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Siuhrn
Asociacia HLA-DR a -DQ aliel s pemphigus vulgaris v slovenskej populacii

Pemphigus vulgaris (PV) je autoimunitna choroba, ktora sa spaja s genetickou predispoziciou, na kto-
rej sa najvacsou mierou podielaju gény HLA-komplexu. Cielom nasej prace bolo zistit, ¢i tato choroba
v slovenskej populacii, podobne ako je tomu v inych kaukazoidnych populaciach, je tiez asociovana
s alelami HLA-komplexu. V sibore 32 pacientov s PV sme stanovili frekvencie HLA-DRB1 a -DQB1 aliel
a porovnavali so zdravou populaciou. Zistili sme Statisticky signifikantnii pozitivnu asociaciu s alelami
DRB1%*14 (20,31 % vs. 2,69 %, OR = 9,2, Pc< 0,001) a DRB1#04 (39,06 % vs. 11,16 %, OR = 5,1, Pc< 0,001).
Alely DQB1#03 a DQB1*05 sa vyskytovali CastejSie tiez, ale signifikantnd wiroven nedosiahli. Frekvencia
alely DQB1#06 bola u pacientov s PV, v porovnani s kontrolnou skupinou, signifikantne nizsia (3,12 % vs.
20,61 %; OR = 0,12, Pc = 0,002). NizSie, ale Statisticky nesignifikantné, alelové frekvencie sme zaznamena-
li tiez pri DRB1*11 a DRB1*15. Uvedené vysledky si v silade s udajmi uvadzanymi v literatire
a prispievaju tak k celkovej genetickej charakteristike choroby.
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Summary
Association of HLA-DR and -DQ Alleles with Pemphigus Vulgaris in Slovak Population

Pemphigus vulgaris (PV) is an autoimmune disease with genetic predisposition associated mostly with
HLA complex alleles. We examined whether this holds true for Slovak population similarly to other
Caucasian populations. In 32 patients the frequency of HLA-DRB1 and DQBI1 alleles was examined and
compared to healthy population. The statistically significant positive association with alleles DRB1*%14
(20,31 % vs. 2,69 %, OR =9,2, Pc< 0,001) and DRB1*04 (39,06 % vs. 11,16 %, OR = 5,1, Pc< 0,001) was
found. DQB1*03 and DQB1*05 alleles were more frequent but not on a significant level. DQB1*06 were
significantly lower in PV patients in comparison with control group (3,12 % vs. 20,61 %; OR = 0,12, Pc =
0,002). Lower, statistically non-significant frequency was noted for DRB1#11 and DRB1*15 alleles. These
results correspond well with the literature and help to overall genetic characteristics of the disease.
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a pred érou pouzivania systémovej glukokortikoidove;j

UvVOD terapie bol skoro vZdy fatdlny. Klinicky sa manifestuje

tvorbou vezikil na koZi a slizniciach. Pri¢inou vytvara-

Pemphigus je oznacenie pre skupinu chordb, ktoré sa  nia pluzgierovych prejavov su protilatky, ktoré st namie-
vyznaduji pluzgierovymi prejavmi na koZi a slizniciach. ~ rené proti intercelularnym adhezivnym molekulam, kon-
Patria sem tri pribuzné choroby — pemphigus vulgaris, ~ Krétne proti desmogleinu 3 a desmogleinu 1 (Dsg3
pemphigus foliaceus a paraneoplasticky pemfigus. a Dsgl). Okrem anti-Dsg3 a anti-Dsgl protilatok sa na

Pemphigus vulgaris (PV) je najtazSia forma pemfigu ~ imunopatogenéze choroby podielaja aj iné protilatky,
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najmi proti acetylcholinovému receptoru 09 a pemfaxinu
(anexin 31) (13). Tieto receptory sa podielaji na regula-
cii koncentracie intracelularneho Ca2+ iénu, ktory je nevy-
hnutny pre polymerizaciu aktinu, deju, ktory sa odohrdva
pri spdjani sa keratinocytu s keratinocytom; vytvaranie
desmozomov nasleduje aZ po vytvoreni ich stabilného
kontaktu (5, 17).

Pemphigus vulgaris patri medzi autoimunitné choroby,
o ktorych je znidme, Ze sa vyvijaji na genetickom pozadi.
KaZzd4 autoimunitnd choroba je podmienend viacerymi
génmi, ide v podstate o stibor génov, z ktorych kazdy svo-
jim dielom prispieva ku genetickej predispozicii, ktora sa
realizuje pod vplyvom urcitého environmetilneho vyvo-
lavatela. V rdmci genetickej predispozicie medzi gény, kto-
ré st najvyznamnejSie patria gény HLA-komplexu; ich
podiel je az 30—40 % (2, 8, 10). Asocidcie medzi HLA-ale-
lami, resp. molekulami a chorobami st uz dobre znidme
a mnohé z nich sa uz vyuzivaju aj pre ucely klinickej pra-
xe. HLA-alely sa podielaja aj na predispozicii k PV ako
o tom svedcia pocetné udaje z literatury, avSak nie sloven-
skej. Cielom naSej prace bolo preto zistit asocidciu PV
s alelami HLA-komplexu na vzorke pacientov slovenskej
populacie.

MATERIAL A METODY

Stbor chorych s pemphigus vulgaris tvorilo 32 nepri-
buznych pacientov kaukazoidnej populécie, ktori pochad-
zali z viacerych oblasti Slovenska. Vek pacientov bol
v priemere 56 rokov, najmlads$i bol 23-ro¢ny a najstar$i
83-ro¢ny, pomer Zien a muzov v sledovanom stbore bol
1,6 : 1; priemerny vek prvych prejavov choroby bol 47
rokov. Diagnéza sa urcila na zaklade histologického vySet-
renia a u 20 pacientov sa potvrdila aj priamym imunoflu-

orescencnym vySetrenim. Kontrolna populdciu tvorilo 130
(pre ur¢enie HLA-DRBI1 aliel), resp. 143 (pre urCenie
HLA-DQBI1 aliel) nepribuznych dobrovolnych jedincov
kaukazoidnej populdcie, ktorych sme na naSom pracovis-
ku vySetrili v rdmci populacno-genetickej Studie (4). Aj
pacienti aj zdravi dobrovolnici sa vySetrili tou istou meto-
dou a primermi, ktoré pochadzali od tej istej firmy.

Typizaciu HLA-aliel triedy II sme robili pomocou tech-
niky PCR-SSP (polymerizova retazova reakcia so
sekvencne Specifickymi primermi). Tato technika zahriiu-
je izolaciu genémovej DNA, amplifikaciu 2., prip. 2. a 3.
exonu prislusnej alely a napokon vizualizaciu. Amplifika-
ciu polymorfnej oblasti HLA-génov sme uskuto¢iovali
pomocou komer¢ne dostupnych sekvencne Specifickych
primerov Olerup SSP™ (Svédsko) pre nizko-rozliovaciu
(low resolution) techniku (14, 15); pouZivali sme 23 HLA-
DR pérov a 8 HLA-DQ parov primerov. Nizko-rozliSova-
cia technika umoziiuje urovat len skupinu pribuznych ali-
el, ale nie jednotlivé alely; napr. ur¢ovali sme DRB1*01
skupinu, ktord v ¢ase ziskavania vysledkov zahfiiala aZ
16 aliel (tieto sa daju identifikovat vysokorozliSovacou
technikou — ,,high resolution®).

Statisticki analyzu rozdielov medzi frekvenciami jed-
notlivych aliel sme v oboch stiboroch robili pomocou Fis-
herovho exaktného testu (Statisticky pocitacovy program
INSTAT 3, GraphPad Software Inc. San Diego, CA, USA).
Vypocitali sme hodnotu P, ktord udava pravdepodobnost
platnosti nulovej hypotézy predpokladajucej, Ze medzi
vySetrovanou chorobou a znakom (alelou) neexistuje nija-
k4 asociécia. Za hranicu Statistickej vyznamnosti sa pova-
Zuje P = 0,05. Tato hodnota sa zvykne korigovat podla
Bonferoniho (Pc), teda vynédsobenim ¢isla P po¢tom aliel,
resp. skupin aliel, ktoré na danom lokuse mozno urcit (3).
V tabulkdch uvadzame aj hodnoty pravdepodobnosti Pc
(hranicou Statistickej vyznamnosti je Pc = 0,05). Pomer
Sanci (odds ratio — OR) sme vypocitali pomocou rovnakeé-

Tab. 1. Frekvencie HLA-DRB1 aliel u pacientov s pemphigus vulgaris a u zdravych osob

HLA-DRB1 PV Kontrola P P, OR 95% CI1
(N-32) (N -130)
Pocet % Pocet %

*0101-16 5/64 7,81 19/260 7,31 0,796 n.s. 1,075 0,39 - 3,00
*1501-22 2/64 3,12 32/260 12,31 0,0245 n.s. 0,2227 0,05 - 0,95
*1601-11 1/64 1,56 14/260 5,38 0,3193 n.s. 0,279 0,04 - 2,16
*0301-31 3/64 4,69 25/260 9,62 0,3191 n.s. 0,4623 0,14 -1,58
*0401-63 25/64 39,06 29/260 11,16 <0,0001 | <0.001 5,106 2.71-9.62
*1101-60 4/64 6,25 53/260 20,38 0,0058 n.s. 0,2520 0,09 - 0,72
*1201-15 0/64 0,00 4/260 1,53 1,00 n.s. 0,4419 0,02 - 8,32
*1301-75 3/64 4,69 21/260 8,07 0,436 n.s. 0,5597 0,16 - 1,94
*1401-64 13/64 20,31 7/260 2,69 <0,0001 | <0.001 9,213 3,50 - 24,23
*0701-11 4/64 6,25 37/260 14,23 0,215 n.s. 0,4018 0,14 - 1,17
*0801-30 2/64 3,12 12/260 4,62 1,00 n.s. 0,6667 0,14 - 3,06
*0901-6 0/64 0,00 1/260 0,38 1,00 n.s. 1,341 0,05 - 33,33

*1001 2/64 3,12 6/260 2,31 0,659 n.s. 1,366 0,27 - 6,92

Legenda: P, — korigovand P-hodnota, OR — pomer Sanci (odds ratio), CI — interval spolahlivosti (confidence interval), N — pocet ¢le-
nov siboru, pocet - zastipenie danych aliel v stibore, % — percentudlne zasttipenie danych aliel v stibore, n.s. — hodnota nebola $tatis-

ticky signifikantna
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Obr. 1. Porovnanie frekvencie HLA-DRB1-aliel u chorych s pemphigus vulgaris so zdravou populaciou.

ho pocitatového programu Instat. OR vyjadruje silu Sta-
tisticky signifikantnej asocidcie - ¢im je asocidcia silnejSia,
tym je OR vySSie ako 1; naopak, ¢im OR je menSie ako 1,
tym silnejSia je negativna asocidcia.

VYSLEDKY

V subore pacientov sme urcovali 13 skupin HLA-DRB1
aliel. Ich alelova frekvencia sa pohybovala od 0,00 % az
po 39,06 % (tab. 1, obr. 1). Oproti kontrolnej skupine $ta-
tisticky velmi vyznamne zvySenu frekvenciu mali alely
DRB1%*04 (39,06 % vs. 11,16 %, OR = 5,1, P < 0,0001, Pc
<0,001) a DRB1*¥14 (20,31 % vs. 2,69 %, OR =9,2, P <
0,0001, Pc < 0,001). Naopak, zniZenu frekvenciu mali ale-

ly DRB1#15 (3,12 % vs. 12,31 %, OR = 0,2, P = 0,024,
Pc=0,318) a DRB1*11 (6,25 % vs. 20,38 %, OR = 0,25,
P =0,0058, Pc = 0,0754), ale tieto rozdiely neboli Statis-
ticky signifikantné.

Frekvencie HLA-DQBI1 aliel u pacientov s PV,
v porovnani so zdravymi, uvddzame v tabulke 2 a na
obrdzku 2; pohybovali sa od 3,12 % az po 50,00 %. Sta-
tisticky signifikantne zvySeny vyskyt sme pozorovali pri
alelach DQB1*03 a DQB1*05, avSak po korekcii podla
Bonferoniho Pc nedosahovali troveii 0,05 (DQB1*03 =
50,00 % vs. 34,26 %; OR = 1,9, P = 0,022, Pc = 0,1105
aDQB1*05 =32,81 % vs. 19,58 %; OR = 2,0, P = 0,029,
Pc =0,146). Na druhej strane sme u pacientov, oproti kon-
trolnej skupine, zaznamenali zniZeny vyskyt alely
DQB 1*06; Statisticka signifikantnost ndlezu zostala zacho-
vana aj po korekcii (3,12 % vs. 20,63 %; OR = 0,12, P =

Tab. 2. Frekvencie aliel HLA-DQB1 u pacientov s pemphigus vulgaris a zdravych osob

HLA-DQB1 PV Kontrola P P, OR 95 % CI
(N-32) (N- 143)
Pocet aliel % Pocet aliel %
*0201-4 7/64 10,94 60/286 20,98 0,078 n.s. 0,4626 0,2 - 1,07
*0301-18 32/64 50,00 98/286 34,26 0,0221 n.s. 1,918 1,11 - 3,17
*0401-2 2/64 3,12 13/286 04,55 1,0000 n.s. 0,6774 0,15 - 3,08
*0501-4 21/64 32,81 56/286 19,58 0,0292 n.s. 2,006 1,10 - 3,65
*0601-28 2/64 3,12 59/286 20,63 0,0004 0,002 0,1241 0,02 - 0,52

Legenda: P, — korigovana P-hodnota, OR — pomer Sanci (odds ratio), CI — interval spolahlivosti (confidence interval), N — pocet Cle-
nov stboru, % — percentudlne zastipenie danych aliel v sibore , n.s. — hodnota nebola Statisticky signifikantna
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Obr. 2. Porovnanie frekvencie HLA-DQB1-aliel u chorych s pemphigus vulgaris so zdravou populaciou.

0,0004, Pc = 0,002). ZniZen4, aj ked nie signifikantne, bola
aj alela DQB1*02 (10,94 % vs. 20,98 %; OR = 0,46, P =
0,078, Pc = 0,390).

DISKUSIA

Pemfigus vulgaris (PV) je autoimunitna choroba, ktorej
nastup a progresia zavisi od interakcie viacerych znamych
aj neznamych faktorov. Patria medzi ne lieky, strava, UV
Ziarenie, virusy a iné faktory, pricom chorobné procesy
vyvolaja ¢i podporuju iba u jedincov, ktori majt pre dani
chorobu geneticku predispoziciu (1, 2, 6, 18).

Na genetickej predispozicii PV sa najva¢Sou mierou
podielaju gény HLA-komplexu, ktoré sa povazuji za
dominujuce predipozi¢né genetické faktory; z nich su to
najmd HLA-DR alely, ktoré koduja molekuly schopné,
v porovnani s inymi HLA-molekulami, najicinnejSie indu-
kovat (auto)imunitné procesy (2, 5, 16). PV sa vyskytuje
CastejSie u 0sob Zidovského povodu s genetickymi zdklad-
mi Ashkendziho kmetia (4 az 10-krdt CastejSie ako
v kaukazoidnej populdcii), a preto prvé asocidcie medzi
HLA-systémom a PV sa hladali prdve u nich. Tieto $tadie
odhalili asocidciu choroby s molekulou HLA-DR4; neskor
sa asocidcia potvrdila DNA-typizadciou a navyse sa asoci-
dcia spresnila —ide o asociaciu s alelou HLA-DRB1#0402.
Podobné Stidie v kaukazoidnej a v inych populaciach tiez
zistili asocidciu s HLA-DR4 a -DQ5 (k6duje ju alela HLA-
DQB1*#0503) (9, 6, 11). HLA-DQB1*0503 je vo vizbo-
vej nerovnovahe s alelami zo skupiny DRB1*14. VySetre-
nie chorych s PV sucasne odhalilo, Ze tito nemali molekulu
HLA-DR3 (9, 11, 12), takZe by mohla pdsobit ako protek-
tivny faktor.

Problematike asocidcie medzi HLA-alelami a PV sana
Slovensku zatial nikto nevenoval, ¢o nas viedlo, k tomu,
aby sme takuto Stidiu urobili. Zistili sme silnd, Statisticky
preukdzant, pozitivnu asocidciu pemphigus vulgaris
s alelami DRB1*14 a DRB1*04. Alely DQB1*03
a DQB1*05 sa vyskytovali sice tieZ CastejSie, ale odchyl-
ka ich frekvencie od zdravej populécie po korekcii nedo-
siahla signifikantni trovefi. Na druhej strane frekvencia
aliel DQB1*06 u pacientov, v porovnani s kontrolnou sku-
pinou, bola signifikantne niZSia, takZe moZe mat protek-
tivny charakter vzhladom na vyvoj PV. NiZSie frekvencie
sme zaznamenali tiez u DRB1*11 a DRB1*15, ale tento
ndlez nebol Statisticky signifikantny.

Pozitivna asocidcia DRB1*04 a DRB1*14 aliel s PV,
ktord sme zistili v naSej §tadii, sa zistila aj v inych popu-
laciach, napr. u Spanielov, Franctizov, Talianov a inych (7,
11, 12), takZe naSimi vysledkami sme iba potvrdili vSeo-
becne platnt asocidciu medzi tymito alelami a PV. Podob-
ne negativne asocidcie aliel DQB1*06, HLA-DRB1*11
a HLA-DRB1*15 s pemphigus vulgaris, ktoré sme pozo-
rovali v nasej $tudii, udavaju aj ini autori (1, 6, 9). Na dru-
hej strane sme nepotvrdili negativnu asocidciu medzi PV
a HLA-DRB1%#03, ktord koduje molekulu HLA-DR3,
i ked naznak jej zniZenej frekvencie tu je a je mozné, Ze pri
vySetreni vi¢Sej skupiny pacientov, ¢o je dost tazké vzhla-
dom na nizku prevalenciu choroby, sa tito tendencia pre-
tvori do $tatisticky signifikantnej podoby .

Vysledky, ktoré v praci prezentujeme, sme ziskali typi-
zéciou na trovni ,,Jow resolution a mozno ich povazovat
len za predbezné. Je velmi pravdepodobné, Ze pri podrob-
nejsej analyze vysoko-rozliSovacou technikou (high reso-
lution), dospejeme k presnej identifikacii konkrétnej alely
zodpovednej za geneticku predispoziciu, €o je v programe
nasej dalSej vyskumnej prace.
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