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Imunofluorescencni vySetfeni v dermatologii*

Jedlickova H.

Dermatovenerologicka klinika FN u sv. Anny v Brné a LF MU

SOUHRN

Imunofluorescencni metody se jiZz vice neZ pul stoleti pouZivaji v lékarské diagnostice a vyzkumu.
V dermatologii je to piredevsim diagnostika puchyinatych onemocnéni a onemocnéni pojivové tkané meto-
dou primé a neprimé imunofluorescence. V ¢lanku je podan piehled zakladnich moznosti diagnostiky
a nalezi u téchto onemocnéni, dalSich moznosti vyuziti véetné modernich aplikaci imunofluorescence.
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SUMMARY

Immunofluorescence in Dermatology

Immunofluorescence methods have been used in medical research and diagnostics for more than
50 years. In dermatology, direct and indirect immunofluorescence methods are mainly used in diagnostics
of immunobullous and connective tissue diseases. The review summarizes the basic diagnostic possibilities
and common findings in these disesases, and other uses, including modern applications of immunofluores-
cence methods.
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I. UVOD

II. PODSTATA METODY

Imunofluorescencni (IF) metody jsou pro svoji relativ-
ni jednoduchost Siroce pouZivané v 1ékarské diagnostice
a vyzkumu, dtleZitou roli hraji i v dermatovenerologii,
pfedeviim v diagnostice autoimunitnich onemocnéni.
Imunofluorescenéni metody byly pouZity na sklonku
50. Iet minulého stoleti k detekci LE bunék [8], nasledo-
valo rozliSeni jednotlivych antinukledrnich protilatek,
v roce 1963 byl popsan lupusovy pruh Burnhamem [4].

V roce 1964 popsal detekci autoprotildtek imunofluores-
cen¢ni metodou u pemfigu Beutner a Jordan [2]. Nésledo-
val popis protilatek proti bazalni membrané u pemfigodu
stejnymi autory v roce 1965 [15]. V roce 1969 van der Meer
popsal IgA v papildch u dermatitis herpetiformis [18]. Tyto
objevy znamenaly pocatek rozsifeni IF diagnostiky na celou
fadu chorob. U nés se o rozvoj IF metod v dermatologii
zaslouZzili Vla$in a Kratochvil [17, 28], ktefi metody zacali
pouZivat jiz na sklonku 60. let. V soucasnosti patii IF meto-
dy do rutinniho vySetfovéani imunologickych a patologickych
laboratofi, pro svoji specificitu si zachovala IF diagnostiku
i néktera specializovana dermatologickd pracovisté.

*V&novano k Zivotnimu jubileu prof. Vlasina.

Nékteré molekuly maji diky své chemické struktuie
schopnost po absorpci svétla s vysokou energii piejit do
excitovaného stavu a nasledné vyzafit fotony o vyssi vino-
vé délce a nizsi energii. Tento jev se nazyva fluorescence
a molekuly fluorochromy. KaZzdy fluorochrom ma charak-
teristické absorp¢ni a emisni spektrum. Rozdil mezi vino-
vou délkou absorbovaného a emitovaného svétla se nazy-
va Stokestiv posun. Nékteré molekuly vykazuji pfirozenou
fluorescenci, tzv. autofluorescenci (napt. zeleny fluores-
centni protein GFP — green fluorescent protein), nebo 1ze
proteiny, nukleové kyseliny apod., fluorescentnim barvi-
vem fluorochromem oznacit. V imunofluorescen¢nich
metodéch se vyuziva fluorochrom konjugovany s protilat-
kou, tzv. konjugat, ktery reaguje s tkanovymi a bunécnymi
antigeny, imunoglobuliny, slozZkami komplementu, zanét-
livymi markery apod. Pro pozorovani fluorescence je nut-
ny fluorescen¢ni mikroskop. V soucasnosti se pouZzivaji
tzv. epiluminiscen¢ni mikroskopy — svétlo prochazi shora
objektivem, ktery funguje jako kondenzor. Star§im typem
byl transmisni mikroskop. Svételnym zdrojem je rtutova
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vybojka, halogenova lampa se Sirokym spektrem, lasery
nebo nové LED (light emitting diod), zdroje s uzkym
spektrem. Svétlo prochdzi excitatnim filtrem, ktery pro-
pusti pouze vinovou délku vhodnou pro dany fluorochrom;
emisni filtr pak propusti jen poZadované vinové délky.
Pozorovatel sleduje zétici oznacenou strukturu v tmavém
poli, soucasné 1ze pouzit i nékolik fluorochromii. Nejcas-
t€j8im fluorochromem pouZivanym v dermatologii je fluo-
rescein izothiocyanat (FITC), ktery po absorpci modrého
svétla vydava jasné zelenou fluorescenci; existuji vSak
desitky dalSich pouZivanych fluorochromii (rhodamin,
thioflavin T aj.).

Pfi pozorovani dochazi rychle ptisobenim volnych kys-
likovych radikdld k vyzateni — vyblednuti fluorochromu.
Nelze proto preparity déle uchovavat, je mozné ale jejich
Zivotnost prodlouZzit (montovaci média DABCO, Citiflu-
or apod.). K zakladnim metod4dm patfi tzv. pfima a nepiima
imunofluorescen¢ni metoda.

A. Pfima imunofluorescen¢ni metoda (PIF)

Odbér materidlu — biopticky vzorek z loZiska (lichen
ruber, lupus erythematosus (LE), vaskulitida) nebo
z perileziondlni oblasti (puchyinaté choroby) se co nej-
rychleji zmrazi, nejcastéji tekutym dusikem. K vySetieni
je nutné vybrat Cerstvy projev se zachovanou epidermis,
bez erozi a krust, kde jeSt€ neprob&hla degradace auto-
protilatek zanétlivymi procesy. U vaskulitid by Iéze
neméla byt star$i nezZ 24 hodin. Vyjimkou je chronicky
lupus erythematosus, u kterého je piinosnéjsi starsi 1éze.
Zpracovava se nejlépe do 24 hodin, maximalné do 5 dnt.
Vzorek Ize uchovévat ve specidlnim zmrazovacim médiu
(OCT médium). Pfi nutnosti transportu do vzdéalené labo-
ratofe je mozné pouZit transportni médium, které nevyza-
duje pfi transportu teploty pod nulou (Michelovo médium
s maleimidem). Pfi zpracovini do 24 hodin lze vzorek
uchovat i ve fyziologickém roztoku.

Tkanové fezy se inkubuji s konjugovanou protilatkou,
kterd se navadZe na odpovidajici strukturu (napf. autoproti-
latku navdzanou na cilovy antigen). Ke zvyraznéni kontra-
stu IF a pozadi je mozno preparat dobarvit Evansovou mod-
fi, kterd v IF mikroskopu zbarvi epidermis docervena.
Zasadni vyznam ma PIF u diagnostiky puchytnatych auto-
imunitnich chorob, diagnostickou hodnotu ma i u lupus
erythematosus, smiSené choroby pojiva, porfyrie, lichenu
a vaskulitid, okrajové€ i u dalSich onemocnéni jako napf.
sklerodermie a dermatomyozitidy. V bézné diagnostice
v dermatologii se pouZivaji protilatky (praseci, mysi, kra-
li¢i, kozi aj.) proti lidskym imunoglobulinim IgG, IgA,
IgM, proti polyvalentnimu imunoglobulinu IgG, IgA
a IgM, protilétky proti sloZzce C3 komplementu a proti fib-
rinu znacené FITC. NejCastéji detekované autoprotilatky
jsou tfidy IgG ( LE, puchyfnatd onemocnéni aj.). I[gA auto-
protilatky jsou typické pro Henochovu-Schonleinovu pur-
puru, morbus Duhring, IgA linedrni dermat6zu, popt. IgA
pemfigus. IgM autoprotilitky nachdzime u vaskulitid
a jako soucast apoptotickych télisek (tzv. agregaty). Detek-
ce C3 ukazuje aktivaci komplementu u zanétlivych déja,

napf. u puchyfnatych chorob a vaskulitid. Detekce fibrinu
jako tkanového lepidla ukazuje na nespecifické poskozeni
tkané, napf. junkéni z6ny u lichenu, poskozeni stény cév.

B. Neprima imunofluorescencni metoda (NIF)

Siroce provadéné vySetfeni detekuje cirkulujici auto-
protilatky, v dermatologii mé nejvétsi vyznam u puchyi-
natych chorob a lupus erythematosus. VySetfované sérum
se nejprve inkubuje s vhodnym substratem (tkdnovymi
fezy, butikami), ve druhé fazi se pfidava konjugovana pro-
tilatka. Je moZno provadét stanoveni titru autoprotilatek,
ktery koreluje s aktivitou onemocnéni, napt. u pemfigu.
Substrat musi byt citlivy na hledanou autoprotilatku,
u puchyinatych chorob se nejcastéji pouziva opici ezofa-
gus nebo lidskd kiiZze. Existuje $kdla dalSich, komercné
dostupnych substratl, napt. buné¢né linie HEp-2 a He-La
z lidskych karcinomil pro vySetfovdni antinukledrnich
autoprotilatek. Nevyhodou vySetieni je subjektivni hodno-
ceni pozorovatele.

Metodicky naro¢néjsi je vySetfeni nepiimou IF na soli
Stépené lidské kuzi (,,salt split skin®“ — SSS) u subepider-
mélnich dermatdz. Pfi této technice je junkéni zéna roz-
Stépena 1M roztokem NaCl v oblasti lamina lucida, coZ
umozni rozliSeni jednotlivych subepidermélnich dermatéz,
predevsim bul6zniho pemfigoidu od epidermolysis bullo-
sa acquisita. ObnaZeni antigennich epitopli také zesiluje
citlivost reakce. Metodu SSS 1ze také pouZit v piimé IF na
perileziondlni kiZi. V soucasnosti jsou k dispozici jiz
i komer¢ni sety.

III. POUZITI U JEDNOTLIVYCH
CHOROB

1. Intraepidermalni bulézni dermatézy
Pemfigus

Pfimd IF — odebirdme vzorek perileziondlni kiZe
z okraje puchyfe.

Obr. 1. Pemphigus vegetans — pozitivni interceluldrni substan-
ce v dolni ¢asti epidermis (pfima IF, C3)
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U pemfigu jsou detekovany autoprotilitky tfidy IgG
(fid¢eji IgA) navazané na desmozomy keratinocytil, tzv.
intercelularni substanci (ICS). Cilovymi antigeny jsou
strukturdlni proteiny desmozom, pfevazné desmogleiny
a desmokoliny. Tyto protilatky fixuji komplement, je tedy
detekovatelnd C3 sloZka komplementu, ve stejné lokaliza-
ci jako ICS.

Pemphigus vulgaris (PV) vykazuje PIF témér 100%
senzitivitu. Selhat miZe u lokalizovaného pemfigu malé-
ho rozsahu a u lé¢enych pacientt.

Pemphigus vegetans (PVg), ktery je variantou pemphi-
gus vulgaris, ma senzitivitu vySetfeni pfimou IF metodou
nizsi (obr. 1).

U pemphigus foliaceus (PF) se v typickém piipadé
maximum protilatek detekuje v horni tfetiné epidermis,
coz odpovida distribuci cilového antigenu desmogleinu 1
v epidermis. U lokalizovanych nédlezi miZe byt vySetfeni
negativni. Senzitivita je niZsi, asi 70%.

Pemphigus erythematosus (syn. morbus Senear Usher)
je variantou pemphigus foliaceus se znaky LE; pfi vySet-
feni miZeme detekovat krom& ICS lupusovy pruh
v junkéni z6né.

Pemfigus indukovany léky je vétSinou typu PF,
s odpovidajicimi IF nalezy. U pemfigu indukovaného thio-
lovymi slouceninami se piedpokladd i moZnost pfimé
akantolyzy bez nutnosti Gcasti autoprotildtek. IF ndlezy
pak mohou byt negativni.

Nepiima IF — u pemfigu 1ze detekovat cirkulujici auto-
protilatky v séru. Je vyhodné sledovani titru autoprotila-
tek, protoZe koreluje s aktivitou onemocnéni a reakci na
1é¢bu. Nejvyssi senzitivitu ma vySetfeni u PV (obr. 2).
U PF je senzitivita niZ8i. U léCenych pacientl miiZe byt
vySetieni negativni u lokalizovaného pemfigu ¢i naopak
u rozsédhlého pemfigu s hypogamaglobulinémii. Pozitivi-
ta protilatek v nizkém titru Casto pfetrvava i pfi klinické
remisi onemocnéni. V soucasnosti jsou dostupné sety pro
nepiimou IF s bunéénymi liniemi exprimujicimi desmog-
leiny 1 a 3; komer¢né dostupnd je i ELISA.

DalSsi varianty pemfigt

Pemfigus paraneoplasticky (PNP), syn. paraneoplastic-
ky autoimunitni multiorgdnovy syndrom — PAMS, je vzac-
nd jednotka s vysokou mortalitou [11]. Pfimou IF deteku-
jeme pruh uloZenin IgG, C3 a fibrinu v junkéni zoné
a IgG/C3 interceluldrné (ICS).

V nepiimé IF se vyuZiva kromé& béZnych substritl afi-
nity autoprotilatek k epitelu mocovych cest (tkanové fezy
epitelu mocového méchyte krysy), kterou nemaji ostatni
druhy pemfigu [6].

TEzistém diagnostiky u PNP kromé klasické histopato-
logie a IF je detekce autoprotildtek imunoprecipitaci
a imunoblotem; popsany byly autoprotilatky proti desmo-
plakinu I, II, envoplakinu, periplakinu, plektinu, desmo-
gleinu 1, 3, antigenu BP1 a proteinu o molekulové hmot-
nosti 170 kDa [19].

IgA pemfigus je velmi vzacnd a zatim nedostatecné cha-
rakterizovand jednotka. RozliSuje se varianta podobn4 sub-
kornedlni pustuldze a intraepidermdlni varianta. V pifimé
IF detekujeme IgA autoprotilatky (méné Casto i IgG a C3)
interceluldrnég, u varianty intraepidermalni v rozsahu celé
epidermis a u varianty subkornedlni byva ICS patrna pou-
ze v hornich partiich epidermis. IF je pro diagn6zu mélo
senzitivni, v detekci autoprotildtek se pouZivd imunopre-
cipitace a imunoblot.

Nepiimd IF miZe byt negativni, IgA je detekovano asi
v 50 %, v niz§ich titrech neZ u klasického pemfigu, sen-
zitivitu zvysi pouziti lidské kiiZze jako substratu. Special-
ni metodou je nepiima IF na buné¢né linii exprimujici des-
mokolin 1, ktery je cilovym antigenem u subkornedlni
varianty. Cilovy antigen u intraepidermalni varianty zatim
nebyl charakterizovan [12].

Pemphigus herpetiformis je velmi vzicny typ pemfigu
s klinickym obrazem pfipominajicim dermatitis herpetifor-
mis a IF nalezy odpovidajicimi PV.

2. Subepidermalni bul6zni dermat6zy
Odebirdme perileziondlni kiZi, drobny puchyiek nebo
urtikaridlni projev.

Obr. 2. Pemphigus vulgaris — pozitivni interceluldrni substance
(nepfima IF, opici ezofagus, polyvalentni Ig)

Obr. 3. Linie na bazdlni membrané, kopirujici keratinocyty,
typicka pro buldzni pemfigoid (pfima IF, C3)
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Bulozni pemfigoid (BP) — v pfimé IF detekujeme u BP
linii na bazdlni membrané s IgG a C3, typicky opisujici
cytoplazmatickou membranu keratinocytu, homogenni
linie mize indikovat i dal8i subepidermdlni dermat6zy
(obr. 3, 4). VySetfeni ma vysokou senzitivitu, témét 100%,
selhava jen u Spatné provedeného odbéru ¢i odbéru staré
morfy.

Obr. 4. Homogenni linie na bazdlni membrang, odpovida bul6z-
nimu ¢i jizvicimu pemfigoidu i EBA (piima IF, C3)

Nepifimd IF je vysoce senzitivni, je pozitivni
iulokalizovanych a rozvijejicich se ptipad pemfigoidu. Na
moznost subklinického pemfigoidu upozoriiuje i nilez IF
cytoplazmatické membrany bazdlnich bunék na substratu
opiciho ezofagu (obr. 5) [14]. Pti vySetfeni SSS prokazuje-
me vazbu autoprotilatek na strop puchyte. Cilovymi anti-
geny jsou soucdsti hemidesmozomu: BP antigen 1(BPAgl
—230 kD) a BPAg2 (180 kD).

Obr. 5. IF cytoplazmatické membrany bazdlnich bunék miZe byt
detekovana v prebuldznim stadiu bul6zniho pemfigoidu (nepfi-
ma IF na opi¢im ezofagu, polyvalentni Ig)

Pemphigoid gestationis (syn. herpes gestationis) je
vzéacnd t€hotenska varianta pemfigoidu, kterd se miZe aso-
ciovat i s choriokarcinomem. V piimé IF detekujeme pie-

devs§im C3 slozku komplementu, detekce IgG miZe byt
negativni, stejné tak i nepiima IF. Citlivost vySetfeni nepfi-
mou IF je moZno zvySsit pouZitim lidské kiZe jako substri-
tu a pfidanim Cerstvého komplementu. Cirkulujici IgG
protilatky fixuji komplement v oblasti bazdlni membrany.
Cilovym antigenem je BPAg2.

Jizvict pemfigoid (,,cicatricial pemphigoid”“ — CP) —
syn. sliznicni pemfigoid — vzhledem k pievaZujicimu posti-
Zeni sliznic u CP se v soucasnosti pouziva ndzev slizni¢-
ni pemfigoid, ,,mucous membrane pemphigoid“ — MMP.
Na k@iZi byvaji projevy minimalni nebo Zadné. Pouze kizi
postihuje lokalizovany jizvici pemfigoid (,,Brunsting-Per-
ry pemphigoid®). Tato varianta se zpravidla objevuje na
kazi hlavy a horni poloviny trupu [13]. U jizviciho pem-
figoidu ma zachyt pfimou i neptimou IF vyrazné niZsi sen-
zitivitu nez u bul6zniho pemfigoidu.

Piim4 IF na k0Zi je pozitivni pouze asi v 60 %, linie je
homogenni, tenkd, detekujeme depozita IgG a C3. Na sliz-
nicich je detekce citlivéjsi, problémem je spravny odbér
z kiehké sliznice a zpracovani vzorku, pfedevsim pfi bio-
psii spojivky. Na sliznicich byvaji také detekovany IgA
autoprotilatky.

Nepiimd IF m4 nizkou senzitivitu, asi 30%, autoproti-
latky se vyskytuji pouze v nizkych titrech. Soli délend ktize
ma senzitivitu vyS$8i, linie je detekovana zpravidla
ve stropé, ale i na dné puchyfte [10]. BliZe urcit lokaliza-
ci Stépeni bazalni membriny 1ze mapovinim s kolagenem
IV (soucast lamina densa) [S]. VytéZnost vySetfeni 1ze zvy-
Sit koncentrovanim vySetfovaného séra [16].

Jizvici pemfigoid je heterogenni onemocnéni, s fadou
cilovych antigeni (BPAg2, laminin 332, alfabbeta4 inte-
grin). Pod klinickym obrazem jizviciho pemfigoidu se
muze skryvat i IgA linedrni dermatéza a epidermolysis
bullosa acquisita. Kli¢ovou je tedy presna detekce cilovych
antigenti imunoblotem nebo metodou ELISA.

Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) — v ptimé IF asi
v 80 % detekujeme homogenni linii na bazdlni membra-
né, ve spodiné puchyte, kde se navazuji IgG autoprotilét-
ky (obr. 6), fixujici komplement. Pfi vétSim zvétSeni je
mozno detekovat roztfepeni linie (tzv. ,,u — serrated pat-

Obr. 6. Linie ve spodiné puchyte, odpovida EBA (pfima IF, C3)
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tern), které odpovida lokalizaci kolagenu VII pod bazal-
ni membréanou [32]. U slizni¢ni EBA je moZno detekovat
i IgA autoprotilétky.

Nepiima IF ma senzitivitu jen asi 50%. U podezfeni na
EBA je vhodné provést vySetfeni SSS — antigen epidermo-
lysis bullosa acquisita (NC1 doména kolagenu VII
v kotvicich fibrilach) je typicky lokalizovin ve spodiné
puchyfte [25].

IgA linedrni dermatoza (LABD) — cilovym antigenem
je fragment antigenu BPAg2, v piimé IF tedy detekujeme
linii na bazdlni membranég s IgA, nékdy i s IgG.

Nepiimé IF md nizkou senzitivitu, IgA autoprotilatky
detekujeme asi ve 30 % a v nizkém titru. Casté&jsi zachyt
cirkulujicich autoprotilatek je u déti [26]. VySetfeni SSS
je citlivéjsi, popisovana jsou depozita jak ve stropé, tak
spodiné puchyfie. U slizni¢ni LABD IF vySetieni neodlisi
MMP a EBA.

Dermatitis herpetiformis Duhring (DHD) — odbér pro-
vadime z perileziondlni ktize Cerstvého projevu.

DHD je asociovédna s gluten senzitivni enteropatii. Ve
stievé poSkozeném zanétem se tvoii IgA protilatky proti
tkdfové transglutaminaze (tTG). Ty zkiiZené reaguji
s epidermdlni transglutaminidzou( eTG), ktera je homolog-
ni s tTG. V dermoepidermalni junkci se ukladaji komple-
xy IgA autoprotildtek s eTG [22]. V pfimé IF je pak typic-
kym nalezem mnoZstvi drobnych zrni¢ek IgA protilatek
spolu s C3 ve vrcholcich papil (obr. 7). Méné casto dete-
kujeme pruh jemné granuldrnich uloZenin podél BM, ten-
to typ IF nesmi byt zaménén s linedrnimi uloZeninami
u LABD [23]. Pfitomnost IgM agregatli neni specificka.
U DHD velmi zaleZi na spravném odbéru Cerstvé, neroz-
Skrabané morfy nebo perilezionalni tkdné. Doporuc¢ovano
je sériové prokrijeni vzorku [9].

Obr. 7. Makovité uloZeniny IgA v papildch u dermatitis herpe-
tiformis

V nepiimé IF detekujeme protilatky proti endomyziu
hladkého svalu (opici ezofagus) a retikulinu (opici jatra).
Protilatky proti lepku a tkafiové transglutamindze se dete-
kuji metodou ELISA. IgA autoprotiliatky proti tkanové
transglutamindze a epidermdlni transglutaminidze jsou

vysoce specifické a spole¢né s antiendomyzidlnimi proti-
latkami maji u DHD nejvétsi diagnostickou hodnotu [24].

3. Onemocnéni pojiva

Lupus erythematosus (LE) — nélez v pfimé IF se 1isi
podle typu LE. Odbér se provadi z projevu loZiska.

Systémovy LE (SLE) — v postizené kuzi detekujeme
IgG, IgM, slozky komplementu (C3) a fibrin v homo-
gennim, fibrilirnim nebo zrnitém pruhu (tzv. lupusovy
pruh) na bazalni membrang. Casto jsou detekovana depo-
zita Ig i v cévéch a kolem ztlustélych bazdlnich membrin
potnich Z1az jako nespecificky ndlez, ukazujici na auto-
imunitni po§kozeni danych struktur.

Drive se ¢asto pouzivalo v detekci LE IF vySetfeni zdra-
vé, pred svétlem kryté kiize. Ndlez lupusového pruhu ve
zdravé kizi poukazuje na zdvazné systémové postiZzeni
[31]. Nespecificita nédlezu, nutnost biopsie nepostizené
ktZe a rozvoj dalSich diagnostickych metod tuto indikaci
zatlacily do pozadi. VySetfeni miiZe byt pfinosné ve spor-
nych piipadech.

Subakutni koZni lupus erythematosus (SCLE) —u SCLE
s typickou pozitivitou anti Ro/SSA autoprotilatek mtZe byt
v junkéni z6né a v dolni ¢asti epidermis misto lupusové-

Obr. 8. Lupusovy pruh, vétsi agregity a rozvolnéni junkce
u SCLE (pfim4 IF, IgG)

Obr. 9. VEtsi agregaty v junkci, drobné precipitaty IgG v bazalni
vrstvé odpovidajici Ro protildtkdm u SCLE (pfima IF)
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ho pruhu detekovdno mnoZstvi drobnych zrnitych preci-
pitath IgG, které odpovidaji anti-Ro/SSA autoprotilatkdm
(obr. 8, 9).

Chronicky kozni lupus erythematosus/diskoidni lupus
erythematosus (CDE)- u diskoidniho LE kromé lupuso-
vého pruhu s IgG detekujeme typicky vétSi imunokomple-
xové agregity a apoptoticka téliska obsahujici IgM, Casté
jsou také uloZeniny imunoglobulintl a fibrinu v solarné
poskozeném vazivu.

VySetfeni nepfimou IF antinuklearnich protilatek zasta-
va bazdlnim vySetfenim u LE. Na buné¢nych substratech
(napt. Hep-2 buriky) detekujeme pozitivitu antinuklearnich
autoprotilatek (ANA) a jejich titr. Klinicky vyznam ma titr
od 1 : 40 vySe. Zakladnimi typy IF jsou homogenni, peri-
ferni, granularni, nukleolarni, centromerovy a cytoplazma-
ticky. Typ homogenni a periferni jaderné IF je typicky pro
systémovy lupus, pro SCLE a CDE granularni [30]. Pro
dalsi typizaci protildtek jsou pouziviany metody ELISA,
imunoblot, imunoprecipitace. IF se vyuZiva i pro detekci
dsDNA (dvojvldknové DNA) za pomoci bi¢ikovce Cri-
thidia luciliae, jehoZ kinetoplast obsahuje Cistou dsDNA.
Popis mnoZstvi v soucasnosti vySetfovanych autoprotila-
tek u LE pfesahuje rozsah této préce.

Bulozni lupus erythematosus (BSLE) je vzicna varian-
ta systémového lupus erythematosus, charakterizovana
vznikem subepidermdlnich puchyfi. Prokdzana je tvorba
autoprotildtek proti NC1 doméné kolagenu VII kotvicich
fibril, tj. cilového antigenu u EBA (1). Ve vySetfeni pii-
mou IF nachdzime linedrni i granuldrni pruhovitou IF
bazédlni membrany epidermis s ukladanim IgG; v nepfimé
IF a SSS vysetieni perileziondlni kiize zGstava linie ve spo-
din€ puchyfte. Autoprotilatky se déle prokazuji imunoblo-
tem, ELISA, imununoprecipitaci.

SmiSené onemocnéni pojiva (,,mixed connective tissue
disease — MCTD, syn. Sharpuv syndrom) — odebird se
vzorek z postiZzené kiZe.

V pfimé IF kromé& lupusového pruhu detekujeme
i ANA v jadrech keratinocytll, coZ byva u LE vyjimecnym
ndlezem u vysokych titri protilatek [29] — obrazek 10.

Granularni ANA v nepiimé IF odpovidaji autoprotilat-

kam proti extrahovatelnym nuklearnim antigenim (ENA)
UIRNP, detekovanym ve vysokych titrech.

Sklerodermie

Sklerodermie systémovd nemd v ptimé IF specificky
ndlez. MiZeme detekovat uloZeniny fibrinu v cévich
a nespecifické uloZeniny v poSkozeném vazivu. Popisova-
na je IF jader epidermis a depozita v junkéni z6n€, pfevaz-
né s IgM [27].

V nepiimé IF byvaji nukleolarni ANA v nizkych titrech
(odpovidaji autoprotilitkdm proti Scl70, fibrillarinu,
U3-nRNP) ¢i granuldrni (Ro/SSA) (Hep-2 buiiky aj.).

CREST syndrom (syn. limitovand systémovd skleroder-
mie) ma v nepiimé IF typicky ndlez autoprotilitek proti
centromerdm chromozomu (Hep-2 buiiky aj.)

Lokalizovand sklerodermie (syn. cirkumskriptni sklero-
dermie, morfea) ma obdobny nespecificky nélez v piimé
IF, ANA byvaji negativni.

Dermatomyozitida (DM) — nema specificky nélez
v pfimé IF, miZeme nalézt lupusovy pruh, agregity
v junkci i uloZeniny v cévach, nédlez ale nelze spolehlivé
odlisit od LE.

V nepifimé IF miZeme detekovat granuliarni ANA
v nizkych titrech. Urceni autoprotilatek je mozné dal§imi
metodami (imunoblot, ELISA). Specifické pro DM jsou
anti-Mi-2 autoprotildtky, mohou se vyskytnout i anti
RO/SSA autoprotilatky. Anti Jo-1 jsou pozitivni vzacné,
indikuji postiZeni plic, dalsi autoprotilatky specifické pro
myozitidu se u DM nevyskytuji. V poslednich letech byly
objeveny protilatky specifické pro amyopatickou DM (anti
CADM-140) a paraneoplastickou DM (anti p155) [3].

4. Vaskulitidy
Odebira se vzorek z loziska, ne star§iho nez 24 hodin.

Imunokomplexové vaskulitidy

U vaskulitid detekujeme pfimou IF v kiizi depozita ve
sténdch cév, Casto IgG, IgM a sloZky komplementu [21] —
obrazek 11.

U IgA vaskulitidy (Schonleinova-Henochova purpura)

Obr. 10. Homogenni ANA v jadrech keratinocytl i dal§ich bunék
jsou typické pro Sharpiv syndrom (pfima IF, IgG)

Obr. 11. UloZeniny C3 v cévé u vaskulitidy (ptima IF)
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nachazime typicky depozita IgA. Fibrin se nespecificky
miZe ukladat ve vSech postiZenych cévich, tento nélez
vzdy musi korelovat s klinikou a mistem excize (nespeci-
ficky byvaji postizeny cévy v distdlnich partiich dolnich
koncetin).

Nepiimé IF detekuje u né€kterych vaskulitid protilatky
proti cytoplasmé neutrofilt — tzv. ANCA. Cytoplazmatic-
ké c-ANCA jsou specifické pro Wegenerovu granuloma-
tézu (antigenem je proteindza PR3), perinuklearni
p-ANCA (antigenem je myeloperoxiddza MPO) jsou pozi-
tivni u mikroskopické polyangiitidy a Churgova-Strausso-
va syndromu. SmiSeny obraz ANCA v IF byl detekovan
i u jinych onemocnéni nez vaskulitid (napf. colitis ulcero-
sa, SLE apod.)

5. Ostatni
VySetteni ptfimou IF miiZzeme pouZit s vyhodou i u lichen
ruber planus a porfyrie, které maji typicky IF obraz.

Lichen ruber planus (LRP)

Odebira se vzorek z projevu.

Typickym nélezem pro LRP je pifitomnost agregiti,
predstavujicich apoptotické keratinocyty, obsahujicich
IgM, které se vyskytuji jednotlivé i ve skupindch v junkcni
z6né (obr. 12). Poskozend junk¢ni zéna se barvi fibrinem
v typické krajkovité linii. Tento ndlez je moZno detekovat
u vSech lichenoidnich zanétd a u CDE/LRP overlap syn-
dromu.

Obr. 12. Hnizdo agregétl pod bazalni membréanou, typické pro
lichen planus (pfima IF, IgM)

Porphyria cutanea tarda

Odebird se vzorek perileziondlné.

U porfyrie dochdzi k poSkozeni koZnich cév, které jsou
vakovité rozsitené. V piimé IF pak detekujeme v cévach
uloZeniny IgG, C3 a fibrinu, n€kdy i pruh na bazalni mem-
brané. Vyrazny byva tento nélez i v oblasti potnich Zlaz
(obr. 13).

Obr. 13. Vakovité cévy a ztlu§téni bazalnich membréan potnich
714z u porfyrie, stejny obraz byva i u SLE (pfim4 IF, IgG)

6. Nespecifické nalezy

Od specifickych nédlezli je nutno odlisit celou fadu nale-
z0 nespecifickych.

U fady zanétlivych dermatdz (psoridza, parapsoridza)
Casto detekujeme v PIF mirnou imunokomplexovou akti-
vitu na bazilni membrané — pruh z drobnych zrnek C3.

Linii na bazalni membrané s IgM miZeme detekovat
iu jinych chorob nez LE, napf. u teleangiektazii, fotosen-
zitivni rosacey, dermatofytoz.

V NIF muZe byt detekovana ICS v nizkém titru napf.
u morbus Crohn, psoridzy, herpetickych onemocnéni apod.

7. Dalsi

Kromé popsanych indikaci Ize IF vyuZzit v dermatologii
i u dal8ich onemocnéni. Piikladem dal$i moZnosti imuno-
fluorescen¢niho vySetfovani v kiZi je detekce amyloidu
barvenim thioflavinem T, se kterym amyloid zéii Zluté.

IV. MODERNI
IMUNOFLUORESCENCNI METODY

IF metody v poslednich letech proZivaji velky rozvoj,
diky Siroké Skéle fluorochroml a monoklonalnich protil4-
tek, vyuzivani metod molekularni biologie, zdokonaleni
detek¢énich technik a novych aplikaci. Fluorescen¢ni
metody se vyuZivaji pii studiu struktury tkani, bunék
a buné¢nych pochodl véetné pozorovani in vivo. Heslo-
vité se zminime o nejzajimavéjsich aplikacich, které maji
vztah k dermatologii.

1. Rozsireni moznosti neprimé imunofluorescence

,Biochip Technology* vyuziva technologie rozifezani
substratu na vice poli v milimetrovych velikostech, coz
umozni pfipravu mnoha poli z jednoho fezu.
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Tab. 1. Piehled IF nélezii u buldznich onemocnéni

Onemocnéni Piima Senzitivita Nepiima Senzitivita SSS Poznamka
IF PIF IF NIF
. . ICS IgG, . .
Pemphigus vulgaris 1eA. C3 100% ICS IgG 90% - PIF cela epidermis
PIF dolni Cast
Pemphigus vegetans ICS IgG, C3 | 90% ICS 1gG 80% - Ccomieas
epidermis
PIF horni ¢ast
Pemphigus foliaceus ICS, 1gG, C3| 80% ICS 1gG 70% - C o eas
epidermis
Pemphigus erythematosus | > UPUSOWY | 00, ICS 1gG 70% ANA pozitivni
Puig pruh IgG, 3| 7 ° g ¢ P
ICS IgA, .
IgA pemphigus g 50% ICS IgA 50% - NIF s desmokolinem
IgG, C3
ICS IgG
Pemphigus herpetiformis g 70% ICS 60% -
IgA,C3
ICS IgG, C3, NIF mocovy
PNP : 90% ICS 1gG 80% - - mocovy
pruh Fb méchyft krysy
stro varianta IF
Pemphigoid bullosus BM IgG, C3 | 100% BM IgG 90% uckI; e bazalnich bb.
puctty (opici ezofagus)
NIF s Cerstvym
t kompl s
Pemphigoid gestationis BM C3 (IgG)| 50% BM IgG negativni ;izﬁyfe nzrlrjlgsi?i?j;m
pozitivni
Pemphigoid B i BM I i
emphigoid Brunsting ¢G, C3 50% BM IeG 50% strop. i nizky titr
Perry spodina
. BM IgA, , strop i
IgA linearni d to 80% BM IgA 30% .
gA linedrni dermat6za 1eG C3 o g o spodina
Epidermolysis bullosa BM IgG, spodina
- 80% BM IgG, IgA| 50% N
acquisita IgA, C3 puchyte
i
BSLE BM IgG, C3 | 70% BM 1eG 30% spocina ANA pozitivni
puchyte

ANA — antinuklearni protilatky, BM — bazalni membrana, ICS — intercelularni substance, NIF — nepfima imunofluorescence, PIF —
pfima imunofluorescence, PNP — paraneoplasticky pemfigus, SSS — salt split skin

,Biochip Mosaic* vyuziva vice substritll na jednom
skle, umozni tak rychlou detekci antigenniho profilu dané-
ho séra. K detekci cilového antigenu u puchytnatych cho-
rob 1ze napt. dermatologickou mozaiku, kdy je na jednom
skle fixovano 6 substratl (opici ezofagus, SSS, desmog-
lein 1 exprimujici buriky, desmoglein 3 exprimujici buii-
ky, BPAgl a BPAg2 exprimujici buiiky — Euroimmun).

Firma Euroimmun ma4 také patentovany EuroplusTm
systém — jednd se o monospecifické antigenni kapky nebo
fady k vySetfeni mnoha vzorkd, napf. pfi detekci ANCA
[7].

Komer¢né dostupny je jiz téZ specidlni biochip
k detekci cilovych domén antigenti bul6zniho pemfigoidu
BPAg2 NCI16A a globularni domény BPAg1.

2. Konfokdlni laserovy mikroskop dosahuje vys§iho rozli-
Seni neZ béZné IF. Detekuje pouze svétlo z ohniskové rovi-
ny mikroskopu, dopada skrze clonu na jediny bod vzorku,
bodovy obraz je skenovin, a to v rGznych rovinich,
vysledny obraz je poskladan pocitacem. Jeho vyuZiti je
badatelské. Vyuziva se pii FOAM (,,Fluorescence overlay
mapping®) metodé&, pfi které se skladaji obrazy s nékolika

riznymi konjugéty znaCenymi antigeny do jednoho obra-
zu. PouZiva se napi. u detekce antigent v bazdlni mem-
brané.

3. K modernim metoddm vyuZiti principu fluorescence
patii i FISH (,,fluorescence in situ hybridization*) — cyto-
geneticka technika, kterd detekuje chybéjici nebo nadby-
te¢né sekvence DNA na chromozomech. Vysoce specific-
ké DNA sondy znacené fluorochromy se vazi na urcené
oblasti cilovych chromozoml. Pro dermatologii ma
vyznam pouZiti FISH napf. u lymfomut ¢i u maligniho
melanomu, pfedev§im u pigmentovych 1ézi s nejasnou bio-
logickou povahou. Detekce chromozomdlnich aberaci
podporuje diagn6zu maligniho onemocnéni. Sonda Vysis
(Abbot) je konstruovana k detekci Castych poskozeni chro-
mozomu 6 a 11 (geny RREB1, MYB, CCDNI a centro-
mera 6) u maligniho melanomu [20].

4. Pritokovd cytometrie je zaloZena na principu IF
a pouziva pro znaceni buné¢nych subpopulaci fluorochro-
my. Mezi ¢etné moZnosti vyuZiti priitokové cytometrie pat-
i stanovovéni subpopulaci lymfocytd u koZnich lymfomu
¢i poruch imunity.
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V. ZAVER

Prehled tradi¢nich indikaci a oCekdvanych vysledki
v piimé a nepfimé imunofluorescenci si klade za cil pomo-
ci Ctendfi orientovat se mezi nélezy u jednotlivych one-
mocnéni. Kritce také zminiuje molekuldrni charakteristi-
ku detekovanych antigent a nové moznosti fluorescencni
diagnostiky se vztahem k dermatologii. Ackoliv stile vice
hodnoceni prebiraji pocitace, i dnes zlstava prostor pro
pozorovatele, fascinovaného zéficim svétem fluorescenc-
ni mikroskopie.
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