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IVADAS

Atopija — tai genetiSkai predisponuojantis sutrikimas, susijes su alerginé-
mis reakcijomis, sukeltomis dél suaktyvéjusio imunoglobulino E (IgE) at-
sako ] aplinkos alergenus [1]. Tai yra sudétinga, nevienalyt¢ bikle, galinti
pasireiksti varginanciu niezuliu, odos pakitimais, kvépavimo sutrikimais ir
kitais simptomais [2,3]. Priklausomai nuo simptomy, patogenezés mechaniz-
mo ir fenotipo, atopija skirstoma ] atopines ligas, i§ kuriy pagrindinés yra
atopinis dermatitas (AD) ir alerginé astma (AA) [2,3]. Svarbu tai, kad atopi-
jos paplitimas per pastaruosius kelis deSimtmecius itin sparciai padidéjo [4].
Apie 20 proc. pasaulio gyventojy serga atopinémis ligomis ir did¢jantis Siy
specialistams [4]. Be to, vis aktualesne problema tampa ryskus atopiniy ligy
patogenezes ir etiologijos nevienalytiSkumas.

Genetiniai aspektai, aplinkos poveikis, imuninio atsako ypatybés ir Siy
veiksniy tarpusavio sgveika yra vieni 1§ veiksniy, reikSmingy atopijos atsira-
dimui ir progresavimui [5,6]. Tyrimy duomenys leidzia teigti, kad vitaminas
D, gaunamas su maistu ir i§ aplinkos veikiant saulés spinduliuotei, galimai
atlieka svarby vaidmenj imuninio atsako reguliavime [7]. Ta¢iau svarbu atsi-
zvelgti ir | genetinius veiksnius, kurie tikétina, yra reikSmingi atopinés buklés
vystymuisi. Be to, naujausi tyrimai atskleidzia, kad su vitamino D apykaita
susij¢ vitamino D receptoriaus (VDR) ir vitaming D suri$ancio baltymo (GC
taip pat Zinomo kaip VDBP) geny vieno nukleotido polimorfizmas (VNP)
gali atlikti reikSmingg vaidmenj atopijos patogenezeje [8—10].

Manoma, kad vitaminas D yra susijes su imuninio atsako pobiidZiu atopijos
metu, nes prisideda reguliuojant T limfocity pagalbininky (Th) dauginimasi
ir diferenciacija bei veikia citokiny sintezés procesus [7]. Iprastai atopijos
patogenezei buidingas aktyvus 2-o tipo T limfocity pagalbininky (Th2) atsa-
kas [3,11]. Taciau jvairioms klinikinéms atopijos iSraiSkoms gali buti biidingi
skirtingi imunologiniai mechanizmai, kurie néra visiskai iSaiskinti. Naujausiy
tyrimy rezultatai atskleidzia, kad atopiniy ligy patogenezéje reikSmingg vai-
dmenj gali atlikti ne tik Th2 limfocitai, bet ir kiti T limfocity potipiai, tokie
kaip Th17 ir T reguliaciniai (Treg) limfocitai [3,12,13]. Atsizvelgiant i tokius
duomenis galima teigti, kad Th17 tipo limfocitai ir jy iSskiriami citokinai ak-
tyviai dalyvauja skatinant uzdegiminius procesus kartu su Th2 limfocitais, o
Treg limfocitai bei jiems budingi citokinai yra reik§mingi slopinant imuninj
uzdegima [12,14,15]. Todél vertinant imuninj atsaka atopijos metu ir siekiant
patikslinti atopijos patogenezéje veikian¢iy mechanizmy pobudj, svarbu at-
kreipti démesj ne tik Th2, bet ir kitus T limfocity potipius bei jy funkcinj
aktyvuma, vertinant iSskiriamus citokinus.



Mokslininky tyrimai patvirtina, kad imuninio atsako metu vitaminas D pa-
laiko Th1/Th2 pusiausvyra, slopina Th17 limfocity atsaka ir stimuliuoja Treg
limfocity veikima, taip slopindamas imuninj uzdegima [16—-19]. VDR geno
VNP gali biiti reikSmingi vitamino D prisijungimui prie Igsteliy ir jo veikimo
organizme efektyvumui, o skirtingos GC geno variacijos gali biiti susijusios
su vitamino D susiriSimu su transportuojanciu baltymu [8,20]; tai ypac svarbu
vertinant vitamino D kiekj ir jo vaidmenj imuninio atsako reguliavime. Be
to, atlikta meta-analiz¢ atskleidé¢, kad tam tikri VDR geno polimorfizmai gali
buti susij¢ su didesniu jautrumu alerginéms ligoms [21]. Tyrimai taip pat at-
skleidé VDR ir GC geny skirtingy genetiniy variacijy sgsajas su IgE [22,23] ir
eozinofily [24,25] kiekiy kitimais atopijos metu. Atsizvelgiant i tokius tyrimy
rezultatus galima daryti prielaidg apie reikSminga VDR ir GC geny polimor-
fizmo vaidmen;j imuninio atsako reguliavime atopijos metu. Taciau duomeny,
leidzianciy vienareikSmiskai pagrjsti §ig hipotezg, nepakanka, o uzdegimo re-
guliavime dalyvaujan¢iy imuninio atsako mechanizmy rySys su vitamino D
kiekiu kraujyje bei VDR ir GC geny skirtingomis genetinémis variacijomis
néra visisSkai i8aiskintas.

Siekiant pagerinti atopiniy ligy kontrole, svarbu detaliai iSaiSkinti VDR
bei GC geny vieno nukleotido polimorfizmo reik§me¢ imuniniame atsake da-
lyvaujan¢iy komponenty raiSkai. Tai padéty detaliau suprasti atopijos vysty-
mosi eigg ir atopiniy ligy patogeneze bei nustatyti galimus atopija provokuo-
jancius veiksnius. Be to, VDR ir GC geny VNP reik§més imuniniam atsakui
atopijos metu jvertinimas galéty prisidéti individualizuojant gydyma vitami-
no D papildais ir sprendziant vis didéjancio vitamino D trikumo paplitimo
problemas.

Tikslas

Nustatyti vitamino D receptoriaus ir vitaming D suriSancio baltymo geny
polimorfizmo reik§me¢ imuniniam atsakui atopijos metu.

Uzdaviniai

1. IStirti vitamino D kiekj serganciyjy atopinémis ligomis grupéje ir paly-
ginti su kontrolinés grupés duomenimis.

2. Nustatyti vitamino D receptoriaus geno ir vitaming D suriSancio balty-
mo geno polimorfizmus ir jvertinti jy rysj su vitamino D kiekiu esant/
nesant atopijai.

3. Nustatyti imuniniy Zymeny (bendro IgE, kraujo eozinofily, T limfoci-
ty ir biidingy citokiny) kiekj atopijos metu ir jvertinti jy rysj su vita-
minu D.
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4. Tvertinti imuniniy Zymeny profilj atsizvelgiant | vitamino D recepto-
riaus bei vitaming D suriSanc¢io baltymo geny polimorfizmy variantus.

Tyrimo naujumas

Atopinéms ligoms, biidingas sudétingas imuninis atsakas, apimantis jvai-
rius T limfocity potipius ir jiems budingus citokinus [3,12]. Be to, imuninio
atsako pobudis gali buti susijgs su genetiniais ir aplinkos aspektais [6] bei
vitaminu D [7]. Daroma prielaida, kad vitamino D veikimui ir imuninio atsa-
ko raiSkai atopijos metu yra svarbus vitamino D metabolizme dalyvaujanciy
vitamino D receptoriaus ir vitaming D suriSancio baltymo geny vieno nukle-
otido polimorfizmas [8,20]. Vis délto, néra pakankamai duomeny, kad bty
galima vienareik§miSkai pagrjsti hipoteze¢ apie Siy geny polimorfizmo reiks-
m¢ imuniniam atsakui atopijos metu.

Sio tyrimo metu atliktas i§samus vitamino D receptoriaus ir vitaming D
suriSancio baltymo geny polimorfizmo tyrimas pacientams, sergantiems ato-
pinémis ligomis (AD ar AA), ir kontrolinei tiriamyjy grupei. Tai — vertin-
gas indelis siekiant suprasti genetiniy mechanizmy vaidmen; atopiniy ligy
patogenezeje, pabréziant daugialyp] vitamino D vaidmen] imuninio atsako
moduliavime. VDR ir GC geny polimorfizmo nustatymas ir reik§meés imuni-
niam atsakui jvertinimas atopijos kontekste atveria galimybes personalizuotai
medicinai. Tai gali biti naujy atopiniy ligy diagnostikos metody pagrindas ir
suteikti galimybe pritaikyti intervencijas pagal asmens genetinj profilj. Be
to, tai yra pirmasis tyrimas, analizuojantis VDR ir GC geny vieno nukleotido
polimorfizmo reik§me¢ imuniniam atsakui atopijos metu Lietuvos populiaci-
joje. Tikimasi, kad Sis tyrimas atvers naujus horizontus biisimiems $ios srities
tyrimams.

Klinikinis reik§mingumas

Tyrimo rezultatai suteikia iSsamesniy duomeny apie vitamino D vaidmenj
imuninio atsako reguliavime atopijos metu. Tai parodo, kad sergantiesiems
atopinémis ligomis yra tikslinga tirti vitamino D kiekij kraujyje ir esant po-
reikiui skirti jo papildy vartojima. Sio vitamino vartojimas kartu su kitais
imunomoduliuojanciais vaistais gali biiti reikSmingas siekiant veiksmingiau
reguliuoti imuninj uzdegima atopijos metu.

Gauti rezultatai atskleidzia reikSminga VDR ir GC geny polimorfizmo vai-
dmenj reguliuojant vitamino D kiekj. Nustatyta, kad tam tikri geny variantai
buvo susije¢ su sumazejusiu vitamino D kiekiu atopinémis ligomis sergan-
tiems asmenims, o kiti — labiau biidingi esant normaliam vitamino D kiekui.
Tokie duomenys rodo, kad skirtingi GC ir VDR geny variantai gali turéti jta-
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kos vitamino D kiekiui. Asmenims, kurie yra tam tikry geny varianty neSioto-
jai arba, prieSingai, neturi tam tikry $iy geny varianty, gali prireikti didesniy
vitamino D doziy arba daZznesnio papildy vartojimo, kad biity pasiektas tera-
pinis poveikis. Atsizvelgiant i VDR ir GC geny polimorfizma bei vitamino D
kiekj, individualiai pritaikytas vitamino D dozavimas galéty biiti naudingas
kontroliuojant atopines ligas ir prisidéti sprendziant vis didéjancio vitamino
D trukumo paplitimo problemas.

Tyrimo rezultatai suteikia naujy ziniy apie VDR ir GC geny polimorfizmo
reik§me¢ imuniniam atsakui atopijos metu. Gauti rezultatai rodo, kad geny
polimorfizmas atlieka tam tikra vaidmenj imuninio atsako pasireiSkime, to-
del gali buti naudojami kaip zymuo vertinant atopiniy ligy fenotipus, kuriy
identifikavimas svarbus parenkant individualizuota gydyma. Atlikto tyrimo
rezultatai taip pat gali prisidéti prognozuojant atopiniy ligy i§sivystymo rizi-
ka, ypatinga démesj skiriant pacienty genetiniam profiliui bei buti naudingi
siekiant optimizuoti vitamino D vartojimg ir uzdegiminio proceso kontrolg.

Autoriaus indélis

Autorius aktyviai dalyvavo visose tyrimo stadijose, pradedant mokslinés
literatiros analize ir baigiant laboratoriniais tyrimais bei gauty rezultaty api-
bendrinimu. Zemiau pateikiami autoriaus savarankiskai atlikti tyrimo etapai:

 Atlikta mokslinés literatiiros analiz¢ ir parengtas Kauno regioninio bio-
medicininiy tyrimy etikos komiteto protokolas.

+ Parengti projektiniy tyrimy projektai ir gautas finansavimas i$§ Lietuvos
sveikatos moksly universiteto Mokslo fondo.

* Analizei paruosta tiriamoji medZiaga (kraujo ir serumo meginiai), 18
kurios atlikti laboratoriniai tyrimai: t¢kmeés citometrijos metodu (T lim-
focity iSskyrimas, paruoSimas ir vertinimas), imunofermentinés ana-
lizés (ELISA) metodu (uzdegima skatinanciy ir slopinanciy citokiny
kiekio nustatymas; IgE ir vitamino D kiekio nustatymas).

+ Atlikta nustatyty geny polimorfizmy analiz¢ ir gauty rezultaty interpre-
tacija.

 Atlikta tyrimy rezultaty analiz¢ ir apibendrinimas.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Atopiniy ligy samprata, epidemiologija ir genetiniai veiksniai

Atopija — paveldétas genetinis polinkis sirgti viena ar keliomis alerginiy
reakcijy sukeliamomis ligomis, tokiomis kaip atopinis dermatitas ir alergine
astma [1]. Atopiniy ligy patogenezei biidingas rySkus nevienalytiSkumas, ku-
ris pasireiskia skirtingais fenotipais ir endotipais, apibréZianciais atskirus las-
telinius ir molekulinius patogenezés mechanizmus [11,26,27]. Paprastai dél
reakcijos j specifinj alergeng pasireiSkia imuniniy Igsteliy (limfocity, eozino-
fily, putliyjy lasteliy, dendritiniy Igsteliy, epidermio keratinocity) padidinto
jautrumo reakcijos [3,11]. Reaguojancios imunings lgstelés aktyvina organiz-
mo reakcija bei inicijuoja vietinio ir sisteminio uzdegimo procesus, kurie gali
apimti vieng ar kelis organus [3,11]. Svarbu tai, kad atopija ir jos sukeliamos
pasekmes gali buti susij¢ ne tik su imuningés sistemos aktyvumu, bet ir su mi-
tybos, fizinio, socialinio aktyvumo jprociais, emocine biukle, kasdienio gyve-
nimo ypatumais [2]. Reik§minga problema, priklausomai nuo atopinés ligos,
gali tapti tokie atopijos raiSkos padariniai kaip miego sutrikimai dél nuolati-
nio intensyvaus niez¢jimo ar sunkesnio kvépavimo, darbingumo, fizinio bei
socialinio aktyvumo sumaz¢jimas ar net psichinés biiklés pablogéjimai [2].

Europos alergijos ir klinikinés imunologijos akademijos (EAACI) nau-
jausiy tyrimy duomenimis, atopinés ligos yra dazniausios létinés ligos Eu-
ropoje ir ateityje jy paplitimas tik didés [28]. Siomis ligomis serga mazdaug
20 proc. pasaulio gyventojy [4]. Tokios atopinés ligos kaip AD yra viena la-
biausiai paplitusiy odos ligy, zinoma, kad $ia liga serga apie 15-20 proc. vai-
ky ir 1-3 proc. suaugusiyjy visame pasaulyje [29]. Europoje AD serga apie
4,4 proc. suaugusiyjy ir 18,6 proc. vaiky, 20 proc. visy atvejy sudaro sergantie-
ji vidutinio sunkumo ar sunkia ligos forma [30]. Pasaulio sveikatos organiza-
cijos (PSO) duomenimis, tokiomis atopinémis ligomis kaip astma serga apie
339 milijonai Zmoniy visame pasaulyje, kasdien dé¢l Sios ligos mirsta apie
tukstantis asmeny [31,32]. Europos Sajungos Salyse astma serga 8,2 proc. su-
augusiyjy [33]. Ypac didelis jos paplitimas pastebimas tankiai apgyvendinto-
se vietovése, iSsivysCiusios pramonés Salyse, kur fiksuojama didesné oro
tarsa [33]. D¢l didéjancio sergamumo atopinémis ligomis patiriamos nemen-
kos finansings iSlaidos. Apskaiciuota, kad dél sergamumo atopiniu dermatitu
metinés visuomengés iSlaidos visoje Europoje sudaro apie 30 milijardy eury;
15,2 milijardo eury iSleidziama dél praleisty darbo dieny ar sumazéjusio dar-
bo nasumo, 10,1 milijardo eury — tiesioginéms medicininéms iSlaidoms ir
4,7 milijardo eury — asmeninéms pacienty islaidoms [30].

Atopija yra paveldima bukle, kurios i$sivystymas — sudétingas procesas,
lemiamas tiek genetiniy, tiek aplinkos veiksniy ir jy tarpusavio sgveikos [5,6].

13



Aplinkos veiksniai, tokie kaip alergeny poveikis, oro tar§a, mityba, vitamino
D kiekis kraujyje ir Zarnyno mikrobiotos sudétis, vaidina svarby vaidmenj
atopijos vystymuisi [5,6]. Taciau negalima pamirsti, kad genetinis polinkis
yra vienas i§ esminiy predisponuojanciy elementy, o imuninio atsako regu-
liavime dalyvaujanciy geny variacijos gali biiti reikSmingos atopijos patoge-
nezgje.

Manoma, kad vitamino D trilkumas ar nepakankamumas yra susijes su
imuninio uzdegimo aktyvumu ir prisideda prie atopiniy ligy i8sivystymo [7].
Be to, genetinés variacijos, susijusios su vitamino D veikimu ir imuninio at-
sako reguliavimu, gali buti ypac¢ reikSmingos atopijos patogenezeje [8—10].
Tyrimai rodo, kad vitamino D metabolizme dalyvaujanc¢iy komponenty, tokiy
kaip vitamino D receptorius [8-9] ar vitaming D suriSancio baltymo [10],
genetinés variacijos gali atlikti reikSmingg vaidmen;j reguliuojant vitamino
D veikima. VDR genas koduoja receptoriy, atsakinga uz vitamino D pateki-
mg ] lasteles, jskaitant imunines Igsteles [9]. Vitaming D suriSantis baltymas
ir jj koduojantys genai yra atsakingi uz vitamino D transportg kraujotakoje
[10]. Vitamino D metabolizme dalyvaujanc¢iy komponenty genetinés varia-
cijos gali biiti susijusios su vitamino D kiekiu, atlieckamomis funkcijomis bei
organizmo atsaku j vitaming [8—10]. Siy geny variacijos kartu su iSoriniais
veiksniais, tokiais kaip vitamino D nepakankamumas, gali skatinti létin] uz-
degimg ir atlikti reikSmingg vaidmen]j imuninio atsako reguliavime. Tai yra
svarbiis atopines ligas predisponuojantys veiksniai, galintys daryti jtaka tiek
ligos i8sivystymui, tiek jos eigai.

1.2. Atopiniy ligy patogenezé

Atopija yra apibtidinama kaip organizmo imuninés sistemos reakcija ]
1§ aplinkos patekusj alergena, kai sukeliama jam specifiniy IgE (sIgE) kla-
sés antikiiny gamyba dél 2-o tipo imuninio atsako (1.2.1 pav.). Alergenas,
patekes | organizmg, yra suriSamas su MHC molekulémis, esan¢iomis ant
antigeng pateikianciy lasteliy (APL) pavirSiaus, ir sudaro kompleksa [1].
T limfocitai atpazing kompleksa, jungiasi prie jo ir po sgveikos su Siuo
kompleksu diferencijuojasi i skirtingus T limfocity pagalbininky (Th) poti-
pius [3]. Zinoma, kad atopijos metu biidingas aktyvus imuninis atsakas, dél
padidéjusios Th2 limfocity diferenciacijos ir jy i$skiriamy citokiny gamybos,
deél kuriy yra skatinamas alergeno sukeltas uzdegimas [34]. Th2 limfocitai ir
Ju gaminami citokinai, tokie kaip interleukinas (IL) 4, IL-5, IL-13, aktyvina
B limfocity diferenciacija j plazmines lasteles, kurios gamina sIgE prie§ tam
tikra, 1§ aplinkos patekusj, alergena, taip skatinant IgE sintez¢ ir aktyvinant
reakcija j alergeno sukelta uzdegimg [34]. IgE molekulé pavirSiuje turi Fc
fragmentg, kuriuo prisijungia prie didelio afiniSkumo FceRI receptorius,
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esant] putliyjy lasteliy, bazofily, neutrofily pavirSiuje [35]. Pakartotinai i or-
ganizma patekes alergenas kryZzmiSkai jungiasi prie kity lasteliy pavirSiuje
susidariusio IgE molekulés ir FceRI receptoriaus komplekso [35]. Kai j orga-
nizmg patekes alergenas prisijungia prie dviejy ar daugiau IgE molekuliy yra
aktyvuojamos lgstelés, prie kuriy buvo prisijungusi IgE molekulé (putliosios
lastelés, bazofilai, eozinofilai) ir sukeliama jy degranuliacija [35]. Aktyvuotos
lasteles 18skiria uZzdegima skatinan¢ius mediatorius (histaming, leukotrienus,
prostaglandinus ir kt.), kurie sukelia alergine reakcija [11]. ISskirti mediato-
riai patologiskai veikia kraujagysliy endotelj, kvépavimo taky ir virSkinamo-
jo trakto lygiuosius raumenis, sukelia lgsteliy infiltracijg imuninio uzdegimo
vietoje [35]. Imuninis atsakas ir jo metu veikiantys mechanizmai yra vieni
pagrindiniy veiksniy inicijuojant ir tegsiant alerginius atsakus atopijos metu.
Sios alerginés reakcijos gali inicijuoti atopiniy ligy i$sivystyma, tokiy kaip
atopinis dermatitas ar alerginé astma.

pirminis alergeno

patekimas T limfocitas
T
—_— -—__*_\\
(/;I:'MH(H alergenas ~iE=
S99 APL MHC ir alergeno kompleksa pristato T limfocitui
APL veikimas > |+ IL-4

pakartotinis alergeno patekimas IL-4, 113
—

i

HAimfocitas Th2 limfocitai
o
.T i ‘_/ kraujag_yslinés _
A — adhezijos molekulés
5= ; ; eotaksinas
plazminés lasteles ={ I B limfocitas T limfocitas |4
gamina specifinius IgE IL-13 Th2 limfocitai,
IL-4, 1IL-13 teozinofilai
laisvi specifiniai IgE ® ¥___"':/5/' )
jungiasi prie putliyju ¥ 1. _,,--"' Citokinai + Kraujagysliy issiplétimas
Igsteliy _". g 3 -* Histaminas » Kraujagysliy pralaidumas
@ o @; s ‘: Prostaglandinai + Raumeny susitraukimas
@ Leukotrienai * Gleiviy issiskyrimas
1..
IgE - put||os|05|Q5teI35 alergenas kryzmiskai Atopija:
jungiasi prie IgE ant Atopinis dermatitas,
putliyjy lasteliy Alerginé astma,

Alerginis rinitas

1.2.1 pav. 2-o tipo imuninis atsakas (Pagal G.W. Volcheck [35])

1.2.1. Atopinis dermatitas

Atopinis dermatitas — 1étiné pasikartojanti uzdegiminé odos liga, pasireis-
kianti rySkiu odos saus€jimu, intensyviu niezé¢jimu ir specifine iSbérimy lo-
kalizacija (kuidikiams — galiiniy tiesiamieji pavir§iai; vyresniems — galiiniy
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lenkiamieji pavirsiai) [36,37] . Tai yra nevienalyté liga, susijusi su jvairiais
imunings sistemos ir antimikrobinio barjero sutrikimais [36]. DaZniausiai AD
diagnozuojamas vaikams; nepaisant to, $i liga gali pasireiksti ir suaugusiems
[37]. Daznai AD yra pirmasis atopijos pasireiSkimas, susijes su astmos ar
(ir) alerginio rinito iSsivystymu, todé¢l AD jvardijamas kaip ,,atopinio marso*
pradzia [38,39]. Atlikti tyrimai atskleidzia, kad AD bei jo sunkumas gali buti
pagrindinis rizikos veiksnys alerginio rinito, alerginés astmos ir specifinio
Isijautrinimo alergenams pasireiSkimui; tai pabréZia epidermio barjero svarba
atopiniy ligy patogenezeje [40].

AD skirstomas j iSorinj (alerginj) ir vidinj (nealerginj) tipus [41-43]. Tarp
serganc¢iyjy AD labiausiai paplites alerginis ligos tipas (70—80 proc. sergan-
¢iyjy), jo metu kraujyje nustatomi dideli bendro IgE bei sIgE kiekiai prie§
aplinkos ir maisto alergenus [44]. Vidinio arba nealerginio AD metu gali biiti
nustatomas nepadidéjes IgE ir sIgE kiekis [44]. Sio AD tipo daznis yra apie
20-30 proc. serganciyjy AD [44]. Ankstyvo AD metu IgE sukeltas alerginis
jsijautrinimas daznai néra nustatomas i$ karto po pazeidimo, tatiau pasireis-
kia praé¢jus kelioms savaitéms ar ménesiams [44]. Tod¢l negalima atmesti,
kad su IgE nesusijusi forma gali biiti su IgE susijusios formos pereinamoji
faze [44].

Vis dé¢lto, AD patogeneze néra visiSkai aiSki. Sutrikusi odos barjero funk-
cija yra siejama su geno, kuris koduoja filagrino struktiirinj baltyma mutaci-
jomis [36]. Pastebima, kad serganciyjy odoje triiksta antimikrobiniy peptidy
lus kiekis yra svarbus palaikant odos apsaugines funkcijas [36]. Zinoma, kad
AD raiska yra susijusi su vietinio ir sisteminio imuninio atsako sutrikimu dél
epidermio barjero pazeidimo ir sutrikusios sgveikos su aplinkos bei infekci-
niais veiksniais [36]. Tai gali salygoti dirginimo arba niezulio sukeltas jbré-
zimas, dél kurio skatinamas uzdegima skatinanciy citokiny iSsiskyrimas i8§
keratinocity ir aktyvinamos imuninés Igstelés — T limfocitai [44]. Dél imuni-
niy mechanizmy veikimo inicijuojamos uzdegiminés reakcijos ir odos apsau-
giniy funkcijy susilpnéjimas [45]. Dél pazeistos odos aktyvinamos uzdegima
skatinanc¢ios imunings lastelés, epidermyje esantys keratinocitai iSskiria dide-
lius kiekius Ciobrialiaukés stromos limfopoetino (TSLP) [45]. TSLP aktyvina
dendritines lasteles arba tiesiogiai veikia odoje infiltruotus T limfocitus ir
aktyvina Th2 limfocitus bei jy i$skiriamy citokiny gamybg [46,47]. D¢l Th2
limfocity gaminamy citokiny veikimo padidéja IgE gamyba, kuri gali biiti
susijusi su ligos sunkumu [48].

AD metu uzdegimas pasireiskia iimia ir létine fazémis [42,44]. Umios fa-
z¢&s metu egzeminiai odos pazeidimai kliniskai pasireiSkia kaip stipriai niez-
tincios, eriteminés papulés [44]. Tokiu biidu, per pazeista odos barjerg, pa-
teke alergenai skatina sIgE gamybag ir aktyvina Langerhanso lgsteles, kurios
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i$skiria monocity chemotaksinj baltyma 1 ir IL-16 bei skatina Th2 limfocity
aktyvumg [49]. Umingje AD fazéje vyrauja Th2 limfocity gaminami citokinai
IL-4, IL-5 ir IL13, kurie skatina didesn¢ IgE gamyba, sukelia kraujagysliy
lasteliy adhezijos molekuliy ekspresija, o tai skatina infiltracijg eozinofiliais,
retais atvejais gali biiti stebimas bazofily ir neutrofily padidéjimas [49]. IL-4
ir IL-13 taip pat slopina antimikrobiniy peptidy indukcijg bei keratinocity
apsaugines funkcijas, taip mazindami odos atsparuma S. aureus bakterijoms
[49]. Skatinama monocity migracija | oda, aktyviis monocitai pradeda ga-
minti uzdegimg slopinancius citokinus IL-1 ir naviky nekrozés veiksnj o
(TNF-a), taip pat IL-12 ir IL-18, kurie prisideda prie Th2 limfocity slopinimo
ir peréjimo i§ Th2 vyravimo j Thl, taip sukeliant léting ligos fazg [50]. Leéti-
nés AD fazés metu dermoje aptinkami mononukleariniy Igsteliy infiltratai su
dominuojanciais makrofagais [50]. PaZeistoje odoje sumaz¢ja citokiny IL-4,
IL-5 ir IL-13 ekspresija bei padidéja Thl limfocity gaminamo interferono-y
(IFN-y) kiekis [50]. Dél IFN-y aktyvinama keratinocity apoptozé ir skatina-
mas nieztin¢io odos uzdegimo — egzemos vystymasis [50].

tikrais atvejais, sIgE nustatymu [37]. Alerginé reakcijos gali biiti vertinamos
atliekant alerginius odos méginius arba in vitro tyrimus, kuriy metu nustato-
mas sIgE kiekis kraujyje [37].

1.2.2. Alerginé astma

Astma yra létiné uzdegiminé kvépavimo sistemos liga, galinti pasireiks-
ti dusuliu, kosuliu, spaudimo jausmu kriitinéje, jvairaus laipsnio oro srauto
obstrukcija ir kvépavimo taky remodeliavimu [51,52]. Tai nevienalyté liga,
pasiZyminti skirtingais iSsivystymo mechanizmais, simptomais bei atsaku j
gydymga [53]. Siekiant detalesnio apibiidinimo, astma yra skirstoma j feno-
tipus [51,53,54]. Vienas dazniausiy astmos fenotipy yra alerginé astma, ku-
ris sudaro daugiau kaip 60 proc. astmos atvejy [51]. Siam astmos fenotipui
budingi ankstyvi simptomai, kurie daznai pasireiskia vaikystéje bei sergant
kitomis alerginémis ligomis (atopiniu dermatitu, alerginiu rinitu ir kitomis
alergijomis) [51]. Irodyta, kad alerginis rinitas yra astmos i§sivystymo rizikos
veiksnys [55,56]. Nustatyta, kad mazdaug 75 proc. serganciyjy AA pranesa
apie alerginj rinita, o sergantiems alerginiu rinitu jvertinta didesné astmos
rizika ir mazesnis kvépavimo taky reaktyvumas nei asmenims, kuriems nenu-
statytas alerginis rinitas [57]. Tyrimai rodo, kad asmenims, kuriems pasireis-
kia jsijautrinimas ziedadulkiy ar gyviny pleiskany alergenams, astmos rizika
padidéja apie 2 proc.; jei toks asmuo serga alerginiu rinitu, astmos rizika pa-
didé¢ja iki 18,8 proc. [57].
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AA patogenez¢ yra susijusi su imuninés sistemos aktyvavimu po salycio
su jkvepiamais alergenais, ypac tokiais kaip namy dulkiy erkutés, gyviiny
plaukai, pelésiai arba cheminés medziagos [58]. Po kontakto su alergenu susi-
dares IgE prisijungia prie putliyjy Igsteliy ir skatina uzdegimo mediatoriy is-
siskyrimg 18 putliyjy lasteliy, taip aktyvindamas eozinofilus, neutrofilus, T ir
B limfocitus [34]. Pasireiskus pakartotiniam alergeno patekimui j organizma,
suaktyvinami Th2 limfocitai, jy iSskiriami citokinai IL-4, IL-5, IL-9 ir IL-13,
kurie sukelia 1étin] kvépavimo taky pazeidimg [34,58]. Th2 sukeltas imuninis
atsakas salygoja AA pozymius, tokius kaip eozinofilinis uzdegimas, gleiviy
hipersekrecija, padidéjes kvépavimo taky jautrumas bei padidéjes IgE kiekis
kraujo serume [58]. Atsizvelgiant | Th2 limfocity sukelto uzdegimo laipsnj
astma galima suskirstyti ] maziausiai du skirtingus endotipus (T2 — didelis
ir T2 — mazas) [26]. Priklausomai nuo kontakto su provokuojanciais veiks-
niais — alergenu, fizinio kriivio ar gretutiniy infekciniy ligy, AA simptomy
intensyvumas gali kisti visos ligos metu [51]. Klinikiné astmos raiSka néra
pastovi, o kvépavimo funkcijos pokyciai gali pageréti ar net visiskai iSnykti,
taCiau net tada, kai dél normalios plauciy funkcijos nejauc¢iama jokiy simpto-
my, besitesiantis 1étinis uzdegimas ir padidéjes kvépavimo taky jautrumas dél
tiesioginio ar netiesioginio dirgiklio iSlieka [59].

Astma diagnozuojama atliekant standartinius plauciy funkcijos tyrimus,
tokius kaip spirometrija, kuri padeda vertinant plauciy funkcijg ir yra naudin-
gas metodas nustatant oro srauto apribojimus plau¢iuose [59]. Zinoma, kad
astmai yra buidinga kintanti plauc¢iy funkcija, todel spirogramoje gali bti ste-
bimi ne tik pakite, bet ir normaliis plauciy funkcijos rodikliai. Esant norma-
liems plauciy funkcijos rodikliams atliekamas inhaliacinis bronchy provoka-
cinis méginys, kuris yra naudingas siekiant jvertinti kvépavimo taky jautruma
[60]. Svarbu, tai, kad jtariama astmos diagnoz¢ patvirtina teigiamas provoka-
cinio tyrimo rezultatas. Tuo tarpu, alerginés astmos fenotipas patvirtinamas
jvertinus alergines reakcijas ir nustacius ligos simptomus provokuojancius
alergenus, kai atlieckami odos diirio méginiai su jkvepiamais alergenais arba
in vitro tyrimai, skirti sIgE kiekiui kraujyje nustatyti [51].

1.3. Imuninio atsako komponentai

1.3.1. 1-0 ir 2-o tipo T limfocitai

T limfocitai, iSskiriantys CD4 zymenj (CD4+), yra pagalbinés imuninés
lastelés, kuriy veikimas ypa¢ svarbus reguliuojant imuninio atsako mecha-
nizmus atopiniy ligy metu. Zinoma, kad atopinéms ligoms biidingas Th2 lim-
focity inicijuotas imuninis atsakas ir jy suaktyvinta alerginé reakcija | aplin-
kos alergenus [11]. Nuo Thl priklausantis imuninis atsakas i$ dalies slopina
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Th2 aktyvinamg uzdegimg [61]. Todé¢l atopijos metu svarbu jvertinti Th2 ir
Th1 limfocity bei jy iSskiriamy citokiny pusiausvyra. Jauny T limfocity di-
ferenciacija § Thl arba Th2 limfocitus priklauso nuo T limfocituose gami-
namo transkripcijos veiksnio T-box (T-bet) ir GATA suriSancio baltymo-3
(GATA-3) veikimo [61]. Antigenui prisijungus prie T limfocity receptoriaus,
poliarizuojantys citokinai, tokie kaip IL-4, IL-12, gauna signalg ir skatina jau-
ny T limfocity diferenciacijg ; Thl arba Th2 limfocitus, apibréZiamus pagal
Jy gaminamus citokinus [61,62] (1.3.1.1 pav.). Mokslininky paskelbti duome-
nys leidzia teigti, kad T-bet inicijuoja Thl vystymasi ir slopina Th2 Igsteliy
diferenciacijg [63].

T limfocity diferenciacijos ~ Transkripcijos T limfocity Aktyviy limfocity
aktyvatorius faktorius pagalbininky potipis  i$skiriami citokinai
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1.3.1.1 pav. T limfocity pagalbininky diferianciacija ir aktyvinimas.
(Adaptuota pagal J. J. O’Shea ir W. E. Paul [65])

Th2 limfocitai, aktyvindami uzdegiminius procesus, sintezuoja tokius in-
terleukinus kaip IL-4, IL-5, IL-13 [64,65]. Svarbu tai, kad IL-4 ir IL-13 ak-
tyvina B limfocity proliferacija, inicijuoja IgE sintezg, skatina eozinofily ir T
limfocity migracijg i uzdegiminius audinius [66]. Be to, IL-4 ir IL-13 skatina
jaunus T limfocitus diferencijuotis | Th2 limfocitus ir slopina diferenciaci-
ja 1 Thl limfocitus [66]. Th2 limfocity i$skiriamo IL-5 kiekio padidéjimas
reikSmingai prisideda prie atopijos patogenezés ir yra ypac reikSmingas nu-
statant ligos alerginj fenotipg [67]. Svarbu tai, kad IL-5 dalyvauja eozinofily
aktyvacijos procesuose bei veikia putligsias lasteles, skatindamas histamino
18siskyrima [66].

Th1 limfocity atsakas taip pat yra susij¢s su atopijos raiSkos pozymiais,
ypac létiniais [68]. Dél Thl limfocity ir jy i$skiriamy citokiny veikimo yra
skatinama epitelio lasteliy apoptoze, lygiyjy raumeny lasteliy aktyvacija, su-
sijusi su didesniu gleiviy kiekio i$siskyrimu [68]. Th1 limfocity sintezuojami
citokinai, tokie kaip IL-1, IL-2, IL-12, IL-10, TNF-a, ypa¢ IFN-y, slopina Th2
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citokiny gamyba, o Th2 sintezuojami citokinai slopina Thl iSskiriamy cito-
kiny gamybg [34,69]. Th2 ir Thl limfocity ir jiems buidingy citokiny kiekio
pusiausvyros sutrikimai gali sukelti imuninio atsako pokycius ir skatinti IgE
salygojama padidéjusj jautrumg alergenams bei aktyvy imuninj uzdegima
[34]. Nustatyta, kad sergantiesiems atopinémis ligomis budingas padidéjes
IL-4 kiekis, i8skirtas 1§ aktyviy Th2 limfocity [69]. Bei, kaip atsakas j aktyvy
uzdegima, Thl limfocituose reikSmingai sumazéjusi IFN-y gamyba [69]. Ty-
rimai in vitro parod¢, kad IFN-y slopina IL-4 sglygojamg IgE gamyba, skatin-
damas jauny T limfocity vystymasi j Th1 limfocitus [69]. Be to, tyrimai rodo,
kad atopiniy ligy, tokiy kaip AD, gydymas rekombinantiniu IFN-y pagerina
pacienty bukle [70], nors rezultatai ne visada susij¢ su IgE koncentracijos
serume sumazejimu [71].

Remiantis specifiniy citokiny gamyba ir (arba) chemokiny receptoriy
ekspresijos profiliais, neseniai nustatyti nauji T limfocity pagalbininky poti-
piai — Th17 ir Treg limfocitai [72,73]. Th17 ir Treg limfocity atradimas pa-
skatino pergalvoti Th2 limfocity atlickama vaidmen;j atopijos patogenezéje.
Skirtingas T limfocity profilis gali biiti reikSmingai susij¢s su imuninio atsako
reguliavimu ir atopiniy ligy patogeneze. TaCiau néra visisSkai aisku, kaip skir-
tingi imuniniai mechanizmai aktyvina alerginio uzdegimo kaskadg ir skatina
imunings sistemos komponenty pusiausvyros pakitimus.

1.3.2. 17-0 tipo T limfocitai

2005 m. atrastas naujas limfocity pagalbininky potipis — Th17 limfocitai,
gaminantys ir iSskiriantys citoking IL-17, pasizymintj uzdegima skatinancio-
mis savybémis [74]. Imuninio uzdegimo metu Th17 limfocitai diferencijuo-
jasi i§ jauny T limfocity, kai dél uZzdegima reguliuojanciy citokiny, tokiy kaip
transformuojantis augimo veiksnys B (TGF-B) ar IL-6, veikimo aktyvinamas
genetiSkai specifinis transkripcijos veiksnys, su retinoinés rtigsties recepto-
riais susijes receptorius yt (RORyt) [75] (1.3.1.1 pav.). Th17 limfocity dife-
renciacijos metu RORyt tiesiogiai prisijungia prie IL-17 ir skatina Th17 limfo-
city aktyvuma [76]. Taip pat nustatyta, kad Th17 padidéjimas gali biti susijes
su aktyvesniu Th2 limfocity veikimu, Th1/Th2 limfocity balanso sutrikimu
bei tokiy atopiniy ligy kaip atopinis dermatitas sunkumu [77]. Kombinuotas,
Th1/Th17 arba Th2/Th17 pusiausvyros sutrikimo sglygotas imuninis atsakas
gali papildomai paskatinti atopiniy ligy sunkuma. Be to, Looman ir moksli-
ninky grupés tyrimas su atopinémis ligomis serganciais vaikais parode, kad
alerginj isijautrinimg turinciy vaiky Th2 ir Th17 limfocity skai¢ius periferi-
niame kraujyje buvo didesnis, nei vaiky be alerginio jsijautrinimo [78]. Sun ir
bendraautoriy atliktas tyrimas atskleidé, kad Th17 limfocitai ir jy iSskiriami
citokinai iSprovokuoja astmos vystymasi ir vaidina svarby vaidmenj kvépavi-
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mo taky pertvarkoje [79]. Tokius tyrimy rezultatus papildo nustatytas reiks-
mingas rySys tarp Th2 ir Th17 limfocity gaminamy citokiny ir atopijos bei
eozinofilinio uzdegimo [15]. Atsizvelgiant ] tai galima daryti prielaida, kad
Th2 Igsteliy rySys su Th17 imuniniu atsaku gali biiti reikSmingas atopiniy ligy
patogenezeje ir biiti susij¢s su alerginio uzdegimo sunkumu. Vis délto, Zou ir
kt. iSanalizavo sgsajas tarp Th17/Treg santykio ir plauciy funkcijos rodikliy
bei astmos sunkumo ir atskleidé reikSmingg Th17 limfocity kiekio padidéji-
mo bei Th17/Treg limfocity pusiausvyros sutrikimo ry$j su astmos sunkumu,
taciau tyrimo metu sergantiesiems astma nebuvo aptiktas Th2 limfocity po-
puliacijos padidéjimas [12].

Manoma, kad Th17 limfocitai yra netiesiogiai susij¢ su neutrofilais, nes
Th17 gaminami TNF-a ir granulocity-makrofagy kolonijas stimuliuojantis
veiksnys (GM-CSF) prisideda prie neutrofily aktyvumo, jy infiltracijos au-
diniuose ir iSgyvenamumo [76,80]. Taciau Th17 limfocitai ir jy gaminami
citokinai IL-17 taip pat dalyvauja aktyvindami Th2 limfocitus ir gali biiti
reikSmingi alerginio uzdegimo metu [80]. Nustatyta, kad IL-17 skatina B 13s-
teliy diferenciacijg | IgE gaminancias plazmos Igsteles, inicijuoja kai kuriy
citokiny gamyba, tokiy kaip IL-8, TNF-a ir TSLP, bei dalyvauja nuo Th2 lim-
focity priklausanc¢io imuninio atsako reguliavime [80]. Atliktas eksperimen-
tinis tyrimas su AD sergan¢iomis pelémis parode, kad IL-17 reguliuoja Th2
tipo atsakus [81]. Tyrimo metu pastebéta, kad IL-17 suaktyvino Th2 limfocity
gaminamy IL-4 sintezg, o sumazéjusi IL-4 ir IgE koncentracija priklausé nuo
IL-17 sumaz¢jimo [81]. Kito eksperimentinio tyrimo su alerginiu rinitu ser-
gan¢iomis pelémis rezultatai parode¢, kad IL-17 veikimo slopinimas pastebi-
mai sumazino eozinofily ir neutrofily infiltracija bei Th17 ir Th2 veikimg ir
padidino Treg limfocity atsaka [82].

Zinoma, kad IL-17 $eima sudaro $esi nariai, kurie veikia per IL-17 recep-
torius [83]. Labiausiai istirtas IL-17 Seimos narys yra IL-17A [83]. IL-17A
yra svarbus neutrofily prisitraukimo j infekcijos ar uzdegimo vietas indukto-
rius, taciau atopiniy ligy kontekste pastebétas padidéjes IL-17A kiekis, o tai
rodo, kad jis atlieka svarby vaidmenj reguliuojant imuninius mechanizmus
alerginio uzdegimo metu [84]. Eksperimentinis tyrimas parodé¢, kad in vitro
Th17 limfocity pasalinimas i§ AA ir AD serganciy tiriamyjy periferinio krau-
jo buvo susijes su sumazejusiu IgE kiekiu, o rekombinantinio IL-17A pridéji-
mas — su padidéjusiu IgE kiekiu [85]. Tokie rezultatai atskleidzia potencialiai
reikSmingg Th17 limfocity ir jy gaminamy citokiny, ypac IL-17A, vaidmenj
atopiniy ligy patogenezgje.
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1.3.3. T reguliaciniai limfocitai

Imuninj atsaka aktyviai reguliuoja ir jj slopinan¢iomis savybémis pasizy-
mi nedidelé CD4+ populiacija — Treg limfocitai. Sveiko Zmogaus periferinia-
me kraujyje Treg limfocitai sudaro 5—10 proc. T limfocity populiacijos, taciau
atlieka ypac reikSminga vaidmenj imuninio atsako reguliavime [13]. Treg yra
gaminami uzkrii¢io liaukoje, vystantis T lasteléms, arba i$ periferijoje esanciy
jauny T limfocity, dél antigeno stimuliacijos veikiant TGF-f ir IL-2 [86]. I§-
skirdami uzdegima slopinancius citokinus, tokius kaip TGF-f, IL-10, IL-35,
Treg limfocitai pasizymi slopinanciu poveikiu imuninése reakcijose dalyvau-
janc¢iy T limfocity, NK lasteliy, putliyjy lasteliy, bazofily, eozinofily, antigeng
pateikianciy lasteliy veikimui [87,88]. Treg slopina per daug aktyvy imuninj
atsaka, uzdegimines reakcijas ir skatina imuning tolerancija [89]. Ypac svarbu
tai, kad Treg limfocitai gali slopinti efektoriniy Th limfocity, tokiy kaip Th2
arba Th17, proliferacijg ir aktyvacijg atopijos metu [13]. Did¢jant Th2 ir Th17
limfocity skaiciui, taip pat padidéja ir Treg limfocity kiekis, tac¢iau atopinéms
ligoms biidingas santykinis Treg trukumas, susij¢s su Th2 ir Th17 limfocity
padidéjimu [14,73,90].

Atopinés ligos yra susijusios su sutrikusia tolerancija alergenui ir padi-
déjusiu imuniniu atsaku, dalyvaujant Th2 limfocitams, tod¢l Treg limfocity
veikimas yra ypac reik§Smingas slopinant ir kontroliuojant alergeny inicijuota
imuninj atsaka [73]. Remiantis klinikiniy tyrimy rezultatais, nustatyta, kad
Treg reguliuoja autoimuninj atsakg ir vaidina svarby vaidmen;j sergant dau-
geliu alerginiy, autoimuniniy ir uzdegiminiy ligy [13,86,91]. Vis d¢lto, me-
chanizmai, kuriais Treg limfocitai kontroliuoja alerginius ir autoimuninius
atsakus, néra detaliai iSaiSkinti. IS pradziy Treg limfocitai apibudinti kaip
CD4+ T limfocity populiacija, ekspresuojanti IL-2 receptoriaus a granding ir
CDA45RB, galinti apsaugoti nuo autoimuniniy ligy i8sivystymo [92,93]. Vé-
liau, dé¢l vidubranduolinio transkripcijos veiksnio Foxp3 identifikavimo Treg
limfocitai apibudinti kaip atskiras CD4+ T limfocity pogrupis [94].

Aktyviis Treg limfocitai gamina ir i§skiria Foxp3, kuris svarbus limfocity
vystymuisi ir aktyvumui [95]. Foxp3 yra pagrindinis Treg limfocity funk-
cijos reguliatorius, jis dalyvauja reguliuojant citokino IL-10 gamybg ir taip
skatina Treg limfocity funkcinj aktyvuma [13]. Sio Zymens ekspresija Treg
limfocituose — ypac¢ reikSmingas rodiklis Treg limfocity vertinimui. Foxp3
nustatymas padeda identifikuoti aktyvius Treg limfocitus ir atskirti juos nuo
kity T limfocity populiacijy. Nustatyta, kad Foxp3 trikumas yra susijes su
padidéjusiu IgE ir kraujo eozinofily kiekiu bei atopijos vystymusi, jskai-
tant AD, AA [73,90]. Aktyvios alerginés reakcijos ir jy i$sivystymas gali
atsirasti del sutrikusios Treg funkcijos dél Foxp3 ekspresijos sumaz¢jimo
[73,90,96]. Zhu ir mokslininky grupé atlikto tyrimo rezultatai parodé, kad
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CD4+CD25+Foxp3+ Treg limfocity proc. CD4+ limfocity populiacijoje ir
Foxp3 ekspresija buvo reikSmingai mazesné astma sergantiems vaikams nei
kontrolinés grupés tiriamiesiems [96]. Tai parodo, kad vertinant atopines ligas
svarbu atsizvelgti ne tik | Treg limfocity skaiciy, bet ir j funkcinius lasteliy
rodiklius. Chen su bendraautoriais atliktas tyrimas atskleidé, kad sergantiems
vidutinio sunkumo ir sunkia astma yra pakitgs Th2/Treg lasteliy santykis,
nors serganciyjy Treg limfocity proliferacinis aktyvumas ir jy kiekis buvo
mazesnis nei sveiky asmeny, taciau serganciyjy Treg Iastelés ekspresavo dau-
giau Foxp3 [97]. Tokie duomenys atskleidzia, kad ligy patogenezéje svarbus
ne tik Treg limfocity kiekis, bet ir funkcinio aktyvumo sutrikimas.

Atradus Th17 limfocitus, ypa¢ reikSmingas tapo Th17 ir Treg limfocity
santykis. Jprastai Treg ir Th17 limfocitai kontroliuoja vienas kito dauginimasi,
kad islaikyty pusiausvyra (1.3.3.1 pav.) [76]. Zinoma, kad TGF-p atlicka dvi-
gubg vaidmenj diferencijuojant Siuos du T limfocity pogrupius [76]. Jaunuose
T limfocituose skatindamas Foxp3 ekspresija, TGF-P aktyvina Treg limfocity
vystymasi. Tac¢iau dél IL-6 veikimo Treg gamyba slopinama ir skatinamas
IL-23R ir RORyt veikimas, taip skatinant jauny T limfocity vystymasi j Th17
limfocitus [76]. Vis délto, TGF-B, skatindamas Foxp3 ekspresija, slopinda-
mas IL-23R ir RORyt veikimg, neigiamai reguliuoja Th17 lasteliy diferen-
ciacijg [76]. Toks, vienas nuo kito priklausomas Th17/Treg diferenciacijos
reguliavimas yra ypac svarbus imuninés homeostazés palaikymui ir alerginio
uzdegimo reguliavimui. Mokslininky gauti duomenys rodo, kad atopiniy ligy
progresavimui Th17/Treg limfocity pusiausvyros sutrikimas gali biiti reiks-
mingesnis nei Th1/Th2 limfocity pusiausvyra [12]. Nustatyta, kad Treg/Th17
pusiausvyros sutrikimas dél santykinio Treg limfocity truikumo ar funkcijos
sutrikimo gali buiti susij¢s su atopiniy ligy vystymosi mechanizmais [89,98].
Tokie rezultatai atskleidzia, kad kontroliuojant atopines ligas turéty biiti atsi-
zvelgta ne tik  Th1/Th2 pusiausvyros sutrikima, bet ir § Th17/Treg limfocity
reguliavima.
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1.3.3.1 pav. Treg ir Thl7 limfocity vystymosi mechanizmas ir pusiausvyros
reguliavimas (Adaptuota pagal Fasching P. ir kiti [76]).

Treg limfocitai i$sivysto i$ nesubrendusiy T limfocity pagalbininky, kai dél transformuojan-
¢io augimo veiksnio B (TGF-p) signalizacijos aktyvuojamas transkripcijos veiksnys Foxp3,
kuris yra pagrindinis veiksnys aktyviy Treg limfocity vystymuisi. Aktyvis Treg isskiria to-
kius citokinus kaip IL-10, IL-35 ir jy tolimesnei aktyvacjai svarby TGF-f. Tac¢iau TGF-
kartu su IL-6 yra atsakingi uz Th17 limfocity vystymasi i§ nesubrendusiy T limfocity pagal-
bininky: IL-6 kartu su TGF-B aktyvina retinoinés riigsties receptoriaus variantg yt (RORyt),
kuris yra pagrindinis Th17 lasteliy vystymosi ir funkcijos reguliatorius. Taigi, TGF-p daly-
vauja inicijuojant abiejy Siy T limfocity subtipy gamyba, taiau Foxp3 slopina RORyt akty-
vuma, o Th17 limfocity vystymuisi svarbus IL-6 slopina Foxp3 aktyvumg ir Treg gamyba,
todél $iy limfocity diferenciacija ir funkcija yra glaudZziai susijusios ir gali biti tarpusavyje

konkurencingos.

1.3.4. UZdegima skatinantys ir slopinantys citokinai

Atopijos metu pasireiSkia aktyvus imuninis atsakas, susijes su Th2 lim-
focity vystymusi ir jy iSskiriamais citokinais, tokiais kaip IL-4, IL-5, IL-13,
kurie kartu su Th17 limfocity gaminamu citokinu IL-17 skatina imuninj uz-
degimg [11]. Iprastai yra palaikoma pusiausvyra tarp uzdegimg skatinanciy
ir uzdegimg slopinanciy citokiny: Thl i$skiriami, uzdegima slopinantys ci-
tokinai slopina Th2 aktyvuma, o Th2 citokinai IL-4, IL-5, IL-13, skatinantys
uzdegimines reakcijas, dalyvauja slopinant Thl iSskiriamy citokiny gamyba
[66]. Be to, Treg limfocitai i$skiria uZzdegima slopinancius citokinus, tokius
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kaip TGF-, IL-10 ir IL-35, reikSmingus slopinant adaptyvy ir jgimtg imuni-
nj atsaka [99-101]. Taciau atopijos metu $iy citokiny pusiausvyra sutrinka.
Atopijos metu biidingas santykinis Treg ir Th1 gaminamy citokiny trukumas,
susijes su Th2 ir Th17 limfocity ir jy iSskiriamy citokiny padidéjimu (1.3.4.1
pav.).

Nesubrendes Nesubrendes
) . o T limfocitas T limfocitas
Tregir Th17 gammamq_cnokmq CD4+ CD4+ Th1 ir Th2 gaminamy citokiny
pusiausvyros sutrikimas y < pusiausvyros sutrikimas

Th1

[
IFN-y IL-12

1.3.4.1 pav. Uzdegimq skatinanciy ir uzdegimg slopinanciy citokiny
pusiausvyra atopijos metu. (Adaptuota pagal Akdis C.A. ir kiti [66],
Calzada D. ir kiti [99], Cayrol C. ir kiti [130])

Atopija pasizymi padidéjusiu Th2, Th17 limfocity ir sumazéjusiu Treg limfocity kiekiu bei
funkciniu aktyvumu. Sumazéjus Treg ir Th1 limfocity iSskiriamy uzdegimga slopinanciy cito-
kiny (TGF-B, IL-10, IL-35, IFN-y, IL-12) kiekiui, padidéja Th2 ir Th17 gaminamy uzdegima
skatinan¢iy citokiny (IL-5, IL-4, IL-13, IL-17) kiekis ir jsivyrauja jy pusiausvyros sutriki-
mas. Uzdegimo skatinime svarby vaidmen;j atlieka IL-33, kuris prisideda aktyvinant Th2
limfocity veikimg, skatindamas jgimty limfoidiniy Iasteliy (ILC) aktyvuma.

Uzdegimg slopinantis citokinas TGF-B yra Treg limfocity gaminamas
citokinas, kurio pagrindiné funkcija imuningje sistemoje yra palaikyti tole-
rancija reguliuojant limfocity proliferacijg, diferenciacijg ir iSgyvenamuma
[102]. TGF-B kontroliuoja uzdegimines reakcijas, regulivodamas chemotak-
s, limfocity aktyvacija, NK lasteliy, dendritiniy lasteliy, makrofagy, putliyjy
lasteliy ir granuliocity veikima [102]. Naujausi tyrimai rodo, kad TGF-f gali
slopinti atopiniy ligy vystymasi, skatindamas Treg limfocity diferenciacija
ir slopindamas IL-17 gamyba Th17 limfocituose, mazindamas B limfoci-
ty aktyvumg ir IgE gamybg bei slopindamas putliyjy lasteliy degranuliaci-
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ja [103,104]. Svarbu tai, kad dideli IL-10 ir TGF- kiekiai, kuriuos isskiria
Treg limfocitai, slopina IgE gamyba, taciau tuo pat metu aktyvinama IgG4 ir
IgA gamyba B limfocituose [105]. Zinoma, kad Zmogaus organizme ekspre-
suojamos trys TGF-B izoformos: TGF-f1, TGF-B2 ir TGF-B3 [103]. Taciau
TGF-B1 yra labiausiai paplitusi TGF-f izoforma, specifiskai ekspresuojama
Treg limfocituose [103]. TGF-B1 yra susij¢s su jgimto imuninio atsako imu-
niniy Igsteliy (makrofagy, dendritiniy lgsteliy) raiskos bei adaptyvaus imuni-
nio atsako komponenty (T ir B limfocity) funkcijos reguliavimu [103]. Moks-
liniy tyrimy duomenys rodo, kad TGF-B1 reikSmingai dalyvauja slopinant
imuninj uzdegima ir yra susijes su atopiniy ligy sunkumu [106—-108]. Be to,
TGF-B1 kiekio padidéjimas serume gali biiti susijes su padidéjusia oro srauto
obstrukcija bei susilpnéjusiu eozinofiliniu uzdegimu [106]. Vis délto, tyrimy
rezultatai prieStaringi, ne visi duomenys rodo reikSmingus TGF-B1 koncent-
racijos serume skirtumus tarp serganciyjy atopinémis ligomis ir sveiky tiria-
myjy [109].

Kitas Treg limfocity gaminamas citokinas IL-35 yra naujas heterodimeri-
niy citokiny IL-12 Seimos narys. Tai citokinas, sudarytas i§ dviejy skirtingy
subvienety: Epstein-Barr viruso sukelto geno 3 — EBI3 ir IL-12 subvieneto
[110]. Nuo kity Seimos nariy Sis citokinas skiriasi tuo, kad yra grieztai ver-
tinamas kaip imuninj uZdegimg slopinantis citokinas, kurio didZiausius kie-
kius gamina Treg limfocitai [110]. Eksperimentiniy tyrimy metu su pelémis,
ivedus plazmide, kuri padidina IL-35 gamyba rezultatai atskleidé¢, kad IL-35
citokino veikimas gali buti susijes su mazesniu kvépavimo taky uzdegimu
[111]. Pastebeta, kad dél IL-35 veikimo sumazéja eozinofilijos, neutrofilijos,
IgE ir IL-4 kiekiai [111]. Manoma, kad IL-35 dalyvauja aktyvinant IL-10
veikimg ir gali buti reikSmingai susij¢s su imuninio uzdegimo slopinimu bei
lengvesne atopiniy ligy eiga [112]. Atlikti tyrimai rodo, kad IL-35 tiesiogiai
slopina Th17 lIgsteliy diferenciacijg, sumazindamas IL-17 ir RORyt gamyba,
reguliuojantis Th17 Igsteliy diferenciacijg [113,114]. Tyrimy duomenys rodo,
kad sergantiesiems atopinémis ligomis nustatomas reik§mingai maZzesnis IL-
35 lygis nei sveikiems asmenims [115] bei patvirtina, kad Sis citokinas reiks-
mingai prisideda kontroliuojant imuninj atsakg ir alerginio uzdegimo reakci-
jas [116].

Atlikti mokslininky tyrimai parodé, kad Treg limfocity funkcijos slopinant
alerginj uzdegima priklauso nuo jy gebéjimo sukelti IL-10 gamybag T limfo-
cituose [117]. IL-10 gamina daugybé lasteliy tipy, iskaitant ir Treg limfocitus
[117]. Tai — citokinas, pasiZymintis geb¢jimu reguliuoti pusiausvyrg tarp Th
limfocity pogrupiy ir moduliuoti 1gsteliy, dalyvaujanciy alerginése reakcijo-
se (putliyjy lasteliy, Th2 limfocity, eozinofily), aktyvuma [118-120]. Be to,
IL-10 gali veikti kaip bendras inhibitorius slopinant uzdegima; svarbu, kad
IL-10 slopina IFN-y gamybg Th1 limfocituose, taip uztikrindamas grjztamajj
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neigiama rysj ir skatindamas didesnj IFN-y iSsiskyrimg, kuris reikSmingai
prisideda reguliuojant Th1/Th2 limfocity pusiausvyra [121]. Taciau tikslus
IL-10 veikimas atopijos metu yra prieStaringas: vienuose tyrimuose nustaty-
tas IL-10 padidéjimas atopijos metu, kituose — sumazéjimas [122—124]. At-
likti tyrimai rodo, kad IL-10 tiesiogiai slopina Th2 limfocitus bei dalyvauja
kontroliuojant pusiausvyrg tarp Th17 ir Treg limfocity [125,126]. Taciau taip
pat buvo pranesta, kad IL-10 veikimas néra reikSmingas kontroliuojant eozi-
nofilinj uzdegima ir net gali buti susij¢s su alergeny sukelto kvépavimo taky
reaktyvumo padidéjimu [127,128]. Naujausi tyrimai rodo, kad IL-10 gali
skatinti putliyjy lasteliy aktyvacija ir taip inicijuoti IgE gamyba bei alerginj
uzdegima [129]. Tikétina, kad Th2 limfocity inicijuotg uzdegima skatinantis
citokinas IL-33 taip pat yra susij¢s su didesniu IL-10 aktyvumu, o IL-10 pa-
didéjimas gali aktyvinti IL-13, slopinti TNF-a gamybg bei reguliuoti putliyjy
lasteliy aktyvuma ir degranuliacija, taip aktyvindamas IL-33 receptoriy ST2
ir skatindamas tolimesnj IL-33 iSsiskyrima [129]. Taigi, tokie duomenys at-
skleidzia IL-10, ST2 receptoriaus ir IL-33 kaskados veikimg bei prieStaringai
vertinamg IL-10 vaidmenj skatinant imuninj uzdegimg atopijos metu.
Citokinas IL-33 gali atlikti tiesioginj poveikj Th limfocity profilio kiti-
mams ir taip prisidéti prie imuninio uzdegimo skatinimo [130] (1.3.4.1. pav.).
Tai — IL-1 Seimos narys, skirtingai nuo kity Seimos nariy, veikiamas aplin-
kos veiksniy. IL-33 ekspresuojamas ne kraujodaros, bet epitelio lastelése
(keratinocituose epidermyje, plauciy epitelio lastelése ir kt.) ir fibroblastuo-
se [131,132]. Sis citokinas paprastai randamas lastelés branduolyje ir veikia
kaip transkripcijos veiksnys [131,133]. Lasteliy branduoliuose esantis 1L-33,
skatindamas chromatino kondensacija, slopina geny ekspresija [134]. Be to,
branduolinio IL-33 sulaikymas yra pagrindinis jo ekstralgstelinio aktyvumo
reguliatorius, uzkertantis kelig nekontroliuojamam jo iSsiskyrimui uz lastelés
riby [132]. IL-33 funkcija priklauso nuo prisijungimo prie receptoriaus ST2
[135], kurio izoformos randamos jgimtose ir adaptyviose imuninése lgstelése,
iskaitant putligsias Igsteles, eozinofilus, bazofilus, Th2 limfocitus, limfoidi-
nes lasteles, dendritines lgsteles, NK lgsteles ir keratinocitus [131,136—-138].
IL-33, prisijjunges prie ST2 receptoriaus, gali moduliuoti jvairiy tipy imu-
ninés sistemos lasteles, ypa¢ 2 tipo jgimtas limfoidines lasteles [130], taip
aktyvindamas jgimtg imuninj atsakg ir inicijuodamas su Th2 limfocitais su-
sijusias reakcijas (1.3.4.1 pav.). Nustatyta, kad uzdegiminé aplinka paZzeista-
me audinyje yra susijusi su IL-33 biologiniu aktyvumu [131]. IL-33 pasyviai
iSsiskiria i§ nekrozuojanciy lasteliy ir veikia kaip pavojaus signalas, sukel-
damas daugybe biologiniy padariniy, nukreipty pasalinti grésme ir atstatyti
homeostaze¢ [131]. Taip pat IL-33 skatina eozinofily infiltracijg audiniuose ir
yra siejamas su alergeny sukeltu kvépavimo taky uzdegimu bei padidéjusiu
kvépavimo taky jautrumu [135,139]. Be to, moksliniy tyrimy su pelémis
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rezultatai parode, kad per didelé IL-33 ekspresija lemia spontaniska atopinio
dermatito, atopinio keratokonjunktyvito vystymasi [140], tode¢l Sio citokino
vaidmuo gali biiti ypac reikSmingas atopiniy ligy vystymuisi.

1.4. Vitaminas D

1.4.1. Vitamino D apykaita

Vitamino D apykaita yra kompleksinis procesas, kuris prasideda, kai }
Zmogaus organizma vitaminas D patenka su maistu, per zarnyng arba veikiant
saulés ultravioletinei spinduliuotei (UV), per odg [141]. Pagrindiniai vitami-
no D metabolitai yra cholekalciferolis (D3), gaunamas su gyviininés kilmés
maistu ir dél saulés ultravioletinés spinduliuotés poveikio, bei ergokalciferolis
(D2), 1 organizma patenkantis su negyviininés kilmés maistu [ 141]. Vitaminas
D per oda patenka j kraujotaka, kai susidares 7-dehidrocholesterolio (7-DHC)
del saulés spinduliuotés poveikio virsta previtaminu D, o sekan¢iame etape —
vitamino D forma D3 [141]. Su maistu gautas vitaminas D absorbuojamas
zarnyno sienelése ir per limfing sistema patenka ] kraujotaka [141]. Vitami-
no D metabolitai kraujyje prisijungia prie vitaming D perneSanciy baltymy,
ypac prie GC baltymo [141]. Sveiko Zmogaus organizme mazdaug 0,03 proc.
25(OH)D yra laisvoje formoje; 85 proc. yra prisijunge prie GC baltymo ir
15 proc. — prie albumino [142]. Vitamino D metabolitai, prisijunge prie GC
baltymo, yra pernesami i kepenis, kur paverc¢iami 25(OH)D [141]. Vitami-
no D apykaitos kelyje 25(OH)D, patekes j kraujotaka, vél susijungia su GC
baltymu ir yra nugabenamas j inkstus, kur virsta aktyvia vitamino D forma
1,25(0OH)2D, o GC yra suskaidomas lasteliy lizosomose [141]. Sia reakcija
kontroliuoja parathormonas (PTH), kalcis, fosfatas, kalcitoninas ir fibroblasty
augima reguliuojantis veiksnys 23 (FGF23) bei pats vitaminas D [143—-145].
Vitamino D metabolizmo metu kepenyse susidariusi aktyvi vitamino D forma
prisiriSa prie Igstelése esancio VDR [146]. Susijungus su vitaminu D, VDR
tampa aktyvuoto DNR surisancio transkripcijos veiksnio ligandu, kuris su-
kuria aktyvy signalo perdavimo kompleksa. Toks kompleksas sudaro vitami-
no D ir VDR heterodimera, kuris prisijungia prie retinoidinio X receptoriaus
(RXR) [146]. Susidares kompleksas patenka j Iastelés branduolj ir prisijungia
prie vitamino D atsako elemento (VDRE) DNR regiony geno promotoriuje
bei veikia kaip transkripcijos veiksnys, reguliuodamas tam tikry geny trans-
kripcijg [146]. Priklausomai nuo stimuliuojanciy ar slopinanciy veiksniy, Sis
kompleksas gali veikti kaip nuo ligandy priklausomas aktyvatorius arba geny
transkripcijos slopintojas [146]. Taip VDR gali prisidéti kontroliuojant geny
raiSka ir vitamino D biologinj atsakg (1.4.1.1 pav.).
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1.4.1.1 pav. Vitamino D apykaitos schema

(Adaptuota pagal Awasthi R. ir kiti [146])
Vitaminas D j organizma patenka per oda (kaip vitaminas Ds, kuris sintezuojamas i§ 7-dehi-
drocholesterolio (7-DHC) veikiant UV spinduliams) arba su maistu (vitaminas D). Vitami-
nas D patekes j krauja prisijungia prie vitaming D perneSanéiy baltymy, ypac prie vitaming
D surisancio baltymo (GC) ir perneSamas | kepenis. Toliau vyksta neaktyviy vitamino D
metabolity aktyvinimas: kepenyse i 25(OH)D, inkstuose j 1,25(OH).D. Susidariusi aktyvi
vitamino D forma patenka j organizmo lgsteles dél juose esancio vitamino D receptariaus
(VDR) ir taip gali dalyvauti organizme vykstanciuose procesuose.

Veikiant 25-hidroksivitamino D-24-hidroksilazés fermentui susidariu-
sios vitamino D formos — tiek 25(OH)D, tiek 1,25(OH)2D, yra suardomos
1 biologiSkai neaktyvig, vandenyje tirpstancig kalcitrioning riigSt; [141].
1,25(OH)2D veikimas yra greitas ir reguliuojamas pagal organizmo porei-
kius, taciau jo gyvavimo trukmé labai trumpa. 1,25(OH)2D pusinés elimina-
cijos laikas yra apie 4—6 valandos [147]. 25(OH)D kraujyje cirkuliuoja ilgiau,
jo pusinés eliminacijos laikas yra apie 2—3 savaités [147]. D¢l ilgesnés gyva-
vimo trukmés, siekiant jvertinti vitamino D atsargas organizme, rekomenduo-
jama tirti 25(OH)D koncentracija kraujyje [147]. Svarbu tai, kad Sio vitamino
D metabolito kiekis reikSmingai priklauso nuo jo jsisavinimo lgstelése [148].

1.4.2. Vitamino D trikumas

Rekomendacijose pateikiamas skirtingas vitamino D trikumo ribinis api-
brézimas. Atsizvelgdami | metaboliniy kauly ligy rizika, JAV medicinos ins-
titutas (IOM) priemé sprendima, kad 25(OH)D verté serume maziau 12 ng/ml
laikoma vitamino D trikumu, 12-20 ng/ml laikoma vitamino D nepakan-
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kamumu, o > 20 ng/ml — pakankamu vitamino D kiekiu [149]. Taciau at-
sizvelgdami | su amZiumi didéjantj cirkuliuojanc¢io PTH kiekj, Tarptautiné
endokrinology draugija nustaté kitokias vitamino D sumaz¢jimo ribas, kai vi-
tamino D triikumas apibiidinamas tuomet, jei kraujyje nustatytas jo kiekis yra
mazesnis nei 20 ng/ml (< 50 nmol/l), nepakankamumas — kai nustatytas vi-
tamino D kiekis kraujyje 20-30 ng/ml (50—75 nmol/l), normalus vitamino D
kiekis kraujyje yra 30—50 ng/ml (75—-125 nmol/l) [150-153]. Nepaisant skir-
tumy, visose gairése pasiektas sutarimas, kad 25(OH)D kiekio serume verte,
mazesné nei 10-12 ng/ml (25-30 nmol/l), turéty biiti vengiama bet kokio
amziaus asmenims. Turéty buti siekiama, kad tiek vaikams, tiek suaugusiems
25(OH)D kiekis kraujo serume bty > 30 ng/ml.

Nors saulés poveikis ir mityba yra vieni i$ svarbiausiy priezastiniy veiks-
niy vitamino D gamybai ir jo normalaus kiekio palaikymui organizme, taciau
net saulétose, geografiskai palankiose bei besivystanciose Salyse vitamino D
trikumas yra daznas atvejis [154]. Rizikos veiksniai, lemiantys vitamino D
truakuma, gali biti tokie kaip geografiné vietové, kurioje yra maziau saulés
spinduliuotés, sezonas, oro tarSa, mitybos jprociai [155]. Mazas vitamino D
kiekis organizme gali biti susij¢ su laiko, praleidziamo patalpose, poky¢iais ir
apsaugos nuo saulés naudojimu [155]. Be to, geny sgveika su aplinkos veiks-
niais, tokiais kaip saulés spinduliai, mityba arba VDR ir GC geny saveika su
kitais genais, dalyvaujanciais vitamino D metabolizme, gali atlikti papildoma
vaidmenj, ypac¢ sergant atopinémis ligomis. Nepaisant to, kad mokslininky
tyrimai atskleidzia vis daugiau detalios informacijos apie vitaming D ir jo
veikimo mechanizmus, naujausi duomenys rodo, kad pasaulyje vitamino D
trikumas islieka paplites [154]. Tikétina, kad ypa¢ daznai nustatomas vita-
mino D trukumas prisideda prie jvairiy pasaulyje paplitusiy ligy, taip pat ir
atopijos, nastos.

1.4.3. Vitaminas D ir imunitetas

Gerai zinoma, kad vitaminas D yra svarbus palaikant kalcio ir fosforo ho-
meostaze, taip pat biitinas skeleto formavimosi periodu, palaikant normalig
kauly ir mineraliniy medziagy apykaita bei skeleto tvirtumg [156]. Taciau
vitamino D poveikis Zzmogaus organizmui yra gerokai platesnis, o mokslinin-
ky tyrimai atskleidé reikSmingg vitamino D vaidmen] reguliuojant imuninj
atsaka ir slopinant uzdegimg [157]. Pastebéta, kad vitaminas D yra svarbus
specifinio imuninio atsako moduliatorius ir gali dalyvauti reguliuojant su T
limfocitais susijusj imuninj atsakg (1.4.3.1 pav.). Manoma, kad §is vitaminas
atlieka svary vaidmen;] atopiniy ligy patogenezéje, o jo trikumas gali biiti
susijes su AD ir AA paplitimu [157]. Tod¢l pastaruoju metu iSaugo susidome-
jimas vitamino D vaidmeniu atopiniy ligy patogenezéje.
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1.4.3.1 pav. Vitamino D vaidmuo imuninio atsako reguliavime.
(Adaptuota pagal Martens PJ ir kiti [157])

Veikdamas per VDR, esant] jvairiose imuninése lastelése, jskaitant B ir T
limfocitus, dendritines Igsteles, makrofagus [158,159], vitaminas D dalyvauja
reguliuojant atsakg j alergeno sukeltus uzdegiminius procesus [160]. Tyrimai
rodo, kad vitaminas D veikia mazindamas MHC II klasés molekuliy ekspre-
sija ir slopindamas dendritiniy lasteliy diferenciacijg ir brendima, iSsaugant
nesubrendusiy Igsteliy fenotipg [161]. Vitaminas D sumazina receptoriy eks-
presija dendritinése lastelése ir prisideda prie jy metabolizmo reguliavimo
[162,163]. Svarbu tai, kad veikdamas dendritines lgsteles vitaminas D mazina
vietinj ir sisteminj uzdegima, slopindamas uzdegima skatinanciy citokiny is-
siskyrima 1§ T limfocity [7,18,164]. Tyrimai rodo, kad vitaminas D slopina T
limfocity pagalbininky proliferacijg ir susijusiy citokiny (IL-12, IFN-y, IL-6,
IL-8, TNF-a ir IL-9) bei Th17 ir Th22 limfocity gaminamy citokiny iSsky-
rimg, bet atvirksciai — padidina Th2 limfocity sintezuojamy citokiny atsakg
[165]. Vis délto, tiesioginis poveikis Th2 limfocitams néra visiSkai aiSkus.
Tyrimy duomenys rodo, kad sumazéjes vitamino D kiekis skatina IL-5 bei
IL-6 ir IL-8 citokiny, kurie reikSmingai dalyvauja aktyvinant imuninj uzdegi-
ma, sekrecija [166]. Be to, vitamino D papildy vartojimas gali biiti susijes su
Th17 limfocity blokavimu [16]. Mokslininky tyrimai taip pat atskleidé¢, kad
Sis vitaminas gali tiesiogiai reguliuoti Th limfocity aktyvuma, slopindamas
citokiny IFN-y, IL-17, IL-21 ir IL-22 gamyba bei aktyvindamas Foxp3 ir
IL-10 i8skyrimg i§ Treg limfocity [17,167]. Nustatyta, kad vitaminas D slo-
pina efektorinius T limfocitus, o jo trilkumas gali biiti susijes su aktyviu imu-
niniu uzdegimu d¢l sutrikusios Th17 ir Treg limfocity pusiausvyros esant
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santykiniam Th17 limfocity kiekio padidéjimui [168]. Aktyvus vitaminas D
slopina uzdegima skatinanciy citokiny, tokiy kaip IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-8 ir
IL-12, i8skyrimg monocituose [169—171]. Taip pat vitaminas D dalyvauja re-
guliuojant ne tik T limfocity aktyvuma, bet ir humoralinio imuniteto kompo-
nentus [172]. Nustatyta, kad vitaminas D slopina putliyjy lasteliy veikla, taip
slopindamas stromos lgsteliy veikimg ir sumazindamas IgE gamybg B limfo-
cituose [172]. Tuo pat metu stromos Igstelés prisideda aktyvinant vitaming D,
kuris toliau slopina IgE sukelto uzdegimo mediatoriy iSsiskyrimg [172]. Be
to, kai sumaz¢ja vitamino D kiekis, stromos lgstelés yra reaktyvesnés [172].
Tyrimy duomenys atskleidzia, kad sumazéjes vitamino D kiekis yra susij¢s
su padidéjusiu eozinofily kiekiu kraujyje [173,174] bei IgE kiekiu serume
[175-178] astmos ir atopiniy ligy metu. Sis vitaminas gali reikimingai da-
lyvauti reguliuojant eozinofily, IgE kiekj. Vitaminas D sumazina eozinofily
nekroze ir, atitinkamai, antrinj citotoksiniy granuliy i$siskyrima i§ eozinofily
audiniuose, taip slopindamas eozinofily aktyvuma [179]. Be to, epidemiolo-
giniy tyrimy duomenys atskleidé, kad vitamino D trukumas buvo susij¢s su
padidéjusiu IgE kiekiu astma sergantiems vaikams [180]. Mokslininky atlikti
tyrimai atskleidé Th2 limfocity sintezuojamy citokiny ir IgE kiekiy kitimo
priklausomybe nuo vitamino D kiekio [7]. Remiantis tyrimy su pelémis duo-
menimis, rodanc¢iais veiksmingg vitamino D poveik] IgE, eozinofily kiekiui
ir Th2 limfocity aktyvumui, buvo pasiilyta, kad alergeny specifiné imuno-
terapija gali biti veiksmingesné gydant vitamino D papildais [169]. Nors ne
visi atlikti tyrimai parodé reikSmingg rys§j tarp vitamino D ir imuninio atsako
mechanizmy, tokiy kaip IgE ir eozinofily kiekis [181,182], taciau pateikti
literatiiros duomenys atskleidZia svarby vitamino D vaidmenj reguliuojant
imuninés sistemos atsakg atopijos metu. Imuninio atsako rySys su vitaminu
D néra visiskai isaiSkintas ir néra tiksliai Zinoma, kaip vitaminas D veikia
atskirus imuninius mechanizmus, susijusius su atopiniy ligy vystymusi, todél
reikia atlikti daugiau tyrimy, kurie galéty pagrjsti Siuos teiginius.

Vitaminas D, moduliuvodamas jvairius imuninio atsako mechanizmus
[157], iskaitant alerginio uzdegimo reguliavima, gali biiti susijes su lengves-
ne atopiniy ligy eiga. Be to, ilgalaikis maZzas vitamino D kiekis yra susijes su
padidéjusia uzdegiminiy plauciy ligy rizika [183]. Manoma, kad vitaminas
D slopina nespecifiniy imuniniy lasteliy diferenciacija, migracija ir citokiny
gamyba atopijos metu [184]. Keleto tyrimy metu buvo istirtas rySys tarp vi-
tamino D trukumo ir astmos paiimejimy bei atskleista, kad mazas vitamino
D kiekis serume yra reikSmingai susijes su sunkesne ligos eiga, padidéjusiu
kvépavimo taky uzdegimu, susilpnéjusia plauciy funkcija [183,185]. Ekspe-
rimentiniai tyrimai su gyviinais parodé imunomoduliacinj vitamino D ir VDR
poveikj slopinant Th2 sukeltg plau¢iy uzdegima [186]. Australijos mokslinin-
ky tyrimas atskleidé, kad mazas vitamino D kiekis 6 mety amziaus vaikams
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buvo susijes su padidéjusia alergija ir astma 14 mety amzZiaus laikotarpiu, o
25(OH)D koncentracija serume abiejy amziaus grupiy vaikams buvo neigia-
mai susijusi su tuo paciu metu pasireiSkianciais alerginiais fenotipais [187].
Skerspjiivio tyrimas, kuriame dalyvavo 100 astma serganciy vaiky, atskleidé
neigiamg koreliacijg tarp 25(OH)D ir IgE kiekio tiriamyjy kraujo serume bei
odos diirio testy skaiciaus dé¢l jsijautrinimo jkvepiamiems alergenams, plau-
¢iy funkcijos ir jkvepiamyjy ar geriamyjy kortikosteroidy vartojimo [188].
Norvegijos mokslininkams atlikus atsitiktinés imties stebéjimo tyrima, tru-
kusj 11 mety, ir jvertinus rysj tarp 25(OH)D kiekio serume ir alerginio rinito
daznio suaugusiesiems, gauti rezultatai atskleidé reikSmingg rysj tarp nusta-
tyto sumazgjusio vitamino D kiekio ir padidéjusios alerginio rinito rizikos
[189].

In vitro ir in vivo tyrimai su gyvinais parodé¢, kad vitaminas D dalyvauja
AD patogenezg¢je ir gali prisidéti prie AD etiologijos, gerindamas epidermio
barjera bei didindamas filagrino ekspresija, aktyvindamas jgimta imunitetg
pries S. aureus bakterijas ir sumazindamas Th2 limfocity inicijuotg imuni-
nj uzdegimg [190,191]. Laboratoriniai tyrimai parodé¢, kad vitaminas D sti-
muliuoja antibakteriniy peptidy (katelicidino, Zmogaus p-defenzino), kurie
yra atsakingi uz odos infekcijy prevencija, ekspresija bei baltymy (filagrino
ir kt.), kurie yra biitini odos raginio sluoksnio barjero susidarymui, sinteze
[192]. Ypac svarbu tai, kad vitaminas D mazina uzdegiminj atsakg timioje
atopinio dermatito faz¢je, slopindamas IL-4 gamybg ir dalyvaudamas didi-
nant antimikrobiniy peptidy kiekj [193] bei létinés fazés metu slopindamas
Thl limfocity dauginimasi ir mazindamas [FN-y i§skyrima [191]. Dalis ty-
rimy rezultaty rodo reikSmingas sasajas tarp vitamino D kiekio kraujyje ir
atopiniy ligy sunkumo [194-198]. Neigiamg vitamino D trikumo poveikj
atopijos metu patvirtina Italijos mokslininky skerspjiivio analizés duomenys,
atskleidziantys reikSmingg vitamino D kiekio skirtumg tarp pacienty, ser-
ganciy AD, ir sveiky tiriamyjy, vis délto reikSmingy skirtumy tarp pacienty,
serganCiy AA bei rinitu, ir sveiky tiriamyjy rasta nebuvo, taciau vitamino D
lygis kraujyje apskritai buvo mazZesnis sergantiesiems atopinémis ligomis nei
kontrolinéje grup¢je [197]. Turkijos mokslininky studija taip pat atskleide
reikSmingg rysj tarp mazo vitamino D kiekio kraujyje ir AD bei ligos sun-
kumo [198]. Tyrimai atskleidzia, kad mazesnis vitamino D kiekis kraujyje
nustatytas sergant sunkios formos AD, nei pacientams sergantiems lengvu
ar vidutinio sunkumo AD [195,198]. Vitamino D truikumas AD metu taip pat
yra susijes su padidéjusiu jautrumu Staphylococcus aureus it M. Furfur su-
keliamoms infekcijoms [195]. Nustatyta, kad asociacijos tarp vitamino D ir
AD sunkumo gali biiti reikSmingai susijusios su jsijautrinimu maisto ar spe-
cifiniams alergenams [196,199]. Vis délto yra tyrimy, kuriuose reikSmingas
rySys tarp vitamino D ir AD nenustatytas [200—202].

33



Vitamino D papildy vartojimas gali biiti susij¢s su lengvesne atopiniy ligy
eiga [203], taciau atlikty tyrimy rezultatai prieStaringi [204,205]. Vis délto
Amerikos tyréjy atlikto tyrimo rezultatai parodé, kad vitamino D papildai
yra susij¢ su imuninio atsako moduliavimu atopijos metu [193]. Tyrimo metu
serganCiyjy AD serume buvo nustatyti didesni Th1 ir Th2 gaminamy citoki-
ny (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y) kiekiai, iSskyrus TNF-a, nei sveikiems tiriamie-
siems, kurie sudaré kontroling grupe [193]. Be to, sergantiesiems AD taip pat
nustatytas vitamino D triilkumas ir paskirtas 3 ménesiy laikotarpio vitamino
D papildy vartojimo kursas [193]. Idomu tai, kad po vitamino D vartojimo
nustatytas zenklus vitamino D kiekio kraujyje padidéjimas bei padidéjusiy ci-
tokiny kiekiy sumaz¢jimas, be to, nustatyta reikSminga atvirkstiné koreliacija
tarp vitamino D kiekio ir SCORAD indekso [193]. Be to, tyrimo su kiidikiais,
serganciais AD, metu nustatytas reikSmingas rySys tarp mazo vitamino D kie-
kio ir padidéjusiy IL-4, IL-1717A, IL-22 citokiny kiekio tiriamyjy kraujyje,
taip pat atskleistas reikSmingas rySys tarp SCORAD indekso ir IL-17A, bet
ne IL-4 [206]. Tokie rezultatai atskleidzia vitamino D vaidmenj ir jo papildy
vartojimo reikSmg¢ atopijos patogenezeje.

1.5. Vieno nukleotido polimorfizmas

Vieno nukleotido polimorfizmas — VNP (angl. Single nucleotide poly-
morphism — SNP) — tai vieno nukleotido skirtumas tikslinéje DNR sekoje.
Tai — genetiné variacija, leidzianti aptikti pavieniy nukleotidy skirtumus tarp
homologiniy DNR seky alelinése vieno geno formose [207,208]. Pavieniy
nukleotidy polimorfizmy nustatymas suteikia galimybe identifikuoti Zinomo
geno alternatyvias alelines ar genotipines formas [207]. VNP laikomas viena
labiausiai paplitusia genomo variacija [209-211]. Zmogaus genome yra maz-
daug 35 000 geny ir bet kurie du organizmo genomai gali skirtis apie 0,1 proc.
[212]. Zmogaus genoma sudaro 3,2 bilijony nukleotidy ir apie 3,5 milijony
VNP varianty, tai reiskia, kad vienas nukleotidas gali skirtis kas 1250 nukleo-
tidy baziy pory [213]. Specifiniy VNP nustatymas gali biiti naudingas rodiklis
diagnozuojant ligas ir vertinant jy rizikos veiksnius.

Kiekvienas zmogaus genomg sudaranciy polimorfiniy lokusy variantas
gali turéti jvairiy poveikiy, iskaitant tam tikry geny israiSkos pokycius, jy
funkcionalumg ir sgveika su kitais biologiniais procesais organizme. Atlikti
tyrimai parodeé, jog vitamino D apykaitoje veikianc¢iy VDR ir GC geny VNP
gali atlikti reikSminga vaidmen; reguliuojant vitamino D kiekj organizme
[214-218] bei biiti susij¢ su alerginémis reakcijomis [219-221], iskaitant to-
kias atopines ligas kaip AD ir AA.
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1.5.1. Vitamino D receptoriaus geno polimorfizmas

VDR yra branduoliuose esantis baltymas, kuris veikia kaip lastelinis
signalizavimo elementas ir atlieka svary vaidmen; aktyvios vitamino D for-
mos (kalcitriolio) prisijungimo prie lasteliy metu bei regulivojant vitamino
D biologinj aktyvumga organizme. Sis receptorius aptinkamas jvairiose kiino
lastelése, jskaitant kauly, raumeny, imuninés sistemos lgsteles, tokias kaip
neutrofilai, putliosios Igstelés, makrofagai, aktyviis T ir B limfocitai, taip pat
igimtos limfoidinés lastelés [222,223]. Toks platus VDR iSsidéstymas imu-
ninése lastelése parodo jo galimg svarbg imuniniy mechanizmy reguliavime.
Nustatyta, kad dél sumazéjusio vitamino D kiekio organizme lastelése pa-
didéja VDR ekspresija ir tai gali biiti susij¢ su uzdegimo vystymusi [224].
Taciau yra priesStaringy duomeny, rodanciy, kad mazas vitamino D kiekis yra
susijes sumazesniu VDR aktyvumu ir alerginiu uzdegimu [225]. Vis délto, ti-
kétina, kad vitaminas D, sgveikaudamas su VDR, gali dalyvauti moduliuojant
imuning pusiausvyrg ir reguliuojant alerginio uZdegimo mechanizmus [226].

Vitamino D receptoriy koduoja VDR genas, esantis 12q13.11 chromosomy
srityse bei sudarytas i§ astuoniy introny ir devyniy egzony [227]. VDR geno
seka yra polimorfiska, joje nustatyta daugiau nei 100 polimorfizmy [228]. Sis
genas turi daugiau nei 900 aleliniy varianty [215], kurie gali biiti reikSmingai
susij¢ su vitamino D funkcija ir dalyvauti reguliuojant vitamino D kiekj or-
ganizme. Labiausiai iSanalizuoti VDR geno VNP yra FokI (rs2228570), Bsml
(rs1544410), Apal (rs7975232) ir Tagl (rs731236). Sie polimorfizmai alter-
natyviai pavadinti atitinkamy restrikcijos fermenty, naudojamy restrikcijos
fragmenty ilgio polimorfizmy analizei, vardu [229]. Tokie VDR VNP kaip
rs7975232 ir rs1544410 aptinkami astuntajame VDR geno introne [21,228]
(1.5.1.1 pav.). Tuo tarpu rs2228570 ir rs731236 VNP randami atitinkamai
antrajame ir devintame VDR geno egzonuose [21,228] (1.5.1.1 pav.). Poli-
morfizmai rs7975232, rs1544410 yra susij¢ su sumazéjusiu mRNR stabilumu
ir mazesniu ekspresijos lygiu, o rs2228570 ir rs731236 gali turéti reikSmés
baltymo susijungimui ar net struktiirai [21]. Literatiroje pateikiama mazai
duomeny apie kitus VDR geno polimorfizmus, tokius kaip rs3847987 ar
rs11168293. Vis délto, yra duomeny rodanciy, kad rs3847987 yra reikSmin-
gai susijes su vitamino D trikumu [230]. Negalima atmesti galimybés, kad
maziau i$tyrinéti VDR geno polimorfizmai néra reik§Smingi vitamino D poky-
¢iams ir neatlieka svarbaus vaidmens atopijos patogenezeje.
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Promotoriaus regionas Kodavimo regionas

5 1 213 456 —7H8 -9 —— —3
Fokl Bsml Apal Taql
rs2228570 rs1544410 rs7975232 rs731236

1.5.1.1 pav. Vitamino D receptoriaus geno vieno nukleotido polimorfizmai.
(Adaptuota pagal Wjst M. [228])

Nustatyta, kad VDR reguliuvodamas T limfocity funkcinj aktyvuma gali
dalyvauti slopinant T limfocity dauginimasi [231] bei prisidéti reguliuojant
uzdegima slopinanciy citokiny, tokiy kaip IL-2 [231,232] ir IFN-y [233],
gamybg; be to, dalyvauti slopinant Th17 iSskiriamy citokiny IL-17 ir IL-21
aktyvumg [234]. Manoma, kad VDR aktyvavimas yra susij¢s su Thl ir Th17
susilpnéjusiu atsaku, pereinant prie aktyvesnio prieSuzdegiminio atsako, kai
padidéja T reguliaciniy limfocity kiekis [231]. Be to, nustatyta, kad VDR
yra susijes su mazesniu citotoksiniy T limfocity aktyvumu [234]. Tyrimai su
pelémis atskleide, kad dél vitamino D veikimo suaktyvintas VDR gali biiti
reikSmingai susijes su padidéjusia Foxp3 ir IL-10 gamyba Treg limfocituo-
se [235,236]. Be to, padidéjes IgE kiekis ir eozinofilinis uzdegimas atopijos
metu gali biiti susij¢ su mazesniu vitamino D kiekiu [173], kurj gali salygoti
VDR veikimas. Mokslininky rezultatai leidzia teigti, kad vitaminas D, veik-
damas per VDR, prailgina eozinofily gyvavimo trukme ir padidina membra-
niniy receptoriy, kurie slopina jy apoptoze, ekspresija [24]. Be to, eksperi-
mentiniy tyrimy metu nustatytas reikSmingas rySys tarp VDR ir IgE kiekio,
kai AA sergan¢ioms peléms pasalinus VDR, serume buvo nustatytas didesnis
IgE kiekis, nei laukinio tipo peléms su VDR [23]. D¢l vitamino D trikumo
ir silpnesnio VDR signalo gali buti skatinama B limfocity diferenciacija ir
proliferacija, aktyvinama IgE bei IL-13 gamyba [237].

Tam tikri VDR geno variantai gali biiti reikSmingai susije su atopiniy ligy,
tokiy kaip AD ar AA sunkumu [9] bei rizika [8,220,238,239]. Atlikta me-
ta-analizé atskleidé, kad VDR geno VNP rs7975232, rs1544410 ir rs731236
tam tikrose populiacijose yra susij¢ su didesniu jautrumu alerginéms ligoms
[21]. Be to, kita atlikta meta-analizé parodé reikSmingas sasajas tarp VDR

astma [21].

HipotetiSkai, atopijos metu nustatomas mazas vitamino D kiekis gali biiti
susijes su VDR geno polimorfizmu [180,224,236-238]. PavyzdZziui, Taivano
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ir Mongolijos mokslininkai nustate, kad mazesné nei 40 ng/ml vitamino D
koncentracija plazmoje ir VDR geno VNP rs2228570 buvo reikSmingai su-
sije su astma [8]. Be to, nustatytos sasajos tarp rs2228570 bei rs3847987 ir
sumazéjusio vitamino D kiekio [5, 230]. Nors keli tyrimai su astma ir atopija
atskleidé, kad kai kurie VDR genotipai yra susij¢ su astma, bet ne su vitamino
D kiekiu [226,239,243].

1.5.2. Vitaming D suriSancio baltymo geno polimorfizmas

Vitaming D suriSantis baltymas, taip pat zinomas kaip GC, VDBP arba
GC-globulinas, dalyvauja kraujotakoje perneSant vitamino D metabolitus
[244,245]. Tai yra 52-59 kDa molekulinés masés a2-globulinas, kuris pri-
klauso suriSanciy baltymy (albumino, alfa-fetoproteino, alfa-albumino/afa-
mino) albuminy supersSeimai, kurie yra susij¢ su riebaly riig§¢iy arba hormony
transportavimu [244]. Sj baltyma gamina dauguma audiniy, tadiau pagrindi-
nis jo Saltinis yra kepenyse [142,244,246]. GC baltymo kiekio reguliavime
gali reikSmingai dalyvauti gliukokortikoidai ir uzdegima skatinantys citoki-
nai, bet ne pats vitaminas D [142]. Zinoma, kad GC baltymo gamyba padidi-
na estrogenas [247], todel padidéjes jo kiekis kraujyje stebimas néStumo metu
[248] ar vartojant geriamuosius kontraceptikus [249].

GC baltymas turi vieng jungimosi vietg visiems vitamino D metabolitams
ir pasizymi dideliu afinitetu 250HD ir 1,25(0OH)2D, todél atlieka reikSmingg
vaidmen;j vitamino D apykaitoje, pernesdamas 1,25(OH)2D3 ir 25-hidrok-
sivitaming D ir reguliuodamas vitamino D metabolity patekimg j audinius
ir Igsteles, kur Sie jungiasi su VDR [244]. D¢l salyginai didelés Sio baltymo
koncentracijos plazmoje (0,3—0,5 mg/ml) beveik visos aktyvaus vitamino
D formos, cirkuliuojancios kraujyje, yra prisijungusios prie GC [245]. Apie
0,04 proc. Sio baltymo kraujyje randama laisvos formos, o jo pusinés elimina-
cijos laikas yra apie 15 dieny [245]. Tyrimai rodo, kad GC baltymas yra ne tik
vitamino D metabolity nesiklis, bet taip pat dalyvauja uzdegiminiy procesy
reguliavime [142,250]. Zinoma, kad GC taip pat jungiasi prie riebaly riigi¢iy
ir aktino monomery, dalyvauja leukocity proteoglikany ir komplemento C5
sistemos aktyvavime, atlikdamas imunines funkcijas, nepriklausancias nuo
vitamino D transportavimo [246].

Tyrimy duomenys rodo, kad GC baltymas gali bti tiesiogiai susijes su su
vitamino D kiekiu [7,250]. Ta¢iau dalis tyrimy atskleidzia prieSingus rezulta-
tus: nustatyta, jog padidéjes GC baltymo kiekis yra susijes su vitamino D trii-
kumu [185,251]. Vis délto, GC baltymas gali reik§mingai dalyvauti imuninés
sistemos reguliavime, ribodamas vitamino D sgveika su imuninés sistemos
komponentais, tokiais kaip monocitai ar dendritinés lastelés, ir taip slopinti
VDR signalizacija lastelése [148,252] bei kontroliuoti vitamino D metabo-
lity patekimg j limfocitus [253]. Atsizvelgiant i moksliniy tyrimy duomenis
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galima teigti, kad GC geno ir kity vitamino D metabolizme dalyvaujanciy
geny skirtingi genetiniai variantai gali biiti susije su vitamino D koncentraci-
jos serume reguliavimu [254-256]. Todél svarbu atkreipti démesj ne tik i §io
baltymo kiekj kraujyje, bet ir 1 jo genetinius polimorfizmus, kurie gali biiti
susije su GC baltymo kiekio reguliavimu.

GC yra polimorfiskiausias zinomas baltymas, kurj koduoja GC genas. GC
genas randamas 4q12-q13 chromosomos srityje, tai 35 kb ilgio genas, su-
darytas 1§ 13 egzony, koduojanciy 474 aminortigstis [142,244,246]. Labiau-
siai iStyrinéti GC geno polimorfizmai yra rs7041 ir rs4588, esantys GC geno
vienuoliktame egzone [257]. Tyrimy duomenys atskleidzia, kad Siame gene
nustatomi skirtingi polomorfizmai gali biiti reikSmingai susije¢ su baltymo sta-
bilumu ir funkcinémis savybémis [142,246]. Skirtingi GC geno genetiniai
variantai gali turéti jtakos baltymo geb¢jimui suristi vitaming D ir jj trans-
portuoti | lasteles [257]. Powe ir kt. atliktas tyrimas su juodaodziais ameri-
kieciais atskleidé reikSmingas sasajas tarp GC geno VNP rs7041 alelio T ir
sumazgjusio GC baltymo bei vitamino D kiekio [256]. Taip pat pastebéta, kad
skirtingi GC geno variantai gali biiti susij¢ su individualiu gebéjimu jsisavinti
vitaming D, o tam tikri geno polimorfizmai gali biiti susij¢ su didesnémis ar
mazesnémis vitamino D koncentracijomis kraujyje [257]. Pavyzdziui, Per-
na ir bendraautoriy atliktame tyrime nustatyta neigiama koreliacija tarp tam
tikry GC geno polimorfizmy aleliy (rs4588 (C > A), 152282679 (A > C) arba
rs1155563 (T > C)) ir vitamino D kiekio, reik§mingi skirtumai dazniausiai
nustatyti vasaros laikotarpiu [255]. Tokie rezultatai rodo, kad genetiniai skir-
tumai gali biiti susij¢ su vitamino D kiekio svyravimais ir atsaku j saulés
poveikj [255]. Pastebéta, kad tam tikri GC geno variantai yra reikSmingai su-
sije su vitamino D kiekiu skirtingose etninése grupése, tokiose kaip Kuveito
arabai ir Piety Azijos gyventojai [258]. Vokietijos mokslininky atlikto tyri-
mo metu nustatytas reikSmingas rySys tarp GC geno polimorfizmy rs222040,
rs7041 ir vitamino D bei IgE kiekio sergant astma [22], atskleidziant GC geno
VNP vaidmen] imuniniy mechanizmy reguliavime. Tokie duomenys rodo,
kad GC geno polimorfizmai gali biti reikSmingi alergeny sukelto uzdegi-
mo metu ir atlikti svary vaidmenj atopiniy ligy patogenezeje. Vis délto, ne
visi GC geno polimorfizmai yra iS§samiai iSanalizuoti. Mokslininkai pateikia
duomeny jrodanciy, kad GC geno VNP rs3733359 yra reikSmingai susij¢s
su plauciy infekcijomis [259], tac¢iau neaiskus §io polimorfizmo rysys su vi-
tamino D kiekiu ir atopinémis ligomis, taip pat néra aiSkus kity GC geno
polimorfizmy vaidmuo.

Taigi, vitaminas D ir jo metabolizme svarby vaidmen; atliekanc¢iy VDR
bei GC geny jvairis polimorfizmai gali buti reikSmingi reguliuojant imuninio
atsako komponenty raiska atopijos metu.
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2. METODAI

Tyrimas vykdytas 2020-2024 m. Lietuvos sveikatos moksly universite-
to (LSMU) Medicinos akademijos (MA) Imunologijos ir alergologijos kli-
nikoje, gavus Regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimag
Nr. BE-2-74 (1 priedas ir 2 priedas).

Dalis tyrimo duomeny buvo surinkti vykdant tarptautinj projekta ,,Vitami-
no D ir jo receptoriy geny polimorfizmy palyginamasis tyrimas tarp Lietu-
vos, Latvijos ir Taivano vaiky ir suaugusiyjy, serganciy atopiniu dermatitu ir
astma‘“. Buvo gauti uzsienio partneriy sutikimai naudotis Lietuvos mokslinin-
ky surinktais projekto duomenimis (3 priedas ir 4 priedas).

Atlikta tyrima i§ dalies finansavo Lietuvos sveikatos moksly universiteto
Mokslo fondas ir Lietuvos mokslo taryba (projekto reg. Nr. P-LLT-20-4).

Pirmame tyrimo etape visiems tiriamiesiems nustatytas vitamino D kiekis,
vitamino D receptoriaus geno ir vitaming D suriSanc¢io baltymo geno poli-
morfizmai bei bendro IgE ir eozinofily kiekis kraujyje.

Antrame tyrimo etape, parinkus statistinius metodus ir suformavus pro-
porcingas grupes, daliai tiriamyjy jvertintas imuninio atsako zymeny kiekis
(T limfocity ir jiems biidingy citokiny profilis).

2.1. Tyrimo imtis

Serganciy atopinémis ligomis grupe sudaré 185 pacientai, sergantys len-
gvu ar vidutinio sunkumo atopiniu dermatitu bei lengva ar vidutinio sunkumo
alergine astma, kurie 2020 m. rugséjo — 2023 m. balandzio mén. laikotar-
piu buvo tirti ir konsultuoti LSMU ligoninés Kauno kliniky Imunologijos
ir alergologijos klinikoje. AD diagnozé nustatyta vadovaujantis Hanifino ir
Rajkos kriterijais [260], kai ligos sunkumas jvertintas naudojant SCORAD
(angl. SCORing Atopic Dermatitis) indeksa. AA sergantys asmenys buvo
diagnozuojami ir klasifikuojami pagal Pasaulinés astmos iniciatyvos (GINA,
angl. Global Initiative for Asthma) rekomendacijas [261]. Isijautrinimas aler-
genams nustatytas pagal EAACI rekomendacijas [262]. Kontroling grupe
sudare 81 sveikas asmuo, kurie nebuvo jsijautring alergenams, nesergantys
atopinémis ligomis ar kitomis ligomis, kurios gali paveikti tyrimo rezultatus.

Bendrieji jtraukimo kriterijai:

* vyresni nei 18 mety asmenys,

* maziausiai tris ménesius nevartojantys vitamino D papildy,

* nesergantys imingés ar létinés kvépavimo taky ligos (iSskyrus astma),

* nesergantys sisteminés autoimuninés ar piktybinémis ligomis.

Papildomi jtraukimo kriterijai kontrolinei grupei:

» Néra pasireiskianciy alergijos simptomy.
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Bendrieji atmetimo kriterijai:

* jaunesni nei 18 mety asmenys,

» gydymas alergeny imunoterapija,

* neésStumas.

Visi asmenys, sutike¢ dalyvauti, buvo supazindinti su mokslinio tyrimo
protokolu ir pasirasé informuoto asmens forma.

2.2. Méginiy rinkimas ir saugojimas

Meéginiai tyrimams i$ tiriamyjy surinkti atliekant venos punkcija. Bendro
kraujo vertinimui bei VDR ir GC geny vieno nukleotido polimorfizmui nu-
statyti kraujas buvo surinktas ] mégintuvéelius su antikoaguliantu kalio eti-
leno-diamino-tetra-acto riigS§timi (K2EDTA), mégintuvéliai genetiniy tyrimy
atlikimui buvo uzsaldyti —80 °C temperatiiroje iki tyrimo atlikimo. Méginiai
uzdegima skatinanciy ir slopinanciy citokiny vertinimui bei bendrojo IgE ir
vitamino D kiekio kraujyje nustatymui buvo surinkti ] mégintuvélius be prie-
dy, kurie buvo centrifuguojami 3500 aps./min. grei¢iu 10 min., o serumas
atskirtas ir uzSaldytas —80 °C temperatiiroje iki laboratoriniy tyrimy atlikimo.
T limfocity profilio analizei tiriamyjy kraujas surinktas j mégintuvélius su
licio heparinu be gelio, tyrimai atlikti i§ surinkto kraujo méginiy, neSaldant.

2.3. Periferinio kraujo vertinimas

Bendras kraujo tyrimas ir atskiry leukocity populiacijy vertinimas atliktas
automatiniu hematologiniu analizatoriumi UniCel® DxH 800 Coulter® Cel-
lular Analysis System (Beckman Coulter, Majamis, JAV) LSMU Ligoninés
Kauno kliniky Laboratorinés medicinos klinikoje.

2.4. Vitamino D ir bendro IgE koncentracijos serume vertinimas

Vitamino D kiekis tiriamyjy kraujyje nustatytas iSmatavus 25(OH)D kon-
centracija serume imunofermentinés analizés — ELISA (angl. enzyme linked
immunosorbent assay) metodu pagal standartizuota gamintojo metodika,
naudojant komercinius reagenty rinkinius (BioVendor, Brno, Cekija). Anali-
z¢s tikslumo kintamumo koeficientai tyrimo metu buvo 20 proc. Tyrimo jau-
trumas 2,81 ng/ml. Remiantis gamintojo rekomendacijomis, Tarptautinés endo-
krinology draugijos gairémis [152,263] ir literatiiros Saltiniais [151,153,264],
duomeny analiz¢ buvo atlikta atsizvelgiant ] vitamino D kiekj: trilkumas
< 20 ng/ml (< 50 nmol/l), nepakankamumas 20-30 ng/ml (50—75 nmol/l),
normalus 30-50 ng/ml (75—125 nmol/l).

Bendro IgE kiekio serume matavimai buvo atlikti ELISA metodu, nau-
dojant komercinj rinkinj (IBL International, Hamburgas, Vokietija). Analizés
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tikslumo kintamumo koeficientai tyrimo metu buvo 4,1 proc. Tyrimo jautru-
mas 0,8 kU/l. Bendro IgE koncentracijos kraujo serume padidéjimas suaugu-
siems tiriamiesiems apibréZtas, jei gauti rezultatai vir§ijo gamintojo nurody-
tas ribas — 100 ITU/ml [265].

2.5. Geny vieno nukleotido polimorfizmo nustatymas

VDR ir GC geny vieno nukleotido polimorfizmo analizei i$ tiriamyjy peri-
ferinio kraujo buvo i§skirta DNR. DNR i$skyrimas atliktas naudojant QIAamp
DNR kraujo mini rinkinj (Qiagen, Hildenas, Vokietija), vadovaujantis gamin-
tojo pateiktomis instrukcijomis. Naudojant TagMan vieno nukleotidy geno-
tipavimo tyrimo zondus (Thermo Fisher Scientific, San Diegas, JAV) buvo
iSanalizuoti Sesi pavieniy nukleotidy polimorfizmai VDR gene (rs7975232,
rs1544410, rs731236, 1s3847987, rs2228570, rs11168293) ir keturi GC gene
(rs4588, 157041, rs4725, rs3733359). Vadovaujantis gamintojo pateiktomis
metodinémis instrukcijomis, tyrimai atlikti LSMU, Medicinos akademijos,
Genetikos ir molekulinés medicinos klinikoje.

2.6. UZdegimg skatinanciy ir uZdegima slopinanciy citokiny vertinimas

IL-5, IFN-y, IL-17A, IL-10, TGF-B1, IL-35 ir IL-33 matavimai serume at-
likti ELISA metodu, naudojant komercinius rinkinius (Elabscience Biotech-
nology Inc., Hiustonas, JAV) su Euroimmun Analyzer [ (Liubekas, Vokietija).

IL-5, IFN-y, IL-17A, IL-10, TGF-B1, IL-35 ir IL-33 matavimai atlikti nau-
dojant ELISA rinkinius, sudarytus i§ ploksteliy su 96 Sulin¢liais, padengtais
specifiniais antikiinais prie$ atitinkamus Zmogaus antikiinus. Antriniai anti-
kiinai buvo Zyméti biotinu, o konjugatas — streptavidinas-HRP.

Pries tyrimg uzSaldyti méginiai atSildyti kambario temperattiroje ir nucen-
trifuguoti, kad bty pasalintos nuosédos. Rinkiniy reagentai susSildyti kam-
bario temperatiiroje ir paruosti pagal gamintojo rekomendacijas. TGF-B1
méginiuose paprastai biina neaktyvios formos, todél pries tyrima buvo akty-
vuotas naudojant rinkinyje esanc¢ius aktyvacijos reagentus (1M HCl ir 1,2M
NaOH/0,5 M HEPES).

Tyrimy matavimy jautrumas buvo: IL-5 — 9,38 ng/ml, IFN-y — 9,38 ng/ml,
IL-17A — 18,75 ng/ml, IL-10 — 0,94 ng/ml, TGF-B1 — 0,1 ng/ml, IL-35 —
9,38 ng/ml, IL-33 — 9,38 ng/ml. Reakcijos intensyvumas matuotas spektrofo-
tometriskai, kai bangos ilgis buvo 450 nm + 2 nm. Analizés tikslumo kinta-
mumo koeficientai tyrimo metu buvo < 10 proc. TGF-B1 kiekis serume buvo
matuojamas ng/ml, kiti citokinai buvo matuojami pg/ml.
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2.7. Imuniniy lasteliy — T limfocity potipiy analizé

I mégintuvélius su licio heparinu, be gelio buvo paimtas periferinis krau-
jas. Siekiant uztikrinti lasteliy gyvybingumga i§ periferinio kraujo, nedelsiant
buvo isskiriamos mononuklearinés lgstelés. ISskyrus mononuklearines 13s-
teles, atliktas Th1, Th2, Th17 ir Treg limfocity paruoSimas analizei t€kmés
citometrijos metodu.

2.7.1. Mononukleariniy lasteliy i§skyrimas i$ periferinio kraujo

Th1, Th2, Th17 limfocity jvertinimui buvo i8skirtos periferinio kraujo mo-
nonuklearinés lgstelés (PBMC). Periferinis kraujas buvo praskiedziamas su
fiziologiniu tirpalu tirpalu lygiomis dalimis (2 ml kraujo su 2 ml fiziologinio
tirpalo). ] 50 ml Falcon tipo mégintuvélius (Thermo Fisher Scientific™, Ma-
saciusetsas, JAV) po 4 ml. buvo iSpilstomas auksto tankio gradientas (Ficoll
Paque™; Amersham Biosciences AB, Upsala, Svedija), o ant gradiento pavir-
Siaus Svelniai uzpilamas periferinis kraujas, lygiomis dalimis praskiestas su
fiziologiniu tirpalu.

Paruostas méginys buvo centrifuguojamas 400 x g greiciu, 20 °C, 15 min.,
nenaudojant centrifugos stabdymo. Po centrifugavimo susidargs virSutinis
frakcionuotas sluoksnis, kuriame i$sidésté mononuklearinés Igstelés, Svelniai
atskirtas surenkant sterilia pastero pipete ir vengiant susidariusiy sluoksniy
susimaiSymo. Surinktas PBMC sluoksnis buvo perkeliamas | sterily centri-
fuginj mégintuvelj, siekiant pasalinti trombocitus ir tankio gradiento liku-
Cius, atliktas lgsteliy plovimas. Plovimo metu surinktos lgstelés suspenduotos
2-3 ml fosfatinio buferio drusky tirpale (PBS, BD Biosciences, San Diegas,
JAV) ir centrifuguotos 100 x g, 20 °C, 10 min. Po centrifugavimo susida-
res supernatantas buvo pasalinamas, o lastelés pakartotinai suspenduotos
2-3 ml lasteliy auginimo terpéje RPMI 1640 compleet (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Masaciusetsas, JAV) ir atliktas pakartotinis centrifugavimas
100 x g, 20 °C, 10 min. Po centrifugavimo supernatantas buvo pasalinamas.
Sviesiniu mikroskopu suskaiéiuotas lasteliy kiekis suspensijoje, tiriamuosius
meéginius sudaré apie 1x10°ml Iasteliy.

Treg limfocity vertinimui PBMC i8tirtos naudojant hipotononj lizavimo
tirpalag (BD FASCS Lysing Solution, BD Biosciences, San Diegas, JAV), kai
lizés metu pasalinti eritrocitai. 100 ul periferinio kraujo buvo sumaisyta su
1 ml lizavimo tirpalo ir laikoma kambario temperatiiroje tamsoje 10—15 min.,
kol aiSkiai matoma eritrocity liz¢.
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2.7.2. T limfocity paruoSimas

Meéginio paruoSimas Thl, Th2, Th17 limfocity nustatymui schematiskai
pavaizduotas 2.7.2.1 paveiksle. Aktyvus T limfocity potipiai nustatyti pagal
ju gaminamus specifinius citokinus, todél buvo svarbus tinkamas Igsteliy
populiacijy aktyvavimas. Siekiant sukelti dominancio citokino gamyba, i$
periferinio kraujo i$skirtos mononuklearinés Igstelés buvo stimuliuotos nau-
dojant T Igsteliy aktyvacijos kokteilj su jonomicinu ir baltymy i$skyrima i§
lasteliy slopinanciu GolgiPlug reagentu (Leukocyte Activetion Cocktail, with
BD GolgiPluG™, BD Biosciences, San Diegas, JAV). Lasteliy suspensija
buvo uZpilama 1 ml lasteliy augimo terpés RPMI 1640 compleet, sumaiSy-
tos su karS¢iu aktyvuotu jauc€io serumo albuminu (BSA) ir streptomicinu
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Masaciusetsas, JAV) bei pridéjus 2 pl leu-
kocity aktyvacijos reagento inkubuojama 37 °C, 4 val. Taip buvo aktyvuoja-
ma specifiniy citokiny gamyba ir jy kaupimasis limfocituose, sustabdant jy
patekimg ] aplinka d¢l baltymy iSsiskyrima 18 Igsteliy slopinancio reagento
veikimo. Po inkubacijos su lasteliy aktyvacijos reagentu, atliktas plovimas:
lastelés buvo nucentrifuguojamos 250 x g greiciu, 20 °C, 10 min., susida-
res supernatantas nupiltas, 1astelés suspenduotos 2 ml lgsteliy augimo terpés
RPMI 1640 compleet ir nucentrifuguotos 250 x g greiciu, 20 °C, 10 min.
Plovimo veiksmas atliktas du kartus.

Lasteliy aktyvavimas su  Thi, Th2, Th17
leukocity aktyvacijos nudaiyti: anti-CD4,
— kokteiliu ir GolgiPlug anti-IL-17A, anti-

INF-GMA, anti-IL-4 Tube 001 - CD4+
TH17/TH1-Like

T TH17+/TH1
_ Periferinis = Kraujo plazma Ve Ve L.
kraujas Mononuklearinés { i "
e LNy —— ' —_— — !
lastelés
AP PR

== Tankio gradientas

IL-17A PE-A

- 1 = . .. \ .‘I‘ i /
-:;*—Tank_\o &= Eritrocitai ir o/ Lasteliy J A
= o 1 i 0 N
p/  gradientas polimorfonuklearinés fiksavimas, e e
Iastelés permabilizavimas o T R
o IFN-GMA FITC-A

2.7.2.1 pav. Méginio paruosimas Thil, Th2, Thi7 limfocity nustatymui
tékmés citometrijos metodu

Po Iasteliy aktyvavimo d¢l intralgstelinio dazymo Iastelés fiksuotos ir per-
mabilizuotos; vidulasteliniy komponenty vertinimui tai — biitini etapai. Fik-
savimo metu buvo stabilizuojama lastelés struktiira ir uzfiksuojamas jos tu-
rinys. Taigi, gauta lasteliy suspensija buvo uZpilama 1 ml lasteliy fiksavimo
buferiu (BD Cytofix™, BD Biosciences, San Diegas, JAV) ir laikoma kam-
bario temperatiiroje, tamsoje, 15 min. Po fiksacijos Igsteliy suspensija buvo
centrifuguojama 250 x g greiciu, 20 °C, 10 min., susidargs supernatantas nu-
piltas. Du kartus lgstelés buvo uzpilamos 2 ml FBS dazymo buferiu (FBS

43



Stain buffer, BD Biosciences, San Diegas, JAV) ir centrifuguojamos 250 x g
greiciu, 20 °C, 10 min. Fiksuotos ir nuplautos lastelés buvo suspenduojamos
1 ml permabilizavimo / plovimo buferio (BD Perm/Wash™ , BD Biosciences,
San Diegas, JAV) ir latkomos kambario temperatiiroje, tamsoje, 15 min. Vé-
liau Igsteliy suspensija buvo centrifuguojama 250 x g greiciu, 20 °C, 10 min.,
supernatantas buvo nupiltas, o 1gstelés suspenduotos 50 pl permabilizavimo
buferio. Lasteliy permabilizavimas padidino Igsteliy membranos pralaiduma,
suteikiant galimybe antikiinams patekti j 1astelés vidy ir pazyméti jos viduje
esancius baltymus.

Aktyvuoty lasteliy populiacijos nudazytos su fluorochromu zymé-
tais monokloniniais antiktinais: anti-CD4-PerCP-Cy5.5, anti-IL-17A-PE,
IFN-GMA-FITC, IL-4 APC (Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit, BD
Biosciences, San Diegas, JAV), | suspencija pridedant po 20 ul antikiiny mi-
Sinio ir inkubuojant kambario temperatiiroje tamsoje, 30 min. Prie§ analiz¢
tekmes citometru lasteliy suspensija buvo du kartus nuplaunama, uzpilant 1
ml permabilizavimo / plovimo buferio, ir nucentrifuguota 250 x g greiciu,

20 °C, 10 min., pasalinant supernatantg. Po to lgstelés buvo suspenduotos
50 ul FBS dazymo buferio. Anti-CD4 buvo pazyméti lastelés pavirSiaus Zy-
menys, kurie leido nustatyti T limfocity pagalbininky populiacijas (CD4+),
kiti atitinkamu fluorochromu zymeéti antikiinai pad¢jo jvertinti T limfocity
pagalbininky potipius pagal jy gaminamus vidulastelinius baltymus.

Atliekant aktyvuoty lasteliy dazyma fluorochromu Zymétais antikiinais
Thl, Th2, Th17 populiacijy vertinimui, lygiagreciai buvo atlickama neigia-
ma meginio kontrolé. Kontroliniai méginiai buvo ruoSiami kaip tiriamasis
méginys, atliekant tiriamy lasteliy suspensijos dazyma trijy spalvy izotipiniu
kokteiliu (BD Biosciences, San Diegas, JAV), susidedanciu i§ Zmogaus anti-
kiiny CD4-PerCP-Cy, pelés anti-mIgG1-FITC, pelés anti- mIgG1-PE, Ziur-
kés anti- mIgG1-FITC. Neigiama méginio kontrolé skirta jvertinti nespecifinj
dazymasi fluorescensiniais antikiinais, nukreiptais pries lastelinius antigenus,
esanCius tikslintuose CD4+ limfocituose, kurie buvo fiksuoti ir permabili-
zuoti. Zinoma, kad nespecifinis dazymas fluorescenciniais antikiinais gali
atsirasti dél nespecifinio imunoglobulino ir / arba fluorochromo sukelto pri-
sijungimo prie lasteliy molekuliy, jskaitant imunoglobulino Fc receptorius.

Meéginio paruoSimas Treg limfocity analizei schematiskai pavaizduotas
2.7.2.2 paveiksle. Treg lasteliy analizei 100 pl periferinio kraujo buvo su-
maiSyta su 20 pl fluorochromais Zymétais monokloniniais antikiinais, skirtais
lastelés pavirSiaus Zymeny nustatymui: anti-CD4-FITC ir anti-CD25-APC
(BD Biosciences, San Diegas, JAV). Tiriamasis kraujas su antikiinais laikytas
kambario temperatiiroje, tamsoje, 20 min. Po inkubacijos lasteliy suspensija
sumaiSyta su 1 ml hipotoninio lizavimo tirpalo (BD FASCS Lysing Solution,
BD Biosciences, San Diegas, JAV) ir laikyta kambario temperatiiroje, tam-
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soje, 20 min. Po to lastelés nucentrifuguotos 500 x g, 10 min. greiciu, super-
natantas nupiltas. Siekiant pasalinti lizavimo liekanas, lastelés sumaiSytos su
2 ml FBS dazymo buferio (FBS stain buffer, BD Biosciences, San Diegas,
JAV) ir pakartotinai nucentrifuguotos 500 x g, 20 °C, 5 min, supernatantas
nupiltas.

Lasteliy

Treg nudaZyti: fi :
iksavimas, s
anti-CD4, anti-CD25  Eritrocity lizavimas bilizsii Treg nudazyti: TregTube - CD4+
permabilizavimas anti-FoxP3

{ / 1 - Treg Positive
T 5 —
i ¥
£ | _g— — — L A
| [ n 10- w oS
| a8 ; i
| | { | = 2 ol ,»,’V,”M'
\iy \z=f 10 T T
\ / o Othef grells  CD25-FoxP3+

] 0% 102 10¢ 10 10¢
o PE-A

2.7.2.2 pav. Méginio paruosimas Treg limfocity analizei tékmés citometrijos
metodu

Po lizavimo ir plovimo lgstelés buvo fiksuotos 1 ml zmogaus FoxP3 bufe-
rio A (Human FoxP3 Buffer Set, BD Biosciences, San Diego, JAV), kambario
temperatiiroje, tamsoje, 10 min. Po fiksavimo, siekiant pasalinti fiksavimo
buferj, lastelés nuplautos du kartus, suspensijg sumaisant su 2 ml FBS dazy-
mo buferio ir centrifuguojant 500 x g, 20 °C, 5 min., supernatantas nupiltas.

Svelniai suspendavus lasteles likusiame supernatanto tiryje, atliktas laste-
liy permabilizavimas jpilant 0,5 ml Zmogaus FoxP3 buferio tirpalo (Human
FoxP3 Buffer Set, BD Biosciences, San Diegas, JAV) ir laikant kambario
temperatiiroje, tamsoje, 30 min. Po inkubacijos lastelés nuplautos du kartus,
suspensija sumaisant su 2 ml FBS dazymo buferio ir centrifuguojant 500 x g,
20 °C, 5 min., supernatantas nupiltas.

Lastelés nudazytos fluorochromu PE pazymétu FoxP3 antiktinu (BD Bios-
ciences, San Diegas, JAV), skirtu nustatyti lastelés branduolio viduje esantj
FoxP3 Zymenj, | suspencijg pridedant po 20 pl anti-FoxP3 ir inkubuojant
kambario temperatiiroje, tamsoje, 30 min. Po inkubacijos lastelés nuplautos
du kartus, suspensijg sumaiSant su 2 ml FBS dazymo buferio ir centrifuguo-
jant 500 x g, 20 °C, 5 min., po to pasalinant supernatantg ir Igsteles Svelniai
suspenduojant 50 pul FBS dazymo buferio.

2.7.3. Limfocity fenotipo vertinimas tékmés citometrijos metodu

T limfocity populiacijy nustatymas atliktas tékmés citometrijos metodu,
panaudojant tiesioging imunofluorescencija. Fluorochromais zymétos laste-
lés hidrofokusuojamos ir leidziant pro agaro lazerj skleidzia skirtingy bangos
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ilgiy Sviesa, pagal tiesing (koreliuoja su Igstelés dydziu) ir Sonine¢ (koreliuo-
ja su lastelés griidétumu) lazerio Sviesos sklaida bei suzadinty fluorochromy
Sviesos intensyvuma — lgsteliy iSsidéstymas atvaizduojamas sketerogramose.

Pagal analizatoriaus naudojimo instrukcijas, prie§ tyrimy praleidima atlik-
tos darbo patikros kontrolés. Uztikrinant tyrimy vidaus kontrole, pagal po-
reikj atlikta kompensacija, naudojant ,,BD™ FC beads 7-color kit* ir ,,BD™
FC beads 5-color kit* kompensatoriy rinkinius (BD Biosciences, San Diegas,
JAV), ir techniné kalibracija, naudojant aparato kontrolés reagentg ,,BD™
CS&T Beads* (BD Biosciences, San Diegas, JAV). Tinkama citometro kom-
pensacija ir kalibracija svarbu kontroliuojant pasiekiamy parametry fotodau-
gintuvo jautrumg, fluorescencijos kompensavima, teigiamo bei neigiamo si-
gnalo atskyrimo vertes bei lazeriy lygiavima.

Paruosty meéginiy analizé¢ atlikta tékmés citometrijos analizatoriumi
BD FACSLyric™ (BD Biosciences, San Diegas, JAV), naudojant ,,BD FAC
Suite™* programa v1.2.1 (BD Biosciences, San Diegas, JAV). Limfocity po-
tipiy analizé atlikta nusibréziant skirtingy potipiy ribas, kurios nustatytos at-
sizvelgiant j limfocity populiacijos apibrézimg pagal lazerio Sviesos Soninés
ir tiesinés sklaidos profilj bei fluorochromu zymétais monokloniniais antikii-
nais dazyty méginiy signalo intensyvuma. Atlikty tyrimy metu nustatyti akty-
viy T limfocity potipiai Thl, Th2, Th17 (2.7.3.1 pav.), lygiagreciai vertinant
kontrolinj méginj (2.7.3.2 pav.) ir aktyviy Treg limfocity (2.7.3.3 pav.) kiekis
tirlamyjy periferiniame kraujyje.

Gauti rezultatai iSreiksti procentais nuo i§ periferinio kraujo iSskirty mo-
nonukleariniy lasteliy.
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2.8. Imties dydis ir statistiné analizé

Imties dydis buvo jvertintas remiantis pilotinio tyrimo duomenimis (mi-
nimalus reikiamy tiriamyjy skaicius — 30), naudojant standartizuotg imties
dydzio skai¢iavimo formuleg:

z2v (1 —-v)
=

Pilotinis tyrimas buvo atliktas jtraukiant 63 tiriamuosius, sergancius astma,
ir 32 sveikus tiriamuosius. Remiantis literatiiros duomenimis, jvertinta, kad
astmos ir atopinio dermatito paplitimas Lietuvos populiacijoje yra apie 20
proc. [266,267]. n — maziausia tiriamoji grupé, v — ligos paplitimas (0,02),

z — normaliojo skirstinio kvantilis N(0,1) = (1,96), A — tikimybés jvertis
(0,05): 2

B 1,962 x 0,02(1 — 0,02) B
B 0,052 B

Pritaikius pateikta formule, gauti rezultatai rodo, kad vertinant tiriamuo-
sius, sergancius astma ir atopiniu dermatitu, tiriamoji imtis neturéty biiti ma-
zesné nei 30 tiriamyjy, sergan¢iy atopinémis ligomis.

Duomenims analizuoti buvo naudotos statistinés analizés IBM SPSS
Statistics 29 versija (IBM, JAV) ir Microsoft Excel 2017 (Microsoft cor-
poration, JAV) programos. Aprasomoji statistika kiekybiniams duomenims
pateikiama vidurkiais ir standartine vidurkio paklaida (SEM), kokybiniams
— dazniais ir santykiniais dazniais (proc.). Kiekybiniy duomeny pasiskirsty-
mo pagal normalyjj désnj prielaida buvo tikrinama naudojant Sapiro ir Vilko
(ShapiroWilk) testa. Tiesiniams rySiams tarp kiekybiniy kintamyjy nustatyti
buvo skaiciuoti Spirmeno (Spearman) koreliacijos koeficientai (r). Korelia-
cija buvo vertinta kaip silpna, jei r mazesnis uz 0,3; vidutiné — jei r reikSmés
pateko | intervalg 0,3—0,75; stipri — jei r priklause intervalui > 0,75. Katego-
riniams duomenims jvertinti taikytas y*> (Chi-kvadratas), esant mazai im¢iai
— tikslusis Fisher testas. Dviejy grupiy intervaliniy kintamyjy vidurkiy skir-
tumai palyginti, atsiZzvelgiant | Stjudento (Student) t kriterijy; jei netenkinta
skirstiniy normalumo prielaida — Mano ir Vitnio U (Mann-Whitney) kriterijy.
Trijy grupiy vidurkiai ir jy dispersijos buvo lygintos panaudojant vienfaktori-
n¢ dispersing analiz¢ (ANOVA); esant reikSmingiems skirtumams tarp grupiy,
buvo atlikti poriniai post-hoc palyginimai, atsizvelgiant j Sidak kriterijy. Jei
netenkinta kintamyjy normalumo prielaida — neparametrinis Kruskal-Wallis
testas. Pasirinktas statistinio reikSmingumo lygmuo (p) — a = 0,05, statistiSkai
reik§mingi rezultatai, kai p < 0,05. Sansy santykis (OR) buvo apskai¢iuotas
pagal aleliy ir haplotipy daznj su 95 proc. pasikliautinuoju intervalu (95% CI)
VDR ir GC geno polimorfizmui.

n 30
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3. REZULTATAI

IS viso ] tyrimg jtraukti 266 tiriamieji (93 vyrai ir 173 moterys), i§ kuriy
100 buvo sergantys vidutinio sunkumo ar lengvos formos atopiniu dermatitu,
85 — vidutinio sunkumo ar lengva alergine astma, 81 asmuo sudare kontroling
tyrimo grupe. Tirty asmeny pagrindiniai klinikiniai ir demografiniai duome-
nys pateikti 3.1.1 lenteléje. Tiriamyjy amzius ir lytis tarp grupiy statistiSkai
reikSmingai nesiskyré. Kraujo eozinofily ir bendro IgE kiekiai buvo reiks-
mingai didesni serganciyjy AD ir AA grupése, nei kontrolin€je grupéje. Ser-
gantiesiems atopinémis ligomis nustatytas statistiSkai reikSmingai mazesnis
vitamino D kiekis, nei kontrolingje grupéje. AD grupéje nustatytas mazesnis

vitamino D kiekis serume, nei AA grupéje.

3.1.1 lentelé. Pagrindinés tiriamyjy charakteristikos

Atopnis dermatitas Alerginé astma Kontrolé
(n=100) (n=85) (n=381)

Vyrai/moterys, n 31/69 30/55 32/49
Amzius (metai) 29,51 £1 40,36 £ 1,5 35,57 +1,45
Bendras IgE, kU/1 919,83 + 213 ** 692,72 £170 * 2499 + 5,7
Vitaminas D, ng/ml 24,11+ 0,94%f 18,37 + 0,83** 27,23 £1,21
Periferinio kraujo lastelés:
Leukocitai x 10%/1 6,48 £0,16 6,38 £0,16 6,26 £ 0,14
Limfocitai x 10%1 1,89 + 0,05 1,82 + 0,06 1,91 + 0,04
Limfocitai, proc. 28,54+ 0,78 28,91 +£1,01 30,86 + 0,62
Eozinofilai, x 10%1 0,40 £ 0,04 ** 0,33 + 0,06 ** 0,06 + 0,01
Eozinofilai, proc. 5,65 + 0,51 ** 5,48 + 0,49 ** 1,09 £0,15
Neutrofilai x 10%1 3,85+0,13 3,76 £0,15 3,84+0,12
Neutrofilai, proc. 58,83 +1,01 57,97 £ 1,63 60,85 £ 0,80
Bazofilai x 10%/1 0,03 £0,01 0,04 £ 0,01 0,02 £ 0,01
Bazofilai, proc. 0,45+0,07 0,55+0,12 0,27 £ 0,08
Monocitai x 10%1 0,59 + 0,08 0,49 + 0,02 0,45+ 0,01
Monocitai, proc. 11,81 +3,12 7,52 +0,33 6,85 £ 0,34

Duomenys pateikiami nurodant vidurkj + standarting vidurkio paklaidg (SEM) ir atvejy skai-
¢iy (n), jei nenurodyta kitaip. *p < 0,05; **p < 0,001 palyginus atoping ir kontroling grupes
Ip < 0,05 palyginus atopinio dermatito ir alerginés astmos grupes.
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3.2. Vitamino D KieKkis, atsiZvelgiant j atopijos klinikinj pobudj

Nustacius vitamino D kiekj serume, buvo jvertintas vitamino D trikumo
(< 20 ng/ml), nepakankamumo (20-30 ng/ml) ir normalaus kiekio (= 30—
50 ng/ml) pasiskirstymas tiriamyjy grupése (3.2.1 pav.). Serganciyjy AA gru-
péje dazniau nustatytas vitamino D trilkumas ir reciau — normalus jo kiekis,
nei kontrolinéje grupéje. AD grupéje nustatytas daznesnis vitamino D tri-
kumas, nei AA grupé¢je, reikSmingy skirtumy tarp AD ir kontrolinés grupiy
nenustatyta. Vis délto, bendroje atopiniy ligy grupéje (AD su AA) vitamino
D trikumas buvo nustatytas reikSmingai daZzniau, nei kontrolinéje grupe¢je
(46,6 proc. ir 38,3 proc., p <0,001).

i * *

g 70 I
a 62,4
8 60
£
>
E 5
v 39,5
0 38 38,3 .
© 40 35
.T *
? 30 27 25,9
£ 22,2
.= 20
= 11,8

10

0
Atopinis dermatitas Alerginé astma Kontrole
M <20, ng/ml 20- 30, ng/ml >30-50, ng/ml

Grupés pagal vitamino D kiekj

*p<0,001 palyginus tiriamyjy grupes grupes

3.2.1 pav. Vitamino D tritkumo (< 20 ng/ml), nepakankamumo (20 — 30 ng/ml)
ir normalaus kiekio (= 30 — 50 ng/ml) pasiskirstymas tiriamyjy grupése

3.3. Nustatyty vitamino D receptoriaus ir vitaming D suriSancio
baltymo genu polimorfizmy pasiskirstymas

Siekiant iSsiaiskinti VDR ir CG geny VNP sgsajas su atopija, tiriamieji
buvo suskirstyti  atoping (n = 185) ir kontroling (n = 81) grupes. Atoping
grupe sudaré AD ir AA sergantys tiriamieji.

VDR geno VNP pasiskirstymas tiriamyjy grupése statistiskai reikSmingai
nesiskyré (3.3.1 lentel¢). Vertinant GC geno polimorfizmy pasiskirstyma,
atopijos grupéje reikSmingai dazniau nustatytas VNP rs4588 genotipas TT,
nei kontrolinéje grupéje. Be to, rs4588 genotipas TT buvo reik§Smingai daz-
niau nustatytas AD ir AA grupése, nei kontrolinéje grupéje (13,0 ir 14,6 su
3,8 proc.; p < 0,05); reikSmingy skirtumy tarp AD ir AA grupiy nenustatyta.
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Kity nustatyty GC geno polimorfizmy pasiskirstymas grupése reikSmingai
nesiskyre.

3.3.1 lentelé. Vitamino D receptoriaus ir vitaming D surisancio baltymo geny
polimorfizmy pasiskirstymas serganciyjy atopinémis ligomis (n = 185) ir
kontrolinéje — sveiky tiriamyjy (n = 81) grupése

Genas VNP Grupé | Genotipo pasiskirstymas n (proc.) | MAF
AA AG GG G

r5731f>6G(Tan Atopija | 33,1 55.2 16 | 392
Kontrole | 26,0 62,3 11,7 42,8

AA AC cC C

r579751§3>2C(ApaD Atopija 26,5 48,6 24,9 49,2
Kontrolé | 25,9 46,9 27,2 494

cC CT TT T

r51544‘é1>(’T(B5m1) Atopija | 422 459 119 | 349
Kontrole | 39,2 48,1 12,7 36,7

VDR GG GA AA A
“2228(5}1&(“’“) Atopija 31,4 50,3 18,4 43,4
Kontrole | 27,2 53,1 19,8 46,2

cC CA AA A

IS Atopija | 61,1 36,2 27 | 208
Kontrolé 55,6 432 1,2 22,6

GG GT TT T

“125%93 Atopija | 42,7 40,5 168 | 37,1
Kontrolé 42,0 432 14,8 36,4

GG GT TT T

rs4588 gi‘rT“ZOLYS) Atopija 52,7 33,5 13,7 | 30,5
Kontrole | 53,2 43,0 3,8 253

cC CA AA A

SO AS2GI) [ aiopija | 350 433 167 | 409
. Kontrole | 31,3 58,8 10,0 39,4
GG GA AA A

rs4725 ((C}Zf”CyS) Atopija | 45,0 497 53 | 302
Kontrole | 382 59,2 2,6 32,2

GG GA AA A

r53(7}3>31§’59 Atopija 95,1 44 0,5 2,7
Kontrolé 93,7 6,3 0 1,1

VDR — vitamino D receptoriaus genas, GC — vitaming D suri$anSio baltymo genas; VNP —
vieno nukleotido polimorfizmas; MAF — minorinio alelio pasiskirstymas. *p < 0,05 palygi-
nus atoping ir kontroling grupes.
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3.4. Vitamino D receptoriaus ir vitaming D suriSancio baltymo geny
polimorfizmas ir vitaminas D

VDR geno VNP pasiskirstymas atopijos ir kontrolinéje grupése, atsizvel-
giant ] vitamino D kiekj, kai nustatytas vitamino D sumazg¢jimas (< 30 ng/ml)
ir normalus kiekis (> 30 ng/ml), pateiktas 3.4.1 lentel¢je. [vertinus kontroli-
nés grupés rezultatus, nustatyta, kad reikSmingai daznesnis rs3847987 genoti-
po CC ir retesnis rs3847987 genotipo AC pasiskirstymas buidingas kontroling
grupe sudariusiems tiriamiesiems, kuriems nustatytas sumazgjes vitamino D
kiekis, nei tiems, kuriems nustatytas normalus vitamino D kiekis. ReikSmin-
gy VDR geno VNP pasiskirstymo serganciyjy atopinémis ligomis grupéje ne-
nustatyta.

Taikant logistinés regresijos analizés modelj, nustatyti reikSmingi rySiai
tarp geny polimorfizmy ir normalaus vitamino D kiekio, §i informacija pa-
teikta 3.4.2 lentel¢je. Svarbu tai, kad rs3847987 genotipai AA ir AC bei A
alelis buvo reikSmingai susij¢ su normaliu vitamino D kiekiu kontrolingje
grupéje, bet ne pacientams, sergantiems atopinémis ligomis. Kontrolinéje
grupéje nustatytas reikSmingas rySys tarp rs731236 GG genotipo ir norma-
laus vitamino D kiekio. Be to, kontrolinéje grupéje nustatytas reikSmingas
rySys tarp 152228570 GG genotipo ir normalaus vitamino D kiekio bei tarp
1rs2228570 alelio A ir sumazg¢jusio vitamino D kiekio. Svarbu tai, kad sergan-
¢iyjy atopinémis ligomis grup¢je nustatytas reikSmingas rysys tarp VDR VNP
rs11168293 genotipo GG ir sumazgjusio vitamino D kiekio.
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3.4.1 lentelé. Vitamino D receptoriaus geno polimorfizmy pasiskirstymas ser-
ganciyjy atopinémis ligomis (n = 185) ir kontrolinéje (n = 81) grupése, atsi-

zvelgiant j vitamino D kiekj serume

Vit. D Kkiekis,

Genas VNP ng/ml Genotipy pasiskirstymas n, %
Atopija GG AG AA
<30 51 (34,4) 79 (54,9) 14 (9,7)
rs731236 (Taql) >30 9(24,3) 21 (56,8) 7 (18,9)
A>G Kontrolé
<30 7(9.,5) 37 (57,1) 18 (27,0)
>30 3 (16,7) 12 (66,7) 3 (16,7)
Atopija AA AC CC
<30 38 (25,7) 72 (48,6) 38 (25,7)
rs7975232 (Apal) >30 11 (29,7) 18 (48,6) 8 (21,6)
A>C Kontrolé
<30 16 (25,4) 28 (44,4) 19 (30,2)
>30 5(27,8) 10 (55,6) 3 (16,7)
Atopija CcC CT TT
<30 63 (42,6) 70 (47,3) 15 (10,1)
rs1544410 (Bsml) >30 15 (40,5) 15 (40,5) 7 (18,9)
C>T Kontrolé
<30 24 (38,1) 31 (49,2) 6 (9,5)
VDR >3Q. 7 (38,9) 7 (38,9) 4(22,2)
Atopija GG AG AA
<30 44 (29,7) 76 (51,4) 28 (18,9)
1s2228570 (FokI) >30 14 (37,8) 17 (45,9) 6(12,2)
G>A Kontrolé
<30 19 (30,2) 35 (55,6) 9(14,3)
>30 3 (16,7) 8 (44,4) 7 (38,9)
Atopija CC AC AA
<30 91 (61,5) 53 (35,8) 4(2,7)
rs3847987 >30 22 (59,5) 14 (37,8) 1(2,7)
C>A Kontrolé
<30 40 (63,5)* 22 (34,9)* 1(1,6)
>30 5(27,8) 13 (72,2) 0(0)
Atopija GG GT TT
<30 58 (39,2) 65 (43,9) 20 (16,2)
rs11168293 >30 21 (56,8) 10 (27,0) 6 (23.5)
G>T Kontrolé
<30 27 (42,9) 25(39,7) 11 (17,5)
>30 7 (38,9) 10 (55,6) 1(5,6)

VDR — vitamino D receptoriaus genas; VNP — vieno nukleotido polimorfizmas. *p < 0,05

palyginus su grupe, kuriai nustatytas normalus vitamino D kiekis (> 30).

55




SN :ﬁmlNomho Nooﬁﬂ R107H0 OI[9[® I, SIEIQULINJAU ns 1e[0j0Isau o198 [,
SN 797°T-TTS°0 L80°T elidory
SN ovam%ho Nwmo RIOATOA O1[3[e ) SIBIQULINISU NS Tef0j01$au O1[3[e ) <
SN 68T 1-181°0 €810 efidoyy 1<) g
C99%° ‘ 5[01UO (Twsg) 0THyysIst | 3.
SN m@nm oow“o %Nm [onuoy 5108 15 =
SN 80ST-6€T°0 vLLO elidoyy S
SN vr6°€—€76°0 LO6T J[onuoy 08 11 o
SN 8LETT80 00%'1 efidoyy =
SN Nww,N\mmNho s wwho ki SIBIQULINJAU OIfoe D) ns 1elojorsau orjore O A
SN 608 1-69€°0 L180 elidoyy S
SN owmhw\mm mno 651 “N SlonuoN OI9[k V SIRIQULINJOU NS 1e[0)J0ISaU OI[a[e qm/”
SN SL6'T-LTS0 STl efidoyy o<v =
078" : o[0Nnuo (redv) zezsLeLst |
SN 610 w omm 0 @mmm [onuoy VYIS SV :
SN LE6ETEE0 Il efidoyy 5
SN 08t 1-S1t°0 ¥8L°0 J[onuoy =
ns
SN LIFT-€1S0 €680 elidoyy vV IR0 m
SN 9L nmlw ! mno 05 m“ﬁ S1ontoN OI[9[e Y STRIQULINIAU NS 18[0J01$U 0138 Y W
SN EYTT-1LT0 79%°0 efidoyy z.
3 . 13 [3 <
SN w%w am“o EO“N PIORTOA OI[9[E O SIBIQULINJAU 1S 12[0J0I$dU OI[d[e O D<y 3
SN €68°€—8YL0 90L°1 efidoyy (bel) =
SN 9L6V—LS6°0 81T o[onuoy| 9€TIELST g
ns
SN L85 1—0LF 0 0881 efidoyy Vv OV =
+€€0°0 88SVI-LIT‘I LEOY J[onuoy|
ns
SN €66°T-L60 €89°1 elidoyy vV isoHD
uigya d 1D % S6 R (0} dnin 1e1d[e a1 redpousn dNA ¥aA

asadn.3 il iy1aas 41 sStwody) stuauidon
nlhpunsaas ‘(qu/du (€>) nunyniy (q outuvjia ns solvsbs hwzifrowijod ouasd snviioydoda. (7 ourwvil 2]2Iud] 7'y s

56



"'S0°0 > d ‘rexsnsne)s eIurwusyroIou — N ‘se[eardiul siseunnerpyised — [ ¢, 66 SSjAjues hsues — YO ‘sewzijrowrnjod opriodnNu oudAA — JNA

SN mmv“mlvovao m:ﬁﬂ ki OI[9[e [, STeIQuLImiau ns refojorsau orpo[e I,
SN 810 1-LET 0 16t°0 efidoyy
SN te66cCer 0 965 € o1oHuoA OI[9[& D) SIRIQULIN}OU NS 18[0JOISU OI[[. O) <
SN T8LT96€°0 0S0°T efidoyy L<D g
SN STS6—969°0 696°1 J[onuo| 0o ns 10 FOCRITIIN m
+PP0°0 LL6°0—SST‘0 STH0 elidoyy m
SN €PTT-8LSO 8EI°T 9[0nu0Y| ~
ns I~
SN 681°7—€4S°0 60S°T efidoyy ODISLL =
%0100 80€ w;sw 1 Nmmw J[onuod| e T — A
SN 0LTT-TTS0 680°T elidoyy S
SN vomamlowmﬁo mmmﬁﬂ ke OI[o[e D) SIBIQULIN}OU NS 1e[0J0ISoU OIfTe ) qW
SN 122°6-801°0 000°1 efidoyy V<O =
%800°0 LOO'ST—68%‘1 LIL'Y lonuod| N T L86L18ES m
SN SIET91S0 €60°1 elidoyy m
*100°0> 9P T0T-10+°9 L66°SE Jlonuoy| 18 vy 5
SN LIT°€-TEE0 L10°1 elidoyy m
A3 en_ 3 3 a.
%910°0 Gma %..“c amc Jlonuod| e T o
SN 891°c—6S+°0 90T°1 elidoyy w
SN 0v€°8—655°0 6S1°C J[onuoy| o
- - - OI[9[k D) SIRIQULIN}OU NS 12[0JOISU OI[a[k 0) o
SN SLY1-87€0 $69°0 efidoyy 1l ol Ao 2
%2000 SPI‘ST—ST0°T LET'L Jlonuoy| g
ns 0LS8TTTS! E.
SN 801°9—¢t€ 0 8h°1 efidoyy oI by
#LE0°0 Y6 1P—bH0°1 7607 Jlonuoy|
ns
SN 66€ 1-181°0 1280 efidoyy DOV
qugyrax d 1D % S6 ki (0) dnin eIpe a1 redpousn dNA ¥aA

sAu1s3) s9193u2) 7°F°€

57



Ivertinus GC geno VNP pasiskirstyma tirtose grupése, atsizvelgiant j vi-
tamino D kiekj daznesnis rs4588 genotipo GG ir retesnis genotipo GT pa-
siskirstymas aptiktas atopijos grup¢je, kai nustatytas normalus vitamino D
kiekis, nei tada, kai nustatytas sumazéjes vitamino D kiekis (3.4.3 lentelé).
ReikSmingy kity polimorfizmy pasiskirstymo grupése nenustatyta.

Taikant logistinés regresijos analizés modelj buvo jvertintos nustatyty GC
geno polimorfizmy ir vitamino D trikumo sgsajos atopijos ir kontrolinéje
grupése (3.4.4 lentel¢). Nustatytas reikSmingas rySys tarp VNP rs4588 alelio
T ir sumazejusio vitamino D kiekio atopijos metu.

3.4.3 lentelé. Vitaming D surisancio baltymo geno polimorfizmy pasiskirsty-
mas serganciyjy atopinémis ligomis (n = 185) ir kontrolinéje — sveiky tiria-
myjy (n = 81) grupése, atsizvelgiant j vitamino D kiekj serume

Genas VNP Vit. D, ng/ml Genotipy pasiskirstymas n, proc.
Atopija GG GT TT
<30 71 (49,0)* | 54 (37,2)* | 20(13,8)
rs4588 (Thr420Lys) >30 25 (67,6) 7 (18.9) 5(13,5)
G>T Kontrolé
<30 13 (72,2) 5(27,8) 0 (0)
>30 29 (47,5) 29 (47,5) 34,9
Atopija CC CA AA
<30 25 (17,5) 70 (49,0) 48 (33,6)
rs7041(Asp432Glu) >30 5(13,5) 12 (45,9) 15 (40,5)
C>A Kontrolé
<30 8(12,9) 35 (56.,5) 19 (30,6)
GC >30 0 (0) 12 (66,7) 6(33,3)
Atopija GG AG AA
<30 60 (44,8) 68 (50,7) 6 (4,5)
rs4725 (Cys299Cys) >30 17 (45,9) 17 (45,9) 3 (8,1)
G>A Kontrolé
<30 22 (37,9) 34 (58,6) 234
>30 7 (38,9) 11 (61,1) 0 (0)
Atopija GG GA AA
<30 138 (95,2) 6 (4,1) 1(0,7)
rs3733359 >30 35 (94,6) 2(54) 0 (0)
G>A Kontrolé
<30 57 (93,4) 4 (6,6) 0 (0)
>30 17 (94,4) 1 (5,6) 0 (0)

GC - vitaming D suri$ancio baltymo genas; VNP — vieno nukleotido polimorfizmas.
*p < 0,05 palyginus su grupe, kai nustatytas normalus vitamino D kiekis (> 30).
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3.4.4 lentelé. Vitaming D surisancio baltymo geno polimorfizmy sqsajos su

vitamino D trithumu (<30 ng/ml), tiriamyjy grupése

GC VNP | Genotipai ir aleliai Grupé OR 95% CI p reik§mé
Atopija 0,843 | 0,491-1,447 NS
GGsuTT
su Kontrolé | 0,711 | 0,323-1,565 NS
Atopija 1,929 | 0,549-6,779 NS
rs4588 GT su TT Kontrole | 1,156 | 0,509 4,467 | NS
(Thr420Lys) —— -
G>T G alelio nesiotojai su | _Atopija 1,024 | 0,357-2,938 NS
neturinciais G alelio | Kontrolé | 1,093 | 0,740-5,877 NS
5 T alelio nesiotojai su | Atopija | 0,461 | 0215-0,986 | 0,046*
s neturinciais T alelio | Kontrol¢ | 0,349 | 0,111-1,098 NS
= .
Atopija 1,438 | 0,846-2,444 NS
(e 5 s 5
AA
b CCsu Kontrole | 1,388 | 0,6453,012 | NS
2 Atopija 1,214 | 0,406-3,636 NS
i~ N fszggél : CASUAA Kontrolé | 1,729 | 0,6152,153 | NS
S u .
2 pC> A A alelio neSiotojai su | _Atopija | 0,741 | 0,353-1,557 NS
E neturinciais A alelio | Kontrolé | 0,884 | 0,289-2,705 NS
= C alelio nesiotojai su | Atopija 1,664 | 0,539-5,133 NS
g neturinciais C alelio | Kontrolé | 1,283 | 0,640-3,447 NS
= Atopija 1,328 | 0,632-2,794 NS
E AA > B >
E] suGG Kontrole | 1,121 | 0,365-3,025 | NS
= Atopija 0,882 | 0,414-1,880 NS
on
% vt ) AG su GG Kontrolé | 1,017 | 0342-3,021 | NS
2 Gon” | G alelio nesiotojai su |_Atopija | 0.531 | 01262230 | NS
'5’ neturin€iais G alelio | Kontrole | 0,310 | 0,270-3,733 NS
= A alelio neSiotojai su | Atopija 0,954 | 0,459-1,981 NS
E neturinCiais A alelio | Kontrolé | 1,048 | 0,356-3,038 NS
< ..
B Atopija 1,512 | 0,774-3,223 NS
AA
g suGG Kontrole | 0286 | 0,423-1,656 | NS
Atopija 1,314 | 0,254-6,794 NS
AG su GG
rs3733359 su Kontrolé | 0,838 | 0,088-8,011 NS
G>A G alelio nesiotojai su | Atopija | 0,255 | 0,362-3,371 NS
neturin€iais G alelio | Kontrole | 0,286 | 0,432-3,748 NS
A alelio neSiotojai su | Atopija 1,127 | 0,224-5,662 NS
neturinciais A alelio | Kontrole | 0,838 | 0,088-8,011 NS

GC — vitaming D suriSancio baltymo genas; VNP — vieno nukleotido polimorfizmas; OR —
Sansy santykis; 95% CI — pasikliautinasis intervalas; NS — nereikSminga statistiskai.
%

p <0,05.
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3.5. Imuninio atsako pobudis

3.5.1. T limfocity profilis ir jiems buidingy citokiny kiekis

T limfocity potipiy, dalyvaujanc¢iy uzdegimo aktyvinime (Th2, Th17) ir
uzdegimo slopinime (Thl, Treg), kiekiai bei jy santykis tiriamyjy grupése
pateikti 3.5.1.1 lenteléje. AD ir AA grupése buvo nustatytas reikSmingai di-
desnis Thl, Th2, Th17 ir maZesnis Treg limfocity kiekis, nei kontrolingje
grupéje. Taip pat atopiniy ligy grupése nustatytas mazesnis Th17/Treg limfo-
city santykis, nei kontrolin¢je grupéje. Vertinant Th1/Th2 santykio rodiklius,
reik§mingo skirtumo tarp grupiy nerasta, taciau siy limfocity populiacijy san-
tykis buvo tendencingai mazesnis AD ir AA grupése, nei kontrolingje grupéje.

3.5.1.1 lentelé. T limfocity potipiy, dalyvaujanciy uzdegimo aktyvinime (Th2,
Thl7) ir uzdegimo slopinime (Thl, Treg), kiekiai bei jy santykis tiriamyjy
grupése

T limfocity populiacija, | Atopinis dermatitas | Alerginé astma Kontrolé
proc. nuo PBMC (n=32) (n=29) (n=25)
Thl (CD4'TFN-y") 5,78 + 0,61* 5,88 + 0,82* 3,39+0,56
Th2 (CD4'IL-4%) 1,51 £ 0,25** 1,60 £ 0,85%* 0,57 + 0,09
Th17 (CD4'IL-17-A") 0,53 + 0,25* 0,58 + 0,13* 0,25+ 0,04
Treg (CD4"'CD25"FoxP3") 0,48 + 0,03** 0,41 + 0,02** 0,65+ 0,04
Th1/Th2 santykis 4,62 +0.68 4,88 +0.56 6,58 = 0.66
Th17/Treg santykis 1,63 + 0.33* 1,20 + 0.13* 2,19+ 0.31

PBMC — periferinio kraujo mononuklearinés lastelés. *p < 0,05 palyginus atoping ir kontro-
ling grupes; **p < 0,001 palyginus atoping ir kontroline grupes.

Uzdegima skatinanc¢iy (IL-5, IL-17A, IL-33) ir uzdegima slopinanciy
(TGF-B1, IL-10, IFN-y, IL-35) citokiny kiekiai tiriamyjy grupése pateikti
3.5.1.2 lentel¢je. AD ir AA grupése nustatyti reikSmingai didesni uzdegima
skatinanciy citokiny IL-5 ir IL-17A ir uzdegima slopinancio citokino TGF-f1
kiekiai, nei kontrolinéje grupéje. Be to, AD ir AA grupése nustatytas mazes-
nis IL-10 ir kiekis, nei kontrolinéje grupg¢je.

3.5.1.2 lentelé. Uzdegimgq skatinanciy (IL-5, IL-174, IL-33) ir uzdegimgq slo-
pinanciy (TGF-f1, IL-10, IFN-y, IL-35) citokiny kiekiai tiriamyjy grupés

Citokinai Atopinis dermatitas Alerginé astma Kontrolé
n =98 n=43 n =34
IL-5, pg/ml 110,8 + 8,55%* 104,1 £ 12,2%* 46,9 + 5,32
IL-17A, pg/ml 31,0 +2,81* 32,82 £5,56* 14,3 £ 1,34
TGF-B1, ng/ml 18,8 £ 0.07* 18,2 = 0.12%* 12,9 +£0.09
IL-10, pg/ml 15,48 + 0.87** 19,28 +1,18* 25,10+ 2,41
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3.5.1.2 lentelés tegsinys

Citokinai Atopinis dermatitas Alerginé astma Kontrolé
n=36 n=29 n=21
IFN-y, pg/ml 0,74 +0,19 0,81 +0,29 0,71 £ 0,22
IL-35, pg/ml 13,26 £ 1,56 15,18 +3,51 11,12+ 0,44
IL-33, pg/ ml 103,15 +£31,21 81,76 £ 16,20 36,21 + 10,64

*p < 0,05 palyginus atoping ir kontroling grupes; **p < 0,001 palyginus atoping ir kontroling
grupes.

3.5.2. Sasajos tarp imuniniy Zymeny

RysSys tarp vitamino D, bendro IgE, kraujo eozinofily ir T limfocity potipiy
bei jiems biidingy citokiny kiekio atopijos metu pateiktas 3.5.2.1 lenteléje.
Gauti rezultatai atskleide silpnai teigiama rysj tarp bendro IgE kiekio ir Treg
limfocity, IL-5 bei TGF-B1 kiekio atopijos metu. IgE kiekio padidéjimas taip
pat buvo susijes su eozinofily padidéjimu kraujyje. Nustatyta silpna neigiama
koreliacija tarp eozinofily skaiiaus periferiniame kraujyje ir Th1l limfoci-
ty bei vitamino D kiekio. Teigiamas rySys nustatytas tarp eozinofily ir IL-5
kiekio serume. Vitamino D kiekis tiriamyjy serume buvo neigiamai susijes
su Th1, Th2, Th17 limfocity kiekiu bei IL-5 kiekiu serume. Teigiamas rySys
nustatytas tarp vitamino D ir IL-33 kiekio atopijos metu.

3.5.2.1 lentelé. Rysys tarp T limfocity potipiy, jiems biidingy citokiny ir ben-
dro IgE, kraujo eozinofily bei vitamino D kiekio atopijos metu

IgE, U/ml Eozinofilai, x10°/1 Vit. D, ng/ml

IgE, U/ml - 0,31%* 0,08
Eozinofilai, x10/9/1 0,31** - -0,18*
Vit. D, ng/ml 0,08 -0,18* -
Th1, proc. nuo PBMC -0,09 —-0,25* -0,25*
Th2, proc. nuo PBMC 0,04 -0,05 -0,29*
Th17, proc nuo PBMC -0,08 -0,20 -0,21*
Treg, proc nuo PBMC 0,21* 0,12 —-0,03
Th1/Th2 santykis -0,01 -0,11 -0,14
T17/Treg santykis -0,14 -0,20 -0,01
IL-5, pg/ml 0,29* 0,30% -0,32%
IL-17A, pg/ml 0,02 -0,01 0,14
TGF-B1, ng/ml 0,25* 0,05 -0,08
IL-10, pg/ml -0,07 -0,11 0,04
IFN-y, pg/ ml -0,02 -0,07 0,01
IL-35, pg/ml -0,09 -0,02 0,05
1L-33, pg/ml 0,06 -0,05 0,31*

PBMC — periferinio kraujo mononuklearinés lastelés.*p < 0,05 palyginus atoping ir kontro-
ling grupes; **p < 0,001 palyginus atoping ir kontroling grupes.
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ReikSmingos sgsajos tarp Thl, Th2, Th17, Treg limfocity ir jiems budingy
citokiny kiekio atopijos metu pateiktos 3.5.2.2 lenteléje. Nustatytas teigiamas
rySys tarp atopijos metu didéjanc¢io Th2 limfocity kiekio ir Th17, Thl lim-
focity ir TGF-P1 kiekio serume bei neigiamas rySys su Th1/Th2, Th17/Treg
limfocity santykiu. Didéjantis Th1 limfocity kiekis buvo susijes su didé¢janciu
Th2, Th17 kiekiu ir Th17/Treg limfocity santykiu. Th17 limfocitai, be sgsa-
ju su Th2 ir Thl limfocitais, taip pat buvo neigiamai susij¢ su IL-10 kiekiu.
Nors nenustatyta reikSmingo rySio tarp Th17 ir Treg limfocity, taciau Treg
buvo susijes su Th1/Th2, Treg/Th17 limfocity santykiu ir TGF-B1 kiekiu ser-
ganciyjy atopija serume. [vertinus gautus rezultatus, nustatytos reikSmingos
sgsajos tarp IL17A ir citokiny, kurie yra susij¢ su Treg limfocity funkciniu
aktyvumu. IL-17A kiekis buvo teigiamai susij¢s su TGF-B1 ir IL-35, neigia-
mai —su IL-10. Taip pat, nustatytas neigiamas rysys tarp IL-10 ir TGF-B1 kie-
kiy atopijos metu. Gauti rezultatai atskleide teigiama rysj tarp IL-10 ir uzde-
gima aktyvinancio citokino IL-33. Be to, IL-33 buvo silpnai teigiamai susij¢s
su Th1/Th2 limfocity santykiu bei IL-17A, ta¢iau neigiamai susij¢s su IFN-y.
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3.6. Vitamino D receptoriaus ir vitaming D suriSancio baltymo geny
polimorfizmas ir imuninis atsakas

3.6.1. Geny polimorfizmas, bendro IgE Kkiekis ir kraujo eozinofily
kiekis atopijos metu

Gauti rezultatai atskleidé reikSmingg bendro IgE ir kraujo eozinofily kie-
kiy pasiskirstymg atopijos metu, atsizvelgiant j skirtingus VDR ir GC geny
polimorfizmy genotipus (3.6.1.1 pav.) ir alelius (3.6.1.2 pav.)

Rezultatai parodé reikSminga eozinofily kiekio pasiskirstyma atopijos
metu, atsizvelgiant ] GC geno VNP rs7041. Sergantiesiems atopija, kuriems
nustatytas rs7041 genotipas CC, buvo aptikti reik§mingai didesni kraujo eo-
zinofily kiekiai, nei tiems, kuriems nustatytas §Sio VNP AA genotipas (3.6.1.1
pav.). Ivertinus GC VNP rs7041 aleliy sgsajas su atopijos zymenimis, gauti
rezultatai atskleidé, kad tiriamiesiems, kurie buvo rs741 alelio C neSiotojai,
buvo nustatytas didesnis kraujo eozinofily ir bendro IgE kiekis, nei tiems,
kurie alelio C neturéjo (3.6.1.2 pav.). Taip pat sergantiesiems atopija, kuriems
nustatytas rs4588 T alelis, buvo jvertintas didesnis kraujo eozinofily kiekis,
nei tiems, kurie neturéjo Sio alelio. Be to, pastebéta tendencija, kad turintie-
siems rs4588 genotipg TT buvo aptiktas didesnis eozinofily kiekis, nei tiems,
kuriems nustatyti kiti §$io VNP genotipai.

Nustatytas reikSmingas bendro IgE bei eozinofily kiekio pasiskirstymas
atopijos metu, atsizvelgiant ] VDR polimorfizmo rs11168293 genotipus ir ale-
lius. Sergantieji atopinémis ligomis, kuriems nustatytas rs11168293 alelis T,
pasizymejo mazesniu bendro IgE ir kraujo eozinofily kiekiu, nei tie, kurie
neturéjo Sio alelio (3.6.1.2 pav.). Be to, rs11168293 alelis G buvo reikSmin-
gai susijes su didesniu kraujo eozinofily kiekiu atopijos metu. Taip pat pa-
stebéta tendencija, kad sergantiesiems atopinémis ligomis, kuriems aptiktas
rs11168293 genotipas GG, buvo nustatytas didesnis eozinofily kiekis, nei
tiems, kurie turéjo rs11168293 genotipus GT ar TT (3.6.1.1 pav.).
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rs3847987 rs11168293 rs4588 rs7041 rsd725 rs3733359
(Thr420Lys) (Asp432Glu) (Cys299Cys)

rs2228570

rs1544410

rs7975232

rs731236 (Tagl)

(Bsml) (Fokl)

(Apal)

GC

VDR

= eozinofilai proc.

m eozinofilai x 10-9/L

v

3.6.1.2 pav. Bendro IgE (A), kraujo eozinofily (B) kiekio pasiskirstymas atopijos metu, atsizvelgiant j vitamino D

rfizmy alelius (n = 185)

baltymo geny pol

VDR — vitamino D receptoriaus genas; GC — vitaming D suri§ancio baltymo genas. Duomenys pateikiami nurodant vidurkj.

v

v

D suri

mo

Sancio

itaming

rvi

receptoriaus

*p < 0,05 palyginus VDR ar GC geny poliorfizmy alelius.



3.6.2. Geny polimorfizmas ir T limfocity populiacijy bei jiems
budingy citokiniy kiekis atopijos metu

T limfocity populiacijy ir jiems budingy citokiny kiekio pasiskirstymas
atopijos metu, atsizvelgiant | nustatytus VDR geno polimorfizmus, pateik-
tas 3.6.2.1 paveiksle. Gauti rezultatai atskleide, kad VDR geno polimorfizmo
rs731236 genotipo AA neSiotojams buvo nustatyti reikSmingai didesni uzde-
gimg skatinan¢iy T limfocity pagalbininky populiacijy Th2, Th17 kiekiai bei
didesnis Th1/Th2 santykis nei turintiems $io polimorfizmo genotipus AG ir
GG.

Atopijos metu jvertinus uzdegimg skatinanc¢iy (IL-5, IL-17A, IL-33) ir
uzdegima slopinanciy (TGF-B1, IL-10, IFN-y, IL-35) citokiny kiekius, atsi-
zvelgiant | VDR geno polimorfizmus (3.6.2.2 pav.), gauti rezultatai parode,
kad rs731236 genotipas GG buvo reikSmingai susij¢s su maZesniais 1L-10
kiekiais nei kiti Sio polimorfizmo genotipai. Tiriamiesiems, kuriems nustaty-
tas rs731236 genotipas AA, taip pat buvo nustatyti mazesni TGF-B1 kiekiai
serume, nei tiems, kurie turéjo rs731236 genotipg AG. Be to, didesni IL-10
kiekiai nustatyti tiems tiriamiesiems, kurie turéjo rs11168293 genotipg TT,
lyginant su tais, kuriems nustatyti kiti rs11168293 genotipai.

T limfocity populiacijy ir jiems budingy citokiny kiekio pasiskirstymas
atopijos metu, atsizvelgiant j nustatytus GC geno polimorfizmus, pateiktas
3.6.2.3 paveiksle. Gauti rezultatai parodé, kad rs4588 ir rs7041 skirtingi ge-
notipai buvo susije su reikSmingais T limfocity potipiy skirtumais atopijos
metu. Tiriamieji sergantys atopinémis ligomis, kuriems nustatytas GC geno
VNP rs4588 genotipas GG, pasizymejo reikSmingai maZesniais Th2 limfocity
kiekiais periferiniame kraujyje, nei tiriamieji, kuriems nustatytas $io polimor-
fizmo GT genotipas (3.6.2.3 pav.). Be to, rs4588 genotipo GG neSiotojams
nustatytas reikSmingai mazesnis Th17 limfocity kiekis, nei tiems, kuriems
nustatytas rs4588 TT genotipas. Atopijos metu VNP rs7041 genotipas CC
buvo reikSmingai susijes su didesniais Th2 ir Th17 limfocity kiekiais nei kiti
Sio VNP genotipai. Atopijos grupeje rs7041 genotipas CC buvo reikSmingai
susijes su padidéjusiu Th2 ir Th17 limfocity kiekiu.

Ivertinus uzdegimo reguliavime dalyvaujanciy citokiny, tokiy kaip IL-5,
IL-17A, IL-10, TGF-B1, IFN-y, IL-35 ir IL-33, kiekius, atsizvelgiant | GC
geno polimorfizmus (3.6.2.4 pav.), gauti rezultatai parodé, kad GC geno po-
limorfizmy rs4588, rs7041 ir rs3733359 skirtingi genotipai buvo reikSmingai
susije su Treg limfocity gaminamais citokinais TGF-B1, IL-10 ir IL-35. Tiria-
mieji, sergantys atopinémis ligomis, kuriems nustatytas rs4588 TT genotipas,
pasizymejo reik§mingai mazesniais TGF-B1 kiekiais serume, nei tie, kuriems
nustatytas GT genotipas. Sergantiems atopinémis ligomis, kuriems nustatytas
rs7041 CC, taip pat buvo nustatyti mazesni TGF-B1 ir didesni IL-10 kiekiai,
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nei tiems, kuriems aptiktas rs7041 AA genotipas. Rs7041 CC genotipas taip
pat buvo susijes su didesniais IL-35 rodikliais, nei AC genotipas. Tiriamie-
siems, kuriems nustatytas rs3733359 GG, buvo nustatyti reikSmingai mazesni
IL-10 kiekiai, nei turintiems Sio polimorfizmo GT genotipa.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Mokslininkai teigia, kad genetiniai veiksniai yra reikSmingi atopiniy ligy,
tokiy kaip AD ir AA, vystymuisi, o gyvenimo biidas ir aplinkos veiksniai
labiau susij¢ su ligos iSraiSkomis [268]. Atliktas tyrimas gali padéti detaliau
suprasti atopiniy ligy genetinius ir molekulinius mechanizmus. Skirtingy
VDR ir GC geny polimorfizmy reikSmés imuniniam atsakui atopijos metu
vertinimas gali suteikti vertingy jzvalgy apie pagrindinius biologinius kelius
ir mechanizmus, susijusius su atopijos patogeneze.

IS viso buvo istirti SeSi VDR geno ir keturi GC geno VNP ir jvertintas
Ju rySys su vitamino D, bendro IgE, kraujo eozinofily, T limfocity potipiy
(Thl, Th2, Thl7, Treg) ir jiems budingy citokiny (IL-5, IFN-y, IL-17A,
IL-10, TGF-B1, IL-35 ir IL-33) kiekiu atopijos metu (sergant atopiniu derma-
titu ar alergine astma) ir kontrolin¢je grupéje. Atlikta analizé parodé reikSmin-
g3 ry§] tarp kai kuriy nustatyty VDR ir GC geny polimorfizmy bei vitamino D
kiekio sergant atopinémis ligomis ir tarp kai kuriy nustatyty polimorfizmy ir
vitamino D kiekio sveikiems tiriamiesiems. Taip pat buvo nustatyti reikSmin-
gi imuninio atsako zymeny kiekiy skirtumai, priklausantys nuo konkretaus
polimorfizmo genotipo ar alelio modelio.

4.1. Vitamino D kiekis

Atlikto tyrimo rezultatai parodé¢, kad vitamino D kiekis buvo reikSmingai
mazesnis ir jo trikumas dazniau nustatytas sergant atopinémis ligomis, tokio-
mis kaip AD ar AA, nei kontrolinéje grupéje. Be to, Sie rezultatai sutampa su
kity mokslininky duomenimis ir prisideda prie hipotezés, kad vitamino D kie-
kis organizme gali biiti susijes su atopiniy ligy rizika ar sunkumu [269-272].
Tai leidZia daryti prielaidg apie vitamino D vaidmens svarbg imuninio atsako
reguliavimui. Be to, AD grupéje vitamino D trikumas buvo ryskesnis nei
AA grupg¢je. Tokie rezultatai leidzia manyti, kad vitamino D koncentracija
kraujyje gali biti susijusi su skirtingomis atopijos formomis. Vis délto islieka
neaiskis pagrindiniai vitamino D poveikio mechanizmai ir ar vitamino D tra-
kumas prisideda prie atopijos raiskos. Australijos mokslininky atlikto tyrimo
metu SeSeriy mety amziaus vaikams nustatytas vitamino D triilkumas buvo
susijes su sergamumu astma ir alerginiu jsijautrinimu vyresniame amziuje,
be to, nustatytas mazas vitamino D kiekis buvo reikSmingai susijes biitent su
alerginiais astmos fenotipais [187]. Be to, Zhu ir kt. atliktame didelés imties
skerspjiivio tyrime, kuriame dalyvavo 435040 suaugusieji, sergantys astma,
nustatyta, kad vitamino D trikumas buvo susijes su did¢jancia tikimybe sirg-
ti astma bei plauciy funkcijos rodikliy blogé¢jimu [269]. Kitame skerspjiivio
tyrime pateikiami nuosekliis duomenys, demonstruojantys rysj tarp vitamino
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D kiekio maz¢jimo kas 10 ng/ml ir didéjancio astmos paplitimo [273]. Be
to, Baek su bendraautoriais atlikto skerspjiivio tyrimo rezultatai atskleide,
kad vitamino D trikumas padidino jsijautrinimo maisto alergenams rizika
ir atopinio dermatito sunkuma [270]. Tokie duomenys papildo atlikto tyrimo
metu gautus rezultatus ir leidzia teigti prielaida, kad vitaminas D dé¢l uzdegi-
ma slopinancio veikimo atlieka svarby vaidmen;j atopiniy ligy patogenezéje.
Be to, vertinant vitamino D vaidmen;j atopijos metu, yra svarbu atsizvelgti
1 Sio vitamino papildy vartojimg. Dalies moksliniy studijy duomenys paro-
de, kad vitamino D papildy vartojimas gali sumazinti atopiniy ligy sunkuma
[203,272,274]. Vis délto, apie vitamino D papildy vartojimo naudg pateikia-
mi ir prieStaringi tyrimy rezultatai [275]. Nors §io tyrimo metu nebuvo tirta
vitamino D papildy vartojimo sgsajy su atopijos pasireiSkimu, tokie rezultatai
demonstruoja reikSminga vitamino D vaidmen; ir suteikia pagrindg gilintis |
vitamino D veikimo mechanizmus ir detaliai iSsiaiSkinti jo reik§me¢ atopijos
patogenezeje.

4.2. Vitamino D receptoriaus ir vitaming D suriSancio baltymo geny
polimorfizmas ir vitaminas D

Atlikto tyrimo metu buvo nustatyti SeSi VDR geno vieno nukleotido po-
limorfizmai. Logistinés regresijos analiz¢ atskleidé reikSmingas sasajas tarp
VDR geno polimorfizmo rs11168293 genotipo GG ir atopijos metu nustatyto
sumazéjusio vitamino D kiekio (< 30 ng/ml). Tokie rezultatai leidzia teig-
ti, kad skirtingos VDR geno variacijos yra svarbios reguliuojant vitamino D
kiekj ir tai gali atlikti reikSmingg vadmenj atopijos patogenez¢je. Be to, nu-
statytas VDR polimorfizmo ir vitamino D koncentracijos kitimo rySys gali
biiti svarbus veiksnys imuninio atsako reguliavimui ir biiti susij¢s su didesne
atopiniy ligy rizika [229]. Deja, rs11168293 variantas yra mazai iStirtas, o
mokslingje literattiroje kol kas néra duomeny apie Sio polimorfizmo vaidmenj
atopiniy ligy kontekste. Todé¢l, siekiant patvirtinti gautus rezultatus, svarbu
detaliau istirti §] VDR geno polimorfizma.

Tyrimo rezultatai taip pat atskleidé reikSmingg rysj tarp rs2228570 GG
genotipo ir normalaus vitamino D kiekio kontrolin¢je grupéje, kurig sudaré
atopinémis ligomis nesergantys asmenys. Tai reiskia, kad Sis genotipas gali
buti susijes su efektyvesniu vitamino D metabolizmu arba jo kiekio regulia-
vimu sveikiems asmenims. Vis délto, atopinémis ligomis serganciyjy grupeje
$is rySys nebuvo statistiSkai reikSmingas, tai gali reiksti, jog $io geno poveikis
atopinéms ligoms gali buti silpnas arba pakites dél kity genetiniy ir aplinkos
veiksniy. Jdomu tai, kad nors dabartiniame tyrime nebuvo aptikta reikSmingy
rezultaty tarp rs2228570 genotipo ir atopijos, ankstesnis pilotinis tyrimas, at-
liktas su mazesnémis imtimis, parodé $io genotipo ry$i su alergine astma. Be
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to, vertinat VDR geno polimorfizmy pasiskirstyma tarp serganciyjy atopiné-
mis ligomis ir sveiky tiriamyjy, rezultatai statistiSkai reikSmingai nesiskyré.
Vis délto, kai kuriuose tyrimuose atskleidziama, kad rs2228570 bei Sio VNP
alelis A buvo susij¢ su padidéjusia atopiniy ligy rizika [185,220,238,242].
Tokie rezultatai demonstruoja §io polimorfizmo rys$j su vitamino D kiekiu,
taCiau parodo, kad svarbu atlikti i§samesnius tyrimus su didesnémis imtimis,
jog $i hipotezé buty patikimiau patvirtinta. Yra tikimybe¢, kad tam tikri VDR
VNP gali paveikti genus ekspresuojanciy baltymy struktiirg ir turéti jtakos
VDR funkcijai ir signalizacijos keliui vitamino D metabolizme [215,230].
Biitent polimorfizmas rs2228570, esantis VDR geno 2 egzono 5’ gale, gali
paveikti mRNR susijungimg ir VDR baltymo strukttrg [230]. Tyrimai rodo,
kad rs2228570 polimorfizme C alelj pakeitus T aleliu, gali susidaryti Siek tiek
trumpesnis VDR baltymas [276]. Trumpesné¢ VDR forma gali biiti maziau
veiksminga reguliuojant geny ekspresija ir reaguojant  vitaming D [277].
Tuncel ir kt. i§tyré keturis daZniausiai pasitaikancius VDR polimorfizmus —
rs1544410, rs731236, rs7975232 ir rs2228570 — Kipro turky grupéje ir nusta-
té stipry rysj tarp rs2228570 T alelio ir sumazéjusio vitamino D kiekio [241].
Keletas kity publikacijy taip pat pranesé apie rysj tarp VDR VNP rs2228570
arba rs1544410 ir sumazéjusio vitamino D kiekio [8,241,278]. Miisy tyrimo
rezultatai parodé, kad rs2228570 alelis A buvo susijes su sumazéjusiu vitami-
no D kiekiu kontrolinéje grupéje, taciau atsizvelgus j kity mokslininky duo-
menis, negalima atmesti §io VNP reikSmingumo sergant atopinémis ligomis.

Ivertinus gautus rezultatus nustatytas reikSmingas rySys tarp VDR geno
polimorfizmo rs731236 GG genotipo ir normalaus vitamino D kiekio kont-
rolinéje grupéje. Pilotinio tyrimo metu, vertinant mazesnes tiriamyjy gru-
pes, nustatytas reikSmingas rs731236 rySys su vitamino D kiekiu ir atopijos
grupéje, todel rezultatus reikéty vertinti kritiSkai ir neatmesti tikimybeés, kad
Sis polimorfizmas gali biiti reikSmingas sergant atopinémis ligomis. Be to,
Ispanijos mokslininkai atskleidé, kad rs2238136 yra potencialus AD rizikos
veiksnys [279], dar labiau pabréziant VDR geno variacijy svarbg atopinéms
ligoms. Airijos mokslininkai nustaté reikSminga rysj tarp rs731236 C alelio ir
nekontroliuojamos astmos rizikos [280], parodydami, kad Sis polimorfizmas
gali biiti svarbus ne tik vitamino D metabolizmui, bet ir atopiniy ligy progre-
savimui. Vis délto, pateikiama ir priestaringy duomeny, kai nenustatyta Sio
polimorfizmo s3gsajy su vitamin D kiekiu [281]. Atlikto tyrimo ir kity moksli-
ninky pateikti duomenys gal¢jo nesutapti dél genetinés jvairoves, kuri apima
skirtingus alelius, pasireiskiancius jvairiose populiacijose.

Atlikto tyrimo metu taip pat nustatytas reikSmingas rySys tarp rs3847987
genotipy AA, AC, alelio A ir normalaus vitamino D kiekio bei tarp rs3847987
genotipo CC ir sumaZzéjusio vitamino D kiekio kontrolingje grupéje. Tokie
duomenys sutampa su Kinijos mokslininky atvejo ir kontrolés tyrimo rezulta-
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tais, kai nustatytos reikSmingos sasajos tarp rs3847987 ir vitamino D kiekio
[230,282]. Vis délto, Siuo metu néra rasta duomeny, rodanciy, kad $is poli-
morfizmas galéty biti susijes su atopijos pasireiSkimu. Tai rodo, kad nors
tam tikri VDR geno variantai gali turéti jtakos vitamino D kiekiui, jy poveikis
atopiniy ligy vystymuisi iSlieka neaiskus ir reikalauja iSsamesniy tyrimy.

Atlikto tyrimo metu buvo nustatyti keturi vitaming D suriSancio baltymo
GC geno polimorfizmai. Gauti rezultatai atskleidé reikSminga rysj tarp GC
VNP rs4588 alelio T ir sumazéjusio vitamino D kiekio atopijos metu. Be to,
reikSmingai daznesnis rs4588 genotipy GG ir retesnis GT pasiskirstymas ato-
pijos grupéje aptiktas tiriamiesiems, kuriems nustatytas normalus vitamino
D kiekis, nei tiems, kurie turéjo sumazéjusj §io vitamino kiekj. Zinoma, kad
GC genas koduoja vitaming D suriSantj baltyma, kuris atlieka pagrindinj vai-
dmenj transportuojant vitaming D ir jo metabolitus i jvairius audinius [246].
Ivairiis GC geno polimorfizmai gali biiti susij¢ su GC baltymo stabilumu ir
funkcinéms savybéms [246]. Taigi, tokie GC geno VNP kaip rs4588 galéty
paaiskinti vitamino D kiekio poky¢ius. Miisy rezultatai sutampa su naujausiy
atvejo-kontrolés tyrimy duomenimis, kurie atskleidzia reikSmingg GC geno
polimorfizmo ry$j su vitamino D kiekiu atopijos metu [10,256,283]. Indi-
jos mokslininkai nustaté, kad rs4588 CC genotipas buvo susij¢s su padidéju-
siu vitamino D kiekiu, o AA genotipas — su sumaz¢jusiu vitamino D kiekiu
AD metu [10]. Saudo Arabijos mokslininky atliktame tyrime, kuriame buvo
vertintas vitamino D papildy veiksmingumas, atsizvelgiant i GC geno VNP
rs7041 ir rs4588, pranesta, kad tam tikri Siy VNP genotipiniai variantai buvo
susije su vitamino D papildy vartojimo neveiksmingumu [284]. Tyrimo rezul-
tatai parodé, kad tiriamiesiems, turintiems GC geno VNP rs7041 GG ir rs4588
CC genotipus, buvo nustatytas reik§mingai mazesnis vitamino D kiekis, nei
turint kitus Siy GC geno VNP genotipus, o vitamino D kiekio padidéjimas
po papildy vartojimo buvo susijes su rs7041 genotipu GG ir rs4588 genotipu
CC, bet ne su kitais genotipais [284]. Be to, rs4588 alelio A ir rs7041 alelio T
nesSiotojams buvo nustatytas sumaze¢jes vitamino D kiekis, kuris maziausiai
padidéjo po vitamino D papildy vartojimo, nei tiems, kuriems nustatyti kiti
$iy polimorfizmy aleliai [284]. Sie duomenys patvirtina misy tyrimo metu
nustatytg rysj tarp rs4588 alelio T ir sumazéjusio vitamino D kiekio atopijos
metu bei dazniau nustatomo rs4588 genotipo GG esant normaliam vitamino
D kiekiui, nei jo sumazéjimui atopijos metu. Tokie rezultatai atskleidzia, kad
GC geno VNP rs4588 gali biiti potencialus vitamino D kiekio serume mo-
duliatorius ir atlikti svarby vaidmeny atopiniy ligy patogenezéje. Vis délto,
neradome reikSmingo rySio tarp vitamino D kiekio ir VNP rs7041, tokiems
rezultatams galéjo turéti jtakos tai, kad tyrimo metu buvo vertinti sergantieji
lengvos ir vidutinés formos atopinémis ligomis, be to, skirtingy tyrimy rezul-
tatai gali skirtis dél etniniy ir geografiniy tiriamyjy grupiy skirtumy.
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4.3. Imuninis atsakas atopijos metu

Tyrimo rezultatai parodé reikSmingai didesnj Th2, Thl, Th17 ir mazesnj
Treg limfocity kiekj atopijos metu, nei kontrolinéje grupéje. Taip pat atopijos
grupéje nustatytas mazesnis Th17/Treg limfocity santykis, nei kontrolingje
grup¢je. Nors reikSmingy rezultaty nebuvo nustatyta vertinant Th1/Th2 lim-
focity santykj, atopijos metu stebimas tendencingai mazesnis Th1/Th2 san-
tykis, nei kontrolingje grupéje. Be to, atopijos metu nustatytas reikSmingai
didesnis Th2 ir Th17 limfocity gaminamy citokiny IL-5 ir IL-17A kiekis bei
mazesnis Treg limfocitams biidingy IL-10 ir TGF-B1 kiekis, lyginant su kon-
trolinés grupés duomenimis.

Th2 limfocitai, kurie iSskiria citokinus, tokius kaip I1L-4, IL-5 ir IL-13,
paprastai laikomi pagrindiniais atopijos patogenezéje dalyvaujanciais limfo-
citais [1]. Sie citokinai yra atsakingi uz IgE sinteze, eozinofily aktyvacija
ir alerginj uzdegima [66,67]. Miisy rezultatai sutampa su literatiiros duome-
nimis, kuriuose nurodoma, kad atopijos pasireiSkimas yra siejamas su Th2
limfocity aktyvumu bei Thl ir Th2 limfocity ir jiems biidingy citokiny pu-
siausvyros sutrikimu [285,286].

Svarbu tai, kad atopijos grup¢je buvo nustatytas padidéjes Th17 limfoci-
ty kiekis ir jy funkcinis aktyvumas iSskiriant citoking IL-17A bei sumazéjgs
Treg limfocity ir jy gaminamy citokiny (IL-10, TGF-B1) kiekis. Tokie rezul-
tatai patvirtina duomenis apie reikSmingg Treg ir Th17 limfocity vaidmenj
atopijos patogenezeje [72,73]. Paprastai Treg limfocitai slopina Th17 ir Th2
lasteliy inicijuotg imuninj uzdegima, iSskirdami tokius citokinus kaip TGF-f3,
IL-10 ir IL-35 [287]. Be to, atopijos metu nustatytos sasajos tarp did¢jancio
Treg ir TGF-B1 kiekio, o TGF-B1 buvo teigiamai susijes su IL-17 kiekiu.
Zinoma, kad jauni, dar nesubrende CD4+ T limfocitai gali diferencijuotis j
Treg lasteles dél TGF-B poveikio ir vaidinti svarby vaidmenj reguliuojant
Th17 limfocity skai¢iy arba funkcinj aktyvuma [73]. Be to, yra jrodymy, kad
sutrikusi pusiausvyra tarp Treg ir kity CD4+ T limfocity gali biiti susijusi su
atopiniy ligy iSsivystymu [288]. Gauti rezultatai sutampa su tyrimais, paro-
danciais, kad TGF-p atlieka reikSmingg vaidmenj, skatindamas Treg limfoci-
ty diferenciacija ir slopindamas Th17 limfocity funkcinj aktyvuma atopijos
metu [103,104]. Imuninio uzdegimo reguliavime tai ypac svarbu, nes Th17
limfocity kiekis ir aktyvumas gali biiti reikSmingai susijes su atopiniy ligy
progresavimu ir sunkumu [12,73]. Be to, did¢jantis IL-17A kiekis buvo su-
sijes su didéjanciu TGF-B1, bet ir su IL-35 kiekiu. Skirtingai nei TGF-f, IL-
35 yra gaminamas ir i§skiriamas Zmogaus audiniuose reaguojant ] uzdegima
[289]. Gauti rezultatai sutampa su tyrimais, nurodanciais, kad IL-35 tiesiogiai
slopina Th17 lasteliy diferenciacija, sumazindamas IL-17 ir RORyt gamyba,
kuris yra pagrindinis transkripcijos veiksnys, reguliuojantis Th17 limfocity
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vystymasi [113,114]. Nors ir nebuvo nustatytas reikSmingas IL-35 skirtumas
tarp atopinés ir kontrolinés grupiy, taciau kity mokslininky tyrimy duomenys
atskleidzia, kad Sis citokinas reikSmingai prisideda kontroliuojant alergines
reakcijas [115,116].

Be to, atopijos metu didéjantis Th2 limfocity kiekis buvo susijes didéjan-
¢iu Th17 limfocity kiekiu. Tai atskleidzia, kad Th2 ir Th17 limfocity rySys,
papildant vienas kito veikima, gali biiti reikSmingas atopiniy ligy patogeneze-
je ir biti susijes su alerginio uzdegimo sunkumu. Tokie rezultatai sutampa su
Domuvri ir kt. atliktu tyrimu, kuris parodé Th2 ir Th17 i§skiriamy citokiny rysj
su astmos sunkumu, atopija, eozinofiliniu uzdegimu ir atskleidé Th2, Th17
limfocity svarba sergant sunkia eozinofiline ar alergine astma [15]. Vis délto
yra tyrimy, rodanciy, kad Th17 ir Treg limfocitai gali veikti nepriklausomai
nuo Th2 limfocity. Zou ir kt. atliktame tyrime demonstruojamas reikSmingas
rySys tarp Th17/Treg santykio, plau¢iy funkcijos rodikliy ir astmos sunkumo,
taciau nerasta sasajy su Th2 limfocity kiekiu [12]. Kita vertus, Th17 lastelés
apibréziamos pagal citokiny IL-17A/F gamyba, todél reikéty atsizvelgti j visy
citokiny, kuriuos gamina Th17, poveikj [83]. Miisy rezultatai parod¢, kad ne
tik Th2 ir Th1 limfocitai, bet ir Th17 bei Treg limfocitai ir jy pusiausvyros su-
trikimas vaidina svarby vaidmenj atopiniy ligy patogenezéje ir Siy limfocity
aktyvumo nustatymas gali biiti naudingas vertinant atopijos raiSka ar ieSkant
geresniy atopiniy ligy kontrolés strategijy.

Atopijos metu didéjantis IL-17A kiekis buvo susijgs su didé¢janciais
TGF-B1 ir IL-35 kiekiais ir mazéjanciu IL-10 kiekiu. TGF-B1 taip pat buvo
neigiamai susijes su IL-10 kiekiu. Manoma, kad IL-10 gali veikti kaip bendras
inhibitorius, slopinant TGF-f1 gamyba ir taip inicijuojant grjztamajj neigia-
ma rySs] Treg limfocituose bei slopinant IFN-y gamyba Th1 limfocituose rysj
ir skatinant didesnj IFN-y i$siskyrima, kuris yra svarbus Th1/Th2 limfocity
reguliavimui [121]. Taciau tikslus IL-10 veikimas atopijos metu yra priesta-
ringas: vienuose tyrimuose nustatytas IL-10 padidéjimas atopijos metu, ki-
tuose — sumazejimas [ 122—124]. Gauti rezultatai leidzia teigti, kad IL-10 slo-
pinamasis poveikis IFN-y gamybai gali biiti susijes su IL-33 aktyvumu. Be to,
didéjantis IL-10 kiekis buvo teigiamai susijgs su uzdegimag aktyvinancio cito-
kino IL-33 kiekiu. Tokie rezultatai sutampa su naujausiy tyrimy duomenimis,
atskleidzianciais, kad IL-33 sukelto 2 tipo uzdegimo metu padid¢jes citokinas
IL-10 dalyvauja inicijuojant putliyjy lasteliy veikima ir jy degranuliacija, ak-
tyvindamas ST2 receptoriy, kuris paskatino tolimesnj IL-33 i§siskyrima [129].
IL-10, aktyvindamas putligsias lasteles atlieka reikSminga vaidmenj, kuris
gali buti susijes tiek su nuo putliyjy lasteliy veiklos priklausomais sutrikimais
[129], tiek su atopiniy ligy patogeneze. Taigi, Sie duomenys paaiskina svarby
IL-10, ST2 receptoriaus ir 1L-33 kaskados veikima, kuri aktyvina Th2 imu-
ninj atsakg ir gali pabloginti atopiniy ligy eigg. Be to, IL-33 buvo teigiamai
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susijes su Th1/Th2 limfocity santykiu bei IL-17A, taciau neigiamai su IFN-y.
Gauti rezultatai sutampa su kity tyréjy duomenimis, nurodanciais, kad 1L-33
veikimas yra susijes su Th2 limfocity aktyvumu [129]. Be to, IL-33 pasyviai
iSsiskiria 1§ pazeisty lgsteliy ir veikia kaip signalinis citokinas, aktyvinantis
imuninj atsakg atopijos metu ir tarpininkaudamas uzdegiminése reakcijose
[130,140].

Gauti rezultatai atskleidé reikSminga ryS$j tarp atopijos metu didéjancio
bendro IgE ir Treg limfocity, TGF-B1, IL-5 kiekiy bei tarp kraujo eozinofily
ir IL-5 kiekiy serganciyjy atopinémis ligomis grupéje. Svarbu tai, kad Treg
limfocitai gali slopinti efektoriniy Th limfocity, tokiy kaip Th2 arba Thl7,
proliferacija ir aktyvacija atopijos metu [13]. Th2 limfocity inicijuoto imu-
ninio atsako metu taip pat did¢ja IL-5 kiekis, kuris yra reikSmingai susijes
su eozinofily kiekio did¢jimu [66] bei alerginio uzdegimo aktyvinimu [67].
Didéjant Th2 aktyvumui, taip pat padidéja ir Treg limfocity ir jy iSskiria-
my citokiny kiekis, kuriy tikslas slopinti imuninj uzdegima, vis délto atopi-
néms ligoms biidingas santykinis Treg triikumas, kuris yra susij¢s su Th2 ir
Th17 limfocity aktyvumu [14,73,90]. Nors nerasta reikSmingos koreliacijos
tarp IgE bei eozinofily rodikliy ir Th17 limfocity, taciau reikSminga IgE ko-
reliacija su Treg limfocity TGF-B1 kiekiu serume atopijos metu rodo, kad
Th17/Treg santykis taip pat gali biiti susijes su padidéjusiu alerginiu uzdegi-
mu. Be to, Milovanovic€ ir kt. atskleidé, kad Th17 limfocitai vaidina svarby
vaidmenj] atopiniy ligy patogenezéje, o Th17 gaminami citokinai padidina
IgE gamyba B limfocituose [85] . Be to, eksperimentinis tyrimas parodé¢, kad
in vitro Th17 limfocity pasalinimas i§ sergan¢iy AA ir AD kraujo buvo susij¢s
su sumazéjusiu IgE kiekiu, o rekombinantinio IL-17A pridéjimas IgE kiekj
padidino [85] . Tokie rezultatai atskleidzia, kad kartu su IgE kiekiu didéjantis
Treg limfocity ir jy iSskiriamy citokiny, tokiy kaip TGF-B1, kiekis kontro-
liuoja ne tik Th2 limfocity, bet ir Th17 limfocity ir jy iSskiriamy citokiny
kiekj, taip slopinant alerginj uzdegima.

4.4. Imuninis atsakas ir vitaminas D

Manoma, kad vitaminas D atlieka svarby vaidmenj alerginio uzdegimo
mechanizmy reguliavime [160]. Atlikto tyrimo metu nustatytas neigiamas
rySys tarp vitamino D ir uzdegimg skatinan¢iy Th2, Th17 limfocity kiekio
periferiniame kraujyje bei IL-5 kiekio serume atopijos metu. Tokie rezultatai
sutampa su kity tyrimy duomenimis [290,291] ir leidzia daryti prielaida, kad
vitaminas D slopina alerginio uzdegimo mechanizmus reikSmingai dalyvau-
damas imuninio atsako reguliavime sergant atopinémis ligomis. Gauti rezulta-
tai leidzia teigti, kad vitaminas D veikia slopindamas antigeny stimuliuojamag
jauny CD4+ T limfocity virsmg Th2 ir Th17 limfocitais, taip reguliuvodamas
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Thl limfocity kiekj bei slopindamas imuninj atsaka skatinanciy citokiny,
tokiy kaip IL-5, gamyba. Be to, kity mokslininky atlikti tyrimai patvirtina,
kad vitaminas D prisideda prie Thl ir Th2 limfocity pusiausvyros regulia-
vimo, taip pat moduliuoja imunin¢ pusiausvyrg tarp Th17 ir Treg limfocity
[292,293]. Atlikto tyrimo rezultatai sutampa su mokslininky tyrimy duome-
nimis, kuriuose buvo vertintas Th2 limfocity ir vitamino D rySys pacientams,
sergantiems atopinémis ligomis [294,295], ir leidzia manyti, kad vitaminas D
gali reikSmingai prisidéti prie alerginio uZdegimo slopinimo, reguliuvodamas
Th limfocity aktyvuma. Keles ir kt. nustaté, reikSmingas s3sajas tarp vitamino
D kiekio ir Th1/Th2 pusiausvyros bei neigiama rysj tarp vitaino D ir bendro
IgE kiekio alerginio rinito metu [295]. Musy rezultatai atskleidzia sumazéju-
sio vitamino D kiekio rysj su didéjanc¢iu Th2 ir Th1 limfocity kiekiu atopijos
metu, kai kurie tyrimai rodo, kad vitaminas D aktyvina Th2 Iasteliy vystyma-
si, skatindamas citokino IL-4 gamybga ir blokuoja Thl lasteliy aktyvavima,
slopindamas IFN-y gamyba, taip ribodamas galimg audiniy pazeidima, kurj
sukelia Th1 limfocity aktyvumas [290,291]. Nustatytas neigiamas rysys tarp
vitamino D kiekio ir Th17 limfocity, kurie dalyvauja uzdegimo aktyvinime,
sutampa su kity tyrimy rezultatais ir prisideda prie duomeny, detaliau atsklei-
dzianc¢iy vitamino D vaidmenj atopijos patogenezeje [167,206]. Tyrimai at-
skleidzia, kad IL-17 gali dalyvauti aktyvinant Th2 limfocitus [81], prisidéti
prie eozinofily ir neutrofily infiltracijos skatinimo bei Treg limfocity atsako
slopinimo [82]. Tikeétina, kad vitaminas D, slopindamas Th17 limfocity veiki-
ma, aktyvina Th2 limfocity slopinimg ir gali prisidéti reguliuojant eozinofily
ir neutrofily infiltracija. Vis délto nustatytas rySys tarp vitamino D ir Th lim-
focity kiekio nebuvo stiprus, o tyrimo rezultatai neparodé reikSmingo rysio
tarp vitamino D ir Treg limfocity kiekio ar Th17 ir Treg limfocity santykio.
Remiantis kity mokslininky duomenimis [82], galima spéti, kad vitaminas D
Treg limfocitus veikia ne tiesiogiai, bet per Th17 limfocitus, slopindamas jy
aktyvuma. Vis délto galimas to paaiSkinimas: lengvos ar vidutinio sunkumo
atopiniy ligy formos nepakankamai atspindi asociacijg tarp vitamino D ir Th
limfocity, ypa¢ Treg limfocity.

Atlikto tyrimo metu nustatytas reikSmingai didesnis bendro IgE ir krau-
jo eozinofily kiekis serganciyjy atopinémis ligomis grupése, nei kontroliné-
je grupéje. Be to, nustatytos reikSmingos sasajos tarp padidéjusio eozinofily
skaiiaus ir sumazejusio vitamino D kiekio atopijos metu. Tokie rezultatai
atskleidzia, kad vitaminas D gali biiti potencialus IgE ir eozinofily kiekio
reguliatorius. Vitaminas D gali prisideéti prie IgE ir eozinofily kiekio regulia-
vimo, slopindamas Th2 limfocity atsaka ir mazindamas IL-5 gamyba, kuris
yra ypac reik§Smingas alerginio fenotipo pasireiSkimui [67]. Gauti tyrimo duo-
menys sutampa su kity mokslininky rezultatais, atskleidzianciais sumazéju-
sio vitamino D kiekio rysj su padidéjusiu eozinofily kiekiu kraujyje sergant
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atopinémis ligomis ar astma [173,174]. Be to, negalima atmesti galimybés,
kad vitamino D poveikj eozinofilams gali reguliuoti vitamino D receptoriai.
Vitaminas D, veikdamas per VDR, esancius eozinofily pavirsiuje, gali prail-
ginti eozinofily gyvenimo trukme ir padidinti membraniniy receptoriy eks-
presija, taip slopindamas lgsteliy apoptozg¢ ir sumazindamas naujy eozinofily
poreikj [24]. Nors mes nenustatéme reikSmingo rysio tarp vitamino D ir IgE
kiekio, kiti tyrimai parodé, kad Zema vitamino D bukle yra susijusi su dides-
niu IgE kiekiu atopijos metu [175,176,178]. Kai kurie mokslininkai teigia,
kad asmenims, kuriems triksta vitamino D, nustatomas didesnis IgE kiekis
ir eozinofily skaicius, nei tiems, kuriy vitamino D kiekis yra pakankamas
[173,296,297], nors literatiiros Saltiniuose pateikiami ir prieStaringi tyrimy
rezultatai [181,182].

Taip pat nustatytas teigiamas rysys tarp vitamino D ir citokino IL-33 kiekio
serganciyjy atopinémis ligomis grupéje. Tokie rezultatai sutampa su moksli-
ninky tyrimais, atskleidzianciais reikSmingg vitamino D veikima skatinant
IL-33 gamyba, taip pat Sio citokino receptoriaus ST2 ekspresijg zmogaus ke-
ratinocituose [298]. IL-33 — tai naujas citokinas, kurj gamina dauguma orga-
ny, jskaitant odos, epitelio ir endotelio lasteles. Sis citokinas dalyvauja regu-
liuojant imuninj atsakg, Zinoma, kad jis aktyvuoja Th2 limfocitus, putligsias
lasteles ir eozinofilus [136]. Be to, tyrimo rezultatai atskleidé tiesiogines sa-
sajas tarp IL-33 ir Th1/Th2 limfocity santykio bei IL-17A ir netiesioginj rysj
su IFN-y. Tai suteikia tam tikrg paaiSkinimg apie mechanizma, kaip vitaminas
D gali buti susijes su Th2 limfocity atsako skatinimu, ir sutampa su tyrimais,
kuriuose daromos iSvados, kad vitaminas D skatina Th2 lasteliy vystymasi,
taip blokuodamas Th1 lasteliy aktyvavima, slopindamas IFN-y gamyba, taip
ribodamas galimg audiniy pazeidimg [290,291]. Vis délto gauti rezultatai pa-
rod¢ neigiama koreliacija tarp vitamino D ir Th2 limfocity bei IL-5 kiekio.
Tokie rezultatai rodo, kad vitaminas D gali dalyvauti keliuose skirtinguose
mechanizmuose, reguliuojanc¢iuose Th2 limfocity atsaka ir netiesiogiai pri-
sidéti slopinant ar aktyvinant Th2 limfocitus, taip reguliuojant kity limfocity
aktyvumg. Svarbu paminéti, kad vitamino D veikimas moduliuojant IL-33
ekspresijg gali buti reikSmingai susijes su VDR, esanciais ant keratinocity
[298]. Vis délto keliy tyrimy duomenys atskleidé tai, kad vitaminas D gali
buti susij¢s su atopiniy ligy sunkumu ir i$sivystymu, nepriklausomai nuo IL-
33 veikimo [299,300].

4.5. Vitamino D receptoriaus ir vitaming D suriSan¢io baltymo geny
polimorfizmas ir bendro IgE, kraujo eozinofily kiekis atopijos metu

Atlikto tyrimo metu nustatyta, kad VDR geno VNP rs11168293 alelis T
buvo susij¢s su nustatytu mazesniu bendro IgE ir kraujo eozinofily kiekiu
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atopijos metu, tuo tarpu rs11168293 alelis G, prieSingai, buvo reikSmingai
susijes su didesniu kraujo eozinofily kiekiu. Be to, pastebéta tendencija, kad
sergantiesiems atopija, kurie turéjo rs11168293 genotipa GG, buvo nustaty-
tas didesnis eozinofily kiekis, nei tiems, kurie turéjo kitus Sio polimorfizmo
genotipus. Skirtingai nei eozinofilai [24], IgE neturi VDR, tac¢iau IgE kie-
kis kraujyje yra priklausomas nuo B limfocity kiekio ir funkcinio aktyvumo
[221]. Todel galima teigti prielaida, kad VDR geno polimorfizmas rs11168293
gali buti susijes su B limfocity reguliavimu. Be to, Th2 limfocity gaminami
citokinai IL-4 ir IL-13 aktyvina B limfocity proliferacijg ir IgE sinteze, o IL-5
svarbus eozinofily aktyvacijos procesuose [66]. Tikétina, kad rs11168293
gali buti susijgs su atopijos patogenezes procesais ir dalyvauti reguliuojant
Th2 limfocity aktyvuma, taip prisidédamas prie IgE ir eozinofily kiekiy su-
maz¢jimo ar padidéjimo. Gauti duomenys patvirtina mokslininky keliama
hipoteze, kad vitaminas D ir tam tikri VDR geno polimorfizmai gali sutrikdy-
ti Th2 lasteliy atsaka ir skatinti atopijos vystymasi [230]. Deja, rs11168293
variantas yra mazai iStirtas ir, miisy Ziniomis, néra paskelbty straipsniy apie
VDR 1511168293 vaidmen; atopiniy ligy kontekste. Norint patvirtinti miisy
rezultatus, reikia toliau tirti VDR geno VNP rs11168293 varianta, atliekant
tyrimus su didesnémis imtimis ir skirtingose populiacijose. Kiti mokslininkai
nustaté reikSmingg ry§j tarp VDR geno polimorfizmy rs2239185, rs 7975232
ir rs731236 ir IgE kiekio astmos ir atopijos metu [229,238]. Vis délto, mes
neradome jokio reikSmingo rysio tarp $iy geno polimorfizmy.

Gauti rezultatai parodé reikSminga ry$j tarp vitaming D suriSancio balty-
mo GC geno VNP rs7041 genotipo CC ir atopijos metu nustatyto didesnio
eozinofily kiekio, palyginus su §io polimorfizmo AA genotipu. Be to, rs741
alelio C neSiotojams nustatytas didesnis kraujo eozinofily ir bendro IgE kie-
kis, nei tiems, kurie alelio C neturéjo. Tokie rezultatai sutapo su Vokietijos
mokslininky atlikto tyrimo rezultatais, kai nustatytas reikSmingas rysys tarp
rs7041 ir IgE kiekio sergant astma [22]. Fawzy su bendraautoriais atliktas ty-
rimas taip pat parodé, kad rs7041 GG genotipas ir G alelis yra galimi astmos
1$sivystymo rizikos veiksniai bei nustate, kad rs4588 AA genotipas ir A alelis
galimai atlieka apsauginj vaidmen;j sergant bronchine astma [25]. Vis délto
atlikto tyrimo rezultatai parod¢, kad rs4588 genotipas TT ir alelis T buvo
susijes su nustatytu didesniu eozinofily kiekiu atopijos metu. Tokie tyrimy
rezultatai parodo, kad vitaming D suriSantis baltymas yra ne tik vitamino D
metabolity nesiklis, gali dalyvauti uzdegimo moduliavime [142,250]. Gauti
rezultatai rodo, kad vitaming D suriSantj baltymg koduojancio GC geno VNP,
tokie kaip rs7041 ir rs4588, gali biiti reikSmingai susijes su alergeny sukeltu
uzdegimu.
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4.6. Vitamino D receptoriaus ir vitamina D suriSanc¢io baltymo geny
polimorfizmas ir T limfocity potipiy bei jiems buidingy citokiny kiekis
atopijos metu

Mokslininky pateikti duomenys rodo, kad VDR gali prisidéti reguliuojant
imuninj atsakg ir slopinti T limfocity dauginimasi [231] bei jy funkcinj ak-
tyvumg [231-234]. Toks VDR vaidmuo gali biiti susijes su tam tikrais Sio
receptoriaus geno polimorfizmais. Gauti rezultatai atskleidé reikSmingas sa-
sajas tarp VDR geno VNP rs731236 genotipo AA ir atopijos metu padidéjusio
Th2, Th17 limfocity kiekio bei Th1/Th2 santykio. Tai leidzia kelti hipoteze,
kad rs731236 genotipas AA gali biiti susijes su aktyvesniu uzdegimu atopi-
jos metu ir sunkesne atopiniy ligy eiga. Be to, rs731236 genotipas AA buvo
reikSmingai susij¢s su mazesniais TGF-B1, o genotipas GG — su maZesniais
IL-10 kiekiais, kurie yra susij¢ su Treg limfocity aktyvumu ir imuninio uz-
degimo slopinimu. Galima teigti, kad toks rySys atspindi susilpnéjusia Treg
limfocity funkcija, nors sgsajy tarp rs731236 ir Treg limfocity kiekio nenusta-
tyta. Be to, Sie rezultatai papildo mokslininky pateiktus duomenis apie VDR
geno VNP rs731236 rysj su tokiy ligy kaip astmos rizika [280].

Atopijos grupeje, VDR geno VNP rs11168293 alelio T neSiotojams buvo
nustatytas mazesnis IgE ir kraujo eozinofily kiekis, nei tiems, kurie neturéjo
Sio alelio. Tuo tarpu tiems, kuriems aptiktas rs11168293 alelis G, nustatytas
didesnis kraujo eozinofily kiekis, nei tiems, kurie neturéjo Sio alelio. Sgsajos
tarp rs11168293 genotipo TT bei alelio T ir IL-10, IgE, eozinofily rodikliy
atskleidzia apsauginj §io VNP poveik] atopijos patogenezéje. Vis délto VDR
polimorfizmy rySys su T limfocity populiacijomis ir jy ekspresuojamais ci-
tokinais néra detaliai iSaiSkintas. Taciau VDR buvimas imuninése lgstelése
rodo [222], kad vitamino D veikimas gali biiti susijes su $iy lasteliy aktyvu-
mu. Manoma, kad vitamino D prijungimas prie VDR ant putliyjy lasteliy su-
kelia citokino IL-10 gamyba, kuris slopina IIL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a ir
kity citokiny i§skyrimg ir taip reguliuoja imuninj uzdegima (301). Putliosios
lasteleés yra efektorinés lgstelés, kurios vaidina lemiamg vaidmen; aktyvinant
nuo IgE priklausomg uzdegima atopijos metu, todél vitamino D veikimas per
VDR, esantj ant putliyjy lasteliy, gali buti susijes su Th2 ir kity CD4+ T
limfocity potipiy aktyvumu.Vis délto rs11168293 TT genotipas taip pat buvo
susijes su padidéjusiu Th1/Th2 santykiu, todél i Sio VNP vaidmenj reguliuo-
jant Th2 limfocity kiekj ir aktyvuma reikéty zitreti kritiSkai. Be to, nustatytas
rs11168293 rysys su IL-10 gali turéti reikSmés IL-10, ST2 receptoriaus ir IL-
33 kaskados veikimui, kuris skatina Th2 imuninj atsakg [130].

Galima spéti, kad gautiems rezultatams reik§Smés tur¢jo ne tik VDR geno
VNP, bet ir VDR kiekis lastelése. Yra duomeny atskleidzianciy rysj tarp VDR
ekspresijos T limfocituose ir IFN-y, tod¢l galima teigti, kad padidéjusi VDR
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ekspresija yra susijusi su vykstan¢iu uzdegimu [302]. Bendix ir kt. atliko ty-
rima, kurio tikslas buvo i8tirti gydymo vitaminu D poveikj VDR ekspresijai T
limfocituose pacientams, sergantiems krono liga [302]. Siekiant jvertinti cito-
plazminio ir branduolinio VDR kiekj, i$ periferinio kraujo iSskirtos mononu-
klearinés lgstelés buvo stimuliuotos anti-CD3/CD28 ir nudazytos naudojant
fluorochromu zymétus VDR antikiinus ir jvertintos tékmés citometrijos me-
todu. Gauti rezultatai parode, kad stimuliuotos T lgstelés gamino didel; VDR
kiekj, kuris buvo sumazintas veikiant aktyviu vitaminu D [302]. Tokie duo-
menys parodo, kad vitaminas D gali reguliuoti T limfocity atsaka per VDR ir
taip reguliuoti uzdegimg skatinan¢ius mechanizmus. Taciau yra prieStaringy
duomeny, rodanc¢iy, kad vitaminas D stimuliuoja VDR ekspresija CD4+ T
limfocituose [303]. Vis délto Chang ir kt. atlikto tyrimo rezultatai atskleide,
kad peliy, sergan¢iy autoimuniniu encefalitu, gydymas aktyviu VDR ligandu
ir vitamino D papildais sumazino IL-17 ekspresija ir palengvino ligos raiska
[16]. Tyrimas taip pat parodé¢, kad in vitro CD4+ T limfocity veikimas fi-
ziologinémis vitamino D dozémis pirmiausia slopino Th17 Igsteliy citokiny
gamybg, priklausomai nuo VDR, nepaveikdamas transkripcijos veiksniy ar
pavirSiaus molekuliy gamybos [16]. Tokie rezultatai parodé, kad VDR veiki-
mas yra reikSmingai susijes su Th17 limfocity slopinimu.

Tyrimo rezultatai parodé, kad atopijos metu nustatytas GC geno VNP
rs4588 genotipas GG buvo susijes su mazesniais Th2 ir Th17 limfocity kie-
kiais, nei turint kitus $io polimorfizmo genotipus. Be to, rs4588 TT genotipas
buvo susijes su nustatomais mazesniais I1L-10 kiekiais serume, nei turint §io
VNP GT genotipa. Tokie rezultatai rodo, kad rs4588 genotipas GG gali atlik-
ti apsauginj vaidmenj ir reikSmingai dalyvauti slopinant alerginj uzdegima
atopijos metu. Svarbu pamineti, kad rs4588 genotipas GG dazniau buvo bi-
dingas sergantiems atopinémis ligomis, kuriems buvo nustatytas normalus vi-
tamino D kiekis, nei tiems, kuriems nustatytas sumazéjes vitamino D kiekis.
Tokie rezultatai parodo, kad GC geno polimorfizmai, koduojantys vitaming
D suriSant] baltyma, yra susij¢ su vitamino D kiekiu ir taip gali dalyvauti
imuninio atsako reguliavime. Néra daug tyrimy, kuriuose biity analizuojamos
sasajos tarp GC geno polimorfizmy ir imuninio atsako atopijos metu, taciau
paskelbti duomenys rodo, kad tokiy atopiniy ligy kaip astma metu vitamino
D kiekis yra teigiamai susijes su GC baltymu, Treg limfocity skai¢iumi, ir
neigiamai — su bendru IgE ir IL-4 kiekiu [7].

Tuo tarpu rs7041 genotipo CC sasajos su periferiniame kraujyje nustaty-
tais didesniais Th2 ir Th17 limfocity kiekiais bei mazesniu TGF-B1 kiekiu se-
rume atopijos metu, nei esant kitiems $io polimorfizmo genotipams, atsklei-
dzia galimg §io VNP vaidmenj aktyvinant imuninj atsakg ir alerginj uzdegima
atopiniy ligy kontekste. Be to, kaip buvo minéta, atopijos metu nustatytas
rs7041 alelis C buvo susijes su padidéjusiu IgE ir eozinofily kiekiu. Rs7041
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genotipas CC taip pat buvo susijes padidéjusiais IL-10 ir IL-35 rodikliais. To-
kie rezultatai atskleidzia, kad Sis VNP i§ dalies prisideda prie Treg limfocity
aktyvumo reguliavimo.

Gauti rezultatai taip pat atskleidé¢, kad tiriamiesiems, kuriems nustatytas
rs3733359 GG, buvo nustatytas reikSmingai mazesnis IL-10 kiekis, nei tu-
rintiems §io VNP GT genotipg. Remiantis gautais rezultatais ir kity tyrimy
duomenimis [148,252,253], galima teigti, kad tam tikri vitaming D suriSant}
baltyma koduojan¢io GC geno polimorfizmai atlieka reikSmingg vaidmenj
imuninés sistemos reguliavime, slopinant VDR signalizacija imuninése laste-
lése, ir gali riboti vitamino D sgveikg su Th2, Th17, Treg ir kitais limfocitais
bei dalyvauti kontroliuojant vitamino D metabolity patekimg j Iasteles. Vis
delto reikSmingo rySio tarp Sio polimorfizmo ir vitamino D kiekio nustatyta
nebuvo, todél svarbu atlikti daugiau tyrimy, kuriuose biity analizuojamas ry-
Sys tarp jvairiy GC geno polimorfizmy ir imuninio atsako atopijos metu.
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ISVADOS

. Sergant atopinémis ligomis (atopiniu dermatitu ir alergine astma) nu-
statytas mazesnis vitamino D kiekis kraujyje nei kontrolingje (sveiky
asmeny) grupéje.

. Identifikuoti $eSi vitamino D receptoriaus geno ir keturi vitaming D
suriSanc¢io baltymo geny polimorfizmai, kuriy pasiskirstymas tarp ato-
pijos ir kontrolinés grupiy reik§mingai nesiskyre; taciau atopijos metu
nustatytos sgsajos tarp sumazejusio vitamino D kiekio ir vitamino D
receptoriaus geno polimorfizmo rs11168293 GG genotipo bei vitaming
D suri$ancio baltymo geno polimorfizmo rs4588 T alelio. Kontrolin¢je
grupéje nustatytas rySys tarp normalaus vitamino D kiekio ir polimor-
fizmy rs3847987 AA, rs731236 GG ir 152228570 GG genotipy.

. Nustatytas serganciyjy atopinémis ligomis imuninio atsako pobu-
dj iliustruojan¢iy Zymeny profilis: reikSmingai padidéj¢ bendro IgE,
kraujo eozinofily, Thl, Th2, Th17, IL-5, IL-17A, TGF-B1 ir sumaz¢jes
Treg, IL-10 kiekiai kraujyje. Vitamino D kiekis atopijos metu buvo ne-
tiesiogiai susijes su uzdegimo Zymenimis (Th2, Th17, IL-5 ir eozinofily
kiekiu kraujyje).

. Vertinant tirty imuniniy zZymeny kieki, atsizvelgiant | tirty geny poli-

morfizmy variantus, nustatyta, kad:

o Esant vitamino D receptoriaus geno polimorfizmo rs11168293 ale-
liui G ar vitaming D suriSancio baltymo geno polimorfizmy rs4588
aleliui T ir rs7041 aleliui C nustatytas padidéjes eozinofily bei IgE
kiekis.

o Esant vitamino D receptoriaus geno polimorfizmo rs731236 geno-
tipui AA nustatytas padidéjes Th2 ir Th17 limfocity kiekis, o turint
rs731236 ar rs11168293 genotipa GG nustatytas sumazéjes IL-10
kiekis kraujyje.

o Esant vitaming D suri$ancio baltymo geno polimorfizmo rs4588 ge-
notipui AA nustatytas padidéjes Th2 ir Th17 kiekis, o rs7041 geno-
tipui CC — padid¢jes Th2, Th17, IL-10, IL-35 ir sumazéjes TGF-B1
kiekis kraujyje.
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TYRIMO APRIBOJIMAI

Tyrimo rezultatams gal€jo turéti jtakos kai kurie veiksniai. Kraujo mé-
giniai buvo renkami nuo rugs¢jo iki balandZio ménesio, kai dél mazesnés
saulés spinduliuotés vitamino D lygis natiiraliai maz¢ja. Taciau nebuvo at-
sizvelgta | daugelj veiksniy, tokiy kaip asmeninis gautas saulés spinduliuo-
tés kiekis, sezoniniai vitamino D svyravimai, dieta, mitybos jprociai, kiino
svoris ir kiino masés indeksas, kurie galéjo daryti jtakg rezultatams. Taip pat
tyrimo vykdymas COVID-19 pandemijos metu galéjo paveikti gautus rezul-
tatus del pasikeitusio tiriamyjy kasdienio gyvenimo: socialinés izoliacijos,
mazesnio fizinio aktyvumo, galimai maZesnio saulés spinduliuotés kiekio.
Be to, nejtrauktos galimos sgveikos su kitais genais, dalyvaujanciais vitamino
D metabolizme, kurie galéty turéti papildoma poveikj. Siy veiksniy nejtrau-
kimas gali riboti i§vady iSsamumg. Todél biisimuose tyrimuose svarbu istirti
Sias sgveikas, kad biity geriau suprasta atopiniy ligy patogenezé ir genetiniy
bei aplinkos veiksniy jtaka. Be to, atopinés ligos yra dinamisSkos ir gali kisti
laikui bégant, todél biitina nuolat stebéti ir gilintis ] jy etiologija, naudojant
jvairesnius tyrimo metodus. Svarbu tai, kad Sis tyrimas apima tik Lietuvos
gyventojus. Unikalios Sios populiacijos genetinés, aplinkos ir kult@irinés sa-
vybés gali turéti jtakos rezultaty apibendrinimui ir gautoms i§vadoms. Be to,
duomeny apie atliktus tyrimus Europos populiacijoje yra nedaug, todél gau-
tus duomentis reikéty lyginti su tyrimy atlikty kitose populiacijose, turin¢iose
skirtingg genetinj ir aplinkos konteksta, duomenimis.
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SUMMARY
INTRODUCTION

Atopy is a genetic predisposition to type I hypersensitivity diseases such
as atopic dermatitis (AD) or allergic asthma (AA), characterized by excessive
production of immunoglobulin E (IgE) [1]. It is a complex and heterogeneous
condition in which symptoms such as bothersome itching, reddening of the
skin, respiratory distress, and others may occur, depending on the specific
atopic disease mechanism [2,3]. The prevalence of atopy has increased rapidly
over the past few decades [4]. About 20 % of the world’s population suffers
from atopic diseases, and the increasing prevalence of these diseases poses
new challenges for scientists and healthcare professionals [4]. Additionally,
the marked heterogeneity in the pathogenesis and etiology of atopic diseases
is becoming an increasingly urgent problem.

Genetic factors, environmental exposures, immune responses, and
interactions among these elements are involved in the onset and progression
of atopy [5,6]. Vitamin D, obtained through diet and environmental exposure
to solar radiation, is thought to play a role in regulating the immune response
[7]. However, genetic factors that may influence the development of atopic
conditions should also be considered. Recent studies reveal that single
nucleotide polymorphisms in the vitamin D receptor (VDR) and vitamin
D-binding protein (GC, also known as VDBP) genes and their single
nucleotide polymorphisms (SNPs) may be significantly associated with the
pathogenesis of atopy [8—10].

A major dominant mechanism in the pathogenesis of atopy has been
attributed to an increased type 2 helper T lymphocyte (Th2) immune
response [3,11]. However, the different clinical manifestations of atopy may
be characterized by various immune response mechanisms that are not fully
understood. Recent clinical studies reveal that not only Th2 lymphocytes play
a significant role in the pathogenesis of atopy, but also other subtypes of T
lymphocytes, such as Th17 and T regulatory (Treg) lymphocytes [3,12,13].
Th17 lymphocytes, together with Th2 lymphocytes, are believed to promote
immune inflammation, while Treg lymphocytes and the cytokines they
produce play a significant role in suppressing inflammation [12,14,15].
Therefore, to clarify the nature of immune response mechanisms during
atopy, it is important to consider the activity of not only Th2 lymphocytes but
also other T lymphocyte subtypes and the cytokines they produce.

It is assumed that vitamin D is significantly involved in the regulation
of the proliferation and differentiation of Th lymphocytes and is related to
the processes of cytokine synthesis [7]. Research has revealed that vitamin
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D regulates the Th1/Th2 balance, suppresses Th17 lymphocyte responses,
and promotes Treg lymphocyte activity, thereby suppressing inflammation
[16—-19]. Additionally, a meta-analysis revealed that certain SNPs in the VDR
gene may be associated with increased susceptibility to allergic diseases [21].
SNPs in the VDR and GC genes may also be related to the regulation of
vitamin D metabolism and its levels [8,20]. It is hypothesized that vitamin D
and the SNPs of the VDR and GC genes involved in its metabolism may be
significantly related to the expression of atopy. However, there are not enough
data to unequivocally support this hypothesis, and the relationship between
immune cells and cytokines involved in the regulation of inflammation with
vitamin D levels and SNPs in the VDR and GC genes has not been fully
elucidated.

To improve the control of atopic diseases, it is important to clarify the
pathogenesis of these conditions and identify potential atopy-provoking
factors. Identifying SNPs in VDR and GC genes and assessing their
connections with the expression of immune response components would help
to understand the development of atopy in more detail. This knowledge could
provide a basis for the introduction of new diagnostic methods and treatments.

Aim
To determine the significance of vitamin D receptor and vitamin D-binding
protein gene polymorphisms for the immune response during atopy.

Task

1. To examine the vitamin D levels in the group of patients with atopic
diseases and compare them with data from the control group.

2. To identify polymorphisms in the vitamin D receptor gene and the vita-
min D-binding protein gene and assess their relationship with vitamin
D levels in the presence or absence of atopy.

3. To determine the levels of immune markers (total IgE, blood eosi-
nophils, T lymphocytes, and associated cytokines) during atopy and
evaluate their relationship with vitamin D.

4. To evaluate the immune marker profile while considering the variants
of the vitamin D receptor and vitamin D-binding protein gene poly-
morphisms.

The novelty of the study

Atopic diseases, including AD and AA, are characterized by a complex
immune response involving T lymphocyte subtypes and related cytokines
[3,12]. Theactivity ofthese cells may be mediated by genetic and environmental
factors [6] as well as vitamin D [7]. It is assumed that SNPs in VDR and GC
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genes are related to the action of vitamin D and, consequently, play a role in
regulating the immune response [8,20]. However, there is not enough data to
unequivocally support the hypothesis about the relationship between T cells
profile and VDR or GC SNPs.

During this study, a comprehensive analysis of single nucleotide poly-
morphisms in the vitamin D receptor and vitamin D-binding protein genes
was conducted in patients with atopic diseases (atopic dermatitis or allergic
asthma) and a control group. This represents a valuable contribution to
understanding the role of genetic mechanisms in the pathogenesis of atopic
diseases. The potential associations between the expression of the immune
response, vitamin D, and different genetic variants of genes involved in its
metabolism highlight the multifaceted role of vitamin D in modulating the
immune response. The identification of VDR and GC gene polymorphisms
and their assessment in relation to the immune response in the context of atopy
opens up possibilities for personalized medicine and could form the basis
for new diagnostic methods for atopic diseases, providing a foundation for
tailored interventions based on an individual’s genetic profile. Furthermore,
this is the first study analyzing the relationship between VDR and GC gene
SNPs and immune response mechanisms during atopy in the Lithuanian
population, and it is expected to pave the way for new horizons in future
research in this field.

Practical value of the study

The study results provide more comprehensive data on the role of vitamin
D in regulating immune responses during atopy. They suggest that it is
advisable to assess vitamin D levels in patients with atopic diseases and, if
necessary, recommend vitamin D supplementation. The use of this vitamin
alongside other immunomodulatory medications may be significant in more
effectively regulating immune inflammation during atopic conditions.

The findings reveal the significant role of VDR and GC gene polymorphisms
in regulating vitamin D levels. It was determined that certain gene variants
were associated with decreased vitamin D levels in individuals with atopic
diseases, while others were more common in those with normal vitamin D
levels. This suggests that GC and VDR gene polymorphisms can influence
vitamin D levels. Individuals who carry certain gene variants or, conversely,
lack specific variants of these genes, may require higher doses of vitamin D
or more frequent supplementation to achieve therapeutic effects. Considering
the VDR and GC gene polymorphisms and vitamin D levels, individually
tailored vitamin D dosing could be beneficial in controlling atopic diseases
and addressing the growing prevalence of vitamin D deficiency.

90



The study results provide new insights into the significance of VDR and
GC gene polymorphisms in the immune response during atopy. The findings
indicate that gene polymorphisms may influence the manifestation of the
immune response. This could serve as a marker for assessing phenotypes of
atopic diseases, which is important for selecting personalized treatments. The
study’s results may also contribute to predicting the risk of developing atopic
diseases, with particular attention to the patient’s genetic profile, and be useful
in optimizing vitamin D usage and controlling the inflammatory process.

Author’s Contribution

The author was actively involved in all stages of the study, from scientific
literature analysis to laboratory tests and summarization of the obtained
results. Below are the stages of the study independently conducted by the
author:

* Conducted a scientific literature review and successfully prepared the
protocol for the Kaunas Regional Biomedical Research Ethics Commi-
ttee.

* Developed research project proposals and secured funding from the Li-
thuanian University of Health Sciences research fund.

* Prepared the research materials (blood and serum samples) for analysis,
from which laboratory tests were conducted: flow cytometry (isolati-
on, preparation, and assessment of T lymphocytes), and enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (determination of pro-inflammatory
and anti-inflammatory cytokine levels; determination of IgE and vita-
min D levels).

» Performed the analysis of identified gene polymorphisms and interpre-
tation of the results.

* Conducted analysis and summarization of the research results.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted from 2020 to 2024 at the Immunology and
Allergy Clinic of the Medical Academy of the Lithuanian University of
Health Sciences, with approval from the Regional Biomedical Research
Ethics Committee, Approval No. BE-2-74 (Appendices 1 and 2).

Some of the study data were collected as part of an international project
titled “Comparative Study of Vitamin D and Its Receptor Gene Polymor-
phisms Among Children and Adults with Atopic Dermatitis and Asthma
in Lithuania, Latvia, and Taiwan.” Permissions from international partners
were obtained to use data collected by Lithuanian researchers for the project
(Appendices 3 and 4).
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The study was partially funded by the Lithuanian University of Health
Sciences Foundation and the Research Council of Lithuania (Project re-
gistration No. P-LLT-20-4).

In the first phase of the study, all participants had their vitamin D levels,
vitamin D receptor gene, and vitamin D-binding protein gene polymorphisms
assessed, as well as total IgE levels and leukocyte populations.

In the second phase, using appropriate statistical methods and proportionally
formed groups, the immune response markers (T lymphocyte and their
characteristic cytokines profile) were evaluated for a subset of participants.

Study population

The group of patients with atopic diseases consisted of 185 individuals
diagnosed with mild to moderate atopic dermatitis and mild to moderate allergic
asthma. These patients were examined and consulted at the Immunology and
Allergy Clinic of Kaunas Clinics, Lithuanian University of Health Sciences,
between September 2020 and April 2023. The diagnosis of AD was based
on the Hanifin and Rajka criteria [260], with disease severity assessed using
the SCORAD (SCORing Atopic Dermatitis) index. Individuals with AA were
diagnosed and classified according to the recommendations of the Global
Initiative for Asthma (GINA) [261]. Sensitization to allergens was determined
according to the EAACI guidelines [262]. The control group consisted of 81
healthy individuals who were not sensitized to allergens and had no atopic
diseases or other conditions that could impact the study results.

General inclusion criteria:

 adults over 18 years old,

* no vitamin D supplements for at least three months,

* no acute or chronic respiratory diseases (other than asthma),

* no systemic autoimmune diseases or malignant diseases.

Additional inclusion criteria for the control group:

* o allergy symptoms present.

General exclusion criteria:

* individuals under 18 years old,

 treatment with allergen immunotherapy,

* pregnancy.

All participants who agreed to join the study were informed about the
study protocol and signed an informed consent form.

Sample collection and storage

Samples were collected from subjects during venipuncture. All subjects
underwent a physical examination, assessment of sensitization to allergens,
spirometry (to assess lung function), and peripheral blood sampling (for

92



determination of total immunoglobulin E (IgE), vitamin D levels, assessment
of VDR and GC genes single nucleotide polymorphisms, assessment of
inflammatory and anti-inflammatory cytokines, and determination of T
lymphocyte profile).

For the evaluation of whole blood and determination of the VDR and
GC genes SNPs, blood was collected in test tubes with the anticoagulant
potassium ethylene-diamine-tetra-acetic acid (K2EDTA). These test tubes for
genetic testing were frozen at —80 °C until the tests were performed. Samples
for the evaluation of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, as
well as for the determination of total IgE and vitamin D levels in the blood,
were collected in serum tubes. These tubes were centrifuged at 3500 rpm for
10 min., and the serum was separated and frozen at —80 °C until laboratory
tests. For T lymphocyte profile analysis, the subjects’ blood was collected in
tubes with lithium heparin, without gel, and the tests were performed on the
collected blood samples without refrigeration.

Evaluation of peripheral blood

A general blood test and evaluation of individual leukocyte populations
were performed using an automatic hematological analyzer, the UniCel® DxH
800 Coulter® Cellular Analysis System (Beckman Coulter, Miami, USA), at
the Laboratory Medicine Clinic of Kaunas Clinic, Lithuanian University of
Health Sciences.

Evaluation of vitamin D and total IgE concentration in blood serum

The amount of vitamin D in the blood of the subjects was determined by
measuring the concentration of 25(OH)D in the serum using the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) method, following the manufacturer’s
standardized methodology with commercial reagent kits (BioVendor, Brno,
Czech Republic). The sensitivity of the test is 2.81 ng/mL. According to the
manufacturer’s recommendations, the guidelines of the International Society
of Endocrinology [263] and literature [151,153,264], data analysis was
performed based on vitamin D levels: deficiency < 20 ng/mL (< 50 nmol/L),
insufficiency 20-30 ng/mL (50-75 nmol/L), normal 30-50 ng/mL (75—
125 nmol/L).

Measurements of serum total IgE were performed by ELISA using a
commercial kit (IBL International, Hamburg, Germany). The coefficients
of variability for the accuracy of the analysis during the study were 4.1 %.
The sensitivity of the test is 0.8 kU/L. Elevation of serum total IgE in adult
subjects was defined as results exceeding the manufacturer’s cutoff of 100
[U/mL. [265].
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Determination of VDR and GC Genes SNPs

For the analysis of VDR and GC gene SNPs, DNA was extracted from the
subjects’ peripheral blood using the QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Six SNPs
in the VDR gene (1s7975232, rs1544410, rs731236, rs3847987, 1s2228570,
rs11168293) and four in the GC gene (rs4588, rs7041, rs4725, rs3733359)
were analyzed using TagMan single nucleotide polymorphism genotyping
assay probes (Thermo Fisher Scientific, CA, USA). The tests were conducted
at the Clinic of Genetics and Molecular Medicine of the Medical Academy of
the Lithuanian University of Health Sciences, following the methodological
instructions provided by the manufacturer.

Assessment of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines

Interleukin (IL) 5, IFN-y, IL-17A, IL-10, TGF-B1, IL-35, and IL-33
serum measurements were performed by ELISA using commercial Kkits
from Elabscience Biotechnology Inc. (Huston, USA) with the Euroimmun
Analyzer I (Liibeck, Germany).

Measurements were conducted using ELISA kits consisting of 96-
well plates coated with specific antibodies against the respective human
cytokines. Secondary antibodies were labeled with biotin and conjugated
with streptavidin-HRP.

Before testing, frozen samples were thawed at room temperature and
centrifuged to remove sediment. Kit reagents were warmed to room
temperature and prepared according to the manufacturer’s recommendations.
TGF-B1, which is normally present in an inactive form, was activated using kit
activation reagents (1M HCI and 1.2M NaOH/0.5M HEPES) prior to assay.

The sensitivity of the assay measurements was: IL-5 — 9.38 ng/mL,
I[FN-y — 9.38 ng/mL, IL-17A — 18.75 ng/mL, IL-10 — 0.94 ng/mL, TGF-B1 —
0.1 ng/mL, IL-35 — 9.38 ng/mL, IL-33 — 9.38 ng/mL. The intensity of the
reaction was measured spectrophotometrically at a wavelength of 450 nm +
2 nm. The coefficients of variability for the accuracy of the analysis during
the study were < 10 %. Serum TGF-B1 was measured in ng/mL, while other
cytokines were measured in pg/mL.

Analysis of immune cells — T lymphocyte subtypes

Peripheral blood was collected in gel-free lithium heparin tubes. To
ensure cell viability, mononuclear cells were immediately isolated from the
peripheral blood. Additionally, T helper (Th) lymphocytes Th1, Th2, Th17,
and Treg lymphocytes were prepared for analysis by flow cytometry.
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Isolation of mononuclear cells from peripheral blood

For the evaluation of T lymphocytes, mononuclear cells (PBMCs) were
isolated from peripheral blood. Peripheral blood was diluted with saline
solution in equal parts (2 mL of blood with 2 mL of saline solution). A high-
density gradient (Ficoll Paque™; Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Sweden) was used for cell isolation. Into 50 mL Falcon-type test tubes
(Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, USA), 4 mL of the high-density
gradient was dispensed, and the diluted peripheral blood was gently layered
on top.

The sample was centrifuged at 400 x g, 20 °C, for 15 min. without
braking. After centrifugation, the upper fraction, containing the PBMCs, was
gently collected with a sterile Pasteur pipette, avoiding mixing the layers.
The mononuclear cell layer was transferred to a sterile centrifuge tube for
washing to remove platelets and remnants of the density gradient. The
cells were suspended in 2-3 mL of phosphate-buffered saline (PBS, BD
Biosciences, San Diego, USA) and centrifuged at 100 x g, 20 °C, for 10 min.
The supernatant was removed, and the cells were resuspended in 2—3 mL of
RPMI 1640 complete cell culture medium (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Massachusetts, USA) and centrifuged again at 100 x g, 20 °C, for 10 min.
After centrifugation, the supernatant was removed, and the cells were counted
under a light microscope, with test samples containing approximately 1x10°
cells/mL.

For the assessment of Treg lymphocytes, PBMCs were analyzed using a
hypotonic lysing solution (BD FACS Lysing Solution, BD Biosciences, San
Diego, USA) after erythrocyte lysis. 100 pL of peripheral blood was mixed
with 1 mL of lysis solution and kept at room temperature in the dark for
10 min. until erythrocyte lysis was clearly visible.

Preparation of Thl, Th2 and Thi7 lymphocytes

Active subtypes of T lymphocytes were determined by the cytokines they
secreted. Therefore, PBMCs were stimulated using a T cell activation cocktail
with GolgiPlug reagent, which inhibits protein release from cells (Leukocyte
Activation Cocktail with BD GolgiPlug™, BD Biosciences, San Diego,
USA). The cell suspension was added to 1 mL of RPMI 1640 complete cell
growth medium mixed with heat-activated bovine serum albumin (BSA) and
streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Massachusetts, USA), then
2 uL of leukocyte activation reagent was added and incubated at 37 °C for
4 h.

After incubation, cells were washed: the cells were centrifuged at 250
x g 20 °C, for 10 min., the supernatant was decanted, and the cells were
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resuspended in 2 mL of RPMI 1640 complete medium. This washing step
was repeated twice.

Following cell activation, cells were fixed and permeabilized for
intracellular staining. The cell suspension was added to 1 mL of cell fixation
buffer (BD Cytofix™, BD Biosciences, San Diego, USA) and kept at room
temperature in the dark for 15 min. After fixation, the cells were centrifuged
at 250 x g, 20 °C, for 10 min., and the supernatant was decanted. The cells
were washed twice with 2 mL of FBS Stain buffer (BD Biosciences, San
Diego, USA) and centrifuged again at 250 x g, 20 °C, for 10 m. Fixed and
washed cells were then suspended in 1 mL of permeabilization/wash buffer
(BD Perm/Wash™, BD Biosciences, San Diegas, JAV) and kept at room
temperature in the dark for 15 min. The cell suspension was centrifuged at
250 x g, 20 °C, for 10 min., the supernatant was discarded, and the cells were
resuspended in 50 pl of permeabilization buffer.

Activated cell populations were stained with fluorochrome-labeled
monoclonal antibodies: anti-CD4-PerCP-Cy5.5, anti-IL-17A-PE, IFN-y-
FITC, IL-4 APC (Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit, BD Biosciences,
San Diego, USA). 20 uL of the antibody mixture was added to the suspension
and incubated at room temperature in the dark for 30 min. Before flow
cytometer analysis, the cell suspension was washed twice by adding 1 mL
permeabilization/wash buffer, centrifuging at 250 x g, 20 °C, for 10 min.,
removing the supernatant, and resuspending the cells in 50 pL FBS staining
buffer.

During staining of activated cells with fluorochrome-labeled antibodies
for evaluating Thl, Th2, and Th17 populations, a negative sample control
was performed in parallel. Control samples were prepared by staining the
test cell suspension with a three-color isotypic cocktail (BD Biosciences, San
Diegas, JAV) consisting of human antibodies CD4-PerCP-Cy, mouse anti-
mlgG1-FITC, mouse anti-mIgG1-PE, and rat anti-mIgG1-FITC. A negative
sample control is designed to assess nonspecific staining with fluorescent
antibodies directed against cellular antigens on target CD4+ lymphocytes
that have been fixed and permeabilized. Nonspecific staining can result
from nonspecific immunoglobulin and/or fluorochrome-mediated binding to
cellular molecules, including immunoglobulin Fc receptors.

Preparation of T regulatory lymphocytes

For Treg cell analysis, 100 pL of peripheral blood was mixed with 20 pL
of fluorochrome-labeled monoclonal antibodies for the detection of cell
surface markers: anti-CD4-FITC and anti-CD25-APC (BD Biosciences, San
Diego, USA). The blood with antibodies was kept at room temperature in the
dark for 20 min. After incubation, the cell suspension was mixed with 1 mL
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of hypotonic lysing solution (BD FASCS Lysing Solution, BD Biosciences,
San Diego, USA) and kept at room temperature in the dark for 20 min., then
centrifuged at 500 x g for 10 min., and the supernatant was discarded. To
remove lysis residues, the cells were mixed with 2 mL of FBS stain buffer
(BD Biosciences, San Diego, USA) and centrifuged at 500 x g, 20 °C, for
5 min,, and the supernatant was discarded.

After lysis and washing, cells were fixed in 1 mL of Human FoxP3 Buffer
A (Human FoxP3 Buffer Set, BD Biosciences, San Diego, USA) at room
temperature in the dark for 10 min. After fixation, to remove the fixation
buffer, the cells were washed twice by mixing the suspension with 2 mL of
FBS staining buffer and centrifuging at 500 x g, 20 °C, for 5 min., and the
supernatant was decanted.

After gently suspending the cells in the remaining volume of the supernatant,
cells were permeabilized by adding 0.5 mL of Human FoxP3 Buffer Solution
(Human FoxP3 Buffer Set, BD Biosciences, San Diego, USA) and keeping
them at room temperature in the dark for 30 min. After incubation, the cells
were washed twice by mixing the suspension with 2 mL of FBS staining
buffer and centrifuging at 500 x g, 20 °C, for 5 min., and the supernatant was
decanted.

Cells were stained with the fluorochrome PE-labeled FoxP3 antibody
(BD Biosciences, San Diego, USA) to detect the intracellular FoxP3 marker
by adding 20 pL of anti-FoxP3 to the suspension and incubating at room
temperature in the dark for 30 min. After incubation, cells were washed twice
by mixing the suspension with 2 mL of FBS staining buffer and centrifuging
at 500 x g, 20 °C, for 5 min. The supernatant was then removed, and the cells
were gently resuspended in 50 pL of FBS staining buffer.

Assessment of lymphocyte phenotypes by flow cytometry

Determination of T lymphocyte populations was performed by flow
cytometry using direct immunofluorescence. According to the instructions
for use of the analyzer, verification controls were performed before the tests.
To ensure internal control of the assays, compensation was performed as
needed using the BDTM FC beads 7-color kit and BDTM FC beads 5-color
kit (BD Biosciences, San Diego, USA), along with technical calibration using
the BDTM CS&T Beads reagent (BD Biosciences, San Diego, USA). Proper
compensation and calibration of the cytometer are important for controlling
photomultiplier sensitivity, fluorescence compensation, positive and negative
signal separation values, and laser alignment.

Analysis of the prepared samples was performed on a BD FACSLyricTM
flow cytometry analyzer (BD Biosciences, San Diego, USA) using the BD
FACSuiteTM program v1.2.1 (BD Biosciences, San Diego, USA). The
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analysis of lymphocyte subtypes was performed by delineating the boundaries
of different subtypes, determined by the lateral and linear scattering profile of
the laser light and the signal intensity of the samples stained with fluorochrome-
labeled monoclonal antibodies. The subtypes of active T lymphocytes Thl,
Th2, and Th17 were determined during the tests, in parallel with the control
sample, and the amount of active Treg lymphocytes in the peripheral blood of
the subjects was evaluated.

Results are expressed as a percentage of mononuclear cells isolated from
peripheral blood.

Statistical analysis

The sample size was calculated using data from the pilot study and
appropriate sample size calculation formulas. It was determined that the study
should include at least 30 subjects.

Data were analyzed using IBM SPSS Statistics version 29 (IBM, USA) and
Microsoft Excel 2017 (Microsoft Corporation, USA). Descriptive statistics
for quantitative data are presented as means and standard error of the mean
(SEM), and for qualitative data as frequencies and relative frequencies (%).
The assumption of a normal distribution for quantitative data was tested using
the Shapiro-Wilk test.

Spearman correlation coefficients (r) were calculated to determine li-
near relationships between quantitative variables. Correlation strength is
considered weak if r is less than 0.3, medium if r values fall within the range
of 0.3-0.75, and strong if r is greater than 0.75. Categorical data were asses-
sed using the y* (Chi-squared) test or Fisher’s exact test for small sample
sizes. Differences in the means of interval variables between two groups
were compared using Student’s t-test, and if the assumption of normality was
not met, the Mann-Whitney U test was used. Means and variances of three
groups were compared using one-way analysis of variance (ANOVA). For
significant differences between groups, pairwise post-hoc comparisons were
performed using Sidak’s test. If the assumption of normality was not met, the
non-parametric Kruskal-Wallis test was used.

The chosen level of statistical significance (p) is o = 0.05, with results
considered statistically significant when p < 0.05. Odds ratios (OR) with
95% confidence intervals (95% CI) were calculated for allele and haplotype
frequencies for the VDR and GC gene SNPs.
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RESULTS

Clinical and demographic data

A total of 266 subjects (93 men and 172 women) were included in the
study. Among these, 100 had moderate or mild atopic dermatitis, 85 had
moderate or mild allergic asthma, and 81 constituted the control group. Basic
characteristic of the subjects are presented in Table 1. The age and gender of
the subjects did not differ statistically significantly between the groups. Blood
eosinophil counts and total IgE levels were significantly higher in AD and
AA groups compared to the control group. Patients with atopic diseases had
statistically significantly lower vitamin D levels than the healthy individuals.
Furthermore, serum vitamin D levels were lower in AD group compared to
AA group.

Table 1. Basic characteristics of studied subjects

Atopic dermatitis Allergic asthma Control
(n=100) (n = 85) (n=81)

Male/female, n 31/69 30/54 32/49
Age (years) 2951 +1 4036+ 1.5 35.57+1.45
Total IgE, kU/L 919.83 £ 213 ** 692.72 £ 170 * 2499 +5.7
Vitamin D, ng/mL 24.11+ 0.94*/ 18.37 +£ 0.83%* 27.23+1.21
Peripheral blood cells:
Leukocytes x 10°/L 648 £0.16 6.38+0.16 6.26+0.14
Limfocytes x 10°/L 1.89 + 0.05 1.82 +0.06 1.91 +0.04
Limfocytes, % 28.54 £ 0.78 28.91 +1.01 30.86 + 0.62
Eosinophils, 10°/L 0.40 + 0.04 ** 0.33 +0.06 ** 0.06 £ 0.01
Eosimophils, % 5.65 + 0.51 ** 5.48 + 0,49 ** 1.09+£0.15
Neutrophils x 10°/L 3.85+0.13 3.76 £0.15 3.84+0.12
Neutrophils, % 58.83 +1.01 57.97+1.63 60.85 +0.80
Basophils x 10°/L 0.03+0.01 0.04 £ 0.01 0.02£0.01
Basophils, % 0.45+0.07 0.55+0.12 0.27 +£0.08
Monocytes x 10°/L 0.59 +£0.08 0.49 +£0.02 0.45+0.01
Monocytes, % 11.81 £3.12 7.52+£0.33 6.85+0.34

Data are presented as mean + standard error of the mean (SEM) and number of cases (n),
unless otherwise stated. *p < 0.05; **p < 0.001 for comparisons between atopic and control
groups. fp < 0.05 for comparisons between atopic dermatitis and allergic asthma groups.

Vitamin D levels in relation to the atopy

The distribution of vitamin D levels, categorized as deficiency (<20 ng/mL),
insufficiency (20-30 ng/mL), and normal levels (> 30—-50 ng/mL), was asses-
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sed across the study groups following vitamin D level testing (Fig. 1). Vitamin
D deficiency was observed more frequently in the allergic asthma group
compared to healthy subjects, and was less common in the atopic dermatitis
group compared to the allergic asthma group. No significant differences in
vitamin D deficiency were found between the atopic dermatitis and control
groups. However, vitamin D deficiency was more prevalent in the combined
atopic disease group (atopic dermatitis and allergic asthma) compared to the
control group (46.6 % vs. 38.3 %, p < 0.001). Additionally, normal vitamin D
levels were significantly less common in the allergic asthma group compared
to the control group.
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38
35

30

20

Distribution of studied subjects, %.
8

Atopic dermatitis Allergic asthma Control
<20, ng/ml m20- 30, ng/ml m=30-50,ng/ml
Groups according to vitamin D levels

*p<0,001 comparing studied groups.

Fig. 1. Distribution of vitamin D levels by category: deficiency
(< 20 ng/mL), insufficiency (20-30 ng/mL), and normal (= 30-50 ng/mL)
across studied groups.

Distribution of vitamin D receptor and vitamin D-binding protein gene
polymorphisms

When evaluating the associations of VDR and GC gene SNPs with atopy,
subjects were divided into atopic (n = 185) and control (n = 81) groups. The
atopic group included individuals with AD and AA. No differences in the
distribution of ¥'DR SNPs were observed between the studied groups (Table
2). The GC SNP rs4588 genotype TT was found more frequently in the atopic
group compared to the control. The prevalence of the rs4588 genotype TT
was higher in atopy compared to control. The distribution of other identified
GC SNPs did not differ between the groups.
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Table 2. Distribution of vitamin D receptor and vitamin D-binding protein
gene polymorphisms in atopy (n = 185) and control (n = 81) groups

Gene SNP Group Genotype frequency, % MAF
AA AG GG G
rS73li3>6G(Tan Atopy | 331 552 1.6 392
Control | 26.0 623 1.7 038
AA AC cC C
r5797si3>2C(ApaD Atopy 26.5 48.6 24.9 49.2
Control | 259 | 469 272 | 494
cC TC T T
rsl3 44‘é1>0T(B sml) Atopy | 422 45.9 11.9 349
Control | 392 43.1 12.7 367
VDR GG GA AA A
“2228(5}11(1: okl) Atopy | 314 503 184 34
Control | 272 53.1 19.8 462
cC CA AA A
e Atopy | 611 362 27 208
Control | 556 | 432 12 2.6
GG GT T T
11108293 Atopy | 427 405 16.8 371
Control 42.0 432 14.8 36.4
GG GT TT T
rs4588 (gier420Lys) Atopy 52.7 33.5 13.7% 30.5
Control | 532 4.0 38 253
cC AC AA A
STOHASAS2GI) N opy | 350 | 483 167 | 409
e Control | 313 58.8 10.0 39.4
GG GA AA A
rs4725 (ng99cys) Atopy | 45.0 497 53 302
Control | 382 592 2.6 322
GG GA AA A
“33}33/359 Atopy 95.1 4.4 0.5 2.7
Control 93.7 6.3 0 1.1

VDR — vitamin D receptor gene, GC — vitamin D-binding protein gene, SNP — single nucleo-
tid polymorphism, MAF — minor allele frequency. *p < 0.05 compared with control.

Vitamin D receptor and vitamin D-binding protein gene polymorphisms
and vitamin D

The distribution of VDR SNPs in the atopy and control groups according
to vitamin D levels, categorized as vitamin D deficiency (< 30 ng/mL) and
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normal levels (> 30 ng/mL), is presented in Table 3. Evaluating the results in
the control group, it was found that the distribution of the rs3847987 genotype
CC and the rs3847987 genotype AC was significantly more frequent in the
control group of subjects with reduced vitamin D levels than in those with
normal vitamin D levels. No significant VDR gene VNP distribution was
found in the atopic disease group.

Significant associations between gene polymorphisms and normal vitamin
D levels were determined using logistic regression analysis and are provided
in Table 4. Furthermore, VDR SNP rs3847987 genotypes AA and AC, as well
as the A allele were found to have protective effects against reduced vitamin
D levels in control group. In the control group, a significant association was
found between the VDR SNP rs731236 GG genotype and normal vitamin D
levels, as well as between rs2228570 allele A and reduced vitamin D levels.
It is important to note that significant relationship was found in atopic group
between the VDR SNP rs11168293 genotype GG and reduced vitamin D
levels.
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Table 3. Vitamin D receptor gene polymorphisms distribution in atopic disea-
se patients (n = 185) and control groups (n = 81) according to serum vitamin

D levels
Gene SNP Vitamin D, ng/mL Genotype frequency n, %
Atopy GG AG AA
<30 51 (344) | 79(54.9) 14 (9.7)
rs731236 (Taql) >30 9 (24.3) 21 (56.8) 7 (18.9)
A>G Control
<30 7 (9.5) 37 (57.1) 18 (27.0)
>30 3 (16.7) 12 (66.7) 3 (16.7)
Atopy AA AC CcC
<30 38 (25.7) | 72(48.6) | 38(25.7)
rs7975232 (Apal) >30 11 (29.7) 18 (48.6) 8 (21.6)
A>C Control
<30 16 (25.4) | 28 (44.4) 19 (30.2)
>30 5(27.8) 10 (55.6) 3 (16.7)
Atopy CC CT TT
<30 63 (42.6) | 70 (47.3) 15 (10.1)
151544410 (Bsml) >30 15(40.5) | 15(40.5) | 7(18,9)
T Control
<30 24 (38.1) | 31(49.2) 6 (9.5)
VDR >30 7 (38.9) 7 (38.9) 4(22.2)
Atopy GG AG AA
<30 44 (29.7) | 76 (51.4) | 28(18.9)
rs2228570 (FokI) >30 14 (37.8) 17 (45.9) 6(12.2)
G>A Control
<30 19 (30.2) | 35(55.6) 9 (14.3)
>30 3 (16.7) 8 (44.4) 7 (38.9)
Atopy CC AC AA
<30 91 (61.5) | 53(35.8) 4(2.7)
rs3847987 >30 22 (59.5) 14 (37.8) 1(2.7)
C>A Control
<30 40 (63.5)* | 22 (34.9)* 1(1.6)
>30 5(27.8) 13 (72.2) 0(0)
Atopy GG GT TT
<30 58(39.2) | 65(43.9) | 20(16.2)
rs11168293 >30 21 (56.8) 10 (27.0) 6 (23.5)
G>T Control
<30 27(42.9) | 25(39.7) 11 (17.5)
>30 7 (38.9) 10 (55.6) 1(5.6)

VDR — vitamin D receptor gene, SNP — single nucleotid polymorphism. * < 0.05 compared
to the group with normal vitamin D levels (> 30 ng/mL).
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After assessing the distribution of GC gene SNPs in the studied groups with
regard to vitamin D levels, a higher frequency of the rs4588 GG genotype and
a lower frequency of the GT genotype were found in the atopy group with
normal vitamin D levels compared to cases with reduced vitamin D levels
(Table 5). No significant distribution differences for other polymorphisms
were found between the groups.

Using a logistic regression analysis model, associations between GC
polymorphisms and vitamin D deficiency were evaluated in the atopy and
control groups (Table 6). A significant association was identified between the
rs4588 T allele and reduced vitamin D levels during atopy.

Table 5. vitamin D-binding protein gene polymorphisms distribution in atopic
patients (n = 185) and control groups (n = 81) according to serum vitamin
D levels

Gene SNP Vitamin D, ng/mL Genotype frequency n, %
Atopy GG GT TT
<30 71 (49.0)* | 54 (37.2)* | 20(13.8)
rs4588 (Thr420Lys) >30 25(67.6) | 7(18.9) 5(13.5)
G>T Control
<30 13(72.2) | 5(27.8) 0 (0)
>30 29 (47.5) | 29 (47.5) 3(4.9)
Atopy CC CA AA
<30 25(17.5) | 70(49.0) | 48(33.6)
rs7041(Asp432Glu) >30 5(13.5) 12 (45.9) | 15 (40.5)
C>A Control
<30 8(12.9) | 35(56.5) | 19(30.6)
GC >30 0(0) 12 (66.7) 6(33.3)
Atopy GG AG AA
<30 60 (44.8) | 68 (50.7) 6 (4.5)
154725 (Cys299Cys) >30 17(45.9) | 17(45.9) 3.1
G>A Control
<30 22 (37.9) | 34 (58.6) 2(3.4)
>30 7 (38.9) 11 (61.1) 0 (0)
Atopy GG GA AA
<30 138(95.2) | 6(4.1) 1(0.7)
rs3733359 >30 35 (94.6) 2(5.4) 0 (0)
G>A Control
<30 57 (93.4) 4 (6.6) 0 (0)
>30 17 (94.4) 1(5.6) 0(0)

GC — vitamin D-binding protein gene, SNP — single nucleotid polymorphism. * < 0.05 com-
pared to the group with normal vitamin D levels (> 30 ng/mL).
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Table 6. Associations of vitamin D-binding protein gene polymorphisms with
vitamin D deficiency (<30 ng/mL) in atopic and control groups

GC SNP (iflléﬁtygeozzf Group OR 95% CI p-value
Atopy | 0.843 | 0491-1.447 | NS
GG vs TT
Vs Control | 0.711 | 0.323-1.565 | NS
Atopy | 1.929 | 0.549-6.779 | NS
fs‘;52808L(Thf' GTvs TT Control | 1.156 | 0.509-4.467 | NS
G>¥S) G carrier vs Atopy | 1.024 | 0.357-2.938 | NS
G non-carrier Control 1.093 0.740-5.877 NS
T carrier vs T Atopy 0.461 0.215-0.986 0.046*
non-carrier Control | 0349 | 0.111-1.098 | NS
Atopy | 1.438 | 0.846-2.444 | NS
2 CCvsAA Control | 1.388 | 0.645-3.012 | NS
£ Atopy | 1214 | 0406-3.636 | NS
on
z A fszg;‘él ) CAvsAA Control | 1.729 | 0.615-2.153 | NS
O AN A carrier vs Atopy | 0.741 | 0.353-1.557 | NS
E A non-carrier Control | 0.884 | 0.289-2.705 NS
g C carrier vs C Atopy 1.664 0.539-5.133 NS
= non-carrier Control 1.283 | 0.640-3.447 NS
S
2 Atopy | 1328 | 0.632-2.794 | NS
V AA vs GG
= Vs Control | 1.121 | 0.365-3.025 | NS
z Atopy | 0.882 | 0.414-1.880 | NS
(]
a rs;4279295C(cS§/- AGvs GG Control | 1.017 | 0342-3.021 | NS
E . g G carrier vs Atopy | 0.531 | 0.126-2.230 | NS
kS G non-carrier Control | 0.310 | 0.270-3.733 NS
> A carrier vs Atopy | 0.954 | 04591981 | NS
A non-carrier Control 1.048 0.356-3.038 NS
Atopy | 1.512 | 07743223 | NS
AA vs GG
v Control | 0.286 | 0.423-1.656 | NS
Atopy | 1314 | 0254-6.794 | NS
AG vs GG
153733359 Vs Control | 0.838 | 0.088-8.011 | NS
G>A G carrier vs Atopy | 0.255 | 0.362-3.371 | NS
G non-carrier Control 0.286 | 0.432-3.748 NS
A carrier vs Atopy 1.127 | 0.224-5.662 NS
A non-carrier Control 0.838 0.088-8.011 NS

GC — vitamin D-binding protein gene, SNP — single nucleotid polymorphism, OR — odds
ratio, 95% CI — confidence interval, NS — not statistically significant, *p < 0.05.
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Immune response

T lymphocyte subtypes and serum cytokines levels

The levels of T lymphocyte subtypes involved in inflammation activation
(Th2, Th17) and inflammation suppression (Thl, Treg) in the study groups
are presented in Table 7. Significantly higher levels of Thl, Th2, and Th17,
along with lower levels of Treg lymphocytes, were found in the atopy group
compared to the control group. The Th17/Treg ratio was lower in the atopy
group. When evaluating the Th1/Th2 ratio, no significant differences were
found between the groups; however, the ratio of these lymphocyte populations
tended to be lower in the AD and AA groups compared to the control group.

Table 7. Levels of T lymphocytes and their ratios in the studied groups

T limfocytes, % of PBMC Atoplf1 (ie;lznatltls Allerﬁli 921s9thma (;‘lozt;;)l
Thl (CD4'TFN-y") 5.78 £ 0.61* 5.88 £ 0.82* 3.39+0.56
Th2 (CD4"IL-4%) 1.51 + 0.25** 1.60 = 0.85** 0.57+0.09
Th17 (CD4'IL17-A") 0.53 £ 0.25* 0.58 +0.13* 0.25+0.04
Treg (CD4*CD25"FoxP3™) 0.48 £ 0.03** 0.41 £ 0.02%* 0.65+0.04
Th1/Th2 ratio 4.62 £0.68 4.88 £0.56 6.58 £ 0.66
Th17/Treg ratio 1.63 + 0.33* 1.20 + 0.13* 2.19+0.31

PBMC — peripheral blood mononuclear cells. *p < 0.05 compared with control; **p < 0.001
compared with control.

The levels of pro-inflammatory (IL-5, IL-17A, IL-33) and anti-
inflammatory (TGF-B1, IL-10, IFN-y, IL-35) cytokines in the study groups
are presented in Table 8. The levels of pro-inflammatory cytokines IL-5 and
IL-17A and the anti-inflammatory cytokine TGF-1 were significantly higher
in the AD and AA groups than in the control group. In addition, the levels of
IL-10 and were lower in the AD and AA groups than in the control group. No
differences in cytokine levels were found between the AD and AA groups.

Table 8. Levels of pro-inflammatory (IL-5, IL-17A4, IL-33) and anti-inflamma-
tory (TGF-p1, IL-10, IFN-y, IL-35) cytokines in the studied groups

Serum cytokines | Atopic dermatitis Allergic asthma Control groupe
n =98 n=43 n =34
IL-5, pg/mL 110.8 + 8.55** 104.1 £ 12.2%* 46.9 +5.32
IL-17A, pg/mL 31.0 £2.81* 32.82 +5.56* 143 +£1.34
TGF-B1, ng/mL 18.8 £0.07* 18.2 £ 0.12%* 12.9£0.09
IL-10, pg/mL 15.48 £+ 0.87** 19.28 +£1.18* 25.10+2.41
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Table 8 cont.

Serum cytokines | Atopic dermatitis Allergic asthma Control groupe
n =36 n=29 n=21
IFN-y, pg/mL 0.74 £ 0.19 0.81 +0.29 0.71 £0.22
IL-35, pg/mL 13.26 + 1.56 15.18 £3.51 11.12+0.44
IL-33, pg/ mL 103.15+£31.21 81.76 £ 16.20 36.21 +10.64

*p < 0.05 compared with control; **p < (0.001 compared with control.
Associations between immune markers

The associations between vitamin D, total IgE, blood eosinophils, T
lymphocyte subtypes and related cytokines in atopy are presented in Table
9. The results revealed a significant positive relationship between total IgE
levels and Treg lymphocytes, and the levels of IL-5 and TGF-B1 in the
atopy group. Additionally, increased IgE levels were associated with higher
blood eosinophil counts. A negative correlation was observed between blood
eosinophil counts and Thl lymphocytes and vitamin D levels during atopy.
Conversely, eosinophil counts positively correlated with serum IL-5 levels
in atopic diseases. Serum vitamin D levels were significantly negatively
correlated with Thl, Th2, and Th17 lymphocyte counts, and IL-5 levels.
A positive correlation was also found between vitamin D and IL-33 levels
during atopy.

Table 9. Correlation between vitamin D, total IgE, blood eosinophils, T lym-
phocyte subtypes and related cytokines in atopy

IgE, U/mL | Eosinophil count, x10°/L. | Vit. D, ng/mL

IgE, U/mL — 0.31** 0.08
Eosinophil count, x10°/L 0.31** — —0.18*
Vit. D, ng/mL 0.08 —0.18* -
Thl, % of PBMC —-0.09 —0.25% —0.25%
Th2, % of PBMC 0.04 —0.05 —0.29*
Th17, % of PBMC —0.08 —0.20 —0.21*
Treg, % of PBMC 0.21* 0.12 —0.03
Th1/Th2 ratio 0,01 0,11 0,14
T17/Treg ratio —0.14 —0.20 —0.01
IL-5, pg/mL 0.29* 0.30% —0.32*
IL-17A, pg/mL 0.02 —-0.01 0.14
TGF-B1, ng/mL 0.25% 0.05 —0.08
IL-10, pg/mL —-0.07 —-0.11 0.04
IFN-y, pg/ mL —0.02 —0.07 0.01
1L-35, pg/mL —0.09 —0.02 0.05
1L-33, pg/mL 0.06 —-0.05 0.31*

PBMC — peripheral blood mononuclear cells. *p <0.05 comparing atopic and control groups;
*p < 0.001 comparing atopic and control groups.
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Table 10 presents the significant correlations between Th1, Th2, Th17, and
Treg lymphocytes and their associated cytokine levels in atopy. A positive
correlation was found between the increasing number of Th2 lymphocytes
during atopy and the levels of Th17, Thl lymphocytes, and TGF-B1 in the
serum, as well as a negative correlation with the Th1/Th2 and Th17/Treg
lymphocyte ratios. The number of Th1 lymphocytes was positively associated
with Th2, Th17 levels, and the Th17/Treg lymphocyte ratio. In addition to
associations with Th2 and Thl lymphocytes, Th17 lymphocytes were also
negatively associated with IL-10 levels. Although no significant relationship
was found between Th17 and Treg lymphocytes, Treg was associated with
the Th1/Th2, Treg/Th17 lymphocyte ratio and TGF-B1 levels in the serum
of patients with atopy. The results revealed significant associations between
IL-17A and cytokines related to the functional activity of Treg lymphocytes.
IL-17A positively correlated with TGF-f1 and IL-35 and negatively with
IL-10. Furthermore, IL-10 was negatively correlated with TGF-B1. A positive
correlation was found between IL-10 and the pro-inflammatory cytokine
IL-33. Additionally, IL-33 was positively associated with the Thl1/Th2
lymphocyte ratio and IL-17A but negatively correlated with IFN-y.
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Vitamin D receptor and vitamin D-binding protein gene polymorphisms
and immune response

Gene polymorphisms and total IgE and blood eosinophil levels
during atopy

The results obtained showed a significant distribution of total IgE and
blood eosinophil levels during atopy, taking into account different genotypes
(Fig. 2) and alleles (Fig. 3).

The results demonstrated a significant relationship between the GC gene
SNP rs7041 and eosinophil levels during atopy. Patients with atopy who had
the rs7041 CC genotype showed significantly higher blood eosinophil counts
than those with the AA genotype of this SNP (Fig. 2). When assessing the
associations of the GC SNP rs7041 alleles with atopy markers, the results
revealed that subjects who were carriers of the rs7041 C allele had higher
blood eosinophil and total IgE levels than those who lacked the C allele
(Fig. 3). Moreover, patients with atopy who had the rs4588 T allele were
found to have higher blood eosinophil levels than those who did not have
this allele (Fig. 3). Additionally, a trend was observed where individuals with
the rs4588 TT genotype had higher eosinophil levels compared to those with
other genotypes of this SNP (Fig. 2).

A significant distribution of total IgE and eosinophil levels was found
during atopy concerning the rs11168293 genotypes and alleles of the VDR
polymorphism. Patients with atopic diseases who had the rs11168293 T allele
exhibited lower total IgE and blood eosinophil levels compared to those who
did not have this allele (Fig. 3). Furthermore, the rs11168293 G allele was
significantly associated with higher blood eosinophil levels during atopy.
Additionally, there was a trend observed where patients with atopic diseases
who had the rs11168293 GG genotype had higher eosinophil levels than those
with the GT or TT genotypes (Fig. 2).
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rs3847987 rs11168293 rs4588 rs7041 rsd725 rs3733359
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GC
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m eosinophils %

M eosinophils x 10-9/L

3. Total IgE (A), blood eosinophil count (B) distribution according to vitamin D receptor and vitamin D-binding

ig.

protein gene polymorphisms alleles in atopy (n = 185).
VDR — vitamin D receptor gene, GC — vitamin D binding protein gene. Data are presented as means.

*p < 0.05 when comparing alleles of VDR or GC gene polymorphisms.



T lymphocyte and related cytokines distribution according to VDR
gene polymorphisms in atopy

Associations between VDR gene SNPs and T lymphocyte subtypes in the
atopy group are shown in Fig. 4. The results revealed that carriers of the
VDR gene polymorphism rs731236 genotype AA had significantly higher
levels of pro-inflammatory T lymphocyte helper populations Th2, Th17 and
a higher Th1/Th2 ratio than those with the AG and GG genotypes of this
polymorphism.

Associations between VDR gene SNPs and cytokines levels, including
pro-inflammatory cytokines (IL-5, IL-17A, IL-33) and anti-inflammatory
cytokines (TGF-B1, IL-10, IFN-y, IL-35), in atopy are shown in Fig. 5.
Significant associations were found between the VDR SNP rs731236 genotype
GG and lower IL-10 levels in atopy compared to other rs731236 genotypes.
Furthermore, the AA genotype of the VDR SNP rs731236 was associated with
lower TGF-B1 levels in atopy compared to the AG genotype. Additionally, the
rs11168293 genotype TT was associated with higher levels of IL-10 in atopy
compared to other genotypes of this VDR SNP .

Associations between GC gene SNPs and T lymphocyte subtypes in the
atopy group are shown in Fig. 6. The results of the study showed that different
genotypes of rs4588 and rs7041 were associated with significant differences in
T lymphocyte subtypes during atopy. In the atopy group, the GC SNP rs4588
genotype GG was associated with lower Th2 lymphocyte counts compared to
the rs4588 GT genotype. Furthermore, the GC SNP rs4588 genotype GG was
significantly associated with lower Th17 lymphocyte counts compared with
the rs4588 TT genotype. The GC SNP rs7041 genotype CC was significantly
associated with higher Th2 and Th17 lymphocyte counts in atopy compared
to other genotypes of this polymorphism.

Associations between GC gene SNPs and cytokines levels, including
pro-inflammatory cytokines (IL-5, IL-17A, IL-33) and anti-inflammatory
cytokines (TGF-B1, IL-10, IFN-y, IL-35), in atopy are shown in Fig. 7. The
results of the study showed that the rs4588 TT genotype detected in atopy
was associated with lower TGF-B1 levels compared to the GT genotype of
this SNP. In patients with atopic diseases, the GC SNP rs7041 CC genotype
was associated with lower TGF-B1 and higher IL-10 levels compared to the
rs7041 AA genotype. Furthermore, the GC SNP rs7041 CC genotype was
associated with higher IL-35 levels than the AC genotype. The GG genotype
of the GC SNP rs3733359 in atopy was associated with lower IL-10 levels
compared to the GT genotype of this SNP.

115



4.42

059

4.05

(19 = u) ddop u1 swisiydiowdjod ouag .101dada. ( uruviia 03 Suip.102op uoynqLysip a3ooydwd] J ¢ St

E6CBITTTSS

19

682

1017

5.06

29

5.24

1.09'

477

‘swsrydrowA od aud3 10)dooar @ urwelia jo sadAjouasd Sunredwos uaym G0 > dy s[[eo
Iesponuouowr pooq [eroydad — sOINGJ "SOINEJ Jo 28eiudosad e se passaidxa suonendod 93Ko0ydwA] yam ‘uedw oy} se pAjudsaid are ejeq

L86/F8ESS

o

5.49

113

5.34

22

6.41

37

(1Mo4) 0s58ZTEsA

B

D.Qg'

5.5
505

6.47

(1wsg) OTHirsTsd (1ledy) zez5/6/54

Y ov 29 11 12 22 22 o W
_m_ " L . W M
] : ™~ | ¥ o
[} = = = pa b4 o 4
3 E e ° - =

al iy
—
w —
o ﬂ @ o~ I ® M M
] = = T = = ~
= o - o =
I e - I 2
w = =
w
=]
&
[
7Uul/Tur m San JTUl . 77Ul e TUl

SanfrTui m

(1be1) ogzTEsSH

29 ov

vy
WW

4 B

95

13
5.08
4.43
552
588

=
=
2
]
*

0t

T

{sowad 4o %) serhooyduy) |

116



‘swisiydrowA[od suo3 103dooa1 (@ urwe)iA jo sadAjouad
Surredwos uoym GO0 > d 4 "1g-4DL 10J Tw/3u pue sauryoIks 10 Tu/3d se passardxa ‘S[9AJ[ JUI0IAD WNISS ueawW st pajudsaid are ejeq

Adogp up swstydiowdjod aua3 .101dada.4 (] UNUDIIA0]
SupL020D UOYNGLYSIP (C9 = U) €-T[ ‘CE-TI “C-NAT puv ([ = W) O[-T] PUD ‘[G-14DL VLI-TI S-TI Souyoj) ¢ Sy

£6T89TTTSS 186/178€54 (1%04) 0zs8zzEs4 (lwsg) OTFFSTS! (ledy) zETSL6454 (1be1) agzTE/Sa
1 19 99 vy % 20 WY oy 99 1 0 20 20 oY Wy 99 oy WY
; : : . B : . : - - - . : . . . ]
g o i n. ) i — i — : . % % 5
g oo Lﬁ. I, T 3 l J.a. = 9 0 Tk o > @ 8 1 3 n Tt oz
Foll Fel s 2 “MF- <M F= 1 Es =l e 4 5 M ES E
or
09
= o
5 £ g 3
Hi] 8 8 = 2
8 R %3
o
3 g 2 o g 7 5
[ = é w© @ L w0 v
= g i (=T 0 ool
i T I = o o
in o i BTN = o E & &
g o ® = w 8 Lo w o =) = wn o
= g g Z | = g 2 = 3 = = = Z ozt
& L B = = =i o m =
3 - = s = 3 * =
g = ort
*

£-UM SE-IE A-NAIE 0T Td-491m w/I-UE Ssum

117



‘swstydiowA od suddurajord Surpuiq-q urwelia jo sadKjoudd Sunredwioo uaym o' > dy ‘s[[ed
Iegponuouowr pooq [eroydirad — sOINGJ "SOINEJ Jo 98eiudorad e se passaidxa suonendod 93Ko0ydwA] yim ‘ueaws oy} se pajudsard are ejeq

(19 = u) ddogp u1 swsiydiowdjod auad u12jo.id 3urdu1q-(J unuviia 03 uip102op uoynqlysip a3o0oydud] J 9 Sty

6SEEELESS (shoeezs/D) STLYSL (nozerdsy)TroLss (sA10z1ayL) 885YSL
vy oy vy v 99 vy 1 19 99
0
2. ﬁwww o © ya e 9o T
=35 S = S a [=1x] =2 s T
o o S o =
o m 3 & m =
- 1 E—" - z
—
Z
e =
o 2
™~ o
B (=]
= y 2
9 2 s
b = e
w g o
o —
N = 2
u
o & o 8 g s 5
w ﬂ w w n
=
= [ % L
w
#*
* * 8

Saal//TYLW Zyl/TyLm Baulm /ZTYyL®m Zylm Tyl

118



‘swisiydiowA[od ouo3 urejord Surpuiq- urweyia jo sodKjousd urredwoo uoym o0 > d 4

19-4D.1 10J Tw/Su pue saurjoiko 10 Tu/3d se passardxa ‘S[oAd] SUI0IAD WNIdS UBaW St pojuasald are ejeq
Ado u1 swstyd.iowdjod aua3 u12j04d Suipuiqg-J urUDIIA O}
3110990 UOYNGLUSIP (€9 = ) £€-T] ‘SE-TI ‘C-NAT puv (1¢1=4) O1-1] PUv “[§-ADL VLI-TI ‘ST S2uyoid) ° 81

G6SEEE/ESS

1201

13859

88.4

3164

108.16

(shoeezsho) szrvss

105.73

vo

Ao
o o

137

m
=
|

3161

11059

gENm

13596
7

321

8784

10563
11242

SE-TIm A-NAIE

11885

o1

(ni9zerdsy) Trossd

ol

32.33
1119
15.98
1.85
.75
18.09 -
0.49
19.78

.05
=]

11693

34.19

8909

Tg-40Lm VIT-1IW S-E

5597

1r83

156

34.72

(sA10ztr14 1) 885154

B0.82

68.56

1266

19

099

]

5

{f=)
=
3

32.32

11666

11374

12.4

185

297

11261

or

(1742

orT

saupoIfio wnieg

119



CONCLUSIONS

1. Patients with atopic diseases (atopic dermatitis and allergic asthma)
were found to have lower levels of vitamin D in their blood compared
to the control group (healthy individuals).

2. Six polymorphisms of the vitamin D receptor gene and four poly-
morphisms of the vitamin D-binding protein gene were identified.
The distribution of these polymorphisms did not differ significantly
between the atopic and control groups. However, in the atopic group, a
correlation was observed between decreased vitamin D levels and the
rs11168293 GG genotype of the vitamin D receptor gene, as well as the
rs4588 T allele of the vitamin D binding protein gene. In the control
group, normal vitamin D levels were correlated with the rs3847987 AA,
15731236 GG, and rs2228570 GG genotypes.

3. A profile of immune response markers was identified in individuals
with atopic diseases, showing significantly increased levels of total
IgE, blood eosinophils, Thl, Th2, Th17, IL-5, IL-17A, TGF-B1, and
decreased levels of Treg and IL-10 in the blood. Additionally, vitamin
D levels in atopic patients were inversely associated with inflammatory
markers (Th2, Th17, IL-5, and eosinophil counts in the blood).

4. When examining immune marker levels in relation to specific gene va-
riants, the following patterns emerged:

o With the rs11168293 G allele of the vitamin D receptor gene or the
rs4588 T and rs7041 C alleles of the vitamin D binding protein gene:
increased levels of eosinophils and total IgE.

o With the rs731236 AA genotype of the vitamin D receptor gene:
increased levels of Th2 and Th17 lymphocytes. Conversely, in the
r$731236 GG and rs11168293 GG genotypes, decreased IL-10 levels
were observed.

o With the rs4588 AA genotype of the vitamin D binding protein gene:
increased Th2 and Th17 levels. In the rs7041 CC genotype, there
were increased levels of Th2, Th17, IL-10, and IL-35, and decreased
levels of TGF-f1.
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LIMITATIONS

The research results could have been influenced by some factors. Blood
samples were collected only from September to April, a period when vitamin
D levels naturally decline due to reduced sunlight exposure. However, many
factors were not taken into account, such as individual sun exposure, seasonal
fluctuations in vitamin D, diet, nutritional habits, body weight, and body
mass index, all of which could have influenced the results. Additionally, the
conduct of the study during the COVID-19 pandemic may have affected the
results due to changes in participants’ daily lives: social isolation, reduced
physical activity, and potentially lower sun exposure. Furthermore, potential
interactions with other genes involved in vitamin D metabolism, which could
have additional effects, were not considered. The exclusion of these factors
may limit the comprehensiveness of the conclusions. Therefore, it is essential
for future studies to investigate these interactions to better understand the
pathogenesis of atopic diseases and the influence of genetic and environmental
factors. Moreover, atopic diseases are dynamic and can change over time,
necessitating ongoing monitoring and deeper exploration of their etiology
using a variety of research methods. Importantly, this study only includes
the population of Lithuania. The unique genetic, environmental, and cultural
characteristics of this population may influence the generalizability of the
results and conclusions drawn. Additionally, there is limited data on similar
studies in European populations, so the findings should be validated in research
conducted in other populations with different genetic and environmental
contexts.
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PRIEDAI

1 priedas

KAUNO REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS

Lietuvos sveikatos moksly universitetas, A. Mickevi¢iaus g. 9, LT 44307 Kaunas, tel. (+370) 37 32 68 89:el.pastas: kaunorbtek @lsmuni.lt

LEIDIMAS ATLIKTI BIOMEDICININI TYRIMA

2020-07-15  Nr. BE-2-74

Biomedicininio tyrimo pavadinimas: ,,Vitamino D ir jo receptoriy geny polimorfizmy
palyginamasis tyrimas tarp Lietuvos, Latvijos ir Taivano vaiky ir suaugusiyju, serganciy atopiniu
dermatitu ir astma*
Protokolo Nr.: LLTADA
Data: 2020-06-16
Versija: 3
Asmens informavimo forma Versija 2; data 2020-06-16
Pagrindinis tyréjas: Prof. dr. Brigita Sitkauskiené
Biomedicininio tyrimo vieta: Lietuvos Sveikatos moksly Universiteto ligoniné Kauno
Istaigos pavadinimas: klinikos
Adresas: Eiveniy g. 2, LT-50161 Kaunas
I$vada:

Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédzio, jvykusio 2020 m. liepos mén. 8 d.
(protokolo Nr. BE-10-7) sprendimu pritarta biomedicininio tyrimo vykdymui.

Mokslinio eksperimento vykdytojai jsipareigoja: (1) nedelsiant informuoti Kauno Regioninj biomedicininiy Tyrimy Etikos
komitety apie visus nenumatytus atvejus, susijusius su studijos vykdymu, (2) iki sausio 15 dienos — pateikti metinj studijos
vykdymo apibendrinimg bei, (3) per ménesj po studijos uzbaigimo, pateikti galutinj prane§img apie eksperimentg.
Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto nariai

Nr. Vardas, Pavarde Veiklos sritis Dalyvavo posédyje

1. Prof. Edgaras Stankevicius Fiziologija, farmakologija Taip

2 Prof. Skaidrius Miliauskas Pulmunologija, vidaus ligos Ne

3. Med. dr. Jonas Andriuskeviéius Chirurgija Taip

4. Doc. Gintautas Gumbrevicius Klinikin¢ farmakologija Taip

5. Prof. Kestutis Petrikonis Neurologija Taip

6. Dr. Ramuné¢ Kasperaviéiené Filologija Taip

T Zydriiné Luneckaité Visuomenes sveikata Taip

8. Ausra Degutyte Visuomengs sveikata Ne

9. Jurgita Laurinaityté Teis¢ Ne

Kauno regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas dirba vadovaudamasis etikos principais nustatytais biomedicininiy tyrimy
Etikos jstatyme, Helsinkio deklaracijoje, vaisty tyringjimo Geros klinikinés praktikos taisyklémis.

Kauno RBTEK pirmininkas Prof. Edgaras Stankevicius
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pasirasytas el. parasu GINTAUTAS GUMBREVICIUS
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KAUNO REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS

Lietuvos sveikatos moksly universitetas, A. Mickeviciaus g. 9. LT 44307 Kaunas, tel. +370 37 32 72 29: el. pa : kaunorbtek @lsmuni.lt

PRITARIMAS
BIOMEDICININIO TYRIMO PAPILDYMUI

2021-04-14 Nr. P1-BE-2-74/2020

Biomedicininio tyrimo pavadinimas: ,,Vitamino D ir jo receptoriy geny polimorfizmy palyginamasis
tyrimas tarp Lietuvos, Latvijos ir Taivano vaiky ir suaugusiujy, serganciy atopiniu dermatitu ir astma*
(leidimas atlikti biomedicininj tyrimg iSduotas 2020-07-15 Nr. BE-2-74).

Prof. dr. Brigita Sitkauskiené

Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoniné Kauno klinikos, Imunologijos ir
alergologijos klinika

Eiveniy g. 2, LT-50161, Kaunas

Pagrindinis tyréjas:
Biomedicininio tyrimo
vieta:

Perziiiréti Sie [\] su minétu tyrimu susije dokumentai:

[V] Biomedicininio tyrimo ,,Vitamino D ir jo receptoriy geny polimorfizmy palyginamasis tyrimas tarp Lietuvos,
Latvijos ir Taivano vaiky ir suaugusiyjy, sergan¢iy atopiniu dermatitu ir astma“ pagrindinio tyréjo prasymas dél
leidimo papildyti biomedicininj tyrima;

[V] Paraiska biomedicininiam tyrimui ,,Vitamino D ir jo receptoriy geny polimorfizmy palyginamasis tyrimas tarp
Lietuvos, Latvijos ir Taivano vaiky ir suaugusiyjy, sergan¢iy atopiniu dermatitu ir astma“;

[V] I tyrima ,,Vitamino D ir jo receptoriy geny polimorfizmy palyginamasis tyrimas tarp Lietuvos, Latvijos ir
Taivano vaiky ir suaugusiyjy, sergan¢iy atopiniu dermatitu ir astma“ jtraukiamos tyr¢jos Dainos Bastytés
gyvenimo apraSymas.

[V] Nutarta: Pritarti biomedicininio tyrimo papildymui

Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto nariai
Nr. Vardas, pavardé Veiklos sritis
1. Doc. dr. Gintautas Gumbrevicius Klinikiné farmakologija
2 Prof. dr. Kestutis Petrikonis Neurologija
3 Dr. Saulius Raugelé Chirurgija
4. Dr. Lina Jankauskaité Pediatrija
5. Prof. dr. Dzilda Veli¢kiené Endokrinologija
6. Doc. dr. Eimantas Pei¢ius Visuomenés sveikata
7. Ausra Degutyte Visuomencs sveikata
8. Dr. 2ydrﬁné Luneckaité Visuomenés sveikata
9. Viktorija Bu¢inskaité Teisé

Kauno regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas dirba vadovaudamasis etikos principais nustatytais biomedicininiy
tyrimy Etikos jstatyme, Helsinkio deklaracijoje, vaisty tyrin¢jimo Geros klinikings praktikos taisyklémis.

Pirmininkas Doc. dr. Gintautas Gumbreviéius
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3 priedas

Riga, July 21 2024
Agreement to Use Data from Latvia—Lithuania-Taiwan Cooperation Project

| agree that Daina Bastyte can use the data collected by Lithuanian scientists
involved in the Latvia—Lithuania—Taiwan Cooperation Project, titled 'Comparative
study of vitamin D and its receptor gene polymorphisms in Lithuanian, Latvian,
and Taiwanese children and adults with atopic dermatitis and asthma,’ for her
thesis and academic research.

The data will be used solely for the purpose stated above and will be handled in
accordance with all applicable data privacy and security guidelines.

The following terms and conditions will be observed:

1. The data will be used exclusively for Daina Bastyte's thesis and academic
research.

2. The data will be stored securely and will not be shared with unauthorized
parties.

3. Any publication or presentation of the data will appropriately acknowledge
the contributions of the Lithuanian scientists and the Latvia—Lithuania—
Taiwan Cooperation Project.

Professor Nikolajs Sjakste

Faculty of Medicine and Life Sciences, University of Latvia
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4 priedas

Agreement to Use Data from Latvia—Lithuania—Taiwan Cooperation Project

| agree that Daina Bastyte can use the data collected by Lithuanian scientists involved in
the Latvia—Lithuania—Taiwan Cooperation Project, titled 'Comparative study of vitamin D
and its receptor gene polymorphisms in Lithuanian, Latvian, and Taiwanese children and
adults with atopic dermatitis and asthma,' for her thesis and academic research.
The data will be used solely for the purpose stated above and will be handled in
accordance with all applicable data privacy and security guidelines.
The following terms and conditions will be observed:

1. The data will be used exclusively for Daina Bastyte's thesis and academic

research.

2. The data will be stored securely and will not be shared with unauthorized parties.

3. Any publication or presentation of the data will appropriately acknowledge the
contributions of the Lithuanian scientists and the Latvia—Lithuania—Taiwan
Cooperation Project.

Jiu-Yao Wang, MD, DPhil

oo

(Organization)

Jiu-Yao Wang (Z%45), MD, DPhil. (Oxon.)

Chair Professor of Pediatrics

Director, Research Center of Allergy, Inmunology, and Microbiome (A.l.M.),
Superintendent, China Medical University Children’s Hospital (CMUCH), Taichung, Taiwan.
President, Asia Pacific Association of Allergy, Asthma, and Clinical Immunology (APAAACI)
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Name, Surname:
E-mail:

Education:
20202024

2017-2019
20122015

2009-2012

Work Experience:
2021- present

2021- present

2019- present

2012—-2019

CURRICULUM VITAE

Daina Bastyté
daina.bastyte@lsmu.lt

Lithuanian University of Health Sciences, Kaunas, Lithuania
Ph.D. student in Biology

Lithuanian University of Health Sciences, Kaunas, Lithuania
M. Sc. in Biology of Laboratory Medicine

Vytautas Magnus University, Kaunas, Lithuania.

M. Sc. in Molecular biology

Kaunas College, Kaunas, Lithuania

B. Sc. in Public health, Laboratory diagnostics

Department of Immunology and allergology, Lithuanian University of
Health Sciences, Kaunas, Lithuania.

Younger researcher

Department of Immunology and allergology. Lithuanian University of
Health Sciences, Kaunas, Lithuania.

Younger assistant

Department of Immunology and Allergology. Lithuanian University of
Health Sciences, Kaunas Clinic, Kaunas, Lithuania.

Medical Biologist

Department of Laboratory medicine. Hospital of Lithuanian
University of Health Sciences, Kaunas Clinics, Kaunas, Lithuania
Biomedical technologist

Participation in Research Projects:

2021 -2023

Membership:
2021- present

2019— present

2015— present

Laboratory of Immunology, Department of immunology and
allergology, Lithuanian University of Health Sciences, Kaunas,
Lithuania.

International project “Comparative study of vitamin D and its receptor
gene polymorphisms in Lithuanian, Latvian, and Taiwanese children
and adults with atopic dermatitis and asthma”.

Funded by Research Council of Lithuania

(project reg. no. S-LLT-20-1, P-LLT-20-4)

Younger researcher

Member of European Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (EFLM)

Member of European Academy of Allergy and Clinical Immunology
(EAACI).

Member of “Lietuvos laboratorinés medicinos draugija”
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Awards:
2024

2024
2023

2023

2022

2022

Vilnius, Lithuania, conference of Lithuanian Allergy and Asthma
Association (LAAA) “Alerginiy ir imuniniy ligy ypatumai 2024”.
(First place in the scientific oral presentation session)

Zakopane, Poland, “Immunology Winter School 2024”. (Travel grant).
Vilnius, Lithuania, conference of Lithuanian Allergy and Asthma
Association (LAAA) “Alerginiy ir imuniniy ligy ypatumai 2023”.
(Third place in the scientific oral presentation session)

Kaunas, Lithuania, Annual conference of the Lithuanian Society of
Pulmonologists and Allergists (LPAD) “Pulmonologija ir alergologija
2023”. (First place in the scientific oral presentation session)

Vilnius, Lithuania, conference of Lithuanian Allergy and Asthma
Association (LAAA) “Alergologiniy ligy diagnostikos ir gydymo
ypatumai Covid ir Post-Covid laikmetyje”. (First place in the
scientific oral presentation session)

2022 Kaunas, Lithuania, Annual conference of the Lithuanian
Society of Pulmonologists and Allergists (LPAD) “Pulmonologija

ir alergologija 2022”. (Third place in the scientific oral presentation
session)
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PADEKA

IS visos Sirdies dékoju visiems, padéjusiems paruosti Sig daktaro diserta-
cija.

Nuosirdziai dékoju doktorantiiros vadovei prof. dr. Brigitai Gradauskienei
uz skirtg galimybe dirbti Imunologijos ir alergologijos klinikoje ir sudarytas
salygas atlikti doktorantiiros tyrimus bei dalyvauti tarptautiniuose projektuo-
se. Dékoju uz visg skirtg savo laikg ir uz tai, kad 1Smoké rasyti straipsnius,
uz mokslines id¢jas, pastabas ir skatinimg tobuléti siekiant uzsibrézty tiksly.

Dékoju gydytojoms alergologéms ir klinikinéms imunologéms, ypa¢ dr.
Laurai TamasSauskienei uz jkvépimg bunat puikiu pavyzdziu ir pagalbg ies-
kant tiriamyjy, atitinkanéiy atrankos kriterijus, bei Justinai Sematonytei ir
doc. Editai Gasitinienei, kurios reikSmingai prisidéjo renkant tiriamyjy gru-
pes.

Ypatingai dékoju prof. dr. Rasai Ugenskienei, dr. levai Stakaitienei ir visai
Genetikos ir molekulinés medicinos klinikai uz suteiktas konsultacijas, gene-
tiniy tyrimy atlikimg ir pagalba interpretuojant gautus rezultatus.

Dékoju Dovydui Bagdonui uz pagalbg kuriant tékmés citometrijos proto-
kolus.

Dékoju prof. dr. Skaidrai Valiukevicienei ir Kamilijai Briedei uz bendra-
darbiavimg renkant tiriamyjy grupes.

Esu dékinga Lietuvos mokslo tarybai ir LSMU Mokslo fondui uz reiks-
mingg finansing parama, skirta reikiamy reagenty jsigijimui ir moksliniy idé-
Jju igyvendinimui.

Dékoju visiems Imunologijos ir alergologijos klinikos darbuotojams uz
nuosirdy palaikymg ir supratinguma.

Dékoju visiems tyrimo dalyviams, sutikusiems savanoriskai ir neatlyginti-
nai dalyvauti Siame moksliniame tyrime.

Dékoju savo draugams, ypa¢ RycCiui Buzarui uz palaikyma ir skatinancius
zodZius.

Ypatingai dékoju savo sesei, bendrosios praktikos slaugytojai Vaivai Bas-
tytei uz pagalbg renkant kontroling tiriamyjy grupe. Dékoju mamai Sigitai
Bastienei uz nuolatinj tik€jimg ir moralinj palaikymg. Labai dékoju savo gy-
venimo vyrui Almantui Pavalkiui uz meilg, visapusj supratimg ir sudarytas
salygas siekti tikslo.
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