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PRIMA IMUNOFLUORESCENCE V DERMATOLOGII A DERMA
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Princip primé
imunofluorescence

Pfima imunofluorescence je zalozena na
detekci pfitomnosti navdzanych protilatek
tridy 19G, IgM a IgA, C3 slozky komplemen-
tu a fibrinogenu ve vysetfované tkani. Tim
se lisi od imunofluorescence nepiimé, jenz
prokazuje pfitomnost specifickych protilatek
cirkulujicich v séru. Vyse jmenované reaktanty
jsou ve tkani oznaceny ptidanim specifickych
protilatek, které jsou sou¢asné konjugovany
s fluorescen¢nim barvivem (tzv. fluorofor ¢i
fluorochrom). Nejcastéji uzivanym fluorofo-
rem je FITC (fluorescein-izothiokyanat), tkan
je dobarvena Evansovou modfi.

K vysetieni pfimou imunofluorescenci je
nutnosti fluorescen¢ni mikroskop, na rozdil od
svételného mikroskopu emitujici ultrafialové
zéfeni, tedy paprsky kratsich vinovych délek
a vyssich energii nezli paprsky viditeIného
svétla. Pfi dopadu tohoto zéreni na valen¢ni
elektrony atom fluoroforu dochazi k ab-
sorpci energie a k excitaci téchto elektront
na vyssi energetickou hladinu. Na této hladiné
jsou vsak nestabilni a pfi jejich navraceni na
plvodni troven emituji zafeni ve formé foto-
nu o nizsi energii a delsi vinové délce v pasmu
viditeIného svétla. Toto zafeni je detekovano
pozorovatelem. Energeticky a vinovy rozdil
mezi excita¢nim a emisnim zéfenim je ozna-
¢ovan jako Stokestv posun.

Fluorescen¢ni mikroskopy jsou v dnes-
ni dobé vybaveny zdrojem zafeni typu LED
(light-emitting diode). Zareni prochazi ex-
citacnim filtrem, ktery je propustny pouze
pro paprsky vhodné pro dany fluorofor. Po
interakci se vzorkem prochézi paprsek emis-
nim filtrem, propoustéjici jen pozadovanou
vinovou délku. Tato frakce zéreni je viditelna
pro pozorovatele, patrna v cerném poli (6).

Preparéty vytvorené pro fluorescencni vy-
Setfeni nejsou permanentni, jejich zivotnost je
limitovana vyblednutim barviva (tzv. bleaching).
Pofizovana proto byva fotodokumentace.

Indikace primé
imunofluorescence
a odbér materialu

Pfima imunofluorescence ma svilij vyznam
zejména v diagnostice autoimunitnich bu-
16znich dermatéz. Vedle toho se uplatiuje
v diagnostice vaskulitid, lupus erythematosus,
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porphyria cutanea tarda, lichen planus nebo
chronické ulcerativni stomatitidy. Vysetieni
muze byt podrobena kromé klize téz sliznice
dutiny Ustni ¢i spojivkovy epitel.

V zavislosti na klinické diagnéze se odli-
Suje doporucena lokalita odbéru tkané a jeji
optimalni nacasovani. U autoimunitnich bu-
l6znich dermatéz je odebirana perilézionalni
tkéan ve vzdalenosti do 1 cm od okraje ¢erstvé
buldzni [éze. V optimalnim pfipadé by staFi
léze nemélo presahnout 24 hod. Léze star-
Siho data je spjata s rizikem proteolytického
Stépeni antigen( a falesné negativnim vysled-
kem (7). Pfi suspekci na nebulézni pemfigoid
¢i prebuldzni fazi bulézniho pemfigoidu je
odebiran vzorek z pruritické urtikaridlni [éze.

Kozni vaskulitidy prodélavaji pomérné
rychly vyvoj s ménicim se histopatologickym
a fluorescen¢nim obrazem. Bioptovana by
méla byt ¢erstva, neulcerovana léze. V pfipadé
lupus erythematosus ma nejvyssi pfinos vy-
Setfeni plné rozvinutého projevu, u chronické
formy trvajici i nékolik tydnd.

Transportnim médiem pro tkan urce-
nou k vysetieni piimou imunofluorescenci
muze byt fyziologicky roztok ¢i tekuty du-
sik, vzorek viak musi byt zpracovan do 24
az 48 hod. Fyziologicky roztok s sebou nese
vyhodu snizeni nespecifické a zesileni spe-
cifické fluorescence (7). Dal$i moznosti je
pfimo k tomuto ucelu vytvorfené transportni
médium — Michelovo médium (syn. Zeus me-
dium). Vzorek si zachovava imunoreaktivitu
i po nékolika dnech ulozeni v tomto médiu.
Jeho slozeni udava tabulka 1.

Vytéznost vysetieni pfimou imunofluores-
cenci mGze byt modifikovana predchozi imu-
nosupresivni [é¢bou, a to v zavislosti na jejim
druhu, trvani a davce. Vzhledem k pomérné
dlouhému poloc¢asu navazanych imunodepozit
je v8ak mozno ocekavat pfinos tohoto vysetieni
i pfi odbéru po zapocetiimunosupresivni lécby.

Interpretace vysledki vysetreni
pfimou imunofluorescenci

Kazda skupina onemocnéni vykazuje svij
charakteristicky imunofluorescen¢ni vzor, kte-
ry odpovida lokalizaci navazanych imuno-
depozit, v¢etné autoprotilatek namifenych
proti konkrétnimu antigenu. NiZe je uvedena
zékladni charakteristika jednotlivych imuno-
fluorescencnich vzord.
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Tab. 1. SloZeni Michelova transportniho média

55 g siranu amonného

2,5 ml 1molarniho citronanu draselného

5 ml 0,imolarniho siranu hore¢natého

5 ml 0,imolarniho N-ethylmaleimidu

87,5 ml destilované vody

na dopufrovani Tmolarni KOH na cilové pH 7,0-7,2

Autoimunitni bulézni dermatozy
U autoimunitnich buléznich dermatdéz ze
skupiny pemfigu, histopatologicky s piitom-
nostiintraepidermalni akantolyzy, je imunofluo-
rescen¢né prokazovana interceluldrni pozitivita
povrchové epidermis a pfipadné epitelu koznich
adnex. Navazané protilatky jsou namifené proti
slozkam desmosomd, predevsim proti desmo-
gleinlm 1 a 3, desmocollinlim a proteiniim ze
skupiny plakint (napf. desmoplakin, envoplakin
Ci periplakin). Ve vétsiné pripadt jsou detekova-
ny reaktanty C3 a IgG (8). Pfitomnost protilatky
tridy IgA, v korelaci s histopatologickym obra-
zem, mUze svédcit pro vzacny IgA pemfigus.
Desmoglein 1 je exprimovan zejména
v horni ¢asti epidermis a dlazdicového sliz-
ni¢niho epitelu, v epidermis je viak jeho ex-
prese silnéjsi. Oproti tomu, desmoglein 3 je
exprimovan predevsim v dolni ¢asti epidermis
a dlazdicového slizni¢niho epitelu, jeho expre-
se je vsak silngjsi ve slizni¢nim epitelu. S timto
faktem souvisi odlisna klinickd manifestace
a imunofluorescenéni nalez u pemphigus vul-
garis a pemphigus foliaceus (8). U pemphigus
vulgaris jsou pfitomny autoprotildtky zejména
proti desmogleinu 3. Buly jsou u tohoto typu
pemfigu lokalizovany suprabazalné, postize-
ni dutiny Ustni je vyraznéjsi a imunofluores-
cencné je prokazovana pozitivita zejména
v dolni ¢asti epidermis ¢i slizni¢niho epitelu
(Obr. 1). U pemphigus foliaceus jsou tvoreny
autoprotildtky predevsim proti desmogleinu 1.
Vytvorené buly jsou superficialni (vétSinou
subkornealni), postizeni dutiny Ustni je méné
Casté a imunofluorescencné je patrnd pozitivita
zejména horni ¢asti epidermis. Pemphigus ve-
getans ma identicky imunofluorescencni obraz
jako pemphigus vulgaris, senzitivita vysetieni
je vsak v tomto pfipadé ponékud nizsi (6).
Bulézni dermatdzy s tvorbou subepider-
malnich bul vykazuji pfitomnost autoprotild-
tek proti slozkdm hemidesmosom (plakiny
BP180 a BP230, integrin a64) ¢i slozkdm ba-
zalni membrany od uUrovné lamina lucida po

sublamina densa (napf. laminin 332, laminin
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