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miR-146a/b  roll rakulise viirusvastuse moduleerimisel inimese primaarsetes
bronhiepiteeli rakkudes rinoviirusinfektsiooni korral

Astma on hingamisteede krooniline pdletikuline haigus ning selle dgenemine on tihti seotud
rinoviirusinfektsioonidega. Rinoviirused on RNA viirused, mis nakatavad nii inimese tilemisi
kui alumisi hingamisteid ning tekitavad kiilmetushaiguseid. Primaarsete bronhiaalsete
epiteelrakkude puhul aktiveerivad rinoviirused nii NF-xB kui interferoonide vahendatud
signaalrajad ning pohjustavad pdletiku teket.

mikroRNA-d (miRNA-d) on posttranskriptsioonilised geeniekspressiooni regulaatorid, mis on
voimelised mojutama paljusid bioloogilisi protsesse, kaasa arvatud podletikku. Niiteks on
teada, et miR-146a ja miR-146b (miR-146a/b) leevendavad podletikku inhibeerides mitmete
NF-kB signaaliraja geenide avaldumist. miRNA-de rolli allergilistes haigustes on véhe
uuritud ning seetdttu valisime antud magistritoo eesméargiks uurida miR-146a/b ekspressiooni
ning funktsioone inimese primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes rinoviiruse infektsiooni ajal.

Mirksonad: Astma, rinoviirus, mikroRNA, inflammatsioon

CERCS: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia
B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The role of miR-146a/b in the regulation of immune responses to Human Rhinoviruses
in primary bronchial epithelial cells

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways and the exacerbations are often
associated with human Rhinovirus infections. Rhinoviruses are RNA viruses, that infect both
upper and lower airways and cause common colds. In primary bronchial epithelial cells
rhinoviruses activate both the NF-xB and interferon response and trigger strong and
long-lasting inflammation.

microRNAs (miRNAS) are post-transcriptional gene expression regulators that are involved in
the regulation of many biological processes, including inflammation. For example, it is
known that miR-146a and miR-146b (miR-146a/b) are capable of supression of multiple
genes from the NF-xB pathway and thereby has an anti-inflammatory function in multiple cell
types. When it comes to allergic diseases, little is known about the role of miRNAs, and
therefore, the aim of this study was to investigate the expression and functions of miR-146a/b
during rhinovirus infections in primary human bronchial epithelial cells.

Keywords: Asthma, rhinovirus, microRNA, inflammation
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hepariini siduv epidermaalne kasvufaktor (heparin-binding EGF-like growth
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NF-xB tuumafaktor kB (nuclear factor kappa B)
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activator of transcription)
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Tw2 tiitip 2 helper-T-rakk (T helper cell type-2)
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SISSEJUHATUS

Astma on laialt levinud hingamisteede krooniline poletikuline haigus, mille teket seostatakse
T-limfotsiilitide vahendatud iilemddrase immuunsiisteemi aktiveerimisega vastusena
véliskeskkonna teguritele, sealhulgas allergeenidele. Astmat iseloomustavad vilisev
hingamine, kéhimine ja hingeldamine ning haiguse dgenemine arvatakse olevat sageli seotud
rinoviirusinfektsioonidega (Locksley 2010). Rinoviirused on RNA viirused, mis nakatavad
inimese hingamisteid ning pohjustavad kiilmetushaiguste teket (Jackson, Gern ja Lemanske
Jr 2016). On teada, et astma haigetel nakatab rinoviirus bronhiepiteeli rakke (HBEC), kuid
miks tekib astma dgenemine ja kuidas saaks seda édra hoida, on seni ebaselge.

mikroRNA-d (miRNA-d) on 21-23 nt pikkused iiheahelalised mittekodeerivad RNA-d.
MIRNA-d on vdimelised komplementaarse jarjestuse abil seonduma erinevate
sihtmérkgeenide mRNA-ga ja vaigistama nende ekspressiooni. Sellise transkriptsioonijargse
geeniekspressiooni  reguleerimise  kaudu mojutavad mikroRNA-d ka organismi
immuunsiisteemi ja pdletikku kudedes (Rebane 2015). Varasemalt on ndidatud, et miR-146
perekonda kuuluvad miR-146a ja miR-146b (miR-146a/b) on voimelised reguleerima NF-xB
signaalirada, mida aktiveerivad nii poletikud, infektsioonid kui allergiad (Taganov,
et al. 2006) (Crone, et al. 2012).

Antud magistritod eesmérgiks on uurida immuunregulatoorsete mikroRNA-de miR-146a ja
miR-146b ekspressiooni ning funktsioone primaarsetes inimese bronhiepiteeli rakkudes, et
vélja selgitada, kas miR-146a/b reguleerivad viirusvastust ja sellega seotud podletikulisi
protsesse rinoviirusnakkuse korral nendes rakkudes.

Kiesolev magistritéé on kirjutatud Tartu Ulikooli geenitehnoloogia dppekava raames. Kdik
to0s ldbiviidud eksperimentaalsed katsed teostati Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste
valdkonnas, biomeditsiini osakonnas, bio- ja siirdemeditsiini instituudis, RNA bioloogia

uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Astma

Astmat ja teisi allergilisi haigusi peetakse tdnapdeval koige levinumateks kroonilisteks
haigusteks — Maailma Terviseorganisatsiooni andmetel mdjutab astma lausa ~300 miljonit
inimest maailmas (Okoye, et al. 2014) (Lambrecht ja Hammad 2015). Haigus tekib tavaliselt
varases eas ning iseloomulikeks siimptomiteks on vilisev hingamine, kohimine ja
hingeldamine. Need ko&ik tunnused on tingitud bronhide silelihaste spasmist ehk
kokkutdmbumisest ja limaskesta tursest ja limaerituse suurenemisest (Lemanske Jr ja Busse
2010) (Locksley 2010).

Peamisteks haiguse pdhjustajateks peetakse erinevaid ekso- ja endogeenseid stiimuleid, aga
ka bakteriaalseid voi viraalseid infektsioone, mille tagajérjel muutuvad organismi
hingamisteed ilitundlikuks. Allergeenidena vdivad mdjuda nditeks puude ja korreliste
Oietolm, hallitusseened, aga ka kodudes levinud tolmulestad (Locksley 2010). Allergiliste
reaktsioonide esinemine ei tdhenda aga koheselt haiguse olemasolu, vaid astma teke soltub ka
keskkonnast ja geneetilistest faktoritest ning enne koike just nende omavahelisest mojust.
Lisaks voivad maéddravateks teguriteks olla ka konkreetse indiviidi immuunsiisteemi ja

hingamisteede omaparad (Locksley 2010) (Jackson, Gern ja Lemanske Jr 2016).

1.1.1. Astma molekulaarsed pohjused

Uldjuhul on astma ja teised atoopilised seisundid seotud CD4+ molekuli ekspresseerivate
T-limfotsiititide, tdpsemalt tiitip 2 helper-T-rakkude (Tx2) vahendatud iileméérase
immuunvastusega. Allergeenid satuvad hingamisteede kaudu organismi ja kontakt
kopsuepiteeli limaskestaga vallandab erinevate immuunvastuste kaskaadi, mille tulemuseks
on spetsiifiliste 1gE antikehade tootmine ja pdletiku teke. See on organismile omane viis
patogeenide ja kahjustatud rakkude vastu voitlemiseks, kuid allergiliste haiguste puhul tekib
immuunvastus keskkonnas esinevate ainete suhtes, mis tavaliselt on organismile téiesti
ohutud (Lemanske Jr ja Busse 2010) (Rebane ja Akdis 2013) (Okoye, et al. 2014) (Causton, et
al. 2015).

Esimese etapina seotakse allergeenid kudedes dendriitrakkude pinnal paiknevate tollilaadsete
retseptoritega (TLR) vO0i monda teist tiilipi retseptoritega, mistdttu dendriitrakud
aktiveeritakse ja nad liiguvad limfisdlmedesse, kus nad esitlevad allergeenid protsessitud
kujul T-limfotstittidele. Aktiveeritud helper-T-rakud toodavad interleukiini IL-2, mis tagab

nende diferentseerumise. Rakkude jagunemine Tyl voi Ty2 rakkudeks sdltub sellest, mis
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tsiitokiinid antud hetkel keskkonnas iilekaalus on. Allergeenide toimele jargneb enamasti
allergeenispetsiifiliste T2 rakkude aktiveerimine ja nende poolt interleukiinide IL-4, 1L-13
ning IL-5 siintees. IL-4 ja 1L-13 on vajalikud IgE tiitipi antikehade siinteesiks ning IL-5
toimel toimub luuiidis eosinofiilide diferentseerumine ja kiipsemine. Antud interleukiin
kontrollib ka eosinofiilide aktiveerimist, luuiidist vabanemist ja ellujaamist (Hogan, et al.
2008) (Medzhitov 2010) (Pelaia, et al. 2015).

Lisaks Ty2 rakkudele voivad osaleda allergia korral aktiveeritud immuunvastuses ka teised
T-raku populatsioonid, niditeks Tn9 rakud, mis tdnu IL-9 ekspresseerimisele aktiveerivad
nuumrakud ning fagotsiitoosivdoimelised neutrofiilid, mis suunatakse kemotaksise abil
poletikukoldesse. Nuumrakkude ja neutrofiilide peamiseks iilesandeks on patogeenide
ogimine ja poletikku reguleerivate ainete vabastamine (Huse, et al. 2006) (Basinski, et al.
2009) (Pelaia, et al. 2015).

Kui hingamisteede infektsioon on tekitatud viiruse poolt, aktiveeritakse organismis
interleukiin IL-12 ekspressioon, mis tagab eelkodige Tyl rakkude aktiveerumise ja erinevate
interferoonide, sealhulgas IFN-y produktsiooni, mis omakorda aktiveerib makrofaagid,
tsiitotoksilised T rakud ja indutseerib epiteeli rakkudes apoptoosi (Huse, et al. 2006)
(Basinski, et al. 2009) (Pelaia, et al. 2015).

Astma patogeneesis mangib vdga olulist rolli tuumafaktor kB (NF-xB) signaalirada. Selle raja
aktiveerivad nii pdletikud, infektsioonid kui ka allergiad, sest see on méddrava téhtsusega
tsiitokiinide ja mutsiinide ekspresseerimisel (Wong, et al. 2006) (Janssen-Heininger, et al.
2009) (Fujisawa, et al. 2009) (Causton, et al. 2015), epiteeli funktsioneerimiseks
kaitsebarjadrina (Lambrecht ja Hammad 2013) ning on seotud ka hingamisteede
remodelleerimisega (Cras, et al. 2011). Naiteks pdhjustab bakteriaalne infektsioon kB
inhibiitori (IkB) fosforiileerimise ja selle tagajérel vabaneb transkriptsioonifaktor NF-kB, mis
liigub rakutuuma ning indutseerib seal oma sihtmdrkgeenide transkribeerimist. Nii tagatakse
pOletikuliste tsiitokiinide (nagu IL-1p ja TNF-a) tootmine, mis on vajalik patogeenide vastu
voitlemiseks ja immuunvastuse tekkeks (Baldwin Jr 2001) (Taganov, et al. 2006) (Perry, et al.
2008) (Levy 2009) (Akdis, et al. 2011) (Rebane ja Akdis 2013).

1.1.2. Bronhiepiteel ja selle muutused astma korral

Inimese hingamiselundkond puutub pidevalt kokku erinevate patogeenide, toksiliste
kemikaalide ja muude osakestega ning seetdttu vajab organism kaitsebarjaéri (Fahy ja Dickey
2010). See on ka iiks pdhjus, miks tervete hingamisteede epiteeli kuuluvad ripsrakud,

karikrakud ning sekretoorsed Clara rakud on tiheliiduste abil omavahel seotud. Sellisel viisil
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tekib tihe polaarsetest rakkudest moodustunud kiht, millest kahjulikud sissehingatavad
aerosoolid pole voimelised 14bi tungima (Hardyman, et al. 2013). Lisaks katab epiteeli ka
limakiht, mille abil piiiitakse kinni sissehingatavad toksiinid ja muud kahjulikud ained, mis
seejarel ripsrakkude litkumise ja kohimise teel transporditakse hingamisteedest valja (Fahy ja
Dickey 2010).

Astma puhul on nididatud, et hingamisteedes paikneva epiteeli kaitsefunktsioon on puudulik
ning selle iiheks pohjuseks on tiheliiduste ndrgenemine (Xiao, et al. 2011). Kui terve inimese
bronhiepiteel saab kahjustada, alustatakse koheselt selle parandamist. Selleks
ekspresseeritakse  epidermaalseid kasvufaktoreid (EGF), et indutseerida rakkude
migreerumist, prolifereerumist ja diferentseerumist (Ganesan ja Sajjan 2013). Samas
ulatuslike voi krooniliste vigastuste puhul sellist kiiret reageerimist ei toimu (Crystal, et al.
2009). Naiteks viirusinfektsioonide puhul on niidatud, et rakkudevahelised tiheliidused
katkevad, kuid organism piitiab esmalt interferoonide ja TNF-a ekspresseerimise abil
infektsiooni vastu vodidelda ning tekkiv immuunvastus hoopis pikendab puuduliku

kaitsebarjdariga seisundit (Coyne, et al. 2002) (Hardyman, et al. 2013).

Teine astmale omane tunnus on liigse ning muutunud koostisega lima tootmine, mis blokeerib
hingamisteid (Fahy ja Dickey 2010). Nimelt suurenevad submukoossed limanddrmed ning
seetottu sekreteerivad need ka tileméérases koguses mutsiini, mis moodustab tiheda viskoosse
astmale iseloomuliku lima. Lisaks on niidatud, et nii EGF retseptori aktiveerimine kui ka
IL-4, IL-9, IL-13 indutseerivad mutsiinide ekspresseerumist (Choy, et al. 2011) (Kim, Lewis
ja Nadel 2011). Nende interleukiinide tottu toimub ka lima sektreteerivate karikrakkude
diferentseerumine ja muutused silelihastes, mis veelgi suurendavad hingamisteede tundlikkust

allergeenidele (Locksley 2010).

Pideval allergeenidega kokkupuutel esineb organismis piisivalt palju eosinofiile ja basofiile.
Ka nuumrakkude hulk on suurenenud ja karikrakkude diferentseerumise, limaproduktsiooni
kasvamise ning silelihaste massi suurenemise tagajdrjeks ongi hingamisteede seina
paksenemine, iilitundlikkus ja krooniline pdletik (Lemanske Jr ja Busse 2010) (Locksley
2010).

1.1.3. Astma ravi

Kuna astma on seotud bronhide kokkutdombumise ning limaerituse suurenemisega, mis voib
viia hingamisraskuste esinemiseni ja iiksikutel juhtudel ka surmani, on ravi esmaseks
eesmargiks saada haigus kontrolli alla ning véltida stimptomite dgenemist (Lougheed, et al.

2010). Selliseks astma haigustunnuste leevendamiseks on esmajérjekorras kasutusel lokaalselt
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voi  raskematel juhtudel siisteemselt manustatavad pdltikuvastased ravimid nagu
gliikkokortikosteroidid ning liihiajalise toimega bronhe 160gastavad beeta-2-agonistid. Kuna
gliikokortikosteroidid on iildised immuunsiisteemi pérssivad ravimid, esineb nende
kasutamisel risk korvaltoimete tekkeks. Samuti on mitmed uuringud nididanud, et
beeta-2-agonistide kasutamine eraldiseisva ravimina (mitte kombinatsioonis gliikokortiko-
steroididega) voib pdhjustada hoopis haigussiimptomite dgenemist (Shahidi ja FitzGerald
2010) (Barnes 2012) (Beasley, et al. 2014).

Allergeenide vastu antikehade abil voitlemise kdigus suureneb paljudel patsientidel veres ka
IgE hulk. Immunoglobuliin E pdhjustab aga omakorda nuumrakkude poolt pdletiku
mediaatorite (nagu histamiin ja leukotriinid) vabastamise ja nendega kaasnevate astmale
iseloomulike stimptomite tekke (Lemanske Jr ja Busse 2010) (Locksley 2010). Nende
haigustunnuste leevendamiseks on hetkel kasutusel antihistamiinid ja leukotriini retseptori
antagonistid, kuid nende toime on vaid lithiajaline ning seetottu vajatakse uusi ravivoimalusi

poletiku allasurumiseks (Assayag, Beaulieu ja Cormier 2014).

Uheks paljulubavaks ravimiks on Omalizumab. See on monoklonaalne antikeha, mille abil
vihendatakse vaba IgE hulka veres. Kuna antikeha seondub seerumis ringleva IgE-ga selle
Fc regiooni kasutades, siis pole immunoglobuliin E enam voimeline oma korge afiinsusega
IgE retseptorile (FceRI) seonduma (Lai, et al. 2015). Samuti on ndidatud, et Omalizumabi abil
viheneb FceRI retseptori ekspressioon basofiilide, dendriitrakkude ja monotsiiiitide pinnal
ehk seeldbi Onnestub ka pdletiku mediaatorite vabanemist limiteerida (Lin, et al. 2004)
(Humbert, et al. 2014). Hetkel on antud ravim kasutusel vaid nende patsientide puhul, kelle

haigus ei allu gliikokortikosteroidide teraapiale (Kim ja Mazza 2011).

Ka TNF-o ekspressiooni allasurumine voib olla iiks voimalus ravida astmat ja muid
hingamisteede haiguseid. On teada, et seda proinflammatoorset tsiitokiini esineb eriti rohkelt
just raskeloomuliste haiguste puhul. Kliinilised uuringud on tdestanud, et TNF-a
inhibeerimine vastava antikeha toimel, vdhendab hingamisteede iilitundlikkust, astma
dgenemist ning seda seostatakse peamiselt epiteeli taastunud kaitsebarjddri ning kopsude

parema funktsioneerimisega (Berry, et al. 2006) (Hardyman, et al. 2013).

Lisaks ptiitakse allergiate vastu vdidelda allergeeni spetsiifilise immunoteraapiaga. See
pohineb korduval, suureneva kontsentratsiooniga allergeeni manustamisel. Selline meetod
peaks tagama organismis immuunreaktsioone alla suruvate rakkude piisava hulga, et suruda
alla tlitundlikkus antud antigeeni suhtes ja seega saavutatakse pikaajalise toimega raviefekt
(Frew 2010).
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Kuna astma on heterogeenne haigus, siis on vidga raske hinnata, millised ravimid
konkreetsetele patsientidele sobivad. Praegu vaid astma raskete vormide puhul kasutatavad
bioloogilised ravimid on kallid ja ei pruugi oodatud tulemust anda ning seetdttu piititaksegi

pidevalt leida uusi voimalusi teraapiaks.

1.2. Rinoviirus ja astma

Arvatakse, et astma kujunemine on suuresti seotud ka varases eas esinevate hingamisteede
infektsioonidega ning suurim risk haiguse tekkeks on just nendel lastel, kes on kokku
puutunud nii viiruste kui allergeenidega (Oddy, et al. 2002) (Kusel, et al. 2007) (Sly, et al.
2008). Nende kahe stressiteguri omavaheliste interaktsioonide kohta on esitatud mitmeid
erinevaid teooriaid — arvatakse, et viirusinfektsioon kahjustab kopsuepiteeli ja seetdttu on
hingamisteede kaitsebarjadr puudulik ning allergeenid saavad edukamalt absorbeeruda
(Sakamoto, Ida ja Takishima 1984) (Fallon, et al. 2009). Samas esineb ka vastupidiseid
hiipoteese, mille kohaselt just allergeenid ja muud sissehingatavad saasteained rikuvad
hingamisteede epiteeli ning organism muutub viirustele vastuvotlikumaks (Lopez-Souza, et
al. 2004) (Jakiela, Brockman-Schneider, et al. 2008). Molema variandi puhul on

10pptulemuseks tugeva immuunvastuse teke ja poletiku siivenemine.

Uheks selliseks astmaga seostatud viiruseks peetakse rinoviirust (RV) (Jackson, Gern ja
Lemanske Jr 2016). See viirus nakatab eelkdige inimeste iilemisi hingamisteid ning tavaliselt
viljendub RV infektsioon nn kiilmetushaigusena, millele iseloomulikeks siimptomiteks
voivad olla nohu, kurguvalu, ninakinnisus, koha, acvastamine ja ka peavalu (Kelly ja Busse
2008). Kui rinoviirused nakatavad bronhiepiteeli rakke, 1oppeb viiruse genoomi
replitseerumine liiitilise faasiga, millega kaasneb rakkude litisumine ning seeldbi epiteeli
kaitsebarjaari norgestamine (Sajjan, et al. 2008). Lisaks epiteeli kahjustamisele pdhjustavad
viirused immuunvastuse teket, mis viljendub erinevate kemokiinide ja tsiitokiinide
ekspresseerumises. Sellega omakorda kaasneb immuunrakkude virbamine, dendriitrakkude
aktiivsuse stimuleerimine ja seetdttu on voimalik, et rinoviirus voéimendab juba olemasoleva
allergeeni patogeenset mdoju (Sly, et al. 2008) (Proud, Turner, et al. 2008) (Lewis, et al. 2012).
Samuti arvatakse, et rinoviirus soodustab lima sekreteerimist ning koe tursumist, mis

véljendub hingamisteede osalise sulgumisena ja astma siimptomite tekkena (J. E. Gern 2015).

Seoseid rinoviiruse ja astma tekke vahel toetab ka Soomes 1dbi viidud uurimus, mille kdigus

tuvastati, et umbes 5.kuu vanuste viliseva hingamisega imikute seas esines viga palju

rinoviirusesse nakatumisi. Hiljem leiti, et 60% nendest infektsiooniga lastest tekkis astma

juba esimese 2 eluaasta jooksul (Kotaniemi-Syrjanen, et al. 2003). Sarnased uuringud viidi
12



1ibi ka Ameerika Uhendriikides ja Austraalias (Heymann, et al. 2004) (Lemanske, et al. 2005)
(Kusel, et al. 2007). Saadud tulemuste tdttu peetakse RV infektsiooni iiheks maédravaks
teguriks astma kujunemisel varases lapsepdlves ja selle slivenemisel hilisemas elueas
(Nicholson, Kent ja Ireland 1993) (Lemanske Jr ja Busse 2010) (Jartti ja Gern 2011) (Patel, et
al. 2013) (Jartti, et al. 2014).

1.2.1. Rinoviiruste klassifikatsioon

Rinoviirused kuuluvad Picornaviridae sugukonda ning Enterovirus perekonda. Nende
genoom koosneb positiivsest iiheahelalisest RNA-st, mis on ligikaudu 7.2 — 7.5 kb pikk ning
pakitud 30 nm ikosaeedrilisse kapsiidi (Wang, Nagarkar, et al. 2009) (King, Adams ja
Carstens 2011) (Royston ja Tapparel 2016). Genoomi timbritseva kapsiidi moodustavad neli
erinevat valku (VP1-VP4), mida esineb mitmete koopiatena. VP1 valk paikneb kapsiidi
viliskiiljel ning on inimese immuunvastuse peamiseks sihtmargiks, kuigi ka VP2 ja VP3
valgud mojuvad organismis antigeenidena. Vastupidiselt teistele valkudele paikneb VP4
kapsiidi sisemuses ning on seotud viiruse genoomiga (McLean, et al. 2012). Lisaks on
genoomse RNA ahela 5 otsas kovalentselt seotud VPg valk, mille funktsiooniks on
replikatsiooni ajal praimerina kditumine, ning RNA 3’ otsas asub poliiadeniileeritud saba

(Yin-Murphy ja Almond 1996) (Turner ja Lee 2009) (Royston ja Tapparel 2016).

Vastavalt jérjestuste homoloogiale jaotatakse rinoviiruseid kolmeks liigiks — A, B ja C ning
need sisaldavad omakorda iile 100 erineva tiive (Jackson, Gern ja Lemanske Jr 2016). Neid
viiruseid Kklassifitseeritakse lisaks jérjestustele ka retseptorite jargi, mille abil nad
hingamisteede epiteeliga seonduvad. Enamus viirustiivesid kasutavad rakkudega
seondumiseks rakusisest adhesioonimolekuli 1 (ICAM1) ning neid nimetatakse suure grupi
(major group) rinoviirusteks. Vaid kiimme tiive seonduvad madala tihedusega lipoproteiini
(LDL) retseptoriga ning on seetottu vaikese grupi (minor group) viirused (Laine, et al. 2006)
(Wark, et al. 2009).

Antud magistritoo eksperimentides uuriti rinoviiruseid A16 ja 1B, millest esimene kuulub
suure grupi RV hulka ning 1B tiivi on viikese grupi liige. Lisaks kasutati katsete tegemiseks
voimendatult rohelist fluorestseeruvat valku (eGFP-d) ekspresseerivat rinoviirust Al6
(eGFP-A16). eGFP signaal voimaldab tuvastada rakkudesse sisenenud viirust ja selle
replitseerumist ning vorreldes tavalise GFP reporteriga, on eGFP signaal ligikaudu 35 korda
heledam (Zhang, Gurtu ja Kain 1996).
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1.2.2. Rinoviiruse infektsioon

Nakatumine rinoviirusesse toimub tavaliselt sissehingamise teel, kuid haigestuda on voimalik
ka labi kontakti nakkuskandjaga. Infektsiooni tdttu kahjustub nii iilemiste kui alumiste
hingamisteede epiteel, see tursub ning koos suurenenud limaproduktsiooniga vdivad
tagajargedeks olla osaliselt sulgunud hingamisteed ja vilisev hingamine. Lisaks
indutseeritakse viirusinfektsiooni korral epiteeli rakkudes kemokiinide ekspressioon, mis viib
alumistes hingamisteedes nii neutrofiilse kui eosinofiilse inflammatsiooni tekkeni (Gern, et al.
2003) (Korpi-Steiner, et al. 2006) (Message, et al. 2008) (Proud, Turner, et al. 2008) (Wang,
Nagarkar, et al. 2009) (Bochkov, et al. 2010).

Arvatakse, et RV infektsiooni efektiivsus soltub organismis toodetavatest interferoonidest
(Message, et al. 2008) (Baraldo, et al. 2012). Osad uurimused on ndidanud, et astmaatikute
kopsuepiteeli rakkudes on interferooni ekspressioon puudulik. Selle tulemusena vdheneb
epiteelrakkude apoptoos ning viirus saab paljudesse rakkudesse siseneda ja seal edukalt
replitseeruda (Contoli, et al. 2006) (Kelly ja Busse 2008) (Wark, et al. 2009). Samas leidub ka
tapselt vastupidiseid tulemusi, kus astmaatikute ja tervete patsientide geeniekspressioon ei
erine teineteisest (Lopez-Souza, et al. 2009). Vastuoluliste tulemuste tottu pole iiheselt
moistetavaid jareldusi voimalik teha, kuid iildlevinud arvamuse kohaselt on noores eas
rinoviirusesse nakatumise tagajarjed raskeloomulisemad ja seda just sellepérast, et
immuunsiisteem pole veel tdielikult vilja arenenud ning interferoonide ekspressioon on nork
(Parry, et al. 2000) (Gern, Brooks, et al. 2006) (Kelly ja Busse 2008).

Lisaks mojutavad rinoviirusesse nakatumist ka stress (Cohen, et al. 2012), suitsetamine
(Berman, et al. 2016) ja dieet. Niiteks on tdestatud, et vitamiin D puudusel on hingamisteede
haigused ja astma teke soodustatud (Bener, et al. 2014) (Korn, et al. 2013) (Groot, et al.
2015).

1.2.3. Rinoviiruse infektsiooni molekulaarsed mehhanismid

Rinoviiruse infektsiooni esimeseks etapiks on hingamisteede epiteelrakkudega
interakteerumine ja nendesse sisenemine. Enamus RV tiivesid kasutavad selleks rakusisest
adhesioonimolekuli 1 ning kuna viirus indutseerib infitseerunud rakkudes veelgi suurema

ICAML1 retseptori ekspresseerumise, suureneb rakkude nakatumine (Kelly ja Busse 2008).

Pérast epiteeli rakkudesse sisenemist vabaneb iiheahelaline viraalne RNA tsiitosooli ning
algab RNA replikatsioon, mille kdigus moodustub liihiajaliselt ka dsRNA. Raku

plasmamembraanil vdi endosoomide membraanil paikneb tollilaadne retseptor TLR3, mis
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tunneb dra dSRNA ning tsiitoplasmas asuv melanoomi diferentseerumisega assotsieerunud
geen 5 (MDAD) valk tuvastab positiivse ahelaga viiruse. Nende kahe valgu vahendusel
indutseeritakse  bronhiepiteeli rakkudes viirusvastus ning seejdrel alarmeeritakse

immuunsiisteemi (Wang, Miller, et al. 2011).

Viirusvastuse tulemusena alustatakse bronhiepiteeli rakkudes interferoonide tootmist (k.a
IRF1) ning NF-xB raja aktiveerumise teel tagatakse proinflammatoorsete tsiitokiinide ja
kemokiinide (nditeks CXCL1, CXCL5) ekspresseerumine (Bochkov, et al. 2010) (Zaheer ja
Proud 2010) (Jakiela, Gielicz, et al. 2014). Lisaks stimuleeritakse IL-1, IL-8, CCL5 ja
eotaksiinid (nagu CCL11, CCL24), mille abil varvatakse nii eosinofiile kui neutrofiile
(Papadopoulos, et al. 2001) (Wark, et al. 2009) (Triantafilou, et al. 2011) (Felton, et al. 2014).
Eosinofiilid on vajalikud ribonukleaaside ja erinevate antiviraalsete omadustega valkude
tootmiseks ning antigeenide esitlemiseks (Acharya ja Ackerman 2014). IL-8 toimel
aktiveeritakse neutrofiilid, mille iilesandeks on samuti patogeeni leviku piiramine. Nii
eosinofiilide kui ka neutrofiilide aktiveerimisega ja kogunemisega hingamisteedesse kaasneb
ka hingamisteede tursumine ning limaerituse suurenemine (Kelly ja Busse 2008) (Tang, et al.
2016).

1.2.4. Rinoviiruse ravi astmahaigetel

Kuna rinoviirused pdhjustavad astma dgenemist, siis on pikaajalise infektsiooni raviks piiitud
kasutada koige enam just gliikokortikosteroide, mis vidhendavad NF-kB ja mitmete teiste
signaaliradade aktiivsust ja inflammatoorsete valkude siinteesi ning seeldbi viheneb pdletik.
Miinuseks on aga ravimi vdimalikud korvaltoimed, milleks voivad olla korge vererdhk,
hiiperglilkeemia, osteoporoos ja lastel ka kasvupeetus. Lisaks voib ravim mdjutada ka
pstiithikat voi kesknédrvisiisteemi, mille tulemusena voib vdheneda keskendumisvdime ja

esineb unetust ning drevust (Ciriaco, et al. 2013).

Teine vOimalus rinoviiruse vastu voditlemiseks oleks vaktsineerimine. Probleemiks on aga
rinoviiruse serotiitipide esinemine, mida on lausa iile saja ehk isegi kui dnnestuks viiruse tihe
tiive vastu vaktsiin luua, puuduks endiselt kaitse kdikide teiste eest. Samas on niidatud, et
rinoviiruse kapsiidivalgu VP4 vastu suunatud antikehad on vdimelised paljusid erinevaid

serotiilipe neutraliseerima (Kelly ja Busse 2008) (Katpally, et al. 2009).
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1.3. mikroRNA-d ja nende biogenees

Paljude geenide ekspressiooni reguleeritakse epigeneetiliselt — iiheks selliseks Vviisiks loetakse
ka mikroRNA-de (miRNA) poolt vahendatud transkriptsioonijérgset regulatsiooni (Kabesch
2016). miRNA-d on lithikesed (21-23 nt pikkused) iiheahelalised mittekodeerivad RNA-d,
mis seonduvad 6-8 nukleotiidi pikkuse komplementaarse jérjestuse abil erinevate sihtmérk
MRNA-de 3’ mittetransleeritava regiooniga (3 UTR) ja vaigistavad vastava mirklaud-mRNA
ekspressiooni (Rebane ja Akdis 2013) (Kho, et al. 2016). Kuna miRNA ja tema sihtmark-
MRNA vahel ei pea komplementaarsus olema tiielik, siis on iiks miRNA voimeline sadade
vOi lausa tuhandete erinevate mRNA-de hulka reguleerima. Samuti voib ithe mRNA tase olla
kontrollitud paljude erinevate miRNA-de poolt (Lin ja Gregory 2015). Sellise
geeniekspressiooni reguleerimise kaudu mojutavad miRNA-d paljusid erinevaid bioloogilisi
protsesse — rakkude diferentseerumist, kasvamist, arengut, nende metabolismi,

signaliseerimist, apoptoosi ja ka pdletikulisi protsesse (Plank, et al. 2013).

mMIiRNA-sid kodeerivad jérjestused voivad paikneda genoomis klastritena valke kodeerivate
geenide geenidevahelises alas, tiksikult valke mittekodeerivate geenide eksonites voi valke
kodeerivate geenide sees intronites. Nende siinteesimine (Joonis 1) algab rakutuumas, kus
RNA poliimeraas II abil luuakse miRNA jérjestusi sisaldavad pikad primaarsed transkriptid,
mida nimetatakse pri-miRNA-deks. Pri-miRNA transkriptidele lisatakse 5’ otsa metiiiil-
guanosiini miits ja 3’ ots poliiadeniileeritakse (Plank, et al. 2013). Need omakorda 16igatakse
tiip III RNaas Drosha ja kaheahelalist RNA-d siduva Pasha (nimetatakse ka DiGeorge
stindroomi kriitilise regiooni geen 8-ks) kompleksi abil liilhemateks ning saadakse prekursor
mikro-RNA-d (pre-miRNA-d), millel on juuksendelastruktuur (Rebane ja Akdis 2013).
Prekursor miRNA-d koosnevad umbes 70 nukleotiidist ja neile on iseloomulikuks terminaalne
lingu struktuur ning 3’ otsas kahe nukleotiidi pikkused iileulatuvad otsad (Plank, et al. 2013)
(Lin ja Gregory 2015).

Pre-miRNA-d tuleb edasiseks protsessimiseks transportida tsiitoplasmasse. Selleks peab
Exportin-5 tundma &ra pre-miRNA terminaalse lingu ning koostoos guanosiintrifosfaati
siduva RAS seoselise tuumavalguga (Ran-GTP) viiakse need rakutuumast valja (Plank, et al.
2013). Jargneva protsessimise tsiitoplasmas viib 1dbi Dicerl, mis on samuti tiitip III RNaas
ning asiimmeetrilise 16ikamise jdrel tekivad lithikesed ~22 nukleotiidi pikkused MIRNA

dupleksid, millel on 3’ iileulatuvad otsad (Pfaff, et al. 2013) (Lin ja Gregory 2015).
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Joonis 1. miRNA-de biogenees ja funktsioon. miRNA-de siinteesiks transkribeeritakse

koigepealt rakutuumas RNA poliimeraas

Il poolt pri-mikroRNA-d. Pri-miRNA
protsessitakse Drosha ja DGCRS8 abil ning saadud pre-mikroRNA transporditakse Exportin

5 ja Ran-GTP vahendusel tsiitoplasmasse. Jargneb Diceri poolt protsessimine, tekivad

miRNA dupleksid. miRNA dupleksi iiks ahel kaasatakse RISC kompleksi ja jargneb

sihtmidrk-mRNA-ga  seondumine,  geeniekspressiooni  reguleerimine.  Adapteeritud
(Sand 2014).
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Uks miRNA ahel kaasatakse RISC kompleksi (RNA indutseeritud vaigistamiskompleks), mis
koosneb Argonaut (Ago) ja 182 kDa gliitsiin-triiptofaan (GW182) valgust. Teine miRNA
dupleksi ahel tavaliselt degradeeritakse voi seotakse teise RISC kompleksi poolt. Mdlemal
juhul seondub RISC kompleksi koosseisu kuuluv miRNA tinu kuue kuni kaheksa
nukleotiidsele jérjestuse komplementaarsusele, oma sihtmérk mRNA-ga ning reguleerib selle
ekspressiooni. miRNA vdib represseerida mRNA translatsiooni initsiatsiooni, takistada selle
elongatsiooni vOi destabiliseerib oma sihtmdrk mRNA ja suunab selle lagundamisele

(Joonis 1) (Rebane ja Akdis 2013) (Li ja Rana 2014)

1.3.1. miR-146 perekond

On nididatud, et mikroRNA-d on voimelised tdnu geeniekspressiooni reguleerimisele
mdjutama organismi immunvastust ja kudede pdletikku (ka allergiliste haiguste puhul).
Kodige enam on seni uuritud miR-146a, miR-21 ja miR-155 scoseid immuunsiisteemiga
(Rebane 2015).

Inimese genoomis esineb kaks geeni, mis vastutavad miR-146 perekonna miRNA-de
kodeerimise eest. Esimene neist geenidest paikneb viiendal kromosoomil ning sellelt toimub
miR-146a siintees. Teist miR-146 perekonda kuuluvat mikroRNA-d (miR-146b)
transkribeeritakse aga kiimnendalt kromosoomilt (Taganov, et al. 2006). Need kaks
mikroRNA-d on peaaegu identsed — nende seemnejarjestused (Joonis 2), millel on méirav
tahtsus sihtmirkgeenide tuvastamisel, on lihesugused ehk teoreetiliselt peaksid mdlemad
MIRNA-d olema vGimelised samu mMRNA-sid dra tundma ja nende ekspressiooni reguleerima
(Lu ja Rothenberg 2013). miR-146a ja miR-146b 3’ regioonis esineb kahe nukleotiidiline
erinevus, mis vahesel méadral voib siiski méarklaudadele seondumist mojutada (Rusca ja

Monticelli 2011).
miR-146a S"UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU-3'
miR-146b 5-UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU-3

Joonis 2. miR-146a ja miR-146b primaarsed jirjestused*?. Sinisega on tihistatud

mikroRNA-de seemnejdrjestused ning oranziga miR-146a/b kahe nukleotiidne erinevus.

Paljud uuringud on nididanud, et miR-146a ekspresseerumist indutseeritakse 1dbi NF-xB raja
nii immuunrakkudes kui ka epiteelirakkudes, sealhulgas ka alveolaarse epiteeli vihi rakuliinis
(A549), bronhiepiteelist valmistatud rakuliinis BEAS-2B ja hingamisteede silelihaste

! http://mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000449
2 http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0002809
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rakkudes (Perry, et al. 2008) (Williams, et al. 2008). Kuna mikroRNA-146a sihtmirkide
hulka kuuluvad tuumafaktor kB signaaliraja liikmed IL-1 retseptor vahendatud kinaas 1
(IRAK1), TNF retseptori vahendatud faktor 6 (TRAF6) ja kaspaasi vidrbamise domeeni
sisaldav valk 10 (CARD10), siis on antud miRNA voimeline NF-kB raja aktiivsust negatiivse
tagasiside kaudu reguleerima (Joonis 3) (Crone, et al. 2012) (Rebane, Runnel, et al. 2014).
See tdhendab, et NF-xB signaaliraja aktiveerudes toimub miR-146a ekspressiooni tous,
mistottu IRAK1, TRAFG6, aga ka lipoproteiin A (LPA) poolt aktiveeritava CARD10 tasemed
vahenevad ja seetdttu viheneb ka NF-«B raja aktiivsus ning inhibeeritakse inflammatoorsete
tsiitokiinide ja kemokiinide (nagu niiteks IL-8 ja CCLD5) siinteesi. Kuna proinflammatoorsete
tsiitokiinide ja kemokiinide ekspressioon viheneb, ei toimu neutrofiilide, T-rakkude (Treg),
dendriitrakkude, eosinofiilide, nuumrakkude ja basofiilide kogunemist inflammatsiooni
keskmesse ja poletik kahaneb (Baldwin Jr 2001) (Taganov, et al. 2006) (Perry, et al. 2008)
(Levy 2009) (Akdis, et al. 2011) (Rebane ja Akdis 2013) (Park, et al. 2015) (Rebane 2015).
Jarelikult on miR-146a vdimeline tsiitokiinide ja kemokiinide tasemete vihendamise kaudu

inhibeerima pdletikulisi protsesse (Wang, et al. 2011).
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Joonis 3. miR-146a/b ekspressioon ja funktsioon rakus. NF-kB voi JAK-STAT
signaaliraja aktiveerimine stimuleerib vastavalt miR-146a ja miR-146b ekspresseerumist.
miR-146a/b omakorda inhibeerivad tsiitoplasmas TRAF6, IRAK1 ja CARD10 ekspressiooni
ja seeldbi reguleerivad NF-xB signaaliraja aktiivsust. Modifitseeritud (Rebane 2015).

LPS - lipopoliisahhariid.
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miR-146b funktsioonide ja toimimismehhanismide kohta teatakse vdhem. Arvestades
MIiR-146b jérjestuse suurt sarnasust miR-146a-le, voib arvata, et ka miR-146b on vdimeline
mdjutama organismi immuunvastust. Park ja teised niitasid 2015.aastal, et miR-146b
tileekspressiooni korral viheneb TRAF6 ja IRAK1 ekspressioon — jérelikult reguleerib ka see
miR-146 perekonna liige NF-xB raja aktiivsust (Park, et al. 2015). Hiljuti tehtud katsed RNA
bioloogia laboris on samuti ndidanud, et transfekteeritud miR-146a ja miR-146b miimid
inhibeerivad IRAK1, CARD10, CCL5 ja IL-8 mRNA ekspressiooni inimese primaarsetes
keratinotsiititides (Hermann, et al. 2016). Samas erinevalt miR-146a-st, mille ekspressioon on
aktiveeritav NF-xB poolt, indutseeritakse miR-146b ekspressiooni JAK-STAT raja kaudu (Lu
ja Rothenberg 2013). Niiteks patogeenide vastu vditlemisel indutseeritakse tihti 1L-6
ekspressioon ning selle tsiitokiini seondumisel oma retseptorile, toimub Janus kinaaside
(JAK) aktiveerimine ja transkriptsiooni aktivaator 3 (STAT3) liikumine rakutuuma ning
seejarel miR-146b ja teiste sihtmarkgeenide transkribeerimine (Joonis 3). IL-6-le sarnaselt
toimib ka IFN-y, mis seondub retseptoriga IFNGR ja pohjustab JAK-i abil STAT1
fosforiileerimise, mis translokeerub tuuma ning voib seal samuti indutseerida miR-146b
ekspresseerumist (Xiang, et al. 2014) (Park, et al. 2015).

Monotsiiiitide puhul on leitud, et mikroRNA-146b ekspresseerumist indutseerivad
lipopoliisahhariidid, mis on gram-negatiivsete bakterite vdlismembraani tiheks komponendiks
(Curtale, Mirolo, et al. 2013). LPS seondub TLR4 retseptoriga ning miicloidse
diferentseerumisfaktor 88 (MyD88) vahendusel aktiveeritakse ning fosforiileeritakse IRAK,
mis omakorda aktiveerib TRAF6, NF-xB ja indutseerib pro-inflammatoorsete tsiitokiinide
ekspresseerumist (Palsson-McDermott ja O'Neill 2004) (Park ja Lee 2013). Samaaegselt
aktiveeritakse monotsiilitides ka IL-10 ekspressioon, mis oma retseptoriga seondudes
aktiveerib JAK1 kinaasi ja STAT3. Vastupidiselt IL-6 mdjule, seostatakse IL-10 tugeva anti-
inflammatoorse vastusega ning {iiheks toimemehhanismiks vdibki olla see, et IL-10
stimuleerib  MIRNA-146b ekspresseerumist ning seeldbi vdheneb proinflammatoorsete
tsiitokiinide 1L-6, TNF-a ja IL-8 tootmine (Curtale, Mirolo, et al. 2013) (Braun, Fribourg ja
Sealfon 2013) (Hutchins, Diez ja Miranda-Saavedra 2013).

Kuna miR-146a” hiirtel tekib elu jooksul autoimmuunsus, millega kaasneb STAT1
kdrgenenud aktiivsus regulatoorsetes T rakkudes ja seetdttu viheneb regulatoorsete T-rakkude
vOime inhibeerida ka Tyl thiipi immuunvastuseid, siis arvatakse, et nii miR-146a kui
miR-146b soodustavad organismis tiitip 2 helper T-rakkude diferentseerumist ja nendele

omaste tsiitokiinide ekspresseerumist (Lu, et al. 2010). Lisaks on ndidatud, et miR-146a
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puudulikel hiire T-rakkudel on vdoimendunud nii Tyl kui ka Tyl7 titipi immuunvastused
(Okoye, et al. 2014).

1.3.2. miRNA teraapia

Paljudele haigustele on omane teatud spetsiifiline mikroRNA-de ekspressioonimuster — osad
mMIRNA-d on tleekspresseeritud ning teised samaaegselt védhenenud ekspressiooniga
(Christopher, et al. 2016). Kuigi sageli on need muutused haigusliku olukorra tagajiarg, on
paljudel juhtudel siiski teada ka pohjuslikud seosed, mis nditavad mitmete mikroRNA-de
olulist rolli haiguste tekkes ning kulgemises. Teades haigusele iseloomulike mikroRNA-de
ekspressiooni ja nende poolt reguleeritud sihtméirkgeene, tekib vOimalus uueks

potentsiaalseks teraapiaks (Li ja Rana 2014).

miRNA-de kasutamise teevad eriti atraktiivseks neile iseloomulikud tunnused: tegemist on
véikeste RNA-dega, mille primaarsed jarjestused on hetkel juba teada. Lisaks on miRNA-de
jarjestused tihti konserveerunud ehk neid oleks potentsiaalselt voimalik erinevates liikides
kasutada (Rooij, Purcell ja Levin 2012) (Christopher, et al. 2016). mikroRNA-de suureks
eeliseks on ka nende paritolu — kuna miRNA-d ja nende funktsioonid on rakkudes looduslikul
viisil tekkinud, siis suure toendosusega mikroRNA-del baseeruv teraapia ei tekita rakkudes

vOi organismis soovimatuid kdrvalmojusid (Rebane ja Akdis 2013).

Teraapia ldbiviimiseks on samuti mitu erinevat voOimalust — mMikroRNA-sid saab nii
inhibeerida kui {leekspresseerida (Li ja Rana 2014). Siiski pole mikroRNA-d
ravivoimalusena veel laialdaselt kasutust leidnud ning selle peamiseks pdhjuseks on
vaheefektiivne miRNA miimide- ja inhibiitorite transport haigusest kahjustatud kudedesse ja
rakkudesse (Sethupathy 2016). Lisaks on teraapia toimimiseks vajalik tagada mikroRNA-de
vabanemine endosoomidest, viltida liisosomaalset lagundamist ning kindlustada sihtmaérgini
joudmine (Ben-Shushan, et al. 2014). Kuna epiteel ja endoteel on moodustunud tihedalt
paiknevatest polaarsetest rakkudest, mis on omavahel tiheliidustega ithendatud, on moodustuv
barjair niivord tugev, et sellest on voimelised 1dbi tungima ainult vesi ja iiksikud toitained.
Haigusest kahjustunud kude on toendoliselt siiski kergemini juurde pédédsetav ning sellepérast
ptititaksegi pidevalt leida uusi mehhanisme miRNA transpordiks (Kristensen, Birch ja Nielsen
2016).
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1.4. Rakku sisenevad peptiidid

Viimase aastakiimne jooksul on iitha enam tdhelepanu palvinud lithikesed, 5-30 aminohappest
koosnevad peptiidid, mis on vodimelised ldbi rakumembraani tungima. Sellest omadusest
lahtuvalt on hakatud neid rakku sisenevateks peptiidideks (RSP) kutsuma (Farkhani, et al.
2014). Nendele peptiididele on voimalik lisada ka kargo, milleks vdivad olla nii proteiinid,
oligonukleotiidid, siRNA-d, miRNA miimid kui ka teised peptiidid (Mée ja Langel 2006)
(Urgard, et al. 2016), mistottu on RSP-d heaks alternatiiviks viraalsete vektorite ja
nanopartiklite kasutamisele, mis on kiill efektiivsed meetodid, kuid véivad omada organismile

ohtlikke tagajargi (Regberg, VVasconcelos, et al. 2016).

Lastmolekulid lisatakse rakku sisenevatele peptiididele kahel viisil: kovalentselt voi
mittekovalentselt. Elektrostaatiliste ja hiidrofiilsete voi hiidrofoobsete interaktsioonide abil
toimub mittekovalentne lastmolekuli sidumine ning seda kasutatakse palju just siRNA-de
ning miRNA miimide puhul (Regberg, Vasconcelos, et al. 2016). Pérast lastmolekuliga
seondumist, kasutavad RSP-d rakkudesse penetreerumiseks peamiselt endotsiitoosi, kuid on
taheldatud ka otsest translokeerumist 1dbi rakumembraani (Farkhani, et al. 2014) (Kristensen,
Birch ja Nielsen 2016).

Rakku sisenevaid peptiide on mitmeid ning klassifitseerimine toimub nende péritolu,
struktuuri voi lastmolekuliga seondumise alusel. PepFect14 (PF14) on RSP, mis on loodud
Transportan10 peptiidi baasil, kuid sisaldab modifikatsioone — isoleutsiinid asendati
leutsiinidega ning liisiinid ornitiinidega, et suurendada peptiidi stabiilsust (Ezzat, et al. 2011).
Samuti on lisatud PF14 jérjestusse steariililrihm, mis suurendab rakkudesse sisenemise
efektiivsust ja kargo vabanemist endosoomidest (Joonis 4) (Futaki, et al. 2001) (Regberg,
Srimanee ja Erlandsson, et al. 2014) (Lehto, et al. 2017).

Steartiiil-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH2

Joonis 4. Rakku sisenev peptiid PepFect14 (Regberg, Srimanee ja Langel 2012).

Kuna PepFectl4 moodustab spontaanselt nanopartikleid oligonukleotiidiga, saab PepFectl14
kasutada ka miRNA miimide efektiivseks transportimiseks rakkudesse (Regberg, Srimanee ja
Erlandsson, et al. 2014) (Urgard, et al. 2016).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmargid

Kéesoleva magistritod eesmargiks oli vélja selgitada, kas immunsiisteemi jaoks olulised
MIRNA-d miR-146a, miR-146b reguleerivad viirusvastust ja sellega seotud poletikulisi

protsesse rinoviirusnakkuse korral bronhiepiteeli rakkudes.

Magistritoo tapsemateks eesmérkideks oli:

1) Uurida, kuidas mojutavad tsiitokiinid (TNF-a, IFN-y, IL-17A, IL-22) miR-146a/b ja
nende sihtmarkgeenide (CCL5, IRAK1, CARD10) ning NF-xB ja JAK-STAT raja
poolt aktiveeritavate geenide (IL-8, ICAM1, CXCL1 ja IRF1, CXCL5, IFITM1)
ekspressiooni inimese bronhiaalsetes epiteeli rakkudes.

2) Hinnata rinoviirusega (RV Al16, RV 1B) nakatumise mdju miR-146a/b ja nende
sihtmérkgeenide (CCL5, IRAK1, CARD10) ning NF-xB ja JAK-STAT raja poolt
aktiveeritavate geenide (IL-8, ICAM1, CXCL1 ja IRF1, CXCLS5, IFITM1)
ekspressioonile inimese bronhiaalsetes epiteeli rakkudes.

3) Selgitada vilja, kas miR-146a/b mdjutavad viirusvastust inimese bronhiepiteeli
rakkudes rinoviirusinfektsiooni korral.

4) Teha kindlaks proinflammatoorsete tsiitokiinide (TNF-o, IFN-y, IL-17A, IL-22) ja
rinoviiruste (A16, 1B) ja miR-146a/b moju kopsuepiteeli remodelleerimisega seotud
geenide (HBEGF, FGF2, MUC5B) ekspressioonile.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Eksperimentides kasutatud rakud

Katsetes kasutati primaarseid inimese bronhiaalseid epiteeli rakke, mis saadi kingitusena
koostddpartnerilt (Dr. Bogdan Jakiela, Jageilloni Ulikool, Krakow, Poola). B113 rakud
périnesid tervelt 26-aastaselt meessoost doonorilt, kellel esines atoopia ning B86 doonoriks

oli terve 30-aastane mees.

HBEC rakke kasvatati BEGM™ Bulletkit™ (Bronchial Epithelial Cell Growth Medium,
Lonza, Sveits) so6tmes, millele oli lisatud veise ajuripatsi ekstrakt (BPE, Bovine pituitary
extract) (1:5), insuliin (1:20), hiidrokortisoon (1:20), gentamiitsiin ja amfoteritsiin-B (1:20),
retinoolhape (1:20), transferriin (1:20), trijoodtriioniin (1:20), epinefriin (1:20), inimese

epidermaalne kasvufaktor (hEGF) (1:20). So6tmes kasutatud komponentide tdpne
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kontsentratsioon on tootja poolt salastatud. Rakke kasvatati inkubaatoris, mille temperatuur
oli 37°C, keskkond sisaldas 5% CO; ning oli veeauruga kiillastunud. Rakkude iimber
kiilvamiseks eemaldati 10 cm diameetrisel plaadil kasvavatelt rakkudelt BEGM sd6de ja pesti
5 ml fosfaadiga puhverdatud soolalahusega (PBS, Sigma-Aldrich, USA). Jargmisena lisati
plaadile 2 ml 2x triipsiini (Trypsin-EDTA in PBS, GE Healthcare, UK) ning rakke inkubeeriti
37°C juures 5 minutit. Ensiitimi neutraliseerimiseks lisati tassile 4 ml triipsiini neutraliseerijat
(Trypsin Neutralizer Solution, Invitrogen, USA) ning rakud koguti 15 ml tuubi. Lisaks pesti
plaati ka 5 ml PBS-ga, et koguda koik rakud. Seejdrel tsentrifuugiti rakke temperatuuril 4°C
250 rcf juures (Eppendorf 5424 R, rootor FA-45-24-11, Saksamaa) 7 minutit ja supernatant
eemaldati. Rakud suspendeeriti 10 ml BEGM s66tmes ning jaotati vastavalt vajadusele.

Katsed viidi 1dbi rakkudega, mille passazid olid vahemikus kolm kuni kuus.

HelLa rakke kasvatati L-glutamiini ja naatriumvesinik-karbonaadiga RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, USA) so6tmes, mis sisaldas 10% veise loote seerumit (FBS — fetal bovine serum)
(PAA, USA), penitsilliini (100 1U/ml) ja streptomiitsiini (100 pg/ml) (Lonza, Sveits). Rakke
kasvatati inkubaatoris temperatuuril 37°C ning keskkond sisaldas 5% CO,, oli veeauruga
kiillastunud. Rakkude timberkiilvamiseks lisati plaadile voi pudelisse 2x triipsiini (Trypsin-
EDTA in PBS, GE Healthcare, UK) ning rakke inkubeeriti 37°C juures 5 minutit. Seejérel
lisati rakkudele PBS-i (Sigma-Aldrich, USA), rakud koguti 15 ml tuubi ning tsentrifuugiti
(Eppendorf 5424 R, rootor FA-45-24-11, Saksamaa) 250g juures 7 minutit. Supernatant
eemaldati ning rakud suspendeeriti virskes RPMI sé6tmes ning kiilvati edasi vastavalt

vajadusele.

2.2.2. Rinoviiruste tiived ja nende paljundamine

Katsetes kasutati rinoviiruseid A16, eGFP-A16 ja 1B. Viirused A16 ja 1B saadi kingitusena
Sebastian Johnstonilt (National Heart and Lung Institute, Imperial College London, UK).
Voimendatult GFP-d ekspresseeriv rinoviirus Al16 (eGFP-A16) loodi antud magistritoole
eelnevalt Alar Aabi poolt. Selleks kasutati Burrill et al., 2013 protokolli ning pA16-eGFP
plasmiidi, mis oli kingitus koostdopartneritelt Yuri A. Bochkov ja James E. Gern (Department
of Medicine, University of Wisconsin, USA).

Rinoviiruste paljundamiseks lisati 150 cm?® koekultuuri pudelites 20 ml RPMI s6dtmes
kasvavatele 70% konfluentsetele HelLa rakkudele (tipsem kirjeldus punktis 2.2.1.) 200 pl
viiruslahust. Viiruslahusega HelLa rakke loksutati madalal Kiirusel, toatemperatuuril 1h,
seejarel lisati rakkudele veel 20 ml RPMI sd6det ning jargnes inkubeerimine 37°C juures,
keskkond sisaldas 5% CO2, oli veeauruga kiillastunud. 72h pérast inkubeerimist kiilmutati
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rakud koos viirusosakesi sisaldava sootmega -80°C-ni ja seejérel sulatati. Kiilmutamise ja
sulatamise etappi korrati 3 korda. Viimase sulatamise jarel koguti rakud koos s66tmega 50 ml
tuubi, tsentrifuugiti 1000g juures 15 minutit ning supernatant, mis sisaldas viirusosakesi,
jaotati 1,5 ml tuubidesse ning siilitati -20°C juures. Negatiivse kontrolli ehk mocki jaoks
kasvatati HelLa rakke nagu eelnevalt kirjeldatud, kuid viiruslahust lisamata ning saadud

supernatant kiilmutati sarnaselt viiruslahusele -20°C-ni.

Koikide rinoviiruste tiitri madramiseks kasutati 10pp-punkti meetodit. Selleks kiilvati HeLa
rakud 96-kannuga plaadile (tdpsem kirjeldus punktis 2.2.1.). Igas reas oli kaheksa rakkudega
kannu, millest iga kann sisaldas 200 pl s66det ~10 000 rakuga. Rakkude loendamiseks
kasutati TC20™ automatiseeritud rakulugejat (Bio-RAD, USA). Seejérel tehti paljundamise
kaigus saadud viiruslahusest 5-kordne lahjendusrida. 96-kannuga plaadi esimesesse ritta lisati
igasse rakkude ja s66tmega kannu 50 ul lahjendamata viiruslahust. Teise ritta lisati igasse
kannu 50 ul viiruslahust, mis oli viiekordselt lahjendatud ning nii korrati kuni seitsmenda
reani, kuhu lisati 50 ul lahjendusrea viimast viiruslahust. Kaheksas rida valiti kontrolliks ning
sinna lisati igasse rakkudega kannu 50 pl RPMI s6ddet. Seejarel kasvatati rakke inkubaatoris
(tdpsem kirjeldus punktis 2.2.1.). Viis pdeva parast rakkude nakatamist viiruslahustega,
madrati viiruse tiiter. Selleks hinnati so6tme virvust ning rakkude eluvdimet. See tdhendab, et
vorreldi iga rea viirusega nakatunud rakke kaheksanda kontrollrea rakkudega. Kui viirus oli
véiga efektiivse nakatumisvoimega, muutusid HelLa rakud iimaraks ning nende elutegevus
peatus ja seetdttu jai ka sootme vérvus roosaks-punaseks. Kui viiruslahus oli piisavalt
lahjendatud, ei toimunud rakkude massilist nakatumist ning karbumist, seetdttu kasutasid
HeLa rakud sdodet oma elutegevuseks ning sddtme virvus muutus kollakaks. Saadud
tulemused sisestati Reed ja Muench’i kalkulaatorisse ning saadi viirustiiter TCID 50 ehk
viiruse annus, mis tappis 50% kultiveeritud rakkudest. Eksperimentide tarbeks
nakatuskordsuse (MOI) arvutamisel lihtuti eeldusest, et 1e® rakkudele lisatud 0,1 ml

viiruslahust, mille TCID 50 viirtus on 1e’, vastas MOI 1-le.

2.2.3. Rakkude stimuleerimine tsiitokiinidega

HBEC rakkude stimuleerimiseks kiilvati need 12 kannuga plaatidele (~30 000 rakku iihe
kannu kohta). Rakkude plaatimine toimus punktis 2.2.1. kirjeldatud viisil ning rakkude
loendamiseks kasutati TC20™ automatiseeritud rakulugejat (Bio-RAD, USA). 24h peale
rakkude plaatimist stimuleeriti rakke tsiitokiinidega IFN-y (1oppkontsentratsiooniga 20 ng/ml,
eBiosciences, USA), TNF-a (20 ng/ml, Biolegend, USA), IL-17A (10 ng/ml, Peprotech, UK),
IL-22 (20 ng/ml, Peprotech, UK). Lisaks kasutati rakkude stimuleerimiseks tsiitokiinide
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kombinatsioone: TNF-a koos IL-17A-ga ning IFN-y koos IL-22-ga. 48h tunni m&ddudes
eemaldati stimuleeritud rakkudelt s66de, lisati 800 ul fenozoli (A&A Biotechnology, Poola)

ning hoiti -20°C juures kuni totaalse RNA eraldamiseni.

2.2.4. Rakkude stimuleerimine rinoviirusega

HBEC rakud kiilvati 24h enne eksperimenti 12 kannusele plaadile, tihes kannus oli ~30 000
rakku (meetod kirjeldatud punktis 2.2.1.). Katse esimese etapina aspireeriti rakkudelt s66de
ning asendati virskega. Seejdrel lisati rakkudele rinoviirus (A16; 1B voi eGFP-A16, kdikide
eksperimentide puhul oli MOI 0.01) ning rakke hoiti 48h inkubaatoris 37°C juures. HBEC
rakkude negatiivse kontrollina kasutati ,,mocki“ ehk HeLa rakkude kasvusddet, milles

puudusid viirusosakesed.

2.2.5. Rakkude transfekteerimine

Rakkude transfekteerimiseks kiilvati, sarnaselt eelmistele eksperimentidele, rakud katsele
eelneval paeval 12-kannustele plaatidele, kuid rakkude tiheduseks oli 40 000 rakku kannu
kohta (tdpsem kirjeldus punktis 2.2.1.). Transfekteerimiseks kasutati PepFectl4 peptiidi
(100 pM PepMic, Hiina), mille abil viidi rakkudesse miR-146a miim (20 uM, Dharmacon™,
USA) v3i negatiivne kontroll-miR miim (20 uM, Dharmacon™, USA). Selleks inkubeeriti
15 pmol miR-146a voi kontroll-miR miimi peptiidiga (suhtes 2:1) 50 ul vees 1h
toatemperatuuril ning seejdrel lisati rakkudele. Transfekteeritud rakke inkubeeriti 24h 37°C

juures, seejarel eemaldati s66de ning rakke pesti PBSga.

2.2.6. RNA eraldamine

Inimese primaarsetest bronhiaalsetest rakkudest RNA eraldamiseks kasutati Total RNA Mini
komplekti (A&A Biotechnology, Poola). Liihidalt, rakkudelt eemaldati s66de ning lisati
800 pl fenozoli (A&A Biotechnology, Poola). Saadud rakuliisaat koguti 1,5 ml tuubidesse ja
inkubeeriti 50°C juures 5 minutit. Jirgmisena lisati proovidele 200 ul kloroformi (AppliChem,
Saksamaa) ja segati (poorates tuube mdned korrad iile korgi). Seejarel inkubeeriti proove 3
minutit toatemperatuuril ja tsentrifuugiti 10 minutit 12 000 rcf juures (Eppendorf 5424 R, FA-
45-24-11 rootor, Saksamaa). Saadud vesifaas eraldati, sellele lisati 250 pl isopropanooli,
segati ja kanti kolonnidele. Edasi toimus RNA eraldamine tootjapoolse protokolli jargi (A&A
Biotechnology, Poola). Saadud RNA elueeriti 100 pl milliQ vees ning NanoDrop 2000c
sektrofotomeetri (Thermo Scientific, USA) abil mdddeti eraldatud RNA kontsentratsioon ja

hinnati puhtust.
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2.2.7. RT-gPCR mRNA ekspressiooni uurimiseks

mRNA ekspressiooni uurimiseks siinteesiti RNA-le komplementaarne DNA (cDNA)
kasutades poordtranskriptaasi (RT) reaktsiooni. Alguses segati jaa peal 96-kannuga plaadil
RNA, Oligo(dT)g praimer (TAG Copenhagen, Taani) ning nukleotiidide segu (Thermo
Scientific, USA). Saadud segu inkubeeriti 5 minutit 65°C juures ning asetati tagasi jééle.
Seejarel lisati tilejadnud reaktsioonisegu komponendid (Tabel 1): RT ensiiiim, puhver ning
RNaasi inhibiitor (Thermo Scientific, USA). cDNA siinteesiks kasutati Mastercycler® nexus
(Eppendorf, Saksamaa) termotsiiklerit, mille abil inkubeeriti proove 1 tund 42°C juures ning
seejarel 10 minutit 75°C juures. Saadud cDNA-d lahjendati 500 pl 16ppruumalani ning proove

kasutati koheselt voi sdilitati -20°C juures.

Tabel 1. Reaktsioonisegu koostis iithe RNA proovi kohta

Komponent Kogus (ul) 1 proovi kohta
RNA proov 11,5

100 uM Oligo(dT)1s 1

10x dNTP segu 2

5x RT puhver 4

RT enstiim 1

RNaasi inhibiitor 0,5

Komplementaarsele DNA siinteesile jargnes RT-qPCR. Selleks segati omavahel 5x HOT
FIREPol® EvaGreen® qPCR segu (Solis Biodyne, Eesti), F ja R praimerid (Tabel 4) (TAG
Copenhagen, Taani) ja mQ vesi. Reaktsioonisegu tidpsed komponendid on toodud vilja
Tabel 2. Reaktsioonide labiviimiseks kasutati 384-kannuga plaati, 12 pl reaktsioonisegu ja
ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) masinat. Kasutatud programm
on toodud vilja Tabel 3. Iga proov esines plaadil kolme kordusena ning tulemuste

normaliseerimiseks kasutati referentsgeenina elongatsioonifaktor-1 alfat (EF1A).

Tabel 2. Reaktsioonisegu koostis

Komponent Kogus (ul) 1 proovi kohta
5x EvaGreen® qPCR segu 2,4

Vesi 2,6

4 uM praimer (F+R segu) 1

Lahjendatud cDNA 6
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Tabel 3. RT-gPCR programm

Reaktsiooni etapp Temperatuur (°C) Kestvus Korduste arv
Ensiitimi aktiveerimine 95 15 min 1
Denaturatsioon 95 15 sek
Produkti paljundamine 60 1 min 40

95 15 sek 1
Dissotsiatsioon 60 1 min 1

95 15 sek 1

Tabel 4. Kasutatud praimerid

Praimer Jirjestus
CCLS F |5 AGTCGTCTTTGTCACCCGAAA 3’

R |5 TCTCCATCCTAGCTCATCTCCAA 3’
IRAK1 F |5 CACCTTCAGCTTTGGGGTGGTAGTG 3’

R |5 CCAGCCTCCTCAGCCTCCTCT 3’
CARD10 F |5 AGTGTGCCCAGCGGAAAGCC 3’

R |5 GATGGCCCGGATCCTGCTGC 3’
IL-8 F |5 GCAGCTCTGTGTGAAGGTGCAGTT 3’

R |5 TTCTGTGTTGGCGCAGTGTGGTC 3’
IFITM1 F |5 CAACACCCTCTTCTTGAACTGG 3’

R |5 GCCGAATACCAGTAACAGGATG 3’
IRF1 F |5 CAACTTCCAGGTGTCACCCA 3’

R |5 CGACTGCTCCAAGAGCTTCA 3’
ICAM1 F | 5 TCAGTCAGTGTGACCGCAGA 3’

R |5 GCGCCGGAAAGCTGTAGATG 3’
CXCL1 F |5 TTGCCTCAATCCTGCATCCC 3’

R |5 GGTCAGTTGGATTTGTCACTGT 3’
CXCL5 F |5 CAGACCACGCAAGGAGTTCA 3’

R |5 TCTTCAGGGAGGCTACCACT 3’
HBEGF F |5 TTGTGCTCAAGGAATCGGCT 3’

R |5 CAACTGGGGACGAAGGAGTC 3’
FGF2 F |5 AAAAACGGGGGCTTCTTCCT 3’

R |5 TGTAGCTTGATGTGAGGGTCG 3’
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MUC5B 5" GAGCGTCCAAGTACTCAGCA 3

5" GTTAGGACAGTGCAAGGGCA 3°

EF1A 5> CCACCTTTGGGTCGCTTTGCTGT 3’

5’ TGCCAGCTCCAGCAGCCTTCIT 3’

| T |O | T

2.2.8. RT-gPCR miRNA ekspressiooni uurimiseks

miRNA  ekspressiooni uurimiseks siinteesiti kdigepealt koikidele mikroRNA-dele
komplementaarne DNA. Selleks kasutati miR-146a, miR-146b, miR-155 ja let-7a spetsiifilisi
terminaalse lingu praimereid (5x TagMan® MicroRNA Assay (Life Technologies, US) ja
poordtranskriptsiooni. Tépne reaktsioonisegu koostis on toodud vélja Tabel 5.
Reaktsioonisegud valmistati jaad peal 96-kannuga plaadil ning cDNA siinteesiks kasutati
Mastercycler® nexus (Eppendorf, Saksamaa) termotsiiklerit, mille abil inkubeeriti proove
jargmise programmi jargi: 30 minutit 16°C, 30 minutit 42°C, 10 minutit 85°C ning 16puks

hoiti proove 20°C juures.

Tabel 5. Reaktsioonisegu koostis

Komponent Kogus (ul) 1 proovi kohta
100 mM dNTP segu 0,028

100 uM RT ensiiim 0,200

10x RT puhver 0,600

RNaasi inhibiitor 0,100

Vesi 2,070

5x RT praimer 1

RNA proov 2

Pdarast komplementaarse DNA siinteesi viidi 1ldbi RT-qPCR. Selleks valmistati
reaktsioonisegu, mis sisaldas 5x HOT FIREPol® Probe gPCR Mix Plus (ROX) (Solis
Biodyne, Eesti), vett ja 20x miR-146a, miR-146b, miR-155 voi let-7a TaqMan® MicroRNA
Assay (Life Technologies, US) proove (Tabel 6). lgale 96-kannusel plaadil paiknevale
cDNA-le lisati 17 pl eelmainitud reaktsioonisegu ning saadud proovid jaotati kahe kordusena
384-kannusele plaadile (10 pl kannu kohta). RT-qPCR viidi 1dbi ViiA™ 7 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, USA) masinaga ning kasutatud programm on Kkujutatud

Tabel 7. Saadud tulemused normaliseeriti let-7a jargi.
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Tabel 6. Reaktsioonisegu koostis

Komponent Kogus (ul) 1 proovi kohta
5x HOT FIREPol® qPCR segu 4,4

Vesi 11,6

20x TagMan® MicroRNA Assay 1

Tabel 7. RT-gPCR programm

Reaktsiooni etapp Temperatuur (°C) Kestvus Korduste arv
Ensiitimi aktiveerimine 95 15 min 1
Denaturatsioon 95 15 sek

Produkti paljundamine 60 1 min 40

2.2.9. Labivoolutsiitomeetria

Labivoolutsiitomeetria abil uuriti, kui efektiivselt voimendatult GFP-d ekspresseeriv
rinoviirus (eGFP-A16) HBEC rakke nakatab. 24h tundi peale miR-146a voi kontroll-miR
miimiga transfekteerimist (kirjeldatud punktis 2.2.5.) lisati rakkudele virske sddde ning
nakatati eGFP-A16 viirusega (MOI 0.01). Rakud asetati tagasi inkubaatorisse (37°C juurde)
ning hoiti seal veel jargnevad 48h. Seejdrel eemaldati rakkudelt s66de, pesti PBS-ga, lisati
rakkudele 250 ul 2x triipsiini (Trypsin-EDTA in PBS, GE Healthcare, UK) iihe kannu kohta
ning peale 4 minutilist 37°C juures inkubeerimist lisati kannudesse 500 pl triipsiini
neutraliseerijat (Trypsin Neutralizer Solution, Invitrogen, USA) ja 500 pl kiilma PBS-i. Edasi
koguti rakud 2 ml tuubidesse ning tsentrifuugiti 4°C ja 250 rcf juures (Eppendorf 5424 R,
rootor FA-45-24-11, Saksamaa) 5 minutit. Rakkude pesemiseks eemaldati supernatant ning
lisati 1 ml PBS-i, suspendeeriti. Etappi korrati 3 korda ning peale viimast tsentrifuugimist
suspendeeriti rakud 300 ul PBS-ga. Proovide analiiiisimiseks kasutati BD LSRFortessa (BD

Biosciences, USA) ldbivoolutsiitomeetrit ning iga proovi kohta salvestati 10 000 siindmust.

2.2.10. Statistiline analiiiis

Tulemuste visualiseerimiseks ja analiilisimiseks kasutati GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc, USA) programmi. Erinevatel tingimustel saadud tulemusi vorreldi T-testi abil
ning méarkimisvaarseks loeti erinevused, mille P < 0.05. Joonistel on P vaartused tdhistatud
jargmiselt: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. Lisaks on joonistele lisatud tulemuste
standardvead (SEM, Standard Error of the Mean) ning iihes katses tehtud kordused on

téhistatud siimboliga N.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Proinflammatoorsed tsiitokiinid méjutavad miR-146a ja miR-146b ekspressiooni
bronhiepiteeli rakkudes

Varasemad publikatsioonid on ndidanud, et mitmed proinflammatoorsed tsiitokiinid ning
nende kombinatsioonid mojutavad miR-146a ja miR-146b ekspressiooni inimese primaarsetes
rakukultuurides ja erinevates rakuliinides (Perry, et al. 2008) (Rebane, Runnel, et al. 2014).
Antud t60s uuriti, kas tstitokiinid IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-22 ning nende kombinatsioonid
mdjutavad miR-146a ja miR-146b ekspressiooni terve doonori bronhiepiteeli rakkudes.

miR-146a ekspressiooni indutseeris enim TNF-a ja IL-17A kombinatsioon (kasvas 57,35
(= 8,65) korda), kuid positiivset toimet omas ka IL-17A iiksi voi kombinatsioon tsiitokiinidest
IFN-y ja IL-22 (Joonis 5). miR-146b ekspressioonile oli suurim mdju kombineeritult IFN-vy ja
IL-22 puhul, kus ekspressioon tdusis 3,59 (+ 0,07) korda, kuid see jai siiski ligikaudu 16

korda madalamaks kui miR-146a ekspressioon (Joonis 5).
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Joonis 5. Tsiitokiinide toime miR-146a/b ekspressioonile HBEC rakkudes. Rakke
stimuleeriti 48h ndidatud tsiitokiinidega. RT-qPCR meetodi abil méérati miRNA ekspressioon
ning tulemused normaliseeriti MIRNA let-7a ekspressiooni ja to6tlemata kontrolli miR-146a
ekspressiooni suhtes (UT=1). Graafikutel on kujutatud tulemused neljast paralleelsest

stimulatsioonist, nende keskmised véadrtused ja standardviga. Tulemuste statistiliseks

analiiisimiseks kasutati T-testi (Unpaired T-test), * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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2.3.2. Tsiitokiinid stimuleerivad miR-146a sihtmérkgeene ning RV poolt stimuleeritud

geenide ekspressiooni bronhiepiteeli rakkudes

Eelmises katses ndhti, et proinflammatoorsed tsiitokiinid IFN-y, TNF-a, IL-17A ja 1L-22
mojutasid enim miR-146a ekspressiooni (Joonis 5). Seetdttu uuriti jargmisena, kas samad

tsiitokiinid mojutavad ka antud mikroRNA valitud sihtmirkgeenide avaldumist.

Joonis 6A on ndha, et miR-146a otseste sihtmirkgeenide CCL5 ja IRAKI1 ekspressioon
kasvas enim vastusena IFN-y voi IFN-y ja IL-22 kombineeritud stimulatsioonile. CCL5
ekspressioonitase suurenes vastavalt 162,7 (+ 12,3) vdi 183,0 (+ 13,0) korda ning IRAK1
mMRNA tase 1,5 (+ 0,1) korda. Ukski uuritav tsiitokiin ei mdjutanud CARD10 ekspressiooni.

Edasi analiiisisime, kas ka geenide, mille ekspressiooni voiks mojutada RV infektsioon,
avaldumise tase on uuritavate tsiitokiinide poolt mojutatud. Vaatluse alla votsime NF-xB
reguleeritud geenide IL-8, ICAM1, CXCL1 ning JAK-STAT signaaliraja poolt mdjutatud
geenide IRF1, CXCL5 ja IFITM1 ekspressiooni (Jakiela, Gielicz, et al. 2014) (Rebane,
Runnel, et al. 2014). IL-8 ekspressioon oli suurenenud koikide kasutatud tsiitokiinide puhul
(v.a IL-22 stimulatsioon), kuid suurim mdju oli TNF-a ja IL-17A kombinatsiooni korral, kus
ekspressioon suurenes 46,9 (+ 1,7) korda. ICAM1, IRF1 ning IFITM1 avaldumisele oli
suurim m&ju IFN-y ja IL-22 kombineeritud stimulatsioonil, kus ekspressioon kasvas vastavalt
724 (£ 7,3), 1498 (= 1,8) ja 33,1 (= 2,6) korda. CXCL1 ekspressiooni puhul oli
markimisvadrseim moju tsiitokiinidel IL-17A ning TNF-a, kus geeni avaldumine suurenes 9,3
(£ 1,1) korda. CXCLS5 ekspressiooni stimuleerisid kdik kasutatud tsiitokiinid, kuid kdrgeima
ekspressiooni tdusu pohjustas TNF-a ja IL-17A kombinatsioon, kus erinevus vorreldes

mittestimuleeritud rakkudega oli 20,9 (+ 0,6) kordne (Joonis 6B).

Astma ja hingamisteede kroonilise pdletiku iiheks iseloomulikuks siimptomiks peetakse
kopsuepiteeli histoloogilist muutumist (Jakiela, Gielicz, et al. 2014), mistottu analiiiisisime
jargnevalt bronhiepiteeli rakkude diferentseerumist ning prolifereerumist mojutavate geenide
hepariini siduva epidermaalse kasvufaktori (HBEGF) ning fibroblasti kasvufaktori (FGF2)
ekspressiooni (Joonis 6C). Lisaks on teada, et pdletiku korral vdib kopsuepiteeli kattev
limakiht pakseneda (Fahy ja Dickey 2010). Seetottu uuriti ka tsiitokiinide moju mutsiin 5B

(MUCS5B) ekspressioonile, mis on iiheks limakihi peamiseks koostisosaks.
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Joonis 6. Tsiitokiinide mdju miR-146a otseste sihtmirkgeenide ja RV poolt
mojutatavate geenide ekspressioonile HBEC rakkudes. Rakke stimuleeriti 48h ndidatud
proinflammatoorsete tsiitokiinidega. RT-qPCR meetodil méédrati mRNA ekspressioon ning
tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni EF1A ekspressiooni ja todtlemata kontrolli
(UT=1) suhtes. Graafikutel on kujutatud tulemused nende keskmiste védirtustega ja
standardveaga. Statistiline analiiiis viidi ldbi T-testi abil, * P < 0,05; ** P < 0,01;
*** P <(0,001. N=4.
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Tulemused joonisel 6C néitavad, et kdik uuritavad tsiitokiinid (v.a 1L-22) stimuleerisid nii
HBEGF kui ka FGF2 avaldumist. Epidermaalse kasvufaktori puhul omasid suurimat toimet
IFN-y, TNF-a ning kombinatsioonid TNF-a, IL-17A voi IFN-y, IL-22, kus ekspressioon oli
korgem keskmiselt 3,4 (+ 0,2) korda. Samas, FGF2 ekspressiooni mdjutasid enim IFN-y,
IL-17A ja kombineeritud tsiitokiinid ning ekspressioon kasvas keskmiselt 2,8 (+ 0,2) korda.
MUCS5B geeni avaldumist indutseeriti markimisvaarselt vaid IFN-y ja IL-22 koosmojul, kus

ekspressioon suurenes 2,2 (+ 0,1) korda.

Kokkuvottes ndidati, et proinflammatoorsete tsiitokiinide toimel suurenes bronhiepiteeli
rakkudes nii miR-146a otseste sihtméirkgeenide ekspressioon kui ka NF-kB ning JAK-STAT
signaaliraja poolt mdjutatavate geenide ekspressioon. Samuti modjutavad valitud
proinflammatoorsed  tsiitokiinid  bronhiepiteeli =~ rakkude  diferentseerumist  ning

prolifereerumist mojutavate geenide taset.

2.3.3. Rinoviirus indutseerib mikroRNA-de ekspressiooni HBEC rakkudes

Arvatakse, et astma teke voib olla seotud hingamisteede infektsioonidega. Seetdttu uuriti
jargnevalt, kas ja kuidas mojutavad rinoviirused uurimiseks valitud mikroRNA-de
ekspressiooni inimese bronhiepiteeli rakkudes. Selleks stimuleeriti rakke RV A16 vdi 1B-ga
ning tuvastati, et miR-146a ekspressioon suurenes rinoviirus 1B toimel nii 24h (Joonis 7A)
kui ka 48h ajapunktis (Joonis 7B) vastavalt 1,7 (£ 0,2) ja 4,4 (= 0,7) korda.
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Joonis 7. Rinoviirus Al6 ja 1B mdju miR-146a ja miR-146b ekspressioonile inimese
bronhiepiteeli rakkudes. Rakke nakatati naidatud rinoviirustega (RV) 24h voi 48h. miRNA
ekspressioon tuvastati kasutades RT-gPCR-i meetodit ning tulemused normaliseeriti mMiRNA
let-7a ekspressiooni ja negatiivse kontrolli (mock=1) suhtes. Kujutatud on nelja paralleelse
katse keskmised véaartused ja standardviga. Tulemuste statistiliseks analiitisiks kasutati T-testi,
** P <0,01. N=4.
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Ka RV Al6 stimuleeris niiliselt miR-146a ekspressiooni (Joonis 7A), kuid erinevus polnud
statistiliselt oluline. Lisaks leiti sarnaselt tsiitokiinidega stimuleerimise Kkatsele, et ka
rinoviiruse infektsiooni korral oli miR-146a ekspressiooni tase tunduvalt korgem kui

miR-146b ekspressioon.

2.3.4. RV méjutab miR-146a/b mirklaudgeenide ning NF-kB ja JAK-STAT

signaaliraja poolt aktiveeritavate geenide avaldumist

Jargmisena analiitisiti, Kkuidas rinoviiruse tiived Al6 ja 1B mdjutavad miR-146a
mirklaudgeenide ning NF-xB voi JAK-STAT signaaliraja poolt aktiveeritavate geenide
avaldumist kasutatavas katsesiisteemis. Selleks stimuleeriti rakke 24h v&i 48h viirustega ning
tuvastati uuritavate geenide ekspressioon RT-qPCR-i abil. Joonis 8A on kujutatud
mikroRNA-146a otseste sihtmirkgeenide CCLS5, IRAK1 ja CARDIO ekspressioon.
Rinoviirus A16 toimel suurenes CCL5 ekspressioon vorreldes negatiivse kontrolliga
keskmiselt 33,4 (+ 6,1) korda. RV 1B stimuleeris samuti CCL5 ekspressiooni, mis kasvas 48h
stimulatsiooni korral 3,3 (= 0,4) korda. Rinoviiruste moju IRAK1-le avaldus 48h
stimulatsiooni korral, kus ekspressioon kasvas RV A16 tottu 1,4 (£ 0,1) ja RV 1B tottu 1,3
(= 0,1) korda. CARD10 avaldumine vahenes RV 1B infektsiooni tottu ligikaudu 2 korda ning
kasvas RV A16 toimel 1,3 (+ 0,1) korda.

Nagu varasemates toodes ndidatud (Kim, et al. 2000) (Papadopoulos, et al. 2001) (Laza-
Stanca, et al. 2006), stimuleerisid RV-d ka mitmete NF-«xB ja JAK-STAT signaaliraja geenide
ekspressiooni taset (Joonis 8B). Rinoviirus Al6 infektsioon indutseeris 24h jarel nii IL-8,
ICAM1, CXCL1 kui ka CXCLS5 ekspressiooni ning seda vastavalt 10,3 (£ 0,7), 13,1 (= 2,0),
3,0 (0,1)ja 16,0 (£ 1,9) korda. 48h viirusstimulatsiooni puhul suurenes ka IRF1 ja IFITM1
avaldumine — 3,0 (= 0,4) ja 10,0 (x 1,7) korda. Rinoviirus 1B nakkus pdhjustas rakkudes 24h
jarel suurenenud IL-8, ICAML, IRF1, CXCL5 avaldumise ning 48h stimulatsiooni korral oli
uuritavate geenide ekspressioon vorreldes negatiivse kontrolliga 2,0 (£ 0,1), 3,7 (+ 0,1), 1,9
(+£0,1) ja 3,1 (= 0,2) korda suurem.

Jargmisena analliiisisime, kas kasutatavas katsesiisteemis on rinoviirus vdimeline esile
kutsuma hingamisteede remodelleerimisega seotud geenide ekspressiooni muutusi. Taaskord
kasutati 24h ja 48h ajapunkte ning vaadeldi viirusinfektsiooni toimet bronhiepiteeli rakkude
remodelleerimist suunavate geenide HBEGF, FGF2 ja MUC5B ekspressioonile (Joonis 8C).
Rinoviirus A16 infektsioon indutseeris HBEGF ekspresseerumist primaarsetes bronhiepiteeli
rakkudes: 24h jarel 6,5 (+ 1,0) korda ning 48h tunni mdodudes oli ekspressioon suurenenud
11,0 (= 1,0) korda. RV 1B toimel suurenes epidermaalse kasvufaktori (HBEGF) ekspressioon
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3,3 (= 0,1) korda ning vastupidiselt RV A16 tivele suurenes ka FGF2 ekspressioon
keskmiselt 10,5 (+ 0,9) korda. Mutsiini tootmisele ei avaldanud uuritavad rinoviiruse tiived

mirkimisvairset moju.
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Joonis 8. Rinoviiruse poolt esile kutsutud geeniekspressiooni muutused HBEC rakkudes.
Rakke stimuleeriti rinoviirus (RV) Al16 voi 1B-ga 24h voi 48h. mRNA ekspressiooni
tuvastamiseks kasutati RT-gPCR-i meetodit. Tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni
EF1A ekspressiooni ja negatiivse kontrolli (mock=1) suhtes. Tulemused on kujutatud
keskmiste véadrtuste ja standardveaga. Statistiliseks analiitisimiseks kasutati T-testi, kus
*P<0,05; **P<0,01; *** P <0,001. N=4.
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Kokkuvottes nditavad need tulemused, et rinoviiruse infektsiooni toimel NF-xB ja
JAK-STAT signaaliraja poolt mojutatud geenide, hingamisteede remodelleerimisega seotud

geenide ning miR-146a/b otseste sihtméarkgeenide ekspressioon enamasti suureneb.

2.3.5. PepFectl4 on efektiivne meetod miRNA miimide transpordiks HBEC rakkudesse

Et uurida miRNA mdju rakukultuurides, kasutatakse sageli meetodeid, mis pohinevad
miRNA miimide transfekteerimisel. Seetottu kontrollisime jargnevalt rakku siseneva peptiidi
PepFect14 sobivust miRNA miimide transportimiseks HBEC rakkudesse rinoviiruse nakkuse
korral. Joonis 9 kujutatud tulemused niitavad, et HBEC rakud, millele lisati PepFectl4 ja
miR-146a miimi kompleksid, sisaldasid tuhendeid kordi rohkem miR-146a miimi vdrreldes
kontrolliga — ,,mocki* puhul oli antud miRNA ekspressioon 14030 (+ 2392) korda, rinoviirus
Al6-ga stimuleeritud rakkudes 6085 (= 1918) ja RV 1B-ga stimuleeritud rakkudes 2804
(= 702,7) korda korgem. ,,mock* katses lisati viiruse asemel HBEC rakkudele RV-ga mitte
nakatatud Hela rakkude kasvusoddet, mida oli késitletud viiruse eraldamise protokolli
jargides (tdpsem kirjeldus punktis 2.2.2.). Need tulemused kinnitavad, et PepFect14 on sobiv
transporter miRNA miimide transfekteerimiseks brohiepiteeli rakkudesse.

miR-146a
100000 ** . e Mock
10000 | % [ L & RVA18
Y .i'i m RV1B
1000

100+

miRNA suhteline ekspressioon (log10)

Joonis 9. PepFectl4 on sobiv transporter miR-146a miimi transfektsiooniks HBEC
rakkudesse. Inimese bronhiepiteeli rakke transfekteeriti miR-146a miimi (miR-146a) voi
kontroll-miRNAga (kontroll). 24h peale transfektsiooni asendati s66de uuega ning rakkudele
lisati viiruslahust. 48h peale rinoviirustega nakatamist tuvastati miRNA ekspressioon
RT-gPCR-i meetodit kasutades. Tulemused normaliseeriti koduhoidja geeni let7a
ekspressiooni, negatiivse kontroll-miRNA-ga transfekteeritud ja nakatatud rakkude
(kontroll=1) suhtes. Tulemuste statistiliseks analiiiisimiseks kasutati T-testi, kus
*P <0,05; ** P <0,01. N=4
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2.3.6. miR-146a reguleerib rinoviiruse indutseeritud geeniekspressiooni

Jargnevalt soovisime vilja selgitada, kas miR-146a mojutab viirusvastust rinoviirusega
nakatatud HBEC rakkudes. Selleks transfekteerisime bronhiepiteeli rakke miR-146a voi
kontroll miRNA-ga, siis lisasime rakkudele rinoviirus A16 voi 1B ning seejarel analiiiisisime
miR-146a mirklaudgeenide ja RV poolt indutseeritud geenide ekspressiooni. Joonis 10A
nditab, et mikroRNA-146a inhibeeris kdikides tingimustes oma sihtmérkgeenide
ekspressiooni: CCL5, IRAK1 ning CARDI10 ekspressioon vdhenes miR-146a toimel
keskmiselt 2,4 (+ 0,5), 2,6 (= 0,1) ja 1,8 (+ 0,1) korda vorreldes vastavate kontroll-
transfektsioonidega.

Rinoviirus A16 stimuleeritud NF-«xB signaaliraja geenide IL-8, ICAM1, CXCL1 ekspressioon
oli keskmiselt 3,4 (+ 0,1), 1,5 (= 0,1) ja 1,6 (= 0,1) korda vidiksem miR-146a miimiga
transfekteeritud rakkudes vorreldes vastavate kontroll-transfektsioonidega. Teise rinoviiruse
tive (1B) indutseeritud geeniekspressioon oli miR-146a miimiga transfekteeritud rakkudes
samuti vdiksem vorreldes kontroll-transfekteeritud rakkudega — IL-8 puhul 5,7 (£ 0,1)
ICAM1 3,0 (= 0,1) ja CXCL1 2,7 (+ 0,1) korda. JAK-STAT raja poolt reguleeritud geeni
IRF1 ekspressioon suures mikroRNA-146a miimi juuresolekul rinoviirus A16 infektsiooni
ajal 1,4 (= 0,2) korda ning mock nakatatud rakkudes 1,5 (+ 0,1) korda vorreldes vastavate
kontroll-transfektsioonidega. IFITM1 ja CXCL5 avaldumine ei muutunud miR-146a
transfektsiooni toimel vorreldes kontroll-miimiga transfekteeritud rakkudega tiheski uuritud

tingimuses statistiliselt oluliselt.

Viimasena uuriti kopsuepiteeli remodelleerimisega seotud geenide avaldumist ning néhti, et
rinoviiruse nakkuse ajal vahendab miR-146a iileekspressioon nii HBEGF kui ka FGF2
ekspressiooni — HBEGF avaldumine vahenes RV 1B infektsiooni korral 2,1 (+ 0,1) korda ja
,mock®“ nakatatud rakkude puhul 1,2 (= 0,1) korda vorreldes vastavate kontroll-
transfektsioonidega ning FGF2 ekspresseerumine kahanes 1,5 (+ 0,1) korda. MUC5B puhul

erinevusi geeniekspressioonis iiheski tingimuses ei tdheldatud.
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Rakkude diferentseerumise,

Joonis 10. miR-146a iileekspressiooni mdju viirusvastusele RV-ga nakatatud HBEC

rakkudes.

Rakke transfekteeriti miR-146a miimi (miR-146a) voi kontroll-miRNA-ga

(kontroll). 24h peale transfektsiooni asendati s66de uuega ning rakke nakatati 48h

rinoviirustega. MRNA ekspressioon tuvastati RT-qPCR-i meetodit kasutades ja normaliseeriti

koduhoidja geeni EF1A ekspressiooni ja negatiivse kontroll-miRNA (kontroll=1) suhtes.

Tulemuste statistiliseks analiitisimiseks kasutati T-testi,

*%% P < 0,001. N=4.
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Eelnev eksperiment néitas, et miR-146a on vdimeline vihendama rinoviirus A16 retseptori
(ICAM1) ekspressiooni inimese primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes. Samuti on teada, et
viirustega nakatumise efektiivsus sdltub viirusvastusest rakkudes. Seetdttu sooviti jirgmisena
teada saada, kas miR-146a iileckspressiooni korral esineb muutuseid efektiivsuses, millega
RV rakke nakatab. Selleks transfekteeriti HBEC rakke miR-146a miimiga, seejarel nakatati
eGFP-d ekspresseeriva rinoviirusega (eGFP-A16) ja labivoolu-tsiitomeetria abil analiiiisiti

rakkudes viiruse olemasolu (st fluorestsentsi olemasolu). Saadud tulemused on kujutatud

Joonis 11.
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Joonis 11. eGFP-A16 nakatamise efektiivsus transfekteeritud HBEC rakkudes. Rakke

transfekteeriti miR-146a voi kontroll-miRNA miimiga. 24h pérast transfektsiooni lisati
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rakkudele uus s66de ning eGFP-A16 viirus (MOI 0,01). 48h péarast nakatamist analiiiisiti
labivoolutsiitomeetri abil fluorestsentsi olemasolu rakkudes. A) Tulemused on kujutatud
histogrammi ja dot plotina, graafikutele on protsendina maérgitud positiivsete fluorestsentsi
kiirgavate rakkude arv. B) T-testi abil analiiiisitud tulemused, milles ** P < 0,01;
*** P <(0,001. N=6.

Katse nditas, et vorreldes tootlemata rakkudega, nakatuvad miRNA miimidega
transfekteeritud rakud rinoviirusesse rohkem. Kontroll-miRNA-ga transfekteeritud
bronhiepiteeli rakkudest oli ligikaudu 4,58 (+ 0,22)% rinoviirusega nakatunud. Samas
miR-146a miimiga transfekteeritud rakkudest nakatus vaid 3,20 (= 0,34)%. Kokkuvottes
nditavad need tulemused, et miR-146a modjutab bronhiepiteeli rakkude viirusvastust ning

nende nakatumise efektiivsust rinoviirus A16-ga.
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2.4. Arutelu ja jareldused

Astma on laialtlevinud hingamisteede haigus, mille tiitipilisteks siimptomiteks on bronhide
silelihaste kokkutdmmetest ja suurenenud limaeritusest tingitud kohimine ning vilisev
hingamine (Lemanske Jr ja Busse 2010) (Locksley 2010). Arvatakse, et astma teke ja
dgenemine on seotud rinoviirusinfektsioonidega, mis allergeenidega koostoimes pohjustavad
hingamisteedes kroonilise poletiku tekke (Kusel, et al. 2007) (Jackson, Gern ja Lemanske Jr
2016). Kuna varem on néidatud, et miR-146a/b on voimelised mojutama poletikulisi protsesse
ning viirusnakkuse poolt aktiveeritavate geenide ekspressiooni mitmetes erinevates raku
titipides (Taganov, et al. 2006) (Perry, et al. 2008) (Rebane ja Akdis 2013), siis uurisime
antud magistritoos miR-146a/b ekspressiooni regulatsiooni ning kas ja kuidas miR-146a
mdjutab inimese primaarsete bronhiepiteeli rakkude viirusvastust ja rakkude nakatumist

rinoviirusinfektsiooni korral.

Too esimesed eksperimendid viitasid, et uurimiseks valitud mikroRNA-d miR-146a/b
osalevad bronhiepiteeli rakkude pdletikuliste protsesside regulatsioonis, sest vastusena pro-
inflammatoorsete tsiitokiinide IFN-y, TNF-a, IL-17A ja IL-22 stimulatsioonile kasvas
rakkudes nii miR-146a kui miR-146b ekspressioon. Kuna miR-146a ekspressioonitase oli
vorreldes miR-146b ekspressiooniga ligi 16 korda korgem, voib oletada, et antud miRNA-I on

bronhiepiteeli rakkudes olulisem funktsioon.

Erialasest kirjandusest on teada, et miR-146a ekspressioon soltub tuumafaktor kB vahendatud
signaaliraja aktiivsusest ning miR-146b avaldumine on reguleeritud 1dbi STAT
signaliseerimise (Perry, et al. 2008) (Williams, et al. 2008) (Lu ja Rothenberg 2013). Seda
silmas pidades, uuriti samade proinflammatoorsete tsiitokiinide mdju erinevatele NF-«xB ja
JAK-STAT signaaliraja poolt mdjutatud geenide ekspressioonile. Tulemustest selgus, et
uuritavad tsiitokiinid ja nende kombinatsioonid indutseerisid HBEC rakkudes poletikuliste
protsessidega seotud geenide CCL5 ja IL-8 avaldumist, mille iilesanneteks on vérvata
poletikukoldesse eosinofiile ja neutrofiile. Tsiitokiine omavahel kombineerides tekkis
bronhiepiteeli rakkudes tugevam immuunvastus, mis viitab, et uuritavatel tsiitokiinidel esineb
teatud slinergeetiline efekt. IFN-y ja IL-22 stimulatsioon pdhjustas oodatult interferoonraja
koosseisu kuuluvate geenide IRF1 ja IFITM1 ekspresseerumise. Lisaks kinnitasime labiviidud
katsetega, et meie poolt uuritud tsiitokiinid kutsusid bronhiepiteeli rakkudes esile
kasvufaktorite ja mutsiini ekspresseerumise, mida seostatakse kopsuepiteeli histoloogilise

muutumisega, mis on astmale ja kroonilisele poletikule omane tunnus (Jakiela, Gielicz, et al.
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2014). Lisaks néitasid kirjeldatud katsed, et koik kasutatud tsiitokiinid to6tasid HBEC

rakkude stimulatsioonil.

Kuna antud magistritoé6 esmaseks eesmairgiks oli uurida, kas ja millist rolli omavad
miR-146a/b bronhiepiteeli rakkudes rinoviiruse nakkuse puhul, hinnati jairgmisena rinoviiruse
nakkuse moju HBEC rakkudele. Tulemused niitasid, et nii RV tivi A16 kui ka 1B
indutseerisid miR-146a ja vidhesel midiral ka miR-146b ekspressiooni HBEC rakkudes.
Samuti indutseerisid need mdlemad rinoviirustiived NF-xB vahendatud geenide IL-8, ICAM1
ning CXCL1 ekspresseerumist. Rakkude infektsiooni korral RV-dega, kasvas ka STAT
transkriptsioonifaktori poolt reguleeritud geenide IRF1, CXCL5 ning IFITM1 ekspressioon.
Samuti selgus, et RV nakkuse korral voib olla HBEC rakkude diferentseerumine ja
prolifereerumine soodustatud, sest nii fibroblasti kasvufaktor 2 (FGF2) kui ka hepariini siduva
epidermaalse kasvufaktori (HBEGF) ekspressioon suurenes. Kuna samad epiteeli
remodelleerimisega seotud geenid ekspresseerusid ka rakkude stimuleerimisel
proinflammatoorsete tsiitokiinidega, voib jareldada, et bronhiepiteeli histoloogiline
muutumine on tingitud pigem tildistest poletikulistest protsessidest ning tegemist pole otseselt
viirusnakkuse tagajarjega. Nendest tulemustest 1dhtuvalt voib arvata, et rinoviiruse infektsioon
pOhjustab bronhiepiteeli rakkudes NF-kB signaaliraja kaudu poletiku teket ning viiruse leviku
piiramiseks indutseeritakse rakkudes ka interferoonid ja nende poolt mojutatud geenide
ekspressioon.  Kuna  rinoviirused indutseerivad  rakkudes NF-xB  vahendatud
geeniekspressiooni, siis kaasneb sellega ka miR-146a ekspressiooni suurenemine, mis viitab
voimalusele, et antud mikroRNA peamiseks funktsiooniks viirusnakkuse ajal HBEC rakkudes

on iildise poletikulise vastuse reguleerimine.

Selle hiipoteesi kinnitamiseks transfekteeriti HBEC rakke miR-146a-ga, seejdrel nakatati
rakke rinoviirustega ning RT-qPCR-i abil uuriti valitud geenide ekspresseerumist. Saadud
tulemustest selgus, et miR-146a iileckspressiooni toimel vidhenes miR-146a otseste
sihtmérkgeenide CCLS5, IRAK1 ning CARDI10 ekspressioon. Samuti kahanes IL-8
ekspresseerumine HBEC rakkudes. Kuna miR-146a reguleerib NF-kB raja aktiivsust labi
IRAK1 ja CARD10 ekspressiooni inhibeerimise, siis vdheneb seeldbi ka CCLS5 ja IL-8
ekspressioon. Nende kemokiinide ekspressiooni vidhenemisel ei teki pdletikukoldesse
immuunrakkude liikumiseks vajalikku kemotaksist ning seetottu lokaalne pdletik kahaneb.
Lisaks niitasid tulemused, et miR-146a toimel vdhenes ka rakkude diferentseerumise ja
proflifereerumisega seotud markergeenide HBEGF ning FGF2 ekspresseerumine, mis

kinnitab, et bronhiepiteeli histoloogiline muutumine on {ildine pdletiku tagajirg ning
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inhibeerides miR-146a abil NF-kB raja aktiivsust, on toenioliselt voimalik ka bronhiepiteeli

remodelleerimist kontrollida.

Eelneva eksperimendi tulemused niitasid, et miR-146a toimel vdhenes HBEC rakkudes
ICAM1 mRNA ekspressioon. Kuna ICAM1 on RV Al6 poolt kasutatav retseptor
bronhiepiteeli rakkudesse sisenemiseks, soovisime teada saada, kas miR-146a on voimeline
mdjutama HBEC rakkude nakatumist rinoviirusega. Lisaks on teada, et rakulise viirusvastuse
intensiivsus mojutab nakatumise efektiivsust. Et uurida, kas miR-146a mojutab rinoviirusega
nakatumist, viisime bronhiepiteeli rakkudesse miR-146a miimid, seejirel lisasime rakkudele
eGFP-d ekspresseeriva rinoviirus Al16 ning rakkude nakatumise efektiivsust hindasime
labivoolutsiitomeetria abil. Leidsime, et transfekteerides rakke miR-146a miimidega, nakatus
vorreldes kontroll-transfektsiooniga véiksem protsent HBEC rakke. Nendest koikidest
tulemustest ldhtuvalt voime jareldada, et miR-146a omab bronhiepiteeli rakkudes vdimet
parssida  rinoviirusinfektsiooni  pohjustatud immuunsiisteemi aktiveerimist.  Seeldbi
toendoliselt vdhendab miR-146a ka astmaga seotud hingamisteede poletikku rinoviirus-
nakkusest pOhjustatud astma &dgenemise korral. Siiski tuleks arvesse votta, et antud
magistritdé raames tehti eksperimente rakkudega, mis parinesid vaid kahelt doonorilt ja
tulemuste kinnitamiseks on vajalikud edasised uuringud. Samuti voimaldaks niiteks hiire
hingamisteede RV infektsiooni mudeli kasutamine vordlevalt miR-146a puudulikul ja
metsikut thiipi hiirel uurida tdpsemalt ja pohjalikumalt rinoviiruse nakkust ja sellega
kaasnevat immuunvastuse erinevusi soltuvalt miR-146a puudumisest vOi olemasolust

organismi tasemel.
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KOKKUVOTE

Astma on hingamisteede krooniline pdletikuline haigus, mille dgenemine arvatakse olevat
seotud rinoviirusinfektsioonidega. On teada, et astma haigetel nakatab rinoviirus
bronhiepiteeli rakke, kuid miks tekib astma dgenemine ja kuidas saaks seda dra hoida, on seni
ebaselge. Kéesoleva magistritoé kaigus uurisime immuunregulatoorsete  miRNA-de,
miR-146a/b, ekspressiooni ning funktsioone inimese primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes

rinoviiruse infektsiooni ajal.

Leiti, et miR-146a/b ekspressioon kasvas HBEC rakkudes vastusena proinflammatoorsete
tsiitokiinide IFN-y, TNF-a, IL-17A ja IL-22 stimulatsioonile. Uuritavad tsiitokiinid
indutseerisid bronhiepiteeli rakkudes nii pdletikuliste protsessidega seotud geenide CCLS ja
IL-8 avaldumist kui ka interferoonraja koosseisu kuuluvate geenide IRF1 ja IFITM1
ekspresseerumist. Lisaks suurenes kasvufaktorite ja mutsiini ekspressioon, mis on iseloomulik

kopsuepiteeli histoloogilisele muutumisele.

Jargnevalt tuvastasime, et rinoviirusinfektsioon indutseeris bronhiepiteeli rakkudes miR-146a
ja vihesel madral ka miR-146b ekspressiooni. Samuti kasvas rakkudes nii NF-kB kui STAT
transkriptsioonifaktori vahendatud geenide ekspressioon. Kuna miR-146a/b ekspressioon
soltub NF-kB voi STAT vahendatud signaaliraja aktiivsusest, siis oletasime, et nende
mMiRNA-de iiheks funktsiooniks viirusnakkuse ajal vob olla reguleerida bronhiepiteelis

viirusvastust ning viisime 1abi katsed selle hiipoteesi kontrollimiseks.

HBEC rakke miR-146a-ga transfekteerides selgus, et miR-146a iileeckspressiooni toimel
kahanes miR-146a otseste sihtmérkgeenide CCL5, IRAK1 ning CARD10 ekspressioon ning
seeldbi vihenes ka rinoviiruse indutseeritud NF-kB raja aktiivsus. Samuti vihenes HBEC
rakkudes HBEGF ning FGF2 ekspresseerumine, mis viitab sellele, et bronhiepiteeli
histoloogiline muutumine on tingitud poletikust. Lisaks leiti to0s, et miR-146a transfektsiooni

korral nakatus vdiksem protsent rakke rinoviirusega.

Kokkuvdttes niitavad kéesoleva magistritod tulemused, et miR-146a/b roll inimese
primaarsetes bronhiepiteeli rakkudes rinoviirusinfektsiooni korral on pdletikulise vastuse ja
immuunsiisteemi aktiivsuse reguleerimine ning et miR-146a on vdimeline péarssima
rinoviirusinfektsiooni HBEC rakkudes. Saadud tulemuste pdohjal vaib oletada, et miR-146a

voib olla iiks faktoritest, mis aitab kontrollida astma siimptomeid rinoviirusinfektsiooni ajal.
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The role of miR-146a/b in the regulation of immune responses to Human Rhinoviruses

in primary bronchial epithelial cells

Anet Kivihall

SUMMARY

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways that is characterized by coughing,
wheezing and chest tightness, caused by bronchial spasms and increased mucus production.
Asthma exacerbations are often associated with rhinoviruses (RV), which are RNA viruses
that infect the upper airways and cause common colds.

microRNAs (miRNAS) are post-transcriptional gene expression regulators that are involved in
the regulation of many biological processes. The aim of this study was to investigate the
expression and functions of miR-146a and miR-146b (miR-146a/b) during rhinovirus

infections in primary human bronchial epithelial cells (HBECsS).

First, we showed that the expression of miR-146a/b was increased in response to
proinflammatory cytokines IFN-y, TNF-a, IL-17A and IL-22 in HBECs. The same cytokines
induced the expression of CCL5 and IL-8, that are associated with inflammatory processes
and the expression of IRF1, IFITM1, which belong to the interferon signaling pathway. In
addition, growth factors and mucin were more highly expressed in response to stimulation
with cytokines, which is a characteristic feature of histological remodeling of the airways.

Second, we confirmed that miR-146a expression was induced by rhinovirus infection in
HBECs. The expression of miR-146b was also increased, but was about 16-times lower than
that of miR-146a. We also detected that genes, which are regulated by NF-xB or STAT
transcription factors, were more highly expressed in HBECs infected with rhinovirus. Since
the expression of miR-146a/b is NF-xB or JAK-STAT pathway dependent, we proposed that
these miRNAs may regulate cellular responses to rhinovirus infection in bronchial epithelial

cells.

To confirm this hypothesis, we transfected HBEC cells with miR-146a. Our results
demonstrate, that overexpression of miR-146a reduces the expression of CCL5, IRAKI,
CARD10 and therefore miR-146a most probably inhibits RV induced activation of NF-xB
signaling pathway. We also noticed that the expression of HBEGF and FGF2 was decreased,
which suggests that bronchial remodelling is caused by inflammation and it is not a specific

result of RV infection. Finally, we found that cells transfected with miR-146a were infected
46



with rhinovirus less as compared to controltransfected cells, which suggests that miR-146a

has capacity to inhibit rhinovirus infection.

Taken together, the results of this study show that the function of miR-146a/b have capacity
to regulate inflammatory processes and immune system activation during rhinovirus infection
in human bronchial epithelial cells. These results suggest that miR-146a/b are capable of
controlling the symptoms of asthma and the exacerbations caused by rhinovirus.
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