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WPROWADZENIE DO METODYKI BADAN IMMUNOPATOLOGICZNYCH

Badania histopatologiczne, w czesci przypadkéw uzupelnione o techniki immunohistochemiczne, stano-
wig podstawe diagnostyki wiekszosci choréb skéry. Materiatem do badan sa utrwalone chemicznie wycin-
ki skory, co powoduje uszkodzenie antygenéw i immunoglobulin, uniemozliwiajac wykrywanie zjawisk
immunologicznych. Wprowadzenie do diagnostyki mikroskopowej metody immunofluorescencji wykorzy-
stujacej nieutrwalone chemicznie zamrozone wycinki stworzylo podwaliny nowoczesnej immunopatologii.
Te same preparaty mozna badac¢ réwniez technikami o wyzszej rozdzielczosci, takimi jak mikroskopia kon-
fokalna czy immunomikroskopia elektronowa. Metody te sa uzywane w wybranych, trudnych diagno-
stycznie przypadkach. Technike immunofluorescencji mozna réwniez wykorzystywac do wykrywania prze-
ciwciatl krazacych (metoda posredniej immunofluorescencji). Oprécz badan oceniajgcych morfologie
i ultrastrukture tkanek, stosuje sie rowniez metody umozliwiajace charakterystyke biochemiczng autoprze-
ciwciat krazacych (metoda podwdjnej immunodyfuzji, metoda ELISA, western blot, radioimmunoprecypita-
cja). Postep badart molekularnych pozwolil na otrzymywanie metodami inzynierii genetycznej peinych
antygenoéw lub ich wybranych epitopéw, co znacznie poszerzyto mozliwosci diagnostyczne w chorobach
skory.

Materiatem do badar immunopatologicznych sg nieutrwalone chemicznie wycinki tkankowe, w ktérych
wykrywa sie zjawiska immunologiczne zachodzace w skorze, oraz surowice, w ktérych poszukuje sie auto-
przeciwciat krazacych.

BADANIA TKANKOWE

Metoda immunofluorescenc;ji
bezposredniej

Metoda immunofluorescencji bez-
posredniej (ang. direct immunofluore-
scence - DIF) jest podstawowa techni-
ka immunopatologiczna polegajaca
na wykrywaniu w wycinkach pobra-

nych od chorego ludzkich immuno-
Rycina A—B. DIF. Zwiazane in vivo przeciwciafa IgG w przestrzeniach miedzykomor- globulin zwigzanych in vivo za pomo-
kowych naskérka w pecherzycy (A), wzdtuz blony podstawnej w pemfigoidzie (B)

ca immunosurowic zwierzecych
znakowanych fluorochromami. Ma
ona podstawowe znaczenie w diagnostyce autoimmunologicznych choréb pecherzowych (ryc. A, B), a tak-
Ze jest przydatna w diagnostyce tocznia rumieniowatego (ang. lupus band test), liszaja plaskiego, przewle-
klego nadzerkowego zapalenia jamy ustnej, plamicy hiperergicznej oraz porfirii skornej péznej.

BADANIA SUROWIC

Metoda immunofluorescencji posredniej

Metoda immunofluorescencji posredniej (ang. indirect immunofluorescence - IIF) jest podstawowa technika
immunopatologiczng stuzaca do wykrywania w surowicach pacjentéw autoprzeciwciat krazacych. W metodzie
tej w pierwszym etapie wykorzystuje sie skrawki prawidlowej tkanki (standardowo przelyk czlowieka), jako
tzw. substrat antygenowy do reakcji z przeciwcialami, a w drugim etapie przeciwciata te wykrywa sie podob-
nie jak w metodzie DIF. Metoda IIF jest badaniem zaréwno jakosciowym (jak DIF), jak i iloéciowym, poniewaz
reakcje przeprowadza sig, uzywajac wielu rozcieficzeri badanych surowic (1: 10, 1 : 20 itd.), co pozwala na okre-



Rycina C. IIF. Reakcja przeciwiaf IgA
z endomysium migsni gfadkich w choro-
bie Duhringa

Rycina D. IIF. Reakcja przeciwciat prze-
ciwjadrowych typu ziarnistego na ko-
morkach HEp2. Duze jadra komdrkowe
pozwalajg na ocene typu fluorescendji

Immunodyfuzja

Jest to metoda wykorzystywana do

Slenie miana stwierdzanych przeciwcial (ostatnie dodatnie rozcienicze-
nie). Stosujac metode IIF, wykrywa sie rézne przeciwciala: pecherzyco-
we, przeciwciala skierowane przeciwko btonie podstawnej, przeciwcia-
fa przeciwjadrowe (ang. antinuclear antibody - ANA), przeciwciala
skierowane przeciw endomysium mieéni gladkich (ryc. C) i inne.

W szczegélnych przypadkach stosuje sie inne substraty (np. prze-
tyk $winki morskiej, pecherz moczowy szczura - patrz czes¢ szczego-
fowa). Obecnie do wykrywania ANA coraz czesciej rutynowo stosuje
sie komorki Hep 2 (ryc. D), natomiast przeciwciata przeciw natywne-
mu DNA wykrywa sie na komodrkach wiciowca Crithidium lucillae.
Technike IIF wykorzystuje sie ponadto do diagnostyki genodermatoz.

Metoda immunoblotu

Metoda immunoblotu (ang. western immunoblot - WIB) umozliwia
biochemiczng charakterystyke antygenu rozpoznawanego przez auto-
przeciwciala. Potencjalnie jest czulsza od metody IIF, jednak nie
pozwala na wykrywanie antygenéw (bialek) w stanie natywnym na
skutek wynikajacej z preparatyki denaturacji bialek. Z tego powodu
niektére surowice moga by¢ dodatnie w metodzie IIF, a ujemne
w metodzie WIB i odwrotnie. Jednoczesne wykonywanie badar obie-
ma metodami nie tylko zwieksza czulosé wykrywania autoprzeciw-
cial, ale takze umozliwia ich réznicowanie. Metoda WIB jest technika
skomplikowang i nie moglaby by¢ stosowana w rutynowej diagnosty-
ce immunopatologicznej, dlatego od kilku lat uruchomiono produkgje
komercjalnie dostepnych tzw. kitéw laboratoryjnych, w postaci goto-
wych paskéw nitrocelulozowych z juz naniesionymi antygenami (np.
testy Euroline), ktére coraz czesciej sa wykorzystywane w badaniach
rutynowych.

identyfikacji ANA. Surowice od chorych nanosi si¢ do przygotowanych

w zelu agarowym otworéw i bada wobec ekstraktu grasiczego zawierajacego rozpuszczalne antygeny jadrowe
(ang. extractable nuclear antygen - ENA) w stanie natywnym. Przeciwciata obecne w surowicy dyfunduja w zelu i -
napotykajac dyfundujace z otworu centralnego antygeny jadrowe - precypituja (tj. tworza nierozpuszczalne kom-

Rycina E. Metoda podwdjnej immunody-
fuzji w zelu agarowym. W otworze cen-
tralnym ekstrakt grasicy cielecej (zrédto
antygenéw). W otworach (1 i 3) na
obwodzie surowice badane oraz surowi-
ca kontrolna Jo| w otworze 2. Zgodnos¢
linii | i 2 $wiadczy, ze badana surowica
jest Jol +, brak zgodnosci 2 i 3 $wiad-
czy, ze badana surowica jest Jo! (-)
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pleksy antygen-przeciwciato), co jest widoczne w postaci linii. Pojawienie
sie linii $wiadczy o obecnosci w surowicy przeciwcial. Aby dokona¢ ich
identyfikacji, stosuje sie, obok surowicy badanej, surowice kontrolna
zawierajaca zidentyfikowane przeciwciata (metoda podwojne;j
immunodyfuzji, ang. double immunodiffusion - DID) i ocenia si¢ zgodnos¢
linii precypitacyjnych surowic badanych z surowicami kontrolnymi (ryc. E).

Metoda ELISA

Metoda ELISA (ang. enzyme-linked immunoabsorbent test) umozliwia-
jaca wykrywanie i identyfikacje przeciwcial wymaga stosowania wyso-
ko oczyszczonych antygendw, co stanowi pewne ograniczenie w stoso-
waniu jej w rutynowej diagnostyce immunopatologicznej. Wartos¢
diagnostyczna tej metody systematycznie sie zwieksza i obecnie jest ona
rutynowo stosowana (komercjalnie dostepne kity) w wiekszoéci labora-
toriéw na $wiecie do diagnostyki pecherzycy, r6znych postaci pemfigo-
idu, choroby Duhringa, enteropatii glutenozaleznej oraz do identyfika-
¢ji niektorych antygenéw jadrowych, np. antygenu centromerowego
CENP-B. Wyniki podaje sie w formie indeksu, ktéry okresla sie zgodnie
z zaleceniami producenta testu.
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