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INFOLEHT

Suitsetamise moju inimese perifeerse vere leukotsiiiitidele

Suitsetamine ja sellest tingitud haigused on oluliseks suremuse pdhjustajaks maailmas. Antud t66
eesmirk oli hinnata suitsetamise moju inimese vere leukotsiilitidele, mis on oluline
immuunsiisteemi osa. Katselises osas uuriti sigareti suitsu kondensaadi (CSC) ja e-sigareti
vedelike mdju leukotsiiiitide elulemusele rakukultuurides. Sarnaselt varasemate uuringutega leiti,
et suitsetamine pohjustab veres neutrofiilide arvu tdusu. Rakukultuuri tingimustes pérssis CSC
eelkdige eosinofiilide elulemust — fenomen, mis ei olnud varasemalt teada. Uuringu
mirkimisvidrseim tulemus oli e-sigareti vedelike mdju leukotsiilitide elulemusele, mis avaldas
negatiivset efekti eelkdige mittesuitsetajate rakkudele. Saadud tulemused annavad aluse edasiste
uuringute jaoks. Jiargnevalt peaks uurima eelkdige eosinofiilide osalust suitsetamisest tingitud
haiguste tekkemehhanismide hindamisel ning uurima tiiendavalt e-sigareti vedelike pérssivat
moju leukotsiiiitidele.

Mairksonad: leukotsiiiit, suitsetamine, sigareti suits, e-sigareti vedelik

CERCS kood: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia

Smoking-Induced Changes in Human Peripheral Blood Leukocytes

Smoking and smoking-induced disorders are a major mortality cause in the world. The aim of the
current study was to evaluate the effect of smoking on human peripheral blood leukocytes, which
are an indispensable part of the immune system. In the experimental part of the work, the direct
effect of cigarette smoke condensate (CSC) and electronic cigarettes’ (e-cigarette) liquid on the
survival of leukocytes was evaluated. In concordance with previous studies, our work shows that
tobacco smoke induces an increase in the number of blood neutrophils. In cell culture
experiments, CSC had primarily suppressed the viability of eosinophils, an effect which had not
been reported earlier. The most substantial observation of this study is the inhibiting effect of the
e-cigarette liquid on leukocyte survival, which was more pronounced particularly in non-smoking
females. The obtained results can serve as a basis for future studies, which should address the
role of eosinophil in smoking-induced disorders and evaluate possible negative effects of e-
cigarettes on leukocytes.
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KASUTATUD LUHENDID

CO — siisinikoksiid

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Dulbecco modifitseeritud Eagle’i s66de

DMSO — dimetiitilsulfoksiid

ECRHS — European Community Respiratory Health Survey, Euroopa elanike hingamistervise
uuring

e-sigaret — elektrooniline sigaret

FBS — fetal bovine serum, veise loote seerum

GM-CSF — granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, granulotsiiiitide-makrofaagide
kolooniat stimuleeriv faktor

HSC - hematopoietic stem cell, hematopoeetiline tiivirakk

IL — interleukiin

MBP — major basic protein, suur baasvalk

PBS — phosphate-buffered saline, fosfaat-puhverdatud soolalahus

PGE, — prostaglandiin E,

PMN - poliimorfonukleaarsed rakud

p-a — pakk-aasta

TKU - Eesti tdiskasvanud rahvastiku tervisekéitumise uuringud

TL — toolahus

TNF — tumor necrosis factor, ttumori nekroosi faktor

WBC — white blood cells, leukotsiitidid

WHO - World Health Organization, Maailma Terviseorganisatsioon



SISSEJUHATUS

Immuunsiisteemi tiilesandeks on organismi kaitse tagamine erinevate organismi siseste ning
viliskeskkonnast pédrinevate faktorite vastu. Immuunvastuse kujunemisel osalevad veres,
limfivedelikus ja kudedes asuvad leukotsiiiidid, mille peamiseks iilesandeks on organismi kaitse
tagamine fagotsiitoosi ning antikehade moodustamise kaudu. Organismi esmaseks
kaitsereaktsiooniks vddrvalkude vastu on podletiku tekitamine, mille indutseerimisel osalevad

immuunrakud koos nende poolt sekreteeritud mediaatoritega.

Téanapéeva lihiskonnas on suitsetamine véga laialt levinud harjumus, millega kaasnevad haigused
on muutunud iiheks ulatuslikumaks surmade pdhjustajaks maailmas. Jarjepidev suitsetamine
soodustab hingamisteede podletiku teket, mis vOib aja jooksul kujuneda krooniliseks ning
suurendada kopsu- ja veresoonkonnahaiguste tekke riski. Teadaolevalt kujunevad suitsetamisest
tingitud kopsuhaigused vélja ainult piiratud hulgal inimestel ning nende algupérased
mehhanismid on tdnaseks veel suuresti teadmata. Seetdttu on oluline uurida suitsetamise mdju

organismile rakulisel tasandil.

Antud magistritod keskendub suitsetamise moju uurimisele inimeste verest eraldatud
leukotstiiitidele. Tulenevalt nende osalusest immuunvastuse kujunemisel ja pdletiku
indutseerimisel, on antud t66 eesmérgiks analiiiisida, kas suitsetamisest tingitud muutused saavad
alguse just leukotsiiiitide tasemel. T60 katselises osas uuriti suitsetamise moju nende elulemusele
suitsetajate, endiste suitsetajate ning mittesuitsetajate hulgas. Lisaks sigareti suitsule kaasati
uuringusse ka viimastel aastatel iihiskonnas populaarseks muutunud elektroonilise sigareti (e-
sigareti) vedelikud. E-sigarette propageeritakse kui ohutumat alternatiivi ja vOimalust
suitsetamisharjumustest loobumiseks, samas ei ole piisavalt teaduslikku tdestust nende ohutuse
kohta tervisele. Kédesolevas t00s kasutati Euroopa elanike hingamistervise uuringu (ECRHS, ingl
European Community Respiratory Health Survey) raames kogutud patsientide vereproovidest
eraldatud leukotiilite. Suitsetamise mdju uurimine vererakkude pdhjal voib aidata leida seoseid,

miks osadel inimestel arenevad vélja suitsetamisest tingitud kopsuhaigused ning teistel mitte.

Kiesolev magistritdd on valminud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi Siirdeimmunoloogia

laboris.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Immuunsiisteem

Immuunsiisteem on kogu organismi hdlmav vorgustik, mille eesmirk on keha kaitsmine nii
keskkonnast pirinevate kui ka organismisiseste voorvalkude eest. Igapdevaselt puutume kokku
suure hulga erinevate antigeenidega, mis tuvastatakse immuunsiisteemi abil. Immuunsus jaguneb
loomulikuks ja omandatud osaks, mis erinevad teineteisest immuunvastuse kujunemise kiiruse ja
spetsiifilisuse poolest (Medzhitov ja Janeway, 2000; Parkin ja Cohen, 2001). Loomulik ehk
kaasasiindinud immuunsus on organismi esmane kaitse, mis tekib vahetult peale vdorvalkude
tuvastamist. Loomulik immuunsus kutsub esile poletiku tekke koes, millele jirgneb fagotsiiiitide
ehk Ogirakkude migreerumine kahjustunud piirkonda (Akira jt., 2006). Organismi tdielikuks
kaitseks ja varasema seisundi taastamiseks ei piisa lildjuhul loomulikust immuunsustest, mistottu
rakendub ka omandatud ehk adaptiivne immuunsus. Omandatud immuunvastust vahendavad B-
ja T-limfotsiitidid (Medzhitov ja Janeway, 2000). See on aja jooksul tekkiv spetsiifiline
kaitsevastus, mille kujunemiseks voib kuluda mitmeid péevi (Parkin ja Cohen, 2001). Omandatud
immuunsust iseloomustab ka immunoloogiline milu, mis vdimaldab organismil kiiremini

reageerida sama antigeeni ilmnemisel jargnevatel kordadel (Crotty ja Ahmed, 2004).

1.1.1 Leukotsiiuidid

Leukotstiiidid (WBC, ingl white blood cells) moodustavad osa immuunsiisteemist tsirkuleerides
nii vereringes kui ka limfivedelikus vai paiknedes kudedes. Sarnaselt koikidele vererakkudele on
ka leukotsiiiitidele omane piiratud eluiga (Tavian jt., 2010), mistdttu toimub pidev vanade
rakkude asendamine uutega vereloome ehk hematopoeesi kéigus. Vereloome on protsess, mille
kdigus toodetakse koiki vererakke elu jooksul pidevalt juurde luuiidis paiknevatest
pluripotentsetest hematopoeetilistest tiivirakkudest (HSC, ingl hematopoietic stem cell) (joonis 2)
(Tavian jt., 2010; Sarvothaman jt., 2015). Hematopoeetiline tiivirakk on tihelt poolt voimeline
16putult uuenema ja jatkama tiiviraku populatsiooni ning teisalt diferentseeruma ka kdikideks
perifeerse vere rakutiilipideks (Krause, 2002; Tavian jt., 2010; Warr jt., 2011). Igapédevaselt
varustab luuiidi vereringet ligikaudu triljoni uue vererakuga (Doulatov jt., 2012), mis teeb verest

darmiselt korge regeneratsioonivdimega koe.



Leukotstiiidid on tuumaga rakud, mis osalevad immuunvastuse kujunemisel, et kaitsta organismi
voorvalkude eest. Kiipsed leukotsiilidid arenevad miieloidsetest ja liimfoidsetest tiivirakkudest
(joonis 1), mis diferentseeruvad erineva fenotiiilibi ja funktsioonidega rakutiitipideks (Hashimoto
jt., 2003). Miieloidsetest tiivirakkudest diferentseeruvad monotsiiiitide, neutrofiilide, eosinofiilide
ja basofiilide rakuliinid ning liimfoidsetest B- ja T- liimfotsiiiitide rakuliinid (Sarvothaman jt.,

2015).

P - @ @
Liimfoidne T-limfotsiiiit B-liimfotsiiiit
/ tiivirakk ®

. /‘"I II x Q Makrofaag
HSC \ /' promonotsiiiit Monotsﬁiit\) ‘
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ﬁi\"irakk \
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Joonis 1. Vereloome skeem. HSC vd4ib luuiidis diferentseeruda nii limfoidseks kui ka
miieloidseks tiivirakuks. Liimfoidsest tiivirakust saavad alguse B- ja T-liimfotsiiiitide rakuliinid,
miieloidsest arenevad neutrofiilid, eosinofiilid, basofiilid ja monotsiiiidid. Veres ringlevatest
monotsiiiitidest arenevad omakorda kudedes paiknevad makrofaagid ja dendriitrakud. Muudetud
(Sarvothaman jt., 2015).

Leukotstiiite grupeeritakse ka nende tsiitoplasmas paiknevate spetsiifiliste graanulite olemasolu
alusel, sellest ldhtuvalt jagatakse neid granulotsiilitideks ja graanuleid mittesisaldavateks
agranulotsiilitideks. Agranulotsiiiidid on perifeerse vere mononukleaarsed rakud, mille hulka
kuuluvad monotsiiiidid ning B- ja T-liimfotsiitidid. Granulotsiilitide alagrupi moodustavad

neutrofiilid, eosinofiilid ja basofiilid, mida eristatakse vastavalt graanulite vérvusele.



1.1.1.1 Granulotsiiiidid

Granulotstiiitidest on kodige suurema populatsiooniga fagotsiitoosivoimelised neutrofiilid,
moodustades leukotsiilitide koguhulgast ligi 70%. Neutrofiilide ehk poliimorfonukleaarsete
(PMN, ingl polymorphonuclear) leukotsiilitide nimetus tuleneb nende mitmesagaralisest tuumast.
Neutrofiilide tsilitoplasmas paiknevad spetsiifilised graanulid, mis sisaldavad mitmeid
patogeenide elimineerimiseks vajalikke antimikroobseid ning tsiitotoksilisi aineid (Faurschou ja
Borregaard, 2003). Neile on iseloomulik lithike eluiga, keskmiselt 1,5 — 8 h (Galli jt., 2011),
samas on ndidatud, et neutrofiilid voivad veres ringleda ka kuni 5,4 pédeva (Pillay jt., 2010).
Neutrofiilid on marginaalse tdhtsusega immuunvastuse kujunemisel (Brinkmann jt., 2004; Ley jt.,
2007; Sadik jt., 2011; Phillipson ja Kubes, 2011; Mantovani jt., 2011; Amulic jt., 2012), liikudes
poletikukoldesse esimeste leukotsiiiitidena (Kolaczkowska ja Kubes, 2013). Vastusena pdletikule
suureneb neutrofiilide hulk ja litkumine pdletikukoldesse vaid minutite jooksul peale infektsiooni
(Faurschou ja Borregaard, 2003). Ekstravasatsiooniks ehk veresoonte seina ldbimiseks on vajalik
rakkude aktivatsioon, mille tulemusel seonduvad neutrofiilid endoteeli rakkudega
adhesioonimolekulide abil ning nodnda migreeruvad pdletiku piirkonda (Galli jt., 2011).
Varasemalt on kirjeldatud, et suitsetamise tagajirjel kahjustub neutrofiilide fagotsiitoosivoime

(Mehta jt., 2008), mistdttu viheneb ka organismi iildine vastupanuvdime nakkustele.

Lisaks neutrofiilidele kuuluvad granulotsiiiitide hulka ka eosinofiilid. Nad véljuvad luuiidist
vereringesse kiipsete rakkudena, moodustades leukotsiilitide koguhulgast vdhem kui 5%, kuid
nende osakaal touseb oluliselt allergiliste haiguste korral (Fulkerson ja Rothenberg, 2013).
Eosinofiilide diferentseerumist luuiidis suunavad tsiitokiinid, mille hulka kuuluvad peamiselt
interleukiinid IL-3, IL-5 ning GM-CSF (granulotsiilitide-makrofaagide kolooniat stimuleeriv
faktor, ingl granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (Stone jt., 2010). Nad osalevad
nii loomuliku kui ka omandatud immunvastuse kujunemisel, osaledes T-liimfotsiiiitide aktiivsuse
modifitseerimisel (Jacobsen jt., 2012) ning sekreteerides ka mitmeid pdletikuga seotud
mediaatoreid (Stone jt., 2010). Eosinofiilide poolt toodetavate pdletikuliste mediaatorite hulka
kuuluvad mitmed tsiitokiinid, sealhulgas IL-6, IL-8, IL-18 ja TNF-o (tuumori nekroosi faktor a,
ingl tumor necrosis factor o) (Jacobsen jt., 2012). Sarnaselt neutrofiilidele toimub pdletiku korral
ka eosinofiilide ekstravasatsioon kahjustunud piirkonda. Esmalt peavad rakud seonduma
adhesioonimolekulide kaudu endoteeli rakkudega ning migreeruma nende vahelt

poletikukoldesse (Gleich, 2000). Erinevalt neutrofiilidest ei ole eosinofiilidel fagotsiitoosi-



voimet, kuid neis paiknevad spetsiifilised graanulid sisaldavad mitmeid valke, mis mdjuvad
infektsioonitekitajatele toksiliselt (Parkin ja Cohen, 2010; Acharya ja Ackerman, 2014).
Graanulid sisaldavad suurt baasvalku (MBP, major basic protein), eosinofiilide katioonset valku
(eosinophil cationic protein), peroksiidaasi ning neurotoksiini (Hogan jt., 2008). Teadaolevalt on
MBP ja eosinofiilide peroksiidaas toksilise toimega mitmetele rakutiitipidele (Gleich jt., 1979;
Tai jt., 1982), mille tulemusel vdivad tekkida nii koekahjustused kui ka hiired organite
funktsioneerimisel (Fulkerson ja Rothenberg, 2013). Seevastu graanulites sisalduvad neurotoksiin
ning katioonne valk on seotud viiruspartiklite elimineerimisega organismist (Domachowske jt.,
1998). Lisaks véljutavad eosinofiilid iimbritsevasse keskkonda eikosanoide, leukotrieene ja rakk-
rakk signaalmolekule, mistdttu on nad olulised ka erinevatest haigustest paranemise protsessides
(Jacobsen jt., 2012). Suitsetamise modjul suureneb eosinofiilide poolt podletikuga seotud

tsiitokiinide tootmine (Congalves jt., 2011).

Granulotstiiitidest kdige vdhem ringleb veres basofiile, moodustades perifeerse vere
leukotsiititidest alla 1% (Falcone jt., 2000). Sarnaselt koigile teistele vererakkudele arenvad nad
hematopoeetilistest tiivirakkudest ning véljuvad luuiidist vereringesse kiipsete rakkudena.
Basofiilide kiipsemiseks on vajalik IL-3, mis suunab nende diferentseerumist (Stone jt., 2010).
Basofiilid on 5 — 8 um diameetriga rakud, nende graanulites sisaldub peamiselt histamiin, mis
vabastatakse peale rakkude aktivatsiooni (Stone jt., 2010). Neile on omane liithike eluiga,
ringledes veres kaks kuni kolm pdeva (Schwartz jt., 2016). Lisaks on teada, et basofiilid on
olulise tdhtsusega loomuliku immuunsuse tagamises, osaledes mitmete patogeenide elimi-
neerimisel organismist (Falcone jt., 2000). Basofiilid sekreteerivad rakulise immuunvstuse
kujunemiseks olulisi tsiitokiine ning ekspresseerivad suurel hulgal erinevaid tsiitokiinide
retseptoreid (Stone jt., 2010). Lisaks eosinofiilidele suureneb ka basofiilide osakaal ja aktiivsus

poletikuliste protsesside korral (Wedemeyer jt., 2000).

1.1.1.2 Agranulotsiiiidid

Agranulotsiitidid on perifeerse vere mononukleaarsed rakud, mille hulka kuuluvad monotsiitidid
ja limfotsiiiidid. Erinevalt granulotstiiitidest ei sisalda nende tsiitoplasma spetsiifilisi graanuleid.
Monotsiilidid périnevad miielotsiiiitsest eellasrakust, moodustades leukotsiiiitide koguhulgast 5 —

10%. Vorreldes neutrofiilidega on monotstiiitidel margatavalt pikem eluiga, mistdttu toimub
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nende migreerumine poletiku piirkonda oluliselt aeglasemalt, kuid see-eest pikema ajaperioodi
viltel (Dale jt., 2008). Monotsiiiidid on heterogeenne rakkude grupp, mida klassifitseeritakse
vastavalt nende pinnal paiknevatele CD14 ja CD16 molekulide ekspressioonile. Selle alusel
eristuvad klassikalised (CD147CD16’), vahepealsed (CD14CD16") ning mitteklassikalised
(CD14°CD16"") rakutiiiibid (Ziegler-Heitbrock, 2010), kus ++, + ja — téhistavad vastavalt korget,
madalat ning puudulikku ekspressiooni. Klassikalised monotsiitidid moodustavad 85%,
vahepealsed 5% ja mitteklassikalised 10% monotsiiiitide koguhulgast (Schauer jt., 2014).
Klassikalised monotsiilidid tuvastavad ja elimineerivad patogeene (Yang jt., 2014), sekreteerivad
erinevaid pdletikuga seotud tsiitokiine ning osalevad pdletikumehhanismide (Yasaka jt., 1981) ja
omandatud immuunvastuse kiivitamisel (Ingersoll jt., 2011). Seevastu mitteklassikalised
monotsiiiidid ringlevad veres vaikimisi ja migreeruvad peamiselt pdrna, kopsudesse ja maksa
(Geissmann jt., 2003), kuid reageerivad kiiresti ka viiruspartiklite ilmumise korral (Ancuta jt.,
2003; Cros jt., 2010). Viikseima populatsiooniga vahepealsed monotsiitidid osalevad antigeenide
presenteerimisel (Zawada jt., 2011). Peale kiipsemist tsirkuleerivad monotsiiiidid veres mone
pdeva ning migreeruvad seejdrel kudedesse diferentseerudes uuteks rakutiitipideks. Monotsiitidid
annavad aluse kudedes resideeruvatele makrofaagidele ja dendriitrakkudele (Yang jt., 2014;
Sarvothaman jt., 2015). Sarnaselt teistele leukotsiiiitidele toimub podletiku korral ka monotsiiiitide
ekstravasatsioon 14bi endoteeli seina. Migratsioon vdib toimuda mitme pédeva jooksul soltuvalt
poletiku seisundist, kuid algset ekstravasatsiooni kutsuvad esile pdletikukoldesse esimesena
litkkunud neutrofiilid (Ingersoll jt., 2011). Varasemalt on néidatud, et suitsetamine soodustab
monotsiiiitide adhesiooni endoteeli rakkudega (Adams jt., 1997), mis omakorda vdimaldab nende
migreerumist poletiku piirkonda. Lisaks on inimese primaarsete monotsiiiitide puhul ndidatud, et
sigareti suits pOhjustab rakkude aktivatsiooni ja seeldbi ka podletikutsiitokiini IL-8 vabastamist

(Walters jt., 2005).

Erinevalt eelnevatest WBC alatiilipidest on liimfotsiiiidid immuunsiisteemi rakud, mis
diferentseeruvad liimfoidsest eellasrakust. Nende hulka kuuluvad B- ja T-limfotsiiiidid ning
loomulikud tapjarakud. Sarnaselt kdigile teistele vererakkudele saavad nad samuti alguse luuiidis
paiknevatest hematopoeetilistest tlivirakkudest (Sarvothaman jt., 2015). B-liimfotsiitidid liiguvad
peale luuiidist vdljumist pdrna, kus toimub nende 16plik kiipsemine (Hardy, 2006), samas kui T-
liimfotstitidid véljuvad luuiidist juba kiipsete rakkudena (Boyman jt., 2009). B-liimfotsiiiidid on
olulised omandatud immuunvastuse kujunemisel, nad osalevad nii spetsiifilise kui ka organismi

pikaaegse kaitse tagamises patogeenide vastu (Hardwood ja Batista, 2009). Nende aktivatsiooni
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pohjustab antigeenide dratundmine pinnal asuvate retseptorite kaudu, mille tulemusel nad vdivad
diferentseeruda nii antikehasid tootvateks plasmarakkudeks kui ka immunoloogilist méilu
omavateks rakkudeks (Hardwood ja Batista, 2009). Liimfotsiiiidid osalevad immuunvastuse
kujunemisel tootes nii rakulise kui ka humoraalse immuunvastuse jaoks olulisi tsiitokiine
(Koyasu ja Moro, 2012). Varasemalt on ndidatud, et suitsetamine pohjustab T-liimfotsiilitide
osakaalu tousu (Schaberg jt., 1997; Saetta jt., 1998; Ekberg-Jansson jt., 2000) ning pdletikuga

seotud tsiitokiinide tootmise vihenemist (Glader jt., 2006).

1.1.2 Tsiitokiinid

Tsiitokiinid on véikesed madalamolekulaarsed valgud, mis osalevad rakkudevahelises
kommunikatsioonis. Neil on oluline roll organismi podletikust tingitud kaitsemehhanismide
algatamisel ja reguleerimisel. Vastavalt nende funktsioonile jagatakse tsiitokiinid pdletiku- ehk
proinflammatoorseteks tsiitokiinideks ja podletikuvastasteks ehk anti-inflammatoorseteks
tsiitokiinideks. Pdletikutsiitokiinide iilesanne on organismi pdletiku vdimendamine (Zhang ja An,
2007) ning paranemisprotsessis osalevate leukotsiiiitide piirkonda migreerumise suunamine. Seda
tiilipi tsiitokiine vabastatakse kaskaadina pdletiku korral (Jaffer jt., 2010), millest levinumad on
IL-18B, IL-8 ja TNF-a (tuumori nekroosi faktor, ingl tumor necrosis factor) (Zhang ja An, 2007,
Jaffer jt., 2010). Paralleelselt pdletikutsiitokiinidega produtseeritakse ka pdletikuvastaseid
tsiitokiine, mis on olulised liigse pdletiku tekke véltimiseks ja pdletiku taandamiseks organismis
(Jaffer jt., 2010). Pohilised pdletikuvastased tsiitokiinid on IL-4, IL-10, IL-11 ja IL-13, nad on
organismi immuunregulaatorid, mis kontrollivad pdletikutsiitokiinide vastust (Zhang ja An,
2007). Seevastu IL-6 voib kéituda nii pdletikutsiitokiinina kui ka pdletikuvastase tsiitokiinina

(Scheller jt., 2011).

Tsiitokiinide riihma klassifitseeruvad ka kemokiinid ehk kemoatraktantsed tsiitokiinid, mille
hulka kuulub {ile 50 véikese valgu. Immuunrakud sekreteerivad kemokiine vastusena
poletikutsiitokiinidele (Deshmane jt., 2009), mistdttu on nad olulise tdhtsusega immuunsiisteemi
kaitsevastuse kujunemisel. Kemokiinid osalevad pdletiku reguleerimisel (Olson ja Ley, 2002)
ning leukotsiilitide migreerumise suunamisel pdletiku piirkonda (Fernandez ja Lolis, 2002). Nad
indutseerivad rakkude migratsiooni ja aktivatsiooni seondudes maérklaudrakul olevatele

kemokiini retseptoritele (Olson ja Ley, 2002).
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1.1.3 Poletik — keha kaitsereaktsioon

Loomulik immuunsus kutsub esile pdletiku indutseerimise kahjustunud koes (Akira jt., 2006),
mida voimendab tsiitokiinide ning kemoatraktantide tootmine protsessis osalevate rakkude poolt.
Sellist immuunsiisteemi kaitsevastust voivad pohjustada keemilised &rritajad, toksiinid,
vigastused ja infektsioonid (Schwartz jt., 2015), aga ka pikaaegne suitsetamine (Congalves jt.,
2011). Pdletiku pohilisi tunnuseid - paistetust, punetust, temperatuuri tousu, valulikkust ning
poletikulise koe voi elundi talitluse hdireid - kirjeldas Celsius juba 2000 aastat tagasi (Muller,
2002; Nathan, 2002). Podletiku puhul eristatakse kroonilist ja akuutset vormi (Murakami ja
Hirano, 2012). Kroonilise pdletikuga seonduvad raskemini ravitavad haigused (Maskrey jt.,
2011). Krooniline podletik on pikaaegne protsess, mida iseloomustab peamiselt mononukleaarsete
rakkude ning nende poolt sekreteeritavate tsiitokiinide vahendatud immuunvastus (Ryan ja
Majno, 1977). Seevastu akuutset pdletikku pohjustavad trauma vdai infektsiooni tagajdrjel
tekkinud koekahjustused. Akuutsest pdletikust tingitud infektsioonist paranemiseks on olulised
eelkdige fagotsiilidid ning nende poolt sekreteeritud tsiitokiinid (Ryan ja Majno, 1977).
Varasemalt on ndidatud, et suitsuosakeste kokkupuude hingamisteede rakkudega kutsub esile
akuutse podletiku teket (van der Vaart jt., 2004) ning jérjepidev suitsetamine soodustab kroonilist

poletikku (Lee jt., 2012).

Keha kaitsereaktsioonina avalduvale pdletikule kiire vastuse saavutamiseks on oluline juba
varasem immuunrakkude olemasolu kahjustunud koes. Kudedes resideeruvad paiksed
immuunrakud vabastavad histamiini, eikosanoide, triiptaasi, tsiitokiine ning proteaase (Nathan,
2002). Selle tulemusel toimub veresoonte laienemine, mis kutsub esile pdletikule iseloomulikku
punetust ja temperatuuri tousu ning vedelike ekstravasatsiooni, mis soodutab omakorda paistetuse
teket (Nathan, 2002). Sellistes tingimustes suureneb leukotsiiiitide hulk veres ning toimub nende
suunatud litkumine pdletikulise koe ldhedusse ja migreerumine 1idbi endoteeli kapillaarseina
(Ryan, ja Majno, 1977). Leukotsiilitide migreerumiseks pdletiku piirkonda on vajalik nende
seondumine endoteeli rakkudega adhesioonimolekulide kaudu ning kemokiini kontsentrat-siooni
gradient, mille suunas nad liiguvad (Ley, 2001). Kogu ekstravasatsiooni protsessi soodustab
veresoonte laienemise tulemusel aeglustuv verevool. Lisaks leukotsiiiitide arvule suureneb ka
nende poolt sekreteeritud tsiitokiinide hulk (Luster jt., 2005), mis osalevad pdletiku protsesside
moduleerimisel. Akuutse poletiku tekke korral toimub esmalt kiire neutrofiilide hulga tous veres

(Ryan, ja Majno, 1977). Neutrofiilid aktiveeritakse nuumrakkude ning teiste neutrofiilide poolt
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vabastatud TNF ja leukotrieenide toimel, mis vdimaldavad nende seondumist endoteeliga ja
ekstravasatsiooni (Nathan, 2002). Kui pdletiku varajases faasis liiguvad kahjustunud piirkonda
eelkdige neutrofiilid, siis hilisemas paranemise faasis suureneb oluliselt mononukleaarsete
rakkude osakaal (Ryan, ja Majno, 1977; Morgan jt., 1991). Monotsiiiitidest diferentseeruvad koe
makrofaagid sekreteerivad samuti TNF-i, mis omakorda suurendab ka neutrofiilide liikumist
poletikukoldesse. Teiste immuunrakkude poolt sekreteeritud TNF-i, kemokiinide ja
prostaglandiin E, toimel migreeruvad kahjustunud piirkonda ka liimfotsiitidid (Yang jt., 1999).
Nende seondumine voodrvalkudega pohjustab omakorda makrofaagide aktivatsiooni, mille
tulemusel suureneb makrofaagide poolt sekreteeritavate eikosanoidide ja pdletikuga seotud

tsiitokiinide hulk koes veelgi (Nathan, 2002).

Pdletiku hilisemas faasis on marginaalse tdhtusega etapp, mil vietakse vastu otsus paranemiseks.
Seepeale hakatakse sekreteerima podletikuvastaseid tsiitokiine, mis takistavad uute neutrofiilide
aktivatsiooni ja migreerumist ldbi endoteeli seina (Nathan, 2002). Pdletiku indutseerimisel
osalenud neutrofiilid suunatakse apoptoosi ning hédvitatakse seejdrel makrofaagide poolt
(Maskrey jt., 2011). Paranemise faasis toimub pdletikulises koes ka kemokiinide tootmise
vihenemine (Hodge-Dufour jt., 1998). Lisaks pdhjustab apoptootiliste neutrofiilide hivitamine
makrofaagide poolt anti-inflammatoorsete tsiitokiinide vabanemist, mis samuti soodustab koe

normaalse seisundi taastamist (Nathan, 2002).

1.2 Suitsetamine

1.2.1 Suitsetamise levimus

Ng ja kaasautorite poolt 1dbi viidud 187 riiki hdlmavas uuringus hinnati suitsetamisharjumusi
1980-ndatest aastatest kuni 2012. aastani. Laiapdhjalise analiilisi koostamisel kasutasid nad selle
ajaperioodi jooksul avaldatud erinevaid suitsetamisega seotud uurimusi, mille hulka kuulusid nii
Maailma Terviseorganisatsiooni (WHO) kui ka mitmete teiste terviseuuringutega tegelevate
keskuste tulemused. Analiiiisist selgus, et 32-aastase perioodi jooksul on suitsetajate hulk meeste
seas keskmiselt kahanenud 41,2%-1t 31,1%-ni. Naistel oli suitsetamise osakaal langenud

keskmiselt 10,6%-1t 6,2%-ni. (Ng jt., 2014)
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Lisaks globaalsetele uuringutele on ka Eestis ldbi viidud mitmeid analiilise rahvastiku
suitsetamisharjumuste kirjeldamiseks (Pdrna jt., 1996; Eesti tdiskasvanud rahvastiku
tervisekditumise uuringud, 2004-2015). 1996. aastal teostati pdhjalik uuring eestlaste
suitseamisharjumuste kohta, millest selgus, et Eesti meestest suitsetab 57,9% ja naistest 25,7%
(Parna jt., 1996). Pohjaliku iilevaate eestlaste suitsetamisharjumuste kohta annavad ka iga kahe
aasta tagant ldbiviidavad Eesti tdiskasvanud rahvastiku tervisekditumise uuringud (TKU), mille
peamisteks valdkondadeks lisaks suitsetamisele on ka toitumise, alkoholi tarbimise, kehalise
aktiivsuse, litkluskditumise, terviseseisundi ning ravimite kasutamise kirjeldamine rahvastikus.
TKU kogutund andmete pdhjal on igapievasuitsetajate osakaal nii meeste kui ka naiste hulgas
kulgenud langustendentsiga viimase 10 aasta jooksul (joonis 2) ' 23 %7 ¢ 2004. aastal libiviidud
uuringust selgus, et igapdevasuitsetajate hulk meeste hulgas on 48% ja naiste puhul 33%. 10
aastat hiljem tehtud uuringust selgus, et meestest on suitsetajate osakaal langenud 31%-ni ning

naistest 22%-ni rahvastikust.

" https://intra.tai.ee//images/prints/documents/132039837321 Eesti_taiskasvanud_rahvastiku_tervisekaitu
mise_uuring EST ENG.pdf
*https://intra.tai.ee//images/prints/documents/13206646576_Eesti_taiskasvanud_rahvastiku_tervisekaitumi
ne_uuring 2006 _EST ENG.pdf

? https://intra.tai.ee//images/prints/documents/132083925468 Eesti_taiskasvanud_rahvastiku_tervisekaitu
mise uuring EST ENG.pdf

* https://intra.tai.ee//images/prints/documents/132091796870 Eesti_taiskasvanud_rahvastiku_tervisekaitu
mise uuring EST ENG.pdf

> https://intra.tai.ee//images/prints/documents/136479842690 TKU 2012.pdf

% https://intra.tai.ee//images/prints/documents/14274488161 T2iskasvanud_rahvastiku_tervisek2itumise u
uring_2014.pdf
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Joonis 2. Igapievasuitsetajate osakaal Eesti tiiskasvanud rahvastikust. Graafik on koos-
tatud Eesti tdiskasvanud rahvastiku tervisekéitumise uuringu andmete pohjal.

1.2.2 Suitsetamise mdju organismile

Suitsetamine on iiks peamisi enneaegse surma tekkepdhjuseid maailmas (Congalves jt., 2011).
Pikaaegne suitsetamine pohjustab muutusi kaasasiindinud ja omandatud immuunvastuse
kujunemisel (Sopori, 2002), mis omakorda soodustab kahjustuste teket erinevates organites
(Yanbaeva jt., 2007). Seetdttu kaasneb suitsetamisega ka suurem risk haigestuda siidame- ja
veresoonkonna  haigustesse,  vdhki,  kroonilisse  obstruktiivsesse = kopsuhaigusesse,
autoimmuunhaigustesse voi pddeda nakkushaigusi (Congalves jt., 2011; Lee jt., 2012). Jarjepidev
suitsetamine pohjustab organismis muutusi, mis soodustavad ka hingamisteede pdletiku teket
(joonis 3). Varasemalt on mitmetes toddes kirjeldatud, kuidas suitsetamise tagajérjel suureneb
oluliselt veres ringlevate leukotsiiiitide hulk (Hockertz jt., 1994; Morrison jt., 1999; Winkel ja
Statland, 1981), millest suurima osakaaluga on just neutrofiilide arvu tdus (Ziegler-Heitbrock jt.,
2010). Leukotsiiiitide hulga suurenemisest tingituna tOuseb suitsetajatel neutrofiilide,
makrofaagide ja eosinofiilide hulk ka kopsus (Mehta jt., 2008; Sopori, 2002). Lisaks arvukuse
tousule tekivad poletiku korral muutused ka vererakkude fenotiilibis (van Eeden jt., 2000).
Suitsetamisest tingitud siisteemse pdletiku leevendamiseks suureneb immuunrakkude poolt
toodetavate nii pro- kui ka anti-inflammatoorsete tsiitokiinide hulk (Arnson jt., 2010), mis

indutseerib leukotsiiiitide suunatud liikumist pdletikulisse piirkonda (Floreani ja Rennard, 1999).
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Joonis 3. Skeem suitsetamise ja poletiku tekkimise seostest. Suitsetamine avaldab negatiivset
modju immuunrakkudele, mille tulemusel ndrgeneb nii kaasasiindinud kui ka omandatud
immuusus. Sellest tulenevalt vdheneb organismi vastupanuvdoime nakkustele ning tekib
krooniline pdletik, mis soodustab koe ja epiteelikahjustuste teket. Muudetud (Lee jt., 2011).

Suitsetamise intensiivuse mé4ramiseks kasutatakse kvantitatiivse iihikuna pakk-aastat. Uks pakk-
aasta on vOrdne 20 suitsetatud sigaretiga pdevas iihe aasta viltel (Prignot, 1987). Suitsetamise
intensiivsust pakk-aastates kasutatakse eelkdige kliinilistes uuringutes selle moju analiiiisimiseks

(Wood jt., 2005).

Suitsetamise pakk-aastate arvutamiseks rakendatakse alljargnevat valemit:

suitsetatud sigarettide arv pdevas X suitsetamise staaz (aastates)
20

Pakk — aasta =

Suitsetamise negatiivne moju organismile on tingitud tubakatoodete toksilistest koostisosadest,
kuna komponentide sissehingamisel tekib otsene kontakt kemikaalide ning hingamisteede

rakkude vahel.
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1.2.3 Sigareti suits

Sigareti suits sisaldab iile 4500 erineva kemikaali, mis avaldavad organismile nii toksilisi,
mutageenset kui ka kantserogeenset moju (Bluhm jt., 1971; Ding jt., 2008; Mehta jt., 2008).
Suitsu kahjulikkus tuleneb eelkdige pdlemise kéigus, mille kdigus tekivad nii aurustunud kui ka
tahkel kujul toksilised tihendid (Bluhm jt 1971). Sigareti suitsu iiheks pohiliseks koostisaineks on
nikotiin, mille tarbimine pohjustab sdltuvust. Suitsetamisel imendub nikotiin koos teiste toksiliste
ithenditega kokkupuutel hingamisteedega vereringesse, milles toimub ainete edasikandumine
kogu organismis. Nikotiin seondub ajus asuvate nikotiini-atsetiiiilkoliini retseptoritega. Selle
tagajirjel vallandub dopamiin, millega omakorda kaasneb liihiajaline heaolutunde tekkimine.
Suitsetamisest tingitud nikotiini toime pShjustab retseptorite hulga suurenemist, mis omakorda
soodustab sdltvuse teket (Gracia, 2005). Lisaks nikotiinile sisaldab sigareti suits suures osas ka
torva ja organismile toksilist siisikinoksiidi (CO), mis soodustab siidamehaiguste tekkeriski
(Zevin jt., 2001). Sigaretid sisaldavad suurel miidral ka erinevaid raskemetalle. Seal leidub
alumiinimit, niklit, mangaani, seleeni, tsinki ja teisi metalle (Bernhard jt., 2005; Lee jt., 2012).
Varasemalt on ndidatud, et suitsetajate veres ja uriinis on oluliselt suurenenud ka tubakataimedes
sisalduva toksilise toimega raskemetalli kaadmiumi tase (Chiba ja Masironi, 1992). Lisaks on
teada, et suitsetajatel esineb kopsudes oluliselt rohkem kroomi (Padkko jt., 1989), mille korge
tase soodustab erinevate vdhivormide teket ja hingamisteede patoloogiat (Bernhard jt., 2005).
Sigareti suits sisaldab ka tubakataimedest périnevat niklit, mis seondudes CO-ga avaldab

organismile potentsiaalset kantserogeenset moju (Chiba ja Masironi, 1992).

Eestis reguleerib tubakatoodete tarbimist tubakaseadus, millega on reglementeeritud kogu
tubakatoodetega seonduvad odigused ja keelud. Seadusega on sitestatud kindlad normid
sigarettide tdrva, nikotiini ja CO sisaldusele (§ 8). Uldnduete kohaselt ei tohi tubakatoodete
pakendil kasutada margistust, mis voib tarbijat selle sisu kohta eksitada (§ 11). Lisaks kehtivad
kindlad nduded toote etiketile lisatavate tubakatoodete terviseohu hoiatuste kohta (§ 13).’

7https://www.riigiteataj a.ee/akt/903024
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1.2.4 E-sigaretid

Elektrooniline sigaret ehk e-sigaret on patareidel pohinev seade, milles e-sigareti vedelik ehk e-
vedelik kuumutatakse sissehingatavaks auruks. E-sigaret koosneb kolmest pdhilisest
komponendist: patarei, kuumutamiselement ja korduvtdidetav kassett vedeliku tarbeks
(Willershausen jt., 2014). E-sigaret on alternatiivseks vahendiks suitsetamisele, mille suurem
levik on toimunud viimasel dekaadil. Algselt toodeti neid viikestes Hiina ettevdtetes ning
turundati peamiselt interneti kaudu (Pisinger ja Dessing, 2014). Elektroonilised sigaretid joudsid
Euroopa ja Ameerika turgudele alates 2006ndast aastast (Noel jt., 2011), mil suured
tubakatdostuse ettevotted arendasid vélja oma e-sigarettide brindid. E-sigareti vedeliku pdhiosa
moodustavad nikotiin, maitse- ja ldhnaained ning niisutaja (Bahl jt., 2012). Niisutajatena
kasutatakse propiileen gliikooli ja taimset gliitseriini. Vorreldes tavalise suitsuga sisaldab e-
sigareti vedelik oluliselt vdhem erinevaid kemikaale, kuid nende kasutamisel hinnatakse
peamiseks ohu allikaks just vedelikes sisalduvaid maitse- ja I0hnaaineid, mille otsene mdju
tervisele ei ole teada. Selleks, et toode oleks atraktiivne erinevale tarbijaskonnale, on valikus
védga suur hulk erinevaid maitse- ja 10hnaaineid, mis varieeruvad traditsioonilisest tubakamaitsest
kuni spetsiifiliste puuvilja essentsideni. Lisaks erineva nikotiini kontsentrat-siooniga
elektroonilistele vedelikele on tootevalikus samade 10hna- ja maitseainetega ka nikotiini

mittesisaldavad vedelikud.

2014. aastal teostatud Eesti tdiskasvanud rahvastiku terviseuuringu tulemustest selgus, et e-
sigaretid on traditsiooniliste tubakatoodete korval kdige levinum tubakatoode®. Kuid Eesti
Vabariigi tubakaseaduses on elektrooniliste sigarettide kohta reglementeeritud ainult
taitevedeliku pakendi mahu piirmasrad (§ 17)°. Hetkel on valitsusel kavas Euroopa Parlamendi ja
Noukogu direktiivi 2014/40/EL kehtestamine, mille eesmérk on piirata e-sigarettide miiiiki ja

tarbimist ning iihtlustada kdigis Euroopa Liidu liikmesriikides kehtivaid ndudeid."

¥ https://intra.tai.ee//images/prints/documents/14274488161 T2iskasvanud_rahvastiku_tervisek2itumise u
uring_2014.pdf

? https://www.riigiteataja.ee/akt/903024

"% http://ec.europa.eu/health/tobacco/docs/dir 201440 _et.pdf
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmérgid

Kéesolev magistritdo on osa suuremast projektist, mille eesmirgiks on uurida suitsetamise mdju

leukotstiiitide alampopulatsioonidele ning tuvastada suitsetamisest tingitud podletiku ja

hingamisteede haiguste algupéraseid tekkemehhanisme. Uurides suitsetamise moju vere

rakulisele koostisele loodame leida juhtndore, miks ainult osadel inimestel arenevad vélja

suitsetamisest tulenevad haigused. Saadav informatsioon voib olla abiks podletikuga seotud

krooniliste hingamisteede ja kopsuhaiguste varasemaks tuvastamiseks ja seeldbi ka potentsiaalse

ravi viljatootamise lihtsustamiseks.

Kéesoleva magistritoo eesmérkideks on:

anda tllevaade suitsetamise epidemioloogiast ECRHS wuuringus osalenud Tartumaa
elanike pohjal;

teha kindlaks, kas varasem ja ka praegune suitsetamine pdhjustavad muutusi vere
rakulises koostises;

uurida, kuidas mdjutavad sigareti suitsu kondensaat ja e-sigareti vedelikud
mittesuitsetajate, endiste suitsetajate ja suitsetajate leukotsiilitide elulemust rakukultuuri

tingimustes.
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2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Valim

ECRHS (Euroopa elanike hingamistervise uuring, ingl European Community Respiratory Health
Survey) on kolmest faasist koosnev uuring, mille jooksul koguti 25 erineva riigi rahvaste
andmeid. Uuring algatati 1980. aastatel {ile maailma levima hakanud astma juhtumite ajendil.
Esimene faasi viidi 1dbi 1993. aastal ning sinna kaasati indiviidid vanuses 20-44 aastat. Teine
faas viidi 1dbi aastatel 2001-2002 ja kolmas faas aastatel 2013-2014, kuhu kutsuti vabatahtlikkuse
alusel uuesti kdik esimeses uuringu faasis osalenud inimesed. Kdik uuringu faasid sisaldasid
pohjaliku kiisimustiku tditmist ja kliinilist osa. Kliinilises faasis koguti patsiendite vereproovid,

teostati nahatorketestid levinumate allergeenidega ning viidi ldbi spirograafilised analiiiisid."’

Kidesolev magistritod on teostatud ECRHS projekti raames kogutud Tartumaa elanike
vereproovide pdhjal, mis pdrinevad uuringu kolmandast faasist. Kdikide patsientide vereproovid
koguti Tartu Ulikooli Kliinikumi Kopsukliiniku meditsiinitddtajate poolt liitiumhepariiniga
vaakumkatsutitesse (Greiner Bio-One, Austria). Uuringu kolmandas faasis osales kokku 94
inimest. Eksitavate tulemuste viltimiseks on uuringust vilja arvatud patsiendid, kes olid
tarvitanud hormonaalseid ravimeid vereloovutamisele eelneva poole aasta jooksul. Selle
kriteeriumi alusel langes uuringust vélja 9 ning tildvalimi suuruseks jii 85 indiviidi. Kéesolevas
to0s kasutati suitsetamise epidemioloogiliseks iseloomustamiseks kdigi uuringu faasides
osalenud  indiviidide  andmeid.  Suitsetamise = mdju  hindamiseks  leukotsiiiitide
alampopulatsioonidele analiiiisiti 85 uuringu kolmandas faasis osalenud inimese andmeid (tabel
1). Sigareti suitsu kondensaadi ja e-sigareti vedelike mdju hindamiseks leukotsiiiitide elulemusele
kaasati rakukultuuri katsetesse 28 indiviidi (tabel 1). Iga rithma valimi koostamisel rakukultuuri
katsete jaoks ldhtuti kiilmutatud rakkude arvust, mis oleks piisav eksperimentide teostamiseks.
Endiste ning praeguste suitsetajate riihmades oli patsientide valiku aluseks ka suitsetamise
intensiivsus pakk-aastates. Rakukultuuri eksperimentidesse ei kaasatud indiviide, kelle

suitsetamise intesiivsus jéi alla 7 pakk-aasta.

11
www.ecrhs.org
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Mittesuitsetajateks loeti inimesi, kes ei ole elu jooksul varasemalt suitsetanud. Endiste suitsetajate
hulka kuuluvad need, kes on varasemalt suitsetanud, kuid loobunud tubakatoodetest. Suitsetajate

riihma kuuluvad indiviidid, kes tarvitasid tubakatooteid uuringus osalemise ajal.

Tabel 1. WBC diferentsiaalloenduse ja rakukultuuri katsetes analitiisitud indiviidide
riithmade andmed vastavalt soole ja suitsetamisharjumustele. Tabelis on esitatud rithmade
valimi suurused eraldi meeste ja naiste kohta, M — mees, N — naine. Vanused on esitatud aastates,

sulgudes on mérgitud rithma kuulunud valimihulga vanusevahemik.

Diferentsiaalloendus Rakukultuur
n =85 n=28
Sugu (M/N) 25/60 14/ 14
Vanus (M/N) 51,8 (40,5-63,5) /52,3 (40-64) [ 51,6 (40,5-62) /53,8 (42-63)
Mittesuitsetajad (M/N) 10/ 38 5/5
Endised suitsetajad (M/N) 6/17 4/5
Suitsetajad (M/N) 9/5 5/4

Kodik osalejad on andnud kirjaliku ndusoleku enda vereproovide kasutamiseks teaduslikel
eesmirkidel. Anoniilimsuse tagamiseks on uuringus osalenute nimed teadmata ning igale
indiviidile médratud numbriline kood. Uurimistd6 teostamiseks on saadud luba Tartu Ulikooli

Inimuuringute Eetika Komiteelt (luba 209T-17).

Antud uurimustdd projekti alustas kiesoleva tod juhendaja ja Tartu Ulikooli doktorant Berit
Pilden-Sarv. Magistrito6 autor vottis projekti iile 2014. aastal. Sellest tulenevalt on Berit Pilden-
Sarv osalenud leukotsiiiitide eraldamise ja rakkude kiilmutamise protseduurides ning esialgses

WBC diferentsiaalloenduse teostamises.

2.2.2 Leukotsiiiitide eraldamine

Leukotsiiiitide eraldamiseks tsentrifuugiti kdigepealt rakke 1150xg 10 min 4°C juures. Peale
fuugimist eemaldati supernatant ning rakud resuspendeeriti td6lahuses (TL) (1% FBS, 2 mM
EDTA, 1x PBS). Jargnevalt liiiisiti eriitrotsiiiidid osmootselt. Selleks lisati rakkudele kiilma
steriilset vett ja loksutati 25 sek. Liilisingu peatamiseks lisati rakkudele 10x fosfaat-puhverdatud
soolalahust (PBS, ingl phosphate buffered saline, Lonza) suhtes 1:10-le. Tuub tdideti TL-ga kuni
50 ml-ni ning rakke tsentrifuugiti 350xg 10 min 4°C. Peale fuugimist aspireeriti supernatant ning

rakud resuspendeeriti 1 ml TL-s. Liilisingu protseduuri korrati vastavalt vajadusele 2 vdi 3 korda
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kuni supernatant muutus ldbipaistvaks. Peale viimast liilisingu protsessi resuspendeeriti rakud 1
ml-s 20% FBS (Sigma-Aldrich) DMEM (Dulbecco modifitseeritud Eagle’i sodde, ingl
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Naxo) sd0tmes.

Rakkude lugemiseks lisati rakususpensioonile triipaansinist (Sigma-Aldrich), loendamiseks
kasutati valgusmikroskoopi 400x suurendusega ning hemotsiitomeetrit (Marienfeld), milles loeti
kokku 5 A-ruudus olevad rakud. Saadud tulemuste pdhjal arvutati rakkude kontsentratsioon
lahuses, tOsteti kdrvale tsiitospinnide tegemiseks vajalik rakumaterjal ning iilejddnud rakud

kiilmutati.

2.2.3 Leukotsiiiitide kiilmutamine

Leukotstiiitide kiilmutamiseks valmistati kiilmutussegu, mis sisaldas 60% DMEM (Naxo), 20%
FBS (Sigma-Aldrich) ja 20% dimetiiiilsulfoksiid (DMSO, Sigma-Aldrich). Kiilmutamiseks lisati
kriioviaalidesse 1:1 suhtes rakususpensiooni ja kiilmutussegu 16ppmahuga 1 ml ning tihedusega
10 x 10° rakku/ml. Rakke inkubeeriti koos kiilmutusseguga 30 min jail, et DMSO imenduks
rakkudesse. Seejirel asetati kriioviaalid iledd -86°C siigavkiilma koos spetsiaalselt rakkude
kiilmutamiseks vélja todtatud CoolCell (BioCision) mahutiga, milles temperatuur alaneb
fikseeritud kiirusel -1°C/min. Rakkude pikaaegseks sdilitamiseks tdsteti kriioviaalid hiljem timber

vedelasse lammastikku.

2.2.4 Tsiitospinnid

WBC diferentsiaalloenduse ldbiviimiseks planeeriti tsiitospinnidele 50 000 rakku iga preparaadi
kohta. Ldhtudes rakususpensiooni tihedusest tdsteti iga slaidi kohta vastav kogus rakke
tuubidesse, mis tdideti 1x PBS-ga ja seejirel koguti rakud tsentrifuugimise teel. Vastavalt
planeeritud tsiitostpinnide arvule patsiendi kohta lisati rakkudele iga valmistatava preparaadi
jaoks 100 pl 1x PBS lahust. Tsiitospinnide tegemiseks kasutati tsiitotsentrifuugi Cytospin™ 4
Cytocentrifuge (Thermo Scientific) reziimil 1500 rpm 6 min viltel.
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2.2.4.1 May-Griinwald — Giemsa viarving

Preparaatide vérvingul kasutati May-Griinwald (Sigma-Aldrich) ja Giemsa (Merck KGaA) virve.
Virvilahuste valmistamisel ldhtuti tootjapoolsetest soovitustest. Preparaate hoiti kdigepealt May-
Griinwald vérvisegus 10 min ja loputati 3x destilleeritud vees. Seejérel asetati preparaadid 15
minutiks Giemsa virvi, korrati loputamisprotseduuri ning lasti kuivada. Rakkude
mikroskoopiliseks vaatluseks mérjati alusklaasid ksiileenis ning kinnitati katteklaasid Vitro-Clud

(Deltalab) liimiga.

2.2.4.2 Leukotsiiiitide diferentsiaalloendus

Loendamiseks kasutati valgusmikroskoopi Nikon ecplise Ci, immersioondli ja 1000x suurendust.
Iga patsiendi kohta loendati 500 rakku, mille pdhjal arvutati liimfotsiilitide, monotsiiiitide,
neutrofiilide, eosinofiilide ning basofiilide osakaalud protsentides. Loendamiseks kasutati

spetsiaalset WBC diferentsiaalloendust voimaldavat masinat 345/15 Assistent Counter AC-135.

2.2.5 Leukotsiiiitide rakukultuur

Rakukultuuri katsed wviidi ldbi ECRHS uuringus osalenud indiviidide verest eraldatud
leukotstiiitide  pohjal. Koik rakukultuuri eksperimentide jaoks vajalikud eelnevad
optimeerimiskatsed  teostati  vabatahtliku  naispatsiendi  verest eraldatud WBC-ga.
Eeleksperimentide kdigus viidi 14bi nii tsentrifuugimise kui ka sigareti suitsu kondensaadi (CSC,

ingl cigarette smoke condensate) ja e-sigareti vedelike kontsentratsioonide optimeerimiskatsed.

Suitsetamise mdju hindamiseks inimese vere primaarsetele rakkudele in vitro tingimuses kasutati
referentssigarettidest 3R4F kogutud sigareti suitsu kondensaati (Murty Pharmaceuticals). CSC on
teaduslikes eksperimentides kasutatav referentssigaret suitsetamise moju uurimiseks rakkudele.
Vastavalt tootjapoolsele informatsioonile koguti CSC spetsiaalse masina abil ning lahustati
DMSO-s ldppkontsentratsiooniga 40 mg/ml. Rakukultuuri katsetes uuriti paralleelselt
tavasigaretiga ka e-sigareti vedelike moju leukotsiiiitidele. Rakkude stimuleerimiseks kasutati 0

mg/ml ja 18 mg/ml nikotiini kontsentratsioonidega maitseta e-sigareti baasvedelikke (eCig
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Hellas) ning 0 mg/ml ja 18 mg/ml nikotiini kontsentratsioonidega tubakamaitselisi e-sigareti

vedelikke (Changning Dekang Biotechnology Co.).

2.2.5.1 Leukotsiititide sulatamine

Rakkude sulatamiseks vdeti kriioviaalid vedela lammastiku hoidlast ning toimetati kiiresti 37°C
vesivanni, kus neid hoiti ~2 minut, kuni peaaegu kogu kiilmutatud rakusegu oli sulanud. Seejarel
lisati rakud 1:10 suhtes 37°C juures eelsoojendatud 1% penitsilliin ja streptomiitsiin seguga

(Sigma-Aldrich) DMEM (Naxo) so6tmesse.

2.2.5.2 Tsentrifuugi programmi optimeerimine

Rakud sulatati vastavalt eelmises peatiikis mainitud viisil. Rakkude elulemust analiiiisiti 7
programmi vordlemisel ning koik katsed viidi 1dbi kolmes paralleelses korduses. Elulemuse
hindamiseks loendati rakke kdigepealt hemotsiitomeetri 5 A-ruudus vahetult peale sulatamist.
Seejérel jaotati rakud vordselt erinevatesse tuubidesse nii, et koigi vorreldavate programmide
kohta tekkis kolm erinevat tuubi. Jargnevalt viidi ldbi tsentrifuugimised ning loendati igas tuubis
olnud rakud. Selleks eemaldati rakkudelt supernatant ning resuspendeeriti 0,1 ml DMEM (Naxo)
s00tmes. Enne ja peale tsentrifuugimist loendatud rakkude arv voeti aluseks nende elulemuse
hindamiseks vastavalt fuugimisprogrammile. Sobivaima variandi tuvastamiseks kasutati tabelis 2
esitatud programme. Katse viidi 1dbi nii, et kdigepealt tsentrifuugiti rakke erinevatel kiirustel 10
min véltel ning parima rakkude elulemusega kiirust kasutati jirgnevalt fuugimisprogrammi aja

optimeerimiseks. Koik katsed viidi ldbi Eppendorf 5810 R tsentrifuugiga.

Tabel 2. Tsentrifuugi optimeerimiskatses vorreldud programmid. Tsentrifuugimiskiirus on
esitatud nii rcf (suhteline tsentrifugaaljoud) kui ka rpm (pdoret minutis) tihikutes.

Programm | rcf (g) rpm aeg (min) | temperatuur (°C) | kiirendus/aeglustus
1 25 400 10 37 °C 0
2 56 600 10 37 °C 0
3 100 800 10 37 °C 0
4 157 1000 10 37 °C 0
5 56 600 5 37 °C 0
6 56 600 15 37 °C 0
7 56 600 20 37 °C 0
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2.2.5.3 CSC ja e-sigareti vedelike kontsentratsioonide optimeerimine

To66s uuritud tubakatoodete erinevate kontsentratsioonide hindamiseks rakkude elulemusele
rakukultuuri  tingimustes  teostati  eelnevad  kontsentratsioonide  optimeerimiskatsed.
Eeleksperimendi kdigus viidi 1dbi optimeerimistaksed kolmel erineval kontsentratsioonil 10x
kontsentratsioonide erinevusega. Koik eksperimendid teostati kolmes korduses, mille pdhjal
arvutati rakkude keskmine elulemus. Katses kasutati CSC ning tubakamaitselise ja maitseta e-
sigareti vedelikke kontsentratsioonidel 1,8 pg/ml, 18 pg/ml ja 180 pg/ml. Optimaalseima
kontsentratsiooni valikul 1dhtuti WBC elulemuse hindamisest peale rakukultuuri stimulatsioone

ning seejdrel tehtud tsiitospinnide kvaliteedist (peatiikk 2.2.4).

2.2.5.4 Leukotsiiiitide rakukultuur

Kodikide ECRHS III uuringus osalenud indiviidide rakud vdeti vedela lammastiku hoidlast ning
sulatati eelpool mainitud viisil (peatiikk 2.2.5.1). Seejérel tsentrifuugiti rakke 56xg 10 min, 37°C
juures. Peale fuugimist aspireeriti supernatant ning rakud resuspendeeriti 10% inimseerumi
(Sigma-Aldrich) ja 1% penitsilliin-streptomiitsiin (Sigma-Aldrich) seguga DMEM s66tmes
(Naxo). Jargnevates etappides kasutatakse samuti viimati mainitud inimseerumit ja
antibiootikumi sisaldavat s6ddet. Seejérel voeti loendamiseks rakusegu, millele lisati 1:1 suhtes
triipaansinist (Sigma-Aldrich). Elusrakkude populatsiooni hindamiseks loendati hemotsiitomeetri
5 A-ruudus olevad rakud. Vastavalt rakkude hulgale valmistati kultuuri istutamiseks rakkude ja
s00tme segu elusrakkude tihedusega 50 000 rakku/180 pl. Rakud istutati 96-kannulisele plaadile
16ppruumalas 200 pl ning neid inkubeeriti 6 tundi 37°C juures 5% CO, keskkonnas.

CSC on vastavalt tootjapoolsele informatsioonile lahustatud DMSO-s. Seetdttu kasutati sigareti
suitsu kondensaadi kontrollina rakkude stimuleerimisecks ka DMSO-t, mida lisati sama
lahjendusfakoriga nagu CSC-d. Tubakamaitseliste e-sigareti vedelike 16hna-ja maitseainete mdju
uurimiseks leukotsiiiitidele kasutati kontrollina maitseta e-sigareti baasvedelikku. Nikotiini mdju
hindamiseks leukotsiiiitidele lisati ilma nikotiinita e-sigareti vedelikke sama lahjendusfaktoriga
nagu 18 pg/ml nikotiini kontsentratsiooniga vedelikke. Negatiivse kontrollina inkubeeriti
leukotstiiite rakukultuuri katsetes kodiki komponente sisaldavas sodtmes, millele ei lisatud

tdiendavat stimulatsiooni.
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Iga indiviide leukotsiiiitide kohta tehti negatiivne kontroll ning 6 erinevat stimulatsiooni:
1) negatiivne kontroll;
2) DMSO stimulatsioon;
3) CSC stimulatsioon 18 pg/ml;
4) maitseta e-sigareti baasvedeliku stimulatsioon 0 mg/ml;
5) maitseta e-sigareti baasvedeliku stimulatsioon 18 pg/ml;
6) tubakamaitselise e-sigareti vedeliku stimulatsioon 0 mg/ml;

7) tubakamaitselise e-sigareti vedeliku stimulatsioon 18 pg/ml.

Rakukultuuri ekspermentides ldhtuti pohimottest viia kodikide indiviide stimulatsioonide katsed
1dbi kolmes korduses. Kuna katses kasutati limiteeritud kogusega inimese primaarseid WBC, siis
ei olnud koigi indiviidide iga stimulatsiooni kohta voimalik 1&bi viia kolme kordust. See mitmes
korduses iga stimulatsioonikatse tehti selgus rakkude loendamisel peale tsentrifuugimist.
Tulenevalt inimese primaarsete rakkude eripérast ning asjaolust, et kdik rakud on périt erinevatelt
patsientidelt, ei esinenud rakkude loendamisel peale tsentrifuugimist ithesugust elulemusprotsenti

ja seega ei olnud vdimalik stimulatsioonide paralleelkatsete hulka ka eelnevalt ette ennustada.

Peale 6 h inkubatsiooni eemaldati iga stimulatsiooni katse kohta rakukultuuri supernatant 150 pl
mahus. Seejérel suspendeeriti rakud allesjddnud 50 pl s66tmes ning viidi 1&bi uus loendamine
elulemuse hindamiseks peale rakukultuuri stimulatsioone. Selleks loendati rakud
hemotsiitomeetris eelnevalt mainitud viisil. Rakkude véljapesuks lisati kdikidele kultuuridele
eelsoojendatud 1x PBS-i. Seejdrel tdsteti sama stimulatsiooni rakud iihte tuubi, mis koguti
tsentrifuugimisel ning valmistati tsiitospinnid (peatiikk 2.2.4) CSC ja e-sigareti vedelike mdju

hindamiseks leukotsiiiitide alampopulatsioonidele.

2.2.6 Statistilised analiusid

Suitsetamise ja tubakatoodete moju hindamiseks leukotsiiiitidele kasutati Statview tarkvara.
Erinevate riihmade analiilisimiseks kasutati Mann-Whitney U ja Kruskal-Wallis teste. Kruskal-
Wallis testi rakendati enam kui kahe riihma omavaheliseks vordlemiseks ning Mann-Whitney U-
testi kahe riihma vdrdlemiseks. Tulemused on graafikutel esitatud keskmiste vdirtustena koos

standardveaga. Statistiliselt oluliseks loetakse P < 0.05 viirtusi.

27



2.3 Tulemused

2.3.1 Suitsetamise epidemioloogia ECRHS uuringu andmete pohjal

Euroopa elanike hingamistervise uuring viidi paralleelselt 1dbi 25. Euroopa riigis, sealhulgas ka
Eestis. Uuringu eesmaérgiks on analiilisida Euroopa elanike hingamisteede tervislikku seisundit
pikema perioodi véltel. ECRHS koosneb kokku kolmest faasist: ECRHS I, ECRHS II ja ECRHS
II1, mis sisaldasid nii kirjaliku osa kiisimustiku tditmist kui ka kliinilist osa. ECRHS I raames
saadeti posti teel kiisimustikud 3000-le juhuslikult valitud Tartumaa elanikule, kellest 2642
ndustusid uuringus osalema. Arstlikul iilevaatusel osales kokku 556 patsienti, kellest 127-le
teostati kliinilised uuringud. Kliinilistesse uuringutesse kutsuti patsiendid juhusliku valiku alusel.
Neilt vdeti vereproovid, tehti nahatorketestid levinumate allergeenidega ning viidi lébi
spirograafilised uuringud. ECRHS II raames saadeti 2001. aastal koigile esimeses katsefaasis
osalenud 2642 patsiendile uued kiisimustikud. Nendest 1624 indiviidi osalesid ka teises faasis,
kellest kliinilistele testidele kutsuti 336 patsienti. Uuringu kolmandas faasis 2013. aastal osales
uuesti 1311 patsienti, kes tditsid kirjaliku kiisimustiku. ECRHS III raames osales uuringu
kliinilises faasis 94 patsienti, kes olid ldbinud analoogsed testid ka uuringu esimese ja teise faasi

ajal.

Tulenevalt osalejate vastustest uuringu kirjaliku kiisimustiku tditmisel oli antud informatsiooni
pohjal vdimalik analiiiisida suitsetamisharjumuste muutusi Tartumaa elanike hulgas 20 aastase
perioodi véltel. ECRHS I raames osalenud indiviididest on elu jooksul suitsetanud 70% meestest
ning 30% naistest. Seejuures vastas 20% meestest ja 11% naistest, et nad on suitsetamisest
loobunud. Esimeses faasis osalenud indiviididest polnud kunagi suitsetanud 31% meestest ning
70% naistest. Seitse aastat hiljem lédbiviidud ECRHS II raames osalenutest oli elu jooksul
suitsetanud 65% meestest ning 32% naistest. Endiste suitsetajate hulk oli nii meestel kui ka
naistel 5% uuringus osalenud indiviididest. Meestest moodustasid mittesuitsetajad 35% ning
naistest 68% patsientidest. Esimesest faasist 20 aastat hiljem viidi ld&bi ECRHS III, mille
kiisitluste pdhjal selgus, et elu jooksul suitsetanuid osales uuringus meestest 63% ning naistest
30%. Nii naiste kui ka meeste hulgas oli tdusnud endiste suitsetajate osakaal, mis meestel ulatus

27%-ni ning naistel 20%-ni, seejuures oli mittesuitsetajaid meestest 37% ning naiste hulgas 70%.

Tulemustest avaldub, et 20 aastase perioodi véltel on inimesed vdhendanud suitsetamis-

harjumusi. Uuringu esimeses faasis 1993. aastal oli suitsetajaid 20-44 aastaste Tartumaa meeste
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hulgas 49% ning naiste hulgas 19% (joonis 4). Samas 2001. aastal ldbi viidud ECRHS II raames
selgus, et suitsetajate osakaal on meeste hulgas tdusnud 61%-ni ning naistel 27%-ni. Kuna
uuringu teises faasis oli inviidide vanus 28-52 aastat v3ib arvata, et selles vanusevahemikus on
inimesed hakanud rohkem suitsetama. Seevastu ECRHS III tulemustest ilmnes, et suitsetajate
osakaalud on vdhenenud meeste hulgas 36%-ni ning naistel 10%-ni, mil patsiendid olid 40-64
aasta vanused. Vorreldes uuringu teise faasiga on ECRHS III osalenud meeste hulgas suitsetajate
protsent vdhenenud 25% vorra ning naistel omakorda 17% vdrra. Toetudes uuringus osalenud

indiviidide kiisimustike vastustele saab védita, et kOrgemas vanuses vidhendatakse

suitsetamisharjumusi.

Suitsetamisharjumuste muutus
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Joonis 4. ECRHS uuringus osalenud Tartumaa elanike suitsetamisharjumuste muutused 20
aastase perioodi jooksul. Graafikul on esitatud suitsetajate protsent uuringus osalenud

patsientidest meeste ja naiste kohta. Sulgudes on mérgitud aastad, millal uuringu erinevad etapid
teostati.

2.3.2 ECRHS osalejate iseloomustus

Kiesoleva magistritod eksperimentaalne osa pdhineb ECRHS III uuringus osalenud indiviidide
vererakkude pdhjal. Valimi iseloomustamise aluseks on ECRHS uuringus osalenud patsientide
poolt tdidetud kirjalikud kiisimustikud, millel iga indiviid mérkis kokkupuute suitsetamisega.
Patsiendid vastasid kiisitluslehele, kas nad suitsetavad, on kunagi varem suitsetanud ja selle
16petanud voi pole kunagi suitsetanud. Kiisimused hdlmasid ka informatsiooni, mis vanuses

suitsetama hakati, kui pikk on suitsetamise staaZ ning mitu sigaretti pdevas keskmiselt
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suitsetatakse. Lisaks saadi kiisimustike pdhjal ka informatsiooni, kas suitsetamisharjumused on
aja jooksul muutunud ning endised suitsetajad mérkisid ka aja, millal nad on suitsetamise
16petanud. Taidetud kiisimustikest saadi ka informatsiooni, kas inimesed on tarvitatnud viimase
poole aasta jooksul hormonaalseid ravimeid. Varasemalt on ndidatud, et hormoonide
manustamisel suureneb granulotsiiiitide, eelkdige neutrofiilide osakaal (Liles jt., 1995; Nagakawa
jt., 1998) ning seetdttu vdheneb liimfotsiiiitide hulk veres (Breitenfield jt., 1978; Chatham ja
Kimberly, 2001). Kuna hormoonravimid mdjutavad leukotsiiiitide proportsioone, otsustati
tulemuste usaldusvdirsuse tagamiseks need patsiendid kéesoleva t66 raames ldbiviidud
eksperimentaalsest osast vélja jéitta. Seega osutus 10pliku valimi suuruseks 85 patsienti, kes
jaotati vastavalt soole ja suitsetamisharjumustele 6 erinevasse rithma. Grupeerimise aluseks voeti
uuringu raames tdidetud kiisimustikest saadud andmed, mille pohjal analiiiisiti eraldi suitsetajate,
endiste suitsetajate ja mittesuitsetajate rithmasid naiste ja meeste osas. Sama rithmitust rakendati

ka rakukultuuri katsetesse kaasatud 28 patsiendiga.

Kéesoleva magistritdd leukotsiilitide diferentsiaalloenduse ja rakukultuuri eksperimentides
kasutati kiill samu patsiente, kuid rakukultuuri eksperimentides kasutati véiksemat valimit,
mistottu esinesid moned erinevused uuritavaid rithmasid iseloomustavates vairtustes (tabel 3).
Gruppidevaheline meeste keskmine vanus varieerus 49,5-55 aasta piires. Endiste kui ka praeguste
suitsetajate grupis esinevad olulised erinevused suitsetamise intensiivuse kestvuse vahel. Kui
endiste suitsetajate rithmas suitsetati keskmisel 17,5 aastat keskmise intensiivsusega 15,7 pakk-
aastat, siis suitsetajate rithmas olid vastavad nditajad 33,9 aastat ja 30,6 pakk-aastat. Seevastu
naiste keskmine vanus varieerus grupiti kdigest 52-53,5 aasta vahel. Sarnaselt meestele ilmnes ka
naiste riihmades mérgatav erinevus suitsetamise intensiivsuse ja kestvuse vahel endistel ja
praegustel suitsetajatel. Naiste puhul oli endiste suitsetajate keskmine suitsetamise staaz 18 aastat
ning intensiivsus 9,3 pakk-aastat. Suitsetajate rithmas olid vastavad nditajad 31 aastat ja 19,1
pakk-aastat. Silmatorkavaim erinevus ECRHS III iildvalimi ja rakukultuuri katsete jaoks
kasutatud valimis esines meespatsientide endiste suitsetajate rithmas, kus tildvalimi suitsetamise
intensiivsus oli keskmiselt 15,7 pakk-aastat, kuid rakukultuuri riihmas 20,3 pakk-aastat. Sedavord
suur erinevus oli tingitud ithest meespatsiendist, kelle suitsetamise intensiivsus oli 3 pakk-aastat,
mistdttu ei kaasatud teda ka in vitro eksperimentidesse. Ulejdinud rilhmade erinevates valimit
iseloomustavates tunnuste keskmistes viirtustes ei esinenud suurt lahknevust iildvalimi ja

rakukultuuri katsetesse kaasatud patsientide vahel.
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Tabel 3. ECRHS osalejate andmed. Tabeli iilemises osas on vilja toodud leukotsiiiitide
diferentsiaalloenduses osalenud uuringurithmade iseloomustus ning tabeli alumises osas
rakukultuuri katsetes osalenud riihmad. Valimi iseloomustamiseks on tabelis esitatud keskmised
vddrtused ning sulgudes véirtuste vahemik. Vanus, suitsetamise staaZ ja aeg suitsetamisest
loobumisest on esitatud aastates ning suitsetamise intensiivus pakk-aastates (p-a).

Aeg Intensiivsus (p-
Sugu Staatus Vanus Staaz loobumisest a)
Mittesuitsetaja
Mees (n=10) 49,5 (41-63,5)
Endine suitsetaja
(n=06) 55 (48,5-62) 17,5 (3-33) | 20,7 (5,5-40,5) 15,7 (3-33)
Suitsetaja (n=9) 51 (44-62) 33,9 (26-47) 30,6 (16,8-37,7)
Mittesuitsetaja
Naine (n=38) 52 (40-64)
Endine suitsetaja
(n=17) 53,5 (42-63) 18 (2-37) 13 (3-30) 9,3 (0,4-43,5)
Suitsetaja (n=5) 52 (47-63) 31 (20-46) 19,1 (12-29)
Mittesuitsetaja
Mees (n=5) 49 (40,5-59)
Endine suitsetaja
(n=4) 56 (49-62) 21,5(16-33) | 17,9 (5,5-34) | 20,3 (10,3-33)
Suitsetaja (n=5) 50 (44-62) 34,6 (29-47) 29 (16,8-37,7)
Mittesuitsetaja
Naine (n=5) 52,4 (46,5-61,5)
Endine suitsetaja
(n=5) 56 (43-63) 23,6 (11-36) 13,9 (3-30) 10,7 (7,7-14)
Suitsetaja (n=4) 53 (41,5-63) 33 (20-46) 20 (12-29)

2.3.3 ECRHS osalejate leukotsiiiitide diferentsiaalloendus

Suitsetamise moju hindamiseks inimese vererakkudele vorreldi omavahel patsientide gruppe
vastavalt soole ja suitsetamisharjumustele. Selleks valmistati vereproovidest eraldatud WBC
pohjal tsiitospinnid, mis virviti May-Griinwald-Giemsa meetodil. Antud virving voimaldab
valgusmikroskoobis visuaalselt eristada leukotsiititide alatiilipe vastavalt virvusele, tuuma kujule
ning graanulite olemasolule rakkudes (LISA 1). Leukotsiiiitide diferentsiaalloendus viidi 1dbi 85
ECRHS III uuringus osalenud patsiendi vererakkude pdhjal, kelle hulka kuulus 25 meest ja 60

naist.
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Meeste vererakkude diferentsiaalloenduse tulemustes ei esinenud kiill statistiliselt olulisusi
erinevusi mittesuitsetajate leukotsiiiitide alampopulatsioonides vorreldes endiste ja praeguste
suitsetajatega, kuid ilmnesid siiski teatud muutused rakupopulatsioonide osakaaludes.
Leukotstiiitide vordluses on ndha seoseid suitsetamisharjumuse ning neutrofiilide ja
limfotstiiitide hulga muutustes (joonis 5). Loenduse andmetest selgus, et suitsetamisega
kokkupuutunud patsientidel on neutrofiilide hulk veres suurenenud. Seejuures on niha ka trend,
et mida rohkem on inimene puutunud elu jooksul kokku suitsetamisega seda suurem on
neutrofiilide osakaal veres. Mittesuitsetajatel oli keskmiselt neutrofiilide osakaal vere rakulises
koostises 57%, endistel suitsetajatel 66% suitsetajatel oli neutrofiilide osakaal tdusnud 16%
vorra, ulatudes 73%-ni. Liimfotsiiiitide korral esines vastupidine tendents. Mittesuitsetajate veres
on limfotsiilitide osakaal 25%, mis vdheneb endistel suitsetajatel 23%-ni ning veelgi enam

praegustel suitsetajatel, ulatudes 19%-ni.
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Joonis 5. ECRHS meeste vere leukotsiiiitide jaotus. Graafikul on kajastatud WBC
alampopulatsioonide osakaalud protsentides mittesuitsetajate, endiste suitsetajate ja suitsetajate
hulgas. Tulemused on esitatud keskmiste védrtustena koos standardveaga. PMN-neutrofiilid, Lf—
liimfotstitidid, Mono—monotsiiiidid, Eos—eosinofiilid, Baso—basofiilid.

Uuringus osalenud naispatsientide leukotsiiiitide diferentsiaalloenduse tulemustest selgus, et
sarnaselt meestele olid muutused samuti toimunud neutrofiilide osas. Naiste puhul ei ilmenud
muutust neutrofiilide hulga suurenemises, pigem esines neutrofiilide hulga védhenemine

suitsetajatel vorreldes mittesuitsetajatega. Mittesuitsetajate veres moodustasid neutrofiilid 68%,
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endistel suitsetajatel 67% ning suitsetajatel 61% (joonis 6). Lisaks neutrofiilidele oli vorreldes
meestega muutusi nidha ka liimfotsiilitide osakaalus. Mittesuitsetavatel naistel moodustasid
limfotsiitidid 22% vererakkudest, endistel suitsetajatel oli liimfotsiititide osakaal tdusnud 24%-ni

ning suitsetajatel koguni 27%-ni.
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Joonis 6. ECRHS naiste vere leukotsiiiitide jaotus. Graafikul on kajastaud WBC
alampopulatsioonide osakaalud protsentides mittesuitsetajate, endiste suitsetajate ja suitsetajate
hulgas. Tulemused on esitatud keskmiste védrtustena koos standardveaga. PMN-neutrofiilid, Lf—
liimfotstitidid, Mono—monotsiiiidid, Eos—eosinofiilid, Baso—basofiilid.

Analiiiisitud tulemustes ei esinenud kiill statistiliselt olulisusi erinevusi mittesuitsetajate
leukotstiiitide alampopulatsioonides vorreldes endiste ja praeguste suitsetajatega, kuid ilmnesid
siiski teatud muutused rakupopulatsioonide osakaaludes. Saadud tulemused andsid siiski alust
arvata, et suitsetamine vOib mdjutada leukotsiilitide alampopulatsioone erinevalt ja seeldbi muuta
vere rakulist koostist. Leidmaks seoseid vere rakulise koostise ja suitsetamisharjumuste vahel
otsustati ldbi viia rakukultuuri katsed ning uurida sigareti suitsu kondensaadi ja e-sigareti
vedelike moju leukotsiiiitide elulemusele ning alampopulatsioonide jaotusele suitsetajate, endiste

suitsetajate ja mittesuitsetajate patsientide rithmades.
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2.3.4 Rakukultuuri eksperimendid

2.3.4.1 Tsentrifuugi programmi optimeerimine

Eelkatsetest selgus, et oluline rakkude kadu tekib sulatamisjirgsel tsentrifuugimisel. Kuna
ECRHS patsientidega ldbiviidavates katsetes kasutatavate rakkude hulk oli limiteeritud, otsustati
maksimaalse  elusrakkude hulga saavutamise eesméirgil teostada tsentrifuugimise
optimeerimikatsed (tabel 5) rakkude elulemuse hindamiseks erinevatel programmidel. Tulemuste
vordlemisel selgus, et inimeste primaarsete leukotsiiiitide jaoks on optimaalseim
fuugimisprogramm 56xg, 10 min 37°C juures, mille kiirendus ja aeglustus olid maksimaalselt
aeglaseks reguleeritud. Eelmainitud programmiga saadi rakkude elulemuseks peale
tsentrifuugimist 23%. Tulemustele tuginedes saab viita, et ajaliselt tagab korgema ellujdénud
rakkude hulga liihem tsentrifuugimisaeg. Samal tsentrifugaaljoul katsetatud 15 min (6.
programm) ja 20 min (7. programm) kestvusega programmide korral saadi rakkude elulemuseks
vastavalt 11,5% ja 10%. Esimesena katsetatud 25xg 10 min programmi madal elulemus on
tingitud ilmselt sellest, et see polnud piisava tsentrifugaaljouga rakkude setitamiseks. Seda
toestab asjaolu, et ka 5. programmiga (56xg 5 min) saadi madalam elulemusprotsent kui sama
tsentrifugaaljouga poole pikema programmi viltel. Lihtudes optimeerimiskatsete tulemustest,
rakendati analiilisitavate ECRHS patsientide WBC tsentrifuugimistel korgeimat elulemust

ndidanud 2. programmi.

Tabel 5. Rakkude elulemus tsentrifuugi programmide optimeerimiskatsetel.

Temperatuur | Kiirendus/ Elulemus
Programm Ref (g) Aeg (min) (°O) aeglustus (%)
1 25 10 37°C 0 12
2 56 10 37°C 0 23
3 100 10 37°C 0 13
4 157 10 37°C 0 12
5 56 5 37°C 0 17,5
6 56 15 37°C 0 11,5
7 56 20 37°C 0 10
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2.3.4.2 CSC ning e-sigareti vedelike kontsentratsioonide optimeerimine

Eksperimendis kasutatavate sigareti suitsu kondensaadi (CSC, ingl cigarette smoke condensate)
ning e-sigareti vedelike kontsentratsioonide valimiseks viidi 14bi eeleksperiment, mille kdigus
vorreldi kolme erineva nikotiini kontsentratsiooniga stimulantide mdju leukotsiiiitide
elulemusele. Optimeerimiskatsed viidi ldbi kolmes paralleelses korduses ning rakkude elulemuse
vordlemisel erinevatel kontsentratsioonidel ldhtuti aritmeetilistest keskmistest. CSC ning e-
sigareti vedelike moju hindamiseks rakkude elulemusele wvaliti negatiivseks kontrolliks
stimuleerimata rakud. Kuna inimese primaarsed rakud on peale sulatamist ndrgad ning paljud
neist surevad rakukultuuris, siis oli ilma stimulatsioonita negatiivse kontrolli lisamine olulise

tahtsusega hindamaks just CSC ning e-sigareti vedelike mdju rakkude elulemusele.

Optimeerimiskatse tulemustest on nii CSC kui ka tubakamaitselise ja maitseta e-sigareti vedelike
erinevate kontsentratsioonide vordluses ndha muutusi leukotsiititide elulemuses. Stimuleerimata
rakkude elulemus ulatus peale 6 h inkubatsiooni keskmiselt 41%-ni. CSC 1,8 pg/ml
kontsentratsiooni korral saadi rakkude elulemuseks peale stimulatsiooni 37,5%, mistottu ei
esinenud méirgatavat erinevust rakkude elulemuses vorreldes negatiivse kontrolliga (joonis 7).
Samas CSC 18 pg/ml kontsentratsiooniga langes rakkude elulemus 29,5%-ni ning 180 pg/ml
kontsentratsiooni korral omakorda 20%-ni. Seega oli CSC stimulatsioonide korral selgelt ndha, et
kontsentratsiooni taseme tdstmine pdhjustas tdhelepanuvéirset rakkude elulemuse alanemist.
Erinevalt CSC stimulatsioonidest esines juba 1,8 pg/ml tubakamaitselise e-sigareti vedelikuga
erinevus rakkude elulemuses vorreldes negatiivse kontrolliga langedes 26%-ni. Konsentratsiooni
tostmisel 10x saadi leukotsiilitide elulemuseks 23,5% ning 180 pg/ml stimulatsiooni korral
vihenes elulemus 16%-ni. Erinevalt eelnevatest variantidest saadi e-sigareti maitseta
baasvedeliku optimeerimisel ootamatud tulemused, millest jdreldus, et baasvedelikuga
stimuleerimisel toimub kiill ndhtav elulemuse langus vorreldes negatiivse kontrolliga, kuid
nikotiini erinevad kontsentratsioonid enam elulemust ei muutnud. Katsest selgus, et ka 100x
nikotiini kontsentratsiooni varieeruvus maitseta baasvedeliku korral ei mojuta {ildist
leukotstiiitide arvu, sest koigi kontsentratsioonidega saadi rakkude elulemuseks peale

inkubatsiooni 23,5% (+ 0,5).
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Joonis 7. CSC ja e-sigareti vedelike optimeerimiskatse tulemused. Optimeerimiskatses
saadud rakkude elulemuse tulemused on esitatud keskmise véartusena koos standardveaga. CSC
— sigareti suitsu kondensaat, E-sig baas — maitseta e-sigareti baasvedelik, E-sig tub —
tubakamaitseline e-sigareti vedelik. Optimeerimiskatses kasutati tubakatoodete kontsentrat-
sioone 1,8 pg/ml, 18 pg/ml ja 180 pg/ml.

Optimeerimiskatse pohjal tuli otsutada, millise kontsentratsiooniga stimuleerida ECRHS III
uuringus osalenud patsientide rakke. Otsuse langetamiseks tuli kdigepealt paika seada siht, kas
katse eesmérgiks on kangeima nikotiini kontsentratsiooni kasutamine ja sellest tulenevalt ka
madalaim rakkude elulemus vdi hoopis lahjema nikotiini kontsentratsiooni kasutamine ning
korgeima rakkude elulemuse tulemus. Lopliku valiku tegemisel ldhtuti lisaks elulemuse
hinnangule ka tsiitospinnide kvaliteedist, mis tehti peale rakukultuuri stimulatsioone (peatiikk
2.2.4). Kuna ECRHS patsientide pohjal ldbiviidavates eksperimentides analiiiisitakse
leukotsiiiitide alampopulatsioonide elulemust ka peale CSC ning e-sigareti vedelike rakukultuuri
stimulatsioone, siis osutus tulemuste tdlgendamisel oluliseks ka tsilitospinnide kvaliteet.
Tulenevalt tsiitospinnide visuaalsest vaatlusest vélistati katses kasutamiseks 180 pg/ml nikotiini
kontsentratsiooniga tubakatooted, sest nendel tsiitospinnidel oli diferentsiaalloenduse 1dbiviimine
raskendatud. Vastavalt tsiitospinnide visuaalsele hinnangule ning erinevate nikotiini sisaldusega
stimulantide mdju analiilisimisest leukotsiiiitide elulemusele, otsustati patsientide rakkude

stimuleerimisel kasutata sigareti suitsu kondensaati ja tubakamaitselist e-sigareti vedelikku
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kontsentratsiooniga 18 pug/ml. Selleks, et koiki stimulatsioone omavahel vorrelda, kasutati sama

nikotiini kontsentratsiooni ka rakkude stimuleerimisel maitseta e-sigareti baasvedelikuga.

2.3.4.3 CSC mdoju leukotsiiiitide elulemusele

CSC mdju hindamiseks stimuleeriti ERCHS III uuringus osalenud 28 indiviidi verest eraldatud
leukotstiiite rakukultuuris 6 h viltel. Eksperimendi kdigus analiiiisiti eraldi nii meeste kui ka
naiste gruppe soOltuvalt suitsetamisharjumustest. Vastavalt tootjapoolsele informatsioonile on
CSC lahustatud DMSO-s, mistottu oli CSC otsese mdju hindamiseks rakkudele vajalik
kontrollina stimuleerida rakke ka lahustis endas. Leukotsiiiitide stimuleerimisel DMSO-ga ldhtuti

samast lahjendusfaktorist nagu kasutati 18 pg/ml CSC konsentratsiooni saamiseks kultuuris.
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Joonis 8. Meeste vere leukotsiiiitide elulemus rakukultuuri eksperimentides. Rakukultuuri
katsetes uuriti eraldi CSC ja DMSO moju meeste leukotsiiiitide elulemusele mittesuitsetajatel,
endistel suitsetajatel ja suitsetajatel. Tulemused on esitatud keskmiste viirtustena koos
standardveaga. n — valimi suurus

Erinevate suitsetamisharjumustega meeste leukotsiilitide vordlemisel ilmnes tendents, et mida
pikaaegsem on kokkupuude suitsetamisega, seda madalam on leukotsiilitide elulemus (joonis 8).
Mittesuitsetavate meeste rithmas saadi leukotsiiiitide elulemuseks negatiivse kontrolli korral 75%,

endistel suitsetajatel oli see langenud 48%-ni ning suitsetajate rithmas 42%-ni. Meeste hulgas on
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ndha leukotstiiitide elulemuse alanemise tendentsi ka CSC stimulatsioonide korral, eelkdige
suitsetajate rithmades. Mittesuitsetajatel ilmnes maérgatav elulemuse alanemine ka DMSO
stimulatsiooni korral, mis vdimendus veelgi CSC toimel. CSC stimulatsioonidel saadi
mittesuitsetajate leukotsiititide elulemuseks 40%, endistel suitsetajatel 36% ja suitsetajatel 23%.
Seega voib jdreldada, et niit DMSO kui ka CSC pérsivad leukotsiiiitide elulemust, kuid ainult
suitsetajate rithmades esinevad erinevused ka DMSO ning CSC stimulatsioonidel. Seetdttu on
alust arvata, et suitsetajate leukotsiitidid on tundlikumad ning CSC vidhendab nende elulemust

veelgi.
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Joonis 9. Naiste vere leukotsiiiitide elulemus rakukultuuri eksperimentides. Rakukultuuri
katsetes uuriti eraldi CSC ja DMSO moju naiste leukotsiiiitide elulemusele mittesuitsetajatel,
endistel suitsetajatel ja suitsetajatel. Tulemused on esitatud keskmiste viirtustena koos
standardveaga. n — valimi suurus

Naiste leukotsiilitide elulemuse hindamisel on ndha teatavat leukotsiilitide kdrgemat elulemust
vorreldes mittesuitsetajate riithmaga (joonis 9). Mittesuitsetajate rithmas oli leukotsiiiitide
elulemus keskmiselt 44%, kuid suitsetajate rithmas 48%. Negatiivse kontrolli vordlemisel DMSO
stimulatsiooniga selgus, et endiste suitsetajate ja ka suitsetajate rilhma kuuluvate naiste
leukotsiilitide elulemus langeb kokkupuutel DMSO-ga ning sigareti suitsu kondendaat
voimendab seda veelgi. Kuid erinevalt suitsetajatest ei esinenud mittesuitsetajate rithmas

leukotsiilitide ~ elulemuse alanemist DMSO korral vorreldes negatiivse kontrolliga.
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Mittesuistetajatest naiste rithmas saadi leukotsiiiitide elulemuseks CSC stimulatsiooniga 38%,
endiste sutisetajate rithmas 22% ja suitsetajate riihmas 25%. Sarnaselt meestele on ka elu jooksul
suitsetamisega kokkupuutunud naiste leukotstiiitide korral ndha mérgatavat elulemuse vihenemist
DMSO ja CSC stimulatsioonide korral. Seetdttu voib arvata, et suitsetajatest naiste leukotstitidid

on samuti tundlikumad sigareti suitsu kondensaadile vorreldes mittesuitsetajate rithmaga.

Kuna rakukultuuri katsetes ei esinenud statistiliselt olulist erinevust mittesuitsetajate, endiste
suitsetajate ja suitsetajate leukotsiilitide elulemuses CSC stimulatsioonil, otsustati jargevalt ldbi
viia leukotsiilitide diferentsiaalloenduse eksperimendid. Kuigi iildine elulemus ei ole CSC
stimulatsioonil muutunud, vodivad tekkida erinevused leukotsiiiitide alampopulatisoonides

soltuvalt CSC mojust sptetsiifilistele rakutiitipidele.

2.3.4.3.1 CSC moju leukotsiiiitide alampopulatsioonidele

CSC mdju hindamiseks leukotsiiiitide erinevatele rakutiiiipidele valmistati peale rakukultuuri
katseid iga indiviidi stimulatsioonide kohta tsiitospinnid ja viidi 1dbi leukotsiiiitide
diferentsiaalloendus. Kuna varasemalt on teada, et kriiopreservatsioon mdjutab vererakkude
elulemust peale sulatamist (Fowke jt., 2000; Weinberg jt., 2000), siis tehti tulemuste
usaldusvédrsuse tagamiseks iga patsiendi kohta tsiitospinnid ka vahetult peale sulatamisjdrgset
rakkude tsentrifuugimist. Antud samm vdimaldas analiilisida iga patsiendi leukotsiiiitide
alampopulatsioonide elulemusprotsendi enne rakkude istutamist. Tuginedes raku-populatsioonide
osakaalule enne ja vahetult peale rakukultuuri stimulatsioone, oli tsiitospinnide
diferentsiaalloenduse =~ pohjal  vOimalik  hinnata  stimulantide @ modju  leukotsiilitide
alampopulatsioonide elulemusele suitsetajatel, endistel suitsetajatel ja mittesuitsetajatel eraldi

meeste ja naiste vordluses.

2.3.4.3.1.1 CSC moju liimfotsiiiitidele

Naispatsientide korral oli nii mittesuitsetajate, endiste suitsetajate kui ka suitsetajate rithmades
nédha sarnast tulemust. Negatiivse kontrolli korral varieerus liimfotsiiiitide elulemus 36-41% vahel
(joonis 10). Sarnane efekt saadi ka DMSO ja CSC stimulatsioonide korral kui kdikide riithmade
limfotstiiitide elulemus langes kriitiliselt madalaks. Naistest mittesuitsetajate rithmas saadi nii
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DMSO kui ka CSC korral elulemuseks 5%, mistottu ei avaldanud limfotsiiiitidele tdiendavat

mdju enam CSC, vaid efekti omas DMSO. Sarnased tulemused saadi ka naiste suitsetajate

riihmas.
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Joonis 10. CSC ja DMSO mdju liimfotsiiiitide elulemusele. Rakukultuuri katsetes uuriti eraldi
CSC ja DMSO moju luimfotstiiitide elulemusele mittesuitsetajatel, endistelt suitsetajatel ja
suitsetajatel. Tulemused on esitatud keskmiste vdirtustena koos standardveaga. N — naine, M —
mees.

Seevastu meespatsientide analiilisimisel ilmnesid erinevused grupiti ka negatiivsetes kontrollides.
Mittesuitsetajate liimfotsiilitide elulemuseks saadi 42%, endistel suitsetajatel 76% ning
suitsetajatel 36% (joonis 10). Sarnaselt naistele ilmnes ka meeste puhul oluline liimfotsiititide
elulemuse langus rakkude stimuleerimisel nit DMSO kui ka CSC-ga, kuid CSC ei omanud enam
tdiendavat efekti limfotsiilitide elulemusele. Mittesuitsetajate riihmas langes liimfotsiiiitide
elulemus DMSO korral 21%-ni, endistel suitsetajatel 5%-ni ning suitsetajatel 4%-ni. Toetudes
tulemustele voib viita, et mittesuitsetavate meeste limfotsiiiitide osakaal on iildiselt suurem

vorreldes mittesuitsetavate naiste rithmaga.
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2.3.4.3.1.2 CSC moju monotsiiiitidele

Naiste hulgas esinesid nii mittesuitsetajate, endiste suitsetajate kui ka suitsetajate rithmades
varieeruvused monotsiiiitide elulemuses negatiivsete kontrollide korral. Tulemustest selgus, et
mittesuitsetajate monotstiiitide elulemus on 8%, endistel suitsetajatel saadi elulemuseks 22% ning
suitsetajate riihmas 10% (joonis 11). Monotsiilitide elulemuse hindamisel selgus, et
mittesuitsetavatel naistel péarsib DMSO rakkude elulemust, kuid CSC seda enam ei muuda.
Endiste suitsetajate riihmas ilmnes samuti, e¢ DMSO stimulatsioonil vdheneb leukotsiititide
elulemus mérgatavalt, kuid CSC seda efekti ei suurenda. Samalaadsed tulemused esinesid ka
suitsetajate naispatsientide rithmas. Kuid nii endiste suitsetajate kui ka suitsetajate riihmas oli
selgelt ndha, et vorreldes negatiivse kontrolliga avaldavad DMSO ja CSC suuremat moju

monotsiuitide elulemuse alanemisele.
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Joonis 11. CSC ja DMSO moju monotsiiiitide elulemusele. Rakukultuuri katsetes uuriti eraldi
CSC ja DMSO mdju monotsiiiitide elulemusele mittesuitsetajatel, endistel suitsetajatel ja
suitsetajatel. Tulemused on esitatud keskmiste vdidrtustena koos standardveaga. N — naine, M —
mees.

Sarnaselt monotsiilitide elulemusele naiste korral oli ka meeste hulgas nende elulemus

mittesuitsetajate riithmades madalam vdorreldes suitsetamisega kokkupuutunud meeste rithmadega.
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Mittesuitsetajate monotsiilitide elulemuseks saadi 3%, samas endistel suitsetajatel oli
monotsiilitide elulemus tdusnud ligi 7%-ni ning suitsetajate rithmas 7%-ni. Mittesuitstajatest
meeste hulgas oli ndha selget monotsiilitide elulemuse tdusu peale DMSO ning CSC
stimulatsioone, samas kui endiste ja praeguste suitsetajate hulgas alandas DMSO lisamine
monotsiilitide elulemust 2% vorra ning CSC ei omanud tdiendavat efekti rakupopulatsiooni

elulemusele.

2.3.4.3.1.3 CSC mdoju eosinofiilidele

Negatiivse kontrolli korral oli ndha erinevusi eosinofiilide elulemuses erinevate
suitsetamisharjumustega naiste riihmades. Naistest mittesuitsetajate riihmas saadi eosinofiilide
elulemuseks 29%, endiste suitsetajate rithmas 16% ning suitsetaje riihmas oli eosinofiilide
elulemus tdusnud 38%-ni (joonis 12). Diferentsiaalloenduse tulemustest selgus, et erinevalt
mononukleaarsetest rakkudest ei mdjunud DMSO lisamine mittesuitsetajatest naiste eosinofiilide
elulemusele pérssivalt, kuid CSC stimulatsiooni korral ilmnes elulemuse alanemine 19%-ni.
Seevastu saadi ootamatud tulemused naiste endiste suitsetajate rithmas, kus DMSO stimulatsioon

vihendas eosinofiilide elulemust 21%-ni. Samas CSC stimulatsioon soodustas eosinofiilide

elulemust.
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Joonis 12. CSC ja DMSO mdju eosinofiilide elulemusele. Rakukultuuri katsetes uuriti eraldi
CSC ja DMSO moju eosinofiilide elulemusele mittesuitsetajatelt, endistelt suitsetajatelt ja
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suitsetajatel périt rakkude pdhjal. Tulemused on esitatud keskmiste viértustena koos
standardveaga. N — naine, M — mees.
Meeste puhul oli rakukultuuris ellujdinud eosinofiilide hulk negatiivse kontrolli korral

mittesuitsetajatel 17%, endistel suitsetajatel 9% ning suitsetajate riihmas koguni 33%. Sarnaselt
naistele ei mojutanud DMSO ka mittesuitsetajatest meeste eosionofiilide elulemust, seejuures ei
muutnud seda ka CSC. Endiste suitsetajate grupis ilmnes viike eosinofiilide elulemuse tdus
vorrels negatiivse kontrolliga nit DMSO kui ka CSC korral. See-eest suitsetajate riihmas ilmnesid
ndhtavad muutused. DMSO lisamisel rakkudele alanes nende elulemus 29%-ni ning efekti
voimendas veelgi CSC stimulatsioon, mille korral langes eosinofiilide elulemus suitsetajatest
meeste riihmas 12%-ni. Seega ei mdjutanud CSC mittesuitsetajatest meeste eosinofiide elulemust
peale rakukultuuri stimulatsioone, kuid avaldas pérssivat mdju eosinofiilide elulemusele

suitsetajate riihmas.

2.3.4.4 E-sigareti vedelike mdju leukotsiiiitide elulemusele

Sarnaselt CSC stimulatsioonidele hinnati ka e-sigareti vedelike mdju leukotsiititide elulemusele.
Rakukultuuri eksperimendis kasutati nii ilma maiste- ja I0hnaaineteta e-sigareti baasvedelikku
kui ka tubakamaitselist e-sigareti vedelikku. Mdlemad vedelikud oli nii nikotiini lisandiga kui ka
ilma nikotiinita. See vodimaldas uurida eraldi nii vedeliku, vedelikus sisalduvate I6hna- ja
maitseainete ning ka vedelikus sisalduva nikotiini mdju leukotsiiiitide elulemusele.
Stimulatsioonide usaldusvédrseks vordlemiseks lisati nikotiini mittsesisaldavaid e-sigareti
vedelikke rakukultuuri katsetesse sama lahjendusfaktoriga nagu nikotiini sisaldavaid vedelikke.

E-sigareti vedeliku maitse valimisel eelistati tarbija seas iihte levinumatest - tubakamaistelist e-

sigareti vedelikku.

Tulemuste analiilisimisel meeste hulgas selgus asjaolu, et leukotsiiiitide elulemus rakukultuuris
erineb vorreldavates rithmades soltuvalt patsientide suitsetamisharjumustest (joonis 13).
Mittesuitsetajatest meeste hulgas oli stimuleerimata leukotsiiiitide elulemus peale rakukultuuri
75%, endiste suitsetajate rithmas oli vastav védrtus langenud 47%-ni ning suitsetajate hulgas
veelgi, vdhenedes 41%-ni. Tulemuste hindamisel rithmade kaupa selgus, et leukotsiititide
elulemusele mdjub pirssivalt eelkdige e-sigareti vedelik, olenemata maitsest voi nikotiini
sisaldusest. Seevastu ilmnesid teatud erinevused endiste suitsetajate riihmas, kus e-sigareti

vedeliku stimulatsioonid ei avaldanud leukotstiiitidele elulemusele niivord otsest moju. Ootamatu

43



tulemus ilmnes rakkude stimulerimisel 18 pg/ml nikotiini kontsentratsiooniga e-sigareti
tubakamaistelise vedelikuga, mis ei omanud néhtavat efekti leukotsiiiitide elulemusele vorreldes
negatiivse kontrolliga. Sarnaselt mittesuitsetajate rithmale esines iihtlane rakkude elulemuse
alanemine e-sigareti vedeliku korral ka suitsetajate rithmas. Suitsetaja riihma negatiivse kontrolli
korral saadi leukotsiiiitide elulemuseks 42% ning soltumata e-vedeliku maitse voi nikotiini

sisaldusest saadi stimulatsioonide korral elulemuseks 24-25%.
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Joonis 13. E-sigareti vedelike méju meeste leukotsiiiitide elulemusele. Rakukultuuri katsetes
uuriti eraldi nikotiini mittesisaldavate ja 18 pg/ml nikotiini sisaldavate e-sigareti
tubakamaitseliste ning maitseta baasvedelike mdju meeste leukotsiilitide elulemusele mitte-
suitsetajatel, endistelt suitsetajatel ja suitsetajatel. Tulemused on esitatud keskmiste védrtustena
koos standardveaga. M — mees, n — valimi suurus riihmas.

Erinevalt meestest ei ilmenud naiste hulgas néhtavat seost suitsetamisharjumuste ja leukotsiiiitide
elulemuse vahel negatiivsetest kontrollides (joonis 14). Nii mittesuitsetajate, endiste suitsetajate
kui ka suitsetajate riihmades varieerus leukotsiilitide elulemus 37-48% ulatuses.
Mittesuitsetajatest naiste rithmas on ndha, et e-sigareti vedeliku lisamisel viheneb leukotsiiiitide
elulemus ligi poole vOrra varieerudes 22-25% vahel. Kodik antud rilhma e-sigareti vedeliku
stimulatsioonidel saadud elulemuse tulemused osutusid statistiliselt olulisteks vdrreldes
negatiivse  kontrolliga. Endiste suitsetajate rithmas esinesid samalaadsed tulemused

mittesuitsetajate riihmaga. E-sigareti vedelike lisamisel vdhenes leukotsiilitide elulemus 37%-1t
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21-26%-ni. Seevastu suitsetajate riihmas esinesid teatud erinevused. Tulemustest selgus, et
tubakamaitselise e-sigareti vedeliku lisamisel rakkudele nende elulemus alaneb ning vdheneb
veelgi nikotiini olemasolul. Sarnane trend ilmnes ka maitseta baasvedeliku korral, mil nikotiini
olemasolu mdjus leukotsiilitide elulemusele pérssivalt vorreldes nikotiini mittesisaldava
vedelikuga. Kuid ootamatuks osutus e-sigareti baasvedeliku mdju suitsetajatest naiste rithmale,
millest ei ilmnenud negatiivset efekti leukotsiititide elulemusele. Eksperimentidest selgus, et nii
meestel kui ka naistel mojutab leukotstiiitide elulemust eelkdige e-sigareti vedeliku stimulatsioon

sOltumata lisatud maitse- ja 10hnaainetest v4i nikotiinist.
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Joonis 14. E-sigareti vedelike mdju naiste leukotsiiiitide elulemusele. Rakukultuuri katsetes
uuriti eraldi nikotiini mittesisaldavate ja 18 pg/ml nikotiini sisaldavate e-sigareti
tubakamaitseliste ning maitseta baasvedelike moju naiste leukotsiilitide elulemusele mitte-
suitsetajatel, endistelt suitsetajatel ja suitsetajatel. N — naine, n — valimi suurus rilhmas.
Tulemused on esitatud keskmiste vairtustena koos standardveaga. * - P < 0.05.

Analoogselt CSC mdju hindamisega leukotsiilitide alampopulatsioonidele teostati e-sigareti
vedelike moju hindamiseks samasugune katseplaan nagu eelpool kirjeldatud (peatiikk 2.3.4.3.1).
Saadavad tulemused vdimaldavad uurida, kas e-sigareti vedelikud muudavad spetsiifiliselt

leukotstiiitide alampopulatsioonide elulemust.
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2.3.4.4.1 E-sigareti vedelike moju leukotsiiiitide alampopulatsioonidele

2.3.4.4.1.1 E-sigareti vedelike méju liimfotsiiiitidele

Naiste leukotsiiiitide rakukultuuri eksperimentide tulemustest ilmnes, et sdltumata nende
suitsetamisharjumustest varieerus stimuleerimata liimfotsiiiitide elulemus peale rakukultuuri
eksperimente 36-41% vahel (joonis 15) ning erinevused liimfotsiiiitide elulemuses tulenesid
kokkupuutest e-sigareti vedelikega. Mittesuitsetajatest naiste rakkude stimuleerimisel e-sigareti
vedelikega toimus maérgatav limfotsiilitide elulemuse alanemine kuni 3%-ni olenemata e-
sigaretile lisatud maitsest vOi nikotiini sisaldusest. Ka endiste suitsetajatest naiste riihmas oli niha
e-sigareti vedelikust soltuvat limfotsiiiitide elulemuse alanemist. Kodige viiksemat moju
avaldasid e-sigareti vedelikud naistest suitsetajate rithma liimfotsiiiitide elulemusele. Nii endiste
suitsetajate kui ka suitsetajate rithmas ilmnes korrapira, millest 1dhtuvalt alanes liimfotsiititide
elulemus moélemas rilhmas kdige vdhem kokkupuutel 18 pg/ml nikotiini sisaldava tubaka-
maitselise e-sigareti vedelikuga. Endiste suitsetajate rithmas langes antud stimulatsiooni toimel

elulemus 36%-1t 28%-ni ning suitsetajate rithmas 41%-1t 34%-ni.

Erinevalt naistest varieerus meeste liimfotsiilitide elulemus mérgatavalt mittesuitsetajate, endiste
suitsetajate ja suitsetajate rithmades. Mittesuitsetajate riihmas oli liimfotsiiiitide elulemus peale
rakukultuuri 76%, suitsetajatel oli langenud 36%-ni ning endistel suitsetajate hulgas oli toimunud
laiaulatuslik liimfotsiilitide elulemuse alanemine 7%-ni (joonis 15). Nii meestest mittesuitsetajate
kui ka suitsetajate riihmas oli ndha selge liimfotsiiiitide eluemuse alanemine rakkude kokkupuutel
e-sigareti vedelikega. Seejuures ilmnesid mittesuitsetajate rithmas varieeruv mdju rakkude
elulemusele erinevate stimulatsioonide korral. Kdige enam alanes elulemus 18 pg/ml nikotiini
sisaldava tubakamaitselise e-sigareti vedeliku korral, langedes 10%-ni. E-sigareti baasvedelikega
kokkupuutel alanes liimfotsiilitide elulemus 14-18%-ni, kuid kdige vidiksemat mdju elulemuse
langusele pohjustas nikotiinita e-sigareti baasvedelik. Seevastu suitsetajate rithmas alanes
limfotsiititide elulemus 6-10%-ni olenemata stimulatsioonist. Ootamatud tulemused saadi
meestest endiste suitsetajate rithmas, milles koikide e-sigareti vedelike stimulatsioon avaldas

rakkude elulemusele pigem positiivset efekti.
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Joonis 15. E-sigareti vedelike méju liimfotsiiiitidele. Rakukultuuri katsetes uuriti eraldi
nikotiini mittesisaldavate ja 18 pg/ml nikotiini sisaldavate e-sigareti tubakamaitseliste ning
maitseta baasvedelike moju limfotsiiiitide elulemusele mittesuitsetajatel, endistelt suitsetajatel ja
suitsetajatel. Tulemused on esitatud keskmiste vdidrtustena koos standardveaga. N — naine, M —
mees.

2.3.4.4.1.2 E-sigareti vedelike méju monotsiiiitidele

E-sigareti vedelike mdju hindamisel monotsiiiitide elulemuse ilmnesid erinevused soltuvalt
sellest, kas leukotsiitidid parinesid mittesuitsetajate, endiste suitsetajate voi suitsetajate riihmadest
(joonis 16). Naistest mittesuitsetajate rithmas langes monotsiiiitide elulemus kokkupuutel kdigi e-
sigareti vedelikega 8%-It 2-3%-ni. Tulemustest selgus, et mittesuitsetajatest naiste korral viheneb
monotsiiiitide elulemus eelkdige soltuvalt kokkupuutest e-sigareti vedelikega ning selles
sisalduvad tubaka 10hna- ja maitseained ega nikotiin enam tidiendavat moju ei avaldanud. Endiste
suitsetajate rithmas vdhendas monotsiititide elulemust enim 18 pg/ml nikotiini sisaldav e-sigareti
baasvedelik, mille korral langes monotsiiiitide elulemus 22%-It 4%-ni. Nikotiini mittesisaldav
tubakamaitseline ning maitseta baasvedelik avaldasid monotsiilitidele vorreldes nikotiini
sisaldava baasvedelikuga vihem elulemust péarssivat mdju. Ootamatu tulemus ilmnes 18 pg/ml
tubakamaitselise e-sigareti vedeliku korral, mis avaldas monotsiiiitide elulemusele pigem soodsat
mdju ning millega kokkupuutel tdusis monotsiiiitide elulemus 28%-ni. Huvitavad tulemused

saadi ka suitsetajate riihmas, kus monotsiiiitide kokkupuutel erinevate uuringus kasutatud e-
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sigareti vedelikega saadi suurem elulemus vorreldes negatiivse kontrolliga. Seejuures soodustasid
monotsiiiitide elulemust enim nikotiinita e-sigareti baasvedelik ning nikotiini sisaldav e-sigareti

tubakamaitseline vedelik, mille korral saadi elulemuseks vastavalt 32% ja 33%.
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Joonis 16. E-sigareti vedelike mdju monotsiiiitidele. Rakukultuuri katsetes uuriti eraldi
nikotiini mittesisaldavate ja 18 pg/ml nikotiini sisaldavate e-sigareti tubakamaitseliste ning
maitseta baasvedelike mdju monotsiiiitide elulemusele mittesuitsetajatel, endistel suitsetajatel ja
suitsetajatel. Tulemused on esitatud keskmiste vdirtustena koos standardveaga. N — naine, M —
mees.

Sarnaselt naistele oli stimuleerimata rakkude korral ndha sama trend ka meeste rithmades, et
mittesuitsetajate korral oli monotsiiiitide elulemus madalam kui suitsuga kokkupuutunud meeste
rakkudel. Nii mittesuitsetajate kui ka endiste suitsetajate rithmades ilmnes, et rakkude
stimuleerimisel e-sigareti vedelikega jddb monotstiiite rakukultuuris rohkem ellu kui negatiivse
kontrolli korral. Samas suitsetajate riihmas sellised tulemusi ei esinenud. Suitsetajate rithmas
varieerus nii negatiivse kontrolli kui ka erinevate stimulatsioonidega e-sigareti vedelike korral
monotsiiiitide elulemus 6 - 8% vahel. Huvitavaks tulemuseks osutus see, et nii naistest kui ka
meestest endiste suitsetajate rithmades mdjusid monotsiiiitide elulemusele positiivselt kdik e-
sigareti vedelike stimulatsioonid. Sarnaselt naistele esines ka meeste korral suurim elulemus
nikotiinita e-sigareti baasvedelike ja nikotiini sisaldava tubakamaitselise e-sigareti vedeliku

korral, kiilindides vastavalt 23% ja 22%-ni.
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2.3.4.4.1.3 E-sigareti vedelike méju eosinofiilidele

Eosinofiilide korral ilmnesid varieeruvused elulemuses soltuvalt sellest, kas rakud périnesid
mittesuitsetajatelt, endistelt suitsetajatelt voi suitsetajatelt (joonis 17). Seejuures saadi sarnased
tulemused nii naiste kui ka meeste korral. Nii naistel kui ma meestel oli eosinofiilide elulemuse
negatiivse kontrolli puhul kdige korgem suitsetajate rithmades, ulatudes naistel 38%-ni ning

meestel 33%-ni.

Naistest mittesuitsetajate rithmas ilmnes margatav rakkude elulemuse alanemine kokkupuutel e-
sigareti vedelikega. Seejuures pérssis eosionofiilide elulemust kdige vihem nikotiinita e-sigareti
baasvedelik, mille korral saadi elulemuseks 21%. Ulejdsinud e-sigareti vedelike korral alanes
eosinofiilide elulemus 29%-1t 9-10%-ni. Endiste suitsetajate rithmas ei esinenud nii suurt
elulemuse vdhenemist kui mittesuitsetajatel. Mérgatav efekt saadi ainult nikotiini sisaldava e-
sigareti baasvedeliku stimulatsioonide korral, mille tulemusel alanes eosinofiilide elulemus 7%-
ni. Seevastu suitsetajate rithmas ilmnes suurem eosinofiilide elulemuse varieeruvus erienvate
stimulatsioonide korral. Tulemustest selgus, et naistest suitsetajate rithmas vihendab eosinofiilide
elulemust tubakamaitseline e-sigareti vedelik ning nikotiini olemasolu enam tdiendavad efekti ei
lisa. Nii nikotiini sisaldava kui ma mittesisaldava tubakamaitselise e-sigareti vedeliku korral

alanes eosinofiilide elulemus vastavalt 22% ja 23%-ni.

Meestest mittesuitsetajate rilhmas mdjusid eosionofiilide elulemusele parssivalt nikotiinita e-
sigareti baasvedelik ja nikotiini sisaldav tubakamaitseline e-sigareti vedelik, molemal juhul
alanes elulemus 17%-It 8%-ni. Seevastu endiste suitsetajate riithmas ei avaldanud {ikski
stimualtsioon rakkudele negatiivset efekti vdrreldes kontrolliga. Pigem soodustasid véhesel
méidral eosionofiilide elulemust nikotiini mittesisaldav  e-sigareti baasvedelik ning
tubakamaitselised e-sigareti vedelikud, mille puhul jillegi nikotiin enam tiiendavad efekti ei
andnud. Meestest suitsetajate rithmas oli kokkupuutel e-sigareti vedelikega toimunud mérgatav
rakkude elulemuse alanemine. Tulemustest selgus, et eosinofiilide elulemusele mojub negatiivselt
eelkdige e-sigareti vedeliku olemasolu ning tdiendav tubakamaitse voi nikotiin enam efekti ei
mdjutanud. Suitsetajate riihmas langes e-sigareti vedelike stimulatsioonide korral eosinofiilide

elulemus 33%-1t 13-17%-ni.
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Joonis 17. E-sigareti vedelike mdju eosionofiilidele. Rakukultuuri katsetes uuriti eraldi
nikotiini mittesisaldavate ja 18 pg/ml nikotiini sisaldavate e-sigareti tubakamaitseliste ning
maitseta baasvedelike moju eosinofiilie elulemusele mittesuitsetajatel, endistelt suitsetajatel ja
suitsetajatel. Tulemused on esitatud keskmiste vdidrtustena koos standardveaga. N — naine, M —

mecs.
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2.4 Arutelu

Antud uurimustdod tulemustest selgus, et 20-aastase perioodi jooksul on ECRHS uuringus
osalenud inimeste hulgas toimunud suitsetajate hulga vdhenemine nii meeste kui naiste seas.
Uuringus osalenute leukotsiilitide diferentsiaalloenduse tulemustest jareldus, et kdige enam
mdjutab suitsetamine neutrofiilide osakaalu muutusi vere rakulises koostises. Jargnevalt teostatud
rakukultuuri katsetest selgus, et DMSO mdjub leukotsiiiitide elulemusele iiletildiselt pérssivalt.
Seejuures ilmnes DMSO kdrval tdiendav CSC negatiivne moju eelkdige suitsetajatest meeste
eosinofiilidele. E-sigareti vedelikega kokkupuutel oli nii meestel kui ka naistel ndha koikides
uuringurithmades leukotsiiiitide elulemuse alanemist, mis osutus mittesuitsetajatest naiste hulgas
ka statistiliselt oluliseks. Seejuures pirssisid e-sigareti vedelikud nii meestel kui ka naistel

liimfotstiiitide elulemust kdikides uuringurithmades.

Suitsetamine on globaalselt levinud harjumus, mille levik on pidevas tdusutrendis.
Tubaktatoodete tarbimine suureneb maailmas pidevalt, millest levinuimad on klassikalised
sigaretid (Yanbaeva jt., 2007). Pikaaegse suitsetamisega kaasnevad muutused rakkudes, mis
osadel inimestel kulmineeruvad nii kopsuhaiguste kui ka kasvajate tekkega (Congalves jt., 2011;
Lee jt, 2012). Sellest tulenevalt on nii Eesti kui ka teiste riikide sotsiaalpoliitika eesmérk
teavitada inimesi itha enam tubakatoodete kahjulikkusest ja nende tarbimise tagajérjest tervisele
ning elukvaliteedile. Tubakatoodete tarbimise uudse voOimalusena on turule tekkinud
elektroonilised sigaretid, mille levik Euroopas algas peamiselt 2006. aastal (Noel jt., 2011). Neid
on reklaamitud kui tervisele ohutumat alternatiivi vorreldes tavasigaretiga ning kui kergendavat
meetodit suitsetamisest loobumiseks. Erinevalt teistest tubakatoodetest kehtivad e-sigarettidele
Eestis kergemad méirused vorreldes iildise tubakaseadusega'?. Kuigi aja jooksul on toimunud
pidev e-sigarettidele kehtivate nduete karmistamine. Varasemalt oli seadusega olnud lubatud ka
alaealistele elektrooniliste  sigarettide kasutamine ja miiik, kuid see keelustati

Sotsiaalministeeriumi algatatud eelnduga 2015. aastal'

. Hetkel on Sotsiaalministeeriumi poolt
algatatud uus eelndu, millega tahetakse kehtestada Euroopa Parlamendi ja Noukogu direktiiv
2014/40/EL, mille eesmirgiks on piirangute seadmine e-sigarettide miiligile ning iildise nduete

kehtestamine Euroopa Liidus'*.

2 https://www.riigiteataja.ee/akt/903024
" http://sm.ee/et/uudised/martsist-ei-tohi-e-sigarette-reklaamida-ja-alaealistele-muua
" http://ec.europa.eu/health/tobacco/docs/dir 201440 _et.pdf
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ECRHS III faasis osales kokku 94 indiviidi, kellest kaasati uuringusse 85. Uuringust eemaldati 9
indiviidi, kes olid tarbinud hormoonravimeid. Varasemalt on ndidatud, et hormoonravimite
tarbimine pohjustab granulotsiiiitide hulga tdusu ja seeldbi liimfotsiilitide osakaalu langust kogu
WBC hulgast (Breitenfield jt., 1978; Liles jt., 1995; Nagakawa jt., 1998; Chatham ja Kimberly,
2001). Kuna ECRHS viidi ldbi kolmes faasis 20-aastase perioodi jooksul oli vdimalik hinnata
uuringus osalenud Tartumaa elanike suitsetamisharjumuste muutust kogu perioodi viltel. 2013.
aastal 1dbiviidud ECRHS III faasis oli vorreldes 1993. aastal teostatud uuringu esimese faasiga
ndha maérgatav suitsetamise vdhenemine nii meeste kui ka naiste hulgas. Eesti tdiskasvanud
rahvastiku tervisekditumise uuringutest on selgunud, et vorreldes 2004. aastaga oli 2014. aastaks
ilmnenud mérgatav igapievasuitsetajate osakaalu vihenemine rahvastikust'>. Seega on selgelt
nédha trendi, et valitsuse piitidlused tubakaseaduse pideva karmistamise ja aktsiiside tdstmisega on
saavutamas eesmérki ning suitsetamise osakaal rahvastikus on pidevas langustendentsis. Kuna
ECRHS III uuringus osalenud patsientide vanus ulatus 40-64 aastani vdis vanemate patsientide
suitsetamisest loobumine olla tingitud mitte ainuiiksi soovist loobuda, vaid olla ka teadlik valik
tervisliku seisundi halvenemise tottu. Siiski vOiks loota, et inimeste teadlikkus suitsetamise

kahjulikust mojust tervisele on tdusnud.

Eksperimentaalses osas uuriti kdigepealt muutusi leukotsiiiitide alampopulatsiooinde rakulises
koostises mittesuitsetajate, endiste suitsetajate ja suitsetajate rithmades. Kuigi leukotsiiiitide
diferentsiaalloenduse tulemustes ei esienud mees- ega naispatsientide hulgas statistiliselt olulisi
erinevusi mittesuitsetajate, endiste suitsetajate ja suitsetajate vere rakulises koostises, ilmnesid
siiski teatud soost sdltuvad muutused. Meeste hulgas oli ndha, et suitsuga kokkupuutel suureneb
neutrofiilide osakaal, olles kdige korgem suitsetajate grupis. Saadud tulemusi kinnitavad ka
varasemad uuringud (Xu jt., 2008; Ziegler-Heitbrock jt., 2010). Neutrofiilid on immuunrakud,
mille osakaal suureneb eelkdige podletiku korral, kuhu nad migreeruvad iihena esimestest
rakkudest (Faurschou ja Borregaard, 2003; Kolaczkowska ja Kubes, 2013) ning algatavad
aktiivselt voorvalkude elimineerimist. Nad vabastavad pdletikuga seotud tsiitokiine, mis
voimendab veelgi podletiku protsessi ning soodutab ka teiste immuunrakkude migreerumist

piirkonda. Kuna suitsetamine soodustab pdletiku teket (van der Vaart jt., 2004; Lee jt., 2012),

' https://intra.tai.ee//images/prints/documents/14274488161 T2iskasvanud_rahvastiku_tervisek2itumise
uuring_2014.pdf

52



suureneb suitsetajatel neutrofiilide osakaal vere rakulises koostises. Erinevalt meestest ei ilmenud
naistel sarnast neutrofiilide osakaalu muutust seoses suitsetamisharjumustega. Kuna suitsetajate
riihma valimi suuruseks oli naistel vaid viis patsienti, kuid meestel {iheksa, siis ei pruukinud
oodatavad tulemused ilmneda valimirithma védiksuse tottu. Lisaks oli naiste rithma kuuluvate
patsientide keskmine suitsetamise intensiivsus 20 pakk-aastat, kuid meestel oli sama néiitaja 29
pakk-aastat. Varasemalt on avaldatud, et 20 pakk-aastat on kriitiliseks piiriks, millest suurema
suitsetamise intensiivuse korral esineb kdikide vererakkude tdus (Jensen jt., 1998). Seeda vdisid
erinevused vere rakulises koostises naiste ja meeste seas tuleneda suitsetamise intensiivuse
suurest varieeruvusest. Jarjepidev intensiivne suitsetamine vOib vdimendada kroonilist pdletikku

organismis, mille tulemusel suureneb ka neutrofiilide osakaal leukotstiiitide hulgas.

Rakukultuuri katsetes CSC-ga selgus, et peamiselt mdjutab leukotsiiiitide eluemust koikides
patsientide gruppides DMSO. DMSO stimulatsioonid tehti eraldi CSC kontrolliks, sest seda
kasutati CSC lahustamiseks. Kuna DMSO mdjul védhenes rakukultuuris leukotsiiiitide elulemus
mirgatavalt, vois CSC efekt elulemusele jddda maskeerituks. Voimalik, et CSC efekti

saavutamiseks oleks pidanud eksperimendis kasutama suuremat kontsentratsiooni kui 18 pg/ml.

Leukotsiititide alampopulatsioonide elulemuse hindamisest DMSO ja CSC toimel selgus, et
molemad stimulandid mdjutavad liimfotsiilitide ja monotsiiiitide elulemust sarnase mustri alusel.
Nii mittesuitsetajate, endiste suitsetajate kui ka suitsetajate rithmades oli ndha elulemuse
vihenemist, mis oli tingitud DMSO-st ning CSC tdiendavat efekti ei omanud. Seetdttu voib viita,
et antud kontsentratsioonil mojutab inimese perifeerse vere mononukleaarsetele rakkude
elulemust eelkdige CSC-s sisalduv DMSO. Seevastu eosinofiilide hulgas oli ndha erinevusi
DMSO ning CSC stimulatsiooni korral, millest ilmnes nii rakkude elulemust soodustav kui ka
parssiv efekt soltuvalt sellest, kas leukotsiiiidid parinesid mittesuitsetajate, endiste suitsetajate voi

suitsetajate riihmadest.

CSC kui referentssigaret ei anna kindlasti otsest iilevaadet suitsetamise mojust vererakkudele,
kuid teatud jdreldusi saab sellest siiski teha. Saadud tulemstest selgus, et CSC stimulatsioonide
korral pérsib pdhiliselt rakkude elulemust DMSO, mis on iiks peamisi CSC komponente. Seega
ei ole antud katsetulemuste korral vdimalik luua paralleele sigareti suitsu muude komponentide
mojuga inimese perifeerse vere leukotsiiiitidele. Hetkel on selgusetu, kas suitsetamine avaldab

otsest mdju eosinofiilide elulemusele, kuid varasemalt on teada, et suitsetamine indutseerib

53



eotaksiini produktsiooni, mis on iiks olulisemaid eosinofiilide migratsiooni pdohjustavatest
poletikulistest mediaatoritest (Yamamoto jt., 2003). Meeste seas vihenes eosionofiilide elulemus
kokkupuutel CSC-ga soltuvalt suitsetamiseharjumustestt. CSC omas DMSO korval silmnéhtavat
lisaefekti eosinofiilide elulemuse alanemisele suitsetajate rithmas. Kuna meeste suitsetamise
intensiivsus kiilindis keskmiselt 29 pakk-aastani vodib arvata, et jdrjepideva ja intensiivse
suitsetamise tulemusel viheneb eosinofiilide elulemus. Seega védrib suitsetamise mdju uurimine
eosinofiilide elulemusele tdhelepanu ka tulevikus. Kuigi meie eksperimentides ei esinenud CSC
stimulatsioonidel DMSO kd&rval mérgatavat efekti leukotsiiiitide elulemusele, on vdimalik, et
CSC mojutas pdletikuliste tsiitokiinide produktsiooni. Selle uurimiseks tuleks jérgnevalt mdota
CSC indutseeritud pdletikuliste tsiitokiinide produktsiooni muutust, mille ulatus ei pruukinud
avaldada moju leukotsiiiitide elulemusele. Antud katsetulemuste pdohjal ei saa hinnata, kas CSC
mojutab koiki granulotsiiiite voi omab efekti ainult eosinofiilidele. Kuna neutrofiilidele on omane
véga liihike eluiga (Galli jt., 2011), siis ei olnud vdimalik neid rakukultuuris analiiiisida. Ka CSC
mdju kohta basofiilidele ei saa teha jareldusi, sest nende arvukus veres on keskmiselt 0,5-1%
(Falcone jt., 2000), mistottu ei olnud véimalik limiteeritud rakkude koguse tottu hinnata nende

elulemust.

Paralleelselt CSC-ga teostati rakukultuuri analiilisid ka e-sigareti vedelikega. Katsetes kasutati
nelja e-sigareti vedelikku: nikotiini mittesisaldavat maitseta baasvedelikku, 18 pg/ml nikotiini
kontsentratsiooniga maitseta baasvedelikku, nikotiini mittesisaldavat tubakamaitselist vedelikku
ning 18 pg/ml nikotiini kontsentratsiooniga tubakamaitselist vedelikku. Vedelike valikul
rakukultuuri katsetesse ldhtuti sellest, et oleks vdimalik hinnata eraldi nii e-sigareti vedeliku mdju
leukotstiiitidele tiildiselt, seejdrel hinnata vedelikus sisalduvate 16hna- ja maitselisandite ning ka
nikotiini modju leukotsiilitide elulemusele. Eksperimentides kasutatava maitsevedeliku valikul
lahtuti tarbijate seas iithest populaarsemast e-sigareti vedelikust, mistottu valiti katsetesse
tubakamaitselised e-sigareti vedelikud. Kuna elektrooniliste sigarettide t66pohimdte seiseb selles,
et vedelik kuumutatakse ja kondenseeritakse auruks, siis ei esine e-sigareti vedelikul otsest
kontakti hingamisteede rakkudega ning ei toimu ka imendumist vereringesse. Seetdttu ei saa

antud katsetetulemuste pdhjal leida otseseid seoseid organismis toimuvate muutusetga.

Rakukultuuri katsetest selgus, et leukotsiiiitide elulemust mojutab eelkdige kokkupuude e-sigareti
vedeliku endaga ning nikotiini ega maitse lisamine ei ole niivord seotud muutustega rakkude

elulemuses. Vedelike mdju hindamisest leukotsiiiitide alampopulatsioonidele selgus, et kdige
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tundlikumad on stimulatsioonide suhtes liimfotsiitidid. Nad on omandatud immuunse kesksed
rakud, mis migreeruvad podletikukoldesse hilisemas faasis (Ryan, ja Majno, 1977; Morgan jt.,
1991). Meie eksperimentides oli suhteliselt lithike, 6 tunnine inkubatsioon, mille tulemusel alanes
limfotstiiitide elulemus mirgatavalt. Antud asjaolu voib teoreetiliselt pdhjustada liimfotsiititide
arvu vihenemist. Sellest tulenevalt ei pruugi nende poolt kdivitatud immuunvastus olla piisav.
Seetdttu voib tekkida vigane immuunvastus vodrvalkudele, mis omakorda tingib kroonilise

poletiku teket.

Eksperimendis kasutatud e-sigareti vedelikest sisaldas kdige vihem koostisosi maitseta e-sigareti
baasvedelik. Vastavalt pakendi etiketile sisaldab antud toode vaid taimset gliitseriini, propiileen
gliikooli ning destilleeritud vett. Kuigi meile ei ole teada tipne propiileen gliikkooli ja taimse
gliitseriini kontsentratsioon vedelikus, saab rakkude elulemust pirssida kas kumbki koostisosa
eraldi vOi nende kahe kumulatiivne efekt. Taimse gliitseriini mdjust immuunrakkudele ei ole
publitseeritud andmeid. Seevastu on meie andmetel propiileen gliikkooli mdju kohta
immuuunrakkudele avaldatud iiks publikatsioon, kus ndidati, et 30 pg/ml kontsentratsioon ei

avalda efekti leukotsiiiitide elulemusele (Draing jt., 2008).

Meie uuringutulemustest selgus, et leukotsiiiitide kokkupuutel taimse gliitseriini ja propiileen
gliikooliga ilmneb mérgatav rakkude suremus. Kuna e-sigarette reklaamitakse kui tervisele
ohutumat alternatiivi suitsetamisele vdirib e-sigareti vedelike tegeliku moju uurimine kindlasti
jargnevaid eksperimente. Just naistest mittesuitsetajate rithmas esines statistiliselt oluline
leukotsiilitide elulemuse alanemine e-sigareti vedelike korral. Sellest tulenevalt ei tohiks e-
sigarette kasutama hakata inimesed, kes pole elu jooksul varasemalt suitsetanud, sest nende moju
perifeerse vere leukotsiilitidele on &ddrmiselt toksiline. See vOib omakorda tekitada hiireid
immuunsiisteemi korrektses funktsioneerimises, mis soodustab mitmete poletikuga seonduvate
haiguste teket. Selline e-sigareti vedelike moju peaks olema {iildsusele teada, et noored inimesed
ei hakkaks kasutama e-sigarettide kui uudset ja moodsat alternatiivi suitetamisele. Uuringust
selgus ka see, et kui inimesed on elu jooksul varasemalt suitsetanud, siis ei ole e-sigareti vedelike
mdju nende rakkude elulemusele niivord mérgatav. Sellisel juhul oleks e-sigarettide kasutamine
oigustatud vahendina suitsetamisest loobumiseks. On mdistetav, et antud uuringu tulemused
vajavad tdiendavat kinnitamist enne kui saab jéreldada {ildiseid soovitusi e-sigarettide kasutamise
kohta. Samas on meie tulemused toonud vélja hoopis uue potentsiaalselt tervisele ohtliku e-

sigarettide efekti, mis kindlasti védrib tdiendavaid uuringuid.
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Kéesolev magistritdo on {liks esimesi uuringuid primaarsete rakkude pdhjal, milles vaadeldakse e-
sigareti vedelike mdju inimese leukotsiiiitidele. Uurimustods saadud tulemusest jdreldus, et
vorreldes mittesuitsetajatega on suitsetajatest meeste perifeerse vere rakulises koostises
suurenenud neutrofiilide hulk, mis viitab pdletikulistele protsessidele organismis. Rakukultuuri
eksperimentidest selgus, et CSC ei avaldanud mérgatavat moju rakkude elulemusele, mis vois
olla tingitud tilalmainitud piirgangutest. Seetdttu oleks CSC mdju hindamiseks leukotsiititide
elulemusele vaja kindlasti teostada lisakatseid, kasutades kdrgema CSC kontsentratsiooniga
stimulatsioone. Kuna e-sigareti vedelike kokkupuude leukotsiiiitidega avaldas rakkude
elulemusele iildiselt parssivat moju, mis ilmnes kdige tuntavamalt mittesuitsetajate rakkudele, siis
peaks seda kindlasti edasi uurima. E-sigareti vedelike mdju tdiendavaks analiilisimiseks tuleks
leida vdimalus viia analoogsed katsed ldbi ka vedelikust kondenseeritud auruga, mis mimikeeriks
paremini organismis tekkidavdivaid muutusi. Kui jdrgnevad eksperimendid kinnitaks meie
saadud tulemusi, siis tuleks timber liikata iildlevinud arvamused e-sigarettidest kui tervisele
ohutumast alternatiivist suitsetamisele. Sel juhul tuleks ka karmistada neile kehtivaid ndudeid

ning lubada nende miiiik ainult apteekides kui ravimina suitsetamisest loobumiseks.
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KOKKUVOTE

Suitsetamine ja sellest tingitud haigused on iiheks peamiseks suremuse pdhjustajaks maailmas.
Pikaaegne suitsetamine pohjustab muutusi organismi kaitsevastuses, mis soodustab pdletiku-liste
haiguste tekkeriski. Antud uurimust66 pdhineb ECRHS uuringus osalenud indiviidide vere

leukotstiiitidel, mis grupeeriti vastavalt soole ja suitsetamisharjumustele.

Kéesoleva t00 eesmirk oli hinnata suitsetamise moju inimese perifeerse vere leukotsiiiitidele.
T60 raames anti iilevaade suitsetamise epidemioloogiast kogu uuringu andmete pohjal.
Uurimustdd eksperimentaalses osas analiiiisiti erinevusi leukotsiilitide rakulises koosseisus
mittesuitsetajate, endiste suitsetajate ja suitsetajate riihmades. Rakukultuuri katsestes uuriti

sigareti suitsu kondensaadi ja e-sigareti vedelike moju leukotsiititide elulemusele.

ECRHS uuringus osalenud indiviide suitsetamisharjumustest selgus, et 20 aastase perioodi viltel
on nii meeste kui ka naiste seas suitsetajate osakaal olnud pidevas langustrendis. Leukotsiiiitide
diferentsiaalloenduse tulemustest selgus, et suitsetamine pdhjustab enim muutusi neutrofiilide
osakaalus meestel. Rakukultuuri eksperimentidest selgus, et CSC avaldas negatiivset mdju
eelkdige suitsetajatest meeste eosinofiilidele. Leukotsiiiitide stimuleerimisel e-sigareti vedelikega
selgus, et mirgatavat rakkude elulemuse vihenemist pohjustab e-sigareti vedelik ise ning nikotiin

ja tubakamaitse ei oma tdiendavat efekti rakkude elulemuse vihenemisele.

Antud uurimust6d tulemustest vadrib oluliseimat tdhelepanu e-sigareti vedelike negatiivne efekt
leukotstiiitide elulemusele, mis naistest mittesuitsetajate rithmas pohjustas statistiliselt olulist
leukotsiiiitide elulemuse langust. Saadud tulemused annavad aluse jdrgnevate uuringute jaoks,
milles peaks keskenduma eelkdige suitsetamise mdju uurimisele eosinofiilidele ning tuleks
teostada ka tdiendavad uuringud e-sigareti vedelikest kondenseeritud auru mdju uurimiseks

leukotsuutide elulemusele.
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Smoking-Induced Changes in Human Peripheral Blood Leukocytes

Carolin Falten

SUMMARY

Smoking affetcs multiple organs and increases the risk of inflammatory diseases. Thereof tobacco

smoking is considered as one of the greatest contributors to premature death worldwide.

This study was counducted using blood samples and data obtained in the frame of European
Community Respiratory Health Survey (ECRHS). ECRHS is widesperad research project
encompassing 25 European contries. ECRHS includes three separate phases, which were carried

out over a 20 years’ period of time (1993, 2001 and 2013).

The aim of the present study was to analyze and characterize smoking induced changes in human
peripheral blood leukocytes in never, ex and current smokers’ groups. First task of this study was
to evaluate epidemiological changes in smoking during recent 20 years. Secondly, we analyzed
smoking induced changes in leukocyte subpopulations. Then, we evaluated the directed effects of
cigarette smoke condensate and electronic cigarette liquids on the survival of human peripheral

blood leukocytes.

We found that there is a continious decrease in smokers’ proportion over the recent decades.
From experimental data we also found that in male smokers’ the relative number of neutrophils
was increased. /n vitro experiments results showed that CSC has a negative effect on male
smokers’ eosinophiles. /n vitro stimulations with e-cigarette liquids showed remarkable decrease
in blood leukocyte viability. Moreover, the most harmful effect on leukocyte viability was in the

female never smokers’ group.
Further studies with more participants are needed in order to confirm our results, particularly

those regarding the role of eosinophils in smoking-induced disorders and those which suggest

that e-cigarette liquids reduce the viability of blood leukocytes.

58



TANUSONAD

Kéesolev magistritod on valminud tdnu kolleegide, perekonna ja sdprade suurele toele ja abile.
Suurt tinu vddrivad minu kaks juhendajat. Olen viiga tinulik Tartu Ulikooli
Tehnoloogiainstituudi Siirdeimmunoloogia grupi juhile Svetlana Sergejevale, kes usaldas minu
hoolde niivord olulise ja pidevakajalise teema uurimise. Tdnan, et andsid mulle piisavalt
voimalusi ja otsustusdigust enda projekti katselise osa koostamisel. Olen tanulik kdigi laboris
peetud végagi inspireerivate ja harivate arutelude eest. Ténan, et aitasid sdilitada positiivset meelt
ka esialgsete negatiivsete tulemuste kogunemisel, mille kéigus suunasid ja Opetasid mind
analiilisima nende tekkepdhjuseid ning sellest ldhtuvalt tegema vajalikke korrektuure katsete
onnestumiseks. Olen vidga tanulik ka selle eest, et vOimaldasid mul osaleda &drmiselt harival

rahvusvahelisel teadustoode konverentsil.

Suured tdnusdnad kuuluvad ka juhendaja Berit Pilden-Sarvile, kes usaldas minu kitesse osa enda
suuremast projektist. Tdnan sind vdga abi eest t60 eksperimentaalse osa koostamisel ning
erinevate katsemetoodikate Oppimisel. Tdnu sinu algatatud laboratoorsele todle oli minul olemas
algmaterjal antud magistritdod eksperimentaalse osa ldbiviimiseks. Ténan sind ka igakiilgse abi
eest 10putdd parandamisel ja selle valmimisele kaasaaitamisel. Olen véga tdnulik ka koikide

laboris peetud iihiste nii teaduslike ja inspireerivate kui ka Idbusate vestluste eest.
Ténan siidamest ka oma perekonda, kes on vdimaldanud mul keskenduda murevabalt dpingutele

ning mind igati toetanud. Ténan védga ka Sten Karrot ja Kadi Lodhmussaart igakiilgse toe ning

abivalmiduse eest ning Anastassia Lenskajat meeldiva seltskonna ja abistamise eest.
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