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POPIS KRATICA

- BMI (engl. Body mass index) indeks tjelesne mase
- BSA (engl. Body Surface Area) indeks zahvaéenosti povrsine tijela

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

regrutiraju¢a domena
- CCL (engl. C-C motif chemokine ligand) kemokinski ligand
- CXCL (engl. C-X-C motif chemokine ligand) kemokinski CXC ligand
- DLQI (engl. Dermatological Quality of Life Index) dermatoloski indeks kvalitete zivota
- EDC (engl. Epidermal differentiation cluster) epidermalni diferencijski indeks
- INKT ( engl. Invariant natural killer T cells) invarijantne prirodno ubilacke stanice
- LCE (engl. Late cornified envelope protein) kasna kornificirana omotnica

- MAIT (engl. mucosal-associated invariant T) sluznicama pridruzene invarijantne T

stanice
- MAPK (engl. Mitogen-activated protein kinase) mitogen-aktivirana protein kinaza

- MHC (engl. Major Histocompatibility Complex) molekula glavnog sustava tkivne

snosljivosti
- NF —«Bk (engl. nuclear factor kappa B) nuklearni faktor kappa B

- PASI (engl. Psoriasis Area and Severity Index) indeks zahvacenosti koze i teZine
klinicke slike

- PLZF (engl. promyelocytic leukemia zinc finger) promijelocitni leukemijski protein

cinkovog prstena
- PSORS (engl. psoriasis susceptibility gene) lokus osjetljiv na psorijazu
- PV (engl. psoriasis vulgaris) vulgarna psorijaza

- RORyd (retinoid-related orphan receptor gamma) faktor transkripcije obitelji

nuklearnih receptora siroc¢adi

- RUNX (engl. runt-related transcription factor) runt - povezani transkripcijski ¢imbenik



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

T-bet (T-box transcription factor) transkripcijski ¢imbenik
TNF-a (Tumor necrosis factor alpha) faktor nekroze tumora alfa
Th1 (T helper cell) T pomocnicka stanica

UTR (engl. untranslated region) neprevedena regija



Uvod

1. UVOD
1.1 O psorijazi

Psorijaza je kroniCna, proliferativna, upalna kozna bolest za koju nema definitivnog
lijeka, a koja znacajno utjeCe na kvalitetu zivota. Tocna etiologija je nepoznata, no smatra se da
je autoimuna bolest posredovana limfocitima T te da vaznu ulogu u njezinu nastanku imaju geni
uz brojne okolisne ¢imbenike (1, 2). Njezina prevalencija u svijetu u rasponu je 0,2 % — 4,8 %,
a najces¢i oblik oboljenja, vulgarna psorijaza, zahvaca gotovo 3 % svjetske populacije (1, 3).
Kako je sama bolest kroni¢nog tijeka s brojnim remisijama i recidivima, negativno utjece na
kvalitetu zivota oboljelih, kao 1 njihovih obitelji. Brojni oboljeli razvijaju depresiju 1
anksioznost, skloni su alkoholu 1 puSenju te Cesto imaju suicidalne misli. Obi¢no se javljaju i
znacajni komorbiditeti koji ukljucuju bolesti bubrega, srca i probleme sa zglobovima, od kojih

je najznacajniji psorijatiéni artritis (1, 4).

Karakteristike psorijaze jesu eritematozne, ljuskave mrlje i plakovi, srebrnasto - bijele
do crvene boje koji svrbe 1 najcesce se javljaju na podrucju vlasista, ekstremiteta 1 donjeg dijela
leda (Slika 1.a i 1.b), a mogu zahvatiti i o¢i, no to je rijetkost koja se javlja u 10 % oboljelih,
najcesce zena (1, 2). Klasicne znacajke koje dovode do stvaranja psorijati¢nih plakova jesu
nekontrolirana proliferacija i disfunkcionalna diferencijacija keratinocita. Posljedi¢no tome,
dolazi do zadebljanja epiderme (akantoze) te hiperkeratoze i parakeratoze. Pojacava se

vaskularizacija i angiogeneza, a samim time na kozi nastaje eritem (2, 5).

Dijagnoza se postavlja na temelju dermatoloSkog pregleda uz biopsiju koze te
histopatolosku analizu. Klini¢ki se bolest potvrduje uklanjanjem, odnosno struganjem ljuskica
gdje se vide tockice manjih krvarenja, poznatije kao Auspitzov znak. Cesto biopsija koZe nije
potrebna za karakteristicnu klinicku sliku lezija, no histopatoloska analiza pomaze u
razlikovanju psorijaze od drugih koZnih bolesti, ukoliko nije moguée utvrditi to¢nu dijagnozu
klinickim pregledom. Ozbiljnost bolesti i zahvac¢enost podru¢ja moZze se odrediti pomocu dva
indeksa: PASI (od engl. Psoriasis Area and Severity Index) te BSA (od engl. Body Surface
Area). PASI procjenjuje zahvacenost koZe psorijatinim lezijama, stupanj eritema 1 ljustenja
lezija te je koristan u procjeni odgovora na lije¢enje. BSA govori o tome kolika je povrSina
koze prekrivena psorijatiénim promjenama. Manje znac¢ajan za razvoj bolesti, ali bitan za tijek
zivota oboljelih je DLQI (od engl. Dermatological Quality of Life Index), koji govori o utjecaju

psorijaze na socijalni, psihicki i fizicki zivot oboljelih (1, 6, 7).
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a) b)

Slika 1. Eritematozne ljuskave mrlje i plakovi srebrnasto bijele do crvene boje. a), b)
zastupljenost na laktovima. (izradila autorica)

1.2 Etiologija

1.2.1 Povezanost genetike i psorijaze

Psorijaza je multifaktorijalna, upalna kozna bolest na ¢iji razvoj utjece jaka genska
predispozicija uz autoimune i okoliSne ¢imbenike. U svijetu je pojavnost bolesti ¢eS¢a u
¢lanovima obitelji oboljelih, a u prilog tome govori i ¢injenica da genski ¢imbenici utje¢u na
oko 70 % podloznosti bolesti. Takoder, studije provedene na blizancima pokazuju 2 — 3 puta

vecu ucestalost psorijaze u monozigotnih blizanaca u odnosu na dizigotne (2, 8).

Kod psorijaze je identificirano devet razli¢itih kromosomskih regija, PSORS (od engl.
psoriasis susceptibility gene) ( 1 - 9), od kojih je PSORS1 (od engl. psoriasis susceptibility
gene 1) pronadena u svim skupinama oboljelih od psorijaze (9). Lokus PSORS1 nalazi se na
kratkom kraku 6. kromosoma (6p21.3), unutar regije glavnog kompleksa gena tkivne

snosljivosti (MHC, od engl. Major Histocompatibility Complex). Najznacajniji alel rizika
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povezan s patogenezom psorijaze na lokusu PSORS1 je HLA-C*06:02. HLA-C ukljucen je u
imuni odgovor koze kroz prezentaciju antigena glavnim upalnim CD8+ T limfocitima dok
migriraju u epidermu, $to doprinosi razvoju psorijaze (10). Prisutnost HLA-C*06:02 pronadena
je u gotovo 60 % oboljelih $to znaci da pozitivan nalaz znacajno povecava rizik za razvoj
bolesti. Gledajuci obiteljsku anamnezu, rezultat tipizacije HLA-C*06:02 gena te tezinu
klinicke slike, razlikuju se dva tipa oboljenja. Tip I javlja se u ranoj zivotnoj dobi, a
karakteriziran je pozitivnom obiteljskom anamnezom i pozitivnim nalazom HLA-C*06:02 s
tezim klinickim obiljezjima. Tip II javlja se u starijoj Zivotnoj dobi, uz negativnu obiteljsku
anamnezu i negativan nalaz HLA-C*06:02 te s blazim simptomima bolesti. Stoga nalaz HLA-
C*06:02 moze biti koristan u razlikovanju varijanti oboljenja (11). Uz navedenu regiju, od
znacajnijih u patogenezi psorijaze jesu i PSORS2 (od engl. psoriasis susceptibility gene 2) te
PSORS4 (od engl. psoriasis susceptibility gene 4) . PSORS2 smjesten je na dugom kraku 17.
kromosoma (17g25) i sadrzi gen CARDI14 (od engl. caspase recruitment domain family,
member 14) koji kodira adapterski protein visoko izrazen u Kkeratinocitima. Taj protein
posreduje u aktivaciji puta nuklearnog faktora kB (NF — xB, od engl. nuclear factor kappa B),
koji ima znacajnu ulogu u aktivaciji 1 proliferaciji stanica, a odnosi se na patofiziologiju
psorijaze. Mutacija u genu CARDI14, dovodi do upalnog odgovora u epidermi, povecava
aktivaciju NF-«xB sto posljedi¢no dovodi do transkripcije brojnih gena i pojac¢ane proizvodnje
upalnih kemokina, uklju¢uju¢i CCL20 (od engl. C-C motif chemokine ligand 20) i CXCL8 (od
engl. C-X-C motif chemokine ligand 8). Medutim kako se mutacije u genu CARD14 javljaju u
malom broju vrsta psorijaza, potrebno je otkriti dodatne gene odgovorne za monogene oblike
bolesti (4, 9, 10). Za razvoj psorijaze znacajan je jo§ i PSORS4, smjesSten na dugom kraku prvog
kromosoma (1921). Lokus sadrzava epidermalni diferencijacijski klaster EDC (od engl.
Epidermal differentiation cluster), genomski sacuvani dio koji se sastoji od vise od 60 gena,
uglavnom izraZzenih u gornjim slojevima epiderme, uklju¢enih u terminalnu diferencijaciju
keratinocita. Delecija dvaju gena LCE3B (od engl. Late cornified envelope protein 3B) i
LCE3C (od engl. Late cornified envelope protein 3C), smjeStenih unutar EDC regije
identificirana je kao genski ¢imbenik rizika za psorijazu zbog toga §to dovodi do poremecaja

funkcije koZne barijere, uklanjajuci pojacivac vazan za diferencijaciju keratinocita (9, 10).

1.2.2 Povezanost okoliSnih ¢imbenika s razvojem psorijaze
Uz gensku predispoziciju, znacajnu ulogu u nastanku psorijaze imaju i okoliSni

¢imbenici, ukljucujuéi infekeije, debljinu, pusenje, alkohol, lijekove te stres (4, 12).
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Bakterijske infekcije javljaju se kao najéeS¢e u oboljelih od psorijaze. Brojnim
istrazivanjima utvrdeno je kako se mikrobioloska flora koze bolesnika s psorijazom razlikuje
od zdravih osoba. Tako se u svim slojevima koze oboljelih od psorijaze najces¢e nalaze
Staphylococcus i Streptococcus, a osim njih s psorijazom se povezuju i Malessezia furfur te
Candida (12). One uzrokuju poremecaj u mikrobioloskoj flori koze oboljelih te dovode do
imunosne reakcije koju provode T - stanice proizvodecéi IL-22 koji pogor$ava ve¢ postojecu
upalu koze i simptome bolesti. Osim kozne flore, Streptococcus pyogenes uzrokuje infekciju
tonzila, a istrazivanjima je dokazano da infekcije gornjih diSnih puteva mogu takoder pogorsati

ve¢ postojece lezije psorijaze ili potaknuti njezin nastanak (4, 12).

Osim infekcija, tjelesna tezina 1 prehrambene navike takoder se povezuju s patogenezom
psorijaze te mogu potaknuti razvoj ili uzrokovati napredovanje bolesti. Istrazivanjima je
potvrdeno da je oko 50 % bolesnika s psorijazom pretilo, a i PASI indeks kojim se procjenjuje
tezina bolesti raste s porastom tjelesne tezine (12). Takoder, naj¢es¢e se istrazuje 1 povezuje
uloga adipokina leptina s razvojem psorijaze. Leptin regulira unos hrane u organizam, a ima i
imunomodulatorni u¢inak na makrofage da proizvode proupalne citokine kao Sto su TNF-a (od
engl. Tumor necrosis factor alpha) i IL-6 i moZe inducirati proliferaciju Thl stanica (od engl.
T helper cell). Stoga se u oboljelih radi navedenog nalaze i poviSene koncentracije leptina u
serumu u usporedbi sa zdravom populacijom. Prekomjernom proizvodnjom TNF-o dolazi do
brzog razmnoZzavanja stanica koze, a to utjece 1 na tezinu psorijati¢nih lezija, osobito u pretilih
pacijenata zbog prekomjerne ekspresije u masnom tkivu. Promjenom prehrambenih navika te

smanjenjem tjelesne tezine moguce je umanyjiti tegobe bolesti (12).

Takoder, puSenje cigareta te konzumacija alkoholnih pi¢a moze utjecati na razvoj
psorijaze. Neki patofizioloSki mehanizmi objaSnjavaju povezanost puSenja i1 psorijaze.
Uzrokujucéi oksidativni stres 1 proizvodnju opasnih slobodnih radikala, puSenje ometa signalne
putove relevantne za psorijazu kao §to su mitogen — aktivirana protein kinaza ( MAPK, od engl.
Mitogen-activated protein kinase) i nuklearni faktor kB (NF-kB) te poveéava lucenje citokina
bitnih za psorijazu, kao §to su IL-2, IL-12 te TNF-o. Osim §to je povezano s pojavom psorijaze,
pusenje takoder veZemo uz ozbiljnost bolesti. Istrazivanjima na ljudima utvrdeno je da oboljeli
koji puSe viSe od 20 cigareta dnevno imaju dvostruko ve¢i rizik za pojavu tezih simptoma
bolesti u odnosu na osobe koje puse manje od 20 cigareta dnevno (12, 13). Osim puSenja,
konzumacija alkoholnih pi¢a pogorsava vec¢ postojecu bolest, pove¢anom proizvodnjom
proupalnih citokina kao $to je TNF-a pospjesujuci proliferaciju limfocita, sto doprinosi

upalnom procesu (12, 14).
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Za odredene lijekove dokazano je kako pogorsavaju postoje¢e simptome bolesti, a u nekim
sluajevima psorijaza moze biti izazvana lijekovima, a njihovim ukidanjem simptomi bolesti
se postepeno povlace. Od lijekova za koje je provjereno dokazano da induciraju psorijazu ili
pogorsavaju simptome bolesti izdvajaju se: beta blokatori, antivirusni lijekovi, lijekovi za
lijeCenje depresije, litiji, antimalarici te nesteroidni protuupalni lijekovi. Kao iu velikoj ve¢ini
bolesti, stres doprinosi i razvoju psorijaze. Psiholoski stres dovodi do promjena u regulaciji
imunosnog sustava i aktivaciji abnormalnih T stanica, a to utje¢e na razvoj bolesti. Pojavom
kozZni lezija dolazi do zabrinutosti i mogucnosti nastanka psihickih poremecaja od kojih su

najces¢i anksioznost, depresija te poremecaj osobnosti (12).

1.3 Imunopatogeneza psorijaze

1.3.1 Os IL-17/1L-23 kao Kklju¢ razvoja psorijaze

Psorijaza nastaje kao rezultat sloZene interakcije izmedu razli¢itih populacija imunosnih
stanica, ukljucujuéi, dendriti¢ke stanice, keratinocite te limfocite. Neravnoteza imunosnog
sustava koze dovodi do nekontrolirane proliferacije epidermalnih keratinocita koja se odrzava
otpustanjem razli¢itih citokina iz patogenih T limfocita te dermalnih dendritickih stanica koje
infiltriraju kozu. Kao najznacajniji upalni citokini javljaju se interleukin 23 (IL-23) i IL-17 Koji
uzrokuju karakteristicne molekularne, stanicne te strukturne promjene koze oboljelih. U
pocetku razvoja bolesti, upala nastaje djelovanjem vanjskih podrazaja (trauma ili infekcija) ili
gubitkom tolerancije (aktivacijom autoantigena). U stanjima upale, pojacano se luce citokini
poput TNF-a te interferona (INF)-y $to uzrokuje naknadnu aktivaciju dermalnih dendritickih
stanica vaznih za proizvodnju IL-23. U prisutnosti I1L-23, dolazi do klonalne ekspanzije
adaptivnih CD4+ pomoc¢nickih T stanica (Th17) koje luce IL-17 koji pospjesuje ve¢ postojecu
upalu koze te ubrzava proliferaciju keratinocita (15). IL-17 sinergisticki djeluje s TNF-a kako
bi pojacao IL-17-induciranu transkripciju nekoliko proupalnih gena (TNF, IL1, IL6, IL8) koji
aktiviraju mijeloidne dendriticke stanica i time poticu diferencijaciju Thl7 stanica u kozi i
drenaznim limfnim ¢vorovima. Kod psorijaze, I1L-17 sposoban je regrutirati neutrofile i
makrofage induciraju¢i keratinocite na proizvodnju CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5 i
CXCLS. Takoder, uz navedeno IL-17, zajedno sa IL-22 te TNF-a stimulira ekspresiju CCL20
u keratinocitima. CCL20 privla¢i Th17 i dendriti¢ke stanice i na taj nacin odrzava upalni
odgovor kroz pozitivnu kemotakticku povratnu spregu. U psorijazi, keratinociti proizvode
trombocitni faktor rasta, angiopoetin-2 i faktor rasta vaskularnog endotela Sto rezultira
eritematoznim lezijama koZe (16). Upravo hiperproliferacija keratinocita te njihova nenormalna

diferencijacija dovode do nekoliko karakteristicnih histopatoloskih znacajki psorijaze
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ukljucujuéi zadebljanje epiderme (akantoza) te gubitak epidermalnog granularnog sloja i

parakeratoze (15).

1.3.2 Uloga yoT stanica u razvoju psorijaze

vOT stanice mala su, nekonvencionalna populacija T limfocita, koja na svojoj povrsini
ima izrazen T- stani¢ni receptor (TCR, od engl. T cell receptor), koji se sastoji od jednog v i
jednog 6 lanca. Rjede su zastupljena skupina stanica u odnosu na postoje¢e aff T stanice, ali
znacajno obogacuju mukozna i epitelna tkiva ukljucujuéi kozu, di$ni, probavni te reproduktivni
trakt. Vazne su stanice u obrani domacina, imunosnom nadzoru te homeostazi imunoloskog
sustava (17). Na temelju raznolikosti V3 lanca yOTCR receptora postoje dvije glavne
podskupine yOT limfocita u ljudi: V62 (najces¢e Vy9) 1 Vol (18). Vol T stanice obitavaju u
timusu 1 perifernim tkivima gdje sudjeluju u odrzavanju integriteta epitela u slucaju ostecenja,
infekcije ili maligne transformacije stanica na nacin da reagiraju na molekularne biljege stresa
koje izrazavaju pogodene stanice. V62 ¢ine glavninu krvne populacije y0T limfocita u zdravih
odraslih ljudi (50 % - 90 %). One najc¢esce koeksprimiraju Vy9 lanac te prepoznaju fosforilirane
nepeptidne molekule, najéeSée metabolicke intermedijere biosinteze izoprenoida (19, 20).
Nakon aktivacije y0 T limfociti izlu¢uju citokine (IL-17, IFN-y), kemokine (CCL20, CCL21,
CXCL10) 1 kemokinske receptore (IL7R, IL18R1, IL23R, CCR7, CCR6, CXCR3) kljucne
upalne medijatore u patogenezi psorijaze. Proizvode znacajne razine IL-17 kao odgovor na
stimulaciju IL-23 koja poti¢e razvoj i progresiju bolesti. Efektorskim programom y8T stanica
te migracijskim i citotoksi¢énim kapacitetom koordinirano pak upravljaju transkripcijski
¢imbenici poput RORyt (od engl. retinoid-related orphan receptor gamma), PLZF (od engl.
promyelocytic leukemia zinc finger), RUNX3 (od engl. runt-related transcription factor 3), T-
bet (od engl. T-box transcription factor) i Eomesodermin, kao izravni posrednici u kontroli
ekspresije IL-17 te IFN-y, kemokinskog receptora CCR6 te granularnih proteaza (21). CCL20,
koji je jedinstveni ligand CCR6, posreduje u koznoj infiltraciji yoT stanica i dendritickih stanica
koje proizvode IL-17. Brojna su istrazivanja dokazala da CCL20/CCR6 regulira migraciju T
stanica iz dermisa u epidermis te poti¢e agregaciju neutrofila i time pogorSava upalu (17).
Takoder, znacajno je da bolesnici s psorijazom pokazuju pojatano usmjeravanje VyoVo2 T
stanica iz krvi u koZu $to ukazuje na to da mobilizacija y3T stanica u upaljenoj koZi i njihova
efektorska funkcija doprinose patogenezi psorijaze (21). Uz to dermalne Vy9Vo2 T stanice
pronadene u bolesnika s psorijazom izlucuju viSe IFN-y, TNF-a i IL-17A poticuci regrutiranje
krvnih imunosnih stanica te kemokina CCL3, CCL4, CCLS5 koji imaju vaznu ulogu u aktivaciji

keratinocita te kemotaksiji perifernih efektorskih stanica (22, 23).
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1.4 ULOGA microRNA U RAZVOJU PSORIJAZE
1.4.1 Opéenito o microRNA

microRNA, male su nekodiraju¢e RNA molekule, sastavljene od 18 do 24 nukleotida,
poprilicno ocuvane u eukariotskih organizama. Djeluju na posttranskripcijskoj razini,
regulirajuci ekspresiju mnogih gena u razli¢itim bioloskim procesima. Svoje inhibitorne u¢inke
provode vezuci se na komplementarne sekvence na 3' kraju (UTR, od engl. untranslated region)
ciljne mRNA na nacin da ih utiSavaju degradacijom kroz cijepanje mRNA ili sprjeCavanjem
sinteze proteina pri ¢emu jedna miCrORNA moze vezati, a samim time i inhibirati translaciju
vise stotina ciljnih mRNA (24, 25). Takoder se pokazalo da izvanstani¢ne microRNA provode
medustani¢nu regulaciju putem nekonvencionalnog mehanizma koji se sastoji od interakcije s
urodenim imunosnim RNA senzorima, kao Toll receptori 7 i 8 (TLR7, TLR8) (26). Nadalje,
microRNA ukljuCene su u imunosni odgovor, stani¢nu proliferaciju te diferencijaciju i
apoptozu. Obzirom na navedeno, microRNA reguliraju $irok raspon bioloskih procesa te su

potencijalno vazne u patogenezi imunosnih poremecaja ukljucujuci psorijazu (24, 25).

1.4.2 Uloga microRNA u psorijazi

U psorijazi, microRNA posreduju vazne ucinke u regulaciji hiperproliferacije,
abnormalne diferencijacije keratinocita i poremecene imunosne aktivacije. Primjerice sudionici
MAPK1, FGFR2 i SOCS-3 signalnih puteva koji moduliraju proliferaciju keratinocita, ¢este su
microRNA mete u psorijati¢nim lezijama. U skladu s navedenim, u keratinocitima oboljelih
zabiljeZena je smanjena ekspresija microRNA-424 i microRNA-125b, te posljedi¢ni gubitak
kontrole nad translacijom pozitivnih regulatora stani¢nog rasta i proliferacije poput MAPK1,
ciklina E1, i faktora rasta FGF2 (27, 28). U psorijaticnoj koZi zabiljeZeni su i promijenjeni
ekspresijski obrasci microRNA-21, microRNA-205, microRNA-221 i microRNA-222, kao i
njihovih direktnin mMRNA meta (PDCD4, TPM1, P57, C-KIT, RTN4, SHIP2, TIMP3, RECK i
NFIB) u neposrednoj kontroli stani¢nog rasta, proliferacije, apoptoze i degradacije
izvanstani¢nog matriksa. (29). Druge razli¢ito izrazene microRNA u psorijazi ukljucuju
varijante koje reguliraju hematopoezu infiltriraju¢ih imunosnih stanica (microRNA-142-3p i
microRNA-223/223%), i pojacanu angiogenzu (microRNA-21, microRNA-378, microRNA-
100, microRNA-31) u oboljelim dijelovima koze (30, 31). Medu njima, povecana ekspresija
microRNA-21 posreduje anti-apoptotske ucinke u aktiviranim T limfocitima, a prekomjerna
ekspresija microRNA-31 doprinosi pojacanoj proizvodnji upalnih medijatora izravnom
inhibicijom serin-treonin kinaze 40 (STK40), negativnog regulatora NF-kB signalnog puta u

keratinocitima (32, 33). U psorijazi je znacajna i ekspresija microRNA-203, posebice u
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diferencijaciji 1 stratifikaciji koznog epitela. Njezina pojacana regulacija u psorijazi negativno
utjece na ekspresiju proupalnih citokina TNF-a i 1L24, te na supresor signalizacije citokina 3
(SOCS3), koji pak inhibira p63 transkripcijski ¢cimbenik u kontroli proliferativnog potencijala
keratinocita (34, 35). Potencijalno vaznu ulogu u psorijaticnim lezijama ima i povecana
ekspresija microRNA-146a, preferencijalno izrazena u infiltriraju¢im imunosnim stanicama
(34). microRNA-146a inhibira ekspresiju proteina IRAK-1 i TRAF-6, vaznih u regulaciji
ekspresije citokinskih i Toll-nalik receptora, svojstvenih prirodenom imunosnom odgovoru
(36). microRNA kandidati koji su dijelom ovog istrazivanja (hsa-microRNA-let7c-5p, hsa-
microRNA-20a-5p, hsa-microRNA-29a-3p, hsa-microRNA-92b-5p), prethodno su analizirani
u punoj krvi (37), zdravoj koZi 1 psorijaticnim lezijama (29, 31, 38), te dermalnim upalnim
infiltratima (39) oboljelih, primjenom razli¢itih metodoloskih pristupa uklju¢ujuci microarray
(29) i Nanostring nCounter tehnologiju, te RNASeq analizu tkivnih bioptata (31) i
mikrodisektiranih stanica (38). U tom kontekstu, u psorijati¢nim lezijama i upalnom dermalnom
infiltratu zabiljeZena je povisena ekspresija microRNA-20a i microRNA-29a (29, 31, 34, 38,
39), dok je ekspresija let-7c¢ bila snizena u psorijaticnoj kozi (38, 39) i keratinocitima (40), ali
povisena u krvi (37) oboljelih od psorijaze. Po dosadasnjim saznanjima, ekspresija microRNA-
92b u kontekstu psorijaze, analizirana je u okviru dvije studije. U usporedbi sa zdravim
kontrolama, Joyce i sur. zabiljezili su povisenu ekspresiju microRNA-92b u nezahva¢enim
dijelovima koze oboljelih (31), dok Srivastava i sur. biljeZe povisene razine microRNA-92b-3p
u keratinocitima psorijati¢nih lezija (40). Medutim, uloga navedenih microRNA kandidata u
regulaciji transkriptoma i perifernih udjela yo T stanica u oboljelih od psorijaze, do danas nije

istrazena.

1.4.3 microRNA let-7

Obitelj microRNA let-7 najzastupljenija je u humanom genomu, te igra vaznu ulogu u
razvoju prirodenih limfocitnih linija poput yd T limfocita, MAIT (od engl. mucosal-associated
invariant T) i INKT (od engl. invariant natural killer cells) stanica. microRNA let-7 usmjerava
diferencijaciju tip 1 stanica koje proizvode INF-y (41, 42). Inhibicija regulacije let -7
microRNA omogucava ovim stanicama da zadrze visoke razine PLZF transkripcijskog
¢imbenika, 1 time pogoduje razvoju tip 2 i tip 3 imunoloSkog odgovora koje obiljeZzava
proizvodnja IL-4, odnosno IL-17. Osim toga, navedena obitelj microRNA izravno posreduje u
smanjenoj proizvodnji IL-10 te IL-13 u CD4+ T stanicama (41, 42). Let-7b kao ¢lan obitelji

let-7 ima ulogu u proliferaciji i diferencijaciji neuralnih mati¢nih stanica te stimulira
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diferencijaciju i sprje¢ava metaplaziju reguliranjem ekspresije HNF6 u acinarnim stanicama
gusterace. Sve se viSe potvrduje i uloga let-7b u rastu kose, zacjeljivanju rana na kozi, ali i u
koznim bolestima. U psorijazi, let-7b inhibira migraciju keratinocita neizravnim mehanizmom
regulacije IGF2BP2, a sudjeluje i u razvoju zlo¢udnih bolesti poput karcinoma jetre i Stitnjace
(43). U psorijaticnim lezijama prethodno je zabiljezena snizena ekspresija microRNA-let7c i
let-7e (31, 38, 39), te povisene razine let-79 i let-7i (29), dok su let-7c i let-7d u poviSenim
razinama uocene u krvi oboljelih (37), ukazujuéi na raznolike, tkivno-specificne uloge srodnih

microRNA u psorijazi.

1.4.4 microRNA-20a, microRNA-92b

microRNA-20a, zajedno s microRNA-17, microRNA-18a, microRNA-19a, microRNA-
19b-1 i microRNA-92a-1 pripada klasteru microRNA-17-92 te je eksprimirana u CD4+ i CD8+
T stanicama. Prekomjerna ekspresija microRNA-17-92 u T stanicama dovodi do
limfoproliferacije te poremecaja sli¢nih autoimunim oboljenjima (44). U CD4+ T stanicama s
nedostatkom Drosha kofaktora DGCRS, i posljedi¢nog gubitka microRNA ekspresije, ¢lanovi
obitelji microRNA-17 i microRNA-92 ispravljaju gubitak proliferativhog kapaciteta DGCR8-
deficijentnih limfocita (45). Obitelj microRNA-17-92 utjeCe i na diferencijaciju Thl stanica,
posebice microRNA-19b koja potice proliferaciju i proizvodnju IFN-y (46). Clanovi
microRNA-17-92 obitelji takoder moduliraju citostaticne uc¢inke TGF-p signalizacije u brojnim
tipovima stanica, ukljucujué¢i stani¢ne linije neuroblastoma i glioblastoma, djelujuc¢i kao

indirektni prigusivaci ekspresije tumor supresora p21 i pro-apoptotskog ¢imbenika Bim (47).

U usporedbi za zdravom i nezahva¢enom kozom oboljelih, u psorijati¢nim lezijama zabiljezena
je povecana ekspresija svih ¢lanova microRNA-17-92 Kklastera, koji direktno inhibiraju
translaciju tumor supresora CDKN2B, poti¢u¢i nekontroliranu proliferaciju keratinocita (48).
Pojacanu ekspresiju microRNA-17-92 klastera u psorijazi stimuliraju upalni citokini, putem
STATTI signalne kaskade, $to dovodi do gubitka kontrole stani¢nog ciklusa u keratinocitima.
Klaster microRNA-17-92 regulira i proizvodnju CXCL9 i CXCL10 u keratinocitma, i tako
upravlja kemotaksijom i udomljavanjem efektorskih T limfocita u koZi i potencijalno, doprinosi
razvoju bolesti. PoviSene razine microRNA-20a, ¢lanice klastera microRNA-17-92, ranije su
opisane u psorijaticnim lezijama i upalnom dermalnom infiltratu oboljelih, i vjerojatno

znacajno doprinose patogenezi psorijaze (29, 38, 39).
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microRNA-92b je disregulirana u karcinomima, ¢iju proliferaciju, migraciju i invaziju
pospjesuje direktnom inhibicijom translacije ciljnih gena poput RECK proteaznog inhibitora.
Takoder, potice aktivaciju NF — «B signalizacije putem regulacije NLK (49). Njezina uloga u
psorijazi testirana je u okviru dvije studije, koje su zabiljezile povecanu ekspresiju microRNA-
92b u nezahvacenoj i zahvacenoj kozi oboljelih od psorijazi (31, 40). Osim u psorijazi,
microRNA-92b se spominje i u podlozi multiple skleroze, ali u snizenim razinama u odnosu na

zdrave ispitanike (50).

1.4.5 microRNA-29a

microRNA-29a inhibira proizvodnju IFN-y u pomo¢nim T stanicama, direktnim
vezanjem za visoko o¢uvana microRNA-29 vezna mjesta u 3'UTR regiji TBX21 i EOMES
MRNA molekula. T-bet i Eomesodermin su klju¢ni ¢imbenici u kontroli diferencijacije tip 1
imunoloskog odgovora, i njemu karakteristicnog IFN-y. microRNA-29 izravno veZe i inhibira
translaciju ovih transkripcijskih ¢imbenika (45). U psorijaticnim lezijama zabiljeZena je
povisena ekspresija microRNA-29a, no njezin profil u perifernim yd T limfocitima oboljelih

ostao je neistrazen (25, 51).
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2. HIPOTEZA

1. Ekspresijski profili microRNA koji reguliraju proliferativni i funkcijski kapacitet
sortiranih yo T limfocita razlikuju se izmedu zdravih ispitanika i bolesnika oboljelih od

vulgarne psorijaze.

2. Promjene u ekspresiji ispitivanih microRNA povezane su s promjenom perifernih udjela
v6 T stanica u perifernoj krvi oboljelih, upalnim biokemijskim biljezima i s fenotipskim

obiljezjima psorijaze, poput veli¢ina PASI 1 DLQI indeksa.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1.

Ispitati, opisati i usporediti ekspresiju hsa-microRNA-let7c-5p, hsa-microRNA-20a-5p,
hsa-microRNA-29a-3p, hsa-microRNA-92b-5p u perifernim sortiranim y6 T

limfocitima oboljelih i zdravih ispitanika.

Ustanoviti transkripcijske profile ispitivanih microRNA u kontrolnoj i oboljeloj skupini
te odrediti njihovu povezanost s antropometrijskim, biokemijskim i fenotipskim

obiljezjima vulgarne psorijaze.
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4. MATERIJALI 1| METODE
4.1 Materijali

4.1.1 Ustroj istraZivanja

Istrazivanje parova (case-control).

4.1.2 Ispitanici

Istrazivanjem su obuhvaceni arhivski uzorci RNA, izolirani iz perifernih sortiranih yd T
limfocita 16 zdravih ispitanika i 16, po spolu i dobi podudarnih, punoljetnih, nesrodnih osoba
oboljelih od vulgarne psorijaze. Probir ispitanika kontrolne i oboljele skupine te prikupljanje,
sortiranje 1 imunofenotipizacija perifernih yo T stanica, kao 1izolacija ukupne RNA iz sortiranih
vo T stanica, prethodno su provedeni u okviru studije koja je odobrena odlukom Etickog
povjerenstva Klinickog bolnickog centra Osijek (Potvrda br. R2/9042/2018) i1 Etickog
povijerenstva Medicinskog fakulteta u Osijeku (Potvrda br. 2158-61-07-18-135).

Probir zdravih kontrola i oboljelih ispitanika proveden je nasumiénim redoslijedom
pregleda u okviru standardne dijagnosticke obrade na Zavodu za dermatologiju i venerologiju
KBC Osijek. Oboljeli ispitanici izabrani su na temelju klinicki 1 histoloski potvrdene dijagnoze
vulgarne psorijaze, a tezina bolesti odredena je pomoc¢u skale PASI (Psoriasis Area and
Severity Index) i DLQI (Dermatology Life Quality Index). Iskljuceni su bolesnici na sustavnoj
bioloskoj, citostatskoj, fotokemoterapiji (psoralen, UVA zraCenje) ili fototerapiji
(uskospektralno UVB zraCenje), s pridruzenim autoimunim, malignim 1 infektivnim
oboljenjima ili dokumentiranom epizodom alergijske reakcije unutar 6 tjedana prije

dijagnosticke obrade.

Kontrolna skupina je sastavljena od odraslih, nesrodnih, zdravih ispitanika, po dobi i spolu
prilagodenih skupini oboljelih, koji su odabrani tijekom redovite dermatoloske skrbi benignih,
neinfektivnih ili imunoloski neutralnih promjena na kozi, bez sustavne medikametozne ili

fototerapije, povijesti alergijskih, malignih ili autoimunih oboljenja.

Prilikom izuzimanja uzoraka krvi 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).
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4.2 Metode

4.2.1 Imunofenotipizacija perifernih yo T stanica proto¢nom citometrijom

Citometrijska definicija perifernih subpopulacija v T stanica uéinjena je u okviru
prethodne studije (52), primjenom CD3e FITC (1:250, clone UCHT1 gamma, donacija prof.
Peter Balogh, Odjel za Imunologiju i Biotehnologiju, Sveucilista u Pe¢uhu), TCRys PE-Cy7
(1:100, clone B1, BioLegend), TCRV41 APC (1:100, clone TS8.2, eBiosciences) i TCRV32
PerCP/CY5.5 (1:200, clone B6, BioLegend) monoklonalnih protutijela (Slika 2). Unutar
CD3+y8TCR+ populacije, najprije su identificirane y5 T stanice s ve¢om (ydTCR"9") i manjom
(YSTCR™) ekspresijom y& T stani¢nog receptora (Slika 2b). Ove su subpopulacije zatim
dodatno profilirane na temelju upotrebe TCRS lanca, u Vo1+, Vd2+ i dvostruko negativne Vol -
Vd2- vd T stanice (Slika 2c).
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Slika 2. Dizajn viSeparametrijske proto¢ne citometrije za imunofenotipizaciju perifernih
vo T stanica. a) Jednostrane stanice izdvojene su analizom FSC-A i FSC-H parametara, dok su
mrtve stanice isklju¢ene na temelju bojanja fiksabilnom bojom za vijabilnost stanica (FVD).
Subpopulacije perifernih yo Tstanica definirane su na temelju povrsinske ekspresije b) CD3
glikoproteina i Yo TCR receptora, ¢) TCRV61 i TCRVS2 stani¢nih biljega. Slika je preuzeta iz
Pluzari¢ 1 sur. (slika prikazana uz suglasnost autora i vlasnika autorskih prava rada Pluzari¢ i
sur., objavljenog u casopisu otvorenog pristupa, koji se distribuira pod uvjetima licence

Creative Commons Attribution (CC BY) (52) ).

4.2.2 Sinteza cDNA

Sinteza microRNA c¢DNA napravljena je iz ukupne RNA pomocu komercijalnog kita
»TagMan Advanced microRNA cDNA Synthesis Kit*, prema uputama proizvodaca. U prvom
koraku, zrele molekule microRNA modificrane su dodatkom poly(A) slijeda na 3' kraju te
ligacijom oligonukleotidnih adaptera na 5' kraju. Modificirane microRNA molekule prevedene
su u cDNA djelovanjem enzima reverzne transkriptaze (RT), a dodatne koli¢ine novonastalih

cDNA kopija umnoZene su u posljednjem koraku preamplifikacije.
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Postupak:

U prvom koraku poliadenilacije, u tubice volumena 1,5 ml, dodano je 2 pL uzorka ukupne
RNA (10 ng) 1 3 pL reakcijske smjese Poly(A), sastavljene od 0,5 pL. 10X Poly(A) Buffera,
0,5 uL ATP-a, 0,3 uL Poly(A) enzima te 1,7 uLL RNaza — free vode. Smjesa je potom
vorteksirana, centrifugirana i inkubirana na 37 °C, 45 minuta, te potom 10 minuta na 65
°C. U sljede¢em koraku, u tubice s produktima poliadenilacije (5 ul), dodano je 10 pL
ligacijske smjese, prethodno vorteksirane i centrifugirane kako bi se komponente spustile
te uklonili mjehuri¢i. Ligacijska smjesa pripremljena je od 3 uL 5X DNA ligaza Buffera,
4,5 uL 50 % PEG 8000, 0,6 uL 25X ligacijskog adaptora, 1,5 uL RNA ligaze te 0,4 puL
RNaza — free vode. Ukupni volumen novonastale smjese bio je 15 puL po tubici.
Novonastala smjesa je vorteksirana, centrifugirana te potom inkubirana 60 minuta na
temperaturi od 16 °C. Zatim je ucinjena reverzna transkripcija. Reakcijska smjesa za
reverznu transkripciju ukupnog volumena 15 pL, sastavljena od 6 uL 5X RT Buffera, 1,2
pL ANTP miksa, 1,5 pL 20x univerzalnih RT pocetnica, 3 uL 10x RT enzimskog miksa te
3,3 uL RNaza — free vode. Pripremljena RT smjesa je vorteksirana je i centrifugirana te
dodana u tubice s produktima reakcije ligacije na ukupni volumen od 30 pL. Nakon
dodatka, smjesu je vorteksirana, centrifugirana i inkubirana najprije 15 minuta na 42 °C, a
potom 5 minuta na 85 °C. U sljede¢em koraku preamplifikacije, 5 uL produkta reverzne
transkripcije zdruzeno je s 45 pL reakcijske smjese mi-Amp, sastavljene od 25 pL 2x miR-
Amp master miksa, 2,5 uL. 20x miR-Amp primera te 17, 5 uL RNaza — free vode.
Preamplifikacija je provedena u uredaju Quant Studio 5 Real- Time PCR, u sljede¢im
temperaturnim uvjetima: 1. ciklus (5 minuta na temperaturi 95 °C, aktivacija enzima), 14
ponavljajuci ciklusa (95 ° C, 3 s, te 60 °C, 30 s), 15. ciklus (99 °C, 10 min) i 16. zavr$na
reakcija (4 °C, o).

4.2.3 Kvantitativna analiza microRNA ekspresije na PCR uredaju

Kvantitativna analiza ekspresije ciljnih (hsa-microRNA-let7c-5p, hsa-microRNA-20a-

5p, hsa-microRNA-29a-3p i hsa-microRNA-92b-5p) i referentne (hsa-microRNA-423-3p)
microRNA, provedena je na uredaju QuantStudio 5 upotrebom TagMan Advanced microRNA

proba i pocetnica, lancanom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR).

Postupak

Za provedbu PCR reakcije, koristeni su TagMan Advanced microRNA Assay i TagMan

Fast Advanced Master Mix kompleti. cDNA je najprije razrijedena u omjeru 1 : 5. Reakcijska
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smjesa volumena 15 pL sastavljena je od 7,5 uL TagMan Fast Advanced Master Mix (2x), 0,75
uL TagMan Advanced microRNA Assay (20x) te 6.75 pL prethodno razrijedene cDNA. PCR
smjesa je pipetirana u mikrotitarsku plocu koja je zatim prekrivena folijom i centrifugirana 1
min na 3000 okretaja. Amplifikacija cDNA provedena je na uredaju QuantStudio 5 u sljede¢im
temperaturnim uvjetima: 1. ciklus (aktivacija enzima na temperaturi 95 °C, 20 sekundi), 40
ponavljajucih ciklusa (denaturacija, 1 s na 95 °C; spajanje lanaca/produzivanje, 20 s na 60 “C).
Analiza ekspresije hsa-microRNA-let7c-5p, hsa-microRNA-20a-5p, hsa-microRNA-29a-3p i
hsa-microRNA-92b-5p napravljena je u odnosu na referentnu hsa-microRNA-423-3p, a svi

uzorci analizirani su u triplikatu.

4.2.4 Relativna kvantifikacija metodom AACT

Metoda AACt koristena je za relativnu kvantifikaciju microRNA ekspresije. AACt,
poznata i kao komparativna metoda odnosi se na izravnu usporedbu Ct vrijednosti izmjerenih
amplifikacijom ciljne i referentne microRNA u identi¢cnom uzorku. Za referentnu microRNA
koristena je microRNA-423-3p. U svakom uzorku provedena je qPCR amplifikacija cDNA
sekvence ciljne i referentne microRNA te su Ct vrijednosti ciljne microRNA normalizirane u

odnosu na Ct vrijednosti hsa-microRNA-423-3p.
Postupak:

Ct vrijednosti referentne hsa-microRNA-423-3p i ciljnih hsa-microRNA-let7c-5p, hsa-
microRNA-20a-5p, hsa-microRNA-29a-3p, hsa-microRNA-92b-5p, dobivenih gPCR
reakcijom koriStene su za analizu razlike u ekspresiji ispitivanih microRNA kontrolnih i PV

uzoraka, metodom AACH.

Ct vrijednosti ispitivanih microRNA normalizirane su u odnosu na Ct vrijednosti referentne

hsa-microRNA-423-3p za svaki PV uzorak te kontrolni uzorak, koriste¢i navedene formule:
ACT (uzorak) = ACt (ciljna microRNA) -ACt (referentna microRNA)
ACT (kontrola)= ACt (ciljna microRNA) - ACt (referentna microRNA)

Nadalje, sve dobivene ACt vrijednosti koriStene su za izratun AACt vrijednosti. Ona je odredena
na temelju razlike ACT vrijednosti ispitivanog uzorka i srednje ACT vrijednosti svih kontrolnih

uzoraka, prema sljedecoj formuli:

AACT=ACT (uzorak) - ACT (kontrola)
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Potom je normalizirana razina ekspresije ciljnih microRNA izracunata u svim uzorcima uz

pomo¢ dolje navedene formule:

Normalizirana razina ekspresije gena u uzorku= 2-AACT

Razlike u razini ekspresije microRNA izmedu oboljelih (PV) ispitanika i zdravih kontrola

odredene su usporedbom normaliziranih vrijednosti.

4.2.5 Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka provedena je pomocu statistickog programa Rv4.1.0.
Kategoricke varijable prikazane su apsolutnim frekvencijama 1 proporcijama, a omjerne
varijable medijanom s interkvartilnim rasponom (IQR). Normalnost distribucije provjerena je
Shapiro - Wilk testom. Statisticka znacajnost razlike medu neovisnim skupinama testirana je
neparametrijskim testom (Mann — Whitney), dok je za analizu tablica kontingencije koristen
Fisherov egzaktni test. Dvostrani P < 0,05 predstavlja prag znacajnosti. Povezanost

kontinuiranih varijabli procijenjena je Spearmanovim koeficijentom korelacije (p).
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5. REZULTATI

5.1 Kilini¢ka i biokemijska obiljezja ispitanika

Rezultati

Klinic¢ka i biokemijska obiljezja ispitanika prikazana su u Tablici 1. Oboljeli i zdravi

ispitanici nisu se znac¢ajno razlikovali po spolu, dobi, BMI indeksu te serumskim razinama CRP

upalnog biljega (Tablica 1). Povezanost izmedu titra anti-CMV i anti HBs virusnih protutijela

i veli¢ine PASI te DLQI indeksa takoder nije zabiljezena.

Tablica 1. Demografska i klinicka obiljeZja ispitanika. Vrijednosti izmjerene u skupini

oboljelih (PV) te zdravih (CTRL) ispitanika.

Skupina PV (N=16) CTRL (N=16) P-vrijednost
N (M/Z omjer) 16 (10/6) 16 (10/6) 1 *xx

Dob (godine) 37,5(31-438) * 35 (31-43) * 0,611 **
BMI (kg/ m?) 26,4 (21,4—30,0) * 23,9(20,0-257)* 0,0731 **
hsCRP (mg/L) 2,15(0,9-3,0) * 0,8(0,3-18)* 0,0597 **
PASI 6,4(53-113) * -

DLQI 25(08-6,3)* -

Anti-CMVIgG(AU/mL) | 156 (132 — 205,5) * 136 (75,8 — 164) * 0,303 **
Anti-HBs 1gG (mIU/ml) | 90,55 (26,8 — 432) * 275,5 (137 — 496) * 0,315 **

* medijan (interkvartilni raspon); ** Mann — Whitney U — test; *** Fisher exact test. Rezultati

mjerenja prikazani su medijanom i interkvartilnim rasponom (IQR). N — broj ispitanika; BMI

— indeks tjelesne mase; hsCRP — visoko osjetljivi C reaktivni protein; PASI — Psoriasis Area

and Severity Indeks; DLQI — Dermatological Life Quality Indeks, CMV — citomegalovirus, IgG

— imunoglobulin G, HBs — povrSinski antigen virusa hepatitisa B
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Rezultati

5.2 Ekspresijski profili hsa-microRNA-20a-5p, hsa-microRNA-92b-5p,

hsa-microRNA-29a-3p te hsa-microRNA-let7c-5p

Analiza ekspresijskih profila microRNA hsa-microRNA-20a-5p, hsa-microRNA-92b-5p,
hsa-microRNA-29a-3p te hsa-microRNA-let7¢c-5p ucinjena je usporedbom 224 vrijednosti
kontrolnih (CTRL) i oboljelih (PV) ispitanika.

U odnosu na razine ciljnih microRNA u CD3+ydTCR+ limfocitima zdravih ispitanika,
v T stanice oboljelih od vulgarne psorijaze izrazavale su snizene razine hsa-microRNA-20a-
5p [CTRL vs. PV; Me = 1,20 (IQR (0,50 — 2,35) vs. Me= 0,27 (IQR (0,16 — 0, 39); P= 0,001,
Mann — Whitney test] (Slika 3a), dok su razine hsa-microRNA-92b-5p bile znacajno povisene
[CTRL vs. PV; Me = 2,25 (IQR (0,04 — 8,066) Me = 13,16 (IQR (6,67 — 22,98); P=0,013] (Slika
3b).

Suprotno, razina hsa-microRNA-29a-3p [CTRL vs. PV; Me=1,17 (IQR (0,60 — 2,39) vs.
Me= 0,59 (IQR (0,27 — 1,07; P= 0,08] nije se znacajno razlikovala izmedu yd T stanica zdravih
i oboljelih ispitanika (Slika 3c). S druge strane, razina hsa-microRNA-let7c-5p bila je
nominalno veéa u yd6 T limfocitima oboljelih ispitanika (Slika 3d), ali statisti¢ki znacajna
razlika izmedu testiranih skupina nije ostvarena [PV vs. CTRL; M= 3,18 (IQR (2,01 — 4,42)
vs. Me=0,96 (IQR (0,22 — 4,80); P=0,06].
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Slika 3. Relativha ekspresija hsa-microRNA-20a-5p, hsa-microRNA-92b-5p u y6 T
limfocitima periferne krvi oboljelih od vulgarne psorijaze te zdravih ispitanika. Ekspresija
a) hsa-microRNA-20a-5p, b) hsa-microRNA-92b-5p,  ¢) hsa-microRNA-29a-5p, d)
microRNA-let7c-5p izmjerena je metodom gRT-PCR u 16 oboljelih te 16 zdravih ispitanika,
graficki prikazana pravokutnim ili box-plot dijagramom. Horizontalna linija koja se nalazi
unutar svakog box-plota predstavlja vrijednost medijana. Gornju i donju liniju box- plota ¢ine
interkvartilni rasponi (IQR). Vertikalne linije predstavljaju 1,5X IQR. Prag znacajnosti

definiran je kao dvostrani P<0,05.
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5.3 Korelacijska analiza integriranog mRNA/microRNA ekspresijskog

profila i frekvencijskih udjela perifernih yo6 T limfocita

U svrhu procjene funkcionalnih ué¢inaka promijenjene microRNA ekspresije u perifernim
vd T limfocitima oboljelih, ucinjena je analiza povezanosti microRNA ekspresijskog profila s
promjenama koje su u okviru ranije studije (52) uocene na razini y3T transkriptoma i periferne
frekvencije  V82* ydTCRhigh 1 V38182 ydTCRint T limfocita. Slijedom navedenog,
zabiljezena je pozitivna meduovisnost izmedu razine microRNA-20a-3p i mRNA ekspresije
transkripcijskog ¢imbenika ZBTB16 (Slika 4a) i IL-18 receptora (Slika 4b). Osim navedenog,
zabiljezena je i inverzna korelacija izmedu smanjene razine mMicroRNA-20a-3p i brojnosti
dvostruko negativnih V61-V42- ydTCRint stanica (Slika 4c), ¢ija je povecana frekvencija ranije
opisana u perifernoj krvi iste populacije oboljelih muskih ispitanika (40). Medutim, povezanost
drugih ispitivanin microRNA s ranije opazenim transkripcijskim i numeri¢kim promjenama

perifernog odjeljka yo T stanica, nije otkrivena.

22



Rezultati

a) b)
2- .
p=00054 - p=00381
g Ppearman = 0.5603 g Paparen = 0.4348
&0 o
—;“ o ; /
L] E X
= ]
£ ® 3
= A
¥l
22 g,
] |
S -
a
3 g
E g
g 4- 4
4 3 2 4 0 1 4 0 1
ZBTB16, relativna ekspresija IL18R1, relativna ekspresija
c)
2 ) b
= p=00009
¢ Pspeaman=-0.6701
7
g0
L
g
=
=
B
42
(=]
a
:
E

2 3
V31 - V82 78 TCRint (% 75T)

Slika 4. Korelacija relativne ekspresije hsa-microRNA-20a-5p s relativnom ekspresijom
a) ZBTB16 (pozitivha korelacija); n= 23, b) IL-18R1 (pozitivna korelacija); n=23, te c)
populacijom V31-Va2-ydint T stanica (negativna korelacija); n=21, oboljeli ispitanici +
kontrolna skupina. p=Spearmanov korelacijski koeficijent; prag zna€ajnosti dvostrani P<0,05.
Plava linija predstavlja uvjetnu sredinu linearnog modela predvidanja frekvencijskih udjela
V31-V62-ydint T stanica u odnosu na izmjerene vrijednosti microRNA-20a-5p ekspresije, gdje

osjencano podrucje oznacava 95 % interval pouzdanosti.

23



Rasprava

6. RASPRAVA

Posttranskripcijska regulacija genske ekspresije putem microRNA klju¢ni je mehanizam u
aktivaciji, diferencijaciji i homeostazi imunosnih stanica koje se nalaze u osnovi mnogih
autoimunih i1 upalnih oboljenja. Medu njima, yd T limfociti Cesti su posrednici brzih,
citotoksi¢nih imunosnih odgovora u perifernim tkivima poput koze, crijeva i pluca, i stoga ¢ine
vazne mete u istrazivanju sistemskih oboljenja, kao $to je vulgarna psorijaza. Razvoj, tkivna
lokalizacija, proliferativna i efektorska funkcija T stanica, usko su povezani s microRNA,

medutim, ekspresija i uloga microRNA u yd T stanicama gotovo je u potpunosti neistrazena.

U okviru ranije studije, opisani su relativni frekvencijski udjeli 1 transkripcijski profil yo T
limfocita, sortiranih iz periferne krvi zdravih kontrola i oboljelih od vulgarne psorijaze. Isti
arhivski RNA uzorci, ovdje su iskoriSteni kako bi ranija saznanja nadogradili parnom analizom
microRNA ekspresijskih profila (hsa-microRNA-let7c-5p, hsa-microRNA-20a-5p, hsa-
microRNA-29a-3p, hsa-microRNA-92b-5p) u kontroli prethodno istrazivanih transkripcijskih
¢imbenika (PLZF/ZBTB16, RUNX3, RORC, TBX21, EOMES, IL-18R, CCR6, CCR10, CLA), i
frekvencijskih udjela perifernih V81¥, V32 i V81°62" T stani¢nih populacija.

Inicijalna analiza demografskih 1 klinickih obiljezja podskupine originalne populacije
oboljelih i zdravih ispitanika, nije zabiljezila zna¢ajne razlike u odnosu na dob, spol, BMI
status, titar anti-CMV IgG te anti-HBs IgG protutijela. Vrijednosti CRP upalnog parametra bile
su takoder podjednake u obje skupine, ukazuju¢i na blage upalne simptome u oboljelih

ispitanika.

U perifernoj krvi oboljelih s blagom klinickom slikom psorijaze, sortirani y6T limfociti
izrazavali su sniZzene razine hsa-microRNA-20a-5p, bez potvrde pretpostavljenih negativnih
regulatornih u¢inaka microRNA-20a-5p u kontroli ekspresije eksperimentalno ili in silico
potvrdenih mRNA meta poput RUNX3 ili RORyd (TargetScan, miRPathDB) (53). SniZzena
ekspresija microRNA-20a-5p ranije je opisana u najbrojnijem odjeljku krvnih yd T limfocita
(Vy9V382) oboljelih od reumatoidnog artritisa (54), te u punoj krvi pacijenata s multiplom
sklerozom (55), ukazuju¢i na povezanost smanjene ekspresije microRNA-20a i redistribucije
krvnih imunosnih populacija u autoimunim bolestima. Stovise, mehanicisti¢ki uéinci snizene
razine microRNA-20a ranije su vezani uz pojacanu TCR signalizaciju, ekspresiju CD69
aktivacijskog biljega i proizvodnju citokina u aktiviranim CD4+ T limfocitima (56), ukazujuci
na vazne regulatorne uc¢inke microRNA-20a u kontroli proliferativnog i funkcijskog kapaciteta

perifernih T stanica. U tom kontekstu, zabiljezena je nekolicina pozitivnih korelacija izmedu
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microRNA-20a ekspresijskog profila i ranije analiziranih numerickih i transkripcijskih obiljezja
perifernog yo T odjeljka. Gubitak ekspresije microRNA-20a bio je znacajno vezan uz poveéanje
perifernog udjela V81-V§2- subpopulacije unutar ySTCR™ staniéne populacije (yST stanice sa
smanjenom ekspresijom y0TCR), potencijalno odrazavajuéi posljedice redistribucije drugih
ySTCR™ stanica, posebice V82+ vrsta koje ¢ine veéinski udio perifernog ySTCR™ odjeljka
(52). Tome u prilog govore i pozitivne korelacije zabiljezene izmedu microRNA-20a-5p, i
ekspresijskog profila IL-18 citokinskog receptora i transkripcijskog ¢imbenika PLZF (kodiran
genom ZBTB16), ¢ije su mRNA razine, u okviru prethodne studije, u istoj populaciji RNA
uzoraka, prepoznate kao pozitivne kovarijate perifernog udjela V82+ySTCR™ stanica (52).
Medu njima, PLZF transkripcijski ¢imbenik djeluje kao kljuéni regulator diferencijacije i
funkcije yo T stanica (57), ukljucujuci veéinski krvni razred Vy9Vaé2 T limfocita (58), Cija je
redistribucija iz krvi u kozu ranije opisana u oboljelih od psorijaze (59). Nominalno veéa, ali
ne i znacajno razliita ekspresija let-7c, izravnog inhibitora PLZF ekspresije (60), ¢ije su
snizene razine prethodno zabiljeZene u istom RNA bazenu (52), moguce dijelom takoder
odrazava opisanu preraspodjelu perifernih Vo2+ vrsta u psorijazi. Ovi potencijalno vazni
microRNA ucinci, zahtijevaju medutim, dodatne analize integriranog mMRNA/microRNA

profila u sortiranim linijama V§2+ stanica oboljelih.

S druge strane, izostanak korelacije izmedu microRNA-20a-5p i smanjene ekspresije
RUNXS3, prethodno utvrdene u ukupnoj populaciji perifernih ydT stanica (52), mogucée ukazuje
na ulogu microRNA molekula koje nisu testirane u okviru ovog istrazivanja. Poznato je da
RUNX3, u okviru svoje uloge regulatora citotoksi¢nog kapaciteta perifernih limfocita (61),
zajedno s transkripcijskim ¢imbenicima T-bet i Eomesodermin stimulira ekspresiju INF-y i
perforina (62) te pospjeSuje diferencijaciju Thl i Th22 stanica u psorijazi (63). U sortiranim
yoT limfocitima zdruZene populacije ispitanika, zabiljezeni su medutim razli¢iti korelacijski
obrasci na relaciji RUNX3-TBX21 i RUNX3-EOMES (52), potencijalno kao posljedica
razli¢itih regulacijskih mehanizama u kontroli razvoja perifernih yd T populacija. U prilog
navedenom, moguée svjedoCi izostanak ocekivane povezanosti microRNA-29a
transkripcijskog profila s MRNA razinama izravnih microRNA-29a meta, to¢nije TBX21 i
EOMES. Stovise, u oboljelih od psorijaze uoéena je nominalno manja, ali ne statisti¢ki zna¢ajno
razlicita ekspresija microRNA-29a, bez dokaza o povezanosti ove microRNA s ranije opisanom
redistribucijom yd limfocita u oboljelih, ukazujuéi na manje vazne uc¢inke microRNA-29a-3p u

reorganizaciji perifernog yo odjeljka u psorijazi.
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Suprotno, ekspresija hsa-microRNA-92b-5p bila je statisticki znacajno veca u yo T
limfocitima oboljelih ispitanika, u odnosu na zdrave kontrole. Povisena ekspresija microRNA-
92b ranije je zabiljezena u nelezijskoj kozi (31), i lezijskim keratinocitima oboljelih od psorijaze
(40), te u pozadini regulacije proliferativnog i migracijskog kapaciteta razli¢itih karcinoma (64,
65), ukazuju¢i na potencijalno vazne ucinke mMicroRNA-92b u psorijazi i tumorskim
oboljenjima. Promjene u ekspresijskom profilu microRNA-92b-5p medutim, nisu korelirale s
numerickim i transkripcijskim obiljezjima perifernih yo T limfocita oboljelih, pa tocna uloga

microRNA-92b-5p u reorganizaciji perifernih yo T populacija u psorijazi, ostaje nerazjas$njena.

Unato¢ ocitim ograni¢enjima ove studije, koja uklju¢uju mali broj ispitanika blazeg
klini¢kog statusa, kod kojih je ekspresijski microRNA profil perifernih y3T stanica istrazivan
na malom broju, visokoizrazenih microRNA molekula, zabiljezeni su novi, potencijalno vazni
microRNA ucinci u regulaciji perifernih yo T stanica. Za potvrdu ostvarenih rezultata potrebna
su medutim, nastavna istrazivanja u vidu RNASeq analize integriranog mRNA/microRNA

repertoara, u razli¢itim subpopulacijama yo T limfocita.
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Zakljucak

7. ZAKLJUCAK

U odnosu na oboljele od vulgarne psorijaze i zdrave ispitanike, y& T limfociti
oboljelih ispitanika pokazuju znacajno sniZene razine hsa-microRNA-20a-5p, dok su

razine hsa-microRNA-92b-5p znacajno povisene

Razine ekspresije hsa-microRNA-29a-3p te hsa-microRNA-let7c-5p nisu se znacajno

razlikovale izmedu skupina

Pozitivna korelacija zabiljeZzena je izmedu razine hsa-microRNA-20a-5p i mRNA
ekspresije transkripcijskog ¢imbenika ZBTB16 te IL-18R1 receptora

Gubitak ekspresije hsa-microRNA-20a-5p povezan je s poveéanom brojnosti
dvostruko negativnih V51-V32 y6TCRint stanica
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Sazetak

8. SAZETAK

Uvod: Vulgarna psorijaza kroni¢na je autoimuna kozna bolest posredovana limfocitima T. y6T
stanice posreduju vazne upalne u¢inke u zahvacenim dijelovima koze, ponajvise prilagodbom
funkcije i migracijskih obrazaca na relaciji krv-koza. Male nekodiraju¢e microRNA molekule
(hsa-microRNA-let7c, hsa-microRNA-20a, hsa-microRNA-29a, hsa-microRNA-92b), klju¢ni
su regulatori ovih stani¢nih procesa, ali je njihova uloga u perifernim ydT limfocitima oboljelih

od psorijaze u potpunosti neistrazena.

Cilj istrazivanja: Ispitati transkripcijske profile hsa-microRNA-let7c, hsa-microRNA-20a,
hsa-microRNA-29a te hsa-microRNA-92b u y3T stanicama periferne krvi oboljelih od vulgarne
psorijaze 1 ustanoviti njthovu povezanost s klinickim, biokemijskim te antropometrijskim

obiljezjima vulgarne psorijaze

Materijali i metode: Istrazivanjem su obuhvaceni arhivski uzorci RNA izolirani iz perifernih
sortiranih ydT limfocita 16 zdravih kontrola i 16 ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze.
Sinteza cDNA provedena je pomocu komercijalnog kompleta "TagMan advanced cDNA
synthesis Kkit". Kvantitativna analiza ekspresije microRNA provedena je na uredaju
QuantStudio5 lancanom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (qRT-PCR) upotrebom

TagMan Advanced microRNA proba i pocetnica.

Rezultati: U odnosu na zdrave ispitanike, periferni y6T limfociti oboljelih od vulgarne
psorijaze pokazuju znatno snizene razine microRNA hsa-20a-5p, dok je ekspresija hsa-
microRNA-92b-5p bila znacajno povisena. Gubitak ekspresije hsa-microRNA-20a-5p vezan je
uz povecanje perifernog udjela V51-V82- subpopulacije unutar ySsTCR'™ staniéne populacije,
a ekspresijski profil hsa-microRNA-20a-5p pozitivno je korelirao s ekspresijom gena ZBTB16
i IL18R.

Zakljucak: Oboljeli od psorijaze s blazim klinickim simptomima pokazuju promjene u

ekspresiji odredenih microRNA, potencijalno vaznih u regulaciji perifernih yo T limfocita.

Kljuéne rije¢i: psorijaza; yd T limfociti; miR-20a, miR-29a, miR-92
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9. SUMMARY

MICRORNA EXPRESSION IN GAMMA DELTA T LYMPHOCYTES
OF PSORIASIS VULGARIS PATIENTS

Introduction: Psoriasis vulgaris is a chronic autoimmune skin disease mediated by T
lymphocytes. y0 T cells mediate important inflammatory effects in the affected parts of skin,
mostly by adjusting the function and migration patterns at the blood — skin interface. Small non-
coding microRNA molecules (hsa-microRNA-let7c, hsa-microRNA-20a, hsa-microRNA-29a,
hsa-microRNA-92b) are key regulators of these cellular processes, but their role in peripheral

vo T lymphocytes of psoriasis patients is completely unexplored.

Aim of the research: To examine transcriptional profiles of hsa-microRNA-let7c, hsa-
microRNA-20a, hsa-microRNA-29a te hsa-microRNA-92b in yoT cells of peripheral blood of
patients with psoriasis vulgaris and to establish their association with clinical, biochemical and

anthropometric characteristics of psoriasis vulgaris.

Material and method: The study included archival samples of RNA isolated from peripheral
sorted Y0 T lymphocytes of 16 healthy controls and 16 subjects suffering from psoriasis
vulgaris. cDNA synthesis was performed using ,,TagMan advanced cDNA synthesis kit*.
Quantitative analysis of microRNA expression was performed on a QuantStudio 5 device by
real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) using TagMan Advanced microRNA probes

and primere.

Results: Compared to healthy subjects, peripheral Y6 T lymphocytes of patients with psoriasis
vulgaris show significantly reduced levels of microRNA hsa-20a-5p, while the expression of
hsa-microRNA-92b-5p was significantly elevated. Loss of hsa-microRNA-20a-5p expression
was associated with an increase in the peripheral share of V31-V82- subpopulation within the
y8TCR™ cell population and the expression profile of hsa-microRNA-20a-5p was positively

correlated with ZBTB16 and the IL-18R gene expression.

Conclusion: Psoriasis patients with milder clinical symptoms show changes in the expression

of certain microRNAs, potentially important in the regulation of peripheral yo T lymphocytes.

Key words: psoriasis; y6 T lymphocytes; miR-20a, miR-29a, miR-92
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