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Salt-split skin technika alkalmazasa bullosus pemphigoidban

Application of salt-split technique in bullous pemphigoid
DOBRANSZKY IREN DR., HUNYADI JANOS DR.

OSSZEFOGLALAS

A szerzok salt-split skin technika alkalma-
zdsdrol szdmolnak be hdarom bullosus pemphi-
goidos beteg kapcsdn. Direkt és indirekt salt-
split skin modszerrel mindhdrom esetben a
dermoepidermdlis hasadék epidermdlis széle
mentén ldattak linedris fluoreszcencidr. Ezen
technika segitséger nyijt a dermoepidermdlis
Junkcio teriiletére lokalizalédo bullézus bor-
betegségek elkiilonitésében.
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SUMMARY

Salt-split skin technique was used in three
patients suffering from bullous pemphigoid.
Linear fluorescence positivity was observed
along the epidermal side of the dermo-epi-
dermal cleavage. This method is a useful,
simple technigue to differentiate autoimmune
bullous skin diseases localized in the dermo-
epidermal junction.
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A bullézus borbetegségek szamos tagjandl
a patolégiai torténés a dermoepidermadlis
junkcid teriiletére esik. Ezen betegségesopor-
tot, ahové a klasszikus bullosus pemphigoid
(BP), a pemphigoid kiilénbézé formadi, a he-
gesedd pemphigoid (CP), a herpes gestatio-
nis (HG), a linearis IgA bullosus dermatosis,
a gyermekkori chronicus bullosus dermato-
sis, az epidermolysis bullosa aquisita (EBA),
abullosus LE (BLE), a linearis IgM dermato-
sis és tdgabb értelemben a lichen planus
pemphigoides és a porphyria cutanea tarda is
tartozik, szovettanilag szubepidermalis ho-
lyagképz6dés és a papilldris dermiszben ész-
lelhetd kiilonb6z6 mértékd gyulladdsos in-
filtratum jellemez (4, 6). Az autoantitest kép-
zéssel jaré bullézus dermatézisokban immun-
hisztokémiai vizsgalattal immunglobulinokbol
¢sfvagy komplementbdl dllé linedris depozi-
tumok mutathaték ki a dermoepidermalis ha-
tdr teriiletén (4). A klinikai kép sokszor segit
a korrekt diagndzis feldllitasdban, de eléfor-
dul, hogy a klinikai megjelenés, a szovettani
¢€s immunfluoreszcencids (IF) vizsgalat oly-
annyira hasonld, hogy rutin IF vizsgdlattal
nem sikeriil a pontos azonosits. Ez a nehéz-
ség elsdsorban a BP és EBA vonatkozasdban

okoz problémit (3, 4). Ilyen esetben a diag-
nozis feldllitdsahoz specidlis vizsgalat végzé-
se sziikséges, mint példdul az dgynevezett
antigén-mapping eljaras (4, 7), immunoblot
vagy immunprecipitdciés médszer (4, 6), im-
munelektronmikroszkdpos és salt-split skin
technika (4, 7). Direkt salt-split skin mad-
szern€l a holyagos beteg 1M-os NaCl oldattal
hasitott periléziondlis b&rmintdjat reagaltat-
juk fluoreszcein izotiociandttal (FITC) jelzett
antihumén immunglobulinnal vagy comple-
menttel. Indirekt salt-split skin modszernél
egészséges egyénbdl szdrmazd, 1 M-os NaCl
oldattal hasitott bormintdkhoz adjuk a hélya-
gos beteg keringd antitesteket tartalmazo
szérumdnak higitdsi sordt. A mddszer azon a
megfigyelésen alapszik, mely szerint az
IM-0s NaCl oldatban inkubalt bér a bazal-
membrinban a lamina lucida mentén epider-
madlis és dermdlis részre hasad. Ez lehetévé
teszi a bazalmembran ellenes ellenanyagok
kot6dési helyének a lamina lucidahoz viszo-
nyitott meghatdrozasdt. Jelen kézleményben
harom bullosus pemphigoidos eset ismerteté-
sével a direkt és indirekt salt-split skin tech-
nika hasznalhatdsdgat tAmasztjuk ald.
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Anyag és modszer

Indirekt salt-split skin médszemé] plasztikai mi-
téten Atesett egészséges egyénbdl vett bormintit, di-
rekt salt-split skin modszernél a hélyagos beteg peri-
léziondlis bérmintdjéit 1 M-os NaCl oldatban +4°C-on
3648 6raig inkubaltuk, melynek eredményeként az
epidermisz €s a dermisz kozott hasadék keletkezett.
Az inkubidlds ideje a vizsgalt bor vastagsagatol és a
kimetszés helyét6l fiiggott. Az IM-os NaCl-ban vég-
zett inkubdlést kovette a fiziologids NaCl oldattal és
a desztilldlt vizzel torténd dtmosds, majd —70°C-ra
torténd fagyasztds. A prepardtumokbdl 5 m vastag-
sdgu kriosztit metszeteket készitettiink, melyeket 10
percig acetonnal fixaltunk, majd pH 7.4-cs PBS ol-
datban inkubdltuk 10 percig. Indirekt salt-split skin
modszemél a beteg szérumdnak higitasi sordval 30
perces inkubdlds tSrtént, majd ezt kévetéen FITC-cel
jelzett antihumén IgG-vel vagy Cz-mal kezeltiik a
metszeteket, melyek mosds utdni lefedése PBS-gli-
cerin 1:1 ardnyti keverékével tortént. Direkt salt-split
skin médszemél 1:8-as higitdsd antihuman IgG-vel
vagy Cs-mal tortént a metszetek kezelése. A prepa-
ratumokat Carl Zeiss immunfluoreszcencids mik-
roszkdppal vizsgaltuk.

Esetismertetés

1. eset
H. A. 71 éves férfibeteg csalddi anamnézise ne-
gativ. Egyéni anamnézisébdl 5 éve meglévd hiper-

tenzigja emelhetd ki. Bérbetegsége 1992 mdrcius-
ban kezdddatt. El6szor a végtagokon, majd a tor-
zson is gyulladt alapon hélyagesdk, hélyagok ke-
letkeztek. A tiinetek felvetették az autoimmun hg-
lyagos borbetegség lehetdségét. Az elvégzett sz6-
vettani és immunfluoreszcencids  vizsgélat
bullosus pemphigoidot igazolt. Kortikoszteroid,
Azathioprin kombindlt kezelésre tiinetmentese-
dett, 1992 novemberben és 1993 marciusban ki-
sebb kiterjedésben, majd 1994 novemberben ge-
neralizdltan recidivéltak bortiinetei.

Felvételi dllapota: végtagokon, térzson hiperé-
mids alapon szdmos, csoportos, feszes fald, len-
csényi, borsényi, babnyi hélyagesa, hélyag, illet-
ve helyenként eréziok.

zovettani vizsgdlat: Szubepidermalis hasadék-
képzbdés, a papilldris dermiszben gyulladdsos sej-
tes infiltrdcidval, szdmos eozinofil sejttel. A DIF
vizsgdlat antihumdan I[gG-vel és C3-mal szubepi-
dermilis linedris pozitivitdst mutatott, ITF vizsg4-
lattal 1:128-as ftiterig lattunk a bazdlmembrin
mentén linedris pozitivitdst (1., 2. dbra). Direkt
salt-split skin médszerrel a dermoepidermalis ha-
sadék epidermdlis széle mentén lattunk FITC-cel
jelzett antihumén immunglobulinnal és C3-mal li-
nedris pozitivitdst. Indirekt salt-split skin techni-
kdval is a hasadék epidermalis széle mentén ész-
leltiik antihuman IgG-vel és C3-mal a linedris flu-
oreszcenciat 1:256-os titerig. A Tzanck-kenet és a
Nikolsky-tiinet negativ volt.

1. abra

DIF: szubepidermalis linedris fluoreszeencia antihuman [gG/FITC-cel (nagyitds 100x) 1. eset
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2. abra

IIF: szubepidermalis linedris pozitivitds antihumdan IgG/FITC-cel — 1:128 szérum higitds
(nagyitds 250x) 1. eset

Laboratériumi eredmények: We: 10 mm/d, Fvs:
9,0 G/I, Htk: 0,43, Hb: 132 g/, Thr: 220 G/, vér-
cukor: 5,0 mmol/l, se tsszfehérje: 62 g/l. SGOT:
19 U/, SGPT: 12 U/, yGT: 31 U/l, LDH: 319 U/L
Mellkas réntgen, hasi UH, gyomor-bél passzizs,
uroldgiai vizsgélat: eltérés nélkiil.

Kezelés: napi 100 mg Kortikoszteroid (Di Ad-
reson inj.) és 150 mg Azathioprin alkalmazésa
mellett tiinetmentesedett, majd a gydgy-
szeradagokat fokozatosan csokkentettiik. Jelenleg
mésodnaponkénti 12 mg Metypred és 50 mg Imu-
ran mellett tiinetmentes.

2. eset

K. Gy-né 80 éves nébeteg csalddi anamnézise
negativ. Egyéni anamnézisébdl kiemelendd, hogy
5 éve agyvérzése volt, mely miatt bal oldali hemi-
parézis alakult ki. Borbetegsége 1994 janudrban
kezdddott. Végtagokon, t6rzsén gyulladt alapon
viltozé nagysigi hdlyagok jelentkeztek. Otthona-
ban Calcimusc injekcidt és kis dézisd Predniso-
lont kapott, melyre nem javult. 1994, februdr 1-jén
igen Kiterjedt bortiinetekkel vettiik fel a DOTE
Borklinikdra.

Felvételi dllapot: torzson, végtagokon, hiperé-
mids alapon szdmos borsényi, cseresznyényi, di6-
nyi, tébbnyire feszes fali bulla, mdshol eréziok. A
klinikai tiinetek alapjin elsGsorban a bullosus
pemphigoid, illetve a paraneoplasticus syndroma
lehetésége mertiilt fel.

Szévettani vizsgdlat: Szubepidermadlis hasadék-
képzddés, a papilldris dermiszben és a hélyagfir-
ben kozepes intenzitdsi gyulladdsos sejtes beszi-
rodés szamos eozinofil sejttel. DIF vizsgdlatnal
FITC-cel jelzett antihumén IgG-vel és Cz-mal szub-
epidermdlis linedris pozitivitast lttunk.

IIF moédszerrel 1:128-as titerig észleltiink szub-
epidermdlis linedris fluoreszcencidt. Direkt salt-
split skin médszernél a dermoepidermadlis hasadék
epidermilis széle mentén littunk FITC-cel jelzett
antihumén IgG-vel linedris pozitivitdst. Indirekt
salt-split skin mddszerrel is a hasadék epidermalis
széle mentén volt kifejezett a linedris fluoreszcen-
cia 1:256-os titerig (3. dbra). Tzanck-kenet és Ni-
kolsky-tlinet negativ volt.

Laboratériumi eredmények: We: 16 mm/h, Fvs:
6,8 G/1, Htk: 0,43, Hb: 138 g/I, Thr: 166 G/1, vér-
cukor: 5,6-7,4 mmol/l, vizelet aceton: negativ, se
oOsszfehérje: 54-62 g/l, mellkas rontgen-vizsgélat
lényeges koros eltérés nélkiil, hasi UH vizsgdlat
cholelithiasist igazolt.

Az elvégzett noninvaziv vizsgélatokkal belszervi
tumort nem sikeriilt igazolni, az invaziv vizsgdlato-
kat a beteg dltaldnos dllapota nem tette lehetové.

Kezelés: 125 mg Metypred, 100 mg Imuran ke-
zelés mellett a bortiinetek fokozatosan visszafej-
lodtek, a gyogyszeradagokat csokkentettiik és hd-
romhetes kezelés utdn tiinetmentesen bocsdtottuk
otthondba. Jelenleg mdsodnaponkénti 12 mg
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3. abra

Indirekt salt-split skin technika: a dermoepidermalis hasadék epidermalis széle mentén linedris
fluoreszcencia antihumdn IgG/FITC-cel — 1:256 szérum higitds
(nagyitds 250x) 3. eset

Metypred és napi 50 mg Imuran gyégyszeradagok
mellett tiinetmentes.

3. eset

H. S.-né 61 éves nobeteg csalddi anamnézise
negativ. Egyéni anamnézisébdl 6 éve meglévd
diabetes mellitusa emelhetd ki, mely ordlis anti-
diabetikumokkal és diétdval egyensiilyban tartha-
t6. Bérbetegsége felvétele elStt harom héttel, 1994
februdrban kezd6dott. E16szor az alkarokon, majd
testszerte nagy, feszes fali h6lyagok keletkeztek.
Otthondban antihisztamint és kis dézisi kortikosz-
teroidot kapott, melyre nem javult.

Felvételi allapota: végtagokon, torzson, hiperémi-
s alapon szdmos babnyi, mogyorényi, helyenként
z6lddiényi, feszes fali hélyag volt. A klinikai kép el-
stsorban a bullosus pemphigoid diagnézist vetette fel.

Szdvertani vizsgdlat: Szubepidermdlis hasadék-
képzBdést, a papillaris dermiszben szdmos eozino-
fil sejtet is tartalmazé gyulladdsos sejtes besz(iro-
dést, ér koriili infiltraciot, duzzadt érendotelt mu-
tatott. DIF vizsgdlat FITC-cel jelzett antihumdn
[gG-vel szubepidermdlis, linedris pozitivitast
adott. ITF vizsgélat 1:64 sitenig mutatott szubepi-
dermalis, linearis pozitivitast. Direkt salt-split skin
mddszerrel a dermoepidermalis hasadék epider-
milis széle mentén linedris pozitivitdst ldttunk
FITC-cel jelzett antihumdan IgG-vel. Indirekt salt-
split skin technikdval a hasadék epidermilis széle

mentén folytonos linedris fluoreszcencidt ldttunk,
antihumdan IgG-vel 1:128-as titerig. Tzanck-kenet
és Nikolsky-tiinet negativ.

Laboratériumi eredmények: We: 8 mm/od, Fvs:
11,7-8,9 G/1, Htk: 0,46, Hb: 150 g/1, Thr: 230 G/,
vércukor: 5,6-8,1-7,1 mmol/l, vizelet aceton: ne-
gativ, cukoriirités: 50-70 g/nap, se 6sszfehérje: 62
g/, médjenzimek eltérés nélkiil. Mellkas rontgen:
enyhe foki jobb kamra megnagyobbodast, a hasi
UH kis fokii diffiz mdjkdrosoddst, valamint cho-
lelithiasist igazolt.

Kezelés: napi 100 mg, azaz (1 mgftskg) Di Adre-
son inj. és napi 100 mg Imuran addsdra fokozatosan
tiinetmentesedett. Jelenleg masodnaponkénti 12 mg
Medrol és napi 50 mg Imuran mellett tiinetmentes.

Megbeszélés

A salt-split skin technikdat Gammon és
misai (1, 2) irték le a BP és EBA elkiilonité-
sére. Az els0 leirds szerint a humdn borben
1M-o0s NaCl-oldatban tortén6 inkubdlas ha-
tdsdra egy olyan mesterséges rés keletkezik,
amely a dermoepidermadlis junkcion beliil a
lamina lucida vonaldban helyezkedik el. Igy
a lamina lucida alkotéelemei a hasadék
mindkét oldaldn kimutathatéak, a lamina
denza a hasadék dermalis felszinére keriil.
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Klein és mtsai (9), valamint Kdrpdti és mtsai
(7) véleménye szerint a lamina lucida a ha-
mon beliil ,Jocus minoris resistentiae”-ként
viselkedik. Vannak, akik a szeparicié 1étre-
jottét proteolitikus enzimek felhaszndlasaval
is segitik. Walzer €s mtsai ajdnlottik eldszor
a thermolysin hasznalatat (14). Klein megfi-
gyelése szerint, ha proteolitikus enzimet
hasznaltak, a szepardl6dds nem mindig a la-
mina lucida teriiletén jott l1étre (10). Tobb
szerzO véleménye szerint a lamina luciddn
keresztiil haladé dermoepidermadlis hasadék
létrehozdsara az 1 M-os NaCl oldattal torténd
szepardlds a legalkalmasabb eljirds. Ez a
mddszer j6l reprodukélhatd és nem okoz 1é-
nyeges kdrosoddst a dermoepidermdlis junk-
ci6 ultrastrukturalis szerkezetében (9). Kelly
és mitsai. (8) szerint a dermoepidermalis szét-
vélasztoédas hamarabb létrejon, ha az 1M-os
NaCl oldatban torténd inkubéldst szobahd-
mérsékleten végezziik, ugyanis az alacso-
nyabb hémérséklet csokkenti a protedz-akti-
vitast. E16szor Gammon és mtsai végeztek in-
direkt immunfluoreszcencias vizsgdlatot a
NaCl split-skin szubsztrdtumon. Leirtak,
hogy a hasadék epidermalis széle mentén
vagy mindkét felszinen észlelhetd linedris
fluoreszcencia a BP-ra, mig a dermalis szélen
1évd az EBA-ra és BLE-re jellemzd.

Késobb 0k vezették be a direkt salt-split
skin technikat a BP, EBA, BLE-es betegbdl
szarmazd6 biopszids anyagon (2). A BP a ho-
lyagfedélen, az EBA, BLE a hélyagalapon
adott linedris fluoreszcencidt. Zone és mtsai
(18) BP-os betegeknél a holyagfedélen, az
EBA és BLE esetében pedig a hélyagalapon
figyeltek meg linedris fluoreszcenciat. Hirnt-
ner és misai (5) parhuzamosan végeztek
nagyszami EBA és BP-bol szdrmazd bor-
szubsztritumokon immun-elektronmikrosz-
kopos vizsgdlatot és direkt salt-split skin
technikdt. Az eredmények egybeestek a két
eljards soran. Logan és mtsai (10) nem min-
dig taldltak korreldciot az immunelektron-
mikroszkdpos és a direkt salt-split skin vizs-
galat eredményei kozott. Zhu (18), Machado
€s mtsai (11) teljes korrelacidt taldltak az in-
direkt salt-split skin és Western-immunoblot
technika eredményei kozott. Leirtak, hogy az
indirekt salt-split skin technika sokkal érzé-
kenyebb, mint az intakt human bérén, vagy
majom oesophaguson elvégzett IIF eljiras.
Willsteed (15), Peters (13) igazoltdk, hogy az
indirekt salt-split skin mddszer végtitere
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gyakran 2—4 titerfokozattal magasabb, mint-
ha intakt humdn bort hasznalunk. Ezt a meg-
dllapitdst sajat vizsgilataink is megerdsitik.
Nieboer és mtsai (12), valamint Yaoita és
mtsai  (17) immunelektron-mikroszképos
vizsgdlattal kimutattdk, hogy azon betegsé-
gek, amelyeknél az [gG immunlerakddds a
lamina lucida teriiletére esik a BP, CP, vagy
HG, mig a sublamina denza teriiletén 1évd
IgG depozitumok az EBA és BLE diagndézist
adjak. Woodley és mtsai (16) szerint tobb oka
van, hogy a BP-ot és az EBA-t el kell kiiloni-
teni egymastol. a) hozzdjiarul az EBA klinikai
spektrumdnak pontosabb megismeréséhez.
b) az EBA szisztémas megbetegedéssel tdr-
sulhat. c) a pontos definidlassal meg lehet j6-
solni a betegség klinikai lefolyasat.

Szemben a kéltséges, iddigényes immun-
elektron-mikroszképos vizsgalattal, a direkt
és indirekt salt-split skin technika egyszert,
konnyen kivitelezhetd, hasznos mddszer az
autoimmun hélyagos megbetegedések elkii-
l6nitésében.
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