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Súhrn

Asociácia HLA-DR a -DQ aliel s pemphigus vulgaris v slovenskej populácii

Pemphigus vulgaris (PV) je autoimunitná choroba, ktorá sa spája s genetickou predispozíciou, na kto-
rej sa najväã‰ou mierou podieºajú gény HLA-komplexu. Cieºom na‰ej práce bolo zistiÈ, ãi táto choroba
v slovenskej populácii, podobne ako je tomu v in˘ch kaukazoidn˘ch populáciách, je tieÏ asociovaná
s alelami HLA-komplexu. V súbore 32 pacientov s PV sme stanovili frekvencie HLA-DRB1 a -DQB1 aliel
a porovnávali so zdravou populáciou. Zistili sme ‰tatisticky signifikantnú pozitívnu asociáciu s alelami
DRB1*14 (20,31 % vs. 2,69 %, OR = 9,2, Pc< 0,001) a DRB1*04 (39,06 % vs. 11,16 %, OR = 5,1, Pc< 0,001).
Alely DQB1*03 a DQB1*05 sa vyskytovali ãastej‰ie tieÏ, ale signifikantnú úroveÀ nedosiahli. Frekvencia
alely DQB1*06 bola u pacientov s PV, v porovnaní s kontrolnou skupinou, signifikantne niÏ‰ia (3,12 % vs.
20,61 %; OR = 0,12, Pc = 0,002). NiÏ‰ie, ale ‰tatisticky nesignifikantné, alelové frekvencie sme zaznamena-
li tieÏ pri DRB1*11 a DRB1*15. Uvedené v˘sledky sú v súlade s údajmi uvádzan˘mi v literatúre
a prispievajú tak k celkovej genetickej charakteristike choroby.
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Summary

Association of HLA-DR and -DQ Alleles with Pemphigus Vulgaris in Slovak Population

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

Pemphigus je oznaãenie pre skupinu chorôb, ktoré sa
vyznaãujú pºuzgierov˘mi prejavmi na koÏi a slizniciach.
Patria sem tri príbuzné choroby – pemphigus vulgaris,
pemphigus foliaceus a paraneoplastick˘ pemfigus.

Pemphigus vulgaris (PV) je najÈaÏ‰ia forma pemfigu

a pred érou pouÏívania systémovej glukokortikoidovej
terapie bol skoro vÏdy fatálny. Klinicky sa manifestuje
tvorbou vezikúl na koÏi a slizniciach. Príãinou vytvára-
nia pºuzgierov˘ch prejavov sú protilátky, ktoré sú namie-
rené proti intercelulárnym adhezívnym molekulám, kon-
krétne proti desmogleínu 3 a desmogleínu 1 (Dsg3
a Dsg1). Okrem anti-Dsg3 a anti-Dsg1 protilátok sa na
imunopatogenéze choroby podieºajú aj iné protilátky,
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Legenda: Pc – korigovaná P-hodnota, OR – pomer ‰ancí (odds ratio), CI – interval spoºahlivosti (confidence interval), N – poãet ãle-
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ticky signifikantná

Česko-slovenská dermatologie 149

najmä proti acetylcholínovému receptoru α9 a pemfaxínu
(anexín 31) (13). Tieto receptory sa podieºajú na regulá-
cii koncentrácie intracelulárneho Ca2+ iónu, ktor˘ je nevy-
hnutn˘ pre polymerizáciu aktínu, deju, ktor˘ sa odohráva
pri spájaní sa keratinocytu s keratinocytom; vytváranie
desmozómov nasleduje aÏ po vytvorení ich stabilného
kontaktu (5, 17).

Pemphigus vulgaris patrí medzi autoimunitné choroby,
o ktor˘ch je známe, Ïe sa vyvíjajú na genetickom pozadí.
KaÏdá autoimunitná choroba je podmienená viacer˘mi
génmi, ide v podstate o súbor génov, z ktor˘ch kaÏd˘ svo-
jim dielom prispieva ku genetickej predispozícii, ktorá sa
realizuje pod vplyvom urãitého environmetálneho vyvo-
lávateºa. V rámci genetickej predispozície medzi gény, kto-
ré sú najv˘znamnej‰ie patria gény HLA-komplexu; ich
podiel je aÏ 30–40 % (2, 8, 10). Asociácie medzi HLA-ale-
lami, resp. molekulami a chorobami sú uÏ dobre známe
a mnohé z nich sa uÏ vyuÏívajú aj pre úãely klinickej pra-
xe. HLA-alely sa podieºajú aj na predispozícii k PV ako
o tom svedãia poãetné údaje z literatúry, av‰ak nie sloven-
skej. Cieºom na‰ej práce bolo preto zistiÈ asociáciu PV
s alelami HLA-komplexu na vzorke pacientov slovenskej
populácie.

MATERIÁL A METÓDY

Súbor chor˘ch s pemphigus vulgaris tvorilo 32 neprí-
buzn˘ch pacientov kaukazoidnej populácie, ktorí pochád-
zali z viacer˘ch oblastí Slovenska. Vek pacientov bol
v priemere 56 rokov, najmlad‰í bol 23-roãn˘ a najstar‰í
83-roãn˘, pomer Ïien a muÏov v sledovanom súbore bol
1,6 : 1; priemern˘ vek prv˘ch prejavov choroby bol 47
rokov. Diagnóza sa urãila na základe histologického vy‰et-
renia a u 20 pacientov sa potvrdila aj priamym imunoflu-

orescenãn˘m vy‰etrením. Kontrolnú populáciu tvorilo 130
(pre urãenie HLA-DRB1 aliel), resp. 143 (pre urãenie
HLA-DQB1 aliel) nepríbuzn˘ch dobrovoºn˘ch jedincov
kaukazoidnej populácie, ktor˘ch sme na na‰om pracovis-
ku vy‰etrili v rámci populaãno-genetickej ‰túdie (4). Aj
pacienti aj zdraví dobrovoºníci sa vy‰etrili tou istou metó-
dou a primermi, ktoré pochádzali od tej istej firmy.

Typizáciu HLA-aliel triedy II sme robili pomocou tech-
niky PCR-SSP (polymerázová reÈazová reakcia so
sekvenãne ‰pecifick˘mi primermi). Táto technika zahrÀu-
je izoláciu genómovej DNA, amplifikáciu 2., príp. 2. a 3.
exónu príslu‰nej alely a napokon vizualizáciu. Amplifiká-
ciu polymorfnej oblasti HLA-génov sme uskutoãÀovali
pomocou komerãne dostupn˘ch sekvenãne ‰pecifick˘ch
primerov Olerup SSPTM (·védsko) pre nízko-rozli‰ovaciu
(low resolution) techniku (14, 15); pouÏívali sme 23 HLA-
DR párov a 8 HLA-DQ párov primerov. Nízko-rozli‰ova-
cia technika umoÏÀuje urãovaÈ len skupinu príbuzn˘ch ali-
el, ale nie jednotlivé alely; napr. urãovali sme DRB1*01
skupinu, ktorá v ãase získavania v˘sledkov zah⁄Àala aÏ
16 aliel (tieto sa dajú identifikovaÈ vysokorozli‰ovacou
technikou – „high resolution“).

·tatistickú anal˘zu rozdielov medzi frekvenciami jed-
notliv˘ch aliel sme v oboch súboroch robili pomocou Fis-
herovho exaktného testu (‰tatistick˘ poãítaãov˘ program
INSTAT 3, GraphPad Software Inc. San Diego, CA, USA).
Vypoãítali sme hodnotu P, ktorá udáva pravdepodobnosÈ
platnosti nulovej hypotézy predpokladajúcej, Ïe medzi
vy‰etrovanou chorobou a znakom (alelou) neexistuje nija-
ká asociácia. Za hranicu ‰tatistickej v˘znamnosti sa pova-
Ïuje P = 0,05. Táto hodnota sa zvykne korigovaÈ podºa
Bonferoniho (Pc), teda vynásobením ãísla P poãtom aliel,
resp. skupín aliel, ktoré na danom lokuse moÏno urãiÈ (3).
V tabuºkách uvádzame aj hodnoty pravdepodobnosti Pc
(hranicou ‰tatistickej v˘znamnosti je Pc = 0,05). Pomer
‰ancí (odds ratio – OR) sme vypoãítali pomocou rovnaké-

Tab. 1. Frekvencie HLA-DRB1 aliel u pacientov s pemphigus vulgaris a u zdrav˘ch osôb

HLA-DRB1 PV Kontrola P Pc OR 95% CI
(N- 32) (N - 130)

Poãet % Poãet %
*0101-16 5/64 7,81 19/260 7,31 0,796 n.s. 1,075 0,39 - 3,00
*1501-22 2/64 3,12 32/260 12,31 0,0245 n.s. 0,2227 0,05 - 0,95
*1601-11 1/64 1,56 14/260 5,38 0,3193 n.s. 0,279 0,04 - 2,16
*0301-31 3/64 4,69 25/260 9,62 0,3191 n.s. 0,4623 0,14 - 1,58
*0401-63 25/64 39,06 29/260 11,16 < 0,0001 < 0.001 5,106 2.71 - 9.62
*1101-60 4/64 6,25 53/260 20,38 0,0058 n.s. 0,2520 0,09 - 0,72
*1201-15 0/64 0,00 4/260 1,53 1,00 n.s. 0,4419 0,02 - 8,32
*1301-75 3/64 4,69 21/260 8,07 0,436 n.s. 0,5597 0,16 - 1,94
*1401-64 13/64 20,31 7/260 2,69 < 0,0001 < 0.001 9,213 3,50 - 24,23
*0701-11 4/64 6,25 37/260 14,23 0,215 n.s. 0,4018 0,14 - 1,17
*0801-30 2/64 3,12 12/260 4,62 1,00 n.s. 0,6667 0,14 - 3,06
*0901-6 0/64 0,00 1/260 0,38 1,00 n.s. 1,341 0,05 - 33,33
*1001 2/64 3,12 6/260 2,31 0,659 n.s. 1,366 0,27 - 6,92
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ho poãítaãového programu Instat. OR vyjadruje silu ‰ta-
tisticky signifikantnej asociácie - ãím je asociácia silnej‰ia,
t˘m je OR vy‰‰ie ako 1; naopak, ãím OR je men‰ie ako 1,
t˘m silnej‰ia je negatívna asociácia.

V¯SLEDKY

V súbore pacientov sme urãovali 13 skupín HLA-DRB1
aliel. Ich alelová frekvencia sa pohybovala od 0,00 % aÏ
po 39,06 % (tab. 1, obr. 1). Oproti kontrolnej skupine ‰ta-
tisticky veºmi v˘znamne zv˘‰enú frekvenciu mali alely
DRB1*04 (39,06 % vs. 11,16 %, OR = 5,1, P < 0,0001, Pc
< 0,001) a DRB1*14 (20,31 % vs. 2,69 %, OR = 9,2, P <
0,0001, Pc < 0,001). Naopak, zníÏenú frekvenciu mali ale-

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

Frekvencie HLA-DQB1 aliel u pacientov s PV,
v porovnaní so zdrav˘mi, uvádzame v tabuºke 2 a na
obrázku 2; pohybovali sa od 3,12 % aÏ po 50,00 %. ·ta-
tisticky signifikantne zv˘‰en˘ v˘skyt sme pozorovali pri
alelách DQB1*03 a DQB1*05, av‰ak po korekcii podºa
Bonferoniho Pc nedosahovali úroveÀ 0,05 (DQB1*03 =
50,00 % vs. 34,26 %; OR = 1,9, P = 0,022, Pc = 0,1105
a DQB1*05 = 32,81 % vs. 19,58 %; OR = 2,0, P = 0,029,
Pc = 0,146). Na druhej strane sme u pacientov, oproti kon-
trolnej skupine, zaznamenali zníÏen˘ v˘skyt alely
DQB1*06; ‰tatistická signifikantnosÈ nálezu zostala zacho-
vaná aj po korekcii (3,12 % vs. 20,63 %; OR = 0,12, P =

Tab. 2. Frekvencie aliel HLA-DQB1 u pacientov s pemphigus vulgaris a zdrav˘ch osôb

HLA-DQB1 PV Kontrola P Pc OR 95 % CI
(N- 32) (N- 143)

Poãet aliel % Poãet aliel %
*0201-4 7/64 10,94 60/286 20,98 0,078 n.s. 0,4626 0,2 - 1,07
*0301-18 32/64 50,00 98/286 34,26 0,0221 n.s. 1,918 1,11 - 3,17
*0401-2 2/64 3,12 13/286 04,55 1,0000 n.s. 0,6774 0,15 - 3,08
*0501-4 21/64 32,81 56/286 19,58 0,0292 n.s. 2,006 1,10 - 3,65
*0601-28 2/64 3,12 59/286 20,63 0,0004 0,002 0,1241 0,02 - 0,52
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Obr. 1. Porovnanie frekvencie HLA-DRB1-aliel u chor˘ch s pemphigus vulgaris so zdravou populáciou.
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0,0004, Pc = 0,002). ZníÏená, aj keì nie signifikantne, bola
aj alela DQB1*02 (10,94 % vs. 20,98 %; OR = 0,46, P =
0,078, Pc = 0,390).

DISKUSIA

Pemfigus vulgaris (PV) je autoimunitná choroba, ktorej
nástup a progresia závisí od interakcie viacer˘ch známych
aj neznámych faktorov. Patria medzi ne lieky, strava, UV
Ïiarenie, vírusy a iné faktory, priãom chorobné procesy
vyvolajú ãi podporujú iba u jedincov, ktorí majú pre danú
chorobu genetickú predispozíciu (1, 2, 6, 18).

Na genetickej predispozícii PV sa najväã‰ou mierou
podieºajú gény HLA-komplexu, ktoré sa povaÏujú za
dominujúce predipoziãné genetické faktory; z nich sú to
najmä HLA-DR alely, ktoré kódujú molekuly schopné,
v porovnaní s in˘mi HLA-molekulami, najúãinnej‰ie indu-
kovaÈ (auto)imunitné procesy (2, 5, 16). PV sa vyskytuje
ãastej‰ie u osôb Ïidovského pôvodu s genetick˘mi základ-
mi Ashkenáziho kmeÀa (4 aÏ 10-krát ãastej‰ie ako
v kaukazoidnej populácii), a preto prvé asociácie medzi
HLA-systémom a PV sa hºadali práve u nich. Tieto ‰túdie
odhalili asociáciu choroby s molekulou HLA-DR4; neskôr
sa asociácia potvrdila DNA-typizáciou a navy‰e sa asoci-
ácia spresnila – ide o asociáciu s alelou HLA-DRB1*0402.
Podobné ‰túdie v kaukazoidnej a v in˘ch populáciách tieÏ
zistili asociáciu s HLA-DR4 a -DQ5 (kóduje ju alela HLA-
DQB1*0503) (9, 6, 11). HLA-DQB1*0503 je vo väzbo-
vej nerovnováhe s alelami zo skupiny DRB1*14. Vy‰etre-
nie chor˘ch s PV súãasne odhalilo, Ïe títo nemali molekulu
HLA-DR3 (9, 11, 12), takÏe by mohla pôsobiÈ ako protek-
tívny faktor.

Problematike asociácie medzi HLA-alelami a PV sa na
Slovensku zatiaº nikto nevenoval, ão nás viedlo, k tomu,
aby sme takúto ‰túdiu urobili. Zistili sme silnú, ‰tatisticky
preukázanú, pozitívnu asociáciu pemphigus vulgaris
s alelami DRB1*14 a DRB1*04. Alely DQB1*03
a DQB1*05 sa vyskytovali síce tieÏ ãastej‰ie, ale odch˘l-
ka ich frekvencie od zdravej populácie po korekcii nedo-
siahla signifikantnú úroveÀ. Na druhej strane frekvencia
aliel DQB1*06 u pacientov, v porovnaní s kontrolnou sku-
pinou, bola signifikantne niÏ‰ia, takÏe môÏe maÈ protek-
tívny charakter vzhºadom na v˘voj PV. NiÏ‰ie frekvencie
sme zaznamenali tieÏ u DRB1*11 a DRB1*15, ale tento
nález nebol ‰tatisticky signifikantn˘.

Pozitívna asociácia DRB1*04 a DRB1*14 aliel s PV,
ktorú sme zistili v na‰ej ‰túdii, sa zistila aj v in˘ch popu-
láciách, napr. u ·panielov, Francúzov, Talianov a in˘ch (7,
11, 12), takÏe na‰imi v˘sledkami sme iba potvrdili v‰eo-
becne platnú asociáciu medzi t˘mito alelami a PV. Podob-
ne negatívne asociácie aliel DQB1*06, HLA-DRB1*11
a HLA-DRB1*15 s pemphigus vulgaris, ktoré sme pozo-
rovali v na‰ej ‰túdii, udávajú aj iní autori (1, 6, 9). Na dru-
hej strane sme nepotvrdili negatívnu asociáciu medzi PV
a HLA-DRB1*03, ktorá kóduje molekulu HLA-DR3,
i keì náznak jej zníÏenej frekvencie tu je a je moÏné, Ïe pri
vy‰etrení väã‰ej skupiny pacientov, ão je dosÈ ÈaÏké vzhºa-
dom na nízku prevalenciu choroby, sa táto tendencia pre-
tvorí do ‰tatisticky signifikantnej podoby .

V̆ sledky, ktoré v práci prezentujeme, sme získali typi-
záciou na úrovni „low resolution“ a moÏno ich povaÏovaÈ
len za predbeÏné. Je veºmi pravdepodobné, Ïe pri podrob-
nej‰ej anal˘ze vysoko-rozli‰ovacou technikou (high reso-
lution), dospejeme k presnej identifikácii konkrétnej alely
zodpovednej za genetickú predispozíciu, ão je v programe
na‰ej ìal‰ej v˘skumnej práce.
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Obr. 2. Porovnanie frekvencie HLA-DQB1-aliel u chor˘ch s pemphigus vulgaris so zdravou populáciou.
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