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Algoritmo diagnostico nell’epidermolisi bollosa aatsita: ruolo degli anticorpi anti-collagene VII

L’epidermolisi bollosa acquisita (EBA) & una raralattia bollosa acquisita, a coinvolgimento cutaafmomu-
coso, clinicamente polimorfa, caratterizzata deandamento cronico con comparsa di bolle sottoepidée
che guariscono con formazione di lesioni cicatlizamilia. La patogenesi € autoimmune, con presehanti-
corpi circolanti diretti contro il collagene Vllripcipale costituente delle fibrille di ancoragglella giunzione
dermo-epidermica. La diagnosi differenziale corallee malattie bollose sottoepidermiche & spestacokta
sia dal monomorfismo delle lesioni riscontrabilaatlinica, sia dalla scarsa sensibilita e spatifidegli aspetti
istopatologici ed immunopatologici attualmente goa fini diagnostici. Il presente lavoro considiudlita di
un nuovo test ELISA per il dosaggio degli anticoapti-collagene VII circolanti nella finalita difeftuare una
valutazione critica degli aspetti immunopatologidi istopatologici attualmente in uso nel percorsgmbstico
del’lEBA. Sono stati presi in esame 13 pazientilifficile inquadramento diagnostico. Il nuovo tese rivelato
utile, in caso di positivita, per confermare lagtiasi di EBA e per valutarne gli aspetti istopagido pit sugge-
stivi. In caso di negativita, I'utilita del testa&iesplicata consentendo un ricollocamento diagrosigionato.

Epidermolysis bullosa acquisita diagnostic algorith considerations on the role played by anti-type
VIl collagen antibodies

Epidermolysis bullosa acquisi{&BA) is a rare, acquired, heterogeneous, chroligtebing disease of skin
and mucous membranes, characterized by subepidbtisters that usually heal with scarring and mitama-
tion. The disease is due to circulating antibodigainst type VIl collagen, the main constituentiathoring
fibrils at the dermal-epidermal junction. Differeitdiagnosis with other subepidermal bullous déssa(bullous
pemphigoid, mucous membrane pemphigoid) is ofteddried by both the isomorphism of lesions and dke |
sensitivity and specificity of histopathologicaldaimmunopathological diagnostic features/criteria.

Our study evaluates the use of a new ELISA testtlier detection of anti-type VII collagen antibodies
with the aim to express a critical assessment efdatrrent histopathological and immunopathological
diagnostic criteria. Seventeen patients with midleg features were studied. If positive, the newt te
proved very useful in order both to confirm the ghasis of EBA and to assess its histopathologisal a
pects. If negative it played an important role lie differential diagnosis.
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Introduzione

L'epidermolisi bollosa acquisita (EBA) € una derostbollosa cronica della giunzione dermo-
epidermica (GDE) di rara incidenza (0.2 casi/ miéiadi abitanti/ anno), clinicamente ed istologica-
mente polimorfa, con comparsa prevalentementeatruinta e la terza decade di eta, senza predile-
zioni di sesso e razza [1-5]. La patogenesi e deghd presenza di autoanticorpi circolanti dirptti-
cipalmente contro il gruppo amino-terminale NC1 ci@lagene VII, componente fondamentale delle
fibrille di ancoraggio della GDE [6-10]. Clinicamienla malattia si caratterizza per la presenzati b

le e vescicole tese su base ipo-aflegmasica, gpeecomparsa in sedi, cutanee e/o mucose, esposte
traumatismi anche di lieve entita. La malattia badgecorso cronico cicatriziale e scarsa rispasta:t
peutica che, con il passare del tempo, possonoucand temibili complicanze quali stenosi esofagee
e cecita [11-12]. La grande difficolta nel contoolerapeutico del’EBA e la conseguente impossibili

di ottenere periodi liberi da malattia, oltre a daionare la prognosi, differenzia la patologiaelaltre
dermatosi bollose sottoepidermiche con cui entlitagente in diagnosi differenziale (primi tra tukt
pemfigoide bolloso ed il pemfigoide cicatriziald)ecsi associano solitamente ad una maggiore réspost
terapeutica con raggiungimento di periodi di refoiss. Da cio deriva la necessita di effettuare pnea
cisa e corretta diagnostica differenziale, cheessggue, spesso con notevole difficolta, attravenster

che prevede: esame obiettivo, esame istopatologim documenta la presenza di una bolla sottoepi-
dermica in associazione ad un infiltrato infiammiataeutrofilico-eosinofilico di entita variabilém-
munofluorescenza diretta su cute, che rivela uglgplineare di Ig e complemento alla GDE, ed im-
munofluorescenza indiret&alt-split-skinsu siero, che documenta un deposito immunoglabalisolo

alla base del piano di clivaggio. Il percorso dizggito differenziale € poi completato dal dosaggam
metodica ELISA, degli auto-anticorpi circolanti @BP180 ed anti-BP230, nellEBA attesi negativi vi-
sta la loro posizione piu superficiale rispetta@lagene VI nella giunzione dermo-epidermica [43-

Scopo del lavoro

Sulla scorta di queste premesse lo studio si pmbrvalutare la specificita diagnostica nei con-
fronti di EBA di un nuovo test ELISA,destinato gabtocolli al solo fine di ricerca, per il dosaggio
di autoanticorpi circolanti anti-collagene VII imgruppo di pazienti con difficile inquadramento
diagnostico. L'obiettivo é effettuare una valutamccritica delle tecniche diagnostiche fino ad oggi
in uso secondo i protocolli, riconsiderando andlkg luce dei risultati, i quadri istopatologici in

precedenza riferiti ad EBA o ad altre malattie bsd sottoepidermiche.

Materiali e metodi

Tra i 175 casi di affezioni bollose sottoepidernaichfferiti tra il 2005 ed il 2010 presso la Foridae
IRCCS Policlinico San Matteo di Pavia, si € sceliqgprender in esame 13 pazienti che, a seguito
dell’iter diagnostico previsto, sono rimasti di difficile vradramento diagnostico.
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| 13 pazienti, 7 di sesso maschile e 6 di sessaoniaite, avevano eta compresa tra i 41 ed i 94 anni
(eta media 74.3) e presentavano un quadro cliroogpatibile con EBA con, pero, aspetti immuno-
patologici e sierologici dubbi quali: BP180 positia titolo elevato in associazione ad IFI-SSS posi-
tiva sia al tetto che alla base o solo alla bappure BP180 negativo o positivo a basso titolo -asso
ciato ad IFI-SSS negativa o positiva solo alla b&se sieri di tutti i pazienti & stato dunque ageg

to un dosaggio con metodica ELISA degli autoanpcanti-collagene VII. lrangedi positivita del
test e trale 5 U/ml e le 300 U/ml, mentre I'eseéone del test in soggetti sani ha riportato valori
medi pari a 0.94 U/ml con una deviazione standaddG# U/ml.

Risultati

Nella valutazione dei risultati ottenuti & statsgibile suddividere, sulla base delle affinita rdgerti
laboratoristici, degli aspetti clinici e dell'ipatediagnostica, la coorte dei 13 pazienti studiatB
gruppi (Tabellal). Nel primo gruppo (pazienti 14210, 11, 13) i pazienti presentavano una pasitiv
a titolo elevato degli anticorpi anti-BP180, negigdi 0 positivitd a basso titolo degli anticorpitian
BP230, IFD positiva con deposito lineare alla GRREIRI positiva sia al tetto che al pavimento del
piano di clivaggio in 4 pazienti, solo al pavimemd. In tale gruppo gli auto-anticorpi anti-cg&ne

VIl erano negativi e pertanto, in considerazioneh@ndel dato clinico, é stata confermata diagnosi d
pemfigoide bolloso. Nel secondo gruppo (pazieni,®, 12) gli anticorpi anti-BP180 erano negativi
0 solo debolmente positivi, gli anticorpi anti-BR28&rano sempre negativi, I'lFD era positiva con de-
posito lineare alla GDE e I'lFI era positiva solgpavimento in 2 pazienti, negativa negli altriAh-
che in questo sottogruppo della coorte gli autécarpi anti-collagene VII erano negativi: a frortie
guesti dati e della clinica & stata accostata actdi una diagnosi di pemfigoide cicatriziale.
Nell'ultimo gruppo individuato (pazienti 3, 5, 8li anticorpi anti-BP180 erano negativi o positavi
basso titolo, gli anticorpi anti-BP230 erano negatilFD era positiva con deposito lineare alla 6D

e I'lFI era positiva solo al pavimento del pianoctivaggio. La titolazione degli auto-anticorpi ant
collagene VII era risultata positiva, e per talpetsi, sempre in considerazione anche della cliréca
stata confermata una diagnosi di EBA. Alla luceladglositivita degli/per gli auto-anticorpi anti-
collagene VIl e stato inoltre effettuato un ripd@mamento dei parametri istopatologici normalmente
considerati, cioe: entita dell'infiltrato inflamnmato, presenza di cheratinociti necrotici e cellgih®st
leucocitoclasia, spongiosi, sfrangiatura. E staiindj osservato che i 3 casi di EBA erano acconiunat
dalla presenza di un infiltrato infammatorio mistmdesto e dall’'assenza di sfrangiatura nella perzi
ne inferiore dei cheratinociti basali, riscontrabiilvece nel pemfigoide bolloso.

Discussione

Nel caso dell'epidermolisi bollosa acquisita I'inmnza di un corretto inquadramento nosologico e di
una puntuale diagnostica differenziale con le affezioni bollose sottoepidermiche & suffragata in
maniera particolare dai risvolti terapeutici e prosgtici della patologia. Si ha infatti a che faom tna
malattia ad andamento cronico-cicatriziale capadsta la scadente risposta terapeutica, di praeoca
al paziente grave disagio e menomazionitel’diagnostico attualmente definito dai protocollr jee
malattie bollose sottoepidermiche e comprendertathe clinico, istopatologico, IFD, IFI, IFI-SSS e
dosaggio degli anticorpi anti-BP180 ed anti-BP23i) sempre garantisce una sicura individuazione
della malattia. Cio e quanto si e verificato p&Bipazienti presi in esame, nei quali aspetti cdititia
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con EBA (andamento clinico, IFI-SSS positiva sdla base dellsplit) erano confusi da aspetti inve-
ce piu suggestivi di pemfigoide bolloso (positivétd alto titolo degli anticorpi anti-BP180) o dinpe
figoide cicatriziale (positivita dell'lFI-SSS sidt@tto che alla base delsplit).

L'introduzione di questo nuovo test ELISA che idiéca nel siero dei pazienti anticorpi circolanti
anti-collagene VII si e rivelato di grande utilga in caso di risultati positivi che di negatili.caso

di positivita, infatti, & stato possibile individea3 pazienti effettivamente affetti da EBA. Il dati 3
pazienti in cinque anni (1.7 % circa dei 175 paizigeiali) risulta in sintonia con i dati dell@ttera-
tura che evidenziano come questa patologia siareamente rara (0.2 casi/1000000 abitanti/anno) [4-
5]. L'individuazione di tre casi certi di EBA ha ipmonsentito anche una riconsiderazione degli éispet
istopatologici alla luce di tale risultato. Da @@merso che, pur non esistendo aspetti patognoimoni
se ne possono comunque individuare di suggestisli dg presenza di un infiltrato infliammatorio
misto modesto e I'assenza della sfrangiatura tipe#e presente nel pemfigoide bolloso. Quando si
parla di “sfrangiatura” si fa riferimento a delletslissime estroflessioni arboriformi individuaiba
livello della lamina lucida come espressione dgfababile avvenuta azione lesiva degli auto-
anticorpi sulla porzione basale dei cheratinodisdli (soprastanti la lamina lucida stessa). Pertan
I'assenza nellEBA di tale aspetto & del tutto eoée con una patogenesi della malattia negli girati
bassi della giunzione dermo-epidermica, cioé rali@na fibro-reticolare. In caso di negativitagkt

si e rivelato comunque di utilitd per effettuarscladendo con certezza 'EBA, un riposizionamento
degli altri casi dubbi in un piu preciso ambitoghastico. Nella valutazione complessiva di tutti gl
strumenti a nostra disposizione per poter porrgritiai, abbiamo giudicato che la presenza di &t ti

li di anticorpi anti-BP180 unitamente al dato dimidi coinvolgimento cutaneo prevalente rispetto a
guello mucoso ed ad un quadro istologico con comptminfiammatoria piu marcata e “sfrangiatura”
dell'epitelio della bolla, costituissero lo strunemer porre diagnosi di pemfigoide bolloso nonota
fossero presenti depositi all'lFI-SSS solo allaebdslla bolla o sia alla base che al tetto. Laddove
invece, erano presenti titoli di anticorpi anti-B®1 bassi o assenti, abbiamo riscontrato che
l'interessamento mucoso era preponderante ed drquistologico con una minore componente in-
fiammatoria, pertanto abbiamo posto diagnosi di fipmide cicatriziale, malgrado la positivita
dell'lFI-SSS solo alla base della bolla o la sugat&ita. La negativita dell'lFI-SSS pud esserestjiu
ficata dalla scarsa presenza di auto-anticorpircolo, associata ad una modesta sensibilita d¢l te
stesso. Gli altri aspetti inconsueti dell'lFI-SS&®astati a diagnosi di pemfigoide bolloso e cic#ie
possono essere motivati da un fenomenspdéeadingantigenico. La condizione di infiammazione
cronica su base autoimmune, infatti, fungerebbgigger capace di smascherare ed esporre agli auto-
anticorpi epitopi antigenici non coinvolti n prinbattuta, determinando pertanto anche la formazione
di un vero e proprio pool anticorpale con affirdifferenti. Quando tale fenomeno, piu frequentemen-
te, si sviluppa nei confronti di componenti antigée differenti ma sempre appartenenti alla strattu
della proteina colpita in origine si parla sfireadingintramolecolare; nei casi in cui, invece, si ha il
coinvolgimento di epitopi antigenici appartenengrateine differenti e distanti dalla sede iniziahm

te colpita si parla dspreadingintermolecolare. In riferimento a quest'ultimo @h¢ dei principali
target antigenici riconosciuti e riportati in leditura sono rappresentati da un antigene di 40Q kDa
appartenente alla famiglia delle pectine, da uigane di 105 kDa ed uno di 200 kDa, localizzati en-
trambi nella porzione inferiore della lamina lucidandividuazione di tale fenomeno dipreading
rappresenta pertanto una valida ipotesi nell'imetazione di quadri laboratoristici ed andameriti cl
nici poco caratteristici ed anche la possibile aeisgione, non presente nel nostro studio, di fédi-a
zioni bollose autoimmuni con altre affezioni derotagiche in cui sia coinvolta 'immunita [15-16].
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Tabelle e figure

Tabella 1. Risultati sierologici ed immunopatologic

Pz Et Sedi coinvolte | BP180 BP230 IFD IFI-SSS ANTI- Diagnosi
a TypeVil
Cute, mucosa |95, 8.1, . Pemfigoide
+ +/-
1|78 genitale 388 |324 IgG lineare GDE /- base bolla 2.8 bolloso
- m —
2 | 79| Cute, mucose 151.8 <1 ++ IgG lineare GDE/ base bolla <1 Pemfigoide
+/- tetto bolla bolloso
+1gG e C' lineare
3 | 81| Cute, mucose 37 <1 GDE base bolla + base bolla 16.1 EBA
n —
4. | 79|cute, mucose | 121.6 32.8| +1gG lineare cpg* et Polla 2g | Pemigoide
+ base bolla bolloso
5 | ga|CUEMUCOSA |40 g | 4 4G lineare GDE | + base bolla 24.3 EBA
orale, congiuntiva
6 |41 Cute (cuoio 5.35 <1 Rare 1gG lineare +/- base bolla 2.8 Pgmﬂque
capelluto) cicatriziale
7 | 72| Cute, mucose <1 3.3 +1gG lineare GDH| negativo 2.6 Pgmﬂ_que
cicatriziale
8 | 68 Cute, mucose 15 3.4 +/- IgG lineare GDE| + base bolla 45.9 EBA
(orale e genitale
44.6, |/, +/- 1gG e C' lineare -
o | 5p|CUteMUCOSA 1458 |/ GDEbasebolla |+ base bolla 03 | Pemfigoide
orale . . cicatriziale
141 |1 (spontaneo clivaggio
. ++ igoi
10/ 80 | Cute 1046 | 23 | +1gG lineare DE | ™ et bolla <1 | Pemfgoide
+ base bolla bolloso
11| 87 | cute, mucose 1193 4 +/- IgG e C'’ lineare |+ base bolla (corpi 1 Pemfigoide
GDE fluor.) bolloso
6.2, /, . . Pemfigoide
+
12 | 84 | Cute, mucose 195 |361 IgG lineare GDE negativo 2.8 cicatriziale
13| 72 Cute, mucose |189.5, |/, +/- 1gG e C' lineare |+ tetto bolla <1 Pemfigoide
(esofago) 42 11.7 |GDE +/- base bolla bolloso
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