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1. UVOD
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Autoimune bulozne dermatoze Cini heterogena skupina dobro definiranih,
teSkih bolesti karakteriziranih bulama i erozijama na kozi i sluznicama koje
nastaju kao posljedica gubitka veza unutar epidermisa ili izmedu epidermisa i
dermisa (1). Dijele se na Cetiri glavne grupe: skupina pemfigusa, skupina
pemfigoida, steCena bulozna epidermoliza i herpetiformni dermatitis (2,3).
Bolesti iz skupine pemfigoida obiljeZzene su subepidermalnim mjehurima koji
nastaju kao posljedica djelovanja protutijela usmjerenin prema razliCitim
strukturnim komponentama bazalne membrane. U skupinu bulozog
pemfigoida ubrajaju se: bulozni pemfigoid, gestacijski pemfigoid, linearna IgA

dermatoza te pemfigoid sluznica (2,3).

1.1. Bulozni pemfigoid

Bulozni pemfigoid (BP) pripada skupini organ-specificnih autoimunih buloznih
dermatoza, skupini pemfigoida (1). Sam naziv BP je pleonazam jer je nastao
kombinacijom latinske rijeCi bulla koja znaCi mjehur i grckih rijeCi za ,oblik
mjehura® (Té€u@I§ — zrak, mjehur i €do — oblik) (4). BP je obiljezen
subepidermalnim  mjehurom i autoprotutijelima usmjerenim  protiv

hemidezmosomskih struktura (5).

1.1.1. Povijesni pregled

Tek je 1953. godine Walter Lever, na temelju klinicke i histoloSke slike, unutar
skupine buloznih dermatoza, razlu€io bulozni pemfigoid od vulgarnog
pemfigusa. U pocetku su pod pojmom pemfigusa svrstavane bolesti koje
uopce nisu bile bulozne, kasnije su pak ubrajane sve koje su u klini¢koj slici
imale mjehure, bule ili pustule. Tako je joS Hipokrat (460. — 370. godine prije
N.E.) u svojim radovima spominjao ,pemfigodes piretoi“ kao naziv za vrucice s
fatalnim ishodom. Galen (131. — 210. godine) je takoder preuzeo termin ,febris
pemphigodes® za bolesti pracene razvojem vezikula i bula po sluznicama uz
poviSenu tjelesnu temperaturu (6). Cini se da je prvi opis BP dao Sigismund
Koenig Bernski 1681. godine, opisujuéi u Journale de Medicine neobican

prikaz pacijentice koja je razvila mjehure ispunjene bistrim sadrzajem po koZi,
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a koji su opetovano nastajali tjekom 8 mjeseci. Nakon remisije koja je trajala
devet mjeseci bolest se ponovno pojavila i moguée je da je to bio prvi opis

klasi¢ne stecene bulozne dermatoze (7).

Ubrzo je naziv pemfigus postao sinonim za bolest koja se prezentira
mjehurom (6). Postupno su se nizala otkri¢a koja su pridonijela razumijevanju
buloznih dermatoza. Tako je 1881. godine Heinrich Auspiz nazvao
akantolitiCckima, stanice koje su izgubile medusobne veze, kod bolesnika s
pemfigusom (8). Arnauld Tzanck 1948. godine objavio je rad o novoj citoloskoj
metodi za razlikovanje pemfigusa od drugih buloznih dermatoza, tzv. ,Tzanck-
ov test” (9). Bili su to kamencici koje je Lever polako slagao u mozaik. U svom
najvaznijem radu ,Pemfigus®, objavljenom 1953. godine u €asopisu Medicine,
napisao je da je vulgarni pemfigus po Zivot opasna dermatoza, koja uglavnom
rezultira fatalnim ishodom za bolesnika, a obiljezena je intraepidermalnim
mjehurima i akantolizom, dok je BP bolest s mnogo boljom prognozom,
obiliezena subepidermalnim mjehurima. Bio je to kljucni trenutak za

razlikovanje ove dvije skupine buloznih dermatoza (2,6,10).

Jordon i suradnici su 1967. godine identificirali serumska autoprotutijela
usmjerena protiv proteina bazalne membrane u bolesnika s BP (11). Korak
dalje doSli su Mutasim i suradnici te su utvrdili da su ta autoprotutijela

usmjerena prema hemidezmosomima (12).

1.1.2. Epidemiologija

BP naj¢eséa je autoimuna bulozna dermatoza u Europi i Sjevernoj Americi. U
epidemioloskoj studiji u sjeverozapadnoj Bavarskoj utvrdena je incidencija od
6,6 novo dijagnosticiranih bolesnika na milijun stanovnika godiSnje, dok je u tri
regije u Francuskoj evidentirano 7 novo dijagnosticiranih bolesnika na milijun
stanovnika godiSnje (13,14). Neke druge studije pokazuju vecéu incidenciju,
kao Sto je to u Bristolu u Velikoj Britaniji, gdje se incidencija procjenjuje na 10
novo otkrivenih na milijun stanovnika, a u zenevskoj studiji ¢ak 30 na milijun
stanovnika godisnje (15). Visoka incidencija od 42,8/1000000 stanovnika

godiSnje utvrdena je u studiji provedenoj u Velikoj Britaniji (16). Ta visoka
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incidencija, €ini se, posljedica je metodoloskih problema istrazivanja, bududi
da su podaci prikupljani iz registra lijeCnika opCe medicine, bez
imunopatolo$kih kriterija, specifikacije tipa pemfigoida, pa su i neke bolesti
koje se prezentiraju bulama (npr. bulozna medikamentozna reakcija i druge)

takoder neopravdano uklju¢ene (17,18).

BP se naj¢eS¢e pojavijuje u sedmom i osmom desetljecu Zivota, dok je u
djecCjoj dobi izuzetno rijedak (5). Incidencija se povecava sa starenjem, pa u
osoba iznad 80 godina iznosi 150-180/1000000 stanovnika godiSnje (4). Rizik
za razvoj bolesti u osoba starijih od 90 godina je 300 puta veci nego u onih od
60 godina i mladih (17). Novija, velika prospektivha studija incidencije BP
provedena na S8vicarskoj populaciji pokazala je incidenciju od 12,1 novih
slu€ajeva na milijun stanovnika godiSnje (18). Na temelju njemacke studije,
provedene u dvjema regijama Mannheimu i donjoj Frankoniji na 1,7 milijuna
stanovnika, dobiveni su sli¢ni rezultati od 13,4 novo oboljelih na milijun
stanovnika na godinu (14). Za razliku od vecine drugih autoimunih bolesti
muskarci obolijevaju, u starijim dobnim skupinama, ¢e&¢e od Zena (17). S
obzirom na starenje populacije i na pojedine oblike BP koje je ponekad tesko
dijagnosticirati, Cini se da se broj bolesnika s BP u Europi stalno povecava, sto
bi moglo biti sve znacajniji javno-zdravstveni problem (16,17). Naime, prema
podacima iz donje Frankonije u Republici Njemackoj i studije provedene u
Velikoj Britaniji, incidencija BP se u 10 godina povecala 2, odnosno 4,8 puta
(13,16,19).

BP se takoder moze pojaviti i u djece. Pojava BP u djece smatra se rijetkom.
Izraelsko istraZivanje Waisbourd-Zinman i suradnika procijenilo je incidenciju
od 2,36 novih slu€ajeva na jedan milijun u djecjoj dobi godiSnje (20). Opazeno
je da su pojedini HLA haplotipovi u€estaliji kod bolesnika s BP te da su razliciti
u razli¢itih rasa. U bijelaca s BP poveéana je pojavnost HLA-DQB1*0301
alela, a medu japanskim bolesnicima HLA-DRB1*04, DRB1*1101 i
DQB1*0302 (21,22,28). Medu bolesnicima u sjevernoj Kini primije¢ena je
manja pojavnost HLA-DRB1*08 i HLA-DQB1*06 u bolesnika s BP u odnosu

na kontrolnu skupinu (21,22).
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1.1.3. Etiopatogeneza

Bulozni pemfigoid je bolest nepoznatog uzroka. Obiljezena je autoprotutijelima
usmjerenim prema dvjema komponentama hemidezmosoma:
transmembranskom antigenu buloznog pemfigoida 2 (BPAg2, BP180, kolagen
XVII) i intracelularnom antigenu buloznog pemfigoida 1 (BPAg1, BP230),
uglavnom I1gG1, 1gG4 i IgE klase (2,3,12). Prema istrazivanjima dobivenim na
Zivotinjskim modelima, C€ini se da autoprotutijela usmjerena prema BPAQ2
uzrokuju pocetni nastanak mjehura i vjerojatno oStecenje bazalnih stanica, a
autoprotutijela usmjerena prema BPAg1 mogu pojacati upalnu reakciju
(23,24).

Nekolageni dio BPAg2, NC16A, sadrzi glavne antigene lokuse (NC16A2,
NC16A2.5, NC16A3) koje prepoznaju protutijela gotovo svih bolesnika s BP.
Serum bolesnika s BP sadrzi autoprotutijela koja reagiraju s brojnim drugim
epitopima smjestenim na intracelularnoj i ekstracelularnoj domeni BPAg2. lako
su autoprotutijela usmjerena prema NC16A domeni patognomoni¢na i dovode
do razvoja bolesti, kod nekih je bolesnika ustanovljeno kako njihova
autoprotutijela reagiraju s epitopima na ekstracelularnoj, ne-NC16A domeni, i
tako razvijaju bolest (24). Autoprotutijela (IgG) usmjerena prema karboksi-
terminalnoj domeni BPAQ2 rezultiraju teZzom klinickom slikom i obi¢no

zahvacaju sluznicu (25).

U serumu bolesnika s BP nalaze se i autoprotutijela usmjerena prema BPAg1.
Oko 60% seruma bolesnika s BP imaju IgG autoprotutijela usmjerena na
karboksi-terminalnu domenu BPAg1 (26). Utvrdena su autoprotutijela koja se
vezu na amino-terminalnu domenu i centralnu domenu BPAg1 (27). U serumu
bolesnika Cesto se nadu imunoglobulin E (IgE) i imunoglobulin A (IgA)
autoprotutijela usmjerena na BPAg1 i BPAg2 (28). Prisutnost veceg broja
antigenih epitopa duz BPAg2 i BPAg1, takoder po drugim komponentama
bazalne membrane, s kojima reagiraju autoprotutijela bolesnika s BP, naziva

se fenomenom ,Sirenja epitopa“ (29).

Takoder, utvrdeni su autoreaktivni T limfociti u pove¢anom broju kod osoba
HLA-DQB*0301 haplotipa u bijelaca. Stoga je sve vise dokaza da odredeni
aleli HLA klase Il igraju vaznu ulogu u patogenezi BP (5). Naime, bolesnici s

5
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BP razvijaju autoreaktivne T limfocite usmjerene na BPAg2 i BPAg1, sto je
najvjerojatnije presudan trenutak za stimulaciju B limfocita na stvaranje
autoprotutijela (30). Autoreaktivni T limfociti reagiraju s istim domenama
BPAg2 i BPAg1 kao i imunoglobulin G (IgG) autoprotutijela. CD4 T limfociti
bolesnika s BP stvaraju Th1 i Th2 citokine. Th1 citokini, npr. interferon y (INF-
Y), poti€u stvaranje IgG1 i IgG2, a Th2 citokini, kao interleukin (IL)-4, IL-5 i IL-
13 sudjeluju u stvaranju IgG4 i IgE. Cini se da upravo Th2 citokini imaju
posebno istaknuto mjesto u patogenezi BP, buduéi su zastupljeni u najve¢em
broju u koznim lezijama i serumu bolesnika s BP (31). Usporedbom koli€ine
citokina u serumu bolesnika s BP utvrdeno je da njihova poviSena ekspresija u

velikom broju korelira s brojem koznih lezija (28).

Nakon pocCetnog vezanja autoprotutijela, vjerojatno dolazi do aktivacije
komplementa i oslobadanja IL-6 i IL-8 iz bazalnih keratinocita Sto rezultira
kemotaksijom upalnih stanica (neutrofila i eozinofila) u podrucje
epidermodermalne granice i papilarnog dermisa. Upalne stanice dovode do
oslobadanja proteinaza (matriks metaloproteinaze 9, plazmina, inhibitora a1
proteinaze, neutrofiine elastaza, proteinaze mastocita 4) i reaktivnih
metabolita kisika (Reactive Oxigen Species - ROS) Sto rezultira razgradnjom

hemodezmosoma i razdvajanjem na razini lamina lucida (28,30).

U ranoj urtikarijalnoj fazi BP €ini se da vaznu ulogu ima IgE usmjeren prema
BPAg2. IgE autoprotutijela pridonose razvoju koznih lezija stimulacijom
degranulacije mastocita i bazofila (31,32). lwata i suradnici utvrdili su
prisutnost IgE autoprotutijela usmjerenih prema BPAg2 kod bolesnika s teSkim
oblicima BP, kod kojih je lijeCenje zahtijevalo puno agresivnije tretmane, vece
doze imunosupresiva i duzi vremenski period za postizanje remisije (33). U
bolesnika s BP utvrdena su i autoprotutijela usmjerena prema a6 integrinu i
lamininu 332, jo$ dvjema komponentama bazalne membrane, koja takoder

dovode do razvoja kliniCke slike BP (5).
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1.1.4. Provocirajuci ¢imbenici i pridruzene bolesti

Povezanost maligne bolesti i razvoja BP niz je godina predmet rasprave medu
stru¢njacima. U prvom redu spominjala se povezanost s tumorima probavnog i
mokraénog sustava (karcinom bubrega, Zuénog mjehura, debelog crijeva,

dojke, pluca, parotide) i limfoproliferativnim bolestima (34).

Dvije velike kontrolirane populacijske studije provedene u SAD-u i Svedskoj
nisu utvrdile statistiCki znaCajno veci broj malignih oboljenja u bolesnika s BP
u odnosu na osobe iste dobi i spola bez BP, iako nije iskljuCena povezanost u
pojedinih bolesnika (35,36). Potencijalno prisustvo maligne bolesti u bolesnika
s BP vjerojatno je vezano uz visoku dob i detaljnu dijagnostiku koja se provodi
u bolnicama. Bolesnici koji obole od BP prije Sezdesete godine imaju vedi rizik
za razvoj maligne bolesti (37). Nasuprot tome u ispitivanju Ogawe i suradnika
u japanskoj je populaciji utvrdena veca ucestalost malignih bolesti u bolesnika
s BP u odnosu na kontrolnu skupinu (38). Naime, u istrazivanju na 1113
Japanaca s BP u 64 (5,8%) bolesnika utvrdena je povezanost maligne bolesti
(karcinom zeluca) i BP. Ta povezanosti bila je posebno izraZzena u dobnoj
skupini iznad 70 godina starosti u odnosu na kontrolnu skupinu iste dobi (38).
Stoga je kod bolesnika s BP, ovisno o njihovoj dobi i anamnestickim

podacima, smisleno uciniti obradu kako bi se isklju€ila maligna bolest (28).

Veca uCestalost pojave BP u bolesnika s drugim autoimunim bolestima kao
Sto su reumatoidni artritis, Hashimotov tiroiditis, dermatomiozitis, lupus
erythematosus, vitiligo ili autoimuna trombocitopenija, takoder nije dokazana u
kontroliranim studijama, no odrazava urodenu genetsku sklonost razvoju
autoimunih bolesti (39,40). Opisana je i istodobna pojavnost BP, psorijaze i
lihen ruber planusa Sto se tumacdi fenomenom Sirenja epitopa (,epitope
spreading). Cini se da upalni procesi unutar bazalne membrane dovode do
izlaganja epitopa djelovanju autoreaktivnih T limfocita $to rezultira
sekundarnim imunoloskim odgovorom i moguéim razvojem BP u
predisponiranih osoba (31,41). Dio autora smatra da je istodobna ucestala
pojavnost psorijaze i BP jednim dijelom posljedica imunoloSkih zbivanja u
podru¢ju bazalne membrane, a drugim dijelom uzrokovana iritativnim

djelovanjem terapije koja se primjenjuje kod bolesnika sa psorijazom. Naime,



Daska Stulhofer Buzina Disertacija

uz ve¢ opisane moguce imunoloske mehanizme, Cini se da i oSteCenje
bazalne membrane, kao posljedica terapijske traumatizacije, dovodi do

izlaganja epitopa cirkuliraju¢im protutijelima (28,42).

Kod vecine opisanih sluCajeva BP se pojavio nakon primijenjene terapije
poput katrana, antralina, psoralena, helioterapije, kombinirane terapije
psoralena s UVA zraCenjem (PUVA) ili terapije UVB ili UVA zrakama. Kod
dijela bolesnika sa psorijazom nije naden nikakav uzrocni faktor, a BP se
pojavio prije primjene ikakve terapije (43). Kontrolirane studije su potvrdile
neovisnu povezanost izmedu psorijaze i BP (25,44,45). Vazno je napomenuti
da dio bolesnika sa psorijazom tijekom PUVA terapije moze razviti buloznu
reakciju, no ne i buloznu dermatozu. Rije€ je o fototoksi¢noj reakciji ili
slu€ajnoj primjeni prevelike doze fotosenzibilizatora i/ili UVA zraCenja. Bulozne
lezije se pojavljuju na eritematoznoj kozi, a histoloSki su karakterizirane
velikim brojem tzv. ,sunburn® stanica (41,46). UoCena je istodobna pojavnost
BP i psorijaze s drugim bolestima, primjerice sklerodermijom, Hashimotovim

tiroiditisom i vitiligom (40).

Kod bolesnika s BP uoCena je i pojava drugih bolesti, prvenstveno Secerne
bolesti, perniciozne anemije, ulceroznog kolitisa, hipertireoze, hipotireoze,
alopecije i drugih buloznih dermatoza kao S$to su vulgarni pemfigus,
pemphigus foliaceus, linearna IgA dermatoza i dermatitis herpetiformis
(47,48). Prisutnost SecCerne bolesti, prije zapocinjanja kortikosteroidne terapije,
u bolesnika s BP je znacajno veca (2,5%; P = 0,004) nego u kontrolnoj skupini
(47).

Uocena je i znaCajna povezanost nekih neuroloskih bolesti i potom pojave BP,
Sto se objasSnjava posljedicom imobilizacije i autoimunim zbivanjima uglavnom
u bolesnika visoke zivotne dobi (1,47,49,50). lako je BP opisan kod bolesnika
s epilepsijom, lateralnom amiotroficnom sklerozom i Shy-Draggerovim
sindromom, njihova je povezanost nejasna (28,31,51). U jednoj je
populacijskoj studiji potvrdena snazna povezanost BP s multiplom sklerozom
(49,52). Takoder je potvrdena i znaCajna povezanost s Parkinsonovom
boleS¢u, demencijom, wunipolarnim i bipolarnim poremeéajem te

cerebrovaskularnim inzultom (52,53). Povezanost BP i neuroloskih bolesti nije
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do kraja razjaSnjena. PokuSava se objasniti Cinjenicom da su BPAg1, tj.
njegova izoforma (BPAg1-a), i BPAg2 izrazeni u centralnom i perifernom
mogao krizno reagirati sa svojom izoformom i doprinijeti razvoju bolesti
(41,49,54).

Nastanak buloznog pemfigoida mogu potaknuti i neki lijekovi, prvenstveno
diuretici, nesteroidni protuupalni lijekovi, jod, D-penicilamin, antibiotici
(ampicilin, amoksicilin, ciprofloksacin) i B-blokatori (565). U kontroliranim
studijama potvrdena je statistiCki znaCajna korelacija izmedu pojave BP i
uzimanja antagonista aldosterona (prvenstveno spirinolaktona) i neuroleptika
(fenotijazida) (56). Lijekovi koji sadrze sumpor, poput fursemida, takoder
predstavljaju rizi¢ni faktor za BP, no ta je povezanost slabije evidentirana (57).
Togan mehanizam nastanka BP uzrokovanog lijekovima nije poznat. Cini se
da lijekovi mogu predstavljati okidaC u genetski predisponiranih pojedinaca,
bilo mijenjajuci imunoloski odgovor ili antigene na bazalnoj membrani (58).
Stoga bi kod svih bolesnika s BP bilo nuzno uzeti detaljne anamnesticke
podatke o uzimanju lijekova, kako bi se uocio eventualni provocirajuci faktor.
Prestankom uzimanija lijeka koji je bio provocirajuci faktor pojave BP dolazi do

brzog nestanka koznih promjena (1,31).

U nekim slu€ajevima izlaganje ultraljubicastom zracenju (UV) iz prirodnog i
umjetnog izvora, radioterapija, opekline, mehanicka traumatizacija i
postoperativni ozZilici mogu provocirati pojavu BP. lako mehanizmi nisu u
potpunosti razjasnjeni, €ini se da je mehani¢ko ostecenje u podrucju bazalne

membrane osnova za reakciju autoprotutijela (31).

1.1.5. Klini¢ka slika

Bulozni pemfigoid najéeSée se prezentira napetim mjehurima na
eritematoznim plakovima i Cesto je prisutan osjeCaj svrbeza. PocCetak BP
moze biti akutan ili subakutan, s nekoliko razliitih kliniCkih prezentacija
(28,31). U buloznom stadiju nastaju mjehuri razli€¢itog broja, oblika i veli€ine,

napetog pokrova na upalno promijenjenoj ili nepromijenjenoj kozi. Uz to se
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mogu vidjeti urtike i eritematozne papule, plakovi i ekcematoidne lezije.
Mjehuri su napeti, 1 do 3 cm u promjeru ili veci, uglavnom ispunjeni bistrim,
ponekad hemoragi¢nim sadrzajem. Znak Nikolskoga | je negativan, dok znak
Nikolskoga Il (Asboe-Hansenov znak) moze biti pozitivan (1,2). Mjehuri mogu
perzistirati nekoliko dana prije nego puknu. Nakon pucanja, zaostaje erozija s
hemoragi€nom krustom, a promjena cijeli bez oziljaka iz periferije i dlacnih
folikula. Uglavnom zaostaju postupalne hiperpigmentacije i hipopigmentacije,
a izuzetno rijetko milija. Promjene su simetricno rasporedene po trupu i
proksimalnim dijelovima ekstremiteta. lako su predilekcijska mjesta vrat,
intertriginozna podrucja, prednje i medijalne strane natkoljenica i trbuh, morfe

se mogu pojaviti na bilo kojem dijelu koze (Slika 1 i 2) (29).

Slika 1. Klini¢ki izgled bolesnika s buloznim pemfigoidom — prebulozni stadij.

10
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Slika 2. Klini¢ki izgled bolesnika s buloznim pemfigoidom — bulozni stadij.

Pojedine lezije mogu biti anularnog i figuriranog izgleda, a neke nalikuju
morfama eritema multiforme. U intertriginoznim podrucjima mogu se pojaviti
vegetacije. Vlasiste, jednjak, dusnik, te vidljive sluznice rijetko su zahvaceni
(28,29). Usna Supljina zahvacena je promjenama u 10% do 30% bolesnika
(28).

Odredeni broj bolesnika u pocetnoj, prodromalnoj fazi prezentira se bez
mjehura, nespecificnom kliniCkom slikom uz intenzivan subjektivan osjeéa;j
svrbeza. U ne-buloznoj fazi mogu se naci urtikarijalne, eritematozne i
ekcematizirane papule i zarista, koja mogu biti prisutna tjednima i mjesecima,
prije pojave prvih mjehura napetog pokrova, a ponekad predstavljaju jedinu
manifestaciju BP (1,28,31). U Svicarskoj prospektivnoj studiji, provedenoj na
164 bolesnika tijekom 2 godine pracenja, u trenutku dijagnoze 80% bolesnika
imalo je lokaliziranu ili generaliziranu buloznu fazu bolesti. U ostalih 20%
bolesnika nije bilo bula. Stoga je kod kroni¢nih, recidivirajucih, pruritikih

dermatoza u starijih bolesnika vazno posumnijati na BP i u€initi obradu (18,28).

11
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Razlikujemo nekoliko atipi¢nih, kliniCkih varijanti BP: ne-bulozni BP, lokalizirani
BP, vezikulozni BP, dishidroziformni BP, nodularni pemfigoid, seborejicki BP,

pemfigoid vegetans, pigmentirani BP, eritrodermijski BP i juvenilni BP (25).

Ranije spomenuti ne-bulozni BP uglavnom predstavlja ranu fazu BP koja
kasnije evoluira u klasican oblik. U nekih bolesnika se nikada ne pojave bule
veé perzistiraju pruritiCcne papule, urtikarijalni plakovi i ekcematoidne morfe
(31).

Lokalizirani BP rijedak je oblik kojega karaterizira pojava samo nekoliko
mjehura na ograniCenom podrucju. NajceScCe se javlja u podrucju prethodne
radioterapije, na paraliziranom ekstremitetu i u podrucju postoperativog reza,
traume, opekline ili na kozi u podru¢ju stome. Takoder su opisani oblici na

potkoljenicama (pretibijalni pemfigoid), umbilikalno i na grudima (59).

Vezikulozni BP je karakteriziran simetricno distribuiranim brojnim, izrazito
pruriticnim, sitnim vezikulama napete povrsine na eritematoznoj ili urtikarijalnoj

koZi koje nalikuju na dermatitis herpetiformis ili linearnu IgA dermatozu (60).

Dishidroziformni BP je oblik kod kojeg bolesnici imaju palmoplantarne
vezikule, a dijagnoza se obi¢no postavi u trenutku kada se mjehuri pojave

negdje drugdje na tijelu ili nekom seroloskom, dijagnosticCkom metodom (1).

Nodularni pemfigoid izuzetno je rijedak oblik BP kod kojeg se u bolesnika
nadu prurigo CavoriCi i papule uglavhom po ramenima, nadlakticama i
natkoljenicama, a tek kasnije se razviju mjehuri na nodulima ili na klinicki

nepromijenjenoj kozi (28,61).

Seborejicki BP posebna je varijanta BP, od kojeg obolijevaju uglavhom Zene,

a bolest se prezentira eritemom i krustama na seboreji¢kim mjestima (1).

Pemfigoid vegetans varijanta je Kkarakterizirana erodiranim plakovima
vegetacija u intertriginoznim regijama, ponekad i u vlasiStu. Taj oblik Kklini¢ki

nalikuje vegetiraju¢em pemfigusu (1).

Pigmentirani BP rijetka je varijanta karakterizirana pigmentiranim promjenama,

na kojima se kasnije pojavljuju bulozne lezije (1).

12
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Eritrodermijski BP najCeS¢e je izazvan UV zraCenjem, a karakteriziran je
eritrodermijom tj. zahvac¢enoséu gotovo cijele koZe sa ili bez pojave mjehura.
Opisani su slucajevi ovog oblika nastali nakon provodenja fotokemoterapije
(46).

Juvenilni BP ili BP djecje dobi rijedak je oblik BP (28). U dojenackom periodu
mjehuri se nalaze uglavnhom na dlanovima i tabanima, stoga je nuzno
diferencijalno dijagnosticki iskljuCiti skabijes. U ovog oblika ceSca je
zahvacenost sluznice usne Supljine. Juvenilni BP uglavnom ima blazi klinicki
oblik i benigni tijek. lako je etiologija BP djeCje dobi nepoznata, lijekovi i

cijepljenje smatraju se ¢imbenicima rizika (62).

U literaturi su opisani i neki pojedinacni slu€ajevi vrlo rijetkih formi BP. Tako je
dijagnosticiran erozivni BP ili BP nalik toksi¢noj epidermalnoj nekrolizi kod
bolesnika s opseznim, erozijama po koZi bez subjektivhog osjecaja svrbeza,
bula ili urtikarijalnih plakova (63). Opisan je BP s velikim ulceracijama, poput

gangrene (25,64).

1.1.6. Dijagnostika

Postavljanje dijagnoze BP temelji se na detaljnoj anamnezi i kliniCkom statusu,
laboratorijskoj obradi u kojoj se koristi patohistoloSka analiza te nalaz direktne
(DIF) i indirektne imunofluorescencije (lIF) (28,65).

Prema Joly-u i suradnicima, kliniCki kriteriji za postavljanje dijagnoze BP
ukljuCuju tri od Cetiri kliniCka kriterija (izostanak atrofije koZze, nezahvacenost
sluznica, nepostojanje koznih promjena na glavi i vratu, dob iznad 70 godina) i
linearne depozite IgG i/ili C3 duz epidermodermalne granice na splitiranoj kozi
(66). Ipak, u nekim je sluCajevima vrlo teSko BP razlikovati od drugih
subepidermalnih buloznih dermatoza (17).

PatohistoloSke karakteristike BP ovise o starosti lezije koja je bioptirana.
Idealan uzorak predstavija makroskopski vidljiv mjehuri¢ ili rub velikog
mjehura. U ranoj ne-buloznoj fazi dominira dermalni edem i perivaskularni

infiltrat limfocita i histiocita uz brojne eozinofile. U histoloSkoj slici svjezeg

13
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mjehura dominira subepidermalni mjehur, Ciji pokrov ¢&ini cijeli, uglavhom
intaktni epidermis (Slika 3) (67).

Slika 3. PatohistoloSka slika buloznog pemfigoida (HE x40).
U isjeCku koze vidi se subepidermalna separacija i upalni infiltrat limfocita te

eozinofilnih i neutrofilnih leukocita u papilarnom dermisu.

Tekuéina koja ispunjava mjehur uglavnom sadrzi fibrin i upalne stanice
(eozinofile i neutrofile), bez akantolitiCckih stanica. Prisutan je bogat
perivaskularni infiltrat limfocita, neutrofila i eozinofila — BP bogat stanicama. U
nekih bolesnika prevladava infiltrat neutrofila duz epidermodermalne granice,
uz vakuolarnu degeneraciju. Neutrofili se mogu nakupljati i u vrScima
dermalnih papila gdje tvore neutrofilne mikroapscese. Rjede nastaju mjehuri s
oskudnim perivaskularnim infiltratom limfocita s pokojim eozinofilom — BP
siromaSan stanicama. Biopsija mjehura uzeta s upalno nepromijenjene koze
moze predstavljati diferencijalno dijagnosticki problem za
dermatohistopatologa osobito u slu¢ajevima kada je BP potrebno razlikovati

od ste€ene bulozne dermatoze (67,68).

U ranom urtikarijalnom stadiju BP, intraepidermalni eozinofili i opsezna

spongioza mogu dovesti do razvoja intraepidermalnog mjehura. | kod biopsije
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stare lezije mozZe se naci intraepidermalni mjehur kao posljedica epidermalne
regeneracije i epitelne migracije. Stoga je klasifikacija BP u subepidermalne

bulozne dermatoze samo djelomi¢no to¢na (68).

Direktnom imunofluorescencijom (DIF) bioptata perilezionalne koze nalazimo
linearne depozite C3 komponente komplementa duz epidermodermalne
granice u gotovo 80 do 90% bolesnika (Slika 4), u neSto manjem postotku i/ili

depozite IgG, a kod malog broja bolesnika depozite IgE i IgA (1).

Slika 4. Direktna imunofuorescencija u bolesnika s buloznim pemfigoidom.
Prisutni su depoziti IgG linearno duz epidermodermalne granice.

DIF na splitiranoj kozi bolesnika (prethodno tretirana 1 mol/L otopinom NaCl)
omogucuje razlikovanje bolesnika s BP od onih s epidermolysis bullosa
acquisita (EBA) i anti-p200 pemfigoidom. Naime, kod bolesnika s BP nadu se
depoziti na epidermalnoj strani ili na obje strane splitirane koze, dok se kod
ovih drugih nadu samo na dermalnoj strani. Detaljni pregled uzorka linearne
fluorescencije duz epidermodermalne granice takoder omogucuje
orijentacijsko razlikovanje BP od drugih subepidermalnih buloznih dermatoza.
Naime, kod bolesnika s BP uoCava se n-nazubljeni uzorak, a kod bolesnika s

EBA nalazimo u-nazubljeni uzorak (1,69).
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Indirektnom imunofluorescencijom (lIF) seruma bolesnika s BP dokazuju se

cirkulirajuca IgG autoprotutijela linearno duz epidermodermalne granice u 60%
do 80% bolesnika (Slika 5) (25).

Slika 5. Indirektna imunofuorescencija u bolesnika s buloznim pemfigoidom.
U nalazu |IF na splitiranoj kozi uoCavaju se cirkuliraju¢a 1gG protutijela na

epidermalnoj i dermalnoj strani splitirane koze.

Ukoliko se kao supstrat upotrijebi ljudska splitirana koza, depoziti IgG se nadu
na epidermalnoj strani u vise od 90% bolesnika. Naime, najbolji supstrat IIF je
zdrava koza u kojoj nakon tretiranja 1 mol/L otopinom NaCl u podrucju
epidermodermalne granice dolazi do separacije, tzv. ,splitirane koze“.
Splitirana koZa puno je bolji supstrat od intaktne koZe ili majmunskog jednjaka.
U serumu bolesnika mogu se nadéi cirkuliraju¢a autoprotutijela IgA, IgE i IgM
(25,28).

Enzim-vezani  imunosorbentni  test (ELISA, engl. enzyme-linked
immunosorbent assays) metoda je kojom se odreduje razina IgG
autoprotutijela usmjerenin na BPAg1 i BPAg2 u serumu bolesnika s BP.
ELISA BP 2 Kkoristi rekombinantne proteine razliCitih dijelova BPAgZ2:
imunodominantnu NC16A domenu, karboksi-terminalnu domenu ili cijelu

ektodomenu. NC16A domena BPAg2 identificirana je kao imunodominantna
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domena za IgG u bolesnika s BP. ELISA BP 2 je visoko osjetljiva metoda koja
omogucéuje viSestruko testiranje uzorka, brza je, jednostavna i dobro
standardizirana. ELISA BP 1 koristi rekombinantne proteine BPAg1, najcesc¢e
karboksi-terminalne fragmente. U odnosu na ELISA BP 2, ELISA BP 1 nesto
je manje osjetljiva metoda (27,28,70,71).

Imunoelektronska mikroskopija, koja se sve rjede primjenjuje, omogucuje
identifikaciju 1gG protutijela uglavhom smjestenih na vanjskoj strani bazalne
membrane, ispod hemidezmosoma u podruCju ekstracelularne domene
BPAg2. Kod indirektne elektronske mikroskopije, cirkuliraju¢a autoprotutijela
BPAg1 i BPAg2 vezu se u podru¢ju hemidezmosoma i neposredno ispod

njega u lamina lucida (65).

Imunoblot i imunoprecipitacija metode su koje su se ranije koristile za
otkrivanje autoprotutijela BPAg1 i BPAg2 u kulturi keratinocita. Danas se ove

metode koriste samo u znanstveno-istrazivacke svrhe (17,65).

1.1.7. Diferencijalna dijagnoza

Diferencijalno dijagnosticki u obzir dolaze mnoge bulozne bolesti: steCena
bulozna epidermoliza, linearna IgA dermatoza, pemfigoid sluznica, vulgarni
pemfigus i bulozni oblici medikamentnih egzantema i eksudativhog

multiformnog eritema (1).

Prebuloznu fazu BP ponekad je teSko razlikovati od cijelog niza dermatoza
poput medikamentnih reakcija, pruriga, kontaktnog alergijskog dermatitisa,
urtikarije, urtikarije vaskulitis, reakcije na ugriz insekta i skabijesa. Pri pojavi
mjehura valja diferencijalno dijagnosticki iskljuciti buloznu reakciju na ugriz
insekta, buloznu medikamentoznu reakciju, bulozni oblik kontaktnog
alergijskog dermatitisa, Steven-Johnson-ov sindrom i porfiriju kutaneu tarda.
Kod djece, BP valja razlikovati od buloznog oblika impetiga, skupine
nasljednih buloznih epidermoliza i buloznog oblika mastocitoze. Razlikovanje
BP od bolesti iz skupine pemfigusa moguce je pomocu: Kklinicke slike
(sluzniCka zahvacenost, erozije, rjede mijehuri), citoloSkog obriska dna

mjehura (pozitivan Tzankov test — akantoliticke stanice), patohistoloske
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analize (intraepidermalni, akantoliticki, suprabazalni mjehur), DIF
(intraepidermalna fluorescencija najcesce IgG i C3, riede IgA, C4, C1qi IgM) i
IIF (dokaz titra pemfigus protutijela, naj¢esée IgG klase) (2,28,31).

SteCena bulozna epidermoliza (EBA, lat. epidermolysis bullosa aquisita)
kronicna je, steCena, bulozna dermatoza koja se pojavlijuje na koZi i
sluznicama na mjestima mehani¢kog opterecenja. Koza cijeli oZiljcima. lako je
kliniCka slika vrlo raznolika, razlikujemo dva oblika: neupalni i upalni. Neupalni
tip obiliezen je pojavom mjehura i erozija na mjestima mehanickog pritiska,
koji cijele ozilicima i miljama. U upalnom tipu promjene se pojavljuju
spontano, na eritematoznoj ili urtikarijalnoj kozi, uz intenzivan svrbez te cijele
bez milija i atroficnih oziljaka. Ovaj se oblik diferencijalno dijagnosticki lako
povezuje s BP. U histoloskom preparatu vidi se subepidermalni mjehur. U
nalazu DIF se nadu granulirani depoziti duz epidermodermalne granice
uglavnom C3 i IgG, rjede IgA i IgM. Sve navedeno ukazuje da je razlikovanje
BP i EBA u nekim slucajevima vrlo teSko. Stoga se za postavljanje dijagnoze
EBA koristi DIF metoda splitirane koze bolesnika. U bolesnika s EBA u DIF se
nalaze depoziti IgG na dermalnoj strani mjehura, a kod bolesnika s BP na
epidermalnoj strani mjehura. Postavljanje to¢ne dijagnoze za bolesnike s EBA
vazno je iz razloga Sto je ova bolest mnogo rezistentnija na terapiju od BP i
Cesto udruzena s drugim autoimunim bolestima poput Crohnove bolesti,
reumatoidnog artritisa, sistemskog eritemskog lupusa i autoimunog tireoiditisa
(2,29,72).

Linearna IgA bulozna dermatoza polimorfna je bulozna dermatoza
karakterizirana subepidermalnim mjehurom i depozitima IgA klase duz
epidermodermalne granice. Razlikujemo linearnu IgA dermatozu djece i
odraslih. Vise je ciljnih antigena od kojih je najvazniji BPAg2, posebno njegov
120kDa proteoliticki fragment LAD1, te integrin a6p2, laminin 332, kolagen VII,
BPAg1, p200. Cini se kako je rije¢ o skupini subepidermalnih buloznih
dermatoza, a ne samo o jednom entitetu. Klinicka slika je raznolika. Na
nepromijenjenoj ili eritematozno promijenjenoj kozZi pojavijuju se napeti
mjehuri, ¢esto anularno, herpetiformno ili rozetiformno rasporedeni, posebno u
djece. Gotovo identiCna klinicka slika vidi se kod djece s BP. Predilekcijska

mjesta su lice, perioralna i anogenitalna regija, a mogu biti zahvaceni trup i
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ekstremiteti. Sluznica usne Supljine zahvacena je u oko 80% bolesnika i
povecan je rizik za pojavu malignih limfoproliferativnih bolesti. U histoloskoj
slici vidi se subepidermalni mjehur, ponekad i intrapapilarni apscesi. U DIF
nalazimo linearne depozite IgA duz epidermodermalne granice, a u serumu
oko 50% do 60% bolesnika prisutna su IgA cirkulirajuca protutijela. U DIF
splitirane koze IgA autoprotutijela mogu se vidjeti na epidermalnoj, dermalnoj i
na obje strane mjehura, a u vecini sluCajeva vezana su za epidermalnu stranu
mjehura (2,29,73).

Pemfigoid sluznica kroni¢na je bulozna dermatoza koja zahvaca sluznicu usne
Supljine i o€iju, uz stvaranje oziljaka. U vecine bolesnika BPAg2 je ciljni
antigen. U manjeg dijela bolesnika (25%) nadu se i kozne promjene, koje su
identiCne BP, no uglavhom zahvacaju glavu i gornji dio trupa te cijele oziljkom.
U histoloskoj slici dominira subepidermalni mjehur, a u kasnim fazama fibroza
i vaskularna proliferacija Sto odgovara oziljku u klinickoj slici. U DIF su prisutni
depoziti IgG, C3 i IgA linearno duz epidermodermalne granice, a u IIF su kod
oko 50% bolesnika prisutna cirkuliraju¢a protutijela usmjerena prema bazalnoj
membrani. U bolesnika s koZznim promjenama i promjenama na sluznici usne
Supljine pemfigoid sluznice teSko se razlikuje od BP. ToCna dijagnoza
posebno je vazna za bolesnike s pemfigoidom sluznica, jer je kod njih
povecana pojava adenokarcinoma (pluca, zeluca, debelog crijeva, uterusa) pa

je nuzno uciniti detaljnu obradu i planirati redovite kontrole (2,47,74).

1.1.8. LijeCenje

Prvu liniju u lijeCenju BP predstavljaju imunosupresivi, a pocCinju se
primjenjivati i novi lijekovi koji ciljano djeluju na razliCite faze u patogenezi
bolesti. Terapija BP velikim dijelom ovisi o proSirenosti bolesti i opéem stanju
bolesnika, a temelji se na srednjim dozama sistemskih kortikosteroida (KS)
(0,5 mg prednizolona po kilogramu tjelesne mase). Ipak, primjena
kortikosteroida, uglavnom u bolesnika starije Zivotne dobi, vezana je uz pojavu

brojnih nuspojava (28,31).
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BP je kroni€¢na bolest s fazama egzacerbacije i spontane remisije. U bolesnika
s ograni¢enom boleS¢u preporuCa se lokalna terapija visokopotentnim KS.
Primjena 40 g na dan visokopotentnih KS na kozu ¢itavog tijela pokazala se
ucinkovitom u lije€enju srednje teskih i tesSkih oblika BP. Joly i suradnici su u
komparativoj studiji na 341 bolesniku sa srednje teSkim i teSkim oblikom BP
potvrdili vecu ucinkovitost visokopotentnih, lokalnih KS u odnosu na peroralne
(75). Ista grupa autora provela je i multicentri€no, randomizirano ispitivanje na
311 bolesnika s BP kako bi utvrdila imaju li nize doze lokalnih KS isti u€inak
na kontrolu bolesti kao i visoke. Rezultati su nedvojbeno pokazali da je
primjena 10 do 30 g/dan klobetazol propionat kreme uz postupno snizavanje
tijekom Cetiri mjeseca jednako ucinkovita kao i peroralna primjena 40 g/dan uz
shizavanje doze KS tijekom 12 mjeseci. Dodatno, bolesnici sa srednje teSkim
oblikom BP na srednjim dozama lokalnog KS imali su dva puta nizi rizik za
smrtnost i razvoj po zivot opasnih nuspojava u odnosu na bolesnike na
visokim dozama (76). lako bi se moglo zakljuciti da su ti dobri ucinci lokalne
terapije posljedica sistemske apsorpcije KS, primjena 30 g/dan klobetazol
propionat kreme apsorpcijski odgovara 45 mg/dan peroralnog prednizolona.
Usprkos dobrom ucinku, lokalna terapija KS ima i velike nedostatke. Naime,
primjena velike doze lokalnih KS kod bolesnika koji su najéeSce u visokoj dobi
tesko je izvediva i vezana je uz visoke troSkove. Stoga se lokalna primjena

visokopotentnih KS vec¢inom preporuca za lokalizirani oblik BP (2,5).

Za teSke oblike BP sistemski KS su i nadalje zlatni standard u lije€enju. Morel i
suradnici su u multicentricnoj randomiziranoj studiji utvrdili da primjena visokih
doza prednizolona (1,25 mg/kg na dan) nema bolji u€inak od srednje visokih
doza (0,75 mg/kg) (77). Dreno i suradnici pokazali su da nema razlike u
terapijskom odgovoru primijeni |i se u lije€enju bolesnika s BP
metilprednizolon (1,17 mg/kg) ili prednizolon (1,16 mg/kg). Jedino statistiCki
znacajno (P < 0.05) smanjenje svrbeza uocCeno je kod bolesnika lijeCenih
metilprednisolonom (78). Pulsna, intravenska primjena metilprednizolona
pokazala se ucinkovita u zaustavljanju bulozne reakcije. Vazno je napomenuti
da je primjena KS, posebno u bolesnika visoke dobi, povezana s velikim
rizikom za razvoj nuspojava. Prvenstveno su to: steroidni dijabetes,

osteoporoza, hipertenzija, katarakta, glaukom, Zelu€ani vrijed i razne infekcije.
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Stoga se savjetuje primjena nizih doza KS, u pocetnoj dozi od 0,5 mg/kg
prednizolona kojima se uglavnom postize kontrola bolesti. S redukcijom doze
vecinom se zapocinje nakon tri do Cetiri tjedna, nakon Sto kod bolesnika vise
nema svjezih mjehura, a eritem pocne blijediti. Postupno se tjedno snizava
doza po 5 mg, a moguce je primijeniti dozu po alternativhoj shemi svaki drugi
dan. Snizavanje doze mora biti u potpunosti uskladeno s klinickim tijekom
bolesti i nakon pet do Sest mjeseci terapija se moze ukinuti. Cilj lijecenja
bolesnika s BP je redukcija kumulativhe doze KS. Stoga je potrebno redovito
kontrolirati bolesnike. Kada KS ne postiZu Zeljeni ucinak u terapiju se uvode
drugi imunosupresivni lijekovi kao Sto su azatioprin, mikofenolat mofetil,
metotreksat i ciklofosfamid. lzbor imunosupresivnog lijeka ovisi o opéem

stanju bolesnika, rizitnim faktorima, iskustvu lije€nika i cijeni lijeka (2,79,80).

Azatioprin je ucinkovit u kombinaciji s KS. lako u lije¢enju BP nema
dokazanog ucinka na kontrolu bolesti, primjenjuje se radi smanjenja
nuspojava KS. Buduc¢i da djelovanje lijeka zapoc€inje Cetiri do Sest tjedana
nakon pocetka uzimanja, potrebno je prilagoditi dozu KS. Najozbiljnija
nuspojava primjene ovog lijeka je mijelosupresija. Cini se da je ona posljedica
aktivnosti tiopurin metiltransferata (TPMT). Naime, azatioprin se u organizmu
neenzimatski pretvara u 6-merkaptopurin i dalje u aktivni metabolit, 6-
tiogvanin, koji dovodi do ostecenja limfocita. TPMT je enzim koji pretvara 6-
merkaptopurin u neaktivni metabolit. Kod bolesnika koji imaju nisku razinu
TPMT ili im nedostaje, dolazi do povecéanja pretvorbe 6-merkaptopurina u
aktivni metabolit i posljedi€nog oStecenja kostane srzi. Stoga je kod bolesnika
sa snizenom funkcijom TPMT nuzno reducirati dozu azatioprina, dok kod
bolesnika s vrlo niskom aktivho$éu TPMT azatioprin nije lijek izbora. Neki
lijekovi, kao &to su alopurinol i sulfasalazin, inhibiraju TPMT i povecavaju
mijelotoksicnost. Druge nuspojave azatioprina su mucnina, povracanje,

hepatitis, pankreatitis i infekcije (79-82).

Mikofenolat mofetil (MMF) prvenstveno je lilek za kontrolu reakcije
odbacivanja presatka kod transplantiranih bolesnika. Mehanizam djelovanja
temelji se na hidrolizi u aktivni metabolit mikofenoli¢nu kiselinu koja selektivho
inhibira inozin monofosfat dehidrogenazu i inhibira sintezu purina u B i T

limfocitima. Kod nekih bolesnika s BP MMF je primijenjen uz dobar ucinak.
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Uglavnom se primjenjuje u kombinaciji s KS radi smanjenja kumulativhe doze i
kao monoterapija (79). U randomiziranoj kontroliranoj studiji na 73 bolesnika s
BP usporedena je sigurnost i u€inkovitost kombinirane terapije KS (u dozi 0,5
mg/kg/d) s aztioprinom (2 mg/kg/d) u odnosu na KS (u dozi 0,5 mg/kg/d) s
MMF (1 g — dva puta dnevno). U obje skupine pokazala se ista ucinkovitost u
postizanju potpune remisije, trajanju remisije i istoj kumulativnoj dozi KS. Obje
kombinacije pokazale su se jednako djelotvornima, a u skupini koja je dobivala
azatioprin kod veceg se broja bolesnika razvila hepatotoksicnost. Ipak, valja
naglasiti kako je cijena azatioprina znacajno niZa od cijene MMF (83). MMF se
primjenjuje u dozi od 1000 mg dva puta dnevno, uglavhom u kombinaciji s KS.
Ukida se po postizanju remisije zajedno s KS ili nakon redukcije KS.
Nuspojave MMF su uglavhom blage i lijek se dobro podnosi. NajCesce
nuspojave su proljev, mucnina, povracanje, infekcija, leukopenija i anemija.
Neki lijekovi, poput kolestiramina, Mg(OH), i Alz(OH)3 mogu sniziti apsorpciju
MMF, dok aciklovir i ganciklovir povecavaju koncentraciju u krvi zbog

smanjenog izlucivanja (79).

Ciklofosfamid je sintetski alkiliraju¢i spoj koji se u jetri metabolizira u aktivne
metabolite koji se vezu za DNK, kocCe replikaciju i dovode do smrti stanice.
Cikofosfamid je primijenjen u nekoliko sporadi¢nih, terapijski rezistentnih
sluCajeva BP. Brojne su nuspojave ove terapije. Medu ozbiljnije nuspojave
ubrajaju se mijelosupresija i pojava hemoragi¢nog cistitisa u gotovo 40%
bolesnika. Kod bolesnika na terapiji ciklofosfamidom Cesto se javlja mucnina,
povracanje, proljev, abdominalna bol, hiperpigmentacije koze i alopecija.
Toksi¢no djelovanje na gonade dovodi do amenoreje, azoospermije i
neplodnosti (80,82).

Metotreksat je antimetabolit, potuupalni i imunosupresivni lijek, koji inhibicijom
redukcije folne kiseline, dovodi do poremecaja u sintezi DNK, RNK i proteina.
Opisano je nekoliko uspjesnih primjena niskih, tjednih, doza metotreksata u
kombinaciji s KS. U studiji provedenoj na 11 bolesnika, kod osam bolesnika
postignuta je kontrola bolesti niskim dozama (0,5 mg tjedno), dok su kod tri
bolesnika bile potrebne viSe doze metotreksata (10 do 12,5 mg tjedno) (80).
Metaanaliza Sest studija primjene metotreksata kod ukupno 79 bolesnika s BP
potvrdila je klinicko poboljSanje u 94% slu€ajeva (79). U istrazivanju Kjellmana
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i suradnika 98 bolesnika lijeCenih metotreksatom postigli su raniju remisiju
bolesti od 40 bolesnika koji su bili samo na KS terapiji (84). Najcesce
nuspojave terapije metotreksatom su mucnina, povracanje, fotoosjetljivost,
pancitopenija i hepatotoksi¢nost. Zbog toga su nuzne redovite kontrole krvne
slike i jetrene funkcije, a nakon postignute doze od 1,5 g preporu€a se uciniti

UZV jetre i eventualno biopsija (82,84).

Primjena diaminodifenilsulfona kod bolesnika s BP uglavhom je opisana u
malim studijama. Metaanaliza Sest takvih studija, provedenih na ukupno 170
bolesnika, potvrdila je klinicko poboljSanje u 81% bolesnika. Kombinacija
diaminodifenilsulfona s KS pokazala se ucinkovitjom od monoterapije.
NajCeSce nuspojave su methemoglobinemija i hemoliza. Methemoglobinemija
se pojavljuje u gotovo svih bolesnika na terapiji, a postaje kliniCki znacajna
kada povisi 30% od normalne vrijednosti. Primjena 1 g vitamina C preporuca
se radi prevencije methemoglobinemije. Prije uvodenja terapije potrebno je
isklju€iti deficit glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, s obzirom da nedostatak tog

enzima povecava rizik hemolize (79,80).

UspjesSna primjena tetraciklina i eritromicina u lijeCenju BP opisana je u nekim
sporadicnim sluCajevima, no sve je viSe radova koji tu ucinkovitost

opovrgavaju (28).

Plazmafereza se pokazala ucinkovitom u izuzetno rezistentnim sluCajevima.
Pomocu plazmafereze uklanja se dio autoprotutijela s plazmom. Vazno je
spomenuti iznimno visoku cijenu ove terapije i nuznost provodenja u bolni¢kim

uvjetima zbog moguéeg razvoja komplikacija (80).

Intravenski imunoglobulini primjenjuju se kod terapijski najrezistentnih oblika
BP. lako mehanizam djelovanja nije u potpunosti jasan, €ini se da reduciraju
cirkuliraju¢a autoprotutijela poveéavanjem njihovog katabolizma. Nuspojave
koje prate ovu terapiju su anafilaksija, infekcije, tromboza i bubrezno zatajenje
(79).

Primjena rituksimaba (anti-CD20 monoklonskog protutijela) u BP ograniCena
je na mali broj bolesnika. Prvi povoljan ucinak, to jest potpuna remisija BP,

zabiliezen je kod dva bolesnika koji su zbog kroni¢ne limfati€ne leukemije
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ljeCeni rituksimabom. Ohrabreni ovim rezultatima, pocCela je primjena
rituksimaba kod bolesnika s rezistentnim oblikom BP, s razli¢itim udinkom
(79,85).

Omalizumab je monoklonsko anti-IgE protutijelo. Spoznavanje uloge IgE u
lezijama BP pokrenulo je veliki interes za primjenu ovog lijeka. Do sada je
objavljeno nekoliko sporadi¢nih primjena kod bolesnika s BP, a oCekuje se

randomizirano klini€ko ispitivanje ucinkovitosti ovog lijeka (79).

1.1.9. Prognoza i mortalitet

BP je bolest starije Zivotne dobi. Bolesnici s BP imaju znaajno smanjenu
kvalitetu Zivota, buduci da bolest Cesto prati snazan osjeéaj svrbeza, razvoj
bula i erozija po kozZi koje se €esto sekundarno inficiraju, a i sama terapija KS
rezultira brojnim nuspojavama (17,28). Dosta je razli€itih podataka u literaturi
vezanih uz mortalitet, Sto je vecinom posljedica nekonzistentnih uklju€nih
kriterija u razliCitim studijama. Schmidt i suradnici utvrdili su jednogodisnji
mortalitet od 6% u 62 bolesnika (medijan 76 godina) lijecenih
metilprednizolonom, dapsonom i klobetazol propionat kremom 6% (17). Joly i
suradnici su u svom istrazivanju koje je ukljucilo 312 bolesnika, prosje¢ne dobi
od 82 godine, lijeCenih klobetazol propionat kremom utvrdili jednogodiSniji
mortalitet od 39% (76). Langan i suradnici objavili su da je jednogodiSnji rizik
mortaliteta 2,3 puta veéi medu bolesnicima s BP nego u populaciji iste dobi i
spola koji nemaju BP (16). U prospektivnoj studiji provedenoj na 60 bolesnika,
Cortes i suradnici utvrdili su mortalitet u prvoj godini bolesti 26,7%, a 60,8%
nakon 5 godina bolesti (86). Starija Zivotna dob i demencija u BP bolesnika bili
su loSi prognosticki faktori (87). Nije do kraja jasno je li taj relativno visok
mortalitet posljedica visoke Zivotne dobi i pratecCih bolesti ili je vezan i uz
primjenu imunosupresivne terapije, prvenstveno KS. Parker i MacKelfresh
smatraju da upravo KS povisuju mortalitet kod ovih bolesnika (88). Joly i
suradnici su u velikoj (N = 341), kontroliranoj, randomiziranoj studiji potvrdili
vecu ucinkovitost visoko potentnih lokalnih KS u odnosu na peroralne, te
znacCajno nizu stopu ozbiljnih nuspojava i mortalitet u skupini bolesnika

ljeCenih lokalnom terapijom. U bolesnika s teSkim oblikom BP lijeCenih
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peroralnim KS jednogodiSnje preZivljenje je bilo 58%, dok je medu
bolesnicima s teSkim oblikom BP lijeCenih lokalnim kortikosteroidima iznosilo
76% (75). U poredbenoj studiji primjene standardne doze (40 g/dan) s nizim
dozama (10 — 30 g/dan) lokalnih KS nije uoCena razlika u mortalitetu izmedu
ove dvije ispitivane skupine. Kada su podaci usporedeni sa studijom iz 2002.
godine te je uzeta u obzir dob i opCe stanje bolesnika, u skupini bolesnika
lijeCenih niskim dozama KS uoc€ena je znacajno niza stopa po zZivot opasnih
nuspojava i mortaliteta (76). Roujeau i suradnici utvrdili su jednogodiSnje
prezivljenje u 58% bolesnika s BP, dok je istraZivanje Parkera i suradnika
utvrdilo 76%-tno jednogodiSnje prezivljenje (89,90). Americka studija Colberta
i suradnika pokazala je jednogodidnje preZivljenje bolesnika s BP od 89%
(91). U komparaciji s francuskom studijom kod koje je jednogodiSnje
prezivljenje iznosilo 76% i 58%, rezultati ameriCke studije su znacajno razliiti.
Ta velika razlika vjerojatno je posljedica Cinjenice da je francuska grupa
ispitivaca obuhvatila sve bolesnike u Francuskoj, ukljuCujuci i one u teSkom
stanju. Americki ispitivaCi su u svoje ispitivanje ukljucili poliklinicke bolesnike,
koji su dolazili na ambulantno lijeCenje i bili boljeg opcCeg stanja. Ispitivanje
Langan i suradnika u Velikoj Britaniji utvrdilo je godisSnji mortalitet od 19% (16).
Joly i suradnici utvrdili su rizicne faktore za letalan ishod u prvoj godini bolesti.
Oni uklju€uju visoku zZivotnu dob (stariji od 80 godina), dozu prednizolona pri
otpustu vecCu od 37 mg, snizene albumine u serumu (ispod 3,6 g/dL), ubrzanu
sedimentaciju eritrocita (300 mm/h) i Karnofsky skor 40 ili nizi (76).
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1.2. Grada bazalne membrane koze

Bazalna membrana (BM) koZe je ultrastrukturalno definiran sloj koji se nalazi
izmedu vanjskog sloja koZze — epidermisa i unutarnjeg sloja koze — dermisa.
Glavna uloga joj je medusobno povezivanje ova dva sloja. Uz to, BM sluzi kao
potpora stanicama epitela, tvori filtracijsku barijeru za makromolekule,
sprjeCava dehidraciju i gubitak elektrolita, tvori zaStitu i sprjeCava prodor
mikroorganizama. Histoloski je BM definirana kao 0,5 — 1 ym tanka, trakasta
struktura izmedu epidermisa i dubljih struktura, a boji se PAS pozitivno.
Vecina komponenti bazalne membrane otkrivena je tijekom istrazivanja
razliCitih autoimunih poremecaja. Naime, istrazivanja autoimunih bolesti i
molekularna dijagnostika ciljnin molekula dovela je do izolacije pojedinih
strukturnih komponenti BM i proteina od kojih su izgradene, Sto je rezultiralo
danasnjim poznavanjem strukture i funkcioniranja BM. Epidermalna bazalna
membrana kozZe sastoji se od brojnih proteina od kojih jedni nastaju iz

bazalnih keratinocita, a drugi iz dermalnih fibroblasta (92-94).

BM mozemo podijeliti  na Cetiri ultrastrukturalno razliita dijela:
hemidezmosome, elektronsko mikroskopski proziran sloj, tzv. lamina lucida,
lamina densa te sublamina densa. Te su podregije identificirane elektronskom
mikroskopijom fiksiranog preparata koze. Istrazivanja bazalne membrane koze
sugeriraju da je lamina lucida zapravo artefakt nastao dehidriranjem koZze. Pri
istraZivanju modela bazalne membrane koZe i dalje se sluzimo podjelom na

Cetiri podjedinice, iako je krajnje kontroverzna (73).

1.2.1. Hemidezmosomi

Hemidezmosomi (HD) su elektronski gusta, zadebljana podru€ja duz bazalne
membrane stanica temeljnog sloja koZe. S unutarnje strane bazalnih
keratinocita tvore intracitoplazmatski plak na koji konvergiraju intracelularni
keratinski filamenti (tonofilamenti), a s vanjske strane bazalnih stanica u
lamina lucida protezu se sidrena vlakanca. HD i sidrena vlakanca vezuju
bazalne stanice s bazalnom membranom, dok ih sidrena vlakanca vezuju za

papilarni dermis. Intracelularni tonofilamenti koje tvore keratin 5 i 14 sudjeluju
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u odrZzavanju citoskeleta bazalne stanice. Ovi keratinski intracelularni filamenti
vezuju se za plektin i BPAg1, dva intracelularna proteina HD. Druge

komponente HD ¢&ine transmembranski proteini BPAg2 i integrini (73,93,94).

1.2.1.1. Antigen buloznog pemfigoida 1

Antigen buloznog pemfigoida 1 (BPAg1) je 230 kDa intracelularni protein iz
obitelji plakina, koji sudjeluje u adheziji intermedijarnih flamenata keratinocita
za HD. Sastoji se od globularnog karboksi-terminalnog dijela kojim se veze za
keratinske intermedijarne filamente i amino-terminalnog dijela kojim se veze
uz citoplazmatsku domenu BPAQ2, integrinsku podjedinicu 34 i ERBIN (protin
koji se vezuje na transmembranski tirozin kinaza receptor Erb-B2). BPAg1 ima
klju€nu ulogu u citoskeletnoj organizaciji. Opisani su blagi oblici epidermolysis
bullosa simplex, kao posljedica mutacije gena koji kodira epitelnu izoformu
BPAg1. Bolesnici s BP razvijaju autoprotutijela usmjerena prema BPAg1 i
dovode do subepidermalne separacije. Ista autoprotutijela dokazana su i kod

bolesnika s buloznim oblikom sistemskog eritemskog lupusa (95-97).

1.2.1.2. Antigen buloznog pemfigoida 2

Antigen buloznog pemfigoida 2 (BPAg2), nekada nazivan kolagen XVII i
BP180, transmembranski je protein koji se sastoji od intracelularne domene,
transmembranskog segmenta i ekstracelularne domene. Intracitoplazmatski
kraj BPAg2 sastoji se od oko 500 aminokiselina koji tvore globularnu glavu, a
ekstracelularni dio Cini petnaest glicin-x-y aminokiselinskih sekvenci koje se
ponavljaju cineci fleksibilni rep koji dopire do lamina densa, vrata se i
zavrSava svojim karboksilnim dijelom u lamina lucida. BPAg2 postoji u dva
oblika, 180 kDa proteina pune duzine i 120 kDa ekstracelularne domene koja
nastaje pod utjecajem proteolize u membrani bazalnih stanica. Ti su procesi
posredovani disintegrinima i metaloproteinazama, osobito konvertirajuéim
enzimom faktora tumorske nekroze a. Fosforilacija BPAg2 pomocu ekto-
kazein kinaze 2 inhibira njegovu proteolizu i na taj nacCin mijenja adheziju i

mobilnost bazalnih keratinocita. Nakon aktivacije, citoplazmatska domena

27



Daska Stulhofer Buzina Disertacija

BPAg2 vezuje se za BPAg1, integrinsku podjedinicu B4 i plektin.
Ekstracelularni segment BPAg2 sastoji se od kolagene domene koja je
isprekidana sa 16 malih nekolagenskih (NC16) dijelova. Najveca od
nekolagenskih domena (NC16A) veze se na integrinsku podjedinicu a6, dok
se karboksi-terminalni dio BPAg2 veze s lamininom 332. Na ovaj se nacin
povezuju HD i lamina densa. Mutacija gena koji kodira BPAg2 dovodi do
epidermolysis bullosa junctionalis non Herlitz. Kod bolesnika s BP
ekstracelularna NC16A domena predstavlja glavni epitop za autoprotutijela.
Centralni dio i fleksibilni rep BPAg2 regije su epitop za autoprotutijela kod
bolesnika s linearnom IgA dermatozom, dok karboksi-terminalni dio
predstavlja epitop za autoprotutijela kod bolesnika s pemfigidom sluznica
(33,96,98-100).

1.2.1.3. Integrini

Integrini su transmembranski receptori koji sudjeluju u medustanicnoj
interakciji kao i onoj izmedu stanice i matriksa. Vezivanjem nekog liganda na
integrin receptor pokre¢u se procesi stani¢ne adhezije, transporta signala,
genske ekspresije i rasta. Svi integrini su af heterodimeri, a identificirane su
brojne a i B podjedinice. Obje podjedinice su transmembranski glikoproteini
koje tvore hidrofobnu transmembransku domenu i malu citoplazmatsku
domenu s manje od 50 aminokiselina. lzuzetak predstavlja B4 podjedinica s
velikom intracelularnom domenom s vise od 1000 aminokiselina. Upravo je
integrin a6B4 iskljusivo smjesten u HD. Cini se da je upravo velika
citoplazmatska domena integrinske podijedinice B4 odgovorna za vezivanje
HD. Citoplazmatski dio direktno je vezan uz plektin, a distalni karboksi-
terminalni dio se veze za BPAg2. Podjedinica a6 svojim se proksimalnim
dijelom veZze za NC16A regiju BPAg2, a distalnim se dijelom s velikim
afinitetom veZe za laminin 332. Na taj nacin integrin a6p4 pomazZe vezivanju
laminina 332 izvan stanice s keratinskim filamentima (tonofilamentima) unutar
stanice te kontrolira organizaciju laminina 332 i adheziju, migraciju i
proliferaciju keratinicita. Drugi nehemidezmosomski integrini, koji se nalaze na

bazalnim keratinocitima su a2B1 i a31, a vezu se uz stani¢ni citoskelet i
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imaju znacajnu ulogu u medustani¢noj adheziji. Mutacija gena koji kodiraju
integrin a6B4 dovode do razvoja epidermolysis bullosa s piloricCkom atrezijom
koja je Kkarakterizirana niskom, bazalnom, epidermalnom separacijom
(95,101,102).

1.2.1.4. Plektin

Plektin je 500 kDa protein iz obitelji plakina i sastavni je dio citoplazmatskog
dijela HD-a. Predstavlja dimer koji se sastoji od dvije velike globularne
strukture povezane dvostrukom uzvojnicom. Plektin ima izuzetno vaznu ulogu
u povezivanju tonofilamenta s HD bazalnih keratinocita (prvenstveno za
BPAg2 i integrin a6B4), ali i wunakrsno povezuje ostale proteine
citoplazmatskog plaka i HD. U sluCaju nedostatka plektina, dolazi do
intraepidermalne separacije u podruCju HD, Sto rezultira pojavom
epidermolysis bullosa simplex. Autoprotutijela usmjerena prema plektinu

utvrdena su i u paraneoplasticnom pemfigusu (2,96).

1.2.2. Lamina lucida

Lamina lucida je elektronskomikroskopski  proziran sloj izmedu
hemidezmosoma i lamina densa. Kao Sto je ve¢ spomenuto, postojanje tog
sloja danas je vrlo kontroverzno: dio autora ga prihva¢a, a dio ga smatra
artefaktom nastalim prilikom laboratorijskog fiksiranja koze. Ipak se u svim
dijagramima i shemama navodi sa svojim sastavnim dijelovima. U ovom sloju
uoCavaju se sidrena vlakanca koja se od hemidezmosoma protezu do lamina

densa, vrac¢aju se i zavrSavaju u lamina lucida (93).

1.2.3. Lamina densa

Svoje ime zahvaljuje gustom izgledu pod elektronskim mikroskopom, a
debljine je 35 do 45 nm. Osnovni sastavni dijelovi lamina densa su kolagen

tipa IV, laminini, nidogen i heparan sulfat proteoglikani (73,95).
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1.2.3.1. Kolagen tipa IV

Ovaj tip kolagena isklju€ivo se nalazi u bazalnoj membrani. Graden je poput
trostruke uzvojnice, ali za razliku od ostalih tipova kolagena nije takav cijelom
duzinom. Kratki prekidi ponavljanja glicin-X-Y unutar uzvojnice tvore
nestabilnost te domenu Cine fleksibilnom. Zahvaljujuéi globularnoj strukturi na
kraju uzvojnice, kolagen IV podsje¢a na prokolagen. Amino terminalni dio
veceg globularnog dijela naziva se 7S, a karboksi terminalni dio manje
globularne strukture naziva se nekolagena domena 1 (NC1). Pri opisu
makromolekularne strukture, kolagen tipa IV Cesto se usporeduje s
,hokejskom palicom®, pri €emu lopatici odgovara amino-terminalna S7
domena, vratu palice trostruka uzvojnica, a drSci manja karboksi-terminalna
globularna domena NC1. Unutar lamina densa, kolagen tipa IV tvori strukturu
poput mreze pauka, gdje Cetiri S7 domene — ,lopatice hokejske palice* —
centralno tvore tijelo pauka. Trostruke fleksibilne uzvojnice (,vratovi palica®) su
orjentirani gotovo pod pravim kutom i s NC1 karboksi-terminalnim domenama
oblikuju njegove noge. Na NC1 domenu veze se NC1 domena drugog ,pauka“
kojeg tvore druga Cetiri kolagena tip IV. Takvim nizanjem nastaje
dvodimenzionalna reSetka koja je osnovni matriks lamina densa. Poremecaji
kolagena IV rezultiraju brojnim bolestima, kao Sto su Alportov sindrom,
Goodpasture-ova bolest i druge (73,95).

1.2.3.2. Laminini

Laminini predstavljaju skupinu heterotrimera gradenih od tri lanca
glikoproteina (podjedinice a, B i y) koji su uc€vrSceni stabilnim disulfidnim
vezama. Do sada je identificirano pet a, tri B i tri y podjedinice, a razliCite
izoforme nastaju spajanjem razliCitih a, B i y podjedinica. Sintetiziraju ih
keratinociti i do sada je identificirano 15 Clanova obitelji laminina. U bazalnoj
membrani sluze kao ligandi i nalijezu na povrSinske stani¢ne receptore (npr.
integrine) te omogucuju prenosenje signala vaznih za odrZavanje epitelne

adhezije, migracije i proliferacije. Od 2005. godine, uvedena je nova
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nomenklatura laminina koja je zamijenila staru podjelu temeljenu na
redosljedu kojim su otkriveni (npr. laminin 1, 2, 3, i td.). Novo nazivlje ukljucuje
broj a, B i y podjedinica, tj. njihovu gradu. Tako laminin nekada poznat pod

nazivom laminin 5, graden od a3B3y2, danas nazivamo laminin 332 (73,93).

Upravo su laminin 332, laminin 311 i laminin 511 najzastupljeniji u bazalnoj
membrani epidermisa. Laminin 332 odgovoran je za prijanjanje bazalnih
keratinocita na bazalnu membranu. Kako Ilaminin 332 ne posjeduje
podjedinicu y1 potrebnu za vezivanje s nidogenom, svojim N-terminalnim
dijelom kovalentno se veze za laminin 311 i 321 tvoreCi mjesto za vezivanje
nidogena. Sa a3 podjedinicom veze se za integrin a6B4 u HD. Laminin 311
svojom y1 podjedinicom vezuje se disulfidnim vezama za nidogen, a preko
njega na kolagen tipa IV, fibulin 1 i perlekan te ostale molekule lamina densa.
Laminin 511 tvori endotelne stanice krvnih Zila dermisa, ima klju¢nu ulogu
tijekom angiogeneze te kao ligand proliferacije i migracije tijekom cijeljenja
rane. Mutacije laminina 332 povezane su s razvojem epidermoliysis bullosa
junctionalis Herlitz (31,73,95).

1.2.3.3. Nidogen

Nidogen, prije poznat kao entaktin, 150 kDa je glikoprotein smjeSten u lamina
densa. Osnovna mu je funkcija povezivanje kolagena tipa IV s razliCitim
lamininima. Sastoji se od dvije amino-terminalne domene G1, G2 i karboksi-
terminalne domene G3. Svojom G3 domenom visokim se afinitetom veze za
laminine koji sadrze y1 podjedinicu, poput laminina 111, 311, 511. Amino-
terminalnom domenom G2 nidogen se veze za kolagen tipa IV. Sklonost
vezivanja nidogena i laminina smatra se jednom od najja¢ih u prirodi. Tako
vezani nidogen s lamininom moZe se vezati i za centralni protein heparan
sulfat proteoglikana te fibulin 1 i 2. Uloga nidogena je stabilizacija brojnih
molekula u lamina densa (73,95).
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1.2.3.4. Heparan sulfat proteoglikani

RijeC je o heterogenoj skupini makromolekula koje se sastoje od centralnog
proteina s postrani¢nim glikozaminoglikanom u obliku ,Cetke za bocu®. RazliCiti
tipovi heparan sulfat proteoglikana (HSPG) nalaze se u bazalnim
membranama razli€itih tkiva. Perlekan je najkarakteristicniji HSPG za bazalnu
membranu epidermisa. Cini ga centralni protein (400-450 kDa) s pet razligitih
postrani¢nih domena. Centralnim proteinom vezuje se za G2 domenu
nidogena i kolagen tipa IV. Perlekan je vazan u vezivanju brojnih komponenti
bazalne membrane, faktora rasta i receptora. Zahvaljuju¢i tome ima klju€nu
ulogu u razvoju brojnih tkiva, angiogenezi, neurogenezi, hondrogenezi i
stvaranju kardiovaskularnog tkiva. Zbog visokog sadrzaja sulfata, HSPG
odgovorni su za negativan naboj i hidrofobnost bazalne membrane, $to

rezultira njihovom ograni¢enom propusnoscéu (95).

1.2.4. Sublamina densa

Cine ju vlaknaste strukture koje lamina densa povezuju s dermalnim
strukturama. To su sidrena vlakanca, Cija je glavna komponenta kolagen tipa
VII (73,95).

1.2.4.1. Kolagen tipa VI

Kolagen tipa VII graden je od tri identi¢na 290 kDa a lanca i glavni je sastavni
dio sidrenih vlakanaca. Nalazi se u sublamina densa i gornjem, papilarnom
dermisu. Kodira ga gen COL7A1 koji se sastoji od 118 eksona i veoma malo
introna. Na svom amino-terminalnom kraju ima globularnu nekolagenu
domenu NC1, a na karboksi-terminalnom kraju manju nekolagenu NC2
domenu. Stvaranje sidrenih vlakanaca zapocCinje kada se NC2 krajevi
kolagena VII krenu antiparalelno slagati i povezivati disulfidnim vezama.
Nakon Sto se stvore dimeri, dolazi do proteolitickog odvajanja NC2 domena te
nastaju dugacke, nitaste strukture koje na krajevima imaju velike globularne

NC1 domene. Novonastali dimeri kolagena tipa VII povezuju se postrani¢no u

32



Daska Stulhofer Buzina Disertacija

snopove koje nazivamo sidrena vlakanca. Globularne domene NC1 na tim
snopovima vezu se za laminine i kolagen tipa IV u lamina densa i na kolagen
tipa | u dermisu. Na taj nacin dolazi do povezivanja lamina densa (laminin
332) s elementima sublamina densa i gornjeg papilarnog dermisa.
Epidermolysis bullosa hereditaria dystrophica posljedica je defekta kolagena
tipa VII (95,103).
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1.3. Postojece spoznaje o primjeni ELISA BP 1 i ELISA BP 2 u bolesnika s BP

Uvodenje ELISA BP 1 i 2 u dijagnostiku BP dovelo je do znac¢ajnih promjena
jer ova metoda ima veliku osjetljivost i specificnost. Giudice i suradnici su
1994. godine objavili primjenu ELISA za odredivanje autoprotutijela
usmjerenih prema transmembranskom proteinu BP 2 u bolesnika s BP
koristeCi rekombinantni oblik NC16A od 42 aminokiseline, bez N-terminalnih
17 aminokiselina. Tom metodom utvrdena su autoprotutijela u 53% bolesnika
s BP (104). Zillikens i suradnici su potom razvili ELISA BP 2 koja je koristila
cijelu rekombinantnu NC16A. Tom metodom osjetljivost testa je u bolesnika s
BP u njihovom istrazivanju iznosila 94% (105). Ide i suradnici su 1995. godine
razvili ELISA BP 1 koriste¢i rekombinantni oblik C terminalne misje domene
BP230. U neSto manje od 50% seruma bolesnika s BP identificirali su

autoprotutijela usmjerena prema BPAg1 (17,106).

Uslijedilo je niz radova u kojima je pokazano da je NC16A domena BPAg2
imunodominanta u bolesnika s BP, a autoprotutijela usmjerena prema njoj
utvrdena su u 75% do 90% bolesnika u razliitim studijama (27,70,107,108).
Vecina bolesnika s BP uz IgG autoprotutijela usmjerena prema BPAg2, razvije
IgA i IgE protutijela usmjerena prema BPAg2 (28,109,110). Autoprotutijela
usmjerena prema drugom ciljinom antigenu BPAG 1 mogu se utvrditi u 50% do
70% bolesnika (27,71). Kao i u prethodnim istrazivanjima, Chan i suradnici
demonstrirali su veliku osjetljivost ELISA BP 1 i 2 (96%) u 23 bolesnika s
BP(111). S obzirom na dobivene rezultate, autori su predlozili da, uz IIF,
ELISA BP 1 i 2 budu dijagnostiCka metoda u bolesnika sa sumnjom na BP
(111). Komercijalno su dostupna dva specificna i osjetljiva ELISA BP 1 i 2
testa: jedan tvrtke Euroimmun, Lubeck, Njemacka te drugi tvrtke MBL,

Nagoya, Japan.

1.3.1. Dijagnosti¢ka vrijednost BP 1 2

Prvi su Nakatani i suradnici u studiji provedenoj na 110 bolesnika s BP
usporedili rezultate dobivene ELISA testom NC16A domenom BP 2 s titrovima

dobivenim |IF, no nije uo€ena nikakva povezanost. Naime, serumi bolesnika
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koji su bili negativni na ELISA NC16A BP 2 u IIF dijelom su bili pozitivni, a
dijelom negativni. Nakatani i suradnici su pretpostavili da je tome uzrok Sto
pozitivan IIF predstavlja imunoreaktivhost seruma bolesnika s BP ne samo
prema BPAg2 vec¢ i prema BPAg1 antigenu (107). Kasnije su Sakuma-Oyama
i suradnici u svojoj studiji na 102 seruma bolesnika s BP usporedili vrijednosti
ELISA BP 2 s rezultatima [IF. Serumi svih bolesnika uzeti su prije uvodenja
sistemske terapije. U radu je utvrdena korelacija izmedu ELISA BP 2 i IIF
(Spearman rang korelacija = 0,29, P = 0,004) (70). Rezultati tog istrazivanja u
potpunoj su u suprotnosti s onima Nakatanija i suradnika. Cinjenica je kako su
u radu Sakuma-Oyama i suradnika serumi uzeti kod pojave bolesti ili u ranoj
fazi, odnosno prije terapije, Sto navodi na zakljuCak kako autoprotutijela
NC16A sudjeluju u inicijalnoj fazi bolesti. Thoma-Uszynski i suradnici su na
serumima uzetim u 127 bolesnika s BP, vecinom prije uvodenja
imunosupresivne terapije, dokazali visoku dijagnosti¢ku vrijednost ELISA BP 2
i BP 1 (27). Za ELISA BP 2 pokazalo se da korelira s tezinom klini¢ke slike, to
jest da je viSa kod bolesnika s generaliziranom boleS¢u u odnosu na one s
lokaliziranim oblikom. ELISA BP 1 takoder se pokazala dijagnosticki
konkluzivna, doduse manje no ELISA BP 2, odnosno povezana s blazim
klinickim varijantama (lokaliziranim oblicima) BP (27). Uslijedile su studije koje
su potvrdile znacajnu dijagnosti¢ku vrijednost ELISA BP 1 i 2 u bolesnika s BP
(108,109).

1.3.2. Aktivnost bolesti i vrijednosti ELISA BP 1 2

U studijama se uz dijagnostic¢ku vrijednost ELISA BP 1 i BP 2 pojavila i teza o
mogucem pracenju aktivnosti bolesti u bolesnika s BP, pa su uslijedile studije
koje su to pokusSale dokazati ili opovrgnuti. Tako su Kobayashi i suradnici na 7
bolesnika s BP pratili vrijednosti ELISA BP 1 i 2 te IIF i utvrdili kako vrijednosti
ELISA BP 2 najbolje prate aktivhost bolesti (108). Pri tome je vazno naglasiti
kako je rije€ o jednostavnoj metodi koja je relativno brza (rezultati su gotovi za
manje od 4 sata) i praktiCna je za obradu veéeg broj uzoraka, ali i relativho
skupa. Njezina uporaba je osobito opravdana u specijaliziranim centrima gdje

se bolesnici s BP lijeCe u veéem broju (108). Sitaru i suradnici su u svojoj
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studiji na temelju tjednog pracenja vrijednosti ELISA BP 2 na Cetiri bolesnika,
koje su pratili tijekom 66 tjedana, uoCili kako autoprotutijela odrazavaju
aktivnost bolesti u ovih bolesnika (112). | Dépp i suradnici su kod 10 bolesnika
s BP pratili vrijednosti ELISA BP 2 i aktivnost bolesti. Serumi su skupljani prije
uvodenja terapije te svaka 2 tjedna zakljuéno s osmim tjednom terapije (110). |
oni su kod svojih bolesnika utvrdili da vrijednosti ELISA BP 2 dobro prate
aktivnost bolesti. Naime nakon 8 tjedana lijeCenja i znacCajnog klinickog
poboljSanja u svih bolesnika, IgG autoprotutijela bila su blizu ili ispod grani¢ne
vrijednosti ELISA BP 2. Takoder su usporedili aktivnost bolesti s titrom IIF, no
za razliku ELISA BP 2 titar IIF nije pratio aktivnost bolesti (110). Buduci da je
vide studija, koje su ukljucile bolesnike s BP u ranoj fazi bolesti i prije uvodenja
imunosupresivne terapije, uo¢eno da vrijednosti ELISA BP 2 prate aktivnost
bolesti, postavilo se pitanje prate li ju i vrijednosti ELISA BP 1. Yoshida i
suradnici su proveli istrazivanje na 239 seruma bolesnika s BP. U 54 (84,4%)
od 64 seruma BP bolesnika u aktivnoj fazi i 113 (64,6%) od 175 seruma
bolesnika u remisiji utvrdena je pozitivna vrijednost ELISA BP 2, dok je u 37
(57,8%) od 64 seruma BP bolesnika u aktivnoj fazi i 136 (77,7%) od 175
seruma bolesnika u remisiji imalo pozitivnu ELISA BP 1. 1z ovih je rezultata
vidliivo da ELISA BP 2 u dijelu bolesnika ne odrazava aktivnost bolesti.
Takoder su u svojoj studiji utvrdili da ni vrijednosti ELISA BP 1 ne prate

aktivnost bolesti u bolesnika s BP (71).

1.3.3. Vrijednosti ELISABP 1i 2i lIF

Schmidt i suradnici su u studiji na 15 bolesnika s BP pratili korelaciju aktivnosti
bolesti i vrijednosti ELISA BP 2 i titra IIF. Bolesnici su praceni svaki tjedan
prvin 8 tjedana kada su i uzimani serumi, te potom jedan puta mjesecno
sljedecih godinu dana. Devet bolesnika lije¢eno je prednisolonom i dapsonom,
a Sest doksiciklinom i niacinamidom. U obje skupine pokazala se korelacija u
aktivnosti bolesti s vrijednostima ELISA BP 2, dok ista nije nadena u
usporedbi s titrovima IIF (113). U toj studiji posebna paznja posvecena je i
utjecaju terapije. Tako je uoCena ranija negativizacija ELISA BP 2 u skupini

koja je lijeCena s prednisolonom u odnosu na skupinu lijec¢enu tetraciklinima.
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Ta razlika moZe se objasniti supresivnim utjecajem kortikosteroida na limfocite
i produkciju autoprotutijela, dok je utjecaj doksiciklina snazniji na limfocite Sto
interferira s aktivno$¢u neutrofila i eozindofila, i time umanjuje upalni odgovor
(113). Feng i suradnici su na 42 bolesnika s BP u Kini usporedivali vrijednosti
ELISA BP 2 i IIF. Vrijednosti titra IIF kod bolesnika s BP bile su unutar
raspona od 1:10 do 1:160. Samo kod jednog bolesnika s BP vrijednost ELISA
BP 2 je bila negativna uz pozitivan titar IIF. Usporedujuci ova dva parametra
nije nadena znacajna korelacija (Spearmanova rang korelacija = 0,173, P =
0,273). Lazno negativan rezultat ELISA BP 2 (OD = 0,09) u jednog od ovih
bolesnika autori obrazlaZzu posljedicom viSe ¢imbenika (114). Smatraju da su
lezije bile ograniCene, a sama bolest vrlo blaga, pa je i serumski nivo
protutijela usmjerenog na BPAg2 mogao biti nizak. Osim toga kod bolesnika
se mozda nisu stvorila autoprotutijela usmjerena prema NC16A epitopu, vec
usmjerena na druge epitope intracelularne ili ekstracelularne domene pa je
nalaz ELISA BP 2 negativan. Rezultat vezivanja autoprotutijela na splitiranoj
kozi u IIF ne predstavlja samo status autoprotutijela usmjerenih protiv BPAg2
veC i protiv BPAg1 kao i drugih autoprotutijela usmjerenih na zonu bazalne

membrane. Upravo stoga je specificnost ELISA BP 2 ve¢a no IIF (114).

U retrospektivnoj studiji na 138 bolesnika s BP, Charneux i suradnici,
usporedili su rezultate ELISA BP 1, ELISA BP 2i IIF s aktivno$cu kliniCke slike
bolesnika tijekom godinu dana. Iz dobivenih rezultata je razvidno kako su
vrijednosti ELISA BP 2 snazno povezane s opseznoScu Kklinicke slike
(generaliziranost i veliki broj svjezih mjehura i bula) (115). S druge strane kod
lokaliziranog oblika BP izrazenost vrijednosti ELISA BP 2 je bila manja. U
ovom istrazivanju nije nadena korelacija izmedu vrijednosti ELISA BP 1 i
aktivnosti bolesti. Medijan titra IIF u bolesnika s pozitivnom vrijednosti ELISA
BP 1 bio je znacajno viSi od medijana |IF bolesnika kod kojih je vrijednost
ELISA BP 1 bila negativnha. U tom istrazivanju autori nisu nasli dokaze o
pozitivnom niti negativnom odnosu izmedu ELISA BP 1 i klinicke slike. Stoga
su zakljucili da je ELISA BP 1 pouzdana metoda, mada manje osjetljiva od
ELISA BP 2 te kako kombinacija ove dvije metode rezultira 91% osjetljivost u
dijagnostici BP (115).
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Roussel i suradnici su u retrospektivnoj studiji, koja je ukljucila 190 novo
dijagnosticiranih bolesnika s BP, proveli istrazivanje o koristi rutinskog
odredivanja ELISA BP 1 i BP 2 u dijagnostici BP. Istrazivanje je provedeno
multicentricno u 23 dermatolosSka centra u Francuskoj. UoCena je umjerena,
ali statistiCki znacCajna, korelacija izmedu ELISA BP 2 i aktivnosti bolesti (116).
Autoprotutijela usmjerena prema BPAgZ2 bila su manje izrazena kod bolesnika
s lokaliziranim oblikom bolesti, a nije uo€ena nikakva statistiCka razlika izmedu
osjetljivosti testova ELISA BP 1 i ELISA BP 2 (116).

Di Zenzo i suradnici su u prospektivnoj multicentricnoj studiji na 49 bolesnika
uocCili da aktivnost bolesti korelira i s vrijednostima 1gG usmjerenih protiv BP 2
NC16A domene, ali i COOH terminalnog epitopa BPAg2. Upravo stoga oni
kao i Bernard i suradnici predlazu pracenje vrijednosti ELISA BP 1 i 2 tijekom
shizavanja i ukidanja terapije, jer visoke vrijednosti ELISA BP 1 i 2 (tri puta
vecCe od normalnih grani¢énih vrijednosti) upucuju na rizik za relaps BP unutar
sljedece godine (28,117). U studiji Yanga i suradnika, kod 62 bolesnika s BP u
Kini, utvrdili su kako je osjetljivost testa ELISA BP 1 statisti¢ki znacajno manja
od ELISA BP 2. Svi bolesnici uklju€eni u ovo istrazivanje bili su u ranoj fazi
bolesti s generaliziranim oblikom (lezije zahvacaju viSe od 30% povrSine tijela)
pa je i oCekivana poviSena razina autoprotutijela usmjerenih prema BPAg2. S
druge strane protutijela usmjerena prema BPAg1 uglavhom su poviSena u
upalnoj fazi i fazi remisije, za razliku od bulozne faza. Stoga je u studiji jasno
prikazano kako je razina IgG protutijela usmjerenin na BPAg2 ELISA
metodom viSa u bolesnika s veCom aktivnoScu bolesti (118). U retrospektivnoj
studiji Lee i suradnika koja je ukljucCila 47 bolesnika s BP, vrijednosti ELISA BP
2 bile su statistiCki zna€ajno u korelaciji s aktivnoSc¢u bolesti (r = 0,45, P =
0,002). Uz to vrijednosti ELISA BP 2 bile su vise u bolesnika s kraéim
trajanjem bolesti (manje od tri mjeseca) (119).

Sardi i suradnici su u multicentriCnoj retrospektivnoj studiji koja je ukljucila 313
bolesnika s BP usporedili dijagnostiCke metode DIF, IIF i ELISA. DIF se
pokazala kao najosjetljivija metoda (90,8%). Slijede je redom IIF koja kao
supstrat koristi jednjak kuni¢a (76%), IIF na splitiranoj kozi (73,3%), IIF na
majmunskom jednjaku (73,2%), ELISA BP 2 (72%) i ELISA BP 1 (59%).
StatistiCki znaCajna razlika je uoCena izmedu osjetljivosti DIF i pojedinih
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serolo8kih metoda (P = 0,0001), a osjetljivost svih seroloskih metoda zajedno
nije se statistiCki razlikovala od DIF (120). Rezultati korelacijskih studija
sugeriraju da titar IIF uglavhom odgovara protutijelima usmjerenim prema
BPAg1, dok protutijela utvrdena DIF uglavhom odgovaraju onima usmjerenim
prema BPAgQ2. Autori sugeriraju kako je upravo to razlog zbog Cega rezultati
svih seroloskih metoda povecavaju ukupnu osjetljivost. Stoga je preporuka
kod sumnje na BP uciniti DIF te sve seroloske testove. Kao iznimka navodi se
mogucnost izostavljanja ELISA BP 1 u bolesnika s pozitivnim titrom [IF (120).
Novije studije u tijeku uglavnom se temelje na prospektivnim istrazivanjima, s

duZim razdobljem praéenja i analizom svih dijagnosti¢kih metoda.

ELISA BP 1 i BP 2 danas se uglavnom koriste u klinickoj praksi, dok su
imunoblot i imunoprecipitacijski testovi, mnogo zahtjevniji za izvodenje i
rezervirani su za specificne slu€ajeve kod negativnih ELISA BP 1 i BP 2
nalaza ili u istraZivacke svrhe (28). Cini se da ELISA BP 2 predstavlja dobar
nacin pracenja aktivnosti bolesti u bolesnika s BP (17,28). Stoga se Cini da bi
ELISA BP 2 mogla posluziti i u terapijskoj odluci, osobito kod bolesnika koji su
bez koznih lezija a jo§ su na sustavnoj imunoupresivnoj terapiji (112). ELISA
BP 1 i BP 2 dokazali su nekoliko prednosti nad tradicionalnim dijagnostickim
metodama buduéi omogucuju testiranje veceg broja uzoraka, brzi su i

jednostavni za izvodenje te su bolje standardizirani (28).
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2. HIPOTEZA
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Ocekuje se da Ce izrazenost vrijednosti antigena BP 1 i BP 2 biti povezana s

aktivnoSc¢u bolesti, spolom i dobi bolesnika s buloznim pemfigoidom.

41



Daska Stulhofer Buzina Disertacija

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ciljevi istrazivanja

S obzirom na razli€ite podatke u dosadasnjoj literaturi, a kako ovaj problem do
sada nije istrazivan u nasoj populaciji, opci cilj istrazivanja jest utvrditi jesu li

vrijednosti antigena buloznog pemfigoida 1 i 2 povezane s aktivho$¢u bolesti.
U ovom istrazivanju postavljeni su sljedeci specificni ciljevi:

. Utvrditi jesu li vrijednosti antigena buloznog pemfigoida 1 i 2 prediktivni

za klinicku remisiju bolesti.

. Utvrditi postoji li razlika u prediktivnoj vrijednosti antigena buloznog
pemfigoida 1 i 2 te titra cirkulirajucih protutijela buloznog pemfigoida

indirektnom imunofluorescencijom s obzirom na aktivnost bolesti.

. Utvrditi utjecCe li spol na vrijednosti antigena buloznog pemfigoida 1i2 u

bolesnika s buloznim pemfigoidom.

. Utvrditi utjeCe li dob na vrijednosti antigena buloznog pemfigoida 1i 2 u

bolesnika s buloznim pemfigoidom.
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4. MATERIJALI I METODE

44



Daska Stulhofer Buzina Disertacija

4.1. Materijali
1. Uzorak

U ovo retrospektivno istrazivanje uklju¢eno je 30 bolesnika oba spolova koji su
u razdoblju od 1.1.2007. do 31.12.2009. lije€eni u KlinicCkom bolni¢kom centru
Zagreb u Kilinici za dermatovenerologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu.

Uvjeti za ukljuCivanje bolesnika u ispitivanje bili su:
a) anamnestiCki podaci o pojavi mjehura na kozi,
b) histoloski nalaz subepidermalnog mjehura,

c) nalaz direktne imunofluorescencije — dokazani depoziti duz

epidermodermal-ne granice te

d) nalaz indirektne imunofluorescencije — dokazana cirkuliraju¢a protutijela

usmjerena protiv epidermodermalne granice.

Istrazivanjem je obuhvaceno 30 bolesnika oba spola u dobi od 30 do 88
godina (prosje¢na dob = 69,7, SD = 13,82, medijan = 71). Uzorak je obuhvatio
16 (53,3%) Zena i 14 (46,7%) musSkaraca, medu kojima nije bilo statistiCki
znacCajne dobne razlike (t = 0,23, df = 28, P > 0,28).

2. Procjena aktivnosti bolesti utvrdena je na temelju retrospektivne analize
bolesnika uklju¢enih u istrazivanje u okviru projekta Autoimune bulozne
dermatoze u Republici Hrvatskoj, voditeljice prof. dr. sc. Branke Marinovic,
financiranog od strane Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta (Sifra
projekta 108-0000000-0105). Iz Protokola za unos podataka dobiveni su
podaci o dobi i spolu bolesnika, prate¢im bolestima te aktivnosti bolesti tijekom

jednogodi$njeg pracenja.

3. U svih bolesnika dijagnoza je postavljena na temelju anamneze i klinickog
pregleda, a potvrdena patohistoloSkim nalazom te nalazima direktne i
indirektne imunofluorescencije. Kriteriji za uklju€ivanje bolesnike s BP bili su:
anamnestiCki podaci o pojavi mjehura na kozi, histoloski nalaz

subepidermalnog mjehura, nalaz DIF - dokazani depoziti duz
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epidermodermalne granice, nalaz IIF — dokazana cirkulirajuéa protutijela
usmjerena protiv epidermodermalne granice. U trenutku ukljuenja u studiju
svim bolesnicima uzeta je krv (5 ml) za indirektnu imunofluorescenciju, BP 1 i
BP 2 ELISA metodu, te desmoglein 1 i desmoglein 3 ELISA metodu. Isto je
ponovljeno i tijekom redovitih kontrola nakon mjesec dana te tri, Sest i

dvanaest mjeseci.

4. Bolesnici su svrstani u tri skupine sukladno aktivnosti bolesti. U skupinu
»<aktivna bolest* uklju€eni su bolesnici kod kojih su uo€eni svjezi mjehuri i bule
te erozije i kraste. U skupinu ,cijeljenje“ uklju€eni su bolesnici kod kojih
unazad dva tjedna nije bilo svjezih mjehura niti bula. U skupinu ,remisija“

uklju€eni su bolesnici bez koznih promjena.
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4.2. Metode
4.2 1. Protokol za unos podataka

Za svakog ispitanika ispunjen je protokol za unos podataka koji je sadrzavao
podatke o osobnoj anamnezi, inicijalnom dermatoloSskom statusu te klinickom
nalazu i lijeCenju tijekom praéenja (nakon mjesec dana, tri mjeseca, Sest
mjeseci i godinu dana). Primjer protokola za ispitivanje nalazi se u prilogu

doktoratu.

4.2.2. HistoloSka analiza

Svi uzorci koze fiksirani su u 10% formaldehidu, potom uklopljeni u parafin,
rezani u rezove debljine 4 ym i obojani hemalaun-eozinom. Nalazi su ocitani

pod svjetlosnim mikroskopom.

4.2.3. Direktna imunofluorescencija

Uzorci koze smrznuti su na -24° C, potom su ucinjeni 6 um kriostatski rezovi
koji su fiksirani na predmetno staklo te osuSeni na zraku tijekom 10 minuta.
Nakon ispiranja u fosfatom puferiranoj fizioloSkoj otopini svaki preparat je
prekriven antihumanim imunoglobulinom (IgG, IgA, IgM) te komplementom C3
i fibrinogenom. Protutijela su obiljezena fluorescein izocijanatom (sekundarna
protutijela Dako, Glostrup, Danska). Nakon inkubacije u vlaznoj komori tijekom
30 minuta na sobnoj temperaturi, uslijedila su dva ispiranja, u fosfatom
puferiranoj fizioloSkoj otopini, po 15 minuta. Preparati su potom fiksirani s
kapljicom puferiranog glicerina. Nalazi su nakon toga ocitani pod

fluorescentnim mikroskopom na 450-490 nm.

4.2.4. Indirektna imunofluorescencija

Uzorci kozZe, dobiveni od zdravih dobrovoljaca, isprani su u sterilnoj fiziolo$koj

otopini. Potom su stavljeni u 1 mol/L NaCl tijekom 48-72 sata, na temperaturi
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od 0-4°C, uz laganu vibraciju. Kada se povrSina nabrala bio je znak da je
doSlo do separacije epidermisa i dermisa. Preparat je ukloplijen ornitin
transkarbamilazom te su ucinjeni kriostatski rezovi debljine 4 um. Serumi
bolesnika su razrijedeni s fosfatom puferiranom fizioloSkom otopinom u
razrjedenjima od 1:10 do 1:320. Potom su serumi nakapani na supstrat
(»splitirana ljudska koza“) nakon Cega je uslijedila inkubacija na 37°C tijekom
jednog sata. Po zavrSetku inkubacije preparati su temeljito isprani u fosfatom
puferiranoj fizioloSkoj otopini. Na preparate su aplicirani antihumani
imunoglobulini obiljezeni fluorescein izocijanatom (sekundarna protutijela
Dako, Glostrup, Danska) te je uslijedila ponovna inkubacija na 37°C tijekom
jednog sata. U svaku skupinu su bile uklju€ene pozitivne i negativne kontrole.

Potom su nalazi o€itani pod fluorescentnim mikroskopom.

4.2.5. ELISA BP 1iBP 2 metoda

Serumi bolesnika su razrijedeni u omjeru 1:101. Potom su kalibrator i serum
bolesnika (100 uL) dodani u jazice oblozene s BPAg1 ili BPAgQ2 i inkubirani na
23°C tijekom 60 minuta radi imobilizacije protutijela. Nakon Cetiri ispiranja
dodalo se u svaku jazicu 100 pL peroksidaze konjugirane s protuhumanim IgG
protutijelima te je uslijedila inkubacija konjugata tijekom 60 minuta na 23°C.
Nakon ponovljena Cetiri ispiranja, dodana je peroksidaza te je uslijedila
inkubacija supstrata tijekom 30 minuta na 23°C. Potom je u svaku jazicu
dodano 100 pL otopine za zaustavljanje enzimske reakcije. Stabilizacija
obojenja je postignuta dodavanjem 1 mol/L sumporne kiseline. Apsorpcija
jaZica se ocitavala na valnoj duljini 240 nm pomocu automatskog cCitaca (Asys
Hitech Model Expert Plus). U svaku skupinu su bile ukljuene pozitivne i

negativne kontrole.

4.2.6. Desmoglein 1i 3 ELISA test

Primijenjen je komercijalni anti Dsg1 ili Dsg3 — ELISA test (MESACUP
Desmoglein test; Medical and Biological Laboratories, Nagano, Japan). Prema

uputama proizvodaca, proveo se s razrijedenim serumom 1:100. Nakon
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imobilizacije protutijela (na 23°C tijekom 60 minuta) i ispiranja, uslijedila je
konjugirana inkubacija dodavanjem peroksidaze konjugirane protuhumanim
IgG protutijelima (na 23°C tijekom 60 minuta). Nakon obilnog ispiranja i
dodavanja tetrametilbenzidin supstrata slijedila je faza inkubacije supstrata (na
23°C tijekom 30 minuta). Po zaustavljanju enzimske reakcije dodavanjem
otopine za zaustavljanje enzimske reakcije i stabiliziranja obojenja apsorpcija
jazica oCitavala se na valnoj duljini 450 nm pomocu automatskog cCitaca (Asys

Hitech Model Expert Plus). Bile su uklju¢ene pozitivne i negativne kontrole.

4.2.7. Statisticka analiza

Statisticka analiza rezultata ukljuCila je sljedece testove: (a) Spearmanov
koeficijent korelacije za usporedno testiranje veliCine povezanosti testova
ELISA BP 1, BP 2 i lIF s fazama bolesti, (b) Mann Whitneyev U test kojim je
testirana spolna specificnost vrijednosti ELISA BP 1 i BP 2, (c) Kruskal
Wallisov x? test kojim je ispitivan odnos izmedu dobi (bolesnici su bili
podijeljeni u tri dobne skupine) te vrijednosti ELISA BP 1 i BP 2 te (d) slozenu
analizu varijance za ponovljena mjerenja kojom se provjeravala robusnost
neparametrijskih testova. Kako bi omogucili usporedbu veli¢ine povezanosti
izmedu vrijednosti tri testa i razliitih faza bolesti, racunali smo 95% interval
pouzdanosti oko koeficijenta korelacije. Preklapanje intervala interpretirano je
kao nepostojanje statistiCke razlike u veli€ini povezanosti (uz rizik
zakljuCivanja manji od 0,05%). Intervali pouzdanosti dobiveni su tzv.
bootstrapping procedurom s 2000 uzoraka (s nadomjestanjem sudionika). Svi
statistiCki postupci provedeni su uporabom statistiCkog programskog paketa
SPSS 20.
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5. REZULTATI

50



Daska Stulhofer Buzina Disertacija

5.1. Uzorak

Kada je rije€ o pratec¢im bolestima u uzorku je bilo 10 oboljelih od Secerne
bolesti (33,3%), 17 s poviSenim krvnim tlakom (56,7%), 10 bolesnika s
malignom boleS¢u (33,3%), te 8 s dijagnosticiranim neurolodkim i psihickim

poremecajem (26,7%).

Slika 6. Prateée bolesti u uzorku.

@ Secerna bolest B poviseni krvni tlak

O maligna bolest O neuroloska bolest
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5.1.1. Izrazenost klini¢ke slike u bolesnika s BP tijekom godine dana

Kod uklju€ivanja, kao i na kontrolama mjesec dana po uklju€ivanju svi

bolesnici bili su u aktivnoj fazi bolesti (Tablica 1). Na kontrolama tri mjeseca

po uklju€ivanju jos uvijek je 80% bolesnika bilo u aktivnoj fazi bolesti, dok je na

kontrolama 12 mjeseci nakon uklju€ivanja u studiju 40% bolesnika bilo u

remisiji.

Tablica 1. Raspodijela klinickog nalaza kod bolesnika s BP prema mjerenjima.

Mjerenja Aktivna Faza Faza
faza cijeljenja remisije
N (%) N (%) N (%)
Pocetno mjerenje 30 (100) 0 0
Nakon 1 mjesec 30 (100) 0 0
Nakon 3 mjeseca 24 (80) 5(16,7) 1(3,3)
Nakon 6 mjeseci 13 (43,3) 12 (40) 5(16,7)
Nakon 12 mjeseci 13 (43,3) 5(16,7) 12 (40)
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5.1.2. Vrijednosti IIF, ELISA BP 1 i ELISA BP 2 u inicijalnom mjerenju

U inicijalnom mjerenju, kada su svi bolesnici bili u aktivnoj fazi bolesti, 86,7%
bolesnika imalo je pozitivhu vrijednost ELISA BP 2, 60% ih je imalo pozitivhu
[IF-u i 36,7% bolesnika imalo je pozitivhu ELISA BP 1 (Tablica 2).

Tablica 2. Pozitivne i negativne vrijednosti IIF, BP 1 i BP 2 u inicijalnom

mjerenju.
lIF ELISABP1 ELISABP2
n (%) n (%) n (%)
Negativna vrijednost testa 12 (40,0) 19 (63,3) 4 (13,3)
Pozitivna vrijednost testa 18 (60,0) 11 (36,7) 26 (86,7)
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5.1.3. Osijetljivost serolo$kih metoda u fazi aktivne bolesti

Osjetljivost ELISA BP 2 u bolesnika u aktivnoj fazi bolesti bila je ve¢a od
osjetljivosti ELISA BP 1 IIF (Tablica 3).

Tablica 3. Osjetljivost testova IIF, ELISA BP 1 i ELISA BP 2 u fazi aktivhe

bolesti u inicijalnoj tocki mjerenja.

Osjetljivost testa

%
IF 60
ELISA BP 1 37
ELISA BP 2 87
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5.2. Povezanost vrijednosti ELISA BP 1 i BP 2 s razliCitim fazama bolesti

Kao 8&to pokazuje distribucija klinickin ishoda prikazana u Tablici 1,
varijabilnost klini¢kih ishoda u prva tri mjerenja (poCetnom, nakon prvog
mjeseca i nakon 3 mjeseca) bila je nepostoje¢a ili minimalna. Stoga smo za
ispitivanje veze izmedu vrijednosti ELISA BP 1 i BP 2 i razli€itih faza bolesti
(aktivna faza, cijeljenje i remisija) uzeli samo dva posljednja mjerenja — nakon

6 mjeseci i nakon 12 mjeseci.

Prema podacima prikazanim u Tablici 4, vrijednosti ELISA BP 1 bile su
statistiCki znac¢ajno povezane s razliCitim fazama bolesti i nakon 6 i nakon 12
mjeseci pracenja. Vrijednosti ELISA BP 2 nisu bile zna¢ajno povezane s

razli€itim fazama bolesti niti u jednoj od dvije toCke mjerenja.

Tablica 4. Povezanost izmedu vrijednosti ELISA BP 1 i BP 2 i razliCitih faza

bolesti nakon 6 i 12 mjeseci.

Nakon 6 mjeseci

rs p<
ELISA BP 1 -0,52 0,01
ELISA BP 2 -0,09 0,63

Nakon 12 mjeseci

ELISA BP 1 -0,37 0,05

ELISA BP 2 -0,12 0,54

55



Daska Stulhofer Buzina Disertacija

5.3. Povezanost vrijednosti IIF s razli€itim fazama bolesti

Zbog nepostojece ili marginalne varijabilnosti kliniCkog ishoda u prve tri toCke
mjerenja (usporedi Tablicu 1), za procjenu povezanosti titra IIF i aktivnosti

bolesti uzeta su samo dva posljednja mjerenja (nakon 6 i 12 mjeseci).

Prema podacima prikazanim u Tablici 5, titar [IF bio je statistiCki znaCajno

povezan s razliCitim fazama bolesti u obje tocke mjerenja.

Tablica 5. Povezanost izmedu vrijednosti IIF i razli€itih faza bolesti nakon 6 i

12 mjeseci.
Mjerenje nakon 6 mjeseci
rs p<
lIF -0,42 0,05
Mjerenje nakon 12 mjeseci
lIF -0,51 0,01
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5.4. Usporedba veli€ine povezanosti izmedu vrijednosti ELISA BP 1 i lIF te

razliditih faza bolesti

Kako su se i ELISA BP 1 i IIF pokazali znaajno povezani s razliiti fazama
bolesti u mjerenjima nakon 6 i 12 mjeseci, odlucili smo usporediti veliinu
povezanosti dva testa s ishodom (aktivnost bolesti) kako bismo ustanovili koji

od njih ima vecéu prediktivnu vrijednost.

Kao $to je vidljivo iz preklapanja 95% intervala pouzdanosti oko
Spearmanovog koeficijenta korelacije (Tablica 6), oba su testa bila
podjednako prediktivha za razlikovanje faza bolesti u dva posljednja mjerenja.
Iznimno Siroki intervali pouzdanosti, koji odrazavaju vrlo ograni€enu statistiCku

shagu testa, posljedica su malog uzorka.

Tablica 6. VeliCina povezanosti vrijednosti BP 1 i IIF s razli¢itim fazama

bolesti.
Mjerenje nakon 6 mjeseci
rs 95% interval pouzdanosti
ELISA BP 1 -0,52 -0,75--0,23
lIF -0,42 -0,68 —-0,10
Mjerenje nakon 12 mjeseci
rs 95% interval pouzdanosti
ELISA BP 1 -0,37 -0,64 —-0,04
lIF -0,51 -0,73 —-0,24
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5.5. Usporedba pracéenja aktivnosti bolesti testovima ELISA BP 1 i BP 2

Odnos izmedu vrijednosti testova ELISA BP 1 i BP 2 te aktivnosti bolesti
ispitali smo i usporedujuci prosjecne vrijednosti testova u inicijalnoj i
poslijednjoj toCki mjerenja na dva specificna poduzorka bolesnika. Prvi
poduzorak su Cinili bolesnici koji su nakon 12 mjeseci pracenja bili u remisiji
(ukupno 12 bolesnika). U drugom poduzorku bilo je 13 bolesnika koji su i u
poslijednjem mjerenju bili u aktivnoj fazi bolesti. Tablica 7 prikazuje prosje¢ne

vrijednosti testova u dvije toCke mjerenja u ta dva poduzorka.

Tablica 7. ProsjeCne vrijednosti testova ELISA BP 1 i BP 2 u inicijalnoj i

posljednjoj toCki mjerenja u dva specifitna poduzorka bolesnika.

Bolesnici kojih je bolest na kraju praéenja (nakon 12 mjeseci) bila u remisiji
(n=12)

Inicijalno mjerenje Nakon 12 mjeseci
Aritm. sredina (SD) Aritm. sredina (SD)
ELISA BP 1 1,64 (3,84) 1,79 (4,20)
ELISA BP 2 88,89 (56,96) 18,01 (8,16)

Bolesnici kod kojih je aktivna faza bolesti potrajala do kraja praéenja

(n=13)

Inicijalno mjerenje Nakon 12 mjeseci

Aritm. sredina (SD) Aritm. sredina (SD)
ELISA BP 1 24,84 (32,45) 30,90 (53,05)
ELISA BP 2 79,95 (67,13) 52,79 (95,27)

U poduzorku bolesnika koji su na kraju pracenja bili u remisiji, prosjecna je

vrijednost ELISA BP 2 nakon 12 mijeseci bila upadljivo manja od one
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zabiljeZzene u inicijalnom mjerenju. Ista tendencija, samo uz bitno manju
razliku u vrijednostima testa u inicijalnom i posljednjem mjerenju, zabiljezena
je i u slu€aju bolesnika s BP u aktivnoj fazi tijekom jednogodiSnjeg pracenja.
Prosje¢ne vrijednosti ELISA BP 1 nisu pratile isti trend, ve¢ su u oba

poduzorka u inicijalnom mjerenju bile nesto nize nego u zavrSnom mjerenju.
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5.6. Utjecaj spola na vrijednosti ELISA BP 1 i ELISA BP 2

Uzorak koriSten u ovom istrazivanju obuhvatio je 16 Zena i 14 muSkaraca.
Usporedujuci vrijednosti ELISA BP 1 i ELISA BP 2 nakon 6 mjeseci i 12
mjeseci ispitivanja utvrdeno je da spol bolesnika nije statistiCki znacajno
povezan s vrijednostima ELISA BP 1 i BP 2 (Tablica 8).

Tablica 8. Spolne razlike u vrijednostima ELISA BP 1 i ELISA BP 2.

Mjerenje nakon 6 mjeseci

Spol Rang prosjeka Mann-Whitney Vjerojatnost
U test
ELISABP1 Zene 15,25 108,0 P>0,83
Muskarci 15,79
ELISABP2 Zene 15,28 108,5 P>0,88
Muskarci 15,75

Mjerenje nakon 12 mjeseci

Spol Rang prosjeka Mann-Whitney Vjerojatnost
U test
ELISABP1 Zene 15,69 109,0 P>0,87
Muskarci 15,29
ELISABP2 Zene 14,97 103,5 P>0,72
Muskarci 16,11

Rezultati neparametrijskih testova provjereni su slozenom analizom varijance

za ponovljena mjerenja. Sukladno gornjim rezultatima, spol nije imao statisticki

60



Daska Stulhofer Buzina Disertacija

znacaijni utjecaj na viSekratna (n = 5) mjerenja ELISA BP 1 (F1, 28 = 0,07, P >
0,78), odnosno BP 2 (F1, 28 = 1,02, P > 0,32).
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5.7. Utjecaj dobi na vrijednosti ELISA BP 1 i ELISA BP 2

U istrazivanju su, podsjetimo, sudjelovali bolesnici u dobi izmedu 30 i 88
godina. Kako bismo ispitali povezanost izmedu dobi i vrijednosti cirkulirajucih
protutijela usmjerenih na antigen BP 1 i BP 2 — ili, preciznije, postojanje
statistiCki znacajnih razlika u vrijednostima cirkulirajucih protutijela usmjerenih
na antigene BP 1 i BP 2 izmedu razliCitih dobnih skupina — uzorak je
podijeljen u tri podjednako brojne dobne skupine: 1 = 30-65, 2 = 66-75, 3 = 76-
88. Kao sto prikazuje Tablica 9, statistiCka analiza nije potvrdila vezu izmedu
dobi i vrijednosti cirkuliraju¢ih protutijela usmjerenih protiv antigena buloznog

pemfigoida 1 i 2.
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Tablica 9. Dobne razlike u vrijednostima ELISA BP 1 i ELISA BP 2.
Mjerenje nakon 6 mjeseci
Dobne Rang Kruskal- Vjerojatnost
skupine prosjeka Wallisov
X° test
ELISA BP 1 1 16,25 0,54 P>0,76
2 14,20
3 16,05
ELISA BP 2 1 12,45 2,16 P> 0,33
2 18,20
3 15,85
Mjerenje nakon 12 mjeseci
Dobne Rang Kruskal- Vjerojatnost
skupine prosjeka Wallisov
X test
ELISA BP 1 1 17,20 0,97 P> 0,61
2 14,10
3 15,20
ELISA BP 2 1 14,55 0,90 P> 0,63
2 17,65
3 14,30
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Kao i u slu€aju analize utjecaja spola, nalazi neparametrijskih testova
provjereni su slozenom analizom varijance za ponovljena mjerenja. Prema
rezultatima, dob nije imala znacajan utjecaj na visSekratna mjerenja ELISA BP
1 (F2, 27 = 0,07, P > 0,78), odnosno BP 2 (F2, 27 = 0,82, P > 0,45).
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5.8. Prisutnost pratecih bolesti u bolesnika u remisiji nakon 12 mjeseci

Nakon 12 mjeseci pracenja, u remisiji je bilo 12 (40%) bolesnika. Analizom
prateCih bolesti, kako je vidljivo iz Slike 2, ustanovljeno je da je u remisiji
nakon 12 mjeseci bilo 2 od 10 bolesnika sa Se¢ernom bolesti, 5 od 17 s
poviSenim vrijednostima tlaka, 2 od 10 oboljelih od malignoma te 1 od 8 s
psihickom i neuroloSkom boleSc¢u. Valja naglasiti da su neki bolesnici imali

viSe od jedne pratece bolesti.

U usporedbi s bolesnicima bez komorbiditeta, od kojih su gotovo svi (Cetiri od
ukupno pet) nakon 12 mjeseci bili u remisiji, od bolesnika s jednom ili viSe
pratecih bolesti (njih 25) samo je osam (32%) bilo u remisiji u zavrSnoj tocki

mjerenja.

Slika 7. Pratece bolesti u uzorku bolesnika u remisiji i u aktivnoj fazi bolesti
nakon 12 mjeseci.
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6. RASPRAVA
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Autoimune bulozne dermatoze, a medu njima i BP, neprestano su u sredistu
interesa istraZivanja u dermatovenerologiji. BP ima svoje posebno mijesto
upravo stoga Sto je najCes¢a od ovih rijetkih bolesti i Sto uglavhom zahvaca
stariju populaciju te samim time Cini dijagnosticki i terapijski postupak puno
tezim (121). Raznolika kliniCka prezentacija, osobito u prebuloznom stadiju, u
nekim sluCajevima zahtijeva i detektivske sposobnosti lijecnika kako bi doSao
do ideje o ¢emu bi mogla biti rijeC te proveo dijagnostiCku obradu. Zbog
brojnih bolesti od kojih starija populacija danasnjeg doba boluje, te brojnih
lijekova koje uzima, lijeCenje ovih bolesnika Cesto predstavlja izazov (17). No i
kada se postavi dijagnoza BP i zapocne lije€enje, svjedoci smo razliCite brzine
odgovora na terapiju, kao i razliCitog tijeka bolesti. Kod nekih bolesnika recidivi
se izmjenjuju s kratkotrajnim periodima odsutnosti bolesti dok se kod nekih
bolest nikada viSe ne pojavi. Upravo se stoga stalno istrazuju biljezi koji bi
mogli korelirati s aktivnoScu bolesti i sluziti kliniCarima kao okvir za provodenje

terapije (28).

Kako bismo pridonijeli znanstvenim uvidima o uspjesnoj terapiji BP, odlucili
smo provesti istrazivanje na bolesnicima s BP u nasoj populaciji i ispitati prate
li vrijednosti ELISA BP 1 i 2 te IIF aktivnost bolesti. Takoder, Zeljeli smo ispitati
osjetljivost tih testova. Nadalje, u studiji smo analizirali i utjeCu li dob i spol na
vrijednosti ELISA BP 1 i BP 2. Posebno su biliezene pratece bolesti u nasih

bolesnika s BP te postizanje remisije u ispitivanoj skupini bolesnika.

BP je jedina autoimuna bolest Cija pojavnost raste s dobi. Veéinom se
dijagnosticira u sedmom i osmom desetljeCu Zivota (18,19,122). U nasem
istrazivanju prosjeCna dob bolesnika s BP bila je 69,7 godina (medijan
vrijednost = 71). Ta neSto niza prosjeCna dob mogla bi biti posljedica krace
oCekivane zivotne dobi osoba u Republici Hrvatskoj u odnosu na istrazivanja u
Francuskoj gdje prosjeCna dob oboljelih od BP iznosi 80 godina, kao i u
Velikoj Britaniji (medijan dobi pojave BP 80 godina, u rasponu od 23-102
godine), dok je u ltaliji u istrazivanju na slichom broju bolesnika (N = 32)
medijan iznosio 74 godine (14,16,123). Uz to, moguce je da se prebulozna
faza BP ne dijagnosticira u starijoj Zivotnoj dobi, ve¢ se svrbez kao

dominantan simptom - uz pojavu urtika i papula — lijeCi kortikosteroidima, $to
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rezultira smanjivanjem simptoma i regresijom promjena, bez dijagnosticiranja

bolesti.

Visoka Zivotna dob bolesnika s BP razlogom je i prisutnosti ve¢eg broja
pratecCih bolesti u tih bolesnika. Tako je hipertenzija bila naj¢eS¢a prateca
bolest u naSem uzorku bolesnika s BP. Utvrdena je u njih 17 (56,7%). Sec¢erna
bolest i razliCite maligne bolesti registrirane su u 10 (33,3%) bolesnika s BP,
dok je njih 8 (26,7%) imalo neki neuroloski i/ili psihiCki poremecaj. Navedeni
podaci usporedivi su s rezultatima dobivenim u drugim istrazivanjima. Tako je
u retrospektivnoj studiji medu bolesnicima s BP na Tajlandu uoCena
hipertenzija u viSe od 40% bolesnika Sto je neSto viSe od prosjeka njihove
populacije za dob iznad 70 godina starosti (124). U istrazivanju Cordela i
suradnika medu 341 bolesnikom s BP njih 123 (36%) imalo je barem jednu

neurolosku bolest (125).

U trecCine naSih bolesnika utvrdena je prisutnost maligne bolesti. Dugo se
smatralo kako je maligna bolest provocirajuci ¢imbenik za razvoj BP (17,18).
Dvije velike kontrolirane studije koje su ukljucile vise od 1700 bolesnika s BP i
kontrolnu skupinu odgovarajuée dobi, provedenu u Japanu i Svedskoj, utvrdile
su nisku povezanost BP i malignih bolesti (28,38). Naime, jedino je u
istraZivanju provedenom na japanskoj populaciji uoena neSto veca
povezanost karcinoma Zeluca s BP (38). Cini se da je &esto spominjana
povezanost malignih bolesti u bolesnika s BP posljedica kontrolnih skupina
koje nisu bile dobno uskladene, kao i Cinjenice da se bolesnici s BP lije¢e u
bolni¢kim uvjetima gdje se provodi detaljna obrada i ¢eS¢e dijagnosticiranje
maligne bolesti (28). U tom kontekstu, zanimljivo je istrazivanje Venencia i
suradnika koji su utvrdili istu u€estalost malignih bolesti u bolesnika s BP kao i
u opcoj populaciji, ali su upozorili na veci broj malignih bolesti kod bolesnika s
BP i negativnhom IIF, za razliku od bolesnika s BP i pozitivnom IIF — gdje je

broj malignoma bio nizi (126).

Nasuprot tome Ogawa i suradnici su u svom istrazivanju, uz vecCu pojavnost
karcinoma Zeluca u bolesnika s BP, uoCili da bolesnici s malignitetom imaju
negativne ili niske vrijednosti lIF-a (38). U istrazivanju Kulthanana i suradnika,

niti jedan bolesnik s BP i malignom boleS¢éu nije imao negativan IIF (124).
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Medu nasih deset bolesnika s malignom boleSc¢u, takoder niti jedan bolesnik
nije imao negativan IIF. Kako bi se utvrdio pravi odnos BP i malignih bolesti
nuzne su daljnje studije koje ¢e usporediti rizik u mladih bolesnika s BP u
odnosu na starije. Nadalje Cini se vaznim u istrazivanjima uzeti u obzir
specificne karcinome, poput karcinoma bubrega, larinksa ili leukemije u
bolesnika s BP, kako je to ucinjeno u japanskoj populacijskoj studiji za
karcinom Zeluca (16). Upravo zbog nepotpuno razjasnjenog odnosa BP i
maligne bolesti, iz predostroZznosti se u mladih bolesnika te onih srednje
Zivotne dobi preporuca uciniti obrada kako bi se iskljucila maligna bolest —
osobito u bolesnika s teSkom klinickom slikom i onima refraktornim na terapiju
(17).

U studiji Kulthanana i suradnika utvrdena je znatno veca prevalencija Secerne
bolesti u bolesnika s BP u usporedbi s opcom populacijom Tajlanda (124). Iste
rezultate potvrdila su istrazivanja Chuanga i suradnika (127). Suprotno tome
Taylor i suradnici nisu utvrdili pove¢anu pojavnost Secerne bolesti u bolesnika
s BP u odnosu na kontrolnu skupinu (124,128). Kako bi se utvrdila ili iskljucila
povezanost izmedu ove dvije bolesti nuzna su dodatna istrazivanja na
znaCajno vecem uzorku uz dobno uskladenu kontrolnu skupinu. U nasem
istraZivanju trecCina bolesnika s BP imala je Secernu bolest prije poCetka (bilo
kakve) terapije. U odnosu na ucestalost Secerne bolesti u populaciji iznad 65
godine u Republici Hrvatskoj, koja iznosi 15 do 20%, dobivene vrijednosti su
nesto vece (129). No, obzirom na mali uzorak bolesnika s BP u nasoj studiji,
ne bi trebalo Zuriti sa zakljuckom o razli€itoj rasSirenosti u odnosu na opcu

populaciju.

Objavljeno je nekoliko kontroliranih populacijskih studija koje povezuju rizik za
razvoj BP s neuroloSkim bolestima. Ta povezanost detaljnije se istrazuje
otkako je uoceno da se antigeni BP 1 i BP 2 nalaze i u srediSnjem ziv€anom
sustavu (53,54). Takoder je uoCeno da steCena ili nasljedna mutacija DST
gena u miSeva, gena koji kodira razliCite izoforme BPAg1, dovodi do teSke
distonije i senzorne ziv€ane degeneracije (130). U viSe istrazivanja uocen je
vedi rizik za razvoj BP kod bolesnika s multiplom sklerozom, Parkinsonovom
boleS¢u, cerebrovaskularnim inzultom, demencijom, ali i psihijatrijskim

poremecajima kao $to su unipolarna i bipolarna psihoza (47,49,131). U viSe
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od Cetvrtine bolesnika uklju¢enih u ovu studiju utvrdena je neka neuroloska ili
psihijatrijska dijagnoza koja je bila prisutna prije pojave BP. Prema
dosadasnjim istrazivanjima CcCini se da bi neuroloSke bolesti mogle biti
predisponirajuci faktor za BP stvaranjem humoralnog odgovora u srediSnjem
Ziv€éanom sustavu, koji zatim Sirenjem zahvaca i kozu (tzv. ,Sirenje epitopa®)
(28). S obzirom na niz nepoznanica, nuzna su daljnja istraZivanja usmjerena

pojasnjavanju veze izmedu ovih poremecaja.

Nakon Sto je uoCeno kako bolesnici s BP imaju Cesto poviSene vrijednosti
cirkulirajuc¢ih IgG protutijela usmjerenin prema BPAg1 i BPAg2, uz vec
postojeCe seroloSke, histoloske i imunohistokemijske analize pojavili su se
antigen specificni, seroloski testovi u dijagnostici BP. Pojavom komercijalno
dostupnih testova, ELISA BP 1 i BP 2 usle su u klinicku praksu dijagnostike
BP. ELISA BP 2 usmjerena je na detekciju cirkuliraju¢ih 1gG koji reagiraju s
najceS¢om antigenom domenom BP 180 NC16A u bolesnika s BP, dok je
ELISA BP 1 usmjerena na detekciju cirkulirajucih protutijela usmjerenih na C-
terminalnu domenu BP 230. U studijama je utvrdena osjetljivost ELISA BP 2
od 72% do 90%, a specificnost od 90% do 99% (112,116,119,120). Sardi i
suradnici su u svom retrospektivnom istrazivanju na 313 bolesnika s BP
utvrdili veliku osjetljivost na raCun nize specificnosti ELISA BP 2 testa
(osjetljivost od 72% uz specificnost od 94%), dok je ELISA BP 1 pokazala
visoku specificnost (od 99,1%) uz relativho nisku osjetljivost (od 59%) (120).
Sitaru i suradnici su utvrdili osjetljivost ELISA BP 2 medu svojim bolesnicima s
BP od 89% (112). U radu Lee i suradnika, osjetljivost ELISA BP 1 bila je
72,3%, a ELISA BP 2 ¢ak 97,9% (119). Charneux i suradnici su u svom
istraZivanju koje je ukljucilo 138 bolesnika s BP utvrdili osjetljivost ELISA BP 1
od 59%, osjetljivost ELISA BP 2 od 86%, dok je osjetljivost IIF na ljudskoj
splitiranoj kozi bila 62% (115). Stoga autori u dijagnostici BP podupiru vaznost

kombiniranja seroloskih metoda uz histoloSku i imunohistokemijsku analizu.

U retrospektivnom, multicentricnom istrazivanju, koje je ukljuCilo 190 bolesnika
s novo dijagnosticiranim BP iz 23 dermatoloSka centra u Francuskoj, Roussel i
suradnici su utvrdili osjetljivost od 79% za ELISA BP 2, 61% za ELISA BP 1 te
81% osjetljivost za IIF na splitiranoj ljudskoj kozi (116). Yoshida i suradnici su
na uzorku od 239 bolesnika ustanovili osjetljivost ELISA BP 1 od 72,4%, dok
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je osjetljivost ELISA BP 2 bila 69,9%. Vazno je napomenuti da je u njihovom
uzorku samo 64 bolesnika bilo u akutnoj fazi bolesti, dok su svi ostali bili u
remisiji (71). U istrazivanju Damoiseaux i suradnika utvrdena je osjetljivost
ELISA BP 1 od 58,3%, dok je osjetljivost ELISA BP 2 iznosila 80% (132). U
nedavnoj metaanalizi provedenoj na 17 publikacija koje su zadovoljile ukljuéne
kriterije za istrazivanje vrijednosti ELISA BP 2 u dijagnostici BP (ukupan
uzorak su Cinila 583 bolesnika), dobivena je osjetljivost ELISA BP 2 od 95%
(133). Rezultati metaanalize upucuju na zaklju€ak kako je ELISA BP 2 visoko
osjetliva za BP, pa je preporuka da se redovito koristi u laboratorijskoj

dijagnostici buloznih dermatoza (133).

U nasSem longitudinalnom retrospektivnom istraZivanju svi bolesnici su u
inicijalnom mjerenju bili u aktivnoj fazi bolesti. Od njih je 86,7% imalo pozitivhu
vrijednost ELISA BP 2, 60% ih je imalo pozitivan rezultat u IIF, dok je 36,7%
bolesnika imalo pozitivan rezultat ELISA BP 1. S obzirom na dobivene
rezultate, naSe istraZivanje potvrduje nalaze prethodnih studija o visokoj
osjetljivosti ELISA BP 2 za BP.

Nalaze o razliCitoj osjetljivosti testova wuglavnhom potvrduju i analize
povezanosti izmedu vrijednosti testova i razvoja bolesti. Primjerice, Roussel i
suradnici su u retrospektivnoj studiji ustanovili znaCajne korelacije izmedu
vrijednosti ELISA BP 1 i BP 2 te broja novih bula (dnevno), $to je bio indikator
aktivnosti bolesti. No, dok je korelacija izmedu vrijednosti ELISA BP 1 i broja
novih bula bila mala (rs = 0,16), povezanost je izmedu vrijednosti ELISA BP 2 i
tako mjerene aktivnosti bolesti bila umjerene veli€ine (rs = 0,44) (116). Autori
su takoder primijetili da je ELISA BP 2 bila ¢eS¢e pozitivna u serumima
bolesnika s tezom kliniCkom slikom, za razliku od onih s lokaliziranim oblikom
BP. Za razliku od toga, ELISA BP 1 bila je podjednako pozitivha kod bolesnika
s lokaliziranim i generaliziranim oblikom BP. Taj je nalaz u suprotnosti s
prethodno objavljenim radovima u kojima je prisutnost autoprotutijela
usmjerenih na BP antigen 1 bila znacajno veca u sluCajevima lokaliziranog
oblika BP (112,116,120). U jednom drugom retrospektivhom istrazivanju,
korelacija izmedu vrijednosti ELISA BP 1 i broja svjezih mjehura na dnevnoj

razini granicila je sa statistickom znacajno$¢u (P = 0,51) za razliku od
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korelacije izmedu ELISA BP 2 i broja svjezih mjehura koja je bila visoko
znacajna (P < 0,001) (115).

Cilj naSeg istrazivanja bio je i utvrditi postoji li povezanost vrijednosti ELISA
BP 1 i ELISA BP 2 i titra IIF s fazama aktivnosti bolesti (aktivha faza, faza
cijelienja i remisija) u nasem uzorku. U poCetnom mijereniju, pri uklju€ivanju u
studiju, te u drugom (nakon mjesec dana) i treCem mjerenju (nakon tri
mjeseca) svi su ili gotovo su svi bolesnici (trece mjerenje) bili u aktivnoj fazi
bolesti. Stoga smo za ispitivanje povezanosti izmedu vrijednosti ELISA BP 1,
BP 2 i titra IIF te aktivnosti bolesti odlucili uzeti iskljuivo dva posljednja
mjerenja (Sest i 12 mjeseci nakon inicijalnog mjerenja) u kojima je postojala
dovoljna varijabilnost razliCitih faza bolesti. Prema dobivenim rezultatima,
vrijednosti ELISA BP 1 te IIF bile su statistiCki znacajno povezane s
aktivnoscu bolesti. Niti u jednom od dva mjerenja vrijednosti ELISA BP 2 nisu
bile znacCajno povezane s fazama bolesti. Ovdje valja napomenuti kako je u
posljednjem mjerenju 12 od ukupno 30 bolesnika bilo u remisiji. Nas nalaz
proturjeCi rezultatu koji su Sitaru i suradnici objavili u radu iz 2007. godine,
gdje su analizirajuci tijek bolesti u Cetiri bolesnika naveli da vrijednosti ELISA
BP 2 dobro korespondiraju s aktivnos¢u BP (112). Navedene razlike mozda se

mogu objasniti razlikom u veli€ini uzorka.

U sljedeCem smo koraku proveli usporednu analizu veliCine povezanosti
aktivnosti bolesti i vrijednosti ELISA BP 1 i IIF. Rezultati su ukazali na
podjednaku prediktivnost ELISA BP 1 i IIF, $to je moguée povezati s
Cinjenicom da fluorescencija u IIF veéinom predstavija autoprotutijela

usmjerena prema antigenu BP 1 (165,120).

Gornji nalaz nije u skladu s rezultatima istraZivanja Yoshida i suradnika,
prema kojima vrijednosti ELISA BP 1 nisu indikativhe za razlikovanje faza
bolesti kada je rije¢ o BP. Autori su, naime, ustanovili kako je 54 (84,4%) od
64 seruma bolesnika u aktivnoj fazi i 113 (64,6%) od 175 seruma bolesnika u
fazi remisije imalo pozitivhe vrijednosti ELISA BP 2, za razliku od pozitivnih
vrijednosti ELISA BP 1 koji su nadeni u 37 (57,8%) od 64 seruma bolesnika u
aktivnoj fazi te 136 (77,7%) od 175 seruma bolesnika u remisiji (71). Za razliku

od tih nalaza, u nasSim su mjerenjima nakon Sest i 12 mjeseci prosjeCne
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vrijednosti ELISA BP 2 medu bolesnicima u remisiji bile vece od onih

zabiljezenih medu bolesnicima u aktivnoj fazi bolesti.

Razlika naSih nalaza i nalaza Yoshide i suradnika mogla bi biti posljedica
Cinjenice da su nasi bolesnici usli u remisiju nedugo prije kraja klinickog
praéenja (najduze oko Cetiri mjeseca). Za bolesnike iz ispitivanja Yoshide i
suradnika takav podatak ne postoji pa je moguce da su ti bolesnici proveli duzi
vremenski period u remisiji od naSih. U tom slu€aju, duZina vremena
provedenog u remisiji mogla je utjecati na rezultate usporednog testiranja,

imamo li u vidu da ELISA BP 1 i BP 2 detektiraju razli¢ita protutijela.

Leuci i suradnici u€inili su meta analizu vrijednosti seroloskih analiza i kliniCke
remisije BP. Ukljucili su devet istraZivanja, s ukupno 143 bolesnika s BP, koji
su svi u razli¢itom periodu postigli remisiju BP. Od 143 ispitanika samo je u
njin 71 (49,6%) ucinjena ELISA BP 2. Njih 65 (91,5%) imalo je pozitivhe
vrijednosti ELISA BP 2 prije poCetka terapije, dok je na kraju njih 48 (67,6%) i
dalje imalo pozitivne vrijednosti ELISA BP 2 iako ih je 40 bilo u potpunoj
remisiji, @ osmero u fazi cijeljenja. Preostalih 23 (32,2%) bolesnika imalo je
negativne vrijednosti ELISA BP 2 i bilo bez znakova aktivhe bolesti. Stoga
autori smatraju da kliniCka remisija bolesnika s BP nije pracena seroloSkom

remisijom (134).

Suprotno tome, Sami i suradnici u svom su istrazivanju na 10 bolesnika s
generaliziranim BP, prije uvodenja terapije, u njih devet utvrdili visoke
vrijednosti autoprotutijela usmjerenih prema BPAg1 i BPAg2, a u jednog samo
prema BPAg2. Uvedena je intravenska terapija imunoglobulinima te je
postupno sniZzenje vrijednosti autoprotutijela uofeno nakon tri mjeseca
terapije. U trenutku seroloske remisije svih 10 bolesnika je bilo i u klini¢koj
remisiji (135). Navedeno ide u prilog potrebi nastavka istraZivanja valjanosti
ELISA BP 1i 2 u praéenju aktivnosti bolesti.

U skupini bolesnika kod kojih je nakon 12 mjeseci pracenja doSlo do remisije
bolesti, prosjecna vrijednost ELISA BP 2 bila je Cetiri puta manja nego u
inicijalnom mijerenju. Sli€an nalaz dobiven je u istrazivanju Leeja i suradnika
(119). Usprkos tome 3to se ELISA BP 1 pokazala boljom u raspoznavanju
razliCitih faza bolesti nakon Sest i 12 mjeseci, ELISA BP 2 se pokazala boljom
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u pracenju bolesnika koji su bili u remisiji. | nasi rezultati sugeriraju da bi za
potrebe redovitog pracenja aktivnosti BP ELISA BP 2 mogla biti metoda
izbora. Nazalost veliCina naseg uzorka, ograncCeni period pracenja i dinamika
ulaska u remisiju nisu omogucili detaljnije usporedne analize valjanosti testova

u pracenju aktivnosti bolesti.

Dva posljednja cilja studije bila su utvrditi utje€u li spol i dob na vrijednosti
antigena buloznog pemfigoida 1 i 2 u bolesnika s BP. Prema nama dostupnoj
literaturi, moguci se utjecaj tih obiljezja na vrijednosti ELISA BP 1 i BP 2 do
sada nije ispitivao. Wieland i suradnici ispitivali su rasprostranjenost
autoprotutijela usmjerenih prema BPAg1 i BPAg2 u zdravih ispitanika. U
studiju je uklju¢eno po 40 ispitanika za svaku dekadu od 20 do 89 godina
zivota (20 Zena i 20 muskaraca) te 57 (33 Zene i 24 muskarca) u dobi od 90
do 99 godina. Medu tih 337 ispitanika samo je njih 25 (7,4%) imalo pozitivhu
ELISA BP 1 i/ili ELISA BP 2, dok su svi imali negativan IIF. Vrijednosti
autoprotutijela usmjerenih na BPAg1 i BPAg2 nisu se statistiCki znacajno
razlikovale u odnosu na dob i spol. Autori smatraju da drugi ¢Cimbenici mogu
utjecati na razvoj tih autoprotutijela u osoba koje ne boluju od BP, poput
okolisnih €imbenika, pratecih bolesti, utjecaja lijekova i radioterapije, ali i
ograni€enja samih testova (lazno pozitivne vrijednosti). Sugeriraju daljnja
istraZivanja kako bi se uocili dodatni ¢imbenici rizika u osoba s predispozicijom
za razvoj BP (136).

Kako je BP jedna od rijetkih autoimunih bolesti gdje je broj muskaraca
relativno velik u odnosu na Zene (u ostalih autoimunih bolesti broj Zena
viSestruko premasuje broj muskaraca), smatrali smo vaznim razmotriti pitanje
spolne specificnosti rezultata testova. Valja istaknuti kako je raSirenost bolesti
nesto veca u Zena, ali je uCestalost pojavljivanja BP u starijoj zivotnoj dobi,
iznad 80 godina, veéa u muskaraca (132). S obzirom da je BP jedna od
autoimunih bolesti, od kojih primarno obolijevaju zene, posljednji je nalaz

neocekivan.

U ovom istrazivanju uzorak je obuhvatio 16 zena i 14 musSkaraca, koji su,
nakon Sest i 12 mjeseci u podjednakoj mjeri bili zastupljeni u razli€itim fazama

bolesti (aktivha faza, faza cijeljenja i faza remisije). Prema provedenim
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analizama, spol bolesnika nije imao utjecaj na rezultate ELISA BP 1 i BP 2

prikupljene u pet to€aka mjerenja.

Premda je BP bolest starije Zivotne dobi, sporadi¢no se pojavljuje i u djece te
u bolesnika mlade zivotne dobi. Kako je raspon dobi u nasem uzorku bio
prilicno velik (30 do 88 godina), zanimalo nas je utjeCe li dob na vrijednosti
antigena BP 1 i 2. Kako bismo ispitali povezanost izmedu dobi i vrijednosti
cirkulirajucih protutijela usmjerenih na antigen BP 1 i BP 2 uzorak smo
podijelili u tri podjednako brojne dobne skupine. Provedene analize nisu
ukazale na statistiCki znaCajne razlike medu skupinama u prosjecnim

vrijednostima cirkulirajucih protutijela usmjerenih protiv antigena BP 1 i BP 2.

U istraZivanju smo takoder provjerili koliko je bolesnika s jednom ili viSe
prate¢ih bolesti (25 od 30 bolesnika u naSem uzorku) postiglo remisiju
osnovne bolesti. Nakon 12 mjeseci pracenja, ukupno je 40% bolesnika uslo u
remisiju. No, od 10 bolesnika sa Secernom bolesti kao pratecom bolesti, samo
dva su us$la u remisiju. Sli€no smo ustanovili i kod drugih prate¢ih bolesti.
Naime, od 17 bolesnika s povisenim krvnim tlakom samo njih pet je bilo u
remisiji nakon 12 mjeseci, od 10 bolesnika s malignom boleS¢u dva su
postigla remisiju, a od osam bolesnika s psihickom i neuroloSkom bolesti
samo je jedan postigao remisiju. Valja napomenuti da su neki bolesnici imali
veci broj pratecih bolesti. Na vaznost nalaza ukazuje €injenica kako je vecina
bolesnika bez morbiditeta nakon 12 mjeseci bila u remisiji. Buduca bi
istraZivanja trebala posvetiti pozornost usporedbi tijeka bolesti u bolesnika sa i
bez prate¢ih bolesti, po mogucénosti kontrolirajuéi sociodemografska obiljezja

(spol i dob) bolesnika.

lako prisutnost autoimunih i malignih bolesti nije identificirana kao
provocirajuci faktor za pojavu BP, njihova prisutnost povezana je s tezom
klinickom slikom, kao i rezistencijom na terapiju (28,38,124). Za razliku od nijih,
neuroloSke i psihijatrijske bolesti identificirane su kao moguéi provocirajuci

cimbenik te interferiraju s tijekom bolesti i lijeCenjem BP (53,54,125).

Naposljetku, potrebno je osvrnuti se na ograniCenja provedene studije.
Nezaobilazno ograniCenje ove longitudinalne studije jest mali uzorak. Veli€ina

uzorka vezana je uz malu pojavnost ove autoimune bolesti. Ipak, imajuci u
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vidu da se velika vecina bolesnika s BP u Hrvatskoj lije¢i u nasoj Klinici,
uzorak najvjerojatnije dobro reprezentira populaciju oboljelih od BP. Vedi
uzorak bi podrazumijevao multicentricnu studiju koja bi zahtijevala dugo
razdoblje prikupljanja podataka. Sljedece ograniCenje iskazuje se u Cinjenici
da su u studiju ukljueni kako bolesnici s novootkrivenom boleScu tako i oni na
imunosupresivnoj terapiji (kod kojih je bolest ranije dijagnosticirana). U
buduéim bi studijama te dvije podskupine bolesnika trebalo razlikovati zbog
moguce specifiCnosti rezultata seroloskih testiranja. Takoder, pod uvjetom da
je u studiju ukljuéen veci broj bolesnika, u aktivnoj fazi bolesti valjalo bi
razlikovati one s generaliziranim od onih s lokaliziranim oblikom bolesti, Sto bi
omogucéilo precizniju analizu povezanosti testova s fazama bolesti.
Retrospektivni karakter istrazivanja imao je za posljedicu ograni€eno razdoblje
praéenja (12 mjeseci). DuzZe pracenje, Sto bi svakako trebalo uzeti u obzir u
buducim studijama, omogucilo bi analizu mogucih relapsa ili recidiva, odnosno

usporedbu vrijednosti testova u tim situacijama.
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7. ZAKLJUCCI
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Cilj ove studije, provedene retrospektivno na svim bolesnicima lije€enim od BP
u Klinici za dermatovenerologiju KBC Zagreb od pocetka 2007. do kraja 2009.
godine, bio je istraziti odnos izmedu aktivnosti bolesti i vrijednosti ELISA BP 1,
BP 2 te lIF.

Provedene su analize ukazale na statistiCki znaCajnu povezanost izmedu
vrijednosti ELISA BP 1 i IIF te razli€itih faza BP, pri ¢emu nije ustanovljena

znacCajna razlika u prediktivnosti dvaju testova.

U usporedbi s ELISA BP 1, ELISA BP 2 pokazao se superiornim u pracenju

aktivnosti bolesti.

UcCinak spola na pracenje aktivnosti bolesti testovima ELISA BP 1 i BP 2 nije

ukazao na spolno specificne vrijednosti.

Utjecaj dobi na vrijednosti ELISA BP 1 i BP 2 u pet mjerenja nije dokazao

statistiCki znaCajne razlike medu dobnim skupinama u vrijednostima testova.

Nasa studija potvrdila je visoku osjetljivost ELISA BP 2 u dijagnosticiranju BP

te korisnost ELISA BP 1 i |IF testova za razlikovanje razli€itih faza bolesti.

U buduc¢im ¢e se istrazivanjima provjeriti nasi rezultati i provesti dataljnija

analiza prediktivnosti testova za razliCite faze bolesti.

U hrvatskom kontekstu, buduce bi studije svakako trebale biti multicentricne, s
duZim razdobljem ukljucivanja sudionika te duzim pra¢enjem aktivnosti bolesti

u prikupljenom uzorku.

Cini se da bi ELISA BP 2 mogla biti metoda izbora u praéenju aktivnosti

bolesti u bolesnika s BP.

Kada je rije€ o dijagnostiCkoj vrijednosti razmatranih testova, i u nasem

istraZivanju ELISA BP 2 je pokazala najvecu osjetljivost.

Kod bolesnika s negativnim ELISA BP 2 vrijednostima potrebno je uciniti i
ostale seroloske testove (ELISA BP 1 lIF).
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8. SAZETAK
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Bulozni pemfigoid (BP) je subepidermalna bulozna dermatoza koja se
najce$ce pojavljuje u bolesnika starije Zivotne dobi. Cilj istraZivanja bio je
istraziti prate li serumske vrijednosti autoprotutijela usmjerenih prema antigenu
BP 1i BP 2, dobivene enzim-vezanim imunosorbentnim testom (ELISA) BP 1 i
BP 2 i titrom indirektne imunofluorescencije (IIF), aktivnost bolesti u bolesnika
s BP. Uz to zeljelo se utvrditi utjeCu li dob i spol na vrijednosti ELISA BP 1 i BP
2. lIstrazivanje je ukljuCilo sve bolesnike lijeCene od BP u Kilinici za
dermatovenerologiju KBC Zagreb od 1. sije€nja 2007. do 31. prosinca 2009.
godine. Dijagnoza BP je postavljena na temelju kliniCke slike, histopatoloske i
imunohistokemijske analize. Uzorci seruma uzeti su inicijalno te na kontrolama
nakon mjesec dana, tri, Sest i 12 mjeseci (kao i u sluaju egzacerbacije). U
istrazivanje je bilo uklju€eno 30 bolesnika oba spola, starosti 30 do 88 godina.
Na svim uzorcima seruma provedena je |IF na ljudskoj splitiranoj kozi i ELISA
BP 1 i BP 2. Prema nalazima, ELISA BP 2 imala je najvecu osjetljivost te je
dobro pratila aktivnost bolesti. U zavrSnim mjerenjima, vrijednosti ELISA BP 1
i lIF znacajno su razlikovali bolesnike u razli€itim fazama bolesti, $to nije bio
slu€aj s ELISA BP 2. Spol i dob se nisu pokazali povezanima s vrijednostima

testova.

Rezultati ovog istrazivanja mogli bi imati kliniCke implikacije u smislu primjene
ELISA BP 2 u pracenju aktivnosti bolesti u oboljelih na imunosupresivnoj
terapiji, a bez koznih promjena. Premda je ELISA BP 2 i u nasem istrazivanju
iskazala najvecCu osjetljivost, za bolesnike s negativnim vrijednostima ELISA
BP 2 nuzno je ucCiniti i ostale seroloSke testove (ELISA BP 1 i IIF). Stoga ¢e
kombinacija histoloSke metode, DIF, IIF te ELISA BP 1 i BP 2 za veliku vecCinu

bolesnika s BP rezultirati postavljanjem dijagnoze.
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9. SUMMARY

81



Daska Stulhofer Buzina Disertacija

Determination of Antigen Bulous Pemphigoid 1 and 2 Values for

Assessment of Disease Activity

Daska Stulhofer Buzina, 2015

Bullous pemphigoid (BP) is a subepidermal blistering disease, primarily
affecting the elderly. This study aimed to assess the relationship between BP
desease activity and serum levels of autoantibodies directed against BP
antigen 1 and BP antigen 2 — detected by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) BP 1 and BP 2 — and the titer of indirect immunofluorescence
(IIF). Additionally, we analyzed whether age and gender moderated ELISA BP
1 and BP 2 desease monitoring. This retrospective study sampled all patients
(N = 30) treated for BP at the Department of Dermatology and Venereology,
Clinical Hospital Center Zagreb, from 1 January 2007 to 31 December 2009.
The diagnosis of BP was based on clinical, histological, and
immunohistochemical criteria. Serum samples were collected initially and after
one, three, six, and twelve months, as well as in the case of exacerbation. The
patients' age ranged from 30-88 years. Serum samples were analyzed by IIF
on human salt-split skin and ELISA BP 1 and BP 2. Of the three tests, ELISA
BP 2 demonstrated the highest sensitivity. In comparison to ELISA BP 1,
ELISA BP 2 was superior in the assessment of desease activity. No significant

effects of sex and age were observed.
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