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POPIS | OBJASNJENJE KRATICA KORISTENIH U RADU

ACE (engl. angiotensin-converting enzyme)-inhibitor - inhibitor angiotenzin
konvertirajuceg enzima

AIBD (engl. autoimmune blistering diseases) - autoimune bulozne dermatoze

ANA (engl. antinuclear antibody) - antinuklearno antitijelo

ATP (engl. adenosine triphosphate) - adenozin trifosfat

BP (engl. bullous pemphigoid) - bulozni pemfigoid

BP180 (engl. bullous pemphigoid antigen) - antigen buloznog pemfigoida (180 kDa)
BP230 (engl. bullous pemphigoid antigen) - antigen buloznog pemfigoida (230 kDa)
CXCL10 (engl. C-X-C ligand 10) - interferon gama-inducirani protein 10

DIF (engl. direct immunofluorescence) - direktna imunofluorescencija

Dsc 1 (engl. desmocollin 1) - dezmokolin 1

Dsc 2 (engl. desmocollin 2) - dezmokolin 2

Dsc 3 (engl. desmocollin 3) - dezmokolin 3

Dsgl (engl. desmoglein 1) - dezmoglein 1

Dsg3 (engl. desmoglein 3) - dezmoglein 3

EBA — epidermolysis bullosa acquisita - ste€ena bulozna epidermoliza

ELISA (engl. enzyme linked immunosorbent assay) - enzimski povezani
imunosorbentni test

GAF (engl. gliadin-analogous fusion peptide) - glijadin-analogni fuzijski peptid
HLA (engl. human leukocyte antigen) - humani leukocitni antigen

hSPCAL - transporter-Ca2+/Mn2+ ATPaza

[IF (engl. indirect immunofluorescence) - indirektna imunofluorescencija

IVIg (engl. intravenous immunoglobulin) - intravenski imunoglobulin

KKS - kompletna krvna slika

LABD97 (engl. linear IgA bullous disease antigen) - antigen linearne IgA bulozne
dermatoze (97 kDa)

LAD1 (engl. linear IgA disease antigen 1) - antigen linearne IgA dermatoze 1
MMP-9 (engl. matrix metalloproteinase-9) - matriks-metaloproteinaza-9

PF - pemphigus foliaceus

PV - pemphigus vulgaris - vulgarni pemfigus

SLE (engl. systemic lupus erythematosus) - sistemski eritemski lupus



ST18 (engl. suppression of tumorigenicity 18 protein) - tumor supresor 18

TAP2 (engl. transporter 2) - gen za peptidni transporter 2
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1.SAZETAK

Laboratorijska dijagnostika autoimunih buloznih dermatoza

Lucija Zanze

Autoimune bulozne dermatoze (AIBD) skupina su viSe razliCitih bolesti koje se
manifestiraju mjehurima i/ili erozijama na kozi i/ili sluznicama. Patogenetski dolazi do
vezivanja autoantitijela za strukturne proteine koji su zaduzeni za intercelularno
vezanje keratinocita i adheziju bazalnih keratinocita i dermisa. Autoantitijela mehanicki
onemogucéuju adheziju stanica Sto za posljedicu ima stvaranje mjehura i erozija. U
skupini pemfigusa separacija nastaje intraepidermalno, dok u skupini pemfigoida
separacija nastaje subepidermalno. Rana dijagnostika autoimunih buloznih dermatoza
kljuéna je za odredivanje terapije i prognozu bolesti. Dijagnostika se temelji na
anamnezi, Kklini¢koj slici, histopatologiji, direktnoj imunofluorescenciji (DIF) i
odredivanju protutijela iz seruma bolesnika. Zlatni standard za dijagnozu je direktna
imunofluorescencija. Cirkuliraju¢a autoantitijela iz seruma bolesnika mogu se utvrditi
pomocu indirektne imunofluorescencije (IIF) na uzorcima tkiva ljudske koze, jednjaka
majmuna ili razli¢itih rekombinantnih antigena. ELISA testovi koriste razne
rekombinantne antigene te se koriste za detekciju bolesti i pracenje aktivnosti bolesti
Sto omogucava bolju prilagodbu terapije. Kada prethodnim metodama nije utvrdena
to¢na dijagnoza, u specijaliziranim laboratorijima primjenjuje se imunoblotting. Nova
metoda - BIOCHIP temeljena na indirektnoj imunofluorescenciji omogucéava
istovremenu analizu viSe razli€itih testova na rekombinantnim antigenima. Dodatno,
metoda - BIOCHIP mozaik uz uzorke rekombinantnih antigena sadrzava i klasi¢ne
uzorke tkiva te time omoguéava da se kod kompliciranijih slu€ajeva skrati vrijeme

dijagnostickog postupka.

Kjuéne rije€i: autoimune bulozne dermatoze, laboratorijska dijagnostika,
imunofluorescencija, ELISA, BIOCHIP



2. SUMMARY

Laboratory diagnosis of autoimmune blistering diseases

Lucija Zanze

Autoimmune blistering diseases (AIBD) encompass several autoimmune diseases
which manifest with blisters and/or erosions on the skin and/or mucous membranes.
Patogenetically, autoantibodies attach to the structural proteins of the skin, which are
responsible for the intercellular contact between keratinocytes and the adhesion of
basal keratinocytes to the dermis. Autoantibodies mechanically separate the cells
subsequently leading to separation, blisters, and erosions formation. In pemphigus
diseases, blisters form within the epidermis, while in pemphigoid diseases they form
under the epidermis. Early and accurate diagnosis of autoimmune bullous dermatoses
is crucial for therapy and prognosis. The diagnosis is based on anamnesis, clinical
picture, histopathology, direct immunofluorescence (DIF), and determination of
circulating autoantibodies. The gold standard for diagnosis is direct
immunofluorescence microscopy. Circulating autoantibodies can be detected via
indirect immunofluorescence (lIF) of tissue substrates including human skin, monkey
esophagus, or recombinant forms of the different target antigens. ELISA systems use
various recombinant antigens, and apart from disease detection, they are used for
monitoring the disease activity which can be helpful for treatment adjustment.
Immunoblotting is an additional diagnostic method that is used in specialized
laboratories when the final diagnosis has not been established by previous methods.
The new method — BIOCHIP based on indirect immunofluorescence allows the
analysis of several recombinant antigens at once. In addition, BIOCHIP mosaic
consists of the standard tissue sections for indirect immunofluorescence and the
recombinant monospecific IIF substrates. This approach allows autoantibody
screening and confirmatory discrimination in a single incubation, and by that enables

a time-effective approach, particularly in diagnostically difficult cases.

Keywords: autoimmune bullous dermatosis, laboratory diagnostics,
immunofluorescence, ELISA, BIOCHIP



3. UVOD

Autoimune bulozne dermatoze (AIBD) skupina su razli€itih organ-specifi¢nih bolesti
koje se manifestiraju mjehurima i erozijama na kozi i/ili sluznicama. Za razvoj bolesti
odgovorna su autoantitijela koja se vezu za strukturne proteine koze i sluznica. Ciljni
antigeni sastavni su dio strukturnih komponenata koje vezu medusobno stanice
epidermisa ili veZzu stanice bazalnog sloja epidermisa s dermisom. Kao posljedica
djelovanja autoantitijela prema tim strukturnim komponentama dolazi do nastanka
intraepidermalne separacije ili separacije u podru€ju zone bazalne membrane te

posljedi¢no klini¢ki do pojave mjehura i/ili erozija (1).

Autoimune bulozne dermatoze dijele se na skupinu intraepidermalnih buloznih
dermatoza koja obuhvaca razliCite oblike pemfigusa i skupinu subepidermalnih
buloznih dermatoza koja uklju¢uje skupinu pemfigoida, ste€¢enu buloznu epidermolizu,
I herpetiformni dermatitis (2). Skupina pemfigusa obuhvaca viSe klinickih entiteta kod
kojih se autoimuni procesi odvijaju u epidermisu s posljedicnim stvaranjem
intraepidermalnih mjehura. Skupina pemfigoida obuhvaéa nekoliko entiteta gdje su
cilini antigeni strukturne komponente hemidezmosoma pa djelovanjem autoantitijela
dolazi do odvajanja epidermisa od podlijeZzeceg dermisa te posljedi€no nastanka
subepidermalni mjehura (1,3). Najvazniji tipovi autoimunih buloznih dermatoza i

odgovarajuci ciljni antigeni navedeni su u Tablici 1.

Kako bi neku dermatozu svrstali u skupinu autoimunih buloznih dermatoza ona
mora zadovoljavati odredene kriterije, a to su: postojanje mjehura kao primarne
eflorescencije; smjestaj mjehura unutar epidermisa ili subepidermalno, tj. u predjelu
dermalno-epidermalnog spoja ili visoko u papilarnom dermisu; nastanak mjehura

uslijed autoimunih zbivanja (4).

EpidemioloSki gledano najuCestalija AIBD na sjevernoj hemisferi je bulozni
pemfigoid. Procjenjuje se da je u Centralnoj Europi incidencija buloznog pemfigoida
oko 20 novih bolesnika na milijun stanovnika godisnje. U€estalost ostalih AIBD ovisi o
geografskom polozaju zemlje u kojoj je provodena epidemioloSka studija (5).
Incidencija vulgarnog pemfigusa je u Centralnoj Europi i SAD-u procijenjena na 1-7
pacijenata na milijun stanovnika godisnje (5). Podaci za Republiku Hrvatsku temelje
se na istraZivanju koje je provedeno u Klinici za dermatovenerologiju KBC-a Zagreb i

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu koja je i Referentni centar Ministarstva



zdravstva, u razdoblju izmedu 2005. i 2010. godine. Procijenjena incidencija bolesti iz
skupine pemfigusa je 3 - 7 novih bolesnika na milijun stanovika godiSnje, a za bolesti

iz skupine pemfigoida 4 novooboljela na milijun stanovnika godiSnje (8).

Povijesno gledano, Klasifikacija autoimunih buloznih dermatoza obzirom na
histopatoloske i klinicke karakteristike spomenuta je u po prvi puta u radu Waltera
Levera 1953. godine. Kasnije, 1979. Lever na temelju svojih daljnjih histoloSkih
istraZivanja dijeli pemfigus u dvije skupine sukladno smjestaju akantolitickog mjehura.
Beutner i Jordon, 1964. godine otkrivaju pomoc¢u indirektne imunofluorescencije
cirkulirajuca protutijela usmjerena prema povrsini keratinocita u bolesnika s vulgarim
pemfigusom. Isti autori zajedno sa suradnicima opisali su i protutijela prema bazalnoj
membrani u pacijenata s buloznim pemfigoidom. Neke dijagnosticke mogucnosti poput
imunoelektronske mikroskopije, Western blot-a i imunoprecipitacije omogucile su da
se uz imunofluorescenciju razvije egzaktnija dijagnostika i karakterizacija specifi¢nih
autoantigena na temelju njihove molekularne tezine. Daljnji razvoj modernih metoda
dijagnostike otvara mogucénosti sve egzaktnijeg razumijevanja pojedinih komponenta
bolesti i daljnjeg razvoja dijagnosti¢kih, a time i potencijalnih terapijskih moguénosti

(4).



Tablica 1 KarakteristiCna protutijela u autoimunim buloznim dermatozama (1).

Odvajanje Bolest Ig tip Antigen 12
Intraepidermalno Pemphigus foliaceus 1gG Dsgl
Pemphigus vulgaris 1gG Dsg3, Dsgl
IgA pemfigus IgA Dsg1l, Dsg3, Dsc1l, Dsc2, Dsc3
Paraneoplastic¢ki pemfigus 1gG Dsg3, Dsgl, envoplakin, periplakin,
dezmoplakin I, dezmoplakin I, epiplakin, plektin,
BP230, Dsc1, Dsc2, Dsc3, a2-makroglobulin-like
protein 1
Pemphigus vegentans 19G Dsg3, Dsgl, Dsc3
Pemphigus erythematosus 1gG Dsgl
Pemphigus herpetiformis 19G Dsg1, Dsg3, Dscl, Dsc3
Pemfigus uzrokovan lijekom 1gG Dsgl, Dsg3
Bulozni pemfigoid 1gG BP180*, BP230
Subepidermalno Pemphigoid gestationis IgG BP180*, BP230
Linearna IgA BP180**/*** , Bp180*, BP230
IgA dermatoza
Pemfigoid sluznica 1gG/IgA BP180****, BP180* laminin 332, BP230, a634
integrin
Anti-laminin y1/p200 pemfigoid | 1gG laminin y1 (9200)
Laminin y1 (p2 laminin y1 (p200) laminin y1
(p200)
Lichen 19G BP180*, BP230
planus pemphigoides
Epidermolysis bullosa 1gG Tip VIl kolagen
acquisita
Dermatitis herpetiformis IgA (1gG) Epidermalna transglutaminaza, tkivna

transglutaminaza, endomizij, deaminirani glijadin

1 glavni antigeni oznadeni su podebljanim tekstom
Zimunodominatne regije: Dsgl: N-terminalna ektodomena, Dsg3: N-terminalna ektodomena, BP180:

*NC16A/**LABD97/***LAD-1/****C-terminalni epitopi; BP230: globularna C-terminalna domena; tip VII
kolagen: N-terminalna NC1 domena
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4. INTRAEPIDERMALNE BULOZNE DERMATOZE - SKUPINA PEMFIGUSA

Skupina pemfigusa obuhvaca nekoliko entiteta koje karakterizira stvaranje
intraepidermalnih mjehura koji nastaju kao posljedica vezanja autoantitijela na
molekule koje sudjeluju u vezanju keratinocita u epidermalnom sloju koze i/ili sluznica.
HistoloSki, u ovoj skupini bolesti dolazi do akantolize odnosno odvajanja keratinocita
pucanjem medustaniénih veza — dezmosoma. Dezmosomi su proteini koji omogucuju
intercelularnu adherenciju epidermalnih stanica i veZzu se unutar stanica s
intermedijarnim filamentima citoskeleta stanice. Do pucanja veza dolazi u povrSinskom
sloju koze pa nastaju intraepidermalni mjehuri. Kako bi integritet stanica bio o€uvan
nuzna je adherencija pet glavnih dezmosomalnih proteina: dezmogleina (Dsg),
dezmokolina (Dsc), plakoglobina, plakofilina i desmoplakina (Slika 1). U skupini
pemfigusa najées¢a su autoantitijela usmjerena na dezmoglein 1 (Dsgl) i dezmoglein
3 (Dsg3). Kiinicki fenotip pemfigusa je odreden vrstom cirkulirajuc¢ih autoantitijela i
normalnom tkivnom distribucijom Dsgl i Dsg3. Dezmoglein 1 se predominatno nalazi
u povrSinskim dijelovima epidermisa, a dezmoglein 3 u dubljim dijelovima epidermisa
i sluznicama, posljedi€no tome autoantitijela koja zahvacéaju Dsg1 dovode do
povrSinskog raslojavanja epidermisa, dok ona koja zahvacaju Dsg3 dovode do

raslojavanja dubljih dijelova epidermisa i sluznica (1).

U pemphigus vulgaris-u (PV) vodecdi ciljni antigen je Dsg3, iako 50 - 60% pacijenta
ima i dodatno zahvaéen Dsg1. Pemphigus vulgaris najéesc¢a je podvrsta u skupini
pemfigusa, obuhvaca 80 % svih slu€ajeva, a u vecline se slu€ajeva pojavljuje izmedu
45 i 60 godina zivota (1,7). Uz to, u kompleksnoj patogenezi vulgarnog pemfigusa
sinergistiCki s navedenim autoantitijelima pronadeno je da sudjeluju i autoantijela na
druge strukturne i metaboliCke proteine poput dezmokolina (Dsc 1 i 3), muskarinskih i
nikotinskih acetilkolinskih receptora, mitohondrijskih antigena, tiroidne peroksidaze,
hSPCA 1, plakofilina 3, plakoglobina, i E-kadherina. Drugi oblik u skupini je pemphigus
foliaceus (PF) u kojem glavnu ulogu imaju autoantitijela na dezmoglein 1 koji se
dominantno nalazi u gornjim slojevima kozZe s posljedicnim stvaranjem povrsinskih
(subkornealnih) lezija. IgA pemfigus (intercelularna IgA dermatoza) nastaje kao
posljedica pojave IgA protutijela usmjerenih na dezmosomalne proteine — Dsgl, Dsg3,
Dsc1, Dsc2, Dsc3. Paraneoplasticki pemfigus nastaje u bolesnika koji vec¢inom imaju
dijagnosticiranu neoplazmu; autoantitijela u tih bolesnika su usmjerena prema
plakinima, kadherinima i a2-macroglobulin-like protein 1. Osim navedenih, skupina

pemfigusa obuhvaca jo$ nekoliko varijanti bolesti: pemphigus vegetans, pemphigus
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erythematosus, pemphigus herpetiformis, endemski pemphigus foliaceus i pemfigus

uzrokovan lijekovima (1,3).

| Plakofilin

Epidermis

Dezmoplakin

Plakoglobin

Bazalna membrana

A

Dermis BP180

Keratinski filamenti

Periplakin  Envoplakin

Dezmosomi

Plektin

ntegrin a6B4

Lamina lucida \ Laminin y1 (

Lamina densa \ q \

Sublamina densa

Subkutis

Kolagen tip VII

\\.#/Laminiyl 332
/
\-/

Kolagena vlakna

Hemidezmosomi

Slika 1 Shema ljudske koze s naznacenim ciljnim antigenima u autoimunim buloznim

dermatozama. Adaptirano prema referenci (1).



4.1. PEMPHIGUS VULGARIS (PV)

Vulgarni pemfigus je kroni¢na, recidiviraju¢a autoimuna bulozna dermatoza.
Etiopatogenteski dolazi do stvaranja IgG protutijela usmjerenih na dezmoglein 3 i
dezmoglein 1. Oni su strukturne komponente dezmosoma, kadherini koji se
medusobno vezu intercelularno, protezu se intracelularno te se preko posrednih
proteina vezu za intermedijarne filamente citoskeleta stanice i na taj nacin omogucuju
adherenciju epidermalnih stanica. Vezivanjem protutijela na kadherine dolazi do
ometanja njihovog vezanja i posljedi€nog medusobnog odvajanja epidermalnih stanica

Sto kliniCki rezultira stvaranjem mjehura i erozija (3).

Razlikujemo tri glavna podtipa vulgarnog pemfigusa: sluzni¢ni tip kod kojeg su
autoantitijela usmjerena isklju€ivo prema Dsg 3 i induciraju odvajanje u dubokim
dijelovima oralne sluznice; mukokutani tip u kojem su autoantitijela usmjerena prema
Dsgl i Dsg3 te uz separaciju u povrSinskom dijelu sluznice dolazi i do nastanka
pukotine intraepidermalno; kutani tip kod kojeg su autoantitijela usmjerena prema
Dsgl i prema Dsg3 medutim potonja su patogenetski oslabljena te dolazi do nastanka
pukotine suprabazalno (1). Mjehuri se pojavljuju na nepromijenjenoj kozi i/ili
sluznicama. U 60% pacijenata bolest zapocCinje na bukalnoj sluznici. U vecini
slu€ajeva, PV zapocinje bolnim erozijama oralne sluznice koje mogu dovesti do
poteSkoca s hranjenjem i posljedi€nog gubitka na tezini (3,9). U mukokutanom obliku
PV-a dolazi do pojave mjehura na klini€¢ki nepromijenjenoj koZi koji su mlohavi, tankog
pokrova, ispunjeni bistrom ili seroznom tekuc¢inom. S obzirom da se radi o povrSinskom
sloju koze, epidermisu, ovi mjehuri lako pucaju i nastaju erozije koje epiteliziraju bez
ozilika (3). Nakon upale mogu nastati hipo- i/ili hiperpigmentacije. Uz to, moguée su
bakterijske i virusne superinfekcije (9). Rjede dolazi do pojave promjena na sluznici
grkljana, traheje, glotisa, bronhi, jednjaka, spojnice, uretre, vulve, cerviksa i rektuma
(3). PV moze zahvatiti i nokte te se manifestira u obliku paronihije, diskoloracije nokta,

periungvalnog krvarenja, onihoreksije i oniholize (9).

DijagnostiCki, na bolest upuc¢uju anamneza - subjektivno bolesnici osjeéaju bolove,
pecenje i adinamiju, kliniCki status u kojem je potrebno inspekcijski i palpacijski utvrditi
postojanje fenomena Nikolskog | kod kojeg dolazi do odljustenja bolesnikove koze
trljlanjem nepromijenjenog dijela koze, i manje specifi€an Nikolski Il koji pritiskom na
mjehur dovodi do njegova rubnog Sirenja. Nakon toga probatornom ekscizijom uzima

se uzorak mjehura za histoloSku analizu (3). Uzorak za direktnu imunofluorescenciju



(DIF) uzima se probatornom ekscizijom nepromijenjene perilezionalne koze ili
sluznice. Daljnjom  obradom, seroloSkim metodama poput indirektne
imunofluorescencije (IIF) i ELISA-e mogu se detektirati autoantitijela usmjerena na
Dsgl i/ili Dsg3. Dodatna obrada ukljuCuje mjerenje vitalnih znakova, KKS, biokemiju,
ANA i analizu urina. Potrebno je odrediti aktivhost bolest pomoc¢u standardiziranih
upitnika: Pemphigus Disease Area Indeks (PDAI) i Autoimmune Bullous Skin Disorder
Intesity Score (ABSIS) (10).

Uvodenjem kortikosteroida u terapiju mortalitet se od 1950-ih smanjio sa 75% na
30%, dok je uvodenjem imunosupresivne terapije 1980-ih mortalitet pao na 5% (11).
Uzrok smrti najéeSce je sekundarna infekcija. Na morbiditet i mortalitet PV-a utjeCe
povrSina koze zahvadena promjenama, doza kortikosteroida koja je uklju¢ena u
terapiju i visokokrizicni komorbiditeti. Prognoza je loSija kod starijih,
imunokompromitiranih bolesnika kao i onih s opseznijim promjenama, dok je nesto

bolja kada je bolest dijagnosticirana u bolesnika prije 65. godina Zivota (12).

4.2. PEMFIGUS | KOMORBIDITETI

Prema nekoliko studija pemfigus se povezuje s drugim autoimunim bolestima.
Pokazalo se da je prevalencija reumatoidnog artritisa, autoimunih bolesti §titnjace i
dijabetesa tipa 1 viSa u pacijenata s pemfigusom nego u opcoj populaciji (13-15).
Takoder je pronadena veza izmedu pemfigusa i SLE, alopecije areate i Sjorgenova
sindroma (16,17). Kod pacijenata s pemfigusom ¢eS¢ée nego u opcéoj populacija javlja
se i ulcerozni kolitis (18). Meta-analiza viSe studija pokazala je povezanost PV-a sa
psorijazom. Ukupni omjer izgleda da se kod pacijenata s PV-om razvije psorijaza
procijenjen je na 3,5 Sto ukazuje na znacCajnu povezanost (19). RazliCite studije
pokazale su i velu vjerojatnost za razvoj malignog tumora kod pacijenata s
pemfigusom te dok se neki od ovih malignoma dovode u vezu s imunosupresivnom
terapijom koja se koristi za lije€enje pemfigusa, drugi pak jesu ucestaliji neovisno o
terapiji (11).



4.3. PEMFIGUS | GENETIKA

Velik broj autoimunih bolesti veZe se uz HLA gene, pa se tako i predispozicija za PV
dovodi u vezu s njima. NajviSe se veze uz klasu Il HLA gena koja sadrzi polimorfnu
regiju gena koji se eksprimiraju na antigen-prezentiraju¢im stanicama. Neki od HLA
tipova ucestaliji su u opc¢oj populaciji, dok se drugi povezuju s pojedinim etniCkim
grupama. NajCeS¢e se u bolesnika s pemfigusom pojavijuju aleli DQB1*0503 i
DRB1*0402. Pemfigus kod bolesnika iz Zidovske populacije, u kojoj je ugestalost
nekoliko puta ve¢a nego u opcoj populaciji povezuje se s alelima DRB1*0402 i
DQB1*0302 (20). Dodatno su identificirana Cetiri gena koji nisu iz HLA skupine, a
povezani su s vulgarnim pemfigusom — DSG3 genetski kod za dezmoglein 3, TAP2
koji kodira ATP-vezajuci kazetni transporter koji je ukljuen u prezentaciju antigena,
IL-6 koji kodira pleiotropni citokin IL-6 i ST18 koji regulira apoptozu i upalne procese
(11).

4.4. PEMFIGUS | OKOLISNI FAKTORI

Pokazalo se kako okolisni faktori mogu imati utjecaj na pojavu pemfigusa. Lijekovi
su prepoznati kao jedan od rijetkih, ali okidaju¢ih faktora za pojavu bolesti. Tu se
ubrajaju lijekovi koji sadrze tiolnu skupinu kao Sto su penicilamin i ACE-inhibitor —
kaptopril, kao i ostali ACE inhibitori, derivati pirazolona, penicilin i rimfapicin. Lijekovi s
tiolnom skupinom dominatno dovode do pemphigus foliaceus-a, dok se ostali lijekovi
dominatno manifestiraju pemphigus vulgaris-om. Kao okolisni faktori koji utje€u na
pojavu pemfigusa prepoznati su i pesticidi, metalne pare, stres, UV zracenje,
ionizirajuce zraCenje, opekline i operacije. lako su potoniji faktori pokazali utjecaj na

nastanak pemfigusa, ono je vidljivo u manjem broju sluajeva (11).

4.5. PEMPHIGUS FOLIACEUS (PF)

Pemphigus foliaceus oblik je pemfigusa koji zahvaéa samo povrSinske dijelove
epidermisa bez zahvacanja sluznica. Ovdje je glavni ciljni antigen Dsgl koji je
predominantno rasporeden u povrSinskom sloju epidermisa te vezivanjem autoantitijela
pretezno IgG klase dolazi do subkornealne separacije. Stoga, ovaj oblik pemfigusa

karakterizira pojava mjehura s iznimno tankim pokrovom koji vrlo brzo puca, a kao



posljedica toga nastaju opsezne, vlazne i ljuskave naslage (3). Incidencija sporadi¢nog

oblika je u Europi i Sjevernoj Americi od 0,5 - 1 bolesnika na milijun stanovnika godis$nje
(7).

Klini€ki, bolest pocinje fragilnim mjehurima koji su smjesteni u vlasistu, na licu, ledima
i sternalno, uz rijetke lezije na potkoljenicama i podlakticama tipi€no na eritematoznoj
podlozi. Kako mjehuri imaju vrlo tanak pokrov brzo pucaju tako da su pri pregledu
naj¢esce vidljive erozije prekrivene ljuskama i krastama karakteristicnog mirisa koji
nastaje kao posljedica djelovanja bakterija. Stanje moze prije¢i i u eksfolijativhu
eritrodermiju. Dijagnosticki postupak je jednak kao kod vulgarnog pemfigusa. U

kliniCkom statusu i kod ovog oblika pemfigusa direktni test Nikolskog je pozitivan (3).

4.6. ENDEMSKI PEMFIGUS FOLIACEUS

Endemski oblik pemphigus foliaceus-a dijeli klinicka, histopatoloSka i imunoloSka
svojstva s PF-om. lzdvaja se kao poseban oblik zbog povecane incidencije medu
djecom i mladim odraslim osobama u ruralnim podrucjima Juzne Amerike (Brazil,
Sjeverna Kolumbija, Paragvaj, Venezuela i Peru) i Sjeverne Afrike (Tunis). Drugi naziv
za ovu bolest je fogo salvagem (21). Vecina oboljelih zivi u loSim higijenskim i
stambenim uvjetima. U endemskom tipu PF-a u Brazilu pronadeno je da epitopi proteina
LJM11 iz sline pjeS€ane muhe Lutzomyia longipalpis imaju kriznu rekativnost s

dezmosomima, preciznije re€eno s Dsgl (11).

Klinicki, promjene se javljaju na licu, vlasiStu, gornjem dijelu leda i presternalno s
pojavom tankih mjehura koji brzo pucaju i ostavljaju kraste. Sluznice nisu zahvacene.
Bolest moze poceti i naglo poput generalizirane eksfolijativne eritrodermije.
Dijagnosticki postupak je isti kao kod pemphigus foliaceus-a, obi¢no s nalazom nesto

viSeg titra protutijela (3).

4.7. IGA PEMFIGUS

IgA pemfigus obuhvacéa dva razliCita oblika bolesti kod kojih dolazi do pojave IgA
autoantitijela na Dsg1l, Dsg3, Dscl, Dsc2 i Dsc3. Prvi oblik je subkornealna pustulozna
dermatoza koju karakteriziraju IgA-protutijela prema dezmokolinu 1. Pojavljuje se u

obliku mlohavih vezikulopustula koje konfluiraju i prelaze u anularne i policiklicke lezije



s ljuskama. NajCeSc¢e zahvaca intertriginozna podrucja, dok su oralne lezije rijetke.
Drugi oblik je intraepidermalna neutrofilna IgA dermatoza u kojoj se pojavljuju IgA-
protutijela usmjerena prema dezmogleinu 3 i 1. Ovaj oblik je rijedak i javlja se kod
starijih osoba. Klini¢ki se prezentira fragilnim vezikulopustulama, najviSe na trupu, ali i
u intertriginoznim podrucjima. Rijetke su oralne lezije. Ovi bolesnici ¢esto imaju
monoklonalnu benignu ili malignu IgA gamapatiju i gastrointestinalne bolesti (3,4). IgA
pemfigus laksi je oblik bolesti od ostalih bolesti iz skupine pemfigusa te uz terapiju cijeli
bez oZiljaka (22).

Dijagnoza se postavlja na temelju histoloSkog nalaza u kojem se vide neutrofili,
eozinofili i akantoliticke stanice smjestene intraepidermalno s infiltratima neutrofila u
dermisu. U DIF-u se vide depoziti IgA autoantitijela smjesteni intercelularno. Osim

toga, sukladno dijagnostickom algoritmu rade se i seroloski testovi (3).

4.8. PARANEOPLASTICKI PEMFIGUS

Paraneoplasticki pemfigus je autoimuna bulozna dermatoza koja je povezana s
malignom ili rjede benignom neoplazmom. NajéesS¢e se dovodi u vezu s B-stani¢nim
non-Hodgkin limfomom, Castelmanovom boles¢u, kroni€¢nom limfocithom leukemijom,
timomom sa ili bez mijastenije gravis i Waldenstromovom makroglobulinemijom (3).
NajCeSce se javlja izmedu 45. i 70. godine Zivota. Mogucéa je pojava i kod djece,
predominatno uz Castelmanovu bolest i hematoloSke malignome (23). Autoantitijela su
usmjerena prema komponentama dezmosoma i hemidezmosoma (dezmoglein 1,
dezmoglein 3, dezmoplakin, periplakin, plakin, envoplakin, BP230, dezmokolin, a2
macroglobulin-like 1 protein, epiplakin). NajéeSc¢e se pojavljuju protutijela na envoplakin

i periplakin.

Klini¢ki fenotip je razliit. Lezije se vrlo ¢esto prvo pojavljuju na oralnoj sluznici, dok
su druge sluznice rjede zahvacene. KozZne lezije mogu zahvatiti bilo koju regiju tijela, a
mogu biti u obliku: fragilnih mjehura, erozija, eritema i krasta kao kod bolesti iz skupine
pemfigusa, utikarijelnih lezija i napetih mjehura karakteristiCnih za bulozni pemfigoid,
lezija poput erythema multiforme ili lezija poput lichen planus s dominatnim
zahvacanjem sluznica. Za razliku od ostalih oblika pemfigusa ovaj oblik mozZe zahvatiti

prijelazni epitel bronhiola te dovesti do opstruktivhog bronhiolitisa (5).
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Dijagnoza se potvrduje pomocu nalaza DIF-a u kojem se nalaze i intercelularni i
linearni depoziti najéesce IgG, te nalaza |IF-a koji se u ovih bolesnika radi i na jednjaku
majmuna i na mokraénom mjehuru Stakora koji je idealni supstrat za prijelazni epitel koji

je zahvacen u ovih bolesnika (3).

4.9. PEMPHIGUS VEGETANS

Pemphigus vegetans rijedak je oblik pemfigusa kojeg karakteriziraju protutijela ista
kao i kod vulgarnog pemfigusa, ona na dezmoglein 1 i dezmoglein 3. Za razliku od PV-
a, u ovom obliku pemfigusa na dnu erozije javlja se vegetacija. Postoje dva oblika,
pemphigus vegetans — tip Neumann koji zapocinje mjehurom i pemphigus vegetans —
tip Hallopeau koji zapoc€inje pustulama. Nakon pucanja primarne eflorescencije,
mjehura ili pustule dolazi do razvoja vegetacije. Pojavljuje se u podrucju aksila,
ingvinuma, perianalne regije, nazolabijalne brazde i uglova usnica te rjede u vlasiStu i
na jeziku (3). Smatra se da je polimorfnost klinicke slike medu ostalim rezultat dodatnih
protutijela koja su usmjerena na dezmokolin 1 i 2. Nastajanje vegetacija povezuje se i s
maceracijom i okluzijom zbog intertriginozne lokalizacije, dok druge teorije smatraju da

se radi o posljedici djelovanja bakterija i gljiva (24).

Dijagnoza se postavlja kao kod vulgarnog pemfigusa uz razliku u klini¢koj prezentaciji

te histolo$koj slici u kojoj je vidljiva akantoza i papilomatoza (3).

4.10. PEMPHIGUS ERYTHEMATOSUS

Pemphigus eythematosus oznaCava istodobnu pojavu pemphigus foliaceus-a i
eritemskog lupusa. Klini¢ki, promjene na licu nalikuju onima u eritemskom lupusu ili
seborojicnom dermatitisu dok one na trupu nalikuju promjenama u pemphigus foliaceus.
Na seborojicnim podrucjima koja uklju€uju vilasiste, lice, leda i prsiSte pojavljuju se
eritemi na blago infiltriranoj kozi koja je prekrivena Zuckastim ljuskama uz mjestimic¢ne
erozije. Bolest se nerijetko pojavi nakon ekspozicije Suncevoj svjetlosti ili nakon

primjene lijekova poput D-penicilamina (3).

Dijagnoza se postavlja temeljem istih kriterija kao i pemphigus foliaceus uz prisutnost
pozitivnih antinuklearnih protutijela u 80% bolesnika i pozitivhog lupus band testa u 50
- 70% bolesnika (3).
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4.11. PEMPHIGUS HERPETIFORMIS

Pemphigus herpetiformis karakterizira kliniCka slika herpetiformnog dermatitisa uz
histoloSka i imunofluorescentna obiljezja vulgarnog pemfigusa (25). Autoantitijela su
usmjerena prema dezmogleinu 1 ili 3 i nakupljaju se u gornjim dijelovima epidermisa
(3). Nedavne studije pokazale su kako je u ovom obliku inducirana sekrecija
proinflamatornih citokina iz keratinocita koji posljedi€¢no dovode do nakupljana upalnih
stanica, spongioze i edema (25). Bolest je rijetka i blaZzeg je tijeka od vulgarnog

pemfigusa. Mogu¢ je i prelazak u vulgarni pemfigus ili pemphigus foliaceus (3).

4.12. PEMFIGUS UZROKOVAN LIJEKOM

Pemfigus uzrokovan lijekom naj¢eSce uzrokuju lijekovi koji sadrze tiolsku skupinu
poput D-penicilamina i ACE inhibitora, propranolola i indometacina. U vecine bolesnika
utvrde se autoantijela prema dezmogleinu 1 i 3. U klini¢koj slici dominiraju oblici poput
pemphigus foliaceus-a i pemphigus erythematosus-a, a rjede vulgarni pemfigus (4).

Od pocetka uzimanja lijeka do pojave promjena moze proc¢i od 8 do 13 mjeseci (3).

5. SUBEPIDERMALNE BULOZNE DERMATOZE - SKUPINA PEMFIGOIDA

Skupina pemfigoida obuhvaéa heterogenu grupu bolesti kod koje dolazi do
formiranja subepidermalnin mjehura kao rezultata vezivanja autoantijela na
komponete dermalno-epidermalnog spoja. Autoantitijela koja su prisutna u ovoj skupini
bolesti usmjerena su na komponente hemidezmosoma i strukturne komponente
izmedu epidermalnog sloja i podlijeze¢e bazalne membrane (npr., BP180, BP230,
plektin, a6B4 integrin, laminin 332, laminin y1, tip VIl kolagen) (1).

Bulozni pemfigoid najCeS¢i je oblik iz skupine pemfigoida. Autoantitijela su
usmjerena na antigen buloznog pemfigoida 1 (BP230) i antigen buloznog pemfigoida
2 (BP180). BP karakterizira varijabilna klinicka prezentacija uz intenzivan svrbez i
dominatno zahvacanje starijin osoba. Pemfigoid sluznica je oblik bolesti koji
dominantno zahvaéa sluznice oka i usta, medutim u manjem broju sluCajeva moze
zahvatiti i koZzu. Epidermolysis bullosa acquisita kroni¢ni je oblik subepidermalnih
buloznih dermatoza koji karakterizira fragilnost koze, osijetljivost na traumu i

rezistentnost na terapiju (26). U ovu skupinu ubrajaju se i pemphigoid gestationis,
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linearna IgA-dermatoza, anti-laminin y1 pemfigoid, lichen planus pemphigoides, i

dermatitis herpetiformis (1).

5.1. PEMPHIGOID BULLOSUS

Bulozni pemfigoid autoimuna je bulozna dermatoza koju karakterizira pojava
napetih mjehura na eritematoznoj ili klinicki nepromijenjenoj kozi pretezno u starijih

osoba. Rijetko zahvaca sluznice (3).

BP je najceSci oblik AIBD-a koji uobi€ajeno zapocinje u dobi od 70 godina, bez
spolne predominacije uz rijetke sluCajeve kod djece i adolescenata (27). Rast
incidencije u Europi povezuje se s novim, preciznijim, Siroko dostupnim laboratorijskim
testovima, starenjem stanovnistva te potencijalnim rizicnim faktorima poput uzimanja
razliCitih lijekova, posebno odredenih skupina diuretika, antidijabetika i fenotijazina.
Takoder je zamijeCeno da se bolest CeS¢e javla u bolesnika sa znaCajnim

neurokognitivnim poremecajima i neuroloskim bolestima (6).

Cirkuliraju¢a antitijela 1gG tipa usmjerena su na komponete hemidezmosomalnih
proteina — BP180 i BP230. BP180 transmebranski je glikoprotein koji povezuje
hemidezmosomalni intracelularni dio s bazalnom membranom. Imunogeni¢ni epitopi
smjesteni su na ekstracelularnoj Sesnaestoj nekolagenoj domeni (BP180-NC16A).
Ovaj antigen predstavlja najvazniji seroloski marker za BP zbog svoje visoke
prevalencije u serumu bolesnika. BP230 je citoplazmatski protein koji je u interakciji s
BP180. Njegova C-terminalna domena sadrzava vecinu imunoreaktivnih sekvenci i
povezuje keratinske filamente s hemidezmosomalnim plakom. Anti-BP230 protutijela
pojavljuju se u serumima bolesnika koji su anti-BP180 negativni $to ga €ini korisnim
dodatnim markerom bolesti. U oko 10% bolesnika u kojih se ne utvrdi reaktivhost na
navedene domene u BP180 i BP230, mogu se utvrditi protutijela na neke druge

domene unutar ovih proteina (1).

BP se povezuje i s pojavom odredenih neuroloskih bolesti. Pokazalo se kako je
vjerojatnost pojave neurolo$kih bolesti u pacijenata s BP-om pet puta ve¢a nego u
kontrolnoj skupini. Najve¢a povezanost je s multiplom sklerozom, a javlja se i uz

Parkinsonovu bolest, epilepsiju i mozdani udar (27).

Bulozni pemfigoid klini¢ki zapocinje s utikarijelnim lezijama koje su pracene jakim

svrbezom. Kasnije, u vecine bolesnika se razviju napeti mjehuri na Kklinicki

13



nepromijenjenoj ili na eritematoznoj kozi. Mjehuri su razli€itih veli€ina i ispunjeni su
bistrom ili hemoragi€nom teku¢inom. Nakon pucanja mjehura nastaje erozija.
Predilekcijska mjesta su vrat, intertriginozna podrucja i trbuh, dok se u 20% bolesnika
promjene mogu javiti i u ustima uz vrlo rijetku pojavu na drugim vidljivim sluznicama.
Bolest se moze javiti i u lokaliziranom obliku, najéesc¢e pretibijalno ili u podrucju vulve.
U klinickom statusu moZze biti pozitivan Nikolski I, dok je Nikolski I uvijek negativan (3).
Kao posebni oblik buloznog pemfigoida izdvaja se pemphigoid nodularis s dominatnim
simptomima pruritusa, eritematoznim utikarijelnim lezijama, ekskorijacijama,

papulama i nodulima (27).

Pojava kroni¢nog svrbeza kod osoba starijih od 70 godina uz iskljuCenje drugih
sistemskih uzroka u diferencijalnoj dijagnozi treba pobuditi sumnju na BP.
Dijagnosti¢ki, uz anamnezu i klini¢ki pregled, postoje i skale za mjerenje proSirenosti i
intenziteta bolesti: BP Disease Area Index (BPDAI) i Autoimmune Bullous Skin
Disorder Intensity Score (ABSIS) (27). Dijagnosti¢ki postupak ukljuCuje uzimanje
uzorka cijelog mjehuri¢a za histopatolosku analizu, perilezionalnog tkiva za direktnu

imunofluorescenciju te krvi za seroloiSke testove (3).

5.2. PEMPHIGOID GESTATIONIS

Pemphigoid gestationis oblik je buloznog pemfigoida koji se javlja u trudnica i u
puerperiju. Bolest je rijetka s incidencijom 1:50000 trudnoc¢a. Vecina pacijentica su
multipare. Uz trudno¢u ovaj oblik pemfigoida moze biti povezan i s mola hidatidosa,
koriokarcinomom ili Gravesovom bolesti. Pacijentice imaju veéu prevalenciju
autoimunih bolesti i HLA-B8, HLA-DR3 i HLA-DR4 antigena. Bolest se najviSe
pojavljuje u drugom i/ili tre¢em trimestru, a do spontane remisije dolazi nekoliko

tiedana ili mjeseci postpartalno (28).

Klinicki bolest karakteriziraju utikarijelni plakovi i/ili napeti mjehuri praceni
intenzivnim svrbezom koji karakteristicno zahvacaju periumbilikalnu regiju i brzo
progrediraju u generaliziranu buloznu erupciju uz postedu lica, sluznica, dlanova i
tabana. Bule i vezikule nakon pucanja ostavljaju erozije koje su pokrivene krastama
nakon kojih Cesto zaostanu hiperpigmentacije (28). Glavni ciljni antigen je BP180-
NC16A (90% pacijentica), dok je prevalencija anti-BP230 znatno manja (1).

Dijagnoza se uz anamnezu i KliniCki pregled, postavlja histoloski, DIF-om i

serolo$kim metodama. Bolest ima sklonost recidivima u sljedec¢im trudno¢ama, a kod
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25% Zena se moze pojaviti pri uzimanju oralnih kontraceptiva te za vrijeme

menstruacije (28).

5.3. LINEARNA IGA DERMATOZA

Linearna IgA dermatoza polimorfan je oblik bulozne dermatoze s histoloSki
prisutnim subepidermalnim mjehurom, a imunopatolo$ki depozitima IgA duz dermalno-
epidermalne granice (3). Bolest se moZze pojaviti u bilo kojoj dobi. Kod djece bolest ima
drugaciju klinicku sliku i naziva se kronicnom buloznom dermatozom djecije dobi. Kod
odraslih bolest se najvise javlja u ranim odraslim godinama i nakon 60. godine, a kod
djece u predskolskoj dobi. Procijenjena incidencija je 0,2 - 2,3 na milijun stanovnika
godisnje (29). U linearnoj IgA dermatozi prisutna su protutijela tipa IgA na ektodomenu
BP180 koja se naziva LAD-1 (linear IgA disease antigen) i LABD97 (linear IgA bullous
disease antigen of 97kDa). U malom broju seruma dokazu se protutijela na BP180-
NC16A ili BP230 (1).

Klini¢ka slika u odraslih i djece se razlikuje. Kod odraslih se bolest moZe prezentirati
s napetim bulama na kliniCki nepromijenjenoj kozi ili herpetiformnim izgledom s
vezikulama na eritematoznoj podlozi. Lezije tipi€no zahvacaju Sire podrucje,
dominatno na trupu i ekstremitetima, ali mogu zahvatiti i vlasiste, genitalno podrucje i
lice. U kroni¢noj buloznoj dermatozi djeCje dobi, tipiCha je pojava anularnih
eritemtoznih lezija s prstenom vezikula. Kod djece lezije se najviSe javljaju na
abdomenu, donjem dijelu leda, bedrima, preponama, te oko ociju i usta. U 50%
pacijenata zahvacene su i sluznice, najéesc¢e oralna sluznica i konjuktive. Ove lezije

mogu cijeliti oZilicima (29).

Dijagnoza se postavlja na temelju histopatoloske slike subepidermalnog mjehura i
katkad intrapapilarnin mikroapcesa, linearnih IgA depozita u nalazu DIF-a te nalaza

seroloskih testova (3).

5.4. PEMFIGOID SLUZNICA

Pemfigoid sluznica (stari naziv - cikatricijelni pemfigoid) zahvaca jednu ili viSe

sluznica, najéesc¢e oralnu i sluznicu oka. U 25% pacijenata dolazi i do zahvacanja koze.
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Dva puta je eS¢ u Zena i obiéno se pojavijuje nakon 60. godine Zivota. Cesto
epitelizira oziljcima, $to ovisi o lokalizaciji lezije (3,30). Autoantitijela tipa IgG i IgA
usmjerena su prema BP180 i lamininu 332 kao glavnim antigenima. Anti-BP180
autoantitijela usmjerena su prema NC16A domeni i C-terminalnim ekstracelularnim
epitopima. Vrlo je vazno identificirati pacijente koji imaju anti-laminin 332 u serumu
zato Sto oni imaju veci relativni rizik za razvoj malignoma. Takoder se mogu pojaviti i

protutijela na BP230 ili a6p34 integrin, Sto upucuje na zahvacanje sluznice oka (1).

KliniCki se najceSce prezentira lezijama na sluznici usne Supljine i na sluznici oka u
obliku palpebralnih sinehija, kseroza i leukoma (oziljak) roznice koje mogu dovesti do
gubitka vida. Erozije i oziljci mogu zahvatiti i sluznicu zdrijela, grkljana, jednjaka i

genitalija (3).

Dijagnoza se postavla na temelju anamneze, klinickog pregleda, nalaza

histopatoloSke analize, nalaza DIF-a te seroloskih testova (31).

5.5. ANTI-LAMININ y1 PEMFIGOID

Ovaj oblik pemfigoida klini¢ki karakteriziraju napeti mjehuri na normalnoj ili
eritematoznoj kozi s tendencijom zahvaéanja akralnih podrucja. Ciljni antigen je protein

bazalne membrane — laminin y1 tezine 200-kDa (1).

5.6. LICHEN PLANUS PEMPHIGOIDES

Lichen planus pemphigoides prezentira se buloznim promjenama na kozi zajedno
s pojavom lichen planus-a. Ovaj oblik pemfigoida vrlo je rijedak i javlja se u mladih
pacijenata (40-50 godina), predominantno na udovima. Autoantitijela su usmjerena na

C-terminalne epitope imunodominantne NC16A domene BP180 (1).

5.7. EPIDERMOLYSIS BULLOSA ACQUISITA

SteCena bulozna epidermoliza rijedak je oblik autoimune bulozne dermatoze koja
zahvaca kozu i sluznice. Karakterizira je fragilna koza i epitelizacija erozija oZiljcima i
postbuloznim milijama. MozZe se pojaviti u bilo kojoj dobi (3). Procijenjena incidencija

je manja od 0,5 na milijun stanovnika godisnje (32). Autoantitijela tipa IgG ili IgA su
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usmjerena prema kolagenu tipa VIl (3) . Kolagen tipa VII glavna je strukturna
komponenta sidrenih vlakana na dermalno-epidermalnoj granici. Imunodominatni

epitopi smjesteni su unutar aminoterminalne nekolagene domene - NC1 (1).

Opisuje se vise Kklinickih oblika bolesti: klasi¢ni/mehano-bulozni oblik i
neklasi¢ni/nemehano-bulozni oblici. Neklasi¢ni oblici uklju€uju: oblik nalik na BP koji
ima kliniCke kriterije obje bolesti; oblik nalik na pemfigoid sluznica kojim kliniCki
dominiraju sluznicne lezije; IgA-EBA koji ima depozite IgA autoantitijela i Brunsting-
Perryjevu bolest. NajCeSc¢i oblici su klasi¢ni i oblik nalik na BP. Promjene u svim
oblicima nastaju na mjestima izlozenim pritisku, te pacijenti potvrduju kako se lezije
javljaju nekoliko sati nakon minimalne traume. Kozni mjehuri traju dugo nakon €ega

nastaju erozije (32).

5.8. DERMATITIS HERPETIFORMIS (DUHRINGOVA BOLEST)

Dermatitis herpetiformis oblik je autoimune bulozne dermatoze udruzen s gluten
senzitivnom enteropatijom (celijakijom). Bolest je kroni€na, recidivirajuca, Kklinicki
pokazuje polimorfnost i pracena je intenzivnim svrbezom. Odredeni HLA haplotipovi
(HLA-B8, HLA-DR3, HLA-DQ2) vezu se uz dermatitis herpetifomis i gluten senzitivhu
enteropatiju. Ovaj oblik bolesti zahvaca 10% pacijenata s celijakijom. Dok svi pacijenti
s manifestnom boleS¢u imaju dokazanu celijakijiu, nemaju svi istovremeno i
gatrointestinalne simptome. Autoantitijela tipa IgA usmjerena su na epidermalnu/tkivnu
transglutaminazu, endomizij i deaminirani glijadin. Ovi bolesnici takoder mogu imati
neki drugi oblik autoimune dermatoze i u poveanom su riziku od nastanka

gastrointestinalnih limfoma (3).

Klini¢ki, bolest obiljezava polimorfnost. Pojavljuju se eritematozne papule ili plakovi
na kojima su prisutni rjede ili gus¢ée herpetiformno rasporedeni mjehuri¢i koji su
ispunjeni bistrim ili hemoragi¢nim sadrzajem. Promjene se predominatno javljaju na
koljenima, laktovima, lopaticama, nadlakticama i glutealnoj regiji. Cesto su vidljive

ekskorijacije zbog intenzivnog svrbeza. Rijetko zahvaca i usnu Supljinu (3).

Dermatitis herpetiformis moze se definirati kao bolest koja se prezentira sa:
simetricnim polimorfnim lezijama koje zahvacéaju tipicno ekstenzorne dijelove
ekstremiteta i sakralnu regiju, predominatnim infiltratima neutrofila u dermalnim
papilama u histopatoloSkom nalazu, granularnim IgA depozitima u vrScima dermalnih

papila, povezano$c¢u s celijakijom i pozitivnim odgovorom na dijetu bez glutena (33).
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6. TERAPIJA

6.1. Skupina pemfigusa

Sukladno europskim smjernicama za lijeCenje pemfigusa danas se kao prva linija
terapije primjenjuje rituksimab, anti-CD20 protutijelo, u kombinaciji s prednisolonom u
dozi od 1 mg/kg dnevno. Rituksimab se primjenjuje u dozi od 1000 mg prvog i
Cetrnaestog dana terapije (2 x 1000 mg), te potom 500 mg nakon 12 i 18 mjeseci. Uz
rituksimab uvodi se i prednisolon u prethodno navedenoj dozi, uz postupno sniZzavanje
doze tijekom 3 do 6 mjeseci. Kada primjena rituksimaba nije moguéa primjenjuje se
prednisolon u dozi od 1 mg/kg dnevno uz postupno sniZzavanje doze tijekom duljeg
vremena. Uz prednisolon se u tih bolesnika uvodi adjuvantna terapija, najeCesce
azatioprinom. U rjedim slu€ajevima kortikosteroidi se mogu primijeniti i kao pulsna
terapija, medutim taj oblik terapije se ne primjenjuje Cesto. Kod bolesnika koji su
refraktorni na primjenjenu terapiju dolazi u obzir primjena intravenskih imunoglobulina.

Svakako treba provoditi i redovitu lokalnu terapiju (9).

6.2. Skupina pemfigoida

U lije€enju buloznog pemfigoida prema trenutnim smjernicama primjenjuju se
visokopotentni lokalni kortikosteroidi, najceS¢e 0,05%-klobetazol-proprionat koji se
aplicira na kozu Citavog tijela osim na lice (40 g/dan). Ovaj nacin primjene lokalnih
kortikosteroida preporu€a se primjenjivati kod srednje teskih i teskih oblika buloznog
pemfigoida, dok se kod blagih oblika lokalni kortikosteroidi apliciraju isklju€ivo na lezije.
Medutim, u praksi se znatno ceSCe primijenjuju oralni kortikosteroidi poput
prednizolona u dozi od 0,5-0,75 mg/kg/dan. Uz peroralnu kortikosteroidnu terapiju
moze se primijeniti adjuvantna terapija iako je potreba za njom znatno rjeda nego kod
bolesnika koji boluju od pemfigusa. Kod refraktornih slu€ajeva moguce je primijeniti

imunoglobuline, rituksimab, ciklofosfamid ili omalizumab (9).
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7. DIJAGNOSTIKA AUTOIMUNIH BULOZNIH DERMATOZA

Dijagnoza autoimunih buloznih dermatoza postavlja se na temelju anamneze,
klinicke slike te laboratorijskih pretraga. Prvo je potrebno uzeti detaljnu osobnu i
obiteljsku anamnezu. Dermatoloski pregled podrazumijeva detaljan pregled koze i svih
vidljivih sluznica. Osim toga uvijek je korisno uciniti i procjenu aktivnosti bolesti pomocu
dostupnih skala (10).

Nakon toga potrebno je napraviti probatornu eksciziju koze ili sluznice za
histopatoloSku dijagnostiku. Za potrebu histopatoloSke pretrage savjetuje se uzeti
jedan citavi mjehuri¢ ili ako to nije moguce savjetuje se uzeti probatornu eksciziju koja
zahvaca rub mjehura. Ova pretraga ima ogranien dijagnosti¢ki zna¢aj medutim nalaz
intra- ili subepidermalnog rascjepa i upalnog infiltrata moze sluziti kao pocetna

orijentacija za diferencijaciju izmedu skupine pemfigusa i pemfigoida (1).

Za direktnu imunofluorescenciju (DIF) potrebno je uzeti probatornu eksciziju
perilezionalnog tkiva. Nakon $to se ucine kriostatski rezovi na tkivo se nanose
antihumana antitijela obiljezena imunofluorescentnim bojama te se nakon inkubacije ti
preparati ocitavaju pod imunofluorescentnim mikroskopom. Tom se metodom
prikazuju mjesta vezivanja kompleksa antigen-antitielo koji mogu biti smjesteni
intercelularno ili duz epidermo-dermalne granice. Ova dijagnosticCka metoda
predstavlja zlatni standard u dijagnostici AIBD s osjetljivoS¢u od 82 - 91% i
specificno$¢u od 98%. Manjkavost ove metode je $to ne pruza to¢nu informaciju o vrsti
cilinog antigena. DIF mikroskopija omogucava razlikovanje vrste protutijela i mjesta
vezanja kompleksa antigen-antitijelo. Primjerice, kod pemphigus vulgaris-a,
pemphigus foliaceus-a i paraneoplastiCkog pemfigusa u DIF-u se vidi intercelularno
vezivanje IgG i/ili C3 komponente komplementa u epidermisu, dok se kod bolesti iz
skupine pemfigoida vide linearni depoziti IgG i/ili C3 na dermalno-epidermalnoj granici.
Moguca je daljnja diferencijacija subepidermalnih AIBD sukladno uzorku nazubljenosti
(u-nazubljenost/n-nazubljenost). Depoziti granularnih depozita IgA u vrScima
dermalnih papila karakteristiCni su za dermatitis herpetiformis, dok je linearna IgA
dermatoza ime dobila na temelju nalaza DIF-a u kojem se vide linearni depoziti IgA

duz epidermo-dermalne granice (1).
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Indirektna imunofluorescentna (lIF) pretraga i ELISA su najCeS¢e primjenjivane
seroloSke dijagnostiCke metode koje se primjenjuju u dijagnostici AIBD. Ovim
metodama moze se utvrditi vrsta i koli€ina cirkulirajucih protutijela. Ovaj dijagnosticki
postupak je minimalno invazivan (vadenje krvi za razliku od biopsije) i ima prednost
kod pacijenata kod kojih je znatno teZe uzeti biopsiju poput djece ili nesuradljivih
bolesnika. SeroloSka dijagnostika, uz tipi€nu klinicku sliku u iznimnim slu¢ajevima
moze biti dovoljna za postavljanje dijagnoze. Klasi¢na indirektna imunofluorescentna
pretraga koristi razliite uzorke tkiva (supstrate) na koje se nanosi serum bolesnika u
razlicitim razrijedenjima, te potom antihumana  antitijela  obiljezena
imunosluorescentnim bojama. IIF metodom mogu se ocCitavati i komercijalno dostupni
preparati koji za dijagnostiku koriste rekombinatne antigene. Rekombinantni antigeni
koriste se i, u imunoblottingu i enzimski povezanim imunosorbentnim testovima
(ELISA). ELISA testovi su vrlo korisni za pracenje aktivnosti bolesti. Danas su
komercijalno dostupni i testovi kojima je moguce pretraziti veéi broj seruma bolesnika
Sto ubrzava dijagnosti¢ki postupak. Rana i pravodobna dijagnoza bolesti izrazito je

vazna kako bi se na vrijeme pocelo s odgovaraju¢om terapijom (1).

7.1. HISTOPATOLOGIJA

Histopatolo$ki moguce je utvrditi mjesto rascjepa u bioptatu koze ili sluznice, te se
na temelju toga bolesti mogu svrstati u intra- ili subepidermalne bulozne dermatoze.
Za histopatolosku analizu potrebno je probatornom ekscizijom uzeti manji svjezi
mjehur u cijelosti ili bioptat koji sadrzi i rub mjehura, nakon toga tkivo se pohranjuje u

4%-tnoj formalinskoj otopini. Svaka od AIBD ima svoje histopatoloSke karakteristike.

7.1.1. Skupina pemfigusa

Kod pemphigus vulgaris-a mjehur se nalazi intraepidermalno, dno mu c€ini bazalni
sloj, a krov nazubljeni sloj epidermisa. U sadrzaju mjehura vide se akantoliticne
stanice, a u gornjem dijelu dermisa mogu biti prisutni upalni infiltrati i edem. Kod
pemphigus vegetans-a kao odraz vegetacija, koje karakteriziraju kliniCku sliku,
histoloSkom slikom dominiraju akantoza i papilomatoza. Kod pemphigus foliaceus-a
histoloSka slika jednaka je kao kod vulgarnog pemfigusa medutim ovdje se akantoliza

nalazi subkornealno, a ne suprabazalno. Kod endemskog oblika pemphigus foliaceus-
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a histoloska slika je jednaka kao kod sporadi¢nog PF-a. Pemphigus herpetiformis
pokazuje raznoliku histoloSku sliku te nalaz histopatologije ovdje nije karakteristiCan.
Pemphigus erythematosus pokazuje povrSinsku akantolizu s vakuolarnom
degeneracijom bazalnog sloja i perivaskularnim infiltratima limfocita. Paraneoplasticki
pemfigus pokazuje varijabilnu kliniCku prezentaciju pa tako i varijabilnu histolo$ku sliku;
prisutan je suprabazalni akantoliticki mjehur uz mogucu prisutnost nekroze keratinocita
I vakuolarne degeneracije bazalnih keratinocita. IgA pemfigus karakteriziraju
subkornealne i intraepidermalne pustule ispunjene neutrofilima, eozinofilima te rjede

akatolitiCkim stanicama uz neutrofilne infiltrate u dermisu (3).

7.1.2. Skupina pemfigoida

Kod buloznog pemfigoida vidljiv je subepidermalni mjehur s nitima fibrina i
eozinofilnim leukocitima unutar mjehura. U slu¢aju da se probatorna ekscizija u€inila
na eritematozno promijenjenoj kozi tada se u dermisu ispod dna subepidermalnog
mjehura moze naci upalni infiltrat limfocita, eozinofila i neutrofila, dok su u vrScima
dermalnih papila mikroapcesi - nakupine neutrofila i eozinofila. Pemfigoid sluznica
histoloSki karakterizira subepidermalni mjehur s gustim upalnim infiltratom eozinofila i
neutrofila u dermisu i submukozi. U kasnijim fazama bolesti vidljiva je fibroza i
vaskularna proliferacija, tj. nastajanje oziljka. Kod bolesnica s pemphigoid gestationis
analizom uzorka biopsije utikarijelne lezije utvrdi se povrSinski i duboki perivaskularni
limfohistiocitarni infiltrat s eozinofilima. Nakon $to plakovi postanu edematozniji uzorci
pokazuju edem dermisa, spongiozu i nekrozu bazalnih stanica na vrhu dermalnih
papila. Bule pokazuju subepidermalni mjehur ispunjen eozinofilima s inflamatornom
infiltracijom gornjeg dijela dermisa limfoidnim stanicama, neutrofilima i eozinofilima.
Vaskularni plakovi okruzeni su infiltratom limfocita, histiocita, eozinofila i neutrofila.
Linearna IgA dermatoza u histoloSkoj slici pokazuje subepidermalni mjehur s katkad
intrapapilarnim  mikroapcesima. Epidermolysis bullosa acquisita pokazuje
subepidermalni mjehur s upalnim stanicama Cciji broj ovisi o klini¢koj slici. Dermatitis
herpetiformis pokazuje subepidermalni mjehur s rubnim mikroapcesima koje Cine

vec¢inom neutrofili i poneki eozinofil (3).
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7.2. DIREKTNA IMUNOFLUORESCENCIJA (DIF)

Direktna imunofluorescencija (DIF) ili primarna imunofluorescencija je tehnika koja
se koristi u laboratorijskoj dijagnostici bolesti koze, bubrega i ostalih organa. U DIF-u
se koriste protutijela obiljezena fluorokromima koja se apliciraju na tkivo pacijenta
uzeto probatornom ekscizijom. Fluorokromi su molekule koji sadrze elektrone koji kada
se obasjaju svjetloS¢u odredene valne duljine ulaze u nestabilno, viSe energetsko
stanje. Spontano, elektroni se vrac¢aju u bazi¢no energetsko stanje i pri tome emitiraju
svjetlost dulje valne duljine u vidljivom spektru svjetlosti. Konjugati protutijela i
fluorokroma vezu se na ciljane antigene u tkivu te nakon izlaganja tkiva
ultraljubiCastom zracenju dolazi do fluoresciranja molekula fluorofora koje je vidljivo
fluorescentnim  mikroskopom. U dermatovenerologiji najceS¢e se  Kkoristi

fluoresceinizotiocijanat (12).

U dijagnostici autoimunih buloznih dermatoza ova metoda i dalje se smatra zlatnim
standardom. DIF-om je moguce prikazati autoantitijela vezana in vivo na antigene u
koZi ili sluznici. Optimalan uzorak u dijagnostici AIBD je perilezionalna biopsija veli€ine
3 -4 mm. Vazno je uzeti bioptiCki uzorak perilezionalno jer u slucaju da je uzorak uzet
iz same lezije zbog prekrivanja autoantitijela upalom, moguc¢ je negativan rezultat DIF-
a (12). Potom se uzorak smrzava na -20 " C ili konzervira u izotoni¢noj otopini NaCl do
daljnje obrade. Na temelju obrasca vezanja protutijela konjugiranih s molekulama
fluorokroma odnosno fluorescentnog signala vidljivog mikroskopom moguée je
procijeniti o kojoj se skupini autoimunih buloznih dermatoza radi i odrediti vrstu
autoantitijela vezanih za antigene (IgG/IgA) (Slika 2). DIF moze odrediti grupu AIBD,
ali ne i precizniji podtip bolesti zato Sto ne daje informaciju o to€noj vrsti autoantitijela
koja su vezana za tkivo. U skupini pemfigusa, DIF pokazuje intercelularno vezanje IgG
i/ili C3, ili IgA unutar epidermisa i/ili epitela. U skupini pemfigoida, linearni depoziti IgG
i/ili C3 vidljivi su na dermo-epidermalnom spoju. Linearan uzorak na dermo-
epidermalnoj granici dalje se moZze diferencirati po obrascu nazubljenja na n-
nazubljene uzorke i u-nazubljene uzorke. Kod n-nazubljenih uzoraka lukovi su
zatvoreni s gornje strane, a kod u-nazubljenih uzoraka su zatvoreni s donje strane.
Obrazac u-nazubljenosti karakteristiCan je kod vezivanja autoantitijela za kolagen tipa
VII u epidermolysis bullosa acquisita (EBA), dok je n-nazubljenost vidljiva kod svih

ostalih tipova bolesti u skupini pemfigoida (Slika 3). U dermatitis herpetiformis DIF
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pokazuje granularne depozite IgA autoantijela u dermalnim papilama. Linearna IgA

dermatoza ime je dobila na temelju nalaza DIF-a, a to su linearni depoziti IgA duz

epidermo-dermalne granice. Za daljnju diferencijaciju ciljnih antigena u pojedinim

skupinama bolesti potrebna je seroloSka dijagnostika (5).

DIF

intercelularni
depoziti

I —

linearni depoziti

granulami depoziti u

Zoni bazalr_le
membrane ina
vrhovima papila

IgA IgA - pemfigus
IgG/C3 PV/IPF/PNP*
) : linearna IgA
n-nazubljenost dermatoza
IgA
u-nazubljenost IgA EBA
) BP/pemphigoid gestationis/anti-
n-nazubljenost laminin 332 MMP/anti-p200
pemfigoid/MMP
IgG/C3
u-nazubljenost EBA
IgA dermatitis

herpetiformis

Slika 2 Diferencijalna dijagnoza autoimunih buloznih dermatoza iz perilezionalnih

bioptata na temelju direktne imunofluorescencije (5).

BP, pemphigoid bullosus; EBA, epidermolysis bullosa acquisita; MMP, mucous membrane pemphigoid, pemfigoid

sluznica; PF, pemphigus foliaceus; PNP, pemphigus paraneoplasticu; PV, pemphigus vulgaris.

*mogucée u kombinaciji s linearnim depozitima
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Linearni depoziti u zoni bazalne membrane

u-nazubljenost

Slika 1 Shema uzoraka nazubljenosti u DIF-u. Primjer uzoraka n-nazubljenosti i u-
nazubljenosti. Adaptirano prema referenci (5).
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7.3. SEROLOSKA DIJAGNOSTIKA AUTOIMUNIH BULOZNIH DERMATOZA

Seroloska dijagnostika AIBD temelji se na detekciji i diferencijaciji autoantitijela u
serumu bolesnika. Kao supstrat za test koriste se razli€iti uzorci tkiva (ljudska koza,
jednjak majmuna, mokracni mjehur Stakora) u kojima se vezanje autoantitijela
prikazuje pomocu indirektne imunofluorescencije (IIF). U seroloSke metode ubraja se

I enzimski povezani imunosorbentni test (ELISA) te immunoblotting (1) (Slika 4).

7.4. INDIREKTNA IMUNOFLORESCENCIJA (IIF)

Indirektna imunofluorescencija (IIF) je metoda detekcije autoantitijela u serumu
bolesnika. Zbog visoke specificnosti koristi se kao standardna metoda za detekciju
bolesti (1).

Za izvodenje pretrage moZe se koristiti nekoliko razli€itih tkiva, i to jednjak majmuna
ili zamorca (za skupinu pemfigusa i pemfigoida), raslojen uzorak kozZe ¢ovjeka u otopini
1M NaCl (skupina pemfigoida), mokracni mjehur majmuna ili Stakora (paraneoplasticni
pemfigus) (1,4). Karakteristicna su dva uzorka imunofluorescencije - fluorescencija
poput saca koja upucuje na vezanje autoantitijela intercelularno u epidermisu (skupina
pemfigusa) i linearni depoziti duz dermalno-epidermalnog spoja nastali vezivanjem
autoantitijela na proteine bazalne membrane (skupina pemfigoida ili epidermolysis

bullosa acquisita) (1).

Kada se IIF radi na tkivu jednjaka majmuna osjetljivost testa je 81 - 100%, a
specificnost 89 - 100% te se moze smatrati vrlo dobrom metodom za postavljanje
dijagnoze razli€itih oblika pemfigusa. Kako se radi o tkivu sluznice, veca je ekspresija
Dsg3 nego Dsg1 pa tako pokazuje veéu osjetljivost za PV nego PF kod kojeg su
prisutna autoantijela samo na Dsgl. Negativni rezultati testa imaju pouzdanu
prediktivnu vrijednost za iskljuCenje dijagnoze pemfigusa. U slu€aju buloznog
pemfigoida, 68 - 73% sluajeva se pokazalo pozitivnima na protutijela zone bazalne

membrane sa specificno$¢u od 97% (1).

Uzorak koZe u kojega je na umjetan nacin stvorena separacija u podrucju lamina
lucida bazalne membrane idealan je supstrat za IIF pretragu kod bolesnika sa
subepidermalnim buloznim dermatozama. Ova se separacija dobije na nacin da se

uzorak koze ostavi 72 sata u 1M otopini NaCl nakon ¢ega dolazi do njezina parcijalnog
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odvajanja u podrucju lamina lucida bazalne membrane pa je na taj nacin optimalan
supstratna za detekciju antitijela u zoni bazalne membrane. Osjetljivost ove metode je
73 - 96%, a specificnost 97%. Na temelju obrasca vezanja autoantijela moguce je
odrediti o kojoj se skupini radi pa tako anti-BP180, anti-BP230 i anti-a634 integrin
protutijela pokazuju fluoresciranje na gornjem dijelu ove separacije (krovu mjehura) i
ukazuju na BP, pemphigoid gestationis, linearnu IgA dermatozu i anti-BP180 pemfigoid
sluznica. S druge strane, anti-tip VIl kolagen, anti-laminin 332 i anti-laminin y1 vezu se
na donji dio umjetnog mjehura (dno mjehura) upucujuci na EBA, anti-laminin-332-tip

pemfigoid sluznica i anti-laminin y1 pemfigoid (1).

Uzorci mokraénog mijehura Stakora ili majmuna koriste se kod sumnje na
paraneoplastiCki pemfigus. Ovaj uzorak omogucuje dobru detekciju plakina i
omogucéava razlikovanje paraneoplasticCkog pemfigusa od ostalih oblika iz skupine
pemfigusa. Kako su envoplakin, periplakin i dezmoplakini visokoeksprimirani u tkivu
mjehura ovaj uzorak pokazuje osjetljivost od 74% i visoku specificnost od 99 - 100%
pa u slu€aju pozitivne IgG aktivhosti s urotelom smatra se da se radi o
paraneoplastiCkom pemfigusu. Suprotno, negativan rezultat imunofluorescencije ne
isklju€uje dijagnozu paraneoplastickog pemfigusa i potrebno je napraviti pretrage i

drugim seroloskim metodama (1).
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Slika 2 Diferencijalna dijagnoza autoimunih buloznih dermatoza na temelju serolodke
detekcije autoantitijela (5).

Dsc, dezmokolin; Dsg, dezmoglein; EBA, epidermolysis bullosa acquisita;
*dostupni komercijalni testovi
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7.5. SEROLOSKO TESTIRANJE POMOCU REKOMBINANTNIH ANTIGENA

Ciljni antigeni mogu se identificirati pomocu tri glavne metode: monospecificne
indirektne imunofluorescencije (lIF), enzimski povezanim imunosorbentnim testom
(ELISA), i imunoblott testovima. Izabiru¢i samo imunodominatne epitope i brisSuci one
nespecificne poboljSana je osjetljivost i specificnost ovih testova. Primjerice, kreiran je
rekombinantni tetramer imunodominantne regije BP180-NC16A u obliku BP180-
NC16A-4X i na taj naCin poboljSana imunoreaktivnost i dijagnosticka efikasnost u
seroloSkoj dijagnostici buloznog pemfigoida. Drugi primjer je u dijagnostici dermatitisa
herpetiformisa i celijakije gdje je kreiran glijadin-analogni fuzijski peptid (GAF-3X) koji
sadrzi tri repetitivne modificirane kopije peptida (1).

7.5.1. ENZIMSKI POVEZANI IMUNOSORBENTNI TEST (ELISA)

ELISA testovi bazirani na rekombinatnim ciljnim antigenima Siroko su dostupni i
Cesto upotrebljavani testovi u dijagnostici AIBD. Koriste se u postavljanju to¢nog
podtipa autoimune bulozne dermatoze na temelju detaljne diferencijacije specifi¢nosti
autoantitijela. Uz to, ELISA omogucava kvantitativno mjerenje razine autoantitijela sto
doprinosi pracenju dinamike bolesti i u€inka terapije. Druge prednosti ELISA-e su
dostatnost za postavljanje dijagnoze, niza cijena, komercijalna dostupnost,
standardizacija, objektivni podatci, jednostavno koriStenje i automatizacija procesa.
Komercijalni ELISA sustavi postoje za detekciju Dsgl i Dsg3 u pemfigusu,
envoplakina u paraneoplastichom pemfigusu, BP180, BP230 i tip VII kolagena u
skupini pemfigoida, i IgG i IgA na deaminirani glijadin i transglutaminazu u dermatitis
herpetiformis-u. Najbolja detekcija buloznog pemfigoida pokazala se kombinacijom
rezultata ELISA-e s BP180 i BP230 antigenima. Tako je kod svih pacijenata koji su
suspektni na bulozni pemfigoid uputno u slu€aju negativnih rezultata testa na anti-
BP180, napraviti i test na anti-BP230. U specijaliziranim laboratorijima moguca je
detekcija rjedih autoantitijela kao Sto su anti-laminin y1, anti-dezmokolin, anti-laminin
332 i anti-BP180. lako je ELISA visokoosijetljiv i visokospecifiCan tip dijagnostike
nekada moze doci do pozitivnih rezultata bez prisutnosti odgovarajuce klini¢ke slike ili

drugih laboratorijskih nalaza (1).

28



7.5.2. MULTIPARAMETARSKA ELISA

Multiparametarska ELISA omogucéava jednostavniju i brZzu dijagnostiku od
jednostavnih ELISA testova. Ova metoda omoguéava da se vise razli€itih ciljnih
antigena istodobno postavi u susjedne jazice na mikroplocici i simultano detektiraju
autoantitijela. Tako se multiparametarska ELISA smatra mogu¢om zamjenom kao prva
linija seroloske dijagostike umjesto IIF kroz viSe koraka. Postoje dva oblika - prvi test
obuhvaca pet ciljnih antigena: Dsgl, Dsg3, BP180, BP230 i tip VII kolagen, dok drugi
test uz navedene sadrzava i antigen envoplakin. Rezultati ovih testova u vecini

slu€ajeva su jednoznaéni s pojedinacnim testovima (1).

7.5.3. BIOCHIP

BIOCHIP testovi pruzaju moguénost analize viSe rekombinantnih antigena u
jednom koraku. U ovoj metodi supstrati su vezani na milimetarske BIOCHIP-ove
rasporedene na reakcijska polja mikroskopskih stakalca. Posebna tehnika inkubacije
omogucava paralelnu inkubaciju svih uzoraka u standardiziranim, jednakim uvjetima.
Ova metoda obuhvaca dvije razliCite tehnike primjene rekombinantnih antigena. U
prvoj, cilini antigen eksprimiran je u kulturi ljudskih stanica — HEK293 koja omogucava
autenticno konformacijsko slaganje proteina i post-translacijsku modifikaciju.
Transficirane i kontrolne stanice vezu se na BIOCHIP jedne do drugih Sto omogucéava
razlikovanje stvarno pozitivnog seruma koji pokazuje glatko do fino, granularno
fluoresciranje u citosolu kod transficiranih stanica od seruma koji reagira s ostalim
komponetama stanice — fluorescencija jezgara i citoplazme svih vezanih stanica. Ova
metoda obuhvaéa rekombinantne antigene za Dsg1, Dsg3, BP230 i tip VII kolagen.
Kod drugog oblika ove metode, purificirani rekombinantni antigeni kao Sto su BP180-
NC16A-4X i GAF-3X direktno su vezani na BIOCHIP. U slu€aju da je serum pozitivan
podrucje s ciljnim antigenom c¢e fluorescirati prema specificnom obrascu (1). Uz
klasi¢ni BIOCHIP postoje i BIOCHIP mozaici koji koriste klasi¢ne uzorke tkiva zajedno
s rekombinatnim antigenima. Ovakav pristup omogucéava istovremenu detekciju
autoantitijela i potvrdno razlikovanje istih u jednoj inkubaciji, $to posljedi¢no skraéuje
vrijeme dijagnosti¢kog postupka kompleksnih slucajeva. BIOCHIP mozaik se sastoji
od 4 komponente: vezani rekombinantni BP180 NC16A, HEK stanice s BP230, uzorak

koZe odvojen otopinom soli i uzorak jednjaka majmuna. Ovaj mozaik pokazao se kao
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dobar izbor za pemphigoid gestationis, s osjetljivos¢u od 100%. Mozaik koji sadrzZi uz
navedene i imunodominatnu domenu tipa VIl kolagena pokazao se visokoosjetljivim
pa je dijagnosticki relevantan za detekciju EBA. Uz to postoji i noviji tip mozaika koji

uklju€uje rekombinatni laminin 332 za dijagnozu anti-laminin 332 pemfigoida (1,5).

7.5.5. IMUNOBLOTTING

Immunoblot / Western blot je tehnika koja se koristi za analizu proteina i pruza semi-
kvantitativne ili kvantitativne podatke. Sastoji se od nekoliko koraka: priprema uzorka
(ekstrakcija i mjerenje koncentracije proteina), odvajanje proteina po veli€ini pomocu
elektroforeze na poliakrilamidnom gelu, fiksacija proteina na nitroceluloznoj membrani,
vezanje proteina pomocu specificnih primarnih antitijela, inkubacija sa sekundarnim
antitijelom konjugiranim fluorescentnom molekulom, detekcija fluoresciranja vezanih
antitijela s ciljnim antigenima, denzitometrijska analiza proteinskih bandova od interesa

pomocu softvera (33).

Koriste se rekombinantni proteini ili ekstrakti dermisa, epidermisa, govede gingive,
amnionske membrane i keratinocita iz kulture te se vrsi detekcija rijetkih autoantitijela
kao $to su anti-laminin y1, anti-laminin 332, anti-LAD-1 (ektodomena BP180), antitijelo
na C-terminalni dio BP180, anti-a6B4 integrin, anti-dezmoplakin i anti-tip VIl kolagen.
Ovi testovi koriste se rijetko i samo u specijaliziranim laboratorijima. Primjerice, kod
pacijenata kod kojih je postavljena sumnja na pemfigoid i rezultati DIF-a su pozitivni,
ali uz odsutstvo reaktivnosti autoantitijela u komercijalnim ELISA testovima,
imunoblotting se koristi za prikaz ciljnih antigena izvan imunodominatnih domena.
Testovi su se pokazali loSi u detekciji ciljnih antigena s dominantno konformacijskim
epitopima pa se ova metoda ne preporu€a za dijagnostiku PV-a i PF-a odnosno za

anti-Dsg protutijela (1,5).

8. SEROLOSKO PRACENJE AKTIVNOSTI BOLESTI

U nekoliko tipova autoimunih buloznih dermatoza titar autoantitijela u serumu
pacijenta korelira s aktivno$¢u bolesti. Ovakav obrazac vidljiv je kod autoantitijela: anti-
Dsgl, anti-Dsg3, anti-BP180 i anti-kolagen VII. [IF metoda se bazira na serijjama

razrijedenih seruma i titar protutijela mozZe ovisiti o tipu supstrata zbog varijabilne
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ekspresije antigena, to rezultira prikazom semikvantitativnin podataka te je
interpretacija rezultata subjektivna i time neadekvatna za procjenu aktivnosti bolesti.
Nasuprot tome, ELISA testovi pokazuju rezultate koji su objektivni i kvantitativni pa se
koriste u mnogim laboratorijima za rutinsko pracenje aktivnosti bolesti. lako se ova
metoda u vecini slu€ajeva pokazala korisnom za pracenje bolesti, u nekim slucajevima
ta korelacija nije bila savrSena pa tako treba uzeti u obzir mogucénost da je bolest
KliniCki aktivna s negativnim rezultatima ELISA testova i obrnuto ili da nekada titar
protutijela ne prati aktivhost bolesti. Zaklju¢no, iako su moguc¢a poneka odstupanja,
ELISA testovi vrijedan su kliniCki alat za naknadno pracenje titra protutijela i time
aktivnosti bolesti pa se koriste za adaptaciju terapije i pracenje terapijskog odgovora -
prema dobivenim vrijednostima prilagodava se doza imunosupresijske terapije.
Primjerice, kada Klinicki nema vidljivih lezija i titar protutijela pokaze pad ili je
nepostojeci moguce je reducirati ili ukinuti terapiju. Isto tako, pomoéu ove metode
moguce je predvidjeti ponovni relaps bolesti pojavom porasta titra protutijela bez
vidljive klinicke manifestacije. Procijenjeno je da oko 30% pacijenata s buloznim
pemfigoidom pokazuje klini€ki relaps unutar jedne godine od pojave bolesti te je titar
IgG anti-BP180 autoantijela kod njih puno visi. Slian obrazac pokazao se i kod

odredivanja vrijednosti titra anti-kolagen tip VII autoantitjela (1).

Osim pracenja titra protutijela, kao vrijedan biomarker za predvidanje relapsa
buloznog pemfigoida pokazale su se molekule koje sudjeluju u mehanizmima nastanka
upale. To su citokini: interleukin 17 (IL17), interleukin 23 (IL23) i CXCL10, te matriks-
metaloproteinaza-9 (MMP-9) koji pokazuju inicijalno viSe vrijednosti kod pacijenata koji
su kasnije imali relaps bolesti. Uz to, pojacana ekspresija glukokortikoidnog receptora
beta u stanicama epitela koze, u pacijenata s BP-om pokazuje neuspjeh terapije i
predvida relaps bolesti. Relaps u bolesnika s pemfigusom karakterizira ponovna
pojava povisene razine B-limfocita i niska razina CD4+ T-limfocita. Zakljuéno, u
buducnosti, opisano novo podrucje pracenja bolesti pomocu prediktivnih biomarkera
moglo bi koristiti kliniCarima u titraciji terapije, ali i samim pacijentima kako bi se

pripremili na moguce ishode bolesti (1).
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Tablica 2.1. Dijagnosticki vazne kliniCke i imunopatolo$ke karakteristike glavnih AIBD (5).

TIP PEMPHIGUS PEMPHIGUS PARANEOPLASTICNI PEMFIGUS
VULGARIS FOLIACEUS
AUTOANTITIJELA anti-Dsg3, anti-Dsgl (IgG) | anti-Dsg3, anti-BP230, anti-periplakin, anti-
anti-Dsg1 (IgG) envoplakin, anti-desmoplakin 1 i 2, anti-plektin,
anti-dezmoklin, anti- a2 makroglbulin 1, anti-
epiplakin (IgG)
KLINICKE -kozni mjehuri i/ili -povrSinske -AIBD udruzena s malignom ( rjede benignom)
KARAKTERISTIKE erozije uz lezije na | erozije na neoplazmom

LABORATORIJSKA
DIJAGNOSTIKA

PRACENJE

AKTIVNOSTI BOLESTI
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sluznicama,
pozitivan Nikolski
- 3 podtipa:
1)mukozno-
dominatan s
ograni¢enim
zahvacéanjem koze
(dominatni anti-
Dsg?3)

2) mukokutani
(jednako anti-Dsg3
i anti-Dsg1)
3)kutani
(dominatno anti-
Dsgl s malo anti-
Dsg3)

-ELISA za anti-
Dsg3, anti-Dsg1

-titar anti-Dsg3 i
anti-Dsg1 korelira s

aktivnosti bolesti

seborejicnim
podrucjima
prekrivene
ljuskanjem
-bez
zahvacanja

sluznice

-ELISAli IIF za
anti-Dsg1

-titar anti-Dsg1
korelira s
aktivnosti

bolesti

- klini¢ki fenotip je razlicit

-predominatno zahvacéa oralnu mukozu, ostale
sluznice ride

-kutane lezije uklju€uju: lezije nalik na
pemfigus, lezije nalik na BP, lezije nalik na
erythema multiforme, lezije nalik lichen planus

-zahvacanje sluznice bronhiola

-Western blot ili imunoprecipitacija ekstrakta
keratinocita za anti-envokplakin i anti-
periplakin, komercijalni ELISA test na N-

terminalni dio envplakina



Tablica 2.2. Dijagnosticki vazne klinicke i imunopatoloSke karakteristike glavnih AIBD (5).

TIP

BULOZNI PEMFIGOID

PEMPHIGOID
GESTATIONIS

PEMFIGOID SLUZNICA

AUTOANTITIJELA

KLINICKE KARAKTERISTIKE

LABORATORIJSKA
DIJAGNOSTIKA

PRACENJE AKTIVNOSTI
BOLESTI
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anti-BP180 (IgG,A,E)
anti-BP230 (IgG)

-napete bule i erozije na
kozi uz moguce
utikarijske i eritematozne
lezije

-intenzivan svrbez
-negativan Nikolski

-teZi slu€ajevi
—->zahvacanje sluznica u

15-20% pacijenata

-ELISA ili lIF za rutinsku
dijagnostiku anti-BP180
NC16A, ELISA za anti-
BP230

-kod seruma bez anti-
NC16A Koristi se
imunoblot na druge
domene BP180

-titar anti-BP180 NC16A
korelira s aktivnosti

bolesti

anti-BP180 NC16A, anti-
BP230 (10%) (IgG)

-dermatoza u trdnodi-
najcesce u trecem
trimestru, moguce i u
druhomi postpartalno
-utikarijalni eritem, rijetko
mali mjehuri

-javlja se i u kasnijim

trudno¢ama

-ELISA za anti-Bp180
NC16A ili lIF u sklopu
BIOCHIP mozaika

anti-BP180 (NC16A i
LAD-1) (IgG, IgA), anti-
laminin 332 (1gG)

-predominantno
zahvacanje sluznice
usta, o€iju i genitalija
-komplicira se
zahvacanjem
konjuktivalne sluznice
koja moze posljedi¢no
dovesti do sljepoce
-prisutnost anti-laminin
332 upucuje na razvoj
malignoma u 25%

pacijenata

-imunprecipitacija,
Western bolt, ELISA za
anti-BP180 NC16A

- Western blot za anti-
LAD-1

-BIOCHIP mozaik za

anti-laminin 332



Tablica 2.3 Dijagnosticki vazne klinicke i imunopatoloske karakteristike glavnih AIBD (5).

TIP LINEARNA IgA ANTI-P200/ANTI- | EPIDERMOLYSIS DERMATITIS
DERMATOZA LAMININ y1 BULLOSA HERPETIFORMIS
PEMFIGOID ACQUISITA
AUTOANTITIJELA anti-LAD, anti- anti p200, anti- anti-kolagen tip VII Anti-glijadin, anti-endomizij,
LABD97 (IgA) laminin y1 (IgG) (IgG, IgA) anti-TG2, anti-TG3 (IgA, IgG)
KLINICKE -heterogeni fenotip -heterogeni -zahvacéa kozu i -udruzen s

KARAKTERISTIKE

LABORATORIJSKA
DIJAGNOSTIKA

PRACENJE
AKTIVNOSTI
BOLESTI
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-vezikobulozne lezije

koze i sluznica

-DIF pokazuje
linearne depozite IgA
duz
epidermodermalne
granice, IIF na kozi
odvojenoj s NaCL
pokazuje vezanje
autoantitijela na

epidermalnoj strani

fenotip nalik na
BP ili inflamatoni
oblik EBA

-lezije zarastaju
bez oZiljaka ili
milija

-sluznice su
zahvacene u 20%
pacijenata
-Cedce
palmoplantarno
zahvacanje nego
u BP-u

-IIF koZe
odvojene NaCl
pokazuje
hvatanje anti-
p200 za dno
mjehura

-ELISA za C-
terminalni
rekombinantni dio

laminina y1

sluznice

- mehanobulozni
oblik karakterizira
fragilnost koze,
napeti mjehuri i
erozije na
neupaljenoj kozi na
dijelovima izloZzenim
mehanickoj traumi
-lezije mogu zarastati
ozilicima i milijama
-upalna varijanta
razvije se u kl. Sliku
nalik na BP, MMP ili
LAD

-DIF pokazuje u-
nazubljenost

-IIF pokazuje na kozi
odvojenoj NaCl
vezanje protutijela za
dno mjehura
-Western blot na
ekstraktu humanog
dermisa

-ELISA za NC1 i
NC2 domenu
kolagena VI

-lIF baziran na
BIOCHIP mozaiku

-vrijednosti titra
protutijela dobivene
ELISA testom
koreliraju s aktivnosti

bolesti

glutensenzitivnom
enteropatijom

-grupirane vezikule i papule
predominatno na laktovima,

koljenima i straznjici

-DIF, lIF

-ELISA za detekciju IgA (IgG)
autoantitijela na epidermalnu i
tkivnu transglutaminazu i
deaminirani glijadin analog
(GAF)



9. ZAKLJUCAK

Porastom prosjeCnog ocCekivanog trajanja Zivota i kontinuiranim unaprjedenjem
dijagnosti¢kih metoda doslo je do porasta incidencije autoimunih buloznih dermatoza,
osobito buloznog pemfigoida. Kako bi se postavila toCna dijagnoza potrebno je to¢no
odrediti koji ciljni antigeni odnosno koja vrsta autoantitijela sudjeluje u patogenezi
bolesti. To¢na dijagnostika igra klju¢nu ulogu odredivanju odgovarajuce terapije, te
predikciji prognoze bolesti. Danasnji visokoosjetljivi i visokosenzitivni testovi na temelju
seroloSke dijagnostike omogucuju detekciju autoantitijela u 90% Kklini¢ki potvrdenih
sluGajeva AIBD. Uz to, ELISA testovi u vec¢ine AIBD omogucuju praéenje titra
protutijela i time prognoziraju tijek razvoja bolesti, djelotvornost terapije i odreduju
daljnji terapijski postupak. Daljnji razvoj dijagnostike, istrazivanje baziCnih
patofizioloSkih mehanizama i klinicke studije novih terapijskih opcija omoguciti ¢e u
buducnosti jo$ detaljniju i brzu dijagnostiku te vecu efektivnost terapije autoimunih

buloznih dermatoza.
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