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INFOLEHT
VANANEV ADAPTIIVNE IMMUUNSUSTEEM JA NK-LAADSED CD8* T-RAKUD

Vananedes toimuvad ulatuslikud muutused adaptiivse immuunsiisteemi rakkudes, valdavalt
T-rakkude fenotiiiibis ja funktsioonis. Immunosenesentsi kdigus voivad CD8" T-rakud
omandada NK-rakkudele sarnaseid omadusi, kuid nende muutuste ulatus ja tekkemehhanismid
ei ole tdielikult selged. Need muutused on olulised, kuna immuunsiisteemi vananemine on
seotud suurema vastuvotlikkusega infektsioonidele ja muutunud vaktsiini vastusega.
Kéesolevas bakalaureuset6os analiiiisiti CD8" T-rakkude alampopulatsioonide jaotust, hinnati
NK-raku markerite ekspressiooni naiivsetel T-rakkudel ja nende muutusi vananemise kdigus,
kasutades spektraal-voolutsiitomeetrilist analiiiisi ning erinevaid raku markereid. Tulemused
niitasid, et vananedes vdheneb naiivsete T-rakkude osakaal ning sellega seonduvalt esineb
mérke nende populatsiooni sdilitamisest homogeense replikatsiooni kaudu. Lisaks v3ib osa
naiivseid CD8" T-rakke omandada NK-rakkudele iseloomulikke omadusi, mis viitab
vananemisega seotud muutustele T-rakkude fenotiiiibis ja adaptiivse ning kaasasiindinud
immuunsiisteemi tunnuste osalisele kattumisele.

Mirksonad: immunosenesents, CD8" T-rakud, NK-laadsed T-rakud, vananemine

CERCS: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia
AGING ADAPTIVE IMMUNE SYSTEM AND NK-LIKE CD8" T CELLS

Aging is associated with extensive changes in the adaptive immune system, predominantly
affecting the phenotype and function of T cells. During immunosenescence, CD8" T cells
acquire NK cell-like properties, however, the extent and underlying mechanism of these
changes are not fully understood. These changes are important, as immune aging is associated
with increased susceptibility to infections and altered vaccine responses. The study analysed
the distribution of CD8* T cell subpopulations, evaluated the expression of NK cell markers
on naive T cells and their changes with aging, using spectral flow cytometry and various
cellular markers. The results showed that aging is associated with a decreased proportion of
naive T cells, accompanied by indications of their population maintenance through homeostatic
proliferation. Additionally, a subset of naive CD8" T cells may acquire NK cell-like
characteristics, suggesting age-related changes in T cell phenotype and partial overlap between
features of the adaptive and innate immune system.
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KASUTATUD LUHENDID

ADCC — antikehast soltuv rakuline tsiitotoksilisus, antigen dependent cytotoxicity
CMYV - tsiitomegaloviirus, cytomegalovirus

FMO — fluorecence minus one

GM - kasvusodde, growth media

KIR-retseptorid — killer-cell immunoglobulin-like receptors

MHC — peamine koesobivuskompleks, major histocompatibility complex

NCR - loomuliku tsiitotoksilisuse retseptor, natural cytotoxicity receptor

NK-rakk — loomulik tapjarakk, natural killer cell

NKR — NK raku retseptor, natural killer cell receptor

NKT — loomulik tapja T-rakk, natural killer T-cell

PBMC — perifeerne vere mononukleaarne rakk, peripheral blood mononuclear cell
PBS - fosfaadiga puhverdatud soolalahus, phosphate-buffed saline

RB — jooksutamispuhver, running buffer

RPMI — RPMI rakus6ode, Roswell Park Memorial Institute (medium)

RTE — hiljuti tiitimusest viljunud rakud, recent thymic emigrants

SASP — senesentsiga seotud sekretoorne fenotiiiip, senescence-associated secretory phenotype
Tem  — keskmaélu T-rakk, central memory T cell

TCR — T-raku retseptor, T cell receptor

Tem — efektormélu T-rakk, effector memory T cell

Temra — terminaalselt diferentseerunud T-rakk, terminally differentiated effector T cell

Tn — naiivne T-rakk, naive T cell



SISSEJUHATUS

Immuunosenesentsi ehk immuunsiisteemi vananemise kdigus toimuvad muutused mdjutavad
organismi vOimet kaitsta end infektsioonide ja kasvajate vastu. Vananedes suureneb
vastuvotlikkus nakkushaigustele ning ndrgeneb vaktsiinide efektiivsus. Lisaks tduseb
krooniliste haiguste ja vdhi risk ning immuunvastused muutuvad aeglasemaks ja vdhem
spetsiifiliseks. Muutused immuunsiisteemi vananemisel avalduvad eriti adaptiivse

immuunsusteemi T-rakkudes.

Adaptiivne immuunsiisteem tagab spetsiifilise ja milupdhise kaitse, vdimaldades organismil
reageerida patogeenidele kiiremini ja efektiivsemalt. Vananemise kéigus viheneb tiilimusest
véljuvate uute naiivsete T-rakkude hulk. Tiitimuse involutsioonist tingitud T-rakkude tootmise
langust vananemise jooksul kompenseeritakse inimeses osaliselt homdoostaatilise
rakujagunemise kaudu. See vOib omakorda mdjutada T-rakkude vdimet reageerida uutele
antigeenidele ning vdhendada immuunsiisteemi efektiivsust. Veel on kirjeldatud, et osa CD8"
T-rakke voib omandada NK-rakkudele sarnaseid omadusi, mille tulemusena voib T-rakuline

immuunvastus sarnaneda rohkem kaasasiindinud immuunsiisteemi vastusega.

Antud bakalaureuset66 eesmirgiks oli uurida vananemisega kaasnevaid muutusi adaptiivse
immuunsiisteemi CD8" T-rakkudes, keskendudes nende fenotiiiibilistele muutustele ja NK-
raku laadsete omaduste omandamisele. Eesmirgi saavutamiseks kasutati spektraal
voolutsiitomeetrilist analiiiisi ja erinevaid T- ja NK-raku markereid. T66 viidi ldbi Tartu
Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas, biomeditsiini osakonnas, bio- ja siirdemeditsiini

instituudi molekulaarpatoloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Immunosenesents ehk immuunsiisteemi vananemine

Immunosenesents ehk vananemisest tingitud immuunsiisteemi funktsiooni langus ja muutused
immuunvastuse regulatsioonis hdlmavad nii rakusiseseid kui ka rakuviliseid protsesse
(Mogilenko et al., 2022). See mdjutab kaasasiindinud ja adaptiivse immuunsiisteemi rakke,
kuid moned rakupopulatsioonid on vananemisele rohkem vastuvétlikud kui teised (Liu ef al.,
2023; Mogilenko et al., 2022; Panda et al., 2009). Immuunsiisteemi vananemisega seotud
muutused avalduvad kdige selgemini adaptiivse immuunsiisteemi rakkudes, eriti T-rakkude

seas (Liu et al,, 2023; Pawelec, 2002).

Immuunsiisteemi vananemise tiiheks iseloomulikuks tunnuseks on inflammaging ehk
poletikvananemine. Pdletikvananemine kirjeldab seisundit, mille korral esineb organismis
plisiv madalatasemeline (ingl low-grade) krooniline siisteemne pdletik ka patogeenide
puudumisel (Franceschi et al,, 2000). See kujuneb kahjustunud biomolekulide ja rakuliste
laguproduktide kuhjumisel, mis toimivad endogeensete ohusignaalidena ja hoiavad
immuunsiisteemi piisivalt aktiveerituna (Liu et al., 2023). Sama protsessi osana vOib
senesentsete immuunrakkude kuhjumine panustada pdletikvananemise tekkesse. Vananedes
viheneb senesentsete rakkude voime sihtmirkrakke tShusalt korvaldada ja samaaegselt
suureneb podletikuliste signaalmolekulide tootmine nende endi poolt, mis soodustab
poletikulise keskkonna piisimist ja kahjustab iimbritsevaid kudesid (Liu et al., 2023). Selle
tulemusena siiveneb nii kahjustunud rakkude ebapiisav eemaldamine kui ka pdletikuline
aktiivsus, mis viib pdletikvananemise tekkeni (Liu et al., 2023). Lisaks vdivad vananemisega
seotud epigeneetilised muutused liimfoidorganites suurendada pdletikulisi tsiitokiine
kodeerivate geenide transkriptsiooni, mis omakorda soodustab pdletikvananemise kujunemist

ja immuunvastuse ndrgenemist (Rasa et al., 2022; Sidler et al., 2013).

Ka latentsetel viirusinfektsioonidel on oluline mdju immuunsiisteemi vananemisele. Niiteks
tsiitomegaloviirus (CMV) mojutab méarkimisvédrselt T-raku retseptorite mitmekesistust ehk
vOimet dra tunda ja korvaldada erinevaid haigustekitajaid. CMV soodustab viiruse spetsiifiliste
T-rakkude kuhjumist ja nende piisivat aktivatsiooni, mille tulemusena véheneb
immuunsiisteemi voime reageerida uutele antigeenidele (Khan et al., 2002). Lisaks seostatakse
CMV infektsiooni hilisdiferentseerunud CD8* T-rakkude kuhjumisega (Khan et al., 2002).

Selliste rakkude kuhjumine voib vidhendada naiivsete T-rakkude osakaalu ning suunata osa



immuunvastusest piisiva viirusinfektsiooni kontrollimisele teiste patogeenide arvelt (Khan et

al., 2002).

Immunosenesentsiga kaasnev immuunsiisteemi diisregulatsioon suurendab vastuvotlikkust
mitmetele vananemisega seotud haigustele. Krooniline pdletik ja korgenenud pdletikuliste
tsiitokiinide tase soodustavad kardiovaskulaarsete haiguste, sealhulgas ateroskleroosi,
kujunemist (Grahame-Clarke et al., 2003). T-rakkude homdoostaasi ja tolerantsuse muutused
voivad suurendada autoimmuunhaiguste riski (Liu et al., 2023; Prelog, 2006), samas kui
poletikuliste tsiitokiinide kdrgenenud tase ja kiirenenud epigeneetiline vananemine on seotud
neurodegeneratiivsete haiguste ja kognitiivse funktsiooni langusega (Ebbert er al, 2017;
Puzianowska-Kuznicka et al., 2016). T-rakkude funktsiooni langus piirab ka organismi vdimet
kasvajarakke kontrollida, soodustades seeldbi pahaloomuliste kasvajate teket ja
progresseerumist (Lian et al, 2020). Lisaks suureneb eakatel vastuvotlikkust rasketele
infektsioonidele, mida on tdheldatud ka eakatel COVID-19 patsientidel (Hazeldine ja Lord,
2020; Liu et al., 2023). Samad immuunsiisteemi funktsiooni muutused pdhjustavad ka vaktsiini
vastuse norgenemist. On ndidatud, et vaktsineerimise jdrel kujuneb eakatel madalam
antikehade tase, antikehade neutraliseerimisvdime on vihenenud ja mélu B-rakkude teke on

piiratud, mis takistab efektiivse humoraalse immuunvastuse kujunemist (Fedele et al., 2022).

1.2 Adaptiivse immuunsiisteemi vananemine

Adaptiivse immuunsiisteemi vananemisega kaasnevad muutused raku populatsioonide
osakaaludes, funktsioonis ja jagunemise vOimes mdjutavad immuunvastuse tépsust ja
efektiivsust (Hakim et al., 2004; Liu et al., 2023). Need muutused avalduvad eriti T-rakkude
populatsioonides, mille enneaegne vananemine vOib ndrgendada immuunvastust ning
soodustada ka teiste rakkude vananemist, kiirendades seelébi organsiisteemide {ildist

vananemisprotsessi (Desdin-Mico et al., 2020).

T-rakkude populatsioonides esinevaid muutusi saab jaotada nende tekkemehhanismide ja
nendest tulenevate funktsionaalsete muutuste alusel primaarseteks ja sekundaarseteks.
Primaarseteks tunnusteks arvatakse tiiimuse involutsioon, mitokondri diisfunktsioon,
geneetilised ja epigeneetilised muutused ning proteostaasi kadu (Mittelbrunn ja Kroemer,
2021). Sekundaarseteks tunnusteks on T-raku retseptorite (TCR; ingl T cell receptor)
repertuaari mitmekesisuse langus, naiivsete ja mélurakkude osakaalude suhte muutus, T-

rakkude senesents ning nende vdhenenud vdime diferentseeruda ja reageerida uutele



antigeenidele (Mittelbrunn ja Kroemer, 2021). Selle tulemusena kuhjuvad vananedes
diisfunktsionaalsed senesentsed poletikulist sekretoorset profiili (SASP-laadne; ingl
senescence-associated secretory phenotype) omavad T-rakud (Effros et al., 2005; Liu et al,
2023; Puzianowska-Kuznicka et al, 2016). Kuigi klassikaliselt kasutatakse SASP mdistet
mitteimmuunrakkude senesentsi kirjeldamiseks, on ka senesentsetel T-rakkudel kirjeldatud
sarnast tsiitokiinide profiili, mis v3ib soodustada pdletikvananemise piisimist. Selliseid rakke
iseloomustab podletikuline fenotiilip ja senesentsiga seotud pinnamarkerite ekspressioon (Effros

et al., 2005; Liu et al., 2023; Puzianowska-Kuznicka et al., 2016).

1.2.1 T-rakkude replikatiivne senesents ja tiiiimuse involutsioon

Eelpool kirjeldatud senesentsete T-rakkude kuhjumise iiheks mehhanismiks on replikatiivne
senesents. Korduv vo0i pikaajaline antigeeni stimulatsioon viib T-rakkude ulatusliku
jagunemiseni, mille tagajérel telomeerid liihenevad, viheneb kostimulatoorse molekuli CD28
ekspressioon ning suureneb poletikuliste tsiitokiinide toodang (Chou ja Effros, 2013;
Puzianowska-Kuznicka et al., 2016). Senesentsetele T-rakkudele on iseloomulik eelkdige
poletikuliste tsiitokiinide TNFa, IL-1, IL-6 ja IL-8 suurenenud tootmine ja senesentsiga seotud
pinnamarkerite, nagu CD57 ja KLRG1, kdrgem ekspressioon (Effros ef al., 2005; Liu et al.,
2023; Puzianowska-Kuznicka et al., 2016; Rodriguez et al., 2021). Kirjeldatud muutused
esinevad suuremal mééral tsiitotoksiliste CD8" T-rakkude populatsioonides, mis vananevad
kiiremini kui CD4" T-rakud (Vallejo et al, 2011). Telomeeride lilhenemise tdttu on
senesentsetel T-rakkudel puudulik jagunemisvdime, nende rakutsiikkel on peatunud ja neil on
vihenenud tundlikkus apoptoosi suhtes, mis vOib omakorda soodustada selliste rakkude

kuhjumist (Spaulding ef al., 1999).

Senesentsete T-rakkude kuhjumine seostub lisaks replikatiivsele senesentsile ka muutustega,
mis kaasnevad tiilimuse involutsiooniga. Tiilimuse involutsiooni kdigus vdheneb tiilimuse mass
ja epiteelrakkude hulk ning tiiimuse kude asendub jark-jargult rasvkoega (Tong et al., 2020).
Sellised muutused kujunevad mitme teguri koosmdjul, mille hulka kuuluvad erinevate
kasvufaktorite (nt kasvuhormoonide IGF-1 ja KGF-1) taseme langus, krooniline stress,
infektsioonid ning rasvumine (Calder et al., 2011; Rezzani et al., 2014). Tiilimuse involutsioon
mdjutab negatiivselt ka T-rakkude arengut, mistdttu viheneb tiilimusest perifeersetesse
kudedesse viljuvate naiivsete T-rakkude hulk (RTE, ingl recent thymic emigrants) (Lynch et
al., 2009).



Tekkinud puudujddgi kompenseerimiseks toimub perifeerias T-rakkude homdostaatiline
rakujagunemine, mis aitab séilitada kiill T-rakkude koguarvu, kuid viib médlu T-rakkude
osakaalu suurenemiseni (Rodriguez et al., 2021; Surh ja Sprent, 2000). Koos piisiva antigeense
stimulatsiooniga soodustab see hilisdiferentseerunud ja oligoklonaalsete T-rakkude kuhjumist
ning T-raku retseptorite mitmekesisuse vihenemist (Rodriguez et al., 2021). Need muutused

on eriti viljendunud tsiitotoksiliste T-rakkude populatsioonis (Rodriguez et al., 2021).

1.3 CD8" T-rakkude alampopulatsioonid ja nende muutused
vananemisel

1.3.1 CD8" T-rakkude areng ja alampopulatsioone iseloomustavad markerid

CD8" T-rakkude alampopulatsioonide klassikaline jaotus pohineb pinnamarkerite CD45RA ja
CCR7 kombinatsioonil, mis vdimaldab miiratleda T-rakkude diferentseerumisastet (Van
Aalderen et al., 2021). CD45RA'CCR7' rakud defineeritakse kui naiivsed T-rakud,
CD45RA"CCR7 rakud kui terminaalselt diferentseerunud efektorrakud ehk Temra rakud,
CD45RACCR7" rakud kui tsentraalse milu T-rakud (Tcm) ja CD45RACCR7- rakud kui
efektormilu T-rakud (Tem) (Van Aalderen et al., 2021) (joonis 1).

Lisaks klassikalistele markeritele, nagu CCR7, kasutatakse T-rakkude diferentseerumise ja
funktsionaalse seisundi iseloomustamiseks ka teisi pinnamarkereid, sealhulgas CD27, mille
ekspressioon langeb kiipsemise kédigus ning peegeldab rakkude diferentseerumisastet (Van
Aalderen et al, 2021). Seetdttu vdib CD27 kasutada alampopulatsioonide miératlemisel

alternatiivse markerina CCR7 puudumisel (Van Aalderen et al., 2021).

CD3"CD8" T-raku diferentseerumine

Ny —m—m—m—m—m—m—m—mm>» Tv ————> § Tgn —mmmm—mm> @
CCRT* . CCR7* CCRT CCRT
CD45RA CD45RA" CD45RA" CD45RA™

CD27 ekspressioon langeb

Joonis 1. CD8" T-rakkude diferentseerumine ja alampopulatsioonide jaotus pinnamarkerite
alusel. Néidatud on naiivsed T-rakud (Tw), tsentraalse mélu T-rakud (Tcwm), efektormélu T-rakud (Tewm)
ja terminaalselt diferentseerunud efektor T-rakud (Temra). Joonis on koostatud t66 autori poolt
diagrams.net (draw.io) keskkonnas ning pohineb Van Aalderen et al. (2021).

1.3.2 Naiivsed CD8" T-rakud ja nende muutused vananemisel

Naiivsed CD8" T-rakud on veres ja limfisdlmedes ringlevad tsiitotoksiliste T-limfotsiiiitide

eellasrakud, mis ei ole veel kokku puutunud spetsiifilise antigeeniga (Goronzy et al., 2015).



Ténu oma laiale T-raku retseptorite (TCR) repertuaarile vdimaldavad nad immuunsiisteemil
reageerida uutele antigeenidele (Lee ef al., 2023). Tsiitokiinide vahendusel aktiveerunud
naiivsed CD8" T-rakud prolifereeruvad ning diferentseeruvad efektor- ja mélu T-rakkudeks,

mis seejdrel migreeruvad limfoidkoest perifeersetesse kudedesse (Goronzy et al., 2015).

Vananemise kdigus kompenseeritakse naiivsete CD8" T-rakkude populatsiooni vdhenemist
osaliselt homoostaatilise proliferatsiooni teel, kuid see viib TCR repertuaari mitmekesisuse
languseni (Lee et al, 2023). Vananemisega kaasnev T-raku retseptorite mitmekesisuse
vihenemine piirab aga T-rakkude vdimet reageerida uutele antigeenidele, suurendab
vastuvdtlikkust infektsioonidele ning vihendab vaktsiinivastuse efektiivsust (Mogilenko ef al.,

2022; Mittelbrunn ja Kroemer, 2021).

1.3.3 CD8* milu T-rakud (TCM ja TEM)

Aktiveerumise jargselt diferentseeruvad naiivsed CD8* T-rakud mélu T-rakkudeks, et tagada
korduval kokkupuutel sama antigeeniga kiirem vastus (Uibo et al., 2024, pp. 41-45). Milu T-
rakud jagunevad omakorda efektormélu T-rakkudeks (Tem, ingl effector memory T cell) ja

tsentraalse mélu T-rakkudeks (Tcwm, ingl central memory T cell).

Tsentraalsed milu T-rakud (Tcm) paiknevad peamiselt sekundaarsetes limfoidorganites, neid
iseloomustab korge jagunemisvdime ja voime diferentseeruda efektorrakkudeks, tagades
pikaajalise immuunmaélu sdilimise (Uibo et al., 2024, pp. 41-45). Efektormélu T-rakud (Tem)
ringlevad perifeerses veres ja migreeruvad mittelimfoidsetesse kudedesse, kus nad

vahendavad efektorfunktsioone, nagu tsiitokiinide tootmine ja tsiitotoksiline aktiivsus.

Pikaajaline voi korduv antigeeni stimulatsioon, niiteks krooniliste infektsioonide korral,
soodustab mélu T-rakkude diferentseerumist efektorfunktsiooniga rakkudeks, mille
tulemusena suureneb Tem ja terminaalselt diferentseerunud Trmra rakkude osakaal
(Mittelbrunn ja Kroemer, 2021). Samas vdib pidev stimulatsioon viia T-rakkude funktsionaalse
kurnatuseni, mida iseloomustab piiratud jagunemisvdime ja poletikuliste tsiitokiinide
produktsiooni ning inhibeerivate retseptorite ekspressiooni suurenemine (Mittelbrunn ja
Kroemer, 2021). Sellised muutused piiravad T-rakkude vdimet vananemise kéigus tdhusalt

patogeenidele reageerida ning on seotud immuunvastuse ndrgenemisega.
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1.3.4 CD8* TEMRA rakud ja muutused vananemise kiigus

Temra rakud on terminaalselt diferentseerunud efektormélu CD8" T-rakud, mida iseloomustab
CD45RA re-ekspressioon ja mis kujunevad vidlja korduva vdoi pikaajalise antigeeni
stimulatsiooni tulemusena (Wang et al, 2024). Temra rakud on korge tsiitotoksilise
potensiaaliga ning voimelised kiiresti kdrvaldama sihtmérkrakke, sekreteerides tsiitotoksilisi
molekule nagu perforiin ja gransiiiimid (Uibo et al., 2024, pp. 55-56). Samas on nende rakkude
jagunemisvdime piiratud ning Temra rakkude kuhjumist seostatakse funktsionaalse kurnatuse

vOi rakulise senesentsiga (Callender et al., 2018).

Vananemisega kaasneva Temra rakkude kuhjumise iiheks pohjuseks peetakse latentseid
viirusinfektsioone, nagu CMV infektsioon (Wang et al., 2024; Mittelbrunn ja Kroemer, 2021).
Lisaks soodustavad naiivsete CD8" T-rakkude populatsiooni vihenemine ja korduv antigeeni
stimulatsioon korgelt diferentseerunud CD8" T-rakkude kuhjumist, millel vdivad esineda ka
loomulikele tapjarakkudele (NK-rakud; ingl natural killer cell) iseloomulikud omadused
(Pereira et al., 2020; Rodriguez et al., 2021). Kirjeldatud T-raku populatsioonide nihe
terminaalselt diferentseerunud fenotiiiibi suunas piirab immuunsiisteemi vdimet reageerida

uutele antigeenidele (Mittelbrunn ja Kroemer, 2021).

1.4 NK-rakud

1.4.1 NK-rakud ja nende seos adaptiivse immuunsiisteemi T-rakkudega

Lisaks eelpool mainitud muutustele on vananemise kéigus tdheldatud ka T-rakkude
funktsionaalset imberkujundamist, mille tulemusena vdivad nad omandada kaasasiindinud
immuunsiisteemi rakkudele iseloomulikke omadusi. Néiteks on teatud T-rakkude
alampopulatsioonides kirjeldatud NK-rakkudele omaseid tsiitotoksilisi mehhanisme ja
retseptoreid (Koh et al., 2023; Pereira et al., 2020). Selliste tunnuste ilmnemist on valdavalt
kirjeldatud terminaalselt diferentseerunud CD8"* T-rakkudel (Pereira et al., 2020), kuid cakate
CD8" T-rakkude transkriptoomi analiiis nditab, et NK-rakkudele omaste markerite

ekspressiooni voib esineda ka naiivsetel CD8" T-rakkudel (avaldamata andmed).

NK-rakud on kaasastindinud immuunsiisteemi tsiitotoksilised limfotsiitidid, millel on voime
tappa kasvaja voi viirusega nakatunud rakke ilma eelneva antigeenispetsiifilise aktivatsioonita

(Uibo et al.,, 2024, pp. 36-37).
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NK-rakud tuvastavad rakke, mille pinnal on vihenenud v6i puudub MHC klass I molekul, mida
kirjeldatakse “missing self” hiipoteesina (Kédrre et al, 1986). Erinevalt NK-rakkudest
aktiveeruvad CD8" T-rakud siis, kui TCR tunneb dra MHC I molekulil esitatud peptiidi (Uibo
et al.,, 2024). NK-rakkudel aga seonduvad MHC I molekulidega inhibeerivad retseptorid
(nditeks KIR ja NKG2A/CD94) ning edastavad pidurdavat signaali, mis takistab normaalsete
rakkude hévitamist (Moretta ja Moretta, 1997). Seejuures ei ole antigeeni spetsiifilisus NK-
rakkude aktivatsiooni seisukohalt méédrav, kuna aktivatsioon sOltub aktiveerivate ja
pidurdavate signaalide tasakaalust (Uibo et al., 2024). Vaatamata erinevale sihtmirgi
dratundmise mehhanismile on NK-rakkude ja tsiitotoksiliste CD8" T-rakkude efektor
mehhanismid sarnased, kuna molemad rakutiilibid hdvitavad sihtmérkrakke tsiitotoksiliste
graanulite vahendusel, mis sisaldavad perforiini ja gransiiime (Chen et al., 2024). Nende
rakupopulatsioonide tsiitotoksiliste mehhanismide erinevused ja sarnasused loovad

funktsionaalse seose kaasasiindinud ja adaptiivse immuunsuse vahel (Chen et al., 2024).

Lisaks tsiitotoksilisele funktsioonile osalevad NK-rakud rakulistes vananemisprotsessides ja
rakkude senesentsis ning autoimmuunsuse regulatsioonis, soodustades kudede taastamist
pideva TGF sekretsiooni kaudu (Chen et al., 2024). TGFp takistab T-rakkude jagunemist ja
tsiitotoksilist aktiivsust, aidates seeldbi suruda alla liiga tugevat pdletikulist vastust (Chen et

al., 2024).

1.4.2 NK-rakkude markerid ja aktivatsioon

NK-rakke iseloomustab adhesioonimolekuli CD56 ekspressioon ning CD3 ekspressiooni
puudumine (Chen et al., 2024). CD56 ekspressiooni taseme alusel jaotatakse NK-rakud kaheks
alampopulatsiooniks: CD56%™ rakud, mis on peamiselt tsiitotoksilised, ja CD56"¢" rakud, mis
toodavad tsiitokiine ja omavad immuunmoduleerivat rolli (Chen et al., 2024). Enamik CD56%™
NK-rakke ekspresseerib ka CD16 (FcyRllla) retseptorit, mis vahendab antikehast sdltuvat
rakulist tsiitotoksilisust (ingl antibody-dependent cellular cytotoxicity; ADCC), luues
funktsionaalse seose kaasasiindinud ja adaptiivse immuunsiisteemi vahel (Chen et al., 2024).
Teatud stimulatsiooni tingimustes vdivad ka antigeeniga kokku puutunud CD8" T-rakud hakata
ekspresseerima CD16 retseptorit, omandades seeldbi NK-rakkudele sarnaseid funktsionaalseid
omadusi (Clémenceau et al., 2011). Lisaks kasutatakse NK-raku fenotiiiibilise markerina
CD57, mille ekspressioon suureneb peamiselt hilises diferentseerumisstaadiumis olevatel
kiipsetel NK-rakkudel ning mida seostatakse NK-rakul tugevalt tsiitotoksilise fenotiiiibiga
(Chen et al., 2024).
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NK-rakkude aktivatsiooni reguleerivad mitmed aktiveerivad ja pidurdavad pinnaretseptorid.
Aktiveerivad retseptorid nagu NKG2C, CD337, CD336 ja CD335 (vastavad geeni nimed
KLRC2, NKp30, NKp44 ja NKp46) tunnevad é&ra stressis, viirusega nakatunud voi
transformeerunud rakkude ligande ning aktiveerivad tsiitotoksiliste graanulite vabastamise
(Chen et al, 2024). Pidurdavad retseptorid nagu KIR-retseptorid (ingl killer-cell
immunoglobulin-like receptors) ja NKG2A/CD94, tunnevad dra MHC klass I molekule ja
annavad pidurdava signaali, takistades NK-rakul riinnata normaalse MHC I ekspressiooniga
rakke (Moretta ja Moretta, 1997). KLRG1 vahendab pidurdavat signaali, mis piirab NK-
rakkude jagunemist ja tsiitotoksilist aktiivsust ning on seetdttu seotud rakkude funktsionaalse
kiipsuse ja senesentsiga (Zhang et al., 2024). KLRGI1 ekspressiooni on kirjeldatud ka T-
rakkudel ja kasvajasse sisenevatel liimfotsiiiitidel (Zhang et al., 2024). Lisaks on eakate teatud
CD8" T-rakkude populatsioonides tdheldatud NKG2C ja NKG2A ekspressiooni (Pereira et al.,
2020; Zhang et al., 2024).

NK- ja T-rakkude sarnane retseptorite ja markerite ekspressioon (CD16, CD57, NKG2C,
NKG2A ja KLRG1) ning tsiitotoksilised mehhanismid viitavad nende rakutiiiipide sarnastele
toimemehhanismidele. Kusjuures tavapéraselt siilitavad need rakutiilibid siiski selgelt

eristatava fenotiiiibi, aktivatsiooni- ja toimemehhanismid.

1.5 NK-laadsete CD8" T-rakkude teke vananemisel

Vananemise kdigus on tdheldatud, et osa CD8" T-rakke omandab NK-rakkudele iseloomulikke
tunnuseid, mida ei esine noorte inimeste CD8" rakkudel (Pereira et al., 2020; Wang et al.,
2024). Need rakud kuuluvad tinglikult TCRaf CD8" T-rakkude hulka, kuid nende fenotiiiip ja
funktsioon muutuvad vananemise ja/voi kroonilise antigeeni stimulatsiooni kdigus, millega
kaasneb NK-rakkudele omaste retseptorite ekspressioon ja vastavate efektor funktsioonide
tugevnemine (Pereira et al., 2020; Wang et al., 2024). Nende rakkude kuhjumist seostatakse

samuti vananemise ja kroonilise antigeeni stimulatsiooniga (Wang et al., 2024).

Siin on oluline eristada NK-raku laadseid CD8" T-rakke NKT-rakkudest (ingl NK cell like T
cells), millel on samuti nii adaptiivse kui ka kaasasiindinud immuunsiisteemi tunnused
(Taniguchi et al., 2003). Kui NK-raku laadseid CD8" T-rakud tunnevad antigeene &ra
klassikaliste MHC I molekulide kaudu, siis NKT-rakud tuvastavad antigeene vaid CDI1d
molekulide poolt esitletud lipiid- ja gliikolipiidantigeenide vahendusel (Bendelac et al., 1995;
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Wang et al., 2024). Seega ei ole antud t60s kasitletavad NK-laadsed CD8" T-rakud
samastatavad NKT-rakkudega.

Senimaani on kirjeldatud NK-raku laadsetel CD8" T-rakkudel efektor-mélu ehk terminaalselt
diferentseerunud fenotiilipi (Wang et al, 2024). Seejuures on leitud, et nende rakkude
efektorfunktsioonid ei pruugi olla otseselt sdltuvad tsiitokiinidega vahendatud aktivatsioonist
(Wang et al., 2024). NK-laadsetele CD8" T-rakkudele on iseloomulik kostimulatoorsete
retseptorite CD27 ja CD28 ekspressiooni vdhenemine, kiipsusmarkerite CD57 ja KLRGI1
ekspressiooni suurenemine ning NK-retseptorite (NKR) ekspressiooni ilmnemine (Pereira et

al., 2020; Wang et al., 2024).

Oluline erinevus NK-laadsete CD8" T-rakkude ja NK-rakkude vahel seisneb NK-retseptorite
signaalide toimemehhanismis. NK-rakkude aktivatsioon pdhineb NKR-de ja tsiitokiinide
vahendatud signaalidel, aga CD8" T-rakkudel voivad NKR-id vahendada TCR-vahendatud
signaali vdi vahendada aktivatsioonisignaale TCR-ist sdltumatult. Inhibeerivad NK-retseptorid
(nditeks KLRG1) vdivad piarssida TCR aktivatsiooni (Henson et al., 2009), samas kui
aktiveerivad NK-retseptorid (nditeks NK2GD) vdivad TCR-i signaali asendada ja
kompenseerida seelébi ka CD28 puudumist (Groh et al., 2001). Seetdttu voivad NK-laadsed

CD8" T-rakud olla vahepealseks liiliks adaptiivse ja kaasasiindinud immuunsiisteemi vahel.

1.6 NK-laadsete omaduste funktsionaalne roll

Arvatakse, et NK-raku laadsete omaduste teke CD8* T-rakkudel on vajalik vananeva
immuunsiisteemi sujuvaks toimimiseks (Wang et al, 2024). Seda enam, et selliste
populatsioonide ilmnemist on tdheldatud nii tervetel kui ka kroonilise pdletiku,
autoimmuunhaigusega voi kasvajaga eakatel (Almehmadi et al., 2014; Michel ef al., 2016;
Wang et al., 2024).

Krooniliste viirusnakkuste puhul voib NK-laadsetel CD8* T-rakkudel olla nii kaitsev kui ka
poletikku ja koekahjustusi soodustav mdju. Néiteks on leitud, et KIR ja NKG2A ekspressioon
CD8" T-rakkudel voib krooniliste viirusnakkuste korral pérssida viiruse spetsiifilise T-rakkude
efektorfunktsioone ning soodustada selliste rakkude kuhjumist nakkuskoldes (Bonorino et al.,
2007). Samas on nididatud, et KIR-e ekspresseerivad CD8" T-rakud omavad tugevamat
tsiitotoksilist aktiivsust ja voivad aidata HIV-nakkust kontrolli all hoida (Jin ef al., 2020).
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Autoimmuunhaiguste puhul vdivad NK-laadsed (KIR*CD27"") CD8" T-rakud pirssida liiga
tugevat immuunvastust, kdrvaldades antigeene esitlevaid rakke voi autoreaktiivseid T-rakke
(Li et al, 2022; Wang et al, 2015). Kuigi KIR'CD27°¥CD8" T-rakkude kuhjumine
korreleerub raskema haiguskuluga, siivendab nende puudumine autoimmuunhaiguse kulgu,

viidates sellele, et nende roll on kontekstist sdltuv ja vajalik immuunsiisteemi homoostaasi

sdilitamiseks (Li et al., 2022; Wang et al., 2015).

NK-laadsed CDS8* T-rakud vdivad olla olulised ka kasvaja vastases immuunkaitses.
Vananevatel hiirtel on leitud, et NK-laadsed CD8" T-rakud on voimelised tapma kasvajarakke

antigeenist soltumatult ning pérssima metastaseerumist (Kakuda et al., 2023).

Vananemisega kaasnevad muutused immuunsiisteemi rakupopulatsioonides mojutavad
oluliselt immuunsiisteemi talitlust. Nende muutuste kontekstis on kirjeldatud ka NK-raku
laadsete CD8" T-rakkude teket, mida on seni uuritud peamiselt terminaalselt diferentseerunud
T-raku populatsioonides. Samas on véhe teada, kas ja millistel tingimustel vdivad naiivsed
CD8" T-rakud omandada NK-raku laadseid tunnuseid. Naiivsete T-rakkude uurimine voib
aidata selgitada, kas immuunsiisteemi vananemisega seotud muutused kujunevad juba varases
diferentseerumisfaasis vdi on pigem hilisemate {imberkorralduste tulemus, ning luua aluse

nende protsesside sihipdrasemaks mojutamiseks.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesméargid

Kidesoleva bakalaureusetod iiheks eesmirgiks oli silistemaatiliselt uurida vananemisega
kaasnevaid fenotiiiibilisi muutusi T-raku populatsioonides. Selle eesmirgi saavutamiseks
vorreldi erinevate pinnamarkerite ekspressiooni tasemeid kahes uuritavas rithmas, noortel ja

eakatel isikutel.

Uurimistdo teiseks eesmérgiks oli vilja selgitada, kas vananemise kdigus omandavad naiivsed
CD8" T-rakud NK-rakkudele iseloomulikke omadusi. Eesmirgi saavutamiseks analiitisiti
naiivsetel CD8" T-rakkudel erinevate NK-raku markerite esinemist ning vorreldi nende

ekspressioonitasemeid eakate ja noorte doonorite vahel.

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Uuritavad ja bioloogiline materjal

Kéesolev uurimist60 on osa vananemise biomarkerite uurimisele suunatud teadusprojektist,
mida viiakse ldbi Tartu Ulikooli Kliinikumi ja Bio- ja siirdemeditsiini instituudis.

Uurimistodde teostamise ajavahemik on 01.12.2017-31.05.2031.

Kidesolevas t60s analiiiisitud bioloogiline materjal périneb projekti raames kogutud
vereproovidest. Kontrollgrupi vereproovid koguti 18-24-aastastelt tervetelt isikutelt. Eakate
(>65-aastased) uuritavate vereproovid koguti Tartu Ulikooli Kliinikumi (TUK) Sisekliinikus
ja TUK Nahahaiguste kliinikus.

Veeniverest eraldati perifeerse vere mononukleaarsed rakud (PBMC-d), mis kriiokonserveeriti
temperatuuril -150°C kuni edasise analiitisini. Kdesolevas t60s kasutatud proovid olid séilitatud

ligikaudu seitse aastat enne analiiiiside teostamist.

Lisaks varasemalt kogutud noorte ja eakate PBMC proovidele koguti tdiendavalt verd noortelt
doonoritelt, et suurendada kontrollgrupi proovide arvu ning séilitada tulevikuks planeeritud
katsete jaoks vajalike kindla HLA alleeliga proovid. Proovid koguti ajavahemikul 01.12.2025-
03.12.2025. Kokku koguti verd 20 tervelt doonorilt vanuses 19-24 aastat.

Koik doonorid allkirjastasid uuringus osalemiseks teadliku ndusoleku vormi. Uuring viidi 1dbi

koosk®dlas Tartu Ulikooli inimuuringute eetikakomitee loaga 368/M-4.
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Virskelt kogutud noorte doonorite PBMC-sid otsustati antud t66s mitte kasutada. Katsetes
kasutati ainult varasemalt kogutud noorte doonorite proove, sdltumata eelnevalt méératletud
valikukriteeriumist. Seda pdhjusel, et eakate proovid olid pikaajaliselt kriioséilitatud (ligikaudu
seitse aastat) ning erinev siilitusaeg voib mdjutada rakkude funktsionaalseid omadusi ja seeldbi

mdjutada tulemuste vorreldavust.

2.2.2 Valimi kirjeldus

Uuringusse kaasati kokku 48 uuritavat, kellest 24 kuulusid kontrollgruppi ja 24 eakate gruppi.

Uuritavate demograafilised andmed on esitatud tabelis 1.

Tabel 1. Uuringusse kaasatud uuritavate iseloomustus.

Noored (n=24)

Eakad (n=24)

Vanuse vahemik

18-23

66-96

Keskmine vanus (SD) 20,3 (1,3) 78,4 (7,8)
Naised (%) 17 (71%) 18 (75%)
Mehed (%) 7 (29%) 6 (25%)

2.2.3 PBMC-de eraldamine ja siilitamine

Vereproovid koguti hepariini sisaldavatesse katsutitesse (5 mL; Surgitech) ning proovid
toodeldi hiljemalt nelja tunni jooksul pérast kogumist. Kd&ik protseduurid viidi ldbi

laminaarkapis steriilsetes tingimustes.

PBMC-d eraldati perifeersest verest tihedusgradient-tsentrifuugimise meetodil, kasutades

Ficoll-Paque lahust (Biotecha). Vereproove hoiti tootlemise véltel toatemperatuuril.

Esmalt tsentrifuugiti vereproove ilma pidurita (300 x g, 10 minutit, 20 °C). Eraldunud plasma
koguti ja sdilitati temperatuuril —20 °C. Pérast plasma eemaldamist lahjendati leukotsiiiitide ja
trombotstiiitide kiht (ingl buffy coaf) PBS-ga (fosfaadiga puhverdatud soolalahus, ingl
phosphate-buffered saline, Bioatlas) suhtes 1:1. PBMCde eraldamiseks pipeteeriti PBS-ga
lahjendatud vereproovid ettevaatlikult Ficoll-Paque lahusele (10 mL) ning tsentrifuugiti ilma

pidurita (400 x g, 30 minutit, 20 °C).

Tsentrifuugimise jirel koguti plasma ja Ficoll-Paque lahuse piirilt PBMC-de kiht ning rakke
pesti PBS-ga (300 x g, 10 minutit, 20 °C). Pesu korrati RPMI s66tmes (ingl Roswell Park

Memorial Institute, Thermo Fisher Scientific).
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Pérast pesu resuspendeeriti rakud sobivas mahus PBS puhvris. Rakkude loendamiseks segati
18 ul rakususpensiooni 2 pl akridiin oranzi vérviga (Acridine Orange, Logos) ning elusad
rakud loendati fluorestsents-rakuloenduriga LUNA-FL™ Dual Fluorescence Cell Counter

(Logos Biosystems), vastavalt tootja protokollile.

Rakud kiilmutati, lisades rakususpensioonile vdrdse mahu kiilmutussegu, mis sisaldas 20%
(v/v) dimetiitilsulfoksiidi (DMSO; HNK) ja 80% (v/v) looteveise seerumit (FBS, Lanlab).
Kiilmutamine viidi 14bi kontrollitud kiirusega (—1 °C/min) kasutades Mr. Frosty™ konteinerit
(Thermo Fisher Scientific) temperatuuril —80°C. Seejérel viidi kiilmutatud rakud pikaajaliseks

sdilitamiseks —150°C kappi..

Kuna varasemalt kogutud proovid olid ligikaudu seitse aastat vanad ning uued proovid oluliselt
virskemad, ei kaasatud uusi proove katsetesse, et véltida voimalikke erinevusi proovide

omadustes.

2.2.4 PBMC proovide kisitlemine

Kiilmutatud PBMC-d sulatati vahetult enne katsete ldbiviimist. Selleks eemaldati kriioviaal —

150 °C kapist, asetati liihiajaliselt jdédle ning seejdrel 37 °C veevanni, kus viaal sulatati kiirelt.

Sulatatud rakususpensioon viidi 15 ml tsentrifuugituubi. Rakkudele lisati jark-jargult 1-2
minuti jooksul 4 ml kasvusoddet (GM), et vihendada rakkude osmootilist stressi. Pdrast seda

viidi rakususpensiooni maht GM-ga 10 ml-ni.

Rakususpensioon tsentrifuugiti (200 x g, 10 minutit), eemaldati supernatant ning rakud
resuspendeeriti toatemperatuuril L-glutamiini, 5% FBS-i, penitsilliin-streptomiitsiini ja DNase

I (20 pg/10 ml) sisaldavas RPMI s66tmes.

Rakkude kontsentratsioon ja eluvdimelisus maérati fluorestsentsrakuloenduriga LUNA-FL™
Dual Fluorescence Cell Counter (Logos Biosystems), kasutades akridiin oranzi, vastavalt tootja
juhistele. Pérast rakkude loendamist proovid tsentrifuugiti (200 x g, 10 min) ja eemaldati
supernatant. Seejdrel resuspendeeriti rakud 50 pl RPMI s66tmes, mis sisaldas DNase I-te (20
ug/10 ml) ja 10 pl Fe-retseptori blokeerijat, saavutades kontsentratsiooni ligikaudu 2 x 10°
rakku 50 pl kohta. Fc-retseptori blokeerija lisati selleks, et védhendada antikehade

mittespetsiifilist seondumist rakkude Fc-retseptoritele.
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2.2.5 Antikehad ja paneeli koostamine

Kiesolevas uuringus kasutati mitmest pinnamarkerist koosnevat erinevate fluorokroomidega
konjugeeritud antikehade paneeli, mis voimaldas tuvastada ja fenotiilibiliselt iseloomustada
CDB8" T-rakke. Markerite paneel vdimaldas hinnata nende diferentseerumisastet, aktivatsiooni,
terminaalset kiipsemist ja NK-laadsete tunnuste esinemist, mis on seotud vananemise ja
kroonilise antigeeni stimulatsiooniga. Kasutatud antikehade loetelu ja omadused on esitatud

tabelis 2.

Tabel 2. Spektraal voolutsiitomeetria paneelis kasutatud antikehade omadused.

Antikeha Geen Omadus, funktsioon
Live/Dead Elulemusmarker
TCRyd TRG, TRD Mittekonventsionaalsete vy T-rakkude marker
CD3 CD3E, CD3D, | Pan-T-raku marker

CD3G, CD247
CD4 CD4 Abistaja T-raku marker
CD8 CD8A4, CDSB | Tsiitotoksilise T-raku marker
CD45RA PTPRC T-raku alampopulatsiooni ja diferentseerumise marker
CCR7 CD197 T-raku alampopulatsiooni ja diferentseerumise marker
CD27 CD27 T-raku kostimulatoorne retseptor; diferentseerumise marker
CD57 B3GATI Replikatsiooni ja terminaalse differentseerumise marker
CD38 CD38 Hiljuti tiiimusest viljunud rakkudele iseloomulik marker
CCR9 CCRY Hiljuti tiiimusest viljunud rakkudele iseloomulik marker
CD7 CD7 T- ja NK-raku kostimulatsiooniga seotud retseptor
KLRG1 KLRGI NK-raku marker; T-raku diferentseerumise ja senesentsi marker
CD335 NKp46 NK-raku marker
CD56 NCAM NK-raku marker
NKG2C KLRC2 NK-raku marker
CD9%4 KLRDI NK-raku marker
CDl16 FeyRIlla NK-raku marker
DAPI12 TYROBP NK-raku marker

Elulemuse hindamiseks kasutati Zombie vérvi. T-rakkude tuvastamiseks kasutati CD3 antikeha
ning CD8" T-rakkude selekteerimiseks CDS8 antikeha, samas kui CD4 ja TCRyd antikehade
abil vilistati vastavalt CD4" ja yd T-rakud, et keskenduda TCRof3" CD8* T-rakkudele.

CD8" T-rakkude alampopulatsioonide méaératlemiseks kasutati CD45RA ja CCR7 markereid,

mis voimaldavad eristada rakkude diferentseerumisastet. Diferentseerumisprotsessi tipsemaks
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iseloomustamiseks kaasati CD27 ja CD7 markerid. CD27 kdrge ekspressioon on iseloomulik
naiivsetele T-rakkudele ja voimaldab eristada varasemaid ja hilisemaid arengustaadiume (Van
Aalderen et al., 2021). CD7 ekspressioon on seotud diferentseerunud T-rakkudega ning kuna
seda markerit ekspresseeritakse ka NK-rakkudel, vdib CD7 ekspressiooni suurenemine viidata
NK-laadse fenotiilibi omandamisele (Hyslop et al, 2025). Lisaks on ndidatud, et CD7
suurendab diferentseerunud ja kurnatud T-rakkude resistentsust apoptoosi suhtes (Hyslop et

al., 2025).

Naiivsete CD8" T-rakkude kiipsusastme hindamiseks kasutati CD38 ja CCR9 markereid.
Korge CD38 ekspressioon iseloomustab hiljuti tiitimusest viljunud T-rakke (ingl recent thymic
emigrants, RTE), mille ekspressioon vdheneb rakkude kiipsemise ja jagunemise kéigus
(Bohacova et al., 2024). CD38 ekspressiooni langust on kirjeldatud ka seoses vananemisega,
peegeldades tiilimuse involutsiooni ja uute naiivsete T-rakkude vihenenud tootmist (Bohacova
etal., 2024). Ka CCR9 ekspressioon on iseloomulik RTE T-rakkudele ning viheneb kiipsemise
kdigus, mistdttu saab seda markerit kasutada varajaste naiivsete T-rakkude

alampopulatsioonide tuvastamiseks (Bohacova et al., 2024).

Terminaalse diferentseerumise ja replikatiivse senesentsi hindamiseks valiti CD57 ja KLRG1
markerid. T-rakkudel kujuneb CD57 ekspressioon vilja peamiselt korgelt diferentseerunud
efektor- ja mélu T-rakkudel, tdendoliselt korduva antigeeni stimulatsiooni tulemusena, ning
sellistel rakkudel on enamasti vdhenenud jagunemisvoime (Kared ef al., 2016). KLRG1 on
NK- ja T-rakkudel ekspresseeritud pidurdav retseptor, mille ekspressioon seostub NK-
rakkudes vihenenud tsiitotoksilisuse ja T-rakkudes terminaalselt diferentseerunud fenotiiiibiga
(Zhang et al., 2024). Seetdttu voib KLRG1 ekspressioon viidata ka NK-raku laadsete omaduste
kujunemisele CD8" T-rakkudes.

NK-laadsete tunnuste tuvastamiseks naiivsetel CD8" T-rakkudel valiti jargnevad NK-
rakkudele iseloomulikud markerid KLRG1, CD56, CD16, CD94, NKG2C ja CD335. CD335
(NKp46) kuulub NK-rakkude loomuliku tsiitotoksilisuse retseptorite hulka (ingl natural
cytotoxicity receptors, NCR) ning sarnaselt NKG2C-le osaleb sihtmirkrakkude dratundmises
ja NK-rakkude tsiitotoksilise vastuse kéivitamises (Mace, 2023; Sivori et al., 1997). CD16 ja
CD56 koekspessioon on klassikaliselt seotud NK-rakkude populatsioonide kindlaks
méadramisega, seega viitab nende ekspressioon CD8" T-rakkudel NK-laadse fenotiiiibi
omandamisele (Mace, 2023; Pereira et al., 2020). Sarnaselt viitab ka CD94 ja CD56

koekspressioon NK-laadsele fenotiitibile. DAP12 analiilis vOimaldab hinnata NK-
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retseptoritega seotud signaale, kuna tegemist on signaal-adaptervalguga, mis osaleb NK-
rakkude aktivatsiooniradades (Chen et al., 2024). DAP12 ekspressiooni on kirjeldatud ka NK-
laadsetel CD8" T-rakkudel, kuid see esineb peamiselt terminaalselt diferentseerunud, mitte
naiivsetes rakkudes ja vahendab NKG2D-retseptori kaudu tsiitotoksilisust (Chen et al., 2024;
Pereira et al., 2020).

2.2.6 Varvimisprotokoll

PBMC-d virviti spektraal-voolutsiitomeetriliseks analiiiisiks mitmes etapis, kasutades
ligikaudu 2 x 10% rakku proovi kohta. Véarvimine viidi 1abi 96-siivendilisel plaadil, kuhu rakud
jaotati eraldi siivenditesse virvimata kontrollide ja tiisvérvinguga proovide jaoks. Antikehade
kontsentratsioonid valiti tootja soovituste alusel ning optimeeriti eelnevate katsete kéigus, et
tagada optimaalne signaali intensiivsus ja vdhendada fluorokroomide spektraalset kattuvust.

Antikehade 16plikud mahud arvutati vastavalt varvimisreaktsiooni 10ppmahule.

Koigepealt lisati rakkudele tihekaupa kindlas jarjekorras lisatavad antikehad, CCR9 ja TCRys,
vastavalt tabelis 3 toodud mahtudele ning kummagi antikeha lisamise jdrel inkubeeriti rakke 5
minutit toatemperatuuril pimedas. Seejdrel lisati varsketele rakkudele esimene antikehasegu
(segu 1, tabel 3) ning rakke inkubeeriti 30 minutit 37 °C juures pimedas. Pérast inkubatsiooni

tsentrifuugiti rakud (300 % g, 7 min) ja pesti iiks kord RB puhvris.

Elus- ja surnud rakkude eristamiseks inkubeeriti rakke 15 minutit toatemperatuuril pimedas,

kasutades Zombie NIR vérvi (BioLegend), vastavalt tootja juhistele.

Seejérel tsentrifuugiti rakud (300 x g, 7 minutit) ning pesti RB puhvris kaks korda. Rakud
fikseeriti True-Nuclear™ fikseerimispuhvris 45 minutit toatemperatuuril pimedas, vastavalt
tootja juhistele. Fikseerimise jirel rakud tsentrifuugiti (300 % g, 7 minutit) ja pesti kaks korda
RB puhvris (400 x g, 7 minutit). Fikseeritud rakud resuspendeeriti FcR blokeerijat sisaldavas
RB puhvris ning seejérel lisati fikseeritud rakkudele teine antikehasegu (segu 2, tabel 3). Rakke

inkubeeriti liledd 4 °C juures pimedas.

Jargmisel paeval tsentrifuugiti rakud (400 x g, 7 minutit) ning pesti kaks korda tandemvérvide
stabiliseerijat sisaldavas RB puhvris. Seejirel permeabiliseeriti rakud True-Nuclear™
permeabiliseerimispuhvris. Pirast permeabiliseerimist tsentrifuugiti rakud (400 % g, 7 minutit)
ning  resuspendeeriti FcR  blokeerijat  sisaldavas  permeabilisatsioonipuhvris.

Permeabiliseerimise jdrel lisati rakkudele intratsellulaarse markeriga kolmas antikehasegu
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(segu 3, tabel 3) ning proove inkubeeriti 4 tundi 4 °C juures pimedas. Seejdrel tsentrifuugiti

rakud (400 % g, 7 minutit), pesti kaks korda permeabiliseerimispuhvris ning resuspendeeriti

150 pl tandemvérvide stabiliseerijat sisaldavas RB-s. Valmis proove hoiti kuni spektraal-

voolutsiitomeetrilise analiiiisi teostamiseni pimedas.

Tabel 3. Paneelis kasutatavate antikehade segud. Vilja on toodud kasutatud antikeha, selle kiilge

konjugeeritud fluorokroom, tootja, kasutatud lahjendus ning maht proovi kohta.

Lisamisviis Antikeha | Fluorokroom | Tootja Lahjendus Mabht proovi kohta (ul)
Eraldi (1.) CCR9 BV750 BD biosciences | 1:40 2,5
Eraldi (2.) TCRyS PerCP-eF1710 | Invitrogen 1:160 0,625
Komponent Antikeha | Fluorokroom | Tootja Lahjendus Maht proovi kohta (pl)
RPMI koos | - - Nerbe Plus + | - 21,03
DNase I-ga Applichem
Brilliant stain - - BD biosciences | - 20
CCR7 PE- Biolegend 1:100 1
Dazzle594
Segu 1 CD38 APC-Fire810 | Biolegend 1:80 1,25
CD335 BV510 Biolegend 1:80 1,25
CD27 AF700 Biolegend 1:40 2,5
KLRG1 APC/Fire750 | Biolegend 1:40 2,5
CD7 BV421 Biolegend 1:640 0,16
NKG2C | PE Biolegend 1:320 0,31
CD% PE-Fire810 Biolegend 1:320 0,31
Live/Dead | Komponent Antikeha | Fluorokroom | Tootja Lahjendus Mabht proovi kohta (ul)
RB - - - - 100
L/D Zombie-NIR 1:1000 1
Komponent Antikeha | Fluorokroom | Tootja Lahjendus Maht proovi kohta (pl)
RB - - - - 28,65
Tandem Stabilizer | - - Biolegend - 0,1
Brilliant stain - - BD biosciences | - 20
CD45RA | BV570 Biolegend 1:320 0,31
Segu 2 CD56 BV650 Biolegend 1:320 0,31
CD57 BV785 Biolegend 1:2000 0,05
CD16 SparkBlue515 | Biolegend 1:1000 0,1
CD3 SparkBlue574 | Biolegend 1:640 0,16
CD4 SparkBlue550 | Biolegend 1:640 0,16
CD8 SBB810 Bio-Rad 1:640 0,16
Komponent Antikeha | Fluorokroom | Tootja Lahjendus Maht proovi kohta (pl)
Segu 3 1x Perm Buffer - - Biolegend - 50
DAPI12 APC MACS 1:1000 0,1
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2.2.7 Spektraal-voolutsiitomeetria ja moéotmistingimuste optimeerimine

Spektraal-voolutsiitomeetria mdodtmised teostati voolutsiitomeetril Sony ID7000 (Sony
Biotechnology). Mdotmiste teostamisel kasutati lasereid lainepikkustega 405 nm (lilla), 488
nm (sinine), 561 nm (kollakasroheline) ja 637 nm (punane). Mddtmistingimused valiti
vastavalt kasutatud fluorokroomide spektraalsetele omadustele, et tagada optimaalne signaali

eristatavus ning vihendada fluorokroomide vahelist spektraalset kattuvust.

Enne 10plike modtmiste 1dbiviimist optimeeriti nii antikehade kontsentratsioonid kui ka
modtmistingimused. Selleks viidi 14bi kaks optimeerimiskatset, mille kéigus testiti erinevaid
antikehade kontsentratsioone ning seadme parameetreid. Optimeerimiskatsete kdigus hinnati
markerite signaali tugevust ja eristatavust ning valiti tingimused, mis tagasid parima signaali

ja taustmdiira suhte.

Optimeerimise kdigus kasutati tdisvdrvinguga proove, varvimata kontrolle, iiksikvirvinguid ja
FMO (ingl Fluorescence Minus One) kontrolle, mille puhul jdeti iiks marker virvimata, et
hinnata taustsignaali ja positiivse ning negatiivse populatsiooni eristatavust. FMO kontrollid
viidi ldbi valitud markerite (CCR7, CD335, CD7, NKG2C ja DAP12) jaoks. Kompensatsiooni

médramiseks kasutati UltraComp kompensatsioonikuule.

Optimeerimiskatsete tulemusena valiti edasiseks analiilisiks antikehade kontsentratsioonid,
mis tagasid selge signaali eristumise. Kasutatud antikehade lahjendused on esitatud tabelis 3.
Edasistes katsetes valiti mdotmiseks jargmised detektorite signaali vdimenduse (ingl gain)
seadistused: FSC 17, SSC 5,3; 405 nm laser 5,2; 488 nm laser 5,4; 561 nm laser 5,5 ja 637 nm

laser 6,3.

2.2.8 Statistiline analiiiis

Kokku viidi 1dbi viis soltumatut katset. Statistilisse analiiiisi kaasati neist neli, kuna iihes katses
puudus CD45RA signaal, mis oli vajalik naiivsete CD8" T-rakkude populatsiooni

madratlemiseks.

Spektraal-voolutsiitomeetria tulemuste to6tlemiseks kasutati SONY ID7000 tarkvara.
Andmete statistiliseks analiilisiks ja visualiseerimiseks kasutati programme GraphPad Prism
11 (Graphpad software) ja Microsoft Excel (Microsoft). Rakupopulatsioonide keskmiste

véartuste vordlemiseks noorte ja eakate vahel kasutati Mann-Whitney U-testi ja kahefaktorilist
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dispersioonanaliitisi (ANOVA), et hinnata vanuse mdju riihmade vahel ja katsetevahelist

varieeruvust.

Statistiliselt oluliseks loeti tulemusi, kui p < 0,05. Statistilise olulisuse tdhistamiseks kasutati

jargnevat tirnide siisteemi: *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001.

T66 koostamise kdigus kasutati ChatGPT-d (OpenAl, 2025) teksti keeleliseks toimetamiseks.

Saadud viljundeid kohandati ja kontrolliti autori poolt enne t66 16plikku vormistmist.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Raamistamise strateegia (ingl gating strategy) populatsioonide eristamiseks

Harvaesinevate populatsioonide nagu eakate naiivsete CD8" T-rakkude usaldusviirseks
tuvastamiseks koguti spektraal-voolutsiitomeetril iga doonori kohta keskmiselt ~480 000
siindmust noorte ja ~450000 siindmust eakate kohordis. Markerite ekspressiooni

analiiisimiseks loodud raamistamise strateegia on toodud joonisel 2.

Rakupopulatsioonide eraldamiseks rakendati hierarhilist raamistamise strateegiat, et tuvastada
naiivsete CD8" T-rakkude alampopulatsioon ning varrelda nende fenotiiiibilisi omadusi eakate
ja noorte vahel. Spektraal-voolutsiitomeetrilise analiiiisi kdigus selekteeriti esmalt
rakupopulatsioonid suuruse (forward scatter, FSC) ja granulaarsuse (side scatter, SSC) alusel.
Seejarel valiti elusate rakkude hulgast (Zombie-negatiivsed) CD3" rakud. CD3* rakkude seas
valiti TCRap-positiivsed T-rakud (TCRyd-negatiivsuse alusel), mille hulgast tuvastati CD4 ja
CD8 markerite alusel CD8" T-rakud. Edasise analiilisi jaoks saadi nii noorte proovides
keskmiselt ligikaudu 48 000 ja eakate proovides ligikaudu 32 000 CD8* T-rakku. CD8" T-
rakud jaotati alampopulatsioonidesse CD45RA ja CCR7 (iihes katses CD27) ekspressiooni

alusel. Edasine analiiiis viidi 1ébi noorte ja eakate naiivsetel CD8" T-rakkudel.

Naiivsetel CD8" T-rakkudel analiiiisiti erinevate T ja NK-raku markerite ekspressiooni (toodud
tabelis 2). CD8" T-rakkude diferentseerumisastme ja kiipsuse hindamiseks kasutati markereid
CD27,CD7, CCR9, CD57 ja CD38 (joonis 2b). Terminaalse diferentseerumise ja replikatiivse
senesentsi hindamiseks analiiiisiti naiivsetel CD8" T-rakkudel CD57 ja KLRG1 ekspressiooni
(joonis 2c). NK-rakkudele iseloomulike markerite, sealhulgas KLRG1, CD56, CD16, CD94,
DAP12, NKG2C ja CD335, ekspressiooni analiiiis vdimaldas hinnata NK-laadsete tunnuste
esinemist CD8" T-rakkudes (joonis 2c¢). Tédiendavalt tehti lisaraam CD94 koos NKG2C-ga, et
hinnata NK-rakule iseloomulikku aktiveerivat telge, ning lisaraamid KLRG1-ga, et analiiiisida
selle koekspressiooni teiste NK-raku markeritega (CD335, CD56, CD16, NKG2C, CD% ja
DAP12) (joonis 2c-d).
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Joonis 2. Spektraal-voolutsiitomeetria raamistamise strateegia. (a) Naiivsete CD8" T-rakkude
identifitseerimine, (b) T-rakkude {ildised aktivatsiooni ja diferentseerumise markerid, (c) NK-raku
markerid ja (d) KLRG1 koekspressioon NK-raku markeritega naiivsetel CD8" T-rakkudel.
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2.3.2 Eakate naiivsete CD8" T rakkude populatsioon viheneb ja efektormilu T-rakkude
populatsioon suureneb

CD8" T-rakkude alampopulatsioonide jaotuse analiiiis néitas, et eakatel oli naiivsete rakkude
osakaal vorreldes noortega madalam (joonis 3a). Efektormilu rakkude osakaal oli eakatel
korgem (joonis 3c). Keskmélu ja terminaalselt diferentseerunud rakkude osakaalus noorte ja
eakate vahel statistiliselt olulist erinevust ei tdheldatud, kuid eakatel ilmne suundumus

terminaalselt diferentseerunud rakkude suuremale osakaalule (joonis 3b,d).
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Joonis 3. CD8" T-rakkude alampopulatsioonide vordlus noorte ja eakate vahel. (a) Naiivsed (Tn),
(b) keskmiilu (Tcwm), (¢) efektormélu (Tewm) ja (d) terminaalselt diferentseerunud (Temra) CD8" T-rakud.
Populatsioonide suurus on esitatud protsendina CD8" T-rakkudest. Kastdiagrammid kujutavad
mediaani ja kvartiilide vahemikku (IQR). Statistiline olulisus méérati Mann-Whitney U-testiga
(GraphPad Prism).

Antud tulemused on kooskdlas varasemate uuringutega, mis on nididanud, et vananemise
kdigus naiivsete T-rakkude populatsioon véheneb ning rohkem diferentseerunud T-rakkude

mélu alampopulatsioonid suurenevad.

2.3.3 Eakates on RTE naiivsete CD8" T-rakkude osakaal langenud ja perifeerselt
jagunenud populatsiooni osakaal on suurenenud

Edasi analiiiisiti naiivsetel CD8" T-rakkudel T-rakule iseloomulike pinnamarkerite (CCRO,
CD7,CD27,CD38, CD57) ekspressiooni, et hinnata rakkude diferentseerumise ja aktivatsiooni

seisundit (joonis 2b).

Diferentseerumismarkeri CD27 ekspressioon oli eakatel madalam vdorreldes noortega (joonis
4a). CD27 koekspressiooni analiiiisil CD7-ga ei tuvastatud vanuseriihmade vahel erinevusi ei
CD27"CD7" ega CD27*CD7" rakupopulatsioonides. Markeri ekspressiooni langus naiivsetel
CDB8" T-rakkudel avaldus ainult CD27" populatsioonide koondanaliiiisis. CD27 ekspressiooni

langus eakatel viitab nende naiivsete CD8" T-rakkude nihkumisele varasest
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diferentseerumisastmest rohkem diferentseerunud olekusse. Kuna CD27 on iseloomulik
naiivsetele ja varastele milurakkudele, voib CD27 ekspressiooni vihenemine viidata korduvale
homdoostaatilisele proliferatsioonile, mille abil kompenseeritakse perifeerias uute naiivsete

CD8" T-rakkude juurdevoolu vahenemist (Pereira et al., 2020).
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Joonis 4. T-raku alampopulatsioonide osakaal naiivsete CD8" T-rakkude seas noortel ja eakatel.
(a) CD27", (b) CD7°CD27 , (¢) CD57°CD38", (d) CD38"CD7" ja CD38" CD57 alampopulatsioonid.
Populatsioonide suurus on esitatud protsendina naiivsetest CD8" T-rakkudest. Kastdiagrammid
kujutavad mediaani ja kvartiilide vahemikku (IQR). Statistiline olulisus méarati Mann-Whitney U-
testiga (GraphPad Prism).

Kaikide diferentseerumismarkerit CD7 ekspresseerivate naiivsete CD8" T-rakkude osakaal ei
erinenud noorte ja eakate vahel, kuid detailsem analiiiis nditas, et eakatel oli vorreldes noortega
suurem CD7°CD27- rakkude osakaal (joonis 4b), samas kui CD7"CD38" rakkude osakaal oli
viiksem (joonis 4d). CD7'CD27 naiivsete CD8" T-rakkude osakaalu tdus eakates viitab
vahepealsele diferentseerumisastmele, CD27 kadu aga varase naiivse fenotiiiibi ndrgenemisele.
CD7 ekspressiooni sdilimine vOib aga omakorda viidata nii rohkem diferentseerunud
fenotiitibile kui ka NK-laadse fenotiiiibi omandamisele naiivsete CD8" T-rakkude seas.
CD7'CD38" naiivsete CD8" T-rakkude osakaalu langus aga viitab varajases

diferentseerumisastmes funktsionaalsete naiivsete rakkude osakaalu langusele.

Replikatsiooni ja terminaalse diferentseerumise markeri CD57 analiiiis niitas, et eakatel esines
rohkem CD57"CD38" fenotiilibiga naiivseid CD8" T-rakke kui noortel (joonis 4c). See viitab
korduvalt jagunenud ning hilisemas diferentseerumisastmes T-rakkude akumuleerumisele, mis

on kooskolas homdostaatilise proliferatsiooniga (Kared et al., 2016).

Varajase diferentseerumise markeri CD38 puhul oli eakatel vidiksem osakaal CD38
ckspresseerivaid rakke, kui voeti arvesse kdik CD38" rakud sdltumata nende koekspressioonist

teiste markeritega (joonis 5a). Tdiendava analiiiisi kdigus uuriti CD38 koekspressiooni teiste
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markeritega, et selgitada, millised rakupopulatsioonid tdheldatud erinevusi mojutavad.
Koekspressiooni analiiiisi pdhjal tulenes see erinevus peamiselt CD38*CD57 ja CD38"'CD7*
rakkude osakaalu vahenemisest (joonis 4d). CD38 ekspressiooni langus eakate naiivsetel CD8*
T-rakkudel viitab vdhenenud RTE ehk hiljuti tiitimusest védljunud T-rakkude ning on seletatav
tiiiimuse involutsiooniga. Sellest tulenevalt sdilib naiivsete T-rakkude populatsioon peamiselt
homoostaatilise proliferatsiooni teel. Seda toetab ka CD38'CD57  ja CD38"'CD7" rakkude
osakaalu vdhenemine, mis viitab just varajases diferentseerumisastmes funktsionaalsete

naiivsete rakkude osakaalu langusele.
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Joonis 5. CD38 ja KLRGI1 ekspresseerivate naiivsete CD8" T-rakkude osakaal noortes ja eakates
doonorites. (a) CD38 ekspressioon, (b) KLRGI1 ekspressioon noorte ja eakate naiivsetes CD8" T-
rakkudes. Iga punkt tdhistab liksikut doonorit, siimbolid viitavad erinevatele mootmispéevadele.
Graafikud on koostatud Excelis. Statistiline olulisus méérati Mann-Whitney U-testiga (GraphPad
Prism).

Seega peegeldavad need muutused kooskolas varasemate uuringutega naiivsete CD8" T-
rakkude populatsioonide timberkujundamist vananemise kéigus, kus vdheneb RTE rakkude
osakaal ning suureneb perifeerselt sdilinud ja jagunemise ldbinud rakkude osakaal. See nihe
vOib omakorda panustada immuunvastuse ndrgenemisse eakatel (Callender et al., 2018;

Mittelbrunn ja Kroemer, 2021).
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2.3.4 Eakate naiivsetel CD8" T-rakkudel ilmnevad NK-raku markerid.

Kuna nii varasemad uuringud kui ka meie laboris teostatud transkriptoomi analiiiis (avaldamata
andmed) nditasid, et eakate naiivsetel CD8" T-rakkudel ilmnevad NK-rakkudele omased
markerid, otsustati jirgmisena analiilisida naiivsete CD8" T-rakkudel NK-rakule iseloomulike

pinnamarkerite (CD94, CD335, CD56, CD16, KLRG1, NKG2C, DAP12) ekspressiooni.

NK-raku markeri CD335 puhul ei olnud voimalik usaldusvédrselt miératleda positiivset
populatsiooni tavapédrase raamistamise strateegia abil, mistdttu hinnati selle markeri
ekspressiooni keskmise fluorestsentsi intensiivsuse (MFI) alusel. CD335 ekspressiooni (log10
MEFTI) vordlus ei ndidanud noorte ja eakate vahel erinevusi (joonis 6). Kahefaktoriline ANOVA
analliiis tuvastas modtmispdeva efekti (p<0,001), kuid vanuseriihmade vahel statistiliselt
olulist erinevust ei esinenud (p=0,684). Tulemused olid kooskdlas Mann-Whitney analiiiisiga.
CD335 ekspressioon varieerus markimisvédrselt indiviidide vahel, kusjuures eakate riihmas
taheldati vorreldes noortega suuremat vairtuste hajuvust ja rithmasisest heterogeensust.

CD335 ekspressioon naiivsetes CD8* T-rakkudes
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Joonis 6. CD335 ekspressioon (log10 MFI) noorte ja eakate naiivsetel CD8" T-rakkudel. Iga punkt
téhistab {iksikut doonorit, siimbolid viitavad erinevatele mdotmispdevadele. Graafik on koostatud
Excelis. Statistiline olulisus méérati Mann-Whitney U-testiga (GraphPad Prism).

NK-raku markeri CD94 ekspressiooni analiiiisil leiti, et eakatel oli suurem osakaal
CD94"DAP12- fenotiiiibiga naiivseid CD8" T-rakke vorreldes noortega (joonis 7a). Sellest
lahtuvalt loodi tdiendav raam, et hinnata CD94-ga seotud aktiveerivat telge NKG2C-ga (joonis
2¢). Kuigi ANOVA analiiiis viitas eakatel CD94"NKG2C" rakkude osakaalu suurenemisele, ei

kinnitanud Mann-Whitney U-test statistiliselt olulist erinevust noorte ja eakate vahel. Seega
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vais tdheldatud efekt olla mdjutatud rithmasisesest varieeruvusest ja vOimalike ddrmuslike
védrtuste mojust keskmistele véirtustele. CD94"DAP12- fenotiilibiga naiivsete CD8" T-
rakkude suurenenud osakaal eakatel voib viidata NK-laadsete tunnuste ilmnemisele naiivsete
CD8" T-rakkude hulgas, kuid kiesolevas analiitisis ei leitud statistiliselt olulisi muutusi NK-

rakkudele iseloomulikus CD94-NKG2C aktiveerivas signaalteljes.
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Joonis 7. NK-raku markerite ekspressioon eakate ja noorte naiivsetel CD8" T-rakkudel. a)
CD94'DAPI12, b) KLRG1'CD57, ¢) KLRG1'CD94" ja KLRG1'NKG2C" rakkude osakaal naiivsete
CD8" T-rakkude hulgas. Kastdiagrammid kujutavad mediaani ja kvartiilidevahemikku (IQR).
Statistiline olulisus méarati Mann-Whitney U-testiga (GraphPad Prism).

NK-raku markerite iildekspressiooni analiiiis, kus hinnati iiksikult markerite ekspressiooni, ei
ndidanud erinevusi noorte ja eakate vahel. Erandiks oli NK-raku marker ja T-rakkude
diferentseerumise ning senesentsi marker KLRG1, mille puhul oli eakatel suurem KLRG1"
rakkude osakaal naiivsete CD8" T-rakkude seas (joonis 5b). Koekspressiooni analiiiis
rakujagunemise ja terminaalse differentseerumise markeri CD57-ga néitas, et erinevus tulenes
peamiselt KLRGI1'CD57- rakkude osakaalust (joonis 7b), viidates varajasele
diferentseerumisele, kus rakud on omandanud diferentseerumisega seotud tunnuseid, kuid ei

ole veel joudnud replikatiivse senesentsi staadiumisse.

Seejarel hinnati, kas noorte ja eakate KLRG1" rakkude seas esineb mitut NK-raku markerit
samaaegselt ekspresseerivaid rakke. Selleks loodi tdiiendavad KLRG1 raamid koos jargnevate
NK-raku markeritega CD56, CD94, CD335, DAP12 ja NKG2C (joonis 2d). Lisaanaliiiisi
tulemusena leiti, et eakatel oli vorreldes noortega suurem osakaal KLRG1" rakke, mis
koekspresseerivad CD94 voi NKG2C (joonis 7c; vt ka 2.3.6 statistiliste meetodite vordlust).
Antud tulemused viitavad NK-rakule sarnase fenotiiiibi osalisele omandamisele naiivsete

CD8" T-rakkude hulgas vananemise kéigus.
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2.3.5 Statistiliste meetodite-vordlus ning t66 piirangud

Mitmete markerite puhul viitas kahefaktoriline ANOVA vdimalikule katsetevahelisele mojule,
mis vois mdjutada riihmadevaheliste erinevuste hinnangut. Mann-Whitney U-testi pdhjal olid
nii KLRG1"NKG2C" kui ka KLRG1*CD94" rakkude osakaalud eakatel statistiliselt kdrgemad,
samas kui kahefaktoriline ANOVA nende populatsioonide puhul statistiliselt olulist erinevust
ei leidnud (joonis 8a,b). Seevastu KLRGI koekspressiooni puhul markeritega DAP12, CD56
ja CD335 ei tuvastatud Mann-Whitney U-testiga olulisi erinevusi, kuid kahefaktoriline
ANOVA viitas nende populatsioonide erinevusele noorte ja eakate vahel (joonis 8c-¢). Sarnast
tulemust tdheldati ka CD94-NKG2C aktiveeriva telje analiiiisil (joonis 8f). KLRG1"CD57

rakkude osakaalu erinevus oli aga statistiliselt oluline mdlema meetodi pohjal (joonis 7b).
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Joonis 8. Mann-Whitney U-testi ja kahefaktorilise ANOVA tulemuste vordlus NK-markerite
koekspressiooni analiiiisil naiivsetes CD8" T-rakkudes. (a) KLRG1 NKG2C", (b) KLRG1'CD9%4",
(c) KLRG1'DAPI12", (d) KLRG1'CD56", (e) KLRG1'CD335", (f) CD94"'NKG2C"" rakkude osakaal
naiivsete CD8" T-rakkude hulgas. Graafikutel on kujutatud rakupopulatsioonide keskmised osakaalud
ja nende varieeruvus. Statistiline olulisus méérati Mann-Whitney U-testiga, lisaks on esitatud

kahefaktorilise ANOVA p-viartused.

ANOVA ja Mann-Whitney testide tulemuste ebakdla viitab andmete suuremale hajuvusele,

riihmasisesele varieeruvusele ja valimi véiksusele, mida toetavad ka joonised 5 ja 6, kus eakate
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T-rakkude populatsioonides tdheldati vorreldes noortega suuremat heterogeensust. Seetdttu

tuleks usaldusvairsemate jarelduste tegemiseks suurendada doonorite arvu.

Kéesoleva uuringu teiseks piiranguks oli uuritud NK-markerite madal ekspressioon naiivsetel
CD8" T-rakkudel, scalhulgas eakatel, mistdttu vdis marker-positiivsete populatsioonide
médramine olla tundlik véikeste raamistamise erinevuste suhtes. Lisaks ei olnud marker-
positiivsed ja -negatiivsed populatsioonid alati selgelt eristavad ning populatsioonide
raamistamine pdhines osaliselt visuaalsel hinnangul. Uhe katse piires kasutati kdikide proovide
jaoks {iihtseid raame, kuid erinevate katsete vahel vdisid raamipiirid vdhesel mééral erineda.
Raamistamisel ldhtuti koige selgemini eristuvatest populatsioonidest ning markerite
ekspressioonimustrist kontrollpopulatsioonides. Madala ekspressioonitasemega markerite

korral vdis positiivsete populatsioonide piiritlemine siiski mdjutada tulemuste vorreldavust.

Kuigi kiesolevas t66s kasutati FMO (ingl fluorescence minus one) kontrolle, rakendati neid
ainult valitud markerite puhul. Madala ekspressioonitasemega markerite korral vdis see
mdjutada positiivsete populatsioonide raamistamise tdpsust ning suurendada katsetevahelist

varieeruvust.

Téiendava piiranguna tuleb arvestada, et kasutatud fluorokroomiga mérgistatud antikehade
paneel sisaldas osaliselt kattuvate kiirgusspektritega fluorokroome. Spektraalne-
voolutsiitomeetria vdimaldab samaaegselt kasutada mitut sarnase kiirgusspektriga
fluorokroomi ning mootmiste kdigus viidi 1dbi  vajalikud kompensatsiooni ja
fluorestsentssignaalide eristamise etapid. Sellest hoolimata vois fluorokroomide spektraalne
kattuvus mojutada ndrga ekspressiooniga markerite signaalide eristatavust ja tulemuste

tolgendamist, eriti madala intensiivsusega populatsioonide korral.

Edaspidistes katsetes voiks FMO-kontrolle kasutada suurema hulga markerite puhul ja
kasutada voimalikult iihtseid raamistamise pohimdtteid, et parandada madala ekspressiooniga

markerite eristatavust ning vihendada populatsioonide raamistamisega seotud varieeruvust.
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KOKKUVOTE

Immuunsiisteemi  vananemist iseloomustab immuunvastuse iildine ndrgenemine ja
madalatasemeline krooniline pdletik. Immunosenesentsi tottu védheneb organismi vdime
reageerida uutele antigeenidele ning suureneb vastuvdtlikkus infektsioonidele, kasvajatele ja
teistele vanusega seotud haigustele. Vananemisega seotud muutused immuunsiisteemis
avalduvad eriti adaptiivse immuunsiisteemi T-rakkudes, kus naiivsete T-rakkude populatsioon
viheneb ja terminaalselt diferentseerunud T-rakkude populatsioon kuhjub. Lisaks on leitud, et
terminaalselt diferentseerunud CD8" T-rakud vdivad omandada NK-rakkudele iseloomulikke
tunnuseid. Samas ei ole teada, kas sarnased fenotiilibilised muutused voivad ilmneda ka
naiivsetes CD8" T-rakkudes. Sellest ldhtudes oli kdesoleva t66 eesmérk uurida vananemisega
kaasnevaid muutusi CD8"* T-rakkudes, keskendudes naiivsete CD8" T-rakkude fenotiiiibile ja

NK-rakkudele iseloomulike tunnuste omandamisele.

T66s analiiiisiti noorte ja eakate doonorite perifeerse vere mononukleaarseid rakke spektraal-
voolutsiitomeetria abil. Toos leiti, et eakatel on naiivsete CD8" T-rakkude osakaal vihenenud
ning efektormélu T-rakkude osakaal suurenenud. Naiivsete CD8" T-rakkude markeranaliiiis
viitas sellele, et eakatel on vihenenud hiljuti tiitimusest vdljunud naiivsete rakkude osakaal
ning suurenenud perifeerselt sdilinud ja korduvalt jagunenud rakkude osakaal. Seda toetasid

muutused CD27, CD38, CD57 ja CD7 ekspressioonis.

Lisaks leiti, et eakate naiivsetel CD8" T-rakkudel ilmnevad osaliselt NK-rakkudele
iseloomulikud tunnused. Eelkodige suurenes KLRG1" rakkude osakaal ning tiheldati KLRGI
koekspressiooni CD94 ja NKG2C markeritega. Need tulemused viitavad sellele, et vananemise

kéigus voivad ka naiivsed CD8" T-rakud omandada NK-laadseid fenotiiiibilisi omadusi.

Uurimist6d tulemused viitavad sellele, et adaptiivse immuunsiisteemi vananemisega vOib
lisaks T-rakkude alampopulatsioonide hulga muutustele kaasneda ka naiivsete T-rakkude

fenotiiiibiline timberkujundamine.
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SUMMARY

Immune system aging is characterised by a general decline in immune function and the
presence of low-grade chronic inflammation. Due to immunosenescence, the body’s ability to
respond to novel antigens decreases, while susceptibility to infections, cancer, and other age-
related diseases increases. Age-related changes in the immune system are particularly evident
in adaptive immune system T cells, where a reduction in naive T cells and an accumulation of
terminally differentiated T cells have been described. In addition, terminally differentiated
CD8" T cells have been shown to acquire NK cell-like characteristics. However, it remains less
clear whether similar phenotypic changes may also occur in naive CD8" T cells. Based on this,
the aim of the present study was to investigate age-related changes in CD8" T cells, focusing

on the phenotype of naive CD8" T cells and the acquisition of NK cell-like properties.

Peripheral blood mononuclear cells from young and elderly donors were analysed using
spectral flow cytometry. The study found that elderly individuals had a reduced proportion of
naive CD8" T cells and an increased proportion of effector memory T cells. Marker analysis of
naive CD8" T cells suggested that elderly individuals had a lower proportion of recent thymic
emigrant naive cells and a higher proportion of peripherally maintained and repeatedly divided
cells. These findings were supported by changes in the expression of CD27, CD38, CD57, and
CD7.

In addition, naive CD8" T cells from elderly individuals were found to partially express NK
cell-associated characteristics. In particular, the proportion of KLRG1" cells was increased,
and co-expression of KLRG1 with CD94 and NKG2C was observed. These results suggest that
naive CD8" T cells may acquire NK-like phenotypic features during aging.

The results of this study indicate that aging of the adaptive immune system involves not only
changes in the proportion of T cell subpopulations but also phenotypic remodeling of naive T

cells.
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