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Inventia se referd la medicina experimentald, medicina regenerativd si poate fi utilizatd pentru diagnosticarea
afectarii keratinocitelor in leziunile pemfigus-like.

Este cunoscutd metoda de diagnostic prin reactie de imunofluorescentd cutaneo-mucoasi directd, care cuprinde
examinarea unor sectiuni din pielea lezatd a bolnavilor de pemfigus la microscopul cu ultraviolet, dupa o prealabila
incubare cu ser antigammaglobulinic uman conjugat cu fluorsceina. Aceasta metoda depisteaza depozite de IgG ,
IgA, IgM si Cs-la nivelul substantei intercelulare epidermice [1].

Dezavantajele acestei metode consta in aceea ca reactia de imunofluorescenta directa depisteaza depozite de IgG la
nivelul substantei intercelulare epidermice sub forma unui retil fluorescent, dar nu relevd starea membranei
citoplasmatice celulare.

Problema inventiei constd in elaborarea unei metode mai simple si mai accesibile pentru diagnosticul afectarii
keratinocitelor dupa intensitatea coloratiei in leziunile pemphigus-like.

Esenta inventiei constd in aceea cd materialul biologic se prelucreaza prin tehnica includerii in parafina, apoi se
incubeaza cu anticorpi monoclonali de pancitokerating, clona AE1/AE3, timp de 1 ora la temperatura camerei, dupa
care se pregatesc sectiuni aplicate pe lamele din sticla prelucrate cu polilizina §i se coloreazd imunohistochimic,
utilizdnd metoda complexului Streptavidin-Biotind (sABC)/Horse Radish Peroxidase (HRP), apoi se evalueaza
microscopic gradul de afectare ale keratinocitelor si de afectare cumulativa, in dependenta de intensitatea colorarii,
in cazul 1n care nu se determind colorarea materialului, se diagnosticheaza lipsa afectarii keratinocitelor, iar in cazul
cand este o colorare intensa a materialului, se diagnosticheaza afectarea completd a Keratinocitului si mai mult de
50% din celule.

Avantajele acestei metode consta in faptul ca realizarea metodei este mai simpla si cere utilizarea reactivelor si
utilajului mai ieftine.

Rezultatul constd in aceea ca leziunile pemfigus-like cu aspectul eroziv, denudat cu necroza pe suprafata pielii se
consemna cd membrana cheratinocitului a fost lezata complet. Prin urmare, s-a detectat colorarea a peste 50% din
celulele si colorarea intensa a monstrei cutanate.

Rezultatele colorarii cu anticorpii AE1/AE2 sunt reprezentate in figurile 1-4.

Fig. 1 - pielea sobolanilor cu leziunile cutanate pemfigus-like, eroziuni. Peretele bulei ingrosat (a), continutul bulei
cu infiltrat inflamator avand o reactie intens pozitivd (+++) (b), toate straturile epidermului au o intensitate de
colorare intens pozitiva difuza (c), acantoliza celulelor spinoase (d), ruperea legaturilor desmozomale (e). AE1/AE3,
x 140.

Fig. 2 - pielea sobolanilor cu leziunile cutanate pemfigus-like la etapa de formare a bulelor. Disparitia proteinei
desmozomale in spatiile intercelulare la nivelul epidermului cu o ulterioara distructie a contactelor intercelulare
(sdgeata) si formarea bulei intraepidermale. Formarea bulei la nivelul epidermului(a), cu continut proteic, colorat cu
AE1/AE3 - intens moderata (++) (b), toate straturile epidermului au o reactie de colorare moderata (++) (c), solitar.
AE1/AE3, x140.

Fig. 3 - pielea sobolanilor afectati de pemfigus la etapa de epitelizare. Epidermul cu toate straturile sunt colorate slab
intens (+) (a), stratul lucid si cheratinos sunt stratificate (b), stratul spinos si granular sunt formate de celule
conturate (c), stratul bazal are o reactie moderata de colorare (++)(d). AE1/AE3, x 140.

Fig. 4 - pielea sobolanilor afectati de pemfigus la etapa de epitelizare. Epidermul cu toate straturile sunt colorate slab
intens (+)(a), stratul lucid si cheratinos sunt stratificate (b), stratul spinos si granular sunt formate de celule
conturate (c), stratul bazal are o reactiec moderata de colorare (++)(d). AEL/AE3, x 140.

Metoda se efectueaza in modul urmator

Materialul destinat colorarii imunohistochimice a fost deparafinat si rehidratat. Tesuturile au fost incubate in 60 pl
de solutie de peroxid de de hidrogen de 3%, timp de 10 min, la temperatura camerei si apoi spilate de 2 ori cu
solutie tampon. Se incubeazd cu anticorpi monoclonali de pancitokeratind, clona AE1/AE3, timp de 1 ord la
temperatura camerei, apoi materialul se prelucreaza prin tehnica includerii in parafind cu pregatirea sectiunilor
aplicate pe lamele de sticla de 4 microni prelucrate cu polilizind, dupa care se coloreaza imunohistochimic utilizand
metoda complexului Streptavidin-Biotina (sABC)/Horse Radish Peroxidase (HRP), timp de 10 min, la temperatura
camerei, apoi s-a repetat spilarea cu solutie tampon. La sectiunile destinate colorarii imunohistochimice s-a addugat
cate 30 pl de solutie de 3,3-diaminbenzidina cromogena si apoi spalate cu solutie tampon. Apoi sectiunile de tesut
s-au evaluat microscopic cu aprecierea gradului de afectare ale cheratinocitelor si cumulativa in dependentd de
intensitatea colorarii.

Evaluarea rezultatelor studiului s-a efectuat conform criteriilor de interpretare, conform cérora, intensitatea colora s-
a consemnat, astfel: reactie intens pozitiva (+++), reactie de intensitate moderatd (++), reactie de intensitate slaba
(+) , reactie de intensitate foarte redusa (+/-), lipsa reactiei (—). Metoda de detectie a biomarkerilor proteici s-a bazat
pe utilizarea anticorpilor monoclonali pentru antigeni, care consta in evaluarea cumulativa a diferentei in exprimarea
markerilor si intensitatea lor: "-" - absenta colordrii cu imunoperoxidaza; "+" - colorarea a 10% din celule; "++" -
colorarea a 50% din celule; "+++" - colorarea a peste 50% din celule.

Polilizina este un polimer al lizinei care contine multiple sarcini pozitive si este folosita pentru a media/facilita
adeziunea celulelor vii la substratul de cultura sau adeziunea celulelor fixate la lamelele de sticla (de exemplu pentru
microscopia de fluorescenta).

Sobolani A1, Az, As, As, As, As, corespund 30 animale (16,7+2,8), cu modificari de tip- reactie intens pozitiva (+++)
la nivelul sectiunii cutanate afectate.
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Sobolani, Az, A4, As corespund 15 animale (8,3+0,15%), cu modificari de tip- reactie de intensitate moderatd (++) la
nivelul sectiunii cutanate afectate.

Sobolani Az, As, As corespund 15 animale (8,3+0,15%), cu modificari de tip reactie de intensitate slaba (+) la
nivelul sectiunii cutanate afectate.

Expresia pronutata a citoplasmei cheratinocitelor in stratul granular s-a interpretat prin afectarea membranei celulare
din stratul granular, ce a dus la o colorare intensd a granulelor. Scaderea reactiei de colorare a reflectat repararea
structurilor membranice ale cheratinocitelor si patrunderea slaba ale colorantului in citoplasma celulei.

Exemplu

in calitate de obiect de studiu au servit 60 de sobolani linia Wistar de culoare alba, cu varsta cuprinsa intre 4,9+0,33
luni si masa 197,97+2,1¢. Inocularea intracutanata de 0,1 ml de extract etanolic proteic din mucoasa esofagului de
bovind a marcat la sobolani aparitia leziunilor de aspect bulos-eroziv de diametru aproximativ 0,5...1 cm. S-a
recoltat materialul tisular din regiunea plagilor cutanate modelate prin biopsii tintite din leziunile macroscopic
decelabile, piesele de conizatie, material postoperatator.



