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1. WSTEP

1.1. Opryszczkowate zapalenie skory (DH) na tle chorobirzewnej (CD)

DH jest przewlelkd dermatoz z intensywnym swiadem i charakterystycznymi
polimorficznymi wykwitami skornymi (Dmochowski 2005 w przebiegu ktorej istnig)
rézne etapy rozwoju choroby, zate od czasowo-przestrzennej ewolucji wykwitéw
(Gornowicz i wsp. 2010a). Zaliczane jest do schomgherzowych z autoimmunizacji
wobec enzymow (Dmochowski 2006a), a u chorychzmaotez wykry¢é przeciwciata o
nizszej specyficzriwi: (m.in. przeciwgliadynowe i przecidrédmigsnej mesni gtadkich)
(Karpéati 2004). Coraz e#ciej poruszana jestrola transglutaminazytkankow&Gy i
transglutaminazy naskoérkowej (eTG)jako autoantygend DH oraz ich znaczenia w
procesach rfnicowania keratynocytow i stabilizacji pokenia skorno-naskorkowego
(DEJ) w brodawkach skérnych (Lorand i wsp. 1984sdkdiman i wsp. 1995, Marietta i
wsp. 2008). Rola transglutaminaz w patomechanizbtie polega zapewne na katalizie
zalenej od jonow wapnia reakcji tworzenia kowalencyjoyuwiazan y-glutamylo-
lizynowych (Lorand i wsp. 1984, Aeschliman i wsP95). Sugeruje §j ze w patogenezie
DH waznym czynnikiem mge by proces apoptozy, ktory wspoigra z innymi
mechanizmami patogenetycznymi (Caproni i wsp. 2008alery pamegtac, ze w
poréwnaniu do innych autoimmunizacyjnych dermatogchprzowych mechanizmy
immunogenetyczne DHashajmniej poznane, mimaz izapewne posiadajnajbardzie]
ztozone uwarunkowania (Gornowicz-Porowska i wsp. 2011).

DH zdaje st by¢ blisko powihzane z CD (celiak). Pierwsza obserwacja a#ica te
dwie choroby pochodzi od Marksa i wsp. (Marks i wp66). Rozwoj tych chorob jest
wynikiem odpowiedzi immunologicznej na antygen ghu, ktéry stanowi substrat dla
transglutaminaz. Najistotniejsze biatko unlhaiajace stanowi gliadyna (Gornowicz i wsp.
2010a). Wyzwalacz odpowiedzi immunologicznej wolieEmmsglutaminaz i wywotania

progresjiz CD do DH pozostaje niejasny.
1.1.1. Podobieastwa migdzy DH i CD; teorie patogenetyczne

Zaréwno CD, jak i DH to wieloczynnikowe choroby kiérych rok odgrywaj zarbwno
czynniki genetyczne, jak $rodowiskowe, prowadge do charakterystycznych zmian,
odpowiednio, w jelicie cienkim i skorze. Za punkstyczne mgdzy tymi dwoma
chorobami uznaje si odpowied enteropatii na bezglutenawdiets, immunogenetyk

(powszechne wysgpowanie fenotypu HLA B8 i DR3), wygbowanie hiposplenizmu
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i predyspozycji do rozwoju chtoniakéw (Gawkrodnewsp. 1984, Collin i wsp. 1996,
Humbert i wsp. 2006). Uwa sk, ze wyshpienie obu chordéb z typowymi dla nich
objawami jest wynikiem wypadkowej czterech czynmik@redyspozycji genetycznych,
spazycia glutenu, zmian w jelicie cienkim i ewentualhyczynnikbw demaskagych
(Sardy 2002a,b). Obydwie choroby dotykagzazwyczaj populagj rasy biatej, gdzie
pszenicazyto czy gczmien 3 waznymi sktadnikami pgywienia (Europa, cgé Ameryki,
Australia, Azja Zachodnia i Poinocna) (Corazza pw$995). Sporadycznie wygiuja
natomiast w rejonach Afryki, Azji Wschodniej i Pdhiowej (Sardy 2002b, Zone 2004).
Patomechanizm DH i CD wydajegddy¢ podobny. Jak podadane pimiennicze obydwie
choroby g silnie powiazane z haplotypamiHLA DQ2 i DQ8 (Hervonen i wsp.0@0
Marietta i wsp. 2004), prawdopodobnie ok. 90% patde DH i CD ma DQ2- a wksza¢

Z pozostatych 10% DQ8 (Balas i wsp. 1997, Holopainesp. 2001, Collin i wsp. 2003,
Caproni i wsp. 2009). Obie choroby szczegdlnie fieship allele klasy Il HLA (Reunala
2001, Collin i wsp. 2003), a podatidona nie jawi si by¢ powiazana gtéwnie z allelami
HLA- DQA1*0501, DQB1*02 (kodujcymi heterodimer HLA klasy Il HLADQ2) i w
mniejszym stopniu z genami HLA-DQA1*03, DQB1*030Roujacymi molekut DQ8)
(Sollid 2000, Sardy 2002b). Pomimo silnego pgania ze specyficznymi haplotypami
HLA, same czynniki genetyczne nie decydajklinicznym ujawnieniu choroby. Niektérzy
badacze donogzo znaczeniu w DH i CD gendéw niepazanych z HLA(Holopainen i
wsp. 2001).

Bliskie genetyczne tto DH i CD ujawnigjakze badania rodzin (Hervonen i wsp. 2002).
Wiadomo, ze obydwa schorzenia wykazujendengi do skupiania gi w rodzinach —
udowodniono,ze ok. 18% pacjentow DH i ok. 19% pacjentow CD mawkrych
pierwszego stopnia ciegmych na ¢ samy chorolg (Hervonen i wsp. 2002). Podobnie jak
w CD segregacja choroby u rodzin DH zmana jest z ryzykiem haplotypu HLA, a liczba
dotknietych rodzicow, rodzestwa i dzieci pasuje do modelu domimeégo dziedziczenia
mendlowskiego. Model dziedziczenia autosomalnegonidojacego CD sugerowat
McDonald (McDonald i wsp. 1965), jednak Zmiejsze badania wykazatyze jest
przekazywana w sposob recesywny (Greenberg i wa®2)1 Analizugc to zagadnienie
przeprowadzono badania monozygotycznychznt (Hervonen i wsp. 2000).
Monozygotyczne bhinigta mog wykazyw& kazda kombinacg ujawniania CD, DH lub
klinicznie cichej wraliwosci na gluten, udowadnig znaczenia czynnikow
srodowiskowych. Dowiedziono rownievysigpowania obu doleglinaei u poszczegodlnego

Z blizniat - u jednego DH, a u drugiego CD - co jest silngopwodem na ich wspdlne
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genetyczne tlo oraz wspiera hipaiezze wystpienie DH zapewne nie wymaga
dodatkowych gendw, nite usposabiage do CD (Reunala 2001). Ponieszmauwaono, ze
wystepowanie CD jest wisze u krewnych pacjentow DH /CD (Neuhausen i w§082
Dus i wsp. 2009), niektorzy autorzy sugeruji nich badania przesiewowe krewnych
pierwszego stopnia (Caproni i wsp. 2009). O itgteczna¢ testow dla CD u objawowych
pierwszorzdowych krewnych jest oczywista, o tyle obecnie jegtwiele dowodow
wspierajcych takie badania u bezobjawowych krewnych (Rostesp. 2006, Caproni

i wsp. 2009).

Za potencjalne mechanizmy zaanga&ane w wywotanie obu choréb uieme g
zmiany w przepuszczalda jelita i miedzykomérkowych obwdédek zamykajch
(tightjunction (Green i wsp. 2003). Odpowiedmmunologiczna na @steczki gliadyny
ma miejsce w dwodch przedziatach organizmu — blasztciwej (laminaproprig i
nabtonku jelita cienkiego. W patomechanizmie udomiodo rok CD4+ limfocytow T,
natomiast kwesii kontrowersyja wydaje s¢ rozwaana rola CDS8limfocytow T
(Abenavoli i wsp. 2006).

Gtownym czynnikiemsrodowiskowym jest spgcie glutenu, ktérego najbardziej istgtn
patogenetycznie frakgjstanowi gliadyna. Hipoteza autoimmunizacyjnej patezy CD
glosi deamidag frakcji gliadyny pszenicznej przez tTG, amania do HLA DQ2
I rozpoznawania przez jelitowe limfocyty T z konsahtnym produkowaniem cytokin
powodujcych uszkodzenia nabtonka, enzymow degramfigh macierz i przeciwciat IgA
przeciwko tTG (Reunala 2001). Gliadyna jest prolami zawiera wysokie iléci
glutaminy, proliny i hydrofobowych aminokwasow (lié wsp. 1982, Cornell i wsp. 1992,
Sardy 2002b).Aminokwasy te twarkilka epitopéw w prolaminiowym biatku (gliadynie),
Z ktorych niektére simmunodominujce. Jednate szczegolp cechy glutenu jest faktze
deamidacja pewnych polipeptydowych reszt (zarowmolamin, jak i glutein) mge
doprowadzé do identyfikowania ich jako antygenow z rozpoznaigen przez limfocyty T
pewnych deamidowanych biatek zdubardziej skutecznie hitych niezmodyfikowanych
(Lundin i wsp. 1997, Sjostrom i wsp. 1998, Van déal i wsp. 1998, Sardy 2002b).

W zwiazku z powyszym, weksza¢ antygenowych biatek gliadynowych nie jest
rozpoznawanych w swojej natywnej formie. Wyjeeniem tego zjawiska me by
charakterystyczna wdaiwos¢ DQ2 i DQ8 — wiza one motywy ktore preferencyjnie ah
biatka posiadace tadunek ujemny. Chociabiatka glutenu nie as bogate w reszty
natadowane ujemne, po procesie deamidacji powdtajas glutaminowy, zatem w

konsekwencji gluten me sk sta& bogatymzrédtem epitopéw dla DQ2 i DQ8 (Sardy
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2002b). Wéwczas asone prezentowane przez komorki prezeguielj antygen poprzez
molekuty HLA DQ2 lub DQ8. Komorki te skutecznie yoniajp zarowno CD4+ Thl-
limfocyty co prowadzi do stanu zapalnego i przelwgdkanki, jak i Th2-limfocyty, co
inicjuje produkcg przeciwciat przeciwko biatkom glutenu. Qki wysokiej zawartéci
glutaminy i proliny, prolaminy g preferowanymi substratami dla transglutaminaz ¢Bru
i wsp. 1985, Sardy 2002b). Deamidowane polipeptgtgdyny whza sic krzyzowo z
pewnymi biatkami transglutaminazowymi mgmgosagac powierzchnie podstawnobocgn
enterocytow. Taki kompleks me funkcjonowad jako neoantygendolacy rozpoznawanym
zaréwno przez gluteno-swoiste i transglutaminazoiste limfocyty B (Sardy 2002b).
Dane déwiadczalne sugersyj ze przeciwciata pojawiaj sic w wyniku uszkodzenia
btony sluzowej jelit u pacjentow DH (Marietta i wsp. 200&p pasowatoby do ogdlnie
akceptowanej teorii, ze wszyscy pacjenci DH posiadajw jakim§ stopniu
immunopatologicza jelitowa odpowied na gluten, ktora jest manifestowana na skoérze.
Uwaga badaczy skoncentrowana jest na $mygmiu z jakiego powodu i w jaki sposdb
przeciwciata anty-TGs as generowane zarowno w DH jak CD. Miawym jest, ze
katalizator(y)/wyzwalacz(e) produkcji przeciwciaadup sic w jelicie i jest/a powiazane
z jego uszkodzeniami. Dalsze prace powinny skomgoesaf sic na odnalezieniu tych
katalizatoréw (innych @i spaycie glutenu, np. w postaci pszenicy). Istotnynt jregze
okreslenie, czy produkcja tych transglutaminazo-swoistpeczeciwciat jest niezigina do
rozwoju patologii autoimmunizacyjnej w jelicie clem i skérze czy te stanows one
jedynie konsekwencje patologii jelitowej (Mariettawsp. 2008). Jest nibwym, ze
nadmiar anty-tTG IgA mae by deponowany tate w skorze poprzez reakcje kepyve ze
skornymi transglutaminazami. Co ciekawe, tTG jesikzé zaangzowana Ww
migdzycasteczkowe krzyowe whzanie kolagenu VII, co sidzieje niedaleko miejsca
gdzie wystpuja ztogi IgA w skorze DH (Dieterich i wsp. 1999). Baé badania powinny
ujawnic czy istnieje skérny autoantygen DH zwany z tTG, jednak niiwosé istnienia
unikalnej determinanty antygenowej w skorze pa&enDH, lecz nie CD, pozostaje
zagadkowe (Reunala 2001). Kiovym jest, ze kompleks tTG-gluten inicjuje odpowied
przeciwciat IgA (Sollid i wsp. 1997), ale nie jest stanie produkow@immunoglobulin
anty-tTG wysokiego powinowactwa, co skutkuje pgkawo ,cichy” forma CD.
Przeciwcialta te krzyowo reagy z eTG poprzez ich wysokie podohstwo
aminokwasowe, ale mmjw stosunku do nich nigkawidnag¢. Po dhisze] prowokacji
gliadynowej (pacjenci DH zwykle ukazupbjawy péniej niz pacjenci CD), specyficzna

krzyzowo reagujca populacja przeciwciat rozwijagsii tych pacjentow ktérzy natla DH.
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Przeciwciata te wykazagjniskie powinowactwo do tTG, ale niezmierniezdudo eTG
(Sardy i wsp. 2002a,b). Kwestia czy wzrastane przeciwko eTG jako gtéwnemu
antygenowi, czy $ wynikiem rozprzestrzeniania epitopévep{topespreading— ES)
pozostaje nieznana, jak réwmieagadnienie dlaczego jedyniec&Z pacjentéw rozwija
specyficzne przeciwciata przeciwko eTG i dlaczegatupa pacjentow ma tylko bardzo
ograniczony proces enteropatii rownzostaje do zbadania.

Patologia skérna mme by wywoltana przez skorne ziogi dmcych
immunokompleksow zawierggych IgA i eTG (Sardy i wsp. 2002a). Prawdopodobnie
enzym ten jest w stanie aktywnym, co skutkuje komyym wiazaniem kowalencyjnym
kompleksu do pewnych strukturalnych elementéw skghinTo mae poniekd ttumaczy,
dlaczego nie jest niiwym wydobycie/wyekstrahowanie IgA immunokomplelss&e
skory pacjentow DH. Stany zapalne skoéry madiminowa kowalencyjnie zwjzane
immunokompleksy. W rzeczywista, czsto IgA & obecne w okotowykwitowej i/lub
klinicznie niezmienionej skérze a nie w obszarzevgtawania pcherza (Sardy 2002a,b,
Marietta i wsp. 2004).

W przeciwigstwie do wielu innych autoimmunizacyjnych dermapezherzowych, jak
pecherzyca, BP, linijjna IgA dermatozeggherzowa (LABD), gdzie nagtit postp w
scharakteryzowaniu gtéwnych autoantygenow, w prdigpaDH wciz nalezy rozwigza
zagadk ztogow IgA w skorze, kwestie konkretnego autoaatygi fakt czy przeciwciata

IgA odgrywap sprecyzowadrole w procesie powstawaniggherza (Reunala 2001).
1.1.2. Ro&znice migdzy DH i CD

Powigzania DH i CD nie wywotyj raczej szerszej dyskusji, kontrowersje nasgikig
wobec r@nic miedzy tymi dwiema chorobami. Naig jednak pamitac, ze midzy DH a
CD istniep istotne rozbienosci, ktorych nie sposob ignorowaPierwsza, zasadnicza
niezgodné¢, wynikajpca z definicji obu choréb, ukazuje odmignkliniczna ekspresj
wrazliwosci na gluten. Klasyczna manifestacja nadisiweosci na gluten to CD, ktora jest
chorolky zotadkowo-jelitowa (jej kliniczna ekspresja tyczy gtownie jelita ciéego),
natomiast DH jest dermatpzpecherzow (skérne ujawnienie choroby) (Hervonen i wsp.
2000). Jednak wygbowanie zmian skoérnych charakterystycznych dla [Oietos sk
powodem dyskusji. Niektérzy badacze zaway@ ze po wyhczeniu z diety glutenu
nastpuja remisje choroby (Reunala i wsp. 1997) inni nat@hide zaobserwowali takiej
zalenosci (Shuster i wsp. 1968). Uwa sk, ze wigksza¢ pacjentdow DH nie rozwija

objawéw trawiennych. Jednak danesw@mdczalne wskazaj ze wsrdéd przebadanych
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pacjentow tylko 13% mialo objawy jelitowe (Alonsdaimazares i wsp. 2007), a u 87%
glutenozalezay enteropati stwierdzono po biopsji jelita. Z kolei Zone (Zo2@04) podaje,
ze ok. 20% pacjentow DH ma objawy jelitowe. Istniefgvniez niezgodn&¢ w sprawie
zaniku kosmkow jelitowych w DH, ktory wykazuje zdy stopiéh zaawansowania.
Niektorzy obserwu normalny nabtonek jelita cienkiego u ok. 1/3 patjev DH (Fry

I wsp. 1974), inni demonstrpe enteropatia wygpuje praktyczniew kadym przypadku
DH (Brow i wsp. 1971). PoniewieDH bywa rozwaana jako CD skory, badacze podripsz
istotng¢ znaczenia skornego wyktadnika jako diagnostycznegarzdzia dla
rozpoznawania uszkodzgelita (Caproni i wsp. 2009), sugesqj ze udowodnienie DH
eliminuje potrzeb biopsiji jelita cienkiego (Caproni i wsp. 2009).duczeniej sugerowato
sig, ze CD mae by diagnozowana poprzez inne manifestacje attadkowo-jelitowe
(Green 2003), co obejmuje DH.

Druga r@nica sugerujca niejednorodri¢ pomigdzy chorobami to rnice genetyczne
pomigdzy jelitowa a skorm manifestacj wrazliwosci na gluten. Ostatnio pewne regiony
chromosomowe zostaty zidentyfikowane, jako ziivaie zaangaowane w genetyczne
réznice pom¢dzy CD i DH (Holopainen i wsp. 2001). Badania prosgpadzone przy
uzyciumetody nieparametrycznych sgren pomkdzy markerami mikrosatelitarnymi a
darg chorola ujawnity, ze rodziny tylko z jelitow manifestaci wykazywaty sprzzenie
gtéwnie z 2933, podczas gdy rodziny z DH wykazywsgyz:zenie z 11q i 5q, ale nie z
2033 (Holopainen i wsp. 2001). Udowodniona,tee HLA DQ2 wykazuje ekspresj
zalezna od pici i przekazuje silniejazpodatné¢ kobietom nk mezczyznom (Holopainen i
wsp. 2001).Analiza ta miata réwiiena celu wykazanie jak bardzo czynniki genetyczne
determinug skorry (DH) i jelitowa (CD) manifestagj nadwraliwosci na gluten. Wskazuij
one, coO wspomniano rowriewyzej, ze manifestacja nadwibiwosci na gluten mae
znacznie s rozni¢ u genetycznie identycznych osobnikéw, niektorzygmmiec tylko
schorzenie jelit — CD, inni gtéwnie chorplskéry — DH. Dane te magsygnalizowa
zjawisko plastyczniwi genotypowej umdiwiajacej fakt, ze genetycznie identyczne
osobniki mag wyraznie rozr@nialne fenotypy, CD lub DH, co sugerujge czynniki
srodowiskowe determinaj konkretny fenotyp tej wieloczynnikowej choroby (Menen
I wsp. 2000).

Kolejne r&nice tycz samej odpowiedzi immunologicznej organizmu. Pomim@GD i
DH majp elementy komorkowej i humoralnej odpowiedzi, wydagk, ze CD jest
mediowana gtdéwnie przez Thl, a DH przez Th2 (Cagrasp. 1998, Salvati i wsp. 2002,
Marietta i wsp. 2004, Dmochowski 2006b).
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Nastpna rozbienos¢ odnosi st do profilu autoantygenéw obu choréb. Domianym
autoantygenem w CD jest tTG (Dieterich i wsp. 199i&tomiast zidentyfikowany gtéwny
autoantygen w immunokompleksie brodawek skornyddtto e TG (Sardy i wsp. 2002a).
eTG jest enzymem ulegaym ekspresji w naskorku i wykazuje wygokomologe do
tTG. Pacjenci z DH produkaijdwie populacje przeciwciat IgA przeciwko eTG. Risza
populacja waze wykcznie eTG, podczas gdy druga reaguje komyo zarowno z eTG
I tTG. Krzyzowo reagujce eTG-swoiste przeciwcialaa sznajdowane tale w
glutenozalenej enteropatii bez DH, lecz wykazupizsza awidna¢ dla eTG nt pacjenci
DH (Séardy i wsp. 2002a, Rose i wsp. 2009). Przei@waTGswoiste przeciwciata nie
reagujce krzyowo z tTG g obecne tylko u pacjentow DH (Sardy i wsp. 200229.
wiecej, eTG a nie tTG kolokalizuje ze ztogami IgA woske pacjentow DH (Sardy i wsp.
2002a,b, Donaldson i wsp. 2007) i poziom przecitv@ezeciwko eTG Kkoreluje z
istnieniem enteropatii w DH lecz nie enteropatizbBH (Marietta i wsp. 2008).
Czynnikiem mogcym przyczynia sie do tego braku korelacji pomiedzy produkenty-
tTG i anty-eTG IgA a zaawansowaniem enteropatizenioy¢ fakt, ze pacjenci CD é&dacy
na diecie zawieragej gluten zazwyczaj posiaddjzeci lub wyszy stopié@ zmian wg skali
Marsha, podczas gdy wszystkie stopnie zaawansowarieropatiic mog wyspowa u
pacjentow DH bhdacych na diecie zawiergej gluten (Marietta i wsp. 2008). Niektorzy
pacjenci CD maj eTG IgA (Sardy 2002a,b, Marietta i wsp. 2008),ngkl nie § one
skorelowane ze stopniem zaawansowania zaniku kosrféditowych, podobnie produkcja
tym razem anty-tTG IgA u CD nie koreluje z zaawamsoiem enteropatii (Tursi i wsp.
2003, Marietta i wsp. 2008). Wprawdzie nie powinng watpliwosci, ze nietolerancja
glutenu ley u podiea zarowno CD, jak i DH, to jednak osobligeo DH, choroby z
wykwitami skornymi, powinno badasic na poziomie skornym.

O ile patomechanizm CD i DH wydajeg¢spodobny, to w odrieniu od niego
epidemiologia tych choréb jest istotniezn@. Zasadnicza #ica ma zwizek z czstdoscia
wystepowania (Sardy 2002b): podczas gdy DH jest stosnnkzadk choroly, CD jest
dos¢ powszechnym schorzeniem. Szacujg se DH wystpuje w naszej populacji ze
sredni czestotliwoscia 11 na 100000 osob, co stanowi 1/5 gstatliwosci wysipowania
CD (Gawkrodner i wsp. 1984). W przeciwstwie do CD, ktér diagnozuje si przewanie
w dziecihstwie (zazwyczaj przed ukozeniem 6 rokuzycia, a gtdwnie w pierwszych
dwoch latachzycia), DH zazwyczaj ujawnia giw paznym okresie dojrzewania lub we
wczesnym okresie dorosio (15-40 rokzycia) (Mobacken i wsp. 1984, Reunala i wsp.

1978, Gawkrodner i wsp. 1984). Ponadto stwierdzazsi nezczyzni czesciej zapadaj na
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DH (mezczyzna:kobieta 3:2), odwrotnie jest w CD (kobietazczyzna 2:1) (Reunala
2001, Bolotin i wsp. 2011).

1.1.3. Zagadnienia nozologiczne DH w olgbie CD

Nozologia stanowi dziedzennauk medycznych zajmaga sic klasyfikach chordb.
Niektérzy badacze sugenyjze naley rozwaaé poszczegolne jednostki chorobowe na
poziomie nozologicznym i patologicznym, rozpozwajéznice pomgdzy tymi dwoma
podefciami, nawet jfli w praktyce § one czsto mieszane z powodu wyptijacych
niejasndci znaczeniowych (Lagier 2001). W tym koniele nozologia winna ky
traktowana jako badania i opis chordb, a patolgaka badanie zmian charakterystycznych
dla tych choréb.Judawno temu Hertz i wsp. (Hertz i wsp. 1977) zaiyhiaze nozologia
chorob gcherzowych jest niejasna, szczegolnig detyczy to DH. Od kiedy w 1884 roku
Duhring (Duhring1884) skierowat uwagbadaczy na grup wykwitow skornych
okreslanych jakodermatitis herpetiformisich zainteresowanie jednostkami chorobowymi
Z podobnymi zmianami wzrosto w celu znalezienianfasciwego miejsca nozologicznego
w dermatologii (Ravogli 1890). Uprzednio wiele zchy przypadkow byto mylone z
rumieniem wielopostaciowymgpherzye czy liszajcem opryszczkowatym, pozostawaaj
te osobliwe wykwity poza jalkolwiek kategora nozologiczia (Ravogli 1890).Sledzgé
pismiennictwo traktuijce o DH, tatwo mgna spostrzecze istnieje niespdjrié w jego
nozologicznym ulokowaniu. DH nie by rozwaana jako (i) choroba skory
wspottowarzyszca CD, (ii) jako jej skorna manifestacja (Herreron@alez 2010) duaca
komplikach wywotam niestosowaniem przy CD wdawe]j diety bezglutenowej oraz (iii)
jako osobna jednostka chorobowa z nadliwensci na gluten bdaca jej inng fenotypove
ekspresj. Jw wczeniejsze badania wykazatly brak nozologicznej granmmmidzy
glutenozalena enteropati towarzyszca DH i ta obserwowaa w CD (Démoulins-Giacco
I wsp. 1996). Istnigj doniesienia,ze DH i CD @ rozna kliniczna ekspresj tej samej
wrazliwosci na gluten (Cuartero i wsp. 1992), w co wpisujehspoteza zespotu Marietta
i wsp. (Marietta i wsp. 2008), ktérzy defimiUpH jako osoba jednostk chorobowy czesto
tylko powiazary z enteropadi.

Dane pémiennicze ukazuj rozbieznos¢ we wspotdiagnozowaniu obu jednostek —
zarbwno podaje &j ze ok. 5% pacjentow DH ma wczeej zidentyfikowane CD
(Gawkrodger i wsp. 1993), jak 2 DH wystpuje u ok. 25% pacjentéw z CD (Collin i
wsp. 2003, Rodrigo 2006, Humbert i wsp. 2006). Bujgesk, ze przewlekle spoywanie

glutenu w CD z predyspozycjami genetycznymi zmoskutkowd rozwojem DH
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(Gawkrodger i wsp. 1993). Zatem mma uwaaé diet bezglutenow jako czynnik
zapobiegawczy. Ostatnimi czasy DH coragséciej zaliczana jest do jednej grupy chordb,
razem z CD i ataksjglutenow, ktorych cech wspodlna jest nadwgiiwos¢ na gluten
(Herrero-Gonzalez 2010). Z drugiej strony badaczenpsz, ze istniej rosrace dowody,
by rozwaa¢c DH jako specyficza fenotypows, skérra ekspresj glutenozalénej
enteropatii nie do rozemienia z CD (Karpéati 2004, Marietta i wsp. 2004). Wietle
takiego stwierdzenia proponowanym jest, by p&tnae DH jak na eigte spektrum CD
(Reunala 2001, Zone 2004), ktore w innym przypadiaze zostéd niezdiagnozowane
(Zone 2004). Wswietle powyzszego, Zone zauwa, ze DH mana traktowa jako marker
CD niezaleny od stopnia zaawansowania histolpatologicznego iCidwarzysacych
objawoéw jelitowych (Zone 2004).

Wciaz jednak niedoktadnie wiadomo czy DH jest skdmanifestacj CD lub czy jest
osobra jednostly towarzyszaca glutenozalenej enteropatii. Kwestia nozologiczneh
przynalenosci DH jest przyczynkiem dyskursow naukowych — mria.tamach American
Family Physican. Pojawigge s¢ tam sugestie jednych autoréw (Bickle i wsp. 20G2),
DH jest u wekszaici pacjentow powizane z glutenozatea enteropati spotkato s z
odzewemsrodowiska badawczego. Przeciwnicy (Lovett 2003) zajpa ze DH winna by
traktowana raczej jako wariant lub powiktanie nigienej CD. Jako dowdd podaje,ste
DH i CD dzieh ten sam haplotyp HLA i wykazajpodobne wyniki badasurowiczych
i tkankowych przeciwciat. Lovett (Lovett 2003)sugger take, ze DH jest przykladem
atypowej CD.

Zebrane dane ujawnigjnozologiczny chaos w ulokowaniu DH, co ieoby¢ wynikiem
ztozonych i nie do kaca poznanych mechanizmow patogenetycznych waracyah
wystapienie choroby. Wswietle powyzszego, pilna i konieczna jawiegpotrzeba ustalenia
w tym wzgkdzie konsensusu naukowego | uproszczenia aktualnegsiemu
nozologicznego.By maze powinno si rozway¢ uaktualnienie definicji DH i
wprowadzenie nowego terminu w uznaniu niektorychotig/ch aspektéw skornej
patofizjologii choroby. Mana przypuszcza ze okrdlenie glutenouwarunkowana
dermatoza IgA neutrofilowozatea @luten-sensitive IgA/neutrophihediated dermatitis
GAND)dla dermatozy opisywanej przez Duhringa byteldgsciwsze i bardziej zrozumiate
dla spotecznéi lekarzy bez specjaldoi dermatologicznej/farmaceutdéw/biotechnologéw i
0golnej opinii publicznej (Gornowicz-Porowska i ws012c¢ - manuskrypt w recenzji).
Omawiapc ta kwestk, nalery zauwayé, ze tego typu tendencjea sobserwowane w

pismiennictwie i starszy termin ,herpes gestationigistat juz zaspiony okreéleniem
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.pemphigoid gestationis” jako lepiej odzwierciedlaym patofizjologe tej

autoimmunizacyjnej dermatozygherzowe).

1.2. Patogeneza pemfigoidu gcherzowego (BP) w kontekcie budowy pohczenia

skorno-naskérkowego

BP to dermatozageherzowa skory z autoimmunizacji wobec biatek D& Jyrzebiegu
ktérej dochodzi do powstanieegherza podnaskorkowego (Dmochowski 2006a, Uijiie i
wsp. 2010). Jordon i wsp. (Jordon i wsp. 1967) uslimili, ze pacjenci z BP majkrazace
przeciwciata skierowane przeciwko antygenom umajsonym w obebie btony
podstawnej keratynocytow. Z czasem wykazano bi8R230 (BPAGL1) (Stanley i wsp.
1981, Stanleywsp. 1984) i BP180 (BPAG2, kolagen IXWlabib i wsp. 1986) jako wane
antygeny w BP. Ponadto BP180 zostato niezaée opisane i scharakteryzowane przez
Nishizawe i wsp. (Nishizawa i wsp. 1993) przy zastosowanietad biochemicznych. W
celu utatwienia dalszej charakterystyki BP230 i B@ zostato sklonowane koresporghg
do kazdego z biatek cDNA, dzki wykorzystaniu funkcjonalnego przeszukiwania latgk
ekspresyjnych (Stanley i wsp. 1988, Diaz i wsp.@9Giudice i wsp. 1992). Ponadto
analizy te pomogta ustélrelacg wzgledem biosyntezy poraidzy BP230 i BP180:3sone
produktami ranych, niepowiazanych gendéw. Mapowanie chromosomowe umiejscowito
gen dla BP230 na krétkim ramieniu chromosomu 6ugo6pl1-12) i gen dla BP180 na
dtugim ramieniu chromosomu 10 (locus10qg24.3) (Sawan wsp. 1990, Li i wsp. 1991).
Sugeruje s, ze prawdopodobnie domena NCl1l6a BP180 obejmuje mijiegristotne
autoepitopy w patogenezie chorébedwnt BP, ktéry obejmuje BP wdaiwy, pemfigoid
cigzarnych i liszaj ptaski gcherzowy pemfigoidalny (Sitaru i wsp. 2002, Zillise 2002,
Dmochowski 2006a, Ujiie i wsp. 2010, Pietkiewiczwsp. 2012). Uwza Sk, ze w
odpowiedzi autoimmunizacyjnej BP uczestaicze tylko immunoglobuliny G, ale réwnie
klasy IgE (Ujiie i wsp. 2010).

Zjawiska przylegania poszczegoOlnych komorek, ichtagmenia z cytoszkieletem
wewretrznym i oddziatywania z macierzewrngtrzkomaérkows warunkup struktue kazdej
tkanki. W przypadku skory, jej funkcja i homeostazalery od stabilnej organizacji
i kohezji (spojnéci) pomidzy naskorkiem a sk@rwiasciwa (Briggaman i wsp. 1975,
Villone i wsp. 2008). Tkanki te, zarowno oddzigkk i wzajemnie 4czy strefa peaiczenia
skorno-naskérkowego— umiwiajac ich czynnéciowy rozdziat i jednoczmie wspolnie
tworzac stabilne strukturalne kontinuum. Tagie spektrum DEJ powodujee kazde z

bialek je budujcych mae by antygenem, w rych i odpowiednich ku temu
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kombinacjach, wzbudzggym odpowied autoimmunizacyja. Przy czym nalkey pamktac,

iz DEJ nie stanowi prostego zwania komérek przy pomocy oktijiych casteczek, ale
charakteryzuje si pewry preznoscia uktadu. Jest to niezwykle ziona sié wzajemnie
powiazanych biatek, ktoérych wiele uczestniczy w procésgrzekazywania sygnatu,
dostarcza adhezji i dynamiki przestrzengdzy naskérkiem i sk@rwiasciwa, zapewnigc
skomplikowany system mechanicznej stahitiostrukturalnej skory (Briggaman i wsp.
1975, Burgeson i wsp. 1997). Ponadto DEJ petni djgnlbariery transportowej - na
podstawie wielkéci i tadunku molekuty, ogranicza transportasteczek pomidzy
naskoérkiem a sk@r wiasciwa, jednoczénie pozwalaic na przejcie wedrujacych lub
wnikajacych komoérek w warunkach fizjologicznych (melangciykomorki Langerhansa)
i patologicznych (limfocyty i komorki nowotworowéBurgeson i wsp. 1997). Dodatkowo
DEJ wzmacnia naskoérek i wplywa na zachowanie keomiytOw poprzez zmian
polarngci komérek, procesOw proliferacji, migracji czyzrmicowania (Burgeson i wsp.
1997). Spetnia tate istotrm role podczas morfogenezy, procesdw gojenia i przebudowy
skory. Pomimoze doktadne funkcje niektérych biatkowych sktadnikBiJ nie zostaty w
petni wyjanione, ich nieprawidtowizi wydaj si¢ powiazane licznymi odziedziczalnymi
i nabytymi dermatozami. W celu zbadania wymienidnyroceséw, kinetyki ekspres;ji
I regulacji biatek obecnych w DEJ powstato wieledalb dawiadczalnychin vivo i in
vitro (Chamson i wsp. 1989, Marionnet i wsp. 2006). WWypadku hodowliin vitro
analizie zazwyczaj podlega zdofdokomoérek do syntetyzowania specyficznych dla DEJ
biatek. Natomiast modelein vivo dostarczaj cennego wgldu w powstawanie
i odtwarzanie btony podstawnej keratynocytéw (Maniet i wsp. 2006). Nogvjakos¢ w
badaniach nad DEJ np$iajnowsze oggniecia biologii molekularnej — trojwymiarowe
hodowle organotypowe (wykazige morfologiczne podohistwo do skéry) (Marionnet
i wsp. 2006).

Ultrastrukturalnie DEJ jest podzielona na cztergfgt podstawne keratynocyty wraz z
ich btors plazmatycza obejmujcapotdesmosomyhemidesmosome HD), elektronowo
przeziernalamina lucida elektronowo gsta lamina densai sub-basal lamingwana
rowniez sublaminadensa(Briggaman i wsp. 1975, Burgeson i wsp. 1997]ovig i wsp.
2008). DEJ bywa te synonimicznie okrdane jako strefa btony podstawndjaéement
membrane zone BMZ) (Burgeson i wsp. 1997). Danesmiennicze wskazuaj ze
zaburzenie ktéregoz gtownych jej skiadowych skutkuje drastycznym wakeniem
struktury tkanki (Zillikens i wsp. 1999, Villonewsp. 2008). Analiza przy zastosowaniu

mikroskopu elektronowego ujawnitag DEJ skiada siz waskich, czasem pofatdowanych
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granic mgdzy keratynocytami podstawnymi a skomtasciwa (McMillan i wsp. 2003).
Jednostl dostarczajca mechanicznej stabildoi uktadu jest kompleks zakotwiczaay
skltadajcy sk z HD na podstawnej powierzchni keratynocytow, nfientow
zakotwiczagcych w obebie lamina lucidai wiazacych HD do btony podstawnej oraz
widkienek zakotwiczacych w obebie laminadensa ktore hcza blore podstawn z
lezacym nizej zrebem skéry (McMillan i wsp. 2003, Villone i wsp. 280 Kompleks
zakotwiczagcy funkcjonuje przez ustanowienie stabilnychygbrch pohczen pomidzy
cytoszkieletem podstawnych keratynocytow (filamemntaosrednimi) i zakotwiczajcymi
strukturami w obgbie warstwy brodawkowej skory wdeawej (Zillikens i wsp. 1999,
McMillan i wsp. 2003). Filamenty pgoednie formuy czs$¢ cytoszkieletu | s
zaangaowane Ww utrzymanie ksztattu komérek i spdpgio struktur naskorkowych
(McMillan i wsp. 2003), ponadto ich <ie dostarcza szkieletu molekularnego
przekazujcego mechanican sit¢ keratynocytom (Zillikens i wsp. 1999). Gtdéwny
komponent kompleksu, HD to niewielkie (<hm), regularnie oddzielone, ¢gte
elektronowo struktury (Zillikens i wsp. 1999, McNih i wsp. 2003), ktdre dostarczaj
przyczepu filamentom keratyny do podstawno-bocpoeyierzchni naskorka i dodatkowo
zakotwiczajg go mocno Zamina densgrzez sié polaczen z filamentami i widkienkami
zakotwiczagcymi (Burgeson i wsp. 1997). HD mpby¢ podzielone na wewttrzng ptytke
lezaca bezpdrednio pod keratyn flamentow pdérednich oraz na zewtrzmng ptytke
przykrywapca btore plazmatycza (McMillan i wsp. 2003). Ri¢ gtdbwnych skiadnikow
HD zostalo biochemicznie zidentyfikowanychy ® biatka o masie @steczkowej 500,
230, 200, 180 i 120 kDa i oznaczane,odpowiedniol3Hieda i wsp. 1992).

HD1 to casteczka plektyny, HD2 i HD4 to antygeny w BP (BP238®P180), HD3 i
HD5 odpowiadaj podjednostk B4 i a6 integryny a6p4 (Burgeson i wsp. 1997).
Przynajmniej dwa wysokoggteczkowe biatka zwrzane z rodzig plakin & rozwaane
jako facznik pomgdzy filamentami pérednimi a HD: plektyna i naskérkowa forma
antygenu BP230 (BPAG1e) (Burgeson i wsp. 1997, MeMii wsp. 2003). Obydwaas
zamocowane w wewirznej ptytce HD. BP230 zawiera N-terminaldomer plakinowa,
centralr, cz¢$¢ przypominagca zwiniety spiralnie pegt i domer C-terminali, ktora wize
filamenty pdrednie (McMillan i wsp. 2003). Uwa sk, ze BP230 jest zdolny do
samoskladania w dimery o wysokim poddisisvie do innych cztonkdéw rodziny plakin
(Sawamura i wsp. 1991). Dotychczas zostaly zidémwane trzy produkty dmace
wynikiem alternatywnego skiladaniaalternative splicing genu BPAG]1 okrelane

BPAGla (forma powizana ze zmianami neurodegeneracyjnymi u myszy), BRA
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(forma naskorkowa) i BPAG1n (forma nerwowoefmiowa, znana te jako dystonir)
(Leung i wsp. 2001). BP230 ulega ekspresji w nehwa&ornych i podstawnych
keratynocytach. Biatko to nmte oddzialywa z szeregiem eateczek: cytoplazmatycan
domen, kolagenu XVII, widknami pé&rednimi keratyny Keratin intermediate filaments
KIF), biatkiemerbini cytoplazmatyczs domen integrynyp4. Zatem, zdaje sjze BP230
ogrywa rot w faczeniu cytoszkieletu KIF do wielu komponentéw HDlI{Kens i wsp.
1999, Borradori i wsp. 1999). Przypuszcza, ske ma te istotne znaczenie w
zapocatkowaniu odpowiedzi autoimmunizacyjnej (Zillikenswsp. 1999). Plektyna i
BP230 g kolejno pokczone z molekutami przezbtonowymi: kolagenem XVII
(BP180,BPAG?2) i integryma6p4, przy czym BP180 i integryrgbp4 mog by¢ polaczone
przy pomocy biatkarbin (Favre i wsp. 2001). Integrynép4 i BP180 maj wiele domen
wiazacych, zaréwno zewgtrz— jak i wewntrzkomorkowych, dziki ktorym mog zapewne
oddziatywa z laminirp 332. Na granicyamina lucida/lamina denséminina 332 mge
przypuszczalnie tworzZykompleksy z laminia 6 i 10 (Burgeson i wsp. 1997, McMillan i
wsp. 2003). Nidogen jest w stanig2y¢ kompleksy lamininy 6 i 10 do sieci kolagenu V.
W obrbie btony plazmatycznej znajdujez rzezbtonowa tetraspanina CD151, ktora jest
najprawdopodobniej zaangavana w sygnaliza¢j komorkows i morfogenez (Sterk i
wsp. 2000). Konkretna jej funkcja zapewne polega gnapowaniu niespecyficznych
receptoréw integryny, co utatwia azianie komoérek (Sterk i wsp. 2000, McMillan i wsp.
2003). CD151 stanowi niewielkie biatko obejaeg btore cztery razy, w wyniku czego
tworzy dwie zewantrzkomorkowe ptle. Przypuszcza size CD151 jest kodystrybuowany
na powierzchni podstawno-bocznej keratynocytu &aagymi lamininy integrynamio6p4,
a3Bl i a6pl. Z kolei w budowie innego przezbtonowego bialR®180, mana wyr&nic¢
wewmntrzkomorkowy N-koniec i zewgirzkomérkowy C-koniec (Zillikens i wsp. 1999,
McMillan i wsp. 2003) Stosuaf przeciwciata specyficzne dla konkretnych domerl &P
wykazano,ze domena NC16a (uwana za najbardziej immunogenrnest umiejscowiona
w obrebie gbérnej czscilamina lucida w bezpérednim gsiedztwie HD, podczas gdy C-
koncowy region kolokalizuje z laminin 332 na powierzchni radzyfazowej lamina
lucida/lamina densgMasuanga i wsp. 1997, Ishii i wsp. 2003). ia zatem stwierdgj
ze BP180 posiada kolistgtowe w obrebie keratynocytu, domerzewratrzkomorkova o
przedizonej konformacji przecinaga lamina lucidg z C-kacem, ktéry tworzc
zaptlony ogon przechodzi déamina densa(Dmochowski 2006c¢). Cytoplazmatyczna
domena BP180 wie¢ integryre a6p4 i BP230, a zewgirzkomorkowy region oddziatuje z
integrym a6p4 (McMillan i wsp. 2003). Doktadna funkcja BP18(:mostata jeszcze do

Justyna Gornowicz-Porowska — Rozprawa doktorska 20



konca poznana, jednak sugeruje g@go wielozadaniow&. Przypuszcza §j ze pomaga
grupowa& BP230 i plektyn i1 ufatwiahc tym samym montowanie HD: istriej
doswiadczalne dowody wskazige, ze BP180 wize BP230, ktory mize take przyhcza
integryre a6p4, co sugeruje relBP180 w zaciganiu BP230 do istniggego kompleksu
integryny a6p4 i plektyny (Burgeson i wsp. 1997). Ponadto BPX8&wdopodobnie
wspiera struktur i funkcje filamentéw oraz widkienek zakotwicaajych (Zillikens i wsp.
1999). Istnieje hipotezage diuga zewsgtirzkomorkowa i haczykowata (zetppna) domena
BP180 funkcjonuje jako @steczka adhezyjna uktadu komaérka-macierz (McMillavsp.
2003), co mee by powiagzane ze zdolneia tej domeny do vézania lamininy 332 i
domeny NC-1 kolagenu VII. Filamenty zakotwicaag wystpuja w regionielamina lucida

I stanowd cienkie, nitkowate struktury sktadap s¢ z lamininy 332 idczace HD zlamina
densa(przecinag lamina lucidai pojawiap sic w lamina densa Dane déwiadczalne
wskazuj, ze laminina 332 mie bezpérednio wiazat N-koniec (NC1) domeny kolagenu
VII (Rousselle i wsp. 1997). Zakotwicaap widkienka to z kolei centrosymetryczne twory
majce pocatek pocatek wlaminadensa rozciagajace s¢ do skory widciwej/sub-densa
lamina (Burgeson i wsp. 1997). Zakotwiczeg wiokienka g ztozone gtéwnie z kolagenu
VII. Keene i wsp. zaproponowalize tworz one wielowarstwow sie¢ wzajemnych
pofaczer bedacych strukturami okrganymi ,ptytkami zakotwiczajcymi” (Keene i wsp.
1987), co stato siprzyczynkiem do dyskusji nad ich struktuShimizu i wsp. (Shimizu i
wsp. 1997) nie zaobserwowali podobnego tworu, natsimwykazali, ze wiokienka
zakotwiczajce tworz petle w sub-densa laminaoba kaice powracaj do lamina densa
P&niejsi badacze (Ishii i wsp. 2003) réwaienie zauwayli struktur ,plytek
zakotwiczagcych”, pozostawiaic kweste ich istnienia jako wtpliwa.

Integrynyo6p4 i 6331 51 receptorami dla laminin (McMillan i wsp. 2003).tégryny
moga przekazywa sygnat regulujcy ekspres genow i wzrost komorek (Burgeson i wsp.
1997), sktadaj sie z niezwhzanych kowalencyjnie, genetyczniezngch podjednostek
i B. R&ne kombinacje tych podjednostek tworkompleksy raniace s¢ swoistGcia
wiazania ligandu (Burgeson i wsp. 1997). W gilie lamina densamog tez wysipowa
serie matych ,zmostkowanych” gzteczek obejmagych fibuling 2, nidogen, perlekan
I fibronektyre potrafiacych krzyowo wigzaé lamining i kolagen IV w obgbie lamina
densa (McMillan i wsp. 2003). Dalsze badania DEJ zapewsi®ncentry sig na
okresleniu precyzyjnej funkcji nowo zidentyfikowanych talowych, jak CD151 czy

biatko erbin. Dodatkowo szczegétowe] analizy wymagagynniki wptywapce kontro¢
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procesu przyleganiasciezki sygnalizacji komérkowej w okbie DEJ, a take istotnd¢
wariantow splicingowych (np. ekspresjamngch izoform plektyn, BP230 czy biatieabin).
Poszczegolne skiadowe elementy DEJ pehstotrs role w utrzymaniu skorno-
-naskérkowego przylegania, ktorego zaktocenie gestty charakterystyczn niektérych
choréb gcherzowych, w tym BP. Wiadomage BP cechuje siobecndcia przeciwciat
skierowanych przeciwko sktadowym btony podstawmejrdace wynikiem odpowiedzi
autoimmunizacyjnej organizmu fdiejsze zmiany, strukturalne i czyriicowe, w obebie
DEJ prowadz do powstania, charakterystycznych dla tej dermatopecherzy
podnaskorkowych. Ultrastrukturalne badania ujawnitye przeciwciata anty-BP
umiejscawiaj sie w wewmtrzkomorkowej ptytce HD i na wierzchniej warstwlie@mina
lucida bezpdrednio pontej lezacego HD (Zillikens i wsp. 1999). Szczegoétowe analiz
wykazaty, ze miejsce tworzenia ¢pherzy w obgbie lamina lucida odpowiada
umiejscawianiu zwazanychin vivo przeciwciat wlamina lucida (Holubar i wsp. 1975).
Wiadomo, ze w BP pgcherz tworzy s w nizszej czsci lamina lucida Ponadto
skonstruowany diwiadczalny modein vitro ujawnit, ze tworzenie gcherzy w BP zaley
rowniez od aktywacji komplementu i zwzania neutrofilow do BMZ (Gammon i wsp.
1984). Aktywowane procesem autoimmunizacyjnym rodildr wydzielap enzymy
proteolityczne, w tym elastazneutrofilons, odpowiedzialne za rozdziat naskérkowo-
skorny (Verraes i wsp. 2001, Briggaman i wsp. 1984%)owodnionoze DEJ jest wysoce
wrazliwa na trawienie proteolityczne i komorki zapal(e tym neutrofile) zawierare
proteazy mog mie¢ istotne patologiczne znaczenie w chorobachyzanych z rozpadem
DEJ (Schechter 1989), w tym w BP. Przeciwciata #8¥Z w réznych podnaskérkowych
autoimmunizacyjnych dermatozachcpherzowych s wiagzane do docelowych antygenow
umiejscowionych w ranych regionach BMZ, co prowadzi do specyficznychiaam
strukturalnych, ktore odzwiercieddaj roznice we wzorze swiecenia
immunofluorescencyjnego zgaanych in vivo przeciwciat oraz w umiejscowieniu
pecherzy (Vodegel i wsp. 2004). Zmiany w BMZ mogdpowiada nie tylko za rénice w
lokalizacji pecherza, ale réwnie za r@nice w przebiegu klinicznym poszczegoélnych
dermatoz dotykarych DEJ (Waniak i wsp. 2005). Stosag skanujcy laserowy
mikroskop konfokalnyl@serscanning confocal microscopy-SCM) analizowano zmiany
réznych regionéw BMZ w autoimmunizacyjnych dermatozpolnaskorkowych, w tym w
BP. W przypadku analizy pacjentow z BP uzyskaneedaykazaty,ze wicksza¢ zmian
ma miejsce w oflebie lamina lucida ktéra zawiera liczne wgbienia (inwaginacje),

bardziej wyraone we wierzchniej ¢&ci lamina lucidai stopniowo mniej widoczne na
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poziomie dolnych agci lamina lucidg lamina densa sublaminadensg§Wozniak i wsp.
2005). B¥ maze mikroskopia wielofotonowa n{ultiphoton microscopy okaze sk
pomocna w opisaniu patologii skérnej, 2akDEJ, w autoimmunizacyjnych dermatozach
pecherzowych (Ng i wsp. 2011).

Poszukiwanie systemu przeciwciato/antygen, ktérgrgda pierwszoplanowrole w
patogenezie BP koncentrujee sna podpopulacji rozpozrgjej zewntrzkomorkows
(i potencjalnie zwgzam z przyleganiem) skladawHD. Badania czynri@giowe ujawnity,
ze myszy znokautowane pod wzdém genu BP230 posiadaly HD pozbawione
wewretrznej ptytki, w zwiazku z czym dochodzito u nich do catkowitej separaif) od
sieci filamentéw pérednich (Yang i wsp. 1996). Poznanie i zrozumieskéadu oraz
struktury DEJ dostarczy wglu w patofizjologg BP (Hashimi i wsp. 2011), co winno
przetay¢ sie na rozwoj diagnostyki BP, ktérej wei brakuje jasno wyznaczonych
kryteriow interpretacyjnych (Lipsker i wsp. 2010).

Na rycinie 1 przedstawiono schematyczny trojwymiaromodel podsumowagy
aktualny pogld na rot czasteczek zaangawanych w budow DEJ, a take ich wzajemne
oddziatywania. Model zostat skonstruowany na padsta dostpnych dowodow
biochemiczno-genetycznych oraz badaiologii komorki, jednak mimo wszystko nie
przedstawia on struktury i funkcji DEJ w sposob msmujcy, gdy: wciaz jeszcze wiele
szczegoOtdbw tych oddziatywia zwlaszcza midzy biatkami DEJ  bdacymi
skomplikowanymi strukturami przestrzennymi, pozstaeodgadritych. Dlatego te do
wykorzystywania jedynie technik obrazowych, a pami@a technik biochemiczno-
molekularnych, w rénicowaniu autoimmunizacyjnych dermatozecherzowych z

autoimmunizacj wobec biatlek DEJ natg odnost Si¢ z ostranaoscia.
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Ryc. 1. Trowymiarowy szkic DEJ obrazgy wspétoddziatywania i wspotzaleosci poszczegolnych
sktadowych DEJ. Poszczegdlnaesteczki budujce DEJ oznaczono odpowiag@ymi im kolorami:
Czarny — filamenty poednie keratyny, Granatowy — BP230aBowy — plektyna, Pomafiazowy —
BP180, Réowy — podjednostke6 i 4 integryny, Ciemny zielony — CD151, Niebieski miainy,
Szary —erbin, Czerwony — kolagen |V, Fioletowy — nidogengBtny — wtokienka zakotwiczage/
kolagen VII, Zielony — perlekan.

1.3. Wzbudzanie patologicznej autoimmunizacji w chorobal kregu pecherzycy

Okreslenie — pcherzyca — obejmuje grapchoréb, w przebiegu ktorych wypuja
srédnabtonkowe gcherze i nagerki w obkbie skory i/lub btonsluzowychwycielonych
nabtonkiem wielowarstwowym ptaskim (Bezak-Pazdrowska 2005, Dmochowski 2006d).
Ponadto sugerujeize pojawiagce st krwotoczne wykwity paznokciowe w przebiegu
PV, kedac zwiazane z gjzkoscia choroby, mog by¢ przydatne w ocenie prognostycznej
stanu pacjenta (Szepietowski i wsp. 2001, Reichsp.w2008). Teorie patogenetyczne

wskazuj na zaangeowanie czynnikbw genetycznych i srodowiskowych,
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odpowiedzialnych za przetamanie tolerancji immugapnej wzgédem poszczegdlnych
kadheryn desmosomalnych.

1.3.1. Zaangazowanie mechanizmow centralnej tolerancji w patogerme pecherzycy

Autoimmunizacyjne dermatozy ¢pherzowe winny by rozpatrywane jako wynik
zaburzenia (utraty) tolerancji immunologicznej wobgoszczegdlnych biatlek wlasnych
organizmu. Dla jasrii, tolerancja immunologicznactizie tu definiowana jako brak
odpowiedzi ukladu immunologicznego ustroju Beisle okrelony antygen przy nie
stosowaniu leczenia immunosupresyjnego (Schulesp.v2007). Ziaone mechanizmy
regulacji odpowiedzi autoimmunologicznej i utrzyrmaatolerancji wobec biatek wiasnego
organizmu (autotolerancji) zachadza wielu ptaszczyznach obejmaj mechanizmy
tolerancji na drodze centralnej oraz obwodowej (ibsla | wsp. 2002, Zehn i wsp. 2006).
Zdaje s¢, ze mechanizmy prowadee do autotolerancjiasaktywne zarGwno na poziomie
limfocytow T, jak i B — te drugie pozostajednak wciz mniej zbadane (Tsunoda i wsp.
2002). Uprzednio obwodowa tolerancja byla rozavea jako podstawowa z powodu
wysokiego zranicowania organospecyficznych antygenow, ktore,wékvczas wierzono,
ulegap ekspresji tylko w namdach obwodowych. Ostatnie dane jedrealstwierdzaj
ekspresj szerokiego zakresu obwodowych antygendw w gras&xgzegolnie w
komorkach epitelialnych rdzenia grasicspnddullary thymic epithelial cells mTECS)
(Takase i wsp. 2005, Wada i wsp. 2011). Centrablardncja dotyczy niedojrzatych
limfocytéw i ich r@nicowania w pierwszorzlowych narzdach limfatycznych — grasicy
dla limfocytéw T i szpiku kostnym dla limfocytow @Vada i wsp. 2011). Autoreaktywne,
niedojrzate limfocyty T w grasicy (tymocyty) na dize negatywnej lub pozytywnej
selekcji & odpowiednio: usuwane lub podlegajrocesowi dojrzewania (Mouquet i wsp.
2008, Wada i wsp. 2011). Tymocyty posiagaj receptor antygenowy na komérkachTT (
cell receptor- TCR) wykazujcy zbyt wysokie powinowactwo do prezentowanych w
grasicy przez gtbwny kompleks zgodnb tkankowej wilasnych —antygendéw
(autoantygenow) ulegajapoptozie w wyniku delecji klonalnej (negatywndekeja),
podczas gdy tymocyty z niewielkim lufrednim powinowactwem ulegajpozytywnej
selekcji  (Mouquet i wsp. 2008). Mpa zatem stwierdgj ze zakres
i swoistg¢ repertuaru limfocytéw T jest determinowana przedzmzicowanie ekspresji
autoantygenow przez grasicze APC (Mouquet i wsp8RDo niedawna panowat pad|
ze centralna tolerancja nie sklada sia ograniczom do tkanek prezentacjwlasnego

antygenu (Mouquet i wsp. 2008). Jedimakz biegiem czasu, pagl ten zostat zmieniony
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w wyniku doniesié udowadniajcych, ze szeroki zakres antygenéw tkankowo swoistych
ulega fizjologicznej ekspresji w ludzkiej grasicyaspedra i wsp. 1998, Derbinski i wsp.
2001). Zauwaono, ze w szczegolmmi docelowe autoantygeny wielu choréb
autoimmunizacyjnych ulegagkspresji w grasicy (np. receptor acetylocholinpingulina,
zasadowe biatko mieliny) (Pribyl i wsp. 1996, Wa&hka wsp. 1996, Pugliese i wsp. 1997).
Ponadto w mechanizmie centralne] tolerancji zachoElz w grasicy czynnik
transkrypcyjny Aire zostat zidentyfikowany jako pmajacy ekspresj wielu obwodowych
organospecyficznych antygenow w mTECSs, ktoressfako wane zrodto autoantygenow
w procesie negatywnej selekcji autoreaktywnych dieytéw T (Gavanescu i wsp. 2007,
Wada i wsp. 2011). Postuluje esize predyspozycje do wygtowania chordb
autoimmunizacyjnych magby¢ zwiazane z poziomem ekspresji autoantygendéw w grasicy,
co jwz wczeniej byto sugerowane dla insuliny (Pugliese i wdp97, Vafiadis i wsp.
1997). Istotnym pozostaje by ustalczy indywidualna zmienrdé grasiczej ekspres;ji
autoantygendw jest biologicznie powszechnym zjawisk (Sospedra i wsp. 1998).
Prawdopodobnie #morodnd¢ repertuaru limfocytow T ksztaltuje ¢siw czasie
pocatkowych latzycia, aby osigm¢ faze plateau w okresie dojrzaic piciowej. Mazna
zatem podejrzewa ze ekspresja autoantygendéw ulega @bniu wraz z wiekiem
organizmu (Sospedra i wsp. 1998). Sugerujg st Inicjacja naturalnej tolerancji
immunologicznej, maga miejsce w grasicy, jestjwstanawiana wyciu embrionalnym
(zapewne przez unieczynnienie komoérek gopgh zdolné¢é do samoreaktywrigi)
(Whittingham i wsp. 1971). Ogdlnie prognozuje, sie liczba autoantygenow ulegeych
ekspresji w grasicy powinna dyiewielka. Jednate wiadomo,ze nawet niski poziom
antygenu, ktory jest jedynie wykrywany na poziontianskrypcyjnym metad reakcji
tancuchowej polimerazypplimerase chain reactior PCR), mae indukowa tolerancg
immunologicza. Wspomniana indukcja tolerancji wobec poszczegdingntygenow
moze zatem wymagdaistnienia ich reprezentacji w grasicy (Whittingharwsp. 1971).
Prawdopodobnie, rozwijga st grasica zawiera wksza¢ dostpnych autoantygendw,
stanowic pewnego rodzaju ,immunologiczny homunkulus” (Whgham i wsp. 1971).
Wykazano rownig, ze antygeny kizace nasrednim lub nawet wysokim poziomie ulegaj
takze ekspresji w grasicy, wskazajtym samymgze ich endogenna synteza jest zapewne
potrzebna by indukowatolerancg w grasicy (Sosperda i wsp. 1998)z Hawno badacze
zauwayli zastanawiajcy zwiazek pome¢dzy chorobami grasicy, szczegolnie grasiczakiem,
a chorobami autoimmunizacyjnymi, jak toazeumieniowaty uktadowy gystemic lapus

erythematosus SLE), ninos¢ miegsni, czy choroby pcherzowe skory (Whittingham i
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wsp. 1971, Krain 1974a, Cruz i wsp. 1987, Kondospw2005, Shelly i wsp. 2011).
Zauwaono, ze jeli w okresie pourodzeniowym wygiuja choroby grasicy mage
powodowa zmiany w jejsrodowisku, w konsekwencji autoantygeny w grasi@jassie
bardziej immunogenne 4i warunkupce tolerang immunologiczia (Whittingham i wsp.
1971). Takiego rodzaju sekwencja zdarzemoze skutkowa powstawaniem
autoprzeciwciat wobec poszczegodlnych biatek wiabnwstroju (Whittingham i wsp.
1971). Powysze kwestie pozostgj kluczowe by pozma i zrozumi€ patogeneg
organospecyficznych chorob autoimmunizacyjnychynv thorob kegu pecherzycy.

Istota choréb kegu pecherzycy jest utrata tolerancji wobec biatek megiygh
przyleganie mgdzy keratynocytami (Dmochowski 2006d). W przypadi i PFdochodzi
do utraty tolerancji wobec desmoglein — DSG3 i DS@Glertl i wsp. 2003). Jak
zauwaono, autoimmunizacja wobec DSG3 na poziomie limfdeyT i B jest zapewne
procesem fizjologicznym (Dmochowski 2006d). Danéwdadczalne, pochodze z bada
nad znokautowanymi myszami, wykazuge utrata tolerancji wobec DSG3 na poziomie
limfocytbw T i B jest wymagana do produkcji patoggoh anty-DSG3 1gG i rozwoju
fenotypu PV (Tsunoda i wsp. 2002). ¥Wietle powy:szego stwierdzenia istnieyozne
mozliwosci wyjasniajace  mechanizm tolerancji T komérkowej; przyktadowdS@E&B
reaktywne limfocyty T mog by¢ usuwane w grasicy, lub DSG3 reaktywne komoérki snog
by¢ obecne obwodowo, lecz w formie nieaktywnej (aremge)), lub té DSG3 mae nie
by¢ nigdy prezentowana przez komorki dendrytyczne D3&ktywnym limfocytom T
(Tsunoda i wsp. 2002). Mbwosci tyczace s¢ B komdrkowej tolerancji magobejmowé
anerge lub delecg (Tsunoda i wsp. 2002). Postuluje,sie DSG3 ulega tale ekspresji w
ludzkich mTECs. Jednak wigkszg¢ danych pochodzi z dwiadczéd na myszach
(Amagai i wsp. 1991), a ich ekspresja przez ludakiEECs pozostaje mniej poznana
(Kyewski i wsp. 2004). Zapewne uszkodzona (wadliwk3presja DSG3 przez mTACs
moze skutkowd brakiem centralnej tolerancji i giowo ttumaczy patofizjologe chordb
kregu pecherzycy (Kyewski i wsp. 2004). W ostatnim czasaeldcze, stosgg mysi model
PV, poddali analizie poziom ekspresji DSG3 w gnasia poziomie mRNA (Tsunoda i
wsp. 2002). Przy azyciu metody PCR wykryli oni DSG3 mRNAw grasicy, @ato
wysureli hipotez, ze wickszas¢ reagujcych z DSG3 limfocytéw T jest w niej usuwana
(Tsunoda i wsp. 2002). Co ciekawe, przy zastosowasi samej techniki PCR DSG3
MRNA nie zostato wykryte w szpiku kostnym (Tsunadesp. 2002). Do dnia dzisiejszego
DSG3 w grasicy zostat tag zidentyfikowany na poziomie RNA w bygdkj tkance grasicy
(Schafer i wsp. 1994).
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Niedawno podijto proke badania ekspres;ji i lokalizacji DSG3 w grasicykitzi myszy
na poziomie biatka metadmmunohistochemiczn(Wada i wsp. 2011). Otrzymane wyniki
stwierdzag, ze DSG3 ulega niktej ekspresji w matych podpopuleltjenTECs i jest ona
rozproszona w pohkiu pohczenia kory z rdzeniem grasicy. Kontynamjdawiadczenie,
analizowano ekspresmRNA uwywajac hybrydyzacjiin situi ukazupc, ze DSG3 mMRNA
ulegato ekspresji w niektorych komérkach rdzeni@s@gy w pobliu pokczenia rdzé-kora
(Wada i wsp. 2011). Interesge wyniki uzyskane technik podwojnego barwienia
immunofluorescencyjnego ujawniajze DSG3-ekspresyjne mTECs ulegépekspresji z
innymi desmosomalnymi biatkami, jak DSG1 i desmkpla (Wada i wsp. 2011).
Analizujac natomiast dane o tolerancji na poziomie limfooyt8, mazna zauwayc
mozliwosé, ze limfocyty B produkujce immunoglobuliny reaktywne wobec DSG3 nie s
usuwane w szpiku kostnym g becne obwodowo w stadium anergicznym (Tsunoda
I wsp. 2002).

Wiadomo réwnie, ze CD4+CD25+Foxp3+ limfocyty T  regulatorowe
(CD+CD25+Foxp3+regulatory T cells - Tregslha sodpowiedzialne za tlumienie
autoreaktywnej odpowiedzi immunologicznej (Yokoyamasp. 2011). Uwza sk, ze
Tregs petni kluczowa role w utrzymaniu autotolerancji immunologicznej przegmownie
autoreaktywnych limfocytow T, w zwiku z czym niedobdér Tegs m® powodowé
choroby kegu autoimmunizacji (Yokoyama i wsp. 2011). Zostatiowodnioneze Tregs
rozwijaja Si¢ w grasicy, jednak jest to proces wicstabo zbadany. Prawdopodobnie polega
on na interakcji ngidzy TCR o daym powinowactwie na ich komérkach i kompleksu
atoantygeny/ ligandy MHC (Yokoyama i wsp. 2011). adgaowanie Tregs w
autoimmunizacyjne chorobyepherzowe jest kwesgti sporra. Podgto zatem badania
charakteryzujce czy okrélony antygen jest zaangawany w rozwoj poliklonalnych Tregs
w PV (Yokoyama i wsp. 2011). Wykazanae anty-DSG3 IgG wydzielane przez
autoreaktywne limfocyty Baswykrywane technik ELISPOT w odpowiedzi nan vitro
stymulacg DSG3 obwodowych limfocytow pochogiz/ch od pacjentéw PV (Yokoyama i
wsp. 2011). Wiadomaze Tregs wydziela Foxp3, czynnik transkrypcyjny, riktédgrywa
kluczowa role w rozwoju i funkcji Tregs. Zostato rowniaudowodnioneze komaorki krwi
obwodowej PV pacjentéw zawiegapbnizony poziom limfocytow T CD4+CD25high w
poréwnaniu do zdrowej kontroli (Yokoyama i wsp. 2D1Jednake niestety ze wzgtiu na
ograniczon populacg Treg nie przeprowadzono analizy czysciowej. Dla petniejszego
obrazu nalgy tu przytoczy, iz z danych wynikaze w nieleczonym BPliczba i funkcja

krazacych CD4+CD25+Foxp3+ Tregs jest zioha do zdrowej kontroli (Rensing-Ehl i
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wsp. 2007). Weiz trwaja dyskusje nad specyficzéma antygenow Tregs jak rownig nad
zapotrzebowaniem ekspresji antygenu w grasicy égo jrozwoju (Yokoyama i wsp.
2011).

Niedawno podjto réwniez prolke okreslenia czy ekspresja DSG3 jest zala od Aire
(Wada i wsp. 2011). Badania wykazadg Aire ma istota role w ekspresji DSGS3, jak
réwniez w selekcji limfocytow T, ktére pomagajimfocytom B produkowé anty-DSG3
IgG w grasicy. Badania Aire (Wada i wsp. 2011) mautowanych pod wzgtlem genu
Aire myszach (Aire+/+ i Aire -/-) wykazalyze DSG3-ekspresyjne mTECs nie byty
wykrywane w Aire-/- myszach. Aire-/- myszy nie ra@dy fenotypu PV i nie wykryto u
nich wzbudzania produkcji anty-DSG3 przeciwciat afor wykrywalnego poziomu
krazacych przeciwciat) (Wada 1 wsp. 2011). Przedstawiobadania potwierdzaj
mozliwosé, ze Aire-zalena grasicza ekspresja DSG3 zmovptywa na selekeg DSG3-
specyficznych limfocytow T w grasicy do pewnego izgs. Jednake dalsze
dodwiadczenia & konieczne by zidentyfikowa pozostate czynniki, wkEzapc poziom
limfocytéw B lub interakcje T-B komorkowe indukige patogenne anty-DSG3 IgG zdolne
do wywotania fenotypu PV (Wada i wsp. 2011).

Drugim istotnym autoantygenem chorébedw pecherzycy jest DSG1, stanawa
gtébwny autoantygen w PF, jednakztek. 50% pacjentéw z PV ma przeciwciata anty-
DSG1 (Ishii i wsp. 1997). W obydwu przypadkach pkeja anty-DSG1 przeciwciat jawi
si¢ jako zalena od DSG1-swoistych limfocytow T (Mouquet i ws®08). Badacze clac
pozn& mechanizm zaangawany w przetamanie tolerancji wobec DSG1 analidbezy
DSGL1 ulega ekspresji w grasicy zarébwno na pozidnaieskrypcyjnym, jak i biatkowym
(Mouquet i wsp. 2008). Analiza PCR z DSG1-specyfigri starterami wykazataze
zdecydowana wksza¢ normalnej ludzkiej grasicy (90,6% przebadanych bpk)
wykazuje ekspresjeDSG1l Ponadto analiza przyzyciu ilosciowego real-time PCR
udowodnita zmiens (wzrastajca) ekspresj transkryptow DSG1 wraz z wiekiem
(Mouquet i wsp. 2008). Warto w tym miejscu przytpczogolny pogid, ze grasica
podlega inwolucji zwjzanej z wiekiem (Lynch i wsp. 2009), a niektore idsienia
naukowe podaj ze grasica dorostego cztowieka (min. 49 lat) pozestaktywnym
organem wspieragym r&nicowanie limfocytow T. Jak juwspomniano wiej, istniep
dane wskazuafe, ze umiarkowana redukcja ekspresji autoantygenow agigy zwieksza
podatné¢ na organospecyficzne choroby autoimmunizacyjneugWet i wsp. 2008). W

zwiazku z tym faktem, mma wnioskowd, ze wzrost transkrypcji DSG1 powinien nie
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dziatanie ochronne (warto przy tym zauwg ze niektore odmiany Pk £zesto spotykane
u miodszych i u starszych osdb) (Diaz i wsp. 1989, Bastuji-Gavsp. 1995).

Jednake analiza poziomu biatka z zastosowaniem immunwoigat i raznych
przeciwciat monoklonalnych nie pozwolita na wykrydbiatka (Mouquet i wsp. 2008).
Badacze zastosowali gg meto@d podwdéjnego barwienia immunofluorescencyjnego, &tér
wykazata,ze DSG1 ulega ekspresji na poziomie biatka poprze293- CD63+ komorki
zlokalizowane w rdzeniu grasicy (DSG1-pozytywne Koknkolokalizowaty z CD19).

Powyzsze dane sugerujnowy mechanizm kontrolny tolerancji limfocytow Tohec
naskérkowych wihasnych antygenéw zaarmyganych w organospecyficzne choroby
autoimmunizacyjne. Ekspred@SG1w grasicysugerujeze wywodzace st z DSG1lbiatka
mog by¢ dostpne dla tworzcego st repertuaru limfocytow T w grasicy i tym samym
przyczynig sie do wzbudzenia tolerancji na poziomie centralnyradnake naley
pamkta¢, ze DSG1-reaktywne limfocyty T zostaty zidentyfikoveanie tylko u pacjentow
PF, lecz take u zdrowych oséb, sugesgj iz dodatkowy mechanizm maggy miejsce na
poziomie obwodowym mi@ by zaangaowany w tolerangj limfocytow T wobec DSG1
(Mouquet i wsp. 2008).

Analizujac mechanizmy umdiwiajace wyzwolenie autoimmunizacji naledodatkowo
wspomni€ o zjawiskach mimikry molekularnej (w opisywanym nkekscie mimikry
antygenowej) i ES. Proponujezste dwa wymienione procesy mdjluczowe znaczenie w
rozwoju patologicznego stanu immunologicznego (Tiocke i wsp. 2006). Pod pgjiem
mimikry antygenowej okrga sk wytwarzanie przeciwciat lub uczynnienie odpaditio
zalenej od limfocytbw T w wyniku strukturalnego podofiséwa determinantow
antygenowych ok&onych czynnikow egzogennych lub ztenowych determinantow
generowanych endogennie do epitopow niektorychekiagjospodarza. Rae czynniki
bakteryjne, wirusowe czy farmakologiczne nt& wysoly homologe do biatek
desmosomalnych gospodarza gtdwna egzogena przyczyra wytwarzania przeciwciat,
ktore @ skierowane przeciwko biatkom strukturalnym desmmoda. Powysz tez
potwierdzag dane o wysipowaniu przypadkowgeherzycy po zakeaeniuvaricella (Goon i
wsp. 2001) lub o zdoldoi zakaen gronkowcowych do wzbudzenia nadpodstawnej
akantolizy; jest to prawdopodobnie spowodowane aak&yzyzowo reagujcych
antybakteryjnych przeciwciat ze skérnymi determiaam. Medycznie indukowana
mimikra antygenowa w geherzycy mae by spowodowana tworzeniem przeciwciat
wobec grup tiolowych niektorych lekéw, nagéeziej inhibitoréow konwertazy angiotensyny,

jak np. kaptopril. Endogenne czynniki skutkeg mimike antygenow mog obejmowé
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antygeny nowotworowe, ktérych topologia jest ideatya lub podobna do kadheryn
desmosomalnych. Przyktadowo grasiczak lulesak Kaposiego wykazajpowiazanie z
chorobami pcherzowymi skéry z powodu wytwarzania przeciwcehgujcych z takimi
antygenami jak: desmoplakina-1 i desmoplakina-2tygen o ctzarze 190 kDa
(prawdopodobnie periplakina) i BP antygen 1 (23@kDNang i wsp. 2005, Tchernev i
wsp. 2006). ES me takee odgrywé role w patogenezie PV, szczegolnidliavrodzone
nieprawidtowdci wystepuja w przypadku mechanizméw kontradaych autoimmunizagj
lub gdy czynniki genetyczne predysponuja do chordbyprzypadku PV ES skutkuje
wykrywaniem z czasem wkszego zbioru przeciwciat przeciwko zriym celowanym
antygenom. Antygenowo-specyficzna odpowiedautoimmunizacyjna m®@ Sk
rozprzestrzenia na r@ne epitopy jednego biatka lub na epitopy innych tdkia
strukturalnych. Co wicej, wszystkie wymienione czynniki m@gvptywac na kierunek i
zaskg reaktywndci epitopéw i formowanie nowych przeciwciat, co rrodeterminowa
niejednorodn& manifestacji klinicznych PV (Tchernev i wsp. 200Bazwyczaj, ES jest
generowane naginie po mimikrze antygenowej, zatem ESautoimmurijpgch maze nie

by¢ mazliwe bez inicjupcego epizodu mimikry antygenowej (Tchernev i wi0&).

1.3.2. Rola czynnikéw srodowiskowych i predyspozycji genetycznych w patogezie
pecherzycy

W przetamaniu tolerancji immunologicznej i wyzwalerodpowiedzi limfocytow T
wobec odpowiednich DSG odgrywajole zaréwno czynniki genetyczne, jak i wyzwalacze
srodowiskowe. Wysipienie pcherzycy i jej paniejszy przebieg zale wiec od
zmiennych oddziatywapomidzy predyspozycjami organizmu a czynnikami spustaivy
Zapewne rozwoj ¢gherzycy nie jest determinowany przez pojedynczeygeale wiele
genow (w sposob poligeniczny), ktorych efektzmdy¢ dodatkowo modyfikowany przez
ich wzajemne epistatyczne oddziatywania oraz wphezynnikbw pochodzenia
zewrgtrznego. Sugeruje gize geny sprzzone z wystpowaniem choroby fa w obrbie
regionu klasy Il kompleksu HLA (Hertl i wsp. 199&rando 2006) — w szczegOkud
wymienia s¢ fenotypy DR4,14 (precyzyjniej rzecz ujmoj allele DRB1*0402 i
DRB1*1401 (Tron i wsp. 2005) i DQ1,3 (Kirtschig isp. 1999, Ruocco i wsp. 2003).
Interesujce zdaje i, ze wystpowanie choroby analizowane wznych populacjach
wykazuje rG@nice w obebie poszczegdlnych grup etnicznych — przyktadowesttké
wystepowania gcherzycy jest wisza uZydoéw (gtownie Aszkenazyjczkow, ktorych 92%

posiada allel DRB1*0402) oraz w Japonii i Indiachparéwnaniu do Ameryki Pétnocnej
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czy Europy Zachodniej (Tron i wsp. 2005). Istaieflwa zasadnicze argumenty
pochodzenia daviadczalnego przemawigle za genetycznym uwarunkowaniem
pecherzycy: (i) wystpuje ona cgsciej u pierwszorgdowych krewnych pacjentow PV w
poréwnaniu do krewnych ze zdrowej kontroli (Firdomsp. 1994), (ii) przeciwciata anty-
DSG3 g wykrywane u ok. 50% bezobjawowych rodzicow pad@enPV (Ahmed i wsp.
1993, Brandsen i wsp. 1997). Giéwny mechanizm $wyggacy zwiazek pomg¢dzy genami
HLA i pecherzyg polega na midiwej pomocy/wsparciu autoantygenow przez allele
zwigzane z chorap w zapoczatkowaniu odpowiedzi autoimmunizacyjnej przez
autoreaktywne limfocyty T (Hertl i wsp. 1998, Tromvsp. 2005). Fascynaga pozostaje
kwestia czy geny kodage autoantygeny (DSG)a spolimorficzne i jéli tak, to czy
polimorfizm jest czscia podatnéci na gcherzye (Tron i wsp. 2005). Analizag ten
problem mana zauway¢, ze mutacje w DSG pozostiakwesth sporrm. Wysuwa s
hipotezy,ze mutacje w DSG magby¢ powiazane z procesem alternatywnego sktadania
genow (powstaj wowczas alternatywne transkrypty DSG, na matrydyryich mog by¢
syntetyzowane sekwencje aminokwasowe odpowiedeiaaiprzetamanie T-komadrkowej
tolerancji). Genetyczne zmiany mp@rowadz¢é do ilosciowej i jakasciowej zmiennéci
autoantygenow. Niestety, na dzielzisiejszy, dane dwiadczalne nie zidentyfikowaty
konkretnych haplotypéw odpowiedzialnych za vgpstnie gcherzycy. Przeprowadzona
niedawno analiza wariantéw genetycznych DSG1 wexleniu do podatsoi na PF nie
wykazata znacgych r@nic migdzy grup@ chorych a kontral (Petzl-Erler i wsp. 2005), jak
rowniez nie udowodnita mdiwej interakcji DSG1 z HLA-DRB1. Przypuszczalnie w
podatndci na chorob uczestnicz tez geny o silnym nierdbwnomiernym sgezniu, tzw.
niezréwnowaeniu sprzzen (linkage disequilibriuh— micdzy genami czsteczki DR i DQ
HLA, co utrudnia zidentyfikowanie prawdziwie uspb&gacych loci (Loiseau i wsp. 2000,
Tron i wsp. 2005, Lee i wsp. 2006). Dalsze badaspikonieczne w celu ustalenia pogéo
genetycznego gqeherzycy, co umdiwi wyjasnienie molekularnych mechanizmow
lezacych u jej podstaw oraz wprowadzenie diagnostykiekdarnej perspektywie tym
zakresie (w dalszej perspektywie skutikag nows, celowam terapia oraz lekami
dobranymi do danego genotypu chorego).

Jednake same uwarunkowania genetyczne, chioc\@azne, zapewne nie as
wystarczajce do zapocgkowania odpowiedzi autoimmunologicznej ustroju,e@a
dowodz badania opisage wystpowanie choroby u jednego spéd monozygotycznych
blizniat lub u dwoéch z trgjki rodzestwa posiadagych identyczny haplotyp (Ruocco i wsp.

1985, Revenga-Arranz i wsp. 1996). Zatem czynrpkistsowe (wyzwalacze) zdagic by¢

Justyna Gornowicz-Porowska — Rozprawa doktorska 32



kluczowe do pelnego rozwigia choroby. Przy czym nalg pamktaé, ze grupa
wyzwalapcych czynnikow srodowiskowych jest liczna i niejednorodna. QREzas¢
czynnikdw wyzwalajcych jest egzogennych i pochodzi begpdnio zesrodowiska, ale s
rowniez czynniki endogenne (jak stres emocjonalny), paame z indywidualnym stylem
zycia. Grupa ta obejmuje niektore leki, wirusy, caim fizyczne, alergeny kontaktowe,
Zywnos¢ i stres emocjonalny (Ruocco i wsp. 2003).

Wyzwalapce leki mog by¢ pogrupowane wedtug ich dziatania farmakologicznego
(antybiotyki i chemioterapia, niesterydowe lekigeavzapalne i leki przeciwreumatyczne,
cytokiny i inne modulatory odpowiedzi immunologiegn leki hipotensyjne, etc.) lub
wedtug ich struktury chemicznej (tiolowej, fenolgwetc.). W przypadku niektorych
lekéw, ich potencjat do wywotywania zmian akantaditnych zostat potwierdzony w
badaniach daviadczalnych. Udowodnionaze w szczegolnei moga one wywotywa
akantoliz poprzezinterferengj w biochem¢ btony keratynocytéw (akantoliza
biochemiczna) lub rownowagmmunologiczia na skutek powstawania neoantygenow lub
reakcji krzyowych medzy przeciwciatami (akantoliza immunologiczna) (Wolwsp.
1997, Ruocco i wsp. 2003). Wykazana leki tiolowe jak penicylamina, kaptopryl,
(Ruocco i wsp. 1990), tiopronina wywadujakantolityczne zmiany w eksplantatach
normalnej ludzkiej skory. Mdiwy mechanizm wzbudzania przez niecpherzycy mae
przebiegd w rézny sposob i polegana: (i) tworzeniu tiolowo-cysteinowych pokzen
zamiast pajczen typu cysteina-cysteina, co w konsekwencji zabugayleganie
komorkowe; (i) zahamowaniu lub uczynnieniu endoge enzymdw proteolitycznych,
co oddziatuje na agregadjeratynocytéw (Lombardi i wsp. 1993, Ruocco i wap03).

W przypadku zakan wirusowych sugeruje si ze cytokiny (zwtaszcza interferony)
produkowane przez gospodarza w odpowiedzi na ataktek wirusowych, wyzwalaj
nadaktywné¢ uktadu immunologicznego (Ruocco i wsp. 2003). \Mysinie @cherzycy
po zakaeniu wirusem herpes jako pierwszy opisat Krain w4 9oku (Krain 1974b), a z
czasem wysurRto wnioski o maliwym zaangaowaniu rodziny Herpesviridae w
etipopatogenez pecherzycy (Branddo i wsp. 2011). Ponadto wykrytozéakrzypadki
choroby z towarzyszymi wysokimi mianami przeciwciat po zateniu VZV i CMV (Sagi
i wsp. 2008), a w zmianach skornych pacjentowechprzya wykryto sekwencje HHV-8
DNA (Jang i wsp. 2000, Meibodi i wsp. 2010). Oskatdane pimiennicze donoszo
wspotwystpowaniu gcherzycy i zakaenia wirusem HIV (Marfatia i wsp. 2007, Sagi
I wsp. 2008). Trwaj dyskusje na temat udziatu ludzkich endogennychowetusow
(humanendogenousretroviruses HERV) w  wyzwoleniu/regulacji patologicznej
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autoimmunizacji w gcherzycy (Kowalczyk i wsp. 2009, Gornowicz i wspdl1PDb).
Wstpne badania wskazuj na maliwe zaangaowanie sekwencji HERV-H w
patomechanizmie PV (Kowalczyk i wsp. 2009). Niem@¢ konsekwentnego wykrycia
specyficznych patogendéw wagherzycowych pacjentdw sugerujes zakaenia wirusowe
moga by¢ tylko dodatkowym, sporadycznym czynnikiem wyzwatgm chorolk w
niespecyficzny sposéb u genetycznie uwarunkowagegpodarza.

Spasrod czynnikdéw fizycznych za najistotniejszy usaa st promieniowanie UV,
ktdrego akantolityczny efekt na zdrowej skorze gjgatoéw gcherzycowych pacjentow
jest znany od dawna (lgawa i wsp. 2004). W nieldBrprzypadkachwiatto stoneczne
wywotuje krotkotrwate formy gcherzycyex novou zdrowych osobnikdéw, a u innych
zaostrza ja istniepca forme. Ponadto dane og¢pherzycy indukowanej terapiPUVA
(Fryer i wsp. 1994) magsugerowd, ze samo promieniowanie UVA jest odpowiedzialne
za efekt wyzwalajcy chorolk. ROwniez chirurgia i procedury kosmetyczne $akze
uwazane za egzogenne czynniki spustowe (daneohgyzycowych zmianach skérnych
pojawiapcych s¢ w po przeszczepach skoéry, elektrochirurgii, trdarsiacji wiosow,
pilingach chemicznych, etc.) (Kaplan i wsp. 1993¢all i wsp. 1998).

Do czynnikdw spustowych mioa rownie zaliczy¢ niektore alergeny kontaktowe, a
doniesienia naukowe wskazuju gtdwnie na pestycydy (Fisher i wsp. 2008). Nbeky
badacze postulgjnawet aywanie terminu ,pcherzyca kontaktowa’cbntact pemphiggs
w celu podkrélenia czynnika sprawczego (Brenner i wsp. 1994apadto interesage
wydaja sie dane opisujce rcherzye jako czsciej wystpujaca u 0s6b niepatych niz
palcych (Sullivan i wsp. 2002). Prawdopodobne wyttupsate tego faktu mi@ polegé
na tym,ze nikotyna jako agonista cholinergiczny interferamjprzeciwciatami anty-DSG3
i anty-DSG1 w stosunku do receptora acetylocholegovi w ten sposob nie dziatd
jako czynnik chronicy/zapobiegaicy (nastpuje otwarcie kanatéw jonowych w btonie
komérkowej co pomaga zekszy przyleganie komérkowe, zatrzythaakantoliz)
(Grando i wsp. 2000, Sullivan i wsp. 2002).

Istnieja nieliczne doniesienia wskazop na elementy diety jako czynniki wyzwalzg.
W kontekcie zwyczajowzywieniowych, wysoki wskanik zachorowéa na gcherzyce
zauwaony w populacji hinduskiej ni@ by wiazany z cgstym wywaniem w ich kuchni
przypraw (Tur i wsp. 1998). Istnigfoéwniez opisy przypadkow ¢gherzycy powizanej z
wysoka konsumpgj roslin z rodziny Allium (np. czosnek, cebula, por) (Brenner i wsp.

1994b, Brenner i wsp. 1995). Bmiadczalne dane wskazuyjze aktywne grupy tiolowe
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zawarte WAllium mog wywotywat biochemicza akantoliz w normalnej ludzkiej skérze
hodowanejnvitro (Ruocco i wsp. 2001, Ruocco i wsp. 2003).

Z powyzszego zestawienia wynikaze pecherzyca jest dermatgpz o ziazonych
uwarunkowaniach  genetyczdmdowiskowych. Istotn&, oprécz predyspozycji
genetycznych, czynnikéwsrodowiskowych umgiwia zastosowanie odpowiedniej
profilaktyki u podatnych osobnikéw (manipulowanizynnikamisrodowiskowymi w celu

zapobieenia/opégnienia klinicznego ujawnieniagchoroby).
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2.CEL PRACY

Wobec braku w gmiennictwie, zwlaszcza krajowym, wszechstronnegéwietlenia

znaczenia autoimmunizacji wobec poszczegollnych egitimpéw odpowiednich

autoantygenow w DH,BPiggherzycy w stosunku do innych czynnikdéw patogermtych

(w szczegolngci uwalniania enzymdw proteolitycznych przez komd@&palne pcherza),

czyli zalenosci migdzy autoimmunizagj a zapaleniem, w niniejszej pracy pgdj

badania, ktorych celem byta:

ocena czynngi neutrofilbw w skorze gcherzowo zmienionej poprzez barwienie
immunohistochemiczne NE w DH, BP, PV i PF;

ocena zalenosci pomidzy poziomem autoprzeciwcial(anty-eTG, anty-tT(hiya
npG IgA w DH; anty-BP180 i anty-BP230 IgG w BP; wiliSG1 i anty-DSG3 IgG
w PV/PF) a nasileniem skérnych ztogéw NE;

ocena przydatrsoi testow immunoenzymatycznych ELISA wykrywaych
autoprzeciwciata anty-eTG, anty-tTG i anty-npG IgA diagnostyki rénicowe;
chorych z DH;

ocena czy u chorych na DH autoprzeciwciata anty-elfBsa zwiagzane z
uczynnieniem eozynofilbw badanyneztniem EDN/RNazy 2;

ocena zakenosci miedzy nasileniem ekspresji eTG w skorze agisdztwie DEJ a
poziomem autoprzeciwciatanty-eTG IgAu chorych na; DH

ocena czynniei eozynofilow w skorze gcherzowo zmienionejpoprzez barwienie
immunohistochemiczne MBP w BP;

ocena poziomu autoprzeciwciatanty-BP180 i anty-BPRE5 w surowicy i ptynie
pecherzowym u chorych z BP;

analiza wystpowania gcherzycowych ztogéw wiosowych i autoprzeciwciatanty
DSG1 i anty-DSG3 1gG u pierwsz@dowych bezobjawowych krewnych oséb z
pecherzya.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. Materiat
3.1.1. Grupy badane
3.1.1.1. Chorzy na DH, BP i pecherzyce

Badania uzyskaty zgedokalnej Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Bigznym
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu na mocy uclywar 422/09 z dnia 06 maja
2009r. Ogoétem zbadano 112 chorych na autoimmunjzacglermatozy ¢gherzowe
I wyodrebniono 3 podgrupy w zataocsciod rozpoznanej jednostki chorobowe:

* Chorzy na DH stanowili ogétem 56 osob, w tym 21ikbl§37,5%) i 35 mzczyzn
(62,5%), kdacych w aktywnym stadium choroby. Strukiuwieku w chwili
zachorowania, wyznaczendla 24 pacjentéw poddanych analizie ekspresji NE,
przedstawia rycina 2. Rozpoznanie DH stawiano rasfasvie obrazu klinicznego
i charakterystycznego obrazu histologicznego. Depyggm  kryterium
bylostwierdzenie ztogow immunoreaktantow w klagi& Wwykazupcych jeden z 7
charakterystycznych typowwiecenia (ziarnisty i/lub witdkienkowy w szczytach
brodawek skérnych i/lub wzdiuDEJ i ich wzajemne kombinacje) wykrywanych
technily DIF. Ponadto uwzgtiniono wyniki badana wytkowym poziomie

molekularnym anty-tTG i anty-npG IgA ELISA.
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Ryc. 2. Struktura wieku w chwili zachorowania wyznaczona chorych z DH.

e Chorzy na BP stanowili 28 o0sob, w tym 14 kobiet %§0i 14 ngzczyzn
(50%)kzdacych w aktywnym stadium choroby. Strukiurwieku w chwili
zachorowania przedstawia rycina 3. Rozpoznaniet8®iano na podstawie obrazu
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klinicznego

I sugestywnego obrazu histologicznego. Istotnymtediym bytostwierdzenie
ztogobw immunoreaktantow (IgG, 1gG1, 1gG4, C3), @awej morfologii (linijne
ztogi uktadajce st sinusoidalnie), wzdiu DEJ wykrywanych technik DIF.
Ponadto uwzglniono wyniki badana wytkowym poziomie molekularnym anty-
BP180 i anty-BP230 1gG ELISA.
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Ryc. 3. Struktura wieku w chwili zachorowania wyznaczona cthorych z BP.

» Chorzy na pcherzye stanowili 28 oséb, w tym 15 kobiet (54%) i 13atzyzn
(46%), kedacych w aktywnym stadium choroby. Strukfumwieku w chwili
zachorowania przedstawia rycina 4. U 23 przypadkdagnozowanoPV, w tym
19 0s06b z postagskornosluzowkows i 4 osoby z postagisluzéwkowodominujca
PV (pisane zgodnie ze wskaz&wgoradni gzykowej Wydawnictwa Naukowego
PWN www.poradnia.pwn.pl), a w 5 przypadkach roz@ommn PF. Kryterium
witaczenia do badastanowita obecni@ przewlektych zmian gherzowych i/lub
nadzerkowych na skoérze i/ lub btonaciluzowych majca miejsce w czasie
aktualnym lub podana w wywiadzie. Rozpoznariehgerzycy stawiano dodatkowo
na podstawie charakterystycznego obrazu  histologga i badania
immunofluorescencyjnego (DIF illF). Decydaym kryterium bytostwierdzenie
ztogow IgG, IgG1, IgG4, i C3 wykazagych swiecenie o typie sieci rybackiej w
catym zywym naskoérku, w dolnych(bardziej charakterystycdteePV) lub gérnych
(bardziej charakterystyczne dla PF) jego warstwg@mochowski 2006d).
Poszukiwano tate swiecenia w obgbie nabtonkowych struktur przydatkow.
Ponadto uwzgldniono wyniki badana wytkowym poziomie molekularnym anty-
DSG1 i anty-DSG3 IgG ELISA.
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Ryc. 4. Struktura wieku w chwili zachorowania wyznaczona chorych z gcherzya.
3.1.1.2. Bezobjawowi krewni chorych z gcherzyc

Zbadano 28 zdrowych krewnych w linii prostej chdryz gcherzya i 2 zdrowych
krewnych w linii bocznej chorego zgherzyg (tacznie 30 surowic i 30 prébek wiosow),
w tym

» 24 probantow stanowito zginych krewnych chorych na PV,

* 2 probantéw stanowito zginych krewnych chorych na PF,

* 2 probantéw stanowito wgbnych krewnych chorych na PV,

e 2 probantéw stanowito krewnych w linii bocznej (zefistwo) chorych na PV.
Osoby te nie wykazywaty klinicznych oraz jednozmgah immunopatologicznych cech

tych chordb.
3.1.1.3. Grupy kontrolne

Chorzy na DH, BP i ¢gcherzye stanowili wzajemne pozytywne grupy kontrolne.
Ponadto w poszczegodlnych analizach w pracioujastpujace grupy kontrolne:

e 25 chorych na IgA/neutrofilowo-mediowane dermatorg lkedace DH, jako,z
punktu widzenia patofizjologii skornej, jednostki harobowe najbfisze
patogenetycznie DH, w tym:

— 17 przypadkow linijnej IgA dermatozyepherzowej (LABD),

4 przypadki pcherzycy IgA,

3 przypadki nabytegoepherzowego oddzielaniaganaskérka (EBA),

1 przypadek choroby Sneddona-Wilkinsona,
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e 24 osoby nalmce do negatywnej grupy kontrolnej (osoby zdrowe),

niespokrewnionych z chorymi na autoimmunizacyjnera@gozy gcherzowe.
3.1.2. Surowice

Od o0s6b chorych i zdrowych pobrano 5 ml krwi nazskr odwirowano i odpipetowano
surowice, ktég podzielono na alikwoty stabilizowane dodatkiem9%,hzydku sodu w
proporcji 1:100, a nagbnie przechowywano w temperaturze -20°C do momentu

wykonywania oznacze
3.1.3. Plyn pecherzowy

Od chorych na BP prezerdaychswieze zmiany gcherzowe, pobrano ok. 1Q0 ptynu
Z pecherza oczasie trwania krétszym od doby, agpast przechowywano w temperaturze

-20°C do momentu wykonywania oznagtze
3.1.4. Wycinki skérne

Materiat do diagnostycznych bada histopatologicznych i bada
immunohistochemicznych stanowitywycinki skorne dwrych na DH, BP i gcherzye,
bedace w duej mierze skrawkami archiwalnymi, a wszystkie pattace z rutynowych
bada diagnostycznych. Wycinki, o najgkszym wymiarze nie przekraczaym 5 mm,
zostaly pobrane z okolicy miejsc zmienionych choreb, obejmujcych swieze wykwity,
trwajace mniej nk 24 godziny, po uprzednim znieczuleniu miejscowy® Bbztworem
lignokainy. Wycinki utrwalono nagpnie w 10% buforowanej formalinie i zatopiono w
parafinie. Skrojone skrawki, grubm 4 um, naklejono na szkietka podstawowe pokryte
0001% roztworem poli-1-lizyny (Sigma).

Materiat do diagnostycznej i badawczej DIF stangwiycinki skérne od chorych na
pecherzye, BP i DH. Wycinki te, o najwskszym wymiarze nie przekracaaym 5 mm,
zostaly pobrane z miejsc okotowykwitowych, nieznierych chorobowo ferilesional
skin/mucous membrape po uprzednim znieczuleniu miejscowym 2% roztwiore
lignokainy, nasfpnie zatopione w medium OCT (Tissue-tec) i zarane w temperaturze -
23°C w kriostacie Cryocut 1800 (Reichert-Yung, Bgjcskrojone na skrawki o grudm 4
um i naklejone na szkietka podstawowe.

3.1.5. Wiosy

Do badania DIF we wiosie pobrano wiosy od30 zdrdwyaewnych chorych z

pecherzyq. Wtosy wraz z cebulkami wyrywano z owtosionej skgtowy w ilosci 20-30
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od jednej osoby, uktadano réwnolegle, zatapianoaediom OTC (Tissue-tec) i zaniano
w temperaturze -23°C w kriostacie Cryocut 1800 ¢Reit-Yung, Leica), a naginie
krojono na skrawki o grudoi 4 um i naklejano na szkietka podstawowe pokryte 0,001%

roztworem poli-I-lizyny (Sigma).

3.2. Metody
3.2.1. Metody diagnostyczne
3.2.1.1. Badanie histologiczne

Wycinki skérne pobrane od chorych na DH, BPctherzye zatopiono w parafinie i
rutynowo zabarwiono hematoksyini eozyrmy (H+E). W obrazie histologicznym
poszukiwano nagpujacych cech:

» DH - obecnéci mikroropni ze znacznprzewag liczbowa neutrofilow i domieszk
eozynofilbw na szczytach warstwy brodawkowatej gkomtasciwej oraz
podnskorkowych szczelin zlokalizowanych ponad migpmiami (Wolnik-Trzeciak
2005a);

« BP — podnaskdérkowychepherzyi nacieku zapalnego w okolicy DEJ, w ktérym
dominup eozynofile;

» Pecherzycy - cigtej szczeliny mydzy warstwy podstawn a kolczysi (PV) lub w
gornej czsci warstwy kolczystej i/lub warstwie ziarnistej (PRv naskorku
i nabtonkowych strukturach przydatkow z adtymi, luznymi, akantolitycznymi
keratynocytami oraz zmieaniczba eozynofiléw i neutrofiléw; obrazu okékanego

jako rzad nagrobkow ow of tombstongqPV) (Daiczak-Pazdrowska 2005).

3.2.1.2. Badanie zlogéw IgA, IgM, IgG i C3 metod DIF w skorze chorych z DH, BP
i pecherzy®, na skrawkach mrazonych

Badaniom poddano wycinki skorne/btongluzowej pobrane z okolicy zmian
pecherzowych [ferilesional skin/f/mucous membrarae 56 chorych na DH, 28 chorych na
BP i28 chorych na qeherzyg. Mrozone skrawki zadano sptonymi z FITC
poliklonalnymi przeciwciatami kroliczymi przeciwkindzkim IgA, IgM, 1gG, C3 (Dako,
Dania) w rozciéczeniu 1:100 w PBS o pH 7,2 i inkubowano w wilggtkemorze w
temperaturze pokojowej przez 60 min. Npsie preparaty ptukano przez 15 min. na
wytrzasarce w PBS o pH 7,2 i po naémiu kropli 10% roztworu gliceryny w PBS o pH 8,4
pokryto szkietkiem nakrywkowym (Bowszyc-DmochowsG02).
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3.2.2. Metody diagnostyczno-badawcze

3.2.2.1. Badanie ziogow IgG1, IgG4 metog DIF w skorze chorych z BP oraz w

skérze/btoniesluzowej chorych z pcherzya na skrawkach mrazonych

Badaniom poddano wycinki skorne/blonjuzowej pobrane z gsiedztwa zmian
pecherzowych [ferilesional skin/mucous membrarael 28 chorych na BP i 28 chorych na
pecherzye. Mrozone skrawki zadano smonymi z FITC monoklonalnymi
przeciwciatami mysimi przeciwko ludzkim IgG1 i IgG&igma) w rozcigczeniu 1:100 w
PBS o pH 7,2 i inkubowano w wilgotnej komorze w feraturze pokojowej przez 60 min.
Nastpnieptukano na wytesarce w PBS o pH 7,2 i po naémiu kropli 10% roztworu
gliceryny w PBS o pH 8,4 pokryto szkietkiem nakryawym (Bowszyc-Dmochowska
2002).

3.2.2.2. Badanie przeciwciat krazacych w klasie 1gG, 1gG1 i IgG4 metod IIF u
chorych na BPi gecherzyae

Badaniom poddano 28 surowic od chorych z BP (weystkich surowicach oznaczano
przeciwciata kizace w klasie 1gG, w 7 przypadkach w podklasielgG¥ 1 przypadku w
podklasie 1gG1) i 28 surowic od chorych zcperzygq (we wszystkich surowicach
oznaczano przeciwciata ggace w klasie 1gG i w 10 przypadkach w podklasie 13G4
Reakcg wykonano przy gyciu komercyjnie dogpnego zestawu do IIF zawiesaggo
ptytki mikroskopowe optaszczone zamomymi skrawkami przetyku matpy jako substrat
zwierzcy (Euroimmun, Niemcy). W celu ustalenia miana suce rozcigiczano tworzc
gradient sfzen(1:20, 1:80, 1:160 i 1:320) w PBS-Tween o pH 7,2haatpnie nanoszono
na pole ptytki mikroskopowej 3@l analizowanej prébki. Inkubacja odbywatas siv
temperaturze pokojowej przez 30 min. Npsie ptytke ptukano przez 5 min. w PBS-
Tween o pH 7,2, nanoszono na pola reakcyjne ppl 2hakowanych fluoresceirkozich
przeciwciat przeciwko ludzkim IgG (zawarte w zesewgotowe do #ycia) lub mysich
przeciwciat przeciwko ludzkim IgG1 i IgG4 (Sigma)razcieiczeniu 1:100 i inkubowano
przez 30 min. w temperaturze pokojowej. Po ponowpjukaniu w PBS-Tween o pH 7,2
natazono kropt 10% roztworu gliceryny w PBS o pH 8,4 i pokrytokiggtkiem
nakrywkowym. Kade badanie przeprowadzano zyciem pozytywnej surowicy
kontrolnej zadczonej w zestawie. W badaniu ocenianoackajcharakterystyczny obraz

swiecenia, wazanie s¢ przeciwciat wobec desmosomow warstwy kolczystdjtorzka w
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przypadku pcherzycy oraz przeciwciat przeciwko btonie podsteywvmabtonka w
przypadku BP.

3.2.2.3. Badanie przeciwciat krazacych IgA przeciwko eTG, tTG i npG metod
immunoenzymatyczry ELISA u chorych z DH

Poziomy przeciwciat IgA przeciwko eTG, tTG i npGdaao 4cznie w 56 surowicach
DH. Badania wykonano gotowymi zestawami ,Anti epidal transglutaminase IgA”
(Immundiagnostic AG, Niemcy), ,Anty-Transglutamimatkankowa ELISA (IgA)”, ,Anti-
Gliadin (GAF-3X) ELISA (IgA)” (Euroimmun, Niemcy),przeznaczonych do oceny
krazacych IgA przeciwko, odpowiednio, eTG, tTG i npG,odgie z podanymi przez
producentow metodykami.

W przypadku oceny IgA przeciwko eTG badaniu poddd8osurowic pacjentéw z
DH.W celu analizy poziomu przeciwciat #mcych stosowano test ,Anti epidermal
transglutaminase IgA” (Immundiagnostic AG, Niemcygurowice rozcigczono
dwustopniowo w buforze dgizonym do zestawH{ISAwashbuffgrw celu uzyskania
stosunku rozcigczenia 1:250 i nanoszono po 100 prébki na kolejne dotki plytki
mikrotitracyjnej optaszczonej ludzkeTG. Kadorazowo wykonywano kontr@lujemry
I dodatnia (zajczone do zestawu). Naphie inkubowano przez 60 minut w temperaturze
pokojowej, bez dogpu swiatta. Po ptciokrotnym ptukaniu w zatzonym do zestawu
roztworze myjcym dodawano 10Ql sprzzonego z peroksydazchrzanow kroliczego
przeciwciata przeciwko IgARODantibody i ponownie inkubowano przez 60 minut w
tych samych warunkach. Po kolejnym etapie ptukatodawano 10Qul substratu dla
peroksydazy chrzanowej (czterometylobenzydynakulimwano przez 15 minut w tych
samych warunkach. Celem zatrzymania reakcji dodawa@ ul kwasu siarkowego
(ELISAstopsolution Wyniki oceniano fotometrycznie przy diugnp fali 450nm
czytnikiem do ELISA (Metertech). deli uzyskiwano wynik, w ktérym reakcja byta zbyt
intensywna, aby mogta Byoceniona numerycznie kontynuowano roaceenie surowicy
w stosunku 1:5000, 1:1000 i 1:2000.Producent podegetcici przeciwciat w AU/ml
(arbitraryunitgml) i wskazuje obliczenie ich poziomu wedtug wzoru:

Srednia OD kontroli negatywnej x 3,0= punkt oghéa=Z
Stad:

Punkt odagcia (OD)=18AU/ml

probka=X
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anréblru % 18

AU/ mi=
. il

wiec
gdzie: OD QpticalDensity — gestas¢ optyczna

W przypadku oceny IgA przeciwko tTG badaniu podd&@i surowic pacjentow z
DHW celu analizy poziomu przeciwciat adcych stosowano test ,Anty-
Transglutaminaza tkankowa ELISA (IgA)” (EuroimmuMiemcy), surowice rozcigzano
w stosunku 1:201w buforze do roz@igania i wymieszano przez worteksowanie.
Kazdorazowo stosowano surowice kalibracyjne oraz peweyd i negatywna kontrel
zawarte w zestawie. Studzienki reakcyjne zostatgsgezzone rekombinowanTG, gdzie
ekspresj odpowiedniego ludzkiego cDNA uzyskano staswyektor ekspresyjny oparty na
systemie bakulowirusy-komorki owadzie. Do studzlereakcyjnych nakrapiano po 100 pl
probek, kalibratoréw i kontrole. Inkubowano 30 miw. temp. pokojowej. Nagpnie
trzykrotnie ptukano 300 ul buforu ptugzgo, po czym dodawano po 100 pl roztworu
koniugatu enzymatycznego i inkubowano 30 min. wtgamych warunkach. Po kolejnym
procesie ptukania nakropiono 100 pl roztworu swabgirinkubowano 15 min. chraui
przed nastonecznieniem i dodano po 100 pl roztwgmzerywajcego reakda.
Intensywndé¢ wybarwienia studzienek oceniano fotometryczniey mhzigasci fali 450 nm
przy wyciu czytnika wyposzonego w oprogramowanie Mikrowin 2000. Punkt edia
dla tego testu podawany przez producenta wynosRROMI i taki tez stosowano w
niniejszej pracy.

W przypadku oceny IgA wobec npG badaniu poddana80wic pacjentéw z DH.W
celu analizy poziomu przeciwciat gmacych stosowano test ,Anti-Gliadin (GAF-3X)
ELISA (IgA)” (Euroimmun, Niemcy). Zastosowany w stée antygen stanowi
rekombinowane biatko fuzyjne, ktére powstato w vkgnfuzji sekwencji DNA kodujcych
analogi gliadyny dliadin-analogousfusionpeptide GAF), zawierajce trzy powtarzace
sig sekwencje w celu zwkszenia skuteczioi diagnostycznej. W niniejszej pracy
okreslenie GAF jest synonimicznie dla npG. W skiad tabwptatego biatka wchodzi
syntetyczny nonapeptydettacy analogiem gliadyny oraz nonapeptyckscz strawionej
gliadyny, ktéra zostata deamidowana przez tranaglirtazy. Metodyk przeprowadzono
analogicznie jak w przypadku opisanejagy ,Anty-Transglutaminaza tkankowa ELISA
(IgA)” (Euroimmun, Niemcy),przy czym punkt odcia ,Anti-Gliadin (GAF-3X) ELISA
(IgA)” podany przez producenta i stosowany w préae@anej pracy wynosi 25 RU/ml.
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3.2.2.4. Badanie przeciwciat krazacych IgG przeciwko BP180 i BP230 metad
immunoenzymatyczry ELISA u chorych z BP

Poziomy przeciwciat 1IgG przeciwko BP180 i BP230 daal hcznie w 28 ptynach
pecherzowych i surowicach BP. Badanie wykonano gotowgestawami MESACUP
TEST BP180 i MESACUP TEST BP230 (MBL, Medical & Bigical Laboratories,
Japonia), przeznaczonych do ocenyzicych IgG przeciwko BP180 i BP230, zgodnie z
podar przez producenta metodykSurowice rozcigczano w stosunku 1:101 w roztworze
rozcienczapcym (assaydilluent i nakrapiano po 100ul na studzienki reakcyjne
optaszczone w przypadku MESACUP TEST BP180 rekoovam domen
BP180NC16a, uznawarza najbardziej immunogeanv patogenezie BP, lub w przypadku
MESACUP TEST BP230 rekombinowanym biatkiem zawiggin zarowno oé
N-terminalra i C-terminalm BP230. Kadorazowo wykonywano kontr@l ujemra
i dodatni (zahczone do zestawu). Préby inkubowano przez 60 mintemvperaturze
pokojowej, po czym przeprowadzono czterokrotne @hik w roztworze plugzym
(washsolutioh i dodawano 10@ sprzzonego z peroksydazhrzanow monoklonalnego
przeciwciata przeciwko ludzkim Ig&¢njugatesolutioni ponownie inkubowano przez 60
min. w tych samych warunkach. Po kolejnym etapiekahia dodawano 100 substratu
dla peroksydazy chrzanowej i inkubowano przez 30.mn tych samych warunkach.
Celem przerwania reakcji dodawano 100 roztworu zatrzymujcego étopsolutioi.
Wyniki oceniano fotometrycznie przy diugo fali 450 nm czytnikiem do ELISA

(Metertech). Wart& indeksu obliczano wedtug wzoru podanego przezywmexita:

gdzie:

WI — wartas¢ indeksu,

Ausoprebka  — jeSt wartécia absorbancji przy dtugaei fali 450 nm badanej proby,
Ausokalibratorr. — J€St wartécia absorbancji przy dtugai fali 450 nm kontroli ujemnej,
Ausokalibratorz — j€St wartécia absorbancji przy diugai fali 450 nm kontroli dodatniej.

Obecnie producent w zestawach do celow diagnosygtzrnzaleca przedstawianie
wynikébww jednostkach U/ml upitdml). Jak podaje producent zakres testu obejmuje
wartasci pomidzy 5 a 150 U/ml. Powgj 150 U/ml sugeruje podawanie wyniku jako
»>150". W niniejszej pracy, w e&ci przypadkow, uzyskiwano wadc absorbancji
probek poniej wartagci absorbancji dla negatywnej kontroli. Dla wynikdych przygto

W1 0. Zgodnie z zaleceniami producenta za punktjigaii w obu testach prayp 9 U/ml.
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3.2.2.5. Badanie przeciwciat krazacych 1gG przeciwko DSG1 i DSG3 metog
immunoenzymatyczry ELISA u chorych z pecherzyca

Poziomy przeciwciat 1IgG przeciwko DSG1 i DSG3 bamlam 23 surowicach PV, 5
surowicach PF i 30 surowicach pozyskanych od bematyych krewnych chorych z
pecherzya. Badanie wykonano gotowymi zestawami MESACUP Deageio TEST
DSG1 i MESACUP Desmoglein TEST DSG3 (MBL, MedicalBiological Laboratories,
Japonia), przeznaczonych do ocenyzicychlgG przeciwko DSG1 i DSG3, zgodnie z
podan przez producenta metodykSurowice rozcigczano w stosunku 1:101 w roztworze
rozcienczapcym (assaydilluent i nakrapiano po 100ul na studzienki reakcyjne
optaszczone rekombinowanym zewmkomdrkowym fragmentem DSG1/DSG3.
Kazdorazowo wykonywano obecne w zestawie kontrole ogni dodatnie. Proby
inkubowano przez 60 min. w temperaturze pokojowgp czym przeprowadzono
czterokrotne pilukanie w roztworze phacym (Washsolutiop i dodawano 100l
sprzzonego z peroksydazchrzanow monoklonalnego przeciwciata przeciwko ludzkim
IgG (conjugatesolutioni ponownie inkubowano przez 60 min. w tych samwahrunkach.
Po kolejnym etapie ptukania dodawano 1@Osubstratu dla peroksydazy chrzanowej
i inkubowano przez 30 min. w tych samych warunkaCelem przerwania reakcji
dodawano 100 ul roztworu zatrzymujcego 6topsolution. Wyniki oceniano
fotometrycznie przy diugai fali 450 nm czytnikiem do ELISA (Metertech). Wi
indeksu, odzwierciedlagego poziom kyzacych IgG, obliczano wedtug wzoru podanego

przez producenta:

gdzie:

WI — wartas¢ indeksu,

Ausoprebka — jeSt wartécia absorbancji przy dtugaei fali 450 nm badanej préby,
Asokalibratorr. — j€St wartécia absorbanciji przy dtugai fali 450 nm kontroli ujemnej,

Assokalibratorz — J€St wartécia absorbanciji przy dtugai fali 450 nm kontroli dodatniej.

W przypadku uzyskania zbyt intensywnej reakcji, aigta by oceniona numerycznie
kontynuowano rozciezenie surowicy w stosunku 1:500 i 1:1000.

W zestawach omawianych testow immunoenzymatyczmyzkznaczonych do celow
diagnostycznych producent zaleca przedstawianiekéww jednostkach U/mlunitdml),

podapc przy tym zakres testu obejmay wartgci pomidzy 5 a 150 U/ml. Dla WI

Justyna Gornowicz-Porowska — Rozprawa doktorska 46



osihgajacych wartdci powyzej 150 U/ml sugeruje podawanie wyniku jako ,>150".
W niniejszej pracy, w e&ci przypadkow, uzyskiwano wada absorbancji prébek paorgj
wartasci absorbancji dla negatywnej kontroli. Dla wynikdyeh przygto WI 0. Producent
podaje interpreta¢j wynikow dla poziomu anty-DSG1 IgG<14 jako ujemrk}-20
posrednie i >20 U/ml pozytywne. Producent podaje imtetaci wynikéw dla
poziomuanty-DSG3 IgG <7 jako ujemne, 17-2@rpdnie i >20 U/ml pozytywne. Zgodnie
z badaniami wykorzystagymi analiz krzywych ROC i przeprowadzonymi w 2005 roku
(Danczak-Pazdrowska 2005), maymi na celu ustalenie punktu ol wiasciwego dla
Pracowni Histopatologii i Immunopatologii Skory UM/ Poznaniu, za najbardziej
optymalne punkty odecia przygto 41 U/ml dla MESACUP Desmoglein TEST DSG1 i 40
U/ml dla MESACUP Desmoglein TEST DSG3 i takie stosowano w niniejszej pracy.

3.2.3. Metody badawcze

3.2.3.1. Badanie elastazy neutrofilbw (NE) w naturalnej zmiaie pecherzowej
metoda immunohistochemiczry na skrawkach parafinowych

Parafinowe skrawki skorne od 24 pacjentow z DH, pacjentow BP i 28 oséb z
pecherzya pobrane ze zmian chorobowych, rutynowo odparafarwvw ksylenie i
nawodniono przeprowadazaprzez szereg alkoholi. W celu wizualizacji reakgjywano
gotowego zestawu ,LSAB + System HRP” (Dako, Danlda skrawki nakropiono 3%
nadtlenek wodoru peroxidaseblock blokujacy aktywnd¢ endogennej peroksydazy i
inkubowano przez 5 minut w komorze wilgotnej w tergiurze pokojowej. Naginie w
celu ulatwienia penetracji przeciwciat 1 udgstienia wegkszej ilgci determinant
antygenowych skrawki poddano enzymatycznemu trawiproteinaz K (Dako, Dania)
przez 5 minut w komorze wilgotnej w temperaturzé&gyowej. P&niej skrawki pokryto
100 ul pierwszostopniowego przeciwciatarozgiegonego w 1% roztworze surowicy
bydlecej (Sigma) w PBS (1% BSA/PBS).zZto monoklonalnego mysiego przeciwciata
przeciwko ludzkiej NE klon NP57 (Dako, Dania) w ceiczeniu 1:100. Skrawki
inkubowano przez godzinw komorze wilgotnej w temperaturze pokojowej. Npste
skrawki inkubowano przez 15 minut ze streptawidgprz:zona z peroksydaz chrzanovy
(Streptavidin-HRP) i wybarwiono diaminobenzydy(DAB+ chromogen). Do ptukania
i rozciehczania wymienionych odczynnikéwzywano PBS o pH 7,2. Na zaktzenie
preparaty wybarwiono w roztworze hematoksyliny k&ar(Sigma), ptukano hieca woda

przez 10min., przeprowadzono przez alkoholowy syesdwadniajcy, utrwalono w
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ksylenie i rutynowo pokryto kropimedium zamykagcego (balsamem kanadyjskim) oraz
szkietkiem nakrywkowym.

3.2.3.2. Badanie surowiczego gzenia EDN/RNazy 2 metod immunoenzymatyczrm
ELISA u chorych z DH

Surowicze sgzenie EDN/RNAzy 2 badano u 25 chorych na DH i 2wkrgch chorych
Z pecherzya, stanowdcych grug kontrolm. Badanie wykonano gotowymi zestawami
.EDN ELISA Kit” (MBL, Japonia) zgodnie z podanprzez producenta metodyk
Studzienki reakcyjne testu zostaly optaszczone gumgatem monoklonalnym anty-
ludzkiej EDN. Surowice rozcieezano w stosunku 1:5 przyyciu zahczonego do zestawu
rozcieniczalnika prébek 4gssaydiluent Kazdorazowo wykonywano pozytywn
i negatywn kontrok. Nakrapiano po 100 pl probek i standardow do séundk
reakcyjnych i inkubowano przez 60 min. w tempeurpokojowej. Nagpnie
przeprowadzono czterokrotny proces ptukania ssosajfor ptucacy i nakropiono po 100
ul gotowej do uycia sprzzonej peroksydazy anty-ludzkiej EDNagnhjugatesolutiopdo
studzienek, po czym inkubowano w tych samych wasohk Po powtornym ptukaniu
dodano po 100 pl roztworu substratu i inkubowanaepr10 min. w temperaturze
pokojowej. Reakgj przerywano doda¢ 100 pl roztworu zatrzymagego (0,5 mol/L kwas
siarkowy VI) i przeprowadzono odczyt fotometryczmpyzy dtugdci fali 450 nm.
Kazdorazowo wykrélano krzyws standardow i obliczano sizenie EDN/RNAzy 2
zgodnie z wytycznymi producenta (odczyt absorbarxjikrzywej standardowej X

wspotczynnik rozcigczenia prébki 5), podag je w ng/mil.

3.2.3.3. Badanie nasilenia ekspresiji eTG ujawnianej technii

immunofluorescencyjm w skérze u chorych na DH

Mrozone skrawki skérne z bezfpedniego otoczenia wykwitu od 21 oséb z DH
poddano analizie DIF zzyciem frakcji IgG kréliczego przeciwciata przeciwkodzkiej
eTG (dar dr. Soo-Youl Kima z Republiki Korei). Paegty kriostatowe skrojone na
gruba&¢ 4 um zadano przeciwcialem pierwszglawym  (anty-eTG) w
indywidualizowanych rozciezeniach(w zakresie 1:50-1:10) (C#raski i wsp. 2008) i
inkubowano przez 60 min. w temperaturze pokojowekamorze wilgotnej. Nagpnie
przeprowadzono trzykrotne ptukaniezBa po 5 min., w buforze PBS pH 7,2 i nakropiono
na preparaty przeciwcialo drugedowe(monoklonalne przeciwcialo spipne z

FITCprzeciwko kréliczejlgG) rozcieezonym w stosunku 1:80. Po kolejnym procesie
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ptukania na preparaty naktadano kep@dl0% roztworu gliceryny w PBS 1 przykrywano
szkietkiem nakrywkowym. Analiz fluorescencyja przeprowadzono przy zwciu
mikroskopu fluorescencyjnego Olympus BX-40 stasujcer potilosciowa preparatow w

skali czterostopniowej (-, +/-, +, ++).

3.2.3.4. Badanie gtbwnego biatka zasadowego eozynofilbw (MBPRwv naciekach
zapalnych metody immunohistochemiczm na skrawkach parafinowych

Parafinowe skrawki skorne od 27 pacjentow z BP podd badaniu
immunohistochemicznemu wykryvagemu ekspregj MBP, uywajac komercyjnego
zestawuwizualizacyjnego ,LSAB + System HRP” (Dakoania) i metodyki opisanej
powyzej dla immunomapowania NE.

W badaniu @yto monoklonalnego mysiego przeciwciata przeciwkBmklon BMK13

(Chemicon, USA) w rozcieezeniu 1:100.

3.2.3.5. Badanie zlogébw 1gG, IgGl, 1gG4 i C3 metogl DIF we wlosie
bezobjawowych krewnych chorych z pcherzya

Badaniom poddano wiosy pobrane z owlosionej skdoyvg od 30 bezobjawowych
krewnych chorych z PV i PF. Po skrojeniu na szkighodstawowe skrawkow grudm 4
ul badany obszar zaznaczono flamastrem.zblme skrawki zadano rozdiezonymi w
PBS o pH 7,2 w stosunku 1:100 spranymi z FITC poliklonalnymi przeciwciatami
kroliczymi  przeciwko ludzkim 1gG i C3 (Dako, Daniapraz monoklonalnymi
przeciwciatami mysimi przeciwko ludzkim IgG1 i IgG8&igma). Preparaty inkubowano w
wilgotnej komorze w temperaturze pokojowej przez ih. Nastpnie ptukano bez
wytrzasania przez 15 min. w PBS pH 7,2 i po raluu kropli 10% roztworu gliceryny w
PBS pokryto szkietkiem nakrywkowym.

W badaniu ztogéw IgG, IgG1, 1gG4 i C3 we wiosie @adych krewnych chorych z
pecherzy@a zwracano uwagna swiecenie 0 typie sieci rybackiej w aiimie zewrtrznej

pochewki mieszka wiosowego.

3.2.3.6. Analiza numeryczna reakcji z NE 1 MBP uzyskanych w badaniach

immunohistochemicznych

Obrazy uzyskane w wyniku przeprowadzonych hademmunohistochemicznych
wykrywajacych NE i MBP zostaly sfotografowane i poddane iar@lnumerycznej przy
uzyciu programu komputerowego ,Analizator 4D” ki wspOtpracy z Zakladem

Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej (ZBBO) przKatedrze Patomorfologii Klinicznej
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UM w Poznaniu (Kaczmarek i wsp. 2005). Do analizpribmetrycznej wybierano
najbardziej optymalne miejsce preparatu, speto@nasipujace kryteria:

* wizualnie najintensywniejsza reakcja,

* obecnaé¢ drobnowidowych cech choroby,

* mozliwy brak artefaktow preparacyjnych.
Intensywnd¢ ekspresji biatek mierzono w procentach reakcji MEP (pole pozytywnej
reakcji podzielone przezpole badane i @asie pomnaone razy 100). Analiza
numeryczna umdiwiala ocerg nasilenia ztogow NE i MBP zaréwno w jednej

ptaszczynie, jak i w przestrzeni.

Opisane badania wykonano w Pracowni Histopatologinmunopatologii Skory Kiliniki
Dermatologii UM w Poznaniu (kierownik: dr hab. n.edr Monika Bowszyc-

Dmochowska).
3.2.4. Ocena mikroskopowa i dokumentacja fotograficzna

Do bada histopatologicznych i immunopatologicznych wykastano mikroskop
swietlny BX 40 (Olympus) z przystawkluorescencyja oraz kamer cyfrowa Camedia C-
4000 Zoom (Olympus) z drukarkermosublimacyja Camedia P-330E (Olympus).

3.2.5. Analiza statystyczna

Wartcaici mierzalne przedstawiono w postaci wécigredniej, SD, wartéci minimalnej
I maksymalnej i sprawdzono dla nich zgoélha rozktadem normalnym za pompotestu
Shapiro — Wilka.

Testem rang ANOVA Kruskala-Wallisa wraz z testem nba (test post-hoc)
zweryfikowano statystyczne zal®sci miedzy a nasileniem ekspresji NE u chorych z
pecherzyg, BP i DH .Celem poréwnania poziomu przeciwciat lg@bec BP180 i BP230
w surowicy i ptynie pcherzowym chorych z BP oraz porOGwnania poziomu gwesat
IgA wobec tTG i npG w DH i grupach kontrolnych wylano test kolejri@i par
Wilcoxona. Porownanie nasilenia ekspresji NE z Ileag@m ekspresji MBP w BP
przeprowadzono testem Manna-Whitneya. Testem M&Winidreya poszukiwano réwnie
roznicy migdzy stzeniem EDN/RNAzy 2 u chorych na DH w poréwnaniu z
bezobjawowymi krewnymi chorych nacgherzye. Wspolczynnik korelacji rang
Spearmana stosowano w celu dlersia korelacji pomidzy badanymi parametrami
(nasilenie ekspresji NE vs. poziomakicych 1gG anty-DSG1/DSG3 w ¢pherzycy;
nasilenie ekspresji NE vs. poziomakicych IgG anty-BP180/BP230 w BP; nasilenie
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ekspresji NE vs. poziom &racych anty-eTG/tTG/npG IgA w DH; nasilenie eksprdsit
vs. nasilenie ekspresji MBP u chorych z BP; poziprreciwciat kazacych 1gG anty-
DSG1 vs. IgG anty-DSG3 wepherzycy; poziom przeciwciat &kacych 1gG anty-BP180
vs. 1gG anty-BP230 w BP; poziom przeciwciahkcych IgA anty-eTG vs. IgA anty-tTG
w DH; poziom przeciwciat kzacych IgA-eTG vs. IgA anty-npG w DH; poziom
przeciwciat kazacych IgA anty-tTG vs. IgA anty-npG; poziom przeciatldkrazacych IgA
anty-eTG vs. surowicze ¢ggknie EDN/RNAzy 2 w DH;nasilenie ekspresji eTG w st@r
vs. poziom kizacych IgA anty-eTG w DH). Wyniki uznano za istotratgstycznie przy
p<0,05. Opracowanie statystyczne wykonaneldaiprzejma@ci mgr Agnieszki Seraszek-
Jaros za pomacstatystycznego programu komputerowego Statistica®® P StatSoft w
Zaktadzie Bioinformatyki i Biologii ObliczeniowegBBO) Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu pod kierownictwenof. dr hab. n. med. Hbiety
Kaczmarek.

Celem okrélenia wartdci punktéw odaicia cechujcych sé najlepsza czulcicia
I swoistagcia dla testow ,Anty-Transglutaminaza tkankowa ELIS8A)” i ,Anti-Gliadin
(GAF-3X) ELISA (IgA)"(Euroimmun, Niemcy) dla poputg rodzimej wykonano analgz
krzywych ROC dziki uprzejmdci dr n. med. Barbary Wckowskiej, korzystac z
oprogramowania statystycznego PQStat 1.4.0 (wwwapgy w Katedrze i Zaktadzie
Informatyki i Statystyki Uniwersytetu Medycznego .inKKarola Marcinkowskiego w

Poznaniu pod kierownictwem prof. dr. hab. n. medzdgoMoczko.
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4. WYNIKI

4.1. Czynnosé¢ neutrofilow w skorzepecherzowo zmienionej badana barwieniem
immunohistochemicznym i analia drobnowidowa ztogow NE w tkankach

pacjentéw z DH, BP i pcherzya

Badaniem olgto wycinki skérne24 chorych z DH, 27 chorych z B ichorych z
pecherzya ktdrzy wykazywali kliniczno-biochemiczno-molekuter cechy choroby.
W pierwszym etapie wyniki byty oceniane pééiddowo przez niezalaego obserwatora
przy wyciu mikroskopu $wietlnego i pe¢ciostopniowej skali (,-, brak reakcji, ,+/-,
watpliwa intensywné¢ reakciji, ,+” staba intensywrio reakciji, ,++” srednia intensywn
reakcji, ,+++" silna intensywn& reakcji). Potilgciowa ocena reakcji IHC zostata
przedstawiona w tabeli I. Naghie obrazy zostaly sfotografowane cyfrowym apamate
I poddane bardziej ikziowej cyfrowe] analizie morfometrycznej w prograAnalizator
4D, ktéra umaliwiata ocere nasilenia ztogow (intensywsé ekspresji) NE zarowno w
jednej ptaszczinie, jak i w przestrzeni. Intensywéto ekspresji NE zostata obliczona
poprzez podzielenie pola pozytywnej reakcji przézdmadane, a nagtnie wymnaenie
razy 100i podana w procencie reakcji markera (%kaje&E). Intensywné¢ ztogow NE
przetworzonych przy wykorzystaniu cyfrowej analayrazow mikroskopowych w skérze
reprezentatywnych pacjentow z DH, BPedperzya przedstawiono odpowiednio na

rycinach 5-7.
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Ryc. 5. Zlogi NE w preparacie immunohistochemicznym skomgkwitowej pacjenta vérednim wieku
z DH, u ktérego testem ELISA stwierdzono rasface poziomy autoprzeciwciat: anty-eTG IgA
14,16 AU/ml, anty-tTG IgA >200 RU/ml, anty-npG 1g%7,98 RU/ml (immunoperoksydazowe
barwienie skrawkéw parafinowych, oryginalne pekgizenie x200) (A). Intensywté ztogéw NE
przetworzona przy ayciu cyfrowej analizy obraz6w mikroskopowych, naoa na
immunohistochemiczne ziogi NE: 3D (B). Intensywéha@togdw NE przetworzona przyzyciu
cyfrowej analizy obrazéw mikroskopowych: 3D (C)tdnsywnd¢ ztogdw NE przetworzona przy
uzyciu cyfrowej analizy obrazéw mikroskopowych: 2D)(D
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Ryc. 6. Ztogi NE w preparacie immunohistochemicznym skomgkwitowej (pecherz podnaskorkowy)
pacjentki w érednim wieku z BP, u ktorej testem ELISA stwierdaonastpujace poziomy
autoprzeciwciat: anty-BP180 IgG w surowicy> 150 U/anty-BP180 IgG w ptynie gcherzowym
141,25 U/ml, anty-BP230 w IgG w surowicy 19,01 U/mhty-BP230 IgG w ptyniegeherzowym
8,10 U/ml (immunoperoksydazowe barwienie skrawkdéavafinowych, oryginalne powkszenie
x200) (A). Intensywn& ziogébw NE przetworzona przyzyciu cyfrowej analizy obrazéw
mikroskopowych, natoona na immunohistochemiczne ztogi NE: 3D (B). Istemnas¢ ztogow NE
przetworzona przy ayciu cyfrowej analizy obrazéw mikroskopowych: 3D )(dntensywnéc¢
zlogow NE przetworzona przyzyciu cyfrowej analizy obrazéw mikroskopowych: 2D)(D
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Ryc. 7. Zlogi NE w preparacie immunohistochemicznym skérykwitowej pacjentki wérednim
wieku ze skdrnagluzéwkowa postaaiPV, u ktdrej testem ELISA stwierdzono ngmtjace poziomy
autoprzeciwciat: anty-DSG1 1gG 114,40 U/ml, anty@8SIgG >150 U/ml (immunoperoksydazowe
barwienie skrawkéw parafinowych, oryginalne pekgizenie x200) (A). Intensywté ztogéw NE
przetworzona przy ayciu cyfrowej analizy obraz6w mikroskopowych, naoa na
immunohistochemiczne ziogi NE: 3D (B). Intensywha@togdw NE przetworzona przyzyciu
cyfrowej analizy obrazéw mikroskopowych: 3D (C)tdnsywnd¢ ztogdw NE przetworzona przy
uzyciu cyfrowej analizy obrazéw mikroskopowych: 2D)(D
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Srednie wartéci procentu reakcji NE, war§oi minimalne i maksymalne oraz odchylenia

standardowe w poszczegoélnych grupach badanych podaabeli Il.

Tabela I. Potilosciowa ocena barwienia IHC wykrywaiego skéra ekspresji NE w grupach chorych
z DH, BP igcherzyag (PV+PF).
Grupa badana (n
Skala P i
DH (24) BP (27) PV+PF (28)
- 0 1 1
+/- 1 3 4
+ 3 13 12
++ 11 8 10
+++ 9 1
Tabela ll.  Parametry statystyczne skérnej ekspresji NE, womaj procentem reakcji, w grupach chorych
z DH, BP igcherzyg (PV+PF).
% reakcji NE
Dg.
n x Min. Max. SD
DH 24 3,46 0,00 7,97 2,31
BP 27 0,74 0,02 3,47 0,90
PV+PF 28 0,14 0,00 0,39 0,12

Przeprowadzono poréwnanie % reakcji NEeaday badanymi grupami, ktére zilustrowano
na rycinie 8. W zwizku z tym,ze zgodné¢ z rozktadem normalnym posiada tylko %
reakcji NE w grupie chorych z DH to poréwnanie tegarametru meidzy grupami
wykonano za pomactestu Kruskala — Wallisa. Test ten wykazat stgtyatie istota
roznice miedzy wart@dciami % reakcji NE w poszczegolnych grupach (p=0100Testem
Dunna (test post-hoc) sprawdzono doktadniedzy jakimi grupami te rinice istnie.
Test Dunna wykazat statystycznie istptdznice micdzy:

% reakcji NE w grupie PV/PF a % reakcji NE w geipiH — p<0,001,

* % reakcji NE w grupie DH a % reakcji NE w grupie BPp<0,001.
Test Dunna nie wykazat natomiastzmcy migdzy % reakcji NE w grupie PV/PF a %
reakcji NE w grupie BP (p>0,05).
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7.00 p<0,001

6.00 p=0,001

5.00
4.00

3.00

1,00 I

T

0.00
Grupa PVPF GrupaDH Grupa BP

% reakcji NE

Ryc. 8. Poréwnanie skornej ekspresji NE wyoaej w procencie reakcji dla badanych grup chorych
DH, BP i pcherzya (PVPF).

4.2. Przeciwciata krazace IgA przeciwko eTG, tTG i npG w DH,lgG przeciwko
BP180 i BP230 w BP,lgG przecivko DSG1l i DSG3 u chgmh z
pecherzyambadane technilg ELISA

Badaniemdcznie obgto 56 surowic od chorych z DH, 28 surowic od chbrgcBP 28
surowic od chorych zqeherzya. Poziomy autoprzeciwciatgzacych w poszczegolnych
grupach badanych w okresie aktywnym choroby anabre testami ELISA
(eTGHATG/npG ELISA dla chorych z DH, BP180/BP230I&A dla chorych z BP |
DSG1/DSG3 ELISA dla chorych z ¢gherzya) oraz srednie wartéci poziomu
poszczegolnych przeciwciatdgacych, wartéci minimalne i maksymalne oraz odchylenia

standardowe w poszczegoélnych grupach chorych poddpowiednio w tabeli 111-VI.

Tabela lll.  Uzyskane metodami ELISA poziomy autoprzeciwciat igdbec eTG, tTG i npG u chorych z

DH
Poziom przeciwciat IgA
Dg. Anty-eTG ELISA (AU/ml) Anty-tTGELISA (RU/ml) Anty-npGELISA (RU/ml)
(n=49) (n=32) (n=30)
0-18 18-50 | 50-100 | 0-20 21-200 | >200 0-25 26-200 | >200
DH 27 13 9 3 12 17 3 19 8
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Tabela IV. Uzyskane metadELISA poziomy autoprzeciwciat IgG wobec BP180 iZ3® u chorych z BP

Poziom przeciwciat IgG (WI) U/ml
Dg. Anty-BP180 ELISA Anty-BP230 ELISA
0-9 10-150 >150 0-9 10-150 >150
BP (n=28) 2 20 6 6 22 0
Tabela V. Uzyskane metadELISA poziomy autoprzeciwciat IgG wobec DSG1 i D&G chorych z PV
i PF
Poziom przeciwciat IgG (WI) U/ml
Dg. Anty-DSG1 Anty-DSG3
0-41 42-150 | 151-750| >750 0-40 41-150 | 151-750| >750
PF (n=5) 0 2 2 1 5 0 0 0
PV (n=23) 5 10 6 2 0 7 7 9
Tabela VI. Parametry statystyczne uzyskanych pozioméw autopweet w grupie chorych z DH, BP
ipecherzya(PV+PF).
Dg. Poziom < Min. Max. S
autoprzeciwciat
anty-eTG IgA
(AU/mI) 33,30 2,37 176,52 40,13
anty-tTG IgA
DH (RU/mI) 410,57 2,15 1 270,92 440,90
anty-npG IgA
(RU/mI) 262,37 3,44 2516,45 493,21
anty-BP180 1gG 148,22 3,26 690,68 182,75
(U/ml)
BP
anty-BP230 1gG
(U/mi) 29,18 0,00 163,00 38,55
anty DSG1 1gG 270,03 5,43 1398,80 399,31
(U/ml)
PV+PF
anty-DSG3 1gG
(u/mi) 428,03 2,00 1 203,04 358,05

Stosujic test korelacji rang Spearmana nie wykazano isiastatystycznie korelaciji
pomidzy poziomem surowiczych przeciwciat anty-DSG1 lgGoziomem anty-DSG3
IgG u chorych z gcherzya (r=-0,1240). Nie ujawniono rownieistotnej statystycznie
korelacji pome¢dzy poziomem surowiczych przeciwciat anty-BP180 l@nty-BP230 IgG
w grupie chorych z BP (r=0,08)6Stwierdzono natomiast istotne statystycznie kmjel
(ryc. 9) w grupie chorych z DH poguzy:

e poziomem surowiczych przeciwciat IgA anty-eTG a lgaty-tTG— r=0,4923,
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poziomem surowiczych przeciwciat IgA anty-eTG a lgAty-npG— r=0,5962,

poziomem surowiczych przeciwciat IgA anty-tTG a lgAty-npG— r=0,4149.

’ A B
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Ryc. 9. Istotne korelacje porailzy: (A) poziomem surowiczych autoprzeciwciat IghtaeTG vs.
anty-tTG, (B) poziomem surowiczych autoprzeciwd@h anty-eTG vs. anty-npG, (C) poziomem
surowiczych autoprzeciwciat IgA anty-npG vs. anfystw DH. Pokazano ligitrendu.

4.3. Zaleznos¢ pomiedzy poziomem przeciwciat kgzacych (anty-eTG, anty-tTG i
anty-npG IgA w DH;anty-BP180 i anty-BP230 IgG w BPanty-DSG1 i anty-
DSG3 IgG w PV/PF)a nasileniem skornych ziogow NE

Badahc zalenos¢ pomkdzy poziomem przeciwciat kkacych (anty-eTG, anty-tTG i
anty-npG IgA w DH;anty-BP180 i anty-BP230 IgG w BRty-DSG1 i anty-DSG3 IgG w
PV/PF)a nasileniem skornych ztogébw NE wykonano keselacji rang Spearmana. Nie
uzyskano statystycznie istotnych korelacji peuay poziomem przeciwciat kkacych

wobec autoepitopéw odpowiednich antygenow a nasierskornych ztogow NE. Wyniki
przedstawiono w tabeli VII.
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Tabela VII. Uzyskane nieistotne korelacje p@oizy poziomami autoprzeciwciat wobec odpowiednich
antygenow (anty-DSG1/DSG3 IgG, anty-BP180/BP230 , Igity-eTG/tTG/npG IgA) a
intensywndcia skérnej ekspresji NE, wytanej w procencie reakcji, u chorych z DH, BP i
pecherzyg (PV+PF).

Grupa badana n r p testu

% reakcji NE vs.
anty-eTG IgA w 21 r=-0,1013 0,6622
surowicy

DH % reakcji NE vs.

anty-tTG IgA w surowicy 23 r=-0,0504 0,8194

% reakcji NE vs.
anty-npG IgA w 21 r=-0,1755 0,4437
surowicy

% reakcji NE vs.
anty-BP180 IgG w 27 r=-0,0269 0,8942
surowicy

% reakcji NE vs.
anty-BP230 1gG w 27 r=-0,0208 0,9181

surowic
BP 4

% reakcji NE vs.
anty-BP180 IgG w 22 r=-0,0570 0,8010
ptynie pecherzowym

% reakcji NE vs.
anty-BP230 IgG w ptynie 23 r=0,2826 0,1914
pecherzowym

% reakcji NE vs.
anty-DSG1IgG w 28 r=-0,1240 0,5294
surowicy

PV+PF -
% reakcji NE vs.

anty-DSG3 IgG w 28 r=0,2403 0,8615
surowicy

4.4. Przydatnosé¢ testow immunoenzymatycznych ELISA wykrywapcych anty-eTG,
anty-tTG i anty-npG IgA do diagnostyki r6znicowej chorych z DH.

W celu oceny zdolri@i rozr&niania danym testem osé6b dotéych DH od osob
zdrowych przebadano 56 surowic pacjentow z DH, RABowic pacjentow z grupy
IgA/neutrofilowo-mediowanych dermatoz niglacych DH, traktowanych jako pozytywna
grupa kontrolna, i 24 surowic 0sOb zdrowych traldaych jako negatywna grupa
kontrolna. Przeprowadzono analikrzywych ROC dla anty-tTG ELISA i anty-npG-
ELISA. Krzywe ROC wykrélone dla ranych kombinacji badanych grup zostaty
przedstawione na rycinach 10-12 i w tabelach VIlIEXOptymalny punkt odeicia dla
Anti-Gliadin (GAF-3X) IgA ELISA w analiziepacjentowe DH vs. zdrowa kontrola
wyniost 10,146 RU/mlprzy polu pod krzywarea under the ROC curveAUC) réwnym
0,987, czutéci 93,54% i swoisteri 95,83%; pacjentow z DH vs. IgA/neutrofilowo-
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mediowane dermatozy niecdace DH 6,672 RU/ml przy AUC réwnym0,927, czédo
96,77% i swoistéci 79,16%; grupacha€zonych 30,081 RU/mlprzy AUC réwnym 0,966,
czutasci 87,09% i swoisteci 97,01%(przy punkcie odgia producenta 25 RU/mI).
Optymalny punkt odecia dla Anti-tTG IgA ELISA wynidst 14,062 RU/ml weszystkich
kombinacjach(pacjenci z DH vs. zdrowa kontrola p&yC rownym 0,978, czukei
93,75% i swoistéci 100%; pacjenci z DH vs. IgA/neutrofilowo-mediomeadermatozy nie
bedace DH przy AUC rownym 0,942, czudla 93,75% i swoistéci 96%i w hczonych
grupach przy AUC rownym 0,965, cz&éd 93,75% i swoisteci 98,52%, przy czym punkt
odckcia producenta wynosi 20 RU/ml). Aby danezma byto uzné za dyskryminacyjne
AUC musi wynost powyzej 0,5, przy czym najlepsz dyskryminacg uzyskujemy gdy
pole to rowna si 1,0 (Kochaska-Dziurowicz i wsp. 1999, Moczko i wsp. 2010). W
zwiazku z powyszym wszystkie uzyskane dane z badarjadgskryminacyjne, co
sprawdzono przyayciu metody DelLonga.

Wartdsci anty-tTG i anty-npG IgA, rinia sig znamiennie pomtdzy zdrows kontrok a
pacjentami z DH (p<0,001), tak samo jak pemay grum z IgA/neutrofilowo-
mediowanymi dermatozami niedacymi DH a pacjentami z DH (p<0,001), podczas gdy
nie ujawniono istotnych statystycznie znic pomedzy grum IgA/neutrofilowo-
mediowanych dermatoz nigiiacych DH a zdrow kontrok (p>0,05). Analiza korelacji
Spearmana wykazata statystycznie isidkarelacg pomkdzy poziomem przeciwciat IgA
wobec tTG, eTG i npG w grupie DH, co przedstawiomgpodrozdziale 4.2. Ponadto
ujawniono istotn statystycznie korelagjpomidzy poziomem IgA wobec tTG a IgA
wobec npG w grupie IgA/neutrofilowo-mediowanych matoz niekdacych DH
(r=0,7890) i brak takiej korelacji w zdrowej konlir¢r=0,2231). Otrzymano nagiujacy
odsetek pozytywnych wynikdw poszczegolnych testogrupie DH: IgA anty-eTG 47%,
IgA anty-tTG90% i IgA anty-npG90% testéw ELISA, wdkych poziom surowiczych

przeciwciat przekraczat punkt odcia producenta.
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npG tTG

Punkt cdciecia =10,146 [0,042 x0,835] Punkt odciecia =14,002 [0,000 x 0,938]

1 1
0.8+ 0.8+
0.6+ 0.6+
el el
g g
4 4
04+ 04+
0.2+ 0.2+
0 0+
} } } } } } } } } } } }
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
1- Swoistosé 1 - Swoistosé

Ryc. 10. Wyniki analizy krzywych ROC uzyskane dla pacjentdviDH i negatywnej kontroli (zdrowe
osoby). Lewa strona ryciny przedstawia kraymykreslong dla Anti-Gliadin (GAF-3X) IgA ELISA,
a prawa strona ryciny przedstawia kraywykreslona dla Anti-tTG IgA ELISA.

Tabela VIII. Czutai¢ i swoistagé dla r&nych wartdci IgA przeciwko npG w analizie pacjentéw z DH i
kontrolinegatywnej. W ramce ¢ip wybrany punkt odegcia.

I9A npG Czutosé Swoistaé
-2,044 1 0
-1,707 1 0,125
-1,454 1 0,166667
-0,985 1 0,25
-0,458 1 0,291667
0,02 1 0,375
0,062 1 0,416667
1,034 1 0,5
1,671 1 0,625
2,702 1 0,75
3,438 1 0,791667
4,195 0,967742 0,833333
6,672 0,967742 0,875
8,655 0,935484 0,916667
10,146 0,935484 0,958333
24,08 0,903226 1
30,081 0,870968 1
42,129 0,774194 1
53,707 0,709677 1
73,572 0,645161 1
85,82 0,548387 1
97,984 0,516129 1
107,553 0,483871 1
199,908 0,225806 L
314,736 0,193548 1
544,392 0,16129 1
713,172 0,129032 1
1090,312 0,064516 L
2516,448 0,032258 1
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Tabela IX. Czulas¢ i swoistég¢ dla r&znych wartgci IgA przeciwko tTG w analizie pacjentow z DH i

kontrolinegatywnej. W ramce ¢ip wybrany punkt odegcia.

IgA tTG Czutosé Swoistaé
0,518 1 0
0,917 1 0,083333
1,066 1 0,166667
1,287 1 0,291667%
2,151 1 0,458333
2,523 0,96875 0,66666(7
2,71 0,96875 0,708333
3,02 0,96875 0,7"
4,08 0,96875 0,833333
4,913 0,9375 0,916667
6,884 0,9375 0,958333
14,062 0,9375 1
17,199 0,90625 1
21,114 0,875 1
34,983 0,8125 1
42,171 0,75 1
53,712 0,6875 1
86,31 0,65625 1
192,232 0,5625 1
232,26 0,53125 1
380,876 0,40625 1
537,352 0,3125 1
616,344 0,25 1
886,952 0,21875 ]
1065,648 0,1875 1
1270,924 0,03125 L
npG tTG
Punkt cdciecia =6,672 [0,208 x 0, 968] Punkt odciecia =14,002 [0,040 x 0,938]
14 14
084 084
0.6+ 0.6+
8 8
D4+ 0.4+
0.2+ 02+
04 04
1- Swoistosé 1 - Swoistosé
Ryc. 11. Wyniki analizy krzywych ROC uzyskane dla pacjentawDH i grupy IgA/neutrofilowo-

mediowanych dermatoz niglacych DH. Lewa strona ryciny przedstawia kraywykreslona dla
Anti-Gliadin (GAF-3X) IgA ELISA, a prawa strona riyty przedstawia krzyw wykreslona dla

Anti-tTG IgA ELISA.
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Tabela X. Czulai¢ i swoistag¢ dla r&nych wartdci IgA przeciwko npG w analizie pacjentéw z DH i
kontroli pozytywnej. W ramce ¢fjo wybrany punkt odegcia.

IgA npG Czutosé Swoistaé
-3,586 1 0
-2,124 1 0,083333
-1,619 1 0,166667
-0,108 1 0,291667%
0,076 1 0,375
0,467 1 0,458333
1,817 1 0,5
2,548 1 0,541667%
3,438 1 0,625
4,081 0,967742 0,666667
4,749 0,967742 0,708333
6,307 0,967742 0,75
6,672 0,967742 0,791667
10,146 0,935484 0,791667
16,129 0,903226 0,833333
24,633 0,870968 0,87H
30,081 0,870968 0,916667
42,129 0,774194 0,916667
53,707 0,709677 0,916667
107,553 0,483871 0,958333
314,736 0,193548 1
544,392 0,16129 1
713,172 0,129032 1
1090,312 0,064516 L
2516,448 0,032258 1

Tabela XI. Czutcs¢ i swoistagé¢ dla r@&nych wartdci IgA przeciwko tTG w analizie pacjentéw z DH i
kontroli pozytywnej. W ramce &fjo wybrany punkt odecia.

IgA tTG Czutosé SwoistGé
0,776 1 0
1,585 1 0,08
2,023 1 0,16
3,224 0,96875 0,4
3,985 0,96875 0,48
5,277 0,9375 0,72
6,13 0,9375 0,76
7,915 0,9375 0,84
10,215 0,9375 0,88
11,484 0,9375 0,92
14,062 0,9375 0,96
17,199 0,90625 0,96
34,983 0,8125 0,96
53,712 0,6875 0,96
91,474 0,59375 0,96
192,232 0,5625 0,96
232,26 0,53125 0,96
290,572 0,4375 ]
380,876 0,40625 1
537,352 0,3125 1
886,952 0,21875 1
1270,924 0,03125 |
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npG tTG

Punkt cdciecia =30,081 [0,030 x0,871] Punkt odciecia =14,002 [0,015 x 0,938]

1 1
0.8+ 0.8+
06+ 06+
el el
2 2
3] 3]
04+ 04+
0.2+ 0.2+
0 0
| . 4 . 4 | | . 4 . 4 |
0 0.2 0.4 06 0.8 1 0 0.2 0.4 06 0.8 1

1- Swoistosé 1 - Swoistosé

Ryc. 12. Wyniki analizy krzywych ROC uzyskane dla wszystkighalizowanych grup. Lewa strona
ryciny przedstawia krzyw wykreslona dla Anti-Gliadin (GAF-3X) IgA ELISA, a prawa stran
ryciny przedstawia krzyswykreslona dla Anti-tTG IgA ELISA.

Tabela XIl. Czulai¢ i swoistdé¢ dla r@&nych wartdci IgA przeciwko npG w analizie grupdzonych. W
ramce ugto wybrany punkt odegcia.

I9A npG Czutosé Swoistaé
-3,586 1 0
-2,052 1 0,04477¢
-1,424 1 0,238806
-0,458 1 0,313433
-0,108 1 0,373134
0,02 1 0,38806
0,062 1 0,432836
0,357 1 0,477612
1,034 1 0,537313
1,817 1 0,61194
2,702 1 0,686567
4,081 0,967742 0,776119
8,655 0,935484 0,865672
10,146 0,935484 0,895522
16,129 0,903226 0,940299
24,633 0,870968 0,955224
30,081 0,870968 0,970149
34,148 0,83871 0,970149
42,129 0,774194 0,970149
53,707 0,709677 0,970149
73,572 0,645161 0,970149
85,82 0,548387 0,970149
97,984 0,516129 0,970149
107,553 0,483871 0,9850715
198,854 0,225806 0,985075
314,736 0,193548 L
544,392 0,16129 1
713,172 0,129032 L
866,708 0,096774 1
1090,312 0,064516 L
2516,448 0,032258 1
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Tabela XIll. Czutas¢ i swoista¢ dla r&znych wartdci IgA przeciwko tTG w analizie grumdzonych. W
ramce ugto wybrany punkt odegcia.

IgA tTG Czutosé Swoistaé
0,518 1 0
0,842 1 0,04411¢
0,954 1 0,102941
1,314 1 0,25
1,585 1 0,338235
2,151 1 0,382353
2,411 0,96875 0,470588
3,098 0,96875 0,66176p
3,662 0,96875 0,691176
4,308 0,9375 0,720583
4,815 0,9375 0,808824
5,277 0,9375 0,86764)
6,884 0,9375 0,911765
7,915 0,9375 0,94117p
10,215 0,9375 0,955882
11,484 0,9375 0,97058B
14,062 0,9375 0,985294
17,199 0,90625 0,985294
21,114 0,875 0,985294
34,983 0,8125 0,985294
38,02 0,78125 0,985294
42,171 0,75 0,985294
53,712 0,6875 0,985294
86,31 0,65625 0,985294
192,232 0,5625 0,985294
232,26 0,53125 0,985294
380,876 0,40625 1
490,212 0,34375 1
537,352 0,3125 1
616,344 0,25 1
886,952 0,21875 1
1065,648 0,1875 ]
1270,924 0,03125 1

4.5. Czynnos¢ eozynofilbw badana sgzeniem EDN/RNAzy 2 a autoprzeciwciata IgA

przeciwko eTG u chorych na DH

t acznie badaniami obo surowice pochodze od 25 pacjentdow z DHi 21 0os6b z grupy
kontrolnej zt@zonej z bezobjawowych krewnych chorych raherzye (PV i PF). Poziom
przeciwciat kazacych IgA wobec eTG oraz uczynnienie eozynofilow agne]
surowiczym stzeniem EDN/RNAzy 2 badano przy pomocy odpowiedniom&rcyjnych
testbw immunoenzymatycznych ELISA. Testem korelagyj rang Spearmana nie
stwierdzono istotnej statystycznie korelacji (r=82p pomegdzy poziomem autoprzeciwciat
IgA wobec eTG a gkeniem EDN/RNAzy 2 u chorych na DH. Testem Manna-Wéya
nie wykazano réwnie istotnej statystycznie #aicy (p=0,5093) nudzy stzeniem

EDN/RNazy 2 u chorych na DH w poréwnaniu z krewnymorych z pcherzya. Srednie
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wartasci sttzenia EDN w surowicy chorych na DH i w grupie komhtej oraz odchylenia
standartowe przedstawiono w tabeli XIV.

Tabela XIV. Parametry statystyczne surowiczeggeahia EDN u chorych z DH

Dg. n X (ng/ml) SD
DH 24 66,5833 56,7558
Grupa kontrolna 20 61,6750 54,1771

4.6. Zaleznos¢ miedzy nasileniem ekspresji eTG w skorze wgsiedztwie DEJ u

chorych na DH a poziomem przeciwciat kjzacych IgA wobec eTG.

Badaniem olgjto 21 chorych z DH, od ktérych pozyskano wycinkbsie przeznaczone
do badania ekspresji eTG techniRIF na skrawkach megmnych i surowice przeznaczone
do badania poziomu IgA wobec eTG techniknmunoenzymatycznELISA. Uzyskane
wyniki pétilosciowej oceny ekspresji eTG oraz poziomu IgA antysefirzedstawiono w
tabelach XV-XVI. Skora ekspresy eTG uzyskam technily DIF w skorze

reprezentatywnego pacjenta z DH przedstawiono ciaieyl3.
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Ryc. 13. Ziarniste ztogi eTG w skorze wasiedztwie DEJ u miodego giczyzny z DH (oryginalne
powigkszenie x400), u ktérego testem ELISA w surowiay stiwierdzono podvwgzonego poziomu
przeciwciat IgA wobec eTG (9,43 AU/ml przy punkadcicia 18 AU/ml).

Tabela XV. Polilosciowa ocena skornej ekspresji eTG uzyskanej tegHblk

Dg. Skala Ekspresja eTG (n)
- 8
+/- 3
DH (n=21) c
+
++ 5

Tabela XVI. Uzyskane poziomy autoprzeciwciat IgA wobec eTG arghh z DH

Dg. Poziom IgA anty-eTG (n)
0-18 18-50 50-100 >100
DH (n=21)
10 3 4 4
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Analiza korelacji Spearmana uzyskano statystycznie nigistkorelacg (r=0,1063;
p=0,6554) pomidzy poziomem przeciwciat ¥tacych IgA wobec eTG a nasileniem

ekspresji eTG w skorze wsedztwie DEJ u chorych na DH.

4.7. Czynnos¢ eozynofilow w skorze gcherzowo zmienionej badana barwieniem
immunohistochemicznym i analia drobnowidowa ziogéw MBP w tkankach
pacjentow z BP oraz zalgnos¢ pomigdzy nasileniem skornych ztogobw MBP a
poziomem przeciwciat kmzacych 1gG wobec BP180 i BP230 oraz nasileniem

skornych ziogow NEw BP

Badaniem oljto wycinki skérne27chorych z BP, ktérzy wykazywadliniczno-
biochemiczno-molekularne cechy choroby. Analogiezdo immunomapowania NE, w
pierwszym etapie dokonano pofitmowej oceny nasilenia ekspresji MBP (Tabela XV4#),
nastpnie doktadniejszej, ikziowej morfometrii cyfrowej obrazéw drobnowidowych.
Sredni poziom % reakcji MBP wynosit 0,25+0,37, prayinimalnej wartéci 0,00
i maksymalnej 1,53 % reakcji MBP. Intensywtaztogbw MBP przetworzonych przy
wykorzystaniu cyfrowej analizy obrazow mikroskopamlyw skérze reprezentatywnej

pacjentki z BP przedstawiono na rycinie 14.

Tabela XVII. Pétilosciowa ocena barwienia IHC wykrywajego skora ekspresji MBP w grupie chorych z

BP
Skala Grupa badana — BP (n=27)
1
+/- 6
+ 15
++ 5
+++
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C D

Ryc. 14. Ztogi MBP w preparacie immunohistochemicznym skérykwitowej pacjentki w starszym
wieku z BP, u ktdrej testem ELISA stwierdzono rnpseface poziomy autoprzeciwciat: anty-BP180
IgG w surowicy 73,96 U/ml, anty-BP180 IgG w plyrmecherzowym 47,53 U/ml, anty-BP230 I1gG
w surowicy >150 U/ml, anty-BP230 1IgG w plynie egherzowym 114,05 U/ml
(immunoperoksydazowe barwienie skrawkow parafindwyaryginalne powvekszenie x200) (A).
Intensywnd¢ ztogéw MBP przetworzona przyzyciu cyfrowej analizy obrazéw mikroskopowych,
natazona na immunohistochemiczne ztogi MBP: 3D (B). hisgwna¢ ztogbw MBP przetworzona
przy wyciu cyfrowej analizy obrazéw mikroskopowych: 3D )(Qntensywné¢ ztogéw MBP
przetworzona przyayciu cyfrowej analizy obrazéw mikroskopowych: 2D)(D

Badaniem z #yciem techniki ELISA na przeciwciata &mce IgG wobec BP180 i
BP230 obgto 28 pacjentow z BP. Zaleos¢ pomikdzy nasileniem skornych zitogow MBP a
poziomem przeciwciat kracych 1IgG wobec BP180 i BP230 w BP zbadano prazyciu
testu korelacji rang Spearmana. Wykazano brakstatgnie istotnych korelacji pogadzy
procentem reakcji MBP a poziomem anty-BP180 i &®230 IgG w surowicy i ptynie
pecherzowym, co przedstawiono w tabeli XVIII.

Tabela XVIll.Uzyskane nieistotne korelacje pediy poziomem przeciwciat anty-BP180/BP230 IgG a
intensywndcia skornej ekspresji MBP, wyranej w procencie reakcji

n r p testu

antyﬁéi%lz)c{igghé%\llas\frbwicy 27 r=-0,0452 0,8229
antyﬁé%%lgcjligl\é%fs\frbwicy 27 r=0,0318 0,8750

anty-BPlgf)) Irggk\(/:\jipﬁg/?l:z \St;herzowym 22 r=-0,2141 0,3388
anty-BPZC:/O0 Irggk\(/:\jip,\iﬂ/?\re \E;éherzowym 23 r=-0,1151 0,6009
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Testem Manna-Whitneya poréwnano % reakcji MBP z €akeji NE u chorych z BP
i wykazano statystycznie istatrroznice migdzy nimi — sredni poziom % reakcji NE
0,74%0,90 przyérednim poziomie % reakcji MBP0,25+0,37 (p=0,007Bpnadto testem
korelacji rang Spearmana ujawniono znamiegkorelacg (r=0,4424) pomidzy nasileniem
skornych ziogbw MBP a nasileniem skornych ztogéw NE chorych z BP, co
przedstawiono na rycinie 15.

4.0

35t .

30t

25 ¢

207t

15

% reakcji NE

1.0

05}
0.0
0.5 . . . . ; : . .
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1,2 14 1,6
% reakcji MBP
Ryc. 15. Uzyskana znamienna korelacja pedzy intensywnécia skornej ekspresji NE a

intensywndcia skornej ekspresji MBP, wyzanych w procencie reakcji, u chorych z BP.

4.8. Przeciwciata 1gG przeciwko BP180 i BP230 w surowicyptynie pecherzowym u
chorych na BP

Badaniem dcznie obgto 28 surowic i 24 ptyndéw geherzowych pozyskanych od
chorych z BPSredni poziom przeciwciat przeciwko BP180i BP230 wasvicy chorych z
BPprzedstawiono w podrozdziale 4$redni poziom przeciwciat przeciwko BP180 w
ptynie pecherzowym chorych z BP wynosit 137,81+167,08 U/mzypminimalnej wartéci
1,03 U/ml i maksymalnej 637,04 U/nfiredni poziom przeciwciat przeciwko BP230 w
ptynie pcherzowym chorych z BP wynosit 27,34+33,81 U/mlyprainimalnej wartéci
0,00 U/ml i maksymalnej 118,76 U/ml. Uzyskane wyngkzedstawiono graficznie na
rycinie 16. PorOwnanie wynikOw otrzymanych przy lame surowicy i ptynu

pecherzowego przeprowadzono przyyaiu testu Wilcoxona, ktéry poréwnuje dane
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parametry u jednego pacjenta i zobrazowano naigydif. Uzyskano nagtujace wyniki
wskazugce na brak istotnych statystyczniemic migdzy badanymi parametrami:

e« BP180 surowica vs. BP180 ptyrgherzowy— p=0,3155,

» BP230 surowica vs. BP230 ptyrgherzowy— p=0,5677.

350

300

250

200

150
100

50 I T

0
BP230 surowica BP230plyn BP180 surowica BP180plyn

Ryc. 16. Graficzne poréwnanie poziomow autoprzeciwciat Ig@bec BP180 i BP230 badanych w
surowicach i ptynachgeherzowych pacjentéw z BP.

Ponadto stosuag¢ test korelacji rang Spearmana analizowano kgeelaidzy poziomem
autoprzeciwciat BP180 i BP230 w surowicy a poziomigeh autoprzeciwciat w ptynie
pecherzowym. Uzyskano istotnie statystycznie koreldojyc. 17):

e« BP180 surowica vs. BP180 ptyrgherzowy— r=0,9229,

* BP230 surowica vs. BP230 ptyrgherzowy— r=0,5161.
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Ryc. 17. Uzyskane korelacje pordzy poziomami autoprzeciwciat anty-BP180 i anty-BB2gG w
surowicach i ptynachgeherzowych u chorych z BP.
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4.9. Przeciwciata 1gG przeciwko DSG1 i DSG3 w surowicyztogi 19G, 1gG1, 1gG4
I C3 w zewrgtrznej pochewce mieszka wiosowego bezobjawowych kvaych

chorych z pecherzyq.

Ogotem przebadano 30 krewnych chorychezhgrzya. Test immunoenzymatyczny
ELISA wykrywajacy przeciwciata IgG przeciwko DSG1 i DSG3 wykonan®26 krewnych
i uzadnego z analizowanych cztonkéw rodziny chorychstwgerdzono wartei poziomu
przeciwciat (WI) rownego, 41z wickszego od punktu odgiia testu (odpowiednio 41
U/ml i 40 U/ml). W siedmiu przypadkach stwierdzopoziom przeciwciat pomgdzy
punktem odgicia producenta (20 U/ml) a wyznaczonym arROC dla laboratorium (41
U/ml dla Anty-DSG1 ELISA i 40 U/ml dla Anty-DSG3 HEBA), w tym 4 osoby miaty
niski poziom przeciwciat wobec DSG1 i DSG3, 2 woleG1 i 1 wobec DSG3. Ponadto
grupe 30 krewnych przeanalizowano podtém obecnéci ztogow I1gG, IgGl i 1IgG4 w
pochewce zewgtrznej mieszka wtosowego techai®IF we wiosie, stwierdzag ztogi IgG
(+/-)i C3 (+/-) przy braku ztogéw IgG1 i IgG4 w dwid przypadkach (ryc. 18). Cztery z
analizowanych przypadkow byty niediagnostycznepazostatych badanych krewnych nie
wykazano technikDIFh obecnéci ztogow I1gG, IgG1, IgG4 i C3 w pochewce zeatranej

wlosa.
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Ryc. 18. Ztogi 1gG (+/-) (g6ra, oryginalne powkszenie x400) przy braku ziogéw IgG4rddek,
oryginalne powgkszenie x400) w pochewce zegtrznej wiosa u syna (anty-DSG1 IgG 12,62 U/ml,
anty-DSG3 IgG 4,10 U/ml) chorej ze skorélazéwkows postaca PV (anty-DSGL1 IgG 130 U/ml,
anty-DSG3 IgG 150 U/ml), wykazagej swiecenie typu ,pcherzycowego” ujawnione przy pomocy
DIF skory okolowykwitowe] poszerzonego o0 oznaczarigéw IgG4 (dét, oryginalne
powigkszenie x600).
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5. DYSKUSJA

5.1. Uczynnienie neutrofilow mierzone intensywnécia ekspresji NE a wzbudzenie

procesu zapalnego w autoimmunizacyjnych dermatozaghecherzowych

Interesugca i wciaz nie do kaca zbadam kwesth pozostaje fakt jakie czynniki
wplywaja na zastpienie autoimmunizacji fizjologicznej autoimmuniga@atologiczia
oraz jakie molekularne mechanizmy doprowaglzajo powstania ¢cherza w
autoimmunizacyjnych dermatozachcperzowych. W zwizku z powyszym, patogeneza
DH, BP imcherzycy jak daid, wcihz nie jest dostatecznie poznana. Jednym z wieluvnie
petni zidentyfikowanych, zwlaszcza na poziomie rkalarnym, zagadnie dotyczcej
tych chordb jest precyzyjny mechanizm powstawanmémn skérnych charakterystycznych
dla danej dermatozy. Istaimole w procesie powstaniagpherzy odgryw& mog enzymy
uwalniane przez komoérki nacieku zapalnego. Wydajeze komoérki zapalne wydzielgj
enzymy proteolityczne traute biatka strukturalne DEJ i/lub desmosomalne, roovpdzi
do tworzenia zmian skornych i formowanigcperza. Biologiczna funkcja enzymow
proteolitycznych obejmuje réwniemodulacg funkcji réznych receptoréw komérkowych
(FcRs), abadania ich molekularnych $diavosci zdap sig kluczowe do zrozumienia
patofizjologii autoimmunizacyjnych dermatozgherzowych i mog sig¢ przyczyné do
stworzenia nowych strategii terapeutycznych tepgrchoréb.

Zapewne zaktywowane procesem zapalnym neutrofile dzielap enzymy
proteolityczne, takie jak NE, prowagtz do destrukcji DEJ, a w konsekwencji
prawdopodobnie do uformowaniggherza. Uwaa sk, ze NE jest gtbwnym produktem
uczynnionych neutrofiléw i wanym markerem immunohistochemicznym (Shapiro 2002),
nalezacym do grupy proteaz serynowych produkowanych preszrofile. Fizjologicznie
jest ona szybko i nieodwracalnie inhibowana prze@moteazy osocza (Weiss 1989).
Biologiczna funkcja NE jest zwkana z migragj neutrofilow za pomag ogniskowej
proteolizy, émiercaniem mikroorganizméw, degradadjpb aktywacy réznych biatek
(Shapiro 2002, Chua i wsp. 2006). Prawdopodobnyhamr@zm aktywacji proteazy (lub
ochrony przez unieczynnieniem antyproteazami}enabejmowa interakcje z tlenowymi
metabolitami wywodzcymi sk z dinukleotydu
nikotynamidoadeninowegofosforanuoksydazy, ktoryeamynnia antyproteazy i aktywuje
MMPs. Sugeruje 8] ze kmzace autoprzeciwciala wobec odpowiednich autoepitopow
moga mie¢ wplyw na pobudzenie komérek zapalnych i zaptamvanie procesu
autoimmunizacyjnego. Opieraj sk na tych przestankach w niniejszej pracy ptmproke
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zbadania wptywu odpowiednich autoprzeciwciat (aD§G1/DSG3 I1gG, anty-
BP180/BP230 1gG, anty-eTG/MTG/npG IgA) na uczyniéemeutrofilow, mierzone
poziomem NE (ryc. 5-7), i wyzwolenie procesu chawbgo, a take ustalenia czy NE
moze by biomarkerem procesu zapalnego w przebiegu DH,Béhgrzycy.

W przeprowadzonych badaniach wykazano istatiatystycznie rinicg intensywndgci
ekspresji NE nydzy chorymi na DH a chorymi naggherzye i BP. Nie stwierdzono
natomiast istotnej statystycznieznicy miedzy ekspresj NE u chorych z gcherzya i u
chorych z BP, jednak ekspresja NE w grupie choygiecherzya byta najmniejsza z
analizowanych grup, chodianie byly to dane znamienne statystycznie (rycV8)adnej z
badanych grup (DH, BP ¢pherzyca) uczynnienie neutrofilow zdaje sie by¢ zwiazane z
uwazanymi za patogenne dfacymi autoprzeciwciatami IgG oraz IgA, zatem
przypuszczalnie nie stanawone czynnika pobudzgego do uwalniania proteaz, w tym
NE.

5.1.1. Uczynnienie neutrofildw mierzone intensywnécia ekspresji NE i uczynnienie
eozynofilbw mierzone surowiczym stzeniem EDN a autoimmunizacja wobec
eTG, tTG, npG u chorych z DH

Dos¢ paradoksalnym wydaje ¢i ze DH Ikedaca autoimmunizacyjm dermatoz
pecherzow o0 potencjalnie najwyszym stopniu zionasci i wieloaspektowsci
patogenezy, jest jednocree jednostk najmniej poznagnz tej grupy chorob. W zwiku z
tym w niniejszej pracy stosunkowo sparwag; poswiecono zagadnieniom zedanym z
wyzwoleniem patologicznej odpowiedzi autoimmunizaey w DH, a take kwestii
optymalnej diagnostyki i sposobu monitorowania prggu choroby. Jak wspomniano w
rozdziale. Dyskursrodowiska naukowego dotyczy rowmi&westii nozologicznych oraz
klasyfikacji i jej kryteriow wobec jednostki choroWwej opisywanej jako DH. Dane
uzyskane w prezentowanej pracy ujawgiiaie proces zapalnye¢pherzycy i BP jest
odmienny od tego charakteryzopgo DH. Mana postawd taka hipotez opierajgc sk na
wynikach przeprowadzonych w pracy bad&tore ujawnity statystycznie istatrréznice
pomiedzy nasileniem ekspresji NE w DH a nasileniem eksprNE w BP oraz w
pecherzycy. W zwizku z tym wydaje si ze zgrupowanie DH wraz z BP, oparte jedynie
na kryterium podnaskérkowego umiejscowieniecherza, a pomijage molekularno-
specyficzne procesy i swoistd autoantygenowe charakterystyczne dla tych deymat
wymag& maze weryfikacji. Ponadto wykazany w pracy brak kocglapomicdzy
intensywndcia skornej ekspresji NE a poziomami autoprzeciwaiph Wwobec eTG, tTG
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i npG mae sugerowd, ze zwihzanie tych autoprzeciwciat na skérnych neutrofiladaje
si¢ nie by kluczowym bodcem do uwalniania NE (Gornowicz-Porowska i wsp. 201
Nalezy rozwazy¢ wéwczas maliwosé, ze owy bodziec jest dostarczany nie przez zbiprcz
populacg IgA wobec tTG, eTG czy npG, lecz swoie przez podklasigAl (Bowszyc-
Dmochowska i wsp. 2009). Ponadto wykazany w pracgk bpowhzania pomgdzy
uwalnianiem degradggych DEJ molekut a pozornie patogennymi autoprzeicdami,
maoze dowodzt¢ znaczenia zjawisk nieautoimmunizacyjnych w pajofagii DH.

Jak wskazuj wyniki niniejszej pracy, prawdopodobnie neutrofig@grywaj istotniejsa
role w tworzeniu s pecherza w DH ni w BP i w gcherzycy, co mize by powiazane z
bogatym naciekiem neutrofilowym obecnym w DH. Pczym naley zauwayc¢, ze liczne
neutrofile wystpuja w miejscach ztogéw IgA, co mie sugerowd ze owe ztogi mog
przyczyni& sie do rekrutacji i/lub lokalizacji neutrofilbw wskutezjawiska przylegania
immunologicznegoifnmuneadherenggGornowicz-Porowska i wsp. 2012b). Przypuszcza
sie, ze neutrofile wazac sk do zagregowanych IgA magvzmacnigswojg degranulag
I pobudzé& do uwalniania enzymow (Gornowicz-Porowska i wsf12b). Wczesne
badania ujawnity obecié elastazy, zapewne NE, w 4o pecherzy u pacjentow z DH
(Oikarinen i wsp. 1983), co me potwierdza jej znaczenie patogenetyczne. Oikarien
I wsp. (Oikarinen i wsp. 1983) badejaktywna¢ enzymatycza kolagenazyzelatynazy,

i elastazopodobnych enzyméw w DH odkryli ich wysokktywnagé w swiezych
pecherzach. Poniewawv mikroropniach zlokalizowanych w szczytach brod&vgkornych

u pacjentéw z DH, oprécz domimgych neutrofilébw, g obecne réwnie eozynofile, nie
mozna wykluczy ich udzialu w patogenezie zmian skornych DH. Ndeky wczéniejsi
autorzy, aczkolwiek przed stosowaniem techniki BMEelach diagnostycznych, opisywali
zwickszonm liczbe eozynofilow we krwi i w skérze pacjentow diagnozowch jako DH.
Dotychczas, poziomy MPO i ECP byly analizowane wosicach pacjentow z DH.
Caproni i wsp. (Caproni i wsp. 2002) ukazali istotroznice pomidzy poziomami
surowiczych MPO i ECP w DH a ich obednm w zdrowej grupie kontrolnej. Zatem
wydaje s¢, ze MPO i ECP maog by¢ dobrymi markerami obechoi uczynnionych,
odpowiednio neutrofildw i eozynofildéw (Caproni i pis2002). Przeprowadzone w pracy
badania, potwierdzgge wstpne dane, ujawniaj ze skorna ekspresja NE jest znamiennie
wyzsza w DH nt w BP (Dmochowski i wsp. 2011), podczas gdy uprzedioniesienia
wykazaty, ze skorna ekspresja MBP jest znamienniezsgg w BP i w DH (Wolnik-
Trzeciak i wsp. 2005b). Dane te mogatem sugerowa ze w skorze DH dziatanie

eozynofilbw ma mniejsze znaczeniez rdziatanie neutrofilow (Gornowicz-Porowska i

Justyna Gornowicz-Porowska — Rozprawa doktorska 77



wsp.2012b). Ponadto, analizgj role eozynofilbw w DH podjto sk préby oceny
poziomoOw surowiczego gtenia EDN u pacjentéw z DH (Gornowicz i wsp. 2009).
Dowiedziono,ze surowicze stenie EDN nie réni sig istotnie statystycznie pordzy
pacjentami z DH a grupkontrolm. Ponadto nie ujawniono znamiennych korelacji
pomigdzy poziomem autoprzeciwciat #acych IgA anty-eTG a surowiczymegeniem
EDN w DH. Zatem wydaje sj ze surowicze stenie EDN nie jest istotnym markerem
uczynnienia eozynofilbw w DH (Gornowicz i wsp. 2008 autoprzeciwciata IgA wobec
eTG nie § powigzane z uczynnieniem eozynofilbw mierzonym uwalreami EDN.
Ponadto w rozwoju manifestacji klinicznej DH biersie rowniez pod uwag udziat innych
komorek zapalnych oraz wydzielanych przez niesterzek. W kontekie tego
zagadnienia szczegalnuwag poswicca s¢ MMPs, ktorych zwikszory aktywnaé
zaobserwowano w DH (Salmela i wsp. 2001) oraz eonymwywodzcym sk z komorek
tucznych (Kamiska i wsp. 1999).

Proponowany proces immunopatogenetyczny w DH przagralnie obejmuje
uczynnienie  neutrofilbw poprzez oddziatywanie icheceptorow CD89 =z
immunokompleksami (IC) IgA (szczegolnie 1gAl) (Baws-Dmochowska i wsp. 2009,
Gornowicz-Porowska i wsp. 2011b, 2012b). Zjawisk@apewneprowadzi do uwalniania
enzymow proteolitycznych, gtéwnie NE, niszcygch DEJ i ostatecznie wzbudaejch
tworzenie si pecherzy w obgbie laminalucida (Oikarinen i wsp. 1983, Bowszyc-
Dmochowska i wsp. 2009, Gornowicz-Porowska i wsplzb). Maliwy mechanizm
dziatania obejmuje ,zrzucanie” ggteczek komorkowego receptora CD89 z powierzchni
komorki (,$cinanie” receptorow pod wpltywem lokalnie uwalniahy@roteaz, tzw.
receptorshedding oddziatywanie z IgA i zmiany w katabolizmie Ig#/ines i wsp. 2006).
Jednake, nie ma jednoznacznych danych jasno wslkayah, ze ten proces jest w
specyficzny sposob zaley od autoprzeciwcial. Dane uzyskane w niniejszeacy
ujawniap nieistotra korelacg pomkdzy poziomami kgzacych autoprzeciwciat IgA wobec
zaréwno eTG, tTG, jak i npG a intensywnia skérnej ekspresji NE u pacjentow z DH, co
jest zgodne z poprzednimi danymi (Bowszyc-Dmochawskvsp. 2009, Dmochowski i
wsp. 2009), w ktoérych Bowszyc-Dmochowska i wsp. agdi tylko korelagj niskiego
stopnia pomydzy ekspregj NE a IgA wobec eTG w DH. Zatem zdaje,sie w ludzkim
DH uczynnienie neutrofildbw, mierzone intensywaia ekspresji NE, nie jest powdane z
poziomami surowiczych autoprzeciwciat IgA wobec ¢TG5 i npG. Opierajc sk na tych
obserwacjach mima przypuszcza ze w patogenezie DH #de lokalne czynniki &

prawdopodobnie bardziej istotneznpatogenetyczne powaanie z GSE (Gornowicz-
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Porowska i wsp. 2012c manuskrypt w recenzji). Pusypzalnie, wspomniane czynniki
lokalne mog obejmowa& komorkowe FcRs (gtownie zlokalizowane na neutastil), jako
kluczowy parednik efektorowych funkcji IgA — i szczegdlnie aveej w rozwoju DH IgAl
(Gornowicz-Porowska i wsp. 2012c manuskrypt w refienJednake, powazanie
pomidzy GSE i DH prawdopodobnie powinnocogpozwazane w kontefcie zjawiska ES,
ktore to zdaje siby¢ odpowiedzialne za manifestadpH.

Badania nad ralFcRs w rozwoju DH gzadziwiajco ubogie, w poréwnaniu z anajiz
BP. Przypuszcza eijednak, ze maj one istotny wptyw na wzbudzenie procesu
patofizjologicznego, chocigak dotd nie opisano czynsoiowych bada wiazacychFcRs
z gromadzeniem patogennych IgAl u pacjentéw z Dél.ciekawie, badag GSE Lavo
i wsp. (Lavo i wsp. 1991) ujawnilize stosunek poradzy IgA i sciezkami zalenymi od
FcRs mae by rozwaany w kontekcie zaburzenia klirensu &iacych ICs. Ten stosunek
moze mig€ miejsce na drodze jednejciezki, ktéra prowadzi do akumulacji ICs
i pOzniejszego nasycenia FCRs i zmniejszenia klirensdradze innegciezki (Lavo i wsp.
1991). Istniej dwie hipotezy odnimie zaburzonego klirensu ICs: smoon by wynikiem
(i) pierwotnego defektu w funkcji FcRs z wtornymogradzeniem sikrazacych ICs, (ii)
nasycenia lub przeszkody w zwmaniu FcRs przez kiace ICs (Lavo i wsp. 1991).
Przypuszcza §j ze r@ne typy FcRs dla IgA maguczestnicz§ w kolejnych etapach
wyzwalapcych rozwdéj zmian skornych w DH. Wydajegsize CD89 jest zasadniczym
receptorem, ktory me@ byt zaangaowany w tworzenie/powielenie IgA-IC. Jedrak nie
powinno s¢ marginalizowa funkcji innych IgA FcRs, ktére powinny byszczegotowo
zbadane. W tym kontékie naley rozway¢ mozliwa role receptora CD71. Wiadomae
CD71 jest zaangawany w transcytazlgA w CD (Matysiak-Budnik i wsp. 2008, Meresse
i wsp. 2009) i przypuszczalnie bierze udziat w ptogenezie (Matysiak-Budnik
I wsp. 2008, Heyman i wsp. 2009). Ponadto CD7l1atasttatnio zidentyfikowany jako
nowy receptor dla polimerycznego IgA (Moura i ws@001), ktory wykazuje
powinowactwo do IgAl, w zwiku z czym powinien ky zweryfikowany w DH jako
posrednicacy w tworzeniu si skérnych ztogéw IgA1 (Gornowicz-Porowska i wspl120
manuskrypt w recenzji). Co ciekawe, CD71, ale n[@8@, uczestniczy w chronionym
transporcie gliadyny w CD (Matysiak-Budnik i ws@(B, Meresse i wsp. 2009). Warto
réwniez wzia¢ pod uwag role innych izotopéw IgA w procesie wiania do FCRs podczas
zapocatkowania procesu zapalnego w DH (Gornowicz-Porowskawsp. 2012c

manuskrypt w recenzji). Wiadomae ludzki CD89 wykazuje homolagiz receptorami
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specyficznymi dla regionu Fc I1gG (fRs) i IgE (FeRIs) (Woof 2002). W zwizku z tym
warto zastanowisi¢ czy mae on pobudzado procesu zapalnego sam czy musi dziata
tandemie z innymi prozapalnymiczynnikami (np. Ig#Gl lub IgA-IgE) (Gornowicz-
Porowska i wsp. 2012c manuskrypt w recenzji). Ceceji zdaje %, ze uwalnianie
prozapalnych cwstek, jak NE, mge mig€ miejsce w inny sposob mipoprzez ICs. W
Swietle powyszego, mutacje FcRs, ktére wplywaja poziom powinowactwa receptora,
mog odgrywa znacaca role w immunopatogenezie DH.

W swietle definicji ES pocatkowy zapalny proces w DH me skutkowa dalszym
zniszczeniem DEJ, z uwalnianiem ukrytych lub sekwegmnych antygendw, skutkiem
tego wzbudzac autoimmunizacyjp odpowied przeciwko DEJ (Ameen i wsp. 2000).
Ameen i wsp. (Ameen i wsp. 2000) sugeruge elementy docelowe odpowiedzi
immunologiczne] nie pozostajstate, ale mag sic rozszerz& w celu obgcia innych
epitopéw tego samego biatka lub innych biatek wstaej tkance. W tym kont&kie, DH
bywa opisywane w powzaniu z CD i BP (Sander i wsp. 1989, Setterfieldsp. 1997,
Stamnaes i wsp. 2010). Mua zatem postulowaze mediowana komérkowo immunizacja
w GSE predysponuje do ES z rozwojentmiéjszej i wzrastagej autoimmunizacji skornej
w DH (Gornowicz-Porowska i wsp. 2012c manuskryptrecenzji). Zaktada gj ze
pacjenci z CD majautoprzeciwciata wobec tTG, pacjenci z DH wobeGed pacjenci z
ataksj glutenowa wobec TG6 (Stamnaes i wsp. 2010), chocia dalszym cigu
niewyjasnionym zagadnieniem pozostaje czy te populacjepaegaiwciat § wynikiem ES
czy @ one prawdziwie skierowane przeciwko wymienionynilyganom (Stamnaes i wsp.
2010). Co ciekawe, u ludzi tTG i eTG@ kodowane na tym samym chromosomie — 20g11-
12 (Stamnaes i wsp. 2010). Wietle tego, maliwos¢ wyskpowania reakcji krzsowych
i ES w obebie rodziny TGs nie powinny ldyzaskoczeniem (Grenard i wsp. 2001).
Hipoteza ta wydaje siby¢ zgodna z danymi uzyskanymi w pracy wskaeymi, ze
autoprzeciwciata IgA wobec eTG, tTG i np@ produkowane w sposdb skoordynowany
(ryc. 9), co mae odpowiadéa sugestii pierwotnego zaangavania ES i wtdrnych
oddziatywa krzyzowych w odpowiedzi autoimmunizacyjnej w DH. W zwku z
powyzszym, maliwy ES do eTG zdaje siby¢ odpowiedzialny za rozwoj DH (Sardy i
wsp. 2002a,b, Zone i wsp. 2011). Z drugiej jednia&ny, obecne dane (Hadjivassiliou i
wsp. 2008) sugeryj ze autoprzeciwciata u wkszaci pacjentéw nie oddziatjkrzyzowo

pomiedzy r&nymi izoformami TGs.
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Omawiahc mazliwe znaczenie lokalnych czynnikbw w patogenezieiammskornych
DH, warto rozway¢ zr&znicowanie izotypéw IgA zaangawanych w proces
autoimmunizacyjny DH. Obserwujec¢size IgA1 jest dominujca podklag w surowicy
pacjentow DH a IgA2 przewa w btoniesluzowej jelita grubego (Dmochowski 2006b).
Skérne ziogi IgA w DH sktadajsig zarowno z IgAl i IgA2, przy czym IgAl jest
przewaajaca podklag, chocia istniep doniesienia o wygpowaniu jedynie IgAl w
skorze DH (Hall i wsp. 1985). Niedawno przeprowadzdadania ujawnity take wzrost
potencjatu wdrowki do skory gkinhoming plazmoblastéw IgA1 w porownaniu z
plazmoblastami IgA2 w DH (Kantele i wsp. 2009), @noze by powigzane z
wczesniejszymi doniesieniami ujawnigymi ztogi IgA1 w skoérze pacjentéw z DH
(Olbricht i wsp. 1986,Fry i wsp. 1995). W zwku z powyszym, prezentowane dane
Mog sugerowa, ze wzrost potencjatu gdréwki do skory molekut IgA1 w porownaniu do
molekut IgA2 mae przyczynt sig do powstania ztogdéw IgA1l w skérze pacjentéw z DH.
Wartym uwagi pozostajeze pacjenci z CD nie m@jlgAl, co mae by dowodem
selektywnego wizania komorek jednegirzastych krwi w skorze DH (Hall i wsp. 1985).
Mozna zatem przypuszczae IgA w skorze pacjentow DH nie jest produkowangehcie
lub alternatywnie, jdi wykazuje produkaj zalezna od jelita, wowczas tylko IgAl bierze
udziat w powstawaniu zmian skornych (Kantele i wp09), co mge wspiera tez o
znaczeniu lokalnych czynnikbw w manifestacji DH.nBdto lokalny proces zapalny w
obecndci ztogow IgA1 wzdid DEJ mae pozwala na zjawisko toczenia @i wigzania
neutrofilbw w celu silnego przylegania déciany naczy i przegcia do DEJ z
wytworzeniem charakterystycznych zmian skérnychli(Hasp. 2006).

W $wietle powy:szego wydaje sj ze zdolndci aktywacyjne neutrofildw meagbyc
epitopowo-specyficzne | przypuszczalnie zak od zmieniacego st profilu

autoprzeciwciat i dysfunkcji FCRs.

5.1.2. Uczynnienie neutrofildw mierzone intensywnécia ekspresji NE i eozynofilow
mierzone intensywndcia ekspresji MBP a autoimmunizacja wobec BP180
i BP230 u chorych z BP

Jak wiadomo, pacjenci z BP mdjrazace przeciwciata IgG przeciw dwom biatkomHD,
BP180 i BP230 (Yancey 2005, Sitaru i wsp. 2005, 428nzo i wsp. 2007), jednak
precyzyjny ich udziatw powstaniu podnaskorkowegohgrza nie zostat jak dmt w petni
naswietlony. Jednak, w przeciwistwie do gcherzycy, liczne badanisvivo i invitro

ukazup proces patofizjologiczny BP, jako proteazo-spezyfy. Prawdopodobny
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mechanizm immunopatogenezy BP obejmujeazamie patogennych autoprzeciwciat anty-
BP180/BP230 IgG do antygenéw w ebie btony podstawnej keratynocytéw, uczynnienie
dopetniacza, degranulackomorek tucznych i infiltragj oraz aktywagj neutrofiléw oraz
eozynofilow (ryc.19). Jednak hipotezy naukowo-badawcze opigg udziat tych
komoérek zapalnych w patogenezie zmian skornych iBRarzgodne, w zwizku z czym w
pracy podito proke analizy autoimmunizacji wobec BP180 i BP230 naynoinie
neutrofildbwi eozynofilow. Uczynnienie neutrofilovkstkuje wydzielaniem specyficznych
proteaz majcych zdolné¢ trawienia szeregu biatek btony podstawnej. W piexgpi BP
dochodzi réwni¢ do miejscowego uczynnienia eozynofilow, ktorezmamie€ miejsce
poprzez liczne eozynofilowe mediatory zapalne obeanskdrze zmienionej chorobowo
i/lub ptynie pcherzowym, a obejmage m.in.eozynofilowe biatko kationowedsinophil
cationic protein - ECP), gtdbwne biatko zasadowemdjorbasic protein - MBP),
neurotoksyrn eozynofilowy (eosinophHderivedneurotoxin EDN) (Leighty i wsp. 2007,
Neves i wsp. 2008). Neutrofile mogdgrywa& centralm rolg w BP poprzez wizanie
domeny Fc przeciwciat anty-BP180 do obecnych najewpowierzchni FgRs, co
pobudza do wydzielania enzymdw trasych zewiatrzkomérkows macierz blony
podstawnej (Zhao i wsp. 2006). Wénejsze dane ukazyjze NE degraduje bian
podstawn z wydzielaniem silnych czynnikbw chemotaktycznychptywajacych
pierwotnie na neutrofile, a wtornie na eozynofigoywszyc-Dmochowska i wsp. 2002).
Udowodniono, ze eozynofile s obecne w gcherzach pacjentéow BP, jedrak ich
obecnd¢ nie jest bezwzghinym kryterium diagnostycznym (Gornowicz-Porowskasp.
2012b), a ich udziat w procesie powstanigierzy w BP pozostaje niejednoznaczny.
Ponadto ECP i MBPaswykrywane we krwi i w plynie gcherzowym pacjentéw BP
(Frezzolini i wsp. 2002). Bowszyc-Dmochowska i wgBowszyc-Dmochowska i wsp.
2002) ujawnili, ze surowiczy poziom ECP nie jest przydatny do ocemgnsywndgci
procesu zapalnego u pacjentow z BP. Zatenvrmaopokusi si¢ 0 stwierdzenie,ze
zdarzenia patogenetyczne zale od ECP nie gs istotm cze$cia 0golnego procesu
tworzenia pemfigoidowegogpherza, a co siz tym whze eozynofile i ich uczynnienie
moga hie by kluczowym elementem wzbudzania patologicznej odedgt
autoimmunizacyjnej w BP. Jest to zgodne z uprzedbhadaniami na modelu mysim, ktére
ujawnity, ze patogenn&& autoprzeciwciat wobec mysiego BP180 jest a@debardziej od
aktywacji dopetniacza i neutrofilbw i eozynofilow (Liu i wsp. 1997). Tezta
potwierdzag tez wyniki uzyskane w niniejszej pracy, demonstogj, ze w BP $redni

poziom ekspresji NE jest znago wyzszy od ekspresji MBP, co jest zgodne z badaniami
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wstepnymi (Dmochowski i wsp. 2010, Gornowicz i wsp. 2D1Uzyskano te znamieng
statystycznie korelagjpomkdzy intensywnécia ekspresji NE a intensywitia ekspres;ji
MBP (ryc. 15) oraz nieistotne korelacje pedry poziomem kizacych autoprzeciwciat
anty-BP180 i anty-BP230 IgG a intensywaia ekspresji NE i MBP. W zwgku z
powyzszym, opierajc sk na przedstawionych wynikach, wydaje,sie w wykwitach w
ludzkim BP uczynnienie neutrofilow jest skoordynomwa wraz z uczynnieniem
eozynofilow, jednak aktywacje te niea owiazane z poziomami surowiczych Iub
obecnych w ptynie gcherzowym przeciwciat IgG wobec BP180 i BP230. Nobyt sk Sic
zatem wydawg, ze to jednak neutrofile odgrywaijstotniejsa role immunopatogenetycan
w ludzkim BP od eozynofilbw. Niemniej jednak, MBPo#e pozostawa w tkance na
dlugo po tym, jak eozynofile wykongajswoje czynnéci. Dlatego MBP mge nie by
optymalnym biomarkerem czyném eozynofilbw (Wolnik-Trzeciak i wsp. 2005a,
Dmochowski i wsp. 2010). Bowszyc-Dmochowska i wiowszyc-Dmochowska i wsp.
2002) przyktadowo stwierdzilize w BP czynn& eozynofilow skornych oceniana
uwalnianiem ECP jest ujemnie skorelowana z nagtenpemfigoidowych ztogow IgG4.
Ponadto istnigj dane (Kagami i wsp. 2012) wskazcg, ze poziom liganda dla receptora
C-C chemokin typu 3, ktéry ulega ekspresji na eofifacch i komorkach tucznych -CCL26
- jest znacaco podwyszony w surowicy i ptynie g¢cherzowym oraz ulega silnej ekspres;ji
w skorze wykwitowej u pacjentow z BP. Jest zatemmidczne, by do oceny udziatu
eozynofilow i neutrofilbw w patogenezie BP stosovwmaozliwie optymalne biomarkery, a
wtedy wyja&ni sie wptyw owych komoérek na czynny proces chorobowwjegie s¢ w tej
chorobie.Wnioski te wydaj sic by¢ w zgodzie z wynikami innych badaczy, ktorzy
wykazali, ze selektywne hamowanie NE lub MMB8latynazy B mée skutkowa
hamowaniem powstaniaggherzy w BP (Shimanovich i wsp. 2004, Liu i wsp.8R9
Ponadto Liu ujawnit (Liu 2003)ze enzymy proteolityczne uwalniane z neutrofilow
wptywaja bezpdrednio na uszkodzenie btony podstawnej, powgdupzwarstwienie DEJ
w BP. Przypuszczalnie niektore z produktow uczynpah neutrofilow (NE, kolagenazy,
mieloperoksydaza)asodpowiedzialnie za oddzielenie naskorka od skdassiwej w BP
(Zhao i wsp. 2006). Wwietle powy:szego, Briggman i wsp. (Briggaman i wsp. 1984)
analizowali wplyw enzymoéw proteolitycznych, w tymEN na integralng& skory
wykazupc, ze najprawdopodobniej zasadnicze dziatanie tego reanzyotyczy biatek
strukturalnych DEJ. W zwzku z tym mana przypuszcza ze niewielka ekspresja NE w
pecherzycy opisana w rozdziale jest pamdna z lokalizagj procesu patofizjologicznego,

ktory nie dotyczy biatek strukturalnych DEJ, tylkiatek desmosomalnych. Co amgj,
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wyniki uzyskane przez Briggamana i wsp. (Briggamarsp. 1984) pozwalaty stwierdzi
ze enzymem powodagym najbardziej rozlegte szkody wobec DEJ byta N#Bnadto
zidentyfikowano substraty dla NE obejmcg kolagen typu IV i V, ale #e
prawdopodobnie laminini antygen KF1 (Briggaman i wsp. 1984). Prawdopagob
sposob dziatania NE polega na uczynnieniu EGFRbudzenie ekspresji IL-8 poprzez
mechanizm andaljacy receptory Toll-podobne (Wiedow i wsp. 2005, Kodz i wsp.
2008, Meyer-Hoffert i wsp. 2010). Przypuszczalniatem aktywacja EGFR me
powodowa roztam HD (Mariotti i wsp. 2001). W zazku z proponowana nadidna rola
NE analizowano funkcje MMPs, a zwlaszcza MMP-9 waessie powstaniagpherzy w
BP. Niektére dane wskazyjze w BP, NE przypuszczalnie dziata besmeonio na BP180,
podczas gdy MMP-9, ktére wygluje w znacznie mniejszymeseniu i tylko w postaci
nieaktywnego zymogenu, zapewne odgrywa mmagjsle w rozszczepieniu DEJ (Verraes i
wsp. 2001). W warunkacimvitro NE i MMP-9 g w stanie degradowarekombinowane
biatko BP180 (Liu 2003). Ponadto badania ujawniljickszory ekspresi MMP-9 w BP
(Niimi i wsp. 2006), jednak zdaje ¢size MMP-9 bierze zapewne udziat jedynie w
utrzymaniu i powielaniu immunologicznego procesuadego u podstaw powstania
pecherza w BP. Chen i wsp. (Chen i wsp. 2001) ujavistibtnie wyszy poziom MMPs w
skorze wykwitowej BP w poréwnaniu ze sk@drows. Zademonstrowanag uwalniana z
eozynofilow MMP-9 rozszczepia zewtrzkomorkowy, domer biatka BP180, co ma@
sugerowdé bezpdredni role eozynofilow w powstawaniu ggherza w BP (Kasahara-
Imamura i wsp. 2001). Mdiwa rola eozynofilbww aktywacji koagulacji me przyczynia
sig do wystpienia procesu zapalnego, uszkodzenia tkanek i faoves gcherza (Chen |
wsp. 2001). Zatem zdaje ¢si ze zarowno  zaktywowane  neutrofile
i eozynofile odgrywaj istotra role w patogenezie ludzkiego BP, najbardziej
prawdopodobnie poprzez uwalnianie enzymow degsagiopn DEJ, jak MMP-9 czy NE
(Bowszyc-Dmochowska i wsp. 2002). Istofob omawianych komoérek zapalnych w
patogenezie BP dowoglzéwniez badania czynni@iowe, ktdre obejmuaj systemyinvitro
(hodowla komorkowa keratynocytow, hodowla skérktiadowych skory inkubowanych z
autoprzeciwciatami) i systemynvivo (modele zwiergce, gtdbwnie mysie, zarO6wno
dojrzatych osobnikéw, jak i noworodkow). Liu i wsfliu i wsp. 2000a) badag mysi
model BP wykazalize myszy z mutagjtypu null genu kodujcego NE lub MMP-9 nie
tworza pecherzy. Zatem wic enzymy te zdajsie by¢ niezlgdne w procesie powstania
pecherza w BP. Ta sama grupa badaczy (Liu i wsp. R0@@dkryta te& czynnaciowy
zwiagzekpomgdzy MMP-9 i NE majcy wplyw na rozwarstwienie DEJ w
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eksperymentalnym BP. Liu i wsp. (Liu i wsp. 2000bjawnili, ze MMP-9 dziata
~upstream”w celu regulacji aktywniei NE przez unieczynnienie inhibitosdl proteinazy
— al-Pl, ktory jest fizjologicznym inhibitorem NE. (lLii wsp. 2000b) Uzyskane dane
sugeruj, ze NE jawi s¢ kluczowym uszkadzagym tkank enzymem powodagym
degradag BP180 isepara¢jDEJ, a zasadnicza rola MMP-9 polega na unieczwyiunie
inhibitora proteinazy. W zawzku z tym prawdopodobnie inaktywagj al-PI MMP-9
dziata w sposéb poedni pozwalajc na niepohamowaraktywnagé NE w celu strawienia
biatek strukturalnych w obbie btony podstawnej (Liu i wsp. 2000b). Z drugiegnak
strony istnieg rowniez dane ukazuape, ze komorki zapalne nieaswymagane do
wywotania patogennej kaskady zjawisk prowgdy do powstania qgherza w BP.
Sugeruje to Yamamoto i wsp. (Yamamoto i wsp. 200@hujac chomicze cDNA BP180,
ujawnili ze dopetniacz i IgG anty-chomicze BP18(@aaatkowuja rozwarstwienie DEJ

bez obecngi komorek zapalnych.
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Ryc. 19. Proponowany mechanizm wzbudzanej autoimmunizampdyfikacji enzymatycznej DEJ w
BP, obejmujcy trzy etapy: (1) patogenne IgGa#c Sk z antygenem tworzimmunokompleksy
(IC). IC aktywup komorki zapalne (np. neutrofile, eozynofile) paggmzwihzanie z wkaciwym
receptorem (FcRs). (2) Zaktywowane komorki zapahoellegag degranulacji z wydzielaniem
enzymoéw proteolitycznych. (3) Proteazy trawkiadowe HD, prowadz do powstania gtherza.
Wedtug: Gornowicz-Porowska i wsp. 2012b

Opisupc mazliwy proces immunopatogenetyczny BP nie sposéb pginmznaczenia
komoérkowych FcRs, ktore rozpozmajwiazace sé do antygendw w okbie btony
podstawnej autoprzeciwciaicia, co megorowadzi do wzbudzenia zdaraenolekularnych,

w szczegolnéci enzymatycznych, obejmagych proteoliz elementéw strukturalnych DEJ
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(Gornowicz-Porowska i wsp. 2012b). Wiadomae FcRs maj kluczowa funkcje w
uczynnianiu lub ujemnej regulacji ukladu immunokxyiego, a ich zweanie z
patogennymi przeciwciatami me skutkowd uszkodzeniami tkanek. Opisanazmé typy
ludzkich FcRs dla kalej klasy przeciwciat: R®R (FeyR I, FgyR 11, FeyR 111) dla 1gG,
FcuRi inne mniej poznane dla IgA, ER dla IgE, FcuR i FpR dla IgM i IgA/IgM
odpowiednio, FeR dla IgD (Morton i wsp. 2001, Zhao i wsp. 2006). &¥lu analizy
wptywu FcRs na uczynnienie komérek zapalnych w BWgiato réwnie wiele modeli
badawczych. Zhao i wsp. (Zhao i wsp. 2006) pracap mysim modelu BP wykazatie
FcyRINl zdaje s¢ by¢ kluczowym receptorem dla patogennych anty-BP188, Igym
samym prowadg do uczynnienia i infiltracji neutrofilbw. Z koleiYu i wsp.
wykorzystupc system exvivo ludzkiego BP (skrawki mtmne) (Yu i wsp. 2010)
udowodnili, ze idukowany autoprzeciwciatami proces separacji 20 zaleny zaréwno
od FgRII, jak FeyRIII (ale nie od FgRI). W swietle powyszego, wydaje gj ze FgRII

I FcyRIIl sa zaangaowane w patofizjologi BP. Badac zmiany FCRs na poziomie
molekularnym ujawnionoze wystpowanie polimorfizméw mie przyczynia sig do
wystapienia BP, jednak dane w tym wzdktie s niespojne. Proponujecsize polimorfizm
FcylllA moze wplywa na podatn& nabycia BP (Weisenseel i wsp. 2007), z drugigj za
strony Guilabert (Guilabert i wsp. 2010) postuldje,polimorfizmy te nie magstanowt
biomarkera BP. Jedna& niedawno (Weisenseel i wsp. 2007) wykazai®,genotyp
FcyRINA-158FF (kodujcy fenyloalanie w pozycji 158 na obu chromosomach) znaoz
czgsciej wysepuje w BP. Przypuszczalnie genotyp ten zmowptywa na redukej
zaleznego od makrofagéw Kklirensu autoprzeciwciat 1gG aotBP180. Wiadomoze
pacjenci z BP posiadgaiez przeciwciata IgE, ktdre magw przebiegu choroby odgrywa

patogena role (Fairley i wsp. 2007), zatem pod uwagalezy wzia¢ rowniez receptory
FceRs. W swietle tego, postuluje size FERI moze by zaangaowany w manifestagj

BP. Prawdopodobnie uczynnienie eozynofilbw przegRfanaze wpltywa na patogenez

BP poprzez wyzwolenie degranulacji komérek tucznfi¢asahara-Imamura i wsp. 2001).

Dane donosge o roli komorek tucznych ujawnigjze wiazanie IgE do F&ERs na

komorkach tucznych i bazofilach wyzwala sygnalizaprowadaca do degranulaciji
komorek tucznych i uwolnienia mediatoréw immunotagiych (Gebbers 2001, Christy
I wsp. 2007, Pate i wsp. 2010), co @momi& istotne znaczenie w patogenezie

autoimmunizacyjnych dermatozgherzowych (Bruns i wsp. 1978, Dresow i wsp. 2007).
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Gtéwny enzym komorek tucznych stanowi tryptameastcelltryptase MCT), ktora wraz z
receptorem c-kit mae aktywowa sygnalizaci komérkows porzez wtérne przekaiki.

W zwiazku z powyszym maliwa rola IgE i MCT polega na pobudzaniu procesu
zapalnego. Jedna& wchz brak jednoznacznych dowoddw wskagyich, ze te molekuty
wplywaja na proces powstaniggherza.

Znaczenie procesu ES w rozwoju odpowiedzi autoimpaayjnej ustroju zostato
opisane w rozdziale 1, jednak w konielke omawianych zjawisk natg zwrock uwag:
nawptyw ES na rozwo¢j BP. Najprawdopodobniej ESzendsztattowa indywidualny
przebieg BP i winno bytraktowane jako istotny czynnik w ewolucji i pggie procesu
chorobowego, anie postrzegane jako epifenomen.eDed i wsp. (Di Zenzo i wsp. 2011)
wykazali obecn& ES u 49% analizowanych pacjentow BP. Zjawisko tatanmiejsce
zazwyczaj we wczesnym stadium choroby i byto pa@ane z zaawansowaniem choroby w
chwili rozpoznania. W BP obserwowany jest watwr- i migdzycasteczkowy ES, przy
czym  epitopy przemieszcaaj sii z domen  zewqtrzkomorkowych  do
wewntrzkomorkowych (Hashimoto i wsp. 2011). U e¢kszaci analizowanych
przypadkow ES zachodzito wewtrzeczasteczkowo, gtownie obejmag odpowied IgG
wobec BP180 (Di Zenzo i wsp. 2011). Co ciekawe,owdpdz I1gG byta zazwyczaj
pocatkowo skierowana wobec BP180 i ngstie celowata w BP230, podczas gdy IgG
rozpoznajce epitopy BP230 nigdy nie poprzedzaty rozpoznamaepitopéw BP180.
Stwierdzono, ze reaktywné¢ IgG z zewntrzkomérkowymi epitopami BP180 i
wewmntrzkomorkowymi epitopami BP230 jest pawana z aizkoscia przebiegu choroby
(Di Zenzo i wsp. 2011), co me sugerowa patogenne znaczenie przeciwciat anty-BP230
(Hashimoto i wsp. 2011). Zatem wydaje, sie rozpoznanie ektodomeny BP180 przez IgG
jest weczesnym i przetomowym wydarzeniem w rozwofl B przedstawionych zagadhie
wynika zl@wonas¢ immunopatogenezy BP, ktora obejmuje zdarzenia kuotdene
angaujace enzymy proteolityczne, FCRs i ES.

Co istotne, uzyskany w pracy brak istotnych stgbmtie r&nic pomkedzy
intensywndcia ekspresji NE w BP a intensyw§tia ekspresji NE w gcherzycy mae
swiadczy o posiadaniu wspolnych nieautoimmunizacyjnych dp&ogenetycznych, w
zwiazku z czym zgrupowanie ich jako posiaggch autoimmuniza¢j wobec biatek
strukturalnych (Dmochowski 2006a), odpowiednio DE&smosomalnych, wydajegddyé

uzasadnione.
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5.1.3. Uczynnienie neutrofilbw mierzone intensywnécia ekspresji NE a
autoimmunizacja wobec DSG1 i DSG3 u chorych zegherzyc

Wigkszai¢ pacjentow z gcherzye wykazywato niewiell ekspresj NE (0,14% reakcji
NE), jednak wrdéd badanej grupy gtiu pacjentow posiadato zadziwgep wysoki, w
stosunku do wartei $redniej, procent reakcji NE (od 3,60 do 7,80 % ofiaNE).
Wiadomo, ze infiltracja neutrofilowa mze by zwigzana z zakgeniami bakteryjnymi.
Ponadto istnigj doniesienia o roli NE w procesie fotostarzeniajk@i i wsp. 2009)

I wzmacniagcym dziataniu promieniowania UV na adhgezjneutrofilow do
napromieniowanego naskoérka wcperzycy indukowanégjwiattem (Kano i wsp. 2000). W
zwiazku z powyszym wysoka ekspresja NE w tych konkretnych przigpald gcherzycy
moze wynika z zakaen bakteryjnych lub diugotrwatej ekspozycji na promavanie
UVA/UVB. Woczesniejsze badania sugerowaty,ze w procesie akantolizy,
charakterystycznego etapu patogenezghprzycy, wysipuje pdarednictwo niektérych
proteaz. 8dzono,ze powstanie gcherza w pcherzycy pérednio odbywa siprzy udziale
uwalnianych przez komorki zapalne proteaz wtérriendhzania przeciwciat (Farb i wsp.
1978). Jednate uzyskane w niniejszej pracy wyniki, demonsicaj brak korelacji
pomigdzy poziomem kyzacych autoprzeciwciat 1IgG anty-DSG1/DSG3 a intensyiein
ekspresji NE, wskazagj na brak zwizku pgcherzycowych autoprzeciwciat IgG z
uczynnieniem neutrofilow, w zwkku z czym mog potwierdz& tez, ze pecherzycowe
IgG wiazac sk do desmoglein nie wymagagapalnych sktadnikow goednicacych w
procesie tworzeniagoherza (Berkowitz i wsp. 2008). Jednaknaley zwrocic uwag:, ze
niektérzy autorzy podajistotnag¢ przeciwciat w klasie IgE, sugendj, ze anty-DSG3 IgE
ma korelowdé z aktywndcia procesu chorobowego w PV (Nagel i wsp. 2010). Dane
pismiennicze ujawniaj, ze pecherzycowe IgG indukajoderwanie komorek naskorka w
sposoOb niezafmy od fragmentu Fc, dopetniacza czy proteaz (Anhakp. 1986, Mascaré

I wsp. 1997, Mahoney i wsp. 1999). Jedmakako alternatywny mechanizm proponuje si
hipotez zawady przestrzennej (Yokouchi i wsp. 2009) jakzdsredniego blokowania
interakcji przylegania kadheryn desmosomalnych pgeeherzycowe IgG, ciiosam ten
proces zapewne jest niewystaraegj do wywotania efektu patogennego. Wyniki
przedstawione w tej pracy zgodne z rezultatami bagd.iu i wsp. (Liu i wsp. 1999),
ktorzy analizowali poszczegdlne role NEzelatynazy B i plazminy/aktywatora
plazminogenu w PV i PF stosgjinvivo pasywny transfer IgG na modelu mysim z

wyciszonym konkretnym genem. Zespot ten wykazatzaden z tych enzyméw nie jest
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wymagany w eksperymentalnym PV i PF, w gidu z czym te proteolityczne enzymy nie
sa niezlgdne do powstania ¢pherza (Liu i wsp. 2004). Ponadto podobne wnioski
zaprezentowata Mahoney i wsp. (Mahoney i wsp. 19a@yzy podejmujc prolg badania
proteaz zaangawanych w patofizjologi pecherzycy skupili s na aktywatorze
plazminogenu (PA). Uzyskane dane ujawgiaje PA nie jest konieczny w procesie
tworzenia gcherzy i, co w¢cej, w duej mierze nie wptywa na rozmiar i lokalizacj
pecherzy (Mahoney i wsp. 1999). Wszystkie przedstawipowyej dane wskazuj ze
raczej inne zjawiska, hiproteazo-specyficznea dstotne w wzbudzaniu patologicznej
autoimmunizacji w gcherzycy.

Ponadto przeciwko idei proteaz jakokluczowemu clymwmi w patogenezie gcherzycy
jest hipoteza ,kompensacji desmogleinowej’ (Mahongsp. 1999). Hipoteza tazaktada,
ze jesli  wystepuje naktadanie i ekspresji DSG1 i DSG3 w naskorku,
przeciwciataskierowane tylko wobec jednego antygeme powoduy spontanicznego
powstania pcherza, jeeli natomiastwysipia przeciwciala wobec obydwu desmoglein
dochodzi do samorzutnego tworzenigchperza. Z drugiej strony §& DSG1 lub DSG3
ulega samodzielnej ekspresji, przeciwciata skierevaiobec tej konkretnej desmogleiny
beda powodowa pecherz. To stwierdzenie popiera ¢ea bezpérednim oddziatywaniu
przeciwciat gcherzycowych na funkgjdesmoglein, a nie potwierdza ideg przeciwciata
wiazace st¢ dodesmoglein powodaj uwalnianie proteaz ktore powodujpecherze
(poniewa w drugim przypadku druga desmogleina nie oczekojapensacji) (Mahoney
I wsp. 1999). Zatem przypuszczalniecherzycowe 1gG powodyj utrak adhezji
komorkowej bezpgednio przez oddziatywania z funkcflesmoglein, aneli posrednio
przez uwalnianie proteaz.

W s$wietle powyszego, proponuje gzatem,ze zasadnicze znaczenie ma gelerzycy
przewodzenie sygnatu wywotane azaniem si pecherzycowych 1gG do keratynocytow
(ryc.20), co powoduje utratprzylegania typu komorka-komérka. Proponowanynt, jies
anty-DSG IgG odgrywajrolg w patomechanizmiegpherzycy raczej poprzez wptyw na
segregaegjprzemieszczanie i desmoglein i aktywacje specyficznychiciezek
sygnatowych ni przezpojedyncze oddziatywanie w przyleganie desmasne (Grando
2006). W zwizku z tym, zidentyfikowano i opisano szereg foskacy, odwracalnych
modyfikacji regulugcych aktywnéé i/lub funkcg okreslonych biatek, zainicjowanych
wigzaniem gcherzycowych 1gG do keratynocytu (Berkowitz i ws3008, Gornowicz
i wsp. 2010a). Propozycjéciezki sygnatowej prowadgej do akantolizy i zniszczenia

keratynocytdw wskazujeze zwhzanie gcherzycowych IgG do blony keratynocytéw
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prowadzi do autofosforylacji receptora naskérkowegygnnika wzrostudpidermal growth
factor receptor- EGFR) z konsekwentnym angavaniemsciezek przekazywania sygnatu
EGFR (Tron i wsp. 2005). Przypuszczalny mechaniktyveacji EGFR polega ma na
nieswoistym gromadzeniu EGFR, po ktorym, w wynikziathnia specyficznych kinaz,
nastpuje autofosforylacja, dulz, z udzialem nieswoistych ligandéw, transaktywacja
(Muller i wsp. 2000). Niektére badania przeprowatkzm vitro i in vivo ujawniap, ze
pecherzycowe IgG wpltywaj na uczynnienie kinazy biatkowej aktywowane] mitogm
p38 (38 mitogen activated protein kinasMAPK). Dodatkowo w pcherzycowym szlaku
sygnatowym postuluje siudziat niewielkich biatek G posiadae aktywnéé GTPazow,
biatek Rho, ktore modulaj — poprzez regulagj aktywnaci kadheryn — adhegj
komoérkowa (Heupel i wsp. 2009). EGFR jako receptor kinazgozynowej aktywuje
zespot komorkowej sieci sygnalizacyjnej, obejaoej kaskad MAPK (prowadaca tez do
uczynnienia Erk i Akt), przekaika sygnatu oraz aktywatora transkrypcji, fosfalig G i
RhoA (Gornowicz i wsp. 2010b). Réwnriespora uwaga przywzywana jest do roli
plakoglobiny w gcherzycowejsciezce sygnatowej (Payne i wsp. 2004). dwietle tego

naleey wspomni€, ze EGF-mediowana fosforylacja plakoglobiny powoduwbytek

desmoplakiny z desmosomow, jak rownietrat przylegania komérkowego (Heupel
wsp. 2009). Z drugiej strony, niektorzy badacze awdli, ze akantolizazachodea w
ludzkich keratynocytach, wzbudzanacperzycowymi IgG jest niezalea od EGFR
sygnalizacji (Heupel i wsp. 2009). Wiadomge zwhzanie PV-IgG do powierzchni
keratynocytu wyzwala szereg zdaize skutkupcych reorganizagj cytoszkieletu
aktynowego i rozpadem filamentéw 4§oednich, obejmujcych: aktywaci
fosfatydylocholinowo-specyficznej fosfolipazy C, mest produkcji 1,4,5-trifosforanu
inozytolu i diacyloglicerolu, podniesienie wewtrekomoérkowego poziomu jonéw wapnia,
co ostatecznie doprowadza do uczynnieniayoh kinaz (m.in. biatkow kinaz C i p38
MAPK). Wsrdod znanych substratow PV-IgG-zatej fosforylacji znajduj sie molekuty
adhezyjne kadheryny E, katenifiyi kateninyy (plakoglobina), jak rownie biatka szoku
cieplnego, HSP27 (Chernyavsky i wsp. 2006). Co aek wedtug opublikowanych
doniesié (Chernyavsky i wsp. 2006) zdarzenia wczesnej digagi wskazuj na udziat
niedesmogleinowych PV-IgG, ktorych dziatanie dopadea do aktywacji Src i EGFRK.
Jednake mechanizmy, ktérymi anty-DSG przeciwciala indakuptrat adhezji
komorkowej keratynocytdw pozosiagiagle kwesty dyskusji. Jedno z wyttumaaczetosi
hipotez wspomnianej wyej zawady przestrzennej. Inne wyttumaczenie baaajeym,ze

formowanie pcherza wymaga odpowiedzi komoérkowych, zawigrggh m.in.

Justyna Gornowicz-Porowska — Rozprawa doktorska 90



internalizacg i degradag DSG (Yokouchi i wsp. 2009). Za bezpednim
oddziatywaniem z desmogleinami, jako mechanizmenogemetycznym ¢cherzycy
swiadczy maze tez fakt, po zwazaniu gcherzycowych IgG DSG3 jest internalizowana i
wchodzi nasciezke endolizosomalpy gdzie jest degradowana (Delva i wsp. 2008).
Wykazano jednakze czynniki wiazace cholesterol (np. nystatyna) w zngmz sposob
hamup internalizac DSG3. Interesygym jest,ze cytoplazmatyczny ogon DSG3 cechuje
si¢ szczegola wrazliwoscia na te inhibitory. Zauweono, ze inhibicja endocytozy DSG3
zapobiega rozpadowi desmosomow i utracie adhezgibecndci pecherzycowych 1gG
(Delva i wsp. 2008).

Wzbudzanie sygnalu PV Sygnaly wtorne

P-signal generation Secondary signals

Cytokiny itp.
Cyfokines efc.
Bodzce parakrynowe/ autokrynowe
Paracring autocrine stirmul

Anty-DSG3 PKC
specyficzne sygnalizacje ca’/
AnU-DSG3 antibocy specific sighaling
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Ryc. 20. Uproszczony schemat systeméw sygnalizacji wzbudzamyzez PV-IgG, prowadezych do
utworzenia desmosoméw ubogich w DSG3 i akantoliAktywacji ulegaj dwie $ciezki
sygnatowe.DSG — desmogleiny; EGFR — receptor naskégo czynnika wzrostu; NDAgs —
antygeny niedesmogleinowe; RIPdwufosforan fosfatydyloinozytolu; DG — diacyloggrol; IP3 —
trojfosforan inozytolu; PLC — fosfolipaza C; PKCkinaza biatkowa C; PG — plakoglobina; KIF —
filamenty pérednie keratyny. Wedtug: Gornowicz i wsp. 2010b

Stwierdzono take podobn histologk i specyficznéc¢ tkankows pecherzy powstagcych
w przebiegu PF i liszajca ¢pherzowego powodowanym ziuszcgaj toksyry A
staphylococcus aureus. W zgku z tym uwaa sk, ze toksyny ztuszczage wydzielane
przez gronkowca ztocistego, posiag® struktug¢ proteazy serynowej, celujw DSG1
(Amagai i wsp. 2000). Badania przeprowadzone p¥&emrgai i wsp. (Amagai i wsp.
2000) wykazuj, ze toksyna ziuszczaga A trawi mysi i ludzka DSG1, ale nie blisko
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powiazane kadheryny, jak DSG3. Ponadtoasteczkowo-specyficznproteolizz wobec
DSG1 wykazuje tetoksyna ztuszczaga B (Amagai i wsp. 2002).

Warto take zauway¢, ze desmogleiny pierwotnieassyntetyzowane w formie
nieaktywnych prekursoréw biatkowych w siateczéeddplazmatyczne] i piniej
transportowane przez strefy cis i trans aparatugiégb (Gornowicz i wsp. 2010b).
Nastpnie ulegaj przeksztatceniom pod wptywem konwertazy probiatepgmp. furyna),
by st& sie w petni aktywnym biologicznie, dojrzatym biatkienzostaj zgromadzone w
obrebie pohczen typu przylegania lub desmosomach (Yokouchi i vi2§29).
Przypuszczalnie, nitiwa szybka degradacja DSGL1 i/lub DSG3, azéalwytypowanie ich
nieaktywnych preform, nm@ mi&€ zwiagzek z brakiem pobudzgego wptywu
autoprzeciwciat wobec tych biatek wzdem NE. Badania przeprowadzone w ramach
pracy wykazaly ponadto nieistatrkorelacg pomidzy poziomami autoprzeciwciat 19G
wobec DSG1 a poziomami autoprzeciwciat IgG wobe&GBSv ludzkiej gcherzycy, co
moze $wiadczy, ze produkcja tych populacji przeciwciat odbywae siv sposob

nieskoordynowany (Dmochowski i wsp. 2012).

5.2. Przydatnos¢ testow immunoenzymatycznych ELISA wykrywapcych anty-eTG,
anty-tTG i anty-npG IgA do diagnostyki r6znicowej chorych z DH.

Wspomniana wczmiej ziozonad¢ immunopatogenezy DH wymaga ustalenia
specyficznych, wiarygodnych i obiektywnych krytevi@la diagnostyki i monitorowania
stanu chorego z DH. Do chwili obecnej DIF skory wykwitowe] pozostaje
rozstrzygagcym badaniem laboratoryjnym w diagnostyce DH, j&djego inwazyjnéé
stanowi powane ograniczenie stosowania go w celach przesiewlowckolei IIF jest
technilq czasochtonsg stosunkowo kosztovan subiektywn. Z drugiej jednak strony test
ELISA wydaje s¢ by¢ pozbawiony tych wad i w zwzku z tym mae by uzyteczny do
skriningu pacjentow DH. Aczkolwiek powstaje probleknory test ELISA jest najlepszy.
Rynek proponuje szeroki wybdér komercyjnych zestawdekomendowanych do
diagnostyki DH, wykrywajcych przeciwciala wobec zdych autoantygendw, gtéwnie
eTG, tTG i npG, i wykorzystagych autoantygeny uzyskanezngmi metodami inynierii
genetycznej. Obecnie uwa sk, ze ELISA jest metogdl z wyboru do serologicznego
przesiewu DH. Przedmiotem niniejszego zagadnieyia Wwicc préba oceny przydatéa
diagnostycznej i doktadioi testow ELISA wykrywajcych autoprzeciwciata wobec eTG,
tTG i npG w prowadzeniu pacjentow z DH. Naleprzy tym wspomni& ze dane

pismiennicze ukazuaj rozbieznos¢ tyczaca sig specyficznéci i powtarzalnéci wynikéw
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uzyskanych przy pomocy wymienionych testow, co masa spore trudrici w praktyce
laboratoryjnej. Niektore dane ukazyjrzeciwciata anty-eTG IgA u 52% pacjentow z DH
(Hull i wsp. 2008), inne natomiast ujawriagch obecné u ponad 90% chorych (Rose i
wsp. 2009, 2010). Wczeiejsze déwiadczenia wtasne wskazywaltyprzeciwciata anty-eTG
IgA u 52% pacjentow z DH (Bowszyc-Dmochowska i wsp009), jednake w
analizowanej w niniejszej pracy serii pacjentow B Bylko 47% miatlo podwiszony
poziom anty-eTG IgA. Takie niezgoditb moga by¢ wynikiem analizy pacjentow
rozniacych se¢ ciezkoscia/zaawansowaniem zmian skornych charakterystyczajetDH.

W swietle powyszego istnieje potrzeba znalezienia nowego lub ricalyanego
antygenu/epitopu, ktory uczyni diagnostyRH bardziej doktadqn Zatem, oprdocz analizy
poziomu anty-eTG IgA, winno sirozwazy¢ przydatnéé testow wykrywagcych anty-tTG

i anty-npG IgA. Aczkolwiek dane badawcze analizejten problem rowniesa niespoéjne.
Niektorzy badacze (Hull i wsp. 2008) wykryli jedgnR5% pozytywnych wynikéw na
przeciwciata anty-tTG IgA u chorych z DH, podczay ghni osagreli ok. 79% dodatnich
rezultatobw (Rose i wsp. 2010, Kasperkiewicz i wapll). Wyniki analizowanych w tej
pracy pacjentow z DH daly 90% seropozytywnych wgmikstosujc punkt odaicia
producenta. Wydaje @i ze wana kwesth pozostaje sklad i model strukturalny
wykrywanego antygenu/epitopu. Byrne i wsp. (Byrnesp. 2007) wskazgj ze wzycie
nowego, mutagennego wariantu tTG pozbawionegoytkathlitycznej zmniejsza wzanie
IgA to zmutowanego tTG z&ednia redukej 58% w DH. Co ciekawe, Fernandez i wsp.
(Fernandez i wsp. 2005) analizowali §zedznych zestawow ELISA wykrywagych
ludzkie anty-tTG IgA, wykazug istnienie rozbienosci w czutaci i specyficznéci tych
testow. Ponadto ujawnilize doktadné¢ diagnostyczna testu ulega znacznej poprawie w
wyniku wyznaczenia warfgi punktu odagicia na podstawie analizy krzywych ROC, co
wykonano w niniejszej pracy. Naie mie¢ na uwadzeze punk odgicia podawany przez
producenta nie jest wystandaryzowany do warunkowzdégo laboratorium
przeprowadzagego testy. Ferndndez i wsp. (Fernandez i wsp. )200%Kazali, ze
okreslenie punktu odeicia z wykorzystaniem analizy krzywych ROC zmieniarge; tego
punktu o ponad 50% w giiu z széciu analizowanych anty-tTG ELISA.

Niedawno (Sugai i wsp. 2010, Jaskowski i wsp. 20b@dacze zasugerowali
przydatné¢ syntetycznych deamidowanych peptydow wywmyzh sg¢ z gliadyny
(synthetic deamidated gliadin-derived peptidéSDR), jako antygenu wykorzystywanego
w wykrywaniu wraliwosci na gluten u anty-tTG seronegatywnych pacjenttstnieje

hipoteza,ze jest to najbardziej wiarygodne nedizie do identyfikacji wraiwosci na
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gluten u pacjentow z DH (Sugai i wsp. 2006). PadjenDH analizowani w niniejszej
pracy wykazywali przeciwciata anty-npG w 90%, coza@otwierdza przydatnéc tego
antygenu w celu poszerzenia informacji nigitych do postawienia wdaiwej diagnozy.
Ponadto uzyskane wynikiaszbiezne z danymi Kasperkiewicza iwsp. (Kasperkiewicz
i wsp. 2011), ktérzy wykazali przeciwciata anty-ndGA u 84% chorych z DH. W
niniejszej pracy stosyg analizz krzywych ROCwyznaczono punkty odcia dla anty-tTG

i anty-npG ELISA w warunkach laboratorium Pracowistopatologii i Immunopatologii
Skoéry, Katedry i Kliniki Dermatologii UM w Poznani(ryc. 10-12). W przypadku anty-
tTG ELISA uzyskano 14,062 RU/ml w przypadkuz#eaj analizowanej kombinacji
badanych grup, przy punkcie oeldia producenta rownym 20 RU/ml. W przypadku anty-
npG uzyskano trzy e punkty odeicia zalenie od stosowanej grupy kontrolnej (10,146
RU/ml u pacjentéw z DH vs. kontora negatywna, 8,6U/ml u pacjentow z DH vs.
kontrola pozytywna i 30,081 RU/ml dla grup kontyath faczonych) przy punkcie
odckcia producenta 25 RU/ml. Wiadomae warté¢ punktu odcicia zaley od
geograficznej lokalizacji badanej populacji, npawpiono rane punkty odgicia dla anty-
tTG ELISA w populacji wtoskiej i hiszpekiej (Martini i wsp. 2001, Vivas i wsp. 2003).
Co wigcej, obszar AUC uzyskany w badaniu jest widgan przypadku bliski 1, co oznacza
dobrdyskryminacg i wskazuje na poprawne oddzielenie wéstdoadanych grup.Nakg
nadmient, ze sciste kryteria waczenia do grupy badanej byly w prezentowanej pracy
bardzo skrupulatnie przestrzegane, adadiagnoza byta potwierdzana zyciem technik
mikroskopowych i biochemiczno-molekularnych. W ngwanej grupie kontrolnej nie
stwierdzono obecr$ai przeciwciat anty-tTG/anty-npG IgA @wadnego z analizowanych
przypadkow. Ponadto, odsetek seropozytywnych gdegh anty-tTG i anty-npG IgA
przypadkow w grupie IgA/neutrofilowo-mediowanych ra@toz niebdacych DH byt
niewielki (odpowiednio 4% i 8%). Ludvigsson i wghudvigsson i wsp. 2011) zauwgdi,

ze przypadki z CD wykazajwicksze ryzyko wysipienia tuszczycy (zarbwno przed i po
diagnozie CD). Zatem wydajeesize CD mae wspdétistnié z innymi dermatozami, nie
tylko z DH. W swietle tego sugeruje giby nie rozpoznawajedynie obecn&i samych
anty-npG IgA u chorych z DH, pozostawiajtym samym DIF niezajej skory jako
decydujce badanie w diagnostyce DH. Jedmalstosujc metody biochemiczne wydaje
sie, ze w warunkach laboratorium, w ktérym wykonywano dr@d do pracy, najbardziej
optymalnym testem serologicznym w prowadzeniu/novoivaniu chorych z DH jest

wykrywajacy przeciwciata anty-tTG IgA.
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5.3. Zaleznos¢ miedzy nasileniem ekspresji eTG w skoérze u chorych ndH a
poziomem przeciwciat kzacych IgA wobec eTG

Dane naukowo-badawcze paglage eTG jest dominggym autoantygenem w DH
(Séardy i wsp. 2002a), przy czym sugerowar®w DH mana wykry eTG w miejscach
gdzie umiejscawiajsie ztogi IgA (Sardy i wsp. 2002a), a g w skdrze wiéciwej ponizej
DEJ (Chrdlinski i wsp. 2008). Istnieje sporo doniasiekazupcych autoprzeciwciata
krazaceanty-eTG IgA u pacjentéw z DH, jednak wichiewiele wiadomo odrimie skornej
ekspresji eTG u chorych z DH. Do tej pory brakuggych o powjzaniu ekspresji eTG w
skorze i poziomie przeciwciat &racych IgA wobec eTG. Cannistraci i wsp. (Cannistiaci
wsp. 2007) analizowali technikmmunofluorescencymi mikroskopa konfokalra ztogi
IgA i eTG u 11 pacjentow z CD, w tym dwoéch z DH. kdyali oni,ze u oséb ciergcych
na DH istniej zarowno ztogi IgA i eTG, gtdwnie w goérnych warsthaskory wiaciwej,
lecz takkew scianach naczy U pozostatych pacjentow CD znaleziono niejednoeoztogi
IgA i eTG zaréwno w brodawkach skérnych i$eianach nacay, aczkolwiek wykryto tu
nizsza intensywndé¢ sygnatu fluorescencyjnegoznii pacjentéw z DH. Ponadto wykonane
podwojne barwienie z przeciwciatami anty-IgA i ay/G ukazaty ich silp kolokalizacg
w gornych warstwach skéry wdeiwej u pacjentbw z DH i stabgzkolokalizacg u
pacjentow bez DH (Cannistraci i wsp. 2007). Preiszsp. (Preisz i wsp. 2005) badali
metody DIF zlogi eTG wzdtla uktadu naczyniowego skéry DH. Zauwyd, ze eTG
kolokalizuje ze skornymi ziogami IgA wécianach nacay i w obrbie organow
okotonaczyniowych i wewgtrznaczyniowych rozsianych brodawek. Cogedj, ujawnili,
ze tTG nie kolokalizuje z badammmunoglobulin. Chrulinski i wsp. (Chrdlinski i wsp.
2008) stosujc techniki obrazowe ujawnilize wystpowanie ztogébw eTG w skorze w
sasiedztwie DEJ (ryc. 13) ma miejsce jedynie u maigsi chorych. Przeprowadzona w
pracy analiza wykazata nieistatkorelacg pomidzy poziomem kizacych anty-eTG IgA
a skorn ekspresgj eTG, co mae swiadczy¢ iz w DH procesy autoimmunizacji wobec eTG
na poziomie krwi obwodowej i na poziomie skéry sieod siebie zalme. By maze
ujawniono by owe zafmosci, badajc te zjawiska na poziomie epitopow eTG i podklasy
IgAl.
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5.4. Przeciwciata IgG przeciwko BP180 i BP230 w surowiciyptynie pecherzowym u
chorych z BP

Wydaje s¢, ze spdréd autoimmunizacyjnych dermatozgherzowych, najestsz
jednostla chorobowe wystkpujaca w Europie, w tym w Polsce jest BP, przy czynydoy
ona zazwyczaj ludzi starszych. Niestety agcbrakuje precyzyjnych danych opiscych
trend epidemiologiczny BP na terenie naszego krijazna jednak przypuszcéaze
czestas¢ wyskpowania choroby mi@ sk zwigksza w zwiazku z wydhzaniem srednigj
diugasci zycia stanowic istotny problem spoteczno-medyczny. DiagnostykarBstecza
sporo trudnéci i wymaga ustanowienia konsensusu naukowego. ukRgst sk, ze
rozpoznanie BP winno opigrasic na rozwanej analizie wszystkich daginych danych
klinicznych i laboratoryjnych, a nie w wyniku ledsvijednego badania pracownianego
(Pietkiewicz i wsp. 2011). W zwazku z tym, rutynowe metody diagnostyczne, jak ocena
histologiczna, bezpgoednia i pdrednia immunofluorescencja oraz biochemiczne téchni
molekularne (ELISA, immunobloting) zazwyczaj kczone w celu okidenia diagnozy
(Patsatsi i wsp. 2008).Plyregherzowy czsto powstaje spontanicznie podczas czynnej
fazy BP. Udowodnionaze ptyn gcherzowy pacjentéw z autoimmunizacyjnymi chorobami
pecherzowymi zawiera mediatory zapalne, cytokiny t@aay, plazminogen czy czynniki
chemotaktyczne (Schmidt i wsp. 1996,Katayama i wi§§B84). Pierwsze spostianie
obecndci przeciwciat wobec btony podstawnej w ptyniecherzowym BP pochodzi od
Bean (Bean 1970).

W niniejszej pracy przy pomocy testu ELISA zbadaoaiomy anty-BP180 IgG i anty-
BP230 IgG w ptynach ggherzowych i surowicach nowo zdiagnozowanych pagyerBP
przed rozpooxiem leczenia, celem sprawdzenia czy surewsborych, jako materiat
diagnostyczny do stosowanego testu,zma@o zastpi¢ ptynem gcherzowym. W pracy
wykazano brak istotnych statystyczniezmic pomidzy poziomami IgG wobec BP180
i I9G wobec BP230 w ptynachepherzowych i surowicy (ryc. 16). Ponadto udowodnion
znamienne korelacje poaoizy poziomem anty-BP180 IgG w ptyniecgherzowym
I surowicy oraz anty-BP230 IgG w ptyniegherzowym i surowicy (ryc. 17). Rezultaty te
sa zgodne z przeprowadzonymi badaniamigeymi, ktére sugerowaty dodarikorelacg
pomiedzy poziomami IgG anty-BP180 i anty-BP230 w surgwicptynie pecherzowym
oraz demonstrowaly brak istotnej statystycznieznidy pomkedzy ich poziomami

(Dmochowski i wsp. 2007a, Bowszyc-Dmochowska i w2p08, Dmochowski i wsp.
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2010). W zwazku z powyszym wydaje s, ze u chorych z BP nasilenie autoimmunizacji
zaleznej zaréwno od IgG anty-BP180, jak i IgG anty-BP238pewne nie ti Sig na
poziomie krwi obwodowej i skory. Zatem 4@ u chorych z BP ptyngeherzowy mogtby
zashpi¢ surowie jako materiat diagnostyczny dla testu ELISA, ulajac tym samym
diagnoz na poziomie molekularnym w skérze zmienionej chowo (Bowszyc-
Dmochowska i wsp. 2008). Przedstawiotez; potwierdzag tez wyniki uzyskane w
populacji greckiej (Patsatsi i wsp. 2008), gdzialemijac poziomy przeciwciat IgG anty-
BP180 i anty-BP230 metqdELISA w surowicy i ptynie pcherzowym greckich pacjentow
BP wykazano przeciwciata anty-BP180 IgG w 69,2%owsic i 61,5% ptynow
pecherzowych. Ponadto ta sama grupa badaczy (Patsagi 2008) ujawnita przeciwciata
anty-BP230 1gG w 61,5% surowic i 30,8% ptynowcberzowych oraz wykazatae
poziomy anty-BP180 IgG i anty-BP230 IgG w surowicyptynie pecherzowym s
skorelowane (uzyskali odpowiednio r=0,91 i r=0,8%),jest zgodne z naszymi danymi w
populacji polskiej. Uzyskane wyniki wskazujze ocena ptynu gcherzowego technik
ELISA maze by przydatnym nargdziem diagnostycznym BP, zwlaszcza u starszych
pacjentow, w szczegolia za u tych, ktorzy odmawiajbiopsji lub u ktorych wyspuje
staby dosip zylny oraz take u dzieci (Patsatsi i wsp. 2008). Stasujnne techniki
badawcze, Zhou i wsp. (Zhou i wsp. 1998) analizoywsin pecherzowy do diagnostyki
podnaskorkowych chorékepherzowych, w tym BP, przy pomocy IIF. Ujawnite miano
przeciwciat w ptynie pcherzowym byto takie samo, lub o jedno roaceenie mniejsze,
niz miano surowicze w wkszaci przypadkow, a tate nie wykazano istotnych idic
pomigdzy tymi wynikami (Zhou i wsp. 1998). Kilka lat pdiej podobne zat@nia przygli
(Daneshpazhooh i wsp. 2004). Wykazali @ei,92% z analizowanych pacjentow BP miato
pozytywny wyniki IIF z surowig i rowniez 92% pacjentow BP miato pozytywny wynik
IIF z ptynem gcherzowym. Miana przeciwciat uzyskane tymi dwomassgami réwnig
nie wykazywaly ranic istotnych statystycznie. Badacze (Daneshpazhookp. 2004)
sugerug, ze wykonanie testu z ptynemegherzowym jako dodatkowego do analizy
surowicy zmniejszy liczb wynikow fatszywie ujemnych IIF uzyskanych przy
wykorzystaniu tylko jednego substratu/materialuuazono, ze w rzadkich przypadkach,
IIF z ptynem gcherzowym mee by pozytywny, przy negatywnym wyniku IIF surowicy,
zatem u pacjentow niedawdaiezo prezentujcych zmiany BP lub magychlocalizedBR

IIF z ptynem gcherzowym mee by bardziej przydatne faiz surowig (Daneshpazhooh i
wsp. 2004).
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Szukajc alternatywy dla badania surowicy badacze anabfiowmutoimmunizag
swoist dla BP réwnie na poziomach innych ptynéw ustrojowych. Allen wgpllen
wsp.2001) przy pomocy lIF oceniali probki moczwi@vicy pacjentéw z BP. Wykazali,
ze wykrycie autoprzeciwciat IgG w moczu jest skovedme z wysokim mianem
autoprzeciwciat 1IgG w surowicy (Allen i wsp. 2000 zwiazku z tym, przeciwciata
wobec sktadowych DEJ obecne w moczu moget znaczenie kliniczne. Zatem, opier@j
si¢ na tych rezultatach, rowrenazna postulowé analiz moczu w BP jako alternatyw
badania surowicy. Takie rozgzianie zmniejszy inwazyjsé badania i upréci metodyk
testu. Badanie moczu metp&LISA u pacjentow z BP nie zostalo jak gibtwykonane.
Wiadomo jednakze ELISA cechuje siwicksz czutascia w wykrywaniu przeciwciat BP
niz IIF (Barnadas i wsp. 2008, Di Zenzo i wsp. 2008).

Jak przedstawiono powgj, jedynie kilka prac ujawnia mbwos¢ analizy ptynu
pecherzowego technikllF, a dane z wykorzystaniem testu ELISA w8yjatkowo skape.
Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wraz z danyminmienniczymi sugeraj ze ptyn
pecherzowy mae by stosowany jako alternatywny materiat diagnostycdlay surowicy
dla testu ELISA i IIF w BP. W zwizku tym praca proponuje nowatorskie i matoinwazyjne
rozwiazanie diagnostyczne, ktérego powszechne wprowa€lzdoi praktyki zwikszy
bezpieczéstwo bada diagnostycznych.

5.5. Analiza genetycznego wysgpowania pecherzycy na podstawie bada

bezobjawowych krewnych chorych z pcherzyc

Przyczynkiem do podgia tej tematyki bada byto opisywanie w pgmiennictwie
pecherzycy, jako choroby wykazigej sktonnéci genetyczne. Ponadto badanie to miato na
celu ujawnienie biochemicznych wyktadnikbw autoimmaacji pecherzycowej w
surowicach zdrowych biologicznych krewnych i ogeprzydatnéci matoinwazyjnej
metody diagnostycznej bezedniej techniki immunofluorescencyjnej we wiosie
(Dmochowski i wsp.2007b). Wiadomage czynniki immunogenetycznesrodowiskowe
bedac wzajemnie powizanymi mog zapocatkowa® utrat tolerancji immunologicznej
wywotujac produkcg patogennych przeciwciat. Dane przedstayg@jbadania genetyczne
nad gcherzyg w réznych populacjach zamieszlgaych odebne regiony geograficzne
sugerug istnienie genetycznej predyspozycji do rozwoju roby i podaj powiagzanie
choroby z okrdonymi antygenami zgodioi tkankowej klasy | i 1l (Torzecka i wsp.
2003a). Wptyw czynnikowsrodowiskowych, zwlaszcza u oséb predysponowanych

genetycznie umdiwia rozwoéj choroby. Badania populacji polskieyvi&trdzaph znamiennie
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statystycznie wiszz u chorych na ¢herzye niz w populacji kontrolnej (zdrowe,
niespokrewnione osoby populacji polskiej) ¢stms¢ wyskpowania HLA-DRB1*04
i DRB1*14 oraz nisz czestas¢ wysigpowania DRB1*07 (Torzecka i wsp. 2003a).
Wystepowanie podiga immunogenetycznego w e¢gherzycy zostalo szeroko
udokumentowane. Liczne prace wykazatg, antygeny HLA-DR*4 i DR*14 wyspuja
istotnie czsciej u pacjentébw z PV natecych do ré@nych grup etnicznych, w tym. u
Zyddéw (Ahmed i wsp. 1990), Wiochdéw (Lombardi i wdi999) i Japaczykow (Miyagawa

i wsp. 1997, Miyagawa i wsp. 1999). Ponadto isthdgne,ze przeciwciata wobec DSG3
sa produkowane w restrykcji HLA-DRB1*0402 i DQB1*0508¢dacym w silnym
nierbwnowanym sprzzeniu z DRB1*1401) i indukuaj powstanie zmian skérnych.
Wykazano réwnig, ze spdrod APC tylko te posiadage ekspregj HLA-DRB1*0402

i DQB1*0503 maj zdolnag¢ prezentowania DSG3 autoreaktywnym limfocytom THh2
(Veldman i wsp. 2003). Powzania PF z antygenami HLA jest stabiej udokumentmva
W tym kontekcie badacze wykryli zwzek PF z HLA-DRB1*04 i HLA-DRB1*14
(Miyagawa 1 wsp. 1997, Lombardi i wsp. 1999). Udalnmno take, ze prezentacja
zewmtrzkomorkowej domeny DSG1 zachodzi w restrykcjigdkanych alleli. Jednak sama
obecnd¢ wiasciwych antygendw nie determinuje jednoznacznie dewoju choroby
(mozliwos¢ wyskpowania choroby u oséb niglacych nosicielami). Ponadto w
pismiennictwie opisywaneasprzypadki rodzinnego wygbowania gcherzycy (Brenner
I wsp. 1985, Feinstein i wsp. 1991, Narbutt i wg001). Jednate, chocia zwiazek
pecherzycy z HLA zostat udokumentowany, przedstawidgtko nieliczne dowody
wystepowania rodzinnegoggherzycy. Co ciekawe, analizagj 234 przypadki gcherzycy
Beutner i Chorzelski ujawnili tylko 2 rodzinne ppadki wystpienia tej choroby (Beutner
i wsp. 1976). W licznych doniesieniach ukazywanazepiwciata k#zace wobec
DSG1/DSG3 u zdrowych biologicznych krewnych pieregz stopnia chorych na
pecherzye, jednake ich znaczenie nie zostato w petni wyjne. Ahmed i wsp. wykazali
niskie poziomy pcherzycowych przeciwciat u 48% krewnych pacjentow\z (Ahmed

I wsp. 1993), a Kricheli i wsp. ujawnili takie pderciata u 15% zdrowych krewnych
stosugc metoa IIF (Kricheli i wsp. 2000). Ponadto, badania whegkpopulacji przy
zastosowaniu IIF ujawnity 31% seropozytywnych krgem pgcherzycowych chorych
(Mohimen i wsp. 1993). Jak przedstawigpwyzsze dane uzyskane wyniki nig¢ zgodne,
cechujic sk duza rozbieznoscia. Badajc poziomy kazacych przeciwciat metadELISA

i IIF ujawniono odpowiednio 42,8% i 19,8% seropgamyhych cztonkéw rodziny

pacjentow z gcherzye (Torzecka i wsp. 2003b). Z przedstawionych rezdltawynika
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dwza rozbienos¢ danych uzyskanych przy zastosowaniu tej samej agefbF lub DIF),
jak rowniez poréwnujc dane uzyskane przy pomocymgch technik. Analizujc wyniki
badaczy (Torzecka i wsp. 2003b) i opigecask na ddwiadczeniach wtasnych npa
stwierdzt, ze test ELISA wykrywajcy przeciwciala antydesmogleinowe cechuje si
wyzsza specyficznécia | jest najwldciwszym testem do analizy specyficZoo
chorobowej charakteryzagej sk obecndécia patogennych przeciwciakpherzycowych, a
w wielu przypadkach miano ELISA koreluje z aktywoa choroby (Torzecka i
wsp.2007).Naley zauway¢, ze niewiele jest danych o wykrywaniugherzycowych
przeciwciat u zdrowych krewnych metpBLISA anty-DSG1/DSG3 a pozytywne rezultaty
gtéwnie wykrywane & u rodzéstwa chorych z pecherzyqTorzecka i wsp. 2007).
Torzecka i wsp. (Torzecka i wsp.2007) stasujest ELISA anty-DSG1/DSG3 uzyskali
19,4% dodatnich wynikbw u krewnych chorych zclperzyga. W niniejszej pracy,
obierapc za punkty odecia obliczone analzROC 40 AU/mI dla anty-DSG3 ELISA i 41
AU/ml dla anty-DSG1-ELISA (Déczak-Pazdrowska 2005), nie uzyskanadnego
seropozytywnego wyniku $od analizowanych cztonkéw rodziny chorych glperzya.
Co ciekawe, w obydwodch badaniach zastosowano te gastawy immunoenzymatyczne
ELISA MBL, jednak obrano inne punkty odcia(w badaniu zespotu Torzecka i wsp.
stosowano 14 AU/ml dla anty-DSG1 ELISA i 7 AU/mbadinty-DSG3 ELISA). Przy czym
naleey wspomni€, ze producent obecnie rekomenduje podawanie wynik@ko j
pozytywnych przy poziomie powgj 20 AU/ml. Wsréd krewnych analizowanych w tej
pracy 7 os6b (26,9% badanej grupy) miato poziomyegmciat anty-DSG1/DSG3
mieszcace s¢ pomkdzy punktem odecia producenta, a wyznaczonym analiROC dla
laboratorium (4 osoby miaty kiace 1gG wobec DSG1 i DSG3, 2 osoby wobec DSG1 i 1
osoba wobec DSG3). Przedstawione poeyyGznice medzy testem ELISA a IIF mag
wynika¢c z tego, ze ELISA selektywnie wykrywa przeciwciata przeciwko
zewntrzkomérkowej domenie desmogleinowej. Ponadto [wasata u zdrowych
krewnych rozpoznawamog inne komorkowe struktury saidesmogleiny (Torzecka i wsp.
2007). Rozwaajac powyzsze wyniki naley stwierdzé, ze niewatpliwie istotm w
poréwnywaniu danych pozostaje kwestia interpretagyiniku, a prawidiowa analiza
krewnych technikami biochemicznymi wymaga uprzedrpeawidtowe] standaryzaciji
warunkow déwiadcze.

Wobec niewystarczage] specyficznéci biochemicznych technik diagnostycznych w
pecherzycy, istnigj takze doniesienia o badaniu cztonkéw rodziny pacjerzqwcherzya

z wykorzystaniem metody DIF. Jedrakanalizowano w tym konté&ie tylko tradycyjny
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DIF wycinka skory, a nie nowatorgskechnile DIFh. Rezultaty te s jednak réwnie
niejednorodne i podajod 4% do 25% krewnych posiag@ych dodatnie wyniki DIF skory
(Brandsen i wsp. 1997, Kavala i wsp. 2007). Nazlmmsé wystkpowania antygenow
pecherzycowych w mieszku wiosowym jako pierwsi zwliocwage Wilson i wsp. w
latach 90. ubiegtego stulecia (Wilson i wsp. 19%)z czasem zostaly opisane cechy
I implikacje diagnostyczne tego zjawiska (Wolnikzé&ciak i wsp. 2006). Jak podajane
zrodtowe (Dmochowski i wsp. 2007b) w DIFh wykrywage specherzycowe ztogi
immunoreaktantow w zewtrznej pochewce witosa u licznych chorych na nielegz
pecherzye bez wykwitdw na owltosionej skérze gtowye takowe ztogi mana stwierdz
nie tylko u objawowych chorych na PV ale te klinicznie bezobjawowych chorych na
PV. Naley wicc stwierdzé, ze technilg ta mozna wykry¢ ztogi w sposob niezatey od
klinicznych cech zapia owtosionej skory glowy procesemaberzycowym W zwizku z
powyzszym W niniejszej pracy poglp préke sprawdzenia czy u bezobjawowych
biologicznych krewnych chorych zegherzyg mazna wykry¢ ztogi immunoreaktantow
przy zastosowaniu DIFh. Wadnego z naszych analizowanych krewnych nie wykryto
jednoznacznych geherzycowych ztogoéw immunoreaktantbw w pochewce regenej
witosa metod DIFh. W dwoéch przypadkach stwierdzonatpliwe ztogi pcherzycowe w
klasie 1gG (+/-) i sktadowej dopetniacza C3 (+/przy czym nie stwierdzono jednak
ztogow 1gG4 i 1gG1 (ryc. 18). Zatem, wydaje s w niektérych przypadkach krewnych
tylko surowicze przeciwciata wobec DSG1 i DSGS3, rake pzcherzycowe ztogi w mieszku
witosowym, g wykrywalne co mee sugerowaze procesy patofizjologiczne na poziomie
naskérkowym majwicksze znaczenie diagnostyczne i przypuszczalniegpate ni te na
poziomie surowiczym (Dmochowski i wsp. 2007b). Klutlujac mazna stwierdz, ze
wobec niemiarodajrsgi wynikdw surowiczych testow biochemicznych (ELISAF),
DIFh jawi sk jako najbardziej specyficzne z matoinwazyjnych adetpracownianej
diagnostyki gcherzycy (Dmochowski i wsp.2007Db).

Pomimo istnienia genetycznych predyspozycji kwaestio rozwaenia pozostaje
dlaczego biologiczni krewni pierwsz@dowi nie rozwijaj Kklinicznej manifestacii
choroby. Wyjdnieniem tego mze by hipoteza Kricheli i wsp. (Kricheli i wsp. 2000),
ktora sugerujeze poziomy produkowanych u krewnych przeciwciginga tyle niskieze
nie wiaza sic do antygendw desmosomalnych i nie indgkakantolizy. Jak przedstawiono
powyzej, wickszas¢ bada podaje obecrid przeciwciat kazacych przy braku ztogow
immunoreaktantow w skérze, co e sugerowa istnienie immunologicznej lub

mechanicznej bariery, ktora przeszkadza w interakgmiedzy kmzacymi 1gG a

Justyna Gornowicz-Porowska — Rozprawa doktorska 101



strukturami skéry (Kavala i wsp. 2007). Eexa potwierdzag doniesienia naukowe
(Torzecka i wsp. 2007), gdzie DIF skéry wykonanypezytywnych przypadkach I[IF i/lub
ELISA dawat zawsze negatywny rezultat. Bariera tezenby¢ zaburzona czynnikami
zewretrzymi (egzogennymi), co mie skutkowa klinicznym rozwojem dermatozy.
Jednalke takie wyniki mog by¢ tez spowodowane przez ukryte epitopy, nie eksponowane
invivo lub przez mate stenie kazacych przeciwciat (Torzecka i wsp. 2007).

Zwrocono take uwag na odmiena dystrybucg podklas u chorych i ich krewnych:
poziomy IgG1 s zblizone u krewnych i chorych, natomiast poziomy lg@G4ngzsze u
chorych a nisze u krewnych (Krichelli i wsp. 2000). Z drugiegdpak strony istnigjdane,
w ktérych nie stwierdzono #dic pomedzy dystrybuci IgG1l a IgG4 u krewnych
(Danczak-Pazdrowska 2005). Najezatem rozway¢ mazliwosé istotnej roli podklas w
patogenezie qrherzycy. Proponowana hipoteza gtosg profil podklas u zdrowych
krewnych jest podobny jak ten zaobserwowany u pa@ye w okresie klinicznej remisiji
(Torzecka i wsp. 2007). W gniennictwie mana napotké tez dane,ze u krewnych
dominuje 1gG1 (Hertl i wsp. 2001), a u pacjentéwcaynnym stanie choroby IgG4.
Zjawisko to pozostaje w zgodzie z obserwowaw surowicy chorych przewag
limfocytow Th2, ktére pobudzajlimfocyty B do produkcji IgG4 (Kricheli i wsp. 200
Veldman i wsp. 2003). Jak wykazali Veldman i wsptoaeaktywne w stosunku do DSG3
limfocyty Th2 wykrywane & z rOwra czestascia w surowicach PV niezateie od fazy
choroby, ale w fazie przewlektej nad limfocytamiZlitosciowo przewaaja limfocyty Thl
(Veldman i wsp. 2003). Dodatkowo stwierdzone,zdrowi nosiciele antygenéw zgodob
tkankowej predysponagych do rozwoju PV posiadaw surowicy wyhcznie limfocyty
Thl autoreaktywne w stosunku do DSG3. Zdrowi odlgtmatomiast, nieddacy
nosicielami wspomnianych antygenow, nie posiadafidnych limfocytow, ktore
wykazywatyby reaktywn& w stosunku do DSG3. Sam brak patogéon@rzeciwciat
pecherzycowych pochodeych od zdrowych krewnych, niezateée od podklasy w ktorej
wystepuja, potwierdza fakt, 4 nie wzbudzag one akantolizy po stymulacji hodowli
komorkowych (Krajewski i wsp. 2004).

Jednake samo wysjpowanie przeciwciat nie jest wystarcaeg do rozwoju choroby
(seropozytywni krewni nie rozwijajpecherzycy), w zwazku z czym rodzi si pytanie czy
rodziny chorych s obarczone ryzykiem wygbienia choroby. Wyglda na to, ze
przeciwciata krewnych nie rozpozagpatogennych epitopéw, jednak dalsze mapowanie
tych przeciwciat powinno rozwikéate kweste (Torzecka i wsp. 2007). Wydajegsdatem,

ze zdrowi krewni chorych zgoherzyg, u ktorych stwierdzono dodatnie wyniki IIF lub
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ELISA, powinni by monitorowani Kkliniczno-laboratoryjnie z uwagi na
prawdopodobigstwo klinicznego ujawnienia gipecherzycy. StwierdZi rowniez mazna,
ze badanie DIFh, rozszerzone o agerogéw IgG4 i IgG1l, posiada wksz wartasé

diagnostycza, niz metody biochemiczne stace ocenie przeciwciat kzacych.
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6. WNIOSKI

e Wydaje s¢, ze proces zapalny DH jest odmienny od tego changkigicego
pecherzye i BP -istotnie wegkszeuczynnienie neutrofilow, mierzoneintensyéaig
ekspresji NE jako biomarkera, jest obserwowane w DH

 Wydaje st, zeautoprzeciwciata anty-eTG, anty-tTG, anty-npG IyADH, anty-
BP180 i anty-BP230 IgG w BP oraz anty-DSGL1 i an§&3 1gG w pcherzycy nie
maja bezpdredniego wptywu na pobudzenie neutrofilow do uwehig NE.

* DIF pozostaje testem definaggym w diagnostyce DH, jednak testy
immunoenzymatyczne wykrywgje anty-eTG, anty-tTG i anty-npG IgA o
zastosowa w celu poszerzenia wiedzy o chorym, kluczowej ppoglejmowaniu
decyzji odnénie terapeutycznego prowadzenia chorego, przy canty-tTG
ELISA wydaje s¢ optymalra techniky serologicza do bada przesiewowych w
kierunku DH.

* Wydaje s¢ ze u chorych z DH autoprzeciwciata anty-eTG IgA m®aja
bezpdredniego wptywu na uczynnienie eozynofildbw mierzomelnianiem EDN.

 Wydaje s¢, ze u chorych z DH poziomautoprzeciwciatligA wobec ef® jest
zwiazany z ekspregje TG w skérze wasiedztwie DEJ.

* Wydaje s¢, ze u chorych z BP czynd® neutrofilow, badanaintensywfma
ekspresji NE jako biomarkera, jest wzajemnie skgoosvana z czynngia
eozynofildw, badagintensywndcia ekspresji MBP jako biomarkera.

e Autoimmunizacja wobec BP180 i BP230 w BP nignidsic na poziomie Krwi
obwodowej i skéry, w zwizku z czym menaby stosowa ptyn pecherzowy jako
nieinwazyjny materiat diagnostyczny alternatywng durowicy.

e U bezobjawowych krewnychchorych zgherzyg wykrywa sg autoprzeciwciata
anty-DSGL1 i anty-DSG3 1gG w niskim/miernym mianepbraku jednoznacznych
pecherzycowych zlogéw immunoreaktantbw w mieszku wogm, co mae
swiadczy¢ o istotndci patofizjologii mieszkowej w rozwoju ggherzycy (DIFh
poszerzona 0 oznaczanie zlogow IgG4 jest bardzigpramajnaod metod

biochemicznych stiacych do ocenyautoprzeciwciat).
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7. STRESZCZENIE

Precyzyjne molekularne mechanizmy wzbudezajproces zagpienia autoimmunizacji
fizjologicznej autoimmunizagj patologicza i warunkupce powstawanie geherzy w
pecherzycy zwykilej (PV) i HKciastej (PF), pemfigoidzie ¢pherzowym (BP)

i opryszczkowatym zapaleniu skéry (DH), jak gthtnie zostaly poznane. Przypuszczalnie
istotrg role odgryw& moga komoérki nacieku zapalnego, zwlaszcza neutrofil&rek
uczynnione procesem zapalnym wydziglagzereg enzymow proteolitycznych, w tym
elastaz neutrofilow (NE). NE zapewne jest enzymem odpowigdym w procesie
powstawania gcherzy za zniszczenie pokenia skorno-naskorkowego (DEJ), jednak jego
rola nie zostala jednoznacznie sweetlona, zwilaszcza w kontékie autoimmunizacii
wobec poszczegolnych autoantygenow: desmogleildSIG) i desmogleiny 3 (DSG3) w
pecherzycy, biatka BP180 i BP230 w BP, transglutamynanaskorkowej (eTG),
transglutaminazy tkankowej (tTG) i nonapeptydovadyiny (npG) w DH. W zwizku z
powyzszym podgto badania, ktérych celem byta:

* ocena czynngei neutrofilbw w skorze gcherzowo zmienionej poprzez barwienie

immunohistochemiczne NE w DH, BP, PV i PF;

* 0cena zalenosci pomkdzy poziomem autoprzeciwciat (anty-eTG, anty-tT&nty-
npG IgA w DH; anty-BP180 i anty-BP230 IgG w BP; wliSG1 i anty-DSG3 IgG
w PV/PF) a nasileniem skoérnych ztogéw NE;

e ocena przydatriigi testow immunoenzymatycznych ELISA wykrywaych
autoprzeciwciata anty-eTG, anty-tTG i anty-npG IgA diagnostyki rénicowej
chorych z DH;

e ocena czy u chorych na DH autoprzeciwciala anty-elfBsa zwiazane z
uczynnieniem eozynofilbw badanyneztniem EDN/RNazy 2;

e ocena zalenosci miedzy nasileniem ekspresji eTG w skorze agisdztwie DEJ a
poziomem autoprzeciwciatanty-eTG IgAu chorych na; DH

e ocena czynniei eozynofildw w skorze ¢gcherzowo zmienionej poprzez barwienie
immunohistochemiczne MBP w BP;

e ocena poziomu autoprzeciwciat anty-BP180 i anty-BPRJG w surowicy i ptynie
pecherzowym u chorych z BP;

* analiza wys{powania gcherzycowych zlogéw wtosowych i autoprzeciwciatyant
DSG1 i anty-DSG3 1gG u pierwsz@dowych bezobjawowych krewnych oséb z
pecherzya.
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Badaniami ohjto tacznie 56 chorych z DH, 28 chorych z BP, 28 chorggkcherzya,

30 bezobjawowych krewnych pierwszego stopnia choyqecherzyq, 25 pacjentéw z

IgA/neutrofilowo-mediowanymi dermatozami nigglacymi DH i 24 osoby zdrowe.

Materiat do bada stanowity surowice, ptynqeherzowy, parafinowe skrawki skory oraz

mrozone skrawki skoéry/btonyluzowej oraz wloséw. Zastosowano r@stiace metody

diagnostyczne i badawcze:

Badanie histologiczne skrawkow parafinowych H+E,

Badanie ztogow IgA, IgM, IgG, IgG1, IgG4 i C3 teckagDIF w skorze/btonie
sluzowej na skrawkach mzonych,

Badanie kizacych przeciwciat IgG, 1gG1, IgG4techniklF na substracie przetyku
maipy,

Badanie ki#zacych przeciwciat 1gG przeciwko DSG1l i DSG3 meiod
immunoenzymatycznELISA w pecherzycy,

Badanie k#zacych przeciwciat 1gG przeciwko BP180 i BP230 metod
immunoenzymatycznELISA w BP,

Badanie k#zacych przeciwciat IgA przeciwko eTG, tTG i npG meiod
immunoenzymatyczneELISA w DH,

Badanie NE w skérze wykwitowej pacjentbw z DH,BPpdcherzyametody
immunohistochemiczpstreptawidyna/peroksydaza na skrawkach parafinbywyc
Badanie gtdbwnego biatka zasadowego eozynofilow (MBPskorze wykwitowej
pacjentow z BP metad immunohistochemiczn streptawidyna/peroksydaza na
skrawkach parafinowych,

Analiza numeryczna nasilenia skérnych ztogébw NEBMprzy wyciu programu
komputerowego ,Analizator 4D”,

Badanie ztogow IgG, 1gG1, 1gG4 i C3 meto®IF we wiosach na skrawkach

mrozonych.

Analiza statystyczna wykazatzgsredni poziom intensywrigi ekspresji NE, wyrzony

w procencie reakciji, jest statystycznie istotniezsay u chorych z DH @iu chorych z BP

czy pcherzya. Nie wykazano natomiast z0icy pomedzy procentem reakcji NE u

pacjentow z pcherzyg ipacjentow z BP. Ponadto nie uzyskano korelacjmigdzy

intensywndcia ekspresji NE a poziomem IgA/npG, IgAtTG, IgA/npGDH, poziomem
IgG/BP230 i IgG/BP180w BP oraz IgG/DSG1 i IgG/DS@B pecherzycy. W grupie

chorych z DH udowodniono istotne statystycznie lamje pomedzy poziomem
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surowiczych IgA anty-eTG vs. IgA anty-tTG, IgA argy G vs. IgA anty-npG, IgA anty-
tTG vs. IgA anty-npG. Nie wykazano znamiennych kg pomkdzy poziomem
krazacych anty-BP180 a anty BP230 IgG w BP oraz golzy anty-DSG1 i anty-DSG3
IgG w pecherzycy. Ujawnionoze w BP intensywn& ekspresji NE jest znamiennie
wyzsza nk intensywné¢ ekspresji MBP, przy czym udowodniono znamiermodatni
korelacg pomkdzy ekspregi MBP i NE w BP. Analiza surowicy i ptynugpherzowego u
chorych z BP ujawnitaze $redni poziom IgG/BP230 i IgG/BP180 w surowicy i ipiy
pecherzowym w BP nie tini sic znamiennie. Ponadto uzyskano istotne statystycznie
korelacje pomiydzy poziomem autoprzeciwciat 1IgG wobec BP180 i BIP28surowicy a
poziomem tych autoprzeciwciat w ptyniegherzowym. U krewnych chorych zgherzya

nie stwierdzono sijednoznacznychgeherzycowych ztogow wiosowych 1gG, IgG1, IgG4

i C3 oraz nie wykryto wartei przeciwciat kazacych IgG wobec DSG1 i DSG3 réwnego
badz wigkszego od punktu odgia testu wyznaczonego dla danego laboratorium.
Udowodniono take, ze w ludzkim DH poziom przeciwciat IgA wobec eTG njiest
Zwigzany ani z surowiczym @teniem EDN/RNAzy 2 ani ze skdarnekspresj eTG.
Stosujpc analiz krzywych ROC wyznaczono punkty odcia dla testow ELISA
wykrywajacych anty-tTG i anty-npG IgA. Wykazange testy ELISA wykrywajce anty-
eTG/IHTG/npG IgA stanowi przydatne rozszerzenie procesu diagnostycznegavDidlu
uzupetnienia cakei wiedzy o chorym.

Na podstawie uzyskanych wynikow wysetoi nas¢pujace wnioski:

 Wydaje s¢, ze proces zapalny DH jest odmienny od tego chargkigcego
pecherzye [ BP - istotnie wgkszeuczynnienie neutrofilow,
mierzoneintensywrigia ekspresji NE jako biomarkera, jest obserwowanehiv D

* Wydaje sg¢, ze autoprzeciwciata anty-eTG, anty-tTG, anty-npG MADH, anty-
BP180 i anty-BP230 IgG w BP oraz anty-DSGL1 i an§&3 IgG w gcherzycy nie
maja bezpdredniego wptywu na pobudzenie neutrofildow do uwehig NE.

e DIF pozostaje testem definigym w diagnostyce DH, jednak testy
immunoenzymatyczne wykrywgje anty-eTG, anty-tTG i anty-npG IgA o
zastosowa w celu poszerzenia wiedzy o chorym, kluczowej ppoglejmowaniu
decyzji odnénie terapeutycznego prowadzenia chorego, przy camy-tTG
ELISA wydaje s¢ optymalmy technilky serologicza do bada przesiewowych w
kierunku DH.
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* Wydaje s¢ ze u chorych z DH autoprzeciwciata anty-eTG IgA m®aja
bezpadredniego wptywu na uczynnienie eozynofilow mierzomelnianiem EDN.

 Wydaje s¢, ze u chorych z DH poziomautoprzeciwciatigA wobec ef® jest
zwiazany z ekspregje TG w skérze wasiedztwie DEJ.

* Wydaje s¢, ze u chorych z BP czynd® neutrofilow, badanaintensywfma
ekspresji NE jako biomarkera, jest wzajemnie skgoosvana z czynngia
eozynofildw, badagintensywndcia ekspresji MBP jako biomarkera.

e Autoimmunizacja wobec BP180 i BP230 w BP nignidsic na poziomie Krwi
obwodowej i skory, w zwizku z czym meénaby stosowa ptyn pecherzowy jako
nieinwazyjny materiat diagnostyczny alternatywng durowicy.

e U bezobjawowych krewnychchorych zgherzyg wykrywa sg autoprzeciwciata
anty-DSGL1 i anty-DSG3 IgG w niskim/miernym mianpbraku jednoznacznych
pecherzycowych zlogéw immunoreaktantbw w mieszku wdogm, co mae
swiadczy¢ o istotndci patofizjologii mieszkowej w rozwoju ggherzycy (DIFh
poszerzona 0 oznaczanie zlogow IgG4 jest bardziggramajnaod metod
biochemicznych stiacych do ocenyautoprzeciwciat).

W niniejszej rozprawie uwzgdiniono, maliwie jak najwszechstronniej, gmiennictwo

rodzime dotycgzce omawianych w niej zagadnie
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8. ABSTRACT

Expression of neutrophil elastase in relation soahtoimmunity to epidermal

transglutaminase, BP180, BP230, desmoglein 1 an&@toimmune blistering dermatoses

Precise molecular mechanisms leading to the remplace of physiological
autoimmunity by pathological autoimmunity and tegigg blister formation in pemphigus
vulgaris (PV), pemphigus foliaceus (PF), bullousmpgigoid (BP) and dermatitis
herpetiformis (DH) still remain unexplored. Actiedt inflammatory cells, especially
neutrophils, may play a significant role by secrgta range of proteases, e.g. neutrophil
elastase (NE). NE seems to be the key enzyme refgp@rior degradation of many DEJ
components and finally for blister development. ldger, the role of NE in the light of
autoimmunity against specific autoantigens (antERESG3 1gG in pemphigus, anti-
BP180/BP230 in BP, anti-eTG/tTG/npG in DH) has beén clearly explained. Thus, this
study aimed at:

* Evaluation of neutrophils activityin lesional skiasing immunohistochemical

staining of NE in DH, BP and pemphigus.

e Evaluation of association between levels of auibadies (anti-eTG/tTG/npG IgA
in DH, anti-BP180/BP230 IgG in BP, anti-DSG1/DSGH5in PV/PF) and the
intensity of cutaneous NE deposition.

« Evaluation of the aplicability and accuracy of ERI$ests evaluating serum IgA
autoantibodies against eTG, tTG and npG in thedfftial diagnosis of DH.

* Evaluation whether in DH patients autoantibodiesirag} eTG are associated with
activation of eosinophils, judged by the concerdrabf EDN/RNAse 2 in serum.

« Evaluation of the association between the intensitgTG expression in the skin
adjacent to the DEJand the level of IgA autoantib®dgainst eTG in DH patients.

* Evaluation of eosinophils activity in lesional skusing immunohistochemical
staining of MBP in BP.

» Evaluation of the level of IgG autoantibodies agaiBP180 and BP230 in the
serum and blister fluid in BP patients.

e Analysis of the occurrence of pemphigus depositsuter root sheath in DIF of
plucked scalp hair and analysis of IgG against DS@d DSG3 autoantibodies

level in healthy relatives of pemphigus patients.
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Altogether, 56 DH patients, 28 BP patients, 28 gt with pemphigus, 30
asymptomatic relatives of pemphigus patients, 2tepts with IgA/neutrophil-mediated
non-DH dermatoses, and 24 healthy individuals wareestigated. Material for
examination involved sera, blister fluids, paraimbedded sections of lesional skin, and
frozen sections of perilesional skin/mucosa andlpsdair. In this study following
diagnostic and research methods were used:

e Histologic hematoxylin and eosin staining (H+E)pmaraffin-embedded sections,

* DIF to detect IgA, IgM, 1gG, 1gG1, IgG4 deposits perilesional skin/mucosa on

frozen sections,

* lIF to detect IgG antibodies with the use of monksgphagus as a substrate,

 ELISA test to detect circulating IgG antibodies iagh DSG1 and DSG3 in
pemphigus,

» ELISA test to detect circulating 1gG antibodiesiagaBP180 and BP230 in BP,

» ELISA test to detect circulating IgA antibodies ega e TG, tTG and npG in DH,

* Immunohistochemical staining using strptavidin pétase method on paraffin-
embedded sections to detect NE deposits in lesgkiralof pemphigus, BP and DH
patients,

* Immunohistochemical staining using strptavidin p@tase method on paraffin-
embedded sections to detect MBP deposits in lelssimaof BP patients,

« Computational analysis of the NE and MBP cutanedemosits intensity with the
use of “Analyzer4D” software,

 DIF of plucked scalp hair on frozen sections toedetgG, IgG1, IgG4 and C3
deposits.

Statistical analysis showed that the mean interditME expression in pemphigus and
BP patients was statistically significantly lowdrabh in DH patients, but it was not
significantly different in pemphigus and BP. Thealysis of correlation showed
insignificant correlation between the intensity NE expression and the level of IgA
against eTG/tTG/npG in DH, IgG against BP180/BP2BBP, IgG against DSG1/DSG3
in pemphigus. There were statistically significaotrelationsbetween the levels of eTG,
tTG, npG IgA autoantibodies in DH patients. Thererevno significant correlations
between levels of IgG to DSG1 and IgG to DSG3 impleigus, and 1gG to BP180 and
IgG to BP230 in BP. It was revealed that in BP rtiean intensity of NE expression was

statistically significantly higher than the intetysiof MBP expression. There was a
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significant correlation between the intensity of ld&Bd MBP expressions. In BP patients

levels of 1IgG to BP180 and IgG to BP230 in seraemeot significantly different from
those in blister fluids. In BP levels of IgG/BP18Ad 1gG/BP230 in sera correlated with

those in blister fluids. Examined relatives of péugps patients did not demonstrate

univocal IgG, IgG1, IgG4, C3 pemphigus depositeurer root sheath. In human DH the

level of IgA to eTG is unrelated with either sergoncentration of EDN/RNAse 2 or the

cutaneous eTG expression.Obtained results allawaw following conclusions:

It seems that inflammatory process in pemphigusBids different from the one
characterized in DH — significantly higher activiby neutrophil, judged by NE

releasing, is observed in DH.

It seems that autoantibodies anti-eTG/tTG/npG IgAH, anti-BP180/BP230 IgG
in BP,anti-DSG1/DSG3 IgG in pemphigus do not havdiract impact on the

activation of neutrophils toNE release.

DIF remains the definitive laboratory test for DHiaghosing, however
immunoenzymatic tests to detect anti-eTG, anti-taj-npG IgA may be used to
broaden knowledge about DH patients,essentialfoiddey on therapeutic strategy.

Ati-tTG ELISA seems to be the optimal serologiehnique for DH screening.

It seems that in DH patients anti-eTG IgA autoasdies do not have a direct

impact on eosinophils activation, judged by EDN/RI¢A release.

It seems, that in DH patients the level of IgA auitbodies to eTG is unrelated
with the eTG expression in the skin adjacent toDRS.

It seems that in BP patients,the activity of neptits, judged by NE release, is
coordinated with the activity of eosinophils, juddey MBP release.

Autoimmunity to BP180 and BP230 is not differentta level of peripheral blood
and skin, therefore, blister fluid can replace seras a non-invasive diagnostic
material in ELISA.

Asymptomatic relatives of pemphigus patients haathar IgG autoantibodies to
DSG1 and DSG3 than unequivocal pemphigus depasitee hair follicle, what
may suggest that follicular pathophysiology is impnot in pemphigus development
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(DIFh is, including 1gG4 deposits evaluation, maoealiable than biochemical
methods detecting circulating autoantibodies).
In this PhD thesis, possible most comprehensivévenditerature regarding issues

discussed in this study, was included.
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