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1. GIRIS ve AMAC

Otoimmiin biillii hastaliklar (OBH), epidermis veya dermoepidermal bileskenin
(DEB) yapisal proteinlerine karsi otoantikor gelisimi ve klinik olarak deri ve/veya
mokozalarda biil ve erezyon olusumu ile karakterize nadir goriilen bir hastalik grubudur.
Pemfigus ve biilloz pemfigoid (BP) iki ana alt grubunu olusturur. Pemfigusda
otoantikorlar hiicreler aras1 baglar1 hedef alir, deri ve/veya mukozalarda intraepidermal
biil olusur. Biilloz pemfigoidde ise otoantikorlar bazal membran zonundaki (BMZ)
hemidesmozomlar1 hedef alir ve subepidermal biil olusumu goézlenir. Hem pemfigus
hem de BP tanisinda direkt immiinfloresan (DIF) altin standart tani testidir. ELISA da
tanida oldukca sensitif ve spesifiktir (1,2). Ancak tanida kullanilan her iki yontem de
pahali, is yiikii fazla olan ve zaman alic1 testlerdir. Son dénemlerde tanida DIF ve
ELISA'dan daha ucuz, pratik ve hizli yapilabilir bir test elde etmek amaciyla IIF mozaik
tabanli BIYOCIP yéntemi gelistirilmisti. OBH’nin tamisinda tarama testi olarak
kullanilabilecek bir ydntem olarak gelecek vaat etmektedir. Bir BIYOCIP iizerinde
birden fazla antijenik yapinin bulunmasi OBH arasinda tek bir serum 6rnegi iizerinden
ayiricl tan1 yapma olanagi da sunmaktadir. Bu konuyla ilgili smirli sayida, az sayida
orneklem iceren ¢alisma bulunmaktadir (3,4,5,6,7).

Bu arasgtirmanin primer amacit bolgemizde klinik, histopatolojik ve
immiinfloresan ve/veya ELISA yontemleri ile pemfigus veya BP tanisi konmus
hastalarda EUROIMMUN indirekt immiinfloresan (IIF) mozaik tabanli BIYOCIP
yontemini kullanarak, yeni gelistirilmis bu yontemin pemfigus ve BP tanisindaki
degerini saptamaktir. Ikincil amag ise bu grup hastaliklarin rutin tamisinda altin standart
kabul edilen yontemler ile BIYOCIP yénteminin uyumlu olup olmadigim

degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGILER

OBH nadir goriilmekle birlikte yasami tehdit edebilen veya siddetli morbiditeye
neden olabilen hastaliklar olmasi nedeni ile deri hastaliklar1 arasinda ayr1 bir yere ve
oneme sahiptir. Epidermis veya DEB’nin yapisal proteinlerine kars1 olusan otoantikorlar
ile karakterizedir (Sekil 2.1). Bu otoantikorlar yapisal biitiinliiglin bozulmasina ve biil
olusumuna neden olurlar. Pemfigusda biiller intraepidermal yerlesimli iken pemfigoid
gurubu hastaliklarda subepidermal yerlesimlidir (1,2). Klinik tanida Nikolsky belirtisi
intraepidermal biilléz hastaliklarin subepidermal biilloz hastaliklardan ayrilmasina
yardimci olur. Pozitif Nikolsky belirtisi epidermis i¢inde aktif akantolizin ve bozulmus
yapisal biitiinliigiin klinik karsiligidir, mekanik semptomdur (8,9). Ancak nadiren BP,
lineer IgA dermatozu, dermatitis herpetiformis, biilloz liken planus gibi subepidermal
hastaliklarda da pozitif olabilecegi akilda tutulmalidir. Biil ¢atisindan veya kenarindaki
bil artigindan yukariya dogru c¢ekildiginde direngle karsilasmadan ayrismanin
gerceklesmesi, saglam biil {lizerine bastirildiginda biil sivisinin komsu derinin altina
hafifce yayilma gostermesi yada lezyonun kenarindaki normal goriiniimlii deriye burgu
bi¢iminde bastirildiginda erozyon olusmasi marjinal Nikolsky belirtisidir. Direkt
Nikolsky belirtisi ise biil veya erozyondan uzak normal goOriiniimlii deriye burgu
biciminde bastirildiginda erozyon olusmasidir (10). Yapilan c¢alismalarda pemfigus
hastalarinda marjinal Nikolsky bulgusunun sensitivitesi (duyarlilik) %69,2 ve
spesifisitesi (secicilik-6zgiilliikk) %93,8 olarak, direkt Nikolsky bulgusunun ise
sensitivitesi %38,4, spesifitesi %100 olarak saptanmistir. Marjinal Nikolsky bulgusunun
sensitivitesi, direkt Nikolsky bulgusunu spesifitesi yiiksek bulunmustur (11). Nikolsky
belirtisinin tanisal oldugu kadar prognostik degeri de bulunmaktadir. Tedavi sirasinda
negatiflesmesi remisyon isareti sayilirken tedavi sonrasi pozitiflesmesi niiksiin habercisi
olabilmektedir (11,12).

Lever, 1953 yilinda, histopatolojik olarak ayrigsmanin anatomik lokalizasyonuna
gore pemfigus ile pemfigoidin farkli hastaliklar oldugunu bildirmistir (13). Beutner ve
Jordon tarafindan, 1960’1 yillarin basinda, immiinfloresan tekniklerle pemfigus ve BP
otoantikorlarinin kesfi ise OBH’nin tanisinda en 6nemli doniim noktasidir (14,15).
Pemfigus ve BP antijenlerine kars1 olusan otoantikorlarin gosterildigi ELISA yonteminin

1990’larin ortalarinda gelistirilmesi de tanida biiyiik ilerleme saglamistir (16). Tanida



klinik bulgular ve histopatolojik ozellikler yeterli degildir, tan1 immunfloresan veya

ELISA ile antikorlar gosterilerek dogrulanmalidir.
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Sekil 2.1. OBH’da hedef alinan otoantijenler.

Pemfigus nadir goriilen, tedavi edilmediginde neredeyse her zaman fatal, tedavi
edildiginde dahi hayati tehdit edebilen kronik seyirli otoimmiin biilloz bir hastaliktir.
Pemfigus terimi, biil anlamina gelen Yunanca ‘pemphix’ kelimesinden koken alir (17).
Pemfigus ismini, ilk kez 1791 yilinda Wichmann kullanmistir (18).

BP ise kronik, subepidermal, otoimmiin biilloz bir hastaliktir. Pemfigoid terimi,
bil anlamina gelen Yunanca ‘pemphix’ ve tip, form anlamma gelen ‘eidos’
kelimelerinden gelmektedir (19).

Onerilen tedaviler siirli sayidaki yaymn ve uzman goriislerine dayanmaktadir,
standart veya ideal tedavi protokolii heniiz olusturulamamistir. Her iki hastalikta da
tedavide temel yaklagim sistemik kortikoterapidir. Sistemik steroid yan etkilerini
azaltmak amaciyla hastalarin c¢ogunda adjuvan immiinosiipresif tedaviler de
kullanilmaktadir. Son yillarda bu hastaliklarda biyolojik ajan tedavileri de giindeme
gelmistir. Yine son yillarda BP tedavisinde topikal kortikosteroidlerin etkinligi de
gosterilmistir (20,21).



2.1. Siiflandirma

OBH ayrismanin  anatomik lokalizasyonuna gore intraepidermal ve
subepidermal, sirastyla pemfigus ve pemfigoid grubu, olmak iizere iki ana gruba ayrilir.
Klasik smiflandirmada pemfigus, epidermisteki ayrismanin yerine gore derin
(suprabazal) ve ylizeysel (subkorneal) ayrismaya neden olan pemfigus olarak baslica
ikitemel tipe ayrilmistir (1), Giliniimiizde OBH’nin smiflandirilmasi klinik ve
histopatolojik  0zelliklerin yan1 sira immiinofloresan bulgularin, etyolojik ve
epidemiyolojik 6zelliklerin bir arada kullanilmasi esasina dayanir (Cizelge 2.1, Cizelge

2.2) (22).

Cizelge 2.1. Pemfigusun siniflandirmasi 1 (22).

o Pemfigus vulgaris
o Pemfigus vejetans — Derin Pemfigus
Paraneoplastik pemfigus
Pemfigus foliaseus
o Pemfigus eritematozus
o Fogo selvagem: Endemik tip — Ylzeysel Pemfigus
ilag nedenli pemfigus

IgA pemfigusu —

Cizelge 2.2. Subepidermal OBH.

o Pemfigoid grubunun siniflandirilmasi
o Bull6z pemfigoid
o Mukéz membran pemfigoidi
o Pemfigoid gestasyones
o Lineer IgA dermatozu
o Edinsel epidermolizis billoza
o Liken planus pemfigoides
o Anti-laminin 332 pemfigoidi
o Anti-p200/anti-laminin y1 pemfigoidi

o Dermatitis herpetiformis

Son yillarda ise immiinoblotting (Western blotting) ve ELISA gibi molekiiler
yontemlerle saptanan hedef antijenleri ve otoantikor tipini de igeren bir siniflandirma

giindemdedir (23).



2.2. Epidemiyoloji

Ulkemizde, OBH igerisinde en sik pemfigus vulgaris (PV) gériilmekte iken (24),
Avrupa kaynakli calismalarda en sik BP bildirilmektedir (25, 26).

2.2.1. Pemfigusun epidemiyolojisi

Pemfigusun diinyadaki yillik insidansi etnik ve cografik farkliliklar gostermekte
olup 0,5-16.1/milyon arasinda degismektedir (27). Hastalik tiim etnik grup ve irklarda
goriilebilmekle birlikte Yahudilerin Askenazi kolunda ve Akdeniz kokenli insanlarda
daha sik goriilmektedir (28). Kuzey Amerika’da yapilan bir ¢calismada hastaligin siklig
Yahudi kokenlilerde 32/milyon, diger etnik kokene sahip olanlarda ise 4,2/milyon olarak
bildirilmistir (29).

PV en sik Avrupa ve ABD’de goriiliirken pemfigus foliaseus (PF) Afrika’da
daha siktir (30). Hastaligin insidansi Avrupa’nin gilineyinde kuzeyine goére daha
yilksektir. Yunanistan, Italya, Romanya, Bulgaristan, Makedonya ve Sirbistan’da
yapilan caligmalarda hastaligin insidans1 4-8/milyon arasinda degismektedir (27).
Ulkemizde yapilan bir ¢calismada ise Akdeniz bdlgesinde hastaligin insidans1 2,4/milyon
olarak bildirilmistir (24).

Pemfigus formlar1 icinde en sik gorilen PV’dir, olgularin %70-80’ini
olusturmaktadir (31,32,33). Ulkemizde yapilan calismada da pemfigus hastalarinin
%83,1’1 PV tanist almistir (24).

PV her yasta goriilebilmekle birlikte, en sik 40-60 yaslar1 arasinda tani
konmaktadir. Kadinlarda ve erkeklerde benzer oranlarda goriiliir (12,31,34). Etnik
kokene bagli olarak hastalik olusumunda duyarliligi arttiran genler farklilik gosterir.
Giinimiizde HLAII genleri ile PV arasindaki iliski en gii¢lii ve en iyi tanimlanandir (35).
Literatiirde HLADRB1*04, DRB1*14 ve DQB1*05 antijenleri ile PV arasinda giiclii
birliktelikler gosterilmistir. Ozellikle Askenazi kokenli Yahudilerde hastaligin
HLAB1*0402, Avrupa ve Asya kokenli Yahudi olmayan kisilerde hastaligin
DRB1*1401/04 ve DQB1*0503 ile iligkili oldugu bildirilmistir (36,37). Klinigimizde
yapilan kontrollii bir ¢alismada ise PCR-SSP yontemi ile HLA tiplendirmesi yapilmais,
pemfigus hastalarinda HLA-A*11, CW*01, HLA-DRB1*04, DRB1*14, DQB1*05 ve
DPB1*0401 antijenlerinin sikliklar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. Pemfigusta yaygin olarak saptanan HLA smuf II

antijenlerinin yani sira toplumumuzda baz1t HLA smif I antijenlerinin de pemfigusta sik



gozlendigini gosterilmistir (38). HLA 1 A ve HLA 1 B antijenleri ile de ¢alismalar
mevcut olup bulgular heniiz yeterli degildir (39). Gliniimiizde genetik alt yap1 ile PV’nin
biyolojik ve klinik profili arasinda iliski gosterilememistir (40). Ancak hastaliga
duyarlhliktan sorumlu genlerin daha iyi anlasilmasi yakin gelecekte hastanin genetik alt
yapisina uygun, daha bireysel tedavilerin uygulanmasina olanak saglayacaktir. Genetik
yatkinlik hastalifa neden olan otoimmiin patomekanizmay1 baslatmak i¢in tek basina
yeterli degildir. Monozigotik ikizlerden birinde (41) ve ayn1 predispozan haplotipe sahip
ii¢ kardesten ikisinde (42) pemfigus gelismesi bunun kanitlaridir. Pemfigus nadiren aile
icinde birden fazla bireyde goriilmektedir (43,44,45), ancak kalitsal bir hastalik olarak
diisiiniilmemelidir.

PF sporadik olarak tiim diinyada (en sik Avrupa ve ABD’de) goriilebilirken
endemik formu Brezilya, Kolombiya gibi Giiney Amerika iilkelerinde ve Tunus gibi
Kuzey Afrika iilkelerinde daha sik goriiliir. Nehir kiyilarinda yasayan, ekonomik geliri
diistik bireylerde daha sik bildirilmektedir. Klinik, histopatolojik ve immiinolojik olarak
hastaligin sporadik ve endemik formlar1 arasinda fark gozlenmez (46,47). Sporadik form
HLA DRB1*0102 ve 0404 ile (48), endemik form ise HLA DRB1*0102 ve 0404, 1402,
1406 iligkili bulunmustur (49). Endemik form ergenlik donemindeki ve 2. dekaddaki
bireyleri etkiler ve ailede birden fazla kiside goriilebilir. Cevresel faktorler suclanmakla
birlikte neden olabilecek faktdrler tanimlanamamustir (50). Ilaglar, giines 1silari,
mikrobial ajanlar ve malinite olas1 tetikleyici faktorler olarak bildirilmistir (51).

Nadir goriilen formlardan pemfigus herpetiformis (PH); 1975 yilinda Jablonska
ve ark.tarafindan (52), IgA pemfigusu (Bkz. Cizelge 2.1) ise 1982 yilinda Wallach ve
ark. tarafindan tanimlanmislardir (53). Paraneoplastik pemfigus (PNP) ise ilk kez 1990

yilinda malinitesi olan 5 hastada tanimlanmistir (54).

2.2.2. BP’nin epidemiyolojisi

Avrupa kaynakli ¢calismalarda BP’in yillik insidansi1 2,5 ile 42,8/milyon arasinda
degismektedir (27,55,56) ve OBH igerisinde en sik pemfigoid grubu hastaliklar (%65,8
ve %83,3) bildirilmektedir (25,26). Son donemde yayimnlanan calismalarda BP
insidansindaki belirgin artis dikkat ¢ekmektedir (57,58). Insidansdaki artisgin nedeni
genel popiilasyonun yas ortalamasindaki artis olabilecegi gibi giiniimiizde daha sensitif
ve spesifik tan1 yontemlerinin kullanilabilir olmasi da olabilir. BP genellikle yaslilarda

gozlenir, 70’11 yaslarin sonlarinda baglar. Elli yasindan geng bireylerde oldukca nadir



goriiliir (insidans1 <0,5/milyon) (58). Nadiren ¢ocuklarda da goriilebilir (59). Kadin ve
erkekte goriilme siklig esittir (60). Baz1 yaymlarda kadin hakimiyeti bildirilmektedir
(27). Yapilan ¢alismalarda 80 yas {izerinde hastaligin insidansinin belirgin olarak arttig
bildirilmistir (61,62). BP’nin de yer aldigi pemfigoid grubu, HLA-DQPB1*0301 ile
iligkilendirilmistir (63). BP Kafkasyalilarda DQB1*0301, Japonlarda
DQB1*0304,DQP1*1101,DQP1*0302 allelleri ile iliskili bulunmustur (1).

2.3. Etyopatogenez

1964’de Beutner ve Jordon tarafindan pemfigus hastalarinin serumlarinda, deri
ve miikoz membrandaki interseliiler antijenleri hedef alan antikorlarin indirekt
immunfloresan yontemler kullanilarak gosterilmesi ile pemfigusun etyopatogenezindeki
anahtar bulunmustur (14,15). Hemen ardindan yine Beutner ve Jordon tarafindan
indirekt immunfloresan yontemler kullanilarak BP’nin otoantikorlar1 da tanimlanmustir.

BP’nin etyopatogenezindeki doniim noktasi da yine bu kesiftir (25).

2.3.1. Pemfigusun etyopatogenezi

Tiim pemfigus formlarinda temel patoloji akantolizdir. Pemfigus hastalarinda
akantoliz ilk kez 1943 yilinda Civatte tarafindan tanimlanmistir (64). Keratinosit hiicre
yiizey antijenlerine karsi gelisen interseliiler antikorlar kertinositlerin birbirinden
ayrilmasina neden olur. Ilk once interseliiler madde ¢oziiliir, ardindan desmozomlar
ayrilir ve epidermis i¢inde ayrigmalar olusur. Zamanla bu ayrigmalar biiyiir ve biil olur
(32,65). Tiim pemfigus formlar1 kanda dolasan ve deride depolanan keratinosit yiizey
antijenlerine karst olusmus otoantikorlar ile iliskilidir (12,66). Aktif hastalifi olan
hastalarin %80’inde dolasimda, %90’1nda lezyonda veya lezyona komsu saglam deride
depolanmis interseliiler antikorlar saptanabilir (67). Bu antikorlar genellikle IgG
tipindedir ve olgularin ¢ogunda C3 depolanmasi da eslik eder. Antikorlar IgM ve IgA
tipinde de olabilirler (66). Bu interseliiler antikorlarin patojenik oldugunu gosteren
birgok klinik ve deneysel kanit mevcuttur. Bunlar; antikorlarin insan deri kiiltiiriinde
akantolize yol agmasi (14), hasta serumu ile pemfigus vulgaris IgG’sinin neonatal fare
modeline pasif transferinin pemfigusun tipik klinik ve histopatolojik lezyonlarina neden
olmas1 (68), aktif PV’si olan annelerin bebeklerinde, baslica 1gG4 subtipinde olmak

izere, antikorlarin plasental gegisle pemfigusun klinik, histopatolojik ve immiinolojik



ozelliklerine sahip yenidoganda gecici biil olusumuna neden olmasi (69,70,71),
pemfigus hastalarinda plazmaferez yontemi ile serumdan yiiklii miktarda otoantikor
uzaklastirilmasinin gecici klinik iyilesmeye neden olmasi, ritiiksimab ve IVIG gibi
antikor diizeyini disiiren tedavilerle klinigin diizelmesi, hastalik aktivitesinin antikor
diizeyi ile korelasyon gdstermesi olarak siralanabilir (72).

Interseliiler antikorlar keratinosit hiicre yiizey antijenlerinden birgoguna kars:
olabilirler, ayn1 molekiilde birden fazla epitopu hedef olabilir (73). Bunlardan en iyi
tanimlananlar1 kaderin gen ailesine ait kalsiyum bagimli adezyon molekiillerinden Dsgl
ve Dsg3’tiir (74,75,76). Dsgl ve Dsg3 pemfigusun ana antijenleridir ve halen bir¢ok
klinik alt tipte otoantikorlarin temel hedefidir (40). Dsgl epidermisin {ist tabakalarinda
yogun olarak bulunurken suprabazal tabakada gézlenmemektedir. Dsg3 ise epidermisin
derin tabakalarinda yogun olarak bulunurken en iist tabakalarda gozlenmemektedir
(77,78). PV’de antikorlar agirlikli olarak Dsg3 ve daha az olarak Dsgl’e kars1 geligirken,
PF’de ana antijen Dsgl’dir (79). PV hastalarinda ayrica Dsg4 (80), desmokolin (Dsc)
(81), desmoplakin ve keratinositlerdeki asetilkolin (82,83) ve alfa-9 asetilkolin
reseptorlerine (84) karsi antikorlar da saptanmistir. Keratinosit asetilkolin reseptorleri
ozellikle intraepitelyal Dsg ekspresyonunu diizenleyerek hiicreler arasi bagda 6nemli bir
rol oynamaktadir, Dsg olmayan pemfigus antijeni olarak da disiiniilebilir. Farkli
antijenleri hedef alan farkli otoantikorlarin sinerjistik etkisi, farkli hastalardaki hastaligin

klinik ve biyolojik ¢esitliligini agiklayabilir (Coklu darbe hipotezi) (Sekil 2.2) (40).
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Dsg3 antijeni ekstraseliiler 5 farkli kisimdan (EC1-5) olusmaktadir. Ozellikle
EC2’ye karst olusmus IgG4 antikorlarinin akantolizi indiikledigi bildirilmistir.
Otoantikorlarin nasil akantolize neden oldugu bilinmemektedir. Bu konuda farkh
hipotezler One siirlilmiistiir. Bunlarin i¢inde giliniimiizde en ¢ok kabul goren
kompansasyon teorisidir. Dsgl ve Dsg3’iin intraepidermal ekspresyon paterni deri ve
miikdz membranlarda farklilik gosterir. Bilindigi tizere Dsg3 ekspresyonu mukozalarda
tiim epitel boyunca o6zellikle iist 2/3’de gozlenirken, deride sadece bazal tabakada ve
bazal tabakanin hemen iizerinde gozlenmektedir. Dsgl ise deride ve mukozada tiim
epitel boyunca, daha yogun olarak subkorneal tabakada eksprese edilmektedir (Sekil
2.3). Kompansasyon teorisine gore ayni hiicrede birlikte eksprese edilen Dsgl ve Dsg3
birbirinin adesif fonksiyonunu kompanse eder. Bu teori pemfigusta biil olusumunun
lokalizasyonunu en iyi agiklayan teoridir. Buna gore PF’de anti-Dsgl IgG antikorlarinin
epidermisin st tabakasinda biil olusturmasinin nedeni, epidermisin alt tabakalarinda
ve/veya mukozada Dsg3 ekspresyonun antikorlara bagli Dsgl fonksiyonundaki kaybi
kompanse etmesidir. Benzer sekilde mukozal PV’de anti-Dsg3 otoantikorlar1 mukozal
epitelin en alt tabakasinda akantolize neden olmaktadir, ¢iinkii bu alanda Dsgl
ekspresyonu minimaldir. Derideki yiiksek Dsgl ekspresyonu ise biitlinliigii saglar,
deride biil olusumu gézlenmez ya da sinirl bir tutulum olur (86,87,88). Hem anti-Dsgl
hem de anti-Dsg3 otoantikorlarinin gézlendigi mukokutan6éz PV’de ise ayrismanin
neden bazal tabakanin hemen {izerinde meydana geldigi konusu acik degildir. Bu teoriyi
desteklemek icin farkli goriisler One siiriilmiistiir. Bunlar, bazal tabaka ve bazal
tabakanin hemen tiizerinde daha az sayida desmozom bulundugundan hiicreler arasi
bagin burada daha zayif olabilecegi ya da dermisten epidermise penetre olan antikorlarin
alt tabakalara daha iyi niifus ediyor olabilecegidir (1,86). Yeni dogan epidermisinde ise
Dsg3 dagilimi yetigkin derisinden farklidir ve miik6z membrandaki dagilima benzer.
Dsg3 tiim epidermis boyunca keratinositler yiizeyinde eksprese edilir (1).

Akantolizi agiklamak {izere one siiriilen bir diger hipotez plazminojen aktivasyon
hipotezidir. Bu hipoteze gore PV-IgG’si sinyal iletimini anormal sekilde uyarir ve
Dsg3’de fosforilasyona ve Dsg3’iin plakoglobinden ayrilmasina neden olur. Bu durum
desmozomal yapinin hiicre i¢inden bozulmasina neden olabilir. PV-IgG’si ayn1 zamanda
protein kinaz C (PKC) ileti yolagin1 da uyarir. Boylece iirokinaz tip plazminojen
aktivator (uPA) sekresyonu ve hiicre yiizeyinde uPA reseptorii ekspresyonu olur. Sonug

olarak plazmin aktive olur. Bu uyari hiicre yiizeyinde 6nceden bulunan desmozomlarin



ayrilmasina olanak saglayabilir. Bu iki farkli PV-IgG ile aktive ileti yolagt PV’de
akantoliz olusum mekanizmasindan sorumlu olabilirler (86). Bunlarin disinda
otoantikorlarin, Dsg tlizerindeki adezyon alanlarini fiziksel olarak engelleyerek (yapisal
engelleme hipotezi) (89) veya kompleks yapisal veya islevsel bozukluklara yol
acarakakantoliz olusumuna yol agabilecegi One siiriilmiistiir. Bir diger olasilik proteolitik
enzimlerin salinimin1 uyarmasi olabilir (12). Bazi yazarlara gore ise otoantikorlar,
keratinosit iskelet yapisim1 degistirecek sinyalleri tetikleyerek keratinositlerde
biliziismeye, birbirinden uzaklagmaya ve keratinositler arasi baglantinin kopmasina

neden olmaktadirlar (apoptolizis teorisi) (90,91).
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Sekil 2.3. Pemfigusta akantoliz olusumuna iligskin hipotez (kompansasyon teorisi) (Prof.
Dr. Masayuki Amagai’nin izni ile kullanilmistir).

Bu patojenik interseliiler otoantikorlarin nasil olustugu ile ilgili bilgiler sinirlidir.
Cogu bireyde hastalik idiopatik olarak ortaya ¢ikarken bazi hastalarda ila¢ gibi dis
etmenlerin tetiklemesi ile olusmaktadir (92). Farkli ilaglarin farkli pemfigus formlarina
neden olabilecegi bildirilmistir (93). Otoantikor olusumunda T hiicre cevabinin roli ve
Dsgl veDsg3 epitoplarina karsit spesifik T hiicre cevabmmin olabilecegi de 06ne

stirtiilmiistiir (Sekil 2.4) (94,95,96).
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Sekil 2.4. Pemfigus patogenezinde T ve B hiicrelerinin rolii.

Poliklonal olan antikor iiretimi aktif hastalikta siklikla IgG4 subtipinde iken
remisyondaki hastalarda daha ¢ok IgG2 subtipindedir (97). Kricheli ve ark.’lar
caligmalarinda Dsg3 antijenine karsi olusan IgGl alt tipiantikorlart PV hastast ve bu
hastalarin saglam akrabalarinda benzer siklikta, IgG4 alt tipi antikorlar1 ise hemen her
zaman sadece aktif hastaliga sahip bireylerde saptamislardir (98). Hastalik aktivitesi ile
serum Dsg3 reaktif IgG4 diizeyi koreledir. Benzer sekilde Dsgl antijenine karsi olusan
IgG4 subtipi antikorlar aktif hastaligi olan bireylerde daha yiiksek konsantrasyonlarda
saptanmistir (99). Akut baslangi¢h ve aktif PV’li hastalarda IgG4 yaninda Dsg3 reaktif
IgE antikorlarinin da bulundugu, IgE serum diizeylerinin akut baslangic ile korele
oldugu bildirilmistir (100).

Paraneoplastik otoimmiin multiorgan sendromu (PAMS) olarak da adlandirilan
PNP’de baskin antikor IgG1 subtipi antiplakin antikorlardir. Saptanan antijenler ise
Dsgl, Dsg3, desmoplakinl-2, evoplakin, periplakin, plektin, 230 kDa BP antijenleri ve
170 kDa agirhiginda bilinmeyen bir proteindir (101,102,103,104,105). Plakin ailesi
proteinler sitoplasmik proteinler olup, saglam hiicrede antikorlardan korunmustur. Anti-
Dsgl ve anti-Dsg3 otoantikorlarin keratinosit hiicre zarinda hasara yol agarak plakin
ailesi proteinlerine karsi otoantikor olusumunu uyarabilecegi ve PNP patogenezinde
primer role sahip olabilecegi diistiniilmektedir (104). Patomekanizmada tiimor antijenleri

ile ¢apraz immiin reaksiyon olasilig1 da diisiiniilmektedir.
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IgA pemfigusunda otoantikorlar IgA tipindedir. Subkorneal piistiiler dermatoz
(SPD) benzeri tipte hedef antijen Dscl iken intraepidermal notrofilik (IEN) tipte hedef
antijen tam olarak belirlenememistir. Baz1 hastalarda Dsgl ve Dsg3’e karsi da gelismis
IgA antikorlar1 saptanmistir (106,107).

Pemfigus hastalarinin ¢cogunda hastalig: tetikleyen bir faktor gozlenmezken yani
hastalik kendiliginde baslarken (idiopatik pemfigus), bircok hastada ayrintili bir klinik
hikayede olay1 baslatic1 bir faktoriin varlig1 saptanmaktadir (olusturulmus-induced veya
tetiklenmis-triggered pemfigus). Olusturulmus pemfigus, ekzojen faktorlerin (siklikla
thiol grubu ilaglar) lezyonlarin ortaya ¢ikmasinda biiyiik rol oynadigy, tetikleyici faktor
elimine edildiginde tedavi verilmese dahi lezyonlarin geriledigi, klinigi PF veya PH’ye
benzeyen klinik durumdur. Bazi yazarlara gore tiyol ile olusturulmus pemfigus, gercek
pemfigusun karakteristik 6zelliklerinden ¢ok azina sahip olabilir, bu nedenle pemfigus
benzeri sendrom teriminin kullanilmasi daha uygundur (40). Tetiklenmis pemfigusta ise
endojen predispozan faktorler o kadar baskindir ki hastaligi indiikleyen faktorler
yalnizca hastalig1 kolaylastirir veya baglatir. Bu olgularda hizlandiric1 faktorler elimine
edilse bile hastalik kendini devam ettirmektedir. Hastalik kendiliginden olusan
pemfigusun, ozellikle de PV’in karakteristik ozelliklerini tasimaktadir (108). ilaglarn
sadece oral yolla alim1 degil rektal, vajinal, goz, kulak ve nazal yolla uygulanmalar1 da
hastaliga neden olabilmektedir (109). Topikal kullanimlarin da pemfigusa neden
olabilecegi bildirilmis ve ‘kontakt pemfigus’ terimi kullanilmistir (110, 111).

Genetik olarak yatkin bireylerde bir¢ok endojen (emosyonel stres vb.) ve egzojen
(ilaglar, kontakt allerjenler, diyet, viral enfeksiyonlar, iyonize radyasyon, UV 1sinlari
vb.) faktér PV olusumunu kolaylastirmaktadir (112). PV sikliginin ani artis
gostermesinin en yaygin nedeni ilaglardir. Basta fenol ve tiyol grubu ilaglar olmak iizere
bir¢ok ilacin pemfigusu tetikledigi bildirilmistir (Cizelge 2.3). Viral enfeksiyonlardan ise
herpes viriis enfeksiyonunun pemfigus patogenezindeki yeri tartigmalidir. Gilines yanig,
iyonize radyasyon, termal ve elektrik yaniklari, cerrahi iglemler ve hatta kozmetik
uygulamalarin bile yatkin bireylerde pemfigusu tetikleyebilecegi yoniinde bir¢cok yayin
mevcuttur (40). 1,3-dikloropropene bagl alerjik kontakt dermatit sonrasi PV olusumu da
bildirilmistir (111). Sigara icicilerinde hastalifin daha az olmasi nikotinin kolinerjik
etkisi ile iligkilendirilmistir (113). Pemfigus etiyopatogenezinde diyetin etkisine
baktigimizda, uzun yillardir Rusyali Yahudilerde hastaligin insidansinin yiiksek olmasi,

bu etnik grubun yeme aligkanliginda baharatlarin baskin olmasi ile iliskilendirilmistir.
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Sarimsak, sogan gibi Allium sinifina ait bitkilerin fazla tiikketimi ile bir¢ok PV olgusu
iliskilendirilmistir (112). Bu bitkiler tiyol igerigi olarak zengindir, in vitro ortamda
tiyoliin akantolitik potansiyeli gosterilmistir (109,114). Benzer sekilde bitki ve
meyvelerde bulunan tanninlerin de in vitro ortamda immiinolojik olarak reaktif oldugu
ve akantolize neden olabildigi gosterilmistir (115,116). Tannin ve polifenolik birlesik
iceren karabiber, kiraz, ¢oban iiziimii (cranberry), bogiirtlen ve cay gibi meyve ve
sebzelerin yatkin bireylerde PV’in baslangicini kolaylastirdigindan siiphelenilmektedir.
PV’in tetiklenmesine neden olan bir diger faktor de emosyonel strestir, pek cok olgu

bildirilmistir (40).

Cizelge 2.3. Pemfigus gelisimine neden olan veya tetikleyen ilaglar (40).

Tiyoller Fenoller Tiyol ve fenol olmayanlar

e Penisilamin e Sefalosporinler e Kaptopril disindaki

e Kaptopril e Aspirin ACE inhibitorleri

e Penisilin ve tiirevleri e Rifampin e NSAil’larin cogu

e Sefalosporinler e Levodopa e Nifedipin
Piroksikan e Heroin e Agilar, interferon ve
Tiamazol e Pentaklorofenol diger sitokinler

e Altin tuzu e Fenobarbital e Digerleri

2.3.2. BP etyopatogenezi

BP’de otoantikorlar hemidesmozomdaki BP230 (BPAgl) ve BP180 (BPAg2,
kollajen XVII) antijenlerine kars1 olusmustur (2,117,118). BP180 tip II transmembran
protein iken BP230 sitoplazmik bir proteindir. Antikorlarin bazal membrana baglanmasi
kompleman ve inflamatuvar mediyatorleri active eder. Subepidermal biilloz
hastaliklarda otoantikorlar inflamatuvar siireci aktive ederek biil olusumunu tetiklerler

(Sekil 2.5) (119, 120, 121, 122).
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Sekil 2.5. BP fizyopatolojisi (123).

Baslangicta BP230, BP’nin ana antijeni olarak tanimlanmistir; ancak giiniimiizde
BP180 ana patojenik antijen olarak kabul edilmektedir. Hastalarin %80’inden fazlasinda
ELISA ve immiinoblotting ile BP230 antijenine spesifik otoantikor saptanir. BP230’un C-
terminali hedef otoantijendir. BP180 proteininin degisik pargalart kullanilarak yapilan
epitop haritalandirilmasinda ise BP hastalarinin ¢ogunun serumunun NC16A’y1 tanidig
gosterilmistir (Sekil 2.6) (124). Yapilan caligmalarda BP’li hasta serumlarinin %94-
96’smin BP180 NC16A peptidi ile reaksiyona girdigi saptanmistir. Serum BP180 NC16A
otoantikor diizeylerinin hastalik aktivitesi ile korele oldugu da gosterilmistir; bu BP180
otoantikorlarmin patojenik oldugunu gdsteren bir bulgudur. Olusan otoantikorlar IgE,
IgG1l ve IgG4 alt tipindedir (121). BP180’e¢ karsi olusan otoantikorlarin patojenik
oldugunu destekleyen bir¢ok kanit mevcuttur. Bunlar; neonatal fare ve hamsterlere BP180
antikorlar1 pasif transfer edildiginde subepidermal biil olugmasi (120), BP hastalarida
BP180 otoantikorlarinin DEB’e 16kositleri ¢ekmesi, toplamasi ve insan deri kesitlerinde
DEB’de ayrismaya neden olmasidir (125). Patogenezde IgE otoantikorlarinin da 6nemli
rol oynadig: diisiiniilmektedir, hem BP180 hem de BP230 antijenlerine karsi olusan IgE
otoantikorlar1 saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda tedavi almayan BP’li olgularin %70’inde
total IgE diizeyleri yliksek bulunmustur ve bu olgularin %86’sinda BP180’e kars1 gelismis
IgE otoantikorlar1 saptanmustir. Yiiksek anti-BP180 IgE otoantikorlarinin diizeyi hastalik
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siddeti ile iliskili bulunmustur (126,127,128). Bu bilgiler 1s18inda BP tedavisinde
omalizumab kullanim1 giindeme gelmistir. BP180 antijenine kars1 gelisen IgA
otoantikorlar1 da bildirilmistir (129,130). Bazi calismalardan elde edilen veriler ise
hastaligin T hiicre bagimli otoimmiin bir hastalik oldugunu diisiindiirmektedir (131,132).
Hastaligin patogenezinde 6zellikle Th2 sitokinleri 6nemlidir (2). Yine son yillarda BP180
NC16A epitopuna spesifik olan hafiza B hiicreleri de tanimlanmustir (133).
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Sekil 2.6. BP otoantijenleri.

Hastaligin baslamasinda travma, yanik, radyoterapi, ultraviole isinlar (UVB,
PUVA), cerrahi islemler ve en sik influenza asis1 olmak {izere asilar tetikleyici faktorler
olarak su¢lanmaktadir (134,135,136). Genetik olarak yatkin bireylerde etiyopatogenezde
suclanan ilaclar ise diiiretikler (frosemid), analjezikler (ibuprofen), D-penisilamin,
antibiyotikler ve kaptoprildir (136,137). Yapilan iki caligmada spirinolakton ve
fenotiyazin kullaniminin BP igin risk faktorii oldugu gosterilmistir (138,139). Ilaglar
hem sistemik hem de topikal kullanim ile hastaligi tetikleyebilmektedirler (140).
Deneysel arastirmalar enfeksiyonlarin olasi rolii hakkinda ip uglar1 vermektedir (136).
Tetikleyici faktorler arasinda diyet yer almamakla birlikte diyetteki nikel ile uyarilan bir

olguda, diyetten nikelin ¢ikarilmasi sonucu tam iyilesme bildirilmistir (141).
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2.4. Klinik

2.4.1. Pemfigus klinigi

Mukokutandz tutulum goriilen pemfigus hastaliginda deri lezyonlarinin dagilim
ile hastalik olusumunda rol oynayan otoantikorlarin hedef aldig1 antijenlerin dagilimi
arasinda siki bir iliski bulunmaktadir. Pemfigus lezyonlar1 siklikla antijen yogunlugunun
fazla oldugu sach deri, yiiz ve {ist govdede bulunurken, antijen yogunlugu diisiik olan
bacaklarda nadiren goriiliir (142). Lezyonlarin dagilimi ayn1 zamanda antikor profline
gore de farkliliklar gosterir. Sadece Dsg3’e karsi otoantikor olusturan hastalarda oral
lezyonlar sikken, hem Dsgl hem de Dsg3’e karsi otoantikora sahip olan hastalarda
kutanoz ve oral lezyonlar, sadece Dsgl’e karsi otoantikor olusturan hastalarda ise oral
lezyon olmaksizin sadece deri lezyonlar1 goriiliir (40,87). Pemfigus hastaliginda en
onemli slibjektif yakinim yanma ve kasintidir. Kilo kaybi, ates, halsizlik, huzursuzluk,
anoreksiya eslik edebilecek diger semptomlardir (45).

a) PV

PV genellikle agizda agrili iyilesmeyen iilserlerle baslar (143). Ulserler saglikli
goriiniimlii mukozadan gelisir; genellikle ¢cok sayida, yiizeysel ve diizensiz sekillidir.
Oral mukoza en sik tutulan bolgedir, hastalarin yaklasik ticte ikisinde hastalik oral
mukozadan baglar (40,144,145). Erozyon ve llserlerin kenarinda biil artiklar1 goriilebilir
ancak saglam biil goriilmesi nadirdir. En sik bukkal ve labial mukoza tutulur. Bunun
disinda yumusak ve sert damak, agiz tabani, gingiva tutulumu da goézlenir, dil tutulumu
daha nadirdir. Genellikle ilk muayenede tan1 konulamaz. Lezyonlar haftalar aylarca
iyilesmedigi; antibiyotik, antifungal ve antiviral tedavilere yanit alinamadig1 zaman akla
gelir. Agizda bir aydan fazla siiren iyilesmeyen cok sayida iilseri olan hastalarda
pemfigus dislinilmelidir (12,146). Yapilan c¢aligmalarda %7-24 arasinda degisen
oranlarda hastaligin erozif deskuamatif gingivostomatit seklinde oral mukozaya sinirh
kalabilecegi bildirilmistir (24,143,144). Hastaligin seyrinde oral mukozada baglayan
lezyonlar 4-8 ay arasinda deride de gozlenmeye baslar; siklikla sagh deri, yiiz ve
govdenin {ist yarisinda gozlenir. Nadiren deri lezyonlar1 baslangi¢ bulgulari olabilir. Deri
lezyonlar1 genellikle i¢i saydam kiiciik biiller seklinde baslar. Biiller gevsektir ve birkag
gilinde riiptlire olurlar, ylizeysel keskin siirli erozyonlar olusur. Lezyonlar genellikle
normal goriiniimli deride sacl deri, gogiis ve sirtta olusur, govdedeki lezyonlar orta
hatta yerlesmeye egilimlidir (12,147). Diger sik tutulan alanlar yiiz ve boyundur.

Muayenede umblikal ve periungual tutulum da degerlendirilmelidir. Paronisi hastaligin
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ilk bulgusu (148, 149) veya alevlenme belirtisi olabilmektedir (150,151). Palmoplantar
biillerin varlig1 ise siddetli hastaliga isaret eder. Tirnak tutulumu en sik akut ve kronik
paronisi olarak karsimiza ¢ikar ve hastalarin %51,9’unda goriliir (150). Periungual
tutulum nadiren onikomadez, onikosiz, onikoliz, Beau ¢izgisi gibi c¢esitli tirnak
anormalliklerine neden olabilir (148,150). Hastalarda nazal kavite, farenks, larenks ve
ozefagus mukozalarinin tutulumu nazal konjesyon, epistaksis, ses kisikligi, disfaji ve
odinofajiye neden olabilir. Yapilan caligmalarda hastalarin %49’unda laringeal veya
nazal veya her ikisine ait semptomlar saptanmistir (152). Kandidiazis ile benzer
semptomlar gozlendiginden bu hastalara kulak burun bogaz muayenesi yapilmalidir
(12). Bunun disinda konjunktiva, iiretra, rektum ve genital mukozada da erozyon ve
iilserler goriilebilir. Cok katli yassi epitel ile ortiilii her yer hastaliktan etkilenebilir (40).

PVE, PV’nin daha iyi prognozlu, nadir goriilen klinik bir varyantidir. Neumann
ve Hallopeau olmak tizere iki klinik formu vardir. Neumann tipinde klinik olarak
lezyonlar PV gibi baslayip sonrasinda vejetatif lezyonlar gelisirken, Hallopeau tipinde
daha cok piistiiller izlenmektedir. Tipik olarak aksilla, inguinal bolge ve meme alt1 gibi
kivrim bolgelerine lokalize gevsek biil ve piistiiller vejetatif plaklara doniiserek
iyilesirler. Neumann tipi daha siddetli bir klinik seyir gosterirken Hallopeau tipi lokalize
kalma egilimindedir (10).

b) PF

PF’de klinik olarak saglam biil gérmek miimkiin degildir. Skuamli kurutlu
lezyonlar yiiz, saclt deri, presternal ve interskapiiler alan gibi seboreik alanlara sinirlt
kalma egilimindedir. Kurutlar kolay kaldirilir ve tabanindaki yiizeysel erozyonlar ortaya
cikar. Tipik olarak mukozal tutulum gozlenmez. Hastalik ilerleyerek eksfolyatif
eritrodermiye neden olabilir. Pemfigus eritematozus (PE) (Senear-Usher pemfigus) ve
endemik pemfigus (Fago selvagam) klinik varyantlaridir. PE, lupus eritematozusun
klinik ve immiinolojik 6zelliklerinden bazilarini sergiler. Hastalik yiize yerlesir; klinik
olarak yiizde siklikla kelebek bigiminde skuamli, kurutlu eritem ile karakterizedir. PE ve
lupus birlikteligi az sayida bildirilmistir (147).

¢) IgA pemfigusu

IgA pemfigusu keratinosit yiizey antijenlerine kars1 gelismis IgA tipi
otoantikorlarin varlig1 ile karakterizedir. SPD benzeri ve IEN tip olmak iizere iki alt
formu tanimlanmistir. Klinik olarak eritemli veya normal deride vezikiilopiistiiler

lezyonlar ile karakterizedir. Lezyonlar birlesme egilimindedir, antiler ve sirsine dizilim
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gosterirler. Kenar1 belirgin aniiler infiltre plaklarin ortas1 kurutludur. Gévdenin alt yarisi,
alt ekstremite proksimali ve intertrijin6z alanlara yerlesme egilimindedir (1,10,153).
Mukozal tutulum goézlenmez. Monoklonal IgA gamopatisi ve inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinin (crohn hastaligi ve iilseratif kolit gibi) yaninda Sjogren sendromu ve
romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklar ile de iligkisi bildirilmistir (51).

d) ilaca bagh pemfigus

Ilaca bagli pemfigusun klinik, histopatolojik (154) ve immunfloresan (155)
ozellikleri idyopatik pemfigus ile aymidir. Pemfigus aktivasyonu ilk kez 1950’lerin
basinda penisilamin kullanimi ile bildirilmistir (32). Pemfigusu baslatan veya
alevlendiren ilaglarin baginda penisilamin, kaptopril, busilamin ve tiyopronin gelir (Bkz.
Cizelge 2.3). Her ne kadar nadir goriilen bir durum olsa da yeni tan1 pemfigus
hastalarinin hepsinde bu olasilik digslanmalidir (92). Neden olan ilacin kesilmesi ile tiyol
grubu ilaglara bagl pemfigusta %40-50, tiyol grubu disindaki ilaglara bagli pemfigusta
ise %15 oraninda spontan remisyon gozlenmistir (153,156).

e) PH

PH’de klinik bulgular dermatitis herpetiformis, immiinolojik bulgular pemfigus
ozelliklerine sahiptir. Siklikla PF varyanti ile uyumlu iken PV varyanti ile uyumlu bazi
olgular bildirilmistir. Lezyonlar kasintilidir, herpetiform paternli vezikiil ve biillere
urtika plaklar da eslik edebilir (31).

f) PNP

PNP’nin klinigi ise olduk¢a degiskendir. Epitel ve i¢ organlari hedef alan, ¢oklu
organ tutulumu ile giden otoimmiin bir sendrom olarak degerlendirilmektedir. Siklikla
siddetli, agrili, tedaviye direngli oral lezyonlar ile baslar ve dudaklarin hemorajik kurutlu
erozyon ve llserleri tipiktir. Hastalarin %45’inde oral mukoza tutulumu ilk bulgudur
(157). Diger mukoza tutulumlar1 pemfigusun diger formlarindan daha sik goriiliir (103).
Goz tutulumu siktir ve akut donemde genellikle sikatrisyel pemfigoid kadar siddetlidir.
Klasik pemfigusta brongial ve alveolar hava yollarinda tutulum gozlenmezken
paraneoplastik pemfigusta neredeyse hastalarin tiimiinde pulmoner tutulum goézlenir ve
siklikla 6liimle sonuglanacak kadar siddetlidir (bronsiolitis obliterans) (102,158). Deri
lezyonlar1 polimorfiktir; gevsek biil, erozyon, eritemli papiiller, hedef tahtas1 benzeri
lezyonlar, likenifiye ve eritemli plaklar goriilebilir. inflame makiil, papiil ve plaklar her
zaman gozlenir ve biillerden daha baskin klinik bulgu olarak karsimiza ¢ikabilir. Biiller

pemfigusun aksine inflame eritemli zemin {izerinden gelisir (102). Genel goriis
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akantoliz, Dsgl ve Dsg3 antijenlerine karsi olugan antikorlar ile pemfigusun bir alt tipi
oldugudur. Ancak bazi yazarlara gore siklikla iligkili oldugu altta yatan lenfoproliferatif
hastalik ile ayr1 bir antite oldugu yoniindedir (12). Pemfigustan ¢esitli klinik, histolojik
ve immiinfloresan 6zelliklerle ayrilir. Deri lezyonlar1 siklikla eritema multiforme ve
toksik epidermal nekrolize benzer, BP, liken planus, liken planus pemfigoides, hatta
kronik GVHD’ye benzer vakalar da bildirilmistir (102). Hastalarin %84’ii non-Hodgking
lenfoma, kronik lenfositik 16semi ve Castleman hastalig1 gibi hematolojik neoplaziler ile
iliskili bulunmustur. iliskili oldugu hematolojik kdkenli olamayan tiimérlerin ¢cogu ise
epitel kokenli karsinomlardir (157,159). Eslik eden neoplaziler mukokutandz
bulgulardan 6nce veya sonra gelisebilecegi gibi en sik birlikte tan1 konulur (102). PNP
siipesi olan olgularda toraks, abdomen ve pelvisin bilgisayarli tomografi ile
degerlendirilmesi onerilmektedir (18). 1993 yilinda hastaligin tanisi i¢in majér ve minor
kriterler olusturulmustur. Major kriterler; polimorfik mukokutandz erupsiyon, eslik
edeninternal neoplazi, spesifik immiinopresipitasyon paterninde serum antikorlar1 iken
mindr kriterler; akantolizin histolojik olarak gosterilmesi, bazal membranda ve
epidermiste interseliiler aralikta direkt immiinfloresan pozitifligi ve sican mesanesi
epitelinde IiF pozitifligidir. Ug majér veya iki major ve iki mindr kriter tani icin

yeterlidir (160).

2.4.2. BP Kklinigi

Hastalik tipik olarak yalnizca kasinti veya kasintili papiiller veya firtikeryal
lezyonlar seklinde prodromal faz (biilsiiz faz) ile baslayabilir, haftalar hatta aylar sonra
bil olusumu (biillii faz) gozlenebilir (161,162). Biiller gergin, saydam ve biiyiiktiir,
normal deri veya eritemli alan {izerinden gelisebilir. Nikolsky belirtisi negatiftir.
Giinlerce sebat edebilir ve yerini erode, kurutlu lezyonlara birakir. Lezyonlar govde ve
proksimal ekstremitelerde, simetrik dagilim gosterir (153,163). Koltuk alti, kasik, dirsek
i¢ ytizii gibi fleksural tutulum egilimi vardir (60). Oral mukoza tutulumu hastalarin %10
ila %30’unda bildirilmistir, diger mukozalarin tutulumu oldukca nadirdir (164,165).
Lezyonlar tiim viicuda yayilabilecegi gibi nadiren lokalize de kalabilir. Lokalize BP
siklikla pretibial alani etkiler; paralizi olmus ekstremiteye, cerrahi insizyon alanina,

palmoplantar, umblikal ve vulvar alana sinirli olgular da bildirilmistir (19).
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2.5. Tam

Yukarida sayilan klinik 6zellikler bu grup hastaliklardan siiphelenmekte 6nemli
yol gdsterici bulgulardir. OBH nin tanisi klinik 6zellikler, histopatolojik ve immiinolojik
bulgular ile konur (1,2,12,161). Bu grup hastaliklarda altin standart otoantikorlarin
gosterilmesidir. Bu amaca yonelik metodlar; DIF, IIF, ELISA, immiinopresipitasyon ve

immiinoblottingdir.

2.5.1. Sitoloji

Sitolojik inceleme ucuz, hizli, gorece agrisiz ve tekrarlanabilir olmasi nedeni ile
birgok avantaja sahiptir. OBH’da sitoloji pemfigusun pemfigoid gurubu hastaliklardan
ayirt edilmesinde, yeni ataklarin saptanmasinda ve ikincil enfeksiyonlarin tespiti
amaciyla kullanilir (166).

a) Pemfigus sitolojisi

Pemfigusda Tzanck sitolojisinde akantolitik hiicre pozitifligi %93,3 ile %100
arasinda bildirilmistir (167,168). Tipik akantolitik hiicrelerle birlikte pemfigus
hastalarinda Sertoli’nin rozet formasyonu ve streptositler de gozlenebilir (166, 169).
Tzanck sitolojisi DIF ile de kullanilabilir. Yapilan bir c¢alismada tiim pemfigus
hastalarinda akantolitik keratinositlerin etrafinda tipik IgG depositleri gozlenmistir
(170). Sitolojik olarak akantolitik hiicreler tek veya kiime yapmis, yuvarlak veya oval
sekilli, dar bazofilik sitoplazmaya sahip, niikleus/sitoplazma orani niikleus lehine
bozulmus hiicrelerdir. Hiicre sitoplazmasi niikleus ¢evresinde daha soluk (periniikleer
halo), periferde ise daha koyu (kederli kenar) boyanir. Ozellikle kronik lezyonlardan
yayma yapildiginda akantolitik hiicreyi fagosite etmis ¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler
goriilebilir (171).

b) BP sitolojisi

BP’de ise Tzanck sitolojisinde akantolitik hiicreler goriilmez, keratinositler az

sayida gozlenir, bol 16kosit ve eozinofil mevcuttur (166).

2.5.2. Histopatoloji
OBH’dan siiphelenildiginde biyopsi yeni olusan vezikiiliin kenarindan normal
deriyi de igerecek ve epidermis dermisten ayirilmayacak sekilde alinmalidir. Oral

mukozada biyopsi i¢in erode alanin kenar1 tercih edilmelidir.
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a) Pemfigusta histopatoloji

Tim pemfigus formlarinda temel patoloji keratinositlerin birbirleri ile
baglantilarim1  kaybetmeleri sonucu olusan akantolizdir. Akantolitik hiicreler
histopatolojik olarak yuvarlak sekilli, bazofilik, niikleus/sitoplazma orani artmis dar
sitoplazmal1 ve biiyiik niikleuslu, periferde yogunlasmis keratin ve belirgin niikleollere
sahip hiicrelerdir (172). Histolojik olarak akantolizin eslik ettigi intraepidermal biiller
PV ve PVE’de bazal tabakanin hemen {izerinde (suprabazal), PF ve PE’de stratum
korneumun hemen altinda (subkorneal) yer alir. Akantoliz biil alan1 i¢inde ve ¢evresinde
yaygin olarak izlenir, ayrica kil folikiil epitelini de etkileyebilir. PV’de suprabazal
ayrisma ile kolumnar yapidaki bazal keratinositler tek sira halinde biiliin taban kismida,
dermal papillanin iizerinde izlenebilirler. Bu goriintii ‘siralanmis mezar taslari’ veya
‘mezar tasi sirast’ olarak adlandirilmaktadir (106,173). PV siklikla oral mukozadan
bagladigi ve/veya oral mukozaya sinirli kaldigi i¢in genellikle oral mukoza
lezyonlarindan biyopsi alinmasi gerekir, histopatolojik 6zellikler benzerdir.

PVE histopatolojik olarak PV’ye benzer ancak epidermal hiperplazi,
hiperakantoz ve papillamatoz ¢ok belirgindir, epidermal ayrilma PV kadar yaygin
izlenmez.

PF’de biil subkorneal veya intragraniiler yerlesimlidir, akantoliz graniiler
tabakada fokal olarak izlenir, diskeratotik graniiler keratinositler temel histopatolojik
bulgulardandir. PF’de eozinofilik spongioz PV’ye gore daha sik gbzlenir. PE’de PF’nin
histopatolojik bulgularina bazi olgularda interface (arayiiz) dermatiti de eklenebilir.

IgA pemfigusunda histopatolojik olarak; SPD benzeri tipinde subkorneal, IEN
dermatoz tipinde intraepidermal piistiil olusumu goézlenir. Her iki durumda da akantoliz
minimaldir.

PH’de de eozinofilik spongioz siklikla gozlenir (31,172), intraepidermal biil cogu
olguda subkorneal yerlesimlidir, ancak nadiren suprabazal ve spindz tabakada da
yerlesim gosterebilir.

PNP’nin histopatolojisi klinik bulgularla uyum gosterir, deg§iskendir. En sik
klasik pemfigus bulgular1 ile vakuoler/likenoid arayiiz dermatiti bulgularinin birlikteligi
gozlenir (106,107,173).

b) BP’de histopatoloji

BP’de DEB’in ayrigsmasi ile subepidermal biiller gozlenir. Dermal papilla

odemlidir; lenfosit, makrofaj, noétrofil ve eozinofilleri igeren yiizeysel dermal
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inflamasyon gozlenir. Tipik olarak eozinofiller hem biil kavitesi i¢inde, hem de dermisde
yogun olarak bulunurlar, eozinofilik spongioz gozlenir. Bu hiicreden zengin patern
disinda hiicreden fakir, inflamasyonun az oldugu BP olgular1 da bildirilmistir (107).
Normal deri tizerinden geligsmis biillerden alinan biyopsi materyallerinde histopatolojik
olarak hem biil i¢inde hem de dermisde az sayida lenfosit ve eozinofil goriiliir. Biil
olusumunun goézlenmedigi prodromal fazda alinan biyopsilerde ayrisma goriilmeyebilir,
eozinofilik spongioz veya iist dermiste DEB’de uzanan eozinofiller goriilebilir (19, 174).
Bu erken donemde histopatolojik bulgular spesifik degildir. Son ddénemlerdeki
immiinohistokimyasal ¢alismalarda formol fikse dokuda DEB’de C3d depolanmasinin

saptanmast BP tanisini destekleyici bulunmustur (175).

2.5.3. Direkt immiinfloresan

1960°’lr  yillarin basinda immiinfloresan tekniklerle pemfigus ve BP
otoantikorlarinin kesfi OBH’nin tanisinda en 6nemli doniim noktasidir. Pemfigus ve BP
tanisinda DIF rutinde en yaygm kullanilan altin standart tanm1 ydntemidir (176,177).
Ozellikle oral pemfigus tanisinda tiim tam ydntemleri igerisinde en duyarli ydntemdir
(178). DIF igin biyopsi taze bir lezyonun hemen yanindaki normal gériiniimlii deri veya
mukozadan almmalidir. Inflame ve/veya biil alanindan alman &rneklerde yalanci
negatiflik gbzlenmektedir (177). Son donemlerde ¢ekilen anajen kilin dis kok kilifinin da
pemfigus tamsinda DIF’de materyal olarak kullanilabilecegi — gdsterilmistir
(179,180,181).

a) Pemfigusta DIF bulgular

Pemfigusta karakteristik DIF bulgusu interseliiler aralik (ISA) depolanmasidir
(balik ag1, tavuk kiimesi goriiniimii). Aktif hastalig1 olanlarda uygun biyopsi alindiginda
%90-100 arasinda DIF pozitifligi bildirilmistir (66,178). IgA pemfigusu disinda biitiin
pemfiguslarda ISA’da IgG depolanir. IgG’ye C3 depolanmas: da eslik edebilir (182).
DIF ile pemfigus grubu hastaliklar igerisinde alt tip tayini yapilamaz. Nadiren
depolanma sinirl olabilir veya biil olusumunun gézlendigi seviyede daha yogun olabilir,
bu durumda alt epidermal tabakada depolanma PV ve iist epidermal tabaka depolanma
PF lehine yorumlanabilir (183). iISA’da tek basma IgA depolanmasi ise IgA
pemfigusuna isaret eder, tanisaldir (184). ISA ile birlikte bazal membran zonunda
(BMZ) IgG depolanmasi ise iki durumda gézlenir; PE ve PNP. Bu iki durum birbirinden
klinik ve histopatolojik bulgularla ayrilir. Pemfigus hastalarinin %10’unda DIF yalanci
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negatiftir. ilaca bagli pemfigus hastalarmin az bir kisminda DIF gergekten negatif
olabilir. Pemfigusta DIF’in pozitif prediktif degeri %100, negatif prediktif degeri ise
%85-90 arasindadir (177). Genellikle DIF, 1iF’den daha 6nce pozitiflesir ve tanisal
degeri 11F’ye gore daha yiiksektir.

b) BP’de DIiF bulgular:

BP’de tipik olarak BMZ boyunca IgG ve/veya C3 lineer bant seklinde depolanir.
Nadiren bu bulguya ek olarak zayif lineer IgA ve IgE depolanmasi da gozlenebilir
(19,58,185). DIF pozitif olan hastalarda BMZ depolanmasi goriilen diger OBH’y1 ekarte
etmek i¢in TAID ile IiF test uygulanmalidir. BP’yi diger otoimmiin subepidermal biilloz
hastaliklardan ayirmada kullanilan diger yontemler ise BMZ’deki lineer floresan
paterninin yakindan analizi (BP’de ‘n tipi’ testere disi paterni gozlenir) (186) ve FOAM
(fluorescence overlay antigen mapping) teknigi ile alinan goriintiilerdir. BP’de FOAM
yontemi ile yesil boyanan lamina lucidadaki IgG birikimleri ile kirmizi boyanan tip VII

kollajen bantlar1 {ist iiste gelmemektedir (187).

2.5.4. Indirekt immiinfloresan

[iF, hasta serumundaki antikorlarm belirli antijenler kullanarak saptanmasi
esasina dayanir, taniyr dogrulamak ve/veya biilloz hastaliklar arasinda ayirict tani
yapmak amaciyla kullanilir. Bu amacla farkli biilloz hastaliklarin tanisinda substrat
olarak kullanilan antijenler insan derisi, maymun Ozefagusu, sican mesanesi ve
TAID’dir. Substratlarin sensivitesi ve spesifitesi farkl1 biilloz hastaliklarda degiskenlik
gosterir (177,185). Dsg3’den zengin maymun 6zefagusu PV’nin IgG otoantikorlarini
gostermede en sensitif substrattir (185). Dsgl’den zengin Gine domuzu 6zefagusu ise PF
tanisinda tercih edilen substrattir (188). Birden fazla substrat kullanimi ile tanisal
sensitivite arttirilabilir. Insan derisi ve maymun 6zefagusu birlikte kullanildiginda tanisal
sensitivite %100 iken, bu substratlar tek tek kullanildiginda sensitivite sirasiyla %83 ve
90 olarak bildirilmistir (14,189). Sensitivitesi en yiiksek olanlar sirasiyla normal insan
derisi, maymun 6zofagusu ve sican 6zefagusudur (190).

a) Pemfigusta IiF bulgular

Pemfigus hastalarmin serumunda IgG otoantikorlar1 IIF ile %80-90 olguda
saptanmaktadir (190,191). PV, PF ve ilaca bagh pemfigus hastalarinda IgG ISA’da
depolanirken PE ve PNP’de ISA ile birlikte BMZ’de de depolanma gozlenir. Benzer

depolanma Kolombiya endemik pemfigusunda da tanimlanmigstir (31). Tiim pemfigus
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tiplerinde otoantikorlar sadece ¢ok katli yassi epitelde depolanirken PNP’de ek olarak
kolumnar ve transizyonel hiicreli epitelde de depolanma gozlenir. PNP tanisanda en iyi
tarama testi plakin zengin sigan mesanesi epiteli ile IIF’dir, sensitivitesi %75 ve
spesifitesi %83 olarak bildirilmistir (192). ISA’da IgA depolanmasi IgA pemfigusu igin
karakteristiktir ve hastalarin yaklasik %50’sinde saptanir (193). Dolasimdaki IgA
otoantikorlarin1 saptamada deri kiiltiirliniin, standart insan derisi ve maymun 6zefagusu
gibi substratlardan daha sensitif olabilecegi bildirilmistir (184).

Pemfigus benzeri antikorlar yanik, penisiline bagh ilag erupsiyonu, deri grefti,
BP ve mukozal pemfigoid ve toksik epidermal nekroliz hastalarinda da bildirilmistir. Bu
hastalarda yalanci pozitiflik gézlenebilmektedir (177).

b) BP’de iiF bulgular

BP’de kanda dolasan IgG otoantikorlar1 hastalarm %60-90’1nda IIF yontemler ile
saptanabilmektedir (194,195). Tercih edilen, en sensitif substrat TAIDdir (196). Lamina
lusina boyunca ayrigtirilmis insan derisinde lineer depolanma ayrismanin epidermal veya
hem epidermal hem de dermal tarafinda saptanirsa bu Oncelikle BP’yi isaret eder.
BP’nin edinsel epidermolizis biillozadan, anti-epiligrin miikoz membran pemfigoidinden
ve anti-p200 pemfigoidinden ayrilmasi i¢in bu test yapilmalidir (Bkz. Cizelge 2.2).
Hastadan alinan deri biyopsisinin 1.0 mol/L NaCL ile lamina lucida boyunca
ayristirilmas1 sonras1 uygulanan DiF’de BP ile edinsel epidermolizis biillozay1 ayirmada

oldukca basarili bulunmustur (197).

2.5.5. ELiSA

Immiinoblotting ve immiinopresipitasyon testlerde oldugu gibi kanda dolasan
otoantikorlarin spesifik olarak hangi antijenik yapilara kars1 gelistigini saptayan
testlerden biridir. Klinik, histopatolojik ve immiinofloresan yontemlere ek olarak
OBH’nin tanisinda dogrulama testi olarak kullanilmaktadir. Son yillarda ELISA ticari
test sistemlerinin gelistirilmesi ile bu spesifik antikorlarin titrasyonu hastaligin tanis1 ve
takibinde kullanilmaya baslanmistir (198). Diger geleneksel tan1 yontemlerine gore
ELISA daha hizli, uygulanmasi kolay, daha iyi standardize edilebilir olmas1 ve birgok
ornegin aynmi anda ¢aligilabilmesi gibi avantajlara sahiptir. Giiniimiizde ELISA, biiyiik

ol¢iide immiinoblotting ve immiinopresipitasyon testlerinin yerini almistir.
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a) Pemfigus tamisinda ELISA

PV tamsinda ELISA’nin kanda dolasan otoantikorlar1 saptamada en sensitif ve
spesifik test oldugu diisiiniilmektedir (199,200). Ozellikle, Dsgl ve Dsg3’iin antijenik
ektodomainlerinin aktarildigi insan HEK293 hiicrelerinin kullanildigi yeni ELISA
testinin oldukga sensitif ve spesifik oldugu bildirilmistir (201). Pemfigus tanisinda farkli
ticari ELISA sistemlerinde testin sensitivitesinin hem anti-Dsgl hem de anti-Dsg3 icin
%90’ tlizerinde, spesifitesinin %95’lerde oldugu bildirilmistir (202,203,204). Tampoia
ve ark.’nin derledigi metaanalizde de anti-Dsg3’iin sensitivitesi %97 ve spesifitesi
%98,5 bildirilmistir (199). PV, Dsg3’e ve nadiren birlikte Dsgl’e karsi olusan
otoantikorlar ile iligkili iken PF, tek basina Dsgl’e kars1 olusan antikorlar ile iliskilidir
(73,87). Deri lezyonlarinin siddeti anti-Dsgl antikor diizeyi ve oral mukoza
lezyonlarinin siddeti anti-Dsg3 antikor diizeyi ile iligkili bulunmustur (205,206,207). PV
hastalarinda hastaligin takibinde deri lezyonlarinin seyri ile ELISA anti-Dsgl antikor
degerleri arasinda yakin korelasyon mevcutken, mukozal lezyonlarin seyri ile ELISA
anti-Dsg3 otoantikor degerleri arasinda paralellik gosterilememistir (208). Mukozal
lezyonlarin siddeti ile tiikiirik ELISA anti-Dsgl otoantikor degerleri arasinda anlamli
iliski bildirilmistir (206).

PNP tanisinda envoplakin rekombinant N-terminalini iceren ticari ELISA testi
kullanilmaktadir; sensitivitesi %82, spesivitesi %100 olarak bildirilmistir (209).

Kanda dolasan pemfigus otoantikorlari yanik hastalarinda, alerjik ilag
reaksiyonlarinda, fungal enfeksiyonlarda ve ABO kan grubu antijenlerine kars1 antikor
gelistiren hastalarda diisiik titrelerde saptanabilmektedir (12).

b) BP tamisinda ELISA

Bir ¢ok ¢alisma BP tamisinda ELISA’nin oldukga sensitif ve spesifik oldugunu
desteklemektedir. Ozellikle rekombinant proteinlerin kullanildizi ELISA testleri BP
tanisinda bir doniim noktasidir. Piyasada bulunan EUROIMMUN (Liibek, Almanya) ve
MBL (Nagoya, Japonya) ELISA testleri ile sirastyla %80-90 ve %60-70 oraninda kanda
dolasan BP180 NC16A ve BP230 C-terminal fragmandaki otoantijenlere karsi gelisen
otoantikorlar saptanabilmektedir. Bu iki test kombine kullanildiginda tanisal sensitivite
%90-100 olarak bildirilmistir (19,58,185). BP230 rekombinant proteinlerin kullanildig1
ELISA, BP180’e gore daha az sensitif ve spesifiktir (210,211). BP180 NC16A domaini
ve diger BP180 epitoplarina karst gelisen IgG otoantikorlarinin  serumdaki

konsatrasyonu  ile  hastalik  aktivitesi ve  siddeti  iligskili = bulunmustur
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(133,212,213,214,215). BP230 antijenine kars1i gelisen otoantikorlar ile hastalik
aktivitesi arasindaki iliski ise ¢eliskilidir (58,133,216).

Polimorfik kasintili deri hastaligi olan yash bireylerde de BP180 ve BP230
antijenlerine kars1 IgG otoantikorlarinin 6nemli Olclide yiiksek oranlarda saptandigi
akilda tutulmalidir (217). Bu nedenle DIF ile dokudaki otoantikorlar gdsterilmeden
sadece ELISA ile BP tanis1 konulmamalidir (107).

2.5.6. immiinoblotting ve immiinopresipitasyon

Her iki yontem de hedef antijeni elektroforez ile ayristirilmis belirli molekiiler
agirliktaki protein bantlar1 olarak saptar.

Pemfigus tanisinda immiinoblotting yontem ile Dsg3’e karsilik gelen 130-kDa
band1 hedef alan hastanin serumundaki IgG tipi otoantikorlar gosterilmektedir. Deri
tutulumu olan hastalarin serumunda Dsgl’e karsilik gelen 160-kDa bandi hedef alan
otoantikorlar da bulunmaktadir (31). PNP tanisinda en sensitif yontem oldugu yoniinde
yayinlar mevcuttur (218), karakteristik olarak ¢ift bant 210-kD ve 190-kD proteinler
gozlenir (219).

BP tanisinda immiinoblottingin sensitivitesi degiskendir. Hastalarin %75’inde
BP230 antijeni ile reaksiyon olusurken %50’sinde BP180 antijeni ile reaksiyon gozlenir.
Hem IgG hem de IgA tipi otoantikorlar saptanabilir (220).

Immiinopresipitasyon’da da BP230 ve BP180 antijenlerine kars1 reaksiyon

gozlenir (60).

2.5.7. Elektron mikroskobisi

OBH’da elektron mikroskobisi (EM) i¢in biyopsi perilezyonel alandan veya taze
bir biilden alinmalidr.

PV’de EM’de akantoliz keratinositler arasi bagin kaybi olarak gozlenir, iki
desmozom plagi ayrilir ve tenoflamentlerin olusturdugu tek baglanti plagi goriilebilir
(221).

BP’de biil olusumu capalayan fibriller ve hemidesmozomlarin kaybi ile bazal

membranda lamina lusida seviyesinde gézlenmektedir (60).
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2.5.8. Immiinelektron mikroskobisi

Altinla isaretleme yapilan bu yontemin ¢oziiniirliigii EM’ye gore daha yiiksektir
ve kantitatif analizler uygulanabilmektedir.

Immiin-EM ile PV ve PF’de otoantikorlarin epidermisteki desmozomlara,
ozellikle ekstraseliiler kismima baglandig1 gosterilmistir. PV’de her bir desmozoma
baglanan altin partikiilii sayis1 epidermisin alt tabakalarinda daha fazla iken PF’de
epidermisin iist tabaklarinda daha fazla bulunmustur (221).

BP’de ise bu yontem ile BP230 ve BP180’¢ karst olusan dolasimdaki
otoantikorlarin sirastyla, hemidesmozomal plaga ve lamina lusida diizeyinde

hemidesmozomlarin altina baglandig1 gézlenmistir (2).

2.5.9. IiF mozaik tabanh BIYOCIP

Son dénemlerde tanida DIF ve ELISA’dan daha ucuz, pratik ve hizli yapilabilir
bir test elde etmek amaciyla IIF mozaik tabanli BIYOCIP yontemi gelistirilmistir.
OBH’nin tanisinda tarama testi olarak kullanilabilecek bir yontem olarak gelecek vaat
etmektedir. Bir BIYOCIP iizerinde birden fazla antijenik yapmin bulunmasi tek bir

serum Ornegi ile OBH arasinda ayirici tan1 yapma olanagi sunmaktadir (3,4,5,6,7).

2.5.10. Diger laboratuvar bulgular

PE olgularinda degisen oranlarda (%30-80) antiniikleer antikor (ANA) pozitifligi
bildirilmistir (177). ANA pozitifligi nadiren Kolombiya tipi endemik pemfigus
hastalarinda da saptanmaktadir (31). Bunun disinda eozinofilik spongiozu olan hastalarin
tam kan sayiminda da siklikla eozinofili gozlenmektedir. BP hastalariin yaklasik

%50’ sinde periferik kanda eozinofili ve yliksek IgE diizeyleri saptanmistir (2,163).

2.6. Ayiric1 Tani

2.6.1. Pemfigusta ayirici tani

PV’nin mukozal lezyonlarmin ayirici tanisina akut herpetik stomatit, aftoz
stomatid, biilléz ila¢ reaksiyonlari, eritema multiforme, Stevens-Johnson sendromu,
liken planus, sistemik lupus eritematozus ve miikéz membran pemfigoidi girer. Kutan6z
lezyonlar1 i¢in ayirici taniy1 ise; pemfigusun diger formlari, BP, lineer IgA dermatozu,

eritema multiforme, Hailey-Hailey hastalig1 ve transiyen akantolitik dermatoz (Grover
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hastaligi) olusturur. PVE’de ise kondiloma akiiminata, kondiloma lata, piyodermatitis-
piyostomatitis vejetans ve Hailey-Hailey hastalig1 ayirici tanida diistiniilmelidir.

PF’nin ayiric1 tanisinda diger pemfigus formlari, biilloz impetigo, SPD, lineer
IgA dermatozu diisiiniilmelidir. Ozellikle PE alt tipinde seboreik dermatit ve subakut
kutan6z lupus eritematozus ekarte edilmelidir.

IgA pemfigusunun ayirict tanisinda SPD, PF, biilloz impetigo, dermatitis
herpetiformis ve piistiiler psoriazis diigiiniilmelidir. SPD tipi IgA pemfigusu ile SPD
klinik ve histopatolojik olarak birbirinden ayirt edilemez, IgA pemfigusunu diger
hastaliklardan ayirmak i¢in IgA otoantikorlarinin gosterilmesi gereklidir.

PH’nin klinik goriinimi tipik degildir, baslangi¢ lezyonlar: siklikla dermatitis
herpetiformis, BP, lineer IgA dermatozu veya PF gibi cesitli biilloz hastaliklar1 taklit
edebilir.

PNP ayirici tanisint PV, skatrisyel pemfigoid, eritema multiforme, Stevens-
Johnson sendromu, liken planus, GVHD, inat¢1 HSV ve diger viral enfeksiyonlar

olusturur. Kemoterapiye bagli stomatit de ayirici tanida diigtintilmelidir (1,79,153).

2.6.2. BP’de ayiric1 tani

BP’nin biilstiz fazinda klinik bulgular nonspesifik olup, ila¢ reaksiyonlari,
kontakt dermatit, prurigo simpleks, prurigo nodiilaris, iirtikeryal dermatit, alerjik
tirtikaryel reaksiyonlar, vaskiilit, arthropod ve uyuz dahil bir¢ok dermatoza benzerlik
gosterebilir. Klinik olarak biil varliginda ise biilloz arthropod 1siriklari, edinsel
epidermolizis biilloza, lineer IgA dermatozu, pemfigus, alerjik kontakt dermatit,
Stevens-Johnson sendromu, biilloz ilag reaksiyonlari, pomfoliks, psddoporfirya veya
porfiria kutanea tarda aymrict tanida diisiiniilmelidir. Ozellikle ¢ocuklarda biilloz

impetigo, kalitimsal epidermolizis biilloza ve biilloz mastositoz da ayirici tanida yer alir

(2,153,163).
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2.7. Tedavi

OBH’da tedaviye baslamadan Once tani histapatolojik ve immunfloresan veya
ELISA ile otoantikorlar gdsterilerek dogrulanmalidir. Hastalar hastaliklari hakkinda
bilgilendirilmelidir. Yeni tam1 pemfigus hastalarinda ilk basamak, tetikleyici faktor

olarak ila¢ kullaniminin sorgulanmasidir (Bkz. Cizelge 2.3).

2.7.1. Pemfigus tedavisi

Pemfigus hastalig1 icin sistemik kortikosteroidler hayat kurtaricidir ve tedavide
kullanim1 agisindan mutlak bir kontraendikasyon yoktur (72). Pemfigusta bircok tedavi
yontemi bulunmakla birlikte ¢ok aziyla randomize calismalar mevcuttur (20,21).
Onerilen tedaviler smirl sayidaki yaymn ve uzman goriislerine dayanmaktadir, standart
veya ideal tedavi protokolii heniiz olusturulamamistir (72,22).

Tedavide kullanilan ajanlar hizli etkili ve ge¢ etkili olarak ikiye ayrilabilirler
(Cizelge 2.4). Hizl etkili ajanlar hastalik aktivitesini kontrol altina almak igin
kullanilirken ge¢ etkili ajanlar sistemik kortikosteroid ihtiyacini en aza indirmek igin
kullanilmaktadir. Sistemik kortikosteroidler hala tedavinin temelini olusturmaktadir.
Ancak standart olarak kullanilabilecek bir doz semasit bulunmamaktadir (223).
Kortikosteroidlerin kesfinden dnce pemfigus vulgaris hastalarinin %75-80’inin bir yil
icinde kaybedildigi bildirilmistir (12,224). Giiniimiizde ise mevcut tedavi olanaklari ile
bu oranin %>5-10 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (31,45,225). Sistemik
kortikosteroidler hayat kurtarici olmakla birlikte, ciddi morbidite nedeni olabilecek yan
etkilere sahiptir. Ge¢miste hastaligin etkileri nedeni ile kaybedilen hastalar giiniimiizde
basta kortikosteroidler olmak {iizere tedavide kullanilan immiinsiipresif ajanlarin yan

etkileri sonucu kaybedilmektedir. En 6nemli 6liim nedeni enfeksiyondur (226).

Cizelge 2.4. Pemfigus tedavisi (12).

Hizli etkililer (Hastalik aktivitesini kontrol Yavas etkililer (Sistemik kortikosteroid
altina alan ajanlar) ihtiyacini azaltan ajanlar)

Sistemik steroidler immdinosiipresif  ilaglar;  azatiyoplirin,

iviG metotreksat, siklofosfamid, siklosporin,

mikofenolat mofetil
Antibiyotikler
Dapson
Altin

Plazmaferez
Pulse steroid (yiksek doz)
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Tedavide temel amag¢ en diisiikk ilag dozu ve en az yan etki ile remisyonu
saglamak, siirdiirmek ve kiir elde etmektir. Hastaligin siddeti, seyri ve tedaviye yaniti
hastadan hastaya farkliliklar gostermektedir. Tiim hastalara uygulanabilecek ideal bir
tedavi semasit bulunmamaktadir, tedavi bireysellestirilmelidir. Kortikosteroidler
pemfigus tedavisinde ilk basamak ve temel ilaglardir. Ozellikle progresif goriintii cizen
hastalarda birlikte immiinosupresif baslamak uygun goriilmektedir. Immiinsiipresif
tedavi alan dogurganlik ¢agindaki kadinlarda uygun yontemlerle kontrasepsiyon
saglanmalidir. Diinyada en sik adjuvan tedavi olarak azatiyoprin kullanilmaktadir.
Maliyetin yliksek olmasi nedeni ile mikofenolat mofetil sik kullanilamamaktadir.
Metotreksat, dapson, siklofosfamid, IVIG ve immiinoabsorbsiyon diger adjuvan tedavi
secenekleridir. Plazmaferez, siklosporin, takrolimus, tetrasiklin, niasinamid ve altin
tedavilerinin de pemfigus tedavisinde yeri vardir (12). Son yillarda tedavide 6ne ¢ikan
ve gelecek vadeden bir diger tedavi ajani ise rituksimabdir (227). IgA pemfigusunda ise
one cikan tedavi secenegi dapsondur (1). Klinigimizde uygulanan pemfigus tedavi
algoritmasi Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Inat¢1 lezyonlar klobetazol propiyonat gibi siiperpotent topikal steroidler veya
intralezyonel kortikosteroid enjeksiyonlari ile tedavi edilebilir (72). Topikal takrolimus
kullaniminin da yararli olabilecegi yoniinde yayinlar mevcuttur (12). Tedaviye daha
yavas yanit veren oral lezyonlarda en etkili tedavi secenegi 20 mg/ml dozunda

triamisinolon asetonid enjeksiyonlaridir (230).

azatioprin
‘mglka/giin).

Hafif-orta
- /gtin)+ILitopikal steroid

_— Remisyon . B« Yeni bill gikist durdu
Steroidi inmeye basla (2 hafta bir %25) « lyilesme var (%807)
« Nikolsky negatifiesti
- . Kontrol ~ —— « Antikor diistii
Kiinik durumu degerlendir (2 haftada bir)
Hedef i
Tedavisiz (R ELER Diizelme yok/kétiilesme
L § Doz azaltimina devam Steroid dozunu arttir (%25-30)
mrmn::a.!
fed,r:,":"e Kontrol Kontrol
remisyon
Diizeime yok/kotilegme
Steroid dozunu arttir

gﬁ 25-30)

Birkag adet yeni lezyon ; Relaps var Daha iyi
Bir kademe geri ¢tk Iki kademe geri gik Steroidi inmeye basla

Adjuvan yoksa ekle/varsa degistii
adju la:
* Rituksimab
« IVIG
+ Immiinoadsorpsiyon

Sekil 2.7. Klinigimizde uygulanan pemfigus tedavi algoritmasi.
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Hastaligin kontrol altina alindigimmin klinik isaretleri; yeni lezyon cikiginin
durmasi, var olan erozyon ve iilserlerin epitelize olmasi ve baglangicta pozitif ise
Nikolsky belirtisinin negatiflesmesidir (72). Tedavi ile lezyonlar kurulanir ve bunu
reepitelizasyon izler, lezyon alaninda hiperpigmentasyon kalabilir ancak skar olusumu
gozlenmez. PVE’de ise gevsek biil ve piistiiller vejetatif plaklara doniiserek iyilesirler.

Tedavinin ne zaman kesilmesi gerektigi konusunda da farkli gortsler
bulunmaktadir. Bir¢ok otor klinik remisyona dayanarak tedaviyi keserken, digerleri
immiinolojik remisyonu temel almaktadirlar. Klinik remisyonda olan, ancak DIF pozitif
hastalarda relaps orani, DIF negatif hastalara gore yiiksek bulunmustur. Cekilen anajen
kilin dis kok kilifi DIF sonucu negatif saptandiginda deri biyopsisi ile DIF tetkikinin
uygulanmasini ve her iki tetkik de negatif saptandiginda tedavinin kesilmesini 6neren
goriislerde mevcuttur (231). Adjuvan immunosiipresif tedavi alan hastalarda
kortikosteroid tedavisinin sonlandirilmasindan sonraki 3-6 ay icerisinde adjuvan

tedavinin kesilmesi 6nerilen bir yaklagimdir (72).

2.7.2. BP tedavisi

BP’de temel tedavi segenegi kortikosteroidlerdir. Son donemlerde hafif BP
olgularinin tedavisinde topikal kortikosteroidlerin etkili ve gilivenli olduguna dair
yaymlar bulunmaktadir. Ozellikle sinirli formun tedavisinde ilk basamak olarak, yasl ve
genel durumu bozuk olan hastalarda etkinliginin yani sira giivenilirli§i nedeni ile de
tercih edilebilmektedir (232,233). Sistemik kortikosteroidlerin ise siddetli olgularda en
etkili secenek olduklar1 kabul edilmektedir, prednizon 0,5-0,75 mg/kg dozda 3 hafta
icerisinde hastalik kontrolii saglanmaktadir (2,19,234). Adjuvan veya alternatif olarak
kullanilan minosiklin, tetrasiklin, nikotinamid, azatiyopirin, dapson ve sulfonamidler,
siklofosfamid, metotreksat, siklosporin, mikofenolat mofetil, IVIG, klorambusil,
plazmaferez ve rituksimab ile ilgili genis serili kontrollii caligmalar bulunmamaktadir.

Klinigimizde uygulanan BP tedavi algoritmas1 Sekil 2.8’de gosterilmistir.
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Jeneralize hastalik:
Siperpotent topikal steroid

Sinirli/Hafif-orta:
Siiperpotent topikal steroid

veya

Oral steroid 0.5-0.75 mg /kg/giin

% 0.05 klobetazol propiyonat

Klinik durumu degerlendir e © Yenibiil cikis

 |vilesme hiz
yilesme hizi

Remisyon Diizelme yok/

“takip” kotillegme
Sistemik steroid
(20-30 mg/giin)

Klinik durumu degerlendir

Daha iyi- stercid dozunu Diizelme yok/
inmeye basla kotiilesme

Plazmaterez
Tetrasiklin, doksisiklin, eritromisin, > IVig
nikotinamid, azatioprin, s Rituksimab

metotreksat, mikofenolat, dapson Dmalizumab

Sekil 2.8. Klinigimizde uygulanan BP tedavi algoritmasi.

Lezyonlar iyilesirken yerlerinde postinflamatuvar hiperpigmentasyon veya

hipopigmentasyon birakabilirler, daha nadir olarak milia goriilebilir.

2.8. Skorlama Sistemleri

Pemfigus ve BP‘de hastaligin yayginlhigi ve tutulum siddeti tedavi Oncesi
belirlenmelidir. Son yillarda pemfigusun aktivite ve siddetini belirlemeye yonelik iki
klinik skorlama sistemi gelistirilmistir. Bunlar; ABSIS “Autoimmune bullous skin
disorder intensity score” ve pemfigus hastalig1 alan indeksidir (PDAI) (235). BP’de ise
hastaligin takibinde kullanilmak iizere ABSIS ve 2011 yilinda BP hastalig1 alan indeksi
(BPDALI) skorlamasi gelistirilmistir (165,235).

2.9. Prognoz ve Diger Hastaliklar ile iliski

2.9.1. Pemfigusta prognoz ve diger hastaliklar ile iliski

Pemfigus siklikla kronik seyirli ve relapslarla karakterize bir hastaliktir. Iyi
prognostik faktorler arasinda erken tani, hastaligin baslangicindan itibaren orta-hafif
siddette olmasi, tedaviye hizli yanit alinmasi, eslik eden Ozellikle hipertansiyon,
diyabetes mellitus gibi hastaliklarin bulunmamas1 ve hastanin geng yasta olmasi yer alir
(72). PV°de deri ve mukoza tutulumu birlikteligi tek basina deri ve tek basina mukoza

tutulumundan daha sik olup prognozu daha kétii olarak bildirilmistir (45). Tedavi
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edilmeyen PF nin prognozu PV’ye gore daha iyidir. Ancak PF’nin tedavisi PV’den daha
kolay degildir, hastalig1 kontrol altina alabilmek i¢in benzer dozlarda ilag kullanilir ve
relaps oranlar1 benzerdir (236). Hatta Tunus tipi endemik pemfigus hastalarinda geng
yasa ragmen yliksek (%14) mortalite oranlar1 bildirilmistir (237). PV’nin klinik seyrinde
PF’ye doniisebilecegini (144), benzer sekilde PF’nin de klinik seyirde PV’ye
doniisebildigini bildiren yayimlar mevcuttur (238). Pemfigus hastaliginda en 6nemli
Oliim nedeni enfeksiyondur (226). En kotii prognoz ise tedaviye ragmen mortalitenin
%90 oldugu PNP’dedir (239), 61liim nedeni siklikla solunum yetmezligidir (102).

PV ve PF’nin, Myastenia Gravis, timoma ve otoimmiin troid hastaliklar1 ile

birliktelikleri bildirilmektedir (79,240).

2.9.2. BP’de prognoz ve diger hastaliklar ile iliski

Hastalik kronik seyirlidir ve ataklarla seyreder. Yapilan prospektif bir ¢caligmada
tedavinin kesilmesinden sonra 6 ay igerisinde %45 oraninda relaps bildirilmistir. Tedavi
kesiminde ELISA anti-BP180 (NC16A) otoantikorlarinin, “cut-off” degerinin 3 kati
olmas1 relaps riskinin yiiksek oldugunu gdsteren iyi bir belirteg olarak bulunmustur
(241). BP’de kotii prognostik faktorler olan ileri yas, yaygin hastalik, diisikk Karnofsky
skoru ve yiiksek doz oral kortikosteroid ise 6liim i¢in 6nemli risk faktorleridir (242). 1
yillik mortalite %20-40 arasinda, kontrol grubundan 2-3 kat yiiksek olarak bildirilmistir.

Son yillarda BP hastalarinin {igte biri ila yarisinda norolojik hastaliklar saptandigi
dikkati gekmistir. Ozellikle majér kognitif bozukluk, Parkinson hastaligi, inme, epilepsi,
multiple skleroz kontrollii ¢aligmalarda BP ile iligkili bulunmustur (19,58). Ayrica
BP180 ekspresyonu siganlarda serebellumda ve otopsilerde insan beyninin farkli
noroanatomik lokalizasyonlarinda, o6zellikle yasli postmitotik ndronlarin lipofuksin
graniillerinde saptanmistir (243,244). BP’nin otoimmun hastaliklar ve inflamatuvar
dermatozlar ile iliskisi aragtirilmis anlamli bir bulgu saptanamamistir. BP ile kanserler
arasindaki iliskiye bakildiginda ise ozellikle gastrik kanser olmak tizere BP ile kanser

arasinda dustk iliski saptanmistir (19).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Tanimlanmasi

Bu calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar:
poliklinigine yeni bagvuran veya takipli; klinik, histopatolojik ve immiinfloresan ve/veya
ELISA yéntemleriyle pemfigus veya BP tanisi konan sistemik tedavi kullanmamis veya
tedavi alirken relaps gelisen 63 hasta dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak ise bilinen
otoimmiin bir hastaligi olmayan Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi
Hastaliklar poliklinigine basvuran ve mevcut hastaligi nedeni ile kan tetkiki istenilen 35
kisi dahil edilmistir. Kontrol grubu hem pemfigus hem de BP grubunda ortak
kullanilmigtir. Calismaya katilan goniillii hasta ve kontrol grubundan aydinlatilmis onam
alimmustir.

Hastalarin demografik verileri, klinik 6zellikleri, pemfigus veya BP tanisim
destekleyen histopatoloji, DIF ve IIF bulgular1 hasta formlarina kaydedilmistir.
Hastalarmn c¢alismaya dahil edildigi donemdeki ABSIS ve/veya PDAI degerleri
hesaplanmis, kutandz ve mukozal tutulumlar1 degerlendirilmistir. Yine bu dénemde
alinan periferik vendz kan orneklerinde ELISA (EUROIMMUN) testi ile saptanan anti-
Dsgl, anti-Dsg3, anti-BP180 ve envoplakin antikor diizeyleri formlara kaydedilmistir.
Hastalardan, hastaligin tanisim1 koymak veya takip amaciyla ELISA testi igin alinan
periferik vendz kan ornekleri santrifiij edilerek serumun bir kism1 -20°C’de muhafaza
edilmis ve yeterli hasta sayisina ulasildiginda serumdaki otoantikorlar1 saptamak
amaciyla EUROIMMUN (Mozaik 7) mozaik tabanli IIFBIYOCIP leri ile ¢alisiimistir.
Kontrol grubu olarak ¢alismaya katilan goniilliilerden hastaneye basvurma nedenleri
olan mevcut hastaliklar1 i¢in aliman periferik vendz kan oOrnekleri santriflij edilerek
serumun bir kismu -20°C’de muhafaza edilmis yeterli goniillii sayisina ulasildiginda
EUROIMMUN mozaik tabanli IIFBIYOCIP’leri ve ELISA (EUROIMMUN) ile

calisilmistir. Test sonuclari hasta takip formlarina kaydedilmistir.
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3.2. EUROIMMUN Mozaik Tabanh IiF BIYOCIP Yontemi

BIYOCIP yéntemiyle birden fazla antikor spesifik antijenik substrat kullanilarak
OBH’da taniya ulasmak amaglanmaktadir. Standart boyuttaki slaytta on inkiibasyon
alan1 (her bir inkiibasyon alani1 1 hastaya ait), her inkiibasyon alaninda substrat olarak
alt1 farklh antijenik yapi bulunmaktadir (Sekil 3.1). Bunlar maymun 6zefagusu kesiti,
Imol/L NaCl’de ayristirllmis insan derisi kesiti, Dsgl, Dsg3 veBP230 globiiler C-
terminal domaini aktarilmis HEK293 hiicreleri ve rekombinant tetramerik BP18ONC16A
antijen spotlaridir. Alinan hasta serumlar1 1/10 diliie edilerek 30 dakika oda sicakliginda
substratlarla inkiibe edilmis (Sekil 3.2) ve hasta serumundaki antikorlarin BIYOCIP te
bulunan antijenlere baglanmasini saglayan bu ilk inkiibasyon sonrasi PBS-Tween ile 5
dakikalik yikama islemi uygulanmistir (Sekil 3.3). Floresan isaretli anti-human
antikorlarla yapilan 30 dakikalik ikinci inkiibasyon oda sicakliginda karanlik ortamda
yapilmistir (Sekil 3.4). Sonrasinda 5 dakika yikama uygulanan slaytlar immunfloresan
mikroskobunda degerlendirilmistir (Sekil 3.5). Degerlendiren arastirmaci hastalarin
tamis1 hakkinda, degerlendirilen BIYOCIP’in hasta serumuyla m1 yoksa kontrol grubu
serumuyla mi1 inkiibe edildigi konusunda bilgilendirilmemis (tek kor), hasta ve saglikli
gontlli katilimer serumlart pozitif kontrollerle karsilastirilarak ayni slayt {izerinde
degerlendirilmistir (Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8). BIYOCIP tetkikinde pemfigus ve BP

icin pozitif kontrol birer kez ¢alisilmis, testin standarda uygun calistig1 saptanmistir.

Sekil 3.1. Mozaik tabanli IIF BIYOCIP slayti (EUROIMMUN-Mozaik 7).
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Sekil 3.2. Hasta serumlarinin diliisyonu (a) ve substratlarla inkiibasyonu (b).

Sekil 3.3. Ilk inkiibasyon sonras1t PBS-Tween ile yikama islemi.
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Sekil 3.4. Floresan isaretli anti-human antikorlarla yapilan ikinci inkiibasyon.

Sekil 3.5. Islem sonrast BIYOCIP slaytinin immunfloresan mikroskobunda incelenmesi.
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‘monkey esophagus salt -split skin

BP180 NC16A

Sekil 3.6. PV tanisi
koyduran BIYOCIP
pozitifligi (6zefagusta
ISA ve anti-Dsg3
BP230gC pozitifligi).

Oesophagus desmos. pos. | BP230 gC

Salt-split skin desmos. pos. | BP180 (NC16A-4X)

Sekil 3.7. PF tanisi
koyduran BIYOCIP
pozitifligi (6zefagusta
ISA ve anti-Dsgl
Desmoglein-1 -] Desmoglein 3 | pozitifligi).
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Oesophagus epid. BM.pos. § BP230 gC

Salt-split skin epid. BM pos. | BP180 (NC16A-4X)

Sekil 3.8. BP tanisi
koyduran BIYOCIP
pozitifligi (6zefagusta
BMZ boyunca lineer ve
TAID’de epidermal
depolanma, anti-BP180

ve anti-BP230
Desmoglein 1 . | Desmoglein 3 pozitiflig).

3.3. ELiSA Testi

Hasta ve kontrol grubunun serum Ornekleri yeterli 6rnek sayisina ulasildiginda
cozdiiriildic ve dretici firmanin (EUROIMMUN, Liibek, Almanya) Onerileri
dogrultusunda Mikrokuyu ELISA yéntemi ile ¢alisildi. Anti-Dsgl, anti-Dsg3 ve anti-
BP180 testleri icin sirastyla memeli hiicresinde eksprese olan rekombinan ekstraselliiler
Dsgl proteini (5 alt domainden olusan domainin tamami) ile, memeli hiicresinde
eksprese olan rekombinan ekstraselliiler Dsg3 proteini (5 alt domainden olusan domainin
tamami1) ve Escherichia coli’de eksprese olan NC16A domaininin (BP180) immiinojenik
tetrameri ile kapli ELISA pleytleri kullanildi. Her bir test igin 2, 20 ve 200 RU/mL
konsantrasyonunda analit iceren tii¢ farkli kalibratdor ve pozitif — negatif kontrol
kullanildi. Hasta ve kontrol grubu 6rneklerinin tamami, ¢alisma dncesinde, kit icerisinde
sunulan diliisyon tamponu ile 1/101 oraninda sulandirildi. Prosediir sonunda absorbans
degerleri, 620 nm dalga boyu referans olarak kullanilarak 450 nm dalga boyunda elde
edildi. Hasta ve kontrol grubu 6rneklerindeki analit konsantrasyonlari, kalibratorlerce

olusturulan egri kullanilarak, RU/mL cinsinden hesaplandi. 20 RU/mL altindaki
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konsantrasyonlar negatif olarak kabul edildi. 20 ile 200 RU/mL arasindaki

konsantrasyonlar kantite edilirken, 200 RU/mL iizerindeki degerler kantite edilemedi.

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS (Versiyon 22.0) paket programi kullanilarak
yapilmistir. BIYOCIP ydnteminin tan1 degeri altin standart kabul edilen immunfloresan
ve/veya ELISA testi sonuglari ile karsilastirilmis gecerlilik icin sensitivite ve spesifisite
degerleri hesaplanmistir. Sensitivite; referans teste gére pozitif olgularm BIYOCIP
yontemi ile belirlenen test sonucunda pozitif bulunma yiizdesi ve spesifisite; referans
teste gore negatif olgularin BIYOCIP yontemi ile belirlenen test sonucunda da negatif
olarak bulunma yiizdesi olarak tanimlanmustir. iki tan1 yonteminin birbiri ile tutarlilig:
(consistency, agreement) Ol¢iiliirken kappa degeri hesaplanmigtir. Tutarlilik; her iki tani
yonteminin de pozitif veya her iki tan1 yonteminin de negatif karar1 vermis oldugu olgu
sayisinin toplam olgu sayisina boliinmesi ile elde edilmistir. Kappa; gozlenen
tutarliliktan sansa baglh tutarliligin arindirilmasi ile elde edilmistir. Asagidaki formiil ile
hesaplanmistir;

Kappa = (Gozlenen Tutarlilik — Sansa bagli Tutarlilik) / (1 — Sansa bagli Tutarlilik)

Sonuglar Ortalama + Standart Sapma seklinde ifade edilmistir. Biitiin analizlerde
p<0,05’i saglayan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. ELISA ile elde
edilen otoantikor titrelerinin ortalamalar1 karsilagtirilirken gruplardaki varyanslar yiiksek

oldugundan t-testinin non parametrik karsilig1 olan Mann Whitney U testi kullanilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Pemfigus Grubu Verileri

Calismaya 29 yeni tani, 16 relaps olmak {izere toplam 45 pemfigus hastasi ve 35
diger deri hastaliklarina sahip kontrol grubu hastasi dahil edildi. Pemfigus hastalarinin
25’1 kadin, 20’si erkekti ve yas araligi 25-75, yas ortalamasi 51,22+12,76 olarak
saptandi. Kontrol grubunun ise 17’si kadin, 18’1 erkekti ve yas aralign 21-73, yas
ortalamast 42,42+16,02 olarak saptandi. Calismaya dahil edilen yeni tani pemfigus
hastalarinin ortalama hastalik siiresi 10 ay olarak hesaplandi, relaps hastalarinda ise
hastalik siiresi 3 yi1l 11 ay idi. Pemfigus hastalarindan; 3’ii PF, 1°i PH, 1’1 IgA pemfigus,
1’1 PVE ve geriye kalan 39 hasta PV hastas1 idi. Hastaligin baglangi¢ yas1 46,35+12,21,
hastalarin ortalama PDAI degeri 25,76+22,32 ve ABSIS degeri 29,09+23,04 olarak
hesaplandi. Hastalarin %353,3’linde c¢alismaya dahil edildiginde 10 ve {izerinde biil
ve/veya erozyon mevcuttu. Hastalarin %66,7’sinde belirgin mukozal tutulum goézlendi.
Mukozal tutulum en sik oral mukozada %80 oraninda goézlendi. Bunu sirasiyla; 6
hastada nazal, 5 hastada genital, 3 hastada konjuktival ve 2 hastada anal tutulum izledi

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Pemfigus ve kontrol grubu hastalarinin demografik ve klinik verileri.

Ozellik Pemfigus Kontrol grubu

Cinsiyet

Kadin 25 17

Erkek 20 18
Yas ortalamasi 51,22+12,76 42,42+16,02
Klinik

Yeni tani 29 -

Relaps 16
Hastalik siiresi ortalamasi

Yeni tani 10 ay -

Relaps 3yilllay
PDAI ortalamasi 25,76+22,32 -
ABSIS ortalamasi 29,09+23,04 -
Biil ve/veya erozyon sayisi

0-2 adet 9

3-5 adet 5 -

6-10 adet 7

10 adet Uzeri 24
Mukozal tutulum (n)

Oral 36

Nazal 6 )

Konjuktival 3

Genital 5

Anal 2
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Bu c¢alismaya dahil edilen klinik, histopatolojik ve immiinfloresan ve/veya
ELISA ydntemleriyle pemfigus tanisi konan 45 hastanin 41’ine BIYOCIP yéntemi ile de
pemfigus tanis1 konuldu. Kontrol grubundaki 35 hastanin ise bir tanesine BIYOCIP
yontemi ile pemfigus tanis1 konuldu (yalanci pozitiflik %2,9). EUROIMMUN mozaik
tabanl [IFBIYOCIP yénteminin sensitivitesi %91,1, spesifisitesi %97,1 olarak saptandi
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Pemfigus tanisinda BIYOCIP yonteminin degeri.

. . . . Referans yontemlere gore pemfigus** Toplam
BIYOCIP testine gore pemfigus* — -
Pozitif % Negatif % n %
Pozitif 41 91,1 1 2,9 42 | 52,5
Negatif 4 8,9 34 97,1 38 | 47,5
Toplam 45 100,0 35 100,0 80 100,0

* Biogip yontemi ile dzefagus kesitinde ISA’da immiinreaktan birikimi ve/veya anti-Dsgl ve/veya anti-
Dsg3 otoantikorlarin saptanmasi olarak tanimlanmustir.

**DIF’de iSA’da immiinreaktan birikimi ve/veya ELISA testinde anti-Dsgl ve/veya Dsg3
otoantikorlarinin saptanmasi olarak tanimlanmaistir.

Sensitivite = 0,911; Spesifisite = 0,971

Pemfigus tanisinda altin standart testlerden olan DIF, 45 hastanin 37 sine uygulandi
ve hastalarm 19 (%51,4) tanesinde ISA pozitifligi saptandi. Dis merkezde alinan biyopsi
sonucu pemfigus ile uyumlu gelip klinigimize yonlendirilen hastalardan DIF igin tekrar
biyopsi yapilmayip ELISA ile tam1 dogrulandigindan pemfigus hastalarinin 18’inin DIF
tetkiki yapilmadi. BIYOCIP yontemindeki maymun 6zefagusu kesitinde ISA pozitifligi ise
45 hastanin 31’inde (%68,9) saptandi (Sekil 4.1). DIF ve BIYOCIP testi arasinda tutarliklik
gdzlenmedi (Cizelge 4.3). Calismamizda BIYOCIP yontemi ile dzefagus kesitinde ISA
pozitifliginin spesifisitesi ise %100 bulundu (Grafik 4.1).

Cizelge 4.3. Pemfigus hastalarinda ISA pozitifligini saptamada DIF ve BIYOCIP
yonteminin uyumu.

P DiF-iSA
BIYOCIP-ISA — - Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 13 11 24
Negatif 6 7 13
Toplam 19 18 37

BIYOCIP-ISA: BIYOCIP yontemi ile 6zefagus kesitinde ISA’da immiinreaktan depolanmasi,
DIF-ISA: DIF tetkikinde ISA’da immiinreaktan depolanmasi.
Tutarhilik = 0,5405; Kappa= 0,076; p = 0,642
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Sekil 4.1. ISA pozitifligi (BIYOCIP maymun ézefagusu, x600).

100

20
80
70
60

50
40
30

O sensitivite

B Spesifisite

20
10

isA anti-Dsgl anti-Dsg3  genel

ISA; BIYOCIP yonteminde 6zefagus kesitinde ISA pozitifligi, Anti-Dsgl; BIYOCIP yonteminde anti-
Dsgl pozitifligi, Anti-Dsg3;BIYOCIP yonteminde anti-Dsg3 pozitifligi, Genel; BIYOCIP yonteminde
ozefagus kesitinde ISA ve/veya anti-Dsg1 ve/veya anti-Dsg3 pozitifligi.

Grafik 4.1. BIYOCIP yénteminin ISA, anti-Dsgl ve anti-Dsg3 pozitifligi ile pemfigus
tanis1 koymadaki sensitivite ve spesifisitesi.
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Pemfigus tamisinda altin standart testlerden olan ELISA testi ise hastalarin (n:45)
ve kontrol grubunun (n:35) tamamina uygulandi ve kontrol grubunun tamaminda anti-
Dsgl ve anti-Dsg3 otoantikorlar1 negatif saptandi. Pemfigus hastalarinin ise 25’inde
anti-Dsgl, 39’unda anti-Dsg3 otoantikor pozitifligi saptandi. Pemfigus hastalarinin ve
kontrol grubunun tamamina uygulanan BIYOCIP yonteminde pemfigus hastalarmin
17’sinde anti-Dsgl, 39’unda anti-Dsg3 pozitifligi saptand1 (Sekil 4.2). Pemfigus
hastalarinda bu yeni testin sensitivitesi ve spesifitesi anti-Dsgl otoantikorlarini
saptamada sirastyla %37,8, %100 ve anti-Dsg3 otoantikorlarin1 saptamada sirasiyla
%86,7, %97,1 olarak saptandi (Bkz. Grafik 4.1). Anti-Dsgl ve anti-Dsg3
otoantikorlarin1 saptamada, ELISA ve BIYOCIP yéntemleri birbirleri ile uyumlu
bulundu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Cizelge 4.4, Cizelge 4.5).

Sekil 4.2. Anti-Dsg3 pozitifligi (BIYOCIP_HEK290 hiicreleri, x600).

Cizelge 4.4. Pemfigus ve kontrol grubunda anti-Dsg1 otoantikorlarmni saptamada ELISA
ve BIYOCIP ydénteminin uyumu.

ELiSA-anti-Dsg1* - I?IYO(;IP-anti-Dsgl** - Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 15 10 25
Negatif 2 53 55
Toplam 17 63 80

* ELISA testi ile anti-Dsg1 otoantikorlarinin tespiti.
** BIYOCIP yontemi ile anti-Dsg1 otoantikorlarinin tespiti.
Tutarhilik = 0,8500; Kappa = 0,538; p<0,01
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Cizelge 4.5. Pemfigus ve kontrol grubunda anti-Dsg3 otoantikorlarini saptamada ELISA
ve BIYOCIP yénteminin uyumu.

ELiSA-anti-Dsg3* - I?IYOCIP-anti-Dsg3** - Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 37 2 39
Negatif 3 38 41
Toplam 40 40 80

* EL.ISA testi ile anti-Dsg3 otoantikorlarmin tespiti.
** BIYOCIP yontemi ile anti-Dsg3 otoantikorlarinin tespiti.
Tutarlilik = 0,9375,; Kappa = 0,659, p<0,01

Calismamizda BIYOCIP yontemi ile anti-Dsgl pozitifligi saptanan 17 pemfigus
hastasinin ELISA testi ile elde edilen anti-Dsgl otoantikor titrelerinin ortalamasi
132,12+72,79 ve BIYOCIP ydntemi ile anti-Dsgl pozitifligi saptanamayan 28 pemfigus
hastasinin ELISA testi ile elde edilen anti-Dsgl otoantikor titrelerinin ortalamasi
38,29+67,06 olarak hesaplandi. BIYOCIP yéntemi ile anti-Dsgl pozitifligi saptanan
hastalarin otoantikor titreleri istatistiksel olarak anlamli sekilde anti-Dsgl pozitifligi
saptanamayanlara gore daha yiiksek bulundu (p<0,001). Benzer iligkiye anti-Dsg3
otoantikorlarinda bakildiginda BIYOCIP yéntemi ile anti-Dsg3 pozitifligi saptanan 39
pemfigus hastasinin ELISA testi ile elde edilen anti-Dsg3 otoantikor titrelerinin
ortalamasi 166,74+55,91 ve BIYOCIP yontemi ile anti-Dsg3 pozitifligi saptanamayan 6
pemfigus hastasinin ELISA testi ile elde edilen anti-Dsg3 otoantikor titrelerinin
ortalamas1 ise 66,67+103,28 olarak hesaplandi. BIYOCIP yoéntemi ile anti-Dsg3
pozitifligi saptanan hastalarin otoantikor titreleri, anti-Dsg3 pozitifligi saptanamayanlara

gore daha yiiksek bulundu, ancak bu fark istatistiksel olarak anlaml1 degildi (p=0,063).

4.2. BP Grubu Verileri

Calismaya 16 yeni tan1 ve 2 relaps olmak {izere toplam 18 BP hastas1 dahil
edildi. BP hastalariin 13°i kadin, 5’1 erkekti ve yas aralifi 26-98, yas ortalamasi
60,87+23,55 olarak saptandi. Calismaya dahil edilen yeni tan1 BP hastalarinin ortalama
hastalik siiresi 6,5 ay olarak hesaplandi, relaps hastalarinda ise hastalik siiresi 3 y1l 10 ay
idi. Hastaligin baslangic yast 56,89+24,07 ve hastalarin ortalama ABSIS degeri
24,78420,81 olarak hesaplandi. Hastalarin %50’sinde ¢alismaya dahil edildiginde 10 ve

iizerinde biil ve/veya erozyon mevcuttu. Hastalarin 2’sinde mukozal tutulum deri
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tutulumundan daha fazlaydi, BP hastalarinin 3’iinde oral, 2’sinde genital mukoza

tutulumu gozlendi (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. BP ve kontrol grubu hastalarinin demografik ve klinik verileri.

Ozellik BP Kontrol grubu

Cinsiyet

Kadin 13 17

Erkek 5 18
Yas ortalamasi 60,87+23,55 42,42+16,02
Klinik -

Yeni tani 16

Relaps 2
Hastalik siiresi ortalamasi -

Yeni tani 6,5 ay

Relaps 3yil 10 ay
ABSIS ortalamasi 24,78+20,81 -
Biil ve/veya erozyon sayisi -

0-2 adet 2

3-5 adet 1

6-10 adet 6

10 adet Uzeri 9
Mukozal tutulum (n) -

Oral 3

Nazal 0

Konjuktival 0

Genital 2

Anal 0

Bu calismaya dahil edilen klinik, histolojik ve immiinfloresan ve/veya ELISA
yontemleriyle BP tanis1 konan 18 hastanin 17’sine BIYOCIP yéntemi ile de ayni tam
konuldu. Kontrol grubundaki 35 hastanin ise iki tanesine BIYOCIP yontemi ile BP tanisi
konuldu (yanhs pozitiflik %5,7). EUROIMMUN mozaik tabanli IIF BIYOCIP
yonteminin BP tanist koymada sensitivitesi ve spesifisitesi sirasiyla %94,4 ve %94,3
olarak saptand1 (Cizelge 4.7, Grafik 4.2). BIYOCIP yontemi ile BP tanis1 konulamayan
tek hastanin ELISA testinde anti-BP180 degeri de negatif olarak saptandi.

Cizelge 4.7. BP tanisinda BIYOCIP ydnteminin degeri.

BiYOCIP testine Referans yontemlere gore BP** Toplam
gore BP* Pozitif % Negatif % n %
Pozitif 17 94,4 2 5,7 19 35,8
Negatif 1 5,6 33 94,3 34 64,2
Toplam 18 100,0 35 100,0 53 100,0

* BIYOCIP yéntemi ile TAID’de sadece epidermal veya hem epidermal hem de dermal tarafta immiinreaktan birikimi
ve/veya anti-BP180 ve/veya anti-BP230 otoantikorlarin saptanmast olarak tanimlanmustir.

*+*DIF’de BMZ’de linner immiinreaktan birikimi ve/veya ELISA testinde anti-BP180 otoantikorlarmin saptanmasi
olarak tanimlanmstir.

Sensitivite = 0,944, Spesifisite = 0,943
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anti-BP230 pozitifligi.

Grafik 4.2. BIYOCIP yonteminin TAID, anti-BP180 ve anti-BP230 pozitifligi ile BP
tanis1 koymadaki sensitivite ve spesifisitesi.

BP tanisinda altin standart testlerden olan DIF, 18 hastanin 16’sina uyguland: ve
hastalarm 11 tanesinde DiIF’de BMZ boyunca linner immiinreaktan depolanmasi
gozlendi. Dis merkezde alinan biyopsi sonucu BP ile uyumlu gelip klinigimize
yonlendirilen hastalardan DIF igin tekrar biyopsi yapilmayip ELISA ile tam
dogrulandigindan BP hastalarinin 2’sinin DIF tetkiki yapilmadi. BIYOCIP yéntemindeki
TAID kesitindeki pozitiflik ise 18 hastanin 15’inde saptandi, hastalarin hepsinde sadece
epidermal depolanma gozlendi (Sekil 4.3). Kontrol grubundaki 2 hastada, biogip
yontemindeki TAID kesitinde hem dermal hem de epidermal alanda immunreaktan
birikimi gozlendi. Bu hastalardan birinde anti-BP230 pozitifligi de mevcuttu. BP tanili
hastalarin 6 tanesinde BIYOCIP yoénteminde TAID’e ek olarak dzefagus kesitinde BMZ
boyunca depolanma gdzlendi. BP tamisinda BIYOCIP yéntemi ile TAID’in sensitivitesi
%83,3 spesifisitesi %94,3 olarak hesaplanda.
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Sekil 4.3. Epidermal lineer BMZ depolanmasi1 (BIYOCIP TAID, x600).

BP tanisinda altin standart testlerden olan ELISA testi ise BP hastalarinin (n:18)
ve kontrol grubunun (n:35) tamamina uygulandi, kontrol grubunun tamaminda anti-
BP180 otoantikorlar1 negatif iken BP hastalarmin 15’inde anti-BP180 otoantikor
pozitifligi saptandi. BP hastalarinin ve kontrol grubunun tamamina uygulanan BIiYOCIP
yonteminde ise BP hastalarinin 16’sinda anti-BP180, 12’sinde anti-BP230 pozitifligi
saptandi1 (Sekil 4.4). BP hastalarinda bu yeni testin sensitivitesi ve spesifitesi anti-BP180
otoantikorlarin1 saptamada sirasiyla %88.,9, %100 ve anti-BP230 otoantikorlarini
saptamada sirasiyla %66,7, %97,1 olarak saptandi. Anti-BP180 otoantikorlarini
saptamada ELISA ve BIYOCIP yontemleri birbirleri ile uyumlu bulundu, istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.4. Anti-BP180 pozitifligi (BIYOCIP_NC16A4.4X, x600).

Cizelge 4.8. BP ve kontrol grubunda anti-BP180 otoantikorlarini saptamada ELISA ve
BIYOCIP yénteminin uyumu.

. . BiYOGiP-anti-BP180**
ELISA-anti-BP180* — : Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 15 0 15
Negatif 1 37 38
Toplam 16 37 53

* ELISA testi ile anti-BP180 otoantikorlarinin tespiti.
** BIYOCIP yontemi ileanti-BP180 otoantikorlarinin tespiti.
Agreement = 0,9811; Kappa = 0,691; p<0,01
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5. TARTISMA

OBH nadir goriilmekle birlikte yasami tehdit edebilen veya siddetli morbiditeye
neden olabilen hastaliklar olmasi nedeni ile deri hastaliklar1 arasinda ayri bir yere ve
oneme sahiptir. Epidermis veya DEB’in yapisal proteinlerine karsi olusan otoantikorlar
ile karakterize olan bu grup hastaliklarda tanida altin standart s6z konusu otoantikorlarin
gosterilmesidir. Bu amaca ydnelik metodlar; DIF, IIF, ELISA, immiinopresipitasyon ve
immiinoblottingdir.  Giiniimiizde ELISA, biiyiik 6l¢iide immiinoblotting ve
immiinopresipitasyon yontemlerinin yerini almistir ve rutine girmistir. Rutinde en sik
kullanilan DIF tetkiki, yapilan calismalarda oldukca sensitif olarak bildirilmekle beraber
uygulanan merkeze gore sensitivitesi degiskenlikler gosterebilmektedir. ELISA ise
tanida oldukca sensitif ve spesifiktir. Ayrica en Onemli avantaji antikor titresini
saptamasidir. Ancak rutin tanida kullanilan DIF ve ELISA pahaly, is yiikii fazla olan ve
zaman alic1 testlerdir. Son doénemlerde tanida DIF ve ELISA'dan daha ucuz, pratik,
standardize ve hizli yapilabilir bir test elde etmek amaciyla IIF mozaik tabanli BIYOCIP
yontemi gelistirilmisti. BIYOCIP yonteminde sozii edilen testlere gore sofistike
cihazlara veya deneyimli teknisyenlere ihtiya¢ duyulmamaktadir. Hasta serumundan
farkl1 dilusyonlarda 6rnekler hazirlayarak kantitatif degerler elde etmek de miimkiindiir.
Bir BIYOCIP iizerinde birden fazla antijenik yapmnin bulunmasi OBH arasinda tek bir
serum Ornegi lizerinden ayirict tani yapma olanagi da sunmaktadir. Dolayisiyla
BIYOCIP yéntemi OBH nin tanisinda tarama testi olarak gelecek vaat etmektedir.

Bu calismada pemfigus veya BP tamisinda yeni gelistirilmis olan
EUROIMMUNIIF mozaik tabanli BIYOCIP yonteminin degerini ortaya koymayi
amacladik. Ayrica bu grup hastaliklarin rutin tanisinda altin standart kabul edilen
yontemler ile BIYOCIP yénteminin uyumlu olup olmadigimi da degerlendirdik.

Calismamizda, pemfigus tanism1 koymada BIYOCIP ydnteminin sensitivitesi
%91, spesifisitesi %97 olarak saptandi (Bkz. Cizelge 4.2). Pemfigus tamisinda BIYOCIP
yonteminin sensitivite ve spesifitesinin arastirildigi calismalar ve sonuglar1 Cizelge
5.1°de gosterilmistir.

Calismamizda pemfigus hastalarinin 37’sine DIF uygulandi ve hastalarin 19
tanesinde ISA pozitifligi saptandi. BIYOCIP yéntemindeki maymun 6zefagusu kesitinde
ISA pozitifligi ise 45 hastanin 31’inde (%69) saptandi. Pemfigus hastalarinda taniya

ulagma agisindan bu iki test arasinda tutarliklik gozlenmedi (Bkz. Cizelge 4.3). Van
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Beek ve ark.’nmn 65 PV ve 50 PF hastasini dahil ettikleri ¢alismada BIYOCIP yontemi
ile ozefagus kesitinde ISA pozitifligi 65 PV ve 49 PF serumunda gdzlenmistir
(sensitivite sirasiyla %100 ve %98). Calismacilar 1:10 ila 1:3200 arasinda 6 farkli
diliisyonda BIYOCIP yontemini uygulamislardir (5). Tampoia ve ark. ise 36 PV
hastasin1 dahil ettikleri ¢alismada BIYOCIP yontemi ile 6zefagus kesitinde ISA
pozitifliginin pemfigus tanisindaki sensitivitesini %83 olarak bildirmislerdir(6).
Calismamizda BIYOCIP yontemi ile 6zefagus kesitinde ISA pozitifliginin spesifisitesi
%100 bulunmustur. Bu oran, bizden Onceki calismalarda %89 ve %96 olarak
bildirilmistir (5,6).

Calismamizda pemfigus ve kontrol grubunun tamamina uygulanan BIYOCIP
yonteminde pemfigus hastalarinin 17°sinde anti-Dsgl ve 39’unda anti-Dsg3 pozitifligi
saptandi. Pemfigus tanisi koymada bu testin sensitivitesi ve spesifisitesi anti-Dsgl
otoantikorlarini saptamada sirasiyla %38 ve %100, anti-Dsg3 otoantikorlarini saptamada
ise sirasiyla %87 ve %97 olarak bulundu. Anti-Dsgl ve anti-Dsg3 otoantikorlarini
saptamada, ELISA ve BIYOCIP yéntemleri birbirleri ile uyumlu bulundu ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmedi (Bkz. Cizelge 4.4, Cizelge 4.5). Van Beek ve ark.’nin
caligmasinda BIYOCIP yéntemi ile anti-Dsgl pozitifliginin PV ve PF tanis1 koymadaki
sensitivitesi sirasiyla %52 ve %90, spesifisitesi ise her iki grup i¢in de %100 olarak
bildirilmistir. BIYOCIP yontemi ile anti-Dsg3 pozitifliginin ise PV tanis1 koymadaki
sensitivitesi ve spesifisitesi ise sirasiyla %98,5 ve %99,6 olarak bildirilmistir. PV ve PF
tams1 koymada BIYOCIP yontemi ile elde edilen verilerin, taniya yonelik diger
yontemlerin kombine kullanimi ile elde edilen veriler ile uyumlu oldugu bildirilmistir.
Bunun yaninda BIYOCIP ydnteminde 1:10 ile 1:3200 arasindaki dilusyonlarda hasta
serumlarini ¢alismislar ve hastalik aktivitesi ve ELISA degerleri ile IF titreleri arasinda
paralellik bildirmislerdir (5). Tampoia ve ark.’da benzer sekilde PV tanisi koymada
BIYOCIP yonteminin anti-Dsg3 otoantikorlarin1 saptamada sensitivitesinin %100
oldugunu, ancak anti-Dsgl otoantikorlarinin PV hastalarinin az bir kisminin serumunda
bulunmas1 ile iligkili olarak BIYOCIP yonteminde anti-Dsgl pozitifliginin
sensitivitesinin diisiik (%33) oldugunu belirtmislerdir. Tampoia ve ark. PV tanisinda
HEK?293 hiicrelerinin anti-Dsgl ve anti-Dsg3 otoantikorlarini saptamadaki spesifisitesini
ise sirastyla %985 ve %100 olarak bildirmislerdir. Sonu¢ olarak anti-Dsg3
otoantikorlarini saptamada BIYOCIP yontemi ile ELISA testini uyumlu bulmuslardir
(6). Russo ve ark. da PV tamisinda BIYOCIP yonteminin anti-Dsg3 otoantikorlarin
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saptamada yiiksek sensitivite (%97,6) ve spesifisiteye (%100) sahip oldugunu
bildirmislerdir (Bkz. Cizelge 5.1) (7).

Cizelge 5.1. Pemfigus tanisinda BIYOCIP yonteminin sensitivite ve spesifitesinin
arastirildig caligmalar ve sonuglari.

iSA Anti-Dsgl Anti-Dsg3
Calisma Hastalar
Sensitivite | Spesifisite Sensitivite Spesifisite | Sensitivite Spesifisite
Van BEEK ve | PV (n:65) %100 %52,3 %100 %98,5 %96.6
ark. (5) PF (n:50) %98 %90 %100 o
Tampoia ve
k. (6) PV (n:36) %83,3 %95,5 %33,3 %98,5 %100 %100
ark.
Russo ve
PV ( n:42) %19 %97,6 %100
ark. (7)
Pemfigus (n:45)
[PV (n:39)
Mevcut PF (n:3)
%68,9 %100 %37,8 %100 %86,7 %97,1
calisma PVE (n:1)
IgA P. (n:1)
PH (n:1)]

Calismamizda BIYOCIP yontemi ile anti-Dsg1 pozitifligi saptanan 17 pemfigus
hastasinin ELISA testi ile elde edilen anti-Dsgl otoantikor titrelerinin ortalamasi
132,12+72,79, BIYOCIP yéntemi ile anti-Dsgl pozitifligi saptanmayan 28 pemfigus
hastasinin ELISA testi ile elde edilen anti-Dsgl otoantikor titrelerinin ortalamas: ise
38,29+67,06 olarak hesaplandi. BIYOCIP yéntemi ile anti-Dsgl pozitifligi saptanan
hastalarn ELISA otoantikor titreleri anti-Dsgl pozitifligi saptanamayanlara gore
istatistiksel olarak anlamli bicimde daha yiiksek bulundu (p<0,001). Benzer iligskiye anti-
Dsg3 otoantikorlart acisindan bakildiginda ise; BIYOCIP yontemi ile anti-Dsg3
pozitifligi saptanan 39 pemfigus hastasinin ELISA testi ile elde edilen anti-Dsg3
otoantikor titrelerinin ortalamas1 166,74+55,91, BIYOCIP yontemi ile anti-Dsg3
pozitifligi saptanmayan 6 pemfigus hastasinin ELISA testi ile elde edilen anti-Dsg3
otoantikor titrelerinin ortalamasi ise 66,67+103,28 olarak hesaplandi. Yani anti-Dsgl de
oldugu gibi BIYOCIP yéntemi ile anti-Dsg3 pozitifligi saptanan hastalarin otoantikor
titreleri, anti-Dsg3 pozitifligi saptanamayanlara goére daha yiiksek bulundu. Ancak
ELISA testindeki anti-Dsg3 otoantikor titreleri ortalamalar1 arasindaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,063). Bu durum, gruplarda bulunan hasta ve
kontrol sayismin yeterli olmamasindan kaynaklanabilir. iki ortalama arasindaki fark goz
onitinde bulunduruldugunda, yeterli hasta ve kontrol grubu sayisina ulasildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark elde edilebilir.
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Calismamizda BP tanisinda BIYOCIP yonteminin sensitivitesi ve spesifisitesi
sirasiyla %94,4 ve %94,3 olarak saptandi (Bkz. Cizelge 4.7). BIYOCIP yontemi ile BP
tanis1 konulamayan ancak DIF’i pozitif olan 1 hastanin ELISA testinde de anti-BP180
antikoru negatif olarak saptanmistir.

Bu calismada BIYOCIP yontemiyle TAID kesitindeki pozitiflik 18 hastanin
15’inde saptand1 ve hastalarin hepsinde sadece epidermal depolanma gozlendi. Kontrol
grubundaki 2 hastada ise hem dermal hem de epidermal alanda otoantikor birikimi
gozlendi. Bu hastalardan birinde anti-BP230 otoantikor pozitifligi de mevcuttu. BP tanili
hastalarin 6 tanesinde BIYOCIP yonteminde TAID’e ek olarak dzefagus kesitinde BMZ
boyunca da depolanma gozlendi. BP tamisinda BIYOCIP yontemi ile TAID’in
sensitivitesi %83,3 spesifisitesi %94,3 olarak hesaplandi. Damoiseaux ve ark. 60 BP
serumunu 1:10 ve 1:100 diliisyonlarinda ¢alismis, TAID’in sensitivitesini 1/10 ve/veya
1/100 diliisyonlarda %95 olarak bildirmisler ve pozitifliklerin énemli kismint %100
dilisyonda saptanmiglardir (3). Arastirmacilar s6z konusu calismada iki diliisyonda
calisarak prozon etkisini azaltmiglardir. Van Beek ve ark. ise 6 farkli diliisyonda
calisarak yani prozen etkisini daha da azaltarak arastirdiklar1 anti-BMZ reaktivitesinin
sensitivitesini ve spesifisitesini %98,8 olarak daha yiiksek bildirmislerdir. Biz
calismamizda sadece 1:10 diliisyon kullandigimiz ve dolaysiyla prozen etkisini yeterli
oranda azaltamadigimiz i¢in 6zellikle sensitivitemiz bu iki ¢alismaya gore biraz daha
diisiik saptanmustir. Ancak tarama testi olarak, 1:10 diliisyonda uygulanan BIiYOCIP
yonteminin elde ettigimiz sensitivite ve spesifisite degerlerinin (sirasiyla %83,3 ve
%94,3) maliyet etkinligi ve harcanan zaman agisindan oldukg¢a tatminkar oldugunu
sOyleyebiliriz.

Bizim c¢alismamizda BP hastalarinin ve kontrol grubunun tamamina uygulanan
BIYOCIP yonteminde hastalarin 16’sinda anti-BP180, 12’sinde anti-BP230 otoantikor
pozitifligi saptandi. BP hastalarinda bu ydntemin sensitivitesi ve spesifitesi anti-BP180
otoantikorlarin1 saptamada sirasiyla %88,9, %100 ve anti-BP230 otoantikorlarini
saptamada sirasiyla %66,7 ve %97,1 olarak saptandi. Anti-BP180 otoantikorlarini
saptamada ELISA ve BIYOCIP yontemleri birbirleri ile uyumlu bulundu ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmedi (Bkz. Cizelge 4.8). Literatiirdeki c¢alismalara
bakildiginda benzer sekilde anti-BP180 otoantikorlarin1  saptamada BIYOCIP
yonteminin daha sensitif ve spesifik oldugu goriilmektedir (Cizelge 5.2). Tim

calismalarda BP tamisinda BIYOCIP yoénteminde kullanilan TAID kesiti, BP 230
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globiiler C-terminal domaini ve rekombinant tetramerik BP180 NC16A substratlarinin
spesifisitesi %95’in lizerindedir. Haik ve ark. 18 BP hastasi ile yaptig1 kontrolli
calismalarinda BIYOCIP yéntemi ile anti-BP180 otoantikorlarni1 ELISA kadar yiiksek
sensitivite ile saptarlarken, anti-BP230 antikorlarin1 daha disiik sensitivite ile
saptamuslardir. Ayni arastirmacilar BIYOCIP yontemi ile anti-BP180 otoantikoru
saptanamayan 3 BP hastasinda ELISA ile elde edilen otoantikor titrelerinin de diisiik
oldugunu bildirmislerdir (4). Bizim ¢alismamizda ise BIYOCIP yontemi ile anti-BP 180
otoantikorunun saptanamadig1 2 hastada ELISA da negatif saptanmistir. Bu sonuglar
diisiik titrayonda anti-BP180 ELISA pozitifligi veya negatifligi durumunda BIYOCIP

yonteminin de sensitivitesinin azalacagini diisiindiirmektedir.

Cizelge 5.2. BP tanisinda BIYOCIP ydnteminin sensitivite ve spesifitesinin arastirildig1
calismalar ve sonugclari.

BMZ reaktivitesi . .
(substrat) Anti-BP180 Anti-BP230
Calisma Hastalar substra
Sensitivite Spesifisite Sensitivite Spesifisite Sensitivite Spesifisite
Damoiseaux ve ark. (3) %95
%88,3 %96,5
(1:10 ve/veya 1:100 BP n:60 (6zefagus/T %38,3 %98,3
diliisyonda) AiD)
%98,8
Van BEEK ve ark. (5) (6zefagus %54,8
o BP n:42 %98,8 %100 %98,2 %100
(1:10-1:3200 diliisyonda) ve/veya
TAID)
. %100
Tampoia ve ark. (6) %50 L %30
- BP n:40 B (Ozefagus %90 %100 %100
(1:10 diliisyonda) (6zefagus)
BMZ)
Haik ve ark. (4) BP n:18 %83,3 %100 %39 %100
%83,3
Mevcut ¢alisma (6zefagus
o BP n:18 %94,3 %88,9 %100 %66,7 %97,1
(1:10 diliisyonda) ve/veya
TAID)

Yapmus oldugumuz bu ¢alisma ile; hem pemfigus hem de BP tanisinda BIYOCIP
yonteminin yiiksek sensitivite ve spesifisite ile degerli bir yontem oldugunu gdsterdik.
Calismamizdan elde ettigimiz veriler BIYOCIP yoénteminin OBH’nin tanisinda ve
ayiricit tamisinda tarama testi olarak kullanilabilecegini desteklemektedir. Ayrica
caligmamiz, {ilkemizde pemphigus ve BP tamsinda BIYOCIP y&ntemimin
degerlendirildigi ilk caligma olmasi nedeni ile bu yontemin Tiirk toplumunda da

kullanilabilecegini gostermesi agisindan énemli bir yere sahiptir.
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6. SONUCLAR

o BIYOCIP yontemi hem pemfigus hem de BP tanisini koymada oldukga

yiiksek sensitivite ve spesifisiteye sahip bulundu.

o Pemfigus tanis1 koymada BIYOCIP yénteminde en sensitif substrat Dsg3
aktarilmis HEK293 hiicreleri olarak saptandi; bunu sirasiyla maymun

ozefagusu kesiti ve Dsglaktarilmis HEK293 hiicreleri izledi.

o Pemfigus grubunda ISA pozitifligini saptamada DIiF ve BIYOCIP yéntemi
arasinda tutarlilik gozlenmezken, anti-Dsgl ve anti-Dsg3 otoantikorlarini

saptamada ELISA ve BIYOCIP yontemleri birbirleri ile uyumlu bulundu.

o BP tanis1 koymada BIYOCIP yonteminde en sensitif substrat rekombinant
tetramerik BP18ONC16A olarak saptandi; bunu sirasiyla TAID ve BP230

globiiler C-terminal domain aktarilmis HEK293 hiicreleri izledi.

o BP grubunda anti-BP180 otoantikorlarin1 saptamada ELISA ve BIYOCIP

yontemleri birbirleri ile uyumlu bulundu.

55



7. OZET

IMMUNFLORESAN MOZAIK TABANLI BiYOCiP YONTEMININ PEMFIGUS
VE BULLOZ PEMFiGOID TANISINDA DEGERI

Otoimmiin biillii hastaliklar (OBH), epidermis veya dermoepidermal bileskenin
yapisal proteinlerine karsi otoantikor gelisimi ile karakterize nadir goriilen bir hastalik
grubudur. Pemfigus ve biilloz pemfigoid (BP) iki major alt grubunu olusturur. Tan1
siklikla klinik, histolojik ve immiinfloresan ve/veya ELISA yontemleriyle konur. Bu
calismada bolgemizde klinik, histopatolojik ve immiinfloresan ve/veya ELISA
yontemleri ile pemfigus veya BP tanist konmus hastalarda EUROIMMUNIIF mozaik
tabanli BIYOCIP yoéntemini kullanarak, yeni gelistirilmis bu yontemin pemfigus ve BP
tanisindaki degerini saptamak amaglanmaistir.

Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklari
poliklinigine bagvuran, aktif hastalig1 olan 45 pemfigus ve 18 BP olmak {izere toplam 63
hasta, 35 saglikli goniillii dahil edildi. Hastalarin hastalik siddet skorlari, immiinfloresan
bulgular;, ELISA (EUROIMMUN) ile saptanan anti-Dsgl, anti-Dsg3, anti-BP180
otoantikor diizeyleri kaydedildi. Tiim hasta ve saglikli serumlar1 BIYOCIP yéntemi ile
calisildi elde edilen sonuglar altin standart kabul edilen tan1 yontemleri ile karsilagtirildi,
gecerlilik icin sensitivite ve spesifisite degerleri hesaplandi.

Pemfigus tanis1 koymada BIYOCIP yénteminin sensitivitesi %91,1, spesifisitesi
%97,1 olarak saptandi. Anti-Dsgl ve anti-Dsg3 otoantikorlarin1 saptamada, ELISA ve
BIYOCIP ydntemleri birbirleri ile uyumlu bulundu (p<0,01).

BP tanis1 koymada BIYOCIP yénteminin sensitivitesi ve spesifisitesi sirasiyla
%94,4 ve %94,3 olarak saptandi. Anti-BP180 otoantikorlarini saptamada ELISA ve
BIYOCIP ydntemleri birbirleri ile uyumlu bulundu (p<0,01).

Sonug olarak; BIYOCIP yéntemi hem pemfigus hem de BP tanisinda oldukga
yiiksek sensitivite ve spesifisite ile daha ucuz, pratik, daha az zamanda uygulanabilen,
daha az invazif bir yontem olarak OBH’nin tanisinda ve ayirici tanisinda tarama testi

olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: BiYOCIP, biilloz pemfigoid, direkt immiinofloresan, ELISA,

pemfigus.

56



8. ABSTRACT

THE VALUE OF BIOCHIP MOSAIC - BASED INDIRECT
IMMUNOFLUORESCENCE TECHNIQUE IN THE DIAGNOSIS OF
PEMPHIGUS AND BULLOUS PEMPHIGOID

Autoimmune bullous diseases are a group of diseases rarely seen, characterized
by autoantibodies against structural proteins of the epidermis or the dermal-epidermal
junction. Pemphigus and bullous pemphigoid (BP) are the major groups. The diagnosis
is based on generally the combination of clinical features, histopathologic and
immunofluorescence findings and/or ELISA test. In this study, our goal was to
determine the value of a new method in the diagnosis of pemphigus and BP, by
usingEUROIMMUN biochip mosaic-based indirect immunofluorescence technique.

A total of 63 patients (45 pemphigus and 18 BP) in active phase of the disease
and 35 healthy controls who admitted to Dermatology and Venereology Outpatient
Clinic of Akdeniz University School of Medicine were included. The patients ABSIS
and/or PDAI scores, immunflourescence finding, anti-Dsgl, anti-Dsg3, antiBP180
autoantibody titers by ELISA (EUROIMMUN) test were recorded. All patients and
controls sera were tested by EUROIMMUN biochip mosaic-based indirect
immunofluorescence technique. Biochip technique compared with gold standart
diagnostic tests, sensitivity and spesifisity were calculated for validity.

The sensitivity and specificity of biochip technique in the diagnosis of
pemphigus was found 91%, land 97,1%, respectively.In detecting anti-Dsgl and anti-
Dsg3 autoantibodies, a good rate of agreement was observed among biochip technique
and ELISA test (p<0,01).

The sensitivity and specificity of biochip technique in the diagnosis of BP was
found 94,4% and 94,3%, respectively. In detecting anti-BP180 autoantibodies, a good
rate of agreement was observed among biochip technique and ELISA test (p<0,01).

In conclusion; biochip technique in the diagnosis of pemphigus and BP with
considerably high sensitivity and spesifisity has value as a cheaper, practical, less time
consuming and minimally invasive test which can be used as an initial screening test in

the diagnosis and differential diagnosis of autoimmune bullous diseases.

Key words: Biochip, bullous pemphigoid, direct immunofluorescence, ELISA,

pemphigus.
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