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Autoimunitni puchyinaté choroby jsou zavaznd a chronicky probihajici onemocnéni
sliznic a klize s neznamou etiologii. Jsou charakterizovany tvorbou specifickych protilatek proti
adhezivnim molekulam v epidermis nebo v oblasti tzv. dermoepidermalni junkce. Vazba
protilatek na cilové struktury vede v dané oblasti k poruse adheze a ke vzniku puchyte. Detekce
autoprotilatek vazanych v tkani ¢i cirkulujicich v séru je zakladem diagnostiky autoimunitnich
puchyinatych chorob.

Stavajici klasické laboratorni metody umoziuji diagnostiku bulézniho pemphigoidu (BP),
kter4 vSak neni schopna zachytit definitivné a s jistotou nemocné, kde klinicky obraz 1ékafi nabizi
moznost podezieni na nékteré z autoimunitnich puchyinatych chorob. Tato skute¢nost zahrnuje
siroké pole moznosti ve zkoumani a popisu novych diagnostickych markert, které mohou vést ke
zvySeni senzitivity pii zachovani vysoké specificity. Vyzkum autorky je zaméfen na
charakterizaci dalSich diagnostickych markeri u pacientli s verifikovanou diagnézou BP, které
mohou byt soucasti klasického screeningu, a pomoci tak pti diagnostice nejednoznacnych piipada
a nasledn¢ i nastavit nejvhodnéjsi 1éCebny postup. Cilem bylo tedy stanoveni novych markert, a
tak doplnit klasické vySetfovaci metody, které¢ jsou v dnesni dobé rutinné pfi diagndze pouzivany.

U buldézniho pemphigoidu jsou typické specifické protilatky produkované proti
hemidesmosomalnim antigenim BP180 a BP230, které spojuji bazalni keratinocyty a bazalni
membranu. Diagndéza je zaloZzend na pozitivit¢ minimalné¢ dvou specifickych markert -
histologicky prikaz, detekce tkanoveé vazané protilatky frakce imunoglobulinu G a C3 slozky
komplementu v oblasti bazalni membrany epidermis metodou piimé imunofluorescence, detekce
cirkulujicich protilatek frakce imunoglobulinu G pomoci nepfimé imunofluorescence na opic¢im ¢i
kralicim jicnu nebo na tkanovém substratu $t€épeném 1mol/l NaCl, detekce antigeni BP180/
BP230 pomoci enzymovych imunoeseji. Klinicky obraz dopliiuje stanoveni spravné diagnozy.

Dalsi diagnostickou metodou, kterd byla v 70. letech 20. stoleti vyuZivana pouze k tzké
diagnostice pemphigoid gestationis (diive 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 fixacni test autorka uzila u vzorku

300 pacientli s prokazanou diagnozou bulézniho pemphigoidu a 136 negativnich kontrol ke



zjisténi, zda mtize byt tato metoda vyuzita také k diagnostice jinych puchytnatych chorob nez jen
pemphigoid gestationis.

Neptfimd imunofluorescence je standardni diagnostickou metodou buldzniho
pemphigoidu, jejiz senzitivita je relativné nizka. U pacientt s buldéznim pemphigoidem je znamo,
ze subtypy imunoglobulinu G hraji diilezitou roli (imunoglobulin G1-3 jako komplement fixac¢ni
protilatky, imunoglobulin G4 nefixuje komplement). Price se tedy zamcfila i na detekci
jednotlivych subtypt protilatky (konkrétné IgGl, IgG3, IgG4) u 64 pacienti s verifikovanou
diagnézou buldézniho pemphigoidu, kteti byli ale negativni dle klasické nepfimé
imunofluorescence. Vyzkum jednotlivych subtypti protilatky IgG metodou nepiimé
imunofluorescence nebyl dosud v literatufe popsan.

Komplement fixa¢ni test by tak mohl byt zatfazen mezi klasické diagnostické markery
bulézniho pemphigoidu a pomoci ve spravné diagnostice u sérologicky rozporuplnych ptipadu.
Detekce jednotlivych subtypt protilatky imunoglobulinu G1, G3, G4 a jejich kombinace pomoci
metody nepfimé imunofluorescence na opi¢im jicnu by mohla zlepSit diagnostiku u pacientl s
buléznim pemphigoidem a ne zcela jednoznacnym sérologickym néalezem. Metoda CFT uzitd v
pripad¢ diagnostiky AIBD nezavisi na mnozstvi antigenti ¢i komplementu samotného, protoze
pacientskd séra nejsou ovlivnéna vlastnim systémem komplementu, a podil externé dodaného
komplementu a externich antigenil neni zcela standardizovan. Prikaz pozitivity CFT u pacienti s
BP probiha pomoci vizualizace komplementové podlozky C3, ktera je navazana na bazalni
membranu tkanového substratu SSS. Proto je tento postup schopen detekovat jen protilatky cilené
specificky proti bazalni membrané v oblasti DEJ a to s vysokou mirou specificity.

Soucasti tohoto posudku je predkladana vyse uvedend prace MUDr. Jany Krabcové ve
vazané formé s pfiloZenym autoreferatem disertacni prace. Rozsah prace je 102 stran. Prace je
¢lenéna do 9 ¢asti veetné seznamu referencni literatury, pouZzitych zkratek a ptiloh. Po uvodu
a charakteristice soucasného stavu poznani jsou jasné definovany cile prace a hypotézy
s pouzitou metodikou, nasleduji vlastni vysledky a diskuze se zadvérem. Disertacni prace je
vypracovana peclivé po strance obsahové a je doplnéna 16 obrazky (4 obrazky, 12 fotografii
klinickych 1 mikroskopickych), 1 sloupcovym grafem a 8 tabulkami (soucast vlastniho textu).
Tato obrazova a fotograficka dokumentace vykazuje jednotny kod a napomdha rychlé
orientaci v datech, upfesiiuje a doplituje vhodné vyslednou analyzu autora. Citace referencni
literatury jsou uvedeny v dostate¢ném mnozstvi (103 referenci). Jejich ¢asova proporcionalita
je v poradku.

Pomoci metody CFT testovala autorka hluboce zmraZzena séra od 300 pacientl BP, jejichz
diagn6za byla stanovena pozitivitou minimalné¢ 2 dalSich laboratornich metod. Ve

vyzkumném souboru se jednalo konkrétn€ o 151 muzh a 149 Zen s primérnym vékem 76,9



let. Krev byla odebréna jen od téch nemocnych, kde byla s jistotou stanovena diagndza
bulézniho pemphigoidu a kterym do analyzy nebyla nasazena zadnad celkova ¢i lokalni
imunosupresivni terapie. Diagnoza byla postavena na specifickém klinickém obraze v
kombinaci s minimaln¢ 2 dal$imi pozitivnimi 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 prumérnym vékem
60,2 let. Kontrolni séra byla pouzita od pacientl s podezienim na AIBD dle klinického
obrazu, kde vlastni diagn6za BP byla pomoci klasickych diagnostickych metod vyloucena.

Pti IIF detekci jednotlivych subtypt IgG protilatek autorka testovala celkem 64 pacientl s
BP (31 muzt, 33 Zen) v prumérném veéku 75,8 let a 43 kontrolnich sér od pacientd (10 muzi,
33 zen) ve véku praimérné 52,8 let. VSechna BP séra byla dle piedchozich vysledki negativni
metodou klasické IIF na opi¢im ¢i krali¢im jicnu. Dle vysledkt pilotni studie (testy senzitivity
a specifity) vybran opici jicen.

Vyzkum prokazal, ze CFT vykazuje vysokou senzitivitu (71,7 %) se zachovanim 100%
specificity, timto se nepfili$ lisi od ostatnich sérologickych metod. Nicméné¢ v kombinaci s
dal§imi metodami (IIF na opi¢im ¢i kralicim jicnu, BP180/ BP230 ELISA) ukéazal CFT
rostouci senzitivitu az na 95,3 % bez soucasného snizeni specificity, kterd ziistava na 100 %.
V neposledni fadé byla metoda CFT schopna diagnostikovat 30—50 % pacienti s BP, ktefi
byli negativni pomoci ostatnich sérologickych metod. Zatfazeni CFT mezi ostatni metody 1ze
uzit jako sekundarni screeningovou metodu, kdy klasické IIF na opi¢im ¢i krali¢im jicnu nebo
na SSS je negativni, dochazi k zvySeni senzitivity o 10-15 % a to detekci praimérné 50 % BP
protilatek, které jsou nedetekovatelné pomoci klasické IIF. CFT muze byt zafazen vedle
klasickych sérologickych metod mezi ostatni senzitivni diagnostické testy. CFT mize byt
dillezitou metodou u pacientt, ktefi jsou bud’ negativni ¢i se nachdzeji v Sedé zoné pouZitim
ostatnich sérologickych metod, DIF ¢i histologického rozboru. Zlatym standardem miiZze byt
CFT pouzity jako sekundarni konfirmacni test u sérologicky nejednoznaénych ptipadu.

Stanoveni jednotlivych subtypii protilatky IgG hraje roli v imunopatologii BP s
predominanci IgG1 a IgG4 a mlZe pomoci pii piesnéjsi diagnostice BP. Kombinaci vSech 3
subtypt protilatek (koktejl IgG1, IgG3, IgG4) senzitivita vzrostla 48,4 %. Specificita dosdhla
tak u vSech jednotlivych protilatek 100 %, v ptipadé koktejlu ze vSech 3 subtypt (IgG1, IgG3
a IgG4) 97,7 %. Autorka dochédzi k zavéru, Ze IgG3 neni predominantni protilatka pii
diagnostice BP, muze byt vSak pouzita jako soucast koktejlu vSech IgG. Pouziti

dvojstupiiového testu (klasickd IIF s naslednou IIF s vyuzitim detekce jednotlivych IgG



subtypl u pacientt faleSn¢ negativnich pii klasické IIF) maze byt doporuceno jako doplikova
standardni metoda na BP ptipadech, kde selhala klasicka IIF.

Téma 1 pouzitd metodologie jsou vhodné a odpovidaji soucasnym poznatkim o
problematice.

Z hlediska typu celé studie je nevyhodou, ze byla limitovana retrospektivnim ptivodem
sbéru dat. V nékterych ptipadech tedy nebylo mozné provést spravnou korelaci mezi
diagnostickymi daty a klinickym obrazem daného pacienta.

Dalsi faktory, které mohly ovlivnit vysledky této studie, byly dle moznosti eliminovany 1

zvolenym statistickym hodnocenim a vySetfenim v jedné certifikované laboratofi.

Poznamky oponenta k praci a dotazy:

VECNA A POUZE FORMALNI DOPLNENI TEORETICKEHO UVODU

Str. 26 — endemicky pemphigus neni latinsky vyraz, stejné jako Senear-Usher syndrom (i str.

33) — bez kurzivy.

Str. 75 — obr. ¢. 15 by bylo vhodnégjsi v ceském jazyce, souvisejici tabulka ¢. 5 nad nim je

v ¢esting.

Str. 80 - cosinem, nikoliv eoseinem

Str. 84 — posledni odstavec: terminy klinickych jednotek v latinském jazyce kurzivou

KOREKCE FAKTU TEORETICKE CASTI

Str. 34 — Paraneoplasticky pemphigus - Diagnostika PNP se miiZze zaklddat také na
imunofluorescencnim vysetfeni, konkrétné se jednad o pozitivni reakci IgG metodou IIF
pouzitim krysiho Zlu¢niku jako substratu, ktery je bohaty na plakiny (a prechodného

epitelu mocového méchyte krys).

Str. 40 - Diagndza BP je zaloZend na pozitivit¢ minimalné€ dvou specifickych markert —
histologicky prikaz, detekce tkadnoveé vazané protilatky imunoglobulinu G (IgG) a C3 slozky
komplementu v oblasti BM epidermis metodou pfimé imunofluorescence (DIF profil

depozit ma tvar vroubkovaného pismene ,,u“ v piipadech EBA, zatimco vroubkovany



profil ve tvaru pismene ,,n“ je typicky pro bulézni pemphigoid), detekce cirkulujicich

protilatek IgG pomoci nepfimé imunofluorescence.

Str. 47 — Dermatitis herpetiformis (DH) - Stievni problematika je zpocatku ukryta, mtize se
ale projevovat typickymi symptomy, jako jsou bolesti bficha.. nemocni s DH obvykle
nevykazuji klinické symptomy GIT onemocnéni (tyka se i textu na str. 48).

IgA protilatky rozpoznaji epidermdlni transglutamindzu a zktizené reaguji s tkanovou
transglutaminazou (tTG) - geneticka predispozice precitlivélosti s piijmem stravy bohaté

na gluten vede k formaci IgA protilatek proti tkanové transglutaminaze (tTG; TG 2,

marker pro CD) ve stfevé. Tyto protilatky pak zkiiZené reaguji s epidermalni

transglutaminazou (e-TG, TG 3, vysoce strukturadlné¢ /64%/ homologni s tTG, udrzuje

integritu str. corneum). Depozita IgA a epidermalnich TG komplexii pak zpiisobi vznik

lezi v papilarni dermis u DH.

Str. 63 - Vzhledem k tomu, ze v CR neni velké centrum pro diagnostiku puchyinatych
onemocnéni, bylo ndro¢né najit kliniku, kde se shromazd’uji pacienti s podezienim na AIBD.

Jiz vice nez 50 let jsou v Ceské republice 2 centra — FN Hradec Kralové a FN Brno.

DOTAZY:

1. Lze ztabulky ¢. 7 vyvodit, Ze nejvyssi senzitivity bychom, dosahli pfi kombinaci
vySetfeni DIF, koktejlem IgG IIF a detekci BP180 ELISA ? Mél by sled téchto

uvedenych metod doporucen jako nejcitlivéjsi algoritmus diagnostiky?

2. Snazime-li se o dosaZeni co nejvysSi senzitivity v diagnostice bulézniho
pemphigoidu u sérologicky ne zcela jasnych pripadi, jaky postup navrhujete?
(uziti CFT, detekci na zdklad¢ identifikace subtypt IgG ¢i obé metody?).

3. Vedle diagndézy anti-laminin 332 MMP, ktery je spojovan s malignimi nemocemi, jsou
u bulézniho pemphigoidu produkované protilditky proti hemidesmozomalnim
antigenim BP180 (BPAG2, kolagen XVII), kter¢ jsou téZ asociovany s moZnou
paraneoplasii. Néazory rGznych autorti se v otdzkach paraneoplasie u buldzniho
pemphigoidu lisi i z diivodi faktu vékové skupiny postizenych (vyssi incidence

tumord ve vys$im véku). Doporucujete screening tumoru u vSech (i pozitivita anti-



BP 230 kd) pacientt s potvrzenou diagnézou bulézniho pemphigoidu? Viz i pfi
interpretaci vasich vysledki: ,,Vétsina BP sér (57 z 64 - 89 %) a kontrolni séra byla
negativni pro BP 230 ELISA. Dale 34 z 64 BP sér (53 %) a zaddna kontrola bylo
pozitivnich pro BP180 ELISA.“

4. 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
nachazi na hodnoté 73,2 % dle pfedchozich studii (Sardy M et al., 2013). Jak je text
cervené oznaceny autorkou vniman? Ve smyslu ,,Cili“ ? (¢i miize vyznamove pasobit ve

smyslu ,,nebo*?)

Zavérecné hodnoceni:

Svou disertacni praci prokazala autorka vazbu védecké €innosti na klinickou praxi. Prace
rozSifuje vyznamné poznatky o presné diagnostice téchto klinicky zavaznych onemocnéni.
Autorka prokdzala i znalosti problematiky v publikaci s impact faktorem tykajici se dané
problematiky. MUDr. Jana Krabcové tedy prokdzala predpoklady samostatné védecké prace.
Ptedkladana disertacni prace je srozumitelnd, spliuje pozadavky kladené na disertacni praci a
je aktudlni. Z vyse uvedeného proto doporucuji ptislusné komisi 1. LF UK ke kladnému
piijeti.

V Hradci Kraloveé 3. 2. 2020
doc. MUDr. Miloslav Salavec, CSc.

Klinika nemoci kozZnich a pohlavnich
FN a LF UK v Hradci Kralové



