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INFOLEHT

Interleukiin-18 ja -31 midramine vereseerumist ning interleukiin-18 ja 1COS geenide

ekspressioon vererakkudes atoopilise dermatiidi ja tsoliaakiaga lastel

Magistritoos kasitleti atoopilise dermatiidi (AD) ja tsoliaakia (CD) seoseid tsiitokiinide 1L.-18
ja IL-31 tasemega vereseerumis ning IL-18 ja ICOS geenide ekspressiooni tasemega. Valimi
moodustasid 192 poissi ja tiidrukut keskmise vanusega 6,88 +0,35 aastat. IL-18 ja IL-31
kontsentratsioonid haigete ja kontrollgrupi laste seerumis médédrati Luminex meetodiga ning
ICOS ja IL-18 geeniekspressiooni reaalaja-PCR-i abil. T66 tulemusena leiti, et IL-18 tase on
korgem AD ja AD haigetel kaasneva tsoliaakiaga (AD+AD+CD grupis) vorreldes
kontrollgrupiga. 1L-18 geeniekspressioon oli statistiliselt oluliselt madalam AD+CD ja
AD+AD+CD grupis vdrreldes kontrollgrupiga. Statistiliselt olulisi seoseid 1COS
geeniekspressiooni, ICOS geeni poliimorfismide, IgE-m80 ja IgE-m81 esinemisega erinevates
uuritavates gruppides ei esinenud. 1L-31 vaértused jdid valitud metoodikat kasutades alla

médramispiiri (<46,3 pg/ml), mille tottu pole selles t60s vastavaid andmeid esitatud.

Mairksonad: atoopiline dermatiit, tsoliaakia, IL-18, IL-31, ICOS

CERCS teaduseriala: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia

Levels of serum interleukin-18 and -31 and whole blood gene expression of interleukin-

18 and ICOS in children with atopic dermatitis and celiac disease

The aim of this study was to investigate the associations between cytokine levels of IL-18 and
IL-31, and gene expression of IL-18 and ICOS in children with atopic dermatitis and/or celiac
disease. This study comprised of 192 subjects (95 boys, 97 girls) with average age 6,88 +0,35
years. Luminex method was used to measure cytokine IL-18 and IL-31 levels in serum and
real-time-PCR for gene expression of IL-18 and ICOS. Significantly higer values of cytokine
IL-18 values were found in AD+AD+CD group compared to controls. Gene expression of IL-
18 was significantly lower in AD+CD and AD+AD+CD group compared to controls. No
statistically significant associations were found in gene expression of ICOS, ICOS gene
polymorphism CTIC154 1C/T (rs10932037), IgE-m80, IgE-m81 and different study groups.

Cytokine IL-31 leveles remained below limit of detection and therefore no data is given.
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KASUTATUD LUHENDID

ACTB - B-aktiin

AD - atoopiline dermatiit (ingl k. atopic dermatitis)

AGA-IgA — gliadiinivastased IgA antikehad (ingl k. immunoglobulin A anti-gliadin antibody)
AGA-IgG — gliadiinivastased IgG antikehad (ingl k. immunoglobulin G anti-gliadin antibody)
APC — antigeeni esitlev rakk (ingl k. antigen presenting cell)

CD - tsoliaakia (ingl k. celiac disease)

Cl — usalduspiir (ingl k. confidence interval)

Ct — lavetsiikkel

CTLA-4 — tsiitotoksilise T-liimfotsiiiidi antigeen-4 (ingl K. cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4)

DAMP — koekahjustusele iseloomulikud molekulid (ingl k. damage-associated molecular
patterns)

ELISA — ensiitim-immuunsorptsioonmeetod (ingl k. enzyme-linked immunosorbent assay)
ESPGHAN — Euroopa laste gastroenteroloogia, hepatoloogia ja toitumise tihingu (ingl K.
European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition,)

IgE — immuunoglobuliin E (ingl k. immunoglobulin E)

FasL — (ingl k. first apoptosis signal ligand)

FLG —filagriin (ingl k. filaggrin)

GAPDH — gliitseeraldehiiiid-3 fosfaadi dehiidrogenaas

GM-CSF - granulotsiiiitide-monotsiiiitide kasvufaktor (ingl k. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)

HLA — inimese peamine koesobivuskompleks (ingl k. human leukocyte antigen)

ICOS — indutseeritav T-raku kostimulaator (ingl k. inducible T-cell co-stimulator)

IFN-y — interferoon gamma (ingl k. intereron gamma)

IgE-m80/81 - stafiilokoki enterotoksiini A/B spetsiifilised IgE antikehad (ingl k.
Staphylococcal enterotoxin A/B-specific immunoglobulin E antibodies)

IxB — tuumafaktor kappa B inhibiitor (ingl k. inhibitor of kappa B)

IL-18 — interleukiin-18

IL-31 — interleukiin-31

IRAK — interleukiin-1 retseptorseoseline kinaas (ingl k. interleukin-1 receptor-associated
kinase)

JAK —Janus kinaasid (ingl k. Janus kinase)



MAPK — mitogeen aktiveeritud proteiini kinaas (ingl k. mitogen-activated protein kinase)
MHC — peamine koesobivuskompleks (ingl k. major histocompatibility complex)

MyD88 — ingl k. myeloid differention primary response 88

NF-xB — tuumafaktor kappa B (ingl k. nuclear factor kappa B)

NK-rakk — loomulik tapja-T-rakk (ingl k. natural killer T cell)

OR - sansside suhe (ingl k. odds ratio)

OSMR - onkostatiin M retseptor (ingl. k. oncostatin M receptor)

PAMP — patogeeni molekulaarne muster (ingl k . pathogen-associated molecular patterns)
PIBK/AKT - fosfoinositiid-3 kinaas/proteiin kinaas B (ingl k. phosphatidylinositide 3-
kinases/protein kinase B)

PRR — patogeeni dratundvad retseptorid (ingl k. pattern.recognition receptors)

STATS3 - signaali transduktsiooni ja transkriptsiooni aktivaator 3 (ingl k. signal transducer
and activator of transcription 3)

TCR — T-raku retseptor (ingl k. T-cell receptor)

Th-rakk — abi-T-rakk (ingl k. helper T cell)

Tm — sulamistemperatuur

TNF-o — tuumori nekroosifaktor-o (ingl k. tumor necrosis factor-«)

TRAF6 — nekroosifaktori retseptorseoseline faktor-6 (ingl k. tumor necrosis factor receptor
associated factor 6)

TSLP — tiitimuse strooma liimfopoetiin (ingl k. thymic stromal lymphopoietin)

tTGA-IgA — koe transglutaminaaside vastased IgA antikehad (ingl k. tissue transglutaminase
immunoglobulin A antibody)

tTGA-IgG — koe transglutaminaaside vastased 1gG antikehad (ingl k. tissue transglutaminase

immunoglobulin G antibody)



SISSEJUHATUS

Atoopiline dermatiit (AD) ja tsoliaakia (CD) on immuunsiisteemi hairetest pohjustatud
haigused, mis arenevad sageli vilja lapseeas. AD on krooniline pdletikuline nahahaigus, mida
iseloomustab kuiv, 160beline ja siigelev nahk. Haiguse avaldumist mojutavad geneetiline
taust,  keskkonnafaktorid ja  immunoloogilised  mehhanismid.  Tsoliaakia  on
autoimmuunhaigus, mille korral tekib périliku eelsoodumusega inimestel gluteeni tarbimise
tagajirjel peensoole limaskesta kahjustus. Tso6liaakia avaldub tavaliselt juba varases lapseeas
tuues endaga kaasa kroonilise kohulahtisuse, ainevahetus- ja arenguhdired. Varasemalt on
ndidatud (Zauli jt., 2000; Ress, 2014), et sageli esinevad tsOliaakia ja atoopiline dermatiit
koos, kuid pole tidielikku selgust, kas nende haiguste pohjuseid juhivad samad

immuunmehhanismid.

AD ja CD patogeneesi arvatakse pohjustavat interleukiinide (IL)-18 ja -31 kontsentratsiooni
muutused veres ning staflilokoki enterotoksiini A ja B vastaste IgE antikehade olemasolu.
Varasemalt on ndidanud, et AD-haigetel on vereseerumis tdusnud IL-18 kontsentratsioon
vorreldes kontrollgrupiga ning haiguse raskusaste korreleerub IL-18 kontsentratsiooniga
seerumis nii lastel kui tdiskasvanutel. Allergeenid, nagu tolmulestad ja lenduv oietolm,
kutsuvad esile IL-18 taseme tdusu. On kindlaks tehtud ka, et Staphylococcus. aureuse
enterotoksiini A ja B eraldumisel verre touseb oluliselt 1L-18 tase. Tsoliaakia puhul on
uuritud IL-18 geeni ekspressiooni taset peamiselt lokaalselt kahjustunud peensoole limaskesta
biopsiast, kuid mdnedes uuringutes on hinnatud tsiitokiinide véértusi ka perifeersest verest.
Naiteks on leitud, et tsoliaakiaga isikutel on vere seerumis korgem IL-18 tase kui
kontrollgrupis. Siiani pole uuritud seerumist médratud tsiitokiinide véartusi asiimptomaatilise
tsoliaakiagaga indiviididel, kelle puhul voiks oodata erinevaid tulemusi siimptomaatilise
tsoliaakiagaga uuritavatest. On teada, et asiimptomaatiline tsoliaakia vorm on iisna levinud
ning potentsiaalsete pikajaliste komplikatsioonide véltimiseks kroonilise pdletiku tottu, oleks

vajalik teada, kas siisteemne poletik muudab tsirkuleerivate tsiitokiinide taset.

IL-31 tase on vereseerumis tousnud erinevate nahahaiguste, sh atoopilise dermatiidi, aga ka
nditeks Crohni tdve ja haavandilise koliidi korral. AD {iiks peamisi siimptomeid on
nahastigelus, mille korral on seerumis tdusnud IL-31 tase ning see on korrelatsioonis haiguse
aktiivsuse ja raskusastmega. On kindlaks tehtud, et AD isikutel stimuleerib stafiiloki
enterotoksiin B 1L-31 mRNA ekspressiooni taseme tousu perifeerse vere mononukleaarsetes
rakkudes. Ka loomkatsete pohjal on kindlaks tehtud, et Staphylococcus aureus’e
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enterotoksiinid indutseerivad IL-31 mRNA ekspressiooni atoopilistel hiirtel in vivo, viidates
sellele, et S. aureuse kolonisatsioon ja superinfektsioon vdivad panustada siigeluse tekkesse ja
pdletikulistesse muutustesse AD-ga isikutel. Kuigi IL-31 ja teatavate seedetrakti pdletikuliste
haiguste vahel on leitud seoseid, vajab IL-31 ja ts6liaakia vahelised voimalikud seosed veel

uurimist.

Moningaid indutseeritava T-raku kostimulaatori (ICOS) geeni poliimorfisme on seostatud
atoopiliste haigustega. Varasemalt on nadidatud, et ICOS geeni promootorpiirkonnas asuvad
kaks poliimorfismi piirkonda on seotud sensibiliseerumisega Ohu kaudu levivatele
allergeenidele ning sellega seonduvalt on tousnud ka IgE ja Th2 tsiitokiinide tootmine. Kuid
tulemused on siiski vastuolulised. Selles t66s uuriti ICOS geeni promootorpiirkonnas
paiknevat poliimorfismi CTIC154 1C/T (rs10932037), mis voOib mojutada B-rakkude

diferentseerumist ja IgE tootmist.

Kéesoleva t66 hiipoteesi kohaselt voiks AD ja CD-ga lastel oodata IL-18 ja ka voimalikku IL-
31 taseme tousu vereseerumis ning Vvastavate geenide ekspressioonitaseme tousu
vererakkudes. Me oletasime, et AD diagnoosiga uuritavatel voiks S. aureuse enterotoksiini A
ja B vastaste IgE antikehade esinemise korral olla tousnud AD diganoosiga uuritavatel
tousnud 1L-18 ja IL-31 tase vereseerumis ning samuti voiks ICOS geeni promootorpiirkonna
poliimorfism CTIC154_1C/T (rs10932037) olla seotud AD patogeneesiga.

Hiipoteesidest lahtuvalt oli t66 eesmargiks vorrelda IL-18 ja IL-31 taset vereseerumis
atoopilise dermatiidiga, tsdliaakiahaigetel ja kontrollgrupi lastel, méaarata IL-18 ja ICOS
geenide ekspressiooni tase vererakkudes atoopilise dermatiidiga, tsoliaakiahaigetel ja
kontrollgrupi lastel, vorrelda tsiitokiinide IL-18 ja IL-31 taset ning ICOS ja IL-18 geenide
ekspressiooni taset stafiilokoki enterotoksiini A ja B vastaste IgE maddramistulemustega, leida,
kas ICOS geeni poliimorfism CTIC154 1C/T (rs10932037) esineb atoopilise dermatiidiga

uuritavatel sagedamini kui kontrollgrupis.

Magistritdd eksperimentaalne osa teostati Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini Instituudi
immunoloogia osakonnas. T6o teema on seotud Eesti Teadusfondi poolt finantseeritud
uurimistoetusega projektile ,,Tsoliaakia ja atoopiline dermatiit. Koosesinemine ja
immunoloogilised aspektid®, Haridus- ja Teadusministeeriumi sihtfinantseeringuga projektile
"Autoimmuunsuse molekulaarsed ja rakulised mehhanismid: autoimmuunse diabeedi ja

kaasnevate haiguste uuring® ja institutsionaalse uurimistoetusega.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Atoopiline dermatiit

Atoopiline dermatiit (AD) on krooniline nahahaigus, mille peamisteks siimptomiteks on
l66beline, kuiv ja siigelev nahk (Weidinger ja Novak, 2015; McPherson, 2016). AD esineb
sageli samaaegselt koos immuunglobuliin E (IgE) soltuvate nn. atoopiliste haigustega, nagu
bronhiaalastma, allergiline riniit ja toiduallergiad (Boguniewicz ja Leung, 2011), kuid ka
tsoliaakiaga (Gallo jt., 1992; Uibo jt., 1996; Ress jt., 2014). AD algab enamasti varases
lapseeas, kuid vélistatud pole ka haiguse teke noorukitel voi tdiskasvanutel (Weidinger ja
Novak, 2015; McPherson, 2016). Enne kuuendat eluaastat on AD esinemissagedus poiste ja
tiidrukute hulgas vordne, kuid hiljem on tiheldatud AD kdrgemat esinemissagedust tiidrukute
hulgas vorreldes poistega (Grize jt., 2006). 60% juhtudest tekivad lastel AD stimptomid
esimesel ja 90% juhtudest enne viiendat eluaastat (Spergel, 2010). AD siimptomid taanduvad
40-80% juhtudest viiendaks ja 60-90% juhtudest 15-daks eluaastaks (Spergel, 2010).
Atoopiline dermatiit on kompleksne haigus, mille teke sdltub naha kaitsebarjdari efektiivsuse,
immuunsiisteemi, geneetiliste ja keskkonnafaktorite omavahelistest mojudest (McPherson,
2016). AD patogeneesi ei mdisteta veel téielikult, seega piiiitakse aru saada erinevate tegurite

rollist ja nende omavaheliste seoste mojust haiguse tekkele ja arengule.

Esmane immuunsiisteemi kaitseliin on nahk, mille paljude funktsioonide hulgas on ka
organismi kaitsmine viliskeskkonna bioloogiliste, keemiliste ja fiilisikaliste tegurite suhtes
(McPherson, 2016). AD patogenees pohjustab naha kaitsebarjadri funktsiooni langust, kus
olulisteks teguriteks on naha mikrofloora ning geneetiliste ja immunoloogiliste tegurite moju
filagriini (ingl. k. filaggrin, FLG) geeniekspressioonile epiteelirakkudes (Smith jt., 2006).
FLG geen kodeerib filagriini valgu tootmist, mis mdjutab keratinotsiiiitide diferentseerumist
kiipseteks rakkudeks, vastutab sarvkihi intaktsuse ja metabolismi eest (Smith jt., 2006).
Interleukiin (IL)-4, IL-13 ja IL-25 inhibeerivad FLG geeni ekspressiooni keratinotsiiiitides
(Peng ja Novak, 2015). Filagriini funktsiooni héirumisel méngib rolli tiitimuse strooma
limfopoetiin (ingl. k. thymic stromal lymphopoietin, TSLP), mille toimel suureneb naha
epidermises madalmolekulaarsete ainete 1dbilaskvus ja allergeenide ldbitungimine (Weidinger
ja Novak, 2016). Mutatsioonid FLG geenis esinevad sagedamini lastel, kellel on atoopilised
ekseemid, seal hulgas 25-50% AD diagnoosiga patsientidest (Palmer jt., 2006), ning seda on
seostatud AD varjase alguse ja raske kuluga, allergeenide suhtes sensibiliseerumisega, IgE-
vahendatud toiduallergiate ning astma ja allergilise riniidi tekkega (McPherson, 2016). Suur
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hulk on ka neid indiviide, kellel AD ei arene, kuigi esinevad mutatsioonid FLG geenis, mis
tdhendab, et haiguse patogenees on palju keerulisem (Irvine ja McLean, 2006; Brown ja
McLean, 2009). On leitud, et FLG ekspressiooni epidermises inhibeerivad Th2-rakkude (abi-
T-rakk, ingl. k. helper-T-cell) poolt sekreteeritud tsiitokiinid, pH taseme tous ja bakteriaalsed
infektsioonid (Bieber, 2008; Howell jt., 2009).

On kindlaks tehtud, et AD korral vdheneb naha normaalse mikrofloora mitmekesisus ja
suureneb potentsiaalsete patogeenide hulk (Leyden jt., 1974; Kong jt., 2012). Lohenenud
nahk ja sage kratsimine panustavad naha kaitsebarjdéri funktsiooni langusesse, mis suurendab
voimalust nahainfektsioonide tekkeks (McPherson, 2016). Uuringute pdhjal on leitud, et
infektsioone pohjustab sageli Staphylococcus aureus, mille kandlust esineb ligi 90% AD-ga
indiviididest (Bieber, 2008). S. aureus toodab eksotoksiine A, B, D ja toksilise Soki
stindroomi toksiin-1, mis vdivad kéituda ka superantigeenidena, ja aktiveerivad Th2-rakkude
vahendatud immuunvastust (Egawa ja Weninger, 2015). Th2-rakkude poolt sekreteeritud
tsiitokiinid IL-4 ja IL-13 inhibeerivad antimikroobsete valkude tootmist naha pinnal, mis
soodustab infektsioonide teket (Guttman-Yasky jt., 2017).

AD patogeneesis vahelduvad akuutne (dgenemise) ja krooniline faas, kus domineerivad
vastavalt Th1l- ja Th2- vahendatud immuunvastus, kuid molemas faasis on roll ka Th17- ja
Th22-rakkudel (Egawa ja Weninger, 2015). AD akuutse faasi patogeneesi kaskaad algab
antigeeni kokkupuutel naha epiteelirakkudega, mille tagajérjel hakkavad viimased tootma
tsiitokiine IL-25, 1L-33 ja limfopoetiini TSLP (Guttman-Yassky jt., 2017). TSLP on lokaalne
poletikumediaator, mille funktsiooniks on meelitada pdletikukoldesse miieloidseid ja
antigeeni esitlevaid rakke, nagu dendriitrakud, Langerhansi rakud, eosinofiilid ja basofiillid
(Uibo jt., 2015). IL-25, IL-33 ja TSLP suunavad T-rakke diferentseeruma Th2-rakkudeks
(Guttman-Yassky jt., 2017). Antigeenid stimuleerivad ka nuumrakke vabastama
pOletikumediaatoreid, nagu histamiin, IL-6, 1L-8, tuumori nekroosifaktor-a. (ingl. k. tumor
necrosis factor-a, TNF-a) ja 1L-31, millest viimast on AD patogeneesis seostatud siigeluse
tekkega (Peng ja Novak, 2015). Langerhansi ja dendriitrakud migreeruvad limfisdlme ja
esitlevad oma pinnal antigeene seal paiknevatele naiivsetele T-rakkudele (Peng ja Novak,
2015; Guttman-Yasky jt., 2017). Th2-rakud migreeruvad koos Thl7- ja Th22-rakkudega
limfisdlmest poletikukoldesse, kus nad sekreteerivad tsiitokiine IL-4, IL-5, IL-13 (Peng ja
Novak, 2015). IL-4 ja IL-13 siilitavad positiivse tagasiside mehhanismi kaudu Th2-rakkude
tootmist (Peng ja Novak, 2015). B-lumfotsiiiitide ja teiste immuunrakkude pinnal
ekspresseerub IL-4 retseptori a-subiihik, mis m&jutab B-rakke tootma IgE-antikehi (Egawa ja

Weninger, 2015). Spetsiifilised IgE antikehad osalevad antigeeni esitlemisel IgE Fc-retspetori
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kaudu epidermaalsetele Langerhansi rakkudele (Mudde jt., 1990). AD kroonilises faasis
domineerib Thl immuunvastus, mida akitveerivad Langerhansi ja dendriitrakkude poolt
sekreteeritud 1L-12 ja 1L-18 (Peng ja Novak, 2015). Thil-rakud sekreteerivad IFN-y, mis
indutseerib keratinotsiiiitide apoptoosi (Peng ja Novak, 2015).

Keskkonnafaktoritest mojutavad kdige enam AD teket ja progresseerumist Shu kaudu levivad
allergeenid, toiduallergeenid ja mikroorganismid, mille vastu on paljudel lastel tekkinud ka
spetsiifilised IgE-antikehad (McPherson, 2016), kuid olulised on ka stress, kliimategurid
(Nowicki jt., 2015). Uuringutes on leidnud kinnitust, et statistiliselt 20-40% AD diagnoosiga
imikutel ja véikelastel on samaaegselt diagnoositud ka toiduallergia, kdige sagedamini
lehmapiima, munade, kala, maapahkli, sojaubade ja nisu vastu (Nowicki jt., 2015). AD-ga
imikud ja véikelapsed on kodige sagedamini allegilised lehmapiimavalgu ja munavalge suhtes,
kuid vanemad lapsed, noorukid ja tdiskasvanud on tdheldatud allergiaid pigem loomsete ja
lenduvate allergeenide suhtes (Nowicki jt., 2015). Ligi 50% AD-ga viikelastel tekib 166be

dgenemine pérast iihe vOi rohkema toiduallergeeni tarbimist (Nowicki jt., 2015).

1.2 Tsoliaakia

Tsoliaakia (ingl. k. celiac disease, CD) on multifaktoriaalne autoimmuunhaigus, mis
pohjustab  teraviljavalkude tarbimisel peensoole limaskesta kahjustust geneetilise
eelsoodumusega inimestel (Murch jt., 2013). Peamised teraviljavalgud on gluteen nisus,
hordeiin odras ja sekaliin rukkis (Kagnoff, 2005). Gluteen on valkude segu, milles on kaks
peamist valku, gliadiin ja gluteniin, mis sisaldavad rohkesti aminohappeid glutamiini ja
proliini (Kagnoff, 2005). Korge proliini sisaldus muudab gluteeni vastupidavaks seedetrakti
proteoliiiitiliste ensiliimide toimele HLA-DR3DQ2 vdi HLA-DR4DQ8 haplotiiiipidega
indiviididel (Kagnoff, 2005; Murch jt., 2013).

Ligi 97% inimestel, kellel on geneetiline eelsoodumus tsdliaakiale, esinevad antigeeni
esitlevate rakkude pinnal (ingl. k. antigen presenting cell, APC) inimese peamise
koesobivuskompleksi (HLA) 1l klassi DQ2 (HLA-DR3DQ2) voi DQS8 (HLA-DR4DQ8)
molekulid (Mantegazza jt., 2015). Gluteeni tarbimise jdrel, gliadiinifragmendid ldbivad
peensoole epiteelikihi ning sisenevad limaskesta pariskihti, kus gliadiin deamineeritakse
koetransglutaminaaside poolt (De Re jt., 2017). Gliadiin seostub antigeeni esitlevate rakkude
pinnal DQ2 v&i DQS8 molekulidega, mida esitletakse T-rakkudele peensoole limaskesta

lamina proprias. Vastusena sekreteerivad T-rakud IL-18 toimel pdletikumediaatoreid IFN-y
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jalL-21 (De Re jt., 2017) ning B-rakud toodavad spetsiifilisi antikehi koetransglutaminaaside,
endomiiiisiumi- ja deamineeritud gliadiinipeptiidide vastu (Mantegazza jt., 2015; De Re jt.,
2017). Poletikureaktsiooni tdttu on suurenenud intraepiteliaalsete liimfotsiiiitide hulk
peensoole limaskestas (Paul jt., 2015) ning uute tsiitokiinide vabanemine aktiveerib
tstitotoksilisi T-rakke, mis pohjustab peensoole limaskesta kahjustust, soolekriiptide
hiiperplaasiat ja -hattude atroofiat (De Re jt., 2017). Muutused peensoole epiteelis
viahendavad toitainete, rasvlahustuvate vitamiinide ja mineraalide imendumist, kutsudes esile

tervisehdireid ja suurenenud riski sooleviliste siimptomite esinemiseks (Murch jt., 2013).

Tsoliaakia diagnoos pdhineb kliinilisel pildil, seroloogilistel skriiningtestidel ja peensoole
biopsial (Marsh, 1992). Skriiningtestidega hinnatakse immuunglobuliin A, koe
transglutaminaaside vastaste IgA- ja 1gG-tiiiipi autoantikehade (tTGA-IgA, tTGA-1gG) ning
gliadiinivastaste IgA- ja 1gG-tiiiipi autoantikehade (AGA-IgA, AGA-IgG) taset seerumis.
Tsoliaakiasse haigestumine on tdendolisem kui esimese astme sugulasel on nimetatud haigus
leitud vOi esineb moni jirgnevatest haigusseisunditest, nagu esimest tiilipi diabeet,
autoimmuunne tiireoidiit, maksahaigus voi herpetiforme dermatiit (Marsh, 1992). Tsoliaakia
korral {iletab koe transglutaminaaside vastaste autoantikehade tase iile kiimne korra
normaalvédrtust ning riskigruppi kuuluvatele patsientidele tehakse ka peensoole biopsia
(Marsh, 1992). Oluline on diagnoosida tsdliaakiat voimalikult varajases staadiumis, et véltida

ulatuslikku peensoole limaskesta kahjustust.

Tsoliaakia korral voib kliiniline pilt olla varieeruv. Lastel esinevad sageli gastrointestinaalsed
siimptomid, nagu kdhuvalu, kdhulahtisus ja kaalulangus (Paul jt., 2015). Lisaks on tdheldatud
sooleviliste stimptomitena rauapuudusaneemiat, vitamiin D defitsiiti, kasvupeetust,
maksahaigusi, haavandeid suus, lihasndrkust, osteoporoosi, hambaemaili defekte, hilisemas
eas ka viljatust (Murch jt., 2013). Tsoliaakia voib esineda ka asiimptomaatilisena ning selle

tottu jaab lastel ligi 90% juhtudest diagnoosimata (Paul jt., 2015).

1.3 Atoopilise dermatiidi ja tsoliaakia koosesinemine

Atoopiline dermatiit ja tsoliaakia on multifaktoriaalsed kroonilised haigused, mida
pOhjustavad geneetilised, immunoloogilised ja keskkonnategurid. Nimetatud haigused
esinevad sageli samaaegselt (Gallo jt., 1992; Uibo jt., 1996; Ress jt., 2014), kuid siiani pole
téielikku selgust, kas need kaks haigust on omavahel seotud ja milline voiks see seos olla.
Tsoliaakia kliiniline pilt voib varieeruda kliinilisest subkliiniliseni (Murch jt., 2013; Paul jt.,
2015) ning mdned teadlased on joudnud seisukohale, et selle asiimptomaatiline vorm esineb
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sagedamini kui algselt arvatud ning see voib olla kaasuvaks haiguseks nii autoimmuun- kui ka

mitteautoimmuunhaiguste korral (Collin jt., 1994).

On leitud, et tsOliaakia esineb sageli isikutel, kellel on varasemalt diagnoositud mdni
atoopiline haigus vdrreldes nende uuritavatega, kellel atoopilisi haigusi pole. Eestis ldbi
viidud uuringu pohjal selgus, et 0,9%-| atoopilise dermatiidi haigetest esines tsoliaakia (Uibo
jt., 1996). Ress jt (2014) leidsid, et 1,4% varasema atoopilise dermatiidi diagnoosiga
uuritavatel esines tsoliaakia, mis on neli korda kdrgem kui kontrollgrupis. Itaalias tehtud
uuringus (Zauli jt., 2000) selgus, et atoopiaga uuritavate hulgas oli tsdliaakia esinemissagedus
1%, seevastu vastav nditaja kogu Itaalia populatsioonis on 0,2%. Mitmed autorid (Zauli jt.,
2000; Ress jt., 2014) peavad atoopilisi haigusi tsoliaakia riskiteguriteks ning nendele
patsientidele tuleks regulaarselt teha skriiningteste tsoliaakiale spetsiifiliste autoantikehade
suhtes.

1.4 Interleukiin-18

Interleukiin-18 (IL-18) kuulub IL-1 perekonna tsiitokiinide hulka, mille funktsiooniks on
indutseerida poletikuvastaste mediaatorite tootmist (Lee jt., 2015). IL-18 siinteesi maérav
geen paikneb inimesel 11. kromosoomis, mis arvatakse olevat iiks voimalik kandidaatgeen
atoopiliste haiguste tekkes (Kruse jt., 2003). IL-18 on pleiotroopne tsiitokiin, mis soltuvalt
tsiitokiini iimbritsevast keskkonnast, aktiveerib Thl- voi Th2- immuunvastuse (Tanaka jt.,
2001; Kruse jt., 2003; Kim jt., 2007). IL-12 voi IL-15 toimel md&jutab IL-18 T-rakke
diferentseeruma Thl suunas, indutseerides interferoon-y (ingl. k. interferon- y, IFN-y) ja
inhibeerib IgE sekretsiooni (Lee jt., 2015). IL-2 vdi IL-4 toimel md&jutab IL-18 T-rakke
diferentseeruma Th2 suunas, indutseerides immuunoglobuliin E (IgE), IL-4 ja 1L-13 tootmist
(Lee jt., 2015).

IL-18 bioloogiliselt aktiivne vorm tekib inaktiivsest IL-18 eellasest (pro-1L-18) kaspaas-1
proteoliiiitilise toime kaudu (Lee jt., 2015). Kaspaas-1 aktivatsioonis mangib olulist rolli
inflammasoom — valgukompleks, mis vahendab kaasasiindinud imuunvastuse teket (Lee jt.,
2105). Inflammasoom aktiveerub teatud stiimulite, nagu patogeeni molekulaarsete mustrite
(ingl. k. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) voi koekahjustusele iseloomulike
molekulide (ingl.k. damage-associated molecular patterns, DAMP) édra tundmisel vastavate
patogeeni dratundvate retseptorite (ingl.k. pattern-recognition receptors, PRR) kaudu (Lee jt.,

2015). IL-18 voivad lisaks kaspaas-1 aktiveerida veel kiimaas, gransiiim B ja neutrofiilidest
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péarinev proteinaas-3 (Lee jt., 2015). Pro-IL-18 on leitud mitmesugustest rakkudest, seal
hulgas keratinotsiiiitidest, dentriitrakkudest, Kupfferi rakkudest, astrotsiiiitidest, mikrogliiast,
peensoole epiteelirakkudest ja osteoblastidest (Shikano jt., 2001; Dinarello, 2006; Imboden
jt., 2006; Sugama ja Conti, 2008; Lee jt., 2015). Interleukiin-18 retseptor (IL-18R) on
heterodimeer, mis koosneb a- ja B-ahelast. a-ahel seondub rakuviliselt IL-18-ga ja B-ahel
vastutab signaalikompleksi moodustumise eest (Thompson ja Humphries, 2007). IL-18R on
leitud T-rakkudest, NK-rakkudest, B-rakkudest, makrofaagidest, neutrofiilidest, basofiilidest,
endoteelirakkudest, silelihasrakkudest, kondrotsiilitidest, keratinotsiiiitidest, fibroblastidest,

melanotsiilitidest ja mitmetest epiteelirakkudest (Dinarello, 2006; Lee jt., 2015).

IL-18 signaaliiilekanderajas  seostub interleukiin-18 IL-18R-ga ning moodustub
signaalikompleks. Seejérel rakusisene Toll/IL-1 retseptor (TIR) seondub adaptervalgu MyD88
(ingl. k. myeloid differentiation primary response 88, MyD88) ja IL-1 retseptorseoselise
kinaasiga ((ingl. k. interleukin-1 receptor-associated kinase, IRAK) (Lee jt., 2015).
Tuumafaktor kappa B (ingl. k. nuclear factor kappa B, NF-«kB) signaalirajas fosforiileeritud
IRAK seondub tuumori nekroosifaktori retseptorseoselise faktor 6-ga (ingl. k. tumor necrosis
factor receptor associated factor 6, TRAF6), mis degradeerib tuumafaktori NF-kB inhibiitori
(ingl. k. inhibitor of kappa B, IkB) ning NF-kB vabaneb (Lee jt., 2015). NF-xB reguleerib
tiles IL-18 ekspressiooni, mis mojutab erinevate tsiitokiinide, niiteks 1L-4, 1L-13 ja IFN-y
tootmist (Lee jt., 2015). IL-18 tootmine voib toimuda ka signaali transduktsiooni ja
transkriptsiooni aktivaator 3 (ingl k. signal transducer and activator of transcription 3,
STAT3) ja mitogeen aktiveeritud proteiini kinaasi (ingl k. mitogen-activated protein kinase,
MAPK) raja kaudu (Lee jt., 2015).

IL-18 on seotud mitmete pdletikuliste nahahaiguste, nagu psoriaas, atoopiline dermatiit ja
urtikaaria esinemisega (Ohta jt., 2001; Ohnishi jt., 2003; Puxeddu jt., 2013), aga ka niiteks
tsoliaakiaga (Lettesjo jt., 2005). AD korral vahendab IL-18 Th-rakkude diferentseerumist Th2
voi Thl suunas. Uuringud on ndidanud, et AD-haigetel on vereseerumis tousnud IL-18
kontsentratsioon vorreldes kontrollgrupiga ning haiguse raskusaste korreleerub IL-18
kontsentratsiooniga seerumis nii lastel kui tdiskasvanutel (Ohnishi jt., 2003; Trzeciak jt.,
2011; Kou jt., 2012). Allergeenid, nagu tolmulestad ja lenduv oietolm, kutsuvad esile 1L-18
ekspressiooni. On kindlaks tehtud, et S. aureuse enterotoksiini A ja B sekretsiooni korral on
IL-18 tase oluliselt tousnud (Terada jt., 2006, Suwarsa jt., 2017).

Tsoliaakia puhul uuritakse tsiitokiinide esinemist peamiselt lokaalselt kahjustunud peensoole

limaskesta biopsiast, kuid mdnedes uuringutes on hinnatud tsiitokiinide véartusi ka
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perifeersest verest (Manavalan jt., 2010). Bjorck jt (2015) leidsid oma uuringus, et
tsoliaakiahaigetel olid perifeerses veres toudnud IFN-y ja IL-12 tasemed, vdrreldes
kontrollgrupiga. Ootamatu tulemusena olid kontrollgrupiga vorreldes tsoliaakiahaigetel
korgemad IL-5, IL-10 ja IL-13 véirtused, mis on iseloomulikud Th2-rakkude sekreteeritavad
tstitokiinid (Bjorck jt., 2015). Siiani pole uuritud seerumist méératud tsiitokiinide vaartusi
astimptomaatilise tsoliaakiagaga indiviididel, kelle puhul voiks oodata erinevaid tulemusi
siimptomaatilise tsdliaakiagaga uuritavatest (Bjorck jt., 2015). On teada, et astimptomaatiline
tsoliaakia vorm on iisna levinud ning potentsiaalsete pikajaliste komplikatsioonide
valtimiseks kroonilise pdletiku tottu, oleks vajalik teada, kas siisteemne poletik muudab

tsirkuleerivate tsiitokiinide vaartusi (Bjorck jt., 2015; Paul jt., 2015).

IL-18 ekspresseerub seedetraktis pdletikuliste haiguste korral (Pizarro jt., 1999; Mazzarella
jt., 2003). Crohni tdobe pddevatel inimestel oli 1L-18 ekspressioonitase kdrgem nii limaskesta
kahjustuskolletes kui ka tsiitokiin IL-18 tase seerumis vorreldes kontrollgrupiga (Pizarro jt.,
1999). IL-18 roll tsdliaakia patogeneesis on indutseerida IFN-y tootmist ning IL-12 toimel
aktiveerida Thl-rakke (Mazzarella, 2015). IL-18 toimib kostimulaatorina Thl-rakkudele, et
suurendada granulotsiititide-monotsiiiitide kasvufaktori (ingl. k. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor, GM-CSF), IL-2 ja IL-2R-a hulka ning T- ja loomulike tapja-T-
rakkude (ingl. k. natural killer T cell, NK-rakk) kiipsemist (Mazzarella, 2015). On kindlaks
tehtud, et gluteenivaba dieedi jargselt 1L-18 tase tsoliaakiat pddevate inimeste seerumis
langeb (Monteleone jt., 1999). IFN-y ja IL-18 stimuleerivad makrofaage sekreteerima TNF-a,
FasL ja IL-1B, mis algatavad poletikuvastuse, viidates sellele, et IL-18 vdib olla potentsiaalne
peensoole limaskesta liimfotsiiiite aktiveeriv faktor (Mazzarella, 2015). Mazzarella jt (2003)
joudsid jareldusele, et IL-18 kontsentratsioon seerumis voib lastel olla seotud tsdliaakia

raskusastmega, kuid see vajab veel selgitamist.

1.5 Interleukiin-31

IL-31 kuulub IL-6 perekonna tsiitokiinide hulka, mille geen paikneb inimese 12.
kromosoomis (Cornelissen jt., 2012). 1L-31 ekspresseerub aktiveeritud Th2 CD4" T-rakkudel
ja CD45R0 CLA+ T-rakkudel, aga ka luuiidi rakkudel, lihasrakkudel, tiiimuses, peensooles,
trahheas ja spinaalganglionis (Zhang jt., 2008). IL-31 funktsiooniks on inhibeerida
eosinofiilide apoptoosi ja stimuleerida eosinofiile sekreteerima proinflammatoorseid
tsiitokiine, nagu IL-1B, IL-6 ning atoopilise dermatiididiga seotud kemokiine CXCL1,
CXCLS8, CCL2 ja CCL18 (Rabenhorst ja Hartmann, 2014). IL-31 retseptor (IL-31R) on
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heterodimeer, mis kuulub tiitip I tsiitokiini retseptorite perekonda (Zhang jt., 2008). IL-31
edastab oma signaali IL-31R-a-subiihiku ja onkostatiin M retseptori (ingl. k. oncostatin M
receptor, OSMR) kompleksi kaudu (Cornelissen jt., 2012). IL-31R-a on transmembraanne ja
rakusisene domeen, millest viimane seostub Janus kinaaside (ingl. k. Januse kinase, JAK)
perekonna kinaasidega, mis on vajalikud signaali vahendamiseks (Cornelissen jt., 2012). IL-
31 retseptorkompleksi ekspresseerivad aktiveeritud monotsiitidid, makrofaagid, eosinofiilid,
basofiilid, keratinotsiiidid ja spinaalganglioni nérvirakud. IFN-y ja lipopoliisahhariidid
indutseerivad IL-31R ekspressiooni monotsiiiitidel (Zhang jt., 2008; Rabenhorst ja Hartmann,
2014).

JAK/STAT signaalirajas seondub IL-31 IL-31R-ga, mille tulemusel aktiveeruvad JAK1 ja
JAK2 signaalmolekulid. JAK1 ja JAK2 stimuleerivad signaali lilekande ja STAT3, STATS ja
STAT]I fosfortiiilimist, mille jarel viimased aktiveeruvad, liiguvad rakutuuma ja indutseerivad
sihtmdrkgeenide ekspressiooni (Zhang jt., 2015). IL-31 voib kasutada lisaks JAK/STAT
signaalirajale ka fosfoinositiid-3 kinaasl/proteiin kinaas B (ingl. k. phosphatidylinositide 3-
kinases/protein kinase B, PI3K/AKT) voi MAPK rada (Zhang jt., 2015).

IL-31 tase on vereseerumis tousnud erinevate nahahaiguste, sh atoopilise dermatiidi, aga ka
nditeks Crohni tdve ja haavandilise koliidi korral (Rabenhorst ja Hartmann, 2014). AD {iks
peamisi siimptomeid on nahastigelus, kuid ravi antihistamiinidega on sageli ebaefektiivne
ning viitab, et siigelust vahendavad teised mediaatorid, nditeks tsiitokiinid voi neuropeptiidid
(Boguniewicz ja Leung, 2011). Nahasiigeluse korral on seerumis tousnud IL-31 tase ning on
tdendeid, et see on korrelatsioonis haiguse aktiivsuse ja raskusastmega (Raap jt., 2008; Kim
jt., 2011). Eksperimendis, kus uuriti IL-31 mRNA ekspressioonitaset nahasiigelust tekitava ja
nahastigelust mitte tekitava AD ning kontrollgrupi isikutel, selgus, et IL-31 mRNA
ekspressioonitase oli oluliselt korgem nahasiigelusega AD grupis, vorreldes teiste gruppidega
(Sonkoly jt., 2006). On kindlaks tehtud, et AD isikutel stimuleerib stafiiloki enterotoksiin B
IL-31 mRNA ekspressiooni perifeerse vere mononukleaarsetes rakkudes (Sonkoly jt., 2006).
Nimelt, on IL-31 mRNA ekspressioonitase korgem AD grupis vorreldes kontrollgrupiga.
Stafiilokoki enterotoksiinide mojul on IL-31R-a ekpressioon monotsiiiitide] ja makrofaagidel
tiles reguleeritud nii mRNA kui valgu tasemel ning IL-31 aktiveerib monotsiiiitides ja
makrofaagides IL-1f, IL-6 ja IL-18 sekretsiooni (Kasraie jt., 2010). Ka loomkatsete pohjal on
kindlaks tehtud, et Staphylococcus aureus’e enterotoksiinid indutseerivad IL-31 mMRNA

ekspressiooni atoopilistel hiirtel in vivo, viidates sellele, et S. aureuse kolonisatsioon ja
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superinfektsioon voivad panustada stligeluse tekkesse ja podletikulistesse muutustesse AD-ga

isikutel (Dillon jt., 2004).

1.6 Indutseeritav T-raku kostimulaator (ICOS)

T-rakkude aktiveerimiseks peab T-raku retseptoriga (ingl. k. T-cell receptor, TCR) seostuma
antigeen, mida esitleb oma pinnal antigeeni esitlev rakk (ingl. k. antigen-presenting cell,
APC) T-rakule peamise koesobivuskompleksi (ingl. k. major histocompatibility complex,
MHC) kaudu. Naiivsete T-rakkude aktivatsiooniks on vajalik tugev kostimulatoorne signaal,
mida vahendavad CD28 véi tsiitotoksilise T-limfotsiilidi antigeen-4 (ingl. k. cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4, CTLA-4). Aastal 1999 avastati indutseeritav T-raku
kostimulaator (ingl. k. inducible T-cell costimulator, ICOS), mis kuulub CD28
kostimlatoorsete tsiitokiinide hulka (Hutloff jt., 1999). Erinevalt CD28-st, mis on naiivsete T-
rakkude pinnal konstitutiivselt ekspresseeritud, ekspresseeritakse ICOS pédrast T-raku
aktivatsiooni de novo (Hutloff jt., 1999). ICOS, mis paikneb inimese 2. kromosoomis, on 55-
60 kDa homodimeer ja koosneb kahest alaiihikust, 27 ja 29 kDa (Beier jt., 2000). ICOS geeni
funktsiooniks on kostimuleerida mitmete T-rakkude poolt sekreteeritavate tsiitokiinide, nagu
IL-4 ja IL-10 siinteesi (Beier jt., 2000). ICOS-ligand (ICOS-L) kuulub B7 retseptorite
perekonda (Aicher jt., 2000). ICOS-L ekspresseerub aktiveeritud B-rakkudel, makrofaagidel,
dendriitrakkudel ja epireelirakkudel (Aicher jt., 2000).

CD28, ICOS ja CTLA-4 geenid 2. kromosoomis sisaldavad lookusi, mille poliimorfismid
voivad olla eelsoodumuseks autoimmuunhaiguste tekkel, nagu niiteks tsdliaakia, Gravesi tobi
ja esimest tiitipi diabeet (Gough jt., 2005). Moningaid ICOS geeni poliimorfisme on seostatud
atoopiliste haigustega, kuid tulemused on siiski vastuolulised. Varasemalt on viidetud, et
ICOS geeni promootorpiirkonnas asuvad kaks poliimorfismi piirkonda (g.1-1413G>A, g.1-
693G>A) on seotud sensibiliseerumisega ohu kaudu levivatele allergeenidele ning sellega
seonduvalt on tdusnud ka IgE ja Th2 tsiitokiinide tootmine (Shilling jt., 2005). Beier jt (2009)
uurisid lisaks kahele nimetatud poliimorfismile veel nelja 1COS-e poliimorfismi (g.1-
2144C>T, 0,1-2419T>C, g.20065C>G, @.22126G>T), mille seost atoopiliste haigustega
polnud veel uuritud. Uksi eelnevalt nimetatud poliimorfismidest polnud seotud atoopiliste
haiguste, sh atoopilise dermatiidi, tekkega. ICOS geeni promootorpiirkonnas paiknevat
poliimorfismi CTIC154 1C/T (rs10932037) on seostatud esimest tiilipi diabeediga, kuid

Douroudis jt (2009) uuringus see kinnitust ei leidnud.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 To6 eesmérgid:

1) vorrelda IL-18 ja IL-31 taset vereseerumis atoopilise dermatiidiga, ts6liaakiahaigetel ja
kontrollgrupi lastel;

2) maédrata IL-18 ja ICOS geenide ekspressioonitase vererakkudes atoopilise dermatiidiga,
tsoliaakiahaigetel ja kontrollgrupi lastel;

3) vorrelda tsiitokiinide [IL-18 ja IL-31 taset ning ICOS ja IL-18 geenide
ekspressioonitaset stafiilokoki enterotoksiini A ja B vastaste IgE madramistulemustega;

4) leida, kas ICOS geeni poliimorfism CTIC154_1C/T (rs10932037) esineb atoopilise

dermatiidiga uuritavatel sagedamini kui kontrollgrupis.

2.2 Materjal ja metoodika

Kéesoleva magistrit66 raames kasutatud uuringumaterjalid on kogutud dr. Krista Ressi poolt
aastatel 2008-2012 Tallinna Lastehaiglas. Uuringusse kaasati 351 atoopilise dermatiidiga
(AD) last Tallinna Lastehaiglast, 28 histoloogiliselt kinnitatud tsoliaakiahaiget last Tallinna
Lastehaiglast ja Tartu Ulikooli Kliinikumi Lastekliinikust. Nende hulgast viiel lapsel esines
korraga nii atoopiline dermatiit kui tsoliaakia. Kontrollgrupi moodustasid kokku 117
uuritavat, neist 56 last Tallinna Lastehaiglast, kellel muudel pohjustel teostatud gastroskoopia
abil tuvastati histoloogiliselt normaalne limaskest, ja 61 last Tartu Ulikooli Kliinikumi
Lastekliinikust. Kontrollgruppi kuuluvatel lastel ei leitud eelnevalt teostatud uuringute
tulemusena autoimmuunset ega &dgedat poletikulist haigust (Ress, 2014). Uuritavate

iildandmed on esitatud tabelis 1.

Tabel 1. Uuritavate arv erinevates uuringugruppides, vanus ja sooline koosseis (Ress, 2014).

Atoopiline dermatiit Tsoliaakia Kontrollgrupp
Uuritavate arv | 351 (42,4 % tiidrukud) | 28 (64,3% tiidrukud) | 117 (44,4% tiidrukud)
Vanus, aastat 5,8 6,2 7,95
(mediaan; (0,5; 18,8) (1,0; 16,5) (0,5;17,7)
min; max)

Eksperimentaalses t60s kasutas autor dr. Krista Ressi poolt kogutud andmetest 192 erineva

uuritava andmeid ja proovimaterjale. Uuritavate valim, kellel méarati tsiitokiinid 1L-18 ja IL-
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31 on vaid osaliselt kattuv valimiga, kellel maarati ICOS ja IL-18 geenide ekspressioon.

Magistritoos kasutatud erinevate valimite tildandmed on esitatud tabelis 2.

Tabel 2. Uuritavate arv, sooline koosseis, keskmine vanus.

Uuritavate arv, n Poisid, n | Tiidrukud, n
Tsiitokiinide midramine 157 85 72
Vanus, aastat (keskvéartus; + SE) 6,93 +0,39 5,61 +0,47 8,48 +0,59
Geeniekspressiooni mairamine 115 52 63
Vanus, aastat (keskviirtus; + SE) 7,91 £0,45 6,19 +£0,62 9,30 +0,59
Kokku 192 95 97
Vanus, aastat (keskvéértus; + SE) 6,88 +0,35 5,50 +0,44 8,22 +0,50

157-st uuritavast, kellel méadrati tsiitokiinid 1L-18 ja IL-31, esines AD 90 isikul, ts6liaakia 9
isikul, AD ja tsoliaakia samaaegselt 4 isikul ning kontrollgrupi moodustasid 54 uuritavat.
ICOS ja IL-18 geeniekspressioon méadrati 115 uuritaval, kellest AD diagnoos esines 49 isikul,
tsoliaakia 9 isikul, AD ja tsOliaakia samaaegselt 5 isikul ning kontrollgrupi moodustasid 53

uuritavat.

Atoopilise dermatiidi diagnoosimise aluseks vdeti patsiendi haiguslugu, objektiivne leid ja
vastavus atoopilise dermatiidi diagnostilistele kriteeriumitele (Williams jt., 1994). Lisaks
vOeti uuritavatel vereanaliiiis, mille pdhjal méérati tsoliaakia esinemissagedus atoopilise
dermatiidiga patsientidel, tld-IgE ja allergeenspetsiifilised IgE antikehad, stafiilokoki
enterotoksiini A ja B spetsiifilised IgE antikehad ning ICOS geeni promootorpiirkonnas
paiknev poliimorfism CTIC154_1C/T (rs10932037).

Koikide uuritavate seerumeid sdilitati —20 °C juures vOi madalam temperatuuril kuni
analiiliside tegemiseni. Koik uuritavad, nende vanemad voi eestkostjad allkirjastasid
informeerimise ja uuringus osalemise ndusolekulehe. Uuringu ldbiviimiseks toatleti luba
Tartu Ulikooli Inimuuringute Eetika Komiteelt ning see oli kooskdlas Helsinki

Deklaratsiooniga.

Tsoliaakia kindlaks tegemiseks atoopilise dermatiidiga patsientidel testiti uuritavate
seerumeid koe transglutaminaaside vastaste IgA- ja lgG-tiiiipi autoantikehadega (vastavalt
tTGA-IgA, tTGA-1gG) ning deamineeritud gliadiinivastaste IgA- ja IgG-tiilipi antikehade
(vastavalt AGA-IgA, AGA-IgG) mdédramist fluoroensiiim-immuunmeetria meetodil,
kasutades vastavalt InmunoCAP EIliA Gliadin DP (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Rootsi)
ja ImmunoCAP EIliA Celikey siisteemi (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Rootsi). Tootja
soovituste kohaselt hinnati mdlema siisteemi korral antikeha védartused > 10 ELA U/mL

19



positiivseks ja védrtused alla < 7 EliA U/mL negatiivseks. 7 ja 10 EliA U/mL vahele jaivad,
no piiripealsed véirtused, hinnati negatiivseks. Uuritavatelt, kellel oli kahtlus tsdliaakiale voi
kelle tTGA-IgA oli seropositiivne, voeti peensoole biopsia diagnoosi kinnitamiseks. Selleks
lahtuti Euroopa laste gastroenteroloogia, hepatoloogia ja toitumise iihingu (ingl. k. European
Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition, ESPGHAN) (Walker-
Smith jt., 1990) diagnostilistest kriteeriumitest ja peensoole limaskesta seisundit hinnati
vastavalt Marsh’i klassifikatsioonile (Marsh, 1992).

Koikidel wuuritavatel madrati tld-IgE antikehad kemoluminestsents-meetodil (Roche
Diagnostics, Burgess Hill, UK; Siemens Healthcare Diagnostics Inc, Tarrytown, USA) ja
tulemusi vorreldi tootja poolt antud vanusepohiste referentsvdirtustega. Lisaks mdéérati ka
toiduallergeenide vastased IgE antikehad paneelide fx5 (munavalge, piim, nisu, tursk,
maapahkel, soja) ja fx20 (nisu, rukis, oder, riis) suhtes kasutades ImmunoCAP Specific IgE
stisteemi (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Rootsi). Vastavalt tootja soovitustele hinnati
védrtused > 0,35 kU/L positiivseks.

Stafiilokoki enterotoksiini A ja B spetsiifilised IgE antikehad (vastavalt IgE-m80 ja IgE-m81)
maédrati koikidel uuritavatel fluoroensiitim-immuunmeetria meetodil kasutades ImmunoCAP
Specific IgE siisteemi (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Rootsi). Vastavalt tootja
soovitustele hinnati vaartused, mis olid > 0,35 kU/L, positiivseks. 306 uuritaval méadrati nii
IgE-m80 kui IgE-m81, kellest 304 oli diagnoositud atoopiline dermatiit ja kahel atoopiline
dermatiit samaaegselt tsoliaakiaga. Valimis oli IgE-m80 positiivne 15 uuritaval ja IgE-m81 21
uuritaval. Magistritoos vorreldi tsiitokiini 1L-18 ning ICOS ja IL-18 geeni ekspressioonitaset
IgE-80 ja IgE-m81 vastaste IgE antikehade olemasolu alusel. Kéesolevas to6s kasutati
tstitokiin IL-18 védrtuste vordlemisel 84 uuritava andmeid, neist 13 olid IgE-m80 positiivsed
ja 71 negatiivsed ning 18 IgE-m81 positiivsed ja 66 negatiivsed. IL-18 ja ICOS
geeniekspressiooni suhteliste kvantitatiivsete vaartuste vordlemisel Kkasutati 41 uuritava
andmeid, kellest kaks olid IgE-m80 positiivsed ja 39 negatiivsed ning neli IgE-m81

positiivsed ja 37 negatiivsed.

ICOS geeni promootorpiirkonna poliimorfism CTIC154_1 C/T (rs10932037) maédrati
kasutades TagMan SNP Genotyping siisteemi (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Rootsi)
ning jargiti tootja protokolli (TagMan SNP Genotyping Assays, tootja juhend). ICOS geeni
poliimorfismi rs10932037 genotiiiibid ja alleelisagedused méairati kokku 411 uuritaval, kellest
341 kuulusid AD, 5 AD+CD, 9 CD ja 56 kontrollgruppi.
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To66 autor kasutas varasemalt kogutud ja madratud andmeid (sugu, vanus, diagnoos, tTGA-
IgA, tTGA-1gG, AGA-IgA, AGA-IgG, iild-IgE, IgE fx5 ja fx20, IgE-m80, IgE-m81, ICOS-
geeni poliimorfismid), mééras ise IL-18 ja IL-31 vaidrtused tdisverest ja IL-18 ja ICOS geenide
ekspressioonitaseme kasutades vastavalt Magnetic Luminex Human Premixed Muti-Analyte
Kit’i (R&D Systems, Minneapolis, USA) ja reaalaja-PCR metoodikat ning tegi andmete

statistilise analiitsi.

Andmetdotluseks kasutati programme Microsoft Office Excel 2007 ja GraphPad Prism 6 (San
Diego, California, USA) tarkvara. Andmete statistiliseks analiilisimiseks kasutati gruppide
vordlemisel mittearvuliste parameetrite korral y’-testi, arvulise normaaljaotuse korral
Student’s t-testi, mittenormaaljaotuse puhul Mann-Whitney testi. Statistilise olulisuse nivooks
oli p<0,05.

2.2.1 Luminex-testi metoodika

Magnetic Luminex Assay Multiplex Kit’e kasutatakse biomarkerite védartuste madaramiseks
erinevatest inimese proovimaterjalidest ning see vodimaldab {ihest proovist samaaegselt
tuvastada mitut erinevat analiiliti. TG0 autor médras tootja protokolli (Magnetic Luminex
Assay, tootja juhend) alusel Human Premixed Multi-Analyte Kit’i kasutades I1L-18 ja IL-31

tasemed uuritavate seerumist.

Kasutatakse erineva vérviga margistatud magnetiliste omadustega mikropartikleid, mille
kiilge on eelnevalt seotud analiitidispetsiifilised antikehad. Uuritav materjal ja
magnetkuulikesed kantakse mikrokannudesse, kus magnetkuulikeste kiilge seotud antikehad
seostuvad uuritavate valgumolekulidega. Seejérel lisatakse igasse kannu biotiniileeritud
antikehad, mis seostuvad uuritavatele valgumolekulidele, ning streptavidiini-fiikoertitriini
konjugaat, mis omakorda seostub biotiniileeritud antikehadele. Tulemused analiiiisitakse

kasutades Luminex xMap Technology Luminex 200™

(Luminex Corporation, Austin, Texas,
USA) analiisaatorit, mis kasutab voolutsiitomeetria meetodit. Analiisaatoris on kaks erineval
lainepikkusel valgust emiteerivat dioodi (Light Emitting Diod, LED), mis valgustavad
mikropartikleid. Uks LED identifitseerib detekteeritud analiiiidi ja teine LED méirab &ra
fiikkoeriitriinilt pdrineva signaali suurusjdrgu, mis on otseses seoses seondunud analiiiidi

hulgaga. Tootjapoolne IL-18 méaaramispiirkond oli vahemikus 54,6-13 260 pg/ml ja IL-31
madramispiirkond oli vahemikus 46,3-11 260 pg/ml.
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2.2.2 RNA eraldamine ja poordtrankriptsioon

RNA oli eelnevalt eraldatud téisverest kasutades Tempus Blood RNA Tube and Tempus Spin
RNA Isolation Kit (Applied Biosystems, Kalifornia, USA). RNA puhtuse taset ja
kontsentratsiooni hinnati neeldusmisspektri alusel NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetril
(Kisker Biotech, Steinfurt, Saksamaa). RNA neeldumisspekter registreeriti lainepikkuste
vahemikus 260-280 nm. RNA neeldumismaksimum on 260 nm juures.

T66 autor siinteesis RNA-It cDNA kasutades FIREScript RT DNA Synthesis Mix with Oligo
(dt) and Random Primers (Solis BioDyne, Tartu, Eesti) jargides tootja protokolli (FIREScript
RT cDNA Synthesis Mix, tootja juhend). Uhe proovi reaktsioonisegu kogumaht 20 uL sisaldas
1,5 uL FIREScript Enzyme Mix, 2 uL 10x RT Reaction Premix with Oligo and Random
Primers, RNA-d ja nukleaasivaba vett. Siinteesitud cDNA-d sdilitati -20 °C juures reaalaja-

PCR-i tegemiseni.

2.2.3 Reaalaja-PCR

Reaalaja-PCR vdimaldab kvantifitseerida fluorestsentsi jargi produkti tekkimist reaalajas.
Kéesoleva eksperimendi tegemisel kasutati 5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR Supermix-i
(Solis BioDyne, Tartu, Eesti). Reaktsioonisegu kogus ithe PCR-plaadi siivendi kohta oli 10
pL. Kuna koiki proove lisati plaadile kolme paralleelina, tehti lihe proovi kohta 34,5 pL
reaktsioonisegu, mis sisaldas 25,8 puL nukleaasivaba vett, 7,2 uL 5x HOT FIREPol EvaGreen
gPCR Supermix-i, 1,5 uL. 5 uM praimerite toolahust. Sellele reaksioonisegule lisati 1,5 puL
uuritavat cONA-d. Igale PCR-plaadile lisati ka standard- ja kontrollproovid. Reaktsioonisegu
ettevalmistamisel jérgiti tootja soovitusi (5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR Supermix, tootja
juhend). Fluorestsentsi signaali annab reaktsioonisegus EvaGreen virv, mis Seondub
kaheahelalise cDNA-ga. Fluorestsentsi signaal kasvab iga tsiikliga ning on korrelatsioonis
tekkinud amplikonide hulgaga. T66 tegemisel kasutatud geenispetsiifilised praimerid
(Metabion International AG, Planegg, Saksamaa) ja amplikonide pikkused on esitatud tabelis
3.

Reaalaja-PCR-i tegemiseks kasutati analiisaatorit ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied

Biosystems, Kalifornia, USA), mille juurde kuulus ka tarkvara Viia 7 Software v1.1.
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Reaalaja-PCR tooprotokolli tegemisel jérgiti tootja soovitusi (5x HOT FIREPol EvaGreen
gPCR Supermix Data Sheet). HOT FIREPol DNA poliimeraas aktiveerub 12 minutilisel

inkubeerimisel 95 °C juures. T66 autor kasutas 40 tsiiklit:

1. denaturatsioon 95 °C juures 15 sekundit;
2. praimeri seondumine 60 °C juures 30 sekundit;

3. DNA suntees 72 °C 30 sekundit.

Tabel 3. Tabelis on esitatud péri- ja vastassuunaliste praimerite nukleotiidne jarjestus ja

amplikoni pikkus aluspaarides.

. T , , Amplikoni
Geen Liik Praimeri jirjestus 5> —3 pikkus (bp)
AAGATCAAGATCATTGCTCCTC
ACTB | Homo sapiens 118
ACTCGTCATACTCCTGCT
CAACTACATGGTTTACATCTTCCAATATG
GAPDH | Homo sapiens 127
GGGATCTCGCTCCTGGAAG
GACGCATGCCCTCAATCC
IL-18 | Homo sapiens 106
CTAGAGCGCAATGGTGCAATC
. GACTCACAGATGTGACCC
ICOS | Homo sapiens GTATGTAGTTAAGTCAGACTCTCC 132

2.2.4 Dissotsiatsioonikdvera analiiiis

PCR-i kdigus voib toimuda praimerite dimeriseerumine ja mittespetsiifiline seostumine, mis
annab fluorestsentsi signaali nagu ka praimerite spetsiifiline seostumine. Reaalaja-PCR-i
analiisaator registreerib fluorestsentsi kogu reaktsiooni véltel ning graafikut on voimalik PCR-
i jargselt analiitisida. Dissotsiatsioonikdver annab informatsiooni reaalaja-PCR-i reaktsioonide
spetsiifilisuse kohta kirjeldades fluorestsentsi signaali tugevuse muutusi sdltuvalt
temperatuuri muutumisest: kui fluorestsentsmirgisega kaheahelaline DNA dissotsieerub
tiheahelaliseks DNA-ks oma sulamistemperauuri (Tm) saavutades ehk temperatuuri
tousmisel, fluorestsentsi signaal langeb. Temperatuuri, mille juures 50% DNA-st on
denatureerunud, nimetatakse dissotsiatsiooni- ehk sulamistemperatuuriks (Tm). Kuna
nukleiinhapete sulamistemperatuur on mdjutatud mitmetest faktoritest, nt ahela pikkusest,
GC-sisaldusest ja komplementaarsusest, saab erinevaid PCR-i produkte sageli eristada nende
sulamistemperatuuri  jargi.  Niiteks on  dimeriseerunud  praimeritel = madalam

sulamistemperatuur kui amplikonil.
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2.2.5 mRNA taseme suhteline kvantiteerimine

mRNA taseme suhtelised kvantitatiivsed viirtused arvutati kasutades 2" meetodit (Livak
ja Schmittgen, 2001). Suhteline kvantiteerimine Kkirjeldab muutusi uuritava geeni
ekspressioonis vorreldes referentsgeeniga. Meetod eeldab, et geeniekspressioon peab jddma
muutumatuks erinevates eksperimentaalsetes tingimustes. Reaktsiooni edenemise kaigus
iiletab fluorestsents madaaratud ldvendit. Tsuklit, millal ldvendit iiletatakse, nimetatakse
lavetsiikliks (Ct). Ct-d kasutatakse suhtelise geeniekspressiooni arvutamiseks uuritava ja
referentsgeeni vahel, mille tulemusena leitakse ACt (ACt = Ct (uuritav geen) — Ct
(referentsgeen)). Kuna koiki proove kanti PCR-plaadile kolme paralleelina, leiti enne ACt
arvutamist Ct aritmeetiline keskmine. Igale PCR-plaadile kanti kontrollproovid ja
standardproovi cDNA. AACt on uuritava geeni ACt ja standardproovi ACt vahe. Kdikide
proovide AACt-véirtused arvutati vastava plaadi standardproovi suhtes. Referentsgeenidena

kasutati -aktiini (ACTB) ja gliitseeraldehiiiid-3-fosfaat dehiidrogenaasi (GAPDH).
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2.3 TULEMUSED

2.3.1 Tsiitokiinide 1L-18 ja IL-31 taseme méfdramine

IL-18 ja IL-31 tasemed maédrati uuritavate vereseerumist. IL-18 taseme véirtused erinevates
haigusgruppides ja kontrollgrupis on esitatud tabelis 4. Tabelist ilmneb, et vdrreldes
kontrollgrupiga on AD+AD+CD grupis, kuhu kuuluvad atoopilise dermatiidi (AD) ning
atoopilise dermatiidi ja tsoliaakiahaiged (AD+CD) uuritavad, 1L-18 viartused statistiliselt
oluliselt korgemad (p=0,04, Mann-Whitney; joonis 1). Teiste uuritavate gruppide vahel
statistiliselt olulisi erinevusi ei leitud. Samuti polnud statistiliselt olulisi erinevusi samade
uuritavate gruppide vahel eraldi poiste ega tiidrukute grupis (p > 0,05). IL-31 tase ei olnud

kasutatud meetodiga maéaratav.

Tabel 4. Seerumist médratud 1L-18 taseme keskvéirtused ja mediaanid AD (uuritavad, kellel
on atoopiline dermatiit), CD (uuritavad, kellel on tséliaakia), AD+CD (uuritavad, kellel
esineb samaaegselt atoopiline dermatiit ja tsoliaakia), AD+AD+CD (grupp, kus on kokku

pandud AD-ga ja AD+CD-ga uuritavad) ja kontrollgrupis kogu valimis.

AD AD+CD | AD+AD+CD CD Kontroll-
grupp
Uuritavate arv 90 4 94 9 54
IL-18, pg/mL
(keskvirtus; = SE) 39,92 +3.23 42,98 £6,57 | 40,05+3,10 | 28,99 +5,71 31,52 42,55
IL-18, pg/mL 30,57 45,49 31,14! 22,54 24,68"

(mediaan; min; max) | (7,16; 215,4) | (26,33; 54,63) | (7,16; 215,4) | (13,67; 62,56) | (3,04; 103,9)

'p=0,04 (Mann-Whitney)

p=0,04 (Mann-Whitney)
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Joonis 1. Seerumist madratud IL-18 véirtused erinevates haigusgruppides ja kontrollgrupis.

Statistiliselt oluliselt korgem IL-18 tase esines AD+AD+CD grupis vdrreldes kontrollgrupiga.
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Koikidel uuritavatel vorreldi I1L-18 taset positiivsete iild-IgE, toiduallegeenide vastaste IgE
antikehade paneneelide fx20 ja fx 5 (vastavalt sIgE fx20 ja sIgE fx5) ja samade parameetrite
negatiivsete maaramistulemuste korral, kuid statistiliselt olulisi erinevusi IL-18 taseme vahel
uuritavatel ei esinenud (tabel 5). Nimelt, IL-18 tase ei olnud kdrgem nendel uuritavatel, kellel
esinesid uld-IgE, sIgE fx20 ja sIgE fx5 antikehad, vorreldes nende uuritavatega, kellel {ild-
IgE, sIgE fx20 ja sIgE fx5 antikehi ei esinenud. Samuti ei esinenud statistiliselt olulisi
erinevusi IL-18 vaartustes samade parameetrite korral poiste (tabel 6) ega tiidrukute grupis
(tabel 7).

Lineaarsel Kkorrelatsioonianaliiiisil ~otsiti IL-18 vdimalikke scoseid tld-IgE, koe
transglutaminaaside vastaste IgA- ja IgG-titipi (vastavalt tTGA-IgA ja tTGA-IgG)
autoantikehade ning gliadiinivastaste IgA- ja IgG-tiitipi (vastavalt AGA-IgA ja AGA-IgG)
antikehade ning sIgE x20 ja sIgE x5 vahel (tabel 8). Statistiliselt oluline seos leiti IL-18 ja
tTGA-IgG vahel atoopilise dermatiidiga uuritavate grupis (p=0,03, Spearmann) ning
AD+AD+CD grupis (p=0,02, Spearmann). Joonis 2 kirjeldab korrelatsiooni IL-18 ja tTGA-
IgG vahel AD grupis. Teiste parameetrite ja IL-18 vahel statistiliselt olulisi erinevusi ei
esinenud (tabel 8).

2509

200+

i
o
o

L
[ ]

p=0,03 (Spearmann)

IL-18 pg/mL
-
o
o

°
4
°

o

tTGA-IgG

Joonis 2. Korrelatsioon IL-18 ja tTGA-IgG taseme vahel AD-grupis.
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Tabel 5. 1L-18 tasemed iild-IgE, IgE x20 ja IgE fx5 antikehade esinemise (pos) ja mitteesinemise (neg) korral kogu valimis.

Uld-1gE Uld-1gE sIgE x20 sIgE fx20 sIgE x5 sIgE x5
pos neg pos neg pos neg

Uuritavate arv=157 86 71 28 129 S57 100
IL-18, pg/mL
(keskviidrtus: + SE) 35,85+3,85 | 37,24 £3,12 39,94 +7,36 35,73 £2,01 38,59 £4,01 35,28 £2,38
IL-18, pg/mL 28,77 28,83 29,87 28,31 30,40 28,23
(mediaan; min; max) | (7,16; 215,4) | (3,04; 149,2) | (7,16; 215,4) | (3,04; 149,2) | (7,16; 215,4) | (3,04; 149,2)
Mann-Whithney, p 0,78 0,92 0,55
T-test, p 0,74 0,44 0,45

Tabel 6. IL-18 véartused poistel, kellel esinevad (pos) iild-I1gE, sIgE fx20 ja sIgE fx5 antikehad vorreldes poistega, kellel on vastavaid antikehi ei esine

(neg).

Uld-IgE Uld-IgE sIgE fx20 sIgE fx20 sIgE x5 sIgE x5

pos neg pos neg pos neg
Uuritavate arv=85 51 34 19 66 38 47
IL-18, pg/mL
(keskviartus: + SE) 37,55 +4,28 46,97 £5,65 44,94 £10,07 40,27 £3,39 40,98 £5,52 41,59 +4,38
IL-18, pg/mL 29,50 43,75 34,27 30,97 31,95 31,54
(mediaan; min; max) | (11,42; 215,4) | (10,95; 149,2) | (11,42;215,4) | (10,95; 149,2) | (13,67; 215,4) | (10,95; 149,2)
Mann-Whitney, p 0,15 0,75 0,93
T-test, p 0,18 0,57 0,93
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Tabel 7. IL-18 véairtused tidrukutel, kellel esinevad (pos) iild-IgE, sIgE fx20 ja sIgE x5 antikehad vorreldes tiidrukutega, kellel on vastavaid antikehi
ei esine (neg).

Uld-1gE Uld-1gE sIgE x20 slgE x20 sIgE x5 sIgE x5
pos neg pos neg pos neg
Uuritavate arv=72 35 37 9 63 19 53

IL-18, pg/mL

(keskviirtus; = SE) 33,38+£3,23 | 28,31 +2,17 | 29,38 £8,13 | 30,97 £1,92 | 33,81 +4,80 | 29,69 +2,00

IL-18, pg/mL 28,31 24,26 24,42 26,59 27,37 26,33
(mediaan; min; max) | (7,16; 72,02) | (3,04; 61,08) | (7,16; 75,02) | (3,04; 75,00) | (7,16; 75,02) | (3,04; 64,02)
Mann-Whitney, p 0,38 0,37 0,67
T-test, p 0,19 0,35 0,35

Tabel 8. Seerumist madratud IL-18 taseme lineaarne korrelatsioonanaliiiis iild-1gE, tTGA-IgA, tTGA-IgG, AGA-IgA, AGA-IgG, slgE x20 ja sIgE x5
vahel AD, AD+AD+CD, CD ja kontrollgrupis. Tabelis on esitatud p-vaartused.

IL-18, pg/mL
Uuritavate arv=157 Uld-1gE | tTGA-IgA | tTGA-1gG | AGA-IgA | AGA-1gG | sIgE fx20 | sIgE x5
AD, p 90 0,41 0,98 0,03 0,91 0,13 0,57 0,62
AD+AD+CD, p 94 0,42 0,83 0,02 0,72 0,09 0,58 0,55
CD, p 9 0,16 0,64 0,13 0,52 0,49 0,18 0,25
Kontrollgrupp, p 54 0,39 0,67 0,89 0,80 0,71 0,77 0,25
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2.3.2 IL-18 ja ICOS geeniekspressioon

IL-18 ja ICOS geeniekspressiooni kvantitatiivseid tulemusi vorreldi erinevate haigusgruppide
ja kontrollgrupi vahel kogu valimis. Tulemused on esitatud tabelis 9. IL-18 ekspressioonitase
B-aktiini suhtes erineb statistiliselt oluliselt AD+CD ja kontrollgrupi vahel. Nimelt, on IL-18
2%%CT vidrtused madalamad AD+CD grupis vorreldes kontrollgrupi 2T viirtustega
(p=0,03, Mann-Whitney). IL-18 ekspressioonitase GAPDH suhtes erineb statistiliselt oluliselt
AD+AD+CD ja kontrollgrupi vahel. IL-18 22T viirtused on madalamad AD+AD+CD
grupis vdrreldes kontrollgrupi 24T viirtustega (p=0,04, Mann-Whitney). 1COS geeni
ekspressioonitaseme o0sas erinevates uuritavates gruppides statistiliselt olulisi erinevusi ei

leitud.

Tabel 9. IL-18 ja ICOS geenide ekspressioonitaseme kvantitatiivsed vaartused vererakkudest

B-aktiini ja GAPDH suhtes erinevates haigusgruppides ja kontrollgrupis kogu valimis.

AD AD+CD | AD+AD+CD CD Kontroll-
grupp

Uuritavate arv=117 49 5 54 9 54
IL-18, B-aktiin; 1 1
(keskviirtus: + SE) 1,11 £0,33 | 0,48 +0,07 1,05 +0,30 1,08 £0,27 | 0,82"+0,09
IL-18, p-aktiin; 0,7 0,42 0,68 0,89 0,62
(mediaan; min; max) | (0,22; 16,49) | (0,37;0,76) | (0,22;16,49) | (0,26; 2,70) | (0,30; 4,27)
IL-18, GAPDH;
(keskvadrtus; - SE) 0,85+0,08 | 0,69 +0,07 0,83 £0,07 1,05 +0,17 | 0,90 +£0,05
IL-18, GAPDH; 0,74 0,70 0,71° 0,91 0,86°
(mediaan; min; max) | (0,30; 3,19) | (0,48;0,91) | (0,30; 3,19) | (0,43;1,98) | (0,18; 1,77)
ICOS, p-aktiin;
(keskvéidrtus; + SE) 0,97 +£0,22 0,46 +0,07 0,92 +£0,20 0,60 £0,12 | 0,59 +0,03
ICOS, p-aktiin; 0,69 0,52 0,60 0,49 0,55
(mediaan; min; max) | (0,27;8,56) | (0,20;0,58) | (0,20;8,56) | (0,24;1,47) | (0,22; 1,15)
ICOS, GAPDH;
(keskvéidrtus; + SE) 0,73 £0,05 0,69 +0,12 0,73 £0,04 0,69 +0,10 | 0,71 0,04
ICOS, GAPDH; 0,70 0,73 0,72 0,74 0,70
(mediaan; min; max) | (0,27;1,53) | (0,24;0,91) | (0,24;1,53) | (0,17;1,08) | (0,19; 1,47)

1p=0,03 (t-test); “p=0,04 (Mann-Whitney)

Uuritavatel vorreldi 1L-18 ja 1COS 24T vartusi ild-1gE, 1gE fx20 ja IgE fx5 antikehade
esinemise (pos) ja mitteesinemise (neg) korral kogu valimis. llmnes, et IL-18 geeni
ekspressioonitase GAPDH suhtes erineb sIgE fx20 grupis (tabel 10), kus IL-18 2744¢T

vaartused on madalamad sIgE fx20 antikehade olemasolu korral vorreldes nende uuritavatega,
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kellel sIgE x20 antikehi ei esine (p=0,03, Mann-Whitney). ICOS geeni ekspressioonitaseme

osas samade parameetrite korral statistiliselt olulisi erinevusi ei esinenud.

Tabel 10. IL-18 ekspressioon vererakkudes GAPDH suhtes kdigil uuritavatel positiivsete ja
negatiivsete iild-IgE, sIgE fx20 ja sIgE x5 antikehade alusel.

iild-1gE IgE x20 IgE x5
pos neg pos neg pos neg
Uuritavate arv=117 54 63 22 95 25 92
IL-18, GAPDH; 1 1
(keskvairtus: + SE) 0,86 +£0,06 | 0,91 £0,06 | 0,71°+0,07 | 0,93 +0,05 | 0,80+0,07 | 0,92 +0,05
IL-18, GAPDH; 0,80 0,80 0,65 0,83 0,73 0,81
(mediaan; min; max) | (0,30; 2,33) | (0,18; 3,19) | (0,30;1,40) | (0,18; 3,91) | (0,32; 1,98) | (0,18; 3,19)

'p=0,03 (Mann-Whitney)

IL-18 ja ICOS geenide ekspressioonitasemeid vorreldi eraldi ka poiste ja tiidrukute gruppides
ild-IgE, IgE fx20 ja IgE fx5 antikehade olemasolu alusel. ICOS geeni ekspressioonitase
GAPDH suhtes erineb poistel sIgE fx20 grupis (tabel 11), kus ICOS geeni 2"**“T viirtused on
korgemad positiivsete SIgQE fx20 antikehadega grupis vorreldes negatiivse sIgE fx20
antikehadega grupist (p=0,041, T-test). Poistel IL-18 ja tiidrukutel nii 1L-18 kui ICOS geenide

ekspressioonitasemete osas statistiliselt olulisi erinevusi ei leitud.

Tabel 11. ICOS geeni ekspressioonitase vererakkudes GAPDH suhtes poistel positiivsete voi

negatiivsete iild-1gE, sIgE fx20 ja sIgE x5 antikehade korral.

iild-1gE IgE x20 IgE x5
pos neg pos neg pos neg
N=52 29 23 11 41 16 36
Elfe(s)li/agrﬁlzDii ’SE) 0,76 +0,06 | 0,57 +0,05 | 0,85'+0,13 | 0,64'+0,04 | 0,79 0,09 | 0,64 +0,05
ICOS, GAPDH; 0,65 0,58 0,60 0,60 0,72 0,58
(mediaan; min; max) | (0,36; 1,51) | (0,17; 0,98) | (0,36; 1,51) | (0,17; 1,26) | (0,27; 1,51) | (0,17; 1,37)

1p=0,04 (t-test)

2.3.3 ICOS geeni poliimorfism CTIC154_1C/T

Statististiliselt olulisi erinevusi 1COS geeni poliimorfismi CTIC154_1C/T (rs10932037)

genotiiiipide ja alleelisageduste suhtes AD ja kontrollgrupi vahel ei esinenud (tabel 12).
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Tabel 12. ICOS geeni polimorfismi CTIC154 1C/T genotiilipide ja alleclisageduste
esinemine AD- ja kontrollgrupis.

Genotiiiibid | AD (%), | Kontrollgrupp (%), OR y>-test (Yates),
ja alleelid n=341 n=56 (95% CI) p
CC 79,8% 85,7% 0,63 (0,27-1,46) 0,39
CT 18,5% 12,5% 1
TT 1,7% 1,8% 0,67 (0,07-6,37) Df<5
C-alleel 89,1% 91,9% 0,81 (0,30-2,15) 0,84
T-alleel 10,9% 8,1% 1,24 (0,47-3,31) 0,84

OR - sansside suhe; IR - usalduspiir

2.3.4 Stafiilokoki enterotoksiini A ja B vastased IgE antikehad

IL-18 véartused seerumist IgE-m80 ja IgE-m81 antikehade olemasolu korral uuritavatel kogu
valimis statistiliselt oluliselt ei erinenud vorreldes uuritavatega, kellel 1gE-m80 ja IgE-m81
antikehi ei esinenud (tabel 13). Stafiilokoki enterotoksiini A ja B vastaste IgE antikehade
esinemist erinevates haigusgruppides polnud voimalik vorrelda uuritavate gruppide viikse

valimi tottu.

Tabel 13. IL-18 tase seerumis IgE-m80 ning IgE-m81 antikehadega uuritavatel kogu valimis

vorreldes uuritavatega, kellel vastavaid antikehi ei esine.

IgE-m80 IgE-m81

pos neg pos neg
Uuritavate arv=84 13 71 18 66
IL-18, pg/mL
(keskvadrtus; +SE) 38,32 +4.91 38,23 £3,09 34,62 +4,73 39,24 £3,21
IL-18, pg/uLL 32,18 29,5 29,7 31,63
(mediaan; min; max) | (16,22; 75,02) | (7,16; 149,2) | (7,16; 75,02) (7,4, 149,2)
Mann-Whitney, p 0,48 0,59
T-test, p 0,99 0,48

IL-18 geeni ekspressioonitase p-aktiini ja GAPDH suhtes IgE-m80 ja IgE-m81 antikehade
suhtes positiivsetel uuritavatel kogu valimis vorreldes IgE-m80 ja IgE-m81 antikehade suhtes

negatiivsete uuritavatega statistiliselt oluliselt ei erinenud (tabel 14).
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Tabel 14. IL-18 geeniekspressioon pB-aktiini ja GAPDH suhtes IgE-m80 ning IgE-m81

antikehade suhtes positiivsetel uuritavatel kogu valimis vorreldes vastavate parameetrite

antikehade suhtes negatiivsete uuritavatega.

IgE-m80 IgE-m81

pos neg pos neg
Uuritavate arv=41 2 39 4 37
IL-18, p-aktiin;
(keskviirtus; +SE) 0,75+0,04 | 0,82+0,09 | 0,73 +0,16 | 0,82 +0,09
IL-18, p-aktiin; 0,75 0,68 0,78; 0,68;
(mediaan; min; max) | (0,71; 0,78) | (0,22; 3,13) | (0,29; 1,05) | (0,22; 3,13)
Mann-Whitney, p 0,65 0,90
T-test, p 0,85 0,72
IL-18, GAPDH;
(keskvartus; +SE) 0,68 £0,17 | 0,79 +0,07 | 0,86 +0,20 | 0,77 0,07
IL-18, GAPDH ; 0,68 0,73 0,82 0,69
(mediaan; min; max) | (0,51; 0,85) | (0,30; 2,40) | (0,41; 1,40) | (0,30; 2,40)
Mann-Whitney, p 0,97 0,53
T-test, p 0,72 0,68

ICOS geeni ekspressioonitase B-aktiini ja GAPDH suhtes IgE-m80 ja IgE-m81 positiivsete

antikehadega uuritavatel kogu valimis vorreldes IgE-m80 ja IgE-m81 antikehade suhtes

negatiivsete

uuritavatega

statistiliselt

oluliselt ei

erinenud

(tabel

15).

Tabel 15. ICOS geeni ekspressioonitase B-aktiini ning GAPDH suhtes uuritavatel, kellel

esinevad IgE-m80 ja IgE-m81 antikehad vorreldes uuritavatega, kellel vastavaid antikehi ei

esine
IgE-m80 IgE-m81

pos neg pos neg
Uuritavate arv=41 2 39 4 37
ICOS, p-aktiin;
(keskvartus; ~SE) 0,61 £0,18 | 0,66 +0,05 | 0,57 +0,13 0,67 £0,05
ICOS, p-aktiin; 0,61 0,69 0,60 0,69
(mediaan; min; max) | (0,43;0,79) | (0,27;1,58) | (0,27;0,82) | (0,28; 1,58)
Mann-Whitney, p 0,94 0,64
T-test, p 0,79 0,49
ICOS, GAPDH,;
(keskvartus; +SE) 0,52 +0,01 | 0,71 +0,05 | 0,67 +0,15 0,71+0,05
ICOS, p-aktiin; 0,52 0,68 0,64 0,60
(mediaan; min; max) | (0,51;0,52) | (0,27;1,51) | (0,36; 1,06) | (0,27; 1,51)
Mann-Whitney, p 0,38 0,79
T-test, p 0,36 0,83
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2.4 ARUTELU

Pikka aega on otsitud head biomarkerit atoopilise dermatiidi haiguskulu jalgimiseks.
Teadlaste huviorbiidis on mitmeid erinevaid valke, nende hulgas ka IL-18. Selles t66s leiti, et
uuritavate grupis, kus on atoopilise dermatiidi ning atoopilise dermatiidi ja tsdliaakia
samaaegne esinemine (AD+AD+CD grupis), on IL-18 néitajad statistiliselt oluliselt korgemad
vorreldes kontrollgrupiga. IL-18 védirtused on kdrgemad ka AD ja AD+CD-ga uuritavatel
vorreldes ts6liaakia- ja kontrollgrupiga, kuid erinevus pole statistiliselt oluline, kuigi voiks
eeldada vastupidist. Kuigi AD+CD grupp on kiill viike (5 isikut), on nende IL-18 tasemed
kdrgemad ja tostab seeldbi AD grupi IL-18 keskmist védrtust. Varasemalt on néidatud
(Lettesjo jt., 2005; Trzeciak jt., 2011), et nii atoopiline dermatiit kui tséliaakia mojutavad IL-
18 taset ning see vOib olla pdhjus, miks kdrgemad véirtused esinevad just atoopilise
dermatiidi ja tsoliaakia (AD+CD) grupis. Ohnishi jt (2003) uurisid IL-18 seost AD ja haiguse
raskusastmega. Uuringust selgus, et AD diagnoosiga lastel oli IL-18 tase plasmas tdusnud
ning mida raskemalt kulges haigus, seda korgem oli ka IL-18 tase. Sarnaseid tulemusi on
saadud ka teistes uuringutes (Trzeciak jt., 2011; Kou jt., 2012). Seega voiks IL-18 olla

potentsiaalne biomarker AD haiguskulu jélgmisel.

Korgem IL-18 kontsentratsioon esineb selles t66s AD- ja CD-gruppides vorreldes
kontrollgrupiga ning sarnane tendents esineb ka geeniekspressiooni korral, kuigi I1L-18
geeniekspressiooni tase uuritavate gruppide vahel pole statistiliselt oluline. AD+CD-grupis on
IL-18 ekspressioon oluliselt madalam vorreldes kontrollgrupiga (tabel 9), mis ei olnud

oodatud tulemus, kuid seda voib mdjutada AD+CD grupi viike valim (5 isikut).

Varasemalt on arvatud, et tld-IgE on seoses IL-18 taseme ja AD raskusastmega, kuid
tulemused on vastuolulised (Johnson jt., 1974; Wiitrich, 1978). To6 autor ei leidnud
korrelatsiooni AD ja iild-IgE taseme vahel. Samuti polnud erinevusi IL-18 véairtustes isikutel
positiivse ja negatiivse iild-IgE antikehade korral. Sarnaseid tulemusi on saadud ka teistes
uuringutes (Kou jt., 2012; Tanaka jt., 2001; Shida jt., 2001; Hon jt., 2004). Vastupidiselt
eelnevale on osa autoreid leidnud seose IL-18 ja iild-1gE vahel (Trzeciak jt., 2011; Ohnishi jt.,
2011; Ando ja Shima, 2007; Kim jt., 2007). Nimelt, AD korral olid IL-18 ja iild-IgE tase
positiivses korrelatsioonis. Lisaks sellele leidsid Trzeciak jt (2011) korrelatsiooni ka iild-1gE

ja AD raskusastme vahel.

Mitmed teadlased, kes on uurinud AD, tld-IgE ja IL-18 vahelisi seoseid, on leidnud valimist
viikse osa uuritavaid, kelle iild-IgE vdartused on normildhedased, kuid IL-18 tdusnud ning
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neil esineb AD-le iseloomulik ekseem (Ohnishi jt., 2003; Ando jt., 2007; Trzeciak jt., 2011).
Nagu jooniselt 1 ndha, on ka selles t66s kolmel uuritaval AD-grupisiseselt korgemad I1L-18
vaartused kui iilejadnud grupis. Neist kahel isikul on iild-IgE vaértus normipéarane, iihel
uuritaval tousnud. On teada, et allergilise ja mitteallergilise AD patogenees on moneti erinev
(Tokura, 2010). Nimelt, allergilise AD korral on T-rakud diferentseerunud Th2 suunas ja IgE
tase on tousnud, kuid mitteallergilist AD-d iseloomustab Thl imuunvastus ja normipéarased
IgE vidirtused. Thl rakud sekreteerivad tsiitokiini IFN-y, mille tase on negatiivses
korrelatsioonis iild-IgE-ga. Seega, ei sobi iild-IgE AD monitoorimiseks, kuna selle véartused
pole AD korral alati tdusnud. Sdltuvalt AD tiiiibist vdivad AD, ild-1gE ja IL-18 vahelised
seosed erineda ning oluline oleks médrata dra patsiendi AD fenotiilip, mis annab uuringutes

tapsemaid tulemusi.

Erinevalt IL-18 jdid IL-31 kontsentratsioonid kdikides uuritavates proovides alla
tuvastamispiiri (<46,3 pg/ml). Tsiitokiinide IL-18 ja IL-31 mé&dramist teostati paralleelselt
neljal erineval pdeval 157 uuritavast seerumist. Me kasutasime kontrolliks ka tiihje ja kuut
standardproovi, mille véddrtused vastasid ootustele. Uuritavaid seerumeid oli varasemalt
korduvalt sulatatud ja kiilmutatud, mis vo0ib kaasa tuua valkude denaturatsiooni ja
agregatsiooni. Lee jt (2015) uurisid korduva sulatamise-kiilmutamise moju moningatele
tsiitokiinidele (IFN-y, 1L-8, IL-15, IL-17A jt) plasmas ja seerumis. Pérast mitmekordset
kiilmutamise-sulatamise tsiiklit IL-8 kontsentratsioon seerumis oluliselt ei muutunud, kuid IL-
15 ja IL-17A kontsentratsioon oli langenud. Plasmas piisis nende interleukiinide
kontsentratsioon samade tingimuste korral stabiilsena. Valkudele avaldab mdju ka
sdilitamistemperatuur. Pikaajaliseks sdilitamiseks on soovitav seerumit ja plasmat hoida
—80°C juures (Lee jt., 2010). Seerumi sailitamisel 4°C juures 48-96 tunni jooksul toimuvad
valkude struktuuris ja funktsioonis muutused, kuid seerumi sdilitamisel —80°C juures kolme

kuu viltel valkude struktuur ja funktsioon ei muutunud (Hsieh jt., 2006).

Selles t60s kasutatud proovimaterjalid olid kogutud aastatel 2008-2010 ning osa neist sdilitati
sellest ajast alates —20°C juures. Eelneva pdhjal voib jdreldada, et sellised
sdilitamistingimused, kus proove mitu korda kiilmutati ja sulatati, vOivad erinevatele
tsiitokiinidele avaldada erinevat mdju ning olla pohjuseks, miks IL-31 tase jéi alla
tuvastuslave ning IL-18 tulemused olid moddetavad. Eksperimendi teostamine mitmel
erineval pédeval ning tiihjade ja standardproovide kasutamine, viitab inimfaktori minimaalsele
mdjule ja tookorras reagentidele. T66 autor vordles enda maératud ja teiste autorite poolt

esitatud 1L-18 vadrtusi AD korral (tabel 16). Selgus, et varasemates toodes esitatud 1L-18
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keskvaartused kontrollgrupis ja AD korral, on kordades korgemad kui kdnealuse magistrit6o
kdigus saadud keskvéirtused (39,92 +3,23 pg/mL). See viitab vdimalusele, et pikaajaline
sdilitamine on avaldanud valkudele mdju ning meie puhul jdid saadud IL-18
kontsentratsioonid madalamaks, kuid siiski tletasid kontrollgrupi vaartusi. Teised autorid
kasutasid IL-18 taseme madramiseks seerumis ELISA meetodit, mis vdib anda ka erinevaid

tulemusi vorreldes meie poolt kasutatud Luminex meetodiga.

Tabel 16. Tabelis on esitatud moned niited varem publitseeritud AD- ja kontrollgrupi
keskvéartustest 1L-18 korral seerumis vordlemaks kdnealuses magistritod ja teiste autorite

esitatud andmeid.

IL-18, pg/mL
Autor(id) Metoodika AD-grupp Kontrollgrupp
Mihkelson Luminex 39,92 +3,23 31,52 +£2,55
Trzeciak jt (2011) ELISA 155,68 £192,92 65,73 61,66
. 240 (180; 370) 130 (110; 170)
Kou jt(2011) ELISA (mediaan) (mediaan)
Ohnishi jt (2003) ELISA 508 + 238 174 + 87

AD- ja AD+AD+CD-grupis esines positiivne korrelatsioon IgG tiiiipi koetransglutaminaasi ja
seerumi IL-18 véirtuste vahel. T66 autorile teadaolevalt, pole iiheski teaduspublikatsioonis
sarnast seost kirjeldatud. Voib arvata, et AD+AD+CD-grupis esinev Kkorrelatsioon on
pohjustatud sellest, et osadel isikutel esines samaaegselt AD-ga ka tsoliaakia. On teada, et CD
korral produtseeritakse tsiitokiine, mis mdjutavad T-rakke diferentseeruma Thl suunas (Lee
jt., 2015). IL-18 on oluline faktor Thl-rakkude elulemuseks ja jagunemiseks (Uibo jt., 2015).
Samuti on CD korral teadaolevalt tdusnud IgG-tiilipi koetransglutaminaasi vastaste
antikehade hulk (Marsh, 1992), mis seletada positiivset korrelatsiooni IL-18 ja tTGA-1gG
vahel AD+AD+CD-grupis. Kuid siis voiks esineda CD grupis korrelatsioon ka IL-18 ja
tTGA-IgA vahel, mis on viga spetsiifiline CD biomarker, kuid statistiliselt olulist seost me
siiski ei tuvastanud. tTGA-1gG-d médratakse pigem sekundaarselt, kui patsiendil esineb IgA

defitsiit. Kuna valim CD-grupis on véike, 9 uuritavat, siis oodatavat seost ei pruugi ilmneda.

AD+CD gruppi kuulus vaid neli uuritavat ning nagu tabelist 5 ndha, esineb korrelatsioon IL-
18 ja tTGA-1gG vahel ka AD-grupis, mis tdhendab, et korrelatsioon pole seotud CD-ga. Kuid
teise vOimalusena voib oletada, et CD esineb osal AD-uuritavatest diagnoosimata
astimptomaatilise kaasuva haigusena. Uuringutes on leidnud kinnitust, et AD-haigetel esineb
CD sagedamini vorreldes {ilejaanud populatsiooniga ning haiguse kulg voib olla nii
stimptomaatiline kui asiimptomaatiline (Gallo jt., 1992; Uibo jt., 1996; Ress jt,, 2014; Paul jt.,
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2015). Kirjanduse pohjal saab viita, et CD korral on IL-18 ja koetransglutaminaaside
vadrtused tousnud (Marsh, 1992; Leo6n jt., 2006), mis oleks vdinud meie uuringus anda

positiivse korrelatsiooni.

CD diagnoosimiseks maédratakse seroloogilisel IgA- ja IgG-tiilipi koetransglutaminaasi
vastased antikehad ja deamineeritud gliadiini vastased IgA- ja IgG-antikehad ning vdetakse
peensoole biopsia. Algandmete visuaalsel analiiiisil (algandmeid pole selles t60s esitatud)
selgus, AD-grupi tTGA-IgA tTGA-IgG tulemuste hulgas pole iihtegi ning AGA-IgA ja AGA-
IgG tulemuste hulgas on iiks positiivne vairtus, kuid selle uuritava biopsia leid oli negatiivne.
Seega pole olemasolevate andmete pohjal alust arvata, et AD-grupis voiks esineda CD osal
uuritavatest kaasuva haigusena. Voib ka oletada, et positiivne korrelatsioon 1L-18 ja t-TGA-

1gG vahel oli juhuslik, sest meie poolt kasutatud allikates sarnast seost ei ole leitud.

ICOS on T-raku kostimulaator ning on korgelt ekspresseerunud aktiveeritud T-rakkudel
(Beier jt., 2000). On niidatud, et ICOS voib mdjutada Th-rakke diferentseeruma Th2 suunas
(Beier jt., 2000). AD korral on immuunvastus vahendatud peamiselt Th2-rakkude poolt, mis
tahendab, et ICOS geeni ekspressioonitase voiks olla AD korral kdrgem (Egawa ja Weninger,
2015). Selles to6s on ICOS geeni ekspressioonitaseme keskvéartused kdrgemad AD grupis
vorreldes  kontrollgrupiga, kuid tulemus pole statistiliselt oluline. 1COS geeni
ekspressioonitase on kdrgem uuritavatel positiivsete IgE fx20 antikehade suhtes vorreldes
nende uuritavatega, kelle IgE fx20 antikehi ei esine. Katsed hiirtega on ndidanud, et
ICOS/ICOS-L signaalirada on oluline T- ja B-rakkude vahelise koost66 reguleerimisel teatud
antikehade, sh IgE, produktsioonil (Kallinich jt., 2007).

AD-ga uuritavatel ei leitud seost ICOS geeni poliimorfismi CTIC154 1C/T genotiiiipide ja
alleelisageduste vahel vorreldes kontrollgrupiga. Ka Beier jt (2009) ei leinud atoopiliste
haiguste, sh atoopilise dermatiidi, ja kuue erineva ICOS geeni poliimorfismi vahel seoseid.
Cheng jt (2014) on metaanaliiiisis uurinud ka IL-18 geeni poliimorfismide seost AD-ga. I1L-18
promootori poliimorfism positsioonis —137G/C on statistiliselt oluliselt seotud vdiksema AD
riskiga retsessiivse (CC vs CG+GG: OR=0.30, 95% CI=0.15-0.60, P <0.001) ja
homosiigootse (CC vs GG: OR=0.26, 95% CI=0.12-0.53, P <0.001) mudeli puhul.
—137G/C positsioonis on C nukleotiidi korral promootori transkriptsiooniline aktiivsus madal
ja G nukleotiidi puhul korge. IL-18 geeni poliimorfisme pole selle t66 raames uuritud, aga
edaspidi voiks médrata, et saada juurde andmeid seaduspirasuste leidmiseks AD ja IL-18

poliimorfismide vahel.
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Muutused naha mikrobioomis vdivad viia suurenenud S. aureuse Kkolonisatsioonile ja AD
tekkele (Kong jt., 2012). Tomi jt (2005) leidis oma uuringus, et 50% uuritavatel esines S.
aureus’e kolonisatsioon. Varasemalt on nididatud, et S. aureus’e enterotoksiin stimuleerib IL-
18 sekretsiooni (Terada jt., 2006; Suwarsa jt., 2017), kuid on saadud ka vastupidiseid tulemusi
(Kou jt., 2012). Ka selles t66s polnud IL-18 vairtused korgemad neil uuritavatel, kellel olid
stafiilokoki enterotoksiini A ja B vastased IgE antikehad olemas, vorreldes nendega, kellel

need puudusid.
Kéesoleva to06 pohjal voib teha jargmised jareldused:

1) IL-18 kontsentratsioon on kdrgem AD+AD+CD grupi vereseerumis, vorreldes
kontrollgrupiga. Korgemad keskvédrtused esinevad ka AD ja AD-+CD grupis
vorreldes kontrollgrupiga, kuid tulemused pole statistiliselt olulised. CD grupis on IL-
18 keskvédrtus sarnane kontrollgrupi keskvéartusega. 1L-31 kontsentratsiooni ei olnud

voimalik kasutatud meetodiga méérata.

2) IL-18 ja ICOS geenide ekspressioon AD-grupis on B-aktiini geeniekspressiooni suhtes

kdrgem kui kontrollgrupis, kuid tulemused pole statistiliselt olulised.

3) ICOS geeni poliimorfismi genotiiiibid ja alleelisagedused ei esine AD-grupis

sagedamini vorreldes kontrollgrupiga.

4) Uuritavatel, kellel esinesid vereseerumis stafiilokoki enterotoksiini A ja/voi B vastased

IgE antikehad, ei olnud IL-18 véairtused kontrollgrupiga vorreldes kdrgemad.
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KOKKUVOTE

Selles magistritoos uuriti atoopilise dermatiidi (AD) ja tsoliaakia (CD) haigete tsiitokiinide
taset (IL-18, 1L-31) ning IL-18 ja ICOS geenide ekspressioonitaset ning piiiiti leida nende

geenide voimalikku seost eelnimetatud haigustega.

IL-18 ja IL-31 kontsentratsioonid uuritavate vereseerumis médrati Luminex metoodiga ning
ICOS ja IL-18 geenide ekspressiooni tase reaalaja-PCR-i abil. Nende andmete andme pdhjal:
1) vorreldi tsiitokiinide védrtusi atoopilise dermatiidi, tsdliaakia ja kontrollgrupis, 2) méérati
IL-18 ja ICOS geenide ekspressioonitase koikidel uuritavatel, 3) vorreldi tsiitokiinide 1L-18
ning ICOS ja IL-18 geenide ekspressioonitaset stafiilokoki enterotoksiini A ja B vastaste IgE
antikehade olemasolu korral vereseerumis, 4) piiiti leida voimalikku seost 1COS geeni
poliimorfismi CTIC154 1C/T (rs10932037) genotiiiipide ja alleelisageduste ning atoopilise

dermatiidi vahel.

IL-31 kontsentratsiooni véddrtused jdid Luminex metoodikat kasutades alla tuvastamispiiri

(<46,3 pg/ml), mille tottu selle tsiitokiini andmeid kdesolevas toos ei esitata.

IL-18 kontsentratsioon on oluliselt kdrgem AD+AD+CD grupis, vorreldes kontrollgrupiga.
Samuti on IL-18 véartused kdrgemad AD ja AD+CD gruppides, kuid selgus, et erinevused
pole statistiliselt olulised. CD grupis on IL-18 keskvddrtus sarnane kontrollgrupi

keskvairtusega.

IL-18 ja ICOS geenide ekspressioonitaseme keskvaartused on kdrgemad AD, AD+AD+CD ja
CD grupis vorreldes kontrollgrupiga, kuid leitud erinevused pole siiski statistiliselt olulised.
IL-18 ja ICOS geenide ekspressioonitase ei erinenud oluliselt isikutel, kellel tuvastati
stafiilokoki enterotoksiini A ja B vastased IgE antikehad vorreldes nendega, kellel nimetatud
antikehi ei esinenud. ICOS geeni polimorfismi CTIC154 1C/T genotiilipide ja
alleelisageduste esinemise vahel polnud statistiliselt olulist seost AD haigetel ja

kontrollgrupis.

Osa kiesoleva t00 tulemusi toetavad teiste autorite varem saadud tulemusi, kuid osa meie
tulemusi ei lange varasemate tulemustega kokku. Varasemalt on ndidatud, et IL-18 kdrgem
kontsentratsioon vereseerumis ja IL-18 geeni ekspressioonitaseme tdus on seotud atoopilise
dermatiidi esinemisega. Kuid samas pole leitud seoseid ICOS geeni poliimorfismi
CTIC154_1C/T ja AD vahel, mida tdheldasime ka oma t66s. Vastupidiselt varasematele

leidudele ei tuvastanud me AD korral ICOS geeni ekspressioonitaseme tousu ning puudus ka
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seos ICOS ja IL-18 geenide ekspressiooni ning stafiilokoki enterotoksiini A ja B IgE vastaste

antikehade esinemise voi puudumise vahel uuritava veres.

AD ja CD on immuunvahendatud kroonilised haigused, mis voivad sageli ka koos esineda.
Selle t60 kiigus piilidis autor leida kinnitust, moningate tsiitokiinide, geenide ja nimetatud

haiguste vahelist tihisosa, kuid kodik oodatavad seosed ei leidnud kinnitust.

Kuna molema haiguse puhul esineb mitu kliiniliselt erinevat haigusvormi, siis teatud mairal
erinevad ka nende laboratoorsed parameetrid. AD Kkliinilisi fenotiilipe on pdhjalikult
kirjeldatud ning praeguseks hetkeks on juba olemas rohkem informatsiooni kindlate AD
fenotiiiipide molekulaarsetest mehhanismidest. Selle t66 autor toetab arvamust Cabanillas jt
(2017) seisukohta, et AD puhul voiks tdpsemalt uurida biomarkereid, mis iseloomustavad
kindlat AD fenotiiiipi ja sellest tulenevalt saab patsiendi ravimisel kasutada haigusvormile
spetsiifilist ravimeetodit. CD puhul voiks uurida, millised biomarkerid iseloomustavad
astimptomaatilist tsOliaakiat, mis esineb sagedamini kui algselt arvatud. Kuna selle
haigusvormiga kaasneb ka peensoole limaskesta kahjustus, on haiguse varajane avastamine

véga oluline.
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Levels of serum interleukin-18 and -31 and whole blood gene expression of interleukin-

18 and ICOS in children with atopic dermatitis and celiac disease

Piret Mihkelson

Summary

Atopic dermatitis (AD) and celiac disease (CD) are immune-mediated chronic diseases, which
often occur during childhood. AD is inflammatory skin disease characterized by rash, dry,
itchy and scaly skin (Peng ja Novak, 2015). CD is autoimmune disease, characterized by an
altered immune response in subjects with genetic predisposition to ingested gluten and its
component gliadin which leads to inflammation and atrophy of small bowel mucosa. (Murch
jt., 2013). CD can develop in early childhood and its clinical manifestations include chronic
diarrhea, metabolic and developmental disorders (Paul jt., 2015). Both of these diseases are
multifactorial, depending on genetic, environmental and immunological factors (Peng ja
Novak, 2015). It has been previously shown (Zauli jt., 2000; Ress, 2014), that AD and CD

often coexist, but it is still not clear, wether these diseases have similar immunemechanisms.

The aim of this study was to investigate the associations between cytokine levels of IL-18 and
IL-31 in serum, and gene expression of IL-18 and ICOS in whole blood cells in children with
AD and/or CD. Luminex method was used to measure cytokine IL-18 and IL-31 levels in
serum and real-time-PCR for gene expression of IL-18 and Inducible T-cell costimulator
(ICOS). This study comprised of 192 subjects (95 boys, 97 girls) with average age 6,88 +0,35
years. All the participants were divided into study groups based on their diagnose (AD, CD,
AD+CD) or control group.

Significantly higer values of cytokine IL-18 values were found in AD+AD+CD group
compared to controls (p=0,04, Mann-Whitney). Gene expression of IL-18 in AD group have a
tendency to be higher. ICOS gene expression was higer in AD-group, but results were not
statistically significant. No statistically significant results were found between ICOS gene
polymorphisms, IgE-m80, IgE-m81 and different study groups. Cytokine IL-31 leveles
remained below limit of detection and therefore no data is given.

In conclusion, cytokine IL-18 levels were higer in subjects with AD and CD compared to
controls, but no significant associations between ICOS gene polymorphisms and AD

diagnosis was found.
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