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ULOGA STANICNE CITOTOKSICNOSTI
POSREDOVANE PERFORINOM U PSORIJAZI

THE ROLE OF PERFORIN MEDIATED CELL CYTOTOXICITY IN PSORIASIS

MARIJA KASTELAN, LARISA PRPIC MASSARI, SANDRA PETERNEL*

Deskriptori: Psorijaza — imunologija, patologija; Citotoksi¢ni t-limfociti — imunologija, metabolizam; Prirodeno ubilacke
stanice — imunologija, metabolizam; Perforin — imunologija; Citotoksi¢ni proteini koji stvaraju pore — imu-
nologija; Keratinociti — patologija; Apoptoza; Imunoloska citotoksi¢nost

Sazetak. Psorijaza je kroni¢no-recidivirajué¢a upalna bolest koze obiljezena poremecajem diferencijacije i proliferacije
keratinocita te upalnim infiltratom, mahom T-limfocita u dermisu i epidermisu. Dosadasnje spoznaje upucuju da je psorija-
za genski poremecaj proliferacije keratinocita posredovan T-limfocitima koji nastaje zbog poremecene aktivacije ¢imbe-
nika stecene, ali i prirodene imunosti. Glavne populacije izvr$nih stanica u psorijaticnom imunosnom odgovoru su poma-
gacki CD4+ i citotoksi¢ni CD8+ T-limfociti. Obje vrste izvr$nih T-limfocita djeluju na ciljne stanice, bilo putem lucenja
citotoksina (perforina i granzima) ili pak putem molekula vezanih na membranu citotoksi¢nih stanica poput liganda za
molekulu Fas (FasL). Za sada, uloga mehanizama stani¢ne citotoksi¢nosti u patogenezi psorijaze, napose onih posredova-
nih perforinom, jo$ nije dovoljno istrazena. Perforin je citoliticki protein pohranjen u citoplazmatskim granulama cito-
toksi¢nih T-limfocita i prirodeno ubilackih stanica s osnovnom ulogom stvaranja perforinskih pora ¢ime se otvara prolaz za
ulaz granzima i drugih proapoptotskih molekula u ciljnu stanicu i izaziva njezina smrt apoptozom. Povecana ekspresija
molekula perforina utvrdena je u oboljelih od nekih autoimunosnih bolesti kao $to su multipla skleroza, autoimunosni ti-
reoiditis te reumatoidni artritis. Novija istrazivanja govore u prilog ukljucenosti ovih mehanizama i u imunopatogenezu
psorijaze. Nakupljanje perforin-pozitivnih (P+) stanica u psorijati¢cnom epidermisu tik do apoptotski promijenjenih kerati-
nocita upucuje da upravo T-limfociti oslobadanjem citolitickih molekula unistavaju psorijati¢ne keratinocite. S druge stra-
ne, apoptotski keratinociti mogli bi aktivirati regenerativni program cijeljenja uzrokujuéi hiperplaziju keratinocita, $to je
ujedno i glavno obiljezje psorijaze. Napredak u poznavanju izvr$nog dijela stani¢ne citotoksi¢nosti u psorijaticnom plaku
mozda ¢e u buduénosti omoguciti da se odabirno zaustave odredeni citoliticki mehanizmi i molekule ¢ime se uspostavlja
potpuno nov i specifi¢niji pristup u lijecenju psorijaze.

Descriptors: Psoriasis — immunology, pathology; t-lymphocytes, cytotoxic — immunology, metabolism; Killer cells, natu-
ral — immunology, metabolism; Perforin — immunology; Pore forming cytotoxic proteins — immunology;
Keratinocytes — pathology; Apoptosis; Cytotoxicity, immunologic

Summary. Psoriasis is a common chronic inflammatory skin disease characterized by hyperproliferation and incomplete
differentiation of epidermal keratinocytes as well as by inflammatory infiltrate of T-lymphocytes in dermis and epidermis.
Psoriasis is nowadays also recognized as a T cell mediated disease resulting from aberrant activation of both innate and
adaptive immunity. The main effector cells in mediating psoriatic phenotype are helper CD4+ T cells and cytotoxic CD8+
T cells. Both, CD4+ and CD8+ T cells, mediate apoptosis via the release of cell granules, perforin and granzymes or by
binding of ligands to their death receptors on target cells. The role of cell cytotoxicity mechanisms, particularly those medi-
ated by perforin, in psoriasis is as yet unclear. Perforin is a pore forming molecule, located within the cytoplasm of cyto-
toxic T cells and natural killer cells, which enables entry of granzymes and other apoptotic molecules into the target cell in
order to mediate programmed cell death. The importance of perforin-mediated cytotoxicity has been demonstrated in seve-
ral autoimmune diseases and in some inflammatory skin diseases. Recent studies claimed its role in the immunopathogen-
esis of psoriasis as well. Accumulation of perforin-positive cells in psoriatic epidermis close to damaged keratinocytes
suggests that T lymphocytes induce damage to keratinocytes by releasing cytolytic molecules. On the other hand, apop-
totic keratinocytes might trigger an injury response program causing regenerative hyperplasia of epidermal keratinocytes,
a hallmark of psoriasis. Progress in understanding of effector part of cell cytotoxicity in psoriatic plaque might in future
enable more specific treatment of psoriatic patients by blocking selectively each of proposed cytolytic mechanisms and
molecules as potential new therapeutic targets.
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Psorijaza je kroni¢no-recidiviraju¢a upalna bolest koze

klini¢ki obiljezena pojavom upalnih, oStro ograni¢enih ploca
razlicite veli¢ine, prekrivenih srebrno-bijelim ljuskama. Hi-
stoloski je oznacena poremecajem diferencijacije i prolife-
racije keratinocita, nakupljanjem neutrofila u epidermisu te
upalnim promjenama na krvnim zilama.! Imunologki, rije¢
je o upalnom infiltratu, mahom T-limfocita, i to pomagackih
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CD4+ T-limfocita u dermisu, a citotoksi¢nih CD8+ T-sta-
nica u epidermisu. Dosadasnje spoznaje upucuju da je pso-
rijaza genski poremecaj proliferacije keratinocita posredo-
van T-limfocitima koji nastaje zbog poremecene aktivacije
¢imbenika stecene, ali i prirodene imunosti.>* Naime, u na-
stanak psorijaticnog zarista ukljuceni su proupalni CD4+
T-limfociti koji luce interferon y (Thl-stanice) ili pak inter-
leukin 17 (Thl7-stanice) te citotoksi¢ni CD8+ T-limfociti
(CTL) koji takoder luce citokine tipa 1 (Tcl-stanice).>> Ak-
tivnu ulogu u razvoju psorijaze imaju i keratinociti predoca-
vanjem bakterijskih ili virusnih antigena, kao i autoantigena
podrijetla iz keratina. Nadalje, lucenjem citokina interleu-
kina 6 (IL-6) i IL-8 keratinociti potic¢u aktivaciju i kemo-
taksiju T-limfocita te ujedno pojacavaju izrazavanje pojedi-
nih adhezijskih molekula vaznih za usmjeravanje T-limfoci-
taukozu.’ Stoga sredi$nju ulogu u zapoc¢injanju i odrzavanju
psorijati¢nih lezija ima interakcija T-limfocita i keratinocita
posredovana citokinima. Naime, u psorijaticnom epider-
misu T-limfociti uzrokuju kroni¢nu hiperplaziju keratinoci-
ta na dva nacina, lu¢enjem proupalnih citokina te probojem
bazalne membrane i kidanjem keratinocitnih sveza ¢ime po-
ticu regenerativni program cijeljenja epidermisa, $to takoder
u konac¢nici uzrokuje hiperproliferaciju keratinocita, temelj-
no obiljezje psorijati¢ne lezije.b

Nova istrazivanja upuéuju i na vaznu ulogu prirodeno ubi-
lackih stanica (NK, od engl. natural killer cells) i NK-T (od
engl. natural killer-like T cells) stanica, glavnih nositelja pri-
rodene imunosti.>” Osim T-limfocita, vaznu ulogu u razvoju
psorijaticnog procesa imaju dendriti¢ne stanice (DC, od
engl. dendritic cells), napose proupalne CD11+ DC koje po-
ti¢u proliferaciju autoreaktivnih T-limfocita i lu¢enje Thl-
-citokina, interferona y i IL-2.% Dakle, sastavnice urodenog
imuniteta, poput NK, NK-T i dendriti¢nih stanica, kao 1 ste-
¢enog imuniteta, poput T-limfocita, podjednako pridonose
imunosnom odgovoru u psorijatiénim koznim promjenama.

Glavne populacije izvr$nih stanica u psorijaticnom imu-
nosnom odgovoru pomagacki su CD4+ (Th1) i citotoksi¢ni
CD8+ (Tcl) limfociti. Aktivirani Thl-limfociti prelaze iz
cirkulacije u kozu i nakupljaju se u dermisu, dok Tcl veéi-
nom infiltriraju epidermis.>* Obje vrste izvr$nih T-limfocita
djeluju na ciljne stanice, bilo luenjem citotoksina (perfo-
rina i granzima) ili pak putem molekula vezanih na mem-
branu citotoksi¢nih stanica poput liganda za molekulu Fas
(FasL).*'® Medutim, za sada uloga mehanizama stani¢ne
citotoksi¢nosti, napose onih posredovanih perforinom, u pa-
togenezi psorijaze jo$ nije dovoljno istrazena.

Poznato je da je stani¢na citotoksi¢nost neizostavni dio
obrane od virusnog i unutarstani¢noga bakterijskog napada,
antitumorskog odgovora, odbacivanja transplantata, a broj-
na istrazivanja upucuju i na vaznu ulogu stani¢ne citotok-
si¢nosti u pojedinim autoimunosnim bolestima.''"'* Najsvje-
7iji nalazi upucuju na postojanje dvaju putova s brzim cito-
litickim ucinkom, a posredovani su perforinom odnosno
sustavom Fas ligand-Fas-molekulama.!*

FasL ili CD95L je membranski protein izrazen na limfo-
citima T i NK-stanicama te stanicama trofoblasta testisa i
oka. Receptor za FasL je membranski protein Fas (poznat i
kao APO-1 ili CD95) koji je konstitutivno izraZzen na vecini
tjelesnih stanica. Vezanje FasL-a za Fas ili unakrsno vezanje
Fasa s agonistiénim protutijelima potice apoptozu stanica
koje nose Fas.!®

Perforin (od engl. pore forming protein), poznat i kao ci-
tolizin, citoplazmatski je granularni citoliticki protein po-
hranjen u citoplazmatskim granulama CTL-a i NK-stanica.
Sposoban je utisnuti se u bioloske membrane i umjetne li-
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pidne dvosloje te se zato svrstava u porodicu proteina koji
stvaraju pore.!® U nestimuliranim limfocitima periferne krvi
perforin je konstitutivno nazoan u NK-stanicama i yd
TCR+ T-limfocitima. Perforin je nazoc€an i u subpopulaciji
CDB8+ T-limfocita, koji su istodobno i CD11b+, a moze se
inducirati i u CD11b-subpopulaciji.'>!® Manje je nazo¢an u
CD4+ stanicama, ali se postotak perforin-pozitivnih CD4+
stanica moze povecati u brojnim fizioloskim i patoloskim
stanjima. CD8+ CTL i NK-stanice uglavnom rabe oba cito-
liticka puta, perforin/granzim i Fas/FasL-put, dok CD4+
T-limfociti posreduju citolizu ve¢inom putem Fas/FasL-me-
hanizma."”

Mehanizam citolize posredovane perforinom

Perforinski mehanizam citolize zapocinje dodirom te pre-
poznavanjem ubilacke i ciljne stanice. To se zbiva vezanjem
TCR/CD3-kompleksa i koreceptora na ubilackoj stanici s
antigenima HLA, koji predocavaju peptid i koreceptorima
na ciljnoj stanici.'® Tako nastaje aktivacijski signal, koji do-
vodi do utoka iona kalcija (Ca2+) u CTL i NK-stanice te
preorijentacije njihova sekretornog aparata prema membra-
ni ciljne stanice. Zatim slijedi egzocitoza granula bogatih
perforinom, granzimima i drugim serinskim esterazama, u
zonu dodira s ciljnom stanicom.'® Nakon oslobadanja iz
granula i u nazo¢nosti iona kalcija, perforinski se monome-
ri vezu na fosforilkolinske nastavke na membrani ciljne sta-
nice te zatim polimeriziraju ¢ine¢i cilindriéne kanale gra-
dene od lipofilne vanjske i hidrofilne unutarnje povrsine."
Oko 20 udruZenih monomera stvara tubularnu strukturu,
unutra$njeg promjera od 5 do 20 nm, koja je izravno utisnu-
ta u lipidni dvosloj. Perforinski kanali sluze kao visoko-
vodljivi, neselektivni ionski kanali, kroz koje voda i mo-
lekule niske molekularne mase mogu slobodno uéi u ciljnu
stanicu.??! Na taj na¢in nastaje poremecaj koloidno-osmot-
skog gradijenta i smrt stanice nekrozom. Dakle, perforin
moze sam izazvati smrt ciljne stanice. Medutim, postoji
opce misljenje da je osnovna uloga perforinskih pora stvori-
ti prolaz granzimima i drugim apoptotskim molekulama u
ciljnu stanicu.'82022

Mehanizmi putem kojih granzimi izazivaju DNA-frag-
mentaciju i apoptozu nisu dovoljno poznati. Smatra se da
nakon ulaska u ciljnu stanicu, granzimi poti¢u apoptozu po-
sredno u citoplazmi, aktivirajuéi citoplazmatske proteaze,
kao §to su kaspaza 3, 7, 8 1 10 ili izravno u jezgri cijepajuéi
neki jo§ nedovoljno istrazeni supstrat smrti.'820-22

Uloga citolize posredovane perforinom
u psorijazi

Uloga mehanizama stani¢ne citotoksi¢nosti posredova-
nih perforinom dokazana je u odbacivanju stranog tkiva, au-
toimunosti, kontroli tumorskog rasta i kontroli virusnih in-
fekcija te infekcija intracelularnim patogenima. Povecana
ekspresija molekule perforina utvrdena je u limfocitima pe-
riferne krvi oboljelih od nekih autoimunosnih bolesti kao
$to su multipla skleroza, autoimunosni tireoiditis te reuma-
toidni artritis.'>'">*3 Novija istrazivanja govore u prilog uk-
ljucenosti ovih mehanizama i u imunopatogenezu psorija-
ze.**?" Danas se sa sigurno$¢u zna da CTL rabe najmanje
dva puta za uniStavanje ciljnih stanica: egzocitozu granula
posredovanu perforinom i granzimima te Fas/FasL-put.
Iako su ispitivanja na miSevima dokazala da misji CD8+
T-limfociti mahom rabe citotoksi¢ni put posredovan perfori-
nom, a mi§ji CD4+ T-limfociti ve¢inom Fas/FasL-put, istra-
zivanja mehanizama stani¢ne citotoksi¢nosti u ljudi poka-
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zuju da je egzocitoza granula glavni put citotoksi¢nosti i
CD4+ i CD8+ T-limfocita.?® Takoder je dokazano da je i u
pojedinim upalnim koznim bolestima citotoksi¢nost T-lim-
focita usmjerena protiv keratinocita posredovana upravo
perforinskim mehanizmom.*

Rezultati naSih ranijih istrazivanja upuéuju na porast
ukupnog broja perforin+ (P+) stanica medu limfocitima
periferne krvi u stadiju egzacerbacije psorijaze u usporedbi
s remisijom, $to upucuje na postepeni pad broja tih cito-
toksi¢nih stanica usporedno s evolucijom bolesti.?*** Taj se
porast osobito odnosi na CD3+P+ stanice, odnosno rijec¢ je
mahom o povecanoj nazo¢nosti CD8+P+ subpopulacije sta-
nica. CD8+P+ stanice su populacija CD8+ T-limfocita s
citotoksi¢nim potencijalom sposobne da perforinskim pu-
tem brzo uniste ciljnu stanicu koja nosi HLA-molekulu raz-
reda I i odgovarajuci antigen. Budu¢i da je psorijaza bolest
povezana napose s genima HLA-razreda I, poput HLA-
-Cw*0602, CD8+P+ stanice mogle bi sudjelovati u smanji-
vanju upalnog procesa prepoznavanjem psorijati¢nih epito-
pa vezanih za HLA-molekulu razreda 1.24303!

Udio CD8+ T-limfocita medu perforin+ limfocitima peri-
ferne krvi najvedi je u stadiju egzacerbacije bolesti, dok se u
remisiji 1 u zdravih osoba progresivno smanjuje. Stoga se
¢ini da citotoksi¢nost posredovana perforinom ima vaznu
ulogu tijekom pogorsanja klinicke slike bolesti.?3*

Yawalkar i suradnici uo€ili su pojacano izrazavanje per-
forina i granzima B u psorijati¢nom Zzari§tu u odnosu na ne-
promijenjenu kozu psorijati¢ara te kozu zdravih osoba.?*3*
Ti proteini ve¢inom su nazo¢ni u CD4+ i CD8+ stanicama,
dok imunoreaktivnost za CD56+ stanice nije nadena. His-
toloski, perforin je veéinom bio nazocan u citoplazmi stani-
ca smjeStenih u dermisu te na epidermodermalnoj granici.
Iako je epidermis psorijati¢nih koznih Zarista visoko infiltri-
ran CD8+ stanicama, Yawalkar i suradnici gotovo da i nisu
nasli perforin-pozitivne stanice u epidermisu psorijati¢nih
zari$ta.>>** Pozitivno obojene stanice ve¢inom su nadene na
mjestu jake spongioze i ¢esto u uskoj vezi s keratinocitima,
od kojih su neki pokazivali znakove stani¢nog ostecenja.

U svojim smo radovima uocili povec¢anu nazo¢nost P+
stanica u epidermisu psorijaticnih Zari$ta, $to upucuje na
znacajno nakupljanje tih stanica u epidermalnom sloju pso-
rijatiéne lezije.”*° Naime, P+ stanice ve¢inom su nadene
suprabazalno tik do apoptotski promijenjenih keratinocita,
Sto upucuje da upravo T-limfociti oslobadanjem citolitickih
molekula unistavaju psorijaticne keratinocite. Cini se da
takvi apoptotski keratinociti aktiviraju regenerativni pro-
gram cijeljenja ¢ime uzrokuju hiperplaziju keratinocita, $to
je ujedno i glavno obiljezje psorijaze.’® Austin i suradnici
upozorili su na pojacano izrazavanje jednoga drugog cito-
litickog proteina u epidermalnim CD8+ T-stanicama pso-
rijati¢nih lezija, i to TIA-1 (od engl. T-cell-restricted intra-
cellular antigen) molekule.** Stoga su zakljudili da su upra-
vo CD8+ T-limfociti klju¢ne stanice koje posreduju razvoj
psorijati¢nog fenotipa.

Na temelju navedenih spoznaja o imunopatogenezi pso-
rijaze jasno je da je rije¢ o vrlo slozenom i dinami¢nom pro-
cesu u kojem citoliti¢ki mehanizmi nedvojbeno imaju vaznu
ulogu. Porast broja citotoksi¢nih CD8+ T-limfocita bogatih
perforinom u perifernoj krvi te u psorijati¢nim lezijama upu-
¢uje na vaznost citolize posredovane perforinom u nastanku
psorijaze. Napredak u poznavanju izvr$nog dijela stani¢ne
citotoksi¢nosti u psorijatiénom plaku mozda ¢e u buduénosti
omoguciti da se odabirno zaustave odredeni citoliticki me-
hanizmi i molekule, ¢ime se uspostavlja potpuno nov i spe-
cifi¢niji pristup u lijeCenju psorijaze.
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