TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT
MEDITSIINITEADUSTE VALDKOND
BIO- JA SHRDEMEDITSIINI INSTITUUT
RNA BIOLOOGIA UURIMISGRUPP

Mart Ole Peters
Staphylococcus aureus TSLP ekspressiooni indutseerijana inimese

primaarsete keratinotsiiiitide koekultuuris

Bakalaureusetdo

Juhendajad PhD Martin Pook
PhD Tonis Org

TARTU 2023



Staphylococcus aureus TSLP ekspressiooni indutseerijana inimese primaarsete keratinotsiiii-

tide koekultuuris

Atopiline dermatiit (AD) on naha haigus, mis on iseloomustatud podletikuga, tugeva siigelusega ja
nahabarjédri kahjustustega. Staphylococcus aureus on sageli AD patsientidel naha peal leitav pa-
togeen ja on iikks AD stimptomite dgenemise pdhjus. Lipoteikoonhape (LTA) on bakteri S. aureuse
rakukesta komponent. Tiilimuse stromaalne liimfopoetiin (TSLP) on AD patsientide kahjustatud
nahas korgelt ekspresseeritud tsiitokiin ja on AD raskusastme oluline tegur. Selleks, et paremini
moista, kuidas S. aureus mojutab TSLP regulatsiooni analiiiisiti kdesolevas bakalaureusetdos pika
ja lihikese TSLP transkritpi ekspressiooni koekultuuris kasvatatud inimese primaarsetes kerati-
notsiiiitides, mida mojutati kuumtoddeldud S. aureusega, kuumtdoodeldud S. epidermidisega ja S.
aureuse L TAga. Keratinotsiiiitide kasvatamine ja tootlemine viidi 14bi vordlevalt kahes erinevas

sO0tmesiisteemis.
Miirkssonad: atoopiline dermatiit, tiilimuse stromaalne limfopoetiin, S. aureus, poletik
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Staphylococcus aureus as an inductor of TSLP in primary human keratinocyte cell culture
Atopic dermatitis (AD) is a skin disease, which is characterized by inflammation, severe itching
and disrupted skin barrier. Staphylococcus aureus is a common pathogen often found on the skin
of patients with AD and is known to further exacerbate its symptoms. Lipoteichoic acid (LTA) is
a component of S. aureus” cell wall. Thymic stromal lymphopoietin is a highly expressed cytokine
in the lesional skin of patients with AD and is a strong factor of its severity. In order to widen the
understanding how S. aureus affects the regulation of TSLP, the aim of this bachelor’s thesis is to
compare the expression of the long and the short TSLP transcript in keratinocytes treated with heat-
killed S. aureus, heat-killed S. epidermidis and LTA from S. aureus. The cultivation and treatment

of keratinocytes was carried out and compared in two different keratinocyte medium systems.
Keywords: atopic dermatitis, thymic stromal lymphopoietin, S. aureus, inflammation
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SISSEJUHATUS

Atoopiline dermatiit (AD) on krooniline nahahaigus, mis esineb globaalselt 15-20% lastel ja kuni
10% taiskasvanutel (Laughter et al., 2021). Siimptomid on krooniline nahapdletik ja epidermaalse
barjééri funktsioonihéired (Furue et al., 2017; Tamagawa-Mineoka & Katoh, 2020). Atoopilist der-
matiiti voivad mdjutada erinevad faktorid, niiteks patsiendile sobimatud Sampoonid, allergeenid,
mis voivad siivendada AD tekitatud kahjustusi, voi mikroobid, nditeks Staphylococcus aureus, mis

voimendavad AD siimptomeid (Tamagawa-Mineoka & Katoh, 2020).

Staphylococcus aureus on levinud naha peal elav patogeene bakter (Grice & Segre, 2011). Eriti
AD patsientidel on suurem tdendosus nakatuda moéne viiruse vOi bakteriga ja neil on S. aureuse
infektsioon tavaline (Traidl et al., 2021). On teada, et S. aureus indutseerib tiilimuse stromaalse
liimfopoetiini (ingl thymic stromal lymphopoietin) (TSLP) vabanemist, mis on iiks oluline AD-d
mojutav tsiitokiin (Vu et al., 2010). Staphylococcus epidermidis on samuti naha peal elav bakter.
Kuigi varem arvati, et tegemist on naha kommensaaliga, siis on tdnapédeval teada, et ta on ka voi-
meline muutuma patogeeniks (Cau et al., 2021). Lipoteikoonhape (LTA) on S. aureuse rakukesta
komponent, mille retseptorid keratinotsiiiitides on tollilaadsed retseptorid 2 ja 6 (TLR2/TLR6, toll-
like receptor) (Pietrocola et al., 2011). On néidatud, et LTAI voib olla mdju TSLP ekspressioonile
(Brauweiler et al., 2020).

TSLP on tsiitokiin, mis on tugevalt ekspresseeritud AD-1 patsientide keratinotsiiiitides (Soumelis
et al., 2002). TSLP iilesanne on Th2 ja Th22 immuunvastuse algatamine. Th2 ja Th22 seotud tsii-
tokiinide kdrgenenud voib viia filaggriini ekspressiooni vdhenemiseni ning seelébi nahabarjdari
funktsiooni héireni, mis on iiks AD siimptom (Furue et al., 2017). On teada kaks peamist TSLP
1sovormi, millest iiks on pikk isovorm (long-form-TSLP), ning eelkdige seotud Th2 tiiiipi im-
munvastusega ja on poletiku korral rohkem ekspresseeritud. Liihike isovorm (short-form-TSLP)

méngib olulist rolli epiteeli homdostaasis (Varricchi et al., 2018).

Kéesoleva bakalaureusetoo eesmérgiks on uurida, kuidas mdjutavad kuumtdddeldud S. aureus,
kuumtoodeldud S. epidermidis ja S. aureuse LTA TSLP transkripti isovormide IfTSLP ja sfTSLP
ekspressiooni primaarsetes keratinotsiiiitides. Lisaks vorreldakse neid tulemusi kahes erinevas

sO0tmesiisteemis kasvatatud keratinotsiiiitidest saadud materjalis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Atoopiline dermatiit

Atoopiline dermatiit on nahahaigus, mis esineb globaalselt 15-20% lastel ja kuni 10% tdiskasva-
nutel (Laughter et al., 2021). AD-d iseloomustab krooniline nahapdletik, kuiv nahk, epidermise
barjdiri diisfunktsioon ja intensiivne siigelus, mille indutseeritud kratsimine siivendab podletikku ja
rakukahjustusi (Furue et al., 2017). AD on multifaktoriaalne haigus (Ibrahim et al., 2020), mille
stiimptomid on tugevalt kdikuvad remissioonide ja retsidiividega (Katoh et al., 2019) ja selle pato-
genees ei ole veel tdielikult teada (Ibrahim et al., 2020). On leitud positiivne korrelatioon AD ja
muude erinevate haiguste (nt. allergiad, siidamehaigused voi ka vaimsed haigused nagu depres-
sioon) vahel (Silverberg et al., 2018). Teada on ka geneetilise eelsoodumuse esinemine: kui vane-
matel on astma, riniit voi toidualergia, siis on tdenéosus, et lapsel tekib AD umbes 1,5 korda suu-
rem (Torres et al., 2019). Lapsel on AD tekkimise tdendosus kolm korda suurem, kui iihel vanemal

on AD ja viis korda suurem, kui see esineb mdlematel vanematel (Torres et al., 2019).

Mutatsioonid, mis pohjustavad muutusi valgus filaggriin on oluline faktor AD varajasel tekkimisel
(Weidinger et al., 2006). Filaggriin on profilaggriini 16ikeprodukt ja selle puuduse pohjuseks voib
olla mutatsioon filaggriini (FLG) geenis vo0i profilaggriini 1dikavate proteaaside mutatsioonid
(Weidinger et al., 2006). Filaggriini puudus pdhjustab héireid naha epidermise funktsioonis ja tds-
tab seetdttu mikroobilise infektsiooni riski (Cabanillas & Novak, 2016). Lisaks sellele on AD pat-
sientide naha sarvkihis vorreldes tervete patsientidega vahem urokaanhapet ja plrrolidoon-5-kar-
bokslulhapet (plroglutamiinhappe derivaat), mis on filagriini laguproduktid ja olulised naturaal-

sed niiskusfaktorid ning seeldbi seotud AD patsientide kuiva nahaga (Cabanillas & Novak, 2016).

Epidermaalsetel dendriitrakkudel on trimeersed korge afiinsusega retseptorid, mis vdivad koos an-
tikehaga immunoglobuliin E (IgE) esile kutsuda T-rakkude poolt vahendatud immuunreaktsioni
(Novak, 2012). IgE-ga seonduvad ka erinevad keratinotstiiitidelt pdrinevad antigeenid (Zeller et
al., 2009). AD patsientidel on Th2-rakke soodustavate tsiitokiinide ekspressioon ja immunoglobu-
lin E (IgE) tase korgem (Weidinger & Novak, 2016). AD patsientidel on néiliselt tervel nahal
voimalik tuvastada pdletikuga seotud markereid ja esineb suurem arv Th2-rakke ja pdletikku soo-
dustavaid tsiitokiine (Novak, 2012). Th-2 immuunvastus on muu hulgas indutseeritud ka TSLP
poolt ning see aktiveerib dendriitrakke ja indutseerib naiivseid CD4+ rakke tootma pdletikuga seo-

tud tsiitokiine (Beken et al., 2020).



1.1.1 Keratinotsiiiitide roll naha poéletikulistes protsessides

Nahk on inimeste kdige suurem organ ja koosneb epidermisest, dermisest ja hiipodermisest (Arda
etal., 2014). Esimene kaitsebarjiér on epidermis ehk marrasnahk (Baroni et al., 2012). See koosneb
omakorda viiest kihist. Kdige vilimine kiht on sarvkiht (stratum corneum), teine (ainult kite voi
jalataldade paksus nahas leitav) kiht on ldikekiht (stratum lucidum), kolmas on sdmerkiht (stratum

granulosum), neljas kiht on ogakiht (stratum spinosum) ja kdige sisemine on basaalkiht (stratum

basale) (Wickett & Visscher, 20006).

Basaalkihi pohirakud on basaalsed keratinotsiitidid, mis differentseeruvad edasi ogakihi rakkudeks
(Fuchs, 1990). Lisaks leidub basaalkihist ka melanotsiiiite ja merkeli rakke (Nguyen et al., 2017;
Yousef et al., 2024). Viimati mainitud kirjandusallikas on kirjeldatud tilejdédnud kihtide tilesehitust
jargmiselt: ogakiht on 8-10 rakukihiga desmosoomidega {ihendatud ebakorrapiraseid rakke sisal-
dav rakukiht. Ogakihi rakkude vahelt leidub Langerhansi denriitrakke. SGmerkihi rakud on tee-
mandi kujulised ja omavad keratohiialiini ja lamllaarseid graanuleid. Lamellaarsete graanulite glii-
kolipiidid hoiavad rakke koos. Léikekihis leiduvad keratinotsiitidid on surnud. Selles kihis toodetud
eleidiin on iiks keratohiialiini transformatsiooni produkt. Sarvkiht on kdige pindmine ja 20-30 ra-

kukihi paksune. Surnud ilma tuumata keratinotsiitidid moodustavad seal esimese kaitsebarjdiri.

Keratinotsiitidide diferentseerumine on peamiselt reguleeritud epidermaalse differentsieerumis-
kompleksi (EDC) kuuluvate geenide poolt, mis kodeerivad muu hulgas involukriini, lorikriini ja
véikseid proliinirikkaid valke (Moltrasio et al., 2022). Nende peamine roll nahas on organismi
kaitse vilismojurite vastu (Pastar et al., 2014). Nende kaitse pohineb selles, et nad moodustavad

barjdiri, mis ennast ise vigastuste puhul parandab (Pastar et al., 2014).

Fiiiisilise kaitse kdrval on keratinotsiiiitidel ka teisi organismi kaitsmise mehhanisme. Uks viis on
PRR-ide (pattern recognition receptor) kaudu signaalide dratundmine. On olemas erinevaid PPR
retseptoreid, mis keratinotsiiiitides on peamiselt TLR-id (Lebre et al., 2007). PRR-id tunnevad dra
erinevaid patogeenide komponente ehk patogeeniga seotud molekulaarseid mustreid (PAMP, ingl
pathogen-associated molecular pattern) (Lebre et al., 2007). PAMP-id on néiteks bakterite lipo-
poliisahhariidid (LPS) (Lebre et al., 2007) vdi bakteri Staphylococcus aureus pinnal olev LTA (/i-
poteichoic acid) (Lai et al., 2009). LTA retseptorid on TLR2 ja TLR6, mis algatavad parast nende
aktiveerimist NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell) signaalraja

(Pietrocola et al., 2011).
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Joonis 1. Keratinotsiiiitide signaalrajad tolli-laadsete retseptorite (TLR) kaudu. Raku membraanil
on retseptorid TLR1, 2, 4, 5 ja 6. Keratinotsiiiitide rakusisestel osakestel on leida TLR3 ja 9. TLR2
tunneb dra erinevaid patogeeniga seotud molekulaarseid mustreid, mille juurde kuuluvad triatsiitil
lipopeptiid koos TLR1ga. Kombinatsioonis TLR6ga tunneb TLR2 &ra diatsetiiiil lipopeptiidi, pep-
tiidogliikkaani (PGN), lipoteikoonhapet (LTA) ja tstimosaani (ingl Zymosan). TLR 5 tunneb &ra
flagelliini. TLR4 tunneb é&ra lipopoldsahhariidi (LPS), milleks on vaja abistavaid valke different-
seerumise klaster (CD14, cluster of differentiation) ja miieloid differentseerumisfaktor 2 (MD2,
myeloid differentiation factor 2). Endosomaalsel membraanil olevad TLR3 ja TLR9 tunnevad &ra
vastavalt kaheahelalist RNAd (dsRNA) ja metiileerimata CpG DNAJ. Stimulatsiooni korral akti-
veerivad TLRid ND-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
signaalraja aktiveerides poletikuga seotud tsiitokiine. Lisaks voivad TLR3 ja 9 indutseerida tiiiip 1
interferoonide (IFN) ekspressiooni interferooni regulatsiooni faktor 3 (TLR3) ja interferooni regu-
latsiooni factor 7 (TLRY) signaalradade kaudu. Modifitseeritud ja tolgitud (Piipponen et al., 2020)
jargi.

Eristatakse kanoonilist ja alternatiivset NF-xB signaalrada. Kanoonilist signaalrada aktiveerivad
poletikku indutseerivad tsiitokiinid nagu Il-1 ja TNF-a (Karin et al., 2004) aga ka TLR-id (Akira
et al., 2006). Alternatiivne signaalrada on aktiveeritud TNF-perekonna tsiitokiinide poolt, vilja
arvatud TNFa. Sinna kuuluvad LT B, CD40L, TNFSS5, BAFF, TNFS13B, RANKL ja TNFSF11
(Lawrence, 2009). Kanoonilise ja alternatiivse signaalrada erinevus seisneb aktiveeritavates komp-
leksides. Kanoonilisel sigaalrajal aktiveeritakse RelA IkB fosforiileerimise abil, milles osalevad

IkB- kinaasi subiihikud IKKy, IKKf ja kinaasi aktiivsuse jaoks mitte tingimata vajalik IKKa
9



(Zandi et al., 1997). Kanooniline signaalrada on seotud podletiku soodustavate protsessidega. Ini-
mese ateroskleroosi mudelis néidati, et kanooniline NF-xB suurendab poletiku soodustavate tsiito-
kiinide ekspressiooni (Monaco et al., 2004). Kuid on ka leitud, et NF-xB subiihik p50 inhibeerib
proinflamatoorsete tsiitokiinide ekspressiooni (Bohuslav et al., 1998). Alternatiivne signaalrada
viib RelB/p52 kompleksi aktiveerimiseni, milleks fosforiileeritakse ja toodeldakse p100 1IkB ki-
naasi subtihikute NIK ja IKKa abil (Senftleben et al., 2001). Alternatiivse NF-xB signaalraja pea-
miseks tlilesandeks arvatakse olevat pdletikuvastane roll, mis seisneb néiteks IKKa poolt kanooni-
lise signaalraja inhibeerimises bakteriaalses infektsioonis voi alternatiivse raja RelB ja p52 pdleti-
kuvastases mojus (Lawrence, 2009). Lee ja Ziegler (2007) néitasid ka, et NF-kB on tihtis TSLP
ekspressioonil. See informatsioon voiks siduda S. aureuse LTA modju TSLP ekspressiooni regulat-

sioonile TLR2/TLR6 ja NFkB signaalraja kaudu.

NF-xB AP-1
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Joonis 2. Inimese TSLP geeni lookus. Erinevad transkriptsioonifaktorid seonduvad erinevatele
saitidele ja indutseerivad sdltuvalt kontekstist, koest ja stiimulist pika ja liihikese TSLP isovormi.
RXR, retinoid X retseptor; VDR, vitamiin D retseptor. Modifitseeritud ja tdlgitud (Tsilingiri et al.,
2017) jargi

Keratinotsiilidid reageerivad erinevatele tsiitokiinidele ning ekspresseerivad omakorda tsiitokiine,
et mojutada immuunrakke. Naiteks toodetakse neis IFN-y ja TNF-a retseptoreid (Boorsma et al.,
1999), mille stimulatsioon indutseerib modlemal juhul proinflamatoorse kemokiini CXCL-5 ja
TNF-a puhul vaid CXCL-8 ekspressiooni (J. Li et al., 1996). TNF-o, CXCL-5 ja CXCL-8 méngi-

vad lisaks olulist rolli makrofaagide ja neutrofiilide aktiveerimisel ja varbamisel (Larouche et al.,
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2018). IFN-y suurendab lisaks sellele ka tiiiip II peamise koesobivuskompleksi (MHC-II) ekspres-
siooni (Albanesi et al., 1998), ja voimaldab keratinotsiiiitidel interakteeruda T-limfotsiiiitidega ol-
les atiiiipiline antigeeni presenteerija (Aubdck et al., 1986). Erinevate haavade paranemiseks ja
barjadri taastumiseks on tsiitokiinid IL-6, C-C kemokiin retseptorid (CCR) ja C-X-C- motiiv ke-
mokiin retseptorid (CXCR), mis on toodetud nii immuunrakkude, kui ka keratinotstiiitide poolt
(Kroeze et al., 2012; Lin et al., 2003). Keratinotsiiiitide IL-34 (Greter et al., 2012), TGF-$ (Kel et
al., 2010) ja RANKL (Loser et al., 2006) on tdhtsad Langerhansi rakkude (LC) kasvul ja different-
seerumisel ning nende migreerumist limfisdlmedesse pohjustavad IL-1f3, TNF-a ja GM-CSF (Enk
& Katz, 1992). Liimfisolmedes aktiveerivad LCd naiivseid T-rakke, mida virvatakse haavadesse

(Soumelis et al., 2002).

1.1.2 TSLP ekspressioon nahas

Tiilimuse stromaalne liimfopoetin (TSLP) on tsiitokiin, mis on peamiselt ekspresseeritud naha,
kopsude, soolestiku ja tiiimuse epiteelrakkudes ja see leiti esmalt hiirte tiilimuse stromaales raku-
liinist (Friend et al., 1994; Rimoldi et al., 2005). Sellele vastavad retseptorid TSLPR ja IL-7Ra on
muuhulgas ekspresseeritud vereloome rakkudes (Pandey et al., 2000; Reardon et al., 2011; Ziegler
& Artis, 2010). Erinevates uuringutes on leitud, et TSLP on seotud paljude immuunhaigustega, mis
holmavad nahka, kopse, ja seedeelundkonda. TSLP ekspressiooni muutusi on tdhledatud pdletiku-
lise nahaga patsientidel, kellel on néiteks netheroni siindroom (Briot et al., 2009) vo1 AD (Soumelis
etal., 2002). On teada, et TSLP on oluline faktor AD progressioonis allergilise riniidini voi astmani
(Han et al., 2012). Samuti on kindlaks tehtud, et TSLP mingib rolli erinevates vahitiitipides. Nii-
teks leiti kohunddrme véhis, et CAF-id (cancer associated fibroblast) aktiveerivad 1dbi TSLP sek-
retsiooni dendriitrakke, mis viib Th2 rakkude polariseerimiseni, millel on oluline korrelatsioon
vahi progressiooniga (Monte et al., 2011). Lisaks on CTCL-ides (cutaneous T-cell lymphoma)
TSLP ekspressioon kdrgenenud ja vaib olla seotud liimfoomide tekkimisega (Takahashi et al.,

2016).

TSLP moju avaldub seondudes IL-7 retseptori a-ahelaga (IL-7Ra) ja TSLP retseptoriga
(TSLPR/CRLF2), kusjuures TSLPR ja TSLP omavaheline afiinsus on ndrk, kuid TSLPR ja IL-
7Ra heterodimeerne kompleks genereerib korge afiinsusega seondumissaidi (Pandey et al., 2000).
TSLP ja IL-7 on osaliselt sarnaste funktsioonidega, kuna mdlemad aktiveerivad B-liimfotsiilite sar-
naselt ja seonduvad molemad IL-7Ra a-ahelaga (Friend et al., 1994; Park et al., 2000). TSLP sig-

naalid kdivad JAK/STAT (Janus kinase/ transducer and activator of transcription) signaalraja

11



kaudu, kus retseptorite heterodimeeri TSLPR-IL7Ra signaalililekanne kiib vastavalt JAK2 ja
JAK1 kaudu (Wang et al., 2022). Edasi aktiveeritakse signaal 14bi STATSA ja STATS5B ning vi-
hesemal méiral ka 14bi STATI ja STAT3 (Rochman et al., 2010).

1.1.2.2 TSLP isovormid

Inimese puhul on hetkel teada, et eksisteerib kolm peamist TSLP transkripti varianti, millest ainult
kaks moodustavad kodeerivat RNAd. Need kaks transkripti kodeerivad pikka vormi TSLPd
(IfTSLP), mis on 159 aminohapet pikk, ja lithikest vormi (sfTSLP), mis holmab pika IfTSLP vii-
mast 63 aminohapet (Fornasa et al., 2015). Esmalt arvati, et erinevate transkriptide ndol on tegemist
splaissimisproduktidega (Harada et al., 2009). Hiljem avastati aga, et tegemist on kahe erineva
lugemisraamiga ja neid kontrollivad kaks erinevat promootorpiirkonda (Fornasa et al., 2015; Ha-
rada et al., 2011). Erinevalt IfTSLP-st on sfTSLP ka terves nahas ekspresseeritud ning ei aktiveeri
STATS5-te ja on lisaks sellele rohkem antibakteriaalse mdjuga (Bjerkan et al., 2015). Erinevate
TSLP isovormide antibakteriaalse moju testimiseks on kasutatud baktereid S. mitis,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli ja Bacillus cereus. Niidati,
et sfTSLP vidhendab bakterite arvu oluliselt rohkem kui IfTSLP (Bjerkan et al., 2015). Lisaks anti-
bakteriallse mdjule on sfTSLP ka pdletikuvastane moju, mis on tagatud sellega, et see isovorm
takistab dendriitrakkude voimet indutseerida T-rakkude proinflamatoorsete tsiitokiinide tootmist
(Fornasa et al., 2015) Poletikuvastane efekt on vahendatud signaalrajaga, kus STATS asemel fos-
foriileeritakse p38a (Bjerkan et al., 2015; Fornasa et al., 2015). See viitab sellele, et sfTSLP] voib
olla teine retseptor kui TSLPR (Bjerkan et al., 2015).

Pikk TSLP seondub TSLPR ja IL-7Ra heterodimeerse kompleksiga (Park et al., 2000). NF-xB on
tahtis TSLP pika vormi ekspressiooni jaoks, kuna TSLP promootoralas esineb NF-kB seondumis-
sait (Lee & Ziegler, 2007). On leitud, et inimeste normaalsete bronhi epiteelrakkudes (NHBE) on
IfTSLP ekspressioon kdrgenenud, kui seda stimuleeritakse viiruseanaloogiga poly(1:C) ja see efekt
on veel suurem, kui IfTSLP promootorregioonis esineb SNP rs3806933(-847 C>T), mis pdhjustab
aktivaatorvalgu 1 AP-1(activating protein 1) seondumist sellele saidile (Harada et al., 2009). Kor-
genenud IfTSLP ekspressioonil bronhiepiteeli rakkudes on leitud ka positiivne korrelatsioon bron-
hiaalse astmaga (Harada et al., 2009). IfTSLP on téhtis tsiitokiin pdletikuvastusele. Seda isovormi
leidub ainult poletikulises nahas ja poletiku tekitamine on suures osas pohjustatud CD11c+ dend-
riitrakkude aktiveerimisest, mis omakorda toodavad Th2 rakke varbavaid kemokiine (Soumelis et

al., 2002).
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Fornasa et al., 2015 teadust6os néidati, et patogeensed bakterid tostavad immoraliseeritud sool-
erakkude (Caco-2, Cancer coli) rakuliinis IfTSLP ja langetavad sfTSLP ekspressiooni, kuid mitte-
patogeensed bakterid ei ndidanud mingit muutust. On ka teada, et AD patsientide pdletikulises
nahas on IfTSLP ekspressioon kdrgem kui mittepdletikulises nahas ja sfTSLP on pdletiku korral
vihem ekspresseeritud (Fornasa et al., 2015). Uldiselt arvatakse hetkel, et lithikesel TSLP isovor-

mil on nahas homdoostaatiline roll ja pikal isovormil on pdletikuline roll (Fornasa et al., 2015).

TSLP isovormid méngivad ka rolli teistes haigustes. Tsoliaakia (CD) patsientidel on mdlemad
TSLP isovormid vihem ekspresseeritud (Biancheri et al., 2016). Huvitav on see, et CD patsientide

limaskestas lileekspresseritud valk furiin on voimeline IfTSLPd lagundama (Biancheri et al., 2016).

Munasarja-, endomeetriumi- ja emakakaelavihi rakuliinides on leitud, et esineb ainult sfTSLP
ileekspresseerimine ja see on tuumori kasvu soodustav (Chan et al., 2021). Huvitav on asjaolu, et
TSLPR ei ole alati tuumori rakkudes ekspresseeritud, viidates veelkord sellele, et sSfTSLP signaa-

litilekanne ei kéi selle retseptori kaudu (Chan et al., 2021).

Ka osade viirusnakkuste puhul toimub TSLP ekspressiooni indutseerimine. Metapneumoviiruse
moju (hMPV) TSLP isovormide ekspressioonile on uuritud inimese hingamisteede epiteelirakulii-
nides (BEAS-2B ja A549) ja inimese loote kopsu fibroblastide rakuliinis la leiti, et ekspressioon
suurenes ainult IFTSLP isovormil (Y. Li et al., 2018). Samas t66s kasutati UV-inaktiveeritud hMPV
ja leiti, et IfTSLP ekspressioon on soltuv viiruse replikatsioonist ja selle ekspressiooni algatavad

retseptorid TLR-3 ja RIG-1 NF-«B signaalraja kaudu.

1.1.2.3 TSLP ja AD
On teada, et TSLP on AD patsientide poletikulises nahas diisreguleeritud (Fornasa et al., 2015).

Seega on TSLPI oluline roll ADs. Lisaks on leitud seoseid ka geneetiliste markeritega: korgenenud
AD risk on seotud kolme TSLP-i SNP-ga (rs11466749, P=0.028; rs1898671, P = 0.001;
rs2416259, P=0.021) (Gao et al., 2010). IfTSLP ekspressioonitase naha sarvkihi keratinotsiiiitides
korreleerub isegi AD siimptomite raskusastmega (Dong et al., 2016), kus SCORAD haigusindeks
nditab ka TSLP ja naha kuivusega korrelatsiooni (Sano et al., 2013). Niiskusfaktorite lisamine na-
hale vdhendab TSLP ekspressiooni ja AD siimptomeid (Sano et al., 2013). Kuiv nahk on oluline
AD siimptom (Furue et al., 2017). Uks oluline tegur naha niiskuse tagamises on filagriini lagupro-
duktid (Cabanillas & Novak, 2016). TSLPI ei seostu filagriini loss-of-function mutatsioonide mo-
juga AD-le (Klonowska et al., 2022).
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TNF-a, 11-4 ja 11-13 on koos voimelised TSLP ekspressiooni suurendama (Bogiatzi et al., 2007).
AD puhul on need tsiitokiinid korgelt ekspresseeritud (Sano et al., 2013). Suurenenud TSLP eksp-
ressioon viib Th2 immuunvastuseni (Beken et al., 2020). (Kitajima et al., 2011)) niitasid, et 11-4
voib pdhjustada suurenenud TSLP moju rakkudele TSLPR kaudu. CD4+ rakud on seotud atoopi-
lise dermatiidi immuunvastusega, ja nende TSLPR ekspressioon on selle haiguse siimptomite
raskusastme tegur (Tatsuno et al., 2015). TSLP ekspressiooni tuvastamist on kasutatud ka marke-
rina AD ravi kulgemise hindamisel. Tatsuno ja kolleegid (2015) ravisid keskmiste kuni raskete AD
siimptomitega patsiente antihistamiinidega ja kortikosteroididega, mis vihendas TSLP+CD4+ T-

rakke, ja seega vihendasid ka AD stimptomeid kahe nddalaga (Tatsuno et al., 2015)

1.1.3 Naha mikrofloora muutused atoopilise dermatiidi patsientidel

Nahk on inimese kdige suurem organ ja on kodu paljudele erinevatele mikroobidele. Naha mikro-
floora, mis koosneb viirustest ja seentest aga peamiselt bakteritest perekonnast Staphylococcus,
Micrococcus ja Propionibacterium ning harva voi vihesel mééral gramm-negatiivsetest batsillidest
ja bakteritest perekonnast Streptococcus, on naha erinevates kohtades erineva koosseisuga (Davis,

1996). Enamus nahal olevad seeneliikidest on perekonnast Malassezia (Findley et al., 2013).

Staphylococcus on grampositiivsete bakterite perekond, millest kommensaal Staphylococcus epi-
dermidis leidub enamus inimeste naha peal (Traidl et al., 2021). Vastaselt varasematele arvamus-
tele on teada, et baktereid perekonnast Staphylococcus ei leidu ainult nahal pindmiselt, vaid neid
on ka leitud siigaval folliikulites (Kearney et al., 1984). Jinnestdl ja kolleegid (2014) niitasid, et
Staphylococcus aureuse koloniseerimine naha peal korreleerub naha barjdéri funktsiooni vihene-
misega transepidermaalse vee kaotuse kaudu (Jinnestal et al., 2014). See omakorda viitab, et AD

puhul muutub ka naha mikrofloora pigem patogeenide kasuks.

1.1.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus on inimese naha peal levinud patogeen (Grice & Segre, 2011). Rohkem kui
20% tervetest inimestel on seda bakterit leitud ninas (Noble et al., 1967). Viiksem bakterite mit-
mekesisus viib bakteri S. aureus iilekoloniseerimiseni nahal (Kong et al., 2012). Agr (assecory
gene regulator) on S. aureuse peamine virulentusega seotud lookus (Abdelnour et al., 1993). Uks
osa toksiinidest, mida Agr reguleerib on fenoolis lahustuvad moduliinid (PSM) (Queck et al.,
2008). Nende hulgas on peptiidid grupist PSMa, mis on toksilised keratinotsiiiitidele (Nakagawa
et al., 2017). (Nakagawa et al., 2017) nditasid, et PSMa peptiidid pShjustavad tsiitokiinide IL-1a

ja IL-36a vabanemist, mis pohjustavad vastavas koes pdletikku (Carrier et al., 2011; Kim et al.,
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2013). Uks teine PSM on §-toksiin, mis pdhjustab nuumrakkude degranulatsiooni, mille efekt on
IgE juuresolekul tugevam, ja IL-8 ekspressiooni, mis on pdletikku soodustav kemokiin (J. Li et al.,
1996; Nakamura et al., 2013). Nuumrakkude degranulatsioon soodustab Th2 tiitipi pdletikku (Na-
kamura et al., 2013). Kemokiin IL-8 osaleb lisaks veel neutrofiilide aktivatsioonil ja virbamisel,
mis on tdhtsad S. aureuse vastase kaitse jaoks (J. Li et al., 1996). Haigused, mis pohjustavad neut-
rofiilide puudust kaasnevad tavaliselt ka S. aureus infektsiooniga (Lekstrom-Himes & Gallin).
Siiski on see bakter voimeline naha peal edasi elama ka erijuhul, kus PSMide ekspressioon vaja-
dusel véljaliilitakse ja seetdttu muutuvad nad neutrofiilidele ,,ndhtamatuteks* (Shopsin et al.,
2008). Lisaks on bakteri rakukesta LTA puhul tdheldatud poletikuvastast moju keratinotsiititidele,
mis toimub TLR-3 inhibitsiooni abil 1dbi TLR-2 retseptori (Lai et al., 2009). Samas on Bauweiler
ja kolleegid (2020) ndidanud hiire mudelis, et LTA otsene kontakt epidermisega indutseerib tiiiip
2 tsiitokiine, mis omakorda tdstavad TSLP ekspressiooni. TSLP pdhjustab I1-4 ekspressiooni ja

basofiilide virbamist ja suurendab lisaks enda ekspressiooni (Brauweiler et al., 2020).

1.1.3.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis on nahal elav bakter, mida saab eristada S. aureusest koagulaasi toot-
mise pohjal: S. aureus on koagulaas-positiivne ja S. epidermidis on koagulaas-negatiivne (CoNS,
coagulase-negatiive staphylococci) (Kloos & Schleifer, 1975). Varem arvati, et S. epidermidis on
ainult naha kommensaal, kuid hilisemad uuringud tegid kindlaks, et ta on ka voimeline nahabarjiari
kahjustama (Cau et al., 2021). Selleks kasutab S. epidermidis tslisteiinproteaasi EcpA, mis on Agr
poolt reguleeritud ja to6tab sarnaselt nagu moned S. aureuse PSM-id. Kuid see on tingitud bakteri
korgest kontsentratsioonist, naha pH véértusest ja teiste koagulaas-negatiivsete bakterite olema-
solust, kes suudavad S. epidermidise Agr siisteemi inhibeerida (Cau et al., 2021). Ka S. epidermi-
disel on rakumembraanil LTA, mille mdju on keratinotsiiiitide puhul pdletiku vastust parssiv. (Lai
et al., 2009) katsetasid S. epidermidise mdju Poly(I:C) vastusele, mis on TLR3 stiimul ja said leid-
sid, et S. epidermidise mdjul on Poly(I:C) indutseeritud TNF-a ekspressioon inimese primaarsetes

keratinotsiiiitides vdiksem. See kinnitab, et S. epidermidis on voimeline pdletikku vdhendama.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Antud t606 eesmérgiks on vilja selgitada kuidas mdjutab Staphylococcus aureuse ja Staphylococcus
epidermidise kuumtoodeldud rakumaterjal ning Staphylococcus aureuse bakteri rakukesta kompo-
nent LTA (lipoteichoic acid) inimese primaarsete keratinotstiiitide rakuvastust TSLP ekspressioo-

nis. Lisaks oli iilesandeks vorrelda nende moju kahes erinevas séotmesiisteemis.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Inimese primaarsete Keratinotsiiiitide koekultuur

Uuringu jaoks kasutatud normaalseid inimese epidermaalseid keratinotsiiiite (NHEK, normal hu-
man epidermal keratinocytes) kasvatati sodtmes Keratinocyte-SFM (Keratinocyte seerum-free
meedium), millele lisati 5 ng/ml inimese rekombinantset epidermaalset kasvufaktorit (tEGF, hu-
man recombinant epidermal growth factor), 50 ng/ml ajuripatsi ekstrakti (BPE, bovine pituary
extract) ja penitsilliini ja streptomiitsiini segu (5 U/ml penitsilliini ja 5 ug/ml streptomiitsiini,
Gibco™) Vordluseks kasutati teist sootmesiisteemi KGM3 (Keratinocyte Growth Medium 3, Pro-
moCell) mille tipset koostist tootja ei avalda. Sellele lisati 5 U/ml penitsilliini ja 5 pg/ml strepto-
miitsiini. Rakke kasvatati T75 rakumadratsites 37°C juures 5% CO- kontsentratsioonil veeauruga
kiillastunud inkubaatoris. S66det vahetati igal teisel pdeval. Rakkude passeerimise jaoks pesti
rakke esmalt PBSiga (phosphate buffered saline) ja kasutati 2 ml triipsiin-EDTA (Trypsin-EDTA,
no phenol red, Gibco™) , mille jérel neid inkubeeriti 5 kuni 6 minutit 37°C inkubaatoris. Peale
seda peatati reaktsioon 4 ml triipsiini neutraliseerijaga (Trypsin Neutralizer Solution, Gibco™,
USA). Parast 7 minutilist tsentrifuugimist ruumitemperatuuril ja 260 g juures jagati rakud uutele

kasvupindadele.

2.2.2. Primaarsete keratinotsiiiitide mojutamine bakterirakukomponentidega
ja TSLP ekspressiooni stimuleerijatega koekultuuris

Rakud jagati 12 kannusele plaadile. Kannu kohta pandi 75000 rakku ja 1 ml s6ddet. Jargmisel
pdeval vahetati s66de. Rakkude stimuleerimist kuumtoddeldud S. aureus (HKSA, heat-killed
Staphylococcus aureus) (Idppkontsentratsioon so6tmes 107 rakke/ml, InvivoGen), kuumtdodeldud
S. epidermidis (HKSE, heat-killed Staphylococcus epidermidis) (15ppkontsentratsioon séétmes 107
rakke/ml, InvivoGen), S. aureuse LTA (Loppkontsentratsioon sédtmes 10ug/ml), MC903 (16pp-
kontsentratsioon séotmes 10 uM, Merc), Poly I:C (Idppkontesntratsioon, InvivoGen) alustati 48

tundi pérast plaadile jagamist.
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2.2.3 RNA eraldamine inimese primaarsetest keratinotsiiitidest

RNA eraldamine tehti Total RNA Zol-Out kiti (A&A Biotechnology, Poola) modifitseeritud pro-
tokolli jéargi,. Selleks voeti eelnevalt TRIzol™ liiiisilahuses (Life Technologies, USA) liiiisitud ke-
ratinotsiilidid -80°C kapist, sulatati toatemperatuurile ja segati vorteksil. Pirast seda lisati QIAzolis
liisaadile kloroformi suhtega 5:1, segati vorteksil ja inkubeeriti 2-3 minutit toatemperatuuril. Peale
seda tsentrifuugiti rakke 15 min 12000 g ja 4°C juures. Peale seda lisati segule 1:1 isopropanooli,
segati vorteksil, kanti mikrokolonnidele ja tsentrifuugiti 1 min 12.000 g. Seejdrel pesti kolonne
kaks korda 700ul Zol-Out kiti A1 pesulahusega ja iihe korra 200ul A1l lahusega. RNAd elueeriti
40ul veega. Lopuks moddeti RNA kontsentratsioone NanoDropiga ja proovid pandi -80°C kappi.

2.2.4. RT-qPCR mRNA ekspressiooni tuvastamiseks

RT-qPCRi teostamiseks tehti eelnevalt DNaasiga toddeldud RNAle komplementaarne DNA
(cDNA). DNaasi tootluseks kasutati DNase I, Rnase-free komplekti (DNase I, RNase-free
ENO0521, Thermo Scientific, USA). Selleks segati 400ng RNAd reaktsioonipuhvrit, DNaasi, Ri-
bolocki ja milliQ vett tootja juhiste jargi nii kokku, et reaktsiooni 16ppmaht oleks 10,5 ul. Proovid
inkubeeriti 30 minutit 37°C juures. Dnaasi reaktsiooni peatamiseks kasutati tootja EDTA lahust

ning inkubeeriti proove 10 minutit 60°C juures.

cDNA tegemiseks lisati igale proovile 96-kannusel plaadil 1 ul 100uM oligo dT vd&i random he-
xamer praimerit ja 2 ul 10 mM nukleotiidide segu (ANTP). Esmalt teostati 5 minuti 65°C inku-
beerimine praimeri paremaks seondumisks.. Siis lisati proovidele RT puhvrit, RT ensiitimi ja
RNaasi inhibiitori segu (Thermo Scientific, USA). Seejdrel teostati cDNA siintees jargneva prog-
rammiga: 25°C 5 min (ainult random hexamer praimeri puhul), 42°C 1h ,75°C 10 min ja lopuks

4°C kuni plaadi eemaldamiseni masinast. cDNA proove hoiustati -20°C kiilmkapis.

RT-gqPCR viidi lébi 384 kannuse plaadile kantud proovidega 12K Flex Real-Time PCR masinas
(QuantStudio™). 6 ul 18ng ja 7ng eelnevalt tehtud cDNAJ kasutati iiheks reaktsiooniks. Sellele
lisati 6 ul reaktsioonisegu, mis koosnes 2,4 ul 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR segust (Solis
Biodyne, Eesti), 2,6 ul milliQ veest ja 1 ul 4 uM praimeri segust. Igal proovil oli RT-qPCRis kolm
tehnilist kordust. RT-qPCRi programm oli jirgmine: esimene etapp kaks minutit 50°C, 15 minutit
95°C, seejérel 40 kordusega 15 sekundit 95°C ja 1 minut 60°C. Teostati dissotsiatsioonianaliiiis
(melt curve analysis). RT-QPCRist saadud CT-véértuste abil arvutati suhtelisi ekspressiooni muu-
tusi kasutades Delta Delta CT meetodit (Livak & Schmittgen, 2001) ja véddrtused normaliseeriti

sihtmérgi EEF1AT1 abil.
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2.2.5. Statistiline analiitis

Andmete statistiline analiilis ja graafikute tegemine viidi 1&bi GraphPad Prism 8.0.1 programmiga.
Statistiline analiiiis tehti iihesuunalise ANOVA testiga (one-way ANOVA) ja andmete omavaheli-
seks korrigeeritud vordluseks kasutati Tukey testi (Tukey’s multiple comparison test). Ainult tule-

mused, mille vaartus oli alla P=0,05 arvestati statistiliselt oluliseks.

2.3. Tulemused

2.3.1 Kuumtoodeldud Staphylococcus aureuse, Staphylococcus epidermidise ja
Staphylococcus aureuse L'TA moju TSLP ekspressioonile inimese primaarse-
tes keratinotsiiiitides

Antud t60 peaeesmairgiks oli uurida, kuidas mojutavad kuumtdodeldud Staphylococcus aureuse ja
vordluseks Staphylococcus epidermidise rakukomponendid TSLP transkriptide ekspressiooni pri-
maarsetes keratinotstiiitides. Katse jaoks toddeldi keratinotsiiiitide rakukultuure S. aureuse LTA
(lipoteikoonhape), ja kuumtooddeldud S. aureuse ja S. epidermidise rakukomponentidega ning ana-
luiisiti rakke parast 6h ja 24h tootlust. Positiivsete kontrollidena IfTSLP ja sfTSLP transkriptide
indutseerimiseks kasutati vastavalt Poly I:C ja MC903 t66tlust. DMSO to6tlust kasutati negatiivse
kontrollina, sest MC903 kontsentraat oli lahustatud DMSOs.

Selleks, et tuvastada TSLP ekspressiooni RT-qPCRi meetodil kasutati kahte erinevat praimerite
paari, eristamaks pikka IfTSLP isovormi ja lithikest sfTSLP isovormi. Saadud tulemused néitavad
ootuspéraselt IFTSLP indutseerimiseks kasutatud Poly 1:C mdju IfTSLP ekspressiooni tdusuna 6h
ajapunktil kuid mitte 24h ajapunktil KC-SFM s66tmestiisteemis (Joonis 3a). KGM3 s6dtmesustee-
mis aga oli IFTSLT ekspressioon suurenenud mdlemas ajapunktis (Joonis 3b). Mdlema s66tmesus-
teemi puhul LTA, HKSE ja HKSA ei suurendanud IfTSLP ekspressiooni vaadeldud ajapunktidel
(Joonis 3a, b). SfTSLP ekspressiooni suurendas KC-SFMi soédtmesiisteemis ootusparaselt sSfTSLP
kontroll-indutseerijana kasutatud MC903 nii 6h kui ka 24h punktil (Joonis 3c). Ulejaanud stiimulid
ei pohjustanud selle s66tme korral olulisi muutusi sfTSLP ekspressioonil vaadeldud ajapunktides
(Joonis 3c). KGM3 so6tme korral ei olnud vdimalik tuvastada MC903 poolt pdhjustatavat sfFTSLP
ekspressiooni indutseerimist (Joonis 3d) kuigi MC903 mdju hindamiseks kasutatud CYP24A1
ekspressioon oli mdjutuse korral ootuspéaraselt suurenenud (Lisal, Joonis 1). Vdhene ekspressiooni
suurenemine oli KGM3 s6dtme puhul tuvastatav hoopis Poly I:C to6tluse korral (Joonis 3d) Vor-
reldes 6h ajapunktidega, oli ndha vahest kuid statistiliselt olulist sSfTSLP ekspressiooni tdusu

peaaegu koigis 24h proovides valja arvatud HKSA ja MC903 puhul (Joonis 3d). Analiisides
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mdlema ajapunkti tulemusi eraldi, leiti, et 24h ajapunkti puhul esineb statistiliselt oluline muutus
vaid MC903 to6tluse puhul, kus sfTSLP ekpressioon on vahenenud vorreldes 24h tunni téétlemata

rakkudega (Lisa 3, Joonis 1)
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Joonis 3. LfTSLP (a, b) jasfTSLP (c, d) ekspressioon inimese primaarsetes keratinotsudtides
parast nende 6h ja 24h HKSE, HKSA ja S. aureuse LTA td6tlemist sootmestisteemides KC-
SFM (a, ¢) ja KGM3 (b, d). Inimese primaarseid keratinotstute stimuleeriti 6h ja 24h kuumtoo-
deldud materjalidega bakteritest S. aureus ja S. epidermidis ja S. aureuse LTAga. Negatiivseteks
kontrollideks on todtlemata proov ja DMSOga t66deldud proov (MC903 lahusti). Positiivseteks
kontrollideks IfTSLP ja sfTSLP indutseerimises olid vastavalt Poly I:C ja MC903ga t6ddeldud
proovid. LFTSLP ja sfTSLP ekspressiooni mdddeti RT-qPCRi abil. Sellest saadud CT-vaartused
normaliseeriti koduhoidjaga EEF1A1 ja 6h ajapunkti to0tlemata prooviga. Statistiline analiiiis viidi
lébi tihesuunalise ANOVA testiga ja omavahelisi korrigeeritud vordlusi tehti Tukey testiga. N=4;
** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001

Sarnaselt eelnevale teostati ka gPCR analits proinflamatoorsete tsutokiinide CCL5, CXCL10 ja

CXCL8 suhtes. Ootuspéraselt néitavad statistilise analliusi tulemused, et CCL5 ekspressioon
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suureneb Poly I:C todtluse korral. See mdju on 24h ajapunktil oluliselt suurem vorreldes 6h aja-
punktiga ja mdlemates sddtmestisteemides sarnane (Joonis 4a,b). Ka siinon LTA, HKSE ja HKSA
mdju mdlemates séotmesiisteemides statistiliselt mitte olulised (Joonis 4a,b). CXCL10 geenieksp-
ressiooni analulsid néitavad, et Poly I:C on ainus mojur. Poly I:C suurendas KC-SFMi s60tmes
keratinotsultide CXCL10 ekspressiooni 6h ajapunktis. 24h ajapunktis Poly I:C indutseeritud
CXCL10 ekspressioon on vdrreldes 6h ajapunkti tulemusega oluliselt vaiksem. Muud stiimulid ei
pdhjustanud mdlemates ajapunktides olulisi muutusi (Joonis 4c). KGM3 s06tmes kasvatatud kera-
tinotstiidid naitasid sarnaseid tulemusi ekspressiooni suurenemisel, kuid erinevus oli see, et Poly
I:C poolt indutseeritud CXCL10 ekspressioon on 24h punktis oluliselt suurem, kui 6h punktis (Joo-
nis 4d). CXCL8 ekspressioon on KC-SFMi sodtmesisteemis suurenenud 6h jooksul Poly I:C ja
MC903 poolt, kuid MC903 pdhjustatud CXCLS8 ekspressiooni tdus on vdrreldes Poly I:C mdjuga
oluliselt suurem (Joonis 4e). Analiilisides korraga 6h ja 24h ajapunkti proove, nditasid 24h aja-
punktist véetud proovid ainult MC903 p6hjustatud statistiliselt olulist muutust, kuid CXCL8 eksp-
ressiooni tdus on vaiksem vdrreldes 6h ajapunktiga (Joonis 4e). Analllsides mdlema ajapunkti
tulemusi eraldi, oli vdhene ekspressiooni tous tuvastatav ka 24h Poly I:C to6tluse korral (Lisa 2,
Joonis 1a). CXCL8 ekspressioon KC-SFM sd6tmesusteemis ei ole mjutatud HKSA, HKSE ja
LTA poolt (Joonis 4e). Analulsides kBiki ajapunkte korraga on KGM3 sodtmesusteemis Poly I:C
mdju statistiliselt oluline ainult 24h proovis (Joonis 4f), kuid analliisides ajapunkte eraldi, on
ekpressiooni tdus oluline ka 6h korral (Lisa 2, Joonislc). Huvitav on see, et erinevalt KC-SFM
s0otmest on CXCLS8 ekspressioon KGM3 sddtmestisteemis 6h ajapunktis LTA poolt oluliselt suu-
renenud (Joonis 4f). Vastupidiselt KC-SFM sdotmesisteemile ei ole KGM3 s66tme puhul MC903
indutseeritud CXCL8 ekspressioon tuvastatav (Joonis 4f), kuid CYP24A1 ekspressiooni anallii-

siga naidati, et MC903 mdju on olemas (Lisa 1, Joonis 1).
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Joonis 4. Tiitokiinide CCL5, CXCL10 ja CXCLS8 ekspressioon inimese primaarsetes kerati-
notstittides parast nende 6h ja 24h HKSE, HKSA ja S. aureuse LTA té6tlemist KC-SFMi (a,
c, e) ja KGM3 (b, d, f, g) s66tmesusteemis. Inimese primaarseid keratinotsulite stimuleeriti 6h ja
24h kuumtdodeldud materjalidega bakteritest S. aureus ja S. epidermidis ja S. aureuse LTAga.
Negatiivseteks kontrollideks on to6tlemata proov ja DMSOga (MC903 lahusti) téodeldud proov.
Positiivseteks kontrollideks olid Poly I:C ja MC903ga t66deldud proovid. CCL5, CXCL10 ja IL8
ekspressiooni mdddeti RT-gPCRI abil. Sellest saadud CT-véartused normaliseeriti koduhoidjaga
EEF1A1 ja 6h vOi 24h ajapunkti tootlemata prooviga. Statistiline analiiiis viidi 1dbi iihesuunalise
ANOVA testiga ja omavahelisi vordlusi tehti Tukey testiga. N=4; **** P<0,0001
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2.3. Arutelu

AD on haigus, milles TSLP méngib olulist rolli selle tekkimisel ja haiguse d4genemisel (Sano et al.,
2013). LfTSLP, mille iilesanne on pdletikuvastuse teke on keratinotsiiiitides AD puhul rohkem
ekspresseeritud ja sfTSLP, millel arvatakse homdostaasi tagamise {ilesanne nahas on AD puhul
keratinotsiiiitides vihem ekspresseeritud (Fornasa et al., 2015; Varricchi et al., 2018). Bakterid
Staphylococcus aureus ja Staphylococcus epidermidis on olulised AD patsientide kahjustatud naha
koloniseerijad. Varasemates uuringutes on niidatud, et S. aureuse LTA pShjustab otsese kontaktiga
hiire nahas TSLP ekspressiooni suurendamist (Brauweiler et al., 2020). Kuid kas see kehtib ka
inimesete keratinotsiititidele, pole tipsustatud. Eelnevalt on ndidatud ka kuumtéodeldud S. aureuse
rakumaterjali moju suurendamaks TSLP ekpressiooni inimese keratinotsiiiitide koekultuuris (Vu
et al., 2010), ent pole teada tépselt millise isovormiga on tegemist. Sellest tulenevalt oli kdesoleva
bakalaureuse t66 eesmérk uurida S. aureuse LTA ja kuumtoddeldud materjali mdju erinevate TSLP
transkriptide ekspressioonile inimese primaarsetes keratinotsiiiitides ning vorrelda seda ka kom-
mensaali S. epidermidise kuumtdoddeldud rakumaterjali mojuga. TSLP isovormide eristamine on
tahtis, kuna nende iilesanded on erinevad ja eristamata TSLP transkriptide tilesamplifitseerimine

ei voimalda teha selgeid jareldusi.

Varasemalt on bio- ja siirdemeditsiini instituudis RNA bioloogia téoriihmas kasutatud kerati-
notstiiitide koekultuuris kasvatamiseks s6ddet Keratinocyte-Seerum Free Meedium (KC-SFM).
Kuid viimati mindi iile uuele so6tmesiisteemile, kus kasutatakse nende kasvatamiseks soodet Ke-
ratinocyte Growth Medium 3 (KGM3). Et teada saada, kas s66tme muutus vdiks mojutada kasuta-
tavate stimulantide mdju keratinotsiiiitides, oli praktiline vajadus vorrelda vana ja uut s66tmestis-
teemi. Oma t00s teostasin katsed KC-SFM so6tmesiisteemis ning minu juhendaja Martin Pook viis
samasugused katsed 1dbi KGM3 sddtmesiisteemis, misjérel teostasin kdikide katsete vordluseks

qPCR analiiiisi.

Varem on néidatud, et LTA on iiks tdhtis immuunogeenseid komponente, mis aktiveerib pdletikku
soodustavaid tsiitokiine ja aktiveerib neutrofiile inimese veres (Kang et al., 2018). Selle signalisat-
sioon toimub ldbi TLR2/TLR®6 ja algatab poletikuga seotud protsessidega NF-kB signaalraja (Piet-
rocola et al., 2011). NF-kB signaaliraja puhul, mis kdivitub ldbi TLR2 on ndidatud TSLP ekspres-
siooni suurenemist inimese bronhi epiteelrakkudes (Lee & Ziegler, 2007). See viitab voimalusele,
et LTA indutseerib ka epiteeli rakkudes TSLP ekspressiooni. Liaks on ndidatud S. aureuse LTA

moju hiire nahas TSLP ekspressiooni suurendamisel (Brauweiler et al., 2020). Selle
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bakalaureuset66 tulemused néitasid aga, et LTA ei mdjuta TSLP isovormide ekspressiooni. Sarna-
sed tulemused TSLP ekspressiooni kohta saadi nii KC-SFM, kui ka KGM3 s66tmesiisteemi puhul.
SfTSLP ekspressioon ei ole LTA poolt indutseeritud KC-SFM sé6tmes, kuid KGM3 s66tmes kas-
vatatud keratinotsiiiitide sfTSLP ekspressioon on 24h punktis vorreldes tootlemata rakkude 6h aja-
punktiga suurenenud. Tuleb aga tihele panna, et ka 24h to6tlemata proovi stTSLP on samavédrselt
indutseeritud. Vorreldes sellega ei ole 24h LTA moju statistiliselt oluline. Sama fenomen sfTSLP
ekspressioonis esines ka teiste 24h punkti stiimulitega: DMSO, Poly(I:C) ja HKSE. See vdib olla
pOhjustatud sellest, et sfTSLP on tervetes keratinotstiiitides konstantselt ekspresseeritud (Bjerkan
et al., 2015) ning rakkude arvu kasvuga 24h jooksul voib kaasneda ka suurem stTSLP ekspres-
sioon. Et KC-SFM s66tme puhul sarnast tulemust ei tdheldatud, viitab see s06tmete mdju erinevu-
sele keratinotsiiiitidele, sest katsetes kasutatud keratinotsiitidid olid périt samast algallikast. KGM3
s00tme koostist tootja aga kahjuks ei avalda ning ei seetdttu pole voimalik teada saada, mis on
erinev vorreldes KC-SFM so6tmega. KGM3 so6tmesiisteemi ajapunktide eraldi tehtud normali-
seerimisest ja anallilisimisest selgus, et MC903 puhul on sfTSLP ekspressioonlie huvitaval kombel
inhibeeriv mdju, mis tdiesti vastupidine KC-SFM sdotmele, kus MC903 oli kasutuses poitiivse
kontrollina sfTSLP ekspressiooni indutseerijana ja oli tuvastatav ka sftTSLP ekpressiooni tdus mo-
lemas ajapunktis. Vorreldes erinevaid so6tmeid on ndha ka CXCL10 ja CXCLS8 korral ekspres-
sioonides vastupidist muutust Poly [:C puhul, samas kui CCLS5 ekspressioon sarnaneb mdlemas
sOooOtemesiisteemis. On ootamatu, et erinevalt KC-SFM s66tmesiisteemist MC903 ei indutseerinud
KGM3 so6tme korral lisaks sfTSLPle ka vastust CXCLS8 ekspressioonis, samas kui eelnevalt on

laboris tehtud katsetega alati sellekohane rakuvastus tuvastatud.

Staphylococcus aureus on tuntud nahka koloniseeriv patogeen, mis voib lookuse Agr kaudu regu-
leeritud PSMide abil pdletiku stimptomeid suurendada (Nakamura et al., 2013). S. aureuse nahal
koloniseerimisega on leitud korrelatsioon naha barjdéri funktsiooni kaotusega (Jinnestal et al.,
2014). Ka IfTSLP nditab korrelatsioone naha kuivusega ja barjddri funktsiooni puudulikusega
(Sano et al., 2013). Antud bakalaureuseto6 tulemustest selgus, et kuumtoodeldud S. aureuse raku-
materjal ei indutseeri IfTSLP ekpressiooni keratinotsiilitide koekultuuris ning selles osas polnud
erinevusi ka so6tmesiisteemides. See tulemus erineb eelnevalt publitseeritust (Vuetal., 2010), kus
TSLP ekspressiooni suurenemist tuvastati, ent selles t66s kasutati keratinotsiiiitide kasvatamist
FBS (fetal bovine serum) juuresolekul ning see viitab asjaolule, et sealses katses voisid kerati-
notsiiiidid olla rohkem diferentseerunud. Antud bakalaureusetoo katsetes kasutatud s66tmesiistee-

mid aga peaksid eelkdige soodustama diferentseerumata keratinotsiiiitide kasvu. Edasistes katsetes
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oleks vaja vorrelda keratinotsiiiitide rakuvastuseid indutseerides neis rakkudes erineval méaaral di-
ferentseerumist, mis voimaldaks teada saada, kas muu hulgas ka sfTSLP ekspressioon on seotud
keratinotsiiilitide diferentseerumismééraga. Varasemad uuringud néitasid, et TSLP liihikese
isovormi ekspressioon on patogeensete bakterite mdjul keratinotstiiitides vihenenud, kuid mittepa-
togeensed bakterid sellist moju ei avalda (Fornasa et al., 2015). SfTTSLP ekspressioon ei ole aga
kdesoleva bakalaureusetoo katsetes HKSA poolt molemates sodtmesiisteemides indutseeritud voi
viahendatud. Siinkohal vdivad erinevused tuleneda eelkdige sellest, et elusatel bakteritel on teistsu-
gune moju keratinotsiiiitidele kui antud bakalaureusetods kasutatud kuumtdddeldud bakteriraku

materjalil.

Staphylococcus epidermidist on kirjeldatud varem kui naha kommensaali, kuid ka see bakter voib
kahjustada nahabarjdiri (Cau et al., 2021). Barjdiri kahjustav aine on S. epidermidise Agr polt
reguleeritud EcpA, mis on AD patsientide naha pinnal (Cau et al., 2021). See viitab sellele, et ka
S. epidermidis v3ib kahjustada sobivatel tingimusel nahabarjééri ja see sobiv tingimus on AD puhul
kahjustatud nahk. Fornasa ja teised (2015) néitasid, et patogeensed bakterid on voimelised epitee-
lirakkude IfTSLP ekspressiooni suurendama ning sfTSLP ekspressiooni vihendama. Minu t66 tu-
lemused aga ei ndidanud mingit olulist vastust nii pika kui ka lithikese TSLP isovormi puhul. Eri-
nevusi ei leia ka vorreldes KC-SFMis ja KGM3 sodtmesiisteemides kasvatatud keratinotsiiiite. S.
epidermidis on ainult spetsiifilistes tingimustes patogeenne ja EcpA tootmine soltub teistest koa-
gulaas-negatiivsetest bakteritest (Cau et al., 2021). Seega voib tulemusi muu hulgas sellega sele-

tada, et kuumtoddeldud bakterid neid tingimusi ei tdida.

CXCLS8 (IL8) on pdletikuga seotud tsiitokiin, mille ekspressioon nahas korreleerub tugevalt AD
raskusastmega (Andersson et al., 2022; J. Li et al., 1996). Erinevalt TSLP isovormidele leiti KGM3
sO0tmesiisteemis kasvatatud keratinotstiiitides LTA poolt suurendatud CXCLS8 ekspressiooni 6h
ajapunktis. See viitab sellele, et S. aureuse LTA tekitab vaid teatud tingimustel rakukultuuris kas-
vatatud keratinotsiiiitides rakuvastuse. Seega oleks edaspidistes toddes vaja rohkem tdhelepanu
pOorata erinevatele keratinotsiililitide so6tmesiisteemidele jdlgimaks kuidas nende komponendid

voivad mojutada rakuvastust.

Selles bakalaureusetdds leiti erinevusi KC-SFMis ja KGM3 kasvatatud keratinotsiiiitides nende
tsiitokiinide ekspressioonis. Uheks vdimalikuks pdhjuseks vdib olla sddtmete vdimelisus voi voi-

metus hoida keratinotsiiiite dedifferentseerunud olekus. Kuna kuumtéodeldud S. aureus ja S.
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epidermidis ei pohjustanud TSLP isovormide ja tsiitokiinide CCL5, CXCL10 ja CXCLS ekspres-

siooni, siis voiks jargmises to0 etapis teha sarnaseid katseid ka elusate bakteritega.
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KOKKUVOTE

Atoopiline dermatiit (AD) on krooniline nahahaigus, mis esineb terves maailmas 15-20% lastel ja
kuni 10% tdiskasvanutel (Laughter et al., 2021). Haigust iseloomustavad epidermaalsed nahabar-
jaari hidired ja Th2 tiitipi poletik (Furue et al., 2017; Weidinger et al., 2006). TSLP tuntud Th2
tiilipi pdletikuga seotud tsiitokiin.. Staphylococcus aureus on naha peal elav patogeen, mis siiven-
dab AD siimptomeid ja on voimeline kahjustama naha barjiiri (Jinnestal et al., 2014). Varasemad
uuringud on nédidanud, et S. aureuse LTA suurendab hiire nahas TSLP ekspressiooni (Brauweiler

et al., 2020).

Kiesoleva bakalaureusetdd eesmirk oli teada saada, kuidas pikka ja lithikese TSLP isovormi
transkriptid on ekspresseeritud, kui keratinotsiilite on mojutatud 6 tundi ja 24 tundi kuumtéddeldud
bakterite S. aureuse, S. epidermidise ja S. aureuse L'TAga ning vorrelda nende mdju kahes erinevas

sO0tmesiisteemis. So6tmesiisteemideks olid Keratinocyte-SFM ja KGM3.

Tulemused néitasid, et kuumtoddeldud S. aureus ja S. epidermidis et mojutanud IfTSLP ja sfTSLP
ekspressiooni. Samuti ei mojutanud LTA TSLP ekspressiooni. Katsetes ldbiviidud CXCL8 eksp-
ressiooni analiiiis niitas, et KGM3 s6otmes indutseerib LTA selle ekspressiooni. Kuumtoddeldud
bakteriraku materjal ei indutseerinud podletikuvastusega seotud sihtmérkide CCL5, CXCLS ja
CXCL10 ekspressiooni.  Bakalaureusetdo tulemustest selgus, et KC-SFMis ja KGM3 so6tmes
kasvatatud keratinotsiiiitidel on erinevusi, mille pohjusi tuleb edasistes katsetes veel vélja selgitada.
Kuumtdddeldud materjaliga keratinotsiiiitide to6tlemine kasutatud so6tmesiisteemides ei olnud pii-

sav meetod, et ndha kuidas nahapinna bakterid mojutavad TSLP ekspressiooni keratinotsiiiitides.
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Summary

Atopic dermatitis (AD) is a chronic skin disease that affects 15-20% of children and up to 10% of
adults worldwide (Laughter et al., 2021). The disease is characterised by epidermal skin barrier
disorders and Th2-type inflammation (Furue et al., 2017; Weidinger et al., 2006). Th2-type inflam-
mation can be induced by the cytokine TSLP. Staphylococcus aureus is a pathogen found on the
skin of AD patients, is known to exacerbate AD symptoms and is capable of damaging the skin
barrier (Jinnestal et al., 2014). Previous studies have shown that S. aureus LTA increases TSLP

expression in mouse skin (Brauweiler et al., 2020).

The aim of this bachelor’s thesis was to find out how the long and short TSLP isoforms are ex-
pressed on transcriptional level when keratinocytes are treated for 6h and 24h with heat-killed bac-
teria S. aureus, S. epidermidis and S. aureus LTA and to compare their effects in two different

medium systems. Keratinocyte-SFM and KGM3 were used as media systems.

The results showed that heat-treated S. aureus and S. epidermidis did not affect the expression of
IfTSLP and sfTSLP. LTA also did not affect the expression of the short and long isoforms. Analysis
of CXCLS expression in the experiments showed that LTA induces its expression in KGM3 me-
dium. The results of the bachelor’s thesis showed that there are differences between keratinocytes
cultured in KC-SFM and KGM3 medium, the reasons for which need to be examined in further
experiments. Treatment with heat-killed bacteria was not a sufficient method to determine how

skin surface bacteria affect TSLP expression in keratinocytes.
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Joonis 1. CYP24A1 ekspressioon inimese primaarsetes keratinotsitides parast nende 6h ja
24h HKSE, HKSA ja S. aureuse LTA tootlemist KGM3 sdotmesisteemis. Inimese primaarseid
keratinotsute stimuleeriti 6h ja 24h kuumtoddeldud materjalidega bakteritest S. aureus ja S. epi-
dermidis ja S. aureuse LTAga. Negatiivseteks kontrollideks on té6tlemata proov ja DMSOga to6-
deldud proov (MC903 lahusti). CYP24A1 ekspressiooni mdddeti RT-gPCRi abil. Sellest saadud
CT-véartused normaliseeriti koduhoidjaga EEF1A1 ja 6h ajapunkti to6tlemata prooviga. Statisti-
line analiiiis viidi 1dbi ihesuunalise ANOVA testiga ja omavahelisi korrigeeritud vordlusi tehti
Tukey testiga. N=4; ** P<0,01; **** P<0,0001
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Joonis 1. CXCLS8 ekspressioon inimese primaarsetes keratinotsiiiitides 6h voi 24hpérast selle
tootlemist HKSE, HKSA ja S. aureuse LTAga KC-SFM ja KGM3 sddtmesusteemis. Inimese
primaarseid keratinotstiute stimuleeriti 6h (a) ja 24h (b) kuumtéddeldud materjalidega bakteritest
S. aureus ja S. epidermidis ja S. aureuse LTAga. Negatiivseteks kontrollideks on toétlemata proov
ja DMSOga toddeldud proov. CXCL8 ekspressiooni mdddeti RT-qPCRi abil. Sellest saadud CT-
vaértused normaliseeriti koduhoidjaga EEF1A1 ja 6h ajapunkti totlemata prooviga. Statistiline
analiilis viidi 14bi ithesuunalise ANOVA testiga ja omavahelisi vordlusi tehti Tukey testiga. N=4;

* P<0,05; **** p<0,0001
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Joonis 2. CCLS ja CXCL10 ekspressioon inimese primaarsetes keratinotsiiiitides 6h voi
24hpirast selle tootlemist HKSE, HKSA ja S. aureuse LTAga KC-SFM ja KGM3 s66tmesus-
teemis. Inimese primaarseid keratinotsute stimuleeriti 6h (2) ja 24h (b) kuumtéddeldud materja-
lidega bakteritest S. aureus ja S. epidermidis ja S. aureuse LTAga. Negatiivseteks kontrollideks on
todtlemata proov ja DMSOga t66deldud proov. CCL% ja CXCL10 ekspressiooni mdddeti RT-
gPCRI abil. Sellest saadud CT-véaartused normaliseeriti koduhoidjaga EEF1A1 ja 6h ajapunkti
tootlemata prooviga. Statistiline analiilis viidi 1dbi iihesuunalise ANOVA testiga ja omavahelisi
vordlusi tehti Tukey testiga. N=4; **** P<0,0001
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Joonis 1. LfTSLP (a, b) jasfTSLP (c, d) ekspressioon inimese primaarsetes keratinotstttides
parast nende 6h ja 24h HKSE, HKSA ja S. aureuse LTA td6tlemist sootmestisteemides KC-
SFM (a, ¢) ja KGM3 (b, d). Inimese primaarseid keratinotstute stimuleeriti 6h ja 24h kuumtoo-
deldud materjalidega bakteritest S. aureus ja S. epidermidis ja S. aureuse LTAga. Negatiivseteks
kontrollideks on todtlemata proov ja DMSOga t66deldud proov (MC903 lahusti). Positiivseteks
kontrollideks IfTSLP ja sfTSLP indutseerimises olid vastavalt Poly I:C ja MC903ga t6ddeldud
proovid. LFTSLP ja sfTSLP ekspressiooni mdddeti RT-qPCRi abil. Sellest saadud CT-vaartused
normaliseeriti koduhoidjaga EEF1AL ja 6h ajapunkti ning 24h ajapunkti t6étlemata prooviga
eraldi. Statistiline analiiiis viidi 1dbi tihesuunalise ANOVA testiga ja omavahelisi korrigeeritud
vordlusi tehti Tukey testiga. N=4; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001
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