Znacaj aviditeta imunoglobulina G specifi¢nih za dezmoglein 1 i dezmoglein 3 kod pacijenata

obolelih od pemfigus vulgarisa

Uvod

Pemphigus vulgaris (PV) je retka, hroni¢na i potencijalno smrtonosna autoimunska bolest
koze i sluzokoZa, uzrokovana prisustvom IgG autoantitela usmerenih protiv dezmogleina 3 (Dsg3).
Kod odredenog broja pacijenata prisutna su i autoantitela protiv dezmogleina 1 (Dsgl)!.

Dezmogleini su dezmozomalni glikoproteini. Osnovna funkcija dezmozoma u koZzi jeste
ocuvanje integriteta epiderma putem mehani¢kog povezivanja citoskeleta jedne Celije sa citoskeletom
susedne ¢elije. Dezmoglein 1 1 Dsg3 su kljuéni dezmozomski kadherini, sa molekulskim masama od
160 kDa, odnosno 130 kDa. Kod oba proteina, imunogeni epitopi se nalaze u vancelijskim domenima,
a njihova funkcija i struktura zavise od konformacije proteina i prisustva kalcijuma. Medutim, Dsgl i
Dsg3 se razlikuju po obrascu ekspresije u razli¢itim slojevima epiderma i sluzokoze. U epidermu,
ekspresija Dsgl raste prema povrSnim slojevima, dok se ekspresija Dsg3 postepeno smanjuje i
potpuno je odsutna u stratum granulosum. Suprotno tome, u epitelu sluzokoze Dsgl ima minimalnu
ekspresiju i odsutan je u bazalnom sloju, dok je Dsg3 prisutan u svim slojevima. Na taj nacin, Dsgl i
Dsg3 imaju komplementarne uloge u odrzavanju strukturnog integriteta razli¢itih tipova epitela®.

,Hipoteza o kompenzaciji dezmogleina“ ne objasnjava neslaganja izmedu lokalizacije lezija i
anti-Dsg3/1 profila: neki pacijenti sa mukokutanim PV imaju anti-Dsg3 ili anti-Dsgl antitela,
dominantno mukozni tip moZe imati anti-Dsgl bez anti-Dsg3, dok dominantno kutani tip moze imati
povisen anti-Dsgl i odsutna anti-Dsg3 antitela. Takode, ova teorija ne objasnjava zaSto pacijenti sa
povisenim anti-Dsg1 nemaju supkornealne bule kao kod pemphigus foliaceusa (PF)’.

Vise od 50 antigena specifi¢nih za organ i nespecifi¢nih za organ identifikovano je kao mete
autoimunskog odgovora u pemfigusu, ukljucujuéi molekule Celijske adhezije, receptore celijske
membrane, antigene tireogastri¢nih klastera, mitohondrijske proteine, kao i imunske, hematoloske,
neuronske i onkoantigene. Prema savremenoj multipatogenetskoj teoriji, patogeneza pemfigusa
objasnjava se ,,hipotezom visestrukog pogotka‘ (eng. multiple hit hypothesis), koja pretpostavlja da je
formiranje bula kod svakog pacijenta rezultat sinergijskog i kumulativnog delovanja viSe razliCitih
autoantitela, kako onih usmerenih protiv dezmogleina (Dsg), tako i protiv ne-Dsg antigena. Ovi
raznoliki profili autoantitela aktiviraju specificne signalne puteve unutar keratinocita, $to dovodi do
razli¢itih klini¢kih fenotipova bolesti*. , Hipoteza superkompenzacije®, koju su formulisali Sinha i
Sajda, pretpostavlja da vezivanje specificnih autoantitela, u kombinaciji sa jedinstvenim obrascima
epidermalne ekspresije razliCitih autoantigena, dovodi do poremecaja intracelularne signalizacije i
razvoja akantolize, ali samo ukoliko ukupni efekti ovih interakcija premase odredeni patoloski prag.
Prema ovoj hipotezi, visoko patogena autoantitela usmerena protiv Dsg3 mogu biti dovoljna za

indukciju akantolize ogranic¢ene na mukozne povrsine. Suprotno tome, istovremeno prisustvo visoko
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patogenih anti-Dsg3 i anti-Dsgl autoantitela smatra se neophodnim za razvoj istovremene mukozne i
kutane zahvacenosti. Pored toga, kombinacije slabo patogenih anti-Dsg3 autoantitela sa
autoantitelima usmerenim protiv ne-Dsg antigena mogu doprineti nastanku mukozne ili mukokutane
akantolize, putem aditivnih ili sinergistickih patomehanizama>.

Hashimoto 1 saradnici identifikovali su Sest potencijalnih mehanizama patogenosti anti-
desmogleinskih autoantitela, koji ukljucuju: (1) zavisnost od konformacije Dsg molekula indukovane
kalcijumom, (2) reaktivnost prema prekursorskim (nezrelim) oblicima Dsg molekula, (3) specifi¢nost
za odredene ekstracelularne domene desmogleina (EC1-ECS), (4) uticaj supklasa imunoglobulina
(IgG1-1gG4, 1gA, IgE), (5) usmerenost autoantitela na aktivacioni domen p38 MAPK signalnog puta
unutar Dsg molekula, (6) aviditet, odnosno funkcionalni afinitet autoantitela prema dezmogleinskim
antigenima®.

Aviditet predstavlja zbirnu snagu viSestrukih bivalentnih ili multivalentnih interakcija izmedu
antitela 1 antigena. Aviditet antitela se kvantitativno moze proceniti razli¢itim tehnikama, pri ¢emu je
najcesce koris¢ena metoda modifikovani ELISA testa’. Generalno se smatra da autoantitela visokog
aviditeta imaju izraZeniju patogenu aktivnost, s obzirom na njihovu sposobnost jaceg i stabilnijeg
vezivanja za ciljne antigene, $to moZe dovesti do pojacanog oStecenja tkiva i intenzivnijih
inflamatornih odgovora. Shodno tome, ona se ¢esto povezuju sa tezim klinickim ishodima i imaju
direktan doprinos u patogenezi razliCitih bolesti poput sistemskog lupus erythematosus-a (SLE),
reumatoidnog artritisa, autoimunskog tireoiditisa®>1%!!,

Dok su se ranija istrazivanja kod PV prvenstveno fokusirala na koncentracije antitela radi
klasifikacije podtipa bolesti ili predvidanja aktivnosti bolesti, uloga aviditeta je ostala neistrazena. U
multicentri¢noj evropskoj studiji koja je obuhvatila 84 pacijenta sa PV i 32 pacijenta sa PF, Hébert i
saradnici su pokazali da pocetne vrednosti Indeksa podrucja pemfigusne bolesti (eng. Pemphigus
Disease Area Index — PDAI) snazno koreliraju sa koncentracijama anti-Dsgl antitela u serumu, dok
su PDAI skorovi za sluzokozu specifi¢no povezani sa koncentracijama anti-Dsg3 antitela!?.
Kompatibilni nalazi zabeleZeni su i u studiji Zhelyazkova 1 saradnika, sprovedenoj na kohorti od 31
pacijenta sa PV i 7 sa PF, u kojoj su autori identifikovali zna¢ajne korelacije izmedu ukupnog PDAI
skora i vrednosti dezmogleina odredenim ELISA testom. Pri tome su koncentracije anti-Dsgl antitela
pokazale ja¢u povezanost sa ukupnom kliniCkom teZinom bolesti u poredenju sa koncentracijama
anti-Dsg3 antitela'>. Sli¢ne podatke izneli su Mohebi i saradnici, u analizi sprovedenoj na 109
pacijenata sa PV, gde je takode zabeleZena statistiCki znacajna pozitivna korelacija izmedu PDAI

skora i koncentracije anti-Dsg]1 antitela, dok takva povezanost nije potvrdena za anti-Dsg3 antitela'*.

Radna hipoteza: Aviditet anti-Dsg3 autoantitela pokazuje bolju povezanost sa tezinom klinicke slike
PV, procenjenom PDAI skoro, nego koncentracija anti-Dsg3 autoantitela i aviditet anti-Dsgl
autoantitela. Takode, pacijenti u klinickoj remisiji karakteriSu se znacajno nizim aviditetom anti-Dsgl

i anti-Dsg3 autoantitela u poredenju sa pacijentima sa aktivnom boles¢u.



Ciljevi istrazivanja:

1. Ispitati korelaciju izmedu vrednosti aviditeta i nivoa anti-Dsg3 i anti-Dsgl autoantitela kod
pacijenata sa aktivnim PV, odredenih kvantitativnim i semikvantitativnim ELISA testovima.

2. Ispitati povezanost izmedu aviditeta anti-Dsg3 i anti-Dsgl autoantitela i klinicke aktivnosti
PV, procenjene PDAI skorom, ukljucuju¢i analizu razlika u vrednostima aviditeta kod
pacijenata sa blagom, umereno teSkom i teSkom klini¢kom slikom, kao i poredenje aviditeta
kod pacijenata u aktivnoj fazi bolesti i kada udu u klini¢ku remisiju.

3. Uporediti vrednosti aviditeta anti-Dsg3 i anti-Dsgl autoantitela kod pacijenata sa dominantno
mukoznim, mukokutanim i dominantno kutanim klinickim fenotipovima PV.

4. Pokazati da li postoji korelacija izmedu aviditeta anti-Dsg3 i anti-Dsgl autoantitela i titra
pemfigusnih autoantitela odredenih indirektnom imunofluorescencijom kod aktivnog PV.

5. Odrediti optimalne granicne vrednosti aviditeta anti-Dsg3 1 anti-Dsgl autoantitela koje
razlikuju pacijente sa blagom od pacijenata sa umereno teSkom i teSkom bolesS¢u, kao i

pacijente u remisiji od onih sa aktivnom boles¢u.

Materijal i metode
Tip studije: kohortna studija.
Mesto i period istrazivanja: pacijenti dijagnostiovani i leCeni na Klinici za dermatovenerologiju,
Univerzitetskog klinickog centra Srbije (UKCS) u periodu od 1. januara 2018. do 31. decembra 2025.
Laboratorijska (imunoloska) dijagnostika bic¢e sprovedena u Odeljenju za visokospecijalizovanu in
vitro dijagnostiku imunoloskih i alergoloskih oboljenja, Klinike za alergologiju i imunologiju, UKCS.
Selekcija ispitanika: kriterijumi za ukljucivanje ispitanika u studiju: (1) pacijenti starosti >18 godina;
(2) klinicka slika kompatibilna sa dijagnozom PV, ukljucujué¢i prisustvo bula i/ili erozija koje
zahvataju kozu 1/ili sluzokozu; (3) pozitivan nalaz direktne imunofluorescencije (DIF) perilezijske
koze ili sluzokoze, koji podrazumeva prisustvo intercelularnih depozita imunoglobulina G (IgG) i/ili
komplementne komponente C3c unutar epiderma; (4) histopatoloski nalaz  kompatibilan sa
dijagnozom PV, sa suprabazalnom akantolizom na uzorcima biopsija lezione koze ili sluzokoze; (5)
novodijagnostikovani pacijenti koji nisu prethodno leceni sistemskom imunosupresivnom terapijom
za PV (glukokortikosteroidi, imunosupresivi, bioloski lekovi).
Pravni i eticki preduslovi: Studija je planirana u skladu sa etickim standardima datim u HelsinSkoj
deklaraciji (prema revidiranoj verziji iz 2013. godine) i u skladu sa pravilima Etickog komiteta UKCS
(broj odobrenja: 524/9).
Instrumenti merenja

Pacijenti koji ispunjavaju kriterijume za studiju ¢e biti podeljeni u tri klini¢ka fenotipa, na
osnovu distribucije bula i erozija: dominantno mukozni (lezije samo na sluzokozi), mukokutani (lezije

na koZi 1 sluzokozi) i dominantno kutani (lezije samo na kozi). Aktivnost bolesti ¢e se proceniti PDAI



skorom, pri ¢emu ¢e se koristiti zbir koznih i sluzokoznih skorova. Bolest se klasifikuje kao blaga
(PDAI <15), umereno teska (>15 and <45) i teska (>45). Serumi koji se prikupljaju u fazi aktivne
bolesti za rutinsku serolosku dijagnostiku (indirektna imunofluorescencija i semikvantitativni ELISA
test za detekciju anti-Dsg3 i anti-Dsgl autoantitela) se cuvaju zamrznuti na -80°C za buduce analize,
koje ukljucuju kvantitativni ELISA test i modifikovani ELISA test sa ureom za odredivanje aviditeta.

Isto testiranje sprovodi se i na uzorcima iste grupe pacijenata kada udu u klinicku remisiju,
koja se definiSe odsustvom aktivnih lezija, bez obzira na terapijski status.

Kvantitativna detekcija IgG autoantitela protiv Dsgl i Dsg3 ¢e se odrediti komercijalno
dostupnim ELISA setovima (EUROIMMUN, Liibeck, Germany), dok ¢e se procena aviditeta IgG
autoantitela protiv Dsgl i Dsg3 odrediti modifikovanom ELISA metodom zasnovanom na veé
pomenutim komercijalnim testovima uz dodatni korak denaturacije haotropnim agensom (5M urea).
Statisticka analiza

U studiji ¢e se koristiti deskriptivne i inferencijalne statisticke metode za analizu klinickih i
seroloskih podataka. Deskriptivna analiza obuhvati¢e frekvencije, mere centralne tendencije i
disperzije. Za poredenje grupa koristice se ANOVA za parametarske i Kruskal-Wallis ili Mann—
Whitney test za neparametarske podatke. Korelacije izmedu PDAI skora i seroloskih parametara
procenjivace se odgovaraju¢im testovima korelacije. Longitudinalne promene analizirace se t-testom
za uparene uzorke ili Wilcoxon testom, u zavisnosti od raspodele podataka. ROC (Receiver Operating
Characteristic) analiza bi¢e primenjena za odredivanje optimalnih grani¢nih vrednosti koncentracija i
aviditeta. Radi procene jacine povezanosti izmedu seroloskih markera i klinickih ishoda, bice
izraCunati odnosi Sansi (Odds Ratios — OR) sa 95% intervalima poverenja (Confidence Intervals — CI).
Rezultati ¢e biti prikazani tabelarno i graficki, uz nivo znacajnosti p<0.05. Analize ¢e biti radene u
IBM SPSS Statistics verzije 31.0.

Veli¢ina uzorka: dovoljan broj jedinica posmatranja za primarni cilj, koji je bio ispitivanje
povezanosti izmedu aviditeta anti-Dsg3 1 anti-Dsgl autoantitela i klinicke tezine bolesti odredene
PDALI skorom, za dvosmerno testiranje, nivo znacajnosti 0.05, snagu studije od 80% i ocekivanu

vrednost koeficijenta korelacije od 0.368 je iznosio 56 ispitanika'®.

PROCENA KANDIDATA O POTENCIJALNOM NAUCNOM DOPRINOSU

Pemphigus vulgaris predstavlja teSku, potencionalno smrtonosnu, hroni¢nu autoimunsku
bolest koze 1 sluzokoza, sa delimi¢no razjasnjenom patogenezom. lako je dugo smatrano da kljué¢nu
ulogu imaju IgG autoantitela usmerena protiv Dsg3, a kod pojedinih pacijenata i protiv Dsgl, sve vise
dokaza ukazuje da njihov profil ne objasnjava u potpunosti klini¢ku sliku, tezinu bolesti ni distribuciju
lezija. U tom kontekstu, aviditet autoantitela, kao funkcionalna mera jacine vezivanja antitela za svoj
antigen dobija na znacaju. lako se ve¢ pokazao kao dijagnosticki i prognosticki parametar u bolestima
poput lupus erythematosus systemicus, reumatoidnog artritisa i autoimunskih tireopatija, njegova

uloga u pemphigus vulgaris do sada nije bila ispitivana.



Naucna opravdanost rada proistice iz potrebe da se utvrdi da li aviditet anti-Dsg3 1 anti-Dsgl

antitela pokazuje bolju povezanost sa klinickom aktivnos¢u bolesti nego njihova koncentracija, kao i

da li moze predstavljati pouzdan biomarker za pracenje toka i prognozu bolesti.

Originalni nau¢ni doprinos ogleda se u tome $to se u ovom sistematskom ispitivanju po prvi

putispituje aviditet anti-Dsgl i anti-Dsg3 antitela kod pacijenata sa PV, primenom modifikovane

ELISA metode sa ureom.

Ovim pristupom prelazi se sa proste kvantifikacije na funkcionalnu karakteristiku

autoantitela, $to moze doprineti preciznijoj dijagnostici, individualizaciji terapije i efikasnijem

prac¢enju odgovora na leCenje kod pacijenata sa pemphigus vulgaris-om.
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