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POPIS KRATICA

AMP (engl. Antimicrobial peptide) - antimikrobni peptid

APC (engl. Antigen presenting cell) - antigen prezentirajuca stanica

BMI (engl. Body mass index) - indeks tjelesne mase

BSA (engl. Body surface area) - skala zahvacenosti povrsine tijela psorijazom

CARD14 (engl. Caspase recruitment domain family, member 14) - kaspaza-regrutirajuca
domena

CCL (engl. C-C motif chemokine ligand) - kemokinski ligand

CD (engl. Cluster of differentiation) - klaster diferencijacije

CDR (engl. Complementary determining region) - regija koja odreduje komplementarnost
CMV (engl. Cytomegalovirus) - citomegalovirus

CRP (engl. C-reactive protein) - C-reaktivni protein

CXCL (engl. C-X-C motif chemokine ligand) - kemokinski CXC ligand

DC (engl. Dendritic cell) - dendriti¢ka stanica

DLQI (engl. Dermatology life quality index) - indeks kvalitete Zivota

DNA (engl. Deoxyribonucleic acid) - deoksiribonukleinska kiselina

EDC (engl. Epidermal differentiation complex) - epidermalni diferencijacijski kompleks
HBsAg (engl. Hepatitis B surface antigen) - hepatitis B povrSinski antigen

HDL (engl. High density lipoprotein) - lipoprotein visoke gustoce

HIV (engl. Human immunodeficiency virus) - virus humane imunodeficijencije

HLA (engl. Human leukocyte antigen) - humani leukocitni antigen

IFN (engl. Interferon) - interferon

IgG (engl. Immunoglobulin G) - imunoglobulin G

IL (engl. Interleukin) - interleukin

iINKT (engl. Invariant natural killer T cells) - invarijantne prirodene stanice ubojice

LCE (engl. Late cornified envelope) - kasni roZznati omotac

LDL (engl. Low density lipoprotein) - lipoprotein niske gustoce

MAIT (engl. Mucosal associated invariant T) - sluznicama pridruZene invarijantne T stanice
MHC (engl. Major histocompatibility complex) - molekula glavnog sustava tkivne snosljivosti
MR1 (engl. MHC-related protein 1) - protein srodan MHC Kklasi

NF-kB (engl. Nuclear factor kappa B) - nuklearni faktor kB

PASI (engl. Psoriasis area and severity index) - indeks prosirenosti i tezine psorijaze



PSORS (engl. Psoriasis susceptibility) - genski lokus osjetljiv na psorijazu

PV (engl. Vulgar psoriasis) - vulgarna psorijaza

RNA (engl. Ribonucleic acid) - ribonukleinska kiselina

STAT4 (engl. Signal transducer and activator of transcription 4) - aktivator transkripcije i
prijenosa signala

Tc (engl. T cytotoxic cell) - citotoksi¢na stanica

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

TGF-p (engl. Transforming growth factor beta) - transformirajuci ¢imbenik rasta beta
Th (engl. T helper cell) - pomagacka stanica

TLR (engl. Toll-like receptors) - receptori sli¢ni Tollu

TNF-a (engl. Tumor necrosis factor alpha) - tumor nekrotizirajuéi faktor alfa
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1. UVOD

1.1. Vulgarna psorijaza

Psorijaza je kroni¢na, autoimuna bolest kozZe s jakom genskom podlogom, koja pogada

preko 125 milijuna odraslih i djece diljem svijeta. Prepoznata je kao bolest koja znatno utjece
na kvalitetu Zivota 1 emocionalno stanje bolesnika. Bez kvalitetne terapije, remisija bolesti je
vrlo rijetka, a s progresijom bolesti razvijaju se Stetni komorbiditeti poput reumatoidnog
artritisa, pretilosti, dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti, razli¢itih metabolickih sindroma i
depresije, zbog Cega se psorijaza smatra kompleksnom multisistemskom bolesti (1, 2).
Najces¢i tip, vulgarnu psorijazu, karakteriziraju eritematozni plakovi jasnih granica sa
srebrnastim ljuskama. Na zahvacenom podrucju javlja se neugodan osjecaj svrbeza Cijim
grebanjem dolazi do krvarenja, prepoznato kao Auspitzov znak. Lezije se pojavljuju na vlasistu,
koljenima, laktovima te na lumbosakralnom podrucju, i na tim mjestima mogu perzistirati
mjesecima ili godinama (3). Pojava lezija na nekim podrué¢jima se moze izazvati traumom §to
se karakterizira kao Koebnerov fenomen.
S obzirom na vidljive klinicke znakove, dijagnoza ove bolesti inicijalno se utvrduje klini¢kim
pregledom, a potvrduje histopatoloskom analizom bioptata zahvacene koze (4). Tezina bolesti
odreduje se pomocu indeksa proSirenosti i teZine psorijaze (od engl. Psoriasis Area and Severity
Index — PASI), skale zahvacéenosti povrSine tijela psorijazom (od engl. Body Surface Area —
BSA) te indeksa kvalitete Zivota (od engl. Dermatological Quality of Life Indeks — DLQI). Prije
odabira i primjene topicke ili sustavne terapije potrebno je odrediti tezinu bolesti, koja se
tijekom lijeCenja prati radi kontrole uspjesnosti terapije. Cilj lijecenja je poboljsanje klini¢ke
slike i poboljsanje kvalitete Zivota (3). Psorijati¢ne lezije u veéini sluajeva nestaju primjenom
adekvatne terapije, medutim Cesto se vracaju na istim podru¢jima prekidom terapije (5).

Psorijati¢ne lezije histoloski pokazuju prosirenje epidermisa (akantozu) zbog znacajnog
povecanja broja nediferenciranih keratinocita. ZadrZavanje jezgri keratinocita u vanjskom sloju
koze dovodi do fenomena parakeratoze. Povecan je broj dermalnih endotelnih stanica
odgovornih za crvenilo, a u dermisu i epidermisu prisutan je upalni infiltrat koji ¢ine neutrofili,
dendriticke stanice (DC), T stanice i ostale stanice imunosnog sustava. Udomljavanje i
proliferaciju imunosnih stanica u kozi poti¢u aktivirani keratinociti lu¢enjem proupalnih
citokina. Medusobnom interakcijom imunosnih stanica i keratinocita dolazi do nekontroliranog

razvoja upale (2, 6).
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1.2. Etiologija

Razlog nastanka psorijaze kao i ¢imbenici koji doprinose pogorSanju simptoma i
ukupnog stanja oboljelih jo§ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni. Pretpostavka je da
medudjelovanje rizi¢nih genetskih i okolisnih ¢imbenika vodi ka upali koja posreduje razvoj
bolesti (3).

Veliku ulogu genske podloge potvrduju obiteljske studije i studije blizanaca. Prema
istrazivanju obiteljskih studija, potomci dvaju bolesnih roditelja imaju 50 % Sanse za razvoj
psorijaze, dok se taj rizik smanjuje na 16 % ukoliko je zahva¢en samo jedan roditelj. Smatra se
da 1/3 pacijenata ima krvno srodstvo s osobom oboljelom od psorijaze. Studije blizanaca
potvrduju vecu ucestalost oboljenja u monozigotnih blizanaca (70 %), dok je u dizigotnih
potomaka pojava oboljenja znatno rjeda (20 %). Na vaznost rizicnih genetskih ¢imbenika
ukazuju sli¢nosti u tezini simptoma, podrucju zahvacenosti te pojavnosti i tijeku oboljenja u

monozigotnih blizanaca (7).
1.2.1. Genetski ¢imbenici

Danas je prepoznata povezanost psorijaze s nekolicinom klju¢nih genskih lokusa, koji
su radi svojeg znacaja u razvoju oboljenja objedinjeni pod kraticom PSORS (od engl. psoriasis
susceptibility), i oznaceni brojevima 1-9. Medu njima, najistaknutiju ulogu u razvoju psorijaze
¢ine genske sastavnice PSORS1 lokusa, smjestenog na kratkom kraku kromosoma 6 (6p21.3)
(8). U toj kromosomskoj regiji nalazi se glavni kompleks gena tkivne podudarnosti (MHC, od
engl. Major Histocompatibility Complex), medu kojima antigenska varijanta HLA-Cw6 ¢ini
glavnu gensku determinantu psorijaze (2). Genske ina¢ice HLA-C lokusa kodiraju razli¢ite
varijante MHC receptora klase I (MHC-I), klju¢ne u obrani domacina od unutarstani¢nih
patogena. Ove receptorske molekule izraZzavaju sve stanice s jezgrom, ukljucujuéi i razlicite
vrste adaptivnih i prirodenih limfocita T, koji posreduju brojne upalne reakcije u psorijati¢noj
kozi (9). Nositelji jedne alelne varijante HLA-Cw*0602 gena imaju 10 puta ve¢éi rizik za razvoj
psorijaze, a rizik se udvostrucuje u homozigotnih nositelja (10).

Genski lokus PSORS2 na kromosomu 17 (17925.3) nosi gen CARD14 (od engl. Caspase

recruitment domain family member 14) koji sudjeluje u signalnom putu nuklearnog faktora kB
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(NF-xB, od engl. Nuclear factor kappa B). Mutacijom tog gena dolazi do povecane aktivnosti
NF-kB i posljedicno povecane ekspresije kljuénih upalnih molekula koje doprinose upalnim
procesima u psorijazi. Povecanju rizika razvoja psorijaze doprinosi i delecija u EDC (od engl.
Epidermal Differentiation Cluster) genu na lokusu PSORS4 smjestenom na kromosomu 1
(1921). Pripadnici EDC genske obitelji kodiraju LCE (od engl. Late cornified envelope)
proteine roznatog sloja koze, koji sudjeluju u terminalnoj epidermalnoj diferencijaciji, a u
mutiranom obliku potencijalno doprinose smanjenoj funkciji kozne barijere (9, 11, 12).

Osim navedenih genskih lokusa, razvoju psorijaze pridonose i mutirane varijante gena IL36RN.
Ovaj gen kodira antagonista receptora interleukina 36 (IL-36RA), ¢iji agonisti sudjeluju u
aktivaciji transkripcijskog ¢imbenika NF-kB. Mutacija pospjesuje trajnu aktivaciju signalnog
puta koji doprinosi aktivaciji i akumulaciji neutrofila u bolesnikovu kozu (2).

Ostali rizicni genski lokusi koji pripadaju PSORS-u skupini povezani su s patogenezom

psorijaze, no njihova to¢na uloga jo$ uvijek je nedovoljno razjasnjena (2, 9).

1.2.2. OKkoliSni ¢cimbenici

Uz genetsku predispoziciju, specifi¢ni okoli$ni okidaci i zivotne navike povezuju se s
razvojem psorijaze. NajéeS¢e opisivani okolisni ¢imbenici su razli¢iti mikroorganizmi,
infekcije, fizicke traume, pretilost, lijekovi, stres, pusenje i alkohol (13).

Brojni patogeni organizmi prepoznati su u ulozi okidaca upale koja obiljeZava pocetak
razvoja psorijaze. Jedan od njih je Streptococcus pyogenes koji ¢esto uzrokuje pogorsanje
simptoma u oboljelih. Osim $to se ¢esto pojavljuje uz streptokoknu upalu grla, psorijaza se
javlja i u pratnji vulvovaginitisa te perianalne streptokokne infekcije. Moguci uzrok
povezanosti psorijaze sa streptokoknom infekcijom lezi u kriznoj reaktivnosti streptokoknog M
povrsinskog proteina i keratinocita ¢ime potencijalno zapocinje abnormalni imunosni odgovor
(14).

Povecéana prevalencija psorijaze je osim u uvjetima streptokokne upale, zabiljezena i
kod pacijenata pozitivnih na humani imunodeficijentni virus (HIV). U¢inci HIV infekcije koji
pospjesuju simptome u oboljelih od psorijaze vezani su uz gubitak regulatorne loze CD4+
pomoc¢nickih limfocita T, §to potencijalno pospjesuje ekspanziju CD8+ memorijskih T-stanica,
i pogorsanje simptoma psorijaze (15). Ostali mikroorganizmi vezani uz inicijaciju psorijaze
ukljucuju Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori te Candidu i retroviruse, izmedu ostalih
(14).
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Osim mikrobnih okidaca, mehanicka trauma koze Cesto se opisuje u etiopatogenezi
psorijati¢nih lezija. Naj¢es¢éa mehanicka osteCenja u pozadini psorijaze ukljucuju tetovaze,
opekotine, ugrize insekata, akupunkturu iglom ili svrbez (2).

Pretilost je sljedeci znacajan rizi¢ni ¢imbenik za razvoj psorijaze. Adipozno tkivo sluzi
kao skladiste energije, ali ono ima i ulogu u izlu¢ivanju leptina i rezistina, pronadenih u visokim
koncentracijama kod bolesnika s psorijazom (2). Kod pretilih pacijenata s psorijazom, pojac¢ano
luéenje leptina, rezistina i citokina iz adipoznog tkiva potice razvoj upalnog stanja (16). Zbog
toga se u lijeCenju psorijaze isti¢e vaznost adekvatne nutritivne skrbi, s naglaskom na gubitak
tezine i smanjenje rizika oboljenja od kardiovaskularnih komorbiditeta koji ¢esto pogadaju
pretile psorijati¢ne bolesnike (17).

Zbog cCestog izlaganja lijekovima za lijeCenje hipertenzije ili kardiovaskularnih
oboljenja, u oboljelih od psorijaze moguce su visestruke nuspojave i pogorSanje simptoma koji
se ublazavaju prestankom terapije. Pojedini lijekovi mogu potaknuti i stvaranje novih lezija kod
pacijenata s psorijazom (18). Lijekovi koji potvrdeno djeluju kontraproduktivno su litij,
antimalarici, tetraciklini, beta-blokatori i razli¢iti imunomodulatori (2).

Stres je Cesta pojava kod bolesnika koji zbog straha od stigmatizacije ili recidiva nakon
prestanka terapije, razvijaju tezu klini¢ku sliku psorijaze (13). Istrazivanja su pokazala da u 26-
88 % slucajeva oboljeli pacijenti pate od stresa uzrokovanog psorijazom. Takoder, stresni
dogadaji utjecu na nastup simptoma.

Pusenje i konzumacija alkohola takoder su ubrajaju u skupinu rizi¢nih ¢imbenika za
pojavu i pogorsanje psorijaze. Pove¢anjem oksidativnog stresa i smanjenjem antioksidativnog
kapaciteta dolazi do endotelne disfunkcije. Nikotin povecava lucenje citokina sa znacajnom
ulogom u patogenezi psorijaze, poput IL-12, IL-2 i tumor nekrotiziraju¢eg faktora (TNF)-a
(13). Pretpostavlja se da alkohol povecanom proizvodnjom transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta
beta (TGF-B), IL-6 i interferona alfa (IFN-a) aktivira limfocite T i inducira hiperproliferaciju

keratinocita (2).

1.3. Patogeneza

Patogenetski mehanizam psorijaze jo§ uvijek nije do kraja razjasnjen, ali brojna
istrazivanja ukazuju na poremeéenu homeostazu brojnih stanica unutar koze (keratinociti,
endotelne stanice), stanica urodenog i steCenog imunosnog odgovora, $to dovodi do pojave

trajne upale i bolesti.



Uvod

Proces pocinje kod osoba s genetskom predispozicijom pri susretu s jednim od mnogih
potencijalnih okoli$nih okidaca koji ¢e potaknuti keratinocite na luenje antimikrobnih peptida
(AMP, od engl. Antimicrobial peptides) LL-37, defenzina i S100 protein. LL-37 u kompleksu
s DNA preko Tollu-sli¢nih receptora (TLR) aktiviraju mijeloidne i plazmacitoidne DC koji
posljedi¢no otpustaju TNF-a, 1L-23, IL-12 te IFN-a. Aktivirane DC cirkuliraju u limfne
¢vorove gdje prezentiraju antigene u kompleksu s MHC receptorom naivnim limfocitima T. U
ovisnosti o vrsti citokinskog podrazaja i transkripcijskih faktora poticu diferencijaciju razli¢itih
subpopulacija limfocita (8). IFN-a je u psorijaticnim lezijama prisutan u povisenim
koncentracijama (19). Keratinociti lu¢enjem kemokina CCL20 i CXCLS8 privlace neutrofile te
regrutiraju periferne limfocitne linije koji ¢e sudjelovati u stvaranju upalnog stanja u kozi. Kada
subpopulacije limfocita T po¢nu Iuciti citokine poput TNF-a, IL-17 i IL-23 pozitivhom
povratnom spregom ponovno aktiviraju keratinocite stvaraju¢i zacarani krug (20).

U stvaranju upalnog infiltrata osim konvencionalnih limfocita (CD4+, CD8+ limfociti T)
djeluju i nekonvencionalne urodene stani¢ne linije (gama-delta(yd) T, invarijantne prirodene

stanice ubojice (iNKT) i sluznicama pridruzene invarijantne T stanice (MAIT)) (21).

1.3.1. Konvencionalni limfociti T

Konvencionalni limfociti djeluju u sklopu steCenog imunosnog odgovora te izrazavaju
T-stani¢ne receptore (TCR) s heterodimernim af lancima, pomocu kojih prepoznaju i vezu
antigen-MHC kompleks na povrsini APC. Uz afTCR kompleks, koreceptorske molekule sluze
za klasifikaciju CD4+ pomo¢nickih (Th, od engl. T helper), i CD8+ citotoksi¢nih (Tc, od engl.
T cytotoxic) limfocita T (21).

1.3.2. Nekonvencionalni limfociti T

U novije vrijeme veci broj istrazivanja ukazuje na ulogu nekonvencionalnih limfocita T
u psorijazi. Nekonvencionalne T stanice imaju karakteristike prirodenog i steCenog imunosnog
sustava. Odlike stanica prirodenog imunosnog sustava podrazumijevaju brz, TCR neovisan i
lokaliziran odgovor na brojne, ¢esto nepeptidne antigene, dok je steCeni imunosni odgovor
uvjetovan interakcijom izmedu T stanicnog receptora i peptidnih antigena. U skupinu
prirodenih limfocitnih vrsta ubrajamo urodene limfoidne stanice, gama-delta(yd) T limfocite,
INKT i MAIT stanice (21).
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1.3.2.1.Sluznicama pridruZene invarijantne T stanice (MAIT

stanice)

MAIT stanice ¢ine 1-10 % populacije cirkulirajué¢ih T-stanica, a najzastupljenije su
u sluznici crijeva i jetri. U jetri one ¢ine Cak 45 % limfocita T (22). Kao i ostali
nekonvencionalni limfociti T, MAIT stanice dijele karakteristike urodenog i stecenog
imunosnog odgovora. U usporedbi s yd i INKT stanicama, frekvencija MAIT stanica u
perifernoj krvi manja je od frekvencije yo T stanica, ali znacajno veca u odnosu na brojnost
INKT (23). MAIT stanice izrazavaju semi-invarijantni TCRVa7.2V receptor, Koji prepoznaje
nepeptidne produkte bakterijskog metabolizma riboflavina u kompleksu s MR1 (od engl. MHC-
related protein 1) prezentiraju¢im molekulama. Dodatni aktivacijski signal osigurava vezanje
IL-12 ili CD28 koreceptora s pripadaju¢im agonistima (24). Aktivacija MAIT stanica moguca
je i na TCR-neovisan nacin, u prisutnosti citokina IL-12 i IL-18 (25). Novija istrazivanja
takoder potvrduju reaktivnost MAIT stanica sa superantigenima bakterijskih vrsta
Staphylococcus aureus i Streptococcus pyogenes (26). Aktivirane MAIT stanice luce proupalne
citokine IL-17, IFN-y, TNF-a, te proteoliticke enzime granzim B i perforin ¢ime pokazuju svoja
citotoksi¢na svojstva (27). Osim navedenih citotoksi¢nih biljega, MAIT stanice pokazuju i
obiljeZja svojstvena drugim prirodenim limfocitnim linijama, poput ekspresije C-tip lektina
CD161 i receptora IL-18Ra (22), pri ¢emu vec¢inom izrazavaju CD8+a ili dvostruko negativni
CD4-CD8- koreceptorski profil (28).

Dosadasnja istrazivanja MAIT stanica u psorijazi, govore u prilog potencijalno vazne
uloge CD8+CD161"TCRVa7.2+IL-18Ra+IL-17+ stani¢nih vrsta, koje dijelom obuhvaéaju
izvorni odjeljak MR1tet+TCRVa7.2+ MAIT limfocita. MR1 tetramer se smatra specifi¢nim
markerom MAIT stanica, za razliku od dosada$njih surogat markera poput CD161. U sklopu
tetramera se nalazi antigen kojeg prepoznaju MAIT stanice (29). Stovise, nedavno je u
perifernoj krvi oboljelih od psorijaze uo¢eno znacajno smanjenje kanoni¢kih CD4+CD8+MR1-
tet+TCRVa7.2+ i CD4+MR1-tet+TCRVa7.2+ MAIT populacija, potencijalno kao posljedica
njihove redistibucije u pogodene dijelove koze (30). Zanimljivo, aktivirane
CD8+CDI161+TCRVa7.2+ stanice, zabiljezene u dermisu i epidermisu psorijati¢nih lezija,
dominiraju unutar razreda humanih, krvnih CD8+IL-17+ stanica (22), te cine glavninu
MR1tet+MAIT populacija, ¢ija se uloga u nastanku psorijaticnih lezija, medutim jo$ uvijek

istrazuje (31).
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1.3.3. Strukturai sinteza T stani¢nih receptora

Stani¢ni receptor limfocita T (TCR) sluzi za prepoznavanje antigena u kompleksu s MHC
prezentiraju¢éim molekulama. Uz MHC-antigen kompleks, u aktivaciji limfocita T sudjeluje
molekula CD3 kompleksa, { molekula te CD4 ili CD8 koreceptorske molekule. Osim prvog
aktivacijskog signala koji nastaje interakcijom T stani¢nog receptora S antigen-MHC
kompleksom, za aktivaciju limfocita potreban je i kostimulacijski signal koji nastaje vezanjem
CD28 i CD40L kostimulacijskih molekula s pripadaju¢im ligandima (B7 i CD40) na povrSini
antigen prezentirajue stanice (APC). Tre¢i signal, koji ujedno usmjerava diferencijaciju
aktivirane limfocitne jedinke, pruzaju upalni citokini vezanjem za pripadajuce citokinske
receptore (32).

T stanini receptor sastoji se od af ili yo heterodimernih glikoproteinskih lanaca cije su
varijabilne i konstantne polipeptidne domene kodirane nekolicinom konstantnih (C) i velikim
brojem varijabilnih (V), raznolikih (D) 1 spojnih (J) genskih segmenata, smjeStenih unutar
lokusa TRA (14911.2), TRB (7934), TRG (7p14) i TRD (14ql11.2) (Slika 1.a). Sinteza
varijabilne polipetidne domene T stani¢nog receptora podrazumijeva nasumi¢no Spajanje
(somatsku rekombinaciju) VDJ genskih segmenata, pri ¢emu alfa i gama lanac nastaju
rekombinacijom gena V (49 TRAV+5 TRAV/TRDV za a-lanac, 12-15 za y-lanac) i J (61 za a-
lanac, 5 za y-lanac), dok se beta i delta lanci generiraju preslagivanjem gena V (66 za p-lanac,
3 TRDV+5 TRAV/TRDV za &-lanac), D (2 za B-lanac, 3 za é-lanac) i J (14 za B lanac, 4 za 6-
lanac) (33). Konstantne polipeptidne regije alfa i delta lanaca kodirane su jednim (TRAC ili
TRDC), a beta i gama lanaca s jednim od dva C gena prisutna unutar TRB i TRG lokusa.

U okviru varijabilnih domena a-,3-,y- i 6-polipeptidnih lanaca nalaze se komplementarne CDR
regije (od engl. Complementary Determining Region) odgovorne za prepoznavanje antigena.
CDR1 i CDR2 domene kodirane su germinativnim varijantama V gena, smjestenim iza liderske
sekvence na 5' kraju polipeptidnih lanaca, dok se najvaznije promjene dogadaju unutar CDR3
regije koja obuhvaca V(D)J spojnicu (Slika 1.b). Ucestala stopa rekombinacije V(D)J gena
doprinosi nastanku raznolikog repertoara CDR3 sekvenci (potencijalno = 10 — 10 varijanti)

koji sluzi za prepoznavanje jednako velikog broja razli¢itih antigena (43).
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Slika 1. a) Genski lokusi za TCR a i B sadrZe kodirajué¢e segmente (egzone), medusobno
odvojene segmentima koji se ne eksprimiraju (introni). V- varijabilni segmenti; C-konstantni
segmenti; D-segmenti raznolikosti; J- spojni segmenti; L- vodec¢a sekvenca. b) Varijabilna (V)
i konstantna (C)-domena svakog polipeptidnog lanca kodirane su razli¢itim genskim
segmentima ¢ijom rekombinacijom nastaju CDR3 regije. Slika (autorski rad) je napravljena
racunalnim programom Adobe Photoshop (Adobe Photoshop CC 2015, San Jose, Kalifornija,
SAD)

Tijekom procesa razvoja limfocita T somatskom rekombinacijom genskih segmenata
varijabilne domene nastaju razliciti antigenski receptori.

Somatska rekombinacija genskih segmenata koji kodiraju TCR lance zapocinje nasumi¢nim
spajanjem jednog D i J gena, a fuzionirani DJ produkt spaja se s jednim V genskim segmentom.
Tijekom fuzije VDJ gena uvode se dvolanéani prekidi na krajevima genskih segmenata,
nukleotide se dodaju ili uklanjaju na slomljenim krajevima, i kona¢no se obradeni krajevi
povezuju kako bi se proizvele razlic¢ite kombinacije V(D)J egzona. Regije C gena leze nizvodno
od preuredenog V(D)J egzona i prepisuju se u primarni RNA transkript, koji se u nastavku
preureduje izrezivanjem nekodirajucih regija (od engl. RNA splicing) pri ¢emu nastaje zreli
transkript sastavljen od vodece egzonske sekvence, V(D)J i C egzona. Translacijom dobivene
mMRNA stvara se odgovaraju¢i TCR lanac. Upotreba razli¢itih kombinacija V, D i J genskih
segmenta te dodavanje i uklanjanje nukleotida na spojevima doprinose ogromnoj raznolikosti
antigenskih receptora (35). Uklanjanje ili dodavanje nukleotida djelovanjem egzonukleaza ili
enzima deoksiribonukleotidil transferaze (TdT) uvelike povecava raznolikost CDR3 repertoara.

Kao rezultat ovih djelovanja ukupan broj potencijalnin TCR varijanti prelazi 10 (35).



Uvod

Iako se smatra da se VDJ geni rekombiniraju nasumi¢no, neki se klonotipovi stvaraju ¢esc¢e od
drugih ¢ineéi populaciju javnih klonotipova — jednaki klonotipovi dijeljeni medu populacijom
(36).

1.3.4. Karakteristike T stani¢nog receptora MAIT stanica

Kljuéna znacajka MAIT stanica jest polu-invarijatni TCRVa7.2 receptor Koji
prepoznaje antigene u sklopu MR1 molekule. Struktura invarijantnog a-lanca najéesce je
kodirana kombinacijom gena TRAV1-2 i TRAJ33, TRAJ20 ili TRAJ12 (37). Invarijantni a-
lanac udruzen je S B-lancem, koji naj¢e$ée kodiraju varijante gena TRBV20 i TRBVG, i
priduzeni ¢lanovi obitelji gena TRBJ1 ili TRBJ2. Osim navedenih TRBV gena, u sastavu fTCR
repertoara MAIT stanica, Cesto se pojavljuje i TRBV4 (28). Obzirom na invarijantnu prirodu
a-lanca TCRVa7.2 receptora, raznolikost pridruzenih beta lanaca MAIT stanica uvelike
oblikuje njihov kapacitet prepoznavanja i vezanja razli¢itih antigena (38), ¢ine¢i BTCR

repertoar atraktivnom metom u istrazivanju ¢imbenika koji upravljaju razvojem MAIT stanica.

Sekvenciranje RNA (RNASeq) je metoda izbora za analizu raznolikosti TCR repertoara
koja omogucava uvid u trenutni transkriptomski profil sortiranih limfocitnih vrsta (39).
Prikupljeni podaci pruzaju mogucnost analize duljine, raznolikosti i aminokiselinskog sastava
CDR3 regija, stvarajuci uvjete za usporedbu i identifikaciju razlika u TCR repertoaru zdravih i
oboljelih ispitanika (40).
Dosadasnje studije TCRP repertoara u MAIT stanicama zdravih ljudi zabiljezile su velik broj
jedinstvenih klonotipova ograni¢ene duljine CDR3 regije. Medu njima, 5 % klonotipova ¢ini
¢ak 80 % ukupnog MAIT TCRp repertoara ukazuju¢i na vazan utjecaj krvnih mikrobnih
antigena na mehanizme u kontroli rekombinacije TRB gena u zdravih osoba. Osim u perifernoj
krvi, oligoklonalnost MAIT TCRp repertoara uocena je i u zdravoj jetri (38). Suprotno, u
psorijati¢noj kozi, uocen je povecani broj jedinstvenih varijanti beta TCR lanaca u odnosu na
zdravu i nelezijsku kozu (41). Najucestalije TCRp klonalne varijante u lezijama bile su prisutne
i U nepogodenim dijelovima koze oboljelih, sugeriraju¢i generalnu ekspanziju MAIT TCRp]
repertoara u psorijazi (41).
Medutim, analiza ukupnih T limfocitnih populacija u psorijaticnim lezijama, otkrila je
oligoklonalne populacije apTCR+ stanica koje proizvode IL-17. U patogenim IL-17+
klonovima, otkrivena je preferencijalna upotreba specificnih TRBV (TRBV3-1, TRBV5-1) i
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TRAV (TRAV20, TRAV30, TRAV41) genskih segmenata, a identificirano je i 15 TCRp, te 4
TCRa sekvence, dijeljene unutar ukupnog TCR repertoara oboljelih, ali ne i zdravih ispitanika
(5).

Za razliku od opisanih specificnosti TCRp repertoara u psorijaticnim lezijama (5, 41) i
perifernim mononuklearnim stanicama oboljelih (42), raznolikost B-lanaca sortiranih linija
TCRVa7.2+MR1+ MAIT stanica u perifernoj krvi oboljelih jo$ uvijek je nerazjaSnjena.
Povezanost TCRp varijanti MAIT stanica s tezinom 1 obiljezjima vulgarne psorijaze takoder je
nepoznanica. U okviru ovog istrazivanja primjenom RNASeq metode planirano je istraziti
oboje.
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2. HIPOTEZA

Klonalni repertoar TCRp lanaca TCRVa7.2+MR1+MAIT limfocita razli¢it je u zdravih
ispitanika i oboljelih od vulgarne psorijaze te su promjene u klonalnom repertoaru

povezane s obiljezjima i tezinom oboljenja.
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Ciljevi
3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Istraziti i usporediti repertoar B-TCR klonotipova perifernih TCRVa7.2+MR1+ MAIT
stanica zdravih i oboljelih ispitanika

2. Identificirati oligoklonalne varijante B-TCR receptora TCRVa7.2+ MRI+ MAIT

stanica i utvrditi njithovu povezanost s tezinom i obiljezjima bolesti.

12
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao case-control studija (istraZivanje parova) (43).

4.2. Materijali
4.2.1. Ispitanici

U svrhu istrazivanja prikupljeno je 20 uzoraka periferne krvi, od kojih 10 zdravih
(CTRL) i 10 oboljelih (PV) punoljetnih osoba. Probir oboljelih i kontrolnih ispitanika te
prikupljanje, sortiranje i imunofenotipizacija MAIT limfocita u njihovim uzorcima odobreni su
odlukom Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (Potvrda br. 2158-61-07-19-126,
11.10.2019.) i Klini¢kog bolnickog centra Osijek (Potvrda br. R2-12487/2019, 12.09.2019.).
Prikupljanje i obrada uzoraka provedeni su u okviru HRZZ projekta UIP-2019-04-3494.
Probir zdravih kontrola i oboljelih ispitanika izvrSen je nasumic¢nim redoslijedom pregleda u
okviru standardne dijagnosticke obrade na Zavodu za dermatologiju i venerologiju KBC
Osijek. Oboljeli ispitanici izabrani su na temelju klinic¢ki i histoloski potvrdene dijagnoze
vulgarne psorijaze, a tezina bolesti odredena je pomocu skale PASI i DLQI. Pacijenti koji su
unutar 6 tjedana prije dijagnostiCke obrade bili na sustavnoj bioloSkoj, citostatskoj,
fotokemoterapiji (psoralen, UVA zracenje) ili fototerapiji (uskospektralno UVB zracenje) su
iskljuceni iz istrazivanja. Takoder, isklju€eni su bolesnici s pridruzenim autoimunim, malignim
i infektivnim oboljenjima ili dokumentiranom epizodom alergijske reakcije u navedenom

periodu.

Kontrolna skupina sastavljena je od zdravih odraslih osoba, po dobi i spolu prilagodenih skupini
oboljelih. Odabrani su tijekom redovite dermatoloske skrbi benignih, neinfektivnih ili
imunosno neutralnih promjena na kozi, bez sustavne medikametozne ili fototerapije, povijesti

alergijskih, malignih ili autoimunih oboljenja.
Prilikom izuzimanja uzoraka krvi od svih ispitanika zabiljezeni su osnovni identifikacijski i

demografski podaci (ime, prezime i dob) i u€injena antropometrijska mjerenja (visina i teZina

ispitanika) s ciljem odredivanja indeksa tjelesne mase (BMI, od engl. body mass index).

13
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4.2.2. Upotrijebljene kemikalije

o Qubit™ RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)

o AmpliSeq™ for Illumina® cDNA Synthesis Kit (Illumina, San Diego, Kalifornija,
SAD)

o AmpliSeq™ for Illumina® Library PLUS Kit (96 reactions) (Illumina, San Diego,
Kalifornija, SAD)

o AmpliSeq™ for [llumina® Immune Repertoire Plus, TCR beta panel (Illumina, San
Diego, Kalifornija, SAD)

o AmpliSeq™ for Illumina® CD Indexes for Illumina Kit (Illumina, San Diego,
Kalifornija, SAD)

o AmpliSeq™ for Illumina® cDNA Synthesis Kit (Illumina, San Diego, Kalifornija,
SAD)

o Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter, Pasadena, Kalifornija, SAD)

o Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD)

o KAPA Library Quantification Kits for Illumina® platforms (Kapa Biosystems,
Wilmington, Massachusetts, SAD)

o MiniSeq High Output Reagent Kit (Illumina, San Diego, Kalifornija, SAD)

o PhiX Control v3 (kontrola knjiZnica, unutarnja kontrola sekvenciranja) (Illumina, San
Diego, Kalifornija, SAD)

o Tris-HCI, pH 8.5

o Na-OH, molecular biology grade (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

4.3. Metode
4.3.1. Kvantifikacija i dilucija RNA iz perifernih MAIT

stanica

TCRVa7.2+MRI+MAIT limfociti sortirani su iz uzoraka perifernih mononuklearnih

stanica, nakon Cega je iz tako sortiranih stanica slijedila izolacija ukupne RNA (30).

14
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Analiza kvalitete 1 kvantifikacija RNA iz sortiranih linija perifernih TCRVa7.2+MR1+
MAIT stanica oboljelih od psorijaze i zdravih ispitanika u¢injena je upotrebom komercijalnog
kita ,,Qubit™ RNA HS Assay Kit“ prema uputama proizvodaca.

Postupak: 20 uzoraka i 2 standarda pripremljena su u Qubit™ Assay tubicama. Prvo je
pripremljena radna otopina razrjedenja 1:200 od Qubit™ RNA HS reagensa i Qubit™ RNA
HS pufera. U svaku od 20 tubica dodano je 199 ul radne otopine i 1 ul RNA uzorka nakon cega
je slijedilo kratko vorteksiranje te inkubacija na sobnoj temperaturi. Za pripremu standarda 1 i
2 pomijesano je 190 pl radne otopine s 10 ul otopine Qubit™ RNA HS Standarda 1, odnosno
10 pl otopine Qubit™ RNA HS Standarda 2. Na Qubitu su prvo izmjerene vrijednosti
fluorescencije oba standarda radi dobivanja standardne krivulje kalibracije, a nakon toga su
odredene 1 vrijednosti koncentracije RNA u uzorcima. Rezultati su izrazeni u ng/pl. Za reakciju

reverzne transkripcije uzeta je jednaka pocetna koncentracija svih uzoraka (10 ng RNA).

4.3.2. Priprema NGS knjiZnice
4.3.2.1. Sinteza cDNA

Za pretvorbu ukupne RNA u ¢cDNA reverznom transkripcijom koriSten je komercijalni
kit ,,AmpliSeq™ for Illumina® cDNA Synthesis Kit*“ koji sadrzi 2 tubice s reakcijskom
smjesom (5X AmpliSeq cDNA Reaction Mix) i smjesom enzima (10X AmpliSeq RT Enzyme
Mix).

Postupak: 5X AmpliSeq cDNA Reaction Mix i 10X AmpliSeq RT Enzyme Mix
izvadeni su iz zamrzivaca te odmrznuti na sobnoj temperaturi (Reaction Mix) i na ledu (Enzyme
Mix). Na PCR plocu s 32 jazice dodavani su 1 pl 5X AmpliSeq cDNA Reaction Mix, 0,5 pl
10X AmpliSeq RT Enzyme Mix, 1 pl ukupne RNA te 2,5 ul Nuclease-free vode. Finalni
reakcijski volumen u jednoj jazici bio je 5 pl. Ploca je sigurnosno zatvorena koristeci
MicroAmp Clear Adhesive Film folijom nakon ¢ega je plo¢a vorteksirana te kratko
centrifugirana. Ploca je postavljena u PCR uredaj i pokrenut je RT program za sintezu CDNA.
RT program je postavljen na slijede¢i nacin:

e Volumen: 5 pl
e Zagrijavanje poklopca pred reakciju na 105 °C
e 42 °C na 30 minuta

e 85 °C na5b minuta

15
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4.3.2.2. Amplifikacija ciljnih regija

Koristenjem 5X AmpliSeq HiFi Mix iz komercijalnog kita ,,AmpliSeq™ for Il1lumina®
Library PLUS Kit“ i 5X AmpliSeq Immune Repertoire panel iz kita ,,AmpliSeq™ for
[llumina® Immune Repertoire Plus, TCR beta panel* amplificirane su ciljne regije cDNA
uzoraka.

Postupak: Prije pocetka postupka 5X AmpliSeq HiFi Mix je odmrznut na ledu, dok se
5X AmpliSeq Immune Repertoire panel odmrznuo na sobnoj temperaturi. Plo¢a iz prethodnog
koraka je kratko centrifugirana i skinuta je folija. U svaku od jazica s 5 pl cDNA dodano je 4
pl 5X AmpliSeq HiFi Mix, 4 pl 5X AmpliSeq Immune Repertoire Panel reagensa te 7 pl
Nuclease-free vode. Reakcijska smjesa je promijeSana pipetiranjem, ponovno zatvorena folijom
te kratko centrifugirana. Ploca je postavljena u PCR uredaj te je pokrenut AMP program za
amplifikaciju ciljnih regija.

AMP program je postavljen na:
e Volumen: 20 ul
e Zagrijavanje poklopca pred reakciju na 105 °C
e 99 °Cna 2 minute
e 20 ciklusa:
o 99 °C na 15 sekundi

o 60 °C na 4 minute
4.3.2.3. Digestija amplikona

U sljede¢em koraku dodatkom FuPa reagensa razgradeni su ostaci pocetnica, a dijelom
i amplikoni.

Postupak: FuPa reagens je odmrznut i cuvan na ledu tijekom cijelog postupka. U svaku
jazicu dodano je 2 pl FuPa reagensa nakon ¢ega je ploca prekrivena folijom, kratko vorteksirana
1 centrifugirana. Ploca je postavljena u PCR uredaj te pokrenut FUPA program.

FUPA program je postavljen na:
e Volumen: 22 ul
e Zagrijavanje poklopca pred reakciju na 105 °C
e 50 °C na 10 minuta
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55 °C na 10 minuta
62 °C na 20 minuta

Materijali i metode

Na svaki uzorak se vezu Index 1 (i7) i Indeks 2 (i5) adapteri radi stvaranja jedinstveno

oznacene knjiznice. KoriSteni su indeksi iz ,,AmpliSeq™ for Illumina® CD Indexes for

[llumina Kit*“ kompletu, 1 reagensi Switch Solution i DNA Ligase iz ,,AmpliSeq™ for

[llumina® Library PLUS Kit“. Oznacavanjem uzoraka jedinstvenim indeksima omoguceno je

mijeSanje svih uzoraka te njihovo sekvenciranje u isto vrijeme.

Postupak: Switch Solution je odmrznut na sobnoj temperaturi, dok je DNA Ligase

odmrznuta na ledu gdje je cuvana tijekom postupka. Plo¢a s amplikonima je kratko

centrifugirana i uklonjena je folija. Indeksi su odmrznuti, kratko vorteksirani i centrifugirani. U

svaku jaZicu s uzorkom dodani su redoslijedom sljedec¢i reagensi: 4 ul Switch Solution; 2 ul

AmpliSeq CD indeksa; 2 ul DNA Ligase. Folijom je zatvorena ploca, kratko vorteksirana i

centrifugirana nakon ¢ega je postavljena u PCR uredaj s LIGATE programom.

LIGATE program je postavljen na:

Tablica 1. Prikaz poloZaja indeksa u PCR plo¢i s 32 jaZice.

Volumen: 22 ul

Zagrijavanje poklopca pred reakciju na 105 °C

22 °C na 30 minuta
68 °C na 5 minuta

72 °C na 5 minuta

1D 2G 1E
1F 2H 2A
1G 3C 2F
1H 3E 3A
2B 3G
2C 1A
2D 1B
2E 1C
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4.3.2.5. Prvo ¢is¢enje knjizZnice

Cis¢enjem knjiznice postize se uklanjanje malih, nespecifi¢nih fragmenata DNA radi
postizanja §to efikasnijeg rezultata sekvenciranja. Cis¢enje djeluje na principu vezanja veéih
DNA fragmenata za paramagnetske kuglice iz Agencourt AMPure XP Beads reagensa. Kuglice
s knjiznicom se zadrzavaju djelovanjem magnetskog polja, dok se visak uklanja jednostavnim
ispiranjem.

Postupak: Agencourt AMPure XP beads zagrijane su na sobnu temperaturu i prije
koriStenja dobro vorteksirane. Prije postupka ¢is¢enja pripremljeno je 10 ml 70 % etanola. Ploca
je kratko centrifugirana i uklonjena je folija. U svaku knjiznicu dodano je 30 ul AMPure XP
kuglica nakon ¢ega je ploca centrifugirana i inkubirana na sobnoj temperaturi 5 minuta. Nakon
inkubacije plo¢a je postavljena na magnetni stalak 2 minute da kuglice privu¢e magnetsko polje
(Slika 2). Dok je bila ploca na stalku, skinuta je folija i uklonjen cjelokupni supernatant iz svake
jazice. U svaku jazicu zatim je dodano 150 pl 70 % etanola, te je ploca inkubirana na sobnoj
temperaturi dok se otopina nije razbistrila. Supernatant je ponovno uklonjen, a korak ispiranja
ponavljen jo$ jednom. Ploca je zatim zatvorena i centrifugirana te vra¢ena na magnetni stalak.
Uklonjen je ostatak prisutnog etanola i ploca je ostavljena da se osusi na zraku u sljede¢ih 10
minuta. Ostatak etanola uklonjen je pipetom kako bi u svakoj jaZici ostala samo knjiznica

vezana za kuglice.

Slika 2. Privlacenje magnetskih kuglica s knjiZnicom prema magnetu a) nakon $to je plo¢a

stavljena i b) nakon 2 minute. Fotografirao autor rada.
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4.3.2.6. Amplifikacija knjiZnice

Druga amplifikacija u pripremi knjiznice sluzi za umnazanje dodatne koli¢ine knjiznice
prije sekvenciranja koriste¢i se 1X Lib Amp Mix i 10X Library Amp Primers iz komercijalnog
kita ,,AmpliSeq™ for [llumina® Library PLUS Kit*.

Postupak: 1X Lib Amp Mix odmrznut je na ledu, a 10X Library Amp Primers na sobnoj
temperaturi. PloCa je maknuta s magnetnog stalka te je u svaku jazicu dodano 45 pl 1X Lib
Amp Mix i 5 pl 10X Library Amp Primers reagensa, nakon c¢ega je ploca zatvorena, kratko
vorteksirana i centrifugirana. Ploc¢a je postavljena na PCR uredaj i pokrenut je AMP_7 program.
LIGATE program je postavljen na:

e Volumen: 50 pl
e Zagrijavanje poklopca pred reakciju na 105 °C
e 98 °Cna2minute
e 7 ciklusa:
o 98 °C na 15 sekundi

o 64 °Cnalminutu
4.3.2.7. Drugo CiS¢enje knjiZnice

Drugo ¢is¢enje knjiznice ucinjeno je koristenjem Agencourt AMPure XP kuglica u dva
koraka. U prvom koraku prociS¢avanja, nespecificni fragmenti DNA vezu se na kuglice, a
knjiznica 1 pocCetnice ostaju supernatantu koji se zatim prebacuje na novu plocu. U drugom
koraku ciS¢enja knjiznica ostaje vezana za kuglice, a supernatant se uklanja.

Postupak: Prije samog postupka, Agencourt AMPure XP kuglice i Low TE pufer iz
,2AmpliSeq™ for Illumina® Library PLUS kompleta zagrijani su na sobnu temperaturu.
Istovremeno pripremljeno je 10 ml 70 % etanola.

PCR ploca s amplificiranim knjiZznicama kratko je centrifugirana i folija skinuta. U svaku jazicu
dodano je 25 ul AMPure XP beads. Ploca je kratko vorteksirana i centrifugirana nakon cega je
uslijedila inkubacija na sobnoj temperaturi 5 minuta. Plo¢a je zatim smjeStena na magnetni
stalak na 5 minuta dok se knjiznica nije razbistrila. Cjelokupan supernatant (~75 pl) s
knjiznicom prebacen je u jazice nove ploce i dodano je 60 pl XP kuglica te je ponovljeno
vorteksiranje, centrifugiranje i inkubacija od 5 minuta. Nakon toga ploc¢a je ponovno inkubirana

na magnetu dok se uzorci knjiZznice nisu izbistrili, a sav preostali supernatant je uklonjen.
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Procisc¢ene knjiznice isprane su u 150 pul 70 % etanola i inkubirane 30 s na magnetskom stalku
nakon ¢ega je uklonjen sav supernatant. Postupak ispiranja ponovljen je joS jednom, a preostali
etanol unutar jaZica osusen je na zraku 5 minuta. Ploca je maknuta s magnetnog stalka te je u
svaku jazicu dodano 30 pl Low TE pufera. Ploca je zatvorena folijom te kratko vorteksirana,
centrifugirana i inkubirana na magnetu dok se tekucina u jazicama nije izbistrila. Nakon toga,

27 wl supernatanta s knjiznicom prebaceno je na novu PCR plocu.

4.3.2.8. Kvantifikacija knjiZnice

4.3.2.8.1. Kvantifikacija knjiZnice fluorometrijskom metodom

Kvantifikacija knjiznice ucinjena je fluorometrijskom metodom uz koriStenje kita
,»Qubit™ dsDNA HS Assay Kit*.

Postupak: 20 uzoraka i 2 standarda pripremljena su u Qubit™ Assay tubicama.
Pripremljena je radna otopina razrjedenja 1:200 od Qubit™ dsDNA HS reagensa i Qubit™
dsDNA HS pufera. U svaku tubicu dodano je 198 pl radne otopine i 2 pl DNA dobivene
knjiznice. Tubica je kratko vorteksirana te inkubirana na sobnoj temperaturi. Za pripremu
standarda 1 i 2 pomijeSano je 190 pl radne otopine s 10 pl otopine Qubit™ dsDNA HS
Standarda 1, odnosno 10 pl otopine Qubit™ dsDNA HS Standarda 2. Radi dobivanja
standardne krivulje prvo su izmjerene vrijednosti Standarda 1 i 2 a nakon toga su odredene i

vrijednosti koncentracije DNA u uzorcima. Rezultati koncentracije DNA izrazeni su u ng/ul.
4.3.2.8.2. Agarozna gel elektroforeza

Veli¢ina fragmenata knjiznice provjerena je pripremom 1,5 % agarozna gel
elektroforeze.

Postupak: 1,5 % agarozni gel pripremljen je mjesanjem 0,75 g agaroze i 50 ml 1X TBE
pufera u Erlenmeyerovoj tikvici. Gel je otopljen zagrijavanjem, te je nakon hladenja izliven u
kadicu za elektroforezu s ¢eslji¢ima kako bi se polimerizirale jazice za nanoSenje uzoraka.
Na komadic¢u parafilma pomijeSano je 4 ul uzorka i 1 pl DNA boje. U jazice je pipetirano 5 pl
DNA markera te 5 pl svake knjiZznice. Ciljni fragmenti DNA, veli¢ine 500 parova baza,
razdvojeni su tijekom 25 min gel elektroforeze u elektricnom polju jakosti 150 V. Gel je

vizualiziran pod UV-lampom (Slika 3).
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Slika 3. Vizualizacija DNA fragmenata nakon elektroforeze pod UV lampom. Fragmenti

knjiznice pokazuju veli¢inu od 500 pb. Fotografirao autor rada.
4.3.2.8.3. qPCR kvantifikacija

Real Time PCR (qPCR) kvantifikacija ucinjena je uz koriStenje ,,KAPA Library
Quantification Kits for [llumina® platforms* kompleta.

Postupak: Komponente kompleta KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix i DNA
standardi 1-6 otopljeni su na ledu. Pripremljen je 10 mM Tris-HCI, pH 8,0-8,5. 2 ul svake
knjiznice razrijedena su u 2 serijska (1:100) razrjedenja s 10mM Tris-HCI tako da njihove
finalne koncentracije budu uskladene s koncentracijskim rasponom KAPA standarda (0,0002-
20 pM). Ukupan volumen za qPCR reakciju bio je 20 pl, ukljucujuéi 12 pl KAPA SYBR FAST
qPCR Master Mix reagensa, 4 ul PCR vode te 4 pl razrijedene knjiznice. Kvantifikacija je

provedena u real-time PCR uredaju QuantStudio 5 u sljede¢im temperaturnim uvjetima:
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e Volumen: 20 pl
e 95°C na2 minute
e 35 ciklusa:
o 95 °C na 30 sekundi
o 60 °C na 45 sekundi
Na temelju dobivenih srednjih vrijednosti koncentracije izmjerenih u duplikatu, izracunata

je molarnost svake knjiznice primjenom slijede¢e formule:

c (ﬁ—‘lg) * 100

Molarnost (nM) = 260
molg * prosjecna veli¢ina knjiznice (500 bp)

Na temelju dobivenih rezultata qPCR kvantifikacije, sve knjiZnice su razrijedene na

koncentraciju 2 nM.

4.3.3. Denaturacija i razrijedenje knjiZnice prije

sekvenciranja

Prije sekvenciranja na Illumina® MiniSeq™ sustavu, knjiznice su denaturirane i
razrijedene na preporucenu koncentraciju 1,1-1,9 pM u kona¢nom volumenu od 500 pl.
Tijekom procesa pripreme uzoraka za sekvenciranje koriSteni su reagensi ,,MiniSeq High
Output Reagent®, ,,AmpliSeq™ for [llumina® Library PLUS* te ,,PhiX Control* kompleta.

Postupak: Reagensi HT1, low TE te PhiX otopljeni su na sobnoj temperaturi.
Pripremljen je 1 ml 0,2 M NaOH. PhiX kontrola je razrijedena s 10 mM Tris-HCI na 4 nM
koncentraciju. 10 pl knjiznice svakog uzorka zdruzeno je u 1,5 ml tubicu, te je tubica kratko
vorteksirana 1 centrifugirana. Zdruzena knjiznica i PhiX kontrola potom su denaturirane
dodatkom 10 pl, odnosno 5 ul NaOH, u 10 pl zdruzene knjiznice, odnosno 5 pl PhiX kontrole.
Obje tubice su vorteksirane, centrifugirane i inkubirane 5 minuta na sobnoj temperaturi. U
tubicu s knjiznicom konac¢no je dodano je 10 pl, a u PhiX kontrolu 5 pul vode te su obje tubice
nanovo vorteksirane i centrifugirane.

Razrijedenje zdruzene, denaturirane knjiznice, i PhiX kontrole na 20 pM koncentraciju uc¢injeno
je dodatkom 970 ul, odnosno 985 pl hladnog HT1 reagensa. Tubice su vorteksirane i

centrifugirane. Finalno razrijedenje knjiznice ostvareno je mijeSanjem 28 ul denaturirane
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knjiznice s 472 pl hladnog HT1 reagensa. Za finalno razrjedenje PhiX kontrole, pomijesano je
35 pl 20 pM PhiX-a's 465 pl HT1.

Flow Cell i Reagent Cartridge iz ,,MiniSeq High Output Reagent* kompleta otopljeni
su i pripremljeni za koriStenje. U Reagent Cartridge pipetirano je 495 pl knjiznice i 5 pl PhiX
kontrole.

4.3.4. Analiza podataka primjenom MiXCR, Immunarch i
VDJTools alata

Nakon sekvenciranja, rezultati su dobiveni u obliku .fastq formata. Unutar FASTQ
datoteke nalaze se sirovi podatci koji su obradeni primjenom MiXCR programa do
kvantificiranih klonotipova u sklopu BaseSpace Sequence Hub platforme na Illumini. Alat
MiXCR (https://github.com/milaboratory/mixcr/) poravnava sekvence prema humanom
genomu s velikom preciznosti. On prepoznaje sve CDR regije gena slagaju¢i ih u klonotipove.
Rjesavanjem nastalih pogresaka tijekom koraka PCR-a i sekvenciranja (mismatch, delecije)
spaSava podatke i1 takoder ih grupira u klonotipove.

MiXCR se sluzi ugradenom knjiznicom referentnih V, D 1 J sekvenci gena iz NIH GenBank
baze podataka (44). U zadnjoj fazi, za svaki uzorak, formiraju se .txt datoteke s podacima o
zabiljezenim klonotipovima, ukljucuju¢i broj citanja svake klonske varijante, nazive i
kombinacije pripadajuc¢ih V, D i J segmenata, i udjele pojedinih klonova u ukupnom repertoaru.
Pomoc¢u bioinformatickih alata Immunarch (http://github.com/immunomind/immunarch/) i
VDJTools (http://github.com/mikessh/vdjtools) analizirane su dobivene datoteke. Za dobivanje
udjela koriStenja pojedine varijante TRBV ili TRBJ gena u ukupnim klonotipovima svakog
uzorka koristena je funkcija CalcSegmentUsage iz VDJTools alata. Funkcija heatmap.2 iz R
paketa ggplot2 (https://github.com/tidyverse/ggplot2) koriStena je za grafic¢ki prikaz toplinske

karte.

4.3.5. StatistiCka obrada rezultata

Kategoricke varijable prikazane su apsolutnim frekvencijama i proporcijama, a omjerne
varijable medijanom s interkvartilnim rasponom (IQR). Proveden je izra¢un klonalnosti (udio
repertoara koji zauzima skupine stani¢nih klonova), preklapanje repertoara (odredivanje

“javnih” klonotipova), utvrdivanje distribucije V i J gena te procjena raznolikosti repertoara
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(Broj jedinstvenih klonova, ChaoE (45), Efron-Thisted (46), Chaol (47) i D50 indeks (48)).
Statisticka znacajnost razlike medu neovisnim skupinama testirana je neparametrijskim testom
(Mann-Whitney, omjerne varijable). Povezanost kontinuiranih varijabli procijenjena je
Spearmanovim koeficijentom korelacije (p). Tablice kontingencije analizirane su Fisher exact
testom. Dvostrani P<0,05 predstavlja prag znacajnosti, bez korekcije za broj testova. Statisticka

analiza provedena je pomocu statistickog programa R v4.1.0 (https://www.r-project.org/).
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5. REZULTATI

5.1. Deskriptivna analiza demografskih i klinickih obiljezja
ispitanika

Za istrazivanje je koristeno 20 uzoraka RNA izoliranih iz sortiranih MR1+TCRVa7.2+
MAIT stanica prikupljenih iz periferne krvi 10 ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze i 10
zdravih kontrola, po dobi i spolu prilagodenih skupini oboljelih. Deskriptivna analiza
demografskih, klinickih i biokemijskih obiljezja prikazana je u Tablici 2. Skupina oboljelih i
kontrolnih skupina nisu se znac¢ajno razlikovale po spolu, dobi ili BMI. Znacajne razlike u
koncentraciji CRP upalnog biljega, broju eritrocita, trombocita, koncentraciji ukupnog
kolesterola, te LDL i HDL serumskim razinama, nisu zabiljezene. Broj leukocita u krvi
oboljelih [median; Me=6,7 (5,9-7,9) x10%I; P=0,031] bio je zna¢ajno povisen u odnosu na
vrijednosti zabiljezene u zdravih ispitanika [Me=5,7 (4,7-6,7) x10%I]. Vrijednosti homocisteina,
folne kiseline 1 vitamina B12 nisu se znac¢ajno razlikovale izmedu skupina. Statisticki znacajna
razlika u CMV IgG seropozitivnosti, kao i u serumskim razinama CMV IgG i anti-HBs I1gG
protutijela nije zabiljezena.

Tablica 2. Demografska, klini¢ka i biokemijska obiljeZja ispitanika.

Skupina PV (N=10) CTRL (N=10) P-vrijednost
N (M/Z omjer) 10 (8/2) 10 (8/2) 1%*
Dob (godine) 34 (29,5-39) 33 (28,5-37) 0,591*
BMI (kg/m?) 28,1 (27,4-29,6) 27,5 (26,5-29,2) 0,711*
PASI 20,1 (5,35-23) - -

DLQI 10 (4,25-11) - -

CRP (mg/l) 0,7 (0,4-0,9) 1,4 (0,7-3) 0,222*
Lkc (x10°/1) 6,7 (5,9-7,9) 5,7 (4,7-6,7) 0,031*
Erc (x10*/1) 5,1 (4,6-5,3) 5,1 (5-5,2) 0,703*
Tr (x10%/1) 250 (218,6-281,3) 245 (222-282) 0,968*
Kol (mmol/1) 5,5 (5-6) 4,9 (4,8-5,4) 0,849*
HDL-kol (mmol/l) 1,2 (1,1-1,6) 1,3(1,2-1,5) 0,435*
LDL-kol (mmol/l) 3,9 (3,7-4,1) 4,3 (2,9-3,5) 0,222*
Homocistein (umol/l) 9 (9-10) 8,5 (8-9,8) 0,197*
Folna kiselina (nmol/l) 9,3 (8,8-14) 15 (12,7-18,6) 0,111*
Vitamin B12 (pmol/l) 309 (288-346) 354 (292-395) 0,659*
Anti CMV IgG (poz/neg) 7/2 10/0 0,210**
Anti CMV IgG (AU/ml) 84,9 (35,6-101) 100,8 (83,9-119,2) 0,141*
Anti HBs (mIU/ml) 3 (2-296,5) 281 (22-781) 0,215*

* Mann-Whitney U-test. ** Fisher exact test. Rezultati mjerenja prikazani su medijanom i interkvartilnim
rasponom (IQR). N — broj ispitanika; BMI — indeks tjelesna mase; PASI — Psoriasis Area and Severity Index;
DLQI - Dermatological Life Quality Index; CRP — C-stani¢ni protein; Lkc — leukociti; Erc — eritrociti; Tr —
trombociti; Kol —kolesterol; CMV —citomegalovirus; HBs — hepatitis B, povr$inski antigen; 19G — imunoglobulin
G
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5.2. Pregled kvantitativnih parametara kontrole kvalitete
sekvenciranih i mapiranih klonskih varijanti

Kvantitativni parametri kontrole kvalitete ostvarenih ¢itanja prikazani su u Tablici 3. U
usporedbi s kontrolnom skupinom, u PV uzorcima ostvaren je nesto veéi broj Citanja [PV vs.
CTRL; 326343 (201105-528040) vs. 214410 (132550-348893); P=0,307]. Najmanji broj
klonalnih varijanti u PV skupini bio je 121 204, dok je kod kontrolne skupine on bio 2236.
Ostvaren je i veéi broj jedinstvenih klonalnih varijanti, ¢ija je frekvencija posljedi¢no bila nesto
veca u PV nego u CTRL skupini [PV vs. CTRL,; 4566,5 (3364,2-6297,5) vs. 2967,5 (2445,5-
5030,75); P=0,186], ali statisti¢ki znacajna razlika u navedenim kategorijama nije zabiljezena.
Udio ¢itanja mapiranih u TCR transkriptomu bio je podjednak u obje skupine, kao 1 broj ¢itanja

po klonotipu, te duljina nukleotidnih sljedova CDR3 transkripata.

Tablica 3. Deskriptivna analiza parametara kontrole kvalitete.
Skupina PV (N=10) CTRL (N=10) P-vrijednost
orol ditanja po 326343 (201105-528040) 214410 (132550-348893)  0,307*
Udio mapiranih
¢itanja (%)
Udio ¢itanja
mapiran u TCR 63,5 (59,25-64,75) 62 (58,25-63,75) 0,341*
transkriptomu (%o)
Broj jedinstvenih
klonova
Prosjecan broj
¢itanja po klonotipu
Srednja vrijednost
frekvencije 0,00022 (0,00016-0,0003) 0,000337 (0,0002-0,0004) 0,186*
klonotipa
Srednja vrijednost
nukleotidne
sekvence CDR3
regije

87,19 (86,18-88,62) 86,84 (86,35-87,45) 0,939*

4566,5 (3364,2-6297,5)  2967,5 (2445,5-5030,75)  0,186*

62,02 (55,01-79,15) 64,96 (43,19-82,23) 0,909*

43,91 (43,56-44-23) 43,81 (43,43-44,35) 0,909*

* Mann-Whitney U-test. Rezultati mjerenja prikazani su medijanom i interkvartilnim rasponom.

5.3. Kvantitativna analiza raznolikosti TCRf repertoara
TCRVa7.2+ MR1+ stanica

Raznolikost TCRp repertoara procijenjena je primjenom Kkvantitativnin mjera

raznolikosti koje se Cesto primjenjuju u ekologiji, poput ChaoE, Chaol i Efron-Thisted
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procjenitelja te D50 indeksa (44, 45, 46, 47). Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 4. U
usporedbi s B-TCR repertoarom MAIT stanica zdravih kontrola, u PV ispitanika uocen je
nominalno ve¢i, ali ne i statisticki znacajno razli¢it broj jedinstvenih CDR3p klonalnih varijanti
MRI1+TCRVa7.2+ stanica. Kako bi procijenili potencijalnu raznolikost nezabiljezenih ili
nedostaju¢ih klonotipova ucinjena je ekstrapolacija zabiljezenog broja klonova primjenom
ChaoE, Chaol i Efron-Thisted parametara, medutim znacajna razlika medu ispitivanim
skupinama nije zabiljezena. Za daljnju analizu prisutnosti klonotipskih ekspanzija, izra¢unat je
indeks raznolikosti 50 (D50), koji odgovara postotku jedinstvenih CDR3 sekvenci koje ¢ine 50
% ukupnog broja ostvarenih ¢itanja. Vise od 98 % jedinstvenih klonotipova ¢inilo je 50 %
ukupnog broja CDR3p sekvenci u oboljelih od PV, sto ukazuje na veliku raznolikost TCRf3
MAIT repertoara 1 izostanak ekspanzije klonalnih varijanti u PV. Podjednaka veli¢ina D50

indeksa 1 raznolikosti PTCR repertoara zabiljezena je 1 u kontrolnoj skupini.

Tablica 4. Procjena raznolikosti B-TCR repertoara sortiranih MR1+TCRVa7.2+ stanica.

Raznolikost PV CTRL P-vrijednost
Broj jedinstvenih klonova  4566,5 2967,5 0,185*
ChaoE 5033 3309,5 0,140*
Efron-Thisted 5616,5 3950,5 0,121*
Chaol 5033,5 3317,5 0,161*
D50 Index 0,9815 0,977 0,384*

* Mann-Whitney U-test. Rezultati mjerenja prikazani su medijanom. ChaoE — ekstrapolacija broja detektiranih
razli¢itih klonotipova (45); Efron-Thisted Estimate — procjenjivanje broja nepoznatih klonotipova (46); Chaol
— procjena ukupnog broja klonotipova (47); D50 Index - postotak jedinstvenih CDR3 sekvenci odgovornih za 50
% ukupnog broja sekvenci (48).

5.4. Distribucija TRBV i TRBJ gena u B-TCR repertoaru
TCRVa7.2+ MR1+ stanica zdravih i oboljelih ispitanika

Kako bi odredili distribuciju pojedinaénih gena V i J u TCRpB repertoaru
MR1+TCRVa7.2+ MAIT stanica, napravljene su toplinske karte (Slika 4.a i 4.b) i stupcasti
dijagrami (Slika 4.c i 4.d) usporedujuci upotrebu 59 TRBV i 13 TRBJ gena u jedinstvenim f-
CDR3 sekvencama zdravih kontrolnih i oboljelih ispitanika.

Veéina CDR3 sekvenci TCRp lanaca Kkoristila je gen TRBV20-1 (22 826/100 869
klonova) i inacice TRBV6 obitelji gena (TRBV6-1 (9 471/100 869 klonova), TRBV6-2 (13
435/100 869 klonova), TRBV6-4 (15 322/100 869 klonova)), a geni TRBV28, TRBV15 i
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TRBV29-1 zabiljezeni su u vise od 2 % svih B-TCR klonotipova (Slika 4.a i c). Pridruzene
genske varijante J segmenata najcesce su kodirane genskim ina¢icama TRBJ2 obitelji gena, od
kojih ponajvise genima TRBJ2-1 (21 838/100 869 klonova) i TRBJ2-7 (15 836/100 869
klonova) (Slika 4.b i d).
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Slika 4. Distribucija TRBV i TRBJ gena u uzorcima PV i CTRL skupine. Rezultati su
prikazani toplinskim kartama za a) TRBV i b) TRBJ gene. Za dobivanje udjela koristenja
pojedine varijante TRBV ili TRBJ gena u ukupnim klonotipovima svakog uzorka koristena je
funkcija CalcSegmentUsage iz VDJTools alata. Funkcija heatmap.2 iz R paketa ggplot2
koriStena je za graficki prikaz toplinske karte. Z-score je izraunat unutar funkcije heatmap.2
te predstavlja rezultat dobiven oduzimanjem ukupne prosjecne zastupljenosti gena od sirove
ekspresije za svaki gen te dijeljenjem tog rezultata sa standardnom devijacijom (SD) broja
klonova u svim uzorcima. Narancasti dio spektra predstavlja najzastupljenije varijante V 1 J
gena. Stupcastim dijagramima prikazana je distribucija c) TRBV i d) TRBJ gena u svim

uzorcima.
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Frekvencije 10 najzastupljenijin TRBV i TRBJ gena u sastavu TCRp repertoara perifernih
MAIT stanica kontrolnih i oboljelih ispitanika prikazane su u Tablici 5. i Tablici 6.
Najzastupljeniji TRBV geni u skupini oboljelih od PV, u istom sastavu i redoslijedu pojavljuju
se medu 10 najucestalijih gena u zdruzenoj populaciji svih ispitanika. Isti popis TRBV varijanti
nalazi se i na listi 10 najzastupljenijih gena u kontrolnih ispitanika, ali se njihov rang djelomice
razlikuje u usporedbi s redoslijedom gena koji je zabiljeZzen u PV skupini. Najznacajnija je bila
razlika u ucestalosti TRBV29-1 gena, ¢ija je frekvencija bila znacajno ve¢a u TCRp klonovima
oboljelih [PV vs. CTRL: 3,82 % vs. 2,22 %].

Tablica 5. Distribucija TRBV gena u ukupnom repertoaru.

Najzastupljeniji Najzastupljeniji Najzastupljeniji

TRBYV geni %o TRBV geni %o TRBV geni %o
(PV+CTRL) (PV+CTRL) by PV)  (cTRL) (CTRL)
TRBV20-1 22,63 TRBV20-1 17,99 TRBV20-1 17,59
TRBV6-4 15,19 TRBV6-4 13,22 TRBV6-2 13,18
TRBV6-2 13,32 TRBV6-2 10,37 TRBV6-4 10,80
TRBV6-1 9,39 TRBVG6-1 8,57 TRBV6-1 7,55
TRBV15 3,79 TRBV15 7,67 TRBV15 7,18
TRBV28 2,87 TRBV28 5,78 TRBV28 6,64
TRBV29-1 2,74 TRBV29-1 3,82 TRBV24-1 2,73
TRBV6-3 2,59 TRBV6-3 3,55 TRBV6-3 2,47
TRBV24-1 1,99 TRBV24-1 2,54 TRBV19 2,23
TRBV19 1,92 TRBV19 2,22 TRBV29-1 2,22

*Za izracun frekvencijskih udjela TRBV gena koristena je funkcija CalcSegmentUsage iz VDJTools programa.

Tablica 6. Distribucija TRBJ gena u ukupnom repertoaru.

Najzastupljeniji Najzastupljeniji

. %* Najzastupljeniji  %* . %*
(TPF\Q/E%QTEQL) (PV+CTRL) TRBJgeni (PV) (PV) (TCRTBR‘]I_g)e”' (CTRL)
TRBJ2-1 21,65 TRBJ2-1 20,70 TRBJ2-1 22,82
TRBJ2-7 15,70 TRBJ2-7 15,79 TRBJ2-7 15,68
TRBJ2-3 13,99 TRBJ2-3 13,91 TRBJ2-3 14,91
TRBJ2-2 12,66 TRBJ2-2 13,07 TRBJ2-2 12,18
TRBJ2-6 8,76 TRBJ2-6 806  TRBJ2-6 10,41
TRBJ2-5 5,75 TRBJ2-5 6,40  TRBJ2-5 5,60
TRBJ1-1 4,95 TRBJL-1 595  TRBJL-1 4,48
TRBJL-5 2,69 TRBJL-5 271  TRBJ1-5 2,50
TRBJ1-6 1,01 TRBJL-6 1,80  TRBJL-6 1,01
TRBJ1-2 1,48 TRBJ1-2 1,49  TRBJ1-2 1,30

* Za izracun frekvencijskih udjela TRBJ gena koriStena je funkcija CalcSegmentUsage iz VDJTools programa

29



Rezultati

5.5. Diferencijalna uporaba TRBYV gena u sastavu TCRf klonova
MAIT stanica PV ispitanika

Analiza frekvencijskih udjela TRBV i TRBJ gena u TCRP repertoaru
MRI1+TCRVa7.2+MAIT stanica, otkrila je nekolicinu genskih varijanti razli¢ito zastupljenih u
CDR3 sekvencama PV i zdravih ispitanika. Medu njima, upotreba TRBV29-1, jednog od
najucestalijih gena u jedinstvenim CDR3f sekvencama oboljelih, bila je znac¢ajno veca od one
opazene u zdravih kontrola [PV vs. CTRL, Me=3,82 (2,75-4,38) vs. Me=2,22 (1,72-3,19);
Mann-Whitney P=0,04; Slika 5.a]. Frekvencija nekolicine rjedih TRBV varijanti, preciznije
gena TRBV11-2 [M.=0,35 (0,17-0,65) vs. Me=0,10 (0,03-0,19) ; P=0,01, Slika 5.b], TRBV7-
6 [M.=0,3 (0,13-0,54) vs M=0,11 (0,04-0,17); P=0,04, Slika 5.c] i TRBV6-9 [M¢=0,01 (0,01-
0,04) vs. Me=0,00479 (0-0,01); P=0,04, Slika 5.d], takoder je bila znacajno vec¢a u PV nego u
kontrolnih ispitanika. Znacajne razlike u frekvenciji drugih TRBV 1 TRBJ gena izmedu
ispitivanih skupina, medutim, nisu zabiljeZene.
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Slika 5. Ucestalost upotrebe a) TRBV29-1 b) TRBV11-2 ¢) TRBV7-6 i d) TRBV6-9 gena u
MAIT TRB-CDR3 sekvencama oboljelih i zdravih ispitanika prikazana pravokutnim ili box-
plot dijagramom. Unutar svakog pravokutnika nalazi se horizontalna linija s prikazanom
vrijednosti medijana (p). Gornja i donja linija box-plota omeduje interkvartilni raspon (IQR).
Vertikalne linije predstavljaju 1,5xIQR. Razlike izmedu PV i CTRL skupina odredene su

Mann-Whitney U-testom. Prag znacajnosti definiran je kao dvostrani P<0,05.
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U nastavku je ispitivana potencijalna povezanost frekvencijskog udjela TRBV i TRBJ gena u
TCRP repertoaru MAIT stanica s tezinom psorijaze. U tu svrhu, ucinjena je Spearmanova
analiza povezanosti klonalnog udjela TRBV i TRBJ gena s veli¢inom PASI indeksa oboljelih.
Otkrivena je povezanost nekolicine TRBV i TRBJ gena i PASI skale, pri ¢emu je klonalna
zastupljenost TRBV21-1 i TRBJ1-1 gena u MAIT TCR} repertoaru rasla (Slika 6.a i 6.b), a
gena TRBV6-5, TRBV28 i TRBV11-1 opadala s porastom PASI indeksa (Slika 6.c, 6.d i 6.e).
Klonalna zastupljenost gena Kkoji su u veéem broju uoceni u sastavu CDR3p sekvenci PV
ispitanika (TRBV6-9, TRBV7-6, TRBV11-2 i TRBV29-1) nije se mijenjala s PASI indeksom.
Povezanost klonalnih udjela drugih TRBV gena s ostalim klinickim obiljezjima nije

zabiljezena.
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Slika 6. Povezanost udjela a) TRBV11-1, b) TRBJ1-1, c) TRBV6-5, d) TRBV28 i ¢)
TRBV11-1 gena i indeksa proSirenosti i teZine psorijaze (PASI). p - Spearmanov koeficijent
korelacije. Prag znacajnosti definiran je kao P<0,05. Plava linija predstavlja liniju linearne

regresije, dok sjencana polja predstavljaju 95 %-tni interval pouzdanosti.
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5.6. Brojnost i aminokiselinski sastav javnih -TCR klonotipova
MR1+TCRVa7.2+MAIT stanica zdravih i oboljelih ispitanika

U zdruzenom uzorku zdravih i oboljelih ispitanika zabiljezeno je 4384 javnih
klonotipova, a 10 najucestalijih varijanti, zabiljezenih u vise od 75 % ispitanika prikazano je u
Tablici 7. Klonotipovi CASSELAGGPDTQYF i CSARLAGGQETQYF najvise su prosirene
sekvence zabiljezene u 17 od 20 ispitanika. U skupini 10 najprosirenijih sekvenci PV skupine,
prvih 6 klonotipova Cini dio najzastupljenijih varijanti ukupne populacije, a sekvence rangirane
od 7. do 10. mjesta pojavljuju se u 3-5 od 10 zdravih kontrola (Tablica 8.). U skupini 10
najprosirenijih sekvenci CTRL skupine, prvih 5 klonotipova €ini dio najzastupljenijih varijanti
ukupne populacije te se svaka od sekvenci pojavljuje u vise od pola oboljelih (Tablica 9.). Uz
ove klonotipske varijante, pronadeno je nekoliko javnih klonotipova koji se pojavljuju u vise
od polovice PV ispitanika, ali ni u jednom od kontrolnih uzoraka (Tablica 10.). Medu njima,
rijetka klonotipska varijanta CSARTGDYGYTF (frekv. 6,2251e-05), kodirana TRBV20-1 i
TRBJ1-2 genima, pojavljuje se u 7 od 10 PV ispitanika, ali je u potpunosti izostavljena u MAIT
TCRP repertoaru zdravih osoba. Suprotno, varijanta CSARGLAGDSYEQYF, kodirana
kombinacijom TRBV20-1 s TRBJ2-7, zabiljeZena je u 5 od 10 zdravih kontrola, ali ni u jednom
PV uzorku.

Tablica 7. Prikaz preklapanja CDR3p repertoara medu PV i CTRL skupinama.

Najces¢i klonotipovi Broj PV Broj CTRL
dijeljeni izmedu PV i TRBV gen TRBJ gen ispitanika s ispitanika s
CTRL ispitanika klonotipom klonotipom
CASSELAGGPDTQYF TRBV6-4 TRBJ2-3 9 8
CSARLAGGQETQYF TRBV20-1 TRBJ2-5 9 8
CASSDRDTGELFF TRBV6-4 TRBJ2-2 9 7
CASSDSSGANVLTF TRBV6-4 TRBJ2-6 9 7
CSARQGDTEAFF TRBV20-1 TRBJ1-1 8 8
CASSYRDTGELFF TRBV6-2,6-3 TRBJ2-2 7 9
CASSDSSGSTDTQYF TRBV6-4 TRBJ2-3 9 6
CASSETSGSTDTQYF TRBV6-4 TRBJ2-3 9 6
CASSDSNTGELFF TRBV6-4 TRBJ2-2 8 7
CASSDSDTGELFF TRBV6-4 TRBJ2-2 7 8
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Tablica 8. Prikaz najce$éih klonotipova PV skupine.

Najces¢i klonotipovi Broj PV Broj CTRL
dijeljeni izmedu PV TRBV gen TRBJ gen ispitanikas ispitanikas
ispitanika klonotipom  Klonotipom
CASSELAGGPDTQYF TRBV6-4 TRBJ2-3 9 8
CSARLAGGQETQYF TRBV20-1 TRBJ2-5 9 8
CASSDRDTGELFF TRBVG6-4 TRBJ2-2 9 7
CASSDSSGANVLTF TRBVG6-4 TRBJ2-6 9 7
CASSDSSGSTDTQYF TRBV6-4 TRBJ2-3 9 6
CASSETSGSTDTQYF TRBV6-4 TRBJ2-3 9 6
CASSYGTSGYEQYF  TRBV6-3,6-2 TRBJ2-7 9 5
CASSDSSGSYNEQFF TRBV6-4 TRBJ2-1 9 4
CASSELAGGQETQYF TRBV6-1 TRBJ2-5 9 4
CASSEAGGTDTQYF  TRBV6-4 TRBJ2-3 9 3

Tablica 9. Prikaz najce$éih klonotipova CTRL skupine.

Najceséi klonotipovi Broj CTRL Broi PV ispitanika
dijeljeni izmedu CTRL ~ TRBV gen  TRBJgen ispitanikas J PV ISP
LA . s klonotipom
ispitanika klonotipom
CASSYRDTGELFF TRBV6-2,6-3 TRBJ2-2 9 7
CASSELAGGPDTQYF TRBV6-1 TRBJ2-3 8 9
CSARLAGGQETQYF TRBV20-1 TRBJ2-5 8 9
CSARQGDTEAFF TRBV20-1 TRBJ1-1 8 8
CASSDSDTGELFF TRBV6-4 TRBJ2-2 8 7
CASSYSDTGELFF TRBV6-2,6-3 TRBJ2-2 8 7
CASSELAGGTDTQYF TRBV6-4 TRBJ2-3 8 5
CASSELAGGYNEQFF TRBV6-1 TRBJ2-1 8 5
CASSYNSGANVLTF TRBV6-2,6-3 TRBJ2-6 8 5
CATSRDSSGANVLTF TRBV15 TRBJ2-6 8 5
Tablica 10. Prikaz klonotipova jedinstvenih za PV skupinu.
Broj PV (B:rToquL
Klonotipovi TRBV gen TRBJ gen ispitanikas ispitanika s
klonotipom klonotipom
CSARTGDYGYTF TRBV20-1 TRBJ1-2 7 0
CASSESGGSYNEQFF TRBV6-4 TRBJ2-1 5 0
CASSTGTGDTGELFF TRBVG6-2,6-3 TRBJ2-2 5 0
CSADRGLNTEAFF TRBV20-1 TRBJ1-1 5 0
CSARGTADYEQYF TRBV20-1 TRBJ2-7 5 0
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6. RASPRAVA

MAIT limfociti dijele obiljezja stanica urodenog i steCenog imunosnog odgovora i
potencijalno imaju vaznu, ali jo§ nedovoljno istraZzenu ulogu U patogenezi psorijaze. S obzirom
na invarijantnu prirodu MAIT TCRa lanca, repertoar TCRp klonova nosi veci potencijal za
identifikaciju autolognih ili komenzalnih oligoklonalnih TCR varijanti koje moguce pridonose
pojavi i/ili recidivu psorijaticnih lezija. Stoga je primjenom RNASeq metode u ovom
istrazivanju ispitivana raznolikost TCRP repertoara sortiranih TCRVa7.2+MR1+ MAIT
stanica, te povezanost zabiljezenih klonalnih varijanti S klini¢kim obiljezjima zdravih i
oboljelih ispitanika.

Po zavrsetku eksperimentalnog dijela rada, analizirani su osnovni parametri ostvarenih
Citanja. Repertoar TCRp lanaca perifernih MAIT stanica oboljelih i zdravih ispitanika bio je
izrazito poliklonalnog karaktera, bez znacajne razlike u broju jedinstvenih klonalnih sekvenci,
odnosno bez dokaza o ekspanziji oligoklonalnin MAIT CDR3p varijanti. Broj jedinstvenih
MAIT CDR3p klonova u krvi oboljelih bio je Stovise, neznatno veci nego u zdravih ispitanika,
najvjerojatnije kao posljedica posrednih, sistemskih u¢inaka upale na aktivaciju perifernih
leukocitnih vrsta, ukljucujuéi i MAIT stanice, ¢emu u prilog svjedo¢i i povecan broj leukocita
zabiljezen u krvi oboljelih od psorijaze. Kvantitativni procjenitelji raznolikosti, takoder su
potvrdili poliklonalnost MAIT TCRp repertoara, koja se nije razlikovala u odnosu na klinicki
status ispitanika. Stovige, D50 indeks, koji predstavlja broj jedinstvenih kategorija peptida
CDR3 u polovici ukupnih c¢itanja, a ¢ije visoke vrijednosti ukazuju na izrazitu raznolikost
analiziranih TRB-CDR3 varijanti, u obje je skupine ispitanika bio vec¢i od 95 %.

Prethodno su u perifernoj krvi oboljelih od psorijaze opisane oligoklonalne TRB-CDR3
varijante koje su ¢inile manje od 6 % ukupnog repertoara, a pokrivale su vise od 50 % svih
Citanja, ukazuju¢i na prisutnost ekspandiranih klonotipova usmjerenih protiv odredenih
antigena u krvi ispitanika s psorijazom (42). Ta je studija, za razliku od ove, provedena u uzorku
ukupnih perifernin  mononuklearnih stanica i sugerira postojanje drugih, non-MAIT
mononuklearnih stanica s fokusiranim TRB-CDR3 repertoarom u psorijazi. Zanimljivo,
nekolicina jedinstvenih, oligoklonalnin TRB-CDR3 varijanti je, osim u krvi, prethodno
zabiljezena i u klini¢ki izlijeCenim psorijaticnim lezijama (5), dok je TRB-CDR3 repertoar u
aktivnim psorijati¢énim lezijama bio vise poliklonalne prirode, najvjerojatnije kao posljedica
masivne infiltracije razli¢itih vrsta T limfocita stanju upale. Ove nominalno ,,patogene* T koje

se zadrzavaju u pogodenim lezijama i nakon UVB fototerapije, izlucuju IL-17, a njihov afTCR
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repertoar obogacen je specifiénim TRBV (TRBV3-1, TRBV5-1) i TRAV (TRAV20, TRAV30,
TRAVA41) genskim sekvencama.

U okviru nasih rezultata, takoder su otkrivena specificna imunosna obiljezja MAIT
TRB-CDR3 repertoara, ukljucujuci ocekivano preferencijalnu upotrebu gena TRBV20-1,
TRBV6-1, -6-2 i -6-4, zabiljezenih u ¢ak 63 % jedinstvenih TCRp klonova ukupne populacije
ispitanika. Stovise, u sastavu TRB-CDR3 sekvenci oboljelih i kontrolnih ispitanika, sudjelovale
su iste vrste TRBV gena, ali s malom razlikom u kumulativnim ucestalostima. U tom kontekstu,
ucestalost upotrebe gena TRBV29-1, TRBV11-2, TRBV7-6 i TRBV6-9 bila je zna¢ajno veca
u TRB-CDRS3 repertoaru pacijenata s psorijazom, u odnosu na repertoar zdravih ispitanika.
Prilikom analize upotrebe TRBJ genskih varijanti, u ukupnom MAIT CDR3p repertoaru uocena
je sklonost ka koristenju gena TRBJ2-1 i TRBJ2-7, ali je znacajna razlika u kumulativnoj
ucCestalosti upotrebe TRBJ gena medu skupinama, izostala. Zanimljivo, geni TRBV®6-1,
TRBV28, TRBV29-1, TRBJ2-1 i TRBJ2-7, iz skupine najzastupljenijih gena MAIT TCRf
repertoara, takoder su u vecoj ucestalosti ranije primije¢eni u TRBV-CDR3 repertoaru ukupnih
perifernih mononuklearnih stanica oboljelih od psorijaze (42), ukazujué¢i na konzervativnu
ulogu ovih genskih varijanti u izgradnji perifernih antigenskih receptora u psorijazi. Sude¢i po
povezanosti s veli¢inom PASI indeksa, osim navedenih, potencijalnu ulogu u razvoju psorijaze
imaju i geni TRBJ1-1, TRBV6-5, TRBV11-1 i TRBV21-1. Osim analize pristranosti upotrebe
TRBV i TRBJ gena u MAIT repertoaru, analizirana je i duljina CDR33 domene, koja je u
odnosu na ranije analizirane CDR3p sekvence TCRVa7.2*CD161"" stanica (38), bila nesto
dulja, i umjesto 11 do 14 aminokiselina, u svom aminokiselinskom sastavu varirala izmedu 12
i 15 ostataka. Znacajna razlika u duljini CDR3 domene izmedu zdravih i oboljelih ispitanika
nije primijecena, $to ukazuje na moguc¢nost da je zabiljezeni raspon duljine CDR3p sekvenci
specifi¢na znaajka MR1+TCRVa7.2* MAIT limfocita.

U potrazi za TCRp varijantama koje se javljaju unutar MAIT repertoara oboljelih, ali
ne i zdravih ispitanika, u¢injena je analiza javnih klonotipova, dijeljenih izmedu najmanje dvije
osobe. U ukupnoj populaciji MAIT TRB-CDR3 klonova zabiljezeno je 4384 javnih
klonotipskih  varijanti, medu kojima su varijante CASSELAGGPDTQYF i
CSARLAGGQETQYF, bile zastupljene u MAIT repertoaru gotovo svih ispitanika. Ovako
visoki broj dijeljenih CDR3p sekvenci MAIT stanica reflektira generalno konzervirani spektar
MRI1+MAIT TCRp sekvenci s preferencijalnom upotrebom gena TRBV20-1, TRBV6-4, i
pridruzenim inacicama gena TRBJ2. S druge strane, medu najucestalijim klonotipovima
pacijenata s psorijazom, zabiljezena su 3 CDR3p klona, ucestalo dijeljena izmedu PV (9/10),

ali ne i zdravih (3/10) ispitanika. Stovise, identificirano je 5 CDR3p peptidnih sekvenci koje se
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pojavljuju iskljucivo u PV, ali ne i u CTRL skupini, od kojih se varijanta CSARTGDYGYTF
javlja u ¢ak 7 PV, i niti jednom kontrolnom MAIT TCR repertoaru. Uloga i klinicki znacaj
ovog nalaza ostaje medutim, nepoznat, i zahtijeva dodatna istrazivanja strukture i funkcije
MRI+MAIT T staniénih receptora, primjenom in vitro i in silico metoda za analizu
konformacije i afiniteta vezanja T stani¢nih receptora. Dodatno ograni¢enje ove studije
ukljucuje relativno mali broj ispitanika u obje skupine, kao i nedostatak analize MR1+MAIT
CDRS repertoara u parnim uzorcima pogodenih i nepogodenih dijelova oboljele koze.
Sveukupno, ovo istrazivanje donosi prve rezultate sekvenciranja TCRf repertoara
MR1*TCRVa7.2* MAIT stanica u perifernoj krvi oboljelih od psorijaze. Dobiveni rezultati
pokazuju poliklonalni spektar TRB-CDR3 sekvenci s preferencijalnom upotrebom gena
TRBV29-1, TRBV11-2, TRBV7-6 i TRBV6-9 u TRB-CDR3 repertoaru oboljelih. Stovise,
otkrivena je nekolicina CDR3 peptidnih varijanti koje se pojavljuju iskljuc¢ivo u krvi pacijenata
s psorijazom. Potvrda ostvarenih nalaza trazi medutim, dodatna istrazivanja veceg opsega U

pogledu broja ispitanika i vrste uzoraka.
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Zakljucak

. ZAKLJUCAK

Klonalni repertoar TCRp lanaca TCRVa7.2+MR1+MAIT stanica oboljelih i zdravih
ispitanika je poliklonalnog karaktera s vec¢inskom upotrebom TRBV20-1, TRBV6-4 i
TRBV6-2 te TRBJ2-1, TRBJ2-7 i TRBJ2-3 gena.

e Oboljeli od psorijaze imaju znacajno vecu ucestalost upotrebe gena TRBV29-1,
TRBV11-2, TRBV7-6 i TRBV6-9 u TCRp repertoaru MR1+TCRVa7.2+ MAIT
stanica.

o Klonalna zastupljenost TRBV21-1, TRBJ1-1, TRBV11-1, TRBV28 i TRBV6-5 gena u
TCRp repertoaru MAIT stanica povezana je velicinom PASI indeksa.

e U klonalnom repertoaru TCRp lanaca TCRVa7.2+MR1+MAIT stanica oboljelih od

psorijaze otkrivene su specifiéne CDR3 peptidne varijante.
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Sazetak

8. SAZETAK

Uvod: Psorijaza je kroni¢na, autoimuna bolest koze s jakom genskom podlogom. MAIT stanice
su nekonvencionalni limfociti T uklju¢eni u imunosni odgovor u psorijazi. One izrazavaju semi-
invarijantni TCRVa7.2p receptor, koji prepoznaje nepeptidne antigene u kompleksu s MR1
receptorom. Aktivirane MAIT stanice luce citokine IL-17, IFN-y i TNF-o pokazujuci

citotoksi¢na svojstva.

Ciljevi istrazivanja: Istraziti i usporediti repertoar, identificirati oligoklonalne varijante [3-
TCR klonotipova perifernih TCRVa7.2+MR1+ MAIT stanica te ustanoviti njihovu povezanost

s teZinom 1 obiljeZjima bolesti.

Materijali i metode: Istrazivanjem su prikupljeni uzorci periferne krvi 10 oboljelih (PV) i 10
zdravih (CTRL) ispitanika. Sortirane linije perifernin TCRVa7.2+MR1+ MAIT stanica su
kvantificirane (,,Qubit™ RNA HS Assay Kit“), razrijedene te je sekvenciranje (Illumina®
MiniSeq™) provedeno nakon pripreme NGS knjiznice. Podatci su obradeni i analizirani

primjenom MIXCR, Immunarch i VDJTools alata.

Rezultati: U usporedbi sa zdravim ispitanicima, oboljeli od psorijaze imaju znacajno vecu
ucestalost upotrebe gena TRBV29-1, TRBV11-2, TRBV7-6 i TRBV6-9 u repertoaru TCRf
lanaca MAIT stanica. ZabiljeZena je povezanost veli¢ine PASI indeksa 1 klonalne zastupljenosti

TRBV21-1, TRBJ1-1, TRBV11-1, TRBV28 i TRBV6-5 gena.

Zakljudak: Oboljeli od psorijaze pokazuju vecu ucestalost upotrebe gena TRBV29-1,
TRBV11-2, TRBV7-6 i TRBV6-9 u klonalnom repertoaru TCRp lanaca MAIT stanica.
Klonalna zastupljenost TRBV21-1, TRBJ1-1, TRBV11-1, TRBV28 i TRBV6-5 gena u

psorijazi povezana je s tezinom oboljenja.

Kljuéne rijeci: psorijaza; RNA-Seq; sluznicama pridruzene invarijantne T stanice; T-stani¢ni

receptor

38



Summary

9. SUMMARY

ANALYSIS OF T CELL RECEPTOR BETA CHAIN DIVERSITY IN
TCRVALPHA7.2+ MR1+ MAIT CELLS OF PSORIASIS VULGARIS PATIENTS
USING RNASEQ METHODOLOGY

Introduction: Psoriasis is chronic, autoimmune skin disease with strong genetic background.
MAIT cells are unconventional T lymphocytes involved in immune response in psoriasis. They
express semi-invariant TCRVa7.2p receptor which recognizes non-peptid antigens presented
by MR1. Upon activation, they secrete cytokines IL-17, IFN-y and TNF-o suggesting cytotoxic
effector function.

Objectives: To explore and compare 3 -TCR clonotype of peripheral TCRVa7.2+MR1+ MAIT
cell repertoire, identify oligoclonal variants and determine their association with clinical

features and severity of psoriasis.

Materials and methods: Peripheral blood was collected from 10 PV patients and 10 healthy
controls. TCRVa7.2+MR1+ MAIT sorted cells were quantified with Qubit™ RNA HS Assay
Kit, diluted and sequenced on Illumina® MiniSeq™ after preparing NGS library. MiXCR,

Immunarch and VDJTools were used for dana analysis.

Results: Compared to the control subjects, PV patients have had significantly increased
TRBV29-1, TRBV11-2, TRBV7-6 and TRBV6-9 gene usage in MAIT cell TCRp repertoire.
Significant correlation has been observed between PASI and TRBV21-1, TRBJ1-1, TRBV11-
1, TRBV28 and TRBV6-5 genes clonal distribution.

Conclusion: PV patients have shown increased TRBV29-1, TRBV11-2, TRBV7-6 and
TRBV6-9 gene usage in MAIT cell TCR repertoire. Clonal distribution of TRBV21-1,
TRBJ1-1, TRBV11-1, TRBV28 and TRBV6-5 genes in psoriasis was associated with disease

severity.

Key words: mucosal-associated invariant T cells; psoriasis; RNA-Seq; T-cell receptor
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