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POPIS KRATICA 

AMP  antimikrobni peptid 

anti-HBs protutijelo protiv staničnog antigena virusa hepatitisa B 

BCG   (Bacillus Calmette–Guérin) cjepivo protiv tuberkuloze 

BSA   (engl. Body Surface Area) zahvaćena površina tijela 

CD  (engl. cluster of differentiation) biljeg grupe stanica 

cDNK  (engl. complementary) komplementarna DNK nastala prepisivanjem mRNK 

CMV IgM protutijela M razreda imunoglobulina protiv citomegalovirusa 

CMV IgG protutijela G razreda imunoglobulina protiv citomegalovirusa 

DC (engl. dendritic cells) dendritične stanice 

DLQI  (engl. Dermatology Life Quality Index) dermatološka ocjena kvalitete života 

DNK deoksiribonukleinska kiselina 

EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid) etilendiamintetraoctena kiselina 

g gravitacijsko ubrzanje 

GSP   (engl. gene-specific primers) početnice specifične za određene gene 

HLA  (engl. Human Leukocyte Antigen) antigen ljudskih leukocita 

HRZZ  Hrvatska zaklada za znanost 

hsCRP  (engl. high-sensitivity C-reactive protein) C-reaktivni protein visoke 

osjetljivosti 

IFN  interferon 

IL  interleukin 

ITM  indeks tjelesne mase 

KBC  klinički bolnički centar 
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l  litra 

MBC  (engl. molecular barcode) molekularni barkod 

mDC  mijeloidne dendritične stanice 

MHC  (engl. major histocompatibility complex) glavni sustav tkivne podudarnosti 

mM  (engl. millimolar) 10-3 mol/l 

mRNK  (engl. messenger) glasnička RNK 

NaOH  natrijev hidroksid 

ng  nanogram 

NGS  (engl. next generation sequencing) sekvenciranje sljedeće generacije 

NK  (engl. natural killer) prirodne ubojice 

nM  (engl. nanomolar) 10-9 mol/l 

PASI  (engl. Psoriasis Area And Severity Index) ocjena površine zahvaćenosti i težine 

psorijaze 

pb  par/parovi baza 

PBS (engl. phosphate buffered saline) fosfatni pufer 

PCR (engl. polymerase chain reaction) lančana reakcija polimeraze 

pDC plazmocitoidne dendritične stanice 

pH (engl. potential of hydrogen) kiselost 

pM (engl. picomolar) 10-12 mol/l 

PSORS (engl. psoriasis susceptibility) genski lokusi podložnosti psorijazi 

PV  (lat. psoriasis vulgaris) vulgarna psorijaza 

rcf  (engl. relative centrifugal force) relativna centrifugalna sila 

RNK  ribonukleinska kiselina 
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rpm  (engl. revolutions per minute) broj okretaja u minuti 

TBE  pufer od Tris baze, borne kiseline i EDTA 

TCR  (engl. T-cell receptor) T-stanični receptor 

TLR  (engl. Toll-like receptor) receptori slični Tollu 

TNF  (engl. tumor necrosis factor) čimbenik nekroze tumora 

TRA  (engl. T-cell receptor alpha) alfa lanac T-staničnog receptora 

TRD  (engl. T-cell receptor delta) delta lanac T-staničnog receptora 

TRG  (engl. T-cell receptor gamma) gama lanac T-staničnog receptora 
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UcTCRdb  (engl. Unconventional T Cell Receptor database) baza podataka o receptoru  
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1. UVOD 

1.1. Psorijaza 

Psorijaza je upalna bolest kože kroničnog, promjenjivog tijeka, praćena razvojem 

reumatoloških i kardiovaskularnih komorbiditeta te pojavom recidiva nakon prestanka 

terapije. Relativno je česta u populaciji (1) te predstavlja ozbiljan javnozdravstveni i socijalni 

problem (2).  

1.1.1. Epidemiologija 

U svijetu je dijagnosticirano oko 30 milijuna slučajeva psorijaze među odraslima, a smatra se 

da je taj broj i dvaput veći zbog velikog broja neprepoznatih bolesnika te manjka podataka o 

epidemiologiji ove bolesti (3). Prevalencija koja obično iznosi 1 – 3 % (1) podjednaka je 

među spolovima (4 – 7) i nije se značajnije mijenjala u posljednjih dvadesetak godina (4), ali 

varira ovisno o zemljopisnom području (3) te dobi ispitanika (4, 5). Odrasli znatno češće 

obolijevaju nego djeca (3), a žene nešto ranije nego muškarci (5). Iako se psorijaza može 

javiti u bilo kojoj životnoj dobi, primijećen je bimodalni trend pojavnosti u skladu s 

klasifikacijom na rani i kasni tip (8). Rani tip, odnosno tip 1, javlja se prije 40. godine, češći 

je, oboljeli imaju gensku predispoziciju i težu kliničku sliku (1, 8, 9). Kasni tip ili tip 2 

oboljenja pojavljuje se nakon 40. godine života, uz razvoj blažih simptoma, bez dokaza o 

prisutnosti rizične genetičke podloge (1, 8).  

1.1.2. Klinička slika i komorbiditeti 

Vulgarna psorijaza (PV – lat. psoriasis vulgaris) najčešći je oblik ove bolesti. Karakterizirana 

je pojavom dobro ograničenih, eritematoznih plakova iznad površine kože koji su prekriveni 

srebrnobijelim ljuskama (1). Kod većine oboljelih nailazimo na simetričan raspored plakova 

(10), a uglavnom je zahvaćena koža lubanje, laktova, trupa i koljena (2, 6, 10). Ovakva žarišta 

mogu se pojaviti u različitim veličinama i na bilo kojem dijelu tijela, a glavni simptomi su 

ljuskanje, crvenilo i svrbež zahvaćenih dijelova kože (6). Osim što sama bolest negativno 

utječe na kvalitetu života (11), osobe sa psorijazom imaju i veliku učestalost 

kardiovaskularnih oboljenja (12), posebice srčanog udara (13), zatim metaboličkog sindroma 

(14), dijabetesa (6) te mentalnih poremećaja poput depresije (12) i anksioznosti (6). Također, 

kod otprilike jedne petine bolesnika javlja se psorijatični artritis (7, 9) koji je u većini 

slučajeva obilježen upalom interfalangealnih zglobova šaka i stopala, te povezan s lošijom 

prognozom (1). 
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1.1.3. Etiologija 

Kao i većina bolesti suvremenog čovjeka (15), i psorijaza pripada složenim bolestima te 

slijedi obrazac multifaktorijalnog nasljeđivanja. To znači da je u razvoj oboljenja uključeno 

više čimbenika, kako genetičkih, tako i okolišnih (16). Važnost genetičke predispozicije 

uočena je još 80-ih godina prošlog stoljeća u studijama blizanaca koje su pokazale da 

jednojajčani blizanci imaju značajno veću vjerojatnost obolijevanja u odnosu na dvojajčane 

blizance (17). Od tada je otkriven veliki broj genskih lokusa koji su uključeni u nasljeđivanje 

psorijaze (18), a većina njih ima ulogu u imunološkom sustavu (19). Najvažnijim se smatraju 

genske varijante HLA-Cw6 lokusa smještenog unutar PSORS1 (engl. psoriasis susceptibility) 

regije koja nosi najveći genetički rizik za razvoj ranog tipa bolesti (20). Za manifestaciju 

simptoma kod pojedinaca s genskom sklonošću potrebni su okidači iz okoliša, a oni mogu 

dovesti i do pogoršanja postojećeg stanja (1, 2). Najčešći provocirajući čimbenici su: ozljede 

kože (2, 21), stres (2, 22, 23), pušenje (24), infekcije (2, 23, 25) i različiti lijekovi (26, 27).  

1.1.4. Dijagnoza i liječenje 

Dijagnoza psorijaze obično se postavlja kliničkim pregledom kože uz određivanje izgleda i 

rasporeda lezija. Uz to, važno je poznavati informacije o povijesti bolesti u obitelji, 

potencijalnim okidačima i prisutnosti drugih simptoma. Ako simptomi nisu jasni, može se 

raditi i biopsija radi histološke potvrde dijagnoze i isključivanja drugih oboljenja (28). Za 

utvrđivanje težine bolesti i odabir terapije često se primjenjuju PASI (engl. Psoriasis Area 

And Severity Index) i DLQI (engl. Dermatology Life Quality Index) upitnici. Veličina PASI 

indeksa određuje se uz pomoć bodovnog sustava koji kvantificira opseg bolesti procjenom 

zahvaćene površine tijela i intenziteta promjena kao što su crvenilo, zadebljanje i stupanj 

ljuskanja (1). DLQI upitnik koristi se pak za evaluaciju učinka bolesti i liječenja na kvalitetu 

života pacijenta (29). Ranije je često u upotrebi bila i BSA (engl. Body Surface Area) metoda 

ili metoda dlana za određivanje postotka površine tijela zahvaćene promjenama gdje površina 

dlana odgovara jednom postotku površine ukupnog BSA (30). Na temelju rezultata 

prethodnih triju metoda PV se uobičajeno svrstava u dvije kategorije: blaga te srednja do 

teška psorijaza. Ova podjela važna je zbog izbora najboljeg načina liječenja i odluke o 

eventualnoj promjeni terapijskog režima. Blagi oblik bolesti prisutan je kada su vrijednosti 

BSA, PASI i DLQI manji ili jednaki 10 te se uglavnom može kontrolirati lokalnom terapijom. 

Srednja do teška PV definirana je brojem bodova većim od 10 na sve tri ljestvice i liječi se 

fototerapijom, fotokemoterapijom ili sustavnom terapijom (31). Najveći broj pacijenata liječi 
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se lokalnom terapijom (7, 12), prvenstveno lokalnim kortikosteroidima i analozima vitamina 

D (7). Fototerapija, tj. primjena UV (engl. ultraviolet) zračenja, također ima pozitivan učinak 

na povlačenje psorijatičnih lezija (32). Sustavna terapija sastoji se od tradicionalne i biološke 

terapije (1, 6, 7, 12, 28). Tradicionalni sustavni lijekovi unose se oralnim putem te uključuju 

metotreksat, ciklosporin, acitretin, fumarate i apremilast (7, 28). Biološka terapija uglavnom 

uključuje rekombinantna monoklonalna protutijela ili receptorske fuzijske proteine koji ciljaju 

specifične molekule važne u patogenezi psorijaze te se većina unosi injekcijama u potkožno 

tkivo (28). Najčešće se koriste antagonisti upalnih citokina TNF-α, IL-17 i IL-23 (7, 28). 

Biološku terapiju u liječenju PV koristi manje od 10 % oboljelih (6, 7, 12), stoga je 

razumijevanje imunopatogeneze ove bolesti ključno za razvoj lijekova, posebice biološke 

terapije. 

1.1.5. Imunopatogeneza 

Najvažniju ulogu u razvoju psorijaze ima imunološki sustav, na čelu s T-limfocitima (33 – 

35). Osim njih, u patogenezi sudjeluju i druge imunosne stanice poput dendritičnih stanica 

(DC – engl. dendritic cells), makrofaga i NK (engl. natural killer) stanica te druge stanice kao 

što su keratinociti i epitelne stanice. U PV dolazi do oštećenja stanica kože djelovanjem 

različitih okidača iz okoliša te one proizvode vlastite deoksiribonukleinske (DNK) i 

ribonukleinske kiseline (RNK) (33). Iz ozlijeđenih keratinocita oslobađa se LL-37 (36), C-

terminalni dio katelicidina (37), antimikrobnog peptida (AMP), koji vezanjem za vlastitu 

DNK pravi DNK – LL-37 komplekse. Tako nastali kompleksi aktiviraju plazmocitoidne DC 

(pDC) preko TLR9 (engl. Toll-like receptor 9) i potiču ih na stvaranje IFN-α (36). RNK – LL-

37 kompleksi također aktiviraju pDC, ali preko TLR7, a mijeloidne DC (mDC) preko TLR8. 

Osim toga, mDC se mogu aktivirati i djelovanjem interferona tipa 1 (38). Aktivirane DC 

stimuliraju proliferaciju T-limfocita (39) i stvaraju brojne medijatore poput IL-12 i IL-23 koji 

pomažu u diferencijaciji T-limfocita u pomoćničke (Th – engl. T helper cells) i citotoksične 

(Tc – engl. T cytotoxic cells) T-limfocite tipa 17. Th17 i Tc17 stanice izvor su IL-17A i IL-22 

koji imaju ključnu ulogu u indukciji AMP i aktivaciji keratinocita (40). Aktivirani keratinociti 

izlučuju proupalne citokine (TNF-α, IL-1β, IL-6) i kemokine te se tako stvara kronična upala 

zbog trajnog međudjelovanja hiperproliferativnih keratinocita i infiltrirajućih upalnih stanica 

(41). 
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1.2. Gama delta T-stanice  

U imunološkom sustavu čovjeka razlikujemo alfa beta (αβ) i gama delta (γδ) T-limfocite s 

obzirom na sastav peptidnih lanaca koji grade njihove T-stanične receptore (TCR – engl. T-

cell receptor) (42). Osim u građi receptora, αβ i γδ T-limfociti razlikuju se u brojnosti, 

aktivaciji, načinu prepoznavanja antigena te ulogama u organizmu (43). Gama delta T-stanice 

čine 1 – 10 % svih T-limfocita u perifernoj krvi, a njihovi udjeli mijenjaju se ovisno o spolu i 

dobi (44, 45). Aktivacija γδ T-limfocita često je potaknuta vezanjem citokina i drugih upalnih 

molekula koje se oslobađaju na mjestu oštećenja tkiva ili upale (37), ali je moguća i vezanjem 

različitih antigena neovisno o MHC (engl. major histocompatibility complex) sustavu, od 

malih fosforiliranih molekula (37, 46) i lipida, do peptidnih i nepeptidnih antigena (37, 43). 

Višestruki modaliteti aktivacije omogućavaju brz odgovor γδ T-stanica na različite patogene 

(43), osiguravajući obranu organizma za vrijeme aktivacije drugih specijaliziranih imunosnih 

stanica. Gama delta T-limfociti izražavaju TCR repertoar ograničene raznolikosti, koji nastaje 

kao posljedica konzerviranog uparivanja γ i δ lanaca rano u gestacijskom razvoju čovjeka 

(47). Ograničeni γδ TCR repertoar dodatno se fokusira tijekom života, posebice pri susretu s 

najčešćim mikrobnim antigenima, poput Epstein-Barr (48) i citomegalovirusa (49, 50). Osim 

mikrobnih antigena, γδ T-limfociti imaju sposobnost nadzora i eliminacije oštećenih, 

zaraženih (37) i tumorskih stanica (51). Također, sudjeluju u očuvanju homeostaze tkiva (52), 

ali i patogenezi nekih bolesti, posebice upalnih, kao što je psorijaza (53). Navedene funkcije 

ovih stanica upućuju na to da gama delta limfociti zbog svojih specifičnih osobina čine most 

između urođene i stečene imunosti (37).  

1.2.1. T-receptor gama delta stanica 

Heterodimer T-staničnog receptora gama delta stanica sastavljen je od dva transmembranska 

polipeptidna lanca, γ i δ, kovalentno vezana disulfidnom vezom. Svaki lanac sastavljen je od 

jedne N-terminalne varijabilne (V), jedne konstantne (C) domene, hidrofobne 

transmembranske regije i kratke citoplazmatske regije. Unutar varijabilne regije nalaze se 3 

hipervarijabilne ili CDR (engl. complementary-determining region) regije. TCR γδ 

heterodimer je nekovalentno povezan s CD3 (engl. cluster of differentiation) gama, delta i 

epsilon (ε) proteinima te zeta (ζ) lancem. CD3 γ, δ i ε proteini su međusobno homologni, te 

kao i ζ lanac, njihove transmembranske domene sadrže negativno nabijene ostatke 

asparaginske kiseline. Ona se veže na pozitivne ostatke lizina i arginina prisutne na γ i δ 

lancima i tako nastaje TCR kompleks. Na Slici 1 prikazan je kompleks TCR γδ heterodimera 
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povezan s jednim CD3 γε heterodimerom, jednim CD3 δε heterodimerom i jednim disulfidno 

povezanim ζζ homodimerom. 

 

 

Slika 1. Građa TCR kompleksa. (Izvor: izradila autorica rada u BioRender programu) 

Raznolikost antigenskih receptora nastaje rekombinacijom genskih segmenata varijabilne (V) 

regije sa segmentima D (engl. diversity) i J (engl. joining) regije. Varijabilna (V) domena γ 

lanca kodirana je V i J segmentima, a V domena δ lanca V, D i J genskim segmentima. CDR1 

i CDR2 kodirane su germinativnim sljedovima unutar V segmenata, dok je CDR3 regija γ 

lanca kodirana negerminativnim povezujućim sljedovima između V i J regije i samim J 

segmentom, a CDR3 regija δ lanca D i J segmentima i negerminativnim povezujućim 

sljedovima dodanima između V, D i J segmenata. Što se tiče konstantne domene, postoje dva 

gena za C domenu γ lanca i 1 gen za C domenu δ lanca. Tijekom razvoja T-limfocita 

procesom V(D)J rekombinacije unutar TCR lokusa formira se V(D)J egzon koji će kodirati 

varijabilnu regiju proteina antigenskih receptora (37).  

TRG (engl. T-cell receptor gamma) lokus smješten je na kratkom kraku kromosoma 7 (7p14) i 

sadrži 15 TRGV gena, od kojih je funkcionalno eksprimirano samo njih 6 (Vγ2 – 5, Vγ8 i Vγ9), 

i 5 TRGJ gena (JP1, JP, J1, JP2, J2) koji se spajaju s jednim od dva TRGC elementa (43, 54 – 

57). Raspored gena TRG lokusa prikazan je na Slici 2. Unutar TRG lokusa preuređivanje se 

odvija spajanjem nasumično odabranog V i J genskog segmenta (37).  
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Slika 2. Geni TRG lokusa. (Izvor: izradila autorica rada) 

TRD (engl. T-cell receptor delta) lokus nalazi se na dugom kraku 14. kromosoma (14q11.2) i 

sastoji se od 8 TRDV gena, od kojih se njih pet (TRDV4 – 8) označava i TRA (engl. T-cell 

receptor alpha), jer se nalaze unutar TRA lokusa. Osim navedenih gena, unutar TRD lokusa 

nalaze se i tri TRDD (TRDD1 – 3), četiri TRDJ gena (TRDJ1 – 4) i 1 TRDC gen (43, 58 – 62). 

Slikom 3 predstavljeni su geni koji pripadaju TRD lokusu. 

 

Slika 3. Geni TRA/TRD lokusa. (Izvor: izradila autorica rada) 

U TRD lokusu prvo dolazi do spajanja nasumičnih D i J segmenata, a potom, također 

nasumično, do udruživanja V i DJ segmenata. Nakon transkripcije rekombinantnog VDJ 

segmenta dolazi do spajanja vodećeg dijela V(D)J prijepisa i prijepisa C regije te se stvara 

mRNK (engl. messenger) koja se prevodi u δ lanac T-staničnog receptora. Ovakva 

rekombinacija nasumičnih V, D i J segmenata te dodavanje ili uklanjanje nukleotida na 

spojevima različitih segmenata doprinosi raznolikosti TCR repertoara, posebice raznolikosti 

CDR3 regije. Iako potencijalni broj različitih γδ TCR iznosi i do 1018, stvarna raznolikost 

antigenskih receptora γδ limfocita je znatno manja jer zrele stanice koriste samo neke od 

dostupnih V, D i J genskih segmenata (37). Dok je TRG repertoar prilično sličan među 

različitim pojedincima, tj. javan, TRD repertoar značajno se razlikuje od osobe do osobe (63), 

a posebno Vδ1 TCR sekvence koje su se pokazale jedinstvenim za pojedinca (64). 

1.3. Uloga gama delta T-stanica u psorijazi 

Povećane udjele γδ stanica nalazimo u mnogim patološkim stanjima, poput infekcija, 

hematoloških bolesti i različitih upala (65). U psorijazi, upalnoj bolesti kože, posredovanoj T-
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limfocitima, one također imaju važnu ulogu (53). Gama delta stanice prisutne su u povećanom 

broju u zahvaćenoj koži oboljelih (66, 67), a opisana je i njihova infiltracija u dermisu (66). 

Značajno veće udjele γδ T-limfocita nalazimo i u zdravoj koži oboljelih od PV u odnosu na 

kožu zdravih pojedinaca, ali su te vrijednosti ipak manje od onih u lezijama. To upućuje na 

važnost ovih stanica u razvoju psorijatičnog plaka (68), najvjerojatnije kao posljedica lučenja 

interleukina 17A, 17F i 22 (69) koji pospješuju aktivaciju keratinocita (40). Povećanje broja 

γδ limfocita u koži PV oboljelih, povezano je s njihovim posljedičnim smanjenjem u 

perifernoj cirkulaciji. Štoviše, pokazano je da pad perifernih udjela γδ stanica korelira s 

povećanjem PASI indeksa u oboljelih (68). Značajne razlike u raznolikosti repertoara gama 

delta stanica u koži oboljelih i zdravih ispitanika do danas nisu zabilježene (70). Štoviše, 

klonalnost repertoara gama lanaca pokazala se vrlo sličnom u koži zdravih i oboljelih 

ispitanika, kao i u zahvaćenoj i nezahvaćenoj koži oboljelih. S druge strane, otkriven je veći 

broj dijeljenih, javnih TRG sekvenci u lezijama oboljelih nego u uzorcima zdrave kože, što 

govori o mogućem postojanju jedinstvenih populacija gama delta stanica u psorijazi (71). 

Također, dokazana je i povećana upotreba TRGV5 genskog segmenta u ovoj bolesti (70). 

Unatoč novim saznanjima o raznolikim funkcijskim i fenotipskim obilježjima perifernih gama 

delta T-limfocita u zdravlju i bolesti, uloga, brojnost, i TCR repertoar tkivnih populacija γδ T-

stanica tek su djelomično poznati, a čine važnu komponentu u boljem razumijevanju i 

liječenju vulgarne psorijaze.  
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2. HIPOTEZA 

Klonalni repertoar delta TCR lanaca CD3+γδTCR+ γδ T-limfocita razlikuje se u koži zdravih 

ispitanika i oboljelih od vulgarne psorijaze. 
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3. CILJEVI 

Istraživanje je imalo sljedeće ciljeve: 

1. Istražiti i usporediti repertoar delta TCR lanaca CD3+γδTCR+ γδ T-limfocita u koži 

zdravih i oboljelih ispitanika, 

2. Ustanoviti povezanost otkrivenih delta TCR klonotipova s obilježjima i težinom bolesti. 
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4. ISPITANICI I METODE 

4.1. Ustroj studije 

Studija je ustrojena kao istraživanje parova (engl. case-control study) (72). 

4.2. Ispitanici 

Skupinu oboljelih u ovom istraživanju činile su osobe kojima je dijagnosticirana vulgarna 

psorijaza na osnovu kliničke slike i histološkog pregleda kože, a težina bolesti određena je na 

temelju PASI i DLQI bodovnih sustava. Oboljeli ispitanici izabrani su iz populacije bolesnika 

Zavoda za dermatologiju i venerologiju KBC-a Osijek nasumičnim redoslijedom pregleda u 

okviru standardne dijagnostičke obrade. Iz studije su isključeni bolesnici na fototerapiji, 

fotokemoterapiji, sustavnoj citostatskoj i biološkoj terapiji, oboljeli od malignih, infektivnih i 

autoimunih bolesti te oni sa zabilježenim alergijskim reakcijama u zadnjih šest tjedana. 

Kontrolnu skupinu činile su zdrave, punoljetne, nesrodne osobe, po dobi i spolu usklađene s 

oboljelim ispitanicima. Zdravi ispitanici odabrani su tijekom redovnih pregleda iz populacije 

dermatoloških bolesnika koji imaju benigne, neinfektivne ili imunološki neutralne kožne 

promjene te nisu na sustavnoj ili fototerapiji i nemaju alergijske, maligne, infektivne niti 

autoimune bolesti.  

Uzorci kože izuzeti su biopsijom od 19 ispitanika, 10 oboljelih od vulgarne psorijaze i 9 

zdravih kontrola. Iz kože su sortirani leukociti iz kojih je zatim izolirana RNK. Uzroci su 

prikupljeni u periodu 2020. – 2023. Prilikom izuzimanja uzoraka zabilježeni su osnovni 

identifikacijski podatci ispitanika (ime i prezime, spol, dob) te im je izmjerena tjelesna masa i 

visina radi izračuna indeksa tjelesne mase (ITM). 

Probir oboljelih i kontrolnih ispitanika, prikupljanje bioptata kože i periferne krvi te sortiranje 

i imunofenotipizacija tkivnih i krvnih γδ T-limfocita provedeni su u okviru HRZZ projekta 

UIP-2019-04-3494 i odobreni su odlukom Etičkog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek 

(Potvrda br. 2158-61-07-19-126) i Kliničkog bolničkog centra Osijek (Potvrda br. R2-

12487/2019). Istraživanje provedeno u sklopu izrade diplomskog rada odobreno je odlukom 

Etičkog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (Potvrda br. 2158-61-46-24-20). 
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4.3. Materijali 

Za provedbu istraživanja korišteni su sljedeći reagensi i kemikalije: 

 Qubit™ RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) 

 Archer Immunoverse™-HS TCR kit za Illuminu 

 Agencourt® AMPure® XP kuglice (Beckman Coulter) 

 MBC adapteri za Illuminu (ArcherDX) 

 Immunoverse™ GSP mix 

 100 %-tni etanol 

 1M Tris-HCL, pH 8 

 koncentrirana otopina NaOH 

 ultračista voda 

 1 × TBE pufer 

 agaroza 

 Sybr Safe boja 

 DNA Ladder 

 KAPA Universal Library Quantification Kit (KAPA Biosystems) 

4.4. Metode 

4.4.1. Analiza kvalitete i kvantifikacija RNK 

Iz tkivnih leukocita izolirana je ukupna RNK Direct-zol™ RNA Microprep metodom 

sukladno uputama proizvođača. Izolirana RNK je potom kvantificirana uz pomoć Qubit™ 

RNA HS Assay Kita. Prvo je pripremljena Qubit MMX radna otopina razrjeđenja 1:200 

dodavanjem 1 μl Qubit® RNA HS reagensa u 199 μl Qubit® RNA HS pufera u 22 puta većoj 

količini (20 uzoraka i 2 standarda). Nakon toga pripremljena su dva standarda miješanjem 190 

μl MMX radne otopine i 10 μl Qubit® RNA HS Standarda 1, odnosno Qubit® RNA HS 

Standarda 2. Uzorci su pripremljeni dodavanjem 5 μl izolirane RNK u 195 μl Qubit MMX 

radne otopine te su nakon kratkog vorteksiranja inkubirani 2 minute na sobnoj temperaturi. 

Zatim su očitane vrijednosti fluorescencije dva standarda kako bismo dobili standardnu 

krivulju na osnovu koje uređaj pruža informacije o koncentraciji RNK u našim uzorcima. 



4. ISPITANICI I METODE 

12 

 

4.4.2. Priprema NGS knjižnice 

Priprema NGS (engl. next generation sequencing) knjižnice napravljena je korištenjem 

komercijalnog kompleta Archer Immunoverse™-HS TCR kit. Uz pomoć njega dobiva se 

veliki broj kopija cDNK (engl. complementary DNA) molekula specifičnih za T-stanični 

receptor čime je omogućeno ciljano sekvenciranje velike točnosti. Priprema knjižnice 

sastojala se od sljedećih koraka: 

1. Dodavanje početnica specifičnih za TCR 

2. Sinteza prvog lanca cDNK 

3. Sinteza drugog lanca cDNK 

4. Popravljanje krajeva 

5. Prva ligacija 

6. Dodavanje MBC (engl. molecular barcode) adaptera 

7. Druga ligacija 

8. Prva PCR (engl. polymerase chain reaction) reakcija 

9. Druga PCR reakcija 

Također, između nekih od koraka napravljeni su međukoraci ispiranja radi poboljšanja 

specifičnosti same analize. 

1. Dodavanje početnica specifičnih za TCR 

Umnažanje fuzijskih prijepisa TRA/TRD lokusa ostvareno je korištenjem početnica 

komplementarnih konstantnim genskim segmentima. Reakcijske tubice s početnicama 

postavljene su na hladni stalak. U nove PCR tubice stavljena je odgovarajuća količina 

pročišćene RNK i ultračiste vode kako bi koncentracija RNK u svakoj tubici iznosila 50 

ng/ml. U tubice s početnicama prebačeno je 20 μl razrijeđene RNK, promiješano, 

centrifugirano (15 – 20 sekundi, 2000 rpm/rcf, 25 ºC) i vraćeno na led. Tubice su ubačene u 

prethodno zagrijan (poklopac zagrijan na ≥ 100 ºC) PCR uređaj i inkubirane 5 minuta na 65 

ºC, te zatim ohlađene na 4 ºC. Kad se temperatura spustila na 4 ºC, tubice su kratko 

pohranjene u led. 

2. Sinteza prvog lanca cDNK 

Prvi lanac komplementarne dvolančane DNK stvara se na osnovu RNK izolirane iz uzoraka 

reverznom transkripcijom. Reakcijske tubice za sintezu prvog lanca cDNK stavljene su na 

hladni stalak te je u njih prebačeno 20 μl sadržaja iz tubica s početnicama. Tubice za sintezu 

prvog lanca su promiješane, centrifugirane i vraćene na led, a potom prebačene u zagrijani 
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PCR uređaj radi sinteze cDNK prema sljedećem temperaturnom režimu: inkubacija 30 minuta 

na 50 ºC, inkubacija 20 minuta na 80 ºC i hlađenje na 4 ºC. Nakon toga tubice su kratko 

centrifugirane i vraćene na hladno. 

3. Sinteza drugog lanca cDNK 

Drugi lanac cDNK sintetiziran je na temelju komplementarnosti s prvim lancem. Tako su 

dobivene dvolančane molekule koje su stabilnije i pogodnije za analizu od jednolančanih. 

Reakcijske tubice za sintezu drugog lanca cDNK stavljene su na hladni stalak. U svaku tubicu 

za sintezu prvog lanca dodano je 20 μl ultračiste vode, promiješano pipetom te je 40 μl 

ukupnog sadržaja prebačeno u tubice za sintezu drugog lanca. Poslije miješanja i 

centrifugiranja tubice su vraćene na led i ubačene u zagrijani PCR uređaj na inkubaciju prema 

sljedećem temperaturnom programu: inkubacija 60 minuta na 16 ºC, inkubacija 20 minuta na 

75 ºC i hlađenje na 4 ºC. Nakon što je program dosegao temperaturu od 4 ºC, tubice su 

centrifugirane i vraćene na hladno. 

4. Popravljanje krajeva 

Radi što veće učinkovitosti sekvenciranja sintetizirana dvolančana cDNK je pocijepana na 

kraće lance restrikcijskim endonukleazama. Krajevi fragmenata su dodatno „uređeni“ 

enzimima u svrhu proizvodnje komplementarnih krajeva za vezanje adaptera. Reakcijske 

tubice za popravak krajeva stavljene su na led te je u njih prebačeno 40 μl sadržaja iz tubica 

za sintezu drugog lanca, promiješano, centrifugirano i vraćeno na hladni stalak. Tubice su 

inkubirane u PCR uređaju s nezagrijanim poklopcem 30 minuta na 20 ºC. Nakon završetka 

programa, kratko su centrifugirane i vraćene na hladno. 

 Ispiranje uz pomoć AMPure XP magnetnih kuglica 

Nakon sinteze cDNK i popravljanja njenih krajeva izvršen je međukorak ispiranja kako bi se 

uklonili svi nespecifični PCR produkti i zadržali samo fragmenti od interesa. Magnetne 

kuglice su resuspendirane vorteksiranjem. Tubice za popravak krajeva su uklonjene s leda i u 

svaku je dodano 100 μl kuglica. Sve je dobro vorteksirano radi homogenizacije i inkubirano 5 

minuta na sobnoj temperaturi. Nakon kratkog centrifugiranja, tubice su inkubirane 4 minute 

na magnetskom stalku pa je supernatant uklonjen pipetiranjem. Potom su kuglice isprane dva 

puta dodavanjem 200 μl 70 %-tnog etanola, inkubacijom 30 sekundi na sobnoj temperaturi i 

uklanjanjem etanola. Nakon ispiranja, pipetom su uklonjeni ostatci supernatanta i tubice su 

ostavljene da se suše 3 – 5 minuta na sobnoj temperaturi s otvorenim poklopcima. Poslije 
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sušenja kuglice su resuspendirane s 10 mM Tris-HCl otopinom pH vrijednosti 8 radi eluiranja 

cDNK te su tubice vraćene na magnet 2 minute. 

5. Prva ligacija 

Prva ligacija prethodila je vezanju adaptera. Tubice za prvu ligaciju stavljene su na hladni 

stalak te je u njih prebačeno 20 μl pročišćene cDNK bez primjesa magnetnih kuglica. Sve je 

promiješano, centrifugirano i inkubirano u PCR uređaju sa zagrijanim poklopcem 15 minuta 

na 37 ºC. Kad se temperatura spustila na 4 ºC, tubice su kratko centrifugirane i vraćene na led. 

Zatim je dodano 20 μl 10 mM Tris-HCl, pH 8, dobro promiješano i ponovno centrifugirano. 

6. Dodavanje adaptera 

Adapteri su kratke oligonukleotidne sekvence koje se lijepe na krajeve fragmenata cDNK, u 

svrhu označavanja i pričvršćivanja cDNK fragmenata na NGS platformu. Tubice s MBC 

adapterima označene su trajnim markerom, a navedene oznake zapisane su radi praćenja koji 

adapter pripada kojem uzorku. Tubice s adapterima su stavljene na led i u njih je dodano 40 μl 

sadržaja iz tubica za ligaciju, promiješano i centrifugirano. 

7. Druga ligacija 

U drugoj ligaciji dodani su indeksi, jedinstvene oligonukleotidne sekvence koje služe za 

identifikaciju porijekla pojedinih cDNK fragmenata koji se paralelno sekvenciraju, kako bi po 

završetku sekvenciranja znali koji rezultat pripada kojem ispitaniku. Cijela zapremnina tubica 

s adapterima prebačena je u tubice za drugi korak ligacije koje su bile na hladnom stalku. Sve 

je promiješano, centrifugirano i vraćeno na led pa zatim stavljeno u PCR uređaj bez 

prethodnog zagrijavanja poklopca radi inkubacije na 25 ºC tijekom 15 minuta. Kad je 

program dosegnuo temperaturu od 4 ºC, tubice su kratko centrifugirane i vraćene na led. 

 Ispiranje uz pomoć Ligation Cleanup kuglica 

Ligation Cleanup kuglice su resuspendirane vorteksiranjem. U nove PCR tubice od 200 μl 

dodano je 50 μl kuglica za ispiranje. Tubice su inkubirane na magnetskom stalku 1 minutu i 

nakon toga uklonjen je supernatant. Potom je dodano 50 μl Ligation Cleanup pufera u svaku 

tubicu radi resuspendiranja. Cijeli sadržaj tubica za drugi korak ligacije otpipetiran je u tubice 

s Ligation Cleanup kuglicama i puferom, vorteksiran, inkubiran 5 minuta na sobnoj 

temperaturi, te ponovno vorteksiran, inkubiran 5 minuta i kratko centrifugiran. Tubice su 

stavljene na magnet 1 minutu pa je uklonjeno 100 μl supernatanta ne dirajući kuglice. Kuglice 

su isprane dva puta dodavanjem 200 μl Ligation Cleanup pufera, vorteksiranjem, 

centrifugiranjem, držanjem na magnetu 1 minutu i odbacivanjem supernatanta. Nakon toga, 
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na isti način, kuglice su isprane s 200 μl ultračiste vode. Poslije uklanjanja cijelog 

supernatanta kuglice su resuspendirane u 36 μl 5 mM NaOH, a tubice prebačene u PCR 

uređaj s prethodno zagrijanim poklopcem na inkubaciju u trajanju od 10 minuta na 75 ºC. Kad 

je uređaj dosegnuo temperaturu od 4 ºC, tubice su kratko centrifugirane i stavljene na magnet. 

8. Prva PCR reakcija 

Tijekom prve PCR reakcije umnažaju se fragmenti sintetizirane cDNK zajedno s vezanim 

adapterima. Tubice za prvu PCR reakciju stavljene su na hladni stalak i označene te je u njih 

dodano 4 μl smjese Immunoverse GSP (engl. gene-specific primers) početnica. Tubice su 

centrifugirane i vraćene na led pa je u njih dodano 36 μl supernatanta iz tubice iste 

identifikacijske oznake u prethodnom koraku. Sve je izmiješano, centrifugirano i vraćeno na 

hladno, a zatim prebačeno u zagrijani PCR uređaj programiran prema protokolu navedenom u 

Tablici 1. Kad je program dosegnuo 4 ºC, tubice su kratko centrifugirane i stavljene na hladni 

stalak. 

Tablica 1. Protokol prve PCR reakcije 

Korak Temperatura (ºC) Vrijeme Broj ciklusa 

1 95 3 min 1 

2 95 30 s 
24 

3 65 3 min 

4 72 3 min 1 

5 4 zadržati 1 

 

 Ispiranje uz pomoć AMPure XP magnetnih kuglica 

Kuglice su resuspendirane vorteksiranjem te je u svaku reakcijsku tubicu za prvi PCR dodano 

48 μl kuglica. Kasnije su vorteksirane radi homogenizacije, inkubirane 5 minuta na sobnoj 

temperaturi, kratko centrifugirane i inkubirane na magnetskom stalku 4 minute. Uklonjen je 

supernatant te su kuglice isprane dva puta dodavanjem 200 μl 70 %-tnog etanola, inkubacijom 

od 30 sekundi i uklanjanjem etanola. Zatim su uklonjeni svi ostatci supernatanta i tubice su 

ostavljene da se suše 3 – 5 minuta s otvorenim poklopcima. Kuglice su resuspendirane 

dodavanjem 44 μl 10 mM Tris-HCl, pH 8. Tubice su vraćene na magnetski stalak 2 minute pa 

je 42 μl DNA eluata prebačeno u nove PCR tubice zapremnine 200 μl. 
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9. Druga PCR reakcija 

Nakon pročišćavanja, učinjena je druga amplifikacija PCR produkata iz prethodnog koraka. 

Tubice za drugu PCR reakciju stavljene su na hladni stalak te je u njih prebačeno 40 μl 

pročišćenog PCR eluata, sve je promiješano, centrifugirano i vraćeno na led. Potom su tubice 

ubačene u PCR uređaj s prethodno zagrijanim poklopcem i inkubirane prema temperaturnom 

programu opisanom u Tablici 2. Nakon što je program dosegnuo 4 ºC, tubice su kratko 

centrifugirane i vraćene na hladni stalak. 

Tablica 2. Protokol druge PCR reakcije 

Korak Temperatura (ºC) Vrijeme Broj ciklusa 

1 95 3 min 1 

2 95 30 s 
8 

3 65 3 min 

4 72 3 min 1 

5 4 zadržati 1 

 

 Ispiranje uz pomoć AMPure XP magnetnih kuglica 

Kuglice su resuspendirane vorteksiranjem te je u svaku reakcijsku tubicu za drugi PCR 

dodano 48 μl kuglica. Sve je dobro vorteksirano radi homogenizacije, inkubirano 5 minuta na 

sobnoj temperaturi, kratko centrifugirano i inkubirano na magnetskom stalku 4 minute. 

Supernatant je uklonjen bez pipetiranja kuglica, a potom su kuglice isprane dva puta 

korištenjem 70 %-tnog etanola. Nakon ispiranja uklonjeni su ostatci supernatanta, a tubice su 

ostavljene da se suše 3 – 5 minuta na sobnoj temperaturi s otvorenim poklopcima. Kuglice su 

resuspendirane dodatkom 20 μl 10 mM Tris-HCl, pH 8, u svrhu eluacije DNK, nakon čega su 

tubice inkubirane na magnetskom stalku 2 minute. Zatim je 18 μl pročišćenog PCR eluata 

prebačeno u novu PCR tubicu od 200 μl nakon čega je učinjena agarozna gel-elektroforeza i 

kvantifikacija knjižnice. 

4.4.3. Gel-elektroforeza i kvantifikacija knjižnice 

Prije kvantifikacije napravljena je agarozna gel-elektroforeza kako bi se dobile informacije o 

veličini fragmenata knjižnice. Za pripremu 1,5 %-tnog agaroznog gela otopljeno je 0,75 

grama agaroze u 50 ml 1 × TBE pufera zagrijavanjem u mikrovalnoj pećnici. Kada je gel 

otopljen, u njega je dodano 4 μl Sybr Safe boje te je izliven u kadicu za elektroforezu. 
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Postavljeni su češljići za oblikovanje jažica te je gel ostavljen 20 minuta da se ohladi i 

polimerizira. Na komadiću parafilma pomiješano je 1 μl DNK boje i 4 μl uzorka pa je tih 5 μl 

uzorka, kao i 5 μl DNA Laddera (standarda) naneseno u jažice na gelu. Elektroforeza je 

provedena pri naponu električne struje od 130 volti tijekom 20 min u mraku. Nakon toga, gel 

je vizualiziran pod UV lampom, a veličina fragmenata knjižnice određena je usporedbom s 

DNK standardom. Prosječna veličina fragmenata knjižnice iznosila je 550 parova baza. 

Kvantifikacija dobivene NGS knjižnice napravljena je uz pomoć KAPA Library 

Quantification komercijalnog kompleta. DNK knjižnice razrijeđene su unutar 

koncentracijskog raspona KAPA standarda (0,0002 – 20 pM) kao dva serijska 1:100 

razrjeđenja. Prvo su 2 μl svake DNK knjižnice razrijeđena u 198 μl 10 mM Tris-HCl, a potom 

2 μl razrijeđene knjižnice u 198 μl 10 mM Tris-HCl. PCR MasterMix pripremljen je 

miješanjem 12 μl KAPA Sybr Fast qPCR MasterMixa i 4 μl PCR vode u 90 puta većoj 

količini (20 uzoraka u triplikatu + 6 komercijalnih standarda u triplikatu + negativna kontrola 

u triplikatu + 10 % za potencijalne gubitke). U svaku jažicu mikrotitarske pločice dodano je 

16 μl MasterMixa i 4 μl standarda odgovarajuće koncentracije, odnosno PCR vode za 

negativnu kontrolu, odnosno 4 μl uzorka koji sadrži cDNK. Zatvorena pločica postavljena je u 

PCR uređaj i inkubirana prema temperaturnom programu prikazanom u Tablici 3. 

Tablica 3. PCR program za kvantifikaciju knjižnice 

Korak Temperatura (ºC) Vrijeme Broj ciklusa 

Početna denaturacija 95 5 min 1 

Denaturacija 95 30 s 
35 

Vezanje/produljivanje 60 45 s 

Hlađenje 4 po potrebi 1 

 

Na osnovu srednjih koncentracija triplikata i prosječne veličine fragmenata knjižnice 

izračunata je molarnost prema navedenoj formuli, gdje 660 g/mol predstavlja prosječnu 

relativnu molekulsku masu jednog para baza DNK. 

𝑀𝑜𝑙𝑎𝑟𝑛𝑜𝑠𝑡 (𝑛𝑀) =
𝑠𝑟𝑒𝑑𝑛𝑗𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑡𝑟𝑖𝑝𝑙𝑖𝑘𝑎𝑡𝑎 (

𝑛𝑔
𝜇𝑙⁄ ) × 106

660 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄ × 𝑝𝑟𝑜𝑠𝑗𝑒č𝑛𝑎 𝑣𝑒𝑙𝑖č𝑖𝑛𝑎 𝑓𝑟𝑎𝑔𝑚𝑒𝑛𝑎𝑡𝑎 𝑘𝑛𝑗𝑖ž𝑛𝑖𝑐𝑒 (𝑝𝑏)
 

Nakon izračuna molarnosti za svaki uzorak, sve knjižnice su razrijeđene na koncentraciju od 2 

nM. Iz svakog uzorka razrijeđene DNK knjižnice izuzeto je 10 μl i združeno u jednu tubicu.  
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Združene knjižnice sekvencirane su primjenom NextSeq 500/550 Mid Output Kit (300 

Cycles) na uređaju Illumina NextSeq. 

4.4.4. Bioinformatička analiza podataka 

Rezultati sekvenciranja analizirani su upotrebom nekoliko bioinformatičkih programa.  

Uz pomoć Archer Analysis platforme ispravljene su greške nastale prilikom sekvenciranja, 

prepravljena su dvostruka očitanja iste sekvence i napravljena su poravnanja sekvenci prema 

referentnom humanom genomu. 

U MiXCR programu ispravljene su greške unutar sekvenci barkoda i uklonjeni nepostojeći 

barkodovi radi eliminiranja lažne raznolikosti. Također, rekonstruirane su CDR3 regije 

spajanjem sekvenci iz iste molekule, ali različitih čitanja, te produljene one regije kojima 

nedostaje mali dio. Na osnovu referentnih baza podataka V, D, J i C genskih segmenata 

napravljena su poravnavanja koja su grupirana u predgrupe klonova uslijed istog barkoda, a 

potom u klonove prema sličnosti nukleotidnih sekvenci. Na kraju su izrađene klonotipske 

tablice s informacijama o svakom klonotipu poput nukleotidnih i aminokiselinskih sekvenci, 

prisutnih mutacija, broja čitanja i slično. 

Radi analize klonotipskih tablica upotrijebljeni su VDJtools i Immunarch programski paketi. 

Njima su dobiveni podatci o broju jedinstvenih klonotipova, varijabilnosti dužine CDR3 

regije te indeksima raznolikosti koji se prvenstveno koriste u ekologiji. Chao1 indeks 

procjenjuje stvarnu raznolikost uzoraka uzimajući u obzir ukupan broj otkrivenih klonotipova, 

broj klonotipova koji se pojavljuju samo jednom (engl. singleton) i broj klonotipova koji se 

pojavljuju dvaput (engl. doubleton). Zbog toga što u procjenu uzima i mogućnost da nisu 

detektirani svi postojeći klonotipovi, ovaj indeks dobar je pokazatelj rijetko zastupljenih 

klonotipova. Efron-Thisted procjena također je važna za rijetke klonotipove, ali ona u izračun 

uzima samo neprepoznate varijante (73). Shannon-Wiener indeks procjenjuje raznolikost 

uzorka uračunavajući broj otkrivenih klonotipova i njihovu relativnu zastupljenost (74). 

Inverzni Simpsonov indeks (engl. inverse Simpson index – iSimpson indeks) kvantificira 

prosječnu proporcionalnu zastupljenost klonotipova te je pravi odraz onih visoko zastupljenih 

(engl. hyperexpanded) (75). Indeks koji procjenjuje imunološku raznolikost, d50 indeks, 

govori o klonotipovima koji zauzimaju 50 % ukupnog repertoara (76). Osim toga, VDJtools i 

Immunarch dali su informacije o izražaju TRD gena i njihovim kombinacijama, preklapanju 
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repertoara, odnosno koeficijentu preklapanja i Jaccardovom indeksu, korelaciji upotrebe gena 

te razlikama, odnosno Jensen-Shannon divergenciji.   

4.5. Statističke metode 

Kategorijski podatci opisani su apsolutnim i relativnim frekvencijama, a numerički 

medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike kategorijskih varijabli testirane su 

Fisherovim egzaktnim testom, dok su razlike numeričkih varijabli između dviju nezavisnih 

skupina testirane Mann-Whitneyevim U testom. Povezanost numeričkih varijabli ocijenjena je 

Spearmanovim koeficijentom korelacije ρ (rho). Sve p-vrijednosti su dvostrane, a značajnost 

razlika utvrđenih statističkim testiranjem iskazana je na razini p < 0,05. Obrada podataka 

načinjena je s pomoću R statističkog programa (inačica 4.1.0, R Core Team, Beč, Austrija). 
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5. REZULTATI 

5.1. Obilježja ispitanika 

Istraživanjem su obuhvaćeni uzorci RNK izolirani iz leukocita kože 10 ispitanika oboljelih od 

vulgarne psorijaze (PV skupina) i 9 zdravih kontrola (CTRL skupina). Osnovna demografska 

(spol, dob), antropometrijska (ITM) i klinička (trajanje bolesti, PASI, DLQI) obilježja 

ispitanika, kao i izmjerene vrijednosti upalnih (hsCRP) i virusnih (CMV IgM i IgG, anti-HBs) 

biljega prikazani su u Tablici 4. Statistički značajne razlike u obilježjima dvije ispitivane 

skupine nisu zabilježene.  

Tablica 4. Obilježja ispitanika 

Obilježje PV CTRL p-vrijednost 

spol (M/Ž omjer) 7/3 7/2 1* 

dob 49,5 (35,8 – 56,8) 34 (29 – 42) 0,2526† 

trajanje bolesti (godine) 6 (3 – 10) -  

PASI 17,6 (10,3 – 30,1) -  

DLQI 17,0 (8,3 – 25,0) -  

ITM (kg/m2) 31,0 (22,9 – 32,5) 27,2 (26,3 – 28,1) 0,414† 

hsCRP (mg/l) 3,2 (0,87 – 11,6) 2 (1,2 – 3,7) 0,7727† 

CMV IgG (U/ml) 96,5 (41,4 – 136,5) 110 (94 – 164) 0,3404† 

CMV IgM (U/ml) 5 (5 – 5) 7,5 (5 – 7,5) 0,068† 

anti-HBs (mIU/ml) 3 (3 – 3) 3 (2 – 452) 1† 

* Fisherov egzaktni test; † Mann-Whitneyev U test  

PASI – Psoriasis Area And Severity Index; DLQI – Dermatology Life Quality Index; ITM – 

indeks tjelesne mase; hsCRP – C-reaktivni protein visoke osjetljivosti; CMV IgG i IgM – 

protutijela G i M razreda protiv citomegalovirusa; anti-HBs – protutijelo protiv površinskog 

antigena virusa hepatitisa B 

5.2. Obilježja TRD repertoara kože 

Osnovna obilježja TRD repertoara iz stanica kože prikazana su u Tablici 5. U koži oboljelih 

od vulgarne psorijaze zabilježen je dvostruko veći broj TRD čitanja nego u kontrolnim 

uzorcima kože, bez statistički značajne razlike u frekvenciji jedinstvenih klonotipskih 

varijanti u ukupnom repertoaru, duljini CDR3 regije i broju umetnutih nukleotida.  
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Tablica 5. Obilježja TRD repertoara 

Obilježje PV CTRL p-vrijednost 

broj čitanja 
4284,5 (3045,0 – 

7651,8) 
1965 (1074 – 5533) 0,09417* 

prosječna frekvencija 

klonotipova 
0,13 (0,08 – 0,23) 0,14 (0,06 – 0,63) 0,9291* 

prosječna duljina CDR3 

nukleotidne sekvence 
49,2 (48,4 – 53,4) 49,9 (45,6 – 51,7) 0,5052* 

prosječan broj 

nasumično umetnutih 

nukleotida unutar 

CDR3 regije 

7,3 (6,1 – 9,9) 7,0 (2,5 – 8,3) 0,7558* 

prosječan broj 

nukleotida između V i J 

segmenata unutar 

CDR3 regije 

17,4 (15,0 – 20,3) 17,9 (15,2 – 19,4) 1* 

* Mann-Whitneyev U test 

5.3. Raznolikost TRD repertoara kože 

Radi izostanka ili malog broja čitanja TRD sekvenci (< 300), 2 uzorka iz skupine zdravih 

kontrola izuzeta su iz daljnje analize.  

Ukupan broj jedinstvenih klonotipova u ukupnoj kolekciji uzoraka bio je 166, od čega su 164 

klonalne varijante zabilježene jednom, a samo dva klonotipa primijećena su dva puta. Najveći 

broj jedinstvenih klonotipova, njih 32, pronađen je u uzorku CTRL-5, a najmanji, samo 1, u 

uzorku CTRL-4 (Slika 4).  
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Slika 4. Broj jedinstvenih klonotipova. Na apscisi je redni broj uzorka, a na ordinati broj 

jedinstvenih klonotipova u pojedinom uzorku. 

Raznolikost uzoraka s obzirom na broj čitanja, prikazana je na Slici 5. Mali broj jedinstvenih 

klonotipova zabilježen je u obje skupine ispitanika (najveći broj = 32), a većina klonotipova 

ima mali broj čitanja. Najveća klonotipska raznolikost primijećena je u uzorku CTRL-5, a 

najmanja u CTRL-4.  
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Slika 5. Raznolikost uzoraka s obzirom na broj čitanja. Na apscisi je veličina uzorka, odnosno 

broj čitanja, a na ordinati broj jedinstvenih klonotipova. 

U sljedećem koraku, učinjena je analiza zastupljenosti klonotipova male (0 – 1 %), srednje (1 

– 10 %), velike (10 – 50 %) i vrlo velike (50 – 100 %) učestalosti u ukupnom TRD repertoaru. 

Iz analize su isključeni uzorci s manje od 5 jedinstvenih klonotipova (CTRL-4, CTRL-7, PV-

1, PV-5, PV-10). Klonotipovi male učestalosti bili su najmanje zastupljeni, dok su klonotipovi 

srednje do velike učestalosti dominirali TRD repertoarom (Slika 6). 
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Slika 6. Frekvencije klonotipova male, srednje, velike i vrlo velike učestalosti u svakom 

uzorku. Na apscisi je redni broj uzorka, a na ordinati relativna frekvencija skupine 

klonotipova. 

U skupini PV oboljelih uočen je trend većeg udjela klonotipova velike učestalosti, ali 

statistički značajne razlike u odnosu na TRD repertoar zdravih ispitanika u toj ili drugim 

kategorijama učestalosti nisu zabilježene (Slika 7). 
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Slika 7. Razlike u udjelima klonotipova male, srednje, velike i vrlo velike učestalosti između 

zdravih kontrola (crveno) i oboljelih ispitanika (plavo). Na apscisi su skupine klonotipova 

razvrstane u odnosu na učestalost, a na ordinati relativna frekvencija skupine klonotipova. 

Razlike su testirane Mann-Whitneyevim U testom. 

U nastavku je analizirana dužina CDR3 regije TRD sekvenci. Zabilježena je velika 

varijabilnost u broju aminokiselinskih ostataka (10 – 26), pri čemu su najkraće CDR3 regije 

uočene u koži zdravih, a najduže u koži oboljelih ispitanika. Dužina CDR3 regije većine 

klonotipova varirala je između 14 i 17 aminokiselina, bez značajnih razlika u međugrupnim 

usporedbama (Slika 8). 
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Slika 8. Varijabilnost distribucije dužina CDR3 regije između kontrola (crveno) i oboljelih 

(plavo). Na apscisi je dužina CDR3 regije s obzirom na broj aminokiselina, a na ordinati broj 

klonotipova s tom dužinom. Razlike između skupina testirane su Mann-Whitneyevim U 

testom. 

U svrhu procjene i usporedbe raznolikosti TRD repertoara u koži zdravih i oboljelih ispitanika 

učinjena je analiza indeksa raznolikosti, preciznije Chao1, D50 i iSimpson indeksa. Slijedom 

navedenog, Chao1 indeks (Slika 9a), odraz rijetkih klonotipova, te d50 indeks koji opisuje 

broj najučestalijih klonotipova koji zauzimaju polovicu repertoara (Slika 9b), kao i iSimpson 

indeks (Slika 9c), pokazatelj klonotipova velike učestalosti, nisu se statistički značajno 

razlikovali između zdravih i oboljelih ispitanika. Štoviše, klonotipovi vrlo visoke učestalosti, 

definirani indeksom d50, kao vrste koje zauzimaju najmanje 50 % svih čitanja, činili su 

uglavnom od dvije do tri varijante po repertoaru, odnosno trećinu zabilježenih klonotipova u 

većini uzoraka. 
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Slika 9. Indeksi raznolikosti: a) Chao1, b) d50 i c) iSimpson. Na apscisi je status ispitanika 

(crveno kontrole, plavo oboljeli), a na ordinati vrijednost indeksa. Vrijednosti indeksa 

raznolikosti prikazani su kutijastim dijagramom i okomitim crtama s graničnikom, gdje 

vodoravna linija unutar pravokutnika predstavlja medijan, gornja i donja granica pravokutnika 

interkvartilni raspon, a graničnici najmanju i najveću dobivenu vrijednost. Razlike između 

ispitivanih skupina testirane su Mann-Whitneyevim U testom. 

5.4. Izražaj TRD gena 

Vrsta i frekvencija TRDV gena koji sudjeluju u izgradnji TRD klonotipova prikazani su na 

Slici 10. Zabilježena su sva 3 poznata gena TRD lokusa, 3 od 5 gena koja pripadaju i TRD i 

TRA lokusu, te 5 gena TRA lokusa. Najčešće su korišteni TRDV2 i TRDV1 geni, a izuzetak je 

uzorak PV-9 jer u velikoj mjeri izražava TRAV29/TRDV5 transkript.  
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Slika 10. Izražaj TRAV/TRDV gena. Na toplinskoj karti prikazana je učestalost upotrebe gena 

s obzirom na z-vrijednost, gdje je veća z-vrijednost označena toplijom (narančastom) bojom i 

ukazuje na veću frekvenciju upotrebe tog gena. 

Zabilježena su sva 4 do sada poznata TRDJ gena, a najčešće je korišten TRDJ1 gen (Slika 11). 

Z-vrijednost 
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Slika 11. Upotreba TRDJ gena. Na toplinskoj karti prikazana je učestalost upotrebe gena s 

obzirom na z-vrijednost, gdje je veća z-vrijednost označena toplijom (narančastom) bojom i 

ukazuje na veću frekvenciju upotrebe tog gena. 

Izražaj gena TRDV2 (≈ 60 %) i TRDJ1 (≈ 90 %) dominirao je TRD repertoarom kože obje 

skupine ispitanika, pri čemu je neznatno manja učestalost TRDV3, kao i nešto veći izražaj 

TRDJ3 i TRDJ4 gena primijećen u repertoaru kože oboljelih, ali bez statistički značajnih 

razlika u usporedbi s TRD repertoarom zdravih kontrola. Rijetke genske varijante poput 

TRAV29/DV5 i TRAV38/DV8 primijećene su u repertoaru zdravih i oboljelih ispitanika, dok je 

ekspresija TRAV23/DV6 zabilježena samo u zdravoj koži (Slika 12). 

Z-vrijednost 
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Slika 12. Razlika u upotrebi a) TRAV/TRDV i b) TRDJ gena između zdravih (crveno) i 

oboljelih (plavo). Na apscisi su TRD geni, a na ordinati frekvencija ispitanika s izražajem 

određenog gena. Razlike su testirane Mann-Whitneyevim U testom. 

Učestalost TRDV-TRDJ kombinacija u skupini kontrolnih i oboljelih ispitanika prikazana je 

na Slici 13, a najčešće korištena kombinacija u obje skupine bila je TRDV2-TRDJ1. U TRD 

repertoaru oboljelih primijećen je veći stupanj udruživanja TRDJ3 i TRDJ4 segmenata sa 

TRDV2 genom, za razliku od repertoara zdrave kože gdje su se TRDJ3 i TRDJ4 većinom 

sparivali s TRDV1. 
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Slika 13. Učestalost kombinacija TRDV-TRDJ gena u a) kontrolnoj i b) oboljeloj skupini. Na 

lukovima kružnog grafa su TRAV/TRDV i TRDJ geni, a vrpce označavaju uparene genske 

segmente, gdje deblja vrpca znači veću učestalost kombinacije. 

TRDJ1 

a) CTRL 

TRDJ2 

TRDJ4 

TRDJ1 

b) PV 
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5.5. Analiza dijeljenih TRD klonotipova u koži zdravih i oboljelih od vulgarne psorijaze 

TRD repertoar pokazao se vrlo individualnim i privatnim jer su u ukupnoj kolekciji 

klonotipova zabilježene samo dvije dijeljene, javne klonotipske varijante. Jedna javna 

varijanta primijećena je usporedbom TRD repertoara uzoraka oboljele kože (PV-1 i PV-7) za 

koje Jaccardov indeks sličnosti iznosi 0,067, a drugi je klonotip bio dijeljen između uzorka 

oboljele (PV-3) i zdrave kože (CTRL-3) sa Jaccardovim indeksom sličnosti 0,045 (Slika 14). 

 

Slika 14. Preklapanje TRD repertoara izraženo Jaccardovim indeksom sličnosti. Toplija 

(crvena) boja predstavlja veći Jaccardov indeks, odnosno veću sličnost repertoara. 

Obilježja dijeljenih klonotipova prikazana su u Tablici 6. Klonotip koji je zabilježen u dva 

uzorka oboljele kože ima veći broj čitanja i veću učestalost u odnosu na klonotip dijeljen 

između zdrave i oboljele kože. Obje javne varijante imaju CDR3 regiju dužine 16 

aminokiselina te koriste iste V i J segmente, TRDV2 i TRDJ1. 

Tablica 6. Dijeljeni klonotipovi 

Uzorci koji 

dijele klonotip 

Broj 

čitanja 
Učestalost 

Aminokiselinska 

sekvenca CDR3 regije 

V 

segment 

J 

segment 

PV-1 i PV-7 2361 0,040761714 CACDTGLSPYTDKLIF TRDV2 TRDJ1 

PV-3 i CTRL-3 406 0,007009426 CACDTVGTLETNKLIF TRDV2 TRDJ1 

Jaccardov 

indeks 
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Unatoč malom broju dijeljenih klonotipova, TRD repertoar kože oboljelih i zdravih ispitanika 

obilježava visoki stupanj genske korelacije ukazujući na mali broj istih genskih varijanti koje 

sudjeluju u izgradnji TRD repertoara male raznolikosti (Slika 15).  

 

Slika 15. a) Korelacija i b) Jensen-Shannon raznolikost upotrebe gena. Veće vrijednosti 

prikazane su toplijom (crvenom) bojom. 

5.6. Najčešće TRD klonotipske varijante u koži zdravih i oboljelih ispitanika 

Učestalost i sekvence najčešćih klonotipova u ukupnom repertoaru prikazani su u Tablici 7. 

Većina njih ima CDR3 sekvencu dugu 16 aminokiselina te koristi TRDV2 i TRDJ1 gen. 

 

Koeficijent 

korelacije 

a) 

Jensen-

Shannon 

divergencija 

b) 
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Tablica 7. Najčešći klonotipovi u ukupnom repertoaru 

Broj 

čitanja 
Učestalost CDR3 aminokiselinska sekvenca 

V segment J segment 

8404 0,094551264 CAASSYMGEFTDKLIF TRAV29/DV5 TRDJ1 

4700 0,052878503 CACDTLLGDTDKLIF TRDV2 TRDJ1 

3570 0,040165161 CACDPMGDFNTDKLIF TRDV2 TRDJ1 

3260 0,03667743 CACDTLSNTGGPPLSWDTRQMFF TRDV2 TRDJ3 

2648 0,029791974 CACDTVGLGDTDKLIF TRDV2 TRDJ1 

2518 0,028329377 CAGGYWGIGDKLIF TRDV2 TRDJ1 

2361 0,02656301 CACDTGLSPYTDKLIF TRDV2 TRDJ1 

2300 0,025876714 CACDTVNPTRGSGGSTSDWDTRQMFF TRDV2 TRDJ3 

2284 0,025696702 CACDRGIARPLIF TRDV2 TRDJ4 

2229 0,025077911 CALGELMDGGTIKLIF TRDV1 TRDJ1 

Klonotipovi vrlo velike učestalosti unutar kontrolne skupine uglavnom imaju CDR3 regiju 

dužine između 40 i 50 pb (Slika 16). 

 

Slika 16. Raspodjela najčešćih klonotipova u kontrolnoj skupini prema dužini CDR3 regije. 

Na apscisi je dužina CDR3 regije u parovima baza, a na ordinati učestalost klonotipa s 

navedenom dužinom. 

Klonotipovi vrlo velike učestalosti kod oboljelih od PV su u prosjeku nešto duži od onih u 

kontrolnoj skupini s obzirom na to da najveći broj njih ima CDR3 regiju dugu 48 pb (Slika 

17). 

Klonotip 

Dužina CDR3 regije (pb) 

Ostali 
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Slika 17. Raspodjela najčešćih klonotipova u skupini oboljelih od PV prema dužini CDR3 

regije. Na apscisi je dužina CDR3 regije u parovima baza, a na ordinati učestalost klonotipa s 

navedenom dužinom. 

5.7. Analiza povezanosti TRD repertoara s obilježjima ispitanika 

U sljedećem koraku, uslijedila je analiza povezanosti parametara TRD repertoara s 

demografskim, kliničkim i biokemijskim obilježjima ispitanika. 

5.7.1. Povezanost TRD repertoara s demografskim i biokemijskim obilježjima 

ispitanika  

Usporedbom izražaja TRDV i TRDJ genskih varijanti između ispitanika razvrstanih u odnosu 

na spol, primijećena je značajno veća učestalost ekspresije TRDV1 gena u osoba ženskog 

spola (Slika 18). Značajne razlike u izražaju preostalih TRDV/TRDJ genskih varijanti pri 

usporedbi muških i ženskih ispitanika nisu zabilježene, kao ni prilikom usporedbe 

TRDV/TRDJ izražaja oboljelih i zdravih ispitanika muškog spola.  

Dužina CDR3 regije (pb) 

Klonotip 

Ostali 
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Slika 18. Razlika u upotrebi TRDV1 gena između spolova. Na apscisi su skupine prema spolu 

(crveno ženski, plavo muški), a na ordinati upotreba TRDV1 gena. Upotreba gena prikazana je 

kutijastim dijagramom i okomitom crtom s graničnikom, gdje vodoravna linija unutar 

pravokutnika predstavlja medijan, gornja i donja granica pravokutnika interkvartilni raspon, a 

graničnici najmanju i najveću dobivenu vrijednost. Razlike između ispitivanih skupina 

testirane su Mann-Whitneyevim U testom. 

Ekspresija TRDJ3 gena negativno je korelirala s rastućim vrijednostima indeksa tjelesne 

mase, neovisno o statusu ispitanika (Slika 19).   

 

Slika 19. Povezanost izražaja TRDJ3 gena s indeksom tjelesne mase (ITM). Na apscisi je ITM 

vrijednost, a na ordinati upotreba TRDJ3 gena. Povezanost je ocijenjena Spearmanovim 

koeficijentom korelacije (ρ). Plava linija je linija linearne regresije, dok su osjenčani dijelovi 

95 %-tni interval pouzdanosti. 

Spol 
Ž M 

Mann-Whitneyev U test 

p = 0,022 

ITM (kg/m2) 
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Povezanost dobi i serumskih vrijednosti upalnih (hsCRP) i virusnih (CMV IgM i IgG, anti-

HBs) biljega s izražajem TRDV i TRDJ gena, brojem TRDV/J čitanja te indeksima 

raznolikosti TRD repertoara, međutim, nije zabilježena.  

5.7.2. Povezanost TRD repertoara s kliničkim obilježjima oboljelih od PV 

Analiza povezanosti TRD repertoara lezijske kože i kliničkih obilježja oboljelih ispitanika 

zabilježila je više zanimljivih korelacija. Izražaj gena TRDV1 u koži oboljelih je opadao 

(Slika 20a), a gena TRDV2 (Slika 20b) rastao s duljinom trajanja psorijaze. Štoviše, izražaj 

gena TRDV1 i TRDJ4 smanjivao se s povećanjem PASI indeksa (Slika 20c i 20d), a porast 

DLQI indeksa, kao mjera smanjenja kvalitete života, korelirao je sa smanjenjem izražaja gena 

TRDV3 (Slika 20e) i TRDJ4 (Slika 20f) . 
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Slika 20. Povezanost a) TRDV1 i b) TRDV2 gena s dužinom trajanja PV. Povezanost c) 

TRDV1 i d) TRDJ4 gena s PASI brojem bodova. Povezanost e) TRDV3 i f) TRDJ4 gena s 

DLQI brojem bodova. Na apscisi je dužina trajanja psorijaze u godinama, odnosno broj 

bodova ostvaren na PASI i DLQI upitniku, a na ordinati upotreba TRD gena. Povezanost je 

ocijenjena Spearmanovim koeficijentom korelacije (ρ). Plava linija je linija linearne regresije, 

dok su osjenčani dijelovi 95 %-tni interval pouzdanosti. 

Trajanje bolesti (godine) 

a) 

Trajanje bolesti (godine) 

b) 

PASI (bodovi) 

c) 

PASI (bodovi) 

d) 

DLQI (bodovi) 

e) 

DLQI (bodovi) 

f) 

ρ = - 0,73; p = 0,016 

ρ = 0,77; p = 0,0085 

ρ = - 0,75; p = 0,012 
ρ = - 0,7; p = 0,024 

ρ = - 0,73; p = 0,017 
ρ = - 0,64; p = 0,046 
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Sudeći po porastu vrijednosti PASI indeksa, progresija oboljenja vezana je uz smanjenje 

raznolikosti repertoara, odnosno nižim vrijednostima iSimpson i Shannon-Wiener indeksa 

(Slika 21).  

 

Slika 21. Povezanost a) iSimpson i b) Shannon-Wiener indeksa s PASI brojem bodova. Na 

apscisi je broj bodova ostvaren na PASI ljestvici, a na ordinati vrijednost indeksa raznolikosti.  

Povezanost je ocijenjena Spearmanovim koeficijentom korelacije (ρ). Plava linija je linija 

linearne regresije, dok su osjenčani dijelovi 95 %-tni interval pouzdanosti. 

Statistički značajna povezanost između drugih parametara TRD repertoara i kliničkih 

obilježja oboljelih ispitanika nije zabilježena. 
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6. RASPRAVA 

Iz uzoraka kože 19 ispitanika, 10 oboljelih od vulgarne psorijaze i 9 zdravih kontrola, 

izolirana je RNK i učinjena TCRSeq analiza TRD repertoara. Analizom dobivenih čitanja 

zabilježen je mali broj jedinstvenih klonotipskih varijanti u koži obje skupine ispitanika, 

ukupno 166, od čega najmanje 1, a najviše 32 klonotipa po uzorku, što ukazuje na prisustvo 

malog broja γδ stanica u koži. U oboljelih od vulgarne psorijaze zabilježen je dvostruko, ali 

ne i značajno, veći broj TRD čitanja (Tablica 5), većinom TRDV2 genskog razreda, sukladno 

nalazima prethodnih studija (70), i u prilog ranijim rezultatima koji opisuju migraciju i 

udomljavanje krvnih γδ populacija u psorijatičnim lezijama (66 – 68).  

Većina zabilježenih TRD klonova pripadala je skupini srednje do velike učestalosti (čine 1 – 

50 % ukupnog repertoara), bez dokaza o prisutnosti rijetkih klonotipskih varijanti zastupljenih 

s jednim ili dva čitanja, ukazujući na vrlo malu raznolikost TRD repertoara, i potpuni 

izostanak potencijalno naivnih γδ T-limfocitnih vrsta u koži. Niske vrijednosti Chao1 indeksa, 

koji ukazuje na rijetke klonotipove, odgovaraju malom broju pronađenih nisko frekventnih 

varijanti (< 1 % repertoara), svega njih tri. Hiperekspandirane klonalne varijante, koje čine 

više od 50 % repertoara, pronađene su u dva uzorka i bile su podjednako prisutne u zdravoj i 

oboljeloj koži ukazujući na značajan utjecaj individualnih čimbenika u oblikovanju TRD 

repertoara u koži. Najveći broj TRD čitanja zabilježen je pak u uzorku lezijske kože (PV-9), 

gdje je, zanimljivo, jedan klonotip činio više od dvije trećine repertoara. Pojava ove 

klonotipske varijante nije, međutim, primijećena u ostalim uzorcima lezijske niti zdrave kože, 

pa će značaj ovog nalaza u kontekstu pojave i razvoja psorijaze biti potrebno testirati u 

proširenom skupu uzoraka. 

Dužina CDR3 regije većine TRD klonotipova bila je duga od 14 do 17 aminokiselina, 

odnosno 42 – 51 pb, i nije značajno varirala u odnosu na status ispitanika. Razlike u dužini 

CDR3 regije između zdravih i oboljelih nisu primijetili ni Chen i sur. (77). Sličan raspon 

dužina CDR3 δ lanaca ranije je opisan u krvi (78) i probavnom traktu (79) zdravih osoba. 

Zanimljivo, Davey i sur. primijetili su da se dužina CDR3 sekvenci mijenja ovisno o vrsti δ 

lanca, pri čemu Vδ1 stanice izražavaju CDR3 sekvence većeg (25 – 70 pb), a Vδ2 stanice 

manjeg raspona dužina (35 – 55 pb) (64). Sukladno navedenom, dužina CDR3 regije deset 

najčešćih klonotipova u zdravoj koži ispitanika ove studije varirala je između 40 i 50 pb, 

potencijalno odražavajući većinski razred TRDV2 klonotipskih varijanti. U zdravoj koži 

zabilježena je i najkraća CDR3 regija dužine 10 aminokiselinskih ostataka. U usporedbi s 
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dužinom CDR3 regija u zdravoj koži, CDR3 sekvence PV repertoara bile su većinom 

ujednačene dužine od 48 pb, nalik dužinama CDR3 delta lanaca u crijevnim resicama 

oboljelih od celijakije (79). U lezijskoj koži zabilježena je i pojava najduže CDR3 regije od 

78 pb. 

U sljedećem dijelu istraživana je učestalost izražaja TRDV i TRDJ genskih varijanti. Značajna 

razlika u izražaju TRDV i TRDJ genskih varijanti između zdravih i oboljelih nije zabilježena, 

sukladno nalazima Chena i sur. koji također opisuju podjednaki izražaj TRDV i TRDJ genskih 

segmenata u zdravih ispitanika i oboljelih od PV (77). U TRD repertoaru naših ispitanika, 

najčešće izraženi V segmenti bili su TRDV2, a zatim TRDV1 i TRDV3. Za razliku od 

dominantne ekspresije TRDV2 u ukupnoj kolekciji uzoraka, u TRD repertoaru jednog 

oboljelog ispitanika zabilježen je većinski izražaj gena TRAV29/TRDV5, ponajviše kao odraz 

gotovo dvostruko većeg broja čitanja ove najučestalije klonotipske varijante u odnosu na 

sljedeću varijantu po učestalosti. Gen TRDJ1 bio je najčešće izražen kod svih ispitanika, a 

oboljeli od psorijaze imali su i nešto veću, ali ne i statistički značajnu, upotrebu ostalih J 

segmenata, TRDJ2, TRDJ3 i TRDJ4.  

S obzirom na dominantni izražaj gena TRDV2 i TRDJ1, njihova kombinacija bila je 

najučestalija u obje skupine. U uzorcima zdrave kože, γδ stanice su međutim, gotovo 

isključivo koristile TRDV2-TRDJ1 varijante, dok su γδ T-limfociti PV ispitanika TRDV2 

kombinirali i s TRDJ3 i TRDJ4 genima. Suprotno navedenom, Chen i sur. opisali su značajno 

veću učestalost TRDV1-TRDJ1 u bolesnika sa psorijazom (77). 

Izražaj TRDV1 gena ranije je opisan i u zdravoj koži (80), ali i u koži zahvaćenoj psorijazom 

(77) i tumorski izmijenjenim Merkelovim stanicama (81). Za razliku od navedenih studija 

koje opisuju dominantni izražaj TRDV1 klonotipskih varijanti, TRD repertoar naših ispitanika 

uglavnom obilježava izražaj gena TRDV2, potencijalno kao posljedica različitih metodoloških 

pristupa u obradi tkivnih bioptata i izolaciji tkivnih leukocita. U našem istraživanju koristili 

smo naime RNK materijal iz ukupnih leukocita, izoliranih nakon relativno kratke enzimske i 

mehaničke homogenizacije svježih uzoraka kože pri čemu smo pored trajno naseljenih 

populacija, moguće izolirali i značajan udio perifernih γδ T populacija, a koje uglavnom 

izražavaju Vδ2 fenotip (82). Za precizniju procjenu TRD repertoara u koži, bit će potrebno 

dodatno procesiranje uzoraka u vidu sortiranja i imunofenotipizacije kožnih populacija γδ T-

stanica.  
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Zabilježene klonalne varijante bile su uglavnom jedinstvene, i suštinski privatne. Pronađene 

su samo dvije dijeljene, javne aminokiselinske sekvence CDR3 regije, od kojih je jedna 

primijećena u dva uzorka lezijske kože, a druga u uzorku zdrave i oboljele osobe. Sekvence 

dijeljenih klonotipova nisu pronađene u postojećim bazama podataka (83, 84). Oba dijeljena 

klonotipa izražavaju TRDV2 gen, sukladno nalazima Daveya i sur. koji su pokazali značajno 

veći udio javnih CDR3 sekvenci u repertoaru Vδ2 stanica u odnosu na TRD repertoar Vδ1 

limfocita (64). Mali udio dijeljenih, javnih TRD sekvenci među pojedincima opisuju i drugi 

istraživači kako u krvi (63, 64, 85), tako i u koži (70), tankom crijevu (79) i plućima (86). 

CDR3 sekvence δ lanaca rijetko dijele više od dvije osobe (70, 85), što ukazuje na izrazito 

individualan delta TCR repertoar. Iako su zajednički klonotipovi među našim ispitanicima bili 

rijetki, oni su uglavnom izražavali iste gene, a razlike u sastavu i broju nasumično umetnutih 

nukleotida vjerojatno najviše doprinose individualnosti TRD repertoara (37).  

Od deset najčešćih klonotipova zabilježenih u okviru ove studije, u literaturi se spominju 

dvije varijante. Najčešću sekvencu u zdravoj koži naših ispitanika te drugu po učestalosti u 

ukupnom repertoaru, CACDTLLGDTDKLIF, opisali su Vyborova i sur. (78) te Xia i sur. (85) 

u krvi odraslih, zdravih osoba. Xia i sur. također su primijetili povećanje 

CACDTLLGDTDKLIF sekvence nakon administracije BCG (Bacillus Calmette–Guérin) 

cjepiva (85). U UcTCRdb (engl. Unconventional T Cell Receptor database) bazi (83) 

evidentirana je i CACDTVGLGDTDKLIF sekvenca, otkrivena u psorijatičnoj koži naših 

ispitanika, ali ju zasad nismo uspjeli pronaći u radovima drugih istraživača.  

Analiza povezanosti TRD repertoara i demografskih, antropometrijskih i kliničkih obilježja 

ispitanika dala je zanimljive rezultate. Dužina trajanja psorijaze negativno je korelirala s 

izražajem gena TRDV1, dok je izražaj gena TRDV2 rastao s dužim trajanjem bolesti. Štoviše, 

ekspresija gena TRDV1 i TRDJ4 opadala je s progresijom bolesti i porastom vrijednosti PASI 

indeksa, a kvaliteta života oboljelih ispitanika, procijenjena sukladno DLQI upitniku, opadala 

je sa smanjenjem ekspresije gena TRDV3 i TRDJ4. Zabilježena je i negativna korelacija 

između vrijednosti iSimpson i Shannon-Wiener indeksa te PASI skale, ukazujući na 

smanjenje udjela rijetkih klonotipskih varijanti s progresijom bolesti. Prethodne studije 

opisuju značajniji pad krvnih Vδ1 udjela u sredovječnih muškaraca nego u žena iste dobi, kao 

i veće smanjenje broja Vδ2 stanica nakon 40. godine života kod osoba ženskog spola u 

odnosu na muški (82). Smanjenje broja Vδ2 stanica u žena i Vδ1 limfocita u muškaraca 

moguće doprinosi značajno većem izražaju TRDV1 gena koje je zabilježeno u ispitanica 

ženskog spola u odnosu na muške ispitanike. 
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Ukupno, rezultati ove studije daju preliminarni uvid u obilježja TRD repertoara u koži zdravih 

kontrola i oboljelih od vulgarne psorijaze, pružajući uvid u jedinstvene genske i klonotipske 

varijante zasad nepoznatog kliničkog i terapeutskog značaja. Međutim, ograničenja studije 

nalažu oprez u tumačenju priloženih rezultata, posebice u kontekstu malog broja uzoraka i 

malog broja zabilježenih TRD prijepisa, te metodoloških ograničenja poput izostanka analize 

fenotipskih obilježja i TCR repertoara sortiranih gama delta stanica iz kože, te zahtijevaju 

daljnje analize u vidu naprednih tehnologija poput sekvenciranja jednostanične RNK 

sortiranih γδ T-limfocita iz kože. 
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7. ZAKLJUČAK 

Na osnovu prikupljenih rezultata ovog istraživanja može se zaključiti sljedeće: 

1. TRD repertoar kožnih leukocita čini mali broj jedinstvenih klonotipova, izrazito 

privatnog i individualnog karaktera. 

2. Raznolikost TRD repertoara u koži je mala, a prevladavaju varijante srednje do velike 

učestalosti koje dominantno izražavaju TRDV2, TRDV1 i TRDV3 varijante gena u 

kombinaciji s TRDJ1, TRDJ3 i TRDJ4, neovisno o statusu slučaj-kontrola. 

3. Dužina trajanja psorijaze raste s porastom izražaja gena TRDV2, a veličina PASI i 

DLQI indeksa negativno korelira s izražajem gena TRDV1, TRDV3 i TRDJ4. 

4. Raznolikost TRD repertoara u koži oboljelih smanjuje se s povećanjem PASI indeksa.  
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8. SAŽETAK 

Ciljevi istraživanja: Istraživanjem se istražio i usporedio repertoar delta TCR lanaca 

CD3+γδTCR+ γδ T-limfocita u koži zdravih pojedinaca i osoba oboljelih od vulgarne 

psorijaze te ustanovila povezanost otkrivenih delta TCR klonotipova s obilježjima i težinom 

ove bolesti. 

Nacrt studije: Studija je ustrojena kao istraživanje parova. 

Ispitanici i metode: Iz tkivnih leukocita dobivenih uzorkovanjem kože zdravih ispitanika i 

bolesnika s vulgarnom psorijazom izolirana je RNK te je njenim sekvenciranjem analizirana 

raznolikost delta lanaca T-staničnog receptora gama delta T-limfocita. 

Rezultati: Pronađeno je 166 jedinstvenih klonotipova, od kojih 164 privatne i 2 dijeljene 

varijante. Klonotipovi srednje do velike učestalosti bili su najzastupljeniji s prosječnom 

dužinom CDR3 regije 14 – 17 aminokiselina. Najučestalije genske varijante TRDV2, TRDV1 i 

TRDV3 najčešće su udruživane s genima TRDJ1, TRDJ3 i TRDJ4. Dužina trajanja psorijaze 

rasla je s porastom izražaja gena TRDV2, a veličina PASI i DLQI indeksa negativno je 

korelirala s izražajem gena TRDV1, TRDV3 i TRDJ4. Shannon-Wiener i iSimpson indeks 

negativno su korelirali s PASI. 

Zaključak: TRD repertoar kožnih leukocita čini mali broj jedinstvenih klonotipova, izrazito 

privatnog i individualnog karaktera srednje do velike učestalosti. Indeksi raznolikosti 

repertoara i izražaj gena TRDV1, TRDV3, TRDJ4 negativno koreliraju s kraćim i blažim 

oblikom bolesti, dok TRDV2 pozitivno korelira s dužim trajanjem psorijaze. 

Ključne riječi: delta lanac T-staničnog receptora; intraepitelni limfociti; psorijaza; 

sekvenciranje RNK 
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9. SUMMARY 

ANALYSIS OF T-CELL RECEPTOR DELTA CHAIN DIVERSITY IN GAMMA 

DELTA T-CELLS OF PSORIASIS VULGARIS PATIENTS USING TCRSEQ 

METHODOLOGY 

Objectives: The study investigated and compared the repertoire of delta TCR chains of 

CD3+γδTCR+ γδ T-lymphocytes in the skin of healthy individuals and people suffering from 

psoriasis vulgaris and established the association of detected delta TCR clonotypes with the 

characteristics and severity of this disease. 

Study design: The study was conducted as a case-control study. 

Participants and methods: RNA was isolated from tissue leukocytes obtained by sampling 

the skin of healthy subjects and patients with psoriasis vulgaris, and the delta chain diversity 

of the gamma delta T-lymphocyte T-cell receptor was analyzed by sequencing. 

Results: 166 unique clonotypes were found, of which 164 were private and 2 shared variants. 

Medium to high frequency clonotypes were the most abundant, with an average length of the 

CDR3 region of 14 – 17 amino acids. The most frequent gene variants TRDV2, TRDV1 and 

TRDV3 were most often combined with the genes TRDJ1, TRDV3 and TRDJ4. The duration 

of psoriasis increased with the higher expression of TRDV2, and the size of PASI and DLQI 

indices negatively correlated with the expression of TRDV1, TRDJ3 and TRDJ4. Shannon-

Wiener and iSimpson indices negatively correlated with PASI. 

Conclusion: The TRD repertoire of skin leukocytes consists of a small number of unique 

clonotypes, with an extremely private and individual character, in medium to high frequency. 

The repertoire diversity indices and the expression of the genes TRDV1, TRDV3 and TRDJ4 

negatively correlate with a shorter and milder form of the disease, while TRDV2 positively 

correlates with a longer duration of psoriasis. 

Keywords: intraepithelial lymphocytes; psoriasis; RNA-Seq; T-cell receptors delta-chain
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