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I ja II tiiiipi interferoonide roll siisteemse eriitematoosse luupuse patogeneesis

I ja II tiiiipi interferoonid (IFN) osalevad siisteemse eriitematoosse luupuse (SLE) patogeneesis
ning korvalekalded nendes radades vdivad panustada erinevate kliiniliste simptomite tekkeks.
Antud t606 eesmérgiks oli vOrrelda I ja II tiitipi IFN skoore SLE patsientide ja tervete kontrollide
vahel ning IFN skooride seoseid IFN-a, IFN-f ja IFN-y kontsentratsioonidega vereseerumis,
kliiniliste simptomitega ja haiguse aktiivsusega. Uuritavate geenide ekspressiooni leidmiseks
kasutati reaalaja kvantitatiivset PCR-1 meetodit (QPCR) ning uuriti 16 IFN raja alla kuuluvat
geeni. T60 raames analiitisiti kokku 121 patsiendi ja 43 kontrollisiku proove ning leiti, et SLE
patsientide I tiitipi IFN skoorid on oluliselt kdrgemad tervete kontrollide skooridest. I ja II tiitipi
IFN skoorid korreleerusid vastavalt IFN-a ja IFN-y kontsentratsioonidega. Toetudes kéesoleva
t00 tulemustele, voivad I ja II tiitipi IFN skoorid peegeldada haiguse aktiivsust, kuid nende raja

alla kuuluvate geenide moju kliinilistele stimptomitele vajab tdiendavat uurimist.

Mirksonad: I tiitipi interferoonid, II tiitipi interferoonid, SLE

CERCS: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia
The role of type I and II interferons in the pathogenesis of systemic lupus erythematosus

The role of type I and II interferons (IFN) has been described in the pathogenesis of systemic
lupus erythematosus (SLE) and impairments in these pathways can be involved in the
development of various clinical symptoms. The aim of this work was to compare type I and II
IFN scores between SLE patients and healthy controls and to correlate IFN scores with IFN-a,
IFN-B and IFN-y concentrations in the serum, clinical symptoms and disease activity. The
quantitative real-time PCR (qPCR) method was used to analyze the expression of 16 IFN-
stimulated genes. A total of 124 patients' and 43 controls' samples were studied, and we found
that type I IFN scores of SLE patients are significantly higher compared with healthy controls.
Also, type I and II IFN scores correlated with IFN-o and IFN-y concentrations, respectively.
Based on the results of the present work, type I and II IFN scores may reflect disease activity,
but the impact of these interferon-stimulated genes on clinical symptoms needs further

investigation.
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SISSEJUHATUS

Tsiitokiinide perekonda kuuluvate I ja II tiilipi interferoonide keskset rolli on kirjeldatud
mitmete autoimmuunhaiguste, nagu reumatoidartriidi (RA), Sjégreni silindroomi (SjS),
siisteemse skleroosi ja siisteemse eriitematoosse luupuse patogeneesis. SLE on heterogeenne
autoimmuunhaigus, mida iseloomustab viga varieeruv kliiniline pilt. SLE patsientidel on
suurenenud IFN-ide produktsioon ja kontsentratsioon nii geeniekspressiooni kui vereseerumi
tasemel, mille tekkepdhjuseid on erinevaid. Interferooni stimuleeritud geenide (ISG)
iileméddrane ekspressioon voib viia kliiniliste simptomite siivenemiseni ja erinevate organite

intensiivsema haaratuseni.

Kiesoleva bakalaureusetdd eesmargiks oli uurida I ja II tiiiipi interferoonide stimuleeritud
geenide ekspressiooni SLE patsientide tdisverest ja vorrelda seelébi I ja II tiilipi interferoonide
skoore patsientidel ja kontrollidel. Lisaks vorreldi I ja II tiitipi IFN skoore IFN-a, IFN-f3 ja IFN-
v kontsentratsiooriga vereseerumis. Samuti oli eesmérgiks vélja selgitada, kumb IFN skoor

mdjutab rohkem kliiniliste simptomite teket ning SLE haiguse aktiivsust.

Kiesolev bakalaureusetdd on kirjutatud Tartu Ulikooli geenitehnoloogia dppekava raames.
Uurimistéd katsed viidi 1ibi Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas Bio- ja
siirdemeditsiini instituudis molekulaarpatoloogia uurimisgrupis. Antud t66 valmis koostdos
Ida-Tallinna Keskhaigla reumatoloogiakeskusega, kust saadi SLE patsientide ja kontrollgrupi
taisvered ja kliinilised andmed. IFN-a kontsentratsiooni miéramine seerumist teostati koostoos
Pasteuri Instituudiga, IFN-B ja IFN-y seerumi kontsentratsioonide mdiramine teostati antud

teenust pakkuvate ettevdtete poolt.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Interferoonid

Inimese immuunsiisteemi moodustab keeruline vorgustik, mis jaguneb kaheks - kaasasiindinud
ehk loomulik ja omandatud ehk adaptiivne immuunsus (Uibo ef al., 2015). Immuunsiisteem
kaitseb organismi patogeenide eest ning kokkupuutel infektsioonitekitajaga hakatakse
ekspresseerima interferoone, mis omavad votmerolli patogeenide vastu kaasasiindinud
immuunsuses (Tough, 2004). Interferoone toodavad sellised kaasasiindinud immuunrakud
nagu makrofaagid, leukotsiilidid, fibroblastid, liimfotsiilidid, dendriitrakud, osteoblastid ning
endoteelirakud, mis kokkupuutel patogeeniga kéivitavad immuunreaktsiooni ning seeldbi

takistavad organismis viiruse edasist levimist (Uibo et al., 2015).

Interferoonid on valgud, mis kuuluvad tsiitokiinide perekonda. Neil on oluline roll
viirusevastastes mehhanismides ning lahutamatu osa immuunvastuste reguleerimisel (Kline &
Kitagaki, 2006). Interferoonid tunnevad dra ja seonduvad spetsiifilistele rakkudel olevatele
retseptoritele, mis tekitavad edasisi biokeemilisi reaktsioone, mille eesméirgiks on jouda

viirusevastaste ning immuunsust moduleerivate geenide ekspressioonini (Taylor, 2014).

Interferoonidel on vdime piirata viiruse replikatsiooni, seega on neil oluline roll infektsioonist
pOhjustatud  kahjustuste minimeerimisel ning immunopatogeensete mehhanismide
summutamisel (Lee & Ashkar, 2018). Interferoone indutseerivad lisaks viirustele ka néiteks
dsRNA, siinteetiline dsSRNA ning ka osad bakteriliigid, endotoksiinid ja ka moningad teised
tsiitokiinid (Taylor, 2014). IFN-ide kasulikkust hinnatakse erinevate haiguste vastases ravis,
nagu poliiskleroos, melanoom B, C hepatiit ja samuti moningad véhkhaigused, mille vastu

kasutatakse IFN teraapiat (Schneider ef al., 2014).



1.2. Interferoonide jaotus

IFN-ide jaotamisel ldhtutakse jdrjestuse = homoloogiast, retseptorite  kasutusest,
funktsionaalsusest ja bioloogilisest aktiivsusest, mille alusel on need jaotatud kolmeks tiilibiks:
I, II ning III tliiipi interferoonideks (vt Tabel 1) (Lazear ef al., 2019). I tiitipi IFN-d, IFN-a ja
IFN-B, kasutavad seondumiseks sama retseptorit, mis on erinev nii IFN-y kui ka IFNA
seondumisretseptoritest (Taylor, 2014). IFN-de erinevate tiilipide ja nende alatiiiipide
signaalimiste tulemused on varieeruvad nii interferooni stimuleeritud geenide profiilide,
induktsioonikineetika, viirusevastases ja immunomodulaarsetes mehhanismides (Schneider et

al., 2014).

Tabel 1. Interferoonide alatiiiibid, klassid, retseptorid ning peamised tootvad rakud.

Tiiiip Klassid Retseptorid Peamised tootvad rakud
Tiitip 1 IFN-a, IFN-B, IFNARI, IFNAR2 (IFN- Makrofaagid,
IFN-¢, IFN-x, oR1/IFN-aR2) plasmatsiitoidsed
IFN-0, IFN-9, dendriitrakud (pDC),
IFN-C, IFN-t monotstitidid
Ttitip 11
IFN-y IFNGR1, IFNGR2 (IFN- Makrofaagid, dendriitrakud,
yYR1/IFN-yR2) naturaalsed tapjarakud (NK),
T-rakud
Ttiip [T IFNAL, IFNA2, IL-10Rp jaIFN-AR1 Epiteelirakud, makrofaagid,
IFNA3 ja I[FN24 aju-verebarjaari
endoteelirakud




1.2.1. I tiiiipi interferoonid

I tiitipi interferoonid indutseerivad immuunvastust nakatunud rakkude kaudu, mille eesmérgiks
on viiruse replikatsiooni mahasurumine. I tiitipi IFN-e hakatakse tootma infektsiooni varajases
staadiumis (Lee & Ashkar, 2018; Sim et al., 2022). I tiilipi IFN-d jagunevad kaheksasse klassi:
IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-k ja IFN-o, IFN-3, IFN-{ ja IFN-t (Lee & Ashkar, 2018), kus
IFN-0 omakorda jaguneb 13 subtiiiibiks (Pestka er al., 2004). Igal subtiilibil on erinev
aminohappejdrjestus, spetsiifiline aktiivsus ning viirusevastane spekter (Rubinstein, 1987).
I tiitipi IFN on vdimelised tootma pea kdik kehas leiduvad rakud, kuid viirusinfektsiooni ajal
on peamisteks produtseerijateks plasmatsiitoidsed dendriitrakud (pDC) (Uibo et al., 2015).
IFN-B toodavad peamiselt fibroblastid ja epiteelirakud vastuseks viirustele ja dsRNA-le
(Taylor, 2014).

I tiitipi interferoonide tootmist indutseerivad viirused, bakterid vdi mikroobsed nukleiinhapped,
kui nende molekulaarseid ligande, nagu lipopoliisahhariide (Gauthier et al., 2022), tunnevad
dra tsiitosoolis vOi endosoomis paiknevad mustrituvastusretseptorid (pattern recognition
receptors, PRR). Tulenevalt nende asukohast jaotatakse PRR-id tollilaadseteks retseptoriteks
(toll-like receptors, TLR), retioniinhapet indutseeriva geeni | (retionic acid inducible gene 1,
RIG-I) sarnasteks retseptoriteks ning nukleotiidide oligomerisatsioonidomeeni sarnasteks

retseptoriteks (nucleotide oligomerization domain receptor, NLR) (Barrat et al., 2016).

I tiilipi interferoonid seonduvad I tiilipi interferooni heterodimeersele IFNAR retseptorile
(Platanias, 2005), mis koosneb kahest transmembraansest valgust - madalama afiinsusega
IFNARI1-st ning kdrge afiinsusega IFNAR2-st, mis on IFN-de peamiseks seondumiskohaks.
IFNAR1 ja IFNAR2 subithikud on vajalikud 1 tiitipi IFN-de bioloogiliste efektide
vahendamiseks (Sim et al., 2022). I tiilipi IFN-ide IFNAR ekspresseerub koikides tuumaga
rakkudes ja seetdttu esineb viiruse replikatsiooni peatamist vdga paljudes rakutiitipides (Wells
& Coyne, 2018). Lisaks nimetatud transmembraansetele valkudele on retseptoriga seotud veel
kaks tsiitoplasmaatilist kinaasi - tiirosiini kinaas Il (7yrosine proteiin kinase 2, TYK2) ning
Janus kinaas I (Janus Kinase 1, JAK1). IFN-i seondumisel retseptoriga toimub JAK1 ja TYK2
aktiveerimine, mille tulemusel fosforiileeritakse IFN retseptorid ja STAT (STAT]1 ja STAT?2)
valgud (Steen & Gamero, 2013). Fosforiiiilimine podhjustab signaali muundur ja
transkriptsiooni aktivaatorvalkude (signal transducer and activator transcription protein,
STAT) dimeriseerumist (Taylor, 2014) ning translokatsiooni tuumas (Lin et al., 1998), kus
STAT valgud toimivad kui ISG-de ekspressiooni juhtivad transkriptsiooniaktivaatorid
(Schneider et al., 2014). STAT]1 ja STAT?2 iihinevad I tiiiipi IFN-ide signaalirajas interferooni
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vastuse faktor 9-ga (interferon response factor 9, IRF9), millega koos moodustub interferooni
stimuleeritud geenifaktori 3 (interferon stimulated gene factor 3, ISGF3) kompleks. ISGF3
kompleks liigub rakutuuma, kus ta seondub IFN reguleeritud geenide promootorites
interferooni stimuleeritud vastuse elementidega (interferon stimulated response element, ISRE)
(Platanias, 2005), mille eesmérgiks on indutseerida ISG-de ekspressiooni (Taylor, 2014) (vt

Joonis 1).

1.2.2. II tiitipi interferoonid

I tiitipi interferoonide alla kuulub IFN-y, mida toodavad infektsiooni ajal erinevad
immuunrakud nagu NK rakud, T-liimfotsiiiidid, makrofaagid ja dendriitrakud. IFN-y
sekretsiooni stimuleerivad ja kontrollivad dendriitrakkude ja makrofaagide poolt toodetud IL-
12 ja IL-18 tsiitokiinid, I tiiiipi IFN-d ja mitmed kasvufaktorid (Go\lab et al., 2000). II tiilipi
interferoonidel on sarnaselt I tiiiipi IFN-idega viirusevastane toime, samas on leitud, et IFN-y
kohalolu suurendab reaktiivsete hapnikuithendite ja reaktiivsete ldmmastiku vaheiihendite
tootmist (Schroder ef al, 2004) ning neil on oluline roll loomuliku ja omandatud
immuunvastuse aktiveerimisel (Lee & Ashkar, 2018). IFN-y aktiivsus reguleerib immuunsust
mitmesuguste patogeenide vastu, nagu nditeks klamiitidiainfektsioonid (Rothfuchs ez al., 2004),
tuberkuloos, listerioos ja salmonelloos (Berns et al., 2022; Gordon et al., 2005). Samuti on
leitud, et IFN-y aktiivsusel on ka vidhirakkudele havitav toime (Kak et al., 2018). IFN-y seondub
rakumembraanil olevate homodimeersete IFN-yR retseptoritega, misjérel aktiveeritakse JAK
kinaasid 1 ja 2, mis osalevad STAT]1 valkude fosforiileerimisel. STAT1 homodimeriseerub
ning seondub indutseeritavatest geenidest iilesvoolu asuvate spetsiifilise DNA jérjestusega,
mida nimetatakse gamma aktiveeritud jarjestuseks (gamma activated sequence, GAS) (Sanda
et al., 2006), mis seejérel interakteeruvad interferooni regulatoorse faktoriga 1 (interferon
regulatory factor 1, IRFI), mille sihiks on stimuleerida II tiitipi IFN-de transkriptsioon (vt
Joonis 1) (Blanco et al., 2000). Nakatumata rakkudes interferoone ei ole ning seetdttu on ka

geen represseeritud (Taylor, 2014).

1.2.3. I1I tiiiipi interferoonid

III tiitipi interferoonid on IFNAL (IL-29), IFNA2 (IL-28A), IFNA3 (IL-28B) ja IFNA4. 111 tiitipi
IFN-de signaalililekanne on sarnane I ja II tiilipi [FN-ide omale - nad kontrollivad viiruse
replikatsiooni ning lisaks erinevate epiteelibarjddride, nagu aju-verebarjdiri, soole- ja

kopsuepiteeli ning maksa infektsioone (Manivasagam & Klein, 2021). IFNA toodavad
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peamiselt epiteelirakud, aju-verebarjddri endoteelirakud (Lazear et al., 2015) ning sarnaselt I ja
II tiitipi interferoonidele ka makrofaagid ning DC-d. IFNA kasutab rakupinnaga seondumiseks
I ja II tiilipi interferoonidest erinevat retseptori kompleksi, milleks on madala afiinsusega
IFNLRI/IL10RP, mis ekspresseeruvad epiteelirakkudel, hepatotsiiiitidel ning ka osadel
immuunrakkudel (vt Joonis 1) (Andreakos et al., 2019). III tiiiipi IFN-de retseptorkompleksi
poolt vahendatud viiruste immuunvastused on spetsiifilised barjdéripindadel paljunevate
viiruste suhtes (Sommereyns ef al., 2008) ning IFNA kasutamine arvatakse olevat otstarbekas
terapeutilistel eesmirkidel - viiruste ja véhivastases ravis juhul, kui on tekkinud teiste
interferoonide vastane resistentsus (Taylor, 2014). III tiitipi [FN-del on kdrgem koespetsiifilisus
ning madalam tdendosus korvalmdjude tekkimises, mis voivad I tiilipi [FN-dega vorreldes

sagedamini esineda (Manivasagam & Klein, 2021).

I tiidipi IFN 11l tiiiipi IFN I tiitipi IFN

IFN-a IFN-y
IFN-B IFN IFN-A

IFN-¢ IFN-w

)
' '
STAT1) (STAT2
‘ | Esnmgp < 1
" (sarze
(stati)p
l (stam)p)
STAT1) p
STAT2 p

Joonis 1. I, IT ja III tiiiipi interferoonide signaalirajad.' Joonisel on vilja toodud I, 1T ja ITI
tiitipi IFN-de signaalirajad. Infektsiooni tagajérjel indutseeritakse IFN-ide produktsioon, mis
seonduvad rakumembraanil olevatele spetsiifilistele retseptoritele. IFN-de seondumise
tagajirjel aktiveeruvad retseptorite tslitosoolses osas olevad JAK 1 ja 2 ning TYK2, mille

aktivatsioon tagab STAT1 ja STAT2 fosforiileerimise. STAT valkude kompleks koos

! https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352396421004357
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transkriptsioonifaktoritega seondub spetsiifilisele promootorjérjestusele ning indutseerib ISG-

de ekspressiooni.

1.3. Interferoonide indutseeritud geenid

IFN signaalimine toimub mérkimisvéirse kiirusega, sest vajalikud komponendid on algselt juba
olemas ning uute valkude siinteesimine ei ole vajalik (Larner et al., 1984, Larner et al., 1986).
Nakatunud raku poolt vastsiinteesitud IFN molekulid seonduvad rakupinnal olevatele
retseptoritele, mis kéivitavad 1dbi rakumembraani (Schneider et al., 2014) JAK-STAT raja
kaudu signaalide kaskaadi (Stark & Darnell, 2012). Nii I kui ka II tiiiipi interferoonid
indutseerivad mitmeid tsiitokiine (Taylor, 2014), mis omakorda indutseerivad mitmete ISG-de
transkriptsiooni (Schoggins, 2014). IFN signaalirajas osalevad JAK2, STAT]1 ja STAT2 ning
IRF9 kuuluvad ISG-de hulka ning osalevad IFN vastuse t60s (Schneider et al., 2014).

ISG-de sihtmérgiks on patogeeni elutsiikliks vajalike radade ja funktsioonide tabamine ning
viirusevastaste molekulide kodeerimine (Schoggins, 2014), mislédbi on ISG-del oluline roll
viiruslike, bakteriaalsete ja parasiitsete infektsioonide kontrollimises ja reguleerimises
(Schneider et al., 2014) (vt Joonis 2). Samaaegselt aktiveerivad ISG-d erinevaid
immuunrakkude tiiiipe (Liu ez al., 2012) ning moned ISG-d vastutavad raku apoptoosini viimise
eest (Schneider ef al., 2014). Paljud IFN-stimuleeritud geenidest on head IFN aktiivsuse
markerid, ent nende viirusele reageerimise reguleerimist vdib olla keeruline eristada

(Schoggins, 2019).

Mitmed hiljutised uuringud on avastanud, et IFN-id reguleerivad ligikaudu 10% inimese
geenidest (Schoggins, 2019). Seni kirjeldatud ISG-dest moduleerivad niiteks 2°,5°-
oligoadeniilaadi siintetaas/RNaasL (2,5 -oligoadenylate synthetase RNase L, OAS/RNase L)
jaADARI nukleiinhappe terviklikkust, /FITM3 moduleerib viiruse sisenemist ning moned ISG-
d suunavad valkude translatsiooni. Kuna ISG-d kontrollivad viiruste replikatsiooni ja levikut,
siis ISG-de puuduliku ekspressiooni korral on ka IFN vastus defektne ning inimene on seetdttu

viirushaigustele palju vastuvotlikum (Sancho-Shimizu ef al., 2011).

1.3.1. MXI ja MX2

Tuntumate ISG-de hulka kuulub viirusevastane miiksoviiruse resistentsuse geen MX/ (teise
nimega MXA). MX1 on GTPaas, mis pérsib ribonukleiinide transporti ning inhibeerib viiruste

replikatsiooni (Krug et al., 1985). MXI on indutseeritud peamiselt I ja III tiitipi IFN-ide poolt
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(Verhelst et al., 2012) ning eelkdige on MX! seotud influenza A ja B hepatiidi viirusliku DNA
ja RNA inhibeerimisega ning influenza A resistentsusega (Horisberger ef al., 1983). Rohkelt
uuritud MX7 ISG-ga on tihedalt seotud MX2 (teise nimega MXB) geen, mida indutseerivad I
tiitipi IFN-id (Kane et al., 2013). MX2 pidurdab esimest tiilipi inimese immuunpuudulikkuse
retroviiruse replikatsiooni (Gelinas et al., 2018). Samuti on kirjeldatud MX2 inhibeerivat

funktsiooni herpesviiruste ja B-hepatiidi puhul (Wang et al., 2020).

1.3.2. PKR ja OAS/RNaas L siisteem

PKR ehk dsRNA aktiveeritud proteiinkinaas osaleb kaasasiindinud immuunsuses ning
blokeerib viirusliku pédritoluga mRNA translatsiooni (Cole, 2007), fosforiiiilides
valgusiinteesini viivaid faktoreid (Mertowska ef al., 2023). Samuti osaleb PKR rakkude
apoptoosis ja poletikuliste protsesside regulatsioonil (Kang & Tang, 2012). OAS/RNaas L
siisteem on iiks varasemaid avastatud IFN signaaliradasid, kus IFN aktiivsus mdjutab rakus
RNaasi aktiivsust. IFN indutseerib OAS/RNaas L sigraalirajas OAS-i ekspressiooni, mis
omakorda siinteesib viirusliku infektsiooni korral RNaas L aktivatsiooni ja dimerisatsiooni
jaoks vajalikke oligoadeniilaatide komponente, et degradeerida viirusliku paritoluga genoome

(Drappier & Michiels, 2015; Schoggins, 2019; Swiatek et al., 2014).

1.3.3. IFIT, IFITM ja ISG15

Teadlastele on suurt teadushuvi pakkunud IFIT ja IFITM perekonda kuuluvad I tiitipi ISG-d.
IFIT perekonda kuuluvad ISG-d (IFIT1, IFIT2, IFIT3 ja IFITS5) tunnevad dra viirusliku
péritoluga RNA, millel on 2’- O metiilatsioonis puudujidgid voi mis sisaldavad 5’-trifosfaate,
mille kaudu on neil translatsiooni inhibeeriv toime (Schoggins, 2014). [FIT2 uuringud hiirtel
on ndidanud, et geenil on oluline roll neurotroopsete viiruste replikatsiooni kontrollimisel
(Schoggins, 2014). IFITM perekonda kuuluvatel geenidel on samuti viirusevastased omadused,

kuid lisaks osalevad selle perekonna geenid nakkuslike virionide tootmise ning nakkuvuse

inhibeerimisel (Zhao et al., 2019).

ISG15 omab 1 tiitipi IFN poolt indutseeritud geenides keskset rolli, olles {liks kdige kiiremini
indutseeritav ISG (Der et al., 1998; Korant et al., 1984; Perng & Lenschow, 2018). ISG15-1 on
viirusele otsene inhibeeriv mdju ning samuti on geenil immuunsust moduleeriv funktsioon

(Perng & Lenschow, 2018).
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1.3.4. RSAD2ja IFI44L

RSAD?2 geen on I tiitipi IFN indutseeritud geen, mis kodeerib valku nimega viperin, mis osaleb
inimese tslitomegaloviiruse, influenza A ja Sindbise viiruse molekulaarsete protsesside
kontrollimises (Schoggins, 2014). Varasemad uuringud on leidnud, et RS4D2-1 on oluline roll
kaasasiindinud immuunsuses, mis inhibeerib viiruse replikatsiooni ning mdjutab
dendriitrakkude kiipsemist (Jang et al., 2018; Rivera-Serrano et al., 2020). RSAD?2 kdorget
ekspressiooni on tdheldatud mdnedes immuunhaigustes, nditeks SjS ja SLE patogeneesis, kuid
SLE puhul on selle geeni tdpsemad funktsioonid dhmased (Zhu et al., 2021). 1 tiilipi IFN
indutseeritud geenide hulgas on huviorbiiti kerkinud ka [FI44L. IFI44L on samuti
viirusevastase toimega ja omab rolli kaasasiindinud immuunsuses. Hiljuti avastatud [FI44L
interferooni indutseeritud geeni iileekspressiooni on tdheldatud mitmetes autoimmuunhaigustes

(Luo et al., 2022).

1.3.5. CIlITA ja CXCL10

CIITA ja CXCLIO on II tiiipi IFN raja alla kuuluvad geenid. CIITA vahendab valkude
valmimist, mis kontrollivad II klassi koesobivusantigeeni kompleksi geenide transkriptsiooni.
CIITA geenil on oluline roll spetsialiseerunud immuunvalkude produktsioonil. Need valgud on
leitavad mitmete immuunrakkude pinnalt, nagu niiteks valged vererakud. CIITA produtseeritud
immuunvalgud osalevad aktiivselt immuunsiisteemi t66s ning immuunvalkude muteerunud
variandid vdivad pohjustada CIITA valgu produktsiooni hdiringuid, mis vdivad viia teatud
haigusteni (Chang et al., 1994). CXCL10 geen kuulub kemokiinide perekonda, mis mangib rolli
raku apoptoosi indutseerimisel ning raku kasvu reguleerimisel. CXCL0 geeni on seostatud
mitmete haigustega, nagu immuunsiisteemi diisfunktsiooni, kroonilise pdletiku ja kasvajate
arenguga. Seetdttu voib CXCLI10 geen olla mitmesuguste haiguste indikaatoriks (Kanda et al.,

2007; Lee et al., 2009; Mee et al., 2007).
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Joonis 2. Interferoonide mehhanismid. Joonisel on vélja toodud peamised IFN-a, [FN-f ja

IFN-y funktsioonid. 2

1.3.6. ISG skooride kasutamine

ISG skoore kasutatakse siisteemsete autoimmuunsete reumaatiliste haiguste IFN vahendatud

geeniekspressioonide hindamiseks (El-Sherbiny et al., 2018). I tiilipi IFN-de kontsentratsiooni

midramine vereseerumist on olnud vdhe usaldusvddrne ning seetdttu moddetakse IFN

aktiivsust voi ravivastust (Pascual ef al., 2009) ISG-de skoori kaudu (Feng et al., 2006). ISG

skooride arvutamise viise on erinevaid, kuid tiitipiliselt arvutatakse skoor liites kokku uuritud

geenide suhtelised ekspressioonitasemed (Rao et al., 2013). ISG skoorid on potentsiaalsed

biomarkerid erinevate haiguste aktiivsuse ennustamisel ja kliiniliste siimptomite esinemise

puhul (Weiden et al., 2023).

2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10298684/
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1.4. Interferoonide roll autoimmuunhaiguste patogeneesis

Paljud uuringud viitavad, et kdigil kolmel IFN tiilibil on erinev roll autoimmuunhaiguste
arengus (Choubey & Moudgil, 2011), kuid neist enim on teada I tiilipi interferoonide rollist
mitmete autoimmuunsete ja pdletikuliste haiguste patogeneesis. I tiilipi IFN siisteem on
mitmetes autoimmuunhaigustes diisreguleeritud (Fernandez-Ruiz & Niewold, 2022). Sellised
komplekssed haigused on siisteemsed autoimmuunhaigused, nagu siisteemne hulgiskleroos,

RA ja SLE (JC, 2010; Tsokos&Kammer, 2000).

Autoimmuunhaiguste korral riindab inimese immuunsiisteem tema enda terveid rakke voi
kudesid ning havitatavate kudede arvu jirgi jagatakse autoimmuunhaigused kaheks - haigused,
kus on sihtmirgiks iiks kindel organ (I tiilipi diabeet, sihtorganiks pankreas) vdi mitmed
organid, nagu SLE puhul (Choubey & Moudgil, 2011). Peamiseks IFN diisregulatsiooni
pohjustajaks on geneetiline variatsioon, samuti on IFN-a suurenenud produktsioon seotud
TLR-ide ja teiste tsilitosoolsete nukleiinhapete sensorite aktivatsiooniga, mis tekivad defektidest
apoptoosiga seotud radades vdi DNA-d sisaldavate neutrofiilide rakuvéliste 10ksude
(neutrophil extracellular traps, NETs) vabanemise tagajérjel (Baccala et al., 2007, 2007;
Blasius & Beutler, 2010; Bouts et al., 2012; Crowl et al., 2017; Yu & Liu, 2021). Samuti on
leitud, et IFN-a kdrgem kontsentratsioon suurendab aktiveeritud T-rakkude vastust, vGimendab
autoantigeenide esitamist antigeene esitlevate rakkude poolt ning suurendavad autoantikehade
tootmist (Baccala et al., 2007; Marshak-Rothstein, 2006). Plasmatsiitoidsete dendriitrakkude,
mis on peamised I tiiiipi IFN tootjad autoimmuunhaigustes (Reizis, 2019), akumuleerumine ja
liigne I tiiiipi IFN produktsioon vdivad aktiveerida ka TLR-st sdltuvate ja mittesdltuvate radade

kaudu endogeenseid nukleiinhappeid (Baccala et al., 2007).

1.5. Siisteemne eriitematoosne luupus

SLE on heterogeenne autoimmuunhaigus, mille korral inimese immuunsiisteem riindab
organismi enda kudesid. Haaratud organite osalus on varieeruv - SLE v3ib mojuda nii nahale,
liigestele, neerudele kui ka kesknirvisiisteemile (Fischer-Betz et al., 2005) ning haiguse
tahelepanuta jitmine v3ib pdhjustada piisivaid organikahjustusi (Hiraki ef al., 2008). Umbes
15% diagnoositutest on haigus avastatud lapsepdlves (Hiraki et al., 2008) ning enamasti esineb
SLE sagedamini naistel kui meestel (Petri, 2002). Soolised erinevused ja patoloogia areng

voivad olla tingitud hormonaalsetest erinevustest (Elkon & Stone, 2011).
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SLE patogenees on keeruline geneetilise eelsoodumuse, keskkonna, hormonaalsete ja
immunoloogiliste tegurite kompleks (Tsokos ef al., 2016). Paljud keskkonnafaktorid on seotud
SLE patogeneesiga, nagu nditeks ultraviolettkiirgus, narkootikumid, toidulisandid,
suitsetamine, infektsioonid, keemilised {ihendid (nditeks merkuur) ja ka fiisioloogiline stress
(Blomberg et al., 1994; Burger et al., 1997; Cooper & Parks, 2004; Crowe et al., 2017; Ede et
al., 2009; Petri & Allbritton, 1992; Roberts et al., 2017; Song et al., 2018; Spelman et al.,
2006).

SLE diagnostikas on oluline roll biomarkeritel. Peamiseks SLE biomarkeriks on seerumis
leiduvad anti-dsDNA, antinukleosoomsed, tuumavastased antikehad, RNA ning fosfolipiidide
vastased autoantikehad, samuti ka RNA ja DNA seonduvate valkude vastased autoantikehad
ning voib esineda madal C3 ja C4 komplementide sisaldus veres (Em, 1982; Hochberg, 1997,
Ramsey-Goldman et al., 2017; Yu et al., 2021). SLE tekkemehhanismide tuvastamiseks on
teostatud ka iilegenoomseid uuringuid (Genome Wide Associaton Studies). Mitmeid geene
seostatakse luupuse eelsoodumusega, milleks on enamasti immuunkomponente kodeerivad

geenid (Generali ef al., 2017; Ghodke-Puranik & Niewold, 2015).

1.5.1. SLE siimptomid ja ravi

SLE patsientide stimptomid vdivad olla viga varieeruvad kergematest raskemateni. Siimptomid
voivad olla nii méoduvad kui ka pikaajalisemad ning aja jooksul v3ib tekkida uusi siimptomeid.
SLE voib mdjutada nii tiht kui ka mitut keha- ja organipiirkonda ning haigus mdjutab peamiselt
nahka, liigeseid, siidant, kopse, neere ning aju, pohjustades neis kudede kahjustust ning
poletikulist reaktsiooni (vt Joonis 3). Kui sihtmirkorganiks on nahk, siis esineb tihti
liblikakujuline punetus nidol, punased laigud ning suu ja nina limaskesta haavandid.
Neeruhaaratuse korral on peamiseks siimptomiks hematuuria ja proteinuuria. Tekkinud pdletik
vOib viia neerupuudulikkuseni ja méiluprobleemideni, iihtlasi ka siidameveresoonkonna
hidireteni. SLE levinumate stimptomite hulka kuuluvad palavik, juuste véljalangemine,
alakdhuvalud, peavalud, paistetused peamiselt nina ja suuiimbruskonnas ja mitmed muud

siimptomid (Cojocaru et al., 2011).

SLE slimptomite mahasurumiseks kasutatakse immunosupressiivseid ja bioloogilisi ravimeid.
Bioloogiliste SLE ravimite hulka kuuluvad Belimumab ja Anifrolumab (Katarzyna et al.,
2023). Belimumab on monoklonaalne antikeha, mille eesmirgiks on inhibeerida B-rakke
aktiveerivat faktorit, mis voib leevendada haiguse siimptomeid (Gross et al., 2000). Veelgi
uuem ldhenemine haiguse slimptomite stabiliseerimiseks on Anifromulabi ravimi

kasutuselevott. Anifromulab toimib kui antagonist, mis inhibeerib I tiiiipi IFN-de aktiivsust,
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seondudes I tiilipi IFN retseptorile (Riggs et al., 2018). Rituximab kuulub samuti
autoimmuunhaiguste bioloogiliste ravimite hulka, kuid {ldjuhul manustatakse seda

patsientidele, kellel muu ravim ei ole seisundit paremaks muutnud (England, 2023).

Siisteemne eriitematoosne luupus

Psiihholoogiline:

Siisteemne: VEsimus
Palavik Isutus
Valgustundlikkus
Peavalud
Juuste viljalangemine
Suu ja nina: PNahII((:
haavandid unakas
liblikakujuline

166ve
Lihased ja liigesed:
Valud
Artriit
Liigeste
paistetamine

Kopsud:
Kopsuemboolia
Verejooks
Pleuriit
Pneumoniit

Siida:

Pdletik

Endokardiit Neerud:
Veri uriinis

Sérmed ja varbad:
vdhene
verevarustus

Joonis 3. Pohilised SLE siimptomid.> Joonisel on kujutatud peamised SLE patsientide
siimptomid, mis vdivad kulgeda kergematest raskemateni. SLE-d iseloomustab erinevate
organite ja kehapiirkondade haaratus, mille raskusaste vdib olla erinev. Peamised SLE

siimptomid on palavik, peavalu, visimus, valud ning liblikakujuline 166ve néopiirkonnas.

3 https://www.physio-pedia.com/Systemic_Lupus_Erythematosus
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1.5.2. I ja Il tiitipi interferoonid SLE patogeneesis

SLE-d iseloomustab suurenenud IFN-ide kontsentratsioon patsiendi vereseerumis. SLE
patsientide geeniekspressiooni uuringud on ndidanud I tiilipi IFN-ide, peamiselt IFN-a,
reguleeritud geenide suurenenud ekspressiooni, mida nimetatakse I tiitipi IFN signatuuriks
(Chiche et al., 2013). IFN signatuuri uuritakse perifeersetest voi tdisvere leukotsiiiitidest ning
uuringud on nédidanud, et mitmeid ISG-sid indutseerivad nii I, II kui ka III tiitipi IFN-id, ent
tulemused on olnud varieeruvad. Ebaméérased tulemused on raskendanud erinevat tiitipi IFN-

ide osatéhtsuse kindlaks tegemist SLE IFN signatuuris (R6nnblom & Leonard, 2019).

I tiitipi IFN liigset produktsiooni SLE patogeneesis voivad ajendada mitmed tegurid. I tiilipi
IFN-ide suurenenud tootmine voib esineda liigse pDC stimulatsiooni tdttu, mis tekib, kui
neutrofiili ekstratsellulaarseid 10kse ei degradeerita ekstratsellulaarse DNaas I defektide tottu,
mis v0ib omakorda pdhjustada kudede homdostaasis héireid, autoantigeenide produktsiooni
ning pdletiku teket (Hakkim et al., 2010). Hakkim et al., (2010) leidsid uuringus retrospektiivse
korrelatsioonianaliiiisi tulemusena, et patsiendid, kellel esines defektne NETs-ide
degradeerimine, arenes sagedamini védlja luupusnefriit, kui neil, kelle NETs-ide
degradeerimisvdime oli normis. Nahaloobe puhul on tédheldatud IFN-A1 ja IFNk suurenenud
ekspressiooni (Sarkar et al., 2018; Zahn et al., 2011). II tiitipi IFN-i aktiivsust seostatakse Th1
rakkude diferentseerumise ning kiipsemisega ning samuti ka T-rakkude Th2-ks
diferentseerumise parssimisega, mis pohjustab Thl ja Th2 tasakaalutust (Liu & Wang, 2022;
M. H. Sarkar et al., 2021).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmiirgid

Hiipotees: I ja II tiiiipi IFN-ide skoor ennustab korgemat IFN-a,  ja v kontsentratsiooni SLE

patsientide vereseerumis ning korgem IFN skoor korreleerub raskema kliinilise kuluga.

Kéesoleva uurimist6o eesmirgid:
1) Kirjeldada I ja II tiiiipi interferoonide stimuleeritud geenide ekspressiooni siisteemse
eriitematoosse luupusega patsientide vererakkudes.
2) Vorrelda I ja II tiiiipi interferoonide skoore patsientidel ja kontrollidel.
3) Vorrelda IFN skoore IFN-a, B ja vy kontsentratsioonidega.
4) Vorrelda IFN skoore kliiniliste stimptomitega.

5) Seostada IFN skoore haigusaktiivsusega.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Uuritud materjal

Kéesoleva uurimuse raames uuriti 71 SLE patsiendi esimese ajapunkti, 50 teise ajapunkti
(ligikaudu kuus kuud peale esimest vereproovi) ning 43 kontrolli RNA stabilisaatoriga segatud
taisverest eraldatud RNA-d. Patsientide ja kontrollide iseloomustavad andmed on vélja toodud
Tabelis 2. Patsientide proovid pirinesid Ida-Tallinna Keskhaigla reumatoloogiakeskusest.
Kontrollgruppi kaasati isikuid nii Ida-Tallinna Keskhaigla patsientide kui Bio- ja
siirdemeditsiini instituudi toGtajate seast, kellel ei esine autoimmuunhaigusi. Uuring on 14bi
viidud kooskdlas Eetkikakomiteega (TAIEK otsus 564, TAIEK otsus 630) ning kdik uuritavad

allkirjastasid informeeritud ndusoleku.
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Tabel 2. Kliinilisse valimisse kaasatud patsientide ja kontrollide keskmine vanus, sugu,

IFN kontsentratsioonid ja keskmine SLEDALI viirtus ajapunktide jéirgi.

Patsiendid Kontrollid
Esimene ajapunkt Teine ajapunkt
n=71 n=50 n=43
Naised Mehed Naised Mehed Naised Mehed
(89%) (11%) (88%) (12%) (91%) (9%)
63 8 44 6 39 4
Rass Kaukaaslased
Vanus, mediaan 49 (41-58) 50 (42-59) 49,5 (42-58)
(IQR)
IFN-a 152,2 fg/ml (10,02-591,52) 117,1 fg/ml (29,05- 0,71 fg/ml (0,33 —
konsentratsioon*, 509,7) 2,58)
mediaan (IQR)
IFN-p 72,5 fg/ml (31-134) 101 fg/ml (53-162) 58,4 fg/ml (45,7 —
kontsentratsioon®, 91,7)
mediaan (IQR)
IFN-y 7,8 NPX (7,33-8,51) 8,28 NPX (7,57-8,92) 7,8 NPX (7,1 -8,6)
kontsentratsioon*,
mediaan (IQR)
Korge ja madala SLEDALI viirtusega gruppide jaotus
Andmed 71 patsiendi kohta Andmed 46 patsiendi kohta
Korge Madal Korge Madal
(>4) (0-4) (>4) (0-4)
28 (39%) 43 (61%) 13 (28%) 33 (72%)
Mediaan (IQR) 8 (6-11) 2 (0-4) 8 (6-8.5) 2(0-4)

* IFN-a, IFN-f ja [IFN-y kontsentratsioonid méérati teiste uurimisgrupi litkkmete poolt. IFN-
a kontsentratsioon médrati koostods Pasteuri Instituudiga, kasutades Simoa meetodit. [FN-
B kontsentratsioon méiérati kasutades S-Plex Human IFN-f kitti (Meso Scale Discovery
USA) ning IFN-y kontsentratsioon méérati kasutades Olink Target 96 Inflammation paneeli

(Olink Proteomics, Sweden).
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2.2.2. RNAisoleerimine tiisverest
2.2.2.1. Stabiliseeritud vere tootlemine enne puhastamist

Uuritavate tdisveri koguti Tempus™ Blood RNA tuubidesse (Thermo Fischer Scientific, Leedu)
ning RNA isoleerimiseks kasutati Tempus™ Spin RNA Isolation kitti (Thermo Fischer
Scientific, Leedu). Vere tootlemiseks lisati vereproovidele 3 mL PBS-i (/X Phosphate-Buffered
Saline, Ca*>/Mg*" vaba). Seejirel segati proove vortexil (Heidolph Reax Top, Saksamaa)
maksimum pooretel 30 sekundit. Proove tsentrifuugiti 4°C juures 3000 rcf 30 minutit
(Eppendorf Centrifuge 5810 R). Tekkinud supernatant eemaldati, tekkinud RNA sade jéi tuubi
pohja. Seejérel lasti proovil kuivada 1-2 minutit, pipeteeriti 400 uL RNA Purification

Resuspension lahust ja segati RNA sademe resuspendeerimiseks vortexil 10 sekundit .

2.2.2.2. RNA puhastustsiikli ldbiviimine

RNA puhastamiseks pipeteeriti 100 pL RNA Purification Wash lahust I filtri niisutamiseks
kolonnile. Resuspendeeritud proovid pipeteeriti kolonnile ja tsentrifuugiti 30 sekundit 16000

rcf juures. Seejirel eemaldati kolonn kogumistuubilt ning valati dra 1dbi jooksnud vedelik.

Jargnevalt pipeteeriti 500 uL RNA Purification Wash I lahust kolonnile ja tsentrifuugiti 30
sekundit 16000 rcf juures. Lébi jooksnud vedelik valati dra. Etappi korrati kaks korda. Seejarel
pipeteeriti 500 uL RNA Purification Wash II lahust kolonnile ja tsentrifuugiti 60 sekundit

16000 rcf juures, eemaldati 1dbi jooksnud vedelik.

DNaasi tootluseks kasutati RNAse-Free DNase Set kitti (Qiagen, Saksamaa). DNaas I voeti
iiles RDD puhvris vastavalt tootja protokollile. Kolonnile lisati 80 L. DNaas I ja inkubeeriti 15
minutit toatemperatuuril. Kolonnile pipeteeriti 500 uL RNA Purification Wash II lahust ja
tsentrifuugiti 30 sekundit 16000 rcf juures, eemaldati 14bi jooksnud vedelik ja korrati
tsentrifuugimist samadel tingimustel. Seejdrel teostati elueerimine, milleks pipeteeriti 100 pL
elueerimislahust (Nucleic Acid Purification Elution Solution) kolonnile ning inkubeeriti proovi
2 minutit 70 °C juures. Proove tsentrifuugiti 30 sekundit 16000 rcf juures. Seejdrel pipeteeriti
100 pL RNA eluaati tagasi kolonnile ning tsentrifuugiti 2 min 16000 rcf juures. 81 uL RNA
eluaati tosteti uude tuubi ning proove hoiustati -80 °C juures. RNA puhastamine teostati teise

uurimisgrupi litkkme poolt.
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2.2.3. cDNA siintees

Eraldatud RNA puhtust ja kontsentratsiooni mdddeti NanoDrop 2000c (Thermo Fischer
Scientific, Leedu) spektrofotomeetriga. Uuritavate patsientide verest eraldatud RNA-st
siinteesiti komplementaarne DNA (cDNA) kasutades Superscript III pdordtranskiptaasi
(Invitrogen, USA). Reaktsiooniks segati kokku 1 pul 10 mM dNTP segu (Solis BioDyne, Eesti),
1 ul Oligo(dt)20 praimerit (Metabion) ja 500 ng isoleeritud RNA-d. Seejérel teostati proovidele
inkubatsioon viis minutit 65 °C juures. Peale inkubatsiooni hoiti proove iiks minut jail. Seejérel
segati kokku ensiilimisegu, mis sisaldas iihe proovi kohta 4 pul 5x esimese ahela siinteesipuhvrit
(5x First Strand Buffer), 1 ul 0.IM DTT, 1 pl ribonukleaasi inhibiitorit RiboLock 40 U/ul
(Thermo Fischer Scientific, Leedu) ensiiiimi ning 1 pl SuperScript III 200 U/ul. Ensiiiimisegu
lisati eelnevalt inkubeeritud proovidele. Seejdrel teostati proovidele inkubatsioon 50 °C juures
60 minutit, millele jirgnes 70 °C juures 15 minutiline inkubatsioon. Proovid siilitati -20 °C

juures.
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2.2.4. Uuritavad geenid ja kasutatud praimerid

Kiesolevas t60s uuriti 16 ISG ekspressioonitasemeid. Ekspressioonitasemete médramiseks
disainiti péripidised (Forward) ja draspidised (Reverse) praimerid (vt Tabel 3). IFN-a ja IFN-
B raja geenide valimisel ldhtuti varasemalt testitud geenidest ning IFN-y raja geenide valimisel

tugineti varasemale kirjandusele ja nende potentsiaalsele seosele SLE haigusega.

Praimerite disainimiseks kasutati NCBI PrimerBlasti programmi (Ye ef al., 2012) ning
praimerid telliti Metabion firmast. Kasutatud praimeritest disainiti praimerid kahele geenile -
CIITA ja USP18. Ulejiinud praimerid olid disainitud teiste molekulaarpatoloogia uurimisgrupi

litkmete poolt. Praimerite disainimisel ldhtuti jargmistest kvaliteedinditajate kriteeriumidest:

e PCR produkti miinimum pikkuseks on 70 nukelotiidi ning maksimaalseks suuruseks
150 nukleotiidi.
e Praimerite sulamistemperatuur (Tr) peab jddma 59 °C — 64 °C vahele.

e Praimerite jérjestuste vaheline ala peab jiima kahe eksoni piiri peale.

Tabel 3. Toos uuritud geenid ja nende ekspressioonitaseme miiramiseks kasutatud

praimerite jarjestused.

IFN | Geen
raja Forward5’ — 3’ Reverse3’ — S’
geenid
Kodu- | pACT CTGGAACGGTGAAGGTGACA CGGCCACATTGTGAACTTTG
hoidja
CIlITA CCTTGGAAACCCTCAATCTG CAGTTATTGTACAAGCTTAGCC
GBP6 AACAAGAGGTGAGTGAGGCA CCAACCTAGAAGAGCCTGC
IFN-y
raja GBP4 CAGTGCCCACACCAGGTTAT ACCACGGGCTGAGAAATCTT
geenid
GBP2 GAAGATGTCAAGCAGGGAACA AGCACCTCTTTGGCCTGT
CXCL10 TTCCTGCAAGCCAATTTTGT TTCTTGATGGCCTTCGATTC
USPI18 CGCTTGCATGGCGCTTG GACAGCACGACTTCACTTCCAG
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IRF7 GGCCTTCTCGCCAGCACA CGTCGCTTCGTGATGCTGC
ISG15 AGAGGCAGCGAACTCATCTT AGCATCTTCACCGTCAGGTC
MX1 AGGCTCGGTGGCTGAGAA ACCTAGAGCCCGCAGGGAG
IFN-
aja
IFN- | MX2 TGAATGCCTACTTCTTGGAAACCA GAGTCACCATTCTCTCGGAGCA
B raja
geenid
IFIH] ATGGAGCAATATACTAGGACTG TTGTTCATTCTGTGTCATGG
IFI44L GTGGCCTTGCTTACTAAAGTGGATG CCCGGCTTTGAGAAGTCATAGA
IFITI ATCCACAAGACAGAATAGCCAGATCT | TGTACTCATGGTTGCTGTAAATTAGGC
0482 CACCAGCTCCAATCAGCGAG TCAGCCATTGCCAGCATATTTTATC
SIGLECI TCACTCTTCTTCCAGGTCCG TGGGACTCCTGTGTGTACCT
RSAD2 TTCCACACAGCCAAAACATCC TGAAGAAATGGCTCTCCACC

2.2.5. cDNA amplifitseerimine qPCR-i meetodiga

ISG-de ekspressioonitasemete mddtmiseks kasutati kvantitatiivset poliimeraasi ahelreaktsiooni
meetodit. cDNA proovidest tehti 1/10 lahjendused kasutades nukleaasivaba (Nuclease Free)
vett. Segati kokku F ja R praimerite lahjendused ldppkontsentratsiooniga 5 mM. Seejérel
valmistati iga proovi kohta reaktsioonisegu, mis sisaldas 19,8 uLL SYBR™ Green PCR Master
Mix-i (Applied Biosystems™, USA), 3.3 uL praimerite segu ja 15 pL lahjendatud cDNA-d.
Proovid jagati 384-augulisele mikrotiiterplaadile, iga proovi kohta oli kolm paralleeli. Kdikide
praimerite puhul kasutati kontrollina nukleaasivaba vett. Seejérel jooksutati plaati kaks tundi
qPCR masinas jargmise programmiga: polliimeraasi aktivatsioon iiks tsiikkel 10 minutit 95 °C
juures, 45 tsiiklit denaturatsiooni 15 sek 95 °C juures, praimerite seondumine ning produkti
paljundamine tiks minut 60 °C juures, iiks tsiikkel dissotsiatsioonietappi 95 °C juures 15 sek,

iiks minut 60 °C juures, millele jargnes liks tsiikkel sulamiskdvera analiiiisi.
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2.2.6. Andmete statistiline analiiiis

Geeniekspressiooni andmete analiilisiks kasutati vordlevat Ct meetodit valemiga 2-44Ct

(Livak & Schmittgen, 2001). Proovid normaliseeriti koduhoidjageeni fACT ja terve kontrolli
suhtes. I tiiiipi IFN skoori arvutamiseks kasutati 11 ja II tiitipi IFN skoori arvutamiseks viie ISG
2-84Ct  meetodiga  leitud  suhtelisi  ekspressioonivéddrtusi.  Geenide  suhteliste
ekspressioonitasemete normaliseerimiseks voeti esmalt ruutjuur nii  kontrollgrupi kui
patsientide védrtustest. Seejdrel arvutati kontrollgrupis iga geeni keskmine véértus ning

standardhédlve. Jargnevalt arvutati nii patsientidele kui ka kontrollproovidele z-skoorid,

kasutades jérgnevat valemit (Feng et al., 2006):

i Geen isLe -)_((Geen 1KT)

SD(Geen ikr)

kus i = IFN-indutseeritud geen, Geen isLe = iga SLE patsiendi geeniekspressiooni tase, Geen
ikt = kontrollide geeniekspressiooni tase, X = kontrollproovide keskmine, SD =

kontrollproovide standardhilve. IFN skooride leidmiseks summeeriti geenide z-skoorid.

IFN skooride positiivseteks ja negatiivseteks jaotamiseks arvutati skooride cut-off viirtused.
Cut-off védrtuste arvutamiseks liideti kokku kontrollide skooride keskmine véértus ja 2SD-d.
Patsiendid, kelle IFN skoor ji alla cut-off vairtuse, loeti negatiivseteks ning patsiendid, kelle
IFN skoor oli iile cut-off vairtuse, loeti positiivseteks. SLE positiivsete ja negatiivsete andmeid
kasutati kliiniliste slimptomite Hii-ruut testide tegemiseks (leitav:

https://www.socscistatistics.com/tests/chisquare2/default2.aspx).

Andmete statistiliseks analiilisiks ja tulemuste graafiliseks niditamiseks kasutati GraphPad
Prism 10.2.0 (GraphPad Software Inc, USA) rakendust. Tulemuste interpreteerimiseks kasutati
mitteparameetrilist Mann-Whitney U-testi ja Spearmani korrelatsioone. Statistiliselt oluliseks
loeti p < 0,05 tulemusi. Graafikutel on esitatud gruppide mediaanid ning katkendliku joonega

skooride cut-off vadrtused.
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2.3. Tulemused

Kiesolevas to6s moodeti 11 IFN-a, IFN-f raja alla kuuluva geeni ja viie IFN-y raja alla kuuluva
geeni ekspressiooni 71 esimese, 50 teise ajapunkti patsiendi ja 43 kontrolli hulgas. IFN-a, IFN-
B ja IFN-y radade alla kuuluvad geenid ja nende jdrjestused on mérgitud Tabelis 3. Koik
geeniekspressiooni tulemused on normaliseeritud f-ACT koduhoidja geeni suhtes. Tulemustes
on vilja toodud esimese ajapunkti graafikud. Teise ajapunkti tulemused asuvad lisades. I tiilipi

IFN cut-off vairtuseks saadi 16,2 ning II tiitipi IFN skooride puhul 6,4.

2.3.1. I tiitipi IFN skoor on kdrgem patsientide grupis

Bakalaureusetoo liheks eesmirgiks oli méédrata qPCR-1 kaudu I ja II tiilipi interferoonide
indutseeritud geenide ekspressioonid ning vorrelda mdddetud geenide pdhjal arvutatud I ja II
tiilipi IFN skoore nii patsientide kui ka kontrollide seas. SLE patsientide ja kontrollgrupi I ja II
tiilipi IFN skooride erinevuste hindamiseks kasutati mitteparameetrilist Mann-Whitney U-testi.
SLE patsientide ja kontrollgrupi vahel esines I tiilipi IFN skoori vordlemisel statistiliselt oluline
erinevus (p<0,0001) (vt joonis 4A). I tiiiipi IFN skoori mediaan oli oluliselt kdrgem SLE
patsientide hulgas vorreldes kontrollgrupi mediaaniga. Patsientide ja kontrollgrupi II tiitipi IFN
skoori tulemuste vordlemisel statistiliselt olulist erinevust ei esinenud (vt Joonis 4B).

Statistiliselt oluline erinevus I ja II tiilipi skoori kahe grupi vahel leiti teises ajapunktis (vt Lisa

1).
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Joonis 4. T ja II tiiiipi IFN skooride vordlus SLE patsientide ja kontrollgrupi vahel.

Patsientide ja kontrollgrupi vaheline erinevus on arvutatud mitteparameetrilise Mann-Whitney
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U-testiga, kus ns= mitteoluline (nonsignificant); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 ja ****

p<0,0001.

I ja II tiitipi IFN skooride vordlemiseks korreleeriti skoore omavahel. Analiiiisi tulemusena
saadud andmed niitavad, et I ja II tiitipi IFN skooride vahel esineb patsientide seas statistiliselt
oluline positiivne korrelatsioon (#=0,6871; p<0,0001) (vt Joonis 5A) ning tugev positiivne
korrelatsioon leiti ka teise ajapunkti I ja II tiilipi skooride vahel (vt Lisa 2). Statistiliselt oluline

korrelatsioon I ja II tiilip IFN skooride vahel leiti ka kontrollide hulgas (+=0,5980; p<0,0001)

(vt joonis 5B).
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Joonis 5. I ja II titiipi IFN skooride omavaheline vordlus patsientide esimeses ajapunktis
ja kontrollides. Korrelatsiooni arvutamiseks kasutati Spearmani korrelatsiooni. Statistiliselt

oluliseks loeti p < 0.05.

2.3.2. Tjall titiipi IFN skooride seos IFN-a, IFN-f, IFN-y kontsentratsioonidega
vereseerumis

T66 raames uuriti I ja II tiiipi IFN skooride seost IFN-a, IFN-f ning IFN-y
kontsentratsioonidega SLE patsientide vereseerumis. I tiilipi IFN skoor korreleerus viga
tugevalt statistiliselt oluliselt IFN-a (fg/ml) kontsentratsiooniga mdlemas ajapunktis (+=0,8909;
p<0,0001) (vt Joonis 6A, Lisa 3). Monevdrra madalam kontsentratsioon esines IFN-
(=0,4178; p=0,0059) (vt Joonis 6B) ja IFN-y kontsentratsiooniga (7=0,4336; p=0,0041) (vt
Joonis 6C).
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Joonis 6. Esimese ajapunkti I tiiiipi IFN skoori seos IFN-o, IFN-B, IFN-y
kontsentratsioonidega. Joonisel on esitatud I tiitipi IFN skoori korrelatsioon IFN-a, IFN-f ja
IFN-y kontsentratsioonidega. IFN skoori ja kontsentratsioonide korrelatsiooni leidmiseks

kasutati Spearmani korrelatsiooni. Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.

IT ttiipi IFN skoori ja IFN-a kontsentratsiooni vahel leiti statistiliselt oluline korrelatsioon
modlemas ajapunktis (=0,6106; p<0,0001) (vt Joonis 7A, Lisa 4). IFN-$ kontsentratsiooniga
statistiliselt oluline seos puudus. II tiiiipi IFN skoor ja IFN-y kontsentratsioon korreleerusid

statistiliselt oluliselt (=0,5369; p=0,0002) (vt Joonis 7C).
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Joonis 7. Esimese ajapunkti II tiiiipi IFN skoori seos IFN-a, IFN-B, IFN-y
kontsentratsioonidega. Joonisel on esitatud II tiitipi IFN skooride korrelatsioon IFN-a, IFN-f
ja IFN-y kontsentratsioonidega. IFN skoori ja kontsentratsioonide vaheliste seoste leidmiseks

on arvutatud Spearmani korrelatsioon. Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.

Vaadati ka esimese ja teise ajapunkti iiksikute geenide korrelatioone IFN-a, IFN-B, IFN-y
kontsentratsioonidega. IFN-a kontsentratsioon korreleerus tugevalt koikide I tiitipi IFN raja
geenidega (vt Lisa 9 ja Lisa 10), IFN- puhul esinesid geenidega madalamad korrelatsioonid
(vt Lisa 11 ja Lisa 12) ning IFN-y kontsentratsioon korreleerus ndrgalt II tiitipi IFN raja alla

kuuluvate geenidega (vt Lisa 13 ja Lisa 14).
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2.3.3. IjalI titiipi IFN skooride vordlus kliiniliste siimptomitega

Kiesoleva t60 raames analiiiisiti kliiniliste stimptomite hulgast I ja II tiitipi IFN skoori rolli
hiipokomplementeemia, neeruhaaratuse ja anti-dsDNA antikehade esinemisel. Vorreldi
mdlema IFN skoori seost hiipokomplementeemia fenotiiiibiga, jaotades patsientide grupi
kaheks - need, kellel esines hiipokomplementeemia ja need, kellel siimptomid puudusid.
Analiitisi eesmérgiks oli leida, kumb IFN skoor modjutab rohkem hiipokomplementeemia
esinemist. Andmed hiipokomplementeemia esinemise kohta saadi kliinilistest andmetest. 34
SLE patsiendil esines hiipokomplementeemia ning 37 patsiendil stimptomeid ei esinenud. II
tiitipi IFN skoori ja hiipokomplementeemia vahel leiti statistiliselt oluline erinevus (p=0,031),
nimelt II tiiiipi IFN skoori mediaan oli kdrgem sdmptomitega grupis (vt Joonis 8B). I tiitipi IFN
skooride ja hiipokomplementeemia gruppide vahel statistilist olulist erinevust ei esinenud.

Teise ajapunkti tulemused on vélja toodud lisades (vt Lisa 5).

I tlitipi IFN skooride 71-st SLE patsiendist oli SLE positiivseid 44 ja negatiivseid 27,
positiivsetest esinesid siimptomid 22-1, 22-1 siimpotmeid ei esinenud ning negatiivsetest
esinesid siimptomid 12-1 ja 15-1 siimptomeid ei esinenud. II tiilipi IFN skooride 71-st SLE
patsiendist oli SLE positiivseid 16 ja negatiivseid 55, positiivsetest 11-1 esinesid siimptomid,
viiel siimptomeid ei esinenud ning negatiivsetest 23-1 esinesid siimptomid ja 32-1 siimptomeid
ei esinenud. Vorreldes II tiitipi IFN skooride kahte gruppi Hii-ruut testiga, saadi statistiliselt

oluline vairtus (p=0,048).
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Joonis 8. I ja II tiiiipi IFN skoori seos hiipokomplementeemia siitmptomite esinemisele

SLE patsientide grupis. Graafikul on nédidatud hiipokomplementeemiaga SLE patsientide ja
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hiipokomplementeemiata  patsientide  grupi  vahelisi IFN  skooride  erinevusi.
Hiipokomplementeemiaga patsientide grupp on tdhistatud mérkega ,Jah’> ning
hiipokomplementeemiata patsientide grupp on tdhistatud méirkega ,,Ei’’. Kahe grupi vaheline
erinevus on arvutatud mitteparameetrilise Mann-Whitney U-testiga, kus ns= mitteoluline

(nonsignificant); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 ja **** p<0,0001.

Neeruhaaratuse kliiniliste andmete pdhjal esines 12 SLE patsiendil neeruhaaratus ja 59
patsiendil neeruhaaratuse stimptomid puudusid. I tiiiipi IFN skoori mediaan oli madalam
siimptomitega patsientide grupis, kuid tulemus kahe grupi vahel oli statistiliselt mitteoluline (vt
Joonis 9A). II tiiiipi IFN skoor néitas korgemat mediaani neeruhaaratusega patsientide grupis,
ent kahe grupi vaheline erinevus osutus statistiliselt mitteoluliseks (vt Joonis 9B). Teise

ajapunkti tulemused on vilja toodud lisades (vt Lisa 6).

I tlitipi IFN skooride 71-st SLE patsiendist oli SLE positiivseid 44 ja negatiivseid 27,
positiivsetest viiel esinesid stimptomid, 39-1 siimpotmeid ei esinenud ning negatiivsetest
seitsmel esinesid siimptomid ja 20-1 stimptomeid ei esinenud. II tiiiipi IFN skooride 71-st SLE
patsiendist oli positiivseid 16 ja negatiivseid 55. Positiivsetest viiel esinesid siimptomid, 11-1
stimptomeid ei esinenud. Negatiivsetest seitsmel esinesid stimptomid ning 48-1 siimptomeid ei

esinenud. Hii-ruut testid statistiliset olulisi tulemusi ei andnud.
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Joonis 9. I ja II tiiiipi IFN skoori seos neeruhaaratuse esinemisega SLE patsientide grupis.
Joonisel on kujutatud I ja II tiitipi IFN skooride tasemeid neeruhaaratusega ja neeruhaaratuseta

SLE patsientide gruppide vahel. Neeruhaaratusega patsientide grupp on tdhistatud méarkega
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»Jah’’ ning neeruhaaratuseta patsientide grupp on tdhistatud markega ,,Ei’’. Kahe grupi
vaheline erinevus on arvutatud mitteparameetrilise Mann-Whitney U-testiga, kus ns=
mitteoluline (nonsignificant); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 ja **** p<0,0001.

Anti-dsDNA antikehad esinesid 34 SLE patsiendi vereseerumis ning 37 anti-dsDNA antikehi
ei esinenud. Anti-dsDNA positiivsete ja negatiivsete SLE patsientide I ja II tiitipi IFN skooride
vahel statistiliselt olulist erinevust ei leitud (vt Joonis 10A ja 10B). I tiilipi IFN skoori puhul on
dsDNA positiivsete patsientide skooride mediaan kdrgem vorreldes dsDNA negatiivsete SLE

patsientidega, kuid muutus ei ole statistiliselt oluline. Statistiliselt oluline erinevus leiti teise

ajapunkti [ tiitipi IFN skoori ja anti-dsDNA gruppide vahel (p=0,0248) (vt Lisa 7A).

I tliiipi IFN skooride 71-st SLE patsiendist oli SLE positiivseid 44 ja negatiivseid 27,
positiivsetest 22-1 esinesid stimptomid, 22-1 siimpotmeid ei esinenud ning negatiivsetest 12-1
esinesid siimptomid ja 15-1 siimptomeid ei esinenud. Gruppidele teostatud Hii-ruut test
statistiliselt olulist seost ei leitud. II tiilipi IFN skooride 71-st patsiendist oli SLE positiivseid
16 ja negatiivseid 55. Positiivsetest iiheksal esinesid anti-dsDNA antikehad ning seitsmel
siimptomeid ei esinenud. Negatiivsetest 25-1 esinesid antikehad ja 30-1 ei esinenud. Hii-ruut

test statistiliselt olulisi tulemusi ei andnud.
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Joonis 10. Anti-dsDNA antikehade esinemise seos SLE patsientide I ja II tiiiipi IFN
skooridega. Kahe grupi vaheline erinevus on arvutatud mitteparameetrilise Mann-Whitney U-
testiga, kus ns= mitteoluline (nonsignificant); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 ja ****

p<0,0001.
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2.3.4. Ijall titiipi IFN skoori vordlus korge ja madala SLEDALI viértustega patsientide
gruppide vahel

Selleks, et hinnata kas I ja II tiitipi IFN skoor mdjutab SLE haiguse aktiivsust, kasutati SLE
haiguse aktiivsust kirjeldavat indeksit SLEDAI (Systemic Erythematosis Disease Activity
Index). Selle jaoks jagati patsiendid kahte gruppi SLEDALI viirtuste pohjal. Madalasse gruppi
kuulusid patsiendid, kelle haiguse aktiivsuse skoor on 0 - 4 ning kdrgesse gruppi kuulusid
patsiendid haiguse aktiivsuse skooriga > 4. Nii I kui ka II tiitipi IFN skooride vordlus korge ja
madala SLEDALI grupiga ei ndita esimeses ajapunktis statistiliselt olulisi tulemusi (vt Joonis
11). Statistiliselt oluline erinevus leiti teise ajapunkti I tiilipi IFN skoori ja SLEDAI korge ja
madala grupi vahel (p=0,0001) (vt Lisa 8).

I tiitipi IFN skooride 71-st SLE patsiendist oli SLE positiivseid 44 ja negatiivseid 27,
positiivsetest 20-1 oli korge, 24-1 madal SLEDALI skoor ning negatiivsetest iiheksal kdrge ja 18-
madal SLEDAI skoor. Gruppidele teostatud Hii-ruut test statistiliselt olulist seost ei leitud. II
tiilipi IFN skooride 71-st patsiendist oli SLE positiivseid 16 ja negatiivseid 55. Positiivsetest
10-1 oli korge ning kuuel madal SLEDAI skoor. Negatiivsetest 19-1 oli kdrge ja 36-1 madal

skoor. Hii-ruut test andis statistiliselt olulise tulemuse (p=0,045).
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Joonis 11. I ja II tiiiipi IFN skooride seos korge ja madala SLEDAI aktiivsusega SLE
patsientide gruppides. Madalasse gruppi kuuluvad patsiendid, kelle haiguse aktiivsuse skoor

on 0 - 4 ning kdrgesse gruppi kuuluvad patsiendid haiguse aktiivsuse skooriga > 4. Korge ja
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madala grupi vaheline erinevus on arvutatud mitteparameetrilise Mann-Whitney U-testiga, kus

ns= mitteoluline (nonsignificant);; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 ja **** p<0,0001.
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2.4. Arutelu

Kidesoleva t60 eesmérkideks oli modta I ja II tiilipi interferooni stimuleeritud geenide
ekspressiooni SLE patsientidel ja seeldbi vorrelda saadud geeniekspressioonide pdhjal
arvutatud skoore patsientide ja kontrollide vahel. IFN skooride arvutamiseks méérati 16 ISG
ekspressioonitasemed. Lisaks seati eesmérgiks vorrelda I ja II tiitipi IFN skoore IFN-a, IFN-f
ja IFN-y kontsentratsioonidega SLE patsientide vereseerumis ning kliiniliste siimptomitega ja
haigusaktiivsusega. Vaadeldavate kliiniliste siimptomite hulka valiti anti-dsSDNA antikehade

esinemine vereseerumis, hilpokomplementeemia ning neeruhaaratus.

2.4.1. Interferoon-stimuleeritud geenide ekspressioon

Uheks vdimaluseks ISG-de ekspressiooni panust SLE patogeneesis hinnata on I ja II tiiiipi IFN
skooride kaudu. I tiitipi IFN skoor on SLE uuringute fookuses olnud pikemat aega ning korget
I tiitipi IFN skoori on leitud ligikaudu 60-80% SLE patsientidel (Shen et al., 2022). Selleks, et
koondada IFN stimuleeritud geenide ekspressiooni ja vorrelda neid patsientide, kontrollide ja
kliiniliste andmetega, liideti kokku I tiitipi IFN raja alla kuuluvate geenide standardiseeritud
suhtelised geeniekspressiooni véértused ja analiiiisiti neid. IFN skoor oli patsientide grupis
korgem nii I kui ka II tiitipi IFN skoori korral, kuid statistiliselt oluline oli erinevus ainult I
tiilipi IFN skoori korral (vt Joonis 4). I tiitipi IFN skoori tulemused patsientide ja kontrollide
grupis kattuvad varasemalt Palli ja kolleegide leitud tulemustega (Palli et al., 2019). Liigne I
tiitipi IFN produktsiooni indutseerimine pdhjustab ISG-de iileekspressiooni ja seeldbi on ka
IFN skoor kdrgem, mida seostatakse haiguse progresseerumisega (Barrat ef al., 2019; Merrill
et al., 2018; Ronnblom & Leonard, 2019). Kuigi peamiselt on uuringud keskendunud I tiiiipi
interferoonidele ning IFN-a ja selle retseptorite blokeerimisele, on oluline ka uurida ka II tiiiipi
IFN rolli SLE patogeneesis. I ja II tiilipi interferoonide skoorid korreleerusid statistiliselt
oluliselt antud t66s nii patsientide kui ka kontrollide seas. Uuringud on ndidanud, et IFN-y vdib
voimendada II tiitipi [FN-1 mdju I tiitipi [FN-ide indutseerimise kaudu (Barkhouse ef al., 2015).
Samuti voivad II tiitipi IFN-id olla I tiitipi IFN-idele vdoimendava mdjuga ja/voi toimida

nendega siinergistlikult (Levy et al., 1990; Schroder et al., 2004).

Lisaks I ja Il tiitipi IFN skoori vordlusele patsientide ja kontrollide seas vorreldi mdlemat skoori
ka IFN-a, IFN-B ning IFN-y kontsentratsioonidega vereseerumis. Saadud tulemused néitasid
statistiliselt olulist seost IFN-a, IFN-f ja IFN-y kontsentratsiooni ja I tiitipi IFN skoori vahel (vt
Joonis 6). On leitud, et enam kui pooltel SLE patsientidest on vorreldes tervete kontrollidega

IFN skoor oluliselt tousnud (Lambers et al., 2019) ning I tiilipi IFN skoori tdusuga on
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taheldatud IFN-o/f ja IFN-y kontsentratsiooni suurenemist vereplasmas (Oke et al., 2019).
IFN-a kontsentratsiooni on vorreldud ka haiguse aktiivsusega ning on leitud, et IFN-a
kontsentratsiooni suurenedes kasvab ka haiguse aktiivsus (Kim et al., 1987). Kuna IFN-a
kontsentratsioon korreleerub I tiitipi IFN skooriga, voib I tiilipi IFN skoor olla potentsiaalseks
IFN-o kontsentratsiooni ennustajaks ning seeldbi ka haiguse aktiivsuse potentsiaalseks

néitajaks.

2.4.2. Interferoonide skooride seos kliiniliste siimptomitega

Anti-dsDNA antikehad on tihed peamised biomarkerid, mis viitavad SLE haiguse esinemisele.
Suurenenud anti-dsDNA antikehade olemasolu SLE patsientide hulgas on leitud ligikaudu 70%
patsientidel, kes on jddnud ravita ja kellel esineb dge haigusaktiivsus (Pavlovic ef al., 2010).
Anti-dsDNA antikehade markeerimiseks kasutatakse ANA testi, mille positiivseid tulemusi
testitakse ka anti-dsDNA antikehade suhtes (Pavlovic et al., 2010). Samuti esinevad enamus
anti-dsDNA antikehadega SLE patsientidel ka tuumavastased antikehad. On leitud, et SLE
patsientidel, kellel leidub seerumis anti-dsDNA antikehi, esineb sageli ka
hiipokomplementeemia ning neeruhaaratus (Fu et al., 2015). Kiesolevas t60s leiti, et anti-
dsDNA antikehadega patsientide I tiilipi IFN skoor on kdrgem vdrreldes patsientide grupiga,
kellel anti-dsDNA antikehi ei esinenud (vt Lisa 7). Tesser ja kolleegid leidsid korgema IFN
skoori ja normaalsete komplemendi valkude tasemega patsientidel madalamad anti-dsDNA
antikehade tiitrid veres (Tesser et al., 2020). Seevastu leiti Kirou et al., (2005) uuringus, et
korgema IFN-a skooriga patsientidel olid mérkimisvéarselt kdrgemad anti-dsDNA antikehade
tasemed vorreldes madalama IFN skooridega patsientidega ning samuti seostati kdrgemat IFN
skoori suurenenud haiguse aktiivsuse ja madalamate komplemendi valkude tasemetega
seerumis. Seega vOib anti-dsDNA antikehade esinemine ja IFN skoori kasutamine aidata

médratleda SLE patsientide alagruppe, neil esinevaid stimptomeid ning haiguse aktiivsuse taset.

Hiipokomplementeemiat iseloomustab madal C3 ja C4 valkude sisaldus veres, mida
kasutatakse sageli autoimmuunhaiguste diagnostikaks. Ageda SLE puhul vdib patsiendil
esineda madalam C3 ja C4 valkude kontsentratsioon vereplasmas, mistottu on immuunsiisteem
hdirunud ning indiviidil voib olla risk teatud infektsioonide ning autoimmuunhaiguste tekkele,
nagu niiteks SLE (Wallace & Gladman, 2020). Varasemad t66d on komplementeemia
normaalsete viddrtuste puhul tdheldanud korgemat 1 tiiipi IFN skoori, samas
hiipokomplementeemia esinemise korral vastupidi madalamat I tiiiipi IFN skoori (Tesser et al.,
2020). SLE haiguse esinemine normaalsete komplementeemia véirtuste korral on pigem

tavapdrane ning seda nditab hiipokomplementeemia madal SLE indiviidide tuvastamise
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tundlikkus (Hochberg, 1997). Seevastu néitas Feng et al., (2006) poolt 1dbi viidud uuring, et
hiipokomplementeemiaga patsientidel esines kdrgem I tiitipi IFN skoor vorreldes patsientidega,
kellel C3 ja C4 tase oli normi piirides. Kdesolevas to0s leiti, et hiipokomplementeemia
patsientidel esines korgem II tiilipi IFN skoor vorreldes patsientidega, kellel
hiipokomplementeemiat ei esinenud (vt Joonis 8B). II tiilipi IFN raja geene ja IFN-y kdrgemaid
kontsentratsioone on varasemalt seostatud madalama komplemendi valkude tasemetega (Oke
et al., 2019), seega toetab Oke ja kolleegide leid kiesolevas to60s leitut. Mdlemasuunaliste
varasemate tulemuste interpreteerimist raskendab asjaolu, et SLE normokomplementeemia
seisundit on kehvasti iseloomustatud, kuna varasemad uuringud on keskendunud rohkem
hiipokomplementeemia siimptomitele ning nende seostele SLE haiguse aktiivsuse ja teiste

kliiniliste markeritega.

Uuringud on kirjeldanud ka kdrgemat ISG-de ekspressiooni SLE patogeneesis neeruhaaratuse
korral. Feng et al., (2006) uuring kirjeldas korgemat I tiitipi IFN skoori patsientidel, kellel
esines korgem neeruhaaratustase vorreldes nendega, kellel haiguse kulg nii aktiivne ei olnud
(Feng et al., 2006). Kidesoleva t66 tulemused nditasid, et neeruhaaratusega patsientide ja
kontrollgrupi I ja II tiilipi IFN skooride vahel statistiliselt olulist erinevust ei olnud (vt Joonis
9). Kuigi tulemused ei olnud statistiliselt olulised, oli neeruhaaratusega patsientide grupi I tiiiipi
IFN skoori mediaanvdirtus madalam vorreldes patsientidega, kellel neeruhaaratust ei esinenud.
Analiitisi kaasati ka IFN-y raja geene, et uurida II tiitipi IFN indutseeritud geenide rolli SLE
neeruhaaratuse korral, mille tulemused olid samuti statistiliselt mitteolulised. II tiitipi IFN rolli
SLE patogeneesis ja kliiniliste fenotiilipide puhul on védhe uuritud, kuid on leitud, et
neeruhaaratusega SLE patsientidel esineb korgem IFN-y kontsentratsioon vereplasmas
vorreldes neeruhaaratuseta patsientide ja kontrollgrupiga (Bayoumy et al., 2021; Oke et al.,

2019), mis voib viidata ka tugevamale II tiilipi ISG-de aktiivsusele neeruhaaratuse korral.

Peale I tiilipi IFN indutseeritud geenide diisregulatsiooni avastamist SLE patsientide
patogeneesis on mitmed uuringud keskendunud I tiitipi IFN signatuuri ja haiguse aktiivsuse
seoste leidmisele. Kéesolevas to6s vorreldi I ja II tiitipi IFN skoore kdrge ja madala SLEDAI
aktiivsusega patsientide gruppides, et uurida, kas IFN skooridel on seos SLE haiguse
aktiivsusega. Leiti, et esimese ajapunkti I ja II tiiiipi IFN skooride seos SLEDALI aktiivsusega
oli statistiliselt mitteoluline (vt Joonis 11), kuid teises ajapunktis esines I tiiiipi [FN skoori puhul
kdorgema ja madala haigusaktiivsuse grupi vahel statistiliselt oluline erinevus (vt Lisa 8).
Tulemus néitas, et kdrgema haigusaktiivsusega grupis on ka kdrgem IFN skoor ning saadud

tulemust toetavad ka varasemad leiud. Varasemad uuringud (Fu et al., 2008; Mai et al., 2021,
39



Weiden et al., 2023) on leidnud IFN skoori ja SLEDAI vahel statisitiliselt olulisi korrelatsioone.
Erinevad I tiilipi IFN ja SLE aktiivsusele keskendunud uuringud on kasutanud SLEDAI ja I
tiilipi IFN korrelatsioonide analiiiisimiseks I tiilipi IFN aktiivsuse markereid, mistdttu on IFN
skooriga uuringuid véhe. IFN aktiivsuse uuringud ennustavad kdrgema I tiitipi IFN signatuuri
korral ka korgemat SLE haiguse aktiivsust tulevikus (Feng et al., 2006; Merrill et al., 2017,
Miyachi et al., 2023). II tiiiipi IFN reguleeritud geenide iilesregulatsiooni ja II tiitipi IFN skoori
on seostatud samuti kdrgema haigusaktiivsusega (Liu et al., 2018; Siddiqi et al., 2021).
Sarnaselt kdesoleva t60 esimese ajapunkti tulemustega ei ole mitmed varasemalt teostatud
uuringud leidnud statistiliselt olulisi tulemusi I ja II tiitipi IFN skoori ja SLEDAI véértuste vahel
(Harigai et al., 2008; Northcott et al., 2022; Tesser et al., 2020). Kuigi IFN aktiivsust
seostatakse suurenenud haiguse aktiivsusega SLE patsientide seas, ei pruugi seosed olla
pohjuslikud. I tiitipi IFN ja SLEDALI seoste uuringud néitavad, et suurenenud IFN aktiivsus
voib olla tulevikus potentsiaalseks haiguse aktiivsuse ennustajaks, kuid siiski pole ISG-de
ekspressiooni seos haiguse aktiivsuse ja teiste SLE-d iseloomustavate tunnustega tdielikult

selge.

2.4.3. Uurimuse piirangud ja edasised uurimissuunad

Kiesolev bakalaureusetod ldhtus SLE patogeneesimarkerite uurimisel 1 ja II tiiipi IFN
skooridega, mida vdrreldi patsientide ja kontrollide vahel ning lisaks ka kliiniliste andmetega.
IFN skooride kasutamine SLE diagnoosimisel ning haiguse kirjeldamisel vdib muutuda
levinumaks parameetriks, kuna iitha enam leitakse seoseid IFN skooride ning Kkliiniliste
stimptomite vahel. Siiski esineb IFN skooride kasutamisel nii haiguse kliiniliste siimptomite
kui ka aktiivsuse uurimises puudujidike. Niiteks puudub IFN skoori kvantifitseerimiseks {ihtne
ideaalne standard, mille kaudu skoori arvutada - kiesoleval ajal kasutatakse erinevaid
meetodeid ISG skooride arvutamiseks ning samuti voivad erinevad IFN skoorid sisaldada
erinevat arvu geene, mida skoori iseloomustamiseks kasutatakse. Samuti ei ole kdigi SLE

patogeneesiga seostatud ISG-de mehhanismid tdielikult teada (Shen ef al., 2022).

Kéesoleva t66 puhul tuleb uurimistulemuste tdlgendamisel arvesse votta erinevaid puudujdike.
Esiteks olid analiiisitud patsiendid kaukaaslased, mistottu ei pruugi tulemused olla
kohaldatavad teiste etniliste gruppide puhul. Samuti on t66s uuritud valim iisna véike, mistottu
vaib see olla ka pdhjuseks, miks kliiniliste siimptomite puhul statistiliselt olulisi seoseid eriti ei
esine. Nagu eelnevalt mainitud, kasutatakse IFN skooride arvutamiseks vdga varieeruvaid

geenikomplekte ja ka skooride arvutusviise, mistdttu vdivad tulemused vdrreldes teiste

40



varasemate uurimistulemustega varieeruda. Seetdttu tasuks edasistes uuringutes katsetada veel
erinevaid geenide komplekte skooride arvutamiseks, eelkdige just II tiilipi IFN skoori puhul.
Téhelepanu tuleks pdorata voimalikult spetsiifilise ja tépse II tiilipi skoori leidmisele, kuna I ja
IT tiitipi IFN raja ekspresseeritavad geenid on suures osas kattuvad (Platanias et al., 2005).
Edasised uuringud voiksid keskenduda ka I ja II tiilipi IFN rolli uurimisele just erinevate
kliiniliste siimptomite seisukohalt, et kirjeldada voimalikult spetsiifilisi IFN skoore, mis aitaks
patsiente jaotada erinevatesse alagruppidesse, ennustada stimptomite ja haiguse aktiivsuse
dgenemist ning tagada tdpsemat ravi igale patsiendile. Kdesoleva t60 tulemuste pohjal tasuks
teha edasisi uuringuid hiipokomplementeemia ja neeruhaaratuse puhul, kuna varasemad

uuringud néitavad ebaiihtlaseid tulemusi.
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KOKKUVOTE

I ja II tiiiipi interferoonide rolli on kirjeldatud mitmete autoimmuunhaiguste patogeneesis ning
nende {ileliigne produktsioon on seotud mitmete kliiniliste stimptomite teketega, sh organite
haaratusega. Kéesolevas bakalaureusetdds keskenduti I ja II tiiiipi interferoonide rollile
siisteemse eriitematoosse luupuse patsientide vererakkudes, kuna SLE patsientidel esineb
iileméérane I ja II tiiiipi interferoonide produktsioon, mida seostatakse iseloomulike kliiniliste

stimptomite tekke ja haiguse aktiivsuse kasvuga.

Kéesoleva bakalaureuset60 raames hinnati, kuivord erinevad I ja II tiilipi IFN skoorid SLE
patsientide ja kontrollgrupi vahel. Leiti, et I tiitipi IFN skoorid erinesid patsientide ja tervete
kontrollide vahel oluliselt, mis néitab, et I tiilipi IFN skoor on mérkimisvéirselt korgem
patsientide grupis. 1 ja II tiiipi interferoonide seost hinnati ka IFN-a, B ja vy
kontsentratsioonidega ning leiti, et I tiilipi interferooni skoori suurenedes tduseb IFN-a, IFN-3
ja IFN-y kontsentratsioon vereseerumis. Uurides II tiilipi interferooni skooride seotust erinevate
IFN kontsentratsioonidega, leiti samuti, et II tiilipi interferooni skoori tdustes suureneb ka
IFN-a ja IFN-y kontsentratsioon vereseerumis. Saadud I ja II tiilipi IFN skoore seostati SLE
patogeneesile iseloomulike kliiniliste siimptomitega, mille hulka valiti anti-dsDNA antikehade
esinemine vereseerumis, hiipokomplementeemia, mis iseloomustab madalat C3 ja C4
komplemendi valkude taset seerumis ning neeruhaaratus. Antud to9s leiti kliiniliste andmetega
statistiliselt olulisi seoseid II tiitipi IFN skoori ja hiipokomplementeemia ning I tiiiipi IFN skoori
ja anti-dsDNA antikehade esinemise vahel. Neeruhaaratuse puhul olid tulemused I tiitipi IFN
mediaani skoori korral gruppide vahel vorreldavad, kuid II tiitipi IFN skooride mediaan oli
korgem patsientidel, kellel esines neeruhaaratus, olgugi, et tulemus ei olnud statistiliselt oluline,
mis voib viidata II tiitipi IFN potentsiaalsele rollile luupusnefriidi kujunemisel. Haiguse
aktiivsust ennustas statistiliselt oluliselt teise ajapunkti I tiilipi IFN skoor, mis nditab, et I tiiiipi

IFN skoor vdib olla potentsiaalne haigusaktiivuse ennustaja.

Bakalaureusetdo tulemused néitavad, et SLE patsientidel on I tiilipi IFN-id vorreldes tervete
kontrollidega oluliselt kdrgemalt ekspresseerunud ning kdorgem ISG-de ekspressioon voib olla
iseloomulik erinevate kliiniliste siimptomite tekkel ja ennustada SLE haiguse aktiivsust.
Liahtuvalt kdesoleva t00 tulemustest tuleks edasistes uuringutes jatkata eelkoige II tiilipi
IFN-ide moju uurimist erinevate Kkliiniliste siimptomite, eelkdige neeruhaaratuse ja

hiipokomplementeemia puhul.
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The role of type I and II interferons in the pathogenesis of systemic lupus erythematosus

Marcella Laura Polverino

SUMMARY

Interferons are cytokines involved in the regulation of the immune response. Interferons have
mainly antiviral mechanisms, the production of which is mainly induced by microbial nucleic
acids. The goal of interferon induction is to stimulate genes involved in the inhibition of viral
replication. Dysregulation of type I and II interferons has been described in the pathogenesis of
several autoimmune diseases and their overproduction is associated with the development of
several clinical symptoms, including targeting several different body organs. This bachelor
thesis focused on the role of type I and II interferons in the blood cells of patients with systemic
lupus erythematosus, because SLE patients have an excessive production of type I and II
interferons, which is associated with the development of clinical symptoms characteristic of

SLE pathogenesis and an increase in disease activity.

The aim of this bachelor's thesis was to evaluate the differences in type I and II IFN scores
between SLE patients and the control group. In this work we found that type I IFN scores
differed between patients and healthy controls, indicating that type I IFN scores are
significantly higher in the patients’ group. The association of type I and II interferons with sera
concentrations of IFN-a, B, and y was also evaluated and it was found that as the score of type
I interferon increases, the concentration of IFN-a, [FN-3, and IFN-y also increases. The study
also focused on the association of type II interferon scores with different IFN concentrations
and found that as the type II interferon score increases, the concentration of IFN-a and IFN-y
in the blood serum also tends to increase. Differences between calculated type I and II IFN
scores were associated with clinical symptoms characteristic of SLE pathogenesis, including
the presence of anti-dsDNA antibodies in blood serum, hypocomplementemia, characterized
by low levels of C3 and C4 complement proteins in serum, and renal involvement. In this work,
statistically significant associations were found between type II IFN score and
hypocomplementemia and type I IFN score and the presence of anti-dsDNA antibodies. For
renal involvement, results were comparable between groups in case of type I IFN scores, but
type II IFN scores were slightly higher in patients with renal involvement, although the result
was not statistically significant, suggesting a potential role for type II IFN in the development

of lupus nephritis. Disease activity was statistically significantly higher for the type I IFN score
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at the second time point, indicating that the type I IFN score may be a potential predictor of

disease activity.

The results of the bachelor's thesis show that type I IFNs are significantly more expressed in
SLE patients compared to healthy controls and higher expression of ISGs can be characteristic
to various clinical symptoms and predict SLE disease activity. Based on the results of this work,
further studies should continue to investigate the effect of type II IFNs in various clinical

symptoms, especially renal involvement and hypocomplementemia.
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TANUSONAD

Soovin tdnada kéesoleva t60 juhendajaid Liis Haljasmige ja Kai Kisandit, kes tegid
juhendamisel suurepdrast t60d. Eriti soovin tinada imetlusvdirset juhendajat Liisi, kes katsete
tegemisel ja t00 kirjutamisel alati aitas ja véga pohjalikku tagasisidet andis. Samuti

kaasjuhendajat Tonis Orgi ning koiki teisi uurimisgrupi litkmeid toetuse ja abi eest.
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LISAD

Lisa 1. I ja II tiiiipi IFN skooride vordlus patsientide ja kontrollgrupi vahel. Patsientide
ja kontrollgrupi vaheline erinevus on arvutatud mitteparameetrilise Mann-Whitney U-testiga,

kus * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 ja **** p<0,0001.
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Lisa 2. I ja II tiiipi IFN skooride korrelatsioon patsientide teise ajapunkti seas.

Arvutamiseks kasutati Spearmani korrelatsiooni. Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.
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Lisa 3. Teise ajapunkti I tiiiipi IFN skooride korrelatsioonid kontsentratsioonidega.

Arvutamiseks kasutati Spearmani korrelatsiooni. Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.
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Lisa 4. Teise ajapunkti II tiitipi IFN skooride korrelatsioonid kontsentratsioonidega.

Arvutamiseks kasutati Spearmani korrelatsiooni. Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.
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Lisa 5. I ja II tiiipi IFN skoori vordlus hiipokomplementeemiaga ja
hiipokomplementeemiata SLE patsientide vahel. Kahe grupi vaheline erinevus on arvutatud
mitteparameetrilise Mann-Whitney U-testiga, kus ns= mitteoluline (nonsignificant); * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001 ja **** p<0,0001. I tiitipi IFN skooride 45-st SLE patsiendist oli SLE
positiivseid 29 ja negatiivseid 16, positiivsetest 16-1 esinesid siimptomid, 13-1 siimptomeid ei
esinenud ning negatiivsetest neljal esinesid siimptomid ja 12-1 siimptomeid ei esinenud. 11 tiiiipi
IFN skooride 45-st patsiendist oli SLE positiivseid 16 ja negatiivseid 29. Positiivsetest kaheksal
esines hiipokomplementeemia ning kaheksal hiipokomplementeemiat ei esinenud.
Negatiivsetest 12-1 esines hiipokomplementeemia ja 17-1 ei esinenud. Hii-ruut testid gruppide

vahel statistiliselt olulisi tulemusi ei andnud.
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Lisa 6. I ja II titiipi IFN skoori vordlus neeruhaaratusega ja neeruhaaratuseta SLE
patsientide vahel. Kahe grupi vaheline erinevus on arvutatud mitteparameetrilise Mann-
Whitney U-testiga, kus ns= mitteoluline (nonsignificant); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 ja
**E% p<0,0001. 1 tiitipi IFN skooride 45-st SLE patsiendist oli positiivseid 29 ja negatiivseid
16, positiivsetest seitsmel esinesid siimptomid, 22-1 simptomeid ei esinenud ning negatiivsetest
esinesid stimptomid kahel patsiendil ja 14-1 siimptomeid ei esinenud. II tiiiipi IFN skooride 45-
st patsiendist oli SLE positiivseid 16 ja negatiivseid 29. Positiivsetest viiel esines neeruhaaratus
ning 11-1 ei esinenud. Negatiivsetest neljal esines neeruhaaratus ja 25-1 ei esinenud. Hii-ruut

testid gruppide vahel statistiliselt olulisi tulemusi ei andnud.
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Lisa 7. I ja II tiiiipi IFN skoori vordlus anti-dsDNA-ga ja anti-dsDNA-ta SLE patsientide
vahel. Kahe grupi vaheline erinevus on arvutatud mitteparameetrilise Mann-Whitney U-testiga,
kus ns= mitteoluline (nonsignificant); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 ja **** p<0,0001. I
tiilipi IFN skooride 45 patsiendist oli SLE positiivseid 29 ja 16 negatiivseid. Positiivsetest 16-1
esinesid anti-dsDNA antikehad ja 13 ei esinenud, negatiivsetest 3 esinesid antikehad ja 13
antikehi ei esinenud. Kahe grupi vordluses leiti statistiliselt oluline seos nii Mann-Whitney U-
testiga (p=0,0248) kui ka Hii-ruut testiga (p=0,017). II tiilipi IFN skooride 45-st patsiendist oli
SLE positiivseid 16 ja negatiivseid 29. Positiivsetest kaheksal esinesid antikehad ning kaheksal
ei esinenud. Negatiivsetest 11-1 esines neeruhaaratus ja 18-1 ei esinenud. Hii-ruut test gruppide

vahel statistiliselt olulisi tulemusi ei andnud.
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Lisa 8. I ja II titiipi IFN skoori vordlus korge ja madala SLEDAI skooriga patsientide

vahel. Kahe grupi vaheline erinevus on arvutatud mitteparameetrilise Mann-Whitney U-

testiga, kus ns= mitteoluline (nonsignificant); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 ja ****

p<0,0001. I tiitipi IFN skooride 46-st SLE patsiendist oli SLE positiivseid 30 ja negatiivseid

16, positiivsetest 13-1 oli korge, 17-1 madal SLEDALI skoor ning negatiivsetest ei olnud iihelgi

patsiendil kdrge skoor ja 16-1 oli madal SLEDAI skoor. II tiitipi IFN skooride 46-st patsiendist

oli SLE positiivseid 17 ja negatiivseid 29. Positiivsetest seitsmel oli kdrge ning kiimnel madal

SLEDALI skoor. Negatiivsetest kuuel oli korge ja 23-1 madal skoor. Hii-ruut test statistiliselt

olulist tulemust ei andnud.
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Lisa 9. Esimese ajapunkti I tiiipi IFN raja alla kuuluvate geenide suhteliste

geeniekspressioonide Kkorrelatsioonid IFN-o kontsentratsioonidega. IFN skoori ja

kontsentratsioonide vaheliste seoste leidmiseks on arvutatud

Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.
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Lisa 10. Teise ajapunkti ajapunkti I tiiiipi IFN raja alla kuuluvate geenide suhteliste
geeniekspressioonide Kkorrelatsioonid IFN-o kontsentratsioonidega. IFN skoori ja
kontsentratsioonide vaheliste seoste leidmiseks on arvutatud Spearmani korrelatsioon.

Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.
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Lisa 11. Esimese ajapunkti ajapunkti I tiiiipi IFN raja alla kuuluvate geenide suhteliste

geeniekspressioonide

kontsentratsioonide vaheliste seoste leidmiseks

Korrelatsioonid

Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.
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Lisa 12. Teise ajapunkti ajapunkti I tiiiipi IFN raja alla kuuluvate geenide suhteliste

geeniekspressioonide

Korrelatsioonid

IFN-B  kontsentratsioonidega.

IFN

kontsentratsioonide vaheliste seoste leidmiseks on arvutatud Spearmani korrelatsioon.

Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.
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Lisa 13. Esimese ajapunkti II tiiiipi IFN raja alla kuuluvate geenide suhteliste

geeniekspressioonide korrelatsioonid IFN-y kontsentratsioonidega.

kontsentratsioonide vaheliste seoste leidmiseks

Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.
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Suhteline geeniekspressioon

Suhtsline geenieksprassioon

Lisa 14. Teise ajapunkti II tiiipi IFN raja alla kuuluvate geenide suhteliste
geeniekspressioonide Kkorrelatsioonid IFN-y Kkontsentratsioonidega. IFN skoori ja
kontsentratsioonide vaheliste seoste leidmiseks on arvutatud Spearmani korrelatsioon.

Statistiliselt oluliseks loeti p < 0.05.
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