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JaroSova Marcela: Zavedeni antigenniho mappingu do non-molekularni diagnostiky

epidermolysis bullosa congenita.

ABSTRAKT

Vychodiska prace. Presna diagnostika vrozené epidermolysis bullosa vychazi z genetické
definice jednotlivych jednotek tohoto onemocnéni. Prace vychazi z minimalizované analyzy
imunofenotypu kiize, ktery jednoznacné odrazi dané genetické odchylky.

Metody. Zakladni metodou bylo pouziti imunohistologie s vizualizaci reakce antigen-
protilatka pomoci fluorescence. Bylo nutno vytitrovat optimalni koncentrace primarnich i
sekundarnich protiladtek a standardizovat odbér i zpracovani materidlu. Kazdy vySetfovany
vzorek pacienta byl srovnavan se zndmou reakci pouzité protilatky v ktzi zdravého darce.
Vysledky. Do soucasnosti jsme pomoci antigenniho mappingu vySetfili 7 pacienta
s vysledky, které byly v dobré korelaci s nalezy pfi elektron-mikroskopickém vySetieni a pti
mutacni DNA analyze.

Zavér. Vytéenych cili bylo dosazeno zavedenim antigenniho mappingu, ktery je plné
pouZzitelny k diagnostice EBC na specializovaném centralnim pracovisti. Do budoucna bude
vhodné rozsifit zékladni panel primarnich protilatek a testovat nejcastéji postizené molekuly
(napf. laminin 5, kolagen VII) n¢kolika rGznymi protildtkami proti riiznym castem

studovaneho proteinu.



JaroSova Marcela: The Introducing of Antigen Mapping into the Non-Molecular testing

of Epidermolysis Bullosa Congenita.

SUMMARY

The background of the study: An exact diagnosis of congenital epidermolysis bullosa is
based on genetic definitions of subtypes of this disease. The objective is to introduce the
analysis of imunophenotype of skin, the so-called antigen mapping which may exactly
determine the individual genetic alterations to routine laboratory workload.

Methods: We use methods of immunohistochemistry with visualization of reaction antigen-
antibody by indirect fluorescence. We had to assemble appropriate panel of commercially
available primary antibodies and to find optimal concentrations of primary and secondary
antibodies. Also it was necessary to standardize the sampling and processing of material. Each
specimen of patient”s skin in question was compared with a known reaction of the antibody in
normal human skin.

Results: To date, a group of seven patients has been analysed using the antigen mapping
leading to results that were in good correlation with ultrastructural findings acquired in
electron-microscopic examination and in mutational DNA analysis.

Conclusion: The antigen mapping in the nonmolecular testing of EBC was successfully
introduced to our laboratory and given diagnostic procedure is fully applicable to identifying
and subtyping of EBC. In future it will be desirable to expand the panel of primary antibodies
to test the most frequently affected molecules (e.g. laminin 5, collagen VII) by various
antibodies directed against different parts of the involved protein.
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1. UvOD

Onemocnéni epidermolysis bullosa congenita (EBC) patii do heterogenni skupiny
chorob, projevujicich se tvorbou puchyit na kizi nebo sliznicich, a to po drobnych
traumatech nebo i spontanné. Podle soucasnych znalosti jde o nevhodny nédzev a malo
vystizny.(1)

Epidermolysis odpovidd pouze simplexni formé, kde se jednd o skutecnou lyzu
epidermalnich bun¢k s tvorbou intraepidermalniho puchyte. V dnedni dobé se uziva pojmu
mechanobul6zni dermatdzy.(1)

Puchyie u tohoto kongenitadlniho onemocnéni vétSinou vznikaji po mechanickém
drazdéni a rovina $tépeni muze byt epidermalni (EB SIMPLEX), v oblasti dermoepidermalni
junkce (EB JUNKCNI-ATROFICKA) nebo subepidermalné (EB DYSTROFICKA).
Pivodni klasifikace byla zalozena jen na klinickych projevech, zejména na zpiisobu hojeni
puchyfi, postiZzeni nehtd, sliznic, zubd, vlasii a dalSich systémovych projevech. Postupné bylo
rozpoznano vice nez dvacet tii klinickych obrazl, které se lisi pribéhem onemocnéni,
dédicnosti, elektron-mikroskopickymi (ELMI) a imunohistochemickymi (IHC) nalezy,
genetickymi mutacemi a progndzou. U vétSiny piipadl lze prokazat autosomalné recesivni
(AR) nebo autosomalné¢ dominantni (AD) dédi¢nost. Existuji 1 ptipady, kde 1ze predpokladat
spontanni dominantni mutace.(1)

Incidence onemocnéni se 1i8i v jednotlivych zemich, t€z$i recesivni formy se pohybuji
asi 1:200 000 az 1:500 000 porodi. Odhadovany podet pacientt s EB v Ceské republice je asi
120.(6)

Pro EBC je typické, Ze zdvaznost projevi onemocnéni se muze liSit i v jedné rodiné.
V novorozeneckém obdobi mohou byt projevy dramatictéjsi, nez pozdéji (EB SIMPLEX —
Dowling — Meara, EB JUNKCNI — mitis (non-Herlitz).

Prognosticky zavazné AR dystrofické formy EBC a junkéni formy EBC, u kterych

dochézi k tézkému postizeni az plné invalidité¢ pacientt, vedou k hlubokému zéasahu do

rodinného souziti.(1)



2. TEORETICKA CAST

2.1. MIKROSKOPICKA ANATOMIE KUZE

Kiuze se sklada z epidermis (pokozka), rohovéjiciho vrstevnatého dlazdicového epitelu,
pavodem z ektodermu a dermis (3kara), vrstvy tuhého vaziva, které vzniklo diferenciaci
Zz mezenchymu dermatomut.. Spojeni kiize s podkladem zajistuje rizné tlustda hypodermis

(podkozni vazivo, tela subcutanea).(2)

Epidermis — je v podstaté mnohovrstevny dlazdicovy epitel, jehoz bunky (bb), keratinocyty,
smérem k povrchu postupné rohovéji a prubézné se odlucuji v podobé jemnych Supinek. Do
populace epidermalnich keratinocyti jsou vlozeny buiiky se specidlni funkci, které jsou
trojiho typu: melanocyty, Langerhansovy buiikky a bunky Merkelovy. Mikroskopicko-
anatomicky pokoZka sestdva z péti vrstev, které od Skary smérem k povrchu nasleduji
Vv poradi: stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum a stratum corneum.(2)
Stratum basale - tvoifeno jednou vrstvou kubickych az cylindrickych bb, jejichz jadra jsou
ulozena vétsinou apikalné. Baze bb jsou vice ¢i méné ¢lenité a k lamina basalis jsou poutany
hemidesmosomy. Na lateralnich povrsich bb jsou hojné interdigitace, které konci

v desmozomech. Cytoplazma obsahuje malo organel, jsou v ni hojnd asi 10 nm tlusta
intermediarni filamenta — tonofilamenta.(2)

Stratum spinosum — je soucast epidermis, slozena z kubickych az polyedrickych bb. Kazda
obsahuje jedno centralné ulozené jadro. Mezi bb jsou Siroké intercelularni Stérbiny, patrné jiz
ve svételném mikroskopu. Buiiky vysilaji do mezibunécnych prostor Cetné interdigitace a
silngjsi vybézky, kterymi jsou navzajem v kontaktu. Spoje mezi vyb&éZzky a interdigitacemi
sousednich bb jsou zpevnény desmosomy, které zvySuji jejich vzajemnou soudrznost pii tlaku
a tfeni. Svazy tonofilament, protkavajici cytoplazmu keratinocytli v§emy sméry, pravidelné
vstupuji i do cytoplazmatickych vyrastka a interdigitaci, kde kon¢i v osmiofilnich ploténkéach
desmosomii.(2)

Stratum granulosum — se sklada u tenké ktze z jedné, u tlusté ze 3-5 vrstev oplostélych bb
s centralné uloZenymi jadry. Bb jsou mezi sebou spojeny desmosomy, v lehce bazofilni
cytoplazmé obsahuji cytoplazmaticka granula dvojiho typu: keratohyalinovd a lamelarni.
Keratohyalinova granula vznikaji syntetickou ¢innosti volnych ribosomt, nemaji membranu,

chemicky se skladaji z proteinti s vysokym obsahem histidinu a cysteinu, jsou velka 2 az 3

gm.



Stratum corneum - rohova vrstva, sklada se z oplostélych zrohovélych a té€sné k sobé
ptilozenych  Supinek. Nésledkem rozvolnéni desmosomi se sniZzuje soudrZznost mezi
Supinkami, ty se z povrchu neustale odlupuji (stratum disjunctum). Zrohovélé keratinocyty
jsou bezjaderné elementy, obsahuji svazky kondenzovanych tonofilament. Tonofilamenta se
skladaji z vlaknitého dvojlomného skleroproteinu, tzv. keratinu, chemicky se vyznacujiciho

ptitomnosti disulfidovych mustka a alfa-helixovou konformaci.(2)

Dermis (Skara, corium) — spojuje pokozku s podkoznim vazivem. RozliSujeme dvé vrstvy:
pod epidermis stratum papillare a hloubé&ji ulozené, hutnéjsi stratum reticulare. (2)
Stratum papillare — proti pokoZce vybihd v ¢etné vybézky — koriové papily. Papilarni vrstvu
od stratum basale epidermis oddé€luje basalni membrana (BM), ktera piedstavuje sumacni
obraz komplexni DEJ. Stratum papillare je tvofeno fidkym kolagennim vazivem, obsahujicim
hojna elasticka vlakna, ¢etné vazivové bb, krevni cévy a senzitivni vazivova zakonéeni.(2)
Stratum reticulare — sklada se z kolagenniho vaziva neuspofadaného typu, obsahujiciho jen
malo fibrocytii.Celd vrstva je protkana siti elastickych vlaken, ztencujicich se smérem ke
stratum papillare. Do Skary, zejména stratum reticulare, jsou zasazena ptidatnad kozni adnexa:

vlasové folikuly s vlasy, potni a mazové zlazy.(2)

Tela subcutanea — podkozni vazivo piipojuje kizi ke svalovym povazkam, periostu,
perichondriu a dovoluje jeji pohyb a klouzani po tomto podkladu. Podstatnou ¢ast tela
subcutanea tvofi husté kolagenni vazivo, dale obsahuje tukové bb. Strana podkozniho vaziva
ptivracena k podkladu byva zhusSténa v souvislou blanu, oznacovanou jako fascia

superficialis.(2)
Orientace V histologickém preparatu normalni lidské kiize (normal human skin, NHS)

je velmi dilezita pti hodnoceni vzorku pacienta. Preparat normalni kiize nam slouzi jako

pozitivni kontrola, s kompletn¢ zachovanou antigenni strukturou DEJ.
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keratinocyty oznaceny Sipkou

2. 2. STRUKTURA DERMOEPIDERMALNI JUNKCE

V normalnim histologickém obraze je dermoepidermalni oblast vymezena:

bazalnimi keratinocyty - maji v pravidelnych intervalech, podél plazmatické
membrany, ktera se obraci smérem k lamina lucida (LL) — hemidesmosomy.(3)
epidermalni bazalni membréanou (BM) — je ve svételné mikroskopii vyrazné¢ PAS
(Periodic Acid Schiff) pozitivni a neodpovidad elektron—mikroskopické struktuie
skute¢né BM, tedy lamina densa (LD). LD je asi 45 nm silna. Ve svételné mikroskopii
PAS pozitivni z6na tzv. BM je v praméru 20krat silngjsi a predstavuje sumaéni obraz
dany jak lamina lucida (LL), lamina densa (LD) a sublamina densa (SLD). Sumacni
obraz PAS pozitivni BM vznika ziejmé vysokou ucasti neutralnich polysacharidi ve
vSech zminénych vrstvach.(1)

vazivovymi strukturami v nejtésné&jsi blizkosti BM.(1)
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V ultrastruktufe dermoepidermalni junkce konvencéné rozdé€luje na Ctyfi oblasti:
a) plazmaticka membrana bazalnich keratinocyta.
b) lamina lucida (asi 35 nm Siroka).
c) lamina densa (asi 30-50 nm Siroka).

d) subbazalni fibroretikularni vrstva (subbazalni fibrézni vrstva — sublamina densa, ktera

obsahuje alespon 17 riznych antigenti).(3)

- lazma bazalniho ™ ,
keraglno_cytu .

Obrazek 2. Ultrastruktura oblasti DEJ na elektronogramu. Ptivodni zvétseni 18 000X.

Ad a) Plazmatickd membrana bazalnich keratinocyta obracejici se do oblasti LL nejnize
polozenych bazalnich bb ma vytvofeny hemidesmosomy, do nichz se upinaji cytokeratinova
tonofilamenta (CK 5,14).(1)

Intracelularni ¢ast hemidesmosomi obsahuje antigen bulézniho pemfigoidu 1
(BPAg1). Tento protein je propojen s keratinovym cytoskeletem a ptipojuje jej ke komplexu
kotvicich filament. Plectin je velka, multidoménova adhesni molekula (cca. 500 kD), je
koncentrovan pifevazn¢ v basalnich builkkach epidermis, kde je strukturdlni soucasti

hemidesmosomi. V hemidesmosomech spojuje plectin stiedni keratinova (tono)filamenta
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s cytoplasmatickou doménou beta-4 podjednotky alfa-6 beta-4 integrinu a vaze se i
S intracytoplazmatickou ¢asti BPAg2 .
Keratiny (cytokeratiny, CK) — tvoii rozsahlou skupinu vice jak tficeti antigennich

subtypl. Rozdéluji se do dvou hlavnich skupin:

e malé acidické keratiny (typ I)

e velké, neutrélni nebo bazické keratiny (typ 1)
In vivo jsou Kkeratiny v parech, kdy jeden pfispiva druhému, vzdy po jednom z kazdé skupiny
(tj. bazélni keratiny obsahuji typy 5 a 14, suprabazalni typy keratind jsou typy 1 a 10).
Oplostelé a plné diferencované ¢asti stratum corneum obsahuji pfevazné keratin 1 a 10.
Hyperproliferativni stavy, jako je hojeni ran, jsou spojeny s expresi keratinu 6 a 16. Prvni typ
keratinu kéduje chromozom 17, zatimco typy Il jsou kédovany na chromozomu 12.
Keratiny jsou tvofeny alfa helikalni spiralou z 310 aminokyselin a nehelikéalnich ¢asti, které
tvoii hlavovou a koncovou doménu. Typy keratinu I a II ve svych sto¢enych ¢astech tvori
heterodimery a kazdé¢ dva heterodimery tvofi stabilni heterotetramery. Vice jak 5 000
heterotetrameri tvoii jedno 10 nm keratinové filamentum, které je 20 pm — 30 um dlouhé.
Keratiny tvoii sit’ kolem jadra a upinaji se do desmosomti a bazalné do hemidesmosomiti.(3)
Hemidesmosomy maji v pruméru 500 — 1000 nm, jejich pocet je na jednotku délky
cytoplazmatické membrany konstantni, a to bez ohledu na v¢k, pohlavi a eventualné i misto
odbéru ( kaze, rohovka, bukalni sliznice). Na 1,8 pm cytoplazmatick¢é membrany piipada

jeden hemidesmosom.(1)

Ad b) Lamina lucida obsahuje (stejné jako oblast cytoplazmatické membrany) proteiny,
které jsou zakotveny uvnitt cytoplazmy bazalniho keratinocytu a maji rozsahlé externi casti
v oblasti lamina lucida, kde se vazi na dalsi sloZky, napf. lamininy. Je pravdépodobné, Ze tyto
extracelularni struktury, at” uz spojené s LL (lamininy), tak i transmembranozni proteiny,
které vychazeji z bazalnich keratinocytd — antigen buldzniho pemfigoidu 2 (BPAgZ2,
kolagen XVII) a integriny (zvlasté alfa 6 beta 4 integrin) ve svych vzdjemnych interakcich
odpovidaji za adhezi bazalnich bb k lamina densa.(1)

Integriny pfedstavuji skupinu heterodimernich membranovych glykoproteinti, které ma;ji fadu
funkci, predstavuji receptor pro extracelularni adhezni molekuly, funguji jako adhezni
molekuly mezi jednotlivymi bb, jsou dulezit¢é v tadé biologickych procesii (agregace
trombocytd, zanét, imunitni reakce, vznik naddorovych metastaz aj). VSechny integriny jsou
slozeny ze dvou nekovalentné vazanych podjednotek (alfa, beta), rozdé€luji se do tfi skupin

(beta 1, beta 2, beta 3). Vazi se na celou fadu matrixovych proteinii ( kolagen, laminin,
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fibronectin a dalsi). Klinicky vyznam je patrny pii jejich chybéni nebo anomalni stavbé.
Odchylna stavba zpiisobuje nékteré tézké formy epidermolyzy ( napt. EBJ).(1)

Je zfejmé, ze alfa 6 beta 4 integrin je receptorem pro laminin 1 a 5.

Laminin 5 (Kkalinin, nicein, BM 600) je rozpoznavan monoklonalni protilatkou GB3, je
ligandem pro alfa 3 beta 1 integrin, ktery je rovnéz exprimovan bazalnimi Keratinocyty a
fibroblasty.(3)

Laminin je heterodimericky protein, ktery se sklada ze tfi polypeptidovych fetézci alfa 3,
beta 3, gamma 2, z nichZz kazdy je kddovan odlisSnym genem, LAMA3, LAMB3, LAMC2.
Kdyz jsou protilaitky proti lamininu 5 injekéné podany dosp€lé mysi, vzniknou

subepidermalni puchyie.(4)

Ad c¢) Lamina densa - je epidermalniho puvodu, pfiblizn¢ 30-50 nm S$iroka. LD je tvofena
miizkovité uspofadanymi strukturalnimi proteiny, jejichz hlavni komponentou je kolagen V.
Jinymi antigennimi komponentami jsou laminin 1, nidogen, percelan, heparan sulfat a
chondroitin sulfat.(4)

vvvvvv

vvvvvv

strané upinaji do lamina densa, na strané druhé do kotvicich desti¢ek v papilarni dermis.
Kotvici desticky jsou tvofeny kolagenem IV, lamininem a dalSimi slozkami.(4) Kaotvici
fibrily jsou tvofeny kolagenem V11 _a jsou syntetizovany fibroblasty i keratinocyty. Kolagen
VII se pevné vaze s fibronectinem. Mnozstvi a denzita kotvicich fibril jsou rizné v riznych

Castech epidermis tela.(1)
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Obrézek 3. Schematické znazornéni skladby dermoepidermalni junkce, volné podle (9)

2.3. OBECNE METODY DIAGNOSTIKY

Zakladem spolehlivé diagndzy je klinické vySeteni koznim specialistou rozsifené o
celkové vySetfeni pacienta. Klinické vySetfeni je v téchto pfipadech nutné dopliovano i
genetickou anamnézou nejblizsich ptibuznych a celé rodiny. Podezieni na mechanobul6zni
onemocnéni je potom potvrzeno rozSifenym histopatologickym vysetfenim, které zahrnuje
hodnoceni polotenkych fezii ze vzorkli zalitych do epoxydovych nebo jinych pryskyfic,
hodnoceni ultratenkych fezti v elektronovéem mikroskopu a hodnoceni elektronogramu.

V nasem piipadé pouzivame transmisni elektronovou mikroskopii.

V soucasnosti, s bliz§i znalosti biologického podkladu onemocnéni, je diagnostika
s vyhodou rozsifena o mapovani charakteristickych antigeni (jejich detekce) z oblasti
dermoepidermalni junkce — antigenni mapping. Zde je vyuZita technika imunohistologie s

pouzitim monoklonalnich nebo polyklonalnich protilatek, které reaguji na kryostatovych
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nebo parafinovych fezech. My jsme zvolili kryostatové fezy a vizualizaci navazané protilatky
metodu nepfimé imunofluorescence. Antigenni mapping se stal vedle konvencniho
histologického vySetieni a elektronové mikroskopie takika nezbytnym k zatazeni onemocnéni
do jedné ze tfi zakladnich skupin a slouZi soucasné k navedeni molekularné patologické a
genetické laboratote ke konkretizaci vySetfovaného mista zmén v genomu.

Dalsimi typy diagnostického vySetfeni jsou genetick¢é a molekularné patologické
metody, vesmés finanéné vysoce naroéné a vyzadujici specialni materialni i personalni
vybaveni pracovisté. Tyto metody vSak umoziuji bezpecné rozliSeni subklasifikac¢nich variant

zékladnich skupin onemocnéni.

2. 4. KLASIFIKACE MECHANOBULOZNICH DERMATOZ (OBECNE)

EBC je heterogenni skupina chorob, u nichz ktize, n¢kdy 1 sliznice vytvareji puchyre jako
odpovéd’ na mirné trauma (tfeni ¢i tlak) - odtud mechanobulozni.(3) Pievdzné jde o
choroby vrozené, vétSinou jde o autosomalni zptisob dédicnosti.(1) EBC ptedstavuji skupinu
chorob, které maji rozlicnou prognozu, ptiznaky se béhem zivota mohou meénit. Klasifikace
zavisi zejména na :

e klinickych projevech a jejich vyvoji

e pfitomnost nebo chybéni extrakutannich pojevi

e zpusobu dédi¢nosti

e ultrastrukturalnim a imunohistochemickém nélezu

e odlisnosti poruch na molekularné biologické urovni (3)
U pacienti s podezienim na EBC se doporucuje vysetiit rodokmen, zaméfit se na vznik
prvnich projevi onemocnéni, piitomnost extrakutannich projevi (o¢i, larynx,
gastrointestinalni trakt (GIT), muskuloskeletalni systém, defekty zubni skloviny aj.), ktere
mohou pomoci urcit nékteré varianty tohoto onemocnéni.(3)

RozliSujeme tii hlavni skupiny:

e Epidermolysis bullosa simplex (EBS) — je troven S§tépeni uvnitf epidermis jako

nésledek cytolyzy
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e Epidermolysis bullosa junctionalis (JEB) — charakterizovana §t€penim uvnitt lamina
lucida
e Epidermolysis bullosa dystrophica (EBD, DEB) — u této formy dochazi ke $tépeni

tésné pod lamina densa v oblasti kotvicich fibril

2.5. EPIDERMOLYSIS BULLOSA SIMPLEX (EBS)

Vétsinou AD (autosomalné dominantni) dédi¢nost, s mirnymi klinickymi projevy.
Popséno alespon devét variant onemocnéni. Slovo simplex bylo piivodné pifidano proto, Ze u
vetSiny pacientil nebylo prokazatelné jizveni.(3) V etiopatogenezi se piedpoklada, ze jde o
chybu cytoskeletu na genetickém podkladu, poruchy cytokeratini bazalnich keratinocyti
CK5,14, vysledkem je fragilita vlastnich cytokeratinovych filament nebo jejich neschopnost
vzajemné agregovat a vytvorit spravny heterodimer.
Histologie:
Rovina S§té€peni intraepidermalni — puchyfe neobsahuji erytrocyty a zanétlivé bb, PAS
pozitivni BM je v bazi puchyte.(4) U star§iho puchyie opticky jiz nelze pfesné rozlisit, zda
rovina Stépeni je v bazalnich bb nebo je junkéni (v oblasti lamina lucida), tedy rozlisSeni mezi
simplexni a vét§inou mnohem zavaznéjsi junkéni EB (epidermolysis bullosa). V nékterych
ptipadech nepoméha ani EM (elektronova mikroskopie). Pozici puchyie potvrdime AM
(antigennim mappingem).
Antigenni mapping:
e BPAg 1, BPAg 2, laminin 5, kolagen IV v bazi puchyfe, nezménéné pozitivni
reakce
e CK 5,14 reakce vyrazné oslabena nebo usekovité zcela chybi, coz podporuje dg. EBC
simplex (az na naprosté vyjimky, kdy jeden z CK chybi zcela — homozygotni mutace
obou alel pro CK 14, EBC simplex, AR), Gchylna struktura jednoho uvedeného
cytokeratinu poskodi tvorbu celého heterodimeru (CK5,14).
e drobné zbytky bazalnich keratinocyti jsou prokazatelné i v bazi puchyfe, lze
dokézat protilatkami Anti-CK MNF 116 (obsahuje keratiny 5, 6, 8, 18) a Anti-CK
HMW (high molecular weight, CK 1, 5, 10, 14).
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Elektronova mikroskopie:
Obvyklym nélezem je subnuklearni vakuolizace bazélnich bb, zhrouceni cytoskeletu a
cytolyza, né€kdy stvorbou homogennich shlukii tonofilament.(1) Melanocyty a

Langerhansovy bb jsou nepostizeny.(5)

Varianty EBS

EBS — Weber — Cockayne, AD (mutace v genech pro CK5 nebo CK14)

Nejbéznéjsi forma EBS, loZiska jsou omezena na dlan¢ a plosky, objevuji se v prvnich letech
Zivota. Pacienti s mirnéj$imi piiznaky onemocnéni maji projevy az ve $kolnim véku nebo az
kolem dvacatého roku. Puchyte se hoji bez jizveni, projevy jsou vyrazngjsi v letnich mésicich

(summer blistering). Nejsou postizeny o¢i, zuby, nehty.(3)

EBS — Koebner - generalisata, AD (mutace v genech pro CK5 nebo CK14)

.....

byt po celém téle, pfevazné jsou postizeny ruce a nohy. Summer blistering.(3)

EBS - herpetiformis Dowling — Meara, AD (mutace v genech pro CK5 nebo CK14)

Od prvnich mésicti Zivota vyvoj serdznich nebo hemoragickych puchyiti na trupu a
koncetinach, mohou byt pfitomny zanétlivé 1éze, nékdy postiZzeni nehtl a sliznic, s vékem se
stav lepSi. Tato varianta EBS ma zvlastni ultrastrukturalni rysy: shlukovéani tonofilament,

pricina neni znama.

EBC- simplex (generalisata) se skvrnitou, retikularni pigmentaci (mottlet pigmentation)
M-P s nebo bez keratodermie, AD (mutace v genu pro CK5)

Vzacna generalizovana forma.. Charakteristickym rysem je nalez skvrnité nebo retikularni
hyperpigmentace, kterd je na lateralnich ¢astech krku, na koncetinach i na trupu. Pigmentace

blednou a ztraceji se s vékem pacienta. Obecné nejsou zadné dalsi extrakutanni projevy.

EBC simplex generalisata s neuromuskularnim postizenim (M-D), AR, mutace v genu
pro plectin, PLEC1

Diive oznaCovana jako EBC simplex letalis. Onemocnéni je charakterisovano zavaznym,
generalisovanym vysevem puchyii, které jsou jiz od narozeni nebo se tvoii az kojeneckém
obdobi. BéZzna jsou milia, atrofické jizvy, dystrofie nehti, stejné jako jizvici se alopecie. Klize

je velmi fragilni. Ordlni postizeni zahrnuje eroze sliznice, u nékterych pacientli i zmény
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skloviny zubu. Stfedné zavaznd aZz zavazna anémie, stejné jako rustova retardace, jsou
pomérné¢ bézné nalezy. Mohou zde byt ruzné anomalie v Gl traktu a polykaci potiZe..
Charakteristické je postiZeni kosternich svali. Oznacovano jako muskularni dystrofie, ktera
postihuje zvlasté pletenec panevni a ramenni, ale vétSinou aZz v pozdnim détstvi. Svalové
onemocnéni ma progresivni charakter. Byly popsany i piipady s kongenitalni myasthaenia
gravis. Bézna je zna¢nd mortalita u tohoto onemocnéni, bud’ jiz v kojeneckém véku nebo

pozdéji, v détském veéku.

EBC simplex generalisata — varianta Ogna, AD, mutace v genu PLEC1, vada plectinu
Varianta EBC simplex, ktera byla popsana v jedné norské rodiné. Puchyfie se tvoii az v raném
détstvi s tendenci ke generalizaci, jsou hemoragické a jsou zde i kozZni podlitiny, povrchova

dystrofie nehti.

2. 6. EPIDERMOLYSIS BULLOSA JUNCTIONALIS (JUNKCNI, ATROFICKA, JEB)

V r. 1935 popsal Herlitz nejizvici se variantu EB s letalnim zakonc¢enim v novorozeneckém,
kojeneckém nebo batolecim véku. Piivodné byla povazovana za tézkou formu dystrofické EB.
AZ vr. 1974 bylo ELMI prokazano $tépeni nad bazalni membranou, v oblasti lamina lucida.
VSsechny varianty JEB jsou autosomalné recesivné dédi¢né, JEB je nejvzacnéjsi ze vSech
forem.(8) VétsSina pacientl ma mutaci v jednom ze tii genti, které koduji laminin 5, ktery je
soucasti kotvicich filament. Tyto mutace u nejtize postizenych jedinct jsou spojeny s redukci
nebo Uplnym chybénim hemidesmosomii. Neékteré klinicky mirn€j§i formy (piesto
generalizované), maji pfi¢inu v mutaci geni pro BPAg 2 (Kolagen XVII), ktery tvofi

intracelularni komponentu matrix hemidesmosomul a mé transmembrandzni doménu.(9)

Histologie:

Svételna mikroskopie je mélo diagnosticky vytézna, puchyft je chudy na zanétlivé bb.

Antigenni mapping:

e kolagen IV, kolagen VII v bazi puchyfe, pozitivni nezménéna reakce
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e BPAg1,CK1,5, 10,14 nezménéna pozitivni reakce
e reakce s lamininem 5 (GB3) je zeslabena nebo chybi tuplné

e BPAg 1 ve stropu puchyie

Elektronova mikroskopie:

V ultrastruktuie je patrné, ze puchyie vznikaji mezi bazalnimi bb a v oblasti lamina lucida
v disledku zhorSené funkce hemidesmosomti. Hemidesmosomy mohou byt pozménény, mize

byt snizen jejich pocet nebo chybi viibec.(1)

Typy JEB je mozné rozdélit na formy lokalizované a generalizované, podle novéjsi,
revidované klasifikace, jen na formy Herlitzova a non-Herlitzova typu a formu s pylorickou
atresii (JEB PA).(7)

Subklasifikace EBC junkéniho typu (7)

Lokalizovana forma JEB, forma minimalis (AR)

Puchyte se tvofi jiz od narozeni, hlavné na rukou a nohou. Nehty postupné zanikaji. Eroze
V duting Gstni jsou bézné. Hypoplazie skloviny vede ke zménam tvaru zubti. N&kteii pacienti

maji puchyfte i v oblasti nosni sliznice.

Lokalizovana forma JEB oznacovana jako EB progressiva (AR)
Vyskyt tvorby puchyii az v pozdnim détstvi. Nejcastéjsi lokalizaci jsou ruce, nohy, lokty a
kolena. Miize byt atrofické jizveni. Nehty jsou dystrofické nebo chybi. Jsou eroze v dutiné

ustni a hypoplazie skloviny.

Lokalizovana forma JEB, cicatricalis (AR)

oblasti jsou nejnachylnéjsi k tvorbé puchyii. BéZznym rysem je atrofické jizveni. Tvofi se
puchyfe v ustni dutin€, hypoplazie skloviny a extenzivni zubni karies. Vzacné je anemie.
Diagnostickym znakem u této formy je nédlez pseudosyndaktylii na rukou i nohou. Popsana

byla i postiZeni jicnu, ledvin, zevnich ¢asti oka, laryngu a nosni sliznice.
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Generalizovana JEB gravis, Herlitzova typu , (AR), mutace v genu pro laminin 5

N a4

vvvvvv

tvorba oblasti s nadmérné vytvofenou granulaéni tkani. Rozsahlé eroze v dutin¢ ustni jsou u
JEB-H bézné, stejné¢ jako intraoralni jizveni. Zuby extenzivné kazivé, je tézka,
multifaktorialné podminéna anémie a ristova retardace. Nejvyrazngj§im postizenim u JEB-
Herlitz, je postiZeni laryngo-tracheélni oblasti, kde opakovany vysev puchyit vede k tvorbé
striktur. Tato vyrazna komplikace muzZe zpusobit i nahlé tmrti anebo muze vést k progresivni
respiracni insuficienci.

Umrtnost je u této formy velmi vysoka. P¥i¢iny jsou nejéastéji sepse, tracheolaryngealni
postiZeni s obstrukci, progredujici polykaci potiZe, které vedou k tézké malnutrici a dal$imi

onemocnénimi s malnutrici souvisejicich.

Generalizovana forma JEB s mirnéjsim fenotypem, oznacovana jako JEB non-Herlitz
mitis nebo GABEB (generalizovana atrofickd benigni EB), (AR), mutace v genu pro
laminin 5 nebo vzacnéji v genu pro BPAg 2 (kolagen XVII)

Puchyfte se tvofi jiz od narozeni, jsou po celém téle a hoji se s ¢etnymi krustami a erozemi.
Atrofické jizveni a chybéni nebo dystrofie nehtd jsou velmi c&astymi, ne-li dokonce
charakteristickym pfiznaky. U nékterych nemocnych jsou vyrazné pozanétlivé zmény a
poruchy pigmentace. Nalezy v dutin¢ ustni jsou jako u JEB-Herlitz, ale vétSinou méné
zavazné. Anemie a rustova retardace obvykle neni. Mohou byt postizeny jak jicen, tak i anus
nebo oba organy soucasné. Jen u nékterych je postiZzen genitourinalni trakt a zevni oko. U
nékterych mitis variant muze byt i zavazné tracheobronchialni postizeni. U vétSiny pacientt
neni chorobou zkracena normalni délka Zivota. Je zde ale vySs$i pocet umrti v kojeneckém

véku, vétsinou v dasledku laryngo-trachedlni obstrukce.

JEB generalizata s pylorickou atresii (PA), mutace v genu pro alfa-6 beta-4 integrin

Je to vzacna varianta s generalizovanymi koznimi projevy JEB podobnymi Herlitzovu typu a
navic je zde sten6za nebo atrézie pyloru. Dnes je tato varianta povaZovana za samostatnou
jednotku, kde genova analyza prokézala vadu v alfa-6 beta-4 integrinu nebo ve zcela malém

poctu ptipadu, vadu v plectinu.
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2. 7. EPIDERMOLYSIS BULLOSA DYSTROPHICA (EBD, DEB)

Skupina zahrnuje jak dominantni, tak recesivni formy onemocnéni, vSechny jsou
charakterizovany dystrofii nehti a vyraznym jizvenim. U vSech forem je dermolyticky typ
Stépeni.(5) Dermolytické (dystrofické) varianty jsou charakterizovany $tépenim pod lamina
densa v oblasti kotevnich fibril. Kolagen VII je hlavni slozkou kotevnich fibril, je vyrazné
redukovan nebo chybi dokonce i u vzacnych recesivnich variant.(4) Syntéza kolagenu je
fizena genem COL7AL a je zde vyrazna geneticka vazba mezi timto genem a dominantnimi i

recesivnimi variantami EBD.

Histologie:

Proces Stépeni se déje pod lamina densa, dochazi tedy k celé fad¢ sekundarnich zanétlivych
zmén. Pifi hojeni puchyie dochazi k zanétlivé infiltraci, tvorbé granula¢ni tkang, proliferaci

vaziva a kapilar.(1)

Antigenni mapping:
e vSechny Ag (antigeny) keratinocyti a Ag lamina lucida (laminin 5 (€HB3),
integrin) pozitivni nezménéna reakce

e Kolagen IV (lamina basalis), BPAg1, laminin 5 ve stropu puchyfte

e Reakce kolagenem VI1I slaba nebo chybi tiplné

Elektronova mikroskopie:

Kotvici fibrily (obsahuji kolagen VII) jsou redukovany nebo chybi u pacientu s tézkymi
formami recesivni DEB, u méné tézkych forem jsou fibrily sice prokazatelné, jejich pocet
mize byt snizen.(9) Typické u dermolytickych puchyiu je, ze LD je ultrastrukturalné
Vinicidlni fazi vyvoje puchyfe vjeho stropu. U starSich puchyii hodnocenych
ultrastrukturalné maze dojit k enzymoveé lyze LD, remodelaci puchyfe, s novotvorenim a
translokaci LD. Tyto sekundarni zmény mohou vést k chybné interpretaci ultrastrukralnich

fezii.(1)
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Subklasifikace EBC dystrophica (7)
Zahrnuje vSechny lokalizované i generalizované formy EBC dystrophica, jak AD tak i AR
dédi¢né, jejichz spolecnym znakem je ncktera mutace v genu COL7Al srizné defektné

vytvoienym kolagenem VII.

Lokalizované formy:

Dominantni dystroficka EB (DDEB), (acralis) minimalis, (AD)

Puchyie se tvofi jiz od narozeni, nékdy se jejich tvorba se miize projevit 1 pozdéji (kojenecké
obdobi, batoleci v¢k). Puchyte postihuji pfevazné akralni oblasti. U nékterych pacientl se
svékem tvorba puchyili zmirfiuje a muize zcela vymizet. Nehty, zvlast¢ palct, jsou

dystrofické.

DDEB localisata praetibialis, Kuske-Portugal.
Onemocnéni zacind v ¢asném détstvi. Charakteristicky je postizena kuze pretibidlnich oblasti,
ale 1 dorsalni ¢asti nohou. Léze se hoji atrofickymi jizvami. Mohou byt abnormality nehtl jak

na dolnich, tak i na hornich koncetinach.

Recesivni dystrofick4 EB, (RDEB) inversa
Puchyie se tvoii jiz od narozeni. Pozdé&ji se puchyie nachazeji pfevazné v oblastech koznich
zédhybt, jizveni, atrofie a dystrofie nehtl. Muze byt postiZzen i jicen a to rizné zavazné, az

s tvorbou striktur a stenéz.

DDEB centripetalis
Je to velmi vzacna varianta, kterd je oznacena podle toho, Ze zpocCatku pievazné akralni
distribuce puchyit mé vdalsim priabéhu progresivni centripetdlni Sifeni zmén.

Charakteristickd jsou milia, dystrofie nebo chybéni nehti a jizveni.

DEB, ktera je oznacovana jako EB pruriginosa
Charakteristickym rysem u dosud osmi popsanych pacientli jsou vysoce svédivé, nafialovélé
kozni noduly. Jinymi popsanymi zménami jsou milia, dystrofie nehtl, puchyie. Jizveni je

zvlasté vyznaceno v oblastech kotnikil. Zacatek onemocnéni je velmi variabilni.
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Generalizované formy:

DDEB generalisata Pasini

Charakteristickym rysem onemocnéni jsou malé, hypopigmentované, masové zabarvené
papuly, které jsou oznaCovany jako albopapuloidni 1éze, které se nejcastéji nachdzeji na kazi
V hornich ¢asti hrudniku anebo na zadech. Morfologicky se albopapuloidni 1éze podobaji

névim z pojivové tkané nebo hypertrofickym jizvam.

DDEB Cocakyne — Touraine

Je morfologicky neodliSitelna od Pasiniho varianty. Klinicky se lisi tim, Ze nema
albopapuloidni 1éze. Zda-li je tato forma samostatna nebo je geneticky skute¢né odlisna od
Pasiniho varianty, nebylo zatim molekularné genetickymi studiemi jednoznacné prokézano.

Obg¢ tato onemocnéni jsou fazena (Pasini i forma Cockaine-Touraine) jen do jednotky DDEB.

RDEB generalisata gravis — forma Hallopeau-Siemens (HS)

Puchyte se tvofi jiz od narozeni. Pro onemocnéni jsou charakteristicka milia a extenzivni
atrofickd jizveni. Nehty chybi nebo jsou dystroficke. Sliznice dutiny Ustni je téZce postizena:
mnohocetné eroze, puchyie a tvorba jizev. U téchto pacientd je velmi vyrazna
multifaktoridlni anemie a vyrazna rastova retardace. Pro RDEB HS je charakteristicky vyvoj
progresivnich akrdlnich kontraktur a pseudosyndaktilie prstd na rukou a nohou. Tyto
deformity se mohou vytvaret jiz od prvnich let Zivota, ale mnohem castéji a i vice jsou
vyjadieny az pozd¢ji. Obvykle tézce je postizen jicen, tenké stfevo a anus, méné¢ ale rovnéz
uretra, vagina, mo¢ovy méchyi a ledviny (glomerulonefritis). Pacienti s RDEB HS mohou
zemfiit v disledku sepse. Pacienti jsou téz vyrazné ohrozeni vznikem spinocelularniho

karcinomu jiz v dospivani nebo ve stiedni véku.
RDEB generalisata mitis, Hashimoto

Pacienti maji kozni zmény neodlisitelné od DDEB Cockayne -Touraine. Pokud se soucasné

vyskytuje i extrakutanni postizeni, pak je obvykle mnohem nizsi zavaznosti, nez u RDEB HS.
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3. CiL PRACE

Cilem prace je zavedeni ANTIGENNIHO MAPPINGU (AM) pro non-molekularni
diagnostiku epidermolysis bullosa congenita v naSich podminkéach.

Pfiznaky onemocnéni se vyvijeji, jsou rozdilné i v roding a stanovit diagnézu vyzaduje
zkuSenosti s klinickou a histopatologickou diagnostikou. Péce o déti s EBC a nékladna
diagnostika vyzaduje koncentraci pacienti do center, kterym se v lofiském roce nase
pracovité, jako jediné v CR, stalo - projekt Geneskin.

Prvnim tkolem bylo zajistit soubor vhodnych a komeréné dostupnych protilatek, coz
jsme konzultovali, pro metodickou shodu, s pani Gabriela Pohla-Gubo, PhD z Federal
Hospital Salzburg. DalSim krokem se stalo vypracovat pro kaZzdou z téchto protilatek
metodicky postup a dikladn¢ ho ovéfit na zdravé nativni kozni tkéni, kterd slouzi jako

pozitivni kontrola.
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4. LABORATORNI CAST

4.1. NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE

Fluorescen¢ni techniky vyuzivaji vlastnosti nékterych molekul absorbovat svétlo urcité
vlnové délky a emitovat zafeni vétsi vinové délky, nez jakou absorbovaly. Jestlize jsou tyto
fluorofory ozafeny svétlem o jejich absorbéni vinové délce a prohlizeny pies filtry
propoustéjici pouze svétlo emitované, je na tmavém pozadi vidét zareni. Coz umoziuje
detekovat 1 velmi malé mnozstvi fluoroforu. Jestlize je na molekulu protiladtky kovalentné
navazan fluorofor tak, Ze se jeji aktivita nezméni, ziskdme ucinny zptisob sledovani distribuce
jednoho proteinu (resp. antigenni determinanty) v ramci jedné tkané nebo na trovni jedné
bunky. Nejcastéjsi fluorofory jsou fluorescein, emitujici zelenou fluorescenci a rhodamin, S
fluorescenci ¢ervenou. Kombinaci imunopiistupti s metodami vyuzivajicimi specifické vazby
fluorochromti na jednotlivé komponenty bunky (DAPI — na DNA,RNA, Rhodamin 123 na
mitochondrie) je mozné ziskat fadu informaci o vnitinim uspotadani bunky. (10)

Existuji dvé zakladni imunofluorescencni metody, imunofluorescence piima a
imunofluorecsence nepiima. Pti pfimé metod¢ je fluorofor piimo konjugovan s protilatkou
zhdané specifity. Cast&ji uzivand metoda je nepfima imunofluorescence, kdy preparat je
inkubovan s primarni neznacenou protilatkou a teprve ve druhém kroku probiha inkubace se
sekundarni znacenou protilatkou. Vyhodou této metody oproti metod¢ pifimé je, ze jednu
konjugovanou sekundarni protilatku Ize pouzit pro detekci mnoha antigent. Pracujeme-li
s panelem nékolika mysich monoklonalnich protilatek, mizeme k jejich detekci pouZit jediny

konjugat protilatky proti mySimu Ig. Dalsi vyhodou je vétsi citlivost metody. (10)

Epifluorescen¢ni mikroskop (Reflected light fluorescence microscope).

U tohoto typu mikroskopu prochdzi excitacni svétlo objektivem, dopada na preparat svrchu a
emisni svétlo se vraci zpét do objektivu. Je ziejmé, Ze u tohoto mikroskopu je potieba pouzit
zvlastni typ zrcadla, které odrazi excitacni svétlo do objektivu a propousti emisni svétlo do
okularu. Z pocatku se pouzivalo polopropustné zrcadlo, které polovinu svétla propousti a
polovinu odrazi, bez ohledu na to, o jaké svétlo jde. Pochopiteln¢, Ze u tohoto zrcadla
dochézelo k velkym ztratam svétla, a proto se zacalo pouzivat tzv. dichroické zrcadlo. To
propousti a odrazi svétlo podle toho, jakou ma vinovou délku. Pouziva se tedy vzdy takovy
typ zrcadla, ktery maximum excita¢niho svétla odrdzi a maximum emisniho svéta propousti.

Vhodna kombinace dichroického zrcadla, excitatniho a emisniho filtru pro pouzity druh
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fluorochromu se do epifluorescencniho mikroskopu se vklada pohromadé jako tzv. kostka,
jejiz dvé stény jsou tvoreny filtry a uhlopficka dichroickym zrcadlem. Kostky jsou umistény
na vyméniku a je mozné je vymeénovat podle potteby. Epifluorescencni typ mikroskopu je
V soucasnosti vice oblibeny nez transmisni typ.

Obecnou komplikaci fluorescen¢ni mikroskopie je to, Ze fluorofory jsou intenzivnim zafenim

rozkladany a ztraceji schopnost absorpce a emise — tzv. fotobleaching. (11)

Pouzivané fluorofory

FITC (fluorescein isothiokyanat) — maximum emise mezi 500-600 nm. Siroce pouZivan pfi
imunofluorescenci.

Bisbenzimid Hoechst — znac¢i DNA.

DAPI - vaze se na DNA a RNA (barvi se modfe).

Ethidium bromid — vaze se na dvoufetézcovou DNA a RNA (sviti oranzov¢).

Propidium Jodid — barvi DNA (Cerveng).

Acridinova oranz — vaze se na DNA (barvi se zelené¢) a RNA (barvi se tmavé ¢erveng).

Congo Red - vaze se na amyloid (barvi se ruzove). (11)

Obrazek 4. Normalni lidska ktize, BPAg2, sekundarni protilatka znacena FITC,
jadra oznacena DAPI
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4. 2. PROTOKOLARNI POSTUP PRACE

Odbér a transport materiilu
Optimalni vzorek kozni tkdn€ ziskdvame biopsii pomoci raznice (punch biopsy), asi 4mm
silnou. Mensi vzorek je technicky velmi obtizn¢ zpracovatelny. Odebrané vzorky by mély
vzdy obsahovat tzv. pre-lesional skin, ktera je ve svételné mikroskopii intaktni a kizi
S pocatecni tvorbou puchyie. Tkan zastihujici pouze puchy¥ (tzv. lesional skin) nemé byt
nikdy predmétem biopsie — pro falesn¢ negativni vysledky, jako nasledek aktivace proteéz,
které vedou ke ztrat¢ antigennich mist v DEJ nebo se ukaze nékolik etazi Stépeni, coz zplsobi,
Ze vysledek je nehodnotitelny. V ptipadé potieby lze puchyi vyvolat, a to velmi Setrnym
zpiisobem, pomoci tfeni malym bavinénym smotkem. Jako transportni medium Ize pouZzit
Michelovo medium, komeréné dostupné, které mimo pufri obsahuje N-ethylmaleimid, (pH =
7,0). Tkan si zachovava antigenicitu po dobu 7 dnti pti pokojové teploté. Odbér je tedy mozné
udélat kdykoliv bez piedchozi domluvy s laboratofi.

V naSem piipad€ je nativni vzorek pacienta dorucen do laboratofe ihned po odbéru ve

vlhké komiirce, kterou tvofi Petriho miska s gazou, navlhcenou fyziologickym roztokem.

Orientace tkané, fixace, zhotoveni preparati
Tkan je nutné orientovat, aby bylo jasné, kde je zastizena epidermis, rozkrojit Ziletkou nebo
skalpelem na dvé¢ poloviny, z nichz jedna je pfedana do laboratoie elektronové mikroskopie
k dalSimu zpracovani.

Cast pro AM je fixovana chladem (zmrazena) v kapalném dusiku za danych
bezpecnostnich opatieni a uchovavéana v suchém ledu v mraznicce.
Zhotoveni kryostatovych fezil provadime druhy den. Rezy tloustky Spm umistujeme na
podlozni skla SuperFrost plus pro obtizné histologické preparaty. Problémova byva prace
s kizi, ktera je lehce hyperkeratoticka — tkan se trha — oddéli se epidermis s hyperkeratézou a
fez neni pouzitelny. Stejnd situace nastava pii zpracovani vzorku, ktery je tvofen pouze

puchyiem. Dojde k roztrzeni a znehodnoceni tkanového fezu.

Imunofluorescencni reakce
1. Inkubace s normalnim sérem zvifete, ze kterého je ziskana sekundarni protilatka,
napf. jestlize pouzijeme jako sekundarni protilatku - koza anti krélik 1gG - FITC,
zvolime normalni kozi sérum k blokaci nespecifickych vazeb. V nasem piipadé

pouzivame normalni osli sérum (Santa Cruz Biotechnology, sc-2044), fedéné na
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10% roztok pufrem TRIS/HCI, pH 7,2; i pfesto, ze mame sekundarni protilatky
krysi, osli a kozi. Diivodem byla finan¢ni limitace a podle naSich zkuSenosti se
nejednd o nijak podstatnou chybu. Inkubace probiha 20 minut ve vlhké komote,
coz je komer¢né dostupny plastovy kontejner, vylozeny vlhkou bunicitou vatou.
Preparaty nesmi béhem celého pracovniho postupu zaschnout, ¢imz by se

okamzité znehodnotily.

Inkubace s priméarni protilatkou fedénou pufrem TRIS/HCI, pH 7,2 — 7,4. Cas a
konkrétni fedéni je uvedeno v tabulce ¢. 1. P pouziti vlhké komory jsme

inkubovali za pokojové teploty.

Tabulka ¢. 1 Kompletni charakterizace primarnich protilatek

Imunizované fedéni protilatky -

Protilatka anti- zZviie ul/100pul TRIS/HCI Inkubace

BPAg 1 koza 5/100 17h, v lednicce pii 4°C
BPAg 2 koza 5/100 17h, v lednicce pii 4°C
Cytokeratin 5 mys 1/100 60min, vlhka komora
Cytokeratin 14 mys 3/100 60min, vlhka komora
Cytoretatin 10 mys 1/100 40min, vlihka komora
Integrin a6 krysa 2/100 40min, vihka komora
Integrin 4 mys 2/100 40min, vlihka komora
Kolagen IV mys 1/100 60min, vlhka komora
Kolagen VII mys 1/50,1/100,1/200 60min, vihka komora
Laminin 5 mys 3/100 40min, vlihka komora
Plectin koza 1/100 60min, vihka komora

3. Inkubace se sekundarni protilatkou konjugovanou s FITC - pro Krysi primarni

protilatku (Integrin alfa-6) pouzivame koza anti- krysa IgG-FITC (Santa Cruz
Biotechnology, sc-2011), pro kozi priméarni protilatky pouzivame osel anti-koza
IgG-FITC (Santa Cruz Biotechnology, sc-2024), pro mysi primarni protilatky
koza anti-my$ 1gG-FITC (Chemicon, AP124F). Redéno pufrem TRIS/HCI pH 7,2
— 7,4, inkubace ve vlhké komote za pokojové teploty.
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Tabulka ¢.2 Kompletni charakterizace sekundarnich protilatek

Sekundarni protilatka | Redéni v n/100pl pufru TRIS/HCI | Cas inkubace

Koza anti-krysa 1gG FITC 2/100 120 min, vlhk& komora
Koza anti-mys IgG FITC 1/100 40 min, vlhka komora
Osel anti-koza IgG FITC 4/100 120 min, vlhka komora

4. Dukladny oplach destilovanou vodou a zamontovani do DAPI. PouZili jsme
Vectashield with DAPI (Vector Laboratories, Inc., catalog. No.H-1200)

5. Hotove preparaty Ize uchovavat v lednici, dle nasich zkuSennosti i po mésici lze

jeste prohlizet.
Pii kazdém vySetfeni pouzivame pozitivni kontrolu, normélni zdravou lidskou kozni tkan.

Tkanové fezy pacienta a pozitivni kontroly jsou vzZdy na jednom podloznim skle a hodnoceny

soucasne.

Piiprava pufru TRIS/HCI

12.1q trometamolum

16,09 NaCl

postupné rozpustit v 1500 ml destilované vody,
piidat 30ml zasobniho roztoku HCI (150 ml HCI/300 ml dest. vody),
doplnit destilovanou vodu do 2000 ml a zm¢fit pH.

Ptipadn¢ upravit pomoci NaOH. pH 7,2-7,4

4. 3. KONKRETNI PRACE S PRIMARNIMI PROTILATKAMI
Antigen bul6zniho pemfigoidu 1

BPAg1 (E-14), (sc-13776) - SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY

BPAgl (230 kDa) je hemidesmozomalni protein bazalni membrany ktze, jde o purifikovanou

kozi polyklonalni protilaitku namifenou proti lidskému C — terminalnimu konci BPAgL.
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V 1ml PBS pufru je obsazeno 200 ug IgG protilatky a jako stabilizator a konzervaéni latka
azid sodny (< 0,1%).

Vyrobcem doporucené fedéni pro imunofluorescenci je 1 /50 az 1/500. Tato protilatka (stejné
jako BPAg2) nam pii doporuc¢eném postupu davala velmi $patné nebo vibec zadné vysledky.
Zvysili  jsme tedy koncentraci protilatky az na Sul na 100ul pufru a vyrazné prodlouzili
inkubaci (viz Tab.1) Vysledky jsou méné uspokojivé, v budoucnu pravdépodobné pouzijeme

protilatku od jiného vyrobce.

Antigen bul6zniho pemfigoidu 2, BPAg 2

COLLAGEN TYPE XVII (N-18), (sc-26393) - SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY

Jde o purifikovanou kozi polyklonélni protilatku.VV 1ml PBS pufru je obsaZzeno 200 pug 1gG
protilatky a jako stabilizator a konzervacni latka azid sodny (< 0,1%) (14).

Opét doporucené fedéni 1/50 — 1/500 ndm dalo velmi Spatne vysledky (viz. BPAG1). Zvysili
jsme tedy koncentraci protilatky az na Sul na 100ul pufru a vyrazné prodlouzili inkubaci (viz

Tab.1) Tim jsme dosahli o néco lepsich vysledkt nez s BPAg 1.

Cytokeratin 5, CK5

CYTOKERATIN 5, (NCL -L - CK5) - VISION BIOSYSTEM

Jde o my$i monoklonalni protilatku, namifenou proti proteinu intermedidrnich filament CKS,
klon XM?26, tfida IgG1, kappa. Jako antigen je pouzita smes prokaryotnich rekombinantnich
proteint, odpovidajicich C- terminalnimu konci lidského CK 5. Supernatant, obsahujici
15mM azidu sodného, pracuje na nativni tkani i na tk&nich zalitych do parafinu. Doporucené
fedéni 1/100.(15) Naprosto spolehliva, kvalitni reakce.

Cytokeratin 10, CK10

CYTOKERATIN 10, (MAB1605) - CHEMICON

Mysi monoklonalni protilatka, tiida IgG, ascites, 0,1% azid sodny. (13)

Vyrobce neuvadi fedéni, my jsme Cerpali z informaci od pani Gabriela Pohla-Gubo, PhD

z Federal Hospital Salzburg. Tedy 1/100 a vysledky byly perfektni, spolehliva protilatka.

Cytokeratin 14, CK14
CYTOKERATIN 14, (NCL-L-LL002) - VISION BIOSYSTEM
Jde o mysi monoklonalni protilatku, namitfenou proti proteinu intermediarnich filament CK14,

klon LL002, tfida IgG3. Jako antigen je pouzit synteticky peptid, odpovidajici C-
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terminalnimu konci lidskeho CK 14. Supernatant, obsahujici 15mM azidu sodného, pracuje
na nativni tkéni i na tkanich zalitych do parafinu. Doporucené fedéni 1/20 (15). Naprosto

spolehliva, kvalitni reakce i pfi fedéni 3/100.

Integrin alfa-6

INTEGRIN ALPHAG6 [CD49F], (MAB1378) - CHEMICON

Synonyma: VLA-6 ALPHA CHAIN, CD49F

Krysi monoklonalni protilatka, supernatant, pH 7,4, 0,09% azid sodny, klon NKI-GoH3,
koncentrace Img/ml, téida IgGoa. Antigenem jsou zde BALB/c mySi mammarni nadorove
bunky. Déle protildtka znaci trombocyty, megakaryocyty, T lymfocyty a bunky akutni
lymfatické leukemie, epitelidlni bunky. (13)

Vyrobce nedoporucuje fedéni, opét jsme Cerpali z informaci od pani Gabriela Pohla-Gubo,

PhD z Federal Hospital Salzburg, pouZili jsme 2/100, naprosto kvalitni a spolehliva reakce.

Integrin beta-4

INTEGRIN BETA4, (MAB 1964) - CHEMICON

Mysi monoklonalni protilatka, klon 3El, tfida IgGi, urena pro imunofluorescenci a
imunoprecipitaci, bez konzervacnich latek, doporucené fedéni 1/200 (13)

V naSich podminkach se 1épe osvédcilo fedéni 2/100. Reakce spolehliva.

Kolagen IV

KOLAGEN IV, (NCL-COLL-IV) - VISION BIOSYSTEM

Mysi monoklonalni protilatka, klon PHM-12, tfida IgG1, antigenem jsou lidsky glomerulus,
pracuje jak na kryostatovach, tak na parafinovych fezech, doporucené fedéni 1/100-1/200
(15).

V naSich podminkach fedime 1/100. Spolehliva kvalitni reakce.

Kolagen VIl

KOLAGEN VII, (NCL-COLL-VII) - VISION BIOSYSTEM

Mysi monoklonalni protilatka, klon LH7.2, tiida IgG1, kappa, pracuje poze na kryostatovych
fezech, doporucené fedéni 1/50-1/100 (15).

V diagnostice EBD pouzivame: 1/50,1/100,1/200, u ostatnich ptipadi (EBC simplex a
junkéni) pouze 1/100. U EBD soucasné s kontrolou sledujeme sniZeni intenzity barveni,

kontrola dava ve vSech fedénich jasn€ pozitivni vysledek, na tkdniovém fezu klize pacienta
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s EBD pozorujeme postupné snizeni az vymizeni svitu, ¢asto uz pii fedéni 1/100. Naprosto

spolehliva reakce.

Laminin 5

LAMININ 5 (KALININ, [GB3]), (ab 1207) - ABCAM

Monoklonalni mysi protilatka, zna¢i 5 polypeptid 93,5 — 150 kD, které se nachazi v lamina
lucida. Ttida IgG1, klon GB3, koncentrace 1mg/ml, pracuje pouze na kryostatovych fezech,
doporucené fedéni 1/25 — 1/200. Obsahuje 0,05% azidu sodného, pufr PBS (16).

V na$ich podminkach fedime 3/100, reakce spolehliva, bez arteficielniho svitu.

Plectin

PLECTIN (C-20), (sc-7572) - SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY

Plectin je kozi polyklonalni protilatka proti C- terminalnimu konci lidského plectinu. V 1ml
PBS pufru je obsazeno 200ug IgG protilatky a jako stabilizator a konzervaéni latka azid
sodny (< 0,1%), doporucené fedéni 1/50 — 1/500 (14).

V naSich podminkach jsou nejlepsi vysledky pii fedéni 1/100. Reakce vychazi dobfe, 1épe nez
BPAgl a 2, nicméné naptiklad integriny a kolageny davaji vysledky mnohem kvalitnéjsi, bez

arteficielniho svitu a dlouhotrvajici.

4. 4. KONKRETNI PRACE SE SEKUNDARNIMI PROTILATKAMI

Osel anti-koza 1gG-FITC, (sc-2024) - SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY

200 pg protilatky konjugované s fluoresceinem v 0,5 ml pufru PBS, doporuc¢ené fedéni 1/100-
1/400 (14).

Doporucené tfedéni nam vSak nedalo naprosto Zadnou reakci a postupnym zvySovanim
koncentrace jsme dospéli az k pouzitelnému fedéni 4/100. A to navic pii prodlouzené

inkubaci - z béznych 40min na 120 min.

Koza anti-krysa IgG-FITC, (sc-2021) - SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY

200ug protilatky konjugované s fluoresceinem v 0,5ml pufru PBS, doporuéené fedéni 1/100 -
1/400 (14).

Pouziteln koncentrace pro nase podminky je 2/100.

Koza anti my3 IgG-FITC, (AP124F) - CHEMICON
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Purifikovana sekundarni protilatka obsahujici 14,5 ug FITC na 1mg protilatky, jako antigen
pozito mysi sérum o koncentraci 10mg/ml. Doporucené fedéni 1/50-1/200 (13).

V naSich podminkach pracujeme s fedénim 1/100.

4.5. PRISTROJOVE VYBAVENI

Dewarova nadoba na kapalny dusik (Taylor-Wharton HARSCO série XTB) je ur¢ena pro
skladovani kryozkumavek nebo kapilar pti extrémné nizkém dennim odparu. Tyto Dewarovy

nadoby jsou opatfeny 6 kanystry o priméru 38mm.

Kryostat Leica JUNG FRIGOCUT 2800 — rotacni mikrotom umistény v chlazené komote,
kterd umoziiuje kontrolované rychlé zmrazeni vzorku a praci s nim pii velmi nizké a

nekolisajici teploté. Osvédcena pracovni teplota je -24°C.

Fluorescen¢ni mikroskop - Olympus BX51 ( Japonsko) a kamera, model CCD 1300cib od
VDS Vosskuhler GmbH , (Némecko)
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5. VYSLEDKY A DOKUMENTACE

onemocnéni EBC je pomérné vzacné, soubor pacienti s EBC (1971-2005)
détské kozni kliniky FN Brno : 104 ( 48 M, 56 Z ) 36% pacientil sledovano od
novorozeneckého véku

zemielo : 2 DEB HS, 2 JEB-H, u EBJ §lo 0 2 divky, u EBD Slo 0 muZze a divku
soubor pacientil, u kterych byl proveden antigenni mapping dosud ¢ita 7 pacientl,

probéhl odbér u tii dalsich, vysledky a dokumentace zatim nejsou k dispozici

Procentni zas toupeni t¥i s kupin EBC

DEB

44% SEB

46%

JEB
10%
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Pacient Cislo 1, ro¢nik 1968, pohlavi muzské

Piedchozi histologické vySetreni: pred 25 lety — EBD HS

Vzorek 1) pro konvenéni histologii, suspektni. inicialni spinocelularni karcinom

Vzorek 2) pro AM a ELMI, atroficka kize s levé dolni koncetiny, v materialu jen korium,
v dalSim prokrajeni oddélené nesouvislé fragmenty epidermis.

Klinicka DG: EBD HS

AM: nepiima imunofluorescence s PL proti CK10, BPAgl, BPAgQ2, lamininu 5 (GB3),
integrinu a6 a integrinu PB4, kolagenu IV dava shodny pozitivni vysledek s kontrolou
nezménéné zdravé lidské ktuze. Kolagen VIl 1/50 slabsi reakce nez kontrola, 1/100 stale
patrna slabsi reakce, 1/200 ojedin€lé pozitivni tseky. Jedna se o fragmentovany material,
zatiZzeny fadou artefaktd.

ELMI: Chybéni kotevnich fibril, jak v oblasti puchyfte, tak 1 mimo ngj.

Zavér: RDEB HS, i kdyZ slaba pozitivita v reakci proti kolagenu VII 1/100 je v nevhodné

odebrané kuzi pravdépodobné artefaktem. Nutno zvazit kliniku, ELMI i antigenni mapping.

Pacient €. 1: fragment epidermis, kolagen Kontrola (NHS): kolagen VII, 100x, 1/50
VII, 100x, 1/50
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Pacient ¢islo 2, ro¢nik 1998, pohlavi muzské

Piedchozi histologické vySetfeni: pied 8 lety, méalo diagnosticky material, pravdépodobné
n¢ktera forma EBD.

Vzorek: Z pravého stehna, v den odbéru odseparovani prsti (meziprstni blanky).

Klinickd DG: EBD HS mitis, polykaci potize obcas, typické kozni projevy.

AM: nepiima imunofluorescence s PL proti CK10, BPAgl, BPAg2, Lamininu 5(GB3),
integrinu a6 a integrinu B4, kolagenu IV dava shodny pozitivni vysledek s kontrolou
nezménéné zdravé lidské kiaze. Kolagen VII 1/50 slabsi reakce nez kontrola, 1/100 a 1/200
reakce negativni, kontrola pozitivni.

ELMI: Distribuce nepravidelnych fidkych kotevnich fibril, zastizeny tseky, kde kotevni
fibrily zcela chybi. (Diky ¢aste¢né vytvorenym fibrildm je reakce proti kolagenu VIl 1/50
jeste slabé pozitivni.)

Zavér: RDEB, forma mitis je pravdépodobna, formu HS nelze vyloucit.

Pacient €. 2: kolagen VII, 100x, 1/100 Kontrola (NHS): kolagen VII, 100x, 1/100
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Pacient ¢islo 3, ro¢nik 1976, pohlavi muzské

Piedchozi histologické vySetfeni: ELMI - pied 15 lety, vyzraly dermolyticky puchyt
s témet kompletnim chybénim kotvicich fibril, malo diagnostického materialu.

Klinickd DG: EBD HS s typickymi projevy, boxerské ruce, polykaci potize, kariézni chrup.
AM: nepiima imunofluorescence s protilatkou proti CK10, BPAgl, BPAg2, Lamininu
5(GB3), integrinu a6 a integrinu P4, kolagenu IV davd shodny pozitivni vysledek
s kontrolou nezménéné zdravé lidské kize. Kolagen VII 1/50 slabsi reakce nez kontrola,
1/100 a 1/200 reakce negativni, kontrola pozitivni.

ELMI: Pro malé mnozstvi diagnostického materialu nebylo mozno provést sou¢asné ELMI
vySetteni, které by mohlo ukazat skutecnou kvantitu kotvicich fibril.

Zavér: Defektni kolagen VII davajici snizenou reakci 1/50, nalez vyhovuje klinické diagnoze
RDEB HS.

Pacient ¢.3, kolagen VII, ptivodni zvétSeni Normalni ktize, kolagen VII, ptivodni
200x, 1/100 zvétSeni 100x
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Pacient Cislo 4, ro¢nik 1992, pohlavi muzské

Pi‘edchozi histologické vySetfeni: na jiném pracovisti, kde i ELMI vysetfeni — defekt
hemidesmosomi.

Vzorek: tvotici se puchyi + pre—lesional skin

Klinickd DG: EBJ non Herlitz, teréovité defekty na hyzdich, otlaky plosky, dlané, moceni,
polykani, defekace bez patologickych zmén.

AM: V kryostatovych fezech 3 materidly. VétSinou pfevazuje vyrazné€ vyvinuty junkéni
puchyi. Méné pre-lesional skin a ve zcela kratkych Usecich non-lesional skin. BPAg2, CK 5,
CK14 ve stropu puchyie, kolagen 1V a VII vyrazné linearné v bazi puchyte, reakce s GB3
proti lamininu 5 je proti kontrole vyrazn¢ zeslabena. Linearn¢ v non-lesional skin a
v kratkém Useku i v bazi puchyte, v puchyii reakce zcela negativni. Reakce proti BPAgL je
nelinearni, ale ,,Carkovita“ a granularni nebo charakteru jemnych kli¢ek. V inicialnim puchyii
ojedinéle v bazi i stropu, ve vyvinutém puchyii vyjimecné ve stropu.

Zavér: JEB, jedné se o primarni poruchu ve struktufe lamininu 5.
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Pacient ¢. 4, laminin 5, 100x Kontrola, laminin 5, 100x

Pacient €. 4, junkéni puchyft, kolagen VII, Pacient €. 4, junk¢ni puchyt, BPAg2, 100x
100x

Pacient €. 4, junk¢ni puchyft, kolagen 1V, Pacient €. 4, junk¢ni puchyt, BPAgl, 100x
100x
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Pacient ¢islo 5, ro¢nik 1978, pohlavi muzské

Piedchozi histologické vySetieni: nema

Vzorek: levé predlokti

Klinickd DG: pacient zdrav, dcera Bartiv syndrom, DEB histologicky verifikovana.
V molekularni genetické analyze dcery nalezena mutace G2003R typicka pro Bartiv syndrom
(substituce glycinu, ale bez pied¢asného termina¢niho kodonu). Otec tatdaZ geneticka
odchylka, ale bez jakéhokoliv postizeni a projeviit DEB.

AM: Vsechny dostupné reakce jsou pozitivni shodné jako kontrola. Kolagen VII ve vSech
fedénich u otce nemocného ditéte se jevi jako normalni.

Zavér: Naprosto normalni vysledek (snad ovlivnén tim, ze protilatka proti kolagenu VII
LH7:2 znaci pfevazné N-termindlni ¢asti kolagenu, zatimco mutace se substituci glycinu jsou
vV opa¢né casti helixu, pobliz C-terminalni casti). Podle klinickych tdaji otec nema zadné

projevy DEB, doporuceno jen zpfesnit anamnézu (détstvi — prechodné puchyinaté projevy).

Pacient ¢.5, kolagen VII, zvétSeno 100x, Kontrola (NHS), kolagen VII, zvétseno 100x,
1/100 1/100
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Pacient ¢islo 6, ro¢nik 1994, pohlavi muzské

Piedchozi histologické vySetieni: pted 7 lety, ELMI — dystroficka forma EBC, s ojedinélymi
nalezy kotvicich fibril

Vzorek: pravé stehno

Klinickd DG: EBD, projevy od narozeni, nejdiive dlan¢, plosky, pozdéji i trup. Postizeni
sliznic, v€etné jicnu. Hojeni pozvolné, s atrofii kize.

AM: Reakce s protiladtkou proti CK5, CK 14, integrinu a6 a integrinu B4, kolagenu IV
dava shodny pozitivni vysledek s kontrolou nezménéné zdravé lidské kuze. Kolagen VII
1/50 slabsi reakce nez kontrola, 1/100 slabsi reakce nez kontrola a 1/200 reakce negativni,
kontrola pozitivni.

ELMI: Kotvici fibrily v oblasti lezionalni skin vétsinou chybi, patrny zcela vyjimecné.

Zavér: RDEB lokalizovana nebo generalizovana forma, mirnéjsi fenotyp.

Pacient ¢.6, kolagen VII, pavodni zvétSeni Kontrola (NHS), kolagen VII, ptivodni
100x, 1/200 zvétseni 100x, 1/200
[arteficielni svit je hyperkeratoza/
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Pacient ¢islo 7, ro¢nik 1976, pohlavi muzské
Pi‘edchozi histologické vySeti‘eni: v lonském roce, ELMI - EBJ nebo EBS
Vzorek: 1) pre-lesional skin, dorsum praveé ruky
2) non-lesional skin (leva paze)
Klinickd DG: pozitivni rodinnd anamnéza ze strany otce, pacient v détstvi zastfeny hlas,
postizeni nehtt, otlaky, hemoragické puchyie s maximem na akrech.
AM: Vzorek 2) vysledky jsou shodné s pozitivni kontrolou — reakce s protilatkou proti CK5,
CK 14, BPAgl a 2, integrinu a6 a integrinu B4, kolagenu 1V a VI, proti plectinu.
Vzorek: 1) pre-lesional skin, dorsum pravé ruky — zastizen puchyi a vysledky jsou
nasledujici:
CK5 — ptevazné v bazi puchyte
CK 14 - v bazi a ¢aste¢né i ve stropu puchyie
Laminin 5 v bazi puchyie
Kolagen VIl a IV v bazi puchyie
ELMI: nélezy svéd¢i pro EBC simplex, typu Dowling-Meara.

Zavér: reakce svedci pro intradermalni pozici puchyte, tedy EBS.

Pacient ¢. 7, CKS5, ptivodni zvétSeni 100x, Pacient ¢. 7, CK14, piivodni zvétseni 100x,
puchyf, pozitivita v bazi puchyft, pozitivita v bazi
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6. DISKUZE

Zamér zavedeni nonmolekularni diagnostiky EB je na naSem pracovisti podpofen grantovym
projektem NR/9346 — 3 ve spolupraci s FN Brno, oddélenim 1ékaiské genetiky a détskou
kozni klinikou pod vedenim prim. MUDr. Hany Buckové, PhD.

Nejvyrazngjs§i pocatecni obtizi bylo vytvoteni panelu vhodnych primarnich protilatek a
zjistit jejich komer¢ni distributory, v ¢emz nam z¢asti pomohla pani Gabriela Pohla-Gubo,
PhD z Federal Hospital Salzburg. Nékteré protilatky vSak pracovisté v Rakousku dostalo
darem a jiZ nemaji k dispozici jejich pfesny zdroj. Dale se nam nepodafilo nikde najit
distriburora a prodejce protilatky Uncein (19-DEJ-1) proti lamininu 6, uziteCnou pro
diagnostiku EBJ. Zmifuje se o ni pani Marjon Pasmooij ve své praci Genotyping of unusual
phenotypes in epidermolysis bullosa (ISBN: 90-367-2640-9) GRONINGEN, THE
NETHERLANDS, 2006, s.202,(12) kterou jsme nasli na internetu v elektronické podobg.
Ovsem rovnéz uvadi, Ze se jedné o dar od dr. J.D. Fine, Nashville, USA. Z ¢ehoz usuzujeme,
ze tato protilatka ziejmée neni komercéné dostupnd a nékteré laboratoie molekuldrni biologie
jsou schopny si ji vytvofit sami pro vlastni potiebu.

Déle jsme se v literatuie setkali s naprosto protichidnymi nazory na vhodny odbér
vzorku ktize. Autofi Papadimitriou, J.M., Henderson, D.W., Spagnolo, D.V. (5) pisi, ze
vzorky kiize nesméji byt odebirany raznici. Jedinym doporucenym zpiisobem je podle téchto
autoru excize, na rozdil od Jo-David Fineho a Lynne Thayer Smithe (7), ktefi ve své praci
jako optimalni ptistup uvadi pravé biopsii pomoci raznice, kterd se pln¢ osvédcila i v naSich
postupech.

V budoucnu se budeme snaZit odstranit potiZze s protilatkami BPAgl a BPAgQ2,
inkubace po dlouhou dobu neni piili§ vhodna, nckdy zpiisobuje rozpad tkané, obzvlaste
v misté¢ puchyie. Zvolime nejspiSe jiného vyrobce. Rovnéz bychom chtéli zkratit cely
pracovni postup, coZ by znamenalo zhotoveni kryostatovych fezi po n€kolika hodinach od
zmrazeni, ne tedy aZ druhy den.

V Ceské republice jiné pracovisté zabyvajici se touto problematikou neni, radi bychom

navstivili nékteré ze zahrani¢nich a pfivezli si cenné poznatky a zkuSenosti.
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7. ZAVER

Antigenni mapping je dulezitou soucasti diagnostiky EBC. Financné a ¢asove je dostupnéjsi
nez ELMI a nesmirné pfinosny pro laboratofe molekularni genetiky. Problémem je vymezeni
diagnostické¢ skupiny protilatek, které bezpecné¢ umozni zafazeni vSech geneticky
charakterizovanych jednotek. DalSim problémem zistava praktické vyzkouSeni pouziti
jednotlivych protilatek na konkrétnim materialu bioptickych vzorkl. Dosazenim vytéené¢ho
cile jsme vyfesili oba problémy a mizeme prohlasit, Ze ndmi pouZivany soubor biologicky
vhodnych a komeréné dostupnych protilatek splituje diagnostické potfeby moderni bioptické
laboratofe. Imunohistologickmi postupy vyzkouSenymi a standardizovanymi v nasi laboratofi
jsme dospéli k ekonomicky unosné diagnostice EBC, bez nutnosti pouziti finan¢né naroénych

genetickych a molekularné biologickych metod.
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