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Roviditések jegyzéke

ASPT: MESACUP anti-Skin profile TEST
AUC: area under the curve

BP: bullosus pemphigoid

BM: bazalmembran

CI: konfindenciaintervallum

CFT: komplement fixdcios teszt

col7: VII-es tipusu kollagén

col4: IV-es tipusu kollagén

C3: harmas tipusu komplement

dsgl: desmoglein 1

dsg3: desmoglein 3

DIF: direkt immunfluoreszcencia

EBA: epidermolizis bulldza aquisita

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
FITC: fluoreszcein isothiociandt

1IF: indirekt immunfluoreszencia

LAD: linedris IgA dermatozis

MT-ATPS: mitokondridalisan kodolt ATP szintetdz 8 gén
PBS: phosphate buffered saline

PG: pemphigoid gestationis

PF: pemphigus foliaceus
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PV: pemphigus vulgaris
ROC: Receiver operating characteristic

VMK: verejtékmirigy-kivezetocso
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1. Bevezetés

Az autoimmunbullézisok diagnosztikdja a rutin vizsgaldomoddszerek segitségével
tobbnyire nem komplikalt feladat, viszont gyakran latunk olyan esetet, ahol nem
egyértelmi, hatareseti fluoreszcencia lathaté a mikroszkopban és a klinikum sem tipikus.
Ezen betegek diagnosztikdja nem egyszeri, gyakran meg is kell ismételni a vizsgélatokat,
ami igy a diagnozis késéséhez €s a beteg tiineteinek késobbi kezelés¢hez vezet.

Dolgozatom célja, hogy a lehetséges diagnosztikai eszkdzok tarhazat kibovitsiik,
leirjuk a hatékonysagukat, s bemutassuk, hogy pontosan milyen alkalmazhatosagi
feltételekkel hasznalhatjuk Oket. A dolgozat tehat abban a reményben késziilt, hogy
minimalizaljuk azon betegek szamat, akiket nem tudunk egyértelmiien diagnosztizalni, s

a helyes diagndzist gyorsabban és biztosabban lehessen feléllitani.

1. Autoimmunbulldézisok

1.1 Bullosus pemphigoid (BP)

A bullosus pemphigoid a pemphigoid csoportba tartozik, mely jellemezhetd a
hemidesmosomadk ellenes antitestekkel és szubepidermalis holyagképzddéssel. Ebbe a
csoportba tartozik a BP, pemphigoid vagy herpes gestationis (PG), nyalkahartya-
pemphigoid, linedris IgA dermatoézis (LAD), epidermolysis bullosa acquisita (EBA) és
egyéb ritka variansok (Baum ¢s mtsai, 2014). Eredend6en az id6s kor megbetegedése, és
gyakorisaga gyorsan emelkedik a nyugati tarsadalmakban. Habar a BP ritkdn életet
veszélyeztetd betegség, emelkedett mortalitds €s morbiditas tarsul hozzd a terdpia

mellékhatasaitol fliggetleniil is.

A pemphigoid két legfontosabb autoantigénje a BP180 (XVII. kollagén, BPAG?2)
¢s a BP230 (dystonin-e, BPAG1).

1.1.1 A bullosus pemphigoid klinikai variansai
A klasszikus BP egy holyagképzddéssel jardo borbetegség, viszont a jelenlegi
klinikai tapasztalat alapjan - talan a bdrgyogyaszok fokozottabb figyelme és a

konnyebben elérhetd diagnosztika miatt - gyakrabban taldlkozunk eltérd klinikai képpel.
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A BP klinikai megjelenése polimorf. A betegség tobbnyire egy nem-bullosus,
viszket6 fazissal kezdddik, mely par napig megmarad, és sokszor csak az egyetlen tiinete
a BP-nek (Di Zenzo és mtsai, 2007). Ebben az iddszakban urtikaria-szerii, elvakart,
ekcematizalt plakkok, vagy akar prurigo-szerii csomok is jelentkezhetnek (Lamb és mtsai,
2006). A klasszikus BP folyadékkal telt, 1-3 cm atmérdjii, serosus vagy haemorrhagias
holyagokkal jellemezhetd. A tipikus kép megfigyelhetd a 1. 4bran. A hoélyagok
erythémas, vagy normal boéron fordulhatnak elé (Cozzani és mtsai, 2015), és erds
viszketéssel jarnak. A betegség szimmetrikus eloszlasu, a predilekcios helyek a has also
része, a végtagok flexor felszinei, 4gyék és a honalj (Walsh és mtsai, 2005). A holyagok
tobbnyire heg nélkiil gyogyulnak, de nem minden esetben. Jellemz6 a milium-képzddés

a mélyebb antigén-érintettség esetén. Ezt a jelenséget a 2. d4bra mutatja.

1. abra: a bullosus pemphigoid tipikus klinikai képe haemorrhagias és szerdzus

folyadékkal telt holyagokkal és erosiokkal.
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2. édbra: Miliumképzddés egy anti-p200 pemphigoidos beteg térdén

A BP az esetek 10-25%-aban nyalkahartyékat is érinthet. Leggyakrabban a szdj-
nyalkahartya, de a konjunktiva, orr, garat, nyeldcsO, anogenitalis régidé is mutathat
tiineteket (Di Zenzo ¢s mtsai, 2008). Nyalkahartya-érintettség a 3. abran keriil
bemutatasra, a nyel6csében jol lathatdak a holyagok. A betegség lefolyasa tobbnyire
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kronikus, spontdn remissziokkal és exacerbatiokkal, de a pemphigoid nyalkahartya-
érintettséggel is spontan gyogyulhat par év alatt. Az olyan esetekben, amelyekben az

oesophagus is érintett vagy a latast, sot esetleg az életet veszélyeztetdé hegesedés

figyelheté meg, 1ényegesen agresszivebb terapiat sziikséges bevezetni.

3. dbra: nyeldcso érintettség bullosus pemphigoidban

A BP-t nem szabad Osszekeverni a nyalkahartya-pemphigoiddal, mely
terapiarezisztens, lényegesen hosszabb ideig tart a gydgyuldsa, és hegesedéssel,
funkciovesztéssel jarhat. Az egyik legsulyosabb varianst, az okularis pemphigoidot a 4.

abra szemlélteti.
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4. dbra: sulyos szemérintettség, symblepharon képzddés és gyulladas

A BP nem bullézus varidnsat nonbullosus cutan pemphigoidnak nevezték el
(Bakker és mtsai, 2014). A betegek kb. 20%-aban nem jelennek meg holyagok, csak més
aspecifikus tiinetek (Bakker és mtsai, 2013). Az ekcémas varianst is erds viszketés
jellemzi, de holyagok helyett ekcéma-szerli plakkok lathatok (Jeong és mtsai, 1995),

ahogy az 5. abra is mutatja.

10
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5. abra: Ekcéma-szerii erythemas plakkok bullosus pemphigoidban

A nodularis pemphigoid viszketd, prurigo-szerii csomokkal jelentkezik a
végtagok disztalis részén, hdolyagok nem jellemzéek. Amennyiben mégis eléfordulnak,
akkor vagy a csomdOk megjelenése elbtt/utan azonos helyen, vagy a bér mas részein

lathatéak (Di Zenzo és mtsai, 2012), ahogy a 6. dbra is mutatja.

11
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6. abra: erythemds csomok prurigét utdnozé bullosus pemphigoidban

1.1.2 A bullosus pemphigoid pathogenezise

A bullosus pemphigoid pathogenezise még nincs teljes részletességgel feltarva.
Valodsziniileg genetikai prediszpozici6 és triggerfaktorok egyiittese okozza. Ismert, hogy
a 2 16 antigén a XVII-es kollagén és a dystonin-e, de a dystonin-e patogenetikai szerepe
még vitatott. Habar dystonin-e (BP230) ellenes IgG és IgE antitestek talalhatok a legtobb
beteg szérumdban, ezen titerek nem korreldlnak a betegség aktivitdsaval (Yoshida és
mtsai, 2006; Delaporte és mtsai, 1996). BP230 ellenes autoantitestek leginkabb kevésbé
sulyos, féleg ekcéma képében jelentkezd pemphigoid formakban fordulnak eld (Zeng és

mtsai, 2009).

A XVIl-es kollagén (BP180) ellenes autoantitestek patogenitasat
allatmodellekben is igazoltak (Liu és mtsai, 1993). A nem-kollagendzus 16A (NC16A)

12
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domain reprezentdlja az immunodominans régidt, mely azokat a major epitdpokat
tartalmazza, melyet felismernek a T és B sejtek (Thoma-Uszynski és mtsai, 2006).
Nemcsak T és B sejtek, hanem neutrophil granulocytak, macrophagok és hizosejtek is

sziikségesek a betegség kifejlddéséhez (Chen €s mtsai, 2002).

A BPI180 ellenes IgG (foképp IgG1 és IgG4) autoantitestek mennyisége és a
betegség aktivitasa kozotti korrelacid bizonyitott (Schmidt és mtsai, 2000; Tsuji-Abe és
mtsai, 2005). Klasszikus BP-ben foképp IgG1l kotddik a BP180 NC16A domainhez
(Hofmann és mtsai, 2002). Egy vizsgalat azt bizonyitotta, hogy 1gG4 autoantitestek akar
blokkolhatjak is az IgG1 és [gG3 kotddését a BP180-hoz, igy gatlo hatést fejtenek ki (Zuo
¢s mtsai, 2016). Ezen feliil IgE szerepét is felvetették BP-ben, Messingham és mtsai

(2009) szerint a begek 77%-aban jelen vannak NC16A domain ellenes IgE antitestek.

A BP genetikai prediszpozicioja egyeldre nem bizonyitott, erre iranyul6 kutatasok
jelenleg is zajlanak. Jelenleg ismert viszont, hogy a major hisztokompatibilitasi
génkomplex II. osztdly (MHC I1I) HLA-DQB1*0301 gyakran jelen van BP-ben és
nyalkahartyapemphigoidban (Delgado és mtsai, 1996; Chan ¢és mtsai, 1997). Ezen feliil
egy német kutatocsoport kimutatta, hogy a mitokondrialisan kodolt ATP szintetaz 8 gén
(MT-ATPS) valoszintileg részt vesz a BP pathogenezisében (Hirose €s mtsai, 2015), ami
a mitokondrialis rendellenességek szerepét is felveti. Ezen feliil a hemidezmoszomak
érzékenységének novekedése is megfigyelhetd reaktiv oxigén szarmazékokra olyan
sejtekben, melyek hordozzdk az MT-ATP8 mutéaciot (Grando és mtsai, 2015). Mas
kutatasok a CYP2D6, egy citokrom P450 izoenzim gén polimorfizmusanak
(CYP2D6*3/CYP2D6*4 genotipus) nagyobb gyakorisdgat mutattdk ki, melynek
gyogyszerindukalt BP-ben lehet szerepe (Rychlik-Sych és mtsai, 2015).

Egyeldre ismeretlen mechanizmussal, de a BP indukalhatdo gyogyszerrel,
véddoltassal, fizikai agensekkel, virusferrtézésekkel, UV- ill. rontgen-sugérzéssal,
viszont a betegek csupan 15%-aban taldljuk meg a kivaltoé faktort (Venning és mtsai,
1995). A gyogyszerindukalta BP a gyogyszer megvonasa utdn gyorsan gyogyul
(Vassileva és mtsai, 1998), viszont a gydgyszer altal triggerelt nem reagal a gydgyszer
megvondsara, lefolyasa pedig megegyezik a klasszikus BP-jével. A BP-t indukalo
gyogyszerek valosziniileg hapténokként funkciondlva a lamina lucida fehérjéihez

kotédnek ¢€s megvaltoztatjdk ezek antigenitdsdt (Ruocco és mtsai, 1991). Mas

13
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gyogyszerek pedig vagy tartalmaznak, vagy kibocsatanak szulfhydryl csoportokat
(penicillamin, captopril, penicillin €s annak derivatjai, furoszemid, cephalosporinok).
Ezen kiviil phenolgytirtit tartalmazd gyogyszerek (ASS, cephalosporin), angiotenzin-
konvertald enzim inhibitorok, NSAID-ok, ill. egyéb immunmodulatorok, pl. vakcinak,
gliptinek, valamint TNFa-gatlok is okozhatnak pemphigoidot (Ruocco és mtsai, 1991;

Béné és mtsai, 2016).

1.1.3 A bullosus pemphigoid diagnosztikaja
A bullosus pemphigoid diagnosztikédjanak a klinikum szempontjabdl legfontosabb
elemei a DIF, az indirekt immunfluoreszcencia (IIF), ill. az enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA).

Direkt immunfluoreszcenciaval (DIF) linedris IgG felrakodast lathatunk a
bazdlmembran mentén, ehhez tarsulhat harmas tipusu komplement (C3) valamint IgA is,
ahogy fentebb ismertettiik. Egy tipikus, pozitiv DIF felvételt a 7. dbra mutat. Linearis
festddés még 2 masik betegségben is eldfordulhat: pemphigoid gestationis (PG) ill. EBA

esetén.

7. abra: Linedaris IgG csapadék a bazalmembran teljes hosszaban

Amennyiben a mintdn megfigyelheté hdlyagképzddés, IV-es tipust kollagén
(col4) segitségével még tovabb differencialhatjuk az antigént. A col4 a BP180 és BP230

14
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alatt, de a col7 felett helyezkedik el, igy, amennyiben a holyagképzddés felette talalhato,

a holyag aljan, EBA esetén pedig a holyag tetején talalhat6. BP képét a 8. abra mutatja.

8. abra: Col4 a holyag aljan, tehat holyagképzddés a két f6 BP antigén

magassagaban talalhat6, diagnozis: BP

A DIF-fel parhuzamosan indirekt immunfluoreszencia (IIF) vizsgalatot is
végziink, a mi laboratériumunkban nyul, ill. majom nyel6écsovon. Ez is linedris festddést

mutat [gG jeloléssel, ahogy a 9. dbra is demonstralja.

15
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9. abra: Majom nyeldcsd linedris IgG festddése bullosus pemphigoidban

A kovetkezd vizsgélat a human sohasitott bor indirekt immunfluoreszcencidja.
Ez linearis festddést kell, hogy mutasson a kialakult holyagok (intra lamina-lucida)

epidermalis felszinén, ahogy megfigyelhetd a 10. dbrén is.

10. &bra: BP linedris IgG festddéssel a holyag tetején.

16
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A 11. abran egy olyan fluoreszcencia latszik, mely a membran aljan és tetején is
megjelenik. Amennyiben ilyen fluoreszcenciat latunk, ¢és a klinikum nem egyértelmd,

fontos, hogy nyalkahartya-pemphigoidra is gondoljunk.

11. abra: Nyalkahartya-pemphigoid, linedris festddés a holyag tetején és aljan.

A konkrét antigén meghatdrozasahoz a klinikai rutinban ELISA-t haszndlunk, a
mi laborunkban a BP180 és a BP230 meghatarozasa torténik. Ezzel a diagnosztikaval az
esetek jelentds részében felallithato a helyes diagnozis. Az eredeti mintavételnél nemcsak
DIF, hanem szdvettan is késziil. Ez tobbnyire Onmagéban nem diagnosztikus, de

hatéareseti kérdésekben a diagnodzis felallitasdhoz vezet.

1.2 Pemphigoid gestationis

A pemphigoid gestationis olyan hdolyagos borbetegség, mely terhesség folyaman,
vagy perinatalisan jelentkezik. Az elsd tiinet erds viszketés, melyet urtikaria-szer(i
plakkok, majd holyagképzddés kovet (1d. 12. abra). A 1ézidk predilekcios helyei a has,
koldok, de az egész testre kiterjedhet. Szinte soha nem jar nyalkahdrtya érintettséggel

(Savervall és mtsai, 2017).

17
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12. abra: A PG klinikai képe. Urtikaria-szeri plakkok és holyagok a koldok

teriiletén is.

A PG pathogenezise még nem ismert minden aspektusidban, de a fobb
jellegzetességeit kisérletileg igazoltak. Két IgG alosztaly vesz részt a pathogenezisben,
az IgG1 és IgG3 tamadjak a BP180 molekula NC16A domain-ét (Chimanovitch és mtsai,
1999). Ezen kiviil a BP230 is lehet érintett. Valosziniileg a placentaban ill. a fetusban
taldlhatdo XVII-es kollagén ellen alakul ki autoimmun reakcid anyai genetikai
prediszpozicid esetén (Sdvervall és mtsai, 2017). Megfigyelhetd, hogy az apai genetika

is részt vesz a pathogenezisben, mert masik apa esetén a betegség gyakran nem tér vissza.

A PG-nek nemcsak a patogenezise, hanem a diagnosztikéja is nagyon hasonlo6 a
bullosus pemphigoidéhoz. DIF segitségével linearis csapadékot figyelhetiink meg a
bazalmembran mentén C3 festéssel (1d. 13. dbra). Néha IgG festddés is lathatd, de nem
sziikséges a diagnozis felallitasdhoz. Ezt a fluoreszcenciakiilonbséget felhasznalva

miikddik a komplement-fixacios teszt (CFT). A diagnosztika elvét a 14. dbra mutatja be.
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13. abra: DIF, linearis C3 festodés, PG

14. dbra: A komplement-fixacids teszt menete. Elséként egészséges human bort
(narancssarga) inkubalunk a beteg szérumdaval (kék), melyhez egészséges donor
komplement-gazdag plazmajat adjuk. Ezutan fluoreszcein izothiocianattal (FITC) jelolt
antihuman antitestekkel kimutatjuk a C3 jelenlétét. Mivel 1 immunglobulin tébb C3

aktivalasara is alkalmas, a fluoreszcencia feler6sodik.
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1.3 Epidermolysis bullosa acquisita

Az EBA nagyon ritka betegség, nincsenek sok beteget bemutatd vizsgalatok, de
az esetbemutatasok és review cikkek alapjan harom f6 variansat kiilonboztetjiik meg (az
egy-egy esetet leird irodalmi ritkasagokat itt nem emlitem): a mechanobullozus,
klasszikus EBA, a BP-szerli EBA ¢és a nyalkahartya-EBA. A mechanobull6zus varidnst
tobbnyire (kiilondsen a traumanak kitett helyeken) borfragilitds, holyagképzddés,
er6ziok, hegesedés és milium-képzddés jellemzi. A BP-szerii forma is hasonld, viszont
urtikaria-szeri plakkokat is lathatunk itt. A nyalkahartya EBA pedig a nyalkahartya

pemphigoidhoz hasonl6 nyéalkahartya dominanciara utal (Koga és mtsai, 2019).

Az EBA diagnosztikdja a BP-ét6l nem sokkal kiilonbozik, ugyanugy DIF,
szovettan, IIF ill. ELISA sziikséges hozza. Fontos kiilonbség, hogy az EBA autoantigénje,
a VlIl-es kollagén, mélyebben helyezkedik el a XVII-es kollagénhez képest, igy spontan
holyagképzddés esetén DIF technikdval a holyag aljan lathato a fluoreszcencia (ahogy a

15. &bra is szemlélteti), ahogy IIF-fel sohasitott bor esetén is, 1d. 16. abra. Ha a bérben a

col4-t festjiik, a fluoreszcencia a hdlyag tetején taldlhatdé (Hofmann és mtsai, 2019).

15. abra: IgG4 festés, DIF: fluoreszcencia a holyag aljan.
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16. 4bra: Sohasitott bor: fluoreszcencia az arteficialis holyagok aljan.

1.4 Pemphigus vulgaris (PV)

A PV hérom klinikai variansa ismert: a nyalkahartya-dominans, a mukokutan ill.
a kutan tipus. Ezeknek a megkiilonboztetése nem mindig egyértelmii, valdszintileg a
betegség antitest-profiljat jellemzik. A kutdn forméakban desmoglein 1, a nyalkahartya-
dominéns formékban desmoglein 3-ellenes antitestek jatszanak jelentds patogenetikai
szerepet. PV esetén tobbnyire eldszor a szajnyalkahdrtydn jelennek meg holyagok,
melyek fajdalmas er6ziokka alakulnak, s a betegség kés6bbi fazisdban jelenik meg a
borérintettség (Kasperkiewicz és mtsai, 2017). A desmoglein 1 és 3 (dsgl és dsg3)
eloszlasa kiilonbozik a béron és a nyalkahartyan. A nyalkahartya valamennyi epithelsejtje
erésen expresszalja a dsg3-at, viszont a basalis epithelsejtek nem expresszalnak dsgl-et.
A borben a dsg3-expresszid a basalis rétegekben, mig a dsgl-¢ a subcornealis rétegben
maximalis, a tobbi rétegben expresszojuk olyan csekély, hogy nem képesek egymas
kiesését kompenzalni. Ezzel magyarazhat6, hogy PV esetén suprabasalis résképzddést és
mukokutan tiineteket (Id. 17. abra), mig a csak dsgl-ellenes antitesteket mutatd
pemphigus foliaceus (PF) esetén pedig subcornealis holyagképzddést és kizarolag

borérintettséget lathatunk.
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17. abra: Vékony falu, petyhiidt, pemphigus vulgarisra jellemzd holyag

A PV diagnosztikajanak legfontosabb elemei is a DIF, az IIF és az ELISA. DIF-
fel intercellularis linearis rajzolat figyelheté meg, ami igy halézatos mintara emlékeztet.
A 18. abra szemlélteti a PV és PF klasszikus DIF képét. Ahogy a 19. ébra is mutatja, néha
lehetséges tovabbi differencialas DIF segitségével. Nemcsak a holyagképzddés
magassaga, hanem a festédés intenzitasa is jol mutatja, hogy a koros jelenségért felelds

faktor a mélyben, azaz a suprabasalis réteg magassagéaban talalhato.

18. abra: DIF, IgG festés, halozatos linedris mintazattal: PV
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19. abra: C3, magas intenzitasu linedris festddés a holyag aljan, holyagképzddés

a suprabasalis sejtsor magassagaban.

1.5 Pemphigus foliaceus (PF)

A PF antigénje, a desmoglein 1 (dsgl) az epidermis granularis részében
expresszalodik, igy subcornealis holyagképzddéshez vezet. Ezek a holyagok vékony
faluk miatt rendkiviil fragilisak, felszinesek, igy sokszor nem is lathatok, csupan erosiok
emlékeztetnek a holyag jelenlétére (Id. 20. 4bra). Két dominéns altipusa van a
betegségnek: az endémiis fogo selvagem, ill. az Eurdpaban szinte kizarélagosan
eléforduld idiopathias PF (James és mtsai, 2011). A dolgozatban PF alatt az idiopathias
format fogom érteni. A PF klinikailag altaldban kevésbé agressziv, mint a PV, de a

szisztémdas immunszuppresszié tobbnyire ugyanigy elkeriilhetetlen.

A PF diagnosztikaja gyakorlatilag megegyezik a PV-éval. Itt is megfigyelhetiink
a pemphigus vulgarisnal mar észlelt intenzitaskiilonbséget DIF-fel: a holyagképzddés az
epidermis magasabb rétegeiben torténik, ill. a festddés intenzitdsa a magasabb rétegekben
erdsebb, ahogy a 21. 4bra is mutatja. Az ELISA dsgl pozitivitast mutat, az IIF pedig

intercellularis halozatos, linearis festédést.
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20. abra: erythémas sz¢li erosiok, PF, hat

21. abra: Linedaris intercellularis felrakodas IgG festéssel. Az intenzitds az

epidermis magasabb részeiben erdsebb, ill. itt jelentkezik a holyagképzddés is.
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1.6 A pemphigoid csoport egyéb tagjai

1.6.1 Anti-p200 pemphigoid

Az anti-p200 pemphigoid tobbnyire egy kevésbé agressziv pemphigoid-forma, de
progressziv betegséget is leirtak. A diagnozis DIF, IIF és immunoblot segitségével
allithat6 fel, ebben nem kiilonbozik a pemphigoidtél. Az immunoblot [gG4 és/vagy IgG1
autoantitesteket mutat a 200-kDa protein (yl laminin) ellen dermalis kivonatban
(Commin ¢és mtsai, 2016). A 22. abran lathaté a holyagképzddés, a fluoreszcencia az

sohasitott human bor aljan figyelhet meg.

22. abra: Linedris fluoreszcencia IIF-ben, IgG festddéssel a mesterséges holyag
aljan
1.6.2 Linearis IgA dermatozis

A linearis IgA dermatozis két korosztalyban jelenik meg tobbnyire, mely eltérd
klinikai képpel tarsul. Az elsd manifesztacio a 3-5 éves gyerekekre jellemzd, a masodik
eldszor a 60-65. ¢letévekben jelentkezik. Gyerekkorban tipikusan a térzson, az arcon,
genitalisan és a végtagokon jelentkeznek gyliri alakzatban mintegy gyongysorszeriien
felftizott holyagok. Felndttkorban foként a torzs, a glutedlis régid €s az arc érintett, de a

betegek 80%-aban a nyalkahartya is (Juratli és mtsai, 2019).

A diagnosztika DIF-en ¢és IIF-en alapszik, lineéris IgA felrakddast figyelhetiink
meg a bazdlmembrdn mentén. Sohasitott bdrrel tesztelve ez a fluoreszcencia az

epidermalis oldalon jelenik meg. Jelenleg még nem 4all rendelkezésre rutin ELISA a
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diagnosztikdhoz, viszont immunoblot segitségével erre specializalt laboratériumokban

lehetséges a szeroldgiai diagnosztika.

23. abra: linearis IgA felrakodés a bazalmambran mentén

1.6.3 Brunsting-Perry pemphigoid, dyshidrosiform pemphigoid és egyéb ritkasagok
A Brunsting-Perry ill. a dyshidrosiform pemphigoid lokalizalt pemphigoid-
formak, melyeknek diagnosztikédjara ebben a dolgozatban nem térek ki részletesebben. A

Brunsting-Perry pemphigoid a fejet érinti, a dyshidrosiform pedig a kezeket és 1abakat.

Pemphigoid esetén el6fordulhat, hogy az IgA és az IgG ugyanolyan intenzitassal
megjelenik egy betegben, avagy IgG detektalhato ELISA-val IgA-pozitiv betegben: ez a
linearis IgA/IgG dermatozis. Ezen feliil 1étezik még laminin yl=anti-p200 pemphigoid,
laminin 332 pemphigoid, a6/B4 integrin pemphigoid, Col4 pemphigoid, IgA EBA, lichen

planus pemphigoides és a pemphigoid vegetans.

2. Autoimmunbullozisok diagnosztikajaban hasznalt vizsgalomodszerek

2.1 Direkt immunofluoreszcencia

A direkt immunofluoreszencia a bullézus borbetegségek diagnosztikdjanak

legfontosabb eszkoze. A diagnoézis egyes esetekben megfeleld klinikai kép ¢és
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holyagképzddés, ill. tipikus mintdzat megjelenése esetén akar pozitiv szeroldgia
hidnyéban is feléllithatd segitségével. A konkrét antigénrél nem ad informaciot, de a

lehetdségeket leszlikiti a ktddési mintazat alapjan (Witte és mtsai, 2018).

A DIF azon az elven alapszik, hogy a szovethez kotott antigéneket (ami lehet
Onmaga egy antitest) olyan antitesttel inubaljuk, melyhez fluoreszceint kapcsoltunk

kordbban. A mddszer a 24. abran kerult abrazolasra.

FITC-jeldlt antitest

Antigén

I —

24. ébra: A bazdlmembran, avagy egyéb struktira ellenes antitestek (antigén)

kimutatéasa fluoreszcein isothiocianat (FITC) segitségével.

A mintavétel egy holyag mellett, perilézionalisan torténik, max. 1 cm-re a hdlyag
sz¢1étol. Ekcéma-szeri pemphigoid esetén a biopszidt vehetjlik az erythemas részbdl is.
Mivel a bazdlmembran ill. az epidermis keriil vizsgalatra, fontos, hogy a
dermoepidermalis junkcid és az epidermis intakt legyen. A mintat fizioldgias sdoldatban
(max. 1 nap) vagy Michels médiumban (max. 1 hét) szallithatjuk a laborba, ahol vagy
azonnal fel kell dolgozni, vagy fagyasztva tarolni. A mintavétel helyét a 25. abra

szemlélteti.
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Biopszia 2x: Szovettan  DIF

25. 4bra: Bullozus betegségek esetén a szovettani mintat a holyag €s az egészséges

bor hatararél, a DIF biopsziat egészségesnek tiind borbdl kell venni.

A pemphigoidcsoport esetén linearis fluoreszcencidt keresiink, ami megszakitas
nélkiil jelen van a bazalmembran teljes hosszaban, tobbnyire IgG, néha IgA festéssel. C3
festéssel is tobbnyire linearis fluoreszcencidt lathatunk, de a granularis mintazat is
megerdsitheti a diagnodzist. LehetOségiink van IgGis alosztily vizsgalatara is, de a
laboratériumi nehézségek miatt, és mivel nincs terdpids konzekvencdja, ezt ritkan

alkalmazzuk.

Ugyan mindkét betegség esetén linedris fluoreszcenciat figyelhetiink meg a DIF-
ben, a BP és az EBA megkiilonbdztethetd a fluoreszcencia mintazata alapjan is: az n-
alaku iveket leir6 minta a pemphigoidra jellemz0, az u-szerii pedig tipikus VII-es tipust
kollagén (col7) érintettség, azaz EBA esetén. A kiilonb6zd fluoreszcencia kiilonbozo

diagnézishoz vezet. A leggyakoribbakat a 26. 4bran abrazoltam.
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Holyag Mintazat
linedris IgA dermatdzis fell n
IgA " IgAEBA alul u
» lineéris IgA/1gG dermatozis felul n
IgG/C3 ~ BP feliil n
EBA alul u

26. abra. Linearis fluoreszcencia mintazatok direkt immunofluoreszcencia esetén.
Amennyiben jelen van holyag is a metszeten, ez a hdlyag tetején vagy aljan futhat, ill. n,

vagy u-szerii ivii mintazat is megfigyelhetd lehet.

Mivel a laboratéoriumunkban hasznélatos standard diagnosztikaval végeztik a

kutatasokat, a DIF technikédjanak részletes leirdsa a modszerek fejezetben olvashato.

2.2 Indirekt immunfluoreszencia

Bullozus betegségek esetén linearis fluoreszcenciat keresiink, ami vagy
megszakitas nélkiil jelen van a bazdlmembran teljes hosszaban, vagy intraepidermalisan
lathaté. Ez a fluoreszcencia tobbnyire IgG festéssel figyelheté meg, de minden esetben
elvégezziik IgA-val is a kisérleteket. A mintdzat megegyezik a korabban a DIF-nél
ismertetettekkel. A technika abban kiilonbdzik, hogy nem a beteg bdrét, hanem a
szérumat vizsgaljuk egy idegen szdvet segitségével. Ez lehet majom, nyul, tengerimalac
¢s human nyel6csé (pemphigus ¢és pemphigoid), patkany és majom holyag
(paraneoplasztikus pemphigoid), vagy amnion epithel (BP és PV) (Witte és mtsai, 2018).
A technika lényegét a 27. dbra szemlélteti:
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FITC-jelolt 2. Antitest

1. Antitest a beteg szérumabdl

Egészséges szovet bazalmembran

27. 4bra: A szovetetet eldszor a beteg szérumaval inkubaljuk, majd mosas utan a

kotodott antitestet FITC jeldlt antitesttel mutatjuk ki.

A technika human bdrrel is alkalmazahto, a gyakorlatban human bért viszont csak
sohasitott borként hasznalunk erre a célra, mely kozelebb visz minket a helyes diagnézis
felallitasdhoz a felrakodéas helyének kimutatasdval (De és mtsai, 2010). 1 mol/l
elvalik egymastol, igy a holyag aljan megjelend fluoreszcencia azt mutatja, hogy ennél
mélyebben helyezkedik el az antigén (pl. p200, col7), amennyiben a holyag tetején van,
ennél magasabban (pl. BP180, BP230).

Mivel standard diagnosztikaval végeztiil a vizsgalatokat, ezen technika részletes

leirasa is a modszerek fejezetben olvashato.

2.3 ELISA

Az enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) az autoimmunbull6zisok
diagnosztikdjanak szenzitiv és specifikus eszkoze (Sardy és mtsai, 2013). A beteg
szérumabdl a kit segitségével izolalhatunk konkrét antitesteket. A leggyakoribb ilyen
antigének: a BP180, BP230, col7, dsgl és desmoglein 3 (dsg3). Kiilonb6z6 gyartoknak
tobbféle terméke kaphatd, igy laboronként véltozd, melyiket hasznaljak, ill. melyik
elérheto, a technika viszont nem kiilonb6zik. Az ELISA mechanizmusat az 28. abra

szemlélteti.
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WML

N

Antitest hozzakotott
enzimmel

1. Antitest a beteg szérumabdl

~ »

Csovecske hozzakotott antigénnel

28. abra: Az antigént a gyartd a csdvecske aljahoz koti. Ehhez adjuk higitas utan
a beteg szérumat, majd inkubacio utan lemossuk a nem ko6tddott antitesteket. Ezutan
inkubaljuk az antitesthez kotott enzimmel, majd mosas utan a szubsztrattal. A

szinvaltozas jelzi a reakciot, mely nemcsak szemmel lathatd, hanem mérhetd is.

Mivel a csoveket egységesen készitik el, s a szinvaltozast mérjiik, a technika

kvantitativ, igy kivaloan alkalmazhato a betegek utankovetésére.

2.4 Szovettan

A klasszikus szovettan a bullozus betegségek differencidldiagnosztikajara
alkalmas, azaz més, nem autoimmun eredetli korképektdl valo elkiilonitésre, ill. a
betegségcsoport meghatarozasara. Onmagaban szovettan alapjan nem tudunk pontos
diagnozist feldllitani, viszont a pathogenezisben szerepet jatszo sejtek leirdsa csak
szOovettannal lehetséges, melynek szerepe lehet a késObbi terapids lehetdségek

kivalasztasaban.
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2.5 Immunoblot

Az immunoblot draga és megfeleld laboratoriumot igényld technika, igy csak
kevés helyen all rendelkezésre. Abban az esetben szoktuk alkalmazni, ha a tobbi
diagnosztikus modszerrel nem lehetséges specifikus antigént identifikalni, illetve, ha nem
konkluzivak az eredmények. Nyalkahartya-pemphigoidban gyakrabban van ré sziikség,
de nem kizardlag ekkor hasznaljuk. Kimutathat6 vele az anti-p200 antitest, antitestek a
BP180 C-termindlisa, ill. a szolubilis, a LAD-1 antigén ellen, valamint talalhatunk
envoplakin, periplakin, desmoplakin, BP180, BP230, a4p6-integrin, laminin 332, Col4
ellenes antitesteket is (Witte és mtsai, 2018).

32



DOI:10.14753/SE.2020.2349

I1. Célkituzések

Munkank soran elsddleges célunk a bullézus autoimmun bdrbetegségek

labordiagnosztik4janak tokéletesitése, a szenzitivitas emelése volt.

Ehhez az alabbi kérdéseket fogalmaztuk meg és probaltuk megvalaszolni:

1. Az "Anti-SKIN profile test" mint j ELISA jobban teljesit-e a korabban elérhetd
kiteknél? Milyen eldnydkkel, hatranyokkal jar a klinikai alkalmazésa?

2. Lehet-e a CFT tesztet haszndlni bullosus pemphigoid diagnosztikajaban?
Javulnak-e téle az eredmények, lehet-e tisztazatlan eseteket diagnosztizalni a
segitségével?

3. Amennyiben az IIF majom nyel6csovon alnegativ, lehet-e IgG alosztalyokat
kimutatni a beteg szérumabodl? Novelhetd-e igy az IIF szenzitivitasa?

4. Az epidermis basalmembranja pemphigoidban nem mindig fluoreszkal vagy
fluoreszcencidja kétes; lehet-e a mirigy kivezetdcsovek fluoreszcencidjanak vizsgalataval

mégis diagnozist felallitani?
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IT1. Anyagok és modszerek

1. AntiSKIN profile test

178 szérumminta retrospektiv analizisét végeztiikk az 0j ELISA, az AntiSKIN
profile teszt (ASPT) segitségével. 120 beteg szérumat valasztottuk ki, akiknél bullézus
autoimmun betegség diagnodzisat allitottuk fel 2008. november 1. és 2014. aprilis 31-¢
kozott a Ludwig Maximilian Egyetemen, Miinchenben. Ezen feliil tovabbi 17 EBA
szérummintat vettiink be a vizsgélatba a Liibecki Egyetemrdl, valamint egyet a Philipps
Egyetemrdl, Marburgbol. A diagno6zis minden esetben egyértelmii volt: a klinikai kép és
a szovettan az adott betegségre jellemz6 volt, valamint legalabb két egyéb diagnosztikai
modszer pozitiv volt a harombol, azaz direkt immunfluoreszencia (DIF), IIF (majom,
nyul nyel6csdvon, valamint sohasitott human bdrdn végezve), illetve egy specifikus
ELISA. Mindegyik ELISA-t a gyartd6 (MBL) altal megadott médon végeztiik. A cut-off
értékeket az MBL irta el6: 6 U/mL a col7 ELISA esetén, 9 U/mL a BP180 és BP230
esetén, dsgl esetén 14 és 20 U/mL kozott, desmoglein 3 esetén 7 és 20 U/mL kozott
szirke zona definidlt. A sziirkezonds eseteket negativnak tekintettiik ebben a
vizsgalatban, tehat értelemszertien a 20 U/mL feletti értékeket vettiik pozitivnak. Minden
szérum, mely alpozitiv eredményt mutatott, két vagy harom alkalommal lett tesztelve. A
DIF és IIF mikroszkopia standard laboratdriumi eljarassal lett kivitelezve (Sardy és mtsai,

2013).

DIF elvégzésére az esetek 54%-aban keriilt sor, IIF mikroszkopia és specifikus
ELISA pedig minden esetben. gy vizsgalatunkban egyszeriien dssze tudtuk hasonlitani
az ) ELISA értékeket a mar meglévokkel, ezeket fogom ebben a dolgozatban korabbi
ELISAként emlegetni.

A harom specifikus diagnosztikai vizsgalat, a DIF, az IIF valamint az ELISA mind
90% folotti specificitassal rendelkeznek, igy, amennyiben egy minta két vizsgélatban is
pozitiv volt, tobb mint 99% pozitiv prediktiv értékkel jellemezhetd. Ez esetiinkben azt
jelenti, hogy legfeljebb 0-2 esetben fordulhatna el téves a diagnozis a 138 betegbdl, ami

nem modosithatja az eredményeinket szignifikansan.

Az ASPT-t is a gyartdo (MBL) instrukcioinak megfeleléen hasznatunk. A cut-off
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15 U/mL volt az ASPT minden tesztjére. Osszesen 25 PF, 40 PV, 52 BP, 21 EBA, és 40

negativ kontroll szérumminta vizsgalatat végeztiik el.

A rendelkezésiinkre all6 313 BP szérumbol kellett valogatnunk, 52-t hasznaltunk
fel ebben a vizsgéalatban, s ezeknek a szérumoknak a szenzitivitds és specificitds
eredményei megkozelitdleg megyegyeznek a 313 vizsgalt minta korabbi értékeivel
(Sardy ¢és mtsai, 2013), viszont kiilon figyelemmel vélasztottunk néhany hatarértéki

szérumot, hogy a diagnosztikumok kozotti esetleges eltéréseket detektaljuk.

Olyan betegeket valasztottunk ki kontrollnak, akiknél kordbban autoimmun

bullozus betegséget egyértelmiien kizartunk.

2. A komplement fixacios teszt vizsgalata

2.1 Betegek, szérumok

Monocentrikus, retrospektiv, szeroldgiai eset-kontroll klinikai vizsgélatot
végeztiink 300 BP-s és 136 kontroll beteg bevonasaval. A szérummintakat 2008
novembere ¢és 2014 decembere kozott gyljtottik a Ludwig Maximilian Egyetem
Borgyogyaszati és Allergologiai Klinikajan, Miinchenben. Csak olyan szérumokat
hasznaltunk fel, melyet az elsé diagnodzis felallitasanak idején, az immunszuppressziv
kezelés megkezdése eldtt vettiink le. Ez a tipusu retrospektiv, nem-intervencios

laboratoriumi vizsgalat nem igényli az etikai bizottsag engedélyét.

A diagnézis minden esetben a klinikai képen alapult, kiegészitve tovabbi
vizsgalatokkal, melyekbdl legalabb 2 pozitiv volt: hisztologia, DIF, IIF, BP180 vagy
BP230 ELISA (részleteket 1d. Sardy ¢és mtsai, 2003). Az IIF-et pozitivként
diagnosztizaltuk, amennyiben vagy majom, vagy nyul nyel6csd, vagy human soéhasitott
borrel vizsgalva pozitiv volt. A tradiciondlis szovettan, DIF, IIF, BP180 és BP230 ELISA
(MBL®) a laboratéoriumunkban hasznalatos standard eljarasokkal keriilt kivitelezésre

(Sardy és mtsai, 2003).

2.2 A komplement fixacios teszt menete

Minden BP és kontroll szérumot (beleértve 1 negativ és 1 pozitiv belsé kontrollt

minden elinditott tesztre) eldszor 1:2 ardnyban higitottunk 7,4-es pH-ju foszfat pufferrel

35



DOI:10.14753/SE.2020.2349

(PBS), majd ezzel inkubaltunk nem fixalt, séhasitott, fagyasztva metszett, egészséges
human borbdl szdrmazdé mintdkat 30 percen at 37°C-on. Egy 3x10 perces, 0,005%
Tween-20-t tartalmazd PBS oldatos mosast kovetden, 3 frissen levett human szérum
(olyan betegbdl, akinek nincs ismert autoimmun betegsége) keverékét készitettiik eld
komplementforrasnak. Ezzel a szérumkeverékkel inkubaltunk a metszeteket, de ezt
megeldzden felhigitottuk 1:5 aranyban barbital pufferrel (1 mM 5,5-dietilbarbitalsav, 2,4
mM natrium 5,5-dietilbarbiturat, 0,3 mM CaCl,, 1,7 mM MgCl,, 146 mM NaCl; pH 7,2+
0,2) 30 percen at. Mosés utan fluoreszcein isothiocianattal (FITC) jelolt (Dako Dénia,
#F0201) poliklonalis nytl anti-human C; komplement antitesttel inkubaltuk 1:100-hoz
higitott PBS-ben 30 percen at, 37°C-os hémérsékleten, meleg, paras kornyezetben
(kamraban). Az utolsé mosast kovetden eldkészitettik a metszeteket 2,5%-o0s 1,4-
diazabicyclooctane, 0,1% natrium azid, 10% PBS-t tartalmazé glicerinben mikroszkdpos
vizsgalatra. Pozitivitasként definidltuk a linearis C; lerakodédst a sohasitott bor

bazdlmembranja mentén.

3. A majom nvyelocso IIF vizsgalata

3.1 Betegek

64 BP-s beteg (31 férfi, 33 nd; atlagéletkor 75,8 év (27,2-93,7)) és 43 kontroll (10
férfi, 33 no, atlagéletkor 52,8 év (22,0-90,0)) szérumanak retrospektiv analizisét végeztiik
el. A BP diagnosztikdjat a kordbban leirtaknak megfelelden végeztiikk el. Hogy a
szerologiailag alnegativ eseteket vizsgaljuk, minden BPs szérum negativ volt majom ¢és

nyul nyeldcsd 11F-fel vizsgalva.

Minden kontroll és BP-s szérum 2008. novembere és 2015. juniusa kozott keriilt
levételre, az immunszuppressziv terdpia bevezetése el6tt. A kontroll betegeknek
kiilonboz6 egyéb bullozus és gyulladasos autoimmun betegségei voltak, s a BP minden

esetben egyértelmiien kizarhato volt.

3.2 Indirekt immunfluoreszcencia

A kovetkezOkben a  laborunkban  haszndlatos  standard  indirekt
immunfluoreszcenciat mutatom be roviden. A beteg szérumat eldszor 1:20-hoz higitjuk,

majd nyul és majomnyel6csovon inkubdljuk. Ezt kdvetden fluoreszcein isothiocianattal
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jelolt anti-human IgG-vel inkubaljuk (katalogusszam: 504032; Inova Diagnostics, San
Diego, CA USA, vagy F1641; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, felhigitva PBS-ben
1:50 ill. 1:80 aradnyban).

3.3 Direkt immunfluoreszcencia

Laborunkban haszndlatos standard: 10 pm vastagsdgu fagyasztott metszetet
készitlink, majd 30 percig szaritjuk. Ezt kdvetden PBS-ben 1:50-hez higitott FITC-jelolt
anti-human IgG-vel inkubéljuk (katalogusszam: 504032; Inova Diagnostics, San Diego,

CA USA).

3.4 Indirekt immunfluoreszcencia IgG altipus antitestekkel

A nonspecifikus kotddések elkeriilése végett egy human isoagglutinint
neutralizal6 anyagot (Neutr-AB II; 213424; Medion Grifols Diagnostics, Svéjc)
hasznaltunk a szérumokkal torténd inkubacid elétt. A szérumokat 1:1-hez higitottuk,
majd 30 percig inkubaltuk a gyartd utasitdsai alapjan. Ezutdn minden BP és kontroll
szérum (beleértve egy pozitiv és két negativ belsé kontroll minden teszt elétt) 1:10-hez
lett higitva PBS-ben (végsd higitas tehat 1:20), majd ezt inkubaltuk nem fixalt, fagyasztva
metszett nyul és majom nyel6écsovon 30 percen at 37°C-on. 3x10 perces, 0.005% Tween-
20-t tartalmazo PBS (PBST) oldatos mosast kovetden 30 percen at, 37 °C-on PBST-ben
1:100-hoz higitott normal egérszérum hasznalataval blokkoltunk (sc-45051, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Ismételt moséas utdn hozzdadtuk a szekunder
antitestet, egy monoklonalis, anti-human, FITC-jelolt IgG1-, IgG3- vagy IgG4-ellenes
egér antitestet (F0767, F4641 és F9890, Sigma-Aldrich). Ezt megel6zden az antitest 1:64-
hez kertilt higitdsra PBST-ben, majd 30 percig inkubaltuk vele a metszeteket sotét, paras
kamraban. A szérumot teszteltiik egy IgG autoantitest koktéllal is, amely IgG1, IgG3 és
IgG4 keveréke volt, 1:64-es higitasban. Az utolsé mosast kovetden eldkészitettiik a
metszeteket 2,5%-os 1,4-diazabicyclooctane, 0,1% natrium azid, 10% PBS-t tartalmaz6

glicerinben mikroszkopos vizsgalatra.

Akkor definidltuk a metszetet pozitivnak, ha az adott IgG altipus a nyel6cs6d
bazdlmembranjanak legalabb egyharmadan linearis fluoreszcencidt mutatott az
epithelialis és a mucosalis papillan is. Két fiiggetlen vizsgélo nézte meg a metszeteket (JJ

¢s SM), akik nem tudtak, melyik metszet milyen szérummal volt kezelve (vak proba).
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Hatareseti metszeteknél, ill. amennyiben a két vizsgald véleménye kiilonbozott, egy ill.
két alkalommal megismételtiik a kisérletet a szérumokkal. Amennyiben ezutan sem
sikeriilt konszenzusra jutni (az esetek kevesebb, mint 10%-a volt ilyen), a végso elbiralas
minden esetben SM altal tortént, hogy a megfigyelok kozotti kiilonbségbdl adodo

pontatlansadgokat elkeriiljiik.

3.5 ELISA

A BP180 és BP230 ELISA vizsgalatokat a gyartd utasitasainak megfeleléen
végeztiikk (Medical & Biological Laboratories Co, Ltd, Nagoya, Japan).

4. Mirigvykivezetocsovek vizsgalata direkt immunfluoreszcencia segitségével

4.1 Betegek

Monocentrikus eset-kontroll vizsgalatot végeztiink 64 BPs és 82 kontroll beteggel
a Ludwig-Maximilian Egyetemen, Miinchenben. Egy ilyen nem-intervencids vizsgalat,
melyet a rutin diagnosztika részeként végeztiink, nem igényli etikai bizottsdg engedélyét

Németorszagban.

Otvenegy 2015-ben diagnosztizalt beteg archivélt szovetmintajat hasznaltuk fel,
melyeket fagyasztva metszettlink és ujrafestettiink, valamint felhasznaltunk 13 tovabbi
beteg mintait, akik a vizsgdlat ideje alatt kaptak diagnozist (2016. januar-aprilis). A
diagnozist a klinikum, hagyomanyos szovettan, immunpatholdgiai és szeroldgiai

kritériumok alapjan allitottuk fel.

Ahhoz, hogy egy mintat bevalasszunk a vizsgélatba, az alabbi kdvetelményeknek
kellett megfelelnie: jol lathatd, folyamatos, linearis fluoreszcencia IgG-vel a
bazdlmembran mentén, verejtékmirigy-kivezetdcsovek (VMK) jelenléte a metszeten,
tovabba egyértelmii BP diagnoézis. A kontroll DIF-ek olyan 82 betegbdl keriiltek ki, akiket
2016-ban diagnosztizaltunk egyéb borbetegséggel, s a BP-t egyértelmiien kizartuk. Olyan
betegeket, akiknek nem volt egyértelmii a diagnoézisa vagy nem volt mirigykivezetdcsove

a metszeten, kizartunk a vizsgélatbol.
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4.2 Direkt immunfluoreszcencia vizsgalat

Az in vivo kotédott IgG antitesteket DIF segitségével vizsgaltuk a bérben. Minden
10 um-es, fagyasztott metszetet PBS-ben 1:30-hoz higitott, FITC-cel jelolt anti-huméan
kecske IgG-vel inkubaltunk (katalogusszam: #F1641; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 30
percig szobahOmérsékleten, sotét, szobahdmérsékletli kamrdban. A metszeteket nem
blokkoltuk. A metszetek vizsgalatat ISB és MS végezték a fluoreszcencia mintdja és
intenzitasa alapjan. A VMK helyzete kiilon fel lett jegyezve a papillaris, a papillaris alatti
(k6zéps0), és a mély dermisben. Az intenzitast szemikvantitativ médon egy 0-4-ig terjedd

skalan jeloltiikk (0, nincs fluoreszcencia; 4, legerdsebb fluoreszcencia). A kiilonb6zo

intenzitasokra a példat a 29. abra mutatja.

29. abra. A VMK semiquantitativ vizsgalata. (A) Nincs fluoreszcencia (0
intenzitds, fehér nyil). (B) Halvany linearis felrakddas (nyil, 1-es intenzitas) és kisebb
nyil: 2-es intenzitas. (C) 3-as intenzitds (nyil) verejtékmirigy mellett (csillag). (D) 4-es

intenzitasu fluoreszcencia (fehér nyil).

Egyes, random kivalasztott metszeteket anti-BP180 és anti-BP230 monoklonalis
antitestekkel jeldltiink (HD18 (Pohla-Gubo és mtsai, 1995) ill. Cosmo Bio, CAC-NU-01-
BP1) hogy a BP180 és BP230 jelenlétét demonstraljuk az adnexalis bazdlmembranban.
A monoklonalis antitesteket 1:1 ill. 1:10 aranyban higitottuk PBS-ben, majd 60 percen at
inkubaltuk szobahdmérsékleten. Mosas utan FITC-cel jelolt poliklonalis egér-ellenes IgG
antitesteket adtunk hozza (#sc-3699 Santa Cruz Biotechnology), majd az eredményt
mikroszkdppal vizsgaltuk.

5. Statisztika
A szenzitivitas és a specificitds, valamint a pozitiv és negativ prediktiv értékeket

minden esetben 95%-0s konfidenciaintervallummal (CI) mutatjuk.
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Mann-Whitney nem paraméteres, kétoldalas, kétmintas tesztjével hasonlitottuk
Ossze az autoantitestek titereit az ANTI-skin profile teszt és a komplement fixacios teszt
vizsgalatakor, valamint a mirigy-kivezetdcsovek intenzitdsanak vizsgalatakor. ASPT
esetén a negativ és pozitiv eredmények Osszehasonlitdsat Fisher egzakt tesztjével
végeztiikk. A kiilonbozo tesztek szenzitivitds és specificitds értékeit McNemar teszttel

vizsgaltuk.

A statisztikahoz haszndlt szoftver: GraphPad Prism version 4.03 for Windows,
GraphPad Software, San Diego, California, USA, tovabba szdmolésokat végeztiink a
GraphPad honlapjan (http://www.graphpad.com/quickcalcs/). A ,receiver operating
characteristic” (ROC) analizishez az SPSS 21.0-4s verziot, SPSS Inc., Chicago, IL, USA

hasznaltuk.

40



DOI:10.14753/SE.2020.2349

IV. Eredmények

1. A "MESACUP anti-SKkin profile TEST" gyors és megbizhato diagnosztikai
eszkoz

Az ASPT szignifikansan gyorsabban végezhetd el, mint korabbi ELISA-k, mivel
az inkubacids id6 csak 50%-a a specifikus MBL kiteknek, és mind az 6t teszt elvégezhetd
egyidejiileg. Osszességében a szérum csdbe pipettazasatol az eredmények kinyomtatasaig
kb. 1,8 ora telik el. Az ASPT elvégezhetd akar csak 1 beteg szérumdval is, mivel minden
sor 8 csovet tartalmaz, 5 az autoantigéneknek, valamint 3 pozitiv és negativ

kontrolloknak. Tetszdleges szamu beteg széruma vizsgalhato egyidejiileg.

Az ASPT eredményei a laborunkban korabban elvégzett specifikus kitek
eredményeivel 88,2% konkordanciat mutattak. A szenzitivitas és specificitas értékeket az
30. abra illusztralja. Az autoantitest-titerek a PF, PV, BP, EBA betegek szérumaban és a
kontroll betegekében a 31. abran vannak szemléltetve. Az eredmények minden betegség
esetén szignifikdnsan kiilonboztek a beteg és a kontrollszérumban. A kiilonbségek az
ASPT ¢és a korabbi tesztek eredményei kozott nem voltak szignifikdnsak dsgl, dsg3,
BP180, BP230, és a col7 teszt esetén (P=0,49, 0,62, 1,0, 0,32, és 0,34).

ODsg 1 PV
mDsg 1 PF
mDsg 3 PV
mBP180
oBP230
mBP180+BP230

oCol7
—

Szenzitivitas Specificitas
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Szenzitivitas % | Specificitas %
Dsgl PV 35 100
Dsgl PF 92 100
Dsg3 PV 92,5 100
BP180 59,62 97,5
BP230 61,54 100
BP180+BP230 80,77 97,5
Col7 80,95 100

30. abra. A "MESACUP anti-Skin profile TEST" szenzitivitds ¢s specificitas
értékei diagrammon ill. a pontos értékek felsoroldsa tablazatos forméban. BP, bullous
pemphigoid; Col7, type VII collagen; dsgl, desmoglein 1; dsg3, desmoglein 3; EBA,

epidermolysis bullosa acquisita; PF, pemphigus foliaceus; PV, pemphigus vulgaris.
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31. abra. Pont diagramon d&brazolva: dsgl, dsg3, BP180, BP230 és col7

autoantitest értékek PF, PV, BP, EBA ¢és control szérum esetén. A gyartd altal javasolt

cut-off értékeket szaggatott vonal jelzi (15 AU/ml minden ASPT teszt esetén). CTR,

control szérum. Tovabbi roviditéseket 1d. 30. Abra

100% volt a specificitidsa a dsgl-nek PF esetén, dsg3-nak PV esetén, BP230-nak

BP-ben, ¢és a col7-nak EBA-s betegek szérumaban. A BP180 specificitdsa 97,5% volt

bullosus pemphigoid esetén. Két PF szérum alpozitiv eredményt mutatott az ASPT-ben a

BP180 vizsgélatban, de ezek nem voltak reprodukalhatdak egy ismételt ASPT teszttel ill.

a specifikus BP180 ELISA-val sem. A BP180 és BP230 specificitasa 100% volt a piacon
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korabban elérheté ELISA-tesztekkel. A tobbi ELISA esetén nem szamoltunk
specificitast, mivel biztosan 100% kortili értékek varhatoéak, ahogy a szakirodalomban is

olvashato (1-5. tablazat).

1. tdblazat. Szenzitivitas €s specificitas értékek a szakirodalomban desmoglein 1

ELISA tekintetében pemphigus foliaceusban vizsgalva

Szerzo n Szenzitivitas | Specificitas | Gyarto

(%) (%)
Amagai és mtsai, 1999° | 48 | 97,9 98,9 MBL
Huang és mtsai, 2007 9 100 97,4 MBL
Schmidt és mtsai, 2010 | 50 | 96 99,1 hazi készités
Schmidt és mtsai, 2010 | 50 | 100 95,7 MBL
Ishii és mtsai, 1997 49 | 96 96 hazi készités

2. tdblazat. Szenzitivitas €s specificitds értékek a szakirodalomban desmoglein 3

ELISA tekintetében pemphigus vulgarisban vizsgalva

Szerzo, év n Szenzitivitas | Specificitas | Gyarto
(“o) (“o)

Amagai és mtsai, 1999° | 81 97,5 97,8 MBL

Daneshpazhooh és 73 94,5 - MBL

mtsai, 2007

Hallaji és mtsai, 50 94 - MBL

2006Err0r! Reference source n

ot found.

Huang és mtsai, 2007 20 85,0 99,1 MBL
Ishii és mtsai, 1997 46 94 96 hazi
készités
Schmidt és mtsai, 2010 | 71 100,0 99,6 hazi
készités
Schmidt és mtsai, 2010 | 71 100,0 95,7 MBL
Sharma ¢és mtsai, 2006 | 27 85,2 100,0 MBL
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3. tdblazat. Szenzitivitas és specificitas értékek a szakirodalomban, BP180 ELISA

Szerzo n Szenzitivitas | Specificitas | Gyarto

(%) (%)
Barnadas és mtsai, 2008 24 92,0 96,0 MBL
Charneux és mtsai, 2011 138 | 86,0 - MBL
Kobayashi és mtsai, 2012 64 84,4 98,9 hazi készités
Damoiseaux és mtsai, 2012 | 60 80,0 98,0 MBL
Damoiseaux és mtsai, 2012 | 60 86,7 93,0 EUROIMMUN
Hofmann és mtsai, 2002 116 | 93,1 98,0 hazi készités
Mariotti és mtsai, 2004 78 82,0 100,0 hazi készités
Roussel és mtsai, 2011 190 | 79,0 90,0 MBL
Sakuma-Oyama €s mtsai, 102 | 89,0 98,0 MBL
2004
Sardy és mtsai, 2013Error! R 313 | 72,0 94,1 MBL
eference source not found.
Sitaru és mtsai, 2007 118 | 89,8 97,8 EUROIMMUN
Sitaru és mtsai, 2007 118 | 89,0 94,8 MBL
Tampoia és mtsai, 2009 20 90,0 98.8 MBL
Thoma-Uszynski és mtsai, 127 95,3 94,0 hazi készités
2004
Yoshida és mtsai, 2006 239 | 69,9 98,8 MBL
Zillikens és mtsai, 1997 50 94,0 99,9 hazi készités

4. tablazat. Szenzitivitas és specificitas értékek a szakirodalomban, BP230 ELISA

Szerzo n Szenzitivitas | Specificitas | Gyarto

(“e) (“e)
Blocker és mtsai, 2012 118 |56,8 97,6 EUROIMMUN
Charneux és mtsai, 2011 | 138 | 59,0 - MBL
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Damoiseaux és mtsai, 60 58,3 93,0 MBL

2012

Damoiseaux és mtsai, 60 60,0 82,5 EUROIMMUN
2012

Roussel és mtsai, 2011 190 | 61,0 96,0 MBL

Sardy és mtsai, 2013 313 59,0 99,2 MBL

Tampoia és mtsai, 2009 | 20 60,0 98,8 MBL
Thoma-Uszynski és 127 | 81,5 64,8 hazi készités
mtsai, 2004

Yoshida és mtsai, 2006 239 | 72,4 99,5 hazi készités

5. tablazat. Szenzitivitas és specificitas értékek a szakirodalomban, col7 ELISA

Szerz6 n Szenzitivitas | Specificitas | Gyarto

(%) (%)
Chen és mtsai, 1997 24 100 100 hazi készités
Kim és mtsai, 2013 30 96,7 98,1 MBL
Komorowski és mtsai, 73 94,5 98,7 hazi készités
2013
Marzano és mtsai, 2013 14 86 98,6 MBL
Saleh és mtsai, 2011 49 93,8 98,1 MBL
Terra és mtsai, 2013 28 54 97,8 MBL

Az ASP tesztben a szenzitivitas 92,5% volt dsg3 esetén PV-ben, 92% dsgl esetén
PF-ben, 59,62% BP180 antitesteket vizsgalva, 61,4% BP230 antitestek esetén, valamint
80,95% col7 esetén. A korabbi MBL ELISA kiteket hasznalva a kovetkez6 szenzitivitas
értékek jellemezték a mintat: 100%, 97,5%, 59,62%, 50,0% és 95,24% dsgl-re, dsg3-ra,
BP180-ra, BP230-ra és col7-re vizsgalva. A BP180 és BP230 tesztek eredményei kozdsen
vizsgalva az ASPT és a korabbi MBL ELISA tesztekre nézve 80,77% és 75%
(specificitas: 97,5% ¢és 100%).
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Az ASPT teljesitménye tovabb optimalizalhaté ROC gorbe analizissel. Az adatok
a 32. abran tekinthetéek meg. A dsgl szenzitivitdsa PF esetén megnovelhetd 92%-rol
96%-ra a cut-off csokkentésével 15-r6l to 8,8 U/ml-ra, ami a specificitdst nem
befolyasolja, tovabbra is 100% marad. A goérbe alatti teriilet, "area under the curve"
(AUC) 0,962 volt (95%CI, 0,889-1,0). A dsg3 teszt még a dsgl-nél is jobban teljesit, a
100% specificitas megtartasa mellett 95%-ra novelhetd a szenzitivités, ha a cut-off értékét
15-r6l 10,2 U/ml-re csokkentjiik; az AUC 0,992 volt (95% CI, 0,978-1,0). A cut-off
érteke, 15 U/ml optimalis volt a BP180 és a BP230 teszt esetén az ASPT-ben. Az AUC
értekek BP180 és BP230 antitestek esetén 0,870 (95% CI, 0,796-0,943) és 0,838 (95%
CI, 0,756-0,919) voltak. A col7 teljesitménye az ASPT-ben szintén tovabb novelhetd a
cut-off atallitasaval 11,6 U/ml-re, ami a szenzitivitds novekedését eredményezi 85,7%-
ra, a specificitds csokkenése nélkiil; az AUC 0,994 volt (95% CI, 0,983-1,0).
Amennyiben tovabb csokkentjiik a cut-off értékét 9 U/ml-re, a szenzitivitds tovabb
novelhetd 90,5%-ra, de ez az optimalizacid a specificitas csokkenését ereményezi 97,5%-

ra.
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32. dbra. ROC analizis: dsgl, dsg3, BP180, BP230 és col7 értékek.

A fenti specificitas értékek a kontroll szérummal lettek kiszdmolva. Az ASPT
teszt viszont mutatott néhany alpozitiv eredményt olyan betegek széruméaval, akik mas

autoimmun betegségeben szenvednek. PF-ben a BP180 3 esetben volt alpozitiv; habar
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az értékek minden esetben a pozitiv tartomanyt épp csak elérték (15,2, 15,4, 17,8 U/ml),
¢s az IIF valamint a klinikai kép egyértelmiien PF-t mutatott. Hirom PV-s beteg széruma
volt alpozitiv BP180-ra (6nmagéaban), BP230-ra (6nmagaban), és egyidejlileg BP180 ¢és
BP230-ra. A klinikai kép, a DIF ¢és az IIF alapjan, két beteg csak PV-ban szenvedett
barmiféle overlap-szindromara utald jel nélkiil. A harmadik esetben, ahol BP180 és
PB230 egyidejlileg pozitiv volt, 4 évvel ezel6tt diagnosztizaltak pemphigust. A diagnézist
IIF, dsg3 ELISA, DIF és szovettan is igazolta, igy a minta mint PV-utankovetés lett
kivalasztva az ASPT teszteléséhez. Az ASPT-vel mindkét vizsgalt desmoglein negativ
lett, viszont a BP180 és a BP230 egyértelmiien pozitiv (30 U/ml koriili értékekkel), s ezen
eredményt megerdsitette a hagyomanyos ELISA kitekkel torténd vizsgalat is. A betegnek
oralis relapszusa volt immunszuppressziv terdpia alatt a mintavétel idején, de a
desmoglein ELISA-k negativok maradtak. A szérumot bekiildtiik immunoblot
vizsgalatra, mely a BP180 és a BP230 pozitivitast is megerdsitette. Az ASPT nélkiil ez

az epitdp terjedés nem keriilt volna felismerésre.

A BP-s betegek esetén 4 alpozitiv szérumot talaltunk; ketté dsgl, egy dsg3 és egy
col7 pozitivitast mutatott. Sem egyéb laboratoriumi, sem klinikai jele nem volt overlap-
szindromanak ezekben az esetekben. A col7-alpozitiv szérum sem az ASPT sem maés col7
ELISA kittel nem mutatott pozitivitast (28,5 U/ml versus 2,38 és 2,44 U/ml), s a betegnek
nem volt EBA-ra jellemzd klinikai tiinete. Két EBA szérum volt alpozitiv dsgl-re, és
harom BP180-ra. Itt meg kell jegyezniink, hogy csak limitalt hozzaféréstink volt a klinikai
adatokhoz, igy nem zarhatod ki biztonsaggal az overlap-szindroma eshetdsége. A negativ
kontrollok kozott egy borderline alpozitiv szérumot taldltunk BP180-ra (16,0 U/ml)
amely korabbi ELISA ¢és IIF vizsgalatokkal is negativnak bizonyult.

2. A komplement fixacios teszt (CFT) jol hasznalhato bullosus pemphigoid
diagnosztikajaban

300 BP-s beteg szérumat hasznaltuk a CFT-hez (151 férfi, 149 nd), az

atlagéletkoruk 76,9 év volt (8,7-96,4), 6sszehasonlitasként pedig 136 kontroll szérumot
hsznaltunk (52 férfi, 84 nd), az atlagéletkor 60,2 év (16,7-93,0) volt. A CFT pozitiv volt
215 BP-s betegben, igy a CFT szenzitivitdsa 71,7% volt. A teszt 85 BP-s betegben
negativnak bizonyult (28,3%). A szenzitivitas értékek DIF-re, BP180, BP230 ELISA-ra,
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majom ¢s nyul nyeldcsd I1F-re, e kettdre egylitt, valamint sohasitott borre nézve: 91,8%,
71%, 56,4%, 73,7%, 76,3%, 78% ¢és 72,9%, ebben a sorrendben (Id. 33. abra, ill. 6.
tablazat).

%
100

aDIF
80 @I1IF majom

olIF nyul

olIF majom+nyul
mIIF salt-split
skin

mBP180

oBP230

BCFT

Szenzitivitas (%)

Specificitas (%)

33. 4bra. Kiilonboz6 diagnosztikus eljarasok 6sszehasonlitdsa bullosus

pemphigoidban

6. tablazat. Betegek szama, szenzitivitas, specificitas, pozitiv és negativ

prediktiv értékek kiilonb6zd diagnosztikus eljarasokban

BP-s | Kontroll Pozitiv Negativ
betegek | betegek prediktiv | prediktiv
Teszt (f6) (f6) Szenzitivitas | Specificitas % |  érték % értéek %
91,8% 99,51% 79,31%
(95%CIL: | 98,57% (95% | (95% CI: | (95% CI:
87,4%- CI: 92,3%- 97,3%- 69,3%-
DIF 220 70 95,1%) 100%) 100%) 87,3%)
100% (95% | 100% (95%
IIF CIL: 97,3%- | CI: 98,3%-
73,67% 70 7 63,26%
j 1 100° 100°
majom 300 36 (95% CI: 00%) 00%) (95% CI:
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68,3%- 56,4%-
78,6%) 69,7%)
76,33% 99,13% | 65,37%

(95% CL: | 98,53% (95% | (95% CI: | (95% CL:
71,1%- CL: 94,8%- | 96,9%- | 584%-
IIF nyal | 300 136 81,0%) 99,8%) 99,9%) | 71,9%)
IIF 99,15% | 67,00%
majom+ 78,0% (95% | 98,53% (95% | (95% CL: | (95% CTI:
nytl CL: 72,9%- | CL:94.8% | 97,0%- | 60,0%-
egyiitt | 300 136 82,6%) 99,8%) 99,9%) | 73,5%)
72,87% 42,65%

IIF s6- (95% CL: | 100% (95% | 100% (95% | (95% CI:
hasitott 67,3%- CL: 93,8%- | CL: 98.3%- | 34,2%-
bér 287 58 77,9%) 100%) 100%) | 51,4%)
71,04% 98,60% | 57.21%

(95% CL: | 97,46% (95% | (95% CI: | (95% CI:
65,5%- CL: 92,8%- | 96,0%- | 50,1%-
BP180 | 297 118 76,1%) 99,5%) 99,7%) | 64,2%)
56,36% 98,80% | 47,08%

(95% CL: | 98,3% (95% | (95% CI: | (95% CL:
50,5%- CL: 93,9%- | 957%- | 40,6%-
BP230 | 291 115 62,1%) 99,8%) 99,9%) | 53.6%)
71,7% 61,5%

(95% CL: | 100% (95% |100% (95% | (95% CTI:

66,2%- | CI:97,3%- | CL: 98,3%- | 54,8%-

CFT 300 136 76,7%) 100%) 100%) | 68,0%)

A CFT ¢és BP230 ELISA szenzitivitdsa kozott szignifikans kiilonbséget talaltunk
(P<0,0001), mig a CFT és a tobbi szeroldgiai teszt kozott nem volt ilyen kiilonbség. A
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BP180 ¢és BP230 autoantitestek titere szignifikdnsan kiilonbozott a BP-s és a kontroll
betegek esetén (34. abra).

1000+ dedek

100+ T
=)
<
" 10+
3
= Do

1 HASSSIIS.
0.1
BP180 Ctrl BP230 Ctrl

34. dbra. BP180 és BP230 ELISA kozétti titerek BP-ben és kontroll (Ctrl)

betegek esetén, logaritmikusan dbrazolva. ***, szignifikédns kiilonbség, P<0,001.

Minden kontroll szérum negativ volt a CFT-ben, igy a CFT specificitasa 100%
volt. A DIF, a BP180 ELISA, a BP230 ELISA, az IIF majom, IIF nyul, IIF majom és nyul
nyeldcs6ben egyiitt, IIF sohasitott huméan bdérén 98,6%, 97,5%, 98,3%, 100%, 98,5%,
98,5%, ¢és 100% specificitast mutatott (33. abra, 6. tablazat).

Habar minden szeroldgiai vizsgalat szenzitivitasa 80% alatt volt, a BP180, BP230
¢s a CFT kombindlt szenzitivitdsa 90,7%-nak adddott. A kiilonbség abbol ered, hogy a
CFT 20 olyan BP-s beteg szérumaban volt pozitiv a 46-bol (43,5%), amely BP-s betegek
mindkét ELISA-ban negativak voltak. Amennyiben a CFT-t kombinaljuk majom és nyul
nyeldcso [IF-val, a szenzitivitas 88,7%-ra emelkedik, mivel a CFT 31 esetben volt pozitiv
a 66 BP-s szérum esetén (47,0%), ahol az IIF negativnak bizonyult nyel6csévon. A CFT
kombinacidja minden szerolodgiai teszttel 95,3%-o0s szenzitivitast eredményez, mivel csak
5 olyan beteget talaltunk a 14 BP-s betegbdl (35,7%), akik minden szerologiai teszttel
negativak voltak. Ezen feliil a CFT 7 olyan BP-s beteg talalt meg a 18-bdl (38,9%),
akiknél a DIF negativ volt.
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3. IIF altipusok hasznalatanak lehetosége a BP diagnosztikajaban

3.1 A szubsztratok specificitasa és szenzitivitasa

A vizsgélati moédszer beéllitdsa soran 3 anyagot teszteltiink: majom nyeldcsd, nyul
nyeldcsé és sohasitott emberi bér. A nyul nyel6csé szenzitivitdsa és a human bor
specificitasa jelentésen alulmultdk a varakozasainkat, igy csak a majom nyel6csd volt
alkalmas tovabbi vizsgalatra. Az els6 két eset technikai hibainak eredetét nem vizsgaltuk.
A ,pilot” vizsgéalat soran monoklondlis IgG2 antitesteket is teszteltiink, de mivel

nemspecifikus kotédést mutatott, alkalmatlan volt a tovabbi vizsgélatra.
3.2 Standard IIF

Mind a 64 BP-s szérum negativ volt a hagyomanyos IIF technikéval. Minden
kontroll a laborunkban elérhet6 6sszes IIF-ben, valamint a BP180 és BP230 ELISA-ban
negativ volt. A legtobb BP-s szérum (57 a 64-bdl; 89%) negativ volt a BP230 ELISA-
ban, de 34 a 64-bdl (53%) pozitiv volt BP180 ELISA-val vizsgalva.

3.3 DIF

A DIF 59 (92,2%) BP-s betegben volt pozitiv, 1 esetben negativ (1,5%); 4 (6,3%)
esetben pedig nem volt elérhetd (nem késziilt vizsgalat a mi laborunkban, s az esetleges
biopsziabol szarmazé klinikai adat nem allt rendelkezésiinkre). DIF 9 kontroll beteg
esetén volt elérheté (mivel nem volt célunk csak kutatdsi célra biopsziat venni a

kontrollbetegekbdl), s ez mind negativ volt.

Abban az egy BPs esetben, amelyben a DIF negativ volt, a BP230 ELISA pozitiv
lett (titer: 27 U/ml; normal tartomany: < 9 U/ml), és az IIF sohasitott boron lineéris
epidermalis IgG felrakodast mutatott. Abban a 4 esetben, ahol DIF nem volt elérhetd, a
BP180 ELISA erdsen pozitiv volt (titerek > 27 U/ml; normél: <9 U/ml). Mind az 5 beteg

klinikailag BP-ben szenvedett, s a hisztologia megerdsitette a diagnozist.
3.4 Indirekt immunfluoreszcencia az IgG alcsoportokkal

Hatarérték eredmények relative gyakoriak voltak a modszeriinkkel. A 64 BP-s
esetbdl, 9 (14,1%), 5 (7,8%), 1 (1,6%) és 11 (17,2%) mutatott hatareseti fluoreszcenciat
IgGl, IgG3, IgG4-gyel ill. az autoantitest koktéllal. A szenzitivitds és specificitas

szamolasahoz minden szérum vagy negativ, vagy pozitiv kategoéridhoz lett sorolva.
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Sajnos err6l nem tudtunk fotodokumentaciot késziteni, mert a minimalis fluoreszcencia
kiilonbségek az elérhetd technikai feltételek mellett nem voltak vizualizalhatok. A
hataresetek szamaban jelentkez0 kiilonbség visszavezethetd arra, hogy az IgG1 antitestek

intenzivebb hattérfestddést mutattak, mint az IgG4 antitestek.

A vizsgalati eredményeket a 7. tablazat mutatja. Az IgG1, 1gG3, IgG4 és a harmas
koktél hasznalataval a 64 szérum koziil 29 (45,3%), 12 (18,8%), 21 (32,8%) és 31 (48,4%)
volt pozitiv, mely szdmok a szenzitivitas értékeknek felelnek meg. A kontrollcsoportban
minddssze egy alpozitiv eredmény mutatkozott, az autoantitest koktéllal, igy ez 1gG1,

IgG3 ¢és IgG4 esetén 100%, mig a koktél esetén 97,7% specificitast eredményezett.

7. tablazat. Az IgG altipusok szenzitivitasa, specificitasa, pozitiv és negativ

prediktiv értékei

Pozitiv prediktiv | Negativ

Szenzitivitas % | Specificitas % | érték % (95% prediktiv érték
Teszt (95% CI) (95% CI) CI) % (95% CI)

45,3 (32,8- 55,1 (43,4-
IgGi IIF 58,3) 100 (91,8-100) | 100 (88,1-100) |66,4)

18,8 (10,1- 45,3 (35,0-
IgG; IIF 30,5) 100 (91,8-100) | 100 (73,5-100) |55.8)

32,8 (21,6- 50,0 (39,0-
IgG41IF 45,7) 100 (91,8-100) | 100 (83,9-100) |61,0)
Antitest 48,4 (35,8- 97,7 (87,7- 56,0 (44,1-
koktél - IIF | 61,3) 99,9) 96,9 (83,8-99,9) |67,5)
A fenti IIF-ek | 62,5 (49,5- 97,7 (87,7- 67,7 (54,7-
kombinacidja | 74,3) 99,9) 97,8 (88,2-99,9) |79,1)

Az antitestkoktél nem korrelalt pontosan az IgG altipusokkal kapott
eredményekkel. Rendkiviil érdekes, hogy 12 szérum a 64-bdl (18,8%) negativ lett a
koktéllal, de pozitiv legalabb egy IgG altipussal. Ez a jelenség megmagyarazhat6 azzal,
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hogy az antitestkoktél hasznalata intenzivebb hattérfestddést eredményezett. Ezzel
ellentétes eredmény, hogy volt 4 olyan BP-s szérum (6,3%), amely csak az
antitestkoktéllal volt pozitiv. Mikor minden eredményt Osszesitettiink (pozitivitas:
legalabb egy IIF-ben pozitiv, negativitas: minden IIF-ben negativ), 44 lett pozitiv a 64
BP-s szérumbol (68,8%), ami igy 68,8% 0ssz-szenzitivitast eredményezett 97,7%

specificitas mellett.

A dominéns autoantitest az IgG1 volt, melyet a 44 altipus-pozitiv szérumbol 29
betegnél tudtunk kimutatni (65,9%), ezt kovette az IgG4 (21/44; 47,7%), ami viszont nem
szignifikansan kiilonbozd eredmény (P = 0,14). Az IgG3 IIF kevésbé volt hasznalhato,
mint a tobbi, mivel ez az esetek csupan 27,3%-ban (12/44) fordult eld, és csak 4/44 (9,1%)
minta volt csak ezzel az egy antitesttel pozitiv (8. tablazat). Osszehasonlitasként az IgG1
¢s IgG4 autoantitestek 9/44 ill. 7/44 (20,5% és 15,9%), esetben voltak onmagukban
pozitivak. Igy, ha kivessziik az autoantitest koktélban pozitiv szérumokat, a 40-bsl 20

szérum (50%) festodott legalabb egy antitesttel.

8. tablazat. Fest6dés az egyes IgG alosztalyokban ill. ezek kombindcidjaban

IgG altipus Darab (%)
IgGy 9 (14,1)
IgGs 4 (6,3)
IgGs 7(10,9)
IgG1+1gG3 6(9,4)
IgG1+1gGs 12 (18,8)
IgG3+HgGa 0(0,0)

IgGi+IgGs+1gGy 2(3,1)

Koktél 4 (6,3)
Nincs festodés 20 (31,3)
Osszesen 64 (100)
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4. A mirigykivezetocsovek vizsgalata

64 BPs beteg metszeteit (30 nd, 34 férfi; atlagéletkor 78 év, tartomany: 8-96 év)
vizsgaltuk, és 6sszehasonlitottuk 82 kontroll beteggel (43 nd, 39 férfi, atlagéletkor 63 év,
tartomany: 18-90 év).

4.1 BP180 ¢s BP230 vizsgalata
Az anti-BP180 ¢és anti-BP230 antitestek az epidermis, a verejtékmirigy
kivezetdcsovek (VMK), a verejtékmirigyek és a szOrtiiszOk mentén linedris

fluoreszcenciat mutattak (35/A és B 4bra).

35. abra. Anti-BP180 (A) és anti-BP230 (B) festédés a VMK (csillag), ill. a
verejtékmirigyek (nyil) mentén.

4.2 Az adnexumok fluoreszcenciaja

4.2.1 A VMK fluoreszcencidja

A VMK-t ovalis vagy tubuldris struktarakként lathatjuk a teljes dermisben. Bar a
fluoreszcens festékkel festett metszeteken nem annyira jol kivehetd, a vékony lument
hatarolo monomorf, kuboidalis sejtek két rétege alkotja a kivezetdcsoveket. Ezzel
ellentétben a verejtékmirigyek a dermis mélyebb rétegeiben taldlhatoak, egy sejtsor
lathat6 a tdgabb lumen mentén és lipofuszcin granulumok figyelheték meg a lumenben

(a kiilonbség jol megfigyelhetd a 35. dbran).
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58 (90,6%) BP-s ¢s 44 (53,7%) kontroll beteg mutatott lineéris fluoreszcenciat a
kivezetdcsovek mentén. A VMK fluoreszcencidja szignifikdnsan intenzivebb volt BP-
ben, mint a kontroll betegekben (P<0,0001) (36/A é&bra). A VMK-fluoreszcencia
szenzitivitasa és specificitasa 90,6% ¢és 46,3% volt BP-re nézve. Az intenzités
novekedésével csokkent a szenzitivitas, de nétt a specificitas. A 3 és 4-es erdsségli linearis
VMK -fluoreszcencia mutatta a legalacsonyabb szenzitivitast (31,2%) és a legmagasabb
specificitast (97,5%) (9. és 10. tablazat, 36. 4abra). A mirigy-kivezetocsovek

fluoreszcencidja nem korrelalt szignifikdnsan a BP180 ¢s BP230 értékekkel.
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36. abra. A fluoreszcencia intenzitasanak osszehasonlitdsa BP és kontroll betegek

esetén. (A) A BP-s betegek VMK fluoreszcencidja er6sebb volt BP-s betegekben a dermis

egészében, mint a kontroll betegeké, (B) papillaris dermis, (C) kozépsd dermis, (D) mély

dermis. A BP-s betegek fluoreszcencidja szignifikansan erdsebb volt (E) a sz0rtliszok és

a (F) verejtékmirigyek esetén, mint kontroll személyeknél. ***, szignifikdns kiilonbség,

P<0.001.

9. tablazat. Az adnexumok szenzitivitasa (%)

VMK
Mél Verejték
Egész Papillaris | Kozépso ey ereyte
dermis dermis dermis dermis Szortiiszo -mirigy
Intenzitas
>0 90,6 85,3 83,3 83,0 75,0 85,7
Intenzitas
>1 56,3 20,6 27,1 61,7 55,0 35,7
Intenzitas
>2 31,3 2,9 12,6 36,2 15,0 14,3
10. tdblazat. A borfiiggelékek specificitasa (%)
VMK
jték
Egész Papillaris | Kozéps6 | Mély Verejt¢
. . . . e, |-IIrigY
dermis dermis dermis dermis Szortiiszo
Intenzitas
>0 46,3 76,9 75,9 43,9 87,9 68.4
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Intenzitas
>1 82,9 98,1 91,4 83,3 96,9 89,5
Intenzitas
>2 97,6 100 98.3 98.5 100 94,7

4.2.2 A verejtékmirigy-kivezetocsovek vizsgalata a papillaris dermisben

A papillaris dermisben 34 BP-s és (53,1%) 51 (62,2%) kontrollbeteg metszetén
talaltunk mirigykivezetdcsovet. A BP-s betegek koziil 5 (14,7%) nem mutatott
fluoreszcencidt a VMK mentén, 29 (85,3%) viszont igen; l-es intenzitdsu volt 22
(64,7%), 2-es 6 (17,6%), és 3-as 1 (2,9%) eset. Kontroll betegek kozott 39 (76,5%) nem
mutatott fluoreszcencidt a ductdlis bazidlmembran (BM) mentén, mig 12 (23,5%)
mutatott, 1-es intenzitasut 11 (21,5%) metszet, 2-es intenzitasut 1 (2%) metszet. A
papillaris dermisben szignifikdnsan kiilonbozott a BP-s és a kontroll betegek
fluoreszcencidjanak intenzitdsa (P<0,0001) (36/B éabra). A papillaris dermisben pozitiv
VMK mutattdk - bArmelyik intenzitasra nézve - a legmagasabb szenzitivitast (89,2%), 3-
as és 4-es intenzitasra nézve pedig a legmagasabb specificitast (100%). (Az adatok az 9.

¢s 10. tablazatban vannak szemléltetve).

4.2.3 A VMK fluoreszcencidja a kozépso dermisben

A dermis kozépso részén 48 (75%) BP-s és 57 (69,5%) kontroll beteg esetén
talaltunk VMK-t. 8 (16,7%) BP-s minta nem fluoreszkalt, 40 (83,3%) pedig mutatott
fluoreszcenciat 1, 2, 3, és 4-es intenzitassal. 1-es intenzitas volt fellelheto 27 (56,3%)
esetben, 2-es intenzitas 7 (14,6%) esetben, 3-as intenzitas 3 (6,2%) esetben, és 4-es
intenzitds 3 (6,2%) esetben. A kontroll betegek kozott 43 (75,4%) nem mutatott
fluoreszcenciat, mig 14 (24,6%) mutatott 1, 2 és 3-as intenzitdssal. 9 eset mutatott 1-es
intenzitast (15,8%), 4 eset 2-est (7%) és minddssze 1 eset 3-ast (1,8%). A VMK
fluoreszcencia-intenzitdsa BP és kontroll betegek esetén szignifikansan (P<0,0001)
kiilonbozott (36/C abra). A szenzitivitas és a specificitas értékek 83,3% és 75,9%-nak
adodtak (mindegyik intenzitasra nézve). A VMK, melyek 3-as és 4-es intenzitast
festddést mutattak, 98,3% specificitassal jellemezhetdéek a kdzépsd dermisben, mig a

szenzitivitas 12.5% volt (9. és 10. tablazat).
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4.2.4 A VMK fluoreszcencidja a dermis mélyebb részein

A mély dermisben 47 (73,4%) BPs és 65 (79,2%) kontroll beteg mutatott
fluoreszcenciat. A BP-s betegek koziil 8 (17%) nem mutatott fluoreszcenciat, mig 39
(83%) beteg linearis fluoreszcenciat mutatott a ductalis BM mentén. 1-es intenzitast 10
(21,3%), 2-es intenzitast 12 (25,5%), 3-as intenzitast 13 (27,7%) és 4-es intenzitast 4
(8,5%) eset. A kontrollmintak jellemzdi: 29 (44,6%) nem mutatott fluoreszcenciat, 36
(55,4%) igen, 1, 2 és 3-as intenzitassal. 1-es intenzités jellemzett 25 (38,5%) mintat, 2-es
intenzitds 10 (15,4%) mintat és 1-es intenzitds 1 (1,5%) mintat. A fluoreszcencidk
intenzitasa a dermis mélyebb részén szignifikdnsan kiilonbozott a BP-s és a kontroll
betegek esetén (P<0.0001) (3/D Abra). Szabadon megvalasztott fluoreszcencia mellett a
dermis mélyebb rétegének a VMK fluoreszcencidja 83% szenzitivitdst mutatott. A
specificitas alacsonyabb volt, mint a dermis felsébb szakaszain (43,9%), de kiilon 3-as és

4-es fluoreszcenciara nézve elérte a 98,5%-ot (2. Tablazat), 36,2% szenzitivitads mellett.

4.2.5 A szortiiszok fluoreszcencidja

20 (31,2%) BPs beteg mintajan figyelhettiink meg sz0rtiisz6 fluoreszcenciat 0, 1,
2, 3 és 4-es intenzitassal. 5 (25%) beteg esetén nem mutatkozott fluoreszcencia, 1-es
intenzitast figyeltiink meg 4 (20%), 2-es intenzitast 8 (40%), 3-as intenzitast 1 (5%), és
4-es intenzitast 2 (10%) esetben. 33 (40,2%) kontroll betegnél volt megfigyelhetd
szOrtiiszd, 0, 1, és 2-es intenzitassal. 29 (87,9%), tehat a legtobb esetben nem volt
fluoreszcencia, 3 esetben (9,1%) 1-es, és 1 (3%) esetben 2-es erdsségii. A szOrtiiszok
fluoreszcencidja szignifikdnsan kiilonbozott BP és kontroll betegek esetén (P<0,0001)
(36/E abra). A szenzitivitas és a specificitds 75% ill. 87,9%-nak adodott. A szenzitivitas
csokkent 3-as és 4-es intenzitasra nézve (15%), de ez mutatta a legnagyobb specificitast

(100%) (9. és 10. tablazat).

4.2.6 A verejtékmirigyek fluoreszcencidja
14 (21,8%) BP-s beteg mintajaban volt megfigyelhetd verejtékmirigy. 2 (14,3%)
esetben nem mutatkozott fluoreszcencia, 7 (50%) esetben 1-es intenzitasu, 3 (2,4%)

esetben 2-es intenzitasu, 1 (7,1%) esetben 3-as, és 1 (7,1%) esetben 4-es intenzitasu.

19 (23,2%) kontroll betegnél lattunk verejtékmirigyet, ebbdl 13 (68,4%) nem
mutatott fluoreszcenciat, 4 (21,1%) 1-es erdsségiit, 1 (5,3%) 2-es erdsséglit €s 1 (5,3%)

3-as erdsséglit. A fluoreszcencia intenzitasa szignifikansan kiilonb6zott BP és kontroll
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betegek esetén (P=0,0045) (36/F abra). Az Osszes intenzitdst egyiitt vizsgalva a
szenzitivitas 85,7%-nak, a specificitds 68,4%-nak addodott. A specificitds 94,7%-ra

novekedett 3 €s 4-es intenzitas esetén (9. és 10. tablazat).
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V. Megbeszélés

1. A "MESACUP anti-SKkin profile TEST" vizsgalata

A desmoglein ELISA kitek szenzitivitasa és specificitasa a szakirodalom szerint
nem egységes, még egy gyartd azonos terméke esetén sem (Id. 1. és 2. tablazat). Az
irodalmi adatok szerint dsgl ELISA esetén, PF-ban vizsgéalva a szenzitivitas 96%-100%
kozott valtozik, a specificitas 95,7%-99,1% kozott. A PV dsg3 ELISA-t hasonlo értékek
jellemzik: a szenzitivitas 85,2%-100% kozott mozog (a legtobb studyban 94%-100%), a
specificitas 95,7%-100%-o0s értékeket mutat (Id. 1. és 2. tablazat). Minden dsgl és 3
ELISA kivalo diagnosztikai eszkdz, az ASPT-t is beleértve. A szenzitivitas és specificitas
értékek nem kiilonboztek a szakirodalomtol. Néhany BP szérum alpozitiv eredményeket
mutatott a desmogleinek vizsgéalatakor az ASPT-ben. Ez a megfigyelés a specifikus
ELISA kitekre is jellemzd, 15 éve ismert az irodalomban (Ishii és mtsai, 1997; Amagai
¢s mtsai, 1999; Huang és mtsai, 2007; Schmidt €s mtsai, 2010). Habar az overlap
szindroma lehetdsége nem zarhat6 ki, minden esetben BP maradt a diagnézis a DIF és a

klinikai adatok alapjan.

A BP180 és BP230 szenzitivitas, ill. specificitas értékei a 3. és 4. tablazatban
talalhatoak. Az elsé ELISA megjelenése o6ta jelentds fejlddésen estek at ezek a tesztek. A
szenzitivitas 1994-ben csupan 53% volt 100% specificitas mellett (Giudice és mitsai,
1994), de a késdébbi vizsgalatokban is 69,9%-0s szenzitivitas volt a legrosszabb eredmény
(Yoshida és mtsai, 2006). A mi vizsgalatunkban alacsonyabb szenzitivitas és specificitds
értékek mutatkoztak, mivel mi nem kimagaslo értékek elérésére torekedtiink, hanem sok,
a korabbi vizsgalatokban hatarérték pozitivitdst mutatd szérumot valogattunk be, hogy a
kitet jobban megismerjiik. Korabbi vizsgalatainkban nagyobb ¢és szelektalatlan mintan (n
= 313) a specifikus MBL kitek (BP180 és BP230) szenzitivitasa 72% és 59% volt (Sardy
¢s mtsai, 2013); a jelen tanulmanyban vizsgalt szérumoké (n = 52) pedig 60% és 50%
(100% specificitassal). Az ASPT BP180 teszt szenzitivitdsa nem tér el jelentdsen a
korabbi tesztekétdl, mig a BP230 szenzitivitasa jelentdsen javult, az ASPT 11,5%-kal
jobban teljesitett, mint a korabbi BP230 tesztek. Tovabba a BP180 és BP230 eredmények
egyiittes vizsgalatabol kideriilt, hogy az ASPT magasabb szenzitivitast mutat, mint a

korabbi ELISA eredmények (81% vs. 75%).

Chen és mtsai kifejlesztették az elsé VII-es tipust kollagén (col7) ELISA-t, 1997-

62



DOI:10.14753/SE.2020.2349

ben, ami egy nagyon szenzitiv és specifikus eszkdznek bizonyult (5. tdblazat). Az ASPT
81% szenzitivitast és 100% specificitdst mutatott. A szenzitivitas értékek nagyon
valtozékonyak az irodalomban, és csak kevés study all rendelkezésre alacsony

betegszammal (5. tablazat).

2. A komplement fixacios teszt vizsgalata

A komplement fixacios (herpes gestationis) faktor el0szor 1973-ban keriilt
ismertetésre Provost és Tomasi altal 2 herpes gestationisban szenvedd betegben, akiknél
a CFT pozitiv volt (Provost és mtsai, 1973). 1976-ban egyidejiileg két fiiggetlen
kutatocsoprt is felfedezte, hogy IgG a komplement koté faktor, mely nem mindig
detektalhaté hagyomanyos DIF és IIF tesztekkel, de aktivalja a klasszikus komplement
utvonalat (Jordon és mtsai, 1976; Katz és mtsai, 1976). A CFT a tobbi szeroldgiai
modszertél eltéré eljardson alapul, és alacsony titerli, komplement-aktivalo,
bazalmembran-ellenes IgG  autoantitestek  felfedezésére  alkalmas.  Emiatt
munkahipotézisiink az volt, hogy olyan BP-s betegekben, akik a tradicionalis szeroldgiai

cre

IgG1, IgGa, és/vagy 1gGs mutathatd ki a CFT segitségével.

Hogy igazoljuk a hipotézisiinket, elvégeztiik a CFT-t nagy szamu BP-s és kontroll
szérumon, ¢és azt talaltuk, hogy altalanossdgban a CFT alkalmas BP diagnosztikéjara,
71,7% szenzitivitassal. Ez nem kiilonbozott szignifikansan mas szerologiai tesztek
eredményeitdl. Ezen feliil a CFT-t a tobbi teszttel egyiitt végezve a szenzitivitds nott
(95,3%-ra) a specificitas csokkenése nélkiil. Végezetiil a CFT az olyan BP-s betegek 30-
50%-at tudta diagnosztizalni, akik negativak voltak minden mas szerologidval, ill. ezek

kombinacidjaval, s ez a teszt kifejezetten jo alkalmazhatdsdgat mutatja.

Informéciodink szerint a CFT alkalmazhatdsagat nem vizsgaltak BP-ben az elmult
25 év soran, ¢s a korabbi studyk is vagy pemphigoid gestationisra fokuszaltak, vagy csak
kis elemszamu BP-s csoportot vizsgaltak. 1975-ben Jordon és mtsai 46 BP-s szérumot
vizsgaltak a CFT segitségével, és azt talaltdk, hogy a teszt csupan a minta 54,3%-ban
pozitiv, annak ellenére, hogy a szérumok erdsen pozitivak voltak normal béron késziilt
IIF-ben (Jordon és mtsai, 1975). 1990-ben Fuligni és munkatarsai 15 BP-s beteg szérumat

vizsgaltak, akiknél az IIF majom nyel6cs6von negativ volt, és azt talaltdk, hogy 5 beteg
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esetén (33%) pozitiv lett a CFT (Fuligni és mtsai, 1990). A mi eredményeink jol
Osszeillenek ezzel a vizsgalattal, hisz azon betegek 47%-aban volt pozitiv a CFT, akiknél
az IIF majom és nyul nyeldcsdvon is negativ volt. Az elmult 25 év soran a szerologiai
diagnosztika sokat fejlodott. Az IIF-ek szenzitivitdsa egyre jobb lett, és uj ELISA-k
jelentek meg, mi viszont nem talaltunk aktualis, a CFT eredményességét BP-ben vizsgalo

kutatést.

3. Az IgG alosztalyok vizsgalata

Kevés vizsgalat all rendelkezésre a keringd IgG-alosztaly antitestekrdl. A korabbi
vizsgalatok nem irtak le a teszt specificitasat, valamint alacsony esetszdmmal dolgoztak,
mindossze 25 és 30 beteggel (Kumar és mtsai, 1996; Lamb és mtsai 2008). Emiatt ezen
vizsgalatok validitdsa megkérddjelezhetd. Az eldvizsgalatok soran megallapitottuk, hogy
az antitestek IIF-ben a majom nyel6csovon kiviil minden més szovethez nonspecifikusan
kotddnek, s majom nyeldcsd esetén is abszorbeald és blokkold anyagokkal kellett
kezelniink a mintat, hogy értékelhetd fluoreszcenciat kapjunk. Az IgG2 igy sem volt
vizsgalhato alacsony specificitdsa miatt. Mivel az IgG2 eléfordulésa relative ritka BP-
ben, valosziniitlennek tekinthetjiik, hogy hasznéalhat6 lenne a diagnosztikaban (Al-Karawi
¢és mtsai, 2002; Bernard és mtsai, 1990; Bernard és mtsai, 1991; Bird és mtsai, 1986;
Dopp és mtsai, 2000; Kumar és mtsai, 1996; Lamb és mtsai, 2008; Shirakata és mtsai,
1990; Soh és mtsai, 1991; Yamada ¢és mtsai, 1989; Zhou és mtsai, 1998).

Tobb szerzd leirta, hogy az IgG4 a predominans autoantitest BP-ben, majd ezt
koveti az IgG1, [gG2, IgG3 (Al-Karawi és mtsai, 2002; Bernard és mtsai, 1990; Bernard
¢s mtsai, 1991; Bird és mtsai, 1986; Dopp és mtsai, 2000; Lamb ¢és mtsai, 2008; Shirakata
¢s mtsai, 1990; Soh és mtsai, 1991; Yamada és mtsai, 1989). Minddssze egy study
mutatta, hogy az IgG1 ugyanolyan gyakori, mint az IgG4 (Zhou és mtsai, 1998), és egy,
hogy IgG4 talan az egyetlen jelen levd antitest prodroméalis BP-ben (Lamb és mtsai,
2008). Mi azt taldltuk, hogy az IgG4 ¢és az IgG1 eldéforduldsa kozotti kiilonbség nem
szignifikans, de az IgG1 valamivel gyakrabban fordult el6. Mivel a mi vizsgalatunkban
csak olyan szérumok vettek részt, melyek a tradicionalis IIF-fel negativak voltak, igy ez

nem allithatd szembe a szakirodalommal.

A hagyomanyos IIF mikroszkdpia szenzitivitdsa majom nyeldcsdévon a 60—-80%-
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os tartomanyba esik (Di Zenzo és mtsai; 2012; Sardy és mtsai, 2013), a mi laborunkban
korabbi vizsgalatok alapjan 73,2% (Sardy és mtsai, 2013). Jelenlegi vizsgalatunk szerint
koriilbeliil a tradicionalis majom nyeldcsé IIF-fel alnegativ BPs szérumok 30-50%-a
diagnosztizalhat6 lenne az IgG alosztaly antitestek hasznalataval, igy e kétlépcsds teszt
(eldszor hagyomanyos IgG, majd negativ esetben IgG-alosztaly IIF) szenzitivitasa a 80—
87%-o0s tartomanyba esne. Kumar és munkatarsai 25 dlnegativ esetet vizsgaltak (Kumar
¢s mtsai, 1996) €s a szenzitivitds hasonld novekedését irtak le (68,5%-r6l 91%-ra), mig
Lamb ¢és mtsai 30 beteget vizsgaltak prodromalis BP-vel, és a szenzitivitds novekedését
talaltal 36,6%-rol 56,6%-ra (Lamb és mtsai, 2008). Mindkét kutatocsoport monoklonalis
anti-IgG alcsoport antitestet hasznalt majom nyeldcsovon, ami elméletileg specifikus, de
egyik csoport sem hatarozott meg a specificitast. A mi adataink konzisztensek e két

korabbi vizsgalatéval.

Az IgG3 alosztaly antitestek relative rossz diagnosztikus teljesitményt mutattak,
ezért hasznalatuk nem volt megfeleléen koltséghatékony, csak antitestkoktél részeként

alkalmaznank ezeket a jovOben.

4. A VMK vizsgalata

A szakirodalomban fellelhet6k olyan cikkek, melyek a szdrtiisz6k, valamint a
verejtékmirigyek és ezek kivezetdcsoveinek immunreaktivitasat mutatjdk DH-ban
(Barnadas és mtsai, 2016), pemphigusban és BP-ben (Abreu-Velez ¢és mtsai, 2009 és
2013). Az adnexumokban rejlé diagnosztikai lehetdségeket is vizsgaltdk. Lehman és
mtsai kimutattdk 2013-ban, hogy a pilosebaceus egységek ¢és a verejtékmirigyek
fluoreszcencidja magas szenzitivitdst mutat kiilonbozé immunobullézisokban, és utal ra,
hogy amennyiben hidnyoznak a klasszikus diagnosztikahoz sziikséges strukturak,
hasznalatuk hasznos lehet. Zhou és mtsai kimutattak, hogy az ekkrin apparatust jellemzd
szenzitivitas hasonlo az epidermiséhez és a szOrtiisz6kéhez PV-ben és BP-ben (Zhou ¢és
mtsai, 2016). A mi kutatdsunk annyiban kiillonbozik e kordbbiaktél, hogy

kontrollcsoportot is vizsgaltunk, igy specificitast is tudtunk szamitani.

A mi vizsgalatunkban a VMK pozitivitdsa BP esetében a dermis minden részén
szignifikdnsan erdsebb volt, mint a kontrollcsoporté. Ezen kiviil a szdrtliszOk ¢s a

faggyamirigyek  kivezetOcsdvei is  szignifikdnsan erdsebben  fluoreszkalnak.
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Eredményeink igy megegyeznek korabbi vizsgélatok eredményeivel (Lehman és mtsai,

2013; Zhou és mtsai, 2016).

A korabbi vizsgélatokkal ellentétben mi megvizsgaltuk a fluoreszcencia
intenzitdsat a dermis kiilonbozoé rétegeiben, s azt allapitottuk meg, hogy mindenhol
szignifikansan kiilonbozik a BP-s és a kontroll betegek adnexumainak fluoreszcenciaja.
Azt is megfigyelhettiik, hogy a fluoreszcencia csak 3-as ¢és 4-es intenzitas-erdsség esetén

elég specifikus ahhoz, hogy segitségiinkre legyen a diagnosztikdban.

Megfigyeltiik a rutindiagnosztika soran, hogy a verejtékmirigyek diagndzistol
fliggetleniil szinte mindig fluoreszkalnak. Ot random szelektalt metszetet megfestettiink
egy masik FITC-jelolt antitesttel is (nytl anti-human IgG, y-lanc, Dako-Biozol, Eching,
Németorszag), de a fluoreszcencia mértéke nem valtozott. Ez a megfigyelés tehat
feltehetben nem laborhiba, és mas szerzék is megfigyelték, hogy az eccrin
verejtékmirigyek autofluoreszcenciat mutatnak fluoreszcens mikroszkoppal vizsgélva
(Zhao és mtsai, 2016). A mirigykivezetdcsovekre ez nem volt jellemzd, igy csak ezeknek

javaslunk szerepet a diagnosztikaban.

Habar a VMK bazalmembranja menti IgG csapadék relative magas szenzitivitast
mutat BP-ben, nincs bizonyiték arra, hogy a verejtékmirigyek barmilyen szerepet
jatszananak a BP patogenezisében. Indirekt kapcsolat viszont lehetséges, ezt ismertetném

a kovetkezdkben.

BP-t indukalhatnak gyogyszerek (pl. gliptinek, spironolakton, fenotiazin,
furoszemid), virusfertdzés vagy egyéb fizikai faktorok is (Lo Schiavo és mtsai, 2013). Az
is ismert, hogy egyes gyogyszerek ekkrin mirigyeken keresztiil torténd exkrécidja
lehetséges; sot, betegségekhez is vezethet, pl. neutrophil eccrin hidradenitis,
szimmetrikus gyogyszer-eredetli intertrigindzus €s hajlati exantéma (az un. ,,SDRIFE”)
vagy erythema multiforme (Wenzel és mtsai, 1998). Az ekkrin akrosyringium MHC-II
antigéneket exprimdl, melyeknek szerepe lehet kiilsé agensek elleni védekezésben
(McGregor ¢és mtsai, 1991). Emiatt a gyogyszerek direkt toxikus hatdsan til a
verejtékmirigyek immunoldgiai reakcidja is létrejohet. Kimutattuk, hogy BP180 és
BP230 megtaldlhat6 a verejtékmirigyeken és kivezetdcsoveiken is, s ez felveti a kérdést,
hogy a BP180 ¢s BP230 elleni immuntolerancia elvesztése vajon kiindulhat-e

verejtékmirigyekbdl, mely az autoimmun valaszt triggereli.
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Egy korabbi vizsgalat (Zhou és mtsai, 2016), ill. a mi eredményeink is azt
mutattdk, hogy BP-s betegek metszetein néhol csak a VMK mutat linearis
fluoreszcenciat, mig az epidermalis bazalmembran nem. Az egyeldre kérdéses, hogy ez

diagnosztikus értékii-e pemphigoidban.
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VI. Kovetkeztetések

Az ASPT vizsgélatat valodi klinikai koriilmények kozott végeztiik el. Az ASPT
kivalo szenzitivitas és specificitas értékekkel rendelkezik, gyors és helyettesitheti a

kiilon-kiilon specifikus ELISA-kat.

A CFT segiti a BP diagnosztik4jat, mivel mas szerologiai tesztek altal fel nem
fedezett antitesteket is kimutat. Emiatt az alkalmazasa hasznos lehet inkonzisztens

eredmények, ill. passzolo klinikai kép, de negativ szeroldgiai diagnosztika esetén.

Két 1épcsdben jelentdsen novelhetd az IIF szenzitivitasa majomnyeldcsdvon, ha a
standard vizsgalatokkal negativ szérumokat a kiilonboz6 IgG alosztalyokkal is

megvizsgaljuk.

A verejtekmirigy-kivezetdcsovek intenziv fluoreszcenciaja jellemzé BP-re, a
kontrollbetegekre viszont nem. Viszont az alacsonyabb intenzitasi fluoreszcenciat

alacsony specificitasa miatt nem talaltuk diagnosztikus értékiinek.
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VIL Osszefoglalas

Az ASPT hasonlo teljesitményli, mint a korabbi ELISA-k, igy alkalmas a
mindennapi diagnosztikai hasznalatra. Az ASPT-n beliili BP230 teszt 1ényegesen jobban
teljesitett, mint a korabbi BP230 ELISA. Az ASPT inkubacios ideje csak a korabbi
specifikus tesztek fele, és a tény, hogy akér egyetlen egy beteg széruma is vizsgalhato
vele csovecskék pazarlasa nélkiil (nem kell 6sszevarni tobb szérumot, hogy gazdasagos
legyen az elvégzése), kivaldan alkalmassa teszi gyors tdjékoz6do diagnosztikara barmely
bullosus autoimmun betegség gyanuja esetén. Tovabba az ASPT kivald eszk6z problémas
szérumok vizsgalatara, overlap szindromak diagnosztikdjara, s alkalmas az esetleges

epitop terjedés felfedezésére is kontrollvizsgalatok alkalmaval.

A CFT nemcsak a herpes gestationis, hanem a BP diagnosztik4janak is hasznos
eszkoze, a haszndlatat olyan betegek esetén javasoljuk, akik vagy negativak, vagy
borderline pozitivak mas szeroldgiai teszttel, illetve a DIF-fel. Magas specificitasabol
adodoan magas a teszt pozitiv prediktiv értéke, alpozitiv esetek nem varhatoak. Emiatt a
CFT kiilonosen alkalmas hatareseti diagndzisok megerdsitésére és szerologiailag nem

egyértelmii esetek tisztazasara.

Kimutattuk, hogy leginkabb az IgG1 és az 1gG4, de az IgG3 alosztalyu antitestek
detektalasa is noveli az IIF szenzitivitdsdit majomnyel6csovon a magas specificitds
megtartasa mellett. A hasznélata igy javasolhatdé olyan BP-s szérumok vizsgalatara,
melyek negativak a hagyomanyos IIF-fel. Tovabbi vizsgalatokat javaslunk viszont annak
eldontésére, hogy milyen antitestkombinacié alkalmazhat6 valoban koltséghatékonyan a

mindennapi diagnosztikaban.

A dermis minden rétegében megjelend, a verejtékmirigy-kivezetdcsoveket
jellemzd linearis IgG fluoreszcencia nagyon szenzitiv jel BP-ben, viszont csak az erds
festddés elfogadhatdan specifikus. A dermis magasabb szakaszain specifikusabb a
kivezetdcsovek festddése. Amennyiben gyenge fluoreszcencia figyelheté meg a
mirigykivezetécsovek mentén, nem diagnosztikus BP-re, csak ha a klasszikus BM-
fluoreszcencia is megfigyelhetd. Fragmentdlt minta esetén tehdt nagy Ovatossaggal
jéarjunk el, diagndzis egyeldre nem alapulhat kizardlag a verejtékmirigy-kivezetécsovek

vizsgalatan.
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VIII. Summary

In conclusion, the ASPT has a similar clinical performance to each previous,
specific ELISA alone, so it is suitable for routine diagnostics. The BP230 test of the ASPT
has been considerably improved compared to the previous BP230 ELISA. The incubation
time of the ASPT is just half of that of the previous specific tests and the setup of the
assay makes the testing of one single serum sample economic. In addition, the ASPT is
an excellent tool to examine problematic sera, overlap syndromes, and it can also indicate

the appearance of epitope spreading during follow-up.

CFT is useful for the diagnosis of not only pemphigoid gestationis but also BP,
and we recommend to use it as a secondary test for patients who are either negative or
borderline-positive for other serological assays or DIF. Given its high specificity, a
positive result has a very high positive predictive value; false positive results are not
expected. Thus it is especially useful for confirming borderline positive results and for

the diagnosis of serologically challenging cases.

We showed that detection of mainly IgG1 and IgG4, but also IgG3 anti-subclass
antibodies by IIF on monkey oesophagus significantly improved sensitivity and
maintained the high specificity of the standard IIF, therefore their detection can be
recommended for analysis of BP sera that are negative for traditional IIF microscopy. We
recommend further studies to determine which secondary antibody cocktail (e.g. a
mixture of anti-total-IgG with anti-IgG1 and anti-IgG4 subclass secondary antibodies) is

most suitable for a cost-effective and efficient IIF assay for the diagnosis of BP.

In conclusion, linear deposits of IgG along the BM of sweat gland ducts (SGDs) are
highly sensitive for BP in each level of dermis; however, only strong fluorescence has
acceptable specificity. SGD positivity in the upper dermis was found to be more BP-
specific than in the lower dermis. Thus, evaluation of the localization and the intensity of
adnexal IgG fluorescence is important, and SGD immunoreactivity may have diagnostic
relevance in BP. However, further controlled studies are necessary to recommend SGD
fluorescence as the basis for diagnosis of BP (also in case of fragmented samples), even

with strong signal intensity.
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XI. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni Prof. Sardy Miklosnak a PhD tanulmanyaim alatt
nyUjtott folyamatos tamogatasat. Az 6 driasi tapasztalata és utmutatasai segitettek abban,
hogy egy szamomra teljesen ismeretlen témat néhany év alatt nagyon mélyen
elsajatitottam, eljutottam a szakvizsgaig és a PhD munka megirasaig. Sardy prof. ur
hihetetlen szakmai tudassal kezelte a betegeket és ennek atadasat soha nem tekintette
tehernek. Naptol és napszaktol fliggetleniil fordulhattam hozza a komoly kérdésektdl az

aprosagokig barmivel.

Kosznettel tartozom Dr. Purebl Gyorgynek, masik témavezetdmnek, aki el6szor
batoritott a PhD képzésre jelentkezésre, s az éveken at szakmai segitsége mellett panasz
nélkil vallalta a biirokraciaval jaré nehézségeket is. Koszondm témavezetdi és emberi

segitségét, nagy 6rom az 6 vezetésével is elmeriilni a kutatds szépségeiben.

Koszonettel tartozom férjemnek, Dr. Papp Gergelynek, sziileimnek ¢és a tagabb
csaladomnak is. Kiilon koszonom az 6csémnek, Horvath Akosnak a segitségét a lakhatas

terén, illetve a szemléleti iranymutatast.

Koszondm a Ludwig-Maximilian Egyetem ¢és Semmelweis Egyetem
Borgyogyaszati Klinikaja minden munkatarsanak, hogy segitségemre voltak/vannak a

munkam soran.

Ko6szondm Prof. Thomas Ruzickanak, hogy lehetdséget adott a miincheni
kutatomunka megkezdésére, majd részvételre a klinikai munkaban. Nagyon tanulsagos

volt az egyitt toltott ido.
K6szo6ndm Prof. Lars Frenchnek a folyamatos tdmogatésat.

Koszondm Ivica Anicnak, Andrea Albrechtnek és Karin Woischwillnak a

labordiagnosztikaban és klinikai munkaban nyujtott segitséget.

Ko6szondm Carla Lingner, Diana Lingk és Claudia Jakobec segitségét a klinikai

fotdk elkészitésében.

Ko6szondm Prof. Andreas Wollenbergnek tamogatasat és az értékes kozos
konzultacidkat. Koszondm Dr. Markus Reinholznak a k6zds munka soran nyujtott

folyamatos emberi és szakmai segitségét.

84



DOI:10.14753/SE.2020.2349

Ko6szondm kutatotarsaimnak, Dr. Jana Jankaskovanak és Dr. Sinem Bagcinak a

folyamatos kooperaciot és az egyiitt eltoltott vidam éveket.

Végezetiil koszondm Dr. Michael Flaig segitségét, hogy Miinchenben irhattam a

PhD dolgozatomat és megkezdhettem a rezidensképzést.
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