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DNA metiilatsioonipohine CD4" regulatoorsete T-rakkude analiiiis

Regulatoorsed T-rakud (Treg rakud) on olulised organismi immuuntolerantsuse ja
immuunsiisteemi homdoostaasi sdilitamisel. Nende arenguks, funktsiooniks ja stabiilsuseks on
vajalikud transkriptsioonifaktor FOXP3 ning Treg rakkudele omase DNA metiilatsioonimustri
kujunemine. FOXP3 ekspresseeritakse X-kromosoomilt ning tulenevalt geeni asukohast voib

FOXP3 CpG saitide metiileeritus erineda soospetsiifiliselt.

Rakutiitibispetsiifilise epigenoomi alusel on vdimalik eristada erinevaid rakutiilipe, seal hulgas
ka Treg rakke. Hetkel iiheks usaldusvéddrsemaks Treg rakkude markeriks on FOXP3 geenis
paiknev spetsiifiline demetiileeritud regioon. Antud magistritoos uuriti CD4* Treg rakkude
ennustamiseks oluliste CpG saitide metiilatsioonivdértuseid erinevates CD4" T-raku-
populatsioonides ning soospetsiifiliselt. Lisaks prooviti vélja to6tada epigeneetikal pohinevat
meetodit, mille kasutamisel oleks véimalik ennustada ja hinnata Treg rakkude osakaalu DNA

metiilatsioonimustri pdhjal.
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DNA methylation pattern-based analysis of CD4* regulatory T cells

Regulatory T cells (Treg cells) are important for maintaining immunological self-tolerance and
homeostasis by suppressing immune responses harmful to the host. Their development,
function and stability are controlled by expression of transcription factor FOXP3 and the
establishment of Treg cell specific CpG methylation pattern. FOXP3 gene is encoded by the X
chromosome. Therefore, the CpG sites of the FOXP3 gene might be differentially methylated

between males and females.

It is possible to differentiate cellular populations by cell-type-specific DNA methylation
pattern. One of the most reliable identifications for Treg cells is a specific demethylated region
in the FOXP3 gene. The purpose of the current thesis was to study the changes in DNA
methylation levels of the selected CpG sites for prediction of CD4* Treg cells in different CD4*
cell subset and also to characterize methylation level differences between males and females.
The second aim was to study the potential of epigenetic-based approach to predict and quantify
Treg cells based on the DNA methylation pattern.
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SISSEJUHATUS

Regulatoorsed T-rakud (Treg rakud, ingl. k regulatory T cells) on osa inimese immuun-
stisteemist, millel on tahtis roll immunoloogilise tolerantsuse séilitamisel. Nende osakaalu voi
funktsiooni kadumine v&ib viia autoimmuunhaiguste tekkeni (Wing et al., 2019). Treg
rakkudele on omane mitmete erinevate pinnamolekulide ekspressioon, mille abil
supresseeritakse autoreaktiivseid immuunvastuseid (Lucca ja Dominguez-Villar, 2020). Nende
arenguks, funktsiooniks ja stabiilsuseks on koige olulisem transkriptsioonifaktori FOXP3 (ingl.
k forkhead box P3) ekspressioon (Arvey et al., 2015).

Treg rakkude fenotiiiip ja funktsioneerimine soltub epigeneetilistest modifikatsioonidest. Koige
suurem osakaal on DNA metiilatsioonil, mis tagab rakutiiiibispetsiifiliste geenide ekspressiooni
(Ohkura ja Sakaguchi, 2020). Treg rakkudele omast geenide metiileeritust, mis eristab neid
teistest immuunrakkude alampopulatsioonidest, nimetatakse Treg-spetsiifiliseks metiilatsiooni-
mustriks (Ohkura et al., 2012).

Hetkel on iiks parimaid markereid Treg rakkude méadramisel ja uurimisel FOXP3 geenis asuv
Treg rakkude spetsiifiline demetiileeritud regioon ehk TSDR (ingl. k Treg-specific
demethylated region) (Morikawa ja Sakaguchi, 2014). Erinevalt teistest Treg rakkude poolt
ekspresseeritavatest geenidest asub FOXP3 geen X-kromosoomil. Tulenevalt selle asukohast
voib FOXP3 geeni CpG saitide (ingl. k cytosine-guanine site) hiipometiilatsioon erineda
soospetsiifiliselt (Rainbow et al., 2015).

Antud magistritéé eesmirk on kirjeldada CD4* Treg rakkude ennustamiseks oluliste CpG
saitide metiilatsioonitasemete véartuseid nii erinevates CD4" T-rakkudes kui ka
soospetsiifiliselt. T6o teine eesmirk on uurida bisulfitsekveneerimispohise meetodi
véljatdotamise potentsiaali, mille kasutamisel oleks voimalik médarata vererakkudest isoleeritud

DNA-st CD4" Treg rakkude osakaalu DNA metiilatsioonimustri pohjal.

To66 eksperimentaalne osa teostati Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas bio- ja

siirdemeditsiini instituudis molekulaarpatoloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. REGULATOORSED T-RAKUD

Regulatoorsed T-rakud on T-rakkude alampopulatsioon, mille peamised {ilesanded on immuun-
tolerantsuse ja immuunsiisteemi homaoostaasi siilitamine (Ohkura ja Sakaguchi, 2010). Nende
arvu vidhenemine voi funktsiooni kadumine vdib viia tdsiste autoimmuunhaiguste tekkeni
(Arpaia et al., 2015). Samas on ka nende kuhjumisel kahjulik moju. Viimast on tidheldatud
naiteks kasvajate korral, kus Treg rakkude kuhjumine takistab kasvajavastase immuunvastuse
teket soodustades kasvaja arengut (Pere et al., 2012; Sakaguchi et al., 2010; Curiel et al., 2004).

Antud magistritoos keskendutakse koige olulisematele ja paremini kirjeldatud regulatoorset
aktiivsust omavatele T-rakkudele, milleks on CD4'CD25" Treg rakud. Nende osakaal
perifeersetest CD4* T-rakkude populatsioonist inimesel on 5-10% (Sakaguchi et al., 1995).
Lisaks varem vilja toodud immuuntolerantsuse tagamise rollile on nad véimelised kontrollima
mitmeid fiisioloogilisi ja patoloogilisi immuunvastuseid, sealhulgas dra hoidma dratouke- ja
allergilisi reaktsioone (Sakaguchi et al., 2010). Treg rakud suruvad maha ka poletikulisi
protsesse ja immuunsiisteemi reageerimist organismi kommensiaalsete bakterite vastu (Ohkura
ja Sakaguchi, 2010; Sakaguchi et al., 2010).

Treg rakke iseloomustab pinnamolekulide CD25 (IL-2 retseptori) ja CTLA-4 (ingl. k cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4) ekspressioon. Treg rakkudes endas on IL-2 ekspressioon
alla surutud, mistottu sodltuvad nad eksogeensest IL-2-st. Viimast sekreteerivad mitmed
limfotsiititide alatiiiibid, seal hulgas naiivsed T-rakud (Tn rakud, ingl. k naive T cells) ja
T-efektorrakud (Teff rakud, ingl. k effector T cells) (Belz ja Masson, 2010; Murawski et al.,
2006; Ohkura ja Sakaguchi, 2010). IL-2 tagab Treg rakkude ellujaamise ja proliferatsiooni ning
on vajalik transkriptsioonifaktori FOXP3 ekspresseerimiseks aidates kaasa Treg rakkude

diferentseerumisele ja funktsioneerimisele (Fontenot et al., 2005; Ohkura ja Sakaguchi, 2020).

1.2. REGULATOORSETE T-RAKKUDE ARENG
1.2.1. Tiiiimusest parinevad regulatoorsed T-rakud

Enamik Treg rakke kujuneb tiiiimuses T-rakkude diferentseerimise kdigus labides positiivse ja
negatiivse selektsiooni. Selektsioonides on oluline roll antigeene esitlevatel rakkudel (APC,
ingl. k antigen-presenting cells), milleks voivad niiteks olla dendriitrakud vdi tiitimuse
epiteelirakud, mis eksponeerivad peamise koesobivuskompleksi (MHC, ingl. k major

histocompatibility complex) kaudu oma- ja voorvalkude fragmente T-limfotsiititidele (Guerri
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et al., 2013). T-rakkude areng algab tiitimuse kooreosas positiivse selektsiooniga, mille kiigus
selekteeritakse vilja funktsionaalse T-raku retseptoriga (TCR, ingl. k T cell receptor) T-rakud.
Need rakud jatkavad diferentseerumist tiitimuse sésiosas, kus toimub negatiivne selektsioon
(joonis 1). Selle tulemusel suunatakse apoptoosi T-rakud, mis seonduvad liiga tugevalt
organismi enda valkudega, et viltida autoimmuunsete T-rakkude kujunemist (Boehncke ja
Brembilla, 2019; Itoh et al., 1999). Madala autoreaktiivsusega T-rakkudest arenevad tavalised
T-rakud, kuid nii-6elda keskmiselt kehaomaseid valke dra tundvatest tiimotsiititidest arenevad
tiiimusest parinevad Treg rakud (tTreg rakud, ingl. k thymus-derived regulatory T cells) (Nie
et al.,, 2015). Selline T-rakkude koolitamine aitab tekkida immuuntolerantsusel, mille

sdilitamise eest vastutavadki tTreg rakud (Sakaguchi et al., 2010).

TUUMUS e Ten tTreg
ugev -i
a- oo areng
autoreaktiivsus|
CD4 SP - ) Apoptoos
timotsuidid
! - IL-2/IL-15
» = —(O
Keskmine TCR-i y
autoreaktiivsus/TGF-B CD4*CD25* CD4*CD25*
Nork TCR-i signaal FOXP3- T-rakk  FOXP3* T-rakk
autoreaktiivsus
1 TCR
PERIFEERIA = plIreg
» \ areng
CD4*Tn rakk CD4*CD25*
FOXP3* T-rakk

Joonis 1. tTreg ja pTreg rakkude areng. Tiiiimuses ldbivad CD4" tiimotsiitidid negatiivse
selektsiooni, mille tulemusena eristuvad tiitimusest parinevate Treg (tTreg) rakkude eellas-
rakud, mis reageerivad kehaomastele valkudele keskmise aktiivsusega. Tugevalt auto-
reaktiivsed T-rakud suunatakse apoptoosi, norgalt reageerivatest T-rakkudest arenevad aga
tavalised T-rakud. Sellist T-rakkude koolitamist viivad 1dbi antigeene esitlevad rakud (APC),
mis eksponeerivad peamise koesobivuskompleksi (MHC) kaudu organismiomaste valkude
fragmente. T-raku retseptori (TCR) signaal tTreg eellasrakkudes soodustab pinnaretseptori
CD25 ekspressiooni, mis omakorda koostoos IL-2 ja IL-15 indutseerivad FOXP3
ekspressiooni. Teatud tingimustes vdivad perifeerias naiivsed CD4* T-rakud (Tn)
diferentseeruda CD4"CD25"FOXP3" T-rakkudeks ehk perifeeriast parinevateks Treg (pTreg)
rakkudeks. Selleks on vajalik antigeeni (TCR) stimulatsioon ning tsiitokiinide (IL-2 ja TGF-p3)
olemasolu. Kohandatud Nie et al. (2015) jargi.



tTreg rakkude arengus on olulisel kohal transkriptsioonifaktor FOXP3 ning tsiitokiinid IL-2 ja
transformeeriv kasvufaktor beeta (TGF-B, ingl. k transforming growth factor beta) (Ohkura ja
Sakaguchi, 2010). TCR-i signaal indutseerib Treg eellasrakkudes pinnaretseptori CD25
ekspressiooni (Tai et al., 2013), mida toetab ka tiiimuses APC-de poolt toodetav IL-2 (Lafaille
et al., 2004; Weist et al., 2015). Autoreaktiivsete tiimotsiiiitide apoptoos soodustab aga TGF-3
taseme tousu, mis on oluline arenevate Treg rakkude ellujdamiseks (Ouyang et al., 2010).
Transkriptsioonifaktori FOXP3 ekspressiooni indutseerivad omakorda CD25 ekspressioon ja
TGF-p rikas keskkond (Konkel et al., 2014). Lisaks aitavad sellele kaasa ka IL-2 ja IL-15, mis
soodustavad vajalike transkriptsioonifaktorite seondumist FOXP3 geeni promootorile (Lio ja
Hsieh, 2008; Vang et al., 2008).

1.2.2. Perifeeriast parinevad regulatoorsed T-rakud

Treg rakud vdivad areneda ka perifeerias naiivsetest CD4* T-rakkudest ehk antigeeniga veel
mitte kohtunud kiipsetest T-rakkudest. Selliseid funktsionaalselt ja fenotiitibiliselt Treg-
sarnaseid rakke nimetatakse perifeeriast périnevateks Treg rakkudeks (pTreg rakud, ingl. k
peripherally induced regulatory T cells) (Sekiya et al., 2016; Ohkura ja Sakaguchi, 2010).
pTreg rakkude arenemise pOhjusteks vdivad olla nditeks tTreg rakkude véhenenud arv,
funktsiooni hairitus voi poletik (Itoh et al., 1999). Nende areng toimub perifeersetes liimfoid-
organites (Edelblum, 2016), kus lisaks TCR-i stimulatsioonile on vajalik IL-2. K&ige tdhtsam
on aga TGF-B olemasolu (joonis 1) (Mikami et al., 2020). TCR-i stimulatsioonijérgselt
indutseerib TGF-p CD4"CD25" naiivsetes T-rakkudes FOXP3 ekspressiooni (Chen et al., 2003;
Konkel et al., 2014), aidates kaasa pTreg rakkude funktsioneerimisele (Fantini et al., 2004).
Eksogeenne IL-2 on vajalik arenevate pTreg rakkude kiipsemiseks ja ellujddmiseks ning

pinnaretseptori CD25 ekspressiooni indutseerimiseks (Boyman ja Sprent, 2012).

Loommudelite peal on ndidatud, et pTreg rakkude osakaal perifeersetest FOXP3* Treg
rakkudest on ~20% (Thornton et al., 2010). Nende puudumisel pole tTreg rakud iiksi voimelised
supresseerima kroonilist pdletikku ja autoimmuunsust (Haribhai et al., 2011). Seetottu pectakse
pTreg rakkude peamisteks iilesanneteks tTreg rakkude toetamist perifeerse tolerantsuse
sdilitamisel ning lokaalsete poletike kontrolli all hoidmist. Lisaks on neil oluline roll seedetrakti
limaskestas ja raseduse ajal platsentas tagamaks tolerantsust vastavalt soolestiku mikrofloora

ja loote vastu (Sekiya et al., 2016).
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1.2.3. Regulatoorsete T-rakkude alatiiiibid

Regulatoorseid Treg rakke saab nende arenemise staadiumi ehk diferentseerumise alusel jagada
omakorda alatiitipideks. Nendeks on naiivsed (nTreg rakud, ingl. k naive regulatory T cells),
RTE (ingl. k recent thymic emigrants), efektor (eTreg rakud, ingl. k effector regulatory T cells),
tsentraalsed milu (CM, ingl. k central memory) ja efektor-mélu (EM, ingl. k effector memory)
Treg rakud. RTE Treg rakkudeks nimetatakse naiivsete Treg rakkude alarithma, mis on
vabastatud tiiimusest (Booth et al., 2010; Valmori et al., 2005).

Treg rakkude diferentseerumine toimub perifeerias. Kui nTreg rakud kohtuvad sekundaarses
liimfoidorganis (nditeks liimfisdlmes) antigeeniga, siis see toob kaasa nende paljunemise ning
funktsionaalse diferentseerumise — nTreg rakud diferentseeruvad eTreg rakkudeks (joonis 2).
Viimased liiguvad poletiku asukohta ning aitavad elimineerida pdletiku pohjustajat
(Rosenblum et al., 2016).
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CM T-rakud /. 7 EM Treg rakud

Joonis 2. CD4* Treg rakkude diferentseerumine. Tn ja nTreg rakud kujunevad vilja
tiiimuses ning nende diferentseerumine jatkub pérast tiiimusest lahkumist. Kohtudes
perifeerias antigeeniga panevad need aluse effektor Treg ehk eTreg rakkudele, mis liiguvad
poletiku asukohta, et aidata vdidelda podletikutekitajaga. Pdrast esmakordset antigeeniga
kohtumist paneb viike osa eTreg rakke aluse CM Treg rakkudele, mis jddvad sekundaarsetesse
limfoidorganitesse, ning EM Treg rakkudele, mis migreeruvad perifeersetesse kudedesse.
Kohtudes antigeeniga teistkordselt on mélurakud vdimelised kiiresti jagunema ning omandama
eTreg raku fenotiilibi. Ka konventsionaalsed T-rakud on vdimelised pdletikulistes tingimustes
diferentseeruma eTreg rakkudeks IL-2 ja TGF-B olemasolul. Kohandatud Shevyrev ja
Tereshchenko (2020) jargi.
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eTreg rakkude eluiga on lithike, kuid esmakordsel antigeeniga kokkupuutel jdéb nendest viike
osa malurakkudeks — kujunevad vélja kaks méalu-Treg rakkude populatsiooni. Esimene on CM
Treg rakkude alampopulatsioon, mis asub peamiselt limfisdlmedes, ning teise moodustavad
perifeersetes kudedes asuvad EM Treg rakud. Modlemad v&ivad organismis piisida pikka acga
isegi antigeeni puudumisel (Rosenblum et al., 2016). Tulenevalt nende asukohast aitavad CM
Treg rakud peamiselt kontrollida immuunvastuste tekkimist limfoidorganites (niiteks
limfisdolmedes), kuid EM Treg rakud moduleerivad immuunvastuseid perifeersetes kudedes
(Tosello et al., 2008). Samas on need méalu-Treg rakud antigeeniga teistkordsel kohtumisel
voimelised ka kiiresti jagunema ning omandama eTreg fenotiiiibi (Sanchez et al., 2012; Smigiel
etal., 2013).

Treg rakkude funktsionaalsus on ldbi elu stabiilne ning nende osakaalu organismis hoitakse
range kontrolli all (Santner-Nanan et al., 2008; Setoguchi et al., 2005). Samas vdib vananedes
Treg rakkude alatiilipide suhe muutuda. On tiheldatud, et vanematel inimestel on suurem EM
Treg ja CM Treg rakkude osakaal ning madalam nTreg ja RTE Treg rakkude osakaal (Booth et
al., 2010; Santner-Nanan et al., 2008). Lisaks on ndidatud, et indiviididel {ile 60-aasta vana voib
Treg rakkude iildine osakaal organismis olla siiski kdrgem vorreldes tdiskasvanutega vanuses
20-25 eluaastat (Santner-Nanan et al., 2008) ning erineda pea 2-4 korda (Gregg et al., 2005).
Uldist Treg rakkude tdusu vdivad pdhjustada ka pdletikulised haigused ning kasvajad (Belkaid
ja Rouse, 2005). Edaspidi kirjeldatakse tildiselt CD4" Treg rakke ning alatiilipide juurde

tullakse tagasi tulemuste juures.

1.3. REGULATOORSETE T-RAKKUDE TUNNUSED
1.3.1. Regulatoorsete T-rakkude pinnamarkerid

Regulatoorsetele T-rakkudele on iseloomulik erinevate pinnamarkerite ekspressioon. Nende
hulgast voib leida mitmeid kostimulatoorseid (nditeks CD28) ja koinhibitoorseid molekule
(nditeks CTLA-4), TNFR (ingl. k tumor necrosis factor receptor) superperekonda kuuluvaid
retseptoreid (nditeks TNFR2 ja GITR, ingl. k glucocorticoid-induced TNFR-related protein)
ning mitmeid teisi pinnamolekule (Chen ja Oppenheim, 2011; Kim ja Leonard, 2007). Uhed
olulisemad on CD25, CTLA-4 ja GITR, mille ekspressioon korreleerub transkriptsioonifaktori
FOXP3 ekspressiooniga (Yagi et al., 2004; Zheng ja Rudensky, 2007). FOXP3 puudumisel
antud pinnaretseptoreid CD4" T-rakkudel ei ekspresseerita (Fontenot et al., 2003).
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Treg rakkudele omased pinnamarkerid panustavad immuuntolerantsuse sdilitamisesse. CD25
seob Treg raku funktsioneerimiseks ja regulatoorse funktsiooni siilitamiseks hddavajalikku
tsiitokiini IL-2 (Chen ja Oppenheim, 2011). CTLA-4 on aga tiiimuses arenevatel Treg rakkudel
vajalik autoreaktiivse T-rakkude repertuaari kujunemiseks ning autoreaktiivsete Teff rakkude
aktivatsiooni parssimiseks (Yamaguchi et al., 2013). Pinnamolekulide CD25 ja CTLA-4 korval
on tahtis ka GITR, mille ekspressioon vorreldes teiste T-rakkude alatiitipidega on kdrge just
CD4" Treg rakkude populatsioonil (McHugh et al., 2002). GITR on oluline Treg rakkude
diferentseerumiseks ja kiipsemiseks ning kaitseks apoptoosi eest (Ronchetti et al., 2015;
Nocentini et al., 1997).

1.3.2. Transkriptsioonifaktor FOXP3

Treg rakkude arenguks on koige tdhtsam transkriptsioonifaktori FOXP3 ekspressioon, mis
tagab nende supresseeriva funktsiooni (Williams and Rudensky, 2007) ning védhendab
proliferatsioonivoimet (McMurchy et al., 2013). Selle ekspressiooni kdivitamises osalevad
mitmed transkriptsioonifaktorid, kuid stabiilset ekspressiooni kiipsetes Treg rakkudes aitab
hoida IL-2 (Rubtsov et al., 2010) 1dbi JAK-STAT signaaliraja. IL-2 seondumine oma
retseptorile aktiveerib antud signaalirajas mitmeid faktoreid, seal hulgas ka STAT (ingl. k
signal transducer and activator of transcription) perekonda kuuluva faktori STATS.
Viimane seondub FOXP3 geeni TSDR piirkonda indutseerides FOXP3 ekspressiooni
(Consonni et al., 2021; Passerini et al., 2008; Zheng et al., 2010).

FOXP3 kaitub soltuvalt sihtmérkgeenist transkriptsiooni aktivaatori v3i repressorina. FOXP3
surub alla CD4" T-rakkudele iseloomulike tsiitokiinide produktsiooni, sealhulgas IL-2
transkriptsiooni (Lin et al., 2007). Selleks seondub FOXP3 IL2 geeni promootorpiirkonda ning
indutseerib lokaalset histoonide deatsetiilatsiooni — epigeneetilist modifikatsiooni, mis surub
maha geeni ekspresseerumist (Chen et al., 2006). Teisalt aitab FOXP3 kaasa Treg rakkudele
omaste pinnamolekulide siinteesile ja geenide IL2RA (ingl. k interleukin IL2 receptor alpha,
kodeerib pinnaretseptorit CD25), GITR ja CTLA4 transkriptsioonile (Ohkura ja Sakaguchi,
2010; Sasidharan Nair et al., 2018; Wing et al., 2019). Selleks seondub FOXP3 taaskord nende
geenide promootorile, kuid pohjustab hoopis epigeneetilisi muutusi, mis soodustavad geeni
ekspressiooni (Chen et al., 2006). Lisaks on transkriptsioonifaktorile FOXP3 omane positiivne

autoregulatsioon. See seondub FOXP3 geenis introonsesse TSDR piirkonda aidates niiviisi
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sdilitada enda ekspressiooni ning Treg rakkude fenotiitipi (Ohkura ja Sakaguchi, 2010; Zheng
etal., 2010).

Transkriptsioonifaktorit FOXP3 ekspresseeritakse X-kromosoomilt (Chatila et al., 2000) ning
mutatsioon FOXP3 geenis pdhjustab raskekujulist immuunsiisteemi héiret, mida nimetatakse
IPEX siindroomiks. Geeni asukoha tottu avaldub meestel sageli tugevam IPEX-i fenotiiiip
(Bacchetta et al., 2018). IPEX liithend tuleb jargmistest siindroomile omastest haigustunnustest:
immuunsuse diisregulatsioon, poliiendokrinopaatia, enteropaatia, X-liitelisus (Bennett et al.,
2001; Clark et al., 1999). Lisaks iseloomustavad siindroomi tdsised mitmeid organsiisteeme

haaravad autoimmuunhaigused, pdletik, allergiad ja lithike eluiga (McMurchy et al., 2013).

FOXP3 geeni ekspressioonitase voib soospetsiifiliselt erineda. Nimelt on ndidatud, et tervel
meesterahval voib see olla 2-3 korda korgem (Singh ja Bischoff, 2021). Ekspressiooni
erinevuse iiheks pohjuseks arvatakse olevat naissuguhormoon ehk dstrogeen, mis supresseerib
naistel CD4" Treg rakkude arvu ja funktsionaalset aktiivsust (Arruvito et al., 2007; Nie et al.,
2015; Singh and Bischoff, 2021). Samas on kindlasti oma roll ka genoomsel vermimisel (ingl.
k genomic imprinting), mis mdjutab muu hulgas X-liiteliste geenide ekspressiooni (Bartolomei
et al., 2020).

1.4. REGULATOORSETE T-RAKKUDE METULATSIOON

DNA metiilatsioon on iiks peamisi epigeneetilisi modifikatsioone, mis mojutab Treg rakkude
arengut ja stabiilse geeniekspressioonimustri teket. Tegu on modifikatsiooniga, mis ei muuda
DNA jérjestust, kiill aga mojutab geenide avaldumist (Shevach ja Thornton, 2014; Schmidl et
al., 2009). See esineb enamasti CpG saidi kontekstis, kus metiiiilriithm lisatakse tsiitosiini (C)
nukleotiidile, millele jargneb guaniin (G). P-tiht téhistab C ja G vahel olevat fosfodiestersidet.
CpG saitide metiileerituse taseme langust nimetatakse hiipometiilatsiooniks ning metiileerituse
tousu hiipermetiilatsiooniks. Inimese genoomis on 70-80% CpG saitidest metiileeritud
(Heinaru, 2012; Li ja Zhang, 2014).

DNA metiilatsioon on oluline mitmetes erinevates protsessides nagu nditeks embriionaalses
arengus ja varem mainitud genoomses vermimises. Enamasti seostatakse seda geeni-
ekspressiooni regulatsiooniga ning selle moju soltub asukohast geenis. Nimelt on tdheldatud, et
geenikehades esinev DNA metiilatsioon on seotud pigem korgema geeniekspressiooniga, kuid

promootorite hiipermetiilatsioon geeni vaigistamisega (Jjingo et al., 2012; Yang et al., 2014).
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DNA metiilatsiooni uurimiseks on vdimalik kasutada mitmeid meetodeid. Uks
usaldusvairsemaid meetodeid on bisulfitsekveneerimine, kus uuritavale DNA-le tehakse
naatriumbisulfittootlus, mille kdigus metiileerimata tsiitosiinid konverteeritakse uratsiiliks,
kuid metiileeritud tsiitosiinid jddvad puutumata. Sellele jiargneb jargmise polvkonna

sekveneerimine (Frommer et al., 1992; Li and Zhang, 2014).

DNA metiilatsioon erineb rakutiilibiti ning see on ka iiheks mehhanismiks, kuidas tagatakse
rakutiiiibispetsiifiline geeniekspressioon (Dor ja Cedar, 2018). Treg rakkudele omase
epigenoomi kujunemine algab juba tiiimuses ning jatkub perifeerias kujundades Treg
rakkudele omase fenotiiiibi (Ohkura et al., 2012; Herppich et al., 2019; Wing et al., 2019).
Treg-spetsiifilise metiilatsioonimustri kujunemine on FOXP3 ekspressioonist sdltumatu

protsess (Ohkura et al., 2012; Schmidl et al., 2009).

1.4.1. Regulatoorsete T-rakkude markergeeni FOXP3 metiilatsioon

FOXP3 geeni intronite alas asub kolm evolutsiooniliselt konserveerunud mittekodeerivat
jarjestust (CNS, ingl. k conserved noncoding sequence): CNS1, CNS2 ja CNS3. Nende
numbriline jarjestus tuleneb kaugusest transkriptsiooni algussaidist (Sekiya et al., 2016). Antud
konserveerunud piirkondade kdrval on oluline ka geeni promootorpiirkond, mis on sarnaselt
CNS-dega epigeneetilise kontroll all. Treg rakkudes on FOXP3 promootori CpG saidid
hiipometiileeritud soodustades geeni transkriptsiooni (Janson et al., 2008). FOXP3 lookus,

olulisemad konserveerunud piirkonnad ning nende peamised funktsioonid on vélja toodud

joonisel 3.
ekson ekson
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Joonis 3. FOXP3 lookuse konserveerunud elementide CNS0-CNS3 paiknemine ning
nende olulisemad funktsioonid. Eksonid -2a, -2b ja -1 on mittekodeerivad, ekson 1 on aga
kodeeriv FOXP3 ekson. Kohandatud Lee ja Lee (2018) jargi.

CNS1 asub esimeses intronis, ca 2 kb kaugusel FOXP3 promootorist (Tone et al., 2008) ning
on seotud TGF-p signaalirajaga. See on oluline pTreg rakkudele, kuid ei mojuta tTreg arengut,

sest CNS1 deletsiooni korral pole pTreg rakud voimelised indutseerima FOXP3 ekspressiooni
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(Zheng et al., 2010). CNS1 piirkonda seondub TGF-B signaaliraja faktor Smad, mis aitab
stabiliseerida ja sdilitada CNS2 hiipometiilatsiooni (ja sellega FOXP3 ekspressiooni) pTreg
rakkudes (Ouyang et al., 2010). Erinevalt teistest CNS piirkondadest puuduvad CNS1-s CpG
saidid (Lal et al., 2009) ning seda reguleerivad histoonide modifikatsioonid (Tone et al., 2008).

CNS2 asub samuti esimeses intronis paiknedes umbes 4 kb allavoolu FOXP3 promootorist. See
sisaldab rohkelt CpG saite, mis on Treg rakkudes demetiileeritud, mistdttu nimetatakse seda
piirkonda sageli ka Treg rakkude spetsiifiliseks demetiileeritud regiooniks ehk TSDR-iks
(Kressler et al., 2021; Li et al., 2014). TSDR demetiilatsiooni tdttu on sinna vdimelised
seonduma mitmed transkriptsioonifaktorid, millest kdige olulisem on FOXP3 ise. Seega on
CNS2 iiks peamiseid funktsioone aidata kaasa FOXP3 stabiilsele ekspressioonile (Zheng et al.,
2010; Ono et al., 2007).

CNS3 asub FOXP3 geenis esimese eksoni kdrval ning umbes 7 kb kaugusel promootorist. See
méngib olulist rolli Treg rakkude jagunemisel ja diferentseerumisel, sest CNS3 deletsiooni
korral on nende areng héiritud (Feng et al., 2015). Selle piirkonna CpG saitide demetiilatsioon
ning erinevate transkriptsioonifaktorite seondumine soodustab epigeneetilisi muutusi FOXP3
promootorpiirkonnas ja FOXP3 lookuse avamist Treg eellasrakkudes. Seepérast kutsutakse
CNS3 piirkonda ka ,,pioneer-clemendiks* (Zheng et al., 2010).

2017. aastal kirjeldati veel iihte regulatoorset CNS piirkonda, mida nimetatakse CNSO0-ks. See
asub FOXP3 geeni transkriptsiooni algussaidist 8,5 kb iilesvoolu ning selle aktiveerumine
indutseerib teiste CNS piirkondade epigeneetilisi muutusi (Zheng et al., 2010). Seetdttu
kutsutakse CNSO piirkonda ka ,super-enhanseriks“. See on héddavajalik FOXP3
transkriptsiooni alustamisel Treg rakkudes ning méngib véga olulist rolli nende arengus ja

diferentseerumises tiitimuses (Ono, 2020; Kitagawa et al., 2017).

1.4.11. FOXP3 geeni metiilatsioon meestel ja naistel

FOXP3 geenis paikneva TSDR demetiileeritus eristab Treg rakke teistest rakutiitipidest ning ka
perifeersetest vererakkudest olles oluline Treg rakkude kujunemiseks ja FOXP3
ekspressiooniks (Baron et al., 2007; Kressler et al., 2021). Nagu varasemalt mainitud, asub
FOXP3 geen X-kromosoomis. Sarnaselt teistele X-liitelistele geenidele saavutatakse naistel
FOXP3 geeni doosikompensatsioon ehk ekspressiooni vordsustamine ithe X-kromosoomi
inaktivatsiooniga (XCI) (Tommasini et al., 2002). Tulenevalt XClI-st vdoivad FOXP3 geenis
asuvate CpG saitide metiileeritus naiste puhul erineda (Carrel ja Willard, 2005; Minskaia et al.,
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2018). Samas tapne FOXP3 geeni ekspressiooni regulatsioon naistel on veel mdistatuseks, sest
suurem osa FOXP3 lookuse metiilatsiooni-uuringuid on kaasanud ainult meesdoonoreid, et
vélistada XCI m&ju (Minskaia et al., 2018).

Senised uuringute tulemused niitavad, et meestel on TSDR piirkond peaaegu tdielikult
demetiileeritud, kuid naiste puhul on metiileeritus varieeruv — CpG saidid vdivad olla taielikult
demetiileeritud voi erineda meeste CpG saitide metiileerituse tasemest ca 50% (Minskaia et al.,
2018; Rainbow et al., 2015). Sageli esineb naistel TSDR piirkonnas hemimetiilatsioon, kus
CpG sait on iithel FOXP3 alleelil metiileeritud ning teisel demetiileeritud (Spreafico et al.,
2014). Sellist tulemust kinnitab FOXP3 geeni metiileerituse vordlus Tn ja Treg rakkudes
(joonis 4), kus Tn rakkude korral esineb nii meestel kui naistel TSDR piirkonna téielik
metiileeritus. Samas Treg rakkude populatsiooni korral on meestel TSDR tdielikult

demetiileeritud, naistel esineb aga hemimetiilatsioon (Baron et al., 2007).

Doonor 1 @

Treg
Doonor 2 &

Doonor 1 Q |
Tn
Doonor2 &

100 metiilatsiooniaste (%) 0

Joonis 4. Mehe ja naise TSDR piirkonna CpG saitide metiileeritus Tn ja Treg rakkudes.
Uks kastike tdhistab TSDR-s asuvat CpG saiti. Virvikoodiga on eristatud CpG saidi
metiilatsioonitase. Kahe doonori (1 — naine, 2 — mees) TSDR piirkonna CpG saitide
metiileeritus Tn rakkudes on sarnane, kuid Treg rakkudes esineb naistel TSDR piirkonna
korgem metiileeritus. Kohandatud Baron et al. (2007) jérgi.

1.4.2. Regulatoorsete T-rakkude spetsiifiliste geenide metiilatsioon

Treg rakkudes teisiti metiileeritud regioone nimetatakse Treg-spetsiifiliselt demetiileeritud
piirkondadeks (Treg-DR, ingl. k Treg-specific demethylated region), mille alla kuulub ka
FOXP3 geeni intronis asuv TSDR. Seni ei ole teada, kas demetiilatsiooni pohjustavad samad
voi erinevad faktorid ning tdpne Treg-DR kujunemise mehhanism on veel kindlaks tegemata.
Kui Treg-DR piirkondades ei esine hiipometiilatsiooni, siis on Treg-spetsiifiliste geenide

ekspressioon langenud (Herppich et al., 2019; Ohkura et al., 2012).
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Erinevatest Treg rakuspetsiifiliste geenide metiilatsioonimustri uuringutest on selgunud, et
Treg-DR piirkonnad vdéivad paikneda promootoris ning ka geenikehas. See on {ihine joon
mitmetel Treg rakkudes ekspresseeruvatel geenidel, seal hulgas geenidel IL2RA (kodeerib
pinnaretseptorit CD25), CTLA4 ja GITR (joonis 5) (Ohkura et al., 2012; Sasidharan Nair et al.,
2018). Nende geenide promootorpiirkonnad on Treg rakkudes hiipometiileeritud (Morikawa et
al., 2014; Ohkura et al., 2012). Nagu varasemalt mainitud soodustab see transkriptsioonifaktori
FOXP3 seondumist, mis reguleerib antud geenide ekspressiooni (Zhang et al., 2013).
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Joonis 5. Treg rakuspetsiifiliste geenide CpG saitide metiileeritus erinevates T-raku
alampopulatsioonides. Uks kastike tihistab uuritavas geenis asuvat CpG saiti. Virvikoodiga
on eristatud CpG saidi metiilatsioonitase. Bisulfitsekveneerimisega on tehtud kindlaks neljas
T-raku alampopulatsioonides Treg rakuspetsiifiliste geenide CpG saitide metiilatsioonitaseme
védrtused. tTreg rakkude alampopulatsioonile on omane geenide FOXP3, GITR, CTLA4 ja
IL2RA CpG saitide demetiilatsioon, mis eristab neid teistest T-raku alampopulatsioonidest.
Tconv ehk konventsionaalsed T-rakud tdhistavad naiivsed T-rakke, mis teatud tingimustes
voivad omandada Treg rakkudele omase fenotiiiibi ning funktsionaalsuse (panevad aluse pTreg
rakkudele). Kohandatud Ohkura et al. (2012) jargi.

1.5. DNA METULATSIOON BIOMARKERINA

DNA metiilatsioon on laialdasemalt uuritud ning huvipakkuv epigeneetiline modifikatsioon.
DNA ise on vidga stabiilne bioloogiline molekul, kuid metiilatsioon on diinaamiline
modifikatsioon olles mdjutatav elustiilist ja patoloogilistest muutustest. Seetdttu uuritakse iiha

enam DNA metiilatsiooni kasutamisvdimalusi biomarkerina meditsiinis.

DNA metiilatsioonimustri muutused vdivad viidata mitmetele haiguslikele seisunditele olles
kasulikud niiteks kasvajate diagnoosimisel. Kui normaalsetele rakkudel on iseloomulik
promootorpiirkonna CpG saitide demetiilatsioon ja geenikehas valdavalt hiipermetiilatsioon,
siis kasvajarakkude korral on tihtipeale tdheldatud vastupidist olukorda (Marzese ja Hoon,

2015). DNA metiilatsiooni potentsiaalne kasutusvaldkond on ka vedelbiopsia diagnostika, kus
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saab uurida apoptootilistest rakkudest parinevat tsirkuleeriva rakuvaba DNA molekule, et
hinnata loote tervislikku seisundit (nditeks kromosoomhaiguste esinemist) voi jélgida kasvaja

arengut ja ravi efektiivsust mitte-invasiivselt (Jiang and Lo, 2016).

On tdheldatud, et vananemine mojutab samuti metiilatsioonimustrit. Sellel pohjusel on iiks
ponevamaid DNA metiilatsiooni kasutusviise inimese vananemise tempo hindamine ning
bioloogilise vanuse ennustamine. Bioloogilise vanuse hindamist DNA metiilatsioonimustri
pohjal nimetatakse epigeneetiliseks vanuseks voi kellaks. Tegu on meetodiga, mis votab
arvesse kindlate CpG saitide metiileerituse taset rakkudes, kudedes voi organites, mis
peegeldavad kronoloogilise vanusega seotud metiilatsioonimuutusi. Inimese epigeneetilise
vanuse ennustamiseks kasutatavad CpG saidid on sageli seotud rakkude ellujddmise voi
suremusega, proliferatsiooniga ning organismi vai koe arenguga (Belsky et al., 2020; Chen et
al., 2016; Horvath, 2013; Weidner et al., 2014).

Uhed tuntumad epigeneetilised kellad on Horvathi DNAm vanuse (ingl. k DNA methylation
age), Hannumi kell ja Levine’it DNAmM PhenoAge kell (Levine et al., 2018; Hannum et al.,
2013; Horvath, 2013). Juhul, kui epigeneetiline vanus on korgem kui tegelik vanus, siis see
tdhendab, et indiviid vananeb kiiremini. Metiilatsioonipohiste kellade véljatootamisel on
proovitud kaasata ka elustiili ja haigestumise tegureid, mis aitaksid hinnata eluiga. Uks nendest
on GrimAge, mis vdtab muu hulgas arvesse inimese suitsetamisharjumust (Lu et al., 2019).
Viimase epigeneetilise kella eelis teiste varem vélja toodute ees on, et lisaks eluea
ennustamisele voimaldab GrimAge ennustada ka muid vanusega seotud muutusi, néiteks

menopausi ja siidame-veresoonkonnahaiguste tekkimise vanust.

Nagu varasemalt mainitud tagavad rakutiiiibispetsiifiliste geenide ekspressiooni epigeneetilised
modifikatsioonid, mistottu erinevates rakutiilipides esineb erinev DNA metiilatsioonimuster
(Arvey et al., 2015; Illingworth et al., 2008). Rakutiilibispetsiifilise epigenoomi podhjal on
proovitud vilja to6tada ka mudeleid, mis ennustaksid rakutiitipide proportsioone kudedes. Juba
praegu on voimalik peaaegu 100% tdpsusega hinnata ja eristada suuremaid leukotsiititide
alatiitipide (T-rakkude; B-rakkude; looduslikke tapjarakkude, ingl. k natural killer cells;
eosinofiilide; basofiilide; neutrofiilide; monotsiilitide) proportsioone veres kasutades
paarikimmet CpG saiti (Accomando et al., 2014). Esialgu on keskendutud peamiselt
leukotsiititide ennustamisele, mis moodustavad organismi esimese kaitseliini patogeenide vastu
ja peegeldavad immuunsiisteemi seisundit (Houseman et al., 2012). Viimasel aastakiimnel on
astutud esimesi samme ka spetsiifilisemate mudelite véljatootamise suunas, mille fookuses on

metiilatsioonipohine Treg rakkude ennustamine (Barzaghi et al., 2012; Husseiny et al., 2020;
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Sehouli et al., 2011; Wieczorek et al., 2009). Enamasti on selleks kasutatud FOXP3 geeni
TSDR kvantiseerimist metiilatsiooni-spetsiifilise kvantitatiivse poliimeraasiahela reaktsiooni
abil. Kédesoleva magistritod raames proovitakse vilja tootada aga bisulfitsekveneerimise pohist

mudelit Treg rakkude osakaalu ennustamiseks.
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. TOO EESMARGID
Kéesoleva magistritoo eksperimentaalosa eesmargid olid:

1) kirjeldada valitud Treg rakkude ennustamiseks oluliste CpG saitide metiilatsiooni-

tasemeid nii erinevates CD4" T-rakkudes kui ka soospetsiifiliselt;

2) uurida bisulfitsekveneerimise pohise meetodi potentsiaali, mille kasutamisel oleks
voimalik maéadrata vererakkudest isoleeritud DNA-st Treg rakkude osakaalu DNA

metiilatsioonimustri pdhjal.

2.2. MATERJAL JA METOODIKA
2.2.1. Uuringu valim

Antud uuringusse kaasati kaks valimit: iiks Tartu Ulikooli Kliinikumi verekeskusest ning teine
sise- ja nahahaiguste Kkliinikust. Uuringu libiviimiseks olid olemas Tartu Ulikooli inim-
uuringute eetika komitee load (protokollid nr 272/T-12 ja 275/M-17) ning koik doonorid olid
allkirjastanud informeeritud ndusoleku lehe, millega lubasid kasutada oma materjali
teadustooks. Esimesse valimisse kuulusid TU Kliinikumi verekeskuse 9 vabatahtlikku vere-
doonorit (neli naist ja viis meest), kelle tipsemad andmed on vilja toodud tabelis 1. Uuritavate
naiste keskmine vanus antud valimis oli 27 eluaastat ning meeste keskmine vanus 34 eluaastat.

Kdige noorem indiviid oli 21-aastane naissoost isik, kdige vanem 47-aastane mees.

Tabel 1. Esimene valim

Mehed Naised
Proovide arv 5 4
Vanus aastates 23-47 21-41
Keskmine vanus aastates 34 27

Uuringusse kaasati ka TU Kliinikumi sisekliinikust ja nahahaiguste kliinikust vastavalt 50 ja
40 indiviidi, kes moodustasid teise uuritava valimi. Sinna kuulusid 33 meest ja 57 naist
vanusevahemikus 65-95 eluaastat. Teises valimis olevate naiste keskmine vanus oli 75

eluaastat, meeste keskmine vanus aga 74 eluaastat. Nii noorim mees kui ka naine antud valimis
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oli 65-aastane, vanim naine 89-aastane ja vanim mees 95-aastane. Tdpsemad andmed on

esitatud tabelis 2.

Tabel 2. Teine valim

Mehed Naised
Proovide arv 33 57
Vanus aastates 65-95 65-89
Keskmine + SD vanus aastates | 74 + 7 75+5

Molema valimi vanuseline ja sooline jaotus on vilja toodud joonisel 6. Esimeses valimis olid

mehed esindatud koigis kolmes vanusegrupis. Naisi oli kdige rohkem vanusegrupis

20-29 eluaastat, kuid meesisikute arv oli suurim vanusevahemikus 30-39 eluaastat. VValimis 2

oli néha naissoost isikute iildist iilekaalu. Samas sarnaselt esimese valimiga oli ka valimis 2

mehed esindatud koikides vanusegruppides. Kdige rohkem mehi ja naisi oli vanusevahemikus

70-79 eluaastat.

Valim 1
3 3
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)¢ ]

=
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Joonis 6. Kahe uuritava valimi vanuseline ja sooline jaotus. Vorreldud on meeste ning naiste
arvu valimis 1 ja 2 erinevates vanusegruppides. X-teljel on vilja toodud vanusevahemikud ning
y-teljel indiviidide arv. Virvikoodiga on eristatud mehed (M) ja naised (N).
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2.2.2. Perifeerse vere mononukleaarsete rakkude eraldamine

Tartu Ulikooli Kliinikumi verekeskuses valmistati tabelis 1 vilja toodud esimese valimi
indiviidide tdisverest 50 ml buffy coat, millest antud t66 autor eraldas perifeerse vere
mononukleaarsed rakud (PBMC, ingl. k peripheral blood mononuclear cell) kasutades Ficoll-
gradient-tsentrifuugimist. Tsentrifuugimise etappidel kasutati tsentrifuugi Eppendorf 5810 R ja
rootorit A-4-62 (Saksamaa).

50 ml algmaterjali jagati vordselt kahte 50 ml katsutisse ning lisati vordses mahus toasooja
DPBS puhvrit (Corning, USA). Saadud vere ja DPBS-i segu segati ning seejarel pipeteeriti
15 ml Ficolli lahusele (GE Healthcare, Rootsi) fraktsioone segi ajamata. Sellele jargnes
tsentrifuugimine minimaalse kiirenduse ja pidurdusega toatemperatuuril 30 minutit 400 rcf
juures. Pérast tsentrifuugimist eemaldati plasma jattes viimast alles umbes 1 cm. Mono-
nukleaarseid rakke sisaldav valge kiht korjati kokku uude 50 ml katsutisse ning lisati 50 ml-ni
DPBS puhvrit. Saadud lahust tsentrifuugiti 10 minutit 300 rcf juures toatemperatuuril. Parast
supernatandi eemaldamist suspendeeriti rakud tiles 50 ml DPBS puhvris ning tsentrifuugiti 10
minutit 300 rcf juures toatemperatuuril. Supernatant eemaldati ning sade voeti iiles 50 ml RB
puhvris (2mM EDTA, 0,5% BSA, 1xPBS). Rakususpensiooni tsentrifuugiti 10 minutit 300 rcf
ja 4°C juures. Samaaegselt loendati rakud Luna-FL automatiseeritud fluorestsents-
rakuloenduriga (Logos Biosystems, Louna-Korea) vastavalt tootja protokollile kasutades
akridiinoranzi ja propiidiumjodiidi (kataloogi-number F23001).

Parast tsentrifuugimist 10 minutit 4°C 300 rcf juures eemaldati supernatant. Eraldatud PBMC-d
kiilmutati maha edasiseks eksperimentideks kasutades CTL-Cryo ABC Freezing Media Kitti
(ImmunoSpot, USA) vastavalt tootja protokollile voi kasutades RPMI 1640 rakusoodet
(Corning, USA), mis sisaldas 1x veise loote seerumit (FBS, ingl. k fetal bovine serum; Gibco,
Thermo Fisher Scientific, katalooginumber 10270106) ja 1x penitsilliini-streptomiitsiini
(Corning, USA, katalooginumber 30-002-Cl), ning 20% dimetiiiilsulfoksiidi (DMSO, ITW
Reagents Division, Hispaania, tootekood A3672). PBMC-d kiilmutati maha vahemikus
2107 - 108 rakku/ml ning hoiustati -150°C juures.

2.2.3. CDA4* T-rakkude magnetsortimine

CD4" T-rakkude populatsiooni rikastamiseks kasutati 3+10° PBMC-d ning rakkude
magnetsortimise metoodikat (MACS, ingl. k magnetic-activated cell sorting). 310’ PBMC-d
voeti liles 240 ul RB puhvris ning lisati 60 ul CD4 magnetkerakesi (Miltenyi Biotec,
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Saksamaa). CD4" T-rakkude rikastamiseks kasutati magnetalust ning MS kolonni (Miltenyi
Biotech, Saksamaa) vastavalt tootja protokollile. Rikastatud CD4" T-rakkude rakususpensioon
koguti 5 ml katsutisse. Rakkude loendamiseks Luna-FL automatiseeritud fluorestsents-
rakuloenduriga kasutati akridiinoranzi ja propiidiumjodiidi vastavalt tootja protokollile.
Ulejasnud rakususpensiooni tsentrifuugiti 10 minutit 300 rcf juures toatemperatuuril
(Eppendorf 5810 R, A-4-62 rootor). Supernatant eemaldati tdielikult ja rakud voeti tiles 100 pl
RB puhvris.

2.2.4. Fluorestsents-aktiveeritud rakkude sortimine

CD4" T-rakkude rikastamisele jargnes fluorestsents-aktiveeritud rakkude sortimine (FACS,
ingl k fluorescence-activated cell sorting). Rikastatud CD4" T-rakkudele lisati 5 pl FcR
blokaatorit (BD Biosciences, USA) ning inkubeeriti 5 minutit 4°C kapis. Seejarel lisati

rakususpensioonile esimene antikehade segu (tabel 3) ning inkubeeriti 37°C juures 20 minutit.

Tabel 3. Esimene antikehade segu

Antikeha Fluorokroom Kogus (ul) Katalooginumber (tootja)
CCR6 BV605 5 353420 (Biolegend, USA)
CXCR3 APC 5 353708 (Biolegend, USA)

Seejarel lisati teine antikehade segu (tabel 4) ning proove inkubeeriti 4°C juures 20 minutit.

Tabel 4. Teine antikehade segu

Antikeha Fluorokroom Kogus (ul) Katalooginumber (tootja)
CD25 PE 5 202105 (Biolegend, USA)
CD127 BVv421 1,25 351310 (Biolegend, USA)
CD4 (1:10) AF700 5 317426 (Biolegend, USA)
CDA45RA (1:10) PE-Cy7 6 304126 (Biolegend, USA)
CCRY7 PE-Dazzle 2 353236 (Biolegend, USA)
CD3 AF488 0,5 300415 (Biolegend, USA)
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Péarast inkubatsioone pesti rakke 2 ml RB puhvriga, tsentrifuugiti 10 minutit 300 rcf juures
toatemperatuuril (Eppendorf 5810 R, A-4-62 rootor) ning eemaldati supernatant. Antud
pesuetappi korrati veel iiks kord. Seejérel voeti rakud iiles 1 ml RB puhvris ja lasti 1abi 70 um

rakufiltri, et saada iiherakuline suspensioon.

Antud toos sorditi Sony MA900 masinaga (Sony Biotechnology, USA) vilja neli CD4"
T-rakkude alampopulatsiooni: Tn rakud, Treg rakud ning kaks T-abistajarakkude (Th, ingl. k
T helper cells) alampopulatsiooni Thl ja Th17 (joonis 7).
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Joonis 7. CD4* T-rakkude sortimine FACS meetodiga. Vilja on toodud proovi M23 FACS
sortimise tulemused. Eelnevalt MACS-iga rikastatud CD4" T-rakud (A) jagati CD25
ekspressiooni alusel mitte-Treg (non-Treg) ja Treg rakkudeks (B). C paneelil on CCR7 ja
CD45RA ekspressiooni alusel eristatud Teff (Effector) ja Tn (Naive) rakud. Teff rakkudest
sorditi omakorda vilja CXCR3" Th1l ning CXCR3  Th17 rakud (D).
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Sortimisel kasutati 100 um sortimiskiipi (Sony Biotechnology, USA). Uuritavad raku-
populatsioonid koguti 5 ml katsutitesse, mis olid {ile66 5% BSA-ga (1xPBS; Thermo Fisher
Scientific, USA) inkubeeritud valtimaks rakkude kleepumist katsuti seina kiilge. Sorditud
rakupopulatsioonide puhtuse kontrolliks kasutati sortimisel kasutatud markereid: Treg
(CD25'CD127), Tn (CD45RA'CCRT7"), Thl (CCR6'CXCR3") ja Thl7 (CCR6'CXCR3).
Jalgiti, kas sorditud rakud satuvad FACS-i graafikul endiselt digesse raami ekspresseeritavate
pinnamolekulide alusel. Oodatud tulemusena nii ka juhtus. FACS sortimise puhtus kaigi nelja

rakupopulatsiooni puhul oli vidhemalt 94%.

Sorditud rakususpensioonidelt eemaldati supernatant ja rakusade siilitati edaspidisteks
eksperimentideks 1,5 ml katsutites -80°C juures. Valimisse 2 kuuluvate indiviididele oli
varasemalt tehtud teise toorithma liikkme poolt voolutsiitomeetria analiiiis, mille protokoll on
viélja toodud Lisa 1. Osa nendest tulemustest kasutati hiljem DNA metiilatsioonipohise mudeli

loomisel.

2.2.5. Genoomse DNA eraldamine

Valimisse 1 kuuluvate proovide genoomse DNA (gDNA) eraldamiseks kasutati GeneJET
Genomic DNA Purification kitti (Thermo Fisher Scientific, USA) vastavalt tootja protokollile.
gDNA elueeriti 50 pl elueerimispuhvris ning kvaliteeti hinnati NanoDrop 2000
spektrofotomeetril (Thermo Fisher Scientific, USA). gDNA eraldamine dnnestus 29 sorditud
rakupopulatsiooni proovist, mille jaotus soo ldikes on vilja toodud joonisel 8. Valimisse 1

kuuluvate indiviidide korral oli kdige rohkem Tn, Treg ja Th17 rakutiitipide proove.

26



Uuritavad rakutiitibid
5

N

g3

e Sugu
S | B
S LI
S

o

Th1 Th17 Tn Treg
Rakutiitibid

Joonis 8. Uuritavate rakupopulatsioonide proovide arv soo loikes. Vorreldud on meeste ja
naiste proovide arvu uuritavates rakupopulatsioonides. X-teljel on rakutiiipide nimed ja y-teljel
proovide arv. Virvikoodiga on eristatud mehed (M) ja naised (N).

Valimisse 2 kuuluvate indiviidide gDNA oli varasemalt eraldatud viljasoolamise meetodil

tooriihma teise liikme poolt.

2.2.6. Naatriumbisulfit-tootlus

Naatriumbisulfit-tootluse labiviimiseks kasutati EZ DNA Methylation kitti (Zymo Research,
USA) vastavalt tootja protokollile. To6tluseks kasutati 150 ng punktis 2.2.5. eraldatud
gDNA-d. Valimisse 2 kuuluvate indiviidide gDNA-le oli varasemalt tehtud naatrium-
bisulfittootlus todgrupi teise lilkme poolt. Proove inkubeeriti iiledo termotsiikleris Mastercycler

(Eppendorf, Saksamaa) kasutades tootja poolt vélja pakutud alternatiivset inkubeerimisreZiimi
(tabel 5).

Tabel 5. Naatriumbisulfit-tootluse alternatiivhe inkubeerimise reziim

Etapp Temperatuur Kestvus Tsiiklite arv
Denaturatsioon 95°C 30 sek

Konversioon 50°C 60 min 0
Temperatuuri hoidmine 4°C 0 1

Proovid elueeriti 50 ul elueerimispuhvris ning séilitati edasisteks katseteks -20°C kiilmkapis.
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2.2.7. Bisulfit-toodeldud genoomse DNA amplifitseerimine
2.2.7.1. Toos kasutatud praimerid

Kéesoleva magistritoé raames uuriti Treg rakkudele olulistes geenides paiknevate CpG saitide
metiilatsiooni. Uuritavad CpG saidid asusid jargmistes geenides: FOXP3, CTLA4 ja GITR.
Antud geenides asuvate CpG saitide uurimiseks disainiti praimerid. Katsesse kaasati ka teisi
CpG saite, mis on vilja valitud TU molekulaarpatoloogia uurimisrithmas libi viidud
uurimistoodest. Lisainformatsioon t66s kasutatud praimerite kohta ja nende nukleotiidsed

jarjestused on vilja toodud lisas 2.

Praimerite disainimiseks vajalikud nukleotiidsed jarjestused saadi UCSC Genome Browseri?
andmebaasist. Praimerid disainiti internetipohise programmi Primer3? abil jirgmiste tingimuste

alusel:
e praimeri pikkus jadb vahemikku 18-27 nt;
e praimeri jéarjestus ise ei sisaldada CpG saite;
e praimerite sulamistemperatuur (Tm) jaéb vahemikku 54-62°C;
e PCR produkti ehk amplikoni pikkus jaab vahemikku 80-150 nt;
e GC protsent on 20-60%.

Kui Primer3 ei andnud soovitud tingimustega sobivaid praimeripaaride kandidaate, siis kasutati
teisi internetipdhiseid programme? kisitsi disainitud praimerite Tm ja GC% kontrollimiseks ja
arvutamiseks. Disainitud praimeritele lisati [llumina iileulatuvad adapterjarjestused. Kodeeriva
ahela 5’otsa lisati TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG jirjestus ning
mittekodeeriva ahela S5'otsa GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG
jarjestus. Praimerid telliti firmast Metabion (Saksamaa).

2.2.7.2. Poliimeraasi ahelreaktsioon

Poliimeraasi ahelreaktsioonis (PCR) amplifitseeriti esimese valimi punktis 2.2.6. bisulfit-
toodeldud DNA proovid iiles koigi 24 praimeripaariga. Teise valmisse kuuluvate indiviidide
bisulfit-toodeldud DNA proovid paljundati iiles aga esimese kaheksa praimeripaariga (lisa 2),

1 http://genome.ucsc.edu/
2 http://primer3.ut.ee/
3 https://tmcalculator.neb.com/#!/main
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sest nende indiviidide metiilatsiooniandmed 9.-24. amplikoni CpG saitide kohta oli olemas

varasematest TU molekulaarpatoloogia uurimisriihmas libi viidud katsetest.

PCR-i reaktsioon viidi 1dbi 5 ul mahus. lga reaktsiooni komponendid on vélja toodud tabelis 6.

Esimesse valimisse kuuluvate proovide ja teise valimisse kuuluvate proovide bisulfit-toodeldud

DNA kontsentratsioonid olid vastavalt 3 ng/ul ja 12 ng/ul.

Tabel 6. PCR-is kasutatud reagendid ja nende 16ppkontsentratsioonid

Reagent Lopp-kontsentratsioon
Nuclease-Free Water (Ambion, USA) N/A

10x Yellow Buffer (Naxo, Eesti) 1x

25 mM MgCI2 (Solis BioDyne, Eesti) 1,5mM

2 mM dNTP segu (Solis BioDyne, Eesti) 0,12 mM

5 U/ul HOT FIREPol DNA poliimeraas (Solis BioDyne, Eesti) | 0,06 U

3 ng/ul voi 12 ng/ul bisulfit-téodeldud DNA 0,72 ng/ul

0,5 uM F+R praimerite segu 0,2 uM

PCR reaktsioonid viidi 1abi masinaga Mastercycler (Eppendorf, Saksamaa) vastavalt tabelis 7

vélja toodud tingimustele.

Tabel 7. PCR-i programm

Etapp Temperatuur Kestvus Tsiiklite arv
Eel-denaturatsioon 95°C 15 min 1
Denaturatsioon 95°C 20 sek

Praimerite seondumine | 56°C 30 sek 40
Elongatsioon 72°C 1 min

Loplik elongatsioon 72°C 3 min 1
Temperatuuri hoidmine | 4°C 0 1
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2.2.7.3. Geel-elektroforees

PCR-i kontrolliks teostati geel-elektroforees, kus kasutati 3%-list TAE (Tris-atsetaat-EDTA,
Naxo, Eesti) agaroosgeeli, millele lisati vajalik kogus etiidiumbromiidi (0,5 g/ml; Naxo, Eesti).
Pikkusmarkeriks kasutati pUC19 DNA/Mspl (Hpall) markerit (Thermo Fisher Scientific,
USA). Elektroforeesi teostamiseks kasutati firma Bio-Rad (USA) foreesivanni. Uuritavate

amplikonide pikkused on vélja toodud lisas 2.

2.2.8. Sekveneerimise raamatukogude ettevalmistamine
2.2.8.1. Amplikonide kokku tostmine ja puhastamine

Sekveneerimise raamatukogude valmistamiseks tdsteti iga indiviidi amplikonid vérdses mahus
kokku, saades esimese valimi indiviidide ja teise valimi indiviidide korral vastavalt 24 (72 ul)
ja 8 (24 ul) erineva amplikoni segu. Saadud amplikonide segu puhastamiseks kasutati

Agencourt AMPure XP magnetkerakesi (Beckman Coulter, USA) tootja protokolli jargi.

AMPure XP kerakestega puhastamisesse voeti esimese valimi proovide korral 25 pl ning teise
valimi proovide korral 24 pl kokku tdstetud amplikonide segu. Puhastatud proovid elueeriti
17,5 ul 10 mM Tris puhvris pH 8,0 (ArcherDX, USA), millest v3eti kasutusele 15 pl, et valtida

magnetkerade lilekannet jirgmisesse reaktsiooni.

2.2.8.2. DNA kontsentratsiooni m66tmine Qubitiga

Puhastatud amplikonide segude kontsentratsioonid mdddeti Qubit 2.0 fluoromeetriga (Thermo
Fisher Scientific, USA) kasutades Axygen 0,5 ml PCR katsuteid (Corning, USA) ja Qubit
dsDNA HS Assay reagente (Thermo Fisher Scientific, USA) vastavalt tootja protokollile.
Mootmisesse voeti juhuslikult esimesest valimist 5 proovi ning teisest valimist 10 proovi.
Antud 15 proovi kontsentratsioonide modtmiseks kasutati 1 pl punktis 2.2.8.1. puhastatud
amplikonide segu. Ulejéinud valimi 1 ja 2 proovide kontsentratsiooniks vdeti vastava valimi

mdddetud proovide aritmeetilise keskmise vaartus.

2.2.8.3.  Amplikonide segu lahjendamine ja mérgistamine Nextera XT indeksitega

Qubit 2.0 fluoromeetri modtmistulemuste pohjal valmistati proovide lahjendused
kontsentratsiooniga 10 ng/ul. Kuna praimeridisaini kdigus olid praimeritele lisatud Illumina

iileulatuvad adapterjirjestused, siis see voimaldas puhastatud amplikonide otsetesse lisada
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Nextera XT Index Kit v2 indeksjarjestused (Illumina, USA). Indeksite lisamise PCR viidi ldbi

15 pl reaktsioonisegus. Reaktsioonikomponendid on vélja toodud tabelis 8.

Tabel 8. Indeksite lisamise PCR-i reaktsioonisegu komponendid

Reagent Kogus
Amplikonide segu (10 ng/pl) 2,5l
Nextera XT indeks 1 Praimer 2,5ul
Nextera XT indeks 2 Praimer 2,5 ul
2x KAPA HiFi HotStart PCR mix (Kapa Biosystems, USA) 7,5ul

PCR-i reaktsioonid viidi 1abi masinaga Mastercycler (Eppendorf, Saksamaa) vastavalt tabelis 9

vélja toodud tingimustele.

Tabel 9. Indeksite lisamise PCR-i programm

Etapp Temperatuur Kestvus Tsiiklite arv
Eel-denaturatsioon 95°C 3 min 1
Denaturatsioon 95°C 30 sek

Praimerite seondumine | 55°C 30 sek 7
Elongatsioon 72°C 30 sek

Loplik elongatsioon 72°C 5 min 1
Temperatuuri hoidmine | 4°C 0 1

2.2.8.4. Indeksitega mérgistatud proovide puhastamine

Nextera XT indeksitega margistatud proovid puhastati taaskord Agencourt AMPure XP
magnetkerakestega vastavalt tootja protokollile. Proovid elueeriti 13,75 pl 10 mM Tris puhvris
pH 8,0, millest kasutusele voeti 10 pl puhastatud produkti, et valtida magnetkerakeste tilekannet

jargmisesse reaktsiooni.
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2.2.8.5. Indeksitega mirgistatud proovide Kkontsentratsiooni ja fragmentide

suuruse mootmine

Punktis 2.2.8.4. puhastatud proovide kontsentratsioonid moddeti Qubit 2.0 fluoromeetriga
kasutades Qubit dsDNA HS Assay reagente sarnaselt punktis 2.2.8.2. kirjeldatule.

Puhastatud ja indeksitega mirgistatud DNA amplikonide pikkuseid kontrolliti Tartu Ulikooli
genoomika instituudi tuumiklaboris TapeStation 2200 instrumendil (Agilent Technologies,
USA), kasutades D1000 ScreenTape reagente (Agilent Technologies, USA) ja ldhtudes tootja

soovitustest. Tulemused visualiseeriti TapeStation (Agilent Technologies, USA) tarkvaraga.

Mootmisel kasutati nelja proovi: kahte proovi esimesest valimist (N22_Treg, N24_Treg) ja
kahte proovi teisest valimist (IGN013, IGA051). Joonisel 9 on vilja toodud TapeStation 2200
instrumendiga moodetud proovi N24 Treg amplikonide pikkused enne ja pérast indeksite

lisamist.

——————ee S s - S e —

Joonis 9. Proovi N24_Treg amplikonide pikkused mdodetuna TapeStation 2200 instrumendiga.
Vilja on toodud proovi N24 Treg amplikonide pikkused enne indeksite lisamist (A) ja pérast
indeksite lisamist (B).

TapeStationi kiibi analiiiis oli vajalik veendumaks, et indeksjarjestused olid seondunud adapter-
jarjestustele. Joonisel 9 on TapeStation mootmistulemustest niha, et indeksite lisamine on
onnestunud, sest amplikonid on parast punktis 2.2.8.3. Nextera XT indeksite lisamise PCR-i

pikemad.
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2.2.8.6.  Proovide kvaliteedi kontroll ning sekveneerimine tuumiklaboris

Amplikonid sekveneeriti Tartu Ulikooli genoomika instituudi tuumiklaboris. Proovide
kontsentratsiooni modtmiseks teostati qPCR seadmega 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific, USA) kasutades KAPA Library Quantification Kitti (Kapa
Biosystems, USA).

Raamatukogu keskmise fragmentide pikkuse madramiseks kasutati TapeStation instrumenti
ning High Sensitivity D1000 (Agilent Technologies, USA) siisteeme vastavalt tootja
protokollile. Raamatukogu ettevalmistus kédis vastavalt MiSeq Reagent Kit v2 komplekti
(IMumina, USA) tootjapoolsetele juhistele (Illumina, USA). Raamatukogu sekveneerimiseks
kasutati MiSeq sekvenaatorit (Illumina, USA), mille tulemusel saadi 2 x 250 aluspaari pikkused
lugemid.

2.2.9. Sekveneerimisandmete analiiiis

Antud katse kdigus amplifitseeriti iiles 24 amplikoni, milles paiknes 80 CpG saiti. Analiiiisi
kaasati CpG saidid, mille sekveneerimine Onnestus molema uuritava valimi indiviididega.
Selliseid saite oli kokku 19 (lisa 3). DNA sekveneerimisandmete esmane analiiiis viidi 14bi
Linux/Unix keskkonnas, kus andmete kvaliteedikontrolliks kasutati programmi FastQC
(versioon 0.11.9, Babraham Bioinformatics, 2019). Programmi TrimGalore (versioon 0.6.6,
Babraham Bioinformatics, 2020) abil teostati lugemite adapterite trimmimine ning programmi
Bismark (versioon 0.19.0, Babraham Bioinformatics, 2017) abil joondati lugemid inimese
referentsgenoomile (hg19/GRCh37) ning saadi kitte CpG saitide metiilatsioonivaartused.
Edasiseks andmeanaliiiisiks kasutati programmeerimiskeelt R (versioon 4.0.4; R Core Team
2021) ja integreeritud arenduskeskkonda RStudio (versioon 1.4.1717; RStudio Team, 2021).

DNA metiilatsioonipohise lineaarse regressiooni mudeli test- ja treeningandmestik jaotati R-i
paketi ,,caret” (versioon 6.0.86; Kuhn, 2020) abil ning mudel saadi kasutades paketti ,, MASS*
(versioon 7.3.53; Venables ja Ripley, 2002). Andmete ettevalmistamiseks rakendati pakette
»dplyr (versioon 1.0.5; Wickham et al., 2021) ja ,,data.table” (versioon 1.14.0; Dowle ja
Srinivasan, 2021). Tulemuste visualiseerimiseks kasutati aga pakette ,,ggplot2* (versioon 3.3.3;
Wickham 2016), ,,ggpubr* (versioon 0.4.0; Kassambara, 2020), ,,ggrepel* (versioon 0.9.1;
Slowikowski 2021), ,,pheatmap® (versioon 1.0.12; Kolde 2019) ja ,,scales* (versioon 1.1.1;
Wickham ja Seidel, 2020).
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2.3. TULEMUSED
2.3.1. Geelelektroforees

Huvipakkuvate CpG saitide metiileerituse uurimiseks teostati esimese valimi indiviidide gDNA
proovidele bisulfittootlus. Valimisse 2 kuuluvate indiviidide gDNA-le oli varasemalt tehtud
naatrium-bisulfittootlus toégrupi teise litkkme poolt. Valimi 1 proovide bisulfittootlusele jargnes
PCR-i amplifikatsioon kdigi 24 praimeripaariga, teise valimi proovide korral kasutati aga ainult
praimeripaare 1-8. Kontrollimaks bisulfittootluse onnestumist ja PCR-i efektiivsust kasutati
geelelektroforeesi meetodit. Joonisel 10 on vilja toodud geelelektroforeesi pilt indiviidi M23
kohta, millel on ndha 24 amplifitseeritud amplikoni. Kdik amplikonid olid oodatava pikkusega
(lisa 2).
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Joonis 10. Katses kasutatud 24 amplikoni ning nende pikkused. Geelelektroforeesi pildil

UV-valguse all on vilja toodud amplikonide numbrid ja pikkused. Esimesel ja viimasel real on
pikkusmarker pUC19 DNA/Mspl (HPAII).

2.3.2. Rakutiiiibispetsiifiline CpG saitide metiileeritus

Uheks antud t66 eesmirgiks oli hinnata CD4" Treg rakkude osakaalu valgete vererakkude
(WBC, ingl. k white blood cells) suhtes CpG saitide metiileerituse alusel. Uuritavad 24
amplikoni sisaldasid 80 CpG saiti, millest analiiiisi kaasati 19 (lisa 3). Antud CpG saidid
parinevad jargmistest geenidest: GITR (amplikon 1), CTLA4 (amplikonid 2, 3) ning FOXP3
(amplikonid 4, 5, 7, 8). Uuritavateks rakupopulatsioonideks antud uurimuses olid eelnevalt
CD4* T-rakkudest FACS meetodil sorditud Tn, Treg, Th1 ja Th17 rakud (punkt 2.2.4.). Katses
kasutatud proovide nimedes kajastub nii indiviidi sugu, vanus kui ka sorditud rakutiitip. Néiteks
,N41-Treg* on naissoost indiviidi (vanus 41 eluaastat) Treg rakkude populatsiooni proov.

Teades, et DNA metiilatsiooni alusel on voimalik eristada rakutiitipe, kasutati peakomponent-

analiiisi (PCA, ingl. k principal component analysis), et vaadata nelja uuritava raku-

populatsiooni metiilatsiooniprofiilide spetsiifilisust. PCA tekitab omavahel mitte-korreleeruvad

uued tunnused ehk peakomponendid selliselt, et esimene peakomponent kirjeldaks CpG saitide
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metiileerituse varieeruvusest kdige suurema osa ning iga jirgmine jirjest vdiksema osa.
Tulemuste visualiseerimiseks kasutati esimest kahte peakomponenti ehk peakomponenti 1
(PC1) ja 2 (PC2). Joonisel 11 on vilja toodud uuritavate CD4" T-rakkude alampopulatsioonide
PCA joonis. Oodatava tulemusena tekkis CpG saitide metiileerituse alusel klasterdumine.

Selgelt eristusid Tn ja Treg rakud. Soospetsiifilist klasterdumist oli enim naha Treg rakkude

puhul.
PCA CD4+ T-rakud CpG nr: 19 proovide nr: 27
51 Sugu
e M
9 AN
~
@ 01
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-10 1
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Joonis 11. 19 CpG saidi metiileerituse varieeruvus neljas uuritavad rakupopulatsioonis.
Telgedel on vélja toodud pdhikomponendid 1 (PC1) ja 2 (PC2). Iga punkt tihistab {ihte
indiviidi. Varvikoodiga on eristatud rakupopulatsioonid ning punkti kujuga sugu.

Jargnevalt vaadati CpG saitide metiileerituse geenispetsiifilist klasterdumist, mis on vilja
toodud joonisel 12. Lisaks uuriti kas ja kuidas on uuritavate geenide CpG saitide
metiilatsiooniga seotud sugu ja vanus. Tulemuste visualiseerimiseks kasutati kuumakaarti
(ingl. k heatmap), kus sarnasema metiileerituse profiiliga indiviidid/proovid asuvad korvuti.
Jooniselt on nidha, et GITR geenis paiknevad CpG saidid olid sarnaselt metiileeritud nii meestel
kui ka naistel ning koikides uuritavates rakutiitipides. See-eest CTLA4 geeni CpG saidid olid
Treg rakkudes iildiselt madalamalt metiileeritud vorreldes teiste uuritavate raku-
populatsioonidega. Selgelt eristas Treg rakke ka FOXP3 geeni CNS2 ja CNS3 piirkonnas
paiknevate CpG saitide hiipometiilatsioon, mis on joonisel 12 margistatud vastavalt punase ja
sinise kastiga. Soospetsiifilist klasterdumist oli ndha eelkodige Treg rakkude puhul, kus FOXP3

geenis paiknevad CpG saidid olid naistel korgema metiileerituse tasemega. Eraldi vaadati ka

35



vanuse korrelatsiooni uuritava 19 CpG saidi metiileeritusega, kuid {ihtegi statistiliselt olulist

tulemust ei leitud tulenevalt vdikesest valimist tingitud véikesest voimsusest.

e S i T
N22-Th17
N24-Tn 20

NN 4444 N EEGeen I Geen
80
N22-Th1
M32-Tn 25

Nd1-Treg CTLA4
N21-Treg
N22-Treg FOXP3
M31-Treg
M23-Treg GITR
M47-Treg
M32-Treg 60
N24-Treg Vanus
N22-Tn
N41-Tn 45
N21-Th17 40
M31-Tn

w

=

[(=}

c

M47-Tn
M23-Tn

M38-Tn 0 sugu

M38-Th17

M23-Th17 N
N24-Th17

M23-Th1 M
MA47-Tht

N24-Th1

M31-Th17
M47-Th17

Lierii6y Xy
0Zev 167 X2
SPSPLLEY XY

L906EL L 1LY

9L LLBY XY
B80Sy L LEY X142
Ly8PLLEY XY
L8LPELPOT 22
9EZBLL6Y XIY?
ZL9LELP0T T2
ZG0BEL L Y2
FGOBEL L LIY2
8S06EL I Y2
080BEL L Y2
908% L L6¥ XIY2
F68YLLEY XIU2
989.ELP0T T2

Joonis 12. 19 CpG saidi geenispetsiifiline metiileeritus uuritavates CD4* Treg rakkude.
Reas on vilja toodud proovide nimed (indiviidid), vanus ja sugu, tulbas aga CpG saitide asukoht
kromosoomis. Varvikoodiga on eristatud metiileerituse tase (skaalal 0-100%), geen, sugu ja
vanus. Iga kastike tdhistab ithe CpG saidi metiileerituse protsenti iihel indiviidil. Punase kastiga
on tihistatud FOXP3 geeni CNS2, sinise kastiga aga CNS3 piirkonnas asuvad CpG saidid.

2.3.3. Metiileerituse tase uuritavates CpG saitides

Uuritavad 19 CpG saiti asusid Treg rakkude fenotiiiipi kirjeldavates geenides (lisa 3). Nendest
viis asusid GITR (1.-5. sait), kolm CTLA4 (6.-8. sait) ja 11 FOXP3 (9.-19. sait) geenis.
Uuritavates rakupopulatsioonides diferentsiaalselt metiileeritud ning statistiliselt olulisemad
tulemused on vilja toodud joonisel 13. Eeldus, et Treg-spetsiifilistes geenides on Treg rakkude
korral CpG saidid hiipometiileeritud, pidas antud juhul paika. Kdige enam erines CpG saitide
metiileeritus 17. chrX.49117332 ja 18. chrX.49117337 CpG saidi korral. Tegu oli FOXP3
geenis CNS2 piirkonnas asuvate CpG saitidega, mille demetiilatsiooni loetakse iiheks parimaks
Treg rakkude markeriks. Kdige sarnasem CpG saidi metiilatsioonitaseme véértuse keskmine oli

3. ¢chrl.1139058 CpG saidis, mis asub GITR geenis. Vorreldes teiste uuritavate
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rakupopulatsioonidega oli Treg rakkude korral CpG saitide metiilatsioonitaseme véartused
kdige varieeruvamad, seda nii GITR ja CTLA4 kui ka X-liitelise FOXP3 geeni puhul.
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Joonis 13. Uuritavate CpG saitide metiileeritus erinevates CD4* T-raku alam-
populatsioonides. Vilja on toodud kiimne statistiliselt olulisema CpG saidi metiileeritus t66s
késitletud neljas erinevas rakupopulatsioonis (Tn, Treg, Th1 ja Th17). X-teljel on vilja toodud
rakutiilip, y-teljel metiileerituse protsent. Varvikoodiga on eristatud rakutiiibid. Paneelidel on
vilja toodud ka CpG saitide nimed (asukohad kromosoomis), numeratsioon, mis vastab lisas 3
véljatoodule, ning kohandatud p-vdartused. Kohandatud p-véirtused arvutati valeavastuste
madra (FDR, ingl. k false dicovery rate) meetodi ning statistiline olulisus arvutati Wilcoxoni
testi abil. Tulemust peeti statistiliselt oluliseks, kui kohandatud p-véaartus oli vdiksem kui 0,05.
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2.3.3.1.  Soospetsiifiline CpG saitide metiileeritus

Jargmisena vaadati eelnevalt joonisel 13 vilja toodud CpG saitide metiilatsioonitasemete
vadrtuste erinevusi soospetsiifiliselt uuritavate rakupopulatsioonide raames. Kuna antud juhul
oli valimi suurus pool varasemast ja statistiline voimsus oli lihtsalt liiga véike, siis lihtegi

statistiliselt olulist erinevust ei saadud. Antud tulemused on vélja toodud joonisel 14.
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Joonis 14. Uuritavate CpG saitide soospetsiifiline metiilatsioonitaseme viirtused
erinevates CD4" T-raku alampopulatsioonides. Vilja on toodud kiimne CpG saidi
metiileeritus soospetsiifiliselt t66s kasitletud neljas uuritavas CD4" T-rakupopulatsioonis (Tn,
Treg, Thlja Th17). X-teljel on vélja toodud rakutiiiip, y-teljel CpG saidi metiileerituse protsent.

38



Virvikoodiga on eristatud sugu. Paneelidel on vilja toodud ka CpG saitide nimed (asukohad
kromosoomis), numeratsioon, mis vastab lisas 3 viljatoodule, ning kohandatud p-vaartused.
Kohandatud p-véartused arvutati FDR meetodi ning statistiline olulisus arvutati Wilcoxoni testi
abil. Tulemust peeti statistiliselt oluliseks, kui kohandatud p-véartus oli vdiksem kui 0,05.

Koigi nelja uuritava rakupopulatsiooni korral on ndha, et varasemad suured CpG saitide
metiilatsioonivadrtuste varieeruvused voisid tuleneda nii soospetsiifilisest varieeruvusest kui ka
soo 1dikes suurest meiilatsioonitaseme véértuste varieeruvustest. Kdige sarnasemad CpG saitide
metiilatsioonitaseme véairtuste keskmised rakupopulatsioonide raames meestel ja naistel olid
GITR ja CTLA4 geenides paiknevatel CpG saitidel (vastavalt 3. chr1.1139058 CpG sait ning 7.
chr2.204737672 ja 8. chr2.204737686 CpG saidid). Kuigi viikese statistilise vOimusese tottu
soospetsiifilist metiilatsioonierinevust ei tuvastatud, oli ndha oodatud trendi eelkdige X-
kromosoomil paikneva FOXP3 geeni korral, kus CpG saitide metiileeritus paistis olevat naiste

puhul kdrgem vorreldes meestega uuritavates rakupopulatsioonides.

2.3.4. Mudeli loomine

Kédesoleva magistritod teine eesmérk oli uurida bisulfitsekveneerimise pdohise meetodi
potentsiaali, mille kasutamisel oleks voimalik méérata vererakkudest isoleeritud DNA-st Treg
rakkude osakaalu DNA metiilatsioonimustri pdhjal. Selleks kirjeldati valimi 1 indiviidide abil
Treg rakkudes diferentsiaalselt metiileeritud CpG saite, mille metiilatsioonitaseme véaértus oli
statistiliselt oluliselt erinev (kohandatud p-véirtus < 0,05) teiste uuritud CD4* T-rakkude
alampopulatsioonide suhtes. Kokku oli selliseid saite 10 ning need on eelnevalt joonisel 13
véljatoodud CpG saidid. Nendest iiks CpG sait asus GITR geenis, kolm CTLA4 ja kuus FOXP3
geenis. Kuna FOXP3 geen asub X-kromosoomis, siis tuli meetodi arendamisel votta arvesse ka

voimalikku soospetsiifilist CpG saitide metiilatsioonitaseme véaértuste erinevust.

Meetodi arendamisel kasutati valimisse 2 kuuluvaid indiviide (33 meest ja 57 naist), kelle puhul
oli teada kliiniline taust ning olemas uuritavate CpG saitide sekveneerimistulemused ehk
metiilatsioonitaseme véairtused. Lisaks olid olemas ka varasemalt teise t66grupi litkme poolt
tehtud voolutsiitomeetria andmed, sealhulgas Treg rakkude osakaal WBC-dest.
Voolutsiitomeetria andmestikus oli olemas nii Treg rakkude iildine osakaal kui ka
alampopulatsioonide info. Viimaste hulgas olid naiivsed (jargnevalt joonistel kasutatud

stinoniitimina sdna ,,naive®), RTE Treg, CM Treg ja EM Treg rakud.

Antud t60 raames prooviti luua lineaarset regressioonimudelit, kus uuritavaks tunnuseks on

Treg rakkude osakaal WBC-dest. Enne mudeli tegemist vaadati, kas ja kuidas on olulisemad
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lineaarse regressiooni eeldused tdidetud. Kdigepealt uuriti kiimne Treg rakke eristavate CpG
saidi korrelatsiooni Treg rakkude osakaaludega soospetsiifiliselt. Selle visualiseerimiseks
kasutati korrelatsiooni kuumakaarti (joonis 15), kus paneelil A ja B on vastavalt vélja toodud
valimisse 2 kuuluvate naiste ja meeste korrelatsioonid. Koikide indiviidide Treg rakkude
osakaalude ja CpG saitide metiilatsioonitaseme véirtuste vaheline korrelatsioonimaatriks on

vélja toodud lisas (lisa 4).
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Joonis 15. Kiimne Treg rakkudes diferentsiaalselt metiileeritud CpG saidi korrelatsioon
Treg rakkude osakaaludega soospetsiifiliselt. A paneelil on naiste ja B paneelil meeste CpG
saitide metiileerituse ja Treg rakkude osakaalu suhe. Reas on vilja toodud uuritavad
voolutsiitomeetria tunnused ehk Treg rakkude osakaalud ja tulbas véljavalitud kiimne CpG saidi
nimed (asukohad kromosoomis). Vérvikoodiga on eristatud geen ja korrelatsiooni aste. Iga
kastike tdhistab iihe CpG saidi metiileerituse ja vastava Treg rakkude osakaalu seost. Kasutatud
on Pearsoni korrelatsiooni.
40



Vaadates koikide valimisse 2 kuuluvate indiviididega korrelatsioonimaatriksit (lisa 4), siis sealt
el joonistu vilja vdga tugevaid seoseid Treg rakkude osakaalude ja CpG saitide
metiilatsioonitaseme vaartuste vahel. Soospetsiifiliselt on korrelatsioonid juba tugevamad.
Naiste puhul tekkisid kdige paremad korrelatsioonid GITR geenis (3. chr1.1139058), CTLA4
geenis (6. chr2.204734181) ja FOXP3 geenis (12. chrX.49114806) paikneva CpG saidi
(joonisel 15A vilja toodud musta kastiga) ning RTE Treg, naiivsete Treg ja tildise Treg rakkude
osakaalu vahel. Meestel joonistus vilja kdige tugevam seos Treg rakkude osakaaludega samuti
FOXP3 geenis CNS3 piirkonnas paikneval 12. chrX.49114806 CpG saidil (joonisel 15B vilja
toodud punaste kastiga), kuid seda koikide uuritavate Treg rakkude osakaalu tunnustega.
Molema soo nditel tekkisid kdige paremad korrelatsioonid RTE Treg rakkude

alampopulatsiooniga.

Jargmisena vaadati uuritavate voolutsiitomeetria tunnuste ehk Treg rakkude osakaalude
védrtuste jaotusi. Eesmérk oli uurida, kas andmed on enam-vihem normaaljaotusega ning kas

esineb darmuslikke vaartuseid. Vastavad histogrammid on vélja toodud joonisel 16.
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Joonis 16. Uuritavate Treg rakkude populatsioonide andmete jaotused. X-teljel on vilja
toodud Treg rakupopulatsioonide osakaalud protsentides WBC-dest, y-teljel on kindlasse
vahemikku jddvate vaatluste arv.

Eelmiselt jooniselt on niha, et jaotustel kipub olema niinimetatud saba, seda eriti just naiivsete
ja RTE Treg rakkude puhul. Kui sdltuv muutuja on sabaga, siis see v0ib mdjutada lincaarse
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regressiooni mudeli toimimist. Seega selleks, et saada parem mudel, prooviti andmeid

transformeerida logaritmimisega (joonis 17).
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Joonis 17. Uuritavate Treg rakkude populatsioonide andmete logaritmitud jaotused. X-
teljel on vilja toodud Treg rakupopulatsioonide logaritmitud osakaalud WBC-dest, y-teljel on
kindlasse vahemikku jadvate vaatluste logaritmitud arv.

Antud juhul on ndha, et logaritmimine on aidanud varem mainitud naiivsete ja RTE Treg
rakkude tunnuste korral, kus andmete jaotus on niilid rohkem normaaljaotusele sarnasem. Seega
edaspidi sobiva mudeli loomisel kasutati logaritmitud naiivsete ja RTE Treg rakkude

osakaalude véartuseid.

Prognoosiva mudeli saamiseks jaotati valimi 2 indiviidid juhuslikkuse alusel kaheks: 75%
maédrati treeningandmestikuks, mida kasutati mudeli loomiseks, ning 25% andmestikust jéi
mudeli prognoosivdoime hindamiseks ehk testandmestikuks. Uuritavate ehk sdltuvate
tunnustena kasutati Treg rakkude osakaale ning seletavate muutujatena, mis aitaksid kirjeldada
uuritava tunnuse varieeruvust, kiimmet olulisemat CpG saiti ja faktortunnusena sugu. Parima
mudeli saamiseks kasutati kombineeritud sammregressiooni (ingl. k stepwise regression),
tapsemalt stepAIC meetodit. Tegu on meetodiga, kus alustatakse lihtsast mudelist ning kuhu
hakatakse lisama seletavaid muutujaid. Igal sammul kontrollitakse, kas juba mone lisatud

argumendi véljajdtmine parandab mudelit (Kaérik, 2017). Eesmérk on jouda statistiliselt olulise
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ning vdimalikult lihtsa mudelini, mida aitab hinnata Akaike informatsiooni kriteerium*® (AIC,
ingl. k Akaike information criterion). AIC ldahtub F-statistikust, mis kirjeldab mudeli statistilist
olulisust, ja argumentide arvust hinnates informatsioonikadu tulenevalt mudeli lihtsustamisest.
Mida vidiksem on AIC viirtus, seda parem on mudeli prognoosivoime ning parim sobivus

kasutatavale andmestikule.

Uuritava tunnusele voib leida tihtipeale mitu erinevat mudelit sarnase ennustusjduga ning
nendest parima mudeli valimiseks on voimalik kasutada erinevaid ldhenemisviise. Voib valida
mudeli, mis sisaldab kdige vidhem argumente ehk on kdige 6konoomsem voi mida on koige
lihtsam interpreteerida. Antud t66 raames valiti parim mudel selle juuritud keskmise ruutvea
ehk RMSE (ingl. k root mean squared error) jargi, mis vordleb tegelikke ja mudeli ennustatud
vaartusi. Lisaks vaadati ka tegelike ja ennustatud vaartuste vahelist korrelatsiooni kasutades
Pearsoni korrelatsioonikordajat. Nende tingimuste alusel osutus parimaks mudeliks tildist CD4*
Treg rakkude osakaalu ennustav mudel, mille véljund on vélja toodud joonisel 18. Teiste loodud
mudelite valjundid, kasutatud CpG saidid ja mudeli to6kindlus on vilja toodud lisades (lisa 5,
6, 7 ja 8).

call:
Im(formula = Treg_WBC ~ chrl.1139058.1139058.GITR.Treg +
chr2.204737686.204737686.CTLA4.Treg +
chrx.49117337.49117337.FOXP3.Treg + chrx.49119236.49119236.F0XP3.Treg,
data = data)

Residuals:
Min 10 Median 3Q Max
-0.58812 -0.23625 -0.07944 0.10252 1.21008

Coefficients:

Estimate std. Error t value Pr(>|t|)
(Intercept) 7.527606 .734362 2.016 0.0480 =
chr1l.1139058.1139058.GITR.Treg -0.040538 .026462 -1.532 0.1304
chr2.204737686.204737686.CTLA4.Treg -0.053594 .028446 -1.884 0.0640 .
chrx.49117337.49117337.FOXP3.Treg 0.024112 .017492 1.378 0.1728
chrx.49119236.49119236.FOXP3.Treg -0.009584 .003721 -2.576 0.0123

signif. codes: 0 ‘®*%’ 0.001 ‘*+*’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 * ' 1

OO0 o oW

£

Residual standard error: 0.3518 on 65 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.1582, Adjusted R-squared: 0.1064
F-statistic: 3.054 on 4 and 65 DF, p-value: 0.02278

Joonis 18. Viilja valitud mudeli viljund Treg rakkude osakaalu ennustamiseks. Viljundi
esimeses osas on vilja toodud uuritav tunnus ning mudelis kasutatud argumendid (CpG saidid).
Tabelis ,,Coefficients on kirjas mudeli parameetrid koos statistilise usaldusvédrsuse
nditajatega. Tulbas ,,Estimate* on aga vilja toodud argumentide regressioonikordajad. Mudeli

4 https://towardsdatascience.com/introduction-to-aic-akaike-information-criterion-9c9balc96ced
5 https://ashutoshtr.medium.com/what-is-stepaic-in-r-a65b71c9eeba
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statistilist olulisust niitab F-statistik. Determinatsioonikordaja R? nitab, kui palju uuritava
tunnuse (antud juhul Treg rakkude osakaalu) hajuvusest mudel &ra kirjeldab.

Viljundi esimene osa ,,Call* niitab, mis muutujaid on mudelisse kaasatud. Antud mudelis on
argumentidena kasutatud nelja CpG saiti (jooniselt 13 saidid 3, 8, 18 ja 19). Tabelis
,,Coefficients* on kirjas mudeli parameetrid koos statistilise usaldusvéarsuse naitajatega. Tulbas
,,Estimate® on vilja toodud argumentide ehk soltumatute tunnuste regressioonikordajad, mis
nditavad, millisel maaral iga argument mdjutab uuritavat tunnust eeldusel, et teised argumendid

samal ajal ei muutu.

Mudeli koefitsientide viimases tulbas on vilja toodud mudelis kasutatud argumentide
hinnangud ehk nende olulisuse tdendosused. Antud juhul on Treg mudelis ainult {ihe CpG saidi
metiilatsioonitaseme véartuse statistiline olulisus suurem 0,05, mis tdhendab, et teised
mudelisse kaasatud argumendid tegelikult Treg rakkude arvu statistiliselt oluliselt ei mojuta.
Mudeli viljundi eelviimases reas on determinatsioonikordaja R? viirtus, mis niitab, kui palju
uuritava tunnuse (antud juhul Treg rakkude osakaalu) hajuvusest mudel éra kirjeldab. Antud
valitud mudeli korral on see ca 16%. Kohandatud R? viirtus, mis arvestab ka valimi suurust ja
seletavate tunnuste arvu mudelis, on 0,11 ehk antud juhul suudab mudel Treg rakkude
hajuvusest kirjeldada 11%. Viljundi viimane rida nditab mudeli statistilist olulisust ehk p-

védrtust, mis antud viljavalitud mudeli korral on vdiksem kui 0,05.

Sarnaselt CM Treg mudeliga ei vota viljavalitud tildise CD4* Treg rakkude osakaalu ennustav
mudel arvesse soospetsiifilist metiileeritust (faktoritunnusena sugu). Kdige keerulisemaks ehk
rohkemate parameetritega mudeliks osutus RTE Treg rakkude osakaalu ennustav mudel. See
kasutas viie CpG saidi metiilatsioonivaartuseid ning faktortunnusena sugu (lisa 8A). Kdige
lintsam oli aga EM Treg rakkude osakaalu ennustav mudel, mis kasutas ainult kahe
informatiivse CpG saidi metiilatsioonivédrtuseid (lisa 6A). Kdige informatiivsemateks CpG
saitideks osutusid FOXP3 geenis CNS2 piirkonnas paiknev 18. chrX.49117337 ja CTLA4
geenis paiknev 8. chr2.204737686 CpG sait (lisa 3), mida kasutati neljas uuritavas mudelis.

Modlemad CpG saidid olid kaasatud ka iildise CD4" Treg rakkude osakaalu ennustamisesse.
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2.3.5. CDA4* Treg rakkude osakaalu ennustamiseks kasutatud CpG saidid

Treg rakkude osakaalude ennustamiseks kasutas mudel kiimnest Treg rakkudes diferentsiaalselt
metiileeritud CpG saidist nelja koige informatiivsemat. Viimaste seas oli GITR geenis paiknev
3.¢hr1.1139058 CpG sait, varem mainitud CTLA4 geenis paiknev 8. chr2.204737686 CpG sait
ning tilejdanud kaks kasutatud CpG saiti asusid FOXP3 geenis. Nende saitide korrelatsioonid
Treg rakkude osakaaluga on vilja toodud joonisel 19. Korrelatsioone vaadati nii
soospetsiifiliselt kui ka koikidel valimisse 2 kuuluvatel indiviididel tildiselt. Kdige tugevamad

seosed CpG saitide metiileerituse ja Treg rakkude osakaalu vahel esinesid meestel.
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Joonis 19. Treg mudelis kasutatud nelja informatiivsema CpG saidi korrelatsioon
uuritava tunnuse ehk Treg rakkude osakaaluga. X-teljel on vilja toodud uuritav tunnus
(Treg rakkude osakaal WBC-dest) ning y-teljel mudelis kasutatud CpG saidi asukoht
kromosoomis. CpG saitide numeratsioon vastab lisas 3 viljatoodule. Virvikoodiga on eristatud
meeste ja naiste CpG saitide metiileerituse korrelatsioonid uuritava tunnusega koos ning eraldi.
Kasutatud on Pearsoni korrelatsiooni.
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2.3.6. CDA4* Treg rakkude mudeli tookindluse testimine

Viljavalitud parima mudeli t6okindluse ja prognoosivoime uurimiseks voeti appi test-
andmestik (25% valimi 2 indiviididest). Selleks ennustati mudeli abil testandmestiku kuuluvate
indiviidide CD4" Treg rakkude osakaalud WBC-dest ning saadud véirtusi vorreldi tegelike
vaartustega. Tulemuste visualiseerimiseks kasutati hajuvusdiagrammi (ingl. k scatterplot).
Joonisel 20 on nidha, et ennustatud ja tegelike véairtuste vahel esineb kiillaltki tugev Seos
(r=0,73), mis viitab, et mudel on informatiivne. Lisaks on ndha tendentsi, kus mudel on
madalamaid Treg rakkude osakaalude vdartuseid lilehinnanud (tulemused voivad erineda isegi

kolmekordselt), samas kui korgemaid Treg rakkude osakaale mudel pigem alahindab.

Joonisel on vilja toodud ka mudeli RMSE, mis kirjeldab, kui palju ennustatav vaértus erineb
tegelikust vadrtusest. Mida kdrgem on RMSE, seda halvem mudel on. Antud juhul on RMSE
vaartus 0,26, mis tldistatult tdhendab, et mudel eksib ennustuse tegemisel keskmiselt 0,26%
vorra absoluutarvudes. Néiteks saades Treg rakkude osakaalu ennustuseks 0,5%, vOib see

tegelikult olla hoopis 0,76%.
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Joonis 20. Mudeliga ennustatud Treg osakaalude vordlus WBC-dest tegelike vidrtustega.
X-teljel on vilja toodud tegelikud ning y-teljel ennustatud Treg rakkude osakaalu vaartused
WBC-dest protsentides. Joonisele on margitud ka kahe uuritava tunnuse korrelatsiooni r ning
mudeli RMSE viirtus.
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2.4. ARUTELU

Regulatoorsed T-rakud on olnud juba aastakiimneid véga populaarne uurimisteema. Esimesed
toendid supressiivsete T-rakkude olemasolust on périt 1969. aastast (Nishizuka ja Sakakura,
1969). Labimurre toimus aga 1995. aastal, kui avastati pinnaretseptorit CD25 ekspresseeriv
CD4" Treg rakkude alampopulatsioon, mis kaitses ilma tiilimuseta hiiri autoimmuunsuse eest
(Sakaguchi et al., 1995). Pérast seda on ldbi viidud vdga palju uuringuid arusaamaks antud
rakupopulatsiooni  olemust, rolli immuunsiisteemi homdostaasi sdilitamisel ning
autoimmuunsuse ennetamisel. Tadnaseks pdevaks ongi just CD4"CD25" Treg rakud kdoige
paremini Kirjeldatud regulatoorset aktiivsust omav T-rakkude alampopulatsioon, mis oli ka

kiesoleva magistritdd fookuses.

Antud magistrito6 eesmérgiks oli kirjeldada CD4" Treg rakkude ennustamiseks oluliste CpG
saitide metiilatsioonitasemete véirtuseid nii erinevates CD4" T-rakupopulatsioonides kui ka
soospetsiifiliselt. Lisaks uurida bisulfitsekveneerimise pohise meetodi potentsiaali, mille
kasutamisel oleks vdimalik méirata vererakkudest isoleeritud DNA-st CD4" Treg rakkude
osakaalu DNA metiilatsioonimustri pohjal. Selleks kasutati kahte uuritavat valimit. Esimesse
valimisse kaasati liheksa indiviidi (viis meest ja neli naist), kelle abil selgitati vdlja Treg
rakkudes diferentsiaalselt metiileeritud CpG saidid. Teise valimi moodustasid 33 meest ja 57
naist, kelle kohta oli teada ka kliiniline taust. Teise valimi indiviidide abil loodi epigeneetikal

pohinev mudel.

Vaatluse alla vdeti 24 amplikoni, mis sisaldasid 80 CpG saiti. Amplikonid asusid nii Treg
rakkude fenotiiiipi kirjeldavates geenides (nditeks GITR, FOXP3, TIGIT, CTLA4) kui ka teisi
T-raku alampopulatsioone kirjeldavates geenides (nditeks CD8A, CD4, CD3E, CD3G). Kuna
sekveneerimine ei onnestunud koigi 24 amplikoni CpG saitidega, siis kaasati analiiiisi ainult
need CpG saidid, mille sekveneerimisandmed saadi mdlema uuritava valimi indiviidide kohta.

Kokku oli selliseid amplikone 7 ning CpG saite nendes 19 (lisa 3).

Antud 19 CpG saiti asusid Treg rakkude signatuurgeenides GITR, CTLA4 ja FOXP3. Nendest
19 CpG saidist selgitati vdlja Treg rakkudes diferentsiaalselt metiileeritud CpG saidid, mis
omakorda kaasati hiljem bisulfitsekveneerimise pohise mudeli loomisesse. Selliseid saite oli
kiimme (joonis 13). Esindatud olid kdigi kolme eelnevalt véljatoodud geeni CpG saidid, mis
asusid peamiselt geenikehas, introonses alas. Nende hulgas olid ka FOXP3 CNS2 ja CNS3
piirkonna CpG saidid. Kéesoleva magistritoé tulemused kinnitasid, et CD4" Treg rakkude

signatuurgeenides esineb  hiipometiilatsioon vorreldes teiste CD4" T-raku alam-
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populatsioonidega. CTLA4 ja GITR geenides on see oluline toetamaks Treg rakkudele omase
geeniekspressiooni  tekkimisest, supressiivset aktiivsust ja stabiilset Treg rakkude
pinnamolekulide ekspressiooni (Herppich et al., 2019; Morikawa et al., 2014). Tugev
hiipometiilatsioon FOXP3 geeni CpG saitides, just CNS piirkondades, on aga tihtis Treg
rakkude funktsioneerimiseks ning FOXP3 geeni ekspresseerumiseks (Ohkura et al., 2012;
Zheng et al., 2010). Erinevalt CTLA4 ja GITR geenidest asub FOXP3 geen X-kromosoomis,
mistottu voib selle CpG saitide metiileeritus erineda soospetsiifiliselt (Rossetti et al., 2015).
Seda vois ndha ka antud t66 tulemustest, sest sarnaselt varasematele uuringutele kujunes vilja
trend, kus naistel paistis esinevat korgem FOXP3 geeni CpG saitide metiileerituse tase
vorreldes meestega, seda just CNS2 ehk TSDR piirkonnas paiknevatel CpG saitidel (antud t60s
saidid 17. chrX.49117332 ja 18. chrX.49117337) (Baron et al., 2007; Rossetti et al., 2015).

Samas viikese statistilise voimsuse t3ttu ei tuvastatud soospetsiifilisi metiilatsioonierinevusi.

Nagu varem mainitud, rakutiilipidel on individuaalsed, spetsiifilised metiilatsioonimustrid
(Farlik et al., 2016) ning nende detekteerimiseks on kolm peamist l&henemisviisi. Nendeks on
naatrium-bisulfittootlusel, restriktsiooniensiitimil ja afiinsuse rikastamisel (ingl. k affinity
enrichment-based) pohinevad meetodid. K&ige populaarsem ja enimkasutatav on neist kolmest
naatriumbisulfitto6tlusel pohinevad meetodid (Pajares et al., 2021). Ka kéesolevas t6os kasutati
bisulfitsekveneerimist genoomse DNA CpG saitide keskmise metiileerituse hindamiseks.
Antud meetodi eelisteks on kiirus ja odav hind, samas vdivad puudusteks osutuda madal
sensitiivsus suure hulga alleelide ja heterogeensete metiilatsioonimustrite tdttu (Jiang et al.,

2010).

DNA metiilatsiooni vdga tugevaks plussiks on selle kvantiseeritavus. Tegu on stabiilsema
parameetriga kui mRNA ekspressioon voi valgusiintees (Baron et al., 2006), mistdttu on
metiilatsioonipdhistel mudelitel palju potentsiaali. Uhtlasi oleks DNA metiilatsioonipdhine
meetod hea ja kiirem alternatiiv senisele voolutsiitomeetria analiitisile (Accomando et al., 2014)
ning proovidele, mille puhul voolutsiitomeetria ei anna tipseid ning usaldusvéérseid tulemusi.
Uheks selliseks niiteks on kiilmutatud nabandéri vereproovid, mis sisaldavad multipotentseid
tiivirakke, mida kasutatakse tosiste hematoloogiliste haiguste ravis (Duggleby et al., 2020).
Treg rakkude metiilatsioonimudelite eelis voolutsiitomeetria ees on ka see, et kasutades
rakutiitibispetsiifilist CpG saitide metiileeritust vélistatakse koiki T-rakke, mis on ajutiselt
omandanud Treg-sarnase fenotiiiibi (Husseiny et al., 2020). Seega perifeersete Treg rakkude

detekteerimise tapsus paraneks.
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Juba on astutud ka esimesi samme Treg rakkude metiilatsioonipdhiste mudelite loomise suunas.
Enamik uuringutest on markerina kasutanud FOXP3 geenis paiknevat TSDR piirkonna
demetiileeritust ja meetodina metiilatsioonispetsiifilist Kkvantitatiivset poliimeraasi ahel-
reaktsiooni. Seni loodud mudelid on kinnitanud, et TSDR demetiilatsioon on vidga hea marker
Treg rakkude ennustamiseks (Sehouli et al., 2011) ning et metiilatsioonipdhisel mudelil on hea
sensitiivsus ja spetsiifilisus (Barzaghi et al., 2012). Samas voib nende mudelite limitatsiooniks
olla potentsiaalne meeste ja naiste CpG saitide metiileerituse erinevus TSDR piirkonnas
tulenevalt XCI-st (Rossetti et al., 2015; Wieczorek et al., 2009). Olukorra parandamiseks on
kasutatud erinevaid ldhenemisviise: naiste puhul on tulemust parandatud faktoriga 2
(Wieczorek et al., 2009) voi kui meeste ja naiste Treg rakkude osakaaludes erinevusi ei olnud,
siis késitleti neid mudelis ithtemoodi (Barzaghi et al., 2012). Lisaks on soovitatud Treg rakkude
ennustamist/loendust teha soospetsiifiliselt (Duggleby et al., 2020). Kuna molekulaar-
patoloogia uurimisgrupi kogemuste pohjal on metiilatsioonispetsiifiline kvantitatiivne
poliimeraasi ahelreaktsioon varieeruva tulemusega ning pole kdige parem meetod metiilatsiooni

hindamiseks, siis on antud t66s mindud bisulfitsekveneerimise teed.

Epigeneetikal pohineva mudeli arendamiseks kasutati lineaarset regressiooni ning
16ppmudelini jouti kasutades sammregressiooni, tipsemalt stepAIC meetodit. Selleks kaasati
varem valimi 1 abil vélja selgitatud kiimme Treg rakkudes diferentsiaalselt metiileeritud CpG
saiti ning faktortunnusena sugu. Soltuva tunnusena kasutati Treg rakkude tildosakaalu koigist
valgetest vererakkudest voi alatiiiipide osakaalusid (nTreg, RTE Treg, CM Treg ja EM Treg
rakke). Parim mudel valiti selle juuritud ruutkeskmise vea ehk RMSE (ingl. k root mean
squared error) alusel. Selleks osutus tildist CD4" Treg rakkude osakaalu prognoosiv mudel,
millel oli tihtlasi kdige tugevam seos ennustatud ja tegelike védrtuste vahel (joonis 20). Antud
mudel kasutas Treg rakkude ennustamiseks kiimnest CpG saidist nelja. Kdik neli CpG saiti
asusid Treg rakkude funktsioneerimiseks olulistes geenides: liks asus GITR, iiks CTLA4 geenis
ning iilejddnud kaks FOXP3 geenis (iiks nendest CNS2 piirkonnas). Tulemustest oli néha, et
viga madalaid Treg rakkude osakaalusid véljavalitud mudel {ilehindab ja korgemaid Treg

rakkude osakaale alahindab.

Nagu varem mainitud oli véljavalitud mudeli tegelike ja ennustatud védrtuste suhe koige
tugevam. See sisaldas vorreldes teiste potentsiaalsete mudelitega iildiselt rohkem parameetreid.
Teadupoolest lisab iga parameeter keerulisust juurde ning see voib suurendada mudeli viga
viikese valimi korral. Mida lihtsam on mudel, seda vdiksem on hindamisviga. Véga oluline on

prognoosiva mudeli arendamisel tdhelepanu poorata ka kasutatavatele CpG saitidele.
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Varasemalt oli vélja toodud, et algselt oli antud katse raames plaanitud kaasata CpG saite ka
teistest T-raku alampopulatsioone kirjeldavatest geenidest. Lopuks saadi edasi liikuda ainult
Treg raku fenotiiiibiga seotud geenides paiknevate CpG saitidega. Kindlasti oleks see kasuks
tulnud, kui oleks olnud valida suurema hulga CpG saitide seast ka teistes geenidest (seal hulgas
teistest Treg rakkudele omastest signatuurgeenidest), sest vdga suure tdendosusega voib ka

nende hulgas olla informatiivsied CpG saite, mis aidanuks Treg mudeli tédpsusele kaasa.

CpG saitide korval on oluline ka valimi valik. Kdesolevas t60s kuulusid mudeli loomiseks
kasutatud valimisse iile 65-aastased indiviidid, Treg rakkudes diferentsiaalselt metiileeritud
CpG saitide viljaselgitamiseks kasutati aga valimit, mille keskmine vanus oli 30 eluaastat.
Kuigi Treg rakkude populatsiooni suurus on rangelt reguleeritud, siis vanematel inimestel (iile
60-aastastel) on tdheldatud Treg rakkude osakaalu tousu (Santner-Nanan et al., 2008). Lisaks
on ndidatud seda ka kasvajate ja pdletike korral (Belkaid and Rouse, 2005), mille esinemine on
sagedasem eelkdige vanuritel. Néiteks oli ca kolmandikul valimisse 2 kuuluvatel indiviididel
viahemalt iiks kasvaja (sagedasemad olid eritus- ja seedeelundkonnakasvajad, meestel
eesniddrme kasvaja) ja/voi pdletikuline haigus (kdige rohkem esines dermatiiti). Tulemusi vois
mojutada ka naissoost indiviidide iilekaal kasutatud valimis, kus naisi oli pea poole vorra
rohkem vorreldes meestega. Ideaalis voinuks mudeli treenimiseks kasutatud indiviidid olla
vanuseliselt ja sooliselt sobitatud ning kahe uuritava valimi indiviidide keskmised vanused

sarnasemad.

Kiesolev t00 nditas, et bisulfitsekveneerimisel pohineval metiilatsioonimudelil vdiks kindlasti
olla potentsiaali CD4" Treg rakkude ennustamisel valgetest vererakkudest. See voiks olla kiire
alternatiiv kallile ja aegandudvale voolutsiitomeetria analiiiisile. Lisaks vdib selle tdiiendamine
ja parandamine vdimaldada jdlgida patoloogilise Treg rakkude iile- vO1 alahulgaga seotud

haiguste kulgu, prognoosi ja ravivastust meditsiinilises diagnostikas.
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KOKKUVOTE

Antud magistritd6l oli kaks eesméirki. Esimene eesmairk oli kirjeldada CD4" Treg rakkude
ennustamiseks oluliste CpG saitide metiilatsioonitasemete véirtuseid nii eri CD4" T-raku-
populatsioonides kui ka uurida soospetsiifilisi erinevusi. Selleks kaasati uuringu valimisse
Tartu Ulikooli verekeskuse 9 vabatahtlikku patsienti (5 meest ja 4 naist), kelle verest eraldati
Ficoll-gradient-tsentrifuugimisega perifeerse vere mononukleaarsed rakud (PBMC). PBMC-d
sorditit nelja alamrakupopulatsiooni: Tn, Treg, Thl ja Th17. Seejérel eraldati uuritavatest
rakupopulatsioonidest gDNA ning analiitisiti valitud CpG saitide metiilatsioonitaseme
vaartuseid. Analiitisi kaasati 19 CpG saiti, millest osutusid CD4" Treg rakkude véértuste
ennustamiseks olulisteks 10 CpG saiti. Antud CpG saidid asusid Treg fenotiiiipi kirjeldavates
geenides GITR, CTLA4 ja FOXP3. Oodatud tulemusena olid need Treg rakkudes
hiipometiileeritud. Soospetsiifilist metiilatsioonierinevusi véikese statistilise voimsuse tottu ei
tuvastatud, kuid oli ndha oodatult trendi eelkdige X-kromosoomil paikneva FOXP3 geeni

korral, kus CpG saitide metiileeritus paistis naiste puhul kdrgem.

Too6 teine eesmérk oli uurida bisulfitsekveneerimise pohise meetodi potentsiaali, mille
kasutamisel oleks vdimalik méérata vererakkudest isoleeritud DNA-st Treg rakkude osakaalu
DNA metiilatsioonimustri pdhjal. Uurimusse kaasati TU Kliinikumi sisekliinikust ja
nahahaiguste Kliinikust 33 meest ja 57 naist, kelle voolutsiitomeetria ja DNA metiilatsiooni
pohjal loodi ennustavad mudelid. Mudelit prooviti arendada nii iildise Treg rakkude osakaalu
kui ka Treg alatiiipide (naiivsed Treg, RTE Treg, CM Treg ja EM Treg rakkude)
ennustamiseks. Kdige paremaks mudeliks osutus siiski tildist Treg rakkude osakaalu ennustav
mudel, mis kasutas kiimnest Treg rakkudele olulistest CpG saitidest nelja. Kuna mudeliga
ennustatud ja tegelike véértuste korrelatsioon oli suhteliselt tugev (r=0.73), siis néitas antud
analiiiis, et bisulfitsekveneerimisel pShineval metiilatsioonimudelil on potentsiaali CD4* Treg

rakkude ennustamiseks.
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DNA methylation pattern-based analysis of CD4* regulatory T cells
Anella Salmistu

SUMMARY

Regulatory T cells (Treg cells) form a specialized subpopulation of T cells that maintain
immunological tolerance. They actively suppress the activation of the immune system and thus
prevent pathological self-reactivity. The differentiation, function, and stability of Treg cells are
controlled by transcription factor FOXP3. Treg cells are also characterized by high expression
of surface molecules like GITR and CTLA-4. Cell type specific gene expression is regulated
by DNA methylation, which is the best-studied epigenetic modification. Moreover, it can be
used as a biomarker to differentiate between cell populations and predict proportions of cell
types. Since FOXP3 gene is encoded by the X chromosome, CpG sites of FOXP3 gene might

be differentially methylated in males and females.

The purpose of the current thesis was to study the changes in DNA methylation levels of the
selected CpG sites for prediction of CD4" Treg cells in different CD4" cell subset and also to
characterize methylation level differences between males and females. Current study included
9 individuals (5 men and 4 females) from Blood Center of Tartu University Hospital. Peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from buffy coats by Ficoll density gradient
centrifugation and separated into four CD4" T cell subpopulations (Treg, Tn, Thl, Th17) by
FACS. After gDNA purification, the methylation pattern of different cell types was determined
via bisulfite sequencing. Site-specific DNA methylation of 19 CpG sites was analyzed from
white blood cells. Out of 19 CpG sites 10 sites were deemed relevant for predicting CD4" Treg
cells percentages. It was found that all these sites were in Treg phenotype describing genes like
GITR, CTLA4 and FOXP3 and were hypomethylated in Treg cells. As expected, a trend
implying gender-specific DNA methylation was found mostly in FOXP3 gene, where the
methylation of CpG sites seemed to be higher in females, however statistical power was not

sufficient to obtain more conclusive results.

The second aim of the thesis was to study the potential of epigenetic-based approach to predict

the proportion of CD4" Treg cells using the DNA methylation-based model. These predictive

models were developed for overall proportion of CD4" Treg cells, as well as for subpopulations

of CD4" Treg cells (naive Treg, RTE Treg, CM Treg and EM Treg cells). The best predictive

model was found for overall Treg cells, and it used four CpG sites out of 10. As the correlation

between predicted and actual CD4" Treg values was quite strong (r=0.73), this thesis illustrates
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the possibility to use bisulfite sequencing-based DNA methylation model for predicting CD4*
Treg cells.
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TANUSONAD

Eelkdige soovin tdnada oma juhendajaid Liina Tserelit ja Ahto Salumetsa, kes olid kdesoleva
magistritdd valmimisel suureks abiks. Suurimad tédnusdnad ldhevad Liina Tserelile, kes oli
abiks katsete planeerimisel ja ldbiviimisel. Suur tdnu ka Ahto Salumetsale, kes oli toeks
tulemuste analiiisimisel. Aitdh ka koigile teistele molekulaarpatoloogia uurimisgrupi
litkkmetele, kelle poole sain alati kiisimustega poorduda, ning lahedastele nende julgustuse ja

toetuse eest.
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LISAD

Lisa 1. Valimisse 2 kuuluvate indiviidide voolutsiitomeetria analiiiis.

Voolutsttomeetria analiiisiks kasutati PBMC-sid, mis olid eelnevalt eraldatud tdisverest
kasutades Ficoll-gradient-tsentrifuugimist. Rakkude sulatamiseks kasutati sooja RPMI 1640
rakusoodet. Seejérel tsentrifuugiti 10 minutit 200 rcf juures toatemperatuuril. Supernatant
eemaldati ning rakud voeti tiles 800 pl seerumivabas s66tmes. Saadud rakususpensioonid jagati
400 pul kaupa kahte 5 ml katsutisse tekitades iihest proovist kaks proovi. Viimasteks olid T-raku
ja miicloidset paritolu supressorrakkude (MDSC, ingl. k. myeloid-deriver suppressor cells)
proovid, millest sooviti omakorda voolutsiitomeetria analiilisiga vilja selgitada nende
alampopulatsioonide suurused. Proovid tsentrifuugiti 200 rcf juures 10 min toatemperatuuril,
supernatant eemaldati ning rakud vdeti iiles 55 pl FcR blokaatori (BD Biosciences, USA) ja
seerumivaba s66tme lahuses (suhe 1:10). Rakususpensioone inkubeeriti jadl 5 minutit ning
seejarel margistati rakkude pinnamarkerid. T-raku ja MDSC proovidele lisati 50 ul antikehade
kokteili (BioLegend, USA), mis on vilja toodud tabelis 10.

Tabel 10. T-raku ja MDSC proovidele lisatavad antikehade segud.

T-rakk MDSC
Antikeha Fluorokroom Antikeha Fluorokroom
CD25 FITC CD331:10 | FITC
HLA-DR PerCP-Cy5.5 CD3 BV650
CD31 1:10 APC CD19 APC
CD4 1:10 AF700 CD56 APC-Cy7
CD27 BV510 CD11b BVv421
PD1 BV605 HLA-DR BV510
CD3 BV650 CD451:10 |BV711
CD57 PE CD15 PE
CCRY PE-Dazzle CD14 1:10 | PE-Dazzle
CD28 1:10 PE-Cy5 CD16 1:10 | AF700
CD45RA 1:10 | PE-Cy7
CD8 BUV395

Pérast antikeha segude lisamist inkubeeriti proove toatemperatuuril 20 minutit pimedas. Jargnes
pesuetapp, kus rakke pesti 1 ml kiilma RB puhvriga, tsentrifuugiti 5 minutit 350 rcf juures
toatemperatuuril ning supernatant eemaldati. Antud pesuetappi korrati veel kaks korda. MDSC
proovid voeti iiles 200 ul RB puhvris ning asetati jadle. T-raku proovidele lisati veel 50 ul
sekundaarset antikeha CD127 biotin/BV421 SA 1:10 (BioLegend, USA) lahjendust ning
inkubeeriti 15 minutit 4°C juures pimedas. Seejirel pesti rakke 200 ul RB lahusega,

tsentrifuugiti 5 minutit 500 rcf juures toatemperatuuril ning supernatant eemaldati. Antud
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pesuetappi korrati veel iiks kord. Ka T-raku proovid voeti iiles 200 ul RB lahuses. Seejarel
loendati rakke voolutsiitomeetriga LSRFortessa (BD Biosciences, USA) kasutades tarkvara BD
FACSDiva (BD Biosciences, USA).

Lisa 2. Toos uuritud CpG saidid, kasutatud praimerid ja amplikonide pikkused.
Praimeripaarid 1-8 on autori enda disainitud, praimeripaarid 9-24 olid varasemalt disainitud
Tartu Ulikooli molekulaarpatoloogia uurimisrithma teiste liikmete poolt.

Asukoht Pikkus

Nr Kromosoomis Geen CpG sait Praimeri 5" — 37 jirjestus (nt)

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC

F AGGGTTAGTAAGGGAGGAAGGGG
1 chr1.1139061 GITR cg19413397 209
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGACCCTACTCCCCTAACAACA

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC

AGAGGTGAGGGTTAGGGAAGGA
2 chr2.204734182 | CTLA4 | cg26091609 198
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGTCCCTTCCACCAAACCACTT

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC

AGTTTTATTTGTTTGTGTATTTGGGG
3 chr2.204737672 | CTLA4 | cgl14288266 184
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGTCCCAACTCTATCTTTCTACTCCT

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGGGAAATGGAGGTATGGAGAGGT

4 chrX.49119237 FOXP3 | - 156
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

R CAGACCAAACTATCTAAAACAAACCCA
= TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
FOXP3 AGGAGGAAGAGAAGAGGGTAGA
5 chrX.49117333 CNS2 - 183
R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGTACCACATCCACCAACACCC
F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
FOXP3 AGAGGAAGAAGAGGAGGTATGGGT
6 chrx.49114821 CNS3 - 206
R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGACCCTTAACCCATCCCCAAA

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC

AGTTGTTATATGGGGATGGGGA
7 chrX.49114546 FOXP3 | cg06767008 192
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGTCCCCACCTACCAAACCTCA

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC

AGTGGGTTTAGGGTTTTATTTGTAGT
8 chrX.49114763 FOXP3 | - 210
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGACACCCAAAACCTCAAACCT
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chr2.87012810

CD8A

cg00219921

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGGAGATGGTATGGGTGTTTTTAG

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGCCACAAAAATCACAATACTATTATA

188

10

chr2.87020937

CD8A

€g25939861

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGTGTGATGATGGTTAGATTTGGGG

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGACCACCCCACTAACTAACACT

193

11

chr14.25079357

GZMH

cg02150910

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGTGGGGTTAGAGTATAAGATGGT

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGACTACTAAAACAAATCCAACCTC

152

12

chrl7.38710321

CCRY

€g23663547

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGTGGAGTTTAGAGTGTGGTTTTGA

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGACACACTCATCCCCTCACTT

167

13

chrl2.4915878

€g26215982

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGAGTTTTGTTTGAAGGGTGGT

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGTCAAAACCAATCCTAACAAAACA

216

14

chr12.68551656

IFNG

€g01940810

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGGTTTATTTTTTGGAGAATAAATGTTTTG

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGCATAAATATCAAATTTTTCAATAACAAC

212

15

chrl7.79921716

cg04467549

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGGGGTGATAATAGTGTTTTTGTTAGA

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGATTCAACATACAAACTCCAT

243

16

chr13.113834332

PCID2

cg06567722

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGAAGAGGTTTTTGTAGGTGAT

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGAAAACAACCTACTACTACTACA

182

17

chr3.114012834

TIGIT

cg13669740

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGATGTAGTTTGTGTATTTGTTGAT

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGCAAATATAACCTCTTCTACCACT

217

18

chr12.6898501

CD4

€g05044173

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGGTTTGTGGGTTTATTATTGTTGT

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGAAATCAAACTATCACTACCACTATT

217

19

chrl2.6898786

CD4

cg13512987

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGATTGGGTTTTTGGTTGTAGAG

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGTCTAACCACCTTACCTCTAAAC

167
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20

chrX.49117250 FOXP3

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGGGGTTTGTATTTGGGTTTTGTTGT

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGTCTACCCTCTTCTCTTCCTCT

181

21

chr11.118175632 | CD3E

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGAGAAGTAGTAAGTTTGTTGGT

924612198
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGACTCCATCCTACTCACCTAAT

193

22

chr11.118213330 | CD3D

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGAAGGGTAGTTAGTATTAGGTTAG

€g24841244
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGCAACTCTCACCCAAACTAATAA

177

23

chr11.118214927 | CD3G

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGGAGTTTTTGAGTGGGAATTTAGTA

cg07545925
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGTCCACCCTCTACTACAAATAT

205

24

chrl.118215113 | CD3G

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGGGTTGGTTGGTTGGTTGGTTGT

cg15880738
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGAACAACCAAACCCTTCCCCT

157

Lisa 3. Toos analiiiisitud 19 CpG saiti, nende asukoht kromosoomis ja amplikoni info.
Tabelis on vilja toodud info, mis amplikonist antud CpG saidid parinevad. Amplikonide kohta

leiab tdpsemat informatsiooni lisast 2.

Nr Efo?ni)iioclir:?: koht Geen Amplikon
1. | chrl.1139052 GITR 1
2. | chrl.1139054 GITR 1
3. | chrl.1139058 GITR 1
4. | chrl.1139061 GITR 1
5. | chrl.1139080 GITR 1
6. | chr2.204734181 CTLA4 2
7. | chr2.204737672 CTLA4 3
8. | chr2.204737686 CTLA4 3
9. | chrX.49114509 FOXP3 7
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10. | chrX.49114545 FOXP3 7
11. | chrX.49114762 FOXP3 8
12. | chrX.49114806 FOXP3 8
13. | chrX.49114811 FOXP3 8
14. | chrX.49114820 FOXP3 8
15. | chrX.49114847 FOXP3 8
16. | chrX.49114894 FOXP3 8
17. | chrX.49117332 FOXP3 5
18. | chrX.49117337 FOXP3 5
19. | chrX.49119236 FOXP3 4

Lisa 4. Korrelatsioonimaatriks Treg rakkudes diferentsiaalselt metiileeritud kiimne CpG
saidi ja Treg rakkude osakaalude vahel. Reas on vélja toodud erinevad Treg rakkude
alampopulatsioonide nimed, kus Treg/WBC tihistab iildist Treg rakkude osakaalu valgetest
vererakkudest. EM, CM, RTE ja naive tdhistavad Treg rakkude alampopulatsioone. Tulbas on
CpG saidi asukoht kromosoomis. Virvikoodiga on eristatud geen ja korrelatsioonivirtus. Uks
kast vastab iihe uuritava CpG saidi ja Treg rakkude osakaalu seosele. Kasutatud on Pearsoni
korrelatsiooni.

| | I | [ | ——
I 4 N Geen B T Geen

B cTLAd
-0.06 -0.04 -0.17 | -0.09 -0.14 -0.04 -0.06 -0.09 | -0.10 -0.07 | EM Treg/WBC . FOXP32
05 ¢
GITR
0.04 0.05 -0.25 | -0.21 -0.07 -0.08 -0.14 -0.09 | -0.13 -0.14 | CM Treg/WBC
0
-0.04 0.03 -0.20 | -0.26 -0.20 -0.07 -0.09 -0.16 | -0.15 -0.14 | RTE Treg/WBC
0.5
-0.05 0.03 -0.27 | -0.28 -0.16 -0.08 -0.13 -0.13 | -0.15 -0.17 | naive Treg/WBC
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Lisa 5. Naiivsete Treg rakkude mudeli viljund, selles kasutatus CpG saidid ning mudeli
tookindlus. A. naiivsete Treg (joonistel naive Treg) ehk nTreg rakkude mudeli viljundi
esimeses osas on vilja toodud uuritav tunnus ning mudelis kasutatud argumendid. Tabelis
,,Coefficients* on kirjas mudeli parameetrid koos statistilise usaldusvéarsuse néitajatega. Tulbas
,,Estimate* on aga vilja toodud argumentide regressioonikordajad. Mudeli statistilist olulisust
niitab F-statistik. Determinatsioonikordaja R? niitab, kui palju uuritava tunnuse (antud juhul
nTreg rakkude osakaalu) hajuvusest mudel 4ra kirjeldab. B. nTreg mudelis kasutatud
informatiivsemate CpG saitide korrelatsioon nTreg rakkude osakaaluga. X-teljel on vilja
toodud uuritav tunnus (nTreg rakkude osakaal WBC-dest) ning y-teljel mudelis kasutatud CpG
saidi asukoht kromosoomis. CpG saitide numeratsioon vastab lisas 3 viljatoodule. Varvi-
koodiga on eristatud meeste ja naiste CpG saitide metiileerituse korrelatsioonid uuritava
tunnusega koos ning eraldi. Kasutatud on Pearsoni korrelatsiooni. C. Mudeliga ennustatud
nTreg osakaalude vordlus WBC-dest tegelike véértustega. X-teljel on vilja toodud tegelikud
ning y-teljel ennustatud nTreg rakkude osakaalu védrtused. Joonisele on margitud ka kahe
uuritava tunnuse korrelatsiooni r ning mudeli RMSE véértus.

A call:

Tm(formula = naive_Treg_WBC_log ~ Sugu + chr2.204737686.204737686.CTLA4.Treg +
chrX.49114806.49114806.FOXP3.Treg + chrX.49117337.49117337.F0OXP3.Treg,
data = data)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-2.96608 -0.50369 -0.02964 0.52806 1.88973

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 9.76831 .80753 1.251 0.215368
SUgUN 1.05777 .29594 3.574 0.000668 *=*
chr2.204737686.204737686.CTLA4.Treg -0.12199 .08430 -1.447 0.152643
chrx.49114806.49114806.FOXP3.Treg -0.12203 .03249 -3.756 0.000372 =¥*
chrx.49117337.49117337.FOXP3.Treg 0.09736 .05003 1.946 0.055983 .

Signif. codes: 0 *®%*’ 0,001 ‘**’ 0.01 ‘=’ 0.05 ‘.’ 0.1 * * 1

OO0 00O~

Residual standard error: 0.8826 on 65 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.3255, Adjusted R-squared: 0.284
F-statistic: 7.842 on 4 and 65 DF, p-value: 3.202e-05
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Lisa 6. EM Treg rakkude mudeli viljund, selles kasutatus CpG saidid ning mudeli
tookindlus. A. EM Treg rakkude mudeli véljundi esimeses osas on vélja toodud uuritav tunnus
ning mudelis kasutatud argumendid. Tabelis ,,Coefficients* on kirjas mudeli parameetrid koos
statistilise usaldusvéérsuse nditajatega. Tulbas ,,Estimate” on aga vilja toodud argumentide
regressioonikordajad. Mudeli statistilist olulisust niitab F-statistik. Determinatsioonikordaja R?
nditab, kui palju uuritava tunnuse (antud juhul EM Treg rakkude osakaalu) hajuvusest mudel
dra kirjeldab. B. EM Treg mudelis kasutatud informatiivsemate CpG saitide korrelatsioon EM
Treg rakkude osakaaluga. X-teljel on vilja toodud uuritav tunnus (EM Treg rakkude osakaal
WBC-dest) ning y-teljel mudelis kasutatud CpG saidi asukoht kromosoomis. CpG saitide
numeratsioon vastab lisas 3 viljatoodule. Vérvikoodiga on eristatud meeste ja naiste CpG
saitide metiileerituse korrelatsioonid uuritava tunnusega koos ning eraldi. Kasutatud on
Pearsoni korrelatsiooni. C. Mudeliga ennustatud EM Treg osakaalude vordlus WBC-dest
tegelike véadrtustega. X-teljel on vilja toodud tegelikud ning y-teljel ennustatud EM Treg
rakkude osakaalu véirtused. Joonisele on mérgitud ka kahe uuritava tunnuse korrelatsiooni r
ning mudeli RMSE véértus.

call:
A. Tm(formula = EM_Treg_WBC ~ chrl.1139058.1139058.GITR.Treg +
chr2.204737686.204737686.CTLA4.Treg,
data = data)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-0.19167 -0.08866 -0.03902 0.07011 0.41390

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 4,39451 1.35772 3.237 0.00188
chrl.1139058.1139058.GITR.Treg -0.01871 0.01003 -1.866 0.06645
chr2.204737686.204737686.CTLA4.Treg -0.02703 0.01042 -2.595 0.01160

Signif. codes: 0 *#*=' 0.001 **=*' 0.01 *** 0.05 .’ 0.1 “ ' 1

*
Ed

E

Residual standard error: 0.1403 on 67 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.1259, Adjusted R-squared: 0.09984
F-statistic: 4.826 on 2 and 67 DF, p-value: 0.01101
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Lisa 7. CM Treg rakkude mudeli viljund, selles kasutatus CpG saidid ning mudeli
tookindlus. A. CM Treg rakkude mudeli véljundi esimeses osas on vilja toodud uuritav tunnus
ning mudelis kasutatud argumendid. Tabelis ,,Coefficients* on kirjas mudeli parameetrid koos
statistilise usaldusvéérsuse néitajatega. Tulbas ,,Estimate” on aga vilja toodud argumentide
regressioonikordajad. Mudeli statistilist olulisust niitab F-statistik. Determinatsioonikordaja R?
nditab, kui palju uuritava tunnuse (antud juhul CM rakkude osakaalu) hajuvusest mudel &ra
kirjeldab. B. CM mudelis kasutatud informatiivsemate CpG saitide korrelatsioon CM Treg
rakkude osakaaluga. X-teljel on vilja toodud uuritav tunnus (EM Treg rakkude osakaal WBC-
dest) ning y-teljel mudelis kasutatud CpG saidi asukoht kromosoomis. CpG saitide
numeratsioon vastab lisas 3 viljatoodule. Varvikoodiga on eristatud meeste ja naiste CpG
saitide metiileerituse korrelatsioonid uuritava tunnusega koos ning eraldi. Kasutatud on
Pearsoni korrelatsiooni. C. Mudeliga ennustatud EM Treg osakaalude vordlus WBC-dest
tegelike vadrtustega. X-teljel on vélja toodud tegelikud ning y-teljel ennustatud EM Treg
rakkude osakaalu véértused. Joonisele on mérgitud ka kahe uuritava tunnuse korrelatsiooni r
ning mudeli RMSE vairtus.

call:
A.

Tm(formula = CM_Treg_WBC ~ Sugu + chrx.49114806.49114806.FO0XP3.Treg +
chrXx.49117337.49117337.FOXP3.Treg, data = data)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-0.17118 -0.05918 -0.02657 0.05694 0.38229

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 0.158280 0.540023 0.293 0.77037
SuguN 0.098883 0.036256 2.727 0.00817 ==
chrx.49114806.49114806.FOXP3.Treg -0.009833 0.003652 -2.693 0.00898 =*=
chrx.49117337.49117337.FOXP3.Treg 0.008241 0.005487 1.502 0.13790

Signif. codes: 0 ‘®**' 0,001 ‘%%’ 0.01 ‘*’ 0.05 .’ 0.1 * ' 1

Residual standard error: 0.1054 on 66 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.1642, Adjusted R-squared: 0.1262
F-statistic: 4.321 on 3 and 66 DF, p-value: 0.007653
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Lisa 8. RTE Treg rakkude mudeli viljund, selles kasutatus CpG saidid ning mudeli
tookindlus. A. RTE Treg rakkude mudeli viljundi esimeses osas on vélja toodud uuritav tunnus
ning mudelis kasutatud argumendid. Tabelis ,,Coefficients* on kirjas mudeli parameetrid koos
statistilise usaldusvéddrsuse nditajatega. Tulbas ,,Estimate* on aga vélja toodud argumentide
regressioonikordajad. Mudeli statistilist olulisust niitab F-statistik. Determinatsioonikordaja R?
nditab, kui palju uuritava tunnuse (antud juhul RTE Treg rakkude osakaalu) hajuvusest mudel
ara kirjeldab. B. RTE Treg mudelis kasutatud informatiivsemate CpG saitide korrelatsioon RTE
Treg rakkude osakaaluga. X-teljel on vilja toodud uuritav tunnus (RTE Treg rakkude osakaal
WBC-dest) ning y-teljel mudelis kasutatud CpG saidi asukoht kromosoomis. CpG saitide
numeratsioon vastab lisas 3 viljatoodule. Virvikoodiga on eristatud meeste ja naiste CpG
saitide metiileerituse korrelatsioonid uuritava tunnusega koos ning eraldi. Kasutatud on
Pearsoni Kkorrelatsiooni. C. Mudeliga ennustatud RTE Treg osakaalude vordlus WBC-dest
tegelike vaartustega. X-teljel on vélja toodud tegelikud ning y-teljel ennustatud RTE Treg
rakkude osakaalu vidirtused. Joonisele on mérgitud ka kahe uuritava tunnuse korrelatsiooni r
ning mudeli RMSE véirtus.
call:
/\. Tm(formula = RTE_Treg_wWBC_log ~ Sugu + chrl.1139058.1139058.GITR.Treg +
chr2.204737686.204737686.CTLA4.Treg + chrx.49114509.49114509.F0XP3.Treg +

chrx.49114806.49114806.FOXP3.Treg + chrX.49117337.49117337.F0XP3.Treg,
data = data)

Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max
-1.83664 -0.54382 -0.04753 0.66429 2.39328
coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)

(Intercept) 29.60260 11.04616 2.680 0.00939 ==
SUQUN 1.25294 34621 3.619 .00059 ##%*
chr1.1139058.1139058.GITR.Treg -0.14991 08344 -1.797 .07718 .

%

chr2.204737686.204737686.CTLA4.Treg -0.24197
chrX.49114509.49114509.FOXP3.Treg 0.03985
chrx.49114806.49114806.FOXP3.Treg -0.10043
chrx.49117337.49117337.FOXP3.Treg 0.08064

Signif. codes: 0

02525 1.578 .11954
.04009 -2.505 .01484 =
.05528 1.459 .14956

[oReNeNeoNeoNal

0
0
.08180 -2.958 0.00435 =
0
0
0

‘e 0,001 %' 0.01 ‘%’ 0.05 .7 0.1 * "1
Residual standard error: 0.9926 on 63 degrees of freedom

Multiple R-squared: 0.3828, Adjusted R-squared: 0.324
F-statistic: 6.513 on 6 and 63 DF, p-value: 2.203e-05
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