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POPIS KRATICA

APC — (engl. Antigen presenting cells) antigen prezentirajuce stanice
BMI — (engl. Body mass index) indeks tjelesne mase

BSA — (engl. Bovine serum albumin) albumin govedeg seruma
CCR6 — (engl. Chemokine receptor 6) kemokinski receptor 6

CD3 - (engl. Cluster of differentiation 3) stani¢ni diferencijacijski antigeni izrazeni na povrsini

T limfocita

CD4 — (engl. Cluster of differentiation 4) stani¢ni diferencijacijski antigeni izrazeni na povrsini

pomo¢nickih T stanica

CLA — (engl. Cutaneous lymphocyte-associated antigen) kozni limfocitni antigen
CMV - citomegalovirus

CRP — C reaktivni protein

CTRL — (engl. Control) kontrolna skupina tj. zdravi ispitanici

DAMPs — (engl. Damage associated molecular patterns) molekularni obrasci stani¢nog

ostec¢enja
DETC — (engl. Dendritic epidermal T cells) misje epidermalne T stanice

DLQI — (engl. Dermatological Life Quality Index) indeks kvalitete zivota dermatoloskih

bolesnika

DMSO - (engl. Dimethyl sulfoxide) otapalo dimetil sulfoksid

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

FasL — (engl. Fas ligand) Fas ligand Cije vezanje s Fas receptorom uzrokuje apoptozu
FBS — (engl. Fetal bovine serum) fetalni govedi serum

HBsAQg — (engl. Hepatitis B surface antigen) povrsinski antigen Hepatitis B virusa

HCV — hepatitis C virus



IGF-1 — (engl. Insulin-like growth factor 1) inzulinu slican faktor rasta 1

IgG — imunoglobulin G

IgM — imunoglobulin M

IL — interleukin

MHC — (engl. Major histocompatibility complex) glavni sustav tkivne podudarnosti
NB-UVB — (engl. Narrowband ultraviolet B) terapija ultraljubi¢astim zrakama B uskog spektra
NK — (engl. Natural killer) prirodnoubilacke stanice

PASI — (engl. Psoriasis Area and Severity Index) indeks tezine i proSirenosti psorijaze
PBMC — (engl. Peripheral blood mononuclear cells) periferne mononuklearne stanice

PBS — (engl. Phosphate buffered saline) fosfatni pufer

PUVA — (engl. Psoralen and ultraviolet A) terapija ultraljubi¢astim zrakama A i psoralenom
PV — (lat. Psoriasis vulgaris) skupina ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze

RAR — (engl. Retinoic acid receptor) receptor retinoic¢ne kiseline

ROR vt — (engl. RAR-related orphan receptor gamma) s RAR-spregnuti nuklearni receptor

gamma T

Tc — (engl. Cytotoxic T cell) citotoksi¢ni T limfociti

TCR — (engl. T cell receptor) T stani¢ni receptor

Th — (engl. T helper cell) pomagacki T limfociti

TNF — (engl. Tumor necrosis factor) faktor nekroze tumora

TRAIL — (engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) TNF-srodni ligand koji inducira

apoptozu

UVA/UVB - (engl. Ultraviolet A/ Ultraviolet B) ultraljubicaste zrake A i B
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1. UVOD

1.1. Psorijaza

1.1.1. Obiljezja

Psorijaza je kroni¢na upalna kozna bolest koja pogada oko 1-2 % djece i 2-3 % odrasle
populacije u svijetu, ¢ineéi je jednom od najucestalijih autoimunih bolesti (1). Istrazivana
prevalencija odraslih osoba u Europi razlikuje se prema drzavama, a u Hrvatskoj prevalencija
iznosi oko 1,6 % (2). Ovisno o lokalizaciji i morfologiji simptoma, klasificirano je vise srodnih
zahvaca skoro 90 % oboljelih od psorijaze (3). Karakteristicni fenotip oboljelih jesu pojava
bijelih ljuskavih plakova na kozi, opisanih kao eritematozne makule (tamne promjene na kozi)
i uzdignute, crvene kozne promjene — papule. Kozne promjene mogu se naci na bilo kojem
dijelu tijela, a naj¢es¢e zahvaceni dijelovi jesu koza oko zglobova lakta i koljena te koza lubanje
(3). Koebner i Auspitz fenomeni takoder su bitno obiljezje vulgarne psorijaze. Koebner
fenomen predstavlja pojavu novih lezija oko postojece traume kozZe, a Auspitz pojavu malih
toCkastih izvoriSta krvarenja na oSte¢enim lezijama koze do Kkojih dolazi zbog stanjivanja

epidermalnog sloja koze (3, 4).

1.1.2. Dijagnostika

Dijagnostika bolesti najces¢e se obavlja pregledom koze od strane dermatologa koji prema
karakteristikama prisutnih koznih plakova zakljucuje radi li se o psorijazi. Tezina oboljenja
moze se odredivati pomoc¢u nekoliko metoda od kojih se najcesce koristi PASI metoda (engl.
Psoriasis Area and Severity Index), tj. Indeks proSirenosti i tezine psorijaze. Ovom metodom
odreduje se povrsina koze zahvacena lezijama Cetiri dijela tijela: glave, ruku, trupa i nogu. Svaki
dio vrednuje se zasebno po razinama zahvacenosti, ocjenama od 0 do 6. Ocjene se zatim
zbrajaju u sveukupan rezultat od kojeg se uzima da glava ¢ini 10 % ukupne kozZe tijela, ruke 20
%, noge 30 % a trup 40 %. Za odredivanje tezine psorijaze procjena se izvodi kroz stupanj

crvenila, debljine psorijati¢nog plaka te ljuskanja. Ova se obiljezja takoder odreduju posebno
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za Cetiri dijela tijela ocjenama 0-4 koje se zatim zbrajaju (4). Osim u dijagnozi, PASI metoda
sluzi i kao znacajni pokazatelj utjecaja lijeCenja. PASI-50 primjer je procjene koja se koristi
kao indikacija da se u bolesnika tijekom ili nakon lijeGenja proSirenost i tezina oboljenja
smanjila za 50 % od pocetno dane PASI ocjene. Takav rezultat predstavlja znacajan oporavak
tj. znaCajno smanjenje simptoma i poboljsanje kvalitete zivota prema istrazivanju Carlin C.S. i
sur. (5). lako PASI metoda ¢ini bitan dio dijagnostike psorijaze, kao i kod ostalih metoda,
nedostatak je velika uloga subjektivne procjene individualnih stru¢njaka koja otezava potpunu
standardizaciju. Pored procjene oboljenja koze, bitno je spomenuti i DLQI test (engl.
Dermatological Life Quality Index) tj. Indeks indikacije kvalitete zivota dermatoloskih
bolesnika, kojim se postavljanjem niza odredenih pitanja odreduje koliko bolest opterecuje

svakodnevni psihicki, fizi¢ki i socijalni zivot (6, 7).

1.1.3. Utjecaj bolesti

Psorijaza je kao sistemska upalna bolest povezana s veéim rizikom oboljenja od
kardiovaskularnih bolesti u pacijenata s tezim oblicima i onima koji su od psorijaze oboljeli u
ranijoj dobi. U takvih se bolesnika znaju naéi i druge autoimune bolesti, poput psorijati¢nog
artritisa i Crohnove bolesti (8, 9). Ova kroni¢na kozna bolest ima bitan utjecaj na kvalitetu
zivota oboljelih. IstraZivanja pokazuju da se oboljeli osjecaju stigmatizirano zbog izloZenosti
koznih promjena javnosti, $to je Cesto popraceno osjecajima nelagode i srama (6). Prepoznato
je da su reakcije drugih najvec¢i uzrok stresa i anksioznosti kod oboljelih te mogu potaknuti

izbjegavanje socijalnih situacija (7).

1.1.4. LijeCenje

Ova autoimuna bolest nema lijeka iako ima nekoliko nacina lijeCenja koji pospjesuju
smanjivanje simptoma. To su lokalno primjenjivani lijekovi, fototerapija i sustavni lijekovi. Pri
blazim stanjima bolesti prvi su u liniji obrane lokalno primjenjivani lijekovi. Kreme s analozima
vitamina D poput parikalcitola pokazuju znacajan utjecaj na poboljsanje lokalnih psorijati¢nih
plakova u usporedbi s placebo terapijama. Takoder, jaki kortikosteroidi pokazuju sli¢an, ako ne
i bolji rezultat, no najbolji se rezultat oCituje pri kombinaciji ovih dvaju lijekova u terapiji
psorijaticnih plakova (10). Kod slu¢ajeva gdje lokalno primjenjivani lijekovi ne uspijevaju,

2
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fototerapija se preporuca kao druga linija obrane prema mnogim internacionalnim preporukama
(11-13). Fototerapija je naziv za terapiju ultraljubi¢astim zrakama, tipa A ili B odnosno UVA
(engl. Ultraviolet A) ili UVB (engl. Ultraviolet B). Terapijsko djelovanje obuhvaca stvaranje
pogreSaka u DNK (deoksiribonuklinska kiselina) u svrhu zaustavljanja pretjerane proliferacije
keratinocita koja je jedan od kljucnih procesa patogeneze. Fototerapija UVA zrakama
primjenjuje se uz fotosenzibilizirajucu tvar psoralen te tako ¢ini fotokemoterapiju zvanu PUVA
(engl. Psoralen and ultraviolet A). Analiza mnogih istrazivanja pokazuje da je PUVA terapija
uc¢inkovita i efikasna te kraceg tijeka lijeCenja i dugotrajnijeg ucinka za razliku od NB-UVB
terapije (engl. Narrowband ultraviolet B) (14). Ipak, lije¢nici naj¢esc¢e odabiru uskospektralnu
fototerapiju UVB zrakama poznatu kao NB-UVB zbog poznatog kancerogenog rizika PUVA
terapije i lakSe primjene NB-UVB terapije (14). Sustavna terapija tre¢a je vrsta koja se
upotrebljava pri neuspjehu prvih dviju vrsta. Ona podrazumijeva oralnu primjenu spojeva koji
djeluju antiproliferativno; poput retinoida ili imunosupresivno; poput metotreksata i
ciklosporina (12-14). Za razliku od sustavnih lijekova koji imaju generalizirano djelovanje,
postoje i takozvani bioloski sustavni lijekovi koji imaju ciljano imunosupresivno djelovanje u
odredenim molekularnim putevima te tako ne dolazi do generalne supresije imunoloskog
sustava. Ovi se lijekovi primjenjuju samo ako pacijent ne pokazuje pozitivne rezultate na
prijasnje spomenute terapije zbog njihove visoke cijene i manje koli¢ine podataka o0

posljedicama dugotrajne primjene (15, 16).

1.2. Imunosne stanice koze

Koza je izgradena od povrsinskog sloja koze epiderme i dubokog sloja koze, derme. Epiderma
je izgradena od orozenog viseslojnog epitela sastavljenog od vise slojeva stanica zvanih
keratinociti. Epiderma se dodatno dijeli na cetiri sloja ovisno o stupnju diferencijacije
keratinocita. Najdonji bazalni sloj (lat. stratum basale) postupno izgraduje nove keratinocite,
te tako najgornji slojevi propadaju, ¢ine¢i vanjski mrtvi zastitni sloj stanica zvanih korneociti.
Ispod sloja mrtvih stanica (lat. stratum corneum) nastavljaju se stratum spinosum i stratum
granulosum. Derma je vezivno tkivo ispunjeno fibroblastima ¢ija je uloga luciti gusti
ekstracelularni matriks. Matriks je isprepleten krvnim kapilarama, limfnim zilama, zlijezdama

lojnicama i znojnicama te dlakama i zivéanim zavrSecima (17).
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Osim gradivnih stanica koze, u epidermi mozemo naci i imunosne stanice mijeloidne i
limfoidne loze koje trajno naseljavaju kozu. Langerhansove stanice, makrofazi, mastociti i
dendriticke stanice ¢ine stanice mijeloidne loze od kojih neke imaju antigen prezentirajuce
sposobnosti. Antigen prezentirajuce stanice (APC od engl. Antigen-presenting cells) kao $to su
dendriticke stanice imaju ulogu prepoznati strana tijela i alarmirati ostatak imunosnog sustava.
Stanice limfoidne loze koje nastanjuju kozu su gama delta (yd) T limfociti, alfa beta (af) T
limfociti i prirodnoubilacke NK stanice (engl. Natural killer) (18). Medu njima, yd T limfociti
igraju potencijalno vaznu ulogu u inicijaciji i razvoju psorijaze. Za razliku od konvencionalnih
ap T limfocitnih loza, yd T stanice koje se nalaze u znatno manjim udjelima u krvi ¢ovjeka,
izrazavaju njima specifi¢ne T stani¢ne receptore TCR (eng. T cell receptor) te prepoznaju
MHC-neovisne mikrobne antigene (engl. Major Histocompatibility Complex). TCR kompleks
vd T limfocita pored CD3 (engl. Cluster of differentiation 3) kompleksa proteina sadrzavaju
specificne TCR-y i TCR-8 lance. U ljudskim uzorcima yd T limfocita prepoznate su dvije
subpopulacije prema razlici TCR 6 lanca: V1 stanice, uglavnom prisutne u tkivima i timusu,
te V62 limfociti, koji ¢ine veéinu krvne yd T populacije. U okviru redovite funkcije u zdravom
organizmu, yo T limfociti posreduju zastitne, regenerativne i antitumorske ucinke, ekspresijom
proteolitickih enzima (granzima i perforina), IGF-1 ¢imbenika rasta (engl. Insulin-like growth
factor 1) i liganda koji induciraju apoptozu poput FasL (engl. Fas ligand) i TRAIL (engl. TNF-
related apoptosis-inducing ligand) (19).

1.3. Patogeneza i uloga yo T limfocita

Psorijati¢ni plakovi razvijaju se kao posljedica nekontrolirane proliferacije nediferenciranih
keratinocita u povrSinskom, epidermalnom sloju koze. Medutim, gubitak obiljezja i funkcije
epidermalnih keratinocita najvjerojatnije nije primarni uzro¢ni dogadaj u etiologiji psorijaze.
Danas je poznato da na razvoj psorijaze utjecu brojni geneticki (20, 21) i okolisni (22) ¢imbenici
S narusenom koznom barijerom te pojava autoreaktivnih imunosnih stanica; UspjesSna
implementacija imunosupresivne terapije ciklosporinom A, krajem 1970-ih, ukazala je na
kljuénu ulogu nekontroliranog imunoloskog odgovora u inicijaciji i progresiji bolesti (23).
Odredene molekule unutar stanica koje se otpustaju pri stani¢nim oSte¢enjima, tzv. DAMPs
(engl. Damage associated molecular patterns) pobuduju stanice prirodenog imunoloskog
sustava tj. antigen prezentirajuce stanice. Ovako aktivirane APC stanice reagiraju na poruku o

ostecenim keratinocitima tako Sto zapocinju kemotaksiju. Lucenjem interleukina (IL): 1L-23,
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IL-1B, IL-6 i TNF-a (engl. Tumor necrosis factor) aktiviraju dermalne yé6 T limfocite (24).
Istrazivanja na animalnim modelima ukazuju da dermalni yd T limfociti najviSe odgovaraju na
stimulans IL-23 i time luée IL-17 (25). Takoder je uoceno da uz izraZzenu proizvodnju IL-17,
ekspresijom RORyt (engl. RAR-related orphan receptor gamma) transkripcijskog faktora i
CCR6 (engl. Chemokine receptor 6) kemokinskih receptora, yo T limfociti pospjeSuju
progresiju i odrzavanje imunosnog odgovora u kozi oboljelih (25). Razvoj upalnog
mikrookoliSa poti¢e mobilizaciju i udomljavanje specijaliziranih efektorskih linija stecene
imunosti tj. pomagackih T limfocita: Th1i Th17 (engl. T helper cell) i citotoksi¢nih T limfocita:
TcliTcl7 (engl. Cytotoxic T cell) ali i perifernih Vy952 T loza koje pridonose dediferencijaciji
keratinocita i progresiji epitelne hiperplazije (26). Istrazivanje Pantelyushin S., i sur. pokazalo
je da utisavanje 1117a, 1117f ili 1122 gena uvelike smanjuje tezinu oboljenja u eksperimentalnim
animalnim modelima no rezultati upu¢uju da CD4" Th stanice nisu predstavljale glavni izvor
IL-17A, IL-17F i IL-22 citokina (27). Iznenadujuée, oko 80 % IL-17A i 60 % IL-22 lucile su
v8 T stanice. lako je veéina y8 T stanica miSje koze Vy5" tipa ili tzv. DETC (engl. Dendritic
epidermal T cells) koje covjekova koza ne posjeduje, bojanje intracelularnih citokina yo
subpopulacije pri oboljenju prikazuje da Vy4* stanice proizvode IL-17F i IL-22 dok ih DETC
stanice ne proizvode te je pri indukciji bolesti u miSeva broj i frekvencija Vy4* porasla dok
DETC nije, ukazujuci na vodec¢u ulogu Vy4" subpopulacije u stvaranju upalnog odgovora (27).
Nadalje, povecana proliferacija Vy4* stanica pronadena je u koZi i okolnim limfnim évorovima
animalnih modela, potencijalno kao rezultat njihove migracije i naseljavanja u kozu (27). Uz
to, istrazivanje Laggner U, i sur. pokazalo je visoke ekspresije CCR6 i CLA (engl. Cutaneous
lymphocyte-associated antigen) kemokinskih receptora na humanim yo T stanicama koje se
uocavaju i na stanicama Vy4* mi§jih modela §to moze dodatno upucivati na sli¢ne uloge i
migracijske obrasce (27). Rezultati istrazivanja, provedenih poglavito u animalnim modelima,
ukazuju na potencijalno kljuénu ulogu y8 T stanica u progresiji i odrZzavanju psorijaticnih
plakova ali je njihovo porijeklo i uloga jo§ uvijek nerazjasnjena (28). Time ovo istrazivanje
nastoji dodatno istraziti specifi¢ne udjele i migracijske obrasce perifernih yd T limfocita u ljudi

oboljelih od vulgarne psorijaze.



. HIPOTEZA

Brojnost perifernih CD3"TCRy8" T limfocita razliita je u zdravih ispitanika i oboljelih od
vulgarne psorijaze.

Promjene u frekvenciji perifernih v T Limfocita povezane su s obiljezjima i tezinom

oboljenja.



CILJEVI

CILJEVI

Analizirati i usporediti brojnost CD3"TCRyd" T limfocita u perifernoj krvi oboljelih

ispitanika i zdravih kontrola.

Ispitati povezanost brojnosti perifernih yd6 T limfocita s demografskim obiljezjima

ispitanika i tezinom oboljenja.



ISPITANICI | METODE

4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao istrazivanje parova.

4.2. Ispitanici

Za istrazivanje je prikupljena periferna (venska) krv 22 zdrava kontrolna ispitanika i 21
oboljelog pacijenta od vulgarne psorijaze tijekom redovite dijagnosticke skrbi na Zavodu za
dermatologiju i venerologiju Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Svi su ispitanici bili
punoljetni. U ukupnoj populaciji bilo je 30 ispitanika muskog spola od kojih 14 oboljelih od
vulgarne psorijaze, te 13 ispitanica Zenskog spola od kojih je 7 s dijagnozom vulgarne psorijaze.
Probir ispitanika i obrada bioloskog materijala prethodno su provedeni u okviru studije koja je
odobrena od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (UR. BROJ: 2158-61-
07-18-135) i Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Osijek (Potvrda br. R2-
9042/2018).

Od ispitanika pribavljen je informirani pristanak te su tijekom uzimanja uzoraka zabiljeZeni 1
osnovni antropometrijski podaci (visina, tezina i indeks tjelesne mase ili BMI (engl. Body mass
index)) te demografski podaci (dob, spol). U¢injena je i analiza kompletne krvne slike (broj
eritrocita i eritrocitnih parametara, koli¢ina hemoglobina 1 hematokrita te broj leukocita,
trombocita i granulocita), jetrenih enzima (alanin aminotransferaze, aspartat aminotransferaze
i gama glutamil transferaze), C reaktivnog proteina (CRP) i biljega infekcije hepatitisom B
(anti-HBs), hepatitisom C (anti-HCV) te citomegalovirusom (anti-CMV Imunoglobulin G/M).

Skupina oboljelih od psorijaze sadrzavala je ispitanike s potvrdenom dijagnozom vulgarne
psorijaze ¢ija je tezina oboljenja od psorijaze odredena pomocu PASI skale, a kvaliteta zivota
pomoc¢u DLQI testa. Odabir ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze proveo je iskusan
dermatolog, iskljucujuci bolesnike na sistemskoj imunomodulacijskoj ili citostatskoj terapiji,

oboljelih od spondiloartropatije, reumatoidnog artritisa i drugih autoimunih bolesti. Takoder su
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isklju€eni oboljeli od malignih i infekcijskih bolesti te alergijskih reakcija unutar 6 tjedana prije

dijagnosticke obrade.

4.3. Metode

4.3.1 l1zolacija ukupnih perifernih mononuklearnih stanica (PBMC) iz pune krvi

Iz prikupljenih uzoraka periferne krvi ucinjena je izolacija mononuklearnih stanica tj. PBMC
stanica (engl. Peripheral blood mononuclear cells) upotrebom Lymphoprep™ medija za
odvajanje i izolaciju metodom centrifugiranja u gradijentu gustoce. U Falcon epruvetu
volumena 50 ml pipetirano je 10 ml sredstva gradijenta gustoe Lymphoprep™ prema
preporucenom volumenu proizvodaca. Pazeéi da se dvije teku¢ine ne mijeSaju, na povrsinu
Lymphoprepa™ nanesen je uzorak krvi koji je prethodno razrijeden fosfatnim puferom PBS
(engl. Phosphate buffered saline) bez BSA (engl. Bovine serum albumin) u omjeru 1:1.
Pripremljeni uzorak u Falcon epruveti centrifugiran je 25 minuta centrifugalnom silom od 800
g s podeSenim ubrzanjem 6 i temperaturom od 25 <C. 1z dobivenog uzorka razdvojenih slojeva:
plazme, PBMC stanica, Lymphoprepa™ i eritrocita kako je prikazano na Slici 1, pipetom je
pazljivo u potpunosti pokupljen sloj PBMC stanica ne zahvacajuci ostale slojeve te je prebacen

u novu epruvetu volumena 15 ml.

Centrifugiranje R

(800g, 25°C, 25 min) 2

35—

= Krvnaplazma

Punakrv + pbs 20—

Jﬂl

— PBMC

—  Lymphoprep

Lymphoprep h
== Eritrocitii granulociti

Slika 1. Prikaz uzorka Krvi prije i poslije centrifugiranja pomoé¢u Lymphoprep™ medija.

Autorsko djelo u¢injeno u programu Paint (Microsoft).
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Nova epruveta s preba¢enim PBMC stanicama nadopunjena je PBS puferom (bez BSA) kako
bi ukupan volumen uzorka bio 15 ml. Takav razrijedeni uzorak PBMC stanica centrifugiran je
5 minuta na 800 g s ubrzanjem i ko¢enjem 9 na temperaturi 25 C. Iz epruvete je odbacen
supernatant, a istalozene PBMC stanice pomijeSane su s 8 ml PBS pufera te centrifugirane na
550 g nakon ¢ega je supernatant ponovno odbacéen, a stanice su resuspendirane s 5 ml PBS
pufera ¢ime su pripremljene za bojanje. Uzorak je obojan bojom Trypan plava tako $to je 50 ul
stani¢ne suspenzije obojano sa 100 ul boje. Boja ne moZe prodrijeti membranu zivih stanica
koje ostaju neobojane dok mrtve stanice poprimaju plavo obojenje. Zive stanice u obojanom
uzorku izbrojane su pomoc¢u Burker-Turk komorice. Nakon brojanja izraunat je broj stanica u
ml uzorka prema ra¢unu: N (stanica) / ml = [N (izbrojanih stanica) / 4 izbrojana kvadrata] x

dilucijski faktor 3 x 10%. Alikvotirano je milijun stanica u ukupno 1 ml PBS pufera.

4.3.2 Bojanje stanica pomocu komercijalnog kita LIVE/DEAD ™ Fixable Dead Cell Stain Kit

Bojanje zivih stanica LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kit komercijalnim kitom
omogucuje jasno razlikovanje zivih od mrtvih stanica pri analizi rezultata proto¢ne citometrije.
Komponente kita najprije su zagrijane na sobnoj temperaturi. Boja je zatim razrijedena tako Sto
je dodano 50 ul Komponente B (bez vodnog otapala DMSO (engl. Dimethyl sulfoxide)) u
Komponentu A (fluorescentna boja). Po 1 ul pripremljene boje dodan je u svaki alikvot
prethodno izoliranih stanica. Uzorci su inkubirani 30 minuta na 4 °C. Obojani uzorak stanica
ispran je dodatkom 1 ul PBS plus 1 % BSA i centrifugiranjem 5 minuta na 350 g. Supernatant
je odbacen, a isprane stanice resuspendirane su u 95 ul PBS s 1 % BSA.

4.3.3. Fc blok

U svrhu sprjecavanja nespecifiénog vezanja protutijela na Fc receptore prisutne na ispitivanim
stanicama koristena je Human TruStain FCX™ otopina. U uzorak stanica dodano je 5 ul otopine

I inkubirano oko 10 min na sobnoj temperaturi.
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4.3.4. Priprema radne otopine

Gamma delta T limfociti ispoljavaju njima specifican TCR receptor. Fenotipizacija ovih stanica
U proto¢nom citometru ucinjena je koriStenjem PE-CY7 TCRyd anti-ljudskih misjih
monoklonalnih protutijela koja vezu taj receptor. Za uzorak ukupnog volumena 100 pl
koriSteno je 0,4 ul FITC CD3 protutijela i 5 ul PE-CY7 TCRyd protutijela razrijedenih s 94,6
ul PBS + 0,1 % BSA + 0,01 % NaNs (natrijev azid). U 100 ul stani¢ne suspenzije dodano je
100 pl pripremljenih razrijedenih protutijela. Uzorak je pomijeSan vorteksom i inkubiran u
mraku 30 minuta na 4 °C. Uzorak je zatim ispran dodatkom 2 ml PBS pufera i centrifugiran 5
minuta na 350 g nakon ¢ega je odbacen supernatant. Ispiranje je ponovljeno jo§ jednom istim
postupkom. Stanice su resuspendirane u 0,5 ml PBS pufera i zatim analizirane na proto¢nom
citometru (FACS Canto |1, Becton Dickinson, SAD).

4.3.5. Statisti¢ke metode

Nominalne varijable predstavljene su apsolutnim frekvencijama i proporcijama, a omjerne
varijable medijanom i interkvartilnim rasponom. Normalnost distribucije podataka analizirana
je Shapiro-Wilk testom. Postojanje statisticki znacajnih razlika medu skupinama testirano je
primjenom Mann-Whitney neparametrijskog testa. Spearmanov koeficijent korelacije (p)
koristen je za procjenu povezanosti kontinuiranih varijabli. Tablice kontingencije analizirane
su Fisherovim egzaktnim testom. Prag znacajnosti definiran je kao dvostrani P < 0,05.
Statisticka analiza obavljena je programom SPSS for Windows (inacica 28.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL, SAD).

4.3.6. Upotrijebljene kemikalije

Lymphoprep™ (STEMCELL Technologies Inc. Vancouver, Kanada)
e Fosfatni pufer PBS (bez BSA)

e Fosfatni pufer PBS + 1% BSA

e Fosfatni pufer PBS + 0,1% BSA + 0,01 % NaNs

e Trypan plava boja

11
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LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kit (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija,
SAD)

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

Anti-ljudska misja CD3e FITC protutijela (donacija prof. Petera Balogha, Medicinski
fakultet Sveucilista u Pecuhu, klon UCHT1 gamma)

Anti-ljudska misja PE-Cy7 TCRyd protutijela (klon B1.1, eBioscience™, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, SAD)

12
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5. REZULTATI

5.1. Demografska i biokemijska obiljezja ispitanika

Skupine zdravih ispitanika (CTRL od engl. Control) i oboljelih od vulgarne psorijaze (PV od
lat. Psoriasis vulgaris) nisu se znacajno razlikovale po broju, spolu, dobi, tjelesnoj tezini, visini
I indeksu tjelesne mase kao §to je prikazano u Tablici 1. Takoder se nisu znacajno razlikovale
prema mjerenim biokemijskim parametrima: C reaktivni protein (CRP), povrSinski antigen
hepatitis B virusa, anti-HBs protutijela, anti-HCV (hepatitis C virus) protutijela i CMV
(citomegalovirus) 1gG i IgM (imunoglobulin G/M) protutijela. U obje skupine ispitanika
(CTRL i PV) regrutirane su osobe mlade zivotne dobi, a broj ispitanika muskog spola dvostruko
je veci od ispitanica zenskog spola. Primije¢ene niske razine PASI ocjena upucuju na generalno
blaza stanja u oboljelih (PASI ocjene daju se od 0 do 72 (4)). Takoder su zabiljeZene niske
ocjene DLQI indeksa.

Tablica 1. Obiljezja zdravih ispitanika (CTRL) i oboljelih od vulgarne psorijaze (PV)

CTRL PV P
NM, Z) 22 (16 M, 6 7) 21 (14 M, 7 7) 0,747+
Dob (godine) 32 (28 - 40) 33 (27 -39) 0,874*
BMI (kg/m?) 25 (20 - 27) 25 (21 -29) 0,349*
PASI - 7,7 (5,5-125) -
DLQI - 3(1-6,5) -
CRP (mg/l) 0,8(0,5-1,8) 2(0,7-3,2) 0,057*
HBsAg (poz/neg) 0/16 0/16 -t
anti-HBs (mlIU/ml) 201,3 (16,4 — 724,8) 28,1 (0-153) 0,091*
anti-HCV (poz/neg) 0/15 0/16 -t
CMV IgG (AU/mI) 136 (72 - 183,5) 1455 (73,3 - 191,5) 0,936*
CMV IgM (poz/neg) 0/20 1/15 0,444%

Omijerne varijable izrazene su kao medijan s interkvartilnim rasponom (Q1 - Q3). Nominalne
varijable izrazene su proporcijama. CRP (C reaktivni protein), PASI (engl. Psoriasis area and
severity index), DLQI (engl. Dermatological life quality index), BMI (engl. Body mass index),
HBsAQg (povrsinski antigen hepatitis b virusa), CMV (citomegalovirus), IgG (imunoglobulin G
protutijela), IgM (imunoglobulin M protutijela), HCV (hepatitisa C virus). *Mann — Whitney

test. tFisherov egzaktni test.
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5.2. Relativne frekvencije yo T limfocita u perifernoj krvi oboljelih 1 zdravih

ispitanika

Analiza perifernih y8 T limfocita u¢injena je protoénom citometrijom. Zivi jednostruki CD3* T
limfociti identificirani su strategijom susljednog postavljanja prozora Flow Logic programa
(Slika 2a). Program je takoder upotrijebljen za identifikaciju stanica koje sadrze ydTCR
receptor - yd T stanice (CD3"ydTCR™), a u kojima su primije¢ene subpopulacije s razli¢itim
razinama ekspresije TCR receptora (Slika 2b). Stoga su dodatno identificirane viSe zastupljene
3 T stanice sa srednjom razinom ekspresije TCR receptora (CD*ydTCR™) i manje zastupljene
5 T stanice s ja¢om ekspresijom TCR receptora (CD3"ydTCRM9"),

a)
250 ] 250 ]
JEDNOSTRUKE STANICE 1057
200 ] 96,90 % RORR T 200 ]
; “ZIVE STANICE 99,38 % :
T 150 ] ; « 150 ]
3 3 LIMFOCITI 68,56 %
w
& 100 ] 100 J
50 50 J
5‘0 10‘(] !éo ) 2(‘)0 ) 25‘0 5'0 160 15‘0 ) 260 25‘0
FSC-A FSC-A
365
105
CD3+gdTCR+2.31% | CD3+5dTCRint 74.47%

274

CD3+gdTCRhigh 25.53%
182 ]

oA

T T T 2 T T T T T
0 103 104 105 0 103 104 1058
CD3 FITC-A gdTCR PE-Cy7-A

gdTCR PE-Cy7-A

Slika 2. Reprezentativni primjer strategije susljednog postavljanja prozora za analizu yo
T limfocita iz periferne Kkrvi ispitanika proto¢nom citometrijom. a) tockasti dijagrami
prikazuju identifikaciju zivih jednostrukih CD3" T limfocita. b) prikaz identificiranih
specifi¢nih populacija CD3* stanica na temelju ydTCR receptora i subpopulacija na temelju

razina ekspresije YOTCR receptora.
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Analiza frekvencija razli¢itih populacija yo T limfocita u dvije neovisne skupine (PV i CTRL)
ucinjena je neparametrijskim testom dviju nezavisnih varijabli Mann-Whitney. Rezultati
ukazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu osoba s psorijazom (PV) i zdravih
kontrola (CTRL) u sljede¢im populacijama yd T limfocita: CD3"ydTCR* (Mpv = 3,11 % (1,7 %
- 5,9 %) vS. Mcn = 3,54 % (2,16 % - 5,94 %), P = 0,451, Slika 3a), CD3*ydTCR"" (Mpy =
23,12 % (13,22 % - 40,05 %) vs. Mctn = 25,14 % (12,25 % - 40,31 %), P = 0,846, Slika 3b) i
CD3*ydTCR™ (Mpy = 76,88 % (59,95 % - 86,78 %) vs. Mcri = 74,87 % (59,7 % - 87,74 %), P
= 0,875, Slika 3c). Nasuprot tome, uocena je statisticki znacajna razlika izmedu skupina (PV i
CTRL) u frekvenciji CD3ydTCR" stanica (Mpy = 0,71 % (0,54 % - 1,47 %) vs. M = 1,05 %
(0,79 % - 2,3 %), P = 0,026, Slika 3d). Niti jedna druga znac¢ajna razlika nije prisutna izmedu

skupina uzimajuéi u obzir sve ispitivane varijable.

a) b)
CD3*y3TCR* CD37y8TCRbigh
12 70
e 60
10 :
£ 8 —‘7 E 50 —‘7 —‘7
g &40
E e L 8 30
S 2 20
; T T = 18 T T
CTRL PV CTRL PV
c) d)
CD3*y3TCRn CD3-ydTCR*, P = 0,026
7
100 _ = ! = )
z %0 g 5
@] ‘B
= 60 £ 4
o “=
oo 40 J— l £ 3 )
2& X 2
0 0
CTRL PV CTRL PV

Slika 3. Prikaz neznacajnih i znacajnih razlika populacija yé T limfocita izmedu
ispitanika s psorijazom (PV) i zdravih kontrola (CTRL). Neznacajne: a) CD3*ydTCR", b)
CD3*ydTCR"M ¢) CD3*ydTCR™. Stanice znadajne razlike: d) CD3y8TCR*. Razlike su
prikazane primjenom box-plot dijagrama, s prikazom medijana (horizontalna linija unutar box-
plota) i interkvartilnim rasponom (IQR = Q3 - Q1 gdje je Q1 omeden donjom a Q3 gornjom
granicom box plota), a vertikalne linije predstavljaju 1,5 x IQR. Ekstremne vrijednosti su
prikazane praznim kruzi¢ima. Prag znacajnosti definiran je kao dvostrani P < 0,05. Mann-

Whitney test.
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5.3. Povezanost demografskih obiljezja 1 klini¢kih obiljezja ispitanika s

perifernim udjelima yd T limfocita

Povezanost kontinuiranih varijabli ispitana je Spearmanovim koeficijentom korelacije (p).
Statisticka analiza podataka nije ukazala na statisticki znacajnu korelaciju izmedu promjena
frekvencija CD3"ydTCR™ T limfocita s teZinom oboljenja mjerene PASI testom u PV skupini
ispitanika (N = 21, p = 0,144, P = 0,535). PASI varijabla ne korelira zna¢ajno niti s jednom

drugom definiranom populacijom v T limfocita.

Daljnjom analizom odnosa frekvencije perifernih vy T limfocita s ostalim varijablama zapazena
je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu razina titra CMV IgG protutijela i frekvencije
CD3*y8TCR"9" populacije stanica (p = 0,585, P = 0,00018) analizom obje skupine ispitanika
(N =36, CTRL i PV). Takoder, statisticki znacajna pozitivna korelacija pronadena je zasebnom
analizom samo PV skupine ispitanika (N = 16, p = 0,811, P = 0,00014, Slika 4). U CTRL
skupini ova korelacija nije bila statisti¢ki znac¢ajna (N = 20, p = 0,424, P = 0,063). Suprotno
tome, zabiljeZena je statisticki znacajna negativna korelacija razine CMV IgG titra i frekvencije
CD3*ydTCR™ T limfocitnih populacija u ukupnom uzorku (CTRL i PV, N = 36, p = -0,584, P
= 0,00018) i u samoj PV skupini (N = 16, p = -0,811, P = 0,00014, Slika 5). U ostale dvije
definirane populacije perifernih y8 T limfocita (CD3*ydTCR* i CD37Yy3TCR") znacajna

korelacija s CMV IgG protutijelima nije pronadena.

p=0,811,P =0,00014, N = 16

.o
eee®
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CD3*ySTCRMt (% CD3*y5TCR*)
Y
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CMV 1gG (AU/ml)

Slika 4. Prikaz znadajne pozitivne korelacije CMV IgG protutijela i CD3*ydTCRM9"
stanica u PV skupini ispitanika. Tockasta linija: regresijski pravac, metoda najmanjih

kvadrata Spearman test.
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p=-0,811, P =0,00014, N = 16

100

90 & ®
80 e o®

70 -0
60 o o vy
50

40 o

30

20

10

CD3*y§TCRiM (% CD3*y3TCR*)

0 50 100 150 200 250 300
CMV IgG (AU/mI)

Slika 5. Prikaz znadajne negativne korelacije CMV IgG protutijela i CD3*ydTCRIn
stanica u PV skupini ispitanika. Tockasta linija: regresijski pravac, metoda najmanjih

kvadrata. Spearman test.

Pregledom medusobnih korelacija svih ostalih ispitivanih varijabli uoceno je nekoliko
statisti¢ki znacajnih odnosa: pozitivna korelacija izmedu indeksa prosirenosti i tezine oboljenja
i indeksa kvalitete Zivota (N = 21, p = 0,563, P = 0,008, Slika 6). U CTRL skupini uocena je
pozitivna korelacija dobi ispitanika s BMI indeksom (N = 22, p = 0,483, P = 0,023). Dodatno,
uocena je negativna korelacija dobi s razinom anti-HBs protutijela u serumu PV ispitanika (N
=15, p =-0,533, P = 0,041).

p=0,563,P=0,008 N=21
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Slika 6. Prikaz pozitivne korelacije PASI i DLQI indeksa u svih ispitanika PV skupine.

Tockasta linija: regresijski pravac, metoda najmanjih kvadrata. Spearman test.
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6. RASPRAVA

Prvom je hipotezom ovog istrazivanja pretpostavljeno da postoji znacajna razlika u brojnosti
perifernih y6 T limfocita izmedu skupine ispitanika s psorijazom (PV) i zdravih kontrola
(CTRL). Tri od ¢etiri diferencirane populacije perifernih yd T stanica ne razlikuju se znacajno
medu navedenim skupinama. Posljedica toga moze biti preispitivanje nedovoljno specificiranih
podvrsta yd T limfocita koji upucuju na razlicite uloge u periferiji i tkivu. Tome sluze spoznaje
da dvije razli¢ite podvrste ljudskih y8 T limfocita dominiraju u razli¢itim tkivima: Vy9*V§2*
prevladavaju u krvi dok V62" yo T stanice uglavnom prevladavaju u tkivima, najcesée u epitelu
(29). Ovakvi nalazi ne upucuju nuzno na nedostatak znacajnosti uloge perifernih yd T limfocita
u samom pocetku razvijanja bolesti, ve¢ nedostatak dokaza o znacajnoj ulozi u odrzavanju
bolesti na uzorku ispitanika ovog istrazivanja. Nasuprot tome, CD3ydTCR* populacija
pokazuje statisti¢ki znacajnu razliku. Treba napomenuti da ova definirana subpopulacija ima
specifi¢na citometrijska ali ne i jasna bioloska obiljezja stoga je njihova priroda i potencijalna
uloga u PV upitna. U usporedbi sa zdravim kontrolama, u perifernoj krvi PV skupine ispitanika
zabiljeZena je smanjena frekvencija CD3ydTCR" stanica. Pretpostavilo bi se da je uzrok tome
potencijalna migracija stanica na upalna mjesta psorijati¢nih plakova koznog tkiva kako je
opisano u uvodu ovog rada. Ovakvo objasnjenje dovedeno je medutim pod sumnju, dijelom
radi izostanka znacajne razlike u frekvenciji ostalih populacija perifernih y6 T limfocita i
nedostatak korelacije izmedu CD37y3TCR™ populacije i PASI skale, ali ponajvise radi
nepoznate uloge ove subpopulacije stanica u imunoloskom odgovoru. Obzirom na navedeno,
ne mogu se iskljuciti nezeljeni ucinci tehnickih artefakata i stani¢ne kontaminacije, koje je
ubuduce potrebno predvidjeti 1 neutralizirati optimizacijom eksperimentalnih 1 analitiCkih

postupaka.

Frekvencije perifernih yd T stanica nisu povezane s tezinom oboljenja (PASI) kako
pretpostavlja druga hipoteza ovog istrazivanja. Razlog toga moze biti jednak kao i u nedostatku
znacajnih razlika izmedu skupina. Za bolje razumijevanje uloge yé T limfocita u vulgarnoj
psorijazi potrebno je simultano istraziti brojnost perifernih i tkivnih yd T limfocita u ranim kao
I u kasnijim fazama oboljenja. Ovo je ujedno nedostatak ovog istrazivanja no velika invazivnost

sakupljanja uzorka za analizu y6 T limfocita u koznom tkivu otezava moguénost provedbe
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takvog istrazivanja. Isto tako, preispitivanje samih zaCetaka psorijatiénog oboljenja moze

predstavljati poteskoce zbog razlicitih faza detekcije od strane bolesnika.

Prisutnost CMV IgG protutijela predstavlja prijasnje preboljenu infekciju citomegalovirusom
(CMV) tj. humanim herpes virusom 5 (HHV5). Mogu¢a akutna infekcija iskljucena je
provjerom razina IgM protutijela. Karakteristika CMV, kao i ostalih HHV je njihova
sposobnost latencije. Nakon preboljene infekcije, CMV ostaje ,skriven“ u stanicama.
Istrazivanja pokazuju da se viSe razine CMV IgG protutijela u perifernoj krvi mogu objasniti
pojavnoscu veceg rizika od reaktivacije CMV zbog mogucéeg propusta imunosnog sustava (30).
Ovakvi su slucajevi pogotovo povezani s ve¢ opterecenim imunosnim sustavom starijih osoba
1 osoba s autoimunom boleséu (31). Pronadena statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu
CMV IgG protutijela i frekvencije CD3*ydTCRM" populacija kao i statisticki zna¢ajna
negativna korelacija titra protutijela s frekvencijom CD3*ydTCR™ populacija u ovom
istrazivanju ukazuje na sli¢ne nalaze dosadasnjih istrazivanja koja ispituju ulogu yo T limfocita
u infekciji citomegalovirusom (32). Naime, istrazivanja pokazuju da je broj V42~ populacije yd
T stanica uvecan u CMV seropozitivnih osoba za razliku od CMV seronegativnih (zdravih)
osoba (33). Takoder je pronadeno da V82 T stanice u CMV™ osoba pokazuju citotoksi¢ni
efektorski fenotip za razliku od stanica u zdravih osoba §to se navodi u literaturi kao moguénost
dugoro¢nog preoblikovanja uloge stanica tj. njihov plasticitet koji je zabiljezen i u drugim
istrazivanjima (33, 34). Uz to, istrazivanje je pokazalo da je tijekom sekundarnog odgovora na
CMV, reakcija yd T limfocita brza i da je infekcija brze savladana od primarnog odgovora na
CMV infekciju (33). Ovo pokazuje da je povecana razina V2™ yd T limfocita specifi¢ni
indikator imunosnog odgovora na CMV infekciju (33). Druga dominantna vrsta yd T limfocita
koja je zapazena u ljudi, pored V32", je V81" populacija. Potvrdu da je upravo V81" populacija
vo T limfocita ta koja ima kljuénu ulogu u CMV infekcijama pokazuju nalazi istrazivanja
Déchanet J i sur (35). Nalazi ovih istrazivanja dijelom pojasnjavaju zabiljeZzenu pozitivnu
korelaciju izmedu titra CMV protutijela i perifernih udjela CD3*ydTCR"9" stanica u ovom
istrazivanju, budu¢i da CD3*y6TCRMI" razred dominantno ¢ine y& T stanice koje izrazavaju
V317, ali u manjoj mjeri i V81°V32- ili V82* TCR repertoar (34, 36). Stovise, nedavna studija
otkriva znacajnu heterogenost unutar V31" razreda pa je pojedine V81" subpopulacije moguée
razlikovati na temelju stupnja diferencijacije, transkripcijskog i funkcijskog profila, pri cemu
razli¢iti V81" podrazredi potencijalno imaju razli¢itu ulogu u obrani od virusnih infekcija (37).

Za bolje razumijevanje uloge CD3*y8TCRM" stanica u CMV imunoloskom odgovoru, potrebne
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su stoga dodatne analize transkripcijske 1 klonalne raznolikosti ovih stanica u CMV IgG
pozitivnih ispitanika.

ZnaCajna pozitivna korelacija DLQI i PASI indeksa nije iznenaduju¢a prema mnogim
spoznajama psiholoskih utjecaja koznih oboljenja koja su spomenuta u uvodu ovog rada (6, 7).
Upravo zbog velikog utjecaja ove vrste bolesti na svakodnevni Zivot oboljelih bitno je
preispitati faktore koji potiCu nastanak i odrzavanje bolesti, pogotovo ukoliko se mogu
upotrijebiti kao nacin lijeGenja. Zbog toga su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se bolje

razumjela uloga i odnos perifernih i tkivnih y6 T limfocita s nastankom i odrZzavanjem psorijaze.
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ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Usporedba skupina ispitanika s vulgarnom psorijazom i zdravih kontrola dovelo je do sljede¢ih

zakljucaka:

- nema statisticki znacajnih razlika u brojnosti perifernih yo T limfocita zdravih i oboljelih

ispitanika

- brojnost CD3y8TCR™ stanica znacajno je niza u oboljelih od vulgarne psorijaze u usporedbi

sa zdravim kontrolama
- brojnost perifernih yd T limfocita nije povezana s teZinom oboljenja

- brojnost perifernih y6 T limfocita povezana je s razinama CMV IgG protutijela u serumu

oboljelih ispitanika

- tezina oboljenja povezana je s kvalitetom zivota u oboljelih od vulgarne psorijaze.
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8. SAZETAK

Uvod: Psorijaza je kroni¢na upalna kozna bolest i jedna od najucestalijih autoimunih bolesti.
Povezana je s ve¢im rizikom oboljenja od drugih bolesti i ima znacajan utjecaj na kvalitetu
zivota. Na razvoj psorijaze utjecu brojni geneticki i okoli$ni ¢imbenici s naruSenom koznom
barijerom te pojavom autoreaktivnih imunosnih stanica. Rezultati istrazivanja, provedeni
poglavito u animalnim modelima, ukazuju na potencijalno klju¢nu ulogu y6 T stanica u
progresiji i odrzavanju psorijati¢nih plakova, ali je njihovo porijeklo i uloga u ljudi oboljelih

od psorijaze nedovoljno razjasnjena.

Cilj istraZivanja: Analizirati i usporediti brojnost perifernih CD3*"TCRy3" T limfocita u
perifernoj krvi oboljelih ispitanika i zdravih kontrola te ispitati njihovu povezanost s tezinom

oboljenja i demografskim obiljezjima ispitanika.

Ispitanici i metode: 1z prikupljene periferne krvi 22 ispitanika zdravih kontrola i 21 oboljelih
od vulgarne psorijaze, izolirane su ukupne periferne mononuklearne stanice. Fenotipizacija yd
T limfocita u¢injena je u proto¢nom citometru koristenjem FITC CD3 i PE-CY7 TCRy® anti-
ljudskih misjih monoklonalnih protutijela.

Rezultati: Relativne frekvencije CD3" yd T limfocita nisu se statisti¢ki razlikovale izmedu
skupina zdravih kontrola i oboljelih, vjerojatno kao posljedica nedovoljno specificiranih
podvrsta y8 T limfocita. ZnaCajna razlika uocena je usporedbom CD37y8TCR™ stanica
nepoznate bioloske funkcije. ZapaZena je znalajna korelacija CD3*ydTCRMI" populacije T
limfocita s titrom CMV IgG protutijela. Ustanovljena je znacajna povezanost indeksa PASI i
DLQI.

Zakljuéak: U ispitivanom uzorku brojnost CD3* y8 T limfocita ne razlikuje se izmedu zdravih
i oboljelih ispitanika, dok u PV oboljelih CD3*ydTCRM" stanice koreliraju s CMV IgG titrom.

Klju¢ne rije¢i: Citomegalovirus; Gamma delta T stanice; Psorijaza.
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9. SUMMARY

Title: Immunophenotyping of yé T peripheral blood lymphocytes in psoriasis vulgaris patients

Introduction: Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease and one of the most common
autoimmune diseases. It is associated with a higher risk of developing other diseases and has a
significant impact on the quality of life. The development of psoriasis is influenced by a number
of genetic and environmental factors with a disturbed skin barrier and the appearance of
autoreactive immune cells. Results of many studies, which were mainly conducted on animal
models, indicate a potential key role of y6 T cells in the progression and maintenance of

psoriatic plaques, but their role and origin in psoriatic patients are not well understood.

Objectives: Analyze and compare frequencies of peripheral CD3*TCRy3" T lymphocytes in
the blood of healthy controls and subjects with psoriasis and examine their relation with disease

severity and demographic characteristics of subjects.

Participants and methods: Total peripheral mononuclear cells were isolated from collected
peripheral blood of 22 healthy controls and 21 patients with psoriasis vulgaris. Phenotyping of
vd T lymphocytes was performed in a flow cytometer using FITC CD3 and PE-CY7 TCRyd

anti-human murine monoclonal antibodies.

Results: There was no statistical difference in the relative frequencies of CD3* y8 T
lymphocytes between the healthy controls and psoriasis patients, most probably as a
consequence of insufficiently specified subtypes of yd T lymphocytes. A significant difference
was observed in CD3y8TCR" cells that are not yet well understood. A significant correlation
of CD3*ydTCR"9" T lymphocyte population with CMV IgG antibody levels was observed.
Significant correlation of PASI and DLQI was found.

Conclusion: In the examined sample the frequencies of CD3* y3 T lymphocytes did not differ
significantly between groups. In psoriatic patients CD3*yd§TCRMI" cell frequency correlates
with CMV IgG antibody levels.

Key words: Cytomegalovirus; Gamma delta T cells; Psoriasis
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