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LUHENDID

‘O, — superoksiidi anioon

ATP — adenosiintrifosfaat

C — kontrollindiviidid

Ca — kaltsium

CAT — katalaas

cDNA — mRNA suhtes komplementaarne DNA ahel

CO, — suisinikdioksiid

Cys — tsiisteiin

de novo — “uuesti”

DNA — desoksiiribonukleiinhape

GCL — glutamaadi-tsiisteiini ligaas (vana nimetusega y-glutamiiiiltsiisteiini siintetaas)
GCLC — glutamaadi-tsiisteiini ligaasi kataliiiitiline subiihik
GCLM - glutamaadi-tsiisteiini ligaasi modifitseeriv subiihik
GGT — y-glutamiiiiltransferaas

GGTL3 — y-glutamiiiiltransferaasi sarnane ensiitim 3

GGTLAL — y-glutamiiiiltransferaasi sarnase aktiivsusega enstiiim 1
Glu — glutamaat

Gly — gliitsiin

GPX — glutatiooni peroksiidaas

GSH - glutatioon

GSR — glutatiooni reduktaas

GSS — glutatiooni siintetaas

GSSG — oksiideeritud glutatioon (glutatioon disulfiid)

GST — glutatiooni S-transferaas

GSTP1 — glutatiooni S-transferaas-n

H,0, — vesinikperoksiid

HIV — Human Immunodeficiency Virus

HLA-Cw*0602 — inimese leukotsiiiidi antigeeni Cw*0602 alleel
HPRT-1 — Hypoxanthine Phosphoribosyl-Transferase-1

kDa — kilodalton



MRNA — messenger ribonukleiinhape

Na — naatrium

nM — nanomolaarne

O, — molekulaarne hapnik

OH-" — hiidroksiiiilradikaal

P - psoriaasihaiged

p — kromosoomi lithike dlg

PASI — Psoriasis Area and Severity Index

PBS — Phosphate Buffered Saline

g — kromosoomi pikk olg

QRT-PCR — kvantitatiivne poordtranskriptaasi poliimeraasi ahelreaktsioon
RNA — ribonukleiinhape

RNase — ribonukleaas

ROS - reaktiivsed hapniku osakesed (reactive oxygen species)
SEM — keskmise standardviga

SOD - superoksiidi dismutaas

UPF1/UPF17 — glutatiooni analoogid

UV — ultraviolett

ACt — lavitstiklite erinevus



SISSEJUHATUS

Psoriaas on  krooniline pdletikuline T-rakkude poolt vahendatud
autoimmuunhaigus, mida pdeb 1-5% meestest ja naistest. Laéne-Euroopas esineb
psoriaasi peaaegu sama sagedasti kui diabeeti (2-3%), seevastu asiaatidel,
mustanahalistel, eskimotel ja indiaanlastel esineb seda haigust palju harvem (Naldi,
2004).

Psoriaas on tugeva geneetilise taustaga komplekshaigus, mille avaldumist
mojutavad nii geneetilised kui ka keskkonnast tulenevad faktorid. Haiguse avaldumine
soltub paljude geenide koosmdjust ja interaktsioonidest keskkonnafaktoritega.
Potentsiaalseid haigust pdhjustavaid kandidaatgeene on leitud mitmes erinevas
kromosoomis, kuid tdnu suurele heterogeensusele erinevate rasside vahel, on erinevate
teadusgruppide poolt tehtud uuringud sageli vastuolulised (Giardina et al., 2004).
Kuid siiski on praegu psoriaasiga kdige rohkem seostatud 6 kromosoomi liithikeses
olas paiknevat inimese leukotsiiiidi antigeeni Cw6*0602 alleeli (HLA-Cw6*0602)
(Langley et al., 2005; Veal et al., 2001; Nair et al., 2000). Veel on teada, et ekso- ja
endogeensed reaktiivsed hapniku osakesed (ROS) indutseerivad ja soodustavad
mitmeid poletikulisi nahahaigusi (Nachbar & Korting, 1995) ning on nididatud, et
ROS’idel on oluline koht ka psoriaasi patogeneesis (Maccarrone et al., 1997;
Kavanagh et al., 1996). Tavaliselt pohjustavad ROS’id vdga vdhe kahju ténu
rakusisestele antioksiidatiivsetele kaitsesiisteemidele, mis kahjutustavad ROS’e ning
vihendavad nende poolt esile kutsutud oksiidatiivset stressi (Trouba et al., 2002).
Kuna psoriaasi patogenees pole tdnaseni 10plikult selge, siis arvatakse, et haiguse
tiheks vdimalikuks tekkepdhjuseks voib olla antioksiidatiivse glutatioonisiisteemi
aktiivsuse vidhenemine, iiletildine ROS’de taseme tdus ning sellest tulenevalt
suurenenud oksiidatiivne stress (Ortonne et al., 1996).

Kéesoleva magistritod itheks eesmirgiks oli uurida glutatiooni metabolismis
oluliste ensiilimide ekspressiooni psoriaasihaigete ja tervete indiviidide perifeerse vere
mononukleaarrakkudes. Teiseks eesmirgiks oli uurida Tartu Ulikooli Biokeemia
Instituudis siinteesitud uute antioksiidantsete peptiidide (UPF1 ja UPF17) mdju

glutatioonisiisteemi ensiilimide ekspressioonile.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 ULEVAADE PSORIAASIST

Psoriaas on krooniline pdletikuline T-rakkude poolt vahendatud autoimmuunne
nahahaigus. Haigusele on iseloomulik kiirenenud keratinotsiilitide proliferatsioon ja
nende ebanormaalne diferentseerumine naha sarvkihis ning T-rakulise infiltraadi
esinemine parisnahas (Ozawa & Alba, 2004). Psoriaasi puhul on tegemist
multifaktoriaalse haigusega, mis tdhendab seda, et inimene haigestub psoriaasi
teatavate geneetiliste ja keskkonnast tulenevate tegurite kokkulangemise korral
(Hannuksela et al., 2006). Haigust poeb 1-5% elanikest ning naised ja mehed on
vordselt ohustatud. Ladne-Euroopas on psoriaas peaaegu sama sage kui diabeet (2-
3%). Asiaatidel, mustanahalistel, eskimotel ja indiaanlastel esineb seda haigust palju
harvem kui valgenahalistel (Naldi, 2004; Hannuksela et al., 2006).

1.1.1 Haiguse kliiniline pilt

Haiguse tekkimisel esimeseks muutuseks nahal on punetav sdlmeke. Kui
kahjustus laieneb, kujunevad vilja punetavad ja nahapinnast korgemad naastud, mida
tavaliselt katab hobevalge kett. Naastude skarifitseerimisel eemaldub kett ning
ndhtavale tulevad véikesed torkekujulised verepiisad (Auspitz’i verepiiskade
fenomen). Kollete hulk ja 1a8bimd0t nahal v3ib olla varieeruv, kuid nende paiknemine
on enamasti simmeetriline (Hannuksela et al., 2006).Loobe sagedasemateks
lokalisatsiooni kohtadeks on pdlve- ja kiilinarliigese sirutuspinnad, nimme-
ristluupiirkond ning juustega kaetud peanahk (Hannuksela et al., 2006). Psoriaasile on
iseloomulik Koebner’i fenomen — haiguskolde tekkimine trauma kohale (Langely et
al., 2005).

Haiguse aktiivsus ja kulg vdivad olla vdga erinevad. Kliiniline pilt vdib
varieeruda tihest koldest nahal kuni eriitrodermse vormini, mida iseloomustab naha

punetus, ketendus ja infiltratsioon iile kogu keha (Langely et al., 2005).



10-30% patsientidel esineb kaasuvana kiitinekahjustused (Tham et al., 1988;

Biondi et al., 1989) ning umbes 5%-40% psoriaasiga haigetel areneb vilja pdletikuline

liigeskahjustus (Krueger & Bowcock, 2005).

1.1.2 Psoriaasi klassifikatsioon

Psoriaasi klassifitseeritakse naastuliseks ja méadavilliliseks psoriaasiks:

1.1.2.1 Naastuline psoriaas

Krooniline naastuline psoriaas (psoriasis vulgaris) (Joonis 1) on kdige levinum
haigusvorm, esinedes 80% psoriaasiga haigetest. Selle vormi puhul
domineerivad kindlalt piiritletud, erineva suurusega, nahapinnast kdrgemad ja
ketendavad naastud, mis esinevad tavaliselt simmeetriliselt. Naastude
sagedasemateks lokalisatsiooni kohtadeks on jdsemete sirutuspinnad, eriti
polved ja kiilinarnukid ning nimme-ristluupiirkond. Juustega kaetud peanahal
esinevad analoogsed naastud, mis eelistatult paiknevad juustepiiril. Néol

esinev psoriaas on Ohukese ketuga, meenutades seborrdaekseemi. Mdnikord

paiknevad psoriaatilised kahjustused ka peopesadel ja jalataldadel (Hannuksela
et al., 2006; Langely et al., 2005).

Joonis 1. Naastulisele psoriaasile iseloomulikud haiguskolded

(http://www.derma.ee/articles.php?id=115).



Haiguse alguse jéargi vOib psoriaasi jagada kahte tiilipi: varajane ja hiline
naastuline psoriaas:

¢ Varajane naastuline psoriaas avaldub enne 40. eluaastat. Nendel patsientidel on
nahaldove ulatuslikum ning neil esineb suure tdendosusega psoriaas ka monel
lahisugulasel (Naldi & Rzany, 2004).

e Hiline naastuline psoriaas avaldub peale 40. eluaastat, kdige sagedamini peale
50. eluaastat. Tavaliselt sel juhul psoriaasi perekondlikult ei esine ning 166ve
on rohkem lokaliseeritud (Naldi & Rzany, 2004).

Klassifikatsiooni jdrgi kuuluvad naastulise psoriaasi hulka veel jargmised
psoriaasi vormid:

o Tilkpsoriaas (psoriasis guttata) — esinemissagedus ~2%. Tilkpsoriaas on koige
sagedasem psoriaasi vorm lastel ning avaldub tavaliselt angiinide jérgselt,
iildjuhul allub histi ravile ja voib ravi jérel pikka aega remissioonis piisida
(Hannuksela et al., 2006).

o Kehavoltide psoriaas (psoriasis inversa) esineb peamiselt kehavoltide
piirkonnas (kaenlaalused, naba, kubemevoldid, parakupilu, rindade alused)
(Hannuksela et al., 2006).

e Kogu keha psoriaas (psoriasis erytrodermica) tihendab viga laiaulatuslikku
psoriaasi (iille 75% keha pindalast). Selle haigusvormiga on sageli seotud
termoregulatsiooni héired (hiipotermia) ja metaboolsed muutused (raua,
vitamiin Bj, ja folaadi aneemia) ning patsient vajab haiglaravi. Koik
eelmainitud psoriaasivormid vdivad areneda eriitrodermseks (Hannuksela et

al., 2006; Langely et al., 2005).

1.1.2.2 Mddavilliline psoriaas (psoriasis pustulosa)

Maidavilliline psoriaas esineb ~3% juhtudest. Punetavale nahale ilmuvad
pindmised, vidikesed maddavillid. Maidavillilisel psoriaasil eristatakse paikset ja
generaliseeritud vormi. Paikse vormi korral esineb 166ve peopesadel voi jalataldadel.

Generaliseerunud haiguse korral on 166ve iile kogu keha, esinevad palavik,



leukotsiitoos ja elektroliilitide tasakaaluhdired ning selline patsient vajab haiglaravi
(Hannuksela et al., 2006).

Psoriaasi diagnoos baseerub pohiliselt kliinilisel pildil, kuid mdnikord peetakse
vajalikuks haiguse diagnoosimiseks histoloogilise uuringu teostamist, et eristada
psoriaasi teistest sarnaste stimptomitega haigustest (miindikujuline ekseem,

seborrdaekseem ja silenaha seenhaigus) (Luba & Stulberg, 2006).

1.1.3 Pirilikkus ja haigust vallandavad faktorid

Psoriaas on multifaktoriaalne haigus, mille tekkes osalevad nii périlikud kui ka
keskkonnast tulenevad faktorid. Psoriaasi haigestumisega seotud périlik eelsoodumus
ei allu Mendeli seaduste kohasele dominantsele voi retsessiivsele périlikkusmustrile.
Lapsel, kelle peres pole psoriaasi, on risk haigestuda nimetatud haigusesse 2%. Kui
ithel vanemal on psoriaas, on risk umbes 15%. Kui see on mdlemal vanemal, tduseb
risk kuni 65%-ni. Uhemunakaksikutel on konkordantsus psoriaasi suhtes 70-90% ja
erimunakaksikutel 15-30%, mis niitab hésti haiguse pariliku loomust. Hinnanguliselt
30% psoriaatikutest omab iihte vOi rohkem psoriaasi pddevat esimese astme sugulast
(Hannuksela et al., 2006).

Psoriaas on tugeva geneetilise taustaga komplekshaigus, mille avaldumist
mdjutavad nii geneetilised kui ka keskkonnafaktorid. Voimalikke kandidaatgeene on
leitud mitmes eri kromosoomis (Giardina et al., 2004). Kdige tugevam seos on leitud
6p21 lookuses asuva HLA-Cw6 geeni ja varajase haigusvormi vahel (Langely et al.,
2005; Veal et al., 2001). Kahel kolmandikul psoriaasihaigel leiti HLA-Cw*0602
alleel, kusjuures tildpopulatsioonis esines antud alleeli vaid 10-15% indiviididel (Veal
et al., 2002). Kui indiviid oli homosiigootne HLA-Cw*0602 alleeli suhtes, tousis
psoriaasirisk 2,5 korda (Gudjonsson et al., 2003). Kuna kdigil haigetel ei esine seda
alleeli, siis ollakse praegu seisukohal, et on olemas veel teisi geneetilisi faktoreid, mis
voivad pdhjustada psoriaasi avaldumise (Gudjonsson et al., 2004). Samuti on leitud
seoseid kromosoomides 1p, 1921, 3921, 4q, 6p, 8, 11, 16q, 179, 19p ja 20p paiknevate
geenide ja haiguse vahel. Nende geenide ja psoriaasi vaheline seos on veel kinnitamata
tulemuste suure varieeruvuse tottu. Haigust soodustava lookuse leidmine on suhteliselt

raske tdnu suurele heterogeensusele, mis erinevate rasside vahel esineb (Langely et al.,

2005).



Kuna tegemist on komplekshaigusega, siis haiguse avaldumine soltub lisaks
geneetilistele faktoritele ka mitmetest keskkonnafaktoritest, millest iiks olulisemaid on
streptokokktonsilliidi pddemine, mis eriti lastel voib vallandada tilkpsoriaasi. Eriti
ohustab see veel neid indiviide, kes kannavad HLA-Cw*0602 alleeli (Gudjonsson et
al., 2002). Ka muud infektsioonhaigused (HIV infektsioon) vo&i pdletikulised
soolehaigused voivad soodustada psoriaasi avaldumist ja raskendada selle kulgu
(Namazi, 2004). Moned ravimid (malaariavastased ravimid, beetablokaatorid,
mittesteroidsed poletikuvastased ravimid) vdivad psoriaasi vallandada voi selle kulgu
raskendada (Abel et al., 1986). On teada, et psiiiihilise stressi ja 160be dgestumise
vahel on teatavad seosed (Picardi & Abeni, 2001). Samuti fiilisiline trauma (nt
piikesepoletus) voib esile kutsuda haiguse avaldumise ja &dgenemise ning
alkoholitarbimine ja suitsetamine vallandavad, raskendavad ning hoiavad alal raskesti

ravitavat ja ulatuslikku psoriaasi (Naldi et al., 2004).

1.1.4 Oksiidatiivne stress psoriaasi korral

Nahk on bioloogiline barjddr, mis kaitseb organismi paljude keskkonnast
tulenevate ohtude eest. Vabad radikaalid indutseerivad vdi soodustavad mitmeid
poletikulisi nahahaigusi, tlitundlikkust, aga ka naha vananemist ja kasvajate teket
(Nachbar & Kortig, 1995). Erinevad kemikaalid, ultraviolett (UV) Kkiirgus,
mikroorganismid, viirused ja ksenobiootikumid on eksogeensed vabade radikaalide
allikad.  Endogeenseid  radikaale  genereeritakse  rakuliste  protsesside,
immuunreaktsioonide ja patoloogiliste seisundite ajal ning see on normaalse rakulise
funktsioneerimise eraldamatu osa (Powers & Hamilton, 1999; Trouba et al., 2002).

Nahk on oluline ROS’de sihtmirk ning on ndidatud, et neil on oma osa ka
psoriaasi patogeneesis (Maccarrone et al., 1997; Kavanagh et al., 1996). ROS’"id
kujutavad endast aatomeid voi molekule, millel on {iks v3i rohkem mittepaardunud
elektroni (Knight, 1995; Halliwell et al., 1992). Tavaliselt pdhjustavad ROS’id véga
vidhe kahju, tinu intratsellulaarsetele antioksiidatiivsetele kaitsesiisteemidele, mis
kahjutustavad neid ning vihendavad nende poolt esile kutsutud okstidatiivset stressi.
Suurenenud ROS’de hulk voib olla koormav antioksiidatiivsele silisteemile, aidates

kaasa nahahaiguste viljaarenemisele. Kuigi ROS’idel on oma osa nahakasvajate
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tekkel ei ole nende bioloogiline sihtmérk ja aktiivsuse patogeneetiline mudel 16plikult
selge (Trouba et al., 2002).

Kuna psoriaasi patogeneesi pohjused ei ole tdnaseni Ioplikult selged, siis
arvatakse, et haiguse iiheks voimalikuks tekkepohjuseks voib olla antioksiidatiivse
siisteemi aktiivsuse vdhenemine ning tlelildine ROS’ide tousnud tase. ROS’e
produtseeritakse psoriaasi korral poletikuliste protsesside ajal ning need mdjutavad
rakkude DNA'd, valkude ja siisivesikute metabolismi. On teada, et psoriaatilistes
kahjustustes esineb poliimorfonukleaarne infiltraat (Ortonne, 1996) ning varasemad
uuringud on ndidanud, et keratinotsiiiitide, fibroblastide ja endoteelirakkude poolt
produtseeritud ROS’id mojutavad kemotaktiliselt neutrofiile (Raynaud et al., 1997)
ning neutrofiilide kogunemine psoriaatilistes kahjustustes voib pdhjustada rohke
superoksiidi produktsiooni (Turner et al., 1998).

Madalatel  kontsentratsioonidel ~votavad — superoksiidi  anioon (-Oy),
hiidroksiiiilradikaalid (OH"), vesinikperoksiid (H,0O>) ja molekulaarne hapnik (O,) osa
mitmetest rakulistest protsessidest nagu immuunreaktsioonid, apoptoos, rakkude
paljunemine ja diferentseerumine. ROS’ide {ileproduktsioon v3i nende ebapiisav
kahjutustamine pdhjustab oksiidatiivset stressi, millega kaasneb muutunud
signaaliiilekanne, hdirunud metabolism ning biomolekulide kahjustused, mis koik
pohjustavad patoloogilisi muutusi rakkude ja kudede funktsioneerimises. ROS’id
stimuleerivad rakkude jagunemist ja suunavad mittediferentseerunud keratinotsiitidid
formeeruma defektseks sarvkestaks, mis on tsentraalseks stindmuseks psoriaasi korral
(Shilov & Sergienko, 2000). Ebanormaalne keratinotsiilitide diferentseerumine
psoriaasihaigetel, voib seega olla pohjustatud osaliselt tdusnud ‘O, hulgast, mida
genereeritakse  poliimorfonukleaarleukotsiilitide ja  psoriaatiliste  dermaalsete
fibroblastide poolt. Biomolekulide kahjustus, nagu lipiidide peroksiidatsioon, DNA
mutatsioonid, enstitimide inaktivatsioon/aktivatsioon ja valkude
okstidatsioon/degradatsioon, toimub tdnu tousnud ROS’ide tasemele (Parola et al.,
1999).

Seega voib rakkude oksiidatiivne kahjustus omada rolli psoriaasi patogeneesis.
Senised uuringud on piirdunud iiksikute antioksiidantsete ensiilimide uurimisega, kuid
puuduvad siisteemsed, terviklikkust kajastavad uuringud. Seetdttu on edasised t66d
selles valdkonnas kindlasti vajalikud, et vélja selgitada antioksiidatiivse siisteemi

voimalikku haaratust psoriaasi patogeneesi.
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1.2 ULEVAADE GLUTATIOONI SUSTEEMIST

Glutatioon (GSH) on tuntuim madalmolekulaarne tiool, mis esineb taime- ja
loomarakkudes millimolaarsetes kontsentratsioonides. Inimesel esinevad GSH
korgeimad tasemed maksas, eriitrotsiiiitides, pankreases, neerudes, pdrnas, silmades ja
kopsudes. Glutatioon on tripeptiid (Joonis 2), mis koosneb glutamaadist, tsiisteiinist ja
gliitsiinist (y-L-Glu-L-Cys-Gly) ning tal on kaks iseloomulikku struktuurset tunnust: y-
glutamiiiilside ja sulthiidriiiilgrupp (Ehrlich et al, 2007), mis annavad glutatiooni
molekulile funktsioonide mitmekesisuse. Glutatioonisiisteemi kodige olulisemaks
funktsiooniks on rakkude kaitsmine oksiidatiivse stressi eest (Dickinson & Forman,
2002; Hayes & McLellan, 1999; Meister & Anderson, 1983). Ténu tsiisteiini jadgi
sulfhiidriitilgrupi reaktiivsusele osaleb GSH ka teistes olulistes rakulistes protsessides
nagu niiteks desoksiiribonukleotiidide siintees, endogeensete iihendite protsessimine
(6strogeen, prostaglandiinid ja leukotrieenid) ja ravimite inaktiveerimine (Meister &
Anderson, 1983). Lisaks aitab GSH hoida mitmeid valke aktiivses vormis (Cotgreave
& Gerdes, 1998; Klatt & Lamas, 2000). GSH eksisteerib rakkudes glutatiooni (GSH)
ja glutatioon-disulfiid (GSSG) redokspaarina ning see on kdige sagedasem rakkudes
esinev redokskompleks (Schafer & Buettner, 2001).

Glutamate (Glu)

o NH, O
vy-glutamyl amide linkage
NH
HO
(o] SH
Glutathione (GSH) Cysteine
(o] NH
S Glycine
HO

Joonis 2. Glutamaadist, gliitsiinist ja tsiisteiinist koosnev glutatiooni molekul (Dalton et al., 2004).
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1.2.1 Glutatiooni siisteemi rakke kaitsvad omadused

Glutatioonisiisteemi kdige olulisemaks funktsiooniks on rakkude kaitsmine
oksiidatiivse stressi eest (Dickinson & Forman, 2002; Hayes & McLellan, 1999;
Meister & Anderson, 1983). GSH suudab kahjutustada vabasid radikaale, redutseerida
peroksiide ja konjugeeruda elektrofiilsete iihenditega. Seelébi kaitseb ta rakke ROS’ de
ja nende toksiliste vaheproduktide eest. GSH on eriti efektiivne vdga toksiliste
hiidroksiililradikaalide (Bains & Shaw, 1997) ning ka teiste korgelt reaktiivsete
osakeste vastu (perokstinitrit) (Halliwell & Gutteridge, 1999).

On mitmeid viise, kuidas GSH kaitseb rakke ROS’ide, elektrofiilide ja
ksenobiootikute eest. Ta on vdimeline reageerima radikaalidega mitte-ensiimaatiliselt
ning kahjutustama H,O; ja orgaanilisi peroksiidaase redutseerides neid glutatiooni
peroksiidaasi (GPX) abil (Cohen & Hochstein, 1963; Dickinson & Forman, 2002).
GPX'1 poolt vahendatud GSH oksiideerumise produktiks on GSSG. Rakusiseselt on
GSSG’d vdimalik konverteerida tagasi GSH'ks glutatiooni reduktaasi (GSR) abil
(Maher, 2005).

1.2.2 Glutatioon ja tema redokstaskaal

GSH oksiideerumine dimeersesse vormi (GSSG) toimub reageerides
reaktiivsete osakestega (hilidroksiililradikaalid, peroksiinitrit) vOi peroksiidide
eliminatsioonil GPX'i abil (Cnubben et al., 2001; Halliwell et al., 1999). GSSG
koosneb kahest GSH molekulist, mis on omavahel seotud disulfiidsillaga. GSH
okstideerumine muudab GSH redutseeritud vormi kontsentratsiooni rakkudes, mida
iseloomustatakse GSH/GSSG suhtena (normaalolukorras 100 voi enam) (Griffith,
1999; Pastore et al., 2003). Redutseeritud ja mitteredutseeritud GSH suhe on seotud
paljude raku metaboolsete protsesside regulatsiooniga ja redokstundlike

transkriptsionaalsete elementide aktiveerimisega (Jefferies et al., 2003).
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1.2.3 Glutatiooni intratsellulaarne jaotumine

Hoolimata sellest, et koik rakud sisaldavad GSH’'d millimolaarsetes
kontsentratsioonides, ei ole GSH rakus iihtemoodi jaotunud (Schafer & Buettner,
2001). Arvatakse isegi, et GSH cbaiihtlane jaotumine vdib olla olulise tdhtsusega
antioksiidantse siisteemi t66s (Maher, 2005).

Peamine osa GSH'st paikneb raku tsiitoplasmas, kus seda ka siinteesitakse.
Tuumal ja mitokondril on omaette GSH varu, mis vihemalt osaliselt ei ole seotud raku
tsiitoplasma GSH tasemega (Sims et al., 2004). Mitmed uuringud on ndidanud, et GSH
vihenemine tsiitoplasmas ei too endaga kaasa GSH hulga vdhenemist tuumas ja
mitokondrites (Schafer & Buettner, 2001; Sims et al., 2004; Muyderman et al., 2004),
hoolimata sellest, et mitokondrites puuduvad glutatiooni biosiinteesiks vajalikud
ensiiimid (Pastore et al., 2003). Mitokondriaalne GSH varu on oluline rakkude
kaitses vihemalt mdnede oksiidatiivse stressi vormide vastu (Muyderman et al., 2004).
Fernandez-Checa oma t66grupiga uuris alkoholist tingitud maksahaigust ning selgus,
et krooniline etanooli manustamine viib selektiivselt mitokondriaalse GSH taseme
vihenemiseni, mis omakorda muudab hepatotsiitidid oksiidatiivse stressi suhtes
tundlikumaks (Fernandez-Checa et al., 1998). Peale selle on mitokondriaalse GSH

vihenemisel oma osa ka vananemise protsessil (Maher, 2005).

1.2.4 Glutatiooni metabolism

1.2.4.1 Substraadi transport

GSH siinteesiks vajalikud glutamaat (Glu) ja gliitsiin (Gly) esinevad
intratsellulaarselt korgetes kontsentratsioonides. Kolmandaks GSH biosiinteesiks
vajaliku aminohappe, tsiisteiini (Cys), kontsentratsioon rakus on madal ning tdnu
sellele on GSH biosiintees limiteeritud (Wu et al., 2004 (1)). Ekstratsellulaarses
keskkonnas oksiideeritakse tsiisteiin tsiistiiniks ja seega on rakkudele GSH
biosiinteesiks vajaliku tsiistiini transport rakku héadavajalik. Tsiistiini transport
rakkudesse toimub Na® sdltumatu glutamaadi/tsiistiini antiporteri abil (Joonis 3),
millega transporditakse rakkudesse 1 tsiistiini molekul 1 glutamaadi molekuli vastu

(1:1) (McBean, 2002). Korge glutamaadi ekstratsellulaarne kontsentratsioon inhibeerib
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tsiistiini transporti rakku ja seega ka GSH biosiinteesi (Wu et al., 2004 (1)). See
olukord iseloomustab mitmeid kliinilisi seisundeid, nditeks HIV infektsiooni ja

kasvajaid, millede korral esineb kdrge oksiidatiivne stress ja vajadus GSH jérele on

suur (Maher, 2005).

Glutamate Cystine

Extracellular Medium

Cytoplasm

Glutamate Cystine

Cysteine

Glutathione /

Joonis 3. Glutamaadi/tsiistiini antiporter. Tsiistiini transport rakkudesse toimub Glu/Cys antiporteri
poolt, millega transporditakse rakkudesse 1 tsiistiini molekul 1 glutamaadi molekuli vastu (1:1) (Maher,

2005).

1.2.4.2 Glutatiooni biosiintees

Intratsellulaarset GSH taset reguleeritakse keeruliste mehhanismide kaudu. See
hdlmab GSH siinteesi, lagundamist, regenereerimist ja tema transporti rakust vilja
ning substraadi transporti ja saadavust (Meister & Anderson, 1983).

GSH bioslintees toimub kahes etapis, kahe ATP-soltuva ensiilimi poolt.
Glutamaadi-tsiisteiini ligaas (GCL) (vana nimetusega y-glutamiiiiltsiisteiini siintetaas)
kataliitisib esimest GSH biosiinteesi etappi, mille tulemuseks on dipeptiidi (y-Glu-Cys)
moodustumine. Esimeses etapis formeerub glutamaadi ja tsiisteiini vahele y-side, mis
kaitseb dipeptiidi aminopeptidaaside eest. See etapp on glutatiooni biosiinteesis
limiteeritud tsiisteiini kittesaadavusega. Teises etapis liidab glutatiooni siintetaas
(GSS) dipeptiidile Gly molekuli, moodustades tripeptiidse GSH (y-L-Glu-L-Cys-Gly)
(Joonis 2) (Sies, 1999). GSH metabolism Ik 18, Joonis 4.
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1.2.4.3 Glutamaadi-tsisteiini licaas

Glutamaadi-tsiisteiini ligaasi (GCL) aktiivsust reguleeritakse
transkriptsionaalsetel, translatoorsetel ja post-translatoorsetel tasemetel. GCL on
heterodimeerne valk, koosnedes 73 kDa Xkataliiitilisest (GCLC) ja 31 kDa
regulatoorsest/modulatoorsest subiihikust (GCLM). Kogu GCL kataliiiitiline aktiivsus
on GCLC subiihikul ning seal asub ka GSH biosiinteesi pédrssimise piirkond
(Dickinson et al., 2004). GCLM ja GCLC geene aktiveeritakse transkriptsionaalselt
erinevate Ulihendite poolt (nt mitmed metallid, oksilidatiivset stressi pohjustavad
tthendid, glutatiooni konjugaadid, tsiitokiinid, antioksiidandid) (Wild & Mulcahy,
2000; Soltaninassab et al., 2000). Uuringud niitavad, et rottide GCLC ja GCLM
promootorite jarjestus (Yang et al., 2001a,b) on erinev inimese vastava piirkonna
jarjestusest, (Dickinson & Forman, 2002) mistottu ei saa rottide GCL geeni
regulatsiooni tdielikult samastada inimese GCL geeni regulatsiooniga (Maher, 2005).

GCL'1 post-translatoorsest regulatsioonist ei ole palju teada, kuid arvatakse, et
GCLC aktiivsust reguleeritakse negatiivselt fosforiileerimise teel. On viidatud
mitmetele kinaasidele, mis vdiksid GCL’i post-translatoorselt reguleerida
(proteiinkinaas A, proteiinkinaas C ja Ca®*/kalmoduliinsdltuv kinaas) (Soltaninassab
et al., 2000). GSH metabolism Ik 18, Joonis 4.

1.2.4.4 Glutatiooni stintetaas

Glutatiooni siintetaas (GSS) kataliitisib GSH biosiinteesi teist etappi, lisades
dipeptiidile gliitsiini molekuli (Dickinson & Forman, 2002). Vorreldes GCL’iga on
GSS’i regulatsioonist palju vdhem teada. GSS geeni 5° regioon on uurimata ning
seetdttu on teadmata ka selles piirkonnas paiknevad potentsiaalsed geeniregulatsiooni

elemendid (Njalsson et al., 2000). GSH metabolism Ik 18, Joonis 4.

1.2.4.5 Glutatiooni reduktaas

Nii enstimaatilised, ilile GPX'1 toimuvad, kui ka mitte-ensiimaatilised ROS ide
detoksifikatsiooni reaktsioonid ldppevad GSSG produtseerimisega. Kuna GSSG
suurenenud hulk on rakule kahjulik, eksporditakse teda sageli rakust vélja, mis toob
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kaasa GSH hulga vdhenemise. GSR on ensiilim, mis suudab siinteesida GSSG'st
uuesti GSH. Selle reaktsiooni teel ei ekspordita GSSG’d rakust vidlja ning GSH

rakuline tase ei vihene (Lopez-Barea et al., 1990). GSH metabolism Ik 18, Joonis 4.

1.2.4.6 Glutatiooni S-tranferaas

Glutatiooni S-transferaasid (GST) kaitsevad organismi reaktiivsete osakeste
eest, mis on tekkinud endogeensete voi eksogeensete iihendite lagunemise tulemusel
(Hayes & McLellan, 1999; Rinaldi et al., 2002). GSH, kui nukleofiil, reageerib
endogeensete ja cksogeensete elektrofiilsete iihenditega ning enamus nendest
detoksifikatsiooni reaktsioonidest on vahendatud GST poolt (Dickinson et al., 2004).
Inimestel on iile 21 erineva GST, mis on kodeeritud kahe erineva multigeense
perekonna poolt ning kuhu kuuluvad nii lahustuvad kui ka membraanile seotud
valgud. On nididatud, et GST (eriti GST-m) ileekspressioon pdhjustab
ravimresistentsuse tekkimise vahirakkudes (Paydas et al., 1995;Wu et al., 2004 (2)).
GST’de poolt ldbi viidavate detoksifikatsiooni reaktsioonide tulemusel vdheneb
rakuline GSH tase, kuna tekkinud GSH-konjugaadid on vees histi lahustuvad ning
neid viljutatakse organismist uriini ja véljaheitesse sekreteerides (Hayes & McLellan,
1999). GSH metabolism Ik 18, Joonis 4.

1.2.4.7 y-Glutamiitiltransferaas

y-Glutamiiiiltransferaasid (GGT) on ekstratsellulaarselt membraaniga seotud
ensiilimid, mille substraatideks on nii GSH kui ka GSSG molekulid. GGT on ainuke
ensiitim, mis suudab ATP abil lagundada aminohappejadkide vahelist y-sidet (Meister
& Anderson, 1983). GGT on vdimeline hiidroliiisima GSH glutamaadiks ja
tsiisteiniiiilgliitsiiniks, ning tsiisteiniiiilgliitsiinid vdivad omakorda olla substraadiks
peptidaasidele. Nende reaktsioonide poolt produtseeritud vabad aminohapped
transporditakse tagasi rakkudesse ning neid saab kasutada taas GSH regenereerimisel.
Seega GGT hoolitseb rakkudest vilja transporditud GSH ja GSSG retsiikleerimise eest
ning kindlustab glutatiooni biosiinteesiks vajalike aminohapete tagasi transpordi

(Maher, 2005). GSH metabolism Ik 18, Joonis 4.
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Ekstratsellulaarne GSH

GGT
Cys, Gly GSH-X
Cys + Glu X—r
GST
GCL

GSS
v-Glu-Cys ———p GSH

GSR GPX

G8SG

Joonis 4. Glutatiooni (GSH) metabolism. GSH siinteesitakse glutamaadi-tsiisteiini ligaasi (GCL) ja
glutatiooni siintetaasi (GSS) poolt glutamaadist (Glu), tsiisteiinist (Cys) ja gliitsiinist (Gly). GSH
okstideeritakse glutatiooni disulfiidiks (GSSG) reaktiivsete hapniku osakeste poolt reaktsioonis, mida
kataliilisib glutatiooni peroksiidaas (GPX). GPX'i poolt produsteeritud GSSG konverteeritakse tagasi
GSH'ks glutatiooni reduktaasi poolt (GSR). GSH suudab glutatiooni S-transferaasi (GST) abil
konjugeeruda ning detoksifitseerida endogeenseid ja eksogeenseid elektrofiile (X). Need konjugaadid,
nagu ka GSH ise, transporditakse rakust vélja, kus nad omakorda on substraadiks y-
glutamiiiiltransferaasile (GTT), mille tulemusel moodustuvad glutamaat ja tsiisteiniitilgliitsiin.

Tsiisteiniiilgliitsiinid vdivad omakorda olla substraadiks peptidaasidele (Maher, 2005).

1.2.5 Suunad glutatiooni siisteemi uurimisel ja glutatiooni analoogid

Rakuline GSH taseme vihenemine ja kdrge oksiidatiivne stress ilmnevad viga
erinevates  kliinilistes  olukordades, niiteks mitmete krooniliste haiguste
(kardiovaskulaarhaigused, neurodegeneratiivsed haigused, HIV, vdhkkasvajad) ning
akuutsete kliiniliste seisundite (poletikud, organite {ilekanne, neerukahjustus,
kopsukahjustus, kirurgiliste operatsioonide komplikatsioonid) korral. Peale nende
arvatakse siia alla ka stress ja vananemine (Dorge, 2002; Emerit et al., 2004; Gate et
al., 1999). Mitmetes patoloogilistes siindmustes esinev kdrge oksiidatiivne stress loob
vajaduse uute ja paremate antioksiidantsete omadustega molekulide jarele (Ehrlich et

al., 2007).
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Tanu GSH mitmekiilgsetele omadustele on pakutud vilja mitmeid erinevaid
strateegiaid, kuidas siilitada glutatioonisiisteemi funktsionaalsus. Uheks teadlaste
eesmarkideks on intratsellulaarse GSH taseme taastamine/sélitamine nii, et see vOiks
olla kasulik erinevatele Kliinilistele seisunditele, mida eelpool mainiti. GSH
manustamine sellistes olukordades on komplitseeritud, kuna GSH degradeeritakse
kiiresti seedesiisteemi poolt ning samuti ei suuda rakud GSH’d sellisel kujul kasutada.
Peamiseks limiteerivaks faktoriks GSH de novo siinteesi juures peetakse tsiistiini
biosaadavust. Seetottu on kasutusel tsiisteiini eecllasiihendid, niiteks N-atsetiiiil-L-
tsiisteiin (Bernard, 1991; Ortolani et al., 2000).

Tédnu GSH mitmekiilgsetele omadustele on siinteesitud védga palju erinevate
omadustega GSH analooge (Lucente et al., 1998). On mitmeid GSH molekuli
modifikatsioone, mis parandavad GSH stabiilsust ja tema omastamist rakkude poolt.
Kui vahetada GSH molekuli N-terminaalne aminogrupp piirroolitsiikli vastu, saadakse
uus antioksiidant, mida ei suudeta oksiideerida GPX'i poolt (Gaullier et al., 1994).
Kui asendada y-glutamiiiilithik cis- voi trans-4-karboksiiiil-L-proliini jédgiga,
saadakse konformatsiooniliselt jdik ahel, mis muudab GSH analoogi resistentseks y-
glutamiiiiltransferaasi (GGT) lagundavale toimele (Paradisi et al., 2003).

Vihkkasvajate vastase teraapia puhul on GST taseme vihendamine peamiseks
eesmargiks. On ndidatud, et GST (eritti GST-m) iileekspressioon pdhjustab
ravimresistentsuse tekkimise vidhirakkudes. GST on mitmete vihiteraapias
kasutatavate iihendite deaktivaator (Wu et al., 2004 (2)). Tanu sellele on disainitud
palju GSH analooge, mis inhibeeriksid erinevaid GST isoensiiiime (Burg et al., 2002).
Uks edukamaid GSH analooge vihi ravis on TLK286, mis on praegu ka kliinilistes
katsetustes (Rosen et al 2003). Mdned disainitud GSH analoogid on ndidanud voimsat
proliferatsiooni ja tuumorite vastast aktiivsust (Lo & Thornalley, 1992).

Hiljuti disainiti TU Biokeemia Instituudis Ursel Soometsa juhitud tddgrupi
poolt uued glutatiooni analoogid — UPF1 ja UPF17. UPF1 puhul lisati glutatiooni N-
terminaalsesse otsa neljandaks aminohappejadgiks metoksii-L-tiirosiini jadk (Joonis 5)
ning UPF17 puhul muudeti UPF1’s esinev y-side a-sidemeks (Joonis 6). Eelnevalt on
nédidatud, et UPF1 on ~60 korda (Péder et al., 2004) ning UPF17 ~1000 korda parem
reaktiivsete osakeste kahjutustaja kui GSH ise. On viidud 1dbi ka nende uute
glutatiooni analoogide toksilisuse uuringud ning néidati, et UPF1 ja UPF17 ei mojuta

200 uM kontsentratsioonides inimese eriitroleukeemia rakkude — K562 eluvdimet

(Ehrlich et al., 2007).
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Joonis 5. UPF1 struktuur (Ehrlich et al., 2007).
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Joonis 6. UPF17 struktuur (Ehrlich et al., 2007).

Tanu sellele, et on siinteesitud wuusi efektiivseid ja védga erinevate
funktsioonidega glutatiooni analooge, voib antioksiidantne ravi tulevikus anda

lisavdimaluse psoriaasi kontrolli alla saamiseks.

20



2. MAGISTRITOO EESMARK

Magistritoo eesmarkideks oli:

1) wuurida antioksilidatiivse glutatioonislisteemi ensiilimide geeniekspressiooni
erinevusi psoriaasihaigete  ja  tervete indiviidide perifeerse vere
mononukleaarrakkudest TagMan QRT-PCR meetodil;

2) uurida Tartu Ulikoolis disainitud uudsete antioksiidantsete tetrapeptiidsete

glutatiooni analoogide moju nimetatud siisteemi ensiitimide mRNA ekspressioonile.
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3. MATERJAL JA METOODIKA

3.1 UURIMISGRUPID

Glutatioonisiisteemi ensiiiimide uuringus osales 20 tervet indiviidi ja 20
psoriaasiga haiget. Uuritavad koguti SA Tartu Ulikooli Nahahaiguste kliinikus dr
Killi Kingo poolt. Uuringus osalesid naastulise psoriaasiga haiged, kellel esines
mdddukas kuni raske haigusvorm (Tabel 1). Haigusvormi raskust hinnati PASI
(Psoriasis Area and Severity Index) skoori abil, mis arvestab nahalobe aktiivsust ja
ulatust. Vastavalt PASI skooridele, jagati patsiendid kahte gruppi — PASI <20 (n=7;
5(N); 2(M)) ning PASI >20 (n=13; 3(N); 10(M)). Neljateistkiimnel haigel (3(N),
11(M)) esines kaasuvana psoriaatiline kiiiinekahjustus ning kuuel haigel (2(N), 4(M))
psoriaatiline liigeskahjustus. Uuringusse kaasati haiged, kes ei olnud saanud eelnevalt
3 kuu viltel siisteemset vOi lokaalset ja valgusravi. Kontrollgrupi moodustasid
inimesed, kes ei pddenud kroonilisi pdletikulisi nahahaigusi ning kellel perekonnas ei
esinenud psoriaasi. Vereanaliilisid koguti uuritavatelt peale kirjaliku ndusoleku

saamist ja eetikakomitee loal.

Tabel 1 Glutatioonisiisteemi enstitimide uuringus osalenud indiviidide iseloomustus

Indiviidide Sugu Perekondlik Vanuse Keskmine Keskmine
koguarv naised/ psoriaas vahemik haigestumine psoriaasi
mehed (aastates) (aastates) kestvus
(aastates)
Psoriaasiga 20 8/12 6 22 - 82 29,65 21,1
patsiendid
Terved 20 8/12 - 21 -54 - -
kontrollid
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3.2 PERIFEERSE VERE MONONUKLEAARRAKKUDE ISOLEERIMINE

Vere mononukleaarrakud isoleeriti perifeersest verest, kasutades Ficoll’i
gradiendis tsentrifuugimist (1500 x g 30 min 22°C). Rakke pesti kaks korda PBS’is
ning tsentrifuugiti pdhja peale mdlemat pesu (200 x g 10 min 22°C). Peale teist
rakkude tsentrifuugimist, resuspendeeriti rakud RPMI-1640 s66tmes, mis sisaldas
veise loote seerumit ja antibiootikume (250 ml RPMI-1640 + 25 ml veise loote
seerumit + 2,5 ml penitsilliini ja streptomiitsiini segu) (Invitrogen).

Glutatioonisiisteemi ensiilimide uuringus osales 20 psoriaasihaiget ja 20 tervet
kontrolli, kelle mononukleaarrakkudest moddeti nimetatud siisteemi ensiilimide
mRNA ekspressiooni tasemed. Uute antioksiidantsete glutatiooni analoogide (UPF1 ja
UPF17) uurimiseks jaotati viie psoriaasiga patsiendi ja viie kontrollisiku vererakud
kolme koekultuuri tassi vahel, millest {ihel tassil olevad rakud jdeti stimuleerimata
ning kahte iilejdénut stimuleeriti vastavalt UPF1 ja UPF17. Antioksiidantsete
peptiidide 15plikuks kontsentratsiooniks s66tmes oli 500 nM. Ulejééinud 15 patsiendi
ja 15 kontrollindiviidi vererakke ei stimuleeritud antioksiidantsete peptiididega. Rakke
inkubeeriti 12 h 37°C ja 5% CO; juuresolekul. Peale 12 h inkubeerimist koguti rakud
koekultuuri tassidelt ning eraldati RNA.

3.3 RNA ERALDAMINE

RNA eraldamiseks kasutati Trizol Reagent’i. RNA isoleeriti vastavalt tootja
instruktsioonidele (Invitrogen).

Rakud liisiti 500 pl Trizol Reagent’is edasi-tagasi pipeteerides ja seejarel
inkubeeriti 5 min 15-30°C juures. Peale inkubeerimist lisati 100 pl kloroformi ning
inkubeeriti 2-3 min 15-30°C juures. Peale seda tsentrifuugiti rakke 12 000 x g 15 min
4°C. Tekkinud vesifaasi tdsteti puhtasse tuubi ning lisati 250 pl isopropanooli.
Jirgnevalt inkubeeriti proove 10 min 15-30°C juures ning tsentrifuugiti 12 000 x g 10
min 4°C. Supernatant eemaldati ning RNA pesti 500 pl 75% etanooliga. Proovid
segati vorteksil ning tsentrifuugiti 7 500 x g 5 min 4°C. Supernatant eemaldati ning
RNA kuivatati 10 min jooksul ja lahustati RNase ‘i vabas vees 10 min 55°C juures ja

asetati peale seda jdéle. Peale protseduure moddeti RNA kontsentratsioon, kasutades

23



NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetrit. RNA kontsentratsioonid varieerusid 27,7
ng/ul — 241,4 ng/ul. Peale kontsentratsioonide modtmist séilitati RNA -80°C juures

edasiseks kasutamiseks.

3.4 cDNA SUNTEES

cDNA siinteesiti pdordtranskriptaasi reaktsiooni teel 250 ng totaalsest RNA st,
kasutades ensiiiimina SuperScript Il (Invitrogen). Poordtranskriptsiooni tingimused:
inkubeerimine 65°C juures 5 min, millele jérgnes inkubeerimine 0°C 1 min ning
stintees 50°C 90 min. Sellele jargnes inaktivatsioon 70°C 5 min. cDNA sdilitati -80°C

juures edasiseks kasutamiseks.

3.5 KVANTITATIIVNE POORDTRANSKRIPTAASI PCR ANALUUS

Erinevate glutatioonisiisteemi ensiiiimide ekspressiooni tasemed detekteeriti
kasutades TagMan-QRT-PCR meetodit (ABI Prism 7900HT Sequence Detection
System, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Kasutati TagMan Assay-On-
Demand (FAM-labelled MGB-probe) FAM-MGB’ga mirgistatud geeni ekspressiooni
praimerisegu (20x gene expression assay mix) ja TagMan® universaalset Master
Mixi. HPRT-1 (Hypoxanthine Phosphoribosyl-Transferase-1) ekspressiooni tase
detekteeriti, kasutades spetsiifilisi  praimereid (HPRT-1 e¢kson 6, 5’-
GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG-3’; HPRT-1 ekson 7, 5’-
AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG-3’; 1opliku kontsentratsiooniga 300 nM) ja
VIC-Tamra’'ga margistatud proovi (VIC-5°-
TTTCACCAGCAAGCTTGCGACCTTGA-3’-TAMRA; 16pliku kontsentratsiooniga
200 nM). Reaktsioon viidi ldbi 10 pl reaktsioonimahus ja neljas korduses. Erinevate
geenide ekspressiooni tasemed arvutati sdltuvuses koduhoidja geeni — HPRT-1"ga.

mRNA koguse midramiseks kasutati vordelist Ct meetodit, kus sihtmérk geeni
hulk normaliseeriti endogeense vordlustasemega (ACt). Statistilisteks analiiiisideks

(Mann-Whitney U test) kasutati GraphPad Prism 4 tarkvara. Korrelatsioonanaliiiisi
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(Spearman’i korrelatsiooni kordaja) kasutati kahe parameetri omavaheliste seoste

leidmiseks.

e Uuritavad glutatioonisiisteemi ensiitimid
Glutatiooni siintetaas (GSS) — Hs00609286_m1
Glutatiooni reduktaas (GSR) — Hs00167317_m1
Glutatiooni S-transferaas-n (GSTP1) — Hs00168310_m1
y-glutamiiiiltransferaas 1 (GGT1) — Hs00360188_m1
y-glutamiiiiltransferaasi sarnane ensiitim 3 (GGTL3) — Hs00369304_m1
y-glutamiiiiltransferaasi sarnase aktiivsusega ensiiiim 1 (GGTLA1) — Hs00269779_m1
Glutamaadi-tsiisteiini ligaas, kataliiiitiline subiihik (GCLC) — Hs00155249 m1
Glutamaadi-tsiisteiini ligaas, modifitseeriv subiihik (GCLM) — Hs00157694_m1
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4. TULEMUSED

Glutatioonisiisteemi ensiitimide uurimiseks mdddeti 20 kontrollindiviidil ja 20
psoriaasiga haigel perifeerse vere mononukleaarrakkudest kaheksa glutatiooni
metabolismis osaleva ensiiimi (GSS, GSR, GSTP1, GGT1, GGTL3, GGTLAL,
GCLC, GCLM) mRNA ekspressiooni tase QRT-PCR meetodi abil. Lisaks uuriti Tartu
Ulikoolis siinteesitud uute antioksiidantsete glutatiooni analoogide (UPF1 ja UPF17)
moju uuritavate ensiiimide mRNA ekspressioonile. Selleks stimuleeriti viie
kontrollisiku ja viie psoriaasiga patsiendi mononukleaarrakke UPF1 ja UPF17
peptiididega. Uuritavate geenide mRNA ekspressiooni tasemed psoriaasiga
patsientidel ja tervetel kontrollindiviididel on ndidatud Lisa’s 1 ning antioksilidantsete
peptiidide efektid uuritavate geenide ekspressioonile tervete ja haigete grupis on vélja
toodud vastavalt Lisa’s 2 ja Lisa’s 3. Statistiliste analiiliside teostamiseks kasutati

Mann-Whitney U test’i.

4.1 GEENIDE EKSPRESSIOONI ERINEVUSED SUGUDEVAHELISELT

Voimalike sugudevahelise erinevuse leidmiseks vordlesime omavahel
uuritavate geenide mRNA ekspressioone meeste ja naiste gruppides ning teostasime
analliisi, mis nditas, et sugudevaheline ekspressioonide erinevus puudub nii

kontrollindiviidide kui ka psoriaasihaigete grupis.

4.2 GEENIDE EKSPRESSIOONI ERINEVUSED PSORIAASIHAIGETE JA
KONTROLLINDIVIIDIDE VAHEL

Kodigi kaheksa wuuritud geeni mRNA ekspressiooni tasemed olid
psoriaasihaigete grupis madalamad vorreldes tervete kontrollindiviididega. Statistiline
analiiiis andis viie geeni (GSS, GGTL3, GGTLAL, GCLC, GCLM) puhul statistiliselt
olulise erinevuse haigete ja tervete vahel (vt Lisa 1). Uuritud geenide hulgast andis

statistiliselt koige olulisema tulemuse GSS. GSS’i mRNA ekspressioon oli
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psoriaasihaigetel 1,4 korda madalam vorreldes tervete indiviididega (p<0,001).
Tugeva statistilise erinevuse saime ka GGTL3 geeni puhul (p<0,01), mis
psoriaasihaigete grupis ekspresseerus 1,5 korda madalamalt ning GCLC (p<0,01)
geeni puhul, mille mRNA ekspressioon haigete grupis oli 1,7 korda madalam.
Ulejasnud kaks geeni, GGTLAL ja GCLM, andsid ndrga statistilise seose (p<0,05)
ning mMRNA ekspressioonid oli haigete grupis vastavalt 1,8 korda ja 1,3 korda
madalamad vdrreldes kontrollisikutega.

Ulejaanud kolm geeni (GSR, GSTP1 ja GGT1) ei ndidanud statistiliselt olulisi
seoseid, kuid ka nende geenide puhul olid haigete grupis mérgatavad selged tendentsid

madalamale mRNA ekspressioonile (vt Lisa 1).

43 GEENIDE EKSPRESSIOONI  ERINEVUSED  SOLTUVALT
NAHALOOBE AKTIIVSUSEST JA ULATUSEST NING KAASUVATEST
KUUNTE- JA LIIGESKAHJUSTUSTEST

Leidmaks vdimalikke seoseid haiguse aktiivsuse ning uuritavate geenide
ekspressioonide vahel, vordlesime omavahel terveid indiviide ja psoriaasihaigeid,
kellel PASI skoor oli <20 ning terveid kontrollisikuid ja haigeid, kellel PASI skoor oli
>20. Samuti vordlesime omavahel haigeid PASI skooriga <20 ning >20. Statistiliselt
olulisi seoseid psoriaasi ulatuse ja raskusastme ning uuritavate geenide vahel ei
ilmnenud.

Vodimalike seoste leidmiseks psoriaatiliste kiilinekahjustuste ja uuritavate
geenide ekspressiooni tasemete vahel vordlesime omavahel kiitinekahjustustega
psoriaasihaigeid (n=14) ja terveid kontrollindiviide ning samuti kiilinekahjustustega ja
kiitinekahjustusteta haigeid. Statistiliselt olulisi seoseid me ei leidnud.

Vorreldes  liigeskahjustusega  ja  liigeskahjustuseta  haigeid  tervete
kontrollindiviididega, statistiliselt olulisi erinevusi me ei leidnud. Samas leidsime
statistiliselt olulise erinevuse GSR mRNA ekspressioonis vorreldes omavahel
liigeskahjustusega ning liigeskahjustuseta psoriaasihaigeid (p<0,05).
Liigeskahjustusega patsientidel oli GSR mRNA ekspressioon kaks korda madalam kui
liigeskahjustuseta patsientidel.
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4.4 KORRELATSIOONANALUUS

Vodimalike seoste leidmiseks erinevate geenide vahel, viisime l1édbi Spearman’i
korrelatsioonanaliiiisi. Korrelatsioonanaliiiisi andmed erinevate geenide
ekspressioonide vahel psoriaasihaigetel ja tervetel kontrollindiviididel on toodud
Lisa’s 4.

Kontrollindiviidide grupis saime positiivse korrelatsiooni GSTP1 ja GGTLA1
(r=0,66; 95% CI 0,30 - 0,86; p<0,01) ning GSTP1 ja GCLM geenide mMRNA tasemete
vahel (r=0,58; 95% CI 0,18 — 0,82; p<0,01). Negatiivne korrelatsioon ilmnes GGT1 ja
GSTP1 (r=-0,60; 95% CI -0,83 — -0,21; p<0,01) ning GGT1 ja GGTLA1 (r=-0,48;
95% CI -0,77 — -0,04; p<0,05) mRNA ekspressioonide vahel, sealjuures GGT1 oli
positiivselt seotud GGTL3 ekspressiooniga (r=0,51; 95% CI 0,08 — 0,78; p<0,05).
Kontrollindiviidide grupis olid omavahel positiivselt seotud veel GGTLAL ja GCLM
MRNA ekspressioon (r=0,51; 95% CI 0,07 — 0,78; p<0,05).

Psoriaasihaigete grupis saime positiivse korrelatsiooni GSS ja GSR (r=0,49;
95% CI 0,05 — 0,77; p<0,05) ning GSS ja GGTLA1 mRNA ekspressiooni vahel
(r=0,48; 95% CI 0,015 — 0,77; p<0,05). Seejuures negatiivne korrelatsioon ilmnes
GSS ja GGTL3 mRNA ekspressiooni vahel (r=-0,59; 95% CI -0,82 — -0,18; p<0,01).
Positiivselt korreleerusid omavahel veel GGT1 ja GGTL3 geenid (r=0,54; 95% ClI
0,1046 — 0,8055; p<0,05).

4.5 ANTIOKSUDANTSETE PEPTIIDIDE TOIMED ENSUUMIDE mRNA
EKSPRESSIOONIDELE

Uurimaks antioksiidantseid peptiide, stimuleerisime viie kontrollisiku ja viie
psoriaasihaige perifeerse vere mononukleaarrakke UPF1 ja UPF17 ning mdotsime
nende mdju glutatioonisiisteemi ensiitimide ekspressioonile QRT-PCR i meetodi abil.
Uued antiokstidantsed peptiidid olid vdga efektiivsed, mojutades uuritavate geenide
ekspressioone eelkdige psoriaasihaigetel. Nii UPF1 kui ka UPF17 tostsid koigi
uuritavate geenide ekspressioone haigete grupis (vt. Lisa 3), sealjuures oli tdus

statistiliselt oluline nelja geeni puhul (GSS, GSR, GGT1, GCLC). Samuti tostsid uued
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antioksiidantsed peptiidid monede geenide ekspressioone ka tervete grupis (vt. Lisa 2),
statistiliselt oluline seos ilmnes kahe geeni puhul (GCLC ja GCLM).

UPF1 ja UPF17 stimulatsiooni jérgselt tdusis statistiliselt oluliselt
psoriaasihaigete GSS mRNA ekspressioon 1,8 korda (vastavalt p<0,05 ja p<0,01),
viles GSS’1  ekspressiooni taseme haigetel vorreldavale tasemele tervete
kontrollindiviididega. Peale selle tdstis UPF1 haigete grupis statistiliselt oluliselt GSR
MRNA ekspressiooni 1,9 korda (p<0,01), viies GSR'i mRNA ekspressiooni isegi
kdrgemale kontrollisikutel moddetud tasemest. GGT1 mRNA ekspressioon tdusis
haigete grupis UPF17 stimulatsiooni jirgselt 1,9 korda (p<0,05), iiletades samuti
kontrollindiviidide GGT1 ekspressiooni taseme. GCLC mRNA tase tdusis statistiliselt
oluliselt UPF17 stimulatsiooni jirgselt nii tervete kui ka psoriaasihaigete grupis
vastavalt 1,3 korda ja 1,9 korda (p<0,05), viies haigete GCLC mRNA taseme taas
kdrgemale kui kontrollindiviididel. UPF1 stimulatsiooni jargselt tdusis kontrollisikute

grupis statistiliselt oluliselt GCLM mRNA ekspressiooni tase 1,7 korda (p<0,05).
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5. ARUTELU

Psoriaas on sagedasti esinev krooniline retsidiivide ja remissioonidega kulgev,
pdletikuline nahahaigus (Naldi & Rzany, 2004). On mitmeid uuringuid, mis néitavad,
et haiguse patogeneesis on olulisel kohal kdrgenenud ROS’ide produktsioon, mis
tekivad tdnu pidevatele poletikulistele protsessidele nahas (Maccarrone et al., 1997;
Kavanagh et al., 1996). Oksiidatiivse stressi kompenseerimiseks funktsioneerib
rakkudes antioksiidatiivne glutatioonisiisteem, mis kahjutustab ROS’e ning kaitseb
seelédbi lileméadrase oksiidatiivse stressi eest (Dickinson & Forman, 2002).

Varasemad psoriaasiga seotud glutatioonisiisteemi kasitlevad uuringud on
keskendunud enamasti glutatiooni peroksiidaasi (GPX), katalaasi (CAT) ja
superoksiidi dismutaasi (SOD) tasemete midramisele ning sageli on erinevate
uurimisgruppide poolt saadud tulemused olnud vastuolulised. Therond ja tema
toogrupp néitasid psoriaasihaigete fibroblastides ja eriitrotsiiiitides esinevat korget
SOD’i taset (Therond et al., 1996), samal ajal kui Polkanov oma to6grupiga sai
vastupidise tulemuse (Polkanov et al., 1987). Sarnaselt Polkanov’i uurimisgrupiga,
nditas Yildirim oma kaastootajatega statistiliselt olulist erinevust haigete ja tervete
vahel, sealjuures psoriaasiga patsientidel oli SOD’i tase madalam kui tervetel (Yildirim
et al., 2003). Samuti said nad Polkanov’i to6grupiga sarnase tulemuse GPX'i ja CAT'i
suhtes. Molemate uurijate poolt saadud tulemused néitasid GPX’'i madalamat ning
CAT'1 kdrgemat taset psoriaasihaigete grupis vorreldes tervete kontrollindiviididega
(Polkanov et al., 1987; Yildirim et al., 2003). Smith oma t66grupiga uuris GST ja GPX
ensiiimide ekspressioone psoriaasihaigete terves ja haiges nahas. Nad leidsid, et
psoriaatilistes nahakahjustustes on GSTP1 ja GPX geenide ekspressiooni tasemed
korgemad kui sama indiviidi terves nahas, vastavalt 3,74 korda (p<0,0001) ja 1,38
korda (p=0,002). Lisaks uurisid nad ka UV Kiirguse toimet nimetatud geenide
ekspressioonile ning leidsid, et GSTP1 ja GPX ekspressiooni tase tdusis peale
stimulatsiooni haiges nahas statistiliselt oluliselt, (mdlema geeni puhul p<0,0001),
viidates rakkude kaitsemehhanismile oksudatiivse stressi vastu, aktiveerides
antioksiidatiivse glutatioonisiisteemi geene (Smith et al., 2003).

Teadaolevalt ei ole siiani psoriaasihaigete antioksiidatiivse siisteemi enstitimide
taset véiga laialdaselt uuritud. Kuna on teada, et psoriaasi ei ole ainult nahahaigus, vaid

tegemist on siisteemse haigusega, siis sellest tulenevalt saigi magistritoé eesmargiks
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seatud iilejddnud glutatiooni metabolismis oluliste ensiiimide taseme méddramine
perifeerse vere mononukleaarrakkudest ning uute antioksiidatiivsete glutatiooni
analoogide voimalike efektide uurimine psoriaasihaigetel.

T66 eesmérgiks oli méddrata psoriaasihaigete ja kontrollindiviidide glutatiooni
metabolismis osalevate geenide (GSS, GSR, GSTP1, GGT1, GGTL3, GGTLAL,
GCLC, GCLM) ekspressiooni tase QRT-PCR meetodil. Kdikide uuritud geenide
mRNA  ekspressioonitasemed  olid  psoriaasihaigetel  vOrreldes  tervete
kontrollindiviididega madalamad ning geenide GSS, GGTL3, GGTLA1, GCLC,
GCLM puhul olid erinevused statistiliselt olulised (vt Lisa 1). Nendest geenidest
GSS’l, GCLC']l ja GCLM']l on véga oluline funktsioon, nimelt need ensiilimid on
vastutavad glutamaadist, tsiisteiinist ja gliitsiinist moodustatava GSH molekuli
slinteesi eest ning seega on psoriaasihaigetel glutatiooni silintees limiteeritud peale
tsiistiini kéttesaadavuse ka ensiilimide madalama tasemega. Samuti olid psoriaasiga
haigetel statistiliselt oluliselt langenud GGTL3 ja GGTLAL geenide ekspressioonid.
GGT ja temaga sarnased ensiitimid on vdimelised hiidroliitisima GSH glutamaadiks ja
tsiisteiniililgliitsiiniks, ning tsiisteintiilgliitsiinid vdoivad omakorda olla substraadiks
peptidaasidele. Nende reaktsioonide poolt produtseeritud vabad aminohapped
transporditakse tagasi rakkudesse glutamaadi/tsiistiini antiporteri poolt ning neid
kasutatakse taas GSH regenereerimisel. Seetdttu voib jareldada, et psoriaasiga haigetel
on GSH siinteesiks vajalike komponentide transport rakku héiritud ning seetottu ka
GSH siintees pérsitud. Ulejdiinud kolm geeni, GSR, GSTP1 ja GGTI mRNA
ekspressioonitasemed ei erinenud gruppide vahel statistiliselt, kuid haigete grupis
ilmnesid selged tendentsid nende geenide madalamale ekspressioonile. Kuid
liigeskahjustustega haigetel leidsime statistiliselt oluliselt madalama GSR
geeniekspressiooni  (p<0,05) vorreldes liigeskahjustuseta patsientidega. Nimelt
ekspresseerus liigeskahjustusega patsientidel GSR geen kaks korda madalamalt
vorreldes liigeskahjustuseta haigetega. Seega voib kokkuvotvalt oelda, et psoriaasi
puhul esineb iileiildine glutatioonisiisteemi madal aktiivsus, mis peegeldab
antiokstidatiivse siisteemi ebaefektiivsust ning mille tottu ei suudeta tdusnud ROS ide
taset piisavalt alandada ja haiguse teket pidurdada.

Korrelatsioonanaliilis néitas, et molemas uurimisgrupis oli geene, mis olid
suuremal vOi vdhemal mdiédral positiivselt vO1 negatiivselt seotud. Kontrollgrupis
korreleerusid omavahel positiivselt neli geeni ning negatiivselt kaks geeni, samal ajal
kui psoriaasihaigete grupis olid omavahel positiivselt seotud kolm geeni ja negatiivselt
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iiks geen. Ilmnes tosiasi, et haigete ja tervete grupis on omavahel korreleeruvad geenid
suhteliselt erinevad. Ainus Kkorrelatsioon, mis haigete grupis langes kokku
kontrollgrupis vaadeldud korrelatsiooniga, esines geenide GGT1 ja GGTLAS3 vahel,
viidates, et vidhemalt nende nimetatud geenide regulatsioon vdiks toimuda
psoriaasihaigetel samamoodi nagu kontrollindiviididel. See, et psoriaasihaigete grupis
leitud geenide omavahelised korrelatsioonid ei lange kokku kontrollinidiivide
omadega, vOiks viidata haigete puhul esinevale geeniregulatsiooni erinevusele, mille
tulemuseks voivadki olla geenide korrelatsioonimustri erinevused kontrollindiviidide
ja haigete vahel.

Kéesolevas uurimuses katsetasime esmakordselt psoriaasihaigete perifeerse
vere mononukleaarrakkudel antioksiidantseid peptiide, UPF1 ja UPF17, mis osutusid
viaga efektiivseteks psoriaasihaigete glutatioonisiisteemi ensiilimide ekspressiooni
taastamisel. UPF1 ja UPF17 t3stsid haigetel uuritavate geenide mRNA ekspressioonid
samale vOi isegi korgemale tasemele vorreldes tervete kontrollindiviididega. Voib
oletada, et tdnu antioksudatiivse siisteemi taastumisele suudaksid rakud vodidelda
efektiivsemalt ROS’ide kahjustava toime vastu ning védhendada seelédbi iileiildist
okstidatiivset stressi. Kuidas ja kuhu UPF1 ja UPF17 toimivad, ei ole veel tipselt
teada ning edasised uuringud on tingimata vajalikud. Oletatavasti mojutavad meie
poolt uuritud antiokstidantsed peptiidid rakutuumas erinevaid transkriptsioonifaktoreid
voi muid seal paiknevaid geeni ekspressiooni regulaatoreid, aktiveerides sealhulgas ka
glutatioonisiisteemi ensiiiimide ekspressioone. Glutatiooni analooge UPF1 ja UPF17

vOiks seetottu kisitleda kui uusi voimalikke mérklaud medikamente psoriaasi ravis.
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6. KOKKUVOTE

Psoriaas on  krooniline poletikuline T-rakkude poolt vahendatud
autoimmuunhaigus esinedes lilemaailmselt sagedusega 1-5% (Naldi, 2004). Psoriaasi
peetakse multifaktoriaalseks haiguseks, mille tekkes osalevad nii périlikud kui ka
keskkonnast tulenevad faktorid (Hannuksela et al., 2006). Kuna psoriaasi patogeneesi
pohjused ei ole tdnaseni 10plikult selged, siis arvatakse, et haiguse {iheks voimalikuks
tekkepohjuseks vaiks olla antioksiidatiivse glutatioonisiisteemi aktiivsuse vihenemine
ning iileiildine ROS’ide taseme tdus tdnu pidevalt esinevatele pdletikulistele
protsessidele (Ortonne et al., 1996). Kuna senised uuringud on piirdunud tiksikute
antiokstidantsete ensiilimide médramisega psoriaasiga haigetel, sai sellest tulenevalt
kdesoleva magistritdo eesmargiks seatud peaaegu terve glutatioonisiisteemi ensiitimide
taseme médramine kontrollindiviididel ja haigetel.

Eksperimentaalses t66s mdodeti psoriaasihaigete ja kontrollindiviidide
perifeerse vere mononukleaarrakkude kaheksa glutatiooni metabolismis oluliste
geenide mRNA ekspressiooni tasemed. Esmakordselt nididati, et kodigi uurimise all
olnud geenide (GSS, GSR, GSTP1, GGT1, GGTL3, GGTLA1, GCLC, GCLM)
ekspressioonitasemed  olid  psoriaasihaigetel  vorreldes  kontrollindiviididega
mirkimisviirselt madalamad. Seejirel uuriti Tartu Ulikoolis Ursel Soomets’a tddgrupi
poolt siinteesitud uute antioksiidantsete glutatiooni analoogide UPF1 ja UPF17
toimeid uuritavate geenide ekspressioonidele. Uued antioksiidantsed peptiidid osutusid
viga efektiivseteks glutatioonisiisteemi  ensliiimide  aktiivsuse taastajateks
psoriaasihaigete grupis, tOstes geenide ekspressiooni tasemed samale vOi isegi
korgemale tasemele vorreldes kontrollindiviididega.

Arvame, et neid uusi antioksiidantseid peptiide voiks kisitleda kui uusi
voimalikke ravimeellasi psoriaasi ravis. Kuna nende tdpne toimemehhanism pole veel

16plikult selge, on edasised uuringud tingimata vajalikud.

33



7. SUMMARY

Psoriasis is chronic inflammatory T-cell mediated autoimmune disease with
the worldwide prevalence 1-5% (Naldi, 2004). Psoriasis is considered to be
multifactorial disease, caused by the factors derived from genes and environment
(Hannuksela, 2006). As long as the pathogenesis of psoriasis remains unclear, it is
believed that one possible reason could be the decreased activity of antioxidative
glutathione system and the general increased level of ROS caused by the constant
inflammatory processes in skin (Ortonne et al., 1996). So far only few antioxidative
enzymes have been studied in patients with psoriasis and therefore the aim of master's
thesis become to evaluate the expression of almost all glutathione system enzymes in
patients with psoriasis.

In experimental work we detected the mRNA of eight significant genes of
glutathione metabolism from peripheral blood mononuclear cells in patients with
psoriasis and in healthy controls. For the first time we showed that expressions of all
studied genes (GSS, GSR, GSTP1, GGT1, GGTL3, GGTLAL, GCLC, GCLM) were
lower in psoriasis patients compared to healthy volunteers. Further we investigated the
effects of novel antioxidative glutathione analogues UPF1 and UPF17 on the
expression of glutathione enzymes. These glutathione analogues were recently
designed at the University of Tartu by Ursel Soomets. UPF1 and UPF17 appeared to
be very effective — they increased the expression of all studied genes in the group of
patients with psoriasis. Moreover, in group of psoriasis patients the expression of
studied genes after the stimulation with UPF1 and UPF17 was higher compared to
gene levels in healthy controls.

We believe that these novel antioxidative peptides could be new possible drugs
for the treatment of psoriasis. Since their exact mode of action is unknown, further

studies are needed in future.
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8. TANUAVALDUSED

Kéesoleva magistritod valmimisele on kaasa aidanud véga paljud toredad
inimesed. Viga suured tdnud kuuluvad juhendajatele Sulev Kdksile, Kiilli Kingo'le ja
Ursel Soomets ale. Samuti vajavad eraldi tdinamist abivalmid laborikaaslased ja teised

lahedased inimesed, kes igal voimalikul viisil on abiks olnud
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10. LISAD
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Lisa 2. UPFl ja UPF17 efektid uuritavate geenide ekspressioonile. Terved
kontrollindiviidid (C). Andmed on antud keskmise ACt véaértusena vorrelduna HPRT

+ SEM ekspressiooniga.
*<0,05
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Lisa 3. UPF1 ja UPF17 efektid uuritavate geenide ekspressioonile. Psoriaasihaiged
(P). Andmed on antud keskmise ACt véirtusena vorrelduna HPRT + SEM

ekspressiooniga.
*< 0,05
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Lisa 4. Spearman i korrelatsioonanaliiiis kontrollindiviidide (C) ja psoriaasihaigete (P) glutatioonisiisteemi ensiiiimide ekspressioonitasemete vahel.

GSS GSR GSTP1 GGTL3 GGT1 GCLC GGTLAL GCLM

clp cp cIp c/p clP cIp cp cP
S/SPS 1/1 0.11/0.49% -0.20/0.26 0.44 /-0.59%* 0.15/-0.19 0.26 /0.01 014/ 0.48* 0.08/0.38
S/SPR 0.11/ 0.49% 1/1 0.11/0.22 -0.01/-0.09 0.08/0.15 0.27/0.10 0.25/0.19 -0.01/0.39
o -0.20/0.26 0.11/0.22 1/1 -0.34/0.03 -0.60%*/ -0.08 0.03/-012 0.66%* / 0.24 0.58%* / 0.41
GGTL3 . R
e 0.4 /-0.59 -0.01/-0.09 -0.34/0.03 1/1 0.51% / 0.54 0.14/0.22 029 /-0.32 -0.18/0.004
e 0.15/-0.19 0.08/0.15 -0.60%%/-0.08 0.51% / 0.54 1/1 0.12 /0.19 -0.48%/-0.12 -0.16/0.04
GCLC
g 0.26 /0.01 0.27/0.10 0.03/-012 0.14/0.22 0.12/0.19 1/1 -0.04/-0.26 -0.12/0.08
gﬁ,TLAl -0.14/ 0.48* 0.25/0.19 0.66%* / 0.24 -0.29 /-0.32* -0.48%/-0.12 -0.04/-0.26 1/1 0.51% /0.44
GCLM

0.08/0.38 -0.01/0.39 0.58%* / 0.41 -0.18/0.004 -0.16/0.04 -0.12 /0.08 0.51% /0.44 1/1

CIP




