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VýchodiskaVýchodiska

KoKožžnníí biopsie se stala standardnbiopsie se stala standardníí diagnostickou metodou diagnostickou metodou 
u bolestivu bolestivéé senzitivnsenzitivníí polyneuropatiepolyneuropatie

NejNejččastastěěji pouji použžíívaným parametrem je stanovenvaným parametrem je stanoveníí
intraepidermintraepidermáálnlníí denzity nervových vldenzity nervových vlááken (IENFD) ken (IENFD) 

DenzitaDenzita subepidermsubepidermáálnlnííhoho plexuplexu (SENFD) nebyla dosud (SENFD) nebyla dosud 
systematicky studovsystematicky studováánana
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CCííl prl práácece

UrUrččit validitu koit validitu kožžnníí biopsie u bolestivbiopsie u bolestivéé senzitivnsenzitivníí
polyneuropatiepolyneuropatie za pouza použžititíí IENFD a SENFDIENFD a SENFD
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DiagnostickDiagnostickáá kritkritééria NTVria NTV

Lacomis 2002Lacomis 2002::
Neuropatie tenkých vlNeuropatie tenkých vlááken je senzitivnken je senzitivníí neuropatie manifestujneuropatie manifestujííccíí se se 
pozitivnpozitivníími senzitivnmi senzitivníími symptomy, typicky bolestmi symptomy, typicky bolestíí, spolu s , spolu s 
abnormabnormáálnlníími nmi náálezy funkce tenkých vllezy funkce tenkých vlááken pomocken pomocíí nněěkterý z který z 
nnáásledujsledujííccíích metodch metod: : 

•• NeurologiNeurologickckéé vyvyššetetřřeneníí
•• SpecializovanSpecializovanéé elektrodiagnostickelektrodiagnostickéé metodymetody
•• KoKožžnníí biopsiebiopsie

Dg. MoDg. Možžnnáá ((jeden pozitivnjeden pozitivníí nnáález)lez)

Dg. PravdDg. Pravděěpodobnpodobnáá ((dva ndva náálezylezy))

DDg. Jistg. Jistáá ((ttřři ni náálezylezy))
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SouborSoubor

99 pacient99 pacientůů se senzitivnse senzitivníí bolestivou bolestivou 
polyneuropatipolyneuropatiíí a abnorma abnormáálnlníím termickým m termickým 
prahem (zjiprahem (zjiššttěěným kvantitativnným kvantitativníí metodou metodou 
stanovenstanoveníí termicktermickéého prahu ho prahu ––TTT)TTT)

Podskupina s izolovanou neuropatiPodskupina s izolovanou neuropatiíí tenkých tenkých 
nervových vlnervových vlááken (ken (pSFNpSFN) ) -- normnormáálnlníí kondukkondukččnníí studiestudie

Podskupina se smPodskupina se smíšíšenou enou polyneuropatipolyneuropatiíí (MFN) (MFN) ––
abnormabnormáálnlníí kondukkondukččnníí studiestudie

37 zdravých dobrovoln37 zdravých dobrovolnííkkůů
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MetodikaMetodika

KoKožžnníí biopsie prbiopsie průůbojnbojnííkem (kem (øø 4 mm) 4 mm) z z distdistáálnlníí
ččáásti bsti béércerce
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MetodikaMetodika

Fixace ve 4% paraformaldehydu ve fosfátovém 
pufru

Zmražení na -20°C, nařezání v kryostatu na 40 
µm silné řezy
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MetodikaMetodika
Primární polyklonální králičí
protilátka proti 
panneuronálnímu markeru
PGP 9.5 

Sekundární, fluorescenčně
značené protilátky (myší proti 
králičím imunoglobulinům
značené rhodaminem, později 
kozí značené cyaninem)
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MetodikaMetodika
Epifluorescenční
mikroskop firmy Leica
s užitím filtru N21 při 40-
násobném zvětšení, 
později Zeiss Axiophot 2

S pomocí Image Pro Plus 
4.0 software byl 
kalkulován počet 
intraepidermálních vláken 
na 1 mm epidermis
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MetodikaMetodika
SENFD byla měřena v poli 200 x 50 μm v 
sousedství dermo-epidermální junkce a vyjádřen 
jako procento procento imunoreaktivních
struktur
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MetodikaMetodika
Statistika

Použita ROC analýza se stanovením senzitivity 
a specificity při různých cut-off hodnotách. U 
každé křivky byla stanovena senzitivita a 
specificita pro cut-off s maximální validitou (Area 
Under Curve – AOC), maximální senzitivitou a 
přijatelnou specificitou a vice versa
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VýsledkyVýsledky

Skupiny N Průměr 
(standard error)

Median
(min/max hodnoty)

Statistická
významnost)

IENFD (IENFD (vlvlááknakna/mm)/mm)
Kontrolní
skupina

37
11,25 (0,50) 10,73 (3,18/17,37)

Neuropatická
skupina

99
5,50 (0,39) 4,79 (0,00/14,84)

SFN 58
5,87 (0,46) 5,23 (0,08; 14,84)

MFN 41
4,99 (0,66) 4,52 (0,00; 14,66)

p = 0,263

p <0,001
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VýsledkyVýsledky
IENFD: ROC analýza zaměřená na diskriminaci mezi neuropatickou a 
kontrolní skupinou

Cut-off Sensiti
-vita

Specifi-
cita

≤9,12 mm-1 0,824 0,733

≤8,80 mm-1 0,797 0,821

≤7,80 mm-1 0,686 0,923
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

False positive rate (1 - Specificity)

True positive rate (Sensitivity)
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VýsledkyVýsledky

Skupiny N Průměr
(standard error)

Median
(min/max hodnoty)

Statistická
významnost

SENFD (%)
Kontrolní skupina 37

9,34 (0,41) 9,36 (3,37/14,65)

Neuropatická
skupina

99
4,45 (0,27) 4,19 (0,21/14,00)

SFN 58
5,72 (0,31) 5,26 (1,19/13,99)

MFN 41
2,66 (0,31) 2,01 (0,22/ 7,44)

p <0,001

p <0,001
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VýsledkyVýsledky
SENFD: ROC analýza zaměřená na diskriminaci mezi neuropatickou a 
kontrolní skupinou

Cut-off Sensiti
-vita

Specifi-
cita

≤ 8,83 % 0,955 0,649

≤ 7,25 % 0,811 0,882

≤ 6,33 % 0,789 0,945
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

False positive rate (1 - Specificity)

True positive rate (Sensitivity)
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VýsledkyVýsledky
Korelace mezi IENFD a SENFD
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r= 0.7628
p < 0.001
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VýsledkyVýsledky
SENFD: ROC analýza zaměřená na diskriminaci mezi dvěma podskupinami s 
neuropatií

Cut-off Sensiti
-vita

Specifi-
cita

≤ 4,23 % 0,837 0,687

≤ 3,76 % 0,761 0,811

≤ 3,22 % 0,654 0,909
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

False positive rate (1 - Specificity)

True positive rate (Sensitivity)
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ZZáávvěěryry

KoKožžnníí biopsie pbiopsie přři poui použžititíí parametru IENFD  parametru IENFD  
mmáá vysokou validitu v detekci neuropatie vysokou validitu v detekci neuropatie 
tenkých vltenkých vláákenken
StanovenStanoveníí SENFD mSENFD můžůže de dáále diferencovat le diferencovat 
izolovanizolovanéé postipostižženeníí tenkých vltenkých vlááken od ken od 
smsmíšíšenenéé neuropatieneuropatie
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