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Infoleht

INTERLEUKIIN 1-ALFA VASTASED AUTOANTIKEHAD: ESINEMISSAGEDUS JA
VOIMALIK BIOLOOGILINE ROLL

Antud t60s uuriti interleukiin 1 alfa (IL1-a ) autoantikehade esinemist eri valimites ning nende
neutraliseerimisvoimet. Uuringusse kaasati 849 plasmaproovi. T68s uuriti, kas esineb seos vanuse
ja IL1-a autoantikehade sekreteerimise vahel. IL1-a autoantikehade tase mdiirati lutsiferaasil
pOhineval immuunsadestamise meetodiga (LIPS). Populatsiooni ldbildikes olid korge
autoantikehade tasemega 7% uuritavatest, kuid proovidest, mis olid kogutud Tartu Ulikooli
Kliinikumi Sise ja Nahahaiguste kliinikutest oli autoantikehade kdrge tase tuvastatav 14%, ja
COVID-19 pddenute grupis olid korge tasemega 19% indiviididest. Vanuse seost sekreteerimisel
ei leitud. Samuti uuriti kdrge IL1-a autoantikehade tasemega proovide neutraliseerivat aktiivsust
ning leiti positiivne korrelatsioon autoantikehade koguse ja nende neutraliseerimisvoime vahel.
Seost neutraliseerivate IL1-a autoantikehade ja COVID-19 pddemise raskuse vahelist seost ei
suudetud tuvastada ning see teema vajab edasist uurimist.

Mirksonad: autoantikehad, IL1-a, COVID-19

CERCS: 500 immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia

AUTOANTIBODIES AGAINST INTERLEUKIN 1-ALPHA: FREQUENCY AND
POTENTIAL BIOLOGICAL ROLE

This work investigated the presence of interleukin 1-alpha (IL1-o ) autoantibodies in different
populations and their ability to neutralize the cytokine IL1-a. 849 plasma samples were used in this
study. In this study the effects of age on IL1-0 autoantibody secretion was examined. IL1-a
autoantibody levels were determined by luciferase-based immunoprecipitation system (LIPS). In
the normal population 7% of the subjects had high autoantibody levels. In samples that were
collected from TUK clinics high levels of autoantibodies were found in 14%. In the COVID-19
recovered high levels were found in 19% of individuals. No correlation between age and antibody
levels was found. Samples with high levels of IL1-a autoantibodies were tested for IL1-a
neutralizing activity. A positive correlation was seen between the amount of autoantibodies and
their ability to neutralize IL1-a. No association between neutralizing IL1-a autoantibodies and the
severity of COVID-19 disease found and the topic needs further research.
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Sissejuhatus

Tsiitokiinid on viikesed valgud, mille abil toimub rakkude suhtlus. Nende vahendatud signaalid
mangivad olulist rolli rakutsiiklis ja need on vajalikud immuunsiisteemi funktsioneerimiseks, sest
nende abil algatatakse ja reguleeritakse kehas pdletikku. Uheks esimeseks tsiitokiiniks, mille
sekretsiooni tdttu poletikureaktsioon alguse saab on interleukiin 1-alfa (IL1-a)). Seondudes rakkude
retseptoritega, kdivitab see mitmete jargmiste pdletikuliste tsiitokiinide vabanemise. Nende

koostoimel toimub immuunrakkude litkumine sinna, kust tsiitokiinid périnesid.

Poletikuvastus on vajalik, et keha saaks erinevate patogeenidega vdidelda, samas tekitab selle
liigsus ja pikale venimine kudedele kahjustusi. See on véga asjakohane iilemaailmse pandeemia
pohjustanud SARS-CoV-2 viiruse kontekstis, kus mitmed patsiendid kannatavad nende enda
immuunsiisteemi pohjustatud kopsukahjustuste kdes. Samuti kannatavad selle all paljud

autoimmuunhaigusi pddevad patsiendid.

Nendel patsientides on nidhtud selliste antikehade tdusu, mis reageerivad keha enda molekulidega.
Seda tiitipi antikehi nimetatakse autoantikehaks. Selles t60s keskenduti IL1-o vastasele
autoantikehale. Kui takistada selle tsiitokiini seondumist oma retseptoriga, saab dra hoida poletiku
teket. Autoimmuunhaiguste puhul on sellisel moel vdimalik dra hoida raskekujulisemate
siimptomite teket. Nakkushaiguste puhul voib see pdhjustada hilinenud immuunvastust ja seelidbi

mojutada haiguse kulgu.

Kéesoleva t60 eesmérkideks on uurida kui palju IL1-o autoantikehi leidub erinevates valmites ja
kas selle autoantikeha kogust mojutab inimeste vanus. Lisaks uuritakse kas IL1-a autoantikehad

on voimelised oma autoantigeeni neutraliseerima ning kuidas see voime erineb eri valimite hulgas.

Bakalaureusetod valmis Meditsiiniteaduste valdkonnas, Bio- ja Siirdemeditsiini instituudis,

Molekulaarpatoloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Antikehad

Immuunsiisteemi eesmirk on kaitsta keha haigustekitajate eest. Immuunsiisteemi kirjeldatakse
tavaliselt kaheosalisena. Esimesena reageeriv kaasasiindinud immuunsus ning hilisem, kuid oma

vastuses spetsiifilisem omandatud immuunsus.

Omandatud immuunsiisteemi oluliseks osaks on B-liimfotsiiiitide sekreteeritavad valgud, mis on
tuntud ka kui antikehad ehk immunoglobuliinid (Ig). Antikeha on monomeerina Y-kujuline, selle
moodustavad neli poliipeptiid ahelat, kaks identset rasket ning kaks identset kerget ahelat, mis on
omavahel iihendatud disulfiidsildade abil. Nii raskel kui ka kergel ahelal esineb konstantne ja
variaabel domeen (Janeway CA Jr et al., 2001) Antikeha struktuuri on ndidatud Joonis 1. Antikehad
voivad olla kehas ringluses, kui need on sekretoorses vormis voi voivad olla seotud B-liimfotsiitidi
membraaniga. Antikehad jagatakse konstantse domeeni pohjal 5 klassi: IgA, IgD, IgE, IgG ning
IgM (Schroeder & Cavacini, 2010).

Antikeha olulisemaks funktsiooniks on antigeeniga seondumine. Antigeenina toimivad erinevad
makromolekulid voi keemilised {ihendid (Saper, 2009). Antikeha variaabel domeen tunneb dra ning
seondub antigeenil asuva epitoobiga. Seondumine toimub mitte-kovalentsete sidemete abil ning
soltuvalt struktuurilisest kokkusobivusest ja aviidsusest voib olla kas tugev voi ndrk (Janeway CA

Jretal., 2001; Reverberi & Reverberi, 2007).

Kui antikeha on seondunud antigeeniga on immuunsiisteemi jargmiseks etapiks vabaneda
antigeenist. Antikehad aitavad protsessile kaasa, sest neil on vdimalik esile kutsuda
konformatsioonilisi muudatusi ja seeldbi takistada antigeeni seondumist peremehe rakkudega,
vihendada antigeeni kandjate litkuvust ja seeldbi ka levimist peremehes ning pohjustada
agregatsiooni. Koik need tegevused aitavad neutraliseerida ehk inaktiveerida antigeeni, millele
jargneb selle lagundamine, mida viib ldbi kas komplemendi siisteem vOi immuunsiisteemi

effektorrakud (Forthal, 2014).



Seondunud antigeen

@ Encyclopaedia Britannica, Inc.

Joonis 1. Antikeha struktuur. Antikeha koosneb kahest identsest kergest ja raskest ahelast. Neil
esineb variaabel ja konstantne domeen. Ahelad on seotud disulfiidsildade abil. Kohandatud
(“Antibody,” n.d.).

1.1.2. Autoantikehad

Autoantikehad seonduvad organismist parinevate autoantigeenidega, milleks voivad olla mitmed
eri molekulid nagu nditeks valgud, lipiidid, siisivesikud vdi kombinatsioonid nendest kolmest.
Nende asukoht rakus voib varieeruda, need voivad esineda rakusisestel membraanidel, tuumas,
tslitoplasmas voi raku vilismembraanil. Autoantigeenid on laia spetsiifikaga, nendeks voivad olla
nditeks tuumavalgud, mille tottu on mojutatud viga paljud rakutiiiibid, aga need vdivad olla
organspetsiifilised kui autoantigeeniks on niiteks valgud, mis esinevad ainult iihes kindlas
rakutiilibis. Autoantikehi voib leiduda ka rakuviliste autoantigeenide vastu, milleks vdivad olla
erinevad sekreteeritavad valgud nagu nditeks tsiitokiinid (Elkon & Casali, 2008). Autoantikehad
saavad mitmel moel mojutada autoantigeeni sisaldavaid rakke. Peale selle, et need saavad esile
kutsuda raku liiisumise on autoantikehad voimelised ka muutma voi blokeerima seal olevaid
signaaliiilekanderadu takistades normaalseid funktsioone ning niiteks esile kutsuma pdletikulise

vastuse raku vastu (Ludwig et al., 2017).

Autoantikehade tekkeks on vajalik autoreaktiivsete B-limfotstiiitide olemasolu. B-rakkude arengul
on paigas mehhanismid, mis kontrollivad B-raku retseptori (BCR) afiinsust autoantigeenide vastu
ning enamik korge autoreaktiivsusega B-rakke suunatakse rakusurma ehk apoptoosi voi neil tekib
anergia ehk nad kaotavad oma vOime antigeenidele reageerida (Abbas et al., 2014).

Kontrollmehhanismidest on vdimelised modda saama ja kiipseks saama need autoreaktiivsed B-



rakud, mille afiinsus autoantigeenidele on madal ja kui neil esineb poliireaktiivsust. (Ludwig et al.,
2017). Autoantikehade taseme hoidmiseks on vaja, et aktiveeritud B-rakkudest areneks pidevalt
lithikese elueaga plasmarakke ning et pikaealised plasmarakud, mis saaksid tsirkulatsiooni minna

(Cambier et al., 2007).

Autoantikehi tootvaid B-rakke leidub igas indiviidis. Seejuures on leitud erinevusi haigestunute ja
tervete inimeste autoantikehade klassi ning koguse vahel. Tervetel inimestel on tavaliselt madal
autoantikehade tase ning levinumaks klassiks on IgM autoantikehad, mida nimetatakse ka
»loomulikeks autoantikehadeks“. Need autoantikehad on keskmise afiinsusega ning
poliireaktiivsed, mis tdhendab, et nad on vdimelised seonduma mitme erineva antigeeniga seal
hulgas autoantigeenidega (Avrameas et al., 2018; Elkon & Casali, 2008). Inimestel, kes poevad
autoimmuunhaigusi nagu nditeks reumatoid artriit (RA) voi ka silisteemne erlitematoosne luupus
(SLE) on kirjeldatud korget IgG klassi kuuluvate autoantikehade taset (Boes et al., 2000). IgG
antikehadel on korgem afiinsus kui IgM klassi autoantikehadel ning IgG klassis esineb ka rohkem

somaatilisi mutatsioone (Mannoor et al., 2013).

Autoantikehade taseme tOousu on ndhtud tervetes vanurites (Manoussakis et al., 1987).
Mehhanismid selle taga pole piris selged. Levinud hiipoteesi kohaselt on tase korgem, sest
immuunrakkudel on olnud palju kestvaid kokkupuuted autoantigeenidega. Nende rohkuse on
tinginud erinevad kahjustused, mida organism on oma eluea jooksul kogenud ning ka

immuunrakkude pidevast kontaktist apoptoosi ldinud rakkudega (Wick et al., 2003).

1.2 Tsiitokiinid

Rakud suhtlevad omavahel kasutades véikeseid sekreteeritavaid signaalvalke, mida nimetatakse
tsiitokiinideks. Kuna need valgud on vajalikud paljudeks rakusisesteks protsessideks nagu néiteks
kasvamine ja kiipsemine, on neid voimelised tootma mitmed rakkude populatsioonid, kusjuures eri
rakud voivad toota samu tsiitokiine, nditeks saavad nii fibroblastid kui ka makrofaagid
produtseerida CXCL-8. Tsiitokiinid voivad mojuda: samale rakule, kust neid sekreteeriti, ehk olla
autokriinsed, naaberrakkudele ehk olla parakriinsed vOi hoopis liikkuda mdoda vereringet,
mojutades kaugemal asuvaid rakke ehk olla endokriinsed. Tsiitokiinide puhul on kirjeldatud
pleiotroopiat, mis tdhendab, et iiks tsiitokiin nagu niiteks IL1-o saab mdjuda mitmele rakutiiiibile.
Signaaliiilekanne toimub valgu ja raku pinnal olevate retseptorite seondumisel (Foster, 2001; J.-M.

Zhang & An, 2007).



Tsiitokiinide poolt edastavatel signaalidel on moju n ka muudele protsessidele kui nendele, mis
eelnevalt mainitud. Tsiitokiinid vdivad kéivitada rakus kaskaade, mis viivad apoptoosini.
Immuunsiisteemi jaoks vahendavad need olulisi signaale, mis reguleerivad pdletiku vastust, seda
esile kutsudes voi takistades ning hiljem ka kudede paranemist (Foster, 2001). Lisaks mojutab
nende signaal ka jargmiste tsiitokiinide sekreteerimist rakust ning voimendab voi inhibeerib teiste

tsiitokiinide ning hormoonide signaale rakule (J.-M. Zhang & An, 2007).

Tsiitokiinide hulka kuuluvad interleukiinid (IL), kemokiinid, interferoonid (IFN), kasvaja
nekroosifaktorid ja kolooniat stimuleerivad faktorid. Neil kdigil on omad funktsioonid, niiteks
interleukiinid on olulised eelkdige just immuunsiisteemi jaoks, sest nad on vdimelised aktiveerima
erinevaid immuunrakke ning neist périnevad signaalid on vajalikud nende immuunrakkude
edasiseks arenguks. Lisaks on paljudel IL signaalidel mdju pdletikule, sest need vdivad seda

soodustada voi pidurdada (Justiz Vaillant & Qurie, 2022).

1.2.1. Interleukiin 1-alfa ja péletik

Interleukiin 1 tsiitokiinide perekonna moodustavad 11 liiget. Selle perekonna tsiitokiinide tdhtsust
on tdheldatud erinevate autoimmuunhaiguste ning nakkushaiguste puhul, sest need, omavad olulist

rolli pdletikuvastuste reguleerimises (Dinarello et al., 2012).

IL1 Perekonda kuuluva ILI-a on organismis alarmini rollis, sest see on iiks esimestest
tsiitokiinidest, mis vabaneb rakkudest poletiku korral (Mantovani et al., 2019). Seda interleukiini
on voimelised tootma mitmed rakutiiiibid ning see toimub pidevalt epiteeli, endoteeli ja strooma
rakkudes ning fibroblastides, kuid kui rakud on hematopoeetilist paritolu nagu néiteks makrofaagid
vajavad nad IL1-a siinteesi alustamiseks signaali (Malik & Kanneganti, 2018; Weber et al., 2010).
Kui IL1-a on raku sees, siis esineb see ebakiipses vormis ja enne proteaasiga tdotlust ei saa toimuda

tileminekut kiipsesse vormi.

IL1-a tavaolukorras rakkudest ei vilju. Apoptoosi minekul viiakse rakus olev IL1-o rakutuuma,
kus see seondub seal asuva kromatiiniga. Kui IL1-00 on seondunud, siis ta enam ei vabane
kromatiinilt, mis tdhendab, et jadb inaktiivseks kuni rakk koos IL1-a-ga 16puks makrofaagi poolt
lagundatakse (Dinarello, 2011). Kui tegu on rakuga, mis on olnud korges stressis nditeks:
radiatsiooni, kuumuse voi patogeenide tottu, ei ldhe see tavalisse rakusurma vaid hoopis nekroosi.
Seda tiilipi surma puhul on iseloomulik plasmamembraani I6hkemine, mistdttu raku sisu véljub

rakuvélisesse ruumi (D’Arcy, 2019). Tdnu sellele vabaneb ILI-o ja saab seonduda oma
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retseptoritega, et kiivitada poletikureaktsioonid. See nekroosist soltuv vabanemine annab

immuunsiisteemile mérku, et on toimunud koekahjustused.

IL1-a retseptoriks on interleukiin 1 retseptor tiilip 1 (IL1R1), mis on leitav pea igal kaasasiindinud
immuunsiisteemi rakutiiiibil (Mantovani et al., 2019). Aktiveeritud retseptorist saab alguse
kaskaadide rada, tidnu millele aktiveeritakse geenid ja hakatakse tootma teisi pdletikku
soodustavaid tstitokiine. Tédhtsamateks nende hulgas on CXCL-8 ja IL-6 (Schett et al., 2016).
Antud kaskaad toimub positiivse tagasiside pohimottel, kus tsiitokiinid, mille siintees algas tdnu

IL1-a-le, indutseerivad edasi IL1-a sekretsiooni (Malik & Kanneganti, 2018).

Signaalmolekulid, mis vabanesid tdnu IL1-a induktsioonile, reageerivad erinevate
immuunsiisteemi rakkudega (Schett et al., 2016). Signaali alguskohta liiguvad neutrofiilid ja

monotsiitidid, ning algab immuunvastus.

Immuunvastus véljendub poletiku tekkes. Pdletik voib tekkida mingi &rritaja voi vigastuse toimel
ja on vajalik, et immuunsiisteem saaks selle kehast eemaldada, kaitstes samal ajal kdrvalasuvaid
kudesid (Medzhitov, 2010). Pdletiku tekkeks on vaja podletikku soodustavatelt tsiitokiinidelt
signaale, mis muudavad veresoonte ldbilaskvust ning kutsuvad sinna asukohta leukotsiiiite
(Ferrero-Miliani et al., 2007). Samal ajal kui sekreteeritakse poletikku soodustavaid tsiitokiine
algab pdletiku mediaatorite siintees, milleks on pdletikuvastased tsiitokiini ja lipiidid nagu
defensiinid, mille eesmérk on 15petada poletikuvastus ja taastada koed nagu nad olid enne vigastust
vOi nakatumist. Seda teevad nad tsiitokiinide produktsiooni kontrollides, takistades
immuunrakkude liikumist poletiku kohta ja kudede parandamise algatamise 14bi (Freire & Van

Dyke, 2013).

Kui pdletiku mediaatorite siintees on hdiritud, vdivad pdletiku soodustavad tsiitokiinid nagu IL1-a
tekitada kehas kroonilist pdletikku. See on iseloomulik mitmetele autoimmuunhaigustele nagu
nditeks reumatoidartriit (RA). Pikaaegne pdletik kahjustab kudesid eriti just liigestes ja poletikuga
kaasnev valu langetab elukvaliteeti. Seetdttu on kasutusele vetud ravimeid, mis blokeerivad selle

retseptorit, et inhibeerida pdletiku teket (Dinarello et al., 2012).

1.2.2. CXCL-8
kemokiin CXCL-8 (C-X-C motiiviga ligand 8) kuulub CXCL perekonda. Varasemalt kandis see

kemokiin interleukiin-8 (IL-8) nime ja seetdttu on kirjanduses kasutusel molemad versioonid.
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CXCL-8 osaleb mitmes protsessis, mis on immunsiisteemi toimimiseks vdga olulised, nagu
angiogenees, haavade paranemine ja neutrofiilide kemotaksiseks (neutrofiilide liikumine

poletikukoldesse) (Jiang et al., 2012; Russo et al., 2014).

Rakud ei tooda tavaolekus CXCL-8 sellises koguses, et see mdjutaks iimbritsevaid rakke, vaid see
vajab signaali. Rakkudes missaavad signaali toimub, selle tulemusena geenide iilesregulatsioon ja
tootmine ning sekretsioon touseb. See signaal voib périneda teistelt tsiitokiinidelt nagu IL1-a voi
ka IL-6 ja TNF-a. Produktsiooni tousu on nédhtud ka rakkudes, mis on kogenud keskkonnast

tingitud stressi (Ha et al., 2017).

Mitmed erinevat rakutiiiibid on véimelised CXCL-8 tootma, nende hulgas: endoteeli, epiteeli ja
mesoteeli rakud, lisaks veel neutrofiilid, fibroblastid ning monotsiitidid (Qazi et al., 2011). CXCL-
8 on vdimeline dra tundma 3 retseptorit: CXCLR1, CXCLR2 ja DARC. Kdik kolm retseptorit on
ekspresseeritud granulotsiiiitidel, monotsiiiitidel, liimfotsiititidel, epiteel- ja endoteelirakkudel ning

fibroblastidel (Jiang et al., 2012).

CXCL-8 korgenenud taset on mérgatud teatud pahaloomuliste kasvajatega nagu pdievahk (Kocak
et al., 2004).Seetdttu voib oletada, et CXCL-8 on voimalik rakendada ka kui biomarkerit (Shahzad
et al., 2010). COVID-19 puhul on korgenenud CXCL-8 tasemed tihtipeale seotud raskema
prognoosiga (Nagant et al., 2020).

1.3 IL1-a vastased autoantikehad

1989. aastal kirjeldati esmakordselt antikehi, mis olid tsiitokiini IL1-a vastased. Nendest
autoantikehadest kuulub valdav enamus korge afiinsusega IgG antikehade klassi (Svenson et al.,
1989). IL1-a autoantikehade puhul on oluline teada saada, kas nad omavad neutraliseerivat
aktiivsust. IL1-0. on vOimalik neutraliseerida, kui selle vastased antikehad ei lase sellel oma
retseptoriga seonduda ja rakuni ei joua signaal, mis viiks pdletiku viljakujunemiseni (Miossec,

2002).

Autoimmuunhaigusi pddevatel inimestel on tuvastatud IL1-a autoantikehade tase, mis on mitmeid
kordi korgem kui tervetel inimestel (Suzuki et al., 1991). Selle korgendatud taseme tottu saab
kasutada IL1-a vastaseid antikehi biomarkerina autoimmuunhaiguste nagu niiteks RA puhul
(Wahid Ali Khan, 2019). Seda haigust iseloomustab pikaaegne pdletik liigestes, mis annab keha

immuunrakkudele palju kokkupuuteid IL1-o kui antigeeniga ja nad voivad seetdttu hakata
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autoantikehi IL1-a vastu siinteesima. Kui patsiendil esineb korge neutraliseerivate autoantikehade
tase, siis on tal tdendoliselt oodata kergemat haiguse kulgu, sest ei teki nii dgedat

poletikureaktsiooni (Jouvenne et al., 1997).

1.4. Autoantikehad SARS-CoV-2 viiruse korral

SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) on RNA viirus, mis kuulub
koroonaviiruste perekonda ning millest sai 2020. aastal alguse iilemaailmne pandeemia. Viirus
pOhjustab inimestel haigust COVID-19 ning 2022. aasta mairtsi seisuga on registreeritud iile 480
miljoni haigusjuhu ning 6,2 miljonit surma (WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard, n.d.).

Viirus levib peamiselt piisknakkuse kaudu, mille tottu on see voimeline levima viga kiirelt (R.
Zhang et al., 2020). Kdige tavapdrasemad siimptomid on palavik, koha, kurguvalu ja vdsimus
(Alimohamadi et al., 2020). Enamik nakatunutest pdeb seda haigust kergete siimptomitega.
Raskemalt pddemise oht on inimestel, kes kuuluvad riskigruppidesse, nagu niiteks vanurid ja
autoimmuunhaigustega inimesed, sest neil voib vilja kujuneda kopsupdletik ja nad voivad vajada

haiglaravi (Williamson et al., 2020).

COVID-19 nakatunutel on kirjeldatud autoantikehade olulisust haiguse kulgemisel.
Autoantikehad, mille olemasolul immuunsiisteemi funktsioonid on hiiritud, on nditeks tiilip I
interferoonide (I IFN) vastased autoantikehad. Mille korged tasemed esinesid kriitilises seisus
patsientidel, aga mitte neil patsientidel, kellel md6dus haigus mdddukalt. Blokeerides tiilip I IFN
el saa toimuda normaalset immuunsiisteemi vastust viiruse vastu ning see voib olla iiks pShjustest,
miks osadel inimestel kulgeb haigus nii raskelt, et nad vajavad intensiivravi (Bastard et al., 2020).
COVID-19 puhul on kirjeldatud ka poletikuliste tsiitokiinide nagu IL-6 suurt tdusu (Wu et al.,
2021). Tekkiv pdletik on oluline immuunvastuse jaoks, kuid see kahjustab ka patsiendi kudesid,

mis voivad viia aeglasema taastumiseni, eriti kui kahjustada saavad elundid nagu kopsud.

COVID-19 nakkuse puhul on mitmetes patsientide kirjeldatud antikehade produktsiooni tdusu.

Autoantikehad on suunatud tihtipeale pdletikuliste tsiitokiinide nagu IL-6 ja kemokiinide vastu.

Koik need viitavad autoantikehade ja COVID-19 seoste keerulisele rollile kehas, omades

patsiendile nii positiivset kui ka negatiivset mdju ja kindlasti vajab teema edasist uurimist.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Eksperimentaalse t66 eesmargid:

a) Maiirata IL1-o antikehade tase uuritavates valimites (tavapopulatsioon, TUK Sisekliinik,
TUK Nahahaiguste kliinik ja COVID-19 libipddenud)

b) Uurida vanuse ja IL1-a autoantikehade taseme vahelist seost

¢) Vorrelda IL1-a autoantikehade esinemissagedust erinevates valimites

d) Madrata IL1-a antikehade suhtes positiivsetes seerumites nende neutraliseerimisvoimet

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1 Valimi Kkirjeldus

Antud tddsse kaasati 849 inimese vereplasmat, mis pirinesid Tartu Ulikooli Kliinikumi (TUK)
Sisekliinikust, TUK Nahahaiguste kliinikust, KoroSero-EST-1 uuringust ja TUK ja Louna-Eesti
Haigla COVID-19 labipddenute uuringust. Valimid on kajastatud Tabel 1. Inimuuringute
ectikakomitee véljastas kooskdlastused proovide kasutamiseks: 312/T-1, 318/T-, 275/M-17 ja
272/T-12

Patsientidelt TUK Sisekliinikust ja Nahahaiguste kliiniku patsientidest koguti 8 ml verd, iilejézinud
indiviididelt koguti 10 ml veeniverd, millest eraldati plasma. Proovid on kogutud ja t66deldud
teiste laboritdotajate poolt.

Tabel 1. Uuritavad valimid, kirjeldatud on proovide arvu, soolist jaotust, esinevat
vanusevahemikku ja inimeste keskmisi vanuseid.

TUK Sisekliinik | TUK Nahahaiguste | KoroSero-EST-1 COVID-19
Kliinik (Tavapopulatsioon) | ldbipddenud
Proovide arv 295 228 176 162
Naised 211 138 97 93
Mehed 84 90 79 69
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Vanusevahemik | 65-98 65-95 2-92 21-91

Keskmine vanus | 76 75.3 443 56.2

COVID-19 labipddenute grupis olid proovid kogutud 3 kuud peale nakkuse 16ppu. Proovid olid
jagatud nelja riihma, mis pdhinevad WHO (World Health Organization) COVID-19 haiguse
raskusastme klassifikatsioonil (Living Guidance for Clinical Management of COVID-19, 2021)
(Tabel 2).

Tabel 2. WHO COVID-19 haiguse raskusastme klassifikatsioon.

WHO 0 WHO 1 WHO 2 WHO 3 WHO 4
Kontroll Kerged Moddukad | Rasked siimpto- | Kriitiline seis
simptomid | siimptomid | mid
Patsientide | 49 16 42 36 20
arv
Klassifikat- | Ei esinenud | Ei esine Esineb kop- | Esineb kopsupo- | Esines dge
siooni alus | COVID-19 | kopsupdle- | supdletik letik respiratoorse
nakkust tikku disstressi
Hapniku sa- | Hingamissage- | Sindroom
turatsioon dus >30 hin- (ARDS, '
toadhus get/min acute respir-
>90%. Vo atory distress
Hapniku saturat- tvyndrome)
sioon oli Ja
toadhus <90% | Septiline
Sokk

2.2.2. Rakuliinid ja sootmed

Uuringus kasutati IL1-o tundlikku inimese normaalsete naha fibroblastide rakuliini (NHDF,
Normal Human Dermal Fibroblasts, Lonza). Rakke kasvatati 10 cm ldbimodduga koekultuuri
tassidel (Cellstar), 10 ml DMEM (Dulbeccos modified eagle medium, Lonza) s66tmes, millele oli
lisatud 10% 56 °C juures inaktiveeritud veise loote seerumit (FBS, Fetal Bovine Serum, Gibco),
lisaks ka 1% lahust, mis sisaldas: penitsilliini 10000 ihikut/ml, streptomiitsiini 10mg/ml ja
amfotertsiini 25 pg/ml (Corning). Rakud kasvasid koekultuuri inkubaatoris (CO: incubator, Sanyo)

37 °C ning 5% CO: kontsentratsiooni juures.

Rakkudega tootati edasi, kui nad olid saavutanud kdrge tiheduse ehk téitsid umbes 80% tassi
pinnast. T60 algas vana s60tme eemaldamisega ning seejérel pesti tassi S ml PBSx1-ga (Phosphate

Buffered Saline, Bioatlas). Tassile lisati 1 ml triipsiini (Corning) ja inkubeeriti 12 minutit 37 °C
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ning 5% CO; kontsentratsiooni juures koekultuuri inkubaatoris. Seejirel pesti tassi 10 ml DMEM
sO0tmega, mis koguti 15 ml katsutisse. Pesu korrati, lisades tassile 5 ml PBSx1, mis koguti samasse
katsutisse. Segu tsentrifuugiti (5810 R,18 rad, Eppendorf) 10 min 300 x g juures. Katsutist

eemaldati kogu s60de ja rakusade suspendeeriti S ml DMEM sé6tmes.

Rakkude Ilugemiseks voeti 18 pl rakususpensiooni, millele lisati 2 pl akridiin oranzi
fluorestseeruvat varvi (Acridine Orange, Logos). Lugemine teostati kasutades rakulugejat (Luna,

Dual Fluorescence Cell Counter, Logos).

2.2.3. LIPS (Luciferase immunoprecipitation system)

IL1-0 autoantikehade taseme midramiseks kasutati lutsiferaasil pdhinevat immuunsadestamise
meetodit (LIPS). Selleks tehti kogutud plasmadest 25 pl kordset lahjendused kasutades puhver A-
d (50 mM Tris, 100 mM NaCl, SmM MgCla, 1% Triton X-100), mis kanti 96-kannusele
mikrofilterplaadile (Millipore). Igale analiilisitud plaadile kaasati alati kaks negatiivset ja tliks
positiivne kontroll. Seejérel lisati kannudesse 25 pl proteiin G agarooskerade suspensiooni (Protein
G Agarose High Flow Resin, Creative BioMart, Inc). Plaati inkubeeriti loksutil (RockingShaker,
Ohaus) 1 tund toatemperatuuril. Seejirel lisati 50 pl IL1-o antigeeni, mis sisaldas 10® LU-d
(luminestsentsi {ihik). Inkubatsiooni korrati ning plaat oli 1 tunni loksutil toatemperatuuril. Peale
seda pesti plaati vaakumsiisteemil (Millipore) 4 x 150 ul puhver A-ga ja seejérel 4x 150 pl 1xPBS.
Seejirel lisati plaadile 20 ul lutsiferaasi (Nano Glo™ Lutsiferase Assay Substrate, Promega, Inc.)
1000-kordset lahjendust. Lutsiferaasi poolt tekitatud valguse signaali intensiivsust moddeti
kasutades VICTOR X Multilabel Plate reader-it (PerkinElmer Life Sciences). Véartused saadi

luminestsentsi tihikutes (LU).

Antud t66 autor teostas LIPS analiiiisi 699 prooviga, mis koguti TUK Sisekliinikus, TUK
Nahahaiguste kliinikus ja KoroSero-EST-1 uuringu raames. COVID-19 ldbipddenute proovidega

teostasid LIPS analiiiisi teised uurimisgrupi litkmed.

2.2.4. IL1-a autoantikehade neutraliseerimisvoime testimine

IL1-a neutraliseerimisvdime testimiseks kanti 96-kannuselisele 1:5 kasutades DMEM sé6tmes
lahjendatud vereplasma. Seejérel lisati plasmadele 50 pl IL1-a (BioLegend) lahjendust,
kontsentratsiooniga 100 pg/ml. Igal plaadil asusid ka kontrollproovid, nullprooviks oli 100 pl
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DMEM soode. Positiivne kontroll koosnes DMEM  soétmest ja IL1-a (100 pg/ml)
16ppkontsentratsiooniga (50 pg/ml). Plaati inkubeeriti {iks tund koekultuuri inkubaatoris 37 °C ning
5% COz juures. Inkubatsiooni 16ppedes lisati igasse kannu 20000 NHDF rakku. Plaati inkubeeriti
iledd 37 °C ning 5% CO: koekultuuri inkubaatoris. Pérast inkubeerimist koguti rakkudelt

supernatant, mis hoiustati jairgmiste katseteni -20 °C juures.

2.2.5. CXCL-8 mootmine ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) meetodiga

Stimulatsioon IL1-a-ga pohjustab rakkudes CXCL-8 sekreteerimise mérkimisvadrset tousu.
Modtes CXCL-8 kogust on néha, kas autoantikehad on seondunud IL1-a-ga, sest kui on toimunud

neutraliseerimine ei ole rakud saanud signaali, mis viiksid CXCL-8 produktsiooni tdusule.

Et saada teada, kas plasmas on autoantikehasid, mis on voimelised IL1-a toimet neutraliseerima,
kasutati immunoensiiiimmeetodit (ELISA). Selleks kasutati ELISA MAX™ Deluxe Set Human IL-
8 (Cat. No. 731504, BioLegend) komplekti vastavalt tootja protokollile. Katse viidi 1dbi korge
siduvusega 96-kannulisel plaadil (Greiner Bio One), mille igasse kannu pipeteeriti kdigepealt 100

ul primaarset antikeha (Capture Antibody) ning seda inkubeeriti iiledo 4 °C juures.

Jargmisel hommikul pesti plaati 4 korda 300 pl pesupuhvriga (PBS x 1 + 0,05% Tween-20)
Wellwash masinaga (Thermo Scientific). Parast pesu lisati igasse kannu 200 pl blokeerimislahust
Assay diluent ning proove inkubeeriti 1 tund loksutil toatemperatuuril. Seejirel pesti plaati 4 korda
300 pl pesu puhvriga. Plaadile lisati 100 pl lahjendusega 1:100 peatiikis 2.2.4. kogutud supernatanti
ning IL-8 standardi seeria lahjendusi vahemikus 1000-15,6 pg/ml. Kdik lahjendused valmistati
kasutades lahust Assay Diluent. ning plaati inkubeeriti loksutil 2 tundi toatemperatuuril. Peale
inkubatsiooni pesti plaati 4 korda 300 ul pesupuhvriga. Peale seda lisati igale proovile 100 ul
detekteerimise antikeha (Detection antibody) lahust ning inkubeeriti loksutil 1 tund. Jargmisena
pesti plaati 300 pl pesu puhvriga 4 korda. Seejirel lisati igasse kannu 100 pl lahust Avidin-HRP
ning inkubeeriti loksutil 30 minutit toatemperatuuril. Peale inkubatsiooni pesti plaati 5 korda 300
ul pesupuhvriga ning peale igat tsiiklit lasti plaadil seista 30 sekundit. Peale pesusid lisati 100 pl
lahust Substrate solution C ning plaati inkubeeriti pimedas toatemperatuuril 15 minutit.
Reaktsiooni peatamiseks lisati igasse kannu 100 pl stopp lahust (2M H2SO4, Applichem). Seejarel
moddeti proovide optiline tihedus lugejaga Multiscan MCC/340 ELISA (Labsystems). Mdotmised
toimusid 450 nm ja 540 nm juures. Tépsemalt seletatakse arvutusi IL1-o taseme leidmiseks

peatiikis 2.3.4.
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2.2.6. Andmeanaliiiis

Kogutud andmete to6tlemiseks ja visualiseerimiseks kasutati Microsoft Exceli (Microsoft)
programmi. Téos kasutati y’-testi ja paaritut t-testi. Statistiliselt oluliseks loeti tulemusi, kui

p<0.05.
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2.3. Tulemused

2.3.1. LIPS katse korratavus

LIPS plaatidega sooritati kahel péeval variatsioonikatsed, et kinnitada LIPS tulemuste

usaldusviirsust. Igal plaadil olid samad 11 proovi 8 kordusena.

Paralleelidevahelise varieeruvuse leidmiseks arvutati mdlema pédeva proovi keskmine ning
standardhdlve. Nende viidrtuste pohjal arvutati vélja variatsioonikordajad. Vottes modlemast
variatsioonikordajast keskmine leiti, et kahe pdeva plaatidel olevate proovide paralleelide vahel oli
varieeruvus 15%. Standardhdlve arvutati mdlema pédeva proovide keskmiste pohjal, ning see oli

5%. Pdevade vaheline variatsioon arvutati kasutades allolevat valemit.

| 1. paeva proovi keskmine vaartus — 2. pdeva proovi keskmine vaartus | 100
*

( 1. paeva proovi keskmine vaartus + 2.pdaeva proovi keskmine vaartus)/2

Pédevade vahelise variatsiooni leidmiseks voeti kdikide proovide variatsioonide keskmine ja leiti,
et variatsioon pédevade vahel oli 9% (SD 8%). Mdlemad tulemused iseloomustavad katse head

korratavust ning tapsust IL1-o autoantikehade maaramisel.

2.3.2. IL1-a autoantikehade taseme méaidramine LIPS analiiiisil

LIPS katsetega maddrati proovides olev ILI1-o autoantikehade tase. Kasutades VICTOR-X
Multilabel Plate Reader-it saadi teada luminestsentsi signaali tugevus (LU) igas proovis. Mida
rohkem IL1-a autoantikehi proovis leidus, seda kdrgem on LU véértus. Plaadil olid kdik proovid

ning kontrollid kahe kordusena. Edasistel arvutustel vdeti kasutusse nende keskmine LU viértus.

Kuna iga LIPS modtmine on véikese varieeruvusega, siis tdpsuse nimel kasutati proovidel LIPS
suhte véadrtust, et madrata IL1-a autoantikehade taset. LIPS suhte leidmiseks jagati proovi
keskmine LU véddrtus plaadil olevate negatiivsete kontrollide keskmisega. Suhe nditab,
mitmekordselt erineb autoantikehade tase proovist vorreldes negatiivse kontrolliga ning seda

viljendatakse logaritmitud suhteliste {ihikute (SU) abil.
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Proovid jagati IL1-a taseme alusel positiivseteks ja negatiivseteks. Jagamine toimus LIPS suhte
pohjal, kasutades iildpopulatsiooni, mis moodustati KoroSero-EST-1 proovidest ja COVID-19
labipddenute grupi WHO 0 proovidest. Piiri leidmiseks eemaldati analiiiisist 5% kdrgematest ja
5% koige madalamatest proovidest. Allesjddnud proovide pohjal arvutati vélja keskmine ja
standardhélve. Positiivseid ja negatiivseid proove eraldav piir leiti, liites proovide keskmisele 3
standardhidlvet. Saadud piiri rakendati kdikidele valimitele. Valimite positiivsete proovide osakaal
oli jirgnev: tavapopulatsiooni libildikes olid positiivsed 7% proovidest (Joonis 2 A). TUK
Sisekliinikust ja Nahahaiguste kliinikust kogutud proovidest olid positiivsed 14% (Joonis 2 B) ja
COVID-19 haigete valimis oli positiivseid 19% proovidest (Joonis 2 C).

Uldpopulatsioon (A) TUK Sise ja COVID-19 |ibipddenute
Nahahaiguste kliinku valim (C)
valim (B)

= Positiivsed proovid

= Negatiivsed proovid

Joonis 2. Positiivsete proovide osakaal (A) iildpopulatsioonis (B) TUK Sisekliiniku ja TUK
Nahahaiguste kliiniku valimites (C) COVID-19 libipodenute populatsioonis. Suurem ILI-a
autoantikehade tase esines valimites, mis pdrinesid kliinikutest ja COVID-19 ldbipodenutelt.

Leiti oluline erinevus LIPS suhetes, kui vorreldi iildpopulatsiooni ja TUK Sisekliiniku ning
Nahahaiguste kliiniku valimeid (p=0.033385). Kliinikutest kogutud populatsioonides esines
rohkem positiivseid proove. Sarnaselt leiti ka, et COVID-19 ldbipddenute populatsioonis esineb

vorreldes tildpopulatsiooniga rohkem korge IL1-a autoantikehade tasemega proove (p=0.010578).

Neutraliseerimis katsesse kaasati 69 positiivset proovi, mis omasid korget LIPS suhte vaartust.

Proovid périnesid koikidest valimitest. Kontrollideks voeti 8 negatiivset vadrtust omavat proovi.
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2.3.3. IL1-a autoantikehade taseme seos vanusega

Uheks t66 eesmirgiks oli saada teada, kas vanuse ja IL1-o autoantikehade sekreteerimis koguse
vahel on seos. LIPS analiiiisil mééaratletud autoantikehade tasemed viidi kokku proovi andnud
inimese vanustega, neid seoseid on ndha Joonis 3 ja Joonis 4. Tavapopulatsiooni hulgas (Joonis 3)
esines korgem IL1-o autoantikehade tase vaid iiksikutes proovides, esimesed korgema tasemega
proovid pirinesid inimestelt, kes olid iile 30 aasta vanad. Tartu Ulikooli Kliinikumist péirinevate
proovide ja COVID-19 ldbipddenute hulgas oli ndha mirkimisvéérset antikehade taseme tousu
vorreldes tavapopulatsiooniga ja see tous esineb ka nooremate seas nagu on ndha Error!

Reference source not found..

Vanuse rolli teada saamiseks kasutati tavapopulatsiooni 1dbildiget (KoroSero-EST-1 proovid), mis
jagati vanuse jirgi kaheks grupiks. Uhe grupi moodustasid nooremad ehk alla 65 aasta vanused
inimesed ning teises grupis olid vanurid ehk iile 65 aasta vanused inimesed. Sooviti teada saada,
kas esineb erinevus IL1-a autoantikehade tasemes nooremate ja vanemate isikute vahel.

Positiivsete proovide arv alla 65-aastaste hulgas oli 7% ja iile 65-aastaste hulgas 5%.

Uurimiseks sooritati 2 statistilise analiiiisi testi. Kdigepealt vorreldi vanusegruppe omavahel
sOltumatutute andmete t-testi (unpaired t-test) abil. Tavapopulatsiooni 1dbildikes ei esinenud
statistiliselt olulist erinevust kahe vanusegrupi vahel, (p=0.4459; statistiliselt oluline kui p<0.05).
Lisaks sooritati y>-test, et vorrelda positiivsete ja negatiivsete proovide arvu (<65) ja (>65) grupis.
Ka selle testi tulemus kinnitas, et tavapopulatsiooni valimis ei esine alla 65 ja iile 65 aastaste

gruppide vahel erinevusi IL1-a spetsiifilise antikehade seondamisel erinevusi (p=0.97996).
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Joonis 3.IL1-a autoantikehade kogus tavapopulatsiooni libiloikes. LIPS tulemusetel saadud suhe
(SU) on pandud kiimnendlogaritmis. Oranzi joonega on mdrgitud positiivsus-negatiivsus piir.
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Joonis 4 IL1-a autoantikehade kogus TUK Sisekliiniku, TUK Nahahaiguste kliiniku ja COVID-19
libipodenute proovides. LIPS tulemusetest saadud suhe (SU) on pandud kiimnendlogaritmi.
Oranzi joonega on kajastatud positiivsus-negatiivsus piir.
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2.3.4. Neutraliseerimiskatsete tulemuste analiiiis

Neutraliseerimisvoime testimisel sooviti ndha, kas autoantikeha on voimeline IL1-o funktsiooni
hdirima. Katsete jaoks wvaliti NHDF rakuliin, sest see on vdimeline reageerima IL1-a
stimulatsioonile, mille mdjul hakkab see sekreteerima teisi tsiitokiine nagu CXCL-8, mille tase on

tavaolekus vidga madal. ELISA analiilisi kaudu méaarati CXCL-8 taset proovides.

Kdigepealt kontrolliti, kas NHDF rakuliin on IL1-a suhtes piisavalt tundlik, ning milline on CXCL-
8 tase stimuleerimata rakkudes. Uurimiseks olid nullproovid, mis koguti rakkudelt, kuhu lisati
ainult soodet ja positiivsed kontrollproovid, mis koguti plasmaga stimuleerimata rakkudelt, kuid

kuhu oli lisatud IL1-a. Erinevust stimuleeritud ja stimuleerimata rakkude vahelt néeb Joonis 5.

0.5
0.45
0.35

0.3
0.25

0.2
0.15

Optiline tihedus (OD)

0.1

B 1L1-a Stimuleeritud rakud [l 1L1-a Stimuleerimata rakud

Joonis 5. CXCL-8 koguse erinevus IL1-o. stimuleeritud rakkudes (+IL1-a) ja stimuleerimata (-IL1-
a) rakkudes. Alumine joon viitab madalamale moodetud tulemusele ja iilemine korgemale

moodetud tulemusele, keskel asuv joon nditab keskmist tulemust. Tulemused on 6 proovi optiliste
vddrtuste pohjal.

Esimese arvutusena oli vaja vabaneda taustast. See saavutati lahutades 540 nm tulemustelt 450 nm
juurest moddetud tulemused. Seejérel leiti iga proovi OD keskmine. Kuna ELISA sooritati CXCL-
8 kitiga, siis lahutati nullproovi keskmine OD tulemus koikidest proovidest, sest see tulemus nditab
rakkude CXCL-8 produktsiooni stimuleerimata olekus. IL1-a taseme méaramiseks proovis jagati

selle OD vairtust antigeeniga stimuleeritud rakkude OD-ga. Neutraliseerimise protsent leiti, kui

lahutati tulemust {ihega.
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2.3.5. Korge IL1-0 autoantikehade tase korreleerub neutraliseerimisvoimega

IL1-a autoantikehade neutraliseerimisvdime miiramiseks vaadati TUK Sisekliinikust, TUK
Nahahaiguste kliinikust ja KoroSero-EST-1 ja COVID-19 ldbipddenute valimist parinevaid LIPS-
positiivsetes plasmaproovides esinevate autoantikehade IL1-a neutraliseerimisvdimet (Joonis 6).
Leiti, et positiivsetest proovidest (n=69) omasid IL1-a neutraliseerivat vdimet 28% proovidest.

Negatiivsetest kontrollproovidest (n=8) ei leitud iihelgi proovil neutraliseerivat aktiivsust.

LIPS ja ELISA testide tulemuste vordlemiseks viidi ldbi Pearsoni korrelatsioonianaliiiis. P-véértus,
0.000214 kinnitas, et tulemus on statistiliselt oluline. Seega saab viita, et inimestes, kellel esines
korge IL1-a autoantikehade tase, omasid need autoantikehad tihtipeale voimet IL1-a bioloogilist

aktiivsust takistada 14bi seondumise ehk neutraliseerisid.

IL1-a autoantikehade koguse seos neutraliseerimisvoimega
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°
°
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Joonis 6. TUK Sisekliiniku, TUK Nahahaiguste kliiniku, KoroSero-EST-1 ja COVID-19
ldbipodenute valimite seos IL1-o. autoantikehade neutraliseerimise ja koguse vahel. Seos oli
statistiliselt oluline p=0.000214.

2.3.6. COVID-19 haigestunute autoantikehad

Antud t60s analiiiisiti ka COVID-19 ldbipddenud indiviide, kes olid jaotatud nelja gruppi nende
haiguse raskusastme jiargi (WHO 1-4). Méérati nende inimeste IL1-o autoantikehade hulk LIPS
analiiiisil. Tabelis 3. on kirjeldatud kui palju positiivseid proove leiti igast kategooriast ning kui

suure protsendi nad proovide koguhulgast moodustasid. Leiti, et kriitilises seisus olnud patsientide
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grupil (WHO 4) esineb korgem IL1-a autoantikehade kogus, kui gruppidel, mis pddes seda
kergemalt (WHO 1-3). Tulemuste statistilise olulisuse kontrolliks viidi libi y>-test, kus vorreldi
WHO 4 positiivsete ja negatiivsete proovide arvu WHO gruppide 1-3 positiivsete ja negatiivsete
proovidega. Testi tulemusena saadi teada, et p=0.039185, kinnitades, et COVID-19 raskusastmete

IL1-0 autoantikehade tasemete vahel oli erinevus.

Tabel 3. COVID-19 libipddenute positiivsete proovide osakaal igas WHO kategoorias. y>-testiga
ndhti erinevust WHO 4 ja WHO 1-3 kuuluvate patsientide vahel (p=0.039185).
WHO 0 WHO 1 WHO 2 WHO 3 WHO 4

Positiivsed 9 2 9 5 6
proovid

Negatiivsed 40 14 32 31 14
proovid

Positiivsete 18% 12.5% 22% 14% 30%
proovide prot-
sent

COVID-19 labipodenute valimis vaadati 17 proovi neutraliseerimisvoimet, mis parinesid WHO 1-
4 grupist. Vaadates WHO 4. gruppi kuuluvate autoantikehade neutraliseerimisvdimet ja vorreldes
seda proovidega, mis kuulusid WHO gruppidesse 1-3 ei leitud y>-testiga statistiliselt olulisi
erinevusi nende vahel (p=0.872081) (Joonis 7).

100% o .
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Joonis 7. IL1-o autoantikehade kogus ja nende neutraliseerimisvoime COVID-19 ldbipodenutel.
Ei leitud statistiliselt olulist seost haiguse raskuse ja podemise vahel (p=0.872081).
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2.4 Arutelu

IL1-a on poletikku tekitav tsiitokiin. Seondudes oma retseptoriga annab ta edasi signaali, mille
mdjul hakkab rakk hakata tootma teisi tsiitokiine, mis kutsuvad kohale immuunsiisteemi rakud ning
algavad poletikureaktsioonid. IL1-o autoantikehad on vdimelised dra tundma ja siduma IL1-a ,
takistades nii selle seondumist retseptoriga, mille tdttu toimub hilisem v3i norgem pdletikuvastus
(Schett et al., 2016). Poletik on keha kaitsemehhanism paljude haigustekitajatele, kuid kui see

kestab liiga kaua vdib see viia koevigastusteni (Medzhitov, 2010).

Antud t60s sooritati LIPS meetodil test, et mddrata dra IL1-a autoantikehade tase kogutud
plasmadest, proovid pirinesid KoroSero-EST-1 uuringust, TUK Sisekliinikust, TUK Nahahaiguste
kliinikut. Meetodit on varasemalt kasutatud tiilip I IFN vastaste autoantikehade taseme
midramiseks (Bastard et al., 2020). Meetod on histi korratav, siin uuringus oli pidevade vaheline

varieeruvus viike.

LIPS meetodil leitud proovide IL1-a autoantikehade taseme viidi kokku proovi andnud isiku
vanusega, sest sooviti ndha, kas esineb seos IL1-a autoantikehade ja vanuse vahel. Seose
uurimiseks kasutati tavapopulatsiooni l4bildike proove. Varasemalt on nédidatud, et vanuse
kasvades tduseb autoantikehade tase ka tervetes inimestes (Manoussakis et al., 1987). Seda
seetdttu, et immuunrakkudel on olnud pikaaegseid kontakte autoantigeenidega (Wick et al., 2003).
Antud uuringus kasutati (Orimo et al., 2006) eakate definitsiooni, jagades indiviidid alla 65 ja iile

65-aastasteks.

Téheldati, et iile 65-aastaste grupis oli IL1-a autoantikeha positiivseid indiviide 7% ja alla 65-
aastaste grupis 5%. y’-test niitas, et antud erinevus polnud statistiliselt oluline (p>0.05). Kuigi
antud uuringus ei olnud néha IL1-a autoantikehade taseme erinevusi nende kahe vanusegrupi vahel

(n=176), siis suurema valimi korral vdiksid erinevused olla siiski statistiliselt olulised.

Uuriti ka TUK Sisekliiniku ja TUK Nahahaiguste kliinikust pirinevaid plasmasid, mis périnesid
ainult vanuritest. Tegu oli erinevaid haigusi pddevate inimestega, seega ei saa vélistada, et nendes
on iildine podletikutase kdrgem. On kirjeldatud, et sellistel juhtudel esineb rohkem rakkude
nekroosi, nii et vabaneb IL1-a ja pideva kontakti tdttu saavad vilja areneda selle vastased antikehad
(Dinarello, 2011). Seega antud t60s ei ole voimalik hinnata, kas nendel on IL1-a autoantikehade

tase korge vanuse voi kaasuvate haiguse tottu.
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Jargmiseks pandi paika, millistes proovides esines korge IL1-a autoantikehade tase, selleks leiti
tildpopulatsiooni LIPS suhete keskmise ja SD abil positiivsus-negatiivsus piir. Valimite
vordlemisel oli niha, et TUK Sisekliinikust ja TUK Nahahaiguste kliinikust olid positiivsed 14%.
Veelgi enam positiivseid leidus COVID-19 ldbipddenute valimist, kus positiivseid oli lausa 19%.
Molemad viadrtused on korgemad kui tavapopulatsiooni esindajate hulgas, kus korge tase oli
kdigest 7% proovidest. Autoantikehade tdusu on kirjeldatud mitmete haiguste puhul, niiteks
autoimmuunhaiguste (Suzuki et al., 1991), véihi (Zaenker et al., 2016) ja COVID-19 puhul (Wang
et al., 2021). Kui haigusega kaasneb poletik, siis tsiitokiinide vastaste autoantikehade abil saab
keha reguleerida selle reaktsiooni tugevust. See vdib seletada, miks TUK kliinikutest ja COVID-
19 ldbipodenutes périt valimites esinesid korgemad IL1-a vastased autoantikehad kui

tavapopulatsioonis.

Lisaks autoantikehade taseme médramisele sooritati katseid, et wuurida nende
neutraliseerimisvoimet. Positiivsete proovide hulgast valiti korge IL1-a autoantikehade tasemega
proovid. Nendega viidi 14bi rakkude stimuleerimine, kust koguti supernatant, mida kasutati ELISA
analiiiisil. Katsetes moddetud optilise tiheduse jargi leiti, kas esineb neutraliseeriv aktiivsust, mid
omakorda vorreldi autoantikehade kogusega. Néhti, et korgematel IL1-o autoantikehade tasemel
esines neutraliseerimisvoimet rohkem kui madalamatel tasemetel ning seda seost kinnitati
statistilise testiga (p<0.05). Voib oletada, et nendes patsientides on IL1-a autoantikehade
neutraliseerivavoime  tottu  podletikuvastuse teke héiritud (Dinarello et al., 2012).
Pdletikureaktsiooni mahasurumine voib védhendada patsiendi siimptomeid ja kaitseb nende
kudesid, eriti kui tegu on autoimmuunhaigustega (Miossec, 2002). Hiiritud immuunvastusel on ka
omad negatiivsed kiiljed, nagu ndhti neutraliseerivate tiilip I [FN autoantikehadega. Patsientides,
kellel esinesid korged tasemed neid autoantikehi oli suurem risk vajada COVID-19 haigestumisel

haiglaravi, sest ei saanud toimuda immuunsiisteemis viirusvastust (Bastard et al., 2020).

2020. aastal algas viiruse SARS-CoV-2 pdhjustatud pandeemia, inimestes pdhjustab see viirus
haigust COVID-19. Kuigi enamik nakatunutest pdevad selle 1dbi kergelt on teatud osal rahvastikust
risk nakatuda sellesse raskelt, mis v3ib 10ppeda surmaga (Williamson et al., 2020). Siia to6sse oli

kaasatud 113 erineva raskusastmega COVID-19 ldbipddenud patsienti.

COVID-19 nakkuse puhul on tihti surma pohjuseks haiguse jooksul vélja kujunenud
elundipuudulikkus, mille vdis tekitada patsiendi liiga tugev immuunvastus viirusele (Del Valle et

al., 2020; Mokhtari et al., 2020). Niiteks IL-6 kdrgemad tasemed esinevad just COVID-19 raskelt
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podevates patsientides ja tekkinud pdletik kahjustab nende kudesid (Wu et al., 2021). Samas ilma
immuunvastuseta ei saaks toimuda viirusest paranemist, poletiku abil immuunsiisteem takistab
viiruse levikut. Eriti olulist rolli méngivad siin B-rakud, mis on toodavad viirusvastaseid antikehi,
mida on vaja et viirus kehast eemalda (Medzhitov, 2010). Seega on paranemise seisukohalt oluline,
et immuunvastus oleks histi reguleeritud. Uks viis kuidas keha saab viltida liiga tugevat
pdletikuvastust on autoantikehade kaudu. Eelnevalt on kirjeldatud, et COVID-19 patsientides on
mitmete autoantikehade tase kdrgem vorreldes tervete kontrollidega, seda eriti just tsiitokiinide

vastaste autoantikehade hulgas (Wang et al., 2021).

Antud uuringus kinnitati, et COVID-19 lidbipddenute grupis oli IL1-a autoantikehade tase korgem
(19%) kui tavapopulatsioonil (7%) (p<0.05). Lisaks vaadati, IL1-a autoantikehade taseme
erinevusi erinevatel haiguseraskusastmetel. Kriitilises seisus olnud patsientide IL1-a
autoantikehade tase oli kdrgem kui teistes gruppides ning saadud tulemus oli statistiliselt oluline.
Erinevate COVID-19 raskusastmete vahel ei tuvastatud neutraliseerimisvdime statistiliselt olulisi
erinevusi. Kuid kindlat jéreldust on raske tdommata, sest uuritavate proovide arv (n=17) on véga
vidike. Kuna t66s on kasutatud vaid tlihe ajahetke plasmaproovi, siis kui jéitkata ILI1-a
autoantikehade tasemete uurimisega COVID-19 patsientides vOiks koguda proove mitmes
ajapunktis, et vaadata, kas autoantikehade tootmine ning neutraliseerimisvdime on mdjutatud

nakkusest.

Selle tooga pole vdimalik tuvastada, kas korge kriitilises grupis olevatel patsientidel oli IL1-a
autoantikehade korge tase enne nakatumist voi tekkisid need autoantikehad vastusena tugevale
poletikule. Kui tase oli korge juba enne, siis oleks voimalik tuua paralleele titip I IFN

autoantikehadega (Bastard et al., 2020).

Sarnaselt IL1-a autoantikehadega saab IL1-a mdju viahendada IL1-a retseptorit blokeeriva ravimi
abil. See aitab takistada dgedat poletikuvastust ja seelédbi saab véltida elundipuudulikkust ning see
vihendab nendes patsientides suremust (Kyriazopoulou et al., 2021). Kuid tuleb arvestada, et
immuunsiisteemi piiramise tottu, ei teki neil nii efektiivseid antikehi viiruse vastu, mistottu vajavad
nad pikemat haiglaravi, héiritud immuunsiisteem tdstab teistesse haigustesse nakatumise riski ja
neil tekib vihem viirust neutraliseerivaid antikehi suurendades kordusnakkuse voimalust (Della-
Torre et al., 2021). Nende riskide tottu on seda ravimit lubatud kasutada vaid raskelt ja kriitilistelt

pddevatel COVID-19 patsientidel (EMA, 2021).
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Kéesolevas t60s uuriti IL1-a autoantikehasid nende esinemissagedust ja neutraliseerimisvoimet.
Kaasatud oli 4 erinevat valimit, milleks olid tavapopulatsiooni esindajad, TUK Sisekliiniku ja
TUK Nahahaiguste kliiniku patsiendid ning COVID-19 libipddenud. Leiti, et esinevad erinevused
IL1- a autoantikehade tasemetes valimite vahel. Tuvastati ka seos kdrge IL1-o autoantikehade
taseme ja nende neutraliseerimisvoime vahel. Saadud t66s on pandud algus mitmetele kiisimustele,

mis kindlasti vajaks edasi uurimist.
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KOKKUVOTE

Antikehad voivad reageerida molekulidega, mis parinevad kehast endast, sellel juhul nimetatakse
neid autoantikehadeks. Uheks autoantigeeniks, mille funktsiooni nad hiirida saavad, on
tsiitokiinid. Nende roll kehas on vahendada rakkudele signaale ja need on olulised immuunsiisteemi
reaktsiooni alustamiseks. Nende hulgas on tsiitokiin IL1-a, mille signaali tdttu hakkavad rakud
sekreteerima teisi tsiitokiine, mida on vaja pdletiku tekitamiseks. Autoantikehad IL1-o vastu,
saavad seeldbi takistada pdletikureaktsiooni teket. Sellel on ndhtud positiivset moju
autoimmuunhaiguste korral, aga selle roll on ebaselge nakkushaiguste nagu COVID-19 puhul, kus

normaalne immuunvastus on viirusest taastumiseks oluline.

Selles bakalaureusetods uuriti IL1-a vastaseid autoantikehi. LIPS analiilisiga médérati nende tase
erinevates valimites ja sellest selgus, et kdrge tase esines 7% tavapopulatsiooni ldbildikest,
kliinikumist périt proovidel oli see 14% ning COVID-19 labipddenutel 19% proovidest. Nende
positiivsete proovide hulgast valiti vélja proovid, millega sooritati ELISA analiiiis, et vaadata nende

autoantikehade neutraliseerivat aktiivsust.

Tulemuste analiiiisist selgus, et IL1-a autoantikehade kogus ei sdltu vanusest, vaid taseme tdusu
mdjutavad erinevad haigused, nende hulgas COVID-19. Kdrge sekretsiooniga patsientidel tuvastati
rohkem neutraliseerivat aktiivust. Patsiendid, kes pddesid haigust COVID-19, olid jagatud nende
haigusraskuse jirgi ning kriitilises seisus patsientidel tuvastati korgemaid IL1-a autoantikehade
tasemed kui teistesse gruppidesse kuuluvatel inimestel, kuid pole teada, kas nende ILI-a
autoantikehade tase on tingitud COVID-19 nakkusest vdi olid juba eelnevalt olemas. Nende

neutraliseeriva aktiivsuse hulgas ei leitud gruppide vahel erinevusi.
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Autoantibodies against interleukin 1-alpha: frequency and potential biological role

Tuuliki Pomerants

SUMMARY

Antibodies against the body’s own molecules are called autoantibodies. Low amounts are normal
in healthy persons, however change in their expression levels can be caused by age or diseases.
Cytokines are signal molecules needed by cells for many processes including mediating the
immune response. Interleukin 1-alpha is a pro-inflammatory cytokine and one of the first that is
released when a cell is damaged. Following the release it binds to a receptor, which triggers changes
within the cell and causes the release of other pro-inflammatory cytokines among others CXCL-8
and IL-6. This process starts the immune response. Stopping inflammation can have its benefits for
a patient that suffers from autoimmune conditions, from which chronic inflammation damages
tissues and organs and causes symptoms. In the case of infections stopping inflammation can
prevent organ damage, but a late immune response might also lead to a more severe course of
illness. The goals in this study were to measure IL1-a autoantibody levels in different populations
and to see which factors contribute to their expression. Another aspect that was studied was the
autoantibodies ability to neutralize cytokine IL1-a.When looking at expression levels it was found
that normal population had lower levels of IL1-a autoantibodies when compared to different patient
groups. But no correlation was seen between the age and IL1-a levels. IL1-0 autoantibody
expression was studied in different populations, high levels were counted as positive. Within the
normal population 7% were determined as positive in comparison to 14% in samples collected
from clinics and 19% of samples in COVID-19 patient group. From those positive samples the
ones with highest score were selected and their neutralizing ability was analyzed. Sample plasma
was used to stimulate NHDF cells. ELISA analysis was done using supernatant collected from the
cells. It was found that high levels of IL1-a autoantibodies usually correlate with neutralizing
ability. Patients with COVID-19 were separated into groups based on their disease severity. It was
found that IL1-o autoantibody levels were the highest in critically ill patients. When looking at the
disease groups ability to neutralize no difference was found. This may be due to the low levels of
samples used and it is unknown whether the autoantibodies were there before the disease or were

triggered by COVID-19 therefore further research is needed.
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