TALLINNA REAALKOOL
ANNA PAULIINA RUMM

136.A REAAL-PROGRAMMEERIMISE OPPESUUND

EAKATE INIMESTE TSUTOMEGALOVIIRUSE-VASTANE
IMMUUNVASTUS JA  SELLE SEOS POLETIKULISTE
HAIGUSTEGA

JUHENDAJA PART PETERSON

SISSEJUHATUS

Immuunsisteemi (ks peamisi eesmarke on Kkaitsta keha infektsioonide ja valiste
haigustekitajate eest, kaivitamata seejuures immuunreaktsiooni organismi enda rakkude ja
kudede vastu. Immuunststeem koosneb mitmetest erinevatest organitest ja rakkudest ning
nende omavahelise tasakaalu ja keha ldise homoostaasi sailitamine on efektiivse ja toimiva
immuunvastuse tekkimiseks hadavajalik. Kdrvalekalded normaalsest immuunsisteemi
funktsionaalsusest ja kompositsioonist vdivad viia margatava languseni immuunvastuse

efektiivsuses.

Vananemisega kaasnevad ulatuslikud muutused erinevate immuunsisteemi rakkude
osakaalus, fenotlilibis ja funktsionaalsuses. Need muutused on tihedalt seotud oluliselt
ndrgema organismi vastupanuvdimega ja selle tulemusel on eakad inimesed vastuvétlikumad
nakkushaigustele, nende immuunvastus vaktsiinidele on nérgem ning kasvajalike rakkude
tuvastamine on ebaefektiivsem. Sellised kdrvalekalded on suurel maaral otseselt voi kaudselt
tingitud vanusega seotud tliimuse taandarengust, kuid on teada, et mdned herpesviirused,
peamiselt tsiitomegaloviirus (CMV), péhjustavad ja kiirendavad margatavalt nende muutuste
tekkimist ja edasist progresseerumist. Missuguste mehhanismide kaudu CMV immuunrakkude
fenotllpi ja funktsionaalsust mojutab ning kuidas on see seotud erinevate vananemisele

iseloomulike haiguste ja nende patoloogiaga ei ole aga tapselt teada.



Siinse t60 eesmark oli uurida, kas ja kuidas on eakates inimestes kroonilised pdletikulised
haigused seotud CMV-vastaste antikehadega ning mil viisil m&jutavad vanus ja sugu nende
antikehade taset.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Immuunsusteem

Immuunsisteemi esmane llesanne on kaitsta organismi infektsioonide eest. Immuunvastus
tekkib enamasti kehavdliste haigustekitajate, toksiinide vdi kasvajalike rakkude vastu, kuid
teatud juhtudel algatatakse seda ka ilma kehavalise stiimulita. Seet6ttu tuleks immuunvastus
defineerida kui igasugune reaktsioon patogeenide, kuid ka makromolekulide ja vaikeste
keemiliste Uhendite vastu, mille keha peab vddraks, seejuures hoolimata, mis on sellise

reaktsiooni fusioloogiline vdi patoloogiline tagajarg. (Abbas et al., 2017)
1.1.1. Immuunsiusteemi osad

Immuunsisteemi organid vBib jagada kaheks: primaarsed ja sekundaarsed limfoidorganid.
Primaarsed limfoidorganid on luutdi ja tiimus — nendes elundites hakkavad limfotsiidid
esimest korda ekspresseerima antigeeniretseptoreid ja saavutavad fenotlubilise ja
funktsionaalse kipsuse. Tuumus on kahesagaraline elund, mis asub inimesel eesmises
keskseinandis ja hakkab peale puberteeti taandarenema. Tuumuses toimub T-rakkude
kiipsemine ja seetdttu on selle valimisse kooreosasse koondunud suur hulk arengu varasemas
faasis olevaid T-lumfotstute, mida sisemises s&siosas on oluliselt vahem. T-rakkude
kiipsemises on oluline roll tiimuse sasi epiteelirakkudel, sest need esitlevad arenevatele T-
rakkudele autoantigeene ehk kehaomaseid valke ja kdrvaldavad lumfotsiidid, mis need &ra
tunnevad. Sellega tagatakse, et immuunsuisteem ei reageeri keha enda kudede vastu. Luutdis
toimub B-rakkude kiupsemine ja taiskasvanud inimesel ka hematopoiees ehk vererakkude
tootmine. Punased vererakud, granulotsiidid, monotstiidid, dendriitrakud, nuumrakud,
trombotstidid ning B- ja T-lumfotsttdid parinevad Uhisest vereloometlvirakust luuldis.
(Abbas et al., 2017)

Sekundaarsed lumfoidorganid on lumfislmed, pdrn ja immuunsisteemi komponendid
limaskestadel. Need organid algatavad Iimfotsuitide immuunvastuse vdorastele
antigeenidele. Lumfististeem kannab antigeenid limfisimedesse ja seal stimuleerivad need
omandatud immuunstisteemi vastust. Seetdttu on limfisélmedesse koondunud suur hulk B- ja
T-limfotstiite. PGrna peamine llesanne on eemaldada vanad ja kahjustatud vererakud
ringlusest ja algatada omandatud immuunsisteemi vastust veres olevate antigeenide vastu.
(Abbas et al., 2017)



1.1.2. Kaasasiindinud ja omandatud immuunsus

Esmast kaitset haigustekitajate ja vodraste makromolekulide vastu vahendab kaasastndinud
immuunsisteem ning hilist omandatud immuunsisteem. Kaasasundinud immuunsus
pbhjustab varast ja kiiret immuunvastust mikroobide ja vigastatud rakkude vastu, kasutades
rakulisi ja biokeemilisi mehhanisme, mis on kehas olemas juba enne infektsiooni. Selle
peamised komponendid on flitsilised ja keemilised barjaarid, 6girakud ehk fagotstidid
(neutrofiilid ja makrofaagid), dendriitrakud, nuumrakud, NK-rakud ja valgud, mis soodustavad
poletiku tekkimist. Erinevalt omandatud immuunsusest, reageerib kaasasindinud
immuunsusteem ka korduval kokkupuutel stimuliga samamoodi ja on margatavalt
ebaspetsiifilisem. (Abbas et al., 2017)

Omandatud immuunsutsteemi vastust vahendavad peamiselt Iimfotsiilidid ja nende toodetud
molekulid. Eristatakse T- ja B-lumfotsttte, mis tdidavad immuunvastuse kaivitamisel ja
progressioonil eri Ulesandeid. Limfotstiiidid ekspresseerivad suures koguses erinevaid
retseptoreid ja suudavad seetdttu ra tunda vaga erinevaid antigeene, millega organism vdib
kokku puutuda. Ténu sellele on omandatud immuunsisteem kdrge spetsiifilisuse ja
mitmekesisusega. Uhtlasi on sellele iseloomulik immunoloogiline malu, mida vahendavad T-
ja B-lumfotsidtide alampopulatsioonide malurakud. See tahendab, et eelnev immuunvastus
tdhustab rakulist immuunreaktsiooni korduval kokkupuutel sama antigeeniga. (Abbas et al.,
2017)

1.1.3. T-jaB-lumfotsuudid

T- ja B-limfotsutdid on peamised omandatud immuunvastuse vahendajad. Lumfotsiitide
spetsiifilisus ja mitmekesisus saavutatakse tanu suurele arvule erinevatele T- ja B-
rakukloonidele (igas inimeses suurusjargus 108-10%°), millest igatiks kannab uhte kindlat T-
vOi B-raku retseptorit (vastavalt TCR ja BCR), mis seondub antigeeniga. (LaRosa, Orange,
2008; Lythe et al., 2016) T- ja B-rakkude erinevate retseptorite kogumit nimetatakse

repertuaariks.

Omandatud immuunvastuse algusjargus on kindlat antigeeni aratundvaid T-rakke vahe ning
esmalt toimub selle vaikese rakupopulatsiooni ulatuslik klonaalne jagunemine. Suurenenud
populatsioonis on toimunud erinevad fenotlubilised muutused, mis v&imaldavad
limfotsutidel taita patogeenivastaseid efektorfunktsioone ja toetada immunoloogilise mélu
kujunemist (Bucholz et al., 2016). T-rakkude retseptorid tunnevad ara peptiidid, mida esitlevad
antigeeni presenteerivad rakud (ingl antigen presenting cell; APC), naiteks dendriitrakud, B-

rakud ja makrofaagid, nende pinnal oleva peamise koesobivuskompleksi abil (ingl major



histocompatibility complex; MHC) (Malissen, Bongrand, 2015; Abbas et al., 2017). Kui TCR
seondub edukalt talle esitletava antigeeniga, saadetakse signaal rakumembraanil asuva TCR-
i kompleksi kaudu rakku, mis algatab rakusisese signalisatsioonikaskaadi ja viib efektiivse
immuunvastuseni (Rossjohn et al., 2015).

Kaks suuremat T-rakkude populatsiooni on CD4* ja CD8" T-rakud. CD4* T-lumfotsutdid ehk
T-abistaja (Tw) rakud aktiveerivad teisi immuunststeemi rakke, mis on olulised organismi
kaitses, aitavad B-lumfotsultidel toota kdrge afiinsusega antikehasid ja soodustavad CD8" T-
rakkude arengut (joonis 1). CD8" T-lumfotsuitide peamine tlesanne on k&rvaldada rakusisese
infektsiooniga keharakke. Seondumisel nakatunud rakuga kannab CD8* |Umfotsult
tsltotoksilised valgud, naiteks perforiini ja granstiimi, peremeesrakku, kus need initsieerivad
rakusurma. (Abbas et al., 2017)

Humoraalset immuunsust, mis vastutab rakuvaliste mikroobide ja toksiinide vastase kaitse
eest, vahendavad B-limfotsiiitide toodetud antikehad. B-rakkude aktivatsioon voib toimuda
nii T-rakkude abiga kui ka ilma. Kokkupuutes mikroobset péaritolu mittevalguliste molekulidega
aktiveeritakse B-lumfotsutidid T-rakkudest sdltumatult, kuid valgulise antigeeni indutseeritud
aktivatsiooni jaoks peab B-rakk esitlema antigeeni esmalt Tw-lumfotsuldile, mis seejarel
aktiveerib B-raku (joonis 1). Nagu ka T-rakkude puhul, jargneb aktivatsioonile kindlate B-
lGmfotstidi kloonide ulatuslik jagunemine. Peale seda diferentseeruvad B-limfotsuudid kas
antikehasid sekreteerivateks plasmarakkudeks v6i B-malurakkudeks. Tanu malurakkudele on
omandatud immuunvastus korduval kokkupuutel patogeeniga tugevam ja kiirem Kui
esmakordsel kokkupuutel. (Abbas et al., 2017)
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Joonis 1. Erinevate immuunsusteemi rakkude roll immuunvastuse tekkimisel viirusinfektsiooni
naitel. Antigeeni presenteeriv rakk, siin joonisel dendtriitrakk, aktiveerib nii CD8" kui ka CD4*
T-rakud, mis omakorda diferentseeruvad vastavalt CD8" T-efektorrakkudeks (Ter) (ingl
cytotoxic T cell; CTL) ja Tu-rakkudeks. Samuti stimuleerib dendriitrakk NK-rakkude
viirusinfektsioonivastast immuunvastust. Immuunvastuse tekkimisel mangivad olulist rolli ka
B-rakkude toodetud antikehad. Rakkudevahelises suhtluses ja diferentseerumises méangivad
olulist rolli mitmed tsttokiinid, nagu interferoonid ja interleukiinid. (Lambotin et al., 2014
(kohandatud))

1.2. Immuunsisteem ja vananemine

Vananedes toimuvad immuunsisteemis ulatuslikud muutused, millest suuremat osa peetakse
organismile kahjulikuks. Nende muutuste tulemusel on vanadel inimestel tGusnud risk
haigestuda nakkushaigustesse, nérgenenud immuunvastus vaktsiinidele, ebaefektiivne
méalurakkude reaktsioon, autoimmuunhaiguste kdrgem esinemissagedus ja krooniline pdletik

ehk inflammatsioon. (Fulop et al., 2018a; Goronzy, Weyand, 2013)

Vananemine mdjutab tugevasti kaasasindinud immuunsust: makrofaagidel on madalam
fagotsuitootiline aktiivsus ja MHC-II ekspressioon, dendriitrakud esitlevad vaiksemas koguses

antigeene ning neil on vihem CD80 ja CD86 pinnaretseptoreid, mis on vajalikud naiivsete T-
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rakkude (Tn) aktiveerimiseks. Lisaks on nii neutrofiilidel, makrofaagidel kui ka dendriitrakkudel
vahem Tolli-laadseid retseptoreid (ingl Toll-like receptors; TLR), millel on oluline roll kaitses
mikroobsete nakkuste vastu. (Nikolich-Zugich, 2018; Abbas et al., 2011; Oh et al., 2019)
Vananemisega seotud organikahjustusi on seostatud neutrofiilide ebatdpsema kemotaksisega
— vananenud neutrofiilid liguvad pdletikukoldest ebavajalikult kaugele ja nende sekreteeritav
proteinaas pohjustab ulatuslikke kahjustusi tervetes kudedes (Sapey et al., 2014). Uhtlasi
muudab vananemine nii T- kui ka B-rakkude populatsiooni ja funktsionaalsust — iseloomulik on
madalam B-rakkude arv ja osakaal immuunrakupopulatsioonis ning olemasolevad B-rakud

toodavad vahem antikehasid kui noortel inimestel (Frasca et al., 2008).
1.2.1. Muutused T-rakkude populatsioonis ja funktsionaalsuses

Uks drastilisemaid vananemisega seotud muutuseid immuunsiisteemis on tuimuse
involutsioon ehk taandarenemine, mille tulemusel muutub tiimus moédtmetelt vaiksemaks
(Abbas et al., 2017). Sellega kaasnevad mitmed funktsionaalsed kdrvalekalded: toodetakse
vahem naiivseid T-rakke, perifeerne rakupopulatsioon lakkab uuenemast ja langeb
immuunvastuse efektiivsus (Nikolich-Zugich, 2014; Filép et al., 2016; LaMaoult et al., 2000).
Osaliselt tasakaalustab seda Tn-lumfotsiitide perifeerne homoostaatiline proliferatsioon, mis
on keha loomulik protsess, et séilitada pusiv T-rakkude arv (Fulop et al., 2018a; Moxham et
al., 2008). Vananemisele iseloomulikud muutused T-rakkudes on tingitud peamiselt kehvast
perifeersest T-lumfotsiultide Ulalhoiust, ulatuslikust malurakkudeks diferentseerumisest ja
populatsiooni klonaalsest paisumisest (Pulko et al., 2016). Vananemisel on véaga iseloomulik
Tn-rakkude hulga ja mitmekesisuse véahenemine. See mdjutab CD8* Ty rakupopulatsiooni
margatavalt tugevamini kui CD4* Ty oma, kuid thest selgitust sellele erinevusele ei ole leitud.
(Wertheimer et al., 2014) Vanadel inimestel on enamasti oluliselt kdrgem suhteline Ty-rakkude
arv ja suurem CD45RA* T-efektormalurakkude (Tewra) populatsioon (Goronzy, Weyand,
2017). Temra-d on I18puni diferentseerunud malurakud, mis on spetsiifilised peamiselt latentsete
viirusnakkuste suhtes ja seetdttu pole nende akumuleerumine nii ulatuslik inimestel, kellel pole
naiteks Epstein-Barri viirust (EBV) vdi CMV-d, mis on dhed levinuimad latentset nakkust
pbhjustavad viirused (Goronzy, Weyand, 2017; Verma et al., 2017; Winter et al., 2019). CMV-
negatiivsetel inimestel on vanusega oluliselt tdusnud nii CD8" T-efektormalurakkude (Tewm;
CD2gmadaigskoree) ki ka CD8* Tewm (ingl central memory T cells; CD28'9e95%09€) rakkude arv
(Wertheimer et al., 2014). Nagu malurakkude hulk, tduseb vananedes ka regulatoorsete T-
rakkude arv, mida on seostatud tugevama immunosupressiooni ja nérgema immuunvastusega

vanades inimestes (Raynor et al., 2012).

Vanusega vaheneb T-rakkude funktsionaalsus (joonis 2). Neil on vdhenenud jagunemisvfime

ja diferentseerumist maaravate transkriptsioonifaktorite ekspressioon, vigane varajaste
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signaalmolekulide tootmine ja teistsugune efektormolekulide ekspressioon. (Jergovi¢ et al.,
2018) Langus funktsionaalsuses on tugevalt seotud muutustega pinnamolekulide
ekspressioonis, mis on olulised rakkude aktiveerimisel ja rakkudevahelises suhtluses. Naiteks
suureneb T-rakkude populatsioon, mis ei ekspresseeri CD28-t. See on kriitilise tihtsusega
molekul Tn-rakkude normaalseks aktivatsiooniks (Lemster et al., 2008; Esensten et al., 2016).
CD4* CD28 T-rakud on ebaefektiivsed B-rakkude aktiveerimisel ja antikehade tootmise
indutseerimisel ning CD8" CD28 T-rakkudel on madalam proliferatiivne vastus CD3/TCR
stimulastsioonile kui CD28* T-rakkudel (Weyand et al., 1998; Posnett et al., 1994).
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Joonis 2. CD8" T-rakkude aktivatsioon vanades inimestes. Vananedes toimuvad muutused nii
APC-rakkudes, milleks on antud joonisel dendriitrakk (DC), kui ka naiteks T-rakkudes.
Vananedes muutub nii eellasrakkude kui ka Tegr-rakkude populatsiooni suurus ja
mitmekesisus. Seejuures on eakate inimeste immuunvastus oluliselt nérgem kui noortel.
(Nikolich-Zugich, 2018 (kohandatud))

Eakatel inimestel on oluliselt vahenenud TCR-repertuaari mitmekesisus, sest kaks kuni nel
dominantset T-raku klooni véivad hdlmata isegi kuni 50-80% repertuaarist (Nikolich-Zugich,
2018). Seetdttu ei suuda immuunsisteem enam teiste patogeenidega vdidelda ja
homdostaatiliste mehhanismide t6ttu vBib repertuaari mitmekesisust veelgi véhendada
(LeMaoult et al., 2000).

1.2.2. Seos infektsioonide, autoimmunhaiguste ja kasvajatega

Kuna vanade inimeste Uldine immuunvastus pole nii tdhus, T-rakkude funktsionaalsus on
langenud ja TCR-repertuaari mitmekesisuse on vaiksem, on nad margatavalt vastuvétlikumad
nakkushaigustele ja nende immuunreaktsioon vaktsiinidele on nérgem (Aspinall et al., 2007).

Vanade inimeste CD8" T-rakkude proliferatiivne vastus ja toodetav IFN-y kogus gripivaktsiinile
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on madalamad kui noortel (Deng et al., 2004). IFN-y on oluline peamiselt makrofaagide
aktiveerimiseks (Abbas et al, 2011). Pikemate telomeeridega T- ja B-rakkude
immuunreaktsioon sellele vaktsiinile on markimisvaarselt tugevam ja efektivsem kui
vastavatel rakkudel lihemate telomeeridega, mis on iseloomulikud vananenud T- ja B-
lumfotsultidele (Najarro et al., 2015; Son et al., 2000). Kehvem immuunvastus vaktsiinidele
on juba iseenesest pbhjus, miks vanadel inimestel esineb rohkem ja sagedamini
nakkushaiguseid, kuid suurem risk nakatuda naiteks grippi on suuresti tingitud vigasest

omandatud immuunsuse regulatsioonist (Crooke et al., 2019).

Immuunsisteemi vananemine on seotud autoimmuunhaiguste sagedasema esinemisega
vanades inimestes. Autoimmuunhaigused tekivad, kui T- ja B-méalurakud reageerivad kehas
leiduvate molekulide ja valkude vastu. Antikehasid, mis on spetsiifilised keha enda kudede
suhtes, kutsutakse seetdttu autoantikehadeks (Abbas et al., 2017). Perifeerne T-rakkude
autoproliferatsioon vdib viia T-rakkude enneaegse kipsemiseni ja autoimmuunsuse ning
vananemisega seotud korvalekalleteni T-rakkude alampopulatsioonides (Mackall et al., 1996;
Grolleau-Julius et al., 2010; Goronzy, Weyand, 2003). Autoproliferatsioon on T-rakkude
ulatuslik jagunemine, mis toimub ilma kehavélise patogeeni v&i antigeeni otsese
stimulatsioonita (Surh, Sprent, 2000). Uhe véljapakutud teooria jargi suurendab perifeersete
T-rakkude autoproliferatsioon tdendosust, et selekteeritakse valja T-rakud, mis tunnevad ara
keha enda antigeene. Kdrgemat autoimmuunhaiguste esinemissagedust seostatakse ka
immuunsusteemi vananemisele iseloomuliku kroonilise pletikuga. (Goronzy, Weyand, 2012)
Vanuselise T-rakkude DNA demetileerimise tulemusel toimuvad autoimmuunhaiguste
patogeneesile olulised muutused T-rakkude funktsionaalsuses ja geeniekspressioonis ning
seetdttu vdivad nende haiguste tekkimist soodustada ka epigeneetilised erinevused (Lu et al.,
2002; Grolleau-Julius et al., 2010). Naiteks on valja pakutud, et teatud regiooni geenide

demetilatsioon vdib méngida rolli luupuse patogeneesis (Lu et al., 2002).

Kasvajate tekketdenzosus hakkab koos vanusega oluliselt tdusma (Campisi, 2013). Uks
vOimalik viis kasvajate arenguks on geneetiliste muutuste tagajarjel toimuv neoantigeenide
teke. Need on antigeenid, millega immuunsisteem ei ole varem kokku puutunud. Need tekivad
kartsinogeneesi  jooksul kuhjuvate mutatsioonide tulemusel. Kuna vananenud
immuunsisteem pole vdimeline uusi antigeene efektiivselt &ra tundma, ei suudeta
kasvajalikke rakke tuvastada. (Pawelec, 2017) Kasvajate arengut soodustab ka
immuunsusteemi ja rakkude vananemisega seotud krooniline pdletik, mis vdib p&hjustada
kasvajate arengut epigeneetiliste mehhanismide kaudu (Fulop et al., 2018b). Oluline roll on
vananenud rakkude akumuleerumisel, millele iseloomulik sekretsioonifenottiip SASP (ingl

senescence-associated secretory phenotype) loob kasvajate tekkeks immuunsisteemi
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allasuruva mikrokeskkonna ja vdib tervetes kudedes soodustada rakkude jagunemist
(Campisi, 2013; Noureddine et al., 2011; Capece et al., 2018).

1.3. Herpesviirused

Herpesviirused (Herpesviridae) moodustavad suure ja mitmekesise viiruste perekonna, mille
vOib omakorda jagada o-, B- ja y-alamperekondadeks replikatsioonimehhanismide,
peremeesorganismide, paljunemisviiside ja geneetilise jarjestuse sarnasuste pdhjal (Sehrawat
et al., 2018; Connolly et al., 2011). Neil on kaheahelaline DNA ja Gmbris, millel on oluline roll
infektsioonitsiiklis (Connolly et al.,, 2011). Rakku sisenemisel Uhineb viirusimbris
rakumembraaniga. Selle jaoks on herpesviirustel konserveerunud gliikoproteiinid gB, gH ja gL
(Adler et al., 2006). Seejuures aktiveerib gH-gL heterodimeerne kompleks gliikoproteiin B, mis
on vajalik viirusimbrise ja membraani litumiseks (Heldwein, 2016). Teada on kaheksa
herpesviiruse liiki, mis nakatavad inimest: Herpes simplex viirus (HSV) 1 ja 2, Varicella-zoster
viirus (VZV), tstitomegaloviirus (CMV), inimese herpesviirused (HHV) 6, 7 ja 8 ning Epstein-
Barri viirus (EBV) (Sehrawat et al., 2018). Suurem osa inimestest on krooniliselt nakatunud
Uhe vdi enama herpesviirusega ja arvatakse, et see on vdimalik seetdttu, et pikaajalise
koosevolutsioneerumise tulemusel on nii peremeesorganismis kui ka viirusgenoomis toimunud

kohanduvad muutused (Virgin et al., 2009).

Herpesviiruste pikaaegset ja enamasti kroonilist nakkust vdimaldavad erinevad bioloogilised
mehhanismid, millest olulisimaks peetakse nende v@imet olla vaheldumisi latentses ja
luttilises tsuklis (Paludan et al., 2011). Latentse infektsiooni ajal ei toodeta uusi nakkuslikke
viiruspartikleid, haigussiimptomid puuduvad ja viirus pole vdimeline edasi levima (Nicoll et al.,
2012). Herpesviirused reaktiveeruvad inimese elu jooksul korduvalt, sisenedes liditilisse
tsiiklisse, kus toimub viiruse replikatsioon ning see viib peremeesraku lldsimise ja uute
rakkude nakatumiseni (Nicoll et al., 2012; Abbas et al., 2017). Enamike herpesviiruste
infektsiooniga ei kaasne t8siseid haiguslikke seisundeid. See vdib olla ohtlik vaid vaga
noortele, vanadele vdi ndrgenenud immuunsusteemiga inimestele ning olukorras, kus
viiruspartiklid on levinud teatud kehapiirkondadesse, nagu naiteks kesknarvisiisteemi voi

mdnda teise immuunpriviligeeritud piirkonda (Sehrawat et al., 2018).
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1.4. Tsutomegaloviirus

Inimese tsutomegaloviirus (CMV) on B-herpesviirus, mida imbritseb ikosaeedriline valguline
nukleokapsiid (Picarda, Benedict, 2018; Tomitshen Ill, 2012). Seda katab valkudest koosnev
maatriks ehk tegument, kus on suur hulk viirusvalke (Crough, Khanna, 2009). CMV-partikkel
on 200-300 nm suur, genoom umbes 240 kb (joonis 3) pikkune ja 165-525 avatud
lugemisraamiga (ingl open reading frame; ORF) (Crough, Khanna, 2009). CMV-l on
kompleksne transkriptoom ning mitu Uksteisega kattuvat ORF-i vdimaldavad toota erinevaid
valke (Stern-Ginossar et al., 2012). CMV genoomset DNA-d vdib leida CD14" monotsuutidest,
makrofaagidest, lumfotsuutidest, CD34" eellasrakkudest luuldis, ebaklpsetest
dendriitrakkudest ja endoteelirakkudest, kuid seda ei saa Uheselt seostada aktiivse
infektsiooniga (Crough, Khanna, 2009).

HCMV (~235Kb)|__TRL uL [me|ms| us [1Rs |
VZV (~125Kb)| uL [ m | us [IR]
HSV (~150Kb)| TRL | uL [mL|mms| us |TRs |

EBV (~170Kb){TR [u1 |R1]u2 [IR2]  wu3 R3] U4 us |TR|

Joonis 3. CMV, VZV, HSV ja EBV genoomide suuruste ja struktuuri vordlus. TRL (terminal
repeat long) koosneb suurest arvust kordusjarjestustest. Muud genoomipiirkonnad on UL (the
unigue long region), US (the unique short region), IRL (internal repeat long), IRS (internal
repeat short), TRS (terminal repeat short) ja IR (internal repeat). Jooniselt on néha, et CMV on
siin kujutatud herpesviirustest kdige pikema genoomiga. (Crough ja Khanna 2009)

CMV nakkab luditilises tsiiklis ning nakkuslikud viirusosakesed levivad inimeste vahel ja sees
kehavedelike kaudu (Cannon et al.,, 2011). CMV-vastased IgG antikehad on mé&aratavad
umbes 60% taiskasvanute veres arenenud maades ja kuni 100% arengumaades (Griffiths et
al., 2015). CMV on levinuim kaasasundinud infektsioon: 0,2—2,0% vastsiindinutest on sellega
nakatunud (Marin et al., 2016). Ludtiline transkriptsiooniprogramm aktiveeritakse, kui latentsed
CD34* eellasrakud vo6i CD14" monotsuudid diferentseeruvad vastavalt dendriitrakkudeks voi
makrofaagideks (Wills et al., 2015). CMV ellujddmine soltub viiruse vdimest véltida
immuunvastust ja selleks on CMV-I valja arenenud mitmed erinevad mehhanismid ning suur
hulk viirusvalke, mille Glesanne on maha suruda viirusevastast immuunvastust (Wilkinson et
al., 2008).
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1.4.1. CMV infektsioonitsiukkel

CMV kinnitub nakatatava raku pinnale glukoproteiinide abil ja siseneb rakku endotsitoosi teel.
Seitse CMV glukoproteiini on kriitilise tdhtsusega rakutropismil: gB, gH, gL, gO, UL128, UL130
ja UL131 (Burke, Heldwein, 2015). Rakku sisenemisel liitub viirusimbris rakumembraaniga,
nukleokapsiid lastakse koos tegumendivalkudega rakku ning see liigub tuuma, kus
vabastatakse viiruslik DNA, mis indutseerib IE-geenide ekspressiooni (joonis 4; Crough,
Khanna, 2009). Mdned tegumendivalgud jaavad tsutoplasmasse, kuid teised, nagu pp65 ja
pp71, liguvad tuuma (Kalejta, 2008). Luutilise tsukli ajal CMV geenid avalduvad kolmes
erinevas faasis: kohene varajane (ingl immediate early; IE), varajane ja hiline. Koheses
varajases faasis ekspresseeritakse |IE-geene, kuhu kuuluvad peamised IE-geenid (ingl major
IE genes; MIE), milleks on UL123 (IE1) ja UL122 (IE2), ning muud tdiendavad geenid.
Arvatakse, et IE-geenidel on kriitiline tahtsus, sest need garanteerivad efektivse CMV
replikatsiooni. (Isomura, Stinski, 2003) Uued viirusosakesed pannakse kokku replitseerunud
viraalsest DNA-st ja kapsiidist ning need valjuvad rakust eksotsitoosi teel (joonis 4). (Crough,
Khanna, 2009)

Peremeesraku
immuunvastuse
s regulatsioon

— -

Viraalsete
geenide
regulatsioon

e —_

Joonis 4. CMV infektsioonitsiikkel. CMV siseneb rakku endotsitoosi teel ning selle jaoks on
vajalik viirusimbrise liitumine rakumembraaniga, milles osalevad viiruse pinnal olevad
glukoproteiinid. Viirusosake vabastab nukleokapsiidi, mis kannab viiruse parilikkusainet, ja see
ligub tuuma. Viiruse DNA reguleerib tuumas muuhulgas ka peremeesorganismi
immuunvastus. Uued viirusosakesed pannakse kokku replitseerunud DNA-st ja
peremeesrakus toodetud kapsiidist. Viiruspartiklid labivad keerulise kaheetapilise
sekundaarse arengu ja valjuvad rakust eksotsitoosi teel. (Crough, Khanna, 2009)
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Parast primaarset infektsiooni on CMV rakkudes latentselt. Selles faasis on oluliselt parsitud
lGdtilise tsukliga seotud geenide transkriptsioon, sest inhibeeritakse promootorit MIEP (ingl the
major immediate early promoter). (Sinclair, Reeves, 2013) Latentse CMV-infektsiooni ajal
langeb nakatunud inimese rakkudes MHC klass Il molekulide arv ja ekspresseeritakse
latentsusega seotud geene, nagu UL138, mis vdhendavad MIEP-i aktiivsust (Slobedman et
al., 2002; Crough, Khanna, 2009; Elder, Sinclair, 2019). Selle promootori all on lisaks geen
UL111.5A, mis kodeerib inimese interleukiin-10 (IL-10) homoloogi LAcmvIL-10. See inhibeerib
poletikulisi Tyl tsutokiine (peamiselt IFN-y ja IL-2) ja seega surub maha CMV-vastast
immuunvastust (Sinclair, Reeves, 2013; Jenkins et al., 2004). Viiruse geeniproduktid, nagu
LUNA ja UL7, mangivad olulist rolli CMV reaktivatsiooni algatamisel, samas mdned geenid,

naiteks US28, on tahtsad nii ludtilises kui ka latentses faasis (Elder, Sinclair, 2019).

Immunokompetentsetel inimestel kulgeb reaktivatsioon enamasti ilma simptomiteta, kuid
sellel on oluline roll viiruse infektsioonitsiiklis ja see voib tekkida pdletiku, muu infektsiooni voi
stressi tagajarjel (Goronzy, Weyand, 2017; Crough, Khanna, 2009). Stressiga seotud
hormoonid, nagu katehhoolamiinid, epinefriin ja norepinefriin, suurendavad lidtilise tsukliga
seotud geenide avaldumist, sest stimuleerivad IE-promootorit/enhaanserit (Prosch et al.,
2000). IE-regiooni geenide ekspressioon on ludtilise tsukli kaivitamisel tahtis, sest nad on
vajalikud viraalseks transkriptsiooniks ja replikatsiooniks ning nende valguproduktid
reguleerivad varajast ja hilist CMV geenide avaldumist lUdtilises tsiklis (Grey et al., 2007;
Baldick et al., 1997). Selle mehhanismi valguses on reaktivatsioonil oluline tsutokiin TNF-a.,
mis nakatunud rakkude TNF-retseptoriga seondudes aktiveerib transkriptsioonifaktori NF-xB
ja proteiinkinaas C, mis omakorda suurendavad CMV |E-regiooni geenide transkriptsiooni ja

kaivitavad seega lutilise tstkli. (Crough, Khanna, 2009; Stein et al., 1993)
1.4.2. CMV gliukoproteiinid ja tegumendivalgud

CMV antigeene ja pinnamolekule, mida immuunsisteem &ra tunneb, on palju, kuid need ei
tekita vOrdse tugevusega immuunvastust. Kuus kbige immunogeensemat CMV antigeeni on
UL55 (gB), UL83 (pp65), UL86, UL99 (pp28), UL153 ja UL32 (ppl50). (Sylwester et al., 2005)
CMV Umbrist katvatest glukoproteiinidest on levinuimad gM/gN kompleksid ja gB
homodimeerid, mis moodustuvad kahest Uhesugusest polipeptiidist. gB homodimeerid on
vajalikud membraanide liitumiseks, kui viirus siseneb rakku. gB seondub rakuvélise
heparaansulfaadiga. See on oluline interaktsioon CMV infektsioonitsikli kaivitamisel
(Compton et al.,, 1993). gM/gN komplekse on vaja rakule kinnitumiseks ja viraalseks

replikatsiooniks (Kari, Gehrz, 1992; Krzyzanniak et al., 2007).

17



Tegumendis on 50% CMV valkudest, millest levinuim on pp65 (Varnum et al., 2004). pp65
takistab CMV-vastase immuunvastuse tekkimist: vahendab loomulike tapjarakkude (ingl
natural killer cells; NK-rakud) tsutotoksilisust, inhibeerib IFN- produktsiooni, takistab IE-
valkude esitamist MHC klass | molekulide poolt ja véhendab HLA-DR ekspressiooni (Kalejta,
2008; Arnon et al., 2005; Biolatti et al., 2018; Odeberg et al., 2003). pp71 kontrollib IE-geenide
ekspressiooni, vdhendab MHC-I molekulide ekspressiooni ja reguleerib rakutstiklit ning pp150
kontrollib kapsiidide liikumist tstitoplasmas (Kalejta et al., 2003; Kalejta, 2008). Kdige enam on
CMV-vastastest CD8" T-rakkudest selliseid, mis on spetsiifilised pp65 ja IE1 valkude suhtes
(Gyulai et al., 2000).

1.5. CMV-vastane immuunvastus ja selle seos vananemisega

Immuunsisteem on vaga oluline kroonilisi infektsioone po&hjustavate viiruste kontrolli all
hoidmiseks. Eriti oluline on see herpesviiruste korral, sest neil on arenenud mehhanismid, mis
valdivad seda, et immuunsisteem neid organismist eemaldaks. Erinevalt paljudest teistest
kroonilist nakkust tekitavatest viirustest, ei replitseeru herpesviirused pidevalt. Nakkus kulgeb
latentselt ja immuunsilsteemile markamatult ning seetdttu on herpesviirusvastaste
ravimeetodite valjatéétamine oluliselt keerulisem. (Virgin et al.,, 2009) Primaarne CMV-
infektsioon kutsub esile tugeva immuunreaktsiooni: ulatusliku NK-rakkude vastuse ja suure
hulga viirusvastaste antikehade tootmise (Wills et al., 2015). CMV indutseerib rakku sisenedes
esmalt kaasasindinud immuunvastuse, mis valjendub 1. tltpi interferoonide ja pdletikuliste
tsltokiinide tootmises (Jackson et al., 2011). NK-rakkude aktivatsioon on véga oluline

viirusnakkuste-vastases kaitses (Charpak-Amikam et al., 2017).
1.5.1. Muutused T-lumfotsuutides

CMV-vastane CD8" T-rakkude immuunvastus on ebatavaliselt ulatuslik ja see tekitab aja
jooksul Uha suurema antigeenispetsiifiliste CD8* Tem-rakkude kuhjumise. CMV-infektsiooni
korral on inimesel keskmiselt ~10% CD4* ja CD8" Twm-rakkudest CMV-spetsiifilised, kuid
Uldiselt on selle mGju CD8* T-rakkude populatsioonidele margatavalt suurem (Sylwester et al.,
2005). Lisaks on taheldatud oluliselt madalama funktsionaalsusega CMV-spetsiifiliste T-
rakkude kuhjumist vanade inimeste organismides (Quyang et al., 2003). Uks vdimalik viis
viirusspetsiifiliste T-rakkude akumuleerumise selgitamiseks on immuunsiusteemi v@imetus
kontrollida latentset CMV-infektsiooni, mille on tinginud langus T-rakkude funktsionaalsuses.
Selle tulemusel on viiruslikel antigeenidel véimalik stimuleerida ebaefektiivset CMV-spetsiifilist

T-rakkude populatsiooni pikemat aega. (Nikolich-Zugich, 2017)
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Vanusest s6ltumatult on CMV™* inimestel CMV" inimestega vdrreldes vahem Ty-rakke, kuid
rohkem CD45RA* Tee-rakke. Vaiksem CD28* CD45RA°, CD25* CD28* CD45RA" ja naiivsete
T-rakkude populatsioon CMV-infektsiooniga vanadel inimestel vbib olla p&hjus, miks neil on
normaalsest madalam IL-2 ja IL-4 produktsioon. IL-2 algatab T-rakkude aktivatsioonijargse
proliferatsiooni ning IL-4 toetab B-rakkude efektiivset immuunvastust (Abbas et al., 2017).
Nendele muutustele lisaks akumuleerub CMV-infektsiooni tulemusel suur hulk CMV-
spetsiifilisi CD8* T-rakke, mis toodavad tsutokiini IFN-y. Nende kuhjumine tdstab keha Uldist
IFN-y taset ja vOib selgitada CMV-infektsiooniga kaasnevat suuremat IFN-y produktsiooni,
mida on seostatud naiteks ateroskleroosi arenguga. (Almanzar et al. 2005) Erinevalt CMV-
negatiivsetest inimestest, on viirusnakkusega inimestel lisaks suuremale CD8* Tem
populatsioonile (joonis 5) rohkem CD4" Tem rakke (Wertheimer et al., 2014). Lopliku
konsensuseni, kas ja kuidas CMV mdojutab Tn-rakkude populatsiooni, pole joutud, sest méned
kohortuuringuid naitavad, et Ty-rakkude arvu vahenemine vanusega on CMV-
seropositiivsusest séltumatu (Wertheimer et al., 2014). Uhtlasi on (ks hilisem uurimus
naidanud, et CD8" T-rakkude repertuaar vananedes ei védhene ning pakutud teooria kohaselt
on CMV-infektsiooniga vanade inimeste nérgem immuunvastus tingitud peamiselt rakkude

funktsionaalsuse mitte repertuaari mitmekesisuse langusest (Lindau et al., 2019).

CMV-vastast immuunvastust iseloomustab konkreetne fenotilp CMV-spetsiifilistel T-
rakkudel: efektormolekulide, peamiselt perforiini ja granstiim B, kérgem ekspressioon; CD27
ja CD28 koretseptorite allareguleerimine ning KLRG1 ja CD57 Ulesreguleerimine (Appay et
al.,, 2002). CD8* CD57* T-rakkude akumuleerumine, mis on tugevalt seotud CMV-
infektsiooniga, vdib olla Uks pdletikulise seisundi pdhjustajaid vanadel inimestel, sest need
rakud toodavad suures koguses pdletikulisi Ghendeid ja on tugevate efektorfunktsioonidega
(Pinti et al., 2016). Naiteks CMV-spetsiifilistel CD57* Temra rakkudel on oluliselt pikemad
telomeerid, parem proliferatsioonivbime ja kdrgem IFN-y produktsioon, kui CD57" Tewra
rakkudel (Verma et al., 2017).
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Joonis 5. Mitteklassikaline T-rakkude malu ja CMV-infektsioon. CD8* T-malurakkude
populatsiooni arenemine algab esmalt CMV-spetsiifiliste T-rakkude proliferatsiooniga, mille
kdigus omandavad rakud efektorfunktsioonid. Sellele jargneb luhiealiste Ter-rakkude
populatsiooni vdhenemine ning pannakse alus pikaealisele Tcw-rakkude populatsioonile.
CMV-infektsiooniga kaasneb T-méalurakkude ulatuslikum kaasamine Tgew-rakkude
populatsiooni, kus olevad rakud séilitavad oma efektorfunktsioonid. Tem-rakkudele on

iseloomulikud mitmed transkriptsioonilased, funktsionaalsed muutused ning teistsugune
pinnamolekulide ekspressioon. (Klenerman, Oxenius, 2016 (kohandatud))

1.5.2. Seos vananemisega seotud haigustega

Kuigi CMV-spetsiifiliste méalurakkude populatsiooni suurenemine suudab ara hoida otseselt
CMV-st tingitud haigused, pd&hjustab oletatavasti vaiksem repertuaar vananedes viiruse
sagedasemat reaktivatsiooni, mis soodustab kroonilise pdletikulise seisundi véljakujunemist
(Nikolich-Zugich, 2017). Immuunrakkude vahendatud kroonilist pdletikku organismis on
seostatud mitmete vananemisega seotud haiguste (naiteks Alzheimeri) tekkimisega (Blasko
et al., 1999). Kuna CMV-spetsiifilised Tem-rakud hakkavad valja vahetama T-rakke, mis on
spetsiifilised muude antigeenide suhtes, ndrgestab CMV-infektsioon keha immuunvastust

teiste haigustekitajate, naiteks EBV, vastu (Derhovanessian et al., 2010; Khan et al., 2004).

CMV-infektsioonil arvatakse olevat selge seos mitmete vananemisega seotud haiguste
valjakujunemisega. Naiteks on naidatud, et esineb tugev seos sepsise ja CMV reaktivatsiooni
vahel ning CMV-infektsiooniga kaasnevat pdletikulist seisundit on pakutud vélja riskifaktorina,
mis ennustab kdrgemat suremust siidame- ja veresoonkonnahaigustesse (Marandu et al.,
2019; Simanek et al., 2011). Lisaks on CMV seotud kérgema sistoolse vererhuga vanadel
inimestel (Firth et al., 2016).
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Ule 85-aastastel inimestel on naidatud, et CMV-nakkuse korral on teist tiiiipi diabeedi diagnoos
sagedasem ja glikeeritud hemoglobiini (HbAlc) hulk kérgem, mis korreleerub otseselt vere
glikoositasemega (Chen et al. 2012). Selline seos voib olla selgitatav otseselt CMV-st tingitud
kéhundarme rakkude kahjustustega, mis muutuvad oluliseks alles vanemas eas (Smelt et al.,
2012).

Kroonilist neerupuudulikkust p&devatel inimestel on kirjeldatud CMV-nakkusega seotud
arterite seina jaigenemist, millest v@ib jareldada, et neil on suurem téendosus haigestuda
siidame- ja veresoonkonnahaigustesse (Wall et al., 2013). L&ppstaadiumis kroonilist
neerupuudulikkust (ingl end stage renal disease; ESRD) pddevatel inimestel toimub
margatavalt ulatuslikum T-rakkude diferentseerumine, mida vdib veelgi kiirendada CMV-
infektsioon. Neil on oluliselt rohkem Tewra-sid ja vahem Ty-rakke (Chiu et al., 2018; Yang et
al., 2019). Tapne mehhanism, mis seoks omavahel CMV-nakkuse ja ESRD, ei ole teada, kuid
valja on pakutud, et varajasem T-rakkude arenemine ja vananemine, mis kaasneb ESRD-ga,
tingib sagedasema CMV reaktivatsiooni. See kiirendab T-rakkude diferentseerumist veelgi,
pbhjustades vanade inimeste enneaegset surma ja suuremat vastuvétlikkust

nakkushaigustele. (Yang et al., 2019)
1.6. Lutsiferaasi immunopretsipitatsiooni stiisteem

Immunoanalliiis on vaga levinud meetod mitmete infektsioonide ja autoimmuunhaiguste
tuvastamiseks. Antigeenide maaramiseks proovis on kdige laialdasemalt kasutusel naiteks
ELISA (ingl enzyme-linked immunosorbent assay), immunoblotanaliiis (Western blot) ja
valgukiibid (Burbelo et al. 2010). Nii valgukiipides kui ka ELISA-s kasutatakse enamasti
bakterites toodetud valke, mille tulemus on tihtilugu signaali kérge taustamtra (Burbelo et al.
2011). See tekib, sest enamasti ei suudeta kBrvaldada inimese seerumis olevaid antikehasid,
mis on spetsiifilised mikroobset péritolu antigeenijaékidele, mida leidub paratamatult peaaegu
kdigis antigeenipreparaatides. Kuna bakterites ei toimu valkude post-translatsioonilist
modifitseerimist ja need pakitakse vahel valesti kokku, kasutavad méned immunoanaltisid
parmi- vBi putukarakkudes toodetud valke, kuid ka need ei kanna edasi haigustekitaja- ja
imetajaspetsiifilisi  post-translatsioonilisi modifikatsioone (Burbelo et al., 2005). Nende
probleemide lahendamiseks on Burbelo et al. valja todtanud alternativse meetodina
lutsiferaasi immunopretsipitatsiooni stisteemi (ingl luciferase immunoprecipitation system;

LIPS), kus kasutatavad antigeenid toodetakse imetajarakkudes (Burbelo et al., 2005).

LIPS-is kasutatakse rekombinantseid Iluminestseerivaid antigeen-litvalke, et maarata
kvantitatiivselt seerumis olevate antikehade tiitreid (Burbelo et al., 2010). Liitgeenid, mis

kodeerivad haigustekitaja antigeeni koos Renilla, Gaussia vbi NanolLuc lutsiferaasiga,
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ekspresseeritakse imetajarakkudes ja saadud lutsiferaasi-antigeeni lahust kasutatakse LIPS-
is antikehaprofiili kvantitatiivseks iseloomustamiseks (Burbelo et al., 2011). LIPS-is
kasutatavad lutsiferaasid on head reportervalgud, sest nad on vaikesed (alla 30 kDa) ja neil
on vaga ulatuslik vaartuste maaramispiirkond (10°-107 LU (light unit)) (Burbelo et al., 2010).

LIPS-i labi viimisel segatakse lutsiferaas-antigeeni liitvalgud inimese seerumi ja A/G-
valgukeradega. A/G-valk on rekombinantne valk, kus on liidetud nii proteiin A kui ka proteiin G
IgG-d siduvad domeenid. Seejarel maaratakse antigeenspetsiifiliste antikehade hulk, lisades
lutsiferaasi substraati (nditeks coelenterazine’i) ja luminestsents méddetakse luminomeetriga
(joonis 6) (Burbelo et al., 2009a). Luminestseeruva valguse intensiivsus on proportsionaalne
lahuses oleva antikeha-antigeen kompleksi kogusega, mis on kinnitunud A/G-valgukeradele
(Burbelo et al., 2005).

@ antigeen @

\ ¢
a«"’;
NanolLuc —__
vektor 2 %
A/G
Ekspressioon -~ Ae
imetaja- ”'"%e
rakkudes
Substraat
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® ¥ ¢
%
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Joonis 6. LIPS-i metoodika Ulevaade. (A) Maaratava antigeeni (Ag) ja NanoLuc DNA-
jarjestused liidetakse, rekombinantsed plasmiidid transfekteeritakse imetajarakkudesse (antud
t66s HEK293) ning saadakse antigeenilisaat. (B) Ag-NanoLuc komplekse inkubeeritakse
koos inimese seerumiga ning (C) lisatakse A/G-valgukerad, mis seovad endaga Ag-NanolLuc-
antikeha kompleksid. (D) Lutsiferaasi substraadi lisamisega on vGimalik kvantitatiivselt md6ta
NanoLuc-i luminestsentsi.

Enamik antigeenseid sihtmarke, mida LIPS-is kasutatakse, annavad korge tundlikkuse ja
spetsiifilisusega tulemusi ning selle abil saab kvantitatiivselt hinnata immuunreaktsiooni
tugevust. Mida suurem on seonduvate antikehade kontsentratsioon seerumis, seda suurem

on LIPS-i luminestsentsvaartus. (Burbelo et al., 2011). Tanu sellele sobib LIPS héasti naiteks
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autoantikehade leidmiseks, mille olemasolu tuvastamine on oluline autoimmuunhaiguste
diagnoosimisel. Lisaks on immunoanalidsil oluline roll erinevate nakkushaigustega seotud
antikehade mootmisel. LIPS-i on tanu oma tapsusele ja tundlikkusele kasutatud naiteks EBV,
HIV, HTLV-1, HCV, HHV-8, MERS-CoV, HSV-2 ja VZV-ga seotud antikehade maaramiseks ja
diagnoosimise tdhustamiseks (Burbelo et al., 2015; Zubair et al., 2011; Cohen et al., 2014).
Siinse t60 kontekstis on ilmselt olulisim Burbelo et al. t60, kus kasutati LIPS-i CMV-vastaste
antikehade maaramiseks ja naidati, et LIPS on selleks sama hea v6i paremgi kui standardne
ELISA (Burbelo et al., 2009b).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. To6 eesmargid

TOO laiem eesmark oli uurida, kas ja kuidas on eakates inimestes kroonilised pdletikulised
haigused seotud CMV-vastaste antikehadega ning mil viisil mdjutavad vanus ja sugu nende

antikehade taset.
Tapsemad eesmargid olid:

1. uurida, kas LIPS sobib CMV-infektsiooni kvantitatiivseks iseloomustamiseks ja CMV-
seropositiivsuse kvalitatiivseks maaramiseks;

2. uurida, mis regiooniga seonduvad antikehad CMV pp150 peptiidil kdige spetsiifilisemalt
ning missugune t66s kasutatavatest CMV peptiididest iseloomustab CMV-
seropositiivsust kdige paremini;

3. analludsida millised soolised erinevused esinevad CMV-spetsiifiliste antikehatiitrite
vahel ning kas need on seotud vanuse vai teiste haiguslike seisunditega;
analldsida, kas ja kuidas muutuvad CMV-vastased antikehatiitrid vanusega;
analiiisida, kas kérgemad CMV-vastased antikehatiitrid eakatel inimestel on seotud
krooniliste poletikuliste haigustega.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Valimi iseloomustus

To60s on kasutatud 93 eaka (vanus > 65 aastat) inimese proovi SA TU Kliinikumi Nahakliinikust
(IGN), 224 eaka haige inimese proovi SA TU Kliinikumi Sisekliinikust (IGA) ja 186 noorema
inimese juhupopulatsiooni proove Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramust (CTG).

Sisekliinikust péarit haigete inimeste Kkliinilist ja diagnostilist pilti on hinnatud vastavalt
rahvusvahelise haiguste klassifikatsiooni 10. versioonile. Kuigi Nahakliinikust saadud
proovidele vastavate inimeste haiguslood ei ole t&pselt teada, késitletakse seda tervete eakate
inimeste kohordina, tuginedes eeldusele, et need inimesed pole Nahakliinikusse suunatud
siinses t00s uuritavate haiguste olemasolu tb6ttu ning on seal seoses kergemate
protseduuridega. Eesti Geenivaramust saadud proovid on saadud juhuvaliku alusel tagasi
kutsutud doonorite seast, kes valiti kordusuuringusse Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu

geenidoonorite parilikkuse ja vere biokeemiliste néitajate uuringu jaoks.
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Uuringus osalevate isikute kohta on saadud ndusolek Tartu Ulikooli inimuuringute eetika
komiteelt, vastavad load on 206/T-4, August 25, 2011, (CTG), 272/T-12, August 21, 2017
(IGN) ja 275/M-17, November 20, 2017 (IGA). K&ik uuringus osalenud isikud olid vanemad kui
18 aastat ja iga uuritava kdest voeti kirjalik ndusolek uuringus osalemiseks. Proovid on
pseudonimiseeritud. Lihike kirjeldus uuringurihmadest, nende soost ja vanusest on tabelis
1.

Tabel 1. Kasutatud kohortide koosseisu ja struktuuri iseloomustus

Kohort Arv Vanus (aasta; x + 0) Kirjeldus
IGA 224 (67 meest, 76’.8961; 6,97 96 Koosneb eakatest ja haigetest
157 naist) (min 65, max 96) inimestest, kellel on enamasti
diagnoositud mitu erinevat
haiguslikku seisundit.
IGN 93 (38 meest, 752746? 7,07 95 Koosneb eakatest inimestest, kellel
55 naist) (min 65, max 95) diagnoositud haigused ei ole teada,
kuid keda késitletakse tervetena.
CTG 186 (98 meest, 36’.58{; 9,46 54 Koosneb noorematest ja tervetest
88 naist) (min 18, max 54) inimestest.
x - keskmine

o - standardhalve

2.2.2. Kasutatud praimerid

CMV fragmentide kloneerimiseks pNanoLucl vektorisse (konstrueeritud Molekulaarpatoloogia
laboris, TU) kasutati nelja erinevat praimerit: N1P150d2F, N1P150d2.1R, N1P150d2.2F ja
N1P150d2R, kus F — forward ja R — reverse.

Tabel 2. Kloneerimisel kasutatud CMV p150 d2 praimerid

Praimer Jarjestus (5’-3)

N1P150d2F TTTGGATCCTAACGGAGGATGATGTCGTGTCCCC

N1P150d2R TTTGCGGCCGCCTATTCCTCCGTGTTCTTAATCTTCTCGATCTTTTG
N1P150d2.1RR TTTGCGGCCGCCTACGTGGTCGAGGCGGCCCGGCT

N1P150d2.2F TTTGGATCCTACCGACGTATCCCGCGGTAACCACCGTTTACC

2.2.3. Polimeraasi ahelreaktsioon ja restriktsioonreaktsioon

PCR ehk polimeraasi ahelreaktsioon on meetod DNA fragmentide kloneerimiseks ja
amplifitseerimiseks. Antikehade tugevaima seondumiskoha maaramiseks Idigati CMV nl
ppl50-d2 fragment kaheks lihemaks jarjestuseks. Tods kasutatud CMV ppl50-d2 jarjestus

on omane isolaadile Human Hepresvirus 5 isolate HAN. Uued fragmendid olid n1 CMV pp150-
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d2.1 (1.-80. aluspaar) ja n1 CMV pp150 d2.2 (81.-191. aluspaar). Kuna algne CMV pp150-
d2 oli kloneeritud pNanoLucl vektorisse, kasutati sama plasmiidi, et saada uued PCR-
fragmendid, mis omakorda kloneeriti antud vektorisse. Valmistati eraldi PCR-i segud d2.1 ja
d2.2 jaoks ning nende tegemiseks kasutati 32 pul MQ, 10 pl 5x Thermo Scientific™ High-Fidelity
puhvrit, 1,0 pl dNTP (10 mM), vaga véaikest kogust kloneeritavast matriitsplasmiidist, 1,5 pl
DMSO-t ja 0,5 yl Thermo Scientific™ High-Fidelity DNA polimeraasi. Fragmendi d2.1 segule
lisati 2,5 pl nii 10 uM praimerit N1P150d2F kui ka 10 uM praimerit N1P150d2.1R. Fragmendi
d2.2 segule lisati 2,5 ul 10 uM praimerit N1P150d2.2F ning 10 uM praimerit N1P150d2R.

Produkti olemasolu kontrollimiseks tehti kontrollforees, kasutades 5 pl PCR-i segu ja 3 pl 100
bp DNA markerit (100 bp DNA ladder, Solis Biodyne). 100 ml geeli kohta lisati 5 pl
etiidiumbromiidi (10 mg/ml). Geelelektroforees viidi labi 1% agaroosgeelil, mille valmistamisel
kasutati 1x TAE puhvrit (40 mM Tris-atsetaat; 1 mM EDTA; pH 8). PCR-i segu puhastati
kolonniga, kasutades Thermo Scientific™ GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro

Kit-i vastavalt tootja valja pakutud protokollile.

Kloneerimiseks vajaliku DNA [dikamine restriktsioonienstiimide ehk restriktaaside abil on
jarjestusspetsiifiline enstiimreaktsioon. DNA I6ikamiseks kasutati 16 pl PCR-fragmentide
proovi, millele lisati 2 pl 10x FastDigest restriktsioonipuhvrit (Thermo Scientific) ja 1 U kumbagi
sobivat restriktaasi (Notl ja BamHI). Vektori |16ikamiseks kasutati 1 pg vektorit, 3 pl sama
restriktsioonipuhvrit, 1 U kumbagi restriktaasi, 1 pl CIAP-i (Calf intestinal alkaline phosphatase)
ja 25 yl MQ-d (Milli-Q). Restriktaaside reaktsioonid viidi 1&abi 37 °C juures 30 minuti jooksul.
CIAP-i inaktiveerimiseks pandi vektorisegu 15 minutiks 65 °C juurde.

2.2.4. Ligatsioon jatransformatsioon

Koik proovid kanti 1% agaroosgeelile koos 3 pl 100 bp DNA markeriga. Etiidiumbromiidi lisati
100 ml geeli kohta 10 mg/ml kangusega alglahusest 5 pl. Peale foreesi |6ppu I8igati vajalikud
DNA fragmendid UV-lambi all geelist valja ja asetati 1,5 ml katustitesse. DNA puhastati geelist
vélja kolonniga vastavalt tootja vélja pakutud protokollile, kasutades Thermo Scientific™
GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit-i (Thermo Scientific).

Ligeerimissegud koosnesid 10,5 pl vastavast PCR fragmendist (d2.1 vdi d2.2), 2 pl vektori
eluaadist, 1,5 pl ligeerimispuhvrist ja 1 pl T4 DNA ligaasist (Thermo Fischer Scientific).
Ligeerimine viidi labi toatemperatuuril ja sel lasti kulgeda Uks tund. Ligaasi inaktiveerimiseks
hoiti segusid 10 minutit 65 °C juures. Ligeerimissegu transformeerimiseks 100 pl
kompetentsetesse Escherichia coli rakkudesse sulatati nii ligeerimissegud kui ka

bakteriproovid jaal. Valmistati kaks eri proovi: bakterid ja pool d2.1 ligeerimissegust ning
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bakterid ja pool d2.2 ligeerimissegust. Peale 30 minutit j&& peal hoidmist pandi proovid
kolmeks minutiks 37 °C juurde ning peale seda tagasi jaale. Proovidele lisati 1 ml LB s60det
ja need asetati 45 minutiks 37 °C juures olevasse kappi, proove tsentrifuugiti 6000 rpm 3
minutit ja kanti kahele erinevale tards66tmega Petri tassile, millele oli lisatud antibiootikumi
Km25 (kanamutsiin). Kultuurid jaeti 37 °C juures ulet6 inkubeerima ning hommikul pandi
tassid 4 °C juurde. Tassidel olevatest kolooniatest minipreparaatide tegemiseks pandi 2 ml
bakteriproovi Km25 stétmesse Uledd kasvama 37 °C juurde. Peale seda tsentrifuugiti 2 ml
proove 3 minutit 6000 rpm ning supernatant aspireeriti. Proove séilitati t66 jatkamiseni —20 °C

juures.
2.2.5. Plasmiidse DNA mini- ja midipreparatsioon

Mini- ja midipreparatsiooni kasutatakse DNA eraldamiseks ja plasmiidse DNA puhastamiseks.
Minipreparaatide tegemiseks kasutati Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Miniprep Kit-i,

jargides tootja poolt valja pakutud protokolli. Proove sdilitati —20 °C juures td0 jatkamiseni.

Et valida valja parimad proovid, tehti minipreparaatidele restriktsioon ja kontrollforees.
Restriktsioonisegudes kasutati 1 pl kumbagi restriktaasi (Notl ja BamHI), 2 pl
restriktsioonipuhvrit, 4 pl minipreparaadi proovi ja 12 pl destilleeritud vett.

Oige foreesipildiga proovid saadeti jarjestuse kontrollimiseks sekveneerimisele Eesti
Biokeskuse tuumiklaborisse. Selle jaoks kanti 5 pl igast sobivast proovist 200 pl katsutisse,
iga proovi kohta kulus 1 upl 10 pM  sekveneerimispraimerit NSF. Saadud
sekveneerimistulemuste pdhjal valiti vélja proovid, mis vastasid soovitud korrektsele
jarjestusele. Valitud kolooniatest pandi bakterid kasvama 100 ml Km25 sd6tmesse 19-20
tunniks. Proove tsentrifuugiti RC 5B tsentrifuugiga 15 minutit 4500 rpm.

Midipreparatsioon viidi labi kasutades NucleoBond® Xtra Midi EF kit-i (Macherey-Nagel) tootja
valja pakutud protokolli alusel. Peale midipreparatsiooni maarati plasmiidi kogus igas proovis,

kasutades UV-spektromeetrit.
2.2.6. Rakukultuur

HEK293 (inimese embrionaalsed neerurakud) rakke kasvatati DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) s66tmes 37 °C juures. Segati kokku sulatatud HEK293 rakud ja 10 ml DMEM-
i ning segu tsentrifuugiti 10 minutit 300xg 21 °C juures, supernatant aspireeriti. Rakkudele
lisati 1 ml DMEM-i ning need pandi Ule66 kasvama 9 ml sd6tmesse koekultuuri plaadile. Rakud
loeti ja leitud kontsentratsiooni pdhjal (3,5 x 108 rakku/ml) leiti ligikaudne rakuproovi ruumala

(71 pl), milles oli 2,5 x 10° rakku. Seejarel lisati plaadile 1 ml PBS, see aspireeriti ning rakkude
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eemaldamiseks plaadilt lisati 1 ml tripsiini ja 5 ml DMEM-i. Kogu proov plaadilt kanti 15 ml
katsutisse ning seda tsentrifuugiti 10 minutit 300xg 21 °C juures. Supernatant aspireeriti ja
rakke suspendeeriti 2 ml DMEM sd6tmes. Rakud kiilvati 6 kaevukesega plaadile. Iga plasmiidi
kohta pandi kaevukesse 71 pl rakuproovi (2,5 x 10° rakku) 3 ml s6ddet ning rakud jaeti
kasvama kaheks paevaks.

2.2.7. Transfektsioon

Transfektsiooni kaigus viiakse geneetiline materjal eukarliootsetesse rakkudesse
mitteviraalsel teel. Transfektsiooniks kasutati 4 ul DNA ja 8 pl lipofektamiini 2000 (Invitrogen)
250 ul optiMEM s66tmes ning transfektsioonisegu lisati rakkudele. Lipofektamiin on lisanditega
liposoomidel p&hinev plasmiidse DNA transfektsiooni tBhustav reagent. Sellise transfektsiooni
kaigus viiakse plasmiidne DNA rakku liposoomide (vesilahuses lipiidsetest alalihikutest
iseeneslikult moodustuvad vesiikulid) sisemuses. HEK293 rakud jaeti kasvama 5% CO; 37 °C
juurde neljaks paevaks. Igas kaevukeses olev so6de kanti Umber eraldi 15 ml katsutitesse,

neid tsentrifuugiti 5 minutit 800xg ning need kanti iUmber uude katsutisse.

Rakkude luUsimiseks ja ludsitud rakuproovide saamiseks pesti kaevukesi kdigepealt 1 ml PBS-
iga ning seejarel lisati 500 pl 5-kordset ltdsipuhvri lahjendust. Plaati inkubeeriti 15 minutit
loksutil ning siis kanti proovid uutesse katsutitesse, mida tsentrifuugiti 1 minut

maksimumekiirusel. Supernatant kanti omakorda uutesse 1,5 ml katustitesse.

Igas proovis (p150 d2.1 ldUsimata, p150 d2.1 ladsitud, p150 d2.2 ladsimata, pl50 d2.2

[GUsitud) moodeti lutsiferaasenstitimi aktiivsust.
2.2.8. ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) p&himte on enstiimil pdhinev immunoanaltius,
et kvalitatiivselt tuvastada ligandi, tihtilugu valgu, olemasolu proovis, kasutades tuvastatava
ligandi spetsiifilisi antikehasid. Katses moddeti ELISA meetodil patsientide proovidest IgM ja
IgG tidpi antikehade olemasolu CMV peptiidide n1 pp150-d1, n1 pp150-d2, n1 gB1 ja n1 gB2
vastu. ToOO tehti tootja vélja pakutud protokolli (TestLine) alusel, kasutades eelnevalt CMV
antigeeniga kaetud 96 kaevukesega plaati. Kasutati 1 : 101 lahjendusega proove. Eraldi
kaevukestesse pipeteeriti vastavalt 100 pl tootja pakutud negatiivset kontrolli, 100 pl positiivset
kontrolli, kahte kaevukesse pipeteeriti 100 pul CUT-OFF proovi ja tlejddnud kaevukestesse 100
pl igat vastavat proovi, Uks kaevuke jaeti tiihjaks. Kaetud plaati inkubeeriti seejarel 37 °C juures
30 min. Lahused aspireeriti plaadilt ja kaevukesi pesti viis korda, kasutades tootja pakutud
pesulahust, millega iga pesu jooksul kaevukesed &&reni taideti. Kbikidesse kaevukestesse,

v.a tihja kaevukesse, pipeteeriti 100 ul konjugaati ja kaetud plaati inkubeeriti 37 °C juures 30
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min. Konjugaat aspireeriti ja plaati pesti taas eelnevalt kirjeldatud viisil. Koigisse
kaevukestesse pipeteeriti 100 pl TMB-d (ingl 3.3’, 5.5’-tetramethylbenzidine) ja kaetud plaati
inkubeeriti pimedas 37 °C juures 30 min. Reaktsioon peatati, lisades kaevukestesse 100 pl
stopplahust. Varvi intensiivsus moddeti fotomeetris proovita tihja kaevukese suhtes
lainepikkusel 450 nm.

2.2.9. LIPS

LIPS (Luciferase Immunoprecipitation Systems) on seroloogiline immunoanallisi meetod, kus
kasutatakse imetajarakkudes toodetud rekombinantseid lutsiferaasiga liidetud kimaarseid
antigeene, et efektiivselt ekspresseerida sihtméark-antigeene ning kvantitatiivselt maarata
vastavaid antikeha vastuseid. Katsetes kasutati rekombinantse lutsiferaasina sivamere
krevetist (Oplophorus gracilirostris) parit NanoLuc (Promega) geeni. Seerumite ja antigeeni
lahjenduste puhul ning plaadi pesemisel kasutati puhver A-d (10 ml 50 mM Tris puhvrit pH 7.5,
4 ml'5M NaCl, 1 ml 1 M MgClz, 2 ml 100% Triton X-100, 183 ml destilleeritud vett MQ). Uhe
96 kaevukesega HTS MultiScreen filterplaadi (Millipore) kohta valmistati 2x1200 pl Proteiin G
agarooskerade suspensiooni (4% suspension, Exaplha Biologicals). 1200 pl suspensiooni
jaoks voeti alglahusest 100 pl kerade suspensiooni ja pesti 300 ul PBS-iga tsentrifuugides 5
min 300xg. Supernatant aspireeriti ja kerad suspendeeriti 1200 pl puhver A-s. Igasse
kaevukesse pipeteeriti 25 pl seerumi lahjendust (1 : 10 v4i 1 : 100) ja 25 pl Proteiin G kerade
suspensiooni ning siis inkubeeriti loksutades (ks tund. Igasse kaevukesse lisati 50 pl 2 - 108
LU antigeeni ja inkubeeriti loksutades (ks tund. Plaat pesti vaakumsiisteemi kasutades neli
korda puhvriga ja neli korda PBS-iga. Uhe kaevukese kohta kulus iiheks pesuks kumbagi 150
ul. Enne mdodtmist pipeteeriti igasse kaevukesse 20 pl 1:1000 NanoBret™ NanoGlo®
(Promega) substraati. Luminestsentsi intensiivsust mdddeti masinaga Victor X5 (PerkinElmer

Life Sciences) viie sekundi jooksul.
2.2.10. T-rakkude stimulatsioontest ja sortimine

T-rakkude stimulatsioontest seisneb T-rakkude in vitro aktiveerimises, kasutades antigeene
vOi TCR-vastaseid antikehi, mille tulemuseks on mdddetav T-rakkude proliferatsioon. T66
jaoks kasutati X-VIVO™ 15 soodet (Lonza Walkersville, Inc.), millele oli lisatud 1 : 10 L-

glutamiini.

Katsutis olevad PBMC-d (perifeerse vere mononukleaarsed rakud) sulatati kiiresti vesivannis
ning kanti seejarel tle 15 ml katsutitesse. Katsuti puhastati 1 ml s66tmega ning see kanti
tilkhaaval 15 ml katsutisse. Seejarel lisati tilkhaaval veel sdddet kuni rakususpensiooni oli

ligikaudu 10 ml. Rakud loendati, kasutades LUNA-FL™ Dual Fluorescence rakuloendurit
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(Biologos), ja tsentrifuugiti 10 min toatemperatuuril 400xg. Supernatant aspireeriti ja rakkudele
lisati X-VIVO™ 15 stodet nii, et 100 pl kohta oli ~1 - 108 rakku. S66de oli varem seisnud lahti
keeratud korgiga 30 minutit 37 °C 5% CO2 inkubaatoris. Rakususpensioonist 100 ul pipeteeriti
5 ml poliipropeenkatsutisse — seda kasutati negatiivse kontrollina. Ulejaanud proov kanti 24
kaevukesega plaadi Gihte kaevukesse. Segati kokku kostimulantide segu (100 pg/ml): 40 pl X-
VIVO™ 15+L-glutamiin, 5 pl anti-CD28 (1mg/ml, BD Biosciences) ja 5 pl anti-CD49d (1mg/ml,
BD Biosciences). Negatiivsesse kontrolli lisati 100 pl rakususpensiooni kohta 3 pl
kostimulantide segu ja 1 pl CD40 vastast funktsionaalset antikeha (Miltenyi Biotec), mis
takistab CD40 seondumise oma ligandiga CD154 ning viimase allareguleerimise rakupinnalt.
Kaevukeses olevatele rakkudele, mida stimuleeriti CMV pp65 peptiidiga, lisati 100 pl kohta 3
pl kostimulantide segu, 2 pul Pep Tivator CMV pp65 segu (60 nmol/peptiid; Miltenyi Biotec) ja
1 pl CD40-vastast antikeha. Mdlemaid stimulatsioone hoiti 16-24 h 37 °C juures 5% CO:
inkubaatoris.

Peale inkubeerimist proove segati. Negatiivsele proovile kanti peale 1 ml killma 2mM EDTA-
PBS-i ning inkubeeriti 10 minutiti 37 °C juures. CMV pp65 stimulatsioonile lisati 1 ml kilma 2
mM EDTA-PBS-i, suspendeeriti ning kanti pollUproplleenkatsutisse, seejarel sama protsessi
korrati, nii et Idpuks oli proovile lisatud kokku 2 ml 2mM EDTA-PBS-i. Ka stimulatsiooni
inkubeeriti 10 minutit 37 °C juures. Seejarel mélemaid proove segati 30 sekundit, negatiivhe

kontroll kanti 1,5 ml katsutisse ning stimulatsioone tsentrifuugiti 400xg 5 minutit 4 °C juures.

Proove hoiti jaal, supernatant aspireeriti ja mélemale stimulatsioonile lisati 25 pl FcR blokaatori
lahjendust (iga proovi kohta arvestati 21 pl RB puhvris (100 ml 0,5% BSA + 4 ml 2mM EDTA
+ 900 ml PBS) ja 5 ul FcR-lahust (Miltenyi Biotec) ning suspendeeriti pipetiga. 5 minuti parast
lisati mBlemale stimulatsioonile 25 pl antikehade segu vastavalt tabelis 3 esitatud kogustele.

Tabel 3. Antikehade segu

Antikeha  Konjugaat Kogus Uhe proovi kohta (ul) Firma

CD154 Bv421 2 BD Biosciences
CD137 PE 2 BD Biosciences
CD3 (1:10) PerCP-Cy5.5 3 BD Biosciences
CD4 (1:10) AF700 5 BD Biosciences
CD8 BV605 0,75 BD Biosciences
RB 12

Antikehade segu inkubeeriti 30 minutit 4 °C juures. Segule lisati 1 ml RB sdddet, tsentrifuugiti
400xg 5 minutit 4 °C juures, supernatant aspireeriti ja sade resuspendeeriti 200 ul RB
sootmes. Enne FACS-i (fluorestsents-aktiveeritud rakkude sortimine) alustamist lisati segule
3 ul 7-AAD (Miltenyi Biotec).
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2.2.11. Andmeanallus

LIPS-i ja ELISA tulemuste anallisiks ja visualiseerimiseks kasutati programmeerimiskeelt R
ja integreeritud arenduskeskkonda RStudio. Algsete andmete koondamine toimus MS Excel
2019 abiga. Plasmiidiskeemide koostamiseks kasutati SnapGene’i.

Et hinnata LIPS-i vbimekust eristada CMV-seropositiivseid ja -seronegatiivseid proove,
kasutati tookarakteristikute kdverat (ingl receiver operating characteristic, ROC) ja ROC-
anallusi graafiku graafikualust pindala (ingl area under curve; AUC). ROC-graafik
iseloomustab (diagnostilise) mudeli vimekust eristada erinevaid klasse, antud juhul CMV
seropositiivseid ja -negatiivseid proove. Selle LIPS-anallisi puhul naitab tundlikkus, kui suure
osa CMV-seropositiivsetest suudab test Bigesti kategoriseerida, ja spetsiifilisus seda, kui suure
osa CMV-seronegatiivsetest suudab test digesti kategoriseerida. Seejuures, mida suurem on

AUC, seda parema diferentseerimisvdimega on mudel.

Et maarata, kas sugu vdi vanus mojutavad CMV seropositiivsust ning kuidas on haiguse
olemasolu seotud CMV-spetsiifiliste antikehatiitritega, kasutati regressioonianalttsi. Té6s ei

uuritud pohjuslikke seoseid, vaid erinevate néitajate omavahelist korrelatsiooni.
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3. TULEMUSED

3.1. LIPS vdimaldab hinnata CMV-spetsiifiliste antikehade taset seerumis

Et kindlaks teha, kas LIPS on sobilik CMV maaramiseks, tuli uurida, kas patsientide seerumis
olevad antikehad seonduvad korrektselt kloneeritud NanoLuc-antigeenidega ning kas
proovidevaheline luminestsentsvaartuste varieeruvus on piisavalt suur, et eristada eri
tugevusega proove, seejuures piisavalt vaikese paralleelidevahelise varieeruvusega sama

proovi korduvmadtmisel.

LIPS-is kasutatavate antigeenilisaatide saamiseks kasutasime imetaja lutsiferaasi
ekspressioonivektorit (antud t66s pNanoLucl) ning saadud antigeenid olid seotud NanolLuc
lutsiferaasiga, mis on bioluminestsentsi indutseeriv ensiiiim. Neid plasmiide ekspresseerisime
imetaja HEK293 rakuliinis. Et uurida, kas proovide korduval m&dtmisel LIPS-iga saame
sarnased luminestsentsvaartused, mis on oluline eeldus kvantitatiivseks analtiiisiks, valisime
kokku 18 erineva CMV-spetsiifiliste antikehatiitritega proovi IGA ja CTG kohortidest ning
mddtsime LIPS-iga proovide ppl50-d1 (joonis 7A) ja ppl50-d2 (joonis 7B) luminestsentsi 9-
10 paralleelis. Seejarel hindasime variatsioonikordajat paralleelide I6ikes. Variatsioonikordaja
on defineeritud kui andmestiku standardhélbe ja keskmise véaartuse omavaheline suhe.
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Joonis 7. Valitud proovide (A) ppl50-d1l (B) ppl50-d2 spetsiifilised antikehatiitrid korduval
mddtmisel paralleelides. Graafikutel A ja B on kujutatud 18 proovi ppl50-d1 ja ppl50-d2
luminestsentsvaartuste keskmist suurust ja varieeruvust kordusmaddtmisel 9—-10 paralleelis.

Keskmine proovide pp150-d1l paralleelide variatsioonikordaja oli 13,70% ja ppl150-d2 jaoks
12,50%, mis iseloomustavad LIPS-i vdga head korratavust. Paralleelide omavaheline
varieeruvus kasvas kdrgemate antikehatiitritega proovide korral, kuid see erinevus ei olnud
margatav. Lisaks on ppl50-d2 variatsioonikordaja korgematest vaartustest hoolimata
madalam kui ppl150-d1 oma, mis nditab, et LIPS on kogu v&artuste maaramispiirkonna
ulatuses suhteliselt Uhtlase vaartuste variatsiooniga. Nii pp150-d1 kui ka pp150-d2 puhul on
naha, et nérkade ja tugevate proovide vaartuste vahel esineb mitmekordne erinevus — selle

pdhjal vdib 6elda, et LIPS-iga on vdimalik edukalt eristada erineva antikeha hulgaga proove.

3.2. ppl50-d2 on sobiv antigeen CMV-seropositiivsuse maaramiseks

LIPS-i kasutamiseks CMV kvantitativse ja kvalitativse analllsimeetodina oli vaja teha
kindlaks, missuguse antigeeni v8i antigeenide kombinatsiooni luminestsentsvaartused
iseloomustavad kdige paremini CMV-seropositiivsust. Selle uurimiseks vordlesime LIPS-i
tulemusi varasemalt CMV antikehade maaramiseks valja tootatud ELISA-meetodiga ning
analtusisime erinevusi ELISA-ga maaratud CMV-seropositiivsete ja CMV-seronegatiivsete

proovide LIPS-i luminestsentsvaartuste vahel.

LIPS-i labiviimiseks kasutasime seerumeid, mille seronegatiivsus vdi seropositiivsus oli ELISA
abil maaratud. Koiki proove testisime ELISA-ga nii CMV IgG kui ka CMV IgM suhtes.

Seropositiivseteks mé&arasime 165 proovi, mis olid ELISA p&hjal CMV IgG positiivsed, ja
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nendest 13 olid ka CMV IgM positiivsed. Kokku kasutasime 180 seerumit, millest 15 olid
seronegatiivsed.

Kbige parema mudeli CMV maaramiseks saab, kasutades fragmenti, mille puhul
seropositiivsete ja seronegatiivsete proovide CMV-vastaste antikehade tiitrid kattuvad kdige
vahem, sest sellisel juhul on mudel kbige tdpsem. Kuna seronegatiivsuse ja -positiivsuse
maaramine toimub valimis kindla intervalli sees (minimaalsest luminestsentsvaartusest

maksimaalseni), oli vdimalik luminestsentsvaartustest luua jaotus vaartuste sageduse alusel.

A B | d1 || d2 |
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Joonis 8. (A) Anti-p150-d1 (d1), anti-p150-d2 (d2), anti-gB1 (gB1) ja anti-gB2 (gB2) antikehade
maéaramine LIPS-iga. ELISA teel CMV seropositiivseteks (POS) méaéaratud proovide LIPS-i
luminestsentsvaartus on kujutatud igale antigeenile vastavas vasakpoolses tulbas ning
seronegatiivseteks (NEG) maaratletud proovide oma igas parempoolses tulbas. (B) pp150-d1,
ppl50-d2, gB1 ja gB2 luminestsentsvaartuste jaotus tiheduse alusel. Luminestsentsvaartused
on kujutatud log: skaalas.

Jooniselt 8A on naha, et ppl150-d2 suhtes mdddetud luminestsentsvaartuste suurusjarkude
erinevus CMV-seropositiivsete ja CMV-seronegatiivsete proovide vahel on vaga suur, andes
vaga hea eristusvéime. Uhtlasi oli pp150-d2 vaartustel suurim varieeruvus, mis muudab selle
kvantitatiivse analiilisi jaoks sobivaimaks (joonis 8A). Negatiivsete ja positiivsete proovide
antikehatiitrite erinevuse kohandatud Wilcoxoni testi p-vaartused on ppl150-dl ja ppl50-d2
jaoks vastavalt 4,04x10°ja 6,24x10°, gB1 jaoks 0,51 ja gB2 jaoks 0,16.

Lahtudes varem sdnastatud pohiméttest, sobib mudelis kasutamiseks kbige paremini pp150-
d2, sest positiivsete ja negatiivsete vaartuste graafikute tihine pindala, kus positiivseid proove

pole véimalik negatiivsetest eristada, on kdige vaiksem (joonis 8B).

Nende kahe graafiku alusel v@ib jareldada, et ppl50-d2 on CMV-seropositiivsuse
maéaramiseks kdige parem ja kvantitatiivse analuisi jaoks sobivaim. Ka pp150-d1 fragmendi

LIPS-i vaartustest vbiks teatud juhtudel CMV-seropositivsuse maaramisel kasu olla, aga
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seevastu gB1 ja gB2 luminestsentsvaartuste alusel on CMV-seropositiivsete eristamine

seronegatiivsetes pea vGimatu ning seetottu on need CMV tuvastamisel kasutud (joonis 8B).

3.3. CMV-seropositiivsete inimeste antikehad ei ole suunatud kindla

pp150-d2 regiooni vastu

Eelneva analltisi pdhjal leidsime, et pp150-d2 on CMV mé&aramiseks kdige sobivam antigeen
ning sellele toetudes vodib jareldada, et antikehad seonduvad ppl50-d2 fragmendiga
tugevamini kui pp150-d1 fragmendiga. Tahtsime edasi uurida, kas on vbimalik teha kindlaks
tapsem antikehade seondumiskoht ppl50-d2 peptiidil. Esiteks voimaldab antikehade
seondumispiirkonna tapsem maaratlemine kasutada edasises t60s vaiksemat plasmiidset
konstrukti, millega oleks lihtsam to6tada. Teiseks annaks see lisainfot antikehaga seonduva
epitoobi struktuuri ja omaduste kohta. Selle jaoks konstrueerisime uued plasmiidid, jagades
ppl50-d2 peptiidi kaheks osaks: pp150-d2.1 ja pp150-d2.2 (lisa 2).

Et teha kindlaks, kas antikehad seostuvad tugevamini ppl50-d2.1 vdi ppl150-d2.2 osaga,
mddtsime 106 proovi LIPS-i luminestsentsvaartused ppl50-d2.1 ja ppl50-d2.2

antigeenilisaate kasutades ning vdrdlesime tulemusi samade proovide pp150-d2 vaartustega.
200000 R=049,p=1e07 d R=055, p=85e-10 200000 R=085,p=6.3e-31
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Joonis 9. (A) ppl50-d2.1 vaartuste korrelatsioon ppl50-d2.2 vaartustega, (B) ppl50-d2.1
vaartuste korrelatsioon ppl50-d2 vaartustega ja (C) ppl50-d2.2 vaartuste korrelatsioon
ppl50-d2 vaartustega.

ppl50-d2 seos mdblema peptiidiga on vaga tugev, kuid d2.2 korreleerub d2 véaartustega
paremini. CMV-vastased antikehad seonduvad sellele fragmendile mingil mé&aral
spetsiifilisemalt (joonised 9B ja 9C). Kahe lihema fragmendi omavaheline korrelatsioon on
oodatav tulemus, kuid samas nditab see, et antikehade seondumine ei ole piiratud tihe kindla

antigeense epitoobiga, vaid toimub Ule terve peptiidi (joonis 9A). Kuna analiits naitas, et CMV
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ppl50-d2 vastased antikehad ei ole suunatud teatud kindla regiooni vastu ja on pigem
jagunenud hajusalt tle kogu pp150-d2 fragmendi, kasutasime edasises t60s taispikka ppl150-
d2 sisaldavat konstrukti. Kuigi vOib Oelda, et antikehad seonduvad pp150-d2.2 fragmendile
spetsiifilisemalt kui ppl150-d2.1 fragmendile, on mdlemal juhul siiski tegemist CMV
epitoopidega. Suure tdendosusega ei suuda ppl50-d2.2 CMV-seropositiivsust sama hasti
hinnata kui pp150-d2 tervikuna, sest joonisel A on naha, et on olemas ka proove, mille korral
ppl50-d2.1 vastane antikehatiiter on vaga korge, aga ppl50-d2.2 fragmendi oma madal.
Seetbttu, kasutades vaid ppl50-d2.2 fragmenti, jadksid Uksikud varem kirjeldatud proovid

CMV-seropositiivseteks maaramata.

3.4. LIPS on korge spetsiifilisuse ja tundlikkusega kvalitatiivne test

Edasi soovisime hinnata, kas LIPS on kvalitativse testina vordvaarne ELISA-ga.
Kvantitatiivsete andmete kasutamiseks seropositivsuse hindamisel on vaja mé&aérata
luminestsentsvaartuste piirvaartus (ingl cutoff), millest kérgemad tulemused méaaratakse CMV-
seropositiivseteks ja madalamad CMV-seronegatiivseteks. Selle jaoks kasutasime ROC-
anallusi ja selle graafikualust pindala, AUC-i. ROC-anallusi arvulised tulemused on kujutatud

tabelis 4 ja graafikud asuvad lisas 3.

Tabel 4. ROC-anallitsi arvulised tulemused

Antigeen Tundlikkus Spetsiifilisus Piirvaartus (LU)
(sensitivity) (specificity)

ppl50-d1 89,60% 100,00% 1199

ppl50-d2 96,30% 100,00% 6924

Juhul, kui kasutada vaid ppl150-d1, tuleb piirvaartuseks 1199 LU, kus tundlikkus on 89,60%,
spetsiifilisus 100,00% ja testi tdpsus 0,9162 (lisa 3A). ppl50-d2 korral peaks piirvaartuseks
maarama 6924 LU, kus tundlikkus on 96,30%, spetsiifilisus 100% ja testi tdpsus 0,9665 (lisa
3B). pp150-d1 AUC 0li 0,9770 ja p150-d2 AUC oli 0,9910, mis mblemad iseloomustavad testi
vaga korget tundlikkust ja spetsiifilisust (joonis 8). Kasutades ppl150-d2 antigeeni piirvaartust,
on mudeli negatiivse proovi ennustamise vaartus (ingl negative predictive value; NPV) 1 ja
positiivse proovi ennustamise vaartus (ingl positive predictive value; PPV) on 0,7143. pp150-

d1 piirvdartus maarab kdik proovid CMV-positiivseteks, mistbttu ei ole PPV maaratav, kuid
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NPV on 0,9162. PPV ja NPV néitavad vastavalt pariselt positiivsete ja pariselt negatiivsete

proovide osakaalu testiga maaratud positiivsete ja negatiivsete proovide hulgas,

Uurisime, missugune oleks piirvaartus, kui kaasata nii pp150-d1 kui ka ppl50-d2 LIPS-i
tulemused. Selle jaoks kasutasime otsustuspuud (ingl decision tree). See néitas, et
seropositiivsuse maaramiseks peaks kasutama endiselt vaid pp150-d2 vaartust, kuid seadis
piirvaartuse 7146 LU juurde. Selle piirvaartusega klassifitseeriti kdik proovid téapselt samal viisil
nagu piirvaartusega 6924 LU, kuid uus piirvaartus on sellest hoolimata tapsem, sest selle
leidmiseks on kasutatud ristvalideerimist. See tahendab, et mudelit treeniti tsukliliselt nii, et
esiteks jaotati andmestik kiimneks rihmaks ning seejarel jaeti iga tsikli puhul ks rihm ehk
alamandmestik vélja, mida kasutati mudeli testimiseks ning Ulejadnut Uheksat

alamandmestikku kasutati mudeli treenimiseks.

Kuna otsustuspuu ei ndita, kas pp150-d1 ja ppl50-d2 vahel esineb mingisugune koosmaju
ning kas mingitel juhtudel oleks kasu pl150-d1 vaartuse kaasamisest, tegime selle
analttsimiseks Uldistatud lineaarse mudeli, mis on tavalise lineaarse regressiooni
mugandatud vorm. Kasutades nii pp150-d1 kui ka ppl50-d2 tulemusi, leiti piirvaartus,
kasutades balanced acurracyt. Selle piivaartuse korral on tundlikkus 1 ja spetsiifilisus 0,976,
kuid see ei paranda oluliselt ROC-analtisi abil loodud pp150-d2 mudelit.

3.5. CMV-vastaste antikehade tiitrid tbusevad vanusega

Tahtsime uurida, missugused erinevused CMV-spetsiifilistes antikehatiitrites esinevad noorte
ja vanade inimeste vahel. Siinkohal keskendusime peamiselt kohortidesisesele ja
kohortidevahelisele seerumi antikehatasemete vordlemisele ning vanusest ja soost tingitud

tiitrite erinevustele moélema kohordi sees.

Nooremate inimeste CMV-vastased antikehatiitrid méérasime CTG proovide ning eakamate
omad IGN proovide alusel. Seejuures jatsime arvestamata IGA valimi, kus haiguste kdrgest
esinemissagedusest tingitud potentsiaalselt kdrgemaid vdi madalamaid antikehatasemeid on
keeruline arvesse votta ka mitmest regressiooni kasutades. Sugudevahelist LIPS-i vaartuste
erinevust hindasin Wilcoxoni testiga ning seejarel uurisin mitmest regressiooni kasutades
vanuse ja soo moju CMV-spetsiifilistele antikehatiitritele, mis vdimaldab eraldiseisvate

muutujate mdju hinnata (joonis 10).
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Joonis 10. Meeste (M) ja naiste (F) CMV-vastaste antikehatiitrite vBrdlus ning antikehatiitrite
regressioon vanusega mélema soo suhtes (A) CTG, (B) IGN ja (C) IGN+CTG kohortides. A,
B ja C kahel esimesel graafikul on kujutatud meeste ja naiste CMV-tiitrite v&rdlust ning kaks
viimast graafikut iseloomustavad korrelatsiooni vanuse ja CMV-spetsiifiliste antikehatiitrite
vahel mélema soo jaoks.

CTG valimis on meeste keskmine pp150-d1 vaartus 2260,5 LU (SD = 2043 LU) ja pp150-d2
vaartus 27273 LU (SD = 30167 LU). Naistel on vastavad suurused 3353,0 LU (SD =2218 LU)
ja 33187 LU (SD = 23705 LU). Wilcoxoni testi alusel on selline CTG sugudevaheline erinevus
statistiliselt oluline (joonis 10A), kuid see v0ib teatud ulatuses olla tingitud ka CMV-
seronegatiivsete proovide erinevast jaotusest meeste ja naiste vahel. See tdhendab, et juhul
kui meeste hulgas on rohkem CMV-seronegatiivseid inimesi, keda siinses t60s ei olnud
vOimalik valimist eemaldada, kui naiste seas, vOivad meeste tugevalt madalamad tiitrid

osaliselt ka sellest tingitud olla.

IGN kohordis on meeste pp150-d1 ja pp150-d2 vaartused vastavalt 2971 + 1878 LU ja 49811
+ 31451 LU ning naiste omad 3366 + 2153 LU ja 59347 + 34360 LU. Kuigi naiste LIPS-i

vaartused on mdlemal juhul kdrgemad, ei ole erinevus statistiliselt oluline (joonis 10A).
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Tulenevalt CTG kohordisisesest korgest sugudevahelisest vaartuste erinevusest, on ka

IGN+CTG valimis naiste vaartused meeste omadest kérgemad (joonis 10C).
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Joonis 11. CMV-vastaste antikehatiitrite seos vanusega CTG (A, D), IGN (B, E) ja IGN+CTG
(C, F) valimites. Graafikutel on kujutatud pp150-d1 ja ppl50-d2 spetsiifiliste antikehatiitrite
korrelatsiooni vanusega. CTG (A, D) ja IGA (B, E) graafikud naitavad, et vanuse seost
antikehatiitritega kohordisiseselt ei erine, see-eest on see olemas IGN+CTG (C, F) kohordis.
IGN valimis on nii pp150-d1 kui ka ppl50-d2 antikehade tiitrid CTG valimi vastavatest
naitajatest kdrgemad (pppiso-a1 = 6,16 x 102; pppiso-a2 = 3,57 x 10-%). Seejuures olid meestel nii
ppl50-d1 kui ka ppl50-d2 vaartused margatavalt suuremad kui CTG valimis (pppiso-a1 =
1.484x107?; ppp1so-d2 = 1.153x10), kuid naiste antikehatiitrid olid kérgemad vaid CTG pp150-
d2 vaartuste suhtes (Pppiso-d1 = 0,967; Ppp1so-dz = 9,345%x10°). Erinevus ppl150-d1 ja pp150-d2
luminestsentsvaartuste vahel voib osaliselt olla tingitud ka potentsiaalselt erinevast antikehade
seondumisest ppl50 peptiidil eri inimestel. Siin esitatud p-vaartused on arvutatud Wilcoxoni

testiga ja seejarel kohortidele vastavalt kohandatud.

IGA ja CTG kohordi vaartuste erinevuse pohjal oleks vbéimalik jareldada, et CMV-spetsiifilised
antikehatiitrid vanusega tdusevad (joonis 10C ja 11F). See trend tuleb esile IGN+CTG
kohordis terviklikult (joonis 11C, 11F) kui ka m&lema soo jaoks eraldi (vanuse p-vaartus pppiso-
a2 = 1,0967 x 107, kui arvestada ka soo mdjuga), sest mdlemal juhul hakkavad pp150-d2
vaartused, mis iseloomustavad CMV-seropositiivsust paremini kui ppl50-d1 tulemused,
vanusega kasvama. Vanusega seotud CMV-spetsiifiliste antikehatiitrite kasvu kummaski
valimis kohordisiseselt ei tekkinud (CTG: pvanus_pp1so-d1 = 0,4683 ja Pvanus pp1so-d2 = 0,40693333;
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IGN: Pvanus_pp150-d1= 0,1779 ja Pvanus pp1so-d2 = 0,1600) (joonised 10 ja 11), mille pdhjal voib

jareldada, et CMV-tiitrite vanuseline erinevus kujuneb vélja alles pikema ajaperioodi jooksul.

3.6. Haiguslikud seisundid soodustavad CMV-vastaste antikehatiitrite

tousu vananemisel

TO0s kasutati kahte erinevat eakate (> 65-aastased) inimeste kohorti, IGA ja IGN. Kohordis
IGA oli inimestel méargatavalt suurema tbendosusega diagnoositud moni haigus ja seetdttu
kasitlesime IGN kohorti kontrollgrupina. Et uurida, kas kohortide vahel esineb erinevusi, ja
anallsida, kas need erinevused vdivad olla tingitud haiguste suuremast esinemissagedusest
IGA kohordis, mdotsin 93 IGN ja 224 IGA proovi CMV-spetsiifilisi antikehade tiitreid ning
vordlesin erinevusi vanuselises ja soolises jaotuses, ppl50-d1 ja ppl50-d2 vaartustes ning
nende korrelatsioonides vanuse ja sooga.
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Joonis 12. IGA ja IGN kohortide vaheline pp150-d1 ja pp150-d2 vaartuste erinevus. Graafikud
A ja D kujutavad koigi IGA ja IGN proovide pp150-d1 ja ppl50-d2 vaartuste erinevust. B ja E
ainult naiste omasid ning G ja F ainult meeste omi. Statistilist olulisust on iseloomustatud
Wilcoxoni testi p-vaartusega (p < 0,05 on arvestatud kui statistiliselt oluline).
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IGA kohordis olevate proovide CMV-spetsiifilised antikehatiitrid on statistiliselt oluliselt
kdrgemad kui IGN kohordi omad (joonised 12A ja 12D). Kuna meestelt péarit proovide
antikehatiitrite vahel méargatavat erinevust ei esinenud (joonised 12C ja 12F), on nende kahe
kohordi CMV-vastaste antikehatiitrite erinevus kdige tdendolisemalt tingitud kdrgematest
naiste CMV-spetsiifiliste antikehade tasemetest IGA valimis (joonised 12B ja 12E). IGA ja IGN
proovide vaartuste erinevus viitab vdimalikule seosele konkreetsete haigusriihmade ja
kérgemate CMV-vastaste antikehatiitrite vahel.
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Joonis 13. Ulevaade vanuse ja soo mdjust IGA ja IGA+IGN kohordi CMV-spetsiifilistele
antikehatiitritele. A kujutab IGA kohordi proovide vaartuste seost vanusega (a) ja
antikehatiitrite regressiooni vanusega mélema soo suhtes (b). B graafikud on samad nagu A
omad, aga IGA+IGN kohordi jaoks. C graafikud iseloomustavad meeste (0) ja naiste (1) pp150-
dl ja ppl50-d2 vaartuste erinevust (a) IGA ja (b) IGA+IGN valimites, kus p-vaartused
statistilise olulisuse hindamiseks on arvutatud Wilcoxoni testi alusel (p < 0,05 on arvestatud
kui statistiliselt oluline).

IGA kohordis, erinevalt IGN kohordist, on olemas statistiliselt oluline erinevus naiste ja meeste
vaartuste vahel (joonis 13Ca) ning sugu sdilitab statistilise olulisuse ka mudelis, mis lisaks soo
mojule arvestab ka vanusega (Psugu ppiso-d1 = 1.995x10°; psugu ppiso-d2 = 2.415%x107%) (joonis
13Ab). Arvestades ka sellega, et IGA ja IGN proovide vaartuste erinevus on tingitud vaid naiste
kdérgematest antikehatasemetest IGA kohordis (joonised 12B ja 12E), v8ib oletada, et muud
vanusega kaasnevad haiguslikud seisundid omavad naiste CMV-vastastele

antikehatasemetele tugevamat moju kui meeste omadele.
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Nagu IGN kohordi puhul (joonis 10A), ei esine ka IGA valimis kohordisisest vanusest tingitud
LIPS-i vaartuste kasvu voi langust (joonis 13A). Kuna valimisiseselt ei ole seost CMV-
spetsiifiliste antikehatiitrite ja vanuse vahel mitte Gheski kohordis, vdib erinevus olla tingitud
liga vaikesest kohordisisesest vanuselisest variatsioonist. Et hinnata pp150-d1 ja ppl150-d2
vaartuste seost vanusega I6ime uue andmestiku — IGA+CTG, mis koosnes IGA kohordist,
millele oli liidetud CTG kohort ning vdrdlesime seda olemasoleva IGN+CTG kohordiga. CTG
proovide lisamine oli vajalik, et uurida laiemat vanusevahemikku. Soo, vanuse ja CMV-
vastaste antikehatiitrite vahelise seose hindamiseks tegin IGN+CTG ja IGA+CTG valimitele
lineaarsed mudelid vanuse (joonis 10C, 10F (IGN+CTG) ja 13A (IGA+CTG)) ja CMV-
spetsiifiliste antikehatiitrite seosest, ning mitmese regressiooni LIPS-i vaartuste ja vanuse
vahel mblema soo suhtes (joonis 9C (IGN+CTG) ja 13B (IGA+CTG)).
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Joonis 14. IGA+CTG kohordi proovide pp150-d1 (A) ja ppl50-d2 (B) vaartuste seos vanusega.
Graafikutel A on kujutatud lineaarne mudel vanuse ja CMV-spetsiifiliste antikehatiitrite vahel.
Graafikutel B on mitmese regressiooni mudelid CMV-vastaste antikehade taseme ja vanusega
mdlema soos suhtes (F — naised, M - mehed).

Vahepealse vanusevahemiku puudumise péarast vdivad korrelatsioonid olla mingil maaral
tlehinnatud, kuid trendid on siiski selged ja piisavalt usaldusvaéarsed. Vanusega toimub CMV-
vastaste antikehatiitrite selge tdus, mis on naha nii IGN+CTG kui ka IGA+CTG valimite puhul,
nii siis kui arvestada vaid vanusega (joonis 14A), kui ka juhul, mil arvestatakse nii soo kui ka
vanusega (IGA+CTG: Pvanus_pp1so-d1 = 1,956 x 10720 ja pvanus_ppiso-a2 = <1,0 x 10°). Seejuures
on vanusel oluliselt suurem mju IGA+CTG valimi jaoks, mis viitab, et teiste haiguslike
seisundite esinemine vdib tuua vananemisel kaasa ulatuslikuma CMV-vastase
immuunvastuse ja seega kdrgemad antikehatiitrid. On v@imalik, et muud vananemisega
kaasnevad haigused kiirendavad CMV-st tingitud T-rakkude diferentseerumist ja selle kaudu
ndrgestavad Uldist immuunvastust, mis viib sagedasema CMV reaktivatsiooni ning kdrgemate

antikehatiitriteni.
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3.7. Kroonilisi pdletikulisi haiguseid pddevatel inimestel on kdrgem CMV-

vastaste antikehade tiiter

Soovisime analtiisida, kas IGA kohordi kdrgemad tulemused vivad olla tingitud mingitest
kindlatest haigusrihmadest, mida need inimesed pGevad. Selle jaoks tegime valimites
Uldistatud lineaarse mudeli (GLM), millega ennustasime erinevate poletikuliste haigusrihmade
olemasolu inimeste ppl50-d1 ja ppl50-d2 LIPS-i luminestsentsvaartuste, soo ja vanuse
pbhjal. See vBimaldas hinnata seost haigusrihmades ja CMV-vastaste antikehatiitrite vahel.
Kuna haiguse olemasolu vdi puudumine on binaarne tunnus, ei sobi selle jaoks tavaline
lineaarne mudel, vaid kasutatakse GLM-i. Uuritavaid haigusrihmasid oli kokku 24 ja need on
loetletud siinse to lisas 4.
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Joonis 15. CMV ppl50-d1 ja ppl50-d2 LIPS-i vaartuste erinevus (A) kroonilise
neerupuudulikkuse, (B) 2. tllpi diabeedi ja (C) kilpnddrmega seotud haiguslike seisunditega
eakatel inimestel vorreldes inimestega, kellel neid haiguseid ei ole. Haiguseid p&devad
inimesed (1) on parit IGA kohordist ning neid on vorreldud IGN kohordi proovidega (0).
Statistiline olulisus on maaratud Wilcoxoni testiga (p < 0,05 on arvestatud kui statistiliselt
oluline erinevus).

Analudside tulemusel tegime kindlaks kolm haigusriihma, mida p&devatel eakatel inimestel
olid oluliselt kérgemad CMV-spetsiifilised antikehatiitrid kui inimestel, kellel neid haiguseid ei
olnud (joonis 15). Need haigusriihmad olid krooniline neerupuudulikkus (N18), 2. tiitpi diabeet
(E11) ja kilpnaarmega seotud haiguslikud seisundid (E03-E06), nagu hipotireoos,
hipertireoos, struuma ja kilpndarmepdletik. Teiste haigusriihmadega konkreetset statistilist
seost ei leitud. Lisaks Wilcoxoni testi alusel maaratud korgematele CMV-spetsiifiliste
antikehatasemetele haigete inimeste proovides, olid kbik haigusrihmad olulised ka GLM-
mudelites, mis arvestasid lisaks ka vanusest ja soost tingitud erinevustega (N18 ppp1s0-a1 =
2,0436 X 10'5, Ppp150-d2 = 7,16 X 10'4; E11 Ppp150-d1 = 1,274 X 10'5, Ppp150-d2 = 1,482 X 10'3; EO3-
E06 ppp1so-ar = 1,806 x 10°°; pppiso-a2 = 9,461 x 10°3).
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Nende seoste visuaalseks iseloomustamiseks kasutasime alluvial plot’i (joonis 16), kus on
naha, et margatav osa inimesi, kellel on vahemalt Uks neist haigusrihmadest, on keskmisest
kérgemate CMV ppl150-d1 ja ppl50-d2 vaartustega. Kuna suure tdendosusega ei ole CMV ise
kolme haigusriihma haiguste tekkepdhjus, vaid pigem mangib rolli nende Uldises patoloogias
ja mingil méaral ka valjakujunemises, peaks seost CMV ja vananemisega seotud haiguste
vahel iseloomustama madalate CMV tiitritega inimeste osakaalu kaudu, kellel vdhemalt Uks
nendest haigustest olemas on. Oluliselt halvemini iseloomustab seost CMV ja vananemisega
seotud haiguste vahel kdrgete CMV-vastaste antikehatiitritega inimeste osakaal, kellel pole
Uhtegi neist haigustest, sest suure tdenaosusega kérged CMV-tiitrid haiguste esialgset

valjakujunemist ei pdhjusta, vaid lihtsalt soodustavad.
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Joonis 16. CMV ppl150-d1 ja ppl50-d2 vaartuste seos kilpnaarmega seotud haigusseisundite
(EO3-E06), 2. tuupi diabeedi (E11) ja kroonilise neerupuudulikkusega (N18). Kdik tulbad on
jaotatud kahte vdi enamasse kategooriasse ning eri varvi vood iseloomustavad, kuidas on
teatud rihmad omavahel seotud. CMV pp150-dl ja pp150-d2 tulpades on jaotatud proovid
nende luminestsentsvaartuste pbhjal viide erinevasse riihma: HH (vaga korge), MH (kdrge),
M (keskmine), ML (madal) ja LL (vaga madal) rihmadesse. Haigusrihmade tulpades on
proovid jaotatud kahte riihma: haigust pédevad (1) ja terved (0) inimesed.

Nendele tulemustele toetudes voib jareldada, et muud haiguslikud seisundid vdivad otseselt
mojutada eakate inimeste CMV-vastase immuunvastuse ulatust ja tugevust ning lisaks viitab

see potentsiaalsele seosele teiste haiguste ja CMV reaktivatsiooni sageduse vahel.
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3.8. Korged CMV-vastaste antikehade tiitrid on seotud tugevama rakulise

immuunvastusega

Seni oleme eeldanud, et kdrgemad LIPS-iga mdddetud CMV-spetsiifilised antikehatiitrid on
otseselt seotud tugevama CMV-vastase immuunvastusega ning seet6ttu ka ulatuslikuma T-
rakkude diferentseerumise ja CMV-spetsiifiliste rakkude proliferatsiooniga. Selle eelduse
kinnitamiseks valisime vélja uUhe korgemate ja Uhe madalamate CMV-vastaste
antikehatiitritega inimese IGA kohordist. Mdlemalt inimeselt saadud PBMC-sid stimuleeriti
CMV(pp65) antigeeniseguga, seejarel viidi labi FACS analuis ja sorditi valja kummagi inimese
CD8" Ter-rakud (joonised 17A, 17D), Temra-rakud (joonised 17A, 17D), CD8" Tn-rakud
(joonised 17A ja 17D) ja CMV-spetsiifiised CD8* CD137* T-rakud (joonised 17B, 17C, 17E ja
17F).
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Joonis 17. T-rakuline immuunvastus CMV antigeenidele. A ja D pildid kujutavad vastavalt
kdrge ja madala pp150-d2 vaartusega proovist sorditud Ter-rakkude, Tewra-rakkude ja CD8*
Tn-rakkude populatsioone ja osakaalu CD8" T-rakkude populatsioonis. B ja E pildid
iseloomustavad vastavalt tugeva ja ndrga proovi H-Q3 populatsiooni, millest on vélja sorditud
piltidel A ja D kujutatud rakupopulatsioonid, ning CMV-spetsiifiliste CD137* CD8" T-rakkude
populatsiooni suurust ja osakaalu. Pildid C ja F kujutavad vastavalt tugevast ja nérgast proovist
sorditud CMV-spetsiifilist CD137* CD8* T-rakkude populatsiooni.

Méargatavat erinevust kérgemate ja madalamate CMV-tiitritega proovide Temra, Tn ja Ter-

rakkude populatsioonis ei esinenud. Siinses tdds vBib erinevuse puudumine olla tingitud
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sellest, et need kolm rakupopulatsiooni ei ole CMV-spetsiifilised vaid kujutavad uuritud isiku
kdigi Temra-de, Tn-rakkude ja Ter-rakkude arvu ning seetdttu tuleks CMV-st tingitud erinevuste
analtusimiseks arvestada ka mitmete muude faktoritega, naiteks teiste viirusinfektsioonide ja

haiguslike seisunditega, mis samuti T-limfotsidtide alampopulatsioonidele méju avaldavad.

Siiski iseloomustab kdrgemate CMV-tiitritega proovi méargatavalt kdrgem CMV-spetsiifiliste
CD137* CD8* rakkude arv (joonis 17B) vorreldes nGrgemate antikehatiitritega prooviga (joonis
17E) ja see viitab ka oluliselt tugevamale T-rakulisele immuunvastusele. Selle alusel on
vOimalik jareldada, et LIPS-i abil maaratud kdrgemad CMV-spetsiifilised antikehatiitrid on
otseselt seotud ka tugevama CMV-vastase immuunvastusega. Seetbttu on LIPS-i
luminestsentsvaartuste kasutamine CMV-infektsiooni kvantitatiivseks iseloomustamiseks,

nagu seda on tehtud siinses t66s, pdhjendatud.
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4. ARUTELU

Inimest nakatav CMV on herpesviirus, millega on nakatunud suurem osa elanikkonnast. Kuigi
immuunsisteem on enamasti voimeline CMV-infektsiooni edukalt kontrollima, kulub selleks
suur hulk immuunsisteemi ressursse, mille tulemusel vananedes Uldine keha vastupanuvdime
langeb. Selle tagajarjel on CMV-nakkust seostatud mitmete vananemisele iseloomulike
haiguslike seisunditega, millest on suudetud kindlaks teha vaid mdned. (Griffiths et al., 2015)
Too eesmark oli ennekdike uurida kas ja kuidas on eakates inimestes kroonilised pdletikulised
haigused seotud CMV-vastaste antikehadega ning mil viisil mdjutavad vanus ja sugu nende
antikehade taset. Selle eeldus oli CMV-spetsiifiliste antikehatiitrite v@imalikult tapne
hindamine, mistdttu analldsiti LIPS-i potentsiaalset rakendust CMV-nakkuse kvantitatiivseks

ja kvalitatiivseks iseloomustamiseks.

CMV on véaga ulatuslikult levinud ja seetdttu oli lisaks kvalitatiivsele seropositiivsuse
maaramisele vaja kvantitatiivselt hinnata infektsiooni tugevust, mida iseloomustab seerumi
viirusspetsiifiliste antikehade kogus (Griffiths et al., 2015). Viirusinfektsioonide kvantitatiivseks
iseloomustamiseks on varem kasutatud néiteks ELISA-testi, immunoblotanaltiusi, valgukiipe
ja LIPS-analiitisi. (Wertheimer et al., 2014; Burbelo et al., 2010; Burbelo et al., 2009). Uks
parimaid kasutusel olevaid kvantitatiivseid seroloogilisi teste ongi ELISA, kuid selles
kasutatakse CMV madramiseks heterogeenset peptiidide segu, mis koosneb nii
antigeensetest kui ka mitte-antigeensetest CMV-peptiididest, ning sellega kaasneb
potentsiaalne teiste herpesviiruste-spetsiifiliste antikehade ristreaktiivsus. Lisaks on sel
vaikene méaaramispiirkond, sest kvantitatiivse analiilisi jaoks on vaja teha korduslahjenduste
rida (Burbelo et al., 2009). Sellest tulenevalt rakendati t66s LIPS-i, mida on varem kasutatud
kdrge tundlikkuse ja spetsiifilisusega klassifitseerimismudelite loomisel (Burbelo et al., 2009
HSV).

Tods moddeti antikehatiitreid nelja CMV peptiidi suhtes: gB1, gB2, pp150-d1 ja ppl50-d2.
ROC-analiiiisi teel saadud ppl50-d1 ja ppl50-d2 LIPS-i piirvaartused voimaldasid
klassifitseerida proovid CMV-seropositiivsuse p&hjal kdrge spetsiifilisuse (mélemad 100%) ja
tundlikkusega (vastavalt 89,6% ja 96,3%). Saadud klassifitseerimistulemused on vastavuses
Burbelo et al. saadud néitajatega, kus klassifitseerimisel nii spetsiifilisus kui ka tundlikkus olid
molema peptiidi puhul 100% (Burbelo et al., 2009). Teatud varieeruvus vdib olla tingitud siinses
t60s kasutatud proovide margatavalt suuremast arvust. Analtitsi p&hjal oli véimalik jareldada,
et ppl50-d2 iseloomustab CMV-seropositiivsust paremini ja seetdttu seonduvad sellega

antikehad tugevamini. gB1 ja gB2 spetsiifilised antikehatiitrid ei v6imaldanud eristada CMV-
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positiivseid ja -negatiivseid proove. See vdib olla tingitud glikoproteiin B nelja genotiibiga
viruse (gB1, gB2, gB3, gB4) erinevast jaotusest ja kogusest inimestel. Seejuures esineb
enamusel vaid Uks vdi kaks gB genotiulipi korraga (Coaquette et al., 2004). Selle pbhjal vib
vaita, et kui kasutada gB-d CMV-seropositiivsuse méaaramisel, tuleks arvestada kdigi nelja
genotlubiga.

CMV reaktivatsioon toimub elu jooksul mitmeid kordi ning aktiveerib lldtilisse tstklisse
sisenedes korduvalt keha immuunvastust (Crough, Khanna, 2009). Varem on naidatud, et
vanuse ja progresseeruva CMV-infektsiooniga kaasnev kehvem immuunvastus tingib
omakorda kdrgema viraalse replikatsiooni ja tihedama CMV reaktivatsiooni vanadel inimestel
(Thomasini et al., 2017). T606s leiti positivne seos CMV-spetsiifiliste antikehatiitrite ja vanuse
vahel ning samasugust korrelatsiooni on CMV IgG taseme ja vanuse vahel ka varasemates
toddes kirjeldatud (Roberts et al.,, 2010). Selle p6hjal oleks mdistlik jareldada, et viirus-
spetsiifiliste antikehade kogus on CMV reaktivatsiooniga otseselt seotud, sest CMV-spetsiifilisi
antikehasid toodetakse iga ludtilise tstkli jooksul juurde ning vanadel inimestel on CMV

reaktivatsioon jdudnud toimuda suurem arv kordi kui noortel.

TOOs uuriti lisaks CMV-infektsiooni ja soo vahelist seost. Varem on ndidatud, et naistel on
kdrgemad CMV-vastased antikehatiitrid kui meestel, kuid Uhest selgitust sellisele erinevusele
ei ole leitud (Thomasini et al., 2017; Czarnowska et al., 2018). Samasugune seos suurema
CMV-vastaste antikehade taseme ja soo vahel leiti ka siinses t60s, kuid erinevus oli oluline
vaid CTG ja IGA, aga mitte IGN kohordis. On teada, et naiste ja meeste immuunreaktsioon
CMV-nakkusele ei ole samasugune: sekreteeritavad pdletikulised Uhendid ja muutused
immuunrakkude alampopulatsioonides on erinevad (Di Benedetto et al., 2019; van der Heiden
et al., 2016). CMV-positiivsetel naistel on oluliselt rohkem Tg-rakke kui meestel ja vanusega
suurenevat Trg-ide arvu on seostatud tugevama immunosupressiooni ja ndrgema
immuunvastusega vanades inimestes (Raynor et al., 2012). Sellele toetudes ja arvestades, et
sugudevaheline tiitrite erinevus on kdrge haiguste esinemissagedusega IGA kohordis
margatavalt suurem kui IGN kohordis, vBivad naiste kdrgemad CMV-spetsiifiliste antikehade
tasemed olla selgitatavad naiteks Uldise pdletikulise seisundi, konkreetsete haiguste

esinemise voi tugevama immunosupressiooni kaudu.

Uks siinse too peamiseid eesmarke oli uurida, kuidas on CMV seotud vananemisele
iseloomulike krooniliste haigustega. Tihtilugu on valja pakutud, et CMV-st tingitud krooniline
poletikuline seisund vanas eas méangib rolli haiguste patogeneesis ja progresseerumises
(Blasko et al., 1999). Siinses t606s leiti statistiliselt oluline seos CMV ja kolme haigusrihma
vahel, milleks olid krooniline neerupuudulikkus, 2. tllpi diabeet ja kilpnddrmega seotud

haiguslikud seisundid.
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Varasematele t6odele toetudes on teada, et CMV ja kroonilise neerupuudulikkuse vahel
esineb konkreetne seos (Yang et al.,, 2019). See on tingitud korvalekalletest T-rakkude
alampopulatsioonides, mis on iseloomulikud nii kroonilise neerupuudulikkuse kui ka CMV-
infektsiooniga inimestele (Chiu et al., 2018; Yang et al., 2019). Kuna nende muutuste tagajarjel
ndrgeneb immuunvastus, on mdaistlik oletada, et CMV reaktivatsioon toimub kroonilist
neerupuudulikkust p&devatel inimestel tihedamini ja viib seega kbrgemate CMV-spetsiifiliste

antikehatiitrite tekkimiseni.

Td0s naidatud seos CMYV ja teist tllpi diabeedi (T2D) vahel kinnitab, et CMV infektsioon on
téepoolest seotud kdrgema diabeediriskiga, mida on varasemates tdddes seostatud ka CMV-
seropositiivsusega (Chen et al., 2012). Siinses t66s on véimalik lisaks CMV-seropositiivsusele
siduda T2D ka k@rgemate CMV-vastaste antikehatiitritega, kuid selle p&hjal ei ole v8imalik
Oelda, kas diabeedile iseloomulikud simptomid suurendavad CMV-tiitreid vdi CMV-infektsioon
kiirendab T2D valjakujunemist. Arvatakse, et CMV-st tingitud pankreaserakkude kahjustused,
mis muutuvad oluliseks alles vanemas eas, selgitavad, miks seos CMV ja T2D vahel on nahtav
vaid eakatel inimestel (Smelt et al., 2012). Chen et al. t60s naidatakse, et seos tekib alles ule
85-aastastel inimestel, kuid siinse t66 pdhjal voib jareldada, et see vdib muutuda oluliseks juba
~20 aastat varem (Chen et al.,, 2012). Tulevikus oleks tdpsema CMV ja T2D vahelise
patoloogilise mehhanismi selgitamiseks kasulik vorrelda omavahel kvantitatiivseid CMV-tiitreid
naitajatega, naiteks glikeeritud hemoglobiini tasemega, mis vbimaldavad kvantitatiivselt

iseloomustada T2D simptomite tugevust.

Konkreetset seost CMYV ja kilpndarmehaiguste vahel on varem naidatud tksikutes tdodes. On
teada, et tugevalt ndrgendatud immuunsisteemiga inimestel on tuvastatud CMV-ga
nakatunud rakke kilpnddrme epiteelis, kuid neil inimestel ei esinenud kilpnaarme
funktsionaalseid kdrvalekaldeid (Frank et al., 1987). CMV-seropositiivsetel autoimmuunse
hipotireoidismi (Hashimoto thyroiditis; HT) patsientidel on oluliselt madalam limfotsiitide
arv, aga suurem CD28 CD8" T-rakkude arv, kui CMV-negatiivsetel HT patsientidel, kuid
samas ei suudetud kindlaks teha, kui suur oli CMV tegelik roll HT patogeneesis (Prelog et al.,
2013). Taas lahtudes sellest, et CMV-st tingitud T-rakkude ulatuslik diferentseerumine tingib
ndrgema immuunvastuse ja seega tihedama reaktivatsiooni, v8ib t66s leitud kdrgemate CMV-
spetsiifiliste antikehatiitrite ja kilpnaarmehaiguste vahelist seost selgitada tihedama CMV-
reaktivatsiooniga. Samuti vdib olla potentsiaalne seos CMV-st tingitud pdletikulise seisundi ja

kilpnaarme haiguste valjakujunemise vahel.

Kokkuvétvalt naitavad tulemused, et CMV-infektsioon ja k6rgemad CMV-spetsiifilised

antikehatasemed on seotud kilpnddrmega seotud haigusseisundite, T2D ja kroonilise
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neerupuudulikkusega vanadel inimestel. Samuti kinnitas siinne t60, et CMV-vastastes

antikehatiitrites esineb konkreetne sooline ja vanuseline erinevus.
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KOKKUVOTE

CMV on populatsioonis laialt levinud herpesviirus. Enamasti on CMV organismis
mitteaktiivsena, kuid aeg-ajalt viirus inimese rakkudes taasaktiveerub ja siis surub
immuunsusteem selle alla. Immuunsisteem kontrollib aktiveerunud viirust, tekitades viirusele
spetsiifilisi antikehasid ja T-rakulist immuunreaktsiooni. Kuna CMV-nakkusel on oluline méju
immuunsusteemile, siis arvatakse, et selle infektsiooniga seotud immuunvastus mdjutab
vanemates inimestes vastupanuv@imet teistele nakkustele ja ka krooniliste pdletikuliste
haiguste iimnemist. T66s uurisime, kas ja kuidas on eakates inimestes kroonilised pdletikulised
haigused seotud CMV-vastaste antikehadega ning mil viisil mdjutavad vanus ja sugu nende

antikehade taset.

Tdds kasutasime kokku 503 inimese vereseerumeid ning hindasime antikehade taset, mis
kaudselt iseloomustab CMV infektsiooni tugevust. Selle eeldus oli CMV-spetsiifiliste
antikehatiitrite vOimalikult tapne hindamine, mistdttu analiitsisime LIPS-i potentsiaalset
rakendust CMV-nakkuse kvantitatiivseks ja kvalitatiivseks iseloomustamiseks. Sdltuvalt
proovidest analtitisisime CMV-infektsiooni seost vanuse, soo ja vananemisele iseloomulike

haigustega ning jdudsime jargmistele jareldustele:

1. LIPS-i abil on vdimalik lisaks kvalitatiivsele CMV-infektsiooni maaramisele hinnata
kvantitatiivselt CMV-vastaste antikehade taset margatavalt laiemas

mddtmisvahemikus kui seda vBimaldas varasem ELISA-p&hine meetod;

2. vanusega CMV-vastaste antikehade tase tduseb, mille alusel vdib vaita, et antikehade

kogus on otseses seoses CMV korduva taasaktiveerumisega elu jooksul;

3. naistel on k&rgem CMV-vastaste antikehade tase, mis naitab, et naiste

immuunsiisteem reageerib CMV-infektsioonile tugevamalt;

4. haigetel naistel, erinevalt meestest, on rohkem CMV-vastaseid antikehasid kui tervetel,
mis annab alust arvata, et vanusega kaasnevad haigused on seotud naiste CMV-

vastase immuunvastuse tugevusega;

5. CMV-infektsioon ja kdrgem CMV-vastaste antikehade tase on seotud T2D, kroonilise

neerupuudulikkuse ja kilpnddrmega seotud haigusseisunditega vanadel inimestel.

Edaspidi peaks tulemuste digsuses veendumiseks tegema samad analtusid ka mdne teise
valimi peal. Samuti tulekus uurida CMV-vastaste antikehatiitrite vdimalikku rakendust

biomarkerina eakate inimeste immuuntervise hindamiseks.
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RESUMEE

Vananemine on mitmetahuline protsess, millesse on kaasatud paljud rakulised ja
molekulaarsed mehhanismid. Kui organism vananeb, toimuvad immuunsisteemis mitmed
kahjulikud muutused nii kaasasindinud kui ka omandatud immuunsuses, mis tingivad
drastiliselt ndrgema immuunvastuse vanades inimestes vdrreldes noortega. Pusiv
tsitomegaloviiruse (CMV) infektsioon on ks immuunsisteemi vananemist soodustav tegur,
omades ulatuslikku mdju T-rakkude populatsioonile. Pikaajalise CMV-infektsiooni kontrolli all
hoidmine vajab suurt hulka immuunressursse ja vdib seet6ttu tdsiselt ndrgestada
peremeesorganismi immuunvastust. CMV-d on seostatud mitmete vananemisele iseloomulike

haigustega, kuid seni on vaid Uksikuid selliseid seoseid p&hjalikumalt kirjeldatud.

Siinses tb6s naitame, et kdrgemad CMV-vastaste antikehade tiitrid on seotud mitmete
krooniliste haigustega eakates inimestes. Leidsime, et inimesed, kellel on diagnoositud kas 2.
tlpi diabeet, krooniline neerupuudulikkus voi kilpnddrmega seotud haigusseisund, omavad
oluliselt kdrgemaid CMV-spetsiifilisi antikehatiitriteid vorreldes tervete kontrollidega. Lisaks,
naistel on kérgemad CMV-vastaste antikehade tiitrid kui meestel ja kdrgemad antikeha
tasemed korreleeruvad positiivselt vanusega. Meie tulemused néitavad, et vananemisele
iseloomulikud kroonilised haigused on seotud CMV-infektsiooniga ja kinnitavad varem

kirjeldatud vanuse ja sooga seotud erinevusi CMV-spetsiifilistes antikehatasemetes.

Nende tulemuste kinnitamiseks on vaja teha edasisi vastavusuuringuid teistes haigete
inimeste kohortidest, kuid seejuures viitavad need sellele, et anti-CMV antikehatase vdib olla

kasulik biomarker eakate inimeste immuuntervise hindamiseks.
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LISA 1. Uuritavad haigusrihmad

Kood

A40-41 septitseemia

A49 tapsustamata paikne bakternakkus

C-D48 kasvajad

D50-54 toitumisaneemiad

D50-89 toitumisaneemiad, vere- ja vereloomeelundite haigused,
iImmuunmehhanismi haaravad haigusmehhanismid

E03-06 kilpnd&rme haigusseisundid

E1ll teist tuupi diabeet

E10-11 diabeet

E87 vedelikke, elektrolultide ja happe-leelise tasakaaluhaired

110,11,13,15 koérgvererbhkhaigused

120-25 sudame isheemiatdved

130-52 muud stidamehaigused

160-68 peaajuveresoonte haigused

180-82 tromboos ja veenipdletik

I vereringe- ja hingamiselundite haigused

J09-18 gripp ja kopsupdletik

J45-46 astma ja astmaatiline seisund

K25-31 mao- ja kaksteistsérmikuhaigused

K80-87 sapipdie, sapiteede ja kdhun&&rme haigusseisundid

MO05-07 reumatoidartriit ja atropaatia

M05-34 artropaatiad, artroosid, liigeste ja sidekoe haigusseisundid

N17-18 neerupuudulikkus

NO-39 neerupuudulikkus ja kuseelundite haigused

N18 krooniline neeruinsufitsients ehk neerupuudulikkus

Allikas: Siseministeeriumi kodulehekiilg (RHK-10)

67



LISA 2. pp150-d2.1 ja pp150-d2.2 plasmiidid

(5016) AfIIII - Pcil CMV enhancer
{ ‘ /Nde! (234)
(4702) ApalLl | _SnaBI (340)

\ \ »‘// /

\\

BgIII (833)
- PaeR7I - XhoI (837)

(4087) BsaI .
= __EcoNI (1023)
__—Bpul0I (1092)
Bsgl (1215)
~" KA - PpuMI (1342)
/ Acc65I (1480)
~/ /KpnI (1484)
// PspOMI (1488)
// TspMI - Xmal (1491)
— Apal (1492)
\ Smal (1493)
_ BamHI (1495)
_ GI50d2)
N BssHII (1694)
\NotI (1742)
XbaI* (1752)
.| MfelI (1848)
‘ | Hpal (1861)
Btsal (1937)

(3873) Pfol ——

p150 d2.1 pNanoLuc1l
5074 bp

(3614) RsrII

(3331) BsrDI.

(3200) FspI._ -~
(3180) MscI -
(3101) PIUTI

(3099) Sfol -
(3098) Narl
(3097) KasI

L | : AMIIT (1980)
/ | \
(2916) BseRI | \
(2873) Sfil [ Dralll (2214)

(2687) SexAI*

(5109) AfILII - Pcil CMV enhancer
| Ndel (234)

(4795) ApaLl ‘u‘ / SnaBI (340)
\ : / /
L

BsmBI - Esp3I (589)

BglII (833)
/_ PaeR7I - Xhol (837)
W HindIII (846)

_ EcoNI (1023)
_ BpulOI (1092)
(3966) Pfol —

p150 d2.2 pNanoLucl KfII - PpuMI (1342)
ERLH/L) —" Acc651 (1480)

KpnI (1484)

PspOMI (1488)

= TspMI - Xmal (1491)

|\ ApaI (1492)

I“‘. Smal (1493)

/ | BamHI (1495)

“._ BStEIL (1515)

AhdI (1704)

N
~ NotI (1835)
Xbal* (1845)
\ " Mfex (1941)
Hpal (1954)

(3707) RsrII —

(3424) BsrDI

(3293) FspI ™,
(3273) Mscl

(3031) BspDI* - ClaI* — 7

- Btsal (2030)
(3012) Stul / | ] \ AfIII (2073)
(3009) BseRI | \

(2966) SFil / E

2780) Sexar+ Dralll (2307)
ex

68



LISA 3. ROC-analiisi graafikud pp150-d1 ja pp150-d2 jaoks
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ABSTRACT

Immune response against cytomegalovirus and its association with inflammatory

diseases in old individuals

Aging is a multifaceted process that involves many cellular and molecular mechanisms. As the
organism ages, the immune system undergoes multiple deleterious changes, collectively
called immunosenescence, that affect both innate and adaptive immunity and result in a
drastically weakened immune response of old compared to young individuals. Persistent CMV
infection is one of the drivers of immunosenescence through having a large-scale effect on the
T cell compartment. The long-term control of CMV infection requires a large amount of immune
resources and therefore can severely impair the host immune response. CMV has been
associated with age-related diseases but only a few such associations have been well
characterized so far. In this work we show that higher anti-CMV antibody titres are associated
with several chronic diseases in old individuals. We found that people diagnosed with either
type 2 diabetes, chronic kidney disease or disorders of the thyroid gland had significantly
higher CMV-specific antibody titres compared to healthy controls. Furthermore, females had
higher anti-CMV antibody titres than males and higher antibody levels correlated positively
with age. Thus, our results demonstrate that age-related chronic disorders are associated with
CMV infection, and confirm the age- and gender-associated differences of CMV-specific
antibody titres demonstrated by previous studies. These findings warrant further confirmatory
studies in separate disease cohorts but also suggest that anti-CMV antibody levels might serve

as a useful biomarker to evaluate immune health status in old individuals.
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