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Znanstveni ~lanak

Perforin je protein smje{ten u sekretornim granulama citotoksi~kih T-limfocita.
Zajedno s ostalim komponentama granula nu`an je za lizu stanica organizma in-
ficiranih unutarstani~nim patogenima. Ispitali smo izra`aj perforina u citotok-
si~kim T-limfocitima dojen~adi s bronhiolitisom uzrokovanim respiracijskim
sincicijskim virusom (RSV). Uzorci periferne krvi prikupljeni su za vrijeme pri-
marne infekcije i rekonvalescencije u inficirane dojen~adi (n=12) i od kontrolne
skupine zdrave djece koja su odgovarala po dobi i spolu. Analiza prikupljenih
podataka pokazala je pribli`no jednak postotak citotoksi~kih T-limfocita koji
izra`avaju perforin u sve tri skupine ispitanika. Me|utim, prona|ene su razlike
u razini izra`aja perforina po pojedinom limfocitu izme|u rekonvalescentne
djece i zdravih kontrola, {to upu}uje na trajniji poreme}aj stani~ne imunosti
nakon prestanka infekcije RSV-om.

Perforin expression in cytotoxic T cells of infants with respiratory syncytial

virus bronchiolitis  
Scientific paper

Perforin is a protein located in secretory granules of cytotoxic T cells. Together
with other granules' proteins perforin is necessary for lysis of host's cells infect-
ed with  intracellular pathogens. We investigated peforin expression in cytotox-
ic T cells of infants with bronchiolitis caused by respiratory syncytial virus
(RSV). The peripheral blood samples were obtained from hospitalized infants
during primary infection and after the resolution of the disease (n=12), and from
the control group of age- and gender-matched healthy children. Analysis of the
data revealed that the percentage of perforin-expressing cytotoxic T cells was
similar in all three groups of tested subjects. However, there were differences in
perforin expression levels in cytotoxic T cells between once-infected infants
and their healthy controls. This indicates an ongoing disturbed cellular immune
response even after the resolution of RSV infection.
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su mogu}e u kratkom roku nakon primarne zaraze, iako u
bla`em obliku [10]. Tako|er, ~ini se da djeca koja su pre-
boljela RSV-bronhiolitis imaju znatno pove}an rizik za
razvoj kroni~nog piskanja kasnije u djetinjstvu u uspored-
bi s ostalom djecom [11]. Sve to upu}uje na poreme}aj
normalne imunolo{ke reakcije tijekom RSV-infekcije ko-
ja nije jo{ u potpunosti definirana. Kako do sada jo{ nije
bila utvr|ivana razina perforina u RSV-om inficirane
djece, smatrali smo da bi na{e istra`ivanje moglo pru`iti
dodatan uvid u imunopatogenezu RSV-infekcije.

Materijal i metode

Bolesnici i kontrole

Uzorci heparinizirane periferne krvi dobiveni su iz no-
voro|en~adi i dojen~adi (n = 12; 6 djevoj~ica i 6 dje~aka
medijan dobi 4,7 mjeseci) hospitalizirane zbog RSV-om
uzrokovanog bronhiolitisa u akutnoj fazi bolesti i rekon-
valescenciji tijekom zimske epidemije 2003./04., te nji-
hovih zdravih kontrola (n =15; 7 djevoj~ica i 8 dje~aka
medijan dobi 5,5 mjeseci). Prije potvrde RSV-a kao uz-
ro~nika infekcije i va|enja krvi za imunolo{ke testove,
djeca su bila samo na simptomatskoj terapiji. Dijagnoza
bronhiolitisa bila je definirana kao piskanje, O2 saturacija
u perifernoj krvi < 95 %, te hiperinflacija plu}a bez infil-
trata na roentgenogramu plu}a. Djeca u kontrolnoj skupi-
ni bila su klini~ki zdrava u vrijeme uzimanja uzorka i ni
pod kakvom terapijom. Cjelokupno istra`ivanje je bilo odo-
breno od strane Eti~kih povjerenstava svih ustanova koje
su sudjelovale u studiji. Roditelji su bili informirani o istra-
`ivanju i dali pismeni pristanak za va|enje uzoraka krvi.

Potvrda RSV-infekcije

Virus je potvr|en u nazofaringealnom sekretu unutar
prvih 7 dana od po~etka simptoma putem brze detekcije
antitijelima (DFA; od engl. direct fluorescent antibody,
Institute Virion Ltd, Switzerland) i/ili izolacijom virusa na
stani~nim kulturama (HeLa, GMK ili Hep-2 stani~ne lini-
je).

Klini~ki simptomi i laboratorijski parametri

Odre|ivanje kompletne krvne slike, brzine sedi-
mentacije eritrocita, C-reaktivnog proteina i bakterio-
lo{ke analize izvr{ene su za vrijeme rutinske obrade ti-
jekom hospitalizacije. Na taj na~in su isklju~eni bolesnici
s eventualnom prate}om ili superponiranom infekcijom.
Simptomi (piskanje, minimalna O2 saturacija, maksimal-
na respiratorna frekvencija i vru}ica) su odre|eni prema
standardima za te parametre.

Monoklonska antitijela

Populaciju citotoksi~kih T-limfocita odredili smo po-
mo}u slijede}ih mi{jih antitijela na humane povr{inske
biljege: anti-CD3 konjugiran s alofikocijaninom (APC-

Uvod

Citotoksi~ki T-limfociti su podskupina limfocita koja
ima va`nu ulogu u obrani od unutarstani~nih patogena –
virusa, unutarstani~nih bakterija i nekih parazita. U tim in-
fekcijama po`eljno je da se zara`ena stanica uni{ti bez
razaranja njene membrane i posljedi~nog ispu{tanja pato-
gena u izvanstani~ni prostor. To se mo`e posti}i potica-
njem programirane stani~ne smrti ili apoptoze zara`enih
stanica. Glavni mehanizam kojim citotoksi~ki T-limfociti
poti~u apoptozu u ciljnim stanicama je perforinom posre-
dovana stani~na liza. Perforin je protein smje{ten u unu-
tarstani~nim granulama citotoksi~kih T-limfocita, koje se
lu~e nakon kontakta T-limfocita s antigenom za koji nosi
specifi~an receptor. Perforin se ume}e u lipidni dvosloj i
polimerizira u membrani ciljne stanice, stvaraju}i pore u
membrani. Kroz te pore ulaze ostali citotoksi~ki proteini
iz granula: granzimi (serinske proteaze iz iste porodice
kao i tripsin) i granulizin, koji uni{tavaju unutarnji in-
tegritet stanice, zapo~inju fragmentaciju DNA, i inducira-
ju apoptotski proces [1].

Sposobnost lize ciljnih stanica, ili citotoksi~nost, mjer-
ljiva je u in vitro uvjetima detekcijom otpu{tanja  odre-
|enog radioaktivnog izotopa, naj~e{}e kroma (51Cr), iz
prethodno obilje`enih stanica nakon dodavanja citotok-
si~kih limfocita. No, kako je nedavno pokazano da razina
perforina u stanici korelira s njenom citotoksi~no{}u [2],
indirektan uvid u efektorsku funkciju citotoksi~kih T-lim-
focita bez kori{tenja radioaktivnih metoda mo`e se dobiti
i mjerenjem razine unutarstani~nog perforina proto~nom
citometrijom. 

Cilj na{eg istra`ivanja bio je izmjeriti razinu perforina
u citotoksi~kim T-limfocitima za vrijeme i nakon infekci-
je organizma odre|enim unutarstani~nim patogenom.
Kao primjer smo odabrali infekciju respiracijskim sinci-
cijskim virusom (RSV-om). RSV je paramiksovirus koji
primarno inficira epitelne stanice di{nih puteva, koje i
uni{tava tijekom propagacije uz otpu{tanje proupalnih
medijatora, pove}ano lu~enje sekreta, i edem intersticija
[3, 4]. U ljudi se smatra ubikvitarnim patogenom jer ve-
}ina djece preboli infekciju RSV-om barem jednom do
svoje druge godine ̀ ivota [5]. Bolest uglavnom ima oblik
infekcije gornjih di{nih puteva, a ako se virus i pro{iri u
donje di{ne puteve simptomi su ve}inom blagi [6]. No,
kod novoro|en~adi i dojen~adi koja su po prvi puta infici-
rane RSV-om, zbog nezrelosti plu}a infekcija se mo`e
manifestirati kao bronhiolitis ili bronhopneumonija.
Simptomi traju tjedan do 10 dana, kada se povla~e s razvo-
jem specifi~ne imunolo{ke reakcije na RSV. Stanice
imunolo{kog sustava koje se smatraju najva`nijim za
odstranjivanje virusa  su upravo citotoksi~ki T-limfociti
[7, 8, 9]. No usprkos nao~igled uspje{noj obrani organiz-
ma (smrtni slu~ajevi su izuzetno rijetki, i onda kod od
ranije imunolo{ki kompromitirane djece), RSV infekcija
ne poti~e nastajanje trajne imunosti na virus i reinfekcije
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-om), i anti-CD8 konjugiran s fikoeritrin-Cy5 (PE-Cy5).
Intracelularno smje{ten perforin obilje`avao se antiti-
jelom konjugiranim s fluorescein izotiocijanatom (FITC).
U svakom pokusu su upotrebljavane izotipske kontrole za
odre|ivanje nespecifi~nog vezanja. Sva antitijela su
proizvedena u BD Biosciences, Heidelberg, Njema~ka.

Obilje`avanje heparinizirane krvi monoklonskim 

antitijelima

Obilje`avanje je vr{eno unutar nekoliko sati od prisp-
je}a uzorka. Iz Vacutainer® epruveta (BD Diagnostics,
Heidelberg, Njema~ka) uzeto je 50 µL krvi i premje{teno
u plasti~ne Falcon-epruvete (BD Bioscences). Krv je
inkubirana s 5 µL anti-CD3 i anti-CD8 monoklonskih an-
titijela 15 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Eritro-
citi su zatim lizirani dodatkom FACS Lysing-otopine (BD
Biosciences) u kojoj je krv stajala 10 minuta u mraku na
sobnoj temperaturi. Nakon toga su epruvete isprane sa
»Staining«-puferom (1 %-tni FCS i 0,1 %-tni NaN3 u
Dulbeccovoj pro~i{}enoj fiziolo{koj otopini), te stanice
fiksirane 4 %-tnim formaldehidom na 4 °C 20 minuta.
Potom je stani~na membrana permeabilizirana puferom s
0,1 % saponina, te su stanice inkubirane s 10 µL anti-per-
forin monoklonskog antitijela 20 minuta na 4 °C. Stanice
su na kraju jo{ jednom isprane s permeabilizacijskim
puferom da se odstrani nevezano antitijelo, resuspendi-
rane u »Staining«-puferu i analizirane na FACSCalibur
proto~nom citometru sa CellQuest programom (BD
Biosciences, Mountain View, SAD). 

Statisti~ka obrada podataka

Rezultati analize podataka dobivenih propu{tanjem
stanica kroz proto~ni citometar bili su izra`eni kao posto-
tak (%) stanica u ogradi i njihov srednji intenzitet fluores-
cencije (MFI; od engl. mean fluorescence intensity).
Usporedba izme|u rezultata iz akutne faze i rekonvale-
scencije vr{ena je neparametarskim Wilcoxonovim
testom, a izme|u RSV-om inficirane djece i zdravih kon-
trola neparametarskim Mann-Whitney U-testom. P-vri-
jednost manja od 0,05 se smatrala statisti~ki zna~ajnom. 

Rezultati

Izra`aj perforina u citotoksi~kim T-limfocitima

mjeren proto~nom citometrijom

Propu{tanjem suspenzije stanica kroz proto~ni cito-
metar prikupljeno je najmanje  5000 stanica u limfocitnoj
ogradi postavljenoj na osnovu veli~ine (FSC, od engl. for-

ward scatter) i zrnatosti (SSC, od engl. side scatter) stani-
ca. Da bi se izdvojili T-limfociti od ostalih stanica krvi
postavljena je druga ograda na CD3+ stani~noj populaciji,
kroz koju se zatim analizirao udio efektorskih citotok-
si~kih T-limfocita (tj. CD8+perforin+ dvostruko pozitivnih
stanica) i srednji intenzitet fluorescencije perforina na tim
stanicama (Slika 1). Statisti~ka analiza tako dobivenih po-

dataka pokazala je da nema zna~ajne razlike u postotku
perforin+ citotoksi~kih T-limfocita izme|u uzoraka skup-
ljenih u akutnoj fazi bolesti i u rekonvalescenciji, niti u us-
poredbi sa zdravim kontrolama. Iako nije bilo zna~ajne
statisti~ke razlike u srednjem intenzitetu fluorescencije
(MFI) perforina u RSV-om zara`ene djece u akutnoj fazi
infekcije i rekonvalescenciji, MFI perforina u rekonvales-
centnoj fazi RSV-infekcije bio je zna~ajno ni`i u uporedbi
s onim u zdravih kontrola. Postotak citotoksi~kih T-lim-
focita u perifernoj krvi niti u jednoj fazi infekcije nije se
razlikovao od postotka tih stanica u zdravih kontrola
(Tablica 1).

Rasprava

Jedno od ranijih obja{njenja uzroka te{ke klini~ke
slike primarne RSV-infekcije kod novoro|en~adi i do-
jen~adi bila je nezrelost imunolo{kog sustava u toj dobi.
To je i djelomi~no potvr|eno u nekim istra`ivanjima, npr.
Berthoua i sur. [12], koja su pokazala da je udio perfo-
rin+CD8+ T-limfocita iz pupkovine manji nego u odraslih,
sa slabijom citotoksi~kom aktivno{}u. No, podaci do-
biveni u na{em istra`ivanju ukazuju da ~ak i mala djeca
zara`ena RSV-om imaju sli~an udio citotoksi~kih T-lim-
focita u akutnoj fazi bolesti kao i zdrave kontrole, te ured-
nu citotoksi~ku aktivnost mjerenu razinom unutarsta-
ni~nog perforina. Ti rezultati su u skladu s prija{njim
studijama. Mbawuike i sur. [13] pokazali su da je citotok-
si~nost CD8+ T-limfocita kod RSV-om inficirane novoro-
|en~adi i djece prisutna, i primarno ovisi o samoj infekci-
ji, a ne o dobi djeteta. Na modelu kongenitalne infekcije
humanim citomegalovirusom (HCMV) pokazano je da
zara`ena novoro|en~ad imaju visoku razinu perforina u
HCMV-specifi~nim CD8+ T-limfocitima i citotoksi~kim
T-limfocitima op}enito, sa znatnom sposobnosti citolize
ciljnih stanica [14]. Iz toga bi se moglo zaklju~iti da, iako
citotoksi~ki T-limfociti novoro|en~adi mo`da nemaju
bazalnu ekspresiju perforina u istoj mjeri kao i odrasli, i da-
lje mogu uspje{no reagirati u obrani od virusne infekcije.

Odre|ivanje postotka stanica koje sadr`e perforin nije
vrlo specifi~an na~in mjerenja efektorskih funkcija CD8+

T-limfocita. Naime, povr{inski biljezi T-limfocita koje
smo mi koristili ne pru`aju informaciju da li je doti~ni lim-
focit i specifi~an za antigene RSV-a. Mogu}e je da aktivi-
rani antigen-specifi~ni T-limfociti imaju visoku razinu
perforina po stanici  – dakle izra`enu efektorsku sposob-
nost – ali se ne razlu~uju od ostalih stanica koje jesu do-
du{e perforin+, ali s malom razinom unutarstani~nog pro-
teina. Stoga smo pri analizi na{ih rezultata mjerili i srednji
intenzitet fluorescencije (MFI), koji odgovara broju vez-
nih mjesta po stanici za odgovaraju}i antigen (u ovom
slu~aju perforin) i ne ovisi o broju stanica pozitivnih za taj
antigen [15]. Analiza je pokazala da je tako izra`ena razi-
na perforina u citotoksi~nim T-limfocitima zna~ajno ma-
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nja u rekonvalescentoj fazi RSV-infekcije u usporedbi sa
zdravim kontrolama. Kako smo mi izvodili na{e istra`i-
vanje na stanicama periferne krvi, prvo obja{njenje koje
se name}e jest da su T-limfociti s visokom razinom perfo-
rina migrirali u donje di{ne puteve, dakle na mjesto infek-
cije, te da nam stoga nisu bili dostupni. No, za to bi bio
potreban odre|en stimulus na periferiji u obliku upalnih
medijatora ili samog virusa, a poznato je da se kod djece
koja nisu imunolo{ki kompromitirana RSV mo`e detekti-
rati do najvi{e 3 tjedna od po~etka bolesti [16], {to ~ini na{
rezultat neo~ekivanim. Prija{nja mjerenja razine CD25,
aktivacijskog biljega T-limfocita, pokazala su pove}ani
udio CD25+ limfocita u rekonvalescenciji [17] i pove}anu
razinu solubilnog CD25 u akutnom i rekonvalescentom
stadiju [18] RSV-infekcije kod djece. Ti rezultati zajedno
s na{ima ukazuju na kontinuitet imunolo{ke reakcije
nakon infekcije RSV-om kod ina~e klini~ki posve zdrave
djece, ~iji uzrok je za sada nepoznat.  

Jedno obja{njenje je da RSV perzistira u plu}ima na-
kon akutne faze bolesti, {to je do sada pokazano samo na

animalnim modelima [19, 20, 21] i stani~nim linijama
[22]. Za drugi je virus iz iste porodice Paramyxoviridae,
virus ospica, poznato da mo`e nakon primarne infekcije u
dje~joj dobi perzistirati u latentnom obliku da bi se nakon
7 do 10 godina bolest reaktivirala kao subakutni sklerozi-
raju}i panencefalitis (SSPE) [23]. Perzistiraju}a infekcija
RSV-om nije jo{ dokazana u ljudi, ponajvi{e zbog toga {to
je bioptat plu}nog tkiva ili bronhoalveolarni ispirak
rekonvalescentnog, ali klini~ki zdravog djeteta nedostu-
pan. Me|utim, ako je perzistiraju}a RSV-infekcija mogu-
}a, mogla bi poslu`iti kao okida~ za nastanak astme kasni-
je u djetinjstvu u odre|enog broja djece koja su prebolila
RSV-bronhiolitis. Astma je ina~e bolest koja se povezuje s
prevalencijom Th2-tipa stani~ne imunolo{ke reakcije nad
Th1-reakcijom [24]. Sli~no stanje se nalazi i kod akutnog
stadija RSV-infekcije [25, 26], iako je Th1-tip T-limfo-
citne reakcije optimalan za odstranjivanje virusa iz orga-
nizma [27]. Drugo obja{njenje niske razine perforina u
citotoksi~nim T-limfocitima se mo`e na}i u mogu}oj kon-
tinuiranoj, ali neprimjerenoj upalnoj reakciji Th2-tipa ko-

Slika 1. Reprezentativne slike dobivene analizom na proto~nom citometru: (A) veli~ine (FSC) i zrnatosti (SSC) stanica periferne krvi
na kojima je postavljena limfocitna ograda, (B) izdvajanja T-limfocita na temelju izra`aja CD3 biljega iz ukupne limfocitne
populacije, i (C) CD8/perforin dvostruko pozitivnih stanica u zajedni~koj limfocitnoj i CD3 ogradi

Figure 1. Representative dot-plots of flow cytometric analyses of : (A) size (forward-scatter – FSC) and granularity (side-scatter – SSC)
of peripheral blood cells, within lymphocyte gate, (B) T cell isolation from total lymphocytes based on CD3 antigen expres-
sion, and (C) CD8/perforin double-positive cells in both lymphocyte and CD3 gate

Tablica 1. Deskriptivna statistika mjerenih parametara. Statisti~ki zna~ajna razlika dobivena je usporedbom srednjeg intenziteta fluore-
scencije perforina (MFI) na citotoksi~kim T-limfocitima djece u rekonvalescentnom stadiju nakon infekcije respiracijskim
sincicijskim virusom s perforinom u zdravih kontrola neparametarskim Mann-Whitney U-testom pri p-vrijednosti < 0,05
(ozna~eno zvjezdicom). MFI = mean fluorescence intensity (srednji intenzitet fluorescencije); CTL = citotoksi~ki T-limfociti

Table 1. Descriptive statistics of measured parameters. Comparison of perforin mean fluorescence intensity (MFI) between cytotoxic
T cells (CTLs) of convalescent infants after respiratory syncytial virus infection and their healthy controls by non-parametric
Mann-Whitney U-test yielded statistical significance. P-value < 0.05 was considered significant (marked with asterix) 

Akutna faza Rekonvalescencija Zdrave kontrole
medijan raspon medijan raspon medijan raspon

min. maks. min. maks. min. maks.

% perforin+ CTL-a 1,4 0,03 9,6 1,8 0,8 10,4 3,1 1,1 5,6
perforin MFI 19,8 5,2 57,4 11,7* 7,2 18,8 20,5* 10,7 56,3

% CTL-a u T-limfocitima 17,2 10,9 27,2 18,2 12,3 28,5 17,2 10,3 21,7
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ja je prisutna i nakon {to RSV-a vi{e nema u organizmu,
koja privla~i ve}inu efektorskih T-limfocita s visokom
razinom perforina u plu}a ~ine}i ih nedostupnima detekci-
ji. Kako su istra`ivanja ekspresije perforina u zdrave djece
oskudna [28, 29], a na{e je jedino koje se bavi ekspresijom
perforina za vrijeme RSV-infekcije, za razja{njavanje
gore navedenih teorija i na{ih rezultata }e svakako biti
potrebna daljnja istra`ivanja.
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