VYBRANE PROBLEMY AUTOIMUNITNICH CHOROB
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Nasledujici sdéleni popisuje zakladni principy imunohistologického vysetrovani bioptického vzorku kiize, zasady uchovani
a zpracovani. Popisuje vhodna mista odbéru kuze u jednotlivych diagnoz, pfinasi popis imunohistologického obrazu u cho-

rob, kde je toto vysetreni indikovano.
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IMMUNOHISTOLOGICAL EXAMINATION OF SKIN - PRACTICAL NOTES

The following paper describes basic principles of immunohistological examination of a bioptic sample of skin, standards of
storage and processing. The suitable locations for skin biopsy are depicted according to a particular diagnosis. The descrip-
tions of immuohistological pictures in different skin diseases, where skin biopsy is indicated, are outlined.
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Imunofluorescencni technika umoznuje detekci riz-
nych antigenli ve tkanich i télesnych tekutinach. Vyuziva
reakce protilatek s antigenem k lokalizaci antigenu. Od ro-
ku 1960 zaznamenala velké rozsifeni a zdokonaleni. V der-
matologii je béZné pouZzivana predevSim v diagnostickém
procesu u autoimunitnich buléznich chorob a chorob poji-
vové tkané. Pracuje s fluorochromy, které maji schopnost
pohlcovat svétlo urcité vinové délky a jejich elektrony se
dostavaji do vysSiho energetického stavu. Pfi navratu do
stabilniho stavu emituji svétlo charakteristické vinové dél-
ky. Bézné pouzivanym fluorochromem je fluorescein iso-
thiokyanat (FITC) s absorpénim maximem 490-495 nm a
emisnim vrcholem 510-517 nm, vydava jasn€ zelenou fluo-
rescenci. DalS§im fluorochromem je napf. tetramethylrho-
damin isothiokyanat (TRITC) s absorpci kolem 550 nm
a emituje svétlo vinové délky 580 nm, vysledna fluorescen-
ce je Cervena.

Fluorochromy jsou navazany na polyklonalni nebo mo-
noklonalni protilatky, které interferuji s antigenem. V pra-
Xi se vyuZzivaji komercné vyrabéné konjugaty - fluorochro-
mem oznacené protilatky. Prase¢i imunoglobuliny konjugo-
vané FITC proti lidskému imunoglobulinu IgG, IgA, IgM,
Ig - polyklonalni, 3. slozce komplementu (C,) a fibrinu.

Pifima imunofluorescence tedy umoznuje detekci anti-
gend a zejména in vivo deponovanych imunoglobulini,
komplementu a fibrinu v kazi.

Kozni vzorek, ktery je vySetfovan, by mél mit velikost
asi Smm v jednom rozméru. Odbér vzorku kliZe je nejlépe
provadét klasickou chirurgickou cestou - skalpelem, aby
nedoSlo ke zbyte¢nému zhmozdéni okrajii tkané. Pokud
Cast materialu zasilame na klasické histologické vysetieni
a excidat délime, potom je vhodné jeho déleni Ziletkou, ni-
koliv stfihanim. Je tfeba zabranit denaturaci tkané. Ziska-
ny material je vhodné zmrazit - vlozit do tekutého dusiku
(-170°Celsia). Pti vétsi vzdalenosti bioptického pracovis-
t€ od laboratofe jsou vyuzivana zvlastni transportni média
napf. roztok maleinimidu - jeho trvanlivost je omezena pri
uchovavani v chladnicce asi na jeden mésic.

Vzorek 1ze uchovat 24 hodin az 10 dnt. Brzké zpraco-
vani v§ak zaruci zretelnéjsi pozorovany obraz vimunofluo-
rescenénim mikroskopu.

Dulezité je misto odbéru kuze.

U onemocnéni skupiny pemphigu - pemphigoidu ode-
birame bezprostiedni okoli Cerstvého puchyfe. U dermati-
tis herpetiformis Duhring odebirame vznikajici puchyrek
nebo kuZzi v té€sné blizkosti léze. U erytematodu odebira-
me morfu nejlépe z oblasti kliZe vystavené slunecnimu za-
feni, zdravou klZi vySetiujeme z oblasti neoslunéné kiize
pri podezieni na systémové onemocnéni pojiva (napf. z vo-
larni plochy paze).

Vzorek kliZe je zpracovavan na kryostatu, kde jsou na-
fezany fezy o sile 4 mikrometry. Tyto jsou dale na sklech
zpracovavany s patfiénymi konjugaty (obvykle 2-3 s jed-
nim konjugatem). Rezy na podloznich sklech zasychaji 15-
20 minut, poté je aplikovan konjugat. Material inkubujeme
ve vlhké komirce 30-45 minut.

Vzorky jsou promyty v pufrovaném fyziologickém roz-
toku (pH 7,2) 3 x po 20 minutach. Caste¢né se osusi, uza-
viou se pomoci montovaciho média a vyhodnocuji se ve
fluorescenénim mikroskopu (7).

Imunohistologické nalezy u vybranych chorob

Lupus erythematosus

Vysetieni se provadi u vSech typu erytematodu. Pfi po-
zitivnim nalezu je v dermoepidermalni junkci viditelny jas-
né zeleny fluoreskujici pruh. V roce 1963 nezavisle na so-
bé zjistili Burnham a spol. a Cormane pomoci pfimé imu-
nofluorescence uloZeniny imunoglobulini a komplemen-
tu fixované v oblasti bazalni membrany na rozhrani mezi
epidermis a koriem ve form€ lupusového pruhu. Typickym
imunohistologickym nalezem je tedy pruh uloZenin IgG
a komplementu na hranici mezi epidermis a koriem proka-
zany bud v zahybech epidermis, nebo v celém pribéhu ba-
zalni membrany. Kromé IgG a C, jsou pfitomny i dalsi ulo-
Zeniny IgM a IgA. Imunoglobuliny IgD a IgE se nepodafi-
lo prokazat, zatimco ulozeniny fibrinu jsou Casté. V koz-
nich 1ézich jsou nalézany imunoglobuliny IgG a IgM i IgA
spole¢n€, nebo samostatné IgG a nebo IgG a IgM. Depo-
zita IgM samostatné jsou ¢astym nalezem, ale mohou byt
i u fady jinych zanétlivych kozZnich 1ézi. Zde je nutno hod-
notit nalez v kontextu s klinikou a klasickou histologii.
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V normalni kizi u SLE je IgM nejcastéji. Pritomnost
IgG samostatné nebo v kombinaci s IgM koreluje s aktivitou
choroby. IgM pruh predstavuje obvykle mirnéjsi postiZeni.

Pii popisu imunofluorescencnich nalezti se uvadi (7)
nékolik morfologickych typli subepidermalnich pruht:

* homogenni - predstavujici souvislou linii nestejné Sife

Obrazek 1. Lupdzni pruh na hranici mezi epidermis a koriem s konjugatem
anti IgG a cytoplazmaticka fluorescence keratinocytl u pacienta se SLE

* teCkovity - linie tvofend drobnymi blizko u sebe
ulozenymi hrudkami imunokomplexti popf. komple-
mentu

* vlaknity - velmi podobny teckovitému pruhu, pouze
jednotliva drobna loziska jsou uspofadana kolmo ke
hranici epidermis a koria, vzajemné se proplétaji.

Obrézek 3. Linie v oblasti bazalni mebrany s konjugatem anti-lgG
u pemfigoidu

Obrazek 2. Lupdzni pruh kolem vlasového foliklu u pacienta s CLE
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Pravidlem byva soucasny vyskyt dvou typt pruht, kte-
ré se ruzné€ kombinuji. Pfi porovnavani vysledkt ze vzor-
kt kize odebranych u téhoz pacienta neni morfologicky
vzhled pruhu konstantni.

Kromé lup6zniho pruhu zjistujeme pfi imunohistolo-
gickém vySetfeni kiiZze i dalsi charakteristické zmény. Imu-
noglobuliny a komplement nachazime téz v pruhu kolem
vlasovych folikli, mazovych zlaz a vyvoda potnich Zlaz.
Neziidka byvaji uloZeniny i v cévnich sténach zvlasté
v periadnexalni dermis potnich zlaz. Na zakladé funkéni
a anatomické podobnosti potni Zlazy a nefronu se ukazuje
podle Vlasina urcita korelace mezi nalezem uloZenin imu-
nokomplexd s obsahem Ig ve st€nach sekre¢nich ¢asti pot-
nich Zlaz a postizenim ledvin (13).

Pfi imunohistologickém vySetfeni nalézame také oval-
né utvary velikosti bunééného jadra i vétsi (sviti jasné ze-
len€), které oznaCujeme jako agregaty. Jsou umistény tés-
né€ pod epidermis, kolem adnex a méné€ i samostatné v ko-
riu. Z imunoglobulini jsou nejéastéji pritomny IgM a IgG
vzacnéji IgA.

Velmi Casta je u systémoveho erytematodu cytoplaz-
maticka fluorescence keratinocytt i nuklearni fluorescen-
ce. Nuklearni depozita imunoglobulini jsou nalézana také
u pacienti se Sharpovym syndromem, sklerodermii, der-
matomyositidou, Sjogrenovym syndromem. Jsou obvykle
IgG, IgM a IgA. Fluorescence je homogenni nebo granu-
larni. Cytoplazmatickou fluorescenci l1ze nalézt v bioptic-
kém vzorku také z erytematosquamoznich 1ézi u SCLE.

Imunohistologicky nalez v kiZi nemocného LE se mé-
ni aZ po né€kolikamési¢ni uspesné terapii (12).

Imunofluorescenc¢ni obraz v misté morfy u CLE - chro-
nického kozniho erytematodu (diskoidni 1éze) je do znacné
miry shodny s nalezem u SLE. Typickym nalezem je ukla-
dani imunoglobulint IgG, méné€ IgM, vzacné IgA v oblasti
bazalni membrany, kolem vlasovych folikli a kolem mazo-
vych zlaz. Lze pozorovat také agregaty s ulozeninami IgM,
soucasné IgG, zfidka IgA. Casto ve stejnych mistech nalé-
zame také komplement. U diskoidniho erytematodu pieva-
Zuje teCkovity pruh uloZenin. U klasického CLE nejsou zjis-
tovany uloZeniny v nepostizené ktuzi. Nalez agregatti kolem
adnex zvlasté pri bazi chlupt je typicky. UloZeniny imuno-
globulinli a komplementu ve sténach cév nebo bunécnych
jadrech nebyvaji u diskoidnich 1ézi v pripadé CLE zjistova-
ny. Jejich pritomnost svéd¢i pro prechodnou formu kozniho
erytematodu a systémového lupusu (10).

Vaskularni zmény jsou vice vyrazné v slunci exponované
oblasti. Nejvice jsou poSkozeny cévy v papilarni a subpapi-
larni dermis, v hlubsi ¢asti dermis 1ze na cévach také nalézt
zmény. Depozita obsahuji zejména IgG, IgM, C, a fibrin,
méné casto IgA, C,, albumin. Nutno zdiiraznit, Ze vaskular-
ni nalez u LE neni specificky. Pfitomnost masivnich depozit
v dermoepidermalni junkci je dlilezitym diferencialnim zna-
kem LE od virové hepatitidy, Schonlein-Henochovy purpu-
ry, hypokomplementémie, smiSené kryoglobulinémie.

Imunoglobulinova depozita, jak v oblasti krevnich cév,
tak v oblasti dermoepidermalni junkce jsou pfitomny u fa-
dy dalSich chorob: porphyria cutanea tarda, granuloma

annulare, polymorfni svételné erupce, pityriasis lichenoi-
des, erythema multiforme, svrabu. U téchto chorob depo-
zita v krevnich cévach jsou vyrazn€jsi neZ depozita v der-
moepidermalni junkci, nejsou pravidelna a jasna, v pruhu
jakou LE (4, 12).

Vasculitis

Pokud chceme ziskat relevantni nalez pfi pfimém imu-
nofluorescen¢nim vySetfeni kiize pacienta s vaskulitidou,
odebirame kozni biopsii pouze z Cerstvé léze. Imunoreak-
tanty pretrvavaji v cévnich sténach kratkodobé.

Charakteristickym imunofluorescencnim nalezem
jsou granularni uloZeniny imunoglobulind IgM, 1gG a C,
ve sténach malych cév koria. Typickym znakem je nahlou-
Ceni fibrinu v okoli prifezu cév. IgA depozita Casto kore-
Iuji s diagnézou Schonlein-Henochovy purpury. Imuno-
globulinova depozita s polyvalentnim konjugatem cCasto
najdeme i v oblasti dermoepidermalni junkce (5).

Porphyria cutanea tarda

Kozni biopsii doporucujeme provadét z insolacni ob-
lasti ktiZze. Intenzita fluorescence a lokalizace imunore-
aktantovych depozit v kiZi porfyrickych pacientd je rtiz-
na. Lisi se u riznych typt porfyrie a také dle tiZe choro-
by. Ulozeniny IgG jsou nejéastéji pozorovanym imuno-
globulinovym depozitem u porfyrické kize - nejCastéji
kolem dermalnich krevnich cév nebo v dermoepidermal-
ni junkci u vSech typt kozni porfyrie. Agregaty - cytoid-
ni té€liska, v dermalnich papilach obvykle imunoglobuliny
IgM, jsou nalézana u té€zsich forem porfyrie. Charakteris-
tickym znakem porphyria cutanea tarda jsou vakovité di-
latované stény cév v hornim koriu s ulozeninami IgG a C,.
V oblasti junk¢ni zony jsou i uloZeniny vlaknité nebo ho-
mogenni (8).

Lichen ruber planus

Etiologie této choroby neni znama, velmi Casto je
vsak spojovana s virovou infekci. Stale je diskutovan
vztah k viru hepatitidy C a hepatitidy B. Pacienti casto
trpi primarni biliarni cirhozou, maji chronickou aktiv-
ni hepatitidu.

Pro imunofluorescencni vySetfeni je vhodna biopsie
z 1éze. Ve velké Casti biopsii je v oblasti dermoepidermalni
junkce pruh ulozZenin fibrinu a fibrinogenu ve formé kraj-
kovité linie. Depozita imunoglobulini IgM, méné Casto
IgA a IgG, sloZek komplenentu, fibrinu a fibrinogenu na-
chazime ve formé koloidnich télisek (2).

Bulozni autoimunitni choroby

Imunohistologicky obraz téchto chorob je vétSinou cha-
rakteristicky a v dermatologii pfimé imunofluorescenéni vy-
Setieni klze je bézné v praxi pouzivano.

Pemphigus vulgaris

Idealni je odbér ktize pro imunofluorescenéni vySetie-
ni z oblasti perilezionalni, ktera je zanétlivé zménéna, ale
nema buly.
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Imunofluorescenéni obraz je zcela typicky. Typicka
jsou linearni depozita IgG a C, na povrchu epidermalnich
bunék - oznacované v praxi jako ICS barveni. Terminolo-
gie neni presna, protoZe autoprotilatky jsou navazany na
transmembranovy glykoprotein - desmoglein 3 a ne na in-
tercelularni substanci.

ICS barveni u pemphigus vulgaris nalézame v oblas-
ti suprabazalni. Falesné negativni ICS barveni miize byt
u biopsie z léze, ale i biopsie, ktera je priliS vzdalena od
koznich morf. Negativni nalez je také v kizi pacientt, ktefi
maji remisi choroby, jsou 1éCeni. FaleSné€ pozitivni nalez je
napf. u impetiga a lékove€ indukovaného pemphigu (9).

Paraneoplasticky pemphigus

Je to autoimunitni choroba, ktera souvisi s neoplazii.
Asociovana je zejména s non-Hodgkinskym lymfomem,
chronickou lymfocytarni leukémii, thymomem, Walden-
stromovou makroglobulinémii a s diferencovanym retro-
peritoinealnim sarkomem.

Perilezionalni vzorek kiize vykazuje Ig a C, depozita na
povrsich epidermalnich buné€k a ¢asto linearni granularni de-
pozita podél bazalni membrany. Velmi Casto je vSak vzorek fa-
le$n€ negativni, ¢ast&ji nez u jinych forem pemfigu (3).

Lékové indukovany pemphigus

Je stale studovan. MuZe byt vyvolan medikaci celé fa-
dy preparatii: napf. D-penicilliamin, captopril, bucilla-
min, penicilin, cefalosporin...

V imunohistologickém obraze nalézame depozita IgG
a C,, fidCeji i [gM na bunécném povrchu epidermalnich
bunék. U 10 % pripadil nalezneme imunoreaktanty také po-
dél bazalni membrany (11).

Pemphigoid

Biopsii je vhodné provadét z perilezionalni nebo urti-
karialni nebulozni kiiZe.

Depozita IgG a C, jsou pfitomny v kontinualni linii po-
dél bazalni membrany.

Linearni depozita IgG a C, jsou pozorovana témef ve
100 % ptipadu (6).
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Jizvici mukokutinni pemphigoid

Ulozeniny IgG, C,a C, slozky komplementu na li-
nii bazalni membrany jsou typickym nalezem. UloZeni-
ny IgA a IgM nejsou pfitomny. IgG a C, linie je také po-
zorovatelna na bazalni membrané sekrecnich casti pot-
nich zlaz (1).

Epidermolysis bullosa acquisita
Pii vySetfeni nalézame linearné fixované protilatky na
bazalni membrané IgG, C, u 50 % vzorkd.

Herpes gestationis (synonymum pemphigoid gestationis)
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tozu. Typickym nalezem pfi imunohistologickém vySetie-
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Dermatitis herpetiformis Duhring
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ni depozita IgA a C, v dermalnich papilach s maximem v je-
jich vrcholech, eventualné jsou tato depozita v linii v oblasti
bazalni membrany.

IgA linedrni dermatitida

U této choroby jsou ulozeniny IgG v oblasti bazalni
membrany pouze ojedinélé, ve 100 % pripadi nalézame li-
nearné fixované protilatky na bazalni membranu IgA even-
tualné C, (14).
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