on pdhjustatud
mutatsioonist AIRE (autoimmune regulator) geenis, mis viib tsentraalse tolerantsi hddbumiseni
(Peterson and Peltonen 2005). APECED on haruldane autosomaalne retsessiivne haigus, mis
avaldub tavaliselt juba varajases lapsepdlves. Haigust diagnoositakse juhul kui ilmnevad
vihemalt kaks pohilist haigusndhtu kolmest: naha ja limaskestade kandidoos,
hiipoparatiireoidism vdi Addisoni haigus. Esmalt ilmnevad naha ja limaskestade kandidoosi
siimptomid. Jargemodda lisandub haiguspildile Addisoni haiguse poolt pohjustatud védsimus ja
madal vererohk. Viimasena areneb vilja hiipoparatiireoidismi tdttu hiipokaltseemia (Michels
and Gottlieb 2010). Samuti esinevad patsientidel nii organspetsiifilised (Reimand, Perheentupa
et al. 2008) kui ka tsiitokiinide vastased autoantikehad (Karner, Meager et al. 2013) (Kisand,
Boe Wolff et al. 2010, Kisand and Peterson 2011). APECED-i pdhjustab 21. kromosoomi pikas
olas paiknev muteerunud AIRE geen, (Aaltonen, Bjorses et al. 1994) peamiselt arginiini asendus

257. positsioonis (R257X) ja 139. positsioonis (R139X). Selline mutatsioon esineb suuremalt



jaolt Soome populatsioonis (Nagamine, Peterson et al. 1997) (Bjorses, Halonen et al. 2000).
APECED esineb koige rohkem kolmes iiksteisest isoleeritud populatsioonis on haruldane
haigus, mis esineb kdige rohkem kolmes iiksteisest isoleeritud populatsioonis,
esinemissagedustega 1/25000 soomlaste, 1/9000 iraani juutide ja 1/14500 sardiinlaste hulgas
(Ahonen, Mylldrniemi et al. 1990).

2.3. AIRE

Inimese AIRE geen kodeerib 545 aminohappe pikkust valku molekulmassiga 58 kDa. Inimese
AIRE geen on jaotatud 14 eksoniks 13 kb ulatuses. Hiire Aire kodeerib 522 aminohappe pikkust
valku. Inimese ja hiire Aire valgud on 71% ulatuses identsed (Murumégi, Vahdmurto et al.
2003).

AIRE omab unikaalseid transkriptsioonifaktorite ja kromatiiniga seonduvate valkudega

sarnaseid domeene (Joonis 1).
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Joonis 1. Aire valgu funktsionaalsed domeenid. Tuumaretseptoritega seonduv LXXLL motiivid, CARD (caspase
recruitment domain), NLS (nuclear localization signal), SAND (Sp100, AIRE, NucP41/75, DEAF-1), PHD (Plant
homeodomain), PRR (proline rich region) (Peterson, Org et al. 2008).

Kodige rohkem sarnaneb Sp100 perekonna valkudele (Bloch, Nakajima et al. 2000). Kolm
Sp100 perekonnaga sarnast domeeni on HSR/CARD (homogenously stained region/Caspase
recruitment domain), SAND (Sp100, Aire-1, NucP41/75 ja DEAF-1) ja PHD (Plant
homedomain) domeen. SAND domeeni funktsiooniks on siduda DNA-d (Gibson, Ramu et al.
1998), kuigi AIRE SAND domeeni puhul ei ole seda ndidatud. HSR/CARD domeen moodustab
valgu N-terminaalses regioonis 6 heeliksilise struktuuri, mis on viga sarnane apoptoosiradade
valkude CARD domeeniga ja osaleb AIRE oligomerisatsioonil (Sanchez-Pulido, Valencia et
al. 2007). See domeen vahendab ka muid valk-valk interaktsioone ja lokalisatsiooni
tuumakehakestesse. Arvatakse, et CARD domeen interakteerub PIAS-1-ga (protein inhibitor
of activated STAT1). PIAS-1 seondumine p65 valgule inhibeerib NF-xB vahendatud geeni
aktivatsiooni. (Liu, Yang et al. 2005). Kahekomponentne NLS (nuclear localization signal)
paikneb 110-114 ja 131-133 positsioonis, millest vaid viimane osa funktsioneerib
tuumalokalisatsioonisignaalina (llmarinen, Eskelin et al. 2005). C-terminuses paikneb kaks
PHD tsinksdrme domeeni, mis vastutavad valk-valk interaktsioonide eest. PHD tsinksdrmed on

umbes 60 aminohappest koosnevad domeenid, mis seovad kahte tsinkiooni, ning seda



iseloomustab C4HC3 struktuur (4 tsiisteiini, 1 histidiin, 3 tsiisteiini). Viimased avastused
Kinnitavad, et PHD tsinksdrmed seonduvad kas modifitseeritud voi modifitseerimata histoon
H3-ga (Org, Chignola et al. 2008). PHD1 tsinksdrmel arvatakse olevat ubikvitiini E3 ligaasi
aktiivsus (Uchida, Hatakeyama et al. 2004). Lisaks eelnimetatud domeenidele, on AIRE-I neli
tuumaretseptoritega seonduvat LXXLL motiivi sarnaselt teistele transkriptsiooni
koaktivaatorvalkudele nagu CBP/p300 (CREB binding protein/p300) ja SRC1 (steroid receptor
coactivator 1) (Savkur and Burris 2004). Sarnaselt teistele transkriptsiooni aktiveerivatele
valkudele omab ka AIRE proliinirikast piirkonda (PRR), mis on vajalik transkriptsiooni

aktiveerimiseks ja apoptoosi kéivitamiseks (Helton, Zhang et al. 2008).

AIRE ekspresseerub pohiliselt tiilimuse medullaarse epiteeli rakkudes (mTEC), vihem
limfisdlmedes, pornas ja loote maksas (Nagamine, Peterson et al. 1997, Bjorses, Aaltonen et
al. 1998, Heino, Peterson et al. 1999). On niidatud, et AIRE reguleerib niinimetatud avatud
geeniekspressiooni tiiimuse medullaarsetes epiteelirakkudes, mille kdigus ekspresseeritakse
geeniprodukte, mis on iseloomulikud spetsiifilistele rakutiiiipidele véljaspool tiitimust. On
ndidatud, et Aire-puudulikel hiirtel, kelle tiiimuse medullaarsed epiteelirakud ei ekspresseeri
koespetsiifilisi valke, esineb autoimmuunne fenotiilip, kuna negatiivsest selektsioonist
padsenud autoreaktiivsed tiimotsiiidid riindavad organismi (Anderson 2002). Hiire Aire
ekspressioon tiitimuses sOltub hematopoeetilist paritolu LTi (lymphoid tissue inducer)
rakkudest, kes reageerivad RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa B ligand) abil
RANK reteptoriga mTEC-de pinnal (Rossi, Kim et al. 2007). Viimaste andmete kohaselt on
leitud ka AIRE ekspressiooni inimese perifeersetest liimfoidkudedes, mandlites ja soolestikuga
seotud liimfoidsest koest (GALT), kus sarnaselt tiiimuse medullaarsetele epieelirakkudele
AIRE  reguleerib  koespetsiifiliste  geenide  avaldumist, —mojutades  perifeerse
immuuntolerantsuse olemasolu (Poliani, Kisand et al. 2010) (Ballarini and Lee-Kirsch 2007)
(Gardner, Devoss et al. 2008). Teadaolevalt on leitud, et embriionaalsed tiivirakud on samuti
voimelised AIREt ekspresseerima, kus arvatakse AIRE-1 olevat roll pluripotentsuse sidilitajana
(Nishikawa, Hirota et al. 2010).

Rakutuumas paikneb AIRE tuumakehakestes, mis sarnanevad PML (promyelocytic leukaemia
protein) tuumakehakestele, kuid samades rakkudes ekspresseerudes need valgud ei
kolokaliseeru (Bjorses, Pelto-Huikko et al. 1999, Bjorses, Halonen et al. 2000). PGhjused, miks
need valgud moodustavad tuumakehakesi, on senini 16puni vélja selgitamata. Vdahemalt PML

tuumakehakeste puhul on tdheldatud, et neist soltub rakkude apoptoos, proliferatsioon ja

10



genoomne stabiilsus (Borden 2002). AIRE tuumakehade puhul on ndidatud, et nende mdotmed
suurenevad juhul, kui proteasoom on inhibeeritud (Akiyoshi, Hatakeyama et al. 2004), lubades
oletada, et AIRE tuumakehad voivad toimida kui hoidlad, mis vabastavad voi akumuleerivad

valke vastavalt raku vajadustele.
2.4. NF-kB signaalirajad

Tuumafaktor kapa B (NF-kB) omab keskset rolli mitmetes immunoloogilistes reaktsioonides
ja reguleerib rakkude jagunemist, eluiga ja onkogeensust. Lisaks reguleerib mitmete
immuunsiisteemi komponentide ekspressiooni, mis omakorda reguleerivad spetsiifilisi
immuunvastuseid (kemokiinid, MHC, interferoonid ja tsiitokiinid (nditeks IL-2)) (Li and
Verma 2002).

NF-kB on valkude kompleks, mis on voimeline transkriptsiooni aktiveerima. Funktsionaalne
NF«B transkriptsioonifaktor on dimeer kas identsetest voi struktuurselt homoloogsetest
valkudest molekulmassiga 50-70 kDa (Ghosh, May et al. 1998). Kokku koosneb imetajate NF-
kB perekond viiest lilkmest: NF-kB1 (p105/50), NF-kB2 (p100/52), RelA (p65), RelB, c-Rel.
(Chen and Ghosh 1999). Rel valkude levinuim dimeerne kompleks on p50-p65 heterodimeer.
NF-kB valgud sarnanevad iiksteisega omades N-terminaalset Rel homoloogia domeeni (RHD),
mis vastutab dimeriseerumise, DNA-ga seondumise ja tuuma translokatsiooni eest (Hayden and
Ghosh 2012). RelA, RelB and c-Rel omavad ka C-terminaalset transkriptsioonilist aktivatsiooni
domeeni (TAD) ning seetottu on voimelised otseselt aktiveerima transkriptsiooni. Rel/NF-kB
transkriptsiooni faktori valgud on konserveerunud dadikakérbsest (Drosophila melanogaster)

inimeseni (Friedman and Hughes 2002)

On teada, et NF-kB valgud nagu p50 and p52 voivad kéituda transkriptsiooni repressoritena,
kuna neil puudub TAD domeen (Hayden and Ghosh 2012). Selle tottu p50 v&i p52
homodimerisatsioon tipneb transkriptsiooniliselt inaktiivse tuumakompleksiga. Nad
represseerivad transkriptsiooni hoivates DNA seondumiskohti voi kaasavad geeniekspressiooni

vaigistavaid valke nagu histooni deatsetiilaasid (Chen and Greene 2004).

Molekulaarsel tasemel vaadatuna on erinevate NF-kB dimeeride seondumine DNA-ga erinev.
Valgu ja DNA seondumise uurimused jaotavad NF-xB perekonna liikmed kaheks: p50 ja p52
tunnevad &ra 5 bp pikkuse poolsaidi 5-GGGRN-3’ ja c-Rel, RelA (p65) ning RelB tunnevad
dra 4 bp pikkuse 5-GGRR-3' poolsaidi (R tihendab A/G ja N koiki nukleotiide). Need
poolsaidid moodustavad konsensus kB saidi5-GGGRN(Y)YYCC-3’ (Siggers, Chang et al.

2012). On néidatud, et erinevatel valkudel on erinev DNA-ga seondumiskoha motiivi pikkus.
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Niiteks on see 9 bp pikkune c-Rel ja RelA homodimeeridel, 10 bp pikkune heterodimeeride
korral ning 11 voi 12 bp pikkune p50 ja p52 homodimeeridel (Wong, Teixeira et al. 2011).

Pohiliselt on kirjeldatud kahte erinevat NF-xB rada: p65/p50 kanooniline rada vahendab
proinflammatoorseid vastuseid ja RelB/p50 voi RelB/p52 mittekanooniline rada reguleerib

omandatud immuunsuse protsesse ( Joonis 2) (Senftleben, Cao et al. 2001).
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Joonis 2. NF«B signalisatsioonirajad. A. Kanoonilise raja aktvatsioon TNF-a m&jul. p50/p65 dimeerid paiknevad
tsiitoplasmas kompleksis IkBa molekuliga. Raku pinnal oleva retseptori (TNF-R, TLR) tsiitoplasmaatilisele
domeenile kinnituvad adaptor valgud. Ligandi seostumise tulemusena aktiveerub koheselt IKK kompleks ja
seejarel fosforiileerib IKK kompleks IkB subiihiku, mis degradeeritakse proteasoomis. Vabanenud NF-kB dimeer
liigub rakutuuma ja aktiveerib sihtmirk geenid. B. Mittekanooniline rada pdhineb peamiselt pl100/RelB
protsessingust B- ja T-rakkude arengus. Mittekanoonilise raja IKK kompleks koosneb ainult Tkka subiihikutest.
Retseptori ja ligandi seondumine aktiveerib NIK-i, mis fosforiileerib ja aktiveerib IKKo kompleksi ja lisaks
fosforiileerib kaks pl100 C-terminaalse domeeni seriini jédki. Lopptulemusena toimub osaline proteoliiiis ja

p52/RelB kompleks vabaneb. Joonis on vdetud artiklist (Vallabhapurapu and Karin 2009).

Nii kanoonilise kui ka mittekanoonilise raja puhul on peamiseks regulatoorseks tiksuseks IKK
(IxB kinaasid), mis koosneb kas IKKa ja/voi IKKp subiihikust ja sensoorsest valgust NEMO
(NF-&B essential modulation) (Shifera, 2010).

NF-kB kanoonilise raja aktivatsioon toimub Kiirelt erinevate stiimulite nagu TLR (toll-like
receptors) retseptrorite voi TNFR-de (tumor necrosis factor receptors) ligandide vahendusel
(Joonis 2A) (Dempsey, 2003). Raja aktivatsioon soltub inhibeeriva valgu IxB degradatsioonist.
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IxB valgud fosforiileeritakse IKK poolt ning seejérel seotakse ubikvitiinligaasi kompleksiga,
mis poliiubikvitiniseerib IkB, méirates sellega valgu lagundamisele. Seejérel on voimalik NF-
kB dimeeril rakutuuma siseneda ja aktiveerida sihtmérkgeenide ekspressioon. IKK kompleks
peab omakorda olema eelnevalt aktiveeritud MAP kinaaside poolt (Vallabhapurapu and Karin
2009). NF-xB kanoonilist rada tuleb aga reguleerida, kuna kontrollimatu NF-kB aktivatsioon
voib viia septilise Sokini, raku hiiperplaasiani voi isegi vihi tekkeni. Poletikku reguleerivate
geenide transkriptsiooni inhibitsiooniks on IkB-de siintees, mis sisenevad rakutuuma ja

seonduvad NF-kB dimeeridega ja transpordivad need tagasi tsiitoplasmasse (Perkins, 2006)

NF-kB mitte-kanoonilise raja aktiveerivad mitte-poletikulised stimulandid nagu on LT-B
(limfotoksiin ), CD40L, RANKL (Receptor activator of nuclear factor kappa B ligand)
(Joonis 2B) (Weih and Caamaifio 2003). Mitte-kanooniline NF-xB rada omab olulist rolli
primaarsete ja sekundaarsete liimfoidsete organite arenemisel vajaminevate geenide
ekspressioonil ja raja aktivatsioon sdltub NIK-ist (NF-xB indutseeriv Kkinaas), mis on
alternatiivse raja kontrollpunkt ja IKKa-st (Ghosh, 1998). NF-kB alternatiivse raja
regulatsioon on korrelatsioonis p100 valgu protsessinguga. NIK reguleerib osaliselt NF-xkB
alternatiivset rada ja NIK-i aktiivsust on vdimalik kontrollida valgu tasemel. TRAF3 on

voimeline indutseerima NIK-i degradatsiooni proteasoomis (Razani, Reichardt et al. 2011).

Viimase aja tulemused viitavad, et NF-xB alternatiivne rada voib reguleerida tsentraalset
tolerantsust ning on vajalik AIRE geeni transkriptsiooni regulatsioonis ning mojutab Airest
soltuvate koespetsiifiliste geenide avatud ekspressiooni (Zhu, 2006). (Liston, Lesage et al.
2003).
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3. TOO EESMARGID

Kéesolev uurimistoo on osa laiemast projektist, mille eesmérgiks on analiilisida AIRE geeni
ekspressiooni mdjutavaid tegureid. AIRE geeni iimbritsevate genoomsete alade joondamisel on leitud 5’
otsast ~3200 aluspaari iilesvoolu paiknev hésti konserveerunud jérjestus, mis sisaldab kahte NF-xB
faktorite seondumismotiivi ning millel v3ib olla regulatoorne roll. Selle jarjestuse funktsiooni

leidmiseks on piistitatud jargmised eesmérgid:

- analtiisida Aire geeni ekspressiooni hiire embriionaalsetes tiivirakkudes, milles Aire geenist 5’

suunas olev konserveerunud ala on iihe konserveerunud jarjestuse koopiaga
- leida konserveerunud alaga seonduvaid transkriptsioonifaktoreid, eeskitt NF-kB perekonnast

- uurida, kas transkriptsioonifaktorite seondumine konserveerunud alaga mdjutab

geeniekspressiooni in vitro siisteemis
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4, MATERJAL JA METOODIKA
4.1.1. Plasmiidid

NF-xB aktivatsiooni uurimiseks Kkloneeriti inimese AIRE geeni promootoralasse
reporterplasmiidi  promootori ette NF-xkB jérjestust sisaldav  seondumisjirjestus.
Reporterplasmiidid on kingitus Astrid Murumaielt (Helsingi Ulikool). Selle tulemusena saadi
NF- kB 1200 Luc plasmiid ( Joonis 3) (Kond, 2010)

ATRE promootor regioon
2x NF-kB seondumiskoht ~1230 bp

5kb gDNA

123050 Y Luc reporter geen
e NFKB pAP 1200 Luc

Joonis 3. Genoomse DNA jérjestus Skb ulatuses enne AIRE geeni kodeerivat ala ja to6s kasutatud 2 erineva

pikkusega promootorregiooni cis konstrukti.

Saadud promootorkonstrukti kasutati edasises lutsiferaasi aktivatsiooni katsetes. Vordluseks
kasutati tdispikka 3,2 kb pikkust AIRE regulatoorse ala plasmiidi. Negatiivse kontrollina
kasutati lutsiferaasi geeni kodeerivat jarjestust sisaldavat, kuid ilma regulatoorsete jarjestusteta
pBL-KS plasmiidi (kingitus professor Kalle Sakselalt, Tampere iilikool). Positiivseks
kontrolliks oli kolme jérjestikust NF-kB seondumissaiti ja B-interferooni minimaalset
promootorit sisaldav 3x kB Luc (Wahl, Liptay et al. 1998). p50 ja p65 iileekspressiooniks
kasutati plasmiide pPCDNA-p50 ja pPCDNA-p65 (kingitus professor Eric Kalkhovenilt, Utrechti
iilikool).

4.1.2. Transformatsioon

Reporterkonstruktid transformeeriti E.coli XL-1 BLUE kompetentsetesse rakkudesse. Rakke
kasvatati 37°C juures 16 tundi karbenitsilliini (50 pg/ml) sisaldavas LB (Lurian-Bertani)
agarsodtmes (10 g/l, parmiekstrakt 5 g/l, NaCl 10 g/, agar 15 g/1). Kasvanud kolooniad kiilvati
paljundamiseks iihekaupa 2 ml LB vedelsé6tmesse, kuhu oli lisatud karbenitsilliini 50 pg/ml,

ning jéeti loksutile 37°C juurde {iled6 kasvama.
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4.1.3. Plasmiidse DNA puhastamine

Uledd kasvanud bakterid tsentrifuugiti 15 minutit 4500 rpm (Kendro Laboratories).
Rakudsademelt eemaldati supernatant ning plasmiidne DNA eraldati NucleoBond PC100 kitiga
(Macherey-Nagel) vastavalt tootja protokollile. Saadud DNA lahustati iiles 50ul-s vees ning

kontsentratsioon mdddeti NanoDrop 1000 spektrofotomeetril.
4.2. Koekultuur
4.2.1. Eukariiootsete HEK293 ja HelLa rakuliinide kasvatamine

Lutsiferaasi aktivatsioonikatsetes kasutati eukartiootseid HEK293 (inimese embriionaalsed
neerurakud) ja tuumaliisaatide valmistamisel HeLa (inimese emakakaela véhirakuliin)
rakuliini. Rakke kasvatati 1x DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, PAA Laboratories)
sO0otmes, millele oli lisatud 10% inaktiveeritud FBS-i (Fetal Bovine Serum, PAA Laboratories)
ning streptomiitsiini (100 pg/ml) ja penitsilliini (100 U/ml). Rakke kasvatati 10 cm
1abimddduga koekultuuri tassidel (CELLSTAR, Greiner Bio-One GmbH) 37°C kapis 5% CO2
keskkonnas. Rakkude jagamiseks pesti rakke PBS puhvriga (phosphate buffered saline) (137
mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2PO4, 2 mM KH2PO4) ja triipsineeriti (PAA Laboratories)
2-3 minutit 37°C juures. Triipsiin inhibeeriti 1x DMEM sd6tmega.

4.2.2. Hiire embriionaalsete tiivirakkude kasvatamine

Rakud valmistati ette Tartu Ulikooli Transsgeense tehnoloogia tuumiklaboris. Rakud sulatati ja
suspensioon pandi kasvama 6 cm koekultuuri tassile ESM (embriionaalsete tiivirakkude)
sootmes (DMEM (PAA Laboratories), 15% FBS-i (PAA Laboratories), 1% asendamatuid
aminohappeid (PAA Laboratories), 1% 100 x penitsiliin-streptomiitsiini segu (PAA
Laboratories), 1% beeta-merkaptoetanooli ja 0,01% leukeemia inhibiitor faktor LIF
(Chemicon). Peale sulatamist kasvatatati rakud konfluentseks ning jaotati rakud 6 cm tassilt 10
cm tassile, mille pohja olid kinnitatud eelnevalt mitomiitsiiniga arestitud toiterakud (hiire
embriionaalsed fibroblastid, Millipore Inc). Rakkudel lasti kasvada jargnevad 24 tundi. Seejarel
pesti rakke 2 korda PBS-ga ning triipsiinitati nad tassi kiiljest lahti iiksikute rakkude
suspensiooniks. Triipsiini reaktsiooni blokeeriti 10 ml ESM-ga, ning asetati rakud kiimneks
minutiks inkubaatorisse. Selle aja jooksul vajuvad toiterakud tassi pohja ning tiivirakud jadvad
rakususpensiooni. Peale inkubeerimist eemaldati tassilt ettevaatlikult suspensiooni, tdsteti
timber 15 ml tsentrifuugi tuubi ja fuugiti rakud pdhja (5 minutit 190 g). Seejirel aspireeriti
s00de, ning suspendeeriti rakud iiles 1 ml Trizol reagendis edasiseks RNA eraldamiseks (Vt.
peatiikk 4.4).
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4.23. Transfektsioon

DNA transfekteerimiseks cukariiootsetesse rakkudesse kasutati TurboFect™ in vitro
Transfection Reagent’i (MBI Fermentas). Rakud jagati 50 000 kaupa 24-kannulisele plaadile
ja lasti kinnituda. Turbofect reagendi transfektsioonisegu sisaldas 1,05 pg plasmiidset DNA-d
(0,5 pg lutsiferaasi reporterkonstrukte, 0,5 pg p5S0 voi p65 ekspressiooniplasmiidi
(koekspressiooni jaoks 0,25 pg kumbagi ekspressiooniplasmiidi) ja 0,05 ug pRL-CMV
(Renilla lutsiferaasi ekspressiooniplasmiidi transfektsiooni sisemiseks kontrolliks). Vahetult
enne transfektsiooni pesti rakke PBS-ga ja so6de asendati seerumivaese s6otmega (1x DMEM,
mis sisaldas 0,5% inaktiveeritud FBS-i ning streptomiitsiini 100 ug/ml ja pennitsilliini 100
U/ml segu), kuna FBS-i juuresolek takistab transfekteerimise efektiivsust. Transfekteeritud
rakke inkubeeriti 24 tundi 37°C ja 5% CO2 juures.

424, TNFo stimulatsioon

24 tundi peale transfekteerimist stimuleeriti rakke inimese rekombinantse TNFa-ga (tumor
necrosis factor alpha) (10 ng/ul, R&D Systems) 6 tundi, et uurida NF-kB raja ja
promootorikonstruktide aktiveerimist TNFa poolt. Rakud koguti 1,5 ml reaktsioonituubi ning

litisiti Cell Culture Lysis Reagent’iga (Promega).
4.2.5. Lutsiferaasi aktiivsuse mo6tmine

Luminestsentsi reaktsiooniks kasutati 20 pl rakuliisaati ja 90 pl Luciferase Assay Reagent’i
(Promega). Renilla lutsiferaasi aktiivsuse modtmiseks lisati igale proovile 90 ul Stop and Glo
puhvrit (Promega).Saadud tulemust mdddeti Perkin-Elmer luminomeetriga Wallac 1420 Victor
Multilabel/Plate Reader.

4.2.6. Tuumaliisaatide valmistamine

Tuumaliisaadid valmistati HelLa rakkudest. Selleks kasvatati rakke 10 cm ldbimodduga
koekultuuri tassidel (CELLSTAR®, Greiner Bio-One GmbH) 37°C kapis 5% CO2 keskkonnas
eelpoolmainitud meetodil . Rakud koguti 50 ml tuubi, tsentrifuugiti 300 g ja 4°C juures ja pesti
1ml-s jadkiilmas PBS puhvris. Korrati tsentrifuugimist, supernatant aspireeriti ning rakkude
mass resuspendeeriti puhvris A (20 mM HEPES (pH 7,9), 1,5 mM MgCI2, 10 mM KClI, 0,1
mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 0.5 DTT) 2/3 rakumassi ruumalas. Seejdrel inkubeeriti rakke 15
minutit jaal ja tsentrifuugiti 300 g 5 minutit 4°C juures. Rakutuumade eraldamiseks 16huti
rakumembraanid siistlaga 10 korda Ildbi 25 G suuruse ndela tOmmates. Seejérel

rakususpensioon tsentrifuugiti 3300 g 1 minut ning tsiitoplasma fraktsioon aspireeriti, jéttes
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tuumad rakusademesse. Tuumade liitisimiseks resuspendeeriti sade puhvris C 2/3 rakumassi
ruumalas (20 mM HEPES, 25% gliitserool, 1,5 mM MgCl2, 420 mM NaCl2 0,2 mM EDTA,
0.2 mM PMSF, 1 mM DTT). Lahust inkubeeriti jail 15-30 minutit aeg-ajalt segades ning
seejérel tsentrifuugiti 15 minutit 15 000 g-d 4°C juures. Tuumafraktsioon kanti uude tuubi ning
kiilmutati koheselt vedelas ldmmastikus. Valgu kontsentratsioon maéadrati NanoDrop 1000

spektrofotomeetril 280 nm lainepikkusel.
4.2.7. Western blot analiiiis

Tuuma- ja lutsiferaasi katse liisaatide proovidele lisati samas mahus 2x Laemmli puhvrit ja
kuumutati 3 minutit 95°C juures selleks, et ldohkuda ahelatevahelised disulfiidsillad.
Kuumutatud proovid lahutati 8%-lises poliiakriiiilamiidgeelis 1x SDS PAGE puhvris (25 mM
Tris-HCI, 200 mM gliitsiin, 0,1% SDS (naatrium dodetsiiiilsulfaat)) vertikaalsel elektroforeesi
aparaadil 160V juures (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad). Markerina kasutatil Pageruler™
Prestained Protein Ladder'it (Thermo Scientific). Valgud kanti Immobilon PVDF filtrile
(Sigma-Aldrich) kasutades tilekandepuhvrit (192 mM gliitsiin, 24 mM Tris, 20 % metanool)
ning Trans-Blot SD semidry electrophoretic transfer cell masinat (Bio-Rad) vastavalt
valmistaja protokollile Jargnevalt blokeeriti filtrit tund aega toatemperatuuril 5% 16ssi TTBS
(100 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20) lahuses. Seejarel inkubeeriti filtrit p50-
vastase primaarse antikehaga (sc-7178X, Santa Cruz Biotechnology) (lahjendus 1:1000) 1 tund
toatemperatuuril blokeerimispuhvris (5% 10ssi sisaldavas TTBS), pesti 3 x 10 min TTBS
puhvriga, inkubeeriti sekundaarse antikehaga toatemperatuuril (swine a-rabbit-lgG-HRP,
Dako) (lahjendus 1:10000) ja tehti viimane pesuetapp (3 x 10 min TTBS). Visualiseerimiseks
inkubeeriti filtrit 4 minutit substraadiga (ECL Advance Western Blotting Detection Kit, GE
Healthcare) ning luminestsents detekteeriti ImageQuant RT-ECL (GE Healthcare) abil.

4.3. Elektroforeetilise liikuvuse nihke analiiiis (EMSA-Electrophoretic
Mobility Shift Assay)

4.3.1. Oligonukleotiidide ettevalmistamine EMSA-ks:

Seondumiseks voeti 20 ul 100uM teineteise suhtes komplementaarseid oligonukleotiide (Tabel
1).

Tabel 1. T66s kasutatud oligonukleotiidid disainiti vastavalt NFkB enhanser jirjestusele. RGhutatud on NF-xB
seondumisjérjestus, mis on positiivse kontrolli puhul véetud Promega Gel Shift Assay Systems kiti protokollist
(E3292) ja WT jérjestuse puhul AIRE regulatoorses piirkonnas asuvast NF- kB jérjestuselt. Allajoonitud on

muteeritud nukleotiidid.
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Nimi (F — forward/R — reverse) Jirjestus
pos. kntrl F 5"-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3”
pos. kntrl R 5’-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3’
mut pos kntrl F 5’-AGTTGAGGAAACTGGCCCAGGC-3’
mut pos kntrl R 5’-GCCTGGGCCAGTTITCCTCAACT-3’
NF-xB sait 1 F 5’-GTGTGGAAAGCCCCACGGC-3’
NF-xB sait 1 R 5’-GCCGTGGGGCTTTCCACAC-3’
NF-kB sait 2 F 5’-ATGGTGGAAAGTCCGAAATT-3’
NF-kB sait 2R 5>-AATTTCGGACTTTCCACCAT-3’
mut NF-xB sait 1 F 5’-GTGTITCAAGCCCCACGGC-3’
mut NF-xB sait 1 R 5’-GCCGTGGGGCTTGAAACAC-3’
mut NF-xB sait 2 F 5>-TGGTITCAAGTCCGAAATT-3’
mut NF-xB sait 2 R 5>-AATTTCGGACTTGAAACCAT-3’

Reaktsioonisegusse lisati 1x T4 poliinukleotiid kinaas (PNK) puhvrit A (500mM Tris-HCI
pH7,6 100mM MgCI2, 50mM DTT, 1mM spermidine) (Fermentas) ja 0,1M NaCl. Proove
kuumutati 95°C juures 5 minutit ja jahutati seejdrel aeglaselt toatemperatuurini.
Kaheahelalised oligonukleotiidid margistati [y32P]dATP-ga, kasutades T4 poliinukleotiid
kinaasi. Selle jaoks voeti 50 ng kaheahelalist oligot ja lisati 1x T4 PNK puhvrit A, 1U T4 kinaasi
(Fermentas) ja [y32P]dATP-d. Reaktsioonimaht viidi veega 10 pl-ni. Proove inkubeeriti 30
minutit 37°C juures.

Mairkunud oligonukleotiidid sadestati -20°C juures 150 pl etanoolis, kuhu oli lisatud 1x TE
puhvrit ja 1M NH4Ac-d. Oligonukleotiidid jaeti sadenema lile6d. Jargmisel paeval tsentrifuugiti
neid 4°C juures 20 minutit 9050 g-d, sademelt eemaldati supernatant ja resuspendeeriti 100 pl

VEES.

4.3.2. EMSA seondumisreaktsioon ja geelelektroforees
EMSA analiiiisis kasutatud p50-DNA komplekside moodustamise reaktsioonid teostati 10ul

ruumalas. Reaktsioonisegu sisaldas 1x seondumispuhvrit [5SmM MgClz, 2,5 mM EDTA, 2,5
mM ditiotreitooli (DTT), 125 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10% gliitserool]; 5ug
TNFa-ga (20 ng/ml) stimuleeritud HeLa tuumaliisaati (vt. peatiikk 4.2.6); polii dI-dC
(deokstiinosiin-deoksiitsiitidiiiilhape 1mg/ml) ja 1ul 20uM oligonukleotiide, mis olid 5" otsast
margistatud kasutades [y32P]dATP-d. Konkureeriva katse korral lisati reaktsioonisegusse
kaheahelalisi oligonukleotiide 200 kordses iilehulgas ja supershifti korral p50 (H-119) antikeha
1oppkontsentratsioonis  1pg/ul (Santa Cruz Biotechnology; sc7178 X). Antikehaga

inkorporeeritud proove inkubeeriti 1 tunni jooksul jddl ning seejirel lisati juurde vastavad
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[v32P]dATP-ga mérgistatud oligonukleotiidid ja inkubeeriti veel 30 minutit jaal. Inkubatsiooni
16pus proovid lahutati elektroforeesiga 4°C juures, esmalt pingel 70 V 45 minuti 0,5x TBE
puhvris ja seejarel pingel 175 V 2,5 tunni jooksul 5% mittedenatureerivas
poliiakriitilamiidgeelis. Geeli kuivatati 45 minutit geelikuivatis 80°C juures (GelDryer,
BioRad) ja eksponeeriti 16 tunni jooksul ekraanile. Geelid visualiseeriti kasutades Typhoon
Trio-t (GE Healthcare) (Joonis 4).
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Joonis 4. EMSA seondumisreaktsiooni pohimdte: 32P mirgistatud kaheahelaline DNA jirjestus inkubeeritakse
koos tuumaliisaadiga. Spetsiifilise seondumise tuvastamiseks lisatakse reaktsioonisegusse antikeha, mis selgitab
valk-DNA seondumisele kindla NF-xB perekonna valguga. Tekkinud kompleksid lahutatakse mittedenatiireerivas

poliiakriiiilamiid geelis.
4.4, Totaalse RNA eraldamine

RNA eraldamiseks rakkudest kasutati Trizol reagenti (Invitrogen) ja Rneasy Micro Kit-i
(Qiagen) vastavalt tootja instruktsioonidele. Rakud suspendeeriti 1 ml Trizol reagendis ja
inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril. Seejarel lisati 200 pl kloroformi ning inkubeeriti veel 5
minutit toatemperatuuril. Proovid tsentrifuugiti 13400 g 15 minutit 4°C juures. Edasi kasutati
Rneasy Micro Kit-i(Qiagen). RNA-d sisaldav vesifaas tosteti limber uude tuubi ja lisati samas
mahus 70% etanooli ja kanti Rneasy MinElute kolonnile. RNA elueeriti 14 pl-s RNaasi-vabas

vees ja kontsentratsioonid mdodeti NanoDrop 1000 spektrofotomeetril.
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45, cDNA siintees

cDNA siinteesiks kasutati SuperScript III pddrdtranskriptaasi (Invitrogen). Uhe reaktsiooni
kohta voeti 5 pg embriionaalsetest rakkudest eraldatud RNA-d, 0,5 pg oligo(dT)18 praimerit
(Invitrogen) ja 1 ul 10 mM dNTP segu (Fermentas). Praimerite seondumiseks inkubeeriti
proove 5 minutit 65°C juures ja jahutati koheselt 1 min jdil. Reaktsioon viidi 1abi 20ul-s, mis
sisaldas 1x First Strand puhvrit, 1 ul 0.1 M DTT, 40 U-ribonukleaasi inhibiitorit RiboLock
(Fermentas) ja 200 U SuperScript III poordtranskriptaasi. Proove inkubeeriti 1 tund 50°C
juures, seejdrel reaktsioon peatati, tostes temperatuur 15 minutiks 70°C peale. cDNA siilitati -

70°C juures.

4.6. g-RT-PCR  (kvantitatiivne pooérdtranskriptaas  poliimeraasi

ahelreaktsioon)

g-RT-PCR viidi 14bi geenispetsiifiliste praimeritega (Tabel 2) ViiA7 Real-Time PCR System

masinal (Life Technologies).

Tabel 2. g-RT-PCR-s kasutatud praimerid

Nimi (F — forward/R — reverse) Jérjestus

QmAIRE3/45 F 5’-CCTCAAAGAGCGTCTCCAG-3’
QMAIRE3/45R 5’>-TGGTCTGAATTCCGTTTCCA-3’
QMAIRE13 14/14 F 5’-TCCTCAATGAGCACTCATTTGA-3’
QMAIRE13 14/14 R 5’-CCACCTGTCATCAGGAAGAG-3’

MHPRT F 5’-CTCTCGAAGTGTTGGATACAG-3
MHPRT R 5’-ACAAACGTGATTCAAATCCC-3

Oct4 F 5’-GACAACAATGAGAACCTTCAGGAGA-3’
Oct4 R 5’-TTCTGGCGCCGGTTACAGAACCA-3’

T66s kasutatud praimerid disainiti programmidega Primer-BLAST ja MPrimer3 ning valmistati
firmas TAG Copenhagen. Reaktsiooni libiviimiseks kasutati Maxima™ SYBR Green/ROX
gPCR Master Mixi (Fermentas). Reaktsioon viidi 1dbi 10 pul-s mahus, mis sisaldas 0,5 ul cDNA-
d, 9 ul 2x MaximaTM SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-i (Fermentas), 0,25 ul 5 mM
forward praimerit ning 0,25 ul 5 mM reverse praimerit. Proovid kanti 384 auguga gPCR
plaadile (BlOplastics) 10 ul kaupa kolme kordusena. Kontaminatsiooni detekteerimiseks
kasutati kdikide praimerite suhtes kontrollproovina 0,5 pl MQ vett cDNA asemel. Tulemused

normaliseeriti koduhoidja geenide Hprt ja tiivirakuspetsiifilise Oct4 suhtes.
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4.7. DNA jarjestuse joondamine ja DNA motiiviotsingud
Joonduseks kasutati Ensembl (http://www.ensembl.org/) andmebaasis leiduva inimese AIRE

geenist 5’ suunas paiknevat ala koordinaatidega 21:45702428-45702525 ning sellele vastavaid
homoloogseid alasid teistes imetajaliikides. Kokku oli voimalik joondada 23 liigi genoomsed
alad. Joonduse toimetamiseks ja visualiseerimiseks kasutati Jalview programmi (Waterhouse,
Procter et al. 2009). Motiiviotsinguks MEME programmiga (Bailey, Boden et al. 2009) kasutati
joondatud jérjestusi ning programmi parameetrid, mida muudeti, olid jargmised: 1) iga motiivi
esinemissagedus: miinimum 2, maksimum 46 korda; 2) motiivi pikkus: miinimum 6,
maksimum 11 alupaari, 3) maksimaalne leitavate motiivide arv: 5. MatInspector programmiga
(Cartharius, Frech et al. 2005) analiilisiti igat jarjestust eraldi vaikimisi sitetega. NF-xB
faktorite ja DNA motiivide vahelise seondumise tugevuse hindamiseks kasutati DNA-valk
interaktsioonikatsete tulemusi, mis on kéattesaadavad veebiaadressil

http://thebrain.bwh.harvard.edu/nfkb/index.php (Siggers, Chang et al. 2012).
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S. TULEMUSED

5.1.1. AIRE geenist 5’ suunas asuva konserveerunud mittekodeeriva

jarjestuse kirjeldus

AIRE valgu funktsionaalseid domeene kodeerivad genoomsed alad on imetajate klassis hasti
konserveerunud (Saltis, Criscitiello et al. 2008). Veel on leitud viga tugevalt konserveerunud
ala umbes 3200 aluspaari inimese AIRE geeni algusest 5° suunas, mis hiire ja inimese vordluses
on 40 aluspaari ulatuses 80% identne (Blechschmidt, Schweiger et al. 1999). Kokku on
konserveerunud umbes 100 aluspaari pikkune ala ning sellele vastavaid homoloogseid jarjestusi

voib leida ka inimesele fiilogeneetiliselt palju kaugemates imetajaliikides (Joonis 5).

20 30 0 80 90

. . . . \ . . i . f
Inimene (Homo sapiens) GGCAAG! MA&CCCACGGC AA F AAACCTCCATGCAAGA ACG
Simpans (Pan troglodytes) GGCAAG AAAGCCCCATGGC c AAACCTCCATGCAAG. ACG
Gorilla (Gorilla gorilla) GGCAAG AGCCCCACGGC i 'AAACCTCCATGCAAG ACG
Orangutang (Pongo abelii) GGCAAG AAAGCCCCATGGC c AAACCTCCATGCAAG, ACG
Gibon (Nomascus leucogenys)  GGCAAG! AAAGCCCCACGGCT c AAACCTCCATGCAAGA! ACG
Makaak (Macaca mulatta) GGCAAG AAAGCCCCACGGC i - AACCTCCATGCAAG. ACG
Galaago (Otolemur garnettii) - GCAAG TGECGGAAAACCCCACAGCT c AGC - ECTCAAGCAAGA GG
Koduhiir (Mus musculus) - G£GGA TCACGGAAACCCCCAC - g G. i GAT-CTCCA-GTCAG ClG
Réndrott (Rattus norvegicus) - Gi TGGA TCTCGGAAACCCCCAT - G C) GAT - CTCCC - CTCAG; ACG
Orav (Ictidomys tridecemlineatus) - - - GCGGAAACCCCCACCGGGGA! AP E - - - ACCAGAGGCCAG*GSA
Merisiga (Cavia porcellus) -- GCGGAAAGCCCC TCAGGGTGECGOAAAG - --- -CCAGCGACAGGCIGAGGGAIA
Viiksjénes (Ochotona princeps) TGGCGGGAACCCCCTGGGC - -BAGCCGCTCCAGAGGC-CACCG-ACG- - - - - = - --------
Panda (Ailuropoda melanoleuca) - ,CCAGGGAAACCCCC - - AA - - AGCGAGAA AGGGG-CA
Valgetuhkur (Mustela putorius furo) - GGAGG \CCAGGGAAACC-CC - - A GCGAGAA CGGCA
Koer (Canis familiaris) - GGGAG CCAGGGAAACCCCC - - A CCAAGCGAGAGGCC
Kass (Felis catus) AGCGAGI CGCCAGGGAAACCCCC - - AAAA - -BCES- - -§----------------
Hobune (Equus caballus) - GCGAG CCH AAACCCCC - - AA - - --
Leetlendlane (Myotis lucifugus) - GGAAG TC. AAACCCCC - - - - - - AP - - C CCAAGCAA
Koduveis (Bos taurus) GGTAAG CT ACICGC - - - -CTCCAAGGCAGCAGCCAGGCAACG
Silmikdelfiin (Tursiops truncatus)  GGTAAG cT AAACCCCG - - A - -e CCAAGCCAGmAC-
Siga (Sus scrofa) - GGTTGGGGC AGCGECGGAAACCCCC - - AGC A - - CTCCAAGCCGG ACCC
Elevant (Loxodonta africana) GGCAAGT CACC AAAGCCCCACAGGG- T AA AA - EREE AGGCCITAGGf ---BCT---

Kaljudamaan (Procavia capensis) GATAAAGTGICGCC AAAACCCCATGGGG- T GAM AA - [ d ---------

; TGGT | TTCT TetTT6 T A CTeca 6o 7666+

Konsensus :
GGCAAGGGGCTGCCATGGAAACCCCCACGGCGTGGTGGAAAGTCCAAAAT TCTACAGGGAGCCTCTTTGCTAATCCTCCAAGCAAGAGGCTGGGTGACG

NFkB motiiv 1 NFkB motiiv 2

Joonis 5. AIRE geenist 5° suunas distaalselt paikneva oletusliku regulatoorse ala mitmene joondus. Joonduseks on
kasutatud Ensembl andmebaasis leiduvate liikide AIRE geeni 5° alasid. Joonduse all on toodud konsensusjérjestus,

millest on ndha ka NF-xB faktoritele omased dratundmisjérjestused.

Joondusest ilmneb, et kdikidel analiitisitud liikidel on kaks téielikult identset ala jérjestusega
GGAAA, millele esimesel juhul jargneb C/GCCCC, teisel juhul GTCC. Samuti on suhteliselt
hésti konserveerunud nende kahe ala vaheline distants, jaddes vahemikku 7-9 aluspaari (kolm
aluspaari leetlendlasel). Motiiviotsingud nii MEME (Bailey, Boden et al. 2009) kui ka
MatInpsector (Cartharius, Frech et al. 2005) programmidega leidsid, et kdige paremini vastavad
need jérjestused erinevate NF-kB perekonna faktorite seondumismotiividele. NF-xB faktorite
ja DNA motiivide vahelise afiinsuse hindamiseks oli voimalik kasutada varasemalt avaldatud
andmekogu (Siggers, Chang et al. 2012). Selle alusel voib oletada, et esimene jarjestus seob
koige paremini dimeere, mille iiheks komponendiks on p50 ning teise motiivi puhul oli

afiinsusskoor korgeim c-Rel homodimeeri korral (Tabel 3).
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Tabel 3. NFxB faktorite DNA motiividele seondumise tugevuse ennustamine

c-Rel- | c-Rel- | p50- | p52- | p65- p65- p65- p65- relb- | relb- relb-

c-Rel | p50 p50 p52 p50 p50 p65 p65 p50 p50 p52
NF-kB motiiv Algus | mM | Hs mM | Hs Hs mM Hs mM Hs mM Hs
TGGAAAGCCC 16 9,54 |<4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 4,65 <4
GGAAAGCCCC 17 8,3 12,54 15,57 |4,37 |10,2 7,34 5,07 5,04 524 (13,58 |9,3
TGGAAAGTCC 36 13,19 | <4 <4 <4 <4 <4 7,45 7,73 <4 6,71 <4
GGAAAGTCCG 37 13,12 | <4 <4 <4 <4 <4 7,7 8,94 <4 5,87 <4

Ennustused pohinevad kas inimese (Hs) voi hiire (Mm) NF-xB faktorite afiinsusel motiive sisaldavate
oligonukleotiidide suhtes, kasutades PBM (protein binding micrarray) tehnoloogiat (Siggers, Chang et al.
2012). Korgem skoor nditab tugevamat seondumist.

Lahtudes neist arvutuslikest tulemustest, uuriti edasi, mil mairal mdjutab selle konserveerunud
jarjestuse olemasolu AIRE geeni ekspressiooni in vivo, kas NF-kB faktorid tdepoolest
tunnevad 4dra ennustatud seondumismotiive ning kas sellest seondumisest soltub

geeniekspressioon in vitro siisteemis.

5.1.2. Konserveerunud ala mdju uurimineAire geeni ekspressiooile hiire
embriionaalsetes tiivirakkudes Kkvantitatiivse poliimeraasi poordtranskriptaasi

ahelreaktsiooniga (g-RT-PCR)

Olles veendunud konserveerunud NF-xB jérjestuse olulisuses, otsustasime uurida kas Aire
ekspressioon on mdjutatud sellest kindlast jirjestusest. Selle jaoks kasutati Tartu Ulikooli
Transgeense Tehnoloogia Tuumiklaboris loodud hiire embriinoaalset tiivirakuliini
W4/129SVEV S6 kus NF-kB motiive sisaldav jérjestus on ithelt homoloogselt kromosoomilt
eemaldatud. Kasutati W4/129SVEV S6 geneetilise taustaga rakuliini just tdnu oma heale
voimele séilitada pluripotentsust. Varasemalt on teada, et Aire geen on hiire embriionaalsetes
titvirakkudes tugevalt ekspresseerunud, kuigi Aire funktsioon selles arenguetapis on senini
selgusetu (Nishikawa, Hirota et al. 2010). Aire ekspressiooni, analiiiisiti lisaks tiivirakkudele ka
hiire embriionaalses tiilimuses (positiivne kontroll) ja hiire tiilimuse epiteelist loodud 1C6

rakuliinis, kus Aire ekspressioon puudub (negatiivne kontroll) (Joonis 6).
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1,5
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Suhteline ekspressioon HPRT suhtes

2xkonsensus NF-kB 1xkonsensus NF-kB Emb.Th 1C6
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Suhteline ekspressioon Oct4 suhtes

0,0
2xkonsensus NF-kB 1xkonsensus NF-kB

Joonis 6. Aire geeni ekspressioon metsiktiiiipi (2xKons.NFkB ) ja ithe NF-kB jérjestusega (1xKons.NFkB) hiire
embriionaalsetes tiivirakkudes. Aire ekspressioonitaset hinnati (A) koduhoidjageeni Hprt ja (B)
tivirakuspetsiifilise Oct4 suhtes. Aire on tugevalt ekspresseerunud embriionaalses tiitimuses (positiivne kontroll),
kuid puudub hiire tiiiimuse rakuliinis 1C6 (negatiivne kontroll). Kujutatud on kahe soltumatu katse suhteline

ekspressioonitase + standardhilve

Tulemustest selgub, et kdrvaldades iihelt kromosoomilt NF-kB jérjestuse toimub Aire geeni
ekspressioonitaseme tous pea kaks korda. Ekspressioonimuutust vorreldi kahe erineva geeni
suhtes, mis ei soltu Aire-st: esimeseks oli koduhoidjageen Hprt, ja teiseks Oct4 geen, mis
avaldub kdorgel tasemel just tiivirakkudes. Tulemus oli ootamatu, sest eeldati, et tegemist on
pigem enhanserjirjestusega, mille kaudu on NF-xkB faktoritel aktiveeriv toime
geeniekspressioonile ning selle eemaldamine langetab Aire geeni avaldumist. Voimalik, et
konserveerunud ala mojutab Aire geeni ekspressiooni teiste transkriptsiooniregulaatorite
seondumise kaudu, millel on transkriptsiooni inhibeeriv efekt, mis kaob, kui see ala on

korvaldatud. Samuti on kirjeldatud NF-xB faktorite p50 ja p52 homodimeere, mis seonduvad
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DNA-le, kuid geeniekspressiooni ei tdsta, kuna kummalgi faktoril puudub transaktivatsiooni
domeeni (Hayden and Ghosh 2012).

5.2. Elektroforeetilise liikkuvuse nihke analiiiis.

Uurimaks, kas AIRE promootorregiooni ees paiknevale NF-kB jarjestusele seonduvad NF-xB
perekonna valgud teostati EMSA analiiiis. Hiire embriionaalsete tiivirakkudega saadud tulemus
viitas vOimalusele, et konserveerunud alast 1dhtub inhibeeriv moju Aire geeni avaldumisele.
Testimaks, kas tdheldatud inhibitsiooni vdiksid vahendada NF-kB perekonna liikmed, eeskitt
p50, teostati EMSA analiiis. Selleks kasutati TNFa-ga stimuleeritud Hela rakkude
tuumaliisaate, milles tsiitoplasmas paiknev pl05 on protsessitud vdiksemaks rakutuuma

liikuvaks ja DNA-ga seonduvaks p50 valguks (Joonis 7).

PageRuler Prestained
Protein Ladder.
2. Tstitoplasma liisaat
3. Tuumaliisaat
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Joonis 7. .TNFa-ga stimuleeritud HeLa rakkude tsiitoplasma ja tuuma fraktsiooni western analiiiis. Protsessimata
p105 paikneb tsiitoplasmas ja protsessimise jarel liigub p50 rakutuuma. Tiitoplasma ja rakutuuma fraktsioonide

eraldamine ei ole tdielik, mistdttu esineb p105 rakutuuma ning p50 tsiitplasma lisaadis.

Tuumaliisaate inkubeeriti radioaktiivse mérgisega kaheahelaliste oligonukleotiididega, mis
sisaldasid endas konserveerunud alast leitud esimest voi teist NF-kB motiivi ning neile
vastavaid muteeritud seondumissaite (Tabel 1)

EMSA tulemused néitavad, et molemad konserveerunud NF-kB motiivid on voimelised
seonduma spetsiifiliselt p50-ga (Joonis 8).
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A pos kntrl mut pos kntrl NF-kB sait 1 mut NF-kB sait 1

Anti-p50 -+t - -+ - -+ - - +
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B pos kntrl mut pos kntrl ~ NF-xB sait 2 mut NF-kB sait 2
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Tuumaliisaat + + + ¥+ + + +
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kompleks

Kompleks map-

Joonis 8. EMSA analiiiis AIRE regulatoorses piirkonnas paiknevatele NF-kB motiividele. p50 moodustab
kompleksi nii (A) esimest (NF-xB saitl) kui ka (B) teist (NF-xB sait2) seondmumismotiivi kandva
oligonukleotiidiga. DNA-valk kompleks puudub, kui spetsiifilised seondumisaidid on muteeritud. Katses on koos
inkubeeritud p50 valku sisaldavat HeLa rakkude tuumaliisaati ning P3? mirgisega kaheahelisi oligonukleotiide.
DNA-valk komplekside spetsiifilisuse hindamiseks on osadele proovidele lisatud iilehulgas maérgistamata

oligonukleotiidi (200X oligo) ning osadele p50-vastast antikeha (1 pg anti-p50)

Seondumise spetsiifikat kinnitab asjaolu, et radioaktiivne signaal kaob kui proovidele lisada
200-kordses iilehulgas mérgistamata oligonukleotiidi. See on maérgistatud oligonukleotiidi ja

margistamata oligonukleotiidi omavahelisest konkureerimisest DNA-valk kompleksi
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moodustmisel. Lisaks nihkub DNA-valk kompleks geelirajal kdrgemale, kui proovile on lisatud
pS0-vastane antikeha, ndidates, et kompleks tdepoolest sisaldab p50 valku. Seda pdhjustab
komplekside suuruse jargi litkumine geelis, kus suuremad osakesed liiguvad aeglasemalt kui
seda teevad viiksemad. p50-le spetsiifilist kompleksi ega p50-vastasest antikehast tingitud

nihet ei teki juhul, kui seondumismotiivi Kriitilised nukleotiidid on muteeritud.

5.3. Konserveerunud NF-kB jérjestuse moju geeniekspressioonile

lutsiferaasi reportersiisteemis

Kuna p50 seondus mdlema konserveerunud DNA motiiviga, uuriti edasi, kas sellel faktoril voib
olla otsene toime geeniekspressioonile. Selleks kasutati lutsiferaasi aktivatsioonikatseid.
Reporterplasmiid sisaldas lutsiferaasi kodeeriva jérjestuse ees ~1200 bp fragmenti inimese
AIRE geeni promootorist. millele omakorda oli ette kloneeritud 100 bp pikkune konserveerunud
NF-kB saitidega jérjestus (Kond, 2010)(Joonis 5). Uks reporterplasmiid sisaldas 3200 bp
pikkust AIRE geeni 5’ iilesvoolu ala promootorist kuni konserveerunud alani vilja. Lisaks
reporterplasmiididele kotrasnfekteeriti rakkudesse pS0 ja/voi p65 ekspressiooniplasmiidid ning

osasid rakke stimuleeriti TNFa lisamisega so6tmesse, mis aktiveerib NF-xB kanoonilist rada.

Peale 30h transfektsiooni, mis sisaldas 6h TNFa stimulatsiooni, rakud liiiisiti ja moddeti

helendumispulsside arvu ning koostati suhtelistest tulemustest graafik (Joonis 9).
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Joonis 9. Konserveerunud NF-«xB jirjestus ei mojuta lutsiferaasi ekspressioonitaset. A. Reporterplasmiidid
iiksinda (HEK293) voi kotransfekteerituna p50 ja/voi p65 ekspressiooniplasmiididega (p50, p65 ja p65+p50)
HEK293 rakkudesse ilma TNFo stimulatsioonita. B.Sama katseskeem, kuid TNFa stimulatsiooniga. Y-teljel on
toodud suhteline aktivatsioon normaliseerituna tiithja kloonimisvektori pBL-KS lutsiferaasi aktiivsuse suhtes. X-
teljel on ndidatud transfekteeritud promootrorkonstruktid. Vérvi ja viirutusega on esitatud NF-xB faktorite
iileekspressioon voi selle puudumine.Graafikul on kujutatud kahe sdltumatu katse keskmistatud tulemus +

standardhilve.

Katse tulemusest jareldus, et p50 ja/voi p65 lileekspressioon langetavad lutsiferaasi aktiivsust
AIRE promootorilt algava transkriptsiooni korral, vorreldes ilma kotransfektsioonita HEK293
rakkudes toimuvaga, kuid konserveerunud ala olemasolu ei mojuta selle toimumist mitte mingil
madral (Joonis 9 A). Samuti ei ndi geeniaktivatsioonil oluline olevat kogu 3200 aluspaari

pikkune AIRE 5’ iilesvoolu jarjestus (joonis 9A, 3200Luc). NF-kB kanoonilist signaalrada
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aktiveeriv TNFa stimulatsioon kiill tostab positiivses kontrollis lutsiferaasi aktiivsust, kuid ei
mojuta geeniekspressiooni teistelt reporterplasmiididelt (Joonis 9B, vorrelda HEK293+TNF
tulpasid). Nii TNFa kui ka p50/p65 iileekspressiooniga saadud tulemus néitavad, et AIRE geeni
5’ konserveerunud ala ei vahenda NF-xB kanoonilist rada. Huvitaval kombel suutis lisaks
TNFa stimulatsioonile ainult p65 iileckspressioon aktiveerida lutsiferaasi ekspressiooni
positiivse kontrollina kasutatud reporterplasmiidilt. p50 koos p65-ga positiivse kontrolli
aktiivsust ei mojutanud, kuigi p65-p50 on enim kirjeldatud geeniekspressiooni aktiveeriva
toimega NF-xB dimeer (Joonis A ja B). Voib oletada, et vaatamata vordses koguses
transfekteeritud ekspressiooniplasmiididele, avaldub rakus eelistatult p50, mistottu tekib

rohkem p50 homodimeere kui p50-p65 heterodimeere.
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6. ARUTELU

Tuumafaktor kapa B (NF-xB) omab keskset rolli mitmetes immunoloogilistes reaktsioonides,
lisaks reguleerib ta mitmete immuunsiisteemi komponentide ekspressiooni, mis omakorda
reguleerivad spetsiifilisi immuunvastuseid (Li and Verma 2002). Inimese AIRE ja hiire Aire
geenil on umbes 3 kb promootorpiirkonnast eespool konserveerunund 100 aluspaari pikkune
jarjestus, mis on 40 aluspaari ulatuses 80% identne (Blechschmidt, Schweiger et al. 1999). See
konserveerunud jarjestus sisaldab NF-kB perekonna valkudele spetsiifilisi seondumisjérjestusi.
Meie poolt ldbiviidud joondusest ilmnes, et koikidel analiitisitud liikidel on kaks tdielikult
identset seondumismotiivi. Sellest lahtuvalt voib spekuleerida, et see konserveerunud jérjestus
voiks omada kindlat rolli ka AIRE geeni ekspressioonil. Seni on veel selgusetu, mis on selle
konserveerunud jérjestuse tdpne funktsioon, kuid mitmed t66d on ndidanud, et tiilimuse areng
ja funktsioon, sealhulgas Aire olemasolu soltuvad NF-kB signaalradadesse kuuluvatest
valkudest (Zuklys, Balciunaite et al. 2000, Zhu, Chin et al. 2006, Lomada, Liu et al. 2007,
Akiyama, Shimo et al. 2008, Shinzawa, Maruyama et al. 2011).

Leitud seondumismotiivid omasid kodige suuremat afiinsust NF-kB perekonna p50 ja c-Rel
valkudele. Kuna NF-kB pereckonna valgud vdivad moodustada erinevaid homo- ja
heterodimeere, siis vOib oletada, et sinna seonduvad eelistatult pS0 homodimeerid voi
heterodimeerid. Homodimeriseerumise korral oleks aga parsitud geeniekspressioon kuna p50
ei ole funktsionaalne transkriptsiooni aktivaator. Voimalik, et AIRE 5’ konserveerunud NF-xB
seondumisjérjestuse kaudu toimubki hoopis transkriptsiooni repressioon. Nimelt leidsime, et
Aire eckspressioon tdusis hiire embriionaalsetes tiivirakkudes, milles iks NF-kB
konserveerunud jarjestuse koopia oli eemaldatud, vorreldes metsiktiiiipi tiivirakkudega, See
viitab voimaliku repressiivse elemendi kaotamisest tingitud korgenenud ekspressioonitasemele.
Samas, ei saa aga téielikult kindel olla, et tegemist on transkriptsiooni inhibeeriva efektiga,
kuna selle jaoks oleks vaja analiilisida Aire ekspressiooni rakuliinis, kus puudub NF-xB

seondumisjérjestus molemalt homoloogiliselt kromosoomilt.

Uurimaks p50 seondumist leitud jarjestusele, teostati EMSA analiiiis, millest selgus, et p50
tdepoolest osaleb valk-DNA kompleksi moodustamisel. Ullataval kombel seondus p50 mdlema
NF-kB seondumiskohaga, vaatamata sellele, et teine seondumisait ei ole tiiiipilise p50
dratundmisjérjestusega. Voimalik, et p50 hdivab selle seondumismotiivi heterodimeerina mone
teise NF-«kB faktoriga, millel on kdrgem afiinsus antud jarjestuse suhtes, kuid see vajab testimist

edaspidistes katsetes.
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Eeldades, et AIRE 5’ konserveerunud alal on inhibeeriv toime ning see tuleneb p50
transkriptsiooniliselt inaktiivsete homodimeeride seondumisest, viidi ldbi lutsiferaasi
aktivatsioonikatsed NF-kB  secondumismotiive ja AIRE promootorit sisaldavate
reporterkonstruktidega. Peale reporterplasmiidide ja p50 transfekteeriti rakkudesse ka p65, mis
nii homodimeerina kui ka p50-p65 heterodimeerina on tuntud NF-kB kanoonilise signaalraja
kaudu geeniekspressiooni aktiveeriv transkriptsioonifaktor. Selgus, et p5S0, p65 ja mdlema
faktori  koekspressioon langetavad lutsiferaasi ekspressiooni AIRE promootoriga
reporterplasmiididelt, kuid konserveerunud NF-kB jarjestuste olemasolu ei omanud seejuures
tahtsust. Rakke stimuleeriti ka TNFa-ga, mis on oluline NF-kB kanoonilist signaalrada kdivitav
ligand, kuid ka antud katsetes ei sdltunud lutsiferaasi aktiivsus konserveerunud NF-«kB saitidest.
Tulemused néitavad, et NF-kB kanoonilise raja faktorid ja stimulandid ei toimi AIRE 5’ alas
oleva konserveerunud jirjestuse kaudu. Kuigi p50 iileekspressioon inhibeerib lutsiferaasi
ekspressiooni positiivses kontrollis, mis on eriti ilmne peale TNFa stimulatsiooni, ei ole tal
spetsiifilist efekti NF-kB konserveerunud jarjestuse vahendusel. Sellest voib jareldada, et
EMSA katses ndhtud seondumine on artefakt voi osaleb p50 DNA-valk kompleksi
moodustamisel heterodimeerina teiste valkudega, nditeks RelB ja p52, Samas nende faktorite
rakutuuma lokalisatsioon vajab omakorda NF-«kB alternatiivse signaalraja kdivitamist. Ei ole
vilistatud ka p50 kompleks néiteks c-Rel-ga. Selle jaoks on tarvis edasi uurida erinevate NF-

kB perekonna valkude seondumist leitud seondumisjarjestustele

Need asjaolud vdivad selgitada, miks ei olnud lutsiferaasikatsetega vOimalik méiérata
konserveerunud NF-kB seondumismotiividest tulenevat efekti geeniekspressioonile.

Alternatiivse raja ja teiste faktorite vajalikkus vajavad edasist uurimist.
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KOKKUVOTE

Immuunsiisteemi normaalse tasakaalu hdirumisel voib tekkida olukord, kus organism hakkab
riindama iseennast. Keha enda komponentide suhtes immuuntolerantsuse kadumise tulemusena
vOib  organismis  vilja areneda  autoimmuunhaigus.  Peamiseks  probleemiks
autoimmuunhaiguste uurimisel on nende poliigeenne taust. Sellest tulenevalt on késitletud
antud t60s rasket autoimmuunhaigust APECED, mida pdhjustavad paljud mutatsioonid AIRE
transkriptsiooni regulatsiooniks tiilimuses on vajalik NF-kB ja selle puudumisel langeb Aire ja
Aire-soltuvate koe-spetsiifiliste antigeenide geeniekspressioon. Samuti on teada, et inimese
AIRE ja hiire Aire geenil on umbes 3 kb promootorpiirkonnast eespool konserveerunund NFkB
jarjestus. Sellest lahtuvalt sai kdesoleva t66 eesmirgiks uurida antud konserveerunud jérjestuse

mdju AIRE geeni regulatsioonile.

Antud t66 kdigus leidsime, et NF-kB seondumisjérjestus on spetsiifiline iihele kindlale Rel

perekonna valgule p50.

Geeniekspressiooni tulemused néitavad, et kui juba {ihelt kromosoomilt on korvaldatud NF-xB
seondumisjérjestused, toimub Aire geeni ekspressioonitaseme tdus, viidates konserveerunud

ala vdimalikule transkriptsiooni inhibeerivale fukntsioonile

Antud t66 kéigus leidsime, et NF-kB seondumisjérjestustega seondub spetsiifiliselt Rel

perekonna valk p50.

Lutsiferaasi aktivatsioonikatsete pdhjal ei mojutanud transkriptsioonifaktor p50 iiksinda ega

koos NF-kB kanoonilise raja liilkme p65-ga geeniekspressiooni.

Selleks, et selgitada kas AIRE ekspressioon on otseselt reguleeritud NF-kB raja
vahendusel,tuleks jirgnevalt uurida ka teiste Rel perekonna valkude seondumist antud

konserveerunud NF-kB jirjestusele.
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7. SUMMARY

The AIRE gene is essential for the establishment of central tolerance in the thymus. Mutations
in the AIRE gene triggers a rare organ-specific autoimmune polyendocrinopathy-candidasis-
ectodermal dystrophy (APECED). AIRE is involved in the promiscuous gene expression in the
thymus. NFKB is essental in the transcriptional regulation of AIRE gene and the lack of NF-xB
decreases Aire dependent TRA gene expression. Human AIRE and mouse Aire share a similar
conserved sequence 3 kb upstream the promotor region.

The aim of the thesis was to study the influence of the conserved sequence upstream of AIRE
gene promoter on gene expression. In silico predictions found two highly conserved DNA
motifs that are most likely binding sites for NF-kB family proteins. In order to study the effect
of these NF-xB family members in the activation of AIRE promoter several experiments were
made. Analysis of Aire gene expression in mouse embryonic stem cells with only one intact
copy of the conserved region showed that the removal of NF-kB binding sequence from the
promoter in embryonic stem cells had a positive effect on the activation of Aire expression.
DNA-protein interaction studies showed that p50 specifically binds to both NF-kB binding
sites. This further pointed to the possibility that the conserved region mediates transcriptional
repression due to the fact that p50 homodimers are known as transcriptional repressors because
of their lack of TAD domains. However, luciferase assay experiments that involved AIRE
promoter constructs with and without the conserved regions showed no specific effect of the
NF-kB sites in the regulation of transcription. Also, overexpression of p5S0 and/or p65 and
TNFa stimulation did not change expression level of the luciferase gene. Nevertheless, TNFa
stimulation and p50/p65 are part of the canonical NF-«B signaling pathway, leaving open the
question of how does the alternative signaling pathway contribute in the regulation of Aire gene
expression via the conserved NF-kB binding sites. Additionally, the role of c-Rel, which does
not belong to either signaling pathway, requires further attention and should be addressed

experimentally in the near future.
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