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INFOLEHT

Liihikokkuvéte. Esimest tiilipi diabeet (T1D) on autoimmuunhaigus, mida pohjustavad
autoreaktiivsed T-rakud, mis kahjustavad pankrease saarekestes asuvaid insuliini tootvaid
rakke. T-rakud ja teised immuunsiisteemi rakud vabastavad erinevat tiilipi véikeseid
signaalmolekule, tsiitokiine, mis voivad osaleda T1D patogeneesis. Me kasutasime
multipleksset tehnoloogiat (XMAP®), et maiidrata &sja diagnoositud T1D patsientide
vereplasmas korraga mitmete tsiitokiinide kontsentratsioonid. Saadud andmeid analiiiisiti
tarkvaraprogrammiga R. Me leidisme, et T1D patsientidel on korgenenud kemokiinide ja
poletikuvastase retseptori TNF-RII tasemed vorreldes vordlusgrupiga. Ullatavalt oli noortel
T1D haigetel oluliselt madalamad resistiini kontsentratsioonid. Resistiin on hiljuti avastatud
adipokiin, mida on pigem seostatud teist tiiiipi diabeediga (T2D). Diabeetilist ketoatsidoosi, mis
on iiks levinumaid T1D komplikatsioone, iseloomustasid nihked adipokiinide ja loomuliku
immuunsuse tsiitokiinide tasemetes. Tsiitokiinide kohandamisel statistilistes mudelites tuli
viélja, et nende kontsentratsioonide méadramisel tuleks kindlasti arvesse votta ka kofaktorite,
eeskitt verevotmise aastaaja moju.

Mirksonad: esimest tiiiipi diabeet, tsiitokiinid, autoantikehad, HLA, diabeetiline ketoatsidoos,
multipleksne analiitis; CERCS kood: B500 (immunoloogia)

Abstract. Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disorder that is characterised by destruction
of insulin producing cells in pancreas by autoreactive T-cells. T-cells and other immune cells
produce different kind of signal proteins called cytokines. Cytokines could play a potentially
pathogenetic role in T1D development. We used multiplex technology (XMAP®) to detect
simultaneously multiple cytokines in plasma samples of newly diagnosed T1D patients. The
data was analysed using R software. We discovered that young T1D patients had elevated levels
of chemokines and anti-inflammatory TNF-a receptor compared to control group. Surprisingly
we also found that T1D patients had decreased levels of resistin — a recently discovered
adipocytokine that has mostly been linked to type 2 diabetes (T2D). Diabetic ketoacidosis,
which is a serious complication of T1D, was characterised by dysregulation of levels of
adipokines and cytokines of innate immunity. Adjusting cytokine concentrations for
confounders in statistical models revealed that, great attention must be paid to the effect of
covariates, especially a seasonal variability of cytokine concentrations.

Keywords: diabetes mellitus type 1, cytokines, autoantibodies, HLA, diabetic ketoacidosis,
multiplex assay, seasonal variability; CERCS code: B500 (immunology)
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KASUTATUD LUHENDID

AlC
ADA
AK
AAK
APC
Ccv
DC
DKA
ELISA

EDTA
FPGT
GADS65

GABA
GADA
GDM
GM-CSF

HLA
IA-2
IA-2A

IAA
ICA

IFN-y
IFG
IGT
IL
IP-10

- gliikeeritud hemoglobiin (ingl glycated hemoglobin)

- Ameerika Diabeedi Assotsiatsioon (ingl American Diabetes Association)
- antikeha (ingl antibody)

- autoantikeha (ingl autoantibody)

- antigeene esitlevad rakud (ingl antigen presenting cells)

- kordusmédramiste variatsioonikoefitsent (ingl coefficient of variation)

- dentriitrakud ( ingl dentritic cells)

- diabeetiline ketoatsidoos (ingl diabetic ketoacidosis)

- ensliimkaudne immunosorptsioonimeetod (ingl  enzyme-linked
immunosorbent assay)

- etiileendiamiin tetraetaanhappe (ingl ethylenediaminetetraacetic acid)

- paastugliikoosi test (ingl fasting plasma glucose test)

- glutamiinhappe dekarboksiilaasi isovorm 65 (ingl glutamic acid
decarboxylase isoform 65)

- gamma-aminovoihape (ingl gamma-Aminobutyric acid)

- GADG65-vastased autoantikehad (ingl GAD65 autoantibodies)

- rasedusaegne diabeet (ingl gestational diabetes mellitus)

- granulotstiiitide ja monotsiiiitide kolooniaid stimuleeriv faktor (ingl
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

- inimese leukotstitidi antigeen (ingl human leukocyte antigen)

- insulinoomiga seotud valk 2 (ingl insulinoma-associated protein 2)

- insulinoomiga seotud valk 2-e vastased autoantikehad (ingl insulinoma-
associated protein 2 autoantibodies)

- insuliini-vastased autoantikehad (ingl insulin autoantibodies)

- pankrease saarekeste vastased autoantikehad (ingl islet cell
autoantibodies)

- gamma-interferoon (ingl interferon-gamma)

- paastugliikoosi haire (ingl impaired fasting glucose)

- gliikkoositaluvuse héire (ingl impaired glucose tolerance)

- interleukiin (ingl interleukin)

- IFN-y indutseeritud valk 10 (ingl interferon-gamma induced protein 10)

- insuliiniresistentsus (ingl insulin resistance)
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- tdiskasvanueas arenev autoimmuune diabeet (ingl latent autoimmune
diabetes in adults)

- aheldatuse tasakaalutus (ingl linkage disequilibrium)

- monotsiilitide kemoatraktant valk 1 (ingl monocyte chemoattractant
protein 1)

- peamine koesobivuskompleks (ingl major histocompatibility complex)

- keskmine fluorestsentsi intensiivsus (ingl median fluorescent intensity)

- makrofaagide poletiku valk 1p (ingl macrophage inflammatory protein
1B)

- noorte kiipsuseas algav diabeet (ingl maturity onset diabetes of young)

- Rahvuslik Glikohemoglobiini Standardiseerimise Programm (ingl
National Glycohemoglobin Standardization Program)

- loomulikud tapjarakud (ingl natural killer cells)

- mitterasvunud diabeetiline hiir (ingl non-obese diabetic mouse)

- Sansside suhe (ingl odds ratio)
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- Maailma Terviseorganisatsioon (ingl World Health Organization)



SISSEJUHATUS

Esimest thiipi diabeet (TID — type 1 diabetes) on autoimmuunhaigus, mida
iseloomustab korgenenud veresuhkru tase. T1D pdhjustavad autoreaktiivsed T-rakud, mis
riindavad pankreases insuliini tootvaid B-rakke. Juba aastaid enne haiguse avaldumist vdib
tuvastada T1D haige veres diabeediga seotud autoantikehasid (AAK — autoantibody), mille
tapne funktsioon seoses diabeediga on hetkel veel teadmata. Liiga kdrge veresuhkru tase ja pea
olematu insuliini sekretsioon voib viia eluohtliku seisundi — diabeetilise ketoatsidoosi tekkeni.

Arvatakse, et T1D tekkel méngivad oma osa ka erinevate T-rakkude ja makrofaagide
poolt toodetud signaalmolekulid — tsiitokiinid. Tsiitokiinid vdivad kahjustada pankreast nii
otseseslt kui ka kaudselt (nditeks meelitavad teisi rakke ligi), kuid vdivad omada ka kaitsvat
toimet (nditeks indutseerivad autoimmuunseid protsesse mahasuruvate regulatoorstee T-
rakkude arengut). Nihked erinevat tiiiipi tsiitokiinide tasakaalus vodivad viia mitmete
autoimmuunhaiguste tekkeni.

Tsiitokiinide rolli kohta T1D patoloogias (eeskitt loommudelites) voib kirjanduses leida
véaga palju viiteid. Inimestes on tsiitokiinide moju vdhem uuritud ja tihtipeale on tulemused
vastuolulised. Tsiitokiinid ei toimi enamasti liksikult, vaid terve vorgustikuna. Seetdttu oleks
eriti oluline uurida tsiitokiinide koosmoju ehk nende profiili. Jérjest enam leiavad tsiitokiinide
médramisel kasutust multiplekssed meetod, mis voimaldavad {ihes vereproovis maérata korraga
kuni 100 erineva biomarkeri kontsentratsioonid. See teeb tsiitokiinide profiili uurimise oluliselt
lihtsamaks. Tsiitokiinide madramisel peab olema addrmiselt hoolikas, kuna antud biomarkerite
tasemeid voivad tugevasti mojutada néiteks kellaaeg voi aastaaeg, millal veri voeti, sugu ja ka
geneetiline taust. Samuti tuleb olla ettevaatlik tsiitokiinide kéitlemisel, pikaajalisel sdilitamisel

ja mitmekordsel proovide iilessulatamisel, kuna nad voivad kergesti laguneda voi agregeeruda.

Antud t66 eesmirgiks oli uurida dsja diagnoositud esimest tiiiipi diabeedi haigete
tsiitokiinide profiili ja selgitada, kas ja kuidas vdivad diabeetilised ainevahetushiired ning
autoantikehad tsiitokiinide profiilis nihked pdhjustada. Samuti vaadeldi, kuidas vdiksid
tstitokiinide tasemeid mojutada kofaktorid nagu verevotu aastaaeg ja T1D-ga kdige tugevamalt
seostuva lookuse, inimese leukotsiiiidi antigeeni klass I (HLA-II — human leukocyte antigen

class Il) erinevad alleelid.

Kiesolev uuring viidi libi Tartu Ulikooli meditsiini teaduste valdkonna Bio- ja Siirdemeditsiini

instituudi Immunoloogia osakonnas.



1. KIRIANDUSE ULEVAADE

1.1 Esimest tiiiipi diabeedi diagnoosimine ja stimptomid

1.1.1 Esimest tiilipi diabeedi lildiseloomustus

Diabeet echk suhkurtdbi (lad diabetes mellitus) on liigsuhkurveresusega kulgev
ainevahetushaigus. Diabeet jaguneb erinevateks alavormideks, millest peamisteks loetakse
esimest ja teist tlitipi diabeeti (vastaval T1D — type 1 diabetes ja T2D — type 2 diabetes) ning
gestatsioonidiabeeti (GDM — gestational diabetes mellitus). Muude alavormide hulka kuuluvad
veel nditeks tdiskasvanueas arenev autoimmuunne diabeet (LADA - latent autoimmune
diabetes in adults), mida vdib lugeda T1D erijuhuks, ja noorte kiipsuseas algav diabeet (MODY
- maturity onset diabetes of young), kuid neid leidub populatsioonis mérgatavalt vihem (ADA,
2014; Stenstrom et al., 2005).

Esimest tiitipi diabeeti nimetatakse ka noorte suhkurtdoveks voi insuliinsdltuvaks
diabeediks. T1D moodustab koigist diabeedijuhtudest hinnanguliselt 5%-10% (Maahs et al.,
2010). T1D on autoimmuunne haigus, mille korral p66rdub immuunsiisteem organismi enda
vastu ja asub havitama pankrease Langerhansi saarekestes paiknevaid insuliini tootvaid -
rakke. Sellest tulenevalt ei suuda organism enam ise insuliini toota (absoluutne
insuliinidefitsiitus) ja haige vajab eksogeense insuliini siistimist (ADA, 2014).

Esimest tiiiipi diabeeti diagnoositakse tavaliselt 10-14-aastastel noortel, kuid jarjest
enam avaldub see ka vanematel kui 21-aastastel isikutel (Maahs et al., 2010). T1D peamiseks
stimptomiks on hiiperglilkeemia, mis pdhjustab janu- ja niljatunde tdusu, uriini hulga
suurenemist, nidgemishdireid, vasimust ja (vdhemalt alguses) ka kehakaalu langust (ADA,
2014). T1D ravimata jatmisel voib tekkida eluohtlik seisund — ketoatsidoos (DKA — diabetic
ketoacidosis). Ketoatsidoos on ainevahetushdire, mille korral muudavad maksa lagundatud
rasvhapped vere happe-aluse tasakaalu happelises suunas ile kriitilise piiri (pH < 7,3;
normvadrtus 7,35-7,45) (Kitabchi et al., 2004).

1.1.2 Esimest tiiiipi diabeedi diagnoosimine

T1D diagnoosimisele eelneb iiletildiselt diabeedi diagnoosimine, mis pohineb, kas
gliikeeritud hemoglobiini (A1C — glycated hemoglobin) v6i plasmagliikoosi nditajatel. Viimane
jaguneb omakorda kaheks — moddetakse, kas paastugliikoosi (FPGT — fasting plasma glucose

test) voi 2-tunni plasmagliitkoosi taset parast suukaudset 75 grammi gliikoosi manustamist.
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Viimast testi kutsutakse ka gliikoosi taluvustestiks (OGTT — oral glucose tolerance test). Vahel
maédratakse ka juhusliku gliikoosi taset veres. Diabeedi diagnoosi kinnitamiseks piisab vaid iihte
tiilipi testist, kuid kindlasti peab tegema kordusmaédramisi. KSik eelmainitud teste kasutatakse
nii diabeedi sdeluuringutes kui ka diagnoosimisel, samuti saab nende testide abil tuvastada

prediabeeti (ADA, 2015). Diabeedi diagnoosi kriteeriumid on kokkuvdtlikult ndha tabelis 1.

Tabel 1. Diabeedi diagnoosi kriteeriumid (WHO, 1999).

Paastugliikoos 2-tunni gliikoos
mmol/l (mg/dl) mmol/l (mg/dl)
Normvéirtus <6,1(<110) <7,8(<140)
IFG! 6,1-7,0*
(110 - 126)
IGT? > 17,8 (= 140)
Diabeet >7,0 (=126) > 11,1 (=200)

1 — paastugliikoosi héire (impaired fasting glucose), 2 — gliikoositaluvuse haire (impaired
glucose tolerance); *ADA seab IFG piirideks 100-125 mg/dL (5,6-6,9 mmol/l) (ADA, 2015).

Ameerika Diabeedi Assotsiatsioon (ADA — American Diabetes Association) lubab
diabeedi diagnoosimisel kasutada Rahvusliku Glitkohemoglobiini Standardiseerimise
Programmi (NGSP - National Glycohemoglobin Standardization Program) poolt
sertifitseeritud ja standartiseeritud AIC testi. Maailma Terviseorganisatsioon (WHO — World
Health Organization) aga hetkel veel seda ei tunnusta. A1C test peegeldab gliikkoosi keskmist
kontsentratsiooni veres viimase kahe-kolme kuu jooksul. Diabeedi diagnoosimiseks peab antud
testi AIC-véartus olema > 6,5%. Testi plussiks on see, et vere vOtmiseks ei pea enne seda
viahemalt 8 tundi paastuma. Muud mitte-standartiseeritud AIC testid (nn abi-koha-testid —
point-of-care-tests) on lubatud ainult T1D monitoorimisel ja raviplaani koostamisel (ADA,
2015).

Hetkel ei ole saadaval mitte iihtegi standardiseeritud kliinilist testi v&i tuvastatud
spetsiifilist tunnust, mille pohjal saaks kindlalt eristada esimest tiilipi diabeeti teist tiilipi
diabeedist. ADA toob vilja ainult kriteeriumid, kuidas diagnoosida diabeeti, kuid mitte seda,
kuidas eristada T1D-d T2D-st (ADA, 2015).

Oluliseks diferentsiaaldiagnostiliseks kriteeriumiks on C-peptiidi kontsentratsioonid,
mis erinevad T1D ja T2D haigetel. C-peptiid eraldub endogeense proinsuliini molekuli

16ikamisel aktiivseks insuliiniks. Absoluutse insuliini defitsiidiga T1D patsientidel on C-
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peptiidi kontsentratsioon alla referentsvaartuse, teist tiitipi diabeedi haigetel, keda iseloomustab
insuliiniresistentsus, aga iile normvéartuse. C-peptiid on molekul, mida sekreteeritakse verre
insuliiniga ekvimolaarses koguses. C-peptiidi mairamist eelistatakse insuliini mairamisele,
kuna insuliini testimine vOtab arvesse ka eksogeense insuliini. See aga ei anna Giget pilti
organismi enda insuliini tootmise vdoimalikest héiretest (Jones et Hattersley, 2013).

Erinevalt T2D-st on T1D autoimmuunne haigus, mistottu vOib esimest tiilipi
diabeetikutel leiduda mitmeid erinevaid pankrease saarekeste autoantigeenide vastaseid AAK-
sid. Siiski ei ole AAK-de madramine T1D diagnoosimise ndue (Atkinson et al., 2014). Umbes
30% &sja diagnoositud T1D patsientidest satub esmakordselt haiglasse just diabeetilise

ketoatsidoosi tottu (Silverstein et al., 2005).

1.1.2.1 Esimest tiilipi diabeediga seotud ainevahetushéired

Diabeetiline ketoatsidoos (DKA) on seisund, mis tekib suhtelise voi téieliku
insuliinipuudulikkuse foonil ja millega kaasneb hiipergliikeemia, atsideemia (vere pH < 7,3),
ketonuuria (ketokehade esinemine uriinis) ja sageli ka organismi {ildine vedelikupuudus.
Diabeetilist ketoatsidoosi seostatakse enamasti dsja diagnoositud T1D patsientidega ja
ebakorrektse insuliiniraviga (Tillmann et Griinberg, 2003; Lewis, 2000).

Insuliini puudumisel ei suuda koed (nt lihaskude) gliikoosi vastu votta. Sellest tulenevalt
voimendab insuliinile vastupidise toimega hormoon glikkagoon rasvkoe lagundamist ja
glilkoneogeneesi. Rasvhapete oksilideerimise tagajdrjel moodustuvad ketokehad —
atseetoatsetaat ja [-hiidroksiibutiiraat, mis muudavad vere happelisemaks. Lisaks pohjustab
hiipergliikeemia osmootilist diureesi, mille tottu viiakse rakuvéline naatrium, kaalium ja vesi
organismist vélja (Lewis, 2000; Gosmanov, 2015).

DKA klassikalisteks siimptomiteks on hiipergliikeemia, iiveldus, oksendamine,
vedelikupuudus ja iileiildine halb enesetunne. Diagnoosi panemine v3ib olla keeruline, kuna ei
teata, et patsiendil on diabeet voi maskeerivad teised siimptomid ketoatsedoosi olemasolu.
DKA patsiente iseloomustab ka ketootiline hingedhk, kuna ketoone valjutatakse kehast mitte
ainult uriini, vaid ka kopsude teel (Lewis, 2000).

DKA iiheks suurimaks probleemiks on vedelikudefitsiitsus, mistottu tehakse haigele
esmasel etapil vedelikuravi: patsiendile manustatakse nii 0,9% naatriumkloriidi kui ka
gliikoosilahust. Ulekantavale vedelikule lisatakse enamasti ka kaaliumi. Insuliiniravi
alustatakse alles pérast vedelikuravi alustamist, kuna viimasega hakkab veresuhkru tase

iseenesest vihenema (Tillmann et Griinberg, 2003).
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1.1.2.2 Diabeediga seotud autoantikehad

Kuigi diabeediga seotud AAK-de médidramine ei kuulu ametlikult T1D ametlike
diagnoosikriteeriumite hulka, on need siiski hea abimaterjal nii T1D tekke ennustamisel kui ka
lisakinnituse saamiseks diferentsiaaldiagnoosil. Hetkel on tuvastatud viis pohilist diabeedi
AAK-d, mille hulka kuuluvad pankrease saarekeste vastased autoantikehad (ICA — islet cell
autoantibodies), insuliini autoantikehad (IAA — insulin autoantibodies), insulinoomiga seotud
valk 2-e vastased autoantikehad (IA-2A - insulinoma-associated protein 2 autoantibodies),
glutamiinhappe dekarboksiilaasi isovormi 65 vastased autoantikehad (GADA - GADG65
autoantibodies) ja hiljuti avastatud tsingi transporter 8 vastased autoantikehad (anti-ZnT8 —
anti-zinc transporter 8) (Zhang et Eisenbarth, 2011). T1D AAK-d tekivad tavaliselt kuid voi
isegi aastaid enne diabeedi kliiniliste siimptomite esinemist ja voivad olla tuvastatavad lastel
alates esimesest eluaastast (Barker et al., 2004).

T1D korgenenud riskiga ei ole seotud eelkdige mitte konkreetne AAK tiiiip, vaid
erinevate diabeedi AAK-de arv. Verge et al. viisid ldbi uuringu indiviididel, kelle 1dhisugulased
olid T1D haiged. Uuritavatel mdddeti GADA, 1A-2A ja IAA tasemed ja neid jalgiti kuni 11
aastat. Leiti, et T1D risk suurenes iga uue AAK tiiiibi ilmumisega. Nendel uuritavatel, kellel
tuvastati kaks voi rohkem AAK-d, oli viie aasta T1D tekke risk 68%. Nendel uuritavatel, kellel
tuvastati kdik kolm AAK-d, oli viie aasta T1D tekke risk lausa 100% (Verge et al., 1996).

Yu et al. uuringust jareldub, et AAK-d tekivad mitte kdik korraga, vaid pigem teatud
jarjekorras. GADA vdi IAA-d voib detekteerida koige varem ja hilisemalt tekib 1A-2. See, et
mitu AAK 16puks koos esinevad, voib juhtuda viga kiirelt ja eriti just noortel. Enamasti votab
kaksik- voi kolmikpositiivsuse teke aecga kuid voi isegi aastaid (Yu et al., 1996).

Kuigi diabeedi AAK-sid kasutatakse T1D tekke ennustamiseks, siis suure tdoendosega
need AAK-d ise B-rakkude destruktsioonis ei osale. Selle tdestamiseks viidi ldbi uuring, kus
vaadeldi naisi, kes olid raseduse ajal GADA vdi IA-2A positiivsed ja seetdttu kandsid platsenta
kaudu antud AAK-sid iile ka oma veel siindimata lapsele. Pérast siindi jalgiti neid lapsi, kuid
nende hulgas ei tuvastatud diabeediriski suurenemist, vastupidi: AAK-del ilmnes isegi kaitsev
efekt (Koczwara et al., 2004).

Pankrease saarekeste vastased autoantikehad (ICA) ja insuliini-vastased autoantikehad
(1AA)

ICA avastati kodige varem, kasutades selleks inimese pankrease kiilmutatud 16iku

(Bottazzo et al, 1974). ICA sihtmérgiks on mitmed pankrease saarckeste autoantigeenid nagu
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IA-2, GAD ja ZnT8 (Zhang et Eisenbart, 2011). ICA méidramine kaudse immunofluorestsents
meetodiga on keeruline — tulemused kalduvad varieeruma (standardiseerimine raskendatud) ja
protsess ise on toomahukas. Lisaks sellele on ICA mairamiseks vaja inimese pankrease
kiilmutatud 16iku. Seetottu méaratakse tinapdeval ICA-sid jarjest harvem (Zhang et Eisenbarth,
2011).

IAA olemasolu néitasid Palmer ja tema kaastootajad 1983. aastal (Palmer et al., 1983).
IAA-d on enamasti esimesed AAK-d, mida tuvastatakse lastel, kellel areneb vilja T1D
(Hummel et al., 2004) ning IAA tiitrid korreleeruvad negatiivselt T1D avaldumise vanusega
(Achenbach et al., 2004). IAA-d on celkdige kasulikud diabeedi tekke ennustamiseks, kuid
parast rohkem kui kaks néddalalt kestnud insuliiniravi muutub nende modtmine

mitteinformatiivseks, sest voivad tekkida AK-d siistitud insuliini vastu (Pihoker et al., 2005).

Glutamiinhappe dekarboksiilaasi isovormi 65 vastased autoantikehad (GADA)

Glutamiinhappe dekarboksiilaas (GAD — glutamic acid decarboxylase) on peamine
ensiiiim, mis osaleb y-aminovoihappe (GABA — y-amino butyric acid) siinteesis. GABA puhul
on tegemist aga inhibitoorse neurotransmitteriga. GAD ja GABA esinevad eelkdige
nirvirakkudes, kuid huvitaval kombel v&ib neid samuti leida spetsiifilistes mitte-
neuraalrakkudes ja organites nagu pankreas (Reetz et al., 1991; Jun et al., 2002). GAD esineb
imetajates kahe isovormina, GAD67 ja GADG65, millest just viimast seostatakse T1D-ga (Zhang
etal., 2011).

GADA tiitrid on ndidanud korrelatsiooni pikaajaliste diabeedi komplikatsioonidega
nagu retinopaatia 15 aastat parast T1D diagnoosimist (Jensen et al., 2011). GADA abil saab
eristada tdiskasvanueas arenevat autoimmuunset diabeeti (LADA) T2D-st (Tuomi et al., 1993;
Zimmer et al., 1994; Tuomi et al., 1999).

Insulinoomiga seotud valk 2-e vastased autoantikehad (1A-2A)

IA-2 (ehk ICA512) on sekretoorsete graanulite transmembraanne valk, mida
ekspresseeritakse nii insuliini tootvates P-rakkudes kui ka teistes peptiide sekreteerivates
endokriinsetes rakkudes ja neurosekretoorseid graanuleid sisaldavates neuronites. 1A-2A
reageerib 1A-2 valgu rakusisese osaga. (Solimena et al., 1996).

Asja diagnoositud T1D lastel, kellel tuvastati ainult IA-2A positiivsus, oli tugevam seos
korgeriskiliste HLA haplotiiiipidega vorreldes nende lastega, kellel tuvastati nii [A-2A, IAA

kui ka GADA (Mikinen et al., 2008). Sosenko et al. (2011) avastasid, et T1D Kkliinilise
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progressiooni ajal 1A-2A tiitrid suurenevad ja algselt 1A-2A negatiivsed patsiendid muutuvad

positiivseks.

Tsingi transporter 8 vastased autoantikehad (Anti-ZnT8)

Tsink on vajalik insuliini sekretsiooniks, toimimiseks ja selle talletamiseks rakkudesse.
Insuliini transporditakse B-rakkude tsiitoplasmast vastavatesse sekretoorsetesse graanulitesse
SLC30A tsink-transporterite kaasabil. ZnT8-t ekspresseeritakse spetsiifiliselt pankrease [-
rakkudes ning aastal 2007 tuvastati, et tegu on iihe pohilise T1D autoantigeeniga (Wenzlau et
al., 2007). Anti-ZnT8 ennustab T1D riski, sdltumata teistest diabeedi AAK-dest, vanusest ja
HLA riskigrupist ning selle lisamine T1D ennustamise ja ennetamise uuringutesse on moistlik
(Yuetal. 2009). Long et al. (2012) leidsid samuti, et ZnT8A on kasulik T1D riskimarker, kuid

seda peamiselt madala geneetilise riskiga ja vanematel kui 20-aastastel indiviidel.

1.1.2.3 Esimest tiitipi diabeet ja teised autoimmuunhaigused

Tihtipeale esineb esimest tiilipi diabeet koos teiste autoimmuunhaigustega, niiteks
autoimmuunse tiireoidiidi, tsoliaakia voi Addisoni tdvega (Taplin et al., 2008). Kilpnidrme
mikrosomaalse peroksiidaasi (TPO - thyroid peroxidase ) vastased AAK-d ja tiireoglobuliini
(TG - thyroglobulin) vastased AAK-d ilmestavad autoimmuunste kilpnddrmehaiguste
haiguspilti ning neid leidub umbes iihel kolmandikul T1D patsientidest (Umpierrez et al.,
2003). Eelmainitud AAK-d on rohkem levinud naiste seas (nagu ka {ildiselt
autoimuunhaigused). Seetdttu soovitatakse T1D patsientidel aeg-ajalt testida astimptomaalse
kilpnddrme diisfunktsiooni voimalikkust (Umpierrez et al., 2003; Barker et al., 2005). anti-TPO
tiitrid on tugevalt seotud vanuse ja diabeedi kestvusega — suurema toendosusega esinevad nad
indiviidel, kellel avaldus T1D vanemas eas voi indiviidel, kes on juba pikka aega T1D-d
pddenud (Kordonouri et al., 2002).

1.2 Esimest tiilipi diabeedi pShjused ja patoloogia

T1D tekke tdpseid patoloogilisi mehhanisme ei teata. Arvatakse, et T1D on
multifaktoriaalne haigus, kus kombineeruvad geneetiline taust ja keskkonnafaktorid, mis
initsieerivad B-rakkude autoimmuunse hiavimise ja samuti osalevad haiguse progresseerumise

edasistes mehhanismides (Christoffersson et al., 2016). Geneetiline taust méngib T1D tekkel
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viga suurt rolli. Uuring, mis vordles T1D teket ithemunakaksikute seas, niitas, et 40%
juhtudest haigestusid molemad kaksikutest T1D-sse (Barnett et al., 1981).

B-rakkude téielik hdavimine viib 16puks absoluutse insuliniipuudulikkuseni (Yoon et Jun,
2005). T1D tekkimisel on kaks eristatavat staadiumit — insuliit, mida iseloomustab
leukotsiititide infiltratsioon pankrease saarekestesse, ja diabeedi staadium, kus suurem osa [-
rakkudest on hdvinenud. Viimase tdttu ei toodeta enam piisavalt insuliini, mis reguleeriks
glitkoositaset veres ning tekib hiipergliikkeemia. Insuliit voib kesta aastaid, enne kui avaldub
T1D. Monikord aga insuliit T1D-ks ei progresseerugi (Mathis et al., 2001).

T1D patogeneesi on peamiselt uuritud T1D loommudelite peal, milleks on mitterasvunud
diabeetilised hiired (NOD - non-obese diabetic). Asja diagnoositud T1D patsientide pankrease
histoloogilisi analiiise on tehtud vidhe, kuid on niidatud, et pankrease Langerhansi
saarekestesse toimub immuunrakkude infiltratsioon. (Yoon et Jun, 2005; Gepts et Lecompte,
1981).

Makrofaagid ja dentriitrakud (DC — dentritic cell) on esimesed rakutiiiibid, mis
infiltreerivad pankreaste saarekesi. Neile jargnevad T-liimfotsiitidid, loomulikud tapjarakud
(NK-rakud — natural killer cells) ja B-limfotsiitidid. p-rakkude suhtes autoreaktiivsete T-
rakkude teket initsieerivad arvatavasti APC-d (antigeeni esitlevad rakud — antigene presenting
cells), mis tootlevad P-rakkude autoantigeene pankrease saarekestes. Seejarel APC-d
migreeruvad regionaalsetesse liimfisolmedesse, kus nad esitavad autoantigeene naiivsetele
autoreaktiivsetele T-rakkudele (Yoon et Jun, 2005).

Peamise koesobivuskompleksi klass 1l (MHC - major histocompatibility complex)
spetsiifilised CD4+ T-rakud ja MHC-I spetsiifilised CD8+ T-rakud méngivad olulist rolli T1D
patogeneesis NOD hiirtes, kuid nende tdpne roll inimese T1D tekkel on siiamaani veel
teadmata. Enamasti on vaja CD4+ T-rakke, et CD8+ T-rakud vérvata pankrease saarekestesse
ning samuti nende aktivatsiooniks. Ka T-rakkude poolt toodetud tsiitokiinid osalevad T1D
patogeneesis. Uldiselt, soodustavad Tw1 tsiitokiinid (IL-2, IFN-y ja TNF-p) diabeedi arengut,
samas kui TH2 vdi Tw3 tsiitokiinid (IL-4, 1L-10 ja TGF-P) hoiavad éra T1D tekke. T-rakkude
poolt toodetud tsiitokiinid aitavad kaasa [3-rakkude apoptoosile (Yoon et Jun, 2005).

1.2.1 Esimest tiiiipi diabeedi seos geneetilise taustaga

T1D teket mojutab tugevalt geneetiline komponent. Seda ilmestab néhtus, et lapsel,
kelle esimese astme sugulane poeb T1D-d, on risk haigestuda 20. eluaastaks ise T1D-sse 5%.
Samas kui iileiildises populatsioonis, kus lapsel pole tihtegi haigetunud sugulast, on T1D risk
ainult 0,3% (Noble et VValdes, 2011).
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Kaheks peamiseks kromosomaalseks regiooniks, mida seostatakse T1D-ga, loetakse
HLA regiooni kromosoomil 6p21.3 ja insuliini geeni regiooni kromosoomil 11p15 (Pociot et
McDermott, 2002). HLA seos T1D-ga avastati juba 1970ndatel (Singal et Blajchman, 1973).
HLA-ga saab dra seletada 40%-50% ulatuses T1D pariliku tekkepShjuse (Risch, 1987; Noble
etal., 1996). MHC (inimesel HLA) regiooni geenid jagunevad nelja perekonda — I, I1, Il ja IV.
Statistiliselt on koige tugevam seos HLA klass 11 (-DP, -DQ, -DR) alleelidega. Klass Il HLA
geenid kodeerivad molekule, mis osalevad antigeenide esitlemises CD4+ T-rakkudele (Pociot
et McDermott, 2002).

Nii loommudelite kui ka inimeste uuringutest tuleb vilja, et peamised lookused, mis
soodustavad T1D teket, on HLA-DQAL, -DQB1 ja -DRB1. HLA lookuse naabergeenide vahel
on aga tugev aheldatuse tasakaalutus (LD — linkage disequillibrium) ja mitmed geenid toimivad
samal ajal, mistdttu on neid tiksikult védga keeruline uurida (Pociot et McDermott, 2002).

On selge, et moned HLA alatiiiibid pohjustavad suuremat geneetilist eelsoodumust kui
teised. Naiteks korge riskiga on DQ8-t ja DQ2-te sisaldavad DQA1*03-DQB1*03:02 ja
DQA1*05-DQB1*02 kombinatsioonid, kuid eelkdige just HLA-DQ2/DQ8 heterosiigoodid
(Pociot et McDermott, 2002). Umbes 30% T1D patsientidel on HLA DQ2/DQ8 kombinatsioon
(Thomson et al., 1988). HL-DQ6 molekulil, mida kodeerib HLA-DQA1*01:02-DQB1*06:02,
on aga tugevad kaitsvad omadused. Seda isegi siis, kui patsiendil on tuvastatud T1D-ga seotud
korgeriskilised HLA alleelid ja/voi AAK-d (Pugliese et al., 1995).

HLA DR-DQ haplotiiiibid, mis pdhjustavad suurimat T1D riski, on DRB1*03:01-
DQA1*05:01-DQB1*02:01 (lihend DR3) ja DRB1*04:01/02/04/05/08-DQA1*03:01-
DQB1*03:02/04 (voi DQB1*02; lithend DR4). Haplotiitipide pohjal tekivad genotiitibid ja T1D
risk on vorreldes DR4/DR4 voi DR3/DR3 homosiigootidega méarkimisvéarselt suurem, kui
moodustuvad DR3/DR4 heterosiigoodid. Haplotiiiip DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02
(lihend DR2) avaldab aga tugevat kaitset T1D-sse haigestumisel. (Noble et Valdes, 2011).
Kokkuvotlikku tabelit T1D-ga seostatud HLA haplotiitipidest ja nende pohjal moodustunud
genotiilipidest vdib niha alateema 2.2.3 all (tabelid 5 ja 6).

Arvatakse, et HLA alleelide erinevat riski pdhjustab DRB1 molekuli peptiidiga
seonduvate taskute P1 ja P2 erinev struktuur ja toime (Cucca et al., 2001). Erinevat riski voivad
pOhjustada ka spetsiifilised aminohappejadgid, mis osalevad MHC |1 klassi molekuli peptiidiga
seondumisel. Konkreetselt seostatakse T1D riskiga aminohappejédaki 57, mis asub HLA-DQB1
molekuli iheksandas ,,taskus®. Kui 57. positsioonis asub aspartaat, siis kodeerib HLA-DQB1
kaitsvat alleeli. Kui antud positsioonis on aga valiin, seriin voi alaniin, kodeeritakse T1D

eelsoodumusega alleeli (Pociot et McDermott, 2002).
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Lisaks tilaltoodule seostatakse T1D-ga iile 50 kromosomaalse regiooni, kuid nende
panus antud haiguse tekkesse on oluliselt vaiksem. Muude T1D riskigeenide hulka kuuluvad
néiteks PTPN22, CTLA-4 ja CD25 (IL-2 retseptor) (Pociot et McDermott, 2002) (joonis 1).
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BA - teadmata funktsioon

FA - p-rakkude apoptoosi kaitse LOOKUS
Il - immuunsus

71 - insuliini kaitse ja metabolism

Joonis 1. T1D riskiga seotud geenilookused. OR — $ansside suhe (0dds ratio); (Zhang et al.,
2011).

1.5 Tsiitokiinid
1.5.1 Uldiseloomustus — esimest tiiiipi diabeet ja tsiitokiinid

Tsiitokiinid on véikeste sekreteerivate signaalvalkude iildnimetus, mis vahendavad
immuunvastuse kdigus kommunikatsiooni rakkude vahel. Need mdjutavad paljusid rakkude
elutegevuse aspekte (aktivatsioon/supressioon, paljunemine/diferentseerumine). Tsiitokiinid
toimivad 1dbi spetsiifiliste retseptoritega seondumise. Praeguseks on teada sadu erinevaid
tsiitokiine ja neid avastatakse jérjest juurde (Uibo et al, 2015).

Tsiitokiinid on pohilised mediaatorid, mis osalevad pdletiku tekkes. Nad juhivad
loomuliku ja omandatud immuunsiisteemi vastuseid ning mangivad olulist rolli

koekahjustustes, nende paranemises, kaitses ja imbermodelleerimises (Uibo et al, 2015).
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Tsiitokiinidel on muuhulgas téhtis roll ka T1D kujunemisel (tabel 2). Tsiitokiinid
voivad osaleda nii otseselt kui ka kaudselt T1D tekkes (Herrath et Oldstone, 1997). Samuti on
kirjeldatud tsiitokiine, mis omavad T1D kontekstis pigem kaitsevat efekti, nditeks indutseerivad
regulatoorsete T-rakkude arengut (Gauderau et al., 2007) voi suruvad alla TH1 alatiiiibi ja
proinflammatoorsete tsiitokiinide produktsiooni (Souza et al., 2008). Tsiitokiinide seost T1D-
ga on uuritud arvukalt nii loommudelites kui ka inimestes, kuid tihtipeale on erinevate uuringute
tulemused olnud mitte jarjepidevad voi lausa vastupidised. Enamikel juhtudel on vaadeldud
ainult iiksikute tsiitokiinide esinemist T1D patsientidel, samas kui mitmete tsiitokiinide
koosesinemisele ehk tsiitokinide profiilile on vihem tidhelepanu podratud.

Uute multiplekssete meetodite kasutuselevotmine on vdimaldanud jérjest enam viia labi
ka uuringuid, kus vaadeldakse tsiitokiinide kui vorgustiku rolli teatud autoimmuunhaiguste
korral. Multiplekssete meetodite (niditeks Luminex) eeliseks traditsioonilise ensiiiimkaudse
immunosorptsioonimeetodi (ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay) ees ongi mh
voimalus méirata iihes proovis mitmete erinevate analiiiitide kontsentratsioonid korraga, mis

teeb madramisprotsessi olulisemalt lihtsamaks, kiiremaks ja ka odavamaks (Jager et al., 2009).

Tabel 2. Tsiitokiinide funktsioon seosed T1D-ga ja valik artiklitest.

IP-10 (CXCL10), MCP-1
(CCL2), MIP-1p (CCL4),
IL-8 (CXCLS8)

protsessid 1

Tsiitokiin Funktsioon (seoses T1D-ga) T1D-ga seotud tood
Adipokiinid: veresoonkonnahaigused Adly et al., 2014

resistiin, PAI-1

Kemokiinid: erinevad pdletikulised Shimada et al, 2001; Zineh et al., 2009;

Ismail et al., 2016; Erbagci et al, 2001;
Chatzigeorgiou et al., 2010

Kasvufaktorid:
GM-CSF, IFN-y, IL-2,
sIL-2Ra

IL-2, IFN-y — B-rakkude
destruktsioon; GM-CSF — DC
JaTreg ?

Gaudreau et al, 2007; Tang et al., 2008;
Herrath et Oldstone, 1997

Proinflammatoorsed:
IL-1B, IL-6, TNF-a

poletik 1; B-rakkude otsene

kahjustamine

Toyoda et al 1994; Southern et al., 1990;
Corbett et al., 1992; Uno et al., 2007,

Kristiansen et Mandrup-Poulsen, 2005.

Poéletikuvastased:
IL-13, IL-10, sTNF-RII

poletik |

Zaccone et al, 1999; Nitta et al, 1998

Omandatud immuunsus:
IL-12, IL-5

Thwl-TwH2 tasakaal

Katz et al., 1995; Tran et al., 2012;
Trembleau et al., 2012

TGF-p perekond:
TGF-p1, TGF-p2

diabeetiline nefropaatia,
T1D kaitse (Treg 1)

Chenetal., 2001; Gregg et al., 2004, Lin et
al., 2009; Yadav et al., 2011
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TH17 tsiitokiinid: Tw17 rakkude proliferatsioon, | Marwaha et al., 2010; Honkanen et al.,
IL-23, IL-15, IL-17A, IL- | autoimmuunsus 2010
17F

1.5.2 Poletikuga seotud tsiitokiinid

1.5.2.1 Proinflammatoorsed tsiitokiinid ja kemokiinid

Proinflammatoorsed tsiitokiinid ja kemokiinid méangivad véga olulist osa
autoimmuunhaiguste  patogeneesis. Klassikalised proinflammatoorsed tsiitokiinid on
interleukiin-6 (IL-6 — interleukin 6), IL-1p ja tuumornekroosi faktor a (TNF-o - tumor necrosis
factor o). Pdletikku soodustavaid tsiitokiine toodavad mononukleaarsed fagotsiitidid vastusena
mitmesugustele ohusignaalidele. IL-1 ja TNF-i toime on sarnane: madalas kontsentratsioonis
on nad lokaalse poletiku mediaatorid, suures koguses aga pddsevad nimetatud tsiitokiinid
tsirkulatsiooni ja pohjustavad siisteemset poletikku (Uibo et al, 2015). IL-6 on pleiotroopne
tsiitokiin. Kuigi algselt arvati, et antud tsiitokiin indutseerib ainult pdletiku teket, siis tdnaseks
on leitud, et IL-6 osaleb nii pdletiku indutseerimises kui ka selle supresseerimises. Muuhulgas
on IL-6 ka miiokiin (lihasrakkude poolt sekreteeritav tsiitokiin), mida sekreteeritakse viga
suurtes kogustes just kehalise aktiivsuse ajal (Kristiansen et Mandrup-Poulsen, 2005).

IL-1PB ja TNF-a ekspressiooni voib detekteerida insuliidi varajases staadiumis (Toyoda
et al., 1994). Mdlemad tsiitokiinid inhibeerivad B-rakkude insuliini sekretsiooni (Southern et
al., 1990). Corbett et al. (1992) leidsid, et IL-1p indutseerib NO-de teket pankrease saarekestes,
mis aitab kaasa B-rakkude kahjutuste tekkele. Makrofaagid ja dentriitrakud on vdimelised
infiltreeruma pankrease saarekestesse ja toodavad selle kdigus tsiitokiine IL-1p ja TNF-a (Uno
et al., 2007). IL-6 seoseid T1D-ga inimeses on véhe uuritud, enamik katseid on tehtud NOD
hiirte peal ning saadud tulemused on olnud vastuolulised. Siiski arvatakse, et IL-6 funktsioon
on T1D korral patogeenne, kuid antud tsiitokiin iiksinda ei suuda indutseerida [-rakkude
hévitamist — vaja on ka muid faktoreid, nditeks teiste pdletikutsiitokiinide kohalolu (Kristiansen

et Mandrup-Poulsen, 2005).

Kemokiinid ehk kemotaktilised tsiitokiinid moodustavad suure perekonna
homoloogseid valke, mis kdik osalevad leukotsiiiitide liikumise regulatsioonis. Nad
vahendavad erinevaid ligandi kontsentratsioonigradiendi kaudu realiseeruvaid bioloogilisi
protsesse nagu ekstravasatsioon, pikkuskasv, haavade paranemine ja patoloogiatest kasvajate

metastaseerumine. Kemokiine Kklassifitseeritakse struktuuri jargi, kuid jatkuvalt voib
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Kirjandusest leida ka nende vanemaid, funktsioonist tulenevaid nimetusi (nt CCL2 ehk
monotsiiiitide kemoatraktant valk 1 [MCP-1 - monocyte chemoattractant protein 1]).
Kemokiine toodavad peamiselt pdletiku kdigus aktiveeritud leukotsiiiidid ja kudedes olevad
rakud (endoteelirakud, fibroblastid ja epiteelirakud) (Uibo et al, 2015).

Mitmed uuringud on leidnud, et T1D patsientidel on suurenenud erinevat tiitipi
kemokiinide kontsentratsioonid. Naiteks Shimada et al. avastasid, et T1D patsientidel on
korgenenud seerumi IFN-y indutseeritud valk 10 (IP-10 - interferon-gamma induced protein
10) (CXCL10) kontsentratsioon vorreldes kontrollgrupiga. IP-10 indutseerib muuhulgas Thl
rakkude migratsiooni lokaalsetesse kolletesse, mistottu voiks antud kemokiin olla pankrease
saarekestes hea marker Tw rakkude aktiivsuse hindamiseks (Shimada et al., 2001). Lisaks on
leitud, et T1D patsientidel on samuti suurenenud IL-8 (CXCLS8), MCP-1 (CCL2) ja
makrofaagide pdletiku valk 1B (MIP-1B - macrophage inflammatory protein 1) (CCLA4) tase,
mis kokkuvotlikult viitab pdletikuliste protsesside olemasolule (Zineh et al., 2009; Ismail et al.,
2016; Erbagci et al., 2001, Chatzigeorgiou et al., 2010).

1.5.2.2 Poletikuvastased tsiitokiinid

Poletikuvastased tsiitokiinid tasakaalustavad proinflammatoorsete tsiitokiinide vastust,
et valtida liigse poletiku teket. 1L-13 ja IL-10 on iihed pohilised pdletikuvastased tsiitokiinid
(Opal et DePalo, 200).

Zaccone et al. uurisid, kuidas mojutab inimese rekombinantse IL-13 (hlL-13)
manustamine NOD hiirtele nende haigestumist T1D-sse. Antud uurimus leidis, et hIL-13
vahendas oluliselt NOD hiirte spontaanset haigestumist T1D-sse, mis viitab sellele, et 1L-13
kuulub tsiitokiinide hulka, mis on voimelised, alla reguleerima diabeediga seotud poletikulisi
radu. Samuti toetavad tulemused kontseptsiooni, et Th2-ga seotud tsiitokiinid v3ivad dra hoida
T1D tekke (Zaccone et al, 1999). Pankrease pdletiku vihendamisega on seotud ka peamiselt
regulatoorsete T-rakkude poolt toodetud IL-10. Nitta et al. (1998) siistisid NOD hiirtele IL-10-
t sisaldavat ekspressiooniplasmiidi ja kuigi ravi ei mojutanud insuliidi kulgu, siis vorreldes
mitte-ravitud hiirtega vahenes ravitutel diabeedijuhtude arv.

Poletiku regulatsiooniga seostatakse ka tsiitokiinide retseptoreid. Inimeses esinevad nii
membraaniga seotud (osaleb signaalide vahendamisel) kui ka lahustuvaid (paiknevad rakkude
vahelises vedelikus) TNF-a tiiiip 1 ja tiitip 2 retseptorid ((s)TNF-RI — p55 ja (S)TNF-RII — p75)
(Opal et DePalo, 2000). Lahustuvad retseptorid voistlevad membraan-seoselistega TNF-a
sidumisel. Seetdttu kdituvad TNF-a sekretoorsed retseptorid suurtes kogustes kui spetsiifilised
TNF-o inhibiitorid (Van Zee et al., 1992). Samas, teatud juhtudel voib sTNF-RII kdituda pigem
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TNF-o agonisti kui antagonistina. STNF-RII voib seostuda tsirkuleeriva TNF-a-ga ja pikendada
tema ringlemise eluiga. TNF-a aga suudab sTNF-RII kiiljest kergesti dissotsieeruda ning
seetottu voib 16pp-tulemiks olla TNF-ao moju pikenemine, millel voivad olla potentsiaalselt

kahjulikud tagajirjed (Mohler et al., 1993).

1.5.3 Transformeeriva kasvufaktori  (TGF-B) perekond

Transformeeriva kasvufaktori B (TGF-B - transforming growth factor [5) perekonna
pohifunktsiooniks immuunsiisteemi seisukohalt on immuunrakkude proliferatsiooni ja
aktivatsiooni pidurdamine. TGF-B perekonda kuuluvad TGF-B1, TGF-B2 ja TGF-3. TGF-p
toodetakse prekursorina ja see aktiveeritakse Golgi kompleksis proteoliiiitilise 16ikamise teel.
Kiips TGF-B sekreteeritakse latentses vormis kompleksis teiste poliipeptiididega. Viimased
tuleb TGF-p kiiljest eemaldada enne, kui TGF-f saab seonduda oma retseptoritega ja avaldada
bioloogilist toimet (Uibo et al, 2015; Abbas, 2015).

TGF-f indutseerib (koos IL-23 ja IL-1B-ga) TH17 rakkude diferentseerumist. TGF-$
indutseerib ka regulatoorsete T-rakkude arengut naiivsetest T-rakkudest. Regulatoorsed T-
rakud omakorda produtseerivad nii tsiitokiini TGF-f3 kui ka IL-10, millega kontrollitakse T-
rakkude vastust, et dra hoida autoimmuunsete reaktsioonide teket (Korn et al., 2009; Uibo et
al, 2015).

TGF-B/Smad3 aktivatsioonirada reguleerib insuliini tootmist pankrease -rakkudes ja
rasvkoe ainevahetust ning selle rajaga seostatakse diabeedi pikaajalise komplikatsiooni —
diabeetilise nefropaatia teket (Chen et al., 2001; Lin et al., 2009; Yadav et al., 2011 ).

1.5.4 Omandatud immuunsusega seotud tsiitokiinid

Omandatud immuunvastusega tsiitokiinide hulka liigituvad sellised tsiitokiinid, mis
reguleerivad liimfotsiilitide proliferatsiooni ja diferentseerumist antigeeni dratundmise ja
esitamise jarel. Need tsiitokiinid vastutavad ka efektorrakkude arenemise aktivatsiooni eest
ning mitmed neist suunavad liimfotsiiiitide alapopulatsioonide (TH1, TH2, TH17, Treg jt) arengut.
Lisaks IL-12-le ja IL-5-le, kuuluvad siia veel ka nditeks gamma-interferoon (IFN-y —
interferone-gamma), IL-2, TGF-B ja erinevad Th17 rakkude sekreteeritavad tsiitokiinid (Uibo
et al, 2015).

CD4+ T-helperrakud jagunevad alampopulatsioonideks soltuvalt sellest, milliseid
transkriptsioonifaktoreid nad oma pinnal ekspresseerivad ja milliseid tsiitokiine nad

sekreteerivad. Tnl rakkude diferentseerumist indutseerib IL-12 koos IFN-y-ga ja antud
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alampopulatsioon produtseerib tsiitokiine IFN-y, IL-2 ja TNF-a. Th2 rakkude diferentseerumist
indutseerib peamiselt IL-4 ja nad toodavad tsiitokiine IL-4, IL-5 ja IL-13 (Abbas, 2015).

Korrelatsiooniuuringud pankrease saarekeste tsiitokiinide ekspressiooni ja T1D teke
vahel NOD hiirtes on ndidanud, et B-rakke kahjustava insuliidi korral on iiles reguleeritud THl
alatiilibi tsiitokiinid (IFN-y, TNF-p, IL-2, IL-12). Samas healoomulise insuliidi korral, mil 3-
rakke ei kahjustata, on {iiles reguleeritud just Th2 (L-4 ja IL-10) ja Th3 (TGF-B) alatiiiibi
tsiitokiinid (Rabinovitch, 1998). Katz et al. (1995) leidsid, et kuigi Tn1 tsiitokiinid soodustasid
T1D teket, siis Th2 tsiitokiinid kiill infiltreerusid pankrease saarekestesse, kuid ei pohjustanud
ega hoidnud ka dra T1D teket.

Tran et al. (2012) on ndidanud, et IL-5 soodustab antigeeni-spetsiifiliste CD4+CD25+
regulatoorsete T-rakkude arengut, mida on varasemalt aktiveerinud IL-4 ja autoantigeenid.
Trembleau et al. (2003) manustasid NOD hiirtele IL-12 ja avastasid, et see pohjustab T1D
kiiremat kulgu nii IFN-y defitsiitsetes kui ka IFN-y-positiivsetes hiirtes, mis viitab sellele, et

IFN-y ei ole diabeedi patogeneesis hidavajalik.

1.5.5 T-helperite alampopulatsiooni Tw17-ga seotud tsiitokiinid

Tw17 rakud on T-helperrakkude alampopulatsioon, mida iseloomustab tsiitokiini IL-17
tootmine. Aktiveeritud Tn17 rakud sekreteerivad nii IL-17A, IL-17F kui ka IL-21, IL-22 ja
TNF-a ning soodustavad sellega kudede poletiku teket. TH17 rakkude tsiitokiinide
produktsiooni indutseerivad TGF-f koos 1L-23 ja IL-B-ga (inimeses). Tw17 rakud osalevad
limaskestade kaitses, kuid neid seostatakse ka autoimmuunste ja inflammatoorsete haigustega
(Korn et al., 2009). IL-15 on IL-2-sarnane tsiitokiin, mille roll Th17 rakkude bioloogias pole
veel tipselt teada. Uhe uurimuse kohaselt reguleerib IL-15 negatiivselt IL-17A produktsiooni
ja sellega ka Th17-vahendatud pdletikku (Pandiyan et al., 2012).

Tul7 immuunvastus on vdimendatud perifeerse vere T-rakkudes noortel T1D
patsientidel, mida iseloomustab suurenenud IL-17 sekretsioon ning IL-17 ja IL-22 ekspressioon
T-rakkude aktivatsiooni jargselt in vitro (Honkanen et al., 2010). Marwaha et al. (2010) leidsid,
et dsja diagnoositud nooretel TID patsientidel esineb korgenenud hulk tsiitokiini IL-17
sekreteerivaid CD4+ ja CD8+ T-rakke.

1.5.6 Adipokiinid

Rasvkude on pohiline endokriinne organ, mis sekreteerib erinevaid signaal- ja

mediaatorvalke, mida kutsutakse adipokiinideks voi adipotsiitokiinideks ja mille kaudu
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rasvkude kommunikeerib teiste organitega. Adipokiinide hulka kuuluvad muuhulgas resistiin,
plasminogeeni aktivaatori inhibiitori tiitip 1 (PAI-1 - plasminogen activator inhibitor type 1),
adiponektiin ja leptiin, kuid ka niiteks pdletikutsiitokiin IL-6 ja kemokiin MCP-1 (Lehr et al.,
2012). PAI-1 on pohiline koe-tiilipi plasminogeeni aktivaatori (PA — plasminogen activator)
inhibiitor. PA funktsiooniks on dra hoida tromboosi teket ja sellest tulenevalt seostatakse
korgenenud PAI-1 tasmeid erinevate slidame-veresoonkonnahaiguste tekke riski tdusuga
(Vaughan, 2005).

Adipokiinid on vdga tugevalt seotud kehamassiindeksi (BMI — body mass index) ja
T2D-ga. On ndidatud, et resistiin indutseerib insuliiniresistentsuse teket (Steppan et al., 2001).
Adipokiinide seost T1D-ga on aga vahem uuritud. Néiteks on {iks uuring leidnud, et PAI-1

tasemed on T1D patsientide hulgas kdrgemad vorreldes kontrollidega (Adly et al., 2014).

1.5.7 Kasvufaktorid

Granulotsiitidi-monotsiiiidi kolooniat stimuleerivat faktorit (GM-CSF - granulocyte-
macrophage colony stimulating factor) toodavad immuunvastuse kdigus aktiveeritud T-rakud,
makrofaagid, endoteelirakud ja luuiidi enda stroomarakud. GM-CSF toimel suureneb
immuunrakkkude produktsioon luuiidis ning see tsiitokiin kiirendab luuiidirakkude
diferentseerumist dentriitrakkudeks ja monotsiiiitideks (Uibo et al, 2015). T1D korral on
nédidatud, et GM-CSF suurendab DC-de ja CD4+CD25+ Treg-ide hulka ning hoiab sellega dra
diabeedi tekke (Gauderau et al., 2007).

IL-2 on antigeeni stimuleeritud T-rakkude kasvufaktor — tema toimel hakkavad T-
rakkude kloonid paljunema. IFN-y on keskne makrofaage aktiveeriv tsiitokiin ning tema
bioloogiline funktsioon on seotud rakulise immuunsuse aktivatsiooniga vastusena rakusisestele
infektsioonitekitajatele. IL-2 ja IFN-y (kutsutakse ka immuuninterferooniks ja tiitip II
interferooniks) kuuluvad iihtlasi ka Th1-rakkude alapopulatsiooni tsiitokiinide hulka (Uibo et
al., 2015). IL-2 defitsiitsus pohjustab pankrease saarekestes Treg diisfunktsiooni, mis viib jark-
jargult perifeerse tolerantsi kadumiseni ja I16puks T1D tekkeni (Tang et al., 2008). INF-y osaleb
nii B-rakkude havitamises, insuliidi arengus kui ka T1D tekkes, voimendades selleks MHC
ekspressiooni ja antigeenide presentatsiooni (Herrath et Oldstone, 1997).

IL-2 retseptor (IL-2R) koosneb kolmest ahelast — a, B ja y. IL-2 aktivatsiooni jargselt
hakkavad T-rakud tootma tootma alaiihikut IL-2Ra, mis liitub kas IL-2Rp voi IL-2RBy-ga
(kolmikkompleks on kdige suurema afiinsusega). IL-2Ra ekspressioon on heaks T-rakkude
aktivatsiooni markeriks. Sekreteeritud IL-2Ra on membraaniga seotud IL-2Ra trunkeeritud

variant, millel on ainult ekstramembraanne domeen. sIL-2Ra afiinsus IL-2-te siduda on
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sarnane, mis membraaniga seotud IL-2 retseptori o alatihikul. Suurenenud sIL-2Ra tase voib

viidata erinevatele pahaloomulistele, autoimmuunsetele voi allergilistele hiiretele (Caruso et

al., 1993).

1.6 Tsiitokiinide kontsentratsioonide mdaramine ja probleemid

Mitmed parameetrid voivad mojutada tsiitokiinide kontsentratsioone nii in vivo kui ka
in vitro. Myrianthefs et al. (2003) vaatlesid, kas aastacg vOiks mojutada tsiitokiinide
produktsiooni tervete inimeste veres ja leidsid, et wvarasuvel nidib domineerivat
proinflammatoorsete tsiitokiinide (TNF-a, IL-6) vastus, mis tasakaalustub varasiigisel, kui iiles
on reguleeritud pdletikuvastased tsiitokiinid (IL-10, TNF-RI, TNF-RII). Killestein et al. (2002)
aga avastasid, et poliiskleroosi (autoimmuunhaigus) patsientidel on TNF-a ja IFN-y tasemed
koige korgemad just stigisel.

Vereproovide ebadiged kaitlemise ja/vai sdiltamistingimused voivad tugevalt mojutada
biomarkerite tasemeid, mistottu voib see tekitada probleeme nii biomarkerite méaramisel kui
ka nende tulemuste interpreteerimisel. Jager et al. nditasid, et pikaajalise séilitamise tulemusena
viahenesid mitmete tsiitokiinide (IL-1p, IL-10, [IL-15, IL-8) tasemed nende
algkontsentratsioonist kuni 75%. Samuti mdjutas tsiitokiinide stabiilsust mitmekordne
vereproovide sulatamine-kiilmutamine (de Jager et al., 2009). Tsiitokiinide maéramisel in vitro
voivad tulemusi oluliselt mdjutada ka vereproovi tiilip (seerum vdi plasma) ja plasmas

kasutatav antikoagulant (Zhou et al., 2010).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Uurimistoo eesmérgid

Kéesoleva magistritod hiipoteesiks oli, et teatud feno- ja genotiiiipilised tunnused T1D haigetel

on seotud erinevustega vereplasma tsiitokiinide profiilis.

Hiipoteeside lahendamiseks seati jargnevad iilesanded:

1. Vorrelda vereplasma tsiitokiinide kontsentratsioonide erinevusi édsja T1D diagnoositud
noortel patsientidel ja caliselt ning sooliselt sobitatud vordlusgrupi vahel.

2. Selgitada, millised vereplasma tsiitokiinide nihked kaasuvad diabeetiliste
ainevahetushiiretega.

3. Leida seoseid diabeedile iseloomulike autoantikehade esinemise ja vereplasma
tstitokiinide profiili vahel.

4. Vorrelda erinevate HLA riskirihmade tsiitokiinide profiile T1D haigetel ja
vordlusgrupis.

5. Selgitada, kas verevotu aastaaeg mdjutab tsiitokiinide profiili.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Valimi kirjeldus ja uuringumaterjal

Uuritavate hulka kuulusid 53 &sja diagnoositud noort T1D patsienti (keskmine vanus
10,143,2 aastat; 25 poissi/28 tiidrukut). Vordlusgruppi kuulus 60 isikut (keskmine vanus
12,15+5,6 aastat; 24 poissi/36 tiidrukut) (tabel 4). T1D patsiendid varvati uuringusse SA Tartu
Ulikooli Kliinikumi Lastekliinikust ja SA Tallinna Lastehaiglast aastatel 2008-2015. T1D
diagnostilised kriteeriumid pohinesid rahvusvahelisel diabeedi klassifikatsioonil (ADA, 2003).
Saadaval oli info kaasnevate autoimmuunhaiguste kohta nagu autoimmuunne tiireoidiit,
Graves’i tobi, Addisoni tdbi, tsoliaakia, vitiligo, autoimmuunsed maksa- ja reumaatilised
haigused ja poliiskleroos. T1D patsientidel valdavalt teisi autoimmuunhaigusi ei tuvastatud, v.a
kuus patsienti, kellel oli varasemalt diagnoositud kilpnddrme haigus (autoimmuunne tiireoidiit
vOi Graves’i tobi). Viiel T1D haigel lisaks oli korge anti-TPO tase, kuigi neil kilpnddrme
haigusi polnud diagnoositud.

Vordlusgrupp koosnes noortest tervetest vabatahtlikest (n= 17) ja Tartu Ulikooli Kliinikumi
lastekirurgia patsientidest (n= 43; vt diagnoosid tabel 4). Vordlusgruppi kuulusid isikud, kellel

ei olnud diagnoositud mitte iihtegi ainevahetus- ega autoimmuunhaigust (sealhulgas ka mitte

24



iihtegi diabeedivormi). Uhel vordlusgrupi isikul tuvastati veres IA-2 AAK-d ja teisel anti-TPO.
Vordlusgrupi indiviidide paastugliikoosi tasemed olid normvéartustega.

Uuritavate tiihja kohu venoosne veri voeti EDTA-Katsutitesse (BD Vaccuteiner,
Suurbritnnia). Katsuteid tsentrifuugiti (mitte rohkem kui neli tundi pédrast verevotmist)
toatemperatuuril 2000 rpm juures 15 minutit (Centrifuge 5424R, Eppendorf AG, Saksamaa).
Vereplasma erldati rakkude massist ja séilitati -80° C juures. Tsiitokiinide méadramiseks valiti
vaid need proovid, mis olid iilessulatatud mitte rohkem kui kaks korda (vastavalt testsiisteemide
tootja soovitusele).

T1D patsientide perifeerne veri voeti vahetult parast T1D diagnoosimist (1-10 pieva
vahemikus) ja enamus patsientidest olid vere votmise ajal insuliiniravil. AAK ja kliinilised
vereuuringud tehti SA TU Kliinikumi Uhendlaboris. Kokkuvdtte uuritavate tunnustest voib

leida tabelist 3.

Tabel 3. Uuritavate kirjeldus.

Tunnus T1D Vordlusgrupp Kogu grupp
(n=53) (n=60) (n=113)

Vanus verevotul (aastates) 10,1 43,2 12,2 45,6 11,2 (4,7)
Sugu

mees 25 (47,2%) 24 (40%) 49 (43,4%)

naine 28 (52,8%) 36 (60%) 64 (56,6%)
Insuliiniravi

jah 51 (96,2%) 0 (0%) 51

ei 2(3,8) 60 (100%) 62
Diabeetilised ainevahetushiired

ketoatsidoos koos 23 (43,4%) 0 (0%) 23 (20,4%)

ketonuuriaga (3)

ainult ketonuuria (2) 17 (32,1%) 0 (0%) 17 (15%)

ainevahetushdireta (1) 13 (24,5%) 60 (100%) 73 (64,6%)
Autoantikehad (+)

GADA (> 5 U/ml) 47 (88,7%) 0 (0%) 47 (41,6%)

IA-2A (>7,5 U/ml) 38 (71,7%) 1 (1,7%) 39 (34,5%)

anti-ZnT8 (> 15 U/ml) | 43 (81,1%) 0 (0%) 43 (38,1%)

anti-TPO® (> 100 U/ml) | 5 (9,4%) 1 (1,7%) 6 (5,3%)
Diabeediga seotud erinevate autoantikehade arv
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3 30 (56,6%) 0 (0%) 30 (26,5%)

2 16 (30,2%) 0 (0%) 16 (14,1%)

1 6 (11,3%) 1(1,7%) 7 (6,2%)

0 1(1,9%) 59 (98,3%) 60 (53,2%)
Verevotu aastaaeg

talv 9 (17%) 18 (30%) 27 (23,9%)

kevad 14 (26,4%) 12 (20%) 26 (23%)

suvi 12 (22,6%) 2 (3,3%) 14 (12,4%)

sligis 18 (34%) 28 (46,7%) 46 (40,7%)
HLA riskigrupid?

(0) tugev kaitse 3 (5,7%) 24 (40%) 27 (23,9%)

(1) mdddukas kaitse 3 (5,7%) 11 (18,3%0) 14 (12,4%)

(2) neutraalne 11 (20,7%) 15 (25%) 26 (23%)

(3) véhene risk 13 (24,5%) 6 (10%0) 19 (16,8%)

(4) mdddukas risk 10 (18,9%) 3 (5%) 13 (11,5%)

(5) korge risk 13 (24,5%) 1(1,7%) 14 (12,4%)
C-peptiid (nmol/L)3

normvairtusega 7 (13,2%) - -

(0,37-1,47)

alla referents- 31 (58,5%) - -

vadrtuse (< 0,37)

Rohutatud kirjas on mérgitud statistiliselt olulise (p< 0,05) erinevusega grupid. Parameetrilised
tunnused analiiiisiti t-testiga, mitte-parameetrilised Wilcoxoni testiga. 1 — kolmel vordlusgrupi
indiviidil anti-TPO-sid ei maératud; 2 — HLA grupeerimist vt tabelist 5 ja 6 (alateema 2.2.4);
3 — C-peptiidi ei méaratud 15 indiviidil T1D grupis.

Uuringu Kiitis heaks Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee (protokollid 163/T-6,
24.09.2007 ja 179/M-29, 16.02.2009). K&ik patsiendid, nende vanemad ja/voi nende hooldajad

andsid kirjaliku ndusoleku uuringus osalemiseks.

Tabel 4. Nimekiri kirurgilistest probleemidest, millega
vordlusgrupi lapsed haiglasse poodrdusid.

Vordlusgrupi isikute diagnoosid
Dgn kood Haiguse nimetus!
D18.0 koigi paikmete hemangioom
178.1 mitte-neoplastiline neevus
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K40.9 kubemesong

K80.1 sapikivi ja sapipoiepoletik

L91.0 keloidarm

N42.3 bilateraalne eesnddrme diisplaasia

N43.0 tsiistitekkeline vesisong

N43.2 muu vesisong

Q55.2 munandi ja munandikoti muu kaasasiindinud
vadrareng

Q74.3 jasemete kaasaslindinud krampkdnksumus

Q82.5 kaasasiindinud mitte-kasvajaline neevus

Z00.1 lapse tervise tavaldbivaatus/viikelapse arengu
testimine

T92.2 randme- ja kdepiirkonna murru jadknahud

Ynfo périt: https://www.med24.ee/andmebaasid/rhk10

2.2.2 Tsiitokiinide méddramine (xMAP® tehnoloogia)

Maédrati 33 tsiitokiini xXMAP® tehnoloogia abil (Luminex Corporation, Auston TX,
USA). Tsiitokiinide méddramine jaotus Millipore’i poolt toodetud seitsmesse Milliplex® MAP
testsiisteemi (Millipore, Billerica MA, USA), milleks olid TGF-B 1, 2, 3 Magnetic Bead Kit
(tsiitokiinid TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3), Human Adipokine Magnetic Bead Panel 1
(adiponektiin, resistiin, PAI-1), Human Adipokine Magnetic Bead Panel 2 (leptiin), Human
Soluble Cytokine Receptor Magnetic Bead Panel (SIL-1RI, sIL-2Ra, sTNF-RII), Human
Chemokine/Cytokine Magnetic Bead Panel (IP-10, MCP-1, MIP-18), Human High Sensitivity
T Cell Magnetic Bead Panel (GM-CSF, IFN-y, IL-10, IL-12, IL-13, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-17A, 1L-23, TNF-0), Human Th17 Magnetic Bead Panel (IL-17F, IL-22, IL-
27, IL-15).

Luminex xMAP® tehnoloogia pdhiolemus (joonis 2) baseerub AK-dega kaetud
mikrokerakestel, mis on maérgistatud fluorovéirvi erinevate toonidega, ja mis piitiavad lahusest
kinni vastava analiiiidi (siinkohal tsiitokiini). Jargnhevalt seondub analiiiidile biotiiniga
margistatud sekundaarne AK, millega omakorda liitub streptavidiin-fiikoeriitriin (PE —
fiikkoeriitriin) konjugaat. Seejarel mikrokerakesed liiguvad iikshaaval 14bi laserite voo, millest
tiks ergastab mikrokerakese sisemised virvid ja teine laser reportermolekuli (PE)
fluorestseeruva varvi. Luminexi masin tuvastab iga iiksiku mikrokerakese ja mdddab vastavad
fluorestsentsi vaartused (MFI — median fluorescent intensity), vdoimaldades korraga iihes

reaktsioonis méidrata kuni 100 erinevat biomarkerit.
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Joonis 2. Luminex xXMAP® tehnoloogia pohiolemus (Scarano et al., 2016).

Protokolli liihikokkuvéte: Ettevalmistavas etapis sulatati plasmaproovid taielikult
jadvabaks ja segati. Adipokin 1, TGF-B ja Soluble Cytokine Receptor testkomplektide
tsiitokiinide madramiseks lahjendati plasmat enne reaktsiooni lisamist vastavalt 400-, 30- ja 5-
kordselt. Samuti valmistati ette kontrollproovid (QC — quality control probes), standardid ja
sonikeeriti magnetilised kerakesed. Koik kasutatud reagendid soojendati eelnevalt
toatemperatuurini. TGF-f madramiseks t6odeldi plasmat soolhappega, et tsiitokiin muutuks
aktiivseks.

Tsiitokiinide kontsentratsioonide méadramisel kasutati 96-augulist mikrotiiterplaati,
millest 76 auku olid mdeldud proovide jaoks ja iilejadnud sisaldasid QC kontrolle (2, kahes
korduses), standardeid (kuus voi seitse; kahes korduses). Kogu protsess jaotus kahele péevale.
Esimesel paeval segati kokku plasmaproovid ja primaarse AK-ga kaetud mikrokerakerakesed,
mis jédeti 18-tunniks toatemperatuurile loksutil inkubeerima.

Jargmisel pédeval (18 tunni moodudes) pesti mikrokerakesi kaks voi kolm korda
(olenevalt testsiisteemist) pesupuhvriga. Pesemise juures kasutati magnetplaati, mis kindlustas
selle, et mikrokerakesed plaadi pohjale kinnituksid ja pesemise kéigus dra ei kaoks. Pesemise
jargselt lisati aukudesse 25 voi 50 pl (olenevalt testsiisteemist) detektsiooni-antikehi ja loksutati

tiiterplaati toatemperatuuril 1 tund. Edasi lisati reaktsioonisegusse 25 ul streptavidiin-PE
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konjugaati ja lasti plaadil seista toatemperatuuril 30 minutit. Seejdrel toimus taas
mikrokerakeste pesu. Mikrokerakeste analiiiisiks suspendeeriti need 100 voi 150 ul Luminexi
voolutuspuhvris. Plaat sisestati Luminex 200™ masinasse (Luminex Corporation, Auston TX,
USA), mis modtis proovide MFI-id. Tsiitokiinide kontsentratsioonid arvutati standardkdvera
jargi, kasutades xPONENT 3.1 programmi (Luminex) ja 5-parameetrilist logilistilist vorrandit

[valem 1].

x=c((b—a/y—a)*1/H)"1/d [valem 1]

a — minimaalne asiimptoot; b — maksimaalne asiimptoot; ¢ — kddnupunkt (inflection point); d —
Hill’i koefitsent (Hill’s slope); f — asimmeetria koefitsent (asymmetry factor); x —
kontsentratsioon; y - MFI

Edasisest analiiiisisist jéeti vélja tsiitokiinid, mille véartustst >30% olid véljaspool
médramispiiri tulemusi voi kordusméédramiste variatsioonikoefitsent (CV% - coefficient of
variation) {iiletas 15%. Neid kriteeriume arvestades jdid 16plikku analiiiisi jargmised 23
tstitokiini: resistiin, PAI-1, IP-10, MCP-1, MIP-1B, GM-CSF, IFN-y, IL-10, I1L-12, IL-13, IL-
1B, IL-17A, IL-23, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-B1, TGF-B2, sIL-2Ra, sTNF-RII, IL-17F ja
IL-15. Kuna erinevad testkomplektid voimaldasid maéadrata erineva arvu proove, siis
tsiitokiinide resistiin, PA-1, IP-10, MIP-18, GM-CSF, IL-13, sIL-2Ra, TGF-B1, TGF-B2 ja IL-
17F 10plikku valimisse jdi 79 uuritavat (vordlusgrupis 32, T1D grupis 47), koigi teiste
tsiitokiinide puhul oli valimi suuruseks aga 113 (vOrdlusgrupis 60, T1D grupis 53).

2.2.3 HLA genotiipiseerimine

HLA genotiipeerimine tehti Soomes professor Jorma lloneni poolt juhitud
immunogeneetika laboris (Institute of Biomedicine, Department of Medical Microbiology and
Immunology, Immunogenetics Laboratory University of Turku). Individuaalsete haplotiitipide
ning nendel pohinevate genotiiiipide jaotuvust, kodeerimist ja nende Sansside suhet (OR — odds

ratio) voib niha tabelistes 5 ja 6.
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Tabel 5. Individuaalsed haplotiiiibid (Ilonenen et al., 2016).

Haplotiiiip ORT1D Cl195 Riskigrupp
DRB1*04:01-DQA1*03-DQB1*03:02 10,11 8,86-11,54 S
DRB1*04:05-DQA1*03-DQB1*03:02 3,01 1,07-8,45
DRB1*04:04-DQA1*03-DQB1*03:02 2,82 2,40-3,32 S
(DR3)-DQA1*05-DQB1*02 2,81 2,50-3,17 S
DRB1*04:02-DQA1*03-DQB1*03:02 1,75 0,57-5,36 S
(DR13)-DQB1*06:04 1,13 0,93-1,37 N
(DR9)-DQA1*03-DQB1*03:03 0,97 0,80-1,17 N
(DR8)-DQB1*04 0,95 0,83-1,08 N
(DR16)-DQB1*05:02 0,79 0,52-1,21 N
(DR7)-DQA1*0201-DQB1*02 0,63 0,52-0,77 N
(DR1/10)-DQB1*05:01 0,58 0,52-0,65 N
(DR4)-DQA1*03-DQB1*03:01 0,51 0,40-0,66 N
DRB1*0403-DQA1*03-DQB1*03:02 0,37 0,20-0,66 p
(DR13)-DQB1*06:09 0,36 0,14-0,92 N
(DR13)-DQB1*06:03 0,23 0,19-0,28 p
(DR11/12/13)-DQA1*05-DQB1*0:301 0,23 0,19-0,28 p
(DR7)-DQA1*02:01-DQB1*03:03 0,08 0,05-0,16 P
(DR15)-DQB1*06:01 0,07 0,01-0,53 P
(DR15)-DQB1*06:02 0,03 0,03-0,05 P
(DR14)-DQB1*05:03 0,03 0,01-0,08 P

*S —tugev risk; s — madal risk; N - neutraalne; p — nork kaitse ; P — tugev Kaitse.

Tabel 6. Genotiiiibi riskigrupid, mis pohinevad individuaalsetel haplotiitipidel (Ilonenen et
al., 2016).

Genotiiiibi Numbriline Haplotiiiibi kood
riskigrupp kood

tugev risk 5 S/s, s/s (kui DR3-DQ2/DR4-DQ8)

moddukas risk 4 S/s, s/s (v.a need, mis on grupis 5), S/S,

S/N

vahene risk 3 s/N, S/p

neutraalne 2 N/N, S/P, s/P, slp

moddukas kaitse 1 p/N

tugev kaitse 0 P/N, p/p, P/p, P/P

*S —tugev risk; s — madal risk; N - neutraalne; p — nork kaitse ; P — tugev kaitse.
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2.2.4 Statistiline analiits

Statististiline analiiiis viidi 14bi, kasutades statistikaprogrammi R© (versioon 3.3.3, Free
Software Foundation, Boston, USA). Enamike tsiitokiinide kontsentratsioonidel ei olnud
normaaljaotuvust, mistdttu nende analiiiisil kasutati mitte-parameetrilisi teste (Wilcoxoni test,
Kruskal-Wallise test, Spearmani korrelatsiooni test). Normaaljaotuvusega fenotiiiibiliste
tunnuste (nditeks vanus) analiiiisiks kasutati parameetrilist t-testi. Mudelite analiiiis on tehtud
lineaarse regressiooniga ja kohandatud soole, vanusele, verevotu aastaajale ja HLA
riskigruppidele. Oluliseks p-viirtuseks loeti neid, mis olid < 0,05. Koik joonised on tehtud
graafika tarkvaraga Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).
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2.3 Tulemused
2.3.1 Tsiitokiinide kontsentratsioonide seos diagnoosiga

Tabelist 7 (lisa 1) voib ndha, et vordlusgrupi ja &dsja diagnoositud T1D grupi vahel erinesid
mitmete tsiitokiinide kontsentratsioonid. Adipokiinide (resistiin, PAI-1) tasemed olid T1D grupis
oluliselt madalamad. Kemokiinide (MIP-1p, MCP-1, IL-8), kuid mitte IP-10, tasemed olid vastupidiselt
jillegi TID grupis korgemad. Klassikaliste poletikutsiitokiinide (IL-1p, IL-6, TNF-a)
kontsentratsioonide erinevused gruppide vahel vélja ei tulnud. Vastupidi, T1D grupis olid kdrgemad
poletikuvastaste tsiitokiinide (IL-10, TGF-B1) ning TNF-a retsepori STNF-RII kontsentratsioonid.

Tsiitokiinide erinevusi illustreerivad karp-vurrud diagrammid joonistel 5A-5H.

A) 1000- Wilcoxoni test:
p= 4,23*10°" B) 1000+ Wll(iO()J(Oor}I) é(;st:
~ 8004 -_ p=0,
S 800+
(@] =
6004
< %, 600-
= £ N
@ 400+ ; 200-
0
2 x
200- 200- %
0 — ' o
vordlusgrupp (n=29) T1D (n=47) vordlusgrupp (n=29) T1D (n=47)
C) 800 Wilcoxoni test: D) 1001 Wilcoxoni tesét:
_ 1
p=2,32%10"" w“ p= 2,05*10
= 6001 ~ 807
£ E _
g . g 601
3 4001 g
o — 404
g d
= 4
200 = 20
0 0

vc“)rdlusgrllJpp (n=32) T1iD (In=46) vﬁrdlusgrlljpp (n=32) T1D (In=47)
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Joonis 5. Karp-vurrud diagrammid v&rdlusgrupi ja T1D tsiitokiinide tasemest. A) Resistiin; B) PAI-1;
C) MCP-1; D) MIP-1B; E) IL-8 (logaritmitud); F) IL-10; G) sTNF-RII; H) TGF-B1. Joonisel on niha
minimaalse-maksimaalse pikkusega ,,vurrud“ ja ,,karp“, mille sees paikneb 50% tulemustest (piirneb
25% ja 75% kvartiiliga).

2.3.2 Tsiitokiinide kontsentratsioonide seos diabeetiliste ainevahetushiiretega

Tsiitokiinide kontsentratsioonide erinevusi diabeetiliste ainevahetushiirete korral
analiiiisiti koigepealt ainult T1D grupis ja hiljem analiiiisiti ka T1D gruppi koos vordlusgrupiga
(lisa 1: tabel 8). T1D grupp jaotus kolmeks — ainevahetushdireta patsiendid (grupp 1),
patsiendid, kellel oli ainult ketonuuria (grupp 2) ja patsiendid, kellel oli ketoatsidoos koos
ketonuuriaga (grupp 3).

Selgus, et ka T1D alagrupid erinevad vordlusgrupist mitmete samade tsiitokiinide
poolest, mille kontsentratsioonid samuti diagnoosist soltuvalt erinevad tulid (resistiin, MCP-1,
MIP-1B). IL-10 tasemed ei erinenud iihegi T1D alagrupi ja vordlusgrupi vahel, kuigi
vordlusgrupi ja haigete vahel leidsime varasemas analiiiisis erinevuse (vt joonis 5F). TGF-2
oli ainuke tsiitokiin, mille tasemed erinesid ainevahetushiireta (grupp 1) ja ainevahetushiirega
(grupid 2 ja 3) vahel — mdlemal juhul olid ainevahetushéire korral TGF-B2 kontsentratsioonid

korgemad vorreldes ainevahetushédireta T1D grupiga.
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Huvitaval kombel erinesid tsiitokiinide kontsentratsioonid ka kahe alagrupi vahel, kellel
esines erineva raskusastmega ainevahetushdire. Nimelt vOis mérgata, et resistiini, PAI-1 ja
STNF-RII kontsentratsioonid olid ainult ketonuuria grupis madalamad ja IL-17A
kontsentratsioon oli kdrgem vorreldes patisentidega, kellel oli nii ketonuuria kui ka
ketoatsidoos (joonised 6A-61).
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Joonis 6. Tsiitokiinide seos ainevahetushéiretega. 0 — vordlusgrupp, 1 — ainevahetushiireta T1D, 2 —
ainult ketonuuria, 3 — ketoatsidoos koos ketonuuriaga. A) Resistiin; B) PAI-1; C) MCP-1; D) MIP-1p;
E) IL-8 (logaritmitud); F) IL-17A; G) STNF-RII; H) TGF-B1; 1) TGF-B2. Joonisel on ndha minimaalse-
maksimaalse pikkusega ,,vurrud“ ja ,,karp“, mille sees paikneb 50% tulemustest (piirneb 25% ja 75%
kvartiiliga).

2.3.3 Tsiitokiinide kontsentratsioonide seos diabeediga seotud autoantikehadega

Tstitokiinide olulisi erinevusi, mis seostusid diabeedi AAK tiiiibi ja erinevat tiilipi AAK
arvuga, oli vihe. Neil T1D patsientidel, kellel leidusid GADA ja neil, kellel vastavad AAK-d
puudusid, erinesid oluliselt vaid IL-13 tsiitokiini kontsentratsiooni poolest (joonis 9A).
GADA+ T1D patsientidel oli korgem IL-13 kontsentratsioon (mediaanid: 5,33 vs 0,16 pg/ml;
p-vaartus= 0,04, Wilcoxoni test). Samuti leiti, et IA-2A positiivsetel ja |A-2A negatiivsetel T1D
patsientidel erinevad sekretoorse IL-2Ra kontsentratsioonid (joonis 9B). Varreldes anti-ZnT8
positiivsete ja negatiivsete patsientide tsiitokiinide kontsentratsioone, siis olid koik p-vairtused

ebaolulised (p > 0,05).
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Lisaks vaadeldi tsiitokiinide kontsentratsioonide erinevusi soltuvalt sellest, mitme
erineva tiiiibi AAK-de suhtes haiged positiivsed olid. Kuna T1D patsientide hulk, kellel ei olnud
vOi tuvastati 1 voi 2 erinevat AAK-d oli piisavalt véike (gruppide suurused vastavalt 1, 6 ja 16
isikut), otsustasin analiilisis vorrelda neid T1D patsiente kellel leidus kolm erinevat
autoantikehi ja neid, kellel leidus < 3 erinevat AAK. Eelnevalt mainitud gruppidel erinesid sIL-
2Ra  kontsentratsioonid — 3 antikehaga T1D patsientidel olid nimetatud retseptori
kontsentratsioonid korgemad (mediaan: 1205 pg/ml) vorreldes T1D patsientidega, kellel
tuvastati vihem kui kolm erinevat AAK (mediaan: 981 pg/ml; p= 0,025, Wilcoxoni test).

Gruppide erinevus on vaadeldav jooniselt 9C.
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Joonis 9. Antikehade erinevus T1D patsientide hulgas soltuvalt autoantikeha tiiiibist ja hulgast.
A) GADA; B) IA-2A; C) 3 AAK vs < 3 AAK. Joonisel on niha minimaalse-maksimaalse pikkusega
,vurrud® ja , karp®, mille sees paikneb 50% tulemustest (piirneb 25% ja 75% kvartiiliga).
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2.3.4 Tsiitokiinide kontsentratsioonide seos HLA haplotiiiipidega

Analiiiisiti tstitokiinide kontsentratsioonide erinevusi seoses T1D HLA riskigruppidega, mis
jagunesid viieks — tugev kaitse (0), moddukas kaitse (1), neutraalne (2), vdhene risk (3),
mdodukas risk (4) ja tugev risk (5) (tabel 7). T1D grupis kuulus alagruppidesse 0 ja 1 liiga vihe
uuritavad (n < 5), mistottu otsustati need alagrupid analiiiisil iheks kaitsva HLA grupiks kokku
votta (tabel 9). Vordlusgrupis oli vastupidiselt alagruppides 3, 4 ja 5 liiga vidhe uuritavaid,
mistOttu otsustati need alagrupid analiiiisil tiheks riski HLA alagrupiks kokku votta (tabel 10).

T1D grupis iihtegi olulist erinevust ei esinenud. Vordlusgrupis erinesid PAI-1 tasemed
kolmik-riskigrupi ja kdigi teiste gruppide vahel — tugeva kaitse, modduka kaitse ja neutraalses
grupis olid PAI-1 kontsentratsioonid madalamad vorreldes grupiga, mis hdlmas endas véhese,
modduka ja tugeva riski gruppe. IL-8 tasemed erinesid tugeva kaitse grupi ja modduka kaitse
grupi voi neutraalse grupi vahel (viimased madalamad vorreldes 0-grupiga). STNF-RI1I tasemed
erinesid modduka kaitse ja tugeva kaitse vOi neutraalse grupi vahel — STNF-RII tasemed olid

tugeva kaitse ja neutraalses gupis madalamad vorreldes mdoduka kaitse grupiga.

Tabel 9. HLA riskigruppide seos tsiitokiinide kontsentratsioonidega T1D patsientide hulgas.

T1iD
HLA (0) tugev + 2 ?3) 4) (5)
riskigrupp | (1) méddukas neutraalne vihene risk moddukas tugev risk | p-véirtus®
Tsiitokiin kaitse risk
Resistiin 45,8 45,8 100 27,8 175 0,127
(ng/ml) (36,5-117) (36,7-128) (62,2-243) (5,80-83,8) (68,0-233)
PAI-1 79,2 48,7 120 223 108 0,421
(ng/ml) (45,1-115) (38,2-145) (63,6) (2,91-118) (55,0-211)
IP-10 185 218 370 299 325 0,106
(pg/ml) (179-200) (187-238) (241-512) (252-459) (237-566)
MCP-1 340 359 326 294 349 0,769
(pg/ml) (325-392) (331-429) (258-392) (233-375) (277-463)
MIP-1p 32,6 31,4 42,0 28,9 27,0 0,194
(pg/ml) (25,1-40,1) (27,4-34,0) (31,9-53,6) (20,6-40,0) (17,1-33,3)
GM-CSF 60,7 58,5 125 94,5 82,0 0,682
(pg/ml) (49,5-93,7) (29,7-125) (36,5-203) (57,7-144) (60,1-130)
IFN-y 12,0 7,75 14,8 12,6 9,72 0,259
(pg/ml) (10,7-14,5) (2,01-13,6) (12,6-18,8) (6,30-16,1) (5,98-11,4)
IL-10 11,5 2,67 12,0 8,02 4,21 0,350
(pg/ml) (5,03-14,2) (0,28-8,21) (3,11-21,1) (4,74-11,5) (2,25-12,4)
IL-12 2,15 0,65 2,19 2,67 2,05 0,511
(pg/ml) (0,92-2,75) (0,14-2,86) (0,86-5,37) (1,18-5,50) (1,02-3,82)
IL-13 6,98 1,68 10,5 6,50 3,86 0,071
(pg/ml) (3,74-10,6) (0,14-2,68) (6,52-18,1) (2,10-13,6) (0,96-6,87)
IL-17A 341 4,16 6,79 5,17 3,81 0,694
(pg/ml) (1,84-3,96) (0,43-6,02) (2,58-10,1) (3,73-11,4) (1,30-8,25)
IL-1p 1,02 0,44 0,50 0,85 0,74 0,518
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(pg/ml) (0,30-2,63) (0,06-0,75) | (0,36-1,27) | (0,63-1,24) | (0,20-1,10)

IL-23 238 20,7 72,9 85,5 79,0 0,465
(pg/ml) (14,6-43,7) (1,61-71,1) | (25,9-161) (21,3-188) | (22,1-159)

IL-5 3,81 2,50 4,16 3,65 4,06 0,363
(pg/ml) (2,09-5,28) (1,73-317) | (297-540) | (3,26-5,82) | (1,18-5,18)

IL-6 0,99 0,63 1,18 0,86 1,25 0,781
(pg/ml) (0,38-6,62) (0,34-1,40) | (0,58-2,62) | (0,51-1,39) | (0,50-1,51)

IL-8 7.35 4,80 775 4,95 5,60 0,562
(pg/ml) (4,72-13,7) (3,74-727) | (578-131) | (3,97-8,08) | (4,32-114)

TNF-a 1,28 4,08 5,00 2,92 3,95 0,853
(pg/ml) (1,20-4,47) (2,13-540) | (1,71-641) | (2,21-4,33) | (1,39-5,61)

sIL-2Ra 1231 927 994 1013 1182 0,190
(pg/ml) (1006-1391) | (919-1036) | (812-1365) | (829-1458) (1064-

1697)

STNF-RII 6,32 6,28 7.32 7.15 6,96 0,214
(ng/ml) (5,58-6,88) (590-6,90) | (6,68-8,97) | (5,60-8,49) | (6,72-7,61)

TGF-p1 36,3 35,2 17,0 30,9 24,9 0,926
(ng/ml) (9,04-46,1) (25,0-41,8) | (9,44-48,1) | (26,3-33,6) | (12,0-55,3)

TGF-p2 994 1435 756 1088 1213 0,427
(pg/ml) (294-1078) (587-2132) | (447-1498) | (1022-1154) | (586-1842)

IL-17F 0,18 0,09 0,05 0,10 0,09 0,866
(ng/ml) (0,05-0,35) (0,07-0,10) | (0,03-020) | (0,03-0,13) | (0,06-0,11)

IL-15 93,3 57,0 257 53,8 54,6 0,051
(pg/ml) (39,6-126) (36,1-67,1) | (8,81-30,26) | (11,6-77,2) | (29,9-63,2)

o — Kruskal-Wallise testi p-vaértus. Tabelis on mérgitud mediaanid ning sulgudes esimene ja kolmas
kvartiil (1Q1-1Q3). Paaride vahelisi erinevusi on v3rreldud Wilcoxoni testiga. Olulised erinevused on
mérgitud rohutatud kirjas (p < 0,05).

Tabel 10. HLA riskigruppide seos tsiitokiinide kontsentratsioonidega vordlusgrupi hulgas.

Vordlusgrupp
(V)] 1) 2 (3) vihene +
HLA riskigrupp tugev kaitse mdddukas neutraalne | (4) mdddukas + | p-viirtus®
Tsiitokiin kaitse (5) tugev risk
Resistiin 354 226 258 312 0,211
(ng/ml) (258-448) (192-417) (207-289) (299-521)
PAI-1 197* 1672 1398 4041 2.3 0,014
(ng/ml) (158-233) (125-189) (107-201) (293-408)
IP-10 304 397 371 349 0,791
(pg/ml) (228-518) (339-476) (291-467) (256-529)
MCP-1 196 221 216 282 0,706
(pg/ml) (176-277) (169-260) (138-270) (204-301)
MIP-1B 18,1 14,4 14,4 22,5 0,441
(pg/ml) (13,1-21,5) (12,4-21,1) (13,9-16,9) (18,5-28,4)
GM-CSF 123 39,6 39,2 105 0,154
(pg/ml) (46,2-265) (32,2-114) (0,82-57,4) (66,2-157)
IFN-y 12,4 10,3 10,7 12,6 0,300
(pg/ml) (7,43-17,0) (3,82-18,6) (5,09-16,6) (10,6-23,8)
IL-10 3,89 4,21 0,83 3,84 0,794
(pg/ml) (0,85-8,16) (2,58-7,09) (0,22-6,72) (1,51-9,17)
IL-12 2,41 3,21 2,75 3,52 0,371
(pg/ml) (1,71-3,25) (0,08-5,38) (0,62-3,62) (2,80-5,13)
IL-13 4,08 8,88 3,85 11,5 0,391
(pg/ml) (1,51-8,06) (0,16-11,5) (2,40-7,08) (6,04-17,8)
IL-17A 6,33 3,53 2,67 6,23 0,334
(pg/ml) (2,17-12,2) (0,27-15,8) (0,76-6,38) (2,39-10,7)
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IL-1p 0,71 0,45 0,39 0,65 0,653
(pg/ml) (0,09-1,79) (0,06-1,39) (0,07-0,74) (0,29-0,89)
IL-23 53,3 7,94 17,2 65,4 0,381
(pg/ml) (5,98-103) (1,80-81,1) (1,80-122) (22,3-251)
IL-5 2,59 1,84 1,79 3,33 0,252
(pg/ml) (1,65-3,95) (0,74-5,13) (1,11-3,77) (2,70-4,28)
IL-6 0,79 113 0,57 0,99 0,339
(pg/ml) (0,63-1,16) (0,11-1,71) (0,35-0,92) (0,75-1,42)
IL-8 5,90%5 4,13 3,85° 3,94 0,045
(pg/ml) (4,47-8,24) (3,08-5,06) (2,39-6,32) (3,05-5,51)
TNF-o 4,20 4,89 2,36 3,50 0,377
(pg/ml) (1,51-8,23) (2,13-5,85) (0,09-5,10) (2,94-4,30)
sIL-2Ra 1232 1061 782 689 0,143
(pg/ml) (905-1956) (991-1757) (594-1181) (606-1116)
STNF-RII 5,93 7,2546 4,748 573 0,02
(ng/ml) (5,24-7,04) (6,50-7,72) (3,93-6,68) (5,15-6,33)
TGF-p1 15,6 133 24.6 25,9 0,540
(ng/ml) (11,5-23,6) (9,05-20,7) (15,9-27.5) (7,00-33,6)
TGF-p2 733 469 800 888 0,740
(pg/ml) (520-888) (424-924) (628-982) (451-1141)
IL-17F 0,18 0,06 0,08 0,14 0,477
(ng/ml) (0,06-0,21) (0,04-0,13) (0,05-0,16) (0,11-0,24)
IL-15 39,1 39,3 39,1 443 0,761
(pg/ml) (18,0-73,6) (20,8-62,6) (23,5-44,7) (35,4-69,6)

o - Kruskal-Wallise testi p-véartus. Tabelis on margitud mediaanid ning sulgudes esimene ja kolmas
kvartiil (IQ1-IQ3). Paaride vahelisi erinevusi on vdrreldud Wilcoxoni testiga. Olulised erinevused on
mérgitud rohutatud Kirjas (p < 0,05). 1 — tugeva kaitse grupp (0) erineb kolmikgrupist (vihene (3),
moddukas (4) ja tugev (5) risk) (PAI-1); 2 — mddduka kaitse grupp (1) erineb kolmikgrupist (vdhene
(3), mdddukas(4) ja tugev (5) risk) (PAI-1); 3 — neutraalne grupp (2) erineb kolmikgrupist (vahene (3),
moddukas (4) ja tugev (5) risk) (PAI-1); 4 - tugeva kaitse grupp (0) erineb erineb mddduka kaitse grupist
(1) (IL-8, sTNF-RII); 5 — tugeva kaitse grupp (0) erineb neutraalsest grupist (2) (IL-8); 6 — mddduka
kaitse grupp (1) erineb neutraalsest grupist (2) (STNF-RII).

2.3.5 Tsiitokiinide kontsentratsioonide seos verevotu aastaaegadega

Tsiitokiinide kontsentratsioonide seost aastaaegadega vaadeldi eraldi T1D grupis (lisa
1: tabel 11) ja vordlusgrupis (lisa 1: tabel 12). T1D grupis leiti mitmeid aastaajast soltuvaid
erinevusi adipokiinide, kemokiinide, pdletikutsiitokiinide ja IL-17F ja IL-15 tasemete vahel.
Adipokiinide, eeskitt resistiini kontsentratsioonid olid talvel koigi teiste aastaaegadega
vorreldes korgemad. Suvel olid korgemad IL-8, IL-13 ja MIP-1f tasemed vorreldes siigisega.
Kevadel aga olid korgemad resistiini, PAI-1 ja MCP-1 ning madalamd IL-15 kontsentratsioonid
vorreldes suvega. Kevade ja siigise erinevused T1D grupis tulid olulised tsiitokiinide I1L-8 ja
MCP-1 (kevadel korgemad) ning IL-15 (kevadel madalamad) korral. Illustreerivad karp-vurrud
diagrammid vdib leida joonistelt 7A-7H.

Vordlusgrupis tuli vélja ainult tiks oluline erinevus — STNF-RII tasemed oli talvel

korgemad vorreldes kevadega (joonis 8). Analiiiisi piirasid aga vordlusgrupi uuritavate vihene
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arv (n < 5) nii suvel kui ka osade tsiitokiinide puhul kevadel, mistdttu vdisid potentsiaalsed

erinevused mitte vilja tulla.
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Joonis nr 7. Tsiitokiinide kontsentratsioonide erinevus haigetel aastaajast soltuvalt. Paaride erinevust
on vorreldud Wilcoxoni testiga. A) Resistiin B) PAI-1 C) MCP-1 D) MIP-18 E) IL-8 (logaritmitud) F)
IL-13 G) IL-17F H) IL-15. Joonisel on ndha minimaalse-maksimaalse pikkusega ,,vurrud* ja ,,karp®,
mille sees paikneb 50% tulemustest (piirneb 25% ja 75% kvartiiliga).
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Joonis 8. STNF-RII kontsentratsiooni erinevus soltuvalt aastaajast vordlusgrupi hulgas. Joonisel on ndha
minimaalse-maksimaalse pikkusega ,,vurrud® ja ,.karp“, mille sees paikneb 50% tulemustest (piirneb
25% ja 75% kvartiiliga).
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2.3.6 Mudelid
2.3.6.1 Mudelid diagnoosile

Eelnevas analiilisis selgus, et mitmed kofaktorid (nditeks verevdtu aastaaeg) voivad
mojutada tsiitokiinide tulemusi. Selle probleemi lahendamiseks kasutasime statistilisi
mudeleid, mis voimaldab tsiitokiinide tulemusi ,,puhastada“ kofaktorite mojust. Tabelis 13
voib ndha Wilcoxoni testi ja kohandatud mudeli p-vaértuste erinevusi diagnoosiga seotud
tsiitokiinide hulgas. Lineaarsed regressioonimudelid olid kohandatud soole, vanusele, verevatu
aastaajale ja HLA riskigrupile. Peale kohandamist siilisid (vorreldes kohandamata
tulemustega) seosed diagnoosi ja resistiini, MCP-1, IL-8 ning STNF-RII vahel. Uued olulised
seosed tekkisid tsiitokiinidega IL-12 ja IL-6. Kohandatud mudelites kaotasid diagnoosiga
olulised seosed PAI-1, MIP-1pB, IL-10 ja TGF-B1, kuna suure tdendosusega on eelmainitud

tstitokiinid tugevalt mdjutatud verevotu aastaajast ja HLA riskigruppidest.

Tabel 13. Diagnoosi seos tsiitokiinide kontsentratsioonidega: erinevused Wilcoxoni testi ja
kohandatud lineaarse regressiooni mudeli vahel.

Tsiitokiinid ja diagnoos
(vordlusgrupp vs T1D)
Kohandamata Kohandatud*
(Wilcoxoni
Tsiitokiin test)
p-vaartus Regressiooni- | p-véirtus
kordaja®
Resistiin® 4,23*107 -177,4 0,002
(ng/ml)
PAI-13 0,0002 -71,9 0,161
(ng/ml)
IP-10! 0,112 -56,7 0,566
(pg/ml)
MCP-1%2 2,32*107 128 0,0008
(pg/ml)
MIP-1pt3 2,05*10° 5,87 0,199
(pg/ml)
GM-CSF* 0,283 -92,3 0,207
(pg/ml)
IFN-y! 0,424 -3,90 0,135
(pg/ml)
IL-10* 0,03 3,78 0,126
(pg/ml)
IL-12%3 0,247 -1,33 0,03
(pg/ml)
IL-13! 0,885 -0,90 0,707
(pg/ml)
IL-17Al 0,473 -0,84 0,701
(pg/ml)
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IL-1p 0,415 0,24 0,357
(pg/ml)

IL-23! 0,392 231 0,507
(pg/ml)

IL-5 0,09 0,03 0,960"
(pg/ml)

IL-6 0,127 2,69 0,02

(pg/ml)

IL-8t3 0,01 4,75 0,001
(pg/ml)

TNF-o4 0,827 -0,14 0,881
(pg/ml)

sIL-2Ra? 0,393 -122 0,498
(pg/ml)

STNF-RII? 0,005 1,02 0,03

(ng/ml)

TGF-p1 0,01 7,76 0,187
(ng/ml)

TGF-p2 0,06 182 0,380
(pg/ml)

IL-17F23 0,607 0,08 0,262
(ng/ml)

IL-15 0,993 2,07 0,868
(pg/ml)

*Kohandatud soole, verevotu aastaajale, vanusele verevotul ja HLA riskigrupile. Oluliselt
mdjutavad kofaktorid: tHLA; %sugu; 3verevotu aastaaeg; * vanus; 5 — gruppide keskmiste
vahe. Olulised erinevused on mérgitud rohutatud kirjas (p < 0,05).

2.3.6.2 Mudelid ainevahetushéiretele

Analiiiisisme ka kofaktorite m&ju diabeetiliste ainevahetushéiretega seotud tsiitokiinidele, mida
vOib ndha tabelitest 14 (T1D alagrupid) ja 15 (TID alagruppide vordlus vordlusgrupiga).
Analiitisimiseks kasutasime samuti lineaarset regressioonimudelit, mis oli kohandatud soole, vanusele,
verevOtu aastaajale ja HLA riskigruppidele. Vorreldes omavahel TI1D alagruppe soltuvalt
ainevahetushdire olemasolust tekkisid juurde kolm uut seost — PAI-1, IL-17F ja TGF-B1. Koik tilejaanud
seosed, mis tulid vélja ka Wilcoxoni testiga, jaid samaks. Tabelis 15 jdid ka kohandatud mudelites alles
koik seosed resistiiniga, kuid kadusid dra koik seosed MIP-1p. Seoste kadumist m&jutasid kofaktorid
HLA ja vanus verevotul. Uued seosed ainevahetushéirega tekkisid tsiitokiinidel 1L-10, IL-12, IL-6 ja
IL-8.
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Tabel 14. Diabeetiliste ainevahetushéirete seos tsiitokiinide kontsentratsioonidega: erinevused Wilcoxoni testi ja kohandatud lineaarse regressiooni mudeli vahel.

Tsiitokiinide seos diabeetiliste ainevahetushiiretega

(T1D alagruppide vahel)

Ainevahetushiireta vs
ainult ketonuuria

Ainevahetushiireta vs
ketoatsidoos koos ketonuuriaga

Ainult ketonuuria vs
ketoatsidoos koos ketonuuriaga

Kohandamata | Kohandatud* Kohandamata Kohandatud* Kohandamata Kohandatud*
(Wilcoxoni test) (Wilcoxoni test) (Wilcoxoni test)
p-vaartus Regressiooni- p-vaartus Regressiooni- p-véartus Regressiooni-
Tstitokiin kordaja® kordaja® kordaja®
(p-vaértus) (p-vaértus) (p-vaértus)
Resistiin® 0,142 -71,2 0,593 51,5 0,021 123
(ng/ml) (0,274) (0,393) (0,042)
PAI-1%3 0,315 -64,4 0,270 110 0,024 174
(ng/ml) (0,257) (0,039) (0,001)
IP-10? 0,900 -131 0,542 -130 0,517 0,87
(pg/ml) (0,313) (0,281) (0,994)
MCP-1 0,728 45,5 0,187 76,7 0,205 29,1
(pg/ml) (0,344) (0,093) (0,512)
MIP-1pt3 0,667 4,63 0,246 2,50 0,309 -2,13
(pg/ml) (0,442) (0,654) (0,699)
GM-CSF* 0,165 163 0,200 105 0,803 -57,5
(pg/ml) (0,087) (0,231) (0,505)
IFN-y! 0,786 -2,09 0,856 -2,87 0,774 -0,78
(pg/ml) (0,612) (0,465) (0,831)
IL-10! 0,490 6,59 0,242 4,35 0,622 -2,25
(pg/ml) (0,089) (0,238) (0,514)
IL-12t 0,194 0,70 0,553 0,006 0,366 -0,69
(pg/ml) (0,455) (0,995) (0,407)
IL-13%2 0,487 -1,74 0,779 -2,66 0,601 -0,92
(pg/ml) (0,581) (0,366) (0,751)
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IL-17A! 0,071 4,20 0,934 -2,28 0,047 -6,48
(pg/ml) (0,217) (0,481) (0,034)
IL-1p 0,173 0,15 0,609 -0,05 0,338 -0,19
(pg/ml) (0,719) (0,906) (0,597)
IL-23 0,173 57,8 0,609 23,3 0,443 -34,5
(pg/ml) (0,294) (0,656) (0,482)
IL-5 0,250 0,97 0,365 0,74 0,806 -0,24
(pg/ml) (0,302) (0,412) (0,777)
IL-6 0,786 -1,40 0,307 -0,62 0,444 0,78
(pg/ml) (0,433) (0,716) (0,622)
IL-8%3 0,320 -2,37 0,087 -1,69 0,221 0,68
(pg/ml) (0,297) (0,434) (0,737)
TNF-o* 0,451 1,94 0,510 0,97 0,784 -0,97
(pg/ml) (0,197) (0,498) (0,467)
sIL-2Ra? 0,095 -197 0,326 76,0 0,414 273
(pg/ml) (0,404) (0,728) (0,208)
STNF-RII! 0,170 -0,80 0,361 0,81 0,008 1,61
(ng/ml) (0,257) (0,226) (0,011)
TGF-p1 0,076 13,5 0,089 14,7 0,855 1,18
(ng/ml) (0,074) (0,04) (0,863)
TGF-p2 0,027 518 0,036 739 0,788 221
(pg/ml) (0,046) (0,003) (0,347)
IL-17F% 23 1,000 -0,22 0,881 -0,14 0,775 0,08
(ng/ml) (0,023) (0,121) (0,350)
IL-15 0,7856 -0,32 0,948 -2,56 0,967 -2,25
(pg/ml) (0,987) (0,892) (0,899)

*Kohandatud soole, verevdtu aastaajale, vanusele verevdtul ja HLA riskigrupile. Oluliselt mdjutavad kofaktorid: *HLA; 2sugu; 3verevdtu aastaaeg; *
vanus; 5 — gruppide keskmiste vahe. Olulised erinevused on margitud rohutatud kirjas (p < 0,05).
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Tabel 15. Diabeetiliste ainevahetushéirete seos tsiitokiinide kontsentratsiooniga: erinevused Wilcoxoni testi ja kohandatud lineaarse regressiooni mudeli vahel.

Tsiitokiinid ja diabeetilised ainevahetushiired

(vordlusgrupp vs T1D)
Vordlusgrupp vs Vordlusgrupp vs Vordlusgrupp vs
ainevahetushiireta T1D ainult ketonuuria ketoatsidoos koos ketonuuriaga
Kohandamata | Kohandatud* | Kohandamata Kohandatud* Kohandamata Kohandatud*
(Wilcoxoni test) (Wilcoxoni test) (Wilcoxoni test)
p-vaartus Regressiooni- p-vaartus Regressiooni- p-véartus Regressiooni-
Tsiitokiin kordaja kordaja kordaja
(p-vaértus) (p-vaértus) (p-vaértus)
Resistiin3 0,0005 -180 6,05*10 -251 0,0005 -128
(ng/ml) (0,006) (0,0005) (0,045)
PAI-1%3 0,001 -98,1 0,0005 -162 0,056 11,9
(ng/ml) (0,083) (0,008) (0,828)
IP-10? 0,649 21,7 0,388 -103 0,057 -103
(pg/ml) (0,820) (0,418) (0,382)
MCP-1 0,01 87,1 0,001 133 2,59*10”7 162
(pg/ml) (0,054) (0,006) (0,0004)
MIP-1pt3 0,012 3,70 0,002 8,33 0,0002 6,20
(pg/ml) (0,513) (0,162) (0,256)
GM-CSF* 0,885 -175 0,228 -12,5 0,256 -70,0
(pg/ml) (0,051) (0,892) (0,411)
IFN-y! 0,594 -2,21 0,754 -4,29 0,442 -5,08
(pg/ml) (0,531) (0,241) (0,118)
IL-10! 0,382 0,39 0,180 6,98 0,030 4,74
(pg/ml) (0,905) (0,043) (0,119)
IL-12t 0,094 -1,50 0,749 -0,80 0,258 -1,49
(pg/ml) (0,062) (0,332) (0,043)
IL-13%2 0,722 0,58 0,535 -1,16 0,971 -2,08
(pg/ml) (0,846) (0,708) (0,467)
IL-17Al 0,251 -0,90 0,293 3,30 0,184 -3,19
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(pg/ml) (0,755) (0,274) (0,233)
IL-1p 0,739 0,22 0,161 0,37 0,607 0,18
(pg/ml) (0,527) (0,311) (0,585)
IL-23 0,800 -46,7 0,143 11,1 0,632 -23,4
(pg/ml) (0,321) (0,819) (0,588)
IL-5 0,868 -0,51 0,092 0,46 0,143 0,23
(pg/ml) (0,526) (0,578) (0,760)
IL-6 0,994 3,28 0,397 1,88 0,046 2,67
(pg/ml) (0,033) (0,235) (0,059)
IL-8t3 0,954 6,02 0,142 3,65 0,0007 4,33
(pg/ml) (0,002) (0,071) (0,016)
TNF-o* 0,432 -1,01 0,816 0,93 0,980 -0,04
(pg/ml) (0,429) (0,484) (0,970)
sIL-2Ra? 0,177 -100 0,823 -296 0,429 -23,5
(pg/ml) (0,653) (0,203) (0,912)
STNF-RII! 0,121 0,87 0,610 0,71 0,0007 1,68
(ng/ml) (0,148) (0,909) (0,003)
TGF-p1 0,969 -1,41 0,005 12,1 0,013 13,3
(ng/ml) (0,841) (0,103) (0,052)
TGF-B2 0,518 -238 0,018 281 0,039 501
(pg/ml) (0,324) (0,266) (0,033)
IL-17F1.23 0,937 0,19 0,345 -0,02 0,884 0,06
(ng/ml) (0,032) (0,789) (0,510)
IL-15 0,812 3,21 0,792 2,89 0,980 0,65
(pg/ml) (0,850) (0,870) (0,967)

*Kohandatud soole, verevdtu aastaajale, vanusele verevdtul ja HLA riskigrupile. Oluliselt mdjutavad kofaktorid: *HLA; 2sugu; 3verevotu aastaaeg; *
vanus; 5 — gruppide keskmiste vahe. Olulised erinevused on mérgitud réhutatud kirjas (p < 0,05).
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2.4 Arutelu

Esimest tiilipi diabeet on autoimmuunhaigus, mille pdhjustab organismi enda
immuunsiisteem, mis asub hivitama pankrease Langerhansi saarekeste insuliini tootvaid -
rakke. Haiguse avaldumise ajaks on B-rakke niivord vihe alles jadnud, mistdttu T1D haige
soltub tdielikult eksogeensest insuliinist (Atkinson et al., 2014). T1D haigete pankreasest on
leitud suur hulk sinna infiltreerunud Tw-rakke ja makrofaage, kuid oluliseks peetakse ka nende
rakkude toodetud tsiitokiine, mis vdivad anda pohilise signaali, et f-rakud tuleb hédvitada (Yoon
et Jun, 2005).

Loommudelites on leitud tsiitokiinide ja T1D vahel palju seoseid, kuid inimestes on neid
vihem uuritud. Lisaks on tulemused tihtipeale vasturddkivad ja ebajirjekindlad. Samuti on
rohkem uuritud tsiitokiine iksikult, mitte nende tervet profiili. Multiplekssete
midramismeetodite kasutamisele vOtmisega on aga hakatud rohkem téhelepanu pddrama
sellele, kuidas voiksid T1D haiguse korral méngida rolli just tsiitokiinide vorgustikud.

Erinevatest uuringutest jareldub, et Twl tsiitokiinide (IL-12, IL-2 ja IFN-y) ja
poletikutsiitokiinide (TNF-a, IL-1) suurenenud kontsentratsioone seostatakse [-rakke
kahjustava insuliidiga. T2 (IL-4, IL-10) ja Tw3 (TGF-p) tsiitokiinide kdrgenenud tasemeid aga
healoomulise mitte 3-rakke kahjustava insuliidiga (Rabinovitch, 1998).

Kiesolevas uuringus leiti, et TID haigetel ja vOrdlusgrupil on erinev loomuliku
immuunsusega seotud tsiitokiinide profiil. T1D haigetel on kdrgemad kemokiinide MCP-1, IL-
8 ja IL-6 tasemed, mis vastab kirjanduses toodule. Naiteks on tisna hiljuti leitud, et T1D
patsientide MCP-1 tasemed seerumis on kdrgemad vorreldes kontrollidega (Ismail et al., 2016).
MCP-1 meelitab monotsiilite/makrofaage pankrease saarekestesse ja initsieerib B-rakkude
hévitamise nagu on varasemalt kirjeldanud Martin et al. (2008). Erbagci et al. (2001) leidsid,
et IL-8 tasemed on kdrgemad T1D patsientidel ja IL-6 tasemed on korgemad spetsiifiliselt dsja
diagnoositud T1D patsientidel, kuid mitte enam hiljem. Leidsime ka, et T1D haigetel on iiles
reguleeritud anti-inflammatoorsed tsiitokiinid - TNF-i lahustuv retseptor TNF-RII, vomalik, et
ka IL-10 ja TGF-B (viimased kaks on olulised vaid kofaktoritele kohandamata andmetes). See
voib viidata kompensatoorsele efektile, mil iiles on reguleeritud nii poletikku pooldavad kui ka
alla suruvad tsiitokiinid (Ryden et al., 2009; Lohmann et al., 2002). Ka meie leidsime viiteid
sarnasele olukorrale, sest lisaks pdletikutsiitokiinidele liiale leidsime ka immuunvastust
reguleerivate tsiitokiinide kdrgemad tasemed dsja diagnoositud T1D haigetel.

Vastupidiselt kirjandusele me leidsime T1D grupis vahe nihkeid Tn alatiiiipide toodetud
tstitokiinide kontsentratsioonides. Ainukeseks oluliseks erinevuseks osutus IL-12 madalam
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kontsentratsioon T1D haigetel (peale mudeli kohandamist kofaktoritele nagu sugu, vanus, HLA
ja verevOtu aastaaeg). Hiljuti publitseeriti t06, mis nditas, et Tnl tsiitokiinide profiil
prediabeetilises faasis liilitub vahetult enne diabeedi Kkliinilist avaldumist @imber Th3 ja
pdletikuga seotud tsiitokiinide profiilile (Ryden et al., 2009). Meie tulemused langevad sellega
hésti kokku, sest uurisime #sja diagnoositud noori T1D patsiente, kellele on iseloomulik
diabeetiliste ainevahetushéirete sage esinemine (meie populatsioonis ~75% juhtudest).

Meie t6ost tuli vilja, et T1D grupis on adipokiinide (resistiin) tasemed oluliselt
madalamad vdrreldes vordlusgrupiga. Resistiin on tisna hiljuti avastatud adipotsiitokiin, mida
seostatakse insuliiniresistentsusega. Siiski on tema tidpsed mehhanismid rasvumise ja T2D
tekkel veel teadmata (Steppan et al., 2001). Resistiini seoseid T1D-ga on vihem uuritud. Ka
Schéffler et al. (2014) leidsid, et resistiini kontsentratsioonid on T1D haigetel vorreldes
kontrollgrupiga madalamad. Valsamakis et al. (2004) seostavad moddukat kaalukaotust
resistiini kontsentratsiooni langemisega. T1D patsiente iseloomustab kaalulangus ja madal C-
peptiidi tase (ADA, 2014). Uks hiljutine uuring on aga leidnud vastupidi, et resistiini
kontsentratsioonid on hoopis T1D haigetel korgemad (Geyikli et al., 2013). Ebakola voib tulla
sellest, et Geyikli et al. uuritavate hulka ei kuulunud mitte ésja diagnoositud, vaid kauaaegased
T1D patsiendid.

Diabeetiline ketoatsidoos (DKA) on tdsine T1D-ga kaasnev ainevahetushdire, mille
korral muudavad maksas produtseeritud ketokehad vere pH eluohtlikult madalaks (Tillmann et
Griinberg, 2003). Arvatakse, et DKA patofiisioloogiaga on seotud mitmed erinevad tsiitokiinid
nagu IL-10 (enne ravi alustamist), IL-6, IL-1B, IL-8 ja TNF-o (Hoffman et al., 2003;
Karavanaki et al., 2011).

Antud t606 leidis, et nii raskema kui ka kergema (ainult ketonuuria) ainevahetushéire
korral on T1D haigetel muutused adipokiinide, Th1l7 ja immuunoregulatsiooniga seotud
tstitokiinide tasemetes. Niiteks avastasime, et raske ainevahetushdirega patsientidel olid
korgemad molema uuritud adipokiini (PAI-1 ja resistiin) kontsentratsioonid vorreldes nende
patsientidega, kellel oli ainult ketonuuria. Ketoatsidoosiga patsiente isecloomustas ka kdrgemad
sekretoorse TNF-RII, kuid madalamad IL-17A tasemed.

Huvitavaks leiuks oli see, et ainevahetushdireta T1D ja ketoatsidoosiga patsientide vahel
erinesid TGF-pB kontsentratsioonid. TGF-P loctakse peamiselt pdletikuvastaseks tsiitokiiniks ja
tal on oluline roll FoxP3-positiivsete indutseeritud regulatoorsete T-rakkude genereerimisel
(Peng et al., 2094). Lisaks sellele indutseerib TGF-B ka Tw17 rakkude diferentseerumist, mis
vastupidiselt soodustab pdletiku teket ja kudede remodelleerumist. Viimasega seostatakse ka
diabeetiliste hilistiisistuste, eeskétt vaskulaarkomplikatsioonide teket. Arvatakse, et TGF- roll

soltub kontekstist ehk sellest, mis tiiiipi teised tsiitokiinid/biomarkerid 1dheduses domineerivad
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(Wahl, 2007). Samuti on leitud korge gliikkoositaseme seos TGF-B taseme suurenemisega
(Reinhold et al., 1996).

T1D pohiline erinevus T2D-st on pankrease antigeenide vastaste autoantikehade
esinemine. Mitmed uuringud on leidnud, et tsiitokiinide tasemetega voib olla seotud teatud
diabeedi AAK (Hanifi-Moghaddam et al., 2003; Labikova et al., 2014). Meie uuringust tuli
vilja, et diabeediga seotud AAK-de ja tsiitokiinide vahel oli vdhe seoseid. GADA+ T1D
haigetel on korgemad IL-13 tasemed ja IA-2A+ T1D haigetel olid korgemad sekretoorse IL-
2Ra tasemed. ZnT8 puhul me seoseid iihegi tsiitokiiniga ei tdheldanud. Uuringud B-raku
defitsiidiga haigetel on ndidanud, et AAK ei oma T1D tekkes patogeneetilist tihendust (Martin,
et al., 2001) ja nende mitte-seotus tsiitokiinide dominantse profiiliga on ootuspérane.
Kliinilistes katsetes GAD-alu vaktsiiniga, mille kdigus loodeti kallutada TH1-TH2 tasakaalu
viimase suunas, ndidati, et niinimetatud ravile reageerijaid (ingl responders) iseloomustab IL-
5 ja IL-13 sekretsiooni tous (Axelsson et al., 2010). Kdrget TA-2A tiitrit on seostatud ka
tsiitotoksiliste T-rakkude hulga suurenemist, millega korreleerub IL-17A taseme tous
(Labikova et al., 2014).

Kirjanduses on vilja toodud, et rohkem kui ithe AAK esinemine korraga on seotud
T1D-sse haigestumise riski tousuga (Verge et al., 1996). Kuna meie uuritavate hulgas oli vihe
neid patsiente, kes olid < 2 AK+, siis me votsime kokku need patsiendid, kellel tuvastati < 3
erinevat autoantikeha ja vordlesime neid tsiitokiinide tasemete osas T1D patsientidega, kellel
oli > 3 AAK-d. Ainuke erinevus tuli vélja sekretoorse IL-2Ro kontsentratsioonides, mille
tasemed olid > 3 AAK+ patsientides hulgas korgemad. SIL-2Ra on ka varasemalt seostatud
AAK (eeskitt IA-2A) tekkega T1D haigetel (Krause et al., 2014), kuid mitte mitmik-AAK
esinemisega. IL-2Ra  rakupinna retseptorina  peegeldab T-rakkude aktivatsiooni
autoimmuunhaiguste korral (Rubin et al., 1990; Maier et al., 2009). Lahustunud retseptorina
on IL-2Ra toimet vihe uuritud, kuid on ndidatud, et konkureerides IL-2 inhibeerib ta viimase
signaali, samas paradoksaalselt suurendades T-rakkude proliferatsiooni (Maier et al., 2009).
Siiski ei saa sIL-2Ra rolli T1D tekkes lahendatuks pidada, sest TH aktivatsiooni kdrval on
voimalik ka regulatoorsete T-rakkude kaudne toime (IL-2Ra on Treg-ide iiheks olulises
markeriks).

T1D teke on seotud tugevalt HLA-II lookusega (Pociot et McDermott, 2002). Meie
uuringus HLA riskigrupid T1D patsientide hulgas tsiitokiinide kontsentratsioone ei mdjutanud.
See-eest vordlusgrupi hulgas tulid vilja moned iiksikud erinevused. Kuna HLA riskigruppe
(vahene risk, moddukas risk, korge risk) leidus vordlusgrupi patsientide seas oodatult vihem,
siis pidime eelmainitud 3 gruppi kokku votma ja neid koos kaitsvate ja neutraalse grupi vahel

vordlema. PAI-1 tasemed olid korgemad riskigruppide hulgas vorreldes neutraalse ja kaitsvate
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gruppidega. Varasemalt on leitud, et adipokiinid (leptiin) suurendab IFN-y tootmise kaudu
HLA-II ekspressiooni (Deng et al., 2013). On v&imalik, et kdrgenenud HLA ekspressiooni
tingimustes esitatakse pankrease autoantigeene paremini, mis omakorda voib soodustada T1D
teket. Leidsime ka, et IL-8 ja STNF-RII oli monevdrra korgemad kaitsvates HLA gruppides
vorreldes riskigruppidega. Varasemalt on viiteid, et T1D kaitsvad HLA haplotiiiibid seostuvad
tervetel lastel korgenenud IFN-y ja IL-2 sekretsioonivdimega vastusena enteroviiruse
infektsioonile (Wallden et al., 2008).

On ndidatud, et tsiitokiinide tasemeid voivad oluliselt mdjutada sellised kofaktorid nagu
verevotu aastaacg (Myrianthefs et al., 2003). Seetottu uurisime selle faktori moju tsiitokiinide
kontsentratsioonidele.

Antud t66s tuli vélja, et vordlusgrupis erinevad oluliselt ainult sSTNF-RII tasemed talvel
vorreldes kevadega. Ulejiinud erinevused ei pruukinud vilja tulla, kuna suve ja kevade
alagruppides oli liiga vihe patsiente (n < 5) ja seetdttu ei saanud me nende gruppidega analiiiisi
labi wviia. T1D grupis aga olid talvel vorreldes suvega korgemad adipokiinide
kontsentratsioonid. PAI-1 ja resistiin olid korgemad ka kevadel vorreldes siigisega. Kevadel ja
suvel vorreldes stigisega olid kdrgemad kemokiinide IL-8 ja MCP-1 ja MIP-1f tasemed, mis
tuleb. Ka kirjanduse andmetel on pdletikku soodustavate tsiitokiinide tasemed korgemad just
(vara)suvel, kuigi seda tervete inimeste hulgas. Selline pdletikuline profiil tasakaalustub
stigisel, mida iseloomustavad madalamad TNF-a ja IL-6 kontsentratsioonid vorreldes teiste
aastaaegadega (Myrianthefs et al., 2003). Meie uuring nditas, et tsiitokiinide kohandamine
kofaktoritele (sugu, vanus, HLA, verevdtu aastaaeg) on vajalik, kuna ilmnes mitmeid erinevusi.

Antud uuringul oli mitmeid piiranguid. Mitmel juhul ei olnud vdimalik analiiiisi 14bi
viia, kuna uuritavad alagrupid olid liiga vdikesed (< 5 isikut). Selline probleem esines néiteks
vordlusgrupis, kus suvel vdetud veresid oli vdhe. Ka uuritavate jaotamisel HLA
riskigruppidesse esines gruppide vdiksuse probleem. Tavaliselt leidubki tavapopulatsioonis
(vordlusgrupi) hulgas vihe HLA riskigruppe ja vastupidiselt T1D hulgas véga vihe kaitsvaid
alleele. Seetottu oleks soovitatav edasistes uuringute planeerimisel suurendada valimit ja enam
tdhelepanu pdorata suvisele proovide votule.

Uheks t66 piiranguks on ka see, et meil puudusid uuritavate lipiidide ainevahetust
iseloomustavad niitajad (kehamassiindeks, vere lipiidide profiil). Kuna kdesoleva uuringu
olulisemad leiud olid just seotud adipotsiiiitide sekreteeritud tsiitokiinidega, siis tuleks edaspidi
planeeritavates toddes seda aspekti oluliselt tdiendada.

Antud t66 tugevuseks vaib lugeda selle rangust uuritavate selekteerimisel ja materjali
kaitlemisel. Néiteks valistasime me uuringust proovid, mis olid {iles sulatatud rohkem kui kaks

korda. Mitmekordne kiilmutamine-sulatamine voib tsitokiinide stabiilsust erineval méaral
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mdjutada (Kisand et al., 2011). Meie uuringusse kaasati vaid ,,varske* diagnoosiga lapse ja
noorukiea T1D juhud (vélistati pikaajalise TID ja LADA haiged). See on eriti oluline, kuna
jérjest enam koguneb andmeid, mis néditavad immuunpatoloogia erinevusi diabeedi erinevate
vormide vahel ja ka haiguse erinevates ajalistes etappides (dlinaamikas).

Edasised uuringud selles vallas voiksid vaadelda tsiitokiinide seoseid
rasvaainevahetusega ja selle moju esimest tiilipi diabeedile. Huvitav oleks ka teada, kas T1D
haigetel on resistiin ja PAI-1 (ning ka teised adipokiinid) seotud kehamassiindeksiga, mida

meie enda uuringus puuduvate kehamassiindeksi niitajate tottu voimalik analiiiisida ei olnud.
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2.5 Jareldused

1) Asja diagnoositud T1D patsientidel on esiplaanil loomuliku immuunsusega seotud
tsiitokiinide muutused, mis viitab selle slisteemi hiirele. Haigetel on tdusnud samaaegselt nii
kemokiinide (MCP-1, IL-8) kui ka poletikku reguleeriva lahustuva TNF-retseptori hulk veres.
Maneti iillatav leid oli, et T1D patsientidel on oluliselt madalamad adipotsiitokiini resistiini
tasemed. Samas me leidsime vihe adaptiivse immuunsusega seotud nihkeid tsiitokiinide

profiilis, mida on varasemalt Kirjeldatud.

2) Diabeetilise ainevahetushiire esinemine seostub loomuliku immuunsuse tsiitokiinide ja
adipokiinide muutustega vereplasmas. Diabeetilise ainevahetushdirega T1D patsientidel oli ka
korgem TGF-P tase vorreldes ainevahetushéireta haigetega. Omavahel erinesid samuti kergema
(ainult ketonuuria) ja raskema (ketonuuria koos ketoatsidoosiga) ainevahetushidirega T1D
patsiendid — Kketoatsidoosi iseloomustas adipokiinide (resistiin, PAI-1) ja pdletiku
regulatsiooniga seotud TNF-retseptori taseme tous ning TH17 tsiitokiini IL-17A alanenud tase

vereplasmas.

3) AAK-de olemasolu seostus {illatavalt viheste tsiitokiinidega. GADA positiivsetel T1D
haigetel leidsime T2 tsiitokiini IL-13 korgenenud taseme. 1A-2A olemasolu ja kolme erinevat
tiilipi AAK korraga esinemine seostus SIL-2Ra kdrgenenud tasemega (seda retseptorit peetakse

rakulise immuunsuse aktivatsiooni iiheks markeriks).

4) Diabeedi koige olulisem geenipiirkond HLA-II ei assotseeru oluliselt tsiitokiinide profiili
nihetega T1D haigetel. Vordlusgrupi isikutel esines monevdrra kdrgem IL-8 ja STNF-RII ning
madalam PAI-1 tase kaitsvate HLA genotiiiipide alagrupis.

5) Verevdtu aastaaeg mdjutab poletikuga seotud tsiitokiinide tasemeid. Leidsime olulise seose
sIL-2Ra, sTNF-RII ja IL-17F taseme ning verevotu aastaaja vahel vordlusgrupis. Lisaks sellele
seostus verevotu aastaaeg T1D grupis adipokiinide, kemokiinide ja 1L-13 (TH2 tsiitokiin)
tasemetega. Kofaktorite mdju arvestamine on oluline tsiitokiinide analiiiisil ja seda voimaldab

statistiliste mudelite kasutamine.
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KOKKUVOTE

Tsiitokiinid on viikesed peamiselt immuunsiisteemi rakkude poolt toodetud signaalmolekulid,
mis avaldavad erinevatele rakutiilipidele mitmesugust moju. Tsiitokiinid vdivad muuhulgas
suunata immuunrakkude liikumist, suruda alla immuunvastust, pdhjustada immuunsiisteemi
hiiperaktivatsiooni ja osaleda ka erinevate autoimmuunhaiguste tekkes. Tsiitokiinid ei toimi
tiksteisest sOltumatult, vaid keeruka vorgustikuna. Seetdttu on kasulik erinevate haiguste
patogeneesis uurida just tsiitokiinide profiili.

Esimest tiitipi diabeedi pdhjuseks loetakse autoreaktiivseid T-rakke ja makrofaage, mis
infiltreeruvad pankreasse, vabastades sealjuures erinevaid tsiitokiine. Kirjanduses on palju
viiteid selle kohta, et T1D haigetel voib olla hdirunud nii TH1/TH2 rakkude poolt toodetud
tsiitokiinide tasakaal, korgenenud pdletikutsiitokiinide, kuid vdhenenud anti-inflammatoorsete
tsiitokiinide osakaal.

Antud t60 uuris, milline voiks olla dsja diagnoositud noorte T1D haigete tsiitokiinide
profiil. Selliseid haigeid iseloomustab juba poérdumatu kahju pankrease insuliini tootvatele
rakkudele, mistdttu on nad vajavad insuliinravi. Samuti uuris kéesolev t66, milline tsiitokiinide
profiil voiks iseloomustada diabeetilise ainevahetushiirega T1D patsienti ning kas tsiitokiinide
tasemed voiksid olla mdjutatud ka erinevatest kofaktoritest nagu aastaaeg ja indiviidi
geneetiline taust.

Antud magistritoost tuli vélja, et T1D haigetel on korgenenud nii pdletikku
indutseerivate kui ka seda alla suruvate tsiitokiinide kontsentratsioonid. Uudse leiuna aga
avastasime, et T1D haigetel on oluliselt madalamad resistiini tasemed, mis vajab kindlasti edasi
uurimist. Resistiini ja T1D seose kohta on kirjanduses vdhe andmeid ning puuduvate
kehamassiindeksite tottu ei saanud me analiiiisida resistiini seost indiviidi kehakaaluga.

Ka raskemat ja kergemat diabeetilist ainevahetushdiret iseloomustavad nihked nii
adipokiinide kui ka loomuliku immuunsusega seotud tsiitokiinide tasemetes.
Ainevahetushdirega T1D patisente eristas ainevahetushdireta T1D patsientidest kdrgenenud
TGF-B tasemed. Meie uuring leidis vdhe seoseid HLA ja AAK-de ning tsiitokiinide
kontsentratsioonide vahel. Tsiitokiinide kohandamine aastaajale ja HLA riskigruppidele
mojutas tulemusi oluliselt, mistottu peaks jargnevates uurimustes antud kofaktoreid kindlasti

arvesse votma.
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Cytokine profile in newly-diagnosed type 1 diabetes patients
Lehte Tiirk

SUMMARY

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disorder, which is caused by destruction of
insulin producing B-cells in pancreas. The main symptom of T1D is hyperglycaemia — excessive
amounts of glycose in blood plasma. During the autoimmune attack, the autoreactive T-cells
and macrophages infiltrate the pancreas and secrete different kind of small proteins called
cytokines. Several types of cytokines can induce the destruction of B-cells or, conversely, down-
regulate inflammatory processes.

The role of the cytokines in T1D pathogenesis has been studied much less in humans,
and most of the information has come from manimal models. Furthermore, the previous works
have mostly studied each cytokine individually, but cytokines form a network and affect each
other in several ways. New multiplex methods have made possible the detection of multiple
cytokines simultaneously in a sample, which is more precise and cost-efficient techniques
compared to traditional ELISA. Cytokine levels are affected by many confounders like age,
gender and season. One should also be very careful with storage and handling of the samples.
Repeated freeze-thaw cycles can easily aggregate or even degrade cytokines.

The main purpose of this thesis was to describe the cytokine profile in the young newly-
diagnosed T1D patients. In addition, the intention was to determine whether the levels of
cytokines are associated with diabetic metabolism disorders (ketoacidosis or ketonuria) and
autoantibodies or affected by confounders like seasons and allelic variants of the human
leukocyte antigen (HLA). HLA is the main gene locus associated with T1D.

It was discovered that T1D patients had increased blood levels of chemokines (IL-8,
MCP-1) and anti-inflammatory receptor of TNF. Most interesting discovery was that T1D
patients had significantly decreased levels of resistin, a cytokine that previously shown to
associated with insulin resistance and type 2 diabetes. Furthermore, it was found that diabetic
ketoacidosis is mainly associated with cytokines of innate immunity and adipokines. There
were few associations between cytokines and diabetic autoantibodies. Confounders like season
and HLA strongly affected the significance of results and should be taken into consideration in

evaluation of cytokine concentrations.
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TANUSONAD

Soovin tdnada eelkdige oma juhendajat, Kalle Kisandit, kellega me pikki vestlusi maha
pidasime ja kes suutis minus tekitada huvi statistika vastu. Aitédh ka kaasjuhendajale Viljar

Jaksile.
Samuti soovin suure aitdh delda Aili Tagomale ja Kristi Alnekile, kes juhtisid tsiitokiinide

méadramiste katseid ning kodigile teistele immunoloogia osakonna laborikaaslastele, kes nduga

vO0i jouga abiks olid.
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LISA1

Tabel 7. Mediaanide erinevused koos kvartiilidega T1D ja vordlusgrupis.

Tsiitokiin T1D grupp Vordlusgrupp
Resistiin! 75,1 299
(ng/ml) (33,0-214) (238-429)
PAI-1t 84,9 194
(ng/ml) (26,1-156) (139-255)
IP-10 273 339
(pg/ml) (191-482) (284-512)
MCP-12 338 225
(pg/ml) (288-411) (165-284)
MIP-1 31,1 17,3
(pg/ml) (22,6-42,1) (13,6-22,0)
GM-CSF 79,2 70,6
(pg/ml) (53,5-144) (29,7-132)
IFN-y 11,6 12,1
(pg/ml) (5,98-15,2) (6,28-17,4)
IL-10 6,98 3,89
(pg/ml) (2,25-13,6) (0,62-7,84)
IL-12 2,19 2,78
(pg/ml) (0,63-3,59) (1,22-4,27)
IL-13 4,29 6,09
(pg/ml) (1,35-10,7) (1,86-9,24)
IL-17A 4,16 4,94
(pg/ml) (1,30-8,25) (1,73-11,62)
IL-1pB 0,74 0,47
(pg/ml) (0,24-1,25) (0,07-1,15)
IL-23 56,9 39,0
(pg/ml) (8,77-161) (3,15-108)
IL-5 3,49 2,65
(pg/ml) (1,89-5,40) (1,57-4,22)
IL-6 0,98 0,79
(pg/ml) (0,45-2,19) (0,44-1,33)
IL-8 6,12 4,92
(pg/ml) (4,23-9,80) (3,16-6,82)
TNF-a 3,62 3,77
(pg/ml) (1,39-5,61) (1,44-6,46)
sIL-2Ra 1077 991
(pg/ml) (917-1458) (705-1605)
STNF-RII 6,93 5,90
(ng/ml) (6,25-7,99) (5,04-7,26)
TGF-p1 30,3 19,0
(ng/ml) (13,0-45,1) (10,5-26,0)
TGF-B2 1088 735
(pg/ml) (582-1446) (444-995)
IL-17F 0,09 0,11
(ng/ml) (0,04-0,13) (0,04-0,20)
IL-15 37,2 39,6
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| (pg/ml) | (22,8-68,7) | (22,5-62,4) |

Tabelis on maérgitud mediaanid ning sulgudes esimene ja kolmas kvartiil (IQ1-1Q3); Gruppide
vordlemisel on kasutatud Wilcoxoni testi. Olulised erinevused on mérgitud rdhutatud kirjas (p < 0,05).
1 - kaks teadmata vaartust vordlusgrupis; 2 - iiks teadmata vaértus T1D grupis.
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Tabel 8. Diabeetiliste ainevahetushéirete seos tsiitokiinide kontsentratsioonidega.

T1D Vordlusgrupp

Tsiitokiin Ketoatsidoos koos Ainult ketonuuria (2) Ainevahetushiireta p-viirtus! | Ainevahetushiireta | p-viirtus?

ketonuuriaga (3) (@) (0)
Resistiin 99,734 34,634 1193 0,06 2993 1,7*106
(ng/ml) (46,9-240) (4,38-101) (268-216) (238-429)
PAI-1 120% 30,3%° 91,6° 0,07 194° 0,0004
(ng/ml) (50,8-242) (29,1-141) (35,6-126) (139-255)
IP-10 245 296 302 0,728 339 0,334
(pg/ml) (186-370) (222-459) (211-536) (284-512)
MCP-1 3773 3143 326° 0, 270 2258 7,6%10°
(pg/ml) (325-412) (270-384) (242-385) (165-284)
MIP-1B 35,08 29,63 29,43 0,387 17,33 0,0002
(pg/ml) (26,7-43,3) (22,9-32,7) (19,2-39,2) (13,6-22,0)
GM-CSF 95,3 76,4 58,2 0,302 70,6 0,364
(pg/ml) (54,6-144) (59,8-179) (34,8-118) (29,7-132)
IFN-y 11,4 12,2 12,4 0,936 12,1 0,859
(pg/ml) (6,00-16,0) (5,98-16,0) (7,63-14,8) (6,28-17,4)
IL-10 11,7 4,42 6,98 0,484 3,89 0,119
(pg/ml) (1,95-18,2) (2,25-12,0) (2,67-9,48) (0,62-7,84)
IL-12 1,70 2,35 1,79 0,388 2,78 0,292
(pg/ml) (0,40-3,52) (0,655,52) (0,63-2,35) (1,22-4,27)
IL-13 6,23 4,13 4,26 0,751 6,09 0,884
(pg/ml) (1,16-10,9) (0,49-9,78) (3,22-10,2) (1,86-9,24)
IL-17A 2,98% 6,10 3,81 0,084 4,94 0,152
(pg/ml) (0,96-7,10) (4,47-12,3) (0,23-6,02) (1,73-11,6)
IL-1p 0,65 0,79 0,38 0,367 0,47 0,462
(pg/ml) (0,27-1,25) (0,59-1,31) (0,07-1,19) (0,07-1,15)
IL-23 42,8 85,5 39,3 0,419 39,0 0,471
(pg/ml) (11,3-154) (15,4-196) (7,15-81,9) (3,15-108)
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IL-5 3,45 4,16 2,94 0,491 2,65 0,237
(pg/ml) (2,06-5,55) (2,75-5,45) (1,59-4,04) (1,57-4,22)
IL-6 1,18 0,95 0,63 0,536 0,79 0,260
(pg/ml) (0,64-2,18) (0,42-2,19) (0,26-1,51) (0,44-1,33)
IL-8 7,496 5,19 4,23 0,152 4,926 0,009
(pg/ml) (5,82-9,75) (4,34-11,2) (3,07-7,79) (3,16-6,82)
TNF-a 417 3,95 2,51 0,699 3,77 0,853
(pg/ml) (1,39-5,62) (2,21-6,28) (1,28-4,64) (1,44-6,46)
sIL-2Ra 1071 10112 1388 0,238 991 0,360
(pg/ml) (921-1525) (829-1130) (1046-1484) (705-1605)
STNF-RII 7,204 6,32* 7,02 0,03 5,906 0,004
(ng/ml) (6,64-8,78) (5,45-6,93) (6,27-8,25) (5,04-7,26)
TGF-p1 31,67 33,77 136 0,139 19,07 0,01
(ng/ml) (16,9-48,1) (24,8-43,8) (8,55-34,0) (10,5-26,0)
TGF-B2 116478 112678 7768 0,05 7357 0,02
(pg/ml) (573-1806) (950-1407) (206-1088) (444-995)
IL-17F 0,09 0,10 0,08 0,958 0,11 0,919
(ng/ml) (0,04-0,14) (0,06-0,12) (0,04-0,22) (0,04-0,20)
IL-15 36,2 54.6 347 0,985 39,6 0,993
(pg/ml) (24,3-68,2) (14,3-73,7) (30,3-65,4) (22,5-62,4)

1 — Kruskal-Wallise testi p-vaartus, vaadeldud ainult T1D gruppe 1-3. 2 - Kruskal-Wallise testi p-védartus, analiitisides T1D alagruppe koos vrdlusgrupiga 0. Tabelis
on margitud mediaanid ning sulgudes esimene ja kolmas kvartiil (IQ1-1Q3). Paaride vahelisi erinevusi on vdrreldud Wilcoxoni testiga. Olulised erinevused on mérgitud
rohutatud kirjas (p < 0,05). 3 — vdrdlusgrupp 0 erineb kdigist kolmest T1D grupist (resistiin, MCP-1, MIP-1B); 4 — grupp 2 (ainult ketonuuria) erineb grupist 3
(ketoatsidoosi ja ketonuuria) (resistiin, PAI-1, IL-17A, STNF-RII); 5 — vordlusgrupp 0 erineb gruppidest 1/2 (T1D ainevahetushéireta ja ainult ketonuuria) (PAI-1); 6
— vordlusgrupp 0 erineb grupist 3 (ketoatsidoosi ja ketonuuria) (IL-8, STNF-RII); 7 — vrdlusgrupp 0 erineb gruppidest 2/3 (ainult ketonuuria ning ketonuuria ja

ketoatsidoosi) (TGF-B1, TGF-B2); 8 — grupp 1 (T1D ainevahetushdireta) erineb gruppidest 2/3 (ainult ketonuuria ning ketonuuria ja ketoatsidoos) (TGF-f1).

73




Tabel 11. Verevotu aastaaegade seos tsiitokiinide kontsentratsioonidega T1D patsientide hulgas.

o T1D e
Tsiitokiin Talv Kevad Suvi Siigis p-vartus
Resistiin 302%.2 1233 38,723 48,11 0,015
(ng/ml) (205-466) | (80,4-217) | (187-559) | (25,6-181)

PAI-1 2262 1343 51,323 45,7 0,024
(ng/ml) (1190-393) | (945-172) | (18,6-921) | (24,2-116)
IP-10 295 245 304 276 0,917
(pg/ml) (198-360) | (213-325) | (200-595) | (187-583)
MCP-1 287 41234 3253 338* 0,090
(pg/m) (240-374) | (377-568) | (314-352) | (287-373)
MIP-1p 24,62 35,0 45,125 28,0° 0,009
(pg/ml) (11,6-27,7) | (203-423) | (33,6-63,34) | (22,3-31,8)
GM-CSF 132 95,3 93,5 58,2 0,118
(pg/ml) (86,2-143) | (69,4-364) | (51,7-145) | (29,7-81,4)
IFN-y 14,5 114 13,4 7,13 0,138
(pg/ml) (107-16,9) | (7,52-15.8) | (10,8-16,1) | (2,96-14.2)
IL-10 7,37 4,64 115 3,67 0,223
(pg/ml) (3.99-150) | (1,48-123) | (7,61-18,7) | (0,28-11,6)
IL-12 1,09 1,40 2,90 2,27 0,636
(pg/ml) (092-2,19) | (0,14-543) | (1,49-353) | (0,19-2,35)
IL-13 4,04 4,03 10,4° 2,89° 0,079
(pg/ml) (2,05-13,7) | (217-9.92) | (6.77-153) | (0,16-4,78)
IL-17A 3,25 7,71 4,16 3,53 0,602
(pg/ml) (1,69-6,10) | (0,35-125) | (3,49-6,14) | (0,23-6,60)
IL-1p 0,30 0,80 0,97 0,44 0,184
(pg/ml) (0,12-1,10) | (0,40-1,37) | (0,72-1,26) | (0,07-0,94)
IL-23 65,8 102 67,6 30,7 0,527
(pg/ml) (207-855) | (1,80-277) | (384-151) | (3,14-92,1)
IL-5 3,86 3,87 4,26 2,84 0,107
(pg/ml) (1,89-447) | (2.30-594) | (3,70-589) | (1,39-3,47)
IL-6 1,01 1,43 0,97 0,61 0,373
(pg/ml) (058-151) | (053-2,88) | (0,66-2,49) | (0,29-1,24)
IL-8 5,86 9,754 7,06° 4,2945 0,024
(pg/ml) (4,047,75) | (5.63-141) | (5,74-9.80) | (3.45-6,03)
TNF-a 3,95 3,87 3,95 3,51 0,884
(pg/ml) (1,17-5,64) | (225-652) | (1,61-532) | (1,45-4,82)
SIL-2Ra 1061 1263 1018 967 0,650
(pg/ml) (961-1321) | (1071-1578) | (930-1609) | (904-1223)
STNF-RII 6,97 6,94 7,12 6,56 0,846
(ng/ml) (579-7,09) | (6,31-7,73) | (6,60-7,86) | (5.81-8,22)
TGF-p1 23,6 36,9 30,7 27,9 0,777
(ng/ml) (11,3-32,7) (16,2-48,6) (11,04-44,5) (13,3-41,8)
TGF-p2 844 1164 994 1075 0,635
(pg/ml) (668-1106) | (914-1545) | (432-1248) | (551-1412)
IL-17F 0,441 0,058 0,11 0,08L:6 0,014
(ng/ml) (0,17-055) | (0,03-0,09) | (0,04-022) | (0,06-0,10)
IL-15 37,28 16,83 4.6 64,08 48,0 0,047
(pg/ml) (29.9-737) | (2.99-50,0) | (30,2-101) | (33,5-64.4)

74




o - Kruskal-Wallise testi p-vdirtus. Tabelis on mérgitud mediaanid ning sulgudes esimene ja kolmas
kvartiil (IQ1-1Q3). Paaride vahelisi erinevusi on vorreldud Wilcoxoni testiga. Olulised erinevused on
mérgitud rohutatud kirjas (p < 0,05). 1 — talvegrupp erineb siigisgrupist (resistiin, IL-17F) ; 2 —
talvegrupp erineb suvegrupist (resistiin, PAI-1, MIP-1p) 3 — kevadgrupp erineb suvegrupist (resistiin,
PAI-1, MCP-1, IL-15); 4 — kevadgrupp erineb siigisgrupist (MCP-1, IL-8, IL-15); 5 — suvegrupp erineb
stigisgrupist (MIP-1p, IL-13, IL-8); 6 — talvegrupp erineb kevadgrupist (IL-17F, I1L-15).

Tabel 12. Verevotu aastaaegade seos tsiitokiinide kontsentratsioonidega vordlusgrupi hulgas.

Vordlusgrupp

Tsiitokiin Talv Kevad Suvi Siigis p-viirtus’
Resistiin 312 * * 299 0,225
(ng/ml) (244-429) (248-409)

PAI-1 224 * * 191 0,262
(ng/ml) (161-293) (135-223)

IP-10 295 * * 430 0,190
(pg/ml) (213-477) (314-543)

MCP-1 271 * * 228 0,095
(pg/ml) (180-292) (189-273)

MIP-1p 19,6 * * 14,4 0,732
(pg/ml) (14,3-23,1) (12,9-22,3)

GM-CSF 132 * * 52,0 0,110
(pg/ml) (61,3-264) (0,89-99,7)

IFN-y 14,3 11,9 * 10,5 0,533
(pg/ml) (6,44-18,0) (10,3-14,9) (5,98-19,6)

IL-10 3,73 4,84 * 3,52 0,432
(pg/ml) (0,83-6,75) (0,78-7,67) (0,22-7,84)

IL-12 2,37 3,50 * 2,41 0,057
(pg/ml) (1,31-3,17) (2,73-5,79) (0,54-3,49)

IL-13 2,99 * * 7,24 0,744
(pg/ml) (1,16-8,47) (2,65-9,49)

IL-17A 5,24 5,81 * 2,88 0,180
(pg/ml) (2,81-10,7) (2,03-10,5) (0,44-10,0)

IL-1p 0,69 0,40 * 0,42 0,165
(pg/ml) (0,24-1,26) (0,07-1,11) (0,06-0,90)

IL-23 35,9 38,1 * 29,8 0,433
(pg/ml) (2,23-93,8) (6,81-182) (1,80-120)

IL-5 2,37 2,74 * 2,59 0,322
(pg/ml) (1,56-3,37) (1,79-4,11) (1,35-4,17)

IL-6 0,85 0,92 * 0,63 0,105
(pg/ml) (0,52-1,36) (0,70-1,30) (0,30-1,12)

IL-8 4,85 4,46 * 5,03 0,864
(pg/ml) (3,42-6,68) (3,71-6,73) (2,78-6,82)

TNF-a 3,97 3,55 * 3,34 0,639
(pg/ml) (1,54-7,28) (2,20-4,90) (0,66-5,75)

sIL-2Ra. 1406 * * 912 0,037
(pg/ml) (912-1690) (665-1260)

STNF-RII 6,79 5,22 * 5,79 0,040
(ng/ml) (5,57-7,36) (4,68-5,86) (4,69-7,35)

TGF-g1 15,6 * * 21,9 0,120
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(ng/ml) (10,7-25,9) (15,7-25,9)
TGF-p2 733 * 846 0,183
(pg/ml) (431-914) (618-1218)
IL-17F 0,18 * 0,12 0,048
(ng/ml) (0,10-0,22) (0,06-0,15)
IL-15 34,4 61,0 39,8 0,144
(pg/ml) (16,1-98,0) | (48,6-77,6) (22,3-49,9)

*Gruppides liiga vdhe uuritavaid, et analiiiisi 1dbi viia (n<5). 1 - Kruskal-Wallise testi p-vaértus.
Tabelis on margitud mediaanid ning sulgudes esimene ja kolmas kvartiil (IQ1-1Q3). Paaride vahelisi
erinevusi on vorreldud Wilcoxoni testiga. Olulised erinevused on mérgitud rohutatud kirjas (p <

0,05).
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