PUVODNI PRACE

Vysetreni hustoty intraepidermalnich
nervovych vlaken z kozni biopsie -

normativni data

The Evaluation of Intraepidermal Nerve Fiber Density in Skin

Biopsy — Normative Data

Souhrn

Uvod: Vysetfeni intraepidermalni hustoty tenkych nervovych vidken (IENFD) z kozni biopsie patif
v soucasnosti mezi klicové metody v diagnostickém algoritmu neuropatické bolesti a senzitivnich
neuropatif, zejména neuropatie tenkych vldken. Cilem prace je ovéfeni vlivu fyziologickych pro-
ménnych na hodnoty IENFD, derivace validnich normativnich dat [ENFD pro oblast distalniho lytka
a dale zhodnoceni naleztl této metodiky u pilotni skupiny vzorkd z oblasti proximalniho stehna.
Soubor a metodika: Kozni biopsie z oblasti distalniho lytka byla provedena u souboru 74 zdravych
dobrovolnik (39 muzd, 35 Zen, vék: median 54,5 let, rozmezi 27-84 let). Ve vSech vzorcich
byla stanovena IENFD metodou nepiimé imunofluorescence. Nésledné byl vyhodnocen vliv véku
a pohlavi na IENFD a byla derivovéna vékové stratifikovand normativni data (v podskupinach
20-40, 40-60 a 60+ let). U 14 jedinct byla kozni biopsie vysetfena i z oblasti proximalniho stehna
a nalezy byly srovnany s distalnimi vzorky koznich biopsii. Vysledky: V oblasti distalniho lytka byl
zaznamenan statisticky nevyznamny trend k vyssim hodnotdm IENFD u Zen oproti muzim a vy-
soce signifikantni pokles I[ENFD s vékem. Dolni normalni limit byl pro jednotlivé vékové kategorie
stanoven na Urovni 5,5-5,1-1,9 vldken na 1 mm délky epidermis u muzd a 6,1-5,2-3,1 u Zen.
Hodnoty IENFD v oblasti proximélniho stehna byly signifikantné vy3si nez v distalni lokalizaci.
Zavér: IENFD v oblasti distalniho lytka vykazuje signifikantni vliv véku a méné vyznamny vliv po-
hlavi vySetfenych jedinct na nélezy ve skupiné zdravych dobrovolnikd. Pfi hodnoceni IENFD z koz-
nich biopsif je tedy vhodné zohlednéni uvedenych vékové stratifikovanych normativnich dat pro
jednotliva pohlavi. Srovndni distalnich vzorkd s nalezy z oblasti anterolateralniho stehna potvrzuje
existendi signifikantniho proximo-distalniho gradientu u zdravych dobrovolnikd.

Abstract

Introduction: At present, evaluation of intraepidermal nerve fiber density (IENFD) from skin bio-
psies represents one of the most important methods for diagnosing neuropathic pain and sensory
neuropathies, particularly in small-fiber neuropathy patients. The aim of the study was to analyze
the effects physiological variables may have on IENFD values and to establish valid IENFD nor-
mal limits for distal calf region. Furthermore, we evaluated the IENFD values from anterolateral
proximal thigh samples in a pilot study with a small group of healthy individuals. Patients and
methods: Skin biopsies from the distal calf were obtained from a group of 74 healthy individuals
(39 men, 35 women, age: median 54.5 years, range 27-84 years). [ENFD was established in all the
samples using the indirect immunofluorescence method. The effect of age and gender on IENFD
values was evaluated and age-stratified normal values were derived in subgroups of patients aged
20-40, 40-60 and 60+ years. In addition, IENFD values obtained from proximal thigh skin biopsies of
14 individuals were compared to the distal samples. Results: Significant age-related decrease in
IENFD values and non-significant trend to higher IENFD values in women were found in distal skin
biopsy samples. Lower normal limits in the respective age subgroups were set at 5.5-5.1-1.9 fi-
bers per 1 mm in men and 6.1-5.2-3.1, respectively, in women. Compared to the distal samples,
proximal IENFD values were significantly higher. Conclusion: In a group of healthy volunteers,
a significant effect of age and non-significant trend towards an effect of gender on IENFD values
was found. Therefore, age-stratified and gender-specific normal values should be used when
evaluating IENFD in distal skin biopsy samples. Comparison of these findings to proximal thigh
samples confirms significant proximo-distal gradient of IENFD values.
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VYSETRENI HUSTOTY INTRAEPIDERMALNICH NERVOVYCH VLAKEN Z KOZNI BIOPSIE — NORMATIVNI DATA

Uvod

Hodnoceni intraepidermdlni hustoty ten-
kych nervovych vlaken (IntraEpidermal
Nerve Fiber Density, IENFD) z kozni bio-
psie patfi v soucasnosti mezi klicové me-
tody diagnostického algoritmu senzitiv-
nich neuropatii, pfedevsim pak neuropatie
tenkych vldken, tedy klinické jednotky vy-
znacujici se izolovanym postizenim ten-
kych nervovych vldken typu A-delta a C
[1,2]. Dle recentné publikovanych dopo-
ruceni [3,4] patfi kozni biopsie s hodno-
cenim IENFD také mezi nejddlezitéjsi di-
agnostické metody neuropatické bolesti
obecné. Jedna se o minimalné invazivni
metodu, umoznujici hodnoceni morfolo-
gickych zmén a predevsim redukce poctu
tenkych nervovych vldken v oblasti epi-
dermis [2]. Diky moznosti hodnocenf
strukturdlnich zmén tak toto vy3etreni
predstavuje unikatni objektivni metodu
diagnostiky postizeni tenkych nervovych
vlaken, které neni detekovatelné stan-
dardnim elektromyografickym vy3setre-
nim, resp. konduk¢nimi studiemi perifer-
nich nerva [1,2]. Zakladnim a nejcastéji
hodnocenym parametrem kozni biop-
sie je hustota intraepidermalnich nervo-
vych vldken detekovanych prostfednic-
tvim panneuronalniho markeru Protein
Gene Product PGP 9.5, oznacovana zkrat-
kou IENFD (obr. 1a—c) [2,5,6]. Soucasnym
trendem v oblasti koZnich biopsif je pak
snaha o nalezeni markerd umoznuijicich
detekci casnéjsich stadii periferné neuro-
genniho postizeni, nez dovoluje rutinni
hodnoceni poc¢tu vidken pomoci PGP 9.5,
a to jak ve smyslu zmén exprese specific-
kych proteint na hodnocenych nervovych

vldknech, tak ve smyslu morfologickych
zmén téchto vldken. Z hlediska zmén ex-
prese specifickych proteinl se velmi per-
spektivné jevi napf. marker regenerujicich
nervovych vldken , Growth-Associated
Protein 43" (GAP-43). Tento typ mar-
kerd vykazuje signifikantni pokles imu-
noreaktivity intraepidermdlnich vldken
v Casnych stadiich diabetické neuropa-
tie, kde tato zména u Casti pacientl pred-
chazi poklesu poctu PGP 9.5 pozitivnich
vldken [7]. Z morfologického hlediska
je v casnych fazich periferné neurogen-
niho postizeni prokazovana castéjsi frag-
mentace vldken, vyskyt varikozit (obr. 1c)
a/nebo zmény jejich vétveni, pficemz
i tyto zmény predchdzeji vlastni redukci
IENFD (obr. 1b) [8,9]. Zminéné parame-
try jsou velmi zajimavé pro Ucely klinic-
kych a vyzkumnych studii, jejich hodno-
cenfi je v3ak Casové narocné, slozitéjsi nez
hodnoceni IENFD a vice zavislé na zkuse-
nostech vysetfujiciho. Také z téchto dU-
vod( zGstava IENFD i nadéle nejvyznam-
néjsim prakticky vyuzitelnym parametrem
koZnich biopsif a je na néj zaméfena ma-
ximalni pozornost i z hlediska tvorby va-
lidnich normativnich dat [10-12], jejichz
spravné nastaveni je jednim z kli¢ovych
faktort ovliviujicich vyuZitelnost meto-
diky v klinické praxi i pro vyzkumné Gcely.
Vsechny velké, recentné publikované nor-
mativni soubory [10-12] jsou pfitom za-
méfeny na imunohistochemické barveni
vzork(, zatimco pro alternativni metodu
barveni, vyuZivajici metodu nepfimé imu-
nofluorescence, nebyla normativni data
derivovana na podobné rozsahlém vzorku
pacientd dosud publikovana.

Cilem prace je proto nastaveni valid-
nich, vékové stratifikovanych normativ-
nich dat vyuZitelnych v ¢eské populaci pro
hodnoceni IENFD stanovené v koZnich
biopsiich metodou nepfimé imunofluores-
cence, resp. ovéreni pouzitelnosti norem
z recentné publikovanych soubord vyuzi-
vajicich alternativni imunohistochemickou
metodu barveni i pro detekci [ENFD po-
moci nepfimé imunofluorescence a v na-
Sich podminkach.

Soubor

Normativni data pro I[ENFD byla derivovdna

na zakladé ndlez zdravych dobrovolnikd,

u nichZ byla koZni biopsie provedena na

Neurologické klinice LF MU a FN Brno

v rozmezi let 2000-2011. VétSinu sou-

boru predstavovali zaméstnanci kliniky,

resp. FN Brno a jejich pfibuzni a znami,
mensi ¢ast pak pacienti hospitalizovani na
nasi klinice predevsim pro bolesti hlavy,
akutn{ vertebrogenni ¢i jiné tranzitorni ob-
tize. U pacientl s vertebrogenni etiologif
obtiZi a s iradiaci do nékteré doIni konce-
tiny byl odbér biopsie proveden vzdy na
asymptomatické konceting, tj. kontralate-
ralné ke strané obtiZi pacienta.

Vylucujicimi kritérii zafazeni do souboru
byly:

1. anamnestické ¢i klinické znamky di-
fuzniho postiZzeni periferniho a/nebo
centralniho nervového systému nebo
fokdIni neuropatie ve vySetfované
distribuci,

2. znama pfitomnost nékterého z riziko-
vych faktor vedoucich potencidlné
k periferné neurogenni lézi — tedy ze-
jména diabetu mellitu & poruchy glu-

Obr. 1. Srovnani normalniho nalezu kozni biopsie (1a) s nalezy abnormalnimi (1b, ¢). Pfevzato z [5].

Obr. 1a) Normalni nalez kozni biopsie u zdravého jedince (zvétSeni 400x). 1. PGP 9.5 — imunoreaktivni intraepidermalni nervové
vldkno. 2., 3. epidermis (2. stratum basale, spinosum, granulosum a lucidum. 3. stratum corneum), 4. dermis, 5. dermo-epidermalni
junkce.
Obr. 1b, ¢) Abnormalni nélezy kozni biopsie (zvétseni 400x). 1b) Absence intraepidermalnich vlidken + redukce denzity subepider-
malniho plexu. 1c) Vyrazna redukce poctu intraepidermalnich vidken (zachyceno pouze jedno vldkno s patrnymi , predegenerativ-
nimi zménami” — fragmentace, varikozity).
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kozové tolerance, chronického abuzu
etanolu, onkologickych onemocnéni,
hepatopatie, nefropatie ¢i zanétlivého
onemocnéni pojiva.

Vsichni jedinci zafazeni do studie po-
depsali informovany souhlas a jejich spo-
luprdce nebyla honorovana. Projekt byl
schvalen etickou komisi FN Brno.

Celkem bylo hodnoceni IENFD prove-
deno ve vzorcich koZnich biopsii z ob-
lasti distalniho lytka u 74 zdravych kontrol
(39 muzd, 35 Zen, vék: medidn 54,5 let,
rozmezi 27-84 let), u 14 pacientl byl
tento parametr soucasné vyhodnocen
i v proximalnich vzorcich z oblasti ante-
rolaterdlniho stehna. Pro Ucely derivace
normativnich dat byl dale soubor zdra-
vych dobrovolnikt vékové stratifikovéan
do t¥f podskupin, definovanych dle véko-
vych rozmezi:
® 20-40 let (14 jedincl, z toho 7 muzud

a 7 Zen, pramérny vék: 34,5 = 3,4),
® 40-60 let (35 jedinct, z toho 16 muzu

a 19 zen, prmérny vék: 51,1 + 4,8),
® vy33i nez 60 let (skupina 60+) (25 je-

dinct, z toho 16 muzl a 9 Zen, prl-

mérny vék: 66,4 £ 5,7 let).

Metodika

Vysetfeni intraepidermdlni hustoty nervo-
vych vlaken bylo provedeno ve vzorcich
koznich biopsii z oblasti distalniho lytka
(cca 10 cm nad pravym maleolus lateralis),
u &asti zdravych dobrovolnikd navic i z an-
terolaterdlni strany proximalniho stehna
ipsilateréiné. Odbér byl proveden pomoci
prabojniku o praméru 5 mm (obr. 2a) za
aseptickych kautel v lokaIni infiltra¢ni an-
estezii 1% mezokainem. Po odbéru na-
sledovala sutura jednim stehem pomoci
atraumatického nevstiebatelného Siti
(obr. 2b), steh byl ponechan cca 10-14 dni
a po zhojeni jizvy extrahovan.

Vzorky byly déle zpracovany standard-
nim zpasobem, ktery byl jiz opakované
publikovan [5-7]. Po fixaci a kryoprotekci
byly z kazdého vzorku vytvofeny zmrazené
fezy o tloustce 50 pm, které byly nasledné
obarveny metodou nepfimé imunofluo-
rescence s polyklonalni primarni protilat-
kou, zaméfenou proti panneuronalnimu
markeru PGP 9.5 (Ultraclone, Wellow, UK;
1 : 800), a sekundarni protilatkou, znace-
nou fluorescen¢nim barvivem (TRITC-con-
jugated goat anti-rabbit, Chemicon Inter-
national Inc., Temecula, California, USA;
1 : 100). Obarvené preparaty byly mikro-

Obr. 2. Vybaveni pro odbér koznich biopsii. Pfevzato z [5].

Obr. 2a) Nastroj uzivany pfi odbéru vzorkl (pribojnik).
Obr. 2b) Atraumatické nevstiebatelné siti (srovnani velikosti jehly s béZnou zapalkou).

skopicky hodnoceny pomoci epifluores-
cen¢niho mikroskopu firmy Leica DMLB
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Ger-
many), vybaveného pfislusnym filtrem pfi
400nasobném zvétseni. V kazdém hodno-
ceném fezu byl vyhodnocen pocet imuno-
reaktivnich intraepidermdlnich nervovych
vldken s patrnym pfechodem pres dermo-
epidermalni junkci (obr. 1a—c) v souladu
s doporucenimi publikovanymi pro tuto
metodiku [2] v alespor tfech nepfileh-
lych tkanovych fezech. Nasledné byla pro
kazdy vyhodnoceny fez zméfena délka
epidermis pomoci analytického zobrazo-
vaciho systému firmy NIS-Elements AR,
Laboratory Imaging s.r.o., Prague, Czech
Republic a ze ziskanych vysledkd byl sta-
noven pocet intraepidermalnich nervo-
vych vldken na 1 mm délky epidermis,
ktery predstavuje vlastni hodnoceny para-
metr, tedy intraepidermdlni hustotu ten-
kych nervovych vldken (IENFD).

Statistické zpracovani

Statistické zpracovéni bylo provedeno po-
moci softwaru Statistica 10 firmy Statsoft.
Ke zviditelnéni rozloZeni hodnot jednot-
livych testovanych parametr a derivaci
vékové stratifikovanych normativnich
dat byla pouzita robustni sumdrni statis-
tika (median, kvantily) a soucasné statis-
tika parametrickd (priméry, smérodatné
odchylky). Vzhledem k normalni distribuci
hodnot IENFD bylo jejich srovnani mezi
jednotlivymi vékovymi podskupinami
provedeno s pouZzitim analyzy variance
(ANOVA) s Tukeyho post-hoc korekci.
Srovnani jednotlivych parametrd mezi
muzi a Zenami bylo uskute¢néno nepéaro-
vym t-testem, k porovnani ndlezt I[ENFD
v jednotlivych lokalizacich byl pouzit pa-
rovy t-test. Korelac¢ni analyzy byly pro-
vedeny pomoci Pearsonova korela¢niho
koeficientu v pfipadé hodnoceni distal-
nich vzorkd a pomoci koeficientu Spear-

manova u analyz zohledrujicich I[ENFD ve
vzorcich proximalnich.

Vysledky

V ramci odbéru koznich biopsii jsme ne-
zaznamenali Zadné komplikace. Jedinou
Casti vySetfeni, hodnocenou nékterymi je-
dinci jako mirné nepfijemnou, byla lokalni
infiltra¢ni anestezie v Uvodu vykonu. Sa-
motny odbér vzorku k vySetieni pak hod-
notili v3ichni zafazeni jedinci jako nebo-
lestivy. S vyjimkou dvou jedinct (z nichz
u jednoho muze doslo k rupture stehu pfi
vyrazné fyzické aktivité kratce po vykonu
a u jedné Zeny byl steh navzdory instruk-
cim extrahovan predcasné jiz po 5 dnech
od odbéru biopsie a doslo k ¢aste¢né de-
hiscenci rdny) neni autordm znama jina
komplikace hojeni jizvy u Zadného z ode-
branych zdravych dobrovolnikd. Zhojenfi
jizvy po odbéru kozni biopsie tedy pro-
béhlo ve v3ech ostatnich pfipadech per
primam s minimalnimi nasledky a de-
finitivni zhojeni rany bylo uspokojivé
i u obou jedincd, u nichZ nastaly vySe zmi-
néné komplikace. Metodu tak Ize hodno-
tit jako zcela bezpecnou a pacienty dobre
tolerovanou.

Sumarizace hodnot IENFD v jednot-
livych vékovych skupindch je uvedena
v tab. 1, a to jednak souhrnné v celém
souboru zdravych dobrovolnikd a jednak
samostatné u muzd a Zzen. Hodnoty IENFD
vykazovaly trend k vy3si hustoté intraepi-
dermalnich nervovych vldken u Zen ve
srovnani s muzi, ktery viak nebyl statisticky
vyznamny (p = 0,268). Naopak vysoce vy-
znamny byl vliv véku: hodnoty IENFD
v distalni lokalizaci vysoce signifikantné
negativné korelovaly s vékem (tab. 1).
Pokles hustoty intraepidermalnich ner-
vovych vldken s vékem byl vyznamny
i pfi srovnani jednotlivych vékovych sku-
pin (tab. 1), a to statisticky nejvyznamnéji
v nejstarsi vékové kategorii (60+) oproti
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Tab. 1. Sumarizace hodnot IENFD z kozni biopsie v distalni lokalizaci.
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Sumarizace hodnot IENFD z kozni biopsie v jednotlivych vékovych kategoriich (20-40, 40-60, 60+), a to jednak souhrnné u viech jedincd
dané vékové podskupiny, a dale oddélené u muzd a Zen v¢. korelace hodnot s vékem a srovnani ndlez(i mezi vékovymi podskupinami.
Hodnoty IENFD jsou uvedeny formou poctu vldken na 1 mm epidermis, a to v kazdé hodnocené skupiné jako primér, SD a 5. percen-
til hodnot. Vysledky Ize pouzit k derivaci vékové stratifikovanych normativnich dat, a to pfi dvou moznych zpUsobech jejich nastavent,
tj. na drovni 5. percentilu prezentovanych hodnot a/nebo na trovni X — 2 SD (obé hodnoty jsou explicitné uvedeny). Statistické zpraco-
vani bylo provedeno pomoci parametrické statistiky (ANOVA, t-test, Pearsondv korela¢ni koeficient). [ENFD — intraepidermdlni hustota
nervovych vldken (IntraEpidermal Nerve Fiber Density), SD — smérodatna odchylka (Standard Deviation), X — prmér
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3,5 0,026 -0,4067 < 0,001
3,4 0,007 -0,4339 <0,001
4,7 0,272 -0,3179 0,08

obéma kategoriim mladsim (20-40,
40-60) (data post hoc korekce podrob-
néji neuvedena). Hodnoty IENFD naopak
nevykazovaly statisticky vyznamnou ko-
relaci s vyskou vysetfenych jedincd (Pear-
sonlv korela¢ni koeficient r = 0,1664;
p = 0,298).

Normativni data stanovend ob&ma po-
uzitymi metodami (tj. pomoci percentilt
a/nebo na zakladé prdmérd a smérodat-
nych odchylek) jsou si ve viech véko-
vych kategoriich pomérné blizkd a odra-
Zeji zminény vékové podminény pokles
hodnot IENFD (tab. 1). Normy pro muze
a Zeny se v souladu s prokdzanou ab-
senci statisticky vyznamnych rozdild hod-
not IENFD lis{ pouze mirné, pro hodno-
ceni tohoto parametru lze tedy vyuZit
i normativni data spole¢na pro obé po-
hlavi (tab. 1).

Nalezy v proximalnich vzorcich jedinc(,
u nichZ byl odebran vzorek v obou lo-
kalizacich, vysoce vyznamné korelovaly
s nalezy ve vzorcich distélnich (Spear-
manuv korela¢ni koeficient r = 0,6615;
p < 0,05) a hodnoty IENFD byly v oblasti
proximélniho stehna signifikantné vyssi
(median: 10,6; rozsah: 5,6-18,5) nez
v oblasti distalniho lytka (median: 10,2;
rozsah: 4,4-14,2) (WilcoxonQv parovy
test: p = 0,0219). Vliv véku, vysky ani po-
hlavi na zminéné hodnoty nebylo mozné
vzhledem k malému poctu proximalnich
vzorkd validné hodnotit.

Diskuze
Prezentovany clanek predklada sumari-
zaci nalez koznich biopsii z oblasti dis-

talnitho lytka s hodnocenim intraepider-
malni hustoty tenkych nervovych vldken
u reprezentativniho vzorku zdravych dob-
rovolnikd z ¢eské populace a z nich deri-
vovana vékové stratifikovana normativni
data pro obé pohlavi. Soucasné jsou zde
prioritné v ¢eské odborné literatufe pu-
blikovany nalezy koznich biopsii z proxi-
malni lokalizace, a to na vzorku pacientd
srovnatelném s ojedinélymi publikova-
nymi zahrani¢nimi soubory.

Nase studie prokdzala bezpecnost
a dobrou toleranci koZni biopsie, ktera je
pfi dodrZeni pouzivanych doporuceni pro
vySetfované jedince prakticky bez kompli-
kaci. Tyto zkuSenosti jsou v souladu s vy-
sledky jinych publikovanych praci zamére-
nych na hodnoceni IENFD z koZni biopsie
a také s platnymi doporucenimi pro po-
uziti této metody [2,10-12] a opraviu;ji
jeji bezproblémové zarazeni do diagnos-
tického algoritmu senzitivnich neuropatif
a neuropatické bolesti.

Hodnoty IENFD v distalnich vzorcich na-
Seho souboru zdravych kontrol i derivo-
vana normativni data jsou pIné srovnatelné
s ndlezy dalSich publikovanych studii, pre-
zentujicich data ziskana prevazné v ramci
evropské populace [11-13], coz verifikuje
spravnost nami pouzité metodiky. Oproti
tomu Umapathi et al [10] uvadéji signi-
fikantné vyssi prmérné hodnoty IENFD
i doporucené normy: jako optimalni dolnf
normalni limit IENFD v distalnich vzorcich
koZnich biopsii doporucuje na zakladé
ROC analyzy 10 vldken na 1 mm délky
epidermis, coZ je hodnota vyznamné vyssi
v porovnani s nasimi vysledky i viemi dal-

imi citovanymi pracemi [11-13] a prak-
ticky odpovida primérné hodnoté IENFD
v této oblasti ve vSech ostatnich zminé-
nych studiich vcetné nasi. Moznym vy-
svétlenim je signifikantné vy3si pra-
mérny vék naseho kontrolniho souboru
(53,2 £ 12,3) ve srovnani se zdravymi
dobrovolniky zafazenymi do Umapathiho
studie (39,4 + 11,2) a také mozné rasové
podminéné rozdily IENFD: data v citované
praci [10] byla derivovdna na podkladé
vysledk( souboru zdravych dobrovolnik
z asijské populace (Singapore).
Podobnost ndmi derivovanych norem
s vysledky rozsahlejSich publikovanych
multicentrickych studii poskytuje moz-
nost vyuzit pro hodnoceni nélez IENFD
aplikujicich metodu nepfimé imunofluo-
rescence u pacientd v ¢eské populaci oba
typy normativnich dat, tj. vedle nasi stu-
die také normy publikované autory Bak-
kers ¢i Lauriou [11,12]. Urcitou nevyho-
dou naseho souboru je jeho limitovany
rozsah, ktery neumoziiuje derivovat va-
lidni normy stratifikované po jednotlivych
dekadach tak, jak byly publikovany na za-
kladé nalez( velkych multicentrickych stu-
dif [11,12]. Rozdily hodnot IENFD napf.
mezi skupinami 20-29 a 30-39 nebo
40-49 a 50-59 jsou vsak v obou zmi-
nénych rozsahlejsich souborech [11,12]
pomérné malé a slouceni téchto skupin
v nasem souboru nepredstavuje vyznam-
nou ztratu validity derivovanych norma-
tivnich dat. Vyhodou je naopak derivace
norem pro alternativni metodiku barveni
vyuZivanou fadou pracovist (tedy nepfi-
mou imunofluorescenci), resp. ovéfeni vy-
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uzitelnosti normativnich dat stanovenych
pro imunohistochemicky zpUsob bar-
veni vzorku i pro vzorky barvené meto-
dou imunofluorescencni, u niz Ize obecné
predpokladat mirné vy3si pocet IENFD
oproti metodé imunohistochemické (kde
jsou vldkna pfi mikroskopickém hodno-
ceni ponékud hre odlisitelnd).

Hodnoty IENFD prokazuji signifikantni
vékové podminéné zmény. Tyto vysledky
jsou v souladu s nélezy viech velkych sou-
bord zdravych dobrovolnikd recentné pu-
blikovanych pro IENFD [10-12]. Podobny
trend bude zifejmé existovat i pro lokali-
zaci proximalni, kde viak s ohledem na
maly rozsah naSeho souboru nebylo
mozné vekové podminéné zmény validné
hodnotit.

Vedle ovlivnéni vékem prokazuji nase
vysledky také urcité rozdily nalez mezi
muZzi a zenami, které v3ak v prezento-
vané studii nebyly statisticky vyznamné
(p = 0,268), coz je zfejmé ovlivnéno li-
mitovanym rozsahem naseho vzorku pa-
cientd. Malo vyznamné rozdily mezi muzi
a Zenami prokazuji pro IENFD nicméné
i dalsi publikované studie [6,11], jiné po-
hlavi jako jeden z faktorG s potencidlnim
vlivem na [ENFD nezohlednuji a pripadné
rozdily mezi muZi a Zenami dokonce
vlibec nehodnotf [10]. Vétsina studii nic-
méné prokazuje pro tento parametr ur-
Cité genderové podminéné rozdily [11,12]
a v souladu s tim uvadi i odliSnd norma-
tivni data IENFD pro muze a Zeny [11,12],
kterd Ize odvodit i z nasi studie a jejichz
pouziti autofi doporucuji preferovat pred
vyuZitim souhrnnych norem nezohledriu-
jicich pohlavi pacienta. Existenci urcitych
rozdild mezi muzi a zenami nepfimo pod-
poruji i funkeni testy tenkych nervovych
vldken prokazujici signifikantné lep3i per-
cepci termickych modalit a nizsi algické
prahy u Zen v fadé publikovanych valid-
nich studii [14,15], i kdyZ vlastni hodnota
IENFD je samoziejmé pouze jednim z fady
faktor( ovliviiujicich percepci termickych
modalit a bolesti.

Vedle vysledk( IENFD z distalni oblasti
uvadi nase publikace i ndlezy mensiho
vzorku pacientd v lokalizaci proximalni,
tj. v oblasti anterolateralniho stehna. Pres-
toze pocet pacientll neumoznuje véko-
vou stratifikaci norem pro tuto lokalizadi,
jedna se o prioritni publikaci tohoto typu
dat v rdmci CR. V publikované literatufe
obecné existuje pomérné malo praci za-

mérenych na nalezy koznich biopsii v této
lokalizaci a publikované soubory (s vyjim-
kou Umapathiho prace [10]) navic rozsa-
hem nepfevysuji nasi studii [13,16]. Nami
zjisténé hodnoty IENFD v proximalni loka-
lizaci jsou, obdobné jako v lokalizaci dis-
talni, pIné srovnatelné s dalSimi publiko-
vanymi pracemi v evropské populaci [13],
ale nizsi oproti hodnotam derivovanym
z populace asijské [10], pravdépodobné
opét z dlvodu rasové podminénych roz-
dild tohoto parametru. Nase nalezy dale
potvrzuji oCekdvanou vysoce vyznamnou
korelaci hodnot IENFD v distalni a pro-
ximalni oblasti stejné jako existenci ur-
¢itého proximo-distalniho gradientu
intraepidermalnf inervace, tedy poklesu
hodnot IENFD v distalnich oblastech ve
srovnani s oblastmi proximalnimi, ktera
je pIné v souladu s dalsimi publikovanymi
nélezy [10,13,16]. Tyto vysledky opét ko-
reluji s ndlezy funkcnich testl tenkych
nervovych vldken, zejména s vysledky
kvantitativniho testovani senzitivity, které
prokazuje signifikantné nizsi termické
prahy pro teplo i bolest vyvolanou teplem
na stehné ve srovnani s bézné vysetiova-
nou oblasti na dorzu nohy [14].

Zavéry

Prezentovana studie poskytuje validni
normativni data pro hodnoceni intraepi-
dermalni hustoty tenkych nervovych vla-
ken z kozni biopsie, ktera jsou pIné srov-
natelnd s publikovanymi nalezy vétsich
multicentrickych studii, a umoZiuji tak
pro hodnoceni [ENFD stanovené metodou
nepfimé imunofluorescence a pro ¢eskou
populaci vyuzivat pfi hodnoceni IENFD
oba typy normativnich dat.

Hodnoty IENFD vykazuji signifikantni
vekové podminéné zmeény a urcité rozdily
mezi muZi a Zenami. Uvedena normativni
data jsou z téchto ddvodl vékoveé stratifi-
kovdna a umoZznuji vyuZiti genderoveé spe-
cifickych norem.

Nalezy IENFD v proximalnich vzor-
cich ¢asti prezentovaného souboru zdra-
vych kontrol potvrzuji existenci proximo-
distalniho gradientu intraepidermalni
inervace.

Pouzité zkratky

IENFD intraepidermalni hustota
vldken (IntraEpidermal
Density)

PGP 9.5 Protein Gene Product 9.5

GAP-43 Growth Associated Protein 43

nervovych
Nerve Fiber
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