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TSLP transkriptide ekspressiooni indutseerimine ja tuvastamine inimese primaarsete

keratinotsuititide koekultuuris

Atoopiline dermatiit (AD) on krooniline pdletikuline nahahaigus, mida iseloomustab krooniline
Th2 tadpi pdletikuseisund. Taimuse stromaalne ltimfopoetiin (TSLP) on tsutokiin, mis on kérgelt
ekspresseeritud AD patsientide keratinotsudtides ja on oluline Th2 tlupi pdletikuvastuse
indutseerija. TSLP ekspressiooni reguleerimine vdib osutuda allergiliste pdletikuliste haiguste
nagu astma ja AD ravis oluliseks sihtmargiks. Antud bakalaureusetéd eesmérgiks oli vorrelda
TSLP transkriptide ekspressiooni tolmulesta ekstrakti, ADga seotud tsutokiinide (IL-4, 1L-13,
TNFa), dsRNA viiruste analoogi (poly I:C) ja vitamiin D analoogi (kaltsipotriooli) poolt esile
kutsutud rakuvastustes ning hinnata Kaltsipotriooli eeltddtluse moju poly 1:C pdhjustatud
rakuvastuse tekkel. Kédesoleva bakalaureusetdd tulemusena selgus, et kaltsipotriooli eelt6dtlus

vBib moduleerida TSLP pika isovormi ekspressiooni ja takistada vastava valgu tootmist.
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Induction and detection of TSLP transcripts expressed in human primary keratinocyte cell
culture

Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease characterized by a chronic Th2-
type inflammation. Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) is a cytokine that is highly expressed
in keratinocytes of patients with AD and is known as an important inducer of Th2-type
inflammatory response. Regulation of TSLP expression may be an important target in the treatment
of allergic inflammatory diseases such as asthma and AD. The aim of this bachelor's thesis was to
evaluate the effect of house dust mite extract, AD-associated cytokines (IL-4, IL-13, TNFa),
dsRNA virus analog (poly I:C) and vitamin D analog (calcipotriol) induced cell responses on the
expression of TSLP transcripts and to evaluate the effect of calcipotriol pre-treatment on poly I:.C
mediated cellular response. As a result of this bachelor's thesis, it was found that vitamin D
analogue calcipotriol pre-treatment may modulate the expression of the long isoform of TSLP and

inhibit the production of the corresponding protein.
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SISSEJUHATUS

Atoopiline dermatiit on maailmas enimlevinud krooniline retsidiveeruv nahahaigus, mis
esineb kuni 20% lastel ja noortel Gle maailma (Kowalska-Olgdzka et al., 2019). Atoopilist
dermatiiti iseloomustab naha stgelus, iseloomulik kuiv ja kare nahk ning pdletikulised,
punetavad ja ketendavad v6i mérguvad laigud nahal (Kdivist, 2015). Atoopilise dermatiidi
tekkepdhjused ei ole taielikult teada, haiguse kulgu véivad mdjutada geneetiline
eelsoodumus, keskkonnatingimused, hairitud nahabarjddr ja muutused immuunsiisteemis
(Egawa & Kabashima, 2016). Atoopilise dermatiidi patsientidel on iseloomulik krooniline

Th2 tadpi pdletikuseisund, kdrgenenud seerumi IgE ja eosinofiilide tase (Leung et al., 2004).

Tlulmuse stromaalne limfopoetiin on tsutokiin, mille Gheks funktsiooniks on aktiveerida
CD4+ T-rakke ja indutseerida Th2 tupi poletiku teket (Al-Shami et al., 2005). Taimuse
stromaalne limfopoetiin on kdrgelt ekspresseeritud atoopilise dermatiidi patsientide
keratinotsutides ja ta méngib olulist rolli dendriitraku-vahendatud allergilise pdletikuvastuse
algatamisel (Soumelis et al., 2002). Varasemates uuringutes on naidatud, et inimeses leidub
kaks tilmuse stromaalse limfopoetiini isovormi (Harada et al., 2009), millest Gihe isovormi
(long-form TSLP) funktsiooniks on indutseerida pdletikuvastust ja teise isovormi (short-form
TSLP) funktsiooniks arvatakse olevat homdostaasi tagamine (Dong et al., 2016; Salvati et al.,
2021).

Kéesoleva bakalaureuset6 eesmark on uurida, millised tumuse stromaalse limfopoetiini
transkriptid on ekspresseeritud tolmulesta ekstrakti, atoopilist dermatiiti jaljendavate
tsttokiinide (IL-4, IL-13, TNFa), dSRNA viiruste analoogi (poly 1:C) ja vitamiin D analoogi
(kaltsipotriool) poolt esile kutsutud rakuvastustes ning hinnata kaltsipotriooli eelttétluse

maoju poly I:C pbhjustatud rakuvastuse tekkel.

Kéesolev t66 on valminud bioloogia ja elustiku kaitse Oppekava raames. Uurimistoo
eksperimentaalsed katsed viidi labi Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas, bio- ja

siirdemeditsiini instituudis, RNA bioloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Nahk

Nahk on esmane kaitsebarjadr inimese ja véliskeskkonna vahel, hoides &ra patogeenide
sattumist organismi ning takistades kemikaalide ja fldsiliste riinnakute mdju organismile
(Proksch et al., 2008). Nahk koosneb kolmest suure kihist: epidermis (marrasknahk), dermis

(parisnahk) ja hlipodermis ehk subkuut (alusnahk) (Rushmer et al., 1966).

Epidermis ehk marrasknahk (Joonis 1) on naha vélimine kiht, mis koosneb viiest kihist:
sarvkiht (stratum corneum), ldikekiht (stratum lucidum), sdémerkiht (stratum granulosum),

ogakiht (stratum spinosum) ja basaalkiht (stratum basale) (Mesila et al., 2012).

Sarvkiht on epidermise pindmine Kkiht, mis koosneb Keratiinist ja surnud tuumadeta
keratinotsutidest. Sarvkiht on 2030 raku paksune ja oluline abi immuunsussiisteemi esmasel
vOitlusel véliste patogeenidega (Menon et al., 2012). Sarvkihi kaitsebarjaari normaalseks
tomimiseks on vajalik valk filagriin, mis seob keratiini kiudusid (Ovaere et al., 2009).
Laikekiht on dhukene 2-3 raku paksune kiht, mis toodab eleidiini, andes sarvkihile tema
keratiinse struktuuri ja tugevuse. Sdmerkiht koosneb 3-5 rakukihist ja sisaldab endas
teemantkujulisi rakke, mis toodavad keratohualiini. Keratohtialiin moodustab granuloosseid
struktuure, mis kanduvad sarvkihi pinnale, andes sarvkihile kaitsva ja tugeva struktuuri.
Ogakihi moodustavad korrapératud hulktahksed rakud, mis seovad epidermist labi

desosoomide. Ogakihis paiknevad ka dendriitrakud. (Yousef et al., 2020)

Peamised ogakihi dendriitrakud on Langerhansi rakud, mis on korgelt spetsialiseerunud
antigeeni presenteerivad rakud (APC, ingl antigen presenting cells), aktiveeritud Langerhansi
rakud ekspresseerivad peamise koesobivuskompleks klass 1l (MHC-II, ingl major
histocompatibility complex I1) molekule ja migreeruvad limfisdlmedesse, kus nad toodavad
kemokiine ja interakteeruvad T-rakkudega (Ginhoux et al., 2006). Kuna Langerhansi rakud on
migreeruvad, vOib neid leida ka teistest rakukihtidest. Basaalkiht on epidermise kdige sligavam
kint. Basaalkiht koosneb peamiselt basaalsetest keratinotsidtidest, mis diferentseeruvad
epidermise erinevateks rakkudeks. Basaalkihist voib leida Langerhansi rakke, melanotsuiite,
mis toodavad melaniini, tagades naha pigmendi, ja Merkeli rakke. Merkeli rakud on seotud



narvildpmetega ja funktsioneerivad komperetseptoritena. (Boulais & Misery, 2007; J. Xie et
al., 2019)

Joonis 1. Epidermise struktuur. Epidermise vélimine kiht, sarvkiht, koosneb surnud
keratinotsultidest. Léikekihis asuvad tuumadeta sarvestunud rakud. SGmerkihis paiknevad
keratiiniga taitunud keratinotsutdid. Ogakihis paiknevad dendriitrakud ja diferentseeruvad
keratinotsulidid. Basaalkiht on epidermise sisemine kiht ja koosneb diferentseerumata
keratinotsutidest, tuvirakkudest, Langerhansi ja Merkeli rakkudest, melanotsiditidest ning
dendriitrakkudest. Modifitseeritud ja tdlgitud Honari, 2017 jargi.

Dermis ehk parisnahk on elastne rakukiht, mis tagab nahale toitaineid ja epidermisele
mehaanilise toe (Daly, 1982). Dermise ulesehitus on kiuline, koosnedes kollageeni kiududest
ja elastsest koest, kiuliste struktuuride vahel paiknevad erinevad gliikoosaminogliikaanid nagu
hiialuoroonhape, proteoglikaanid ja gliikoproteiinid (Green et al., 2014). Dermises paiknevad
veresooned, higi- ja rasunaarmed, karva folliikulid ja narvildpmed (Structure of the Skin:
Dermis, 2020).

Hipodermis ehk subkuut on naha stigavaim kiht. See koosneb rasvkoest, mis kinnitab naha
luude ja lihaste kiilge. Huipodermises asuvad sensoorsed neuronid, veresooned ja saavad alguse
karva folliikulid. (Yousef et al., 2020)



Nahk toimib esmase kaitsemehhanismina organismis, tagades barjdari Kiirguse,
mikroorganismide, toksiinide ja allergeenide vastu. Haired naha kaitsemehhanismis v@ivad

viia krooniliste pdletikuliste haigusteni ja tldise elukvaliteedi languseni. (Yousef et al., 2020)

1.2. Atoopiline dermatiit

Atoopiline dermatiit (AD) on krooniline nahapdletik, mida iseloomustab tugev naha stigelus,
kuivus, punetus ja naha ketendus. Atoopilist dermatiiti esineb kuni 20% lastel ja kuni 3%
taiskasvanutel tlemaailmselt (Nutten, 2015). 85% patsientidel kujunevad simptomid vélja
enne viiendat eluaastat. Atoopilise dermatiidi patogenees ei ole tdnapéeval téielikult teada.
(Ibrahim et al., 2020)

Atoopiline dermatiit on heterogeenne haigus, mis teeb selle ravimise keeruliseks (Bieber et al.,
2017). Haiguse kulgu mojutavad erinevad faktorid nagu geneetiline eelsoodumus,
keskkonnatingimused, héiritud naha barjaar ja muutused immuunsussusteemis (Egawa &
Kabashima, 2016).

Funktsionaalne naha barjaar mangib olulist rolli atoopilise dermatiidi véljakujunemisel.
Esimeseks indikaatoriks nahabarjéari kaitseomaduste halvenemisel on suurenenud
transepidermaalne veekadu ja vahenenenud veesidumisvdime (Esche et al., 2004). .. Loss-of-
function” mutatsioonid filagriini (FLG) geenis tdstavad atoopilise dermatiidi kujunemise riski.
Mutatsioonid proteaase kodeerivates geenides viivad vahese pro-FLG Idikamiseni, mis
pdhjustab naha paksenemist ja kuivust. FLG laguproduktid urokaanhape ja plroglutamiinhape
on peamised sarvkihi naturaalsed niisutusfaktorid (ingl natural moisturizing factors), mille
esinemine atoopilise dermatiidi patsientide sarvkihis, vorreldes terve patsiendi sarvkihiga, on
vahenenud. (Matsui et al., 2011; Simon & Kernland Lang, 2011)

Kaasasundinud immuunsusteemi vastus epiteelkoes mangib kriitilist rolli kuidas ja millal
reageeritakse kommensaalsete ning patogeensete mikroobide vastu. Héired immuunsilsteemi
vastuses voivad viia ebapiisava voi pusiva pdletikulise seisundini organismis. Atoopilise
dermatiidi patsientidel on kdrgenenud immuunoglobuliin E (IgE) tase ning Th2-ttupi (ingl
type 2 T-helper) tsutokiinide (nt interleukiin (IL)-4, IL-5, IL-13, tuumori nekroosi faktor o
(TNFa)). Tiumuse stromaalne limfopoetiin (TSLP) aktiveerib dendriitrakke ja indutseerib

naiivseid CD4+ T-rakke tootma Th2-tulpi tsitokiine. Erinevalt paljudest teistest
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dendriitrakkude aktivaatoritest nagu CD40L ja LPS, mis varbavad Thl rakke, indutseerib
TSLP-seoseline dendriitrakkude aktivatsioon Th2 rakkude varbamist. Th2 rakud indutseerivad
tugevat antikehade tootmist, eosinofiilide aktivatsiooni ja pdletikulist seisundit. (Esche et al.,
2004, Kuo et al., 2013)

1.2.1. Vitamiin D roll pdletikumehhanismide reguleerimises atoopilise dermatiidi

esinemisel

D-vitamiinid on grupp rasvlahustuvaid steroidhormoone, mille theks lesandeks on tagada
organismi kaltsiumi homdoostaas (Holick, 2003). D-vitamiinide vaegus suurendab organismi
krooniliste pdletikuliste haiguste riski (Li et al., 2019). D-vitamiin esineb toidus kahes vormis:
vitamiin D> (ergokaltsiferool) ja vitamiin Ds (kolekaltsiferool). Mélemad vormid labivad kahes
etapis hidrokstulimise, et saavutada metaboolne vorm Kaltsitriool ([1a,25-(OH).Ds]).
Esimene hudrokstilimine toimub maksas, kus 25-hidroksilaas konventeerib D-vitamiini
kaltsidiooliks ([25(OH)D]). Teine etapp toimub peamiselt neerudes, kus hudrokstilitakse
kaltsidiool kaltsitriooliks. (Kim et al., 2020)

Kaltsitriooli toimemehhanism avaldub lébi ligandse seondumise. Vitamiin D retseptor (VDR)
koosneb kahest domeenist — N-terminaalne DNAd siduv domeen (DBD) ja C-terminaalne
ligandi siduv domeen (LBD). Kaltsitriooli kérge afiinsusega seondumine LBDIle indutseerib
VDRI ja retinoid X retseptori (RXR) heterodimerisatsiooni. Tekkinud VDR-RXR dimeerne
kompleks seondub spetsiifilistele DNA jarjestustele, mida kutsutakse D-vitamiini
vastuselementideks (ingl vitamin D responsive elements). D-vitamiini vastuselemendid asuvad
kaltsitrioolile reageerivate geenide promootorpiirkonnas. S6ltuvalt geenist, millele VDR-RXR
kompleks seondub, indutseeritakse v@i represseeritakse antud geeni RNA polumeraas 1l

vahendatud transkriptsiooni. (Baeke et al., 2010)

Kaltsitriooli seondumisel vitamiin D retseptorile aktiveeritakse signaalrajad, mis reguleerivad
immuunrakkudes D-vitamiinseoselisi geene ja samas parsitakse transkriptsioonifaktori NF-xB
(tuumafaktor kB, ingl nuclear factor kappa B) signaalrada, mis kontrollib DNA
transkriptsiooni ja tsutokiinide tootmist. Kolekaltsiferool inhibeerib makrofaagides ja T-
rakkudes NLRP3-inflammasoomi aktivatsiooni l1&bi NF-kB signaalraja takistamise, mis viib
poletikuvastuse mediaatori IL-/f véhenenud tasemeni. Keratinotsiutides inhibeerib
kolekaltsiferool NLRP1-inflammasoomi aktivatsiooni. (Kim et al., 2020; Nakajo et al., 2021)
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Antimikroobset peptiidi katelitsidiini ekspresseeritakse organismis bakteriaalsete nakkuste ja
nahabarjéari katkemise korral. D-vitamiin indutseerib Kkatelitsidiini ekspressiooni
keratinotsutides, neutrofiilides ja muudes rakutlupides. Kui peamiselt hudrokstdlitakse
kaltsitriool neerudes, siis keratinotstiiidid on vdimelised ekspresseerima la-hudrokstlaasi
(CYP27B1), mis viib 18bi nahas kaltsidiooli hidroksutlimise, bioloogiliselt aktiivse D-
vitamiini vormi, Kaltsitriooliks. CYP27B1 ekspressiooni reguleerib TLR2 (ingl toll-like
receptor 2) signaalrada. Naha vigastuse voi bakteriaalse infektsiooni korral k&ivitub CYP27B1
ekspressioon (Joonis 2), mille otsesel mojul aktiveeritakse vitamiin Ds, et indutseerida
katelitsidiini tootmine. (Schauber & Gallo, 2008)

uvBe

Infektsioon Vigastus

Pro vitamin D3 —

1,25D3

K eratinotsiiiit

Joonis 2. Katelitsidiini ekspressioon keratinotstttides labi vitamiin Ds aktivatsiooni.
Vitamiin Ds aktiveeritakse hiidroksiiiilimise teel kahe etapina maksas ja neerudes. Samuti on
naha vigastuse vai infektsiooni korral keratinotsiiiidid vdimelised ekspresseerima CYP27B1,
mis aktiveerib 1a,25-(OH).Ds. Aktiveeritud vitamiin Ds indutseerib katelitsidiini tootmise.
Modifitseeritud ja tdlgitud Schauber & Gallo, 2008 jargi.

Paljudel immuunrakkudel on vitamiin D retseptorid (aktiveeritud CD4+ ja CD8+ T-rakud, B-
rakud, neutrofiilid ja APCd nagu makrofaagid ja dendriitrakud). VDRI ekspressiooni
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immuunrakkudel kontrollivad erinevad immuunsignaalid. Katsitriool on oluliseks
mediaatoriks nii kaasasundinud kui ka omandatud immuunststeemi vastusel. Kaltsitriool
suurendab kemotaktiliste ja fagotsuditiliste protsesside avaldumist makrofaagides ja erinevate
AMPide tootmist. Omandatud immuunvastuse juures inhibeerib kaltsitriool MHC-II
molekulide ja kostimulaatorite ekspressiooni antigeeni presenteerivates rakkudes. Kaltsitriool
inhibeerib tsutokiinide 1L-12 ja IL-23 tootmist, mis soodustab Th2 fenotulbiga rakkude teket.
Kaltsitriool blokeerib ka plasmarakkude diferentseerumist, IgG ja IgM tootmist ja B-rakkude

prolifereerumist. (Baeke et al., 2010)

1.3.  Tuumuse stromaalne limfopoetiin

TlOmuse stromaalne limfopoetiin on IL-7 sarnane tsltokiin, mis avastati hiire tlimuse
stromaalse rakuliini sekreedist (Friend et al., 1994). 2001. aastal avastati inimese TSLP
homoloog in silico, mille aminohappeline sarnasus oli 43% vdrreldes hiire TSLPga aga omas
sarnast bioloogilist funktsiooni (Reche et al., 2001). Uks TSLP peamisi funktsioone on
aktiveerida immuunsusteemi B- ja dendriitrakke. TSLPd toodetakse peamiselt erinevates
epiteeli rakkudes, keratinotsutides nahas, soolestikus ja kopsudes. TSLP dusreguleeritud
ekspresseerumist on seostatud atoopiliste haiguste nagu atoopiline dermatiit ja astma tekkega.
Samuti mangib TSLP rolli leukeemia ja reumatoidse liigesepdletiku kujunemisel (Tasian et al.,
2012, Tsilingiri et al., 2017).

TSLP annab signaali rakule l&bi heterodimeerse retseptori kompleksi, mis koosneb
interleukiin-7 retseptori a-ahelast (IL-7Ra) ja TSLP retseptorist (TSLPR) (Pandey et al., 2000;
Park et al., 2000). TSLP seondub TSLP retseptorile korge afiinsusega, IL-7Ra aga TSLP
retseptorile iseseisvalt ei seondu (Markovi¢ & Savvides, 2020). Kui TSLP on seondunud TSLP
retseptoriga ja moodustunud on TSLP/TSLPR kompleks, v6ib antud kompleks seonduda IL-
7Raga, tekkinud moodustis on signaalililekande eeltingimuseks (Verstraete et al., 2014, 2017).
TSLPR/IL-7Ra retseptorahelate dimerisatsioon TSLPga seondumisel aktiveerib JAK/STAT ja
PI-3 kinaasi signaali Ulekanderajad ja indutseerib sihtmarkgeenide ekspressiooni (Joonis 3)
(Isaksen et al., 1999; Markovi¢ & Savvides, 2020). Funktsionaalne TSLPR on avaldunud
peamiselt hematopoeetilistes rakkudes (dendriitrakud, T-rakud, B-rakud, NK (ingl natural
killer) rakud, monotsuudid, basofiilid, nuumrakud ja eosinofiilid) (Cianferoni & Spergel,
2014).
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Joonis 3. TSLP-vahendatud signaalraja aktivatsioon. TSLP seondumisel TSLP retseptoriga,
vérvatakse IL-7Ra ja moodustub kolmekomponendine kompleks, mis aktiveerib JAK/STAT
ja PI-3 Kkinaasi signaalrajad ning indutseeritakse sihtmérkgeenide transkriptsioon.
Modifitseeritud ja tdlgitud Markovi¢ & Savvides, 2020 jargi.

Allergilise pdletiku pohjustajaks voib olla Th2 rakkude reguleerimata tsttokiinide tootmine.
Dendriitrakud mangivad olulist rolli efektor-T-rakkude vastuse suunamisel ja seelébi
mdjutavad immuunvastust. Dendriitrakkude suutlikus méjutada Th1 vdi Th2 rakkude vastust
kujuneb vélja dendriitraku mittekupses staadiumis. TSLP aktiveerib tugevalt dendriitrakke, et
kutsuda esile proallergilist CD4+ ja CD8+ T-rakkude vastust. Nagu koik teised stiimulid (nt
CD40L, poluinosiin-polutsttidiulhape (poly 1:C)), mis aktiveerivad kipseid denriitrakke,
reguleerib TSLP dendriitrakkude peamise koesobivuskompleks klass 11, CD54, CD80, CD86
ja DC-LAMP ekspressiooni. Erinevalt CD40L ja TLR ligandidest, ei pane TSLP dendriitrakke
tootma poletikku soodustavaid tsitokiine TNFa, IL-15 ja IL-6. TSLP mdjutab dendriitrakke
tootma kemokiine I1L-8 ja CCL24, mis meelitavad ligi neutrofiile ja eosinofiile. TSLP vdimetus
indutseerida Thl-polariseerivaid tsiitokiine dendriitrakkudes on oluline omadus loomaks Th2
soodustavat mikrokeskkonda. (Liu et al., 2007)

TSLP mojutab ka basofiilide immuunvastuseid, mis viitab sellele, et lisaks tsttokiinide

ekspressiooni mojutamisele dendriitrakkudes, vdivad TSLP Th2 rakkude soodustavad
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omadused olla osaliselt vahendatud basofiilide kaudu. Basofiilid indutseerivad IL-4 tootmist
antigeen-spetsiifilistes CD4+ T-rakkudes ja putiavad immunoglobuliin E (IgE) komplekse, mis
stimuleerib Th2 tsutokiinide tootmist IgE-vahendatud pdletikureaktsioonis. (Ziegler & Atrtis,
2010)

Kdik need TSLP omadused nditavad, et labi dendriitrakkude, granulotsultide ja CD4+ T-
rakkude, on TSLP suuteline soodustama Th2 rakkude diferentseerumist ja Th2 tsttokiinide-

seoselist pdletikuvastust.

TSLP on peamiselt ekspresseeritud naha, soolestiku ja kopsude barjadre moodustavates epiteeli
rakkudes. Seepérast nakkustekitajad ja nende toodetud produktid nagu hingamisteede viirused,
bakteriaalne peptidogliikaan, dsSRNA, allergeenid ja trauma indutseerivad TSLP ekspressiooni
kokkupuutunud koes. Kuigi TSLP ekspressiooni molekulaarsed mehhanismid ei ole tdnapaeval
taiesti selged, on ndidatud TSLP transkriptsiooni soltuvust tuumafaktori aktiivsetest T-
rakkudest ja tuumafaktorist kB hiiremudelis. (Cianferoni & Spergel, 2014)

NF-kB aktivatsiooni aktiveerib pdletikuline tsiitokiin TNFa (Redhu et al., 2011). TSLP
ekspressioon on tugevalt seotud tolli-laadsete retsptoritega (TLR) (ingl toll-like receptors) —
TLR2 agonistid ja TLR3 agonist poly I:C reguleerivad TSLP ekspressiooni tles (Allakhverdi
et al., 2007). Netheroni sindroomi mudelis on néidatud ka TSLP ekspressiooni indutseerimist
labi proteaas-aktiveeritud retseptor 2e. Netheroni sundroomi korral on sarvkihis tugevalt
ekspresseeritud kallikreiin-5, mis aktiveerib proteaas-aktiveeritud retseptor 2e ja viib TSLP
kdrgenenud ekspressioonini. (Briot et al., 2009)

TSLP ekspressiooni v@ivad mdjutada ka hormonaalsed Uhendid. TSLP ekspressiooni
reguleerivad ka erinevad nukleaarsed retseptorid nagu vitamiin D retseptor ja retinoid X
retseptor. Seega mojutavad TSLP ekspressiooni paljud erinevad endogeensed ja eksogeensed
faktorid. (Li Mei et al., 2006)

TSLP tagab paljudes kudedes homoostaasi ja poletikuvastast aktiivsust. TSLP
regulatsioonihdired aga vdivad pdhjustada erinevaid patoloogilisi seisundeid. TSLP pdletikku
soodustav aktiivsus nahas ja kopsudes ning homoostaasi tagav aktiivsus soolestikus ja
tdmuses viib paradoksini. (Tsilingiri et al., 2017) 2009. aastal kirjeldas Harada et al kahte

TSLP isovormi.
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1.3.1. TSLP transkriptide isovormid

TSLP isovorme kirjeldati esimest korda inimese bronhi epiteelrakkudes. Sekveneerimise
tulemusena on kirjeldatud kahte TSLP isovormi: lihike TSLP (short-form TSLP) ja pikk TSLP
(long-form TSLP). Algselt arvati, et pika ja lihikese TSLP isovormi maarab erinevus pre-
MRNA splaissimisel. Hiljemas uuringus avastati 2 erinevat 5’-mittetransleerivat regiooni
(5°’UTR) inimese genoomis, mis annab aluse kahele erinevale lugemisraamile TSLP
translatsiooniks. (Harada et al., 2009, 2011)

TSLP geen asub 5. kromosoomis. Lihike TSLP (sfTSLP) transkript koosneb 2353 aluspaarist
ja on valku kodeeriv (NCBI, NM_138551.5). SfTSLP on TSLP domineeriv vorm. SfTSLP
uheks peamiseks omaduseks on antimikroobne aktiivsus. Tugevate antimikroobsete omaduste

tdttu esineb teda palju suu ja naha keratinotsutides ja siljes. (Bjerkan et al., 2015)

Bjerkan et al vordles sfTSLP ja pika TSLP (IfTSLP) antimikroobset aktiivsust, kasutades
erinevate bakterite ja seente (S. mitis, E. coli, E. faecalis, B. cereus, S. epidermidis ja C.
albicans) paneeli. SfTSLP vahendas 24h kasvanud mikroobide CFU/mI (ingl colony-forming
units per ml) tugevamini kui AMP LL-37, IfTSLP ei mdjutanud mikroobide kasvu (ldse.
Samuti indutseeris IfTSLP STAT5S signaali dendriitrakkudes, kuid poly I:C stimuleeritud
CD1c+ dendriitrakkudes sfTSLP STATS5 aktivatsiooni ei mdjutanud. (Bjerkan et al., 2015)

STTSLP leevendab monotsiitidest périnevate dendriitrakkude immuunvastust bakteriaalse
infektsiooni korral (Fornasa et al., 2015). Kui IfTSLP signaal on vahendatud labi STATS5
fosfortulimise, siis SfTSLP pdletikuvastane mdju monotsutidest parinevate dendriitrakkudele
tuleneb p38 fosforlitlimisest (Tsilingiri et al.,, 2017). Kuna sfTSLP on seotud
poletikumediaatori IFN-y tootmise reguleerimisega, arvatakse, et muutused sfTSLP
ekspressioonis voiksid teoreetiliselt mojutada Th1l tliupi pdletikuvastust (Fornasa et al., 2015).

LfTSLP koosneb 2610 aluspaarist ja on valku kodeeriv (NCBI, NM_033035.5). LfTSLP on
oluline tsttokiin Th2 pdletikuvastuse indutseerimisel. Erinevalt sfTSLPst esineb IfTSLPd
bronhi epiteeli rakkudes ja keratinotsudtides normaalses olukorras vdga véhe. LfTSLPd
indutseerib tugevalt kaheahelaline RNA (dsRNA). (Harada et al., 2009)

STTSLP ja IfTSLP transkriptsioon saavad alguse erinevatest promootorpiirkondadest (Tsilingiri

etal., 2017) (Joonis 4), IfTSLP transkriptsioon on vahendatud 1abi NF-«xB signaalraja (Cultrone
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et al., 2013). Kuna varasemates uuringutes on naidatud, et sSfTSLP on tugevalt ekspresseeritud
VDRI agonistide poolt (Y. Xie et al., 2012) ja in silico uuringus tuvastati vitamiin D retseptori
seondumispiirkond sfTSLP lugemisraami algusest, arvatakse, et sfTSLP transkriptsioon on

vahendatud 1abi vitamiin D retseptori (Tsilingiri et al., 2017).
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Joonis 4. LfTSLP ja sfTSLP transkriptsioon saavad alguse erinevatelt promootoritelt.
Erinevad transkriptsioonifaktorid seonduvad erinevatele promootoritele, et indutseerida
SfTSLP voi IfTSLP transkriptsiooni. Modifitseeritud ja tdlgitud Tsilingiri et al., 2017 jargi.

On teada, et IfTSLP seondub TSLP retseptorile, et indutseerida bronhi epiteeli rakkude
prolifereerumist labi STATS fosforutlimise (Dong et al., 2016). Hiljuti on naidatud, et IfTSLP
soodustab keratinotsuutide proliferatsiooni samas kui sfTSLP seda ei tee ning IfTSLP on seotud
karvanédépsu tiivirakunisis tekkivte kiirestijagunevate transiitrakkude proliferatsiooniga olles
oluline faktor karva kasvamises (Shannon et al., 2022). TLR ligandid (poly I:C, FSL-1 ja
flagelliin) indutseerivad IfTSLP ekspressiooni (Y. Xie et al., 2012).

LfTSLP mangib ka olulist rolli alarmiinina, olles varajane initsiaator pdletikukaskaadide
algatamises astma patogeneesis. Kuigi IfTSLP ei kuulu ametlikult alarmiinide perekonda,
omab ta sarnaseid funktsioone IL-33ga astma pdletikuvastusel. (Salvati et al., 2021)
LfTSLP voib initseerida pdletikuvastust 1&bi kaasastindinud ja omandatud immuunststeemi

mehhanismide (Salvati et al., 2021). Inimese mieloidsed dendriitrakud ekspresseerivad

17



TSLPRi (Hanabuchi et al., 2010) ja TSLP stimulatsioon reguleerib MHC-II ning erinevate
kaasstimuleerivate molekulide (CD40, CD86, CD56, CD90, CD83 ja CD-LAMP)
ekspressiooni (Liu, 2006). On huvitav, et dendriitrakud on vdimelised omakorda
ekspresseerima IfTSLPd patogeenidega kokkupuutel, mis viitab, et TSLP vdib kaituda
autokriinselt, soodustades Th2 pdletikuvastuse teket (Elder et al., 2016; Kashyap et al., 2011).

1.3.2. TSLP roll atoopilises dermatiidis

TSLP kdrgenenud ekspressiooni peetakse atoopilise dermatiidi arengus oluliseks
patogeneetiliseks teguriks. Kui terve inimese kahjustamata nahal ei ole TSLP valk tuvastatav,
siis &geda ja kroonilise atoopilise dermatiidi kahjustunud nahas on TSLP kdrgelt
ekspresseeritud. Samuti esineb Kkorrelatsioon atoopilise dermatiidi raskusastme indeksi
(SCORAD) ja TSLP ekspressiooni vahel. (Cianferoni & Spergel, 2014)

Allergeeniga kokkupuude allergia tekkimise algfaasis, sensibiliseerumise staadiumis, on
oluline nahas ekspresseeruva TSLP hulga suurenemiseks ja mdjutab kaudselt allergiaga seotud
CD4+ T-rakkude aktiveerumist ning samas on teada, et selles protsessis ei ole oluline
lumfisdlme rakkudes ekspresseeritav TSLP, vaid just nahas paiknev TSLP (Larson et al.,
2013). Tatsuno et al 2015. aasta uuringus moddeti TSLP retseptori ekspressiooni taset CD4+
T-rakkudel atoopilise dermatiidiga patsientidel. 51 uuritava patsiendi seast, kellel oli
kdrgenenud CCL17/TARC tase seerumis, leiti kdrgenenud TSLPR ekspressioon CD4+ T-
rakkudel (Tatsuno et al., 2015). CCL17/TARC on oluline atoopilise dermatiidi biomarker
(Kakinuma et al., 2001). Samuti esineb korrelatsioon vere eosinofiilide hulga ja CD4+ T-
rakkude TSLP retseptori ekspressiooni vahel (Tatsuno et al., 2015). Tatsuno et al 2015. aasta
uuringus raviti 2 nadala jooksul atoopilise dermatiidi patsiente suukaudse antihistamiini ja
kortikosteroidsete salvidega. Ravi toimel véhenes ringlevate TSLPR+CD4+ T-rakkude hulk ja
CCL17/TARC tase, néidates TSLP retseptori ekspressiooni mdju AD haiguse &gedusele
(Tatsuno et al., 2015). Atoopilise dermatiidiga patsientide kahjustunud nahas on kérgenenud
tsutokiinide IL-/p, TNFa, IL-4 ja 1L-13 tasemed, mis koosmdjul indutseerivad TSLP
ekspressiooni keratinotsudtides (Bogiatzi et al., 2007). TSLP kdrgenenud ekspressioon aga
viib Th2 tudpi pdletikuseisundini, selline signaalradade ring vdib omakorda tekitada kroonilise
poletiku seisundi. Keratinotstutide TSLP tootmine on vétmetahtsusega ajendamaks Th2 tulpi

poletikuvastust atoopilistes haigustes nagu AD, astma ja allergiline riniit. (Indra, 2013)
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Fornasa et al 2015 aasta uuringus vorreldi sfTSLP ja IfFTSLP ekspressiooni erinevust atoopilise
dermatiidi nahas. Antud uuringus leiti, et AD patsientide l66belises nahas oli kdrgenenud
IfTSLP ja vahenenud sfTSLP tase, TSLPR ekspressiooni erinevust 160belise ja I66beta naha

vordluses ei leitud. (Fornasa et al., 2015)
1.3.2.1. TNFa, IL-4 ja IL-13 roll pdletikuvastuses ja seos TSLP ekspressiooniga

Tstokiinid on vaikesed valgud, mis vahendavad rakkude-vahelisi signaale. Tsitokiinid
toimivad l&bi raku pinnal olevate retseptorite ja on vaga olulised organismi immuunsisteemi
toimimiseks. Erinevad tsutokiinid vahendavad rakkude kiipsemist, kasvu ja kaasastindinud
ning omandatud immuunsusteemi etappe. (Dinarello, 2000)

TNFa on pdletikku soodustav tsutokiin, mis algatab tugeva pdletikureaktsiooni ja tema hairitud
ekspressiooni seostatakse paljude haigustega nagu psoriaas, reumatoidartriit, Crohni tdbi ja
erinevad allergilised haigused nagu astma, allergiline riniit ja atoopiline dermatiit (Akdis et al.,
2016). TNFa poletikku soodustavad omadused tulenevad vOimest aktiveerida
transkriptsioonifaktor NF-xB signaalirada, labi mille aktiveeritakse pdletikku tekitavate
geenide transkriptsiooni (Aggarwal, 2004). Kuigi TNFa (ks funktsioonidest on dra hoida
tuumorigeneesi ja hévitada véhirakke, vib TNFa disregulatsioon viia véhi tekkeni (Sethi et
al., 2008). TNFa peamisteks tootjateks on makrofaagid ja T-rakud aga ka NK-rakud, B-rakud,
neutrofiilid, nuumrakud ja keratinotstidid (Zelova & Hosek, 2013). TSLP kui TNFa
vahendatud vastuse ,,downstream “ molekul mangib rolli allergilise pdletiku tekkel. TSLP
aktiveerib CD11c+ mieloidsed dendriitrakud, mis viib CD4+ T-rakkude diferentseerumise
TNFa-t toovateks Th2 rakkudeks. (Koyama et al., 2007)

IL-4 ja IL-13 on Th2 tsutokiinid, mille roll avaldub allergilise pdletiku sensibiliseerumis- ja
efektorfaasis (Tomkinson et al., 2001). IL-4 ja IL-13 seondumist vahendab IL-4 retseptor (IL-
4R) a polupeptiid. See polupeptiid saab koosneda tulip 1 IL-4R heterodimeerist koos tsttokiini
retseptori tavalise gamma ahelga (Ingl common gamma chain, y-CR) voi tlup 2 IL-4R
heterodimeerist koos IL-13-siduva polipeptiidi, IL-13Ra-ga (Zurawski et al., 1995). Seetdttu
tlip 1 IL-4R aktiveerib ainult IL-4 ja tiup 2 IL-4R nii I1L-4 kui ka IL-13 (Perkins et al., 2006).
IL-4 roll immuunvastuse tekkel on hasti teada. T-rakkudes, B-rakkudes ja monotsuutides on

ekspresseeritud titp 1 IL-4R, mida aktiveerib I1L-4. See soodustab pdletiku teket, fibroosi ja
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lima tootmist. Samuti suunab IL-4, kuid mitte 1L-13, naiivseid T-rakke diferentseeruma Th2
rakkudeks. (Wills-Karp Marsha & Finkelman Fred D., 2008)

Perkins et al 2006. aasta uurimuses demonstreeriti, kuidas IL-4 on v8imeline indutseerima
kdiki muutuseid (hingamisteede ulitundlikus, ,,goblet*“ rakkude hiiperplaasia) hingamisteede
pdletikus, mida seostatakse 1L-13ga, kull aga ei leitud otsest seost, et just IL-4 (ksi indutseerib
neid muutuseid, sest labi IL-4 suunatakse CD4+ T-rakud Th2 titpi rakkudeks, mis toodavad
IL-13 (Perkins et al., 2006). Samuti indutseerib IL-4 atoopilise dermatiidiga patsientidel CD4+
T-rakkudel TSLPR ekspressiooni ning TSLP omakorda amplifitseerib IL-4R ja y-CR
ekspressiooni CD4+ T-rakkudel (Tatsuno et al., 2015). IL-4 ja IL-13 stimuleerivad ka
sensoorseid neuroneid. Kuna TSLP aktiveerib immuunrakke, mis toodavad IL-4 ja IL-13,
naitab, et TSLP, IL-4 ja IL-13 vaheline koosmdju v6ib kaasa aidata atoopilise dermatiidi

pdhjustatud sugelemise ja nahabarjaari katkemise tekkele. (Mack & Kim, 2018)
1.3.2.2. TSLP ekspressioon viiruste pdohjustatud pdletikus

Viirusnakkused tekitavad pdletikuseisundit organismis. Erinevate transkriptsioonifaktorite,
naiteks STAT ja NF-«B, indutseeritud pdletike kontrollimine on oluline infektsioonidega
voitlemise juures. Nende transkriptsioonifaktorite pdhjustatud kontrollimatu pdletik v6ib aga

pdhjustada immuunpuudulikust, kroonilist pdletikku ja vahi teket. (Harhaj & Shembade, 2020)

On néidatud, et erinevad hingamisteede viirused nagu inimese rinoviirus (HRV) ja respiratoor-
suntsutiaalne viirus (RSV) soodustavad kroonilise pdletikulise haiguse teket nagu astma
(Friedlander & Busse, 2005; Sigurs et al., 2005). Viirusnakkused vdivad mdjutada ka TSLP
ekspressiooni. Rinoviirused siinteesivad replikatsiooni ajal dSRNAd, mida tunneb dra TLR3.
Kuna rinoviirus-16 on TLR3 ligand ja ta aktiveerib NF-xB, indutseerib RV16 (rinoviirus 16)
koos IL-4ga TSLP tootmist. Kato et al 2007. aasta uurimusest selgus, et kdige tugevamini
indutseeris TSLP tootmist (valgu ja mRNA tasemel) inimese hingamisteede epiteelrakkudes
TLR3 ligand poly I:C, mis on dsRNA viiruse analoog. DsRNA-aktiveeritud TLR3 aktiveerib
NF-kB signaalraja ja indutseerib pdletikku soodustavate geenide transkriptsiooni. (Kato et al.,
2007)

Kuna TSLP kahte isovormi kirjeldati esimest korda 2009. aastal (Harada et al., 2009) ja
hiljemates uuringutes on néidatud, et viiruse analoog poly I:C indutseerib just IfTSLP
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ekspressiooni (Y. Xie et al., 2012), voib eeldada, et varasemad viirusseoselised TSLP uuringud
on just IfTSLP kohta.

1.3.2.3. TSLP ekspressioon tolmulesta indutseeritud allergilises pdletikus

Kodutolmulestad (HDM, ingl house dust mite) tekitavad inimese hingamisteedes kroonilist
astmat. HDMi sissehingamisel voib tekkida tldpiline astmaatiline seisund — hingamisteede
ulitundlikkus, pdletikuseisund, seerumi kérgenenud IgE tase ja tasakaalust véljas Th1/Th2
immuunvastus (Dong et al., 2016). Inimese bronhi epiteeli rakkudes suurendab HDM TSLP
ekspressiooni labi fosfoinosiid-3-kinaas/Akt signaalraja. Samuti vdhendab HDM e-kaderiini ja
B-kateniini tootmist epiteelrakkudes, mis viib nahabarjaari haireteni. (Hu et al., 2017)

Dong et al 2016 uuringus selgus, et TSLP luhike ja pikk isovorm reageerivad HDMi méjutusel
erinevalt. Selles uuringus néidati, et IfTSLP ekspressioon I8hub hingamisteede epiteeli barjaéari
jasfTSLP leevendab HDM-indutseeritud hingamisteede pdletikku ja hoiab &ra epiteeli barjaari
katkemise. Leiti, et IFTSLP ekspressioon on STAT5-s6ltuv, kus STAT5 inhibitsioon vahendab
IfTSLP ekspressiooni. Samuti ndidati sfTSLP kdrgenenud ekspressiooni labi Kaltsitriooli
lisamise rakkudele, mis viitab vOimalusele, et sfTSLP Ulesregulatsioon vdib olla
poletikuvastastest vahendajatest s6ltuv ja potentsiaalne kandidaat astma ja muude pdletikuliste

haiguste ennetamiseks. (Dong et al., 2016)
1.3.2.4. Vitamiin D ja selle analoogide roll TSLP regulatsioonis

Vitamiin D Uheks funktsiooniks on tugevdada organismi kaitsevdimet mikroobsete
sissetungijate eest valiskeskkonnast. Vitamiin D metaboliit kaltsitriool kaitub kui intrakriinne
hormoon l&bi VDR, et tekitada kaasastindinud immuunvastus. Kaltsitriool aktiveerib T-rakke
ja B-rakke, et aktiveerida tsttokiinide tootmist (Adams & Hewison, 2010). Vitamiin D ja VDR
mangivad ka rolli nahabarj&éri tagamisel labi keratinotsutide stimuleerimise (Landheer et al.,
2015). Kaltsitriool véhendab hingamisteede pdletikku ja hoiab &ra epiteelbarj&éri héired (Li et
al., 2015). TSLPd, peamiselt sfTSLPd, reguleerivad tles VDRI agonistid (Dong et al., 2016).
On huvitav, et hiire epidermises TSLP indutseerimine kaltsitriooliga tekitab AD-sarnase
fenotliibi — nahka liiguvad CD4+ Th2 T-rakud, dendriitrakud, eosinofiilid ja nuumrakud,
samuti ekspresseeritakse pdletikulisi tstitokiine nagu IL-4, IL-5, IL-13, IL-31 ja IFN-y ja tduseb
seerumi IgG ning IgE tase (Li Mei et al., 2006). Hiirtel tekib kaltsitriooli kasutades letaalne
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hiiperkaltseemia, mistottu kasutatakse katsetes hiirte peal vitamiin D analoogi kaltsipotriool
(MC903), mis hiiperkaltseemiat sellisel méaaral ei pdhjusta ning see on kasutusel psoriaasi
ravimina (Calberg, 2003). Vitamiin D agonistid Kkaltsitriool ja kaltsipotriool indutseerivad
inimese keratinotstutides peamiselt sSfTSLP ekspressiooni (Y. Xie et al., 2012).

Kuigi hiires ja inimeses leidub TSLP geen, erinevad need transkriptide ja osaliselt ka
funktsiooni poolest (Landheer et al., 2015), kui inimese TSLP geenis esineb 3 transkripti —
transkript 1 (IfTSLP valku-kodeeriv), transkript 2 (sfTSLP valku-kodeeriv) ja transkript 3
(mitte-kodeeriv) (NCBI, 85480), siis hiire TSLP geenis esineb 2 transkripti — transkript 1
(TSLP valku-kodeeriv) ja transkript 2 (mitte-kodeeriv) (NCBI, 53603). Kui kaltsipotriooliga
stimuleeritud inimese Kkeratinotsuditides ei avaldu IfTSLP valgu tootmine ega mRNA
ekspressioon, siis hiire nahka kaltsipotriooliga stimuleerides kasvas TSLP valgu
ekspresseerimine (Landheer et al., 2015). Kuna Kaltsipotriooli kasutatakse hiiremudelis
atoopilise dermatiidi indutseerimiseks (Moosbrugger-Martinz et al., 2017), arvatakse, et hiire
TSLP valk omab sarnast efekti inimese IfTSLP valguga ja kuna hiire TSLP geenis on ainult 1
valku-kodeeriv transkript, puudub hiires inimese sfTSLP analoog (Landheer et al., 2015).

Li Mei et al 2006 uuringus néidati, et hiire keratinotsudtides indutseeritakse TSLP ekspressioon
MC903ga mojutamisel labi VDR/RXR kompleksi (Li Mei et al., 2006). Fornasa et al 2015
aasta uuringus mojutati inimese Kkeratinotsulte vitamiin Dsga. Leiti, et sellise mdjutamise
korral olid aktiveeritud nii sfTSLP kui ka IfTSLP promootorpiirkonnad kuid indutseeriti ainult

SfTSLP ekspressiooni. (Fornasa et al., 2015)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To0 eesmargid

Ké&esoleva bakalaureuseto0 eesmark oli valja selgitada IfTSLP ja sfTSLP suhtelised
ekspressioonitasemed IL-4 + IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, poly I:C ja kaltsipotriooli poolt esile
kutsutud rakuvastuses 6h, 18h ja 30h ajapunktides inimese primaarsete keratinotsudtide
koekultuuris ning hinnata Kaltsipotriooli eelt6dtluse mdju poly I:.C poolt esile kutsutud

rakuvastuse tekkel.
Bakalaureused6 tapsemad eesmargid olid:

1) Vorrelda IL-4 + IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, poly I:C ja kaltsipotriooli poolt indutseeritud
IfTSLP ja sfTSLP transkriptide ekspressioonitasemete muutusi 6h, 18h ja 30h ajapunktides
RT-gPCR metoodikaga, et teada saada, millistel tingimustel on kdige rohkem vastavate
transpkriptide ekspressioon detekteeritav.

2) Tuvastada, kas Kkaltsipotriooli eeltdotlusel voiks olla méju IfTSLP ja sfTSLP
ekspressioonitasemete muutustele poly I:C poolt esile kutsutud varase rakuvastuse tekkel
RT-gPCR metoodikaga.

3) Tuvastada, kas kaltsipotriooli eeltdotlusel vdiks olla méju IfTSLP valgu sekreteerimise
hulgale poly I:C poolt esile kutsutud varase rakuvastuse tekkel ELISA metoodikaga.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Inimese primaarsete keratinotstutide kasvatamine ja paljundamine

Eksperimentides kasutati normaalseid inimese epidermaalseid keratinotsttte (NHEK, normal
human epidermal keratinocytes) (PromoCell, Saksamaa), mida kasvatati Keratinocyte-SFM
(Keratinocyte serum-free medium) sdotmes (Life Technologies, USA). S66tmele oli lisatud
veise ajuripatsi ekstrakti (BPE, bovine pituitary extract, kontsentratsioon 50 pg/ml), inimese
epidermaalset kasvufaktorit (hEGF, human epidermal growth factor, kontsentratsioon 5
ng/ml), penitsilliini (5 U/ml) ja streptomiitsiini (5 pg/ml). Rakke kasvatati 10 cm diameetriga
koekultuuri tassidel 37°C juures, 5,0 % CO- ja veeauruga kiillastunud inkubaatoris. Rakkude
kogumiseks plaadilt pesti rakud 5 ml PBSiga (phosphate buffered saline) ning lisati 1,5 ml
triipsiin-EDTA (Trypsin-EDTA 0.1%, no phenol red, Gibco™, USA) lahust ja inkubeeriti 5
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minutit 37°C juures. Reaktsiooni peatamiseks lisati 3 ml tripsiini neutraliseerijat (Trypsin
Neutralizer Solution, Gibco™, USA). Rakud koguti 15 ml tuubi ja tsentrifuugiti
toatemperatuuril 300 g juures 5 minutit. Rakkudelt aspireeriti supernatant ja suspendeeriti 10
ml I6ppmahus Keratinocyte-SFM so6tmes. Seejarel kanti suspendeeritud rakud uutele 10 cm

diameetriga koekultuuri plaatidele.

2.2.2. TSLP ekspressiooni indutseerimine inimese primaarsete Kkeratinotsuutide

koekultuuris

Keratinotsttdid jagati enne stimuleerimist 12 kannusele plaadile, 40000 rakku kannu kohta,
Iml Keratinocyte-SFM sootmes. Jargmisel péeval vahetati s60de ja oodati 48h enne
stimulatsioonide alustamist. Rakke stimuleeriti IL-4+IL-13+7NFa, IL-4+HDM, Poly I.C
(LMW, low molecural weight) ja kaltsipotriooliga (MC903). MC903 oli lahustatud DMSOs,
ulejddnud kemikaalid steriilses vees vdi flsioloogilises lahuses (poly I:C lahustatuna NaCl
0.9% vesilahuses, Invivogen, USA). IL-4+IL-13+TNFa (I6ppkontsentratsioon sddtmes
vastavalt 30 ng/ml, 30 ng/ml, 3,5 ng/ml) mdjutuse jaoks segati antud kemikaalid eelnevalt
kokku ja lisati igale vastavale kannule 5 pl. IL-4+HDM (I6ppkontsentratsioon s6dtmes
vastavalt 30 ng/ml, 50 ug/ml) mdjutuse jaoks segati antud kemikaalid eelnevalt kokku ja lisati
igale vastavale kannule 10 pl. Poly I:Cd (16pp kontsentratsiooniga s66tmes 1 pug/ml) lisati igale
vastavale kannule 5 pl. Kaltsipotriooli (MC903, 16pp kontsentratsioon so6tmes 10 uM) lisati
igale vastavale kannule 1 ul ja kaltsipotriooli lahustit DMSOt igale vastavale kannule 1 pl
I6ppkogusega 0.001 % sOotmes. Vastavalt 6h, 18h ja 30h moddudes koguti rakkudelt
supernatant, mis tsentrifuugiti 600g juures 10 minutit, et eemaldada rakujdénused. Plaadil
olevad rakud lutsiti TRIzol™ liiiisilahuses (Life Technologies, USA) ning saadud proovid

hoiustati -80°C juures.
2.2.3. TSLP ekspressiooni indutseerimine MC903 ja poly 1:C eeltdotlusega

Antud t60 teise mojutamiskatse korral jagati keratinotsiitidid 12 kannusele plaadile, 35000
rakku kannu kohta 1 ml Kerationcyte-SFM sd6tmes. Jargmise péeval vahetati s66de ja oodati
48h enne stimulatsioonide alustamist. Rakke stimuleeriti Poly I:C (LMW, ingl low molecular
weight) ja kaltsipotriooli ehk MC903ga. Negatiivse kontrollina MC903 puhul kasutati DMSO
lahustikontrolli ja Poly I:C puhul, vastavalt tootja soovitusele, fisioloogilist lahuset (NaCl

0.9%, Invivogen, USA). Rakke stimuleeriti 12h mdjutusperioodi jooksul (Tabel 1.). Rakkudele
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lisati vastavat stimulatsiooniilahust, inkubeeriti 6 tundi ja lisati jargmine stimulatsioonilahus.
12 tunni méodudes koguti rakkudelt supernatant, mis tsentrifuugiti 600g juures 10 minutit
rakujaénuste eemaldamiseks, plaadil olevad rakud ltdsiti TRIzol™ liiiisilahuses ning saadud
proovid hoiustati -80°C juures.

Tabel 1. Keratinotstititide stimuleerimismudel

Esmane stimuleerimine 6 tundi: | 6 tunni méddudes lisati:
Fusioloogiline lahus Kaltsipotriool (MC903, 10 uM)
Kaltsipotriool (MC903, 10 uM) Fusioloogiline lahus

DMSO (I6ppkogus 0,001%) Poly I.C (LMW, 1 pg/ml)

Poly I:C (LMW, 1 pg/ml) DMSO (I6ppkogus 0,001%)
Kaltsipotriool (MC903, 10 uM) Poly I.C (LMW, 1 pg/ml)

Poly I.C (LMW, 1 ug/ml) Kaltsipotriool (MC903, 10 uM)
Tootlemata kontroll Tootlemata kontroll

2.2.4. RNA eraldamine inimese primaarsetest keratinotstttidest

RNA eraldamiseks kasutati Total RNA Zol-Out komplekti (A&A Biotechnology, Poola).
Rakultsaadid, mis olid eelnevalt hoiul -80° juures, sulatati toatemperatuurile ja segati vorteksil.
500 pl TRIzol™ lahuse kohta lisati 110 ul kloroformi, proove segati vorteksil ja inkubeeriti 3
minutit toatemperatuuril. Seejdrel tsentrifuugiti proove 15 minutit 12000 g 4°C juures. 300 pl
tekkinud vesifaasi tdsteti uude 1,5 ml tuubi ja lisati 300 pl isopropanooli. Proove segati
vorteksil ja kanti mikrokolonnidele. Edasi jargiti tootjapoolset protokolli (A&A
Biotechnology, Poola). RNA elueeriti 40 pl milliQ veega ja kontsentratsiooni mdddeti
NanoDrop 2000c spektrofotomeetriga (Thermo Scientific, USA).

2.2.5. RT-gPCR mRNA ekspressiooni tuvastamiseks

Muutuste tuvastamiseks ekspresseeritavate mRNAde hulgas kasutati RT-gPCR meetodit.
Voimaliku saastuse ja voor-DNA eemaldamiseks tehti proovidele DNaasi to6tlus. Kasutati
DNase I, Rnase-free komplekti (DNase I, RNase-free EN0521, Thermo Scientific, USA).
Proovidele, kus totaalse RNA kogus oli 600 ng, lisati DNaasi, RNaaside inhibiitorit Ribolocki

ja milliQd vastavalt tootja soovitatud protokolli jargi reaktsioonimahu 10,5 ul kohta. Proove
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inkubeeriti 37°C juures 30 minutit, secjérel lisati reaktsiooni peatamiseks 1,05 ul EDTAA ja

inkubeeriti 65°C juures 10 minutit.

Peale DNaasi to06tlust stinteesiti RNAle komplementaarne DNA (cDNA). 96 kannuga plaadil
segati Uihe proovi kohta kokku 11,5 ul RNAd (600 ng), 1 ul Oligo(dT) praimerit (100 uM, TAG
Copenhagen, Taani) ja 2 pl nukleotiidide segu (ANTP mix, 10 mM, Thermo Scientific, USA).
Plaat kaeti kilega, segati vorteksil, tsentrifuugiti ja kuumutati 5 minutit 65°C juures RNA
sekundaarstruktuuride eemaldamiseks ja praimerite paremaks seondumiseks. Seejérel lisati
proovidele reaktsioonisegu, mis koosnes 4 ul RT puhvrist, 1 ul RevertAid ensiitimist ja 0,5 ul
RNaasi inhibiitorist (Thermo Scientific, USA). Plaat kaeti kilega, segati vorteksil ja
tsentrifuugiti. Poordtranskriptsiooni teostati Mastercycler® nexus (Eppendorf, Saksamaa)

termotsiikleris 60 minutit 42°C juures ja reaktsioon peatati kuumutades 10 minutit 75°C juures.

384 kannuga plaadile lisati igasse kannu reaktsioonisegu, mis koosnes 2,4 ul 5x HOT
FIREPoI® EvaGreen® gPCR segust (Solis Biodyne, Eesti), 2,6 pl milliQ veest ja 1 ul
praimerit segust (4 uM F + 4 uM R, praimerid tabelis 2.). Kannu lisati 6 pl eelnevalt
valmistatud cDNAd (16,5 ng, arvutatuna algsest RNA hulgast lahtuvalt), plaati segati vorteksil
ning tsentrifuugiti 300g juures 1 min enne ViiA™7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, USA) masinasse asetamist. Igat proovi analtisiti kolmes tehnilises korduses.
Kasutatud programm on kirjeldatud Tabelis 3. Suhtelised ekspressiooni muutused arvutati 2(-
Delta Delta C(T)) metoodikat kasutades (Livak & Schmittgen, 2001) MS Exceli (Microsoft,

USA) programmis. Ekspressiooni véaartused normaliseeriti koduhoidja geeni EEF1A1 suhtes.
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Tabel 2. Praimerid

Praimer

Jarjestus

TSLP F 5> ATGTTCGCCATGAAAACTAAGGC 3’
R 5" GCGACGCCACAATCCTTGTA 3°
SfTSLP (short) F 5" GCCTATGAGCAGCCACATTG 3’
R 5> TGCCTGAGTAGCATTTATCTGAGT 3°
IfTSLP (long) F 5" CTTGTAGGGCTGGTGTTAACTTAC 3’
R 5" CTCGGTACTTTTGGTCCCACTC 3’
CCL5 F 5" AGTCGTCTTTGTCACCCGAAA 3°
R 5" TCTCCATCCTAGCTCATCTCCAA 3’
CXCL8 F 5 GCAGCTCTGTGTGAAGGTGCAGTT 3’
R 5’ TTCTGTGTTGGCGCAGTGTGGTC 3’
CXCL10 F 5’AAGCAGTTAGCAAGGAAAGGTCTA 3’
R

5" GCCTCTGTGTGGTCCATCC 3°

Tabel 3. RT-gPCR programm

Etapp Temperatuur | Aeg Korduste

°C arv
Voimaliku 50 2 minutit 1
kontaminatsiooni
eemaldus
Ensulmi aktivatsioon 95 15 minutit 1
Denaturatsioon 95 15 sekundit 40
Produkti paljundamine | 60 1 minut
Dissotsiatsioonianalusi | 95 15 sekundit 1
etapp

60 1 minut

95 15 sekundit
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2.2.6. Valgu hulga detekteerimine ELISA meetodil

TSLP valgu hulga tuvastamiseks kasutati ELISA meetodit. Selleks kasutati ELISA MAX™
Deluxe Set Human TSLP komplekti (Biolegend, USA). Esmalt valmistati inimese TSLP
standard vastavalt tootja protokollile. 96 kannusele Nunc™ MaxiSorp™ ELISA plaadile
(Biolegend, USA) kanti 100 pl ,,capture “ antikeha ja inkubeeriti iile66 4°C juures. Plaat pesti
neli korda 300 pl PBSi ja 0.05% Tween™ 20 Surfact-Amps™ Detergent (Thermo Scientific,
USA) lahusega. Seejarel kanti igasse kannu 200 pl 1X Assay Diluent A lahust mittespetsiifilise
seondumise blokeerimiseks ja inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril Mini-Shaker PSU-2T (500
rpm, 0.3 cm orbiit, Biosan, Lati) loksutil. Plaat pesti neli korda nagu eelnevalt kirjeldatud,
seejarel lisati kannudesse 100 ul proovi ja inkubeeriti 3 tundi loksutil toatemperatuuril.
Jargnevalt lisati igasse kannu 100 pul Detection Antibody ja inkubeeriti 1 tund loksutil
toatemperatuuril. Plaat pesti 4 korda ning seejarel lisati igasse kannu 100 ul Avidin-HRP
lahust. Plaati inkubeeriti 30 minutit toatemperatuuril loksutil. Seejarel pesti plaati 5 korda,
peale igat pesulahuse kannu kandmist oodati 1 minut. Jargmisena kanti igasse kannu 100 pl
Substrate Solution Fi ja inkubeeriti 40 minutit pimedas. Reaktsioon 1dpetati 100 pl
vadvelhappega ja tulemusi loeti 450 nm ja 570 nm juures Ledetect 96 Microplate lugejaga
(Labexim Products, Austria). Valgu hulga muutused analttsiti MS Exceli (Microsoft, USA)

programmis.
2.2.7. Statistiline analiits

Andmete statistiliseks analliiisiks ja graafikute esitamiseks kasutati programmi GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software Inc, USA). Statistiliseks analliiisiks kasutati (he-suunalist
ANOVA testi (one-way ANOVA), Tukey testiga (Tukey’s multiple comparison test).
Statistiliselt oluliseks arvestati tulemused, mille korral P-v&artus oli vaiksem kui 0,05.

2.3.  Tulemused
2.3.1. IL-4+ IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, poly I:C ja kaltsipotriooli mdju TSLP

ekspressioonile inimese primaarsete keratinotsttitide koekultuuris

Antud t60 esimeseks ulesandeks oli uurida, kuidas mojutab ADga seotud tsutokiinide (I1L-4 +
IL-13 + TNFa) ja levinud allergeeni, tolmulesta, esile kutsutud rakuvastus TSLP (IfTSLP ja

SfTSLP) ekspressiooni inimese primaarsete keratinotstutide koekultuuris vorrelduna poly I:.C
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vOi kaltsipotriooli esile kutsutud rakuvastuses, et teada saada, millistel tingimustel on kdige
rohkem vastavate transkriptide ekspressioon detekteervitav. Selleks stimuleeriti inimese
primaarseid Kkeratinotsuute IL-4 + IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, poly I:C ja MC903ga. IL-4 +
IL-13 + 7NFo on tsutokiinide komplekt, mille kasutamine vdiks vahemalt osaliselt
jaljendadaja inimese keratinotsudtide rakukultuuris atoopilise dermatiidiga seotud rakuvastust
(Y. Xie et al., 2012). Eelkatsena analudsiti tsttokiinide IL-8, CXCL10 ja CCL5 ekspressiooni
antud stimulatsioonide korral, et naha kas stimulatsioonid ttotavad ja kutsuvad esile
poletikuvastust keratinotsultides (Lisa 3). CCL5 ja CXCL10 ekspressioon oli statistiliselt
oluliselt suurenenud 6h, 18h ja 30h ajapunktis poly I:Cga toé6tlusel. Samuti oli suurenenud
CCL5 ekspressioon tuvastatav 6h ajapunktis IL-4 + IL-13 + TNFaga stimulatsioonil. 1L-8
puhul esines statistiliselt olulist ekspressiooni suurenemist 6h ajapunktis IL-4 + IL-13 + TNFa
ja MC903ga stimulatsioonil. MC903 ja poly I:C t66tlusel oli suurenenud IL-8 ekspressioon ka
18h ajapunktis

RT-gPCR TSLP transkriptide tuvastamiseks viidi labi kolme erineva praimerikomplektiga,
millest esimene tuvastas samaaegselt nii sSfTSLPd kui ka IfTSLPd (TSLP) ilma transkriptse
eristamata, teine sSfTSLP ja kolmas IfTSLP transkripte. Geeniekspressiooni anallisi
tulemusena selgus, et 6h ajapunktis oli TSLP ekspressioon kdrgenenud ainult poly I:.C
stimulatsiooni korral ja 18h ning 30h ajapunktis ainult MC903 stimulatsiooni korral (Joonis
5). Statistiliselt olulist TSLP ekspressiooni muutust vorreldes negatiivse kontrolliga ei
esinenud IL-4 +IL-13 + TNFa ja IL-4 + HDM stimulatsioonil nii 6h, 18h kui ka 30h ajapunktis
(Joonis 5).
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Joonis 5. TSLP (IfTSLP + sfTSLP, transkripte eristamata) ekspressioon inimese
primaarsete keratinotstiiitide koekultuuris 6h, 18h ja 30h ajapunktil IL-4 + IL-13 +
TNFa, IL-4 + HDM, poly I:C ja MC903 stimulatsioonil. Inimese primaarseid keratinotsuiite
stimuleeriti 6, 18 v6i 30 tundi IL-4 + IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, poly I:C ja MC903ga.
Negatiivse kontrollina (NEG) kasutati stimuleerimata rakke, MC903 negatiivse kontrollina
kasutati DMSOt. Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-gPCRi abil ja CT vaartused
normaliseeriti EEF1AL ning negatiivse kontrolli suhtes. Statistiliseks anallitisiks kasutati tihe-
suunalist ANOVA testi, vaartuste omavaheliseks vordlemiseks kasutati Tukey testi (Tukey’s
multiple comparison test) Graafikutulemused on esitatud koos standardveaga. N=3-4; **** p
< 0.0001.
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Jargmisena uuriti, millise stimulatsiooni puhul on milline TSLP isovorm (sfTSLP v&i IfTSLP)
ekspresseeritud. Selleks kasutati RT-gPCRi analutsil sfTSLP ja IfTSLP praimereid, mis
amplifitseerivad vastavaid TSLP isovorme. Geeniekspressiooni analtisist selgus, et sSfTSLP on
statistiliselt oluliselt ekspresseeritud, vorreldes negatiivse kontrolliga, 6 tunni ajapunktis 1L-4
+ IL-13 + TNFa, poly I:.C ja Kkaltsipotriooliga stimuleeritud rakkudes, kuid enim
kaltsipotriooliga stimuleeritud rakkudes. (Joonis 6). MC903 mdjutuse korral oli sfTSLP
vorreldes kontrolliga kdrgelt ekspresseeritud ka 18h ja 30h ajapunktis (Joonis 6). IL-4 + IL-13
+ TNFa, IL-4 + HDM ja poly I:C stimulatsiooni korral ei esinenud aga 18h ja 30h ajapunktis

statistiliselt olulist ekspressiooni muutust (Joonis 6).

LfTSLP suurenenud ekspressioon esines poly 1:Cga mdjutades kdikides ajapunktides (Joonis
6). 18h ajapunktis esines IfTSLP ekspressiooni suurenemine ka MC903ga toddeldud rakkudes
(Joonis 6). Kuigi IfTSLP ekspressioon oli suurenenud poly I:Cga té6tluse puhul 6h, 18h ja 30h
ajapunktis, on margata suhtelise ekspressiooni langust ajas vorreldes negatiivse kontrolliga
(Joonis 6). IL-4 + 1L-13 + TNFa ja IL-4 + HDM t66deldud rakkudes statistiliselt olulist IFTSLP
ekspressiooni muutust ei tuvastatud 6h, 18h ega ka 30h ajapunktis (Joonis 6).

31



sfTSLP 6h sfTSLFP 18h sfTLSP 30h

5- P 15+ 10+ Fdkk

c c c
° o =]
.E 4 .g Hhdk .E 8-
H ke § 10 E
g ° . g 5
o . = 3
O] © ]
2? £ 5 2
E ’-'5;'—| = = = f
3 = ; $ 3 ? 1, F*-I $
@ ] ? 0 T T T i. T T ? 0 T T T T

(] O o & < $ & ) &* LY I 4’(9 0O > NS L &0

& < & Q N O N ) & Y N o

NP P NS¢ MR »"Q & ®

[N ISR Y PN
x\\' n o
W & N
IfTSLP 6h IfTSLP 18h IfTSLP 30h
5 44

30 - Fdkdk

'S
L

20 1

(4]
1

L8]
h

10

Suhteline ekspressioon
Suhteline ekspressioon
»

Suhteline ekspressioon

O > (; ] ()I , "; o] > \‘: (4] ";
& o & & o & & <Q X o & & & Q X o
¥ < N © N ;& )‘_e & ¢ ¥ < };& &
IR SR RN
K\\' ‘\\' K\\’
\\') \\') \\;h

Joonis 6. SfTSLP ja IfTSLP ekspressioon inimese primaarsete keratinotstdtide
koekultuuris 6h, 18h ja 30h ajapunktil IL-4 + IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, Poly I:C ja
MC903 stimulatsioonil. Inimese primaarseid keratinotsute stimuleeriti 6, 18 vdi 30 tundi IL-
4 + IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, poly I:.C ja MC903ga. Negatiivse kontrollina kasutati
stimuleerimata rakke. MC903 negatiivse kontrollina kasutati DMSOt. Geeniekspressiooni
muutusi tuvastati RT-gPCRi abil ja CT vaartused normaliseeriti EEF1A1 ning negatiivse
kontrolli suhtes. Statistiliseks anallilisiks kasutati Uhe-suunalist ANOVA testi, véartuste
omavaheliseks vordlemiseks kasutati Tukey testi (Tukey’s multiple comparison test)
Graafikutulemused on esitatud koos standardveaga. N=3-4; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P <
0.001; **** P < 0.0001.

Kokkuvottes selgus RT-gPCR tulemustest, et inimese primaarsetes keratinotsutides suurenes
statistiliselt olulisel maéaral TSLP ekspressioon vaid poly I:C ja MC903 stimuleerimiste
tulemusena ning esines erinevusi transkriptide isovormide tasemel sbltuvalt kasutatud
stimulatsioonist (Joonis 5 ja 6). LfTSLP oli koige rohkem ekspresseeritud poly I.C
stimulatsiooni korral 6 tunni ajapunktis ning ka sfTSLP oli indutseeritud sama stimulatsiooni
korral kuid vahemal méaral 6h ajapunktis (Joonis 6). Kuigi sfTSLP ekspressiooni muutus oli
tuvastatav juba 6h ajapunktis, oli see rohkem ekspresseeritud kaltsipotriooli stimulatsiooni
korral hilisemates 18h ja 30h ajapunktides (Joonis 6). Saadud tulemused nditasid, et nii sfTSLP
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kui ka IfTSLP suurenenud ekspressioon oli tuvastatav varases rakuvastuses 6h mdddudes
sOltuvalt mojutusest, kus vaid poly I:C indutseeris pGletikuga seotud IfTSLP ekspressiooni
(Joonis  6). VOrreldes teiste mojutustega, olid TSLP erinevate transkriptide
ekspressioonitasemed enim indutseeritud MC903 ja poly I:C korral, mist6ttu keskenduti
edasistes katsetes ainult nende stimulatsioonide uurimisele sfTSLP ja IfTSLP ekspressiooni

muutuste tuvastamisel.

2.3.2 Kaltsipotriooli eeltoétluse moju IfTSLP ja sfTSLP ekspressioonitasemete
muutustele poly 1:C poolt esile kutsutud varase rakuvastuse tekkel inimese primaarsete

keratinotsuttide koekultuuris

Eelnevate katse tulemustest selgus, et keratinotstittide stimuleerimisel vitamiin D analoogi
MC903ga oli peamiselt suurenenud sfTSLP kuid mitte IfTSLP ekspressioon (Joonis 6). Kuna
arvatakse, et sfTSLPI on rakus homdostaatiline efekt (Tsilingiri et al., 2017) ja IfFTSLP kutsub
esile peamist pdletikuvastust (Harada et al., 2009) ning kopsuepiteeli rakkude koekultuuris on
eelnevalt ndidatud MC903 mdju pdletikulise vastuse vahendamisel (Dong et al., 2016), oli
jargmiseks eesmaérgiks tuvastada, kas kaltsipotriooli eeltd6tlusel on mdju IfTSLP ja sfTSLP

ekspressioonitase mete muutustele poly I:C poolt esile kutsutud varase rakuvastuse tekkel.

Eelto6tlusega inimese primaarsete keratinotstitide stimuleerimised teostati nagu on toodud
Tabelis 1. Eeltootlus teostati 6h jooksul, mille jarel lisati rakkudele vastavalt jargmist
stimulatsioonilahust 6h jooksul mdjutamiseks. Proove analiiusiti 12h ajapunktis.
Stimulatsioonil MC903ga on sfTSLP ekspressioon indutseeritud nii 6h kui ka 12h ajapunktis
(Joonis 7). Poly I:Cga stimulatsioonil statistiliselt olulist sSfTSLP ekspressiooni muutust ei
tuvastatud 6h ega 12h ajapunktis (Joonis 7). On huvitav, et MC903 eeltdotlusega
stimulatsioonile 6 tunni ajapunktis poly I:C lisamine t0stis SfTSLP ekspressiooni vorreldes
ainult MC903 12 tunni stimulatsiooniga (Joonis 7). MC903 lisamine poly I:C stimulatsioonile

statistiliselt olulist sfTSLP ekspressiooni muutust ei avaldanud (Joonis 7).

LfTSLP oli poly I:Cga stimulatsioonil ekspresseeritud nii 6h kui ka 12h ajapunktis, IfTSLP
ekspressioonis MC903ga stimulatsioonil statistiliselt olulist muutust ei esinenud (Joonis 7).
MC903 eeltdotlusega stimulatsioonil, kuhu 6h ajapunktil lisati poly I:C esines IfTSLP

ekspressiooni langus vorreldes ainult poly I:C 6h stimulatsiooniga (Joonis 7). Lisades poly I:C
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12h stimulatsioonile 6h ajapunktis MC903e suurenes IfTSLP ekspressioon vdrreldes ainult

poly I:C 12 tunni IfTSLP ekspressiooniga (Joonis 7).

sfTSLP IfTSLP
§ 15+ § %88_ *kkk = ke
% *k*k — % :Ilgg- a; _E_
S 10 + = - *k kK
g g 504 -
o **** k-l P~ o 4"
2 s W 2 3
© g 2
S c 1
3 ol ﬁm.ﬂ s il 1l
‘(\ Q& & ‘Q\ NP O S 0 &
&Q’Qrb%b & o \ob ° SRR NS
WS WD e
x
r\q\;\\ '\q\’&\ '\rf,{\ '\q‘}\
OQQ% \\\\‘9 OQQQ’ &
W Q° I Q°

Joonis 7. SfTLSP ja IfTSLP ekspressioon poly 1:C v6i MC903 eeltddtusega
stimulatsioonil. Inimese primaarseid keratinotstute stimuleeriti 12 tunni valtel, 6h poly I:.C
vBi MC903ga eeltddtlusega. Rakkudele lisati MC903, poly I:C vbi vastavaid kontrolle
(MC903 puhul DMSO, poly I:C puhul fusioloogilist lahust) ning 6 tunni moéddudes lisati
rakkudele uus stimulatsioonisegu (vt. Tabel 1.) Negatiivse kontrollina (NEG) kasutati
stimuleerimata rakke. Geeniekspressioon muutusi tuvastati RT-qPCR meetodil ja vaartused
normaliseeriti EEF1AL ja negatiivse kontrolli suhtes. Graafikutulemused on esitatud koos
standardveaga. statistiliseks analilisiks kasutati Uhe-suunalist ANOVA testi, véartuste
omavaheliseks vordlemiseks kasutati Tukey testi (Tukey’s multiple comparison test) Graafikul
on toodud peamised katses oluliste vordluste statistilised ekspressioonimuutused, kogu
statistiline analliiis on vélja toodud tabelis Lisa 1, TSLP (sfTSLP ja IfTSLP, transkripte
eristamata) ekspressioon toodud vélja graafikul Lisa 2. N=4, * P < 0.05; *** P < 0.001; ****
P <0.0001.

Jargmisena oli eesmargiks vélja selgitada, kas IfFTSLP mRNA ekspressioon viib IfTSLP valgu
tootmiseni ning kas MC903 eeltd6tlus mdjutab lisaks mMRNA tasemele ka vastava valgu hulga

muutust (Joonis 8).
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Joonis 8. LFTSLP valgu hulk inimese primaarsete keratinotsuitide koekultuuri sé6tmes
poly 1:C vbi MC903 eeltootlusega stimulatsioonil. Inimese primaarseid keratinotstite
stimuleeriti poly 1:C v0i MC903 eelttotlusega. Negatiivse kontrollina (NEG) kasutati
tootlemata rakke. Rakkudele lisati MC903, poly I:C vdi vastavaid kontrolle (MC903 puhul
DMSO, poly I:C puhul fusioloogilist lahust) ning 6 tunni moddudes lisati rakkudele uus
stimulatsioonisegu (vt. Tabel 1.) Valgu hulka méaarati ELISA meetodil. Statistiliseks
analutsiks kasutati (he-suunalist ANOVA testi, véartuste omavaheliseks vordlemiseks
kasutati Tukey testi (Tukey’s multiple comparison test). Graafikul on toodud peamised katses
oluliste vordluste statistilised valgu hulga muutused. N=4, *** P < 0.001; **** P < 0.0001.

TSLP valgu tuvastamiseks kasutati rakkudelt kogutud s66tme supernatandi proove, mis
parinesid samast katsest, mille puhul teostati eelnevalt kirjeldatud RT-qPCR analiiis. ELISA
meetodil valgu hulga tuvastamine nditas, et IfTSLP valk on ekspresseeritud vaid poly 1:Cga
stimuleerimisel (Joonis 8). MC903ga rakkude todtlemisel IfTSLP valku ei tuvastatud. On
tahelepanuvaarne, et eelneval katsel tuvastati 12h MC903 + 6h poly I:C stimulatsioonil IfTSLP
MRNA ekspressiooni vahenemine, vorreldes 6h poly I:C stimulatsiooniga (Joonis 7) ning see
muutus on tuvastatav ka valgu tasemel (Joonis 8). Samas on huvitav, et 12h poly I:C + 6h
MC903 stimulatsioonil taheldatud IfTSLP mRNA ekspressiooni suurenemine vorreldes poly
I:C 12h stimulatsiooniga (Joonis 7) TSLP valgu hulga muutust sellisel kujul 12h ajapunktis ei

pdhjustanud (Joonis 8).
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2.3.3 Kaltsipotriooli eeltdotluse moju pdletikku soodustavate tsttokiinide IL8, CCL5 ja
CXCL10 ekspressioonitasemete muutustele poly 1:C poolt esile kutsutud varase

rakuvastuse tekkel inimese primaarsete keratinotsuitide koekultuuris

Lisaks TSLP transkriptide ekspressioonile analiiisiti ka pdletikku soodustavate tsitokiinide IL-
8, CCL5 ja CXCL10 mRNA ekspressiooni muutusi MC903 vdi poly I:C eeltootlusega
stimulatsioonikatses, et hinnata, kas keratinotsudtides indutseeritakse pdletikuvastus (Joonis
9).
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Joonis 9. Pdletikuliste tsutokiinide ekspressioon poly 1:C ja MC903 eeltddtusega
stimulatsioonil. Inimese primaarseid keratinotstiute stimuleeriti 12 tunni véltel poly I:C voi
MC903ga eeltodtlusega. Rakkudele lisati MC903, poly I:C véi vastavaid kontrolle (MC903
puhul DMSO, poly I:C puhul fisioloogilist lahust) ning 6 tunni méddudes lisati rakkudele uus
stimulatsioonisegu (vt. Tabel 1.) Negatiivse kontrollina (NEG) kasutati stimuleerimata rakke.
IL-8, CCL5 ja CXCL10 geeniekspressioon tase madrati RT-gPCR meetodil ja vaartused
normaliseeriti EEF1AL ja negatiivse kontrolli suhtes. Graafikutulemused on esitatud koos
standardveaga, statistiliseks analtitisiks kasutati he-suunalist ANOVA testi. Graafikul on
toodud peamised katses oluliste vdrdluste statistilised ekspressioonimuutused. N=3-4, * P <
0.05; *** P < 0.001; **** P < (0.0001.

Joonisel 9 toodud analtilisi tulemuste pdhjal selgus, et IL-8 ekspressioon on indutseeritud
statistilise olulisusega kdikide stimulatsioonide puhul vélja arvatud poly I:C t66tlusel 12 tunni
ajapunktis. Kdige rohkem oli IL-8 ekspresseerunud MC903 12h + poly I:C 6h stimulatsioonil.
On markimisvéarne, et stimulatsioonil MC903 12h + poly I:C 6h on IL-8 ekspressioon
suurenenud vorreldes poly I:C 6h to6tlusega. Samuti kasvas IL-8 ekspressioon poly I:C 12h +
MC903 6h stimulatsioonil vdrreldes poly 1:C 12h stimulatsiooniga. CCL5 ekspressioon oli
indutseeritud poly I:Cga t66tlusel 6h ja 12h ajapunktis ning ka MC903 12h + poly I:C 6h ja
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poly I:C 12h + MC903 6h stimulatsioonil. Ainult MC903ga rakkude tdotlemisel CCL5
ekspressiooni suurenemist ei tuvastatud, mis on huvitav, sest stimulatsioonil, kus rakke
toodeldi poly 1:Cga ja 6h ajapunktis lisati MC903 (poly I:.C 12h + MC903), on CCL5
ekspressioon vorreldes ainult poly 1:C 12h stimulatsiooniga kasvanud. CXCL10 ekspressioon
oli statistiliselt olulisel méaral suurenenud poly I:C stimulatsioonil 6h ja 12h ajapunktis ning
poly I:C 12h + MC903 6h stimulatsioonil. MC903ga rakkude td6tlemine CXCL10
ekspressiooni ei indutseerinud. Sarnaselt CCL5 ekspressioonimuutusele oli ka CXCL10
ekspressioon suurenenud poly I:C 12h + MC903 6h stimulatsioonil varreldes ainult poly I:C
12h rakkude to6tlusega. Erinevalt CCL5 ekspressioonimuutustest polnud aga MC903 12h +
poly I:C 6h stimulatsiooni korral CXCL10 ekspressiooni muutust todtlemata rakkude suhtes

naha.

2.4. Arutelu

2009. aastal tuvastati in silico meetodil TSLP 2 mRNA isovormi sfTSLP ja IfTSLP (Harada et
al., 2009). Arvatakse, et IfTSLP theks funktsiooniks on indutseerida kehas pdletikuvastust ja
sfTSLP funktsiooniks arvatakse olevat homdostaasi tagamine (Dong et al., 2016; Salvati et al.,
2021). Varasemas kirjanduses on tekkinud vastuolusid sfTSLP ja IfTSLP ekspressiooni
esinemisel erinevate pdletikutekitajate pdhjustatud rakuvastustes ning theks vastuoludega
seotud mdjutajaks on olnud vitamiin D ja selle analoogid (Dong et al., 2016; Indra, 2013;
Landheer et al., 2015). In vitro katsete tulemused inimese primaarsete keratinotstitide
koekultuuris vdivad teatud mé&aral erineda erinevate laborite vahel s6ltudes rakkude
kasvatamisprotokollist ja so6tmetingimustest. Seepdrast oli antud bakalaureusettd esimeses
etapis soov korrata juba eelnevalt publitseeritud katseid erinevate stimulatsioonidega, mis

vOiksid TSLP ekspressiooni mjutada.

Kéesolevas bakalaureusetfos kasutati esmalt TSLP ekspressioonimuutuste uurimiseks
praimerikomplekti, mis vBimaldas amplifitseerida nii IfTSLPd kui ka sfTSLPd, mis Uhtlasi
peegeldab paljudes varasemates publitseeritud t06des teostatud analtitise, kus TSLP erinevaid
transkripte ei eristatud. Sellist praimerikomplekti kasutati, et tldistades tuvastada, kas TSLP
on ekspresseerunud erinevate pdletikutekitajate pdhjustatud rakuvastuses. Vorreldes antud
praimerikomplekti  RT-gPCR  geeniekspressiooni  tulemusi  sfTSLP  ja  IfTSLP

praimerikomplektidega, on néha, et kui vaadelda ainult tldist TSLP ekspressiooni, siis nende
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tulemuste anallits voib viia valejareldustele ning néitlikustab kuidas saavad kergesti tekkida

vastuolulised teadustulemused TSLP pro- ja antiinflammatoorsetest mdjudest.

T6o6s kinnitati, et inimese primaarsetes keratinotsiittides on atoopilise dermatiidi ,,kokteili*
(IL-4 + IL-13 + TNFa), dsRNA viiruse analoogi (poly I:C) ja vitamiin D analoogi (MC903)
stimulatsiooni puhul TSLP ekspresseeritud (Kinoshita et al., 2009; Y. Xie et al., 2012). Katsete
tulemusel leiti kinnitust, et IFTSLP on peamiselt ekspresseeritud pdletikuvastust indutseerivate
stimulatsioonide (IL-4 + IL-13 + TNFa ja poly I:C) korral ja sfTSLP on ekspresseeritud
vitamiin D analoogi MC903 puhul, mida kinnitavad ka varasemad publikatsioonid (Dong et
al., 2016; Y. Xie et al., 2012).

Varasemates publikatsioonides on néidatud vitamiin D antiinflammatoorseid omadusi ja
tugevat seost immuunsisteemi regulatsioonis (L Bishop et al., 2021). Lisaks keratinotstutidele
on enamustes immuunrakkudes, eriti APCdes, on ekspresseeritud vitamiin D retseptorid, mis
naitab vitamiin D vdi tema agonistide olulisust immuunvastuse reguleerimisel (Bikle, 2012;
Veldman et al., 2000). Kuna sfTSLP transkriptsioon arvatakse olevat vahendatud l&bi VDRI
(Tsilingiri et al., 2017), otsustati antud bakalaureusetd6 raames katsetada vitamiin D analoogi
kaltsipotriooli eeltddtluse mdju poly I:C vahendatud rakuvastusele, et teada saada, kas toimub
muutusi ka TSLP transkriptide ekspressiooni tasemel.

Kuna nii IfTSLP kui ka sfTSLP ekspressiooni muutus olid tuvastatavad varases rakuvastuses
6h ajapunktis, otsustati uurida MC903 vahendatud rakuvastuse mdju poly I:C p&hjustatud
pdletikuvastusele just katseskeemiga 6h+6h stimulatsiooniga. Et jaljendada vdimalikult elulist

situatsiooni inimkehas, ei vahetatud 6h ajapunktis enne uut stimulatsiooni rakkudel sé6det.

STTSLP ekspressiooni indutseeris MC903 nii 6h kui ka 12h ajapunktis. On huvitav, et
stimulatsioonil, kus MC903le lisati 6h ajapunktis poly I:Cd kasvas sfTSLP ekspressioon
vorreldes 12h MC903 kontrolliga. Selline sfTSLP kdrgenenud ekspressioon viitab, et poly I:C
vahendatud rakuvastus v6ib voimendada sfTSLP ekspressiooni kui sfTSLP on juba eelnevalt
MC903 poolt indutseeritud. LfTSLP oli ekspresseeritud 6h ja 12h poly I:C stimulatsioonide
korral, kuid MC903 puhul mitte. On tdhelepanuvéérne, et stimulatsioonil, kuhu oli esmalt
lisatud MC903 ja 6h ajapunktis poly I:C, oli IfTSLP ekspressioon vorreldes 6h poly I:C
stimulatsiooniga langenud ning sarnane tulemus saadi ka TSLP valgu hulga tuvastamisel. See
viitab, et MC903 eeltd6tlus vdib olla oluline faktor dsRNA (poly I:C) poolt esile kutsutud
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pdletikuvastuse moduleerimisel. Kuna hiire bronhi epiteelirakkudes on ndidatud kaltsitriooli
ja sfTSLP mdju pdletikuvastuse alla surumisel (Dong et al., 2016) ning kaltsitriool vahendab
pdletikku soodustavate tsitokiinide ja kemokiinide tootmist (Barrea et al., 2017), v6ib vitamiin
D analoog MC903 olla potentsiaalne kemikaal ka AD ravis. Erinevused hiire ja inimese TSLP
transkriptide ja valgu isovormide funktsioonide vahel annavad alust arvata, et TSLP-
fokusseeritud uuringute tulemused hiiremudelis, kus MC903 soodustab AD fenotliubi teket, ei

ole otseselt tile kantavad inimese jaoks (Landheer et al., 2015).

On huvitav, et olukorras, kus rakke stimuleeriti esmalt poly 1:Cga ja 6 tunni ajapunktis
MC903ga, néhti IfTSLP ekspressiooni kasvu vorreldes poly 1:C 12h kontrolliga, mis viitab
vOimalusele, et MC903 vdib voimendada ka IfTSLP ekspressiooni, kui see on eelnevalt juba
poly I:C poolt indutseeritud. Kuigi IfTSLP mRNA tase antud stimulatsioonil kasvas, ei
esinenud muutust IfTSLP valgu tootmises vorreldes poly I:C 12h ajapunktiga. Et erinevust
IfTSLP valgu tootmises 12h ajapunktis ei tuvastatud, ei saa valistada IfTSLP valgu hulga

sekreteerimise suurenemist hilisemates ajapunktides.

Kéesoleva bakalaureusetdo kaigus analtdisiti ka pdletikku soodustavate tsiitokiinide 1L8, CCL5
ja CXCL10 ekspressioonimuutust MC903 vdi poly I:C eeltddtluse korral. CCL5 ja CXCL10 on
poletikku soodustavad tsltokiinid, seetdttu olid nad ekspresseerunud peamiselt poly 1:Cga
stimulatsioonil. MC903 rakkude eelto6tlus enne 6h poly I:C stimulatsiooni ei muutnud
statistiliselt oluliselt CCL5 ega ka CXCL10 ekspressiooni vorreldes ainult 6h poly I:.C
tootlusega. Kill aga hoopis suurenes nende ekspressioon kui MC903 lisati rakkudele pérast
eelnevat poly I:C t66tlust. See viitab, et kaltsipotriool vdib suurendada pdletikuvastust juhul
kui see on juba eelnevalt indutseeritud. IL8 ekspressiooni puhul suurenes ekspressioon nii
MC903 lisamisel poly I:Cga eeltdddeldud rakkudele kui ka MC903 eeltdotluse korral. IL8 on
tsutokiin, mille Gheks funktsiooniks on kutsuda kohale ja aktiveerida neutrofiile (Hammond et
al., 1995), seega vOib MC903 kasutamine in vivo tingimustel teoreetiliselt soodustada

neutrofiilide aktivatsiooni.

Antud bakalaureusetd6 kaigus avastati eelnevalt kirjeldamata fenomen, kus MC903 eeltd6tlus
vOib muuta poly ©:C poolt esile kutsutud pdletikuvastust inimese primaarsetes
keratinotsutides. Selleks, et antud tulemust tdpsemalt kinnitada, on edaspidistest katsetes vaja

aga analtusida ka pikemaid ajapunkte nii mRNA kui ka valgu tasemel detekteerimisel ja
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analliisida lisaks ka MC903 ja poly I:C koosmdju kogu stimulatsiooni valtel. Antud
bakalaureuset6d tulemused tdstatasid uusi kiisimusi ning antud teema edasine uurimine voib
kunagi tuua kasu poletikulise haiguse nagu atoopiline dermatiit ravimisel. Kuigi antud t60
tulemustest selgus, et MC903 omab mdju TSLP transkriptide ekspressioonile, ei saa nende
tulemuste pdhjal delda, et sfTSLP otseselt inhibeerib IfTSLP-indutseeritud pdletikuvastust. Et
eristada sfTSLP ja MC903 eeltodtluse mdju IfFTSLP valgu ekspressioonile tuleb jargnevates
uuringutes teha kindlaks, kas sfTSLP on suuteline inhibeerima IfTSLP ekspressiooni ka ilma
MC903 eeltddtluseta.
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KOKKUVOTE

Atoopiline dermatiit (AD) on maailmas enimlevinud krooniline retsidiveeruv nahahaigus, mis
esineb kuni 20% lastel ja noortel Gle maailma (Kowalska-Ole¢dzka et al., 2019). AD on
heterogeenne haigus, mis teeb selle ravimise keeruliseks (Bieber et al., 2017). AD patsientidel
on iseloomulik krooniline Th2 tupi poletikuseisund, kdrgenenud seerumi IgE ja eosinofiilide
tase (Leung et al., 2004). TSLP on tsitokiin, mis aktiveerib CD4+ T-rakke ja dendriitrakke
ning soodustab Th2 pdletikuseisundi teket (Al-Shami et al., 2005). Atoopilise dermatiidi

patsientide nahas on korgelt ekspresseerunud TSLP (Soumelis et al., 2002).

Kéesoleva bakalaureusetod eesmark oli valja selgitada IfTSLP ja sfTSLP suhtelised
ekspressioonitasemed IL-4 + IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, poly I:C ja kaltsipotriooli poolt esile
kutsutud rakuvastuses inimese primaarsete keratinotsiitide koekultuuris ning hinnata

kaltsipotriooli eeltodtluse mdju poly I:C poolt esile kutsutud rakuvastuse tekkel.

Labiviidud katsete tulemused naitasid, et IfFTSLP on peamiselt ekspresseeritud pdletikuvastust
indutseerivate stimulatsioonide (IL-4 + IL-13 + TNFa ja poly I:.C) korral ja sfTSLP on
peamiselt ekspresseeritud vitamiin D analoogi MC903 stimulatsiooni puhul. Samuti leiti, et
inimese epidermaalsete keratinotsiiitide MC903 eeltootlusega suruti alla poly I:C poolt esile
kutsutud varajases rakuvastuses IfTSLP ekspressioon. Kui aga stimuleeriti poly I:.C
eeltootlusega rakke MC903ga, voimendus IfTSLP ekspressioon. Jargnevalt analusiti IfTSLP
valgu hulga muutust poly I:C voi MC903 eeltddtlusega stimulatsioonil. Katse tulemustest
selgus, et IfTSLP valk oli ekspresseeritud poly I:Cga stimulatsioonil, kuid on huvitav, et
MC903 eeltdotlusega keratinotsultides poly I:C lisamisel IfTSLP valgu hulga muutust
vorreldes tootlemata rakkudega enam ei tuvastatud. Kdikide nende tulemuste pdhjal selgus
antud bakalaureusetd6 raames, et MC903 omab mdju TSLP transkriptide ekspressioonile,
IfFTSLP valgu ekspressioonile ja pdletikuvastuse tekkele inimese primaarsete keratinotsudtide

koekultuuris.
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Georg-Kennet Gutman
Summary

Atopic dermatitis (AD) is the most common chronic recurrent skin disease in the world, affecting
up to 20% of children and adolescents worldwide (Kowalska-Oledzka et al., 2019). AD is
characterized by a chronic Th2-type inflammatory condition, elevated serum IgE, and eosinophil
levels (Leung et al., 2004). TSLP is a cytokine that activates CD4 + T cells and dendritic cells to
induce the development of a Th2 inflammatory state (Al-Shami et al., 2005). TSLP is highly
expressed in the skin of patients with AD (Soumelis et al., 2002).

The aim of this bachelor's thesis was to determine the relative expression levels of IfTSLP and
SfTSLP in the cell response elicited by IL-4 + IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, poly I:C and calcipotriol
in human primary keratinocyte tissue culture and to evaluate the effect of calcipotriol pretreatment

in the development of a cellular response elicited by poly I:C.

The results of the experiments showed that IfTSLP was mainly expressed in stimulations that
induce an inflammatory response (IL-4 + IL-13 + TNFo and poly I:C) and that sfTSLP was mainly
expressed upon stimulation with vitamin D analogue MC903. It was also found that MC903
pretreatment suppressed IfTSLP expression in the poly I:C-induced early cellular response.
However, when poly I:C pretreated cells were stimulated with MC903, IfTSLP expression was
enhanced. Subsequently, the change in IfTSLP protein upon poly I: C or MC903 pretreatment
stimulation was analyzed. The results of the experiment showed that the IfFTSLP protein was highly
expressed upon stimulation with poly I: C, but interestingly, MC903 pretreatment reduced the
amount of IfTSLP protein to a similar level as in untreated cells. Based on all of these results,
MC903 was found to influence the expression of TSLP transcripts, IfTSLP protein and the

development of an inflammatory response in human primary keratinocyte tissue culture.
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LISAD

Lisa 1. SFTLSP ja IfTSLP ekspressiooni statistiline analtits poly 1:C vdi MC903

eeltdotusega stimulatsioonil

IfTSLP:

Tukey’'s multiple comparisons test

NEG vs. MC903 6h

NEG vs. MC903 12h

NEG vs. Poly I:C 6h

NEG vs. Poly I:C 12h

NEG vs. MC903 12h + Poly I:C 6h

NEG vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
MC903 6h vs. MC903 12h

MC903 6h vs. Poly I:C 6h

MC903 6h vs. Poly I:C 12h

MC903 6h vs. MC903 12h + Poly I:C 6h
MC903 6h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
MC903 12h vs. Poly I:C 6h

MC903 12h vs. Poly I:C 12h

MC903 12h vs. MC903 12h + Poly I:C 6h
MC903 12h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
Poly I:C 6h vs. Poly I:C 12h

Poly I:C 6h vs. MC903 12h + Poly I:C 6h
Poly I:C 6h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
Poly I:C 12h vs. MC903 12h + Poly I:C 6h
Poly I:C 12h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
MC903 12h + Poly I:C 6h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h

sfTSLP:

Tukey's multiple comparisons test

NEG vs. MC903 6h

NEG vs. MC903 12h

NEG vs. Poly I:C 6h

NEG vs. Poly I:C 12h

NEG vs. MC903 12h + Poly I:C 6h

NEG vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
MC903 6h vs. MC903 12h

MC903 6h vs. Poly I:C 6h

MC903 6h vs. Poly I:C 12h

MC903 6h vs. MC903 12h + Poly I:C 6h
MC903 6h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
MC903 12h vs. Poly I:C 6h

MC903 12h vs. Poly I:C 12h

MC903 12h vs. MC903 12h + Poly I:C 6h
MC903 12h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
Poly I:C 6h vs. Poly I:C 12h

Poly I:C 6h vs. MC903 12h + Poly I:C 6h
Poly I:C 6h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
Poly I:C 12h vs. MC903 12h + Poly I:C 6h
Poly I:C 12h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h
MC903 12h + Poly I:C 6h vs. Poly I:C 12h + MC903 6h

Mean Diff.

-0.2875
-0.0275
-182.8
-29.57
-60.04
-175.1
0.2600
-182.5
-29.29
-59.75
-174.8
-182.7
-29.55
-60.01
-175.1
153.2
122.7
7.665
-30.47
-145.5
-115.1

Mean Diff.

-3.603
-4.770
-0.6325
0.2275
-7.598
-3.105
-1.168
2.970
3.830
-3.995
0.4975
4.138
4.998
-2.828
1.665
0.8600
-6.965
-2.473
-7.825
-3.333
4.493

95% CI of diff.

-28.66 to 28.09
-28.40 to 28.35
-211.1to-154.4
-57.95t0 -1.198
-88.41 to -31.67
-203.5 to -146.7
-28.11 to 28.63
-210.9to -154.1
-57.66 to -0.9106
-88.13 t0 -31.38
-203.2 t0 -146.4
-211.1to-154.4
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-88.39 to -31.64
-203.5 t0 -146.7
124.8t0 181.6
94.36 to 151.1
-20.71 to 36.04
-58.84 t0 -2.093
-173.9t0 -117.2
-143.4 to -86.69

95% CI of diff.

-5.161 to -2.044
-6.328 to -3.212
-2.191 to 0.9258
-1.331t0 1.786
-9.156 to -6.039
-4.663 to -1.547
-2.726 to 0.3908
1.412 to 4.528
2.272 10 5.388
-5.553 to -2.437
-1.061 to 2.056
2.579 t0 5.696
3.439 to 6.556
-4.386 to -1.269
0.1067 to 3.223
-0.6983 to 2.418
-8.523 to -5.407
-4.031 to -0.9142
-9.383 to -6.267
-4.891to0 -1.774
2.934 t0 6.051

Significant?

No

No
Yes
Yes
Yes
Yes

No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No
Yes
Yes
Yes

Significant?
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Lisa 2. TSLP (SfTLSP ja IfTSLP, transkripte eristamata) ekspressioon poly I:C v6i MC903
eeltdotusega stimulatsioonil. Inimese primaarseid keratinotsiute stimuleeriti 12 tunni véltel, 6h
poly I:C vdi MC903ga eeltddtlusega. Rakkudele lisati MC903, poly I:C vdi vastavaid kontrolle
(MC903 puhul DMSOQ, poly I:C puhul fisioloogilist lahust) ning 6 tunni méédudes lisati
rakkudele uus stimulatsioonisegu (vt. Tabel 1.) Negatiivse kontrollina (NEG) kasutati
stimuleerimata rakke. Geeniekspressioon muutusi tuvastati RT-qPCR meetodil ja véartused
normaliseeriti EEF1AL ja negatiivse kontrolli suhtes. Graafikutulemused on esitatud koos
standardveaga. statistiliseks analliisiks kasutati the-suunalist ANOVA testi, vaartuste
omavaheliseks vordlemiseks kasutati Tukey testi (Tukey’s multiple comparison test) Graafikul
on toodud peamised katses oluliste vordluste statistilised ekspressioonimuutused, kogu
statistiline analuiis on valja toodud tabelis Lisa 3. N=4, * P < 0.05; *** P < 0.001; **** P <
0.0001.

TSLP praimeri puhul, mis amplifitseerib mélemat TSLP isovormi (sfTSLP ja IfTSLP), tuvastati 6
tunni ja 12 tunni ajapunktis kdikide stimulatsioonide korral, véljaarvatud poly 1:C 12 tunni
ajapunktis, TSLP kdrgenenud ekspressioon vorreldes negatiivse kontrolliga. Stimulatsioonil
MC903ga, kuhu 6h ajapunktis lisati poly I:C, suurenes TSLP ekspressioon vorreldes MC903 12
tunni TSLP ekspressiooniga. Kui poly I:C 12h ajapunktis ei tuvastatud statistiliselt olulist TSLP
ekspressiooni muutust siis stimulatsioonil poly 1:Cga, kuhu lisati 6h ajapunktis MC903, suurenes
TSLP ekspressioon.
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Lisa 3. Tsutokiinide CCL5, IL8 ja CXCL10 ekspressioon ekspressioon inimese
primaarsete keratinotstiitide koekultuuris 6h, 18h ja 30h ajapunktil IL-4 + IL-13 +
TNFa, IL-4 + HDM, Poly I:C ja MC903 stimulatsioonil. Inimese primaarseid keratinotstte
stimuleeriti 6, 18 v6i 30 tundi IL-4 + IL-13 + TNFa, IL-4 + HDM, Poly I:C ja MC903ga.
Negatiivse kontrollina kasutati stimuleerimata rakke. MC903 negatiivse kontrollina kasutati
DMSOt. Geeniekspressiooni muutusi tuvastati RT-gPCRi abil ja CT vaartused normaliseeriti
koduhoidja geeni EEF1A1 ning negatiivse kontrolli suhtes. Statistiliseks analtitisiks kasutati
uhe-suunalist ANOVA testi, véartuste omavaheliseks vordlemiseks kasutati Tukey testi
(Tukey’s multiple comparison test) Graafikutulemused on esitatud koos standardveaga. N=3-
4;* P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001; **** P < (0.0001.
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