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ІМУНОМОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ЕКСУДАТИВНОЇ ФОРМИ АТОПІЧНОГО ДЕРМАТИТУ У ДІТЕЙ.
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Харківський державний медичний університет
Проблема атопічного дерматиту (АД)  є актуальною  проблемою педіатрії на сучасному етапі у зв‘язку з великою розповсюдженістю захворювання, складністю та неоднозначністю патогенетичних механізмів, недостатньою ефективністю загальноприйнятої терапії [1,2]. В типових випадках діагностика АД не викликає труднощів. В практиці використовуються критерії, запропоновані J.M.Hanifin, G.Rajka [3]. Але у ряді випадків (при нетиповому перебігу хвороби, наявності ускладнень, самолікуванні, тривалому застосуванні фармакологічних засобів) єдиним методом встановлення вірного діагнозу є біопсія шкіри. Крім того, біопсія дозволяє встановити ранні морфологічні зміни в шкірі, коли клінічні прояви ще відсутні завдяки спроможністі компенсаторних процесів. Біопсія дозволяє об‘єктизувати важкість хвороби, що має значення для призначення терапії та прогнозу. Згідно наказу №454/471/516 від 8.11.2001р. „Затвердження медичних показань, що дають право на одержання державної соціальної допомоги на дітей-інвалідів віком до 16 років” (розділ VIII, пункт 1.3), при тяжкому непреривнорецидивуючому перебігу АД для встановлення інвалідності біопсія є обв‘язковим методом дослідження. Сьогодні в більшості клінік України і Росії біопсія проводиться операційним (інцізіоним) методом за допомогою циркулярного ножа [4,5,6]. Але даний метод мало припустимий при дослідженні дитини, хворої на АД, бо потребує проведення анестезії, що підвищує ризик алергійних ускладнень, залишає велику ушкоджену поверхню, що небажано при алергійному ураженні шкіри, коли знижені місцеві репараційні, протизапальні та захисні властивості. Тому завданням дослідження явились: розробка методики малотравматичної обережної пункційної біопсії шкіри у дітей; апробація методів імуноморфологічного дослідження на мікробіоптатах шкіри і встановлення імуноморфологічних властивостей ексудативної форми АД у дітей.
Матеріали і методи дослідження. 

Під спостереженням знаходилось 12 хворих на ексудативну форму АД у стадії загострення віком від 1,5 до 5 років, що перебували на лікуванні в алергологічному відділенні ОДКЛ№1 м. Харкова. При верифікації діагнозу застосовували діагностичні критерії Hanifin, Rajka (1980) та класифікацію, створену на основі рекомендацій О.І. Ласиці та Російського консенсусу з АД (2000). Біоптати шкіри отримані з вогнищ ураження шляхом обережної пункційної біопсії. Контрольне дослідження проведено на 2 біоптатах шкіри дітей без клінічних прояв атопії. Шматочки шкіри фіксували в 10% нейтральному формаліні, заливали в целоідін-парафін, після спиртової проводки виготовляли зрізи товщиною 5-6мкм. Зрізи досліджували гістологічними методами: фарбували гематоксиліном і еозіном, пікрофуксіном по Ван-Гізону, по Малорі; гістохімічними - мукополісахаріди ідентифікували PAS-реакцією з контролем амілазою, плазматичне просочування виявляли реакцією Рего, РНП визначали реакцією Браше (контроль кристалічною рібонуклеазою), а ДНП – реакцією Фельгена-Россенбека (контроль – гідроз з HCl) [7,8]. Імуноморфологічне дослідження проводили на парафінових зрізах товщиною 5-6 мкм непрямим методом Кунса за методикою Brosman [9]. Імунні клітки диференціювали за допомогою моноклональных антитіл (МКА) до різних типів клітин фірми Novocastra Laboratories Ltd. Використовували антитіла CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD20, CD22, CD38, HLA-Dr, IgЕ та C-3 фракції комплементу. У якості люмінісцентної мітки використовували F(ab)-2 – фрагменти кролячих антитіл проти імуноглобулінів миші, мічених ФІТЦ. При трактуванні результатів дослідження з моноклональными антитілами користувалися рекомендаціями 6-ої Міжнародної конференції по диференційованим антигенам лейкоцитів людини (Кобе, Японія, 1996). Препарати вивчали в люмінесцентному мікроскопі МЛ-2 з використанням світлофільтрів: ФС-1-2, СЗС-24, БС-8-2, УФС-6-3. 
Результати та їх обговорення.
При проведенні біопсії шкіри застосовували голки UNICUT фірми ''C.R.BARD,INK''(США). Згідно інструкції, голки призначені для чрезшкірної біопсії внутрішніх органів. Голка складається з зовнішньої канюлі і стілета з розташованою на кінці зазублиною для узяття зразка тканини. На кафедрі дитячих хвороб спільно з кафедрою патанатомії ХДМУ розроблена методика застосування даних голок для отримання біоптатів шкіри у дітей. Для одержання біоптата необхідно стілет цілком висунути з канюлі, перевернути його на 180 градусів і знову вставити в канюлю. Край стілета зіставляють з краями канюлі і обмежником ходу стілета виставляють необхідну глибину забору тканини. Шкіру на місці узяття біопсії обробляють 70% спиртом і, узявши шкіру в складку, роблять укол голкою до відчуття упору. Голку витягують зі шкіри, край її поміщають у пробірку з 10% формаліном і, пересуваючи стілет, переміщають мікробіоптат з канюлі в пробірку з формаліном. У такому виді біопсійний матеріал може зберігатися кілька днів і бути доставлений на гістологічне дослідження. Проведення біопсій голками різного діаметру (1,2;  1,4;  1,6;  2,1мм)  на анатомічних препаратах шкіри людини дозволило установити, що для отримання інформаційних препаратів шкіри оптимальним є розмір 1,6мм - він дозволяє одержати біопсійний матеріал розміром 1-1,2мм×5-10мм, у якому представлені всі шари шкіри і можливо вивчення їхньої архітектоніки. З іншого боку, такий розмір викликає мінімальне ушкодження тканини. Рекомендуємо довжину голки, що зручна для маніпуляції - 75мм.

Проведено імуноморфологічне дослідження 14 біоптатів шкіри: 12 отримані від хворих на ексудативну форму АД; 2- контроль. Для ексудативної форми АД характерно наявність в епідермісі нерівномірно вираженого гіперкератозу, очагово - паракератозу. При цьому відзначається потовщення рогового і часткове зменшення зернистого шару епідермісу. Клітки рогового шару епідермісу мають паличковідні ядра, що містять велику кількість ДНП і ущільнену цитоплазму, у якій виявляється  яскрава Шик-реакція і піронінофілія. Очагово відзначається акантоз - потовщення  епідермісу шкіри з подовженням міжсосочкових відростків, унаслідок посиленої проліферації базальних і шиповидних клітин епідермісу. У ядрі цих клітин виявляється помірний зміст ДНП (реакція Фельгена-Россенбека помірно позитивна), а в цитоплазмі відзначається помірно позитивна реакція Браше на РНП. Зернистий шар переривчастий, відсутній у зонах паракератозу. На іншому протязі зернистий шар  представлений 2-4 рядами витягнутих по довжині і здавлених по вертикалі кліток овальної форми з дрібними глибками кератогіаліну. Шиповидний шар нерівномірно стовщений. Цитоплазма кліток злегка базофільна, піронінофільна, зерниста, вакуолізована. Ядра округлі або довгасті, місцями з явищами пікноза. Базальний шар представлений кубічними клітками з явищами мітозів і достатком РНП (реакція Браше яскраво\помірковано позитивна). Крім вищеописаних кліток у епідермісі відзначаються великі неправильної форми отростчаті клітки Лангерганса. Імуногістохімічним методом виявлена експресія С-3 фракції комплементу, IgЕ, HLA-Dr антиген. Експресія HLA-Dr антигену в шкірі хворого на ексудативну форму АД представлена на рис.1. Серед епітеліоцитів також відзначаються одиничні CD4- лімфоцити, тоді як CD8 не виявлялися. Базальна мембрана епідермісу хвилеподібна, нерівномірної товщини – місцями потоншена і навіть відсутня, місцями стовщена. У місцях стовщення виявляється яскрава Шик-позитивна реакція. Судини, розташовані в зоні епідермодермальної лінії, розширені, ендотелій набряклий. Базальна мембрана стовщена унаслідок відкладення на ній імунних комплексів, що містять IgE і C-3 фракцію комплементу. Відкладення імунних комплексів на базальній мембрані представлено на рис.2. У дермі відзначалися колагенові волокна, що інтенсивно фарбуються в синій колір при фарбуванні по Малори та у червоний колір при фарбуванні по Ван-Гізону. Эластичні волокна місцями стоншені, місцями нерівномірно стовщені. У верхніх відділах  дерми, переважно периваскулярно, визначалася незначна лімфо-плазмоцитарно-макрофагальна інфільтрація з перевагою СD4 і домішкою еозінофілів. Переважна кількість СD4-лімфоцитів серед клітин запальної інфільтрації в дермі представлена на рис.3. У складі інфільтрації відзначалися як Т, так і В-лімфоцити, а саме CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD20, CD22, CD38, а також одиничні клітини з HLA-Dr антигеном. Серед плазмоцитів виявлялися клітини - продуценти IgЕ . Було визначено відносну кількість основних клонів імунних клітин у лімфо-макрофагальних інфільтратах шкіри хворих (у полі зору х 400, у перерахуванні на 100 клітин): CD4=46,0±6,0; CD8=23,0±4,0; відношення CD4:CD8=2,0±0,4; CD16=8,0±0,5; HLA-DR=0,5±0,05; плазматичні клітини Ig=0,2±0,02; С-3 фракція комплементу=0,3±0,04.

Висновки.
1. Розроблена методика обережної пункційної біопсії шкіри у дітей голками „UNICUT”. Метод зручний і простий у застосуванні - може виконуватись лікарем загального профілю у соматичному відділенні, мало травматичний, естетичний - не залишає шрамів.
2. Визначено оптимальний розмір мікробіоптата шкіри для отримання інформаційних результатів при атопічному дерматиті – 1,6мм та  апробірувана методика імуноморфологічного дослідження мікробіоптатів.

3. Надано імуноморфологічна характеристика ексудативної форми атопічного дерматиту у дітей, яка рекомендована для внесення у стандарти діагностики. 
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Рис.1. Експресія HLA-Dr антигену в шкірі хворого на ексудативну форму АД. Непрямий метод Кунса з МКА к  HLA-Dr х 400.

Рис.2. Відкладення імунних комплексів, що містять IgE на базальній мембрані в шкірі хворого на ексудативну форму АД. 

Непрямий метод Кунса з МКА к IgE х 200. 
Рис.3. Переважна кількість СD4-лімфоцитів серед клітин запальної інфільтрації в дермі.

Непрямий метод Кунса з МКА к СD4 х 200. 

РЕЗЮМЕ
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Розроблена і описана методика малотравматичної обережної пункційної біопсії шкіри у дітей. Надана імуноморфологічна характеристика ексудативної форми АД. Визначена кількість головних клонів імунних клітин (CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD20, CD22, CD38, HLA-Dr, IgЕ та C-3 фракції комплементу) у лімфо-макрофагальних інфільтратах шкіри при ексудативній формі АД.

ИМММУНОМОРФОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЭКССУДАТИВНОЙ  ФОРМЫ АТОПИЧЕСКОГО ДЕРМАТИТА У ДЕТЕЙ. 
Клименко В.А., Сорокина И.В.

Ключевые слова: дети, атопический дерматит, экссудативная форма, кожа, биопсия, иммуноморфология.

Разработана и описана методика малотравматичной, щадящей пункционной биопсии кожи у детей. Представлена имммуноморфологичечкая характеристика экссудативной формы АД. Определенно количество основных клонов иммунных клеток (CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD20, CD22, CD38, HLA-Dr, ІgЕ и C-3 фракции комплемента) в лимфо-макрофагальних инфильтратах кожи при экссудативной  форме АД.

THE immunomorphologycal CHARACTERISTIC OF exudative FORM OF atopic dermatitis AT CHILDREN.
Klimenko V.A., Sorokina I.V. 
ABSTRACT.
Key words: children, atopic dermatitis, exudative form, skin, biopsy, immunomorphology.

The technique of sparing puncture biopsy of a skin is developed and described. It is carried out immunomorphologycal researches 12 skin’s biopsies of the children suffering from exudative form of atopic dermatitis. The quantity of the basic clones of immune cells (CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD20, CD22, CD38, HLA-Dr, ІgE and C-3 fraction of complement system) is determined in the sites of infiltration of the skin.
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