TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT

RAKUBIOLOOGIA OPPETOOL

Psoriaasiga seotud neuronaalsete valkude ekspressiooni uurimine

Bakalaureusetdo

12 EAP

Dmitri SiSmintsev

Juhendajad PhD Kristina Mdemets-Allas
MD, PhD Viljar Jaks

TARTU 2020



SISUKORD

SISUKORD
KASUTATUD LUHENDID
SISSEJUHATUS

1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Nahk
1.1.1. Naha histoloogiline ehitus
1.1.3. Naha regeneratsioon kahjustuse korral
1.2 Psoriaas
1.2.1. Psoriaatilise naha histopatoloogia
1.2.2. Nahatraumad psoriaasi kontekstis
1.2.3. Psoriaasi klassifikatsioon ja morfoloogia
1.2.4. Psoriaasi etioloogia hipoteesid
1.2.5. Fibroblastide roll psoriaasis

2.EKSPERIMENTAALOSA

2.1. T66 eesmargid

2.2. Materjalid ja meetodid
2.2.1. Nahaldikude allikas
2.2.2. Koeldikude 16ikamine
2.2.3. Immuunofluorestsentsanaliiisil kasutatud antikehad
2.2.4. Immunofluorestsentsanaltius
2.2.5. Fluorestsentsmikroskoopia

2.3. Tulemused ja arutelu
2.3.1. CD271 kui panneuronaalne marker narvikiudude arhitektoonika vérdlemisel
2.3.2. Neuropeptiidide ja nende retseptorite ekspressiooni muutused nahas

2.3.3. Valitud markerite (Nnat, ACTA2, CD271) ekspressiooni vordlus terve ja
psoriaatilise naha epidermises, veresoontes ja dermise rakkudes

KOKKUVOTE
SUMMARY
KIRJANDUSE LOETELU

41
47
48
49



KASUTATUD LUHENDID

ACTA?2 — aktiin alfa 2 (ingl actin alpha 2)

ADAMTSLS - ingl A Disintegrin-like and Metalloprotease domain containing
Thrombospondin Type 1 motif-like 5

APC — antigeeni presenteerivad rakud (ingl antigen-presenting cell)

BDNF - tserebraalne neurotroofne faktor (ingl Brain-derived neurotrophic factor)

bFGF — peamine fibroblastide kasvufaktor (ingl basic fibroblast growth factor)

CALCR - kaltsitoniini retseptor (ingl calcitonin receptor)

CD — diferentseerumise klaster (ingl cluster of differentation)

CGRP - kaltsitoniini geeni sugulaspeptiid (ingl calcitonin gene-related peptide)

DAPI — 4°,6-diamidino-2-feniiiilindool (ingl 4’,6-diamidino-2-phenylindole)

ECM — ekstratsellulaarne maatriks (ingl extracellular matrix)

FB — fibroblast

GRP — gastriini vabastav peptiid (ingl gastrin releasing protein)

HAEC — inimese aordi endoteliaalsed rakud (ingl human aortic endothelial cells)

HIV — inimese immuunpuudulikkuse viirus (ingl human immunodeficiency virus)

HLA — inimese leukotsiiiitide antigeenid (ingl human leukocyte antigens)

HPV — inimese papillomavirus (ingl human papillomavirus)

IFA — immunofluorestsentsanaliiiis (ingl immunofluorescence assay)

KSC — keratinotsiiiidi tiivirakk (ingl keratinocyte stemcell)

mADb — monoklonaalne antikeha (ingl monoclonal antibody)

Mcp-1 — monotsiiiidi kemoatraktiive proteiin-1 (ingl monocyte chemoattractant protein-1)
NGF — neuraalne kasvufaktor (ingl neural growth factor)

NF-kB — aktiveeritud B rakkude tuuma faktor kappa-kerge-ahela-enhanser (ingl nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

NKIR — neurokiniini 1 retseptor (ingl neurokinin I receptor)

Nnat — neuronatiin (ingl neuronatin)

NT-3 — neurotrofiin-3 (ingl neurotrophin-3)

NT-4 — neurotrofiin-4 (ingl neurotrophin-4)

pAb — poliiklonaalne antikeha (ingl polyclonal antibody)



PBS — fosfaatpuhverdatud soolalahus (ingl phosphate buffered saline)

PEDF — ingl pigment epithelium-derived factor

PGP9.5 — ingl protein gene product 9.5

PLA2G4D — fosfolipaas A2 grupp 4D (ingl phospholipase A2 Group IVD)

sAg — superantigeen (ingl superantigen)

SP — substants P (ingl substance P)

SCF — tiivirakkude faktor (ingl stem cell factor)

TGF-B — transformeeriv kasvufaktor beta (ingl transforming growth factor beta)
TNF-o — tuumor nekroosi faktor alfa ehk kaheksiin (ingl tumor necrosis factor alfa ehk
cachexin)

TrkA — tropomiiosiini retseptori kinaas A (ingl tropomyosin receptor kinase A)
TUBB3 — klass 3 tubuliin beta (ingl tubulin beta class III)

VEGF - vaskulaarse endoteeli kasvufaktor (ingl vascular endothelial growth factor)
VIP — vasoaktiivne instestinaalne peptiid (ingl vasoactive intestinal peptide)

VWF — von Willebrandi faktor (ingl von Willebrand factor)



Psoriaasiga seotud neuronaalsete valkude ekspressiooni uurimine

Psoriaas on levinud haigus, mille uurimise ajalugu on pikk, kuid alles praegu hakkab tekkima
arusaam, missugused faktorid ja mil moel psoriaasi pohjustavad. Kéesoleva t66 eesmérk oli
kirjeldada psoriaasiga seotud naha ehituslikke ja molekulaarseid muutusi ning tuvastada
nendevahelisi seoseid fookusega nédrvikoel ja neuronaalsetel valkudel. Selleks uuriti IFA
meetodiga tervetelt ja psoriaasi pddevatelt inimestelt saadud nahaproovidest neuropeptiidide,
nende retseptoreid, neurotrofiinide retseptoreid ja neuronatiini lokalisatsiooni ja
ekspressiooni. Nimetatud valkude ko-visualiseerimisel neuronite ja veresoonemarkeritega
saadi tulemuseks Nnat ja PGP9.5 seni psoriaasiga assotsieeritamata dermaalse ekspressiooni
muster, kirjeldati NGF-assotsieeritud sensoorset neuropaatiat psoriaatilises nahas ning samuti

ebatiilipilist CALCR epidermaalse ekspressiooni mustrit.

Mirksonad: psoriaas, neurogeenne poletik, neuraalsed valgud.

CERCS kood: B210 Histoloogia, tslitokeemia, histokeemia, koekultuurid
About psoriasis associated neuronal protein expression

Psoriasis is worldwide spread disease with long history of research, but recently the
mechanism of psoriasis has become more understandable. The main goal of this work was to
describe molecular alterations related to psoriasis associated skin architecture and identify the
relationship between these alterations with focus on nervous tissue and neural proteins.
Studies with skin biopsies of healthy and psoriatic skin have been performed, in which
neuropeptides, their receptors, receptors of neurotrophins and nervous system development
regulatory peptide localization and expression degree were estimated by IFA. Covisualizaiton
of mentioned proteins with other skin components, including neural and vascular markers,
permitted to describe new Nnat and PGP9.5 dermal expression profile and NGF-associated

sensory neuropathy in psoriatic skin, fixate rare CALCR epidermal expression profile.
Keywords: psoriasis, neurogenic inflammation, neural proteins.

CERCS: B210 Histology, cytochemistry, histochemistry, tissue culture



SISSEJUHATUS

Nahk on mitmekomponentne pidevalt regenereeruv organ. Nahk on pidevas kontaktis
iimbritseva keskkonnaga ning kaitseb organismi selle kahjulike mdjude eest. Seetdottu on
erinevaid dermatoose, sealhulgas psoriaasi, mille kroonilise mdju tottu on véga suure naha osa
funktsioon vahepeal hiiritud, juba pikalt ja aktiivselt uuritud. Kuna psoriaasiga on seotud
mitmeid komplikatsioone ning moned teised patoloogilised seisundid, kaasa arvatud
depressioon, on paralleelselt teadmiste kogunemisega psoriaasi kohta tekkinud arusaam

psoriaasist kui siisteemsest haigusest (Grozdev jt., 2014).

Psoriaasi eristatakse teistest haigustes alates 19. sajandist, kuid haiguse etioloogiast ja
patogeneesist on selle keerukuse tottu hakatud aru saama alles viimaste aastakiimnete jooksul.
Psoriaasi teemal on kirjutatud tuhandeid artikleid ja on vilja tootud terve rida
psoriaasivastaseid ravimeetodeid, kuid sellele vaatamata tuvastatakse peaaegu igal aastal ja
pooratakse tdhelepanu jérjest uutele psoriaasi etiopatogeneesi aspektidele. Markimisvairselt
vihe on tdhelepanu poOdratud psoriaasi spontaanse remissiooni ja annullaarse psoriaasi
mehhanismidele, mille detailine uuring vdimaldaks ldheneda probleemi lahendusele uuest

vaatenurgast.

Kui varasemalt domineeris arusaam, et psoriaas on autoimmuunne haigus, siis tinapdevaks on
avastatud terve rida faktoreid ja siindmusi, mis psoriaasi avaldumist soodustavad. Nendest on
tahtsal kohal nérvisiisteemi poolt initsieeritud reaktsioonide kaskaadid ning neid kaskaade
kdivitavad ja vOimendavad interaktsioonid ehk neurogeense podletiku faktorid (Bos ja Rie,

1999).

Too6 kirjanduslikus osas antakse lilevaade naha ehitusest ja funktsioonist ning psoriaasi mojust
nahale. Samuti kirjeldatakse psoriaasi etioloogiat ja neuraalsete valkude rolli psoriaasi

patogeneesis.

To6 eksperimentaalse osa eesmaérgiks oli 1ahemalt uurida psoriaasi patoloogiaga assotsieeritud
muutusi ndrvikoe arhitektoonikas ja neuronaalsete valkude ekspressiooonis, et hiljem

tuvastada nende muutuste mehhanisme ja rolli psoriaasi patogeneesi korral.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0738081X13002927#s0005

1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Nahk

Nahk on mitmete oluliste funktsioonidega organ. Nende hulgast peamised on kaitsefunktsioon
ehk fiilisilise barjddrina iimbritseva keskkonna ja organismi vahel funktsioneerimine.
Termoregulatsioonis osalevad nahas paiknevad mikrotsirkulatoorne verevoolusing ja
higinddrmed. Markimisvédrne on ka naha metaboolne roll nditeks D, provitamiini siinteesis
(Mostafa ja Hegazy, 2015). Nahk on suure pindalaga organ, milles paikneb tohutul hulgal
erinevaid retseptoreid, mis on tdhtsad nii meie maailma aistingute kujunemisel, kui ka naha

metabolismi regulatsioonis (Vallbo jt., 1995; Wessberg jt., 2003).

1.1.1. Naha histoloogiline ehitus

Inimesel on laias laastus kahte tiilipi nahka. Jalalaba ja peopesa piirkonnas olevat nahka
nimetatakse paksuks nahaks. Sellel on paksem dermis ning puuduvad klassikalised naha
derivaadid, nagu nditeks rasunddrmed ja karvad, aga esinevad ekkriinsed higinddrmed.
Ulejéinud kehapiirkondades olev nahk on dhuke nahk, mis sisaldab karvu ja rasuniirmeid
mis osalevad erinevates protsessides, nagu nt naha regeneratsioon (Levy jt., 2007),
innervatsioon (Roberts ja Levitt, 1982), naha mikrobioota aktiivsuse ja koostise regulatsioon
jms. Naha ehituses eristatakse kolme kihti: vdlimine on epidermis, selle all paikneb dermis
ning alumine on rasvkude, mida nimetatakse hiipodermiseks (joonis 1). Hiipodermis ehk
nahaaluskude on sidekoe tiilip, mis koosneb adipotsiiiididest, vere- ja limfisoontest, suurest
kogusest immuunrakkudest. Hiipodermises paikneb higinddrmete glomerulaarne komponent

(Mesher, 2016).

Dermis on troofilise funktsiooniga sidekude, mis jaotatakse ehituselt kaheks kihiks: tilemiseks
papillaarseks ja alumiseks retikulaarseks dermiseks. Ohuke papillaarse kihi ekstratsellulaarne
maatriks (ingl extracellular matrix — ECM) on horedama struktuuriga ja sisaldab retikulaarse
kihiga voOrreldes rohkem veresooni. Dermise pohirakkudeks on fibroblastid, aga

markimisvéiérses koguses esineb ka teisi rakke, nagu niiteks histiotsiitidid (makrofaagid),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12626628
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK535346/

silelihasrakud, aferentsete ja eferentsete neuronite aksonid, Schwann’i rakud ning modned

teised elemendid, nagu niddrmete ja soonte epiteel (Brown ja Krishnamurthy, 2018).

Epidermis on mitmekihiline, sarvestuv, lameepiteel. Nagu iga epiteel, paikneb see
basaalmembraanil, mille all paikneb juba papillaarne dermis. Epidermis koosneb viiest kihtist.
Basaalmembraanil paikneb stratum basale, selle peal on stratum spinosum, jirgmine on
stratum granulosum ning valimine on stratum corneum. Paksus nahas asub s. granulosum’i ja
s. corneum’i vahel ka stratum lucidum (joonis 1). Kirjeldamise lihtsustamiseks eristatakse
vahepeal ka s. malpighi't, mis ithendab kaht sisemist epidermise kihti. Basaalne kiht on
mitootiliselt aktiivne. Siin paiknevad keratinotsiiiitide populatsioonid on teiste rakukihtidega
vorreldes vihem diferentseerunud. S. spinosum’i rakud produtseerivad aktiivselt tsiitokeratiine
ja desmosoomide komponente, millest moodustuvad tonofibrillid. Erinevate rakkude
tonofibrillid on desmosoomide vahendusel omavahel kontaktis, mille tulemusena tekib oluline
epidermise funktsiooni toetav struktuur. S. Granulosum’is toimub epidermise ,skeleti
tugevdamine filaggriiniga, aktiivne keratohiialiini siintees ning naha lipiidkesta moodustamine
lipiidide eksotsiitoosi teel. Viimane kiht koosneb umbes 15-20 kihist terminaalselt
diferentseerunud keratinotsiiiitidest ehk korneotsiiiitidest. Korneotsiitidid on surnud rakud,
milles ei leidu normaalseid tuumasid ega teisi organelle ning mis sisaldavad tonofibrille,
plasmalemmi ja tsiitoplasma jddke. Selline jdik struktuur on piir, mis on normaalse
intensiivsusega toimuva deskvamatsiooni tdttu iilematu nahal ja iimbritsevas keskkonnas

elava mikrobioota jaoks (Honari ja Maibach, 2014; Mescher 2017).

=

Dead keratinocytes

F—Stratum corneum —

= Stratum lucidum:
Stratum
granulosum

: Living keratinocyte
_— Stratum spinosum—

Stratum basale— ™5 A o\ ol 1 - Melanocyte
= 7 s—Langerhans cell

D Basement membrane

Dermis Tactile cell

Sensory nerve ending

Joonis 1. Terve paksu naha histoloogilise ehitus (a) ja selle skeem (b) (Mesher, 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124201309000013
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Veel iiks nahas leiduv rakkude tiilip on melanotsiitidid. Need rakud paiknevad s. basale sees
ning nende {ilesandeks on toota melaniini ja transportida melaniiniga graanuleid
keratinotsiititidesse, kus toimub melaniini sekvestratsioon. Melanotsiiiidid on seotud basaalse
membraaniga hemidesmosoomide kaudu, samas puuduvad neil klassikalised rakk-rakk
kontaktid neid iimbritsevate keratinotsiilitidega. Selle asemel esinevad melanotsiiiitidel
ebaregulaarse kujuga jitked, mis invagineeruvad keskmiselt 5—10 keratinotsiiiiti, moodustades
sel viisil epidermaalse melaniini {ihiku. Histoloogilistes preparaatides on oluline neid eristada
vahel ddrmiselt sarnastest Merkeli rakkudest ning Langerhansi rakkudest. Langerhansi rakud
on viga olulised antigeeni presenteeriva funktsiooniga histiotsiitidid, mis paiknevad reeglina

s. spinale sees (Mescher 2017, Lin ja Fisher, 2007).

Nérvisiisteemi ja naha interaktsioonide uurimise kontekstis on epidermis ja dermis olulised
just seetottu, et need kihid sisaldavad suures koguses spetsiifilisi mehhanoretseptoreid ja vabu
nirvildopmeid, ehk neid elemente, mis vdimaldavad informatsiooni ja aine litkumist kahe
organsiisteemi vahel. Lihtsustatult vOib nahas é&rritajale vastuse kujunemist kirjeldada
jargnevalt: nahas paiknevad aferentsete pseudounipolaarsete neuronite aksonite terminused
reageerivad neid iimbritseva keskkonna muutustele, saadavad elektrilise signaali seljajju, kus
toimub saadud informatsiooni edasine transport peaajju ja seljaaju eferentsetele neuronitele,
mis tekitavad adekvaatse vastuse &rritajale. Erinevate retseptorite paiknemine on erinev.
Vabad nérvildpmed paiknevad reeglina dermises ja s. malpighi sees, aga eriti tundlikes
nahapiirkondades voivad ulatuda ka s. granulosum’i sisse. Vabad nérvilopmed moodustavad
vorgustiku ka karvafolliikuli ning nddrmete timber, mis voimaldab nende t66 moduleerimist.
Vabu nérvildpmeid on mitut tiitipi ning nendel on kdige laiem funktsionaalne spekter. Nahas
on kolm tiilipi sensoorseid nirvildpmeid. Nendest miieliniseerimata ja kdige peenem termo- ja
notsitseptiivne on C-tiilip. Ad on miieliniseeritud katsu, termo- ja notsitseptorite tiilip. Kdige
paksem miieliniseeritud mehhano- ja notsitseptorite tiitip on AP. Merkeli rakud paiknevad
basaalses kihis ja karvafolliikuli aksonite vorgustikus. Need on funktsionaalselt tihedalt
seotud sensoorsete nirvildopmetega, moodustades rohu ja puuteretseptori. Pacini, Meissneri ja
Ruffini kehakesed on erinevad puute- ja baroretseptorid, mis paiknevad dermises (Reznik,

1996; Treede, 2003).



1.1.2 Naha homdostaatiline regeneratsioon

Epidermis on pidevalt ja autonoomselt regenereeruv naha kiht. See protsess peegeldub histi
epidermise ehituses ning selle kihtide koostises. Epidermise regeneratsiooni pidevus on
oluline organismi enesekaitse element. Korvalekalded keratinotsiiiitide proliferatsiooni ja
diferentseerumise tasakaalust, mis 1dpeb korneotsiilitide sarvestumisega, on reeglina mérge
sellest, et toimub kas siisteemne vo4i lokaalne (nditeks kontaktdermatiit) patoloogiline protsess.
Selle pohjuseks on fakt, et epidermaalne regeneratsioon ehk keratinotstiiitide proliferatsioon ja
diferentseerumine on reguleeritud paljude mehhanismide poolt, sealhulgas auto-, para- ja
neurokriinselt. Naha ekvivalentidega in vitro 1dbi viidud eksperemendis niidati, et epidermise
regeneratsiooniks on vaja dermise elementide osalemist (Boehnke jt., 2007). Markimisvairne
roll on fibroblastidel, mille proliferatsioon sdltub epidermise rakkude poolt siinteesitud
kasvufaktoritest, neist olulisimad on transformeeriv kasvufaktor beta (ingl transforming
growth factor beta — TGF-B) ja peamine fibroblastide kasvufaktor (ingl basic fibroblast
growth factor — bFGF). Ilma nende kasvufaktoriteta epidermis naha ekvivalentides in vitro ei
arenenud voi tekkis atroofiline epidermis. Seejuures piisas normaalse epidermise arenguks
viaga viikesest fibroblastide kogusest. Antud eksperiment kirjeldab positiivset tagasisidet,
mille korral epidermis toodab kasvufaktoreid, mis stimuleerides fibroblaste, toetab omakorda
mikrokeskkonda, milles keratinotsiiidid on vdimelised iseennast produtseerima ning

diferentseeruma (EI - Ghalbzouri jt., 2002).

Teine oluline epidermise homdostaasi regulaator, mida kirjeldatakse selles t66s pohjalikumalt
allpool, on perifeerne néarvisiisteem, mille roll on pdhjalikult uuritud mitmete patoloogiate

juhul, kaasa arvates psoriaas.

1.1.3. Naha regeneratsioon kahjustuse korral

Kui naha kahjustuse korral ei ole basaalmembraan kannatada saanud, toimub regeneratsioon
kiiresti ning sarnaselt homoostaatilise regeneratsiooni mehhanismiga. Siigavamad traumad,
mis ldhuvad basaalmembraani ning ulatuvad dermiseni, kidivitavad pohjalikult uuritud

reaktsioonide kaskaadi, mis tavaliselt jaotakse neljaks ajas kattuvaks staadiumiks.

10
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Esimene ja koige kiirem staadium on hemostaas, mille jooksul kujuneb vélja trombotsiititide
agregatsiooni ja verehiilibimisfaktorite kaskaadi toimel fibriini ja trombotsiiiitide rikas tromb,
mis peatab verejooksu ning muutub kemokiinide ning monede kasvufaktorite produktsiooni
tsentriks. Paralleelselt koaguleerimisreaktsiooniga toimub lokaalne vasokonstriktsioon koos
kapillaaride ldbilaskevdime suurenemisega. Kogu eelnevalt kirjeldatud protsess on oluline ka
selleks, et peatada potentsiaalsete patogeenide levimine haava kaudu organismi. Hiljem,
umbes tunni jooksul, migreeruvad poliimorfonukleaarsed leukotsiiiidid, monotsiiiidid ja
makrofaagid kahjustuse kohale ning pédédsevad ekstravasatsiooni teel kahjustatud piirkonda,

kus algavad pdletikulised protsessid. (Velnar jt., 2009)

Reeglina 16peb aktiivne pdletiku faas paari pdeva jooksul, kui fagotsiiiidid puhastavad haava
timbruse patogeenidest ning organismi oma rakkude jadnukitest. Edasi toimuvas mdddukamas
pOletikus on valdavad makrofaagid. Sellest momendist alates vdheneb podletiku regioonis
neutrofiilide hulk pidevalt fagotsiitoosi teel (Hiibner jt., 1996). Dermise ja epidermise
aktiveeritud rakud migreeruvad haava piirkonda, mis tdhendab uue proliferatsiooni ja
regeneratsiooni  faasi algust. Selles faasis toimuvad fibroplaasia, angiogenees ja
reepitelisatsioon, 16puks moodustub arm. Fibroblastid paljunevad aktiivselt haava piirkonnas
ning produtseerivad ECM komponente. Osa fibroblastidest diferentseerub miiofibroblastideks,
mis fenotiilibilt sarnanevad nii fibroblastide, kui ka silelihasrakkudega. Miiofibroblastide
peamine funktsioon, lisaks maatriksi komponentide produktsioonile, on haava mddtmete
vahendamine, kontraheerudes parast haava servadega seostumist (Welch jt., 1990). Basaalse
kihi keratinotsiitidid kaotavad tdnu maatriksi metalloproteinaaside ekspressioonile seose
basaalmembraani ja teineteisega ning migreeruvad haava piirkonda, tootes samal ajal
basaalmembraani komponente. Teine oluline mittediferentseeritud keratinotsiiiitide allikas on
karvafoliikuli kumerus ehk bulge (Fuchs, 2008). Proliferatsiooni faas 10peb siis, kui
basaalmembraan on taastunud ning kattunud keratinotsiiiitidega. Reeglina 16peb kogu protsess
umbes kahe-kolme néddalaga. Soltuvalt paljudest ekso- ja endogeesetest faktoritest (haava
suurus, sekundaarsed infektsioonid, diabeet, dermatoosid jpm) voib see protsess olla ka

markimisviirselt pikem voi ldppeda hoopis kroonilise pdletikuga (Chen jt., 2007).

Viimane, kodige pikem faas on modelleerimise faas. Mitme aasta jooksul toimub epidermise

struktuuri taastumine, pidev ECM paigutuse ja koostise reorganiseerumine ning iileliigsete,

11


https://journals.sagepub.com/doi/abs/10.1177/147323000903700531
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1043466696900745
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0738081X06001386

veresoonte ja rakkude elimineerimine. Selle protsessi kédigus taastab uus tekkinud kude
jark-jargult terve koe funktsionaalseid omadusi. Higinddrmete ja karvafolliikulite taastumist
tiitipiliselt ei toimu, kuid monedel indiviididel on siiski tdheldatud karvafolliikuli

regeneratsiooni (Osaka jt., 2007).

Nimetatud protsessid on reguleeritud paljude signaalmolekulide poolt. Neuropeptiidid ja

neurotrofiinid osalevad samuti kdikide etappide moduleerimises (Cheret jt., 2013).

1.2 Psoriaas

Psoriaas on mitmekesise etioloogiaga levinud dermatoos, mille esinemissagedus maailmas on
umbes 2%, kuid mdnedes piirkondades iiletab 10%. Tanapdeval enim aktsepteeritud arusaama
kohaselt on psoriaas immuunvahendatud haigus, mille tiilip, kulgemine ning initsieerimise
mehhanism s0ltub paljudest ekso- ja endogeensetest faktoritest. Eksogeensete faktorite hulka
kuuluvad moned ravimid, nagu nditeks imikvimood (Fits jt., 2009), keemilised &rritajad ja
nahatraumad (Koebneri fenomen). Viidetavalt vdivad psoriaasi tekitada ning selle kulgu
raskendada moned bakteriaalsed, seen- ja viirusinfektsioonid (Fry ja Baker, 2007). Inimese
immuunpuudulikkuse viirus (ingl Auman immunodeficiency virus — HIV) omab paradoksaalset
toimet. Psoriaas voib esimest korda tekkida voi teravneda pérast HIV-ga infitseerimist. Seda
seletatakse diisreguleeritud T-rakkude aktiivsusega (Morar jt., 2010). Mérkimisvadrset rolli
psoriaasi kulgemises mingib kliima. Kiilmem ja kuivem Ohk raskendab haiguse kulgu,
seevastu piikesekiirgus vdhendab suuremal osal psoriaasihaigetel haigussiimptomeid ja
seetdttu on fototeraapia iiks efektiivsetest standardsetest psoriaasi ravimeetoditest

(Honigsmann, 2002; Parrish ja Jaenicke, 1981).

Endogeensete faktorite hulgast tuuakse vilja périlikkus. Psoriaasi diagnoositakse 3 korda
rohkem monosiigootsetel kaksikutel vorreldes erimunakaksikutega (Farber ja Nall, 1998).
Lisaks sellele on ka iildine organismi seisund, hormonaalsed muutused, fiisioloogiline ja
psiitihiline stress ning puberteet olulise tihendusega. Umbes kolmandikul psoriaasi pddevatest
patsientidest tekivad slimptomid 15-25 eluaasta vahel. Selles kontekstis on oluline mainida, et
esineb mérkimisvaddrne seos psoriaasi ja depressiooni vahel. Kuna uuringud (Akay jt., 2002 ;
Esposito jt., 2006) nditasid, et umbes 60% psoriaasi pddevatest inimestest (kontrollriihmas

umbes 20%) kogesid depressiooni slimptomeid vOi stressi enne psoriaasisiimptomite
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tugevnemist (Pacan jt., 2003), vdib eeldada, et nirvisiisteem on {iks olulistest psoriaasi kulgu

médravatest komponentidest.

Vaatamata sellele, et enamasti on psoriaasi siimptomid seotud nahakaebustega ja epidermise
derivaatidega, ei tohi unustada, et tegu on siisteemse haigusega. Uks hea niide selle
kinnituseks on psoriaatiline artriit ehk psoriaatiline artropaatia. Psoriaatiline artriit on seni
midramta etioloogiaga liigeste pdletik, mis tekib umbes kolmandikul psoriaasi pddevatest
inimestest (Scara jt., 1984), ning mille esinemissagedus on vdhemalt 10 korda korgem, kui
populatsiooni keskmine iikskdik millise teise etioloogiaga artriidi korral (Gladman, 2005;
Moll ja Wright, 1973). Enamasti eelnevad naha stimptomid artriidile, aga ka vastupidine
situatsioon ei ole erandlik (umbes 20% juhtudest). Seega psoriaatiline artropaatia on tihti
esinev psoriaasi komplikatsioon ning psoriaas ise siisteemne haigus. Ka moned teised
poletikulised protsessid, nagu nditeks entesiit ja kiilinte inflammatsioon, on seotud
psoriaasiga, aga neid seisundeid on méarkimisvéarselt vahem uuritud (McGonagle, 2009).
Tanapéeval on teada, et sellised patoloogilised seisundid nagu néiteks nahavihk (Boffetta jt.,
2001), Crohn’i tobi (Najarian ja Gottlieb, 2003) ning kardiovaskulaarsed haigused (Miller jt.,
2013), on vorreldes terve populatsiooniga psoriaasi pdodevate inimeste seas enam levinud, kuid

nende seoste mehhanisme pole senini tdpsemalt uuritud.

1.2.1. Psoriaatilise naha histopatoloogia

Kuigi universaalseid morfoloogilisi ja molekulaarseid markerid pole siiani tuvastatud, on

psoriaasipatsientidelt périt biopsiatel siiski rida iihiseid histoloogilisi tunnuseid (Raychaudhuri

it., 2014).

Joonis 2. Hematoksiiliiniga ja anti-CD3 antikehaga vérvitud psoriaatilise naha preparaat (Raychaudhuri jt.,

2014).
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Esimene silmatorkav tunnus psoriaasi proovidest valmistatud nahaldikudel on epidermise
struktuuri muutused. Stratum corneum’i rakkudes, erinevalt kliiniliselt tervest nahast, on
monikord véimalik ndha tuumasid ehk parakeratoosi (joonis 2, A). Samuti on epidermise kuju
eriline: epidermaalsed papillid on mirkimisvéérsel pikemad (joonis 2, C) ning epidermis
tildiselt on samuti paksem (joonis 2, B). Viimane tiiiipiline psoriaatilise epidermise tunnus on
stratum granulosum’i kas hiipo- vd4i aplaasia (joonis 2, D). Kdik need tunnused on tingitud
keratinotstiiitide tiivirakkude (ingl keratinocyte stemcell — KSC) hiiperproliferatsioonist ja
ebanormaalsest diferentseerumisest, mis vOib olla pohjustatud mitmete neid protsesse
reguleerivate mehhanismide ebakorrektsest reguleeritusest. Hetkel ei ole péris selge, mis
toimub psoriaatilises nahas Langerhansi rakkudega ning milline on nende roll haiguse
patogeneesis. Samas on leitud, et ka Langerhansi rakkude funktsioon on tugevalt héiritud
nende piiratud migratsioonivdime tottu (Cumberbatch jt., 2006). Psoriaatilise laigu dermises
ja epidermises leidub laiguvélise ning terve nahaga vorreldes rohkelt sensoorseid narvikiude,
milles leidub kaltsitoniini geeni sugulaspeptiidi (ingl calcitonin gene-related peptide — CGRP)
ning vasoaktiivset instestinaalset peptiidi (ingl vasoactive intestinal peptide — VIP) ja SP

neuropeptiide (Chan jt., 1997).

Psoriaatilise naha dermise koostis on samuti vorreldes terve nahaga muutunud. Papillaarse
dermise suurenenud veresoontega varustatuse aste on psoriaasi korral tiiiipiline ning see on
positiivses korrelatsioonis haiguse kulgemise raskusega (Heidenreich jt., 2009). Lisaks toimub
immuunrakkude, peamiselt T-rakkude erinevate alampopulatsioonide, infiltratsioon (joonis 2,
E) ning samuti on mastotsiilitide kogus psoriaatilises nahas vorreldes kontrolliga tavaliselt

suurem (Jiang jt., 2001).

1.2.2. Nahatraumad psoriaasi kontekstis

Moned, nii endogeenset kui ka eksogeenset piritolu, faktorid takistavad normaalset haava
regeneratsiooni protsessi. Siia hulka kuuluvad nditeks patogeensete mikroorganismide
aktiivsus, erineva etioloogiaga vaskuliidid, veresoonte okklusioonid ning samuti tuumorite
véljakujunemine. Koik need protsessid voivad muuta haava paranemise protsessi krooniliseks

ning viia edasiste haiguste tekkimiseni (Stadelmann jt., 1998).
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Nahahaavade regeneratsiooni psoriaasi protsessis on oluline uurida mitmel pdhjustel. Esiteks
pohjustab psoriaasiga seotud siigelemine haavade moodustamist tdnu katki kratsimisele, mis
omakorda suurendab sekundaarsete infektsioonide riski. Umbes poolte pustuloosse psoriaasi
juhtumite korral on pustulitest isoleeritud need bakterid, mis tiiiipiliselt on isoleeritavad ka
naha abstsessidest. Need on nditeks S. aureus, Peptostreptococcus sp, E. coli, Grupp D

Enterococcus, Grupp A Streptococcus ning moned teised, kokku 36 isolaati. (Brook jt., 2001).

Samas on sekundaarsed infektsioonid psoriaasi puhul suhteliselt harv nédhtus. Tiitipiliselt on
psoriaasilaigud astimptomaatiliselt kandja jaoks koloniseeritud normaalse naha mikrobioota
hulka kuuluvate bakteriliitkidega. Reeglina on psoriaatilises nahas terve nahaga vorreldes, ka
laigu piirkonnas, bakterite hulk suurem (Singh ja Rao, 1978). Payne (1967) kirjeldab juhtumit
kus kollagenaas-positiivsed S. aureus’e bakterid, mis olid périt psoriaasi pddeva anestesiologi

kitel olevatest laikudest, pohjustasid 33-st nakatunust 4 patsiendi surma.

Uks tdestatud psoriaasi kaitsemehhanism on tsiitotoksiliste T-rakkude migratsioon
psoriaatilise laigu piirkonna dermise papillaarsesse kihti, kus nad produtseerivad laia
antibakteriaalse toimespektriga peptiidi - granuliisiini (Raychaudhuri jt., 2004). Teine faktor,
mis kaitseb psoriaatilist nahka patogeenide eest, on suurenenud beeta-defensiini produktsioon
keratinotstilitide poolt, millel on Gram-negatiivsete bakterite ja monede seente, nditeks
Candida sp, vastane moju (Harder jt., 1997). Nérvisiisteem vOib seevastu mingida teatud rolli
poletiku  moduleerimises, inhibeerides antigeeni presentatsiooni Thl  rakudele
hiiperprodutseeritud CGRP kaudu (Hosoi jt., 1993; Asahina jt., 1995). Samas on nididatud
(Ding jt., 2016) CGRP vdimendav toime Th17 rakkude populatsioonile, millel on tdestatud

roll psoriaasi patogeneesis.

Viimase kiimnendi jooksul on ilmunud rida uurimustdid mikroobse endokrinoloogiaga
tegelevatelt to6gruppidelt, mis heidavad valgust nérvisiisteemi ja naha mikrobioomi seostele.
Substants P (SP) ning CGRP suurendavad nii Gram positiivsete (S. aureus ja S. epidermidis
nditel), kui ka Gram negatiivsete (B. cereus niitel) bakterite virulentsust, aktiveerides
adhesioonifaktorite, superoksiidi dismutaasi ja kollagenaasi ekspressiooni (Mijouin jt., 2013 ;
N’Diaye jt., 2017). SP, CGRP ning monede teiste neuropeptiidide ekspressioon vdib jarsult

muutuda nii fiisioloogilise kui ka psiihholoogilise stressi puhul, mis viitab sellele et naha
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homoostaas on keerukalt reguleeritud nirvisiisteemi poolt ning naha moned patoloogilised
seisundid vdivad olla pdhjustatud muutustega nérvisiisteemis. Uks hiirtega liibi viidud katsetes
kirjeldatud mehhanism, mis voib aset leida ka psoriaasi puhul, on mastotsiiiitide migratsiooni
ja kiipsemise stimuleerimine naha mikrobioomi poolt. Gram-positiivsete bakterite liikide
rakukesta komponent lipoteihhuaat on vdimeline initsieerima tiivirakkude faktori (ingl stem
cell factor — SCF) produktsiooni keratinotsiiiitides. SCF on kemokiin, mis interakteerudes
mastotstilitidel ekspresseeritud c-Kit retseptoritega soodustab nende migratsiooni ja
diferentseerumist. Kuna psoriaatilised laigud on rikkalikult koloniseeritud Gram positiivsete

bakteritega on see potentsiaalselt vdimalik patogeneesi mehhanism (Wang jt., 2017).

Lisaks on viidetud, et haava regeneratsiooni protsessi tasakaalu muutumine, voib samuti olla
oluline osa psoriaasi patogeneesist (Morhenn, 2018). 19. sajandil avastas H. Koebner, et
pindmine terve naha trauma psoriaasi pddeval indiviidil pdhjustab trauma spetsiifilise kujuga
psoriaasilaigu teket. Pracguseks on teada, et moned teised dermatoosid, nagu niiteks lichen
planus, on seotud koebnerisatsiooni reaktsiooniga, mida on véimalik kasutada provokatiivse
testina. Uldiselt on tiheldatud, et immuunsupressiivne ravi ning fototeraapia on positiivses
korrelatsioonis koebnerisatsiooniga. Lisaks sellele ei mojuta tsiitostaatilised ravimid
(metotreksaat, kolhitsiin) Koebneri fenomeni esinemist. Samuti eeldatakse, et psoriaasi
akuutses faasis on koebnerisatsioon toendolisem kui remissiooni faasis, mis vOib viidata, et
koebnerisatsiooni reaktsioon initsieeritakse neuropeptiidide poolt. Kui selle teooria pdhimote
on 0dige, siis on ka loogiline, et aksoniterikkamas akuutse faasi nahas on Koebneri fenomen
toendolisem, kui neuronitevaeses remissioonifaasis. Psoriaasiga assotsieeritud koebneri
reaktsioon vOib areneda neljal viisil. Esiteks ei pruugi Koebneri fenomeni tekkida ehk naha
trauma paraneb nii, nagu varem on juba kirjeldatud. Teisel juhul v3ib reaktsioon olla tugev
ning tdielikult kattuda trauma piirkonnaga. Minimaalse reaktsiooni korral areneb psoriaasi laik
vaid trauma piirkonna teatud osal. Abortiivne Koebneri reaktsioon meenutab algselt psoriaasi
laigu arengut, kuid umbes 2—-3 nddalaga 16peb kliiniliselt terve naha fenotiiiibi taastumisega.
Hetkel pole piris selge, kuidas Koebneri fenomeni tugevus korreleerib psoriaasi siimptomite

intensiivsusega (Weiss jt., 2002).
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1.2.3. Psoriaasi klassifikatsioon ja morfoloogia

Ténapédeval puuduvad unifitseeritud psoriaasi molekulaarsed markerid ning histoloogiline
naha biopsia uuring on ebameeldiv, ei ole alati ammendav ning iihetdhenduslik meetod
diagnoosi panemiseks. Seetdttu on psoriaasi diagnoosimisel hetkel kdige tdhtsam psoriaatilise
piirkonna morfoloogiline uuring. Kahjuks ei ole see meetod psoriaasi véga laia siimptomite
spektri tottu piisavalt spetsiifiline ja tundlik. Tihti voivad siimptomid norgema haiguse kulu
korral, niiteks ketendus ning raskesti mérgatavad laigud kiilinarnuki piirkonnas, jidda
mirkamata nii haige kui ka arsti poolt (Borda ja Wikramanayake, 2015). Lisaks sellele vdivad
moned teised naha patoloogilised seisundid segi minna teatud psoriaasi vormidega (Tuzun jt.,
2016). Vale diagnoos vo0ib mdjutada ravi ja uuringute kvaliteeti, seetdttu voib viita, et
psoriaasi geneetiliste ning molekulaarsete markerite tuvastamine ning kindlate testsiisteemide

vilja arendamine peaks olema ténapéeval prioriteediks.

Psoriaasi fenotiilibi méadramisel on olulised selle anatoomiline ning funktsionaalne
lokalisatsioon, laigu morfoloogia ja arengustaadium. Teised potentsiaalselt olulised
kriteeriumid on haiguse ilmnemise vanus ning nakatunud naha osakaal. (Raychaudhuri jt.,

2014; Griffiths jt., 2007).

B C D

Joonis 3. Psoriasis vulgaris lokaliseeritud (A), stabiilne (B), ebastabiilne (C) ja eriitrodermiline (D) vorm (Raych

audhuri jt., 2014).

Psoriasis vulgaris ehk laiguline mittepustuloosne psoriaas on enim levinud psoriaasi vorm,

mis jaotakse neljaks peamiseks alatiiiibiks (Levine ja Gottlieb, 2009).

Lokaliseeritud psoriasis vulgaris (joonis 3A) on iiks koige sagedasem psoriaasi vorm.
Stabiilne, siimmeetriliselt levinud psoriasis vulgaris (joonis 3B) ja ebastabiilne ehk
progresseeruv psoriasis vulgaris (joonis 3C) on raskema kuluga psoriaasi vormid. Kodige

raskem, samas haruldane, mitte-pustuloosse psoriaasi vorm, mis tekib tiilipiliselt adekvaatse
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ravi puudumisel vOi vastusena teatud medikamentidele (nditeks kortikosteroidele), on
eriitrodermiline psoriasis vulgaris (joonis 3D). Eriitrodermiline psoriaas katab sageli patsiendi
kogu nahapinna ning hévitab sellega nahabarjddri kaitsefunktsiooni, mis v3ib pdhjustada
sepsist. Seega on eriitrodermiline psoriaasi vorm potentsiaalselt eluohtlik seisund. (Okoduwa

it., 2009)

Arritavad ained, psoriaasiga kokkusobimatud ravimid, rasedus, infektsioonid ning mdned
teised faktorid raskendavad psoriasis vulgaris’e kulgu, mille tulemusena voivad tekkida
psoriaasi lokaalne ja generaliseeritud tilkpsoriaasi (guttate psoriasis) ning pustuloosne vorm.
Vahepeal tekivad need vormid sdltumatult psoriasis vulgaris’est (Reynolds jt., 2007).
Uldjuhul moodustavad pustuloossed vormid umbes kiimnendiku koikidest psoriaasi

juhtumitest (Menter jt., 2008).

Joonis 4. Lokalisseritud (A) ja generaliseeritud (B) pustulloosse ning tilkpsoriaasi (C) vormid. Nii pustuloosne
(D) kui ka psoriasis vulgaris (E) vdivad moodustada rongalisi laike ehk muutuda annulaarseks psoriaasiks

(Raychaudhuri jt., 2014; Griffiths jt., 2007; Bos ja Rie, 1999).

Pustuloosse psoriaasi vorm algab sellest, et tekivad lokaalselt vdikesed, médaga tdidetud
poiekesed ehk pustulid (joonis 4A) (Raychaudhuri jt., 2014). Kodige sagedamini esineb
pustuloosset psoriaasi jalataldadel ja peopesades. Hiljem vdivad pustulid generaliseeruda ning
tthinedes moodustada suuremaid klastreid (joonis 4B). Seevastu tilkpsoriaasi puhul (joonis
4C) psoriaasi laigud, dissemineerudes nahal, sdilitavad oma véikese suuruse. Selle vormi
erosiooni voi pustuli diameeter ei lileta tavaliselt 1 cm ning see on, sarnaselt pustuloosse

psoriaasiga, pOhjustatud bakteriaalsest infektsioonist (Griffiths jt., 2007).

Mairkimisvéddrne on ka harvaesinev annulaarne ehk rdngasjas psoriaasi vorm (Liao jt., 2002).
Rongas voib tekkida, nii pustuloosse (joonis 4D), kui ka psoriasis vulgaris (joonis 4E) laigust.
See on voimalik tdnu sellele, et paralleelselt laigu laienemisega hakkab laigu sisemises osas

toimuma remissiooni faas. Sellele jargneb sisemise osa muutumine kliiniliselelt normaalseks
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nahaks. Tdpsem annulaarse psoriaasi etioloogia ja patogenees on hetkel teadmata (Bos ja Rie,

1999).

1.2.4. Psoriaasi etioloogia hiipoteesid

Ténapdeval on vdimalik leida vdga palju uurimustdid, mis on piithendatud iihe konkreetse
psoriaasi etioloogia ja patogeneesi hiipoteesi uurimisele, ning ainult vdike osa tdoddest
kirjeldab psoriaasi multifaktoriaalset etioloogiat. Seetdttu on kéesolevas peatiikis piititud
lihtsustatult ndidata psoriaasi etiopatogeneesi jaoks olulisi interaktsioone ning nirvisiisteemi

keerukat rolli psoriaasis.

Nagu eespool mainitud, on mikroorganismid iiks psoriaasi kulgu méiravatest faktoritest.
Seetdttu on palju uuritud psoriaasi ja soole mikrobioomi seoseid. Siiani puudub konsensus,
kas peensoole podletikulised protsessid on psoriaasi pohjus, tagajarg voi puudub spetsiifiline
seos nende vahel hoopis. Kiill aga on leitud, et psoriaasi pddevatel inimestel on soole
labilaskevoime kontrollgrupiga vorreldes suurem (Humbert jt., 1991). See voib omakorda olla
pohjuseks kroonilisele intoksikatsioonile, mis sarnaselt monede teiste haigustega peegeldub
nahal. Sellise informatsiooni valguses tundub olevat loogiline, et soole pdletikulised
protsessid on psoriaatikute seas levinud (Yates jt., 1982). Samuti on mdnedel inimestel parast
dialiitisi kirjeldatud spontaanset psoriaasi remissiooni (McEvoy ja Kelly, 1976). Vaatamata
sellele, et 1976 aastast alates on kirjeldatud mitmeid juhtumeid, kus peritonaalse ja
hemodialiiiisi tagajirjel paraneti psoriaasist, pole selle meetodi efektiivsust kunagi ldhemalt
uuritud ning selle téhtsus on tinapdeval tiihine (Pratsinis jt., 2018), kuna dialiiiis on vorreldes
standartsete ravimeetoditega palju keerulisem (Whittier jt., 1983; Murphy ja Reich, 2011).
Mairkimisvddrne on ka fakt, et enamikel juhtudel oli dialiiis efektiivne raskemate
psoriaasivormide puhul. Lisaks sellele on ndidatud (Wang jt., 2018), et psoriaasi haigestumine
on tdoendolisem neerupuudulikusega inimeste seas. Kokkuvotvalt voib viita, et dialiiiisil on
voimalik kahetine toimemehhanism. Esiteks, see vOib elimineerida verest seni madramatu
endotoksiini, superantigeeni vOi immuunkompleksi. Teiseks voib dialiilis elimineerida
immunotsiiiite (Glinski, 1979), mis viib spontaansele remissioonile voi kergendab psoriaasi
kulgu osaliselt (Halevy jt., 1979). Selle informatsiooni taustal vdib iiheks vodimalikuks
psoriaasi tekke mehhanismiks olla mittespetsiifiline T-rakkude aktivatsioon superantigeeni

(sAg) poolt. Vaatamata sellele, et soole mikrobioota on oma arvukuse ja liigirikkuse tottu
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potentsiaalselt oluline nende antigeenide allikas, ei ole ta ainuméddrava toimega. Yarwood
(2000) on ndidanud, et mdnede Streptococcus ja Staphylococcus liikide poolt produtseeritud
sAg on voimeline aktiveerima neid liimfotsiiiite, mis reageerivad autoantigeenidele nahas,
pohjustades psoriaasi. Kirjeldatud on, et aktiveerimise protsess vOib alata lokaalselt nahast,
nditeks epidermises esinevate antigeene presenteerivate rakkude osalemisel, kui ka sarnaselt
soole hiipoteesi mehhanismiga, nditeks tonsilliidist. Mérkimisvddrne on tdhelepanek, et
vastava infektsiooni elimineerimine antibiootilise vOi operatiivse raviga voib viia ka
psoriaasist lahti saamiseni (Garritsen jt., 2017; McMillin jt., 1999). Seejuures on operatsiooni
edukus maksimaalne HLA-Cw6 homosiigootidel (Thorleifsdottir jt., 2016), kellel on ka
suurem toendosus saada nakatud Streptococcus liikide ja psoriaasiga (Jesus-Gil jt., 2018;

Stawczyk-Macieja jt., 2018).

Ténapédeval ei ole méédratud kindlat psoriaasi induktsioonis osalevat autoaingeeni ja
mirklaud-rakke. Samuti on suhteliselt vdhe informatsiooni humoraalse immuunsuse rolli
kohta psoriaasi etiopatoloogias, samas on leitud mitmed valgud, mille vastu psoriaasi puhul
tekivad antikehad. Seroloogiliste meetoditega on tuvastatud, et psoriaasi ja selle siimptomite
tugevusega korreleerub suurenenud antikehade, eriti IgA, tldproduktsioon. B-rakkude
muutunud aktiivsus vOib samuti osaleda psoriaasi patogeneesis, kuid need rakud ei ole
psoriaasi patogeneesis obligatoorsed (Thomas jt., 2019; Dass jt., 2007). Peab mirkima, et
selle teema uuringute tulemused on siiani védga vastuolulised, mis vdib olla pdhjustatud
sellest, et humoraalne immuunsus tekib sekundaarselt pérast psoriaasi siimptomite

tugevnemist (Chularojanamontri jt., 2018).

Katelitsidiin ja ADAMTSLS on rohkem wuuritud endogeensed valgud, mille vastu on
tuvastatud IgG produktsioon (Lande jt., 2014; Yuan jt., 2019). Katelitsidiin on vdike,
positiivse laenguga antimikroobne peptiid, mida ekspresseerivad keratinotsiiiidid ja
fagotsiiiidid vastuseks proinflammatoorsetele faktoritele, nagu ndideks TNF-a ehk kaheksiin.
Psoriaatilise naha epidermise hiiperplaasia, mastotsiiiitide degranulatsioon ja immuunrakkude
infiltratsioon viib katelitsidiini hiiperekspressioonile, mis omakorda pohjustab patoloogilist
Th, Tc ning potentsiaalselt B-rakkude aktivatsiooni antigeeni presentatsiooni teel Langerhansi
rakkudega, mis ongi {liks psoriaasi patogeneesi mehhanism. ADAMTSLS on ekspresseeritud

melanotsiiiitides, keratinotsiilitides ja immuunrakkudes. See on sekreteeritav valk, mis on
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voimeline aktiveerima autoagresiivseid T-rakke, HLA-C*06:02 alleeli kandjatel (Strassner jt.,

2016; Fuentes - Duculan jt., 2017 ).

Uks ebatavaline ndide antikehade rollist psoriaasi patogeneesis on gluteeni koostisesse
kuuluva gliadiini vastane immuunsus. Psoriaasi pddevate inimeste seerumis, sarnaselt
herpetiformse dermatiidi ning ts6liaakiaga, on leitud kontrolliga vorreldes kdrgem
anti-Gliadiin 1gG4 (Qiu jt., 2019) ja IgA (Damasiewicz - Bodzek ja Wielkoszynski, 2008)
tiiter, mis on selges korrelatsioonis psoriaasi slimptomite tugevusega. Veelgi enam,
anti-Gliadiin IgE on iiks atoopilise dermatiidi pdhjustajatest (Varjonen jt., 2008). Vaatamata
sellele, et seropositiivsete psoriaasi haigete seas on levinud gluteenivaba dieet, mis on
efektiivne psoriaasi profiilaktika (Michaélsson jt., 2001; Wu ja Weinberg, 2019), voib siiski
eeldada, et immunokompleksid ning ristreaktsioonid on vaid haruldastel juhtudel psoriaasi
pohjuseks (Glinski, 1979; Thomas jt., 2019). Kuigi ei ole vdoimalik tdpsemalt miérata, kas
gliadiini vastane Ig ning sooletega seotud siimtomid on psoriaasi pohjus voi tagajirg, viitab

see kaudselt soole patoloogiate ja psoriaasi seosele.

Juba ammu on mirgatud psoriaasi pddevate inimeste seas levivat lipiidse metabolismi
anomaaliat, kuid alles viimasel ajal on hakatud uurima lipiidide olululisust psoriaasi
patogeneesis. Mastotsiilitide poolt eksosoomides sekreteeritud fosfolipaas A2 grupp 4D (ingl
phospholipase A2 Group IVD — PLA2G4D) padsedes antigeeni presenteerivasse rakku (ingl
antigen-presenting cell — APC), lagundab lipiide, genereerides lipiidseid neoantigeene. Need
lipiidsed neoantigeenid eksponeeritult kompleksis CDla retseptoriga APC peal kéivitavad
T-rakkude aktivatsiooni. Tulemuseks on proinflammatoorsete tsiitokiinide produktsioon, mis
on oluline osa psoriaasi initsieerivate reaktsioonide kaskaadist. Samas uuringus on néidatud,
et PLA2G4D paikneb ka ekstratselullaarselt dermises, mis voib olla psoriaasi soodustavaks
faktoriks. Sel juhul, voivad analoogset ensiiiimi sekreteerivad mikroorganismid olla samuti

psoriaasi soodustav faktor. (Mallbris jt., 2006; Cheung jt., 2016)

Liimfotstiiitide olulisust psoriaasi etioloogias ja patogeneesis on lihtne illustreerida standardse
immunsupresiivse ravi efektiivsusega. Tsiiklosporiin ja FK506 (Maza jt., 2011), metotreksaat
(Geel jt., 2015), foto- ja fotokeemiline teraapia ja steroidravi on tiliiipilised psoriaasi ravis
toestatud efektiivsusega kasutatavad ravimid (Choi jt., 2016). Radikaalne immuunsupressioon

voib olla kahjulik juhul, kui psoriaasi pddeval isikul on teisi kroonilisi haigusi, nagu nditeks
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viirushepatiit, HPV (ingl human papillomavirus) ja HIV infektsioon jms eriti, kui kaasnev
haigus on akuutses faasis. Selles situatsioonis kasutati edukalt kaheksiini inhibiitoreid, nditeks

etanercepti (Kaushik ja Lebwohl, 2018).

Nagu eelpool mainitud on stress ja depressiivne seisund korrelatsioonis psoriaasi kulu
raskusega ning vdOimelised initsieerima psoriaatilise laigu teket. Naéitlikumalt saab
nérvisiisteemi ja psoriaasi vahelist seost illustreerida mdnede kliiniliste juhtumitega. milles
psoriaasi pddeval patsiendil tekkis lokaalne ja téielik remissioon pdrast vastava neuroni
traumaatilist aksotoomiat ning siimptomite taastumine pdrast aksoni regeneratsiooni (Joseph
jt., 2005). Kirjeldatakse ka juhtumeid, kus psoriaasi pddeval inimesel tekkis ndrvitrauma
korral spetsiifilise kujuga nérvitee projektsiooni moodustav psoriaasilaik (Galluzzo jt., 2015).
Kuigi taolisi juhtumeid on kirjeldatud suhteliselt vihe ei ole need erandiks (Zhu jt., 2016).
Uuringud néitavad, et neuromodulaatorid, eriti A-tiilipi botuliini neurotoksiin, on véga
efektiivsed psoriaasi ravivahendid (Todberg jt., 2017; Zanchi jt., 2008). Selle toime enam
uuritud mehhanismiks on lokaalne perifeerse nirvislisteemi sekretoorse aktiivsuse
inhibeerimine. Psoriaasilaigus on sensoorsete nérvide tihedus vorreldes kliiniliselt terve
nahaga mairkimisvdirselt korgem ning nende ekspressiooniprofiil erineb tervest nahast
(Naukkarinen jt., 1989). Lisaks sellele viitab stimmeetriline laikude jaotumine nahal
nérvisiisteemi olulisele rollile psoriaasi etioloogias. Kdik need faktid on aluseks juba pikalt ja
aktiivselt uuritava neurogeense pdletiku hiipoteesile (Farber jt., 1986; Sandoval-Talamantes

it., 2020).

Substants P (SP) on esimene neuropeptiid, mida seostati psoriaasiga. See on undekapeptiid,
mida produtseerivad, enamasti, sensoorsed Ad ja C nérvikiud. Madalamal tasemel ning
vastuseks teatud signaalidele suudavad seda toota ka teised naha komponendid (Lotti jt.,
2002; Liu jt., 2006). SP, nagu koik teised neuropeptiidid, pddseb dermise, epidermise ja
nddrmete sekreedi sisse eferentsete aksonite terminaalidest eksotsiitoosi teel. Neuropeptiidid
kuuluvad neurotransmitterite hulka, kuid lisaks on neil ka para- ja endokriinse
signaalmolekuli funktsioon. SP on ndide véhestabiilsest neuropeptiidist, seetdttu iiletab tema
lokaalne kontsentratsioon harva nanomolaarseid véértusi. Neuropeptiidid interakteeruvad
immuunsiisteemi ja neuroendokriinse silisteemi ning katteepiteelide rakkudega membraanil

ekspresseeritud retseptorite kaudu. Ténapdeval on teada palju ning paralleelselt
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transkriptoomika meetodite arenguga avastakse juurde jérjest uusi neuropeptiide (Secher jt.,
2016). Psoriaasi patogeneesi kontekstis on kdige enam uuritud SP, Calcitonin gene related
protein (CGRP) ja vasoaktiivset intestinaalset peptiidi. Gastrin releasing protein (GRP)
sarnaselt SP-ga on naha siigeluse pdhjuseks (Nakamura jt., 2003; Akiyama ja Casters, 2013).
Naha siigelemine on subjektiivselt iiks raskeimatest, kui mitte kdige raskem, psoriaasi
siimptomitest (Szepietowski ja Reich, 2015). Siigelus, segades nii magamist, kui ka aktiivset
elu iihelt poolt, ning provotseerides naha katki kratsimist teiselt poolt, raskendab psoriaasi
kulgu ning soodustab uute laikude teket (Morhenn, 2018). Kahjuks on siigelust tavaliste
meetoditega vdga keeruline uurida, kuna siigeluse tunne on kiillaltki subjektiivne ning sdltub
paljudest teistest faktoritest, nditeks immuunstaatusest, keskkonnast ja indiviidi spetsiifilistest
talumatustest (Carstens, 2017). Seetottu voiks siigeluse molekulaarsete markerite ja nende

igakiilgse rolli uurimine haiguse kulus olla murranguliselt oluline.

Narvisiisteemi ja immuunsiisteemi interaktsiooni on kiillalt palju kirjeldatud SP, GRP ja
CGRP vahendatud mastotsiiiitide degranulatsioonil (Tsugunobu jt., 2011). Vabanenud
histamiin, serotoniin, dopamiin, rida proinflammatoorse toimega interleukiine, fosfolipaase
proteaase ja kasvufaktoreid pohjustavad podletikku ja siigelust (Wernersson ja Pejler, 2014).
Vaskulaarse endoteeli kasvufaktor (ingl vascular endothelial growth factor — VEGF) ja
kaheksiin stimuleerivad lisaks angiogeneesi, mis on omakorda iiks oluline psoriaasi
patogeneesi faktor. Siinkohal on oluline mainida, et interakteerudes retseptoritega aferentsetel
neuronitel soodustab histamiin neuropeptiidide sekretsiooni ja pdletikku (Schmelz jt., 1997).
Mastotsiitidid ei ole kiill ainukesed rakud, mille aktiivsust neuropeptiidid mojutavad.
Kaltsitoniini retseptor (ingl calcitonin receptor — CALCR) on CGRP retseptor, mida
ekspresseerivad ka neutrofiilid, monotsiiiitid, Langerhansi ning epidermise ja endoteeli rakud
(Benemei jt., 2009). Neurokiniini 1 retseptori (NK1R) aktiveerimine SP poolt stimuleerib
endoteeli rakkude proliferatsiooni in vitro ning soodustab angiogeneesi in vivo, mis v3ib olla
oluline psoriaasi patogeneesi kontekstis (Kim jt., 2019). Sarnast toimet omavad ka mdned

teised neuropeptiidid, sealhulgas CGRP (Mishima jt., 2010).

Oluliseks teemaks psoriaasi korral on neuropaatilised valud, mida on hakatud pdhjalikumalt
uurima alles viimasel ajal (Ljosaa jt., 2010). Juba praegu eeldakse, et ka selle siimptomi

kujunemises osalevad neuropeptiidid, arvatavasti SP ja CGRP (Pithadia jt., 2018).
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Naérvisiisteemiga seotud valgud osalevad ka teiste psoriaasi simptomite tekkes. Neuraalne
kasvufaktor (ingl neural growth factor — NGF) on neurotrofiinide hulka kuuluv valk, mille
peamisteks funktsioonideks on aksonite apoptoosi moduleerimine, nende kasvu, hargnemise
ja miieliniseerimise soodustamine. Lisaks sellele on NGF ka neuropeptiidide ekspressiooni
positiivne regulaator (Amann jt., 1996). Nii lai efektide spekter on vdimalik tdnu kahte tiilipi
NGF retseptorile (Chen jt., 2009). Tropomiiosiini retseptor kinaas A (ingl tropomyosin
receptor kinase A — TrkA) on korge afiinsuse ja spetsiifilisusega, samal ajal on CD271 madala
afiinsusega ning vdimeline seostuma koikide neurotrofiinidega, sealhulgas tserebraalse
neurotroofse faktori (ingl Brain-derived neurotrophic factor — BDNF), neurotrofiini-3 (NT-3)
ja neurotrofiini-4 (NT-4)-ga. Naha homeostaasi kontekstis on neurotrofiinidest kdige paremini
uuritud NGF. BDNF ja NT-4 omavad samuti teatud pro-apoptootilist aktiivsust
keratinotsiilitides, samamoodi CD271 retseptoriga seostumise teel. CD271 ja TrkA on
ekspresseeritud lisaks neuronitele ka keratinotsiilitides, ning nende 0Oige, diferentserumise
astmest soltuv koekspressioon on oluline naha homdoostaasi toetamisel (Truzzi jt., 2011). NGF
peamiseks allikaks nahas on KSC, mis tugevalt ekspresseerib ka TrkA ning vdga madalal
tasemel CD271. Seetdttu, ekspreseerides neurotrofiine ja nende retseptoreid, on epidermise
rakud olulised perifeerse nérvisiisteemi innervatsiooni ja arhitektoonika modulaatorid, mille
rolli psoriaasis on vdimatu eitada (Pincelli, 2017). Kuna CD271 on samuti ekspresseeritud
madalamal tasemel veresoontes (Chesa jt., 1988) ja fibroblastides (Barilani jt., 2018), on need

seeldbi samuti mojutatud neurotrofiinide poolt.

Epidermaalne CD271 ekspressioon ei ole iihtlane: CD271 on tugevalt ekspresseeritud
epidermise basaalse kihi rakkudes, mida nimetatakse vahepealseteks eellas-keratinotsiititideks.
Need on KSC-st enam diferentseerunud, kuid samas aktiivseks proliferatsiooniks valmis
jarglasrakud. Truzzi jt. (2015) on ndidanud, et CD271 on selle podrduva diferentseerumise
protsessi kriitiline regulaator: CD271 ekspressiooni inhibeerimine vastava miRNA-ga
vahepealsetes eellastes viis KSC fenotiiiibi taastumiseni, ning vastupidi viis in vitro CD271
hiiperekspressioon KSC diferentseerumisele. CD271 on oluline pro-apoptootilise signaali
vastuvotmiseks: CD271 negatiivsemad vahepealsed eellased, mis on rohkelt esindatud
psoriaatilise naha epidermises, on apoptoosi resistentsed ning on kriitilise rolliga

hiiperkeratoosi tekes.
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Truzzi jt. (2015) hiipoteesi kohaselt on CD271" vahepealsed eellas-keratinotsiiiidid viike
rakupopulatsioon, mis kalduvad kiiresti differentseeruma. Rohkem diferetntseerunud

keratinotstiiidid CD271 ning TrkA ei ekspresseeri.

Sel viisil omab CD271 olulist KSC diferentseerumist stimuleerivat toimet, vottes vastu auto-
ja parakriinset NGF signaali. Selle signaalraja diisregulatsiooni korral muutub vahepealsete
jéarglasrakkude proliferatsioon samuti kontrollimatuks, mis viib epidermise struktuuri ja
sarvestumise protsessi hdiretele. TrkA omab kahesugust toimet: madalama NGF
kontsentratsiooni puhul aktiveerib TrkA apoptoosi, kuid suurema NGF kontsentratsiooni

korral kéivitab sama retseptor proneurogeense reaktsioonide kaskaadi (Truzzi, 2015).

Neuronatiini (Nnat) tdpne bioloogiline roll on siiani tdpsel méddramata. Tdheldatud selle
lipoproteiini ekspressiooni basaalses epidermaalses kihis ja karvafolliikulis. Nnat reguleerib
samuti rakusisest Ca*" kontsentratsiooni higi- ja rasundarmetes ning nende kasvajates (Kanno
jt., 2019; Dugu jt., 2010). Psoriaasi puhul on Nnat ebanormaalselt {iileekspresseeritud
epidermise basaalse ja suprabasaalse kihi rakkudes ning Nnat ekspressioon on seotud
diferentseerumisega seotud markeri, involukriini, ekspressiooniga (Dugu jt., 2014). Lisaks
olgu mainitud, et patoloogiline Nnat ekspressioon on tuvastatud ka diabeetiliste hiirte aordi
endoteelis. Seejuures in vitro Nnat ekspressiooni suurendamine inimese aordi endoteeli
rakkude (ingl human aortic endothelial cells — HAEC) kultuuris aktiveeris NF-kB (ingl
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) transkriptsiooni faktori, mis
viis proinflammatoorsete geenide aktivatsioonini. Tuvastastati ka adhesioonivalkude,
monotsiiiidi kemoatraktiive proteiini-1 (ingl monocyte chemoattractant protein-1 — Mcp-1),
IL-1 ja IL-6, kaheksiini ekspressiooni aktivatsioon. Teatud proinflammatoorsed reaktsioonid
esinesid ka in vivo aordis Nnat hiiperekspressioonil (Mzhavia jt., 2008). Hiljem sai see
tulemus kinnitust (Li jt., 2010) ning Nnat-st soltuvate proinflammatoorsete geenide nimekiri

laienes.

Vaatamata sellele, et algselt seostati Nnat nérvisiisteemi arengu regulatsiooniga (Rajiv jt.,
1994) ning tdiskasvanu nirvisiisteemis on selle ekspressioon kasin, voib see olla suurenenud
nirvisiisteemi traumade, nagu nditeks aksotoomia (Chen jt., 2010) toimel voi véhirakkudes

(Siu jt., 2008).

25


https://journals.sagepub.com/doi/full/10.1369/0022155419836433
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1346-8138.2010.00873.x
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0923181113003538
https://diabetes.diabetesjournals.org/content/57/10/2774.short
https://link.springer.com/article/10.1186/1752-0509-4-175
https://pdfs.semanticscholar.org/4883/ef246811cc3ac86367fe0ca2d9babdcb7a30.pdf
https://link.springer.com/article/10.1186/1423-0127-17-41
https://academic.oup.com/neuro-oncology/article/10/5/716/1158637

1.2.5. Fibroblastide roll psoriaasis

Fibroblastid (FB) on olulised tsiitokiinide ja prostaglandiinide tootjad, mis vodivad
moduleerida immuunsiisteemi, kuid osaleda ka mitmete podletikuliste haiguste ja
hiiperproliferatiivsete protsesside, arvatavasti ka psoriaasi, patogeneesis (Arasa jt., 2018; Yin
jt., 2010). Dermise FB osalevad ka angiogeneesi regulatsioonis. Sarnaselt keratinotsiiiitidega
produtseerivad need VEGF, mis soodustab psoriaasi etioloogia jaoks olulist angiogeneesi.
Arvatavasti on VEGF ekspressioon nahas negatiivselt reguleeritud: suurenenud VEGF
kontsentratsioon initsieerib angiogeneesi inhibiitori PEDF (ingl pigment epithelium-derived
factor) produktsiooni nii keratinotsiilitides kui ka FBdes (Yan jt., 2018). Vastuseks mdnedele
proinflammatoorsetele tsiitokiinidele toodavad FB NGF’i, mida leidub rikkalikult psoriaasi
laigu piirkonnas (Hattori jt., 1994; Sandoval-Talamantes jt.,, 2020). Madalamates
kontsentratsioonides stimuleerib NGF FB aktiivsust, mis tiiiipiliselt on vajalik fibroosiks ning
koe reparatsiooniks. Seevastu suuremad NGF kontsentratsioonid inhibeerivad kollageeni
tootmist, samaaegselt stimuleerides aktiini alfa 2 (ingl actin alpha 2 — ACTA-2) produktsiooni
ehk fibroblastide transformatsiooni miiofibroblastideks (Micera jt., 2001; Schafer jt., 2016;
Liu jt., 2019).

Lisaks sellele, voib FB aktiivsus olla oluline psoriaasi siimptomite vihendamise faktor. Just
poletikulises nahas, kaasa arvatud psoriaasi puhul, produtseerivad FB-d, arvatavasti vastuseks
IL-1 ja IL-22 signaalile, membraanseoselist nepriliisiini (ingl neprilysin) endopeptidaasi, mis
lagundab SP (Xie jt., 2011). SP negatiivseteks regulaatoriteks on ka mastotsiitidid. Nende
poolt produtseeritud kiimaas lagundab samuti SP-d (Okamura jt., 2017). Sarnasel viisil to6tab
arvatavasti triiptaas, mis lagundab CGRP (Walls jt., 1992).

Vaatamata monedele hésti uuritud aspektidele on praeguseks fibroblastide rollist psoriaasis
suhteliselt vihe teada, aga juba kogunenud andmete pohjal saab viita, et neil v3ib olla oluline
roll nii psoriaasi kaitsemehhanismides, psoriaasi remisiooni kéivitamises kui ka stimptomite

dgenemises.
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2.EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Kiesolev bakalaureusetdd on osa TUMRI rakubioloogia dppetoolis Viljar Jaksi toogrupis
labiviidavast uurimustodst, mille kdigus uuriti neuronaalsete valkude ekspressiooni kliiniliselt

terve ja psoriaasihaige inimese nahas.
Siinse bakalaureusetdo eesmérk on tuvastada:

* kas ja millises piirkonnas on psoriaasi korral toimunud valitud neuronaalsete valkude ja

nende retseptorite ekspressiooni muutus

* millistes naha piirkondades toimuvad psoriaasi korral aksonite vOrgustiku arhitektuuri

muutused ning nende muutuste iseloomustamine

Piistitatud eesmirkide saavutamiseks on kasutatud tervetelt ja psoriaasi pddevatelt inimestelt
saadud nahabiopsiaid. Neuronaalsete peptiidide ja nende retseptorite ning teiste naha
komponentide, sealhulgas neuronite ja veresoonemarkerite, ekspressiooni ja asukohta on
vaadeldud nahabiopsiatest valmistatud 16ikudel kasutades immuunfluorestsentsanaliiiisi (IFA)

meetodit.
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2.2. Materjalid ja meetodid

2.2.1. Nahaloikude allikas

Eksperimentides kasutati tervete ja psoriaasi pddevate inimeste nahabiopsiaid. Doonorid
allkirjastasid eelnevalt kirjaliku ndusoleku proovi votmiseks ja kasutamiseks. Biopsiaid
kogusid vastava ettevalmistusega nahaarstid prof. Kiilli Kingo uurimisgrupist ja SA Tartu
Ulikooli Kliinikumi Nahahaiguste kliinikust nendele gruppidele viljastatud inimuuringute

eetikalubade alusel.

2.2.2. Koeloikude loikamine

Nahabiopsiatest valmistati kriilomikrotoomiga (Leica, DE) 10, 20 ja 25 pm paksused 16igud,
mis pandi alusklaasile (StarFrost, Knittel Glass, DE). Klaasidele kinnitatud 16ike kuivatati
toatemperatuuril umbes 1 tund. Nahaldikudega klaase hoiti kuni eksperemendi alguseni -80°C

juures.

2.2.3. Immuunofluorestsentsanaliiiisil kasutatud antikehad

Nahakomponentide ja  nérvikiudude  arhitektoonika  uurimiseks on  kasutatud
immuunofluorestsentsanaliiiisi metodit, kus huvipakkuvate valkude visualiseerimiseks
inkubeeriti  preparaate vastavate monoklonaalsete ja poliiklonaalsete primaarsete

antikehadega. Kéesolevas to0s kasutatud primaarsete antikehade loetelu on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Immunofluorestsentsanaliiiisis kasutatud naha komponentide vastased primaarsed

antikehad.
Antikeha Kasutatud Tootja; katalooginumber
lahjendus
Neuronatin (valmistatud 1:300 Abcam; ab27266
kiiiilikus, inimese ja hiire vastane
pAD)
Substants P (valmistatud rottis, 1:200 BioSite; 8450-0505
inimese vastane pAb)
NKIR (valmistatud hiires, 1:200 Thermo Fisher Scientific;
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inimese ja hiire vastane pAb) 39-6100

CGRP (valmistatud kiitilikus, 1:200 Atlas Antibodies; 14959S
inimese ja hiire vastane pAb)

CALCR (valmistatud kiiiilikus, 1:200 Atlas Antibodies; HPA046515
inimese vastane pAb)

TrkA (valmistatud kiitilikus, 1:200 Novus Biologicals;
inimese ja hiire vastane pAb) NBP2-67473

CD271 (valmistatud kiiiilikus, 1:200 Sigma Aldrich; HPA004765
inimese vastane pAb)

TUBB3 (valmistatud kiiiilikus, 1:300 Cell Signaling; 5568S
inimese ja hiire vastane pAb)

TUBB3 (valmistatud hiires, 1:300 Abcam; ab78078

inimese ja hiire vastane pAb)

PGP9.5 (valmistatud kiiiilikus, 1:200 Millipore; AB1761-1
inimese ja hiire vastane pAb)

VWF (valmistatud hiires, inimese 1:400 BD Pharmingen; 555849
vastane pAb)

ACTA2 (valmistatud hiires, 1:250 Leica microsystems, DE;
inimese vastane, mAb) NCL-SMA

ACTA2 (valmistatud kiiiilikus, 1:250 Epitomics; 5264-1
inimese vastane pAb)

Primaarsete  antikehadega seostunud maérklaudvalkude visualiseerimiseks kasutati

fluorokroomiga seotud sekundaarseid antikehi. Kédesolevas t60s kasutatud sekundaarsed

antikehad on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Immunofluorestsentsanaliitisis kasutatud sekundaarsed antikehad.

Antikeha Kasutatud lahjendus Tootja
Eeslis valmistatud hiire 1:1000 Life technologies, US;
vastane pAb, konjugeeritud A21202
fluorokroomiga Alexa 488
Eeslis valmistatud kitse 1:1000 Life technologies, US;
vastane pAb, konjugeeritud A11055
fluorokroomiga Alexa 488
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Eeslis valmistatud rotti 1:1000 Life technologies, US; A21208
vastane pAb, konjugeeritud
fluorokroomiga Alexa 488

Eeslis valmistatud kiitililku 1:1000 Life technologies, US; A21206
vastane pAb, konjugeeritud
fluorokroomiga Alexa 488

Eeslis valmistatud hiire 1:1000 Life technologies, US; A21207
vastane pAb, konjugeeritud
fluorokroomiga Alexa 594

Eeslis valmistatud kiitiliku 1:1000 Life technologies, US;
vastane pAb, konjugeeritud A-31573
fluorokroomiga Alexa 647

Eeslis valmistatud hiire 1:1000 Life technologies, US;
vastane pAb, konjugeeritud A-31571
fluorokroomiga Alexa 647

Katsetes kasutati kahe terve ja kahe psoriaasi pddeva inimese nahaldike. Iga uuritud
komponendi jaoks kasutati kdoikidelt patsientidelt vihemalt kahte nahaldiku. Erandiks olid

varase psoriaasi arengustaadiumiga patsiendi preparaadid, mis valmistati ihest biopsiast.

2.2.4. Immunofluorestsentsanaliiiis

Immunofluorestsentsanaliilis meetodi esimene etapp on klaasil olevate koeldikude
fikseerimine. Parema tulemuse saamiseks kasutati erinevate antikehade jaoks kahte erinevat
fikseerimismeetodit: fikseerimine 10 minutit toatemperatuuril 4%-se paraformaldehiiiidi
(PFA) lahusega (SP, CGRP, NK1R ning CD271 antikehad) vdi atsetoon-metanool 1:1 seguga
-20° C juures (iilejadnud antikehad). Pérast fikseerimist 4% PFA-ga inkubeeriti preparaate 2
minutit fosfaatpuhverdatud soolalahuses (ingl phosphate buffered saline — PBS) ning
permeabiliseeriti 0,2%-se Triton X-100/PBS-ga. Ldikude hoidmine 15 minutit -20°C juures
atsetoon-metanool segus tditis fikseerimise ja permeabiliseerimise eesmarki. Pérast
fikseerimist/permeabiliseerimist pesti preparaate 2 minutit PBS lahusega. Antikehade
mittespetsiifilise seondumise vdhendamiseks preparaadi komponentidega inkubeeriti 10ike
1-1,5 tundi blokeerimislahuses (5% eesli seerum lahustatud PBS-s). Jargnes loikude
inkubatsioon blokeerimislahuses lahustatud primaarsete antikehadega 4°C juures iile6d. Ldike

pesti 3 korda 5 minutit PBS-ga, millele jirgnes inkubatsioon blokeerimislahuses lahustatud
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sekundaarsete antikehadega toatemperatuuril 1,5 tundi. Pdrast 3 korda 5 minutilist pesemist
PBS-ga inkubeeriti 10ike rakutuumade maérgistamiseks 5 minutit DAPI ehk
4’ ,6-diamidino-2-feniiiilindooli lahuses (Life technologies). Loike pesti 5 minutit PBS-ga ja
sulundati kasutades Dako fluorestsentssulundusvedelikku (Dako Denmark, DK). Sulundatud
16ike sdilitati 4°C juures ja pildid vérvitud 1dikudest tehti kolme pédeva jooksul pérast

antikehadega vérvimist.

2.2.5. Fluorestsentsmikroskoopia

IFA meetodil vérvitud nahaldike vaadeldi fluorestsentsmikroskoobiga Olympus IX81 CellR
(Olympus, JP) ja pildid jaadvustati Hamamatsu Orca ER (Hamamatsu Photonics, DE)
kaameraga kasutades 10x, 40x vdi 100x suurendusega objektiive. Mikroskoopia tulemusena

saadud pilte toodeldi Hokawo 2.1 pilditootlusprogrammiga (Hamamatsu Photonics, DE).
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. CD271 kui panneuronaalne marker nérvikiudude arhitektoonika vordlemisel

Varasemalt on ndidatud, et ndrvisiisteemist périt signaalid on iihed kdige olulisemad psoriaasi
etioloogia ja patogeneesi faktorid. Vastuseks endo- ja eksogeensetele drritajatele sekreteerivad
piirdenédrvisiisteemi neuronid neuropeptiide, neurotrofiine ja teisi madalmolekulaarseid aineid,
mis koos naha mikroobidega mdjutavad kodikide naha komponentide ekspressioonimustrit. See
omakorda kéivitab lokaalsete ja siisteemsete reaktsioonide kaskaadi, mis voib teatud
eelsoodumuste esinemisel pohjustada mitmete dermatooside, sealhulgas ka psoriaasi, teket.
Kéesolevas t66s on vorreldud aksonite vorgustiku ja mdnede neuronaalsete valkude lokaalse
ekspressiooni muutusi selleks, et leida uusi seoseid neuronaalsete peptiidide ekspressiooni
mustri ja naha ehituslike muutuste vahel kliiniliselt terves ja psoriaasi pddevate inimeste

nahas.
A

200um

Joonis 5. CD271 ja TUBB3 ekspressiooni ja lokalisatsiooni vordlus Kliiniliselt terves nahas (A) ja
psoriaatilises laigus (B). CD271 mirgistab TUBB3 markeriga sarnaseid rakustruktuure ning lisaks sellele annab
infot epidermise, veresoonte ja dermise rakkude kohta. Rakutuumad maérgistatud DAPIga.
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Esialgu kasutati naha nirvikiudude méargistamiseks suure spetsiifilisusega neuronite markerit,
klass 3 beeta-tubuliini (TUBB3), mis on neuronites paiknevate mikrotorukeste komponent
ning rutiinselt kasutatav narvikiudude marker (Latremoliere jt, 2018). Lisaks ndrvikiududele
ekspreseerivad nahas tubuliini beeta 3 (TUBB3) ka melanotsiitidid (Locher jt, 2014). Madala
afiinsusega nirvikasvu faktori retseptori CD271 ekspressiooni uurimisel selgus, et CD271 ja
TUBB3 mirgistavad nahas alati tipselt samu ndrvikiude. Kuna koeldikude vérvimine
CD271-ga annab aksonite varvimisel TUBB3-ga vorreldes rohkem informatsiooni teiste naha
komponentide kohta ning sageli nirvikiududest ka parema pildi (joonis 5), siis on edasistes
uuringutes nérvikoe markerina kasutatud CD271-te (vélja arvatud juhud kui antikehade

kokkusobimatus seda ei voimaldanud).

Psoriaatilise laigu arengu varasemates etappides, kus epidermise paksus ning dermaalsete
veresoonte tihedus on kroonilise laiguga vdrreldes maérkimisvéérselt viiksem, on
nirvikiudude tihedus ja struktuuri keerukus vorreldav kontrolliga. Erandiks on kroonilise
psoriaasi laik, milles on terve nahaga vdrreldes nérvikiudude struktuur tugevalt
degenereerunud (joonis 5B). Kroonilise psoriaasi puhul puuduvad peaaegu téiesti keerukamad
struktuurid, mis tekivad epidermise rakkude ja peenemate nérvikiudude interaktsioonil
normaalses nahas (joonis 5A). Psoriaatilise naha dermises on peenemate aksonite tihedus
laigus iildiselt madal, tuvastatavad on vaid iiksikud aksonid. Sama preparaatide epidermises

on narvildpmeid veelgi vihem, neid on voimalik sedastada vaid vihestes preparaatides.
A C

Joonis 6. Narvikiud psoriaatilises nahas tihti iimbritsetud médramata rakkudega (A — C). Seevastu terves nahas
taolised ,,pirlikee” struktuurid on haruldased.

Perifeerne neuropaatia voib tekkida nii kroonilise pdletiku, kui ka NGF-CD271 telje

diisregulatsiooni tottu (Cashman ja Hoke, 2016). Vihenenud sensoorsete nérvikiudude tihedus
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pohjustab omakorda neuropaatiliste valude teket (Oaklander, 2001). Koikides uuritud
psoriaatilistes ldikudes on papillaarse dermise piirkonnas leitavad peenemad nérvikiud, mis on
rikkalikult iimbritsetud tuvastamata rakkudega (joonis 6). Taolisi struktuure on harva nidha
terve naha 16ikudel, mistottu voib oletada, et need rakud osalevad psoriaasi patogeneesis,

tdpsemalt aksoni degeneratsioonis. Aksonopaatia ei ole tiilipiline psoriaatilise naha jaoks, kus

tavaliselt tagurpidi ndrvildpmete tihedus on vorreldes terve nahaga suurem.
A

Joonis 7. PGP9.5 ekspressioon terves (A) ja psoriaatilises (B) nahas. Psoriaatilise naha preparaatide nérvikoes
PGP9.5 ekspressioon on madalam vorreldes terve nahaga. Samas, psoriaatilise naha dermises on rikkalikult
esindatud PGP9.5 positiivsed rakud, mida ei leidu terves nahas.

Neurodegeneratiivse protsessi toestamiseks ja NGF rolli hindamiseks vorreldi aksonite kasvu
ja apoptoosiga assotsieeritud TrkA retseptori ning aksonogeneesiga seotud ubikvintiini
hiidrokstilaasi PGP9.5 (ingl protein gene product 9.5) ekspressiooni kliiniliselt terves ning
psoriaatilises nahas. PGP9.5 on tunnustatud standardne marker peenemate ndrvikiudude

visualiseerimiseks ning nende neuropaatia hindamiseks (Acker jt, 2016).
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Saadud tulemused kinnitasid TrkA-ga seotud neurodegeneratsiooni hiipoteesi: PGP9.5 valgu
ekspressiooni oli vaadeldav terve naha nérvikoes (joonis 7A). Oluline on ka see, et PGP9.5
nork ekspressioon on tuvastatud terve naha struktuurides, mis sarnanevad veresoontega.
Seevastu psoriaatilise naha nérvikiududes on PGP9.5 signaal vaid tiksikutel juhtudel korgem
tausta védrtusest (joonis 7B), mis kinnitab selle valgu madalat taset kroonilise psoriaasi
nirvikoes. Nérvikiudude tihedus ning dermo-epidermaalset piiri iiletavate aksonite hulk olid

psoriaatilises nahas kontrolliga vorreldes oluliselt madalamad.
A

200um 200um

Joonis 8. TrkA ekspressioon terves (A) ja psoriaatilises (B) nahas.

Sarnase tulemuse andis koeldikude véarvimine TrkA antikehadega. Vorreldes kontrolliga, kus
TrkA positiivseid ndrvikiude leidub tavaliselt 400x vaatevélja kohta mitu (joonis 8A), on
psoriaatilise naha nirvikiududes TrkA ekspressioon tuvastatav vaid iiksikutes aksonites terve
preparaadi kohta (joonis 8B). Lisaks sellele on TrkA positiivsetes aksonites retseptori

ekspressioon vorreldes kontrolliga madalam, millest voib jdreldada, et NGF retseptori
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diisregulatsioon voib olla oluline osa aksonopaatilisest protsessist psoriaasi pddeva inimese

nahas.

Kroonilise faasi psoriaasi 16ikudel oli PGP9.5 dermaalne ekspressioon leitav ka véljaspool
nirvikudet (joonis 7B). Tunnustatud nédrvikoe markerit PGP9.5 ekspresseerisid nahas
difuusselt paiknevad rakud ning rakkude kogumid, mis on nende morfoloogiat silmas pidades
toendoliselt veresooned ja fibroblastid. Sellist PGP9.5 ekspressiooni difuusselt paiknevates
rakkudes ei ole voimalik tuvastada tiheski terve naha preparaadis (joonis 7A), samas oli {ihel
preparaadil voimalik ndha mitut positiivset veresoont. Kirjanduses on kirjeldatud PGP9.5
ekspressioon normaalsetes silelihasrakkudes (Campbell jt., 2003) ja ka terve naha haava
piirkonnast eraldatud fibroblastides (Olerud jt., 1998).Téhelepanuvdirne on ka Kupczyk ja
kolleegide t60, kus sarnane PGP9.5 ekspressioon on ndhtav psoriaatilise naha preparaatides,
kuid sellele ei ole mainitud artiklis tdhelepanu pooratud (Kupczyk jt., 2018).
Ekstraneuronaalne PGP9.5 ekspressioon on hetkel vdga pindmiselt uuritud ning taolist
PGPI.5 ekspressioonimustrit pole teadaolevalt psoriaatilises nahas seni kirjeldatud. Seetdttu ei
saa ilma lisauuringuteta viita, et PGP9.5 ekspressioon on tdesti iseloomulik fibroblastidele ja
silelihasrakkudele. Samuti ei ole kindel, kas selline ekspressioon on pdhjustatud psoriaasist ja

sellega seotud naha katki kratsimisest, vo1 on need teineteisest soltumatud néhtused.

2.3.2. Neuropeptiidide ja nende retseptorite ekspressiooni muutused nahas

Neuropeptiidid on lihed peamised signaalmolekulid, mille kaudu nirvisiisteem moduleerib
neuropeptiidide retseptoreid kandvaid rakke. Lisaks neuronitele reageerivad neuropeptiidide
signaalidele ka sellised rakutiilibid nagu keratinotsiiiitid, APC, fibroblastid, endoteel,
leukotsiiidid ja limfotsiiidid (Mehta ja Granstein, 2019). Neuropeptiidide keeruka
signaalvorgustiku diisregulatsiooni tagajérjel voib tekkida neurogeenne pdletik ja psoriaas. SP
ja CGRP on psoriaasi ja mOnede teiste dermatooside etiopatogeneesi kontekstis on koige
enam uuritud neuropeptiidid. Laia toimespektri, ekspressioonimustri ning suure individuaalse
varieeruvuse tottu tundus otstarbekas uurida neuropeptiidide ja nende retseptorite, vastavalt
NKIR ja CALCR, ekspressiooni terves ja psoriaatilises nahas. SP positiivseid aksoneid
onnestus visualiseerida ainult terve naha l0ikudes. Joonisel 9A on ndha, et SP on

ekspresseeritud terve naha aksonites ja epidermise basaalse kihi rakkudes.
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Joonis 9. SP (A) ja CGRP (B) ekspressioon terves ja psoriaatilises nahas. SP ei dnnestunud visualiseerida
psoriaatilise naha preparaatides kuid terves nahas fikseeritud ka ekstraneuronaalne SP ekspressioon.

SP on samuti tuvastatav veresoontes ja iiksikutes dermises paiknevates rakkudes, mis
teoreetiliselt voivad olla nii fibroblastid, kui ka immuunrakud. Kuna psoriaatilise naha
preparaatide vérvimise tingimused olid samad, siis on SP signaali puudumine psoriaatilises
nahas voib olla vihemalt osaliselt pdhjustatud sensoorsete neuronite aksonopaatiaga (joonis

9).

Sama tulemus saadi CGRP visualiseerimisega selle erinevusega, et dnnestus demonstreerida
CGRP madalamat ekspressiooni psoriaatilise laigu nirvikoes suurema nérvkiu niitel (Joonis
9B). Seejuures jaab CGRP ekspressioon ndrvikoest véljaspool praktiliselt muuutumatuks, mis
on SP-ga vorreldes oluline erinevus. Joonisel 9 on ndha, et epidermise basaalse kihi rakud
ning veresoonte endoteeli rakud annavad kontrolliga vorreldes suhteliselt tugeva signaali.
Samal ajal on psoriaaatilises nahas peenemate nirvikiudude signaal vaevu tugevam taustast.
Esiteks kinnitab see varasemalt ndidatud tulemust, et epidermis on samuti oluline CGRP
allikas, nagu sensoorsete neuronite aksonid ning rohutab veelkord endoteeli vaheuuritud, kuid
mitmekiilgsele rollile psoriaasi etiopatogeneesis (Hou jt., 2011; He jt, 2000). Viimane oluline
jareldus, mida saab selle eksperemendi tulemuste pdhjal teha on see, et uuritud psoriaasi
podevate indiviidide nahabiopsiates on toimunud sensoorsete neuronite neuropaatia, mis on
psoriaasi puhul ebatiiiipiline, kuid on varasemalt ndidatud hiirte nahas indutseeritud kroonilise

poletiku korral (Sivilia jt., 2008).
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SP ja CGRP toime tdpsemaks kirjeldamiseks otsustati visualiseerida vastavate neuropeptiidide
retsetoreid NK1R ja CALCR. Katse tulemusena tuvastati erinevused nende retseptorite

ekspressioonis terve ja psoriaatilise naha vahel.
A

200pm 200pm

Joonis 10. NK1R ekspressioon terves (A) ja psoriaatilises (B) nahas. Nooltega on tihistatud veresooned.

NKIR vahendab pea koiki psoriaasi patogeneesi kontekstis olulisi SP funktsioone: siigeluse
tunde tekitamine, pdletiku initsieerimine ja angiogenees. Seetdttu on seda kasutatud SP
peamiste mérklaudade visualiseerimiseks nahas. Kdige tugevamalt on NKI1R ekspresseeritud
narvikoes ja epidermises, eriti basaalkihis. Samuti on suhteliselt tugev ja spetsiifiline NK1R
ekspressioon tuvastatav veresoontes (joonis 10). Nimetatud naha komponentides on nii
kontrolli kui ka psoriaasi puhul NKIR ekspressioonitase suhteliselt muutumatu.
Tahelepanuvddrne on retseptori tugev ekspressioon papillaarses dermises vorreldes
retikulaarse dermise ja epidermisega. NK1R oli ekspresseeritud nii terve kui psoriaatilise naha
biopsiate papillaarse dermise rakkudes ning psoriaatilises nahas on NK1R ekspressioon terve

nahaga vorreldes tugevam.
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Kirjanduse andmete pdhjal on selline ekspressioonimuster seletatav NK1R-positiivsete
immuunrakkude infiltratsiooni (Zhan jt, 2017; Suvas, 2018), veresoonte hiiperplaasia
(Lindsey jt., 2000) voi suurema NKIR produktsiooniga veresoonte koosseisu kuuluvates

rakkudes, mis on tiiiipiline dermatooside puhul.
A

200um

Joonis 11. CALCR ekspressioon terves (A) ja psoriaatilises (B) nahas.

Varreldes terve nahaga on CALCR positiivseid nérvikiude kroonilise psoriaasi preparaatides
mérkimisvéérselt vahem (joonis 11), CALCR positiivsed aksonid kohtuvad vaid iiksikutel
16ikudel. Seevastu terves nahas leidub neid rohkelt igas 16igus. Kéesoleva t66 kéigus ei olnud
voimalik uurida CALCR retseptori ekspressiooni veresoontes, kuna vorreldes epidermise ja
nirvikiududegaga oli selle ekspressiooni nii nork, et signaali oli nii normaalses kui

psoriaatilises nahas taustamiirast raske eristada.
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Tahelepanuvéddrne on asjaolu, et psoriaatilise naha CALCR epidermaalne ekspressioon
basaalse kihi keratinotsiilitides on vdrreldes kliiniliselt terve nahaga ebaiihtlane. Jooniselt 11A
on ndha, et terve naha epidermise basaalses kihis on CALCR ekspresseeritud maérksa
tugevamalt, kui epidermise iilemistes kihtides. Samal ajal on kroonilise psoriaasi preparaatidel
(joonis 11B) epidermise basaalses ja spinaalses kihis eristatavad kaks keratinotsiiiitide
populatsiooni. Esimene neist on CALCR suhtes positiivsem ja asub reeglina epidermaalsete
papillide “servades”, ning teine on papilli tipus paiknev CALCR negatiivsem keratinotsiiiitide

populatsioon.

CALCR retseptori laia toimespektri tottu on antud tulemusest raske teha tihetdhenduslikke
jareldusi, kuid teades, et CGRP-1 on keratinotsiiiitide proliferatsiooni moduleeriv roll, voib
taoline CALCR jaotumine psoriaatilise naha epidermise basaalses kihis peegeldada
hiiperkeratoosi tekke mehhanismi. Taolist CALCR ekspressioonimustrit on epidermises
kirjeldatud stigeluseta psoriaasi korral (Chang jt, 2007), kuid iildiselt on seda ndhtust harva

mainitud ja kirjeldatud.

2.3.3. Valitud markerite (Nnat, ACTA2, CD271) ekspressiooni vordlus terve ja

psoriaatilise naha epidermises, veresoontes ja dermise rakkudes

Immuunsiisteemi rakkude rolli on psoriaasi etiopatogeneesis ilmselt kdige pdhjalikumalt
uuritud. Samuti on avaldatud viga palju mitmesuguseid teadustdid epidermise ja
nirvisiisteemi interaktsioonidest psoriaasi kontekstis. Kuna mirksa vdhem on praeguseks
teada teiste nahas rikkalikult esindatud rakutiilipide seotusest psoriaasiga, on selles t60s
puiitud iseloomustada valitud neuronaalsete valkude ning monede teiste selle haiguse

kontekstis huvipakkuvate markerite ekspressiooni.

Uhe veresooni mirgistava markerina kasutati hemostaasi jaoks olulise rolliga suure
spetsiifilisusega endoteeli rakkudes esindatud ja rutiinselt kasutatavat von Willebrandi faktorit
(VWF) (Yamamoto jt., 1998). Teiseks veresoonte markeriks, mida terves nahas
ekspresseeritakse ~ endoteelis,  peritsiilitides,  higinddrmete  miioepiteliaalsetes  ja
silelihasrakkudes, wvaliti aktiin-alfa 2 (ACTA2) (Debeer jt., 2013). Kahe erineva
veresoonemarkeri samaaegne kasutamine vdimaldas kontrollida ACTA2 antikeha

spetsiifilisust ning paremini kirjeldada veresoonte struktuuri.
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Joonisel 12 on niha psoriaasi jaoks tiitipiline veresoonte hiiperplaasia, seda eriti papillaarse ja
retikulaarse dermise piirkonnas. Ullatuslikult tuvastati varajase arengustaadiumiga
psoriaatilise laigu preparaadis tugev ACTA2 ekspressioon veresooni limbritsevates rakkudes
(joonis 12C). Kuna sellist tulemust pole seni kirjeldatud ei terves ega kroonilise psoriaasi
nahas voib oletada, et nendel ACTA2-positiivsetel rakkudel on psoriaasi patogeneesis mingi

roll. Tdpsemalt tuvastada neid rakke ei dnnestunud.
A

200um

&

Joonis 12. ACTA2 ja VWF veresoonte markerite ekspressioon terves nahas (A), kroonilise (B) ja varasema

(C) psoriaasi puhul.
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Kroonilise psoriaasi 1dikudel (joonis 13B, iilemine rida) on Nnat ekspresseeritud koige
tugevamalt epidermise basaalkihi keratinotsiiiidides ning oluliselt ndrgemalt stratum spinosum
rakkudes. Kliiniliselt terve naha epidermises on Nnat ekspresseeritud ainult basaalkihi
rakkudes (joonis 13A, iilemine rida). Saadud tulemused on kooskolas kirjanduses ilmunud
andmetega, kus wuuriti Nnat ja erinevate keratinotsiiiitide diferentseerumimarkerite
koekspressiooni. Sellise Nnat ekspressioonimustri pohjuseks on viidetavalt keratinotsiiiitide

differentseerumise diisregulatsioon. (Dugu jt., 2014).
A B

200pm

Joonis 13. Nnat ekspressioon terves nahas (A), psoriaasi varasemas (B) ja kroonilises (C) staadiumis.

Nagu on juba mainitud (Mzhavia jt., 2008), seostatakse Nnat endoteliaalset ekspressiooni
poletikulise protsessiga. Ullatuslikult puudus Nnat ekspressioon psoriaatilise naha endoteelis,
mis viitab sellele, et Nnat siintees on haiguse teatud etappidel psoriaatilise naha endoteelis

allareguleeritud. Selle tdestamiseks varviti kliiniliselt terve, kroonilise ning varajase psoriaasi
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nahaldike samaaegselt VWF ja Nnat vastaste antikehadega. Tulemused (joonis 13) niitasid, et
Nnat on vorreldes basaalse epidermise kihiga ndrgemalt, kuid siiski spetsiifiliselt,
ekspresseeritud terve ning varajase psoriaasi endoteeli rakkudes, kuid vaid viga madalal
tasemel vaadeldav kroonilise psoriaasi 16ikudel. Lisaks sellele ekspresseerisid Nnat ka teised
veresoonte koosseisu kuuluvad rakud nagu peritsiiiidid ja silelihasrakud. Hetkel ei ole teada,
kui oluline roll on Nnat-1 psoriaasi patogeneesis ning kuidas on seotud psoriaasi siimptomid
ning Nnat ekspressiooni allaregulatsioon. Kui arvestada lipoproteiini proinflammatoorsest
funktsiooni, siis voib Nnat allaregulatsioon olla adaptiivseks vastuseks kroonilise pdletiku
tingimustes. Samal ajal on Nnat ekspressioon tdestatud korrelatsioonis funktsionaalselt viga
erinevate valkudega. Nende seas on kemokiinid, akvaporiin 1, ekstravasatsioonis osalev
CD151, transferrini retseptor, VEGF signaali negatiivne regulaator epsiin 2 ja mitmed muud
valgud (Li jt, 2010). Seega Nnat rolli tdpseks madramiseks psoriaasi kontekstis vaja edasisi

uuringuid.

CD271 on epidermises ekspresseeritud ebaiihtlaselt. Kliiniliselt terve naha basaalses kihis
(joonis 5A) on tuvastatavad CD271 tugevalt positiivne ja negatiivsem keratinotsiiiitide
populatsioon. Teiste epidermise kihtide rakud on norgalt CD271 positiivsed. Vorreldes terve
nahaga on CD271 ekspressioon psoriaatilises epidermises iihtlasem. Basaalses kihis
paiknevad CD271 positiivsemad rakud epidermaalsete papillide servades, kuid CD271
ekspressioon on nendes veidi kdrgem, kui papilli tipu rakkude populatsioonis (joonis 13C).
Seejuures varasema staadiumi psoriaasi epidermises (joonis 14B) tundub CD271 ekspressioon
tervest ndrgem, kuid psoriaatilisest tugevam. Taoline ekspressioonimuster on pohimdtteliselt
kooskolas juba mainitud (Truzzi jt., 2011; Truzzi jt., 2015) t66dega, kuid erinevalt nendest
toodest on ndrk CD271 ekspressioon tuvastatav ka psoriaatilise epidermise suprabasaalsetes
kihtides. Erinevused vdivad olla podhjustatud sellest, et kéesolevas to6s kasutatud
fluorestsentsmikroskoopia  tundlikkus on Truzzi ja kolleegide poolt kasutatud

valgusmikroskoopiast korgem.

Nii  kontrollis kui psoriaasis oli regulaarselt vaadeldav tavapdrane CD271
ekspressioonimuster, mis tekib nirvikiu dermo-epidermaalsel iileminekul (joonis SA, alumine
rida; joonis 6B). Ulemineku piirkonnas paiknevates keratinotsiiiitides on CD271 ekspressioon

alati korge ning vorreldatav nérvikiuga, mis on naha kdige CD271 positiivsem komponent.
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Nérvikiud on seejuures tihti, kuid mitte alati, tugevalt hargnenud (joonis 5, alumine rida).

Hiipoteetiliselt voiks viita, et korge CD271 ekspressioon dermo-epidermaalse iilemineku

piirkonna keratinotstiiitides on osa aksoni epidermisesse sisssekasvumise protsessist (Dechant

ja Barde, 2002).
A

Joonis 14. CD271 ekspressioon terves (A) varasema psoriaasi (B) ja kroonilise psoriaasi (C) staadiumis.

VWF ja CD271 ko-visualiseerimine terves nahas (joonis 14A) nditas, et CD271 on
ekspresseeritud ka endoteelirakkudes. CD271 ekspressioon on nihtav ka teistes (joonis 13)
veresoonte rakkudes (Dechant ja Barde, 2002). See ekspressioon on oluliselt ndorgem, kui

narvikoes, kuid on vorreldav epidermaalse tasemega. CD271 dermaalne ekspressioon
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psoriaasi ja terve naha preparaatides on vorreldatavad, mérkimisvéédrseid muutusi pole

tuvastatud.
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KOKKUVOTE

Psoriaasi laia leviku ning senini tdpselt uurimata etiopatogeneesi tottu on oluline tuvastada
koik potentsiaalselt olulised patoloogilises protsessis osalevad faktorid ja interaktsioonid,

mille tulemusena kujunevad vilja inimese elukvaliteeti langetavad ja eluohtlikud siimptomid.

To66 eesmirk oli kirjeldada naha nérvikoe ehitust ja selle markerite ekspressiooni muutusi
psoriaatilises nahas ning vorrelda seda kliiniliselt terve nahaga. Huvipakkuvate markerite

visualiseerimiseks kasutati IFA meetodit.
Uurimust6o kaigus:

e kirjeldati keratinotstiiitide CD271 korgenenud ekspressiooni sdltuvus nende
modda aksonite kasvamisest.

e ndidati NGF-assotsieeritud sensoorsete ndrvide aksonopaatiat psoriaatilises
nahas;

e fikseeriti seni kirjeldamata psoriaasi patogeneesiga potentsiaalselt seotud
ekstraneuronaalne PGP9.5 ja kontsentriline ACTA2 ekspressioonimuster;

e demonstreeriti CALCR ebatiiiipilist ekspressioonimustrit psoriaatilises epidermises;

e ndidati esmakordselt Nnat ekspressioon terve naha veresoontes ning Nnat
ekspressiooni allaregulatsioon psoriaatilise naha veresoontes.
Kuna t60s kasutatud nahabiopsiate kogus oli liiga viike ning katsete 1dbiviimiseks rakendati
ainult immuunfluorestsentsanaliiiisi meetodit, siis tuleks edaspidistes uuringutes kéesolevas
to0s piistitatud tulemuste kinnitamiseks suurendada proovide valimit ning rakendada ka teisi

lahenemisviise ja meetodeid, kaasa arvatud koekultuuridega eksperimendid.
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SUMMARY

The aim of this bachelor's thesis was to compare the expression of neuronal proteins in
clinically healthy and psoriasic human skin, to describe and relate the observed differences to
changes in skin structure. To achieve these goals, a series of IFA experiments were performed
that co-visualized selected neuronal proteins, their receptors, and other widely used markers of

skin components in healthy and psoriatic skin.

NGF-associated sensory neuron axonopathy was detected and confirmed in studied psoriatic
skin biopsies. This conclusion is based on the results of visualization of the two neural tissue
markers CD271 and PGP9.5, dysregulation of the TrkA receptor, which is important for nerve
architecture, and downregulation of the highly specific neuropeptides SP and CGRP of
sensory axons. To describe more exactly role of used neuropeptides, the expression of NK1R
and CALCR receptors in the skin was characterized. The results obtained were in agreement
with previously published data, but at the same time it was possible to describe the unusual
expression pattern of CALCR, which has so far been described only once in another

epidermal morphology psoriasis of an earlier stage of development.

In psoriatic skin, a hitherto undescribed extraneuronal expression pattern of PGP9.5 has been

fixed, which may, however, be more common than it first appears.

Visualization of the ACTA2 marker of skin contractile elements in healthy, early, and chronic
psoriasis skin supported the hypothesis that its expressing cells are involved in the
pathogenesis of psoriasis in its earlier stages. Due to the proven role of hyperplasia of blood
vessels in the pathogenesis of psoriasis and the expression of identified neuronal proteins, it
has been decided to further investigate the expression of already used markers in blood
vessels. This approach was particularly successful with Nnat lipoprotein. For the first time, it
has been possible to demonstrate Nnat expression in the blood vessels of the healthy skin, and
to prove that not only the endothelium but also other cells in the blood vessels are capable of
Nnat expression. For the first time, downregulation of the expression of this protein in blood
vessels in the chronic stage of psoriasis has been demonstrated compared to skin in both

healthy and earlier stages of psoriasis.
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