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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 —
intraepidermélné¢ pii onemocnénich skupiny pemphigu ¢i subepidermdalné v oblasti
dermoepidermalni junkce pifi onemocnénich skupiny pemphigoidu. Detekce autoprotilatek
vazanych vtkani ¢i cirkulujicich vséru je esencialni v diagnostice autoimunitnich

puchyinatych chorob.

U bulézniho pemphigoidu jsou typické specifické protilaitky produkované proti
hemidesmosomalnim antigenim BP180 a BP230, které spojuji bazalni keratinocyty a bazalni
membranu. Diagnéza je zalozend na pozitivit¢ minimdln€¢ dvou specifickych markera —
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 nepfimé imunofluorescence
na opi¢im ¢i krali¢im jicnu nebo na tkdnovém substratu Stépeném 1mol/l NaCl, detekce
antigend BP180/ BP230 pomoci ELISA. Klinicky obraz mlize pomoci pfi stanoveni spravné

diagnézy.

Dalsi diagnostickou metodou, kterd byla v 70. letech 20. stoleti vyuzivana pouze k uzké
diagnostice pemphigoid gestationis (dfive znamy 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 fixa¢ni test jsme proto
implementovali na vzorek 300 pacientl s prokdzanou diagnézou bulézniho pemphigoidu a
136 negativnich kontrol k zjisténi, zda mtize byt tato metoda vyuzita také k diagnostice jinych

puchyinatych chorob nez jen pemphigoid gestationis.

Nepiimé imunofluorescence je standardni diagnostickou metodou bulézniho pemphigoidu,
jejiz senzitivita je relativné nizkd. U pacientd s buloznim 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 (konkrétné IgG1, IgG3, IgG4) u 64 pacientl s verifikovanou

diagn6zou buldézniho pemphigoidu, ktefi byli ale negativni dle klasické nepfimé
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imunofluorescence. Vyzkum jednotlivych subtypt protilaitky IgG metodou nepiimé

imunofluorescence nebyl zatim v literatufe popsan.

Dle naseho vyzkumu mutze 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 vysledkl vysplhala az na 71,7 % pfti
zachovani 100% specificity. Detekce jednotlivych subtypt protilatky imunoglobulinu G1, G3,
G4 a jejich kombinace pomoci metody nepiimé imunofluorescence na opi¢im jicnu muze
signifikantné zlepsit diagnostiku u pacientli s bul6znim pemphigoidem, senzitivita u ptivodné
fale$Sn¢ 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 IgGl, 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 1gG4
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.



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 horec¢ku popsal jiz Hippokrates. 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 pfimé imunofluorescence se
zkoumala vazebnost téchto protilatek na patologickych preparatech (Jordon R, 2003). Jedna
se o zavazné 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 molekuldm v epidermis nebo v oblasti

dermoepidermalni junkce (DEJ).

Za normalniho fyziologického stavu je nedulezitéjsi vlastnosti imunitniho systému vytvoteni
tolerance vici vlastnim tkanim. PoruSeni tzv. klonalni delece a imunologické tolerance, tedy
zabranéni schopnosti eliminace, a naopak poskozovani i zdravych funk¢nich buné€k, vyusti ve
vznik tzv. autoimunitnich onemocnéni (Folsch UR et al., 2003). Autoprotilatky jsou
protilatky, které jsou namifené proti antigenim vlastniho téla, autoantigentim. Autoprotilatky
se vtéle tvori fyziologicky a hraji vyznamnou roli v obrané organismu v procesu
autoreaktivity, tedy oznaceni a odstranovani nepatfiénych ¢i nebezpecnych autoantigent,
které by mohly télo poskodit. Pfi¢in vzniku autoimunitnich onemocnéni je nespocet, vétSinou
se jednd o kombinaci vnitinich faktort,, jako je dédicnost, a faktori zevniho prostiedi.
Autoimunitni onemocnéni miizeme rozdelit na 2 zdkladni typy — systémova a organové
specifickd onemocnéni. Systémova autoimunitni onemocnéni jsou typicky namifend proti
jadernym bunéénym strukturdm organové nespecifickych antigenli. Organové specifické
autoimunitni choroby tvoii organové specifické cytotoxicky pusobici autoprotilatky. AIBD
patii mezi organov¢ specificka autoimunitni onemocnéni, kde u onemocnéni skupiny
pemphigu nalézame specifické protilatky proti antigenim desmosomalnich struktur, zatimco
u skupiny pemphigoidu detekujeme autoprotildtky proti antigenim hemidesmosomu

(Gawkrodger DJ, 1987).

Tkanove vazané protilatky detekujeme pomoci metody pfimé imunofluorescence (DIF), tkan
je vzdy odebirdna perilezionaln¢ vyjmutim zdravé tkané tésné v blizkosti Cerstvého projevu,

na rozdil od klasického histopatologického obrazu, kde je nutné odebrat vzorek piimo
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z floridni 1éze. Pro detekci v krvi cirkulujicich protilatek mizeme vyuzit metodu nepiimé

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

Zakladni eflorescenci vSech AIBD je vezikula ¢i bula s napjatou ¢i plihou krytbou, s ¢irym
obsahem na erytematéoznim podkladé ¢i normalni kizi. Sekundarné u téchto onemocnéni
muze dojit k zakaleni obsahu puchyte, puchyie praskaji a tvofi se eroze az rozsdhlé macerace.
Nasledn¢ zasychaji v krusty, neléceni ¢i Spatné 1éCené hojeni eflorescenci zplsobuje také
sekundarni impetiginizaci. Puchyie ¢i eroze mohou byt jednotlivé a lokalizované nebo se

mohou rozsifovat po celém koznim integumentu, nékdy mohou vést k jizveni.

AIBD je Sirokd 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). Vzhledem
k t¢émto diskrepancim zjednoduSim rozdéleni AIBD v této praci dle odliSného
histopatologického obrazu na 2 zakladni skupiny, tj. na onemocnéni s tvorbou
intraepidermalniho puchyfe (onemocnéni skupiny pemphigu) a se vznikem subepidermélniho
puchyie (onemocnéni skupiny pemphigoidu, epidermolysis bullosa acquisita, linedrni IgA-
dermatdzu a dermatitis herpetiformis Duhring) (Salavec M, Bostikova N, 2018) (Obr. €. 1). U
AIBD s intraepidermalni akantolyzou se tvoii specifické autoprotilatky proti proteinovym
vazebnym strukturdm sousednich keratinocytii v epidermis, desmosomiim, zatimco protilatky
reagujici se specifickymi antigeny hemidesmosomil v oblasti dermoepidermélni junkce

vytvafi subepidermdlni poruchu adherence, vytvaii se subepidermélni puchyt.

Vzhledem k velmi Sirokému spektru vSech AIBD se tato disertacni prace zamétuje predevSim
na soucasné pouzivanou diagnostiku, vySetfovaci metody a hlavnim cilem je popsat nové
vySetiovaci metody a diagnostické markery u nejcastéjsSiho subtypu AIBD — buldzniho

pemphigoidu.
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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 popséan jako samostatné
onemocnéni odlisné od pemphigu v roce 1953 (Lever W. 1953). Teprve v roce 1964 Beutner
a Jordan objevili, Ze autoprotilatky typické pro BP jsou stanovené metodou DIF a IIF jsou

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

BP se vyskytuje hlavné u star$i populace, nejcastéjsi nastup onemocnéni je v 6. - 8. dekade
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
ptipadi/milion/rok (Alpsoy E et al., 2015, Jung M. et al., 1999, Bertram F et al., 2009). U
pacientl starSich 80 let se incidence stoupa az k 150-330/ milion obyvatel/rok (Kershenovich

Retal, 2014).

Autoprotilatky u BP jsou produkované proti hemidesmosomdlnim antigenim BP180
(BPAG2, kolagen XVII, velikost antigenu je 180 kDa) a BP230 (BPAGI, o velikosti 230

kDa), které spojuji bazalni keratinocyty epidermis k bazalni membrané (Baum S et al., 2014).

Diagno6za BP je zaloZend na pozitivité minimalné dvou specifickych markert — histologicky
prikaz, detekce tkanove vazané protilatky imunoglobulinu G (IgG) a C3 slozky komplementu
v oblasti bazalni membrany epidermis metodou piimé imunofluorescence (DIF), detekce
cirkulujicich protilatek IgG pomoci nepfimé imunofluorescence (IIF) na opi¢im ¢i krali¢im
jicnu nebo na tkanovém substratu St€pnym 1M NaCl (salt split skin — SSS), detekce antigenti
BP180/ BP230 pomoci ELISA. Pomoci ndm muze i typicky klinicky obraz.

Pro stanoveni BP jsou znama diagnostickd kritéria. Povinnym kritériem je linedrni depozita
IgG a C3 slozky komplementu v oblasti dermoepidermalni junkce pii bazalni membrané
metodou DIF. Hlavnimi kritérii jsou napjaté puchyfe ¢i eroze na kizi, velmi vzacné
s postizenim sliznic, dale histopatologicky nélez subepidermalniho puchyte s eozinofily. Mezi
vedlejsi kritéria patfi depozita IgG v oblasti bazalni membrany metodou IIF, ptitomnost
antigenu BP180 a BP230 pomoci IIF a stanoveni téchto antigenli pomoci imunoblotu. Pro
stanoveni definitivni diagnézy BP musi byt dodrzeno povinné kritérium a 2 hlavni kritéria ¢i

povinné kritérium + 1 hlavni + 1 vedlejsi (Kershenovich R et al., 2014).
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Jednotlivé sérologické testy obycejné prokazou spravnou diagndézu BP u 60-80 % pacientd.
Jen kombinace nékolika metod vede k zachytu vétSiho procenta pacientd se spravnou
diagnozou BP. Proto je tieba vyvijet nové diagnostické metody, které by prispely k zvyseni

sensitivity.

2. HYPOTEZA A CILE PRACE

Stavajici klasické laboratorni metody umoziuji diagnostiku BP, kterd 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 markerti u pacientt s verifikovanou diagn6zou BP, které mohou byt
soucasti klasického screeningu, a pomoci tak pifi diagnostice nejednoznaénych piipadi a

ptedejit tak stanoveni chybné diagn6zy a nésledné i chybného 1é€ebného postupu.

2.1. Hypotéza
Rozsifeni spektra klasickych vySetfovacich metod o dvé dalsi vySetieni zvysi diagnostickou

sensitivitu u pacientd s BP:

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

slozky komplementu na bazalni membranu keratinocyti u BP.

2. Specifikace jednotlivych subtypt protilatky IgG (IgG1, IgG3, IgG4) a jejich vazba
na struktury bazdlni membrany mikroskopicky vykazuje linearni depozita v oblasti

subepidermalni junkce.

2.2. 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
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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& rutinné pfi
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 nasbirali
Siroky soubor pacienti s pfedem verifikovanou diagnézou BP pomoci minimalné 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,
kteti byli pomoci klasické IIF detekei cirkulujicich IgG protilatek negativni ¢i v Sedé zonég, ac
diagnéza BP byla stanovena pomoci jinych diagnostickych metod nez klasické IIF. U CFT
jsme pouzili nepfimou imunofluorescenci k diagnostice pacientil s potvrzenou diagné6zou BP
k vizualizaci linedarni depozice C3 slozky komplementu v oblasti bazalni membrany
keratinocytl. Po vizualizaci fluorescenénim ¢inidlem se snazime pozorovat linearni depozita

IgG a C3 slozky komplementu v oblasti bazalni membrany v laboratornich podminkach.

V této praci je popisovan vyzkum zaloZeny na detekci jednotlivych subtypl protilatky IgG
(konkrétné 1gG1, IgG3, 1gG4, protilatka IgG2 nebyla zkouména pro pfili§ nizkou specificitu,
udrzeni vysoké specificity testu, a pomoci tak pfi diagnostice BP. Jako dal§i mozZznost jsme
vyzkouseli, jaké je zastoupeni jednotlivych subtypil protilatky IgG vztazeno ke koktejlu
sloZzeného ze vSech 3 zkoumanych subtypi protilatky IgG.

3. MATERIAL A METODIKY

3.1. Komplement fixacni test

V nasem vyzkumu se jednd o jednotlivé centrovanou, retrospektivni, ptipadovou studii
s pouzitim 300 sér pacientli s diagnézou BP. Konkrétné se jednalo o 151 muzi a 149 Zen
s prumérnym 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 diagnoza
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buldézniho pemphigoidu a kterym zatim nebyla nasazena zadna celkova ¢i lokalni
imunosupresivni terapie. Diagndéza byla postavena na specifickém klinickém obraze
v kombinaci s minimalné 2 dal$imi pozitivhimi metodami (histologie, DIF, IIF na opi¢im
nebo krali¢im jicnu ¢i SSS, detekci BP180 a BP230 pomoci ELISA). Jako kontrolni skupina
byla pouzita séra od 136 pacientli, konkrétn¢ se jednalo o 52 muzl, 84 Zen s primérnym
vékem 60,2 let (Tab. ¢. 1). Kontrolni séra byla pouzita od pacientl s podezienim na AIBD dle
klinického obrazu, kde diagndéza BP byla pomoci klasickych diagnostickych metod

vyloucena.

Tab. ¢. 1: Distribuce pacientii s diagnozou bulozniho pemphigoidu a kontrolni skupiny pro

testovani herpes gestationis factor testu metodou neprimé imunofluorescence.

Pacienti Muzi (% z celku) Zeny (% z celku) Vék Priimérny 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

Pti kazdém béhu samotného testu byla pouZita pozitivni a negativni kontrolni séra, tzv. vnitini
kontrola, k vylou¢eni mozné chyby S$patné stanovené diagndzy. VSechna séra, tzn. od BP
pacientq, tak i kontrolni séra, byla fedéna v poméru 1:2 s PBS (phosphate buffered saline —
solny roztok pufrovany fosfatem) pfi idedlnim pH 7,4 a inkubovéna dale na nezafixované
mrazené zdravé lidské tkani (salt split skin — SSS). Inkubace pacientského séra s PBS na
preparatech probihala po dobu 30 minut pii teplot¢ 37 °C v temné komote, teplota byla
kontinualné udrzovana pomoci termostatu, k jakémukoliv vychyleni od stanovené teploty
nedoslo. Kontrola teploty byla rovnéZ provedena pied kazdym b&hem dvéma nezavislymi
pozorovateli. Pfesny €as byl nastaven na stopkach, aby nedo$lo k urychleni nebo naopak
k prodlouzeni inkuba¢ni doby vzorkl v temnych komorach. Takto pfipravené preparaty byly
po vyprSeni doby vyjmuty ztermostatu. Po omyti v PBS s0,005% Tween-20 jako
oplachového roztoku tiikrat po sobé v ¢asovém odstupu deseti minut byl aplikovan mix 3
pfedem pfipravenych a rozmrazenych sér od pacientll s vylou¢enou AIBD, ktery slouzil jako
externi zdroj komplementu. Cilené byla pouzita smés 3 riznych sér k dosaZeni dostate¢ného
mnozstvi komplementovych antigenti. 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 MgCI2, 146 mmol/l NaCl, pH 7,2+0,2) po
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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, Dansko, #F0201) fedéna 1: 100 v PBS
a inkubovéna na preparatech po dobu dalSich 30 minut v tmavé a vlhké komote. Vzhledem
k tomu, ze FITC je vysoce fotosenzitivni ¢inidlo, je potfeba zdlraznit 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 1 u
pozitivniho séra. Po posledni period¢ oplachu byly takto pfipravené preparaty zafixovany
fixaénim 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 fluorescencnim mikroskopu.

Pro srovnani jednotlivych titri byl pouzit Mann-Whitneyiv non-parametricky, neparovy test.
Pro komparaci senzitivity a specificity byl vyuzit Mc Nemartuv test. Jednotlivé hodnoty
senzitivity a specificity, stejné 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/).

3.2. Stanoveni subtypu protilatky IgG

Jednd se o retrospektivni, centrovanou a neintervencni analyzu sér. Pfi IIF detekci
jednotlivych subtyptli IgG protilatek jsme testovali celkem 64 pacienti s BP (31 muzd, 33 Zen)
v prumérném véku 75,8 let a 43 kontrolnich sér od pacientli (10 muza, 33 Zen) ve véku
primé&mé 52,8 let (Tab. ¢. 2). VSechna BP séra byla dle predchozich vysledkli negativni
metodou klasické IIF na opicim ¢i krali¢im jicnu. Tato séra byla shromézdéna mezi lety 2008
a 2015 na LMU Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie, Mnichov,
Némecko. Krev od BP pacientli byla odebrana pacientiim pted nasazenim jakékoliv celkové ¢i
lokalni imunosupresivni terapie. Kontrolni séra, stejné jako v ptipadé CFT, byla od pacientii
s podezfenim na AIBD, kde vSak diagn6za BP byla dostupnymi vySetfovacimi metodami
vyloucena. Diagn6za BP u naSich sér byla jiz v minulosti stanovena, stejné jako pii CFT,
pozitivitou minimalné 2 laboratornich testd (histologie, DIF, IIF na opi¢im, krali¢im jicnu ¢i

SSS, detekci BP180 a BP230 pomoci ELISA) a doplnéna typickym klinickym obrazem.
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Tab. ¢. 2: 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

V pilotni studii jsme testovali 3 rozdilné substraty pro IIF mikroskopii — opici jicen, krali¢i
jicen a SSS. SSS vykazoval velmi nizkou specifitu, krali¢i jicen naopak velmi nizkou
senzitivitu. Jen opici jicen jako substrat pro zhotoveni potfebnych preparati mél dostate¢nou
senzitivitu i specifitu, proto byl pouzit jako substrat. VSech 64 sér bylo pivodné negativnich
pomoci IIF na opi¢im jicnu pouzitim standardnich vySetfovacich metod, tzn. detekci séra
celkové protilatky IgG. VSechny nase zkoumané kontroly byly negativni pfi IIF na vSech

substratech, tzn. pouzitim tkdn¢ opiciho nebo krali¢iho jicnu i SSS.

IIF v nasem ptipad¢ detekujeme jednotlivé subtypy IgG protilatky, konkrétné IgGl, IgG3 a
IgG4. Jako prevence mozné vazby i nespecifickych ostatnich nevySetfovanych protilatek jsme
pouzili neutralizacni agens, které vyvaze tyto nepotiebné protilatky, konkrétné se jedna o
huménni Iso-aglutinin (Neutr-AB II, #213424, Medion Grifols Diagnostics, Svycarsko) pro
preinkubaci vSech 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 b&hu je vnitini
pozitivni a negativni kontrola pouZitim sér s pfedem vyloucenou diagnézou AIBD) byla
fedéna v poméru 1:10 s PBS, tzn. nynéjsi celkové fedéni je 1:20. Pomoci kryostatu byla
nakrijena v tenké vrstvé tkan, vytvofenim nezafixovanych, Cerstvé fezanych tkanovych
preparati z opicich jicnili, opét v termostatu uchovana po dobu 30 minut pii teploté¢ 37 °C,
ktera stejné¢ jako v pripadé metody CFT byla pravidelné¢ kontrolovana. Nasleduje 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 vyvézani téchto nepotfebnych a nespecifickych protilatek, po dobu 30 minut pfi
teploté 37 °C v tedéni 1:100 v PBST. Po dalsi oplachové periodé byly naneseny sekundarni
protilatky (mysi monoklondlni — nyni jiz znacené FITC — konkrétn€ byly pouzity humanni
IgGl, 1gG3, IgG4 protilatky, #F0767, #F4641, #F9890, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

fedéné 1:64 s PBST a inkubované na preparatech ve vlhké a temné komote po dobu 30 minut.
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Zde bylo také zajisténo zaclonéni proti dennimu svétlu pro spravnou naslednou vizualizaci
fluorescen¢niho ¢inidla. Byl testovan i koktejl vSech 3 testovanych protilatek (smés IgGl,
IgG3, IgG4) ve shodném fedéni, tj. 1:64 a nanesen na stejnou sadu preparatli, tim jsme se
snazili zvysit senzitivitu protilatky IgG. Po posledni periodé¢ oplachu nasleduje naneseni
fixacniho média (2,5%-diazabicyclooktan, 0,1% Na-azid, 10% PBST fedéném v glycerinu) na
podlozni sklicka ke konecné vizualizaci preparati. Po zafixovani byla pfiklopena kryci
sklicka. Preparaty tak byly pfipraveny k prohlizeni a hodnoceni ve fluorescencnim

mikroskopu.

Stejn¢ jako v experimentu s CFT byl v hodnoceni senzitivity a specificity pouzit Mc-
Nemariv 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.

4. VYSLEDKY

4.1. Komplement fixa¢ni test jako spolehliva diagnosticka metoda

Spravny vysledek CFT (pozitivni vs. negativni) byl stanoven pouze pfi spravnosti pozitivni a
negativni vnitini kontroly v kaZzdém jednotlivém bé&hu. Pozitivni preparaty se vyznacovaly
jasnym Zlutavé — zelenym linedrnim svétélkujicim depozitem C3 slozky komplementu
v oblasti dermoepidermalni junk¢ni zoény — subepidermélné, tedy pod epidermis v oblasti
bazéalni membrany a oddé€lujici vrstvu epidermis od dermis. Pfi separaci keratinocytl v oblasti
dermoepidermalni junkce byl vZdy pozorovan jasné fluoreskujici pas pouze na epidermalni

stran¢ puchyfie, tedy smérem k bazalnim keratinocytiim (Obr. €. 2).
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Obr. ¢. 2 (A i B): priklad pozitivniho vysledku CFT. Linearni depozice C3 slozky
komplementu je videna na epidermalni strané bazalni membrany na zdravé lidské SSS.

Detekce probiha pomoci polyklonalni kralici humdnni C3 protilatce znacené FITC. Zvétseno

200x.

100 T
] aDIF
1 = IIF monkey
80 i DOIIF rabbit
OlIF monkey+rabbit
60 m|IF salt-split skin
= EBP180
S OBP230
40 + ECFT
20
0 -

Sensitivity (%) Specificity (%)
Obr. ¢. 3: srovnani senzitivity a specificity u ruznych diagnostickych metod u pacient s BP

spolu s CFT. Pozn. IIFF monkey (IIF na opicim substratu), IIF rabbit (IIF na kralicim
substratu), IIF salt split skin (IIF na substratu stépeném [ mol/l NaCl).
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Tab. ¢. 3: pocet pacienti, sensitivita, specificita, pozitivni a negativni prediktivni hodnoty
vSech imunopatologickych metod. Kalkulace 95% konfidencniho intervalu (95% CI) byla

provedena pomoci GraphPad kalkulatoru, jak popsdano v metodach.

Pocet Pocet
pacientt s | kontrolnich
VySetreni BP sér Sensitivita Specificita Pozitivni prediktivni hodnota | Negativni prediktivni hodnota
91.82% (95%Cl: 0.8738- | 98.57% (95% CI: 0.9230- | 99.51% (95% Cl: 0.9729- | 79.31% (95% Cl: 0.6929-
220 70 0.9508) 0.9996) 0.9999) 0.8725)
73.67% (95% Cl: 0.6830- | 100.0% (95% CI: 0.9732- | 100.0% (95% Cl: 0.9834- | 63.26% (95% CI: 0.5643-
300 136 0.7856) 1.00) 1.00) 0.6971)
76.33% (95% Cl: 0.7111- | 98.53% (95% ClI: 0.9479- | 99.13% (95% Cl: 0.9691- | 65.37% (95% CI: 0.5842-
IIF kralici jicen | 300 136 0.8103) 0.9982) 0.9989) 0.7186)
IIF opici+ kralici 78.00% (95% Cl: 0.7288- | 98.53% (95% Cl: 0.9479- | 99.15% (95% Cl: 0.9697- | 67.00% (95% CI: 0.6002-
jicen 300 136 0.8256) 0.9982) 0.9990) 0.7347)

‘ 72.87% (95% Cl: 0.6728- | 100.0% (95% Cl: 0.9384- | 100.0% (95% Cl: 0.9825- | 42.65% (95% Cl: 0.3421-
287 58 0.7788) 1.00) 1.00) 0.5141)
‘ 71.04% (95% Cl: 0.6552- | 97.46% (95% Cl: 0.9275- | 98.60% (95% Cl: 0.9596- | 57.21% (95% Cl: 0.5006-
297 118 0.7614) 0.9947) 0.9971) 0.6415)
_ 56.36% (95% Cl: 0.5045- | 98.26% (95% Cl: 0.9386- | 98.80% (95% Cl: 0.9572- | 47.08% (95% Cl: 0.4063-
BP230 291 115 0.6214) 0.9979) 0.9985) 0.5361)

71.67% (95% Cl: 0.6620- | 100.0% (95% Cl: 0.9732- | 100.0% (95% CI: 0.9830- | 61.54% (95% CI: 0.5478-
300 136 0.7670) 1.00) 1.00) 0.6798)

Rozdil mezi sensitivitou CFT a BP230 pomoci ELISA byl signifikantni (p< 0,0001), ale

nezaznamenali jsme signifikantni rozdil mezi CFT a ostatnimi serologickymi 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 opic¢im jicnu, IIF na krali¢im jicnu, IIF na
SSS doséhla 98,6 %, 97,5 %, 98,3 %, 100 %, 98,5 %, 98,5 % a 100 % (Obr. ¢. 3, Tab. €. 3).

Nedoslo k signifikantni odchylce mezi specificitou CFT s jinymi sérologickymi metodami.

Ackoliv sensitivita jednotlivych sérologickych metod je niZsi nez 80 %, kombinace sensitivity
BP180, BP230 a CFT dosahla 90,7 % protoze CFT detekoval 20 ze 46 pacientii s BP (43,5
%), kteti byli sérologicky negativni pro obé BP180 1 BP230 ELISA. Sensitivita CFT
v kombinaci s IIF na opi¢im a krali¢im jicnu stoupla na 88,7 %, kde CFT je pozitivni u 31
z 66 pacientd s BP (47,0 %), ktefi byli negativni pro ob& IIF metody. Kombinaci CFT se
vSemi sérologickymi testy se vySplhala sensitivita 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 pacientd s BP (38,9 %), u nichz byla DIF hodnocena jako a

epidermalni negativni.
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4.2. ZvySeni sensitivity neprimé imunofluorescence detekci IgG1, IgG3, IgG4 a jejich
kombinace

Pomoci metody nepiimé imunofluorescence byl testovan vzorek 64 pacientti s BP (31 muzii,
33 zen v primérném veéku 75,8 let) a 43 kontrol (10 muzi, 33 Zen ve véku primérné 52,8 let).
V této skuping byla testovana ptitomnost subtypii protilatky IgG, konkrétné IgG1, IgG3, 1gG4
a koktejlu vSech vyse uvedenych subtypt. Pod fluorescenénim mikroskopem byl hodnocen
vysledek testli — o pozitivit¢ hovofime pii jasné linedrni depozici jednotlivych IgG subtypt pii
BM jicnu v oblasti epitelii a mukoznich papil minimalné v 1/3 celkového povrchu (Obr. €. 4).

Vsechny preparaty stejn¢ jako u CFT byly zaslepené kontrolovany nezaujatym hodnotitelem,

ktery na vyzkum dohlizel.

Obr. ¢. 4: Jasné fluoreskujici linearni depozita subtypu protilatky IgG1 pri bazalni

membrané na substratu opiciho jicnu v fedeni 1:64, zvetseno 200x.

Vétsina BP sér (57 z 64-89 %) a kontrolni séra byla negativni pro BP 230 ELISA. Dale 34
z celkového mnozstvi 64 testovanych sér BP vykazalo pozitivitu 53 %. Zadné z kontrolnich
testovanych sér nevykdzalo pozitivitu pro BP180 ELISA. DIF byla v nasem vzorku pozitivni
u 59 pacientt (92,2 %) a negativni v 1 ptipade (1,5 %), u 4 pacienti (6,3 %) nebyla DIF
vySetiena. V 1 piipad¢, kde byla DIF negativni, byla diagn6za BP stanovena pozitivitou
jinych metod — pozitivitou BP230 ELISA, prikazem linearnich epidermalné lokalizovanych
depozit IgG v IIF na SSS a typickym standardnim histologickym (v HE barveni) a klinickym
obrazem odpovidajicim diagnéze BP. DIF bylo provedeno u 9 kontrol, které¢ byly vSechny
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negativni. U 4 pacientl, kde DIF nebyla vibec vysetfena, 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 pacient s BP se nachazelo 9 (14,1 %) pro 1gG1, 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 nejednoznacnéd distribuce signalu). Vzdy bylo brdno v potaz majoritni
zastoupeni linearni depozity podél bazalni membrany a hodnoceno ve vysledku jako pozitivni
¢i negativni. Pro kalkulaci sensitivity a specificity jsme vyuzili 95% konfidenci interval (Tab.
¢. 4). IgG1 vykazuje obecné v naSem vyzkumu jasnéjsi fluorescenci nez IgG4, i to muze

vysvétlovat fluorescenci u preparatti v Sedé zoné.

Tab. ¢. 4: Sensitivita, specificita, pozitivni a negativni prediktivni hodnoty vsech IgG subtypu

pomoct metody IIF. Vsech 64 sér bylo piivodné falesné negativni dle klasické IIF na opicim

Jicnu.
Sensitivita v % | Specificita v % | Positivni prediktivni hodnota v | Negativi prediktivni hodnota v
Vysetieni (95% Cl) (95% Cl) % (95% Cl) % (95% Cl)
1gG1 IIF 45.3 (32.8-58.3) 100 (91.8-100) 100 (88.1-100) 55.1 (43.4-66.4)
1gG3 IIF 18.8 (10.1-30.5) 100 (91.8-100) 100 (73.5-100) 45.3 (350-55.8)
18G4 IIF 32.8 (21.6-45.7) 100 (91.8-100) 100 (83.9-100) 50.0 (39.0-61.0)
Koktejl 1gG IIF 48.4 (35.8-61.3) 97.7 (87.7-99.9) 96.9 (83.8-99.9) 56.0 (44.1-67.5)

Celkem vSech
uvedenych vyse

62.5 (49.5-74.3)

97.7 (87.7-99.9)

97.8 (88.2-99.9)

67.7 (54.7-79.1)

DIF 98.3 (91.1-100) 100 (66.4-100) 100 (93.9-100) 90.0 (55.5-99.8)
BP180 ELISA 54.7 (41.8-67.2) 100 (75.3-100) 100 (90.0-100) 31(17.6-47.1)
BP230 ELISA 10.9 (4.5-21.3) 100 (75.3-100) 100 (59.0-100) 18.6 (10.3-29.7)

Dle naSich vysledkli jsme se setkali s pozitivitou z 64 BP sér u 29 pacientl (45,3 %) u
IgGl, 12 (18,8 %) u IgG3, 21 (32,8 %) u 1gG4 a 31 (48,8 %) kombinaci vSech 3 protilatek
(koktejl 1gG1, 1gG3, IgG4). Senzitivita se tak vysSplhala na 45,3 %, 18,8 %, 32,8 % a

48,4 %. Jen 1 kontrolni sérum bylo hodnoceno jako falesné pozitivni pouZitim koktejlu

IgG. Specificita dosdhla tak u vSech jednotlivych protilatek 100 %, v pfipad¢ koktejlu
ze vSech 3 subtypt (IgG1, IgG3 a IgG4) 97,7 %.
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Vnasem vyzkumu nevidime vyznamnou korelaci pouzittho mnozstvi protilatek a
jednotlivych subtypii IgG protilatek, vyznamnou korelaci pozorujeme jen u zkoumaného titru

fedéni IgG, ktery byl stanoven na 1:64.

Zajimavé je, ze 12 z 64 sér (18,8 %) BP sér vykazuje negativitu u pouziti koktejlu protilatek,
ale pozitivitu minimaln¢ jednoho subtypu IgG. Déle 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 znamena pozitivitu minimalné jednoho subtypu IgG, negativita znamena
nedostate¢nou imunofluorescenci u vsech subtypt IgG vcetné koktejlu IgG. 44 z 64 BP sér

bylo pozitivnich, proto se totalni sensitivita vySplhala na 68,8 % pfi specificite 97,7 %.
pri sp

Predominance cirkulujici IgG1 protilatky byla vidéna v 29 sérech z pozitivnich 44 ptipad
(65,9 %), dale nasleduje IgG4 s pozitivitou 21 sér z 44 piipada (47,7 %), odlisnost vSak neni
signifikantni (p= 0,1356). IgG3 byla ze vSech 3 subtypi IgG nejméné Casto pozitivni,
detekovala jen 12 z vSech 44 pozitivnich sér (27,3 %), ale jen pouhd 4 séra byla pozitivni Cisté
pro IgG3. Naopak samotné IgG1 vykazovalo pozitivitu u 9 sér (20,5 %), samotné 1gG4 u 7
sér (15,9 %) (Tabulka €. 6). Vyjma koktejlu bylo 20 ze 40 sér (50 %) pozitivnich pro vice nez
1 subtyp.

5. DISKUZE A ZAVERY

Autoimunitni puchyifnatd onemocnéni jsou Sirokou skupinou chorob asociovanou
s autoimunitou a tvorbou specifickych autoprotilatek proti strukturdlnim komponentam mezi
jednotlivymi sousednimi keratinocyty v epidermis ¢i mezi bazalnimi keratinocyty a bazalni
membranou oddélujici epidermis od dermis. AIBD rozdélujeme na dvé zakladni skupiny —
s intraepidermalni ¢i se subepidermalni ztratou adheze, a tak v mikroskopickém obrazu
vytvoteni puchyfte intraepidermalné ¢i v oblasti dermoepidermalni junkce. Vazba protilatek na
cilové struktury vede v dané oblasti k poruse adheze, puchyf vznikne bud’ intraepidermalné
pii onemocnénich skupiny pemfigu ¢i subepidermalné v oblasti dermoepidermalni junkce pfi
onemocnénich skupiny pemphigoidu. Detekce autoprotilatek vazanych v tkani ¢i cirkulujicich

v séru je esencidlni v diagnostice autoimunitnich puchyinatych chorob.
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Specifické autoprotilatky u intraepidermélniho typu AIBD, u skupiny onemocnéni skupiny
pemphigu, reaguji s antigeny strukturdlnich proteini epidermis, desmosomi, dojde tak
k vytvofeni fragilni plihé krytby puchyie v oblasti epidermis, ktery postihuje ktizi téla ¢i
sliznice. Podstatou onemocnéni skupiny pemphigu je imunitni reakce namifena proti
intraepidermalnim glykoproteinim ze skupiny kadherinti, jako jsou desmoglein 1 (Dsgl) a 3
(Dsg3), desmokolin 1 (Dscl), desmoplakin I a II, plakoglobin, periplakin, plektin ¢i
envoplakin. U subepidermdlni skupiny AIBD se specifické autoprotilatky véazou na
strukturdlni proteiny v oblasti dermoepidermalni junkce. Tyto specifické proteiny
zprostfedkovavaji adhezi hemidesmosomu bazalnich keratinocytii (BP180, BP230, plektin,
a6p4 integrin, CD151) k proteiniim v lamina lucida ¢i lamina densa (kolagen VII) bazalni
membrany. Autoprotildtky u BP jsou produkované proti hemidesmosomélnim antigenim —
transmembranovému antigenu BP180 (BPAG2, kolagen XVII) a intraceluldrnimu plakinu

BP230 (BPAG1).

Zlatym standardem vSech AIBD je vySetfeni kuze, které se provadi tzv. perilesiondlnim
odbérem vzorku tkdné nemocného metodou pfimé imunofluorescence. Pod fluorescen¢nim
mikroskopem pozorujeme jasnou zeleno — Zlutou intraepidermalni sit’ zpisobenou ptitomnosti
intercelularnich depozit imunoreaktant vazanych ve tkani. Naopak specifické cirkulujici

protilatky jsou zachyceny metodou nepiimé imunofluorescence pouZzitim humanni kiize nebo

-----

NejznaméjSim a nejcastéjSim typem onemocnéni skupiny pemphigoidu je bulézni 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 hovoii o pojmu imunodermatologie a o autoimunitnich
buldznich 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).
Podstatu histologického obrazu ¢ini mechanismus imunitni reakce u BP, kde dojde k oddéleni

vrstev epidermis od bazalni membrany, a tak se vytvofi subepidermalni puchyft, adheze celych

vrstev keratinocyti a samotnych bunék intraepidermdlné je vSak neporuSena. Pri
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imunofluorescenénim vySetfenim pozorujeme linearni ¢i granularni depozita protilatek IgG,

IgA ¢i C3 slozky komplementu.

BP se vyskytuje nejvice u starsi populace, nejcastéjsi nastup onemocnéni je v 6. - 8. dekade
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
pripadi/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).

Diagnoza BP je zaloZzend na pozitivit¢ minimaln€ dvou specifickych markert, které
povazujeme za klasické ¢i standardni vySetfovaci metody — histologicky priikaz, detekce
tkanové vazané protilatky IgG a C3 slozky komplementu v oblasti bazalni membrany
epidermis metodou DIF, detekce cirkulujicich protilatek IgG pomoci IIF na opi¢im ¢i
krali¢im jicnu nebo na tkanovém substratu SSS, detekce antigent BP180/ BP230 pomoci
ELISA. Dalo by se shrnout, Ze mezi standardné pouZzivané diagnostické metod BP patii
histopatologicky rozbor a imunofluorescencni vySeteni. Ke stanoveni spravné diagndzy nam

muze pomoci i typicky klinicky obraz.

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

proto je potieba vyvijet nové laboratorni postupy, které se k tomuto idedlu co nejvice ptiblizi.

V roce 1973 byla poprvé v literatufe popsana ucast komplementu ve vztahu k puchyfnatym
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 nepfimé 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 ptitomnosti
imunoglobulint. Depozita C3 slozky komplementu byla popséna béhem akutniho vzplanuti
puchyinatého onemocnéni a sila fluorescence zavisela na stafi puchyfe. U pacientli s BP byla
prokdzana také linearni 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, ktera byla v 70. letech objevena, byla n¢kolikrat vyuzita jen k uzké diagnostice
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pemphigoid gestationis. Zminéni autoii testovali nékolik malo pacienti s PG, BP a
syst¢émovym lupus erythematodes. Dle jejich vysledkd 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 popséna aktivace klasickou cestou.
Z této publikace tedy vyplyva, Ze u pacienti s BP dochazi 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 pozd¢ji, v roce 1976, probihaly vyzkumy fixa¢ni 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 publikovéno, ze CFT je zalozena na rozdilné
metodice oproti jinym sérologickym testim a detekuje protilatky IgG v nizkém titru, které
jsou namifené proti antigenim bazalni membrany. Doslo tedy krozporu, zda ma CFT
komplement fixac¢ni schopnost, coz vede k depozici C3 slozky komplementu i bez pfitomnosti
imunoglobulinu G ¢i zda komplement fixa¢ni test je samotnd 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 fluorescenénim mikroskopu pii pouziti nepfimé imunofluorescence sviti
linearni depozita C3 bez detekce IgG. Pokud doslo k zahtéti preparatl nad 56 °C po dobu
miniméln¢ 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 klesa 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 fixaénimi protilatkami IgG a aktivitou
onemocnéni. Proto v této publikaci dochéazeji k vysledku, ze autoprotilatka IgG je samotna
komplement fixacni protilatka, tzv. HG factor, ktery je stanoveny pomoci komplement

fixaéniho testu.
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Tato diskrepance je vysvétlovana tim, ze IgG protilatka se skladd z n€kolika heterogennich
subtypti, kde ne vSechny jsou schopné aktivovat komplement. Proto v nékterych piipadech 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 Sl et al., 1976, Carruthers JA, Ewins AR, 1978, Millns JL et al., 1979, Kurihara S et al.,
1980). Jiz v minulosti vyzkumy prokazaly potenciondlni piinos CFT pii diagnostice BP
(Jordon RE et al., 1976, Fuligni A et al., 1990) na uzké skupiné pacientii. V pozd¢jsich 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 popisovana po vice nez 25 let, vSechny pifedchozi
studie se zamétovaly 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-
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). V roce 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 pacientit). Od 90. let se v literatuie vSak nevyskytuji dalsi informace tykajici
se CFT a BP, mozZna kvili zavedeni komeréné vyrabénych ELISA setl, které pfisly na trh

v roce 1990.

Piedpokladali jsme, Ze CFT je odliSny od ostatnich sérologickych metod a je uzplisoben
k detekci protilatek IgG s nizkym titrem proti antigenim bazalni membrany. Zda se, ze u
pacientil, ktefi jsou sérologicky negativni ¢i v Sedé zoné€, je CFT schopen detekovat malé

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

K potvrzeni nasi hypotézy jsme zkoumali rozsdhly 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 opi¢im ¢i

krali¢im jicnu nebo na tkanovém substratu SSS, detekce antigent BP180/ BP230 pomoci

26



ELISA) je mozno dosédhnout naristu senzitivity pfi zachovani velmi vysoké specificity. Tak
je mozné predikovat zarazeni CFT mezi ostatni metody jako sekundarni screeningovou
metodu, kdy klasickd IIF na opic¢im ¢i krali¢im jicnu nebo na SSS je negativni, dochazi
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
jasné pozitivni 1 pies negativni vysledky ostatnich diagnostickych metod, mlizeme fici, Ze
pozitivni prediktivni hodnota u CFT je vysoka, a CFT miize také slouzit jako konfirmacni
metoda u pacientli s nejednoznacnou diagnozou ¢i kde se BP dle typického klinického obrazu
predpokladd. Mezi dalsi experimentdlni metody v diagnostice BP patii ELISA, imunoblotting,
imunoelektronovéd mikroskopie a imunoprecipitace. CFT metoda je ovSem z ekonomického

hlediska nejptijatelné;si.

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

literatufe byla jen okrajova.

V literatute se jiz od 60. let 20. stoleti uvadi, ze IgG autoprotilaitka 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 1gG3

subtypu ukazuje signifikantni zlepSeni senzitivity pii ponechani vysoké specificity.

V nasi studii jsme zkoumali detekci jednotlivych subtypl IgG vézajicich se nespecificky na
tkan opi¢iho jicnu, proto bylo potfeba ostatni nezkoumané protilatky zablokovat pomoci
bloka¢niho agens. IgG2 nebylo zkoumano pro pfili§ nizkou specifitu. I v literature se o IgG2
protilatce ve vztahu k BP pfilis nehovofti (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 zéklad€é 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 jedind a nejCastéji detekovatelnd protilatka
v prodromalnim staddiu BP (Lamb PM et al., 2008). V nasem ptipad€, kdy jsme vyloucili
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puvodné pozitivni séra dle klasické IIF a zamétili se Cisté na negativni séra dle klasické IIF,

muzeme hovofit o predominanci IgG1 a IgG4.

Senzitivita klasické ¢i tradiéni IIF na opi€im jicnu se pohybuje v rozmezi 60-80 % (Di Zengo
G et al., 2012, Sardy M et al., 2013). Senzitivita klasické IIF na opi¢im jicnu se nachazi na
hodnoté 73,2 % dle ptedchozich studii (Sardy M et al., 2013). Podle naSich vysledkt asi 30-
50 % falesn& negativnich sér stanovenych pomoci klasické IIF na opi¢im jicnu mulze byt
spravn¢ diagnostikovano pouzitim jednotlivych IgG subtypl. Senzitivita dvojstupiiového
testu (klasickd IIF s naslednou IIF s pouzitim IgG subtypl u pacientt ,,faleSné* negativnich
pti klasické IIF) by se nyni mohla v naSem piipadé posunout az na 80-87 %. Kumar et al.
vySetioval 25 faleSné negativnich sér s narlistem 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 monoklonélnich anti-IgG subtypli na opi¢im jicnu, specificita

téchto testt 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 vzork nejen hodnotitelem, ale i nezavislym 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
pfedmétem naSeho vyzkumu. Detekce cirkulujicich IgG subtypt mlzZe hrat do budoucna

vyznamnou roli v patogenezi, prognoze a terapeutické relevanci BP.

Plati, Zze diagnostika BP se zakladala na pozitivit¢ minimalné¢ 2 diagnostickych metod
podpoienych typickym klinickym obrazem. Po vizualizaci ve fluorescencnim mikroskopu
jsme zjistili, Ze u Siroké skupiny BP pacientll je mozné vidét jasné fluoreskujici linearni
depozita C3 slozky komplementu. Z toho vyplyvd, ze CFT miZe byt zatazena vedle
klasickych metod mezi ostatni diagnostické testy a konkurovat jinym vysoce senzitivhim
diagnostickym testim, jako jsou DIF ¢i histologicky obraz. CFT miiZe slouzit k diagnostice
nejen pacientd s pemphigoid gestationis, ale také obecné u pacientli s buldéznim

pemphigoidem.
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Prizkumem velkého vzorku pacientll s BP jsme dosli k zavéru, ze CFT mutze byt dilezitou
metodou u pacientti, kteii jsou bud’ negativni Ci se nachéazeji v Sedé zon¢ pouzitim ostatnich
sérologickych metod, DIF ¢i histologického rozboru. Jeho vysoké specificita a pozitivita pfi
vysoké pozitivni prediktivni hodnoté neocekéva faleSné negativni vysledek. Zlatym
standardem muze byt CFT pouzity jako sekundarni konfirmacni test u sérologicky
nejednoznacnych piipadi. Tim se nase hypotéza potvrdila. Proto mizeme fici, Ze metoda
CFT mize byt zatazena mezi klasické diagnostické metody a pfispét tak k upiesnéni

nejednoznacnych ptipada.

Dale plati, Ze stanoveni jednotlivych subtyp protilatky IgG hraje vyznamnou roli
v imunopatologii BP s predominanci IgG1 a 1gG4 a mize pomoci pii presnéjsi diagnostice
BP. Dale jsme dosli k zavéru, ze IgG3 neni predominantni protilatka pti diagnostice BP, mtize
byt vSak pouzita jako soucast koktejlu vSech IgG. Pouziti dvojstupiiového testu (klasicka IIF
s naslednou IIF s vyuZitim detekce jednotlivych IgG subtypl u pacient ptivodné negativnich
pti klasické IIF) mlze byt doporucena jako doplitkova standardni metoda pfi analyze sér na

BP ptipadech, kde selhala klasicka IIF.
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