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SaZetak - Imunofluorescencija je laboratorijska tehnika uvedena u dermatologiju Sezdesetih godina proslog veka i vec Cetiri decenije
se koristi u istraZivanju patofiziologije i dijagnostikovanju bolesti koze. prevashodno autoimunih buloznih dermatoza i bolesti veziv-
nog tkiva. U klini¢koj imunodermatologiji koriste se tri bazi¢na tipa imunofluorescentnih tchnika i to: dircktna imunofluorescencija.
indirektna imunofluorescencija i komplement-vezana imunofluorescencija. Pored pomenutih. bazic¢nih technika imunofluorescencije.
danas se sve ¢esée. sada veé rutinski. primenjuju dve modifikovane tehnike imunofluorescencije: dircktna imunofluorescencija i in-
direktna imunofluorescencija tehnike "raslojene - pocepane koze" (split-skin). Imunofluorescencija je laboratorijska tehnika od
neprocenjivog znacaja za dijagnostiku primarno autoimunih buloznih dermatoza. bolesti vezivnog tkiva i krvnih sudova, npr.
vaskulitisa. Za postavljanje dijagnoze i diferencijalne dijagnoze. naro¢ito subepidermalnih autoimunih buloznih dermatoza kod kojih
mogu da postoje klinicka. histopatolo$ka i imunopatoloska preklapanja DIF-SS i IIF-SS predstavljaju zlatne dijagnosticke standarde.
Ma koja od ovih tehnika da je primenjena. svi dobijenti rezultati moraju se uporediti sa klinickim i histopatoloskim nalazima.
Kljuéne reéi: Imunofluorescentni testovi: Dermatologija: Dijagnoza

Uvod

Imunofluorescencija (IF) je laboratorijska histo-
hemijska tehnika koja omogucava otkrivanje an-
titela vezanih za antigene u tkivu i cirkuliSuéih anti-
tela u telesnim te¢nostima. U kilini¢koj imunoder-
matologiji se koriste tri bazi¢na tipa IF tehnika i to:
direktna IF (DIF), indirektna IF (IIF) i komplement-
vezana lIF (K-IIF). Pored pomenutih, bazi¢nih IF
tehnika, danas se sve Ce$Ce, sada vec¢ rutinski, pri-
menjuju dve modifikovane IF tehnike, DIF i LIF te-
hike "raslojene - pocepane koze" (split-skin -
DIF-SS; IIF-SS).

Direktna imunofluorescencija (DIF) omogucéava
otkrivanje imunoglobulina i komponenti komple-
menta u uzorcima tkiva [1]. Reprezentativni uzorak
koZe na kome se izvodi DIF predstavlja perileziona,
klini¢ki neizmenjena koza. Ukoliko se kao uzorak
koristi leziona koza ili koza sa supklinickom infla-
macijom rezultati DIF testa mogu biti lazno nega-
tivni s obzirom da u ovakvim, nereprezentativnim
uzorcima dolazi do potpune destrukcije imunoreak-
tanata.

Indirektnom imunofluorescencijom (1IF) testira
se serum pacijenta radi otkrivanja cirkuliSucih an-
titeta na definisani antigen [2]. Kao supstrat za de-
tekciju cirkulisué¢ih antitela kod pacijenata sa
autoimunim buloznim dermatozama koriste se hu-
mana koza [2], ezofagus majmuna [3], usna ili ezo-
fagus zeca ili zamorca i epitelijum beSike pacova
[4]. Ezofagus majmuna predstavlja odli¢an supstrat
1 za detekciju drugih tkivno-specifi¢nih antitela kao
Sto su anti-endomizijalna, anti-glatko-miSi¢na, anfi-
mitohondrijalna i dr. Najé¢e$¢i nalaz kod pacijenata
sa bolestima vezivnog tkiva, predstavljaju antinuk-
leusna antitela (ANA) koja su usmerena protiv

multiplih antigena lokalizovanih u jedrima celija
mnogih tkiva. Za njihovo dokazivanje kao tkivni
supstrat se koriste misji ili pacovski bubreg i/ili
jetra kao i humana epitelijalna celijska linijja-HEp-2.

Komplement-vezana I1F (K-1IF) vrlo je osetljiva
tehnika kojom se dokazuju ¢ak i vrlo male kolicine
cirkuliduéih antitela koja imaju sposobnost veziva-
nja komplementa (IgG, IgM) a koja nije moguce do-
kazati rutinskom IIF tehnikom [5,6]. lzvor komple-
menta za K-IIF moze biti svez humani serum ili
serum zamorca koji su bogati komplement-fiksira-
juéim antitelima.

Direktna i indirektna imunofluorescentna split
skin tehnika (DIF-SS i IIF-SS) predstavljaju jed-
nostavne metode koje pored toga $to imaju dijag-
nosticki znacaj, primarno omogucuju diferencijaciju
autoimunih buloznih dermatoza sa subepidermalnim
rascepom (vidi dalji tekst), a posebno razlikovanje
bolesti iz grupe pemfigoida od akvirirane bulozne
epidermolize (lat. epidermolysis bullosa acquisita)
medu kojima postoje Cesta klinicka, histopatoloska i
imunopatoloka preklapanja. Inkubacija bioptiranih
uzoraka perilezione koze (supstrat za DIF-SS) i/ili
zdrave humane koze (supstrat za HF-SS) u 1.0M
NaCl rezultuje arteficijalnim raslojavanjem - cepan-
jem koze kroz laminu lucidu zone bazalne mem-
brane (ZBM) epidermisa i dovodi do odvajanja
epidermisa od dermisa [7.8]. DIF-SS tehnikom se
dokazuju antitela in vivo vezana za tkivne antigene
epitope koji su locirani na epidermalnoj ili dermal-
noj strani rascepa zavisno od autoimune bulozne
dermatoze ili bolesti vezivnog tkiva koja se ispituje.
IIF-SS tehnikom se dokazuju cirkuliSu¢a antitela
koja su usmerena prema razli¢itim komponentama
ZBM [9,10].
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Skradenice
IF - imunofluorescencija
DIF - direktna imunofluorescencija
IF - indirektna imunofluorescencija

DIF-SS - direktna imunofluorescentna sp/it skin tehnika

IIF-SS - indirektna imunofluorescentna split skin tehnika
ANA - anti antitela

K-IF - komplement-vezana indirektna imunofluorescencija
Ig - imunoglobulini

ZBM - zona bazalne membrane

ABD - autoimuna bulozna dermatoza

PV - pemphigus vulgaris

PVG - pemphigus vegenats

PE - pemphigus erythematosus

PF - pemphigus foliaceus

PPN - pemphigus paraneoplasticus

PiL. - pemfigus izazvan lekovima

[gAP - IgA pemphigus

ICS - intercelularna supstancija

LE - lupus erythematosus

PB - pemphigoid bullosus

BPAG - bulozni pemfigoid antigen

EBA - epidermolysis bullosa acquisita

PG - pemphigoid gestationis

PC - pemphigoid cicatricialis

NCI - amino-terminalni domen

LESB - lupus erythematosus systematicus bullosus
ARA - American Rheumatological Association
DHD - dermatitis herpetiformis Duhring

LABD - linearna IgA bulozna dermatoza

LEC - lupus erythematosus chronicus

LESC - lupus erythematosus subacutus cutaneus
LES - lupus erythematosus systemicus

IR - imunoreaktanti

LBT - lupus band test
Autoimune bulozne dermatoze

Autoimune bulozne dermatoze (ABD) se mogu
podeliti na intraepidermalne i subepidermalne ABD,
zavisno od mesta stvaranja bule u kozi (mesto ras-
cepa). Intraepidermalne ABD c¢ine bolesti grupe
pemfigusa, one nastaju kao rezultat imunoloSkog
odgovora usmerenog protiv adhezionih molekula u
epidermu [11]. Subepidermalne ABD nastaju kao
rezultat imunolo8kog odgovora koji je usmeren
prema antigenim epitopima u ZBM [12]. U ovu
grupu ABD se ubrajaju bulozni pemfigoid, gestaci-
jski pemfigoid, oziljni tj. cikatricijelni pemfigoid,
akvirirana bulozna epidermoliza, sistemski bulozni
eritemski lupus, dermatitis herpetiformis, tzv. Du-
hringova bolest i IgA linearna dermatoza.

Pemphigus grupa bolesti

Grupu pemfigusa Cine intraepidermalna auto-
imuna bulozna oboljenja pemphigus vulgaris (PV),
pemphigus vegetans (PVG), pemphigus erythemato-
sus (PE), pemphigus foliaceus (PF), pemphigus pa-
raneoplasticus (PPN), pemfigus izazvan lekovima
(PiL) i IgA pemphigus (IgAP). Target antigeni su
specifiéni dezmozomalni proteini - za PV dezmo-
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Slika 1. DIF: Pempfigus grupa bolesti - 1gG depoziti i intercelu-
larnim prostorima formiraju tipi¢nu retikularnu fluorescenciju
Fig. 1. DIF: Pempfigus group of diseases - 1gG deposits in in-
tercellular spaces formed typical reticular fliorescence

glein 3 (i dezmoglein 1), za PF dezmoglein 1 i za
[gAP dezmokolin 1. Antitela kod PV i PF su pato-
gena, usmerena su protiv intercelularne supstancije
(ICS), dovode do akantolize i stvaranja bule [13] di-
rektno interferirajuéi sa funkcijom dezmozoma [14].

Direktnim IF testom se otkrivaju depoziti 1gG u
intercelularnim prostorima perilezione koze i mu-
koza kod svih pacijenata sa aktivnim pemfigusom
(osim kod IgAP gde se otkrivaju IgA depoziti). Ti-
pi¢na retikularna fluorescencija intercelularnih
prostora (Slika 1) nastaje usled vezivanja antitela za
dezmozomalne proteine na povrsini keratinocita.
Kod nelecenih pemfigusa zajedno sa IgG, detektuju
se i C3 imunoreaktanti. Kod 30-50% pacijenata
mogu se dokazati i depoziti IgM ili IgA u intercelu-
larnim prostorima. Kod PE i PF koji imaju klinicka
i imunopatoloska preklapanja sa sistemskim eritem-
skim lupusom (lat. lupus erythematosus systemicus -
LES) DIF testom se pored tipi¢ne retikularne fluo-
rescencije otkrivaju i granulirani ili fibrilarni depo-
ziti IgG 1 C3 duz ZBM, koji su inace karakteristi¢ni
za lupus erythematosus (LE) lezije. Sli¢an nalaz
moze da se vidi i kod PPN. Nalaz DIF testa kod PiL
je heterogen, dve trecine pacijenata ima nalaz sli¢an
onom kod PF, jedna tre¢ina nalaz koji odgovara PV.
Kod malog broja pacijenata sa PiL,, DIF i IIF testovi
su negativni $to je verovatno posledica direktne, le-
kom indukovane akantolize bez u¢eSc¢a imunoloSkog
odgovora [15].

Indirektni IF test sluzi za detekciju 1gG anti-ICS
antitela koja postoje kod 90% pacijenata sa aktiv-
nim pemfigusom [16]. Kod oko 50% pacijenata sa
IgA pemfigusom detektuju se IgA anti-ICS antitela
[17]. Kod PE, PF i PPN osim IgG anti-ICS antitela,
detektuju se i 1gG anti-ZBM antitela. [IF ima znacaj
u potvrdivanju klini¢ke dijagnoze, pracenju evolu-
cije bolesti 1 proceni terapijskog odgovora, sa ko-
jima direktno 1 proporcionalno korelira. Kod opeko-
tina, nezeljenih reakcija koze izazvanih penicilinom,
koznih graftova i oziljnog pemfigoida, postoje




Med Pregl 2009; LXII (11-12): 539-546. Novi Sad: novembar-decembar. 541

cirkuliSu¢a pemfigusy slicna, antitela koja mogu
dati lazno-pozitivne rezultate I1F testa.

Pemphigoid bullosus

Bulozni pemfigoid (lat. pemphigoid bullosus-
PB) subepidermalna je ABD koju imunopatoloski
karakteriSe prisustvo cirkuliSucih i fiksiranih antite-
la usmerenih prema normalnim komponentama
7BM, tzv. antigenima buloznog pemfigoida
(BPAG). Target antigeni za koje se vezuju antitela
su @pecijalni proteini ZBM molekulske tezine 230
kD (BPAGI) 1 180 kD (BPAG2), a lokalizovani su
u hemidezmozomima i lamini lucidi. Atitela indu-
kuju stvaranje bule indirektno, aktiviranjem infla-
matornih procesa [18]. Za postavljanje dijagnoze
esencijalni su DIF 1 [IF testovi.

Direktnim IF testom u zdravoj i perilezionalnoj
klinicki neizmenjenoj kozi se detektuju tanki, line-
arni (kao "olovkom nacrtani"), talasasti (Slika 2),
tubularni ili retko granularni depoziti 1gG i C3 u
ZBM. Ponekad su IgG depoziti odsutni a C3 je jedi-
ni imunorekatant koji se vidi kod PB. U slucajevima
PB kada je IIF test negativan (25%) DIF test ima
najvecu dijagnosticku vrednost. DIF-SS tehnikom
detektuju se IgG depoziti koji su lokalizovani na
epidermalnoj strani rascepa (mesto na kome su lo-
kalizovani target antigeni BPAGI 1 BPAG2) ili
mnogo rede kombinovano na epidermalnoj i der-
malnoj strani rascepa [10].

Slika 2. Pemphigoid bullosus - DIF: tanki. lincarni ("olovkom
nacrtani"), talasasti tubularni ili retko granularni depoziti IgG i
C3uZBMPB

Flg. 2. Pemphigoid bullosus - DIF: thin linear ("pencil like"
IgG and C3 deposits along the BMZ

Indirektnim IF testom (Slika 3) dokazuju se cir-
kulisu¢a IgG anti-ZBM antitela kod 75% pacijenata.
Indirektni IF test kod PB ima dijagnosti¢ku, ali ne i
prognosti¢ku, vrednost zato Sto titar antitela ne ko-
relira sa aktivnoséu bolesti. [1F-SS tehnikom doka-
zuju se antitela koja se vezuju za epidermalnu stra-
nu rascepa ili retko obostrano. U sluc¢ajevima PB
kada postoje znacajna klinicka, histopatoloska i
imunopatoloska preklapanja sa EBA kod pacijenata

Slika 3. Pemphigoid bullosus: IF se dokazuju cirkulituéa IeG
anti-ZBM antitcla

Fig. 3. Bullous pemphigoid. 11F test detect circulating [¢G anii-
BAMZ antibodies

kod kojih nije moguce detektovati IgG anti-ZBM
antitela (25%), DIF-SS predstavlja zlatni standard
(8].

Pemphigoid gestationis

Gcstaulskl pemfigoid (lat. pemphigoid gestati-
onis - PG: s. herpes gestationis) predstavlja retku
5ubcp1dermalnu ABD koja se javlja iskljucivo u
trudnoci a koja je po svojim bioloskim i imunoge-
netskim svojstvima u tesnoj vezi sa buloznim pem-
figoidom. Target antigen je BPAG2. CirkuliSuca an-
titela se nazivaju "PG" (lat. pemphigoid gestationis)
[19] ili "HG" (lat. herpes gestationis) faktorom
{20]. pripadaju IgG1 supklasi [19].

Direktni IF test predstavlja esencijalni dijagnos-
ticki parametar za PG, otkriva prisustvo linearnih
C3 (100%) 1 1gG (25-30%) depozita u ZBM [21].
DIF-SS testom u uzorcma perilezione koze paci-
jentkinja imunoreaktanti 1gG 1 C3 se detektuju na
epidermalnom polu rascepa.

Indirektni IF test je negativan kod vecine (90%)
obolelih trudnica [22]. Nasuprot tome, primenom
I11F-SS tehnike cirkulisuéa [gG1 anti-ZBM antitela
mogu biti detektovana kod prel\o 90% pacijentkinja.
Nalazi 1IF-SS u potpunosti koreliraju sa nalazima
DIF-SS.

Primenom komplement-vezane IIF koja je vrlo
senzitivna metoda moguce je dokazati IgGl anti-
ZBM antitela kod gotovo 100% trudnica sa PG [19,
20].

Pemphigoid cicatricialis

Oziljni (cikatricijelni) pemfigoid (lat. pemphi-
goid cicatricialis - PC) jeste hronitna oziljna,
subepider malna ABD koja primarno zahvata sluzok-
oze a u manjem obimu i kozu. Imunopatoloski PC
karakteriSe prisustvo 1gG anti-ZBM antitela koja su
usmerena prema tamet antigenima, BPAG1 koji Je
lokalizovan u hemidezmozomima i lamini lucidi.
laminina 5 koji je lokalizovan u hemldeano-
zomima, lamini lucidi i lamini densi. Tip PC kod
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Slika 4. Pemphigoid cicatricialis - DIF-SS: 1gG i C3 Koji su lo-
kalizovani obostrano. na epidermalnom i dermalnom polu
rascepa

Fig. 4. Cicatricial pemphigoid - DIF-SS: 1gG and C3 are local-
ized on epidermal and dermal side of the split

koga su cirkulisuca IgG anti-ZBM antitela usmerena
prema lamininu 5 naziva se anti-epiligrin PC [22].

Direktnim IF testom se dokazuju linearni depo-
ziti IgG i C3 duz ZBM. Depoziti IgG 1 C3 su Cesto
udruzeni sa slabije fluoresciraju¢im depozitima IgA
i IgM. Direktnom IF-SS tehnikom se na uzorcima
perilezionalne mukoze ili koze pacijenta detektuju
IgG i C3 koji su lokalizovani obostrano, na epider-
malnom i dermalnom polu rascepa (Slika 4).

Indirektnim IF testom moguce je detektovati
cirkulidu¢a 1gG anti-ZBM antitela samo kod 10-
25% pacijenata [23]. Indirektnom IF-SS tehnikom
se detektuju IgG anti-ZBM antitela koja se vezuju
istovremeno za antigene na epidermalnoj (BPAGI) i
dermalnoj (laminin 5) strani rascepa.

Epidermolysis bullosa acquisita

Akvirirana bulozna epidermoliza (lat. epidernio-
lysis bullosa acquisita) predstavlja hroni¢nu, oziljnu
mehano-buloznu subepidermalnu autoimunu der-
matozu koju karakteriSe stvaranje bula na kozi 1 slu-
zokozama posle delovanja mehanicke traume.
Target antigen je amino-terminalni domen (NCI)
kolagena tip VII koji je lokalizovan u lamini denzi
ZBM.

Direktnim IF testom se otkrivaju kontinuirani,
homogeni, $iroki, intenzivno fluorescirajuci, linea-
i depoziti, pre svega IgG i C3 sa istovremenim
nalazom IgA (75%) 1 IgM (50%) duz ZBM [24].
Primenom DIF-SS kod EBA otkrivaju se IgG depoz-
iti lokalizovani na dermalnoj strani rascepa [7]. Me-
sto vezivanja imunoreaktanata odgovara lokalizaciji
target antigena kolagena tip VII koji je lokalizovan
u lamini denzi i sublamini denzi.

Indirektnim IF imunofluorescentnim testom do-
kazuju se cirkulisuéa 1gG anti-ZBM antitela kod
50% pacijenata [24]. Primenom IIF-SS testa detek-
tuju se cirkulisuca IgG anti-ZBM antitela vezana za
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antigene na dermalnoj strani rascepa (lamini denzi i
sub-lamini denzi).

U slucajevima EBA kod kojth su IIF i IF-SS tes-
tovi negativani (50% pacijenata ncmaju cirkulisuca
IgG anti-ZBM antitela) DIF. a prevashodno DIF-SS
testovi imaju najveéu dijagnosticku vrednost [8].

Lupus ervthematosus systemicus bullosus

Sistemski bulozni eritemski lupus (lat. lupus
erythematosus systemicus bullosus - LESB pred-
stavija neoziljnu, subepidermalnu ABD koja ispu-
njava ARA (American Rheumatological Associa-
cion) kriterijume za dijagnozu sistemskog eritem-
skog lupusa.

Direkinim IF testom u perilezionalnoj kozi se
mogu detektovati 1gG, IgM. IgA 1 C3 depoziti duz
ZBM. Morfoloski, depoziti mogu biti identicni sa
onima koji se vidaju kod EBA [25] ili su slicni
onima koji se nalaze kod nebuloznih formi sistem-
skog eritemskog lupusa.

Indirektni IF test je obi¢no negativan, titar an-
titela je nizak. IIF-SS testom se otkrivaju cirkuliSuca
lgG anti-ZBM antitela su usmerena prema target an-
tigenima koji su lokalizovani u lamini denzi koja su
lokalizovana na dermalnoj strani rascepa (amino-
terminalni domen kolagena tip VII) [12].

Dermatitis herpetiformis (Morbus Duhring)

Dermatitis herpetiformis, tzv. Duhringova bolest
(lat. dermatitis herpetiformis - Duhring - DHD)
predstavlja pruriticnu, vezikulo-buloznu subeprider-
malnu ABD koja je udruzena sa simptomatskom ili
asimptomatskom gluten-senzitivhom enteropatijom.
NajznaCajniji imunopatoloski kriterijum za dijag-
nozu DHD je prisustvo granuliranih IgA depozita u
vrhovima dermalnih papila (Slika 5) ili duz ZBM u
intaktnoj kozi [1] koji se dokazuju DIF testom kod
100% pacijenata [260]. Kod 50% pacijenata istovre-
meno sa IgA mogu da se nadu i C3 depoziti. Pri-

Slika 5. Dermatitis herpetiformis Duhring - DIF: granulirani
[eA depozita u vrhovima dermalnih papila

Fig. 5. Dermatitis herpetiformis Duhring - DI wranular 1e. |
depostuts at the tips of dermal papilae
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sustvo multiplih imunoreaktanata (IgG /ili IgM ili
oba, zajedno sa IgA depozitima) redi je, ali moguc
nalaz.

Indirektnim IF testom nije moguce otkriti cirku-
lisuéa anti-ZBM antitela. ali je moguce detektovati
druga. brojna antitela protiv antigena koji ne pri-
padaju kozi, a koja su visoko specifi¢na za DHD.
Kod 80% pacijenata postoje cirkuliuca IgA anti-
endomizijalna antitela (usmerena prema tkivnim
transglutaminazama endomizijuma) koja pored toga
§to su visoko specifi¢na za DHD sugeriSu i na pos-
tojanje udruzene gluten-senzitivne enteropatije.
[27]. U serumu obolelih postoje i manje specificna
antitela kao §to su IgA anti-gliadinska 1 IgA anti-
retikulinska antitela.

Linearna IgA bulozna dermatoza

Linearna IgA bulozna dermatoza (LABD) je
subepidermalna ABD koju karakteriSe prisustvo
linearnih. homogenih IgA depozita duz ZBM. De-
poziti se dokazuju DIF testom u perilezionalnoj
klini¢ki neizmenjenoj kozi. Istovremeno, ali mnogo
rede, sa IgA depozitima, duz ZBM mogu da se do-
kazu C3 depoziti koji fluoresciraju slabijim in-
tenzitetom. a kod 20%-30% pacijenata i IgM i/ili
IgG depoziti. Indirektnim IF testom se detektuju
cirkuli$uca IgA anti-ZBM antitela kod 20% odraslih
osoba i kod 72% dece obolele od LABD.

Sistemske bolesti vezivnog tkiva

Direktni IF test je veoma koristan u dijagnostici
sistemskih bolesti vezivnog tkiva, posebno eritem-
skog lupusa (lat. lupus erythematosus - LE), Kao i u
diferenciranju od drugih oboljenja sa slicnom khi-
ni¢kom i histolokim slikom. S obzirom da postoje i
lazno pozitivni i lazno negativni nalazi, nalaz DIk
testa se mora interpretirati u kontekstu klinicke i
histoloske slike, kao i ostalih (seroloskih) testova
[28].

Lupus erythematosus

Karakteristi¢an nalaz DIF-a. kod svih oblika,
predstavlja prisustvo imunoglobulina i komplemen-
ta duz ZBM u lezijama koze, sa razli¢itom ucesta-
lod¢u, i to kod: hroni¢nog, tj. kutanog eritemskog
lupusa (lat. fupus ervthematosus chronicus - LEC) u
30-94% [29], subakutnog kutanog eritemskog lu-
pusa (lat. lupus erythematosus subacutus cutaneus -
LESC) u 54-100%; i sistemskog eritemskog lupusa
(lat. lupus erythematosus systemicus - LES) u 50-
100% slucajeva [28]. Predominantni imunoreaktanti
(IR) su IgM i IgG, a potom i C3 i IgA [29,30]. Mor-
fologki izgled depozita IR duz ZBM je razli¢it i
opisuje se kao: linearan. granularan, mrljast (homo-
gen). Depoziti mogu biti tanki, debeli, kontinuirani i
diskontinuirani [29,30]. U lezijama pacijenata sa
LESC se takode nalaze depoziti IR u ZBM, sli¢no
onima kod LEC, ali i granularni/prasinasti depoziti
IR u jedru i citoplazmi bazalnih keratinocita. Ovaj
tip fluorescencije se javlja u vezi sa prisustvom anti-
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Slika 6. Lupus ervthematosus svstemicus - lupus band test: de-
beli. kontinuirani. granularni depoziti 1gG i [gM duz ZBM

Fig. 6. Lupus ervthematosus systemicus - lupus band test:
thick, granular, homogenous IgG and [gM deposits along ZBM

Ra:SS-A i anti-La/SS-B antitela [31]. Medutim.
ovakav nalaz se, retko, moze videti i kod drugih
oboljenja, kao $to su dermatomiozitis, vaskulitis,
reumatoidni artritis, kutana porfirija tarda (lat. por-
phyria cutanea tarda). rozacea, lihen planus (lat. /i-
chen planus) [28]. Pored navedenih. u kutanim
lezijama se kod LES mogu naci i IR u zidovima su-
perficijalnih krvnih sudova, sli¢no vaskulitisu, kao i
fluorescencija u jedrima keratinocita. Kao nespeci-
fican nalaz kod svih oblika LE mogu se detektovati i
koloidna (Civatteova) telasca koja vezuju imuno-
globuline [28].

Detekeija IR duz ZBM u ise¢cima zdrave koze
fotoprotektovanih i fotoeksponiranih regiona ozna-
cava se kao pozitivan lupus band test (LBT) (Slika
6). Kod LES je LBT sa fotoprotektovane zdrave
koze pozitivan kod 26-92% pacijenata, a sa zdrave
fotoeksponirane koze kod 50-90% pacijenata. Kada
se u LBT nadu samo depoziti IgM specificnost testa
za dijagnozu SLE je 97%. a kada se detektuju de-
poziti IgG, sami ili udruzeni sa IgM depozitima, di-
Jagnosticka specificnost LBT raste do 99%. Pozi-
tivan LBT kod LES korelira sa aktivno$¢u bolesti i
oste¢enjem bubrega [32]. LBT je kod LEC i LESC.
po pravilu negativan.

Indircktnim IF testovima kod pacijenata sa LES
se otkriva visoka incidencija anti-nukleusnih an-
titela (ANA).

Dermatomyositis

Pozitivan DIF test (u smislu prisustva IR u ZBM
sa lezije) kod dermatomiozitisa (lat. dermatontyosi-
lis) vida se daleko rede nego kod LE. Intenzitet
fluorescencije je slabiji nego kod LE [28]. Takode.
vidaju se i Koloidna telasca. dok je LBT po pravilu
negativan.

Sclerodermia -
DIF test ima malo znadaja za dijagnozu, diferen-
cijalnu dijagnozu i evaluaciju sklerodermije (lat.
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" sclerodermia). Kod sistemske skleroze se u kutanim
lezijama retko nalaze depoziti IR u ZBM [33],

remda neki radovi ukazuju na veéu ucestalost ovog
nalaza [34]. Pacijenti sa pozitivnim nalazom vero-
vatno imaju sindrom preklapanja sa LES ili derma-
tomiozitisom [33]. LBT je po pravilu negativan.
DIF test je kod cikrumskriptne skleroze (lat. mor-
phea) obi¢no negativan i nema znacaja za dijagnozu
[28].

MeSovita bolest vezivnog tkiva

MeSovitu bolest vezivnog tkiva odlikuju zajed-
ni¢ke klinicke karakteristike SLE i sistemske sklero-
ze 1 prustvo visokog titra Ul ribonukleoprotein
(U1/RNP) antitela. DIF testom se u klinicki neiz-
menjenoj koZi registruje speckled (tatkasta) fluores-
cencija u jedru keratinocita, posle aplikacije [gG
koja najc¢es¢e odgovara prisustvu U1/RNP antitela
[35]. Ovaj nalaz je specifi¢an ali nema apsolutnu di-
jagnostiku vrednost. U nekim sluéajevima (15%)
moze se registrovati i prisustvo imunoreaktanata u
zoni bazalne membrane [36].

Vasculitis

DIF test se koristi za dijagnozu leukocitoklazij-
skog vaskulitisa, kod koga se mogu naéi depoziti
C3, IgM, a rede i IgA i IgG u zidovima krvnih su-
dova (uglavnom superficijalnih), ali i u lumenima,
kao i1 u ekstravaskularnom prostoru [37]. Kod pur-
pure Hennoch-Schoenlein nalazi se isti oblik fluo-
rescencije, ali je dominantan reaktant IgA, kako u
kozi, tako i u bubrezima [37]. Da b1 se dobio
adekvatan nalaz, neophodno je bioptirati §to sveziju
leziju, jer je procenat pozitivnih nalaza kod lezija
starijih od 24 sata izuzetno nizak. Pored nalaza IR u
krvnim sudovima, kod vaskulitisa se retko mogu
naéi i IR u ZBM [38].

Lichen ruber planus

Karakteristi¢na klini¢ka slika i specifican histo-
patoloc¢ki nalaz su obi¢no dovoljni za dijagnozu li-
hen ruber planusa (lat. lichen ruber planus - L.RP).
lako se DIF rutinski ne Koristi u dijagnostici, u
slucajevima kada klinicka slika i histopatoloski
nalaz nisu Kkarakteristicni za LRP. kada postoje
klinicka i histopatoloska preklapanja sa LE ili kada
je neophodno diferencirati lihen mukoza od cikatri-
cijelnog pemfigoida. DIF test moze biti od koristi.
DIF test je pozitivan kod najveceg broja pacijenata
sa LRP, karakteriSu ga fluorescencija koloidnih
(Civatteovih) telasaca 1 ZBM za koje se vezuju de-
poziti IgM i fibrinogena. Koloidna telasca su
grupisana i prisutna u velikom broju. Depoziti duz
ZBM imaju granularni izgled.

Erythema multiforme

Direktnim IF testom se otkrivaju depoziti imuno-
globulina, najéesée 1gM u superficijalnim krvnim
sudovima u dermu i koloidna telasca. Ovakav nalaz
DIF-a ima znacaja u diferenciranju buloznih formi
multiformnog eritema (lat. ervthema multiforme
bullosus) prema drugim autoimunim bolestima.

Zakljucak

[munofluorescencija je laboratorijska tehnika od
neprocenjivog znacaja za dijagnostiku primarno
autoimunih buloznih dermatoza, bolesti vezivnog
tkiva i vaskulitisa. Za dijagnozu, a posebno za dife-
renciranje subepidermalnih autoimunih buloznih
dermatoza kod kojih mogu da postoje klinicka,
histopatoloska i imunopatoloska preklapanja, split-
skin tehnika 1 tehnika "raslojene-pocepane koze"
predstavljaju zlatne dijagnosticke standarde. Neza-
visno od vrste prime-njene IF tehnike, svi dobijenti
rezultati moraju se uporediti i procenjivati zajedno
sa klinickim i histopatoloskim nalazom.
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Summary

Introduction

Immunofluorescence (IF) is a laboratory technique introduced
to dermatology in 1960s for the purposes of investigating the
patophysiology and establishing the diagnosis of skin diseases,
particularly autoimmune bullous diseases and connective tis-
sues diseases. There are three basic tvpes of [F techniques: the
direct IF (DIF), which is used for the detection of antibodies
and complement components fixed in the tissue, the indirect I
(lIF), which is used for the detection of circulating antibodies
in patients’ serum, and complement-fixed IIF (K-1IF), which is
more sensitive in the detection of complement-binding circulat-
ing antibodies.

Autoimmune bullous diseases

Autoimmune bullous diseases (ABD) can be divided into two
groups, depending on the site of blister formation: intraepider-
mal and subepidermal ABD. The detection of antibodies
against the adhesion molecules by DIF techique in both groups
of ABD has almost 100% diagnostic accuracy. The titer of

circulating antibodies detected and measured by IIF correlates
with the activity of pemphigus, but not with the pemphigoid.
There are also two modified Il techniques routinely used,
split-skin DIF and IIF, both are most employed in difjerentiai-
ing of subepidermal ABD, since they share many clinical. histo-
pathological and immunopathological features.

Connective tissue diseases

DIF test is most useful in diagnosing the connective tissue dis-
eases (CTD), especially lupus ervthemaiosus. Since there are
false positive and negative results, DIF findings should be cor-
related with clinical histological and serological features.
Vasculitis

DIF test is used for detection of different immunoreactansts in
leukocytoclastic vasculitis and Henoch-Schoenlein purpura.
Lichen planus, erythema multiforme

The characteristic pattern of fluorescence in DIF test can be
Jfound in most patients with these diseases.
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