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ANALIZA POLIMORFIZAMA GENA ZA CD86, CTLA-4,
TNF IIL-10 KOD BOLESNIKA SA PEMFIGUSOM U SRBI]JI

Srdan D. Tanasilovi¢

Sazetak

Uvod: Oboljenja iz grupe pemfigusa - pemfigus vulgaris (PV) i pemfigus foliaceus
(PF) su autiomunska bulozna oboljenja koZe i sluznica. U patogenezi su od znacaja
autoantitela na dezmogleine i druge molekule koja dovode do akantolize i formiranja
intraepidermalnog rascepa. Za aktivaciju autoreaktivnih T-Celija u pemfigusu
neophodno je prepoznavanja dezmogleinskih peptida i angaZovanje CD28 molekula, koji
je najznacajniji kostimulatorni receptor u aktivaciji naivnih T ¢elija. CD28 molekul se
vezuje za B7 familiju molekula kao $to su CD80 i CD86. Pored toga, B7 molekuli mogu da
aktiviraju inhibitorni receptor na T-¢elijama, CTLA-4, koji kontroliSe mehanizam
odrzavanja tolerancije na sopstvene peptide. Na znacaj genetskih faktora u patogenezi
pemfigusa ukazuju prethodna istraZivanja kojima su definisani odredeni genetski faktori
kao Sto su i polimorfizmi pojedinacnih nukleotida u genima molekula od znacaja za

patogenezu pemfigusa.

Ciljevi istrazivanja: Odrediti distribuciju alela u genima za molekule CD86, CTLA-
4, TNF i IL-10 kod pacijenata sa PV i PF, kao i kod zdravih osoba (dobrovoljni davaoci
krvi) u Srbiji, ispitati da li je neki od ispitivanih polimorfizama faktor rizika za nastanak
oboljenja (PV i PF) i uporediti ih sa podacima iz literature koji su dobijeni ispitivanjem

istih polimorfizama kod geografski i etnicki razli¢itih populacija.

Pacijenti i metode: IstraZivanje je obuhvatilo 61 bolesnika sa pemfigusom od
kojih je PV imalo 48, a PF 13 bolesnika i 486 zdravih osoba-kontrola (dobrovoljni
davaoci krvi). Dijagnoza pacijenata sa pemfigusom postavljena je na osnovu klinicke
slike i testa direktne imunofluorescencije (DIF test). Za detekciju i analizu polimorfizama
gena za CD86, CTLA-4, TNF i IL-10 koriS¢ene su komercijalne optimizovane smese
specificnih oligonukleotida i TagMan proba obeleZenih FAM i VIC fluorohromima i to:
CD86 rs1129055, CTLA4 rs733618 i rs5742909, TNF rs1800629 i rs361525 i IL-10
rs1800896 i rs1800871 (PE, Applied Biosystems). Amplifikacija fragmenata DNK Real-

time PCR metodom vrSena je pomoc¢u navedenih smesa komercijalnih oligonukleotida i



Maxima™ Probe gqPCR 2X Master Mix, (Fermentas) uzimaju¢i u obzir preporuke
proizvodaca reagenasa. Statisticka analiza ukljucivala je primenu x2 testa ili FiSerovog
testa tacne verovatnoce za procenu znacajnosti razlike u frekvenciji alela i genotipova

kod pacijenata i kontrola.

Rezultati: U ovom istraZivanju utvrdeno da je A alel gena za CD86 rs1129055
znatno CeS¢i kod pacijenata sa pemfigusom, kao i kod pacijenata sa PV u odnosu na
zdrave kontrole. Kod nosioca A alela na genu za CD86 rs1129055 povecan je rizik za
oboljevanje od pemfigusa. T alela gena za CD86 rs1129055 znatno je ¢eSc¢e prisutan kod

bolesnika sa PF u odnosu na obolele od PV.

Rezultati: U ovom istraZivanju utvrdene su distribucije alela ispitivanih gena u
uzorku populacije zdravih osoba sa teritorije Srbije i iznosile su: CD86 (rs1129055)
G/A—0,743/0,257;  CTLA4  (rs733618) T/C—0,902/0,092; (rs5742909) i
C/T—0,895/0,105; TNF (rs1800629) G/A— 0, 866/134 i (rs361525) G/A—0,968/0,032;
IL10 (rs1800896) G/A—0,421/0,579 i (rs1800871) C/T —0,743/0,257. Frekvencije
alela ispitivanih gena obolelih od pemfigusa hospitalno leCenih na Klinici za
dermatovenerologiju Klinickog centra Srbije (u periodu od januara 2011. do decembra
2013. godine) iznosile su: CD86 (rs1129055) G/A— 0,656/0,344; CTLA4: (rs733618)
T/C—0,893/0,107 i (rs5742909) C/T—0,919/0,082; TNF  (rs1800629)
G/A—0,926/0,074 i (rs361525) G/A—0,975/0,025; IL10 (rs1800896)
G/A—0,377/0,623 i (rs1800871) C/T —0,754/0,246.

Zakljucak: Frekvencija A alela u okviru rs1129055 polimorfizma gena za CD86 je
znacajno visa medu obolelim od pemfigusa (PV i PF) i PV nego medu zdravim osobama,
saglasno tome, GG genotip je protektivan. Nosioca T alela rs5742909 polimorfizma u

genu za CTLA4 je znacajno viSe u grupi pacijenata sa PF u odnosu na grupu sa PV.

KLJUCNE RECI: Pemphigus vulgaris, Pemphigus foliaceus, Polimorfizmi
pojedinac¢nih nukleotida, rs1129055, rs733618, rs5742909, rs1800629, rs361525,
rs1800896, rs1800871
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ANALYSIS OF POLYMORPHISM IN CD86, CTLA4, TNF
AND IL10 GENES IN SERBIAN PATIENTS WITH
PEMPHIGUS

Srdan D. Tanasilovi¢

Abstract

Introduction: Pemphigus vulgaris (PV) and pemphigus foliaceus (PF) are rare
autoimmune blistering diseases with presumed T cell dependent pathology. Activation
of naive T cells is dependent on antigen recognition, subsequent signaling through the T
cell receptor complex (signal 1), and various other interactions of T cells with antigen
presenting cells that may be collectively designated as signal 2, which is unconditionally
required for T cell activation both in response to infection and to autoantigens. Among
the best described interactions contributing to signal 2 are those mediated by B7 family
molecules such as CD80 and CD86 with their ligands, CD28, providing activation signals,
and cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4), conferring inhibition. Single
nucleotide polymorphisms (SNPs) within genes encoding those molecules may alter the
signaling process. It is not known whether functional genetic polymorphisms within
genes encoding the aforementioned proteins may increase risk for developing PV and PF

and, if so, whether they might serve as biomarkers for susceptibility to these diseases.

Aims of the investigation: To examine functional single nucleotide
polymorphisms within CD86 (rs1129055), CTLA4 (rs733618 and rs5742909), TNF
(rs1800629 andrs361525), and IL-10 (rs1800896 and rs1800871) genes in 61
pemphigus patients and 486 healthy controls, and to compare results in Serbian
pemphigus patients and healthy controls with results obtained in different populations

groups.

Patients and methods: Our study included 61 pemphigus patients, among them
48 with PV and 13 with PF, treated at the Dermatovenereology Clinics of the Clinical
Centre of Serbia. Patients were stratified according to clinical presentation of the disease
as a PV or PF patients. Diagnosis in all patients was established by merging clinical
findings, histopathologic analysis, and the results of direct immunofluorescence tests.

Blood samples from 486 healthy blood donors were obtained from the National Blood



Transfusion Institute. Genomic DNA was isolated from the blood of patients and controls
as described previously. Detection and analysis of CD86 rs1129055, CTLA-4 rs733618
and rs5742909, TNF rs1800629 and rs361525 i IL-10 rs1800896 and rs1800871 was
performed with a commercial SNP genotyping assay (PE, Applied Biosystems Inc.).
Comparison between genotype and allele frequencies in different populations was

performed using the Pearson Chi-square or Fisher’s exact test, as appropriate.

Results: In our study, distribution of alleles of tested genes in sample population
of healthy person from Serbia, were as follows: CD86 (rs1129055) G/A—0,743/0,257;
CTLA4 (rs733618) T/C—0,902/0,092 and (rs5742909) (C/T—0,895/0,105; TNF
(rs1800629) G/A—0,866/134 and (rs361525) G/A—0,968/0,032; IL10 (rs1800896)
G/A—0,421/0,579 and (rs1800871) C/T —0,743/0,257. The distribution of alleles of
tested genes in patients with pemphigus hospitalized in Clinic of Dermatovenereology,
Clinical Center of Serbia from January 2011. to December 2013 were as follows: CD86
(rs1129055) G/A— 0,656/0,344; CTLA4: (rs733618) T/C—0,893/0,107 and (rs5742909)
C/T—0,919/0,082; TNF (rs1800629) G/A—0,926/0,074 and (rs361525)
G/A—0,975/0,025; IL10 (rs1800896) G/A—0,377/0,623 and (rs1800871) C/T
—0,754/0,246.

Conclusions: We found that the CD86 rs1129055 A allele was significantly more
frequent among patients with pemphigus (p=0.040) and PV (p=0.040) than among
controls. Carriage of the CD86 rs1129055 A allele clearly increased risk for pemphigus.
Carriage of CTLA4 (rs5742909) T allele was significantly more frequent among patients
with PF compared to those with PV.

KEY WORDS: Pemphigus vulgaris, Pemphigus foliaceus, single nucleotide
polymorphisms, rs1129055, rs733618, rs5742909, rs1800629, rs361525, rs1800896,
rs1800871
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1.1. Definicija pemfigusa i epidemioloske odlike

Naziv oboljenja potice od grcke re¢i pemphix (plik, mehur) i oznac¢ava grupu hronic¢nih
buloznih dermatoza, kod kojih se stvaraju autoantitela specificna za proteine
dezmozoma Kkeratinocita, Sto rezultira gubitkom adhezije keratinocita i stvaranja
rascepa unutar epiderma, histoloSki ovaj proces se naziva akantoliza, a klinicka
manifestacija akantolize je pojava bula [1]. Klini¢ki pojam pemfigus prvi put upotrebio je
Boissier de Sauvages 1768. godine, opisuju¢i bolesnika sa tranzijentnom buloznom
dermatozom, da bi Hebra 1869. godine definisao dva razli¢ita klinicka entiteta istog
oboljenja: pemphigus vulgaris (PV) i pemphigus foliaceus (PF). Patogeneza oboljenja
bila je nepoznata do 1964. godine, kada su Beutner i Jordan prvi otkrili cirkuliSuca

autoantitela na interepidermalne antigene [2].

Pemfigus je podjednako zastupljen kod oba pola, javlja se kod svih rasa, a incidencija
oboljenja je razlicita u zavisnosti od geografske regije i etnicke pripadnosti i krece se od
0,76 (Finska) do 32 na milion godisnje (u populaciji ASkenazi Jevreja) [3, 4]. U vecini
zemalja PV je CeSce oboljenje nego PF, a izuzetak su Finska, Tunis i Brazil [5]. U Brazilu je
odnos endemske forme PF i PV priblizno 20:1 [6], u SAD odnos PF i PV iznosi 1:5 dok je
u Finskoj odnos obolelih od PF i PV 0,5:1 [7, 8]. Broj novoobolelih od PV u severnoj Grckoj
iznosi oko 0.8/100 000 stanovnika i pribliZan je broju novoobolelih u Hrvatskoj i
Nemackoj [3]. Za ¢itavu teritoriju Srbije, u sadaSnjem trenutku, nema preciznijih
epidemioloskih podataka o incidenciji pemfigusa medutim ustanovljeno je da je
Vojvodini (juZno Backi okrug) incidencija pemfigusa 0, 66 na 100.000, odnosno 0, 85 na

100.000 osoba starijih od 20 godina [9].
1.2. Patogeneza pemfigusa

Pemfigus je jedna od najjasnije definisanih autoimunskih bolesti posredovanih
antitelima i sluzi kao pogodan model za izucavanje i upoznavanje kompleksnih
mehanizama koji dovode do gubitka tolerancije na sopstveno [10]. Oboljenje se
karakteriSe prisustvom cirkuliSu¢ih imunoglobilina (Ig) najceS¢e IgG, koji su usmereni
prema proteinima meducelijskih veza - dezmozoma, i to dezmogleinu (Dsg) Dsg-1 i Dsg-
3 a ponekad i prema drugim proteinima koji ucestvuju u stvaranju dezmozoma.

Vezivanje ovih autoantitela za gore pomenute proteine odnosno njihove epitope dovodi
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do akantolize odnosno rascepa na nivou epiderma. Dominantni auto-antigen kod
obolelih od PF je Dsg-1, dok je autoimunski odgovor kod bolesnika sa PV uglavnom
usmeren prema antigenskim determinantama Dsg-3. Pacijenti sa anti Dsg-1 antitelima
imaju predominanto kutane manifestacije bolesti, dok pacijenti sa anti Dsg-3 antitelima
pored koze, Cesto imaju zahvacene i sluznice. Kod pacijenata sa PF akantoliza nastaje u
povrSnim slojevima epiderma dok kod obolelih od PV akantoliza nastaje u dubljim
slojevima epiderma. Osim vezivanja autoantitela za proteine dezmozoma, u proces
akantolize moZe da bude ukljuCena i aktivacija plazminogena, a u zavisnosti od izotipa
autoantitela i aktivacije komplementa [11]. Inflamatorna kaskada tokom nastanka i
razvoja promena na koZi nastaje interakcijom celija i medijatora steCene i urodene
imunosti (Slika 1). Da bi se pokrenuo stec¢eni imunski odgovor, neophodno je da T-¢elija
ostvari kontakt sa profesionalnim antigen prezentujuéim ¢elijama (APC), slika 1. Prvi
deo aktivacionog signala naivne CD4+ T-Celije dobijaju prepoznavanjem peptida preko T-
¢elijskog receptora (TCR). Drugi deo signala proizilazi iz interakcije kostimulatornih
molekula (CD80, CD86) koji se nalaze na povrsini aktivisanih APC sa CD28 molekulom

na povrsini T-éelija kao i citokina koji proizvode APC i druge lokalne ¢elije [12], slika 1.

Ukoliko, CD80 i CD86 molekuli ligiraju umesto CD28 molekula CD152 (citotoksi¢ni T-

limfocitni antigen 4, CTLA-4), ne dolazi do aktivacije T-limfocita, slika 1.

Molekuli i CD28 i CTLA-4 imaju do 30% homologu strukturu na proteinskom nivou i
vezuju se za iste ligande eksprimirane na APC (molekuli CD80 i CD86), pri ¢emu CTLA-4
ima 500-2500 puta vedi afinitet za vezivanje u odnosu na CD28 [13]. Opisani model
aktivacije T-cCelija vaZan je za odrZavanje tolerancije na sopstvene neizmenjene peptide.
Medutim, novija istraZivanja ukazuju da rezultat kostimulacije tokom aktivacije T-¢elija i
APC, ne zavisi samo od viSestruke interakcije izmedu receptora i liganda veé¢ i od
razlic¢itih efekata koje ova interakcija ima na efektorske i regulatorne T-celije [13].
Angazovanje CTLA-4 na T-¢elijama moze da modulise funkciju APC putem nekoliko
razli¢itih mehanizama. T ¢elije koje eksprimiraju CTLA-4 mogu da smanje ekspresiju
CD80 i CD86 molekula na APC i na taj nac¢in da moduli$u kapacitet APC da aktivisu T-
Celije. Takode, sekretovani, solubilni CTLA-4 moZe da blokira CD80 i CD86 i na taj nacin
da blokira kostimulaciju preko CD28 molekula [13]. U daljem procesu, direktna
interakcija izmedu CD4+* T-limfocita i B-limfocita i profil sekretovanih citokina, odreduju

izotip antitela koji ¢e produkovati B-limfociti [14] slika 1. Kod aktivnog PV ustanovljeno
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je prisustvo Tu2 zavisnih IgG4 At, dok Txl zavisni IgGl subset anti Dsg antitela
predominira u periodu remisije [14]. Pored Tu2 i Tl subseta citokina, znac¢ajnu ulogu u

patogenezi pemfigusa imaju i interleukin (IL)-10, IL-6, IL-15 i TNF [11, 14-18].

Zdravlje Pemfigus

Zdravlje

Slika 1. Pretpostavljeni redosled dogadaja u patogenezi pemfigusa. Antigen prezentujuce Celije
iz epiderma migriraju u limfne ¢vorove i prikazuju peptide dezmogleina naivnim T limfocitima.
U zavisnosti od citokinskog miljea i drugih signala CD4 ¢elije se diferenciraju u Tyl ili T2
subpopulaciju. Diferencirane Ty €elije oblikuju odgovor B limfocita tako da oni sekretuju IgG1/3
ili IgG4 antitela. Antitela indukuju rascep u epidermu sama (IgG4) ili angaZujuéi druge
mehanizme (IgG1/3). Tul citokini i TNF pojacavaju efektorske funkcije citotoksi¢nih celija i
neutrofila. Ty2 uti¢u na migraciju APC iz koZe i maturaciju i angaZovanje eozinofila (nije
prikazano). Regulatorne T-Celije mogu da prekinu aktivnost i Tyl i Tu2 subpopulacija i smanje
kapacitet APC za aktivaciju T-limfocita. Efekte ostvaruju kroz direktan kontakt (nije prikazano)
ili pomo¢u solubilnih faktora npr. IL-10. T, T reg regulatorni T limfocit; Tu1,2, T helper limfocit 1
i 2; B, B limfocit; APC, antigen prezentujuéa ¢elija; C', komplement.

Mehanizmi oSte¢enja tkiva u pemfigusu su prema tome kontrolisani efektorskim i
regulatornim molekulima imunskog odgovora na c¢iju ekspresiju znacajan uticaj imaju
polimorfizmi u njihovim regulatornim a ponekad i kodiraju¢im sekvencama.
Savremenim tehnologijama ispitivanja polimorfizama gena moguce je precizno

definisati ¢ak i umeren genetski efekat koji imaju odredeni aleli u nastanku ove

4
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kompleksne bolesti. Pored gena unutar HLA lokusa, definisan je veéi broj gena c¢iji su
pojedini aleli udruZeni sa osetljivo$¢u za nastanak pemfigusa i izvan HLA lokusa [19, 20]
ukljucujudi i gene koji kodiraju medijatore imunskog odgovora koji su navedeni niZe u

tekstu.
1.3. Klasifikacija pemfigusa, klinicke manifestacije oboljenja

Oboljenja iz grupe pemfigusa ¢ine nekoliko razli¢itih entiteta koji imaju karakteristi¢nu
klinicku sliku i specificne imunopatoloske karakteristike. Grupa pemfigusa spada u
intraepidermalne autoimunske bulozne bolesti koje su klasifikovane u zavisnosti od
visine intraepidermalnog rascepa. Glavni klini¢ki subtipovi su: pemfigus vulgaris i
pemfigus foliaceus koji imaju svoje zasebne klini¢ke varijetete. U prvoj grupi oboljenja,
rascep je lokalizovan nisko, Cesto iznad bazalnog sloja epiderma (ciljni antigen je Dsg-3),
ovu grupu Cine: pemfigus vulgaris (PV) i pemfigus vegentans (PVg). Kod druge grupe
rascep je lokalizovan u povrSnim zonama epiderma, cesto u ili neposredno ispod
kornealnog sloja (ciljni antigen DSg-1) u nju spadaju: Pemfigus foliaceus (PF), njegova
endemska forma - Fogo selvagem i Pemphigus erythematodes (PE). Pemfigus koji je
izazvan ili pokrenut lekovima moze imati klinicke i histopatoloSke karakteristike slicne
PV ili PF. Pored opisanih, postoje i retke forme oboljenja iz grupe pemfigusa kao Sto su
paraneoplasti¢ni pemfigus, IgA pemfigus, pemfigus herpetiformis i IgG-IgA pemfigus koji
su po svojim Kklinickim, histopatoloSkim i imunopatoloskim karakteristikama razlikuju

od gore pomenutih entiteta u okviru dve glavne grupe bolesti.

Dijagnoza oboljenja iz grupe pemfigusa se postavlja evaluacijom Kklinicke slike,
histopatoloskog nalaza, i nalaza direktnog i indirektnog imunofluorescentnog (DIF i IIF)
testa. Ukoliko postoje Kklinicka, histopatoloska ili imunoloSka preklapanja precizna
dijagnoza zahteva definiciju ciljnog antigena primenom ELISA ili Western blot testova ili

imuno/elektronske mikroskopije.

Pemphigus vulgaris (PV) nastaje kao posledica stvaranja suprabazalnog rascepa i
karakteriSe se pojavom bula na koZi i sluzokoZama. PV je morfoloski monomorfna
dermatoza, kod koje je primarna eflorescencija bula mlitavog krova na neizmenjenoj
koZi ili ponekad na eritematoznoj osnovi a kasnije dolazi do pojave sekundarnog
polimorfizma koji odlikuje pojava bolnih erozija, krusta, hiperprigmentovane makule.

Kod 50-70% pacijenata dolazi i do pojave erozija i/ili ulceracija naj¢es¢e u usnoj duplji
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(bukalno, usne meko i tvrdo nepce) a rede i na drugim sluznicama (nazofarinks,
konjunktiva, cerviks, vulva, uretra, rektum). Promene na sluznicama mogu da prethode
promenama na kozi, da se jave istovremeno sa promenama na kozi, ili da se pojave
nakon promena na kozi. Lezije na oralnoj sluznici su bolne i ukoliko oboljenje ne leci Sire
se na okolne anatomske strukture, uzrokuju¢i oteZano zvakanje, gutanje i govor.
Promene na koZi i/ili usnoj duplji ne pokazuju sklonost ka spontanoj epitelizaciji. Kod
ovih pacijenata ukoliko postoje bule pritiskom na njih direktno pod pravim uglom, ili
lateralno, dolazi do daljeg odlubljivanja epiderma i Sirenja bule, Sto se opisuje kao
pozitivan Nikolsky znak (I i II). Predilekciona mesta za pojavu bula na koZi su
kapilicijum, gornje partije trupa i leda, vrat, lice, intertriginozne regije, u nekim
slucajevima prisutne su i lezije na perionihijumu, bule imaju tendenciju da se pojavljuju

na medijalnoj liniji trupa. [21, 22].

Tokom primene adekvatne terapije dolazi do potpune epitelizacije erozija, a ukoliko
prethodno nije postojala bakterijska superinfekcija, erozije epitelizuju u potpunosti, bez
oziljaka, sa stvaranjem rezidualnih hiperpigmentacija na mestima primarnih eflorescencija.
Ukoliko se ne leci, PV je letalno oboljenje, pri cemu do letalnog ishoda dolazi od jedne do tri
godine od pocetka oboljenja. Citodijagnostickim Tzanck-ovim testom detektuju se
akantoliticke Celije. Pojedini autori navode da faktori iz spoljasnje sredine mogu dovesti
do egzacerbacije oboljenja, to su prvenstveno pojedini lekovi, UV radijacija, pesticidi,
mehanicka trauma koze, neke stomatoloske intervencije, pojedine namirnice (beli luk,

tanini, kana) i drugo [23].

Pemphigus vegetans (PVg) je manje agresivna, lokalizovana forma PV. kod koga je
ciljni antigen takode Dsg-3, rascep je intraepidermalni obi¢no u nivou spinoznog sloja.
Postoje dve forme oboljenja, prva kod koje vegetacije nastaju na mestima prethodnih
bula i erozija u toku evolucije PV (Neuman tip), kod druge forme vegetacije nastaju de
novo, ocinju kao pustule i zarastaju stvaranjem vegetantnih plakova (Hallopeau tip).
Predilekciona mesta za PVg su intertriginozne regije, kapilicijum, nazolabijalne brazde,

uglovi usana, jezik i vulva [1].

Pemphigus foliaceus (PF) je retka i relativno benigna forma pemfigusa. Oboljenje
veoma retko zahvata oralnu sluznicu ili druge mukoze. S obzirom da bule nastaju
subkornealno, veoma Cesto Kklinickom slikom dominiraju plitke, suve, erozije

nepravilnog oblika, delimi¢no prekrivene ostacima krovova bula. PF je jedina forma
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pemfigusa koja se klinicki moZe manifestovati u vidu eritrodermije. Ukoliko su promene
lokalizovane na licu, u zigomati¢noj regiji, a osim intraepidermalnih postoje i granularni
depoziti imunoreaktanata u zoni bazalne membrane oboljenje se zove Pemphigus
erythematosus, pojedini autori smatraju da se radi o PF udruZenim sa lupus
eritematodesom. Forma PF, kod koje su lezije lokalizovane u seboroi¢nim zonama na
licu i trupu naziva se Pemphigus seborrhosicus. Endemski PF u Juznoj Americi (Brazilu),
poznat i kao fogo selvagem, klinicki odgovara PF a nastaje kao posledica ukrStene
reaktivnosti dezmogleina-1 sa proteinima pljuvacke musice Simulium nigrimanum koja
Zivi u blizini recnih korita u Brazilu [24]. U vecini drugih delova sveta PF javlja

sporadicno [24].

Lekovima pokrenut ili izazvan pemfigus moze se klinicki manifestovati kao PV ili PF,
najceS¢e se povezuje sa uzimanjem tiolskih (katopila, enalaprila, penicilamina) ili
netiolskih lekova (penicilini, cefalosporini, piroksikam). U nekim slucajevima ove vrste
oboljenja, imunopatoloski testovi (DIF i IIF) mogu biti negativni. [25]. Smatra se da je
50% verovatnoca da oboljenje ude u traju remisiju kada se obustavi primena leka koji je

okidac.

Paraneoplastic¢ni pemfigus (PPN) se manifestuje teSkom klinickom slikom, uz brojne
kutane lezije prisutne su i izrazito bolne erozije na orogenitalnoj sluznici i konjunktivi,
uz teSko opste stanje bolesnika, ¢esto praceno i febrilnos¢u. Ciljni antigeni za PP, osim
Dsg-3 i Dsg-1 su i dezmokolin, plakoglobin, dezmoplakin, holinergicki receptori,
pemfaksin. NajCeS¢e se javlja udruZen sa hematoloSkim malignitetima (non-Hodgkin
limfomima, hroni¢nom limfocitnom leukemijom, “giant cell” limfomom, timomom i dr.),
a neSto rede sa loSe diferenciranim sarkomima, bronhogenim i drugim karcinomima. Po
pravilu ova forma pemfigusa je rezistentna na terapiju sa izuzetno visokim mortalitetom

[26].
1.4. Histopatologija pemfigusa

Glavna histopatoloska karakteristika oboljenja iz grupe pemfigusa je akantoliza, koja
dovodi do intraepidermalnog rascepa, koji moZe biti lokalizovan na razli¢itim nivoima
epiderma. Kod PV i PVg je prisutan suprabazalni rascep (,niska akantoliza“), u
spinoznom sloju epiderma, neposredno iznad samog bazalnog sloja, a Celije bazalnog

sloja morfoloski lice na nadgrobni spomenik (,tombstone effect), dokazano je da je
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koncentracija Dsg-3 najveca u ovim regijama epiderma. Rane lezije mogu pokazivati i
znake eozinofilne spongioze epiderma, dok u starijim lezijama moZe postojati i

inflamatorni infiltrat u dermu, nekroza keratinocita i formiranje krusti.

Kod PF akantoliza je subkornealna (,visoka akantoliza“), rascep je u najvisSim slojevima
epiderma, neposredno ispod, ili ¢ak u samom kornealnom sloju, dok srednji i duboki deo
epiderma ostaje intaktan, u ovim regijama epiderma je i koncentracija Dsg-1 najveca.
Osim ovih promena, u histopatoloSkoj slici PF mogu biti prisutna i diskeratoza
(keratinociti sa prevremeno zavrSenim procesom Keratinizacije), kao i reaktivna
akantoza (zadebljanje spinoznog sloja) i papilomatoza (izduZene epidermalne precke i

proSirene dermalne papile).

1.5. Imunohistopatologija - testovi direktne i indirektne

imunofluorescencije (DIF i IIF test)

Jedna od glavnih karakteristika svih vrsta pemfigusa je prisustvo cirkuliSucih i tkivno

fiksiranih autoantitela usmerenih prema proteinima dezmozoma.

Testom direktne imunofluorescencije (DIF) testom otkriva se prisustvo tkivno fiksiranih
autoantitela u koZi odnosno epidermu obolelih od pemfigusa. U epidermu je prisutne
karakteristi¢cna retikularna fluorescencija IgG autoantitela, takode moze biti prisutna i
C3c frakcija komplementa, rede IgM ili IgA antitela. DIF test je pozitivan u viSe od 90%
obolelih i na klini¢ki neizmenjenoj kozi [27] ili folikularnim delovima omotaca dlake
[28]. Pozitivan DIF test ima znatno vecu specifi¢nost i senzitivnost u odnosu na detekciju

specifi¢nih cirkulisucih autoantitela.

Testom indirektne imunofluorescencije (IIF) testom detektuju se cirkuliSuca
autoantitela usmerena ka epidermalnim epitopima u serumu obolelih od pemfigusa, pri
¢emu se kao supstrat koristi ezofagus majmuna, svinjska ili humana koZa. Ukoliko je
klinicka slika i DIF test ukazuju na pemfigus, a IIF test je negativan, savetuje se da se test
ponovi na drugom susptratu. Pozitivna cirkuliSu¢a autoantitela pozitivna su kod oko
80% obolelih od pemfigusa, ali mogu biti i laZzno pozitivna, obi¢no u niskom titru i kod
obolelih od mijastenije gravis, opekotina, gljivicnih infekcija, prisustva autoantitela na
ABO antigene krvnih grupa. Klinicki znacaj IIF testa je u cCinjenici da titar cirkuliSuc¢ih

autoantitela najceSce je u direktnoj korelaciji sa aktivnosti pemfigusa, a koristi se i za
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pracenje terapijskog odgovora, dobar odgovor na terapiju manifestuje se sniZenjem titra

IIF testa [29-31].
1.6. Terapija

Terapija pemfigus vulgarisa/foliaceusa zavisi od aktivnosti oboljenja, teZine klinicke

slike, kao i od prisutnih komorbiditeta.

Inicijalna - indukciona terapija podrazumeva upotrebu veéih doza lekova, dok se tokom
terapije odrZavanja postepeno doze lekova sniZavaju. Na terapiju odrZavanja se prelazi
ukoliko najmanje 2 nedelje nema novih bula - erozija i ukoliko je minimalno 80%
postojecih lezija epitelizovalo. Dobar terapijski odgovor podrazumeva prestanak pojave

novih lezija, kao i epitelizacija postojec¢ih erodovanih povrsina.

Inicijalna terapija oboljenja iz grupe pemfigusa zasnovana je na sistemskoj upotrebi
imunosupresiva, prvenstveno sistemskih kortikosteroida (klasi¢na-prednizolon u dozi
od 1-2 mg/kg, ili pulsna terapija - 500-1000 mg ekvivalenta prednizolona na svake 3-4.
nedelje). Kasnije se kortikosteroidi kombinuju sa imunosupresivnim agensima
prvenstveno: azatioprinom (2-2, 5 mg/kg dnevno), mikofenolat-mofetilom (2 g dnevno.)
i mikofenolnom kiselinom (1440 mg dnevno), imunosupresivi drugoga reda koji se
kombinuju sa steroidnom terapijom su: ciklofosfamid (1-2 mg/kg dnevno), metotreksat
(10-20 mg nedeljno) i dapson (do maksimalno 1,5 mg/kg dnevno ukoliko su serumske

vrednosti glukozo-6 fosfat dehidrogenaze u fizioloSkim granicama[32].

Ukoliko dode do izostajanja terapijskog odgovora savetuje se primena Rituximaba
(1000mg i. v. dva puta dnevno tokom 1.i 14. dana, ili 375 mg/m? i.v. 4 puta nedeljno)
i/ili intravenskih imunoglobulina - [VIg (2g/kg svakih 4-6 nedelja), imunoafereze (2-3
puta dnevno, tokom 3-4 dana) [33, 34].

Lokalna terapija podrazumeva: upotrebu topikalnih kortikosteroida, inhibitora
kalcineurina za oralnu i genitalnu sluznicu (0,1% pimekrolimus), prevenciju bakterijske
superinfekcije - antibakterijska i antisepticka sredstva, topikalne analgetike za

sluznice[32].

Simptomatska terapija se upotrebljava u slucajevima infekcije - sepsa (sistemski -

parenteralni antibiotici), malnutricije, hipoproteinemije, anemije, metabolickog
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disbalansa (susptituciona terapija albuminima, preparatima gvozda, elektrolitima,

rehidratacija), analgetici, antipiretici, anksiolitici [32].

Ukoliko se radi o klini¢ki teskoj formi pemfigusa, potrebno je iskljuciti i postojanje
udruZenog maligniteta. Ukoliko se radi o paraneoplasticnom pemfigusu, sprovodi se
prvenstveno terapija neoplazme (hirurSka, radio, citostatska, kombinovana), uz

imunosupresivnu terapiju pemfigusa [26].
1.7. Genetska osnova pemfigusa

Dosadasnja istraZivanja su pokazala da pemfigus pripada takozvanim kompleksnim
genetskim oboljenjima, kod kojih postoji umeren rizik od nasledivanja bolesti kroz
viSestruku interakciju gena i faktora spoljaSnje sredine. Do sada su u literaturi kao
najznacajniji aleli koji su udruZeni sa nastankom pemfigusa navodeni HLA-DRB1*04,
DRB1*08 i DRB1*14, KIR3DS1 i HLA-Bw4 [35, 36], a najjasnije povezani faktori
spoljasSnje sredine sa nastankom ove bolesti su primena lekova sa tiol grupom
(penicilamin, soli zlata, kaptopril i dr), kao i konzumiranje namirnica koje sadrze
jedinjenja sa tiol grupom: penicilamin, katopril, soli zlata, natrijum-tiomalat, penicilin,

piroksikam) [37].

UdruZenost HLA-DRB1*0402, DRB1*1401 i DQB1*0503 alela sa pemfigus vulgarisom
ustanovljeni su kod pacijenata u visSe etnicki udaljenih populacija [38-40]. Zanimljivo je
da je ustanovljeno da autoreaktivne T-Celije pacijenata sa pemfigus vulgarisom
prepoznaju odredene Dsg-3 fragmente na HLA-DRB1*0402 i DQB1*0503.7 [41]. Sli¢no
tome, kod pacijenata sa PF ustanovljena je udruzenost sa HLA-DRB1*04, DRB1*14 i
DRB1*16 i smatra se da su ovi HLA molekuli direktno uklju¢eni u prezentaciju
fragmenata Dsg-1 [42, 43]. Nedavno publikovani podaci istraZivanja sprovedenog na
pacijentima obolelim od pemfigus vulgarisa iz Srbije ukazuju da su HLA-DRB1*04:02,
DRB1*14:04, HLA-DQB1* 03:02 i DQB1*05:03 aleli kao i HLA-DRB1*04:02- DQB1*03:02
i HLA-DRB1*14:04- DQB1*05:03 haplotipovi genetski markeri podloZnosti za pemfigus
vulgaris dok je DRB1*11 grupa alela protektivna u populaciji Srbije [44]. Rezultati
analize gena u celokupnom genomu (engl. GWAS, genome-wide association study)
kojom je obuhvaceno 100 pacijenata jevrejskog porekla i 397 zdravih ustanovljeno je da
je ST18 gen koji je u blizini 8q11.23 znacajno udruZen sa PV. Istom studijom su kasnije

obuhvaceni egipatski i nemacki pacijenti sa pemfigus vulgarisom i ista udruZenost je
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ustanovljena kod egipatskih, ali ne i kod nemackih pacijenata sa PV $to ukazuje da ST-18

udruZene varijante mogu da budu specificne za odredene populacije [20].

Rezultati brojnih istraZivanja sprovedenih u svetu ukazuju na postojanje specifi¢nosti u

razli¢itim populacionim grupama, i razli¢itim geografskim regionima [20, 38, 45].
1.8. Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida

Genski polimorfizam je pojam koji oznac¢ava promenu DNK sekvence koja moZze biti
posledica zamene, insercije ili delecije nukleotida unutar DNK sekvence [46, 47].
Najbolje su opisana dva tipa polimorfizama sekvenci DNK i to su: polimorfizmi duZina
sekvenci i polimorfizmi nukleotidne sekvence koji su rezultat zamena nukleotida.
Zamena nukleotida u DNK molekulu je uobicajena u populaciji, pri ¢emu se niti jedan alel
ne smatra “standardnim”. Razlike u sekvenci DNK koje normalno postoje izmedu
individua jedne vrste sa ucestaloS¢u ve¢om od 1% su oznaCene kao polimorfizmi
sekvence DNK [46]. Ako je ucestalost manja od 1%, tada se promena u sekvenci DNK
smatra mutacijom [46]. Projektom Genom coveka (engl. Human Genome Project), koji se
temeljio na sekvencioniranju DNK molekula, pokazano je da polimorfizmi pojedina¢nih
nukleotida (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) postoje unutar celog genoma
kako u kodiraju¢im tako i nekodiraju¢im delovima DNK [45]. SNP se u proseku
pojavljuju jednom na 250 baza, ¢ineci tako viSe od 3 miliona varijacija u genomu coveka
[45]. U svim do sada ispitivanim genima postoje SNP. Kod ve¢ine SNP postoje samo dve
mogucnosti odnosno varijacije alela. Ucestalost SNP na autozomnim hromozomima je
veca nego na polnim hromozomima [48-50]. Smatra se da 70% SNP u opstoj populaciji
ima frekvenciju manju od 5%. Do danas je otkriveno preko 2 miliona SNP. Vec¢ina do

sada otkrivenih SNPova ne utice na promenu fenotipa [49].

Najvise paznje pobuduju SNP koji uti¢u na ispoljavanje (ekspresiju) gena, odnosno
menjaju gradu proteina. Pretpostavlja se da broj takvih SNP u genomu ¢oveka izmedu 50

000 - 250 000 [48, 51-54].

Promena ekspresije gena moZe da nastane usled promena u 5' i 3' regulatornim
sekvencama, promena u intronima koje menjaju stabilnost ili nacin obrade primarnog
transkripta RNK ili promena u sekvencama koje kodiraju regulatorne mikroRNK. SNP u
kodiraju¢im sekvencama narocito na pozicijama 1 i 2 u DNK kodovima mogu da

promene aminokiseline u proteinu, uvedu prerano STOP kodone ili na drugi nacin
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poremete funkcionalnost proteina. Ponekad, SNP ne mora da izaziva nijednu od
navedenih promena ali postojanje odredene alelske varijante moZe da bude udruZeno sa
odredenom boles¢u zbog toga Sto se ta alelska varijanta nasleduje vezana za neki drugi
deo genoma koji kodira ili reguliSe produkte bitne u patogenezi te bolesti. U takvim

slucajevima SNP predstavlja marker te bolesti [47].

S obzirom na tendenciju individualizovanog pristupa u dijagnostici i terapiji sloZene
bolesti kakva je pemfigus, korisno je da se definiSu biomarkeri poput SNP koji mogu da
pomognu u dijagnostici, klasifikaciji bolesti, prognozi i praenju terapijskog odgovora.
Polimorfizmi citokinskih gena koji su udruZeni sa promenom ekspresije iRNK i proteina
namecu se kao posebno interesantni i proucavani su u razli¢itim populacijama ljudi.
Uprkos tome Sto je utvrdeno da su polimorfizmi pojedinih ispitivanih gena koji kodiraju
molekule bitne za nastanak i odrZavanje autoimunskog odgovora znacajni za podloZnost
pemfigusu, prognozu i odgovor na terapiju, postoje ogranienja u tumacenju dobijenih
rezultata. Osnovni problem predstavlja Cinjenica da se statisticki znacajne udruzenosti u
pojedinim populacijama razlikuju od rezultata dobijenih u drugim. Iako u osnovi ovih
razlika moZe biti metodoloSka neusaglaSenost u istraZivanjima, jasno se namecu i razlike
u ispitivanim populacijama pacijenata u odnosu na njihovo etnicko poreklo i geografska

podrucja koja su obuhvacena istraZivanjima.

Imaju¢i u vidu etnicke razlike u do sada objavljenim istraZivanjima, vazno je da se
definiSu genetske specificnosti nase populacije u odnosu na distribuciju alela koji
kodiraju inflamatorne molekule kao i da se utvrdi da li polimorfizmi u okviru ispitivanih

gena mogu da se koriste kao potencijalni biomarkeri osetljivosti za nastanak pemfigusa.

1.8.1. Polimorfizam rs1129055 u genu za CD86

CD86 je kostimulatorni molekul koji ima sposobnost ligiranja CD28 molekula i CTLA-4
molekula Sto dalje odreduje diferencijaciju u efektorske ili regulatorne T celije. CD86
+1057 G/A (rs1129055) tranzicija dovodi do A304T supstitucije i stvaranja novog
potencijalnog mesta za fosforilaciju u citoplazmatskom delu CD86, Sto dalje potencijalno
menja unutarcelijski signal posredovan ovim molekulom unutar antigen prezentujucih
Celija [55]. Pored toga, ustanovljeno je da CD86 molekul utice i na B Celije i omogucava
signalizaciju neophodnu za produkciju IgG4 [56], koji se dalje vezuje za dezmogleine i
dovodi do procesa akantolize bez aktivacije komplementa [57]. U studiji radenoj u

Brazilu, ispitivan je polimorfizam na poziciji +1057 (G/A) u genu za CD86 (rs1129055), i
12
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ustanovljeno je da je prisustvo G alela ¢es¢e u grupi pacijenta sa PF dok je prisustvo A
alela ceS¢e u kontrolnoj grupi, kod zdravih kao i da homozigotne osobe za A alel imaju
vecu rezistenciju od oboljevanja. Analizom ovog polimorfizma pronadena je statisticki
znacajna razlika kod pacijenata afro-brazilskog, ali ne i kod pacijenata evro-brazilskog

porekla [19].

1.8.2. Polimorfizmi rs733618 i rs5742909 u genu za CTLA-4

CTLA-4 molekul koji posreduje u kasnoj fazi aktivacije T celija eksprimiran je na
aktivisanim CD4* i CD8* T Celijama i ucestvuje u odrzavanju periferne T-Celijske
tolerancije. Ustanovljeno je da je C alel rs733618 povezan sa povecanom ekspresijom
solubilne forme CTLA-4 [58], koja moZe da ometa dalju interakciju sa CD28 molekulom i
da na taj nacin inhibise proliferaciju T ¢elija [58]. U studiji radenoj u Brazilu ispitivan je i
rs7336181rs5742909 odnosno polimorfizmi na poziciji -1772 (T/C) i -318 (C/T) u genu
za CTLA-4, U ovoj studiji, ispitano je 269 pacijenata sa PF i 395 zdravih kontrola, i
pronadena je statisticki znacajna razlika u polimorfizmu genima na poziciji -318, za T
alel i T/T genotip. Nije ustanovljena razlika izmedu pacijenata afro i evro brazilskog
porekla. Takode ustanovljeno je pri SNP na poziciji -1722, prisustvo C alela i C/C

genotipa ukazuju na povecanu predispoziciju u ukupnom broju pacijenata sa PF [19].

1.8.3. Polimorfizmi rs1800629 i rs361525 u genu za TNF

TNF je potentan proinflamatorni citokin za koji je ustanovljeno da je poviSen u serumu i
kutanim lezijama pacijenata sa PV [15], medutim nije ustanovljeno da je poviSen kod
pacijenata sa PF [59]. Moguce je da 1800629 A alel povecava ekspresiju TNF [60].
Ustanovljeno je da je TNF-308 A alel udruzen sa HLA-A1/B8/DR3 haplotipom [61].

TNF utice na povecanje produkcije C3 komponente komplementa i na aktivaciju
plazminogena $to moZe da doprinese procesu akantolize [11, 17]. U studiji radenoj u
Egiptu na 70 pacijenata i 203 zdravih kontrola, ispitivan je G/A polimorfizam rs1800629
i nije ustanovljena znacajna razlika u frekvenciji alela izmedu egipatskih pacijenata sa
PV i PF i zdravih kontrola. U studiji radenoj u Poljskoj [21], pored polimorfizma
rs1800629 ispitivan je i polimorfizam rs361525 na poziciji -238 G/A kod 53 pacijenata
sa pemfigusom i 87 kontrola. Nije ustanovljena znacajna razlika u polimorfizmu na
poziciji -308 G/A izmedu pacijenata sa PV i zdravih kontrola dok je frekvencija A alela

bila ¢es¢a kod pacijenata sa PF nego kod zdravih kontrola. U istoj studiji ustanovljeno je
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da polimorfizam na poziciji -238 G/A nije bio znacajno udruzen sa PV i PF. U studiji u
Argentini radenoj na 20 pacijenata i 24 zdrave kontrole analiziran je polimorfizam na
poziciji -308 u genu za TNF, i nije ustanovljena znacajna razlika izmedu pacijenata sa

pemfigusom i zdravih kontrola [18].

1.8.4. Polimorfizmi rs1800896 i rs 1800871 u genu za IL-10

IL-10 je pleotropni citokin koji moZe da utice na produkciju imunoglobulina, ali takode
pokazuje i znacCajne regulatorne efekte ukljucujuci i smanjenje sinteze razliCitih citokina
kao $to su IL-1, IL-6, TNF, IL-12 i drugi [62]. DosadaSnje studije ukazuju da je produkcija
citokina barem delom regulisana polimorfizmima gena koji ih kodiraju [16, 37]. U skladu
sa tim IL-10 moZe da ucestvuje u patogenezi PV indukcijom sinteze autoantitela na
sistemskom nivou dok lokalno u kozi, moZe da utice na smanjenje inflamacije, supresiju
akantolize i prevenciju daljeg oStecenja koZe [63]. Do sada je ispitivano nekoliko
polimorfizama u promotoru gena za IL 10, ukljuc¢ujuci i SNP -1082 G/A (rs 1800896), -
819 C/T i na poziciji -592 C/A (rs1800871) . Ustanovljeno je da rs1800872 (-592 C/A),
rs1800896 (-1082 A/G) i rs1800871 (-819 C/T) uticu na transkripciju i sekreciju IL-10
rs1800896 (-1082 A/G) i rs1800871 (-819 C/T) uticu na transkripciju i sekreciju IL-10
[64-66].

U studiji u Slovackoj analizom ovih polimorfizma nije ustanovljena udruZenost sa
povecanom predispozicijom za PV. Medutim ustanovljeno je da je kombinacija nekih
alela, na primer ACC haplotip navedenih polimorfnih mesta promotora IL-10 ¢e$¢a kod
pacijenata nego kod zdravih kontrola [16]. Pored toga u studiji radenoj u Argentini koja
je obuhvatila 20 pacijenata i 24 zdrave kontrole analiziran je polimorfizam na poziciji -
1082 G/A i -819 C/T i ustanovljeno je da je frekvencija IL-10 (-819) T alela veca kod

pacijenata u odnosu na kontrole [18].
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Savremena istrazivanja ukazuju da je pemfigus multifaktorijelna bolest posredovana
imunskim mehanizmima, sa jasnom genetskom predispozicijom i sluzi kao model za

izucavanje kompleksnih mehanizama autoimunosti.

Na zakljucke istraZivanja u kojima je ispitivana povezanost izmedu pojedinih varijanti
gena koji kodiraju molekule bitne za nastanak i odrzavanje autoimunskog odgovora i
inflamacije i sklonosti ka nastanku pemfigusa mogu da uticu i razlike u populacijama
ispitivanih pacijenata odnosno njihovo etni¢cko poreklo i geografsko podrulje koje
naseljavaju. Na ovo je ukazano u viSe studija, ali ovaj tip istrazivanja do sada nije

sproveden u Srbiji.

Zbog toga su ciljevi istrazivanja obuhvacenih ovom doktorskom disertacijom bili:

1. Utvrditi distribuciju relevantnih alela (CD86, CTLA4, TNF, i IL10) u populaciji

zdravih osoba na teritoriji Republike Srbije (dobrovoljni davaoci krvi).

2. Odrediti distribuciju relevantnih alela (CD86, CTLA4, TNF, i IL10) u grupi

pacijenata sa pemfigusom.

3. Utvrditi da li neki od ispitivanih polimorfizama predstavlja faktor rizika za
nastanak pemfigusa.
4. Utvrditi da li se distribucije ispitivanih polimorfizama kod pacijenata sa

pemfigusom i dobrovoljnih davaoca krvi u nasoj sredini razlikuju u odnosu na
studije u kojima su ovi polimorfizmi ispitivani u drugim populacijama (razli¢itim

etnickim grupama i na drugim geografskim lokacijama).
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3.1. Pacijenti oboleli od pemfigusa

3.1.1. Selekcija ispitanika

Izvedena je studija preseka u koju su bili ukljuceni bolesnici oboleli od pemfigusa leceni
na Klinici za dermatovenerologiju Klini¢ckog centra Srbije u periodu od 2011 do 2013
godine. Studija je planirana u skladu sa etickim standardima datim u Helsinskoj
deklaraciji (prema revidiranoj verziji iz 1983. godine) i u skladu sa pravilima Eti¢kog
komiteta Klini¢ckog centra Srbije i Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Definisani kriterijumi za uzimanje uzorka krvi podrazumevali su da pacijenti
budu stariji od 18 godina i da su potpisali dobrovoljni pristanak za ucesée u ispitivanju.
Sakupljeni su uzorci od 61 konsekutivnih pacijenata obolelih od pemfigus vulgarisa i
pemfigus foliaceusa lecenih na Klinici za dermatovenerologiju Klinickog centra Srbije.
Pacijenti su podeljeni u dve grupe na osnovu forme bolesti tako da je 48 pacijenata bilo

sa PV a13saPF.

Kontrolnu grupu C¢inilo je 486 su dobrovoljnih davaoca krvi, ¢ija je krv uzimana u
Institutu za transfuziju krvi Srbije i koji nisu oboleli od pemfigusa ili drugih zapaljenjskih

ili autoimunskih bolesti.

Sve osobe od koji je uzimana krv, koja je koriS¢ena u studiji, kao i li¢cni podaci, potpisale

su pristanak i obavestene su o ciljevima i o¢ekivanim ishodima studije.

Uslov za iskljucivanje iz istrazivanja bila je Zelja ispitanika da ne ucestvuje u istrazivanju.

3.1.2. Kriterijumi za postavljanje dijagnoze

Kriterijumi za postavljenje dijagnoze bili su klinicka slika, pozitivan nalaz DIF testa kao i

histopatoloski nalaz koji potvrduje postojanje intraepidermalnog rascepa.

3.1.3. Uzorci koZe pacijenata obolelih od pemfigusa

0Od pacijenata obolelih od pemfigusom wuzimani su wuzorci koZe za direktni
imunofluorescentni test i hematoksilin - eozin bojenje. Svi pacijenti nalazili su se na
bolnickom lec¢enju tokom 2011 do 2013. godine na Klinici za dermatovenerologiju
Klinickog Centra Srbije. Uzorci perilezione koZe za DIF test i sa ivice bule dobijeni su
elipsastom ekscizionom biopsijom. Na koZi je obeleZeno mesto uzimanja uzorka, koza je

oc¢iS¢ena 70% etanolom i ostavljena da se osu$i. Zatim je iz Sprica u koji je prethodno
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uvuceno 0,5 ml rastvora 1% lidokaina sa adrenalinom, potkozno, insulinskom iglom,
ubrizgavan anestetik. Skalpelom su pravljeni rezovi na obodu inflitrovanog tkiva a zatim
je deo koZe zahvatan pincetom i povlaCen blago na gore, a skalpelom je horizontalnim
potezima dalje vrSena ekscizija Zeljenog tkiva Sto je rezultovalo pojavom elipsastog

defekta sa duzom osovinom elipse koja odgovara linijama tenzije kozZe.

Tako dobijeno tkivo prenoSeno je u na staniol i u tetnom azotu transportovano u
laboratoriju za pripremu za direktni imunofluorescentni test ili fiksirano u 4%

formaldehidu u cilju pripreme za hematoksilin eozin bojenje.

3.2. DIF detekcija imunoglobulina i komponenti komplementa u

uzorcima tkiva

Reprezentativni uzorak koze na kome se izvodi DIF predstavlja perileziona, klinicki
neizmenjena koza. Tehnika uzimanja biopsije koZe izvodena je na nacin koji je opisan u
odeljku 3.1.3. Uzorci koZe su pincetom spustani su na staniol a zatim su stavljani u
transportnu bocu sa teCnim azotom kako bi se transportovali do laboratorije.
Neposredno po prijemu uzorka, uzorci su seceni u kriokatu (debljina isec¢ka je do 4um) a
zatim su na preseke nakapavana antihumana antitela (IgG, IgA, C3c i IgM) obeleZena
fluorescein izotiocijanatom. Citanje nalaza DIF testa vrSeno je fluorescentnim
mikroskopom Leica DFC 295 [27]. DIF testom, su otkrivani depoziti imunoglobulina u
intercelularnirm prostorima perilezione koze i mukoza kod svih pacijenata sa aktivnim
pemfigusom. Tipi¢na je bila retikularna fluorescencija intercelularnih prostora koja
nastaje usled vezivanja antitela za dezmozomalne proteine na povrsini keratinocita.

Pored imunoglobulina kod vecine pacijenata, detektovani su i C3c depoziti.
3.3. Uzimanje uzoraka krvi od ispitanika

Uzorci krvi za analizu genskih polimorfizama pacijenata obolelih od pemfigusa uzeti su
venepunkcijom u Klinici 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 vacutainer epruvetu sa EDTA kao antikoagulansom. Uzorci
krvi su Cuvani na 4°C i transportovani unutar 4h do laboratorije za imunologiju,
Medicinskog fakulteta u Beogradu gde su dalje obradivani, i gde je izolovana i ¢uvana

genomska DNK.

19



Srdan Tanasilovi¢  doktorska disertacija Materijal i metode

3.4. Priprema DNK iz uzoraka Krvi ispitanika za analizu

polimorfizama

3.4.1. Izolacija DNK

Za izolaciju DNK iz Kkrvi ispitanika koriS¢en je GeneJet Genomic DNA Purification Kit
(Fermentas) prema uputstvu proizvodaca. Pre pocetka izolacije puferima Wash buffer I i
Wash buffer II dodata je potrebna kolicina 100% etanola (Zorka). Ukratko, krv u
vacutainer epruvetama je promesana invertovanjem osam puta nakon cega je iz svake
uzimano po 200 pl krvi i prenoSeno u ependorf epruvete od 1,5 ml (Sarsted). Zatim je
svakom uzorku dodavano po 400 pl rastvora za liziranje (Lysis Solution) i 20 pl
proteinaze K. Nakon toga svi uzorci su kratko vorteksirani i inkubirani 10 minuta u
vodenom kupatilu na 56°C uz povremeno meSanje (2-3 puta) invertovanjem epruveta.
Posle toga, u svaki uzorak je dodavano po 200 pl 100% etanola a zatim vorteksirano. Po
vorteksiranju, sav sadrzaj je prebacivan u kolone ubacene u ependorf epruvete od 2ml
sa odsecenim poklopcem. SadrZaj kolona je potom centrifugiran 1 minut na 6000 x g (na
sobnoj temperaturi) nakon c¢ega su kolone sa vezanom DNK prebacivane u kivete za
otpad koje su sastavni deo je GeneJet Genomic DNA Purification kompleta. DNK vezane
za matriks kolona su ispirane dodavanjem po 500 pl Wash Buffer I i centrifugiranjem
kolona u trajanju od 1 minut na 8000 x g. SadrZaj kiveti za otpad je zatim odlivan a u
kolone je dodavano po 500 pl Wash Buffer II. Nakon toga, kolone su centrifugirane 3
minuta na maksimalnoj brzini (14 000 x g) a ukoliko bi u njima ostalo josS te¢nosti, nakon
praznjenja kiveti za otpad centrifugiranje se ponavljalo jo$ jo§ 1 minut na istoj brzini.
Posle toga kolone sa vezanom DNK su prebacivane u nove Eppendorf Safe Lock epruvete
od 1,5 ml (Eppendorf) i pristupalo se izdvajanju DNK vezane za matriks kolone na
sledec¢i nacin. U svaku kolonu dodavano 200 pl pufera za eluciju (Elution Buffer), zatim
su kolone inkubirane 2 minuta na sobnoj temperaturi i centrifugirane 1 minut na 8000 x

g. Izolovanim DNK je zatim odredivana koncentracija i CistoCa spektrofotometrijski.
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3.4.2. Odredivanje koncentracije i ¢istoce izolovane DNK

Uzorak od 8 pl izolovane DNK nanoSen je u mikrokivetu Gene Quant Pro Calculatora
(Pharmacia) a zatim su ocCitavane vrednosti apsorbancije na 230, 260, 280 i 320 nm.
Vrednosti koli¢nika apsorbancija na 260 nm i 280 nm (260/280) izmedu 1,65 i 1,85 kao
i vrednosti 260/230 > 1,2 bile su prihvatljive. U suprotnom je ponavljana izolacija DNK
iz uzorka krvi. Izolovane DNK su po pravilu bile koncentracije od oko 20 ng/ul. 1z
izolovane DNK uzimani su uzorci od 500 ng i dopunjavani do zapremine od 125 pl ¢ime
su dobijana razblaZenja od 4 ng/ul koja su koriS¢ena za odredivanje polimorfizama.

Ostatak DNK je ¢uvan na -20°C.

3.5. Odredivanje polimorfizama (D86 (rs1129055), CTLA4
(rs733618 i rs5742909), TNF (rs1800629 rs361525) i IL 10
(rs1800896 i rs1800871)

Za detekciju i analizu polimorfizama gena za CD86, CTLA-4, TNF i IL-10 koriS¢ene su
komercijalne optimizovane smeSe specificnih oligonukleotida i TaqMan proba
obelezenih FAM i VIC fluorohromima i to: CD86 rs1129055 (C__7504226_10), CTLA-4
rs733618 (C__2415791.10) i rs5742909 (C_27834180_10), TNF rs1800629
(C__7514879_10) i rs361525 (C__2215707_10) i IL-10 rs1800896 (C_1747360_10) i
rs 1800871 (C__1747362_10) (PE, Applied Biosystems). Amplifikacija fragmenata DNK
Real-time PCR metodom vrSena je pomocu navedenih smeSa komercijalnih
oligonukleotida i Maxima™ Probe qPCR 2X Master Mix, (Fermentas) uzimajuci u obzir
preporuke proizvodaca reagenasa. Ukratko, amplifikacija je vrSena u optickim plo¢ama
za PCR, formata 8 x 12 bunarcica (PE, Applied Biosystems), u koje su sipane reakcione
smeSe od 5 pul 2 x Real Master Mix Probe (Frementas), 0,25 pl komercijalne smese
oligonukleotida za detekciju navedenih polimorfizama i 4,75 pl ispitivanog DNK uzorka
(4 ng / pl). Ploce su zatim zatvarane lepljenjem optickog filma (PE, Applied Biosystems),
kratko centrifugirane na 1500 x g i smeStane u termoblok Realplex? PCR masine
(Eppendorf). Ploce su pre amplifikacije inkubirane u termobloku 4 minuta na 95°C da bi

se aktivirala DNK polimeraza. Temperaturni profil amplifikacije je bio 95°C 15 sec —
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60°C 1 minut sa 39 ponavljanja. Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vrSeno je na
60°C. Po zavrSetku amplifikacije odredivani su aleli pomocu Realplex 2.0 softvera uz

ruc¢no podeSavanje linije praga detekcije.
3.6. Statisticka obrada podataka

Distribucije frekvencija alela i genotipova odredivane su kod pacijenata sa pemfigusom i
zdravih osoba (kontrolna grupa). Testiranje Hardy-Weinberg ravnoteZe vrSeno je
pomocu online kalkulatora [67]. Statisticka analiza ukljucivala je primenu x2 testa ili
FiSerovog testa ta¢ne verovatnoce za procenu znacajnosti razlike u frekvenciji alela i
genotipova kod pacijenata i kontrola. Efekti genetskog polimorfizma, i rizika za
oboljevanje od pemfigusa su procenjivani odredivanjem OR (odds ratio) sa intervalom

poverenja od 95% (95% IP) za svaki ispitivani polimorfizam.

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

znacajnima, a manje od 0,01 visoko znacajnim.
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4.1. Ispitivanje polimorfizma gena za CD86 (rs1129055) kod

kontrola i pacijenata sa pemfigusom

[spitivanje rs1129055 polimorfizma u genu za CD86 vrSeno je TagMan PCR metodom
pomocu komercijalnih oligonukleotida. Rezultati distribucije alela i genotipova

prikazani su u tabeli 1.

Pored toga, u tabeli 1 prikazana je i distribucija nosioca G i A alela kod ispitanika, pri
¢emu su nosioci A osobe sa GA i AA genotipovima, a nosioci G su osobe sa GA i GG
genotipovima. Pacijenti sa pemfigusom u tabeli 1 su prikazani kao jedna grupa (ukupni

pemfigus) i podeljeni u dve podgrupe (PV i PF) u odnosu na klini¢ku sliku pemfigusa.

Tabela 1. Alelii genotipovi rs1129055 polimorfizma kod zdravih kontrola i pacijenata

CD86 rs1129055 Kontrole Pemfigus
Ukupno PV PF
n f n f n f n f
Aleli G 722 0,743 80 0,656 62 0,646 18 0,692
A 250 0,257 42 0,344 34 0,354 8 0,308
GG 273 0,562 25 0410 18 0,375 7 0,538
Genotipovi GA 176 0,362 30 0,492 26 0,542 4 0,308
AA 37 0,076 6 0,098 4 0,083 2 0,154
Nosioci G 449 0,924 55 0,902 44 0917 11 0,846
A 213 0,438 36 0,590 30 0,625 6 0,462

U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su odredeni
za ispitanike u ovom istrazivanju izracunato je da li se dobijeni rezultati ucestalosti

genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi (Tabela 2).

Tabela 2. Testiranje odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Weinberg
ravnoteZe CD86 rs1129055

CD86 rs1129055 Kontrole Pemfigus Ukupno
GG 273 25 298
Genotipovi GA 176 30 206
AA 37 6 43
Ukupno 486 61 547
HWE* X?=1,33 X?=0,49 X?=0,77

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znac¢ajnosti; p>0,05.

Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs1129055 polimorfizma gena

za CD86 bila u Hardy-Weinberg ravnoteZi, p>0,05.
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Kao Sto je prikazano u tabeli 3, ustanovljeno je A alel CD86 rs1129055 statisticki
znacajno CeSc¢i kod pacijenata sa pemfigusom (P=0,40) i kod pacijenata sa PV (p=0,040)
u odnosu na zdrave kontrole. Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u odnosu na
distribuciju alela kod pacijenata sa PF i PV. Ustanovljeno je takode, na osnovu vrednosti
OR da su nosioci €D86 rs1129055 A alela od znacajno ve¢im rizikom da razviju pemfigus
(OR=1.52,95% CI=1,02-2.26) i pemfigus vulgaris (OR=1,58, 95% CI=102-2,46). Sa druge
strane GG genotip je protektivan za nastanak pemfigusa i narocito PV (p=0,025 i
p=0,013). Shodno tome, nosioci A alela su bili pod ve¢im rizikom za nastanak pemfigusa
(OR=1,85, 95% CI=1,07-3,17) p=0,025 i to narocito PV forme ovog oboljenja (OR=2,14,
95% CI=1,16-3,94).

Tabela 3. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs1129055
polimorfizma gena za CD86 izmedu pacijenata sa pemfigusom i kontrola

CD86 rs1129055 Pemfigus/Kontrole PV/Kontrole
p OR (95% CI) p OR (95% CI)
Aleli G 0,040 0,66 (0,44-0,98) 0,040 0,63 (0,41-0,98)
A 0,040 1,52 (1.02-2.26) 0,040 1,58(1,02-2,46)
GG 0,025 0,54 (0,32-0,93) 0,013 0,47 (0,25-0,86)
Genotipovi GA 0,049 1,70 (1.00-2.91) 0,014 2,08(1,15-3.78)
AA 0,611 1,32 (0,53-3.28) 1,000 1,10 (0,38-3,24)
Nosioci G 0,611 0,76 (0,31-1.87) 1,000 0,91 (0,31-2,66)
A 0,025 1,85(1.07-3.17) 0,013 2.14(1,16-3,94)

U tabeli 4 prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs1129055
polimorfizma kod svih pacijenata obolelih od PF i zdravih kontrola kao i izmedu
podgrupa pacijenata obolelih od pemfigusa. Statisticka analiza je pokazala da nema
znacajne razlike u distribuciji alela i genotipova izmedu pacijenata obolelih od PF i

zdravih kontrola kao ni izmedu podgrupa obolelih od pemfigusa.
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Tabela 4. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs1129055
polimorfizma gena za CD86 izmedu pacijenata sa PF i kontrola kao i
pacijenata obolelih od PF i PV

CD86 rs1129055 PF/Kontrole PF/PV
p OR (95%]IP) p OR (95%CI)
Aleli G 0,560 0,78 (0,33-1,81) 0,655 1,23 (0,49-3,13)
A 0,560 1,28 (0,55-2,99) 0,655 0,81 (0,32-2,06)
GG 0,862 0,91 (0,30-2,75) 0,288 1,94 (0,56-6,70)
Genotipovi GA 0,778 0,78 (0,24-2,58) 0,134 0,38 (0,10-1,39)
AA 0,612 2,21 (0,47-10,3) 0,599 2,00 (0,32-12,3)
Nosioci G 0,612 0,45 (0,10-2,12) 0,599 0,50 (0,08-3,09)
A 0,862 1,10 (0,36-3,32) 0,288 0,51 (0,15-1,77)

PF, Pemfigus foliaceus; PV, Pemfigus vulgaris; OR, Odds ratio (odnos Sansi); IP, interval
poverenja

Kako bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija G i A alela rs1129055
polimorfizma gena za CD86 izmedu uzoraka dobijenih od zdravih osoba iz Srbije i
zdravih osoba sa drugih geografskih podrucja, raspodela alela u populaciji zdravih osoba
iz Srbije je uporedena sa podacima za druge populacione grupe. Ovi rezultati su

prikazani u tabeli 5.

Tabela 5. rs1129055 polimorfizam gena za CD86 kod zdravih osoba u razliCitim

populacijama
Referenca Populacija Broj Metod G alel (%) Aalel (%) p
[ST] Srbija 486 TaqMan 74,3 25,7 NP
[68] Kina 150 PCR/RLFP 47,0 53,0 0,0001
[69] [ran 128 ARMS PCR 55,1 44,9 0,0001
[70] Kina 303 PCR/RFLP 45,8 54,2 0,0001
[71] Kina 412 PCR/RFLP 47,2 52,8 0,0001

NP, nije primenjivo; [ST], Ova disertacija.

Rezultati prikazani u tabeli 5 pokazuju da je ustanovljena je visoko statisti¢ki znacajna

razlika u frekvenciji G i A alela izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Kine i Irana.
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4.2, Ispitivanje polimorfizma gena za CTLA4 (rs733618) kod

kontrola i pacijenata sa pemfigusom

[spitivanje rs733618 polimorfizma u genu za CTLA4 vrSeno je TagMan PCR metodom
pomocu komercijalnih oligonukleotida. Rezultati distribucije alela i genotipova

prikazani su u tabeli 6.

Pored toga, u tabeli 6 prikazana je i distribucija nosioca C i T alela kod ispitanika, pri
¢emu su nosioci C osobe sa CC i CT genotipovima, a nosioci T su osobe sa CT i TT
genotipovima. Pacijenti sa pemfigusom u tabeli 6 su prikazani kao jedna grupa (ukupni
pemfigus) i podeljeni u dve podgrupe (PF i PV) u odnosu na klini¢ku sliku pemfigusa.

Tabela 6. (CTLA4 rs733618 aleli, genotipovi, nosioci i frekvencije kod zdravih kontrola
1 pacijenata

CTLA41rs733618 Kontrole Pemfigus
Ukupno PV PF
n f n f n f n f
Aleli T 877 0,902 109 0,893 85 0,885 24 0,923
C 95 0,098 13 0,107 11 0,115 2 0,077
TT 396 0,815 48 0,787 37 0,771 11 0,846
Genotipovi TC 85 0,175 13 0,213 11 0,229 2 0,154
CcC 5 0,010 0 0,000 0 0,000 0 0,000
Nosioci T 481 0,990 61 1,000 48 1.000 13 1,000
C 90 0,185 13 0,213 11 0,229 2 0,154

U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su odredeni
za ispitanike u ovom istrazivanju izracunato je da li se dobijeni rezultati ucestalosti

genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnoteZi (Tabela 7).

Tabela 7. Testiranje odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Weinberg ravnoteze

rs733618
CTLA4rs733618 Kontrole Pemfigus Ukupno
CC 5 0 5
Genotipovi CT 85 13 98
TT 396 48 444
Ukupno 486 61 547
HWE* X?=0,03 X?=0,87 X?=0,03

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znac¢ajnosti; p>0,05.
Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs733618 polimorfizma gena za

CTLA4 bila u Hardy-Weinberg ravnoteZi, p>0,05.
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U tabeli 8 su prikazani rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs733618
polimorfizma kod pacijenata sa pemfigusom i kontrola. Statisticka analiza je pokazala da
ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu pacijenata
sa pemfigusom i kontrola, kao ni izmedu podgrupe pacijenata sa PV i PF i kontrola. Ipak,
na osnovu odnosa Sansi (OR) u okviru intervala poverenja od 95% (95% IP) rezultati
ukazuju da bi C alel potencijalno predstavljao faktor rizika za nastanak pemfigusa jer
vrednosti odnosa Sansi iznose 1.10 (95% IP) kada se porede zdrave osobe i oboleli od
pemfigusa. Pored toga C alel bi mogao da predstavlja povecan rizik od razvoj PV OR 1.19
(IP 95%), dok T alel nosi poviSen rizik od razvoja PF OR 1,30 (IP 95%). Takode nije
ustanovljena statisticki znacajna razlika kada su se poredile grupe obolelih od PV i PF

Tabela 8. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs733618

polimorfizma gena za CTLA4 izmedu pacijenata sa pemfigusom i kontrola kao i
pacijenata obolelih od pemfigus vulgarisa i kontrola

CTLA41rs733618 Pemfigus/Kontrole PV/ Kontrole
p OR (95% CI) p OR (95% CI)
Aleli T 0,764 0,91 (0,49-1,68) 0,596 0,84 (0,43-1,62)
C 0,764 1,10 (0,60-2,03) 0,596 1,19 (0,61-2,32)
TT 0,596 0,84 (0,43-1,61) 0,458 0,76 (0,38-1,56)
Genotipovi TC 0,462 1,27 (0,66-2,46) 0,350 1,40 (0,69-2,86)
CcC 1,000* NP 1,000* NP
Nosioci T 1,000* NP 1,000* NP
C 0,596 1,19 (0,62-2,29) 0,458 1,31 (0,64-2,66)

OR odnos Sansi, IP interval poverenja, fFiSerov test tacne verovatnoce, NP nije
primenjivo

U tabeli 9, prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs733618
polimorfizma kod svih pacijenata obolelih od PF i zdravih kontrola kao i kod podgrupa
pacijenata obolelih od PF i PV. Statisticka analiza je pokazala da ne postoji statisticki
znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu pacijenata obolelih od PF i

zdravih kontrola kao ni izmedu podgrupa obolelih od PV i PF.
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Tabela 9. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs733618
polimorfizma gena za CTLA4 izmedu pacijenata sa PF i kontrola kao i
pacijenata obolelih od PF i PV

CTLA4 rs733618 PF/Kontrole PF/PV
p OR (95%1P) p OR (95% CI)
Aleli T 1,000* 1,30 (0,30-5,59) 0,733* 1,55(0,32-7,49)
C 1,000* 0,77 (0,18-3,31) 0,733* 0,64 (0,13-3,11)
TT 1,000* 1,25 (0,27-5,74) 0,715* 1,63 (0,31-8,51)
Genotipovi TC 1,000* 0,86 (0,19-3,94) 0,715* 0,61 (0,12-3,19)
cC 1,000* NP 1,000* NP
Nosioci T 1,000* NP 1,000* NP
C 1,000* 0,80 (0,17-3,67) 0,715* 0,61 (0,12-3,19)

OR odnos Sansi, IP interval poverenja, fFiSerov test tacne verovatnoce, NP nije
primenjivo

Kako bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija C i T alela rs733618
polimorfizma gena za CTLA4 izmedu uzoraka dobijenih od zdravih osoba (kontrolna
grupa) iz Srbije i zdravih osoba sa drugih geografskih podrucja, izvrSena je raspodela
alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije i uporedena je sa podacima za druge

populacione grupe. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 10,

Tabela 10. 1rs733618 polimorfizam gena za CTLA4 kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama
Referenca Populacija Broj Metod G alel (%) Aalel (%) p
[ST] Srbija 486 TagMan 90,2 9,8 NP
[72] Spanija 1517 TagMan 94,3 57 0,0001
[73] Kina 233 PCR/ RFLP 67,2 32,8 0,0001
[74] Kina 657 PCR/LDR 58,6 41,4 0,0001
[75] Nemacka 100 PCR/ASRA 83,9 16,1 00,4348

NP, nije primenjivo; [ST], Ova disertacija.

Rezultati prikazani u tabeli 10 pokazuju da je ustanovljena je visoko statisti¢ki znacajna
razlika u frekvenciji C i T alela izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Spanije i
Kine, dok nije ustanovljena statisticki znacCajna razlika u frekvenciji C i T alela izmedu

zdrave populacije Srbije i zdrave populacije Nemacke.
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4.3. Ispitivanje polimorfizma gena za CTLA4 (rs5742909) kod

kontrola i pacijenata sa pemfigusom

[spitivanje rs5742909 polimorfizma u genu za CTLA4 vrSeno je TagMan PCR metodom
pomocu komercijalnih oligonukleotida. Rezultati distribucije alela i genotipova

prikazani su u tabeli 11.

Pored toga, u tabeli 11 prikazana je i distribucija nosioca C i T alela kod ispitanika, pri
¢emu su nosioci C osobe sa CC i CT genotipovima, a nosioci T su osobe sa CT i TT
genotipovima. Pacijenti sa pemfigusom u tabeli 11 su prikazani kao jedna grupa (ukupni

pemfigus) i podeljeni u dve podgrupe (PF i PV) u odnosu na klini¢ku sliku pemfigusa.

Tabela 11. Alelii genotipovi rs5742909 polimorfizma kod zdravih kontrola i pacijenata

CTLA4 (rs5742909) Kontrole Pemfigus
Ukupno PV PF
n f n f n f n f
Aleli C 870 0,895 112 0,918 91 0,948 21 0,808
T 102 0,105 10 0,082 5 0,052 5 0,192
CC 392 0,807 51 0,836 43 0,896 8 0,615
Genotipovi CT 86 0,177 10 0,164 5 0104 5 0,385
TT 8 0,016 0 0,000 0 0,000 0 0,000
Nosioci C 478 0,984 61 1,000 48 1,000 13 1,000
T 94 0,193 10 0,164 5 0,104 5 0,385

U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su odredeni
za ispitanike u ovom istrazivanju izracunato je da li se dobijeni rezultati ucestalosti

genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi (Tabela 12).

Tabela 12. Testiranje odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Weinberg ravnoteze

CTLA4 rs5742909
CTLA4 rs5742909 Kontrole Pemfigus Ukupno
cC 392 51 443
Genotipovi CT 86 10 96
TT 8 00 8
Ukupno 486 61 547
HWE* X?=1,64 X?=0,49 X2=1,11

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti; p>0,05
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Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs5742909 polimorfizma gena

za CTLA4 bila u Hardy-Weinberg ravnoteZi, p>0,05.

U tabeli 13 su prikazani rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs5742909
polimorfizma kod pacijenata sa pemfigusom i kontrola kao i poredenje izmedu grupa
pacijenata sa PV i PF. Ustanovljena je statisticki znacajna razlika u zastupljenosti T alela
koji CeSc¢i kod pacijenata sa PF u odnosu na pacijente sa PV (p=0,028, OR=5.37, 95%
CI=1.26-22.9). Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u zastupljenosti alela,
genotipova kao i nosiocima C i T alela u poredenju ostalih grupa. Medutim na osnovu
vrednosti odnosa Sansi, mozZe se pretpostaviti da je prisustvo C alela nosi povecan rizik
od razvoja PV (OR 2.13, IP 95%) dok prisustvo T alela nosi povec¢an rizik od razvoja PF
(OR 2,03 IP 95%) kada se grupe pacijenata porede sa zdravom, kontrolnom
populacijom.

Tabela 13. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs5742909

polimorfizma gena za CTLA4 izmedu pacijenata sa pemfigusom i kontrola kao i
pacijenata obolelih od PV i kontrola

CTLA4 rs5742909 Pemfigus/Kontrole PV/ Kontrole
p OR (95% CI) p OR (95% CI)
Aleli C 0431 1,31(0,67-2.59) 0,100 2,13 (0,85-5,37)
T 0,431 0,76 (0,39-1.50) 0,100 0,47 (0,19-1,18)
CcC 0,578 1.22(0,60-2.50) 0,129 2,06 (0,80-5,35)
Genotipovi CT 0,806 0,91 (0,45-1.87) 0,200 0,54 (0,21-1.41)
TT 0,607* NP 0,625* NP
Nosioci C 0,607* NP 0,625* NP
T 0,578 0,82 (0,40-1.67) 0,129 0,48 (0,19-1,26)

OR odnos Sansi, IP interval poverenja, fFiSerov test tacne verovatnoce, NP nije
primenjivo

U tabeli 14, prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs5742909
polimorfizma kod pacijenata obolelih od PF i zdravih kontrola kao i kod podgrupa
pacijenata obolelih od PF i PV. Statisticka analiza je pokazala da ne postoji statisticki
znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu pacijenata obolelih od PF i
zdravih kontrola. Analizom podataka ustanovljena je statisticki znacajna razlika
(p<0,05) izmedu pacijenata obolelih od PF i PV. Dobijeni rezultati OR u okviru IP 95%
ukazuju da je prisustvo T alela bilo zastupljenije kod pacijenata sa PF u poredenju sa

obolelima od PV (p=0,035, OR=4.33, 95% CI=1.15-16.3).
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Tabela 14. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs5742909
polimorfizma gena za CTLA-4 izmedu pacijenata sa PF i kontrola kao i
pacijenata obolelih od PF i PV

CTLA4 rs5742909 PF/Kontrole PF/PV
p OR (95% IP) p OR (95% CI)
Aleli C 0,187* 0,49 (0,18-1,33) 0,035* 0,23 (0,06-0,87)
T 0,187* 2,03 (0,75-5,50) 0,035* 4,33 (1,15-16,3)
CcC 0,148* 0,38(0,12-1,20) 0,028* 0,19 (0,04-0,79)
Genotipovi CT 0,069* 2,91 (0,93-9,10) 0,028* 5,37 (1.26-22,9)
TT 1,000* NP 1,000%* NP
Nosioci C 1,000* NP 1,000* NP
T 0,148* 2,61 (0,83-8,15) 0,028* 5,37 (1,26-22,9)

OR odnos Sansi, IP interval poverenja, fFiSerov test tacne verovatnoce, NP nije
primenjivo

Kako bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija C i T alela rs5742909
polimorfizma gena za CTLA4 izmedu uzoraka dobijenih od zdravih osoba (kontrolna
grupa) iz Srbije i zdravih osoba sa drugih geografskih podrucja, izvrSena je raspodela
alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije i uporedena je sa podacima za druge

populacione grupe. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 15.

Tabela 15. rs5742909 polimorfizam gena za CTLA4 kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama

Referenca Populacija Broj Metod G alel (%) Aalel (%) p
[ST] Srbija 486 TagMan 89,5 10,5 NP
[69] Iran 128 PCR/ ARMS 92,1 7,9 0,2017
[70] Kina 303 PCR/RFLP 83,2 16,8 0,0003
[76] Poljska 509 TagMan 90,4 9,6 0,7083
[72] Spanija 1515 TagMan 89,9 10,1 0,7518
[77] Kina 150 MarsArray 85,0 15,0 0,0452
[78] Estonija 230 PCR/ ARMS 88,0 12,0 0,4095
[79] SAD 92 PCR/SSP 95,1 4,9 0,0198

NP, nije primenjivo; [ST], ova disertacija

Rezultati prikazani u tabeli 15 pokazuju da je ustanovljena je visoko statisti¢ki znacajna
razlika u frekvenciji C i T alela izmedu zdrave populacije Srbije i populacije Kine,
statisticki znacajna razlika u frekvenciji C i T alela izmedu zdrave populacije Srbije i
populacija Kine i SAD dok nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu

populacija Srbije, Irana, Poljske, Spanije i Estonije.
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4.4. Ispitivanje polimorfizma gena za TNF (rs1800629) kod kontrola i

pacijenata sa pemfigusom
[spitivanje rs1800629 polimorfizma u promotoru gena za TNF vrsSeno je TagMan PCR
metodom pomocu komercijalnih oligonukleotida. Rezultati distribucije alela i
genotipova prikazani su u tabeli 16. Pored toga, u tabeli prikazana je i distribucija
nosioca G i A alela kod ispitanika, pri ¢emu su nosioci G osobe sa GG i GA genotipovima, a
nosioci A su osobe sa GA i AA genotipovima. Pacijenti sa pemfigusom u tabeli 16 su
prikazani kao jedna grupa (ukupno pemfigus) i podeljeni u dve podgrupe (PF i PV) u
odnosu klinicku formu pemfigusa. Kontrole su prikazane zbirno kao rezultati ovog
istraZivanja sabrani sa prethodno objavljenim rezultatima za populaciju Srbije koji su

dobijeni koriS¢enjem iste metodologije [80].

Tabela 16. Aleli i genotipovi rs1800629 polimorfizma gena za TNF kod kontrola i

pacijenata
TNF rs1800629 Kontrole$ Pemfigus
Ukupno PV PF
n f n f n f n f

Aleli G 842 0,866 113 0,926 88 0,917 25 0,962

A 130 0,134 9 0,074 8 0,083 1 0,038

GG 362 0,745 52 0,852 40 0,833 12 0,923
Genotipovi GA 118 0,243 9 0,148 8 0,167 1 0,077

AA 6 0,012 0 0,000 0 0,000 0 0,000
Nosioci G 480 0,988 61 1,000 48 1,000 13 1,000

A 124 0,255 9 0,148 8 0,167 1 0,077

§Sabrane kontrole iz ove disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju
Srbije [80]

Da bi se testiralo da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su odredeni
za ispitanike u ovom istrazivanju izracunato je da li se dobijeni rezultati ucestalosti

genotipova nalaze u Hardy-Weinbergovoj ravnoteZi (Tabela 17).

Tabela 17. Testiranje odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Weinberg

ravnoteze
TNF rs1800629 Kontrole Kontrole$ Pemfigus Ukupno
GG 166 362 52 413
Genotipovi GA 56 118 9 127
AA 5 6 0 6
Ukupno 227 486 60 546
HWE* X?=0,01 X?=1,11 X?=0,39 X?=1,20

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti; p>0,05; $Sabrane kontrole iz ove
disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju Srbije [80]
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Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs1800629 polimorfizma gena

za TNF bila u Hardy-Weinberg ravnoteZi, p>0,05.

U tabeli 18. prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs1800629
polimorfizma kod svih pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih kontrola kao i kod
podgrupa pacijenata obolelih od PV i zdravih kontrola. Statisticka analiza je pokazala da
ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu pacijenata
obolelih od pemfigusa i zdravih kontrola kao ni izmedu podgrupa obolelih od pemfigus

vulgarisa i pemfigus foliaceusa i zdravih kontrola.

Ipak, na osnovu vrednosti odnosa Sansi (OR) u okviru intervala poverenja od 95% (95%
IP) rezultati ukazuju da bi prisustvo G alela potencijalno predstavljao faktor rizika za
oboljevanje od pemfigusa jer vrednost odnosa Sansi iznosi 1.94 (95% IP 0,94-3.85).
Takode, na osnovu vrednosti OR u okviru intervala poverenja od 95% prisustvo G alela
potencijalno povecava i rizik od razvoja pemfigus vulgarisa 1,69 (95% IP 0,80-3,58). Kao
Sto je prikazano u tabeli 18. Prisustvo GG genotipa povecava rizik od razvoja pemfigusa,
na osnovu vrednosti odnosa Sansi OR 1.97 (95% IP 0,95-4,13) kao i PV OR 1,71 (95% IP
0,78-3,76). Podaci navedeni u tabeli 18 ukazuju da bi A alel mogao da ima donekle
protektivnu ulogu tako da bi nosioci A alela imali manji rizik za nastanak pemfigusa.
Medutim nijedna od razlika nije dostigla nivo statisticke znacajnosti.

Tabela 18. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs1800629

polimorfizma gena za TNF izmedu pacijenata sa pemfigusom i kontrola kao
i pacijenata obolelih od PV i kontrola

TNF rs1800629 Pemfigus/Kontrole$ PV/ Kontrole$
p OR (95% CI) p OR (95% CI)
Aleli G 0,060 1,94(0,94-3,85) 0,160 1,69 (0,80-3,58)
A 0,060 0,51(0,25-1,04) 0,160 0,58 (0,28-1,24)
GG 0,065 1,97(095-4,13) 0,175 1,71 (0,78-3,76)
Genotipovi GA 0,097 0,54 (0,26-1,13) 0,237 0,62 (0,28-1,37)
AA 0,627* NP 0,627* NP
Nosioci G 0,629* NP 1,000 NP
A 0,065 0,51(0,24-1,05) 0,175 0,58 (0,26-1,28)

OR odnos sansi, IP interval poverenja, “FiSerov test tacne verovatnoce, $Sabrane kontrole
iz ove disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju Srbije [80]. NP nije
primenjivo
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U tabeli 19 prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs1800629
polimorfizma kod pacijenata obolelih od pemfigus foliaceusa i zdravih kontrola kao i kod
podgrupa pacijenata obolelih od PF i PV. Na osnovu dobijenih podataka i vrednosti
odnosa Sansi (OR) uz interval poverenja od 95% u poredenju obolelih od PF i zdravih
kontrola nosioci G alela imaju povecan rizik za razvoj pemfigus foliaceusa OR 3,86 (95%
IP 0,52-28,3).

Pored toga GG genotip povezan je sa povecanim rizikom za razvoj oboljenja kada se
podgrupa obolelih od pemfigus foliaceusa poredi sa zdravom, kontrolnom grupom OR
4,11 (95% IP 0,53-31,93). Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 5, nosioci A alela
imaju smanjen rizik od razvoja pemfigus foliaceusa, tako da bi A alel mogao da se smatra
donekle protektivnim. Medutim nijedna od razlika nije dostigla nivo statisticke
znacajnosti.

Tabela 19, Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs1800629

polimorfizma gena za TNF izmedu pacijenata sa PF i kontrola kao i
pacijenata obolelih od PF i PV

TNF rs1800629 PF/Kontrole$ PF/PV
p OR (95%IP) p  OR (95%CI)
Aleli G 0,237* 3,86(0,52-283)  0,682* 2,27 (0,27-19,0)
A 0,237* 0,26 (0,03-1,93)  0,682* 0,44 (0,05-3,69)
GG 0,200% 4,11 (0,53-31,9)  0,667* 2,40 (0,27-21,2)
Genotipovi GA 0,206* 0,26 (0,03-2,02)  0,668* 0,42 (0,05-3,67)
AA 1,000* NP 1,000* NP
Nosioci G 1,000* NP 1,000* NP
A 0,200 0,24 (0,03-1,89)  0,668* 0,42 (0,04-3,67)

OR odnos sansi, IP interval poverenja, *FiSerov test tacne verovatnoce, $Sabrane kontrole
iz ove disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju Srbije [80]. NP nije
primenjivo
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Da bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija G i A alela rs1800629
polimorfizma gena za TNF izmedu uzoraka dobijenih od zdravih osoba (kontrolna
grupa) iz Srbije i zdravih osoba sa drugih geografskih podrudja, izvrSena je raspodela
alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije i uporedena je sa podacima za druge

populacione grupe. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 20.

Tabela 20. rs1800629 polimorfizam gena za TNF kod zdravih osoba u razlic¢itim

populacijama

Referenca Populacija Broj Metod G alel (%) Aalel (%) p
[ST] Srbija 227 TagMan 85,5 14,5 NP
[80] Srbija 259 TagMan 87.6 12.4 0.3453
[81] Srbija 123 PCR/RFLP 87.8 12.2 0.4220
[82] Japan 87 PCR 97,1 2,9 0,0001
[83] Nemacka 345 PCR/RFLP 83,9 16,1 0,0155
[84] Poljska 74 PCR/SSP 87,8 12,2 0,6891
[16] Slovacka 140 PCR/SSP 86,8 13,2 1,0000
[85] Hrvatska 144 PCR/RFLP 83,3 16,7 0,1593
[86] Egipat 98 PCR/SSP 47,4 52,6 0,0001
[87] Indija 208 ARMS-PCR 92,8 7,2 0,0009
[17] Poljska 87 PCR/RFLP 86,8 13,2 1,0000
[88] Spanija 55 TaqMan 88,0 12,0 0,4665
[11] Egipat 203 ARMS-PCR 76,6 23,4 0,0001
[89] Indija 39 PCR/RFLP 92,3 7,7 0,1502
[90] Brazil 300 TaqMan 89,0 11,0 0,2367
[91] Austrija 204 TagMan 86,5 13,5 1,0000

NP, nije primenjivo; [ST], ova disertacija

U tabeli 20 prikazano je da se frekvencije G i A alela rs1800629 polimorfizma gena za
TNF u zdravoj populaciji Srbije nisu znacajno statisticki razlikovale u odnosu na
populaciju Nemacke, Poljske, Slovacke, Hrvatske, Spanije, Indije, Brazila i Austrije.
Visoko statisticki znacajna razlika u frekvenciji G i A alela rs1800629 ustanovljena je

izmedu zdrave populacije Srbije i zdravih populacija Japana, Egipta i Indije.
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4.5. Ispitivanje polimorfizma gena za TNF (rs361525) kod kontrola i

pacijenata sa pemfigusom

Komercijalni oligonukleotidi i TagMan PCR metoda koriS¢eni su i za ispitivanje
rs361525 u 5 promotorskom regionu gena za TNF. Rezultati distribucije alela i

genotipova prikazani su u tabeli 21.

Pored toga, u tabeli 21, prikazana je i distribucija nosioca G i A alela kod ispitanika, pri
¢emu su nosioci G osobe sa GG i GA genotipovima, a nosioci A su osobe sa GA i AA
genotipovima. Pacijenti sa pemfigusom u tabeli 21 su prikazani kao jedna grupa (ukupni

pemfigus) i podeljeni u dve podgrupe (PF i PV) u odnosu klinicku formu pemfigusa.

Tabela 21. Aleli i genotipovi rs361525 polimorfizma kod zdravih kontrola i pacijenata

TNF rs361525 Kontrole Pemfigus
Ukupno PV PF
n f n f n f n f
Aleli G 941 0,968 119 0,975 93 0,969 26 1,000
A 31 0,032 3 0,025 3 0,031 0 0,000
GG 455 0,936 58 0,951 45 0,938 13 1,000
Genotipovi GA 31 0,064 3 0,049 3 0,063 0 0,000
AA 0 0,000 0 0,000 0 0,000 0 0,000
Nosioci G 484 1,000 61 1,000 48 1,000 13 1,000
A 31 0,064 3 0,049 3 0,063 0 0,000

Da bi se testiralo da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su odredeni
za ispitanike u ovom istrazivanju izracunato je da li se dobijeni rezultati ucestalosti
genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi (Tabela 22).

Tabela 22. Testiranje odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Weinberg
ravnoteZe rs361525

TNFrs361525 Kontrole Pemfigus Ukupno
GG 455 58 513
Genotipovi GA 31 3 34
AA 0 0 0
Ukupno 486 61 547
HWE* X?=0,53 X?=0,04 X?=0,56

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti; p>0,05
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Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs361525 polimorfizma gena za

TNF bila u Hardy-Weinberg ravnotezi, p>0,05.

Da bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija G i A alela rs361525
polimorfizma gena za TNF izmedu uzoraka dobijenih od zdravih osoba (kontrolna
grupa) iz Srbije i zdravih osoba sa drugih geografskih podrudja, izvrSena je raspodela
alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije i uporedena je sa podacima za druge
populacione grupe. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 23.

Tabela 23. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs361525

polimorfizma gena za TNF izmedu ukupnih pacijenata sa pemfigusom i
kontrola kao i pacijenata obolelih od pemfigus vulgarisa i kontrola

TNFrs361525 Pemfigus/Kontrole PV/ Kontrole
p OR (95% CI) p OR (95% CI)
Aleli G 1,000 1,31(0,39-3,80) 0,100 1,02 (0,31-3,40)
A 1,000 0,76 (0,23-2,57) 0,100 0,98 (0,29-3,26)
GG 0,786 1,32 (0,39-4,44) 1,000* 1,02 (0,30-3,47)
Genotipovi GA 0,786 0,76 (0,22-2,56) 1,000* 0,98 (0,29-3,33)
AA 1,000* NP 1,000* NP
Nosioci G 1,000* NP 1,000* NP
A 0,786* 0,76 (0,22-2,56) 1,000* 0,98 (0,29-3,33)

OR odnos Sansi, IP interval poverenja, fFiSerov test tacne verovatnoce, NP nije
primenjivo

Kao Sto je prikazano u tabeli 23, frekvencija G i A alela rs361525 polimorfizma u
kontrolnoj, zdravoj, populaciji Srbije nije se znacajno statisticki razlikovala u odnosu na
frekvencije G i A alela u zdravim populacijama Tajlanda, Brazila, Irana, Poljske, Kine,

Meksika, Nemacke, Austrije i Hrvatske.

U tabeli 24. prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs361525
polimorfizma kod svih pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih kontrola kao i kod
podgrupa pacijenata obolelih od pemfigus vulgarisa i zdravih kontrola. Statisticka
analiza je pokazala da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i
genotipova izmedu pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih kontrola kao ni izmedu

podgrupa obolelih od pemfigus vulgarisa i pemfigus foliaceusa i zdravih kontrola.
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Tabela 24. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs361525
polimorfizma gena za TNF izmedu pacijenata sa pemfigus foliaceusom i
kontrola kao i pacijenata obolelih od pemfigus foliaceusa i pemfigus

vulgarisa
TNF PF /Kontrole PF/PV
rs361525
p OR (95%1P) p OR (95% CI)
Aleli G 0,627* NP 0,598* NP
A 0,627* NP 0,598* NP
GG 0,620* NP 0,592* NP
Genotipovi GA 0,620%* NP 0,592* NP
AA 1,000* NP 1,000* NP
Nosioci G 1,000* NP 1,000* NP
A 0,620* NP 0,592* NP

OR odnos Sansi, IP interval poverenja, fFiSerov test tacne verovatnoce, NP nije
primenjivo

Medutim, na osnovu odnosa Sansi (OR) u okviru intervala poverenja od 95% (95% IP)
rezultati ukazuju da bi G alel potencijalno predstavljao faktor rizika za oboljevanje od
pemfigusa jer vrednost OR iznosi 1.31 (95% IP 0,39-3,80). Na osnovu podataka iz tabele
9, G alel bi predstavljao i povecan rizik za oboljevanje od pemfigus vulgarisa s obzirom
da vrednost odnosa Sansi iznosi 1,02 (95% IP 0,31-3,40). Kao Sto je prikazano prisustvo
GG genotipa uvecava OR vrednosti na 1.32 (95% IP 0,39-4,44) kod ukupno obolelih od
pemfigusa u poredenju sa zdravom, kontrolnom populacijom kao i OR 1,02 (0,31-3,40)
kada se uporede podgrupa obolelih od pemfigus vulgarisa i zdrava, kontrolna grupa.
Prikazani podaci ukazuju ukazuju da bi A alel mogao da ima protektivnu ulogu, odnosno
da nosioci A alela imaju manji rizik za nastanak pemfigusa OR 0,76 (95% IP 0,22-2,56) i
pemfigus vulgarisa OR0,98 (95% IP 0,29-3,33).
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U tabeli 25, prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs361525
polimorfizma kod pacijenata obolelih od pemfigus foliaceusa i zdravih kontrola kao i kod
podgrupa pacijenata obolelih od pemfigus foliaceusa i pemfigus vulgarisa. Statisticka
analiza je pokazala da ne postoji statisticki znaCajna razlika u distribuciji alela i
genotipova izmedu podgrupe pacijenata obolelih od pemfigus foliaceusa i zdravih

kontrola kao ni izmedu podgrupa obolelih od pemfigus foliaceusa i pemfigus vulgarisa.

Tabela 25. rs361525 polimorfizam gena za TNF kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama
Referenca Populacija Broj Metod G alel (%) Aalel (%) p
[ST] Srbija 486 TagMan 96,8 3,2 NP
[92] Tajland 130 PCR 98,1 2,7 0,6629
[93] Brazil 96 TagqMan 94,8 5,2 0,1658
[94] Iran 95 PCR/RFLP 88,9 10,1 0,0547
[17] Poljska 87 PCR/RFLP 97,7 2,3 0,5271
[95] Kina 806 PCR/RFLP 96,6 4,3 0,1625
[96] Maroko 90 PCR 93,8 6,2 0,0547
[97] Nemacka 303 MassARRAY 94,7 5,3 0,0648
[91] Austrija 204 TagMan 96,3 3,7 0,6467
[85] Hrvatska 144 PCR/RFLP 96,5 3,5 0,8065
NP, nije primenjivo; [ST], ova disertacija
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4.6. Ispitivanje polimorfizma gena za IL-10 (rs1800896) kod

kontrola i pacijenata sa pemfigusom

[spitivanje rs1800896 polimorfizma u genu za IL-10 (-1082 G/A) vrSeno je TagMan PCR
metodom pomocu komercijalnih oligonukleotida. Rezultati distribucije alela i

genotipova prikazani su u tabeli 26.

Pored toga, u tabeli 26. prikazana je i distribucija nosioca G i A alela kod ispitanika, pri
¢emu su nosioci G osobe sa GG i GA genotipovima, a nosioci A su osobe sa GA i AA
genotipovima. Pacijenti sa pemfigusom u tabeli 26 su prikazani kao jedna grupa (ukupni
pemfigus) i podeljeni u dve podgrupe (PF i PV) u odnosu klinicku formu pemfigusa.
Kontrole su prikazane zbirno kao rezultati ovog istraZivanja sabrani sa prethodno
objavljenim rezultatima za populaciju Srbije koji su dobijeni koriS¢enjem iste

metodologije [98].

Tabela 26. Alelii genotipovi rs1800896 polimorfizma kod zdravih kontrola i pacijenata

IL101rs1800896 Kontrole$ Pemfigus
Ukupno PV PF
n f n f n f n f
Aleli G 409 0421 46 0,377 34 0,354 12 0,462
A 563 0,579 76 0,623 62 0,646 14 0,538
GG 91 0,187 8 0,131 6 0,125 2 0,154
Genotipovi GA 227 0,467 30 0,492 22 0,458 8 0,615
AA 168 0,346 23 0,377 20 0417 3 0231
Nosioci G 318 0,654 38 0,623 28 0,583 10 0,476
A 395 0,813 53 0,869 42 0,875 11 0,846

§Sabrane kontrole iz ove disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju
Srbije [98]

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

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

genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi (Tabela 27).
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Tabela 27. Testiranje odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Wenberg ravnotezZe

rs1800896
IL10 rs1800896 Kontrole Kontrole$ Pemfigus Ukupno
GG 47 91 39 99
Genotipovi GA 109 227 61 257
AA 80 168 30 191
Ukupno 236 486 61 547
HWE* X?=0,79 X?=0,85 X?=0,13 X?=0,59

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti; p>0,05. $Sabrane kontrole iz ove
disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju Srbije [98]

Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs1800896 polimorfizma gena

za IL10 bila u Hardy-Weinberg ravnoteZi, p>0,05.

U tabeli 28, prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs1800629
polimorfizma kod svih pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih kao i kod podgrupa
pacijenata obolelih od PV i zdravih kontrola. Statisticka analiza je pokazala da ne postoji
statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu pacijenata obolelih od
pemfigusa i kontrola kao ni izmedu podgrupa obolelih od PV i PF i zdravih osoba.
Medutim, na osnovu odnosa Sansi (OR) u okviru intervala poverenja od 95% (95% IP)
rezultati ukazuju da bi A alel potencijalno predstavljao faktor rizika za oboljevanje od
pemfigusa, kada se poredi ukupna grupa obolelih od pemfigusa sa kontrolnom grupom
jer vrednost OR iznosi 1,20 (95% IP 0,81-1.77). Takode, kao Sto je prikazano u tabeli 28,
A alel bi mogao da bude povezan sa povecanim rizikom od razvoja pemfigus vulgarisa u

poredenju za zdravim kontrolama (OR 1,32; IP 0,85-2,05).
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Tabela 28. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela 1800896
polimorfizma gena za IL-10 izmedu pacijenata sa pemfigusom i kontrola
kao i pacijenata obolelih od PV i kontrola

IL10 rs1800896 Pemfigus/Kontrole$ PV/ Kontrole
p OR (95% CI) p OR (95% CI)
Aleli G 0,356 0,83 (0,56-1,22) 0,205 0,75 (0,48-1,17)
A 0,356 1,20 (0,81-1,77) 0,205 1,32 (0,85-2,05)
GG 0,284 0,65(0,30-1,43) 0,286 0,62 (0,26-1,50)
Genotipovi GA 0,718 1,10 (0,64-1.89) 0,920 0,97 (0,53-1,75)
AA 0,631 1,14 (0,66-1,99) 0,325 1,35(0,74-2,47)
Nosioci G 0,631* 0,87 (0,50-1,51) 0,325 0,74 (0,40-1,35)
A 0,283 1,53 (0,70-3,32) 0,285 1,61 (0,66-3,91)

§Sabrane kontrole iz ove disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju
Srbije [98]; OR odnos Sansi, IP interval poverenja, *FiSerov test tacne verovatnoce, NP
nije primenjivo

U tabeli 29, prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova 1800896
polimorfizma kod pacijenata obolelih od PF i zdravih osoba- kontrola kao i kod
podgrupa pacijenata obolelih od PF i PV. Statisticka analiza je pokazala da ne postoji
statistic¢ki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu podgrupe pacijenata

obolelih od PF i zdravih kontrola kao ni izmedu podgrupa obolelih od PF i PV.

Tabela 29. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela 1800896
polimorfizma gena za IL-10 izmedu pacijenata sa PF i kontrola kao i
pacijenata obolelih od PF i PV

IL10 rs1800896 PF/Kontrole$ PF/PV
p OR (95% IP) p OR (95%CI)
Aleli G 0,680 1,18 (0,54-2,58) 0,312 1.56 (0,65-3,76)
A 0,680 0,85(0,39-1,85) 0,312 0,64 (0,26-1,54)
GG 1,000* 0,79 (0,17-3,62)  1,000* 1,27 (0,22-7,19)
Genotipovi GA 0,289 1,83(0,59-566) 0,315 1,89 (0,54-6,62)
AA 0,399* 0,52 (0,14-1,87)  0,168* 0,38 (0,09-1,55)
Nosioci 0,557* 1,76 (0,48-6,48)  0,335* 2,38 (0,58-9.77)

G
A 1,000* 1,27 (0,28-5,82) 1,000* 0,78 (0,14-4,44)

§Sabrane kontrole iz ove disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju
Srbije [98]; OR odnos Sansi, IP interval poverenja, *FiSerov test tacne verovatnoce, NP
nije primenjivo
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Kako bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija G i A alela 1800896
polimorfizma gena za IL-10 izmedu uzoraka dobijenih od zdravih osoba (kontrolna
grupa) iz Srbije i zdravih osoba sa drugih geografskih podrudja, izvrSena je raspodela
alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije i uporedena je sa podacima za druge

populacione grupe. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 30,

Tabela 30, 1800896 polimorfizam gena za IL-10 kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama

Referenca Populacija Broj Metod G alel (%) Aalel (%) p
[ST] Srbija 236 TagMan 43,0 57,0 NP
[98] Srbija 250 TagMan 41,2 58,8 0,6031
[99] Kina 677 MassARRAY 17,4 82,6 0,0001
[16] Slovacka 140 PCR/SSP 43,2 56,8 0,7401
[18] Argentina 24 ARMS-PCR 43,8 56,2 0,8230
[100] Meksiko 47 PCR/RFLP 72,3 27,7 0,0001
[101] Turska 112 PCR/RFLP 36,6 63,4 0,1336
[102] [talija 349 PCR 40,9 59,1 0,6547
[103] Tunis 748 PCR/ASA 64,1 359 0,0001
[104] Indija 202 PCR 16,6 83,4 0,0001
[105] Grcka 39 PCR/SSP 34,6 65,4 0,1976

NP, nije primenjivo; [ST], Ova disertacija

Kao Sto je prikazano u tabeli 30, ustanovljena je visoko statisticki znacajna razlika u
frekvenciji G i A alela izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Kine, Meksika, Tunisa,
Indije i Nemacke. Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u frekvenciji G i A alela

izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Egipta, Turske, Italije, Tajvana i Grcke.
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4.7. Ispitivanje polimorfizma gena za IL-10 (rs1800871) kod

kontrola i pacijenata sa pemfigusom

[spitivanje rs1800871 polimorfizma u genu za IL-10 (-819 C/T) vrSeno je TagMan PCR
metodom pomocu komercijalnih oligonukleotida. Rezultati distribucije alela i

genotipova prikazani su u tabeli 31.

Pored toga, u tabeli 31 prikazana je i distribucija nosioca C i T alela kod ispitanika, pri
¢emu su nosioci C osobe sa CC i CT genotipovima, a nosioci T su osobe sa CT i TT
genotipovima. Pacijenti sa pemfigusom u tabeli 31 su prikazani kao jedna grupa (ukupni
pemfigus) i podeljeni u dve podgrupe (PF i PV) u odnosu na klinicku sliku pemfigusa.
Kontrole su prikazane zbirno kao rezultati ovog istraZivanja sabrani sa prethodno
objavljenim rezultatima za populaciju Srbije koji su dobijeni koriS¢enjem iste

metodologije [98].

Tabela 31. Alelii genotipovi rs1800871 polimorfizma kod zdravih kontrola i pacijenata

IL101rs1800871 Kontrole$ Pemfigus
Ukupno PV PF
n f n f n f n f
Aleli C 722 0,743 92 0,754 70 0,729 22 0,846
T 250 0,257 30 0,246 26 0,271 4 0,154
CC 270 0,556 37 0,607 28 0,583 9 0,692
Genotipovi CT 182 0,374 18 0,295 14 0,292 4 0,308
TT 34 0,070 6 0,098 6 0,125 0 0,000
Nosioci C 452 0,930 55 0,902 42 0,875 13 1,000
T 216 0,444 24 0,393 20 0,417 4 0,308

§Sabrane kontrole iz ove disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju
Srbije [98]

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

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

genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnoteZi (Tabela 32.).
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Tabela 32. Testiranje odstupanja distribucije genotipova od Hardy-Weinberg

ravnoteZe rs1800871
IL10rs1800871 Kontrole Kontrole$ Pemfigus Ukupno
CcC 133 270 37 307
Genotipovi CT 86 182 18 200
TT 17 34 6 40
Ukupno 236 486 61 547
HWE* X?=0,33 X?=0,19 X?= 2,55 X?=0,87

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti; p>0,05; $Sabrane kontrole iz ove
disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju Srbije [98]

U tabeli 33, prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs1800871
polimorfizma kod svih pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih osoba kao i kod
podgrupa pacijenata obolelih od PV i zdravih kontrola. Statisticka analiza je pokazala da
ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu pacijenata
obolelih od pemfigusa i zdravih kontrola kao ni izmedu podgrupe obolelih od PV i
zdravih kontrola. Medutim, na osnovu odnosa Sansi (OR) u okviru intervala poverenja
od 95% (95% IP) rezultati ukazuju da bi C alel mogao da bude povezan sa povetanim
rizikom za razvoj pemfigusa a T alel za razvoj PV.

Tabela 33. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs1800871

polimorfizma gena za IL-10 izmedu pacijenata sa pemfigusom i kontrola
kao i pacijenata obolelih od PV i kontrola

IL10 rs1800871 Pemfigus/Kontrole$ PV/ Kontrole$
p OR (95% CI) p OR (95% CI)
Aleli C 0,791 1,06 (0,69-1,64) 0,777 0,93 (0,58-1,49)
T 0,791 0,94 (0,61-1,46) 0,777 1,07 (0,67-1,72)
CcC 0,450 1,23 (0,72-2,13) 0,708 1,12 (0,61-2,04)
Genotipovi CT 0,225 0,69 (0,39-1,25) 0,256 0,69 (0,36-1.32)
TT 0,431* 1,45 (0,58-3,61) 0,243* 1,89 (0,75-4,78)
Nosioci C 0,431* 0,68(0,27-1,72) 0,243* 0,53 (0,21-1,33)
T 0,450 0,81(0,47-1,40) 0,708 0,89 (0,49-1,63)

§Sabrane kontrole iz ove disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju
Srbije [98]; OR odnos S$ansi, IP interval poverenja, tFiSerov test tatne verovatnoce, NP
nije primenjivo

U tabeli 34, prikazani su rezultati poredenja distribucije alela i genotipova rs1800871
polimorfizma kod svih pacijenata obolelih od PF i zdravih kontrola kao i kod podgrupa

pacijenata obolelih od PF i PV. Statisticka analiza je pokazala da ne postoji statisticki
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znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu pacijenata obolelih od PF i
zdravih kontrola kao ni izmedu podgrupa obolelih od PV i PF. Ipak, na osnovu odnosa
Sansi (OR) u okviru intervala poverenja od 95% (95% IP) rezultati ukazuju da bi C alel
mogao da bude povezan sa povecanim rizikom za razvoj PF.

Tabela 34. Statisticka analiza distribucija alela, genotipova, nosioca alela rs1800871

polimorfizma gena za IL-10 izmedu pacijenata sa PF i kontrola kao i
pacijenata obolelih od PFi PV

IL10rs1800871 PF/Kontrole$ PF/PV
p OR (95%1P) p OR (95% CI)
Aleli C 0,232 1,90 (0,65-5,40) 0,219 2,04 (0,64-6,49)
T 0,232 0,53 (0,18-1,54) 0,219 0,49 (1,15-1,56)
CcC 0,327 1,80 (0,55-5,92) 0,475 1,61 (0,43-5,96)
Genotipovi CT 0,775 0,74 (0,23-2,44) 1,000* 1,08 (0,28-4,09)
TT 0,614* NP 0,326* NP
Nosioci C 0,614* NP 0,326%* NP
T 0,327 0,55 (0,17-1,83) 0,475* 0,62 (0,17-2,31)

§Sabrane kontrole iz ove disertacije sa prethodno objavljenim podacima za populaciju
Srbije [98]; OR odnos Sansi, IP interval poverenja, tFiSerov test tatne verovatnoce, NP
nije primenjivo

Kako bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija C i T alela 1800871
polimorfizma gena za IL-10 izmedu uzoraka dobijenih od zdravih osoba (kontrolna
grupa) iz Srbije i zdravih osoba sa drugih geografskih podrudja, izvrSena je raspodela

alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije i uporedena je sa podacima za druge

populacione grupe. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 35.

Tabela 35. rs1800871 polimorfizam gena za IL-10 kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama

Referenca Populacija Broj Metod G alel (%) Aalel (%) p
[ST] Srbija 236 TagMan 74,6 25,4 NP
[98] Srbija 250 TagMan 74.0 26,0 0,8833
[99] Kina 677 MassARRAY 68,4 31,6 0,0001
[18] Argentina 24 ARMS-PCR 72,9 27,1 0,8414
[16] Slovacka 140 PCR/SSP 73,2 26,8 0,7184
[103] Tunis 748 PCR/ASA 80,5 19,5 0,0003
[10] Indija 241 TagMan 49,8 50,2 0,0001
[106] Meksiko 248 PCR 58,3 41,7 0,0001
[107] Danska 779 TagqMan 78,6 21,4 0,0477
[105] Grcka 39 PCR/SSP 71,8 28,2 0,6315

NP, nije primenjivo; [ST], Ova disertacija
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Rezultati prikazani u tabeli 35 pokazuju da je ustanovljena je visoko statisticki znacajna
razlika u frekvenciji Ci T alela izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Kine, Tunisa,
Indije i Meksika. Statisticki znacajna razlika ustanovljena je izmedu ispitivane zdrave
populacije Srbije i Danske dok nije ustanovljena razlika u frekvenciji C i T alela izmedu

zdrave populacije Srbije i zdrave populacije Grcke.
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Pemfigus predstavlja potencijalno Zivotno ugrozavajuce autoimunsko bulozno oboljenje
koZe i sluznica. Stvaranje autoantitela na dezmogleine i druge molekule dovodi do
akantolize i formiranja intraepidermalnog rascepa. Zavisno od izotipa i specifi¢nosti
antitela zavisi i klinicka slika bolesti. Ukoliko su autoantitela usmerena prema
dezmogleinu-1 ili dezmogleinu-3 dolazi do razvoja pemfigus foliaceusa (autoantitela
usmerena prema dezmogleinu 1) ili pemfigus vulgarisa (autoantitela usmerena prema
dezmogleinu 3). Autoreaktivna antitela nastaju kroz interakcije B i T-Celija i taj proces je
kontinuirano pod kontrolom T-¢elija [108]. Za aktivaciju autoreaktivnih T-celija u
pemfigusu neophodno je prepoznavanja dezmogleinskih peptida i angaZovanje CD28
molekula, koji je najznacajniji kostimulatorni receptor u aktivaciji naivnih T ¢elija. CD28
molekul se vezuje za B7 familiju molekula kao $to su CD80 i CD86 [109]. Pored toga, B7
molekuli mogu da aktiviraju inhibitorni receptor na T-¢elijama, CTLA-4, koji kontroliSe

mehanizam odrzavanja tolerancije na sopstvene peptide [109].

Na znacaj genetskih faktora u patogenezi pemfigusa ukazuju prethodna istraZivanja
[110] kojima su definisani odredeni genetski faktori. Medu njima se istic¢u razli¢iti HLA
aleli klase I'i II. Do sada je otkriven veci broj HLA alela koji su udruZeni sa osetljivos¢u za
nastanak pemfigusa. Polimorfizmi alela HLA molekula klase I razlikuju se izmedu
pacijenata sa PV i zdravih kontrola. HLA-A polimorfizmi udruZeni su sa rizikom od
razvoja PV u jevrejskoj i kineskoj populaciji [35, 111-114]. Varijacije unutar HLA-A, HLA-
B i HLA-C ustanovljene su kod pacijenata sa pemfigusom i pokazuju populacionu
specifi¢nost [40, 115, 116]. Ustanovljeno je da preko 95% pacijenata sa PV ima jedan od
dve tipa HLA alela klase Il HLADRB1*0402 ili DQB1*0503, udruZeno sa HLA DR4 ili HLA
DR6 haplotipovima [41, 117-120].

Prema tome, znacaj gena unutar HLA lokusa je viSe puta potvrden. Medutim, ponekad
bliski rodaci obolelih uprkos tome Sto su nosioci rizi¢nih alela ili ¢ak haplotipova ne
obolevaju od pemfigusa. Ova Cinjenica ukazuje da pored poznatih genetskih faktora
rizika postoje joS neki koji do sada nisu identifikovani. To bi mogli da budu pojedini
polimorfizmi izvan HLA lokusa, u genima koji kodiraju molekule koji su ukljuceni u
imunski odgovor ili pak geni koji kodiraju autoantigene od znacaja za razvoj pemfigusa
[16, 40, 63, 108, 113, 121-126]. Imaju¢i u vidu autoimunske fenomene ukljucene u
patogenezu pemfigusa, kao logi¢ni kandidati se izdvajaju geni ¢iji produkti ucestvuju u

zapocinjanju i odrZavanju imunskog odgovora.
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U ovoj doktorskoj disertaciji ispitana je ucestalost polimorfizama pojedinacnih
nukleotida u genima za molekule: CD86 rs1129055, CTLA-4 rs733618 i rs5742909, TNF
rs1800629 i rs3615251i IL-10 rs1800896 i rs1800871 u populaciji zdravih ljudi u Srbiji i
grupi pacijenata obolelih od pemfigusa odnosno pemfigus vulgarisa i pemfigus
foliaceusa. Za sada nema dovoljno podataka o polimorfizmima prethodno navedenih
gena iako je jasno da su njihovi produkti jasno ukljuceni u imunska zbivanja pa prema

tome potencijalno mogu biti i od znacaja za patogenezu pemfigusa.

Do sada u Srbiji nisu vr$ena genetska istraZivanja kod pacijenata sa pemfigusom izuzev
u okviru gena HLA II klase. Imajué¢i u vidu tendenciju individualizovanog pristupa u
terapiji pemfigusa, od znacaja je da se definiSu genetske specifi¢nosti nase populacije
pacijenata obolelih od pemfigusa kao i da se uporede sa nalazom u kontrolnoj, zdravoj
populaciji. Identifikacija distribucije alela u navedenim genima molekula odgovornih za
pokretanje i odrZavanje imunskog odgovora je sprovedena sa ciljem da se utvrdi njihova

potencijalna vrednost kao biomarkera podloZnosti za nastanak pemfigusa.

S obzirom da je distribucija alela ispitivanih gena u populaciji Srbije nepoznata, ispitana
je ucestalost alela ovih gena i u populaciji zdravih osoba, dobrovoljnih davalaca krvi.
Konacno, u cilju definisanja specificnosti nasSe populacije utvrdene su i razlike u
distribuciji alela ovih gena izmedu ispitivanih populacija u Srbiji i njihove distribucije u

drugim populacijama.

Dosadasnjim istraZivanjima ustanovljeno je da polimorfizmi gena za CTLA-4 i CD86
povecavaju rizik od razvoja autoimunosti u nekim populacijama [70, 78, 127-129], kao i
da produkcija citokina od znacaja za pokretanje i odrzavanje autoimunskog odgovora u
pemfigusu barem delom moZe da bude regulisana polimorfizmima gena koji ih kodiraju
[13, 16, 62]. Molekuli CD86 [109], CTLA-4 [109], TNF [17] i IL-10 [16, 18] prema tome,
potencijalno imaju znacajnu ulogu u patogenezi pemfigusa. Pod pretpostavkom da
polimorfizmi pojedinacnih nukleotida u genima navedenih molekula, i to rs1129055 u
genu za CD86, rs733618irs5742909 u genu za CTLA-4, rs1800629 i rs361525 u genu za
TNF irs1800896 i rs1800871 u genu za IL-10 mogu da menjaju funkciju gena moguce je
da menjaju i rizik od razvoja bolesti kao i da eventualno uti¢u na terapijski odgovor. Radi
boljeg uvida u uticaje navedenih polimorfizama na nastanak pemfigusa, pacijenti su

razdvojeni u dve grupe (PV i PF) na osnovu klinicke slike, nalaza DIF testa kao i
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histopatoloskog nalaza. Dobijene frekvencije ispitivanih alela i genotipova poredeni su

izmedu pacijenata i kontrola kao grupa pacijenata (PV i PF) sa kontrolama i medusobno.

Svi pacijenti uklju¢eni u ovo istraZivanje nalazili su se na bolni¢ckom lecenju u Klinici za
dermatovenerologiju Klinickog centra Srbije tokom 2011 i 2013. godine. Od ukupno 61
pacijenta sa dijagnostikovanim pemfigusom, kod 48 pacijenta (78,7%) dijagnostikovan
je pemfigus vulgaris dok je kod 13 pacijenata (21,3%) dijagnostikovan pemfigus

foliaceus, koji je znatno redi u Evropi [19].

Ova doktorska disertacija predstavlja prvo istraZivanje kojim je odredena frekvencija
alela u genu za CD86 molekul na poziciji +1057 u zdravoj populaciji Srbije i kod
pacijenata obolelih od pemfigus vulgarisa i pemfigus foliaceusa. Prvi put, u okviru
istrazivanja radenih za ovu doktorsku disertaciju ustanovljeno je da osobe koje su
nosioci barem jednog A alela na poziciji +1057 u CD86 imaju vedi rizik od oboljevanja od
pemfigusa i pemfigus vulgarisa. Ustanovljeno je CD86 rs1129055 A alel statisticki
znacajno CeS¢i kod pacijenata sa pemfigusom (P=0,40) i pacijenata sa PV (p=0,040) u
odnosu na zdrave kontrole. Ustanovljeno je takode, na osnovu vrednosti odnosa Sansi da
su nosioci CD86 rs1129055 A alela pod znacajno veéim rizikom da razviju pemfigus

(OR=1.85,95% CI=1.07-3.17) i pemfigus vulgaris (OR=2.14, 95% CI=1.16-3.94).

UdruZenost ovog polimorfizama sa sklono$¢u ka razvoju autoimunskih buloznih bolesti
veoma malo je ispitivana do sada. Udruzenost CD86 rs1129055 sa sklono$¢u ka razvoju
pemfigus foliaceusa pokazana je u jednoj studiji [19]. Dalla-Costa R i saradnici ustanovili
su znacajno nizu frekvenciju CD86 rs1129055 A alela medu pacijentima sa endemskom
formom PF (fogo selvagem) u poredenju sa kontrolama [76]. U nasem istraZivanju za
ovu disertaciju unutar grupe pacijenata sa pemfigus foliaceusom takva razlika nije
ustanovljena. Ovakvi rezultati ne treba da iznenade jer endemski PF ima odredene
specificnosti u odnosu na PF u Evropi. Neke od znacajnih razlika su i da se endemska
forma PF pojavljuje samo u odredenim delovima juzne Amerike Sto moze da ukazuje na
genetske karakteristike populacije ali i da pacijenti oboleli od endemske forme
pemfigusa obi¢no razvijaju antitela na antigene koji se nalaze u pljuvacci insekata koji
ukrsteno reaguju sa Dsg epitopima [24]. Prema tome, s obzirom na genetsku udaljenost i
razlike faktora spoljasnje sredine, teSko je direktno poredenje naSe studije i studije

sprovedene u Brazilu.
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Do sada je ustanovljeno da je polimorfizam rs1129055 A alel gena za CD86 samostalno
ili kao deo haplotipa sa drugim polimorfizmima povezan sa ve¢im rizikom od razvoja
infekcije [69], i karcinoma pankreasa [71] u nekim populacijama. Kada je ovaj
polimorfizam analiziran kod pacijenata sa autoimunskim bolestima, CD86 rs1129055 A
alel nije statisticki znaCajno ceS¢i kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom [70] ili
medu bolesnicima sa hroni¢nom imunskom trombocitopenijom [68] u odnosu na

zdravu, kontrolnu populaciju.

Gen za CD86 molekul nalazi se na 3g21. Nije jasno kakva je veza izmedu rs1129055
polimorfizma i nastanka pemfigusa. CD86 je vaZan u aktivaciji naivnih T ¢elija [109], a
poznato je i potencijalno znacajno da ligacija ovog molekula, makar pomocu
monoklonskih antitela, moZe da omoguci signale za sintezu IgG4 od strane humanih B
¢elija [56]. Zanimljivo je IgG4 cesto prisutan u serumu pacijenata sa autoimunskim
buloznim bolestima kao i da ima sposobnost da dovodi do nastanka intraepidermalnih
bula nezavisno od aktivacije komplementa [57]. Dalje, ako se ima na umu da CD86
+1057 G—A (rs1129055) tranzicija dovodi do A304T supstitucije i uvodenja jo$ jednog
moguceg mesta fosforilacije unutar citoplazmatskog dela CD86, Sto potencijalno menja
intracelularnu signalizaciju kroz ovaj molekul, moguce je spekulisati da A alel moZe da
utiCe na patogenezu pemfigusa. Medutim u dostupnoj literature nema direktnih dokaza

koji potvrduju ili odbacuju ovu hipotezu.

Poredenjem naSih rezultata sa rezultatima malobrojnih studija u svetu koje su
odredivale rs1129055 polimorfizam u zdravoj populaciji ustanovljena je visoko
statisti¢ki znacajna razlika u frekvenciji G i A alela izmedu zdrave populacije Srbije i

populacija Kine [68, 70] i Irana [69] za koje postoje objavljeni podaci.

Gen za CTLA-4 molekul nalazi se na dugom kraku hromozoma 2 na poziciji 33 (2q33).
CTLA-4 molekul eksprimiran je na aktivisanim CD4+ i CD8+ T cCelijama, posreduje u
kasnoj fazi aktivacije T ¢elija i samim tim ucestvuje u odrZavanju periferne T-Celijske
tolerancije. Do sada je pokazano da su polimorfizmi u genima za CTLA-4 (rs733618,
rs5742909), povezani sa vecom sklonos¢u ka infekciji [69, 130-132], autoimunosti [78,
127, 129] i razvoju karcinoma [76, 133] u nekim populacijama, samostalno ili kao deo

haplotipa sa drugim polimorfizmima.

U ovoj disertaciji analiziran je i polimorfizam rs733618 u genu za CTLA4. Dosadasnjim

istraZivanjima u svetu ustanovljeno je da CTLA4 C varijanta na poziciji -1722 (rs733618)
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moZe da vezuje transkripcioni faktor NF-1, i da na taj nacin dovede do viSe ekspresije
solubilne forme CTLA-4 [58]. Solubilni CTLA-4 vezuje se za CD80/CD86 molekule i moZe
da inhibira proliferaciju T ¢elija [58] i na taj nacin dovede do poremecaja funkcionisanja
imunskog sistema. Tako na primer nosioci CTLA4 (rs733618) G alela su bili manje skloni
filarijazi [131] dok je A alel bio ¢es$¢i kod pacijenata sa urinarnom Sistozomijazom nego
kod kontrola [132]. C alel rs733618 je predstavljao faktor rizika za nastanak Grejvsove

bolesti medu pacijentima na Tajvanu.

U naSem istrazivanju nismo ustanovili povezanost rs733618 sa povecanim rizikom od
razvoja pemfigus foliaceusa ili pemfigus vulgarisa. UdruZenost CTLA4 rs733618 sa
rizikom od razvoja pemfigus foliaceusa pokazana je u jednoj studiji [19], Dalla-Costa R i
saradnici ustanovili su da su nosioci C alela za rs733618 C alel imali vecu sklonost ka
razvoju endemskog pemfigus foliaceusa kod brazilskih pacijenata africkog porekla.
Medutim u istoj studiji nije ustanovljena udruzZenost rs733618 alela i genotipove sa

sklonosti ka oboljevanju kod brazilskih pacijenata evropskog porekla.

Wang XB i saradnici ustanovili su i ¢e$éu frekvencu nosioca C alela medu Svedskim
pacijentima sa mijastenijom gravis u odnosu na zdrave kontrole [58]. U Spaniji je
sprovedena studija kojom je obuhvac¢eno 417 pacijenata sa endogenim ne-anteriornim
uveitisom i 1517 zdravih kontrola i nije ustanovljena udruzenost rs733618 sa razvojem
ne-anteriornog uveitisa [72]. Suprotno tome, rezultati meta analize koju su sproveli Liu ]
i sar, kojom je obuhvadeno 1016 obolelih od sistemskog eritemskog lupusa i 1078
kontrola ustanovljeno je da je C alel rs733618 povezan sa smanjenim rizikom od razvoja

sistemskog eritemskog lupusa kod pacijenata iz Azije [128].

Kada smo uporedili frekvencije rs733618 u genu za CTLA-4 molekul dobijene na zdravoj
populaciji Srbije, sa rezultatima dobijenim u drugim populacijama ustanovljena je visoko
statisti¢ki znacajna razlika u frekvenciji C i T alela izmedu zdrave populacije Srbije i
populacija Spanije [72] i Kine [134, 135], dok nije ustanovljena statisti¢ki znac¢ajna
razlika u frekvenciji C i T alela izmedu zdrave populacije Srbije i zdrave populacije

Nemacke [75].

Podaci iz literature ukazuju na funkcionalni znacaj pojedinih bolesti. Tako npr. CTLA4
(rs5742909) T alel je povecavao sklonost ka brucelozi kod Iranaca [69] a C alel
povecavao sklonost ka perzistenciji HBV infekcije medu pacijentima kineskog porekla na

Tajvanu [130] i sklonost ka reumatoidnom artritisu medu pacijentima u zapadnom
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Meksiku [129]. C alel kao deo kombinovanog CTLA4-CD28 haplotipa CTLA4
49A>G[A]/319C>T[C]/CT60[A]/Jo31[T]/CD2817+3T>C[T]/CD281042G>A[G] je
povecavao incidenciju primarne nekroze u tumorima svetlih ¢elija bubrega [76] dok je
prisustvo T alela bilo ¢eS¢e u tumorima pluc¢a koji nisu poreklom od malih celija u

kohorti pacijenata u Poljskoj [133].

Rezultati naSeg istrazivanja ukazuju da su nosioci rs5742909 T alela, koji omogucava
vecCu ekspresiju CTLA-4, redi, odnosno manje zastupljeni medu pacijentima sa pemfigus
vulgarisom u odnosu na zdravu, kontrolnu populaciju (OR=0.47, 95% CI=0.19-1.18),
medutim ustanovljena razlika nije statisti¢ki znacajna. Pored toga, medu pacijentima sa
pemfigus foliaceusom rs5742909 nosioci T alela su znacajno ¢eS$¢i nego kod pacijenata
sa pemfigus vulgarisom. Ove rezultate treba prihvatiti sa rezervom s obzirom na mali

broj pacijenata sa pemfigus foliaceusom u nasem istrazivanju.

UdruZenost polimorfizma rs5742909, koji je ispitivan i u ovoj disertaciji, sa sklonos¢u ka
razvoju autoimunskih buloznih bolesti veoma malo je ispitivana do sada. U dve studije je
ispitivana povezanost CTLA4 rs5742909 sa podloZno$séu endemskom pemfigus
foliaceusom [19, 136]. Pavoni DP i sar. na uzorku od 118 pacijenata nisu pokazali
udruZenost alela ili genotipova ovog polimorfizma sa sklonos¢u ka endemskom PF
[136], dok su Dalla Costa R i sar. pokazali da je T alel ovog polimorfizma udruZen sa
sklono$¢u ka endemskom pemfigusu na vecoj grupi od 269 pacijenata [19]. Oc¢igledno je
medutim da je uticaj ovog alela relativno skroman je statisticke znacajnosti nije bilo
kada su pacijenti podeljeni na one koji su evropskog porekla (149) i africkog porekla
(108) [19].

U studiji uradenoj na Han populaciji u Kini, ispitivan je uticaj CTLA4 rs5742909 -318
C/T na rizik od razvoja autoimunskih bolesti Stitaste Zlezde (Grejvsova bolest i Hasimoto
tiroiditis). Studijom je obuhvaceno 289 odraslih pacijenata obolelih od Grejsove bolesti,
265 pedijatrijskih pacijenata obolelih od Grejsove bolesti, 229 pedijatrijskih pacijenata
obolelih od HaSimoto tiroiditisa i 1058 zdravih kontrola. Nije ustanovljena povezanost
nijednog alela ili haplotipa rs5742909 sa povecanim rizikom od razvoja autoimunskih
bolesti Stitaste Zlezde u Han populaciji [137]. Medutim, rezultati meta analize kojom je
obuhvaceno 7 studija sprovedenih u Kini, kojim je ukupno obuhvaé¢eno 999 obolelih od
Grejvsove bolesti i 702 zdrave kontrole ukazuju da su nosioci T alela -318C/T pod

manjim rizikom da obole od Grejvsove bolesti u odnosu na CC homozigote [138].
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Rezultati druge mete analize koju su sproveli Liu i saradnici ukazuju da nijedan alel ili
haplotip rs5742909 nije udruZen sa povefanim rizikom od razvoja sistemskog
eritemskog lupusa. Studijom je obuhvaceno 1163 obolelih od sistemskog eritemskog
lupusa i 1520 zdravih kontrola [128]. Takode, u Spaniji nije ustanovljena udruZenost

rs5742909 sa razvojem ne-anteriornog uveitisa [72].

Dalje, studijom koja je sprovedena u Indiji na 100 pacijentkinja sa cervikalnim
karcinomom i 101 zdravoj kontroli ustanovljeno je da nijedan alel ili haplotip
rs5742909 nije udruZen sa povecanim rizikom od razvoja cervikalnog karcinoma [139].
Ovaj rezultat potvrduje i rezultat naknadno sprovedene meta analize kojom su
obuhvacene cetiri studije koje su analizirale rs5742909 i rizik od razvoja karcinoma
uterusa i koji ukazuje da varijante rs5742909 nisu udruZene sa povecanim rizikom od

razvoja karcinoma uterusa [140].

CTLA-4 kao inhibitor aktivacije T ¢elija moZe da ima ulogu u patogenezi autoimunskih
buloznih bolesti. Ustanovljeno je da je kod rs5742909 nosioca T alela ekspresija CTLA-4
veca na CD8*, ali ne i na CD4+ T cCelijama [141]. Dakle aleli rs5742909 mogu da uti¢u na
kooperaciju CD4* T i B celija koja je neophodna za formiranje anti-dezmogleinskih
autoantitela. Iako je uloga antiDsg antitela najbolje opisana u patogenezi pemfigusa
medu produktima imunskog odgovora, novija istraZivanja ukazuju na potencijalni znacaj
CD8* limfocita u patogenezi pemfigusa. Tako npr. studija Giurdanella F i sar. ukazuje na
znacaj CD8* posredovanog odgovora koji dovodi do celijski posredovanog osStecenja
keratinocita, najverovatnije preko Fas-FasL interakcije [142]. Shodno tome T alel je bio
redi kod pacijenata sa pemfigusom i to narocito sa PV nego kod zdravih ali razlika nije
dostigla nivo statisticke znacajnosti. Ukoliko se frekvencija T alela rs5742909 poredi
medu pacijentima sa tezom Kklinickom formom bolesti (PV) sa onima koji imaju laksu
formu (PF), statistic¢ki je znatno viSe T alela kod pacijenata sa PF $to dalje potvrduje

protektivan ali skroman efekat ovog alela u patogenezi pemfigusa.

Poredenjem rezultata frekvencije alela CTLA4 rs5742909 -318 C/T dobijenih u nasem
istrazivanju i u istraZivanjima u drugim zdravim populacijama ustanovljena je visoko
statisticki znacajna razlika u frekvenciji C i T alela izmedu zdrave populacije Srbije i
populacije Kine [70], statisticki znacajna razlika u frekvenciji C i T alela izmedu zdrave
populacije Srbije i populacija Kine [77] i SAD [79], dok nije ustanovljena statisticki

znacajna razlika izmedu populacija Srbije, Irana [69], Poljske [76], Spanije [72] i Estonije
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[78]. Kada su u pitanju razliciti nivoi statisticke znacajnosti izmedu frekvencije Ci T alela
u nasoj zdravoj populaciji i rezultati dve studije sprovedene u Kini, moguce je da se radi
o posledici razlike u metodoloSkom pristupu, a takode moguce je i da su dobijeni
rezultati posledica razlike u veliCini ispitivanog uzorka. Liu i saradnici sproveli su
ispitivanje na 303 [70], dok su Deng i saradnici sproveli istraZivanje na 150 zdravih
ispitanika [77]. Od znacaja bi moglo da bude i to Sto su Liu i saradnici istraZivanje
sproveli u jugoisto¢noj Kini, preteZzno nastanjenoj Han populacijom, dok su Deng i

saradnici istrazivanje sproveli u zapadnom regionu Secuana.

Gen za TNF lociran je u HLA regionu na hromozomu 6p21.3 [143]. Na znacaj TNF u
patogenezi pemfigusa ukazuju rezultati razlicitih istraZivanja. Pokazano je da interakcija
izmedu antigen specificnih T i B-¢elija dovodi do formiranja anti-dezmoglein 1 i anti-
dezmoglein 3 antitela [144]. Produkcija TNF moZe da bude regulisana na
transkripcionom, posttranskripcionom i translacionom nivou. Promene u
promotorskom regionu gena za TNF mogu da uti¢u na sekreciju TNF. Zamena guanina
adeninom na poziciji -308 (rs1800629) dovodi do povecane ekspresije TNF [16].
Polimorfizam -238G/A (rs361525) u promotoru gena za TNF takode moze da utice na
produkciju TNF, narocito u miljeu bogatom antiinflamatornim citokinima, pri ¢emu je i u
ovom slucaju A alel odgovoran za viSu produkciju [83]. Rezultati nekoliko istraZivanja
ukazuju da je znacajno viSa koncentracija TNF u serumu kod pacijenata sa pemfigus
vulgarisom u odnosu na zdrave kontrole [145-147]. D’Auria i saradnici pokazali su
znacajnu korelaciju izmedu serumskog nivoa TNF i aktivnosti bolesti kod pacijenata sa
pemfigus vulgarisom [148]. Posle ovih istrazivanja ustanovljeno je i da je koncentracija
TNF blago poviSena kod pacijenata sa PV u remisiji u odnosu na zdrave kontrole [149],
medutim nije ustanovljena statistiCka znacajnost u navedenom istrazivanju izmedu
pacijenata i kontrolne grupe. Dalje, Alecu sa saradnicima ustanovio je poviSen nivo TNF
u sadrZaju bula, a Lopez-Robles sa saradnicima poviSen nivo TNF u bioptatima lezione
koZe obolelih od pemfigus vulgarisa [146, 147]. Rezultati in vivo studija ukazuju da IgG
antitela odgovorna za nastanak PV indukuju nastanak TNF iRNK u koZi [17]. U
istrazivanju koje su sproveli Ameglio F i sar. ustanovljena je Kkorelacija izmedu
koncentracije TNF i titra autoantitela specifi¢cnih antigene intercelularnih spojeva [150].
Pored toga ustanovljena je statisticki znacajna korelaciju izmedu serumskog nivoa TNF i
aktivnosti bolesti kod pacijenata sa pemfigus vulgarisom [148]. TNF moze da dovede do

povecanog stvaranja C3 komponente komplementa od strane keratinocita kao i da uti¢e na
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aktivaciju plazminogena $to doprinosi procesu akantolize [151-154]. Ovakav nalaz ukazuje
na moguci uticaj TNF u odrZavanju patofizioloSkih mehanizama od znacaja za pemfigus i
objaSnjava uspeh terapije anti-TNF antitelima kod refraktornih formi oboljenja [63].
Dakle funkcionalni polimorfizam rs361525 u genu za TNF moZe da doprinese u odrZavanju
patofizioloskih mehanizama od znacaja za pemfigus ali rezultati nasSeg istraZivanja ne

mogu potvrde ovu hipotezu.

U okviru naSeg istraZivanja ispitivali smo rs1800629 i rs361525 u genu za TNF kod
pacijenata obolelih od pemfigus vulgarisa i pemfigus foliaceusa kao i kod zdravih,
kontrolnih osoba. Rezultati nasSeg istraZivanja ukazuju da nije ustanovljena statisticki
znacajna razlika u frekvenciji i distribucija alela i genotipova rs1800629 polimorfizma
gena za TNF izmedu zdravih kontrola i ukupnih pacijenata sa pemfigusom kao ni izmedu

zdravih kontrola poredenih sa obolelima od pemfigus vulgarisa i/ili pemfigus foliaceusa.

Studije koje su ispitivale uticaj rs1800629 i rizik od razvoja pemfigusa su retke.
Torzecka i saradnici [17] dokazali su statisticki znacajnu razliku u frekvenciji G i A alela
izmedu pacijenata sa pemfigus foliaceusom i zdravih kontrola, pri ¢emu je A alel koji se
povezuje sa povecanom produkcijom TNF zastupljeniji kod pacijenata. Moguce je da je
ovakav nalaz pokazatelj etnicke specificnosti poljske populacije sa pacijenata sa PF,
razlike u metodologiji (mogu¢nost parcijalne digestije amplifikovanih produkata nije

diskutovana u radu) i greSaka u interpretaciji dobijenih rezultata.

Rezultati nedavno objavljene meta analize [155] ukazuju da polimorfizam u genu za TNF
(-308G/A) nije udruZen sa sklono$¢u za razvoj pemfigusa. Medutim, u zakljucku ove
meta analize navodi se da je neophodno da se sprovede joS istrazivanja pre nego Sto se
donese konacan zakljucak o uticaju rs1800629 na sklonost ka razvoju pemfigusa. U
studiji koja se sprovedena u Egiptu na 70 pacijenata i 203 zdravih kontrola, nije
ustanovljena znacajna razlika u frekvenciji alela izmedu egipatskih pacijenata sa
pemfigusom i zdravih kontrola u ispitivanom G/A polimorfizmu rs1800629 na poziciji -
308 [156]. Takode nije ustanovljena statisticki znacajna razlika rs1800629 izmedu
pacijenata sa pemfigus vulgarisom i pemfigus foliaceusom. U studiji u Argentini radenoj
na 20 pacijenata i 24 zdrave kontrole analiziran je polimorfizam na poziciji -308 u genu
za TNF, i nije ustanovljena znacajna razlika izmedu pacijenata sa pemfigusom i zdravih
kontrola [18]. Javor i saradnici nisu uspeli da dokaZu statisticki znacajnu razliku u

frekvenciji G i A alela izmedu pacijenata sa pemfigus vulgarisom i zdravih kontrola [16].
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Imaju¢i na umu da je prisustvo A alela povezano sa vecom produkcijom TNF dok je
prisustvo G alela povezano sa nizom produkcijom TNF kao da njihovi nalazi nisu u
skladu sa podatkom da je kod pacijenata sa pemfigus vulgarisom poviSen serumski nivo
TNF [18], kao i nivo TNF u koznim lezijama [18]. Javor i saradnici zakljuCuju da je na
osnovu njihovih rezultata -308 A alel u znacajnoj neravnotezi sa HLA-DRB1*0301 alelom
kao i da iz toga proizilazi da sam TNF odnosno visoka produkcija TNF, koja bi mogla da
se dovede u vezu sa prisustvom A alela na poziciji -308 nije u direktnoj vezi sa
nastankom pemfigus vulgarisa. Pretpostavljaju da je ¢est nalaz G alela kod obolelih od
pemfigusa pokazatelj neravnoteZe sa HLA-DRB1*0301 alelom koji je u slovackoj
populaciji rede zastupljen kod obolelih od pemfigusa u odnosu na zdravu, kontrolnu

populaciju [16].

Do sada su u vecem broju istrazivanja ispitane frekvencije G i A alela na poziciji -308 u
okviru gena za TNF u populacijama zdravih osoba veceg broja geografski udaljenih
drzava. Jedan od ciljeva ovog istraZivanje bio je da se uporede dobijene frekvencije Gi A
alela rs1800629 i rs361525 polimorfizma gena za TNF u populaciji zdravih osoba iz
Srbije sa frekvencijama ovih alela u zdravim populacijama u drugim drzavama za koje
postoje podaci u literaturi i da se utvrdi da li postoje statisticki znacajne razlike izmedu
populacije zdravih osoba iz Srbije i drugih, etnicki razli¢itih populacija sa udaljenih
geografskih podrucja. Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu populacije
Srbije i populacija Nemacke [83], Poljske [84], Hrvatske [85], Slovacke [16], Spanije [88],
Brazila [90] i Austrije [91]. Visoko statisticki znacajna razlika u frekvenciji G i A alela
rs1800629 ustanovljena je izmedu zdrave populacije Srbije i zdravih populacija Japana
[82] i Egipta [156]. Medutim, poredenjem rezultata prikazanih u ovoj disertaciji sa dve
studije sprovedene u Indiji [87, 89] dobijaju se razliciti rezultati. Kada se nasi rezultati
uporede sa rezultatima koji su u Indiji sprovedeni na 208 zdravih osoba [87] dobija se
visoko statisticki znacajna razlika u frekvenciji G i A alela. Medutim kada se rezultati ove
disertacije uporede sa rezultatima koji su u drugoj studiji u Indiji sprovedeni kod 39
zdravih osoba, ne dobija se statisticki znacajna razlika u frekvenciji G i A alela. Ova
razlika u dobijenim rezultatima mogla bi da se objasni razli¢itim populacionim grupama
koje su obradivane u studiji u jugoisto¢noj Indiji [89] i studiji sprovedenoj na severu
Indije [87]. Dakle, etnicka specifi¢nost, poput razlika u SNP mogla bi da bude razlog za
razliku u rezultatima dve indijske studije, Pored toga, neophodno je uzeti u obzir i

veli¢inu obradivanog wuzorka, kao i C(¢injenicu da relevantnost imunogenetskih
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istraZivanja cCesto odreduje ili limitira veli¢ina ispitivanog uzorka. IstraZivanja
sprovedena na velem broju ispitanika adekvatnije reflektuju etnicke specificnosti
ispitivane populacije. Kada su naSi rezultati poredeni sa rezultatima dve studije uradene
u Poljskoj [17, 84] dobijeni su slini rezultati. U obe studije iz Poljske obradivana je
populacija iz centralnog dela. Visoko statisticki znacajna razlika u frekvenciji G i A alela
rs1800629 izmedu populacije Srbije i populacija Japana i Egipta mogle bi da ukazuju na

etniCke specifi¢nosti ispitivanog biomarkera u datim populacijama.

Rezultati tipizacije rs361525 u genu za TNF kod pacijenata obolelih od pemfigus
vulgarisa i pemfigus foliaceusa kao i kod zdravih, kontrolnih osoba ukazuju da ne postoji
statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova za rs361525 izmedu
pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih kontrola kao ni izmedu podgrupa obolelih od

pemfigus vulgarisa i pemfigus foliaceusa i zdravih kontrola.

U manjem broju studija ispitivana je povezanost polimorfizma -238G/A kod pacijenata
sa pemfigusom. Javor i saradnici [16] ustanovili su da kod pacijenata sa pemfigus
vulgarisom postoji statisticki znac¢ajno povecana frekvencija -308 G/ 238/G haplotipa u
odnosu na zdravu, kontrolnu populaciju. Studijom je obuhvateno 34 pacijenta sa
dijagnostikovanim pemfigus vulgarisom i 140 zdravih, kontrolnih osoba. IstraZivanjem
je bio obuhvaden i sam rs361525 medutim nije ustanovljena povezanost ovog
polimorfizma i povetanog rizika za razvoj pemfigus vulgarisa. U studiji radenoj u
Poljskoj [17] ispitivan je i polimorfizam rs361525 na poziciji -238 G/A kod 53 pacijenata
sa pemfigusom i 87 kontrola. Nije ustanovljena znacajna razlika u distribuciji -238 G/A
alela kod obolelih od pemfigus vulgarisa ili pemfigus foliaceusa i zdravih kontrola. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima naSeg istrazivanja u kojem nije ustanovljena
povezanost polimorfizma rs361525 i povecanog rizika za razvoj pemfigus vulgarisa i

pemfigus foliaceusa.

Slican fenomen se moze uociti i u drugim zapaljenjskim bolestima ljudi. Rezultati
istrazivanja sprovedenog u Nemackoj [157] dobijeni analizom 142 pacijenta sa ulceroznim
kolitisom ukazuju da TNF-a A alel rs361525 predstavlja znacajan faktor rizika za pojavu
promena u usnoj duplji kod pacijenata sa ulceroznim kolitisom, dok rezultati studije
sprovedene u Spaniji na 84 pacijenta sa ulceroznim kolitisom i 135 kontrola ukazuju da

rs361525 nije povezan sa rizikom od razvoja inflamatorne bolesti creva [158].
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Kada je u pitanju ispitivani polimorfizam u 5 promotorskom regionu gena za TNF,
rs361525 (-238G/A) frekvencija G i A alela rs361525 u kontrolnoj, zdravoj, populaciji
Srbije, koja je obradena u ovoj disertaciji nije se znacajno statisticki razlikovala u odnosu
na frekvencije G i A alela u zdravim populacijama Tajlanda [92], Brazila [93], Irana [94],
Poljske [84], Kine [95], Maroka [96], Nemacke [97], [91] i Hrvatske [85]. Ispitivanja su
sprovedena na razli¢itom broju zdravih osoba u studijama. Ovi rezultati mogli bi da
ukazuju na to da za TNF -238G/A ne postoje razlike u populacijama sa razlic¢itih i

udaljenih geografskih podrucja.

Gen za interleukin-10 nalazi se na 1q32.1. IL-10 je imunomodulatorni citokin koji moze

da ima korisnu ali i Stetnu ulogu u inflamaciji, infekciji i autoimunosti [159].

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivani su polimorfizmi u promotoru gena za IL-10, i to -
1082 G/A (rs1800896), i na poziciji i -819 C/T (rs1800871) kod pacijenata obolelih od

pemfigus vulgarisa i pemfigus foliaceusa kao i kod zdravih kontrolnih osoba.

Rezultati ove disertacije ukazuju ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji alela
i genotipova rs1800896 polimorfizma izmedu pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih
kontrola kao ni izmedu podgrupa obolelih od pemfigus vulgarisa i pemfigus foliaceusa i

zdravih kontrola.

Pregledom literature utvrdeno je da postoje tri publikacije u kojima su objavljeni
rezultati genotipizacije ovog polimorfizma kod pacijenata obolelih od pemfigusa. Pereira
NF i sar. ispitivali su udruzenost -1082 (A/G) (rs1800896) u genu za IL-10 kod 168
pacijenata sa endemskom formom pemfigus foliaceusa i 189 zdravih kontrolnih osoba
koje su naknadno podeljene u podgrupe belaca i pacijenata mulatskog porekla. AA
genotip rs1800896 je bio ceS¢i kod obolelih mulata nego kod zdravih ali se nakon
korekcije statisticka znacajnost izgubila [160]. Kod pacijenata evropskog porekla takve
razlike nisu ustanovljene u odnosu na zdrave osobe evropskog porekla koje su cinile
kontrolnu grupu [160]. Sli¢no tome, Eberhard Y i sar. nisu pokazali znacajne razlike u
distribuciji alela i genotipova rs1800896 izmedu pacijenata evropskog porekla u
Argentini [18] na skromnom uzorku od 20 pacijenata i 24 kontrole. Javor | i sar. su
pokazali da je G alel udruZen sa viSom produkcijom IL-10 ovog polimorfizma redi kod
pacijenata sa pemfigusom nego kod kontrola ali razlika nije bila statisticki znacajna [16].

Ipak A alel rs1800896 kao deo haplotipa ACC (zajedno sa polimorfizmima rs1800871 i
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rs1800872) odgovoran za nizu produkciju IL-10 je bio znacajno ¢e$¢i medu pacijentima

nego medu kontrolama [16].

Polimorfizam rs1800896 (- 1082 A > G) moZe da remeti transkripciju i sekreciju IL-10.
Protektivni efekti IL-10 podrazumevaju inhibiciju produkcije proinflamatornih citokina
kao Sto su IL-1, TNF, IL-12 od strane T-Celija i antigen prezentujucih celija [161-163],
inhibiciju produkcije hemokina, nishodnu regulaciju ekspresije MHC molekula II klase i
kostimulatornih molekula kao Sto je npr. CD86. Na taj nacin IL-10 inhibira prezentaciju
antigena, slabi CD4* T cCelijski odgovor i indukuje razvoj tolerancije [164-167]. Medutim,
pokazano je da IL-10, makar in vitro indukuje posebno nastanak IgG4 antitela [168] koja
imaju patogenu ulogu u pemfigusu. Pored toga IL-10 moZe da podstice preZivljavanje B
¢elija i odrzavanje njihove sposobnosti da produkuju antitela kao i da sprec¢ava apoptozu
[169-171]. Posto je ustanovljeno je da je produkcija citokina barem delom regulisana
polimorfizmima unutar gena koji kodiraju citokine [13, 16, 62], jasno je da IL-10 moZe
da utice na patogenezu pemfigusa na sistemskom i lokalnom nivou. Na sistemskom
nivou moze da spreci nastanak auto reaktivnog odgovora ali i da obezbedi trajanje ve¢
uspostavljene produkcije autoantitela, dok na lokalnom nivou moZe da deluje
supresivno na procese inflamacije i akantolize, odnosno da sprecava dalje oStecenje koze

[63].

U skladu sa postavljenim ciljevima disertacije ustanovili smo frekvencije G i A alela za
rs1800896 (-1082 G/A) u nasoj zdravoj, kontrolnoj populaciji i uporedili nase rezultate
sa rezultatima dobijenim u drugim regionima. Na osnovu poredenja dobijenih
frekvencija A i G alela u zdravoj populaciji Srbije i drugih publikovanih podataka iz
razlicitih delova sveta ustanovljena je visoko statisticki znacajna razlika u frekvenciji G i
A alela izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Kine [99], Meksika [100], Indije
[104] i Tunisa [103], nije ustanovljena statistic¢ki znacajna razlika u frekvenciji G i A alela
izmedu zdrave populacije Srbije i populacija, Slovacke [16], Gréke [105], Italije [102],
Turske [101] i Argentine [18].

NaSe istrazivanje obuhvatilo je i polimorfizam na poziciji i -819 C/T (rs 1800871) u
promotoru gena za IL-10 kod pacijenata obolelih od PV i PF kao i kod zdravih
kontrolnih osoba. Statistickom analizom rezultata prikazanih u ovoj disertaciji pokazano
je da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji C i T alela za rs1800871 kao ni

CC, CT i TT genotipova izmedu pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih kontrola kao
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ni izmedu podgrupa obolelih od pemfigus vulgarisa i pemfigus foliaceusa i zdravih

kontrola.

UdruZenost polimorfizma -819 T/C rs1800871 sa rizikom od razvoja oboljenja iz grupe
pemfigusa ispitivana je u malom broju studija. Javor i saradnici u studiji sprovedenoj na
34 pacijenta obolela od pemfigus vulgarisa i 140 kontrola ustanovili da aleli i genotipovi
polimorfizma -819 C/T nisu udruZeni sa povecanim rizikom od razvoja pemfigusa ali je
C alel kao deo pomenutog ACC haplotipa IL10 ceS¢i kod pacijenata nego kod zdravih
kontrola [16]. Suprotno tome, Eberhard Y i sar. ustanovili su da je C alel rs1800871
znacajno udruZen sa razvojem pemfigusa, posebno pemfigus vulgarisa [18]. Pored toga
ustanovljena je veca frekvencija haplotipa 1082/819 A/T, koji je povezan sa niZom
produkcijom IL-10, kod pacijenata sa pemfigusom i u podgrupi pacijenata sa pemfigus
vulgarisom u odnosu na zdravu, kontrolnu populaciju. Nije ustanovljena statisticki
znacajna razlika kada je podgrupa obolelih od pemfigus foliaceusa poredena sa zdravom
populacijom, medutim treba uzeti u obzir da su u ispitivanje bila uklju¢ena samo tri
pacijenta obolela od pemfigus foliaceusa [102]. Nasi rezultati u skladu su sa rezultatima
koji su dobili Javor ] i sar. [16], i razlikuju se od rezultata koje su dobili autori studije radene
u Argentini. Ova Cinjenica je ofekivana s obzirom na manju etnicku distancu izmedu
populacija Srbije i Slovacke kao 1 veceg broja pacijenata i kontrola koje su bile ukljucene u

slovacku studiju.

U okviru naseg istrazivanja poredili smo i nalaz - 819 C > T rs1800871 polimorfizma kod
nasih pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih, kontrolnih osoba. Poredenjem nasih
rezultata sa rezultatima drugih istrazivanja, radenih na razli¢itim geografskim
podrucjima u svetu ustanovljena je visoko statisticki znacajna razlika u frekvenciji Ci T
alela izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Kine [99], Tajvana [172], Meksika
[106], Indije [10], Tunisa [103], i marginalno od populacije Danske [107] dok nije
ustanovljena statisticki znacajna razlika u frekvenciji C i T alela izmedu zdrave

populacije Srbije i zdrave populacije Slovacke [16], Gr¢ke [105] i Argentine [18].
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Udruzenost izmedu pojedinih varijanti gena koji kodiraju molekule bitne za nastanak,
odrZavanje autoimunskog odgovora, inflamacije i sklonosti ka nastanku pemfigusa
pokazana je u brojnim studijama, u populacijama razliCitog etnickog porekla. U ovoj
disertaciji je po prvi put ustanovljena udruZenost polimorfizma rs1129055 u genu za
molekul CD86 sa povecanim rizikom od razvoja pemfigusa. Pored toga, po prvi put smo
sproveli ispitivanje ovog tipa kog pacijenata obolelih od PV i PF i na osnovu dobijenih

rezultata doneli smo sledece zakljucke:

1.  Frekvencija A alela u okviru rs1129055 polimorfizma gena za CD86 je znacajno
visa medu obolelima od pemfigusa i to pemfigus vulgarisa nego medu zdravim

osobama. Saglasno tome, GG genotip je protektivan.

2. Nosioca T alela rs5742909 polimorfizma u genu za CTLA4 je znacajno vise u grupi

pacijenata sa pemfigus foliaceusom u odnosu na grupu sa pemfigus vulgarisom.

3. Ucestalosti alela i genotipova rs733618 u genu za CTLA4, rs1800629 i rs361525 u
genu za TNF, i rs1800896 i rs1800871 u genu za IL10 se ne razlikuju izmedu
pacijenata obolelih od pemfigusa i zdravih osoba, kao ni izmedu pacijenata sa

razli¢itim formama pemfigusa.

4.  Jasno su prikazana poredenja frekvencija alela ispitivanih gena izmedu populacija

zdravih osoba iz Srbije i populacija zdravih osoba iz drugih zemalja.
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Spisak skracenica:

PV - pemfigus vulgaris

PF - pemfigus foliaceus

PVv - pemfigus vegetans

PP - paraneoplasti¢ni pemfigus

CTLA-4 - limfocitni citotoksi¢ni antigen 4
Dsg-1 - desmoglein-1

Dsg-3 - desmoglein-3

APC - antigen prezentujuce Celije
TCR - T ¢elijski receptor

Th1,2 - T pomocnicka Celijali?2

Treg - T regulatorna ¢elija

IL - interleukin

Ig - imunoglobulin

TNF - faktor nekroze tumora

INF - interferon

HLA - humani leukocitni antigend

PCR - reakcija lanc¢ane polimerizacije

SNP - (engl. Single Nucleotide Polymorphism), polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida
HP - histopatoloski

DIF test - test direktne imunoflorescencije
IIF test - test indirektne imunoflorescencije
GWAS - (engl. genome-wide association study)
- ispitivanje polimorfizama gena u celokupnom genomu
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA - etilendiamin tetrasiréetna kiselina

OR - (engl. odds ratio) -odnos Sansi
A - adenin

C - citozin

G - guanin

T - timin

IVIG - intravenski imunoglobulini
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisan Srdan Tanasilovi¢

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

»+ANALIZA POLIMORFIZAMA GENA ZA CD86, CTLA-4, TNF i IL-10 KOD BOLESNIKA SA
PEMFIGUSOM U SRBIJI“

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoSkolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e danisam krsio autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranta

U Beogradu, 10. 6. 2016.




Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i
elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora  Srdan Tanasilovi¢

Naslovrada ,ANALIZA POLIMORFIZAMA GENA ZA (D86, CTLA-4, TNF i IL-10 KOD
BOLESNIKA SA PEMFIGUSOM U SRBIJI

Mentor:  Prof. dr Ljiljana Medenica

Komentor: Prof. dr Dusan Popadi¢

Potpisani Srdan Tanasilovic

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 10. 6. 2016.



Prilog 3.
Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

+~ANALIZA POLIMORFIZAMA GENA ZA (D86, CTLA-4, TNF i IL-10 KOD BOLESNIKA SA
PEMFIGUSOM U SRBIJI“

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu
da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons) za koju sam se odlucio.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade
4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima

Potpis doktoranda

U Beogradu, 10. 6. 2016.
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