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POLIMORFIZAM HLA-DR | HLA-DQ ALELA KOD PACIJENATA SA
PEMFIGUS VULGARISOM

Sazetak

Uvod: Pemphigus vulgaris (PV) pripada grupi organ specifi¢nih autoimunskih oboljenja, kod
koga se stvaraju autoantitela usmerena na specifi¢ne proteine (antigene) koze i sluzokoza.
Autoantitela kod pemfigusa su usmerena prema komponentama meducelijskih spojeva
(dezmozomima). To su dezmoglein 3 (Dsg 3), u manjoj meri dezmoglein 1 (Dsg 1) i drugi
proteini. Kao posledica vezivanja cirkuliSu¢ih antitela za proteine dezmozoma dolazi do
cepanja meducelijskih spojeva (akantolize) i pojave plikova (bula) na kozi i sluzokozama.
Autoimunski pemfigus, kao i druge autoimunske bolesti, predstavlja multifaktorsko
oboljenje, rizik od nastanka bolesti zavisi od sloZenih interakcija gena i faktora spoljasnje
sredine. U okviru naslednih faktora u etiopatogenezi pemfigusa najvise je ispitivan kompleks
gena tkivne podudarnosti koji kodira sistem humanih leukocitnih antigena (HLA). HLA je
najpolimorfniji deo humanog genoma. SloZenost polimorfizma HLA je posledica postojanja
vise genskih lokusa, velikog broja alela za ve¢inu gena i kombinacija produkata ovih alela.
HLA molekuli II klase su posebno znadajni jer prikazuju peptide CD4" T-limfocitima pod
¢ijom kontrolom je sekrecija anti Dsg 3 i anti Dsg 1 antitela od strane B-limfocita. Do sada je
dokazana udruZenost pojedinth HLA alela sa ve¢im brojem autoimunskih oboljenja
uklju€ujuci 1 pemfigus.

Ciljevi istrazivanja: Ciljevi ovog istraZivanja su bili da se ustanovi ucestalost alela i
haplotipova u HLA-DR i DQ lokusima kod pacijenata sa PV u Srbiji, da se ustanovi stepen
genetske sli¢nosti sa obolelima od PV u drugim populacijama, kao i da se ispita korelacija

izmedu genotipova, teZine bolesti i koncentracije Dsgl 1 Dsg3 antitela.

Ispitanici i metode: Ispitivanje je izvrSeno kod 72 pacijenta sa dokazanim PV. Kod
ispitanika je odredena alelska ucestalost u HLA-DR i DQ lokusima (DRB1*, DQB1* i
DQAL¥).

Izolacija DNK je radena upotrebom QIAamp DNA Blood Mini Kit-a (QIAGEN, Germany).

Odredivanje grupa alela ispitivanih lokusa je radeno testovima niske/srednje rezolucije, a
potom su testovima visoke rezolucije odredivani aleli upotrebom prajmera specifi¢nih za
alelsku sekvencu PCR-SSP (engl. Polymerase chain reaction with sequence-specific primers)

prema preporukama proizvodaca testova (BAG lich Germany 1 Invitrogen).



Kontrolnu grupu u ovom istrazivanju ¢inili su dobrovoljni davaoci kostne srzi prijavljeni u
Registar dobrovoljnih davalaca kostne srzi Srbije. Podaci za distribuciju HLA alela kod
pacijenata sa pemfigusom u drugim zemljama prikupljeni su pretragom literature na PubMed

pretrazivacu.

Za dobijanje ucestalosti alela 1 haplotipova, kao 1 za testiranje odrZivosti pretpostavke o

Hardy—Weinbergovoj ravnotezi lokusa HLA koris¢en je program ARLEQUIN, verzija 3. 11.

Rezultati: Pokazana je statisticki znacajna razlika ucestalosti DRB1*04 (31,9%, p adj=4,45 x
10™) i DRB1*14 (30,6%, p adj=4,06x10™"°) alelskih grupa izmedu obolelih od PV i
kontrolne grupe, kao i DRB1*11 alelske grupe, koja je bila zna¢ajno manje zastupljena kod
pacijenata (6,9%, p adj=0,0067) ukazujuéi na eventualnu protektivnu ulogu. Nije pokazana
statistiCki znacajna razlika ucestalosti DQB1* alelskih grupa izmedu pacijenata sa PV i
kontrolne grupe. U odnosu na ucestalost alela kod zdrave populacije, najznacajnija razlika
postojala je za DRB1*04:02 (29,9%, p adj=1,63x10"2, odnos 3ansi- OS 15,469) i
DRB1*14:04 alel (13,2%, p adj:5,20X10'7, 0S je bio nedeterminisan zbog odsustva datog
alela u zdravoj populaciji Srbije), odnosno za DQB1*03:02 (31,9%, p adj=1,28x10°, OS
4,310) i DQB1*05:03 (26,4%, p adj=4,44x10°, OS 3,868) alele. Statisticki znatajno visa
ucestalost haplotipova kod pacijenata i visok rizik razvoja oboljenja zabeleZena je za
DRB1*04-DQB1*03 (OS 4,409) i DRB*14-DQB1*05 (OS 6,135) haplotipove odnosno
testovima visoke rezolucije za DRB1*04:02-DQB1*03:02 (29,9%, OS 15,047) i
DRB1*14:04-DQB1*05:03 (11,1%, OS nedeterminisan zbog odsustva navedenog haplotipa u
kontrolnoj grupi). Testovima niske rezolucije, pokazano je da su DRB1*11-DQB1*03,
DRB1*01-DQB1*05 i DRB1*03-DQB1*02 haplotipovi bili zna¢ajno nize ucestalosti kod
pacijenata (p adj<0,05 i OS <0,4 za sva tri haplotipa), ukazujuéi na eventualne protektivne
haplotipove. Testovima visoke rezolucije nisu zabeleZeni haplotipovi sa znafajno niZom

ucestalos$¢u kod pacijenata.

Zabelezene su znacajne razlike distribucije alela medu razli¢itim etnickim grupama u ovom
istrazivanju. Poredenjem uclestalosti alela izmedu pacijenata romske 1 druih etnickih
pripadnosti, statisticka znacajnost postojala je u odnosu na distribuciju DRB1*04:02
(p=0,013), DRB1*14:04 i DRB1*14:54 (p<0,01), DQB1*03:02 (p=0,05) i DQB1*05:03
(p=0,01) alela. Pokazana je znaCajna korelacija ukupnog stepena aktivnosti bolesti sa
koncentracijom ocekivanih antiDsg antitela. Nije pokazana korelacija genotipova i stepena

aktivnosti bolesti.



Zakljucak: Rezultati ovog rada predstavljaju prvi put prikazane ucestalosti alela 1 ucestalosti
o¢ekivanih haplotipova za lokuse HLA-DRB1* i HLA-DQB1* kod pacijenata sa
pemfigusom na teritoriji Srbije. Prikazane su ucestalosti alela ispitivanih polimorfizama za
HLA-DRB1* i DQB1* lokuse kod pacijenata sa PV u Srbiji i kod obolelih od PV na
geografski udaljenim teritorijama i razliCitog etnickog porekla. Ovako dobijeni podaci
upotpunjuju dosadasnja saznanja o znacaju polimorfizma ispitivanih gena za nastanak

pemfigusa.
Kluéne rec¢i: HLA, polimorfizam, pemfigus

Nauéna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Dermatovenerologija



POLYMORPHISM OF HLA-DR AND HLA-DQ ALLELES IN
PATIENTS WITH PEMPHIGUS VULGARIS

Abstract

Introduction: Pemphigus vulgaris (PV) belongs to the group of organ specific autoimmune
disorders, characterized by the production of pathogenic autoantibodies against keratinocyte
adhesion molecules- desmogleins, mostly Desmoglein 3 (Dsg3) and 1 (Dsgl), or other
proteins. As a result of bounding autoantibodies to desmosomal proteins, separation of
keratinocytes occur with clinical manifestation of blisters on the skin and mucosal
membranes.

PV, as other autoimmunes diseases belongs to the family of polygenic disorders, the risk of
developing the disease depends on interactions of endogenous genetic factors and
environmental factors. Inheritance of certain human leukocyte antigen (HLA) alleles has been
suggested to be the most probable predisposing factor. HLA is the most polymorphous part of
the human genome. The complexity of HLA polymorphism is due to the existence of a big
number of genetic loci, alleles for most of the genes and combination of these alleles. HLA 11
class genes are particularly important due to peptide presentation to CD4" T-cells and
consequent secretion by B- cells of anti-Dsg3 and anti-Dsgl antibodies. So far, associations
of some HLA alleles with a great number of autoimmune diseases have been shown,
including pemphigus.

Aims of the investigation: Aims of this study were to determine HLA-DR and HLA-DQ
allelic and haplotypic frequencies in patients with pemphigus vulgaris in Serbia; to establish
similarities with other PV patients in different populations; to establish correlation between

genotypes, disease activity and anti-Dsg3 and anti-Dsg1 antibodies.

Individuals and methods: Investigation of allelic frequency of HLA-DR and HLA-DQ was
conducted on 72 patients with diagnosed PV.

DNA was extracted from blood samples using the Qiagen QlAamp DNAMini Kit (Qiagen,
Germany). Allele groups were determined with low/intermediary resolution tests. High
resolution was performed using polymerase chain reaction sequence-specific primers (PCR-
SSP) according to the manufacturer’s instructions (BAG lich Germany and Invitrogen).
ARLEQUIN software package, version 3.11 was applied for estimated allele and haplotype
frequencies, as well as for testing Hardy—Weinberg equilibrium.



Phenotypic and allelic frequencies were compared with healthy volunteers donors registered
in the national registry of bone marrow donors of Serbia. Comparison of allelic frequencies

among different ethnic populations was recorded through searching results on PubMed.

Results: The DRB1*04 and DRB1*14 allelic groups were significantly increased in patients
(31.9%, p adj=4.45x10** and 30.6%, p adj=4.06x10™°, respectively) compared to healthy
donors, while HLA-DRB1*11 was underrepresented and negatively associated with PV
(6.9%, p adj=0.0067) suggesting its protective role. No DQ* allele groups were found to be
associated with PV. Compared to healthy population, frequencies of DRB1*04:02 (29.9%, p
adj=1.63x10™"?, odd ratio- OR 15.469) and DRB1*14:04 (13.2%, p adj=5.20x10"’, due to the
absence of the allele in healthy population, OR was undetermined) alleles were the most
significant. Statistical significance was recorded for the DQB1*03:02 (31.9%, p adj=1.28x10"
® OR 4.310) and DQB1*05:03 (26.4%, p adj=4.44x10, OR 3.68) alleles. At low-resolution
level, significantly increased haplotypes in patients compared to controls, with a higher risk
of developing PV were DRB1*04-DQB1*03 (OR 4.409) and DRB*14-DQB1*05 (OR
6.135). At high-resolution level, statistical significance was recorded for the most frequent
haplotypes in patients- DRB1*04:02-DQB1*03:02 (29.9%, OR 15.047) and DRB1*14:04-
DQB1*05:03 (11.1%, OR undetermined due to the absence of this haplotype in healthy
population). At low-resolution level, DRB1*11-DQB1*03, DRB1*01-DQB1*05 and
DRB1*03-DQB1*02 haplotypes were significantly underrepresented in patients (p adj<0.05),
with OR <0.4 for all three haplotypes, suggesting eventually protective haplotypes. At high-

resolution level, no haplotypes were significantly underrepresented in patients.

Significant differences were recorded among allelic distribution between patients of different
ethnic origin in this study. Comparing allelic distribution between Roma patients and patients
of other ethnic origin, differences were shown for DRB1*04:02 (p=0.013), DRB1*14:04 and
DRB1*14:54 (p<0.01) alleles, as well as for DQB1*03:02 (p=0.05) and DQB1*05:03
(p=0.01) alleles. We have shown significant correlation between severity index of PV and
antiDsgs antibodies. No significant correlation between haplotypes and severity index was

shown.



Conclusions: This study results are the first shown allelic and haplotype frequencies of
HLA-DR and HLA-DQ loci among patients with PV in Serbia. Comparisons of the obtained
HLA-DRB1* and DQB1* polymorphism, in Serbia and other different ethnic populations
were shown. These results supplement current knowledge of significance of investigated gene

polymorphism in the development of pemphigus.

Key words: HLA, polymorphism, pemphigus
Scientific field: Medicine
Specialised scientifil field: Dermatology
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1.1. Definicija pemfigusa i epidemioloske odlike

Pemfigus pripada grupi organ specificnih autoimunskih oboljenja kod koga se stvaraju
autoantitela prema adhezivnim molekulima plocasto slojevitog epitela narocito
dezmogleinima (Dsg) [1, 2]. Autoimunski pemfigus je retko ali jedno od najtezih
dermatoloskih oboljenja koje se javlja u svim geografskim podrucjima, kod svih rasa i
etni¢kih grupa [3]. Dugo se verovalo da je oblik pemfigusa koji se javlja endemski,
karakteristi¢an za Brazil i jo§ neke zemlje latinske amerike, tzv. Fogo selvagem. U pojedinim
ruralnim podru¢jima na ovim teritorijama prevalencija iznosi oko 3-4% [4-6]. Medutim,
nedavno je dokazana veca ucestalost pemfigusa i u pojedinim zemljama Magreba za koji je

takode pokazano da ima odredene endemske karakteristike [7].

Incidencija i prevalencija u velikoj meri zavise od ispitivane populacije budu¢i da postoji
predominacija za odredena etni¢ka podrucja. Incidencija svih oblika neendemskog pemfigusa
je veéa kod Jevreja [3]. Rizik razvoja autoimunskog pemfigusa je visok i kod populacija
nastanjenih na Balkanskom poluostrvu i okolnim zemljama [8]. U susednoj Makedoniji
incidencija je 4,4/1000 000 [4], u severnom delu Gréke 8/1000 000 [9]. Sli¢na incidencija je i
u Bugarskoj- 4,7/1000 000 [8] i severozapadnom delu Rumunije- 4/1000 000 [10]. U
mediteranskom delu Turske incidencija iznosi 2,4/1000 000 [11]. U zemljama srednje,
zapadne i severne Evrope incidencija niza i krec¢e se od 0,076/1000 000 u Finskoj preko
0,6/1000 000 u Svajcarskoj [12], 0,98/1000 000 u Nemackoj [13] do 1,17/1000 000 u
Francuskoj [12]. lzuzetak je Velika Britanija sa incidencijom od 7/1000 000 [14]. Pemfigus je
najces¢e autoimuno bulozno oboljenje u zemljama Azije [15, 16]. U Iranu (Teheran)
incidencija je ¢ak 16/1000 000 [6].Visoka incidencija zabelezena je i u zemljama severne
Afrike, kao $to je Tunis [17]. Shodno utvrdjenom riziku oboljevanja od pemfigusa kod
Jevreja, incidencija u Jerusalimu iznosi 16/1000 000 [18].

Za Srbiju jo§ uvek nema ta¢nih podataka o incidenciji. Na osnovu studije GoluSina i1
saradnika, incidencija autoimunskog pemfigusa u Vojvodini je sli¢na kao u zemljama regiona

i iznosi 6,6/1000 000 [19].

Odnos dve najées¢e forme pemfigusa (pemphigus vulgaris i pemphigus foliaceus) zavisi od
ispitivane populacije. NajceS¢a forma pemfigusa u veéini opisivanih studija je pemphigus
vulgaris, i na ovu bolest se odnosi od 67,6- 94,7% svih slucajeva pemfigusa [4, 6, 8, 11, 15,

16, 20-26]. Medu pripadnicima pojedinih populacija crnaca juzne Afrike, kao i kod mlade
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populacije u Tunisu i Maroku ¢esce su zabelezene superficijelne forme pemfigusa (pemphigus
foliaceus) [17, 27, 28].

Zastupljenost oboljenja iz grupe pemfigusa prema polovima takode se razlikuje u odnosu na
ispitivanu populaciju. Uglavnom je zabeleZena predominacija zenskog pola [4, 8, 10-13, 17,
23, 27, 29-31]. U zemljama Magreba, ucestalost kod Zenskog pola je visoka, 4.1 Zena: 1
muskarac; u ostalim studijama taj odnos je od 1.2:1 do 2.2: 1 [4, 6, 9-12, 17, 29].

Od pemfigusa najce$ée obolevaju osobe srednjih i starijih godina. U Evropi, prose¢na starost
obolelih iznosi 50 - 60 godina, dok je u mediteranskim zemljama niza i iznosi 36,7 (Tunis)
odnosno 43 godine (mediteranski deo Turske) [11]; u Aziji (Saudijska Arabija, Iran, Mali,
Banglades) prosecna starost obolelih je izmedju 36,5- 46,7 godina [6, 15, 25, 31]. U Srbiji, na
teritoriji Vojvodine prose¢na starost oboljevanja iznosi 55,6 godina [19].

Oboljenje moze da se javi u svim uzrasnim grupama, ukljucujué¢i i decu [32]. Pojava
juvenilnog pemfigusa (izmedju 12. 1 18. godine) odnosno pemfigusa u de¢jem uzrastu (ispod
12. godine) je takodje izuzetno retka, a tok i prognoza oboljenja su isti kao i kod odraslih [32,
33]. Juvenilni pemfigus i pemfigus u de¢jem dobu su nesto ucestaliji u populaciji sa veéim

rizikom oboljevanja od pemfigusa [29].

Najstariji pacijenti oboleli od pemfigusa u vreme nastanka bolesti su imali 92 [18],93 [28] i

95 [23] godina, dok je najmladji pacijent imao 1,5 godinu [34].

Neonatalni pemfigus se vida u oko 10% neonatusa majki obolelih od pemphigus vulgarisa
kao i kod dece majki obolelih od pemphigus foliaceusa [32, 35]. Neonatalni pemfigus se po
toku i prognozi izdvaja od klasi¢ne klinicke forme pemfigusa [32]. Mukoze su rede
zahvacene, kutane lezije regrediraju za 3-6 nedelja i1 dolazi do iS¢ezavanja autoantitela kod

odojceta u roku od 5 dana do 8 nedelja [32, 35].
1.2. Etiopatogeneza autoimunskog pemfigusa

1.2.1. Naslede

U vecini slucajeva pemfigus je jedno od najjasnije definisanih autoimunskih bolesti
posredovane antitelima i sluzi kao pogodan model za izu¢avanje i upoznavanje kompleksnih

mehanizama koji dovode do gubitka tolerancije na sopstveno. Kod odredenog broja
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pacijenata, imunofluorescentni testovi mogu biti negativni, najceS¢e kada je oboljenje

pokrenuto lekom (biohemijska akantoliza) [36].

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da autoimunski pemfigus, kao i druge autoimunske bolesti,
predstavlja multifaktorsko oboljenje kod koga rizik od nastanka bolesti zavisi od slozenih
interakcija gena i faktora spoljasnje sredine [2, 37, 38]. Budu¢i da je nastanak pemfigusa
rezultat gubitka imunske tolerancije na antigene u kozi, brojni geni Koji su ukljuceni u
prezentaciju antigena limfocitima, kao i efektorske ili regulatorne mehanizme imunskog
sistema mogli bi imati znacajnu patogenetsku ulogu. Populacione studije omogucuju
ispitivanje udruzenosti izmedu faktora rizika i oboljenja na osnovu poredenja kod obolelih i
zdravih kontrolnih individua [37]. Za sada su ispitivanja mogucih gena odgovornih za rizik
razvoja pemfigusa bazirana na studijama preseka kojim se ispituju odredeni geni (lokusi) za
koje se pretpostavlja da imaju mogucu ulogu u nastanku oboljenja. Ovakva ispitivanja su do
sada viSe puta pokazala i potvrdila ulogu kompleksa gena tkivne podudarnosti (engl. major

histocompatibility complex, MHC) [37].
1.2.2. MHC lokus

MHC lokus je najviSe ispitivan genski lokus. Prvi put je identifikovan 1948. godine od strane
Snella kod miSeva i ukazano je na njegovu ulogu u tkivnoj podudarnosti; ubrzo nakon toga,
Dausset je dokazao postojanje analognih molekula kod ljudi, koji su nazvani humani
leukocitni antigeni (HLA) jer ih je autor u svom radu dokazao na povrsini leukocita [39].
Benacerraf i saradnici 1970. godine ukazuju na vaznost HLA antigena u imunskom odgovoru
[39].

MHC region koji kodira HLA molekule obuhvata oko 3,6 Mb (engl. megabase pairs) na
segmentu kratkog kraka hromozoma 6p21 [40] (slika 1). Na segmentu DNK od oko 3,6 Mb,
Sto ¢ini 0,13% humanog genoma, nalazi se preko 250 gena ¢iji su produkti ve¢inom ukljuceni
u procese imunskog i inflamatornog odgovora [40]. Unutar kompleksa gena MHC nalaze se
odvojeni regioni koji kodiraju molekule HLA klase I i klase Il. Geni regiona klase | HLA se
nalaze na telomernom kraju MHC-a i obuhvataju oko 1800 kilobaza (kb), dok se geni regiona

klase Il HLA nalaze na centromernom kraju MHC-a i obuhvataju oko 800 kb.
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Slika 1. Genska organizacija regiona MHC
(preuzeto iz http://www.slideshare.net)

Region klase | HLA i region klase 1l HLA su razdvojeni segmentom DNK Kkoji se naziva IlI
klasa od oko 1100 kb gde su smesteni geni koji ne kodiraju HLA molekule (non-HLA geni)
[40]. Produkti gena MHC su molekuli ukljuéeni u prezentaciju antigena, inflamaciju i
interakciju sa NK ¢elijama (eng. natural killer) [40]. HLA molekuli klase I i klase 1l i
razlikuju se po strukturi, distribuciji na ¢elijama (ekspresiji) i poreklu peptida koje prikazuju
T limfocitima [41].

Visoko polimorfni geni regiona klase | nalaze se u okviru tri genska lokusa: HLA-A, HLA-B i
HLA-C, a njihovi produkti zajedno sa pojedinim produktima Il klase predstavljaju glavne
antigene tkivne podudarnosti. Region klase II zauzima oko 0.7Mb DNK i sadrzi klasi¢ne alfa
I beta lance tri subregiona: HLA-DR, HLA-DP i HLA-DQ; identifikovano je 27 lokusa u
regionu klase Il, od HLA-DRA do HLA-DPAZ3 [40]. Svaki subregion ima viSe genskih lokusa

sa razli¢itim brojem alela koji kodiraju alfa 1 beta lanac antigena DR, DQ i DP.

Geni sistema HLA po pravilu se nasleduju kao vezani geni odnosno haplotip (set gena na
jednom hromozomu). Svaka osoba ima dva haplotipa HLA (koji ¢ine HLA fenotip), jedan
nasleden od oca 1 drugi od majke. S obzirom da su geni HLA autozomni, a ekspresija alela
kodominantna, fenotip jedne osobe predstavlja kombinaciju eksprimiranih antigena sa oba
haplotipa [41]. Rekombinacije izmedu lokusa HLA-B i HLA-C, kao i izmedu HLA-DQ i
HLA-DR su veoma retke, §to je posledica male udaljenosti izmedu ovih lokusa, dok su

rekombinacije izmedu lokusa HLA-DQ i HLA-DP ¢esce [42].

Za sistem HLA karakteristiCan je veoma visok stepen polimorfizma koji je uslovljen velikim
brojem genskih lokusa, velikim brojem alela za ve¢inu gena i kombinacijama produkata ovih

gena. Visok stepen polimorfizma HLA omogucéava imunskom sistemu odbranu od razli¢itih
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patogena, a sa druge strane upravo zbog visokog stepena polimorfizma kao i zbog mutacija u
HLA lokusima poveéan je rizik razvoja autoimunskih i genetickih oboljenja [40].
Polimorfizam je narocito izraZzen u B lancu- na egzonu 2 (ol domen) dok je DRA (DRa) gen
nepolimorfan a DQAL i DPAL lokusi su znacajno manje polimorfni [41]. Najpolimorfniji
genski lokus u humanom genomu je lokus klase Il - HLA-DRB1 (za B lanac antigena HLA-
DR) [39]. HLA-DRB1 u kombinaciji sa HLA-DRA (za o lanac antigena HLA-DR) kodira
seroloski definisane specificnosti HLA-DR1 do HLA-DR18. Geni HLA regiona mogu biti u
interakciji sa drugim genima u okviru i izvan MHC regiona 1 interakcije izmedju razlicitih

alela mogu doprinositi razvoju bolesti [40].

U subregionu HLA-DQ nalaze se polimorfni geni HLA-DQAL i HLA-DQBL1 koji kodiraju o i
B lanac antigena HLA-DQ1 do HLA-DQO9; geni HLA-DPA1 i HLA-DPBL1 kodiraju antigene
HLA-DP i udaljeni su oko 400 bp od gena za HLA-DQ [40, 41].

Polimorfizam gena za molekule transportere koje ucestvuju u obradi antigena (engl.
transporters associated with antigen processing molecules, TAP) koji se nalaze u okviru HLA
I lokusa su takodje analizirani [43]. TAP geni kodiraju subjedinice kompleksa koji se umece u
membranu endoplazmatskog retikuluma omogucujuéi premestanje antigenih peptida iz
citosola u lumen endoplazmatskog retikuluma i prezentaciju u okviru HLA molekula I klase
[43, 44]. TAP1 i TAP2 geni takode su polimorfni. Funkcionalne posledice u alelskim

razlikama TAP proteina mogu da uti¢u na ekspresiju antigenskih peptida.
1.2.2.1. Grada, funkcija i distribucija HLA molekula

HLA molekuli vezuju fragmente sopstvenih ili stranih proteina (peptide) i prikazuju ih CD4"
ili CD8" T-limfocitima. HLA molekuli | klase se nalaze na povrsini svih ¢éelija sa jedrom.
Antigeni klase 1l (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP) su, za razliku od klase I, prisutni na
ograni¢enom broju tipova Celija, pre svega antigen prezentuju¢im éelijama (APC) imunskog
sistema u perifernim tkivima (dendritske ¢elije, monociti i makrofagi, B limfociti i endotelu),
koje mogu da iskazuju i kostimulatorne molekule i da indukuju specifi¢an T ¢elijski odgovor.
Konstitutivna ekspresija molekula Il klase na epitelnim ¢elijama timusa je vazna u stvaranju T

¢elijskog repertoara kroz pozitivnu i negativnu selekciju limfocita T u timusu.

HLA molekuli I'i 11 klase su glikoproteini membrane [40]. HLA molekuli | klase (A, B, C) se
sastoje od a lanca (45 kDa) nekovalentno udruzenog sa B2 mikroglobulinom (12 kDa); o
lanac je polimorfni glikoprotein kodiran genima A, B i C lokusa u okviru HLA regiona,

6
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sastoji se od ekstracelularnog domena (al, 02 i a3), transmembranskog dela i citoplazmatskog
repa (slika 2). B2 mikroglobulin je nepolimorfni glikoprotein kodiran genom izvan HLA
regiona [41]. Varijabilni domeni al i a2 formiraju zZljeb za vezivanje antigenskog peptida
(velicine 8-11 aminokiselina) a konstantni a3 domen se vezuje za CD8 molekul na T

limfocitima.

HLA klase | HLA klase 11

Mesto vezivanja
peptida
L £ 1
\
/
.

‘t‘\'qquah’n oy
RS ANINO000000 B

<
» | -
i
.
L

Membrana

Slika 2: Struktura molekula HLA klase | i klase 11
(Andric Z, 2014)

HLA molekuli 1l klase (DR, DQ i DP) su heterodimeri, sastoje se iz dva nekovalentno vezana
polipeptidna lanca, o (33 kDa) i B (28 kDa) kodirana genima u okviru D regiona HLA
kompleksa, transmembranskog dela (25 aminokiselina) i citoplazmatskog repa (varijabilne
duzine) [41]. Ekstracelularni deo HLA molekula Il klase (oko 180 aminokiselina) ima Cetiri
domena - al, a2, Bl i B2. N-terminalni krajevi al i Bl domena su mesta najveteg
polimorfizma i grade mesto vezivanja antigena. Krajevi zljebova su otvoreni, tako da u mesto
za vezivanje peptida molekula klase II moZe da stane peptid i sa viSe od 30 aminokiselina. a2
i B2 domeni su konstantni, tj nepolimorfni, odnosno redosled aminokiselina ovih domena je

isti kod svih molekula Il klase, i vezuju se za CD4 molekul na T limfocitima [41].

Polimorfizam HLA molekula ukljuuje aminokiseline koje doprinose izgledu i naelektrisanju
Zljiebova [37]. Zljeb za vezivanje peptida na HLA molekulima II klase sadrzi veéi broj delova
od kojih njih pet (P1, P4, P6, P7 i P9) reaguju sa aminokiselinama bo¢nih lanaca vezanog
peptida [37, 45].

Peptidi koji se prezentuju T limfocitima u sklopu molekula HLA klase Il nastaju preradom
pretezno ekstracelularnih antigena Koji se internalizuju od strane APC, dospevaju u vezikule
gde dolazi do enzimske razgradnje (najvise katepsinom) do peptida. Lanac o i lanac

molekula klase II se sintetiSu u endoplazmatskom retikulumu, a njithovo medusobno
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povezivanje omogucavaju Saperoni. Obradom jednog antigena nastaje veliki broj peptida koji
se eksprimiraju na povrsini ¢elijske membrane u sklopu molekula HLA, ali znacajni su oni

peptidi koji mogu da pokrenu imunski odgovor odnosno aktivaciju T limfocita
1.2.2.2. Nasledivanje HLA gena

Za sistem HLA karakteristi¢na je i neravnoteza udruzivanja alela ili gametski disekvilibrijum
(engl. linkage disequilibrium, LD) - pojava da se odredeni aleli susednih lokusa pojavljuju
zajedno u haplotipu mnogo cesce ili rede nego Sto bi se oc¢ekivalo s obzirom na ucestalost tih
pojedinac¢nih alela u populaciji (zbog Cinjenice da su geni fizicki vrlo blizu jedni drugima pa
je verovatnoca da se dogodi rekombinacija tokom mejoze izmedu tih gena minimalna 1 zato se

nasleduju u bloku odnosno kao vezani geni ili haplotip) [46].

Analize polimorfizma HLA i neravnoteze udruzivanja alela, kao i razlike ucestalosti alela i
haplotipova HLA medu populacijama, imaju prakti¢nu primenu prilikom izbora davaoca za
transplantaciju maticnih ¢elija hematopoeze 1 znacaj u ispitivanju udruzenosti HLA sa
etiopatogenezom nekih bolesti. Neravnoteza udruzivanja alela se izrazava numericki kao
vrednost D, koji predstavlja razliku izmedu dobijene i ocekivane ucestalosti haplotipa, i
standardizovana vrednost D’ [47]. Broj haplotipova HLA u humanoj populaciji je manji nego
Sto bi se moglo ocekivati s obzirom na broj alela i pojavu rekombinacija unutar regiona HLA,

a haplotipovi imaju razli¢itu ucestalost u razli¢itim etni¢kim grupama [42].
1.2.2.3. HLAtipizacija

Odredivanje antigena i alela sistema HLA (HLA tipizacija) radi se seroloskim i molekularnim
testovima. Seroloskim testovima se odreduje fenotip, odnosno antigeni na povrsini Celija,
upotrebom odgovarajucih test seruma. Molekularnim testovima se odreduje genotip, odnosno
dokazuju aleli HLA. U zavisnosti od raspolozivih tehnika 1 klinickih potreba, uobicajeno se
prvo odreduju antigeni ili grupe alela za svaki lokus, a zatim se definiSu pojedinac¢ni aleli [41].
Pocetkom osamdesetih godina, razvojem molekularnog kloniranja gena I i II klase dolazi do
razvijanja tehnika molekularne tipizacije [41]. U radu HLA laboratorija koriste se razlicite
molekularne tehnike tipizacije HLA zasnovane na lancanoj reakciji polimeraze (engl.
Polymerase chain reaction, PCR) kao S§to su hibridizacija umnozene DNK sekvence sa
oligonukleotidnim probama (engl. Polymerase chain reaction - sequence specific
oligonucleotide probes, PCR-SSOP) i detekcija razlike u sekvenci na osnovu razlidite
pokretljivosti PCR produkta upotrebom gel elektroforeze, odnosno upotrebom prajmera
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specificnih za alelsku sekvencu (engl. Polymerase chain reaction with sequence-specific
primers, PCR-SSP) [41, 48].

Rezultat HLA tipizacija moze biti niske i visoke rezolucije. Niska rezolucija (engl. low
resolution) podrazumeva rezultat DNK tipizacije na nivou prve dve cifre nomenklature alela
(engl. 2-digits) tj. podrazumeva odredivanje grupe alela (npr. HLA-DRB1*01). Visoka
rezolucija (engl. high resolution) tipizacije je odredivanje alela koji kodiraju istu proteinsku
sekvencu peptid vezuju¢eg mesta molekula HLA. Peptid vezujuéa mesta ¢ine domeni al i 1
polipeptida klase II, tako da testovi visoke rezolucije moraju da omoguce definisanje egzona 2
za region klase Il HLA. Rezultat tipizacije visokom rezolucijom podrazumeva prikazivanje
prve dve grupe cifara alela, odnosno ukupno cetiri cifre u nomenklaturi alela (engl. 4-digits)
(npr. HLA-DRB1*04:02).

Razvojem tehnika molekularne tipizacije otkriveno je preko 4600 alela u sistemu HLA.
Najpolimorfniji lokus klase 1 je HLA-B sa 1800 alela, a klase Il je HLA-DRBL1 sa 809 alela
[41].

1.2.2.4. Udruzenost HLA alela sa bolestima

UdruZenost razlicitih varijanti ovog genskog lokusa i autoimunskih ili inflamatornih bolesti
vise puta je potvdivana [39, 40, 46]. Prvi put je 1967. godine ukazano na ucestaliju pojavu
HLA- B molekula kod pacijenata sa Hodgkin-ovim limfomom [39].

Zbog velikog polimorfizma HLA 1 izraZene neravnoteze udruZivanja vezanih gena u regionu
HLA, kao i ¢injenica da na etiopatogenezu ovih bolesti uti¢u i druge genetske varijante, nije
moguce u potpunosti ustanoviti molekularni mehanizam koji je u osnovi udruzenosti bolesti
sa sistemom HLA. U osnovi autoimunskih bolesti je aktivacija limfocita T usled
prepoznavanja tkivno specificnih autoantigena prezentovanih u sklopu molekula HLA.
Medutim, u veéini autoimunskih bolesti nije poznat koji je autoantigen relevantan za pojavu
bolesti [39]. Takode, zbog heterogenosti autoimunskih bolesti, verovatno je da razliciti aleli,
kao 1 kombinacije alela razli¢itih lokusa mogu uticati na pojavu odredenih formi bolesti.
Stepen udruZenosti bolesti sa HLA se izrazava kao relativni rizik (RR) a izraCunava se
primenom modifikacija formule a x d /b x ¢ gde je a broj obolelih osoba koje imaju ispitivani
alel, b broj obolelih osoba koje nemaju ispitivani alel, ¢ broj zdravih osoba koje imaju

ispitivani alel i d broj zdravih osoba koje nemaju ispitivani alel [42].
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Udruzenost pojedinih HLA alela II klase i pemfigusa opisana je jo§ 1980 1 do sada je vise

puta potvrdivana i opisivana kod razli¢itih etnic¢kih grupa [37, 45].

Analizom polimorfizma odredenih HLA lokusa u dosadasnjim istrazivanjima potvrdeno je
prisustvo pojedinih alela u razli¢itom procentu u zavisnosti od ispitivane populacije.
Udruzenost HLA-DR4 i DR14, odnosno HLA-DRB1*14:01 i HLA-DRB1*04:02 alela i
autoimunskog pemfigusa se opisuju u vecini ispitivanih studija [37, 45, 48-52]. Udruzenost
HLA-DRB1 lokusa (HLA-DRB1*14:01, 1402 i 04:02 aleli), HLA-DQAL lokusa (HLA-
DQA1*01:04, 03:01 i 05:05) i HLA-DQBL lokusa (DQB1*05:03 i 03:02 aleli) je zabelezena
u oko 36-60% pacijenata sa pemfigusom koji nisu jevrejske etnicke pripadnosti [1, 50, 51, 53-
56]. Udruzenost HLA-DRB1*04:02 alela opisana je kod 92% Askenazi Jevreja, 85% Iranaca i
81% zitelja Sardinije dok se prevalencija ovog alela u zdravoj populaciji u opisanim studijama
kretala od 2-4% [37, 50, 51]. Kod Japanaca dokazana je udruzenost i drugih DR4 alela, kao
§to su DRB1*¥04:03, 04:04 and 04:06 [49, 57]. Takode, u raznim drugim populacijama,
pokazana je udruzenost DR14 alela kao §to su DRB1*¥14:01 i 14:04, kao i DRB1*14:05 [49,
57]. U pojedinim evropskim populacijama zabeleZena je i udruzenost pemfigusa sa HLA-
DRB1*14:54 alelom [58, 59]. Pojedini aleli se javljaju u znacajno manjem procentu u odnosu
na ispitivanu zdravu populaciju i smatraju se protektivnim alelima kao npr. DQB1*06:01
DQB1*02, DRB1*03:01, DRB1*07, DQA1*01:03 i DQA1*05:01 [45, 49].

Wucherpfennig i saradnici su prvi ukazali na proliferaciju T ¢elija kod pacijenata sa pemfigus
vulgarisom zavisnu od peptida prikazanih molekulom DRB1*04:02 [60] a Lin i saradnici
molekulima DRB1*04:02 ili DRB1*14:01 ukazuju¢i na ulogu DR lokusa (gena) u
prezentaciji Dsg3 peptida autoreaktivnim T Celijama [49]. Sa druge strane Hertl i saradnici su
pokazali da pored DRB1*04:02 i DQ molekuli (DQB1*03:01) takode mogu da prikazuju
Dsg3, §to govori u prilog tome da iako su DR4 i DR14 klju¢ni u restrikciji T- Celijskog
odgovora prema Dsg3 peptidima, uloga DQ alela ne moze biti iskljuena [49, 61, 62].
Ispostavilo se da je negativno naelektrisanje P4 udubljenja DRB1*04:02 (aminokiseline na
poziciji DRB70 i DRB71) i DQB1*05:03 (aminokiseline na poziciji DQB57) neophodno za
selektivnu prezentaciju antigenih Dsg peptida [49, 61].

HLA-DRB1*04:02 kod pemfigusa se od drugih molekula DR4 podklase razlikuje zbog
negativnog naelektrisanja u P4 i stoga bi mogao selektivno da prikazuje Dgs3 peptid [37]. Sa
druge strane, HLA-DRB1*04:01 koji je takode udruzen sa pemfigusom ne poseduje iste
aminokiseline kao HLA-DRB1*04:02 S$to govori u prilog da razliCiti peptidi mogu
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ucestvovati u inicijaciji autoimunskog odgovora ili pak da drugi delovi HLA-DRB1 lanca

doprinose predispoziciji bolesti [37].

S obzirom da postoji jaka neravnoteza udruzivanja alela izmedu HLA-DR i HLA-DQ alela,
tesko je tacno definisati koji aleli doprinose podloznosti bolesti [45]. Imunodominantni epitop
mogao bi indukovati T ¢elijski odgovor koji ¢e kasnije biti promenjen zbog fenomena Sirenja
epitopa (engl. epitope spreading). Udruzenost slicnih HLA alela kod pacijenata sa oba podtipa
pemfigusa moze ukazivati da homologi peptidi Dsgl i Dsg3 prezentovani T celijskim
klonovima dovode do njihove aktivacije a kasnije i do indukcije B limfocita da sekretuju
antiDsg3 kod nekih pacijenata sa pemfigus foliaceusom odnosno antiDsgl kod nekih
pacijenata sa pemfigus vulgarisom [49]. T-¢elijski klonovi kod pacijenata sa pemfigusom
mogu da prepoznaju multiple epitope na celom ekstracelularnom domenu Dsg; i Dsgl i Dsg3
Sto bi mogla biti posledica fenomena Sirenja antigenih epitopa. Wucherpfennig i saradnici su
zabelezili dva epitopa na EC2 domenu a Lin i saradnici su pokazali da su T limfociti kod
pacijenata sa PV stimulisani brojnim fragmentima Dsg , i to EC1-EC2, EC2-EC3 i EC5 [60].
Autoimunost prema odredenim epitopima Dsg 3 moze se smatrati normalnim fizioloskim
procesom jer je dokazano prisustvo Dsg3 reaktivnih B limfocita i Thl i Th2 limfocita kod

zdravih osoba koji imaju HLA alele karakteristi¢ne za pemfigus [62].
1.2.3. Drugi lokusi koji su povezani sa pemfigusom

Razvojem novih molekularnih tehnologija, moguce je analizirati genske polimorfizme koji
nastaju zbog izmene pojedina¢nih nukleinskih baza (engl. Single nucleotide polymorphism,
SNP) a kako je celokupni genom zapravo sastavljen od fizi¢ki vezanih nukleinskih baza (SNP
haplotipova), predispozicija odnosno udruZenost ka razvoju autoimunskog pemfigusa mogla
bi se odrediti na osnovu SNP markera haplotipa. Do sada je definisan ve¢i broj gena izvan
HLA lokusa ¢iji su pojedini aleli udruZeni sa rizikom razvoja pemfigusa (geni koji kodiraju
citokine, geni koji kodiraju imunoglobuline) [40, 45]. Razli¢iti citokini ucestvuju u
patofiziologiji pemfigusa, imaju i regulatorna i efektorska dejstva. Na primer, IL-4, IL-10 i
IL-13 su uklju¢eni u diferencijaciju B limfocita i/ili produkciju antitela potklase 19G4.
Polimorfizam regulatornih sekvenci gena koji kodiraju citokine uticu na nivo ekspresije
citokina $to je navelo razne autore da istrazuju da li razli¢ite varijante gena za citokine (ili

njihove receptore) uticu na mogucu predispoziciju za razvoj pemfigusa [45].
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1.2.4. Mehanizmi oStec¢enja tkiva u pemfigusu

Osnovna promena kod pemfigusa je akantoliza nastala cepanjem meducelijskih spojeva-
dezmozoma. Prvo dolazi do rastvaranja intercelularne supstance koja potom dovodi do
razdvajanja dezmozoma, formiranja pukotina izmedu ¢elija koje se dalje Sire formirajuci bule
[1]. Tacan proces koji dovodi do gubitka celijske adhezije i akantolize nije u potpunosti
razjaSnjen. Dosadasnja istrazivanja su pokazala patogenost antitela specificnih za
intercelularne proteine s obzirom na sposobnost indukovanja akantolize u kulturi keratinocita
kao 1 pojavu klini¢kih i histopatoloskih promena karateristi¢nih za pemfigus nakon pasivnog
transfera kod neonatalnih miSeva. Takode, placentalni transfer antitela majke sa
autoimunskim pemfigusom moze kod novorodencadi uzrokovati tranzitorne pemfigusne lezije
[1]. Gubitak tolerancije prema Dsg3 od strane i B i T limfocita je potreban za efikasnu
produkciju anti Dsg 3 antitela [62]. Glavni predlozeni mehanizam koji bi mogao objasniti
udruzenost HLA molekula i pemfigusa jeste da aleli udruzeni sa pojavom oboljenja mogu da
vezuju dovoljnu koli¢inu antigenskih peptida i iniciraju T ¢elijski odgovor. Prezentacijom
antitela autoreaktivnim T limfocitima dolazi do indukcije autoreaktivnih B ¢elija na sekreciju

patogenih antiDsg antitela [45].
1.2.4.1. Grada dezmozoma

Dezmozomi keratinocita su najvazniji meducelijski spojevi koji obezbedjuju funkcionalnu
strukturu epiderma. Mehanizmi koji uticu na funkcionalnost dezmozoma predmet su brojnih
istrazivanja. lako su funkcionalna svojstva adhezionih molekula dobro poznata, i dalje se
malo zna o mehanizmima koji pokrecu, odrzavaju ili dovode do gubitka kohezije Celija. U
sastav dezmozoma ulazi odredeni broj glikoziliranih i neglikoziliranih proteina koji pripadaju
adhezionim molekulima iz familije kadherina. Kadherini se dele u dve grupe - klasi¢ni
kadherini (E, P, N kadherini) i dezmozomalni kadherini (dezmogleini i dezmokolini); svi
kadherini se sastoje od aminokiselina sa kalcijum zavisnim mestima na njihovom
ekstracelularnom domenu [63]. Ovi transmembranski proteini su homodimeri koji sa
kadherinima na susednim celijama ostvaruju kalcijum zavisne veze [1, 64-66]. Postoje 2
razli¢ite vrste ovih trasmembranskih glikoproteina, dezmoglein i dezmokolin (Dsc).
Dezmozomi uvek u paru sadrze Dsg i Dsc. Dezmozomalni kadherini sadrZze najmanje 4
izotipa Dsg (1-4) i 3 izotipa Dsc (1-3). Ekspresija Dsgl i 3 je u ploc¢asto slojevitom epitelu, a
Dsg2 na obi¢nom epitelu i miokardu [63]. To su kalcijum zavisni molekuli, sa velikim

ekstracelularnim domenom, transmembranskim domenom i malim ekstracelularnim
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domenom i smatra se da imaju direktnu ulogu u adheziji keratinocita [64, 67, 68]. Dezmozomi
su povezani dezmozomalnim kadherinima na povrsini ¢elije i intermedijarnim Keratinskim
filamentima sa unutras$njim citoplazmatskim delom. N terminalni krajevi Dsg i Dsc su vezani
jedan za drugi na ekstracelularnom delu dezmozoma dok su njihovi C terminalni domeni
vezani sa plakoglobinom, plakofilinom i N terminalnim krajem dezmoplakina za spoljasnji
deo intracelularne dezmozomalne plo¢e (slika 3). C terminalni domeni dezmoplakina su

keratinskim filamentima vezani za unutrasnji deo intracelularne ploce [65, 68].

Ekstracelularni (EC) domen Dsg 3 se sastoji od 4 kadherinskih ponavljanja-EC1-4 i jednog
proksimalnog domena (EC5) [69]. Prva 3 EC (EC1-3) Dsg3 su potrebna za vezivanje prva 2
EC Dsc (EC1-2) [68]. Glavna mesta vezivanja antitela otkrivena su na EC1 i EC2 domenima
Dsg3, a opisano je vezivanje antitela i za domene EC3-5 [69].

keratinocit dezmozom keratinocit

e R e SR TR

DP CIT DP

s e e autoantigeni
plazma membrana —  —

—_—
Desmocollin
keratinski
intermedijarni —

filamenti Plakophilin

Plakoglobin
P=—="]
Desmoplakin
=
Envoplakin

. =
DP: dezmozomalni plak Periplakin

CIT: centralna
intercelularna traka

=
Desmoglein

Slika 3: Struktura dezmozoma
(Hertl i sar, 2006)

Drugi bitan molekul u patogenezi akantolize je syndecan-1, proteoglikan na povrsini
keratinocita koji takode ucestvuje u celijskoj adheziji [70]. Fosforilacija i defosforilacija
komponenti dezmozoma su najverovatnije najvazniji dogadaj u kaskadi regulatornih
mehanizama koji uticu na odrzavanje strukture i1 ocuvanje adhezionih sposobnosti.
Fosforilacija kadherina, katenina, dezmoplakina i Dsg je obi¢no udruzena sa gubitkom
adhezije [66]. Raznovrsni Celijski procesi su ukljueni u patogenezi pemfigusa, pocev od
vezivanja antitela za antigeni epitop do krajnje akantolize. Raslojavanje strukture dezmozoma

je od najveceg znacaja.
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1.2.4.2. Znacaj T celija u nastanku anti Dsg antitela

Auto reaktivni T limfociti su kljuéni u indukciji i regulaciji sekrecije antitela. U sustini,
sekrecija antitela zahteva prethodnu interakciju B i antigen specifi¢nih T helper limfocita,

kako bi se determinisali izotipovi antitela koje ¢e sekretovati B limfociti [71].

T helper ¢elije se mogu, shodno profilu citokina, klasifikovati u T helper 1 (Thl) koje luce tip
1 citokina: (interleukin) IL-2, IL-12, IL-15 i interferon (IFN)-y, i T helper 2 (Th2) koje luce
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 and IL-13 (tip 2 citokina) koji ucestvuju u aktivaciji B limfocita,
odnosno oblikuju humoralni imunski odgovor u smislu izotipa i afiniteta sekretovanih
antitela. 1L-10, IL-6 i IL-15 su verovatno uklju¢eni u patogenezu pemfigusa, a dokazana je

smanjena koli¢ina IL 2, IFN-y (zbog inhibitorne uloge 11-4 i IL-10) [71].

Budu¢i da su razliciti HLA aleli u razli¢itim populacijama udruzeni sa PV, glavni predlozeni
mehanizam je, da aleli udruzeni sa pojavom oboljenja mogu da vezuju dovoljnu koli¢inu
antigenih peptida i iniciraju T ¢elijski odgovor [37, 45, 72]. Interakcija T ¢elijskog receptora
(TCR) i MHC-peptidnog kompleksa predstavlja prvi korak koji pokrec¢e T ¢elijski odgovor.
Aktivirani CD4" T helper limfociti eksprimiraju CD40 ligand koji se vezuje za CD40 na
povrsini B limfocita [73]. Aktivirani autoreaktivni B limfociti se takode ponasaju kao APC
omogucavajué¢i T limfocitima prepoznavanje antigena i ova povratna sprega T-B limfocit
putem kostimulatornih molekula je krucijalna u inicijaciji imunskog odgovora [73].
Prepoznavanje antigenog epitopa Dsg3 moze biti krucijalan za sekreciju specifi¢nih antiDsg

antitela od strane B limfocita.
1.2.4.3. Uloga antitela protiv dezmogleina u ostecenju epitela

Razvoj oboljenja zavisi od potklase antitela. Raniji radovi ukazuju da su autoantitela 1gG1
klase podjednako zastupljena i kod osoba sa pemfigusom (uglavnom u remisiji) i kod zdravih,
dok su autoantitela klase 1gG4 prisutna samo kod pacijenata u aktivnoj fazi bolesti dok prema
novijim studijama, kod pacijenata u aktivnoj fazi bolesti, IgG4 i 1gG1 antitela su bile
dominantne potklase a kod pacijenata u klini¢koj remisiji antitela klase IgG2 i IgG4, kao i kod
60% zdravih srodnika [62]. Antitela ili fizicki blokiraju adheziona mesta na Dsg ili drugim
adhezionim molekulima 1 naruSavaju njegovu strukturu 1i/ili stimuliSu oslobadanje
proteolitickih enzima [1]. Inflamatorna kaskada tokom nastanka i razvoja promena na kozi

nastaje interakcijom Celija medijatora stecene i urodene imunosti.

14



Dr Dubravka Zivanovié¢  doktorska disertacija Uvod

Postoje 2 hipoteze kojim bi se mogli objasniti patomehanizmi nastanka bula kod pemfigusa.
Prva je da vezivanjem autoantitela za antigeni epitop (Dsg) dolazi do moguceg gubitka
adhezije putem tzv. sternog otpora (eng. steric hindrance) - kad veli¢ina grupa unutar
molekula sprecava hemijsku reakciju koja se odvija sa srodnim manjim molekulima, odnosno
sterno ometanje izmedu susednih grupa moze takode da ogranici torzione uglove veza [2, 74].
U skladu sa tim, brojne studije su pokazale da su sekvence aminokiselina na dva N-terminalna
kraja ekstracelularnog domena Dsg 3 imunodominantna ali se i dalje ne zna zaSto su
ektodomeni (EC) 1 i 2 glavni ciljni antigen [75]. Autoantitela klase 1gG prepoznaju linearne i
konformacione epitope Dsg3 na N terminalnom kraju - 161 aminokiselina koje sadrze

sekvence koje su klju¢ne u adheziji kadherina [75].

PredloZeno je da autoantitelo prema Dsg putem sternog otpora utice na adhezivna svojstva
Dsg dovode¢i do razdvajanja strukture dezmozoma. Prema novijim istrazivanjima iako
antitela vezana za Dsg putem sternog otpora inhibiraju adhezivna svojstva Dsg, smatra se da

nisu dovoljna da bi dovela do cepanja dezmozoma [74].

Druga hipoteza koju su 1999. godine predlozili Stanley i Amagai, tzv. dezmoglein
kompenzatorna teorija podrazumeva da se adhezija izmedu keratinocita odrzava dokle god ili
Dsgl ili Dsg 3 funkcioniSu, odnosno dovoljan je jedan funkcionalni izoformni oblik za
odrzavanje integriteta koze i sluznica [63, 76]. Postulati ove teorije su: 1) u superficijelnom
epidermu pemfigus foliaceusa (PF) gde je prisutan samo Dsgl, antiDsgl antitela ce
prouzrokovati bule, 2) antiDsg 3 antitela su sama dovoljna da dovedu do rascepa na oralnoj
sluzokozi kod pacijenata sa pemfigus vulgarisom (PV) kod kojih nije prisutan Dsgl, 3) kutane
lezije kod pacijenata sa PV se razvijaju kada su prisutna i antiDsgl i antiDsg3 antitela [62,
63]. Dezmoglein kompenzatorna teorija ne uzima u obzir ostale kadherine [62].

1.2.4.4. Antitela protiv drugih proteina i ostali mehanizmi koji izazivaju akantolizu

Istrazivanja su pokazala da pored antitela na Dsg, pacijenti oboleli od pemfigusa razvijaju
antitela 1 prema drugim komponentama dezmozoma (kao §to su dezmokolin, familija plakina)
ili prema nedezmozomalnim proteinima kao §to su tiroperoksidaza, neki aneksini, laminin. Do

sada je identifikovano preko 50 humanih proteina koji reaguju sa pemfigusnim 1gG [62, 76].

Od znacaja je nedavno dokazana reaktivnost prema proteinu nazvanom PERP iz familije

perifernog mijelinskog proteina (eng. peripheral myelin protein, PMP). Moguca je njegova
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uloga u interakciji adaptornih proteina i receptora koji aktiviraju kaspazu (proapoptotski
enzim) [62].

U studiji Vua i saradnika, radioimunoprecipitacijom seruma pokazano je da je 85% pacijenata
sa pemfigusom precipitiralo ACh receptore [62, 77]. Acetilholin (Ach) moze da uti¢e na
funkciju keratinocita vezujuéi se za razlicite klase ACh receptora - muskarinski i nikotinski
holinergicki receptori. Na povrSini humanih keratinocita izolovano je vise vrsta muskarinskih
(M1-M5) (mAChR) i nikotinskih (a3,a5, a7, a9, al0, B1, 2, 4) Ach receptora (nAChR) i ovi
receptori sinergisticki ucestvuju u odrzavanju Celijske adhezije. Blokiranjem bilo koje klase
Ach receptora izaziva gubitak kohezije in vitro [62, 66, 78, 79]. Muskarinski AChR su
transmembranski glikoproteini koji putem G proteina modulisu koncentraciju jona i aktivnost
protein kinaza a nAChR putem vezivanja za jonske kanale modifikuju protok natrijuma,

kalijuma i kalcijuma.

Dva nova potencijalna antigena koja su otkrivena na povrsini keratinocita pripadaju grupi
holinergickih receptora: pemphaxin (molekul slican aneksinu koji vezuje Ach) i 09 acetilholin

receptor, i od skorije i Dsg 4 [62, 71, 80].
1.2.4.5. Predlozeni modeli ostecenja

Postojanje antitela prema razli¢itim komponentama keratinocita u patogenezi pemfigusa
mogla bi se objasniti tzv. “multiple hit” hipotezom: anti-AChR antitela indukuju akantolizu
smanjenjem kohezije zbog inhibicije fizioloSke kontrole oblika keratinocita i meducelijskih
veza; keratinociti se smanjuju (retrahuju), dezmozomi sa adhezionim molekulima su ogoljeni
u intercelularnom prostoru, za njih se vezuju antitela i spreCava se ponovna kohezija
dezmozoma putem sternog otpora; prema ovoj teoriji tezina kliniCke slike i prezentacija

zavise od odnosa razli¢itih tipova autoantitela kod pacijenta [62, 79].

Uprkos otkrivanju dodatnih potencijalnih autoantitela, patogena uloga autoantitela prema
Dsgl i Dsg3 jasno je definisana a svakako sinergisticko dejstvo antitela prema razli¢itim
antigenim epitopima pojacava indukciju akantolize [71, 81, 82]. Kod nekih pacijenata
dokazana su i antimitohondrijalna antitela za koja se smatra da bi mogla da prodru u
keratinocite 1 reaguju sa mitohondrijalnim proteinima delujuci sinergisticki sa drugim

antitelima koja se razvijaju kod pemfigusa [62, 76, 83].
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Sve ovo ukazuje na kompleksnost pemfigusa i da najmanje tri vrste antitela
(antidezmozomalna, anti acetilholinska i antimitohondrijalna) mogu da pokrenu razvoj
oboljenja uz razli¢ite tkivne i serumske faktore kao Sto su FasL (Fas ligand), TNF (eng.

Tumor necrosis factor), citokini, proteaze [76, 83].

Drugi medijatori inflamacije ukljucujuéi prostaglandine, tromboksan B2 i leukotrijene se
takode mogu naci u veéoj koli¢ini u pemfigusnoj buli. Smatra se da je nivo TNF u serumu
obolelih u korelaciji sa stepenom aktivnosti bolesti [62, 84]. Nije do kraja jasna uloga TNF u
patogenezi pemfigusa. Mogao bi imati visestruku ulogu s obzirom na njegove razne efekte na
imunski odgovor kao S§to su indukcija sekrecije preoteolitickih enzima, naro€ito urokinaze,

plazminogen aktivatora kao i sintezu C3 komponente komplementa u keratinocitima [84].

Kada se autoantitelo IgG klase veze za Dsg na povrSini keratinocita dolazi do aktivacije
nespecifiénih proteaza i tranzitornog porasta intracelularnog kalcijuma usled brzog porasta
Inozitol 1, 4 i 5 trifosfata koji mobiliSe intracelularni kalcijum [49]. Fosfolipaza C katalizuje
stvaranje dodatnih koli¢ina inozitol 3 fosfata i menja odnos cikli¢nog adenozin monofosfata
(cAMP) i cikli¢nog guanozin monofosfata (cGMP) [77]. Krajnji odgovor keratinocita koji
dovodi do akantolize je ekspresija plazminogen aktivatora na povrSini keratinocita i1 sekrecija
ovog molekula sa aktivacijom plazminogena koji zatim prelazi u plazmin i aktivira druge
proteoliticke enzime (serin, karboksil peroksidazu). Ovi enzimi razdvajaju intercelularni
matriks i dovode do gubitka celijskih veza [49]. Pored toga, dolazi do aktivacije kaskadnih
signalnih puteva: fosforilacije p38 mitogen aktivirane fosfokinaze (MAPK) i heat schock
proteina (HSP), autofosforilacije receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR), (eng.
Epidermal growth factor, EGF), aktivacije c-myc (regulatorni gen koji kodira transkripcioni
faktor) i transkripcionog faktora c-Jun i integracije EGFR i plakoglobina [62, 80, 85, 86].

Postavljena je hipoteza da bi i apoptoza keratinocita mogla biti odgovorna za nastanak
akantolize [87-89]. Akantoliza i apoptoza se ne mogu razdvajati kod PV s obzirom da su oba
mehanizma pokrenuta istim signalnim efektorima zbog vezivanja antitela na keratinocite i
ucesca istih medijatora - FasL, TNF, IL-1, IL-6, IL-8 i IL-15 i proteaza. Najverovatnije je

apoptoza u akantolizi regulisana EGF [80].

2009 godine, Grando i saradnici su predlozili novi pojam - apoptoliza (apoptolysis) koja se od
apoptoze razlikuje po tome Sto ne dolazi do smrti Celija bazalnog sloja, celije se skupe

(retrahuju) 1 to daje izgled nadgrobnih spomenika Sto je karateristiCan histopatoloSki nalaz
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kod pemfigusa [67, 90]. Autori su predlozili nekoliko koraka apoptolize. Vezivanjem
autoantitela za Dsg ili neke druge proteine na povrSini keratinocita dolazi do pocetne
signalizacije. Aktivacijom EGFR, p38 MAPK, Scr, protein kinaza mTOR (eng. Mammalian
Target of Rapamycin) dolazi do porasta intracelularnog kalcijuma $to daljom enzimskom
kaskadom zapocinje apoptozu keratinocita u bazalnom i nizim slojevima epiderma. Dolazi do
propadanja i retrakcije tonofilamenata, kao i do razdvajanja inter-dezmozomalnih adhezionih
kompleksa (zbog fosforilacije adhezionih molekula i razdvajanja citoplazmatskih krajeva
transmembranskih kadherina pod dejstvom aktiviranih kaspaza) odnosno do rane akantolize.
U ovoj fazi dezmozomalni spojevi jo§ uvek drze keratinocite. Daljim razdvajanjem i
znacajnim propadanjem strukturnih proteina ukljucujuéi i Dsg dolazi do prave akantolize i
potpunog razdvajanja keratinocita. Nakon toga dolazi do zaobljavanja keratinocita i apoptoze
suprabazalnih keratinocita, a bazalni sloj je o¢uvan (slika 4) [90]. Dokazano je u razli¢itim
istrazivanjima da inhibitori protein kinaze Src, EGFR, p38 MAPK, kaspaza i mTOR blokiraju
i akantolizu i apoptozu [62, 83, 90, 91].

3. retrakcija
tonofilamenata

4. razdvajanje
dezmozoma

5.
apoptoza suprabazalnih

keratinocita

1. vezivanje autoantitela

Slika 4: Apoptoliza kod pemfigusa
(Grando i sar, 2009)

U proces akantolize moze da bude ukljucena i aktivacija komplementa ali je njegova uloga
manje vazna. Smatra se da komplement pojacava patogenost tako Sto autoantitela vezuju
komponente komplementa na povrSini Celije, $to moze imati za posledicu oslobadanje

medijatora inflamacije, naj¢eSce IL-1 i TNF i aktivaciju proteoliti¢kih enzima [49, 80].
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Razlike u klinickoj prezentaciji superficijalnih i dubokih formi pemfigusa su najverovatnije
odraz regionalnih varijacija ekspresije ciljnih antigena. Dsg 1 je pretezno prisutan u gornjim
slojevima epiderma a nedostaje u suprabazalnom sloju dok je Dsg3 pretezno ispoljen u
dubljim slojevima a nedostaje u gornjim slojevima epiderma [1, 2, 37, 49, 63]. Ova zapazanja
su doprinela razvoju Dsg kompenzatorne teorije. Opet, ova teorija ne objasnjava nepostojanje
bula kroz druge slojeve epiderma kod manjeg broja pacijenata koji imaju i antiDsgl i 3
antitela [1]. Svakako se smatra da do akantolize dolazi prvenstveno zbog inhibicije adhezivnih
funkcija Dsg3 i Dsgl, a da sekrecija plazminogena kao i aktivacija komplementa mogu biti

naknadno ukljuceni u proces i doprinositi daljem razvijanju akantolize [49].
1.2.5. Faktori spoljasnje sredine

Dosadas$nja istrazivanja su dokazala da kod genetski predisponiranih osoba razli¢iti faktori
spoljasnje sredine mogu pokrenuti razvoj autoimunskog pemfigusa ili ga pogorSati [38].
Moguénost da odredeni faktori spoljasnje sredine indukuju pemfigus ili dovode do njegove
egzacerbacije kod genetski predisponiranih osoba, od velikog je znacaja zbog toka bolesti i
efikasnosti primene terapije. Populacije sa slicnom genetskom predispozicijom mogu
ispoljavati razli¢ite klinicke manifestacije oboljenja kada se izlazu razli¢itim faktorima
spoljasnje sredine [92]. lako je dokazana patogena uloga antiDsg anitela, razvoj oboljenja
zavisi od izloZenosti moguc¢im okidacima s obzirom da se antitela mogu ¢ak i u visokom titru

naéi i kod zdravih osoba kao i kod zdravih srodnika pacijenata obolelih od pemfigusa [38].

PredloZen je akronim PEMPHIGUS, kako bi se oznalili brojni mogu¢i etioloSki faktori-
pesticidi, hormoni, malignitet, lekovi, hormoni, infekcije, hrana, UV zracenje i stres (eng. PE:
pesticides, M: malignancy, P: pharmaceuticals, H: hormones, I: infections, G: gastronomy,
U: UV radiation, S:stress) [93].

Do sada najceS¢e opisivani 1 najjasnije povezani faktori spolja$nje sredine koji dovode do
manifestacija autoimunskog pemfigusa su lekovi, i mogu se podeliti u tri velike grupe- 1)
lekovi sa sa tiolskom grupom, 2) lekovi sa fenolskom grupom, 3) netiolski, nefenolski lekovi
[94-97]. Moze se govoriti o lekom pokrenutom (eng. drug- triggered pemphigus, DTP) i
lekom izazvanom (drug- induced pemphigus, DIP) pemfigusu, koji se na osnovu klini¢kih i
patohistoloSkih manifestacija ne razlikuju od idiopatskih formi pemfigusa, a DIP i DTP ¢e se
razlikovati po toku nakon obustave leka [36, 98]. Prvi slu¢aj pemfigusa izazvanog lekom -

penicillaminom opisan je 1969. godine [46]. Pretpostavlja se da ¢e se u oko 7% pacijenata
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koji su na terapiji penicilaminom najmanje 6 meseci razviti pemfigus, i do sada najveci broj
opisanih lekom izazvanog pemfigusa bio je kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom lecenih
penicilaminom [46, 99]. Drugi Cesto opisivani lekovi su penicilin i kaptopril: penicilin spada
u grupu tzv. maskiranih tiol lekova, sadrzi S atom koji moze biti pretvoren u tiol [94].
Penicilamin nastaje hidrolizom metaboli¢kih produkata penicilina i tragovi penicilamina se
mogu naci u plazmi pacijenata sa penicilin DIP [36]. Cefalosporini sadrze i tiolsku grupu i

fenolski prsten, takode su opisivani kao pokreta¢i pemfigusa [100].

Period potreban za klinicko manifestovanje oboljenja indukovanog lekom je dosta dug (i
preko Sest meseci, u proseku 314- 329 dana, odnosno krace ako se govori o DI pemphigus
vulgarisu, 128 dana), $to ponekad moze dovesti u sumnju medikamentoznu etiologiju [36,
95]. Predlozeni mehanizam indukovanja akantolize kod lekova sa fenolskom grupom je
oslobadanje citokina, prvenstveno IL-1 i TNF od strane keratinocita [70, 97, 98]. Takode,
pojedini lekovi mogu uticati na aktivnost supresornih T limfocita $to ¢e omoguciti sekreciju
raznih antitela od strane B limfocita [36, 101]. Postoje pojedina¢ni slucajevi pemfigusa
izazvanog lekom nakon upotrebe drugih ACE inhibitora (fosinopril, lizinopril), hlorokina,

indapamida, karbamazepina, hinolona [101-106].

Najcescée opisivani lekovi koji mogu da pokrenu ili pogor$aju pemfigus navedeni su u tabeli

1.

Tabela 1: Lekovi koji mogu da pokrenu ili pogorsaju pemfigus

Lekovi

Penicilin i derivati penicilina

Cefalosporini

ACE inhibitori

Tuberkulostatici (Etambutol, 1zoniazid, Rimfapicin)
Soli zlata

Penicilamin

Neke namirnice takode mogu imati ulogu u nastanku ili pogorSanju pemfigusa, narocito one
bogate jedinjenjima koja sadrze tiol (kao $to je luk - crni, beli i praziluk), fenol (mango,
pistaci, indijski orah, crni biber, aditivi), izotiocianite (senf, ren, rotkva, prokelj, brokoli) ili

tanin (crno vino, brusnice, maline, kupine, zacini) [97, 99, 107, 108]. Tome govori u prilog da
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je incidencija pemfigusa visa u odredenim populacijama gde se takve namirnice
upotrebljavaju u vecoj koli¢ini, kao i da su zabeleZeni slucajevi pogorsanja ili recidiva nakon

upotrebe vecih koli¢ina neke od navedenih namirnica [92, 93, 99, 108].

Ostali faktori spoljasnje sredine koji su opisivani u literaturi kao faktori koji kod genetski
predisponiranih osoba dovode do indukcije ili aktivacije pemfigusa su pesticidi, hormoni,
fizi¢ki agensi (jonizujuée i UV zracenje) [82, 92, 93, 97, 109].

U decjem uzrastu lekom indukovan pemfigus je redak, opisani su slucajevi pemfigusa kod
dece nakon terapije montelukastom koji je selektivni antagonist leukotrien D4 receptora i

sadrzi sumporni molekul, kao i pemfigus u de¢jem uzrastu nakon imunizacije [32].

ZabeleZeni su slucajevi pemfigusa kontaktno nastalin nakon topikalne upotrebe fenolskih

supstanci, razli¢itih kozmetickih preparata ili imikvimoda [97, 99, 110-112].

Razli¢iti infektivni agensi (virusi prvenstveno) mogu inicirati ili pogorSavati pemfigus.
Infektivni agens moze kod predisponiranih da stimuliSe imunski odgovor i da dovede do
produkcije IFN-y i citokina — IL-4 i IL-10 [97]. IFN-y moze dovesti do pojacane ekspresije
HLA molekula II klase na povrSini keratinocita, a povecana produkcija IL-4 i IL-10
potenciranje Th2 imunskog odgovora i sekreciju antitela. Virusi mogu imati direktan uticaj na
T i B limfocite dovode¢i do aktivacije autoreaktivnih B limfocita i sekrecije antitela ili
infekcija moze dovesti do strukturnih promena proteina ¢elijske membrane i formiranja novih
imunogenih antigena [113]. Takodje, herpes simplex virusi mogu indukovati sekreciju
autoantitela putem molekularne mimikrije [97]. Opisani su sluéajevi egzarcerbacije pemfigusa

nakon primanja vakcina (DiTePer, vakcina protiv gripa, hepatitis B vakcine [114, 115].

Sa druge strane, zabeleZeno je znacajno manje pusaca medu pacijentima sa pemfigusom kao i
poboljsanje ugl. oralnih lezija, odnosno agravacija bolesti nakon prestanka pusSenja. Nikotin
uti¢e na produkciju odredenih proinflamatornih citokina, a vezivanjem za nikotinske

holinergicke receptore na povrsini keratinocita uti¢e na odrzavanje Celijske kohezije [82, 92,
116].

Stres i stresni dogadjaji takode mogu biti okidaci razli¢itih autoimunskih bolesti ukljucujuci i
pemfigus, u prilog tome govori i povecana incidencija pemfigusa u posleratnom periodu [4,
30, 117].
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Budu¢i da je pemfigus oboljenje koje se najcesce javlja u 4. 1 5. dekadi zivota, rede su
zabelezeni slucajevi kod trudnica [118]. Iako je dokazano pogorSanje pemfigusa u trudnodi,
nije dokazana statisticki znacajna razlika u odnosu na broj trudnoca kod obolelih pacijentkinja
u dosadasnjim ispitivanim serijama [82, 92]. Kod genetski predisponiranih osoba, trudnoca se
smatra jednim od faktora okidaca odnosno pogorsanja oboljenja [119-121]. U trudnodi,
pogorsanja pemfigusa uglavnom su manjeg obima, u 1. i 2. trimestru, znacajnije pogorSanje
se deSava postpartalno [35, 118, 121, 122]. Smatra se da zbog blage imunosupresije tokom
trudnoce i1 zbog horionske produkcije kortikosteroida u tre¢em trimestru dolazi do poboljsanja
klinickih manifestacija majki sa pemfigusom, a zbog prekida transplacentarnog dotoka

kortikosteroida nakon porodaja dolazi do pogor$anja odnosno recidiva [35, 118, 120].

1.3. Klasifikacija pemfigusa

Uobicajena je podela autoimunskog pemfigusa u dve grupe u zavisnosti od nivoa rascepa -
pemphigus vulgaris i pemphigus foliaceus, svaki sa svojim varijantama (pemphigus vegetans i

pemphigus erythematosus) [123].

Danasnja klasifikacija oboljena iz grupe pemfigusa zasnovana je na 1) vrsti ciljnog antigena
(Dsg, Dsc ili drugi), 2) nivou rascepa, 3) tipu autoantitela (IgG ili IgA), 4) histopatoloSkim
karakteristikama (odsustvo ili prisustvo inflamacije, i/ ili nekroze) i 5) klinickim

mansfestacijama oboljenja [124, 125].

Klasifikacija autoimunskog pemfigusa, ciljni antigeni i glavne histoloske karakteristike

navedeni su u tabeli 2.
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Tabela 2: Klasifikacija oboljenja iz grupe autoimunskog pemfigusa

Tip pemfigusa Ciljni antigen Histoloske karakteristike
Pemphigus vulgaris (PV)
1. Mukozni oblik PV Dsg3 Suprabazalni rascep
2. Mukokutani oblik PV Dsg3, Dsgl Rascep suprabazalno/ granulozni
sloj
3. Pemphigus vegetans Dsg3 Suprabazalni rascep, akantoza,
papilomatoza, Eo i Ne infiltrat
Pemphigus foliaceus Dsgl Rascep u grauloznom sloju
Pemphigus herpetiformis Dsgl, Dsg3 Eozinofilna spongioza
IgA pemphigus Dscl, Dsgl Subkornealni rascep i

subkornealne pustule

Pemphigus paraneoplasticus Dsg 3, plektin, BPAG1, Nekroza keratinocita
dezmoplakin 1, 2,
envoplakin, peptid 170
KDa

1.4. Klini¢ka prezentacija

1.4.1. Pemphigus vulgaris (PV)

PV predstavlja naj¢es¢u formu pemfigusa. Promene su lokalizovane na koZi 1 sluzokoZama.
Bule se obi¢no javljaju na klini¢ki neizmenjenoj kozi, rede na eritematoznoj. Po prskanju
krova bule zaostaju erozije koje su bolne, lako krvare i sporo epitelizuju [2]. Bule su skoro
uvek prisutne na mestima izlozenim pritisku. U pocetku su bule malobrojne, javljaju se
spontano ili pod dejstvom pritiska (pozitivan fenomen Nikolsky), nepravilno su rasporedene u
manjim i veéim pregibnim povrSinama - oko o¢iju, nozdrva, usta, u predelu umbilikusa, grudi
na ekstremitetima i kapilicijumu [2]. Tip i izgled promena na sluzokozama analogan je onima
na kozi, ali se intaktne bule retko vidaju. Najcesce je zahvacena oralna sluzokoza, i u 50-63%
slu¢ajeva se javljaju pre promena na kozi nekoliko meseci i oznacavaju pocetak bolesti [2, 5].

Pored oralne mogu biti zahvaéene druge sluzokoze. Na konjunktivama se bule rede vidaju [5].

PV u de¢jem uzrastu i juvenilni PV su izuzetno retki [33]. Klinicka slika, tok i prognoza vrlo

su sli¢ni PV kod odraslih [32, 34, 126, 127].
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1.4.2. Pemphigus vegetans (P Veg)

Predstavlja najredi oblik pemfigusa, javlja se u oko 1 - 2% do 5% pemfigusa [128]. Klini¢ki
se deli na tip Neumann i tip Hallopeau koji se razlikuju se na osnovu klini¢ke prezentacije i
toka bolesti [128]. Tip Neumann: primarne promene su bule, iza njih zaostaju velike
erodovane povrSine na kojima se potom stvaraju vegetacije. Predilekciona mesta su uglavnom
pregibne povrsine [5]. Mukoze su takode zahvacene, isto tako Cesto kao kod pemphigus
vulgarisa. Tip Hallopeau: pocetna promena je pustula. Javlaju se grupe pustula koje brzo
evoluiraju u vegetantne verukoidne plakove bez stvaranja erozija. Na povrSini ovih plakova
mogu se videti male pustule i rede male erozije [128-130]. Tok je benigan, vrlo su Ceste
spontane remisije [128]. Promene se isto javljaju u intertriginoznim regijama. Mogu se naci

sli¢ne lezije u usnoj duplji kao kod P Veg Neumann.
Oba tipa P veg su izrazito retka u de¢jem uzrastu i u juvenilnom dobu [126].
1.4.3. Pemphigus foliaceus (PF)

Javlja se rede od PV, ¢ini oko 7 - 20% svih slu¢ajeva autoimunskog pemfigusa [6, 8, 10, 11,
15, 19, 23], a zastupljen je u veéem procentu u zemljama Afrike [17, 28]. Predstavlja
superficijelni oblik. Male, mlitave bule se javljaju u ranom stadijumu, vrlo brzo prskaju,
klinickom slikom dominiraju eritem, erozije, krustoskvame. Promene su u pocetku ograni¢ene
na seboroi¢ne regije, imaju tendenciju da se generalizuju. Promene na konjunktivama su Ceste

dok su druge sluzokoze izuzetno zahvacéene [5].

U decjem dobu se retko javlja, ¢eS¢a je forma od PV a klinicka slika, tok i prognoza

odgovaraju adultnoj formi [32, 126].

Endemska forma PF javlja se u Brazilu (Pemphigus Braziliensis, Fogo selvagem) [5]. U
pojedinim ruralnim podru¢jima prevalencija oboljenja iznosi oko 3-4% [4]. U Brazilu od
endemske forme PF najéeS¢e oboljevaju mladi odrasli muskarci i deca [5]. Sezonski pik
incidencije endemske forme PF i geografska zastupljenost postavljaju hipotezu okidaca iz
spoljasnje sredine koji je u molekularnoj mimikriji sa Dsgl. Tome ide u prilog ¢injenica da je
opisana visoka prevalencija antiDsgl antitela kod zdravih osoba koje zive u predelima gde se
javlja endemski PF [5]. Zabelezene su i forme endemskog pemfigusa u severnom delu
Kolumbije, Peruu i juznom delu Tunisa, gde za razliku od brazilske forme, oboljevaju mlade
zene [5, 131].
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1.4.4. Pemphigus erythematosus (PE)

Promene na kozi mogu biti bule, eritemoskvamozni plakovi aspekta seboroi¢nog dermatitisa i
lezije koje podsecaju na malarni eritem kod lupus erythematodesa (LE). Bule, kao i kod PF
vrlo brzo prskaju, stvaraju¢i erozije prekrivene Zzuckasto mrkim krustama. Promene su
najizrazenije na kapilicijumu, nazolabijalno, mamarno, submamarno i na ramenima [2, 100,
132]. Na nosu i zigomati¢no javljaju se promene nalik LE — eritem, erodovane povrsine
prekrivene krustoskvamama, koje mogu biti suve i adherentne i klinicki podsecati na skvamu

kod LE. Mukoze kod pacijenata sa PE nisu zahvacene [132].

Kod pacijenata obolelih od PE u mogu se naéi autoantitela na Dsgl kao kod PF i
antinuklearna antitela kao kod LE, kao i imunopatoloski nalazi karakteristini za oba
oboljenja mada su retki slucajevi sa klinickim i imunoloskim manifestacijama obe bolesti

[100, 132].
1.4.5. Pemphigus herpetiformis (PH)

Originalan naziv i dijagnosticke kriterijume dala je Jablonska 1975. godine [123]. PH se
javlja u 2,2 - 7,3% svih pemfigusa [4, 8, 11, 123]. Promene su herpetiformnog rasporeda.
Primarna promena je bula uglavnom napeta, ¢esto na eritematoznoj povrsini. Cesto se vidaju i
vezikule, papule ili papulovezikule, urtikarijalni plakovi, ponekad sa manjim bulama
herpetiformnog rasporeda na periferiji plakova. Subjektivno, prisutan je osecaj pruritusa

[123]. Histoloske 1 imunopatoloske karakteristike su kao za PV.
1.4.6. 1gA pemphigus

Postoje dve podgrupe IgA pemfigusa - SPD tip (subkornealna pustulozna dermatoza) i IEN
tip (intraepidermalna neutrofilna dermatoza) [123, 133]. Do 2011. godine, opisano je 60ak
sluc¢ajeva IgA pemfigusa [133], odnosno 37 IgA pemfigusa SPD tipa i 30 IEN tipa [134].
Primarne promene su male, mlitave bule, koje brzo prelaze u pustule, ili pustule, na
eritematoznoj ili klinicki neizmenjenoj kozi. Pustule konfluiraju, Sire se, formiraju anularna 1
policikli¢na polja sa zuckastim krustama u centru i pustulama na periferiji. Predilekciona

mesta su pregibi (predominantno aksile) i trup. Mukoze su retko zahvacene [133, 134].

Kod SPD tipa, IgA depoziti se direktnim imunofluorescentnim testom nalaze samo u gornjim

slojevima epiderma dok kod IEN tipa celom Sirinom. Dsc 1 je identifikovan kao ciljni antigen
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i u nekoliko slucajeva IEN tipa IgA antitela prema Dsg3 i Dsgl[123, 133]. Opisani su
pojedinacni slucajevi IgA pemfigusa u de¢jem dobu [123].

1.4.7. Pemphigus paraneoplasticus (PNP)

O udruZenosti oboljenja iz grupe pemfigusa i malignih oboljenja postoje mnogi podaci.
Anhalt i saradnici su 1990. godine opisali kao poseban entitet PNP — autoimuno akantoliticno
mukokutano oboljenje udruzeno sa raznim malignitetima [123]. PNP je najcesce udruzen sa
limfoproliferativnim oboljenjima [123, 135]. Klinicke karakteristike PNP su refrakterni
stomatitis i polimorfizam kutanih lezija koje se manifestuju bulama, vezikulama, target
lezijama u ¢ijem centru se Cesto vida bula, urtikarijalnim plakovima i/ ili psorijaziformim
plakovima; opisani su i slu¢ajevi sa erupcijom na kozi nalik lichen planusu, odnosno lichen

planus pemphigoidesu [62, 135].

S obzirom na varijabilnu klinicku prezentaciju i1 simptomatologiju, 1 zbog do sada
postavljenih jasnih razlika sa PV, predlozen je naziv PNP/ PAMS (eng. Paraneoplastic
autoimmune multiorgan syndrome, PAMS) [62, 97, 135, 136].

Promene se najces¢e javljaju prvo na sluzokozama u vidu bolnih, prostranih erozija i
ulceracija, naj¢esce na oralnoj sluzokozi, zahvatajuci i orofarinks. Konjunktivalne erozije su
za razliku od PV vrlo Ceste, razvija se pseudomembranozni konjunktivitis, ne retko dolazi do
oziljavanja; i druge sluzokoze mogu biti zahvacene - gingive, jezik, ezofagus, larings, vagina i
penis [123, 135]. Kod PNP c¢esto je zahvaCena mukoza respiratornog trakta izazivajuci
bronchiolitis obliterans koji zavr$ava letalnim ishodom i koji je najces$¢i uzrok smrti kod
pacijenata sa PNP [62]. Bule na dlanovima i tabanima se ¢esto vidaju za razliku od PV [123,
135]. U 70% slucajeva PNP se javlja kod pacijenata sa ve¢ dijagnostifikovanom neoplazijom,
u ostalih 30 % se otkrije naknadno i za razliku od drugih formi pemfigusa, uprkos terapiji
smrtnost je preko 90% [62, 123].

PNP kod dece je najces¢e udruzen sa limfoproliferativnim oboljenjima, uglavhom. Non-

Hodgkin-ovim limfomom i ¢es¢e sa Castelman-ovim tumorom [32, 137].
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1.5. Dijagnoza

Dijagnoza autoimunskog pemfigusa postavlja se na osnovu korelacije klini¢ckih manifestacija,
histopatoloSkog nalaza i imunofluorescentnih testova: imunopatoloSkog nalaza (direktni
imunofluorescentni  test, DIF), indirektnog imunofluorescentnog testa (IIF) i
imunoadsorbcionih testova. Kao pomoc¢na dijagnosticka procedura za rano i brzo otkrivanje

akantoliticnih Celija koristi se citodijagnosticki Tzanckov test.
1.5.1. Histopatoloske promene

Osnovna karakteristika oboljenja iz grupe pemfigusa je i formiranje intraepidermalnog
rascepa - Supljine u kojoj se Cesto nalaze morfoloski karakteristicne akantoliti¢ne Celije, sa
eozinofilnom citoplazmom, piknoti¢nim jedrom i perinuklearnim haloom [138].
Histopatoloska podela pemfigusa moze da se izvr$i na osnovu nivoa na kom je nastao rascep

na PV - suprabazalni, PF, PE - predominantno gornji slojevi epiderma.

Kod PV bazalne ¢elije ostaju vezane za bazalnu membranu, ali zbog gubitka intercelularnih
veza izgleda su "reda nadgrobnih spomenika™; perivaskularno i u intersticijalnom prostoru
moze se na¢i oskudan do umeren limfocitni infiltrat, eozinofili i/ ili neutrofili [138]. U ranim

lezijama Cesto nema akantolize, moze se videti eozinofilna spongioza [138].

HistopatoloSka slika P Veg je slicna ali se ¢esto nalaze akantoza, papilomatoza, i ponekad

intraepidermalne Supljine (abscesi) ispunjeni eozinofilima [138].

Histoloska slika PH je Cesto nespecifi¢na. Najcesce se vida infiltracija epiderma neutrofilima i
ponekad i eozinofilima. Ponekad se mogu videti i mikroabscesi u papilarnom dermu ispunjeni
neutrofilima [138]. Kod IgA pemfigusa prisutna je subkornealna bula (SPD tip) ili bula u
spinosnom sloju (IEN tip). Kod oba tipa prisutne su akantolitiéne c¢elije i razlicit broj

neutrofila. U ranim lezijama se takode moze naci i neutrofilna spongioza.

Histopatoloska slika PNP je varijabilna. Predstavlja kombinaciju pemfigus wvulgarisa i
erythema exsudativum multiforme, lichen planusa i pemfigoida [135, 138]. U sustini, vidi se
interface dermatitis i nekroza keratinocita, uz retke akantoliti¢ne ¢elije [138]. Razlikuju se tri
histoloske slike PNP: 1) intraepidermalna, suprabazalna akantoliti¢na bula, 2) suprabazalna
akantoliticna bula 1 vakuolarna degeneracija bazalnog sloja 1 3) interface dermatitis sa ili

istanjenim ili lako hiperplasti¢cnim epidermom, uz vakuolnu degeneraciju bazalnog sloja,
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Cesto uz hipergranulozu, nekrozu keratinocita i gust limfocitni infiltrata u gornjem sloju

derma [135, 138].
1.5.2. Direktni imunofluorescentni test (DIF)

DIF je rutinska dijagnosticka metoda oboljenja iz grupe pemfigusa. Izvodi se perileziono,
pozitivan je kod svih pacijenata sa autoimunskim pemfigusom. DIF testom se detektuju
autoantitela IgG klase na povrSini keratinocita i rede depoziti C3c [136, 139-141].
Imunoreaktanti se nalaze celom S$irinom epiderma, ponekad neSto intenzivnije u donjim
slojevima, odnosno kod superficijelnih formi pemfigusa u gornjim partijama epiderma [136].
Kod PE, pored karakteristicnih depozita IgG i C3c u intercelularnim prostorima, ovi
imunoreaktanti se takode nalaze duz zone bazalne membrane, u vidu granularnih depozita kod
20 — 80% obolelih, izrazenije na fotoeksponiranoj kozi. Kod IgA pemfigusa antitela se kod
SPD tipa nalaze u gornjim slojevima epiderma, kod IEN tipa, ili kroz ceo epiderm ili u donjim
slojevima [136]. Kod PNP nalaze se intercelularni depoziti 1gG i C3c u 90 — 100 % slucajeva,

a nalaze se i depoziti C3c duz zone bazalne membrane u 70-80% [136, 142].

DIF test se moze izvoditi i na preparatu (sadrzaj bule) bojenom po Tzancku [143, 144]. Oko
akantoliti¢nih Celija nalaze se fluorescirajuci depoziti IgG. Senzitivnost je niZza u odnosu na
DIF perilezione koze $to autori dovode u vezu sa duZinom trajanja bolesti, prisustvom ili

odsustvom inflamatornih ¢elija u razmazu dna bule i tipom autoimunskog pemfigusa [144].

Takode je moguce izvesti DIF test spoljasnjeg omotaca dlake uglavnom sa kapilicijuma kao
manje invazivnu metodu od DIF testa perilzione koze [145, 146]. Plocasto slojevit epitel koji
oblaze dlaku je analogan epidermu i u kapilicijumu je visoka ekspresija Dsg [145, 147].
Pojedini autori ukazuju na visoku senzitivnost 1 specifi¢nost DIF testa anagene dlake, koji je
pozitivan u 83-100% pacijenata sa pemfigusom [145-148]. DIF test je korisno pomoc¢no
sredstvo prilikom odlu¢ivanja o daljoj terapiji i obustavi leenja kod pacijenata u remisiji jer
se smatra da negativan DIF test kod pacijenata u remisiji ukazuje na minimalni rizik relapsa
oboljenja. Takode, zbog minimalne invazivnosti i metode i visoke senzitivnosti, prema

novijim studijama savetuje se da se pacijentima ponavlja DIF test dlake [146, 149, 150].
1.5.3. Indirektni imunofluorescentni test (11F)

IIF testom se odreduje prisustvo autoantitela u serumu obolelih. U zavisnosti od supstrata koji

se koristi (ezofagus majmuna, humana koza, jednjak zamorca, usna kunica), test je pozitivan
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kod 75 - 90% pacijenata [136, 151]. Koris¢enjem dva supstrata kao $to su humana koza i
jednjak majmuna senzitivnost testa raste do ¢ak 100% [136]. BeSika pacova kao prelazni
epitel koji je bogat plakinima je supstrat koji se koristi za IIF test kod PNP [136]. Pozitivan

IIF test na beSici pacova moze se naci i kod odredenog broja PV [152].

IIF test moze biti negativan u ranim stadijuma bolesti ili u ekstenzivnim slu¢ajevima
pemfigus vulgarisa i pemfigus foliaceusa [151]. Pracenje dinamike titra pemfigusnih
autoantitela koristan je prognosticki pokazatelj [139, 151].

Preko 40 godina unazad proucavanja su usmerena na odredivanje Kkorelacije visine titra
antitela 1 intenziteta promena ali se prema novijim studijama vecina autora slaze da klinicki
nalaz i visina titra vrlo ¢esto nisu u korelaciji; Cesto se desava da se nade pozitivan IIF test
kod pacijenata koji su u dugotrajnoj remisiji [151, 153, 154]. Takode, kod 31-71% zdravih
srodnika mogu se na¢i autoantitela, ¢esto i u visokom titru u odsustvu bilo kakvih klini¢kih

manifestacija bolesti [155-157].
1.5.4. Tzanckov test

Tzanck-ov test predstavlja bezbolnu dijagnosticku proceduru za rano i brzo otkrivanje
akantoliti¢nih celija, otkrivaju se kod skoro svih obolelih [143]. Nalaz akantoliti¢nih ¢elija
(okrugle ¢elije sa eozinofilnom citoplazmom, piknoti¢nim jedrom i perinukleranim haloom) u
preparatu nije dovoljan za postavljanje dijagnoze autoimunskog pemfigusa. Tzanckov test
moze se koristiti i za DIF test [143].

Pored patognomonicnih akantoliticnih ¢elija Cesto se u preparatu mogu naci tzv. Sertolijeve
rozete (Sertoli's rosettes) koje se sastoje od centralnog nekroti¢nog keratinocita okruzenog
leukocitima [70, 143].

1.5.5. ELISA (eng. enzyme - linked immunosorbent assay)

ELISA je predstavlja kvantitativnu tehniku kojom se meri nivo antitela na Dsgl i Dsg3 i koja
je vrlo senzitivna i specifi¢na za obolele od pemfigusa. Fenotipske karakteristike (klinicka
prezentacija) bolesti zavisi od profila antitela i ekspresije odnosno distribucije antigena [63,
154, 158].

I u serumu pacijenata sa PNP prisutna su antitela na Dsg 3 i 1 Sto govori u prilog njihovoj

ulozi u patogenezi PNP. MozZe se smatrati da, kada je doSlo do narusavanja arhitektonike
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dezmozoma zbog antitela prema dezmozomalnim transmembranskim proteinima, antitela
prema citoplazmatskim proteinima - plakinima ulaze u ¢eliju i vezuju se za njih i dovode do
promena karakteristicnih za PNP kao S§to je masivna infiltracija epiderma limfocitima i

nekroza keratinocita [142].

Studije koje su korelirale stepen aktivnosti bolesti i titar antitela na Dsgli Dsg3 pokazale su
da titar antiDsg korelira sa stepenom aktivnosti bolesti i to titar antiDsgl korelira sa
izrazenijim kutanim promenama a antiDsg3 sa promenama na sluzokozama [151, 154, 159-
162]. lako je ELISA senzitivna metoda u dijagnostici oboljenja iz grupe pemfigusa, postoje
odstupanja. Treba imati na umu da se ELISA testom meri ukupni IgG vezan za ektodomen
Dsgl ili Dsg3. Kod pacijenata u aktivnoj fazi bolesti prisutna su IgG1 i 1gG4 klase antitela. U
slu¢ajevima sa visokim titrom antiDsg antitela a sa minimalnim stepenom aktivnosti bolesti,
moguce je da postoje druge podklase IgG u visokom titru ili pak da su antitela vezana za
druge ektodomene dezmogleina koji ne dovode do daljeg pogorSanja oboljenja [154]. U
slucajevima kada je visok stepen aktivnosti sa niskim titrom antiDsg antitela, moguée je da
postoje patogena antitela u serumu koja se ili ne vezuju za Dsg ili se vezuju za intracelularni
deo Dsg, $to sve nije moguce otkriti ELISA testom [154]. ZabeleZena su i etnicke varijacije u
visini titra Dsg [160]. Takode iako u veéini slucajeva titar antiDsg3 korelira sa stepenom
aktivnosti bolesti, to ¢esto nije slucaj sa antitelima na Dsgl. Razlog tome je mozda varijabilna
ekspresija Dsg 1 u inicijalnoj fazi bolesti dok je Dsg3 eksprimiran na mukozi 1 u koZi manje
vise konstantan [63, 154]. Opet, u klinickoj remisiji dolazi do znacajnog pada titra i potom
nestanka antiDsgl antitela u serumu dok se titar antiDsg3 antitela moze odrzavati u odsustvu
bilo kakvih klinickih manifestacija [162].

1.5.6. Ostala imunoloska ispitivanja

Imunoblot (IB) i imunoprecipitacija se ne koriste u rutinskoj dijagnostici oboljenja iz grupe
pemfigusa. Metode se koriste za odredivanje ciljnih antigena, odnosno kompleksa tih
molekula [163].

Kod IB, antigeni se elektroforezom razdvajaju na osnovu molekulske mase preko gela;
razdvojeni proteini se potom elektroforetski transferisu na inertne membranske filtere, potom
inkubiraju, ispiraju a zatim se vezuju za antitela u serumu obolelih [163]. IB tehnikom

detektuju se antigeni za koja su specificna autoantitela u serumu obolelih. Svi serumi obolelih
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od PV reaguju sa proteinom molekulske mase 130 kDa (Dsg3). Priblizno jedna trecina

pacijenata sa PF reaguje sa proteinom molekulske mase 130 kDa (Dsgl) [163].

Imunoprecipitacijom kod obolelih od pemfigusa izdvaja se kompleks molekula od 230 kDa,
130 kDa i 85 kDa - Dsg3, plakoglobin (85 kDa) i njihov kompleks (210 kDa) [49, 164].
Odredeni broj pacijenata sa PV precipitira i antigeni kompleks PF: 160 kDa (Dsgl), 85 kDa
(plakoglobin) i njihov kompleks (260 kDa). Kod PV mogu postojati autoantitela prema
dezmokolinu [165], dezmoplakinu [166], kao i prema drugim antigenima najverovatnije zbog

fenomena Sirenja epitopa [167].

Imunoprecipitacija je znacCajna u dijagnostici rezistentnih formi PV koje dovode u sumnju
mogu¢ PNP [168]. Imunoprecipitacijom se u serumu obolelih od PNP pored Dsgl i Dsg3
izdvajaju: envoplakin (210 kDa) i periplakin (190 kDa), potom desmoplakin 1i 11 (250 i 210
kDa). Rede se vidjaju BPAG1 (bulozni pemfigoid antigen 1) (230 kDa), plektin i plakoglobin,
kao i protein molekulske mase 170 kDa [49, 142, 167, 169-174]. BPAG | je vazan protein
hemidezmozoma. Budu¢i da su plak proteini klju¢ni u arhitektonici epiderma, interakcija
autoantitela sa ovim proteinima dovodi do znacajnih poremecaja, $to se i klini¢ki manifestuje

kod PNP [123].

Antigeni kod PH su Dsgl najc¢esée i rede Dsg3 [49, 123]. Kod pacijenata sa PH takode je
dokazano da pod dejstvom autoantitela dolazi do sekrecije 1L-8 [49]; za P Veg Dsg3 a postoje
pojedinacni slu¢ajevi autoantitela na Dsgl, Dsc i periplakin [128]. Razli¢iti su rezultati kada
je re¢ o target antigenima za IgA pemfigus. Kod odredenog broja pacijenata sa IgA
pemfigusom utvrdeno je prisustvo autoantitela koja prema Dsc i Dsg3 [123]. U nekoliko
studija dokazano je prisustvo antitela koji prepoznaju proteine molekulske mase 115 i 105
kDa koji odgovaraju govedem Dsc mada IB thenikom koris¢enjem ekstrakta humanih

keratinocita isto nije dokazano [142].

1.6.  Stepen aktivnosti bolesti

Jo$ uvek ne postoji jedinstveni prihva¢eni metod ocenjivanja stepena aktivnosti bolesti.

Jedan od najranije koriS¢enih sistema za izraCunavanje stepena aktivnosti bolesti je PAAS
(eng. Pemphigus Area and Activity Score), koji u obzir uzima povrsinu zahvaéene koze i broj
lezija, kako na kozi tako 1 na sluzokozama. Baziran je na sistemu ocenjivanja stepena

aktivnosti kod pacijenata sa psorijazom - PASI (eng. Psoriasis Activity and Severity Index)
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[175-177]. U obzir uzima broj bula, periferno Sirenje bula, Nikolsky znak, povrsinu zahvacene
koze, kao i stepen zahvacenosti mukoza. Skor se izraCunava sabiranjem skora za kozu i za

mukoze, maksimalni skor za kozu iznosi 15, za sluzokoze 6 [175, 177].

ABSIS (eng. Autoimmune Bullous Skin Disorder Intensity Score) je razvijen 2007. godine,
koristi se i za druge autoimunske bulozne dermatoze. ABSIS skor se bazira na dva klinicka
parametra: 1) zahvacenost povrSine koze i 2) izgleda lezija (suve erozije, vlazne ili u

epitelizaciji) [176, 178].

Drugi prihvaéeni sistem za ocenjivanje stepena aktivnosti bolesti je PDAI (Pemphigus
Disease Activity Index) razvijen od strane IPDC (eng. International Pemphigus Definitions
Committee). Ima 3 tacke ocenjivanja - mukoze, koza i kapilicijum (prilog 1) [176, 177].
PDALI skor obuhvata stepen aktivnosti koji se izraCunava za 12 anatomskih lokalizacija i
stepen oSteéenja, tj prisustvo ili odsustvo rezidualne hiperpigmentacije. Totalni maksimalni
skor je 263 (250 poena za aktivnost i 13 poena za oSteCenje) [176, 177]. Rosenbach i autori
su, uporedivanjem dva sistema ocenjivanja - ABSIS i PDAI, zakljucili postojanje bolje
korelacije PDAI sa aktivno$¢u bolesti odnosno bolju pouzdanost PDAI sistema u odnosu na
ABSIS i bolju izvodljivost istog [176, 179].

Ostale manje koris¢ene metode za ocenjivanje stepena aktivnosti bolesti su PAS (eng.
Pemphigus Activity Scor), Ikeda indeks, Harmanov skor, Mahjanov skoring sistem, Kumarov
skoring sistem [176, 177].

1.7. UdruZenost pemfigusa i drugih oboljenja

Pojava udruzenosti oboljenja iz grupe pemfigusa sa drugim imunoloskim oboljenjima javlja u
oko 25% pacijenata [180]. Najcesce su opisivani slu¢ajevi istovremenog postojanja pemfigusa
I myastheniae gravis (MG) bez, ili ¢esce, udruzene sa timomom. U oko 40% pacijenata sa
timomom dolazi do pojave MG i drugih autoimunskih bolesti [181]. Udruzenost pemfigusa i
MG doprinosi razvoju teorije o postojanju patogenih antitela koja nisu anti Dsg; antitela kod
MG su usmerena na Ach receptore u postsinaptickim neuromisi¢nim spojevima (nAChR) 1 na
membrani keratinocita (nAChR i mAChR). Blokiranjem receptora na neuromi$i¢nim
spojevima dolazi do simptoma mijastenije, a receptora na membrani keratinocita do gubitka
kohezije i akantolize [180].
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Autoimunske bolesti Stitne zlezde kod pacijenata sa pemfigusom viSe puta su zabelezene
[180, 182-184]. Zabelezeno je postojanje pemfigusa i sistemskog lupusa, buloznog
pemfigoida, reumatoidnog artritisa (zbog upotrebe tiolskih lekova u terapiji reumatoidog
artritisa, prvenstveno penicilamina). Pojedina¢ni slucajevi postojanja PV i psorijaze, vitiliga,

alopecije, Lichen planusa, Mb Darier [181].

PNP je najceS¢e udruzen sa malignitetom i to sa limfoproliferativnim oboljenjima u oko 84%
sluCajeva mada postoje slucajevi PNP uz benignu neoplaziju [181]. Postoje razli¢ite
patogenetske moguénosti kod udruZzenosti PNP i tumora: 1) sekrecija antitela od strane
tumora (na pr. B celijski limfomi), 2) unakrnsa reaktivnost antitela sekretovana od strane
epitelijalnih tumora, kao Sto je najceSce spinocelularni karcinom, 3) smanjen imunoloski
nadzor protiv neoplazije uzrokovan terapijom pemfigusa (kortikosteoridi, imunosupresivi) i
posledi¢ni razvoj neoplazije, 4) moguca uloga virusa u razvoju kako neoplazije tako i
pemfigusa [180]. NajceSce opisivani su non-Hodgkin-ov limfom, hroni¢na limfocitna
leukemija, timom, Castelmanov tumor, retroperitonealni sarkom 1 Waldenstrom-ova
makroglobulinemija, rede karcinomi pankreasa, uterusa, bubrega i hepatocelularni karcinom
[181]. PNP u de¢jem uzrastu i u adolescenciji je najée$¢e udruzen sa Castelmanovim

tumorom i Hodgkin-ovim limfomom [181, 185].

1.8. Terapija Pemfigusa

Prirodni tok neleCenog pemfigusa se razlikuje zavisno od klinicke forme oboljenja ali je
o¢ekivani ishod skoro bez izuzetaka letalan. Uvodenjem kortikosteroida (KS) u terapiju
pedesetih godina proslog veka, a potom i imunosupresiva Sezdesetih godina, mortalitet je
smanjen sa 100% na 5-10% [2, 180, 186]. Na molekularnom nivou, glukokortikoidi aktiviraju
svoje receptore u citoplazmi ¢elija, formiraju komplekse koji migriraju u nukleuse ¢celija gde
reaguju sa regulatormin mestima na DNK, §to doprinosi modulaciji (pozitivnoj ili negativnoj)
ekspresije gena odgovornih za inflamatorni i imunski odgovor [186]. Glukokortikoidi
uzrokuju apoptozu limfocita, uti€¢u na migraciju polimorfonukleara, inhibiraju ekspresiju gena
za nekoliko citokina, inhibiraju plazminogen aktivator [186]. Pulsne doze glukokortikoida
ispoljavaju efekte na membrani limfocita interferiraju¢i sa delovanjem jonskih kanala ili pak

interferiraju direktno sa pojedinim signalnim putevima nezavisno od ekspresije gena.

S obzirom na potrebu kori$¢enja visokih doza KS a i imunosupresiva, brojni nezeljeni efekti

terapije su prisutni i stalno se traga za novim terapijskim modalitetima. lako sada postoje
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brojni terapijski protokoli, mali je broj randomiziranih studija, prednost odredenih terapijskih
modaliteta u odnosu na druge se ne moze sa preciznoS¢u odrediti [187-189]. Postoje brojne
teSko¢e vezane za evaluaciju i poredenje razliCitih terapijskih pristupa zbog malog broja
kontrolisanih studija, malih serija pacijenata, nemogucnosti da se definiSu kriterijumi
terapijskog odgovora, kao 1 zbog odlozenih terapijskih dejstava imunosupresiva i

neophodnosti da se kombinuju sa KS terapijom [2].

Ciljevi terapije su supresija imunskog odgovora i smanjenje produkcije antitela u cilju
postizanja remisije [2]. Pacijenti su potom duZze na terapiji odrzavanja (niske doze ili
kortikosteoroida ili imunosupresiva/ ili imunomodulatora). Glavni cilj jeste potpuno
iskljucenje lekova i da pacijent bude u dugotrajnoj klinickoj remisiji bez ikakve terapije.
Smatra se da se u oko 50% pacijenata sa pemfigusom nakon postizanja klini¢ke remisije
terapija moze u potpunosti obustaviti 1 posti¢i remisija od minimum nekoliko meseci do vise

godina [2].

U literaturi je do danas objavljen veliki broj istrazivanja kojima su autori pratili tok i
prognozu pemfigusa uz razlidite terapijske modalitete; na osnovu dosadasnjih iskustava
postulirano je da bez obzira na terapijski pristup oboljenjima iz grupe pemfigusa inicijalna
faza leCenja zahteva davanje visokih doza KS. Visoke doze KS sprec¢avaju pojavu tzv. Sirenja
epitopa [188]. Ne postoji konzesus vezan za inicijalnu dozu KS potrebnu da dovede do
remisije; optimalne doze KS, vrsta KS i metoda primena (per os, i.m, i.v, pulsne doze) su i
dalje empirijske. Visoke (pulsne) doze intravenskih KS, u kombinaciji ili bez pulsnih doza
imunosupresiva je u vecini slucajeva doprinelo znac¢ajnom smanjenju nezeljenih efekata KS i
duzim remisijama [23, 162, 186, 190]. Pulsne doze KS takode nisu standardizovane ali obi¢no

se koristi metliprednizolon 500-1000 mg (ili u ekvivalentu drugog raspolozivog KS) [186].

Od imunosupresiva u terapiji pemfigusa koriste se azatioprin, mikofenolat mofetil (MMF),
ciklofosfamid, metotreksat, hlorambucil; od imunomodulatora ciklosporin, intravenski
imunoglobulini (IVIG), inhibitori TNF, rituximab. Od antiinflamatornih agenasa u upotrebi su
tetraciklini, soli zlata, dapson [62]. Imunosupresive zbog ispoljavanja prvih terapijskih efekata

nakon 4 i vi$e nedelja ne treba Koristiti kao monoterapiju u inicijalnoj fazi lecenja [2].

Azatioprin je najces¢e koriS¢en imunosupresiv i uz KS terapiju smatra se lekom izbora u
terapiji pemfigusa [2, 186, 191]. Rizik pojave neZeljenih dejstava azatioprina - leukopenije,

trombocitopenije, anemije i naro¢ito hepatotoksic¢ni efekat je ucestao. Potrebno je pacijentima
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odrediti nivo tiopurin metil transferaze (TPMT) s obzirom da je 1 od 300 pacijenata

homozigot za inaktivan TPMT alel i koris¢enje leka kod tih osoba ¢e dovesti do akutne
mijelosupresije [186, 189, 191].

MMF je estar mikolefolne kiseline, hidrolizom se pretvara u aktivni metabolit mikofenolnu
kiselinu koja inhibira inozin monofosfat dehidrogenazu i selektivno inhibira sintezu purina i
pirimidina u T i B limfocitima dok su nezeljeni efekti na ostalim ¢elijama minimalni [187,
189, 191, 192]. Manje je hepatotoksican od azatioprina i za razliku od ciklofosfamida nema
nefrotoksi¢na dejstva [189]. Koristi se u kombinaciji sa KS, zna¢ajno umanjuje rizik od
recidiva po iskljucenju kortikosteroida. U novijoj randomiziranoj studiji loannides i autori
nisu dokazali efikasnost MMF [2].

Ciklofosfamid, alkilirajuci agens koji uti¢e na Celijski rast i mitotsku aktivnost; konvertuje se
u jetri u aktivni metabolit aldofosfamid koji se vezuje za DNK i inhibira replikaciju i inicira
apoptozu [191]. Takode se pokazao efikasnim u terapiji pemfigusa, bilo u pulsnim dozama
(uglavnom u inicijalnoj fazi) ili peroralno, mada u nekoliko kontrolisanih ili randomiziranih
studija nije dokazana efikasnost, a rizik razvoja nezeljenih dejstava terapije bio je povecan

vvvvv

razvoja maligniteta nakon dugotrajne terapije [23, 191].

Metotreksat, inhibitor sinteze purina 1 pirimidina, dovodi do redukcije proliferacije T celija.
Inicijalno je koriS€en u terapiji pemfigusa ali zbog potrebe za viSim dozama 1 samim tim
izrazenijim nezeljenim efektima, rede se koristi premda su kontroverzni podaci i o efikasnosti
i 0 nezeljenim efektima [186, 191, 192]. Ciklosporin je manje je efikasan od azatioprina,
mikofenolat mofetila i ciklofosfamida [191, 193]. Pokazuje znacajno manja hepatotoksi¢na
dejstva od drugih imunospupresiva i smatra se relativno sigurnim lekom u trudnoéi [191].
Hlorambucil, alkiliraju¢i agens, inhibira DNK sintezu alkiliranjem nukleinskih kiselina. Moze
biti efikasan naroCito kod pacijenata koji razviju hemoragicni cistitis [2, 192]. Upotreba
hlorambucila smanjila je neZeljene efekte na beSici nakon upotrebe ciklofosfamida ali
posledi¢ni razvoj maligniteta doprinosi da se ovaj lek ne koristi ¢esto. Druga nezeljena dejstva

se azospermija, amenoreja i pneumonije, fibroza pluca [192].

Inhibitori TNF kao §to su infiksimab, etanercept, adalimumab takode su koriS¢eni sa
zadovoljavaju¢im uspehom [86, 186, 191, 193-195]. El Darouti i saradnici su publikovali

podatke o0 seriji pacijenata leCenih pentoksifilinom i sulfasalazinom (uz pulne doze
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kortikosteroida 1 imunosupresiva) koji poseduju snazna inhibitorna dejstva na TNF sa

zadovoljavajuc¢im efektima [196].

Rituximab, monoklonalno (anti CD20) IgG1 antitelo, uzrokuje lizu CD20+ ¢elija (zrelih B
limfocita a ne deluje na stem celije i pro-B limfocite i plazma ¢elije buduéi da ne eksprimiraju
CD20 molekul na svojoj povrsini). Rituximab se koristi kod refraktornih formi pemfigusa kod
kojih nije bilo odgovora da konvencionalnu terapiju [85, 190, 193]. Zabelezena nezeljena
dejstva kao Sto su pijelonefritis, neutropenija, septikemije i sepse, masivne pneumonije,
oportunisti¢ke infekcije, javljaju se u razli¢itoj ucestalosti u zavisnosti od ispitivane serije
[183, 189, 192, 195].

Invtravenski imunoglobulini (IVIG) se Koriste za leCenje refraktornih formi pemfigusa, u
kombinaciji sa visokim dozama kortikosteroida u inicijalnoj fazi uz adjuvantni imunosupresiv
ili ne [191, 192]. IVIG smanjuju titar autoantitela, moduliraju funkcije B limfocita, inhibiraju
produkciju komplementa i citokina; pokazuju minimalna neZeljena dejstva. Smatra se

relativno sigurnim lekom u trudno¢i [191, 197].

| plazmafereza i imunoadsorbcija (IA) spadaju u alternativne terapijske procedure kod
refraktornih formi pemfigusa. S obzirom da se filtriraju i odstranjuju autoantitela zbog
povratnih mehanizama i mogucnosti sekrecije novih antitela, plazmaferezu je potrebno
kombinovati sa visokim dozama kortikosteroida i imunosupresiva s obzirom da sve ove
terapije deluju na B ¢elije [180, 193, 198]. Pokazano je da su infekcije kao komplikacije
terapije bile ucestalije kod pacijenata leCenih plazmaferezom uz kortikosteroide, nego kod
onih lecenih samo kortikosteroidima [186, 191]. IA je selektivnija metoda, sa manje
nezeljenih efekata od plazmafereze, do sada se zabeleZeno 50ak slucajeva pemfigusa uspesno

le¢enih IA u kombinaciji sa imunosupresivnom i kortikosteroidnom terapijom [189, 191].

Upotreba dapsona pokazala je zadovoljavajuci terapijski uspeh; smatra se terapijom izbora za
PH kao i za IgA pemfigus [192, 193, 199, 200]. Upotreba soli zlata u terapiji pemfigusa je,
zbog potencijalnih akantoliticnih svojstava lekova 1 Cestih neZeljenih reakcija (alergijske
reakcije, nefrotoksi¢nost, mijelosupresija) retka [180, 193]. Tetraciklini sa ili bez
nikotinamida koris¢eni su kao adjuvantna terapija u pojedinacnim slucajevima sa varijabilnim

terapijskim odgovorom [193].

Holinergicki agonisti - piridostigmin bromid, nikotinamid (niacinamid), pilokarpin inhibiraju
acetil holin esterazu, reaguju sa holinergickim receptorima na membrani keratinocita 1 kod
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malog broja pacijenata sa refraktornim pemfigusom gde su koriS¢eni, zabeleZeni su
zadovoljavajuci terapijski odgovori [79, 82, 86, 193, 195]. U vise studija zabelezen je
pozitivan uticaj duvana kod pacijenata sa pemfigusom; nikotin koji je nikotinergicki agens,
stimuliSe epitelizaciju [62, 82, 86, 92, 116].

U razli¢itim fazama klinickih ispitivanja su i razliciti sinteticki Dsg peptidi (PI1-0824),
ordinirani intravenski, 1 x nedeljno [195] ili aplikovani topikalno kao 0,1% krem [85] u oba
slucaja sa zadovoljavaju¢im terapijskim dejstvom. Za sada nisu zabelezena znacajnija
nezeljena dejstva ali nije bilo ni znacajnih promena titra antiDsg [195] Inhibitori p38 MAK
(KC 706) su do sada pokazali veliki broj neZeljenih dejstava i za sada je obustavljena dalja
upotreba [62].
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U Srbiji do sada nisu sprovedena istrazivanja polimorfizma HLA-DR i HLA-DQ alela kod
pacijenata sa pemfigusom. Predlozeno istrazivanje bi po prvi put trebalo da pokaze

distribuciju genskih alela koji kodiraju HLA molekule II klase kod nasih pacijenata.

Imaju¢i u vidu etnicke razlike u dosadasnjim objavljenim istrazivanjima vazno je da se
definiSu geneticke specifi¢nosti nase populacije u odnosu na distribuciju alela koji kodiraju
HLA molekule Il klase kao i da se utvrdi korelacija haplotipova, fenotipskih karakteristika i

antigenih profila kod nasih pacijenata.

Postavljeni ciljevi rada su:

1. Ustanoviti uéestalost o¢ekivanih alela i haplotipova u HLA-DR i HLA-DQ lokusima.
2. Uporediti ucestalost haplotipova ispitanika i zdrave populacije Srbije

3. Ustanoviti stepen sli¢nosti sa drugim populacijama (obolelima od pemphigus vulgarisa

- razlicite etni¢ke grupe i na drugim geografskim lokacijama).

4.  Ispitati da li postoji korelacija izmedu genotipova, klinickog toka bolesti i titrova

antiDsg3 i Dsgl antitela.
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Sprovedena je studija preseka u kojoj su obuhvaéeni svi uzastopni pacijenti sa pemphigus
vulgarisom Klinike za dermatovenerologiju Klini¢kog centra Srbije u periodu od 2012-2013.
godine. Novoobloleli pacijenti, pacijenti prethodno leceni kod kojih je doslo do recidiva kao i

odredeni broj pacijenata u klinickoj remisiji.

Studija je planirana u skladu sa eti¢kim standardima datim u Helsinskoj deklaraciji i u skladu
sa pravilima Etickog komiteta Klinickog centra Srbije 1 Etickog komiteta Medicinskog

fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.1. Selekcija ispitanika

Definisani kriterijumi za uzimanje uzorka krvi podrazumevali su da pacijenti budu stariji od
18 godina, da je postavljena dijagnoza pemphigus vulgarisa i da su potpisali dobrovoljni
pristanak za uce$c¢e u ispitivanju. Sakupljeni su uzorci od 72 konsekutivna pacijenta obolela

od pemphigus vulgarisa lecenih na Klinici za dermatovenerologiju Klini¢kog centra Srbije.
Uslov za isklju¢ivanje iz istrazivanja bila je Zelja ispitanika da ne ucestvuje u istraZivanju.
3.1.1. Kriterijumi za postavljanje dijagnoze i podela na podtipove pemfigusa

Dijagnoza pemfigus vulgarisa postavljena je na osnovu klinicke prezentacije, direktne i
indirektne imunofluorescencije, 1 kod mukokutanih formi na osnovu 1 histopatoloske
verifikacije. Pacijenti su podeljeni u 2 grupe: grupa I- pacijenti sa promenama samo na
sluzokozama (pemphigus mucosae) i grupa Il- pacijenti sa promenama na kozi i sluzokozama

(mukokutani pemphigus vulgaris).
3.1.2. Procena aktivnosti bolesti kod pacijenata sa Pemphigus vulgarisom

Procena aktivnosti bolesti odredivana je prihva¢enim sistemima ocenjivanja - PDAI skorom i
PAAS skorom, prilozi 112 [176].

3.1.3. Zdrave kontrole

Kontrolnu grupu ¢inile su osobe uzrasta iznad 18 godina, prijavljene u Registar davalaca
kostne srzi Srbije, ¢ija je krv uzimana u Institutu za transfuziju krvi Srbije 1 koji nisu oboleli

od pemfigusa, drugih autoimunskih buloznih bolesti.
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Prvobitno je planirano da kontrolnu grupu ¢ini 200 osoba. S obzirom da je u Registru
prijavljeno 1992 davalaca kostne srzi, za ispitivanje polimorfizama alelskih grupa HLA- DR
lokusa kori$¢ena je kontrolna grupa od njih 1992. Za ispitivanje polimorfizma HLA-DR i DQ
lokusa kori$¢ena je podgrupa od njih 159, a za ispitivanje ucestalosti haplotipova podgrupa od

112 davalaca kostne srzi.

Sve osobe prijavljene u Registar davalaca kostne srzi od koji je uzimana krv i liéni podaci,

potpisale su pristanak.

3.2.  Uzimanje uzoraka krvi od ispitanika

Uzorci krvi za analizu genskih polimorfizama pacijenata sa pemfigus vulgarisom uzimani su
venepunkcijom na Kilinici za dermatovenerologiju KCS dok su uzorci krvi od zdravih
ispitanika uzimani u Institutu za transfuziju krvi Srbije. Od svakog ispitanika uzet je uzorak
pune krvi (3 ml) u epruvetu sa EDTA kao antikoagulansom. Uzorci krvi su ¢uvani na — 20 °C
i potom transportovani do laboratorije gde su dalje obradivani, i gde je izolovana, ¢uvana i

dalje analizirana genomska DNK.
3.2.1. lzolacija DNK

Kod ispitanika, izolacija DNK i potom HLA tipizacija vr$ena je u specijalizovanoj laboratoriji

u Heidelbergu (Synlab).

Genomska DNK je izolovana iz 200ul pune Kkrvi ispitanika upotrebom QIAamp DNA blood
mini kit (QIAGEN, Germany) prema protokolu proizvodaca.

Ukratko, puna EDTA krv u vacutainer epruvetama je promeSana okretanjem epruvete gore-
dole nakon Cega je iz svake uzimano po 200 pl krvi. Nakon dodavanja 20ul QIAGEN
proteaze u tubicu od 1,5 ml, dodvano je 200ul uzorka i 200ul AL pufera za liziranje. Nakon
inkubacije tokom 10 minuta na 56°C, dodavano je 200 pL 96% etanola. Smesa je vorteksirana
15s i inkubirana 10 minuta na 56°C. Zatim je dodavano 200ul 96% etanola, nanoSeno u
QlAamp Mini spin kolonu i centrifugirano 1 minut na 8000 obrtaja. Kolone su zatim
prebacivane u Ciste kolekcione epruvete i ispirane sa dva razlic¢ita pufera u cilju dobijanja
ciste DNK koja je eluirana sa 200ul AE pufera. Ovim postupkom se iz 200ul pune krvi je
dobijano oko 6pg DNK. 1zolovana DNK je zamrznuta na -20°C do daljeg postupka.
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Koncentracija i1 ¢istoca DNK (pg/ml) u svakom uzorku je odredivana spektrofotometrijski.

Preporuceni indeks Cistoée DNK je bio izmedu 1,5 i 2 (OD260/0D280).
3.2.2. HLA tipizacija

HLA tipizacija je vrsena molekularnim testovima koji su zasnovani na reakciji lan¢anog
umnozavanja DNK (PCR). Odredivanje grupe alela ispitivanog lokusa je vrseno testovima
niske/srednje rezolucije. Zatim su testovima visoke rezolucije odredivani aleli ispitivanog

lokusa. KoriS¢ene su dve vrste testova.

Prva grupa testova je koris¢ena je za odredivanje grupe alela upotrebom oligonukleotidnih
proba specifi¢nih za sekvencu (PCR-SSO).

Druga grupa testova koris¢ena je za dokazivanje alela, kao i za razreSavanje nejasnih-
dvosmislenih rezultata (ambiguity) dobijenih tehnikom PCR-SSO (na pr. HLA-DRB1*14

alel) upotrebom prajmera specifi¢nih za sekvencu (PCR-SSP).

HLA tipizacija vrSena je prema preporukama proizvodaca testova (BAG lich Germany i

Invitrogen).
3.2.3. Odredivanje alelske grupe - niska rezolucija
Koris¢eni su komercijalni kitovi (HISTO TYPE SSP Kits, BAG lich, Germany).

Sve ve¢ razlivene reakcione sme$e sadrze liofilizovane prajmere specificne za alele i interne
kontrole u reakcionim posudicama, PCR Master Mix i informacione tabele specifi¢ne za lot.
Parametri amplifikacije su optimizovani za kona¢nu zapreminu od 10 pl. Prvo je pravljen
Master-Mix koji se sastoji od sadrzi od 1 pl 10 x PCR-pufera, 0.08 ul Taq polimeraze (5 U/ul)

I 7 ul destilovane vode.

U svaku reakcionu tubicu je sipano 8 ul rastvora i dodavano 2 ul prethodno izolovane DNK.
SmesSa se potom dobro promesa - vorteksira. Nakon vorteksovanja po 10 ul ove smese je
dodavano u unapred razlivene i osuSene reakcione smeSe. Tubice su potom postavljane u
programabilni termoblok i startovan je PCR program. Parametri temperaturnog ciklusa prema

uputstvu proizvodaca prikazani su u tabeli 3.

43



Dr Dubravka Zivanovié¢  doktorska disertacija Pacijenti, materijal i metode

Tabela 3: Parametri amplifikacije

Programski korak Temperatur | Vreme | Broj

a ciklusa
Prva denaturacija 96°C 5 min 1 ciklus
Denaturacija 96°C 20 sec
Hibridizacija + | 68°C 1min | ciklusa
ekstenzija
Denaturacija 96°C 20 sec
Hibridizacija 64°C 50sec |10
prajmera ciklusa
Ekstenzija 72°C 45 sec
Denaturacija 96°C 20 sec
Hibridizacija 61°C 50sec |15
prajmera ciklusa
Ekstenzija 72°C 45 sec
Finalna Ekstenzija 72°C 5 min 1 ciklus

3.2.4. HLA visoka rezolucija

Razdvajanje produkata amplifikacije vrsilo se gel elektroforezom na (horizontalnom)
agaroznom gelu. Kao pufer za elektroforezu koriscen je 0.5 x TBE pufer (45 mM tris, 45 mM

borna kiselina, 0,5 MM EDTA). Koncentracija agaroze u gelu bila je 2%.

Nakon zavrsetka amplifikacije, nanoSena je kompletna reakciona smesa u svaku rupicu u
gelu. Dodatno je nanosi 10 pl standarda DNK da bi bilo moguce odredivanje veli¢ine
amplifikovanih fragmenata. Elektroforeza se vrSila u pomocu jednosmerne struje napona
200V), tokom 20 - 40 minuta. Nakon razdvajanje zavrseno, gel je bojen 30 - 40 minuta u
rastvoru etidijum bromida (EtBr) (priblizno 0,5 pg/ml EtBr u H,0). Vizualizacija PCR
produkata vrSena je pomocu UV transiluminatora (254 nm), i dokumentovana video

sistemom.

Prilikom interpretacije koristi se tabela specifi¢nosti i dijagram za evaluaciju pomocu softvera
HISTO MATCH (BAG Health Care) ili SCORE (DRB1* i DQB1*) odnosno UniMatch
Software 4.0 (Invitrogen Corp., Madison, Wi, USA) (DQAL*) .
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Aleli na DQA lokusima odredivani su testovima visoke rezolucije upotrebom AllSet
AllSet+™ Gold SSP Typing Kits (Invitrogen Corp., Madison, Wi, USA). Parametri

temperaturnog ciklusa prema uputstvu proizvodaca prikazani su u tabeli 4.

Tabela 4: Parametri amplifikacije

Programski korak temperatura | Vreme Broj ciklusa
(sec)

Prva Denaturacija 96°C 60 1 ciklus

Denaturacija 96°C 25

Hibridizacija 70°C 50 5 ciklusa

Ekstenzija 72°C 45

Denaturacija 96°C 25

Hibridizacija 65°C 50 21 ciklus

Ekstenzija 72°C 45

Denaturacija 96°C 25

Hibridizacija 55°C 60 4 ciklusa

Ekstenzija 72°C 120

3.3. ELISA

Za utvrdjivanje koncentracije Dsgl i 3 koris¢en je Euroimmun Anti-Desmoglein 1 i Anti-
Desmoglein 3 ELISA (IgG) prema uputstvu proizvodaca (EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, Liibeck, Nemacka). Iz krvi je centrifugiranjem izolovan serum u ¢iste
epruvete. Serum je potom promesan kratko vorteksiranjem nakon ¢ega je iz svake uzimano po
100 pl seruma i pipetirano u pojedinacne komore mikroploce (mikrotitarske ploce) u ¢ijim se
zidovima nalazi antigen (jedna mikroploca sadrzi Dsgl, druga ploca Dsg3) a nakon toga i po
100 pl kalibratora, pozitivnih i negativnih kontrola. Uzorci, kalibratori i kontrole su potom
inkubirani na sobnoj temperaturi 30 minuta a potom je u njih dodavano po 300 ul Wash
Buffera, tri puta uzastopno po 30-60 sekundi. Posle svakog dodavanja, energi¢no je odlivan
viSak te¢nosti. Potom je dodavano 100 pl konjugata (peroksidaza - obelezeni anti
imunoglobulin G) po komorici i uzorci su ponovo inkubirani na sobnoj temperaturi 30
minuta. Nakon inkubacije mikroplo¢a je ponovo ispirana sa 300 pl Wash Buffera po
komorici, tri puta uzastopno po 30-60 sekundi i viSak te¢nosti je energi¢no odlivan. Zatim je

dodavano 100 pl supstrata po komorici i u zatamnjenoj prostoriji mikroploce su inkubirane na
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sobnoj temperaturi 15 minuta. U poslednjem koraku, dodavano je 100 pul rastvora za
zaustavljanje enzimske reakcije po komorici. Rezultati su potom ocitani spektrofotometrijski.
Rezultati su tumaceni na osnovu odnosa linearne krive kalibratora i koncentracije antitela u
serumu pacijenata. Za serume ¢ije su koncentracije antitela bile iznad vrednosti kalibratora 1
(200 RU/ml) ponovljen je gore navedeni postupak sa razblazenjem 1:400 i potom su dobijene
vrednosti mnozene sa 4. Prema preporukama proizvodaca, vrednosti ispod 20 RU/ml smatrale

su se negatvinim, preko 20 RU/ml pozitivnim.

3.4. Dijagnosticke procedure

3.4.1. Direktni imnunofluorescentni test

Kod svih pacijenata raden je direktni imunofluorescentni test. Uzimana je perileziona koza
(neizmenjena koza neposredno uz leziju). Uzorci tkiva za DIF test su trenutno zamrzavani u
teCnom azotu, potom SU se smrznuti uzorci tkiva kalupili u te¢nosti za kalupljenje, nakon ¢ega
su seceni na kriostatu na ise¢ke debljine 4-6 um. Na kraju su se uzorci skidali sa kriotoma,
lepili na staklene plocice i susili na vazduhu 15 minuta. Nakon susenja na vazduhu uzorci su
ispirani u PBS-u (eng. phosphate buffered saline) dva puta po 10 minuta. PloCice sa ise¢cima
tkiva su potom inkubirane u vlaznoj komori sa primarnim antihumanim FITC (fluorescein

izotiocijanat) konjugovanim antiserumima 20-30 minuta na sobnoj temperaturi.

Nakon inkubacije, ispirane su u PBS-u 30 minuta (tri puta po 10 min). Na kraju su plocice
pokrivane pokrovnim ljuspicama pomoc¢u puferisanog glicerina (90% glicerin u PBS-u) i

posmatrane pod fluorescentnim mikroskopom.

Kod svih pacijenata sa pemfigusom uklju¢enih u studiju dokazano je prisustvo intercelularnih

retikularnih fluoresciraju¢ih depozita IgG u epidermu, ¢itavom Sirinom epiderma.
3.4.2. HistopatoloSki nalaz

Uzimana je elipsasta biopsija lezije (intaktna bula). Kod pempfigusa samo sa mukoznim
promenama uziman je samo direktni imunofluorescentni test. Nakon uzmanja biopsije, uzorci
su fiksirani u 4% puferisanom rastvoru formalina, potom su kalupljeni u parafin, seceni
standardnim mikrotomom na preseke debljine 3-5 mikrometara i nakon toga bojeni

hematoksilin-eozinom.
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3.4.3. Indirektni imunofluorescentni test

Uzorci krvi (3-5 ml) pacijenta bez antikoagulansa su centrifugirani kako bi se odvojio serum
od koagulisane krvi. Zatim su pravljena serijska razblazenja seruma (1:10, 1:20, 1:40, itd.).
Na Klinici za dermatovenerologiju KCS kao tkivni supstrat koris¢en je ezofagus majmuna.
Vrsena je inkubacija sa serumom pacijenta u trajanju od 30 min. Nakon inkubacije vrSeno je
ispiranje u PBS-u tri puta po 10 min. Tkivni preseci su inkubirani sa FITC konjugovanim
anti-1gG, anti-IgA na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta. Nakon ispiranja u PBS-u
(10min.) i suSenja na vazduhu tkivni supstrati su prekrivani pokrovnim ljuspicama uz pomo¢

puferisanog glicerola i posmatrani pod fluorescentnim mikroskopom.

3.5. Obrada podataka

3.5.1. Statisticka obrada podataka

Distribucije frekvencija alela i genotipova odredivane su kod pacijenata sa pemfigusom i
zdravih osoba (kontrolna grupa). Preliminarna statisticka analiza ukljucivala je primenu y2

testa za procenu znacajnosti rezlike u frekvenciji obelezja i FiSerov test tatne verovatnoce.

U svim testovima vrednosti verovatnoce, p-vrednosti manje od 0,05 smatrale su se

znacajnima, a manje od 0,01 visoko znacajnim.
3.5.2. Testiranje Hardy-Weinberg ravnoteze

Ucestalost alela i grupa alela dobijena je direktnim brojanjem. Ocena ucestalosti pojedinacnih
haplotipova dobijena je kroz postupak maksimizacije ocekivanja (EM), odnosno
maksimizacijom ocene verodostojnosti (MLE) mogucih kombinacija alela za date lokuse. Za

dobijanje ucestalosti alela i haplotipova kori$¢en je program ARLEQUIN, verzija 3. 11 [201].

Hardy-Weinberg ravnoteza je ispitivana posebno za slu¢ajeve i kontrole. Statisticka analiza
sastojala se iz primene y2 testa za procenu znacajnosti razlike u frekvenciji dobijenih
genotipova izmedu ispitivanih bolesnika 1 zdrave, kontrolne grupe. Efekti genetskog
polimorfizma, i rizika za oboljevanje od pemfigus vulgarisa su procenjivani logistickom
regresionom analizom pri ¢emu je kao mera efekta koris¢en OS (odnos 3ansi) sa intervalom

poverenja od 95% (95% IP) za svaki ispitivani polimorfizam.
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U svim testovima vrednosti verovatnoce, p-vrednosti manje od 0,05 smatrale se znacajnima, a

manje od 0,01 visoko znacajnim.
3.5.3. Ostale statisticke metode

Ostala statisticka metodologija obuhvatala je deskriptivne i analiticke statistiCke metode
Od deskriptivnih, koris¢eni su:

- apsolutni i relativni brojevi (n,%)

- mere centralne tendencije (aritmeticka sredina, medijana)

- mere disperzije (standardna devijacija, interval varijacije, interkvartilni raspon)

Od analiti¢kih statistickih metoda kori$c¢eni su testovi razlike i analiza povezanosti.
Testovi razlike kori$é¢eni u ovoj studiji su:

- parametarski (ANOVA, t test)

- nemaparametarski (Kruskal-Wallis test, Mann-Whitney U test, Hi-kvadrat test).

Za testiranje razlike izmedu pojedinih grupa kori§¢ena su naknadna testiranja sa Bonferroni

korekcijom.
Za ispitivanje povezanosti kori$¢ena je Spearman-ova i Pearson-ova korelaciona analiza.
Za ispitivanje slaganja koriS¢ena je Kappa koeficijent.

Svi rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
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4.1. Epidemioloski podaci

U studiju su ukljuéeni pacijenti sa potvrdenom dijagnozom pemphigus vulgarisa (PV).
Ukupno je ispitivano 72 pacijenata sa PV. Zastupljenost pojedinih oblika PV bila je sledeca:
pemfigus mukoza (PM) kod 8 (11,1%), mukokutani pemfigus (MCP) kod 64 (88,9%)
pacijenata. Od ukupnog broja pacijenata, 46 (63,9%) je bilo Zenskog 1 26 (36,1%) muskog
pola. Pacijenata srpske etnicke pripadnosti bilo je 57 (79,2%), romske 10 (13,2%), poreklom
iz Crne Gore 3 (4,2%) i po 1 pacijentkinja (1,4%) madarske i rumunske etnicke pripadnosti,

obe rodene u Srbiji.

Od 10 pacijenata romske etnicke pripadnosti bilo je 3 (30%) Zene 1 7 (70%) muskaraca; od 57
pacijenata srpske etnicke pripadnosti bilo je 39 (68,4%) zena i 18 (31,6%) muskaraca; od 3

pacijenta porekolom iz Crne Gore, 2 su bile zene i 1 muskarac.
Starost pacijenata u vreme pocetka bolesti iznosila je od 20-88 godina, u proseku 53,5 godina.

Kod pacijenata romske etni¢ke pripadnosti, prosecna starost oboljevanja iznosila je 39,5
godina a kod pacijenata srpske etni¢ke pripadnosti 58. Nesto nizi uzrast oboljevanja zabelezen
je kod muskaraca (51,2 godine) u odnosu na Zene (54,9 godina) (grafikon 1). Prose¢na starost

oboljevanja kod oba podtipa pemfigusa bila je sli¢na: 53,9 PM i1 53,5 godina MCP.

Grafikon 1: Uzrast oboljevanja prema polu
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4.2. Klinicke karakteristike pacijenata

4.2.1. Zahvacenost sluzokoza

Lezije na oralnoj sluzokozi postojale su kod svih pacijenata. Druge vidljive sluzokoze po
ucestalosti bile su genitalna kod 20/72 (27,8%), nazalna kod 10/72 (13,9%) i konjunktivalna
kod 8/72 (11,8%). Najveci broj pacijenata sa MCP njih 40/64 (57,8%) je bio sa jednom
zahvacenom sluzokozom, 27/64 (35,9%) sa dve, 4/64 pacijenta (4,7%) sa tri i 1/64 pacijent

(1,6%) sa cetiri, dok je u grupi PM najveci broj 4/8 pacijenta (50%) bilo sa dve zahvacene

sluzokoze, 3/8 pacijenta (37,5%) sa jednom i 1/8 pacijent (12,5%) sa tri zahvacene sluzokoze.

Ucestalost broja zahvacenih sluzokoza u odnosu na etni¢ku pripadnost prikazana je u tabeli 5.

Tabela5:  Zahvacdenost sluzokoza kod razli¢itih etnickih pripadnosti
Etnicka Broj zahvacenih sluzokoza, n ( %) Ukupno
pripadnost

1 2 3 4
Srpska 34 (59,6) 20(35,1) 3 (53 0 (0,00 57(100,0)
Romska 4 (40,0) 4 (40,0) 1(10,0) 1(10,0) 10 (100,0)
Ostali 2 (40,0) 3(60,0) 0 (0,00 0 (0,0 5 (100,0)
Ukupno 40 27 4 1 72 (100,0)

n, broj pacijenata

Znacajne razlike u broju zahvacenih sluzokoza nisu zabelezene u odnosu na podtip

pemfigusa, etni¢ku pripadnost ili pol.

4.2.2. Stadijum bolesti

Pacijenti sa PV ukljuceni u studiju bili su u razli¢itim fazama oboljenja; prema predlozenom

konsenzusu [202] klasifikovani su u 4 grupe (tabela 6).

Tabela 6:  Stadijum oboljenja pacijenata u vreme testiranja

Pacijenti Broj pacijenata (N=72) Procenat (%)
Novooboleli 40 55,6
Recidiv 12 16,7
Kompletna remisija, na terapiji 13 18,0
Kompletna remisija, bez terapije 7 9,7
Ukupno 72 100,0
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Od 40 novoobolelih pacijenata, 36 je imalo MCP, 4 PM. Od pacijenata u recidivu, 10 su imali
MCP, 2 PM. U remisiji, na terapiji bilo je 12 pacijenata sa MCP i 1 sa PM, a u remisji bez
terapije 6 pacijenata sa MCP i 1 sa PM.

Duzina trajanja bolesti u vreme ispitivanja iznosila je od 4-192 meseca, u proseku 32,2
meseca za zene 1 18 meseci za muskarce. U odnosu na podtip pemfigusa, prosecna duzina
trajanja bolesti za MCP iznosila je 30,9, za PM 31,9 meseci. Kod prethodno le¢enih
pacijenata, vreme postizanja klinicke remisije (potpuno odsustvo kutanih i mukokutanih
promena) iznosilo je od 7-30 meseci, u proseku 11,7 + 5,25. Prose¢na duzina remisije kod

pacijenata sa PM iznosila je 6,4 + 7,13 meseci, a kod MCP 14,3 + 31,05 meseci.
4.2.3. Stepen aktivnosti bolesti

Aktivnost bolesti odredjivana je PDAI skorom. Vrednosti su se kretale od 0 (pacijenti u

potpunoj remisiji) do maksimalne 83; prose¢ni PDAI iznosio je 32,5.
Vrednosti PDAI skora za podtipove pemfigusa prikazane su u tabeli 7.

Tabela 7:  Proseéne vrednosti PDAI skora

Skor Podtip PV N  Prose¢na vrednost SD Med Minimum Maksimum

PDAI PM 8 13 10,46 10 0 29
PDAI  MCP 64 35,8 24,32 38 0 83

MCP, mukokutani pemfigus; PM, pemfigus mukoza; N, broj pacijenata; SD, standardna
devijacija; Med, median

Prosecne vrednosti PDAI skora kod pacijenata razliite etnicke pripadnosti prikazane su u
tabeli 8. Kruskal Wallis-ovom neparametarskom analizom dokazana je statisticki znacajna
razlika (p=0,03) izmedu PDAI kod razli¢itih etni¢kih pripadnosti. Naknadnim testiranjem
izmedu svake grupe posebno (Man Whitney) odredivano je koje su razlike znacajne. Kod
pacijenata srpske etnicke pripadnosti prose¢ne vrednosti PDAI skora bile su nize i postojala je
statistiCki znacajna razlika sa PDAI (p=0,04) kod Roma. Takode, statisticki znacajna razlika
PDAI (p=0,035) postojala je izmedu pacijenata srpske i ostalih etni¢kih pripadnosti iako je
uzorak bio mali (n=5). Izmedu pacijenata romske i drugih etni¢kih pripadnosti (0sim srpske),

nije bilo znac¢ajnih razlika u vrednosti PDAI skora (p=0,976).
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Tabela 8:  Vrednosti PDAI skora kod pacijenata razlicite etnicke pripadnosti

Skor Nacionalnost N  Prose¢na vrednost SD Med Minimum Maksimum
PDAI  srpska 57 28,1 22,93 23,0 0 76
romska 10 52,6 17,53 54,0 29 76
ostali 5 54,2 22,87 51,0 27 83
Ukupno 72 33,3 24,25 325 0 83

N, broj pacijenata; SD, standardna devijacija; Med, median

Izmedu muskaraca i zena nije bilo statisticki znaCajnih razlika u stepenu aktivnosti bolesti

izrazenog PDAI skorom (grafikon 2).

Grafikon 2: Stepen aktivnosti bolesti (PDAI) prema polu
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U odnosu na stadijume bolesti, znacajna razlika stepena aktivnosti bolesti zabelezena je
izmedu A) pacijenata u recidivu i pacijenata u kompletnoj remisiji, bez terapije (p=0,02) i na
terapiji (p=0,01); izmedu B) novoobolelih i pacijenata u remisiji, na terapiji (p<0,01) i bez
terapije (p<0,01). Nakon Bonferroni korekcije (korigovana p vrednost), statisti¢ki znacajna
razlika postojala je izmedu pacijenata u recidivu i pacijenata u remisiji bez terapije (p

adj=0,013), kao i izmedu pacijenata u remisji (sa i bez terapije) i novoobolelih (p adj<0,01).

Kod testiranih pacijenata, stepen aktivnosti bolesti odreden je i PAAS skorom. Postojala je
jasna korelacija pozitivnog smera izmedu vrednosti PDAI i PAAS, odnosno visok stepen
uzajamne povezanosti (Rho=0,963; p<0,001) sto govori u prilog da je i PAAS skor kao

marker stepena aktivnosti bolesti takode bio validan kod ispitanika (grafikon 3).
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Za statisticku analizu u ovom istrazivanju koris¢en je prihvaceni sistem ocenjivanja stepena

aktivnosti bolesti - PDAL.

Grafikon 3: Korelacija PDAI i PAAS
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4.2.4. Komorbiditet i familijarni pemfigus

S obzirom na uzrastnu grupu pojave pemfigusa, komorbiditet je postojao kod 51 (70,8%)
pacijenta, dok ostali nisu imali pridruzene bolesti. NajéeS¢e zabelezeni komorbiditeti bili su
arterijska hipertenzija kod 42 (58,3%) pacijenata, druge bolesti srca kod 13 (18,1%).
Postojanje drugih autoimunskih oboljenja kao §to je Diabetes mellitus postojao je kod 6
(8.3%). Ostale inflamatorne bolesti kao $to su psorijaza i bolest stitne zlezde postojale su kod
jednog (1,4%) odnosno 2 (2,8%) pacijenta. Ostale zabelezene udruZene bolesti bile su ulkusna
bolest zeluca kod tri (4,2%) i hroni¢ni gastritis kod tri (4,2%), obstruktivna bolest plu¢a kod
tri (4,2%). Kod dva (2,8%) pacijenta postojao je anamnesticki podatak o operativnom le¢enju

(prostata i jetra) u periodu duzem od 3, odnosno 4 godine pre ulaska u studiju.

Postojanje autoimunskog pemfigusa u familiji postojao je kod 4 (5,6%) pacijenata i to kod
jednog pacijenta u srodnika I stepena, kod ostala tri medu srodnicima Il stepena. Kod ostalih

68 (94,4%) pacijenata nije zabelezeno postojanje pemfigusa u familiji.
4.2.5. Terapijski pristup

Pacijenti su tokom bolesti leCeni razli¢itim terapijskim modalitetima u zavisnosti od teZine

klini¢ke slike 1 terapijskog odgovora. Najveéi broj pacijenata, njih 39 (54.2%) je leceno
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jednim terapijskim modalitetom - najéeS¢e pulsnom kortikosteroidnom terapijom bilo uz
azatioprin ili ciklofosfamid. Kod ostalih, bilo je potrebno sprovoditi dva ili vise terapijska
modaliteta. Kod jednog pacijenta sa MCP sprovodena su cCetiri terapijska modaliteta u cilju
stabilizacije oboljenja (pulsne doze deksametazona i ciklofosfamida (DCP), pulsna
kortikosteroidna terapija i azatioprin, konvencionalna KS terapija i azatioprin i plazmafereza).

Terapijski modaliteti i broj modaliteta prikazani su u tabeli 9.

Tabela 9:  Terapijski modaliteti kod pacijenata sa pemfigusom

Terapijski modalitet Broj terapijskih modaliteta
1 2 3 4
DCP* 9 8 6 1
DCP i Imuran 0 1 0 0
Klasiéna KS* i Imuran 20 23 6 1
Pulsna KS i Imuran 7 11 5 1
Samo KS 2 6 0 0
Plazmafereza 0 0 0 1
Klasi¢na KS i1 Endoksan 1 0 1 0
Samo pulsha KS 0 1 0 0
IVIG* 0 1 0 0
Samo Imuran 0 1 0 0

*DCP, deksametazon ciklofosfamidni puls; KS, Kkortikosteroidi; IVIG, intravenski
imunoglobulini

U odnosu na podtip pemfigusa, terapijski modaliteti prikazani su u tabeli 10.

Tabela 10: Terapijski modaliteti kod podtipova pemfigus vulgarisa

Podtip pemfigusa Broj terapijskih modaliteta
1 2 3 4
MCP 34 24 5 1
% 53,1 37,5 7,8 1,6
PM 5 2 1 0
% 62,5 250 125 0,0

MCP, mukokutani pemfigus; PM, pemfigus mukoza

Kod najveceg broja pacijenata (53,1%) sa MCP i 62,5% sa PM sprovoden je samo jedan

terapijski modalitet, dok su kod ostalih sprovodena 2 i viSe terapijska modaliteta.
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U vreme testiranja, 65/72 (90,3%) pacijenata je bilo pod terapijom, od toga je 13/72
pacijenata bilo u potpunoj klini¢koj remisiji, na terapiji odrzavanja; njih 6/13 je bilo na
terapiji niskim dozama kortikosteroida (10-30 mg prednizona dnevno) i azatioprina (25-50 mg
dvnevno), 3/13 samo na peroralnoj terapiji ciklofosfamidom (50 mg dnevno), 2/13 pacijenta
na terapiji azatioprinom (25-50 mg dvevno) i 2/13 pacijenta su bili na terapiji minimalnim

dozama kortikosteroida (2,5-10 mg dnevno) prednizona.
Ostalih 7/72 pacijenata je bilo u kompletnoj remisiji bez ikakve terapije.
4.2.6. Komplikacije

Kod 33 (45,8%) pacijenata zabelezene su komplikacije (kako samog toka bolesti, tako i kao
posledica nezeljenih efekata terapije), dok je 39 (54,2%) bilo bez komplikacija. Najcesce

zabelezene komplikacije prikazane su u tabeli 11.

Tabela 11: Najcesce zabeleZzene komplikacije

Komplikacije Br pacijenata (N=72) Procenat (%)
Toksi¢ni hepatitis 7 9,7
Jatrogeni diabetes 6 8,3
Kusingoidna gojaznost 7 9,7
Septikemija 7 9,7
Piokokcija 9 12,5
Leukopenija/anemija 6 8,3
Hipertenzija 4 5,6
Amenoreja 1 1,4
Reaktivacija TBC pluca 1 14
Pogorsanje psihoze 1 14
Duboka venska tromboza 1 1,4
Glaukom 1 1,4
Bez komplikacija 39 54,2

Od 72 pacijenata obuhvacenih studijom, kod tri (4,2%) pacijenata, letalni ishod bio je
najverovatnije vezan za komplikacije terapije odnosno samog toka bolesti, dok je pet (6,9%)

umrlo prirodnom smrcéu.

4.3. Polimorfizam HLA lokusa

4.3.1. Alelska grupa- niska rezolucija

U cilju testiranja da li distribucija alela odgovara distribuciji alela koji su odredeni za

ispitanike u ovom istrazivanju izracunato je da li se dobijeni rezultati ucestalosti nalaze u

Hardy-Weinberg ravnotezi (HWE) (Tabela 12).
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Tabela 12: Hardy-Weinberg-ova ravnoteza za ispitivane lokuse

Lokus HWE u grupi pacijenata (p) HWE u kontrolnoj grupi (p)
DRB1 <2,2x 107 0,9806

DQB1 4,0x10° 0,6249

DQAL1 9,7x 107 /

HWE, Hardy-Weinberg ekvilibrijum; p nivo zna¢ajnosti

Dobijeni rezultati pokazuju da su svi lokusi kod pacijenata su u neravnotezi, tj. devijaju
znacajno od ravnoteze, dok su, sa druge strane oba lokusa u kontroli u HWE. Ucestalost

DRBI1 alelske grupe i poredenje sa zdravim kontrolama prikazano je u tabeli 13.

Tabela 13: Ucestalost HLA-DRBL1 (niska rezolucija)

DRB1 alel Pacijenti Kontrole p p adj 0S (95% IP)
N=72 N=1992
n=144, (%) Nn=3984, (%)
DRB1
04 46 (31,9) 358 (9,2)  4,95x10™* 4,45x10™" 4,754  (3,29-6,86)
14 44 (30,6) 216 (5,3) 4,06x10%°  4,06x10™" 7,676  (5,25-11,23)
11 10 (6,9) 673 (16,9)  0,0008 0,007* 0,367  (0,19-0,70)
13 10 (6,9) 527 (13,2) 0,031 0,118 0,489  (0,26-0,94)
16 8 (5,6) 433(10,9) 0,039 0,118 0,482  (0,23-0,99)
01 7 (4,9) 410 (10,3) 0,033 0,118 0,445  (0,20-0,96)
07 7 (4,9) 284 (7,1) 0,405 0,524 0,666  (0,31-1,43)
03 6 (4,2) 433(10,9) 0,008 0,053 0,357  (0,16-0,81)
15 5 (3,5) 392 (9,8) 0,087 0,053 0,329  (0,13-0,81)
12 1(0,7) 76 (1,90 0,524 0,524 0,359  (0,05-2,60)

N, broj ispitanika; n broj alela; p adj, korigovana p vrednost; OS, odnos $ansi; IP, interval
poverenja; *p adj<0,01

Poredenjem sa ucestalo$¢u alela u zdravoj populaciji, znaCajne razlike su zabeleZene za
DRB1*04 i DRB1*14 alel, koji su bili vise ucestalosti kod obolelih, sa visokim odnosom
Sansi (OS), 4,754 i1 7,676, kao i za DRB1*11 alel koji je bio znagajno nize ucestalosti kod
obolelih i mogao bi se smatrati protektivnim zbog nikog odnosa $ansi, 0,367. Blizu nivoa
znadajnosti bili su i DRB1*03, i DRB1*15 alel, sa niskim OS i 95% intervalom poverenja

(IP) manjim od 1, takode sa potencijalnim protektivnim dejstvom (tabela 13).
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Ucestalost HLA-DQBI1 alelske grupe i poredenje sa zdravim kontrolama prikazana je u tabeli
14. Nije pokazana znaajna ucestalost kod pacijenata nijedne od DQB1* alelskih grupa.
DQB2* alelska grupa je bila nize ucestalosti u odnosu na zdravu populaciju, ali nakon

korekcije, ova razlika nije bila zna¢ajna iako je OS bio relativno nizak (tabela 14).

Tabela 14: Ucestalost HLA-DQB1 alela (niska rezolucija)

DQB1 Pacijenti Kontrole p  padj 0S 95% IP
N=72, n=144, (%) N=159 n=318, (%)

05 59 (40,9) 105 (33,1) 0,115 0,361 1,408 (0,94-2,11)

03 58 (40,3) 106 (33,0) 0,172 0361 1,349 (0,89-2,02)

06 14 (9,7) 46 (14,5) 0,180 0361 0,637 (0,34-1,20)

02 12 (83) 54 (16,9) 0,014* 0,072 0444 (0,23-0,86)

04 1 (07) 7 (22 0,446 0,445 0311 (0,04-2,55)

N, broj ispitanika; n, broj alela; p adj, korigovana p vrednost; OS, odnos $ansi; IP, interval
poverenja; *p<0,05
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4.3.2. Aleli- visoka rezolucija

Ucestalost alela u ispitivanim lokusima (DRB1 i DQB1) i poredenje sa zdravom populacijom

prikazane su u tabelama 15 i 16.

Tabela 15: Ucestalost HLA-DRBL1 alela kod pacijenata sa PV (visoka rezolucija)

DRB1 Pacijenti Kontrole p p adj 0S 95% IP
N=72, n=144, (%) N=159 n=318, (%)

DRB1

04:02 43 (29,9) 6 (2,7) 7,39 x 10™ 1,63 x 10™*%* 15,469 (6,38-37,52)
14:54 19 (13,2) 12 (54) 0,008! 0,150 2,685 (1,26-5,72)
14:04 19 (13,2) 0 (0) 2,48 x 10% 5,20 x 10" /* /

13:.01 8(5,6) 10 (4,5) 0,636 0,837 1,259  (0,48-3,27)
07:01 7(4,9) 16 (7,1) 0,378 0,837 0,664 (0,27-1,66)
03:01 6 (4,2) 25 (11,2) 0,019¢ 0,315 0,346  (0,14-0,87)
16:01 6 (4,2) 24 (10,7) 0,025¢ 0,404 0,362 (0,14-0,91)
14:01 6 (4,2) 7 (31) 0,598 0,837 1,348  (0,44-4,09)
11:04 5(3,5) 12 (54) 0,401 0,837 0,635 (0,22-1,84)
11:01 4 (2,8) 15 (6,7) 0,098 0,837 0,398 (0,13-1,22)
15:01  4(2,8) 13 (5.8) 0,178 0,837 0,464 (0,15-1,45)
01:01 3(2,1) 20 (8,9) 0,008! 0,150 0,217 (0,06-0,74)
01:02 3(2,1) 9 (4,0) 0,309 0,837 0,508 (0,14-1,91)
04:03  2(1,4) 4 (1,8) 0,769 0,837 0,775 (0,14-4,28)
16:02 2 (1,4) 0 (0) 0,077 0,837 I /

13:02 1(0,7) 16 (7,1) 0,004! 0,082 0,091 (0,01-0,69)
15:02 1(0,7) 4 (1,8) 0,378 0,837 0,385 (0,04-3,48)
11:03 1(0,7) 2 (0,9) 0,837 0,837 0,776  (0,07-8,64)
04:04 1(0,7) 2 (0,9) 0,837 0,837 0,776  (0,07-8,64)
13:04 1(0,7) 0 (0) 0,212 0,837 I* /

12:02 1(0,7) 0 (0) 0,212 0,837 I /

01:03 1(0,7) 0 (0) 0,212 0,837 I /

N, broj ispitanika; n, broj alela; p adj, korigovana p vrednost; OS, odnos $ansi; IP, interval
poverenja; *, nedefinisan OS zbog odsustva datih alela u zdravoj populaciji; 'p<0,01 ali nakon
korekcije bez statisticke znacajnosti;*p adj<0,01

Postojala je visoko statisticki znaGajna ucestalost DRB1*04:02 (p adj=1,63 x 10-*2, OS
15,469 i IP 6,38-37,52) i DRB1*14:04 (p adj=5,20 x 10, OS nedefinisan zbog odsustva
datog alela u zdravoj srpskoj populaciji) alela kod pacijenata. Zabelezena je i veca ucestalost
DRB1*14: 54 alela (13,2%) ali bez znacajne razlike, uz pove¢an OS (2,685) i IP preko 1

(1,26-5,72). DRB1*03:01, *16:01, *01:01 1 *13:02 bili su niske ucestalosti kod obolelih,
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nakon korekcije nivo znacajnosti nije dostignut. Opet, nizak OS za date alele bi mogao da ih

svrsta u tzv. protektivne alele

Tabela 16: Ucestalost DQB1 alela kod pacijenata sa PV (visoka rezolucija)

DQB1 Pacijenti Kontrole p p adj. oS 95% IP
N=72, n=144, (%) N=112 n=224, (%)
03:02 46 (31,9) 22 (9,8) 9,86 x 10 1,28 x 10™ 4,310 (2,46-7,56)
05:03 38 (26,4) 19 (8,5) 3,70x 10% 4,44x 10" 3,868 (2,13-7,04)
03:01 11 (7,6) 37 (16,5) 0,014" 0,151 0,418 (0,21-0,85)
05:01 11 (7,6) 30 (13,4) 0,087 0,611 0,535 (0,26-1,10)
05:02 10 (6,9) 27 (12,1) 0,112 0,673 0,545 (0,26-1,16)
06:03 9 (6,3) 11 (4,9) 0,581 0,891 1,291 (0,52-3,19)
02:01 6 (4,2) 25 (11,2) 0,019* 0,167 0,346 (0,14-0,87)
02:02 6 (4,2) 10 (4,5) 0,891 0,891 0,930 (0,33-2,62)
06:04 2 (1,4) 15 (6,7) 0,018" 0,167 0,196 (0,04-0,87)
06:02 2 (1,4) 8 (3,6) 0,209 0,891 0,380 (0,08-1,82)
03:03 1(0,7) 8 (3,6) 0,082 0,611 0,189 (0,02-1,53)
04:02 1(0,7) 5(2,2) 0,256 0,891 0,306 (0,04-2,65)
06:01 1(0,7) 4(1,8) 0,378 0,891 0,385 (0,04-3,48)

N, broj ispitanika; n, broj alela; p adj, korigovana p vrednost; OS, odnos $ansi; IP, interval
poverenja; *p adj<0,01; * p<0,05 ali nakon korekcije gubitak statisti¢ke znacajnosti

Postojala je statisticki znaGajna razlika ucestalosti DQB1*03:02 (p adj=1,28x10°) i
DQB1*05:03 (p adj=4,44x10™), koji su bili ucestaliji kod pacijenata, odnosno jasna
udruzenost sa PV, OS 431, IP 2,46-7,56 (DQB1*03:02) i OS 3,868 i IP 2,13-7,04
(DQEB1*05:03). Za DQB1*03:01, *02:01 i *06:04 alele, zabelezena je niza ucestalost kod

obolelih, sa niskim OS, uz gubitak statisticke zna¢ajnosti nakon korekcije.

Budu¢i da se DRB1¥14:01:01 i DRB1*14:54 alel razlikuju u sekvenci aminokiselina na
egzonu 3, iako je tipizacija u ovom istrazivanju radjena SSP testovima kojima je moguce
razlikovati DRB1*#14:01 i DRB1*14:54 alel, u cilju jasnih rezultata uporedena su 1 oba alela
(DRB1*14:01 i DRB1*14:54) sa sabranim zdravim kontrolama za oba alela. Nakon
korekcije, razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,0049, p adj=0,133).
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4.3.3. Dvoalelski haplotipovi

Ucestalosti 2-alelskih haplotipova u niskoj i visokoj rezoluciji i poredenje sa zdravim

kontrolama prikazane su u tabelama 17 i 18.

Tabela 17: Ucestalost HLA DRB1-DQB1 haplotipova kod pacijenata i zdravih kontrola
(niska rezolucija)

Haplotip Pacijenti Kontrole Ucestalost haplotipova

N=72, n=144, (%) N=159 n=318, (%) PV pacijenti/kontrole

p p adj 0S  95%ClI

DRB1*04-DQB1*03 45 (31,3) 28 (8,8) 6,38x10° 7,66x10°* 4,409 (2,60 - 7,47)
DRB1*14-DQB1*05 44 (30,6) 20 (6,3) 2,48x10™ 3,22x107%* 6,135 (3,44-10,94)
DRB1*11-DQB1*03 10 (6,9) 54 (16,9) 0,004 0,041" 0,365 (0,18 - 0,74)
DRB1*13-DQB1*06 9(6,3) 0 0,406 0,969 / /
DRB1*16-DQB1*05 8 (5,6) 39 (12,3) 0,014 0,112 0,366 (0,16 - 0,84)
DRB1*01-DQB1*05 7(4,9) 41 (12,9) 0,009 0,047* 0,345 (0,15 - 0,79)
DRB1*03-DQB1*02 6 (4,2) 41 (12,9) 0,004 0,041" 0,294 (0,12 - 0,71)
DRB1*07-DQB1*02 6 (4,2) 13 (4,) 0,969 0,987 1,020 (0,38 - 2,74)
DRB1*15-DQB1*06 5(3,5) 19 (5,9) 0,262 0,969 0,566 (0,20- 1,55)
DRB1*04-DQB1*04 1(0,7) 0 0,935 0,969 / /
DRB1*07-DQB1*03 1(0,7) 0 0,109 0,769 / /
DRB1*12-DQB1*03 1(0,7) 4 (1,3) 0,588 0,969 0,549 (0,01 - 4,96)
DRB1*13-DQB1*03 1(0,7) 0 0,789 0,987 / /

N, broj ispitanika; n, broj alela; p adj, korigovana p vrednost; OS, odnos $ansi; IP, interval
poverenja; *p adj.<0,01; * p adj<0,05

Najucestaliji haplotipovi kod pacijenata bili su DRB1*04-DQB1*03 (31,3%) i DRB*14-
DQB1*05 (30,6%) i postojala je jasna korelacija sa PV (p adj=7,66x10® i OS 4,409, odnosno
p adj=3,22x10™" i OR 6,135). Veéi odnos $ansi za DRB1*14-DQB1*05 bi ukazivao na nesto
veéi rizik razvoja PV kod pacijenata sa datim haplotipom u odnosu na DRB1*04-DQB1*03.
Statisticka znacajnost zabelezena je i kod HLA-DRB1*11-DQB1*03, DRB1*01-DQB1*05 i
DRB1*03-DQB1*02 haplotipa. Svi haplotipovi su bili niske ucestalosti kod obolelih (p
adj<0,05), sa niskim OS (<0,4) i IP <1, ukazujuéi na eventualne protektivne haplotipove. Od
72 pacijenta, njih 70 su bili nosioci nekog od patogenog alela (28 su bili nosioci DRB1*14-
DQB1*05/DRB1*04 haplotipa, 26 samo DQB1*05 alelske grupe, bez DRB1* 04 na drugom
haplotipu, 16 samo DRB1* 04 bez DQB1* 05 alelske grupe na drugom haplotipu).
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2 pacijenta nisu bili nosioci nekog patogenog alela (jedan pacijent je bio nosilac DRB1*11-
DQB1*03 genotipa, homozigot, i drugi takode homozigot, DRB1*13-DQB1*06, genotip).

U tabeli 18 prikazani su 2-alelski haplotipovi kod pacijenata sa PV u visokoj rezoluciji.

Tabela 18: Ucestalost HLA DRB1-DQB1 haplotipova kod pacijenata i zdravih kontrola
(visoka rezolucija)

Haplotip Pacijentif  Zdravi f p p adj. oS 95% IP

N=72 N=112

n=144, (%) n=224, (%)
DRB1*03:01-DQB1*02:01 6 (4,2) 25 (11,6) 0,0227 0,836 0,356  (0,14-0,89)
DRB1*16:01-DQB1*05:02 6 (4,2) 23 (10,3) 0,041 1 0,391  (0,16-0,99)
DRB1*01:01-DQB1*05:01  3(2,1) 19 (8,5) 0,032 1 0,317  (0,11-0,95)
DRB1*11:01-DQB1*03:01 4 (2,8) 15 (6,7) 0,109 1 0,409  (0,13-1,26)
DRB1*13:02-DQB1*06:04 1 (0,7) 15 (6,7) 0,007" 0,189 0,100  (0,01-0,77)
DRB1*11:04-DQB1*03:01 5 (3,5) 12 (5,4) 0,433 1 0,654  (0,22-1,89)
DRB1*14:54-DQB1*05:03 16 (11,1) 11 (4,9) 0,021" 0,662 2,499  (1,12-5,55)
DRB1*07:01-DQB1*02:02 6 (4,2) 10 (4,5) 0,936 1 0,958  (0,34-2,70)
DRB1*13:01-DQB1*06:03 7 (4,9) 10 (4,5) 0,814 1 1,126  (0,42-3,03)
DRB1*01:02-DQB1*05:01  3(2,1) 9 (4,0) 0,161 1 0,346  (0,07-1,63)
DRB1*15:01-DQB1*06:02 2 (1,4) 8 (3,6) 0,224 1 0,391  (0,08-1,87)
DRB1*14:01-DQB1*05:03 6 (4,2) 7 (3.1) 0,817 1 1,148  (0,36-3,69)
DRB1*04:02-DQB1*03:02 43 (29,9) 6(2,7)  1,91x10™* 555x10™*  15,047* (6,19-36,61) *
DRB1*07:01-DQB1*03:03 1 (0,7) 6 (2,7) 0,185 1 0,261  (0,03-2,19)
DRB1*15:02-DQB1*06:01 1 (0,7) 4(1,8) 0,394 1 0,396  (0,04-3,58)
DRB1*04:03-DQB1*03:02 1 (0,7) 3(1.3) 0,578 1 0,529  (0,05-5,15)
DRB1*11:03-DQB1*03:01 1 (0,7) 2(0,9) 0,855 1 0,796  (0,07-8,89)
DRB1*04:04-DQB1*03:02 1 (0,7) 1(0,4) 0,737 1 1,604  (0,09-25,86)
DRB1*14:54-DQB1*05:01 2 (1,4) 1(0,4) 0,314 1 3,232 (0,29-35,983)
DRB1*15:01-DQB1*06:03 2 (1,4) 1(0,4) 0,314 1 3,232 (0,29-35,98)
DRB1*13:04-DQB1*03:02 1 (0,7) 0 0,385 1 I /
DRB1*1404-DQB1*05:01 2 (1,4) 0 0,147 1 * /
DRB1*14:04-DQB1*05:03 16 (11,1) 0 1,31x10™  3,81x10°" [/ /
DRB1*14:54-DQB1*05:02 1 (0,7) 0 0,385 1 I /
DRB1*16:02-DQB1*05:02 2 (1,4) 0 0,1,47 1 I /
DRB1*12:02-DQB1*03:01 1 (0,7) 0 0,385 1 I /
DRB1*04:03-DQB1*04:02 1 (0,7) 0 0,385 1 I /
DRB1*13:01-DQB1*06:04 1 (0,7) 0 0,385 1 I /
DRB1*01:03-DQB1*05:01 1 (0,7) 0 0,385 1 I /
DRB1*14:04-DQB1*05:02 1 (0,7) 0 0,385 1 I /

f, ucestalost; N, broj pacijenata; n, broj haplotipova; p adj, korigovana p vrednost; IP, interval
poverenja;* p adj<0,01; *, OR nedefinisan zbog odsustva datih haplotipova u zdravoj
populaciji; ' p<0,05 i p<0,01 ali nakon korekcije bez statisti¢ke znacajnosti
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Kada su uzorci pacijenata testirani u visokoj rezoluciji, najucestaliji haplotipovi kod
pacijenata bili su DRB1*04:02-DQB1*03:02 (29,9%), DRB1*14:04-DQB1*05:03 (11,1%) i
DRB1*14:54-DQB1*05:03 (11,1%). Statisti¢cka znacajnost zabelezena je za prva 2 haplotipa,
(p adj=5,55x10"2, OS 15,047 i IP 6,19-36,61, odnosno p adj=3,81x10®, sa nedefinisanim OS
zbog odsustva datog haplotipa u zdravoj populaciji). lako je bila visa, ucestalost
DRB1*14:54-DQB1*05:03 haplotipa (p=0,021), nakon korekcije nije dostigla nivo statisticke
zna&ajnosti, mada je OS bio relativno visok (2,499) i IP preko 1 (1,124-5,55) sto ga u haplotip
od potencijalnog rizika za nastank oboljenja. Za cesto opisivan haplotip udruzen sa PV,
DRB1*14:01-DQB1*05:03, nije bio znacajne razlike ucestalosti izmedu pacijenata i zdrave
populacije (4,2% kod pacijenata, 3,12% u zdravoj populaciji). Haplotipovi DRB1*16:01-
DQB1*05:02, DRB1*01:01-DQB1*05:01, DRB1*13:02-DQB1*06:04, DRB1*03:02-
DQB1*02:01 bili su niske ucestalosti kod pacijenata ali se statisticka znacajnost izgubila
nakon korekcije.

4.3.4. Polimorfizam DQAL* lokusa i ucestalost troalelskih haplotipova

U grupi pacijenata ispitan je i DQAL lokus. S obzirom da ne postoje podaci o ucestalosti
DQAL1 lokusa u zdravoj populaciji Srbije, u tabeli 19 prikazana je samo ucestalost DQA1
alela kod naSih pacijenata sa PV, kao i kod pacijenata u drugim studijama. Kao $to se vidi,
kod naSih pacijenata je bila poviSena ucestalost DQA1*01:04 1 DQA1*03:01 alela §to je
razumljivo s obzirom na gametski disekvilibrijum sa DQB1*03:02 i DQB1*05:03.

Tabela 19: Ucestalost HLA DQATI alela kod pacijenata razli¢itih pripadnosti i na razli¢itim
geografskim podrucjima

DQA1l alel Pacijenti Zemlja [referenca]
N=72, n=144, (%)

*01:01 8 (5,6) 20%, Korea [203], 63,2%, Pakistan* [204], 1,92% Iran [51], 45,9% Indija”*
54

*01:02 13 (9,0) 500}0 Korea [203], 5,3% Pakistan [204]

*01:03 9 (6,3) 13,3%, Korea [203], 7,9% Pakistan [204], 4,8% Iran [51]

*01:04 37 (25,7) 33,3%, Korea* [203], 25% lran* ®! 15,62% Sardinija*, 37,5% lItalija* [50],
SAD, nejevrejska populacija, NP*[52], NP Japan*[205]

*01:05 5 (3,5) NP

*01:07 1(0,7) NP

*02:01 7(4,9) 0%, Korea [203], 2,6% Pakistan, 1,92% Iran [51], 3,12% Sardinija, 0% lItalija
50

*03:01 39 (27,1) ESG,;%, Korea [203], 15,8% Pakistan [204], 39,4% Iran* [51], 40,62%
Sardinija®, 21,87% ltalija* [50], SAD, nejevrejska populacija, NP* [52], NP
Japan*[205]

*03:03 8 (5,6) NP

*05:01 6 (4,2) 0%, Korea [203], 5,3% Pakistan [204], 15,62% Sardinija, 15,62% Italija [50]

*05:05 10 (6,9) SAD, nejevrejska populacija i Askenazi Jevreji, NP* [52]

*06:01 1(0,7) 0%, Korea [203]

Ukupno 144 (100)

N, broj pacijenata; n, broj alela; *korigovana p vrednost<0,05; “korigovana p vrednost <0,01,
NP nema podataka
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Ucestalost DQA1*01:01 alela u grupi nasih pacijenata sa PV je bila dosta niza nego u drugim

publikovanim serijama pacijenata, sa izuzetkom pacijenata sa PV u lranu. Ucestalost
DQA1*01:04 i *03:01 je bila sli¢na kod nasih pacijenata sa PV kao i kod pacijenata drugih

etnickih pripadnosti i na drugim geografskim podrucjima.

Ucestalost najcescih troalelskih haplotipova (DRB1/DQA1/DQB1) prikazana je u tabeli 20.

Statisticka analiza nije uradena buduéi da u zdravoj populaciji nije radena ucestalost na DQA1

lokusu.

Tabela 20: Ucestalost troalelskih haplotipova kod obolelih

Haplotip

Ucestalost haplotipova kod pacijenata

N=72
n=144, (%)

DRB1*-04:02-DQA1*-03:01-DQB1*-03:02
DRB1*-14:54-DQA1*-01:04-DQB1*-05:03
DRB1*-14:04-DQA1*-01:04-DQB1*-05:03
DRB1*-13:01-DQA1*-01:03-DQB1*-06:03
DRB1*-04:02-DQA1*-03:03-DQB1*-03:02
DRB1*-07:01-DQA1*-02:01-DQB1*-02:02
DRB1*-03:01-DQA1*-05:01-DQB1*-02:01
DRB1*-16:01-DQA1*-01:02-DQB1*-05:02
DRB1*-11:04-DQA1*-05:05-DQB1*-03:01
DRB1*-11:01-DQA1*-05:05-DQB1*-03:01
DRB1*-14:01-DQA1*-01:04-DQB1*-05:03

36 (25)
14 (9,7)
12 (8,3)
7(4,9)
7(4,9)
6(4,2)
6(4,2)
6(4,2)
5(3,5)
4 (2,8)
4(2,8)

N, broj pacijenata; n broj haplotipova

Najve¢i broj pacijenata (25%) bili su nosioci DRB1*04:02-DQA103:01-DQB1*03:02

haplotipa.

4.3.5. UdruZenost DRB1* i DQB1*alela sa pemfigusom kod drugih etnic¢kih pripadnosti

na razlicitim geografskim podruéjima

U tabelama 21 i 22 date su ucestalosti najcesc¢e opisivanin DRB1 i DQBL1 alela udruzenih sa

PV kod razli¢itih populacija na razli¢itim geografskim podruc¢jima.
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Tabela 21: Ucestalost DQBL1 alela udruzenih sa PV kod pacijenata u Srbiji i kod pacijenata
razli¢itih etnickih pripadnosti 1 geografskih podrucja

Referenca alel Ucestalost (%) Zemlja/ Populacija p RR/OS
[206] DQB1*05:03 26,4 Srbija 4,44x10° 0§ 3,969
[50] 15,6 Sardinija 3,5x10° RR 9,88

37,5 Italija (centralni i juzni deo) 10°® RR 78,20
[56] 62,2 Italija (juzni deo) 1,8x10* NP
[54] 48,6 Indija <0,0001 NP
[204] 57,9 Pakistan 0,02 NP
[52] NP SAD nejevrejska populacija 1,39x10° RR 14,12
NP SAD Askenazi Jevreji 1,29X10'4 RR 3,0
[58] 22,4 Velika Britanija, E <0,00001 OS 6,93
47,4 Velika Britanija, 1A <0,00001 0S 6,18
[207] 10,2 Venecuela 0,023 0S 3,4
[72] 25,7 Francuska 5,3x10° RR5,3
[59] 22,1 Slovacka <0,0001  0S 10,40
[208] 30,8* Spanija 5,1x10" 0S8 10,7
[209] 29,78 Argentina 10® RR 8,02
[206] DQB1*05:02 6,2 Srbija NS 0S$ 0,545
[56] 6,5 Italija (juzni deo) NS NP
[51] 18,3 Iran <0,0001 RR35
[204] 53 Pakistan NS NP
1,16 Slovagka 0,03 0S 0,144
[206] DQB1*03:02 31,9 Srbija 1,28x10°  0$4,310
[50] 40,62 Sardinija 1,2x10®  RR 39,48
21,8 Italija (centralni i juzni deo) 4 7x10% RR5,19
[51] 32,7 Iran <0,0001 RR 3,85
[52] NP SAD, nejevrejska populacija  6,76x10° RR 3,77
[58] 32,8 Velika Britanija, E <0,00001 OS 4,94
15,8 Velika Britanija IA NS OR 2,58
[72] 41,4 Francuska 9,7x107 RR 6,9
[59] 33,7 Slovacka <0,0001 0S7,70
[208] 88,5* Spanija 5,1x10"  0S 49,1
[207] 15,3 Venezuela NS NP
[54] 16,2 Indija NS NP
[209] 53,2 Argentina 10°® RR 48,36

NP, nema podataka; NS, nije znacajna razlika; RR, relativni rizik; 08, odnos 3ansi; IA,
indoazijska populacija; E, evropska (bela) populacija; *, procenti se odnose na broj pacijenata
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Tabela 22: Ucestalost DRB1 alela udruzenih sa PV kod pacijenata u Srbiji i kod pacijenata
razli¢itih etnickih pripadnosti 1 geografskih podrucja

Referenca alel Ucestalost (%) Zemlja/ Populacija p RR/OS
[206] DRB1*04:02 29,9 Srbija 1,63x 10 0S 15,469
[50] 40,6 Sardinija <10°® RR 127,11
21,9 Italija (centralni i juzni deo) 1,5x10'6 RR 26,83
[56] 32,7 Italija (juzni deo) 1x10°® NP
[59] 29,1 Slovacka <0,0001 08§ 22,75
[208] 80,8* Spanija 4,7x10%7  0S8100,8
[58] 27,1 Velika Britanija, E <0,00001  OS nedefinisan
14 Velika Britanija, I1A 0,0003 0S 19,1
[52] 50%* SAD, nejevrejska populacija  2,47x10™  RR 34,03
96,9* SAD, Askenazi Jevreji 1,59x107  RR 4,96
[207] 28,6 Venecuela 2,6x10™  0S 40,09
[51] 21,2 Iran <0,0001 RR 7,16
[72] 31 Francuska 54x10%®  RR916
[208] 80,8* Spanija 4,7x10%  08100,8
[210] 83,6 Sirija 0,002 0§ 13,9
[211] 71,4 Nemacka 3,11x10*" NP
[211] 83,0* Egipat 1,23x10% NP
[212] NP Brazil NP 0S 44,6
[209] 63,8 Argentina 10°® RR 18,23
[206] DRB1*14:01 4,2 Srbija NS 0S 1,348
[50] 15,6 Sardinija 3,5x107 RR 9,88
37,5 Italija (centralni i juzni deo)  2,8x10° RR 23,62
[52] 36,0* SAD, nejevrejska populacija  1,52x10° RR 10,10
[51] 25,0 Iran 0,0001 RR 3,18
[207] 9,2 Venecuela 0,00002 0S 47,6
[72] 13,5 Francuska 0,001 RR 3,1
[208] 28,0* Spanija 5,8x10° 0S 8,8
[209] 31,9 Argentina 10°® RR 12,86
[211] DRB1*14:01:01 70,0 Nemacka 1,37x10% NP
ili DRB1*14:54"
[211] 50,0* Egipat 3,15x10° NP
[206] DRB1*14:04 13,2 Srbija 5,20x107  OS nedefinisan
[58] 5,2 Velika Britanija, E 0,0009 0S 9,89
42,1 Velika Britanija, IA <0,000001 OS 10
[54] 45,9 Indija <0,0001 NP
[204] 55,3 Pakistan 0,01 NP
[52] 11,0* SAD, nejevrejska populacija  9,21x10° RR 204,02
[72] 9,4 Francuska 4,2x10° RR 17,2
[59] 47 Slovacka 0,0055 0S8 24,71
[206] DRB1*14:54 13,2 Srbija 0,15 0S 2,685
[58] 16,7 Velika Britanija, E 0,00007 05438
2,6 Velika Britanija, 1A NS NS
[59] 14,0 Slovacka 0,0002 087,17
[211] DRB1*08:04 77,0 Egipat 4,6x10™ NP
[212] NP Brazil NP 0S 18,6
[50] 12,5 Italija (centralni i juzni deo)  1,23x107° RR 32,53

NS, nema znacajne razlike; NP, nema podataka; 0S8, odnos $ansi; RR, relativni rizik; IA,
indoazijska populacija; E, evropska (bela) populacija; *, procenti se odnose na broj
pacijenata; +, racunato za oba alela; *, visoka rezolucija radena na 3 prve grupe cifara alela
(engl. six digits)

DRB1*08:04 alel nije otkriven kod nasih pacijenata.
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Potvrdili smo kao i kod pacijenata drugih etni¢kih pripadnosti i na drugim geografskim
podru¢jima, znacajnu razliku ucestalosti alela DRB1*04:02, DRB1*14:04, DQB1*03:02 i
DQB1*05:03 kod pacijenata sa PV.

Ucestalosti najc¢esce opisivanih dvoalelskih haplotipova kod pacijenata sa PV u razli¢itim

populacijama prikazane su u tabeli 23.

Tabela 23: Haplotipovi (srednja i visoka rezolucija) kod pacijenata sa PV razli¢ite etnicke
pripadnosti i geografskih podrucja

Haplotip Referenca Ucdestalost (%) Zemlja/Populacija p OS/RR
DRB1*04-DQB1*03:02 [51] 36,5 Iran <0,0001 RR3,95
[72] NP Francuska NP NP
[59] 33,7 Slovacka <0,0001  0S7,70
DRB1*04:02-DQB1*03:02 [206] 29,9 Srbija 5,55x10%?  0S 15,047
[59] 29,1 Slovacka <0,0001 08§ 22,75
[52] 22,8 SAD, nejevrejska 6,11x10* NP
populacija
[207] 13,3 Venecuela 8,6x10° 0§ 17,875
DRB1*04-DQB1*03 [206] 31,3 Srbija 7,66x10°  0OS 4,409
[53] 32,0 Turska <0,0001 RR 8,60
DRB1*14-DQB1*05 [206] 30,6 Srbija 3,22x10%° 0$6,135
[53] 16,0 Turska 0,001 RR 6,02
DRB1*14:01-DQB1*05:02 [51] 25,0 Iran <0,0001 RR 3,34
DRB1*14:01-DQB1*05:03 [206] 42 Srhija 1 0S 1,148
[52] 17,1 SAD, nejevrejska 1,06x10° NP
populacija
[207] 8,2 Venecuela 8,6x10°  0S41,58
DRB1*14:04-DQB1*05:03 [206] 11,1 Srbija 3,81x10°  OS nedefinisan
[59] 47 Slovacka 0,0055 0S8 24,71
[204] NP Pakistan p<1x10® NP
DRB1*14:54-DQB1*05:03 [206] 11,1 Srbija NS 0S 2,499
[59] 14,0 Slovacka 0,0002 087,71

NP, nema podataka; NS, nema statisti¢ke zna¢ajnosti; RR, relativni rizik; OS, odnos 3ansi; p
nivo znacajnosti

4.3.6. Protektivni aleli kod pacijenata sa PV u Srbiji i kod razli¢itih etnickih

pripadnosti na drugim geografskim podrucjima

U tabelama 24 i 25 prikazani su aleli i alelske grupe sa znacajno nizom ucestalo$¢u kod
pacijenata (protektivni aleli). U tabeli su date populacije za koje postoje podaci o alelima sa
niskom ucestalos¢u kod obolelih od PV. Nasi rezultati su u skladu sa dosadasnjim, s tim §to je
statistiCki znacajno manja ucestalost postojala samo za alelsku grupu DRB1*11. Ostale
alelske grupe i aleli (DRB1 i DQB1) nakon korekcije nisu dostigli nivo znacajnosti (tabela 24
i 25).
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Tabela 24: Opisani protektivni DRBL1 aleli i alelske grupe kod pacijenata sa PV razli¢ite

etnicke pripadnosti i geografskih podrucja

Alel/alelska grupa Referenca  Ucgestalost (%) Zemlja/ Populacija p OS/RR
DRB1*03 [206] 4,2 Srbija NS* 0S 0,357
[207] 33 Venecuela 0,041 080,33
[210] 2,2 Sirija 0,01 0S0,1
DRB1*03:01 [206] 4,2 Srbija NS* 0S 0,346
[52] NP SAD, Askenazi Jevreji ~ 4,88x10™ RR 0,05
[58] 1,0 Velika Britanija, 1A 0,0003  0S$0,05
8,0 Velika Britanija, E 0,0009 050,26
[51] 1,9 Iran 0,01 RR 0,24
[50] 0,0 Italija (juzni i centr. deo) 0,027 RR 0,11
0,0 Sardinija 6,3x10° RR 0,03
DRB1*04:03 [206] 1,4 Srbija NS 0S8 0,775
[210] 1,6 Sirija 1,5x10%  0S 0,03
DRB1*07 [206] 4,9 Srbija NS 0S 0,666
[59] 47 Slovacka 0,02 0S5 0,290
[51] 1,9 Iran <0,0001 RR 0,24
[52] NP SAD, Askenazi Jevreji 2,13x10* RR 0,15
DRB1*07:01 [58] 14,0 Velika Britanija, E NS* 0S 0,46
DRB*11 [206] 6,9 Srbija 0,007 0,367
[51] 13,5 Iran 0,01 RR 0,54
[210] 19,7 Sirija 1x10®  0$0,25
[213] 8,3 Turska (juzni deo) <0,01" 050,17
DRB1*11:04 [206] 3,5 Srbija NS 0S$0,398
[52] NP SAD, Askenazi Jevreji  3,59x10™ RR 0,16
DRB1*13 [206] 49 Srbija NS* 0S$ 0,489
[59] 47 Slovacka 0,001 080,27
[210] 5,5 Sirija 0,01 050,2
DRB1*15 [206] 3,5 Srbija NS* 0S 0,329
[214] 1,9 Maroko <0,0001* 0S0,1
[210] 6,6 Sirija NS* 0504
[58] 5,0 Velika Britanija, 1A 0,0001 080,17
8,0 Velika Britanija, E 0,005 0S5 0,3
[51] 3,9 Iran 0,007 RRO0,32

NS*, p<0,05 ali nakon korekcije bez nivoa statistiCke znacajnosti; NS bez statisticke

znacajnosti; NP, nema podataka; IA, indoazijska populacija; E,evropska (bela) populacija
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Tabela 25: Opisani protektivni DQB1 aleli i alelske grupe kod pacijenata sa PV razlicite
etnicke pripadnosti i geografskih podrucja

Alel/alelska grupa Referenca Ucdestalost (%) Zemlja/ Populacija p OS/RR
DQB1*02 [206] 8,3 Srbija NS* 0S 0,444
[72] 7,0 Francuska 7x10* RR 0,16
[213] 13,3 Turska (juzni deo) 0,047* 0S 0,47
DQB1*02:01 [206] 4,2 Srbija NS* 0S 0,346
[50] 9,4 Sardinija 3,5x10° RR 0,16
0,0 Italija (juzni i centr. deo) 3,4x10'4 RR 0,05
[51] 2,9 Iran <0,0001 RR 0,16
[52] NP SAD, Askenazi Jevreji  2,3x10%°  RR 0,02
DQB1*03:01 [206] 7,6 Srbija NS 050,418
[52] NP SAD, Askenazi Jevreji ~ 4,71x10° RR 0,19
[207] 9,2 Venecuela NS* 050,25
[51] 15,4 Iran 0,001 RR 0,47
[59] 47 Slovacka 0,0055 0S8 24,71
[204] NP Pakistan p<1x10® NP
DQB1*05:02 [206] 6,9 Srbija NS 0S 0,545
[59] 1,2 Slovacka 0,03 0S 0,144
DQB1*06 [206] 9,7 Srbija NS 0S 0,637
[214] 10,6 Maroko 0,01* 050,33
[59] 35 Slovacka < 0,0001 050,12
[213] 10,0 Turska (juzni deo) 0,011° 050,35
DQB1*06:02 [206] 1,4 Srbija NS 050,380
[58] 6,0 Velika Britanija, E NS* 050,25
[51] 1,0 Iran 0,004 RR 0,2

NS*, p<0,05 ali nakon korekcije bez nivoa statisticke znacajnosti; *, p vrednost nije korigovana
4.3.7. Alelii haplotipovi kod pacijenata pacijenata razlicite etni¢ke pripadnosti u Srbiji

Poredenja frekvencije alela i haplotipova u ovom istrazivanju izvrSena su za celu grupu
pacijenata. Posebno poredenje romske populacije nije bilo moguce izvrsiti zbog nedostatka
podataka o ucestalosti alela u zdravoj romskoj populaciji (allele frequency net). Svi pacijenti
romske etnicke pripadnosti su bili nosioci DRB1*14:04-DQB1*05:03 haplotipa, od toga je

jedan pacijent bio homozigot, ostali heterozigoti.

Budu¢i da je pacijenata ostalih etnickih pripadnosti (pored romske) bilo ukupno 5, od toga 3
pacijenta poreklom iz Crne gore, a kako su preostale dve pacijentkinje bile potomci iz
meSanih brakova (srpske i1 rumunske, odnosno srpske 1 madarske pripadnosti), poredenje

ucestalosti alela izvrSeno je u odnosu na romsku (n=10) i Srbe i ostale (n=62).

Poredenjem ucestalosti odredenih alela, statisticka znacajnost postojala je u odnosu na
distribuciju DRB1*04:02 (p=0,013), DRB1*14:04 i DRB1*14:54 (p<0,01), DQB1*03:02
(p=0,05) i DQB1*05:03 (p=0,01) alela izmedu pacijenata romske i drugih etnickih
pripadnosti (tabela 26).
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Tabela 26: Ucestalost alela udruzenih sa PV kod razli¢itih etnickih pripadnosti u grupi nasih

pacijenata
Alel Srbi i ostali % Romi % p
N=62 N=10

DRB1*04:02 40 64,5 2 20 0,013
DRB1*07:01 6 9,7 1 10 0,436
DRB1*14:01 6 9,7 0 0 0,586
DRB1*14:04 8 12,9 10 100 <0,01
DRB1*14:54 19 30,6 0 0 <0,01
DQB1*03:02 43 69,4 2 20 0,05
DQB1*05:03 27 43,5 10 100 0,01

N, broj pacijenata; p, nivo znacajnosti

Pacijentkinja i madarske i rumunske etni¢ke pripadnosti, kao i 2/3 pacijenta porkelom iz Crne
gore bili su nosioci DRB1*14:54, dok u romskoj populaciji pacijenata nije bilo nosilaca
DRB1*14:54 alela. Samo je 9,7% pacijenata srpske nacionalnosti bilo nosilac DRB1*14:01

alela, kod ostalih etnickih pripadnosti nije zabeleZen.

4.4. Imunoloska ispitivanja

4.4.1. Antigenski profil

Kod svih ispitivanih pacijenata odredivan je (u vreme testiranja) nivo antiDsg3 i Dsgl
antitela.

Pozitivne vrednosti smatrale su se one iznad 20 RU/ml. Kao $to je ve¢ navedeno, za serume
¢ije su koncentracije antitela bile iznad vrednosti kalibratora 1 (200 RU/ml) ponovljen je

postupak sa razblazenjem 1:400 a potom su dobijene vrednosti mnoZene sa 4.

Kod nekoliko pacijenata (n=8; od toga 4 u kompletnoj remisiji, 3 novoobolela i 1 pacijent u
recidivu), vrednosti su i nakon razblazenja bile iznad vrednosti kalibratora (> 200 RU/ml) ali

zbog nedostatka reagensa, nije bilo moguce raditi dalja razblazenja i te su vrednosti racunate

kao 800 RU/ml

Prose¢na vrednost titra antiDsg3 (izrazena medianom) iznosila je 153,60 RU/ml, interkvartilni
raspon (30,63-254,05), a antiDsgl 26,65 RU/ml, interkvartilni raspon (2,03-163,33).

Pozitivan nalaz antiDsg3 postojao je kod 57/72 (79,2%) pacijenata, i to kod 52/64 (81,2%)
pacijenata sa MCP i 5/8 (62,5%) pacijenata sa PM. Pozitivan nalaz antiDsg 1 postojao je kod
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39/64 pacijenata sa MCP. Nijedan pacijent sa PM nije imao pozitivne vrednosti antiDsgl
(tabela 27).

Tabela 27: Nalaz antiDsg3 i antiDsglantitela kod pacijenata sa pemfigusom

Podtip PV antiDsg3 antiDsg1l Ukupno
+ - + -
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
MCP 52 (81,2) 12 (18,8) 39 (60,9) 25 (39,1) 64 (100,0)
PM 5 (62,5) 3 (37,5 0 (0,0 8 (100,0) 8 (100,0)

MCP, mukokutani pemfigus; PM, pemfigus mukoza; n, broj pacijenata

Posmatrano samo za novoobolele pacijente, antiDSgl antitela su bila pozitivna kod 30/36
(83,3%) pacijenata sa MCP, a antiDsg3 kod 34/40 (85%) novobololelih pacijenata (PM i
MCP).

Korelacija antigenskog profila i klinickog fenotipa (antiDsg3+/antiDsgl+ ili
antiDsg3+/antiDsgl- kod MCP, odnosno antiDsg3+ kod PM) postojala je kod 57/72 (79,1%)
pacijenata dok su kod 15/72 (20,9%) pacijenata (12 sa MCP i 3 sa PM) postojala odstupanja,
tabela 28.

Od dvanaest pacijenata sa MCP, kod njih pet su i antiDsgl i antiDsg3 antitela bila negativna,
(od toga tri pacijenta je bilo u remisiji na terapiji odrzavanja, a dva novoobolela pacijenta).
Kod ostalih sedam pacijenata takode je postojalo odstupanje od antigenskog profila
(antiDsg3-/antiDsgl1+); njih pet su bili novooboleli pacijenti, jedan pacijent je bio u recidivu a

jedan pacijent je bio u remisiji na terapiji odrzavanja.

Kod tri pacijenta sa PM postojale su negativne vrednosti antiDsg3, od toga su dva pacijenta
bila u remisiji (jedan bez terapije, drugi na terapiji odrzavanja) dok je tre¢i pacijent bio
novooboleli, sa niskim PDAI (PDAI=11).

Kod 32/64 (50%) pacijenta sa MCP bio je pozitivan titar i antiDsgl i antiDsg3 antitela a kod
20/64 (31,2%) pozitivan titar antiDsg3 a negativan antiDsg1 (tabela 28).

Odsustvo antitela (antiDsg3-/antiDsgl-) postojalo je kod osam pacijenata, od toga kod dva
novoobolela (jedan sa PM i drugi sa MCP), kod jednog pacijenta sa MCP u recidivu, ostalih
pet pacijenata je bilo u kompletnoj remisiji. Odstupanje od antigenskog profila (antiDsg3-

/antiDsgl+) postojao je kod sedam pacijenata sa MCP (pet novoobolelih, jedan u recidivu i
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jedan u remisiji). AntiDsg3+/antiDsgl- kod pacijenata sa MCP je zabeleZzen kod 20/64

pacijenata (Cetiri novoobolela, pet u recidivu, ostalih jedanaest u remisji), tabela 28.

Tabela 28:  Antigenski profil pacijenata sa pemfigusom

Podtip pemfigusa antiDsgl-  antiDsgl+  antiDsgl- antiDsgl+  Ukupno
antiDsg3-  antiDsg3- antiDsg3+  antiDsg3+

PM 3 0 5 0 8
% 37,5 0,0 62,5 0,0 100,0
MCP 5 7 20 32 64
% 7,8 10,9 31,2 50,0 100,0
Ukupno 8 7 25 32 72
% 11,1 9,7 34,7 44,4 100,0

PM, pemfigus mukoza; MCP, mukokutani pemfigus
4.4.1.1. Titar antiDsgl i antiDsg3

Prose¢ne vrednosti antiDsgl i antiDsg3 u odnosu na stadijum i stepen aktivnosti bolesti
(PDAI) prikazane su u tabeli 29.

Tabela 29: Vrednosti titra antiDsgl i 3 antitela i PDAI kod pacijenata u razli¢itim fazama

bolesti
Stadijum bolesti antiDsgl (RU/ml)*  antiDsg3 (RU/ml)* PDAI*
Novooboleli (n=40) 131,2 (20,5-183,4) 172,7 (93,8-281,9) 50,5 (36,0-59,7)
Prethodno leCeni- 3,0(1,3-157,8) 155,3 (122,1-249,5) 26,5 (18,78-45,3)
recidiv (n=12)
Kompletna remisija, 2,5(0,7-22,8) 21,7 (2,2-203,7) 8,5 (3,8-11,3)
pod terapijom (n=13)
Kompletna remisija, 2,5(0,8-5,9) 152,2 (33,4-800,0) 0,5 (0-1)
bez terapije (n=7)
Ukupno (n=72) 26,7 (2,0-163,3)  153,6 (30,6-254,1) 32,5 (10,3-53,8)

*median (interkvartilni raspon)

Kruskal-Wallisovom neparametarskom analizom, znacajne razlike u visini titra antiDsgl
zabeleZene su izmedu novoobolelih i ostale tri ispitivane grupe pacijenata. Znacajne razlike u
visini titra antiDsg 3 zabeleZene su izmedu pacijenata u remisiji, na terapiji u odnosu na
novoobolele (p=0,024) odnosno na pacijente u recidivu (p=0,048). Nakon Bonferroni

korekcije, znacajne razlike postojale su samo u visini titra antiDsgl kod novoobolelih u
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odnosu na pacijente u remisiji, na terapiji (p adj=0,01) i pacijenata u remisiji bez terapije (p
adj=0,011).

Kod pacijenata u remisiji, na terapiji, negativna antiDsg1 antitela zabelezena su kod devet, a
negativna antiDsg3 antitela kod Sest pacijenata. Kod svih pacijenata u kompletnoj remisiji
antiDsgl antitela su bila negativna, dok su se kod 6/7 odrzavala jako visoka antiDsg3 antitela.

Vrednosti antiDsgl i 3 kod pacijenata u remisiji prikazane su u tabelama 30 i 31.

Tabela 30: Vrednosti antiDsg3 i 1 kod pacijenata u remisiji na terapiji odrzavanja

Pacijenti u klini¢koj remisiji  Podtip pemfigusa antiDsgl (RU/ml) antiDsg3 (RU/ml)

N1 MCP 0,5 15
N2 MCP 162,2 3,7
N3 MCP 21,8 28,1
N4 MCP 25,8 2,0
N5 MCP 0,6 4,3
N6 MCP 7,5 233.8
N7 MCP 0,9 2,0
N8 MCP 1,8 150,0
N9 MCP 85,5 62,4
N10 MCP 3,5 213,0
N11 MCP 2,0 287,2
N12 MCP 2,9 193,7
N13 PM 0,7 15,3

PM, pemfigus mukoza; MCP, mukokutani pemfigus

Tabela 31: Vrednosti antiDsg3 i 1 kod pacijenata u remisiji bez terapije

Pacijenti u kompletnoj remisiji Podtip pemfigusa Remisija (meseci) antiDsgl (RU/ml) antiDsg3 (RU/ml)

N1 MCP 27 8,3 800,0
N 2 MCP 48 51 800,0
N3 MCP 6 7,7 800,0
N4 MCP 88 1,5 91,3
N5 MCP 102 3,5 213,0
N6 MCP 6 7,7 800,0
N7 PM 8 0,3 3,8

PM, pemfigus mukoza; MCP, mukokutani pemfigus
4.4.1.2 AntiDsgl i 3 u odnosu na podtip pemfigusa i stepen aktivnosti bolesti

Korelacija titra autoantitela i stepena aktivnosti bolesti prikazana je u tabeli 32. Spearman-
ovom neparametarskom analizom, pokazana je znacajna korelacija izmedu visine titra i

antiDsgl i antiDsg3 i stepena aktivnosti bolesti, kod oba podtipa PV.
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Tabela 32:  Korelacija stepena aktivnosti bolesti i antiDsgl i 3

Podtip Antitela PDAI koeficijent korelacije (Rho) p

pemfigusa

PM (n=8) Dsg 1 0,539 0,168
Dsg 3 0,810* 0,015*

MCP (n=64) Dsg 1 0,640** 0,000**
Dsg 3 0,317* 0,011*

Ukupno (n=72) Dsgl 0,679** 0,000**
Dsg 3 0,363* 0,020*

PM, pemfigus mukoza; MCP, mukokutani pemfigus; * p<0,05; ** p<0,01

Kod pacijenata sa PM postojala je i znacajna korelacija i izmedu broja zahvacéenih sluzokoza i
koncentracije antiDsg3 antitela (Rho=0,730; p=0,040) dok kod MCP nije (tabela 33). Kod
pacijenata sa MCP postojala je znacajna korelacija izmedju kutanog PDAI 1 nivoa antiDsgl
antitela (Rho=0,662; p<0,001), dok znacajnosti nije bilo izmedu koncentracije antiDsg3 i
kutanog PDAI (tabela 33).

Tabela 33: Korelacija stepena aktivnosti bolesti, antiDsg antitela i broja zahvaéenih

sluzokoza
Podtip pemfigusa Qpsgam P Qppamv P QbsgikpPDAl p
PM (n=8) 0,730 0,040 0,574 0,137
MCP (n=64) 0,115 0,365 0,229 0,069 0,662 <0,001%
0,227 0,072°
Ukupno (n=72) 0,204 0,086 NP NP

PM, pemfigus mukoza; MCP, mukokutani pemfigus; Qpsgam, koeficijent korelacije antiDsg i
broja zahvacenih sluzokoza; Qppaim, koeficijent korelacije PDAI mukoza i broja zahvacenih
sluzokoza; Qpsgikepal, koeficijent korelacije antiDsgl i kutanog PDAI “antiDsg1; bantiDsg 3;
NP- nije primenljivo
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4.4.2. 1IF test

IIF test je uraden kod svih pacijenata u isto vreme kad i ELISA. Vrednosti IIF testa kretale su
se od 0 (negativan IIF) do 1/1280. Median vrednosti IIF testova i kod pacijenata sa PM i MCP

iznosio je 1/40.Vrednosti I1F testa u odnosu na stadijum bolesti prikazane su u tabeli 34.

Tabela 34: Vrednost IIF testa kod pacijenata

Oboleli N Med Minimum  Maksimum
Novooboleli 40 80 0 1280
Recidiv 12 80 0 640
Kompletna remisija, na terapiji 13 20 0 320
Kompletna remisija, bez terapije 7 40 0 640
Ukupno 72

N, broj pacijenata; Med, median

IIF test je bio pozitivan kod 59/72 (81,9%) i negativan kod 13/72 (10,1%) pacijenata.
Negativan IIF je zabelezen kod dva novoobolela pacijenta sa MCP j jednog sa PM, kao i kod
dva pacijenta u recidivu (jedan PM, drugi MCP). Ostali pacijenti sa negativnim I1F testom bili
su u remisiji. Od 13 pacijenata sa negativnim IIF testom, antiDsgl antitela su bila pozitivna
kod 4 (30,8%) a antiDsg3 antitela kod 5 (38,5%) pacijenata. Od 59 pacijenata sa pozitivnim
IIF testom, antiDsgl antitela su bila pozitivna kod 35 (59,3%) a antiDsg3 antitela kod 52
(88,1%) pacijenta. U odnosu na pozitivne odnosno negativne vrednosti antiDsg 1 i 3, nalaz

pozitivnog odnosno negativnog IIF testa prikazan je u tabeli 35.

Tabela 35: [IF test i antigenski profil kod pacijenata sa PV

lF Antigenski profil Ukupno
antiDsg3- antiDsgl+ antiDsgl-  antiDsgl+
antiDsgl- antiDsg3- antiDsg3+  antiDsg3+

Negativan (0) Broj pacijenata 6 2 3 2 13
9 % ( 1IF) 46,2 15,4 23,1 15,4 100,0
. Broj pacijenata 2 5 22 30 59
Pozitivan (>1/20
(=1/20) % ( 1IF) 3,4 8,5 37,3 50,8 100,0
UkUDNo Broj pacijenata 8 7 25 32 72
P % ( 1IF) 11,1 9,7 34,7 44.4 100,0
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Pozitivne vrednosti IIF testa podeljene su u 3 grupe- nisko pozitivan (1/20, 1/40), pozitivan
(1/80) i visoko pozitivan (> 1/160). Prema podvrsti pemfigusa i u odnosu na pozitivne ili

negativne vrednosti antiDsgl i 3 antitela, 11IF vrednosti su prikazane u tabeli 36.

Spearman-ovom neparametarskom analizom pokazana je visoko statisticka znacajna
korelacija i izmedu visine titra IIF testa i antiDsg3 antitela (Rho=0,742, p<0,01) i antiDsgl
antitela (Rho=0,372, p<0,01), kao i PDAI skora (Rho=0,426, p<0,01).

Tabela 36: |IF, antigenski profil i stepen aktivnosti bolesti kod oba podtipa pemfigusa

Podtip pemfigusa  antiDsgl- antiDsgl+ antiDsgl- antiDsgl+ Ukupno
antiDsg3-  antiDsg3-  antiDsg3+ antiDsg3+

MCP (n=64) 5 (7,8%) 7 (10,9%) 20 (31,2%) 32 (50%) 64 (100%)

IIF negativan 3 3 3 3 12 (18,75%)

IF: 1/20, 1/40 2 3 7 8 20 (31,25%)

IIF: 1/80 0 1 2 9 12 (18,75%)

IIF: >1/160 0 0 8 12 20 (31,25%)

PDAI, median (IQR) 9 (15-240) 32 (11,0-36,0) 10,5 (1,75-46,0) 53.5(37,5:657) 38 (11,3-54,0)

PM (n=8) 3 (37,5%) 0 5 8 (100%)
IIF: negativan 2 0 2 0 4 (50%)
I1F: 1/20, 1/40 1 0 0 0 1 (12,50%)
I1F: 1/80 0 0 2 0 2 (25%)
IIF: >1/160 0 0 1 0 1 (12,50%)
PDAI, median (IQR) 3 0 21(8-26,5) 0 10 (4-23,25)

MCP, mukokutani pemfigus; PM, pemfigus mukoza; *IQR, interkvartilni rang; 1IF, indirektna
imunofluorescencija

Statisticka znacajnost pokazana je kod pacijenata sa mukokutanim pemfigusom sa antigenim

profilom antiDsg1+/Dsg3+ u odnosu na one sa antiDsgl-/Dsg3+, p=0,029.

Statisticka znacajnost ispitivanih neparametarskih korelacija IIF testa i antiDsgl i 3 (Kappa
vrednost) pokazala je kappa=0,178 (IIF/Dsgl) i kappa=0,476 (I1F/Dsg3), odnosno da postoji
vrlo dobra saglasnost vrednosti IIF testa i nivoa antiDsg3 dok je slaba za IIF i antiDsgl.
Odnosno, navedeni rezultati ukazuju da i IIF test kao i ELISA, validan marker procene

aktivnosti bolesti.
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Na grafikonu 4 prikazana je korelacija PDAI i IIF vrednosti, na grafikonu br. 5 korelacija I1F

testa i antiDsg3 i na grafikonu br. 6 korelacija IIF testa i antiDsg1.

Grafikon 4: Korelacija IIF i PDAI Grafikon 5: Korelacija IIF i ELISA (antiDsg3)

IIF

Grafikon 6: Korelacija IIF i ELISA (antiDsgl)
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4.5. Korelacija izmedu genotipova, klinickog toka bolesti i titrova

antiDsg3 i Dsgl antitela

45.1. Aleli HLA-DRB1 i DQBL1 lokusa - korelacija sa klinickim fenotipom, nivoom

autoantitela i tezinom Kklinicke slike i u¢estalost medu polovima
4.5.1.1. Korelacija sa klinickim fenotipom

Nosilaca DRB1*04:02 bilo je 39 (60,9%) pacijenata sa MCP i 3 (37,5%) sa PM. Nije bilo
statisticke znacCajnosti izmedu dve podgrupe pemfigusa, verovatno zbog malog uzorka
(PM=8). Ostali aleli za koje je u ovom istrazivanju pokazana udruzenost sa PV, bili su sli¢ne

distribucije kod oba podtipa pemfigusa (tabela 37).

Tabela 37: Ucestalost alela udruzenih sa PV u odnosu na podtipove

Podtip Alel, N=72 (%)

pemfigusa DRB1*04:02 DRB1*14:04 DRB1*14:54 DQB1*03:02 DQB1*05:03 Ukupno
MCP 39 (60,9) 16 (25,0) 17 (25,6) 45 (64,1) 32 (50,0) 64

MP 3(37,5) 2 (25,0) 2 (25,0) 4 (50,0) 5 (62,5) 8

MCP, mukokutani pemfigus; PM, pemfigus mukoza; N, broj pacijenata
4.5.1.2. UCcestalost DRBI i DOBI alela medu polovima

U odnosu na polove, razlika u ucestalosti odredenih alela udruzenih sa PV (n=72) postojala je
za DRB1*14 alelsku grupu (50% muskaraca i 26,1% zena, p=0,041) odnosno za DRB1*14:04
alel, koji je bio ¢es¢i kod muskaraca (42,3% muskaraca i 15,2% Zena, p=0,011). DQB1*05:03

alel je takode bio ¢es¢i kod muskaraca (50% muskarci, 23,9% zene, p=0,024).

DRB1*04:02-DQB1*03:02 haplotip je bio ¢es¢i kod zenskih (63,4%) nego kod muskih
(38,5%) pacijenata, p=0,017. Nije bilo znacajnih razlika ucestalosti DRB1*04-DQB1*05:03

haplotipa medu polovima.
4.5.1.3. Uzrast oboljevanja kod nosioca razlicitih alela i haplotipova

U tabeli 38 prikazana je prosecna starost oboljevanja u odnosu na prisustvo ili ne odredenog
alela odnosno haplotipa. Znacajne razlike postojale su kod onih pacijenata nosilaca
DRB1*14:04 alela, kod kojih je prose¢ni uzrast oboljevanja iznosio 46,17 godina + SD 16,05

u odnosu na one bez tog alela, koji su oboljevali u proseku sa 56 godina £ SD 14,24,
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Takode su u ranijim godinama obolevali pacijenti nosioci DRB1*14 (*14:04, *14:54)-
DQB1*05:03 haplotipa u odnosu na one koji nisu bili nosioci datog haplotipa. Druge znacajne

razlike nisu zabelezene (tabela 38).

Tabela 38: Prosec¢na starost oboljevanja kod nosilaca razli¢itih alela/haplotipova

Alel/ haplotip Uzrast u vreme pocetka bolesti
SV SD Minimum Maksimum p
DRB1*04:02 ne 52,97 16,37 20 82 0.789
da 53,95 14,52 24 88 '
DRB1*14:04 ne 56,00 14,24 24 88 0.016%
da 46,17 16,05 20 79 '
DRB1*14:54 ne 53,49 14,87 20 88 0.962
da 53,68 16,57 24 84 '
DQB1*05:03 ne 56,63 13,52 24 88 0.094
da 50,62 16,30 20 84 '
DQB1*03:02 ne 52,15 16,99 20 82 0.551
da 54,38 14,18 24 88 '
DRB1*14-DQB1*05:03 ne 56,95 13,99 24 88 0.05*
da 49,94 15,82 20 84 '
DRB1*04:02/*DRB1*14- ne 55,27 15,18 20 88
DQB1*03:02/DQB1*05:03 (3 47,94 14,33 24 84 0,082
DRB1*04:02-DQB1*03:02 ne 53,55 16,35 20 82 0.997
da 53,54 14,50 24 88 '

SV, srednja vrednost; SD, standardna devijacija; *p<0,05
4.5.1.4. Korelacija sa nivoom antiDsg3 i antiDsg1i stepenom aktivnosti bolesti

S obzirom da je 20 pacijenata bilo u remisiji, (7 u kompletnoj remisiji bez terapije i 13
pacijenata u kompletnoj remisiji na terapiji odrzavanja) korelacija odredenih alela udruzenih
sa PV (nosilaca datih alela) sa visinom titra antiDsgl i 3 i sa stepenom aktivnosti bolesti
(PDALI) izvrsena je na 52 pacijenta u aktivnoj fazi bolesti (40 novoobolelih i 12 u recidivu).
Rezultati su prikazani u tabeli 39.
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Tabela 39: Korelacija alela udruzenih sa PV sa visinom titra antiDsgl i 3 i PDAI (n= 52)

Alelska grupa, aleli prisutan Dsgl (RU/ml)*; p Dsg3 (RU/mI)*; p PDAI*; p

i kombinacija alela

DRB1*04:02 ne 71,0 (7,7-363,3); 0,818 157,5(33,1-280,7); 0,692 37,0 (24,0-60,0); 0,311
da  131,7(11,2-166,0) 166,1 (123,7-251,8) 50,0 (32,0-57,0)

DRB1*14:04 ne 71,0(5-1655); 0,108 156,9 (123,7-259,9); 0,591 45,0 (24,0-54,0); 0,301
da  159,9 (33,0-194,0) 179,3 (29,3-250,0) 47,0 (36,0-60,0)

DRB1*14:54 ne  133,3(7,7-175,2);0,283 155,3 (86,4-248,1); 0,093 50,0 (33,0-59,0); 0,081
da  53,7(7,9-136,1) 252,2 (123,7-800,0) 35,5 (24,0-50,0)

DQB1*05:03 ne 135,9 (2,5-181,6);0,593 153,6 (115,9-248,1); 0,455 52,0 (41,0-58,0); 0,178
da 75,0 (11,2-161,2) 198,9 (120,0-280,7) 37,0 (29,0-57,0)

DQB*03:02 ne 71,0(7,9-194,0); 0,830 157,5(33,1-254,8); 0,544 37,0 (27,0-57,0); 0,323
da  131,7(3,0-174,2) 166,1 (123,7-259,9) 50,0 (29,0-58,0)

Kombinacija ne 119,8 (3,0-188,5); 0,816 156,9 (86,4-254,8); 0,267 47,0 (29,0-57,0); 0,422

DRB1*04:02/DQB1

*05:03 da  115,6 (43,0 -153,2) 206,8 (123,7-800 ,0) 39,0 (29,0-53,0)

* Median (interkvartilni rang); p nivo znacajnosti

lako je evidentno da su postojale razlike u median vrednostima i antiDsgl i antiDsg 3 antitela
izmedu pacijenata nosilaca i onih koji nisu bili nosioci odredenih alela, zbog velikog
varijabiliteta, statisticki znacajne razlike nisu zabelezene. Prose¢ne vrednosti antiDsg3 i
antiDsgl i PDAI bile su svakako vise kod pacijenata nosilaca patogenih alela sem prose¢nih
vrednosti antiDsgl i PDAI kod pacijenata nosilaca ili ne DRB1*14:54 ili DQB1*05:03 alela.
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U ovoj doktorskoj disertaciji ispitana je ucestalost polimorfizama HLA-DRB1*, DQB1* i
DQAL* alela kod pacijenata sa pemfigus vulgarisom i poredena je sa distribucijom ispitivanih
alela kod zdravih kontrola iz Srbije kao i sa distribucijom ovih alela kod pacijenata sa
pemfigusom u drugim zemljama. Kontrolnu grupu u ovom istrazivanju ¢inili su dobrovoljni
davaoci kostne srzi prijavljeni u Registar dobrovoljnih davalaca kostne srzi Srbije a rezultati
njihove HLA tipizacije su objavljeni u doktorskoj disertaciji dr Zorane Andri¢ 2014 [42].
Podaci za distribuciju HLA alela kod pacijenata sa pemfigusom u drugim zemljama
prikupljeni su pretragom literature na PubMed pretrazivacu. Broj pacijenata, kao i broj
zdravih osoba, odnosno kontrola, ukljuéenih u ovo istrazivanje bio je dovoljan kako bi se
postigla Hardy-Weinberg ravnoteza $to je omogucilo adekvatnu analizu i interpretaciju

dobijenih rezultata.

Pemfigus vulgaris je globalno razli¢ito zastupljen medu zenama i muskarcima. U nekim
studijama, odnos je priblizno 1:1 [4, 8, 11, 19]. U naSem istrazivanju pacijenti su bili ¢esce
zenskog pola, odnos M:Z iznosio je 1:1,77. Zastupljenost polova kod PV u Vojvodini i
zemljama u okruzenju (Makedonija, Bugarska, Rumunija, Turska) krece se od 1:1,11
(Bugarska) do 1:1,75 u severozapadnom delu Rumunije [4, 8, 10, 11, 19]. U mediteranskim
zemljama je zabeleZena veéa udestalost PV kod Zena, kao npr. u Grékoj gde je odnos M:Z -
1:2,25 [9], na Siciliji, M:Z - 1:2,22 [26] i susednoj Hrvatskoj, gde je odnos M:Z - 1:2 [26,
215]. Veéa udestalost PV kod Zenskog pola zabelezena je u Aziji, u Kuvajtu - M:Z - 1:1,4
[15], Banglade$u - M:Z - 1:1,3 [31] i Iranu - M:Z - 1:1,5 [6] kao i u zemljama severne Afrike
[17]. Kod pacijenata romske etni¢ke pripadnosti u ovom istrazivanju, odnos muskaraca i Zena
bio je drugagiji, M:Z - 2,33:1. O ulestalosti pemfigusa kod razli¢itih polova za pacijente
romske etnicke pripadnost nema podataka za populacije koje su im genetski slicne, kao §to su

populacija Roma u Italiji, Makedoniji ili Rumuniji.

Najveci broj pacijenata bio je srpske etni¢ke pripadnosti (79,2%). Pacijenti romske etnicke
pripadnosti bili su zastupljeni sa 13,9%. U drugim ispitivanim serijama u zemljama u
okruzenju, uCestalost romske etnicke populacije kretala se od 8,9% u Bugarskoj [8] do 14,3%
u Makedoniji [4].

Ostali pacijenti bili su 3 pacijenta poreklom iz Crne Gore (2 zene i 1 muskarac) i po jedna
pacijentkinja rumunskog odnosno madarskog porekla. Svi pacijenti su bili rodeni na teritoriji
Srbije (pacijentkinje rumunske i madarske pripadnosti), odnosno bivse Jugoslavije, u Crnoj

Gori (pacijenti poreklom iz Crne Gore). Pacijentkinje rumunske odnosno madarske etnicke
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pripadnosti bile su potomci iz mesovitih brakova (jedan od roditelja je bio srpske etni¢ke

pripadnosti).

Prosecni uzrast oboljevanja za pacijente srpske etni¢ke pripadnosti u ovom istrazivanju sli¢an
je prosecnoj starosti oboljevanja od PV prethodno objavljenim od strane Golus$ina i sar. za
teritoriju Vojvodine [19], kao i u zemljama Balkanskog poluostrva i drugim evropskim
zemljama [4, 8, 12, 26]. Ranije oboljevanje svakako je zabelezeno kod Roma u nasoj seriji
(39,5 godina). U Makedoniji je kod pacijenata romske etnicke pripadnosti uzrast pri
oboljevanju od PV bio je visi, 44,2 godine [4]. U mediteranskim zemljama i Aziji prose¢na
starost pri oboljevanju je niza, od 36,5- 43 godine [6, 11, 15, 25, 31]. U Velikoj Britaniji

prosecan uzrast pri oboljevanju je dosta visi - 71 godina [14].

Kod na$ih pacijenata, neSto niza starost pacijenata na pocetku bolesti zabelezena je kod
muskaraca (51,2 godine) u odnosu na zene (54,9 godina). Michailidou i saradnici su u seriji
od 129 pacijenata sa PV takode imali nizu starost pacijenata na pocetku bolesti kod
muskaraca (55,8 godina muskarci, 59,63 godine zene) [9], kao i Baican i saradnici kod
pacijenata sa PV u severnozapadnom delu Rumunije (muskarci 49, Zene 55,3 godine) [10]. U
Makedoniji, mediteranskom delu Turske i na Siciliji, zabeleZen je niZi uzrast oboljevanja kod
Zena [4, 11, 26]. U Turskoj je prosecan uzrast oboljevanja za zene iznosio 40, za muskarce 46
godina [11], u Makedoniji 51 godina za zene i 53 za muskarce [4], na Siciliji 53 godina za
zene 1 57 godina za muskarce [26]. Prose¢na starost pacijenata na pocetku bolesti od PV u
Turskoj je niza nego u drugim mediteranskim zemljama (43 godine) i sli¢nija je prosecnoj
starosti oboljevanja nasih pacijenata romske etnicke pripadnosti [11]. U nasem istrazivanju,
uporedili smo i prose¢nu starost pacijenata na pocetku bolesti sa razli¢itim podtipovima
pemfigusa odnosno PM i MCP. Prose¢na starost oboljevanja kod oba podtipa pemfigusa bila
je slicna: 53,9 PM 1 53,5 godina MCP S§to je i razumljivo budu¢i da su i PM 1 MCP klinicke
varijante (podtipovi) pemfigus vulgarisa. Najmladi pacijent u vreme pocetka bolesti (uzrast 20
godina) bio je pacijent romske etni¢ke pripadnosti. Najstarija pacijentkinja obolela od PV u
ovom istrazivanju imala je 88 godina. Najstariji zabeleZeni pacijenti U svetu u vreme nastanka
PV su imali 92 [18], 93 [28] i 95 godina [23].

Klini¢ki podtipovi PV koji su bili zastupljeni su MCP kod 64 (88,9%) a ostatak su ¢inili
pacijenti sa PM. Zastupljenost MCP kod naSih pacijenata je slicna kao i u drugim

publikovanim serijama [3, 4, 8].
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lako je dokazana genetska predispozicija za razvoj oboljenja i udruzenost sa HLA genima,
opisuje se mali broj familijarnog pemfigusa [155]. Pojava PV unutar ¢lanova porodice nije
Cesta, uglavnom su zabelezeni slucajevi kod srodnika I i II kolena (roditelj - dete, braca ili
sestre) [37, 216-218]. Kricheli i saradnici su do 2000. godine naveli svega 27 zabelezenih
familijarnih pemfigusa [156]. Pretpostavlja se da je bitna uloga faktora spoljasnje sredine kao
I genetski lokusi izvan HLA, budué¢i da pojedini ¢lanovi porodice sa identiénim HLA
haplotipovima kao i oboleli ¢lanovi i sa prisutnim pemfigusnim antitelima neée razviti
pemfigus [155, 156, 216]. U naSoj studiji, familijarna zastupljenost PV zabeleZena je kod 4
pacijenta (5,6%), dva pacijenta bila su rodeni brat i sestra, oboje ukljuéeni u istrazivanje a
dvoje drugih pacijenata su imali jednog od roditelja sa pemfigusom u jednom slu¢aju a u

drugom slucaju tetku, koji nisu bili ukljuceni u ovo istrazivanje.

U studiji je za procenu stepena aktivnosti pemfigusa kod ispitanika koris¢en je PDAI, buduci
da su dva najéesce prihvacena sistema procene stepena aktivnosti bolesti PDAI i ABSIS [176-
178], a pokazana je bolja pouzdanost PDAI [179]. Kod pacijenata smo Koristili i PAAS kao
jedan od prvih sistema za ocenu aktivnosti bolesti [175], i pokazali jasan i visok stepen
korelacije ova dva sistema ocenjivanja. PAAS sistem ocenjivanja se poslednjih godina malo
koristi jer su pojedini autori ukazivali na nedostatke PAAS odnosno slabiju korelaciju sa
stvarnim stepenom aktivnosti bolesti [176]. Zbog toga je stepen aktivnosti bolesti izrazen

PDALI skorom je kori§¢en za sve korelacije u ovom istrazivanju.

TeZe klinicke slike bile su prisutne kod pacijenata romske etnicke pripadnosti (prose¢an PDAI
52,6 = SD 17,53) u odnosu na Srbe (proseCan PDAI 28,09 £ SD 22,93). S obzirom na
povecanu incidenciju 1 teze klinicke forme PV kod pojedinih etni¢kih pripadnosti i na
odredenim podnebljima [2, 6, 9-11], kao i na osnovu dosadasnjeg klini¢kog iskustva sa

pacijentima romske populacije obolelim od PV, ovakvi rezultati su ocekivani.

lako je maksimalna vrednost PDAI skora 263, kod nasih ispitanika maksimalna vrednost je
iznosila 83 sto predstavlja 31,6% referentne maksimalne vrednosti. Slicne vrednosti su imali i
Rosenbach i saradnici u seriji od 15 pacijenata sa PV [179]. Nize vrednosti stepena aktivnosti
bolesti u nasem istrazivanju, pored subjektivnosti procene lekara, posledica su i ¢injenice da
je odredeni broj ispitanika bio u klinickoj odnosno potpunoj remisiji, a stepen aktivnosti

bolesti je raCunat u vreme testiranja za svakog pacijenta.
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Kod svih pacijenata bila je zahva¢ena najmanje jedna vidljiva sluzokoza, i to oralna, $to je i

naj¢eséi slucaj kod pacijenata sa PV [2, 5].

Terapijski pristup je bio dosta varijabilan, zavisio je od tezine klinicke slike i terapijskog
odgovora. Najveéi broj pacijenata (54,2%) lecen je jednim terapijskim modalitetom. Kod
veéeg broja pacijenata sa MCP je bilo potrebno sprovoditi 2 ili 3 terapijska modaliteta u
odnosu na pacijente sa PM. Na osnovu dosadasSnjeg iskustva i praCenja pacijenata
obuhvacenih istrazivanjem, rezultat varijabilnog terapijskog odgovora i potrebe za novim
terapijskim pristupom cesce je bio posledica neadekvatne komplijanse nego same rezistencije
oboljenja. lzuzetak je pacijent sa MCP kod koga su u cilju stabilizacije bolesti bila
sprovodena cak 4 terapijska modaliteta. Zabelezene komplikacije kako samog oboljenja tako i

kao posledica terapije, slicna su sa rezultatima drugih autora [2, 23, 162, 186, 189-191, 193].

Ispitivanje udruzenosti HLA kroz analize polimorfizma HLA i neravnoteze udruzivanja alela,
kao 1 razlike ucestalosti alela i haplotipova HLA medu populacijama, znacajne su za
razumevanje etiopatogeneze razlicitih oboljenja [39, 41]. Do sada je ve¢ vise puta potvrdena
udruzenost polimorfizma HLA i pemfigusa u razliCitim populacijama. Ovim istrazivanjem
hteli smo da prikazemo ucestalost alela i alelskih grupa kod pacijenata sa pemfigusom na
teritoriji Srbije. U cilju ispitivanja kvaliteta izvrSene tipizacije alela u HLA lokusu odredivana
je Hardy-Weinberg-ova ravnoteza ispitivanih genotipova. Rezultati ovog testiranja pokazali
su da je broj pacijenata, kao i broj zdravih osoba, odnosno kontrola, bio dovoljan za

adekvatnu analizu i interpretaciju dobijenih rezultata.

Tipizacijom HLA-DRB1 lokusa reagensima niske rezolucije medu pacijentima sa PV
uklju¢enim u ovu studiju pokazana je znacajno visa ucestalost DRB1*04 i DRB1*14 alelskih
grupa kod obolelih u odnosu na zdravu populaciju. Znacajno je bila manja ucestalost
DRB1*11 alelske grupe kod pacijenata nego kod kontrola ukazujuéi na eventualno postojanje
protektivnih alela u ovoj alelskoj grupi. Nasi rezultati su o¢ekivani s obzirom da je do sada
viSe puta potvrdena udruZenost DRB1*04 1 DRB1*14 alelske grupe 1 pemfigusa. Povecana
ucestalost DRB1*04 alelske grupe zabelezena je u vise populacija. U Evropi, povecana
ucestalost DRB1*04 zabelezena je u Slovackoj [59], Engleskoj za pacijente kako evropskog
tako i azijskog porekla [58], juznom delu Italije [56] i Nemackoj [211]. Pored evrospkih
zemalja, povecana ucestalost DRB1*04 alelske grupe zabelezena je i u Egiptu [211], lranu
[51], Maroku [214], Venecueli [207]. Kod koreanskih pacijenata, iako je 8/15 pacijenata bio

nosilac datog alela nije bilo znaja¢ne razlike u odnosu na zdravu populaciju [203]
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najverovatnije zbog malog uzorka. Povecana ucestalost DRB*14 alelske grupe zabelezena je
u juznom delu Italije, [56], Slovackoj [59], Velikoj Britaniji [58], Turskoj [53, 213] i
Nemackoj [211]. Pored evropskih zemalja, udruzenost DRBI1*14 alelske grupe i PV
zabeleZzena je i u Egiptu [211], u Maroku [214], u Siriji [210], Venecueli [207] i u
serevoisto¢nom delu Kine [219]. Nasuprot dosadasnjim rezultatima u drugim populacijama,
kod koreanskih pacijenata sa PV (a ni sa PF) nije bilo ni jednog pacijenta nosilaca DRB1*14
alelske grupe [203] $to bez obzira na mali broj uzoraka moze da ukaze na specificnost

korejske populacije.

Tipizacijom HLA-DQBL1 lokusa reagensima niske rezolucije kod pacijenata sa PV u ovom
istrazivanju nisu zabeleZzene znacajne razlike u ucestalosti bilo koje DQB1* alelske grupe.
Ucestalost DQB1*02 alelske grupe bila je niza u odnosu na zdravu populaciju ali se
znadajnost izgubila nakon korekcije. Ipak, nizak OS od 0,444 je eventualno ukazivao na
protektivnu ulogu ove alelske grupe. Sli¢no naSim rezultatima, u Turskoj i Venecueli takode
nisu zabelezene znacajne razlike u ucestalosti DQB1*03 i *05 alelskih grupa [53, 207]. Za
razliku od naSih rezultata testiranja u niskoj rezoluciji, poveéana ucestalost DQB1*03 i
DQB1*05 alela kod pacijenata sa PV vise puta je potvrdena. Zabelezena je visoka ucestalost
DQB1*05 kod pacijenata u juznom delu Turske [213] i slovackih pacijenata [59] kao i
DQB1*03 kod slovackih [59] i marokanskih pacijenata [214].

U sledecem koraku radena je tipizacija lokusa DRB1* 1 DQB1* testovima visoke rezolucije u
cilju utvrdivanja alela udruzenih ili ne sa pemfigusom. Tipizacijom DRB1*04 alelske grupe,
pokazana je visoka u¢estalost DRB1*04:02 alela. Izradunati OS za nosioce ovog alela iznosio
je 15,469. Tipizacija DRB1*14 takode je pokazala visoku ucestalost DRB1*14:04, (13,2%),
ali OS je ostao nedefinisan zbog odsustva ovog alela u zdravoj populaciji Srbije [42]. lako je
ucestalost DRB1*14:54 takode bila visoka (13,2%) statisticka znacajnost se izgubila nakon
korekcije. Ipak, postojao je visok OS za DRB1*14:54, 2,685, uz IP preko 1, §to bi ga moglo
svrstati u alele od rizika za nastanak oboljenja kod naSih pacijenata. Niska ucestalost
zabelezena je za DRB1*03:01, *16:01, *01:01, i *13:02. Nakon korekcije, nivo statisticke
zna&ajnosti nije dostignut iako bi se na osnovu niskih OS vrednosti svi navedeni alele mogli

svrstati u protektivne.

Ucestalost DRB1*04:02 alela kod nasSih pacijenata sli¢na je kao i u drugim evropskim
zemljama, sa izuzetkom Sardinije i Spanije gde je udestalost bila visa. U evropskim

populacijama, ucéestalost HLA-DRB1*04:02 alela opisana je kod ¢ak oko 80% pacijenata sa
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Sardinije [50] i iz Spanije, [208], dok je u¢estalost ovog alela medu pacijentima u Francuskoj
[72], 1taliji, [56], i Slovackoj [59] sli¢na kao u Srbiji. U studiji Haasea i saradnika, tipizacija je
radena za 3 grupe cifara (DRB1*04:02:01), ucestalost ovog alela kod nemackih pacijenata
bila je visoka, 71,4% [211]. Veoma visoka ucestalost DRB1*04:02 opisana sa kod obolelih od
PV medu Askenazi Jevrejima, [37, 220], Irancima, [221], Sirijcima [210] i Egip¢anima,
(DRB1*04:02:01) [211] a niza ali ipak statisti¢i znac¢ajno visa u odnosu na etnicke kontrole
medu pacijentima Spanskog porekla u Venecueli [207] i Argentincima [209]. Na osnhovu
dosadasnjih rezultata uocava se da je ucestalost DRB1*04:02 alela znacajno visa kod obolelih
buduci da se prevalencija ovog alela u zdravoj populaciji u opisanim studijama kretala od 0,5-
4%, a kod Askenazi Jevreja i do 8% [222]. U nasoj zdravoj populaciji ucestalost DRB1%04:02
alela iznosila je 2,7% [42]. Najvisi odnos Sansi, odnosno relativni rizik kod nosilaca
DRB1*04:02 alela zabeleZen je kod pacijenata sa PV na Sardiniji, RR 127,11 [50] i u Spaniji,
0S 100,8 [208]. Kod nasih pacijenata, OS (15,469) je bio sli¢an pacijentima azijskog porekla
u Velikoj Britaniji (OS 19,1) [58], pacijentima u Argentini (RR 18, 23) [209] i Siriji (OS
13,9) [210], a manji u odnosu na slovacke [59], brazilske [212], italijanske pacijente [50],
pacijente u SAD (nejevrejska populacija) [52] i Venecueli [207] a visi nego kod Iranskih
pacijenata (RR 7,16) [51]. Drugi DRB1*04 aleli za koje je zabeleZena udruZzenost sa PV su
DRB1*04:04 kod slovackih pacijenata [59], DRB1*04:03 [57] i DRB1*04:06 kod japanskih
[57, 205]. DRB1*04:04 je kod naSih pacijenata zabelezen samo kod jednog pacijenta.
DRB1*04:03 i *04:04 bili su niske ucestalosti i1 kod pacijenata i u zdravoj srpskoj populaciji
[42]. Kod francuskih pacijenata sa PV takode nije bilo znacajne ucestalosti DRB1*04:04
alela, ali je postojala udruzenost sa PF (17,5%, RR 4,1) [72]. U seriji od devet japanskih
pacijenata sa PV, 5/9 pacijenata bili su nosioci DRB1*04:03 ili DRB1*04:06 alela [205].
HLA-DRB1*04:06, za koga je pokazana jasna udruzenost sa PV kod Japanaca, se od
DRB1*04:02 (udruzenog sa pemfigusom u mnogim populacijama) razlikuje u P4 i P7
Zljebovima (P1, P6 i P9 zljebovi su isti kod oba alela), sadrzi pozitivno naelektrisane
aminokiseline (arginin na poziciji 71) i ne zna se ta¢an mehanizam udruZenosti sa PV, buduci
da je zbog pozitivno naelektrisanin aminokiselina, malo verovatno da moze da vezuje
pozitivno naeleketrisane Dsg peptide [60, 72]. Kada je u pitanju DRB1*04:06 (kao i *04:01
ili *04:03), pretpostavlja se da, kao §to je ranije navedeno, i drugi peptidi mogu ucestvovati u
inicijaciji autoimunskog odgovora ili su pak drugi delovi HLA-DRB1 lanca kljuéni u
predispoziciji za razvoj oboljenja, a svakako dalja istraZivanja alel-specificnih T ¢elijskih
klonova mogla bi da razjasne mehanizam. Hertl i saradnici su pokazali prezentaciju peptida i
pomoc¢u HLA molekula koji nisu udruzeni sa PV [61].
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Udruzenost DRB1*14:04 sa pemfigusom takode se opisuje u vec¢ini dosadasnjih studija, sa
razli¢itom ucestaloS¢u u zavisnosti od ispitivane populacije. Ucestalija pojava ovog alela kod
pacijenata sa PV je zabelezena kod pacijenata u Aziji. Delgado i saradnici su kod pacijenata
sa PV u Indiji [54] i Pakistanu [204] ukazali na znacajno povecanu ucestalost ovog alela. U
Engleskoj, Saha i saradnici su takode pokazali udruzenost DRB1*14:04 alelom sa PV i kod
pacijenata evropskog kao i kod onih koji su azijskog porekla [58]. | u mediteranskim
zemljama zabelezena je udruZenost ovog alela sa PV kao npr. u Francuskoj [72] i medu
Italijanima 16,3% [56]. Sli¢no srpskoj populaciji, i u zdravoj populaciji Slovacke i Velike
Britanije (evropsko poreklo) zabelezeno je odsustvo DRB1*14:04 alela [58, 59], dok je u
zdravoj populaciji Indusa, ucestalost ovog alela iznosila 13,5% [54] a u Pakistanu ¢ak 23,1%
[204]. Sli¢nost distribucije patogenih alela kod razli¢itih populacija mogla bi se objasniti
teorijom da se nastanak PV vezuje za indijsko podrucje a da se potom Siri na podrucja
srednjeg Istoka a zatim i Evropu, uglavnom zahvatajuéi centralnu, juznu i mediteranski deo
[54]. Zbog verovatnog uplitanja razli¢itih populacija tokom vremena, slicnost genetske
distribucije odredenih alela u razli¢itim narodima je razumljiva. Mobini i saradnici su ukazali
na sli¢nost iranskih pacijenata i ASkenazi Jevreja navodeci uticaj persijske vladavine nad

nekadasnjom Palestinom i Jevrejima [221].

Do sada opisivanu udruzenost DRB1*14:01 alela i PV nismo potvrdili medu naSim
pacijentima; alel je bio niske ucestalosti i kod pacijenata i kod zdrave populacije, ali skoro
podjednako zastupljen (4,2% kod pacijenata i 3,1% kod zdrave populacije) [42]. Sli¢ne
rezultate su pokazali Saha i saradnici kod pacijenata sa PV u Velikoj Britaniji [58], i Parnicka
i saradnici kod slovackih pacijenata [59]. U slovackoj grupi pacijenata, DRB1*14:01 ¢ak nije
zabeleZen ni kod jednog pacijenta, a i u kontrolnoj grupi je bio niske ucéestalosti, 0,44% [59].
Kod pacijenata sa PV u ostalim evropskim zemljama ucestalost DRB1*14:01 alela se kretala
od 13,4% (OS 8,8) u Spaniji [208], 13,5% u Francuskoj (RR 3,1) [72], 15,62% na Sardiniji
(RR 9,88) [50], a najvisi relativni rizik nastanka bolesti kod nosilaca DRB1*14:01 alela u
evropskim zemljama bio je zabelezen je kod italijanskih pacijenata, RR 23,62 [50]. U ostalim
geografskim podru¢jima, kod drugih etnickih populacija, statisticki znafajna ucestalost
DRB1*14:01 alela zabelezena je kod Iranaca, [51], kao i kod pacijenata sa PV nejevrejske
etnicke pripadnosti u Sjedinjenim Americkim Drzavama [52, 204], kod pacijenata u
Venecueli Spanskog porekla [207] i kod onih u Argentini, [209]. Identifikacija DRB1*14:01
alela je prethodila identifikaciji DRB1*14:04, koji je verovatno nastao genskom konverzijom

ili mutacijom dve aminokiseline na DRB1 genu (na poziciji 14 i 17) koje nisu ukljuc¢ene u
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prezentaciju antigena [54]. Haase i saradnici su i kod nemackih i egipatskih pacijenata
zabelezili udruzenost DRB1*14:01:01 (tipizacija radena za 3 grupe cifara) sa PV [211].
Rezultati su prikazani zbirno za DRB1*14:01 i DRB1*14:54, verovatno usled toga Sto
metodama tipizacije koji su koriS¢eni u njithovom istrazivanju nisu mogli jasno da razdvoje

ova 2 alela [211].

Poslednjih godina opisuje se udruzenost DRB1*14:54 sa PV [58, 59]. Do sada je retko
opisivana udruzenost DRB1*14:54 alela sa PV najverovatnije zbog ¢injenice da je do 2005,
ovaj alel bio uvrs¢en u DRB1*14:01 (zbog razlike u samo jednoj bazi unutar egzona 3) i
tadasnjim metodama tipizacije nije bilo moguce razlikovanje ova dva alela [59]. U stvari,
DRB1*14:01 se od DRB1*14:54 razlikuje na poziciji 51 na egzonu 3, ¢ime se menja triplet
TAC u CAC dovode¢i do promene aminokiseline tirozin u histidin na poziciji 112 u DRB1
lancu [58]. U nasoj seriji, tipizacija je radena SSP testovima kojima je moguée razlikovati
DRB1*14:01 i DRB1*14:54 (AllSet+TM Gold SSP Typing Kits, Invitrogen) a sekvenciranje
nije radeno tako da nije moguée predvidanje alela na nivou Sest cifara. Isto tako, u cilju
dobijanja adekvatnih rezultata, a budu¢i da razlika ova dva alela nije na peptid vezuju¢em
mestu, uradena su poredenja i za oba alela zbirno za oba alela (DRB1*14:01 i DRB1*14:54)
sa sabranim zdravim kontrolama za oba alela. ZabeleZzene su znacajne razlike, ali nakon
korekcije, statistiCke znacajnosti nije bilo (p=0,0049, p adj=0,133). Kod na$ih pacijenata
postojala je visa ucestalost DRB1*14:54, ali se znacajnost izgubila nakon korekcije. Ipak,
zbog visokog OS i IP preko 1, svakako ga mozemo uvrstiti u eventualne alele od rizika kod
nasih pacijenata. Udruzenost ovog alela opisana je kod pacijenata evropskog porekla u

Engleskoj [58] i kod pacijenata u Slovackoj [59].

Testovima visoke rezolucije, sem gore opisanih, nije bilo drugih ucestalijih alela u grupi naSih
pacijenata. Ostali DRB1* aleli i alelske grupe udruzene sa PV opisivane kod razli¢itih
populacija su DRB1*01 kod koreanskih pacijenata (9/15 pacijenata) [203]. Kod koreanskih
pacijenata, pokazana je i visa ucestalost DRB1*06:07 alela ali nakon korekcije, ova razlika
nije dostigla statisti¢ku znacajnost mada je RR bio visok (11,8) [203]. Kod Japanaca, pored
ranije navedenih, zabeleZeni udruZeni aleli sa PV bili su i DRB1*14:05,*14.:06, *14:08 i
*08:02 [49, 57, 205, 223]. Kod italijanskih pacijenata opisana je i udruzenost PV sa
DRB1*08:04 [50]. Ucestalost DRB1*08:04 je potom opisana i kod egipatskih pacijenata
(tipizacija radena za 3 grupe cifara, DRB1*08:04:01) [211] i pacijenata u Brazilu [212]. U
nasoj seriji, nije uopste zabeleZzen DRB1*08:04 alel kod pacijenata ni kod zdrave populacije

[42]. Nalaz udruzenosti DRB1*08:04 kod pacijenata sa PV je prilicno zanimljiv budu¢i da
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dati alel nije u LD sa nekim od alela udruzenih sa oboljenjem [211]. Isto tako, udruZenost
ostalih opisanih alela i PV kod Japanaca, Koreanaca i Kineza razlikuje se od ostalih
populacija; Sto ukazuje verovatno na genetsku specifi¢nost, odnosno na ve¢ postavljene

pretpostavke o ulozi multiplih alela u predispoziciji oboljenja [203].

Tipizacija testovima visoke rezolucije radena je i za DQB1*alelsku grupu u kojoj prethodno
testovima niske rezolucije nismo uocili udruzenost neke od DQB1* alelske grupe i PV.
Zabelezili smo znacajno visu ucestalost DQB1*03:02 alela, i DQB1*05:03. Aleli niske
ucestalosti bili su DQB1*03:01, *02:01 i *06:04, ali sa gubitkom znacajnosti nakon korekcije,

sa niskim OS i moguéim protektivnim efektom.

Nasi rezultati su u skladu sa dosadasnjim. Udruzenost DQB1*03:02 alela i PV zabeleZena je
kod velikog broja populacija. U Evropi zabeleZena je kod pacijenata na Sardiniji i u Italiji [50,
56], u Spaniji [208], Francuskoj [72], u Slovackoj [59] i kod pacijenata evropskog porekla u
Velikoj Britaniji [58]. U ostalim populacijama, poveéana ucestalost DQB1*03:02 alela
zabeleZena je u nejevrejskoj populaciji pacijenata u SAD [52], kod Iranaca [51] i Argentinaca
[52, 209]. Kod pacijenata u Indiji, Pakistanu, Venezueli i Koreji nije bilo razlika u ucestalosti

ovog alela, odnosno nije pokazana njegova udruzenost sa PV [54, 203, 204, 207].

UdruZenost DQB1*05:03 1 PV takode je opisana u vecini studija kod pacijenata sa PV,
razli¢itih etnickih pripadnosti i na razli¢itim geografskim podru¢jima [52, 54, 56, 58, 59, 72,
204, 208]. Najveca ucestalost DQB1*05:03 zabeleZena je u Italiji, u juznom delu, 62,2% [56].
U ostalim evropskim zemljama zabeleZena je udruzenost DQB1*05:03 i PV; u Velikoj
Britaniji, gde je zabeleZena visa ucestalost kod pacijenata indoazijskog nego engleskog
porekla [58], u Francuskoj [72], u Spaniji [208], u Slovackoj [59], na Sardiniji [50]. U ostalim
populacijama, udruzenost DQB1*05:03 zabelezena je U Sjedinjenim americkim drzavama, i
kod pacijenata nejevrejske pripadnosti i kod ASkenazi Jevreja [52], Argentini [52, 209], u
azijskim zemljama, kao $to su Pakistan [204] i Indija, [54]. Interesantno je da za razliku od
Indije i Pakistana, u Iranu nije zabelezena udruzenost DQB1*05:03 alela i PV [51]. Shams i
saradnici su kod iranskih pacijenata sa PV nasli udruzenost sa DQB1*05:02 alelom (18,25%,
RR 3,5), §to nije zabelezeno u drugim populacijama [51]. U Italiji [56], Slovackoj [59],
Pakistanu [204] i Koreji [203] ucestalost DQB1*05:02 nije bila statisti¢ki znacajno razli¢ita u
odnosu na ucestalost ovog alela kod etnickih kontrola. U naSoj seriji takode je bila niska

ucestalost DQB1*05:02 (6,9%) ali bez statistickog znacaja.
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Uopste, do danas su populacione studije pokazale razli¢itu distribuciju alela u razli¢itim
etnickim grupama. Do sada, najéesce zabelezena udruzenost sa PV bila je sa DRB1*14:01 i
DRB1*04:02 alelima [37, 48-52, 54, 56, 97]. Pored najce$¢e opisanih DQBI1* alela-
DQB1*03:02 i *05:03 kod PV [51, 52, 54, 56, 72, 209], opisana je udruZenost i sa
DQB1*05:02 [51] i DQB1*03:01 alelom sa PV [224]. Zbog mogucnosti prezentacije
antigenih peptida, smatra se da su DRB1*04:02 i DQB1*05:03 zapravo pravi patogeni aleli.
Zbog LD sa patogenim alelima, ostali ucestaliji aleli ne smatraju se pravim disease-conferring

alelima.

Kao $to su pokazani razliCiti aleli i alelske grupe udruZene sa oboljenjem, do sada je u
razli¢itim istrazivanjima opisano i nekoliko alelskih grupa odnosno alela koji su u negativnoj

korelaciji sa PV, odnosno predstavljaju tzv. protektivne alele.

Kod nasih pacijenata, kao $to je ranije navedeno, pokazali smo nisku ucestalost DRB1*11
alelske grupe. Blizu nivoa znacajnosti bile su i DRB1*03 (p adj=0,053) i DRB1*15 (p
adj=0,053), takode sa niskim OS. Sli¢no niska ulestalost DRB1* 11 zabelezena je kod
iranskih [51], turskih (juzni deo Turske) [213] i sirijskih pacijenata [210]. Niska ucestalost
DRB1*03 zabelezena je kod sirijskih pacijenata [210] i pacijenata u Venecueli [207]. Ostale
zabelezene DRBI alelske grupe bile su kod slovackih pacijenata DRB1*07 i DRB1*13 [59],
kod Askenazi Jevreja DRB1*07 [52], DRB1*07 i DRB1*15 kod Iranaca [51]. Kod
marokanskih pacijenata DRB1*15 [214], kao i kod pacijenata u Velikoj Britaniji [58] u

odnosu na njihove etnicke kontrole.

Testovima visoke rezolucije u naSem istrazivanju pokazali smo da su DRB1*03:01, *16:01,
*01:01 i *13:02 bili redi nego kod kontrola ali nakon korekcije nivo znacajnosti nije
dostignut. Ipak, nizak OS bi verovatno mogao da ih svrsta u protektivne alele. DRB1* aleli
koji su opisani sa znacajno manjom ucestaloS¢u kod pacijenata su DRB1*03:01 kod Italijana 1
obolelih na Sardiniji [50], Askenazi Jevreja [52], Iranaca [51], i pacijenata u Velikoj Britaniji
[58]. DRB1*04:03 je bio protektivan kod Sirijaca [210] a DRB1*11:04 kod Askenazi Jevreja
[52].

Kao $to je ve¢ napomenuto, nije bilo razlike u ucestalosti DQBI alelskih grupa, a ni alela sa
niskom ucestaloS¢u od statistickog znacaja. Za DQB1*02 alelsku grupu, znacajnost se
izgubila nakon korekcije. Sli€no je i za DQB1*03:01, *02:01 1 *06:04 alele. Na DQB1

lokusu, opisane alelske grupe kod pacijenata sa PV, sa eventualnom protektivnom ulogom su
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DQB1*02 kod Turaka [213], Francuza [72], i u Velikoj Britaniji [58]. DQB1*06 je bio
protektivan u Turskoj [213], Slovackoj [59] i Maroku [214]. Sli¢no naSim, kod indijskih
pacijenata sa PV ucestalost DQB1*02 alelske grupe je bila niska, sa gubitkom statisticke
znacajnosti nakon korekcije [54]. ZabeleZeni eventualno protektivni aleli na DQB1 lokusu su
DQB1*02:01 na Sardiniji i u centralnoj Italiji [50], u Iranu [51], kod ASkenazi Jevreja [52].
DQB1*03:01 je bio protektivan u Venecueli [207], u Americi kod ASkenazi Jevreja [52],
Iranu, gde su takode opisani i DQB1*¥06:02 i DQB1*06:11 [51]. DQB1*05:02 je bio
protektivan kod Slovaka [59]. U Velikoj Britaniji, zabelezena je niska ucestalost
DQB1*06:02 kod pacijenata evropskog porekla i DQB1*06:01 kod pacijenata azijskog
porekla ali se statisticka znacajnost u obe grupe izgubila nakon korekcije [58]. Kod
koreanskih pacijenata, DQB1*03:01 i *06:04 nisu ¢ak ni zabelezeni kod pacijenata sa PV, ali

nivo znacajnosti nije dostignut [203].

Dalje, u istraZzivanju smo izracunali i dvoalelske haplotipove i njihovu ucestalost kod
pacijenata. U naSoj grupi pacijenata, zabeleZena je viSa ucestalost DRB1*04-DQB1*03
haplotipa (31,3%, OS 4,09) i DRB1*14-DQB1*05 haplotipa (30,6%, OS 6,135). Od
haplotipova koji su znacajno manje bili zastupljeni kod pacijenata, ukazujuci eventualno na
protektivne haplotipove bili su DRB1*11-DQB1*03, DRB1*01-DQB1*05, i DRB1*03-
DQB1*02.

Nema mnogo istrazivanja u kojima su analizirane ucestalosti haplotipova kod obolelih bilo
testovima niske ili visoke rezolucije. Ucestalost DRB1*14-DQB1*05 i DRB1*04-DQB1*03
haplotipova statisti¢ki je znatno vi$a kod nasih pacijenata sa pemfigusom nego kod kontrola, a
rizik razvoja oboljenja bio je visi za nosioce DRB1*14-DQB1*05 haplotipa u odnosu na
DRB1*04-DQB1*03 haplotip. Znacajno veca ucestalost ovih haplotipova zabeleZzena je i kod
pacijenata u Turskoj [53]. U ovom istrazivanju, ucestalost haplotipova u niskoj rezoluciji, bilo
DRB1*04 ili DQB1*05 na jednom haplotipu, iznosila je 73,1%; 28/72 pacijenata su bili
nosioci i DRB1*04 i DQB1*05 alelske grupe, 26/72 su bili nosioci DQB1*05 ili 16/72
DRB1*04 alelske grupe. Dva pacijenta nisu bila nosioci nijednog od patogenih alela (jedan
pacijent je bio nosilac DRB1*11-DQB1*03 genotipa, homozigot, i drugi takode homozigot,
DRB1*13-DQB1*06, genotip).

Testovima visoke rezolucije, najucestaliji haplotipovi kod naSih pacijenata bili su
DRB1*04:02-DQB1*03:02, 29,9% OS 15,047 i DRBI1*14:04-DQB1*05:03, 11,1% sa
nedefinisanim OS zbog odsustva haplotipa u zdravoj populaciji Srbije [42]. Shodno nasim
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prethodno komentarisanim rezultatima i ucestalost DRB1*14:54-DQB1*05:03 je bila visa
kod obolelih (11,1%) ali se znacajnost izgubila nakon korekcije ali ga visok OS 2,449,
svrstava u haplotip od rizika. Haplotiovi sa manjom ucestalos¢u bili su DRB1*03:01-
DQB1*02:01, DRB1*16:01-DQB1*05:02, DRB1*01:01-DQB1*05:01, DRB1*13:02-
DQB1*06:04, ali ni za jedan od pomenutih haplotipova nakon korekcije znacajnost nije
dostignuta mada bi nizak OS mogao da ih svrsta u eventualne protektivne haplotipove. U
Slovagkoj, najéeséi haplotipovi bili su HLA-DRB1*04:02-DQB1*03:02 i DRB1*14:54-
DQB1*05:03 [59]. Navodi se ¢ak da postoje samo 2 haplotipa kod evropskih pacijenata koji
su udruzeni sa PV - gore navedeni DRB1*04:02-DQB1*03:02 haplotip i drugi - HLA-
DRB1*14:01-DQB1*05:03 kao deo HLA-DRB1*14:01-DQA1*01:01-DQB1*05:03
haplotipa [221]. Mobini i saradnici je i kod 20 iranskih pacijenata pokazali da skoro svi imaju
iste haplotipove — HLA-DRB1*04:02-DQB1*03:02 unutar HLA-DRB1*04:02-DQA1*03-
DQB1*03:02 (karakteristicnog i za ASkenazi Jevreje) [221]. U nejevrejskoj populaciji
Amerike, ucestalost DRB1*14:01-DQB1*05:03 haplotipa iznosila je 17,14% bez podataka o
RR [52], u Venecueli 8,2% sa RR 41,58 uz odsustvo haplotipa kod zdravih kontrola [207].

Dva naSa prethodno opisana pacijenta bili su nosioci DRB1*13:01-DQB1*03:01 genotipa
(homozigot) i DRB1*11:01/*11:03-DQB1*03:01/*03:01 genotipa. Povremeno, pojedini
autori objavljuju sli¢ne rezultate HLA tipizacije. U studiji Zakka i saradnika, jedan pacijent sa
PV nije bio nosilac alela udruzenog sa PV vec¢ je bio nosilac alela udruzenih sa buloznim
pemfigoidom (BP) - DQB1*03:01 i DQB1*06:02 [224]. Veldman i saradnici su u svom
istrazivanju zabelezili 3/16 pacijenata sa PV bez patogenog alela u makar jednom haplotipu (2
pacijenta bez patogenog alela, nosioci DQB1*03:01 alela (DRB1*04:01/*13:03-
DQBI1*03:01), tre¢ci DRB1*07:01-DQB1*03:03 [225]. UdruZenost patogenih alela
karakteristi¢nih za obe autoimunske bulozne dermatoze (i PV 1 BP) kod pacijenata obolelih od
jednog ili drugog oboljenja viSe puta je opisana [54, 61, 204, 205, 207, 226]. lako su
Miyagawa i saradnici ukazali na slicnost DQB1*03:01 i DQB1*05:03 [205], Lee i saradnici
su naveli da se ipak ova dva alela razlikuju u vise pozicija unutar Zljeba, ¢ak i ukazali na
smanjenu ucestalost DQB1*03:01 alela kod obolelih (Askenazi Jevreji) odbacujuci
potencijalnu patogenu ulogu ovog alela kod PV [52]. Delgado i saradnici su kod pacijenata sa
PV opisali dva pacijenta koja nisu posedovala patogeni alel, 1 je bio nosilac
DRB1*15:01/*11:01-DQB1*06:02/*03:01 a drugi DRB1*15:01/*08:04-DQB1*06:03/*05:01
genotipa [204]. Budu¢i da je DRB1*08:04 alel udruzen sa PV i sa verovatnom mogucno$éu

prezentovanja Dsg3 peptida, izgleda da je u studiji Delgada i saradnika samo jedan pacijent
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nije bio nosilac nekog opisanog patogenog alela [50, 211]. Od 20 iranskih pacijenata sa PV,
Mobinijeva i saradnici su kod jednog pacijenta imali genotip bez patogenog alela
(DRB1*04:03-DQB1*03:01/DRB1*11-DQB1*03:01) [221]. Postojanje alela odnosno
haplotipova kod obolelih od PV sa do sada pokazanom negativnom korelacijom jos§ jednom
potvrduje dosadasnje pretpostavke postojanja dodatnih gena i druge moguce patogenetske

mehanizame nastanka oboljenja [61].

Kada se raspravlja o protektivnim haplotipovima kod nasih pacijenata, protektivnim bi se
mogli smatrati DRB1*03-DQB1*02, DRB1*01-DQB1*05, i DRB1*11-DQB1*03. Odnos
Sansi je za sva 3 haplotipa bio manji od 0,4. U visokoj rezoluciji, nijedan od haplotipova sa
niskom ucestalos¢u kod pacijenata nije bio statisticki znacajno redi nego kod kontrola.
DRB1*16:01-DQB1*05:02, DRB1*01:01-DQB1*05:01 i DRB1*13:02-DQB1*06:04 bili su
niske ucestalosti (4,2, 2,1 1 0,7%), ali nakon korekcije, nije dostignut nivo znacajnosti. Za sva
ova 3 haplotipa, odnos Sansi je takode bio nizi od 0,4. Od haplotipova sa smanjenom
ucestalos¢u kod pacijenata u Iranu, zabelezeni su DRB1*15-DQB1*06:11 unutar DRB1*15-
DQA1*01:03-DQB1*06:11; DRB1*03:01-DQB1*02:01 unutar DRB1*03:01-
DQA1*05:011-DQB1*02:01; DRB1*07-DQB1*02:01 wunutar DRB1*07-DQA1*02:01-
DQB1*02:01 i DRB1*11-DQB1*0311 unutar DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03:11 haplotipa
[51]. U drugoj studiji sa iranskim pacijentima sa PV, Mobini i saradnici su zabelezili zna¢ajno
manju ucestalost DRB1*11/*15-DQB1*03:01/*06:02 genotipa kod svojih pacijenata [221].
Tunca i saradnici, kao ni Parnicka i saradnici nisu opisali eventualne protektivne haplotipove

kod svojih pacijenata [53, 59].

Kod naSih pacijenata, izraCunali smo ucestalost troalelskih haplotipova. Najucestaliji su bili
DRB1*04:02-DQA1*03:01-DQB1*03:02, 25%, DRB1*14:54-DQA1*01:04-DQB1*05:03,
9,7% i DRB1*14:04-DQA1*01:04-DQB1*05:03, 8,3%, $to je razumljivo buduci da smo vec

pokazali povecanu ucestalost dvoalelskih haplotipova. Dalja poredenja nisu bila moguca.

Razlic¢iti stepeni neravnoteze udruzivanja alela se koriste u cilju odredivanja najznacajnijih
alela koji su ili ucestaliji ili najmanje zastupljeni, a zbog povezanosti sa klju¢nim alelom za
razvoj PV [45, 52]. Upravo zbog LD, vecina pacijenata sa DRB1*04 su nosioci i
DQB1*03:02. Isto tako, vec¢ina sa DRBI*14 imaju DQB1*05:03. Shodno tome, aleli
DRB1*04:02, *04:03 i *04:04 su takode u LD sa DQB1*03:02, a DRB1*14 (*14:01, *14:54,
*14:04 1 *14:05) u LD sa DQB1*05:03. Zbog naglasenog LD na DR-DQ lokusima, malo je

verovatno da je povecana ucestalost pojedinih alela odnosno smanjena ucestalost drugih
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(DR/DQ) odraz jasne povezanosti sa oboljenjem pa je teSko ta¢no definisati koji aleli
doprinose podloznosti bolesti [45]. Lee i saradnici su kod pacijenata sa PV u Severnoj
Americi pokazali udruzenost DRB1¥04:02 i DQB1*05:03 alela sa PV i pokazali da je
DRB1*04:02 najverovatnije disease-conferring allele a da je DQB1*03:02 ucestaliji zbog LD
sa DRB1*04:02, odnosno da njegova ucestalost nije znacajna kada se izuzme iz alelskog para
sa DRB1*04:02 [52]. Do istog zakljucka su dosli i Saenz-Cantele i saradnici kod pacijenata sa
PV u Venecueli, i ¢ak naglasili da je rizik razvoja bolesti bio visi samo kod pacijenata
nosilaca DRB1*04:02, bez obzira da li su ujedno i nosioci DQB1*03:02 [207]. Sli¢no je i sa
drugim alelskim parovima - DRB1*04:02-DQA1*03:01 i DQB1*05:03-DRB1*14:01 [52]. |
za povecanu ucestalost DRB1*14:01 kod pacijenata su zakljucili da je posledica LD sa
DQB1*05:03, koji je zapravo pravi disease-conferring alel [52]. Dalje, Lee i saradnici su,
sekvenciranjem aminokiselina u Zljebovima DR*04 1 DR*14 alela koji nisu udruZeni sa PV,
alelima koji nisu udruzeni sa PV [52]. Kao i DRB1*04:06, *14:05 i *14:06, i 14:01, prisutne
su pozitivno naelektrisane aminokiseline na pozicijama 70 i 71 [52] Sto onemogucava
prezentaciju do sada opisanih imunodominantnih Dsg peptida. Ipak u kontekstu saznanja da
za pokretanje autoimunskog pemfigusa i peptidi drugih proteina mogu imati vaznu ulogu,
znacaj pomenutih molekula ostaje da se utvrdi, jer iako mozda ne mogu prikazuju opisane
imunodominantne Dsg peptide, mogu da prikazu peptide drugih proteina koji bi mogli da

budu meta autoantitela.

Analiza stepena neravnoteze alela nije radena u ovom istraZivanju. Na osnovu dobijenih
rezultata distribucije, pokazali smo da je sem kod 2 pacijenta (2/144 haplotipa) gde je
DQB1*03:02 bio udruzen sa drugim alelom DRB1*04 alelske grupe (DRB1*04:03 i *04:04) i
jednog pacijenta gde je bio udruzen sa DRB1*13:04 alelom, kod svih ostalih pacijenata
DQB1*03:02 je bio u paru, tj. LD sa DRB1*04:02, odnosno, i mi mozemo zakljuciti da je
poveéana ucestalost ovog alela upravo zbog LD sa patogenim DRB1*04:02 alelom. Kod
francuskih pacijenata, nosilaca DRB1*04:02 ili DRB1*14:01 alela bilo je 33/37 (svi nosioci
DRB1*14:01 bili su i nosioci DQB1*05:03 alela [72]. Isto tako kod pacijenata u Venecueli,
nosilaca DRB1*14, svi su bili u LD sa DQB1*05:03 alelom, dok je DQB1*03 bio u LD i sa
drugim alelima (koji nisu DRB1*04) [207].

U ovom istrazivanju uradena je 1 tipizacija testovima visoke rezolucije za DQAT1 lokus. Dobili
ucestalost DQA1*01:04, 25,7% i *03:01, 27,1% kod pacijenata sa PV. Poredenje sa zdravom

populacijom Srbije nije bilo moguce buduci da je nepoznata ucestalost DQA1 lokusa. Isto
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tako, nema mnogo studija koje su istrazivale polimorfizam i DQA1 lokusa i udruzenost sa
PV. Najcesca statisticki znacCajna zabelezena udruzenost PV i DQAL alela bila je za
DQA1*01:04 kod pacijenata u Iranu, Koreji, Italiji i na Sardiniji, Japanu i kod pacijenata u
SAD, nejevrejske etnicke pripadnosti [50-52, 203, 205]. Povecana ucéestalost DQA1*03:01
takode je zabelezena u vecem broju istrazivanja [50-52, 205]. Ucestalost oba DQAL* alela
(DQA1*01:04 i *03:01) bila je sli¢na kao kod italijanskih pacijenata [50]. Kod Askenazi
Jevreja 1 nejevrejske populacije SAD sa pemfigusom, znacajno je bila visa ucestalost
DQA1*05:05 [52]. Od ostalih DQA1* alela udruzenih sa PV zabelezeni su DQA1*01:01 u
Pakistanu i Indiji [54, 204], *04:01 u Italiji i na Sardiniji [50]. Ovakvi rezultati su svakako
razumljivi s obzirom na LD DQAI1* sa alelima za koje je dokazana udruzenost sa PV-
DQA1*01:04-DQB1*05:03, DQA1*03:01-DRB1*04:02, DQA1*05:05-DRB1*04:02, i
DQA1*05:05-DQB1*03:02.

Opisani DQAT1* aleli niske ucestalosti kod pacijenata sa PV bili su DQA1*05:01 kod
italijanskih pacijenata i pacijenata na Sardiniji, DQA1*02:01 kod italijanskih pacijenata [50];
kod Iranaca DQAL1*05 alelska grupa, DQA1*01:01, *01:03 i *02:01 [51]; u SAD,
DQAT1*05:01 1 kod nejevrejske populacije i AsSkenazi Jevreja, kod kojih su opisani i
DQA1*01:01, *01:02 i *02:01 [52]. Kod korejskih pacijenata, zabeleZena je niska ucestalost
DQA1*02:01 i *05:01 alela [203]. Kod nasih pacijenata, najniza ucestalost zabeleZena je za
DQA1*06:01 i *01:07 (0,7%), *01:05 (3,5%) i *05:01 (4,2%).

Kod nasih pacijenata zeleli smo da utvrdimo prisustvo antitela na Dsg3 i Dsgl. U skladu sa
prethodno navedenom Dsg kompenzatornom teorijom, ukoliko su u serumu prisutna samo
antiDsgl antitela, bule se javljaju u povrSnim slojevima epiderma (kao §to je slucaj kod PF),
odnosno, ako su prisutna samo antiDsg3 antitela, promene se javljaju na mukozama (kao $to
je slucaj kod PM), i ukoliko su prisutna i antiDsg3 i antiDsgl antitela, nema mogucnosti
kompenzacije funkcija Dsgl i Dsg3 Sto dovodi do ekstenzivnih promena i na koZi i na
sluzokozama (kao $to je slucaj kod mukokutanih formi PV) [63, 227]. Pokazano je da
pacijenti sa mukokutanim oblikom PV obi¢no imaju antitela 1 na Dsgl 1 Dsg3, dok oni sa
mukoznim oblikom uglavhom samo antitela na Dsg3 [63, 228-230]. U oko 33-46%
pacijenata, postoje medutim odstupanja antigenskog profila i klinickog fenotipa [231-233].
Imunoloski mehanizmi koji dovode do tranzicije antigenih epitopa Dsg3-Dsgl tokom trajanja
PV nisu u potpunosti razjaSnjeni. Moguéa objaSnjenja za to su ili zbog fenomena Sirenja
epitopa [73, 234] ili zbog ukrstene reaktivnosti autoreaktivnih T Celija specifi¢nih za odredene

epitope Dsg3 ektodomena sa sli¢nim ili identicnim epitopima Dsgl ektodomena [225].
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Odstupanja u antigenskom profilu su moguca i zbog eventualnog postojanja drugih patogenih
antitela usmerenih prema drugim komponentama dezmozoma ili pak prema intercelularnim
domenima dezmogleina, §to se ne moze otkriti ukoliko se ELISA tehnikom odreduju samo
antitela na dezmogleine [151, 227, 235, 236].

Kod vecine nasih ispitanika (79,1%) postojala je korelacija antigenskog profila i klini¢kog
fenotipa. Odstupanja su postojala kod 20,9% pacijenta, 3 sa PM i 12 sa MCP (bilo odsustvo
antiDsg3i antiDsgl kod oba podtipa PV ili odsustvo antiDsg3 uz prisustvo antiDsgl kod
MCP). Mortazavi i saradnici su kod 2/38 pacijenta sa PV zabelezeli antigenski profil
karakteristi¢an za PF, i za jednog od njih zaklju¢ili da zbog odsustva antiDsg3 antitela nije
doslo do formiranja lezija na sluzokozama [160]. Kod svih naSih pacijenata sa MCP sa
antigenskim profilom za PF (Dsg3-/Dsgl+), postojale su lezije na sluzokozama, premda je
mukozni skor (PDAI mukoza) bio nizak i kretao se od 6-10. Postojalo je odstupanje od
o¢ekivanog antigenskog profila (antiDsgl-/antiDsg3+ profil) i kod 9 pacijenata sa MCP, u
aktivnoj fazi bolesti (novooboleli ili recidiv). Ekstenzivne kutane promene su postojale kod
njih 5, kod kojih smo ocekivali a nismo izmerili, visoke vrednosti antiDsgl antitela. Kod dva
pacijenta (u recidivu) bi se odsustvo antiDsgl antitela moglo pripisati dotadasnjoj terapiji,
dok za tri novoobolela pacijenta nemamo jasan odgovor. Treba napomenuti i da je od tri

novoobolela pacijenta, jedna pacijentkinja bila romske etnicke pripadnosti.

Odsustvo autoantitela je retko, posebno kod PM. Odsustvo antiDsg3 antitela kod nasih
pacijenata u remisiji (i PM 1 MCP) mogao bi se pripisati uticaju viSemesecne terapije. Kod
pacijenata u aktivnoj fazi bez antiDsg antitela (1 PM i 1 MCP), ovakav nalaz bi se mogao
eventualno pripisati niskom stepenu aktivnosti bolesti (PDAI 11 za pacijenta sa PM, odnosno
38 za pacijenta sa MCP) ili, kao $to je prethodno navedeno, zbog moguée ukljucenosti drugih
epitopa u nastanak bolesti. Dalje, kod 7 nasih pacijenata sa MCP i antigenskim profilom
karakteristiénim za PF (anti-Dsgl+/anti-Dsg3-), 6 pacijenata je bilo u aktivnoj fazi bolesti (5
novoobolela, 1 u recidivu) dok je 1 pacijent bio u kompletnoj remisiji. S obzirom da je
navedenih 6 pacijenata bilo u aktivnoj fazi bolesti, odsustvo antiDsg3 autoantitela se ne moze
pripisati toku bolesti odnosno uticaju terapije a buduci da su pacijenti praceni i dalje, do
trenutka pisanja rezultata istrazivanja, do sada nije doslo do tranzicije PV u PF. Verovatno su
u patogenezi bolesti kod ovih pacijenata postojala druga autoantitela s obzirom na pozitivan
nalaz 1IF kod svih 6 pacijenata u aktivnoj fazi bolesti. Avegrinou i saradnici su kod grckih

pacijenata sa PV 1 odsustvom autoantitela (4/54), rezultate pripisali eventualnoj genetickoj
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specifi¢nosti populacije i faktorima zivotne sredine [237]. Na sliCan zaklju¢ak bi mogli

ukazati eventualno i kod nasih pacijenata.

Svi nasi pacijenti sa PM, sa pozitivnim antitelima, imali su samo antiDsg3 antitela. U drugim
ispitivanim serijama, kod pacijenata sa PM, bila su prisutna i antiDsgl antitela kod 12,5-
52,9% [159, 228, 231, 237]. Kod pacijenata sa MCP, antiDsgl antitela su postojala kod
60,9% a antiDsg3 kod 81,2%, $to je neSto nize nego u drugim serijama pacijenata gde su
antiDsgl antitela bila prisutna kod 78,9-90,7% a antiDsg3 kod 94,7-100% pacijenata [159,
160, 237]. Treba svakako imati na umu da je mozda nizi procenat pacijenata sa MCP i
antiDsgl antitelima posledica toga $to su u 0vO istrazivanje bili ukljuCeni i pacijenti u
remisiji. Ako posmatramo samo novoobolele pacijente sa MCP u naSem istrazivanju, kod
30/36 postojala su antiDsgl antitela. Isto tako, od 40 novoobolelih pacijenata (pacijenti i sa
MCP i PM), antiDsg3 antitela su postojala kod 34/40 (85%) S§to je slicno kao i u
istrazivanjima drugih autora. Isto tako, sadrzaj antiDsg u krvi pacijenata sa PV se razlikuje
medu ispitivanim populacijama. Mortazavi i saradnici su kod svojih pacijenata sa PV
prikazali visoke vrednosti antiDsgl (70,3% novoobolelih) [160] a rezultati su sli¢ni i u
studijama iz Indije [238], $to se razlikuje od pacijenata sa PV u Evropi, [154, 239]. Od 36
novoobolelih pacijenata sa MCP ukljuc¢enih u ovo istrazivanje, visoka koncentracija antiDsgl
(>100 RU/ml), postojala je kod 24/36.

Smatra se da titar antiDsg antitela korelira sa stepenom aktivnosti bolesti [63, 154, 161, 228,
229, 240]. Pracenje titra antiDsgl i 3 je vazno jer se povecanja titra mogu javiti i pre vidljivih
Klinickih pogorSanja [63, 161]. Shodno dosada$njim rezultatima istrazivanja, zabelezili
znacajne razlike u visini titra i antiDsgl i antiDsg3 izmedu pacijenata u aktivnoj fazi bolesti
(novooboleli i recidiv) i pacijenata u remisiji, mada je nakon korekcije, znacajna razlika
postojala samo u visini titra antiDsgl antitela izmedu novoobolelih i pacijenata u remisiji. Sa
druge strane, jasna korelacija izmedu antiDsgl antitela i ekstenzivnosti mukoznih odnosno
korelacija izmedu antiDsg3 antitela i ekstenzivnosti kutanih promena nije dokazana. Shodno
dosadasnjim istrazivanjima, ni mi nismo zabelezili korelaciju izmedu ekstenzivnosti kutanih
promena (kutani PDAI) i koncentracije antiDsg3 antitela, odnosno ekstenzivnosti mukoznih

promena (mukozni PDAI) i koncentracije antiDsgl antitela.

Kod nasih pacijenata su zabelezene znacajna korelacija ukupnog stepena aktivnosti bolesti sa
nivoom i antiDsgl, p<0,01, znacajna korelacija nivoa antiDsg3 i stepena aktivnosti bolesti na

mukozama kod PM (p<0,05), 1 visoko statisticki zna€ajnu korelaciju stepena aktivnosti
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kutanih promena (kutani PDAI) i koncentracije antiDsgl kod pacijenata sa MCP. Harman i
saradnici [154], Sharma i saradnici [238], takode su zabelezili znacajnu korelaciju stepena
aktivnosti bolesti kod pacijenata sa promenama samo na mukozama i visine antiDsg3 antitela,
za razliku od Patsatsijeve i saradnika [241]. Sharma [238], Mortazavi [155], Patsatsi [241],
Weiss i saradnici [242] su kod svojih pacijenata takode opisali statisti¢ki znac¢ajnu korelaciju

vrednosti antiDsg1 antitela i stepena aktivnosti bolesti na kozi

Smatra se da je i dinamika smanjenja antiDsgl i 3 kod pacijenata u remisiji slicna. Ponekad
kod pacijenata u klinickoj remisiji moze postojati visok titar antiDsg antitela [63, 228, 229,
241, 243, 244]. Nasi rezultati su u skladu sa navedenim. Nestanak antiDsg3 i 1 antitela
zabelezena je kod pacijenata koji su bili u remisiji, na terapiji odrzavanja. AntiDsgl antitela
su bila odsutna kod 9/13 a antiDsg3 kod 6/13. Opet, kod pacijenata u remisiji 6 i vise meseci,
bez ikakve terapije, antiDsg3 antitela su postojala u visokom titru kod 6/7 dok su antiDsgl
bila negativha kod svih 7 pacijenata. Kumar i saradnici su kod 2/3 pacijenata sa PV u

klini¢koj remisiji 6 i vi§e meseci, imali pozitivan titar antiDsg3 antitela [243].

Iako nije navedeno u ciljevima istrazivanja, kako se IIF test radi pacijentima sa PV rutinski,
prilikom hospitalizacije ili kontrole, buduci da je za sve pacijente u isto vreme uzimana Kkrv i
za ELISA testiranje, Zeleli smo da utvrdimo da li postoji korelacija izmedu IIF testa, nivoa
antiDsg antitela i stepena aktivnosti bolesti. U ranijim istrazivanjima IIF test je smatran
znacajnim markerom klini¢ke aktivnosti oboljenja; kasnija istrazivanja ukazuju ipak da visina
titra 1 klini¢ka aktivnost bolesti nisu uvek u korelaciji [151, 245, 246]. Noviji rezultati ukazuju
da iako se IIF test ne moze smatrati kriterijumom za procenu aktivnosti oboljenja; pracenje
dinamike titra moze biti od znacaja kod pacijenata u remisiji jer moze sluziti kao marker
imunoloske aktivnosti oboljenja, odnosno moze doprinositi predvidanju recidiva [151, 154,
246]. Senzitivnost IIF testa zavisi od supstrata koji se koristi u testu. Ukoliko se Koristi
humana koza iznosi 83%, a kod koris¢enja ezofagusa majmuna kao u nasem istrazivanju 90%.
Ukoliko se kombinuju oba supstrata 100% [136, 154, 247, 248]. Daneshpazhooh i saradnici
su u grupi od 61 novoobolela pacijenta sa PV nasli statisticki znacajnu korelaciju IIF testa i
aktivnosti bolesti (izrazenom PAAS skorom); kao supstrat koriS¢en je humani prepucijum
[249]. Kod nasih pacijenata takode je postojala znacajna korelacija stepena aktivnosti bolesti
vrednosti titra IIF testa, p<0,01. Aksu i saradnici su kod svojih pacijenata zabelezili znac¢ajnu
korelaciju IIF testa i stepena aktivnosti bolesti ali samo na mukozama, korelacija sa stepenom
aktivnosti kutanih lezija ili sa ukupnim stepenom aktivnosti bolesti nije zabelezena [151].

Avgerinou i saradnici su kod svojih pacijenata nasli statisticki znacajnu korelaciju visine titra
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IIF testa i antiDsgl antitela [237]. IIF test je bio pozitivan kod 65% njihovih pacijenata
AntiDsg3 antitela postojala su kod 94,3% pacijenata sa pozitivnim IIF testom i 70,6%
pacijenata sa negativnim I1F testom [237]. AntiDsgl antitela postojala su 86,5% pacijenata sa
pozitivnim IIF testom i kod 58,8% sa negativnim IIF testom [237]. U na$oj seriji pozitivan IIF
test (>1/20) postojao je kod 81,9% pacijenata. Zabelezena su antiDsgl antitela kod 59,3%
pacijenata sa pozitivnim IIF testom i kod 30,8% sa negativnim IIF testom, a antiDsg3 antitela
kod 88,1% sa pozitivnim i 38,5% sa negativnim IIF testom. Postojala je statisticki znacajna
korelacija izmedu visine titra IIF testa i antiDsgl i 3 antitela. Takode smo pokazali da je
postojala znacajna saglasnost korelacije IIF testa i antiDsg3 antitela, odnosno dobra
saglasnost vrednosti ¢ime bismo mogli potvrditi da je 1 titar IIF testa validan marker u proceni
aktivnosti bolesti. Dobra saglasnost IIF testa i antiDsgl nije zabelezena, $to govori u prilog
rezultatima Aksua i saradnika, odnosno odsustvu korelacije sa kutanim stepenom aktivnosti

bolesti kod svojih pacijenata [151].

Znacajne razlike u distribuciji odredenih alela u odnosu na podtipove pemfigusa u ovom
istrazivanju nismo zabelezili, mada je interpretacija mozda bila neadekvatna zbog malog

uzorka pacijenata sa PM.

Kao §to su opisane razlike u distribuciji alela kod razli¢itih etnic¢kih pripadnosti, i u naSem
istrazivanju zmo zabelezili razlike. Znacajne razlike u distribuciji DRB1* i DQB1* alela
zabeleZene su izmedu pacijenata romske etnicke pripadnosti i1 ostalih pacijenata ukljuc¢enih u
istrazivanje. Zabelezene su razlike u distribuciji DRB1*04:02 alela, 64,5% pacijenata srpske i
ostalih etni¢kih pripadnosti (rumunske, madarske i pacijenti poreklom iz Crne Gore) i 20%
romskih pacijenata (p=0,013), DRB1*14:04 alela, 12,9% pacijenata srpske i ostalih etnickih
pripadnosti, 100% Romi, p<0,01, i DRB1* 14:54, 30,6% pacijenata srpske i ostalih etnic¢kih
pripadnosti, 0% Romi, p<0,01. ZabeleZene su razlike DQB1*03:02 alela, 69,4% pacijenata
srpske i ostalih etni¢kih pripadnosti, 20% Romi, p=0,05 i DQB1*05:03 alela, 43,5%
pacijenata srpske i ostalih etni¢kih pripadnosti, 100% Romi, p=0,01. Ipak, romska podgrupa
pacijenata je bila mala (n=10), pa se jasni zaklju¢ci ne mogu izvuéi a svakako nepostojanje
ucestalosti frekvencija alela u zdravoj populaciji Roma na teritoriji Evrope to takode

onemogucava.

U odnosu na polove, razlika u ucestalosti odredenih alela udruzenih sa PV postojala je za
DRB1*14 alelsku grupu odnosno za DRB1*14:04 i za DQB1*05:03 alele. Zabelezena je visa
ucestalost DRB1*04:02-DQB1*03:02 haplotipa kod zenskih nego kod muskih pacijenata.

Nije bilo znacajnih razlika ucestalosti DRB1#*04-DQB1*05:03 haplotipa medu polovima. S
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obzirom na neravnomernu zastupljenost polova u ovom istrazivanju, skoro duplo vecu
zastupljenosti zenske populacije, odnosno viSe nego dvostruku zastupljenost musSkaraca u
podgrupi pacijenata romske etni¢ke pripadnosti, pitanje je i validnosti ovakvih rezultata. Kod
slovackih pacijenata (27 Zena, 17 muskaraca), Svecova i saradnici su nosioce DRB1*14:54
imali samo medu muskim pacijentima; autori nemaju objasnjenje za ovakav nalaz [250]. Ni
mi nemamo adekvatan odgovor na ovakvu raspodelu medu polovima. Sli¢no je i1 sa
rezultatima koji se odnose na udruzenost pojedinih alela sa staroS¢u pacijenata na pocetku
bolesti. U na$oj seriji pacijenata, znacajne razlike u odnosu na uzrast oboljevanja zabeleZene
su u odnosu na nosioce ili ne DRB1*14:04 alela (46,1 i 56 godina, p=0,016), i nosioce ili ne
DRB1*14-DQB1*05 haplotipa (49,94 i 56,95 godina, p=0,05). Treba imati na umu da
ovakvim rezultatima znacajno doprinosi to da su svi Romi bili nosioci DRB1*14:04 alela, kod
kojih je svakako zabeleZen nizi uzrast oboljevanja od PV, kako kod nas, tako i u drugim
istrazivanjima.

Ispitujuci udruzenost pojedinih alela sa koncentracijom anti Dsg antitela u krvi pacijenata
nismo nasli statisticki znacajne razlike stepena aktivnosti bolesti ili nivoa antiDsg3 i 1 antitela
kod pacijenata i prisustva nekog od patogenih alela, za razliku od Svecove i saradnika [250].
Poredenja su radena za pacijente sa aktivnim oboljenjem (novooboleli pacijenti i pacijenti u
recidivu). Kao $to smo naveli u odeljku rezultata, iako su bile evidentne razlike u prose¢nim
vrednostima i Dsgl i 3 i stepena aktivnosti bolesti, zbog visokog varijabiliteta, ove vrednosti
nisu bile statisticki znacajne. Iako nije dokazana statisticka znacajnost uporedivanjem PDAI
sa prisustvom DRB1%*14:04 alela, svakako je stepen aktivnosti bolesti bio znacajno visi kod
pacijenata romske populacije nego kod pacijenata srpske etnicke pripadnosti. lako je
pretpostavka je da, ako su pacijenti nosioci oba patogena alela (DRB1*04:02 i DQB1*5:03)
alela, povecan je rizik razvoja pemfigusa, kod nasih pacijenata nosilaca obe alela/alelske
grupe, nismo nasli statisticke znacajnosti uzrasta oboljevanja ili teZine klinic¢ke slike, kao ni

klinickog fenotipa.

U Srbiji do sada nisu sprovedena istrazivanja polimorfizma HLA-DR i HLA-DQ alela kod
pacijenata sa pemfigusom. Ovo istrazivanje je po prvi put pokazalo distribuciju genskih alela
koji kodiraju HLA molekule 1l klase kod pacijenata sa PV na teritoriji Srbije. Na osnovu
iznetih rezultata, pokazali smo da je ucestalost alela 1 haplotipova kod pacijenata na teritoriji

Srbije slicna kao u dosadas$njim istrazivanjima i izveli slede¢e navedene zakljucke.
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1. Zastupljenost mukokutanog oblika pemfigus vulgarisa bila je sli¢na kao u ostalim
istrazivanjima. Veca je bila zastupljenost pacijenata Zenskog pola kod pacijenata srpske
etni¢ke pripadnosti, dok je u romskoj populaciji pacijenata bila visa ucestalost muskaraca.
Pacijenti romske etnicke pripadnosti su bili znatno mladi kada je bolest pocela i stepen

aktivnosti bolesti je bio visi nego kod pacijenata srpske etnicke pripadnosti.

2. Frekvencija DRB1*04 i DRB1*14 alelskih grupa je bila znacajno visa a DRB1*11
znacajno niza kod pacijenata sa PV nego kod zdravih osoba. Zbog toga se moze smatrati
da DRB1*04 i *14 povecavaju rizik nastanka pemfigusa dok bi se DRB1*11 alelska
grupa mogla smatrati protektivnom u nasoj populaciji. Frekvencija DRB1*03 i DRB1*15
alelskih grupa je takode bilo niza u grupi obolelih, blizu nivoa statisticke znacajnosti, pa

bi se uslovno takode mogli smatrati protektivnim alelima.

3. Frekvencija DRB1*04:02 i *14:04 alela kod pacijenata obolelih od PV je bila znac¢ajno
vi$a nego kod zdravih. Prisustvo DRB1*14:54 alela verovatno povecava rizik za nastanak

bolesti ali se nakon korekcije statisticka znacajnost gubi.

4. Ucestalosti DQB1*alelskih grupa kod pacijenata nisu bile zna¢ajno razli¢ite u odnosu na
zdravu populaciju ali su ucestalosti DQB1*03:02 i DQB1*05:03 alela kod obolelih od

PV bile znacajno vise.

5. DRB1*04-DQB1*03 i DRB*14-DQB1*05 haplotipovi, odnosno DRB1*04.02-
DQB1*03:02 i DRB1*14:04-DQB1*05:03 haplotipovi su bili znacajno ces$¢i kod

pacijenata nego kod zdravih osoba.

6. DRB1*11-DQB1*03, DRB1*01-DQB1*05 i DRB1*03-DQB1*02 haplotipovi, su bili

znacajno redi kod pacijenata sa PV, te bi se ovi haplotipovi mogli smatrati protektivnim.

7. Prikazane su ucestalosti alela ispitivanih polimorfizama za HLA-DRB1* i DQB1* lokuse
kod pacijenata sa PV u Srbiji i kod obolelih od PV na geografski udaljenim teritorijama i

razlicitog etni¢kog porekla.
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10.

Distribucije DRB1*04:02, DRB1*14:04, DRB1*14:54 kao i DQB1*03:02 i
DQBI1*05:03 alela su se znacajno razlikovale izmedu populacije romskih pacijenata i
pacijenata drugih etnickih pripadnosti. Pokazana je statisticki znaajna razlika uzrasta
pojave oboljenja kod pacijenata nosilaca DRB1*14:04 alela u odnosu na druge patogene
alele. Buduc¢i da je vise od 50% nosilaca DRB1*14:04 alela kod kojih je ve¢ pokazana
znacajna razlika u uzrastu pojave oboljenja, vrlo je moguce da je ovakva distribucija

uticala na rezultat.

Postojala je statisticki znacajna razlika ucestalosti DRB1*14 alelske grupe odnosno
DRB1*14:04 alela izmedu musSkaraca i Zena, kao i DRB1*04:02-DQB1*03:02 medu
polovima. Verovatni uticaj na ovakav rezultat ima neravnomerna zastupljenost pacijenata
muskog i zenskog pola. Nije pokazana korelacija patogenih alela sa stepenom aktivnosti

bolesti ili koncentracijom antiDsgl i 3 antitela

Korelacija antigenskog profila sa klinickim fenotipom postojala je kod veéine pacijenata
(79.1%). Kod pacijenata sa pemfigusom mukoza postojala su samo antiDsg3 antitela.
Pokazana je znadajna korelacija ukupnog stepena aktivnosti bolesti sa koncentracijom
oc¢ekivanih antiDsg antitela kao i znacajna korelacija imunoloskih parametara oboljenja -

visine titra IIF testa i nivoa antiDsg antitela.
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Skracenice

PV- pemfigus vulgaris

PF- pemfigus foliaceus

HLA- humani leukocitni antigeni

MHC- glavni kompleks tkivne podudarnosti
Dsg3- Dezmogleni 3

Dsgl- Dezmoglein 1

Dsc- Dezmokolin

APC- antigen prezentujuée éelije

I1F- indirektni imunofluorescentni test

DIF- direktni imunofluorescentni test

ELISA- engl. Enzyme - linked immunosorbent assay

PDAI- (engl. Pemhigus disease activity index) stepen aktivnosti bolesti

PCR- (engl. Polymerase chain reaction ) reakcija lan¢anog umnoZavanja DNK)

SSP- (engl. Polymerase chain reaction with sequence-specific primers, PCR-SSP) prajmeri

specifi¢ni za sekvencu

PCR-SSOP- (engl. Polymerase chain reaction - sequence specific oligonucleotide probes)

oligonukleotidne probe specifi¢ne za sekvencu

LD- (engl. Linkage disequilibrium), neravnoteza udruzivanja alela

MCP- mukokutani pemfigus vulgaris

PM- pemfigus mukoza



Prilog 1.

Pemphigus Disease Area Index (PDAIT)
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Prilog 2.

Table 2 PAAS for mucus membrane lesions alone

Clinical scores

Markers 0 1 2 3
Area Nil 1 Site 2 Sites =2 Sites
Severity Nil Mild Moderate Severe

Mucus membrane score (MM) = area score + severity
score.
Total score = cutaneous score + MM score.

Table 1 Pemphigus Area and Activity Score (PAAS) for cutaneous lesions

Clinical scores

Clinical markers 0 1 2 3 4 5 6

A: Activity
(a) No. of new blisters/day 0 1-6 6-10 11-20 =20 - -
(b) Peripheral extension of existing blisters  nil mild moderate extensive - - -
(c) Nikolsky's sign —ve perilesional distant - - — —

B: Area (%) nil 0-15 16-30 31-50 51-70 71-90 >90

Head score (H) = [{(a + b + ¢) X score of area] X o.1.

Trunk score (T) = [(a + b + ¢) X score of area] X o.3.

Upper limbs score (UL) = [(a + b + ¢) X score of area] X o.2.
Lower limbs score (LL) = [(a + b + ¢) X score of area] X o.4.
Total cutaneous score + H + T + UL + LL.
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