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‘Dezvoltarea metodelor de laborator a adus o . The de'velopment of the laboratory methods br :
contributie importantd in cercetarea, clasificarea si huge contrtbutwn to research, classification and laboratory“
dzagnostzcul pumchmc al afectiunilor buloase autozmune diagnosis of the autozmmune blistering skin diseases. While
zmmunoﬂuorescence and ELISA kits are ordinary tools in
1es, zmmunoblot method is less access:ble
dzﬁzcultzes and costs. The aim of

sunt mstrumente uzuale in multe laboratoare, zmunoblotul‘
este mai putin accesibil datoritd d:ﬁcultdtzlor tehmce de’
realizare

due to the tec

stau la baza realizirii imunoblotului, cu evzdentzerea acelor chemical basis “of the immunoblot method, especzally those
aspecte uhle perztru mterpretarea rezultatuluz de cdtre

features which are zmportant for physicians to draw up a
i mcercat o stabilim rolul pe = ]oaca mtzonal conclusion; also, we tried to establish the role plaid
eastd investigatie in algoritmul de diagnostic. by this investigation in the diagnosis scheme.
" Cuvinte cheie: imunoblot, pemfigus vulgar,” Key words: zmmunqblottzn rzpemphzgus vulgans
pemfigoid bulos e bullous pemphigoid ' ‘
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Imunoblotul anticorpi (IgG, IgA, IgM, IgE), daca este
cunoscut antigenul-tinta;

Imunoblotul reprezintd o metodd rapida si 2. asupra antigenului — finti pentru auto-
sensibild utilizatd pentru identificarea unor anticorpi prezenti in ser, folosindu-se ca
antigene (proteine, glicoproteine) cu ajutorul martori pozitivi autoanticorpi monoclonali
anticorpilor monoclonali sau policlonali, pe baza sau ser cu reactivitate cunoscuta.
legérii specifice antigen-anticorp (pot fi detectate Antigenul-tintd este anterior fixat pe o

membrana de nitrocelulozd, prin electroforeza, si

apoi incubat cu serul ce urmeazi si fie investigat.
Sursa antigenului-tinta poate fi:

® Extractul epidermic. Acesta este sursi

1. prezentei in serul pacientului a autoanti- pentru antigenele pemfigoidului bulos

corpilor circulanti si a tipului de auto- BP230 si BP180 (molecule integrale);

niveluri de pani la 1 ng de antigen). Ca metodd
de laborator, in domeniul dermatologiei imuno-
blotul poate aduce informatii asupra:
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izolarea in benzi distincte a celor doud
antigene pe membrana de nitroceluloza se
realizeazd prin electroforeza in gel de
poliacrilamida in conditii denaturante [1].
e Supernatantul culturilor keratinocitare.
Este sursd de LAD-1 [2], un produs de
clivaj al proteinei BP180 cu greutatea
moleculard de 120 kDa si care reprezinta
aproape intregul domeniu extracelular al
acesteia (fig. 1). Prezenta si semnificatia
biologica ale reactivitdtii anti-LAD-1 in
pemfigoidul bulos nu sunt cunoscute [1, 2].

In scopul cresterii sensibilitatii metodei, se
pot folosi ca tinte antigenice proteine recom-
binante obtinute prin inginerie genetica si
purificate ulterior prin tehnici de cromatografie
de afinitate sau imunoprecipitare. Pentru
diagnosticul de pemfigoid bulos au fost puse la
punct tehnici de imunoblot care folosesc ca
substrat antigenic BP180 full-length (molecula
integrald obtinutd prin exprimare in baculovirus
si izolatd prin cromatografie de afinitate) si
segmentul antigenic BP18ONCI16A (proteind
recombinantd exprimata in E. coli 5, considerata a
fi epitopul imunodominant din structura
antigenului BP180).

Pe scurt, efectuarea imunoblotului presupune
incubarea stripurilor, decupate din membrana de
nitroceluluza, pe care este fixat antigenul-tintd, cu
serul de la pacient, urmatd de declansarea reactiei
antigen-anticorp. Complexul antigen-anticorp
este identificat prin incubarea cu un al doilea
anticorp (denumit secundar) anti-imuno-
globulind umana (IgG, IgM, IgA sau IgE), marcat
enzimatic (fosfatazd alcalind sau peroxidazd).
Citirea reactiei este colorimetricd iar rezultatul
consta in obtinerea unei benzi colorate care indica
prezenta complexului antigen-anticorp din serul
pacientului. Pentru a evita reactiile fals pozitive
sau negative se efectueaza In paralel controale
pozitive si negative.

Comparativ cu imunobloturile care folosesc
extractul epidermic sau supernatantul din
culturile de keratinocite, imunobloturile cu
proteine purificate sunt mult mai performante
deoarece:

* puritatea amestecului proteic este mult mai

mare, si prin urmare scade semnificativ
riscul reactiilor fals pozitive prin legari
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nespecifice si creste limita de detectie a
autoanticorpilor (sensibilitatea metodei);

* membranele contin o cantitate mare de
proteind-tinta antigenica ceea ce creste
sensibilitatea metodei (depistarea anti-
corpilor circulanti cu concentratii mici in
ser);

= membranele contin o cantitate mare de
proteind-tinta antigenicd, nefiind necesara
o expunere indelungata in cursul deve-
loparii si astfel se evita aparitia unor reactii
fals positive; in acest mod creste speci-
ficitatea metodei;

* fractiunea cu proteina de interes purificata
contine foarte putine substante conta-
minante astfel incat benzile finale din blot
sunt mult mai clare, mai bine indivi-
dualizate si mai usor de identificat prin
comparatie cu standardul de greutate
moleculara

Un dezavantaj este insd separarea anti-

genului-tintd din amestecul initial prin electro-
foreza in gel in conditii denaturante. Prin
denaturarea proteinelor este distrusd conformatia
(structura spatiald nativa) epitopilor specifici, cu
repercursiuni asupra sensibilitatii si specificitatii
metodei.

Electroforeza in gel de poliacrilamida in
conditii denaturante (prin adiaugare de
sodiumdodecyl sulfat, SDS-PAGE)

Este o etapd premergatoare imunoblotului,
care permite obtinerea proteinei-tinta (tinta
antigenicd) pe membrana de nitroceluloza sub
forma unei benzi proteice, separatd de celelalte
componente ale amestecului initial. Sensibilitatea
imunoblotului depinde in mod determinant de
puritatea si de cantitatea proteinei-tinta.

Proteinele de interes (respectiv tintele anti-
genice) obtinute prin electroforezda pot fi
transferate din gel pe membrane de nitroceluloza
si utilizate In imunoblot.

Gelurile de poliacrilamida se formeaza prin
polimerizarea acrilamidei monomerice in lanturi
polimerice si legarea intre ele a lanturilor prin
N,N’"-methylenacrylamida. SDS (sodiumdodecyl
sulfat) este un detergent care disociaza proteina
(dacd este formatd din mai multe subunitsti) si
desfdsoard complet fiecare lant polipeptidic,
formand un complex SDS-polipeptid (ca o




franghie lungd). In acest complex, lantul poli-
peptidic este acoperit cu un strat de molecule de
SDS astfel incit lanturile hidrocarbonate ale
acestora (moleculelor de SDS) sunt intr-o stransi
asociere hidrofoba cu lantul polipeptidic iar
grupdrile sulfat incdrcate electric din detergent
sunt expuse la mediul apos. Astfel de complexe
contin un raport constant SDS/proteinad
(aproximativ 1,4 / 1) si diferd numai prin masa
lor. Cand proteinele cu un singur lant poli-
peptidic, tratate cu SDS sunt supuse electro-
forezei intr-un gel cu rol de sitd molecular care
contine SDS, viteza lor de migrare este datd de
masa moleculard a particulei SDS-polipeptid, pe
baza principiului excluderii moleculare. Campul
electric furnizeaza forta care dirijeazd ”cernerea”
moleculard. Pentru calibrarea unui gel se supun
migrdrii, comparativ, proteine de mas3
moleculard cunoscutd (standarde de greutate
moleculard).

Localizarea proteinelor in gel poate fi
determinatd fie prin colorarea cu Coomassie blue
fie cu argint [3, 4]. Detectia cu Coomassie blue
depinde de legarea nespecifici a colorantului de
proteine. Limita de detectie este de 0,3 pana la 1
g/banda de proteina.

Locul imunoblotului in algoritmul de
diagnostic al pemfigusului vulgar si pemfi-
goidului bulos

In cazul pemfigusului vulgar, prezenta
autoanticorpilor circulanti anti-desmogleind 1 si 3
(anti-Dsg 1 si 3) nu este verificatd de rutind prin
imunoblot deoarece sunt disponibile truse ELISA
care sunt mult mai usor de folosit, au un cost mai
mic si sunt foarte sensibile in identificarea
rectivitdtii IgG fatda de forme recombinante ale
Dsg 1 si 3 (domeniile extracelulare). Titrul
autoanticorpilor circulanti mai poate fi deter-
minat, dar cu o sensibilitate mai micg, prin
imunofluorescenta indirecta. Titrul autoanti-
corpilor circulanti (determinat prin imuno-
fluorescenta indirectd sau ELISA) se coreleazi cu
gradul de activitate al bolii si evolutia sub
tratament. Dificultatea constd in excluderea
pemfigusului cu reactivitatea de tip IgA, situatie
in care imunofluorescenta directd si indirectd sunt
de neinlocuit (kiturile ELISA comerciale nu sunt
utile deoarece nu masoard decdt autoanticorpi
circulanti IgG). In cazul in care rezultatul
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imunofluorescentei nu este satisfacitor (rezultate
neinterpretabile, titrul mic al autoanticorpilor
circulanti) se poate recurge la verificarea pre-
zentei autoanticorpilor prin imunoblot. Imuno-
blotul este obligatoriu pentru confirmarea sau
excluderea din diagnosticul diferential a
pemfigusului paraneoplazic; detectarea prin
imunoblot a autoanticorpilor circulanti fatd de
periplakine si envoplakine este unul dintre cele trei
criterii cu specificitate si sensibilitate foarte mari in
diagnosticul pemfigusului paraneoplazic [5].

Imunoblotul este mult mai util in stabilirea
diagnosticului de pemfigoid bulos (BP).
Pemfigoidul bulos a fost descris prima data de
Lever in 1953 [6] iar in 1967 Jordon et al [7] au
demonstrat cd in serul pacientilor cu PB existad
autoanticorpi care se fixeazd la nivelul zonei
membranei bazale cutanate, in asociere sau nu cu
depozite de C3.

Tehnicile avansate de biochimie si imunologie
au permis descriera amadanuntitd la nivel
molecular a autoantigenelor din PB, respectiv
PB180 si PB230. Aceste doud structuri sunt
produsul a doud gene distincte [8-10]: gena care
codifici PB230 se afld pe bratul scurt al
cromozomului 6, locusul 6p11-12 [11] iar gena
care codifici PB180 se afld pe bratul lung al
cromozomului 10, locusul 10q24.3 [12].

BP230 este membra a familiei plakinelor si
este omologd cu desmoplakinele si plectina,
componente ale plidcii desmozomale [13-15].
PB230 este localizatd in placa hemidesmozomald
intracelulara [16, 17] si are un rol important in
atasarea citoscheletului (filamentele de keratind)
de hemidesmozomi. Autoanticorpii din BP
recunosc epitopi multipli localizati la nivelul
domeniului -helicoidal central, flancat de doua
domenii globulare. In practica medicald
autoanticorpii anti-BP230 pot fi mdasurati prin
imunofluorescenta indirectd, metodd care
determina simultan anticorpii circulanti anti-
BP230 si anti-BP180, fara a se cunoaste proportia
lor. Titrul autoanticorpilor circulanti médsurat prin
imunofluorescenta indirectd nu se coreleazd cu
evolutia bolii. Din acest motiv, cercetitorii au
incercat sd gdseascd alti parametri paraclinici de
urmadrire a evolutiei. Se considerd ci localizarea
intracelularda a BP230 nu 1i conferd un rol in
initierea raspunsului inflamator autoimun, dar ca
ar putea interveni In amplificarea reactiei
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Fig. 1. Reprezentarea schematicd a BP180
(dupd E. Schmidt si D. Zillikens [1])
BP180 este alcatuitd din trei domenii: intracelular
(NC16C), transmembranar (NC16B) si extracelular

inflamatorii dupd lezarea celulelor bazale care
oferd accesul autoanticorpilor la antigen.

BP180 (proteind-antigen identificatd dupa
migrarea electroforeticd, cu greutatea moleculara
180 kDa) este o proteina antigenicd din structura
hemidesmozomilor. BP180 (sau colagenul de tip
XVII) este o proteind transmembranard cu o
orientare de tip II: capdtul NH2 - terminal,
intracitoplasmatic, si capdtul COOH - terminal
catre lamina lucida (fig. 1). Proteina BP180 este
alcatuitd din trei domenii: domeniul intracelular
globulos, necolagenic (NC16C), domeniul trans-
membranar, necolagenic (NC16B) si domeniul
extracelular (ectodomeniul). Domeniul extracelular
cuprinde trei segmente:

1. segmentul necolagenic NC16A

2. segmentul colagenic COL 15 care cuprinde

15 domenii colagenice intrerupte; acestea
doud segmente formeazd impreund un
segment rigid ce strdbate lamina lucida

3. capatul carboxi-terminal localizat in lamina

densa.

Ectodomeniul traverseazd complet lamina
lucida si se proiecteaza in lamina densa. Domeniul
proximal necolagenic NC16A a fost divizat in
5 regiuni fiecare cu o lungime de aproximativ
15 aminoacizi. In interiorul segmentului
BP180ONC16A au fost indentificati 6 epitopi
diferiti denumiti MCW-0 pand la MCW-5.
Reactivitatea in BP este in principal adresata
epitopilor MCW-0, 1, 2 si 3 [18].
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Pani nu demult, cAnd nu existau truse ELISA
de mdsurare a titrului autoanticorpilor IgG anti-
BP180NC16A, imunoblotul era metoda de electie
de identificare a reactivitatii anti-BP180 si BP230
si de excludere a altor afectiuni buloase
subepidermice care prezentau in imunofluores-
centd banda fluorescentd dermo-epidermicd si
autoanticorpi circulanti IgG. Acuratetea diag-
nosticului de BP este si mai mare dacd se
efectueazd concomitent si imunofluorescenta
indirectd pe substrat de piele umanad clivata
artificial pentru cd se elimina din diagnosticul
diferential bolile buloase cu reactivitate IgG care
marcheaza fluorescent versantul dermic al bulei
artificiale (epidermoliza buloasd dobanditd,
lupusul eritematos sistemic bulos, pemfigoid
anti-p200, pemfigoid anti-p105, pemfigoid
cicatricial cu autoanticorpi anti-laminina 5 si 6).
Dacé in imunofluorescenta indirectd pe substrat
de piele umand clivatd artificial se obtine
marcarea fluorescentd a versantului epidermic a
bulei artificiale devine absolut necesard
efectuarea imunoblotului pentru a elimina din
diagnostic alte afectiuni cu reactivitate IgG dar cu
fixare de autoanticorpi cu aceastd morfologie
(pemfigoid gestationis, lichen plan pemfigoid).
Imunoblotul ajutd la identificarea tintei
antigenice specifice BP, adicd epitopul dominant
BP180NC16A. Este insd o metoda calitativa,
insuficientd pentru urmarirea evolutiei bolii. Din
nevoia de a gdsi un parametru cantitativ a fost
elaboratd o trusd ELISA avand drept tinta
antigenicd fragmentul peptidic BP180NC16A care
mdsoard titrul autoanticorpilor circulanti de tip
IgG. Acest titru se coreleazd cu gradul de
activitate a bolii si cu evolutia sub tratament [19].

Regiunea imunodominantd BP180NCI16A
este tinta antigenicd pentru autoanticorpi in
aproximativ 90% din cazurile de BP [18-22].
Totusi, rdspunsul autoimun in BP este destul de
heterogen; 60% din seruri reactioneaza cu
portiunea intracelularad a BP180, iar 20-30% cu alti
epitopi extracelulari diferiti de BP180NC16A [23-
26]. Un subset mare de pacienti diagnosticati cu
BP (67%) reactioneazd cu o proteind liniard cu
greutatea moleculara de 120 kd secretata de
keratinocitele in culturd [27] si denumitd LAD-1
deoarece a fost identificatd prima data drept tinta
antigenicd pentru autoanticorpii pacientilor cu
dermatoza cu IgA liniare [28].







