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| TOUPI INTERFEROONIDE VASTASED NEUTRALISEERIVAD
AUTOANTIKEHAD SUSTEEMSE ERUTEMATOOSSE LUUPUSE PATSIENTIDEL

I thiipi interferoonid (IFN) osalevad siisteemse eriitematoosse luupuse (SLE) patogeneesis.
Antud t60 eesmirgiks oli uurida [ tiilipi interferoonide vastaste autoantikehade
esinemissagedust ja neutraliseerivat aktiivsust SLE patsientidel, ning nende moju haiguse
aktiivsusele. Soeltestina kasutati lutsiferaasil pohinevat immuunsadestamise meetodit (LIPS)
mitme erineva IFN-a subtiilibi seguga. Uuriti 476 SLE patsiendi vereseerumit, millest 12% olid
positiivsed anti-IFNa autoantikehade suhtes, mis kuulusid 1gG1 alaklassi. I tiitipi interferoonide
neutraliseerimise aktiivsust hinnati kasutades reporter-rakuliini. Pooltel positiivsetel SLE
patsientidel esinesid neutraliseerivad anti-IFNa autoantikehad. IFN-a vastased autoantikehad
piisivad peale tekkimist suhteliselt stabiilsena kogu haiguse viltel. IFN-a kontsentratsioon oli
negatiivses korrelatsioonis anti-IFNa antikehade tasemega. SLE patsientide kliiniline info
vajab tdiendavat uurimist, kuid esialgsed tulemused lubavad oletada, et IFN-a-t neutraliseerivad
autoantikehad vdivad osaleda SLE haiguse aktiivsuse regulatsioonis.
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TYPE | IFN NEUTRALIZING AUTOANTIBODIES IN PATIENTS WITH
SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS

Type | IFNs are implicated in the pathogenesis of Systemic lupus erythematosus (SLE). We
hypothesized that autoantibodies towards type | IFNs, that develop in some patients with SLE,
are neutralizing and may interfere with the course of the disease. Luciferase
immunoprecipitation (LIPS) analysis was used to screen 476 SLE patient serum samples for
the presence of IFN-a binding autoantibodies and determine their subclasses. Type I IFN
neutralizing capacity of autoantibodies was tested using a reporter cell line. 12% of SLE
patients were positive for anti-IFNa. The autoantibodies were of IgG1 subclass and neutralized
IFN-a bioactivity in half of the positive cases. Once developed, anti-IFNa autoantibodies were
present throughout the disease. IFN-02 and -a8 were targeted first in two informative cases.
The reactivity broadened to other IFN-a subtypes within several months. IFN-o concentration
was negatively correlated with anti-IFNa antibody titers. The analysis of clinical data of the
SLE patients is in progress. In conclusion, IFN-a neutralizing autoantibodies could modify the
disease course of SLE.
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SISSEJUHATUS

Paljude autoimmuunhaiguste puhul on Kkirjeldatud tsiitokiinide vastaste autoantikehade
esinemist, nagu nditeks siisteemne eriitematoosne luupus, reumatoidartriit (RA),
autoimmuunne poliiendokrinopaatia-kandidoos ektodermaalne diistroofia (APECED). SLE on
siisteemne autoimmuunhaigus, mida iseloomustavad véga erinevad kliinilised stimptomid, mis
mojutavad paljusid organsiisteeme. [ thiipi interferoonid osalevad SLE haiguse
etiopatogeneesis. SLE patsientidel esinevad patogeensed immuunkompleksid (IC), mis
sisaldavad tuuma autoantigeene ning kéituvad endogeensete 1 tiilipi interferoonide
aktiveerijatena. Selle tulemusel tekib SLE patsientidel krooniline I tiilipi interferoonide

aktivatsioon, mis soodustab patogeensete autoantikehade teket.

Kéesoleva magistritoé eesmaérgiks oli uurida I tiiilipi interferoonide vastaste autoantikehade
esinemissagedust ja neutraliseerivat aktiivsust, et vilja selgitada, kas sellistel neutraliseerivatel

autoantikehadel v3ib SLE haiguse puhul olla potentsiaalselt kasulik moju haiguse aktiivsusele.

Antud magistritdd on kirjutatud Tartu Ulikooli Biomeditsiini dppekava raames. Katsed viidi
libi Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas, Biomeditsiini osakonnas, Bio- ja
Siirdemeditsiini Instituudis, Molekulaarpatoloogia uurimisgrupis. Magistrité6 on tehtud
koostoos London University College’i uurimisgrupiga, kellelt saadi SLE patsientide seerumid
ja Kliinilised andmed ning Pariisi Pasteuri Instituudi uurimisgrupiga, kes teostasid IFN-a

kontsentratsiooni madramise SLE patsientide seerumitest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Autoantikehad

Autoantikehad tunnevad é&ra organismist périt komponente ehk autoantigeene. Esimest korda
kirjeldati autoantikehasid 1940-ndate 16pus. Autoantigeenid sisaldavad valke, nukleiinhappeid,
lipiide, siisivesikuid voi erinevaid kombinatsioone eelnimetatutest. (EIkon & Casali, 2008)
Autoantigeenid voOivad asuda tuumas, tsiitoplasmas, rakupinnal voOi1 ekstratsellulaarses
keskkonnas (Suurmond & Diamond, 2015). Tuumavastaseid antikehasid (ANA) ja
reumatoidfaktoreid (RF) kirjeldati kui seerumi faktoreid, mis on voimelised seonduma tuuma
antigeenidega ja immunoglobuliinidega (Suurmond & Diamond, 2015). Autoantikehad
esinevad ka téiesti tervetel inimestel ning sageli on need IgM tiilipi, keskmise afiinsusega ja
poliireaktiivsed ehk voimelised seonduma mitme erineva antigeeniga. Selliseid antikehi
nimetatakse enamasti loomulikeks autoantikehadeks. Autoimmuunsete haigustega seotud

autoantikehad on enamasti korge afiinsusega ning IgG tiilipi, kuid esineb ka erandeid.

1.2 Autoantikehade jaotus

1.2.1 Organispetsiifilised autoantikehad

Organispetsiifilistele autoimmuunhaigustele on iseloomulikud konkreetsele organile, koele voi
rakutiitibile spetsiifilised autoantikehad, mis seonduvad kahjustatud koes olevate
autoantigeenidega. Organispetsiifiliste autoantikehade teket stimuleerib sihtmarkorganis tekkiv
poletikuline reaktsioon. (Elkon & Casali, 2008) Organispetsiifiliste autoimmuunhaiguste hulka
kuuluvad niiteks 1. titipi diabeet (T1D) ja tiireoidiit (Joonis 1). Organispetsiifilised
autoantigeenid vdivad olla erinevad rakumembraaniretseptorid (atsetiiiilkoliinretseptorid,
hormoonide retseptorid), hormoonid (T3, T4), tsiitoskeleti komponendid (neurofilamendid),
ensiiimid  (kilpnddrme  peroksiidaas, mao  H-K-ATPaas, tsiitokroom  P450,

glutamaatdekarbokstilaas).

1.2.2 Mitte-organspetsiifilised autoantikehad

Organispetsiifikata autoimmuunhaiguste korral ei ole autoantigeenid piiratud tihe kahjustunud
organiga, vaid on olemas pea kdigis keha rakkudes. Mitte-organspetsiifilised autoantikehad
esinevad silisteemsete autoimmuunhaiguste korral ning reageerivad peamiselt kahjustunud
rakkudest vabanenud antigeenidega. Koekahjustust vahendab sageli patogeenne antikeha-
antigeen kompleks ehk immuunkompleks (Elkon & Casali, 2008). Organispetsiifikata
autoimmuunhaigused on enamasti siisteemsed sidekoehaigused, nditeks silisteemne

eriitematoosne luupus ja reumatoidartriit (Joonis 1). SLE korral esinevad patsientidel
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autoantikenad DNA, histoonide ja fosfolipiidsete antigeenide vastu, mille vahendusel tekivad
kahjustused nahas, liigestes, neerudes. Organispetsiifikata autoantigeenide hulka kuuluvad
erinevad rakutuuma komponendid (DNA, RNP, histoonid, tsiikliin, Sp-100), tsiitoskeleti
komponendid (aktiin, tubuliin, keratiin), ensiiimid (2-oksohapete dehiidrogenaasid,
aminoatsiitil tRNA siintetaasid, miieloperoksidaas), adhesioonimolekulid, kollageenid,
kuumasoki valgud (HSP).

Autoimmuunhaiguste spekter
Organispetsiifilised autoimmuunhaigused

* Graves'i tobi (Kilpnd&re: TSHR Abs, TPO Abs)

* Hashimoto tiirecidiit (Kilpnddre: TPO Abs, Tg Abs)

* 1. tiilipi diabeet (Pankreas: GAD 1l Abs, 1A2 Abs, ICA)
*  Goodpasture siindroom (Neerud: GBM Abs)

* Pernitsioosne aneemia [Magu: Parietaalsete rakkude Abs)

* Primaarne biliaarne tsirroos (Maks, Sapp: AMA Abs)

*  Myasthenio gravis (Lihased: AChR Abs)

*  Dermato-/Poliimilosiit (Mahk/Lihased: Jo 1 Abs)

*  Vaskuliit (Veresooned: ANCA)

*  Reumatoidartriit (Liigesed: CRP, RF, RA33 Abs, Sa Abs)
' MCTD [RNP Abs)

v Scleroderma (5cl 70 Abs, CENP Abs, PM/Scl Abs)

* SLE (ANA, Kardiolipiini Abs, Beta 2 GP | Abs)

Organispetsiifikata autoimmuunhaigused

Joonis 1. Autoimmuunhaiguste spekter. Joonisel on nididatud organispetsiifiliste ja

siisteemsete autoimmuunhaiguste spekter koos haigustele iseloomulike autoantigeenidega. *

1.2.3 Tsiitokiinide vastased autoantikehad

Tsiitokiinid on immuunsiisteemi virgatsained, mis osalevad immuunvastuse regulatsioonil.
Tsiitokiinid on oma olemuselt valgud ning need omavad epitoope, mis on immuuntolerantsuse
murdumisel voimelised algatama immuunvastuse, vallandades autoantikehade tootmise
(Meager & Wadhwa, 2014). Tsiitokiinide vastased autoantikehad voivad esineda nii tervetel
inimestel kui ka autoimmuunhaiguste korral. Tsiitokiinide vastased autoantikehad vdivad
osaleda tsiitokiinide bioloogilise aktiivsuse ning immuunvastuse regulatsioonis,
neutraliseerides tsiitokiinide aktiivsust voi pikendades tsiitokiinide poolestusaega tsiitokiin-
antikeha kompleksi moodustamise kaudu (Knight et al., 2016; Courtney et al., 1994; Uchida et
al., 2003). Tervetel inimestel esineb madalas tiitris tsiitokiinide vastaseid autoantikehasid,
samas infektsioonide ja autoimmuunhaiguste korral esinevad patsientidel korgemad tiitrid

(Knight et al., 2016). Selliseid autoantikehasid on kirjeldatud mitmete autoimmuunhaiguste

1 http://lwww.phadia.com/en-US/Autoimmunity-diagnostics/Diseases/
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korral, nagu niiteks reumatoidartriit, hulgiskleroos (MS), SLE ning APECED. Tsiitokiinide
vastased autoantikehad vodivad osutuda oluliseks mdningate autoimmuunsete haiguste
aktiivsuse regulatsioonil (Ching et al., 2012; Gupta et al., 2016). APECED patsientide
seerumitest on leitud korges tiitris interleukiinide IL17A, IL17F, 1L22 ja I tiitipi interferoonide
vastaseid autoantikehasid (Meager et al., 2006; Kisand et al., 2010). Tsiitokiinide vastased
autoantikehad on sagedamini suunatud proinflammatoorsete tsiitokiinide vastu, nditeks IL-1a
(Svenson et al., 1989), TNF-a (tumor necrosis factor alpha) (Fomsgaard et al., 1989), I1L-6
(Hansen et al., 1991), IL-8 (Peichl et al., 1999), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) (Svenson et al., 1998); anti-inflammatoorsete tsiitokiinide IL-10 (Elkarim
et al., 1998), TGF-B (transforming growth factor beta) (Sjowall et al., 2004) vastu suunatud
autoantikehasid on harvemini kirjeldatud (Cappellano et al., 2012). IFN-y neutraliseerivaid
autoantikehasid on seostatud intratsellulaarsete infektsioonide esinemisega (Czaja et al., 2014;
Chi et al., 2013; Nishimura et al., 2015), IL17 ning IL22 neutraliseerivaid autoantikehasid
vastuvotlikkusega naha ja limaskestade kandidoosile (Kisand et al., 2010). Tsiitokiinide
vastaste autoantikehade méairamist on voimalik kasutada nii diagnostilistel kui ka haiguse

prognostilistel eesmérkidel.

1.3 Autoantikehade roll

1.3.1 Autoantikehade diagnostiline roll

Paljude autoimmuunhaiguste korral esinevad autoantikehad juba enne haiguse esmakordset
avaldumist, mistottu on autoantikehasid voimalik kasutada biomarkeritena paljude
autoimmuunhaiguste  diagnoosi  kinnitamisel, haiguse kulu jidlgmisel ja haiguse
ilmnemise/dgenemise  ennustamisel  (Castro &  Gourley, 2010). Siisteemsete
autoimmuunhaiguste puhul kasutatakse haiguse diagnoosimisel tuumavastaseid antikehasid,
mille kdrge tiiter kinnitab haiguse diagnoosi. Samas esineb autoantikehasid ka viikesel
protsendil tervetel inimestel ning nende puhul vOib autoantikehade tiitrite tdus ennustada
haiguse teket. Autoantikehade kasutamise diagnostilistel eesmérkidel teeb raskeks asjaolu, et
nende tsirkuleerivad tiitrid on vdga varieeruvad. Vaatamata sellele, on mdned autoantikehad
véga olulised indikaatorid haiguse varajases faasis (Arbuckle et al., 2003). Naiteks Ro (SS-A)
ja La (SS-B) vastaste autoantikehade esinemine rasedatel naistel on oluline, nditamaks

vaststindinute luupusesse haigestumise suurenenud riski (Buyon & Winchester, 1990).

Moningate autoimmuunhaiguste korral on voimalik autoantikehade médramisega hinnata ravi
efektiivsust ning haiguse prognostilist kulgu. Tsoliaakia korral ravitakse haigust gluteenivaba
dieedi jargimisega, mille tulemusel vdheneb transglutaminaasi vastaste autoantikehade tase

(Uibo et al., 2015). Katsed on ndidanud, et 1. tiitipi diabeeti podevate patsientide lahisugulastest
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haigestus diabeeti 150 inimest 3578-st ning 143 neist esinesid autoimmuunse diabeediga seotud
autoantikehad, mis tdestab autoantikehade prognostilist tdhtsust (Kulmala et al., 1998).
Reumatoidartriidi puhul on leitud seos RF korge tiitri ning haiguse aktiivsuse vahel — mida
kdrgem REF tiiter, seda kiiremini haigus siiveneb (Mo6ttonen et al., 1998; Wolfe & Sharp, 1998).
Kahjuks on erinevate autoimmuunhaiguste puhul keeruline méiérata optimaalset vanust, millest
alates peaks modtma autoantikehade taset, et ennustada haiguse ilmingute kulgu ning tagada
voimalikult varajane diagnoos. Paljud autoimmuunse diabeediga seotud autoantikehad
ilmnevad juba varajas lapseeas, samas tiireoidiidiga seostatud autoantikehad ei teki enne 20-
ndat eluaastat (Leslie et al., 1999; Leslie et al., 2001). Autoantikehade taseme mdotmine vdib
osutuda oluliseks kui on vaja haigus kategoriseerida teatud alagruppideks — néiteks, kas on

tegemist autoimmuunse voi mitte-autoimmuunse haigusega (Leslie et al., 2001).

1.3.2 Autoantikehade patogeneetiline roll

Autoantikehadel voib olla nii  kahjustav kui ka kaitsev funktsioon. Siisteemsete
autoimmuunhaiguste korral kahjustavad patogeensed autoantikehad/immuunkompleksid
kudesid, siivendavad poletikulisi reaktsioone ning patogeensete B-rakkude aktivatsiooni (Elkon
& Casali, 2008). Loommudelite pohjal on nididatud, kuidas DNA vastaste autoantikehade
ilekande voi autoreaktiivse B-rakkude retseptori (BCR) ekspressiooni tulemusel tekib hiirtel
neerudes pdletik (Raz et al., 1989; Kuhn et al., 2006). Teatud autoantikehad teevad koosto6d
komplemendiga ja/vdi FcyR (immunoglobulin Fc fragment binding receptor) signaalirajaga,
mis vOib samuti viia pdletikulise reaktsiooni tekkeni erinevates kudedes. Komplemendi
aktivatsioon pohjustab anafiilatoksiini C5a (complement factor 5a) vabanemist, mis meelitab
ligi neutrofiile, vabanevad proteoliiiitilised ensiilimid ning touseb podletikuliste tsiitokiinide
tootmine (Elkon & Casali, 2008). K&rge afiinsusega 1gG ja ka IgM autoantikehad on voimelised
aktiveerima Fc retseptoreid, mille tulemusel aktiveeritakse mitmeid immuunrakke ning
suureneb autoantikehade patogeensus (Suurmond & Diamond, 2015). Ténu defektidele
apoptoosis suureneb liimfotsiilitide kokkupuude intratsellulaarsete autoantigeenidega
(Casciola-Rosen et al., 1994). Autoantikehad moodustavad immuunkomplekse
autoantigeenidega, mis kuhjuvad erinevates organites, pohjustades kudedes kahjustusi ning

stisteemset poletikku (Isenberg et al., 2007).

Autoantikehad voivad toimida ka retseptorite blokeerimise kaudu. Néiteks miiasteenia korral
esinevad atsetiiiilkoliini retseptorit (AChR) blokeerivad autoantikehad, mille tulemusel tekivad
hiaired neuromuskulaarsetel iilekannetel (Drachman et al., 1980). Autoantikehade kahjustav

toime tuleb esile ka niditeks Graves’i haiguse korral, mis tekib tiireotropiini retseptorit (TSHR)

12



stimuleerivate autoantikehade tulemusel ning tekitab hiipertiireoidismi (Chazenbalk et al.,
2002).

Moningate haiguste puhul omavad tsiitokiinide vastased autoantikehad kaitsvat ning
prognostilist rolli. Reumatoidartriidi puhul on néidatud, kuidas IL-1a vastaste autoantikehade
taseme tdusmine korreleerub haiguse aktiivsuse vihenemisega (Graudal et al., 2002), seetdttu
on voimalik neid antikehasid kasutada varajase prognostilise markerina (Jouvenne et al., 1997;
Hansen et al., 1995). IFN-y vastaseid autoantikehasid on seostatud kiirema taastumisega
Guillain-Barre siindroomist (Elkarim et al., 1998; Cappellano et al., 2012) ja IFN-a-t
neutraliseerivat toimet kaitsva efektiga 1. tiilipi diabeedi eest APECED patsientidel (Meyer et
al., 2016).

1.4 Autoantikehade tekkemehhanismid

1.4.1 B-rakkude tsentraalne tolerantsus

Liimfotsiilitide eellasrakud paiknevad primaarsetes liimfoidorganites (imetajate tiilimus,
luuiidi), kus B- ja T-rakkude arengu kdigus toimub antigeeni retseptori geenides V(D)J
rekombinatsioon, tagades primaarsete liimfotsiilitide mitmekesisuse, mis on vajalik
immuunvastuse tekkeks (Fugmann et al., 2000). Luuiidis toimuva antigeeni retseptori geenide
V(D)J rekombinatsiooni tulemusel tekib umbes 102 erinevat BCR-i ning 55-75% nendest B-
raku retseptoritest omavad korget afiinsust lahustuvate, rakuliste vOi maatriksseoseliste
autoantigeenide suhtes (Brink & Phan, 2018; Wardemann et al., 2003). Teada on neli erinevat
moodust, kuidas juba luuiidis véhendatakse B-rakulise autoimmuunsuse teket: klonaalne
deletsioon, retseptori parandamine, klonaalne anergia ja ignorantsus (Goodnow et al., 1988;
Nemazee & Biirki, 1989; Gay et al., 1993; Radic et al., 1993).

Luuiidis tekkinud B-rakkudel, mis omavad kdrge afiinsusega BCR-i autoantigeenide suhtes,
peatatakse edasine kiipsemine ning sellised B-raku kloonid surevad apoptoosi teel — see on
klonaalne deletsioon (Nemazee & Biirki, 1989; Hartley et al., 1993). Defektid apoptoosis
voivad viia B-rakulise tolerantsuse murdumiseni. Lisaks apoptoosile on autoreaktiivseid B-
rakke voimalik korvaldada retseptori parandamise abil. Kui B-raku retseptor tunneb luuiidis
tugevalt dra autoantigeeni, aktiveeritakse rekombinaasi-aktiveeriva geeni (RAG) valkude
ekspressioon, mille tagajdrjel viiakse 1dbi tdiendavad V(D)J iimberkorraldused
immunoglobuliini kerge ahela geenides (Gay et al., 1993; Tiegs et al., 1993). Retseptori
parandamine esineb ainult ebakiipsete B-rakkude staadiumis, kui vahetult peale BCR
ekspressiooni tuntakse dra autoantigeen (Ota et al., 2011). Sellised rakud, millel ei dnnestu

parandada BCR autoreaktiivsust, eemaldatakse luuiidis apoptoosi tulemusel (Nemazee, 2006).
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Perifeersete B-rakkude uuringud on ndidanud, et perifeersesse immuunsiisteemi satub luuiidist
siiski ka autoreaktiivset retseptorit kandvaid B-rakke (Yurasov et al., 2005). Suur osa neist on
muudetud organismile ohutuks klonaalse anergia indutseerimisega (Goodnow et al., 1988). See
saavutatakse pinna IgM-i alla reguleerimisega, mis vihendab antigeeniga seondumisel saadavat
BCR signaali. Luuiidis ei ole voimalik toleriseerida selliseid B-rakke, mille retseptorile
seonduvaid antigeene ei ole voimalik luuiidis esitleda (Akkaraju et al., 1997). See on klonaalne
ignorantsus ja selliste B-rakkude inaktivatsiooni eest vastutavad perifeersed mehhanismid.
Ebakiipsete B-rakkude tolerantsuse hédireid luuiidis on eetilistel kaalutlustel inimestes keeruline
uurida. Siiski on tsirkuleerivate naiivsete B-rakkude hulgas SLE patsientidel tuvastatud oluliselt
rohkem autoreaktiivseid rakke kui tervetel isikutel, mis viitab B-rakkude tsentraalse
tolerantsuse hairetele (Yurasov et al., 2005). Sarnaseid defekte on leitud ka Sjogreni

stindroomiga patsientidel (Glauzy et al., 2017).

1.4.2 B-rakkude perifeerne tolerantsus

1.4.2.1 Klonaalne deletsioon ja anergia perifeerses immuunsiisteemis

Ignorantsete autoreaktiivsete B-rakkude kahjutuks muutmine toimub perifeerias luuiidist
vérskelt véljunud transitoorsete B-rakkude diferentseerumisel kiipseteks naiivseteks B-
rakkudeks (Wardemann et al., 2003). Antigeeni seondumisel B-raku retseptoriga tdmmatakse
antigeen endosoomidesse, kus toimub selle lagundamine véiksemateks peptiidideks.
Lagundamisel saadud peptiidid seonduvad MHC-11 (major histocompatibility complex 1) klassi
molekulidega. Samal ajal valmistatakse B-rakke ette vastu votma helper T-rakkudelt (Th)
tulenevaid signaale. Kui B-rakk-peptiid-MHC-I1 kompleks ei suuda 12-24 tunni jooksul peale
antigeeniga seondumist dra tunda ning seonduda Th rakkudega, aktiveeritakse
proapoptootilised valgud Bim (Bcl-2-like protein 11) ja Bcl2 (B cell lymphoma 2) ning selline
B-rakk suunatakse apoptoosi (Bouillet et al., 1999; Enders et al., 2003). Teise variandina
Kirjeldatakse ka anergia indutseerimist ehk pinnaretseptorite tiheduse viahendamist. Ka selles
esimeses perifeerses kontrollpunktis on tdheldatud defekte, nditeks SLE ja Sjégreni stindroomi
korral (Yurasov et al.,, 2005; Glauzy et al., 2017). Kuna see B-rakkude tolerantsuse
kontrollpunkt soltub oluliselt T-rakkude tolerantsusest, siis pole imestada ka autoantikehade
korget esinemissagedust APECED patsientidel, kellel on autoreaktiivsete T-rakkude hulk

tiimotsiititide negatiivse selektsiooni héire tdttu suurenenud (Fishman et al., 2017).

Follikulaarsed dendriitrakud (FDC) esitlevad sekundaarsetes liimfoidorganites (imetajate
lumfisdlmed, porn) kiipsetele B-rakkudele antigeene, mis indutseerib B-rakkude aktivatsiooni
ja diferentseerumise. Aktiveeritud B-rakk voib diferentseeruda lithiealiseks plasmarakuks, mis

hakkab kiirelt sekreteerima madala afiinsusega IgM antikehasid, tagades esmase humoraalse
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immuunvastuse. Alternatiivselt voib B-rakk diferentseeruda pikaealiseks idutsentri (GC) B-
rakuks — milu B-rakuks voi plasmarakuks, mis toodavad korge afiinsusega antikehasid, tagades
pikaajalise humoraalse immuunsuse ning pannes aluse vaktsineerimise efektiivsusele (Plotkin
et al., 2008). B-rakkude diferentseerumine idutsentri rakkudeks soltub B- ja helper T-rakkude

vahelisest interaktsioonist (Chan et al., 2009).

1.4.2.2 B-rakuline tolerantsus idutsentris

Idutsenter on perifeersetes liimfoidorganites asuv korgelt spetsialiseerunud immunoloogiline
mikrokeskkond, kus toimub B-rakkude proliferatsioon, somaatiline hiipermutatsioon (SHM)
ning immunoglobuliini isotiiiibi vahetus (Liu et al., 1996)(Joonis 2). Antikehade
afiinsuskiipsemine toimub idutsentris T-rakkude kaasabil. Afiinsuskiipsemise kdigus toimuvad
juhuslikud somaatilised mutatsioonid antikehade hiipervariaablites regioonides ning see avab
voimaluse ka autoreaktiivsete B-rakkude tekkimisele. Autoantikehade varieeruva regiooni
geenides olevad somaatilised mutatsioonid viitavad nende idutsentri péritolule ning esialgse
antigeeni kindlaks tegemiseks on voimalik muteerunud autoantikehasid tagasi muuta iduliini
vOi esialgseks mutatsioonideta antikehaks (Charles et al., 2013; Cho et al., 2014). Suurem o0sa
selliseid tagasi pooratud autoantikehasid tekivad algselt mitte-autoreaktiivsetest B-rakkudest,
mis on oma autoreaktiivsuse omandanud idutsentris proliferatsiooni kdigus (Charles et al.,
2013; Brink & Phan, 2018). Seetottu on oluline mdista, milliste mehhanismide abil vilditakse

autoantikehade tekkimist normaalsetes idutsentrites.

B-rakkude aktiveerumisel T-rakkudest sdltuvalt kogunevad tulevased idutsentri B-rakud FDC
rakkude timbrusesse (Pereira et al., 2009; Brink & Phan, 2018). Samal ajal B-rakkude
proliferatsiooniga toimub GC kiipsemine, mille tulemusel eristuvad hele ja tume tsoon, kus
resideeruvaid B-rakke nimetatakse vastavalt tsentrotsiiiitideks ning tsentroblastideks. Heledas
tsoonis asuvad follikulaarsed dendriitrakud, mis esitlevad enda pinnal immuunkompleksis
asuvaid antigeene. Kui idutsentri B-rakk seondub FDC pinnal oleva antigeeniga ning saab
signaali CD4" follikulaarsetelt helper T-rakkudelt (Tfh), mis asuvad samuti heledas tsoonis,
liiguvad sellised B-rakud idutsentri tumedasse tsooni (Victora et al., 2010). Tumedas tsoonis
toimub  idutsentri  B-rakkude replikatsioon ning  somaatiline  hiipermutatsioon
immunoglobuliinide varieeruvates geenides. SHM tulemusel tekkinud B-rakud, mis saavad
kahjustada voi kaotavad oma funktsiooni tdielikult, eemaldatakse apoptoosi ja tingible body
makrofaagide (TBM) poolt. Tumeda tsooni tsentroblastid naasevad tagasi heledasse tsooni, kus
nad esitlevad uuenenud BCRIi follikulaarsetele dendriitrakkudele ja konkureerivad Tfh
rakkudelt saadava abi nimel. Eelise saavad B-rakud, mille BCRi afiinsus paraneb SHM

tulemusel ning sellised idutsentri B-rakud saavad ellujaamissignaali, mille tulemusel need
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suunatakse uuesti SHM-i voi diferentseeruvad korge afiinsusega antikehi tootvateks
plasmarakkudeks (Brink, 2014).

Malu B-rakk

*® Antigeen

© GCB-rakk

ﬁ Apoptootiline B-rakk
@ Plasmarakk

@ Tfhrakk

Hele tsoon /

o d

@ Tfrrakk

@ Tingible body macrophage Tume tsoon

@°0
C

T-raku tsoon
Plasmarakud

Joonis 2. Idutsentri ehitus ning seda moodustavad rakud. Numbrid 1 -5 viitavad idutsentris
toimuvale positiivsele selektsioonile. Numbrid 6 ja 7 tdhistavad plasmarakkude
diferentseerumisrada. Number 8 viitab méilu B-rakkude diferentseerumisele. Lithendid: FDC —
follikulaarsed dendriitrakud; TfH - follikulaarsed helper T-rakud; Tfr — follikulaarsed
regulatoorsed T-rakud. (Brink & Phan, 2018)

1.4.2.3 Anergiliste B-rakkude haaramine idutsentrisse

Vaatamata vihenenud BCR aktiivsusele on anergilised B-rakud siiski voimelised esitlema
antigeene ning reageerima Th rakkudelt tulevatele signaalidele, nagu CD40L, IL-4 (Cooke et
al., 1994; Eris et al., 1994). Kui anergiline B-rakk omab autoreaktiivset BCR-i, mis
ristreageerib vodrantigeeniga, voivad Th rakud dra tunda vodra peptiidiga seotud epitoobi, mille
tulemusel autoreaktiivne B-rakk saab abi helper T-rakkudelt ning hakatakse tootma
autoantikehasid (Brink & Phan, 2018). Sellise olukorra véltimiseks on vajalik kahe TNF
perekonna ligandide, CD40 ja FAS (apoptotic receptor), ekspressioon. Kui anergiline B-rakk-
peptiid-MHC-I1 kaasab kompleksi Th raku, toimub CD40L ja CD40 seondumine B-raku pinnal,
mille tulemusel indutseeritakse FAS retseptori ekspressioon. Th rakkude ligand FASL
(apoptotic ligand) indutseerib FAS raja kaspaaside aktivatsiooni, mille tulemusel eemaldatakse
anergiline B-rakk apoptootiliselt (Rathmell et al., 1995; Garrone et al., 1995; Rathmell et al.,
1996). Selline FAS-vahendatud apoptoos tagab perifeerse immuuntolerantsuse ennetades
autoantikehade tootmist anergiliste B-rakkude poolt. Nii inimese kui ka hiire idutsentri B-rakud

ekspresseerivad korgel tasemel FAS retseptorit ning mutatsioonid selles viivad autoimmuunse
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limfoproliferatiivse stindroomi (ALPS) ja autoantikehade tekkeni (Smith et al., 1995; Liu et
al., 1995; Takahashi et al., 1994, Fisher et al., 1995).

Somaatilise hiipermutatsiooni kéigus tekitatakse peamiselt punktmutatsioone antikehade
varieeruvates regioonides, mis vdimaldab parandada antigeeni afiinsust B-raku retseptori
suhtes. Somaatilist hiipermutatsiooni viib 14bi aktivatsioon-indutseeritud tsiitidiini deaminaas
(AID), mis deamineerib immunoglobuliini V(D)J jérjestuses esinevad tsiitidiinid, tekitades
seeldbi ssDNA (single stranded DNA) katkeid, tithimikke ja ka kaheahelalise DNA (dsDNA)
katkeid. B-raku DNA reparatsioonimehhanismid parandavad tekkinud kahjustused, mille
tulemusel tekivadki punktmutatsioonid. Idutsentri B-rakud, mis omandavad somaatilise
hiipermutatsiooni tulemusel korge afiinsuse autoantigeeni suhtes, suunatakse tdiendavalt SHM-
I seni kuni kaotatakse tdielikult B-raku autoreaktiivsus (Burnett et al., 2018). Autoreaktiivsed
B-rakud, mis tunnevad dra koespetsiifilisi autoantigeene, suudavad teatud juhtudel siilitada
autoreaktiivsuse ning diferentseeruda autoantikehi sekreteerivateks plasmarakkudeks (Chan et
al., 2012).

1.4.2.4 Anergiliste B-rakkude aktiveerimine lisasignaalide kaudu

Paljud autoantikehade poolt &ra tuntavad antigeenid on vdimelised aktiveerima mustri
aratundmise retseptoreid (PRR), nagu Tolli-sarnased retseptorid (TLR) ja Nod-sarnased
retseptorid (NLR). B-rakud ekspresseerivad TLR7 ja TLR9 retseptoreid, mille kaudu on
voimalik B-rakke aktiveerida. Sellised autoantigeenid, mis on vdimelised aktiveerima
endosomaalset TLR ja B-raku retseptorit, indutseerivad B-rakkude aktivatsiooni (Suurmond &
Diamond, 2015)(Joonis 3). TLR ekspressiooni tdus aktiveeritud voi mailu B-rakkudes
voimaldab B-rakkude aktivatsiooni ka idutsentris. BCR ja TLR koaktiveerimine idutsentris
voib soodustada positiivset selektsiooni, mille tulemusel jadvad ellu autoreaktiivsed B-rakud,
pohjustades B-rakulise tolerantsuse hdirumise (Bernasconi et al., 2003; Bourke et al., 2003;
Meyer-Bahlburg et al., 2007). B-raku aktivaator-TNF perekonda kuuluva tsiitokiini (BAFF)
ekspressiooni tdusu ning TLR aktivatsiooni on seostatud T-rakkudest sdltumatu
autoreaktiivsete B-rakkude aktivatsiooniga (Groom et al., 2007; Herlands et al., 2008). TLR
aktiveerumine on suuteline algatama IgG isotiiiibi vahetuse, somaatilise hiipermutatsiooni ning
T-rakkudest sdltumatu autoreaktiivsete B-rakkude diferentseerumise plasmarakkudeks (Ehlers
et al., 2006; Genestier et al., 2007; Pone et al., 2012).

17



BCR dratundmine PRR dratundmine
PRR ei tunta &ra BCR ei tunta ara  BCR ja PRR d@ratundmine

Autoantikehad . ’_£ l
@ /
Autoreaktiivne ‘ (! >=
B-rakk VS ‘

9
Apoptootslme rakk

|
Tolerantsus | Tolerantsuse murdumine

y
@<

Joonis 3. PRR aktivatsiooni roll autoreaktiivsete B-rakkude aktivatsioonil.
Autoantigeenid, mis seonduvad mustri dratundmise retseptoritega, nagu Tolli-sarnased
retseptorid, on voimelised aktiveerima B-rakke. Autoantigeenide kombineeritud dratundmine

BCR ja TLR-retseptori poolt v3ib viia tolerantsuse murdumiseni tdnu autoreaktiivsete B-

rakkude tekkele. (Suurmond & Diamond, 2015)

1.5 Siisteemne eriitematoosne luupus

SLE on krooniline siisteemne autoimmuunhaigus, mille korral immuunsiisteem riindab
organismi enda kudesid ning tekitab organismis poletikulise seisundi. SLE esineb sagedamini
naistel. Luupuse korral esineb geneetiline eelsoodumus, kuid ainult 2% lastest, kelle emal on
diagnoositud SLE, areneb see haigus. Mitmed keskkonnafaktorid mdjutavad SLE patogeneesi,
nagu néditeks ultraviolettkiirgus, moned ravimid, viirusinfektsioonid, suitsetamine (Costenbader
et al., 2004). (Rose, Mackay, Petri, 2006) SLE patsiente iseloomustavad seerumis leiduvad
dsDNA, RNA, kromatiini, RNA- ja DNA-seonduvate proteiinide ning fosfolipiidide vastased
autoantikehad, mis omavad téhtsust ka haiguse diagnostikas (Hochberg, 1997; Tan et al., 1982).
SLE korral on kirjeldatud héireid apoptootilistes protsessides. Kui apoptootilisi rakke
eemaldatakse liiga aeglaselt voi esinevad defektid nende eemaldamisel, ldhevad apoptoosi
suunatud rakud sekundaarsesse nekroosi (Elkon & Casali, 2008). Selle tulemusel vabanevad
apoptootilistest rakkudest rakusisesed komponendid (histoonid, dSDNA, RNA, RNP), mis
satuvad ringlusesse, kus need on vdimelised seonduma autoantikehadega. Apoptoosi tulemusel
indutseeritakse tuumas erinevad modifikatsioonid, nagu histoonide tsitrullineerimine ja
atsetlilatsioon, mille tagajarjel on need voimelised seonduma autoantikehadega. (Dieker et al.,

2007; Dwivedi & Radic, 2014; Suurmond & Diamond, 2015)
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1.5.1 Siimptomid

SLE patsientide kliiniline pilt on véiga varieeruv, kuna haigusesse on kaasatud erinevad organid
(Joonis 4). Enamasti on haiguse tulemusel kahjustunud nahk, lihas- ja skeletisiisteem ning
neerud. Naha korral on koige levinumateks siimptomiteks valgustundlikkus, liblikakujuline
punetus néol, punetav tdpiline nahk, suu ja nina limaskesta haavandid. Lihas- ja skeletislisteemi
kahjustuste korral on levinumateks kaebusteks artriit, valud liigestes ning paistetus.
Neerukahjustuste korral v3ib esineda proteinuuria, hematuuria ja 16puks vdib neerukahjustus
siiveneda neerupuudulikkuseks. Lisaks kdikidele eelnevatele siimptomitele esineb luupuse
patsientidel tihti korge palavik, peavalud, juuste viljalangemine. Iga luupuse patsient on
iIsemoodi — mitte iihelgi patsiendil ei esine tépselt samasugused siimptomid. Monel patsiendil
voivad siimptomid tekkida jarsult, monel aga arenevad pika perioodi viltel. Haigushood vdivad
olla kas ,,dgedad‘ ehk raskekujulised voi ,.kerged* ning haigushoogude kestvus voib olla viga

varieeruv patsientide seas.

Susteemne erutematoosne luupus
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Joonis 4. Siisteemse eriitematoosse luupuse siimptomid. Pildil on ndidatud pohilised SLE

siimptomid erinevate organsiisteemide seas. 2

1.5.2 1 tiiiipi interferoonid SLE patsientidel
I tiiipi interferoone toodetakse vastusena nii viiruslike kui ka autoantigeenide esinemisele

organismis. I tiitipi interferoonid on IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-x, IFN-®. IFN-ao toodavad

2 https://ghr.nlm.nih.gov/condition/systemic-lupus-erythematosus
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eelkodige immuunrakud - kdige suurema osa neist sekreteerivad plasmatsiitoidsed dendriitrakud
(pDC); IFN-B toodavad koik viirusega nakatunud tuumaga rakud (Fitzgerald-Bocarsly et al.,
2008; Uibo et al., 2015). I tiitipi IFN-id seonduvad I tiiiipi interferoonide retseptoriga (IFNAR).
IFN-o puhul on eristatavad 13 erinevat subtiilipi, mida kodeerivad 13 homoloogset geeni, mis
asuvad klasterdunult tiheksandas kromosoomis (Ronnblom, 2016)(Joonis 5). 1 tiiiipi
interferoone kodeerivate jirjestuste homoloogia seisneb sama retseptori dratundmises ja
sekreteeritavate valkude sarnasel struktuuril, samas erinevad koik IFN-o alatiiiibid tiksteisest

ekspressioonitaseme poolest (Chen et al., 2004).
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Joonis 5. Inimese I tiilipi IFNA valkude fiillogeneetiline analiiiis. Inimese IFNA valkude
jarjestused saadi Genbank’ist. Jirjestused joondati ning fiilogenees tehti PhyML ja TreeDyn
programmiga. (Fishman et al., 2017)

I thiipi interferoonide suurenenud ekspressioon ning ebaefektiivne apoptootiliste rakkude
eemaldamine iseloomustavad nii luupust pdodevaid patsiente kui ka hiiremudeleid (Shao &
Cohen, 2011; Banchereau & Pascual, 2006). Viirusliku infektsiooni tulemusel aktiveeritakse |
tilipi interferoonide produktsioon ning toimub autoantigeenide vabanemine surnud rakkudest.
Moodustuvad interferogeensed immuunkompleksid, mis kédituvad endogeensete IFN-a
indutseerijatena ning aktiveerivad plasmatsiitoidseid dendriitrakke tootma | tiitipi interferoone.
IFN-a tootmise tulemusel aktiveerunud dendriitrakud on voimelised aktiveerima
autoreaktiivseid Th rakke. Aktiveeritud T-rakud omakorda stimuleerivad B-rakke tootma

autoantikehasid RNA- ja DNA-seonduvate valkude vastu. Autoantikehade suurenenud
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tootmise voi1 infektsioonide tulemusel moodustub aina rohkem uusi immuunkomplekse, mis
jallegi indutseerivad IFN-a tootmise. Kokkuvottes tekib krooniline | tiiiipi interferoonide
produktsioon, mis vallandab organismis autoimmuunsed protsessid ja kroonilise podletiku
(Joonis 6). (Rénnblom, 2016; Rénnblom & Alm, 2003) Uleliigne IFN-o. ekspressioon aitab
kaasa SLE patogeensusele, suurendades plasmarakkude diferentseerumist, autoantikehade

tootmist ning T-rakkudest sdltuvat poletiku teket (Niewold et al., 2010).

Apoptootilised ja
Nekrootilised rakud
Viirus/Bakter

!

IFM-cx

IFN-a

Aktivatsioon

IFMN-u

Abi

Joonis 6. I tiiiipi interferoonide roll SLE etiopatogeneesis. Joonisel on vilja toodud pShilised
IFN-o indutseerijad ja méarklaudrakud. Viirusliku/bakteriaalse infektsiooni tagajérjel hakkavad
plasmatsiitoidsed dendriitrakud tootma IFN-a, mis omakorda indutseerib 1. tiiiipi
dendriitrakkude arengu, T- ja B-rakkude aktivatsiooni. Apoptoosi tulemusel vabanenud DNA-
ja RNA-seonduvad valgud ning B-rakkude poolt toodetud autoantikehad moodustavad
immuunkomplekse, mis kiituvad endogeensete IFN-o aktiveerijatena. See pdhjustab
ilemédrase IFN-a tootmise, mis stimuleerib autoimmuunsuse teket. Lithendid: NIPC —
loomulikud IFN-a tootvad rakud; PDC — plasmatsiitoidsed dendriitrakud (Roénnblom & Alm,
2003)

Hooks et al. niitas oma t66s, kuidas | tiiipi interferoonide kdrgenenud tase korreleerub SLE
patsientide haiguse aktiivsusega (Hooks et al., 1979; Ytterberg & Schnitzer, 1982).
Mikrokiipide analiiis SLE patsientidelt périnevate perifeersete vere mononukleaarsete

rakkudega (PBMC) tuvastas paljude IFN-stimuleeritud geenide iileekspressiooni, mis toestab |
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titipi interferoonide olulisust SLE patogeneesis (Knight et al., 2016). SLE patsientidel on
kirjeldatud IFN-o vastaste autoantikehade esinemist, kuid nende esinemissagedus ja olulisus
haiguse kulu modifitseerijatena ei ole teada.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid
Hiipotees: SLE patsientidel haiguse jooksul tekkivad I tiiiipi IFN-de vastased autoantikehad
neutraliseerivad interferoonide bioloogilist toimet ja vdhendavad nende kontsentratsiooni

vereseerumis ning modifitseerivad haiguse kulgu.
Eksperimentaalse t66 eesmirgid:

1) Hinnata 1 tiitipi interferoonide vastaste autoantikehade esinemissagedust SLE
patsientidel.

2) Uurida, kas SLE patsientidel esinevad I tiilipi IFN vastased autoantikehad on voimelised
neutraliseerima.

3) Hinnata autoantikehade diinaamikat ajas.

4) Leida autoantikehade 1gG alaklasside jaotused

5) Vorrelda IFN-a seerumi kontsentratsiooni IFN-a-t neutraliseerivate antikehade

tasemega.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Uuritavad seerumid
Kiesoleva magistritoo raames uuriti 476 SLE patsiendi vereseerumeid, mis saadi koostoos

Londoni University College’ga.

e Katseid jatkati 60 patsiendiga, kellest 43 naist (vanuses 4-82) ja 4 meest (vanuses 30-
80), 13 patsiendi sugu teadmata.

e Diinaamikas uuriti viit SLE patsienti, kellest 4 naist (vanuses 55-85) ja 1 mees (vanuses
42).

o Kasutati 36 kontrolli, kellest 18 naist (vanuses 32-77) ja 18 meest (vanuses 33-74).

2.2.2 LIPS (Luciferase immunoprecipitation system) analiiiis

2.2.2.1 IFN-0 vastaste autoantikehade tuvastamine SLE patsientide vereseerumist
Lahjenduste tegemiseks kasutati puhvrit (50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 5mM MgCl», 1%
Triton X-100).

IFN-a erinevaid subtiilipe kodeerivate jarjestuste kloneerimiseks kasutati pPK-CMV-F4
plasmiidi (PromoCell GmbH, Saksamaa), millel Firefly lutsiferaas on asendatud NanolLuc

lutsiferaasi kodeeriva jarjestusega (Promega, USA) ning lisatud on uuritav antigeen. Koikide
23



IFN-o antigeenide lutsiferaasi-liitvalkude ekspresseerimiseks kasutati inimese embriionaalset
neerurakuliini HEK293. Rakke kasvatati 10 cm 14bimddduga koekultuuri tassidel DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium; Lonza, Sveits) soé6tmes, millesse oli lisatud 10% FBS,
100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini. Rakke kasvatati 37°C, 5% CO2 koekultuuri

inkubaatoris. Kloneerimine teostati teiste uurimisgrupi liikmete poolt.

96-kannulisele filterplaadile (Merck Millipore, Saksamaa) pipeteeriti 25 ul patsientide ning
kontrollisikute vereseerumi 1:10 lahjendust, millele lisati juurde 25 ul Proteiin G agarooskerade
suspensiooni (Exalpha Biologicals, USA) ja inkubeeriti toatemperatuuril loksutil iiks tund.
Seejirel pipeteeriti filterplaadi igasse kannu 50 pl 10° luminestsentsi ithikut (LU) sisaldav
antigeenide kokteil (IFN-a2, IFN-a8, IFN-al, IFN-a21) vai liksik antigeen ning inkubeeriti
toatemperatuuril loksutil tiks tund. Plaati pesti vaakumsiisteemi (Millipore, Saksamaa) abil neli
korda puhvriga ning neli korda 1XPBS-ga (phosphate buffered saline). Filterplaadi igasse kannu
lisati 20 ul lutsiferaasi substraati (1:1000 lahjendus) (Promega, USA) ning mdddeti
luminestsentsi intensiivus VICTOR X Multilabel Plate Reader’ga (PerkinElmer Life Sciences,
USA). Positiivse kontrollina kasutati inimese IFN-a spetsiifilist monoklonaalset antikeha
(19D11, Meyer et al., 2016) kontsentratsioonis 10 ng/ul. Uuritavate proovide vaértused avaldati

suhteliste tihikutena (AU), mis arvutati kui protsent positiivsest kontrollist.

2.2.2.2 SLE vereseerumi IFN-a vastaste immunoglobuliin IgG alaklasside
detekteerimine

Autoantikehade isotiitipide detekteerimiseks segati 1,5 ml tuubi kokku patsientide ja
kontrollisikute 1:10 vereseerumi lahjendused, millele lisati juurde 10° luminestsentsi iihikut
sisaldav antigeenide kokteil (IFN-a2, IFN-a8, IFN-al, IFN-a21). Lahuseid inkubeeriti
toatemperatuuril segajal kaks tundi, seejdrel tiledd +4°C juures. Jargmisel pdeval pipeteeriti 96-
kannulisele filterplaadile (Merck Millipore, Saksamaa) 25 pl streptavidiiniga seotud
agaroosikerade suspensiooni (Novagen, USA), millele lisati juurde 10 ul inimese 1gG subtiiiibi
spetsiifilisi biotiniileeritud antikehasid (anti-lgGi, anti-1IgGz, anti-lgGs périnesid BD
Pharmingen, USA. anti-1gGs pérines Sigma-Aldrich, USA) ning inkubeeriti toatemperatuuril
loksutil iiks tund. Seejdrel pipeteeriti iiledd inkubeerinud lahused filterplaadile laiali ja
inkubeeriti toatemperatuuril loksutil kaks tundi. Plaati pesti vaakumsiisteemi abil neli korda
puhvriga ja neli korda 1xPBS-ga. Filterplaadi igasse kannu lisati 20 pl lutsiferaasi substraati

(1:1000 lahjendus) ning mdddeti luminestsentsi intensiivsus nagu eelnevalt Kirjeldatud.
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2.2.3 SLE patsientide vereseerumi neutraliseerimisvoime testimine

Inimese vereseerumis esinevate IFN-o2a, IFN-a5, IFN-a6 ja IFN-a8 vastaste autoantikehade
neutraliseerimisvoime méadramiseks kasutati HEK-Blue IFN-o/p rakuliini (InvivoGen, USA),
mis indutseerib IFN-a-ga stimuleerimisel aluselise fosfataasi (AP) tootmise ISG54 promooteri
alt, mida on vdimalik detekteerida QUANTI-Blue ensiitimiga (InvivoGen, USA).

Rakke kasvatati 10 cm libimddduga koekultuuri tassidel DMEM so6tmes (Lonza, Sveits),
millele oli lisatud 56°C inaktiveeritud FBS seerum ning antibiootikumid blastitsidiin 30 g/ml
(InvivoGen, USA) ja zeotsiin 100 g/ml (InvivoGen, USA). IFN-a2a kasutati kontsentratsioonil
25 U/ml (Miltenyi Biotec, Saksamaa). IFN-a5, IFN-a6 ja IFN-a8 lutsiferaasi konjugaatide
optimaalse kontsentratsiooni leidmiseks tehti seerialahjendus — edasisteks Kkatseteks valiti
lahjendused, mille aluselise fosfataasi kontsentratsioon oli ldhedane IFN-a2a 25 U/ml AP

kontsentratsioonile.

96-kannulisel mikrotiiterplaadil (BD Bioscience, USA) tehti patsientide vereseerumite
lahjendusread DMEM so6tmes alglahjendusega 1:10, millele lisati juurde 50 ul IFN-a
lahjendust ning inkubeeriti kaks tundi koekultuurikapis (37°C, 5% CO). Positiivsesse kontrolli
lisati patsientide vereseerumi lahjenduse asemel 50 pl DMEM soddet ning negatiivsesse
kontrolli lisati 100 ul sdddet. Peale inkubatsiooni pipeteeriti mikrotiiterplaadi igasse kannu 10°
IFN-a-HEK-Blue rakuliini rakku ning inkubeeriti iile6d koekultuurikapis. QUANTI-Blue
pulber lahustati destilleeritud vees 16ppmahuga 100 ml ning filtreeriti 1dbi 0,45 pum filtri.
Jargmisel pédeval pipeteeriti 96-kannulisele ldbipaistvale plaadile igasse kannu 180 pul
QUANTI-Blue substraati, soojendati 37°C kapis 10 minutit. Seejdrel pipeteeriti plaadile tile6o
seisnud stimuleeritud rakkude supernatant ning inkubeeriti 30 minutit 37°C kapis. Teostati
optilise tiheduse modtmine 620 nm juures Multiscan MCC/340 ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) lugejaga (Labsystems, USA). Neutraliseerimise aktiivsus véljendati
IC50 véaartusena, mis nditab seerumi lahjendust, mille korral reageeriva IFN aktiivsus vdhenes

poole vorra.

2.2.4 Statistiline analiiiis

Tulemuste visualiseerimiseks ja analiiiisimiseks kasutati GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc, USA) programmi. Tulemuste vordlemiseks kasutati erinevaid t-statistikuid,
korrelatsiooni ning statistiliselt oluliseks loeti erinevused, mille P < 0,05. Graafikutele on
lisatud gruppide keskmine ja standardviga (SEM).
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2.3 Tulemused

2.3.1 Autoantikehade esinemissagedus SLE patsientidel

Esmalt skriinisime IFN-a vastast reaktiivsust erinevate IFN-a subtiilipide seguga. Positiivsete
ja negatiivsete vaartuste piir arvutati tervetelt isikutelt périnevate seerumite alusel (tervete
kontrollide keskmine + kolm standardhélvet). 476-st SLE patsiendist oli 12% positiivseid ehk
vadrtusega lile seatud eristuslave (Joonis 7B). Kontrollide autoantikehade tase oli méargatavalt

madalam vorreldes patsientide tasemega (Joonis 7A).

A) B)
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250 =
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Joonis 7. Anti-IFNa positiivsete SLE patsientide osakaal. SLE patsientidel maarati LIPS
analiiiisiga IFN-02, IFN-a8, IFN-al, IFN-a21 tsiitokiinide vastaste autoantikehade tase (AU)
(A) ja esinemissagedus (B). Kontrollide ja patsientide vaheline erinevus on arvutatud Paaritu t-
testiga (Unpaired t-test), kus *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

2.3.2 SLE patsientidel domineerivad 1gG1l alaklassi kuuluvad IFN-a vastased
autoantikehad

SLE patsientide ja kontrollgrupi IgG subtiilipide jaotuvust hinnati LIPS analiiiisi tulemusel
kasutades antigeenidena IFN-02, IFN-a8, IFN-a.1, IFN-a21 kokteili (Joonis 8). SLE patsientide
ja kontrollgruppide vaheliste tulemuste vordlemiseks kasutati Welch’i t-testi. Koikide
alaklasside puhul esines patsientide ning kontrollgrupi vahel statistiliselt oluline erinevus
(P<0,001). Vdarreldes patsientide IgG alaklasside tasemeid omavahel {ihesuunalise
dispersioonanaliiiisiga selgus, et patsientide seas on domineerivaks IgG1 alaklass, mille
vadrtused olid méarkimisvairselt korgemad vorreldes teiste alaklassidega. Eristus iiks patsient,

kellel domineeris tugevasti 1gG4 alaklass.
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Joonis 8. 1gG alaklasside jaotuvus SLE patsientide hulgas. Graafikul on ndidatud IgGl1,
IgG2, IgG3 ja IgG4 subtiiiibi IFN-o vastaste autoantikehade taset SLE patsientide ning

kontrollide hulgas. LU — Luminestsentsi iihik.

2.3.3 SLE patsientidel esinevad [IFN-o vastased autoantikehad omavad
neutraliseerimisvoimet

SLE patsientide seerumites esinevate autoantikehade voimet neutraliseerida IFN-oa2a, IFN-a5,
IFN-06 ja IFN-a8 tsiitokiinide bioloogilist aktiivsust testiti kasutades spetsiaalset rakuliini.
Umbes pooltel antikehade suhtes positiivsetel patsientidel pdhjustasid seerumis esinevad IFN-
a vastased autoantikehad muutusi tsiitokiinide bioloogilises funktsioonis (Joonis 9). Hinnates
anti-IFNa autoantikehade taset ja neutraliseerimise tiitreid selgus, et need on omavahel
positiivses korrelatsioonis. Mida kdorgem on autoantikehade tase patsientide seerumis, seda
suurem on ka nende vdime neutraliseerida tsiitokiinide bioaktiivsust. Kdikide tsiitokiinide
puhul esines autoantikehade taseme ja neutraliseerimise tiitrite vahel statistiliselt oluline

korrelatsioon.
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Joonis 9. AnNti-IFNa vastaste antikehade tase on positiivses Korrelatsioonis
neutraliseerimise tiitritega. Graafikul on ndidatud IFN-a2a, IFN-a5, IFN-a6 ja IFN-o8
vastaste autoantikehade taseme (AU) seos nende neutraliseerimise tiitritega. Neutraliseerimise
tiitrid on tdhistatud IC50, mis tdhistab punkti, kus pool tsiitokiini bioloogilisest aktiivsusest on
inhibeeritud. Arvutatud on Spearman korrelatsioon, kus ***p < 0,001.

2.3.4 Autoantikehade tasemed piisivad peale teket haiguse jooksul stabiilsena

60-st anti-IFNa. positiivsest SLE patsiendist uuriti edasi viite patsienti diinaamiliselt (Joonis
10). Kahel patsiendil viiest tekkisid autoantikehad jélgimisperioodi jooksul (SLE 60 ja SLE
299). Peale autoantikehade teket teatud ajapunktis, jadvad nende tasemed edaspidi suhteliselt
stabiilselt piisima. Ulejisnud kolme patsiendi korral, SLE 46, 104, 497, on autoantikehade tase

korge esimesest ajapunktist alates.
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Joonis 10. Autoantikehade diinaamika jilgimine. LIPS analiiisiga mdoddeti IFN-o (IFN-02,
IFN-08, IFN-a1, IFN-a21 segu) vastaste autoantikehade tase (AU) viiel SLE patsiendil.

2.3.5 Milline IFN-a subtiiiip on SLE patsientidel esimeseks autoantikehade mirklauaks?
Viie jélgitud patsiendi seerumist médrati 12 IFN-o subtiilibi vastaste autoantikehade tasemed -
SLE 60 patsiendil on selgelt eristatav, kuidas IFN-a8 vastane reaktiivsus tekib kdige esimesena
ning teiste subtiilipide vastaste autoantikehade tase touseb alles mitme kuu pérast. SLE 299
patsiendi puhul tekivad IFN-a2, IFN-a5 ja IFN-06 vastased autoantikehad teistest pisut varem.
SLE patsientide 46, 104 ja 497 korral on IFN-al, IFN-a2, IFN-08 ja IFN-a21 vastaste
antikehade tasemed korgemad vorreldes teiste subtiitipidega (Joonis 11).
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Joonis 11. IFN-a subtiiiipide vastaste autoantikehade diinaamika ajas SLE patsientide
hulgas. LIPS analiilisiga mdddeti autoantikehade tase (AU) 12 IFN-a subtiiiibi vastu erinevatel
ajapunktidel. Punasega on tdhistatud IFN-a subtiiiibid, mille vastaste autoantikehade tase on

teiste subtiiiipidega vorreldes korgem vai teke varajasem.

2.3.6 IFN-a kontsentratsioon on negatiivses korrelatsioonis anti-IFNe autoantikehade
tasemega

Jargnevalt analiiiisiti, kas vdOiks esineda seos IFN-a kontsentratsiooni ja anti-IFNa
autoantikehade taseme vahel. Koost60s Pariisi Pasteuri instituudi uurimisgrupiga méarati anti-
IFNo positiivsetel patsientidel IFN-o kontsentratsioon seerumis SiMoA meetodil (Single
Molecul Array). LIPS analiiiisi ja SIMoA meetodi tulemuste vordlemise pdhjal selgus, et IFN-
a kontsentratsioon on negatiivses korrelatsioonis anti-IFNa autoantikehade tasemega (Joonis
12B). Mida kdrgem on anti-IFNa autoantikehade tase, seda madalam on IFN-a
kontsentratsioon seerumis (Joonis 12A), mille pohjenduseks voib olla autoantikehade
neutraliseeriv aktiivsus. Anti-IFNa autoantikehad neutraliseerivad IFN-o bioloogilise
aktiivsuse, mille tulemusel langeb IFN-o kontsentratsioon. 436-st antikeha negatiivsest
patsiendist kiimnel oli IFN-a kontsentratsioon alla detektsiooni limiidi; antikeha positiivsetel
patsientidel oli 59-st {iheksal patsiendil IFN-a kontsentratsioon alla detektsiooni limiidi.

Vorreldes kahte gruppi Hii-ruut testiga, saime statistiliselt olulise p-véartuse (p < 0,01).
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Joonis 12. IFN-a konsentratsiooni seos anti-IFNa autoantikehade tasemega. Joonisel A on
ndidatud IFN-a (fg/ml) kontsentratsiooni ja anti-IFNo (AU) taseme vaheline seos. Viie
diinaamilise SLE patsiendi proovid on jaotatud kaheks grupiks: anti-IFNa madal (AU tase <
70) ja anti-IFNa korge (AU tase > 70). Kahe grupi vaheline erinevus on arvutatud Paaritu t-
testiga. B) IFN-a (fg/ml) tdhistab IFN-a kontsentratsiooni (Sinine joon) ja anti-IFNa (AU)
tahistab autoantikehade taset (punane joon). SLE 60 ja SLE 299 patsientidel on arvutatud
Pearsoni korrelatsioon, kus ***p < 0,001.

2.3.7 BILAG skoor on negatiivses korrelatsioonis IFN-a autoantikehade tasemega

Koostdds Londoni Ulikooli uurimisgrupiga saadi 60 positiivse ja viie longitudinaalse SLE
patsiendi kliinilised andmed, mis sisaldasid infot BILAG (British Isles Lupus Activity Group)
skoori kohta. Luupuse haiguse aktiivsuse hindamiseks kasutatakse BILAG skoori, mis on
kasutusel ainult Kliinilistes uuringutes. BILAG skoori arvutamiseks peavad patsiendid
koigepealt vastama 86-le organispetsiifilisele kiisimusele, mille alusel hinnatakse siimptomeid
skaalal 1 — 4 (1 — paranenud; 2 — sama; 3 — halvem; 4 — uus). Seejdrel hinnatakse koiki
organsiisteeme ka laboratoorsete analiiiiside abil, mille tulemusel pannakse igale organile skoor
A - E-ni (A — véga aktiivne haigus; B — keskmise aktiivsusega haigus; C — madala aktiivsusega
haigus; D — paranenud haigus; E — haigusest puutumata organ). Nende kiisimustike ja
analiiiiside alusel arvutatakse igale patsiendile BILAG skoor.® Mida kdrgem BILAG skoor,
seda aktiivsem ning raskem on haigus. LIPS testi ja kliiniliste andmete analiiiisil selgus, et
BILAG skoor on negatiivses korrelatsioonis IFN-a autoantikehade tasemega (Joonis 13A).
Seega, mida kdrgem on autoantikehade tase, seda madalam on nendel SLE patsientidel BILAG

skoor (Joonis 13B ja 13C).

A) B)
BILAG vs anti-IFNa
150 20
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3 https://www.lupusil.org/what-are-the-sledai-and-bilag-evaluations.html
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Joonis 13. BILAG skoor on negatiivses korrelatsioonis autoantikehade tasemega. Joonisel
A on ndidatud BILAG skoori seos anti-IFNa antikehade tasemega (AU). Joonisel B on ndidatud
BILAG skoor 60 SLE patsiendil, kes on jagatud kaheks grupiks: anti-IFNa madal (AU tase <
70) ja anti-IFNa kdrge (AU tase > 70). Statistiline erinevus on arvutatud Paaritu t-testiga, kus
***p < 0,001. Joonisel C on ndidatud BILAG skoori (punane joon) ja anti-IFNa tasemed (must
joon) viiel longitudinaalsel SLE patsiendil.
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2.4 Arutelu

Kéesoleva magistritod raames uuriti IFN-a vastaseid autoantikehasid SLE patsientidel. Anti-
IFNa autoantikehasid on varasemalt leitud ka APECED ja timoomiga patsientidel (Kérner et
al., 2013), RAG-mutatsioonidega patsientidel (Walter et al., 2016), IPEX patsientidel
(immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome) (Rosenberg et al.,
2018) ja ka monogeensete interferonopaatiate korral (Rice et al., 2013). APECED patsientide
puhul tekivad I tiilipi interferoonide vastased autoantikehad juba védga varajases eas ning
piisivad patsientide vereseerumites pikaajaliselt, isegi kuni 30 aastat (Karner et al., 2013;
Meager et al., 2006; Meloni et al., 2012; To6th et al., 2010). Tiimoomiga patsientidel esinevad
anti-IFNo/IL-12 autoantikehad ning nende jérsk taseme tous viitab kasvaja taastekkele (Meager
et al., 1997; Buckley et al., 2001). K4esolevas uuringus leiti, et IFN-o vastaste autoantikehade
esinemissagedus SLE patsientidel on 12% (Joonis 7B). See on vdga sarnane Ching’i ja
kolleegide poolt avaldatud tulemusele — 13% (Ching et al., 2012), kuid kdrgem kui Gupta ja
kolleegide poolt leitud sagedus — 6% (Gupta et al., 2016). Erinevus detekteeritavate
autoantikehade sageduses tuleneb ilmselt kasutatud meetoditest. Tsiitokiinide vastaste
autoantikehade tasemete mootmiseks on kasutatud ELISA testi (Meager et al., 2006; Meloni et
al., 2008), multipleks analiitisi mikropartiklitel (Puel et al., 2010; Gupta et al., 2016),
euroopiumil-pdhinevat immuunanaliiiisi (Zhang et al., 2007), radioligand binding assay’d
(RLBA) (Oftedal et al., 2008), mikrokiipidel pdhinevat analiiiisi (Walter et al., 2016;
Rosenberg et al., 2018) ja LIPS analiiiisi (Karner et al., 2013; Burbelo et al., 2010; Ching et al.,
2012). Tsiitokiinide puhul on peamised epitoobid konformatsioonilised, mitte lineaarsed
(Kérner et al., 2013) ning seetottu on oluline, et tsiitokiinid siilitaksid testslisteemis oma
loomuliku konformatsiooni. ELISA ja ka mikropartiklitel pShinevate meetodite korral seotakse
antigeen tahkele pinnale, mille tagajirjel voivad epitoobid kaduma minna konformatsiooniliste
muutuste kaudu (Karner et al., 2013). Tulenevalt sellest kasutati antud magistritoos
autoantikehade tasemete madramiseks LIPS analiiiisi, mille korral toimub antigeeni ja antikeha
vaheline reaktsioon lahuses, mis tagab testi maksimaalse tundlikkuse konformatsiooniliste
epitoopide sdilumise tottu (Kisand et al., 2010; Puel et al., 2010; Burbelo et al., 2010; Kisand
& Peterson, 2015; Karner et al., 2013).

Tsiitokiinide vastased autoantikehad vodivad olla olulised tsiitokiinide bioloogilise aktiivsuse
neutraliseerimisel voi vastupidiselt pikendades tsiitokiinide poolestusaega. Naditeks APECED
patsientidel esinevad IL-6 vastased autoantikehad, mis ei oma neutraliseerivat funktsiooni, vaid
hoopis stabiliseerivad IL-6 poolestusaega FcRn (Neonatal Fc receptor) kaudu (Kérner et al.,

2016). Tsiitokiinide neutraliseerimise tagajdrjeks voib olla vastuvotlikkuse tous teatud
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infektsioonitekitajate suhtes. Kuid on kirjeldatud ka tsiitokiine neutraliseerivate autoantikehade
kaitsvat toimet autoimmuunsete haiguste eest. Erialasest kirjandusest on teada, et I tiilipi
interferoonid aitavad kaasa 1. tiilipi diabeedi kujunemisele (Downes et al., 2010; Foulis et al.,
1987; Huang et al., 1995; Carrero et al., 2013). APECED patsientide hulgas, kellel esinesid
IFN-o-t neutraliseerivad autoantikehad kdorges tiitris, avaldus ainult vdhestel T1D; samas
nendel, kelle esines madalas tiitris autoantikehad ning ei inhibeeritud I tiilipi interferoone, tekkis
T1D (Kérner et al., 2013; Meyer et al., 2016). SLE patsientidel osalevad samuti I tiiiipi
interferoonid haiguse etiopatogeneesis (Joonis 5), nimelt iseloomustab SLE patsiente I tiitipi
interferoonide iiletoodang. Antud magistritods uurisime SLE patsientide IFN-o vastaste
autoantikehade neutraliseerivat aktiivsust ning nigime, et pooltel positiivsetel patsientidel
esinesid neutraliseerivad autoantikehad (Joonis 8). Vaadates patsientide Kliinilisi andmeid
selgus, et mida korgem oli anti-IFNa autoantikehade tase, seda madalam oli haiguse aktiivsus
(Joonis 12). Sellest vaib jéreldada, et IFN-a-t neutraliseerivad autoantikehad voivad omada

potentsiaalselt kaitsvat efekti SLE haiguse aktiivsusele.

Kéesoleva magistritdd raames midrasime autoantikehade IgG subtiilipide jaotuvuse SLE
patsientidel, kuna see vdimaldab saada informatsiooni autoimmuniseerumise koha ja selles
osalevate rakutiilipide kohta. APECED ja tiimoomiga patsientide puhul on domineerivateks
alaklassideks 1gG1 ja lgG4, mis viitab autoimmuniseerumisele epiteliaalses koes (nahk,
tliimus) voi regulatoorsete T-rakkude abile (Treg) (Kérner et al., 2013). Antud magistrit6d
tulemused néitasid, et SLE patsientide puhul on tsiitokiinide vastaste autoantikehade IgG
domineerivaks alaklassiks 1gG1 (Joonis 7). Enamus autoantigeene on valgulised ning B-raku
aktiveerimiseks on vajalik Th rakkude abi, mille tulemusel toodetakse pdhiliselt IgG1 alaklassi
autoantikehasid (Zhang et al., 2015; Schroeder et al., 2010). Selle katse tulemusel voib
jareldada, et IgG1 autoantikehad saavad abi Thl rakkudelt, mis algatavad poletikulise vastuse
ning voib oletada, et selle tulemusel hakatakse perifeerias liigselt ekspresseerima interferoone,

mis viib autoantikehade tekkeni.

SLE patsiente iseloomustavad autoantikehad, mis ilmnevad juba enne haiguse Kliinilist
avaldumist. Nagu eelnevalt mainitud esineb tervetel inimestel autoreaktiivsete antikehade
eemaldamiseks mitmeid kontrollpunkte: esimene kontrollpunkt toimub luuiidis ebakiipsete B-
rakkude staadiumis ehk tsentraalse tolerantsuse tagamine; teine kontrollpunkt esineb perifeerias
transitoorsete B-rakkude staadiumis ehk perifeerse tolerantsuse tagamine. Yurasov et al. on
ndidanud, kuidas SLE patsientidel esineb rohkelt autoreaktiivseid B-raku kloone juba
transitoorsete B-rakkude staadiumis, mis viitab sellele, et tolerantsuses on tekkinud héired juba

ebakiipsete B-rakkude staadiumis luuiidis (Yurasov et al., 2005). Lisaks esineb paljudel SLE
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patsientidel rohkelt autoreaktiivseid B-raku kloone ka kiipsete naiivsete B-rakkude hulgas
(Yurasov et al., 2005). Taolised autoreaktiivsed B-raku kloonid ei pruugi algselt toota
patogeenseid autoantikehasid, kuid teatud signaalide tulemusel vdivad need saada edasise
kiipsemissignaali. SLE patsientidel on ndidatud {lemaédrast 1 tiitipi interferoonide
produktsiooni, mille tulemusel stimuleeritakse pidevalt B- ja T-rakke, suunates autoreaktiivsed
B-raku kloonid klonaalselt paljunema ja somaatilisse hiipermutatsiooni, tdnu millele hakkavad
need B-raku kloonid sekreteerima patogeenseid autoantikehasid (Radic et al., 1993; Shlomchik
et al., 1987a; Shlomchik et al., 1987b; Rénnblom, 2016). Lisaks tsiitokiinidele voivad B- ja T-
rakud saada stimulatsiooni ka nukleiinhapetelt, mis on apoptootilist péritolu. Sellised
apoptootilist paritolu autoantigeenid omakorda aktiveerivad ka TLR retseptoreid, tekitades
tugeva kostimulatsiooni, mis viib jallegi patogeensete autoantikehade tekkeni (Mevorach et al.,
1998; Leadbetter et al., 2002; Viglianti et al., 2003). SLE patsientidel esinevad héired nii
tsentraalses kui ka perifeerses tolerantsuses, kuid praeguste andmete pdohjal pole veel teada,

millises punktis toimub esmane tolerantsuse kadumine.
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KOKKUVOTE

Tsiitokiinide vastased autoantikehad iseloomustavad mitmeid autoimmuunhaigusi.
Tstitokiinide vastased autoantikehad vdivad omada nii kahjulikku kui ka potentsiaalselt
kasulikku mdju autoimmuunhaiguste korral. Kdesoleva magistritdo raames uuriti 1ahemalt SLE
patsientidel esinevaid IFN-a vastaseid neutraliseerivaid autoantikehasid. SLE patsientidel
esineb iileméddrane I tiilipi interferoonide produktsioon, mida peetakse SLE patogeneesis iliheks

olulisimaks faktoriks.

Kéesoleva magistritoo kaigus leiti, et 12% uuritavatest SLE patsientidest esinesid IFN-a
vastased autoantikehad, mis kuulusid enamjaolt 1gG1 alaklassi. Positiivsetest patsientidest
pooltel esinesid neutraliseeriva aktiivsusega autoantikehad. Uurides viit SLE patsienti
diinaamiliselt, leiti, et [FN-a vastaste autoantikehade tase tduseb jarsult teatud ajapunktis ning
nende tasemed vdivad piisida stabiilsed mitmete aastate jooksul. Kuigi IFN-a8 ja teisel juhul
IFN-02, IFN-a5 ja IFN-a6 vastased autoantikehad tekkisid tiksikutel informatiivsetel juhtudel
teistest subtiitipidest pisut varem, kujunes ristreaktiivsus koigi subtiiiipide suhtes mdne kuu
jooksul. Hinnates SLE patsientide vereseerumi IFN-a kontsentratsiooni ja anti-IFNa
antikehade taset, selgus, et mida korgem on IFN-a vastaste autoantikehade tase, seda madalam
on IFN-a kontsentratsioon tdnu autoantikehade neutraliseerivale aktiivsusele. Analiiiisides SLE
patsientide kliinilisi andmeid leidsime, et SLE patsientide haiguse aktiivsus on madalam korge
anti-IFNa antikehade tiitri korral. Lisaks tdestati antud magistrito6 raames LIPS analiiiisi

efektitvsust autoantikehade taseme méaramisel.

Kokkuvdttes niitavad kdesoleva magistritod tulemused, et SLE patsientidel vdivad haiguse
kédigus tekkida neutraliseerivad IFN-a vastased autoantikehad ning need voivad omada
potentsiaalselt kasulikku moju SLE haiguse kulule. Lahtuvalt selle t66 tulemustest tuleks
jatkata SLE patsientide kliiniliste andmete analiiiisi. Kasulik oleks vorrelda antikehade suhtes

positiivseid ja negatiivseid patsiente omavahel IFN-a kontsentratsiooni ja BILAG skoori alusel.
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Type | IFN neutralizing autoantibodies in patients with systemic lupus erythematosus

Liis Haljasmaégi

SUMMARY

Autoantibodies against cytokines have been characterized in many autoimmune diseases. These
autoantibodies are usually pathogenic, but in some cases they may have a beneficial effect to
the diseases. The aim of this study was to investigate neutralizing autoantibodies against IFN-
a in patients with SLE. Overproduction of type | interferons is one the hallmarks of SLE — type
I interferons play central role in the etiopathogenesis of SLE. Excessive production of IFN-a
results in formation of immune complexes containing nucleic acids that act as endogenous IFN-

a inducers, causing prolonged IFN-a and autoantibody production.

In this study, we showed that 12% of SLE patients had autoantibodies against IFN-a, which
were of IgG1 subclass. In half of the positive cases SLE patients had autoantibodies that
neutralized IFN-a biological activity. When we investigated five patients dynamically, we saw
that once anti-IFNa antibodies develop, they are present throughout the disease for many years.
We showed that IFN-a8 and IFN-02 were the first ones to come up and reactivity of other IFN-
a subtypes developed within several months. We investigated IFN-a concentration in SLE
patient serum samples and discovered that IFN-o concentration was decreased in patients with
high anti-IFNa titers, which is possibly the result of neutralizing activity of these
autoantibodies. Analysis of clinical data showed that disease activity was reduced in SLE
patients with high titers of autoantibodies against IFN-a. Finally, we managed to show the

efficiency of LIPS analysis for measuring autoantibodies.

In conclusion, the results of this study show that some patients with SLE develop IFN-a
neutralizing autoantibodies which may modify the disease course of SLE. On the basis of this
work, further investigation of clinical data of SLE patients would be helpful. For example,
comparison of positive and negative patient’s IFN-a concentration and BILAG score may give

us further useful information about the role of type I interferons in patients with SLE.
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