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Pouzité zkratky:

AIBD
BM
BP
CFT
DEJ
DIF
ELISA
FITC
IgG
F
PBS
PBST
SSS

Autoimmune bullous disease (autoimunitni puchyifnata choroba)
Basement membrane (bazalni membrana)

Bullous pemphigoid (bul6zni pemphigoid)

Complement fixation test (komplement fixacni test)
Dermo-epidermal junction (dermoepidermalni junkce)

Direct immunofluorescence (prima imunofluorescence)
Enzyme-linked immuno-sorbent assays

Fluorescein isothiocyanate (fluorescein isothiokyanat)
Immunoglobulin G (imunoglobulin G)

Indirect immunofluorescence (nepifima imunofluorescence)
Phosphate-buffered saline (solny roztok pufrovany fosfatem)
Phosphate-buffered saline + 0,005% Tween

Salt split skin (tkanovy substrat Stépeny roztokem 1 mol/l NaCl)



Souhrn:

Autoimunitni puchyfnaté choroby jsou zavazna a chronicky probihajici onemocnéni sliznic a
kiize sneznamou etiologii. Jsou charakterizovany tvorbou specifickych protilatek proti
adhezivnim molekuldm v epidermis nebo v oblasti tzv. dermoepidermalni junkce. Vazba
protilatek na cilové struktury vede v dané oblasti k poruse adheze, a tak vzniku puchyie —
intraepiderméalné¢ pii onemocnénich skupiny pemphigu ¢i subepidermalné v oblasti
dermoepidermalni junkce pfi onemocnénich skupiny pemphigoidu. Detekce autoprotilatek
vazanych vtkani ¢i cirkulujicich vséru je esencialni v diagnostice autoimunitnich

puchyinatych chorob.

U bulézniho pemphigoidu jsou typické specifické protilditky produkované proti
hemidesmosomalnim antigenim BP180 a BP230, které spojuji bazalni keratinocyty a bazalni
membranu. Diagnoza je zalozena na pozitivit¢ miniméalné dvou specifickych markert -
histologicky prikaz, detekce tkanove vazané protilatky frakce imunoglobulinu G a C3 slozky
komplementu v oblasti bazalni membrdny epidermis metodou piimé imunofluorescence,
detekce cirkulujicich protilatek frakce imunoglobulinu G pomoci nepiimé imunofluorescence
na opi¢im ¢i krali¢im jicnu nebo na tkdnovém substratu Stépeném 1mol/l NaCl, detekce
antigend BP180/ BP230 pomoci ELISA. Klinicky obraz miize pomoci pfi stanoveni spravné

diagnézy.

Dalsi diagnostickou metodou, kterd byla v 70. letech 20. stoleti vyuzivana pouze k uzké
diagnostice pemphigoid gestationis (dfive zndmy jako herpes gestationis) je tzv. komplement
fixacni test (herpes gestationis factor test), nikdy vSak nebyla vyuZita pro diagnostiku vétsi
skupiny nemocnych s buléznim pemphigoidem. Komplement fixacni test jsme proto
implementovali na vzorek 300 pacientil s prokdzanou diagnézou bulézniho pemphigoidu a
136 negativnich kontrol k zjisténi, zda mtze byt tato metoda vyuzita také k diagnostice jinych

puchyinatych chorob nez jen pemphigoid gestationis.

Nepiimé imunofluorescence je standardni diagnostickou metodou buldézniho pemphigoidu,
jejiz senzitivita je relativné nizkd. U pacientd s bulé6znim pemphigoidem je znamo, ze subtypy
imunoglobulinu G hraji ddleZitou roli (imunoglobulin G1-3 jako komplement fixacni
protilatky, imunoglobulin G4 nefixuje komplement). Zaméfili jsme se proto na detekci
jednotlivych subtypt protilatky (konkrétne IgGl, IgG3, IgG4) u 64 pacientl s verifikovanou

diagn6zou buldézniho pemphigoidu, ktefi byli ale negativni dle klasické nepiimé



imunofluorescence. Vyzkum jednotlivych subtypt protilaitky IgG metodou nepiimé

imunofluorescence nebyl zatim v literatufe popsan.

Dle naseho vyzkumu muze byt komplement fixacni test zafazen mezi klasické diagnostické
markery bulézniho pemphigoidu a pomoci ve spravné diagnostice u sérologicky
rozporuplnych ptipadii. Jeho senzitivita se dle nasich vysledkll vySplhala az na 71,7 % pfi
zachovani 100% specificity. Detekce jednotlivych subtypti protilatky imunoglobulinu G1, G3,
G4 a jejich kombinace pomoci metody nepiimé imunofluorescence na opi¢im jicnu muze
signifikantné zlepsit diagnostiku u pacientli s buléznim pemphigoidem, senzitivita u ptivodné
fale$n¢ negativnich pacientl vzrostla az na 48,8 % pii 97% specificité. Zavérem lze fici, ze

hypotéza byla potvrzena.



Summary:

Autoimmune bullous diseases are severe and chronic conditions, which involve skin and
mucosal surface. The etiology is unknown. The specific antibodies against structural
components of cellular adhesions molecules of epidermis, at the dermal-epidermal junctions
or at the basement membrane zone, are characteristic. The connection between antibodies and
targeted antigens leads to cell-cell or cell-matrix discontinuity, which develops into blister
formation. Intraepidermal disruption is typical for pemphigus diseases, dermo-epidermal
(sub-epidermal) blistering process is specific for pemphigoid diseases. Detection of specific
autoantibodies either tissue-bound or circulating in serum is essential to diagnose autoimmune

nature of autoimmune bullous disease.

The specific antibodies for bullous pemphigoid against the hemidesmosomal antigens BP 180,
BP 230 are seen, which connect the basal keratinocytes to basement membrane. The correct
diagnosis is based on positivity of minimally 2 markers - histological proof, detecting of
tissue-bound antibody Immunoglobulin G and C3 component of complement at the basement
membrane zone by direct immunofluorescence, detection of circulating Immonoglobulin G by
indirect imunofluorescence on the monkey or rabbit esophagus or salt-split skin, as well as by

BP180, BP230 ELISA. Typical clinical picture can help to make the right diagnosis.

Other diagnostic method, which was commonly used just in the diagnostics of pemphigoid
gestationis (originally named herpes gestationis) in the 1970s is complement fixation test
(herpes gestationis factor test). It has not been published yet for the greater group of bullous
pemphigoid patients. Complement fixation test was assessed in 300 bullous pemphigoid

positive patients compared to 136 negative controls.

Indirect immunofluorescence is one of the diagnostic methods with relatively low sensitivity
itself. Among bullous pemphigoid patients is already well-known, that all Immunoglobulin G
subclasses play a role (Immunoglobulin G1-3 as complement fixing antibodies,
Immunoglobulin G4 can not fix complement). We deeply targeted each subtypes in 64
bullous pemphigoid- proven patients (specifically IgG1, 1gG3, 1gG4), which were false-
negative by classical indirect immunofourescence. We assessed the operating characteristics

of an IgG subclass, which have not yet been determined.



We found out, that complement fixation test is suitable for the diagnosis of bullous
pemphigoid and can help serologically challenging cases. Its” sensitivity is 71,7 %, its’
specificity is 100 %. Assessment of Immunoglobulin G subclasses, especially IgG1 and IgG4
antibodies by indirect imunofluorescence on monkey esophagus can significantly improve
diagnostic performance of indirect immunofluorescence in the bullous pemphigoid patients,
the sensitivity of earlier false negative patients increased up to 48, 8 % with 97% specificity.

In conclusion, our hypothesis is beeing confirmed.
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1. UVOD

Autoimunitni puchyinaté choroby (AIBD) reprezentuji Siroké spektrum onemocnéni
vyskytujicich se na kGzi. Prvni zminky o AIBD sahaji az do daleké historie, tzv.
pemphigoidovou horecku (pemphigodes pyertoi) popsal jiz Hippokrates (460-370 pi. Kr.),
Galén pojmenoval pustulézni postizeni ust jako febris pemphigodes (131-201 po Kr).
Prvnimu dokumentovanému pacientovi s puchyfti a bolestivymi ulceracemi v dutin¢ ustni byla
diagn6za pemphigus pfitknuta v 18. stoleti. Prvni ptfipad pemphigus foliaceus byl popsan
v poloviné 19. stoleti (Cazenave PLA, 1844, Annales des Maladies de la Peau et de la
Syphilis) jako specialni superficidlni forma pemphigu, kterd se rychle rozsitfuje. Jako
pemphigus vegetans se oznacoval poprvé nemocny s bradavi¢natymi granulacemi (Neumann
I, 1886, Annales de Dermatologie). V roce 1926 se jako pemphigus erythematosus nazvalo
onemocnéni se spolecnymi klinickymi znaky lupus erythematosus a pemphigu (Senear E,
Usher B, Arch Dermatol Syph.). V roce 1881 se poprvé uvazovalo o oddé€leni jednotlivych
epidermélnich bunék od sebe (Auspitz H, System der Hautkrankheiten), az o n&kolik let poté,
vroce 1943, byl jasné histopatologicky popsan proces akantolyzy u pemphigus vulgaris,
vegetans a foliaceus (Civatte A, Ann Dermatol Syph.), ktery odliSoval pemphigus vulgaris,
pemphigus vegetans a pemphigus foliaceus od jinych buléznich koznich chorob. Teprve
vroce 1953 se jasn€é hovoii o buléznim pemphigu neboli tzv. pemphigus-like onemocnéni
(Lever WF, Medicine), které je odlisné od pemphigu a postihuje hlavné lidi star§i generace.
Pro toto onemocnéni je charakteristickd subepidermalni bula, proto dostalo oznaceni buldzni
pemphigoid. Prvni z vySetfovacich metod byla v poloviné 20. stoleti metoda nepfimé
imunofluorescence popisujici cirkulujici autoprotilatky proti intercelularni substanci v kiizi a
na sliznicich, dale pomoci piimé imunofluorescence se zkoumala vazebnost téchto protilatek
na patologickych preparatech (Jordon R, 2003, Salavec M, 2018). Od té doby se koncept

klasifikace AIBD mirn¢ uptesnil.

Dle zakladniho d€leni rozezndvame onemocnéni skupiny pemphigu, skupiny pemphigoidu a
dermatitis herpetiformis Duhring, dale jsou popisovany vzacné choroby jako familidrni
benigni pemphigus Hailey-Hailey a Morbus Grover. Jedna se o zdvazné a chronicky
probihajici ziskané choroby sliznic a kiize s neznamou etiologii. Jsou to organové specifické
autoimunitni choroby, které jsou charakterizovany tvorbou patogennich autoprotilatek proti
adhezivnim molekulam v epidermis nebo v oblasti dermoepidermélni junkce (DEJ).

Autoprotilatky jsou protilatky, které jsou namifené proti antigenim vlastniho t€la,
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autoantigenim. Tyto protilatky jsme schopni stavajicimi metodami detekovat a jejich
stanoveni je esencidlni pfi diferencidlni diagnostice jednotlivych autoimunitnich puchyinatych
chorob od sebe ¢i od jinych typi koznich chorob. Stavajici medicinské trendy spéji k tomu, ze
se rozviji potifebnost pracovist zabyvajicich se témito chorobami, které maji samostatna
oddéleni autoimunitnich laboratofi. Tyto laboratofe se specializuji na vyvoj novych moznych

vvvvvv

diagnostice AIBD, a tim 1 k promptnéjsi 1é€bé nemocnych s podezienim na AIBD.

Za normdlniho fyziologického stavu je nedilezitéjsi vlastnosti imunitniho systému vytvoteni
tolerance vici vlastnim tkdnim. Tato schopnost organismu se vyviji zcela zdhy a je tou
systému ptredurcuje ¢loveéku Zivotaschopnost, tedy stupeit morbidity ¢i mortality. Imunitni
systém je odpovédny za spravné fungovani organt, za spravné reakce pii styku s jakymkoliv
antigenem tak, aby nedoslo k poskozeni vlastniho organismu. Imunitni systém clovéka je
strdZcem a ochrancem organismu v takové mife, jako je antivirovd ochrana pro pocitac. Bez
spravného nastaveni ¢i manudlu je nebezpecna sobé samému a mize ohrozit nejen sebe, ale i

blizké okoli.

Po setkani se sjakymkoliv antigenem se aktivuji diferencujici se bilé krvinky, T a B
lymfocyty, které zajiStuji specifickou imunitni odpovéd’, kromé cilené reakce na faktory
zevniho prostfedi. Imunitni systém by mohl reagovat proti vlastnim antigenim a vést
k poskozeni bunék té€lu vlastnim. To by mohlo zptlisobit poruSeni tzv. klonalni delece a
imunologické tolerance. Klonalni delece je schopnost likvidovat poSkozené ¢i nevhodné ¢i
nedostate¢né reagujici lymfocyty, které by mohly zpisobit samotné poskozeni organismu.
Imunologickou toleranci nazyvame zcela opacny stav, pii kterém lidsky organismus neni
schopen reagovat na jakékoliv antigenni podnéty. Imunologické tolerance se rozliSuje na dva
zakladni typy, specificka a nespecificka. Nespecifickd imunologicka tolerance je takovy stav,
pfi kterém je imunitni systém inaktivovan, a tak neni schopny reagovat na zadny antigen (tyka
se 1 odpovédi na virovou ¢i bakteridlni infekci). Tento stav mizeme uméle navodit
cytostatickou 1écbou, ktera je pii nckterych onemocnénich Zivot zachranujici, kdy se
imunokompetentni bunky vyfadi ze své spravné funkce a je navozena tzv. imunosuprese.
Dalsi mozZnosti vzniku nespecifické imunologické tolerance je ultrafialové zafeni. Jako
specifickou imunologickou toleranci oznacujeme stav, kdy lidsky organismus nereaguje jen

na ty antigeny, které byly pouZity k navozeni samotné tolerance, ale zcela normalné reaguje
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na ostatni antigeny. Pojmem tzv. self tolerance rozumime stav, kdy je imunitni tolerance
namifena proti bunkdm vlastniho téla, vi¢i tzv. autoantigenim, a chrani ho tak pred
jakoukoliv nebezpecnou imunitni atakou, ktera by lidsky organismus mohla ohrozit. Tento
stav je pro Cloveéka fyziologicky. T lymfocyty, které rozhoduji o spravném mechanismu
finalni imunologické odpovédi, jsou podrobeny dvéma typim selekce. Tzv. negativni selekce,
kdy jednotlivé klony T lymfocyti s afinitou k vlastnim buiikdm po setkani se s vlastnimi
antigeny hynou, nebo naopak tzv. pozitivni selekce je pojem, ktery urcuje ty klony, které maji
minimalni nebo vibec zadnou afinitu k buitkkam télu vlastnim, ty jsou také odsouzeny

k zaniku.

Poruseni této klonalni delece a imunologické tolerance vyusti ve vznik tzv. autoimunitnich
onemocnéni. DalSim prohlubovanim a poSkozovanim bunék télu vlastnich piispiva pritomnost
autoreaktivnich cytotoxickych bun¢k a makrofagti. Nasledkem toho je také typickéd produkce
autoreaktivnich protilatek ze strany T bunék (Folsch UR et al., 2003), protoze odpoved
efektorovych T 1 B lymfocytl je zavisld na T bunkach.

Imunitni systém clovéka ma schopnost rozpoznat antigeny vlastnich tkéni, coz patii mezi
zakladni fyziologicky stav, a vede tak k udrzeni homeostazy. Staré, poskozené ¢i jinak
pozménéné bunky jsou za normdlnich okolnosti rozpoznany imunitnim systémem a
likvidovany. Pfi ztraté této schopnosti eliminace a poskozovani i zdravych funkénich bunék
se rozviji autoimunitni onemocnéni. Tvorba autoreaktivnich protilatek skupiny IgG vede
k tkanovému poskozeni cytotoxickym uinkem spolu s NK buiikami (natural killer buniky) a
aktivovanymi slozkami komplementu. Pfi tomto II. typu pfecitlivélosti se aktivuje
komplement za vzniku membranového lytického komplexu, ktery vytvoii transmembranovy
por v napadené butice, coz ma za nasledek smrt buiniky. Aktivace NK bunék vede k tvorbé
antigen dependentniho a buiikou zprostiedkovaného cytotoxického ucinku (ADCC — antibody
dependent cellular cytotoxicity) a nasleduje rozpad bunky, tzv. cytolyza. Dalsi schopnosti
protilatky IgG je ukladani imunokomplext jako soucast III. typu piecitlivélosti, kde se tvoii
komplex antigen-protilatka pii aktivaci komplementu a chemotakticky se atrahuji fagocytujici
buniky, které maji schopnost fagocytézy. Opét se napadena buitka lyzuje. Buikami
zprostiedkovana autoimunitni reakce zpusobi tvorbu cytotoxickych T-lymfocyti a
pomocnych T1 lymfocytli, TH1 bunck, které jsou zdkladem opozdéného neboli IV. typu
precitlivélosti, a to po atrakci fagocytujicich bunék, vyvold silnou zénétlivou reakci a zniceni

napadené bunky (Hotejsi V, Barttinkova J, 2002).
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Autoimunitni onemocnéni se Casto vyskytuji u vice ¢lenti jedné rodiny. Jako divod se uvadi
urcity haplotyp HLA (lidsky leukocytarni antigen), konkrétné se jedna o haplotypy HLA-
DQBI-0301, -0305, -0602, -0603 (Thoma-Uszynski S et al., 2006), ktery je spole¢ny ¢lentim
rodiny, jehoz samotna pfitomnost je rizikovym faktorem vzniku nékterého z onemocnéni.
Jako ptiklad se mize uvazovat o Hashimotové thyreoiditid€, perniciézni anemii, systémovém
lupus erythematosus ¢i pemphigu (Gawkrodger DJ, 1987). Receptory T lymfocyti reaguji
s buitkami v thymu, které jsou pomoci svych HLA molekul prezentovany antigen
prezentujicimi buiitkami (APC). Tyto receptory T bunék reaguji s povrchovymi molekulami
jen v tzv. imunologicky privilegovanych mistech, které odpovidaji fyziologické struktuie
bunécné anatomické bariéry, tim padem jsou imunitnim systémem imunologicky tolerovany.
Dale se tolerance tyka téch bunék, které nemohou svilj antigen prezentovat, protoze na svém
povrchu nemaji HLA molekuly, a tim jsou T lymfocytim nepiedstaveny. DalSi moznosti je,
ze se urcité antigeny mohou vyskytovat v pfili§ malém mnozstvi, takze je T lymfocyty nejsou

schopné detekovat.

V experimentalni mediciné mlze byt imunologicka tolerance navozena umeéle, pii inokulaci
alogennich bun¢k nebo pii transplantaci tkané do novorozené¢ho organismu, ktery neni
schopny reagovat, protoze jeho imunitni systém je zatim nevyzraly. Podobny postup plati u
dospélych osob, které prodélali cytostatickou 1écbu ¢i ozateni, kde byl jejich imunitni systém

uméle potlacen.

Pfi¢in vzniku autoimunitnich onemocnéni je nespocet, vétSinou se jedna o kombinaci
vnitinich faktorti, jako je dé&dicnost, a faktorGi zevniho prostfedi. Proto hovofime o
multifaktoridlnich pfi¢inach vzniku autoimunitnich chorob. Autoimunitni onemocnéni
muzeme rozd@lit na 2 zdkladni typy — systémova a organové specifickd onemocnéni.
Systémova autoimunitni onemocnéni jsou typicky namifena proti jadernym bunécnym
strukturdm organové nespecifickych antigenti. Orgdnové specifické autoimunitni choroby
tvoii organové specifické cytotoxicky plsobici autoprotilatky. AIBD patfi mezi orgdnové
specifickd autoimunitni onemocnéni, kde u onemocnéni skupiny pemphigu nalézdme
specifické protilatky proti antigenim desmosomadlnich struktur, zatimco u skupiny
pemphigoidu detekujeme autoprotilatky proti antigeniim hemidesmosomiti. Dal§imi piiklady
organové specifickych autoimunitnich onemocnéni, kterd se projevuji na kazi, jsou
Hashimotova thyreoiditida, Addisonova choroba, primarni biliarni cirhoza, pernicidézni

anemie €1 vitiligo. Jako kontrast s organové specifickymi autoimunitnimi onemocnénimi se
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vyskytuje také skupina onemocnéni, kterd postihuje vice organovych soustav, hovoii se tedy o
systémovych ¢i orgdnové nespecifickych autoimunitnich onemocnénich. I tyto choroby maji
vsak typické projevy na kuzi. Typickymi piedstaviteli jsou lupus erythematosus, systémova

sklerodermie ¢i dermatomyositida (Gawkrodger DJ, 1987).

Autoprotilatky se v téle tvofi fyziologicky a hraji vyznamnou roli v obrané organismu
v procesu autoreaktivity, tedy oznacCeni a odstraiiovani nepatficnych ¢i nebezpecnych
autoantigent, které¢ by mohly télo poskodit. Jsou soucasti humoralniho imunitniho systému.
T-lymfocyty a B-lymfocyty, poptipadé plazmatické buniky, reagujici pomoci receptorti proti
tkanim vlastniho téla, jsou v€as imunitnim systémem v thymu ¢i kostni dfeni eliminovany.
pro rozpoznani antigenli ciziho od antigenu téla vlastniho. Pokud toto rozliSovani selze,
vznikaji autoimunitni onemocnéni (Silbernagel S, Lang F, 2001). Detekce autoprotilatek je

tak obecné¢ zakladnim markerem pii diagnostice autoimunitnich onemocnéni.
Lidskd ktize se sklada se z epidermis, dermis a hypodermis. Epidermis je slozita struktura

skladajici se z rohovéjiciho vrstevnatého dlazdicového epitelu — keratinocytd. Pokozka se

sklada z 5 vrstev bun¢k keratinocytt (Obr. €. 1).
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Stratum corneum

Stratum lucidum
Stratum granulosum

o Stratum spinosum

Obr. ¢. 1: Histopatologicky obraz jednotlivych vrstev kiize.
(autor Mikael Hdggstrom (z puivodni prace Wbensmith, WVSOM Meissner’s corpusice.JPG),
Department of Biological Science Northern Kentucky University).

Nejspodnéjsi vrstva bunck, kterd je na rozhrani epidermis a dermis, tzn. v oblasti
dermoepidermalni junkce, se nazyva stratum basale. Mezi sebou jsou propojeny desmosomy,
mezi bazalnim polem bunky a bazalni membranou se nachdzeji hemidesmosomy. Tato vrstva
keratinocytli je pro studium onemocnéni skupiny pemphigoidu klicova. DalSimi apikalngji
ulozenymi vrstvami jsou stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum
corneum, jejichz jednotlivé bunky jsou mezi sebou propojeny desmosomy a jejichz

akantolyza je podstatou onemocnéni skupiny pemphigu.

Bunééna spojeni mezi jednotlivymi keratinocyty se vyvijeji pfi procesu embryogeneze.
Mezibunécénd soudrznost je velka, k jejimu oddé€leni je potieba znatné mechanické sily.

Kvalita adheze jednotlivych epitelovych bun¢k je extrémni v epitelech, které jsou vystaveny
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neustdlému tlaku a tahu, coz je typické pro lidskou kuzi. Kromé kohezivnich sil
zprostitedkovanych mezibunéénymi molekulami a ionty, se vyskytuji tzv. mezibunécna
spojeni. Mezibunécna spojeni slouzi ke spojeni a vzajemné komunikaci mezi jednotlivymi
buiikami. Tato spojeni se nachazeji na bazalnich a lateralnich stranach vSech bunék.

Rozlisujeme nekolik typt spojeni — tésnd spojeni, komunikacni spojeni a adhezni typ spojeni.

Tésna spojeni neboli ,tight junctions ¢i zonulae occludentes, se nachazeji nejblize apexu
dojit ke komunikaci s dvéma odd¢lenymi kompartmenty — mezi kGzi a okolim, tzv.
paracelularni komunikaci od apexu k bazi a naopak. Tento typ spojeni je typicky pro stievo,
slinivku ¢i Zaludec¢ni sliznici. Zonula adherens neboli adhezni typ spojeni se vyskytuje mezi
epitelovymi buitkami na kiizi, tento typ spojeni je také typicky mezi kardiomyocyty, mezi
endotelovymi buiikami ¢i jako soucast nervové synapse. Dale rozeznavame komunikacni typ
mezibunééné¢ho spojeni neboli ,,gap junctions®, jejichz komunikace je moznéd prakticky
kdekoliv podél bunéénych membran vétSiny epitelovych bunék. Pomoci membranovych
hydrofilnich pérh, tzv. nexti neboli konexonil, se tésné¢ piimknou sousedni bunécné
membrany, a vytvoii se tak mezibunéény hydrofilni kanal. Rozhodujicim znakem pro
prachod molekul skrz ,,gap junctions* je velikosti molekuly, spoj je prichodny pomoci prosté
difuze jen pro molekuly do velikosti 1,5 nm. Typicky se nachazi v tkani jater, o¢ni Cocky ¢i

v srde¢nim svalu.

Specifickym typem spojeni je tzv. macula adherens neboli desmosom, ktery se z funkéniho
hlediska fadi mezi adhezni typ spojeni. Desmosom je diskovité struktura, kterd se nachézi na
povrchu bunky a je spojena s podobnou strukturou sousedni bunky. Vzdalenost mezi
jednotlivymi bunénymi membranami u desmosomalniho spojeni je namisto 20 nm 30 nm.
Uvniti kazdé buiiky se nachazi tzv. Gponova ploténka, ktera desmosomy pouta k bunécné
membrang. Tato ploténka navazuje na cytoskeletalni vlakna uvnitt buiiky. Desmosomy jsou
proteinové struktury, které se typicky nalézaji podél postrannich membran vétSiny
epitelovych bunék a jsou jedinym typem spojeni v plochém vrstevnatém epitelu kiize. Protoze
kiize je extrémné namahanym organem, je potieba zajistit vysoce pevnou mechanickou
soudrZnost sousednich bunék. K tomu slouZi pravé desmosomy. V kontaktni vrstvé bazalnich
bunck s bazdlni laminou se v kiizi nachazeji tzv. hemidesmosomy (Obr. €. 2). V molekularné

biologické podstaté vytvareji polovicni strukturu desmosomt, z toho plyne i jejich plivodné
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fecky nazev. Diskovitd struktura se nachazi, jako u desmosomil, na plasmalemé epitelové

bunky a pfichycuje bazalni buiiky k bazalni membrané (Janqueira LC et al., 1992).

Obr. ¢. 2: Adhezivni typ spojeni v lidské kuzi. Dve spodni vrstvy suprabazalnich keratinocyti
a bazdlni membrdna oddélujici epidermis od dermis. Desmosomy mezi jednotlivymi

keratinocyty (Cervené), hemidesmosomy mezi keratinocyty a bazalni membranou (zelené).

Adheze na intraepidermalni urovni u onemocnéni skupiny pemphigu postihuje desmosomy,
které spojuji jednotlivé epidermdlni keratinocyty mezi sebou. Extracelularni ¢ast desmosomt,
tzv. kadheriny (transmembranové proteiny uplatiiujici se pfi mezibunééné adhezi a pomoci
cateninll jsou spojeny s cytoskeletem) (antigeny Desmoglein 1, Desmoglein 3, a dalsi), vede
k mezibunécnému spojeni sousednich keratinocytii a pomoci desmosomalniho plaku jejich
intracelularni ¢ast spojuje desmosomalni proteiny s intraceluldrnimi intermedidrnimi
filamenty buné¢ného cytoskeletu keratinocytl. Pii onemocnéni skupiny pemphigu je imunitni
reakce namifena proti intraepidermalni transmembran6zni adhezivni molekule, kterd zplisobi
poSkozeni kontaktu mezi sousednimi builkami epidermis, a dojde tak k tvorbé

intraepidermalniho puchyfte.

U onemocnéni skupiny pemphigoidu je adheze v oblasti mezi bazalnimi keratinocyty a
bazdlni membranou kiize, tedy v oblasti dermoepidermélni junkce, typickd pro
transmembrandzni strukturalni proteiny, hemidesmosomy. Pro vznik subepidermalnich
puchyiil je esencidlni vznik autoprotildtek proti jednotlivym antigeniim hemidesmosomi,
pfesnéji proti intracelularnimu plectinu a BP230 antigenu a transmembrandéznimu antigenu
BP180, coz vede ke ztrat€ spojeni strukturalnich keratinovych filament v buiice keratinocytt

k proteinovym strukturdm v bazdlni membrané klZe ¢i sliznic. Vznik specifickych
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autoprotilatek proti strukturdlnim subepidermdlnim proteinlim zptsobi poruchu adheze a opét

vzniku puchyie.

Vazba autoprotildtek na cilové struktury kize ¢i sliznic zplisobuje v dané oblasti separaci
keratinoctyll a tvorbu puchyte, bud’ intraepidermalné (onemocnéni skupiny pemphigu) ¢i v
subepidermalni oblasti (onemocnéni skupiny pemphigoidu, epidermolysis bullosa acquisita,

linearni IgA dermatozy a dermatitis herpetiformis Duhring).

Pro diagnostiku AIBD je klicovy histopatologicky rozbor odebrané tkané od pacienta
s podezfenim na puchyinaté onemocnéni. Detekce specifickych autoprotilatek véazanych
v tkdni ¢i cirkulujicich v séru je zdkladem pro diagnézu onemocnéni ze skupiny AIBD.
Tkéanove vazané protilatky detekujeme pomoci metody piimé imunofluorescence (DIF), tkan
je vzdy odebirana perileziondln¢ vyjmutim zdravé tkané tésné v blizkosti Cerstvého projevu,
na rozdil od klasického histopatologického obrazu, kde je nutné odebrat vzorek piimo
z floridni 1éze. Pro detekci v krvi cirkulujicich protilatek miiZzeme vyuZzit metodu nepiimé

imunofluorescence (IIF), ELISA ¢i jiné méné pouZzivané metody.

Zakladni eflorescenci vSech AIBD je vezikula ¢i bula s napjatou ¢i plihou krytbou, s Cirym
obsahem na erytematéznim podklad€ ¢i normalni kizi. Sekundarné u téchto onemocnéni
muze dojit k zakaleni obsahu puchyte, puchyie praskaji a tvofi se eroze az rozsdhlé macerace.
Nasledné¢ je mozno pozorovat zasychani v krusty, neléCeni ¢i Spatné léCené hojeni
eflorescenci zptisobuje také sekundarni impetiginizaci. Puchyfe ¢i eroze mohou byt jednotlivé
a lokalizované nebo se mohou rozsifovat po celém koznim integumentu, nékdy mohou vést k

jizveni.

Puchyinaté choroby se manifestuji na kGzi nebo mohou byt soucasti multiorgdnového
onemocnéni a vést tak k vaznym patofyziologickym staviim, az ke smrti. Z tohoto divodu je

v€asna a spravnd diagnostika nesmirng dilezita.

Dal$im nemén¢ vaznym nésledkem AIBD, kde pfi tvorbé puchyit a nasledném prasknuti je
pozorovan vyrazny ubytek tekutiny, ale hlavné elektrolyti a proteinli, dojde k poruseni
homeostdzy. Pii postizeni sliznic (oralni, faryngélni, jicnové a dalSich) pacient mize mit
problémy s polykédnim potravy, s tzv. intoleranci pfisunu potravy, tekutin ¢i 1ékd. To vede

k malnutrici a imunosupresi, a tak k Zivot ohrozujicim infekcim az sepsi €1 smrti.
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Tato prace obecné shrnuje zékladni patofyziologickou charakterizaci vS§ech doposud zndmych
autoimunitnich puchyinatych chorob, rozdéluje AIBD dle histopatologického obrazu na
intraepidermalni a subepidermalni puchyinaté choroby. Zaméiuje se na popis Castych i méné
Castych onemocnéni, jejich zakladni patofyziologickou charakteristiku, histologicky obraz,
imunofluorescenéni vysetiovaci metody, klinicky obraz a zékladni epidemiologicka data.
Tato prace nabizi shrnuti vSech ziskanych puchyinatych chorob, se kterymi se clovek

v 1€karské praxi mtize setkat.

Vzhledem k velmi Sirokému spektru vsech AIBD se tato disertacni prace zamétuje predevsim
na diagnostiku a soucasné uzivané vysetfovaci metody potfebné pii stanoveni diagnézy u
nejcastéjSiho subtypu AIBD — buldézniho pemphigoidu. Hlavnim cilem této prace je popsat

nové vysetfovaci metody a diagnostické markery.
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2. CHARAKTERIZACE JEDNOTLIVYCH AUTOIMUNITNICH PUCHYRNATYCH
CHOROB

Autoimunitni puchyinatd onemocnéni je Siroka skupina chorob asociovana s autoimunitou a
tvorbou specifickych autoprotildtek proti strukturdlnim komponentam mezi jednotlivymi
sousednimi keratinocyty v epidermis ¢i mezi bazalnimi keratinocyty a bazalni membranou
odd€lujici epidermis od dermis. AIBD postihuji kiizi svymi typickymi 1ézemi, které mohou

vést ke stanoveni predpokladané diagndzy, nékteré tvoii eflorescence i na sliznicich.

AIBD je Siroka skupina onemocnéni, jejichz klasifikace se v literatufe mnohdy lisi. Ve
vétSiné publikaci rozdéluji autofi AIBD na 4 zdkladni soubory — onemocnéni skupiny
pemphigu, skupiny pemphigoidu, epidermolysis bullosa acquisita a dermatitis herpetiformis
Duhring (Mihai S, Sitaru C, 2007, Kneisel A, Hertl M, 2011, Otten JV et al., 2014), v jinych
se vSak popisuje jiné déleni, tj. onemocnéni skupiny pemphigu, skupiny pemphigoidu, IgA
linedrni dermatdza a dermatitis herpetiformis Duhring (Stork J et al., 2008). Zvlast stoji
vzacné choroby — Morbus Hailey-Hailey a Morbus Grover. Vzhledem k témto diskrepancim
zjednodusim rozdéleni AIBD v této praci dle odlisného histopatologického obrazu na 2
zakladni skupiny, tj. na onemocnéni s tvorbou intraepidermalniho puchyie (onemocnéni
skupiny pemphigu) a se vznikem subepidermalniho puchyfe (onemocnéni skupiny
pemphigoidu, epidermolysis bullosa acquisita, linedrni IgA-dermatézu a dermatitis
herpetiformis Duhring) (Salavec M, BoStikova N, 2018) (Obr. ¢ 3). U AIBD
s intraepidermalni akantolyzou se tvofi specifické autoprotilatky proti proteinovym vazebnym
strukturam sousednich keratinocytll v epidermis, desmosomim, zatimco protilatky reagujici
se specifickymi antigeny hemidesmosoml v oblasti dermoepidermalni junkce vytvari

subepidermalni poruchu adherence, tvoii se subepidermalni puchyi.

AIBD jsou chronicky probihajici onemocnéni. Jsou to organové specifické choroby
s typickym klinickym obrazem, ktery dopliiuje zékladni diagnostické markery a metody, a
pomaha tak ke stanoveni spravné diagnozy. V poslednich letech se védci zamétuji na vyvijeni
a specifikaci novych diagnostickych postupti a markert, které by mohly slouzit k piesnéjsi a

rychlejsi diagnostice AIBD, popisuji se tak nové entity, které¢ nebyly v minulosti znamy.
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2.1. Intraepidermalni tvorba puchyie

AIBD obecné rozdélujeme na dvé zékladni skupiny — s intraepidermélni ¢i se subepidermalni
ztratou adheze, a tak v klinickém obrazu vytvoieni puchyie v epidermis ¢i v oblasti
dermoepidermalni junkce. Specifické autoprotilatky u intraepidermalniho typu AIBD reaguji
s antigeny strukturalnich proteinii epidermis, dojde tak k vytvofeni intraepidermalniho
puchyfte. Pfi intraepidermalni akantolyze se oddéli jednotlivé vrstvy epidermis, aniz by byly
poskozeny strukturdlni proteiny v oblasti dermoepidermalni junkce, bazalni membrana tedy
pevné Ipi k dermis. Jedna se o onemocnéni s tvorbou protilatek proti desmosomim. Do této
skupiny patii hlavné pemphigus vulgaris, pemphigus foliaceus, paraneoplasticky pemphigus a

IgA pemphigus. K odliSeni jednotlivych chorob slouzi stanoveni specifickych autoprotilatek.

2.1.1. Onemocnéni skupiny pemphigu

Pemphigus je skupina vzacnych autoimunitnich puchyinatych onemocnéni, u kterych je
typickym znakem intraepidermalni vznik puchyte. Nazev pemphigus pochézi z feckého slova
pemphix, coz znamena v piekladu bublina nebo puchyt. Tento nazev se poprvé vyskytl
v literatufe na konci 18. stoleti od némeckého dermatologa Johanna Ernsta Wichmanna

k popisu puchyinatych onemocnéni (Mihai S, Sitaru C, 2007, Otten JV et al., 2014).

Pemphigus je skupina zivot ohrozujicich chorob postihujici kiizi i sliznice. Molekularnim
zakladem onemocnéni ze skupiny pemphigu je formace akantolytického intraepitelidlniho
puchyfe, ktery vznikd pfitomnosti riznych specifickych protilatek proti adhezivnim
molekuldm (desmosomim) v epidermis kiize. RUzné typy onemocnéni skupiny pemphigu

jsou charakterizované specifickymi protilatkami.

Jednotlivé subtypy onemocnéni skupiny pemphigu se li§i Grovni ztraty adheze v ramci
jednotlivych vrstev epidermis. O akantolyze spiSe suprabazilng, tj. ve vrstvach tésn¢ nad
bazalni membranou v oblasti dermoepidermalni junkce, se hovoii u pemphigus vulgaris a
pemphigus vegetans, vice superficidlni formace puchyie je typicka pro pemphigus foliaceus a

jeho podtypy.
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Diagnézu stanovi lékatf odbérem tkané. V histopatologickém obraze z floridni léze je
popisovana ztrata adheze jednotlivych keratinoctyt ¢i skupin keratinocytii intraepidermalné.
Zlatym standardem je perilezionalni odbér vzorku kiize nemocného metodu DIF. Metodou
DIF pouzitim fluorescencniho barviva je mozné pozorovat jasnou zeleno — Zlutou
intraepidermalni sit’ zptisobenou intercelularnimi depozity imunoreaktanti vazanych ve tkéni.
Naopak specifické cirkulujici protilatky jsou zachyceny metodou IIF pouzitim humanni ktze
nebo jiné senzitivni tkan¢ jako substratu, pro tyto ucely se nejcastéji vyuziva opici ¢i kralici
jicen, mozno pouzit 1 jicen morcat. Molekularni charakterizace jednotlivych
intraepidermalnich strukturdlnich proteinti a jejich cDNA (complementary DNA) zkouma
metoda ELISA. ELISA u skupiny pemphigu vyuziva nejcastéji rekombinantni antigen Dsgl a
Dsg3 k detekci cirkulujicich autoprotilatek v pacientové séru. Pomoci spektrofotometru se
stanovi intenzita zbarveni vzorku, coz odpovida antigenni hladiné protilatky. Sérové hladiny
protilatek, které¢ jsou detekovatelné pomoci ELISA, vypovidaji o aktivit¢ a rozsahu
onemocnéni u nemocnych s pemphigem (Mihai S, Sitaru C, 2007, Ishii K, 2015, Salavec M,
2018), tzn. vyssi hladina protilatek je pozorovéna u exacerbace onemocnéni, naopak snizeni
hladiny je typické pfi remisi. Této dynamiky zmén hladin protildtek se vyuziva také pfti
kontrole odpovédi organismu na nastavenou terapii. ELISA je metoda, kterda slouzi k
vySetfeni aktivity onemocnéni i1 ve stadiu, kdyz dojde zcela k vymizeni floridnich erozi ¢i
puchyft na kbzi ¢i sliznicich. Pokud se hodnoty tzv. ELISA indexu zvysi, je potfeba
nemocného kontrolovat castéji, pokud vSak ELISA index roste bez soucasného vzniku
koznich a slizni¢nich eflorescenci, nejedna se o dostate¢ny diivod ke zméné terapie. Pokud by
vSak vznikaly nové léze za soucasného ristu ELISA indexu, je potieba terapii zménit Ci
upravit davkovani. Hladina ELISA indexu u riznych pacientl se lisi, stejnd hodnota u vice
lidi neznamena shodnou aktivitu onemocnéni. Jako duvod tohoto faktu se uvadi skuteCnost, ze
dilezitou roli hraje polyklonalita séra s heterogennim zastoupenim protilatek, patogennich 1

nepatogennich (Ishii K, 2015).

Puchyie se tvofi intraepidermalné, tedy vznikaji oddélenim jednotlivych vrstev epidermis od
sebe, bez soucasného postizeni bazalni membrany. To je zpisobeno pfitomnosti autoreaktivni
protilatky Ig, asi v 90 % se jedna o subtyp cirkulujiciho IgG. Cirkulujici autoprotilatka IgG
reaguje piimo s interceluldrnimi substancemi epidermis a je detekovatelnd nepifimou
imunofluorescenéni metodou. Hladina téchto protilatek pfimo koreluje s aktivitou

onemocnéni, pfitomnosti IgG se predpokladad intraepidermdlni poruseni adheze. Metodou
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pfimé imunofluorescence se stanovuji depozita intercelularnich substanci v suprabazalnich

vrstvach epidermis.

Patogenicita protilatek u pemphigu byla poprvé demonstrovana GJ Anhaltem v roce 1982 na
myS$im modelu intraperitonealni a subkutdnni injekci purifikované protilatky IgG od

nemocného s pemphigem vulgaris (Anhalt GJ et al., 1982).

Podstatou onemocnéni skupiny pemphigu je imunitni reakce namifena proti
intraepidermélnim glykoproteinim ze skupiny kadherinti. Typickymi piedstaviteli kadherind
jsou desmoglein 1 (Dsgl) a 3 (Dsg3) o molekulové hmotnosti 165 kDa, resp. 130 kDa,
desmokolin 1 (Dscl), desmoplakin I (250 kDa) a II (210 kDa), plakoglobin, periplakin (190
kDa), plektin (500 kDa) ¢i envoplakin (210 kDa). Jejich extracelularni ¢ast spojuje sousedni
keratinocyty v epidermis, intracelularni ¢ast je soucasti keratinovych filament cytoskeletu

bunky.

RozliSujeme nékolik typt pemphigh - pemphigus vulgaris, pemphigus foliaceus,
paraneoplasticky pemphigus a dal$i vzacnéjsi formy (pemphigus erythematosus (pemphigus
seborrhoicus ¢i Senear-Usher syndrom), IgA pemphigus, endemicky pemphigus, léky
indukovany pemphigus, pemphigus herpetiformis, pemphigus vegetans Hallopeau/

Neumann).

Obecné lze fici, ze diagnozu nejcastéjSich typld pemphigl lze ptredpokladat dle klinického
obrazu. U pemphigus vulgaris se vyskytuji fragilni superficialni puchyte, které se nejCastéji
nachdzeji ve kstici, obliceji, na zéddech, na hrudniku a ve flexorovych stranach koncetin. Pro
pemphigus vegetans jsou typické papilomatozni hypertrofické 1éze. Pemphigus foliaceus je
charakteristicky svymi drobnymi az rozsahlymi superficidlnimi mélkymi erozemi nej€astéji
v seborrhoické lokalizaci, tj. na obliceji ¢1 ve kStici. Pemphigus erythematosus mé nékteré
spolecné klinické znaky s lupus erythematodes, tj. pevné lpici Supiny ¢i eroze hlavné

v lokalizacich slune¢niho osvitu (oblicej, kstice a dekolt).
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2.1.1.1. Pemphigus vulgaris

Pemphigus vulgaris (PV) je ziskané chronické autoimunitni onemocnéni, které¢ se typicky
vyskytuje v mladSim stfednim véku, nejCastéji mezi 30. a 60. rokem. PV je méné cCasté
onemocnéni, ve srovnani s nejCastéji se vyskytujici entitou ze skupiny autoimunitnich
pripadech, pii stanoveni Spatné diagnozy ¢i nedostate¢né terapie, mize byt az fatalni. PV je
nejcastéjsi variantou onemocnéni skupiny pemphigu, incidence se celosvétové pohybuje od
0,7 do 5 novych piipadi na milion obyvatel za rok, vyssi je u Afkenazi Zidt (16-32 novych
ptipadd na milion za rok), Japoncii a PerSand. Pomér zastoupeni Zen vs. muzi je 1:1 (Ruocco
V et al., 2013, Kershenovich R et al., 2014, Salavec M, 2018). Pro PV jsou charakteristické
autoprotilatky proti desmosomim epidermalnich keratinocytl, nejCastéji jsou popisovany
protilatky proti antigenu Desmoglein 1 (Dsgl) a 3 (Dsg3). Cirkulujici protilatky IgG, které
jsme schopni detekovat ze séra nemocného, se vazou na extracelularni ¢asti téchto antigend.
Hladina cirkulujicich autoprotilatek IgG koreluje s klinickou aktivitou PV. V posledni dobé se
hovofti o casti jak desmoglein reaktivnich protilatek, tak i1 protilatek proti acetylcholinovym
receptorim membrany keratinocytd (Salavec M, 2018). V literatuie se popisuje, ze PV
nepostihuje vnitini organy, eroze se vSak vyskytuji ¢asto na sliznicich. PV tedy ovliviiuje
negativné kvalitu Zivota pacientd (QOL — quality of life) a mé Zivot ohroZujici potencial. Je
ale zndma asociace s jinymi autoimunitnimi, zanétlivymi, infekénimi ¢i neoplastickymi
onemocnénimi nebo endokrinopatiemi, jako jsou myastenia gravis, pernicidzni anemie,
psoriaza, urtikaria a dalsi, které¢ jsou jiz schopné postihovat i jiné organy nez jen kazi a
sliznice, takovato koexistence je popisovana u asi 25 % pacienti s PV (Vassileva S et al.,

2014).

Rizikovymi ¢i spoustécimi faktory PV jsou expozice radiaci (UV zafeni — PUVA, ionizacni
zéafeni), uzivani nékterych 1€kt (pf.: penicilamin, kaptopril, propranolol) ¢i drog, virové
infekce (HSV), dieta (Cesnek, cibule, ¢erny a chilli pept, Cervené vino, ¢aj), koufeni, tepelna
traumata a elektrotraumata, stres, hormonalni poruchy, chirurgické ¢i kosmetické zakroky

nebo expozice pesticidil (organofosfatll) (Otten JV et al., 2014, Salavec M, 2018).

Pro stanoveni diagn6zy PV je nutné dodrzeni diagnostickych kritérii. Jako povinné kritérium
se oznacuje piitomnost depozit IgG s/bez depozit C3 slozky komplementu na epitelidlnich

povrsich bun€k epidermis metodou DIF. Ddle se stanovuji 2 hlavni kritéria — plihy puchyt
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nebo eroze na kuzi ¢i sliznicnim povrchu a histopatologicky formace puchyie
intraepidermalné. Jako vedlejsi kritéria se oznacuji depozita IgG intraepidermalné metodou
IIF, stanoveni Dsg3 bez pozitivity Dsgl metodou ELISA ¢i stanoveni téchto antigent
imunoblotem. Pro stanoveni definitivni diagnézy PV musi byt dodrzeno povinné kritérium a 2

hlavni kritéria ¢i povinné kritérium + 1 hlavni + 1 vedlejsi (Kershenovich R et al., 2014).

U slizni¢niho postizeni PV je detekovan cCastéji Dsg3, zatimco u muko-kutanni formy PV je
typicka pritomnosti obou antigenil, tedy Dsgl i 3 (Ding X et al., 1997, Amagai M et al., 1999,
Salavec M, 2018). Sliznice exprimuji Dsg3 rovnomérné v celém rozsahu, zatimco na klzi se
Dsg3 vyskytuje nejvice v bazalni vrstvé a nejblizSich suprabazdlnich vrstvach epidermis,
Dsgl naopak v hornich vrstvach epidermis. U PV zpiisobi autoprotilatky proti Dsg3 vznik
puchyie primarné mezi suprabazalnimi keratinocyty, zatimco pemphigus foliaceus (PF), ktery
je typicky zastoupen pfitomnosti protilatky Dsgl, vykazuje akantolyzu v povrchovych

vrstvach epidermis.

Typické eflorescence u slizni¢ni formy PV se zpocatku vyskytuji v Gstni dutiné jako kiehké
puchyfe (intaktni zastizitelné velmi vzacné) a eroze, které nemocny pocituje jako extenzivni
bolestivost, mize také vést k odmitani potravy, hubnuti a malnutrici. U vice nez 50 %
nemocnych s PV zjistujeme prvni projevy na sliznicich (Salavec M, 2018). Postizena miiZe
byt nejen dutina Ustni ¢i jicen, projevy se vyskytuji také v nosni duting, na vaginalni ¢i andlni
sliznici. Pokud hovotfime o muko-kutanni formé& PV, je postizena kromé¢ sliznice také ktze.
Asi u poloviny pacienti s PV sliznicni léze piedchézeji vyskyt koznich eflorescenci,
v nékterych pfipadech se s projevy na sliznicich setkdme aZz o nckolik mésici diive
(Gawkrodger DJ, 1987). Eflorescence se tvoii na integumentu bez jasné predilek¢ni
lokalizace. Nejprve se tvoii necharakteristické primarni 1éze, které se po n€kolika tydnech a
mésicich vyvinou v plihé vezikuly az buly. Puchyie ¢i eroze se tvoifi na zdravé cCi
erytematdzni klzi, jsou vyrazné bolestivé, jen ojedinéle jsou svédivé. Drobné puchyie
splyvaji ve vétsi erodované plochy, které se sekundarné impetiginizuji a znamenaji tak
rizikovy faktor vyvoje septickych komplikaci (Stork J et al., 2008). V nékterych ojedinélych
pfipadech miZeme hovofit o Cisté¢ kutanni formé PV, kde dominuje postiZzeni kozniho
povrchu bez soucasného postizeni sliznice (Ding X et al., 1997, Amagai M et al., 1999,

Jamora MJJ et al., 2003).
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Pro PV je déle typicky histopatologicky obraz demonstrujici suprabazalni akantolyzu a
intraepitelidlni separaci keratinocytli s malym zanétlivym infiltratem. Hlavni kritérium pro
stanoveni spravné diagnozy PV je piima imunofluorescencni mikroskopie pacientovy
perilezionalni ktze s interceluldrnimi linearnimi depozity vazebnych protilatek IgG a C3
slozky komplementu pfipominajici dlazebni kostky. Pfitomnost cirkulujicich autoprotilatek
IgG ve vazbé na interceluldrni junkce keratinocytl je pomoci IIF vySetfovana na tkani lidské
kiize ¢i jinych substratech — opi¢im jicnu. V neposledni fadé detekce Dsg3 (v piipadé
slizni¢niho postizeni) a Dsgl (pfi muko — kutdnnim postizeni) pomoci metody ELISA. Pro
akantolyzu u PV je typické odd¢leni jen svrchnich vrstev epidermis, zatimco spodni vrstva
epidermis pevné Ipi k dermoepidermalni bazalni membrang, vytvari tzv. fadu nahrobnich

kament (Mihai S, Sitaru C, 2007).

Diagnozu PV stanovime pomoci typického klinického obrazu doplnéného specifickymi
klinickymi testy — pfimym a nepiimym Nikolského fenoménem. Pozitivnim piimym
Nikolského ptiznakem, tzn. zatlac¢enim palce na blizké okoli puchyte ¢i eroze proti pevné
podloZce, dojde k diskontinuité vrchnich a spodnich epidermélnich vrstev a tvorbé eroze ¢i
roz$iteni puchyfe. Je dokdzano, ze i v blizkém okoli probihd vazba autoprotilatek na
desmosomy. To je divod, pro¢ je nutné provést odbér vzorku z blizkého okoli puchyie
k imunofluorescenénimu vysetieni.  Pozitivni, tzv. nepfimy Nikolského fenomén se
vyznacuje zatlacenim na krytbu puchyie a zvétSenim velikosti puchyie do blizkého okoli. Tim
muzeme jasné odlisit onemocnéni skupiny pemphigu a pemphigoidu, kde u pemphigoidu jsou
Nikolského pfiznaky vZdy negativni. DalSim pomocnikem pfi stanoveni klinické diagnézy PV
je nespecificky tzv. Tzancklv test — cytologicky prikaz akantolytickych Tzanckovych bun¢k
na otiskovém preparatu ze spodiny cerstvého puchyfe, material se barvi May-Gruenwald-

Giemsa.

Dulezité pro spravnou diagnostiku je diferencidlni diagnéza PV, ne jedno onemocnéni je
schopné imitovat PV. Je potieba vyloucit ostatni AIBD (onemocnéni skupiny pemphigoidu,
linearni IgA dermatdzu, epidermolysis bullosa acquisita, dermatitis herpetiformis Duhring) ¢i
jind hereditarni bulézni onemocnéni (epidermolysis bullosa simplex). Nékteré infekéni
choroby jsou schopné akantolyzy k vytvofeni puchyte, jako jsou impetigo contagiosa nebo
stafylokokovy syndrom oparené kiize. V neposledni fadé¢ musime vyloucit jiné imunologicky
podminéné choroby — buldzni 1€kovy exantém, erythema exsudativum multiforme ¢i erozivni

lichen planus. Podobny klinicky obraz mohou mit 1 jiné dermatdzy, u kterych vSak
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nenalezneme autoprotilatky typické pro PV — porphyria cutanea tarda, bul6zni eflorescence u
pacienti s diabetes mellitus, posttraumatické buly vznikajici opafenim ¢i elektrickym

zasahem.

2.1.1.2. Pemphigus vegetans

Vzacnou variantou PV je tzv. pemphigus vegetans, kde se tvoii rozsahlé madidujici eroze
nejcasteji v koznich zahybech (intertrigin6znich lokalizacich — v axilach ¢i tiislech). Typické
plosné vyvySujici se projevy maji hypertroficko — papilomatézni az vegetujici vzhled
s chronickym pribéhem. Vznikaji na podklad¢ ptredchozich vezikul (tzv. Neumannlv typ
vyskytujici se pfevazné u zen) nebo pustul (tzv. Hallopeau typ). Sekundarné se eflorescence
mohou impetiginizovat s pritomnosti kandidové infekce. U pemphigus vegetans vidime
ptitomnost typickych protilatek proti Dsgl a 3, pii postizeni vzacnych lokalit i Dscl,
v histopatologickém nalezu jsou typické abscesy s ¢etnou pritomnosti eozinofilniho infiltratu
v silné akantotické epidermis a tvorbou suprabazalniho puchyte. Dilezité je vzdy odlisit
podobné klinicky vypadajici onemocnéni, jako je 1ékovy exantém jododerma ¢i bromoderma
tuberosum po kontaktu s léky obsahujici jod ¢i brom, nebo condylomata lata jako typické

eflorescence u latentniho stadia syphilis (Stork J et al., 2008).

2.1.1.3. Pemphigus herpetiformis

Pemphigus herpetiformis je vzacnd klinickd varianta pemphigu s klinickymi znaky
podobnymi dermatitis herpetiformis (diive nazyvan ,,akantolyticka dermatitis herpetiformis‘)
a s charakteristickymi imunologickymi znaky pemphigu (Ishii K, 2015). U pemphigus
herpetiformis se tvoii puchyfe v herpetiformnim ¢i anuldrnim uspofadani s vzacnym
postiZzenim sliznice a typickou pfitomnosti protilatek proti Dsgl i Dsg3 (Otten JV et al., 2014)
a Dsc3, proto se predpoklada, Ze pemphigus herpetiformis je klinickou variantou pemphigus
foliaceus ¢i pemphigus vulgaris (Ishii K, 2015). Drobné ¢i vétsi puchyie se tvoii na povrchu
erytematdznich aZz urtikarielnich eflorescenci, které mohu svédit ¢i palit. Projevy se hoji
pomoci krust, centrdlni postupné epitelizace a mirné atrofie, tvofi se pozanétlivé

hyperpigmentace po zhojenych puchyfich ¢i erozich, kjizveni vSak nedochazi.
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V histologickém obraze je opét typickd suprabazalni akantolyza a eosinofilni spongioza

epidermis. Diagnoza je vSak stanovena pozitivitou DIF a typickym klinickym obrazem.

2.1.1.4. Pemphigus foliaceus

Pemphigus foliaceus (PF) je superficiadlni varianta onemocnéni skupiny pemphigu. Je méné
zévaznou variantou pemphigu nez PV. Vyskytuje se u osob mezi 30. a 60. rokem. Vyznacuje
se koznimi eflorescencemi, ve vétsSing piipadil bez soucasného postizeni sliznice. Typické pro
PF jsou autoprotilatky, nejcastéji subtyp IgG4, proti Dsgl, které vedou k subkornedlni
akantolyze v oblasti stratum granulosum epidermis s nebo bez pfitomnosti eosinofilniho ¢i
neutrofilniho zanétlivého infiltratu (Rock B et al., 1989, Otten JV et al., 2014). Diagn6za PF
je potvrzena interceluldrnimi depozity tkanoveé vazanych ¢i cirkulujicich protilatek IgG a C3
slozky komplementu pomoci DIF, resp. IIF. Molekularni specificita cirkulujicich protilatek
proti Dsgl je stanovena také pomoci ELISA, hladina protilatek proti Dsg3 je u metody
ELISA vZdy nulovd. Hladina Dsgl koreluje se sérologickou a klinickou aktivitou PF.
Spoustéci faktor u PF je neznamy ¢i sporadicky. Dal§imi moznymi rizikovymi faktory jsou
extenzivni UV expozice, spaleni, uzivani 1ékti (D-penicilamin, ACE inhibitory, nesteroidni

antirevmatika), malignita (thymom) ¢i endemické faktory prostiedi.

Nejcastéjsimi lokalizacemi u PF jsou seborrhoické oblasti, tj. centralni oblicej, kstice, hrudnik
a horni ¢asti zad. Zpocatku je mozZné pozorovat drobné superficidlni intaktni puchyiky
méni do rozsahlych Supinatych erozi s krustami s okolnim erytémem s drobnymi puchyiky v
okrajich, popisuje se vzhled kukuficnych lupinkti (Otten JV et al., 2014), jejich splynutim
muze vzniknout az exfoliativni generalizovana erytrodermie. Eflorescence u PF svédi a pali.
PF na rozdil od PV je chronické onemocnéni, které je asociované s men$i mirou mortality.
Jsou popsany i ptipady spontdnni remise bez pouziti adekvatni 1éCby, projevy vSak mohou

perzistovat i po n&kolik let (Stork J et al., 2008).

Dulezit¢ je vzdy odliSit seborrhoickou dermatitidu ¢i erytrodermii  zpiisobenou
generalizovanou psoriazou ¢i ekzémem, kde klinicky obraz muze zmast, proto je potfeba
doplnit histopatologické vysetieni, DIF, IIF ¢i ELISA ke stanoveni spravné diagndzy tohoto
typu pemphigu v ramci AIBD.
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Jako vzacné subtypy PF jsou popisovany pemphigus erythematosus, endemicky pemphigus
foliaceus (Fogo selvagem), Ci léky podminény pemphigus foliaceus, které maji stejné klinické,

histologické a imunopatologické znaky jako PF.

2.1.1.5. Pemphigus erythematosus

Pemphigus erythematosus (PE), neboli Senear-Usher syndrom ¢i pemphigus seborrhoicus, je
mirngj$i lokalizovand a ostfe ohrani¢ena forma PF s chronickym pribéhem. Byl poprvé
popsan Francisem Seanerem a Barney Usherem v Chicagu na piikladu 11 pacientt, ktefi
sdileli znaky pemphigu a lupus erythematosus (Senear FE, Usher B, 1926). Histologicky je
obraz velmi podobny PF, tj. subkornealni akantolyza a ztluSténi PAS-reaktivni BM, metodou
DIF jsou stanovena linearni depozita protilatky IgG proti Dsgl, slozky komplementu a na
rozdil od klasického PF i antinuklearni protilatky (ANA) a lupus-band test, které jsou typické
pro onemocnéni pojiva a které ukazuji na tésny vztah mezi PF a lupus erythematosus (Sitaru
C et al., 2004, Mihai S, Sitaru V, 2007). Metodou IIF jsou namifeny cirkulujici protilatky
proti intercelularnim strukturam, vykazuji tak typickou fluorescenci sitovitého charakteru,
¢asto kombinovanou s fluorescenci jader samotnych keratinocyti v epidermis (Vassileva S et

al., 2014).

Nemocni s PE vykazuji také znaky systémového onemocnéni, jako jsou anemie, lymfopenie,
trombocytopenie, ledvinné abnormality, proteinurie, hypalbuminemie, generalizovany edém
pfi rendlnim selhdni ¢i pozitivitu revmatoidniho faktoru. Dale jsou popisovany Castéjsi

asociace s myasthenia gravis nebo thymomem.

Dle klinického obrazu u PE se v seborrhoické lokalizaci vyskytuji jednotlivé ¢i symetricky
uspotadané erytematozni Supinaté a superficidlné erodované pevné Ipici eflorescence,
nejcasteji v obliceji, ve kStici, ale také v oblasti dekoltu ¢i horni ¢asti zad, postihuje také
sliznice. Pfedpoklada se ucast slunecniho zareni jako spoustéciho faktoru tohoto onemocnéni.
V obliceji projevy Casto piipominaji tvar kiidel motyla, ktery je typickym znakem lupus

erythematosus (Stork J et al., 2008).
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2.1.1.6. Fogo selvagem

Fogo selvagem neboli brazilsky pemphigus foliaceus, je zdvazna endemicka varianta PF
vyskytujici se nejCastéji v Brazilii (také v Peru, Kolumbii, Paraguayi, El Salvadoru, Chile ¢i
Tunisu). Spousté¢em onemocnéni se zdaji byt faktory zevniho prostiedi na podkladé
molekularnich mimiker zpiisobené virovou infekci pfendSenou piseCnou mouchou. To
zpusobi akantolyzu subkornealnich vrstev epidermis. U téchto nemocnych je popisovéana
vyssi familiarni incidence (geneticky faktor), nizsi vék nastupu onemocnéni ¢i Spatny celkovy

stav (Vassileva S et al., 2014).

2.1.1.7. Paraneoplasticky pemphigus

Paraneoplasticky pemphigus (PNP) je unikatni skupina pemphigu, ktera je asociovana
s nddorovym onemocnénim (Ishii K, 2015). PNP byl poprvé popsan vroce 1990 GJ
Anthaltem jako autoimunitni multiorganové onemocnéni, které se sdruzuje s rlznymi
neoplastickymi procesy, ale vykazuje pozitivitu protilatek proti desmosomim (Anthalt GJ et
al., 1990). Také byly popsany dalsi antigeny, nejen Dsgl a 3, ale také desmoplakin I a II,
periplakin (190 kDa), envoplakin (210 kDa), hlavni antigen u BP (BP230), plektin (500 kDa),
inhibitor protedz alfa-2- makroglobulinu 1 (170 kDa) ¢i ne zcela identifikovany peptid o
molekulové hmotnosti 190 kDa (Mihai S, Sitaru C, 2007, Stork J et al., 2008, Otten JV, 2014,
Salavec M, 2018). Diagnostika PNP se mize zakladat také na imunofluorescencnim
vySetieni, konkrétné se jedna o pozitivni reakci IgG metodou IIF pouzitim krysiho Zlu¢niku
jako substratu, ktery je bohaty na plakiny. Tim se odliSuje PNP od PV ¢i PF, kde imunitni
reakce na tomto substratu je negativni, protoZe se zde neexprimuje Dsgl ani Dsg3 (Ishii K,

2015).

Je to relativné velmi vzacné onemocnéni, které postihuje jak kizi, tak sliznice a ma klinicky
podobny obraz jako PV. Je to jediné onemocnéni ze skupiny pemphigu, kde vnitini organy
mohou byt poskozeny autoimunitnim procesem (Vassileva S et al., 2014). Nejcastéji popsana
asociace je s lymfoproliferativnim onemocnénim, jako je B-lymfom, non-Hodgkinsky 1
Hodgkinsky lymfom, chronickda lymfocytickd leukémie, Castelmanova choroba ¢i

Waldenstromova makroglobulinemie, méné¢ thymom, maligni melanom, systémova
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mastocytoza Ci retoperitonealni sarkom (Nikolskaia OV et al., 2003, Mihai S, Sitaru C, 2007,
Otten JV et al., 2014, Vassileva S et al., 2014).

Nejcastéji se PNP vyskytuje ve véku 45 az 75 let, ojedinéle jsou popisovany i détsti Ci
adolescentni nemocni, ¢astejsi vyskyt PNP je u muzi (Mimouni D et al., 2001, Vassileva S et

al. 2014).

U PNP nelze hovotit o typickém klinickém obrazu, eflorescence byvaji velmi polymorfni,
vyskytuji se na kuzi i sliznicich. Popisuje se 5 klinickych variant — pemphigus-like,
pemphigoid-like, erythema multiforme-like, graft vs. host disease-like a lichen planus-like.
Nejcastéji jsou popisovany perzistujici siln€ bolestivé slizni¢ni eroze v orofaryngu ¢i na rtech
(podobné se Stevens-Johnsonovym syndromem), diagnostikované jako refrakterni
stomatitida. Mize byt postizena i sliznice genitdlu, nosni a o¢ni sliznice, jako tzv.
pseudomembrandzni konjunktivitida. Tzv. periungvalni puchyinaté 1éze, tj. v okoli nehti na
prstech rukou a nohou, ¢i erythema multiforme-like 1éze na dlanich a ploskach jsou typické
pro PNP. Difuzni erozivni stomatitida je typicka pro PNP, u PV jsou popisovany spiSe
jednotlivé drobné izolované eroze. Jizveni v oblasti o¢ni sliznice, tzv. jizvici konjunktivitida
je dal$im znakem k odliSeni PNP od PV. Nékdy morfologie odpovida lichenoidnim erupcim,
lichen planus-like 1éze, dochazi ke vzniku vezikul, bul, papul ¢i erozi. Nelze hovofit o jasné
predilekéni lokalizaci na kiizi, projevy se vyskytuji na kon€etinach i trupu. Eflorescence u PV
zacinaji nejCastéji na trupu a koncetinach, zatimco u PNP jsou nejdfive postiZzeny dlané,
plosky a kolem nehtové oblasti. Nikolského znaky jsou u PNP na rozdil o PV negativni. Déle
je popisovano selhdvani vnitinich organt, jako jsou plice, s postizenim bronchialniho epitelu,
coz vede k dyskeratdze a akantolyze buné€k respiracniho epitelu, vyvijeji se té¢zké stendzy, to
muze dospét az k progresivnimu respiraénimu selhdni (obstruktivni ¢&i restriktivni
brochniolitid€) s intrapulmonalnim krvacenim asi u 30 % nemocnych, a¢ obraz na RTG
snimku plic se zda byt normalni (Otten JV et al., 2014, Vassileva S et al., 2014). Krom¢
respiracniho traktu je postizena $§titnd Zlaza, ledviny, hladkd svalovina a gastrointestinalni
trakt, proto PNP tvoii soucast tzv. paraneoplastického autoimunitniho multiorgdnového

syndromu (PAMS) (Nguyen VT et al., 2001, Vassileva S et al., 2014).

Spravna diagnostika nejen u PNP je esencidlni. V histopatologickém obrazu pozorujeme
intraepitelidlni separaci keratinocytll s akantolyzou a interface dermatitidou. Pro DIF typicky

sved¢i intercelularni depozita IgG a C3 slozky komplementu a linearni depozita v oblasti
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bazalni membrany. Cirkulujici IgG pomoci IIF se vazou na epitel jicnu a BM. Zlatym
standardem pro diagnostiku PNP je tzv. imunoprecipitace, kterd vyuziva radioaktivni znaceni

keratinocytli, dale imunoblot nebo ELISA.

2.1.1.8. IgA pemphigus

Imunoglobulin A pemphigus je vzacna varianta pemphigu s asociaci autoprotilatky IgA ve
vazbé na povrch keratinocytii. Jednd se o chronické ¢i subakutni onemocnéni s vysevem
pustul stendenci ke splyvani a formaci v anularni eflorescence s vyvySenymi okraji.
Incidence a prevalence IgA pemphigu neni dosud znam4. IgA pemphigus se dale rozd€luje na
2 subvarianty — subkornedlni pustulézni dermatitidu (cilenou na desmokolin — Dscl) ¢i
intraepidermalni neutrofilni IgA dermatdzu bez jasného cileného antigenu (nejen Dsgl a 3)
(Mihai S, Sitaru C, 2007, Otten JV et al., 2014, Ishii K, 2015). Je popisovana asociace IgA
pemphigu a benignich ¢i malignich IgA monoklonalnich gamapatii a onemocnéni

gastrointestinalniho traktu (Salavec M, 2018).

Primarni 1éze jsou fragilni vezikuly ¢i buly na erytematdzni a olupujici se kizi, které se
postupné pietvaieji v pustuly, nejcastéji je postizeny trup a koncetiny, projevy se mohou vSak
vyskytovat i v kStici, retroaurikularn€ nebo v zaparkovych lokalizacich, sliznice byva uSetfena

(Stork et al., 2008, Tsurata D et al., 2011).

V histologickém nalezu se prokazuje u IgA pemphigu subkornedlni nebo intraepidermalni
zanétlivy neutrofilni infiltrat v horni dermis nebo epidermis s malo vyjadifenou a vzacnou
akantolyzou. Dle DIF pozorujeme intercelularni IgA depozita v celé epidermis (plati
intraepidermalni neutrofilni dermatézu) nebo zvyraznénd depozita v hornich vrstvach
epidermis — subkoredlné (typické pro subkornedlni pustuldozni dermatozu), dale jsou
popisovana mensi depozita IgG ¢i C3 slozky komplementu. Pfi IIF se stanovuji cirkulujici
IgA autoprotilatky, které rozpoznavaji spiSe non — desmosomadlni transmembrandzni
proteinové struktury, jako substrat je pouzit opici jicen. Pro zvySeni senzitivity klasické IIF se
vyuzivaji IIF s Dscl transfektovanymi COS-7 bunikami (Hashimoto T et al., 1997).
K diagnéze se také mulze vyuzit metoda stanoveni protilatek proti desmokolinu metodou

ELISA, jehoz senzitivita vSak neni pfili§ vysoka (Ishii K, 2015).
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2.1.1.9. Léky indukovany pemphigus

Léky indukovany pemphigus je sporné a sporadické onemocnéni skupiny pemphigu, které je
asociovano s uzivanim né¢kterych 1€ka. Timto piikladem jsou nejcastéji sulfthydrilové ci
thiolové léky jako je D-penicilamin, kaptopril, pyroxicam ¢i pyritinol, dale penicilin a
pyrazolony (Salavec M, 2018). U pacientii uzivajici tyto léky je léky indukovand varianta
mnohem castéjsi nez PV. Piesné autoantigeny u 1éky indukovaného pemphigu zatim nebyly
dostaten¢ charakterizovany, popisuji se jen protilatky proti desmogleinu (Korman NJ et al.,
1991, Mihai S, Sitaru C, 2007). Klinicky se jedna o piitomnost morbili-formnich ¢i
urtikaridlnich 1€zi, pozdé&ji imituje obraz pemphigus foliaceus nebo erythematosus. Vyjimecné

jsou postizeny sliznice.

2.2. Subepidermalni tvorba puchyie

AIBD, u kterych se autoprotilatky vazou na strukturalni proteiny v oblasti dermoepidermalni
junkce bazalni membrany, oznacujeme jako onemocnéni se subepidermélni tvorbou puchyte.
Tvoii se tedy protilaitky proti hemidesmosomiim. Pfi imunofluorescenénim vysetfenim
pozorujeme linedrni ¢i granularni depozita protilatek IgG, IgA ¢i C3 slozky komplementu.
Mezi tato onemocnéni patii nejcastéjsi buldézni pemphigoid, dale pemphigoid gestationis,
jizvici pemphigoid, linedrni IgA dermatdza, epidermolysis bullosa acquisita, anti-p200
pemphigoid a dermatitis herpetiformis Duhring. VSechna onemocnéni sice fadime mezi
AIBD, pro kazdé jsou vsak stanovované rozdilné specifické autoprotilatky, maji rozdilny
klinicky obraz vyZadujici odliSnou lécbu, li§i se priibéhem a také prognozou. Maji vSak
spolecny mechanismus imunitni reakce, kde dojde k oddéleni vrstev epidermis od bazalni
membrany, a tak se vytvoii subepidermalni puchyt, adheze jednotlivych vrstev epidermis
mezi sebou je vSak neporuSena. Pfesnd a spravna diferencidlni diagnéza vSech
subepidermalnich chorob u jednotlived ma terapeutickou a prognostickou odliSnost. Jako
napt.: anti-laminin 332 pemphigoid mize byt asociovan s malignimi procesy az ve 30 %
ptipadt, anti p-200y pemphigoid se obvykle snadné&ji 1¢¢i a 1épe a rychleji odpovida na terapii,
epidermolysis bullosa acquisita reaguje naopak hife na cilenou terapii nez BP (Van Beek N

etal., 2012).
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2.2.1. Onemocnéni skupiny pemphigoidu

Klinicky obraz pii onemocnéni pemphigoidu je velmi podobny onemocnénim skupiny
pemphigu, tvorba puchyife vSak probiha na Urovni DEJ, tzn. subepidermalné. Je soucasti
AIBD, kde jsme schopni detekovat specifické strukturdlni proteiny, které zprostredkovavaji
adhezi hemidesmosomi bazalnich keratinocytd (BP180, BP230, plektin, a6pB4 integrin,
CD151) k proteinim v lamina lucida ¢i lamina densa (kolagen VII) BM.

U pemphigoidu rozeznavame buldézni pemphigoid (BP), pemhigoid gestationis (herpes
gestationis), jizvici pemphigoid (mukézni membran6zni pemphigoid) a dalsi vzacné;jsi formy
(linedrni IgA dermatéza, buldzni systémovy lupus erythematosus, anti-laminin 332
pemphigoid (detekce lamininu 5), anti-p200/laminin yl pemhigoid (detekce lamininu y1), a5
kolagen VII pemphigoid).

2.2.1.1. Bulézni pemphigoid

Nejznaméjsim a nejcastéjSim typem onemocnéni skupiny pemphigoidu je bul6zni pemphigoid
(BP), ktery je také nejcastéjSim typem vSech AIBD. BP byl poprvé popsan jako samostatné
onemocnéni odlisné od pemphigu v roce 1953 (Lever W, 1953). Walter F Lever jako prvni na
sveté odlisil nejen BP od pemphigu, ale také odlisil dermatitis herpetiformis Duhring a dalsi
AIBD. Od této doby se hovoii o pojmu imunodermatologie a o autoimunitnich bul6znich
chorobach. Teprve v roce 1964 Beutner a Jordan objevili, Ze autoprotilatky typické pro BP
jsou stanovené metodou DIF a IIF a jsou lokalizované v oblasti bazalni membrany (Beutner

EH, Jordon RE, 1964).

Etiologie vzniku BP je ve vétsin¢ piipadi nezndma, existuje vSak n¢kolik moznych spoustéct
onemocnéni, jako jsou UV zafeni, RTG zafeni, n€které 1éky nebo vakcinace u déti (Otten JV
et al., 2014). Dale se hovoii o vztahu hormondlnich regulacnich mechanismii — estrogeny
pravdépodobné stimuluji vznik onemocnéni, naopak vyssi hladina progesteronu plisobi spise

imunosupresivné (Salavec M, 2018).

BP se vyskytuje hlavné u star§i populace, nejcastéjsi nastup onemocnéni je v 6. - 8. dekade

zivota (Feliciani C et al., 2009). Velmi vzacné se vyskytuje v mladsich vékovych skupinach a
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u déti, v tomto piipadé je prognoza vétSinou dobra (Salavec M, 2018). Lehké predominance je
popisovana u Zzenského pohlavi. Incidence BP roste srostoucim veékem, pohybuje se
v rozmezi 2,5 - 41,8 novych ptipadi/milion/rok (Jung M. et al., 1999, Bertram F et al., 2009,
Alpsoy E et al., 2015). U pacientl starSich 80 let incidence stoupa az k 150 - 330/ milion
obyvatel/ rok (Kershenovich R et al., 2014). Nartist poctu pacientli s BP mize byt disledkem
zvySujiciho se poctu prichozich pacientli do ambulanci dermatologl, lepsi diferencidlni
diagnostikou svédivého exantému na téle, stdrnutim populace ¢i obecné zkoumanim novych
diagnostickych markert k vylouceni AIBD. Rutinni provadéni diagnostickych testti u vSech
pacientli s podezienim na BP, tj. nemocnych se svédivymi projevy v pokroc¢ilém véku ¢i ve

stadiu s jiz plné€ rozvinutymi puchyii, by mohlo pfispét k dalSimu naristu incidence BP.

Proces imunosenescence, jinymi slovy starnuti imunitniho systému daného organismu,
zvySuje Sanci na vyskyt autoimunitnich onemocnéni a nemoznost imunitniho systému se
vyporadat stouto poruchou adekvatni produkci imunitnich efektorovych bunék. Zrani
efektorovych T lymfocyti, jako soucéast adaptivni imunity, je podminéno spravnou
diferenciaci z kmenové lymfoproliferativni buniky u mladych lidi, s ptibyvajicimi léty vSak
ubyva replikaéni schopnost naivnich T lymfocytii ménit se v efektorové bunky. Starnutim se
redukuje pocet naivnich buné¢k, efektorové T bunky jako starnouci buiiky jiz nemaji spravou
proliferacni kapacitu a nemohou se tedy klonalné¢ expandovat k mistu setkdni se
s potencionalnim patogenem. To vypovidd o nedostate¢né ochrané organismu a moZznosti
vzniku infekce (Aspinall R et al., 2010). Ve studiich in vivo a in vitro se ukazuje, Ze organové
specifické protilatky zpisobi posSkozeni kiize a formaci puchyie v oblasti dermoepidermalni
junkce. Tento fakt zavisi na aktivaci komplementu a chemotaxi zanétlivych bunék ¢i sekreci
proteolytickych enzymu. Patogenicita autoprotilatek zplsobuje pfimou inhibici cilenych
adhezivnich a specifickych epitopi epidermdlnich struktur keratinocytii (Thoma-Uszynski

S et al., 2000).

Autoprotilatky u BP jsou produkované proti hemidesmosomalnim antigenim BP180
(BPAG2, kolagen XVII, velikost antigenu je 180 kDa) a BP230 (BPAGI, o velikosti 230
kDa), které pfipojuji bazalni keratinocyty epidermis k bazalni membrané¢ (Baum S et al.,
2014). Protilatky (nej€astéji IgG, méné Casto IgA, IgE, IgM) u BP jsou vétSinou namifeny
proti transmembranovému antigenu hemidesmosomtii BP180 a intracelularnimu plakinu
BP230. BP180 je orientovan svym N-koncem intracelularné a zbyld del§i ¢ast zastava

extracelularné a skladd se z 15 kolagenovych regionu, kde 16. nekolagenova doména
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(NC16A) je zndma jako imunodominantni region BP180 u pacienti s BP a pemphigoid
gestationis (Giudice GJ et al., 1993, Murakami H et al., 1996).

Diagnéza BP je zaloZena na pozitivit¢ minimalné dvou specifickych markerti — histologicky
prikaz, detekce tkanoveé vazané protilatky imunoglobulinu G (IgG) a C3 slozky komplementu
v oblasti BM epidermis metodou pifimé imunofluorescence (DIF), detekce cirkulujicich
protilatek IgG pomoci neptfimé imunofluorescence (IIF) na opic¢im ¢i krali¢im jicnu nebo na
tkdnovém substratu st€penym 1 mol/l NaCl (salt split skin — SSS), detekce antigenii BP180/
BP230 pomoci ELISA. Pomoci ndm miize i typicky klinicky obraz.

Klinicky obraz BP je velmi S§iroky, existuje nékolik klinickych variant. Jako typicka
manifestace BP se popisuje puchyi s napjatou krytbou. U nebul6zni, kutdnni formy BP
pozorujeme siln¢ svédivé, urtikaridlni a ekzematické plaky. Dalsi variantou je lokalizovany
BP s pfesn¢ predilekéni lokalizovanou skupinkou nékolika drobnych puchyit. Pro tzv.
dyshidroticky BP jsou typické dyshidroziformni 1éze podobné palmoplantarnimu ekzému.
Dale vezikulozni BP se projevuje vznikem jen drobnych vezikul nikoliv bul. Dalsi variantou
BP je prurigoformni BP, kde klinicky obraz je podobny onemocnéni prurigo simplex subacuta
nebo prurigo nodularis, poslednim typem je vegetujici pemphigoid s vegetacemi ve formé
erozi hlavng v intertrigindznich lokalizacich (Kneisel A, Hertl M, 2011, Schmidt E, Zillikens
D, 2013) (Tab. ¢. 1).

Tab. ¢. 1: Varianty bulozniho pemphigoidu dle typického klinického obrazu.

Varianty BP Klinicky obraz

Nebulézni Svedive, urtikarialni a ekzematické plaky

Lokalizovana Drobné puchyie v presné ohranic¢ené predilekéni
lokalizaci

Dyshidroticka Dyshidroziformni 1éze

Vezikulozni Jen drobné vezikuly, bez ptitomnosti bul

Prurigoformni Svédivé papulky

Vegetujici Vegetujici erozivni plaky v intertrigindznich
lokalizacich
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Obecné lze vSak rozlisit 2 typicka stadia BP - tzv. prodromalni stddium BP neboli pre —
pemphigoid (Obr. €. 4), které se vyznacuje perzistentni urtikarii a eflorescencemi podobnymi
jako pfi ekzému v prvnich dnech az tydnech onemocnéni. Pfedpoklada se, Ze tato atypicka
forma BP se ne vzdy musi vyvinout v typicky aktivni obraz BP a je ¢asto méné agresivni
formou (Feliciani C et al., 2009). U BP v klasickém stadiu se béhem n¢kolika tydni az
mesicl rozviji generalizované drobné zanétlivé napjaté a Ciré nebo hemoragické puchyie az
nekolikacentimetrové buly na erytemat6zni ¢i normalni kiizi. Jsou pevné a nesnadno praskaji

(Tab. & 2, Obr. &. 4).

Tab. ¢. 2: Stadia bulozniho pemphigoidu, vztazeno na casovy horizont vzmiku prvnich

eflorescenci a typického klinického obrazu.

Stadia BP Casovy pribéh Klinicky obraz

- perzistentni urtikarialni
exantém

- Xerosis cutis
Prodromalni Prvni dny az tydny

- drobnopapul6zni exantém

- povrchova lichenifikace

- drobné napjaté/ ¢iré/ az
hemoragické vezikuly ¢i buly

- na flexorovych stranach
koncetin a intertrigindznich
zOnach s postupnou
generalizaci na trup az
postihujici celé integumentum
Klasické/ pIné rozvinuté Po tydnech az mésicich
- na normalni ¢i erytemat6zni
kuzi

- eroze Ci krusty, pozanétlivé
hyperpigmentace, milia

- hojeni bez jizev
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Nikolského znak je u BP na rozdil od onemocnéni skupiny pemphigu negativni. Projevy vzdy
siln¢ svédi a hoji se bez vzniku jizev. Po prasknuti puchyie pozorujeme krusty a eroze na
erytematdzni spoding€, zanechavaji tzv. pozanétlivé hyperpigmentace, nékdy milia. Projevy
zacinaji na flexorovych stranach koncetin ¢i v intertrigindznich (zapatkovych) zénach,

postupné se rozsifuji na trup a mize také dojit k postizeni celého kozniho integumenta. Ktize

kstice, obliceje a dutina Ustni byvaji vétSinou bez projevi.

Obr. ¢. 4: prodromalni stadium (vlevo) a plné rozvinuté stadium bulozniho pemphigoidu
(vpravo), archiv LMU Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie, Mnichov,
autor- prof. Dr.Dr.med. M. Sardy.

U BP pozorujeme ptitomnost specifickych IgG autoprotilatek namifenych proti strukturadlnim
antigenim hemidesmosomu v oblasti DEJ. Etiopatogeneze u BP je nejasna. Pii diagnostice
AIBD je vzdy tfeba vyloucit nadorové onemocnéni (popséna asociace s pfitomnosti antigenu

BP180) (nejcastéji karcinom prostaty a karcinom plic) pomoci stagingovych metod (RTG
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hrudniku, SONO bficha, specifick¢é onkomarkery). Jako spoustéci faktor onemocnéni miize
hrat roli souCasné uzivani nékterych medikamentd (napt. ACE inhibitor, amoxicillin,
vankomycin, penicilin G, penicilin V, lithium, amiodaron, nesteroidni antirevmatika,
etanercept, furosemid a mnoho dalSich). Kozni projevy pozorujeme po tydnech az mésicich
uzivani daného 1éku, po vysazeni se kozni zmény hoji. Dal§im moznym spoustécim faktorem
je popisovana fotodynamicka terapie ¢i UV zafeni (Altmeyer P, on-line Enzyklopédie, Otten

IV etal., 2014).

Pro stanoveni BP jsou zndma diagnosticka kritéria. Povinnym kritériem je linearni depozitum
IgG a C3 slozky komplementu v oblasti dermoepidermalni junkce pii bazalni membrané
metodou DIF. Hlavnimi kritérii jsou napjaté puchyie ¢i eroze na kizi, velmi vzacné
s postizenim sliznic, dale histopatologicky néalez subepidermdlniho puchyie s eosinofily. Mezi
vedlejsi kritéria patfi depozita IgG v oblasti bazalni membrany metodou IIF, pfitomnost
antigenu BP180 a BP230 pomoci IIF a stanoveni téchto antigend pomoci imunoblotu. Pro
stanoveni definitivni diagn6zy BP musi byt dodrZeno povinné kritérium a 2 hlavni kritéria ¢i

povinné kritérium + 1 hlavni + 1 vedlejsi (Kershenovich R et al., 2014).

2.2.1.2. Pemphigoid gestationis

Pemphigoid gestationis, dtive nazyvany herpes gestationis (PG), patfi mezi extrémné vzacna
autoimunitni puchyfnata onemocnéni kize. Poprvé bylo toto onemocnéni popsano v roce
1872 Miltonem jako jedno z prvnich onemocnéni, které je spojené s té¢hotenstvim (Kelly SE
et al., 1990, Jenkis RE et al., 1999). Vyskytuje se charakteristicky v dob¢ gravidity a tésn€ po
porodu, nejcastéji si ho vS§imneme u primogravidit. Od ndzvu herpes gestationis se brzy
upustilo, neprokazala se souvislost s herpetickou infekci (Schmidt E, Zillikens D, 2013).
Jednéd se o velmi vzacné onemocnéni, kde se tvori vezikuly az buly na kiizi ¢i sliznicnich
membranach. Pemphigoid gestationis je samostatnd entita, jejiZ imunopatologicky obraz je
uzce spojen s BP. U PG jsou typické autoprotildtky namifené proti strukturalnim proteinim
hemidesmosomt, a dochazi tak k poruSe adheze na urovni DEJ a tvorbé subepidermdlniho
puchyfte. Popisovanymi antigeny, proti kterym jsou u PG namiteny protilatky IgG jsou BP180
a BP230 (Huilaja L et al., 2014). U vétSiny pacientek s PG je detekovatelny subtyp IgG1
autoprotilatek, které jsou zaméteny proti 5 epitoptim BP180 (nekolagenni domény NC16A),

z nichz 4 piedstavuji hlavni cilové antigeny protilatek provazejici BP (Chimanovitch I et al.,

43



1999). V patogenezi PG se hovoii o mozné zkiizené reakci mezi kizi a placentarni tkani.
Placentarni BP180 je detekovatelny v trofoblastickych buiikach plodu jiz v 1. trimestru.
Cirkulujici protilatka IgG1 proti hemidesmosomalnimu antigenu BP180 je také oznacovana

jako PG faktor (diive HG faktor nebo termostabilni IgG1) (Salavec M, Bostikova N, 2019).

Vyskyt PG je velmi ojedinély, popisuje se 1 PG na 40.000 — 50.000 t€hotenstvi bez rasové
predilekce (Shornick JK et al., 1984, Semkova K, Black M, 2009, Kneisel A, Hertl M., 2011,
Huilaja L et al., 2014). V evropskych studiich se hovoii o incidenci 0,5 nemocnych/ 1 milion
obyvatel/ rok (Salavec M, Bostikova N, 2019). Projevy se mohou vyskytnout v jakémkoliv
stadiu t€¢hotenstvi, nejcastéji vSak v druhém az tfetim trimestru, po nékolika malo tydnech po
porodu projevl ubyva, klinickd manifestace vSak muze pretrvavat 2 tydny az 12 let po porodu
(Jenkins RE et al., 1999). U 20 % ptipadl se mohou typické eflorescence vyskytovat az po
porodu (Salavec M, Bostikova N, 2019). Post partum jsou popisované exacerbace, které
mohou byt vazané na menstruacni cyklus a pokles hladiny progesteronu ¢i uzivani
anovulatornich 1€kt (Lynch FW, Albrecht RJ, 1966, Osmundsen PE, 1966, Morgan JK,
diivejsi nastup generalizovaného silné svédivého pruritu (Katzenellenbogen I, Frumkin J,
1971). Prvni vznika extrémni pruritus sledovany malymi papulami, urtiky, plaky a drobnymi
az rozsahlymi puchyti v oblasti bficha, nejcastéji periumbilikdlné, tedy kolem pupku, jejichz
usporadani je herpetiformni ¢i anularni. Po nékolika dnech mtze dojit k rozsifovani na dalsi
casti téla, trup, zada, hyzd€ a koncetiny, také na dlané a plosky. Projevy na obliceji a
sliznicich jsou vzacné. Puchyie vznikaji nejCastéji za 2—4 tydny od zafatku onemocnéni
(Lipozencic J et al. 2012). V souvislosti s PG nebylo zaznamenano vyssi riziko mortality a
morbidity matky ¢i ditéte, popisuje se jen ¢ast&jsi vznik pifedcasného porodu (Jenkis RE et al.,
1999, Vaughan JSA et al., 1999, Castro LA et al., 2006, Aoyama Y et al., 2007, Bedocs PM et
al., 2009, Lipozencic J et al., 2012) ¢i prechodné vysevy puchyikii u déti (Salavec M,
Bostikova N, 2019).

Diagnostickym markerem je typicky klinicky obraz a DIF, kterd ukazuje linearni depozita C3
slozky komplementu v oblasti DEJ. Linearni depozice I1gG je popisovana v 25-50 % piipadi,
neni tedy zédkladnim diagnostickym kritériem (Holmes RC et al., 1982, Shimanovich I et al.,
2002). Sérové protilatky mohou byt u PG detekovany pomoci IIF ¢i komplement fixa¢niho
testu (Kneisel A, Hertl M, 2011, Kneisel A, Hertl M, 2014). DalSimi diagnostickymi
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moznostmi je histopatologicky odbér vzorku z postizené oblasti, imunoblotting, ELISA ¢i

HLA typizace (Salavec M, Bostikova N, 2019).

2.2.1.3. Jizvici pemphigoid (mucous membrane pemphigoid)

Jizvici pemphigoid neboli mukoézni membranézni pemphigoid (MMP) ¢i sliznicni
pemphigoid je vzacné onemocnéni a je variantou ze skupiny pemphigoidu. MMP neni
charakterizovan ptitomnosti specifického cilového antigenu, u vétSiny pacientli nalézdme
vSak IgG nebo IgA protilatky proti antigenu BP180, dale se popisuje pfitomnost lamininu 5 ¢i
6 (Salavec M, 2018). Incidence se pohybuje okolo 1-2 ptipadl/ 1 milion/ rok bez zndmé
rasové predilekce. Onemocnéni postihuje Castéji Zeny v poméru 2: 1. Nemocni jsou vétSinou
vyssiho véku, medidn se pohybuje mezi 62-66 lety (Salavec M, 2018). Pro MMP jsou
charakteristické subepidermalni puchyte postihujici hlavné sliznice, a to oralni a okularni. U
mala pacientl je postizeno i1 kozni integumentum. MMP neni primarné asociovany s jinymi
systémovymi chorobami, svymi 1ézemi na sliznicich oka, dutiny ustni, genitalu ¢i traviciho a
respiracniho traktu vede ke komplikacim v téchto lokalizacich, proto nemocny s MMP
primarn¢ vyhledéd specializovana pracovisté. Typickou 1ézi MMP je bolestiva bula, ktera se
hoji ptes stadium erozi a zanechava jizvy a adheze v pfislusnych postizenych systémech,
vétSinou jsou projevy lokalizované na hlavé, krku nebo v misté traumatu. Dochézi tak ke
ztraté hlasu, obstrukci dychacich cest, dysfagii, ubytku véhy, suchosti oka az slepoté

(symblepharon) ¢i porucham reprodukce.

Vzicnou variantou MMP je anti-laminin MMP (anti-epiligrin, anti-laminin 5 ¢i anti-laminin
332 pemphigoid). Vyskytuje se asi u 5-20 % vSech MMP (Egan CA et al., 2003). Tato
varianta je Castéji asociovana se solidnimi tumory, jako jsou adenokarcinomy v oblasti
gastrointestinalniho traktu, gynekologické a respiracni oblasti, dale je popsana asociace s non-
Hodgkinskym lymfomem nebo kozni formou T bunééného lymfomu (Vassileva S et al.,

2014).
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2.2.1.4. Anti-p200 (laminin y1) pemphigoid

Anti-p200 pemphigoid je podskupina subepidermalnich AIBD, ktera se v literatuie popisuje
az od roku 1996. Charakteristicky se vyskytuji cirkulujici protilatky proti lamininu o
molekulové hmotnosti 200 kDa v oblasti dermoepidermalni junkce v lamina lucida. Léze
postihuji jen kozni povrch, nejsou zminky o postizeni jinych orgdnovych soustav. Postizeni
jsou spiSe mladsi dospéli. Je znama asociace s preexistujici psoridzou, patogeneze je zatim
nejasnd. Eflorescence anti-p200 pemphigoidu je tfeba odlisit od BP, typickymi 1ézemi jsou

vezikuly ¢i buly (Zillikens D et al., 1996).

2.2.2. Epidermolysis bullosa acquisita

Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) je vzacné chronicky probihajici subepidermalni
puchyinaté onemocnéni s postizenim kiize a sliznic, které Casto nereaguje na jakoukoliv
terapii. Je to ziskand forma AIBD, kterd postihuje pievazné dospélou populaci, jsou vSak
popsany i ptipady u déti. Pro EBA jsou typické cirkulujici protilatky IgG proti nekolagenni
doméné NC1/ kolagenni doméné kolagenu VII jako soucdsti BM o molekulové hmotnosti 290
kDa, popsany u dermoepidermdlni junkéni zony epitelu intestindlni sliznice tlustého stieva
(Chen M et al.,, 2002). Incidence onemocnéni se popisuje na 0,26 % piipadid/ 1 milion

obyvatel a tvoii asi 5 % puchytnatych dermat6z (Salavec M, 2018).

Klinicky obraz u EBA je heterogenni, rozliSujeme dva zékladni typy. Prvni, tzv. klasicky,
nezanétlivy ¢i mechanobuldzni fenotyp, je typicky na traumaticky poSkozeném povrchu kiiZe,
nejcastéji na rukou a nohou, pozorujeme dystrofii nehtli, vzhledem k fragilit¢ kiize se tvofi
puchyte, 1éze se hoji jizvami a tvoti se drobna milia. Popisuje se 1 vyskyt jizvici alopecie.
Druhou generalizovanou variantou je tzv. inflamatorni fenotyp s erytematdéznimi az
urtikarielnimi eflorescencemi s napjatymi ¢irymi ¢i prokrvacenymi puchyti. Typicky se 1éze
vyskytuji na hyzdich, v axilach nebo tfislech a jsou podobné projeviim u BP ¢i linearni IgA
dermatdzy. U nemocnych, kde EBA postihuje 1 mukozni povrchy, jako je ordlni, okularni,
vaginalni €1 jiné sliznice, dochdzi ke strikturdm pii procesu jizveni a signifikantni dysfunkci
v téchto lokalizacich (jicnové striktury, stendzy supraglottis), jako je ztrata vizu s obstrukci
nasolakrimalnich vyvodi, dysfagie, malnutrice, proces miize koncit az smrti. Tento fenotyp je

podobny MMP.

46



Tak jako n¢ktera AIBD i EBA vykazuje asociaci se systémovymi onemocnénimi, jako jsou
jiné autoimunitni choroby, malignity, hematologickd onemocnéni, infekce, endokrinopatie ¢i
idiopatické zancty stiev. Az u30 % pacientii je EBA asociovand s Crohnovou chorobou,
popisuje se, Zze EBA je jedna z extraintestinalnich manifestaci tohoto onemocnéni (Ljubojevic
S, Lipozencic J, 2012). Patogeneze EBA neni zcela jasna, kolagen VII se nachazi jak v kuzi,

tak ve stievnim epitelu (intestindlni forma kolagenu VII).

Diagnostickymi kritérii EBA je histopatologické vySetfeni a DIF, které jsou podobné BP. IIF
na substratu SSS vykazuje linearni depozita IgG na dermdlni strané puchyie (v némecké
literatutfe se pouziva vyraz ,,Blasenboden‘ neboli ¢esky spodina puchyte), na rozdil od BP,
kde fluoreskuje epidermalni strana puchyte (tzv. ,,Blasendach®, c¢esky krytba puchyte). Proto
pfipada v tivahu i diferencidlni diagnostika k odliSeni hlavné BP, déle linedrni IgA dermatozy,

porphyria cutanea tarda & toxické epidermalni nekrolyzy (Stork J et al., 2008).

2.2.3 Dermatitis herpetiformis Duhring

Dermatitis herpetiformis Duhring (DH) je méné ¢asta chronicky probihajici subepidermalni
kozni puchyinatd choroba. Etiopatogeneze DH neni zcela zndmad, jako zdkladni pfic¢ina
onemocnéni se povazuje gluten senzitivni enteropatie. Mezi dal$i mozné spoustéce patii
trauma, expozice UV zifeni ¢i piijem jodovych preparati (Salavec M, 2018). DH se
vyskytuje nejcastéji mezi 30. — 40. rokem Zivota s mirnou pievahou muzu (3: 2). DH je
asociovana s HLA II. haplotypem B8, DR3, DQA1 a Dqw2, ktery je typicky pro celiakii
s familiarnim vyskytem. Stfevni problematika je zpocatku ukryta, miZe se ale projevovat
typickymi symptomy, jako jsou bolesti bficha, priijem, deficit Zeleza nebo ristova retardace u
déti (Stork J et al., 2008, Otten JV et al., 2014), pouze u 2/3 nemocnych je histologicky

potvrzena atrofie klkt pfi intestinalni biopsii.

Jedna se o subepidermalni typ AIBD s IgA depozity v oblasti bazalni membrany epidermis ¢i
dermalnich papil. IgA protilatky rozpoznaji epidermalni transglutamindzu a zkfiZzené reaguji
s tkanovou transglutaminazou (tTG) a vyusti v aktivaci komplementové kaskady alternativni
cestou a pritomnosti neutrofilniho a eosinofilniho infiltratu. Interakce tTG a stfevniho
imunitniho systému vede k aktivaci gluten-responzivnich T-lymfocytli a zdnétu na stfevni

sliznici (Salavec M, 2018). Metoda DIF prokazuje granularni depozita IgA v oblasti
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dermoepidermalni junkce s akcentaci v dermdlnich papildch. Cirkulujici anti-EMA protilatky
(IgA1) v séru nemocnych reaguji s endomysiem a jsou detekovatelné pomoci IIF na opicim

jicnu.

Klinicky se jedna o difuzni, vzdy symetrické, polymorfni léze na erytematdéznim c¢i
urtikaridlnim podkladé€, déle papuly, herpetiformné usporadané vezikuly ¢i eroze. Nejcastéji
jsou postizeny extenzorové plochy loktl (90 %), kolen (30 %), ramena, hyzdé, oblast sakra a
pii rozSifovani projevil se §ifi do kStice a na obliCej. Vyznacuje se projevy, které jsou
provazené silnym pruritem, palenim, a protoze nuti ke Skrabani, zanechava exkoriace a
krusty. Tzv. prebuldzni stddium DH s extenzivnim pruritem a exkoriacemi imituje dalsi

sveédivé dermatozy jako je urtikaria, scabies, noduldrni prurigo ¢i atopicky ekzém.

Déle je k spravné diagnostice mozné provedeni biopsie z tenkého stieva, genetické HLA
testovani ¢i screening k vylouceni jinych autoimunitnich chorob. Nemocni s DH obvykle
nevykazuji klinické symptomy stievniho postiZzeni. Aplikace glutenu pfimo na povrch kize ¢i
do kiize nezplsobi vznik koznich eflorescenci, perioralni aplikace glutenu vSak ano (Salavec
M, 2018). Remise DH nastane pii dodrzovani bezlepkové diety, pti které vymizi i stfevni

obtize spojené s celiakii.

2.2.4. Linearni IgA dermatéza

Linedrni IgA dermatéza (LAD) ¢i linedrni IgA bulézni dermatéza (LABD) je vzacné
chronicky probihajici onemocnéni, pro které je typickd asociace IgA a protilatek proti
strukturdm bazdlni membrany v lamina lucida nebo lamina densa. Histopatologicky se
vyznacuje subepidermalni tvorbou puchyte s formaci mikroabscesii. Pro imunofluorescencni
vySetieni jsou charakteristicka linearni IgA depozita v oblasti bazalni membrany, kterd jsou
namifena proti tzv. LAD-1 (o molekulové hmotnosti 120 kDa) a LABD97 (s hmotnosti 97
kDa) antigenu, coZ jsou extracelularni domény antigenu BP 180 (Stork J et al., 2008, Salavec

M, 2018).

Historicky byla zaménovéana s dermatitis herpetiformis Duhring, nyni se hovoii o tfech
ruznych subtypech subepidermalniho puchyinatého onemocnéni. LAD se vyskytuje

v jakémkoliv v€ku s vyssi predominanci u Zen. Jsou popisovany 2 peaky — dospéla forma u
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lidi mezi 40 a 60 lety v€ku, détska forma u déti pfedskolniho véku ¢i neonatélni forma. LAD
je nejcastdjsi AIBD v détském véku (Stork J et al., 2008). U téhotnych Zen dochazi
ke zlepSeni klinického obrazu i pfi zastaveni uzivani indikované terapie, po porodu jsou vsak
popisovany casté relapsy (Vassileva Set al.,, 2014). Na rozdil od DH, LAD nevykazuje

zadnou asociaci s gluten senzitivni enteropatii.

Klinicky se jedna o heterogenni skupinu subepidermalnich buldznich onemocnéni. Bez
speciadlni predilekce se tvoii na kuzi silné svédivé az palivé urtikarielni papuly (ojedinéle
absolutné bez svédéni), vezikuly ¢i buly v anularnim nebo polycyklickém pruhovitém az
herpetiformnim uspofadani, nazyvané jako S$niira perel ¢i hrozen Sperkll (u détské formy),
okraje jsou Casto vyvySené. NejCastéji jsou postizeny hyzd€ a perineum, také se projevy
vyskytuji na trupu nebo koncetindch. Léze maji tendenci k rozSifovani se a splyvani do
skupinek bez jasné stranové symetrie, tim se 1iSi od DH, kde jsou projevy vzdy symetricky
usporadané. U détské formy u 60-80 % nemocnych se popisuje soucasné postizeni sliznic,
nejcastéji se jednd o oralni ¢i konjunktivalni 1éze (Kelly SE et al., 1988, Vassileva S et al.,

2014), déle perzistuje, ma proto horsi prognézu.

Etiopatogeneze u LAD je nejasnd, jde ve vétsSing pripadi o AIBD bez jasné asociace s jinymi
systémovymi chorobami. V nékolika malo ptfipadech byl popsén soucasny vyskyt LAD a
idiopatickych onemocnéni stfev (ulcerézni kolitida), chronické hepatitidy ¢i malignity
(Hodgkinovy, non-Hodgkinovy lymfomy a chronicka lymfaticka leukémie, ale i solidni
tumory typu karcinomu moc¢ového mechyie). Jako spousStécim faktorem se zda byt UV zéfteni,
traumata, infekce ¢i uzivani drog ¢i 1ékd (vankomycin, somatostatin, phenytoin, amiodaron,
diclofenac, captopril, sodné soli penicilinu, ampicilin) (Vassileva S et al., 2014). U détskych
pacientl se hovoii o infek¢nich spoustécich (bruceloze, tuberkuloze, varicelle, herpes zoster,
gynekologickych infekcich, plicnich infekcich /Paecilomyces/ a infekcich hornich cest
dychacich).
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3. VZACNE AUTOIMUNITNI PUCHYRNATE CHOROBY

Tento odstavec popisuje dalsi AIBD, které se vyskytuji méné Casto. Typickymi predstaviteli

je morbus Hailey — Hailey a morbus Grover.

3.1. Morbus Hailey — Hailey

Morbus Hailey — Hailey neboli familiarni benigni pemphigus (pemphigus chronicus benignus
familiaris, jinym eponymem dyskeratosis bullosa hereditaria) je onemocnéni ze skupiny
puchyinatych chorob, které se vyskytuje u vice ¢lenii rodiny bez pohlavni predilekce, jedna se
tedy o hereditarné vazanou vzacnou AIBD. Je to choroba s autozomalné¢ dominantnim typem
dédicnosti s inkompletni penetranci, tzn. asi u dvou tfetin pacienti s familidrnim benignim
Nejcastéji se vyskytuje v pozdnim dospivajicim véku a v dospélosti, tj. mezi 30. a 40. rokem
véku. Jedna se o onemocnéni s chronicky recidivujicim pribéhem. Prvni zminka o tomto
onemocnéni byla od bratrii Haileyovych jiz v roce 1939 (Hailey H, Hailey H, 1939). Typicky

pro M. Hailey — Hailey jsou Casté relapsy a remise.

Piesnd etiologie vzniku familidrniho benigniho pemphigu zlstava nejasnd, nejcastéji se jako
patofyziologicky diivod vzniku onemocnéni zda byt nizsi pocet desmosomi intraepidermalné
¢i disociace desmosomu a kolaps skeletu keratinocytti, dochazi tak k inkompletni akantolyze
a dyskeratoze, tedy abnormadlni a predcasné keratinizaci keratinocytll v epidermis. Dale se
popisuje defekt vazebného transmembranového proteinu kalciové pumpy APT2CI1, to vede
k poruse regulace intercelularni adheze mezi keratinocyty v epidermis (Stork J et al., 2008).

Imunofluorescencni metody jsou negativni.

Typickymi eflorescencemi jsou malé Casto splyvajici vezikuly na erytematdzni spodiné, které
jsou kiehké a snadno praskaji. NejCastéji se vyskytuji v zaparkovych oblastech ve velkych
koZnich zdhybech ¢i na krku, tedy v mistech ¢astého moZného mechanického drazdéni. Timto
drazdénim vznikaji rozsahlé a ostfe ohranicené erodované az macerované plochy, které jsou
velmi bolestivé. Postupné se hoji v krusty, mohou se vSak sekundarné impetiginizovat. Pro
morbus Hailey — Hailey je typické hojeni eflorescenci z centra pfi sou¢asném rozsifovani se

velikosti 1ézi.
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Moznymi spoustécimi €i rizikovymi faktory jsou kromé mechanického drazdéni i UV zafeni,
extenzivni poceni, infekce, alergickéa nebo toxicka reakce ¢i soucasné probihajici seborrhoicka

dermatitida (Stork J et al., 2008).

3.2. Morbus Grover

Morbus Grover je prechodna a siln¢ svédiva dermatdza, kterd se vyskytuje s muzskou
predilekci u nemocnych stfedniho véku. Tzv. tranzientni akantolytickd dermat6za ¢i benigni
akantolytickd dermatdza je onemocnéni nejasné etologie. V histopatologickém obraze
pozorujeme ohrani¢enou spongidzu se soucasnou akantolyzou a dyskeratozou. I zde, jako u

benigniho familidrniho pemphigu, je fluorescen¢ni vysetfeni negativni.

Typickymi eflorescencemi jsou zarudlé, papuldzni, papulovezikuldzni ¢i hyperkeratotické
1éze s tvorbou krust nejcastéji na trupu a hornich koncetinach, méné €asto v dutin€ Ustni. Za
rizikovy faktor se povazuje UV zéafeni, horko, horetka nebo extenzivni poceni (Stork J et al.,

2008).
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4. KLASICKE VYSETROVACI METODY U BULOZNIHO PEMPHIGOIDU

Mezi klasické diagnostické metody, které jsou v patofyziologii BP uzivané, patii
histopatologicky rozbor postizené tkan¢ a fluorescen¢ni metody. Histopatologické vySetfeni u
AIBD se tidi podle zakladniho pravidla — odbér tkan€ se vzdy provadi z floridni 1éze. Vzdy je
potfeba odebrat cerstvou eflorescenci, protoze pokud se odebere starSi tkan, ptipadné
sekundarné exkoriovana ¢i jinak pozménéna tkan, vysledek miize byt 1 faleSné negativni a
diagn6zu BP tak mulze histopatolog mylné¢ vyloucit. Naopak odbér tkané¢ na
imunofluorescencni vySetfeni probiha vzdy perileziondlné, tj. odebird se nepostizena tkan,
ktera se nachazi v tésné blizkosti floridni eflorescence. Méli bychom se vyhnout odbéru tkané
z projevl na dolnich koncetinach, kde je popisovana nizsi pfitomnost antigenu BP. Mezi dalsi
experimentalni metody v diagnostice BP patii ELISA, imunoblotting, imunoelektronova

mikroskopie a imunoprecipitace (Salavec M, 2018).

4.1. Histopatologie

Histologicky prikaz u BP je jen doplikovou metodou ke stanoveni spravné diagndzy. Tkan
na histopatologicky rozbor je v dermatologické praxi odebirdna z Cerstvého projevu nejcasteji
pomoci rota¢niho priibojnikového noze. Vzorek klize je poté fixovan v roztoku formalinu.
Histologicky obraz plné¢ rozvinutého obrazu BP muize byt typicky ve dvou variantach: BP
bohaty nebo chudy na bunky. V piipadé BP, ktery je chudy na buinky, detekujeme
subepidermalni pfitomnost puchyfe s intaktnimi papilami s mirnym az chybé&jicim zanétlivym
infiltratem. Pokud hovofime o variant¢ BP bohatym na buiiky, je moZné stanoveni
subepidermalni formace puchyte se zietelnym zanétlivym infiltratem na edematézni spoding
puchyie a v lumen puchyie pozorujeme velké mnozstvi eosinofilti, lymfocytti a neutrofilti.
V prvotnim urtikarielnim stadiu, zatim bez vzniku puchyft, je typicky edém dermalnich papil,
roz$iteni krevnich a lymfatickych cév, dale fokdlni smiSeny bunéfny infiltrat sloZeny
z lymfocytt, eosinofilll a ojedinéle neutrofilnich leukocytti. Diagnostickym znakem je linedrni
uspotadani leukocyti v oblasti dermoepidermalni junkéni zony. Méné casto nalézéme
eosinofilni subkornealni mikroabscesy (Kneisel A, Hertl M, 2014, Otten JV et al., 2014).
Typické pro BP je tedy separace basalnich keratinocyti v oblasti dermoepidermélni junkce
(Obr. €. 5), na rozdil od onemocnéni skupiny pemphigu, kde pozorujeme intraepidermalni

formaci puchyte (Obr. €. 6).
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Obr. ¢ 5: histopatologicky obraz bulozniho pemphigoidu (subepidermalni akantolyza),
zvetseno 20x, barveni hematoxylin eosin, Autoimunitni laborator LMU Klinik und Poliklinik

fiir Dermatologie und Allergologie Mnichov, autor- prof. Dr.Dr.med. M. Sardy.

Obr. ¢. 6. histopatologicky obraz pemphigus vulgaris (intraepidermalni akantolyza), zvétseno
200x, barveni hematoxylin eosin, Archiv histopatologické laboratore FN Krdlovské

Vinohrady.
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Obecné lze fici, ze epidermis u BP vykazuje Gseky parakeratozy v rohové vrstvé, nevyraznou
spongidzu a exocytézu mononuklearti a ojedinélych eozinofild. V prosaklém vazivu horniho a
sttedniho koria jsou patrné perivaskuldrni mononuklearni infiltraty s hojnou ucasti eozinofild,

které jsou pritomny i intersticialng.

4.2. PFima imunofluorescence

Vzorek kize k vysetfeni metodou pfimé imunofluorescence je odebran z blizkého okoli
cerstvého projevu, perilezionalné, nejcastéji rotatnim pribojnikovym nozem jako je tomu
v piipad¢ histopatologického vysetieni. Odebrand tkan musi byt co nejrychleji transportovana
do laboratofe, nejcastéji je nativni tkan ihned hluboce zmrazena nebo se mlze transportovat v
Michelové mediu, vysledky lze poté odecist i v odstupu 2 tydni (Salavec M, 2018).
Fluorescencni mikroskopie je obecné mikroskopickd metoda zalozena na tom, ze pouzivané
fluorescencni latky, které jsou ozareny svétlem urcité vinové délky, emituji takové svétlo,
jehoz vinova délka je delsi. Pfi technice fluorescencni mikroskopie uzivame ultrafialového
svétla, takze k emisim dochazi ve spektru viditelného svétla, které je lidské oko schopno
rozpoznat. Fluoreskujici latka, kterd je v této metodé pouzivana, se jevi jako velmi jasné
zlutavo — zelené svitici Castice na ¢erném poli. K tomuto jevu je potieba pouzit takovy
mikroskop, jehoZ zdrojem je ultrafialové svétlo. Vzhledem k tomu, Ze musime hlavné chranit
lidské oko, aby pifi emisi UV zafeni nedoSlo k jeho poSkozeni, jsou soucasti mikroskopu
specialni filtry, které nebezpecné zafeni odcloni. Jako fluoreskujici substance se mlize pouzit
ptirozené fluoreskujici latka, ktera je normalni soucasti bunky, jako jsou vitamin A, vitamin B
¢i porfyriny. Ve vétSin€ experimentalnich postupii se vyuZivaji jind fluorescencni barviva,
jako jsou napf. fluorochromy, pii diagnostice AIBD se vyuziva fluorescein isothiokyanat
(FITC). Tyto fluorescenéni latky maji vysokou afinitu k bunkdm a tkénim, proto se

fluoreskuyjici barvivo na bunécné struktury snadno navaze.

Piima imunofluorescence (DIF) je v dermatologii pouzivdna jako rutinni metoda. Umoznuje
detekci protilatek, antigenli, slozek komplementového systému a fibrinovych produkti.
Pifima, jinak oznafovana jako primarni, imunofluorescence je zakladni diagnostickou
metodou BP, kterd vykazuje nejvyssi senzitivitu, ptes 90 % (Sardy M et al., 2013). Dochézi
k vazb¢ specifickych primarnich protilatek proti specifickému vySetfovanému strukturdlnimu

proteinu v tkdnlovém preparatu (Obr. ¢. 7). K detekci jen véazanych protilatek je potieba
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preparat promyt oplachovym roztokem, ktery je schopny vymyt volné nenavazané protilatky a

ponechat jen protilatky specificky vazané.

Velmi dalezité je predilekéni misto odbéru, u podezieni na AIBD je vhodné odebrat tésné

sousedstvi Cerstvého puchyiku, tzv. erytematdzni val.

Obr. ¢. 7: schéma metody primé imunofluorescence, keratinocyt (Cervené), antigenni bunécné
g
povrchové struktury (oranzové), navazand primarni protilatka, ktera je znacena

fluorochromem (zelené).

Imunohistopatologie DIF je charakterizovana pfitomnosti tkdfové vazanych protilatek IgG
namifenych proti strukturalnim komponentam kozni bazalni membrany. IgG protilatky se
specificky a predominantné vazou na hemidesmosomalni proteiny — BP180, jinak nazyvany
kolagen XVII, BP antigen 2, BPAG2, a dale BP230, zndmy téZ pod jménem BP antigen 1 ¢i
BPAGI. Kromé protilatky IgG je mozno detekovat i IgA a IgM. C3 slozka komplementu
hraje také vyznamnou roli v diagnostice BP. Pro BP je typicky souvisly pruh IgG a C3 slozky
komplementu v oblasti bazdlni membrany epidermis a bazalni membrany adnex, ktery u
buldézniho pemphigoidu prechdzi do stropu subepidermélniho puchyie (Obr. €. 8), na rozdil od
onemocnéni skupiny pemphigu, kde nalézame fluoreskujici intraepidermalni linearni sit’ (Obr.
¢. 9). Pro vizualizaci protilatek Ig a C3 je potieba pouzit vizualizacni fluorescencni ¢inidlo,
FITC. Veskeré preparaty jsou hodnoceny pouzitim fluorescenéniho mikroskopu. DIF je

v dnesni dob¢ bran jako zlaty standard pii diagnostice BP.
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Obr. ¢. 8: subepidermalni linearni depozita C3 a IgG metodou primé imunofluorescence pod
fluorescencnim mikroskopem, zvétseno 20x, Archiv autoimunitni laboratore LMU Klinik und

Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie Mnichov, autor- prof. Dr.Dr.med. M. Sardy.

Obr. ¢. 9: intraepidermalni depozita IgG metodou primé imunofluorescence pod
fluorescencnim mikroskopem, zvétseno 40x, Archiv autoimunitni laboratore LMU Klinik und

Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie Mnichov, autor- prof. Dr.Dr.med. M. Sardy.
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4.3. Nepiima imunofluorescence

Metoda nepfimé imunofluorescence (IIF) vyuziva séra od pacienta s BP a zdravou tkan jako
substrat. Jednd se o dvoukrokovou metodu. Nejprve je zdroj antigenu (tkanovy substrat)
inkubovan s vysetfovanym sérem k formaci komplexu antigen — protilatka, poté je tento
vytvofeny  komplex  oznaCen  antihumannim  imunoglobulinem  konjugovanym
s fluorescen¢nim barvivem (Salavec M, 2010). Zkouma se, zda pacientovy cirkulujici
protilatky jsou schopné se navdzat na epidermdlni/dermdlni stranu separované tkané
vyuzivajici specifické antigenni struktury hemidesmosomti. U IIF hodnotime pfitomnost a
mnozstvi primarnich patogennich autoprotilatek v séru pacienta s AIBD. Jako zdroj antigenu
je mozno vyuzit kromé& normdlni lidské klize 1 ZivociSnou tkan, nejcastéji se pouziva tkan
jicnu opice, kralika ¢i epitel morceci tlamky (Salavec M, 2010). Fluorochromem neznacny
epitop primarni specifické protilatky se vaze na vysetfovany protein v tkani. Na tuto primarni
protilatku naseda sekundarni protilatka, kterd se na ni specificky vaze, je vSak jiz znacCena

fluorochromem pro vizualizaci (Obr. €. 10).

Obr. ¢. 10: schéema metody neprimé imunofluorescence: keratinocyt (Cervené), antigenni
bunécné povrchové struktury (oranzoveé), navdzand primarni protilatka (Cerné), na kterou je

navazana sekundarni protilatka (Sedé), ktera je znacena fluorochromem (zelené).
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Jednotlivé sérologické testy obycejné prokazou spravnou diagndézu BP u 60-80 % pacientd.
U jinych chronicky probihajicich svédivych dermatdz je popisovdna obcCasnd ptfitomnost
protilatky IgG proti specifickému antigenu BP180 a/nebo BP230 (Feliciani C et al., 2009).
Kombinace vice diagnostickych testi vede k zachytu vétSiho procenta pacientli se spravnou
diagn6zou BP. Proto je tfeba vyvijet nové diagnostické metody, které by ptispély ke zvySeni

senzitivity pfi sou¢asném zachovani vysoké specificity.

4.4. ELISA

ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) je analytickd metoda, ktera je schopna zachytit
imunoenzymaticky cirkuluji protilatky a specifick¢ antigeny u BP. Na jednoho z téchto
partneri se kovalentné¢ vaze enzym (peroxiddza ¢i alkalicka fosfatdza). Tento enzym
katalyzuje chemickou pfeménu ptidaného chromogenniho ¢i fluoregenniho substratu a méni
ho na produkt, ktery se nasledné¢ zbarvi. K odecteni vysledku reakce se vyuziva
spektrofotometr, ktery vyhodnoti vysledek na zaklad¢ intenzity barvy. V dne$ni dobé¢ se
ELISA pouziva jako dopliujici standardni metoda u nejednoznaénych ptipadt BP. Existuje
nékolik modifikaci testu — pfiméd ELISA detekujici antigeny, nepiimd ELISA detekujici
protilatky ¢i sandwichovd metoda v pfimé 1 nepifimé varianté (Salavec M, 2010).
Imunofluorescencni metody jsou metodou prvni volby u diagnostiky BP, nejsou vSak schopné
stanovit presny molekularni cil autoprotilatek. ELISA detekuje reaktivitu BP180 a BP230
antigent protilatek jakou soucasti hemidesmosomil v oblasti dermoepidermalni junkce.
Hlavnim epitopem antigenu BP180 je extracelularni doména NCI16A, kterd se vyskytuje asi
v 82 % nemocnych s BP. BP230 ELISA vyuziva rekombinantni doménu s N a C — koncem.
Stanoveni hladiny antigenu BP180 ELISA koreluje s aktivitou onemocnéni, pii aktivnim
vzplanuti onemocnéni je hodnota mnohondsobné zvySena, zatimco pii remisi se hodnosta
BP180 sniZzuje. Pokud je redukce titru BP180 v prvnich 60 dnech niZs§i nez 20 %, je riziko
recidivy vyssi, pokud je vsak titr BP180 150. den 1écby nizky, pravdépodobnost recidivy je
pouze 10 % (Fichel F et al., 2014). Na rozdil od BP180 hladina BP230 neni signifikantnim
markerem aktivity BP (Ishii K, 2015). Metodika specifickych testit ELISA, ktera detekuje BP
antigeny BP180 a BP230, pomaha ostatnim diagnostickym testim pii stanoveni diagnozy BP
vyuzitim autoimunitnich molekuldrnich mechanismi v plné rozvinutém aktivnim stadiu BP
s floridnimi 1ézemi (Feliciani C et al., 2009). V diagnostice BP pomoci ELISA se uzivaji

komer¢né vyrabéné sety.
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5. HYPOTEZA A CiLE PRACE

Stavajici klasické laboratorni metody umoziuji diagnostiku BP, ktera vSak neni schopna
zachytit sto procent vSech nemocnych, kde klinicky obraz 1€kafi nabizi moznost podezieni na
nékteré z autoimunitnich puchyinatych chorob. Tato skutecnost zahrnuje Siroké pole moznosti
ve zkouméni a popisu novych diagnostickych markerti, které mohou vést ke zvySeni
senzitivity pii zachovani vysoké specificity. Tento vyzkum je zaméfen na charakterizaci
dalSich diagnostickych markeri u pacienti s verifikovanou diagnézou BP, které mohou byt
soucasti klasického screeningu, a pomoci tak pii diagnostice nejednoznaénych piipadi a

predejit tak stanoveni chybné diagn6zy a nésledné i chybného 1é¢ebného postupu.

5.1. Hypotéza

Rozsiteni spektra klasickych vySetfovacich metod o dvé dalsi vySetfeni zvysi diagnostickou

sensitivitu u pacientii s BP:

1. Komplement fixa¢ni test (CFT) je metoda popisujici vazbu protilatky IgG a C3

sloZzky komplementu na bazalni membranu keratinocyti u BP.

2. Specifikace jednotlivych subtypt protilatky IgG (IgG1, 1gG3, IgG4) a jejich vazba
na struktury bazdlni membrany mikroskopicky vykazuje linearni depozita v oblasti

subepidermalni junkce.

5.2. Cile prace

Cilem této prace je ukazat a vysvétlit princip novych metod v diagnostice buldzniho
pemphigoidu. Jednotlivé dosavadni vySetfovaci metody ¢i kombinace téchto metod jsou
schopné odhalit vétSinu piipadl, Casto podpotfenou typickym klinickym obrazem. Nasim
cilem je vSak stanovit na velké skupiné pacientl s jiz pfedem diagnostikovanym BP nové

markery, a tak doplnit klasické vysetfovaci metody, které jsou v dneS$ni dob& rutinng pfi
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diagnoze pouzivany. Zaméfili jsme se na patofyziologickou podstatu imunitni reakce u BP

v oblasti bazalni membrany.

Na LMU Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie v Mnichové jsme si
polozili zakladni otazku, co délat u pacientli, kde metody s nizsi senzitivitou nejsou schopné
dostate¢n¢ dobfte ptispét k diagnostice BP a detekovat dostatecné mnozstvi pacient s BP. Byl
pouzit Siroky soubor pacient s ptedem verifikovanou diagnézou BP pomoci minimaln¢ 2
klasickych diagnostickych metod, tj. charakteristicky histologicky obraz, detekce tkanove
vazanych IgG ¢i C3 slozky komplementu v oblasti bazalni membrany metodou DIF, detekce
cirkulujici IgG metodou IIF ¢i stanoveni antigenu BP180 nebo BP230 metodu ELISA. To vse
doplnéno o typicky klinicky obraz.

Z tohoto velkého souboru jsme vybrali jen ty pacienty, ktefi byli pomoci klasické IIF detekci
cirkulujicich IgG protilatek negativni ¢i v Sedé zon€, a¢ diagndza BP byla stanovena pomoci
jinych diagnostickych metod nez klasické IIF. U CFT jsme pouzili nepifimou
imunofluorescenci k diagnostice pacientd s potvrzenou diagnézou BP k vizualizaci linearni
depozice C3 slozky komplementu v oblasti bazalni membrany keratinocytii. Po vizualizaci
fluorescenénim cinidlem se snazime pozorovat linearni depozita IgG a C3 slozky

komplementu v oblasti bazalni membrany v laboratornich podminkach.

V literatute se Casto hovoti o dalezitosti protilatky IgG, kterd je esencialni v diagnostice BP,
senzitivita cirkulujici IgG pomoci neptimé imunofluorescence je vSak relativné nizka. Jiz od
60. let 20. stoleti je znamo, Ze IgG autoprotilatka se skladd z n¢kolika subtypii, které jsou ¢i
nejsou schopné aktivovat komplement. V této praci je popisovan vyzkum zaloZeny na detekci
jednotlivych subtypil protilatky IgG (konkrétné IgG1, 1gG3, IgG4, protilatka IgG2 nebyla
snazime se zlepsit senzitivitu testu IIF pfi udrZeni vysoké specificity testu, a pomoci tak pfi
diagnostice BP. Jako dalsi moznost jsme vyzkousSeli, jaké je zastoupeni jednotlivych subtypli
protilatky IgG vztazeno ke koktejlu sloZzené¢ho ze vSech 3 zkoumanych subtypt protilatky
IgG.
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6. MATERIAL A METODIKY

Vzhledem k nartstu nemocnych s klinickym obrazem puchyit je potieba piesnéjsi a rychlejsi
diagnostika. Dosavadni metody nejsou dostacujici, kombinaci vSech znamych vysSetfovacich
metod nejsme stale schopni detekovat sto procent pacientli, proto je potfeba vyvijet nové
metodické postupy ¢i markery, které by dosavadni diagnostiku zlepSily. Takovou moznosti je
pouziti komplement fixacniho testu u pacient s BP ¢i testovani afinity jednotlivych subtypii

IgG jako hlavni autoprotilatky v patogenezi BP.

6.1. Komplement fixa¢ni test

Dalsi diagnostickou metodou, ktera byla v 70. letech 20. stoleti objevena a v minulosti
vramci diagnostiky AIBD vyuzivana kuzké diagnostice pemphigoid gestationis (dfive
znamy jako herpes gestationis), je tzv. komplement fixacni test (herpes gestationis factor test

— CFT), ktery aktivuje slozky komplementového systému.

Komplement je fyziologicka soudast nespecifické imunity ¢lovéka. Radi se mezi humoralni
sloZku neadaptivniho imunitniho systému, kterd reaguje na ptitomnost Skodlivé latky rychle,
fadoveé v minutdch. Na rozdil od specifické neboli adaptivni sloZky imunity neni schopna si
vytvofit tzv. imunologickou pamét, nevytvoii se tedy pamét'ové imunitni bunky pfi prvnim
setkdnim se s antigenem. Jako komplement se oznacuje skupina asi 30 sérovych ¢i
membranovych proteinovych struktur, které jsou jako soucast vrozené imunity schopné
reagovat s dalSimi slozkami imunitniho systému ¢lovéka. Hlavnimi zastupci komplementu
jsou slozky oznacené jako C1 az C9, které se navzajem v presném sledu kaskadovité aktivuji.
Nejdulezitéjsi komponentou, kterd je u AIBD standardné laboratorné¢ detekovana, je slozka

C3, konkrétné jeji subtyp C3b, ktery ma schopnost se pevné vazat na bunécné povrchy.

Dal8imi dtlezitymi funkcemi komplementu je proces opsonizace, chemotaxe a osmoticka
lyza napadenych bunék. Pod pojmem opsonizace rozumime proces, pii kterém se zvySuje
ucinnost fagocytozy cizorodého patogenu, naptiklad bakterie. Dochéazi ke kovalentni vazbé
C3b slozky komplementu a specifickych protilatek (hlavné ze skupiny IgG), které tak
spolecné vytvoii komplex antigen-protilatka. Tento komplex je schopny naprogramované

patogen eliminovat. Dalsi funkci komplementu je proces chemotaxe, kterd se vyznacuje
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typickym chemoatraktivnim pohybem po chemotaktickém gradientu pomoci specifickych
mediatort, cytokint, které jsou v tomto piipad¢ oznacovany jako chemokiny. Chemotakticky
reaguji C3a, C5a a C4a slozky komplementu. V neposledni fad¢ je dilezitd schopnost
osmotické lyzy. Dochazi k vytvoieni lytického membranového komplexu C5 — C9, coz je
termindlni slozka celé komplementové kaskady, kterd zpisobi zniceni urcitych patogent a

bun¢k vytvofenim komunikaéniho kandlu jdouci skrz bunéénou membranu atakované buiiky.

Aktivace komplementu pro zniCeni choroboplodného zéarodku probihd tiemi zpisoby.
Nejznaméjsi cestou aktivace je klasicka cesta, kterd je aktivovéana protilatkami, pomoci
spusténi komplexu antigen — protilatka. Vazba protilatky na povrch patogenu zpisobi
odhaleni vazebného mista pro C1 slozku. C1 aktivuje proteolyzou slozky C2 a C4, které
vytvoii tzv. C3 — konvertazu. Klasickd C3 — konvertaza sloZena ze slozek C4b a C2a §tépi C3
protein na C3a a C3b, a tak zplsobi vznik jiz diive zminéného komplexu antigen — protilatka.
Dalsim dulezitym proteolytickym enzymem je C5 — konvertaza, sloZzena ze subtypti C4b, C2a
a C3b, ktera $té€pi protein C5 na slozky C5a C5b. Fragmenty C3a a C5a, méné i C4a, slouzi
jako anafylatoxiny a chemotaktické faktory pro fagocytujici buiiky, které se tak mohou

ucastnit zlikvidovani probihajiciho zanétu v téle.

Alternativni cestou aktivace komplementu rozumime piimé $tépeni slozky C3 na C3a a C3b
pfimym ucinkem patogenu. C3b plisobi zpétnovazebné jako alternativni C3 konvertdza a
aktivuje samotnou C3 slozku komplementu. Tak dochazi k mnohonasobnému zesilovani
puvodniho podnétu. Tento d€j pozorujeme jak na povrchu cizorodych patogend, tak i na
povrsich vlastnich bungk, tento zpsob aktivace komplementu vyvol4d proces autoimunitni

reakce. To je podstatou vzniku autoimunitnich onemocnéni.

Aktivace lektinovou cestou je podobnad aktivaci klasickou cestou, tedy specifickou
protilatkou, kteréd je zde nahrazena sérovym lektinem, tzv. lektin vazici manézu (MBL). Ten
se vaze specificky na povrch patogenu pifimo, bez zavislosti na protilatkach. Jeho funkce je
podobna slozce Cl1, ktera hraje klicovou roli v aktivaci klasickou cestou, ktera $tépi slozky C4

aC2.

Subtyp C5b, aktivovan pomoci C5 — konvertazy, tvofi vazbu s dal§imi slozkami komplementu

za vytvoreni membranového lytického komplexu. Komplex slozek C5b, C6, C7, C8 a C9
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utvori v bunééné membrané¢ napadenych bun€k komunikujici pér. To vede k unikani

cytoplazmatickych komponent, a tak k poruse osmotické rovnovahy a samotna buiika zanika.

Skupina komplementu je na jednu stranu U¢inna v boji s nezadoucim patogenem, mtize vSak
netfizen¢ poskozovat i bunky télu vlastni procesem autolyzy. K zabranéni tomuto
nezaddoucimu a nebezpecnému procesu slouzi inhibitory komplementu, které blokuji aktivaci
jednotlivych slozek komplementu na urcitych trovnich, a tim zamezi aktivaci

komplementové kaskady (Hotejsi V, Bartinkova J, 2002).

Komplement fixacni test je metoda vyuzivajici nepiimé imunofluorescence k detekci C3
slozZky komplementu nanesené na koznim substratu, ktery je Stépeny jednomolarnim
roztokem NaCl (SSS), a fixovany pomoci protilatky IgG (Jordon RE et al., 1976, Katz SI et
al., 1976, Carruthers JA, Ewins AR, 1978, Millns JL et al., 1979, Kurihara S et al., 1980). Jiz
v minulosti vyzkumy prokézaly potencionalni pomoc CFT pfti diagnostice BP (Jordon RE et
al., 1976, Fuligni A et al.,, 1990) na uzké skupiné pacientd. V pozd¢jSich letech se v

odborné literatuie o CFT nemluvi, tato metoda nebyla dale rozvijena a bliZze zkoumana.

Herpes gestationis factor test (CFT) je test, ktery byl popsan poprvé v 70. letech 20. stoleti.
Byl dokumentovan na velmi malém souboru pacientl s PG, BP a SLE. Byla hleddna
souvislost mezi aktivitou onemocnéni, tedy vznikem floridnich 1ézi, a linearni depozici C3
sloZky komplementu. Bylo dokéazano, ze u PG je vyuZit alternativni zplsob aktivace
komplementu, zatimco u BP byla aktivovéana klasické cesta. V dalSich publikacich byl tento
poznatek implementovan na S§irSi skupinu pacienti, vzdy se vSak nejednalo o velky
reprezentativni vzorek pacientll s prokazanou diagnoézou BP, fadové §lo vzdy jen o né&kolik
jednotek ¢&i desitek pacientil. Vzhledem k tomu, ze v CR neni velké centrum pro diagnostiku
puchyinatych onemocnéni, bylo naro¢né najit kliniku, kde se shromazd'uji pacienti
s podezienim na AIBD. Takovy typ kliniky jsem ve spolupraci a doporuc¢enim vedeni
Dermatovenerologické kliniky FNKV nasla na LMU Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie
und Allergologie v Mnichové pod vedenim prof. T. Ruzicky, kde se nachéazi velka
autoimunitni laboratof a specializovana ambulance pro puchyinaté choroby pod vedenim
prof. Sardyho (momentdlné jiz pfednosta Dermatologické kliniky na Semmelweisové
univerzité v Budapesti). Tym profesora Sardyho nasbiral stovky sér od pacientti s BP, ktera
slouzila jako podklad mého vyzkumu. Na vzorku 300 pacientll jsme Siroce implementovali

metodu CFT jako staronového markeru, ktery by mohl pomoci v upiesnéni diagnostiky BP u
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pacienti kromé jiz dobfe zndmych klasickych diagnostickych metod, a ktery by potvrzoval

spravnost diagndzy BP jako doplitkové metody.

Je dulezité¢ podotknout, ze CFT u pacientii s BP je metoda vyuzivajici modifikovanou IIF na
SSS, nema nic spole¢ného s CFT rutinné pouzivaném v infektologii pfi diagnostice infekci
jako jsou napf. bruceldza ¢i syphilis, tzv. Bordett-Wassermanntv test, kde je vyuzivan kromé
externé¢ dodavaného komplementu a jeho antigent také komplement vlastni tkané, ktery je
nejprve preinkubovan s protilatkami proti ovéim cCervenym krvinkdm a nésledné zafixovan
(Heizmann W et al., 1985, Wassermann A et al., 1906). Pokud je komplement takto
zafixovan, neni jiz schopny lyzovat ov¢i erytrocyty. Metoda CFT uzitd v nasem piipadée
v diagnostice AIBD nezavisi na mnozstvi antigenli ¢i komplementu samotného, protoze
pacientskd séra nejsou ovlivnéna vlastnim systémem komplementu, a podil externé dodaného
komplementu a externich antigeni neni zcela standardizovan. Prukaz pozitivity CFT u
pacientii s BP probiha pomoci vizualizace komplementové podlozky C3, ktera je navazana
na bazalni membranu tkanového substratu SSS. Proto jsme schopni detekovat jen protilatky
cilené specificky proti bazalni membrané v oblasti DEJ s vysokou mirou specificity. Naproti
tomu v infektologii u Bordett-Wassermannova testu je faleSnd pozitivita komplement

fixacniho testu relativné bézna.

6.1.1. Pacienti

Pomoci metody CFT jsme testovali hluboce zmraZzena séra od 300 pacienti BP, jejichz
diagn6za byla stanovena pozitivitou minimalné 2 dal§ich laboratornich metod. V naSem
vyzkumném souboru se jednalo konkrétn€ o 151 muzi a 149 Zen s primérnym vékem 76,9
let. VSechna tato séra byla nasbirana na LMU Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und
Allergologie, Mnichov, Némecko, mezi listopadem 2008 az prosincem 2014. Krev byla
odebrana jen od téch nemocnych, kde byla s jistotou stanovena diagndéza bulézniho
pemphigoidu a kterym zatim nebyla nasazena zadna celkova ¢i lokalni imunosupresivni
terapie. Diagnoza byla postavena na specifickém klinickém obraze v kombinaci s minimalné
2 dal$imi pozitivnimi metodami (histologie, DIF, IIF na opic¢im nebo krali¢im jicnu ¢i SSS,
detekci BP180 a BP230 pomoci ELISA). Jako kontrolni skupina byla pouzita séra od 136

pacientt, konkrétné se jednalo o 52 muzii, 84 Zen s primérnym vékem 60,2 let (Tab. ¢. 3).
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Kontrolni séra byla pouZzita od pacienti s podezienim na AIBD dle klinického obrazu, kde

diagnéza BP byla pomoci klasickych diagnostickych metod vyloucena.
V naSem vyzkumu se jedna o monocentrickou, retrospektivni, ptipadovou studii s pouzitim

300 sér pacientli s diagn6zou BP a 136 kontrolnich sér.

Tab. ¢. 3: Distribuce pacientu s diagnozou bulozniho pemphigoidu a kontrolni skupiny pro

testovani komplement fixacniho testu metodou neprimé imunofluorescence.

Pacienti Muzi (% z celku) Zeny (% z celku) Vék Primérny vék
BP 300 151 (50,3) 149 (49,7) 8,7-96,4 76,9
Kontroly 136 52 (38,2) 84 (61,8) 16,7-93,0 60,2

VSechna BP séra a kontrolni séra byla uchovavana v laboratofi a hluboce zmraZena na - 80°C.
Byla tiidéna chronologicky tak, jak material pfiSel k vySetfeni, a oznacena specifickym
originalnim ¢iselnym kédem. Pod timto ¢iselnym kodem byla zalozena jak v papirové formée
s zadankou k vySetfeni, tak 1 do elektronické databaze do pocitace, aby se zamezilo pozdéjsi
zaméné a séra bylo mozno zpétné bez problému dohledat. Pfi spravné identifikaci a dvojim
ovéfeni vzorku byla séra pired samotnym testovanim pifenesena do laboratofe, uchovavana
v chladni¢ce pii teploté +4 °C a pfipravena k laboratornimu zpracovani. Tésné pied
samotnym vySetfenim byla vyjmuta z lednice a ponechdna pii pokojové teploté. Thned po
pouziti v jednotlivych bézich byla vracena do lednice, resp. zp€t hluboce zmrazena na - 80 °C

(Obr. & 11).
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Obr. ¢. 11: Chronologicky serazena séra od BP pacientit. Dle svého poradového cisla byla
séra vybrana z mraziciho boxu pri teplote -80 °C (vievo nahore), prenesena do klasické
lednice v laboratori (vpravo nahoie a vlevo dole) a tésné pred samotnym testovanim

ponechana pri pokojove teploté k uplnému rozmrazeni.

6.1.2. Metodika

Lidska tkan byla odebrana zdravému pacientovi bez BP, ihned po odbéru byla Cerstva tkan

zmrazena a nanesena jako substrat na ter¢ik, ktery byl umistén do kryostatu a nafezén na

tenké platky. Tyto substraty byly naneseny na Cistd podlozni sklicka ve formé tenkych
kryostatovych fezli (Obr. €. 12).
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Obr. ¢ 12: Tkanovy vzorek a kryostat. Cerstvy odebrany tkdriovy vzorek (vlevo nahore) od
zdravého pacienta pouzity jako substrat. Tkanovy substrat ve zmrazZeném stavu (vpravo
nahore) stépeny roztokem I mol/l NaCl (SSS) je pomoci kryostatu (vievo dole) nakrdajen na
tenké platky. Ty jsou pak naneseny na podlozni sklicko.

Pti kazdém béhu samotného testu byla pouZita pozitivni a negativni kontrolni séra, tzv. vnitini
kontrola, k vylou¢eni mozné chyby Spatné stanovené diagndzy. VSechna séra (Obr. ¢. 13),
tzn. od BP pacientt, tak i kontrolni séra, byla fedéna v poméru 1:2 s PBS (phosphate buffered
saline — solny roztok pufrovany fosfitem) pii idedlnim pH 7,4 a inkubovana dale na
nezafixované mrazené zdravé lidské tkéani (salt split skin — SSS). Inkubace pacientského séra
s PBS na preparatech probihala po dobu 30 minut pii teploté 37 °C v temné komofte, teplota
byla kontinudln¢ udrzovana pomoci termostatu, k jakémukoliv vychyleni od stanovené
teploty nedoslo. Kontrola teploty byla rovnéz provedena pied kazdym béhem dvéma
nezavislymi pozorovateli. Pfesny ¢as byl nastaven na stopkach, aby nedoslo k urychleni nebo

naopak k prodlouzeni inkubaéni doby vzorkt vtemnych komorach. Takto piipravené
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preparaty byly po vyprseni doby vyjmuty z termostatu. Po omyti v PBS s 0,005 % Tween-20
jako oplachového roztoku ttikrat po sob¢ v casovém odstupu deseti minut byl aplikovan mix 3
piredem piipravenych a rozmrazenych sér od pacient s vyloucenou AIBD, ktery slouzil jako
externi zdroj komplementu. Cilené byla pouzita smés 3 riznych sér k dosazeni dostatecného
mnozstvi komplementovych antigend. Tento mix byl nanesen na pfipravené preparaty a
inkubovan na podloznim sklicku v fedéni 1: 5 s barbitdlovym pufrem (1 mmol/l Na-5,5-
dietylbarbiturat, 0,3 mmol/l CaCl2, 1,7 mmol/l MgCl2, 146 mmol/l NaCl, pH 7,2+0,2) po
dostateCnou dobu, tedy opét 30 minut. Po dalSim oplachu byla aplikovana polyklonalni
kréli¢i/humanni protilatka proti C3 slozce komplementu oznacena fluorescen¢nim c¢inidlem —
fluorescein isothiokyanatem (FITC — Dako, Glostrup, Déansko, #F0201) fedéna 1: 100 v PBS
a inkubovéna na preparatech po dobu dalSich 30 minut v tmavé a vlhké komoie. Vzhledem
k tomu, Ze FITC je vysoce fotosenzitivni ¢inidlo, je potieba zdliraznit dileZitost pouZiti tmavé
komory. Pokud by totiz doslo k osvitu slunecnim svétlem, intenzita fluorescence by se snizila
a nasledné vysetieni ve fluorescencnim mikroskopu by mohlo byt faleSné negativni i u
pozitivniho séra. Po posledni periodé oplachu byly takto pfipravené preparaty zafixovany
fixatnim c¢inidlem (2,5% 1,4-diazabicyklooktan, 0,1% natrium azid, 10% PBS v glycerinu)

k vizualizaci. Po zafixovani byla umisténa kryci sklicka. Preparaty tak byly pfipraveny

k prohlizeni a hodnoceni ve fluorescenénim mikroskopu.

Obr. ¢. 13: Sada preparatu vjednom béhu. NandSeni cinidla na jednotlivé testované
preparaty véetné pozitivni i negativni kontroly (vlevo). Uchovavani jednotlivych preparatii ve
vihké a temné komore (vpravo) (okno se zatazenou roletou a preparaty zakryty medicinskou

rouskou,).
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6.1.3. Statistické vyhodnoceni

Pro srovnani jednotlivych titrGi byl pouzit Mann-Whitneytiv non-parametricky, neparovy test.
Pro komparaci senzitivity a specificity byl vyuzit Mc Nemartv test. Jednotlivé hodnoty
senzitivity a specificity, stejn¢ tak jako pozitivni a negativni prediktivni hodnoty jsou
pocitany spolu s 95% intervalem spolehlivosti (95%CI). Pro statistickou kalkulaci celého
testu byl pouzit GraphPad Prism verze 4.03 pro Windows (GraphPad Software, San Diego,
California, USA, nebo on-line statistickd kalkulacka GraphPad na strance

http://www.graphpad.com/quickcalcs/).

6.2. Detekce jednotlivych subtypi IgG protilatky

U pacientti s BP je jiz od 60. let 20. stoleti popisovano, Ze pfitomnost cirkulujici protilatky
IgG hraje vyznamnou roli jako zdkladni protilatka, ktera tvoii depozita v oblasti BM (Beutner
EH, Jordon RE, 1964, Jordon RE et al., 1967). UZ tehdy bylo dokumentovéano, Ze metodou
nepiimé imunofluorescence pouzitim komplementu dochazi k tomu, ze ne kazdéa protilatka
IgG fixuje komplement. Rozezndvame 4 zakladni subtypy protilatky IgG — IgG1, 1gG2, I1gG3
a IgG4. Je popsano, Ze subtypy IgG1- 3 fixuji komplement a IgG4 podslozka tuto schopnost
nema. V roce 1988 byl popsan vyzkum na 29 pacientech s BP pted zah4jenim terapie. Pomoci
nepiimé imunofluorescence a mySi monoklondlni protilatky proti IgG byla zjiStovana fixace
IgG subtypl k C3 slozce komplementu. IgG1- 3 byla pozitivni u vSech pacient s BP fixujici
komplement, IgG4 vSak komplement u Zadného pacienta nefixovala. Déle u vSech pacienti
s BP byla potvrzena pfitomnost C3 slozky komplementu. IgG4 se zda byt nejdominantnéjsi
podslozkou, néasledovanou IgG1 a IgG2, nejméné Casto se vyskytujici byla popsana IgG3
(Bird P et al., 1986, Jones CC et al., 1988, Kelly SE et al., 1989).

Na zéklad¢ spravné diagnostiky BP pomoci pozitivity DIF, klasické IIF ¢i ELISA, je
v literatuie popséna IgG4 jako predominantni protilatka, nasledovéana IgG1, IgG2, IgG3 (Bird
P et al., 1986, Yamada H et al., 1989, Bernard P et al., 1990, Lamb PM et al., Shirakata Y et
al., 1990, Soh H et al., 1991, Bernard P et al., 1991, Dopp R et al., 2000, Al-Karawi KS,
2002). IgG4 je popisovana jako casto jedind a nejCastéji detekovatelnd protilatka

v prodromalnim stadiu BP (Lamb PM et al., 2008).
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Zuo et al. publikoval, Ze protilatka IgG4 anti-NC16A inhibuje vazbu IgG1 a IgG3 na NC16A
region BP180, a tim dojde k blokaci fixace komplementu, infiltraci neutrofily a vzniku
puchyie u humanizovanych BP180-NC16A mysi (Zuo Y et al., 2016). Zda tento poznatek u

mysi muze byt vztazen 1 na lidskou populaci, zatim neni znamo.

IIF je diagnostickou metodou BP, jejiz senzitivita je relativné nizkd, udava se 60—80 % (Di
Zenga G et al., 2012, Sardy M et al., 2013). U pacientti s BP je znamo, ze subtypy IgG hraji
dalezitou roli (IgG1-3 jako komplement fixacni protilatka, IgG4 nefixujici komplement),
(Bernard P et al., 1990, Di Zengo G et al., 2012). Nizka senzitivita IIF miize byt nasledkem
ptiliS nizké a nedetekovatelné sérové koncentrace -cirkulujicich protilatek IgG nebo
insuficientni reaktivitou komeréné vyrabénych humannich konjugati detekujicich minoritni

podtiidy jako IgG3, IgG4.

V nasem vyzkumu jsme se zaméfili na detekei jednotlivych subtypl protilatek IgG (IgGl,
IgG3, 1gG4) u 64 pacientt s verifikovanym BP, kteti byli negativni dle klasické IIF, to vSe

srovnano se skupinou 43 kontrolnich pacientt.

6.2.1. Pacienti

Pti IIF detekci jednotlivych subtypt IgG protilatek jsme testovali celkem 64 pacientd s BP
(31 muz, 33 zen) v primérném veéku 75,8 let a 43 kontrolnich sér od pacient (10 muz, 33
zen) ve véku primérné 52,8 let (Tab. €. 4). VSechna BP séra byla dle piedchozich vysledkl
negativni metodou klasické IIF na opi¢im ¢i krali¢im jicnu. Tato séra byla shromazdéna mezi
lety 2008 a 2015 na LMU Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie, Mnichov,
Némecko. Krev od BP pacientli byla odebrana pacientim pied nasazenim jakékoliv celkové ¢i
lokalni imunosupresivni terapie. Kontrolni séra, stejné jako v ptipad€ CFT, byla od pacientii
s podezifenim na AIBD, kde vSak diagnéza BP byla dostupnymi vySetfovacimi metodami
vyloucena. Diagnoéza BP u naSich sér byla jiz v minulosti stanovena, stejné jako pii CFT,
pozitivitou minimalné 2 laboratornich testli (histologie, DIF, IIF na opic¢im, krali¢im jicnu ¢i
SSS, detekci BP180 a BP230 pomoci ELISA) a doplnéna typickym klinickym obrazem. Byly
pouzity komer¢ni sety pro hodnoceni BP180 a BP230 ELISA dle ndvodu vyrobce (Medical
and Biological Laboratories Co. Ltd., Nagoya, Japonsko).
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I v tomto pfipad¢ se jednd o retrospektivni, monocentrickou a neintervencni analyzu sér od 64

pacient s BP a 43 negativnich kontrolnich sér.

Tab. ¢. 4: Distribuce pacientii s diagnozou bulozniho pemphigoidu a kontrolni skupiny pro

testovani jednotlivych IgG subtypu pomoci IIF na opicim jicnu.

Pacienti| MuZi (% z celku) |Zeny (% z celku) Vék Primérny vék
BP 64 31(48,4) 33(21,6) 27,2-93,7 75,8
Kontroly 43 10 (23,3) 33(76,7) 22-90 52,8
6.2.2. Metodika

-----

jicen a SSS. SSS vykazoval velmi nizkou specifitu, krali¢i jicen naopak velmi nizkou
senzitivitu. Jen opici jicen jako substrat pro zhotoveni potiebnych preparatti mél dostatecnou
senzitivitu 1 specifitu, predmétem naseho vyzkumu vsak nebylo zjisténi divodu této
skutecnosti. Proto jsme jako substrat v naSem vyzkumu pouZili opi¢i jicen. VSech 64 sér bylo
ptuvodné negativnich pomoci IIF na opi¢im jicnu pouZitim standardnich vySetfovacich metod,
tzn. detekci séra celkové protilatky IgG. VSechny nase zkoumané kontroly byly negativni pii

IIF na vSech substratech, tzn. pouzitim tkan¢ opiciho nebo krali¢iho jicnu 1 SSS.

Standardni metoda IIF na opi¢im ¢i krali¢im jicnu vyuziva detekci cirkulujici IgG protilatky
vazajici se na epidermalni ¢ast vySetfované tkané. Standardné se séra tfedi v poméru 1:20
v PBS a poté se nanasi vazebné sekundarni humanni protilatky IgG v fedéni 1:50 nebo 1:80
v PBS a dale jsou vizualizované inkubaci s vizualizacnim ¢inidlem FITC (#504032, Inova

Diagnostics, San Diego, USA, nebo #F1641 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
IIF v nasem piipadé¢ detekujeme jednotlivé subtypy IgG protilatky, konkrétné IgG1, IgG3 a
IgG4 (Tabulka €. 4). Jako prevence mozné vazby i1 nespecifickych ostatnich nevySetfovanych

protilatek je potfeba pouzit nejprve neutralizaéni agens, které vyvaze tyto nespecifické
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protilatky, konkrétné¢ se jednd o humdnni Iso-aglutinin (Neutr-AB II, #213424, Medion
Grifols Diagnostics, Svycarsko) pro preinkubaci viech sér v fedéni 1:1 na 30minut, jak je
doporuceno dle navodu. Zamezime tak faleSnému zachyceni jinych cirkulujicich sérovych
protilatek, které by mohly vysledek testu, jakkoliv modifikovat. VSechna BP a kontrolni séra
(opét soucasti kazdého béhu je vnitini pozitivni a negativni kontrola pouzitim sér s pfedem
vyloucenou diagnézou AIBD) byla fedéna v poméru 1:10 s PBS, tzn. nyné&jsi celkové fedéni
je 1:20. Pomoci kryostatu byla nakrajena v tenké vrstvé tkan, vytvorenim nezafixovanych,
Cerstvé fezanych tkanovych preparatli z opicich a kralicich jicnl, opét v termostatu uchovana
po dobu 30 minut pfi teploté¢ 37°C, kterd stejné jako v piipadé metody CFT byla pravidelné
kontrolovana laborantem i vySetfovatelem k vylouceni chybného provedeni testu, a tedy
k moZznému falesné negativnimu vysledku. Nésleduje opét oplachova perioda 3x10 minut
s PBS-0,005% Tween-20 (PBST). Dalsi blokdda nechténych vazeb jinych protilatek vyuziva
normalni mysi sérum (#sc-45051, Santa Cruz Biotechnology, USA) k vyvazani téchto
nepotiebnych a nespecifickych protilatek, po dobu 30 minut pii teploté¢ 37 °C v fedéni 1:100
v PBST. Po dalsi oplachové periodé byly naneseny sekundarni protilatky (mysi monoklonalni
— nyni jiz znaené FITC — konkrétné byly pouzity huménni IgG1, 1gG3, 1gG4 protilatky,
#F0767, #F4641, #F9890, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) fedéné 1:64 s PBST a inkubované
na preparatech ve vlhké a temné komoie po dobu 30 minut. Zde bylo také zajisténo zaclonéni
proti dennimu svétlu pro spravnou naslednou vizualizaci fluorescencniho Ccinidla. Byl
testovan i koktejl vSech 3 testovanych protilatek (smés IgG1, IgG3, IgG4) ve shodném fedéni,
tj. 1:64 a nanesen na stejnou sadu preparatil, tim jsme se snazili zvysit senzitivitu protilatky
IgG. Po posledni periodé oplachu nasleduje naneseni fixatniho média (2,5%-
diazabicyclooktan, 0,1% Na-azid, 10% PBST fedéném v glycerinu) na podlozni sklicka ke
konec¢né vizualizaci preparatl. Po zafixovani byla pfiklopena kryci sklicka. Preparaty tak byly

pfipraveny k prohliZeni a hodnoceni ve fluorescenénim mikroskopu.

6.2.3. Statistické vyhodnoceni

Stejné jako v experimentu s CFT byl v hodnoceni senzitivity a specificity pouzit parovy Mc-
Nemartiv test. Statistickd kalkulace pozitivni a negativni prediktivni hodnoty spolu s 95%
intervalem spolehlivosti probéhla shodné jako v pfipadé metody CFT pomoci GraphPad
Prism verze 4.03 pro Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA, nebo on-

line statistickd kalkulacka GraphPad na strance http://www.graphpad.com/quickcalcs/).
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7. VYSLEDKY

7.1. Komplement fixa¢ni test jako spolehliva diagnosticka metoda

Pro komplement fixacni test byla zkoumana séra od 300 pacientii s verifikovanym buléznim
pemphigoidem, ktera byla nasbirana mezi lety 2008 az 2014 na LMU Klinik und Poliklinik
fiir Dermatologie und Allergologie v Mnichové. Diagnéza BP byla stanovena pouze na
zéklad¢ pozitivniho vysledku 2 a vice laboratornich vySetfovacich metod, byly tak
eliminovany vzorky od pacientl, ktefi vykazovali pozitivitu jen 1 vySetfovaci metody ¢i se
nachazeli v Sedé zon¢. Konkrétné se jednalo o 151 muzi a 149 Zen od pacienti s BP ve véku
mezi 8 a 96 lety, tj. s primérmym vékem 76,9 let a celkem bylo nasbirdno 136 negativnich
kontrol (52 muzl a 84 Zen ve véku 16 az 93 rokil, v primérném véku 60,2 let). Kazdy beh
testovanych sér byl zhotoven spolu s vnitini pozitivni a negativni kontrolou k ovéteni
spravnosti laboratorni techniky. Vzorky se poté hodnotily ve fluorescenénim mikroskopu ve
zcela temné vySetfovné se zatazenymi zatemilovacimi roletami, aby probéhlo hodnoceni
intenzity fluorescence jednotlivych preparatli dostatecné piesné¢ a nedoSlo tak k chybné
interpretaci  vysledkii. VSechny preparaty byly zaslepené kontrolovany nezaujatym
supervizorem, ktery se osobné nepodilel na zhotoveni jednotlivych testovanych vzorkt, ktery
na cely vyzkum dohliZel a vSechny vysledky jesté¢ jednou hodnotil. Spravny vysledek CFT
(pozitivni vs. negativni) byl stanoven pouze pii spravnosti pozitivni a negativni vnitini
kontroly v kazdém jednotlivém béhu. Pokud tomu tak nebylo, cely béh vcetné pozitivni a
negativni kontroly musel byt bezprosttedné opakovan a tento chybny béh nebyl hodnocen a
zaznamenan. Pozitivni preparaty se vyznacovaly jasnym zlutavé — zelenym linedrnim
svétélkujicim depozitem C3 slozky komplementu v oblasti dermoepidermalni junkéni zony —
subepidermalné, tedy pod epidermis v oblasti bazalni membrany a oddé€lujici vrstvu epidermis
od dermis. Pfi separaci keratinocytll v oblasti dermoepidermalni junkce byl vzdy pozorovan
jasné fluoreskujici pas pouze na epidermdlni strané¢ puchyie, tedy smérem k bazalnim
keratinoctyll (Obr. €. 14). Pokud hodnotitel ani supervizor nebyli schopni jasné definovat
linearni depozitum nebo v pfipadé granularni ¢i nejasné linearni fluorescence, byl tento
prepardt hodnocen a zaznamenan jako negativni. Pokud se jasné zeleno — Zlutava
luminiscence nachazela v jinych oblastech epidermis ¢i dermis neZ subepidermalné, ptipadné

vytvatila obraz intraepidermalni sité, opét byl vzorek hodnocen jako negativni.
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Obr. ¢. 14 (A i B): priklad pozitivniho vysledku CFT. Linedrni depozice C3 slozky
komplementu je zretelnda na epidermalni strané bazalni membrany na zdravé lidské SSS.

Detekce probihd pomoci polyklonalni kralici humanni C3 protilatky znacené fluorescencnim

cinidlem FITC. Zvétseno 200x.

Dle nasich vysledkt byl CFT pozitivni u 215 pacientti s BP, celkova senzitivita komplement
fixacniho testu dosahla 71,7 %. Negativni vysledek byl pozorovan u 85 pacienti, tedy u 28,3
%. Senzitivita u DIF, BP180, BP230, IIF na opi¢im jicnu, IIF na krali¢im jicnu, IIF na SSS
v porovnani u nasi kohorty vysla 91,8 %, 71 %, 56,4 %, 73,7 %, 76,3 %, 78 % a 72,9 % (Obr.
¢. 15, Tab. ¢. 5).
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Tab. ¢. 5: senzitivita a specificita vysetrovacich metod véetné komplement fixacniho testu
(CFT).

VySetiovaci metoda Senzitvta (%) Specificita (%)
91,82 98,57
73,67 100

IF krali&i jicen 76,33 98,53

IIF opi&i + kralii jicen 78 98,53
72,87 100
71,04 97 46
56,36 98,26
71,67 100

100

@mDIF

= IF monkey

OlIF rabhbit

OlIF monkey+rabbit
mIIF salt-split skin
mEBEP180

o BP230

BCFT

Sensitivity (%) Specificity (%)

Obr. ¢. 15: srovnani senzitivity a specificity u ostatnich standardnich diagnostickych
vySetiovacich metod u pacientii s BP doplnéno o vysledky komplement fixacniho testu (CFT).
Pozn. IIF monkey (IIF na opicim substratu), IIF rabbit (IIF na kralicim substratu), IIF salt
split skin (IIF na substratu stéepeném 1 mol/l NaCl).
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Rozdil mezi senzitivitou CFT a BP230 pomoci ELISA byl signifikantni (p< 0,0001), ale
nezaznamenali jsme signifikantni rozdil mezi CFT a ostatnimi sérologickymi testy. Titry
protilatek BP180 a BP230 pomoci ELISA se mezi pacienty s BP a kontrolami signifikantné
lisily (p< 0,0001). VSechna kontrolni séra byla negativni pro CFT, dosahli jsme tak 100%
specificity. Specificita DIF, BP180, BP230, IIF na opi¢im jicnu, IIF na krali¢im jicnu, IIF na
SSS dosahla 98,6 %, 97,5 %, 98,3 %, 100 %, 98,5 %, 98,5 % a 100 % (Obr. €. 15, Tabulka ¢.
5 a 6). Nedoslo k signifikantni odchylce mezi specificitou CFT s jinymi sérologickymi

metodami.

76



(862970 -82%57°0 1D %56) %¥5 19  (00°L -DEB6°0 1D %56) %0°00L[  (00°L -ZEL670 “1D %56) %0700 | (029.2°0-0299°0 1D %56) %.9°L. 9El 00£

(19570 -£907 0 10 %56) %80 L¥| (586670 -ZL56 0 1D %56) %08 86| (6266 0 -98E6 0 11D %56) %92 86|(FL29 0 5705 0 1D %56) %3E 99 5Ll 162

(514970 -9005°0 1D %56) %2 46| (L2660 -9656°0 11D %56) %0986 (L¥66°0 -5426°0 11D %56) %9t L6|(FL9L 0 -Z559°0 1D %56) %b0 L. 8Ll 162

(LPL50-1ZFE0 1D %56) %59ZF| (007 -5286°0 1D %56) %0700k (00 -¥REG0 11D %56) %0004 (882470 -8Z49°0 11D %56) %L8°ZL 8s 192

(1¥EL°0-2009°0 12 %56) %00 29| (066670 -2636°0 11D %56) %51 66| (22660 -64P6°0 11D %56) %ES 26((9528°0 -B8ZL 0 (1D %56) %008, 9El 00E ;
(981270 -21857°0 11D %56) %.E 59 (68660 -L6I6 0 -1 %56) %EL 66| (286670 -64F6 0 <1 %56) %ES 86((E0LE 0 -LLLL 0 1D %56) %EE 9. 9El 00E _u:.mhu._.nm__."_,ww_ M__
(126970 -E£F95°0 10 %56) %9Z €9  (00°L -FE86°0 1D %56) %0°00L[  (00°L -2Z£L6°0 “1D %56) %0°001 |(9582°0 -0£89°0 1D %56) %.9 €. g€l 00£

(521870 -6269°0 ‘10 %56) %L£ 64| (666670 -62L6°0 71D %56) %1566 (9666 0 -0EZ6 0 71D %56) %.L5 86| (8056 0 -BEL8 0 -1D%56) %E8 L6 04 0zz

EJOUpOY JuAIpald uaebap)

BIOUPOY UAIRIpaId UAZOg

eyddadg

BINIZUSS

188 Y2IujoIuoy
12304

d9 s nu=ioed
19204

[EENELY

Yo poisw A ounsdod yol ‘niaoimoy poJydnio i2owed ouspaagid
oiAg (|2 355) AIoUSIUT OYIUIUPLHUCY 35 300jnyoY Pol13w Y3 fyifojoindounwl Yyaasa Moupoy IUAIRIP3Id [uanpdau b juapzod ‘B1oy1I2ds ‘BUAIZUAS U31000 13004 19 3 °q0)

77



Ackoliv senzitivita jednotlivych sérologickych metod je niz§i nez 80 %, kombinace
senzitivity BP180, BP230 a CFT dosahla 90,7 % protoze CFT detekoval 20 ze 46 pacientl
s BP (43,5 %), ktefi byli sérologicky negativni pro obé BP180 1 BP230 ELISA. Senzitivita
CFT v kombinaci s IIF na opi¢im a krali¢im jicnu stoupla na 88,7 %, kde CFT je pozitivni u
31 z 66 pacientti s BP (47,0 %), kteti byli negativni pro obé IIF metody. Kombinaci CFT se
vSemi sérologickymi testy se vySplhala senzitivita az na 95,3 %, kde 5 ze 14 pacientii
(35,7 %) s BP bylo pozitivnich pro CFT, ale negativnich pomoci ostatnich sérologickych
metod. CFT byl pozitivni u 7 z 18 pacienti s BP (38,9 %), ackoliv DIF byla hodnocena

jako negativni.

7.2. ZvySeni senzitivity nepfimé imunofluorescence detekei IgG1, IgG3, IgG4 a jejich

kombinace

Pomoci metody nepfimé imunofluorescence byl testovan vzorek 64 pacientl s prokazanou
diagn6zou BP, ktery byl nasbirdn mezi lety 2008 a 2015 na LMU Klinik und Poliklinik fiir
Dermatologie und Allergologie v Mnichové. Konkrétné se jednalo o 31 muzd a 33 Zen ve
veéku 27 az 93 let (v prumérném veéku 75,8 let) a 43 kontrolnich sér (10 muza a 33 Zen mezi
22 a7z 90 lety, tedy ve v€ku primérné 52,8 let). V této skupiné byla testovana piitomnost
jednotlivych subtypl protilatky IgG, konkrétné se testovaly protilatky I1gG1, 1gG3, IgG4 a
koktejl vSech vyse uvedenych subtypti. Stejné jako u metody CFT byla soucasti kazdého béhu
spolutestovana pozitivni a negativni vnitfni kontrola pro spravnost interpretace vysledki.
V ptipadé fluorescence negativni kontroly ¢i temného pole u pozitivni kontroly nebyl cely
béh hodnocen a opakovan. Ve fluorescenénim mikroskopu byl hodnocen vysledek preparati
v temné komoie pii zataZzenych zatemnovacich roletach k odliSeni jasné zeleno — Zlutavé
fluorescence od ojedinélé luminiscence. O pozitivité hovofime pii jasné linearni depozici
jednotlivych IgG subtypil pfi bazdlni membrané jicnu v oblasti epitelii a mukdznich papil
miniméln¢ v 1/3 celkového povrchu (Obr. €. 16 a 17). VSechny preparaty stejné jako u CFT
byly zaslepené kontrolovany nezavislym hodnotitelem, ktery se osobné nezapojoval do
laboratorniho provedeni preparati a ktery cely vyzkum supervizoval. Pokud doslo
k nesouhlasu vysledkii mezi autorem a supervizorem, béh byl opakovan a ptehodnocen 1 pies
spravnou fluorescenci pozitivni a negativni kontroly. Pokud 1 pfi zopakovani daného b¢hu se

vysledek obou hodnotiteli 1isil, pfiklonili jsme se k hodnoceni supervizora.
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Obr. ¢. 16: Jasné fluoreskujici linedrni depozita subtypu protilatky IgGl pri bazalni

membrané na substratu opiciho jicnu v redeéni 1:64, zvétSeno 200x.

Obr. ¢ 17: Jasné fluoreskujici linedrni depozita subtypu protilatky 1gG4 pri bazalni
membranée/ epidermalni strané Stépeného preparatu opiciho jicnu v redéni 1:32, zveétSeno

200x.

79



Byla zkouSena rGzna fedéni titrGi jednotlivych protilatek IgG k dosaZeni idedlni intenzity
konecné fluorescence vzorkli pii hodnoceni jednotlivych preparatd pod fluorescencnim
mikroskopem, konkrétn¢ jsme testovali titr v poméru 1:32, 1:64 a 1:128. V piipadé titru 1:32
se zdala byt celkova fluorescence az prili§ diskrétni, mohlo by tak dojit k faleSné negativité
testu pii vysledném hodnoceni a zkresleni evaluace senzitivity celé metody, naopak titr 1:128
neukazal témét zddnou odlisnost od titru 1:64, co se tyCe intenzity fluorescence, kterd byla
v nékterych ptipadech az pfili§ intenzivni, naopak bylo potfeba pouzit ve srovnani s titrem

1:64 vétsi mnozstvi fluorescenéniho materidlu, tim by byl kazdy béh vyrazné financné

wewr

Vétsina BP sér (57 z 64-89 %) a kontrolni séra byla negativni pro BP 230 ELISA. Déle 34
z celkového mnozstvi 64 testovanych BP sér vykéazalo pozitivitu 53 %. Zadné z kontrolnich
testovanych sér nevykazalo pozitivitu pro BP180 ELISA. DIF byla v naSem vzorku pozitivni
u 59 pacientt (92,2 %) a negativni v 1 pripadé (1,5 %), u 4 pacientd (6,3 %) nebyla DIF
vySetfena. V 1 ptipad¢, kde byla DIF negativni, byla diagnéza BP stanovena pozitivitou
jinych metod — pozitivitou BP230 ELISA, pfitomnosti linearnich epidermalnich depozit IgG
IIF na SSS, typickym histologickym (barveno hematoxylinem-eoseinem) a klinickym
obrazem odpovidaly diagn6ze BP. DIF bylo provedeno u 9 kontrol, které byly vSechny
negativni. U 4 pacientl, kde DIF nebyla vibec vysSetfena, byla BP180 ELISA vysoce
pozitivni (titr> 27U/ml, norma <9U/ml) spolu s typickou histologii a klinickym obrazem, u
jednoho pacienta byla BP230 ELISA a IIF na SSS dodate¢né provedena s pozitivnim
vysledkem.

Rozporuplné vysledky v IIF pomoci jednotlivych subtypt protilatky IgG byly Casté. Ze vSech
64 sér pacientil s BP se nachéazelo 9 (14,1 %) pro IgGl, 5 (7,8 %) pro 1gG3, 1 (1,6 %) pro
IgG4 a 11 (17,2 %) pro koktejl vSech IgG v Sedé zoné (nejednoznacna sila intenzity
fluorescence nebo nejednoznacnd distribuce signalu). VZdy bylo brdno v potaz majoritni
zastoupeni linearniho depozita podél bazalni membrany a hodnoceno jako pozitivni ¢i
negativni. Pro kalkulaci senzitivity a specificity jsme vyuzili 95% interval konfidence (Tab. ¢.
7). IgG1 vykazuje obecné v nasem vyzkumu jasnéjsi fluorescenci nez IgG4, 1 to muze

vysvétlovat fluorescenci u preparatl, které se nachazely v Sedé zong.
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Dle nasich vysledkt jsme se setkali s pozitivitou z 64 BP sér u 29 pacientt (45,3 %) u 1gGl,
12 (18,8 %) u IgG3, 21 (32,8 %) u IgG4 a 31 (48,8 %) kombinaci vSech 3 protilatek (koktejl
IgG1, IgG3, IgG4). Senzitivita se tak vysplhala na 45,3 %, 18,8 %, 32,8 % a 48,4 %. Jen 1
kontrolni sérum bylo hodnoceno jako falesné pozitivni pouzitim koktejlu IgG. Specificita
dosahla tak u vSech jednotlivych protilatek 100 %, v ptipadé koktejlu ze vSech 3 subtypt
(IgGl1, 1gG3 a 1gG4) 97,7 %.

VnaSem vyzkumu nevidime vyznamnou korelaci pouzitého mnozstvi protilaitek a
jednotlivych subtypii IgG protilatek, vyznamnou korelaci pozorujeme jen u zkoumaného titru

fedéni IgG, ktery byl stanoven, jak jiz je popsano vyse, na 1:64.

Tab. ¢. 8: Distribuce jednotlivych subtypii protilatek IgG z 64 testovanych pacientii s BP

stanovenych pomoci neprimé imunofluorescence na opicim jicnu.

1gG subtypy Pocet sér (% z celku)
Jen IgG1l 9(14,1)
Jen IgG3 4 (6,3)
Jen IgG4 7 (10,9)
IgG1+ 1gG3 6 (9,4)
IgG1+ IgG4 12 (18,8)
1gG3+ 1gG4 0(0,0)
IgG1+ IgG3+ IgG4 2 (3,1)
Jen koktejl 4 (6,3)
Bez barveni 20 (31,3)
Celkem 64 (100)

Zajimavé je, Ze dle naSich vysledkl 12 z 64 sér (18,8 %) BP vykazuje negativitu u pouZiti
koktejlu protilatek, ale pozitivitu minimalné jednoho subtypu IgG, coz si vysvétlujeme
nedokonalou korelaci koktejlu protilatek s jednotlivymi subtypy protilatky IgG. Dale 4 z
64 BP sér (6,3 %) byly pozitivni jen po naneseni IgG koktejlu, pro samotné jednotlivé IgG
subtypy byly vSak negativni. Oznaceni pozitivniho vysledku znamend pozitivitu minimalné
jednoho subtypu IgG, negativita znamena nedostate¢nou imunofluorescenci u vSech subtypii
IgG vcetné koktejlu IgG. 44 z 64 BP sér bylo pozitivnich, proto se totilni senzitivita
vySplhala na 68,8 % pfi specificité¢ 97,7 %. Predominance cirkulujici IgG1 protilatky byla
vidéna v 29 sérech z pozitivnich 44 ptipadi (65,9 %), déle nasleduje subtyp IgG4 s vyslednou
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pozitivitou 21 sér ze 44 piipada (47,7 %), odliSnost vSak neni signifikantni (p=0,1356). 1gG3
vykazovala ze vSech 3 subtypl IgG nejméné casto jasnou zeleno — Zzlutavou linedrni
fluorescenci pii epidermalni strané¢ BM, detekovala jen 12 z vSech 44 pozitivnich sér (27,3
%), ale jen pouha 4 séra byla pozitivni Cisté pro IgG3. Naopak samotné IgG1 vykazovalo
pozitivitu u 9 sér (20,5 %), samotné IgG4 u 7 sér (15,9 %) (Tab. ¢. 8). Vyjma koktejlu bylo 20

ze 40 sér (50 %) pozitivnich pro vice nez 1 subtyp.

83



8. DISKUZE A ZAVERY

Autoimunitni puchyifnatd onemocnéni jsou Sirokou skupinou chorob asociovanych
s autoimunitou a tvorbou specifickych autoprotilatek proti strukturalnim komponentdm mezi
jednotlivymi sousednimi keratinocyty v epidermis ¢i mezi bazalnimi keratinocyty a bazalni
membranou oddé€lujici epidermis od dermis. Typicky klinicky obraz AIBD postihujici kiizi
vede Casto ke stanoveni predpoklddané diagnozy, nékteré tvoii eflorescence i na sliznicich,
nekteré se hoji u postizeného jedince pomoci jizev. Zakladni eflorescenci vSech AIBD je
vezikula ¢i bula s napjatou ¢i plihou krytbou, s ¢irym obsahem na erytematéznim podkladé ¢i
normalni kizi. Sekundarné u téchto onemocnéni mize dojit k zakaleni obsahu puchyte,

puchyfie praskaji a tvofi se eroze az rozsahlé macerace.

AIBD rozdélujeme na dvé zakladni skupiny — s intraepidermdlni ¢i se subepidermalni ztratou
adheze, a tak v laboratornim obrazu vytvofeni puchyte v epidermis neboli intraepidermalné ¢i
v oblasti dermoepidermdlni junkce, tedy mezi bazalnimi keratinocyty a pfilehlé bazalni
mebrany dermis. Vazba protilatek na cilové struktury vede v dané oblasti k poruse adheze,
puchyt vznikne bud’ intraepidermalné pfi onemocnénich skupiny pemfigu ¢i subepidermalné
v oblasti dermoepidermalni junkce pii onemocnénich skupiny pemphigoidu. Detekce
autoprotildtek vazanych vtkani ¢i cirkulujicich v séru je esencidlni v diagnostice

autoimunitnich puchyinatych chorob.

Specifické autoprotilatky u intraepidermalniho typu AIBD, u skupiny onemocnéni skupiny
pemphigu, reaguji s antigeny strukturdlnich proteini epidermis, desmosomi, dojde tak
k vytvofeni fragilni plihé krytby puchyfe v oblasti epidermis, ktery postihuje kiizi téla ¢i
sliznice. Pfi intraepidermalni akantolyze se oddéli jednotlivé vrstvy epidermis, u rtiznych typt
intraepidermalnich AIBD se vrstvy epidermis oddéluji na rGznych urovnich, aniz by byly
poSkozeny strukturdlni proteiny v oblasti dermoepidermalni junkce, bazalni membrana tedy

pevné Ipi k bazalni vrstvé keratinocytll epidermis.

RozliSujeme nckolik typl pemphigh — pemphigus vulgaris, pemphigus foliaceus,
paraneoplasticky pemphigus a dalSi vzacngjsi formy (pemphigus erythematosus, IgA
pemphigus, endemicky pemphigus, léky indukovany pemphigus, pemphigus herpetiformis,

pemphigus vegetans).
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Podstatou onemocnéni skupiny pemphigu je imunitni reakce namifend proti
intraepidermélnim glykoproteinim ze skupiny kadherinti. Typickymi piedstaviteli kadherind
jsou desmoglein 1 (Dsgl) a 3 (Dsg3), desmokolin 1 (Dsc1), desmoplakin I a II, plakoglobin,
periplakin, plektin ¢i envoplakin. Jejich extracelularni ¢ast spojuje sousedni keratinocyty v

epidermis, intraceluldrni ¢ast je soucasti keratinovych filament cytoskeletu bunky.

V histopatologickém obraze tkan¢ odebrané piimo z floridni 1éze je popisovana ztrata adheze
jednotlivych keratinoctyti ¢i skupin keratinocyta intraepidermalné se sou¢asnym zachovanim
struktur v oblasti dermoepidermdlni junkce. Zlatym standardem vSech AIBD je vySetieni
ktze, které se provadi tzv. perilesionalnim odbérem vzorku tkdn¢ nemocného metodou piimé
imunofluorescence. Pod fluorescenénim mikroskopem pozorujeme jasnou zeleno — Zlutou
intraepidermalni sit’ zpasobenou pfitomnosti intercelularnich depozit imunoreaktantt
vazanych ve tkani. Naopak specifické cirkulujici protilatky jsou zachyceny metodou neptimé
imunofluorescence pouzitim humanni ktize nebo jiné senzitivni tkané jako substratu. Pro tyto
ucely se nejCastéji vyuziva opi¢i ¢i krali¢i jicen. Molekularni charakterizace jednotlivych
intraepidermalnich strukturdlnich proteini a jejich cDNA (complementary DNA) zkouma
metoda ELISA. ELISA u skupiny pemphigu vyuziva nejcastéji rekombinantni antigen Dsgl a

Dsg3 k detekci autoprotilatek v pacientove séru.

U subepidermalni skupiny AIBD se specifické autoprotilatky vazou na strukturdlni proteiny
v oblasti dermoepidermalni junkce, tedy pfimo nasedajici vrstvy keratinocytii epidermis a
bazalni membrany. Tyto specifické proteiny zprostiedkovavaji adhezi hemidesmosomi
bazélnich keratinocyti (BP180, BP230, plektin, a6p4 integrin, CD151) k proteinim v lamina

lucida ¢i lamina densa (kolagen VII) bazalni membrany.

U pemphigoidu rozeznavame nej€astéji se vyskytujici typ buldézni pemphigoid (BP), dale
pemhigoid gestationis (herpes gestationis), jizvici pemhigoid a dal$i vzacnéjsi formy (linearni
IgA dermatdza, buldzni systémovy lupus erythematosus, anti-laminin 332 pemphigoid, anti-
p200/laminin y1 pemphigoid, a5 kolagen VII pemphigoid). Mezi dalsi subepidermalni AIBD

patii epidermolysis bullosa acquisita a dermatitis herpetiformis Duhring.

Podstatu histologického obrazu ¢ini mechanismus imunitni reakce, kde dojde k oddéleni
vrstev epidermis od bazalni membrany, a tak se vytvofi subepidermalni puchyft, adheze celych

vrstev  keratinocyti a samotnych bunck intraepidermédlné je vSak neporusena. Pii
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imunofluorescenénim vySetfenim pozorujeme linearni ¢i granularni depozita protilatek IgG,

IgA ¢i C3 slozky komplementu.

NejznaméjSim a nejcastéjSim typem onemocnéni skupiny pemphigoidu vyskytujici se hlavné
u star$i populace je buldzni pemphigoid (BP), ktery je také nejcastéjSim typem vSech AIBD.
BP byl poprvé popsan jako samostatné onemocnéni odlisné od pemphigu v roce 1953 (Lever
W., 1953). Walter F Lever jako prvni na svété odlisil nejen BP od pemphigu, ale také odlisil
dermatitis herpetiformis Duhring a dalsi AIBD. Od této doby se hovoifi o pojmu
imunodermatologie a o autoimunitnich bul6znich chorobéach. Teprve v roce 1964 Beutner a
Jordan objevili, ze autoprotilatky typické pro BP jsou stanovené metodou DIF a IIF a jsou

lokalizované v oblasti bazalni membrany (Beutner EH, Jordon RE, 1964).

Etiologie vzniku BP neni ve vét$ing ptipadi znama, popisuje se celd fada moznych spoustécii
onemocnéni, jako jsou UV zéfeni, RTG zafeni, nékteré 1éky, nebo vakcinace u déti (Otten JV

etal., 2014).

BP se vyskytuje nejvice u starsi populace, nejcastéj$i nastup onemocnéni je v 6. - 8. dekadé
zivota (Feliciani C et al., 2009). Lehkd predominance je popisovana u zenského pohlavi.
Incidence BP roste srostoucim vékem, pohybuje se vrozmezi 2,5 - 41,8 novych
ptipadl/milion/rok (Jung M. et al., 1999, Bertram F et al., 2009, Alpsoy E et al., 2015). U
pacientt starSich 80 let incidence stoupa az k 150-330/ milion obyvatel/rok (Kershenovich R

etal., 2014).

Autoprotilatky u BP jsou produkované proti hemidesmosomdalnim antigenim -
transmembranovému antigenu BP180 (BPAG2, kolagen XVII) a intraceluarnimu plakinu

BP230 (BPAGI).

Diagnéza BP je zaloZzena na pozitivit¢ minimaln€ dvou specifickych markerti, které
povazujeme za klasické ¢i standardni vySetfovaci metody — histologicky prikaz, detekce
tkanoveé vazané protilatky IgG a C3 slozky komplementu v oblasti bazdlni membrany
epidermis metodou DIF, detekce cirkulujicich protilatek IgG pomoci IIF na opicim ¢i
krali¢im jicnu nebo na tkanovém substratu SSS, detekce antigeni BP180/ BP230 pomoci

ELISA. Dalo by se shrnout, Ze mezi standardné¢ pouZzivané diagnostické metod BP patii
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histopatologicky rozbor a imunofluorescencni vySetieni. Ke stanoveni spravné diagndzy ndm

muze pomoci i typicky klinicky obraz.

Dosavadni diagnostické metody ke stanoveni onemocnéni BP nejsou dostacujici, kombinaci
vSech znamych vySetfovacich metod nejsme stile schopni detekovat sto procent pacientd,

proto je potfeba vyvijet nové laboratorni postupy, které se k tomuto idedlu co nejvice priblizi.

V roce 1973 byla poprvé v literatuie popsana ucast komplementu ve vztahu k puchyinatym
onemocnénim. Provost TT. a Thomasi TB. popsali tzv. herpes gestationis factor test (jinak
nazyvany complement fixation factor test, komplement fixa¢ni test — CFT) vyuzivajici
identifikaci cirkulujici protilatky metodou nepiimé imunofluorescence, kde po vizualizaci
sekundérni protilatky pomoci specifického fluorochromu (FITC) dochazi k linedrni depozici
C3 slozky komplementu podél bazalni membrany keratinocytl, a to celé bez pfitomnosti
imunoglobulini. Depozita C3 slozky komplementu byla popsadna béhem akutniho vzplanuti
puchyinatého onemocnéni a sila fluorescence zavisela na stafi puchyte. U pacientii s BP byla
prokazéana také linedrni depozice C3 slozky komplementu v oblasti bazalni membrany, kromé
toho se také jevila pozitivita u IgG, C1, C4 a C5 slozky komplementu. Tato diagnosticka
metoda, kterd byla v 70. letech objevena, byla nékolikrat vyuzita jen k uzké diagnostice
pemphigoid gestationis. Zminéni autofi testovali nékolik malo pacienti s PG, BP a
systétmovym lupus erythematodes. Dle jejich vysledkli byla u 2 PG pacientek nalezena
depozita C3 a C5 v oblasti DEJ, za absence Clq a C4 slozky komplementu a Ig, coZ
vysvétluji aktivaci alternativni cesty komplementu. U 6 BP pacientek byla popsana depozita
slozek Clq, C3, C4, C5 a protilatky Ig, kde je typicky popsana aktivace klasickou cestou.
Z této publikace tedy vyplyva, Ze u pacienti s BP dochéazi v patofyziologickém procesu
k aktivaci komplementové kaskady jak alternativni, tak klasickou cestou (Provost TT,
Thomasi TB, 1973). Dale v této praci dokazuji, Ze ne vSechny imunoglobuliny jsou schopné
fixovat komplement a vytvofit tak spolecny komplex antigen-protilatka. Témito typy, které
komplement fixa¢ni schopnost nemaji, jsou IgA, IgE a IgG4 (Sandberg AL et al., 1970, Gotze
O, Miiller-Eberhard HJ, 1971, Ishizaka T et al., 1972).

O 3 roky pozdéji, v roce 1976, probihaly vyzkumy fixacni schopnosti komplementu CFT u
herpes gestationis, kde protilatka IgG nebyla vzdy detekovana pomoci metody DIF ¢i IIF
(Jordon RE et al., 1976, Katz Sl et al., 1976). Je publikovéano, ze CFT je zalozena na rozdilné

metodice oproti jinym sérologickym testim a detekuje protilatky IgG v nizkém titru, které
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jsou namifené proti antigenim bazdlni membrany. Doslo tedy krozporu, zda ma CFT
komplement fixa¢ni schopnost, coz vede k depozici C3 slozky komplementu i bez ptfitomnosti
imunoglobulinu G ¢i zda komplement fixacni test je samotna protilatka IgG (Katz SI et al.,

1976).

V publikaci autord J.A. Carrhuters a A.R. Erwins je popséno, Ze u 7 pacienti s pemphigoid
gestationis ve fluorescencnim mikroskopu pii pouziti nepiimé imunofluorescence sviti
linearni depozita C3 bez detekce IgG. Pokud doslo k zahtati preparati nad 56 °C po dobu
minimalné 30 min, CFT byl negativni (Carrhuthers JA, Erwin AR, 1978).

Naopak v roce 1980 Kurihara S. doSel k zavéru, Ze titr protilatek IgG fixujici komplement je
vysoky u pacientll, ktefi nejsou zatim 1éceni, titr postupné kleséd s délkou trvani onemocnéni a
muze byt i negativni v obdobi remise, kde cirkulujici protilatky mizi (Kurihara S et al., 1980).
To vysvétluje pozitivni korelaci mezi komplement fixa¢nimi protilatkami IgG a aktivitou
onemocnéni. Proto v této publikaci dochéazeji k vysledku, ze autoprotilatka IgG je samotna
komplement fixacni protiladtka, tzv. HG factor, ktery je stanoveny pomoci komplement

fixaéniho testu.

Tato diskrepance je vysvétlovana tim, ze IgG protilatka se sklada z n€kolika heterogennich
subtypt, kde ne vSechny jsou schopné aktivovat komplement. Proto v nékterych ptipadech k
vizualizaci linearni depozice C3 slozky komplementu neni IgG detekovéana (Sams WM, Schur

PH, 1973).

CFT je tedy metoda vyuZivajici modifikovanou IIF, kterd detekuje C3 slozku komplementu
nanesenou na koznim substratu a fixovanou pomoci protilatky IgG (Jordon RE et al., 1976,
Katz SI et al., 1976, Carruthers JA, Ewins AR, 1978, Millns JL et al., 1979, Kurihara S et al.,
1980). Jiz v minulosti vyzkumy prokazaly potencionalni piinos CFT pii diagnostice BP
(Jordon RE et al., 1976, Fuligni A et al., 1990) na uzké skupiné pacientii. V pozdéjsich letech
se v odborné literatufe o CFT jiz dale nemluvi, tato metoda nebyla dale rozvijena a blize

zkoumana.

CFT a diagnostika BP nebyla spojovana a popisovdna po vice nez 25 let, vSechny predchozi
studie se zaméfovaly bud’ jen na pemphigoid gestationis nebo na Uzky vzorek pacientii s BP

bez dalsi specifikace testu. Mezi takové studie patii publikace z roku 1975, kde byl CFT pou-
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zit k diagnostice 46 sér od nemocnych s BP s vyslednou senzitivitou testu pouhych 54,3 %,
ackoliv pouzita séra byla vysoce pozitivni klasickou metodou IIF na substratu normalni ktize
(Jordon RE et al., 1975). Vroce 1990 Fuglini zkoumal 15 sér od BP pacienti, ktefi byli
sérologicky negativni pomoci klasické IIF na substratu opiciho jicnu, CFT byl pozitivni vSak
jen v 33 % (u 5 pacienttt). Od 90. let se v literatufe vSak nevyskytuji dalsi informace tykajici
se CFT a BP, mozna kvili zavedeni komeréné vyrdbénych ELISA setl, které pfisly na trh

v roce 1990.

Predpokladali jsme, ze CFT je odliSny od ostatnich sérologickych metod a je uzpisoben
k detekci protilatek IgG s nizkym titrem proti antigentim bazadlni membrany. Zda se, ze u
pacientt, ktefi jsou sérologicky negativni ¢i v Sedé¢ zoné, je CFT schopen detekovat malé

mnozstvi jednotlivych subtypt protilatky IgG (IgG1, IgG2 a/nebo IgG3).

Nasbirali jsme rozsahly soubor 300 pacientt s verifikovanou diagnézou BP a 136 kontrol, kde
byla diagnéza bezpecné vyloucena pomoci dostupnych diagnostickych metod, které jsou
doposud znamé a rutinné pouzivané ke stanoveni diagnézy BP. Dokazali jsme, ze CFT
vykazuje vysokou senzitivitu (71,7 %) se zachovanim 100% specificity, timto se nepfilis§ 1isi
od ostatnich sérologickych metod. CFT ukazal rostouci senzitivitu v kombinaci s dalSimi
metodami, kombinaci CFT a jinych sérologickych metod (IIF na opi¢im ¢i krali¢im jicnu,
BP180/ BP230 ELISA) se senzitivita zvysi az na 95,3 % bez soucasného sniZeni specificity,
ktera zastava na 100 %. V neposledni fadé jsme dosli k zavéru, ze CFT je schopen
diagnostikovat 30-50 % pacientl s BP, ktefi byli negativni pomoci ostatnich sérologickych
metod. NaSe studie byla limitovana retrospektivnim pluvodem sbéru dat. V nékterych
pfipadech tedy nebylo mozné provést spravnou korelaci mezi diagnostickymi daty a

klinickym obrazem daného pacienta.

K potvrzeni nasi hypotézy jsme zkoumali rozsahly soubor pacientli s BP a kontrolnich sér a
dosli jsme k zavéru, Ze kombinaci CFT a dalSich diagnostickych metod (histologicky prikaz,
detekce tkanove vazané protilatky IgG a C3 slozky komplementu v oblasti bazalni membrany
epidermis metodou DIF, detekce cirkulujicich protilatek IgG pomoci IIF na opicim ¢i
krali¢im jicnu nebo na tkdnovém substratu SSS, detekce antigenit BP180/ BP230 pomoci
ELISA) je mozno dosédhnout narlstu senzitivity pii zachovani velmi vysoké specificity. Tak
je mozné predikovat zafazeni CFT mezi ostatni metody jako sekundarni screeningovou

metodu, kdy klasickd IIF na opi¢im ¢i krali€¢im jicnu nebo na SSS je negativni, dochézi
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k zvySeni senzitivity o 10-15 % detekci primémé 50 % BP protilatek, které jsou
nedetekovatelné pomoci klasické IIF. Vzhledem k tomu, Ze jsme nasli i séra, kde CFT byl
jasn¢ pozitivni 1 pfes negativni vysledky ostatnich diagnostickych metod, mizeme fici, Ze
pozitivni prediktivni hodnota u CFT je vysoka, a CFT muze také slouzit jako konfirmacni
metoda u pacientd s nejednozna¢nou diagnoézou ¢i kde se BP dle typického klinického obrazu
predpokladd. Mezi dalsi experimentalni metody v diagnostice BP patii ELISA, imunoblotting,
imunoelektronova mikroskopie a imunoprecipitace. CFT metoda je ovSem z ekonomického

hlediska nejptijatelné;si.

Je jen né¢kolik malo studii popisujici dulezitost cirkulujicich IgG subtypt v diagnostice BP
(Kumar V et al., 1996, Lamb PM et al., 2008), Zadna vSak nepopisuje specifitu této metody a
vzorek publikovany v téchto ¢lancich je nevelky (25, resp. 30 pacient). Proto dileZitost IIF v

literatute byla jen okrajova.

V literature se jiz od 60. let 20. stoleti uvadi, Ze IgG autoprotilatka je esencialni
v imunopatologii BP a sklada se z n€kolika subtypt (IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4), které jsou ¢i
nejsou schopné aktivovat komplement. Detekovali jsme s predominanci hlavné IgG1 a IgG4
subtypy protilatky IgG pomoci IIF na opi¢im jicnu jako substratu, ale také pozitivita IgG3

subtypu ukazuje signifikantni zlepSeni senzitivity pfi ponechani vysoké specificity.

V nasi studii jsme zkoumali detekci jednotlivych subtypi IgG vézajicich se nespecificky na
tkdn opiciho jicnu, proto bylo potfeba ostatni nezkoumané protilatky zablokovat pomoci
bloka¢niho agens. IgG2 nebylo zkoumano pro pfili§ nizkou specifitu. I v literatufe se o IgG2
protilatce ve vztahu k BP pfili§ nehovoti (Bird P et al., 1986, Yamada H et al., 1989, Bernard
P et al., 1990, Shirakata Y et al., 1990, Bernard P et al., 1991, Soh H et al., 1991, Kumar V et
al., 1996, Zhou A et al., 1998, Dopp R et al., 2000, Al-Karawi KS, 2002, Lamb PM et al.,
2008), proto jsme 1 vnaSem vyzkumu protilatku IgG2 opomenuli. Na zakladé spravné
diagnostiky BP pomoci pozitivity DIF, klasické IIF ¢i ELISA, je v literatufe popsana IgG4
jako predominantni protilatka, nasledovana IgGl, IgG2, IgG3 (Bernard P et al., 1990, Lamb
PM et al., 2008). IgG4 je popisovana jako Casto jedina a nejCastéji detekovatelnd protilatka
v prodromalnim stddiu BP (Lamb PM et al., 2008). V nasem ptipad¢, kdy jsme vyloucili
puvodné pozitivni séra dle klasické IIF a zaméfili se Cisté na negativni séra dle klasické IIF,

muzeme hovofit o predominanci IgG1 a IgG4.
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Senzitivita klasické ¢i tradi¢ni IIF na opi¢im jicnu se pohybuje v rozmezi 60-80 % (Di Zengo
G et al.,, 2012, Sardy M et al., 2013). Senzitivita tradi¢ni IIF na opi¢im jicnu se nachéazi na
hodnoté 73,2 % dle ptedchozich studii (Sardy M et al., 2013). Podle naSich vysledki asi 30-
50 % falesné negativnich sér stanovenych pomoci klasické IIF na opi¢im jicnu miize byt
spravné diagnostikovano pouzitim jednotlivych IgG subtypi. Senzitivita dvojstupniového
testu (klasicka IIF s naslednou IIF s pouzitim IgG subtypi u pacientl faleSn¢ negativnich pfi
klasické IIF) by se nyni mohla v naSem ptipadé posunout az na 80-87 %. Kumar et al.
vySetfoval 25 faleSn€ negativnich sér s nartstem senzitivity z 68,5 % na 91 %, Lamb et al.
popisuje 30 pacientli v prodromalnim stadiu BP s nartstem senzitivity z 36,6 % na 56,6 %.
V obou studiich jde o vyzkum monoklondlnich anti-IgG subtypl na opi¢im jicnu, specificita

téchto testd vSak neni zkoumana.

Limitaci vyzkumu, stejné jako v pfipadé CFT, je opét retrospektivnost dat a v nékterych
pripadech subjektem ovlivnéné hodnoceni preparatti. Tuto subjektivnost jsme se snazili snizit

kontrolou vyslednych vzorkl nejen hodnotitelem, ale i nezdvislym supervizorem.

Zuo et al. publikoval, Ze protilatka IgG4 anti-NC16A inhibuje vazbu IgG1 a IgG3 na NC16A
region BP180, a tim dojde k blokaci fixace komplementu, infiltraci neutrofily a vzniku
puchyie u humanizovanych BP180-NC16A mysi (Zuo Y et al., 2016). Zda tento poznatek u
myS$i miZe byt vztaZzen i na lidskou populaci zatim neni zndmo a tento fakt nebyl ani
predmétem naseho vyzkumu. Detekce cirkulujicich IgG subtypti mtze hrat do budoucna

vyznamnou roli v patogenezi, prognoze a terapeutické relevanci BP.

Plati, Ze diagnostika BP se zaklddala na pozitivit¢ minimalné¢ 2 diagnostickych metod
podpoienych typickym klinickym obrazem. Po vizualizaci ve fluorescencnim mikroskopu
jsme zjistili, ze u Siroké skupiny BP pacientll je moZzné vidét jasné fluoreskujici linearni
depozita C3 slozky komplementu. Z toho vyplyva, ze CFT miize byt zatazen vedle klasickych
sérologickych metod mezi ostatni diagnostické testy a konkurovat jinym vysoce senzitivnim
diagnostickym testiim, jako jsou DIF ¢i histologicky obraz. CFT muze slouzit k diagnostice
nejen pacientl s pemphigoid gestationis, ale také obecné u pacienti s buloznim

pemphigoidem.

Prizkumem velkého vzorku pacientli s BP jsme dosli k zavéru, Ze CFT muze byt dilezitou

metodou u pacienttl, ktefi jsou bud’ negativni ¢i se nachéazeji v Sedé zon¢ pouzitim ostatnich
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sérologickych metod, DIF ¢i histologického rozboru. Jeho vysoka specificita a pozitivita pfi
vysoké pozitivni prediktivni hodnoté neocekdva faleSné negativni vysledek. Zlatym
standardem muze byt CFT pouzity jako sekundarni konfirmacni test u sérologicky
nejednoznacnych piipadi. Tim se nase hypotéza potvrdila. Proto miizeme fici, Ze metoda
CFT mulze byt zafazena mezi klasické diagnostické metody a pfispét tak k upfesnéni

nejednoznacnych ptipada.

Dale plati, ze stanoveni jednotlivych subtypt protilatky IgG hraje vyznamnou roli
v imunopatologii BP s predominanci IgG1 a IgG4 a mize pomoci pii presnéjsi diagnostice
BP. Dale jsme dosli k zavéru, ze IgG3 neni predominantni protilatka pii diagnostice BP, mtize
byt vSak pouzita jako soucast koktejlu vSech IgG. PouZiti dvojstupniového testu (klasicka IIF
s naslednou IIF s vyuzitim detekce jednotlivych IgG subtypli u pacienti faleSné negativnich
pii klasické IIF) mize byt doporucena jako dopliikova standardni metoda na BP ptipadech,

kde selhala klasicka IIF.
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