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OzET

Pemfigus Vulgaris Seyrinde Serum Desmoglein-1 ve
Desmoglein-3 Antikor Diizeylerinin Takibi ve indirekt
immiinofloresan Yontemi ile iliskisi

Amag Calismamizda pemfigus vulgaris (PV) patogenezinde
yer alan anti desmoglein-3 (Dsg-3) ve anti desmoglein-1
(Dsg-1) antikor diizeylerinin, hastalik aktivitesi ve seyri ile olan
iliskisini arastirmayi, rutin takipte kullanilan indirekt immuinflo-
resan (iiF) ydntemi ile sonuclarini karsilastirmayi amacladik.
Gereg ve Yontem Mayis-Eyliil 2009 tarihleri arasinda
klinigimize bagvuran 12 takipli ve 8 yeni tanili 20 pemfigus
vulgarisli hasta calismaya alindu. ilk vizitte her hasta, liF testi
ve anti Dsg-1 ve anti Dsg-3 antikor titrasyonlarinin belirlen-
mesi icin ELISA testi ile degerlendirildi. Yeni tani grubunda 30.
glinde, takipli hasta grubunda 90. giinde kontrol viziti yapildi
ve iiF, anti Dsg-3 ve anti Dsg-1 ELISA testleri tekrarlandi. ilk
vizit ve kontrol vizitinde hastalarin var olan aktif lezyonlari not
edildi.

Bulgular ilk vizitte 13 hastada anti Dsg-3 antikor pozitifligi
gorildi. Bu hastalarin 7'si yeni tanili hastalardi. Dort yeni tanili
hastada anti Dsg-3, anti Dsg-1 antikorlari birlikte pozitifti. Yeni
tanili hastalarin tiimiinde iiF yéntemi ile de antikor gésterildi.
Takipli hastalarin 6'sinda anti Dsg-3 antikoru, 2'sinde anti Dsg-
1 antikoru gésterilebildi. [iF testi ise takipli hastalarin 7'sinde
pozitifti. Kontrol vizitinde ise tiim hastalarin 9'unda anti Dsg-3
antikoru, 3’inde anti Dsg-1 antikoru, 8'inde iF pozitifligi
saptand. Kontrol vizitinde hastalarin iiF ve anti Dsg-3 antikor
titrasyonlarinda azalma egilimi oldugu goriilda ve bu tes-
tlerinin sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptandi. (p=0.025)

Sonug Bu bulgular, pemfigus vulgarisli hastalarin takibinde
ve tedavilerinin diizenlenmesinde antikor diizeylerinin Dsg-1
ve Dsg-3 ELISA ve es zamanli iiF yéntemi ile birlikte takibinin
faydal bir yontem oldugunu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Pemfigus, desmoglein, indirekt immiinfloresan test

ABSTRACT

Monitoring of Serum Desmoglein-1 and Desmoglein-3 An-
tibody Titers in Pemphigus Vulgaris and Correlation with
Indirect Inmunofluorescence Test

Background and Design The aim of the present study was
to evaluate the value of Dsg-3 and Dsg-1 antibody levels that
were suggested to have an association with disease activity
in pemphigus vulgaris and to compare with IIF technique
outcomes.

Material and Methods From May 2009 to September 2009,
20 patients with pemphigus vulgaris, 12 in follow-up and 8
new diagnosed, were enrolled. We performed IIF and ELISA
tests to measure anti Dsg-1 and anti Dsg-3 antibody titrations
of all patients at the first visit. We revaluated new patients 30
days and follow-up patients 90 days later and reperformed IIF
and Dsg-1 ELISA and Dsg-3 ELISA tests. Patiens were examined
for the presence of active lesions both at the initial and the
control visits.

Results At the first visit anti Dsg-3 antibody positivity was
seen in 13 patients, seven of them were new diagnosed ones.
Anti Dsg-1 and anti Dsg-3 ELISAs were both positive in four of
new diagnosed patients. IIF tests were positive in all patients
of new diagnosed group. Control anti Dsg-3 ELISA positivity
was seen in 9 patients, anti Dsg-1 ELISA and IIF were positive
in 3 and 8 patients, respectively. Anti Dsg-3 and IIF titrations
showed a tendency to decrease during follow up and there
was a statistically significant association between control IIF
and Dsg-3 ELISA test results. (p=0.025)

Conclusion These findings support that both anti Dsg-3 and
anti Dsg-1 ELISA tests along with I[IF may be used as comple-
mentary tests for disease follow-up and treatment guidance.

Key Words: Pemphigus, desmoglein, indirect immunofluorescence tests.

Giris
Pemfigus vulgaris (PV), epidermal keratinosit hiicre yiizeyine

karsi gelisen otoantikorlar ile karakterize histolojik olarak epi-
dermal hicrelerin birbirinden ayrilmasi (akantolizis) sonucu
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gelismis intraepidermal bdllerin gortldugi deri ve mukozalarn
etkileyen kronik otoimmiin biilléz bir hastaliktir (1-3). Deride ve
serumda desmozomal glikoproteinlerden desmoglein-3 (Dsg-
3) ve daha az olarak desmoglein-1'e (Dsg-1) karsi otoantikor-
lar olusur. Molekuler biyoloji alanindaki gelismeler sayesinde
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bu antikorlarin varhgi ortaya konmus ve hastaligin patogene-
zi aydinlatiimaya cahsilmistir (4-10). GUnumize kadar billa
hastaliklarin tanisi klinik gériiniim, histopatolojik bulgular ve
direkt immiinfloresan (DIF) veya indirekt immiinfloresan (iiF)
gibi yontemlerle konulmaktaydi. Son donemlerde anti Dsg-3
ve anti Dsg-1 ELISA teknigi pemfigus vulgaris tanisi ve takibin-
de kullanilan yontemler arasina girmistir. Yapilan ¢alismalarda
anti Dsg-3 ve anti Dsg-1 antikor diizeylerinin pemfigus vulgaris
tanisinda degisen oranda sensitivite ve spesifitesi bildirilmis ve
tanida etkin bir ydntem oldugu konusunda fikir birligine varil-
mistir (11-16).

Anti Dsg antikor dlizeyleri ile hastaligin fenotipi ve siddeti ara-
sindaki iliski arastirilmis ve antikor diizeyleri ile hastalk aktivi-
tesi arasinda dogrudan bir iliski oldugu bildirilmistir (17-21).
Nitekim antikor seviyeleri ve hastalik aktivitesi arasindaki kor-
relasyon, bu antikorlarin hastaligin takibi ve tedavinin deger-
lendirilmesinde de kullanilabilecegini dustndurmustir (11,
22-24).

Calismamiz daha ¢ok bu otoantikorlarin hastalik aktivitesi ve
seyri ile olan iligkisini arastirmayi ve hastaligin takibindeki et-
kinligini degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Gereg ve Yontem

Bu prospektif gozlemsel calismaya, Mayis — Eyliil 2009 tarihleri arasin-
da klinik, histolojik ve immiinofloresan yontemlerle pemfigus vulgaris
tanisi almig hastalar katildi. Calisma 6ncesi etik kurul onayi alindi. Her
hasta calisma hakkinda bilgilendirildi ve yazili onamlari alindi.

Calisma 8 yeni tanili ve 12 takipli hastadan olusan iki ayri grupta gercek-
lestirildi. Takipli hasta grubunda en az iki aydir yeni lezyon cikisi olma-
yan, sistemik steroid ve uygun goriilen bir adjuvan immunsupresif ilag
kullanan hastalar yer ald.

Hastalar tani aninda lezyonlarinin yerlesim lokalizasyonlarina gére mu-
kozal ve mukokutanéz olarak iki gruba ayrildi. Kontrol viziti yeni tanili
hasta grubunda 30. giin, takipli hasta grubunda ise 90. glinde yapildi.

Hastalarin mevcut serum anti Dsg-1 ve anti Dsg-3 antikor diizeylerinin
saptanmasi i¢in 10 cc venoz kan ornekleri alindi. Santrifij edildikten
sonra ayrilan serum -70 °C'de calismanin yapilacagi giine kadar saklan-
di. ELISA testleri 1:100 diliisyonlu serumlar ile tek titrasyonda rekom-
binan Dsg-1 ve Dsg-3 antijenleri iceren kitler kullanilarak Greticilerin
talimatlarina uygun sekilde calisildi. ELISA kitleri 450 nm dalga boyun-
da degerlendirildi. indeks degerleri iireticilerin belirledigi formiil kulla-
nilarak hesaplandi. Yirmi ve (izeri indeks degerler pozitif olarak kabul

edildi. Es zamanli alinan kan drnekleri ile iiF testleri 1/10-1/160 titrasyon
araliginda calisild.

Calisma verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel metot-
larin yani sira, ikili gruplarin karsilastirlmasinda bagimsiz t testi, nitel
verilerin karsilastirilmasinda ki-kare testi kullanildi. Birinci ve ikinci vizit
sonuclarini degerlendirmede Mc Nemar's testi kullanildi. Sonuglar, an-
lamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

Bulgular

Calismamiza yaslari 31 ile 77 arasinda degisen 20 hasta alin-
di. Hastalarin 11'i kadin, 9'u erkekti. Kadinlarin yas ortalamasi
49.09 £ 9.2 iken; erkeklerin yas ortalamasi 50.77 £ 11.15 idi.
Hastalarimizin 12'si takipli iken, 8 yeni tani almis hastalardi.
Takipli hastalarin ortalama remisyon sureleri 6,5 aydi (3-60 ay).
Yeni tani grubundaki hastalarin ortalama hastalik stiresi 7.5 aydi
(4-34 ay).

Hastalarimizi tani aninda lezyon yerlesim bolgelerine gore
gruplandirdigimizda 20 hastanin 15i mukokutandz tutulum
gosterirken, 5'i sadece mukozal tutulum gostermekteydi. Has-
talik fenotipinin cinsiyete gére dagihimina bakildiginda kadin-
larda mukokutan6z tutulum %60 bulunurken, bu oran erkek-
lerde %40 olarak bulundu. Lezyonlarin yerlesim bdlgesi ile
cinsiyet dagihmlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (p=0.436).

Yeni tanili hasta grubunda ilk vizitte iIF testi tim hastalarda
1/160 titrasyonda pozitifken, ELISA testi ile 8 hastanin 7'sinde
anti Dsg-3, 8 hastanin 4'linde ise anti Dsg-1antikor pozitifligi
saptandi. Dort hastada hem anti Dsg-1 hem de anti Dsg-3 an-
tikorlar pozitifti. Anti Dsg ELISA testi ile bir yeni tanili hastada
antikor gosterilemedi. ilk vizitte tiim hastalarda lezyon varhg
pozitifti.

Otuz giin sonra ayni hastalar tekrar degerlendirildiginde dort
hastada IiF testi negatiflesirken, bu dért hastanin 2'sinde Dsg-3
ELISA testi de negatifti. Bu 2 hastada kontrol vizitinde aktif lez-
yon da gériilmedi. IiF testi negatif olan diger 2 hastanin ise Dsg-
3 ELISA testi pozitif idi. Bu hastalarin birinde lezyon varligi de-
vam ederken, diger hastada aktif lezyon g&sterilemedi. Kontrol
anti Dsg-1 antikorlari sadece mukokutan6z tutulum gosteren
bir hastada pozitif saptandi. Yeni tanili hasta grubunda ilk vizit
ve kontrol IiF, anti Dsg-3 ve anti Dsg-1 antikor degerleri Tablo
1'de 6zetlendi.

Tablo 1: Yeni tanil1 hasta grubunda ilk vizit ve kontrol 1iF, Dsg-3, Dsg-1 ELISA degerleri

1.ViziT 1.ViziT 1.ViziT 1.viziT 2.vizit 2.viziT 2.viziT 2.vizit
HASTA YERLESIM LEZYON DSG-3 DSG-1 iiF LEZYON DSG-3 DSG-1 iiF
AC MK VAR 114 167 1/160 YOK 85 37 NEGATIF
TSS MK VAR 45 39 1/160 YOK 11.7 0 NEGATIF
SGY MK VAR 181 2 1/1601/160 VAR 161 3 1/160
HiG M VAR 188 65 1/1601/160  YOK 46 3 NEGATIF
NU MK VAR 11.3 9 1/1601/160  YOK 0 2 1/140 1/180
DK MK VAR 161.9 29 VAR 81 0 1/180
MO MK VAR 150 22 VAR 131 3 NEGATIF
FG M VAR 158 6 VAR 60 0

M: Mukozal MK: Mukokutanéz
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Takipli hasta grubunda ilk vizitte IiF testi ile 12 hastanin 7'sinde
1/10-1/160 titrasyon araliginda pozitiflik saptandi. Bu hastalarin
3'iinde iiF testi 1/160 titrasyonda pozitifti. Anti Dsg-3 antikorlari
6 hastada, anti Dsg-1 antikorlari ise 2 hastada pozitif saptandi.
iiF testi pozitif olan 7 hastanin, 4’iinde anti Dsg-3 antikor pozi-
tifligi de goriildii. Aktif lezyonu olan ve Dsg-3 ELISA testi pozitif
olan 2 hastada IiF yéntemi ile antikor g6sterilemedi. Takipli has-
talarin 10'nunda ilk vizitte lezyon varligi pozitifti.

Bu hastalar 90 giin sonra tekrar degerlendirildiginde iiF test so-
nucy, ilk iIF degerleri de negatif olan 5 hasta dahil 7 hastada
negatif bulundu. Bu hastalarin 4'inde kontrol anti Dsg-3 an-
tikorlari da negatifti. Bu hastalarda var olan lezyonlar kontrol
vizitinde gerilemisti. Kontrol anti Dsg-3 antikorlari 7 hastada
pozitif saptandi ve bu hastalardan 3’tnun ilk vizit anti Dsg-3
antikorlar degerleri negatif iken kontrol degerleri pozitif oldu.
Bu hastalarda var olan lezyonlari gerilemis oldugu halde anti
Dsg-3 degerlerinin artis gosterdigi goruldi. Kontrol anti Dsg-1
antikorlari da yine 2 hastada pozitif saptandi. Takipli hasta gru-
bunda ilk vizit ve kontrol iiF, Dsg-3, Dsg-1 ELISA degerleri Tablo
2'de 6zetlendi.

ilk vizit Dsg-3 ELISA testinin pozitif saptanma degeri %84.6
olarak bulundu. Hastalarin ilk vizit ve kontrol, iiF sonuglar Mc
Nemar’s testi ile degerlendirildiginde kontrol vizitinde IiF sid-
detinde istatistiksel olarak anlamli azalma g6zlendi (p=0.019).
ilk vizit ve kontrol Dsg-3 ELISA dagiimlarinda istatistiksel ola-
rak anlaml degisim gézlenmedi (p=0.172). Kontrol vizitinde
hastalarin iiF ile anti Dsg-3 antikor diizeylerinde azalma egilimi
gorildi ve bu testlerinin sonuclari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski saptadi (p=0.025).

Tartisma

Pemfigus vulgarisli hastalarda, remisyon donemlerinde en
onemli sorun nikslerin 6ngoriilmesi ve tedavinin diizenlen-
mesinde klinik bulgularla birlikte serum antikor diizeylerinin
takibidir. Antikor diizeyleri ile korelasyon gdsteren hastalik ak-
tivitesinin takibi, ntkslerin 6ngorilmesi ve tedavinin diizenlen-
mesinde bliylk 6nem tasir. Glinim{izde halen PV tanisi ve rutin
takibinde serum antikor diizeyleri iiF testi ile degerlendirilmek-
tedir (25, 26).

Cahisma

Son yillarda molekdler diizeyde yapilan calismalar ve rekombi-
nant antijenlerin kesfi ile serum antikor diizeylerini daha sen-
sitif ve spesifik olarak belirleyebilecek yeni testler kullanima
girmistir. Anti Dsg-1 ve anti Dsg-3 antikorlarinin ELISA yéntemi
ile 6lcimi bu testler arasinda en ¢ok kullanilanlardir. Yapilan
calismalarda Dsg ELISA testinin sensitivitesi %85-%95 arasinda
degismektedir (12, 15, 16). Zagorodniuk ve arkadaslari (27) ta-
rafindan yapilan 38 pemfiguslu hastanin (33 PV, 5 PF) ve 50 sag-
liklr kontroliin katildigi bir calismada, pemfigus vulgarisin sero-
lojik tanisinda IiF testi ve Dsg ELISA testi karsilastinlmis ve iiF
ve Dsg ELISA testlerinin sensitivitesi ve spesifitesi sirasiyla %81,
%81- %100,%94 bulunmustur. Ng ve arkadaslarinin (28) yapti-
g1 bir calismada ise 29 pemfiguslu (13 PF, 16 PV) hastada Dsg
ELISA testi ile hastalarin timiinde antikor saptanirken, IFF testi
ile 25 hastada (%86) antikor saptanabilmistir. Pemfigus vulgaris
tanisinda IiF testinin sensitivitesi substrat olarak sadece Dsg-1
acisindan zengin insan derisi kullanildiginda diismekte (%83),
sadece Dsg-3 agisindan zengin maymun 6zafagusu kullanildi-
ginda (%90) artis gdstermektedir. ikisinin birlikte kullanimi ile
sensitivite %100'e clkmaktadir (29). Calismamizda Dsg-3 ELISA
testinin yeni tanili hasta grubunda sensitivitesi %87.5 bulun-
mustur. Son dénemde yapilan bir metaanalizde, Dsg-3 ELISA
testinin pemfigus vulgaris tanisinda yiiksek sensitivite ve spe-
sifiteye sahip oldugu gosterilmistir (30).

Yapilan calismalar Dsg antikor dlzeylerinin hastaligin fenoti-
pinin belirmesinde de 6nemli rol oynadigini gostermektedir.
Mukozal tutulumu olan pemfigus vulgarisli hastalarda anti
Dsg-3 antikorlarinin, mukokutanéz tutulumu olan hastalarda
ise anti Dsg-3 ve anti Dsg-1 antikorlarinin birlikte fenotipin be-
lirlenmesinde rol aldigi 6ne strilmustir (31, 32). Fakat genel
olarak klinik fenotip antikor diizeyleri ile uyum gosterse de;
anlamli olmakla birlikte az sayida hastada antikorlarin 6n gor-
digi fenotip gelismemektedir. Nitekim bizim calismamizda da
mukokutandz tutulumu olan yeni tanili bes hastanin ikisinde
anti Dsg-1 antikorlar tespit edilememistir ve mukozal tutulu-
mu olan hastalarda anti Dsg-3 baskinhdi olsa da bir hastada anti
Dsg-1 pozitifligi de goralmustir.

Calismamizda ilk ve kontrol vizitinde iiF testleri ile antikor
saptanan iki hastamizda ELISA yéntemi ile Dsg antikor varhg

Tablo 2: Takipli hasta grubunda ilk vizit ve kontrol IiF, Dsg-3, Dsg-1 ELISA degerleri

1.ViziT 1.viziT 1.viziT 1.viziT 2.vizit 2.viziT 2.viziT 2.vizit
HASTA YERLESIM LEZYON DSG-3 DSG-1 iiF LEZYON DSG-3 DSG-1 iiF
MK MK VAR 0.15 4 NEGATIF YOK 29 21 NEGATIF
FP M YOK 1.8 0 NEGATIF YOK 0 0 NEGATIF
kD) MK VAR 13 3 1710 YOK 16.6 0 1740
MsO MK VAR 61.9 138 1/160 VAR 44 180 1/80
EB M YOK 163 25 1710 YOK 85 6 1740
NS MK VAR 7 4 1/20 YOK 229 4 NEGATIF
GK MK VAR 54.1 2 NEGATIF YOK 2.1 2 NEGATIF
HS MK VAR 169.6 17 NEGATIF YOK 0 0 NEGATIF
SO MK VAR 198 0 1/160 VAR 209 2 1/160
NK MK VAR 0.07 0 NEGATIF YOK 71 6 NEGATIF
MU MK VAR 71 0 1/20 YOK 65 0 NEGATIF
o) MK VAR 42 0 1/160 YOK 152 0 1/20

M: Mukozal MK: Mukokutanéz
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gosterilemedi. Bu durum hastalik patogenezinde yer alan Dsg-
1 ve Dsg-3'lin intrasellliler parcasindaki epitoplara (20) veya
desmoglein disi antijenlere karsi gelisen antikorlarin varhgini
distindurmustir (33, 34). Vu ve arkadaslari (35) yaptiklar bir
calismada pemfiguslu hastalarin serumlarinda patojenik anti
kolinerjik reseptor antikorlarinin varligini géstermistir.

Remisyonda olan hastalarda ytiksek titrelerde serum anti Dsg-
3 antikor duzeylerine rastlanabilmektedir (20, 36, 37). Non-
patojenik epitoplara karsi gelisen antikorlar veya 1gG4 disi
antikor alt tiplerinin varligi ylksek antikor diizeylerinden so-
rumlu olabilir (20, 37). Nitekim biz de calismamizda takipli has-
talarimizin t¢linde yiiksek anti Dsg-3 ve birinde de yiiksek anti
Dsg-1 antikor diizeylerine rastladik. Hastalarda eslik eden inatgi
mukozal lezyonlar mevcuttu fakat yiksek antikor diizeylerini
aciklayacak yayginlikta degillerdi. Bu durum patojenik antikor-
lar yaninda IgGT1 tipi patojenik olmayan antikorlarin da varhg
seklinde yorumlandi.

Dsg-1 ve Dsg-3 antikor titrelerinin hastaligin aktivitesi ve sidde-
tiile korelasyonunun gésterilmesi, Dsg ELISA testinin hastaligin
takibinde de kullanimi diistincesini dogurmustur. Avgerinou ve
arkadaslarinin (38) yaptigi bir calismada 54 pemfigus vulgaris-
li hastada anti Dsg-1, anti Dsg-3 ve iIF degerlerinin tedavi ve
hastalik lokalizasyonu ile uyumlu oldugu ve hastalik takibi ve
tedavinin diizenlenmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir. Ya-
pilan diger calismalarda da Dsg ELISA tekniginin niikslerin &n
gorilmesi ve tedaviye cevabin degerlendirilmesinde etkili bir
yontem oldugu bildirilmistir (24, 39, 40). Calismamizda kontrol
vizitinde hastalarin IiF ile anti Dsg-3 antikor diizeylerinde te-
davi ile azalma egilimi gorildi ve testlerin sonuclari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptandi (p=0.025). Bu iliski
desmoglein ELISA testinin IiF testi gibi hastalik takibinde faydali
bir metod oldugunu diistindiirmistir. iiF testine GstlinlGgi bir
titrasyon araligi yerine kantitatif deger vermesi ve IiF teknigin-
de sensitivitenin kullanilan substrata bagiml olmasidir.

Dsg ELISA testinin etkinligi iki faktérle sinirlanmaktadr. Birinci-
si, yliksek antikor diizeylerinde ELISA sonuclari daha fazla kan-
titatif olamamakta ve plato ¢izmektedir. Bunu asmak icin titras-
yon yapilmalidir. Ikincisi ise [iF testinde ayni titrasyonda antikor
gériilen hastalarda Dsg ELISA testi ile 8 kata kadar degisebilen
oranlarda farkh sonuglar alinabilmektedir (41).

Sonug olarak, Dsg ELISA testinin hastalik takibinde tek basina
kullanimi ile ilgili yeterli veri yoktur, bu nedenle iiF testi ile bir-
likte kullanimi hem hastaligin tanisinda hem de tedavi yoneti-
mi ve hastanin takibinde etkinligi artiracagi diistinilmektedir.
Hastalar remisyonda olsa dahi ELISA yéntemi ile Dsg antikor
takibinin belli araliklarla yapilmasi ve antikor diizeylerinde ar-
tis olan hastalarin niiks agisindan daha yakindan takip edilmesi
onerilmektedir.

Bu calismadaki iki dnemli sinirlilik hasta sayisinin az ve takip su-
remizin kisa bir donemi kapsamasidir. Sinirli siirede takip, polik-
linigimize basvuran ve calisma kriterlerine uyan az sayida hasta

saptanmasi bir neden olarak dustinilmiustir. Pemfigus grubu
hastaliklarin prevelansinin diger bircok dermatolojik hastaliga
gore disiik olmasi, daha uzun siirede daha fazla sayida hasta-
nin dederlendirilmesine olanak saglayacaktir.
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