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SOUHRN

Imunofluorescenãní metody se jiÏ více neÏ pÛl století pouÏívají v lékafiské diagnostice a v˘zkumu.
V dermatologii je to pfiedev‰ím diagnostika puch˘finat˘ch onemocnûní a onemocnûní pojivové tkánû meto-
dou pfiímé a nepfiímé imunofluorescence. V ãlánku je podán pfiehled základních moÏností diagnostiky
a nálezÛ u tûchto onemocnûní, dal‰ích moÏností vyuÏití vãetnû moderních aplikací imunofluorescence.
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SUMMARY

Immunofluorescence in Dermatology

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

Imunofluorescenãní (IF) metody jsou pro svoji relativ-
ní jednoduchost ‰iroce pouÏívané v lékafiské diagnostice
a v˘zkumu, dÛleÏitou roli hrají i v dermatovenerologii,
pfiedev‰ím v diagnostice autoimunitních onemocnûní.
Imunofluorescenãní metody byly pouÏity na sklonku
50. let minulého století k detekci LE bunûk [8], následo-
valo rozli‰ení jednotliv˘ch antinukleárních protilátek,
v roce 1963 byl popsán lupusov˘ pruh Burnhamem [4].

V roce 1964 popsal detekci autoprotilátek imunofluores-
cenãní metodou u pemfigu Beutner a Jordan [2]. Následo-
val popis protilátek proti bazální membránû u pemfigodu
stejn˘mi autory v roce 1965 [15]. V roce 1969 van der Meer
popsal IgA v papilách u dermatitis herpetiformis [18]. Tyto
objevy znamenaly poãátek roz‰ífiení IF diagnostiky na celou
fiadu chorob. U nás se o rozvoj IF metod v dermatologii
zaslouÏili Vla‰ín a Kratochvil [17, 28], ktefií metody zaãali
pouÏívat jiÏ na sklonku 60. let. V souãasnosti patfií IF meto-
dy do rutinního vy‰etfiování imunologick˘ch a patologick˘ch
laboratofií, pro svoji specificitu si zachovala IF diagnostiku
i nûkterá specializovaná dermatologická pracovi‰tû.

II. PODSTATA METODY

Nûkteré molekuly mají díky své chemické struktufie
schopnost po absorpci svûtla s vysokou energií pfiejít do
excitovaného stavu a následnû vyzáfiit fotony o vy‰‰í vlno-
vé délce a niÏ‰í energii. Tento jev se naz˘vá fluorescence
a molekuly fluorochromy. KaÏd˘ fluorochrom má charak-
teristické absorpãní a emisní spektrum. Rozdíl mezi vlno-
vou délkou absorbovaného a emitovaného svûtla se naz˘-
vá StokesÛv posun. Nûkteré molekuly vykazují pfiirozenou
fluorescenci, tzv. autofluorescenci (napfi. zelen˘ fluores-
centní protein GFP – green fluorescent protein), nebo lze
proteiny, nukleové kyseliny apod., fluorescentním barvi-
vem fluorochromem oznaãit. V imunofluorescenãních
metodách se vyuÏívá fluorochrom konjugovan˘ s protilát-
kou, tzv. konjugát, kter˘ reaguje s tkáÀov˘mi a bunûãn˘mi
antigeny, imunoglobuliny, sloÏkami komplementu, zánût-
liv˘mi markery apod. Pro pozorování fluorescence je nut-
n˘ fluorescenãní mikroskop. V souãasnosti se pouÏívají
tzv. epiluminiscenãní mikroskopy – svûtlo prochází shora
objektivem, kter˘ funguje jako kondenzor. Star‰ím typem
byl transmisní mikroskop. Svûteln˘m zdrojem je rtuÈová
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v˘bojka, halogenová lampa se ‰irok˘m spektrem, lasery
nebo novû LED (light emitting diod), zdroje s úzk˘m
spektrem. Svûtlo prochází excitaãním filtrem, kter˘ pro-
pustí pouze vlnovou délku vhodnou pro dan˘ fluorochrom;
emisní filtr pak propustí jen poÏadované vlnové délky.
Pozorovatel sleduje záfiící oznaãenou strukturu v tmavém
poli, souãasnû lze pouÏít i nûkolik fluorochromÛ. Nejãas-
tûj‰ím fluorochromem pouÏívan˘m v dermatologii je fluo-
rescein izothiocyanát (FITC), kter˘ po absorpci modrého
svûtla vydává jasnû zelenou fluorescenci; existují v‰ak
desítky dal‰ích pouÏívan˘ch fluorochromÛ (rhodamin,
thioflavin T aj.).

Pfii pozorování dochází rychle pÛsobením voln˘ch kys-
líkov˘ch radikálÛ k vyzáfiení – vyblednutí fluorochromu.
Nelze proto preparáty déle uchovávat, je moÏné ale jejich
Ïivotnost prodlouÏit (montovací média DABCO, Citiflu-
or apod.). K základním metodám patfií tzv. pfiímá a nepfiímá
imunofluorescenãní metoda.

A. Pfiímá imunofluorescenãní metoda (PIF)
Odbûr materiálu – bioptick˘ vzorek z loÏiska (lichen

ruber, lupus erythematosus (LE), vaskulitida) nebo
z perilezionální oblasti (puch˘finaté choroby) se co nej-
rychleji zmrazí, nejãastûji tekut˘m dusíkem. K vy‰etfiení
je nutné vybrat ãerstv˘ projev se zachovanou epidermis,
bez erozí a krust, kde je‰tû neprobûhla degradace auto-
protilátek zánûtliv˘mi procesy. U vaskulitid by léze
nemûla b˘t star‰í neÏ 24 hodin. V̆ jimkou je chronick˘
lupus erythematosus, u kterého je pfiínosnûj‰í star‰í léze.
Zpracovává se nejlépe do 24 hodin, maximálnû do 5 dnÛ.
Vzorek lze uchovávat ve speciálním zmrazovacím médiu
(OCT médium). Pfii nutnosti transportu do vzdálené labo-
ratofie je moÏné pouÏít transportní médium, které nevyÏa-
duje pfii transportu teploty pod nulou (Michelovo médium
s maleimidem). Pfii zpracování do 24 hodin lze vzorek
uchovat i ve fyziologickém roztoku.

TkáÀové fiezy se inkubují s konjugovanou protilátkou,
která se naváÏe na odpovídající strukturu (napfi. autoproti-
látku navázanou na cílov˘ antigen). Ke zv˘raznûní kontra-
stu IF a pozadí je moÏno preparát dobarvit Evansovou mod-
fií, která v IF mikroskopu zbarví epidermis doãervena.
Zásadní v˘znam má PIF u diagnostiky puch˘finat˘ch auto-
imunitních chorob, diagnostickou hodnotu má i u lupus
erythematosus, smí‰ené choroby pojiva, porfyrie, lichenu
a vaskulitid, okrajovû i u dal‰ích onemocnûní jako napfi.
sklerodermie a dermatomyozitidy. V bûÏné diagnostice
v dermatologii se pouÏívají protilátky (praseãí, my‰í, krá-
liãí, kozí aj.) proti lidsk˘m imunoglobulinÛm IgG, IgA,
IgM, proti polyvalentnímu imunoglobulinu IgG, IgA
a IgM, protilátky proti sloÏce C3 komplementu a proti fib-
rinu znaãené FITC. Nejãastûji detekované autoprotilátky
jsou tfiídy IgG ( LE, puch˘finatá onemocnûní aj.). IgA auto-
protilátky jsou typické pro Henochovu-Schönleinovu pur-
puru, morbus Duhring, IgA lineární dermatózu, popfi. IgA
pemfigus. IgM autoprotilátky nacházíme u vaskulitid
a jako souãást apoptotick˘ch tûlísek (tzv. agregáty). Detek-
ce C3 ukazuje aktivaci komplementu u zánûtliv˘ch dûjÛ,

napfi. u puch˘finat˘ch chorob a vaskulitid. Detekce fibrinu
jako tkáÀového lepidla ukazuje na nespecifické po‰kození
tkánû, napfi. junkãní zóny u lichenu, po‰kození stûny cév.

B. Nepfiímá imunofluorescenãní metoda (NIF)
·iroce provádûné vy‰etfiení detekuje cirkulující auto-

protilátky, v dermatologii má nejvût‰í v˘znam u puch˘fi-
nat˘ch chorob a lupus erythematosus. Vy‰etfiované sérum
se nejprve inkubuje s vhodn˘m substrátem (tkáÀov˘mi
fiezy, buÀkami), ve druhé fázi se pfiidává konjugovaná pro-
tilátka. Je moÏno provádût stanovení titru autoprotilátek,
kter˘ koreluje s aktivitou onemocnûní, napfi. u pemfigu.
Substrát musí b˘t citliv˘ na hledanou autoprotilátku,
u puch˘finat˘ch chorob se nejãastûji pouÏívá opiãí ezofa-
gus nebo lidská kÛÏe. Existuje ‰kála dal‰ích, komerãnû
dostupn˘ch substrátÛ, napfi. bunûãné linie HEp-2 a He-La
z lidsk˘ch karcinomÛ pro vy‰etfiování antinukleárních
autoprotilátek. Nev˘hodou vy‰etfiení je subjektivní hodno-
cení pozorovatele.

Metodicky nároãnûj‰í je vy‰etfiení nepfiímou IF na solí
‰tûpené lidské kÛÏi („salt split skin“ – SSS) u subepider-
málních dermatóz. Pfii této technice je junkãní zóna roz-
‰tûpena 1M roztokem NaCl v oblasti lamina lucida, coÏ
umoÏní rozli‰ení jednotliv˘ch subepidermálních dermatóz,
pfiedev‰ím bulózního pemfigoidu od epidermolysis bullo-
sa acquisita. ObnaÏení antigenních epitopÛ také zesiluje
citlivost reakce. Metodu SSS lze také pouÏít v pfiímé IF na
perilezionální kÛÏi. V souãasnosti jsou k dispozici jiÏ
i komerãní sety.

III. POUÎITÍ U JEDNOTLIV¯CH
CHOROB

1. Intraepidermální bulózní dermatózy
Pemfigus

Pfiímá IF – odebíráme vzorek perilezionální kÛÏe
z okraje puch˘fie.

Obr. 1. Pemphigus vegetans – pozitivní intercelulární substan-
ce v dolní ãásti epidermis (pfiímá IF, C3)
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U pemfigu jsou detekovány autoprotilátky tfiídy IgG
(fiidãeji IgA) navázané na desmozomy keratinocytÛ, tzv.
intercelulární substanci (ICS). Cílov˘mi antigeny jsou
strukturální proteiny desmozomÛ, pfieváÏnû desmogleiny
a desmokoliny. Tyto protilátky fixují komplement, je tedy
detekovatelná C3 sloÏka komplementu, ve stejné lokaliza-
ci jako ICS.

Pemphigus vulgaris (PV) vykazuje PIF témûfi 100%
senzitivitu. Selhat mÛÏe u lokalizovaného pemfigu malé-
ho rozsahu a u léãen˘ch pacientÛ.

Pemphigus vegetans (PVg), kter˘ je variantou pemphi-
gus vulgaris, má senzitivitu vy‰etfiení pfiímou IF metodou
niÏ‰í (obr. 1).

U pemphigus foliaceus (PF) se v typickém pfiípadû
maximum protilátek detekuje v horní tfietinû epidermis,
coÏ odpovídá distribuci cílového antigenu desmogleinu 1
v epidermis. U lokalizovan˘ch nálezÛ mÛÏe b˘t vy‰etfiení
negativní. Senzitivita je niÏ‰í, asi 70%.

Pemphigus erythematosus (syn. morbus Senear Usher)
je variantou pemphigus foliaceus se znaky LE; pfii vy‰et-
fiení mÛÏeme detekovat kromû ICS lupusov˘ pruh
v junkãní zónû.

Pemfigus indukovan˘ léky je vût‰inou typu PF,
s odpovídajícími IF nálezy. U pemfigu indukovaného thio-
lov˘mi slouãeninami se pfiedpokládá i moÏnost pfiímé
akantol˘zy bez nutnosti úãasti autoprotilátek. IF nálezy
pak mohou b˘t negativní.

Nepfiíma IF – u pemfigu lze detekovat cirkulující auto-
protilátky v séru. Je v˘hodné sledování titru autoprotilá-
tek, protoÏe koreluje s aktivitou onemocnûní a reakcí na
léãbu. Nejvy‰‰í senzitivitu má vy‰etfiení u PV (obr. 2).
U PF je senzitivita niÏ‰í. U léãen˘ch pacientÛ mÛÏe b˘t
vy‰etfiení negativní u lokalizovaného pemfigu ãi naopak
u rozsáhlého pemfigu s hypogamaglobulinémií. Pozitivi-
ta protilátek v nízkém titru ãasto pfietrvává i pfii klinické
remisi onemocnûní. V souãasnosti jsou dostupné sety pro
nepfiímou IF s bunûãn˘mi liniemi exprimujícími desmog-
leiny 1 a 3; komerãnû dostupná je i ELISA.

Dal‰í varianty pemfigÛ
Pemfigus paraneoplastick˘ (PNP), syn. paraneoplastic-

k˘ autoimunitní multiorgánov˘ syndrom – PAMS, je vzác-
ná jednotka s vysokou mortalitou [11]. Pfiímou IF deteku-
jeme pruh uloÏenin IgG, C3 a fibrinu v junkãní zónû
a IgG/C3 intercelulárnû (ICS).

V nepfiímé IF se vyuÏívá kromû bûÏn˘ch substrátÛ afi-
nity autoprotilátek k epitelu moãov˘ch cest (tkáÀové fiezy
epitelu moãového mûch˘fie krysy), kterou nemají ostatní
druhy pemfigu [6].

TûÏi‰tûm diagnostiky u PNP kromû klasické histopato-
logie a IF je detekce autoprotilátek imunoprecipitací
a imunoblotem; popsány byly autoprotilátky proti desmo-
plakinu I, II, envoplakinu, periplakinu, plektinu, desmo-
gleinu 1, 3, antigenu BP1 a proteinu o molekulové hmot-
nosti 170 kDa [19].

IgA pemfigus je velmi vzácná a zatím nedostateãnû cha-
rakterizovaná jednotka. Rozli‰uje se varianta podobná sub-
korneální pustulóze a intraepidermální varianta. V pfiímé
IF detekujeme IgA autoprotilátky (ménû ãasto i IgG a C3)
intercelulárnû, u varianty intraepidermální v rozsahu celé
epidermis a u varianty subkorneální b˘vá ICS patrná pou-
ze v horních partiích epidermis. IF je pro diagnózu málo
senzitivní, v detekci autoprotilátek se pouÏívá imunopre-
cipitace a imunoblot.

Nepfiímá IF mÛÏe b˘t negativní, IgA je detekováno asi
v 50 %, v niÏ‰ích titrech neÏ u klasického pemfigu, sen-
zitivitu zv˘‰í pouÏití lidské kÛÏe jako substrátu. Speciál-
ní metodou je nepfiímá IF na bunûãné linii exprimující des-
mokolin 1, kter˘ je cílov˘m antigenem u subkorneální
varianty. Cílov˘ antigen u intraepidermální varianty zatím
nebyl charakterizován [12].

Pemphigus herpetiformis je velmi vzácn˘ typ pemfigu
s klinick˘m obrazem pfiipomínajícím dermatitis herpetifor-
mis a IF nálezy odpovídajícími PV.

2. Subepidermální bulózní dermatózy
Odebíráme perilezionální kÛÏi, drobn˘ puch˘fiek nebo

urtikariální projev.

Obr. 2. Pemphigus vulgaris – pozitivní intercelulární substance
(nepfiímá IF, opiãí ezofagus, polyvalentní Ig)

Obr. 3. Linie na bazální membránû, kopírující keratinocyty,
typická pro bulózní pemfigoid (pfiímá IF, C3)
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Bulózní pemfigoid (BP) – v pfiímé IF detekujeme u BP
linii na bazální membránû s IgG a C3, typicky opisující
cytoplazmatickou membránu keratinocytu, homogenní
linie mÛÏe indikovat i dal‰í subepidermální dermatózy
(obr. 3, 4). Vy‰etfiení má vysokou senzitivitu, témûfi 100%,
selhává jen u ‰patnû provedeného odbûru ãi odbûru staré
morfy.

dev‰ím C3 sloÏku komplementu, detekce IgG mÛÏe b˘t
negativní, stejnû tak i nepfiímá IF. Citlivost vy‰etfiení nepfií-
mou IF je moÏno zv˘‰it pouÏitím lidské kÛÏe jako substrá-
tu a pfiidáním ãerstvého komplementu. Cirkulující IgG
protilátky fixují komplement v oblasti bazální membrány.
Cílov˘m antigenem je BPAg2.

Jizvící pemfigoid („cicatricial pemphigoid“ – CP) –
syn. slizniãní pemfigoid – vzhledem k pfievaÏujícímu posti-
Ïení sliznic u CP se v souãasnosti pouÏívá název slizniã-
ní pemfigoid, „mucous membrane pemphigoid“ – MMP.
Na kÛÏi b˘vají projevy minimální nebo Ïádné. Pouze kÛÏi
postihuje lokalizovan˘ jizvící pemfigoid („Brunsting-Per-
ry pemphigoid“). Tato varianta se zpravidla objevuje na
kÛÏi hlavy a horní poloviny trupu [13]. U jizvícího pem-
figoidu má záchyt pfiímou i nepfiímou IF v˘raznû niÏ‰í sen-
zitivitu neÏ u bulózního pemfigoidu.

Pfiímá IF na kÛÏi je pozitivní pouze asi v 60 %, linie je
homogenní, tenká, detekujeme depozita IgG a C3. Na sliz-
nicích je detekce citlivûj‰í, problémem je správn˘ odbûr
z kfiehké sliznice a zpracování vzorku, pfiedev‰ím pfii bio-
psii spojivky. Na sliznicích b˘vají také detekovány IgA
autoprotilátky.

Nepfiímá IF má nízkou senzitivitu, asi 30%, autoproti-
látky se vyskytují pouze v nízk˘ch titrech. Solí dûlená kÛÏe
má senzitivitu vy‰‰í, linie je detekována zpravidla
ve stropû, ale i na dnû puch˘fie [10]. BlíÏe urãit lokaliza-
ci ‰tûpení bazální membrány lze mapováním s kolagenem
IV (souãást lamina densa) [5]. V̆ tûÏnost vy‰etfiení lze zv˘-
‰it koncentrováním vy‰etfiovaného séra [16].

Jizvící pemfigoid je heterogenní onemocnûní, s fiadou
cílov˘ch antigenÛ (BPAg2, laminin 332, alfa6beta4 inte-
grin). Pod klinick˘m obrazem jizvícího pemfigoidu se
mÛÏe skr˘vat i IgA lineární dermatóza a epidermolysis
bullosa acquisita. Klíãovou je tedy pfiesná detekce cílov˘ch
antigenÛ imunoblotem nebo metodou ELISA.

Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) – v pfiímé IF asi
v 80 % detekujeme homogenní linii na bazální membrá-
nû, ve spodinû puch˘fie, kde se navazují IgG autoprotilát-
ky (obr. 6), fixující komplement. Pfii vût‰ím zvût‰ení je
moÏno detekovat roztfiepení linie (tzv. „u – serrated pat-

Obr. 4. Homogenní linie na bazální membránû, odpovídá bulóz-
nímu ãi jizvícímu pemfigoidu i EBA (pfiímá IF, C3)

Obr. 5. IF cytoplazmatické membrány bazálních bunûk mÛÏe b˘t
detekována v prebulózním stadiu bulózního pemfigoidu (nepfií-
má IF na opiãím ezofagu, polyvalentní Ig)

Obr. 6. Linie ve spodinû puch˘fie, odpovídá EBA (pfiímá IF, C3)

Nepfiímá IF je vysoce senzitivní, je pozitivní
i u lokalizovan˘ch a rozvíjejících se pfiípadÛ pemfigoidu. Na
moÏnost subklinického pemfigoidu upozorÀuje i nález IF
cytoplazmatické membrány bazálních bunûk na substrátu
opiãího ezofagu (obr. 5) [14]. Pfii vy‰etfiení SSS prokazuje-
me vazbu autoprotilátek na strop puch˘fie. Cílov˘mi anti-
geny jsou souãásti hemidesmozomu: BP antigen 1(BPAg1
– 230 kD) a BPAg2 (180 kD).

Pemphigoid gestationis (syn. herpes gestationis) je
vzácná tûhotenská varianta pemfigoidu, která se mÛÏe aso-
ciovat i s choriokarcinomem. V pfiímé IF detekujeme pfie-
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tern“), které odpovídá lokalizaci kolagenu VII pod bazál-
ní membránou [32]. U slizniãní EBA je moÏno detekovat
i IgA autoprotilátky.

Nepfiímá IF má senzitivitu jen asi 50%. U podezfiení na
EBA je vhodné provést vy‰etfiení SSS – antigen epidermo-
lysis bullosa acquisita (NC1 doména kolagenu VII
v kotvících fibrilách) je typicky lokalizován ve spodinû
puch˘fie [25].

IgA lineární dermatóza (LABD) – cílov˘m antigenem
je fragment antigenu BPAg2, v pfiímé IF tedy detekujeme
linii na bazální membránû s IgA, nûkdy i s IgG.

Nepfiímá IF má nízkou senzitivitu, IgA autoprotilátky
detekujeme asi ve 30 % a v nízkém titru. âastûj‰í záchyt
cirkulujících autoprotilátek je u dûtí [26]. Vy‰etfiení SSS
je citlivûj‰í, popisována jsou depozita jak ve stropû, tak
spodinû puch˘fie. U slizniãní LABD IF vy‰etfiení neodli‰í
MMP a EBA.

Dermatitis herpetiformis Duhring (DHD) – odbûr pro-
vádíme z perilezionální kÛÏe ãerstvého projevu.

DHD je asociována s gluten senzitivní enteropatií. Ve
stfievû po‰kozeném zánûtem se tvofií IgA protilátky proti
tkáÀové transglutamináze (tTG). Ty zkfiíÏenû reagují
s epidermální transglutaminázou( eTG), která je homolog-
ní s tTG. V dermoepidermální junkci se ukládají komple-
xy IgA autoprotilátek s eTG [22]. V pfiímé IF je pak typic-
k˘m nálezem mnoÏství drobn˘ch zrníãek IgA protilátek
spolu s C3 ve vrcholcích papil (obr. 7). Ménû ãasto dete-
kujeme pruh jemnû granulárních uloÏenin podél BM, ten-
to typ IF nesmí b˘t zamûnûn s lineárními uloÏeninami
u LABD [23]. Pfiítomnost IgM agregátÛ není specifická.
U DHD velmi záleÏí na správném odbûru ãerstvé, neroz-
‰krábané morfy nebo perilezionální tkánû. Doporuãováno
je sériové prokrájení vzorku [9].

vysoce specifické a spoleãnû s antiendomyziálními proti-
látkami mají u DHD nejvût‰í diagnostickou hodnotu [24].

3. Onemocnûní pojiva
Lupus erythematosus (LE) – nález v pfiímé IF se li‰í

podle typu LE. Odbûr se provádí z projevu loÏiska.
Systémov˘ LE (SLE) – v postiÏené kÛÏi detekujeme

IgG, IgM, sloÏky komplementu (C3) a fibrin v homo-
genním, fibrilárním nebo zrnitém pruhu (tzv. lupusov˘
pruh) na bazální membránû. âasto jsou detekována depo-
zita Ig i v cévách a kolem ztlu‰tûl˘ch bazálních membrán
potních Ïláz jako nespecifick˘ nález, ukazující na auto-
imunitní po‰kození dan˘ch struktur.

Dfiíve se ãasto pouÏívalo v detekci LE IF vy‰etfiení zdra-
vé, pfied svûtlem kryté kÛÏe. Nález lupusového pruhu ve
zdravé kÛÏi poukazuje na závaÏné systémové postiÏení
[31]. Nespecificita nálezu, nutnost biopsie nepostiÏené
kÛÏe a rozvoj dal‰ích diagnostick˘ch metod tuto indikaci
zatlaãily do pozadí. Vy‰etfiení mÛÏe b˘t pfiínosné ve spor-
n˘ch pfiípadech.

Subakutní koÏní lupus erythematosus (SCLE) – u SCLE
s typickou pozitivitou anti Ro/SSA autoprotilátek mÛÏe b˘t
v junkãní zónû a v dolní ãásti epidermis místo lupusové-

Obr. 7. Makovité uloÏeniny IgA v papilách u dermatitis herpe-
tiformis

Obr. 8. Lupusov˘ pruh, vût‰í agregáty a rozvolnûní junkce
u SCLE (pfiímá IF, IgG)

Obr. 9. Vût‰í agregáty v junkci, drobné precipitáty IgG v bazální
vrstvû odpovídající Ro protilátkám u SCLE (pfiímá IF)

V nepfiímé IF detekujeme protilátky proti endomyziu
hladkého svalu (opiãí ezofagus) a retikulinu (opiãí játra).
Protilátky proti lepku a tkáÀové transglutamináze se dete-
kují metodou ELISA. IgA autoprotilátky proti tkáÀové
transglutamináze a epidermální transglutamináze jsou
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ho pruhu detekováno mnoÏství drobn˘ch zrnit˘ch preci-
pitátÛ IgG, které odpovídají anti-Ro/SSA autoprotilátkám
(obr. 8, 9).

Chronick˘ koÏní lupus erythematosus/diskoidní lupus
erythematosus (CDE)– u diskoidního LE kromû lupuso-
vého pruhu s IgG detekujeme typicky vût‰í imunokomple-
xové agregáty a apoptotická tûlíska obsahující IgM, ãasté
jsou také uloÏeniny imunoglobulinÛ a fibrinu v solárnû
po‰kozeném vazivu.

Vy‰etfiení nepfiímou IF antinukleárních protilátek zÛstá-
vá bazálním vy‰etfiením u LE. Na bunûãn˘ch substrátech
(napfi. Hep-2 buÀky) detekujeme pozitivitu antinukleárních
autoprotilátek (ANA) a jejich titr. Klinick˘ v˘znam má titr
od 1 : 40 v˘‰e. Základními typy IF jsou homogenní, peri-
ferní, granulární, nukleolární, centromerov˘ a cytoplazma-
tick˘. Typ homogenní a periferní jaderné IF je typick˘ pro
systémov˘ lupus, pro SCLE a CDE granulární [30]. Pro
dal‰í typizaci protilátek jsou pouÏívány metody ELISA,
imunoblot, imunoprecipitace. IF se vyuÏívá i pro detekci
dsDNA (dvojvláknové DNA) za pomoci biãíkovce Cri-
thidia luciliae, jehoÏ kinetoplast obsahuje ãistou dsDNA.
Popis mnoÏství v souãasnosti vy‰etfiovan˘ch autoprotilá-
tek u LE pfiesahuje rozsah této práce.

Bulózní lupus erythematosus (BSLE) je vzácná varian-
ta systémového lupus erythematosus, charakterizovaná
vznikem subepidermálních puch˘fiÛ. Prokázána je tvorba
autoprotilátek proti NC1 doménû kolagenu VII kotvících
fibril, tj. cílového antigenu u EBA (1). Ve vy‰etfiení pfií-
mou IF nacházíme lineární i granulární pruhovitou IF
bazální membrány epidermis s ukládáním IgG; v nepfiímé
IF a SSS vy‰etfiení perilezionální kÛÏe zÛstává linie ve spo-
dinû puch˘fie. Autoprotilátky se dále prokazují imunoblo-
tem, ELISA, imununoprecipitací.

Smí‰ené onemocnûní pojiva („mixed connective tissue
disease“ – MCTD, syn. SharpÛv syndrom) – odebírá se
vzorek z postiÏené kÛÏe.

V pfiímé IF kromû lupusového pruhu detekujeme
i ANA v jádrech keratinocytÛ, coÏ b˘vá u LE v˘jimeãn˘m
nálezem u vysok˘ch titrÛ protilátek [29] – obrázek 10.

Granulární ANA v nepfiímé IF odpovídají autoprotilát-

kám proti extrahovateln˘m nukleárním antigenÛm (ENA)
U1RNP, detekovan˘m ve vysok˘ch titrech.

Sklerodermie
Sklerodermie systémová nemá v pfiímé IF specifick˘

nález. MÛÏeme detekovat uloÏeniny fibrinu v cévách
a nespecifické uloÏeniny v po‰kozeném vazivu. Popisová-
na je IF jader epidermis a depozita v junkãní zónû, pfieváÏ-
nû s IgM [27].

V nepfiímé IF b˘vají nukleolární ANA v nízk˘ch titrech
(odpovídají autoprotilátkám proti Scl70, fibrillarinu,
U3-nRNP) ãi granulární (Ro/SSA) (Hep-2 buÀky aj.).

CREST syndrom (syn. limitovaná systémová skleroder-
mie) má v nepfiímé IF typick˘ nález autoprotilátek proti
centromerám chromozomÛ (Hep-2 buÀky aj.)

Lokalizovaná sklerodermie (syn. cirkumskriptní sklero-
dermie, morfea) má obdobn˘ nespecifick˘ nález v pfiímé
IF, ANA b˘vají negativní.

Dermatomyozitida (DM) – nemá specifick˘ nález
v pfiímé IF, mÛÏeme nalézt lupusov˘ pruh, agregáty
v junkci i uloÏeniny v cévách, nález ale nelze spolehlivû
odli‰it od LE.

V nepfiímé IF mÛÏeme detekovat granulární ANA
v nízk˘ch titrech. Urãení autoprotilátek je moÏné dal‰ími
metodami (imunoblot, ELISA). Specifické pro DM jsou
anti-Mi-2 autoprotilátky, mohou se vyskytnout i anti
Ro/SSA autoprotilátky. Anti Jo-1 jsou pozitivní vzácnû,
indikují postiÏení plic, dal‰í autoprotilátky specifické pro
myozitidu se u DM nevyskytují. V posledních letech byly
objeveny protilátky specifické pro amyopatickou DM (anti
CADM-140) a paraneoplastickou DM (anti p155) [3].

4. Vaskulitidy
Odebírá se vzorek z loÏiska, ne star‰ího neÏ 24 hodin.

Imunokomplexové vaskulitidy
U vaskulitid detekujeme pfiímou IF v kÛÏi depozita ve

stûnách cév, ãasto IgG, IgM a sloÏky komplementu [21] –
obrázek 11.

U IgA vaskulitidy (Schönleinova-Henochova purpura)

Obr. 10. Homogenní ANA v jádrech keratinocytÛ i dal‰ích bunûk
jsou typické pro SharpÛv syndrom (pfiímá IF, IgG)

Obr. 11. UloÏeniny C3 v cévû u vaskulitidy (pfiímá IF)
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nacházíme typicky depozita IgA. Fibrin se nespecificky
mÛÏe ukládat ve v‰ech postiÏen˘ch cévách, tento nález
vÏdy musí korelovat s klinikou a místem excize (nespeci-
ficky b˘vají postiÏeny cévy v distálních partiích dolních
konãetin).

Nepfiímá IF detekuje u nûkter˘ch vaskulitid protilátky
proti cytoplasmû neutrofilÛ – tzv. ANCA. Cytoplazmatic-
ké c-ANCA jsou specifické pro Wegenerovu granuloma-
tózu (antigenem je proteináza PR3), perinukleární
p-ANCA (antigenem je myeloperoxidáza MPO) jsou pozi-
tivní u mikroskopické polyangiitidy a Churgova-Strausso-
va syndromu. Smí‰en˘ obraz ANCA v IF byl detekován
i u jin˘ch onemocnûní neÏ vaskulitid (napfi. colitis ulcero-
sa, SLE apod.)

5. Ostatní
Vy‰etfiení pfiímou IF mÛÏeme pouÏít s v˘hodou i u lichen

ruber planus a porfyrie, které mají typick˘ IF obraz.

Lichen ruber planus (LRP)
Odebírá se vzorek z projevu.
Typick˘m nálezem pro LRP je pfiítomnost agregátÛ,

pfiedstavujících apoptotické keratinocyty, obsahujících
IgM, které se vyskytují jednotlivû i ve skupinách v junkãní
zónû (obr. 12). Po‰kozená junkãní zóna se barví fibrinem
v typické krajkovité linii. Tento nález je moÏno detekovat
u v‰ech lichenoidních zánûtÛ a u CDE/LRP overlap syn-
dromu.

6. Nespecifické nálezy
Od specifick˘ch nálezÛ je nutno odli‰it celou fiadu nále-

zÛ nespecifick˘ch.
U fiady zánûtliv˘ch dermatóz (psoriáza, parapsoriáza)

ãasto detekujeme v PIF mírnou imunokomplexovou akti-
vitu na bazální membránû – pruh z drobn˘ch zrnek C3.

Linii na bazální membránû s IgM mÛÏeme detekovat
i u jin˘ch chorob neÏ LE, napfi. u teleangiektázií, fotosen-
zitivní rosacey, dermatofytóz.

V NIF mÛÏe b˘t detekována ICS v nízkém titru napfi.
u morbus Crohn, psoriázy, herpetick˘ch onemocnûní apod.

7. Dal‰í
Kromû popsan˘ch indikací lze IF vyuÏít v dermatologii

i u dal‰ích onemocnûní. Pfiíkladem dal‰í moÏnosti imuno-
fluorescenãního vy‰etfiování v kÛÏi je detekce amyloidu
barvením thioflavinem T, se kter˘m amyloid záfií Ïlutû.

IV. MODERNÍ
IMUNOFLUORESCENâNÍ METODY

IF metody v posledních letech proÏívají velk˘ rozvoj,
díky ‰iroké ‰kále fluorochromÛ a monoklonálních protilá-
tek, vyuÏívání metod molekulární biologie, zdokonalení
detekãních technik a nov˘ch aplikací. Fluorescenãní
metody se vyuÏívají pfii studiu struktury tkání, bunûk
a bunûãn˘ch pochodÛ vãetnû pozorování in vivo. Heslo-
vitû se zmíníme o nejzajímavûj‰ích aplikacích, které mají
vztah k dermatologii.

1. Roz‰ífiení moÏností nepfiímé imunofluorescence
„Biochip Technology“ vyuÏívá technologie rozfiezání

substrátu na více polí v milimetrov˘ch velikostech, coÏ
umoÏní pfiípravu mnoha polí z jednoho fiezu.

Obr. 12. Hnízdo agregátÛ pod bazální membránou, typické pro
lichen planus (pfiímá IF, IgM)

Obr. 13. Vakovité cévy a ztlu‰tûní bazálních membrán potních
Ïláz u porfyrie, stejn˘ obraz b˘vá i u SLE (pfiímá IF, IgG)

Porphyria cutanea tarda
Odebírá se vzorek perilezionálnû.
U porfyrie dochází k po‰kození koÏních cév, které jsou

vakovitû roz‰ífiené. V pfiímé IF pak detekujeme v cévách
uloÏeniny IgG, C3 a fibrinu, nûkdy i pruh na bazální mem-
bránû. V̆ razn˘ b˘vá tento nález i v oblasti potních Ïláz
(obr. 13).
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„Biochip Mosaic“ vyuÏívá více substrátÛ na jednom
skle, umoÏní tak rychlou detekci antigenního profilu dané-
ho séra. K detekci cílového antigenu u puch˘finat˘ch cho-
rob lze napfi. dermatologickou mozaiku, kdy je na jednom
skle fixováno 6 substrátÛ (opiãí ezofagus, SSS, desmog-
lein 1 exprimující buÀky, desmoglein 3 exprimující buÀ-
ky, BPAg1 a BPAg2 exprimující buÀky – Euroimmun).

Firma Euroimmun má také patentovan˘ EuroplusTm
systém – jedná se o monospecifické antigenní kapky nebo
fiady k vy‰etfiení mnoha vzorkÛ, napfi. pfii detekci ANCA
[7].

Komerãnû dostupn˘ je jiÏ téÏ speciální biochip
k detekci cílov˘ch domén antigenÛ bulózního pemfigoidu
BPAg2 NC16A a globulární domény BPAg1.
2. Konfokální laserov˘ mikroskop dosahuje vy‰‰ího rozli-
‰ení neÏ bûÏná IF. Detekuje pouze svûtlo z ohniskové rovi-
ny mikroskopu, dopadá skrze clonu na jedin˘ bod vzorku,
bodov˘ obraz je skenován, a to v rÛzn˘ch rovinách,
v˘sledn˘ obraz je poskládán poãítaãem. Jeho vyuÏití je
badatelské. VyuÏívá se pfii FOAM („Fluorescence overlay
mapping“) metodû, pfii které se skládají obrazy s nûkolika

rÛzn˘mi konjugáty znaãen˘mi antigeny do jednoho obra-
zu. PouÏívá se napfi. u detekce antigenÛ v bazální mem-
bránû.
3. K moderním metodám vyuÏití principu fluorescence
patfií i FISH („fluorescence in situ hybridization“) – cyto-
genetická technika, která detekuje chybûjící nebo nadby-
teãné sekvence DNA na chromozomech. Vysoce specific-
ké DNA sondy znaãené fluorochromy se váÏí na urãené
oblasti cílov˘ch chromozomÛ. Pro dermatologii má
v˘znam pouÏití FISH napfi. u lymfomÛ ãi u maligního
melanomu, pfiedev‰ím u pigmentov˘ch lézí s nejasnou bio-
logickou povahou. Detekce chromozomálních aberací
podporuje diagnózu maligního onemocnûní. Sonda Vysis
(Abbot) je konstruována k detekci ãast˘ch po‰kození chro-
mozomÛ 6 a 11 (geny RREB1, MYB, CCDN1 a centro-
mera 6) u maligního melanomu [20].
4. PrÛtoková cytometrie je zaloÏena na principu IF
a pouÏívá pro znaãení bunûãn˘ch subpopulací fluorochro-
my. Mezi ãetné moÏnosti vyuÏití prÛtokové cytometrie pat-
fií stanovování subpopulací lymfocytÛ u koÏních lymfomÛ
ãi poruch imunity.

Tab. 1. Pfiehled IF nálezÛ u bulózních onemocnûní

Onemocnûní Pfiímá Senzitivita Nepfiímá Senzitivita SSS Poznámka
IF PIF IF NIF

Pemphigus vulgaris
ICS IgG,
IgA, C3 100% ICS IgG 90% – PIF celá epidermis

Pemphigus vegetans ICS IgG, C3 90% ICS IgG 80% –
PIF dolní ãást
epidermis

Pemphigus foliaceus ICS, IgG, C3 80% ICS IgG 70% –
PIF horní ãást
epidermis

Pemphigus erythematosus
ICS, lupusov˘
pruh IgG, C3

70% ICS IgG 70% – ANA pozitivní

IgA pemphigus
ICS IgA,
IgG, C3

50% ICS IgA 50% – NIF s desmokolinem

Pemphigus herpetiformis
ICS IgG,
IgA,C3

70% ICS 60% –

PNP
ICS IgG, C3, NIF moãov˘
pruh Fb

90% ICS IgG 80% –
mûch˘fi krysy

strop
varianta IF

Pemphigoid bullosus BM IgG, C3 100% BM IgG 90%
puch˘fie

bazálních bb.
(opiãí ezofagus)
NIF s ãerstv˘m

strop komplementem
Pemphigoid gestationis BM C3 (IgG) 50% BM IgG negativní

puch˘fie na lidské kÛÏi
pozitivní

Pemphigoid Brunsting BM IgG, C3
50% BM IgG 50%

strop i
nízk˘ titr

Perry spodina

IgA lineární dermatóza
BM IgA, , strop i
IgG C3

80% BM IgA 30%
spodina

Epidermolysis bullosa BM IgG, spodina
acquisita IgA, C3

80% BM IgG, IgA 50%
puch˘fie

BSLE BM IgG, C3 70% BM IgG 30%
spodina
puch˘fie

ANA pozitivní
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V. ZÁVùR

Pfiehled tradiãních indikací a oãekávan˘ch v˘sledkÛ
v pfiímé a nepfiímé imunofluorescenci si klade za cíl pomo-
ci ãtenáfii orientovat se mezi nálezy u jednotliv˘ch one-
mocnûní. Krátce také zmiÀuje molekulární charakteristi-
ku detekovan˘ch antigenÛ a nové moÏnosti fluorescenãní
diagnostiky se vztahem k dermatologii. Aãkoliv stále více
hodnocení pfiebírají poãítaãe, i dnes zÛstává prostor pro
pozorovatele, fascinovaného záfiícím svûtem fluorescenã-
ní mikroskopie.
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