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Geeniekspressiooni muutused fibroblastides tsiitokiinide korduval toimel

Tsiitokiinid on leukotsiiiitide ja teiste rakkude poolt siinteesitavad valgulised signaalmolekulid,
mis omavad rolli pdletiku ja immuunvastuse reguleerimisel ning samuti kudede kahjustuse
tekkel ja paranemisel. Tsiitokiinide seondumisel rakupinna retseptorile jargneb rakusisese
signaaliraja aktiveerumine, transkriptsioonifaktorite seondumine geenide promootoritele ja
geeniekspressiooni vallandumine. Loomuliku immuunsuse rakkude puhul on tdheldatud
geeniekspressiooni profiili muutumist pdletiku tingimustes. Soltuvalt tsiitokiinist voib
stimulatsioonile jirgneda kas geeniekspressiooni vdimendumine voi pidurdumine. Lisaks
loomuliku immuunsuse rakkudele osalevad podletikuvastuses ka fibroblastid, mille tuntuim
iilesanne on kudede tugistruktuuride moodustamine. Fibroblastide rolli pdletikuvastuse
moduleerimisel on vidhe uuritud. Kéesoleva bakalaureuset6d eesmirgiks on uurida, kas
fibroblastide korduval stimulatsioonil IFN-a, IL-6 ning TNF-o tsiitokiinidega muutuvad
geeniekspressiooni tasemed vorreldes esmase stimulatsiooniga.

Mirksonad: fibroblastid, tsiitokiinid, pdletik, immuunsiisteem

CERCS: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia

Gene expression changes in fibroblasts during repeated stimulation with cytokines

Cytokines are proteins that function as signalling molecules and are produced by leukocytes
and other cells. They play a crucial part in inflammation and immune regulation as well as
tissue damage and repair. After cytokines bind to its receptor, the signalling pathways are
activated inside the cell, transcription factors bind to the promotors of the target gene and gene
expression is initiated. While studying innate immune cells, it has been reported, that in an
inflammatory environment the gene expression profiles are changing. Depending on the
cytokine gene expression is either upregulated or downregulated during a subsequent
stimulation. In addition to the innate immune system cells, fibroblasts also take part in
inflammation regulation. Their most well-known role is forming tissue support structures, but
their role in inflammation regulation has not yet been widely studied. The goal of this thesis is
to study whether repeated stimulation of fibroblasts with cytokines change gene expression
levels compared to the initial stimulation.
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KASUTATUD LUHENDID

CAM raku adhesiooni molekul (cell adhesion molecule)

CSF kolooniat stimuleeriv faktor (colony-stimulating factor)

DAMP kahjustusega seotud molekulaarne muster (damage-associated molecular
pattern)

dsRNA kaheahelaline RNA (double-stranded RNA)

GAS gamma-aktiveeritud jérjestus (gamma-activated sequence)

gp130 gliikoproteiin 130 (glycoprotein 130)

IFN interferoon (interferon)

IFN-a interferoon alfa (interferon alpha)

IFNAR IFN-a retseptor (INF-o receptor)

IL interleukiin (interleukin)

IL-6 interleukiin 6 (interleukin 6)

IRF9 interferooni regulaatorfaktor 9 (interferon regulatory factor 9)

ISG interferooni stimuleeritud geen (interferon-stimulated gene)

ISGF3 interferooni stimuleeritud geenifaktor 3 (interferon-stimulated gene factor 3)

ISRE interferooni stimuleeritud vastuselement (interferon-stimulated response
element)

JAK1 Janus kinaas 1 (Janus kinase 1)

INK Jun NH; terminaalsed kinaas (Jun NH>-terminal kinase)

LPS lipopoliisahhariid (/ipopolysaccharide)

MAPK mitogeen-aktiveeritud proteiini kinaas (mitogen-activated protein kinase)

NHDF normaalne inimese dermaalne fibroblast (normal human dermal fibroblast)

NK-rakk naturaalne tapjarakk (natural killer cell)

NLR NOD-tiitipi retseptor (NOD-like receptor)

NS mittestimuleeritud proov (not stimulated)

PAMP patogeeniga seotud molekulaarne muster (pathogen-associated molecular
pattern)

pDC plasmatsiitoidsed dendriitrakk (plasmacytoid dendritic cell)

RA reumatoidartriit (rheumatoid arthritis)

RT-PCR poordtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsioon (reverse transcription

polymerase chain reaction)
SD standardhélve (standard deviation)
sIL-6R lahustuv IL-6 retseptor (soluble IL-6 receptor)
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SLE
SOCS
STAT

TLR
TNF
TNFR
TNF-a
TS
Tyk2

siisteemne eriitematoosne luupus (systemic lupus erythematosis)
tsiitokiini signalisatsiooni supressor (suppressor of cytokine signalling)
signaali vahendaja ja transkriptsiooni aktivaator (signal transducer and
activator of transcription)

Toll-tiitipi retseptor (Toll-like receptor)

tuumori nekroosi faktor (tumour necrosis factor)

TNF retseptor (TNF receptor)

tuumori nekroosi faktor alfa (tumor necrosis factor alpha)

tsiitokiiniga stimuleeritud proov

tiirosiini kinaas 2 (¢tyrosine kinase 2)



SISSEJUHATUS

Tsiitokiinid on valgulised signaalmolekulid, mis omavad rolli pdletiku ja immuunvastuse
reguleerimisel ning samuti kudede kahjustuse tekkel ja paranemisel. Tsiitokiine on vdimelised
tootma mitmed erinevad rakutiiiibid, nagu niiteks erinevad immuunrakud. Parast tsiitokiini
seondumist rakupinna retseptorile jdrgneb rakusisese signaaliraja  aktiveerumine,
transkriptsioonifaktorite = seondumine geenide promootoritele ja  geeniekspressiooni
vallandumine. Pdletiku tingimustes on loomuliku immuunsuse rakkude puhul on tdheldatud
geeniekspressiooni profiili muutumist. Tsiitokiinist sdltuvalt voib stimulatsioonijargselt
geeniekspressioon nii vdoimenduda kui ka pidurduda. Pdletikuvastuses osalevad lisaks
loomuliku immuunsuse rakkudele ka fibroblastid, mille tuntuim iilesanne on kudede
tugistruktuuride moodustamine. Nende osaluse tottu poletikuvastuses ja haavade paranemises,
on fibroblaste antud kontekstis oluline uurida. Varasemalt on fibroblastide rolli pdletikuvastuse
moduleerimisel pigem vidhe wuuritud. Pdletikulised tsiitokiinid vahendavad signaali
mirklaudkudedesse, kus leiavad aset poletikulised protsessid. Interferoon a (interferon alpha,
IFN-a) osaleb viirusevastases vditluses, kuid on samas oluline tsiitokiin immuunrakkude
aktiveerimises pdletikuvastuses. Interleukiin 6 (interleukin 6, 1L-6) omab keskset rolli
poletikureaktsiooni kujunemisel, indutseerides erinevate podletikuliste valkude tootmist ning
rakkude proliferatsiooni ja diferentseerumist. Tuumori nekroosi faktor o (fumor necrosis factor
alpha, TNF-a) on iks tdhtsamaid regulaatoreid pdletikuvastuses, ekspresseerides ja tootes
pOletikulisi molekule, indutseerides rakke ning kutsudes esile apoptoosi. Pdletikuliste
tsiitokiinide tasakaalu hiire osaleb mitmete krooniliste autoimmuunhaiguste tekkes.
Tsiitokiinide blokeerimisega on vdimalik kroonilisi pdletikulisi haigusi ravida, aga raviefekt

varieerub ja ravi pole alati edukas.

Kuna tsiitokiinide kasutamine ning inhibeerimine ravieesmérgil on {iha enam levimas kliinilises
praktikas, on oluline teada tsiitokiinide toime tdpset diinaamikat rakkudes. Kiesoleva
bakalaureusetod eesmérgiks on uurida, kas fibroblastide korduval stimulatsioonil IFN-a, IL-6
ning TNF-o tsiitokiinidega muutuvad geeniekspressiooni tasemed vorreldes esmase

stimulatsiooniga.

T66 eksperimentaalne osa teostati Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas bio- ja

siirdemeditsiini instituudis molekulaarpatoloogia uurimisrithmas.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Poletik

Poletik on organismi reaktsioon koe kahjustuse korral (Alessandri et al., 2013). Pdletikku
voivad tekitada koe fiiiisiline kahjustus, koe stress, infektsioon, toksiinid vms (Barton, 2008).
Poletikuvastus tekitab organismis rakulisi muutusi ja immuunvastust, mille tulemusena
koekahjustus parandatakse ning rakud prolifereeruvad kahjustuse kohas (Medzhitov, 2010).
Poletik voib muutuda krooniliseks, kui pdletiku pdhjustajat ei suudeta pidurdada. Krooniliste
poletikuliste haiguste hulka kuuluvad néiteks psoriaas, astma, siisteemne eriitematoosne luupus
(systemic lupus erythematosis, SLE) ja reumatoidartriit (rheumatoid arthritis, RA) (Alessandri
et al., 2013; Boehncke, 2018; Chung, 2012; Moulton et al., 2017; Waldburger ja Firestein,
2009).

1.1.1 Poletikuvastuse 4 etappi

Poletikuvastus koosneb neljast etapist — pdletiku indutseerijad, sensorid, mediaatorid ning
mérklaudkoed (joonis 1). Pdletiku indutseerijateks vdivad olla viirused, mikroorganismid,
mehhaanilised kahjustused kudedele voi kudede stress (Barton, 2008; Medzhitov, 2010) (joonis
1). Indutseerijateks on kahjustusega seotud molekulaarne muster (damage-associated
molecular pattern, DAMP) ja patogeeniga seotud molekulaarne muster (pathogen-associated
molecular pattern, PAMP), mis toimivad organismis ohusignaalina (Strbo et al., 2014). DAMP-
d on molekulidel, mis on vabanenud rakus stressiga, nagu nditeks rakusisesed valgud, DNA ja
RNA. PAMP-d on patogeenide spetsiifilised molekulid, nagu bakteriaalselt piritolu
lipopoliisahhariidid (/ipopolysaccharide, LPS) voi poliinukleotiidid (Strbo et al., 2014). Neid
ohusignaale tunnevad organismis dra keratinotsiiidid, makrofaagid, dendriitrakud ja
nuumrakud (Medzhitov, 2008) (joonis 1). Antud rakkudel on selle jaoks spetsiifilised sensorid
ehk retseptorid, nagu Toll-tiilipi retseptorid (Toll-like receptor, TLR) ja NOD-tiiiipi retseptorid
(NOD-like receptor, NLR). Sensorid annavad edasi signaali, mis indutseerib mediaatorite
tootmist. Mediaatoriteks vdivad olla niiteks tsiitokiinid, kemokiinid ja ka muud erinevad
molekulid (Medzhitov, 2010). Mediaatorid vahendavad signaali méarklaudkudedesse, kus
leiavad aset pdletikulised muutused (joonis 1). Kudedes laienevad veresooned ning toimub
massiline leukotsiiiitide, monotsiilitide ja neutrofiilide liikkumine podletikukoldesse (Barton,
2008; Nathan, 2006) (joonis 1). Kemokiinid indutseerivad adhesioonimolekulide ekspressiooni

endoteeli rakkudes. Selle tulemusena liiguvad neutrofiilid modda endoteeli rakke
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poletikukoldesse. Neutrofiilid migreeruvad korge kemokiini kontsentratsiooni suunas
(Vestweber, 2015). Neutrofiilid eemaldavad patogeenid ja rakujddgid fagotsiitoosi kaudu
(Wilgus et al., 2013). Neutrofiilid toodavad samuti tsiitokiine, mis vdimendavad omakorda
poletikuvastust. Lisaks produtseerivad neutrofiilid antimikroobseid peptiide (Eming et al.,
2014). Samuti migreeruvad koldesse monotsiiiidid, mis diferentseeruvad makrofaagideks (Galli
et al., 2011). Makrofaagid fagotsiiteerivad mikroobe ning rakujééke ja toodavad pdletikulisi
mediaatoreid. Hiljem omandavad makrofaagid ka kude parandava rolli, produtseerides

poletikuvastaseid mediaatoreid ning kasvufaktoreid (Galli et al., 2011).

[ Poletikuvastus [

Indutseerijad Sensorid Mediaatorid Mirklaudkoed
*,;‘:TLR

o B TNF, IL-1, IL-6
) ; 4
CCL2, CXCL8
l Nuumrakk I IDendriitrakkl
* r TLR Histamiin

Bradiikiniin N

Sl S Eikosanoidid \:.
e NG

Makrofaag =

Joonis 1. Péletikuvastuse etapid. Pdoletikuvastus koosneb indutseerijatest, mis algatavad

A

18
.

esialgse immuunreaktsiooni. Indutseerijad annavad signaali edasi sensoritele, mida
ekspresseeritakse nuum- ja dendriitrakkudel ning makrofaagidel. Sensorid indutseerivad
mediaatorite tootmist, milleks vdivad olla kemokiinid, tsiitokiinid, histamiin, bradiikiniin ning
eikonasoidid (prostaglandiinid). Mediaatorid algatavad mirklaudkudedes erinevaid pdletikulisi

muutuseid (kohandatud Medzhitov, 2010).

1.2 Tsutokiinid

Tsiitokiinid on véikesed signaalmolekulid, mille peamine iilesanne on rakkudevaheline
kommunikatsioon. Tsiitokiinid tagavad immuunsiisteemi ja teiste organisilisteemide
omavahelise suhtluse ning kontrollivad erinevaid protsesse immuunsiisteemis (Whiteside,
1994). Tsiitokiinid omavad olulist rolli immuunsiisteemi kaitses — organismi vastus
infektsioonile, immuunreaktsioon, trauma, poletik, kasvajad vms (Chow et al., 2001;
Goodbourn et al., 2000; Hansen et al., 2008; Idriss ja Naismith, 2000; Wang et al., 2005, 2009).
Tsiitokiinid reguleerivad rakkude diferentseerumist, proliferatsiooni ning reageerimist
iimbritseva suhtes (Whiteside, 1994). Antud signaalmolekulid suudavad omakorda indutseerida
vOi inhibeerida ka ennast voi teisi tsiitokiine (Whiteside, 1994). Pea koik tuumaga rakud on

voimelised tsiitokiine tootma ja nendele vastama (Dinarello, 2000). Uhte konkreetset tsiitokiini
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voivad toota erinevat tiiiipi rakud (Whiteside, 1994). Tsiitokiinid edastavad signaali seondudes
rakkude plasmamembraanil paiknevate retseptoritega. Antud retseptoreid on raku kohta
enamasti ainult mdnesajast mdne tuhandeni (Foxwell et al. 2008). Uks vdimalik tsiitokiinide
klassifitseerimise viis on interleukiinid, IFN-d, TNF-d, kolooniat stimuleerivad faktorid
(colony-stimulating factor, CSF), kemokiinid ning kasvufaktorid. Interleukiinidel on mitmeid
erinevaid funtsioone, néiteks osalevad need liimfotsiiiidi arengus (Wang et al., 2005), pdletiku
soodustamisel ning inhibeerimisel (Boraschi ja Tagliabue, 2013). IFN-d on vdimelised
inhibeerima viiruste replikatsiooni ning infektsiooni (Moore et al., 2001). TNF perekonda
kuuluvad inflammatoorsed tsiitokiinid (Idriss ja Naismith, 2000). CSF-d stimuleerivad rakkude
proliferatsiooni ning diferentseerumist (Hansen et al., 2008). Kemokiinid on olulised
poletikukoldesse rakkude viarbamisel (Cascieri ja Springer, 2000) ning kasvufaktorid
stimuleerivad rakkude kasvu (Hajimiri et al., 2015). Antud t60s on keskendutud tsiitokiinidele,

mis omavad olulist rolli pdletikureaktsioonis — IFN-a, IL-6 ja TNF-a.

1.2.1 IFN-a

IFN-o kuulub 1 tiiipi interferoonide hulka, mis on tuntud antiviraalse funktsiooni poolest
(Moore et al., 2001). Kaheahelaline RNA (double-stranded RNA, dsRNA) stimuleerib kdige
tugevamalt rakke tootma I tiiiipi interferoone (Kawai ja Akira, 2010). IFN-o-t produtseerivad
peamiselt plasmatsiitoidsed dendriitrakud (plasmacytoid dendritic cell, pDC) (Megjugorac et
al., 2004). Lisaks viirusevastasele toimele reguleerib IFN-o nii kaasastindinud kui ka
omandatud immuunsuse mehhanisme, toimides kas kaudselt vO1 otseselt naturaalsetele
tapjarakkudele (natural killer cell, NK-rakk), T-rakkudele, B-rakkudele, dendriitrakkudele ja
fagotsiitaarsetele rakkudele (Prchal et al., 2009) (joonis 2). IFN-a osaleb pdletikulistes
protsessides, aktiveerides immuunrakke. Antud tsiitokiin indutseerib rakkude apoptoosi ning
dendriitrakkude arengut ja blokeerib rakkude proliferatsiooni ning angiogeneesi (Solis et al.,
2006) (joonis 2). Tsiitokiinide héiritud voi liigne tootmine vdib viia mitmete pdletikuliste
haiguste ning kasvajate tekkeni (Bradley, 2008; Taniguchi ja Karin, 2014). IFN-a liigne
tootmine on seotud haigustega SLE ja RA ning siisteemne skleroos. Hetkel on arengujérgus
mitmed IFN-a-t, IFN-a retseptorit (INF-o receptor, IFNAR) vdi pDC rakke inhibeerivad
ravimid (Chyuan et al., 2019; Kirou ja Gkrouzman, 2013). Samas kasutatakse IFN-a-t nditeks
C-hepatiidi ja kasvatajate raviks, kuid kdrvalndhtude tdttu peab olema ettevaatlik antud
tsiitokiini kasutamisel meditsiinilistel eesmérkidel (Basyte-Bacevice ja Kupcinskas, 2020;

Palata et al., 2019).
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B-rakk ‘i- v:’g}j ‘ 2 ‘

- :
r: - Q -
Liimfotsiiiidi N
dlfer'entsw'on ja MHC I/1l ja
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Joonis 2. INF-o funktsioonid. IFN-o omab olulist rolli viirusvastases kaitses ja
immuunvastuses. [FN-a mdjutab immuunrakkude diferentseerumist ja arengut. Antud tsiitokiin
indutseerib dendriitrakkude arengut MHC klass I/II ja CD80/60 iilesreguleerimisega ning
abistab ka B-, T- ja NK-rakkude proliferatsiooni ja diferentseerumist. Lisaks sellele vdib IFN-
o vajadusel viia rakke apoptoosi ning blokeerida ka proliferatsiooni ja angiogeneesi

(kohandatud Solis et al., 2006).

1.2.2 IFN-a signaalirada

I tiitipi interferoonid seonduvad transmembraansele IFNAR-le. IFNAR on heterodimeer ning
koosneb IFNARI1 ja IFNAR2 subiihikutest (Ivashkiv ja Donlin, 2014). Kui IFN-o on
retseptorile seondunud, aktiveeruvad Janus kinaas 1 (Janus kinase I, JAK1) ning tiirosiini
kinaas 2 (tyrosine kinase 2, Tyk2). Kinaasid fosforiileerivad signaali vahendaja ja
transkriptsiooni aktivaatori (signal transducer and activator of transcription, STAT) valke, mis
moodustavad dimeeri. Fosforiileeritud dimeer translokeerub tuuma ja seostub mirklaudgeeni
ehk interferooni stimuleeritud geeni (interferon-stimulated gene, 1SG) promootoralale,
aktiveerides geeni ekspressiooni (joonis 3) (Ivashkiv ja Donlin, 2014; Levy ja Darnell, 2002;
Stark ja Darnell, 2012). IFN-a aktiveerib enamasti STATI1/STAT2 heterodimeeri
moodustumist, kuid samamoodi on voimalikud nii STAT1 homodimeeri, STAT3 homodimeeri
kui ka STAT1/STAT3 heterodimeeri moodustumine (Thyrell et al., 2007). STATI1 ja STAT2
fosforiileerimisel assotsieerub heterodimeer valguga interferooni regulaatorfaktor 9 (interferon
regulatory factor 9, IRF9), moodustades kompleksi interferooni stimuleeritud geenifaktor 3
(interferon-stimulated gene factor 3, ISGF3) (Platanias, 2005). ISGF3 kompleks seondub

interferooni stimuleeritud vastuselemendile (interferon-stimulated response element, ISRE),
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mis aktiveerib antiviraalseid geene (Platanias, 2005). STATI homodimeer aga seondub
gamma-aktiveeritud jirjestusele (gamma-activated sequence, GAS), mis indutseerib nii
poletikuvastuses kui ka muudes protsessides osalevaid mirklaudgeene (Platanias, 2005).
STAT3 homodimeer seondub samuti GAS jirjestusele, aktiveerides teatud marklaudgeene, mis
voivad olla jagatud STAT1-ga (Thyrell et al., 2007) (joonis 3) (Ivashkiv ja Donlin, 2014). JAK-
STAT raja terminatsiooni ja efektiivsust reguleerivad tsiitokiini signalisatsiooni supressorid
(suppressor of cytokine signalling, SOCS) (C. D. Chung et al., 1997, Seif et al., 2017). SOCSI1
ja SOCS3 valgud reguleerivad negatiivselt JAK-STAT rada (Trengove ja Ward, 2013). Lisaks
JAK-STAT rajale aktiveerib IFN-a ka NF-kB (Du et al., 2007) ja mitogeen-aktiveeritud
proteiini kinaasi (mitogen-activated proteiin kinase, MAPK) (Zhao et al., 2011) radasid, kuid
need on vihem uuritud. Antud t66s uuriti IFN-o mérklaudgeene IFIT1, IFI44L, RSAD?2 ja
CXCL10.TFIT1 ning RSAD2 omavad erinevaid viirusevastaseid mehhanisme (Schneider et al.,
2014). IFT44L-1 on kiill antiviraalsed omadused, kuid lisaks moduleerib see negatiivselt
viirusinfektsioonile jargnevat immuunvastust (DeDiego et al., 2019). CXCL10 on kemokiin,

mis on kemoatraktant aktiveeritud T-rakkudele (Dufour et al., 2002).
IFNa/IFNB

IFNAR2 @ IFNAR1

| STAT3

o = oo e D e o -
- T
OAS, IRF1,

y MX1 CXCL9

MEDVIT  NESOVNGT NesRVGT
Antiviraalne Poletikuline
vastus vastus

Joonis 3. Tiiiip I interferoonide signaalirada. IFN-a seondumisel aktiveerib IFNAR kinaasid
JAKI ja Tyk2. Kinaasid fosforiileerivad STAT valgud, mille tulemusena moodustuvad kas
STAT1 homodimeer, STAT3 homodimeer, STAT1/STAT3 heterodimeer voi STAT1/STAT2
heterodimeer. STAT1 ja STAT2 dimeer assotsieerub valguga IRF9, moodustades kompleksi
ISGF3. ISGF3 kompleks seondub ISRE-le, mis aktiveerib antiviraalse vastuse. STATI1
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homodimeer aga seondub GAS-le, mis aktiveerib pdletikuvastuse. STAT3 homodimeer

seondub samuti GAS-le (kohandatud Ivashkiv ja Donlin, 2014).

1.2.3 IL-6

IL-6 osaleb mitmes erinevad protsessis, nagu immuun- ja pdletikuvastus, rakukasv,
diferentseerumine, migratsioon jpm (Garbers et al., 2012). IL-6 toodavad mitmed erinevad
rakutiiiibid. Lisaks immuunrakkudele — makrofaagid, monotsiilidid ja T-rakud, voivad IL-6
toota ka fibroblastid, endoteelirakud, nuumrakud ja mitmed kasvajarakuliinid (Snick, 1990;
Tanaka et al., 2014). IL-6 keskne roll on immuunvastuse ja pdletikureaktsiooni kujunemisel,
lisaks osaleb ta mitmete rakkude arengus, nagu nditeks hepatotsiitidid, luuiidi vereliistakud ja
fibroblastid (Tanaka et al., 2014). IL-6 siinteesitakse pdletiku algfaasides, kus ta indutseerib
erinevate akuutse faasi valkude tootmist, mis osalevad turses, pdletikulises aneemias ja
kardiovaskulaarsetes haigustes (Heinrich et al., 1990). Lisaks vdib IL-6 indutseerida ka mitte-
immuunrakkude proliferatsiooni ja diferentseerumist (Tanaka et al., 2014). IL-6 on véga oluline
Th17 rakkude (Korn et al., 2009) ning tsiitotoksiliste T-rakkude (Bettelli et al., 2006)
diferentseerumiseks naiivsetest T-rakkudest. IL-6 on seotud mitmete krooniliste pdletikuliste
ja autoimmuunhaigustega, mistdttu on IL-6 ja tema retseptorit blokeerivate ravimite uuringud
véga levinud. IL-6 vastaseid monoklonaalseid antikehasid kasutatakse nditeks reumatoidartriidi

raviks (Choy et al., 2020).

1.2.4 IL-6 signaalirada

IL-6 perekonna tsiitokiinid vajavad signaali edastamiseks gliikoproteiin 130 (glycoprotein 130,
gp130) subtihikut ning IL-6 retseptorit ehk IL-6R, millele IL-6 saab seonduda. IL-6R ise
signaali edasikandmises ei osale. IL-6/IL-6R kompleks seondub gp130-ga, mis viib gp130-
homodimeeri moodustumiseni ning signaalililekandeni (Scheller et al., 2006). Kuigi vaid
moned rakud ekspresseerivad IL-6 retseptorit, siis on voimalik kdiki rakke stimuleerida
lahustuva IL-6 retseptoriga (soluble IL-6 receptor, sIL-6R) (Scheller et al., 2011). Antud t66s
on kasutatud sIL-6R molekuli IL-6-ga stimuleerimisel. IL-6 signaalitilekanne toimub JAK-
STAT raja kaudu, nagu ka IFN-a puhul (Guo et al., 2012; Imada ja Leonard, 2000). Kinaasid
JAKI1, JAK?2 ja Tyk2 aktiveeritakse IL-6 kompleksiga kokkupuutel (Calo et al., 2003), mis
omakorda fosforiileerivad STAT3 valgud. Aktiveeritud STAT3 homodimeer translokeerub

tsiitoplasmast rakutuuma, kus ta seondub promootorile ja algatab erinevate geenide
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transkriptsiooni (Levy ja Lee, 2002) (joonis 4). Antud tsiitokiini aktiveeritud JAK-STAT
signaalirada inhibeerivad SOCS valgud, nagu ka IFN-a raja puhul (Tanaka et al., 2014). IL-6
on voimeline lisaks JAK-STAT radadele aktiveerima ka teisi radu, mille hulka kuuluvad ka
NF-kB ja MAPK rajad (Luo ja Zheng, 2016). IL-6 mérklaudgeenidena on antud t66s kasutatud
MCPI, mille rolliks on monotsiilitide ja makrofaagide migratsiooni ja infiltratsiooni
regulatsioon (Deshmane et al., 2009), ning SOCS3, mis inhibeerib JAK-STAT signaalirada
(Trengove ja Ward, 2013).

Tsutoplasma

=
— /= &= N —,
== =y
= L=

I G
®
S/

Marklaudgeeni
transkriptsioon

Joonis 4. IL-6 JAK-STAT signaalirada. IL-6 seondub sIL-6R ja gp130-ga. Moodustunud
kompleks indutseerib JAK kinaasi fosforiitilumise, mis viib STAT3 dimeeri aktivatsioonini.
Fosforiileeritud STAT3 dimeer liigub tuuma, kus ta algatab erinevate mirklaudgeenide

transkriptsiooni (kohandatud Johnson et al., 2018).

1.2.5 TNF-a

TNF-a on proinflammatoorne tsiitokiin, mis on vdimeline surmama kasvajarakke in vitro ja
pohjustama kasvajate nekroosi organismis (Cheng et al., 2014). TNF-a tootmist stimuleerivad
erinevad ohusignaalid, nagu LPS, viirused ning ka teiste tsiitokiinide kombinatsioonid (Shin et

al., 1993). TNF-a on iiks tdhtsamaid regulaatoreid pdletikuvastuses, mida toodavad peamiselt
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aktiveeritud makrofaagid ja T-liimfotsiitidid (Bradley, 2008). Lisaks kuuluvad TNF-a
funktsioonide hulka selektiinide ning raku adhesioonimolekulide (cell adhesioon molecules,
CAM) ekspresseerimine, et leukotsiiiidid suudaksid kinnituda pdletikulisele endoteelile
(Zelova ja Hosek, 2013). TNF-a osaleb ka kemokiinide tootmises ja apoptoosi esilekutsumises
(Sherwood ja Toliver-Kinsky, 2004; Zelova ja Hosek, 2013). Madalas kontsentratsioonis
kutsub TNF-a esile lokaalset poletikku, mis omakorda aktiveerib leukotsiilite ning mdjutab
endoteelirakke (joonis 5). Mdddukas kontsentratsioonis pohjustab TNF-a siisteemset pdletikku
— palaviku esilekutsumine ning akuutse faasi valkude ja leukotsiiiitide tootmine. Pikaajaline
korge kontsentratsioon voib pdhjustada septilist Sokki, mis viib vererdhu languseni, trombide
moodustumiseni ning hiipogliikeemiani (Uibo et al., 2015) (joonis 5). Kuna TNF-a osaleb
mitmete krooniliste pdletikuliste haiguste kujunemises — RA, psoriaas, Crohn’i tdbi,
liigesejdikuslik liilipdletik (Cheng et al., 2014), on ta oluline sihtmérk haiguste ravis. TNF-a
vastased ravimid seonduvad tsiitokiini vai selle retseptoriga, inhibeerides signaali (Moots et al.,

2018).

TNF-a
|
v v v
Madalas Mé&ddukas Korges
kontsentratsioonis kontsentratsioonis kontsentratsioonis
(plasma <10 M) (plasma >107 M)
Lokaalne pdletik Siisteemne pdletik Septiline Sokk
| Leukotstitidid ‘ ‘ Aju | ‘ Suda ‘
Aktivatsioon Palavik Vererdhu langus
| Endoteelirakud ‘ ‘ Maks l | Veresooned ‘
Libilaskvuse Akuutse faasi valgud Trombid,
suurenemine, suurenenud ldbilaskvus
adhesioonimolekulide .
. o ‘ Luuiidi l ‘ Maks ‘
ja kemokiinide
tootmine Leukotstiiitide tootmine Hiipogliikkeemia

Joonis 5. TNF-a bioloogiline toime soltub kontsentratsioonist. Madalas kontsentratsioonis
initsieerib TNF-a lokaalset poletikku, mis aktiveerib leukotsiiiite ja stimuleerib endoteelirakke
tootma adhesioonimolekule ning kemokiine. Mdddukas kontsentratsioonis pohjustab palavikku
ja suurendab akuutse faasi valkude tootmist. Pikaajaline kdrge kontsentratsioon voib aga viia

septilise Soki tekkeni (kohandatud Uibo et al., 2015).
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1.2.6 TNF-a signaalirada

TNF-a seondub TNF retseptorile (TNF receptor, TNFR) (Locksley et al., 2001) ning aktiveerib
kolme erinevat signaalirada — NF-kB, MAPK ja kaspaasi signaalirada (Aggarwal, 2003;
Mathew et al., 2009) (joonis 6). NF-kB rada aktiveerib geene, mis on seotud raku ellujdimisega,
poletiku esilekutsumisega ja raku proliferatsiooni ja diferentsiooniga (Hayden ja Ghosh, 2014).
Teiseks on MAPK rajad, mille kaudu reguleeritakse erinevaid rakulisi funktsioone, nagu
apoptoos ja proliferatsioon (Hayden ja Ghosh, 2014). TNF-a mérklaudgeenidena on antud t63s
kasutatud MCP-1, IL-6 ja MAP3KS8 geene. MCP-1 rolliks on monotsiiiitide ja makrofaagide
migratsiooni ja infiltratsiooni regulatsioon (Deshmane et al., 2009). IL-6 kodeerib IL-6
tsiitokiini (Scheller et al., 2006). MAP3K8 osaleb MAPK ja JNK radade aktiveerimises ning

méngib olulist rolli pdletikuliste mediaatorite tootmises (Sanz-Garcia et al., 2017).

TNFR
—

]

[ | CRDs
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Retseptor |
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Joonis 6. TNF-a signaalirada. Kui TNF-a seostub retseptorile, kaasab viimane signaalirajasse
valgukompleksi, mis koosneb valkudest TRADD, TRAF2 ja RIP. TRADD vdib interakteeruda
ka FADD-iga, mis viib kaspaaside aktivatsioonini ja apoptoosini. TRAF2, RIP ja IKK
aktiveerivad NF-kB, mis vahendab raku eluspiisimiseks vajalikke geene. TRAF2 on oluline
vahend JNK kaskaadi aktiveerimiseks, mis omakorda vahendab rakusurma (kohandatud

Mathew et al., 2009).
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1.3 Naha fibroblastid

Fibroblaste leidub mitmes erinevas organis, kus nad tididavad spetsiifilisi funktsioone (Lynch
ja Watt, 2018). Olenevalt organist varieerub fibroblastidel ekstratsellulaarse maatriksi
tootmine, erinevad immunomodulatoorsed funktsioonid, haavade parandamise vdimekus jpm
(Brouty-Boyé¢ et al., 2000; Parsonage et al., 2005). Kédesolevas t60s keskenduti inimese naha
dermaalsetele fibroblastidele. Dermaalsed fibroblastid paiknevad naha dermise kihis (joonis 7)
ning on seal pdhiline rakutiiiip. Dermaalsete fibroblastide peamisteks iilesanneteks on toota
ekstratsellulaarset maatriksit ning aidata kaasa karvafolliikuli moodustumisele. Naha sees
voivad erinevates kohtades konkreetsed iilesanded varieeruda (Driskell ja Watt, 2015; Sennett
ja Rendl, 2012). Naha fibroblastid on naha komponendina vidga olulised. Lisaks
ekstratsellulaarse maatriksi tootmisele suhtlevad nad nii omavahel kui ka teiste rakutiitipidega,
mistottu on need rakud naha fiisioloogia reguleerimisel vdga olulised. (Ansel et al., 1996;
Detmar, 1996; Werner ja Smola, 2001). Lisaks eelmainitule osalevad fibroblastid ka
poletikuvastuses ja haavade paranemises. Tdnu tsiitokiinide ja kemokiinide tootmisele on
fibroblastid vdimelised reguleerima immuunrakkude tegevust kudede kahjustuste ja pdletiku
puhul (Silzle et al., 2004). Fibroblastid vabastavad tsiitokiine ja kasvufaktoreid, mis
moduleerivad keratinotsiiiitide aktiivsust ja seeldbi médngivad vigastuste parandamises olulist

rolli (Jordana et al., 1994; Kessler-Becker et al., 2004).

Epidermis
L | 3 4 / Fibroblast
- Kollageen
Dermis ; :
__.——| Elastiin
, N | Hijaluroonhape‘
Hipodermis ‘ '

L @\ Rasvarakud

Lihas

Joonis 7. Naha struktuur ning fibroblastid. Nahk koosneb kolmest kihist. Fibroblastid

asuvad kolmest nahakihist keskmises ehk dermises.

+ Kohandatud https://epidermolysisbullosanews.com/2018/03/26/fibroblasts-skin-injections-better-wound-
healing-closure-study/
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To0 eesmérgid

Hiipotees: Fibroblastide korduval stimulatsioonil pdletikus osalevate tsiitokiinidega muutuvad

geeniekspressiooni tasemed vorreldes esmase stimulatsiooniga.

Eksperimentaalse to6 eesmiirgid:
1. Leida markergeenide ekspressioonitasemete modtmise kaudu optimaalne ajavahemik
fibroblastide IFN-a, IL-6 ning TNF-a tsiitokiinidega stimuleerimiseks.
2. Uurida fibroblastide vdimet vastata IFN-a, IL-6 ning TNF-a tsiitokiinidele, pérast

eelnevat stimulatsiooni (koos puhkeperioodiga voi ilma) samade tsiitokiinidega.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud rakuliin

Antud t66s kasutati normaalseid inimese dermaalseid fibroblaste (normal human dermal
fibroblasts, NHDF) (Lonza). Rakke kasvatati DMEM (Dulbecco's modified eagle medium)
(Lonza, BioWhittaker) s66tmel. S66tmesse lisati 10 % 56 °C juures inaktiveeritud vasikaloote
seerumit, 100 U/ml penitsilliini, 100 pg/ml streptomiitsiini ja 2 mM glutamiini. Iga katse puhul

kasvatati rakke 37 °C juures, 5 % CO: kontsentratsioonil koekultuuri inkubaatoris.

2.2.2 Rakkude sulatamine, kasvatamine ja kiilmutamine

NHDF rakke sulatati DMEM s66tmega ning lisati 50 ml katsutisse. Rakud tsentrifuugiti pdhja
toatemperatuuril 10 minutit 200 x g. Seejdrel imeti sodde pealt dra ning rakke resuspendeeriti
sootmes. Rakkudele lisati 10 ml soddet ning pandi kasvama 10 cm? tassile CO, inkubaatorisse.
Kui rakud olid plaadil kasvanud ~ 80 % tiheduseni, imeti s66de pealt éra ja rakke pesti 5 ml
DPBS-iga (Dulbecco’s phosphate-buffered saline) (Corning). Rakkudele lisati 500 pl 0,05%
triipsiini (Corning) ning inkubeeriti 3 minutit CO; inkubaatoris. Seejérel lisati rakkudele 10 ml
sO60det ja rakud tdsteti imber 50 ml katsutisse ning tsentrifuugiti pdhja toatemperatuuril 10
minutit 200 x g. Rakkudelt imeti s66de pealt dra ning suspendeeriti 1 ml DMEM sddtmes.
Rakud loeti iile rakulugejaga (Luna, Dual Fluorescence Cell Counter) ja pandi eksperimendi
sooritamiseks kasvama 24-augulisele plaadile. Ulejdiinud rakud kiilmutati. Selle jaoks

tsentrifuugiti rakud pdhja toatemperatuuril 10 minutit 200 x g ning s6dde imeti pealt dra. Rakke
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resuspendeeriti 500 ul puhvris C ning seejérel lisati segule samas mahus puhvrit AB (CLT-
Cryo ABC Media Kit) (Cellular Technology Limited). Rakud siilitati kriioviaalides -80 °C

juures.

2.2.3 Kasutatud tsiitokiinid

Kiesolevas to0s kasutati fibroblastide stimuleerimiseks erinevaid tsiitokiine:

e IFN-a (MACS, Miltenyi Biotec)

e IL-6 (PeproTech)

e IL-6R (PeproTech)

e TNF-a (PeproTech)
Fibroblastide stimuleerimine viidi 1&bi 24-augulisel plaadil. Kdigepealt viidi 1abi tsiitokiinide
optimiseerimine, et leida sobiv kontsentratsioon ning stimulatsiooniaeg (tulemuste osa 2.3.1).
Kuna IL-6 tsiitokiin vajab toimimiseks ka tema retseptorit sIL-6R, lisati IL-6 tsiitokiini
stimulatsioonil rakkudele juurde samas kontsentratsioonis sIL-6R. Edaspidi tihistab IL-6 t60

eksperimentaalses osas tsiitokiini IL-6 ja tema retseptori sIL-6R segu.

2.2.4 Katseskeem

Uurimistdo jaoks tootati vélja katseskeem, mis koosnes kolmest erinevast katsest (joonis 9).
Katsetes esinesid proovid paralleelselt kahes korduses ning omakorda kdiki katseid korrati kaks

korda, erisused on vilja toodud vastavate katsete juures tulemuste osas.
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4 paeva TS +NS
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NS + NS
NS <
Katse 1 NS +TS
<: TS +TS
Umberkiilv NS ++ NS
NS > NS <:
Katse 2 NS ++ TS
8 pdeva TS ++ NS
TS » TS <:
TS ++ TS
Umberkiilv NS + * + NS
NS > x <
Katse 3 NS+*+TS
Puhkeperioodiga TS+*+NS
TS - <
TS+*+TS

| | |
| | |

Paev 1 Paev 4 Paev 8

Joonis 8. Katseskeem. Praktiline osa koosneb kolmest erinevast katsest. Katse 1 kestab 4 pdeva,
katse 2 ja katse 3 kestuseks on 8 pdeva. NS — mittestimuleeritud rakud; TS — tsiitokiiniga
stimuleeritud rakud; ++ — katse keskel sama konditsiooni jitkamine, nagu oli katse alguses; *

— puhkeperiood ehk sel ajal rakud tsiitokiini stimulatsiooni ei saanud.

Kui rakud olid kasvanud ~ 80 % tiheduseni, voeti rakud iiles 10 ml DMEM s66tmes ning
tsentrifuugiti pdhja toatemperatuuril 10 minutit 200 x g juures. Seejérel voeti rakud iiles 1 ml
puhtas DMEM so66tmes ning loeti iile rakulugejaga (Luna, Dual Fluorescence Cell Counter).

Rakud jaotati laiali 24-augilisele plaadile 40 000 raku kaupa.

2.2.4.1 Katse 1 (4 pdeva)

24-augulisel plaadil lisati ihe augu kohta 250 pl s66det rakkudega ning 250 pl s6odet vastava
tsiitokiiniga (TS + NS, TS + TS), kus TS tihistab tsiitokiiniga stimuleeritud ja NS
mittestimuleeritud proovi. Kontrollina kasutati proovi, mis sisaldas lisaks rakkudele 500 pl ilma
tsiitokiinita soodet (NS + NS). Seejirel jéeti rakud neljaks pdevaks kasvama. Nelja pieva
moddudes tehti pooltele proovidele uus stimulatsioon vastava tsiitokiiniga (NS + TS, TS + TS).
Uue stimulatsiooni pikkus ja aeg olid tsiitokiinide puhul varieeruv, vastavalt konkreetse
tsiitokiini optimiseerimisest saadud tulemustele. Ulejdsinud proove inkubeeriti 4 pieva

moddudes ilma tstiitokiinita sootmes (TS + NS, NS + NS).
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2.2.4.2 Katse 2 (8 pdeva)

Skeemis tdhistab ++ katse keskel sama konditsiooni jitkamist, nagu oli katse alguses. 24-
augulisel plaadil lisati iihe augu kohta 250 pl sdddet rakkudega ning 250 pl s6ddet vastava
tsiitokiiniga (TS ++ NS, TS ++ TS). Kontrollina kasutati proovi, mis sisaldas lisaks rakkudele
500 pl soodet (NS ++ NS). Seejérel jaeti rakud 8 paevaks kasvama. Katse keskel, 4. pdeval
toimus iimberkiilv, sest fibroblastide kasvukiirus on kdrge ning plaadid kasvasid tiis. Plaatidelt
imeti pealt dra vana sd66de ning rakkudele tehti 500 ul DPBS pesu. Seejdrel lisati rakkudele 100
ul triipsiini ja inkubeeriti 3 minutit CO> kapis. Triipsiiniga rakkudele lisati 1 ml sdddet, et
neutraliseerida triipsiini toime, ja rakud tdsteti timber katsutisse. Rakke tsentrifuugiti
toatemperatuuril 10 minutit 200 x g juures. Seejdrel imeti rakkude pealt dra soode ja
suspendeeriti 1 ml puhtas s66tmes. Rakud loeti iile ja pandi puhtale plaadile kasvama. Vastavalt
katse alguse tingimustele lisati rakkudele samamoodi vérske tsiitokiini stimulatsioon (TS ++
NS, TS ++ TS) voi hoiti rakke puhtas s66tmes (NS ++ NS, NS ++ TS). Katse algusest kaheksa
pideva moodudes tehti pooltele proovidele uus stimulatsioon vastava tsiitokiiniga (NS ++ TS,

TS ++ TS). Ulejiiinud proove inkubeeriti ilma tsiitokiinita sédtmes (TS ++ NS, NS ++ NS).

2.2.4.3 Katse 3 (8 pdeva puhkeperioodiga)

Skeemis tdhistab * puhkeperioodi. 24-augulisel plaadil lisati ithe augu kohta lisati 250 pl s6ddet
rakkudega ning 250 pl sdddet vastava tsiitokiiniga (TS +*+ NS, TS +*+ TS). Kontrollina
kasutati proovi, mis sisaldas lisaks rakkudele 500 pl s66det (NS +*+ NS). Puhkeperioodiga
katse puhul stimuleeriti alguses rakke 24 h ja seejdrel jéeti nddalaks puhtasse sdOtmesse.
Puhkeperioodiga katse keskel, 4. paeval toimus timberkiilv. Plaatidelt imeti pealt dra vana s66de
ning rakkudele tehti 500 ul DPBS pesu. Seejérel lisati rakkudele 100 pl triipsiini ja inkubeeriti
3 minutit CO; kapis. Triipsiiniga rakkudele lisati 1 ml sd6det ja tdsteti timber katsutisse. Rakke
tsentrifuugiti toatemperatuuril 10 minutit 200 x g juures. Seejdrel imeti rakkude pealt dra s6ode
ja suspendeeriti 1 ml puhtas s66tmes. Rakud loeti iile ja pandi puhtale plaadile kasvama.
Koikidele proovidele lisati puhas sddde, et lasta rakkudel puhata. Katse algusest kaheksa paeva
moddudes tehti pooltele proovidele uus stimulatsioon vastava tsiitokiiniga (NS +*+ TS, TS +*+

TS). Ulejdinud proove inkubeeriti ilma tsiitokiinita séotmes (TS +*+ NS, NS +*+ NS).

Koikide katsete 10pus imeti dra sodde ning tehti 500 ul DPBS pesu. Proovidele lisati 1000 pl
TRIzol reagenti (Thermo Fischer Scientific), inkubeeriti toatemperatuuril 5 minutit ning

resuspendeeriti. Rakud tosteti katsutitesse ning séilitati -80 °C juures.

21



2.2.5 RNA eraldamine rakkudest

RNA eraldati kdikidest proovidest. Selleks kasutati RNeasy Micro Kit (Qiagen) komplekti
vastavalt tootja protokollile. RNA eraldamise jargselt mdddeti RNA kogust NanoDrop ND-
1000 spektrofotomeetriga (NanoDrop Technologies). Modtmiseks nulliti spektrofotomeetri
taust 1 pl RNaasi vaba vee (RNeasy Micro Kit) vastu ning RNA kontsentratsiooni modtmiseks

voeti 1 pl proovi. RNA proovid siilitati -80 °C juures.

2.2.6 cDNA siintees

cDNA siinteesimiseks voeti iihe reaktsiooni kohta 11 ul RNA-d (30-60 ng/ul). Kokku segati
RNA, 1 pl 10 mM dNTP segu (Fermentas) ning 1 pl 500 pg/ml oligo(dT)20 praimerit
(Invitrogen). Seejdrel inkubeeriti praimerite seostumise jaoks proove 5 minutit 65 °C juures,
millele jérgevalt hoiti proove 1 minuti jooksul jdil, et sekundaarstruktuurid uuesti ei tekiks.
Samal ajal segati kokku cDNA siinteesi segu, millesse lisati ithe proovi kohta 4 pl 5x First
Strand puhvrit (Invitrogen), 1 pl 0,1 M DTT (Invitrogen), 1 ul ribonukleaasi inhibiitorit
RiboLock (40 U/ul) (Fermentas) ja 1 pl SuperScript 11 poordtranskriptaasi (200 U/ul)
(Invitrogen). 7 ul kaupa resuspendeeriti segu proovidele juurde ning seejérel inkubeeriti 60
minutit 50 °C juures ja peale seda veel 15 minutit 70 °C juures, et reaktsioon peatada. cDNA

proovid siilitati -20 °C juures.

2.2.7 Praimerite disainimine

Ekspressioonianaliiiisi praimerid disainiti NCBI andmebaasis vastavalt (Primer-BLAST)
uuritavate geenide kodeerivatesse aladesse nii, et praimerite jirjestuste vaheline ala jadks kahe
eksoni piiri peale. Disainitud ekspressioonipraimerite jérjestused on toodud tabelis 1. Praimerid

telliti firmast Metabion International AG.

Tabel 1. Ekspressioonipraimerite jarjestused

Tsiitokiin Geen Forward praimer Reverse praimer
IFN-a CXCLI10 TTCCTGCAAGCCAATTTTGT TTCTTGATGGCCTTCGATTC
IFN-a CIITA CCTTGGAAACCCTCAATCTG CAGTTATTGTACAAGCTTAGCC
IFN-a IFITI ATCCACAAGACAGAATAGCCAGATCT | TGTACTCATGGTTGCTGTAAATTAGGC
IFN-a RSAD?2 TTCCACACAGCCAAAACATCC TGAAGAAATGGCTCTCCACC
IFN-a IFI44L GTGGCCTTGCTTACTAAAGTGGATG CCCGGCTTTGAGAAGTCATAGA
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IL-6 SOCS3 AGCAACATTTGGAGGGGATGGA CCTGAGGTGAAAGATGTCCCGT
TNF-o, IL-6 MCPI CCAGTCACCTGCTGTTATAAC TGGAATCCTGAACCCACTTCT

TNF-a IL6 ACCAGGCAAGTCTCCTCATTGAA AGGCACTGGCAGAAAACAACC

TNF-a. MAP3KS GCCGCAGACTCTCCAGAAA TGCTGGCTCTTCACTTGCAT
Koduhoidja p-ACT CTGGAACGGTGAAGGTGACA CGGCCACATTGTGAACTTTG

2.2.8 RT-PCR

Korgenenud ekspressiooniga geenide detekteerimiseks kasutatati pdordtranskriptsiooni
poliimeraasi ahelreaktsiooni (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR).
Proove analiitisiti Viia 7 RT-qPCR masinaga (Applied Biosystems). Reaktsioonisegusse lisati
ithe proovi kohta 14,6 ul MQ, 16,3 ul 2x MaximaTM SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
(Fermentas) ning 1,5 pul 5 mM forward ja reverse praimerite segu. DNA-d lahjendati 5x ning
sellest voeti 1 pl, mis lisati 30 pl reaktsioonisegule. Segu jagati 10 ul kaupa kolmes korduses
384-augulisele mikrotiiterplaadile. Esimeses katsekordudes sooritati pipeteerimine spetsiaalse
pipeteerimisrobotiga (QIAgility). Teises katsekordudes pipeteeriti proovid plaatidele
manuaalselt. Kdikide praimerite puhul kasutati kontrollina MQ-d. qPCR-i programmietapid
olid 1 tsiikkel 10 minutit 95 °C juures poliimeraasi aktivatsiooni, denaturatsiooni 45 tsiiklit 15
sekundit 95 °C juures, praimerite scondumine ning produkti paljundamine 1 minut 60 °C juures,
1 tsiikkel 95°C juures 15 sekundit dissotsiatsioonietappi, 60 °C 1 minuti juures, millele jargnes
1 tsiikkel sulamiskdvera analiiiisi. Andmete analiiiisiks kasutati vordlevat Ct meetodit ning selle
jaoks kasutati valemit 2-44Ct (Livak ja Schmittgen, 2001). Normaliseerimiseks kasutati
koduhoidjageeni B-ACT, millele jargnes normaliseerimine stimuleerimata rakupopulatsiooni

suhtes.

2.2.9 Statistiline analiius

Ekspressioonianaliiiisi katseid sooritati kahes korduses, igas katses olid proovid kahes
paralleelis. Puhkeperioodiga katse sooritati vaid ithes kordudes kahes paralleelis ning seetdttu
ei ole nende katsete puhul teostatud statistilist analiiiisi. Ekspressioonitasemed konverteeriti
logaritmitud véértustesse. Tulemused on esitatud proovide keskmiste véddrtustena ning
graafikutele on lisatud standardhidlve (standard deviation, SD). Statistiliseks analiiiisiks
sooritati ithepoolne ANOVA test, kus vorreldi kdiki gruppe koos. Spetsiifilisemaks analiiiisiks
viidi 14bi Tukey test, kus vorreldi gruppe paarikaupa. Statistiliselt oluliseks loeti tulemusi, mille
p véirtus < 0.05. Analiiiisiks ning graafikute joonistamiseks kasutati programmi GraphPad

Prism 8 (GraphPad Software, Inc).
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2.3 Tulemused

2.3.1 Tsiitokiinide stimulatsioonide optimiseerimine

Optimiseerimise katsega leiti igale tsiitokiinile (IFN-o, IL-6 ning TNF-a) mirklaudgeeni
ekspressioonitaseme méadramiseks optimaalne kontsentratsioon ja stimulatsiooniaeg.
Tstitokiinide kontsentratsioonide optimiseerimiseks kasutati tootja poolt antud infolehel olevat
kontsentratsiooni vahemikku. Rakke inkubeeriti koekultuuri inkubaatoris teatud ajapunktidega,
mis on leitud vastavalt kirjandusest (Hao ja Baltimore, 2009; Moll et al., 2011; Spo Ruri et al.,
1999). NHDF rakke stimuleeriti tsiitokiiniga 24-augulisel plaadil. Rakkudest eraldati RNA,
stinteesiti cDNA ning kontrolliti mirklaudgeenide ekspressioonitasemeid qPCR-ga. Valiti vélja
ajapunktid ning kontsentratsioonid, mille puhul suhtelise geeniekspressiooni tase oli kdrgeim.
Tsiitokiin IFN-a puhul katsetati stimulatsiooni ajapunkte 2 ja 4 tundi ning kontsentratsioone
104, 10° ja 10% U/ml. Ekspressioonitasemeid mdddeti IFN-a mérklaudgeenidel — IFIT1, IFI44L,
RSAD?2 ning CXCL10. Kahe ajapunkti vordlusel ilmnes 4 tunnise stimulatsiooni puhul kdrgem
ekspressioonitase mérklaudgeenidel, v.a CXCLI0 (joonis 9A). Kontsentratsioonidest olid
korgema geeniekspressiooni tasemega nii 10* kui ka 10° U/ml. Kuna kahe kontsentratsiooni
erinevus oli viéike, siis tsiitokiini kokkuhoidmise eesmirgil otsustati madalama
kontsentratsiooni 10* U/ml kasuks (joonis 9A). Tsiitokiin IL-6 puhul médrati geenide
ekspressioonitase ajapunktides 2 ja 4 tundi ning kontsentratsioonidega 20, 50 ja 100 ng/ml.
Mairklaudgeenideks olid IL-6 katses SOCS3 ning MCP-1. Kdrgeim ekspressioonitase oli 100
ng/ml kontsentratsioonil 2 tunni jooksul (joonis 9B). TNF-o katses moddeti
ekspressioonitasemeid ajapunktidega 1 ja 2 tundi ning kontsentratsioonidega 0,02, 0,1 ja 0,5
ng/ml. TNF-a mirklaudgeenidena kasutati katses MAP3KS, IL-6 ning MCP-I.
Ekspressioonitase oli kdrgeim kontsentratsioonil 0,5 ng/ml 1 tunni jooksul, v.a MCP-1 2 tundi

(joonis 9C).
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Joonis 9. Tsiitokiinidega optimiseerimine. NHDF rakke stimuleeriti tsiitokiinidega IFN-a,
IL-6 ja TNF-a. Vordluseks on stimuleerimata proov (NS, not stimulated). (A) IFN-a-ga
stimuleeriti rakke 2 ning 4 tundi kontsentratsioonidega 104, 10° ja 10° U/ml (x-telg).
Stimulatsiooni jérgselt moddeti IFN-o mérklaudgeenide IFIT1, IFI44L, RSAD2 ning CXCL10
suhtelist mRNA ekspressiooni (y-telg). (B) IL-6 puhul stimuleeriti rakke 2 ja 4 tundi ning
kontsentratsioonidega 20, 50 ja 100 ng/ml (x-telg). Mirklaudgeenideks olid IL-6 katses SOCS3
ning MCP-1 (y-telg). (C) TNF-a-ga stimuleeriti rakke 1 ja 2 tundi kontsentratsioonidega 0,02,
0,1 ja 0,5 ng/ml (x-telg). TNF-o mérklaudgeenidena moddeti MAP3KS, IL-6 ning MCP-1
suhtelist mRNA ekspressiooni (y-telg). Ekspressioonitasemed on konverteeritud logaritmitud

vaartustesse.

Kokkuvotvalt optimiseerimise katse tulemusena leiti ajapunktid ning kontsentratsioonid, mille

puhul suhtelise geeniekspressiooni tase oli korgeim. IFN-a optimiseeritud kontsentratsioon ja
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aeg on 10* U/ml, 4 tundi. IL-6 optimiseeritud kontsentratsioon ja aeg on 100 ng/ml, 2 tundi.

TNF-a optimiseeritud kontsentratsioon ja aeg on 0,5 ng/ml, 1 tund.

2.3.2 4- ja 8-pievane IFN-a stimulatsioon

Rakke stimuleeriti IFN-a-ga ning seejdrel uuriti mérklaudgeenide ekspressioonitasemeid:
IFITI, IFI44L, RSAD?2 ja CXCLI10. 4-péevase katse puhul stimuleeriti rakke neljas erinevas
konditsioonis: NS + NS, NS + IFN-a, IFN-a + NS ning IFN-a + IFN-a (joonis 10A). 8-pdevases
katses, kus katse keskel oli timberkiilv, on samuti neli erinevat konditsiooni: NS ++ NS, NS ++
IFN-0, IFN-o ++ NS ning IFN-a ++ [FN-a (joonis 10B). Ekspressioonianaliiiisi katseid sooritati
kahes korduses, igas katses olid proovid kahes paralleelis (erisused on jooniste all vélja toodud).
Statistiliseks analiiiisiks sooritati ithepoolne ANOVA test, kus vorreldi koiki gruppe koos.
ANOVA testi tulemuste pohjal on nii 4-pdevases kui ka 8-pdevases katses koikide geenide
puhul statistiliselt oluline erinevus gruppide vahel (****p < 0.0001) (Lisa 1 ja Lisa 2). Et
pohjalikumalt uurida, milliste paarikaupa gruppide vahel olulised erinevused ilmnesid, viidi
1abi Tukey test, kus vorreldi gruppe paarikaupa. Tukey testi tulemused on vélja toodud
graafikutel (joonis 10) ning lisades (Lisa 1 ja Lisa 2). Kuna 4- (joonis 10A) ja 8-pievase (joonis
10B) katse geenid kiituvad molemad katses sarnaselt, siis edaspidi analiiiisitakse neid koos
tahistusega +[+]. Geeniekspressioonitulemuste pdhjal voib tinglikult jaotada geenid kahte
gruppi — [FI44L ning RSAD?2 ja IFITI ning CXCLI10. IFI44L ja RSAD2 geenide tasemed on
sarnased liihiajalisel 4-tunnisel stimulatsioonil (NS +[+] IFN-a) ning pikaajalisel padevi kestval
stimulatsioonil (IFN-a +[+] NS ja IFN-a +[+] IFN-a) — ehk IFN-a mdju jééb piisima pikalt ning
geeniekspressioonitase ei lange vahepeal. /F144L geeni puhul koguni tduseb 4-péevases katses
(joonis 10A). IFITI ning CXCL10 geenide puhul on liihiajaline 4-tunnine stimulatsioon (NS +
IFN-0) mdjunud kdige tugevamalt, tdstes ekspressioonitaset. Antud tdus on statistiliselt oluline,
vorreldes algselt stimuleeritud mitu péeva ja hiljem mittestimuleeritud prooviga (IFN-o +[+]
NS) modlema geeni puhul. Samas pikaajaline stimulatsioon (IFN-a +[+] NS ja IFN-a +[+] IFN-
o) on madalam vdrreldes liihiajalisega, eelkdige on langus mérgatav CXCLI0 geeni puhul.
Uheski geenis ei esine statistiliselt olulist muutust pikaajalisel stimulatsioonil IFN-a +[+] NS
ja IFN-a +[+] IFN-a vahel, ehk kui algul rakke stimuleerida, siis rakkude uuesti stimuleerimine

pérast 4. voi 8. pdeva ei muuda ekspressioonitaset (joonis 10A ja 10B).
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Joonis 10. IFN-o 4- ja 8-pidevane katse. NHDF rakke stimuleeriti tsiitokiiniga IFN-a,
vordluseks on graafikul stimuleerimata proov (NS, not stimulated). (A) 4-pievases katses on
kokku neli erinevat konditsiooni — NS + NS, NS + [FN-a, IFN-a + NS ning [FN-o + I[FN-a (x-
telg). (B) 8-pédevases katses on neli erinevat konditsiooni - NS ++ NS, NS ++ [FN-a, [FN-a ++
NS ning IFN-o ++ IFN-o (++ tdhistab rakkude timberkiilvamist pérast 4. pdeva ning uuesti
sama konditsiooni jitkamist, mis oli katse alguses) (x-telg). Pdrast rakkude stimulatsiooni
moddeti mairklaudgeenide [FITI, IFI44L, RSAD2 ja CXCLI0 suhtelise mRNA
ekspressioonitasemed (y-telg). Katseid sooritati kahes korduses, igas katses olid proovid kahes
paralleelis (kokku 4 paralleeli). V.a 4-pdevase katse puhul kodikide geenide IFN-a+IFN-a ning
RSAD?2 geeni NS+IFN-a stimulatsiooni puhul kasutati tulemustes 3 paralleeli; 8-pdevase katse
puhul RSAD?2 geeni NS++NS stimulatsiooni puhul kasutati tulemustes 3 paralleeli. Graafikutel
on NHDF rakkude keskmine ekspressioon + SD. Statistiliseks analiiiisiks viidi 14bi Tukey test,
kus vorreldi gruppe paarikaupa (*p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.01, ****p < 0.0001).
Graafikule ei ole lisatud mittestimuleeritud kontrollproovi p-védirtus vordluses teiste

stimulatsiooni gruppidega, mille vdib leida Lisa 1 ning Lisa 2 osadest.
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2.3.3 8-piaevane puhkeperioodiga IFN-a stimulatsioon

8-pdevase puhkeperioodiga katse puhul uuriti samuti IFN-o méirklaudgeene: IFIT1, IFI44L,
RSAD?2 ja CXCLI0 (joonis 11). Puhkeperiood antud katses tdhistab rakkude inkubeerimist
puhtas sd6tmes katse keskel ehk vdimalust rakkudel puhata tsiitokiini stimulatsioonist. Kdik
geenid on antud katses omavahel sarnase ekspressioonimustriga. Puhkeperioodi katse puhul ei
olnud voimalik teha statistilist analiiiisi, kuid antud stimulatsiooniskeemi puhul esineb teatud
trend. Geeniekspressioonitase on kdrge nii algul mittestimuleeritud ja hilisemalt stimuleeritud
proovi (NS +*+ IFN-a) kui ka molemal korral stimuleeritud proovi (IFN-o +*+ IFN-a) puhul.
Kuna need tasemed on sarnased, siis tundub, et puhkeperioodiga katse puhul lithiajaline 4-
tunnine rakkude stimulatsioon ei muuda ekspressiooni taset vorreldes pikaajalise
stimulatsiooniga ehk tolerantsust ei teki. Tolerantsus on selline seisund, kus esimese
stimulatsiooni jdrel teine stimulatsioon annab tunduvalt ndrgema vastuse. Selge erinevus esineb
IFN-a +*+ NS puhul vorreldes 4- ja 8-pdevase katsega — kui parast puhkeperioodi rakke ei
stimuleerita IFN-a-ga uuesti, ei tduse geeniekspressiooni tase (joonis 11). Ilmselt langeb
geeniekspressioonitase IFN-a maha pesemise jérgselt ning seetdttu polegi vahet kas esimene
stimulatsioon on saadud vdi ei. Odpdevane stimulatsioon (IFN-o +*+ NS) ei jdsnud piisima
néddalaja 16puni, jérelikult IFN-o mirklaudgeenide ekspressiooni tdusuks on vajalik pidev IFN-

o stimulatsioon.
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Joonis 11. IFN-a 8-pievane puhkeperioodiga katse. NHDF rakke stimuleeriti IFN-a-ga
vastavalt skeemile 8 pdeva jooksul. Lisaks oli katse keskel puhkeperiood ehk rakke inkubeeriti
puhtas s66tmes. Vordluseks on graafikul stimuleerimata proov (NS, not stimulated). Katses on
neli erinevat konditsiooni - NS +*+ NS, NS +*+ I[FN-a, [FN-a +*+ NS ning IFN-a +*+ IFN-a
(* tdhistab puhkeperioodi) (x-telg). Pérast rakkude stimulatsiooni mdddeti marklaudgeenide
IFITI, IFI44L, RSAD?2 ja CXCL10 suhtelise mRNA ekspressioonitasemed (y-telg). Graafikutel
on NHDF rakkude keskmine ekspressioon. Kdikide geenide puhul stimulatsiooniga NS +*+

NS ja IFN-a +*+ [FN-a esineb 3 paralleeli, NS +*+ IFN-a ja I[FN-a +*+ NS 2 paralleeli.
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2.3.4 4- ja 8-pidevane IL-6 stimulatsioon

Rakke  stimuleeriti  tsiitokiiniga IL-6 ning seejdrel uuriti  mérklaudgeenide
ekspressioonitasemeid: SOCS3 ja MCP-1. 4-paevase katse puhul stimuleeriti rakke neljas
erinevas konditsioonis: NS + NS, NS + IL-6, IL-6 + NS ning IL-6 + IL-6 (joonis 12A). 8-
paevases katses on samuti neli erinevat konditsiooni: NS ++ NS, NS ++ [L-6, IL-6 ++ NS ning
IL-6 ++ IL-6 (joonis 12B). 4-pdevase ekspressioonianaliiiisi katseid sooritati kahes korduses,
8-péevase lihes korduses. Igas katses olid proovid kahes paralleelis. Statistiliseks analiiiisiks
sooritati ithepoolne ANOVA test, mille tulemuste pdhjal on 4-pédevases katses koikide geenide
puhul statistiliselt oluline erinevus gruppide vahel (Lisa 3) ning seejérel teostati Tukey test (Lisa
3), mille tulemused on vélja toodud ka graafikul (joonis 12A). Kuna 4- (joonis 12A) ja 8-
pievase (joonis 12B) katse geenid kdituvad katses sarnaselt, siis edaspidi analiiiisitakse neid
koos tdhistusega +[+]. 4- ja 8-pdevaste katsete puhul on niha, et mdlema geeni profiilid on
sarnased (joonis 12A ja 12B). Geeniekspressioon on mairgatavalt tousnud algul
mittestimuleeritud ja hilisemalt liihiajaliselt 2 tundi stimuleeritud proovi (NS +[+] IL-6) puhul,
mis eristub statistiliselt teistest stimulatsiooni katsetest 4-pidevase katse puhul, 8-pdevase katse
puhul statistilist analiiiisi teha ei saanud, kuid trend on sarnane 4-péevase katsega. Pikaajaliselt
stimuleeritud ning lisaks 2-tunnise stimulatsiooniga proov (IL-6 +[+] IL-6) on korgema
tasemega kui algul pdevi stimuleeritud ja hilisemalt mittestimuleeritud proov (IL-6 +[+] NS).
Ilmselt ei piisi IL-6 kontsentratsioon pdevi ja on seetdttu madalam ning tduseb alles IL-6 lisades
ehk IL-6 toime on liihiajaline. IL-6 +[+] IL-6 geeniekspressioon vorreldes NS +[+] IL-6
stimulatsiooniga on madalam, mis voib viidata sellele, et IL-6 esialgsel stimulatsioonil tekib

tolerantsus ja teistkordsel lisamisel (IL-6 +[+] IL-6) ei ole efekt enam nii vGimas.

SOCS3 mMCP-1

SOCS3 MCP-1

Suhteline mRNA ekspressioon m

Suhteline mRNA ekspressioon >

Joonis 12. IL-6 4- ja 8-pidevane katse. NHDF rakke stimuleeriti IL-6-ga, graafikul on vordluseks
kasutatud stimuleerimata proovi (NS, not stimulated). (A) 4-péevases katses on kokku neli erinevat

konditsiooni — NS + NS, NS + IL-6, IL-6 + NS ning IL-6 + IL-6 (x-telg) (B) ning 8-pievases
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katses on neli erinevat konditsiooni - NS ++ NS, NS ++ IL-6, IL-6 ++ NS ning IL-6 ++ IL-6
(++ tdhistab rakkude timberkiilvamist pdrast 4. pdeva ning timberkiilvamise jérgselt sama
konditsiooni jitkamist, mis oli katse alguses) (x-telg). Pirast fibroblastide stimulatsiooni
moddeti mirklaudgeenide SOCS3 ja MCP-1 suhtelise mRNA ekspressioonitasemed (y-telg). 4-
pdeva katse sooritati kahes korduses, igas katses olid proovid kahes paralleelis (kokku 4
paralleeli). 8-pdevane katse sooritati ithes korduses, kahes paralleelis (kokku 2 paralleeli).
Graafikutel on toodud NHDF rakkude keskmine ekspressioon + SD. Statistiliseks analiiiisiks
sooritati Tukey test, kus gruppe vorreldi paarikaupa (*p < 0.05; **p < 0.01, ****p < 0.0001).
Graafikule ei ole lisatud mittestimuleeritud kontrollproovi p-vdirtus vordluses teiste

stimulatsiooni gruppidega, mille v3ib leida Lisa 3 osast.

2.3.5 8-piaevane puhkeperioodiga IL-6 stimulatsioon

Puhkeperioodi katse puhul ei olnud vdimalik teha statistilist analiiiisi, kuid teatavad trendid
esinevad antud stimulatsiooniskeemi puhul (joonis 13). Mdlemad geenid on omavahel viga
sarnased. 4- ja 8-pdevasest katsest eristub antud katse sellega, et kui esimestes oli kdige korgem
geeniekspressiooni tase algul mittestimuleeritud ja hilisemalt stimuleeritud proovi (NS +[+] IL-
6) puhul, siis selles katses on modlema geeni puhul geeniekspressioonitase kdrge nii
stimuleeritud proovi (IL-6 +*+ IL-6) kui ka algul mittestimuleeritud ja hilisemalt stimuleeritud
proovi (NS +*+ IL-6) puhul. Kuna need tasemed on iipris sarnased, siis tundub, et
puhkeperioodiga katse puhul algne rakkude stimulatsioon ei muuda ekspressiooni taset.
Tolerantsust ei teki, sest teistkordsel tsiitokiini lisamisel (IL-6 +*+ IL-6) on geeniekspressioon
sama korge kui NS +*+ IL-6 puhul. Ilmselt langeb geeniekspressioonitase IL-6 maha pesemise
jérgselt. Pikaajaliselt stimuleeritud ning lisaks 2-tunnise stimulatsiooniga proov (IL-6 +*+ IL-
6) on kdrgema tasemega kui algul 24 tundi stimuleeritud ja hilisemalt mittestimuleeritud proov
(IL-6 +*+ NS), taaskord sarnane efekt ehk geeniekspressioonitase langeb IL.-6 maha pesemise
jérgselt ning seetdttu polegi vahet kas esimene stimulatsioon on saadud vdi ei, mis voib viidata

sellele, et IL-6 stimulatsioon on liihiajaline.
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Joonis 13. IL-6 8-pievane puhkeperioodiga katse. NHDF rakke stimuleeriti IL-6-ga
vastavalt skeemile 8 pdeva jooksul. Katse keskel oli puhkeperiood, kus rakud kasvasid puhtas
s0otmes. Graafikul on vordluseks stimuleerimata proov (NS, not stimulated). Katses on neli
erinevat konditsiooni - NS +*+ NS, NS +*+ [L-6, IL-6 +*+ NS ning IL-6 +*+ IL-6 (x-telg).
Stimulatsioonijérgselt moddeti maérklaudgeenide SOCS3 ja MCP-1 suhtelise mRNA
ekspressioonitasemed (y-telg). Graafikutel on fibroblastide keskmine ekspressioon + SD.

Koikide geenide puhul kdikide stimulatsioonidega esines 2 paralleeli.

2.3.6 4- ja 8-pievane TNF-a stimulatsioon

Rakke stimuleeriti TNF-a-ga ning seejdrel uuriti marklaudgeenide ekspressioonitasemeid:
MAP3KS, IL-6 ja MCP-1. 4-pdevase katse puhul stimuleeriti rakke neljas erinevas
konditsioonis: NS + NS, NS + TNF-0, TNF-a + NS ning TNF-a + TNF-a (joonis 14A). 8-
paevases katses on samuti neli erinevat konditsiooni: NS ++ NS, NS ++ TNF-a, TNF-a ++ NS
ning TNF-o ++ TNF-a (joonis 14B). Ekspressioonianaliiiisi katseid sooritati kahes korduses,
igas katses olid proovid kahes paralleelis (erisused on maérgitud jooniste all). Statistiliseks
analiilisiks sooritati ithepoolne ANOVA test, mille tulemuste pdhjal on nii 4-pdevases kui ka 8-
pdevases katses koikide geenide puhul statistiliselt oluline erinevus gruppide vahel. Seejérel
teostati Tukey test (Lisa 4 ja Lisa 5), mille tulemused on vilja toodud ka graafikul (joonis 14).
Kuna 4- (joonis 14A) ja 8-pdevase (joonis 14B) katse geenid kdituvad molemad katses
sarnaselt, siis edaspidi analiiiisitakse neid koos tdhistusega +[+]. 4- ja 8-péevaste katsete puhul
vOib nédha, et mdlema geeni profiilid on sarnased. Geeniekspressioon on mérgatavalt tdusnud
algul mittestimuleeritud ja hilisemalt 1 tunni stimuleeritud proovi (NS +[+] TNF-a) puhul ning

esineb ka statistiline olulisus vorreldes algul pdevi stimuleeritud ja hilisemalt mittestimuleeritud
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prooviga (TNF-a +[+] NS), mis on kdige madalam. TNF-a +[+] TNF-o on kdrgema tasemega
vorreldes TNF-a +[+] NS. Ilmselt ei piisi TNF-a kontsentratsioon terve nddala ja on seetdttu
madal, TNF-a lisamisel touseb jarsult. Niha on ka seda, et TNF-a +[+] TNF-a on pisut
madalam, kui NS +[+] TNF-a, mis voib tdhendada, et TNF-a tsiitokiini lisamisega voib tekkida

tolerantsus.
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Joonis 14. TNF-a 4- ja 8-pdevane katse. NHDF rakke stimuleeriti tsiitokiiniga TNF-a,
vordluseks on toodud stimuleerimata proov (NS, not stimulated). (A) 4-pievases katses on
kokku neli erinevat konditsiooni — NS + NS, NS + TNF-a, TNF-a + NS ning TNF-a + TNF-a
(x-telg). (B) 8-péevases katses on neli erinevat konditsiooni - NS ++ NS, NS ++ TNF-a, TNF-
o ++ NS ning TNF-a ++ TNF-o (x-telg). Pirast rakkude stimulatsiooni moddeti
mirklaudgeenide MAP3KS, IL-6 ja MCP-1 suhtelise mRNA ekspressioonitasemed (y-telg).
Katseid sooritati kahes korduses, kus igas katses olid proovid kahes paralleelis (kokku 4
paralleeli). V.a 4-pdevase katse puhul koikide geenide NS + TNF-a puhul kasutati tulemustes
3 paralleeli. Graafikutel on NHDF rakkude keskmine ekspressioon + SD. Statistiliseks
analiilisiks sooritati Tukey test, kus gruppe vorreldi paarikaupa (*p < 0.05; **p < 0.01, ***p <
0.01, ****p < 0.0001). Graafikule ei ole lisatud mittestimuleeritud kontrollproovi p-viértus

vordluses teiste stimulatsiooni gruppidega, mille voib leida Lisa 4 ning Lisa 5 osadest.

32



2.3.7 8-paevane puhkeperioodiga TNF-a stimulatsioon

Puhkeperioodi katse puhul esinevad geenimustrites kindlad trendid, vaatamata sellele, et
statistilist analiiiisi ei olnud vdimalik teha (joonis 15). Mdlemad geenid on omavahel viga
sarnase pildiga. Kahest esimesest katsest eristab antud katset see, et kui nendes oli koige
kdrgem geeniekspressiooni tase algul mittestimuleeritud ja hilisemalt stimuleeritud proovi (NS
+[+] TNF-a) puhul, siis selles katses on mdlema geeni puhul geeniekspressioonitase korge nii
molemal korral stimuleeritud proovi (TNF-a +*+ TNF-a) kui ka algul mittestimuleeritud ja
hilisemalt 1 tund stimuleeritud proovi (NS +*+ TNF-a) puhul. Kuna need tasemed on {ipris
sarnased, siis tundub, et puhkeperioodiga katse puhul algne rakkude stimulatsioon ei muuda
1oplikku ekspressiooni taset. Ilmselt langeb, sarnaselt IL-6 ja IFN-o tsiitokiiniga,
geeniekspressioonitase TNF-a maha pesemise jargselt ning seetdttu polegi vahet kas esimene

stimulatsioon on saadud vai ei (joonis 15).
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Joonis 15. TNF-a 8-pievane puhkeperioodiga katse. NHDF rakke stimuleeriti TNF-o-ga
vastavalt skeemile 8 pdeva jooksul. Lisaks oli katse keskel puhkeperiood ehk rakke inkubeeriti
puhtas s66tmes. Vordluseks on graafikul stimuleerimata proov (NS, not stimulated). Katses on
neli erinevat konditsiooni - NS +*+ NS, NS +*+ TNF-0, TNF-a +*+ NS ning TNF-a +*+ TNF-
a (x-telg). Pdrast rakkude stimulatsiooni mdddeti mérklaudgeenide MAP3KS, IL-6 ja MCP-1
suhtelise mRNA ekspressioonitasemed (y-telg). Graafikutel on NHDF rakkude keskmine
ekspressioon + SD. Kodikide geenide puhul stimulatsiooniga NS +*+ NS ja TNF-a +*+ TNF-a
esineb 3 paralleeli, NS +*+ TNF-a ja TNF-o +*+ NS 2 paralleeli.
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2.4 Arutelu

Tsiitokiinide toime avaldub kiiresti, mille tulemusena tduseb mirklaudgeenide ekspressioon,
mis pérast piigi saavutamist taaskord langeb. IL-6 aktiveerib signaalirada ning tdstab geenide
ekspressiooni {ithe tunni mooddudes (Spd Rri et al., 1999). TNF-o indutseerib geenide
ekspressiooni kdige varem poole tunni kuni {ihe tunni méddudes (Hao ja Baltimore, 2009).
IFN-a stimulatsiooni tulemusena tdusevad marklaudgeenide ekspressiooni tasemed nelja tunni
moodudes (Moll et al., 2011). Antud kiiret geeniekspressiooni tdusu stimulatsiooni jargselt
nideme ka oma tulemustes. Taoline reaktsioon on immuunkaitse seisukohast oluline, et

kaitsemehhanisme kiiresti mobiliseerida.

Loomuliku immuunsuse rakkude puhul on tdheldatud geeniekspressiooni profiili muutumist
poletiku tingimustes. Kéesolevas uurimistods nédgime, et fibroblastide stimuleerimisel
poletikuliste tsiitokiinidega leiab samuti aset geeniekspressiooni muutus. Kuna fibroblastid
osalevad poletikuvastuses ja haavade paranemises, siis on nende uurimine oluline antud
kontekstis. Fibroblastid toodavad pdletikumediaatoreid — tsiitokiinid, kemokiinid ja
kasvufaktorid (Jordana et al., 1994; Xi et al., 2011). Patogeeni olemasolul siinteesitakse
tsiitokiine, et teavitada teisi rakke voorkeha kohalolekust ning aktiviseerida immuunreaktsioon.
Vastusena infektsioonile on fibroblastid samuti voimelised tootma tsiitokiine, sealhulgas IL-6

ja TNF-a (Kirker et al., 2012; Mahanonda et al., 2007).

Antud t60s leidsime, et IFN-a vastus erineb IL-6 ja TNF-a vastusest — [FN-a mdju kestab
ajaliselt kauem ning antud tsiitokiini suhtes ei teki tolerantsus ehk teistkordsel tsiitokiini
lisamisel jadb marklaudgeenide ekspressioonitase samaks. Mérkimisvddrne on antud tulemus
seetdttu, et kuna IFN-o ning IL-6 kasutavad molemad JAK-STAT signaalirada, siis seetdttu
oleksime eeldanud sarnast pilti geenide ekspressioonitasemetes, mida me antud juhul ei ndinud.
Erinevus vdib olla seotud tsiitokiinide erineva rolliga immuunreaktsiooni korral. IFN-a vastus
mimikeerib seda, mis juhtub viirusinfektsiooni korral, samas IL-6 ja TNF-a seda, mis juhtub
bakteriaalse infektsiooni puhul. Bakteriaalse infektsiooni korral detekteeriti inimese vere
seerumist tunduvalt korgemas tasemes IL-6 ja TNF-a hulk vdrreldes viirusinfektsiooniga
(Holub et al., 2013). Bakteriaalse vastuse korral on peamiseks kaitsemehhanismiks organismis
komplemendi aktivatsioon, fagotsiitoos (nt makrofaagid) ning poletiku teke. Viiruste vastases
voitluses osalevad lisaks interferoonidele ka naturaalsed tapjarakud ning tsiitotoksilised T-

rakud (Uibo et al., 2015).
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IFN-oo  maérklaudgeenidena ~ modtsime  [FITI,  IFI44L, RSAD2? ja CXCLI0
ekspressioonitasemeid. 4- ja 8-pdevase katse tulemused sarnanesid teineteisele. Katsetulemuste
pOhjal saab jaotada geenid kahte gruppi — pikaajaline pdevi kestev stimulatsioon mdjub
sarnaselt lithiajalisele 4-tunnisele stimulatsioonile (IFI44L, RSADZ2) vdi ei mdju sarnaselt
(IFIT1, CXCL10). IFI44L ja RSAD geenide puhul nii liihiajaline 4-tunnine stimulatsioon kui ka
nidala kestnud stimulatsioon molemad tdstsid ekspressioonitaset. Tolerantsust ei tekkinud
antud tsiitokiini suhtes ehk teistkordsel tsiitokiini lisamisel jdi tase samaks vdi koguni tdusis
pisut. Puhkeperioodiga katse puhul ndgime, et d6pdevane stimulatsioon ei jddnud piisima
mitmepédevase eksperimendi 16puni, jarelikult IFN-o mérklaudgeenide ekspressiooni tdusuks
on vajalik pidev IFN-o tootmine. Hiljutised t66d on leidnud IFI44L uudse funktsiooni
negatiivselt reguleerida IFN raja vastust (DeDiego et al., 2019). DeDiego et al. niitasid, et
IFI44L vaigistamine vdhendab viiruse produktsiooni, millest tulenevalt v3ib IFI44L toimida
negatiivse regulaatorina IFN vastuses (DeDiego et al., 2019). Ka antud bakalaureuse t66
tulemused on kooskolas IFI44L negatiivse regulaatori rolliga: IFI44L ekspressioon tdusis
hilistes ajapunktides, kui teiste geenide ekspressioon juba langes. IFITI ning CXCL10 geenide
4- ja 8-pdevane stimulatsioon erines eelnevatest IFN-a mérklaudgeenidest, kuna pikaajalise
pédevi kestnud stimulatsiooni korral oli ekspressioonitase pisut madalam vorreldes mdnetunnise
stimulatsiooniga ehk pikaajaline stimulatsioon ei jdd piisima nii kaua. Lisaks hakkab tekkima
kerge tolerantsuse efekt ehk esimese stimulatsiooni jdrel teine stimulatsioon annab natuke
ndrgema vastuse, kuna rakkude tundlikkus on vdhenenud teistkordse stimulatsiooni suhtes
(Huber et al., 2017). Varasemate uuringute pdhjal on leitud RSAD2, IFI44L ja IFITI geenide
korge ekspressioonitase SLE patsientide PBMC rakkudes (Kyogoku et al., 2013). SLE
patsientidel on pidevalt korge IFN-a tsiitokiini tase, millest tulenevalt tekib ISG signatuur ehk
ISG korge ekspressioon. Lisaks SLE patsientidele leidsid Kyogoku et al, et ka viirusega (kollase
palaviku vaktsiiniga immuniseeritud) immuniseeritud tervetel kontrollisikutel tekib samade
ISG-de korge tase (Kyogoku et al., 2013). Teistest erines aga CXCL 10 geeni ekspressioon, mis
osutus SLE-spetsiifiliseks ehk autoimmuunspetsiifiliseks CD4+ rakkudes ning monotsiiiitides
(Kyogoku et al., 2013). Meie tulemuste pdhjal voib viita, et fibroblastides toimub sarnane efekt
— IFN-a tdstab sarnaselt ISG-de ekspressiooni, kuid CXCL 10 ekspressioon erineb pisut teistest
mérklaudgeenidest. CXCL10 kemokiini toodetakse nii infektsiooni kui ka koekahjustuse korral
(Jiang et al., 2012). CXCL10 seondub retseptorile CXCR3 ning reguleerib immuunvastust
kutsudes pdletikukoldesse erinevaid rakke — leukotsiilite, sealhulgas T-rakke ning monotsiiiite
ja makrofaage (E. Y. Lee et al., 2009; J. H. Lee et al, 2017). CXCR3 retseptorit
ekspresseeritakse eelkdige T-rakkude poolt, aga ka B-rakud, naturaalsed tapjarakud ning

dendriitrakud omavad antud retseptorit. Lisaks on leitud CXCR3 retseptorit ka fibroblastidel,
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endoteeli- ning epiteelirakkudel (Metzemaekers et al., 2018). RA patsientidel on detekteeritud
CXCL10 korgenenud tase koevedelikus ning seerumis (Kuan et al., 2010). Lisaks reumatoid
artriidi hiiremudelite pdhjal on ndidatud, et CXCL10-CXCR3 raja blokeerimine inhibeerib
rakkude infiltreerumist pdletikukoldesse ning vihendab koekahjustust (J. H. Lee et al., 2017).
Seega CXCL10 on vajalik infektsiooni korral immuunvastuse reguleerimiseks, kuid selle taset
peab hoidma kontrolli all. Antud bakalaureuset66 tulemuste pohjal ndeme, et CXCLI0
ekspressioonitase touseb jarsult lithiajalisel stimulatsioonil, kuid samas langeb mdningal mééral
pikaajalisel stimulatsioonil, mis niitab, IFN-o mdju ei jdd plisima tugevalt koikide geenide
puhul. Kokkuvdttes IFN-a stimulatsiooni tulemused varieeruvad erinevate geenide puhul, kuid
iildiselt antud tsiitokiini juuresolekul ISG geeniekspressioon piisib korge pikaajaliselt ning I[FN-
o tolerantsust ei tekita, sest esimese stimulatsiooni jdrel teine stimulatsioon jadb samuti

enamasti korgelt piisima.

Antud tulemuste podhjal ndgime, et IL-6 ning TNF-o stimulatsiooni jérgne
geeniekspressioonimuster erines IFN-a stimulatsiooni indutseeritud ekspressioonidiinaamikast.
IL-6 ning TNF-a in vitro toime ei piisinud nii kaua kui IFN-o oma. Seda vdivad pdhjustada
erinevad mehhanismid — kas IL-6/TNF-a laguneb koekultuuris voi kasutatakse rakkude poolt
dra. Lisaks tekib IL-6 voi TNF-a juuresolekul tolerantsus, aga mitte kdikide geenide osas pole
see statistiliselt oluline (vordleme NS +[+] TS ja TS +[+]TS). Puhkeperioodiga katse tulemused
erinesid 4- ja 8-pdevaste katsete tulemustest ehk puhkeperioodi jirel tundub vastus taastuvat
ning kuigi statistiline analiiiis pole vdimalik, on trend olemas. Katsete tulemuste pdhjal voib
jéreldada, et IL-6 ning TNF-a tsiitokiinide toime avaldub kiiresti ning liihiajaliselt. Taoline
poletikutsiitokiinide kiire ning liihiajaline vastus immuunreaktsioonis on oluline koekahjustuse
tekkimise véltimiseks, et tsiitokiin ei mdjuks organismis pikaajaliselt. On teada, et TNF-a
iileméddrane produtseerimine on seotud mitmete krooniliste podletikuliste ning
autoimmuunhaigustega, sealhulgas IBD, psoriaas ning reumatoid artriit (Kopf et al., 2010).
Lisaks on ndidatud vastuolulisi tulemusi TNF-a inhibiitori kasutamisest sepsise raviks, mida
on pdhjendatud tsiitokiini varajase vastuse ning tsirkuleeriva tsiitokiini lithikese poolestusajaga.
Kui patsientidele manustatakse TNF-a inhibiitorit, siis on selleks juba hilja, kuna tsiitokiini
poolestusaeg on ldbi, kuid tsiitokiin on joudnud kiivitada pdletikulise kaskaadi (Clark, 2007).
SOCS3 on JAK-STAT signaaliraja negatiivne regulaator, mis mangib olulist rolli erinevate
infektsioonide ja autoimmuunhaiguste korral. SOCS3 inhibeerib JAK1, JAK2 ning TYK?2-e,
blokeerides substraadi seondumiskohad kinaasil (Babon et al., 2012). Hiiremudelitel on
nédidatud, et SOCS3 puudulikkus pohjustab raskekujuliste pdletikuliste haiguste teket (Croker

et al., 2004). Lisaks SOCS3 védhendab liigesepdletikku artriiti pddevates hiirtes inhibeerides IL-
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6 signalisatsiooni (Shouda et al., 2001). Sellest tulenevalt vdib spekuleerida, et antud t66 IL-6

liihiajaline moju vaib olla ka tingitud negatiivsest regulatsioonist SOCS3-e kaudu.

Haired tsiitokiinide tootmises, nagu niiteks iiletootmine, vdivad pohjustada erinevaid tervisele
ohtlikke seisundeid. Tsiitokiinitorm on situatsioon, kus infektsioonide tagajérjel hakatakse
poletikutsiitokiine liigselt tootma (Tisoncik et al., 2012), millest v3ib vélja areneda siisteemne
poletik ning fge respiratoorne distressi siindroomi (Tisoncik et al., 2012). Uheks aktuaalseks
nditeks on globaalset pandeemiat pohjustanud SARS-CoV-2, mille tulemusena areneb vélja
haigus COVID-19 (Zhang et al., 2020). Antud t66 tulemuste pdhjal ndeme, et IL-6 ja TNF-a
toime ei piisi pikaajaliselt, kuid vaatamata sellele voib siiski tekkida tsiitokiinitorm, kuna
tsiitokiini toodetakse palju ja pidevalt peale. Tsiitokiinide iileproduktsiooni takistamiseks on
vdimalik neid inhibeerida. Uhe vdimaliku ravimina uuritakse IL-6R monokloonsete antikehade
ehk Tocilizumabi (TCZ) kasutamist, mis inhibeerib IL-6 retseptorit (Fu et al., 2020; Sciascia et
al., 2020). Vastupidiselt inhibeerimisele on uuritud IFN-a, kui antiviraalse tsiitokiini,
kasutamist COVID-19 haiguse ravis (Zhou et al., 2020). Kirjandusest on teada, et pikaajaline
IFN-a korgenenud tase vaib pdhjustada erinevaid tiisistusi ja autoimmuunhaigusi, nagu luupus
ja reumatoidartriit (Muskardin ja Niewold, 2018). Lisaks on suur hulk varasemaid uuringuid
ndidanud, et IFN-o teraapia vOib pohjustada korvalndhte, nagu nditeks gripi-laadsed
stiimptomid, hematoloogiline toksilisus, iiveldus ja viasimus (Sleijfer et al., 2005). Seetdttu on
ravimi viljatdotamisel oluline pohjalikult uurida IFN-a toimet. Huvitav on asjaolu, et hiljutiste
uuringute pohjal kasutab SARS-CoV-2 rakku sisenemiseks retseptorit ACE2 (Ziegler et al.,
2020). ACE2 on ISG. Sellest tulenevalt voib IFN-a stimuleerimine potentsiaalselt veelgi enam
soodustada SARS-CoV-2 rakku sisenemist, kuna IFN-o indutseerib ACE2 ekspressiooni
(Ziegler et al., 2020). Seda enam peab suhtuma ettevaatlikkusega IFN-a terapeutilisel

kasutamisel.
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KOKKUVOTE

Tsiitokiinid on rakkude poolt siinteesitavad valgulised signaalmolekulid, mis omavad rolli
poletiku ja immuunvastuse reguleerimisel ning samuti kudede kahjustuse tekkel ja paranemisel.
Loomuliku immuunsuse rakkude puhul on tdheldatud geeniekspressiooni profiili muutumist
poletiku tingimustes. Tsiitokiinide reaktsioon pdletiku puhul on immuunkaitse seisukohast
oluline, et kaitsemehhanisme kiiresti mobiliseerida. Lisaks loomuliku immuunsuse rakkudele
osalevad pdletikuvastuses ka fibroblastid, kuid nende rakkude rolli pdletikuvastuse

moduleerimisel on vidhe uuritud.

Kéesoleva t60 eesmirk oli uurida geeniekspressiooni muutusi fibroblastides tsiitokiinide
korduval stimuleerimisel. Esmalt leidsime markergeenide ekspressioonitasemete mddtmise
kaudu optimaalse ajavahemiku fibroblastide IFN-a, IL-6 ning TNF-a tsiitokiinidega
stimuleerimiseks. Seejdrel uurisime fibroblastide vdimet vastata IFN-a, IL-6 ning TNF-a
tsiitokiinidele, pérast eelnevat stimulatsiooni (koos puhkeperioodiga voi ilma) samade

tsiitokiinidega.

Kiesoleva tooga kinnitasime hiipoteesi, et fibroblastide korduval stimulatsioonil tsiitokiinidega
muutuvad geeniekspressiooni tasemed vorreldes esmase stimulatsiooniga. 4- ja 8-pdevase katse
tulemused sarnanesid teineteisele. IFN-a stimulatsiooni tulemused varieerusid erinevate
geenide puhul, kuid {ildiselt piisis antud tsiitokiini juuresolekul ISG geeniekspressioon
pikaajaliselt korge ning IFN-a ei tekitanud tolerantsust, sest esimese stimulatsiooni jérel teine
stimulatsioon jdi samuti enamasti korgelt pilisima. Antud tulemuste pdhjal ndgime, et IL-6 ning
TNF-a stimulatsiooni jidrgne geeniekspressioonimuster erines IFN-o stimulatsiooni
indutseeritud ekspressioonidiinaamikast. IL-6 ning TNF-a in vitro toime ei piisinud nii kaua
kui IFN-a oma. Katsete tulemuste pdhjal vdis jareldada, et IL-6 ning TNF-a tsiitokiinide toime
avaldus kiiresti ning liihiajaliselt. Samuti tdheldasime, et puhkeperioodiga katsete puhul
kiitusid koik tsiitokiinid sarnaselt ja tolerantsust ei tekkinud, ehk peale puhkeperioodi puhtas

sootmes, taastus fibroblastide vastus uuele stimuleerimisele.
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SUMMARY

Gene expression changes in fibroblasts during repeated stimulation with cytokines
Katrina Ahun

Cytokines are small proteins, produced by leucocytes and other cells, that function as signalling
molecules and regulate inflammatory response and different immune reactions. After cytokine
binding to its receptor, signalling pathways are activated and gene expression is initiated by
transcription factor binding to the promotor. It has been reported that gene expression changes
in immune cells during inflammation. The effects of cytokines manifest quickly, as a result of
which target gene expression is upregulated and after reaching its peak, downregulated again.
That kind of reaction is important for mobilising the immune system’s defence mechanisms
quickly. Besides immune cells, fibroblasts play an important role in cytokine production and
inflammatory processes as well. Since their most well-known function is forming tissue support
structures, their contribution to inflammatory processes is not that widely studied. However,
since fibroblast do also play a role in inflammatory response and wound healing, it is very

important to study them in this context.

In this study it was hypothesised, that repeated fibroblast stimulation with cytokines changes
gene expression levels in comparison to the original stimulation. The goals of the study were
finding an optimal timeframe for IFN-a, IL-6 and TNF-a cytokine stimulation in fibroblasts by
measuring target gene expression and evaluating the ability of fibroblasts to respond to IFN-a,
IL-6 and TNF-a cytokines after previous stimulation (with or without a rest period) with the

same cytokines.

In this study, we were able to confirm the hypothesis that repeated fibroblast stimulation with
cytokines changes gene expression levels in comparison to the original stimulation. Both 4-day
and 8-day experiment results were similar. [FN-o stimulation results vary by genes, but
generally IFN-a exhibits a long-lasting effect on gene expression upregulation and does not
cause tolerance, i.e. a second stimulation performed after the first one results in highly
upregulated gene expression as well. We were able to see that IL-6 and TNF-a cytokine
stimulation gene expression patterns were different from IFN-a. IL-6 and TNF-a in vitro
stimulation did not result in a long-lasting effect, such as in the case of IFN-a, meaning IL-6
and TNF-a effects manifest very quickly. We also saw, that in the 8-day stimulation with a rest
period, all the cytokines behaved similarly and did not cause tolerance, meaning that after the

rest period in clean medium, the fibroblast regained their ability to respond to a new stimulation.
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TANUSONAD

Kdige suuremaid tdnusonu véirib esmalt muidugi minu juhendaja Epp Kaleviste, kes oli mulle
t00 koostamisel suureks toeks, abiks ja eeskujuks ning alati upitas mind asju paremini tegema.
Aitdh, et olid minuga alati nii kannatlik ja sdbralik. Ning Kai Kisand heade paranduste ning

vihjete eest.

Tahaksin veel tdnada meie uurimisgrupi juhti Péirt Petersoni, kes mind lahkelt oma laborisse
vastu vottis ja nii huvitava teema ning dgedate inimestega kokku viis. Lisaks tahaksin tdnada
koiki meie uurimisgrupi litkmeid nende igakiilgse abi eest iikskdik mis murega. Erilist dra
mérkimist vadrib kindlasti Hanna Sein, kellel polnud kunagi probleemiks minuga néiteks mu
kadunud proove otsima minna voi moni uus metoodika selgeks dpetada. Viimaseks tdnan oma

pere ja sOpru, kes olid alati igatpidi toeks.
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LISAD

Lisa 1. IFN-a 4 pievase katse p-véirtused. Statistiliseks analiilisiks sooritati tihepoolne
ANOVA test, kus vorreldi kdiki gruppe koos. Spetsiifilisemaks analiiiisiks viidi 1abi Tukey test,
kus vorreldi gruppe paarikaupa. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.01, ****p <(0.0001.

Test Vordlus IFIT1 IF144L RSAD2 | CXCL10
ANOVA | Koik proovid korraga <0.0001 | <0.0001 <0.0001 | <0.0001
NS + NS vs NS + IFN-a <0.0001 | <0.0001 <0.0001 | <0.0001
NS + NS vs IFN-a + NS <0.0001 | <0.0001 <0.0001 | 0.0001
NS + NS vs IFN-a + IFN-a_ | <0.0001 | <0.0001 <0.0001 | <0.0001
NS + IFN-a vs IFN-o. + NS | 0.0216 0.0060 0.9022 <0.0001

Tukey IS+ IFN-u vs IFN-0.+ IFN- 0.0742 | 0.0045 0.5948 | 0.0009
o ' ' ' '
N NSV IR IEN-1 g 9618 | 0.9580 | 0.8996 | 0.1797

Lisa 2. IFN-a 8 pievase katse p-véirtused. Statistiliseks analiilisiks sooritati tihepoolne
ANOVA test, kus vorreldi kdiki gruppe koos. Spetsiifilisemaks analiiiisiks viidi 1abi Tukey test,
kus vorreldi gruppe paarikaupa. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.01, ****p <(0.0001.

Test Vordlus IFIT1 | IFI44L | RSAD2 | CXCL10

ANOVA | Kdik proovid korraga <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001
NS ++ NS vs NS ++ IFN-a <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001
NS ++ NS vs IFN-a ++ NS <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001

Tukey NS ++ NS vs IFN-a ++ IFN-a <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | 0.0001
NS ++ IFN-a vs IFN-a ++ NS 0,0082 ] 0,5694 |0,9979 | <0,0001
NS ++ IFN-a vs IFN-a ++ IFN-a 0,1046 | 0,0716 | 0,9771 | 0,0005
IFN-a ++ NS vs IFN-a ++ IFN-a 0,4844 10,4997 10,9362 |0,2104

Lisa 3. IL-6 4 pdevase katse p-viirtused. Statistiliseks analiilisiks sooritati iihepoolne
ANOVA test, kus vorreldi kdiki gruppe koos. Spetsiifilisemaks analiiiisiks viidi 1abi Tukey test,
kus vorreldi gruppe paarikaupa. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.01, ****p <(0.0001.

Test Vordlus SOCS3 | MCP-1
ANOVA | Koik proovid korraga 0.0101 | <0.0001
NS + NS vs NS +1L-6 0,0206 | 0,0006
NS + NS vs IL-6 + NS 0,9920 | 0,5456
NS +NSvsIL-6 +1L-6 | 0,9238 | 0,4052
NS +1IL-6 vs TS + NS 0,0126 | <0,0001
NS + IL-6 vs IL-6 +1L-6 | 0,0605 | 0,0081
IL-6 + NS vs IL-6 + IL-6 | 0,8058 | 0,0492

Tukey

Lisa 4. TNF-0 4 pievase katse p-vidrtused. Statistiliseks analiiiisiks sooritati iihepoolne
ANOVA test, kus vorreldi kdiki gruppe koos. Spetsiifilisemaks analiiiisiks viidi 1abi Tukey test,
kus vorreldi gruppe paarikaupa. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.01, ****p <0.0001.

Test Vordlus MAP3KS | IL-6 MCP-1
ANOVA | Koik proovid korraga 0.0094 <0.0001 | <0.0001
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NS + NS vs NS + TNF-a 0,1330 0,0005 | <0,0001
NS + NS vs TNF-a + NS 0,4396 >0,9999 | 0,5015
Tukey NS + NS vs TNF-a + TNF-a 0,3167 0,0015 | <0,0001
NS + TNF-a vs TNF-0 + NS 0,0123 0,0005 | <0,0001
NS + TNF-a vs TNF-0 + TNF-a | 0,8848 0,6477 10,9936
TNF-a + NS vs TNF-a + TNF-a | 0,0272 0,0015 | <0,0001

Lisa 5. TNF-0 8 pievase katse p-vidrtused. Statistiliseks analiiiisiks sooritati iihepoolne
ANOVA test, kus vorreldi kdiki gruppe koos. Spetsiifilisemaks analiiiisiks viidi 1abi Tukey test,

kus vorreldi gruppe paarikaupa. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.01, ****p <(0.0001.

Test Vordlus MAP3KS8 | IL-6 MCP-1

ANOVA | Koik proovid korraga <0.0001 <0.0001 | 0.0121
NS ++ NS vs NS ++ TNF-a <0,0001 0,0005 | 0,0368
NS ++ NS vs TNF-a ++ NS 0,0091 0,1251 |0,9980

ukey NS ++ NS vs TNF-a ++ TNF-a 0,7157 0,0195 |0,1334
NS ++ TNF-a vs TNF-a ++ NS <0,0001 <0,0001 | 0,0271
NS ++ TNF-a vs TNF-a ++ TNF-a 0,0004 0,1803 | 0,8701
TNF-a ++ NS vs TNF-a ++ TNF-a 0,0015 0,0003 |0,1003
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