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 UVOD  

  Psorijaza je kronična, rekurentna, imunološki posredovana upalna bolest kože, nejasne 

etiologije. Osim kože, kod 10-30 % oboljelih zahvaćeni su i zglobovi, a zbog pridruženih 

kardiovaskularnih, gastrointestinalnih, psiholoških i ostalih komorbiditeta (Slika 1.4.) 

psorijaza se može promatrati kao sustavni klinički entitet (1 – 4).  

Etimologija riječi „psoriasis“ dolazi od grčke riječi „psora“ što znači svrbež te grčke 

riječi „isis“ što znači stanje (5). U prošlosti, psorijaza je zajedno s leprom, kategorizirana u 

skupinu kožnih bolesti, što je dovelo do poistovjećivanja s istom, stigmatizacije oboljelih od 

psorijaze te njihove izolacije (5). U 18. stoljeću, dermatolog Robert Willian uvodi novu 

klasifikaciju kožnih oboljenja, kojom eritematoskvamozne promjene na koljenima i pridružene 

udubine na nokatim pločama prepoznaje kao zasebne kliničke simptome te ih objedinjuje pod 

nazivom lepra vulgaris. Zahvaljujući minucioznom radu autora Gilbert i Hebra, psorijaza je u 

konačnici klinički i terminološki definirana i time posljedično diferencirana od drugih 

dermatoloških bolesti (6 – 10).  

 

 Klinička slika, podjela i dijagnoza psorijaze   

 

Psorijaza se ubraja u skupinu papuloskvamoznih dermatoza. Klinička obilježja uključuju 

pojavu ograničenih eritematoznih papula i makula, prekrivenih srebrno bijelim ljuskama 

smještenim na predilekcijskim mjestima: koži vlasišta, ekstenzornim stranama laktova i 

koljena te lumboskaralnoj regiji (11).  

Klinička slika odraz je promjena vidljivih u histološkoj slici epidermisa i dermisa. U 

epidermisu prisutna je hiperproliferacija keratinocita (hiperkeratoza) uzrokovana njihovom 

abnormalnom diferencijacijom, uz trajno prisutne jezgre (parakeratoza), što dovodi do 

posljedičnog zadebljanja epidermisa (akantoza) uz smanjenje ili gubitak zrnatog sloja 

epidermisa (hipogranuloza odnosno agranuloza) (1).  

Limfociti, poglavito linije CD8+ (CD, od engl. cluster differntiation) stanica, neutrofili, 

dendritičke (DC, od engl. dendritic cells) i Langerhansove stanice, akumuliraju se u epidermisu 

i pospješuju formiranje Munrovih mikroapscesa (fokalno nakupljanje neutrofila u stratum 

corneumu) (1, 12, 13). Unutar dermisa javljaju se produljene i proširene kapilare, smještene u 

izduženim dermalnim prečkama iznad kojih je epidermis stanjen, uz perivaskularni infiltrat 

limfocita, poglavito pomoćničkih CD4+ T staničnih linija, ali i drugih imunosnih populacija 
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poput DC, makrofaga, prirodno ubilačkih stanica (NK, od engl. natural killer), gama-delta T 

stanica (γδ) i urođenih limfoidnih stanica (ILCs, od engl. innate lymphoid cells) (1, 12).  

S obzirom na heterogenu kliničku sliku te lokalizaciju promjena na koži razlikujemo 

više oblika psorijaze među kojima kronična stacionarna/plak/vulgarna psorijaza (PV, od 

lat.  psoriasis vulgaris) čini 85 % - 95 % svih kliničkih oblika (14). 

S obzirom na pojavnost sterilnih pustula (neutrofilne nakupine u epidermisu) razlikuju 

se: 

I. nepustularni oblici psorijaze (lat. psoriasis non pustulosa) te 

II. pustularni oblici psorijaze (lat. psoriasis pustulosa) (13, 15).  

Pri tome su kod nepustularnih oblika, histološki vidljivi Munrovi mikroapscesi, dok su 

Kogojeve spongiformne (spužvaste) pustule, u kojima stanične membrane nekrotičnih 

epidermalnih stanica okružuju neutrofilnu nakupinu intrakornealno, patogmonične za 

pustularni oblik psorijaze (13).  

 

I. U nepustularne oblike psorijaze (lat. psoriasis non pustulosa) ubrajamo:  

• Vulgarnu psorijazu, odnosno kronični stacionarni oblik/plak psorijaza (Slika 1.1.) 

• Eruptivnu ili kapljičastu psorijazu (lat. psoriasis guttata)  

• Eritrodermijski oblik psorijaze (lat. psoriasis erythrodermica) 

• Psorijazu posebnih lokalizacija/regija (psorijazu lica, psorijazu vlasišta (lat. psoriasis 

capillitii), psorijazu intertriginoznih regija (lat. psoriasis inversa), psorijazu genitalne 

regije, psorijazu dlanova i tabana (lat. psoriasis pamoplantaris), psorijazu noktiju (lat. 

psoriasis unguinum), oralnu psorijazu ) 

II. U pustularne oblike (lat. psoriasis pustulosa) psorijaze ubrajamo: 

• Generalizirani oblik: 

1. Generalizirani oblik pustulozne psorijaze (lat. psoriasis pustulosa generalisata); 

unutar kojeg razlikujemo nekoliko oblika (von Zumbusch, anularni oblik)   

2. Impetigo herpetiformis 

3. Psoriasis vulgaris cum pustulationem 

• Lokalizirani oblik:  

1. Palmoplantarna pustulozna psorijaza (lat. psoriasis pustulosa palmoplantaris) 

(Barber- Konigsbeck)  

2. Acrodermatitis chronica continua suppurativa (Hallopeau) (13, 15). 
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Slika 1.1. Različiti klinički oblici vulgarne psorijaze 

 

A) kronični stacionarni oblik plak psorijaze; B) kronični stacionarni oblik plak 

psorijaze s tendencijom k razvoju eritrodermije; C) predilekcijsko mjesto za razvoj plak 

psorijaze – zglobovi (koljeno); i D) psorijaza vlasišta. 

A), B), D) Ustupljeno od strane dr. Marije Šola (autorski rad) C) Autorski rad 
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Slika 1.2. Klinička slika pustulozne psorijaze 

 

A), B), C), D) generalizirani pustulozni oblik psorijaze; E) pustulozni oblik psorijaze s 

psorijatično promijenjenim nokatnim pločama. Ustupljeno od strane dr. Marije Šola (autorski 

rad). 

   

U pozadini više kliničkih oblika psorijaze, prepoznajemo genetička i demografska 

obilježja koja pojednostavljuju podjelu psorijaze na tip I i tip II.  

Psorijaza tipa I zastupljena je kod dvije trećine svih oboljelih od psorijaze. Pojavljuje se u 

ranijoj životnoj dobi (< 40 godine života), često združena s pozitivnom obiteljskom 

anamnezom i specifičnim genskim varijantama humanih leukocitnih antigena (HLA, od engl. 

human leukocyte antigen), preciznije HLA-Cw6, HLA-B13 i HLA-DR7. Oboljeli od psorijaze 

tipa I nerijetko razvijaju težu kliničku sliku i doživljavaju učestale recidive (16).   
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Psorijaza tipa II nastupa u kasnijoj dobi (>40 godine života), bez jasne povezanosti s 

obiteljskom anamnezom i/ili genima sustava HLA, često uz razvoj blažih kliničkih simptoma 

(16).  

 Dijagnoza bolesti postavlja se na temelju anamnestičkih podataka, kliničke slike te 

histološke verifikacije bolesti. S ciljem izbora optimalne terapije te praćenja odgovora na 

lijekove u primjeni, skala indeksa zahvaćenosti kože i težine kliničke slike (PASI, od engl. 

Psoriasis Area and Severety Index) koristi se za procjenu površine i anatomske regije (glava, 

trup, gornji udovi i donji udovi) zahvaćene kože, kao i za analizu intenziteta oštećenja u vidu 

jačine eritema, debljine te stupnja deskvamacije (17, 18). Bodovni sustav skale PASI, raspona 

od 0 - 72, omogućava klasifikaciju PV prema težini kliničke slike, pa tako razlikujemo lakše 

(PASI<10), srednje teške (10>PASI<20) i teške (PASI>20) oblike oboljenja.  

 Psihološko opterećenje izazvano psorijazom moguće je pak ocijeniti primjenom 

upitnika dermatološkog indeksa kvalitete života DLQI (engl. Dermatology Life Quality Index) 

koji se sastoji od 10 pitanja, bodovnog raspona od 0 do 30. Vrijednosti DLQI koje nadmašuju 

10 bodova ukazuju na lošu kvalitetu života te zajedno s rezultatima PASI analize služe u 

oblikovanju daljnjih postupaka liječenja i terapije (19).   

 

 Epidemiologija psorijaze 

 

Prema dosadašnjim dostupnim podatcima, svjetska prevalencija PV u odrasloj dobi 

varira od 0,91 % (Sjedinjene Američke Države) do 8,5 % (Norveška), dok u dječjoj dobi iznosi 

0 % (Tajvan) do najviše 2,1 % (Italija) (20). 

Prevalencija i incidencija PV ovisi o specifičnim populacijskim obrascima učestalosti 

nasljednih rizičnih čimbenika, dobi, spolu i geografskom položaju ispitivanih populacija. U 

tom kontekstu, opisani su tzv „ekvatorijalni učinci“ Sunčeva ultraljubičastog (UV) B zračenja 

i izloženosti specifičnim antigenima u pozadini regionalnih razlika u PV prevalenciji (20, 21). 

Štoviše, spol i dob značajno utječu na incidenciju PV pa je, slijedom navedenog, zabilježena 

veća pojavnost psorijaze kod mlađih žena (18 - 29 godina) i starijih muškaraca (30 - 39 godina), 

u usporedbi s muškarcima i ženama iste dobi. Incidencija kod oba spola smanjuje se pak u dobi 

od 40 - 49 godina, a zatim ponovo raste, kod žena nakon 50., a kod muškaraca nakon 60. godine 

života (22). 
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 Etiologija psorijaze 

 

Unatoč brojnim studijama koje su tijekom povijesti istraživale pojavnost, potencijalne 

uzročnike i raznolike terapijske pristupe u liječenju psorijaze, etiologija bolesti još uvijek je 

nedovoljno razjašnjena. Psorijaza je i danas stoga područje stalnog istraživanja s ciljem razvoja 

kurativne, a ne samo simptomatske terapije.  

Uspješna implementacija imunosupresivne terapije ciklosporinom A, krajem 1970-tih, 

ukazala je na ključnu ulogu nekontroliranog imunološkog odgovora u inicijaciji i progresiji 

bolesti (23). Slijedom prvih terapijskih uspjeha, razvijena je paleta bioloških lijekova koji 

inhibiraju djelovanje specifičnih imunosnih populacija i ublažavaju simptome psorijaze, poput 

inhibitora tumornog nekrotizirajućeg faktora-alfa (TNF-α, od engl. tumor necrosis factor 

alpha) (adlimumab, etanrecept, infliximab), inhibitora interleukina (IL, od 

engl.  interleukin)- 12/23 (ustekinumab), inhbitora IL-17 (secukinumab, ixekizumab) i 

inhibitora IL-23 (guselkumab). Dugotrajna primjena može potencijalno, međutim, rezultirati 

neželjenim nuspojavama, a obustava liječenja najčešće dovodi do recidiva pa je za uspješnu 

kontrolu bolesti potrebna doživotna liječnička skrb. Unatoč poznatim kliničkim, psihološkim, 

socijalnim i financijskim dimenzijama, ova bolest i dalje ostaje zagonetka. Poznato je, 

međutim, da razvoju psorijaze posreduju združeni učinci stresnih okolišnih događaja, narušene 

kožne barijere i brojnih genetičkih i epigenetičkih čimbenika koji posreduju razvoju 

autoreaktivnih imunoloških stanica usmjerenih protiv, za sada, nepoznatih (auto)antigen(a) 

(24  – 26).  

 

 Uloga genetičkih čimbenika 

 

Epidemiološka istraživanja u obiteljima oboljelih upućuju na važnu ulogu višestrukih 

nasljednih čimbenika u pojavi i razvoju psorijaze. Pozitivna obiteljska anamneza među 

srodnicima u prvom koljenu prisutna je u 40 % slučajeva oboljelih, a postotak vjerojatnosti 

razvoja psorijaze kod djeteta oba pogođena roditelja iznosi čak 50 % (27). Snažan utjecaj 

genske komponente, zabilježen je i usporedbom frekvencije pojavnosti PV u monozigotnih i 

dizigotnih blizanaca, pri čemu pojavnost psorijaze u jednojajčanim parovima varira od 62 % 

do 70 %, za razliku od dizigotnih blizanaca kod kojih je ta stopa znatno manja (21 % - 23 %). 

Oboljeli monozigotni blizanci, štoviše, često dijele sličan tijek oboljenja, uz podjednak stupanj 

i tjelesnu raspodjelu simptoma koji se pojavljuju u podjednakoj dob (27, 28). Slijedom 
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navedenog, vjeruje se da pojavnost psorijaze uvelike ovisi o genskoj predispoziciji 

(60  %  –  90  %), a tek ostatak rizika pripisuje se okolišnim faktorima (29). 

Na osnovi provedenih cjelogenomskih studija povezanosti (GWAS, od engl. genome 

wide association studies) genskih polimorfizama i psorijaze, otkriveno je više od 60 

potencijalno rizičnih genskih lokusa. Među njima, identificirana je nekolicina genskih varijanti 

koje se najčešće susreću u genomu oboljelih, i koje stoga najvećim dijelom pridonose riziku za 

razvoj psorijaze. Rizične genske varijante pronalazimo unutar više kromosomskih regija 

(PSORS, od engl. psoriasis susceptibility regions), među kojima u okviru PSORS1 lokusa 

(6p21.3) pronalazimo i visokorizične varijante gena HLA-Cw6, HLA-B13 i HLA-B7. Rizik 

razvoja psorijaze vezan je, međutim, i za brojne druge  PSORS lokuse, uključujući PSORS 2- 9 

(PSORS 2 (17q25), PSORS 3 (4q34), PSORS  4  (1q21), PSORS 5 (3q21), PSORS 6 (19p13), 

PSORS 7 (1p32), PSORS 8 (16q) i PSORS 9 (4q31) (30 – 32).  

PSORS1 zauzima područje od 200 kb (kilobaza), koje smješteno na kratkom kraku 

kromosoma 6 (6p21.3), i obuhvaća gene sustava tkivne snošljivosti/podudarnosti ili 

histokompatibilnosti (MHC, od  engl. major histocompatibility compleks), među kojima i 

visokorizične varijante gena HLA-C koje kodiraju MHC molekule razreda I. MHC-I molekule 

posreduju aktivaciju citotoksičnih CD8+ limfocita T, potencijalno važnih imunoloških 

sudionika u razvoju psorijatičnih lezija. U prilog važnosti HLA-C lokusa govori i činjenica da 

HLA-Cw6 homozigoti imaju 2 do 5 puta veću vjerojatnost obolijevanja od PV tipa 1 u 

usporedbi s HLA- Cw6 heterozigotima (33). Posljednjih godina, u okviru PSORS1 regije 

otkriveni su i neki novi geni kandidati, uključujući alfa-spiralni štapićasti protein sa spiralnom 

zavojnicom 1 (CCHR1, od engl. coiled-coil alpha-helical rod protein 1) u pozadini abnormalne  

diferencijacije i proliferacije keratinocita (30) te korneodezmosin koji igra važnu ulogu u 

procesima deskvamacije epidermisa. (30 – 32). PSORS1 lokus sadrži dakle, genske varijante 

koje moguće utječu na promijenjenu funkciju imunološkog sustava, nekontroliranu 

proliferaciju i narušeni integritet stanica u koži.  

Osim navedenih gena PSORS1 regije, važnu ulogu u psorijazi imaju i genske varijante 

drugih PSORS područja, posebice geni koji kodiraju komponente ključnih upalnih molekula, 

poput gena IL12B koji kodira podjedinicu p40 IL-12 i IL-23, te gena IL23A i IL23B, nužnih 

za sintezu podjedinice p19 IL-23, i IL-23 receptora (34). U okviru iste studije, zabilježena je i 

povezanost psorijaze s polimorfizmima gena koji kodira nuklearni čimbenik kapa B 

(NF- κB,  od engl. nuclear factor kappa B), ključnog medijatora izvanstaničnih upalnih 
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signala, čija je aktivnost vezana uz povećanu proliferaciju keratinocita i sintezu proupalnih 

citokina  (34, 35). 

 

 Uloga okolišnih čimbenika 

 

  

Slika 1.3.  Okolišni čimbenici koji sudjeluju u nastanku i razvoju psorijaze  

 

Autorski rad napravljen pomoću računalnih programa Inkscape (Brooklyn, New York, 

SAD) te Microsoft PowerPoint 2019 

 

Debljina 

 

Psorijaza i prekomjerna tjelesna težina, pretilost ili gojaznost (lat. obesites), kao stanje 

upale neinfektivne geneze (sterilne upale)  s aktivnom produkcijom citokina, međusobno čine 

začarani krug, koji je dvosmjeran u vidu pretilosti kao predisponirajućeg čimbenika u razvoju 

psorijaze te psorijaze kao stanja koje pogoršava pretilost (36 – 38).  

Stanje pretilosti, definirano indeksom tjelesne mase (BMI, od engl. body mass index) 

većim od  30, linearno korelira s pojavom i progresijom psorijaze te dvostruko povećava rizik 

od razvoja bolesti (39). Zanimljivo, u krvi pretilih osoba opisane su povećane koncentracije 

TNF-α (40), a u adipoznom tkivu zabilježena je povećana ekspresija upalnih citokina (IL-1β i 

IL-6) i kemokina vezanih uz migraciju i udomljavanje monocita (MCP-1, od engl. monocyte 

chemoattractant protein 1), neutrofila (IL-8 ili CXCL8, od engl. chemokine (C-X-C motif) 
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ligand) i CXCR3+ limfocita T (CXCL9  ili MIG, od engl. monokine induced by gamma 

interferon), ujedno ključnih sudionika opisanih u patofiziologiji psorijaze (39, 41).  

 

Pušenje 

 

Pušenje je rizični okolišni čimbenik za razvoj mnogih bolesti (kardiovaskularnh bolesti, 

kronične obstruktivne bolesti pluća (KOPBP), malignih bolesti, peptičkog ulkusa, Chronove 

bolesti,  sistemskog eritemskog lupusa), uključujući i psorijazu (42 – 45). Osobe koje puše 

≥  30 godina, približno više od 14 cigareta dnevno, imaju dvostruko veći rizik za razvoj 

psorijaze. Štoviše, pušenje utječe na razvoj kliničke slike, pri čemu se najsnažnije povezuje s 

pojavom palmoplantarnog pustuloznog obika psorijaze. Osim kliničke slike oboljelih od 

psorijaze, pušenje oblikuje njihov odgovor na terapiju kao i razvoj specifičnih komorbiditeta, 

ponajviše psorijatični artritis. (46 – 48). Važno je naglasiti da cigaretni dim sadrži > 7 000 

kemikalija koje interferiraju s funkcijom imunološkog sustava te utječu na izražaj gena vezanih 

uz povećan rizik za razvoj psorijaze, kao što su HLA-Cw6 i HLA-DQA1*0201 (46, 49). 

Slobodni radikali u dimu cigareta, štoviše, mogu nadmašiti antoksidativni kapacitet organizma 

i time pospješiti aktivaciju upalnih transkripcijskih čimbenika u imunosnim stanicama. Jedan 

od takvih scenarija uključuje aktivaciju NF-κB u limfocitima te posljedičnu sintezu proupalnih 

prostagandina i kemokinskih liganada kao što su CCL20 i CXCL8 koji potiču kemotaksiju 

limfocita, DC te neutrofila na mjesta upale (49, 50). Plazmacitoidne dendritičke stanice (pDCs, 

od engl. plasmacytoid dendritic cells), makrofagi i druge antigenske prezentirajuće stanične 

linije, kao i keratinociti te endotelne stanice, na svojoj površini izražavaju nikotinske 

acetilkolinske receptore, koji se pri susretu s nikotinom iz duhanskog dima, mogu aktivirati i 

potaknuti kaskadu upalnih reakcija (49, 51). U takvim uvjetima, može doći do pojačane sinteze 

upalnih citokina TNF-α, interferona gama (INF-y, od engl. interferon gamma), IL-1β, IL-2, 

IL- 12 i IL-23 te međustaničnih (ICAM-1, od engl. Intercellular Adhesion Molecule 1) i 

vaskularnih adhezijskih molekula (VCAM-1, od engl. Vascular Cell Adhesion Molecule 1), 

kao i vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF, od engl. vascular endothelial growth 

factor). Navedeni medijatori u koži oboljelih od psorijaze potiču razvoj upalnog mikookoliša, 

posljedičnu limfocitnu infiltraciju, angiogenezu te ubrzanu i patološku diferencijaciju 

epidermalnih stanica. (49, 52).  

Opažajnim istraživanjem u populaciji 178 oboljelih te dobno, spolno i rasno podudarnih 

zdravih kontrola kineske nacionalnosti, uočena je 10 puta veća učestalost pojavnosti psorijaze 
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u HLA-Cw pozitivnih ispitanika s pozitivnom anamnezom pušenja (>10 cigareta dnevno) (53). 

Zanimljivo, učestalost oboljenja rasla je s dnevnim povećanjem broja cigareta i godinama 

pušenja (53).  

 

Alkohol 

 

Osobe oboljele od PV sklonije su povećanom unosu i zloupotrebi alkohola. Međutim, 

uzročno-posljedični odnos između alkohola i psorijaze još uvijek je nerazjašnjen (54). Osim 

otežane suradljivosti pacijenata uslijed povećane upotrebe alkohola, poznato je da alkohol 

interferira s farmakodinamičkim i farmakokinetičkim svojstvima sustavnih terapijskih 

pripravaka i time izravno utječe na učinkovitost i ishod liječenja psorijaze. Važno je također 

napomenuti da alkohol uzrokuje sterilnu upalu organizma koja se javlja kao posljedica 

alkoholom potaknute sinteze proupalnih citokina poput TNF-a, INF-γ, IL-1, IL-6 i IL-8, redom 

važnih sudionika u patogenezi psorijaze (54, 55).  

 

Lijekovi 

 

Lijekovi mogu izazvati nastanak de novo psorijaze kod osoba s negativnom obiteljskom 

anamnezom, bez rizičnih genetičkih obilježja. Isto tako, primjena određenih lijekova može 

potaknuti pojavu kliničke slike psorijaze u gentički predisponiranih osoba ili može  uzrokovati 

pogoršanje već prisutnih simptoma, kao i pojavu novih na do tada nezahvaćenoj koži, što je 

najčešći slučaj (56). Prekid primjene lijekova koji djeluju kao okidači razvoja psorijaze, kod 

nepredisponiranih osoba rezultirat će povlačenjem kliničkih  simptoma, dok kod 

predisponiranih osoba to često nije slučaj (57).  

. Litij, beta blokatori, antimalarici (hidroksiklorokin/klorokin), tetraciklini, terbinafin, 

nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID, od engl. nonsteroidal anti-inflammatory drugs), 

inhibitori angiotenzin-konvertirajućeg enzima (ACE, od engl. Angiotensin Converting 

Enzyme,), imikvimod, TNF-α inhibitori i monoklonska protutijela usmjerena na protein 

programirane stanične smrti 1, samo su neki od poznatih lijekova „okidača“ psorijaze (58).  

Točan mehanizam kojim navedeni lijekovi uzrokuju nastanak i razvoj psorijaze nije poznat, 

međutim, postoji nekoliko teorija koje nastoje objasniti njihovo djelovanje (57 – 68):  

• odgođeni tip alergijske reakcije ili alergijski posredovana imunološka reakcija 

povezuje se s primjenom beta blokatora (67) 
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• smanjenje razine unutarstaničnih sekundarnih glasnika, posebice cikličkog adenozin 

monofosfata (engl. cyclic adenosine monophosphate, cAMP) nakon primjene beta 

blokatora i tetraciklina (57) te smanjenje inozitola nakon primjene litija (58), što 

potencijalno dovodi do smanjene unutarstanične razine kalcija te posljedične 

hiperproliferacije keratinocita  

• povećanje unutar stanične fosforilacije i kinaznih kaskada u T stanicama (litij, beta 

blokatori) (68) 

• povećanje sinteze IL-1ß, IL-2, IL-6, IL-17, TNF-α i INF-y  nakon primjene litija (65, 

66) 

• inhibicija epidermalne transglutaminaze i promjene vezane uz diferencijaciju i 

proliferaciju epidermalnih stanica nakon terapije antimalaricima; 

hidroksiklorokin/klorokin (60) 

• povećanje razine leukotriena u pozadini NSAID terapije (61) 

• povećanje razine kinina, aktivacije kalikrein-kinin osovine i njezinih neposrednih 

učinaka na razvoj tip 17 imunosnog odgovora i proliferaciju keratinocita u pozadini 

terapije ACE inhibitorima (63) 

• aktivacija IL23/IL17 osovine i sinteze INF-y nakon primjene imikvimod reagensa i 

TNF-α inhibitora (64) 

 

Predložene teorije mehanizama inkriminirajućih lijekova vezane su, dakle, uz 

diferencijaciju i funkciju keratinocita i imunosnih stanica u koži, i dijelom daju naslutiti 

identitet ključnih igrača i događaja koji prethode pojavi prvih simptoma i razvoju psorijaze.  

 

Stres 

 

Stres se također ubraja u skupinu okolišnih čimbenika koji pridonose razvoju psorijaze; 

a i sama psorijaza zauzvrat predstavlja stres za pacijenta. Nedavna meta-analiza na uzorku 39 

studija, međutim, nije potvrdila čvrstu uzročno-posljedičnu vezu između psihološkog stresa i 

pogoršanja ili početka psorijaze (69). Unatoč tome, brojne retrospektivne studije, utemeljene 

na podacima prikupljenima prisjećanjem pacijenata, bilježe visok postotak oboljelih s 

pozitivnom anamnezom stresnih događaja prije neposrednog početka (40 %) ili recidiva (80 %) 

psorijaze (70). Točan mehanizam ili mehanizmi kojima stres uzrokuje nastanak i razvoj 

psorijaze i danas su nedovoljno razjašnjeni. Poznato je ipak da su generalni učinci stresa vezani 
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uz aktivaciju simpatičko-adrenalno-medularne i hipotalamičko-hipofizne-nadbubrežne osovine 

(HPA, od engl. hypothalamic–pituitary–adrenal axis) te isprepleteni s funkcijom imunološkog 

sustava.  

U tom kontekstu, poznato je da kortikotropin oslobađajući hormon (CRH, od eng. 

corticotropin releasing hormone), koji se otpušta aktivacijom HPA osi, i posreduje sistemski 

odgovor na stres, ima potencijalnu ulogu i u nastanku PV. Naime, u psorijatičnim lezijama 

zabilježena je povećana ekspresija CRH (71), a in vitro analize potvrđuju neposrednu ulogu 

CRH kao inicijatora sinteze proupalnih citokina IL-6 i IL-11 u staničnim linijama humanih 

keratinocita (72).  

Stres može djelovati i na promjene perifernih udjela imunosnih stanica pa je tako u krvi 

PV ispitanika pod utjecajem induciranog psihološkog stresa, zabilježen promijenjeni citokinski 

profil i povećan udio CD4+ limfocita i monocita (73), kao i NK stanica te CD3+ limfocita koji 

na svojoj površini izražavaju kutane limfocitne antigene (CLA, od engl. cutaneous lymphocyte-

associated antigens) odgovorne za udomljavanje perifernih imunosnih linija u koži oboljelih 

(74). 

 

Mikroorganizmi 

 

Mikroorganizmi (bakterije, virusi i gljive) često se opisuju kao potencijalni okidači 

imunološke kaskade koja dovodi do nastanka i razvoja psorijaze.  

Tonzilarna infekcija beta hemolitičkim streptokokom grupe A povezuje se s pojavom 

ili pogoršanjem simptoma psorijaze; prije svega eruptivnog odnosno kapljičastog oblika bolesti. 

Potencijalni uzročni mehanizmi streptokokne infekcije vezani su uz M protein i pirogeni 

egzotoksin, tzv. superantigene beta hemolitičkog streptokoka, koji vezanjem za varijabilnu 

regiju beta lanca (Vβ) T staničnog receptora (TCR, od engl. T cell receptor) uzrokuju aktivaciju 

i klonalnu ekspanziju CLA+CD4+ i CLA+CD8+ T limfocita, koji pak tragom selektinskih 

liganada migriraju u kožu (75, 76). Aktivirani T limfociti koji prepoznaju M6 protein beta 

hemolitičkog streptokoka mogu, radi strukturalne sličnosti, križno reagirati s epidermalnim 

keratinom te na taj način potaknuti kaskadu autoreaktivnih događaja koji će u konačnici 

rezultirati pojavom psorijaze (77).  

U skupinu mikroorganizama koji posreduju slične patološke učinke svrstavaju se i 

Staphylococcus aureus, Malassezia, Candida, virus humane  imunodeficijencije te humani 

endogeni retrovirusi (59).  
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Trauma 

 

Koebnerov fenomen ili fenomen izomorfnog podražaja (od grčke riječi iso što znači 

jednako te morphosis što znači formirati ili oblikovati) prvi je opisao Heinrich Koebner, 1877 

godine. Pojam podrazumijeva nastanak morfe/promjene, karakteristične za određenu 

dermatozu, kao odgovor na traumu zdrave kože (78).  

Iako predstavlja kliničko obilježje psorijaze, Koebnerov fenomen nije patognomoničan 

za psorijazu već se može javiti  i u sklopu drugih dermatoza (lichen planus, vitiligo, verruce 

plane, lichen sclerous, itd.) (79). Točan mehanizam nastanka traumom induciranih promjena 

nije poznat, ali postoji nekoliko teorija. Uočeno je da se Koebnerov fenomen kod bolesnka s 

psorijazom češće javlja ukoliko su kod oboljelih prisutni i drugi čimbenici poput genske 

predispozicije, slabog terapijskog odgovora u mlađoj dobi, izloženosti psihološkom stresu ili 

hladnoći (79). Nadalje, za puni izražaj simptoma nakon traume, potrebno je istodobno oštećenje 

epidermisa i dermisa, posljedično povećanje udjela CD4+T limfocita, promjena 

mikrovaskularne opskrbe papilarnog dermisa i povećana sinteza čimbenika živčanog rasta. 

Navedene promjene zatim uzrokuju proliferaciju keratonocita, degranulaciju mastocita, 

aktivaciju i udomljavanje T limfocita u oštećenim regijama kože (79, 80).  

 

 Komorbiditeti 

 

 

  

Slika 1.4. Psorijaza i komorbiditeti. 

  

Autorski rad doktorantice napravljen pomoću računalnog programa Microsoft PowerPoint 

2019. KOPB – kronična obstruktivna bolest pluća 

Psorijaza se često javlja u pratnji brojnih drugih oboljenja ili komorbiditeta (Slika 1.4.). 

U podlozi svih komorbiditeta povezanih s psorijazom nalazi se sterilna upala koja je posljedica 
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imunološki posredovanih mehanizama zajedničkih i psorijazi i pratećim komorbiditetima. 

Između psorijaze te komorbiditeta, stoga, nastaje začarani upalni krug koji dovodi do 

međusobnog pogoršanja svih vezanih bolesti (81).  

Psorijaza je udružena s metaboličkim sindromom obilježenim povišenim arterijskim 

tlakom, dislipidemijom, pretilošću te inzulinskom intolerancijom, što povećava rizik od 

kardiovaskularnih bolesti te dijabetesa tipa II  (82). Osim toga, psorijaza je nezavisni rizični 

čimbenik za razvoj infarkta miokarda, osobito kod mlađih osoba (83). Povećana je također 

vjerojatnost upalnih bolesti crijeva (Chronove bolesti i ulceroznog kolitisa), koje zajedno s 

psorijazom dijele 7 rizičnih genskih lokusa (84), kao i imunološke mehanizme u podlozi 

nastanka bolesti. (85).   

  Povišene vrijednosti TNF-α i IL-6, neovisno o pridruženim upalnim bolestima, često 

se nalaze u podlozi depresije koja se pojavljuje kod čak 60 % oboljelih od psorijaze (86, 87). 

Uveitis se javlja kod 2 % osoba oboljelih od PV s prisutnim psorijatičnim artritisom (88). 

Također učestalije je prisutan nealkoholni steatohepatitis, KOPB i ostali (Slika 1.4.). Važno je 

naglasiti i učestalost  psorijatičnog  artritisa, koji, iako usko povezan s psorijazom, predstavlja 

zasebni entitet. S obzirom na učinkovitost istovjetne biološke terapije, psorijaza i psorijatični 

artritis očito dijele dio istovjetne imunološke mehanizme u svojoj patogenezi (89), međutim, 

klinički simptomi i rezultati GWAS ukazuju na različitu etiologiju u razvoju ovih srodnih 

oboljenja (90). Što se tiče gena unutar MHC sustava, prisutnost HLA - Cw6, HLA -  B13, HLA 

- B7 povezana je s pojavnošću psorijaze, dok je prisutnost HLA - B27, HLA - B39 povezana s 

većom vjerojatnošću oboljevanja od psorijatičnog artritisa (91, 92) 

 

 Imunološki sustav i koža 

 

Imunološki je sustav kompleksni sustav organa, tkiva i stanica čija je uloga vezana uz 

očuvanje integriteta i zaštitu ljudskog organizma. Pri susretu sa stranim tvarima (antigenima), 

naš organizam reagira aktivacijom brzih, efektorskih linija urođene imunosti, koje izravno 

djeluju na neposredne prijetnje i osiguravaju vrijeme potrebno za razvoj adaptivnog imunosnog 

odgovora na specifične antigene. Djelovanje urođene i stečene imunosti međusobno je zavisno; 

stanice urođenog imunološkog sustava na prvoj liniji obrane organizma modeliraju efektorski 

odgovor stečene imunosti adekvatnom obradom i prezentacijom patogenih peptidnih antigena 

u sklopu MHC molekula, akumulirajući na jednom mjestu sve znakove koji bi mogli narušiti 

integritet organizma (93).  
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Međusobnu komunikaciju urođene i stečene imunosti potpomažu stanice koje izražavaju 

fenotipska i funkcionalna obilježja oba imunosna razreda pa se stoga nazivaju 

nekonvencionalnim ili tranzicijskim stanicama. Ove linije čine „most“ između urođenog i 

stečenog imunološkog sustava omogućujući njihovo međusobno sinkrono djelovanje. U 

nekonvencionalne imunosne vrste ubrajamo sluznicama pridružene invarijantne T (MAIT, od 

engl. Mucosal-associated invariant T) limfocite koje zajedno s γδ T stanicama te invarijantnim 

prirodnoubilačkim T stanicama (iNKT, od engl. invariant nautal killer T cells) posreduju brze 

efektorske odgovore izlučivanjem upalnih citokina (INF-y, TNF-a, IL-17, IL-22), citotoksičnih 

enzima i medijatora (perforini, granzimi). Njihova aktivacija u uvjetima upalnog miljea može 

se odvijati bez prethodnog kontakta s antigenom, ali može biti i potaknuta prepoznavanjem 

specifičnih, nepeptidnih antigena u kompleksu s neklasičnim MHC molekulama poput CD1d, 

CD1c ili molekula povezanih s MHC 1 (MR1, od engl. Major Histocompatibility Complex I-

related gene protein) (94).  

Zdrava koža udomljava raznolike imunosne stanice, pri čemu epidermis naseljavaju 

Langerhansove stanice i CD8+ limfocitne populacije, retikularni dermis limfociti B, a dermis 

uglavnom dermalne dendritičke stanice, eozinofili, makrofazi, mastociti, CD4+ limfociti te 

prirođene limfocitne (MAIT i γδT) i limfoidne linije (ILC) imunosnih stanica (95, 96). Zajedno 

s keratinocitima i fibroblastima, navedene imunosne populacije pridonose pravilnoj funkciji i 

homeostazi ključnih fizioloških procesa u koži (održavanje hidro - elektrolitske ravnoteže, 

termoregulaciji, fotoprotekciji, sintezi vitamina D, skladištenju masti i vode), djelujući 

prvenstveno u zaštiti organizma od nepovoljnih egzogenih utjecaja (13, 97) .  

 

 Imunopatogeneza psorijaze 

 

 Inicijacija 

 

Kod genetetski predisponiranih osoba, pod utjecajem stresnih okolišnih čimbenika 

(vanjskih i sustavnih) koji narušavaju funkciju ili integritet kožne barijere, dolazi do stvaranja 

i/ili oslobađanja molekularnih obrazaca povezanih s oštećenjem tkiva (DAMPs, od engl. 

Damage-Associated Molecular Patterns) i/ili s patogenim mikroorganizmima (PAPMPs, od 

engl. Pathogen-Associated Molecular Patterns) (25).  

PAMPs jesu esencijalne, vrlo konzervirane građevne jedinice mikroorganizama koje se 

u fiziološkim uvjetima ne nalaze u ljudskom organizmu i predstavljaju egzogeni signal za 
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aktivaciju imunološkog sustava. DAMPs se pak oslobađaju oštećenjem vlastitih stanica i stoga 

djeluju kao endogeni signali koji primarno aktiviraju stanice urođenog imunološkog sustava, 

vežući se na njihove receptore za prepoznavanje molekularnih obrazaca (PRRs, od engl. 

pattern recognition receptors) (98, 99).  

Oštećenjem i/ili smrću keratinocita oslobađaju se DAMPs, prvenstveno kationski 

antimikrobni proteini katelicidini (CAMP/LL-37), a potom i dijelovi RNA i DNA molekula, 

koje nakon apoptoze keratinocita tvore LL-37-DNA i/ili LL-37-RNA komplekse (100, 101). 

Nastale DAMPs i/ili PAMPs komplekse prepoznaju receptori nalik Toll proteinu (TLRs, od 

engl. toll- like receptors), posebice TLR7, TLR8, i TLR9 pripadnici PRR obitelji na površini 

DC stanica, koji zatim potiču ekspresiju NF-κB i posljedičnu transkripciju proupalnih citokina, 

kemokina i adhezijskih molekula čime započinje upalna kaskada u koži (102).  

 Uslijed upale, tragom dermalnog adipocitokina kemerina, u dermisu se udomljavaju 

pDC, koje su odsutne u zdravoj koži, a u uvjetima upale proizvode IFN-α i INF-β (102, 103). 

Zajedno s DAMPs i PAMPs,  interferoni, IL-1β, IL-6 i TNF-α stimuliraju sazrijevanje 

mijeloidnih dermalnih dendritičkih stanica (DDC) (104) i neklasičnih DC linija koje proizvode 

inducibilnu dušik-oksid sintazu (iNOS, od engl. inducible nitric-oxide synthase), TNF-α, 

IL- 20 i IL-23 (105). Oslobođeni katelicidin LL37 potiče keratinocite na sintezu i izlučivanje 

IL-8 (CXCL8), IL-18 (CXCL1), CXCL10 i CCL20 (MIP-3α), i time pospješuje pojačanu 

kemotaksiju perifernih neutrofila, T limfocita, DC te Th17 stanica (106).  

Tragom oslobođenih kemokina, kožu u inicijalnoj fazi upale naseljava veliki broj 

neutrofila. Aktivacija neutrofila uzrokuje nalet („respiratory burst“) reaktivnih metabolita 

kisika (ROS, od engl. reactive oxygene species,), degranulaciju neutrofila te formiranje 

neutrofilnih izvanstaničnih/ekstracelularnih zamki (NETs, od eng. neutrophil extracellular 

traps) građenih od nuklearnog i granularnog neutrofilnog sadržaja, metaloproteinaza i 

antimikrobnih proteina. (107). Nastale NETs mogu sadržavati i LL37 te služiti u svrhu 

kontinuirane aktivacije pDC (108). Štoviše, neutrofili i mastociti putem NETs oslobađaju IL-

17 (108), a nastale ROS molekule pojačavaju aktivaciju limfocita T (107).  

Nadalje, DC aktivirane vezanjem PPR-a s DAMPs i PAMPs putuju iz kože u regionalne 

limfne čvorove gdje potencijalno posreduju aktivaciju autoreaktivnih naivnih Th0 

pomoćničkih (od engl. helper T cell) limfocita usmjerenih protiv koži svojstvenih autoantigena 

poput katelicidina LL37, ADAMTS-sličan protein 5 (ADAMTSL5, od engl. disintegrin‐like 

and metalloprotease domain containing thrombospondin type 1 motif‐like 5), PLA2G4D (od 

engl. phospholipase A2 group IVD) i keratina 17 (95, 109). Pod utjecajem citokina koje 
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otpuštaju aktivirane DC dolazi do specifične diferencijacije Th limfocita, pri čemu IL-12 

usmjerava diferencijaciju Th0 u Th1 sekretorne linije (IFNγ i TNFα), dok IL-23 stimulira 

diferencijaciju Th0 u Th17 (IL-17) i Th22 pomoćničke vrste (IL-22); diferencirani limfociti 

potom se sele u kožu, gdje pospješuju nastavak upale, odnosno formiranje psorijatičnog plaka 

(95).  

Migracija i udomljavanje aktiviranih Th stanica u koži odvija se kemotaksijom, tragom 

kemokinskih liganada (keratinociti, DC, endotelne stanice) i adhezijskih molekula izraženih na 

površini aktiviranih endotelnih stanica u koži. Ključnu ulogu u tim procesima imaju limfocitni 

receptori poput CLA, CCR10 i CCR6, koji prepoznaju i vežu ligandne molekule E selektina 

(110), kemokina CCL27 (111) i CCL20, koje pak izlučuju keratinociti stimulirani djelovanjem 

IL-1 α, IL-1β i TNF-α, IL-17 i INF-γ (112, 113). Upalni mikrookoliš u psorijatičnim lezijama 

utječe i na funkcionalnost CD4+CD25+Foxp3+ (engl. Forkhead box p3) Treg limfocita (od engl. 

Regulatory T cells), pa dolazi do neučinkovite inhibicije i posljedičnog pogoršanja 

autoreaktivnog imunološkog odgovora (25).  

Sve veća pažnja u patogenezi psorijaze pridodaje se prirođenim limfoidnim stanicama, 

prvenstveno ILC3 stanicama koje svojim trankripcijskim profilom i citokinskim obilježjima 

nalikuju Th17 stanicama. Ove prirođene linije izražavaju receptore prirodne citotoksičnosti 

NKp44, transkripcijski čimbenik RORγt te čine važan izvor IL-22 i IL-17 u koži i krvi oboljelih 

od PV (114).  

 

 Formacija i “održavanje”/perzistiranje  psorijatičnog plaka 

 

Klinička slika psorijaze odraz je histoloških promjena prvenstveno kao posljedica 

1)  kvantitativnih (hiperkeratoza, hipogranuloza, agranuloza) i kvalitativnih (parakeratoza) 

obilježja keratinocita uz pojavu akantoze, 2) prisutnosti upalnog infiltrata te 3) pojačane 

angiogeneze, dilatacije, zavojitosti (tortuoznosti) te propusnosti krvnih žila papilarnog dermisa. 

Psorijatične promjene na koži velikim su dijelom posredovane promjenama u 

vaskularnom odjeljku kože, kao rezultat pojačanog lučenja VEGF u osoba oboljelih od 

PV (115). Proangiogenički učinak imaju i ranije opisani citokini poput TNF-α, IL-8 i IL-17 

(116). Dušikov oksid kao neposredni produkt iNOS koji oslobođaju aktivirane upalne DDC, 

uzrokuje vazodilataciju krvnih žila (105), a TNF-α (105) i IL-6 (117) potiču okolne keratinocite 

na ekspresiju E – selektina, ICAM1 i VCAM1 adhezijskih molekula koje omogućavaju 

udomljavanje perifernih T limfocita u koži (117).  
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Diferencirani limfociti iz limfnih čvorova tragom mreže oslobođenih citokina i 

kemokina migriraju na mjesto nastanka DAMPs i/ili PAMPs te u međusobnoj interakciji s 

rezidualnim imunosnim i ne-imunosnim stanicama, pospješuju stvaranje upalnog miljea. U 

skladu s navedenim, u psorijatičnim lezijama i perifernoj krvi oboljelih od psorijaze, zabilježen 

je povećan broj CD4+ Th1 limfocita, CD4+ Th17 limfocita, CD4+Th22 limfocita i CD8+ 

citotoksičnih stanica tipa 1, 17 i 22 (Tc1, Tc17, Tc22), kao i povišene vrijednosti njihovih 

karakterističnih citokina  IFN-γ, IL-2, IL-17A, TNF-α, IL-12 i IL-22. (118 – 121).  

Donedavno psorijaza je smatrana bolešću čija je pojava uglavnom vezana uz 

abnormalno djelovanje tip I imunosnih stanica, međutim, danas je poznato da citokini IL-17 i 

IL-23 čine centralnu okosnicu upale koja pridonosi formiranju psorijatičnog plaka (122).  

IL-23 jest proupalni heterodimerični citokin, dio obitelji IL-12 citokina, s kojim zajedno 

dijeli p40 (IL-12p40) podjedinicu, ali ne i podjedinicu p19 (IL-23p19) koja je patognomonična 

samo za IL-23 (123, 124). Interleukin-23 produkt je aktiviranih DC, makrofaga i monocita te 

vezanjem za  pripadajuće receptore (IL23R, IL12Rβ1) na površini ciljnih stanica potiče razvoj 

i ekspanziju IL-17 producirajućih imunosnih vrsta urođenog i stečenog imunološkog sustava 

(125). Osim navedenih antigenskih prezentirajućih stanica, IL-23 proizvode i aktivirani 

keratinociti, a isti potiče i sintezu IFN-γ od strane memorijskih T stanica. Interferon-γ zatim 

stimulira ekspresiju receptora IL-12R te time omogućava diferencijaciju CD4+ Th1/Tc1 

limfocita (126, 127). Interleukin-23 posreduje i aktivaciju Th22 stanica, koje obilježava lučenje 

IL-22 i ekspresija kemokinskih receptora (CCR10, CCR6, CCR4) koji usmjeravaju aktivirane 

stanice na mjesta upale u koži (25, 118). Lučenje IL-22 u koži, inhibira diferencijaciju 

keratinocita, i potiče sintezu antimikrobnih peptida koji imaju važnu ulogu u aktivaciji i 

kemotaksiji neutrofila (25). 

IL-17 homodimerični je (ili herterodimerični) glikoprotein u čiju obitelj ubrajamo 6 

članova (IL-17A (IL-17 ili CTLA-8), -17B (CX1/NERF), -17C (CX2), -17D /IL-27), -17E (IL-

25), i -17F (ML-1)) (128). U psorijatičnim lezijama uočena je povećana sinteza glasničke RNA 

(mRNA, od engl. messenger RNA) citokina IL-17A, IL-17C i IL-17F (129). Izvori IL-17 u koži 

su, međutim, brojni te uključuju pripadnike adaptivnog (T limfociti) i urođenog (mastociti, ILC, 

neutrofili) (130) imunološkog sustava, kao i urođene limfocitne linije, preciznije MAIT i 

γδ  T  limfocite. Povećana razina IL-17 u koži, stimulira keratinocite na proizvodnju i lučenje 

antimikrobnih peptida (katelicidina/LL37, proteina S100 obitelji: S100A7/psoriasin, S100A8 i 

S1009 zajedno formiraju kalpoprotektin, β defensin 4) koji produbljuju upalu. U tom kontekstu, 

LL37 potiče sintezu kemokinskih liganda IL-8 (CXCL8), IL-18 (CXCL1) i CXCL10 (IP10) te 

posljedičnu kemotaksiju CXCR2+ neutrofila (106) i CXCL10 (IP10)+ Th1/Tc1 limfocita (131). 
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Aktivirani keratinociti otpuštaju i β defensin A (132) te CCL20 kemokinski ligand, koji zatim 

pospješuju migraciju i udomljavanje CCR6+ DC i Th17/Tc17 stanica (106, 133).  

S100 proteini također stimuliraju izražaj brojnih kemokinskih liganada (IL-8 (CXCL8), 

IL-18 (CXCL1, CXCL2, CXCL3, CCL20) i upalnih citokina (IL-6 i TNF- α) koji pak, 

mehanizmom pozitivne povratne sprege, potiču širenje upalnog mikrookoliša (134), 

hiperproliferaciju i abnormalnu diferencijaciju keratinocita (135).  

Osim infiltrirajućih imunosnih vrsta, CLA+ memorijske T stanice koje obitavaju u tkivu 

(od engl. Tissue-resident memory T (Trm) cells), igraju potencijalno važnu ulogu u nastanku i 

širenju psorijatičnih lezija. Ovu hipotezu podupiru rezultati animalnih studija, u kojima su 

dijelovi nezahvaćene kože oboljelih od PV transplantirani na imunodeficijentne mišje modele 

bez mogućnosti sinteze limfocita T, B i NK stanica (IFNA-/-, IFNB-/- i RAG-/- (od engl. 

recombination activating gene 2). Unatoč izostanku ključnih imunosnih komponenti, miševi 

koji su primili ksenograft kože spontano razvijaju psorijatične lezije, uz olakšanje simptoma 

tek nakon primjene anti-TNF-α terapije (136). Ovi eksperimenti sugeriraju ključnu ulogu 

rezidualnih imunosnih stanica, čija je proliferacija u psorijazi ovisna o lokalnoj proizvodnji 

TNF-α.  

Važnost tip 1 i tip 17 imunosnog odgovora u psorijazi potvrđuje i uspješnost humanih 

bioloških terapijskih pripravaka usmjerenih protiv TNF-α, IL-12/IL-23, IL-17A i IL-23. 

Međutim, prestankom terapije, upalni se mehanizmi reaktiviraju i uzrokuju recidiv kožnih 

promjena. Povratak kožnih lezija nakon prestanka terapije čini se posreduju patogene, 

rezidualne T stanične populacije, koje pokazuju oligoklonalni repertoar TCR receptora, 

izlučuju IL-17 i trajno naseljavaju kožne lezije oboljelih od psorijaze (137). 

Među njima, nekonvencionalni efektori prirođenog imunosnog odgovora, posebice 

γδ  T-limfociti i CD3+MR1+TCR-Vα7.2+PLZF+RORγt+ MAIT stanice imaju potencijalno 

važnu, ali nedovoljno poznatu ulogu u inicijaciji i razvoju vulgarne psorijaze (138 – 140).  

 

 MAIT limfociti 

 

MAIT stanice prvi se put spominju 1993. godine, kao nova populacija CD4-CD8- 

dvostruko negativnih (DN, od engl. double-negative) limfocita T, koji izražavaju ograničeni 

repertoar αβTCR lanaca (141). Naziv MAIT dobili su 2003. godine temeljem brojnosti ove 

populacije u lamini propriji probavnog sustava. Osim u crijevnoj sluznici, MAIT stanice 

prisutne su i u drugim tkivima i organima koji se nalaze na mjestima izravnog kontakta sa 
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stranim antigenima, poput pluća (142), ženskog genitalnog sustava (uterus, cerviks) (143), krvi 

i koži (144) te jetri, gdje čine trećinu prisutnih limfocita (145) i masnom tkivu (146).  

MAIT stanice čine približno 1-10 % ukupne populacije perifernih limfocita T te većinu 

populacije CD8+IL-17+ T stanica u perifernoj krvi (147). Posreduju homeostatske i obrambene 

funkcije u zdravom organizmu, infektivnim i neinfektivnim bolestima (148). MAIT stanice 

izražavaju ograničeni repertoar T staničnih receptora, nastalih rekombinacijom nekolicine gena 

V (TRAV1-2) i J (TRAJ33, TRAJ12 ili TRAJ22) prilikom sinteze α-lanca, odnosno 

preslagivanjem gena TRBV, TRBD i TRBJ pridruženih β lanaca (141). Osim 

semi- invarijantnog TCR (Vα7.2) receptora, MAIT stanice također izražavaju visoke razine 

tzv. surogat biljega poput receptora nalik C-tipu lektina CD161, i IL-18Rα, koji su donedavno 

korišteni u svrhu imunofenotipizacije MAIT stanica, unatoč činjenici da je njihova ekspresija 

zabilježena i kod drugih limfocitnih linija poput konvencionalnih αβ CD4+ i CD8+, NK i NKT 

stanica (149). Većina su MAIT stanica, međutim, CD4-CD8αα+ (35 %) i CD4-CD8αβ+ (45 %) 

te dvostruko negativne CD4-CD8- stanice (15 %), izraženog efektorsko memorijskog fenotipa 

(CD45RO+CCR7-CD62L-CD28+), a tek manji dio MAIT populacije čine CD4+CD8- (1.3 %) i 

dvostruko pozitivne CD4+CD8+ DP (od engl. double positive) MAIT stanice (1.3 %) (94, 149). 

Osim prethodno navedenih, klasičnih MAIT stanica, kod ljudi su prisutne i atipične 

MR1+TCRVa7.2- MAIT vrste (150). 

MAIT stanice prepoznaju nepeptidne mikrobne antigene, najčešće derivate 

bakterijskog metabolizma riboflavina, vezane u kompleksu s MR1 antigen prezentirajućim 

molekulama. Osim aktivacije vezane uz spregu T staničnog receptora i antigen-MR1 

kompleksa, MAIT stanice pokazuju sposobnost antigen neovisne aktivacije, nalik onoj koju 

susrećemo kod prirođenih imunosnih vrsta. U tom kontekstu, MAIT stanice pokazuju više 

modaliteta TCR neovisne aktivacije, koji ovise o združenom djelovanju različitih TLR 

liganada i citokina poput IL-1, IL-7, IL1-2, IL-15, IL-18 i IL-23 (150). Nakon aktivacije, MAIT 

stanice posreduju brze i izravne antimikrobne odnosno proupalne učinke otpuštanjem citokina 

IL-17, INF-y i TNF-α (151), ključnih medijatora upalnih procesa u psorijazi. 

Razvojem efektorskog programa MAIT stanica upravljaju transkripcijski čimbenici poput 

PLZF (od engl. promyelocytic leukemia zinc finger), RORγt (kodiran genom RORC, od engl. 

retinoic-acid-receptor-related Orphan Receptor C), T-bet (od engl. T-box expressed in T cells), 

EOMES (od engl. Eomesodermin) i RUNX3 (od engl. runt-related transcription factor 3), kao 

izravni posrednici ekspresije IL-17A i INF-γ, kemokinskog receptora CCR6, te granularnih 

proteaza poput granzima B (GZMB) (152, 153).  
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Brojnost i fenotipska obilježja MAIT stanica mijenjaju se također u ovisnosti o dobi, 

spolu, infektivnim i neinfektivnim stanjima. Sukladno navedenom, periferni udjeli MAIT 

stanica rastu od rođenja i dostižu maksimum u dobi od 25 do 30 godina starosti (154). Njihova 

brojnost potom opada pa kod starijih od 80 godina čine desetinu vrijednosti broja koji je 

zabilježen kod osoba reproduktivne dobi (154). Negativan učinak dobi na brojnost MAIT 

stanica u krvi, može se djelomično objasniti fiziološkom involucijom timusa i smanjenim 

lučenjem spolnih hormona koji utječu na brojnost i raspodjelu i drugih imunosnih 

populacija  (154, 155). U tom kontekstu, kod starijih osoba zabilježen je smanjeni udio 

CD4- CD8αα+ MAIT stanica koje pak izražavaju memorijski fenotip, 

CD45RA−CD45RO+  (154). S druge strane, znatno veći broj MAIT stanica uočen je u 

perifernoj krvi osoba reproduktivne dobi (15 - 50 godina), posebice osoba ženskog spola koje 

imaju značajno veće udjele u odnosu na muškarce iste dobi (154, 155). Pušenje (156), debljina 

i dijabetes tipa  2 povezani su sa smanjenim udjelima MAIT stanica u perifernoj krvi 

(146,  157) . Smanjeni periferni udjeli MAIT stanica zabilježeni su i kod različitih autoimunih 

bolesti (multiple skleroze, upalne bolesti crijeva, sistemskog eritemskog lupusa, reumatoidnog 

artritisa, astme), posebice prilikom pogoršanja simptoma, potencijalno kao posljedica 

redistribucije MAIT stanica iz periferne krvi u upalna tkiva (158 - 161). Slični obrasci 

redistribucije perifernih MAIT stanica zabilježeni su i uslijed infekcije Mycobacterium 

tuberculosus (162), citomegalovirusom (CMV), virusom hepatitisom B i C (HBV i HCV) 

(163) te u pojedinim malignim oboljenjima (164).  

 

 Uloga MAIT limfocita u psorijazi 

 

Unatoč poboljšanom razumijevanju fenotipa i funkcije MAIT stanica, njihova uloga u  

psorijazi gotovo je u potpunosti neistražena. Dosadašnji rezultati, utemeljeni na analizi surogat 

biljega u jednoj studiji, opisuju podjednake udjele CD8+CD161+TCRVα7.2+ stanica u koži 

zdravih i oboljelih ispitanika, čije periferne CD8+IL-17+ i CD8+IL-22+ populacije izražavaju 

povećanu ekspresiju CLA pozitivno korelirajući s težinom oboljenja i veličinom PASI 

indeksa  (163). Zabilježeni obrasci neprecizno odražavaju MAIT frekvencije jer pojedine linije 

adaptivnih T populacija također eksprimiraju CD161 i TCRVα7.2 (149). U tom kontekstu, 

točan udio MAIT stanica u CD8+IL-17+, CD8+INF-γ+ i CD8+IL-22+ populaciji T stanica koje 

zajedno čine značajan dio limfocitnog infiltrata u koži oboljelih od psorijaze (119,121) ostaje 

nepoznat, kao i stvarni doprinos nekonvencionalnih izvora IL-17 patologiji psorijaze. Studije 
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MAIT stanica u kontekstu drugih autoimunih oboljenja, poput multiple skleroze (165), 

dijabetesa (166) i ankiloznog spondilitisa (167) opisuju deficit perifernih CD161+Vα7.2+ T 

populacija, koje u većem broju naseljavaju mjesta upale i posreduju brze efektorske učinke 

izlučivanjem INF-y i IL-17. Istovjetni rezultati prikazani su i u kontekstu psorijatičnog 

artritisa (168). MAIT stanice također pokazuju sposobnost TCR-neovisne aktivacije i 

izlučivanja IL-17 u kontaktu s upalnim mikrookolišem obogaćenim citokinima poput IL-1β, 

IL-12, IL-15 i IL-18. Opisani obrasci nalikuju upalnim uvjetima zabilježenim u psorijatičnim 

lezijama, ali specifični frekvencijski udjeli, migratorni obrasci i izvršni kapaciteti klasičnih 

MR1+TCRVa7.2+ te atipičnih MR1+TCRVa7.2- MAIT stanica u psorijazi još uvijek su 

nerazjašnjeni. Jednako tako, u potpunosti je nepoznata uloga promjene specifičnih 

transkripcijskih čimbenika i površinskih receptora u inicijaciji i razvoju obilježja bolesti.  

 

 γδ T stanice 

 

γδ T limfociti pripadaju skupini nekonvencionalnih T stanica koje posjeduju ograničeni 

spektar TCR klonotipova nastalih rekombinacijom V (14 za γ-lanac, 8 za δ-lanac), D (3 samo 

za δ-lanac) i J (5 za γ-lanac, 4 za δ-lanac) genskih varijanti smještenih unutar lokusa TRG 

(7p15-p14) i TRD (14q11.2). S obzirom na brojnost, tkivnu preraspodjelu i raznolikost γ i δ 

TCR lanaca, unutar odjeljka γδ T limfocita razlikujemo nekoliko subpopulacija (169). Kod 

čovjeka pronalazimo dvije osnovne subpopulacije γδ T stanica: Vδ1 stanice, uglavnom prisutne 

u tkivima i timusu te Vδ2 limfocite koji čine većinu krvne γδ T populacije i najčešće 

koeksprimiraju Vγ9 lanac (170). U manjem broju prisutne su i Vδ3 stanice koje čine 0,2 % svih 

cirkulirajućih limfocita te Vδ4, Vδ5, Vδ6, Vδ7 i Vδ8 stanice čija se uloga tek u potpunosti treba 

razjasniti (171). Različiti podskupovi γδ T stanica u cirkulaciji mogu se ujedno razlikovati na 

temelju razine ekspresije γδ T staničnog receptora i CD3 koreceptorskih molekula, pri čemu 

γδint izražavaju veći, a γδhi stanice manji broj CD3 molekula. Populacija γδint stanica obuhvaća 

većinu Vδ2 krvne populacije, a unutar γδhi podskupine uglavnom su prisutne Vδ1 i Vδ3 

subpopulacije (172, 173). 

γδ T limfociti  prepoznaju široki spektar nepeptidnih, stranih, ali i vlastitih fosforiliranih 

lipidnih antigena vezanih u kompleksu s neklasičnim antigen prezentirajućim molekulama 

poput BTN3A1 (od engl. butyrophilin subfamily 3 member A1), CD1c ili CD1d. BTN3A1 

najčešće služe pri aktivaciji Vγ9Vδ2 T stanica (174), a CD1 varijante često se povezuju s 

aktivacijom Vδ1 subpopulacija (175). Osim fosfoantigena, γδ T stanice prepoznaju različite 
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molekularne indikatore stresnih okolišnih događaja, uključujući ligande prirodnoubilačkih 

NKG2D (od engl. natural killer group 2, membrane D) receptora, pri čemu posreduju direktne 

citotoksične učinke lučenjem topljivih medijatora, granzima i perforina (93). Sposobne su, 

također, putem TLR receptora vezati oslobođene DAMP i PAMP molekule, pri čemu 

pospješuju širenje upalnih signala lučenjem citokina INF-γ i IL-17. Nalik na MAIT stanice, 

γδ  T limfociti pokazuju svojstvo TCR neovisne aktivacije u uvjetima upalnog mikrookoliša, 

pri čemu povećane razine IL-12, IL-15 i IL-18 potiču sintezu i lučenje INF- γ (153).  

γδ T stanice izražavaju raznolike funkcijske modalitete kojima upravljaju različiti 

transkripcijski čimbenici. U naivnih, timusnih vrsta pri susretu s fosforiliranim antigenima u 

prisutnosti IL-2 i IL-15, dolazi do izražaja T-box transkripcijskih čimbenika (T-bet) i 

Eomesodermin (Eomes) koji stimuliraju lučenje INF-y (176). Periferne Vγ9δ2 mogu pak u 

kontekstu IL-7 (177), IL-23 i TCR stimulacije diferencirati u IL-17+ INF- γ- populacije (178). 

U okviru redovite epitelne funkcije u zdravom organizmu, γδT limfociti posreduju zaštitne, 

regenerativne i antitumorske učinke, ekspresijom proteolitičkih enzima (granzima i perforina), 

inzulinu sličnog čimbenika rasta (IGF-1, od engl. insulin like growth factor)  i proapoptotskih 

receptora poput FasL i TRAIL (od engl. TNF-released apoptosis induced ligand) (179). 

Također humane γδ T stanice imaju antigen prezentirajući kapacitet tj. imaju sposobnost 

prezentacije antigena αβ CD4+ te CD8+ T stanicama (180, 181). 

Ontogeneza γδT stanica započinje u timusu i mijenja se ovisno o spolu, dobi, izloženosti 

stranim antigenima i proupalnim citokinima čije je lučenje uvjetovano egzogenim i endogenim 

podražajima/stanjima (93);  

Vγ9Vδ2 T stanice čine 2/3 svih γδ T limfocita u krvi fetusa, ali im se udio pred porod 

smanjuje na na 1/3. Suprotno, brojnost Vδ1 subpopulacije raste tijekom gestacije (182). Po 

rođenju, udio Vδ2 subpopulacije nastavlja rasti do 15 godine života podjednako u oba spola, a 

potom se nakon 20.-30. godine života linearno smanjuje, brže kod osoba muškog spola (183). 

Pad broja γδ T stanica najvećim dijelom reflektira smanjenje udjela efektorsko/memorijskih i 

terminalno diferenciranih linija, a memorijske vrste perzistiraju i u starijoj dobi (183). Udio 

Vδ1 subpopulacije relativno je neovisan o dobi i spolu (170). Kvantitativne oscilacije pojedinih 

subpopulacija objašnjavaju se takozvanim „valovima“ T staničnog razvoja, koji su primarno 

vezani uz proliferaciju postojećih Vδ2 jedinski, a ne uz razvoj novih naivnih subpopulacija 

(184).  

Osim fizioloških čimbenika poput dobi i spola, na promjenu kvantitativnih i kvalitativnih 

obilježja γδ T razreda uvelike utječu patološka stanja. Infekcija CMV virusom, modulira 
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kvanitativne udjele i fenotip γδ T subpopulacija (185). Povećanju udjela i apsolutnog broja γδ 

T subpopulacije uslijed CMV infekcije pridonosi Vδ2- subpopulacija, prvenstveno Vδ1+, Vδ3+ 

i Vδ5+ stanice dok  Vδ2 odjeljak ostaje nepromijenjen (186). Iste imaju izražen efektorski 

memorijski fenotip te su CD45RA+ CD27- CD38+ HLA-DR+ CD45RO- CD28- (187–189). U 

fetalnom razdoblju u prisutnosti CMV infekcije pak osim Vδ2- subpopulacija ekspanziji 

γδ  T  staničnog razreda pridonose i „neklasične“ Vγ9- Vδ2+ stanice (190). Uslijed infekcije 

ljudskog organizma intracelularnim bakterijama dolazi do povećanja udjela i apsolutnog broja 

Vγ9Vδ2 T stanica u krvi (191, 192). Neoplastične bolesti, lijekovi te određene prehrambene 

namirnice, kao izvori fosforiliranih metabolita mevalonatnog i nemevalonatnog puta, također 

mogu utjecati na promjene u broju i sastavu γδ T staničnog odjeljka (170). Radi svojih 

funkcijskih karakteristika i plastičnosti, γδ T limfociti česti su sudionici u razvoju brojnih 

autoimunih bolesti (140, 193).  

  

 Uloga γδ T stanica u psorijazi 

 

Približno 2-9% svih dermalnih limfocita T čine γδ T stanice. U koži oboljelih od psorijaze 

zabilježen je povećani udio rezidentnih, dermalnih γδ T stanica (40%) u odnosu na zdrave 

ispitanike (15%). Štoviše, dermalne γδ T stanice čine većinu IL-17+ limfocita u koži oboljelih 

(25) te ekspresijom IL-23 receptora, RORγt transkripcijskog čimbenika, CCR6 kemokinskog 

receptora i lučenjem upalnih citokina IL-17, IL-22, IFN-γ i TNF-α pospješuju razvoj i 

održavanje upalnog imunosnog odgovora u koži oboljelih (194, 195). Razvoj upalnog 

mikrookoliša pospješuje mobilizaciju i udomljavanje specijaliziranih efektorskih linija 

adaptivne imunosti (Th1, Tc1, Th17, Tc17), ali i perifernih Vγ9δ2 T loza koje pridonose 

dediferencijaciji keratinocita i progresiji epitelne hiperplazije (196). Kod oboljelih zabilježen 

je smanjeni broj cirkulirajućih CLA+ CCR6+CCR10+Vγ9+Vδ2+ T stanica, koje pak u većem 

broju naseljavaju promijenjenu kožu (196). Suprotno tome, značajne razlike u frekvenciji 

Vδ1+  T stanica u krvi oboljelih i zdravih kontrola nisu zabilježene. Noviji radovi pak ukazuju 

na heterogenost fenotipa i funkcije γδ T loza i pokazuju da različite subpopulacije mogu imati 

različite, možda čak i suprotne uloge (197) te razvojne puteve (198).  

Međutim, specifični udjeli i migracijski obrasci Vδ1 i Vδ2 T limfocitnih populacija u 

psorijazi, kao i povezanost promjene njihovih frekvencija s težinom i obilježjima vulgarne 

psorijaze još uvijek su nerazjašnjeni. Jednako tako, u potpunosti je nepoznato kako promjene 

linijski specifičnih transkripcijskih čimbenika i površinskih receptora γδT stanica utječu na 

incijaciju i progresiju oboljenja.  
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 HIPOTEZA 

 

Periferni udjeli, kao i promjene u sintezi mRNA odnosno ekspresiji MAIT i γδ T linijski 

specifičnih transkripcijskih čimbenika i površinskih receptora, značajno se razlikuju kod osoba 

oboljelih od vulgarne psorijaze i zdravih ispitanika te koreliraju s veličinom PASI indeksa i 

serumskim razinama upalnih citokina (IL-17, IL-18, IL-23) i kemokinskih liganada (CCL20 i 

CCL27).  
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 CIJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

Na temelju hipoteze postavljeni su sljedeći specifični ciljevi:  

1. odrediti i usporediti udjele perifernih MAIT i γδ T stanica u populaciji ukupnih 

perifernih mononuklearnih stanica oboljelih od PV i zdravih ispitanika;  

2. odrediti i usporediti serumske razine upalnih citokina i kemokina kod zdravih i oboljelih 

ispitanika; 

3. kvantificirati i usporediti ekspresijske profile transkripcijskih čimbenika i površinskih 

receptora sortiranih MAIT i γδ T limfocita kod oboljelih i zdravih ispitanika; 

4. ispitati povezanost perifernih udjela i ekspresijskih profila transkripcijskih čimbenika i 

površinskih receptora sortiranih MAIT i γδ T populacija s biokemijskim, demografskim 

i kliničkim obilježjima oboljelih i zdravih ispitanika te serumskim razinama upalnih 

citokina i kemokina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   Materijali i metode 

 

27 

 

 MATERIJALI I METODE  

  

  Ustroj studije  

 

Istraživanje je provedeno kao opažajno istraživanje parova (engl. case control study) (199). 

  

 Materijali 

 

 Ispitanici i ispitivane skupine 

 

Istraživanje je obuhvatilo 21-og punoljetnog ispitanika oboljelog od vulgarne psorijaze 

(PV) i 22 zdrave, po dobi i spolu podudarne, nesrodne osobe koje su činile kontrolnu skupinu 

(CTRL). Veličina uzorka odgovara reprezentativnim studijama iz dostupne literature (119, 121, 

147, 149, 163, 200).   

Probir zdravih kontrola i oboljelih ispitanika proveden je nasumičnim redoslijedom 

pregleda u okviru standardne dijagnostičke obrade na Zavodu za dermatologiju i venerologiju 

KBC Osijek. Usmeno i pismeno obrazloženje ciljeva, metoda i očekivanih ishoda istraživanja 

pruženo je svim zainteresiranim ispitanicima, a informirani pristanak prikupljen je od svih 

uključenih sudionika. Oboljeli ispitanici izabrani su na temelju klinički i histološki potvrđene 

dijagnoze vulgarne psorijaze. Težina bolesti određena je s pomoću skale PASI (17, 18), a utjecaj 

bolesti na kvalitetu života procijenjen je DLQI upitnikom (19). Zabilježeni su osnovni 

identifikacijski i demografski podaci (ime, prezime, dob i spol) i učinjena su antropometrijska 

mjerenja (tjelesna visina i tjelesna masa ispitanika) s ciljem određivanja BMI.  Prikupljeni su 

također anamnestički podaci o pojavnosti vulgarne psorijaze u obitelji, dobi pri pojavi prvih 

simptoma, komorbiditetima, lijekovima u trenutnoj primjeni, vitaminskim i mineralnim 

dodacima prehrani te postojećim alergijama na lijekove.  

Isključene su maloljetne osobe, kao i bolesnici na sustavnoj biološkoj, citostatskoj, 

fotokemoterapiji (psoralen i UVA zračenje) ili fototerapiji (uskospektralno UVB zračenje) 

unutar minimalno godinu dana prije uključenja u istraživanje, osobe s pridruženim autoimunim, 

malignim i infektivnim oboljenjima ili dokumentiranom epizodom alergijske reakcije unutar 6 

tjedana prije dijagnostičke obrade.  

Kontrolnu skupinu činile su zdrave, nesrodne, odrasle osobe, po dobi i spolu prilagođene 

skupini oboljelih, koje su odabrane tijekom redovite dermatološke skrbi benignih, neinfektivnih 
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ili imunološki neutralnih promjena na koži, bez sustavne medikametozne ili fototerapije, 

povijesti alergijskih, malignih ili autoimunih oboljenja.  

U okviru dijagnostičke obrade svih ispitanika, učinjena je analiza visoko osjetljivog C 

reaktivnog proteina (hsCRP, od engl. high-sensitivity C reactive protein), sedimentacije 

eritrocita (SE), diferencijalne (DKS) i cjelovite krvne slike (KKS: broj eritrocita- E, leukocita 

– L, trombocita – Trc, količina hemoglobina – Hb i hematokrita – Htc), s mjerenjem prosječnih 

eritrocitnih i trombocitnih parametara uključujući volumen eritrocita (MCV, od engl. mean 

corpuscular volume), sadržaj hemoglobina u eritrocitu (MCH, od engl. mean corpuscular 

hemoglobin), koncentraciju Hb u 1L eritrocita (MCHC, od engl. mean corpuscular hemoglobin 

concentration), raspodjelu eritrocita po volumenu (RDW, od engl. red cell distribution width) 

i volumen trombocita (MPV, od engl. mean platelet volumen). Izmjerene su i koncentracije 

jetrenih enzima (alanin aminotransferaze - ALT, aspartat aminotransferaze –AST i gama 

glutamil transferaze - GGT), ureae, kreatinina, i seroloških biljega Mycobacterium tuberculosis 

(QuntiFERON-TB Gold test), hepatitis B (anti-HBs, HBsAg, anti-HBc IgG, anti-HBc IgM, 

HBeAg, anti-HBe), hepatis C (anti-HCV) i citomegalovirus (anti-CMV IgG/IgM) infekcije.  

Ispitanicima su dodijeljeni kodirani identifikacijski brojevi koji su se koristili tijekom 

prikupljanja i analize bioloških uzoraka te interpretacije rezultata. Svi primijenjeni postupci 

probira ispitanika i obrade uzoraka odobreni su odlukom Etičkog povjerenstva Kliničkog 

bolničkog centra (KBC-a) Osijek (Potvrda br. R2-9042/2018) te Etičkog povjerenstva 

Medicinskog fakulteta Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku 

(UR.  BROJ:  2158- 61- 07-18-135).  

 

 Upotrijebljene kemikalije  

Tijekom istraživanja korištene su sljedeće kemikalije: 

• Lymphoprep™ (Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada) 

• LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kits (Thermo FisherScientific, Waltham, 

Massachusetts, SAD) 

• Human TruStain FcX™ (BioLegend, San Diego, Kalifornija, SAD) 

• anti-human CD3εFITC (donacija prof. Petera Balogha, Medicinski fakultet Sveučilišta 

u Pečuhu, klon UCHT1 gamma) 

• Anti-human CD8a PerCP-Cyanine5.5(eBioscience, klon RPA-T8) 

• Anti-human CD4 PE-Cy7 (eBiosciences, klon SK3) 

• Anti-human TCRVα7.2 PE (BioLegend, klon 3C10) 
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• MR1-5-OP-RU [5-(2-oxopropylideneamino)-6-D-ribitylaminouracil] konjugirani 

tetramer obilježen APC (NIH Tetramer Core Facility) 

• Anti-human TCRγδ PE-Cy7 (BioLegend, klon B1) 

• Anti-human TCRVδ1 APC (eBiosciences, klon TS8.2) 

• Anti-human TCRVδ2 PerCP/CY5.5 (BioLegend, klon B6) 

• ArC™ Amine Reactive Compensation Bead Kit (Thermo FisherScientific, Waltham, 

Massachusetts, SAD) 

• Anti-Mouse Ig, κ/Negative Control Compensation Particles Set (BD, Franklin Lakes, 

New Jersey, SAD) 

• mirVana™ miRNA izolacijski set s fenolom (Thermo Fisher Scientific, SAD) 

• Human Custom Procarta Plex 5-plex kit (eBioscience, Affymetrix) 

• PrimeScriptTM RT Reagent Kit-a (Takara Bio, SAD) 

• TaqMan probe (Tablica 4.1) 

 

Tablica 4.1. Popis TaqMan proba i veličina umnoženih DNA odsječaka 

ID testa Skraćenica 

gena 

Naziv gena 

 

Pristuni broj u 

banci gena 

Veličina 

PCR 

odsječka 

(pb) (bp) 

Hs00232313_m1 

 

PLZF 

(ZBTB16) 

 

Promyelocytic Leukemia Zinc 

Finger Protein;  Zinc Finger 

And BTB Domain Containing 16 

NM_001018011.1 

 

67 

Hs01091094_m1 

 

RUNX3 

 

Runt-related transcription factor 

3 

 

NM_001018011.2 

 

108 

Hs01076112_m1 

 

RORC 

 

RAR Related Orphan Receptor 

C 

NM_001018011.3 

 

62 

Hs00706455_s1 

 

CCR10 

 

C-C Motif Chemokine Receptor 

10 

NM_001018011.4 

 

147 

Hs00171121_m1 

 

CCR6 

 

C-C Motif Chemokine Receptor 

6 

NM_001018011.5 

 

63 

Hs04276253_m1 

 

SELPLG (CLA) 

 

Selectin P ligand; cutaneous 

lymphocyte-associated antigene 

NM_001018011.6 

 

68 

Hs00187256_m1 

 

IL-18R 

 

interleukin-18 receptor 1 NM_001018011.7 

 

67 

Hs00172872_m1 

 

EOMES 

 

Eomesodermin NM_001018011.10 

 

81 

Hs01060665_g1 

 

ACTB (actin) 

 

actin beta NM_001018011.8 

 

63 

Hs00894392_m1 

 

TBX21 

 

T-box transcription factor 21 

 

NM_001018011.9 

 

119 

Hs99999910_m1 

 

TBP 

 

TATA box binding protein NM_001018011.11 

 

127 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/30009
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 Metode 

 

 Uzorkovanje krvi  

  

Odabranim ispitanicima izuzeti su svježi, jutarnji uzorci periferne krvi u dvije vrste 

epruveta; s dodatkom litijevog heparina, za izolaciju ukupnih perifernih mononuklearnih 

stanica (PBMC, engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells) i bez dodatka antikoagulansa, za 

odvajanje seruma. 

 

 Izolacija ukupnih perifernih mononuklearnih stanica   

 

Izolacija PBMC stanica učinjena je centrifugiranjem 2 x 8 ml heparinizirane krvi u 

gradijentu gustoće Lymphoprep™ medija (Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada) prema 

uputama proizvođača. Lymphoprep™ sterilni je gradacijski medij, gustoće 1,077 g/mL, koji se 

koristi za razdvajanje polimorfonuklearnih i mononuklearnih krvnih populacija na temelju 

razlike u gustoći. Granulociti i eritrociti zbog veće gustoće (> 1.077 g/mL), tijekom 

centrifugiranja, prolaze kroz Lymphoprep™ i talože se na dnu Falcon epruvete, dok se 

mononuklearne PBMC (< 1.077 g/mL) stanice zadržavaju na njegovoj površini. Do trenutka 

korištenja Lymphoprep medij skladišten je na temperaturi od +4 °C, zaštićen od svjetlosti.  

POSTUPAK: U praznu Falcon epruvetu volumena 50 mL pipetirano je 15 mL Lymphoprep 

medija. Uzorak krvi razrijeđen je s 0,9 % otopinom NaCl (fiziološka otopina) u omjeru 1 : 1, i 

potom pažljivo nanesen na površinu Lymphoprep medija pazeći da se dvije otopine ne 

pomiješaju (Slika 4.1.). Pripremljeni uzorci centrifugirani su na sobnoj temperaturi (25 °C) 

25  min brzinom od 800 g, uz veličinu ubrzanja 6 i isključene kočnice. Po završetku 

centrifugiranja bjeličasti sloj PBMC stanica, smješten između plazme i Lymphoprep medija, 

pažljivo je skupljen i prebačen u Falcon epruvetu od 15 mL, bez dodirivanja istaloženih 

eritrocita i granulocita. Prikupljeni volumen PBMC stanica nadopunjen je fosfatnim puferom 

(engl. Phosphate-buffered saline, PBS) pH 7,5, do ukupnog volumena od 14 mL. Pripremljeni 

uzorci potom su centrifugirani na 25 °C, 10 minuta, brzinom od 800 g, uz maksimalne 

vrijednosti ubrzanja i kočenja. Nastali je supernatant odbačen, a istaložene stanice 

resuspendirane u 8 mL PBS pufera. Novim ciklusom centrifugiranja (5 min na 550 g) stanice 

su istaložene, i zatim resuspendirane u 5 mL PBS pufera za potrebe kvantifikacije.  

 



   Materijali i metode 

 

31 

 

A                                                                                                     B 

                  

 

Slika 4.1. Postupak razdvajanja krvnih stanica s pomoću gradacijskog medija A) prije 

centrifugiranja i B) nakon centrifugiranja.  

 

  Autorski rad uz doradu računalnim programom Inckscape (Brooklyn, New York, SAD)  

 

Kvantifikacija i priprema alikvota izoliranih PBMC stanica 

 

Prinos izoliranih PBMC stanica određen je primjenom komorice za brojanje stanica ili 

hemocitometra (Bürker-Türkova komorica), i svjetlosnog mikroskopa (Zeiss Axiovert 25, 

Njemačka). Bürker-Türkova komorica sadrži laserski ugraviranu mrežicu koja se sastoji od 

devet kvadrata površine 1 x 1 mm (1 mm2). Oni su podijeljeni u tri smjera; 0,25 x 0,25 mm 

(0,0625 mm2), 0,25 x 0,20 mm (0,05 mm2) i 0,20 x 0,20 mm (0,04 mm2). Središnji je kvadrat 

dalje podijeljen na manje kvadrate površine 0,05 x 0,05 mm (0,0025 mm2). Podignuti rubovi 

hemocitometra nose pokrovnicu 0,1 mm iznad označene rešetke, dajući svakom kvadratu 

definirani volumen. Stanice koje su veličinom jednake ili veće od 10 μm (te kriterije 

zadovoljavaju leukociti) broje se unutar kvadranata površine 1 mm2 (kutnim kvadrantima) s 

ugraviranim kvadratima površine 0,0625 mm2. (Slika 4.2.) 
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Slika 4.2. Bürker-Türk komorica/hemocitometar.  

 

Rubni dijelovi mjernih područja komorice označeni su punim crvenim i zelenim 

isprekidanim linijama. Stanice prisutne u crvenim rubnim područjima pridružuju se ukupnom 

broju stanica, ali ne i one koje pronalazimo na zelenim granicama mjernih kvadratića. Broje 

se žive/vijabilne stanice, vidljive kao rubno plavo obojeni krugovi, za razliku od plavom bojom 

ispunjenih mrtvih stanica. Slika (autorski rad) je napravljena računalnim programom Inkscape 

(Brooklyn, New York, SAD) 

 

POSTUPAK: Za potrebe brojanja, 50 µl suspenzije PBMC stanica pomiješano je s 100 µl tripan 

plavila. Pripremljena smjesa nanesena je na komoricu te je učinjeno brojanje vijabilnih 

(neobojenih) i mrtvih (obojenih) stanica. Broj vijabilnih stanica određen je formulom 

N

4
× 3 =  𝑥 × 104 stanica/cm3,  pri čemu 

N

4
 označava prosječni broj stanica u sva 4 polja, a broj 

3 faktor razrjeđenja. Dio svježih PBMC stanica odmah je iskorišten za potrebe protočne 

citometrije (1 x 106 stanica u 1 ml PBS), i sortiranja (6 x 106 stanica), uz posljedičnu izolaciju 

RNA. Ostatak izolirane PBMC populacije podijeljen je u alikvote koncentracije 3 x 106
 

stanica/mL i kriogeno pohranjen.  
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Smrzavanje PBMC alikvota 

 

POSTUPAK: Alikvoti PBMC stanica (3 x 106) resuspendirani su u 0,5 ml hladnog fetalnog 

goveđeg seruma (FBS, od engl. Fetal bovine serum, Biosera, Francuska), i jednakom volumenu 

prethodno ohlađenog (4 °C) medija za smrzavanje (FBS + 20 % dimetil sulfoksid – DMSO, od 

engl. dimethyl sulfoxide, AppliChem), koji je dodavan kap po kap. Pripremljeni uzorci u 

kriotubicama, smješteni su u stiroporni nosač i kratkotrajno (24 – 72 sata) pohranjeni na -80 

°C, prije nego što su prebačeni u spremnik s tekućim dušikom. Neposredno prije bojanja i 

analize na protočnom citometru, kriokonzervirane PBMC stanice kratko su inkubirane (60 s) u 

vodenoj kupelji na 37 °C, a zatim u sterilnoj epruveti od 15 ml razrijeđene dokapavanjem 10 

ml prethodno zagrijanog, kompletiranog RPPMI-1640 medija (10 % FBS, 1 % Na-piruvat, 

0,01 M HEPES, Sigma-Aldrich). Odmrznute stanice istaložene su centrifugiranjem tijekom 10 

minuta pri brzini od 350 g, potom resuspendirane s 5 ml RPMI-1640 medija i inkubirane 30 

minuta na 37 °C u CO2 inkubatoru. Prije bojanja s protutijelima, stanice su isprane s 5 mL PBS 

pufera, peletirane pri brzini od 350 g 5 min, i konačno resuspendirane u 1 mL pufera za bojanje 

stanica. 

 

 Protočna citometrija 

  

Protočna citometrija (engl. flow cytometry, flow cytofluoromery ili flow 

microfluorometry) multiparametrijska je analitička metoda koja se najčešće koristi za 

kvantitativnu i kvalitativnu analizu stanica te za izdvajanje (sortiranje) stanica unaprijed 

određenih karakteristika iz ispitivanog uzorka. Od kvalitativnih podataka omogućava nam 

analizu unaprijed definiranih željenih fizikalnih (veličina stanice te unutarstanična struktura 

odnosno stupanj granuliranosti) i kemijskih osobina stanica (prisutnost ili odsutnost površinskih 

i/ili unutarstaničnih i/ili nuklearnih proteina; deoksiribonukleinske kiseline (DNK), količine 

kalcija).  

Uređaj se sastoji iz 3 dijela: (a) sustava za protok stanica (engl. fluidics), (b) optičkog 

sustava (lasera, leća i fotodetektora) te (c) elektroničkog sustava. Preduvjet za analizu stanica 

na protočnom citometru je priprema suspenzije stanica prije analize te postizanje toka 

pojedinačnih stanica tijekom same analize na uređaju. Postoji nekoliko mehanizma kojim se 

postiže takav usmjereni tok pojedinačnih stanica, a najčešči je hidrodinamičko usmjeravanje  

(engl. hydrodynamic focusing). Ispitivane stanice protiču pojedinačno sustavom protoka stanica 

pri čemu budu obasjane laserskom zrakom/zrakama određenih valnih duljina. Pri tome dolazi 
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do disperzije svjetlosti ovisno o fizikalnim karakteristikama stanica (veličina, kompleksnost 

citoplazme) te u slučaju prethodnog vezanja specifičnih protutijela obilježenih fluorokromima 

i do emisije fluorescencije određene valne duljine. Slijedom navedenih događaja s površine 

pojedinih stanica reflektira se polikromatska svjetlost, koja se sustavom filtera i dihotomnih 

stakalaca usmjerava na fotodetektore. Fotodetektori bilježe fotone te ih pretvaraju u 

elektroničke signale, odnosno pulseve napona. Najčešće korišteni detektori jesu 

fotomultiplicirajuće tubice (PMT, od engl. phtomultiplier tube). Analogni se podaci u 

suvremenim uređajima pretvaraju u digitalne podatke koji nam omogućavaju analizu dobivenih 

rezultata. Razlikuju se 3 vrste fotodetektora: FSC-detektor (od engl. Forward scatter) koji nam 

daje podatke o veličini stanice, SSC-detektor (od engl. Side scatter) koji nam daje podatke o 

kompleksnosti stanične citoplazme poput granuliranosti stanica te FL (od engl. fluorescence) – 

detektori koji “hvataju” fluorescentni signal određene vale duljine, a koji potječe od 

fluorokroma kojim su obilježena određena protutijela za analizu kemijskih kmponenata stanice.  

Ovisno o odabiru dobivenih podataka zabilježenih fotodetektorima (veličine stanica, 

stupnja granuliransti, kemijskog sastava) odabiremo željenu populaciju stanica za analizu. 

Rezultati mogu biti prikazani numerički ili grafički (histogram flurescencije ili točkasti prikaz 

(engl. dotplot)).  

 

Izrada kompenzacijske matrice 

 

Najčešće korišteni fluorokromi u protočnoj citometriji, nakon ekscitacije, emitiraju 

polikromatsku svjetlost širokog raspona valnih duljina. Najveći se dio tog spektra filtrira i 

usmjerava na odgovarajući FL detektor, međutim, zbog širokog raspona valnih duljina 

pojedinih fluorokroma, mali dio te svjetlosti odlazi i u susjedne FL detektore. Stoga je prije 

početka pokusa neophodno s pomoću jednobojnih kontrola (SS, od engl. single stain control) 

napraviti kompenzacijsku matricu, koja nam omogućava adekvatnu analizu podataka.  

Kompenzacija predstavlja udio signala u susjednom detektoru koji se oduzima stanicama koje 

odašilju primarni signal za dotični fluorokrom. Kompenzacije su specifične za kombinaciju 

napona u detektorima koje se koriste pri pojedinim mjerenjima. 
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Isključivanje mrtvih stanica iz analize 

  

Mrtve su stanice bile isključene s pomoću komercijalnog kita za određivanje viabilnosti 

stanica (LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kits (Thermo FisherScientific, Waltham, 

Massachusetts, SAD) prema uputama proizvođača. LIVE/DEAD komercijalni kit funkcionira 

na principu razlike u intenzitetu fluorescencije koja je veća od 50 puta između mrvih i živih 

stanica. Ova se boja veže za slobodne amine na površini stanice te u njenoj unutrašnjosti. S 

obzirom da oštećene i mrtve stanice imaju povećanu permeabilnost stanične membrane, kod 

njih boja ulazi u stanicu te se veže za slobodne amine u unutrašnjosti stanice i na površini 

stanice, dok se ista kod živih, vijabilnih stanica kovalentno veže samo s aminima stanične 

membrane, zbog čega oštećene i mrtve stanice pokazuju višestruko jače fluorescentno obojenje. 

 

Inhibicija nespecifičnog vezanja protutijela 

 

Imunološke stanice, u prvom redu fagociti (monociti i graulociti) te B limfociti, na 

svojoj površini izražavaju receptore za Fc segment imunoglobulina (FcR), koji im omogućava 

prepoznavanje opsoniziranih mikroorganizama. Tijekom obilježavanja stanica specifičnim 

protutijelima u svrhu analize na protočnom citometru stoga dolazi do nespecifičnog veznanja 

protutijela za Fc receptore i stavranja lažno pozitivnih rezultata. S ciljem eliminacije 

nespecifičnih signala, kod analize humanih uzoraka, koristi se nekoliko metoda blokade 

neželjenog vezanja, uključujući saturaciju FcR nespecifičnim imunoglobulinima klase IgG, 

AB-humanim serumom ili specifičnim protutijelima usmjerenim na FcR (npr. anti-CD16). U 

tu svrhu, pri izradi ove doktorske disertacije korišten je komercijalno dostupan komplet  

(Human TruStain FcX™ reagensa, BioLegend, San Diego, Kalifornija, SAD). Ukratko, stanice 

su prije označavanja specifičnim protutijelima inkubirana s 5 µl navedenog reagensa tijekom 

10 minuta pri sobnoj temperaturi. 

 

Imunofenotipizcija PBMC stanica specifičnim fluorescentno obilježenim protutijelima od 

interesa i protočna citometrija 

 

U sljedećem koraku stanice su bile označene protutijelima obilježenim različitim 

fluorokromima, kako slijedi: CD3ε FITC (donacija prof. Petera Balogha, Medicinski fakultet 

Sveučilišta u Pečuhu, klon UCHT1 gamma), CD4 PE-Cy7 (1 : 200, klon SK3, eBiosciences), 
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CD8a PerCP-Cy5.5 (1 : 200, klon RPA-T8, eBiosciences), TCRVα7.2 PE (1 : 100, klon 3C10, 

BioLegend) i MR1-5-OP-RU [5-(2-oxopropylideneamino)-6-D-ribitylaminouracil] 

konjugiranim tetramerom obilježenim APC (1 : 100, NIH Tetramer Core Facility) (201). 

Prethodno navedena kombinacija korištena je s ciljem određivanja MAIT stanica. Druga 

kombinacija protutijela uključivala je CD3ε FITC (donacija prof. Petera Balogha, Medicinski 

fakultet Sveučilišta u Pečuhu, klon UCHT1 gamma) i TCRγδ PE-Cy7 (1 : 100, klon  B1, 

BioLegend) protutijela s ciljem određivanja γδ T stanica.  

Iz krioperzerviranih uzoraka učinjeno je bojenje protutijelima CD3εFITC (donacija 

prof. Petera Balogha, Medicinski fakultet Sveučilišta u Pečuhu, klon UCHT1 gamma), TCRγδ 

PE-Cy7 (1 : 100, klon  B1, BioLegend), TCRVδ1 APC (1 : 100, clone TS8.2, eBiosciences) i 

TCRVδ2 PerCP/CY5.5 (1 : 200, clone B6, BioLegend) za određivanje specifičnih 

subpopulacija γδ T stanica (δ1 i δ2) (Slika 4.6. i Slika 4.7.). Prije početka pokusa optimalna 

koncentracija svih protutijela određena je postupkom titracije te izračunavanjem indeksa 

obojenosti (od. engl. stain index). Ukratko, nakon prethodno opisanih postupaka određivanja 

vijabilnosti te saturacije FcR, stanice su inkubirane kombinacijom protutijela tijekom 30 minuta 

na +4 °C. Uzorci su analizirani na protočnom citometru BD FACS Canto II (FACS Canto II, 

Becton Dickinson, SAD), pri čemu je sakupljeno najmanje 20 000 živih, jednostrukih stanica. 

Dobiveni rezultati analizirani su s pomoću FlowLogic v7.2.1. programa (Inivai Technologies, 

Menton, Australija). 

 

 

U nastavku je prikazan dizajn panela te reprezentativni prikaz analize (slika 4.3., slika 4.4., slika 

4.5.). 
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Slika 4.3. Dizajn i kontrola kvalitete višeparametarske protočne citometrije.  

 

Prikaz reprezentativne strategije određivanja populacija od interesa. Prvotno je 

učinjeno izdvajanje jednostrukih stanica (tzv. singlets) na temelju površine i visine signala koji 

potječe od pravocrtnog raspršenja svjetlosti (forward scatter area (FSC-A) i forward scatter 

height (FSC-H). U sljedećem koraku za anlizu su odabrane samo žive stanice (FVD negativna 

poplacija) potom je unutar iste definirana populacija limfocita na temelju  pravocrtnog i 

postraničnog raspršenja svjetlosti (forward scatter area (FSC-A) i side scatter area (SSC-A)) 

koje nam daju podatke o veličini odnosno granuiliranosti stanica. Na temelju prisutnosti CD3 

glikoproteina definirana je populacija T limfocita unutar koje na temelju prisutnosti i/ili 

odsutnosti glikoproteina CD4 i CD8 su dalje definirane subpopulacije. FVD - fiksabilna boja 

za vijabilnost (od engl. fixable viability dye); FITC - fluoresceinski izotiocijanat (engl. 

fluorescein isothiocyanate); PE-Cy7 - od engl. phycoerythrin coupled with cyanine dye (Cy7) 

označeno protutijelo usmjereno na CD4 glikoprotein; PerCP - od engl. peridinin chlorophyll 

protein označeno protutijelo usmjereno na CD8. Sve analize provedene su na protočnom 

citometru BD FACS Canto II I analizirane primjenom Flow Logic programa 
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Slika 4.4. Dizajn i kontrola kvalitete višeparametarske protočne citometrije.  

 

Definicija populacije MAIT stanica temeljena je na ekspresiji TCRVα7.2 i bojanju MR1 

tetramerom. Za precizno pozicioniranje regije od interesa upotrijebljene su odgovarajuće FMO 

kontrole, a specifičnost vezanja MR1 tetramera dodatno je potvrđena APC obilježenom MR1 

isotipskom kontrolom. MAIT – sluznicama pridruženi invarijantni T (od engl. Mucosal 

associated invariant T) limfociti; TCR - T stanični receptor (engl. T cell receptor); 

MR1  -  molekula povezana s MHC I (engl. Major Histocompatibility Complex I-related gene 

protein); FMO - fluorescencija minus jedan (od engl. Fluorescence Minus One); PE - 

fluorescentnim protienom porijeklom iz crvenih algi (engl. phycoerythrin) označeno protutijelo 

usmjereno na TCRVα7.2; APC - fluorescentnim proteinom porijeklom iz crvenih algi (engl. 

allophycocyanin) označeno protutijelo usmjereno na MR1. Sve analize provedene su na 

protočnom citometru BD FACS Canto II I analizirane primjenom Flow Logic programa 
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Slika 4.5. Dizajn i kontrola kvalitete višeparametarske protočne citometrije.  

 

Prikaz određivanja γδ T limfocita na temelju izražaja pan γδTCR i CD3 molekule. 

Granice populacija određene su upotrebom odgovarajućih FMO kontrola. 

FMO  –  fluorescencija minus jedan (od engl. Fluorescence Minus One); 

γδ  T  limfociti  -  gamma-delta T limfociti, TCR - T stanični receptor (engl. T cell receptor); 

FITC - fluoresceinski izotiocijanat (engl. fluorescein isothiocyanate) označeno protutijelo 

usmjereno na CD3; PE-Cy7 - od engl. phycoerythrin coupled with cyanine dye (Cy7) označeno 

protutijelo usmjereno na γδ TCR. Sve analize provedene su na protočnom citometru BD FACS 

Canto II I analizirane primjenom Flow Logic programa 
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Slika 4.6. Usporedna analiza γδ subpopulacija svježih i krioprezerviranih/smrznutih 

stanica 

Unakrsna validacija uporabom panela CD3, γδTCR, TCRVδ1 i TCRVδ2 antitijela kako 

bi se pokazalo da su relativne stanične populacije, mjerene FACS-om, ekvivalentne uparenim, 

svježim i krio-konzerviranim uzorcima. TCR - T stanični receptor (engl. T cell receptor); FITC 

- fluoresceinski izotiocijanat (engl. fluorescein isothiocyanate) označeno protutijelo usmjereno 

na CD3; PE-Cy7 - od engl. phycoerythrin coupled with cyanine dye (Cy7) označeno protutijelo 

usmjereno na γδ TCR. Sve analize provedene su na protočnom citometru BD FACS Canto II I 

analizirane primjenom Flow Logic programa 
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Slika 4.7. Usporedna analiza γδ subpopulacija svježih i krioprezerviranih/smrznutih 

stanica 

 

 Korelacijska analiza podudarnosti (sortiranje stanica aktivirano fluorescencijom), 

svježi (x-os) u odnosu na odmrznute (krioprezerviranih) periferne mononuklearne stanice (y-

os) nakon označavanja proitutijelima specifičnim za izdvajanje γδ T stanica.  

R - Spearmanov koeficijent korelacije;  CC - Linov koeficijent korelacije podudarnosti, 

P  (diff)  - P vrijednost dobivena Wilcoxonovim testom. Crna linije predstavlja linearni 

regresijski pravac. Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti. 
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 Sortiranje MAIT i γδ T stanica 

 

U svrhu određivanja transkriptoma specifičnih subpopulacija limfocita – MAIT i γδ T 

limfocita, stanice su prije izolacije ukupne mRNA sortirane s pomoću protočnog citometra. 

Sortiranje MAIT i γδ T limfocita te izolacija ukupne mRNA iz sortiranih uzoraka učinjena je 

na Zavodu za imunologiju i biotehnologiju Kliničkog Centra Sveučilišta u Pečuhu. Izolacija 

PBMC stanica, saturacija FcR, određivanje viabilnosti uzorka te označavanje stanica 

specifičnim protutijelima, učinjeno je istovjetno prethodno opisanim pokusima za 

fenotipizaciju MAIT i γδ T stanica. Za potrebe sortiranja upotrijebljeno je 6x106 izoliranih 

PBMC stanica koje su bile označene sljedećim protutijelima: CD3ε FITC (donacija prof. Petera 

Balogha, Medicinski fakultet Sveučilišta u Pečuhu, klon UCHT1 gamma), TCRVα7.2 PE 

(1:100, klon 3C10, BioLegend), MR1-5-OP-RU [5-(2-oxopropylideneamino)-6-D-

ribitylaminouracil] konjugiranim tetramerom obilježenim APC (1:100, NIH Tetramer Core 

Facility) (201) i TCRγδ PE-Cy7 (1:100, klon  B1, BioLegend). 

Sortiranje je učinjeno s pomoću BIO-RAD S3e™ Cell Sortera (Bio-Rad Laboratories, 

SAD). Pri tome je iz ukupnih PBMC stanica izdvojeno minimalno 3000 MR1 reaktivnih T 

stanica te 15000 γδ T stanica. 

  

  Izolacija ukupne RNA 

 

Za izolaciju ukupne RNA korišten je mirVana™ miRNA izolacijski set (Thermo Fisher 

Scientific, SAD) prema uputama proizvođača. Navedeni komplet namijenjen je za izolaciju 

RNA iz 102 - 107 stanica.  

POSTUPAK: U suspenziju sortiranih stanica najprije je dodano 50 μl miRNA Homegenate 

Additive pufera, a nakon 10 minuta inkubacije na ledu, još 500 μl TRIzol reagensa i 100 μl 

kloroforma. Uzorci su dobro promiješani na vortex miješalici, a zatim centrifugirani na sobnoj 

temperaturi, 5 min pri brzini od 10000 g. Gornja, vodena faza s udjelom RNA pažljivo je 

izdvojena pipetiranjem u novu tubicu, a donja je organska faza s ostacima staničnih 

makromolekula odbačena. U vodenu frakciju dodano je 625 μl 100 % etanola sobne 

temperature. Pripremljena suspenzija propuštena je kroz filter kolonu, a vezani RNA materijal 

pročišćen je nizom susljednih ispiranja, najprije sa 700 μl Wash otopine 1, a zatim s 500 μl 

Wash otopine 2. Nakon svakog centrifugiranja protok je odbačen. Po završetku posljednjeg 

ciklusa ispiranja, na filter kolonice dodano je 40 μl zagrijane (95 °C) vode bez primjesa DNA i 
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RNA nukleaza (NFW, od engl. nuclease free water), i ukupna RNA je eluirana centrifugiranjem 

30 s pri brzini od 10 000 g.  

Koncentracija i čistoća (OD260/OD280 > 1.8) RNA uzoraka analizirani su mjerenjem 

absorbancije na IMPLEN P-Class P-330 nanospektrofotometru (IMPLEN GmbH, Njemačka). 

Uzorci RNA pohranjeni su na -80 °C do trenutka upotrebe. 

 

 Kvantifikacija genske ekspresije primjenom RT-qPCR metode 

 

Sinteza komplementarne DNA 

 

Sinteza cDNA (od engl. complementary DNA) podrazumijeva prepisivanje mRNA u 

komplementarne cDNA molekule primjenom odgovarajućih oligonukleotidnih početnica i 

enzima reverzne transkriptaze (RT). Brojnost dobivenih cDNA kopija u ispitivanim uzorcima 

može se zatim odrediti metodom kvantitativne lančane reakcije polimerazom (qPCR, od engl. 

quantitative polymerase chain reaction). Postupak cDNA sinteze učinjen je upotrebom 

PrimeScriptTM RT Reagent komercijalnog kompleta (Takara Bio, SAD) prema uputama 

proizvođača.  

POSTUPAK: Reakcijska smjesa ukupnog volumena 40 μl sadržavala je 8 μl PrimeScriptTM 

pufera, 6 μl NFW, 2 μl oligo-dT početnica (2.5 μM), 2 μl nasumičnih heksamernih 

oligonukleotida (5 μM), 2 μl PrimeScriptTM RT enzimske smjese te 20 μl ukupne RNA radne 

koncentracije 5 ng/μL. Nakon pripreme reakcijske smjese, uzorci su inkubirani 15 minuta na 

37 °C, nakon čega je reakcija reverzne transkripcije zaustavljena zagrijavanjem 5 s na 85 °C.  

Dobivenu cDNA razrijedili smo 6 puta na ukupni volumen od 240 μl. Uzorci su alikvotirani, i 

do trenutka upotrebe pohranjeni na -20 °C. 

 

Kvantitativna lančana reakcija polimerazom  

 

qPCR precizna je i pouzdana metoda za kvantifikaciju DNA isječaka od interesa. 

Tijekom reakcije prati se fluorescentni signal kojeg emitiraju ekscitirani fluorescentno 

obilježeni DNA produkti nastali kao rezultat vezanja fluorescentno obilježenih boja 

(nespecifična detekcija) ili fluorescentno obilježenih oligonukleotidnih proba (specifična 

detekcija). Fluorescentni signal raste proporcionalno količini novonastale DNA, a promjene 

fluorescencije moguće je pratiti u obliku amplifikacijske krivulje (Slika 4.8.). Krivulja 
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amplifikacije sigmoidalnog je oblika i odražava stopu DNA amplifikacije na početku, sredini i 

kraju PCR reakcije.  

 

 

Slika 4.8. Krivulja amplifikacije isječaka DNA od interesa 

 

Bazni dio amplifikacijske krivulje prikazuje razinu fluorescencije na početku PCR 

reakcije (okvirno 0 - 18 ciklusa) kada fluorescencija nastalih DNA produkata ne nadmašuje 

pozadinsku fluorescenciju. Intenzitet fluorescentnog signala naglo raste u eksponencijalnoj fazi 

kada se broj DNA kopija udvostručuje u svakom PCR ciklusu. U linearnoj fazi, amplifikacija 

usporava radi iskorištenja jedne ili više komponenti smjese te u konačnici reakcija staje, a 

fluorescencijski signal prestaje rasti što predstavlja plato fazu. Eksponencijalna faza služi za 

kvantifikaciju fluorescencijskog signala u ispitivanim uzorcima, pri čemu se vrijednost PCR 

ciklusa u kojem fluorescencijski signal prelazi prag fluorescencije definira kao vrijednost 

graničnog ciklusa ili Ct vrijednost (engl. treshold cycle; Ct / Cq quantification cycle). Što je 

početna količina DNA kopija u ispitivanom uzorku veća, to će fluorescentni signal rasti brže 

pa će stoga izmjerena Ct vrijednost biti manja. Usporedbom Ct vrijednosti između uzoraka 

moguće je kvantificirati razlike u početnoj količini DNA materijala.  

 

Za analizu razlike u količini DNA materijala mogu se koristiti metode apsolutne ili 

relativne kvantifikacije. Apsolutna kvantifikacija podrazumijeva usporedbu Ct vrijednosti u 
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nepoznatim uzorcima, s Ct vrijednostima serije standarda poznate koncentracije ciljnih 

DNA/RNA molekula. U nedostatku apsolutnih standardnih uzoraka, provodi se relativna 

kvantifikacija usporedbom Ct vrijednosti ciljnih gena s Ct vrijednostima referentnih ili 

„houskeeping“ gena.  Procjena veličine razlike između normaliziranih Ct vrijednosti (engl. fold 

difference ili fold change) u uzorcima različitog podrijetla ili fenotipskog statusa može se 

provesti primjenom 2^- ΔΔCT metode autora Livak i suradnika (202). 

Važno je napomenuti da je za optimalnu usporedbu Ct vrijednosti ciljnih i referentnih 

gena bitno da učinkovitost PCR reakcije bude podjednaka. U suprotnom, značajna razlika u 

ekspresiji ciljnih u odnosu na referentne gene može izostati ili biti lažno naglašena. 

Učinkovitost PCR amplifikacije ciljnih i referentnih gena može se utvrditi pripremom 

standardne krivulje (dijagram dobivenih Ct vrijednosti u odnosu na logaritamske vrijednosti 

količine standarda) koja nastaje amplifikacijom najmanje 5 serijskih razrjeđenja uzoraka 

poznate koncentracije. 

 

Priprema standardnih krivulja 

 

Standardne krivulje ciljnih i referentnih gena pripremljene su RT-qPCR analizom 5 

serijskih razrjeđenja uzorka poznate koncentracije cDNA. Sva mjerenja provedena su na 

uređaju QuantStudio 5 real-time PCR (Thermo Fisher Scientific, SAD), a analiza podataka 

učinjena je računalnim programom QuantStudio Design & Analysis Software v1.5.1. 

POSTUPAK: Za pripremu standardne krivulje, odabrano je 6 uzoraka RNA radne koncentracije 

20 ng/μl te je učinjena reverzna transkripcija u ukupnom volumenu od 20 μl na način kako je 

prethodno opisano u potpoglavlju Sinteza komplementarne DNA. Dobivena cDNA udružena je 

u jedinstveni uzorak volumena 120 μl koji je potom razrijeđen 3 puta dodatkom 240 μl RNase 

free H2O na ukupni volumen od 360 μl. U slijedećem koraku pripremljeno je 5 serijskih 

razrjeđenja, pri čemu je svaki uzorak razrijeđen 4 puta u odnosu na prethodni. Pripremljeni 

standardi poznate koncentracije alikvotirani su i do trenutka upotrebe pohranjeni na -20 °C. 

 

Analiza genske ekspresije s pomoću TaqMan proba 

 

Razina mRNA ekspresije ciljnih (PLZF/ZBTB16, RUNX3, EOMES, TBX21, RORC, 

IL18R, CCR6, CCR10, SELPLG) i referentnih gena (TBP, ACTB1) određena je RT-qPCR 

metodom primjenom fluorescentno obilježenih TaqMan oligonukleotidnih proba i 

QuantStudio  5 PCR uređaja. U izvornom obliku, na 5' kraju TaqMan probe kovalentno je vezan 
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fluorofor, čije fluorescentno zračenje apsorbira molekularni prigušivač (engl. Q-quencher) na 

3' kraju. Prilikom sinteze novog DNA lanca, djelovanjem enzima Taq polimeraze, dolazi do 

cijepanja vezane TaqMan probe, posljedičnog razdvajanja fluorofora i prigušivača te emisije i 

detekcije  fluorescentnog zračenja na kraju svakog PCR ciklusa.  

POSTUPAK: Temperaturni uvjeti i raspored pipetiranja uzoraka i standarda dizajnirani su u 

računalnom programu QuantStudio Design & Analysis Software v 1.5.1. Za pripremu 

reakcijske smjese ukupnog volumena 15 μl, korišteno je 7,5 μl komercijalnog kompleta 

TaqMan® Universal PCR Master Mix (AppliedBiosystems, Foster City, Kalifornija, SAD), 

0,75 μl odgovarajuće TaqMan Expression probe, 2,75 μl vode bez nukleaza i 4 μl cDNA. U 

negativnu kontrolu, umjesto cDNA, dodano je 4 μl vode. Pripremljena reakcijska smjesa 

pažljivo je pipetirana u mikrotitarske jažice PCR ploče koja je zatim prelijepljena prozirnom 

plastičnom folijom i centrifugirana 1 min pri brzini od 3000 rpm na 4 °C. Amplifikacija ciljnih 

i referentnih gena u svim uzorcima učinjena je u triplikatu prema unaprijed definiranom 

temperaturnom protokolu (Tablica 4.2.). Standardi i negativne kontrole bili su dijelom svih 

qPCR eksperimenata i mjereni su u duplikatu.  

 

Tablica 4.2.  Program za qRT-PCR 

 

 Temperatura Vrijeme 

Inkubacija 95 °C 10 min 

 

 

45 ciklusa 

Denaturacija 95 °C 15 s 

Vezanje 

početnica i 

elongacija  

60 °C 1 min 

„Hold“ 4 °C ∞ 

 

Analiza učinkovitosti i preciznosti RT-qPCR reakcija 

 

 Učinkovitost RT-qPCR amplifikacije ciljnih i referentnih gena provedena je analizom 

Ct vrijednosti standardnih serijskih razrjeđenja u računalnom programu Design & Analysis 

Software v 1.5.1.. Svi ispitivani TaqMan kompleti početnica i proba, pokazali su visoku 
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učinkovitost amplifikacije cDNA standarda, u rasponu od 83,1-102 % u γδ i od 77,5-96.9 % u 

MAIT uzorcima. Preciznost qPCR mjerenja i pouzdanost predviđanja koncentracije cDNA na 

temelju izmjerenih vrijednosti fluorescencije procijenjena je linearnim korelacijskim 

koeficijentom (R2). U svim qPCR reakcijama zabilježene su visoke vrijednosti  R2  u rasponu 

od 0,990 – 0,999. Učinjena je i analiza varijabilnosti Ct vrijednosti standarda unutar jednog 

(„intra-assay“) ili više („inter-assay“) qPCR eksperimenata. Varijabilnost unutar jednog qPCR 

testa bila je manja od 1,57 % za sve ispitivane transkripte, i manja od 2,93 % između različitih 

qPCR eksperimenata. 

 

Kvantifikacija genske ekspresije 2-ΔΔCt metodom 

 

 Relativna kvantifikacija genske ekspresije određena je u Microsoft Excel programu 

primjenom metode 2-ΔΔCt (203). Mjerenja ciljnih i referentnih gena izvedena u triplikatu, 

najprije su korištena za izračun srednjih Ct vrijednosti. Srednje Ct vrijednosti ciljnih gena 

izmjerene u PV i CTRL uzorcima normalizirane su u odnosu na srednje Ct vrijednosti 

referentnog TBP gena, primjenom sljedećih formula: 

  

ΔCT (PV) = CT ciljni gen - CT kontrolni gen 

ΔCT (CTRL) = CT ciljni gen - CT kontrolni gen 

 Dobivene ΔCt vrijednosti svih uzoraka zatim su normalizirane u odnosu na srednju 

ΔCt vrijednost kontrolne skupine prema sljedećoj formuli:  

ΔΔCT = ΔCT (uzorak) - ΔCT (kontrola) 

 U konačnici, veličina razlike (engl. Fold change) normaliziranih razina genske 

ekspresije u PV i CTRL uzorcima određena je formulom: Fc = 2^-ΔΔCT 

 

 Mjerenje serumskih razina citokina i kemokina  

 

Serumske razine citokina IL-17A/F, IL-18, IL-23 i kemokina CCL20 (MIP-3alpha), 

CCL27 (C-TACK) izmjerene su primjenom Human Custom Procarta Plex 5-plex (eBioscience, 

Affymetrix) komercijalnog kompleta na Luminex 200 uređaju Medicinskog fakulteta, 

sveučilišta Palacky u Olomoucu, Češka. Metoda se temelji na principu „sendvič“ imunotesta, 

gdje dva različita protutijela prepoznaju različite epitope istog proteina. Uzorci seruma miješaju 

se s fluorescentno obilježenim magnetnim kuglicama ili mikrosferama koje na svojoj površini 
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nose protutijela usmjerena protiv specifičnih ciljnih antigena. Kompleks koji nastaje vezanjem 

magnetne kuglice, protutijela i antigena prepoznaje sekundarno, biotinom obilježeno 

protutijelo. Kompleks se detektira dodatkom streptavidina konjugiranog s fluorokromom, koji 

emitira fluorescentno zračenje u trenutku kada nastali kompleks prolazi pored detektora. 

Koncentracija ciljnih analita u nepoznatim uzorcima određuje se na temelju izmjerenih 

vrijednosti fluorescencije i njihove usporedbe s vrijednostima fluorescentnog signala serije 

standardnih razrjeđenja uzorka poznate koncentracije analita.  

POSTUPAK: U uzorak seruma volumena 25 μl dodano je 50 μl magnetnih kuglica (mikrosfera) 

obloženih antitijelima i 25 μl univerzalnog pufera. Nakon 2 h inkubacije na tresilici (500 rpm), 

i jednog ciklusa ispiranja, dodano je 25 μl biotinilirane mješavine protutijela. Pripremljeni 

uzorci inkubirani su još 30 min uz kontinuiranu trešnju brzinom od 500 rpm.  Nakon ispiranja 

i dodatka 50 μl streptavidina konjugiranog s fikoeritrinom (SA-PE; od engl. streptavidin 

conjugated phycoerythrin) uzorci su ponovo inkubirani 30 min na tresilici pri brzini od 500 

rpm. U konačnici, po završetku posljednjeg ciklusa ispiranja, uzorcima je pridruženo 120 μl 

Reading pufera. Po isteku 5 min inkubacije fluorescencija je izmjerena na Luminex 200 

uređaju. Svi uzorci seruma testirani su u duplikatu. 

 Paralelno s uzorcima, testirana su sedmerostruka serijska razrjeđenja standarda 

poznate koncentracije ispitivanih analita. Gornja (engl. Upper Limit of Quantitation, ULOQ) i 

donja granica osjetljivosti (engl. Lower Limit of Quantitation LLOQ) korištenih testova bile su 

sljedeće: IL-17A/F (LLOQ-ULOQ; 7,25 - 29700 pg/mL), IL-18 (14 - 14750 pg/mL), IL-23 (15 

- 60900 pg/mL), CCL20 (6.49 - 6650 pg/mL) i CCL27 (2.47 - 10100 pg/mL). Zabilježene 

vrijednosti fluorescentnih signala u uzorcima i standardima analizirane su primjenom 5P 

logističkog fit algoritma u računalnom programu ProcartaPlex Analyst software v1.0 

(eBioscience, Affymetrix).
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 Statistički postupci 

 

 Veličina učinka (Cohenov d, Δ/SD) potrebna za statističku snagu od 80% uz dvostrani 

α=0,05, t-test, 2 neovisne skupine, normalna distribucija, iznosi 0,8 za uzorak od 

20+20  ispitanika (GPOWER v3.1.9.4). Za procijenjene (204, 205), očekivane aritmetičke 

sredine učestalosti CD4+ T (50 %), CD8+ T (40 %), CD3+ γδ (6 %) i CD3+ MAIT stanica (3 %) 

u perifernoj krvi zdravih osoba, uz pripadne standardne devijacije od 10 %, 8 %, 3 % i 1.5 %, 

razlika aritmetičkih sredina (Δ) iznosi 8 %, 6,4 %, 2,4 % i 1,2 %, odgovarajući biološki 

umjerenom do velikom učinku. Slijedom navedenog, Cohenov d fiksiran je na 0,8, 

odgovarajući biološki velikom učinku.      

 Normalnost distribucije promatranih brojčanih varijabli testirana je Sharipo-

Wilkovim testom, a homogenost (jednakosti) varijanci Levenovim tetsom. Budući da su 

iste/skalarne varijable pokazale odstupanje od normalne distribucije, primijenjeni su 

neparametrijski testovi.   

 Kontinuirani (brojčani) podaci prikazani su medijanom s interkvartilnim rasponom 

(IQR, od engl. interquartile range,). Prije analize, razine vrijednosti CMV IgG u serumu su 

vinzorizirane (postupak zamjene ekstremnih vrijednosti najvećim ili najmanjim preostalim 

mjerenjem (206). Mann-Whitneyev U-test korišten je za utvrđivanje statistički značajnih 

razlika u mjernim pokazateljima ispitivane i kontrolne skupine, a Fisherov egzaktni test 

primijenjen je na tablice kontigencije. Wilcoxon test sume rangova primijenjen je za testiranje 

razlike medijana uparenih uzoraka.  

 Povezanost pojedinih pokazatelja uparenih uzoraka procijenjena je Spearmanovim 

koeficijentom korelacije (ρ), dok je Linov koeficijent konkordancije korišten za mjerenje 

slaganja na kontinuiranoj skali (207). 

 Analiza glavnih komponenti (PCA, od engl. principal component analysis) 

primjenjena je za prikaz logaritmiranih vrijednosti razlike genske ekspresije. Ukoliko nije 

drugačije naznačeno, dvostrani P<0.05 predstavlja prag značajnosti. 

 Statističke analize provedene su pomoću NCSS2007 (v07.1.20, NCSS LLC, 

Kaysville, Utah, USA). Za PCA i grafički prikaz korišten je softver R v3.6.0 

(www.r- project.org) u okruženju RStudio v 1.2.5001 (RStudio Inc., Boston, MA, USA), 

zajedno s ComplexHeatmap, DescTools, factoextra, FactoMineR, ggjoy, ggplot2, ggpubr, 

Hmisc, missMDA, pheatmap, randomcoloR, RColorBrewer i tidyr paketima, računalnim 

programom Inckscape (Brooklyn, New York, SAD), GraphPad Prism v.9.0.0. te Microsoft 

PowerPoint 2019. 

http://www.r-/
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 REZULTATI 

 

 Demografske, kliničko-antropometrijske, serološke i biokemijske karakteristike 

ispitanika  

 

  Rezultati analize demografskih i kliničko-antropometrijskih obilježja te seroloških 

vrijednosti virusnih i bakterijskih biljega oboljelih i zdravih ispitanika, prikazani su u tablici 

5.1. U tablici 5.2 nalazi se, pak, prošireni prikaz rezultata analize biokemijskih parametara krvi. 

Skupine zdravih i oboljelih ispitanika nisu se značajno razlikovale po spolu, dobi i indeksu 

tjelesne mase (Tablica 5.1). Muškarci su u odnosu na ženske ispitanice, također, bili podjednake 

dobi (Mann-Whitney U test; p = 0,233), bez značajnih razlika u odnosu na serumske razine 

hsCRP (Mann-Whitney U test; p = 0,75) i anti-CMV IgG (Mann-Whitney U test;  p = 0,726), 

ali uz nešto veće BMI vrijednosti  [(25,5 (23,2 - 27,8) vs. 21 (19,7 - 26,8) kg/m2; Mann-Whitney 

U test;  p = 0,04]. Svi ispitanici bili su negativni na biljege akutne infekcije Mycobacterium 

tuberculosis, hepatitis B  (HbsAg, anti-HBc IgG, anti-HBc IgM, HBeAg, anti-HBe ) i 

hepatitis  C (anti-HCV) virusa. Suprotno, anti-HBs protutijela otkrivena su u 43 % (9/21) PV i 

55 % (12/22) CTRL ispitanika, što u kontekstu negativnih rezultata svih ostalih HBV testova 

(HBsAg, anti-HBc IgG, anti-HBc IgM, HBeAg, anti-HBe) najvjerojatnije odražava posljedice 

prethodne imunizacije na HBV u okviru obveznog programa cijepljenja u Republici Hrvatskoj. 

Sukladno navedenom, usporedbom zdravih i oboljelih ispitanika, značajne razlike u 

seropozitivnosti i titru anti-HBs, ili anti-CMV IgM/IgG protutijela, nisu zabilježene 

(Tablica  5.1).  

Vrijednosti mjernih elemenata kompletne krvne slike, jetrenih i bubrežnih parametara 

te eritrocitnih obilježja, bile su također podjednake u obje skupine (tablica 5.2). Serumska 

razina hsCRP bila je nešto viša u PV skupini ispitanika, međutim, uočene razlike nisu dosegnule 

statističku značajnost (Tablica 5.2).         

U trenutku uzorkovanja krvi, PV ispitanici nisu primjenjivali ni jedan oblik lokalne ili 

sustavne terapije, a sudeći po vrijednostima PASI i DLQI skale , izražavali su uglavnom blaže 

simptome bolesti (Tablica 5.1). Povezanost PASI i DLQI rezultata s biokemijskim, virusnim i 

bakterijskim biljezima upale nije zabilježena.  
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Tablica 5.1. Demografske, kliničko-antropometrijske i serološke karakteristike skupine 

ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanika 

 PV CTRL P 

N (M/Ž omjer) 21 (14/7) 22 (16/6) 0,75 ** 

Dob (godine) 33 (27 - 39) 32 (28 - 40) 0,922** 

BMI (kg/m2) 25,2 (21,3 - 29,1) 24,7 (20,7 - 27,1) 0,356* 

PASI 7,7 (5,5 - 12,5) - - 

DLQI 3,0 (1,0 - 6,5) - - 

Anti-CMV IgG 

(poz/neg) 
13/4 17/3 0,68** 

Anti-CMV IgG 

(AU/mL) 
145 (29 - 185) 136 (72 - 184) 0,866* 

Anti-CMV IgM 

(poz/neg) 
1/16 0/18 0,485** 

Anti-HBs IgG 

(mIU/mL) 
28 (0 - 153) 201 (16 - 725) 0,095* 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobi i spolu 

uparenih ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; Ž – ženski ispitanici; BMI (engl. Body mass 

index) indeks tjelesne mase; PASI (engl. Psoriasis area and severity index) indeks zahvaćenosti kože i 

težine kliničke slike; DLQI (engl. Dermatology life quality index) dermatološki indeks kvalitete života; 

CMV  -  citomegalovirus; IgG/M – Immunoglobulin G/M; HBs  – s antigen hepatitis B virusa. 

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina su testirane 

*  Mann-Whitney U-testom ili ** Fisherovim egzaktnim testom, a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 
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Tablica 5.2. Biokemijske karakteristike skupine ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze 

i kontrolne skupine ispitanika  

 PV CTRL P 

N (M/Ž omjer) 21 (14/7) 22 (16/6) 0,75 ** 

hsCRP mg/L  2,00 (0,70 - 3,20) 0,80 (0,50 - 1,80) 0,06* 

L x10 9 /L  7,30 (5,75 - 8,83) 5,7 (4,90 - 7,65) 0,78** 

Ex10 12 /L 4,99 (4,69 - 5,24) 4,99 (4,72 - 5,28) 0,64** 

Hb g/L   151 (140,3 - 159,3) 147,5 (132,5 - 158,3) 0,43* 

Htc 0,43 (0,42 - 0,47) 0,43 (0,39 - 0,47) 0,53* 

MCV fL 88,8 (85,1 - 92,1) 86,0 (83,0 - 89,4) 0,08* 

MCH pg/L 30,5 (29,5 - 31,3) 29,5 (28,2 - 30,3) 0,05** 

MCHC g/L 343,0 (335,5 - 345,8) 339,50 (330,0 - 343,5) 0,29** 

RDW KV % 13,0 (12,4 - 13,5) 12,50 (12,2 - 13,2) 0,16** 

Trc x109/L 243,0 (223,8 - 288,0) 250,00 (220,0 - 276,5) 0,75* 

MPV fl 10,3 (10,1 - 10,9) 10,55 (9,95 - 10,9) 0,74** 

eo % 3,00 (2,00 - 4,00) 2,00 (2,00 - 4,00) 0,62** 

ba % 0,50 (0,00 - 1,00) 1,00 (0,00 - 1,00) 0,38** 

seg gr % 54,5 (47,5 - 59,0) 51,0 (44,5 - 56,5) 0,15** 

l % 32,0 (26,0 - 39,5) 37,0 (29,5 - 40,5) 0,28* 

mo % 9,00 (7,00 - 9,60) 8,00 (7,00 - 10,0) 0,77** 

SE mm/3.6 KS 5,00 (3,50 - 6,50) 4,00 (2,75 - 9,50) 0,89** 

AST U/L 23,00 (18,00 - 30,00) 25,00 (21,50 - 27,75) 0,49** 

ALT U/L 24,50 (16,00 - 31,00) 22,00 (15,75 - 37,25) 0,88** 

GGT U/L 18,00 (13,00 - 36,00) 20,00 (12,75 - 29,25) 0,97** 

UREA mmol/L  6,30 (4,43 - 8,75) 5,30 (3,88 - 6,30) 0,22** 

KREATININ 

(umol/L) 
70,00 (62,25 - 80,25) 72 (63,25 - 82,00) 0,71** 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobi i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; Ž – ženski ispitanici; hsCRP – visoko osjetljivi C reaktivni 

protein (engl. high-sensitivity C reactive protein); L -  leukociti; E – eritrociti; Hb – hemoglobin; Htc – hematokrit; 

MCV – (engl. mean corpuscular volume) prosječni volumen eritrocita; MCH – (engl. mean corpuscular 

hemoglobin) prosječni sadržaj hemoglobina u eritrocitu; MCHC – (engl. mean corpuscular hemoglobin 

concentration) prosječna koncentracija Hb u 1L eritrocita; RDW  –  (engl. red cell distribution width) raspodjela 

eritrocita po volumenu; Trc – trombociti; MPV – (engl. mean platelet volumen) prosječni volumen trombocita; 

eo  – eozinofili; ba  –  bazofili; seg. gr. – segmentirani granulociti; l – limfociti; mo – monociti; SE- sedimentacija; 

AST – aspartat  amninotransferaza; ALT – alanin aminotransferaza; GGT – gama glutamintransferaza. 

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike su između skupina testirane 

*  Mann- Whitney U-testom ili ** Studentovim t testom, a p<0,05 smatralo se statistički značajno. 
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 Periferni udjeli CD3+, CD4+, CD8+, CD4+CD8+ i CD4-CD8- limfocita T u ispitanika 

oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanika  

 

   Kvantitivni udjeli CD3+CD4+ i CD3+CD8+ limfocita T u ukupnom limfocitnom 

odjeljku periferne krvi određeni su protočnom citometrijom sukladno strategiji susljednog 

otvaranja prozora te izdvajanja regija od interesa (gate-ova) (Slika 5.1.). 

 

Slika 5.1 Reprezentativni primjer analize CD4+ i CD8+ limfocita T iz periferne krvi 

ispitanika metodom protočne citometrije  

 

Prikaz strategije susljednog otvaranja prozora te postavljanja gate-ova s ciljem 

izdvanja jednostrukih živih CD4+ i CD8+limfocita T. A) Jednostruke stanice (tzv. singlets) 

izdvojene su analizom FSC-A i FSC-H parametara. Među singletsima izdvojene su žive stanice 

na temelju bojenja FVD, a na temelju veličine stanica i njihove granuliranosti izdvojeni su 

potom limfociti. B) Periferne linije CD4+ i CD8+limfocita izdvojeni su na temelju površinske 

izraženosti/ekspresije CD3 i CD4, odnosno CD3 i CD8 staničnih biljega. FVD – fiksabilna boja 

za vijabilnost (od engl. fixable viability dye); FITC - fluoresceinski izotiocijanatom (engl. 

fluorescein isothiocyanate) označeno protutijelo usmjereno na CD3; PerCP - od engl. peridinin 

chlorophyll protein označeno protutijelo usmjereno na CD8; PE-Cy7 - od engl. phycoerythrin 

coupled with cyanine dye (Cy7) označeno protutijelo usmjereno na CD4. Sve analize provedene 

su na protočnom citometru BD FACS Canto II I analizirane primjenom Flow Logic programa.  
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Tablica 5.3. Udjeli CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD4+CD8+ i CD4-CD8- limfocita T u 

perifernoj krvi ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanka  

 PV CTRL Mann-Whitney P 

0.75 
N (M/Ž omjer) 21 (14/7) 22 (16/6) 

% CD3+ 71,1 (62,3 - 74,7) 68,6 (58,2 - 75,3)  0.601 

% CD3+CD4+ 59,7 (49,1 - 61,4) 53,4 (43,8 - 58,9) 0.023 

% CD3+CD8+ 35,5 (31,5 - 45,4) 40,3 (37,6 - 49,6)  0.022 

% CD4+CD8+ (DP) 1 (0,26 – 1, 71) 0,76 (0,48 – 1,24) 0.928 

% CD4-CD8- (DN) 3,46 (2,76-4,36) 4,07 (3,25 -5,65) 0.156 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobi i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; Ž – ženski ispitanici; DP – dvostruko pozitivni; DN – 

dvostruko negativni.  

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su Mann-

Whitney U-testom, a p<0,05 se smatralo statistički značajnim. 

 

 Usporedbom relativnih frekvencija perifernih CD3+ limfocita T kod kontrolnih 

(CTRL) i oboljelih (PV) ispitanika nisu zabilježene značajne razlike među skupinama (Tablica 

5.3.). Međutim, relativne frekvencije CD4+ limfocita unutar CD3+ populacije bile su značajno 

povišene kod oboljelih ispitanika (PV) u odnosu na zdrave kontrole (CTRL) (Tablica 5.3.).  

Istovremeno, u skupini oboljelih zabilježeno je značajno smanjenje relativnih udjela 

CD3+CD8+ limfocita T (Tablica 5.3.).      

 U sljedećem koraku učinjena je usporedna analiza perifernih CD3+, CD4+, CD8+, 

dvostruko pozitivnih (DN) CD4+CD8+ i dvostruko negativnih (DN) CD4-CD8- limfocita T kod 

oboljelih (PV) (N = 14) i zdravih muških ispitanika (CTRL) (N = 16); ženskih ispitanika bilo 

je premalo za odgovarajuću usporedbu (PV vs. CTRL: 7 vs. 6). U odnosu na zdrave muške 

kontrole, oboljeli muški ispitanici imali su smanjenu frekvenciju CD3+CD4-CD8- limfocita T u 

krvi te nešto veće udjele CD4+ (Tablica 5.4.). Relativna frekvencija preostalih CD3+ 

subpopulacija, uključujući CD8+ i dvostruko pozitivne CD4+CD8+ stanice nije se značajno 

razlikovala između zdravih i oboljelih muških ispitanika (Tablica 5.4.). 
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Tablica 5.4. Usporedna analiza perifernih CD3+, CD4+, CD8+, CD4+CD8+ i CD4-CD8- 

limfocita T kod muških ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine 

muških ispitanika 

 PV (%) CTRL (%)  

P 
N (M) 14 16 

CD3+ 71,9 (56,8 – 76,9)  70,1 (57,2-75,6) 0,693 

CD4+ 56,3 (46,7 - 62,6) 49,2 (40 - 54,7), 0,037** 

CD8+ 38,0 (33,6 - 48,1) 44,8 (37,2 - 50,6) 0,152* 

CD4+CD8+ (DP) 0,58 (0,22 - 1,7) 0,86 (0,58 - 1,46), 0,406* 

CD4-CD8- (DN) 3,3 (2,8 - 3,8) 4,5 (3,7 - 7,4) 0,003* 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobu i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; DP – dvostruko pozitivni; DN – dvostruko negativni. 

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su * Mann-

Whitney U-testom ili ** Studentovim t testom a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 

 

Štoviše, preraspodjelom ispitanika u odnosu na spol i usporedbom relativnih udjela 

CD3+ subpopulacija između muškaraca i žena (M = 30 vs. Ž = 13), značajne razlike u 

frekvenciji CD4+, CD8+, DP i DN stanica, nisu zabilježene (Tablica 5.5.).  

 

Tablica 5.5. Usporedna analiza perifernih CD3+, CD4+, CD8+, CD4+CD8+ i CD4-CD8- 

limfocita T nakon raspodjele po spolu u združenom uzorku ispitanika oboljelih od 

vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanika  

 PV (%) + CTRL (%) Mann-Whitney 

 P N  M (30) Ž (13) 

CD3+ 71,3 (57,2 – 75,7) 68,1 (63,2 – 72,4) 0,625 

CD4+ 53,4 (45,1-60,2) 59,4 (56,3-60,3) 0,088 

CD8+ 40,8 (35,3-48,9) 35,9 (33,1-39,4) 0,083 

CD4+CD8+ (DP) 0,8 (0,4-1,6) 0,9 (0,41-1,5) 0,979 

CD4-CD8- (DN) 3,8 (3,1-4,9) 0,2 (2.6-5.4) 0,296 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobu i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; Ž – ženski ispitanici; DP – dvostruko pozitivni; DN – 

dvostruko negativni. 

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su Mann-

Whitney U-testom, a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 
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 Povezanost relativnih udjela perifernih limfocitnih populacija s demografskim, 

kliničkim i biokemijskim obilježjima ispitanika  

 

S ciljem uvida u dinamiku povezanosti relativnih udjela perifernih limfocita s 

demografskim (dob, spol, BMI indeks), serološkim (anti-CMV IgM/IgG, anti-HBs IgG, 

anti- HCV), biokemijskim (razinama hsCRP-a) i kliničkim (PASI, DLQI) obilježjima 

ispitanika učinjena je Spearmanova analiza. Slijedom navedenog, u skupini oboljelih 

ispitanika, vrijednosti skale PASI pozitivno su korelirale s relativnim udjelima leukocita (ρ = 

0.437, p = 0.047, n = 21), ali ne i s frekvencijom pojedinih T limfocitnih subpopulacija. 

Povezanost frekvencijskih udjela CD3+, CD4+, CD8+, DP i i DN stanica bila je također 

neovisna o dobi, spolu, titru ili seropozitivnim nalazima virusnih i bakterijskih biljega, BMI i 

DLQI statusu. Isto je uočeno u skupini zdravih kontrola (podaci nisu prikazani).  

Međutim, u združenom uzorku ispitanika (PV i CTRL) uočena je pozitivna korelacija 

između seropozitivnog CMV IgG nalaza i relativne frekvencije perifernih CD3+CD8+ limfocita 

T (ρ = 0.338, p = 0.041, n = 37). Štoviše, u usporedbi s CMV seronegativnim ispitanicima 

(N  =  6), CMV seropozitivne osobe (N = 31) imale su značajno veće udjele CD3+CD8+ 

limfocita T u perifernoj krvi (Tablica 5.6.). Zanimljivo, na razini ukupne populacije ispitanika, 

zabilježena je i pozitivna korelacija između vrijednosti skale PASI i serumskih razina hsCRP 

(ρ = 0.377, p = 0.033, n = 32) 

Tablica 5.6. Udio CD3+CD8+ limfocita T kod citomegalovirus seropozitivnih i 

citomegalovirus seronegativnih ispitanika 

% CD3+CD8+ limfocita    

 PV (%) + CTRL (%)  

Mann-Whitney  

P 
 CMV IgG+ CMV IgG- 

N (M+F) 31 6 

  36,4 (31,9-44,8) 31,1 (26,8-37,6) 0,044 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobu i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; Ž – ženski ispitanici; CMV IgG+ – cytomegalovirus seropozitivni; 

CMV IgG- – cytomegalovirus seronegativni.  

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su Mann-Whitney 

U-testom , a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 
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 Razina kemokina i citokina u serumu periferne krvi oboljelih i zdravih ispitanika 

 

 Serumske razine IL-17A/F, IL-23 i CCL20 bile su ispod donjih granica detekcije u 

svim ispitivanim uzorcima.  

 Serumske vrijednosti dva detektabilna analita, tj. CCL27, liganda CCR10 receptora 

koji usmjerava migraciju CD162 (CLA)+ T stanica na upalna mjesta u koži, i IL-18, varirale su 

između 66,78 - 618,04 pg/ml i 3,22 - 23,57 pg/ml u svim analiziranim uzorcima (PV i CTRL).  

 Usporedbom mjerenja PV i CTRL skupine, značajne razlike u serumskoj razini 

kemokina CCL27 [medijan (IQR): 352,7 (267,4 - 496,6) vs. 343,5 (203,6 - 487,7) pg/ml, 

Fisherov egzaktni test, p = 0,704] i citokina IL-18 [medijan (IQR): 9,1 (8,1-13,1) vs. 

9,2  (8,3  -  10,7) pg/ml, p = 0,64] nisu zabilježene. Zanimljivo, kod oboljelih od PV, serumske 

razine IL-18 pozitivno koreliraju s BMI statusom (ρ = 0.458, p = 0.049, n = 19), a promjene 

CCL27 vrijednosti združene populacije uzoraka (PV + CTRL) pozitivno su vezane uz serumske 

razine upalnog biljega hsCRP (ρ = 0,4, p = 0,033, n = 32). Povezanost CCL27 i/ili IL-18 s dobi, 

spolom, težinom bolesti, CMV IgG titrom ili seropozitivnosti, međutim, nije zabilježena.   

 

 Utjecaj CMV i BMI statusa te razine citokina i kemokina u serumu na relativne udjele i 

fenotip perifernih CD3+ γδTCR+ populacija 

 

 U perifernoj krvi subpopulacije γδ T limfocita mogu se međusobno razlikovati na 

temelju različite ekspresije γδTCR receptora i CD3 koreceptorskih molekula (172). Sukladno 

navedenom, CD3+γδTCRhigh γδ T stanice izražavaju veći broj γδTCR molekula, s manjom 

površinskom ekspresijom CD3. Suprotni obrasci ekspresije vidljivi su kod CD3+γδTCRint 

subpopulacije (Slika 5.2. C i D). Slijedom navedenog, u perifernoj krvi većine naših ispitanika 

mogle su se razlikovati najmanje dvije subpopulacije γδ T stanica, tj. veća frakcija koju čine 

CD3+γδTCRint stanice te manja frakcija koju čine CD3+γδTCRhigh stanice (Slika 5.2. i 

tablica  5.8.). Dodatne, individualne razlike u distribuciji γδ T subpopulacija bile su vidljive 

kao višestruki difuzni obrasci bojenja i prikazane su na Slici 5.2. E. Štoviše, unutar 

CD3+γδTCRhigh i CD3+γδTCRint subpopulacija moguće je primijetiti više staničnih podrazreda 

koji se međusobno razlikuju na temelju različitog repertoara δ-lanca γδ T staničnog receptora. 

U našim uzorcima, unutar CD3+γδTCRint populacije, kvantitativno veći udio činile su Vδ2+ 

stanice, brojčano nadmašujući Vδ1+ i Vδ1-Vδ2- podskupine (Slika 5.3. A i C). Suprotno tome, 

Vδ1+ stanice dominirale su unutar CD3+γδTCRhigh stanične populacije  (Slika 5.3. A i B).
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Slika 5.2. Reprezentativni primjer analize γδ+ limfocita T iz periferne krvi ispitanika 

oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanika metodom protočne 

citometrije. 

 

Prikaz strategije susljednog otvaranja prozora te postavljanja gate-ova s ciljem 

izdvanja γδ+ limfocita T. A) Jednostruke stanice (tzv. singlets) izdvojene su analizom FSC-A i 

FSC-H parametara. Među singletsima izdvojene su žive stanice na temelju bojenja FVD, a na 

temelju veličine stanica i njihove granuliranosti (forward scatter area (FSC-A) i side scatter 

area (SSC-A) izdvojeni su potom limfociti. B) Periferne linije limfocita T definirane kao CD3+ 

stanice unutar cijelog odjeljka limfocita. C), D), E) γδ limfociti prvo su definirani na temelju 

izraženosti/ekspresije CD3 i TCRγδ  staničnih biljega, potom na temelju izražaja pan-γδ 

podijeljeni su u dvije subpopulacije γδ T limfocita : CD3+γδTCRint i CD3+γδTCRhigh T limfocite. 

Panel C) i E) prikazuje individualne razlike u distribuciji subpopulacija γδ T limfocita. 

FVD  –  fiksabilna boja za vijabilnost (od engl. fixable viability dye); TCR – T stanični receptor 

(engl. T cell receptor); FITC – fluoresceinski izotiocijanatom (engl. fluorescein isothiocyanate) 

označeno protutijelo usmjereno na CD3 , PE-Cy7 – od engl. phycoerythrin coupled with 

cyanine dye (Cy7) označeno protutijelo usmjereno na γδTCR. Sve analize provedene su na 

protočnom citometru BD FACS Canto II I analizirane primjenom Flow Logic programa. 
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Slika 5.3. Reprezentativni primjer analize subpopulacija γδ+ limfocita T iz periferne krvi 

te zastupljenost Vδ1+, Vδ2+ i Vδ1-Vδ1- subpopulacija unutar TCRγδ staničnog odjeljka 

ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanka metodom 

protočne citometrije te prikaz njihovih relativnih frekvencija.  

A) Prikaz strategije analize subpopulacija γδ T limfocita ovisno o prisutnosti Vδ1 i Vδ2 

staničnih biljega; Vδ1+, Vδ2+ i Vδ1-Vδ1- limfociti T analizirani su unutar CD3+γδTCRint i  

CD3+γδTCRhighstaničnog odjeljka B) Pravokutnim/kutijastim ili „box – plot“  dijagramom 

prikazane su frekvencije Vδ1+, Vδ2+ i Vδ1-Vδ1- limfocita T unutar B) γδTCRhigh i C) γδTCRint  

staničnog odjeljka u perifernoj krvi združenog uzorka (PV i CTRL). Rezultati su prikazani 

medijanima s interkvartilnim rasponom (IQR). Medijan predstavlja horizontalnu liniju unutar 

svakog „box – plota“. Interkvartilni rasponi (IQR) IQR3i IQR1, označeni su gornjom i donjom 

linijom „box – plota“, a 1.5xIQR predstavljen je vertikalnim linijama. Ekstremne vrijednosti 

prikazane su crnim točkama. Razlike između skupina određene su primjenom Mann-Whitney 

testa; * Prag značajnosti definiran je kao dvostrani p<0,05; N  (PV (16)  + CTRL (18)) = 34 

ispitanika. TCR – T stanični receptor (engl. T cell receptor); APC – fluorescentnim proteinom 

označeno protutijelo usmjereno na Vδ1+, PerCP – od engl. peridinin chlorophyll protein 

označeno protutijelo usmjereno na Vδ2+. Sve analize provedene su na protočnom citometru BD 

FACS Canto II I analizirane primjenom Flow Logic programa 
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 Utjecaj CMV i BMI statusa na frekvenciju CD3+ γδTCR+ stanica i TCRδ subpopulacija 

u perifernoj krvi 

 

 Nakon analize fenotipskih obilježja γδ T limfocita u perifernoj krvi svih ispitanika, 

analizirani su čimbenici koji utječu na njihovu frekvencijsku dinamiku. Među prvima, 

promatrani su učinci CMV seropozitivnosti, CMV IgG titra i BMI statusa. 

 U združenom uzorku (PV+CTRL) CMV seropozitivnih ispitanika, u odnosu na CMV 

seronegativne osobe, zabilježen je povećani udio CD3+ γδTCRhigh stanica (Tablica 5.7.). Slični 

učinci prethodne CMV infekcije, međutim, nisu uočeni na razini CD3+ γδTCRint odjeljka 

(Tablica 5.7.).  

 

Tablica 5.7. Utjecaj citomegalovirus serološkog statusa na relativne udjele 

CD3+γδTCRhigh i CD3+γδTCRint stanica periferne krvi u združenom uzorku ispitanika  

%CD3+TCRγδ+ limfocita    

 CMV IgG+ CMV IgG- Mann-Whitney  

P N (PV+CTRL) 31 6 

CD3+TCRγδhigh 

 

0,85 (0,55 – 1,77) 

 

0,16 (0,08 – 0,21) 0.0024 

CD3+TCRγδint 

 

2,68 (1,46 – 4,02) 

 

2,13 (0,72 – 3,85) 0.484 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobu i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; CMV IgG+ – cytomegalovirus seropozitivni; CMV IgG- – cytomegalovirus 

seronegativni.  

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su Mann-

Whitney U-testom, a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 

 
 

 Zabilježeni porast CD3+γδTCRhigh stanične populacije kod CMV seropozitivnih 

ispitanika, odraz je povećanja udjela Vδ1+ stanica koje, pak, pozitivno koreliraju s povećanjem 

serumskih vrijednosti CMV IgG titra (Slika 5.4.). Zanimljivo, osim Vδ1+ stanica, s povišenim 

vrijednostima CMV IgG protutijela pozitivno koreliraju i periferni udjeli Vδ1-Vδ2- podskupine 

CD3+γδTCRhigh (Slika 5.4.), što potvrđuje ranije navode koji pokazuju da CMV odgovor kod 

ljudi nije ograničen na Vδ1+ populaciju γδ T limfocita (43). 
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Slika 5.4.  Utjecaj citomegalovirus serološkog statusa na zastupljenost γδ T subpopulacija 

u perifernoj krvi svih ispitanika 

 

Prikaz udjela Vδ1+ i Vδ1-Vδ2 subpopulacija unutar CD3+ γδTCRhigh staničnog odjeljka 

u perifernoj krvi združenog uzorka (PV i CTRL skupine ispitanika) prema CMV statusu. 

R  predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Veličina točke odražava postotak stanica 

koje izražavaju izražene/eksprimirane stanične biljege, dok boja kodira identitet tipa stanice 

unutar grupe. Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti. Linija unutar zasjenjene 

regije predstavlja linearni regresijski pravac. PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne 

psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobu i spolu uparenih ispitanika; TCR - T stanični 

receptor (engl. T cell receptor); anti CMV IgG- – protutijelo klase IgG usmjereno na 

citomegalovirus.  

 

Osim CMV statusa, u sljedećem koraku promatrani su učinci BMI vrijednosti i upalnog 

opterećenja u akutnoj fazi (vrijednosti hsCRP-a), na periferne udjele CD3+γδTCR+ stanica. 

Slijedom navedenog, uočeno je da frekvencija CD3+γδTCRhigh subpopulacije u perifernoj krvi 

opada s povećanjem BMI (Slika 5.5. A) i serumskim razinama hsCRP (Slika 5.5. B). S druge 

strane, oscilacije BMI i CRP vrijednosti nisu bile vezane uz promjene relativnih udjela CD3+ 

γδTCRint stanica.   



   Rezultati 

62 

 

Ukupno gledajući, zabilježeni korelacijski obrasci potvrđuju važan utjecaj CMV, BMI 

i hsCRP statusa u oblikovanju cirkulirajućih udjela CD3+γδTCRhigh stanica, što je u skladu s 

ranije opisanom obrambenom ulogom γδ T staničnih linija prilikom CMV infekcije (185) te 

fiziološkim ulogama γδ T limfocita u kontroli homeostaze i termogeneze u masnom tkivu (173).  

 

  

Slika 5.5. Utjecaj indeksa tjelesne mase  i visoko osjetljivog C-reaktivnog proteina na 

udjele cirkulirajućih CD3+γδTCRhigh T stanica u združenom uzorku ispitanika oboljelih 

od vulgarne psorijaze  i kontrolne skupine ispitanka  

 

Prikaz povezanosti promjene perifernih udjela CD3+ γδTCRhigh staničnog odjeljka 

združenog uzorka (PV i CTRL skupine ispitanika) s promjenama BMI i hsCRP vrijednosti. 

R  predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Crna linija predstavlja linearni regresijski 

pravac. Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti. BMI --indeks tjelesne mase 

(engl. body mass index); hsCRP - visoko osjetljivi C reaktivni protein (engl. high-sensitivity C 

reactive protein); TCR - T stanični receptor (engl. T cell receptor); 

 

 

 Utjecaj serumske razine ispitivanih citokina i kemokina na frekvenciju CD3+γδTCR+ 

stanica  i TCRδ podskupina u perifernoj krvi 

 

 U sljedećem koraku analiziran je utjecaj razine ispitivanih serumskih citokina i 

kemokina, na kvantitativne i fenotipske karakteristike γδ T staničnog odjeljka oboljelih od 

vulgarne psorijaze (PV) i kontrolne skupine ispitanika (CTRL).  
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 Kod oboljelih od vulgarne psorijaze (PV) brojnost perifernih CD3+γδTCR+ i 

CD3+γδTCRint populacija negativno je korelirala s porastom serumske razine CCL27, ponajviše 

kao posljedica smanjenja broja Vδ2+ subpopulacije (Slika 5.6.).  

 

 

 

Slika 5.6. Utjecaj serumskih razina CCL27 kemokina na zastupljenost CD3+γδTCR+ 

staničnog odjeljka te TCRδ subpopulacija u perifernoj krvi ispitanika oboljelih od 

vulgarne psorijaze  

Prikaz povezanosti serumskih vrijednosti CCL27 s promjenom udjela CD3+γδTCR+, 

CD3+γδTCRint, CD3+γδTCRintVδ2+te Vδ2+stanica u perifernoj krvi ispitanika oboljelih od 

vulgarne psorijaze (PV). R predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Veličina točke 

odražava postotak stanica koje izražavaju izražene/eksprimirane stanične biljege, dok boja 

kodira identitet tipa stanice unutar grupe. Zasjenjena regija pokazuje 95% interval 

pouzdanosti. Linija unutar zasjenjene regije predstavlja linearni regresijski pravac. TCR - T 

stanični receptor (engl. T cell receptor); CCL27 - kemokinski ligand s C-C motivom (engl. C-

C motif chemokine ligand) 27. 

 

Istovremeno, u skupini zdravih ispitanika (CTRL), periferni udjeli CD3+γδTCR+, 

CD3+γδTCRint, CD3+γδTCRintVδ2+ i Vδ2+ stanica nisu bili vezani uz serumske promjene 

CCL27 (Slika 5.7.).  
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Slika 5.7. Utjecaj serumskih razina CCL27 kemokina na zastupljenost CD3+γδTCR+ 

staničnog odjeljka te TCRδ subpopulacija u perifernoj krvi kontrolne skupine ispitanika  

 

 Prikaz povezanosti serumskih vrijednosti CCL27 s promjenom udjela CD3+γδTCR+, 

CD3+γδTCRint, CD3+γδTCRintVδ2+te Vδ2+stanica u perifernoj krvi kontrolne skupine ispitanika 

(CTRL). R predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Veličina točke odražava postotak 

stanica koje izražavaju izražene/eksprimirane stanične biljege, dok boja kodira identitet tipa 

stanice unutar grupe. Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti. Linija unutar 

zasjenjene regije predstavlja linearni regresijski pravac. TCR - T stanični receptor (engl. T cell 

receptor). 

  

 S druge strane, periferni udjeli CD3+γδTCRintVδ1+ stanica pozitivno su korelirali sa 

serumskim razinama IL-18, neovisno o case-control statusu ispitanika (Slika 5.8. A). Sličan 

trend povezanosti zabilježen je također i u samostalnom uzorku oboljelih (Slika 5.8. B), 

odnosno zdravih, kontrolnih ispitanika (Slika 5.8. C).  
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Slika 5.8. Utjecaj serumskih vrijednosti IL-18 na udjele cirkulirajućih 

CD3+γδTCRintVδ1+ limfocita T stanica  

 

Prikaz utjecaja serumskih razina IL-18 na udio CD3+γδTCRintVδ1+ stanica u perifernoj 

krvi A) združenog uzorka (PV i CTRL skupine ispitanika), B) oboljelih od vulgarne psorijaze 

(PV), C) zdravih kontrolnih ispitanika (CTRL). R predstavlja Spearmanov koeficijent 

korelacije. Crna linije predstavlja linearni regresijski pravac. Zasjenjena regija pokazuje 95 

% interval pouzdanosti. TCR - T stanični receptor (engl. T cell receptor). 

   

 Navedeni rezultati pokazuju da serumske razine citokina i kemokina specifično 

oblikuju periferne udjele CD3+γδTCRint i CD3+γδTCRhigh subpopulacija, pri čemu su CCL27 

ovisni mehanizmi primjetni kod oboljelih, ali ne i kod zdravih ispitanika.  
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 Utjecaj psorijaze na promjene udjela različitih perifernih γδ T subpopulacija  

 

 Nakon analize koja je potvrdila učinke različitih bioloških čimbenika u pozadini 

kvantitativnih i kvalitativnih promjena perifernih γδ T stanica, potencijalne promjene vezane 

uz psorijazu, testirane su usporedbom oboljelih i zdravih ispitanika usklađenih po spolu, dobi, 

BMI i CMV statusu.  

 Najprije je provedena usporedba relativnih udjela CD3+γδTCRhigh i CD3+γδTCRint 

stanica zdravih i oboljelih ispitanika. Rezultati su prikazani u Tablici 5.8., a značajne razlike 

nisu zabilježene.  

 

Tablica 5.8. Periferni udjeli CD3+TCRγδ+ T limfocita u skupini ispitanika oboljelih od 

vulgarne psorijaze i kontrolnoj skupini ispitanika 

 

 PV  CTRL  Mann-Whitney P 

N (M/Ž omjer) 21 (14/7) 22 (16/6) 0.75 ** 

CD3+TCRγδhigh 

% CD3+ 0.76 (0.42-1.74) 0.78 (0.32-1.97) 0.761 

% CD3+TCRγδ+ 28.1 (15.5-46.2) 23 (12.4-46.4) 0.671 

CD3+TCRγδint 

% CD3+ 2.27 (0.98-4.68) 2.53 (1.53-5.1) 0.536 

% CD3+TCRγδ+ 71.9 (53.8-84.3) 77 (53.6-87.6) 0.671 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobi i spolu 

uparenih ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; Ž – ženski ispitanici. 

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane 

su Mann-Whitney U-testom ili, a p<0,05 se smatralo statistički značajnim. 

 

 U nastavku, analizom numeričkih profila cirkulirajućih CD3+γδTCRhighVδ2+ i 

CD3+γδTCRint Vδ1-δ2- stanica, primijećen je njihov koordinirani porast u krvi oboljelih od PV 

[Spearmanov koeficijent ρ (PV) = 0,52, p = 0,04, N = 16]. Štoviše, u usporedbi s muškarcima 

kontrolne skupine, CD3+γδTCRhighVδ2+ subpopulacija bila je značajno „proširena“ unutar γδ T 

staničnog odjeljka muških oboljelih ispitanika (Tablica 5.9.). Zabilježena se razlika, međutim, 

nije zadržala na razini usporedbe ukupne populacije zdravih i oboljelih ispitanika (Tablica 

5.10.) Broj ženskih ispitanika bio je, nažalost, nedovoljan za jednako značajnu usporedbu.  
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Tablica 5.9. Zastupljenost Vδ1+, Vδ2+ i Vδ1-Vδ2- subpopulacija limfocita u populacijama 

perifernih γδTCRhigh i γδTCRint T stanica kod muških ispitanika oboljelih od vulgarne 

psorijaze i kontrolne skupine muških ispitanika  

% CD3+TCRγδ+ limfocita   

 PV (%) CTRL (%) 
Mann-Whitney P 

N (M) 14 14 

 CD3+TCRγδhigh  

Vδ1+Vδ2- 26,6 (10,5-29,4) 24,1 (9,4-34,5) 0,872 

Vδ1-Vδ2+ 0,25 (0,09-0,68) 0,08 (0-0,23) 0,04 

Vδ1-Vδ2- 3,4 (1,6-5,6) 3,5 (1,5-7,3) 1 

 CD3+TCRγδint  

Vδ1+Vδ2- 16,8 (5,9-32,8) 13,2 (8,9-34,7) 0,836 

Vδ1-Vδ2+ 18,5 (9-35,6) 29 (14,5-54,3) 0,346 

Vδ1-Vδ2- 21,1 (15,3-30,5) 15 (8,5-22,4) 0,069 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobu i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika. 

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su Mann-

Whitney U-testom ili, a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 

 

 

Tablica 5.10. Zastupljenost Vδ1+, Vδ2+ i Vδ1-Vδ2- subpopulacija limfocita u 

populacijama perifernih γδTCRhigh i γδTCRint T stanica kod oboljelih od vulgarne 

psorijaze i kontrolne skupine ispitanika   

%CD3+TCRγδ+ limfocita    

 PV (%) CTRL (%)  

Mann-Whitney P N (M/Ž) 16 (14/2) 18 (14/4) 

 CD3+TCRγδhigh  

Vδ1+Vδ2- 27 (13,3-30) 22,8 (9,4-34,5) 0,5 

Vδ1-Vδ2+ 0,24 (0,09-0,56) 0,09 (0-0,35) 0,104 

Vδ1-Vδ2- 3,6 (1,8-6,7) 4,1 (1,6-7,3) 0,93 

 CD3+TCRγδint  

Vδ1+Vδ2- 17,3 (6,3-31,6) 13,1 (9-30,7) 0,77 

Vδ1-Vδ2+ 16,6 (8-34,6) 29 (11,2-52) 0,221 

Vδ1-Vδ2- 21,4 (16,5-28,4) 16,9 (8,5-24,9) 0,116 

PV- skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobu i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; Ž – ženski ispitanici. 

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su Mann-Whitney 

U-testom ili, a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 
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 Uz porast perifernih udjela CD3+γδTCRhighVδ2+ stanica kod muških oboljelih 

ispitanika, na razini ukupne populacije oboljelih od PV, zabilježeno je i neznatno povećanje 

CD3+γVδ1- δ2- γδTCRint subpopulacije (Slika 5.9. A), najvjerojatnije kao odraz pozitivne 

korelacije uočene između brojnosti CD3+γVδ1- δ2- γδTCRint  stanica i razvoja teže kliničke slike 

u oboljelih (Slika 5.9. B).    

 

Slika 5.9. Udio CD3+γVδ1-δ2- subpopulacije γδTCRint limfocita T u perifernoj krvi muških 

ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine muških ispitanka te utjecaj 

težine bolesti na iste 

 

A) Pravokutnim/kutijastim ili „box – plot“ dijagramom prikazane su frekvencije 

CD3+γVδ1-δ2- subpopulacije γδTCRint limfocita T u perifernoj krvi PV i CTRL skupine 

ispitanika muškog spola dobivene metodom protočne citometrije. Rezultati su prikazani 

medijanima s interkvartilnim rasponom (IQR). Medijan predstavlja horizontalnu liniju unutar 

svakog „box – plota“. Interkvartilni rasponi (IQR) IQR3i IQR1, označeni su gornjom i donjom 

linijom „box – plota“, a 1.5xIQR predstavljen je vertikalnim linijama. Ekstremne vrijednosti 

prikazane su crnim točkama. Razlike između skupina određene su primjenom Mann-Whitney 

testa; * Prag značajnosti definiran je kao dvostrani p<0,05; N(PV)=14 i N(CTRL)=14 

ispitanika. B) Prikaz utjecaja PASI vrijednosti na udjele subpopulacija CD3+γVδ1-δ2-  γδTCRint 

staničnog odjeljka u perifernoj krvi muških PV ispitanika  R predstavlja Spearmanov koeficijent 

korelacije. Crna linije predstavlja linearni regresijski pravac. Zasjenjena regija pokazuje 95% 

interval pouzdanosti. TCR - T stanični receptor (engl. T cell receptor); PV- skupina ispitanika 

oboljela od vulgarne psorijaz; CTRL- kontrolna skupina ispitanika; PASI - indeks zahvaćenosti 

kože i težine kliničke slike  (Psoriasis Area Severity Index). 
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 Važno je napomenuti da se vrijednosti dobi (p = 1), BMI (p = 0,74) i CMV IgG titra 

nisu značajno razlikovale između muških kontrola i oboljelih ispitanika 

[median  (IQR):  141  (76 - 217) vs 123 (0 - 153) AU / ml , CTRL (n = 14) vs PV (n = 10), 

p  =  0,177]. Značajne razlike u udjelu drugih subpopulacija γδ staničnog odjeljka između 

oboljelih i zdravih ispitanika nisu zabilježene.  

 

 Utjecaj promjene staničnih udjela γδ T subpopulacija na transkripcijski profil sortiranih 

γδ T stanica u oboljelih i zdravih ispitanika 

  

 U svrhu jasnijeg uvida u mehanizam promjena u pozadini bioloških značajki krvnih 

γδ T stanica u psorijazi, istražili smo transkripcijske profile sortiranih γδ T populacija, 

preciznije izražaj gena u kontroli razvoja urođenih imunosnih obilježja (ZBTB16, RUNX3, 

IL18R), upalnog odgovora tipa 17 (CCR6, RORC), i tipa 1 te citotoksičnog (RUNX3, TBX21, 

EOMES) i migracijskog kapaciteta (CCR6, CCR10).  

 Usporednom analizom ekspresijskih obrazaca uočeno je da izražaj gena IL18R i 

ZBTB16 slijedi sličan obrazac (Slika 5.10 i Slika 5.11.) te da su njihovi izražajni profili u γδ T 

stanicama oboljelih od PV, u usporedbi s profilima γδ T limfocita zdravih kontrola, 

koordinirano smanjeni (Slika 5.12.). Uz IL18R i ZBTB16, γδ T stanice oboljelih od PV, imale 

su i značajno smanjene udjele RUNX3 transkripata (Slika 5.13.).  

 Smanjena ekspresija gena IL18R, ZBTB16 i RUNX3 pozitivno korelira s izražajnim 

profilima gena CCR6, RORC i TBX21, a između RORC i TBX21 zabilježeni su inverzni 

korelacijski obrasci (Slika 5.10. i Slika 5.11.). Analizom izražajnih profila drugih gena, 

značajne razlike nisu zabilježene (Slika 5.13).  
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Slika 5.10. Međugenski korelacijski obrasci zabilježeni u sortiranim γδ T stanicama 

zdravih ispitanika  

 

Analiza genske ekspresije učinjena je s pomoću RT-qPCR metode. Prikaz međugenskih 

korelacijskih obrazaca prikazan je toplinskom kartom (Spearmanov koeficijent korelacije, 

CTRL). Statistički značajne korelacije (dvostrani P <0,05) označene su zelenom bojom. Sve 

RT-qPCR reakcije učinjene su s pomoću Applied Biosystems QuantStudio 5 i analizirane 

primjenom  QuantStudio Design & Analysis Software v 1.5.1. 

CTRL- kontrolna skupina ispitanika; CCR- kemokinski receptor s C-C motivom  (engl. C-C 

motif chemokine receptor); EOMES - od engl. Eomesodermin; IL (interleukin) 18; PLZF - od 

engl. promyelocytic leukemia zinc finger; RORC - od engl. retinoic-acid-receptor--related 

Orphan Receptor C; RUNX3 - od engl. runt-related transcription factor 3: T-bet - od engl. T-

box expressed in T cells koji se naziva još TBX21- od engl. T-box transcription factor.  
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Slika 5.11. Transkripcijski profil γδ T staničnog odjeljka u perifernoj krvi ispitanika 

oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanika  

 

Vektorski prikaz analize glavnih komponenti (PCA, od engl. Principal Component 

Analysis;) izražaj ispitivanih gena u združenom uzorku ispitanika oboljelih od vulgarne 

psorijaze (PV) i kontrolne skupine/skupine zdravih ispitanika (CTRL). Transkripcijski profili 

gena koji pozitivno koreliraju usmjereni su na istu stranu grafikona.  

CCR- kemokinski receptor s C-C motivom  (engl. C-C motif chemokine receptor); EOMES - od 

engl. Eomesodermin; IL (interleukin) 18; PLZF - od engl. promyelocytic leukemia zinc finger; 

RORC - od engl. retinoic-acid-receptor--related Orphan Receptor C; RUNX3 - od engl. runt-

related transcription factor 3: T-bet - od engl. T-box expressed in T cells koji se naziva još 

TBX21- od engl. T-box transcription factor.  
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Slika 5.12. Usporedni prikaz razlike među skupinama i korelacijskih odnosa genske 

ekspresije u sortiranim γδ T stanicama ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i 

kontrolne skupine ispitanika  

 

Vektorski prikaz analize glavnih komponenti (PCA, od engl. Principal Component 

Analysis;) izražaja ispitivanih gena kod ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze (PV) i 

kontrolne skupine/skupine zdravih ispitanika (CTRL). Transkripcijski profili gena koji 

pozitivno koreliraju usmjereni su na istu stranu grafikona. Rezultat prikazuje stupanj 

diskriminacije između usporednih skupina. Crvena točka  predstavlja pojedinca kontrolne 

skupine ispitanika, dok zeleni pravokutnik predstavlja pojedinca oboljelog od vulgarne 

psorijaze (PV).  

CCR- kemokinski receptor s C-C motivom  (engl. C-C motif chemokine receptor); EOMES - od 

engl. Eomesodermin; IL (interleukin) 18; PLZF - od engl. promyelocytic leukemia zinc finger; 

RORC - od engl. retinoic-acid-receptor--related Orphan Receptor C; RUNX3 - od engl. runt-

related transcription factor 3: T-bet - od engl. T-box expressed in T cells koji se naziva još 

TBX21- od engl. T-box transcription factor.  



   Rezultati 

73 

 

 

Slika 5.13. Usporedba razlike u ekspresiji ispitivanih gena sortiranih γδ T stanica  

ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanika  

 

 Vizualizacija izražaja gena γδ T staničnog odjeljka ispitanika oboljelih od vulgarne 

psorijaze (PV) i zdravih ispitanika (CTRL)  primjenom „Ridgeline“ grafičkog prikaza. Uz 

diferencijalno izražene prijepise (P <0,05, dvostrani Mann-Whitneyev test), P vrijednosti su 

podebljane. Svaki "|" oblik točke predstavlja rezultat mjerenja u jednom ispitaniku. Sve RT-

qPCR reakcije učinjene su s pomoću Applied Biosystems QuantStudio 5 i analizirane prmjenom  

QuantStudio Design & Analysis Software v 1.5.1. CCR- kemokinski receptor s C-C motivom  

(engl. C-C motif chemokine receptor); EOMES - od engl. Eomesodermin; IL (interleukin) 18; 

PLZF - od engl. promyelocytic leukemia zinc finger; RORC - od engl. retinoic-acid-receptor--

related Orphan Receptor C; RUNX3 - od engl. runt-related transcription factor 3: T-bet - od 

engl. T-box expressed in T cells koji se naziva još TBX21- od engl. T-box transcription factor.  

 

 S obzirom na heterogeni sastav perifernog γδ T staničnog odjeljka, koji se kako je 

opisano u poglavlju 5.4., različito oblikuje pod utjecajem istovjetnih bioloških čimbenika, bilo 

je za očekivati da će različiti udjeli sortiranih γδ T subpopulacija,  modulirati izražaj ispitivanih 

gena. Sukladno očekivanjima, na uzorku zdravih ispitanika, ekspresija gena ZBTB16 i IL18R, 

pozitivno je korelirala s perifernim udjelima CD3+γδTCRint (Slike 5.14. A) populacije, posebice 

s frekvencijom perifernih Vδ2+ (Slika 5.14. B) i γδTCRint Vδ2+ (Slika 5.14. C) stanica.  
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Slika 5.14. Povezanost promjene relativnih udjela perifernih γδ T subpopulacija s 

razinom ekspresije gena ZBTB16 i IL18R u sortiranim γδ T stanicama zdravih ispitanika  

Prikaz povezanosti promjene perifernih udjela CD3+γδTCRint, Vδ2+ i CD3+γδTCRint 

Vδ2+ i subpopulacija s promjenom ekspresije gena ZBTB16 i IL18R u sortiranim  γδT 

stanicama zdravih ispitanika. R predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Crna linija 

predstavlja linearni regresijski pravac. Zasjenjena regija pokazuje 95% interval pouzdanosti 

ZBTB16 – od engl. Zinc finger and BTB domain-containing protein 16 iliti PLZF; 

IL(interrleukin) 18; TCR - T stanični receptor (engl. T cell receptor). 
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Za razliku od gena ZBTB16 i IL18R čiji je broj prijepisa rastao s porastom CD3+γδTCRint, 

CD3+γδTCRint Vδ2+ i Vδ2+ populacija, ekspresija gena RORC koordinirano se povećavala s 

relativnim udjelom CD3+γδTCRint Vδ1+ podskupine stanica (Slika 5.15.), što ukazuje na 

potencijalno različite uloge ovih transkripcijskih čimbenika (engl. transcriptional factors, TFs) 

u oblikovanju različitih γδ T staničnih odjeljaka.  

 

  

 

 

Slika 5.15. Povezanost promjene relativnih udjela CD3+γδTCRintVδ1+ stanica s razinom 

ekspresije gena RORC u sortiranim γδ T stanicama zdravih ispitanika  

Prikaz povezanosti promjene perifernih udjela CD3+γδTCRintVδ1 staničnog odjeljka s 

promjenom ekspresije gena RORC u sortiranim  γδ T stanicama zdravih ispitanika. R 

predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Crna linija predstavlja linearni regresijski 

pravac. Zasjenjena regija pokazuje 95% interval pouzdanosti. TCR - T stanični receptor (engl. 

T cell receptor); RORC - od engl. retinoic-acid-receptor--related Orphan Receptor C. 

 

Zaključno, prikazani rezultati ukazuju na značajne promjene koje se u PV događaju već 

u ranim razvojnim stadijima, a vezane su uz reorganizaciju brojčanih udjela i transkriptoma 

perifernih γδ T subpopulacija.  

 

 Veličina odjeljaka CD4+ i DP MAIT stanica u perifernoj krvi muških ispitanika oboljelih 

od vulgarne psorijaze  

 

 Heterogenost citoma, prethodno zabilježena kod γδ T stanica, uočena je i unutar 

MAIT staničnog odjeljka. 
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Slika 5.16. Reprezentativni primjer analize MAIT stanica iz periferne krvi ispitanika 

oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanika metodom protočne 

citometrije.  

Prikaz strategije susljednog otvaranja prozora te postavljanja gate-ova s ciljem 

izdvanja MAIT stanica. A) Jednostruke stanice (tzv. singlets) izdvojene su analizom FSC-A i 

FSC-H parametara. Među singlet stanicama, žive su izdvojene s pomoću bojenja FVD, a 

limfociti su identificirani na temelju veličine i granuliranosti(forward scatter area (FSC-A) i 

side scatter area (SSC-A). Periferne linije limfocita T definirane kao CD3+ stanice, razdvojene 

su na temelju površinske ekspresije CD4 i CD8 staničnih biljega i podijeljene u četiri osnovna 

razreda CD4+, CD8+, DP ili DN. B) i C) koja su nadalje analizirana s obzirom na ekspresiju 

MR1-teramera i TCRVα7.2 receptora. FVD – fiksabilna boja za vijabilnost (od engl. fixable 

viability dye); DP - dvostruko pozitivni; DN  -  dvostruko negativni; PE-Cy7 - od 

engl.  phycoerythrin coupled with cyanine dye (Cy7) označeno protutijelo usmjereno na CD4; 

PerCP - od engl. peridinin chlorophyll protein označeno protutijelo usmjereno na CD8; 

TCR  -  T stanični receptor (engl. T cell receptor); PE - fluorescentnim protienom porijeklom 

iz crvenih algi (engl. phycoerythrin) označeno protutijelo usmjereno na TCRVα7.2; APC - 

fluorescentnim proteinom porijeklom iz crvenih algi (engl. allophycocyanin) označeno 

protutijelo usmjereno na MR1. Sve analize provedene su na protočnom citometru BD FACS 

Canto II i analizirane primjenom Flow Logic programa. 
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. U namjeri da se precizno identificiraju sve MAIT subpopulacije, imunofenotipizacija 

protočnom citometrijom učinjena je nakon obilježavanja stanica s MR1-5-OP-RU tetramerom 

u kombinaciji s CD3+, CD4+, CD8+ i TCRVα7.2 monoklonalnim protutijelima. Na osnovi 

dobivenih rezultata imunofenotipizacije, identificirana su četiri osnovna razreda MAIT stanica 

(CD4+, CD8+, DP ili DN) (Slika 5.16. A i B) koji su nadalje analizirani s obzirom na ekspresiju 

MR1-teramera i TCRVα7.2 receptora, slijedom čega su unutar svakog razreda identificirane 

sljedeće podvrste: MR1-5-OP-RU-tet+TCRVα7.2+(MAIT) stanice, MR1- tet+TCRVα7.2- 

(atipične MR1-reaktivne T stanice) (208), MR1-tet-TCRVα7.2+ i MR1-tet-TCRVα7.2-stanice. 

Zabilježeni udjeli kanonskih MR1-tet+TCRVα7.2+ i atipičnih MR1-tet+TCRVα7.2- podvrsta 

unutar svakog razreda prikazani su u Tablici 5.11.  

 

Tablica 5.11. Zastupljenost kanonskih i atipičnih perifernih T stanica spregnutih s MR1 

u perifernoj krvi ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i kontroloj skupini ispitanika  

 

    

 PV (%) CTRL (%) Mann-

Whitney P 

N (M/Ž) 21 (14/7) 22 (16/6) 0.75 ** 

CD3+MR1-tet+TCRVα7.2+ 

CD4-CD8- 0.14 (0.04-0.28) 0.13 (0.08-0.38) 0.636 

CD4-CD8+ 1.6 (0.9-2.5) 2.1 (1.2-3.6) 0.22 

CD4+CD8+ 0.03 (0.009-0.05) 0.04 (0.02-0.08) 0.106 

CD4+CD8- 0.01 (0.006-0.026) 0.02 (0.006-0.13) 0.17 

Svi 1.8 (1.1-3.1) 2.3 (1.3-4.2) 0.185 

CD3+MR1-tet+TCRVα7.2- 

CD4-CD8- 0.003 (0.0007-0.0084) 0.005 (0.003-0.011) 0.091 

CD4-CD8+ 0.025 (0.013-0.034) 0.026 (0.015-0.059) 0.504 

CD4+CD8+ 0.0022 (0.001-0.0042) 0.0014(0.0006-0.0028) 0.324 

CD4+CD8- 0.024 (0.014-0.034) 0.023 (0.01-0.038) 0.706 

Svi 0.06 (0.04-0.084) 0.06 (0.034-0.12) 0.504 

PV - skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobi i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; Ž – ženski ispitanici. 

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su Mann-

Whitney U-testom ili, a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 
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 Cirkulirajuće MR1-tet+TCRVα7.2+ T stanice zdravih ispitanika najčešće su izražavale 

CD8+ ili DN koreceptorski profil, dok je samo manjina pripadala skupini DP ili CD4+ MAIT 

stanica (Slika 5.16. C i Tablica 5.11.). U odnosu na ženske ispitanice, muški ispitanici imali su 

značajno smanjeni udio MR1-tet+TCRVα7.2+ stanica unutar CD8+ frakcije perifernih MAIT 

stanica (Tablica 5.12.), što se podudara s prethodnim izvješćima o višim udjelima MAIT stanica 

kod žena u odnosu na muškarce jednake dobi (154).  

 

Tablica 5.12. Udio MR1-tet +TCRVα7.2+ stanica  unutar CD8+ frakcije perifernih MAIT 

stanica nakon raspodjele po spolu u združenom uzorku ispitanika oboljelih od vulgarne 

psorijaze i kontrolne skupine ispitanika  

    

 PV (%) + CTRL (%) Mann-

Whitney 

P N 
M (30) Ž (13) 

CD3+MR1-tet+TCRVα7.2+ 

 4,3 (2,6 - 6) 6,4 (3,5 - 12) 0.049 

 
PV - skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobi i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici; Ž – ženski ispitanici. 

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su Mann-

Whitney U-testom, a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 

 

 Analizom relativnih udjela MAIT stanica kod zdravih i oboljelih ispitanika, značajne 

razlike nisu zabilježene (podaci nisu prikazani). Međutim, u odnosu na zdrave muške ispitanike, 

kod oboljelih osoba muškog spola, uočeno je značajno smanjenje frekvencije 

CD4+  MR1- tet+TCRVα7.2+  i DP MR1- tet+TCRVα7.2+ (Tablica 5.13.) stanica unutar frakcije 

CD3+ T limfocita.  

 Uz to, zabilježena je i inverzna korelacija između relativnih udjela 

DP  MR1+TCRVα7.2 + i CD3+γVδ1-δ2-TCR limfocita [ρ (PV + CTRL) = - 0,39, p = 0,024, 

N  =  34, PV + CTRL ], sugerirajući istodobnu promjenu dviju različitih prirođenih populacija 

vezanih uz PV.  

 Usporednom analizom preostalih staničnih MAIT podvrsta u ukupnom ili po spolu 

stratificiranom uzorku (muški ispitanici) oboljelih i zdravih ispitanika, značajna razlika nije 

zabilježena.  
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Tablica 5.13. Promjene relativnih udjela MR1- tet +TCRVα7.2+ stanica u perifernoj krvi 

muških ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine muških ispitanika  

 PV (%) CTRL (%) Mann-

Whitney 

P 
N (M) 

14 16 

CD3+MR1-tet+TCRVα7.2+ 

CD4+CD8-  0,007 (0,005-0,025) 0,034 (0,012-0,135) 0.017 

CD4+CD8+ 0,015 (0,008-0,032) 0,038 (0,022- 0,096) 0.032 

PV - skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze; CTRL – skupina kontrolnih, po dobi i spolu uparenih 

ispitanika; N – broj ispitanika; M – muški ispitanici.  

Podaci su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR), razlike između skupina testirane su Mann-

Whitney U-testom, a p<0,05 se smatralo statistički značajno. 

    

 

 Udio atipičnih MR1-spregnutih MAIT stanica u perifernoj krvi ispitanika oboljelih od 

vulgarne psorijaze  

 

 U sljedećem koraku, učinjena je analiza perifernih udjela atipičnih MR1-spregnutih 

MAIT stanica koje ne izražavaju klasičnu varijantu TCR α-lanca, pa su slijedom navedenog 

nazvane atipičnim ili MR1-tet+TCRVα7.2- stanicama. Sukladno ranijim izvještajima vezanim 

uz ljudsku populaciju atipičnih MR1-spregnutih MAIT stanica (150), većina cirkulirajućih 

MR1-tet+TCRVα7.2- T stanica u našim uzorcima zdravih kontrola (Tablica 5.11.) bile su CD8+ 

ili CD4+ koreceptorskog statusa, a samo je manjina izražavala DN ili DP profil.  

 Značajna razlika u relativnom udjelu atipičnih MAIT stanica između oboljelih i 

zdravih ispitanika nije zabilježena. Međutim, periferne frekvencije atipičnog 

CD3+  MR1- tet+TCRVα7.2- odjeljka kod oboljelih ispitanika značajno su se smanjivale s 

porastom serumske razine IL-18 (Slika 5.17. A), pri čemu su CD4+ (Slika 5.17. B) i DP (Slika 

5.17. C) podskupine atipičnih MR1-tet+TCRVα7.2- T linija bile najvećim dijelom odgovorne 

za primijećeni učinak. Povezanost promjene relativnih udjela atipičnih MAIT linija s dobi, 

spolom, CMV ili BMI statusom, međutim nije zabilježena (podaci nisu prikazani). 
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Slika 5.17. Utjecaj serumskih vrijednosti IL-18 na promjenu udjela atipičnih MR1-

spregnutih Vα7.2- T stanica u perifernoj krvi ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze  

 

Prikaz utjecaja serumskih razina IL-18 na udjele atipičnih MR1-spregnutih Vα7.2-  T 

stanicama u perifernoj krvi oboljelih od vulgarne psorijaze A) unutar CD3+, B) CD4+i C) DP 

staničnog odjeljka. R predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Crna linije predstavlja 

linearni regresijski pravac. Zasjenjena regija pokazuje 95% interval pouzdanosti. TCR - T 

stanični receptor (engl. T cell receptor); IL(interrleukin) 18; MR1  -  molekula povezana s 

MHC I (engl. Major Histocompatibility Complex I-related gene protein). 
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 Transkripcijski profil cirkulirajućih MR1-tet +TCRVα7.2+ MAIT stanica u oboljelih od 

vulgarne psorijaze  

 

 Za analizu transkripcijskog profila MAIT stanica, odabrani su uzorci RNA izolirani 

iz sortiranih, klasičnih CD3+MR1-tet+TCRVα7.2+ MAIT limfocita. S obzirom na  razvojne i 

funkcionalne sličnosti MAIT i γδ T stanica (207), istražili smo iste ciljane gene ex vivo 

primjenom RT-qPCR metode (Slika 5.18.). Nalik na međugenske korelacijske obrasce 

zabilježene kod γδ T stanica, ekspresija gena vezanih uz razvoj prirođenih obilježja (ZBTB16, 

RUNX3, IL18R) pozitivno je korelirala s ekspresijom gena TBX21 i CCR6 (Slika 5.18. i Slika 

5.19.)  

 Među diferencijalno izraženim genima (Slika 5.20), bili su transkripti čiji produkti 

sudjeluju u kontroli tip 17 imunosnog odgovora (RORC, CCR6), udomljavanju MAIT stanica 

u upalnim tkivima (CCR6), razvoju memorijskog fenotipa i citotoksičnog kapaciteta (EOMES). 

Sukladno nabrojanom, u usporedbi s transkripcijskim profilom MAIT stanica zdravih kontrola, 

MAIT stanice oboljelih od vulgarne psorijaze imale su značajno povećanu ekspresiju gena 

RORC, uz značajno snižene udjele EOMES transkripata, ukazujući na međusobno isključive 

regulacijske učinke koji se uspostavljaju između ova dva transkripcijska čimbenika prilikom 

diferencijacije Tc17 limfocita i T stanica čija je aktivacija vezana uz prepoznavanje specifičnih 

metabolita bakterijske sinteze riboflavina (209, 210) 

 Zanimljivo, ekspresija CCR6 kemokinskog receptora, koji kontrolira izlazak 

prirođenih T limfocitnih linija iz timusa i usmjerava ih ka tkivima, bila je snižena u MAIT 

stanicama oboljelih od PV. Važnost ovog nalaza, kao i ulogu smanjene genske ekspresije CCR6 

u MR1-spregnutim MAIT stanicama kod PV oboljelih, tek treba razjasniti.  

 Značajne korelacije između transkripcijskih profila ispitivanih gena te dobi, spola, 

BMI ili CMV statusa, razine serumskih citokina i kemokina,  PASI skale ili perifernih udjela 

CD4+ i CD8+ MAIT subpopulacija nisu zabilježene.   

 Zabilježeni podaci na razini transkriptoma perifernih prirođenih linija, ukazuju na 

značajne promjene koje se u ranim stadijima bolesti razvijaju paralelno, ali na način koji se 

bitno razlikuje između γδ i MAIT staničnih populacija. 
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Slika 5.18. Međugenski korelacijski obrasci zabilježeni u sortiranim MAIT stanicama 

zdravih ispitanika  

 

Analiza genske ekspresije učinjena je s pomoću RT-qPCR metode. Prikaz međugenskih 

korelacijskih obrazaca prikazan je toplinskom kartom (Spearmanov koeficijent korelacije, 

CTRL). Statistički značajne korelacije (dvostrani P <0,05) označene su zelenom bojom. Sve 

RT-qPCR reakcije učinjene su s pomoću Applied Biosystems QuantStudio 5 i analizirane 

primjenom  QuantStudio Design & Analysis Software v 1.5.1. 

CTRL- kontrolna skupina ispitanika; CCR- kemokinski receptor s C-C motivom  (engl. C-C 

motif chemokine receptor); EOMES - od engl. Eomesodermin; IL (interleukin) 18; PLZF - od 

engl. promyelocytic leukemia zinc finger; RORC - od engl. retinoic-acid-receptor--related 

Orphan Receptor C; RUNX3 - od engl. runt-related transcription factor 3: T-bet - od engl. T-

box expressed in T cells koji se naziva još TBX21- od engl. T-box transcription factor.  
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Slika 5.19. Transkripcijski profil MAIT staničnog odjeljka u perifernoj krvi ispitanika 

oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanika  

 

 Vektorski prikaz analize glavnih komponenti (PCA, od engl. Principal Component 

Analysis;) izražaj ispitivanih gena u združenom uzorku ispitanika oboljelih od vulgarne 

psorijaze (PV) i kontrolne skupine/skupinezdravih ispitanika (CTRL). Transkripcijski profili 

gena koji pozitivno koreliraju usmjereni su na istu stranu grafikona. 

CCR- kemokinski receptor s C-C motivom  (engl. C-C motif chemokine receptor); EOMES - od 

engl. Eomesodermin; IL (interleukin) 18; PLZF - od engl. promyelocytic leukemia zinc finger; 

RORC - od engl. retinoic-acid-receptor--related Orphan Receptor C; RUNX3 - od engl. runt-

related transcription factor 3: T-bet - od engl. T-box expressed in T cells koji se naziva još 

TBX21- od engl. T-box transcription factor.  
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Slika 5.20. Usporedba razlike u ekspresiji ispitivanih gena sortiranih MAIT stanica 

ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i kontrolne skupine ispitanika   

 

Vizualizacija izražaja gena MAIT staničnog odjeljka ispitanika oboljelih od vulgarne 

psorijaze(PV) i zdravih ispitanika (CTRL) primjenom „Ridgeline“ grafičkog prikaza. Uz 

diferencijalno izražene prijepise (P  <0,05, dvostrani Mann-Whitneyev test), P vrijednosti su 

podebljane. Svaki "|" oblik točke predstavlja rezultat mjerenja u jednom ispitaniku. Sve RT-

qPCR reakcije učinjene su s pomoću Applied Biosystems QuantStudio 5 i analizirane prmjenom  

QuantStudio Design & Analysis Software v 1.5.1. 

CCR- kemokinski receptor s C-C motivom  (engl. C-C motif chemokine receptor); EOMES - od 

engl. Eomesodermin; IL (interleukin) 18; PLZF - od engl. promyelocytic leukemia zinc finger; 

RORC - od engl. retinoic-acid-receptor--related Orphan Receptor C; RUNX3 - od engl. runt-

related transcription factor 3: T-bet - od engl. T-box expressed in T cells koji se naziva još 

TBX21- od engl. T-box transcription factor.  
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 RASPRAVA 

 

Unatoč brojnim studijama na animalnim modelima, specifični udjeli i migracijski 

obrasci humanih γδ T limfocita i MR1+ populacija, kao i povezanost promjene njihovih 

frekvencija s težinom i obilježjima vulgarne psorijaze još uvijek su nedovoljno razjašnjeni. 

Jednako tako u potpunosti je nepoznato kako promjene linijski specifičnih transkripcijskih 

čimbenika i površinskih receptora MAIT i γδ T stanica utječu na inicijaciju i progresiju 

oboljenja. 

  U okviru ove doktorske disertacije prikazani su periferni udjeli, fenotipska raznolikost 

i transkripcijski profili površinskih receptora i transkripcijskih čimbenika u kontroli razvoja i 

funkcije γδ i MR1-spregnutih T stanica, koji se već, kod terapijski naivnih, blago do srednje 

teško oboljelih pacijenata od psorijaze značajno razlikuju u odnosu na zdrave ispitanike. Uočeni 

su i značajni učinci dobi, BMI statusa te prethodne izloženosti CMV infekciji, koji uz psorijazu, 

značajno oblikuju periferni sastav i udio pojedinih subpopulacija γδ T i MAIT stanica. 

Dobiveni rezultati ukazuju na važnost interpretacije kvantitativnih i kvalitativnih 

promjena različitih, cirkulirajućih MAIT i γδ T  limfocita unutar kliničkog konteksta, uzimajući 

u obzir niz egzogenih i endogenih čimbenika koji moduliraju njihov sastav u perifernoj krvi. 

Jedino na taj način moguće je na adekvatan, nepristran način protumačiti zabilježene razlike 

između oboljelih i zdravih ispitanika te procijeniti ulogu MAIT i γδ T  limfocita u nastanku i 

razvoju imunološki posredovanih bolesti, u ovom slučaju psorijaze.  

 

 Osvrt na odabir ispitanika te usklađenost ispitivanih skupina s obzirom na demografske, 

kliničko-antropometrijske i biokemijske karakteristike 

 

Detaljna anamneza te upitnik, kojeg su svi ispitanici ispunili, omogućili su adekvatan 

probir ispitanika prema prethodno navedenim uključnim i isključnim kiterijima. Analiza 

demografskih, kliničko-antropometrijskih i biokemijskih obilježja oboljelih od PV i CTRL 

ispitanika potvrdila je usklađenost skupina prema dobi, spolu, BMI statusu i vrijednostima 

izmjerenih laboratorijskih parametara (hsCRP, SE, KKS, jetrenih i bubrežnih parametara). 

Također, usporedbom biljega akutne infekcije ili ranijeg kontakta s HBV, HCV i CMV 

virusima, i bakterijom M. tuberculosis, statistički značajnih razlika između PV i CTRL 

ispitanika nije bilo. Iz navedenog, vidljiva je koherentnost između uspoređenih skupina čime je 

isključen poznati, potencijalno zbunjujući utjecaj spola, dobi, BMI, te virusnih i bakterijskih 

infekcija na pojavu i interpretaciju razlika zabilježenih između PV i CTRL skupine. 
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 Utjecaj spola, CMV statusa i PV statusa ispitanika na udjele cirkulirajućih CD3+, 

CD3+CD4+ i CD3+CD8+ limfocita T  

 

Promatrajući CD3+ limfocite samo na osnovi izraženosti glikoproteina CD4 i CD8, kod 

oboljelih od PV zabilježen je povećan broj perifernih CD3+CD4+ limocita T, dok je udio  

CD3+CD8+ stanica bio snižen u odnosu na zdrave kontrole. Udio CD3+CD4+  limfocita T 

također je bio povećan u PV ispitanika muškog spola, dok je u združenom uzorku (PV + CTRL) 

porast CD3+CD8+ udjela zabilježen u CMV seropozitivnih osoba.  

Do sada su učinjena brojna istraživanja uloge T limfocita u psorijazi. Slijedom 

navedenog, Langewouters i suradnici proučavali su povezanost težine PV s perifernim udjelima 

i sastavom T limfocitnih populacija i NKT stanica (211). Uočili su statistički značajno 

povećanje obje T limfocitne populacije, posebice porast udjela CD4+ stanica kod osoba sa 

srednje teškim do teškim oblikom psorijaze (PASI ≥ 12), uz nepromijenjen omjer relativnih 

udjela CD4+ i CD8+ limfocita (211). Povećan udio CD4+ limfocita bio je međutim praćen, 

statistički nepotvrđenim, smanjenjem CD8+ limfocita kod osoba s blagim oblikom bolesti 

(211), što je nalik numeričkoj dinamici CD4+ i CD8+ stanica koja je zabilježena u našoj 

populaciji ispitanika s blagim oblikom oboljenja (PASI Me: 7.7 (5.5-12.5)). U odnosu na 

istraživanje Langewouthers i suradnika (211), u studiji predmetne doktorske disertacije, 

skupine PV i CTRL ispitanika bile su nešto veće i stoga potencijalno kadre zabilježiti ne samo 

značajne razlike u frekvenciji perifernih CD4+, već i CD8+ T stanica. Pri interpretaciji rezultata 

treba, također, uzeti u obzir i utjecaj spola na sastav perifernog T staničnog odjeljka, koji je kod 

zdravih osoba ženskog spola obogaćen udjelom CD4+ T stanica, a kod zdravih muškaraca 

udjelom CD8+ limfocita (212). U tom kontekstu, s obzirom na predominaciju muških ispitanika 

u našim dobno i spolno usklađenim PV i CTRL skupinama, zabilježeno povećanje CD4+ i 

smanjenje CD8+ razreda naglašava ulogu PV u oblikovanju perifernih T limfocitnih populacija. 

Primjenom višeparametrijske protočne citometrije Kagami i suradnici također su u PV oboljelih 

zabilježili povećane numeričke vrijednosti CD4+ stanica koje izražavaju specifični površinski 

CCR6+IL-23R+CD161+ i unutarstanični citokinski IL17A+IL-22+IFN- γ+TNF-α+ profil (118). 

Sukladno ranijim nalazima, smanjenje perifernih udjela CD3+CD8+ u našim PV ispitanicima 

potencijalno odražava njihovo povećano udomljavanje u koži (121, 211, 212), iako i drugi 

biološki čimbenici poput virusnih infekcija (215) mogu utjecati na njihove periferne udjele, 

kako je demonstrirano na združenom uzorku (PV + CTRL) CMV seropozitivnih osoba koje, u 

odnosu na CMV seronegativne ispitanike, posjeduju povećane udjele CD3+CD8+  T limfocita.   
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 Citokinska i kemokinska „mreža“  

 

Analizirajući serumske razine citokina, kemokina i kemokinskih liganada (IL-17A / F, 

IL-23, IL- 18, CCL20 i CCL27) kod ispitanikâ s blagim oblikom bolesti i zdravih kontrola, 

značajne razlike među skupinama nisu zabilježene, što potvrđuje slabu vezu između ispitivanih 

serumskih citokina i promjena na koži, što je u skladu s rezultatima drugih studija, čak i u 

uzorku ispitanika s težim oblicima vulgarne psorijaze (216 – 219).  

 

 Relativni udjeli, fenotipska raznolikost i čimbenici koji oblikuju odjeljak γδ T stanica u 

krvi oboljelih od vulgarne psorijaze  

 

 γδ T limfociti čine glavninu IL-17+ imunosnih populacija koje naseljavaju dermalne 

slojeve lezijske kože (200). Te se dermalne populacije održavaju lokalnom proliferacijom 

(220), primaju „upute“ od prekursorskih stanica u cirkulaciji (221) i imaju sposobnost migracije 

koja im omogućava sudjelovanje u upalnim procesima na udaljenim mjestima (222). Cjeloviti 

repertoar γδ T stanica ljudske kože i krvi još uvijek nije utvrđen. Nedavno je, međutim, u 

ljudskim γδ T krvnim populacijama uočeno nekoliko različitih γδ T zajednica, koje se mogu 

razlikovati temeljem γδTCR i CD3 površinske ekspresije (γδint i γδhi), vrste δ-lanca T staničnog 

receptora (Vδ2+ i Vδ2-), proizvodnji upalnih citokina (Th1-nalik, Th17-nalik) i 

transkripcijskom profilu (PLZFhi vs PLZFloGATA3+T-betlo) (172). Međutim, uloga navedenih 

heterogenih γδ subpopulacija u razvoju PV nerazjašnjena je.  

Analizom γδTCR i CD3 površinskih biljega, najprije su jasno definirane najmanje dvije 

γδ T subpopulacije; veća frakcija CD3+γδTCRint stanica s umjerenim izražajem γδTCR 

molekula te manji udio CD3+γδTCRhi limfocitnih vrsta s visokom površinskom ekspresijom 

γδTCR. S obzirom na izbor δ lanca, većina CD3+γδTCRint stanica izražavala je Vδ2 lanac, a 

CD3+γδTCRhi stanice dominantno su koristile Vδ1. Zabilježena raspodjela δ lanaca unutar 

različitih γδ T staničnih odjeljaka bila je velikim dijelom u skladu s istraživanjem Venkena i 

suradnika (172). 

Analizom čimbenika koji potencijalno mogu utjecati na brojčane oscilacije i 

preraspodjelu γδ T subpopulacija u perifernoj krvi, uočena je značajna povezanost između 

perifernih udjela CD3+γδTCRhi stanica te CMV i BMI statusa. Sukladno navedenom, kod CMV 

seropozitivnih osoba, u odnosu na CMV seronegativne ispitanike, zabilježeno je povećanje 

CD3+γδTCRhi subpopulacije, čija se brojnost pak smanjivala porastom BMI vrijednosti. Važno 
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je naglasiti i rezultat koji uz, δ1+ subpopulacije, potvrđuje ulogu i δ1- δ2- T stanica u obrani od 

CMV infekcije. Iz navedenih rezultata vidljivo je da susret s CMV virusom predstavlja jedan 

od važnih čimbenika koji oblikuju numeričke udjele pojedinih limfocitnih subpopulacija 

uključujući i odjeljak γδ T stanica. Rezultati ovog istraživanja sukladni su rezultatima 

Kallemejin i suradnika (185) te Knight i suradnika (223) koji opisuju povećane udjele δ1+ te δ1-

δ2- T stanica u CMV seropozitivnih osoba koje svojom životnom dobi podsjećaju na našu 

skupine ispitanika. U prilog antiviralne uloge γδ T staničnog odjeljka govori i studija koja 

opisuje oligoklonalnu ekspanziju  Vγ9-Vδ1+, Vγ9-Vδ2+ i Vγ9-Vδ3+ stanica prilikom in uterine 

CMV infekcije fetusa (224). Zanimljivo, neonatalna CMV infekcija uzrokuje ekspanziju i 

Vγ8+Vδ1+ stanica koje nisu detektirane izvan neonatalnog razdoblja (190).  

Osim CMV infekcije, perifernim udjelima γδ T stanica upravljaju i sterilni upalni uvjeti 

koji se razvijaju kod pretilih osoba. U tom kontekstu, inverzna korelacija zabilježena između 

CD3+γδTCRhi stanica i BMI indeksa u skladu je s opisanom ulogom γδ T stanica u masnom 

tkivu (173). Izuzev utjecaja CMV statusa i BMI vrijednosti, zabilježen je i utjecaj akutnog 

upalnog opterećenja (vrijednosti hsCRP-a) koje su negativno korelirale s udjelom 

CD3+γδTCRhi stanica.  

 Nakon analize bioloških čimbenika koji utječu na preraspodjelu perifernih γδ T 

subpopulacija, analizirane su razlike u brojčanim udjelima γδ T stanica u odnosu na zdravi, 

odnosno oboljeli status ispitanika. Slijedom navedenog, u odnosu na zdrave kontrole, kod 

oboljelih od psorijaze zabilježen je povećan udio rijetkih cirkulirajućih, CD3+γTCRhi Vδ2 i 

CD3+γVδ1- δ2- TCRint T stanica. Važno je napomenuti da se skupine oboljelih i zdravih 

ispitanika nisu razlikovale u odnosu na ranije opisane čimbenike (dob, CMV i BMI status te 

spol), koji utječu na numeričku dinamiku γδ T stanica. Povećani udjeli CD3+γVδ1- δ2- TCRint u 

perifernoj krvi oboljelih pozitivno koreliraju s PASI vrijednostima i vjerojatno dijelom 

odražavaju promjene vezane uz progresiju psorijaze. Zanimljivo je napomenuti statistički 

značajnu razliku u serumskim vrijednostima hsCRP koja se pojavljuje usporedbom dijela 

populacije oboljelih i zdravih ispitanika. CRP je upalni biomarker čiju proizvodnju u 

hepatocitima potiče IL-6 (225), jednan od inicijalnih proupalnih citokina u psorijazi, koji 

također pozitivno korelira s PASI vrijednostima (226).      

Zabilježene promjene frekvencijskih udjela CD3+γδTCRhiVδ2 i 

CD3+γδTCRint  Vδ1- δ2-  subpopulacija kod oboljelih nisu u skladu s istraživanjem Laggner i 

suradnika (196), koji su zabilježili smanjenje udjela Vγ9Vδ2+ stanica u perifernoj krvi osoba 

oboljelih od psorijaze. U njihovoj populaciji oboljelih, Laggner i suradnici primijetili su da 
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PASI vrijednosti inverzno koreliraju s frekvencijom Vγ9Vδ2+ stanica u perifernoj krvi (196). 

Važno je, međutim, naglasiti da su u okviru studije Laggner i suradnikâ, bili obuhvaćeni 

terapijski obrađeni, stariji bolesnici s težom kliničkom slikom, bez podataka o CMV i BMI 

statusu, što otežava izravnu usporedbu rezultata. Guggino i suradnici, u krvi oboljelih od 

psorijatičnog artritisa bilježe pak ekspanziju perifernih γδ T stanica efektorskog memorijskog 

fenotipa koje izražavaju Vδ2+ varijante T staničnog receptora (227). Smatra se da memorijske 

linije imunoloških stanica, konkretno γδ T stanica, sudjeluju u pojavi relapsa, odnosno povrata 

kožnih promjena na istim podučjima nakon prestanka terapije (171). Razlike između rezultata 

pojedinih istraživanja, potencijalno se dijelom mogu objasniti razlikama u nezabilježenim 

varijacijama egzogenih i endogenih bioloških čimbenika koji zajedno s upalnim procesima 

vezanim uz bolest, upravljaju promjenama kvantitativnih udjela γδ T staničnog odjeljka. 

Varijabilnosti rezultata zasigurno pridonosi i izrazita heterogenost γδ T populacije, uključujući 

i Vγ9Vδ2 podvrstu, koju, sudeći po rezultatima RNA sekvenciranja pojedinačne stanice 

(engl.  single-cell RNA sequencing, scRNA-seq), izgrađuje više transkripcijski i funkcijski 

različitih γδ1 i γδ17 stanica (228).  

Naši rezultati također, ukazuju na potencijalno važnu ulogu, dosad neopisanih 

CD3+γVδ1- δ2- TCRint T  stanica u psorijazi, koje u ovom trenutku obuhvaćaju nedefinirani skup 

stanica, sastavljen od jedne ili više netestiranih vrsta γδ T staničnih linija. U tom kontekstu, 

važno je izdvojiti Vδ3+ subpopulaciju, koja čini 0,2% cirkulirajućih γδ T stanica, i zajedno s 

Vδ4+, Vδ5+, Vδ6+, Vδ7+ i Vδ8+ stanicama, potencijalno čini dio patogenog Vδ1- δ2- odjeljka u 

psorijazi (171). Navedene stanice prepoznaju lipidne antigene u kompleksu s CD1d 

neklasičnim molekulama nalik MHC I varijantama prezentirajućih molekula te moduliraju 

imunološki odgovor oslobađajući Th1 (IFN-γ, TNF-α), Th2 (IL-4, IL-10 ) i Th17 (IL-17) 

citokine ključne za nastanak i razvoj vulgarne psorijaze. Na ovaj način, Vδ1- δ2- subpopulacije 

γδ  T stanica pospješuju sazrijevanje DC (229) i potiču aktivaciju adaptivnih linija imunosti, a 

poznato je i da posreduju raznolike antivirusne i antitumorske učinke (230). Jasno 

razumijevanje najranijih promjena u γδ citomu u krvi oboljelih od psorijaze još uvijek nam, 

međutim, nedostaje i zahtijeva nastavak istraživanja heterogenih γδ T subpopulacija. 
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 Relativni udjeli, fenotipska raznolikost i čimbenici koji oblikuju odjeljak MAIT stanica 

kod oboljelih od vulgarne psorijaze 

 

Heterogeni fenotipski obrasci zabilježeni su i u populaciji MAIT stanica. U ukupnom 

ispitivanom uzorku zdravih ispitanika uočeni su očekivani frekvencijski udjeli MAIT 

subpopulacija; pa su tako CD8+ i DN činili veće, a DP i CD4+ manje numeričke frakcije 

perifernih MAIT linija (208).  

Nakon preraspodjele svih ispitanika (PV+CTRL) u odnosu na spol, zabilježen je 

smanjeni udio perifernih CD8+MR1- tet+TCRVα7.2+ stanica kod osoba muškog spola, u 

usporedbi s ženskim ispitanicama iste dobi, što je u skladu s dosad zabilježenim spolno 

uvjetovanim numeričkim oscilacijama MAIT stanica (154).  

 Usporedbom zdravih i oboljelih ispitanika muškog spola, u perifernoj krvi oboljelih 

zabilježeno je značajno smanjenje rijetkih CD4+MR1-tet+TCRVα7.2+ i  

CD4+ CD8+ MR1- tet+TCRVα7.2+ T stanica. Opisane razlike nisu uočene na razini ukupne 

populacije oboljelih i zdravih ispitanika, i nisu bile vezane uz promjene PASI vrijednosti. 

Humane MR1-spregnute αβ T stanice pokazuju funkcionalnu i kompozicijsku heterogenost 

(147,149,206) čime je imunološki odgovor podložan oblikovanju odnosno plastičnosti. U 

okviru ranijih studija MAIT su stanice istraživane u kontekstu psorijaze (163) i psorijatičnog 

artritisa (168), u uzorcima kože, odnosno sinovijalnoj tekućini, uz primjenu CD161 i IL-18Rα 

surogat biljegâ koji relativno precizno odražavaju CD8+ i DN MAIT populacije, ali su u 

potpunosti neprikladni za analize CD4+ i DP MAIT vrsta (231). Slijedom navedenog, 

Tenuissen i suradnici pratili su promjene brojčanih udjela CD8+CD161+ TCRVα7,2+  MAIT 

stanica u uzorcima kože oboljelih i zdravih ispitanika (163). Značajne razlike u brojnosti CD8+ 

MAIT linija među skupinama nisu zabilježene (163), ali je točan broj, kao i stvarni doprinos 

ostalih MR1-spregnutih, tkivnih ili krvnih MAIT podskupina u PV ostao nerazjašnjen. S druge 

strane, kod oboljelih od psorijatičnog artritisa, tzv. bolesti unutar bolesti psorijaze, 

Raychaudhuri i suradnici bilježe smanjenu frekvenciju cirkulirajućih MAIT stanica, uz 

istovremeno povećanje frekvencije MAIT stanica u sinovijalnoj tekućini (168). Važno je 

napomenuti da se rezultati oba istraživanja temelje na imunofenotipizaciji MAIT stanica 

analizom površinske ekspresije TCRVα7.2 zajedno s CD161 i IL-18Rα surogat biljezima, koji 

neprecizno odražavaju udjele svih MAIT subpopulacija (231). Osim činjenice da se navedeni 

surogat biljezi pronalaze i na drugim T stanicama, njihova je površinska ekspresija podložna 

promjenama pod utjecajem normalnih fizioloških procesa te patoloških stanja. Primjerice, u 

perifernoj krvi žena reproduktivne dobi tijekom plodnih razdoblja zamijećen je povećani broj 
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TCRVα7.2+ subpopulacija T limfocita (154). Broj MAIT stanica, posebice kanonskih CD8+ i 

DN (CD4-CD8-) subpopulacija, također, opada sa starenjem (154, 232, 233), potencijalno kao 

posljedica fiziološke involucije timusa te izloženosti organizma djelovanju egzogenih 

čimbenika (npr. virusnih infekcija) (154,234). U skladu s navedenim, kao odgovor na razne 

(auto) upalne (165 – 167) i infektivne procese (235) kod odraslih je zabilježeno smanjenje 

kanonskih CD4- CD8+ i CD4-CD8- MAIT frakcija. Uz navedeno, različiti stadiji diferencijacije 

MAIT stanica te stanja aktivacije također mogu utjecati na izražaj pojedinih surogat 

biljega  (235 – 237). Slijedom opisanog, rezultati ranijih studija odražavaju dio promjena koje 

se događaju unutar MAIT odjeljka tijekom psorijaze ili psorijatičnog artritisa, bez jasnog osvrta 

na druge biološke čimbenike koji utječu na brojčanu dinamiku MAIT stanica u krvi ili koži. 

Rezultati ostvareni u okviru ove studije nadopunjavaju ranije spoznaje i pružaju dokaze o 

promjenama rijetkih cirkulirajućih CD4+ CD8- MR1-tet+ i  CD4+ CD8+ MR1- tet+ MAIT 

populacija kod muških oboljelih ispitanika, pri čemu veće numeričke frakcije MR1-spregnutih 

CD4- CD8+ MR1- tet+ i CD4- CD8- MR1- tet+ MAIT stanica ostaju nepromijenjene, barem kod 

oboljelih s blažom kliničkom slikom.  

 Primjena MR1-5-OP-RU tetramera u analizi MAIT stanica pruža mogućnost precizne 

analize kanoničkih MAIT vrsta, ali i tzv. atipičnih MAIT populacija koje prepoznaju MR1 

molekule koristeći pri tome alternativne varijante T staničnih receptora. Periferni udjeli ovih 

„atipičnih“ MR1-tet+, ali TCRVα7.2- stanica nisu se značajno razlikovali kod oboljelih i zdravih 

ispitanika. Sukladno ranijim izvješćima, većina „atipičnih“ MAIT stanica izražavala je  CD8 ili  

CD4 koreceptor, a manjina je izražavala DN ili DP koreceptorski profil (150). „Atipične“ 

MR1- tet+TCRVα7.2- stanice najprije su opisali Gherardin i suradnici  te uočili njihovu 

sposobnost prepoznavanja različitih antigena (238). Važno je, međutim, napomenuti da 

izostanak površinske ekspresije TCRVα7.2 receptora može nastupiti i uslijed stimulacije 

kanoničkih MAIT stanica (239, 240), iako isto tek treba demonstrirati in vivo. Zanimljivo, manji 

podskup CD4+ i TCRVα7.2- stanica opisan kod novorođenčadi (241), pokazuje diferencijalnu 

proizvodnju citokina, alternativno sklapanje T staničnih receptora koji prepoznaju različite 

antigene (149), ali još uvijek nisu proučavani u kontekstu patogeneze humanih bolesti. Broj 

rijetkih kanonskih vrsta (CD4+ CD8- MR1-tet+ i  CD4+ CD8+ MR1- tet+) i „atipičnih“ MAIT 

stanica u krvi, međutim, uvijek je nizak (149,206), što ograničava konačnost naših rezultata; 

stoga bi njihovu funkcionalnu ulogu i status diferencijacije u PV trebalo dodatno istražiti. 

Nadalje, linija γδ T stanica također sadrži manji podskup MR1-reaktivnih Vδ1/δ3 stanica (152); 

prema tome, potrebna je modificirana strategija analize protočnom citometrijom da bi se 
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MR1- reaktivne linije γδ T stanica mogle razlikovati od TCRβ+MR1- tet+TCRVα7.2- 

subpopulacija, što zapravo ističe ograničenja ove studije.  

  

 Korelacija citokina i kemokina sa subpopulacijama γδ  i MAIT staničnih odjeljaka PV 

ispitanika 

  

 Iako značajne razlike u vrijednostima istraživanih citokina i kemokina među 

skupinama nisu zabilježene, uočeno je da razine serumskih citokina sudjeluju u oblikovanju 

perifernih γδ i MAIT populacija. Slijedom navedenog, utvrđeno je da relativno smanjenje 

cirkulirajućih γδTCRintVδ2+ limfocita, i „atipičnih“ CD4+ CD8-MR1-tet+TCRVα7.2-   i 

CD4+ CD8+ MR1- tet+TCRVα7.2-  T stanica proporcionalno korelira s povećanjem razina 

CCL27  i IL-18 u serumu oboljelih od psorijaze.  

 Uzrok zabilježenih korelacijskih obrazaca može biti dvojak. Obrnuto proporcionalan 

odnos između navedenih cirkulirajućih populacija γδTCRintVδ2+ i atipičnih CD4+ CD8 ±  MR1-

reaktivnih stanica i serumskih razina CCL27 i IL-18 može biti posljedica različite osjetljivosti 

navedenih linija na staničnu smrt (apoptozu) izazvanu trajnom aktivacijom stanica u upalnom 

mikrookolišu (242). Zabilježeni korelacijski odnosi mogu također odražavati djelovanje 

homeostatskih mehanizama preraspodjele imunosnih subpopulacija koja su najkonkurentnija 

za odgovor na vezanje CCL27 ili IL18 (243). 

 Kod osoba oboljelih od psorijaze CCL27 (CTACK), zajedno s IL-18, je izrazito 

izražen u keratinocitima (111, 244, 245). Kemokin CCL27 ima ulogu kemoatraktanta odnosno 

pospješuje kemotaksiju i udomljavanje perifernih CCR10+ γδ T stanica u miševa (246) i 

ljudi  (196). IL-18 je dio IL-1 citokinske obitelji (247) koji u mišjim modelima djeluje na način 

da potiče ekspresiju CCR6 kemokinskih receptora i stimulira udomljavanje regulatornih Treg 

stanica u timusu (248). U humanim uzorcima oboljelih od sarkoidoze zabilježeni su slični 

obraci IL-18 djelovanja, koje stimulira ekspresiju CCR6 i posredno pospješuje udomljavanje 

CCL20+ stanica u plućno tkivo (249). CCR6 kemokinski je receptor koji veže CCL20 

kemokinski ligand (109), čija je ekspresija izrazito povećana u psorijatično promijenjenim 

kožnim lezijama (250). Slijedom navedenog, važno je napomenuti da su Laggner i suradnici 

zabilježili smanjenje udjela perifernih CCR10 + i CCR6 + Vγ9Vδ2 stanica, potencijalno kao 

rezultat njihove migracije i nakupljanja u psorijatičnim kožnim lezijama (196). 
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 Ekspresijski profili transkripcijskih čimbenika i površinskih receptora sortitanih γδ T i 

MAIT staničnih linija koreliraju s biokemijskim, demografskim i kliničkim obilježjima 

oboljelih ispitanika  

 

 Analiza transkripcijskog profila sortiranih γδ T i MAIT populacija kod oboljelih od 

psorijaze dala je uvid u unutarstanične mehanizme koji potencijalno stoje u pozadini promjene 

funkcije i fenotipa ovih stanica. U usporedbi sa sortiranim γδ T stanicama zdravih osoba, γδ T 

limfociti oboljelih ispitanika pokazuju gubitak transkripcijskih biljega vezanih uz kontrolu 

prirođenog fenotipa i citotoksične funkcije. Štoviše, smanjena genska ekspresija ZBTB16  i 

IL18R bila je pozitivno vezana uz promjene perifernih udjela CD3+γδTCRint, 

CD3+γδTCRint  Vδ2+ i Vδ2+ limfocita, potencijalno kao odraz njihova relativnog smanjenja kod 

oboljelih od PV.  

 Raznolikost perifernih MAIT vrsta potencijalno, također, stoji u pozadini promjena 

zabilježenih na razini transkriptoma jer se njihovi transkripcijski profili mijenjaju u ovisnosti o 

razvojnom stadiju, tkivnoj lokalizaciji, stupnju aktivnosti i ekspresiji CD4 i CD8 koreceptorskih 

molekula (210). U okviru ove studije, sortirane MAIT linije oboljelih od psorijaze izražavale 

su povećane razine gena RORC koji upravlja razvojem tip 17 MAIT linija, uz pridruženo 

smanjenje gena EOMES i CCR6 koji sudjeluju u kontroli razvoja memorijskog fenotipa, 

citotoksičnog i migratornog kapaciteta.  

 Opisane promjene na razini transkriptoma utječu na razvoj fenotipskih obilježja i 

funkcionalnih karakteristika γδ i MAIT stanica u psorijazi, i stoga predstavljaju potencijalne 

terapijske mete.  

 Gen ZBTB16 (od engl. zinc finger BTB domain containing 16) kodira tranksipcijski 

čimbenik PLZF koji uz RUNX3 i IL18R upravlja razvojem prirođenih T limfocitnih linija, 

uključujući MAIT i γδ T stanice (251). U okviru γδ T staničnog odjeljka, PLZF usmjerava 

diferencijaciju naivnih γδ T stanica u stanice tipa 2 i tipa 3 (228) te koordinira ekspresijom δ2 

lanaca u γδint podvrstama (172, 252). Suprotno, unutar δ1 stanične subpopulacije ekspresija 

PLZF je značajno manje izražena (252). PLZF je ujedno neophodan za razvoj funkcionalnih 

obilježja i kanonskog MAIT fenotipa koji se razvija tijekom 3 razvojna stadija u timusu (236). 

PLZF se također nalazi u kontroli aktivacije MAIT i Vδ2+ stanica jer izravno potiče ekspresiju 

gena koji kodiraju stanične receptore za IL-18 te IL-12 (153, 252, 253) te utječe na 

preživljavanje limfoidnih stanica (254). Izražaj ZBTB16 vezan je uz ekspresiju CCR6 

kemokinskog receptora i RORγt transkripcijskog čimbenika koji omogućavaju kemotaksiju i 

efektorsko djelovanje Th17 stanica na mjestima upale (255, 256).  
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 Razvoj MAIT i i  Vδ2+ stanica moduliran je i djelovanjem T-bet (kodiran TBX21 

genom) transkripcijskog čimbenika, ključnog u sintezi INF-γ (255). Uz T-bet, za razvoj Th1 

odgovora i citotoksičnog kapaciteta (produkciju INF-γ, perforina i granzima B) nužna je i 

ekspresija gena Runx3 (od engl. runt-related transcription factor 3) i EOMES (Eomesodermin) 

(258, 259). Izražaj gena EOMES vezan je uz rane aktivacijske događaje CD8+ i CD4-CD8-

MAIT stanica (260) te uz procese citotoksičnog sazrijevanja i razvoja memorijskog fenotipa. 

  Smanjena ekspresija gena ZBTB16, RUNX3 i IL18R u sortiranim γδ T stanicama 

oboljelih od psorijaze govori, dakle, u prilog smanjenja njihovih prirođenih obilježja, uz gubitak 

citotoksičnog i migracijskog kapaciteta. S obzirom na izravne uloge PLZF u regulaciji 

ekspresije gena RUNX3 i IL18R, zabilježene promjene slijede očekivane koekspresijske obrasce 

(153). Smanjenje izraženosti navedenih TF zasigurno dijelom reflektira i promjene relativnih 

perifernih udjela CD3+γδTCRint, CD3+γδTCRint Vδ2+ i Vδ2+ stanica koje izražavaju visoke 

razine PLZF (153). 

 Unutar MAIT staničnog odjeljka, ekspresija gena RORC i CCR6 vezana je uz 

ontogenezu tipa 3 (MAIT17) stanica, njihovo udomljavanje u sluznicama i ranu aktivaciju 

putem T staničnog receptora (209, 260). Povećana ekspresija RORC u perifernim MAIT 

linijama potencijalno ukazuje na pojačani razvoj MAIT17 staničnih vrsta koje mogu imati 

patološku ulogu u PV. S druge strane, zabilježeno smanjenje CCR6 ekspresije u sortiranim 

MAIT stanicama PV oboljelih može se potencijalno objasniti redukcijom perifernih 

CD4+CD8+MR1-tet+TCRVα7.2+ i CD4+CD8- MR1-tet+TCRVα7.2+ subpopulacija, koje 

izražavaju visoke razine CCR6 (231). Zanimljivo, Bertrand i suradnici bilježe smanjenje  CCR6 

ekspresije na MAIT stanicama oboljelih od diabetesa tipa I, imunološki posredovane bolesti 

koja se svrstava u isti spektar oboljenja kao i psorijaza (261). Smanjena ekspresija gena EOMES 

potencijalno reflektira smanjenje citotoksičnog potencijala perifernih MAIT stanica u PV ili  

preraspodjelu EOMES+ MAIT stanica iz krvi na mjesta upale u koži (262) Zabilježene promjene 

na razini transkriptoma sugeriraju, dakle, različito reprogramiranje MAIT i γδ T transkriptoma, 

koji su prisutni već u ranim razvojnim fazama psorijaze. 

 Procjene govore da unutar 1% psorijatično promijenjene kože može biti smješteno 

čak 109 različitih T stanica zajedno s 0,4x109 T stanica koje se nalaze u cirkulaciji (12). 

Promatrajući navedeni podatak o brojčanom udjelu T staničnog odjeljka postavlja se pitanje o 

veličini udjela pojedinih subpopulacija te njihovoj ulozi u nastanku i razvoju psorijaze. U okviru 

ove doktorske disertacije dan je uvid u udjele prirođenih T stanica, MAIT i γδ limfocita koji, 

zahvaljujući svojoj efektorskoj plastičnosti i načinu aktivacije, posjeduju svojstva urođenog i 
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stečenog imunološkog sustava.  MAIT i γδ stanice čine glavni izvor citokina IL-17 koji zajedno 

s IL-23, prema dosadašnim spoznajama, čini središnju okosnicu upale u psorijazi (147, 263). 

Većina dosadašnjih istraživanja na navedenim subpopulacijama učinjena je na animalnim 

modelima (mišjim modelima) u strogo kontroliranim uvjetima, bez procjene učinaka brojnih 

genetičkih i okolišnih čimbenika koji oblikuju periferne udjele MAIT i γδ T stanica u ljudi. 

Istraživanja MAIT i γδ T stanica u animalnim modelima, štoviše, imaju svoja ograničenja jer 

izravne usporedbe dobivenih rezultata često nisu moguće radi različite brojnosti pojedinih 

populacija kod ljudi i miševa (MAIT stanice rijetke su kod miševa za razliku od ljudi; 

10x  manje) (264), nedostatka ekspresije gena ZBTB16 u animalnim MAIT stanicama (265), 

prisutnosti specifičnih citolitičkih molekula u humanim, ali ne i mišjim MAIT stanicama te  

slaba proliferacija MAIT stanica in vitro (264). Vezano uz γδ stanični odjeljak, Vγ9Vδ2 

stanična populacija nedostaje u mišjim modelima i pronalazimo je samo kod ljudi i viših 

primata (169). Prednosti ove doktorske disertacije vezane su također uz napredne metodološke 

pristupe u procesima imunofenotipizacije i sortiranja MAIT stanica pomoću MR1‐5‐OP‐RU 

tretramera (149), analize transkripcijskog profila sortiranih γδ i MAIT stanica te iscrpne 

statističke analize potencijalnih učinaka velikog broja fizioloških i patoloških obilježja 

ispitanika.  

 Zabilježeni rezultati ukazuju na nužnost nastavka iscrpne karakterizacije ljudskih γδ 

i MAIT stanica kako bi se bolje precizirale potencijalno patogene vrste u pozadini PV. U 

međuvremenu, prikazani rezultati daju naslutiti da je γδ T stanična populacija u cirkulaciji 

nerazmjerno promijenjena već kod osoba s blagom kliničkom slikom PV. U prilog tome govori 

činjenica da dijelovi patološki promijenjene i neporomijenjene kože kod oboljelih pokazuju 

puno zajedničkih obilježja u epitelnom i imunološkom odjeljku (266–268), uključujući 

povećanu prisutnost određenih γδ podskupina (137).  

 Zaključno, istraživanje provedeno u okviru ove doktorske disertacije pokazalo je da 

osobe muškog spola s blago izraženom kliničkom slikom vulgarne psorijaze pokazuju značajno 

izmjenjene brojčane i transkripcijske profile rijetkih, nedovoljno proučavanih krvnih populacija 

γδ T stanica i MR1—reaktivnih limfocita. Također je pokazano da promjene na razini broja i 

fenotipa γδ T i MR1-spregnutih vrsta treba interpretirati kroz prizmu složenih demografskih, 

antropometrijskih i kliničkih obilježja oboljelih od vulgarne psorijaze.  
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 Ograničenja istraživanja 

 

  U svrhu preciznijeg uvida u fenotip i funkcionalnu ulogu γδ i MAIT staničnih 

odjeljaka u psorijazi, bilo bi zanimljivo učiniti kontrolirano humano istraživanje različito 

pogođenih jednojajčanih blizanaca. U navedenim uvjetima, mogli bi bolje kontrolirati genetske 

i okolišne čimbenike koji mogu dovesti do imunoloških varijacija. Razjašnjavanje imunoloških 

promjena koje dovode do fenotipskog izražaja bolesti moglo bi pridonijeti prevenciji i terapiji 

psorijaze.  

  Poželjna je i provjera rezultata u proširenoj skupini ispitanika oboljelih od vulgarne 

psorijaze u različitim razvojnim fazama, stadijima regresije i relapsa što bi omogućilo širu sliku 

dinamike kvantitativnih i kvalitativnih karakteristika γδ i MAIT staničnih odjeljaka u ovisnosti 

o fenotipskim karakteristikama bolesti. Neophodna je također, neovisna replikacijska studija u 

populaciji s većim brojem ispitanica, a u svrhu analize potencijalnih učinaka ženskog spola na 

perifernu razdiobu MAIT i γδT limfocitnih vrsta u PV. U okviru ovog istraživanja broj 

sudionika ženskog spola bio je naime premalen za smislenu usporedbu razlika između oboljelih 

i kontrolnih ispitanica, stoga problem tumačenja potencijalnih spolno specifičnih razlika u PV 

ostaje i dalje nedovoljno razjašnjen. Važno je međutim, spomenuti da je spolni dimorfizam 

prirođenih T limfocitnih vrsta u zdravih ljudi opisan u više studija (154, 170, 183). Štoviše, 

dobro je opisana i premoć muškog spola u vulgarnoj psorijazi kod odraslih, što podupire 

muško  – ženske omjere zabilježene u okviru ove, ali i ranijih, veličinom podjednakih studija o 

cirkulirajućim udjelima γδ T limfocita (196) i CD161+TCRVa7.2+ MAIT (163) stanica u 

vulgarnoj psorijazi. Osim perifernih γδ i MAIT linija, iste je vrste potrebno profilirati i u koži 

te procijeniti njihovu brojnost, funkcionalni status i receptorski repertoar. Unatoč navedenim 

ograničenjima, spoznaje dobivene provedenom analizom krvnih γδ i MAIT populacija mogu 

pospješiti nastavak istraživanja i omogućiti razvoj lako dostupnih dijagnostičkih biljega ili 

terapijskih ciljeva u svrhu razvoja individualiziranih kurativnih metoda.  
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 ZAKLJUČAK 

Provedeno istraživanje i dobiveni rezultati iznjedrili su sljedeće zaključke: 

• u perifernoj krvi PV oboljelih, udjeli CD3+CD8+ limfocita su smanjeni, a CD3+CD4+ stanica 

povećani, posebice u oboljelih ispitanika muškog spola. Udio CD3+CD8+ limfocita se pak 

povećava u CMV seropozitivnih osoba, neovisno o njihovom kliničkom statusu 

• u perifernoj krvi razlikuju se najmanje dvije γδ T subpopulacije; veća frakcija 

CD3+γδTCRint stanica, koje većinom izražavaju Vδ2 lanac, te manji udio CD3+γδTCRhi 

limfocitnih vrsta s dominantno izraženim Vδ1 lancem   

• promjene CMV, BMI i CRP statusa značajno oblikuju periferne udjele CD3+γδTCRhi 

stanica, neovisno o kliničkom fenotipu ispitanika, dok frekvencije CD3+γδTCR+, 

CD3+γδTCRint,  CD3+γδTCRintVδ2+  i Vδ2+ limfocita oboljelih, ali ne i zdravih ispitanika, 

opadaju s porastom serumske razine CCL27  

• oboljeli muški ispitanici posjeduju povećane periferne udjele CD3+γδTCRhiVδ2+ stanica, a 

frekvencija CD3+γδTCRintVδ1- δ2-  populacije pozitivno korelira s PASI skalom  

• kanoničke MR1+TCRVα7.2+MAIT vrste zdravih ispitanika uglavnom izražavaju  CD8+ i 

CD4-CD8- DN koreceptorski profil, dok su atipične MR1+TCRVα7.2- MAIT stanice 

većinom CD4+ i CD8+  

• u odnosu na ženske ispitanice, osobe muškog spola iste dobi posjeduju smanjene udjele 

CD8+MR1+TCRVα7.2+ stanica, a oboljeli muški ispitanici u odnosu na zdrave muške 

kontrole imaju smanjenu frekvenciju CD4+MR1+TCRVα7.2+ i DP MR1+TCRVα7.2+ MAIT 

• u PV oboljelih, udjeli DP MR1+TCRVα7.2+ i CD3+γVδ1- δ2- TCRint stanica negativno 

koreliraju, a frekvencija CD3+γδTCRintVδ2+ limfocita i atipičnih CD4+CD8-

MR1+TRAV1- 2- i CD4+CD8+MR1+TRAV1-2- MAIT stanica smanjuje se s porastom 

serumske razine CCL27 i IL-18 

• transkripcijski profil γδ T limfocita u PV oboljelih obilježava smanjena ekspresija gena 

vezanih uz kontrolu prirođenog fenotipa (ZBTB16), citotoksičnog (RUNX3) i migratornog 

kapaciteta (IL18R)  

• smanjena genska ekspresija ZBTB16  i IL18R pozitivno korelira s perifernim udjelima 

CD3+γδTCRint, CD3+γδTCRintVδ2+ i Vδ2+ limfocita, potencijalno kao odraz njihova 

relativnog smanjenja kod oboljelih od PV 

• MAIT linije PV oboljelih pokazuju povećanu gensku ekspresiju RORC, ključnog regulatora 

fenotipa tipa 3, uz pridruženo smanjenje ekspresije gena EOMES i CCR6 koji sudjeluju u 

kontroli memorijskog fenotipa, citotoksičnog i migratornog kapaciteta
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 SAŽETAK 

 

Cilj istraživanja: Cilj je istraživanja bio utvrditi fenotip i funkcionalni status sluznicama 

pridruženih invarijantnih T (MAIT) limfocita i gamma delta (γδ) T stanica u psorijazi, 

proučavajući njihove udjele u perifernoj krvi zajedno sa serumskim razinama IL-17, IL-23, 

IL- 18, CCL20 i CCL27 i transkripcijskim profilima gena u kontroli kemokinskih receptora 

(IL18R, CCR6, CCR10, SELPLG) i transkripcijskih čimbenika koji vjerojatno upravljaju 

razvojem urođenog (ZBTB16), citotoksičnog/tip 1 (RUNX3, EOMES, TBX21) i tip 17 (RORC) 

odgovora u sortiranim MAIT i γδ T stanicama zdravih i oboljelih ispitanika. Nacrt studije: 

opažajno istraživanje parova. Ispitanici: Istraživanje je obuhvatilo 21-og punoljetnog 

ispitanika oboljelog od vulgarne psorijaze (PV) i 22 zdrave, po dobi i spolu podudarne, 

nesrodne osobe koje su činile kontrolnu skupinu. Materijali i metode: Demografski, 

kliničko– antropometrijski, biokemijski te podatci postojanja infektivnih biljega prikupljeni su 

zajedno s uzorcima krvi i seruma. Težina kliničke slike određena je s pomoću PASI ljestvice i 

DLQI upitnika. Imunofenotipizacija MAIT i γδ T stanica učinjena je metodom 

višeparametrijske protočne citometrije, uključujući specifično obilježavanje MAIT stanica s 

MR1-5-OP-RU tetramerom. Luminex tehnologija korištena je za mjerenje serumskih razina 

citokina i kemokina, a ciljani qRT-PCR učinjen je u svrhu analize transkripcijskih profila 

sortiranih γδ i MAIT stanica Rezultati imunofenotipizacijskih i genotipizacijskih metoda 

analizirani su u odnosu na biokemijske, serološke, demografske i kliničke značajke ispitanika. 

Rezultati: Sastav perifernih MAIT i γδ T stanica značajno je varirao u odnosu na spol, anti-

CMV titar, BMI, serumske razine CCL27 i IL-18, i klinički status ispitanika. Manja podskupina 

CD4+CD8+MR1-tet+TCRVα7.2+ i CD4+CD8- MR1-tet+TCRVα7.2+ MAIT stanica bila je 

značajno smanjena u perifernoj krvi muških PV ispitanika, u kojih je ujedno zabilježen veći 

udio Vδ2+γδT stanica s visokom ekspresijom γδTCR receptora, te Vδ1-δ2‐ γδ T stanica s 

manjom razinom γδTCR ekspresije, dijelom kao odraz razvoja teže kliničke slike. Razine 

transkripata ZBTB16, IL18R i RUNX3 bile su značajno smanjene u perifernim γδ T stanicama 

PV pacijenata, dok su MAIT stanice imale različite transkripcijske promjene gena RORC, 

EOMES i CCR6. Zaključak: Rezultati ovog istraživanja opisuju ranije neprepoznate promjene 

humanih, cirkulirajućih MAIT i γδ T stanica i otkrivaju njihove promjene u sastavu u ovisnosti 

o spolu, CMV infekciji, BMI statusu, razinama serumskih citokina te razini upale. Štoviše, 

zabilježeni su i promijenjeni, divergentni transkripcijski profili sortiranih MAIT i γδ T stanica 

te povezani s razvojem psorijaze.Ključne riječi: citokini, gamma delta T limfociti, MR1, 

psorijaza, sluznicama pridružene invarijantne T stanice 
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 SUMMARY 

 

Objectives: The study aimed to determine the phenotype and functional status of mucosa-

associated invariant T (MAIT) lymphocytes and gamma delta (γδ) T cells in psoriasis, by 

studying their peripheral blood proportions, together with IL-17, IL-23, IL-18, CCL20 and 

CCL27 serum levels, gene expression profiles of chemokine/selectin receptors (IL18R, CCR6, 

CCR10, SELPLG) and transcription factors likely controlling innate (ZBTB16), cytotoxic/type 

1 (RUNX3, EOMES, TBX21), and type 17 functions (RORC) in sorted MAIT and γδ T cells of 

healthy and affected examinees.. Study design: a case-control study. Participants: the study 

included 21 adult  patients with psoriasis vulgaris (PV) and 22 age- and sex-matched, unrelated 

healthy controls. Materials and methods: Demographic, clinical – anthropometric, 

biochemical and data of infective load  were collected along with blood and serum samples. 

Disease severity was determined according to PASI and DLQI questionnaire. 

Immunophenotyping of MAIT and γδ T cells was performed by multiparametric flow 

cytometry, including MAIT specific labeling with the 5-OP-RU loaded MR1-tetramer. Luminex 

technology was used for cytokine and chemokine serum level measurements, and targeted 

qRT- PCR was performed to determine transcription profile of flow-sorted γδ and MAIT cells. 

The results of immunophenotyping and genotyping methods were analyzed in relation to the 

biochemical, serological, demographic and clinical characteristics of the subjects Results: High 

interpersonal differences in γδ T and MAIT cell composition were observed in relation to sex, 

anti-CMV titer, BMI, CCL27, and IL-18 serum content and disease severity. A minor subset of 

canonical CD4+CD8+MR1-tet+TCRVα7.2+ and CD4+CD8-MR1-tet+TCRVα7.2+ T cells was the 

most significantly underrepresented community in male PV individuals, whereas Vδ2+ γδ T 

cells expressing high γδTCR and Vδ1-δ2- γδ T cells expressing intermediate γδTCR levels were 

selectively enriched in affected males, partly reflecting disease severity. The transcript levels of 

ZBTB16, IL18R, and RUNX3 were significantly reduced in peripheral γδ T cell compartments 

of PV patients, whereas MAIT cells exhibited differential transcriptional changes of RORC, 

EOMES, and CCR6. Conclusion: The result of this study demonstrates previously 

unrecognized skewing of human circulating MAIT and γδ T cell subsets, and reveals their 

compositional changes in relation to sex, CMV exposure, BMI, serum cytokine content, and 

inflammatory burden. Moreover, a divergent transcriptional profile of flow-sorted MAIT and 

γδ cells was described and related to early-stage psoriasis. Keywords: cytokines, gamma delta 

T lymphocytes, mucosal-associated invariant T cells, MR1, psoriasis  
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