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Псоріаз - це мультифакторіальний дерматоз, в основі патогенезу якого лежить багато теорій [1,3]. Псоріаз, незважаючи на появу в останні роки великої кількості робіт, присвячених як вивченню його патогенезу, так і розробці нових методів лікування, до цих пір залишається важливою проблемою дерматології.

Найбільшу увагу дослідники останнім часом приділяли вивченню ліпідного обміну при псоріазі [3]. Було виявлено, що псоріаз призводить до збільшення вмісту в крові малонового діальдегіду, дієнових кон'югатів. Більшість дослідників вважають, що надмірне накопичення продуктів пер оксидації є токсичним для нормальних тканин, фагоцитуючих та імунокомпетентних клітин. Аналіз результатів досліджень свідчить, що порушення інтенсивності перекисного окислення ліпідів і активності антиоксидантної системи є важливою ланкою патогенезу псоріазу.

У той же час псоріаз характеризується, як системний аутоімунний процес [11, 12], при якому наявні зміни в імунному статусі:

-
пригнічується лізоцимна та фагоцитарна активність нейтрофільних реакцій;

-
підвищується комплемент і вміст лактоферону в крові;

-
знижується кількість Т-лімфоцитів;

-
змінюється титр Т-лімфоцитів, співвідношення Т- і В-лімфоцитів та імунорегуляторного індексу за рахунок зменшення Т-хелперів;

-
збільшується кількість «нульових» лімфо​цитів.
При цьому відмічається також зниження рівня IgG, підвищення кількості ЦІК. Усі ці порушення найбільш виражені і при ускладнених формах захворювання, часто рецидивуючому процесі, особливо - у пацієнтів з супутньою патологією [10, 12].

Відомо, що в основі формування псоріатичної бляшки лежить порушення диференціювання епідермісу. Диференціювання епідермісу - складний комплексний і високо регульований біохімічний процес, що характеризується морфологічними змінами в усіх структурних компонентах епітеліоцитів. Загальноприйнятою є точка зору, що процеси клітинного відновлення відіграють провідну роль у морфогенезі псоріатичної бляшки, в основі формування якої лежить гіперпроліферація епідермісу, до якої приводять порушення регуляції клітинного циклу. У процесі підготовки клітини до поділу й утворення з неї двох нових клітин спостерігається кілька фаз – G1, G2, S, G0. «Мотором» клітинного циклу є активація послідовностей циклін-залежних кіназ (ЦЗК).

Білки р16, р19, р21, р53 інгібують або активують різні комплекси ЦЗК, які відповідальні за нормальний перебіг усіх фаз клітинного циклу. При псоріазі відбувається внутрішньоклітинні патологічні процеси, які призводять до порушення нормального клітинного циклу; при цьому збільшуються комплекси ЦЗК, та експресія білків р16, р19, р21, р53, які їх активують. Одним з центральних компонентів системи, яка забезпечує видалення з організму патологічних клітин, є ген р53; р53 відомий, як пухлинний супресор, активатор апоптозу.

Активація білка р53 викликається при ушкодженні клітин сигнальними шляхами, які відслідковують стан клітин. Білок р53 координує процес репарації, або індукує самогубство клітин. Втрата гену р53 приводить до безконтрольного нагромадження генетичних ушкоджень, що приводять до втрати контролю з боку організму, патологічному росту клітин і смерті. Продукт гену р53 - білок, що складається з 393 амінокислот, має електрофоретичну рухливість 53 кД (що й дало назву гену й білку). Білки р16, р19, р21 є членами сімейства ЦЗК, представників негативних регуляторів клітинного циклу, які відповідають за нормальний перебіг клітинного циклу в фазі G1, беруть участь у системі контролю клітинного циклу, зупиняють розмноження патологічних клітин. Підвищена активність білків р16, р19, р21 обумовлює блокування входу в S-фазу клітин та передчасне їх старіння.

Вивченню онкомаркерів при псоріазі присвячена невелика кількість робот [2, 4, 8]. Визначалися онкомаркери bcl-2, kі 67, р21, р53. У прогресуючій стадії псоріазу виявлена висока експресія kі 67, bcl-2, а також низький рівень р21 і р53. Достовірне збільшення експресії р53 в епідермісі в стаціонарній стадії побічно свідчить про посилення процесів апоптозу в шарі епідермісу [8]. Поява експресії р21 і р53 в супрабазальних відділах епідермісу дає підставу говорити про ранній початок зроговіння клітинних мембран, які в результаті не можуть формувати нормальний роговий шар й, імовірно, можуть сприяти розвитку паракератозу [8].

Мета дослідження - встановлення ролі інгібіторів клітинного циклу у патогенезі псоріазу й оцінка ефективності патогенетичних механізмів терапії.
Одним з перспективних препаратів є Глутоксим. Глутоксим представляє новий клас лікарських речовин - тіопоетинів, має унікальні біологічні ефекти, завдяки впливу яких діє на внутрішньоклітинному рівні тіолового обміну й відіграє важливу роль у регуляції метаболічних процесів у клітинах і тканинах. Під впливом Глутоксиму відбувається стимуляція проліферації й диференціювання нормальних клітин й активація процесів генетично запрограмованої клітинної загибелі (апоптоз) трансформованих клітин. Дія препарату реалізується через збільшення напівперіоду життя білка р53 і за допомогою впливу на каскад фосфопротеїнкіназ Ras-сигнального шляху. Таким чином, Глутоксим нормалізує метаболізм клітини й має цитопротекторну дію. Саме із цих причин він привернув нашу увагу при вивченні терапії хворих на псоріаз. Позитивний ефект полягає в підвищенні ефективності лікування хворих на псоріаз, обумовлений тим, що Глутоксим додатково підвищує реактивність організму.

Матеріали й методи. У дослідження було включено 120 хворих на псоріаз, розподілені на дві групи.
- в основну групу ввійшли 100 пацієнтів, серед яких:

1) у 50 хворих була стаціонарна стадія псоріазу;

2) у 50 - прогресуюча стадія захворювання;

- у контрольній групі були пацієнти з такими ж діагнозами (20 хворих).

Клінічна картина тяжкості захворювання оцінювалася по індексу площі й тяжкості плину (псоріатичного процесу (PASI), який у середньому коливався від 15 до 20 одиниць.
У хворих на псоріаз основної (20 хворих) та контрольної груп (10 хворих) було проведено гістологічне дослідження шкіри до й після комплексного лікування. Біопсія проводилася під місцевою анестезією 0,5-відсотковим розчином новокаїну. Матеріал фіксувався у забуференому 10-відсотковому водяному розчині нейтрального формаліну й рідині Карнуа, піддавався целоїдин-парафіновій проводці. Готувалися серійні зрізи товщиною 5-6 мк. У всіх спостереженнях використовувалося фарбування гематоксиліном-еозином за Ван-Гізоном.

При морфологічному дослідженні підраховували об'ємну щільність інфільтрату на 1 мм2 й оцінювали ступінь акантозу на підставі візуально-аналогової шкали:

-
1-й-слабкий ступінь акантозу розцінюється, як незначне стовщення епідермісу; акантолітичні тяжі поширюються вглиб дерми протягом до 2/3 поля зору (х210, сумарна площа зору - 0,4 мм2);

-
2-й - помірний ступінь акантозу характеризується подовженням акантолітичних тяжів і поширенням їх у дерму; але до краю поля зору при вищевказаному збільшенні;

-
3-й - виражений ступінь акантозу проявляється збільшенням числа й поширенням акантолітичних тяжів за поле зору й крайнім стоншенням надсосочкових шарів епідермису.

Для вивчення імуногістохімічних характеристик гіперпроліферативних процесів нарівні інгібіторів клітинного циклу в шкірі у хворих зі стаціонарною й прогресуючою стадією псоріазу до й після лікування була проведена біопсія шкіри псоріатичних бляшок. Імуногістохімічне дослідження проводилося на парафінових зрізах товщиною 5мкм, які депарафініровали за стандартною методикою. Зрізи інкубували з моноклональними антитілами р-53 Protein DO-7,  Cyclin Dependent Kinase Inhibitor (pl9 ink4d),p16 Protein ("Novocastra", UK), р21 (клон 2G12) (BDPharMingen). Для імунного фарбування використали авідин-біотиновий пероксидазний метод (АВС-метод) (Novostain Universal Quik Kit (ncl-RTu-Qu), UK). У всіх випадках проводили дофарбовування ядер гематоксиліном.

До лікування у хворих PASI в середньому рівнявся:

· при стаціонарній стадії псоріазу - 15,4;

· при прогресуючій стадії псоріазу - 18,6. 
Імуногістохімічне дослідження біоптатів шкіри було проведене у 20 пацієнтів до й після лікування. При гістологічному вивчені псоріатичних елементів до лікування відмічається виражений у різному ступені гіперкератоз, осередковий паракератоз з відсутністю зернистого шару під ним, акантоз, папіломатоз. Подекуди у роговому шарі епідермісу зустрічались мікроабсцеси Мунро. При псоріазі найбільш виражені гістоморфологічні й метаболічні зміни, які відбуваються в сполучній тканині сосочкового шару й верхньої третини сітчастого шару дерми, у якій визначаються:

· різкий набряк;

· розпушення, розволокнення;

· осередкова фрагментація;

· лізис колагенових волокон;

· мукоїдне й фібриноїдне набрякання;

· некроз і склероз.

У 30 пацієнтів до лікування імуногістохімічно була визначена висока експресія білків р16,р19, р21, р53. У хворих на псоріаз у стаціонарній стадії експресія білків була трохи нижче, ніж при прогресуючій стадії. Проведені дослідження дозволяють стверджувати, що при псоріазі збільшується експресія інгібіторів клітинного циклу, що ми й врахували при проведенні комплексної терапії пацієнтам основної групи.

Пацієнти групи контролю (20 хворих) одержували стандартну терапію, що включає:

- седативні препарати;

- антигістамінні препарати;

· вітаміни В6, В12, - внутрішньом'язово через день, № 20;

· зовнішньо - 2-відсоткову саліцилову мазь на шкіру.

Основна група пацієнтів (100 хворих) на тлі стандартної терапії одержувала препарат Глутоксим у вигляді внутрішньо-м'язових ін'єкцій 1-відсоткового розчину по 1 мл, №10.

Результати. Оцінка темпів зворотного розвитку захворювання проводилася за такими показниками: інфільтрація; еритема; набряклість; лущення; сверблячка; екскоріації.

У всіх пацієнтів основної групи на тлі лікування значно зменшилася сверблячка, у хворих відзначалося зниження еритеми й інфільтрації шкіри у вогнищах ураження вже на п'ятий день терапії, а на п'ятнадцятий день комплексної терапії інфільтрація й еритема майже повністю регресували. По закінченні терапії у вогнищах залишалась вторинна пігментація. Індекс площі й тяжкості плину псоріатичного процесу (PASI) після лікування становив:

-
у хворих зі стаціонарною стадією псоріазу - 2,2;

-
при прогресуючій стадії - 4,3. 
Гістологічне дослідження показало:
· слабко виражений роговий шар, місцями - з помірним гіперкератозом; ділянки паракератозу й мікроабсцеси Мунро не визначались;

· зернистий шар був безперервним і складався з 1-2 рядів горизонтально розташованих кліток з більшою кількістю кератогіаліну в цитоплазмі;

· міжсосочкові ділянки мальпігієвого шару були представлені 8-12 рядами кліток, надсосочкові ділянки - 5-6 рядами;

· шилоподібний шар був значно тонше, у порівнянні із препаратами до лікування; він складався з 5-10 рядів клітин з базофільною цитоплазмою, у якій місцями визначалась еозинофільна зернистість і вакуолізація (1-2 ступінь акантозу);

· базальний шар епідермісу складався з одного ряду циліндричних клітин, серед яких зустрічались меланоцити;

· базальна мембрана епідермо-дермального з'єднання після лікування - безперервна, рівномірної товщини;

· повністю зникли або значно зменшились явища набряку, розпушення й розволокнення стінок дрібних сосудів і базальних мембран капілярів сосочкового шару.

Імуногістохімічні показники хворих на псоріаз після лікування:

· у стаціонарній стадії у хворих на псоріаз експресія білків р 16, р19, р21,р53 повільно знижувалась з 27-32 до 11 %, що свідчить про зміну темпів апоптозу в шкірі у хворих з стаціонарною стадією псоріазу;

· у прогресуючій стадії псоріазу імуногістохімічно визначалась слабка й помірна експресія білків р 16, р19, р21, р53 від 7 до 25 % у клітках базального й шипуватого шару.

Ці показники говорять про прискорення процесів проліферації кліток (акантоз, паракератоз, гіперкератоз), а збільшення змісту кліток, що діляться, підтверджує зниження темпів апоптозу;

У регресуючій стадії після проведеного лікування із застосуванням Глутоксима спостерігалося зменшення акантозу, гіпо- і гіперкератозу (1-2 стадії). Відзначалася дуже слабка експресія білка р16,р21 та помірна – з19 (до 28 %) і зниження експресії білка р53, що свідчить про посилення апоптичної активності кератиноцитів і зниження проліферативной активності в епідермісі.

Перебування в стаціонарі склало:

- контрольної групи пацієнтів - 25 ± 0,4 ліжко-днів;

- основної групи пацієнтів, у курс лікування яких був включений Глутоксим, - 20 ± 0,4 ліжко-днів.

Обговорення результатів
У хворих на псоріаз після проведеного комплексного лікування Глутоксимом відмічалась відсутність експресії в шиповатому і базальному шарі білків р16 та р19, а експресія з21 та р53 була слабкою (3-5 %), що свідчить про підвищення апоптичної активності клітин епідермісу й зниження проліферації.

При гістологічному дослідженні спостерігалися:
- переважно слабко виражений роговий шар, місцями - з помірним гіперкератозом;

- позитивна динаміка в стані інших шарів! епідермісу та мікроциркуляторного русла-дерми;

- прискорення регресу псоріатичних висипань;

- скорочення тривалості перебування хворих у стаціонарі.

Таким чином використання Глутоксиму призводить до позитивної клінічної та імуногістохімічної динаміки та може бути рекомендоване як в стаціонарі, так і в амбулаторних умовах.
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иммуногистохимическая характеристика кожи больных псориазом и коррекция выявленных нарушений.

Обсуждаются результаты изучения иммуногистохимических характеристик гиперпролиферативных процессов на уровне ингибиторов клеточного цикла у больных псориазом и оценки патогенетических меха​низмов современных методов терапии. Выявлено по​вышение экспрессии белков р16, р19, р21, р53 в коже больных псориазом. Разработаны новые иммуногистохимические тесты для выбора терапии и оценки про​гноза течения псориаза. Если в процессе проведен​ной комплексной терапии экспрессия белков р16, р19, р21, р53 не снижается, то это свидетельствует о неэффективности проведенной терапии, а также говорит о неблагоприятном течении псориатического процесса. Если в межрецидивный период до по​явления новых высыпаний на коже наблюдается по​вышенная экспрессия белков р16, р19, р21, р53, это свидетельствует о начале рецидива и требует назна​чения противорецидивного курса терапии. 

IMMUNE AND HYSTOCHEMICAL CHARACTERISTIC OF SKIN OF PATIENTS WITH PSORIASIS AND CORREC​TION OF THE REVEALED INFRINGEMENTS 

The purpose of the research is determination of role of inhibitors of cellular cycle in pathogenesis of psoriasis and efficacy evaluation for pathogenetic mechanisms of therapy. For the purposes of study of cytological characteristic of hyperprolipherative processes at the inhibitors of cellular cycle level in skin of diseased patients with pso​riasis at steady state and progressive state a biopsy of the plaque skin was performed. On the basis of this research evaluation of pathogenetic mechanisms during psoriasis at the inhibitors of cellular cycle level was realized, proteins (p16, p19, p21, p53) expression in psoriatic patient's skin before and after therapy was evaluated. 







