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SARS-CoV-2 suhtes resistentsete isikute immuunparameetrite uuring

SARS-CoV-2 nakkuse kulg on véga varieeruv — haigus voib médduda asiimptomaatiliselt voi
16ppeda halvimal juhul nakatunu surmaga. On ka neid, kes ei haigestu iildse ning kellel
arvatakse olevat COVID-19 viirusevastane resistentsus. Raskeid haigusjuhte ning nende
pohjuseid on palju uuritud, kuid resistentsuse kohta on vihem teadmisi, mistdttu aitaks selle
uurimine viiruse patogeneesi paremini mdista. Selleks mdddeti selles bakalaureusetdos
vabatahtlike mittenakatunute verest tsiitokiine, mida sekreteeriti T-rakulise vastusena SARS-
CoV-2 antigeenidele, IFNa toodangut vastuseks TLR7/8 ja cGAS-STING raja ligandidele ning
autoantikehade esinemist I ja III tiitipi IFN-de vastu. Tulemusena leiti mittenakatunute hulgas
ristreageerivate T-rakkudega ja resistentsed inimesed ning viimaste puhul leiti osad korgete
IFNa tasemetega inimesed, kelle puhul tuleks teostada edasine geeniuuring. Samuti ei leitud

resistentsete isikute puhul I tiilipi [FN-de vastaseid autoantikehi.
Mirksonad: COVID-19, SARS-CoV-2, resistentsus, interferoonid, autoantikehad
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Immunological parameters of SARS-CoV-2 resistant individuals

The course of SARS-CoV-2 can vary a lot — it can be asymptomatic or in some cases even lead
to death. There are also individuals who don’t get infected despite being in intense contact with
patients suffering from COVID-19, and who are therefore considered resistant against COVID-
19. There has been a lot of research looking into the causes of severe cases of COVID-19
infection, but there’s a lot less information available about resistant people. To get more insight
into viral resistance and understand the pathology of this virus, those individuals must also be
investigated. To do this, T cell response to viral antigens was measured from whole blood
supernatants, secretion of IFNa after stimulating the samples with TLR7/8 and cGAS-STING
signalling pathway ligands was determined and the presence of autoantibodies (AABs) against
type I and type III interferons (IFNs) was examined. It was found that some of the non-infected
patients had cross-reactive T cells and some were completely naive. There were no AABs
against type I IFNs among these naive people and some individuals had high induced IFNa

levels. The genetic causes behind this should be further investigated.
Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, resistance, interferons, autoantibodies
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KASUTATUD LUHENDID

AAB — autoantikehad (ingl autoantibodies)

ACE2 — angiotensiini muundav ensiiiim 2 (ingl angiotensin-converting enzyme 2)

APC — antigeeni presenteeriv rakk (ingl antigen presenting cell)

ARDS - dge respiatoorse distressi stindroom (ingl acute respiratory distress syndrome)
cGAMP - signaalmolekul tsiikliline GMP-AMP (ingl cyclic GMP-AMP)

COVID-19 - koroonaviirushaigus (ingl coronavirus disease 2019)

CTL — tsiitotoksiline T-rakk (ingl cytotoxic T lymphocyte)

DAMP — koekahjustuseseoselised molekulaarsed mustrid (ingl damage-associated molecular
patterns)

DC — dendriitakud (ingl dendritic cells)

IEI — viirusvastase siisteemi kaasasiindinud defektid (ingl inborn errors of immunity)

IFN — interferoon (ingl interferon)

IFNAR — I tiitipi IFN-de retseptor (ingl type I interferon receptor)

IL — interleukiin (ingl interleukin)

ILC — loomuliku immuunsuse liimfaatilise rea rakk (ingl innate lymphoid cell)

IQR — kvartiilidehaare, (ingl interquartile range)

IRF — transkriptsioonifaktor, mis suurendab esimest tiilipi interferoonide tootmist (ingl
interferon regulatory factors)

ISG — interferoonide stimuleeritud geenid (ingl inteferon stimulated genes)

LIPS — lutsiferaasi immunopretsipitatsiooni siisteem (ingl luciferase immunopercipitation
system)

NF- kB — transkriptsioonifaktor (ingl nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)

NK — loomulik tapurrakk (ingl natural killer cell)

PAMP — patogeeniseoselised molekulaarsed mustrid (ingl pathogen associated molecular
patterns)

PRR — patogeenmustreid dratundvad retseptorid (ingl pattern recognition receptors)

RIG-I — retinoehappe indutseeritav geen I (ingl retinoic acid-inducible gene-I)

SARS-CoV-2 — dgeda raskekujulise respiratoorse siindroomiga koroonaviirus 2 (ingl severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2)

S-RBD — retseptoriga seonduv ogavalgu doméin (ingl spike protein receptor-binding domain)
STING — interferooni geenide stimulaator (ingl stimulator of IFN genes)

TGF — transformeeriv kasvufaktor (ingl transforming growth factor beta)
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Th — helper T-rakk ehk CD4+ T-rakk (ingl helper T cell)

TLR — tolli-laadne retseptor (ingl toll-like receptor)

TMPRSS2 — transmembraani proteaas, seriin 2 (ingl transmembrane serine protease 2)
TNF — tuumori nekroosi faktor a (ingl tumor necrosis factor o)

Treg — regulatoorne T-rakk (ingl regulatory T cell)



SISSEJUHATUS

SARS-CoV-2 ehk é&dgeda raskekujulise respiratoorse slindroomiga koroonaviirus 2-ga
nakatunute haiguspilt on oma loomult vdga varieeruv. Haiguse kulg voib olla véga kerge ja
isegi asltimptomaatiline voi vastupidiselt vdga raskete siimptomitega ja loppeda koguni
surmaga. Lisaks on selliseid inimesi, kes ei nakatu viirusesse iildse ja keda peetakse seetdttu
resistentseks. Rohkelt on uuritud koroonaviirushaiguse (COVID-19) rasket haiguspilti ja selle
tagamaid, kuid viiruse suhtes resistentsete inimeste kohta ei ole palju teadmisi. Need teadmised
aitaksid suurendada arusaama resistentsuse mehhanismidest, selle viirushaiguse patogeneesist
ning panustada seekaudu teraapiate edendamisesse.

Selle bakalaureuset66 eesmirgiks on wuurida selliste vabatahtlike isikute
immunoloogilisi parameetreid, kes olid ldhikontaktis mone COVID-19 haigestunuga, kuid ise
viirusega ei nakatunu. Nende parameetrite mootmise kaudu tuleks teada saada, mis voiks olla
nende inimeste mittehaigestumise pohjuseks ning kui paljud neist inimestest on tegelikult selle
viiruse suhtes resistentsed. Uhtlasi on eesmirgiks uurida nende resistentsete inimeste
immunoloogiliste nditajate eripdrasid. Uuritavateks parameetriteks on T-rakuline vastus SARS-
CoV-2 antigeenidele, I tiilipi interferoon alfa (IFNa) toodang vastuseks TLR7/8 ja ¢cGAS-
STING raja ligandidele ning autoantikehade esinemine I ja III tiiiipi interferoonide (IFN, ingl
interferon) vastu. To6 viidi 14bi Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas, biomeditsiini

osakonnas, bio- ja siirdemeditsiini instituudis, molekulaarpatoloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Immuunkaitse viiruste vastu

Inimese organismi kaitsesilisteem haigustekitajate vastu jaotub {ildpildis kaheks: loomulik ja
omandatud immuunsus. Loomulik ehk kaasasiindinud immuunsus tagab kiire esmase
reaktsiooni organismi sattunud haigustekitajate vastu ja on inimesel olemas alates tema siinnist.
Selle moodustavad erinevad rakulised ja humoraalsed faktorid, mis tunnevad &ra haigustekitaja
ning korvaldavad selle organismist vOi esitlevad seda omandatud immuunsuse rakkudele.
Tédhtsaks loomuliku immuunsuse mehhanismiks on pdletiku teke, mis on vajalik
immuunrakkude litkumiseks nakatuskohta. Viiruste vastu reageerib slinnipdrane immuunsus
naturaalsete tappurrakkude (NK, ingl natural killer cell) ja 1 tiilipi interferoonide tootmise abil,
mis vastavalt kas elimineerivad nakatunud rakke v6i pohjustavad nakatumata raku resistentsuse
(Abbas jt., 2023; Parkin ja Cohen, 2001; Uibo jt., 2015). Ulevaatlik skeem immuunsiisteemi

erinevate rakkude osalemisest viiruse tungimisel rakku on kujutatud joonisel 1.
Kaasasiindinud immuunsuse rakud: Omandatud immuunsuse rakud:

NK- Makro- DC
rakk faag

Treg

Joonis 1. Viirusevastases reaktsioonis osalevad pohilised immuunrakud. Viiruse vastu
voitlemiseks aktiveerub organismi immuunsiisteem, milles osalevad nii kaasasiindinud kui ka
omandatud immuunsuse rakud. Uhest kiiljest hakkavad viiruse vastu vditlema NK-rakud,
makrofaagid ja plasmatsiitoidsed dendriitrakud (DCs, ingl dendritic cells), teisest kiiljest
hakkavad omandatud immuunsuse B-liimfotsiilidid tootma antikehi ja T-liimfotsiititidest
arenevad erinevad efektrorrakud. Nakatunud rakke riindavad tsiitotoksilised T-rakud (CTL, ing
cytotoxic T lymphocyte), tsiitokiine hakkavad tootma Th-rakud (abistaja T-rakk, ingl helper T
cell) ja immuunvastuse piiramisega tegelevad regulatoorsed T-rakud (Treg, ingl regulatory T
cell). Joonis on koostatud uurimistdo autori poolt BioRender programmiga.

Loomulik immuunsiisteem kéivitub péarast voor-struktuuride dratundmist. Neid on kahte
sorti: patogeenidega seotud molekulaarsed mustrid (PAMP, ingl pathogen-associated
molecular patterns) ja koekahjustusele iseloomulikud molekulid (DAMP, ingl damage-
associated molecular patterns), mis seonduvad patogeenmustreid dratundvate retseptoritega

(PRR, ingl pattern recognition receptors). Selliseid retseptoreid on mitmeid, néiteks tolli-
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laadsed retseptorid (TLR, ingl Toll-like receptor) ja RIG-tiiiipi retseptorid (RLR, ingl Rig-1-like
receptor). TLR-de poolt kéivitatud signaal aktiveerib rakutuumani joudes erinevaid
transkriptsioonifaktoreid nagu NF- kB (transkriptsioonifaktor, ingl nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) ja IRF-3 (interferoonide tootmist suurendav
transkriptsioonifaktor, ingl interferon response factor). Esimene neist mdjutab
poletikutsiitokiinide ja endoteeli adhesioonimolekulide ekspressiooni ning IRF-3 1 tiilipi
interferoonide tootmist. RIG-I on tsiitosoolis paiknev retseptor, mis tunneb &ra viiruslikku
RNA-d ja kiivitab viirusvastaste tsiitokiinide ehk I tiilipi IFN-de tootmise (Abbas jt., 2023;
Kany jt., 2019; Su jt., 2023; Uibo jt., 2015).

Omandatud immuunsus on erinevalt kaasasiindinud immuunsusest pikaajaline ja
spetsiifiline kaitse haigustekitajate vastu, kuid see tekib alles pirast nende tungimist organismi.
See voimaldab moodustuda immunoloogilisel méilul, mis pohjustab jargmisel kokkupuutel
veelgi kiirema ja tohusama reaktsiooni. Omandatud immuunsus jaguneb omakorda
humoraalseks ja rakuliseks. Omandatud immuunsuse rakkudeks on B- ja T-liimfotsiitidid.
Haigustekitaja tungimisel organismi tuvastavad selle antigeeni dendriitrakud ning
presenteerivad antigeeni T-rakkudele. T-rakud tunnevad antigeeni dra T-raku retseptoriga ning
aktiveeruvad. Naiivsed T-rakud hakkavad tootma tsiitokiine (eelkdige IL-2) ja diferentseeruvad
efektor-T-rakkudeks. Need jagunevad kaheks: CD4+ ehk helperrakud, mis toodavad tsiitokiine
T- ja B-rakkude aktivatsiooniks ja suunamiseks ning CDS8+ tsiitotoksilised T-rakud, mis
elimineerivad nakatunud rakke. Uhtlasi tekivad milu-T-rakud ja regulatoorsed T-rakud.
Nendest esimesed on kauasdilivad ja reageerivad kiiresti uuel kokkupuutel antigeeniga.
Regulatoorsed T-rakud on vdimelised immuunreaktsioone alla suruma ja reguleerivad seeldbi
immuunvastust (Abbas jt., 2021; Bonilla ja Oettgen, 2010; Uibo jt., 2015). Pérast aktivatsiooni
CD4+ T-rakkude jaotumine erinevateks Th-rakkude alatiilipideks ja nende poolt toodetud

tdhtsamad molekulid on kujutatud Joonisel 2.
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Joonis 2. Naiivse CD4+ T-raku aktivatsioon antigeeni presenteeriva raku (APC) poolt ja selle
diferentseerumine erinevateks Th-rakutiilipideks. Erinevad Th-rakud toodavad wvastavalt
erinevaid tsiitokiine. Th1 rakud toodavad valdavalt IFNy ja TNFa, Th17 rakud sekreteerivad
IL-17 ja IL-22 ning Th2 rakud produtseerivad IL-4, IL-5, IL-9 ja IL-13 tsiitokiine. Joonis on
koostatud uurimistd6 autori poolt BioRender programmiga ja pohineb Uibo jt (2015) joonisel.

Lisaks T-liimfotstiiitidele kuuluvad omandatud immuunsuse alla ka B-ltimfotsiitidid. B-
liimfotsiiiitidel on retseptoriks membraaniseoseline antikeha, mis seondub antigeeniga. Pérast
aktivatsiooni hakkavad B-rakud tootma antikehi, mis tagavad humoraalse immuunsuse.
Opsoneerivad antikehad tunnevad spetsiifiliselt dra ja seonduvad viirusliku antigeeniga ning
margistavad selle fagotsiilitide vdi komplemendi jaoks, mis haigustekitaja korvaldavad.
Neutraliseerivad antikehad takistavad viiruse seondumist peremeesrakuga (Abbas jt., 2023;
Bonilla ja Oettgen, 2010; Uibo jt., 2015).

Nii loomulikku kui ka omandatud immuunvastuse aktivatsiooni ja kulgu reguleerivad
erinevad signaalvalgud ehk tsiitokiinid, mida toodavad paljud rakutiiiibid. Nende produktsioon
aktiveeritakse pdrast haigustekitaja &dratundmist ja nende ekspressiooni reguleeritakse
rakutuumas transkriptsioonifaktorite abil (Uibo jt., 2015; Kany jt., 2019). Selle uuringu jaoks
olulised tsiitokiinid, nende pohilised tootjad ja sihtmérgid on kokkuvdtvalt kujutatud tabelis

(Tabel 1).
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Loomulikku  immuunsust vahendavate tsiitokiinide alla kuuluvad néiteks
pdletikutsiitokiinid, mis kontrollivad pdletiku teket ja interferoonid. Poletikutsiitokiinide
pohilisteks tootjateks on dendriitrakud, makrofaagid, loomuliku immuunsuse limfaatilise rea
rakud (ILC, ingl innate lymphoid cell) ja nuumakud. Tahtsamateks tsiitokiinideks loomulikus
immuunreaktsioonis on interleukiinid (IL, ingl interleukin) IL-1, IL-6 ja IL-8. Lisaks nendele
on tdhtis tsiitokiin ka tuumori nekroosi faktor (TNFa, ingl tumor necrosis factor alpha), mis
suurendab kemokiinide ja teiste pdletikutsiitokiinide tootmist. Poletikuliste protsesside
tasakaalustamiseks on olemas anti-inflammatoorsed tsiitokiinid, mis aitavad valtida liiga tugeva
poletiku teket. Pohilised sellised tsiitokiinid on IL-4, IL-10, IL-11 ja IL-13. Nende seast toimib
IL-10 véga tugeva TNFa, IL-6, IL-1, IL-12 ja INFy repressorina. Lisaks interleukiinidele on
poletikuvastase toimega ka omandatud immunsuse transformeeriva kasvufaktori perekond
(TGF, ingl transforming growth factor), vidhendades makrofaagide ja Thl rakkude aktiivsust
(Abbas jt., 2023; Kany jt., 2019; Uibo jt., 2015; Zhang ja An, 2007).

Viirusinfektsiooni puhul on kesksel kohal interferoonid ehk viirusinfektsioone
kontrollivad tsiitokiinid, mis takistavad haigustekitaja levikut organismis ja neid on kolme
tidipi. | titipi interferoonide tootmise pohiline kéivitaja on viirusliku RNA seondumine PAMP
retseptoritega ja IFN-de endi seondumisel sobiva retseptoriga (IFNAR, ingl type I interferon
receptor) kéiivitatakse erinevad signaalirajad, mis viivad raku viirusvastase resistentsuse
tekkeni. Tahtsamate | tiitipi interferoonide alla kuuluvad grupid IFN-a ja IFN-B, mis on eelkdige
loomuliku immuunsuse osaks. II tiitipi interferooni ehk IFN-y toodavad peamiselt T- ja NK-
rakud ning selle kaudu aktiveeritakse pohiliselt makrofaage ning pérsitakse nende kaudu viiruse
levikut (Abbas jt., 2023; Su jt., 2023). III tiiiipi interferoonid ehk INF-A on sarnase toimega
nagu | titipi interferoonid, nende oluline erinevus viirusinfektsiooni peatamise juures on see, et
kui | titipi IFN-d kaitsevad organismi viiruse siisteemse leviku eest, siis Il tiitipi interferoonid
on lokaliseeritud eclkdige limaskestades ja aitavad parssida nakkuse levikut nendest paikadest
kaugemale (Sommereyns jt., 2008; Su jt., 2023; Wack jt., 2015). Vanker (2022) kirjeldab oma
artiklis, et IFN-de moju avaldub 1abi interferoonide stimuleeritud geenide (ISG, ingl interferon
stimulated genes) transkriptsiooni aktivatsiooni, mis on oma loomult viirusevastased geenid.
Nende geenide produktid mdjutavad erinevaid etappe viiruse replikatsioonitsiiklis nagu néiteks
viiruse sisenemist (IFITM3 ja NCOA7 valgud) voi viirusliku genoomi replikatsiooni (ZAP ja
OAS valgud). Su jt (2023) mérgivad, et iihtlasi tGuseb interferoonide t3ttu poletikku tekitavate
kemokiinide tootmine ning seeldbi mdjutatakse paljude immuunrakkude tegevust. Niiteks
suureneb makrofaagide ja dendriitrakkude antigeeni presenteerimine, NK-rakkude, T-rakkude

ja B-rakkude aktivatsioon.
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Omandatud immuunreaktsiooni reguleerivate tsiitokiinide alla kuuluvad niiteks IL-2,
IL-4 ja IL-5. Need m&jutavad peamiselt limfotsiilitide arengut. IL-2 toodetakse palju T-rakkude
aktivatsioonil ja see soodustab eeskitt antigeenispetsiifiliste T-rakkude ja ka teiste
immuunrakkude paljunemist. 1L-4 suunab B-rakke tootma IgE antikehi ja stimuleerib Th2
diferentseerumist ning IL-5 aktiveerib eosinofiilide t66 (Uibo jt., 2015).

Tabel 1. Ulevaade olulisematest tsiitokiinidest, nende peamistest tootjatest ja sihtmirkidest
(Abbas jt., 2023; Kany jt., 2019; Uibo jt., 2015; Zhang ja An, 2007).

Tsiitokiin Pohilised tootjad Sihtmirgid ja immuunreaktsioon
IL-2 T rakud T-rakkude paljunemine ja
diferentseerumine,
NK-rakkude proliferatsioon ja
aktivatsioon
IL-6 Monotsiiiidid, makrofaagid, B- ja T-rakkude paljunemine
endoteelirakud, T-rakud,
fibroblastid
IL-10 Makrofaagid, T-rakud (peamiselt | Makrofaagid ja dendriitrakud, IL-12
Treg) tootmise inhibeerimine
TNFa Makrofaagid, NK-rakud, T-rakud | Vaskulaarse endoteeli aktivatsioon,
(Thl) Neutrofiilide aktivatsioon
IFNy T-rakud (Th1, CD8+), NK rakud, | Makrofaagide aktivatsioon,
ILC B-rakkude diferentseerumine,
Th1 rakkude diferentseerumine
IFNa Plasmatsiitoidsed dendriitrakud, | Viirusevastane reaktsioon,
makrofaagid, mononukleaarsed | NK rakkude aktivatsioon
fagotsiitidid
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1.2. SARS-CoV-2 viiruse iseloom

SARS-CoV-2 on koroonaviirus, mis koosneb neljast struktuursest valgust: oga-, limbris-,
membraani- ja kapsiidivalgust (Wu jt., 2020; Muralidar jt., 2020). Viiruse sisenemisel
peremeesrakku on kaks peamist sisenemismehhanismi. Esimene neist toimub membraanide
ithinemise teel, kui viiruse ogavalk S seondub rakupinna angiotensiini muundava ensiiiim 2
(ACE2, ingl angiotensin-converting enzyme 2) ja transmembraani seriin 2 proteaasi
(TMPRSS2, ingl transmembrane serine protease 2) retseptoritega. Pirast membraanide
ithinemist vabaneb raku tsiitoplasmasse viiruse RNA genoom ning sellele jargneb RNA
replikatsioon. Sel viisil viirus paljuneb, uued partiklid pakitakse kokku ja need lahkuvad rakust,
et nakatada jargmisi rakke. Teiseks sisenemismehhanismiks on viiruse sattumine endosoomi
pdrast ogavalgu seondumist ACE2 retseptoriga. Viiruse véljumine endosoomist toimub
katepsiini valgu abil ning viiruse RNA vabaneb raku tsiitoplasmasse (Jackson jt., 2022; Khan

jt., 2021). SARS-CoV-2 sisenemine rakku on kujutatud joonisel 3.

A) SARS-CoV-2 B) SARS-CoV-2

%
& :f%;{f‘ oY
\ 1 . ACE2>tse tor ' 7
TMPRSS2 retseptor Rakumembraan P
/ Tsutoplasma

- N

I Katepsiin L
Endosoom

RNA'd aratundvad retseptorid:

e TLR7 %@ A
. RIG- %@
Viiruse RNA

Joonis 3. SARS-CoV-2 sisenemine rakku. Viirus siseneb rakku kahel viisil. Ogavalgu
seondumisel rakupinna ACE2 ja TMPRSS2 retseptoritega toimub viirusepartikli ja
peremeesraku membraanide iihinemine ning viiruse RNA vabaneb rakku (A). Teise
voimalusena seondub viiruse ogavalk raku ACE2 retseptoriga ja viirus satub endosoomi, millest
véljumine toimub katepsiin L valgu abil. Toimub viirusepartikli ja endosoomi membraanide
ihinemine ning tsiitoplasmasse vabaneb viiruse RNA genoom, mis on peamiseks
immunreaktsiooni kdivitavaks antigeeniks (B). RNA genoomi ehk PAMP signaalid tunnevad
peremeesrakus dra TLR7 ja RIG-I retseptorid. Joonis on tehtud uurimist6d autori poolt
kasutades BioRender programmi ja pdhineb Jackson jt (2022) artikli illustratsioonil.
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Viiruse antigeenideks, mis kdivitavad immuunreaktsiooni, on nditeks rakku vabanev
viiruse RNA molekul, mille tunneb dra TLR7 voi RIG-I retseptor. Retseptori ja RNA
omavahelisel seondumisel suureneb interferoonide ja tsiitokiinide tootmine (Vanker, 2022).
Neufeldt jt (2022) ja Wu jt (2022) artiklite jéargi kdivitab COVID-19 peremehes ka cGAS-
STING raja. See rada kuulub organismi loomuliku immuunsuse alla ja aitab viiruse vastu
voidelda, stimuleerides samuti esimest tiliiipi interferoonide tootmist. cGAS-STING raja
aktivatsiooni pohjustab dsDNA ja hakatakse tootma tsiiklilist signaalmolekuli GMP-AMP
(cGAMP, ingl cyclic GMP-AMP). cGAMP seondumise tagajdrjel valgulise STING
kompleksiga vallanduvad signaalid I tiiipi IFN-de geenide ekspressiooni aktivatsiooniks
(Abbas jt., 2023:32). Kuna SARS-CoV-2 on RNA genoomiga viirus, siis arvatakse, et rada
kaivitub peremeesraku kromatiini voi mtDNA sattumisel tsiitoplasmasse viirusega nakatumise
tagajdrjel (Zhou jt., 2021; Lv jt., 2022).

COVID-19 nakkuse levik toimub pohiliselt piiskade ja aerosoolide kaudu. Viiruse
haigusndhud on viga erinevad ja kuigi enamasti kaasnevad haigestumisega kerged siimptomid,
voib riskiriihma kuuluvate inimeste jaoks haigestumine 16ppeda surmaga (Gandhi jt., 2020;

Muralidar jt., 2020).
1.3. Raske haiguspildi pohjused

SARS-CoV-2 viirusesse raskelt haigestumisel on mitmeid riskifaktoreid, peamisteks on korge
vanus ja teiste krooniliste haiguste esinemine. Kroonilised haigused nagu siidame- ja
veresoonkonnahaiused, HIV, diabeet, kroonilised neeru-ja maksahaigused jt on seotud SARS-
CoV-2-te raskelt haigestumisega ja tiisistuste tekkega. Korgemas eas inimestel on iihtlasi
tdendoline mitme kroonilise haiguse koosesinemine, mis muudab neid raskele haiguskulule
vastuvatlikumaks (Martono jt., 2023; Meister jt., 2022; Zhou jt., 2020).

Immuunvananemine (ingl. Immunosenescence) pohjustab vanemates inimestes
immuunreaktsiooni hdireid, mis mdjutavad negatiivselt nii rakulist kui ka humoraalset
immuunsust. Korgemas eas inimestel toimuvad seetottu muutused tsiitokiinivastuste
mehhanismides ning pdletikuvastane reaktsioon on tihti ebaadekvaatne (Opal jt., 2005).
Tagajérjeks voib olla COVID-19 viirusesse nakatumisel norgenenud esimest  tiiiipi
interferoonide reaktsioon, aga teisest kiiljest kaasastindinud immuunsuse dgestunud reaktsioon.
Viimane viib omakorda tugeva pdletikuvastuseni ja kui seda ei suudeta kontrollida, siis
kahjustuvad kopsud ning voib tekkida dge respiratoorse distressi siindroom (ARDS, ingl acute
respiratory distress sydrome) (Zinatizadeh jt., 2022). Sellist 4gestunud pdletikuteket on lisaks

korgele vanusele tdheldatud ka teiste riskifaktorite puhul nagu diabeet, iilekaalulisus ja korge
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vererdhk (Ballow ja Haga, 2021). Xia jt (2021) artikli jargi on koroonaviirusesse nakatumise
tagajdrjel tsiitokiinde tormi (ingl. cytokine storm), organirikete ja selliste ARDS-i ja teiste
tiisistuste teke patsientide hospitaliseerimise ja suremise pohiliseks pohjuseks. Ageda
poletikureaktsiooni indikaatoriteks on korged pdletikutsiitokiinide tasemed, mida on tdheldatud
just raskelt haigestunute COVID-19 patsientide puhul. Hadjadj jt (2020) méargivad, et kriitilises
seisus COVID-19 haigetel leiti perifeersetest vere immuunrakkudest korgel tasemel
pdletikutsiitokiine IL-6 ja TNFa ning Contoli jt (2021) nigid raskelt haigestunute puhul ka
korgeid IL-10 tasemeid. Nende leidudega kattuvad Galani jt (2021) artiklis kirjeldatud
tulemused korgenenud pdletikutsiitokiinide tasemetest, mis vorreldes grippi pddenutega
piuisivad korgetena palju pikema ajaperioodi viltel.

Immuunreaktsiooni tugevust viiruse vastu mojutab interferoonide hulk organismis ja
nende tootmise tohusus. Kui vajalike interferoonide tootmine on eri pOhjustel héiritud, ei
peatata viiruse levikut nii efektiivselt. Seega on madal IFN-de tase iiheks raske COVID-19
haiguspildi pohjuseks (Su jt., 2023; Vanker, 2022). Hadjadj jt (2020) leidsid oma uuringus
kriitiliselt haigete patsientide puhul viga madalad esimest tiitipi IFN-de tasemed. Abbas jt
(2021) toovad vilja, et raske SARS-CoV-2 haigestumisega patsientidel on tihti tdheldatud just
| tiipi IFN-de defekte ning 10% sellistest patsientidest toodavad autoantikehi enda I tiitipi IFN-
de vastu. Ligi 3,5% kuni 4% sellistest patsientidest omavad nende sonul mutatsioone, mis
mdjutavad | tiitipi interferoonide tootmist voi signaaliradu.

IFN-de véhesusel voib olla mitmeid pdhjuseid, kuid Zhang jt (2020) artikkel toob vélja
geneetilised pohjused ehk viirusvastase siisteemi kaasasiindinud defektid (IEI, ingl inborn
errors of immunity), mis mdjutavad mitmeid geene ja viivad seeldbi interferoonide
puudulikkuseni. Teiseks on tdheldatud, et osadel COVID-19 viiruse kodeeritud valkudel on
organismi kaitsesiisteemidele parssiv moju. Xia jt (2020) tuvastasid oma uuringus jargmised
interferoonide tootmist allasuruvad valgud: nspl, nsp13 ja ORF6. Nende toimemehhanismid
on erinevad, kuid need modjutavad eelkdige IFN-de produktsiooniks vajalikke signaaliradu.
Samuti inhibeerivad need ja moned teised viirusvalgud IFN-de poolt kéivitatud signaaliradu ja
takistavad seeldbi ISG-de ekspressiooni. Kolmandaks pohjuseks on interferoone
neutraliseerivad autoantikehad (AAB, ingl autoantibodies), mis vihendavad nende
viirusvastast toimet (Su jt., 2023). Bastard jt (2023) uurimusest selgus, et paljudel kriitilises
seisundis SARS-CoV-2 haigestunutel leiti I tiitipi IFN-e neutraliseerivaid autoantikehasid ja
nende hulk korreleerus haiguspildi raskuse ning fataalsusega. Autoantikehade hulk seostus ka
patsientide korge vanusega ning sooga — autoantikehi esines rohkem vanematel inimestel ning

meestel. Vanker (2023) uuris ka III tiitipi IFN-de vastaste autoantikehade esinemist, kuid neid
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leiti pigem viiruse suhtes naiivsetes inimestes ja sel juhul ei olnud tegu neutraliseerivate
antikehadega.

Lisaks interferoonide puudumisele v3ib viirusele vastuvdtlikkust pdhjustada ka ACE2
retseptori suurem hulk peremeesorganismi rakkudes, mis vdimaldab viirusel kergemini

organismi siseneda.
1.4. Resistentsuse voimalikud p6hjused

Reaktsioon COVID-19 viiruse vastu ja haiguskulg organismis on inimestes viga varieeruv. On
inimesi, kes podesid haigust viga raskesti voi kelle jaoks 10ppes haigestumine surmaga, kuid
paljudel ilmusid koigest moodukad voi kerged stimptomid. Lisaks nendele leidub ka neid, kes
podesid SARS-CoV-2 nakkust tdiesti aslimptomaatiliselt ja neid, kes on viiruse vastu
resistentsed (Ghandi jt., 2020). Asiimptomaatilise nakatumise korral organism haigestub ja
viirus torjutakse organismist vilja, ilma et tekiks tugev poletikuline reaktsioon, kuid
resistentsuse korral ei suuda haigustekitaja peremeest nakatada ja viiruslik protsess peatub paari
péeva jooksul (Netea jt., 2022).

Nendel isikutel, kes pddesid SARS-CoV-2 viirust kergemini, on mdddetud kdrgemad
interferoonitasemed, kui kriitilises seisus patsientidel (Hadjadj jt, 2020). Analoogselt leiti, et
paranevatel patsientidel tousis veres IFNa tase, kuid letaalsetel patsientidel piisis see madalal
(Contoli jt., 2021). Lisaks sellele puudusid Bastardi jt (2020) andmetel kerge haiguspildiga
isikutel autoantikehad, mis seevastu esinesid paljudel kriitiliselt haigetel. Tuginedes nendele
leidudele ja raske haiguskulu teadaolevatele pohjustele voib vélja pakkuda voimalikud
pohjused osade inimeste viirusevastasele resistentsusele.

Andreakos jt (2022) pakuvad viélja, et resistentsusel vdivad olla erinevad geneetilised
pohjused. Naiteks on leitud geenivariant, mis vdhendab ACE2 retseptori hulka organismis
(Horowitz jt., 2022). Uhtlasi vdib olla vdimalik, et esineb geenivariante, mis pdhjustavad
retseptori konformatsioonis muutusi voi takistavad viiruse seondumist nagu nditeks pohjustab
HIV viirusevastast resistentsust CCRS kemokiini retseptori alleelis paiknev deletsioon (Hiitter
jt., 2009). Lisaks geneetilistele pdhjustele vdivad olla resistentsuse pdhjuseks mdne teise
koroonaviirusega nakatumise tagajdrjel organismis olemas olevad ristreageerivad CD4+ mélu-
T-rakud (Mateus jt., 2020; Tso jt., 2020). Braun jt (2020) tdheldasid oma uuringus 35% ja Nelde
Jt(2021) leidsid 81% nakatumata doonoritest SARS-CoV-2 viirusega ristreageerivaid CD4+ T-
rakke. Uhtlasi on leitud, et rinoviirusega nakatumine takistab SARS-CoV-2 replikatsiooni,
seega on iheks vdimalikuks resistentsuse mehhanismiks ka mone teise viiruse poolt

pohjustatud viiruslik interferents (Dee jt., 2021). Lisaks vOib resistentsuse pohjustada viga
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tohus kaasasiindinud immuunsus, elimineerides viiruse enne seda, kui adaptiivne
immuunreaktsioon jouab kdivituda. Sellele oleks iseloomulik tugev tsiitokiinide ja

interferoonide tootmine (Netea jt., 2022).
2. EKSPERIMENTAALOSA / UURIMUS

2.1. Too eesmargid

Selle bakalaureuset6o eesmérgiks on wuurida vabatahtlike mittenakatunud isikute
immunoloogilisi parameetreid ja selle kaudu tuvastada SARS-CoV-2 vastu resistentsed
inimesed. Uuritavateks parameetriteks on T-rakuline vastus SARS-CoV-2 antigeenidele, IFNa
toodang vastuseks TLR7/8 ja cGAS-STING raja ligandidele ning autoantikehade esinemine I
ja III tiitipi IFN-de vastu.

Too esimeseks hiipoteesiks on, et resistentsete isikute hulgas on korge I tiitipi IFN-de
toodanguga isikuid.
Too teine hiipotees on, et resistentsetel inimestel puuduvad neutraliseerivad antikehad

interferoonide vastu.
2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1 Kiisimustik

Uuringusse sobilike vabatahtlike virbamiseks koostati Rockefelleri Ulikoolis ldbiviidava
sarnase uuringu eeskujul kiisimustik ja paigutati see REDCap keskkonda. Kiisimustik on leitav
to0 lisadest (Lisa 1). Uuringusse kutsuti isikud, kes ei haigestunud, kuid puutusid COVID-19
haigega kokku enne vaktsineerimist ja vdhemalt kolmel pédeval ja rohkem kui tund aega ilma

kaitsevahendeid kasutamata.
2.2.2 Seerumi kogumine SYNLABIs ja SARS-CoV-2 IgG mairamine

Uuringukriteeriumitele vastavad isikud kutsuti vereproove andma SYNLABi ldhimasse
verevotupunkti. SYNLABIs méérati ka SARS-CoV-2 vastaste IgG antikehade tase kasutadas
Abbott  SARS-CoV-2 IgG QN testkomplekti ja kemiluminestseeruvat mikropartiklitel
pohinevat testi (chemiluminescent micro-particle immunoassay, CLIA) kasutades
ARCHITECT i2000SR analiisaatorit (Abbott Laboratories). Tootjapoolseks postiivsuspiiriks
oli 50 AU/ml ja tilemiseks detektsioonipiiriks 80,000 AU/ml.
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2.2.3 Taisvere stimulatsioonid

RPMI1640 s66tmega lahjendatud vereproove stimuleeriti erinevate SARS-CoV-2
antigeenidega vOi jdeti stimuleerimata (negatiivne kontroll). T-rakkude maéluvastuse
hindamiseks lisati tédisverele erinevaid SARS-CoV-2 viirusest périnevaid antigeene: ,,S°
(viiruse ogavalk), ,M“ (membraanivalk) ja ,N“ (nukleokapsiidivalk). Loomuliku
immuunvastuse hindamiseks lisati IFNa tootmist stimuleerivaid PRR ligande: cGAMP,
Gardiquimod ja Resiquimod R848. Stimulandid ja nende kontsentratsioonid on kirjeldatud
tabelis 2. Peale 20-tunnist inkubatsiooni 37°C juures proovid tsentrifuugiti 400g 5 min ja koguti

rakkude pinnalt supernatant, mida hoiustati -20°C juures kuni edasiste analiilisideni. See osa

teostati labori teiste litkkmete poolt.

Tabel 2. Vereproovide stimulatsioonid.

Stimulant Tootja Tahis Loppkontsen- | Kirjeldus

tratsioon
SARS-CoV-2 S Biolegend | S 1 pg/ml rekombinantne valk
Protein S1+S2
(R683A, R685A)
PepTivator® Miltenyi | M 1 pg/ml peptiidide segu: 15aa pikad
SARS-CoV-2 Biotec peptiidsed jirjestused 11aa
Prot N pikkuse iilekattega
(nukleokapsiid)
PepTivator® Miltenyi | N 1 pg/ml peptiidide segu: 15aa pikad
SARS-CoV-2 Biotec peptiidsed jirjestused 11aa
Prot M pikkuse iilekattega
(membraanivalk)
2'3'-cGAMP Invivogen | cGAMP | 5 pg/ml tsiikliline dinukleotiid, mis

aktiveerib STING retseptorit

Gardiquimod™ Invivogen | Gard 5 ug/ml TLR7 agonist
R848 (Resiquimod) | Invivogen | R848 5 ug/ml TLR7 ja TLRS8 agonist

2.2.4 Tsiitokiinide maiiramine tiisvere supernatantidest LegendPlex

reagendikomplektiga

Patsientide tdisvere stimulatsioonide supernatantidest moddeti jargmiste tsiitokiinide tasemed:
IL-2, IL-6, IL-10, IFNy ja TNFa. Selleks kasutati LEGENDplex™ HU Thl Cytokine Panel (5-
plex) reaktsioonikomplekti (BioLegend). Juhisena kasutati tootja enda ,,LEGENDplex™
Human Th Cytokine* protokolli filterplaadi kasutamiseks.

Téisvere supernatante segati vortexil 5 sekundit raputades, millele jargnes 2000 rpm
juures 6 sekundit spin down (seda tsiiklit korrati kaks korda) ja lahjendati puhver A-ga (50 mM

Tris pH 7.5; 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1% Triton X-100 lahjendatud Milli Q vees)
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viiekordselt. Lahjendused lisati 20 pl kaupa pesemispuhvriga niisutatud filterplaadile
(BioLegend). Samas hulgas lisati plaadile standardproovid. Seejérel pipeteeriti igasse kannu 20
pl vastavalt tootja juhistele valmistatud helmete suspensiooni tsiitokiinide piitidmiseks.
Kasutatud helmed ning nende kogused on kirjas tabelis 3. Pdrast kahetunnist inkubatsiooni
pimedas loksutil (500 rpm) pesti plaat kaks korda pesemispuhvriga ja lisati igasse filterplaadi
kannu 20 pl detektsiooniantikehi. Parast jargmist iihetunnist inkubatsiooni loksutil (500 rpm)
lisati 20 pl SA-PE-t (ingl Streptavidin-phycoerythrin) ja tehti viimane inkubatsioon loksutil
(500 rpm) kestusega 30 minutit. Parast plaadi kahekordset pesemist puhvriga lisati plaadile
pesemispuhvrit ja pipeteeriti proovid timber filterplaadilt V-kujulise pohjaga 96 kannuga
mikroplaadile (Greiner Bio-One). Tulemusi mdddeti ID7000 spektraaltsiitomeeriga (Sony) ja
analiiisiks  kasutati LEGENDplex 2023-02-15 tarkvara versiooni.  Tsiitokiinide
kontsentratsioonid arvutati standardkdverate pohjal ja iihe mdotmise tulemusena saadud
standardkdverad on ndidisena toodud uurimuse Lisas 2. Alla detektsioonipiiri jddnud lugemid
asendati koige madalamast standardkovera véértusest 50% viiksema védrtusega. Stimuleeritud
proovist mdddetud kontsentratsioonist lahutati negatiivsest kontrollproovist moddetud

tsiitokiini kontsentratsioon, et saada antigeen-spetsiifilisele stimulatsioonile vastav véértus.

Tabel 3. Kasutatud helmed helmesuspensiooni valmistamisel (lahjendatud 1354ul puhvris).

Helmetiitip Kogus suspensioonis
Human IL-2 Beads 169,4 ul
Human IL-6 Beads 169,4 ul
Human IL-10 Beads 169,4 ul
Human IFNy Beads 169,4 ul
Human TNFa Beads 169,4 ul

2.2.5 IFNa kontsentratsiooni méiidramine stimulatsioonide supernatantidest

Proovidest méérati I tiitipi interferooni (IFNa) kontsentratsioon ELISA meetodil (ensiitim-
immuunsorbtsiooni meetod, ingl enzyme-linked immunosorbent assay). Kasutati LumiKine™
Human IFN-alpha2 bioluminecent ELISA komplekti (InvivoGen) ja juhinduti Invivogen
LumiKine Xpress hIFN-o protokollist. Selleks lisati 96 kannuga plaadile (Invivogen) 50 pl
primaarset antikeha (1:60 lahjendus DPBS puhvris, Spg/ml) ja lasti inkubeerida
toatemperatuuril iiledd. Jirgmisel pideval eemaldati plaadilt primaarse antikeha lahuse tilejaak
ning lisati 200 pl blokeerimispuhvrit (3% BSA, 0,05% Tween 20 sisaldusega DPBS), millele
jérgnes kahetunnine inkubatsioon 37°C kraadi juures. Sellele jédrgnevalt eemaldati
blokeerimispuhver plaadilt ja lisati 50 pl kaupa proovid ning standardid (koos negatiivse

kontrolliga) kahe paralleelina. Standardid valmistati vastavalt tootja juhendile. Seejdrel kanti

plaadile 50 pl detekteerimisantikeha lahust (1:333,3 lahjendusega DPBS puhvris, 30ng/ml) ja
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lasti inkubeerida 37°C kraadi juures kaks tundi. Inkubatsiooni Idppedes pesti plaati kolm korda
pesupuhvriga (0,05% Tween 20 sisaldusega PBS) ja vahetult enne mdotmist lisati plaadile 50
ul QUANTI-Luc reagenti 20-kordse lahjendusega steriilses vees. Mdotmine viidi 1dbi Victor
X5 plaadilugejaga (VICTOR X Multilabel Plate Reader, PerkinElmer). Saadud tulemustest

arvutati proovide kahe korduse keskvéértus ja vorreldi neid standardvéértuste keskmisega.
2.2.6 Autoantikehade miiramine vereseerumitest

Verest méérati [ tiilipi interferoonide (IFNo2, IFNw) ja III tiilipi interferoonide (IL-28A ning
IL-29)  vastaseid  autoantikehi.  Selleks  kasutati  LIPS-meetodit  (lutsiferaasi
immunopretsipitatsiooni  slisteem, ingl [luciferase  immunopercipitation  system).
Seerumilahjendused (1:10) tsentrifuugiti rcf3000 juures 3 minutit ja kanti kahes korduses 25 pl
kaupa 96 kannuga filterplaadile (Millipore® MultiScreenHTS-BV Filter Plate, Merck KGaA).
Eelnevalt oli plaati niisutatud 10 pl puhver A-ga (50 mM Tris pH 7.5; 100 mM NaCl, 5 mM
MgClI2, 1% Triton X-100 lahjendatud Milli Q vees). Lisaks seerumitele kanti plaadile 25 pl
positiivseid ja negatiivseid proovid ning seejidrel valmistati proteiin G agarooskerakesed
(Protein G Agarose High Flow Resin, 100 ml, Cat No COP2S, Creative BioMart). Neid
pipeteeriti plaadile 25 pl ja lasti plaadil 1 tund toatemperatuuril loksudes inkubeerida. Parast
inkubatsiooni lisati seerumitele 50 ul 2x10° LU antigeenilahust ja lasti inkubeerida veel 1 tund.
Inkubatsiooni jooksul toimus antigeen-antikeha seondumine ja nende seondumine
agarooskerakestele. Inkubatsiooni moéddudes pesti plaat neli korda puhver A-ga ja neli korda
PBS-puhvriga. Vahetult enne modtmist lisati plaadile 20 pl lutsiferaasi nanosubstraati (Nano-
Glo Luciferase Assay Substrate, REF N1120, Promega) lahjendusega 1:1000-le PBS-puhvris.
Mootmine viidi 1dbi Victor X5 plaadilugejaga (VICTOR X Multilabel Plate Reader,
PerkinElmer). Saadud tulemustest arvutati proovide kahe korduse keskvairtus ning analiiiisiti

nende suhet kontrollriihmade keskvéértustega.
2.2.7 Andmeanaliiiis

Andmete analiiiisiks ja visualiseerimiseks kasutati Microsoft Excel (Microsoft), R (versioon
3.3.0) ja RStudio (versioon 2023.12.1.402) programme. Lisapakettideks olid tidyverse
(versioon 2.0.0), dplyr (versioon 1.1.3) ja psych (versioon 2.4.1). Joonised tehti ggplot2
(versioon 3.4.4) ja cowplot (versioon 1.1.3) pakettidega. Analiiiisil vorreldi omavahel tunnuste
keskmiseid védrtusi. Médratud tsiitokiinid ei olnud jaotunud normaaljaotuse jérgi ja andmete
normaliseerimiseks tuli need logaritmida. Edasine analiilis toimus logaritmitud andmestikuga.

LEGENDplex-tulemuste ja ELISA-tulemuste visualiseerimiseks koostati karpdiagrammid ning
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oluliste erinevuste testimiseks kasutati vastavalt kahepoolset Mann-Whitney U testi ja Kruskal-
Wallis testi RStudio programmis. Lisaks teostati korrelatsioonianaliiiis RStudio keskkonnas.

Statistiliselt oluliseks loeti erinevused, mille p-véértus oli <0,05.
2.3. Tulemused
2.3.1. Valim

Uuring sai Tartu Ulikooli Inimuuringute Eetikakomitee heakskiidu (protokoll 359/T-23,
koosolek 21.02.2022). Selle uurimuse valimi moodustavad 117 inimest. Valim moodustus
protsessi kdigus, mida on kujutatud alltoodul skeemil (Joonis 5). Kdigepealt kutsuti uuringusse
SARS-CoV-2 viirusesse haigestunutega ldhikontakti omanud, kuid mittenakatunud isikuid ning
paluti neil tdita dra kiisimustik REDCap keskkonnas. Neid inimesi oli 1706 ja nendest 131
vastasid rahvusvahelises toogrupis kokkulepitud kriteeriumitele. Nendest omakorda 117
annetasid verd antikehade ja DNA isoleerimiseks. Kuna proove koguti iileriigiliselt, siis
soltuvalt kogumispunkti asukohast ei olnud osadelt inimestelt voimalik votta vereproove in
vitro stimulatsioonideks. Seetdttu méadrati SARS-CoV-2 IgG antikehavastus koigil 117 isikul,
kuid erinevate stimulatsioonide tegemine ja tsiitokiinide mdotmine oli voimalik ainult 90nel
inimesel. Seerumi kogumine ja SARS-CoV-2 IgG méidramine toimus SYNLAB’is. 90nest
patsiendist 42 andsid IgG antikehavastuseks negatiivse tulemuse ning 48 positiivse tulemuse.
Valim koosneb 72 naisest ja 18 mehest. Valimi keskmine vanus on 45,5 aastat, mediaan on 45

aastat (kvartiilhaare ehk IQR on 37,25-54).

1706 inimest M
taitsid
kaisimustiku

Taitsid ,resistorite”
kriteeriumid ja kutsuti
verd andma

Annetasid verd
antikehade
detekteerimiseks ja

DNA isoleerimiseks

=)
2 ¥

Voeti verd mitu katsutit ja maérati nii ’ ‘ Voeti verd ainult IgG

1gG kui ka tsttokiinid madramiseks

SARS-CoV2 IgG neg ] [ SARS-CoV2 IgG pos ]

Joonis 5. Valimi moodustumise skeem. Kiisimustikule vastanud inimesi oli 1706 ja nendest
131 sobisid uuringusse. Nendest omakorda 117 annetasid verd antikehade ja DNA
isoleerimiseks ja erinevate stimulatsioonide tegemine ja tsiitokiinide modtmine oli vdimalik
90nel inimesel. 90nest patsiendist 42 andsid IgG antikehavastuseks negatiivse tulemuse ning
48 positiivse tulemuse.
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2.3.2. T rakulise immuunvastuse miaaramine tiaisvere kultuuride stimulatsiooni abil

SARS-CoV-2 viirusest périt antigeenidega.

Selleks, et mdota T-rakulist méluvastust SARS-CoV2 suhtes, stimuleeriti vereproove erinevate
sellest viirusest périt antigeenidega (,,S”, ,,M” ja ,,N”’). Antigeeni dratundmise jarel hakkavad
milu-T-rakud  tootma iseloomulikke tsiitokiine, mida oli vdimalik kogutud
stimulatsioonisupernatandist mdota LEGENDplex reaktsioonikomplektiga. Kdigepealt pakkus
huvi, kuidas korreleerub ogavalgu vastane humoraalne vastus T-rakulise miluvastusega. Need
korrelatsioonigraafikud on kujutatud Joonisel 6. Sellel on néha erinevate tsiitokiinivastuste ja
SARS-CoV-2 antikehavastuse vordlus, kusjuures kdige paremat korrelatsiooni IgG vastusega
nditavad ,,S” stimulatsiooniga IL-2, IL-6 ja IFNy. IL-10 ja TNFa kontsentratsioon jéi paljudes

proovides alla detektsioonitaseme.
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Joonis 6. Ogavalgu vastase humoraalse vastuse Pearsoni korrelatsioonid S stimulatsiooni
vastusena sekreteeritud tsiitokiinidega. Kdige tugevamad seosed esinesid IL-2, IFNy ja IL-6
puhul. Mdddetud LEGENDplex reaktsioonikomplektiga.
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Jargnevalt vorreldi IL-2 ,,S” stimulatsiooni jérel sekreteeritud tsiitokiinide véértuseid
teiste stimulatsioonide poolt pdhjustatud tsiitokiinivastustega. Tulemusena on niha, et ,,S”
stimulatsiooni pdhjustatud tsiitokiinide tootmise korrelatsioon ,,M” ja ,,N” stimulatsioonide
jérgsete tsiitokiinide védrtustega on vordlemisi nork. Tugevamat seost nditavad omavahel ,,M”
ja ,,N” stimulatsoonide pdhjustatud tsiitokiinide véartused (Lisa 3).

Kolmandaks vaadati IL-2 ja teiste tsiitokiinide vahelisi seoseid (Lisa 4). Kdige paremini
korreleeruvad teineteisega IL-2 ja IFNy, mis on mdlemad omandatud immuunsuse tsiitokiinid.
IL-2 véartused nditasid norgemat seost IL-10, IL-6 ja isedranis TNFa-ga, mis on eelkdige
loomuliku immuunsuse tsiitokiinid. Seega on nende tulemuste puhul oli ndha tsiitokiinide

klasterdumist kahte gruppi: loomuliku ja omandatud immuunsuse tsiitokiinid.

2.3.3. Tsiitokiinide keskmised tasemed ogavalguga stimuleeritud proovides erinevad

SARS-CoV-2 IgG negatiivsetel ja positiivsetel inimestel.

Jargevalt vorreldi LEGENDplex komplektiga mdddetud tsiitokiinide tasemeid SARS-CoV-2
IgG negatiivsete ja positiivsete isikute seas. Koostati karpdiagrammid ning andmete
mediaanvadrtused, kvartiilhaare (IQR) ja p-véértused kanti Tabelisse 4. Koostatud diagrammid
on uurimuse Lisas 5. Kuna andmed ei olnud jaotunud normaaljaotusega, tuli statistilise
meetodina kasutada mitteparameetrilist testi ning kuna andmegrupid on soltumatud, siis
kasutati Mann-Whitney U testi. Lisaks tehti ka p-véértuste korrigeerimine Bonferroni meetodi
jargi, et saadud vididrtused oleksid voimalikult usaldusvédrsed. Selleks, et saada korrigeeritud p-
vadrtus korrutati p-védédrtused vordluste arvuga ehk 15-ga. Testiti erinevust positiivsete ja
negatiivsete IgG védrtustega inimeste tsiitokiinide keskmiste vdirtuste vahel. Statistiliselt
oluliselt (a=0,05 ) erinesid teineteisest tsiitokiinide véartused, mis tekkisid vastusena “S”
antigeenile.

Uhtlasi sai nende andmete pdhjal jireldada, et kdige paremini eristas antikehade alusel
jagatud gruppe IL-2 (kdige vdiksema p-vairtusega). Kuna korrelatsioonianaliiiisist ilmnes, et
SARS-CoV-2 IgG vastusega korreleerus kdige paremini ka just IL-2, siis valitigi edasiseks T-

rakulise immuunsuse uvurimiseks IL-2.
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Tabel 4. Tsiitokiinide kontsentratsioonide erinevused SARS-CoV2 S-RBD (ingl spike protein
receptor-binding domain) IgG suhtes positiivsete ja negatiivsete isikute seas. Tabeli esimeses
tulbas on é&ra toodud tsiitokiinid ja vastavad stimulatsioonid (,,S” — ogavalk, ,M” —
membraanivalk, ,,N” - nukleokapsiidivalk). Teises tulbas on positiivse antikehavastusega
isikute tsiitokiinide mediaanvdirtused ja sulgudes IQR védrtused. Kolmandas tulbas on
negatiivse antikehavastusega isikute tsiitokiinide mediaan- ja IQR viirtused (sulgudes).
Neljandas tulbas vastavad p-véartused ja viiendas tulbas Bonferroni meetodi jérgi korrigeeritud
p-védrtused.

Tsiitokiin [ S-RBD IgG pos (pg/ml) (Sp-;]fnll)) 1gG neg p-véirtus Ei:;‘fg;mud

IL-2 S 59,55 (25,14-87,006) 1 (1-2,503) 9,91E-14 1,48575E-12
IL-2M  |8,8(1-32,61) 2,55 (1-16,49) 0,09063 1,35945
IL-2N 1,07 (1-38,56) 1 (1-2,75) 0,01589 0,23835
IFNy S 141,69 (48,36-368,37) 6,16 (1-24,77) 3,35E-09 5,0205E-08
IFNyM |21,24 (1-113,43) 6,86 (1-110,5) 0,3744 5,616
IFNy N 13,61 (1-140,53) 8,73 (1-21,83) 0,2905 4,3575

7070,5 (2068,26- 120,45 (56,74-
IL-6 S 19424,11) 407.18) 1,16E-10 1,74195E-09
IL-6 M 622,62 (73,61-6798,94) |319 (75,17-4797,68) 0,7067 10,6005
5102,18 (495,95-

IL-6 N 14904,5 (619,97-23972,52) 34920,64) 0,9774 14,661
IL-10 S  |5,77 (1-28,75) 1 (1-1) 4,88E-07 7,3185E-06
IL-10M |1 (1-10) 1 (1-1) 0,4176 6,264
IL-10N |5,48 (1-45,37) 1 (1-40,23) 0,4985 7,4775
TNFa S |41,57 (0-6,36) 1 (0-3,17) 0,002661 0,039915
TNFa M |6,77 (0-5,3) 8,82 (0-4,43) 1 15
TNFa N |66,46 (0-5,17) 27,5 (0-5,65) 0,4415 6,6225

2.3.4. Resistentsuse voimalikud pohjused erinevate stimulatsioonide pohjal

Varasemast analiiisist ilmnes, et koikidest moddetud tsiitokiinidest eristas RBD antikehade
suhtes positiivseid negatiivstetest S-valgu toimel sekreteeritud IL-2 kontsentratsioon. Seetottu
otsustati ka ,,N” ja ,,M” spetsiifilise T-rakulise immuunvastuse hindamiseks kasutada vastavate
stimulatsioonide jdrel sekreteeritud IL-2 kontsentratsiooni. Nivooks, millest alates loeti
moddetud vastus positiivseks, oli ,,S” ja ,,M” stimulatsioonide puhul 6pg/ml ja ,,N” puhul

10pg/ml. Selle alusel saab inimesed jagada nelja gruppi (Joonis 7):

1. Inimesed, kellel ei tekkinud iihegi antigeeni vastu reaktsiooni, on viiruse suhtes tiiesti
naiivsed.
2. Inimesed, kellel tekkis T-rakuline reaktsioon ainult S-antigeeni vastu, on vaktsineeritud

(antikehavastus on hidbunud, kuid T-rakuline vastus on pikaajalisem ning on sdilinud).
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3. Inimesed, kellel tekkis T-rakuline vastus N- ja/vdi M-antigeenide vastu, kuid S-
antigeeni vastu mitte, on resistentsed arvatavasti ristreaksiooni tottu (eelnev
kokkupuude mdne teise koroonaviirusega, millest sdilisid ristreageerivad T-rakud).

4. Kellel on reaktsioon koigi antigeenidega, on viiruse ilmselt asiimptomaatiliselt 1&bi

podenud.

Vaadeldes kogupopulatsiooni on tdielikult resistentseid ehk naiivseid 25 (28,89%),
ristreageerivate T-rakkudega isikuid 17 (18,89%), vaktsineeritud inimesi 20 (21,11%) ja
astimptomaatiliselt nakatunuid 28 (31,11%). Vaadates ainult negatiivse antikehavastusega
inimesi, esineb nende seas 59,5% juhtudel tdielikku resistentsust ja 40,5% juhtudel kaitseb

organismi viiruse eest toendoliselt ristreageerivate T-rakkude olemasolu.

[ SARS-CoV2 IgG neg SARS-CoV2 IgG pos ]
T-rakuline
reaktsioon SARS-
CoV2 antigeenile \
5 Jah(Ei) Jah
N Ei | Jah | N ] Ei | Jan |
M Ei Jah M Ei Jah
Koroona- Rist Asi
.. = . . siimpto-
Ll reageerivad Vaktsineeri- il s
suhtes T-rakud tud i
NAIIVSED nakatumine

Joonis 7. Positiivsete ja negatiivsete SARS-CoV-2 IgG inimeste jaotumine gruppidesse 1L-2
vadrtuste pohjal. Valimi moodustanud inimesed jaotati IL-2 véértuste pdhjal nelja gruppi:
COVID-19 suhtes tiielikult naiivsed inimesed, vaktsineeritud isikud, ristreageerivate T-
rakkudega ja asiimptomaatiliselt nakatunud inimesed.

2.3.5. IFNa tasemetes olulisi erinevusi gruppide vahel ei tuvastatud.

Proove stimuleeriti ka PRR ligandidega (Gard, cGAMP, R848), et aktiveerida loomulikku
immuunsust. Selle tulemusena hakatakse tootma IFNa, mille modtmiseks kasutati ELISA
meetodit. Kuna varasemalt on mdddetud COVID-19 viirusesse raskelt nakatunute puhul viga
madalad interferoonide tasemed, siis oli eesmirgiks tuvastada resistentsete inimeste seas
korgete IFNa tasemetega isikud.

Kodigepealt sooritati korrelatsoonianaliilis, et nidha vOimalikke seoseid eri
stimulatsioonide poolt kdivitatud immuunvastuste vahel (joonis 8). Véga hea korrelatsioon on
Gard ja R848 stimulatsioonide poolt esile kutsutud interferoonivastuste vahel. Need on
molemad TLR7 agonistid, mistdttu on nende omavaheline korrelatsioon oodatav. cGAMP

kéivitab seevastu cGAS-STING rada ning on teistest stimulatsioonidest erinev.
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Joonis 8. Pearsoni korrelatsioon einevate stimulatsioonidega esilekutsutud interferoonivastuste
vahel. Vasakult paremale: IFNa Gard vs cGAMP, IFNa R848 vs cGAMP, I[FNa R848 vs Gard.
cGAMP ja Gard antigeenidega stimuleeritud proovid korreleeruvad teineteisega paremini, kui
teised. Moodetud ELISA meetodiga.

Jargmiseks vorreldi IFNa tasemeid eri stimulatsioonide puhul kdigis neljas T-rakulise
reaktsiooni pohjal moodustatud kategoorias: tdielikult naiivsed, ristreageerivate T-rakkudega
inimesed, viiruse astimptomaatiliselt ldbipddenud ja vaktsineeritud inimesed (joonis 9).
Tulemustest on niha, et teineteisega sarnanevad Gard ja R848 stimulatsioonide poolt kdivitatud
interferoonivastused (B ja C), mis iihtib korrelatsioonianaliilisiga. Punasega on tdhistatud
teistest korgemate (>1900 pg/ml) IFNa tasemetega isikud. Andmepunktid graafikutel B ja C
tdhistavad samu inimesi, seega tulid esile kolm inimest: resistentsete inimeste grupis,
vaktsineeritute grupis ja aslimptomaatiliselt nakatunute grupis. Testimaks, kas mone
stimulatsiooni puhul esineb nelja grupi vahel statistiliselt olulist erinevust, kasutati mitte-
parameetrilist Kruskal-Wallis testi RStudio programmis. Uhtegi statistilist olulisust ei esine (a

=0,05).
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Joonis 9. [FNa tasemed erinevate stimulatsioonide (cGAMP, Gard, R848) puhul, moddetud
ELISA meetodiga. Kujutatud on koik T-rakulise reaktsiooni alusel moodustatud rithmad
vordlemaks IFNa tasemeid nendes gruppides. Karpdiagrammide iilemised ja alumised servad
tahistavad IQR vahemikku ja “vurrud” téhistavad 95% usaldusintervalli. Gard ja R848 (B ja C)
stimulatsioonide vastused on sarnase profiiliga ning mélema puhul on niha andmepunkte, mis
tahistavad populatsioonist korgemaid IFNa tasemeid (>1900 pg/ml; punased). Olulise
erinevuse testimiseks kasutati Kruskal-Wallis testi, oluliselt erinevaid vairtusi ei esinenud.

2.3.6. Resistentsetel isikutel puuduvad autoantikehad I tiiiipi interferoonide vastu.

Varasemalt on leitud SARS-CoV-2 viirusesse raskelt haigestunutel I tiilipi interferoonide
vastaseid autoantikehi. Seetdttu moodeti LIPS meetodiga uuritavatelt inimestelt kogutud
proovides I tiitipi IFN ja vordluseks ka III tiiiipi IFNde vastaste autoantikehade tasemed. LIPS
analiiiisist selgus, et uuritavatel inimestel puuduvad valdavalt I tiiiipi [FN-de (IFNa2 ja [IFNw)
vastased AAB-d ja III tiiipi IFN-de (IL-28A ja IL-29) vastased AAB-d on haruldased.
Autoantikehade tasemetest koostati karpdiagrammid, millel on néha nende madalad tasemed
(Joonis 10).

Siiski leidub {tksikuid, kelle puhul on autoantikehade kogus suurem. Tiitri
positiivsusnivooks on 4. Valimis oleva 90ne inimese seas esineb autoantikehi kolme inimese
seas ja need koik on III tiilipi IFN-de vastased. Jélgides ainult resistentsete inimeste riithma
(n=25) esineb positiivsuspiirist korgem véartus ainult tihel isikul (ainult IL-29 ehk III tiitipi

IFN-de vastu).
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Joonis 10. Autoantikehad I tiilipi (IFNa2, IFNw) ja III tiitipi (IL-28A, IL-29) interferoonide
vastu. Moddetud LIPS meetodiga. Autoantikehade positiivsusnivooks oli 4 (punane
katkendjoon). Resistentete ehk naiivsete inimeste grupis esineb {iks positiivse antikehatiitriga
isik (D).

2.4. Arutelu

To66 eesmirgiks oli valimist tuvastada SARS-CoV-2 viiruse suhtes resistentsed inimesed ning
uurida nende immunoloogilisi parameetreid. Selleks analiiiisiti COVID-19 viirusesse
nakatumata, kuid haigestunuga ldhikontakti omanud isikute T-rakulist vastust viiruse
antigeenidele ja IFNo toodangut vastuseks TLR7/8 ja cGAS-STING raja ligandidele ning
autoantikehade esinemist I ja III tlitipi IFN-de vastu.

T-rakulise vastuse uurimisel leiti koigepealt, et SARS-CoV-2 ogavalgu vastase
antikehavastusega korreleeruvad koige paremini ogavalgu ehk ,,S” antigeeni poolt
stimuleeritud IL-2, I[FNy ja IL-6 viirtused. See on oodatav tulemus, kuna mdlemal juhul toimub
spetsiifiline reaktsioon ogavalgu vastu. Veel on néha, et vorreldes IL-2 viirtusi erinevate
stimulatsioonide puhul, niitavad tugevamat korrelatsiooni ,,N” ja ,,M” antigeenide poolt
kéivitatud tsiitokiinivastused. Kuna vaktsiinis kasutati antigeenina ogavalku, siis viitab
eksklusiivselt ogavalgu ,,S” vastane immuunreaktsioon sellele, et see inimene on
vaktsineeritud. ,,N” ja ,,M” stimulatsioonide vastase immuunreaktsiooni teke viitab seevastu
ristreageerivate T-rakkude olemasolule ja/vdi viiruse ldbipddemisele. Seetdttu on ka loogiline,
et ,,N” ja ,,M” stimulatsioonide indutseeritud immuunvastuste omavaheline seos on tugevam,

kui nende seos ,,S” antigeeni poolt tekitatud tsiitokiinivastusega.
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Vorreldes teisi tsiitokiine IL-2 véirtustega, eristuvad teineteisest omandatud ja
loomuliku immuunsuse tsiitokiinid ning moodustavad seega kaks rithma. IL-2 véirtustega
korreleerub kdige paremini [FNy, mis on mdlemad omandatud immuunsuse tsiitokiinid ja neid
toodavad T-rakud (Abbas jt., 2021; Uibo jt., 2015). IL-2 viértustega nditavad ndrgemat seost
IL-10, IL-6 ja isedranis TNFa, mis on koik eelkdige loomuliku immuunsuse tsiitokiinid ja mida
toodavad lisaks T-rakkudele ka monotsiiiidid ning makrofaagid. (Abbas jt,. 2021; Kany jt.,
2019; Uibo jt., 2015).

Jargmiseks  vorreldi  positiivse ja  negatiivse  antikehavastusega  isikute
tstitokiinivastuseid erinevate viiruse antigeenide vastu (,,S”, ,,M” ja ,,N”). Selgus, et positiivse
ja negatiivse antikehavastusega inimeste seas erinevad teineteisest oluliselt ogavalguga
stimuleeritud proovid, teiste stimulatsioonidega mojutatud proovide vahel ei esine olulist
erinevust. Kuna antikehavastus méérati samuti ogavalgu alusel, siis on ootuspédrane, et ,,S”
stimulatsiooniga mojutatud proovides on positiivsetel isikutel tugevam T-rakuline vastus kui
negatiivsetel isikutel. See kattub ka korrelatsioonianaliilisi kdigus saadud tulemustega.
Jargmiseks sai nende tulemuste alusel vélja valida kdige paremini neid kahte rithma eristava
tsiitokiini, milleks oli IL-2. Selle pdhjal sai kindlaks méérata, milliste antigeenide vastu esines
inimestes T-rakuline vastus ja milliste vastu vastust ei tekkinud.

Olenevalt sellest, kas antigeenide vastu esines T-rakuline reaktsioon v4i mitte, sai
otsustada, kui paljud valimi moodustavad inimesed on SARS-CoV-2 suhtes tidielikult
resistentsed (28,89%), kui paljudel esinevad tdendoliselt ristreageerivad T-rakud (18,89%), kui
paljud on vaktsineeritud (21,11%) ja kui paljud on viiruse ilmselt asiimptomaatiliselt 1dbi
pddenud (31,11%). Ainult negatiivse antikehavastusega inimeste seas esineb 59,5% juhtudel
taielikku resistentsust ja 40,5% juhtudel kaitseb viiruse eest tdendoliselt ristreageerivate malu-
rakkude olemasolu. Sellest saab jireldada, et iihest kiiljest kaitsevad inimesi viiruse eest
ristreageerivad T-rakud monest varasemast kokkupuutest teise koroonaviirusega, mis
neutraliseerivad viiruse enne siimptomite teket (Braun jt., 2020; Mateus jt., 2020; Nelde jt.,
2021; Tso jt., 2020). Teisest kiiljest voivad inimesed olla no ,téielikult resistentsed”, mille
pohjused vdivad olla erinevad, mistdttu tasuks naiivsete inimeste puhul teha edasine
geeniuuring, et leida resistentsuse geneetilisi pdOhjuseid. Niiteks vOiks otsida
sisenemisretseptori ACE2 konformatsioonis muutusi pdhjustavate geenivariantide olemasolu
nagu HIV retseptori puhul (Hiitter jt., 2009) voi interferoonide ja tsiitokiinide tootmisel
osalevate geenivariantide olemasolu, kuna on leitud IFN-de puudulikkust pdhjustavaid
mutatsioone (Zhang jt., 2020). Ka ristreageerivate T-rakkude osas tuleks sooritada edasine

uuring tdpsemate meetoditega, nditeks proovida neid tuvastada voolutsiitomeetriaga.
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Selleks, et uurida IFNa toodangut vastuseks TLR7/8 ja cGAS-STING raja ligandidele,
stimuleeriti proove jargmiste PRR ligandidega: Gard, cGAMP, R848. Stimulatsioonile
jargnevalt aktiveerub loomulik immuunsus ja hakatakse tootma I[FNa. Varasemalt on tdheldatud
SARS-CoV-2 viirusesse raskelt nakatunute puhul viga madalaid I tiiiipi interferoonide tasemeid
(Hadjadj jt., 2020; Su jt., 2023; Vanker, 2022), mistdttu oli eesmirgiks tuvastada resistentsete
inimeste seas korgete IFNa tasemetega isikud. Analiilisi tulemusena oli ndha, et R848 ja Gard
antigeenide jéargselt sekreteeritud IFNa vairtused korreleeruvad teineteisega véga hésti. Kuna
need on moélemad TLR-7 agonistid, kuid cGAMP on cGAS-STING signaaliraja kdivitaja, on
see tulemus ootuspdrane. Koostatud karpdiagrammide puhul oli ndha samasugust iildpilti ning
iihtlasi tulid vélja kolm inimest, kelle puhul oli IFNa tase teistest palju korgem: iiks resistentsete
inimeste, teine vaktsineeritute ja kolmas astimptomaatiliselt haigetunute grupis. Kui selle
vaktsineeritud indiviidi puhul toimus kokkupuude haigega enne vaktsineerimist, siis tasub tema
ja téielikult resistentse inimese puhul uurida kdrge interferoonitaseme geneetilisi pohjuseid.

Viimasena uuriti [ tiitipi IFN-de (IFNo2 ja IFNw) ja III tiitipi IFN-de (IL-28A ja IL-29)
vastaste autoantikehade olemasolu. Varasemalt on tidheldatud, et raskesti haigestunud COVID-
19 patsientidel esineb I tiilipi IFN-de vastaseid autoantikehi (Bastard jt., 2023). III tiitipi IFN-
de vastaseid autoantikehi on leitud pigem viiruse suhtes naiivsetes inimestes, kuid sel juhul ei
olnud tegu neutraliseerivate antikehadega (Vanker 2023). Kidesolevas uurimuses selgus, et
autoantikehi leidus kolmel inimesel 90st ja tédielikult resistentsetel inimestel ainult iihel juhul
25st. Seega ei esine resistentsete inimeste seas I tiitipi [IFN-de vastaseid autoantikehi ja III tiitipi
IFN-de vastased AAB-d on haruldased. Edaspidi voiks testida nende leitud autoantikehade
neutraliseerimisaktiivsust.

Selle t60 esimeseks hiipoteesiks oli, et resistentsete isikute hulgas on korge I tiitipi IFN-
de toodanguga isikuid. Seda toetavaid tulemusi onnestus leida, kuigi tuvastati ainult iiksikud
korge interferoonivastusega inimesed. Selle puhul tasub dra mérkida asjaolu, et kdesolevas
uurimuses kasututatud valim ja selles leiduv resistentsete inimeste hulk oli pigem véike
(Nvalim=117 ja Nresistentsed = 25), mis vOib olla pdhjuseks, miks ei dnnestunud leida rohkem
selliseid inimesi.

Too teiseks hiipoteesiks oli, et resistentsetel inimestel puuduvad neutraliseerivad
antikehad interferoonide vastu. Leitud andmed kinnitavad seda hiipoteesi: I tiilipi IFN-de
vastaseid autoantikehi ei leitud resistentsete inimeste seas iildse ning III tiiiipi IFN-de vastu
esines autoantikehi ainult {ihe inimese puhul (tuleks veel kindlaks méérata, kas nende puhul on

tegu neutraliseerivate antikehadega voi mitte).
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KOKKUVOTE

SARS-CoV-2 nakkus voidakse 1dbi pddeda asiimptomaatiliselt voi kergelt, kuid paljud
inimesed voivad vajada haiglaravi ning haigestuvad viirusega nakatudes viga raskelt. On ka
neid, kes ei haigestu iildse ning kellel arvatakse olevat SARS-CoV-2 viirusevastane loomulik
resistentsus. Véga raskeid haigusjuhte ning nende pdhjuseid on palju uuritud, kuid resistentsete
inimeste kohta on vihem teadmisi. Selleks, et saada selles osas rohkem selgust ning moista
paremini viiruse patogeneesi, on vaja uurida ka neid, kes ei nakatunud, kuigi nad olid
lahikontaktis viirusesse haigestunuga.

Selle bakalaureuset6o eesmaérgiks oli leida pdhjus, miks need inimesed ei nakatunud ja
tuvastada populatsioonis resistentsed inimesed ning wuurida nende immunoloogilisi
parameetreid. Selleks moddeti vabatahtlike verest tsiitokiine, mida sekreteeriti T-rakulise
vastusena SARS-CoV-2 antigeenidele, IFNa toodangut vastuseks TLR7/8 ja cGAS-STING raja
ligandidele ning autoantikehade esinemist I ja III tiitipi IFN-de vastu.

To66 tulemusena suudeti T-rakulise vastuse pdhjal populatsioonis tuvastada neli gruppi
inimesi. Koigepealt eristusid teistest vaktsineeritud ja asiimptomaatiliselt COVID-19
libipddenud inimesed. Ulejiianud viirusega mittenakatunud moodustasid esiteks selle viiruse
suhtes tdiesti naiivse grupi ja teise grupi moodustasid need, kellel ilmselt eksisteerisid mone
teise koroonaviirusega varasema kokkupuute tottu tekkinud ristreageerivad T rakud, mis neid
SARS-CoV-2 eest kaitsesid. Seejarel leiti kaks korgete IFNa tasemetega isikut, kellest iiks oli
resistentsete inimeste grupis ning teine vaktsineeritute grupis. I tiilipi IFN-de vastaseid
autoantikehi resistentsete inimeste seas ei leitud ning vaid tihel juhul tdheldati III tiitipi IFN-de
vastaste autoantikehade olemasolu. Seega saab jareldada, et tihest kiiljest kaitsevad SARS-CoV-
2 eest inimesi ristreageerivad T-rakud ning teisest kiiljest on osad inimesed loomupéraselt
resistentsed, millel voivad olla erinevad geneetilised pohjused, mida tuleks edaspidi veel

uurida. Samuti puuduvad resistentsetel inimestel I tiilipi [IFNe neutraliseerivad autoantikehad.
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SUMMARY

Immunological parameters of SARS-CoV-2 resistant patients
Gerli Rukis
Summary
The course of SARS-CoV-2 can be asymptomatic or cause slight disease but can in some cases
even lead to hospitalization and cause severe illness. There are individuals who don’t get
infected and who are therefore considered resistant against COVID-19. There has been a lot of
research looking into the causes of severe cases of COVID-19 infection, but there’s a lot less
information available about resistant people. To get more insight into viral resistance and
understand the pathology of this virus, those individuals who didn’t get infected must also be
investigated.

The aim of this thesis was to identify resistant people inside the sample group and
investigate their immunological parameters. To accomplish this, T cell response to viral
antigens was measured from whole blood supernatants, secretion of IFNa after stimulating the
samples with TLR7/8 and cGAS-STING signalling pathway ligands was determined and
presence of autoantibodies against type I and type III interferons was examined.

The sample population was divided into groups based on measured T cell responses.
People who were vaccinated and those who were asymptomatically infected were separated
from others and the people who didn’t get infected with SARS-CoV-2 split into two main
groups: those who are completely naive against SARS-CoV-2 and those who are probably
protected by cross-reactive T cells from a previous contact with another coronavirus. Secondly,
two people with higher IFNa levels were identified, who belong in resistant and vaccinated
groups and who should be further examined to reveal any possible genetic causes. Additionally
no autoantibodies against type I IFNs were found among resistant people and AABs to type III

IFNs were rare.
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LISAD

LISA 1. COVID-19 suhtes resistentsete isikute eeluuringu kiisimustik

Kutsume Teid tditma eeluuringu kiisimustikku, et teha kindlaks kas Te sobite uuringusse
,COVID-19 suhtes resistentsete inimeste rahvusvaheline uuring®.

Rahvusvaheline konsortsium COVID HUMAN GENETIC EFFORT
https://www.covidhge.com/ J-L Casanova juhtimisel, milles osalevad ka Tartu Ulikooli
teadlased, on avaldanud juba terve rea teadustoid COVID-19 kulu isedrasuste geneetilistest ja
immunoloogilistest pohjustest. Raske COVID-19 kuluga on seotud geenide variandid, mis
héirivad viirusevastaste valkude, interferoonide siisteemi t66d. Samuti on haiguse raske kulu
riskiteguriks autoantikehad, mis neutraliseerivad interferoonide toime.

Viga oluline on uurida ka geneetilisi ja immunoloogilisi isedrasusi, mis vdoivad muuta inimesi
SARS-CoV-2 nakkuse suhtes resistentseteks. SARS-CoV-2 viiruse iilekandumine toimub sageli
pereringis. Siiski ei pruugi moned suure viiruskoormuse all olnud isikud tldse nakatuda.
Projekti kdigus otsitakse ja uuritakse inimesi, kes ei ole SARS-CoV-2-ga nakatunud vaatamata
lahedasele kokkupuutele COVID-19 podeva haigega. Uuring on pdhjendatud ja vajalik, et
aidata leida paremaid viise selle viirusega voOitlemiseks.

Votame Teiega iihendust ja anname teada, et kas Te sobite sellesse uuringusse.

Eeluuringu kiisimustiku tditmine on vabatahtlik ja ei kohusta Teid uuringus osalema. Isegi kui
Te vastate uuringu tingimustele ja otsustate uuringus osaleda, vdite Te hiljem timber moelda
ning uuringust keelduda. Kui Te sobite ning kaalute uuringus osalemist, siis tutvustatakse Teile
detailselt peauuringu katseprotseduure, riske ning potentsiaalset kasu. See kiisimustik on
loodud veebipohise vahendi abil nimega REDCap. REDCapil on funktsioonid, mis aitavad
hoida Teie andmeid turvalisena. Kiisimustiku tditmine votab umbes 10 minutit aega.

Kui Teil on kiisimusi selle kiisimustiku voi uuringu kohta, siis palun votke julgelt {ihendust.
Voite kirjutada uurimisriihmale aadressil kai.kisand@ut.ee vO1  inglise  keeles
casanova_studies@rockefeller.edu. Uuringu on kooskdlastanud Tartu Ulikooli Inimuuringute
Eetikakomitee.

Kui Teil on kiisimusi seoses enda kui uuritava digustega, siis saate poorduda eetikakomitee
poole telefonil 7376215.

Kui Teil on andmekaitset puudutavaid kiisimusi, siis saate podrduda Andmekaitse Inspektsiooni
poole telefonil 56202341 vai e-kirjaga aadressil info@aki.ee

Valides allpool vastus "Jah", kinnitate, et olete aru saanud informatsioonist ja ndustute tditma
eeluuringu kiisimustikku. Kui Te sobite uuringu jaoks, votame Teiega lihendust, et arutada
iiksikasjalikult uuringu detaile.

Kas Te olete ndous osalema selles eeluuringus?

O Jah
Q FEi
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TERVISHOIUTOOTAJA

Kas Te olete tervishoiutootaja?
Q Jah

Q Ei

Milline on Teie amet?
O Ode
O Arst
d Muu

Palun tépsustage Teie ametit

Millises tervishoiuasutuses Te tootate?
U Haiglas, intensiivravi osakonnas
U Haiglas, erakorralise meditsiini osakonnas
U Haiglas, COVID osakonnas
U Pikaajalise hooldusteenuse asutuses
U Teises asutuses

Palun tapsustage, mis tiiiipi tervishoiuasutuses Te tootate

Kas Te olete otseselt tootanud COVID patsientidega?
O Jah
U Ei

Kas tootades COVID patsientidega oli Teil juurdepiis isikukaitsevahenditele?
Q Jah
Q Ei

Milliseid meditsiinilisi protseduure olete Te labi viinud COVID patsientidega?
U Intubatsioon
U Elustamine
0 Muu

Palun tipsustage milliseid meditsiinilisi protseduure olete Te libi viinud COVID
patsientidega

KONTAKT COVID haigega

Paljud inimesed on kokku puutunud rohkem kui tthe COVID haigega. Kiisimuste puhul
palun mdelge oma kokkupuutele kdige raskemate COVID haige(te)ga. Palun vastake allpool
esitatud kiisimustele iga kokkupuute kohta COVID haigestunud inimesega.

Kas Te olete kokku puutunud COVID haige inimesega (tervishoiutootajate puhul kehtib
see kokkupuute kohta viljaspool ametikohustusi)?

Q Jah

Q Ei

Milline on Teie suhe COVID haige inimesega, kellega puutusite kokku?
U Elame koos
U Ei ela koos
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Kui COVID nakatunud inimene oli Teie leibkonna liige, palun tiipsustage Teie suhet.
U Abikaasa vdi partner
U Laps voi lapselaps
U Toakaaslane
a Muu

Milline oli COVID haige inimese vanus, kellega puutusite kokku?
O 0-10 aastat
O 10-20 aastat
O 20-50 aastat
O 50-70 aastat
O vanem kui 70 aastat

Kui raskelt podes COVID haige inimene, kellega puutusite kokku?
U Viibis intensiivravipalatis
U Oli hospitaliseeritud
U Viibis kodus, kuid vajas abi
U Viibis kodus ja sai iseseisvalt hakkama
U Asiimptomaatiline

Mitme pieva jooksul viibisite koos COVID haige isikuga tema haiguse ajal?
O 2 pdeva voi vihem
U 3-4 pdeva
U 5 pdeva voi rohkem

Mitu tundi pdeva jooksul viibisite koos COVID haige isikuga tema haiguse ajal?
O vidhem kui tiks tund
Q 1-4 tundi
O 5 tundi voi rohkem

Kas Te kasutasite kontakti ajal isikukaitsevahendeid, niiteks niomaski?
O Jah
Q Ei

Kas Te magasite samas toas COVID haige isikuga?

Q Jah
Q Ei

Kui Te puutusite kokku mone teise COVID haige inimesega, vajutage nuppu ,,SISESTA
TAIENDAV COVID KONTAKT? allpool. Vastasel juhul vajutage nuppu "Esita".

COVID TESTIMINE

Kas Te testisite ennast COVIDi suhtes peale kokkupuudet COVID haigega?
U Jah
Q Ei

Kas Te olete teinud PCR testi?
4 Jah
4 Ei

Milline oli PCR testi tulemus?
W Positiivne
U Negatiivne
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Kas Te olete teinud antikehade (seroloogilist) testi?
U Jah
O Ei

Milline oli ajavahemik Teie kokkupuute ja antikehade (seroloogilise) testi vahel?
O vidhem kui 2 nidalat
U 2-6 nddalat
U rohkem kui 6 nidalat

Milline oli antikehade (seroloogilise) testi tulemus?
U Positiivne
O Negatiivne

VAKTSINEERIMINE

Kas Te olete COVIDi vastu vaktsineeritud?
4 Jah
Q Ei

Millise vaktsiini olete saanud?
Janssen, lihe doosi

Astra Zeneca, kaks doosi
Pfizer, kaks doosi
Moderna, kaks doosi
Tohustusdoosi

Muu

cooooo

Palun tdpsustage Teie vaktsineerimise detaile

Kas Te olete vaktsiini saanud enne v6i parast kokkupuudet COVID nakatunud isikuga?
U Enne
U Pérast

OSALEJA ANDMED

Perekonnanimi
Eesnimi
Vanus
Sugu

O Mees

W Naine
Riik
Maakond/linn
Sihtnumber
E-mail
Telefoninumber
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LISA 2. LEGENDplex komplektiga ja tarkvaraga saadud kalibratsioonikdverad iihe
modotmise ndidisena. IL-2, [FNy, IL-6, IL-10 ja TNFa standardkoverad.

IL-2 (A6) IFN-y (B2}
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105§ 10° 3
10°
10
L 103 4 i
= =
107 ¢
10* 4
10° 100
LR ALl | MR R | LR R | LR LA | WAL R LA | bl | LB R AL | LA AL | AL | AL AR | N
10° 10t 102 10? 104 10° 10! 10? 10° 104
Conc. (pg/mL) Conc. (pg/mL)
IL-6 (A7)
. - - IL-10 (A10)
Curve:5PL R'~0.9983 {N~16) Curve:5PL R?=0.9989 (N=16)
6
10 10° 1 N
10* < =
— 10° 5
L T
= s ]
102 -!.-/
10! .; 10? 3
100 '- 100 _-
LA | LA | Ty L A v T T T T T
10° 10! 10? 10° 104 10° 10t 10? 10° 10*
Conc. (pg/mL) Conc. (pg/mL)

TNF-a (B3)
Curve:5PL R?=0.9965 (N=16)

10° 3

104 3

10% 4

\

10% 3

10! 3

10°

LA LA LAL | LA LR L AL | L L L | "
10! 10? 103 104
Conc. (pg/mL)

44



LISA 3.1L-2 erinevate stimulatsioonide omavahelised Pearsoni korrelatsioonid. Kdige
tugevam seos on ,,N* ja ,,M* stimulatsioonide jdrel tekkinud tsiitokiinivastuste vahel.

p-vaartus: 5.76e-08
R2: 0.2857
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LISA 4. IL-2 vaartuste Pearsoni korrelatsioonid teiste tsiitokiinide vairtustega. 1L-2
tasemetega korreleerub kdige paremini [FNy.
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LISA 5. Tsiitokiinide véirtuste vordlus SARS-CoV-2 S-RBD IgG positiivsete ja
negatiivsete inimeste seas. Statistiliselt erinevad ,,S” stimulatsiooni jarel tekkinud
tstitokiinivastused, kujutatud siniselt. Karpdiagrammide iilemised ja alumised servad
tahistavad IQR vahemikku ja ,,vurrud” tihistavad 95% usaldusintervalli. Statistikud on
kirjas pohiteksti tabelis 4.
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