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

Esenta inventiei constda in aceea ca
materialul biologic se prelucreaza prin tehnica
includerii in parafind, apoi se incubeaza cu
anticorpi  monoclonali de pancitokerating,
clona AE1/AE3, timp de 1 orad la temperatura
camerei, dupd care se pregitesc sectiuni
aplicate pe lamele din sticld prelucrate cu
polilizind si se coloreaza imunohistochimic,
utilizand metoda complexului Streptavidin-

2

Biotina (sABC)/Horse Radish Peroxidase
(HRP), apoi se evalueaza microscopic gradul
de afectare ale keratinocitelor si de afectare
cumulativd, in dependenta de intensitatea
colordrii, in cazul in care nu se determina
colorarea materialului, se diagnosticheaza lipsa
afectarii keratinocitelor, iar in cazul cand este o
colorare  intensd a  materialului,  se
diagnosticheazd  afectarea  completd a
keratinocitului $i mai mult de 50% din celule.

Revendicari: 1

Figuri: 4



(54) Method for diagnosis of keratinocyte damage in experimental pemphigus-

like lesions

(57) Abstract:
1

The invention relates to experimental
medicine, regenerative medicine and can be
used for diagnosis of keratinocyte damage in
pemphigus-like lesions.

Summary of the invention consists in that
the biological material is processed using the
method of inclusion in paraffin, then incubated
with panocytokeratin monoclonal antibodies,
clone AE1/AE3, for 1 hour, at room
temperature, after which are prepared sections
applied on glass slides processed with
polylysine and stained immunohistochemically

(54) MeToa AMATHOCTHKHU NMOBPEK/ICHUSI KEPATHHOLNTOB NPH MYy3bIPYATKONOA00HBIX

IKCIMICEPUMEHTAJILHBIX IOPAKCHUAX

(57) Pedepar:

Nzo0perenue OTHOCHTCS K
IKCIIEPUMEHTAITLHOM MEJIUIIIHE,
pEreHEPATUBHOW MEHUIMHE U MOXET OBITh
HCIIOJIb30BAHO JUTSt JTIHATHOCTHKH
MOBPEXKICHUS KEPaTUHOIIUTOR npu
My3bIPYATKOMOM00HBIX TOPAKEHHSX.

CyIHOCTh  HM300pETCHUST COCTOUT B
TOM, 410 OUOIOrUUECKHIA MaTepuan
00pabaThIBAIOT c TTOMOIIIHI0 MeToza
BKJIFOUEHHUS B mapaduH, 3aTeM HHKYOHPYIOT ¢
MOHOKJIOHAJIbHBIMHU aAHTUTETaMU
maHurokepatuHa, kiaoHom AEI/AE3, B
Teuenue | yaca, mpu KOMHATHOM TeMIiepaType,
MOCJIE YEro TOTOBAT CpPEe3bl HAHECEHHBIX Ha
CTEKJISTHHBIE craisl oOpaboTaHHBIE
MOJATU3UHOM " OKpaI1BalOT

2

using  Streptavidin-Biotin ~ (SABC)/Horse
Radish Peroxidase (HRP) complex, then is
microscopically assessed the extent of
keratinocyte damage and cumulative damage
depending on the intensity of staining, if the
color of the material is not determined, the
absence of damage in Kkeratinocytes is
diagnosed, and in the case of intensive staining
of the material, complete keratinocyte damage
and more than 50% of the cells is diagnosed.

Claims: 1

Fig.: 4

2
MMMYHOTHCTOXMMHUYECKH C HCIOJIb30BaHUEM
komiutekca CrpenraBuant-buornna (SABC)/
Horse Radish Peroxidase (HRP), 3arem
MHUKPOCKOITMYECKH  OLIEHWBAIOT  CTENeHb
TIOBPEXKICHUS KepaTHHOIIUTOB U
KYMYJISITHBHOTO ITOBPEXK/IEHHS B 3aBUCHMOCTH
OT WHTEHCHBHOCTH OKpalllMBaHWs, B Ciydae
€CIM HEe OIpPEAEeNsAeTCs OKpacka MaTepuana
JIMarHOCTHPYIOT ~OTCYTCTBUE TOBPEXKICHUH
KEpaTHHOLUTOB, 4 TMpPd  HHTCHCUBHOM
OKpalllMBaHUM  MaTepuaja JHarHOCTUPYIOT
TIOJTHOE TIOBPEXK/IEHHE KEpaTHHOLUTA U Ooree
50% KIIETOK.

I1. popmymsr: 1
Qur.: 4
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se referd la medicina experimentala, medicina regenerativa si poate fi utilizata
pentru diagnosticarea afectarii keratinocitelor in leziunile pemfigus-like.

Este cunoscuta metoda de diagnostic prin reactie de imunofluorescentd cutaneo-mucoasa
directd, care cuprinde examinarea unor sectiuni din pielea lezata a bolnavilor de pemfigus la
microscopul cu ultraviolet, dupa o prealabild incubare cu ser antigammaglobulinic uman
conjugat cu fluorsceind. Aceastd metoda depisteaza depozite de IgG , IgA, IgM si Cs-la nivelul
substantei intercelulare epidermice [1].

Dezavantajele acestei metode constd in aceea cd reactia de imunofluorescenta directa
depisteaza depozite de IgG la nivelul substantei intercelulare epidermice sub forma unui retil
fluorescent, dar nu releva 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 consta in aceea ca materialul biologic se prelucreaza prin tehnica includerii
in parafina, apoi se incubeazd cu anticorpi monoclonali de pancitokerating, clona AE1/AE3,
timp de 1 ord la temperatura camerei, dupa care se pregatesc sectiuni aplicate pe lamele din
sticla prelucrate cu polilizina si se coloreaza imunohistochimic, utilizind metoda complexului
Streptavidin-Biotind (sABC)/Horse Radish Peroxidase (HRP), apoi se evalueaza microscopic
gradul de afectare ale keratinocitelor si de afectare cumulativa, in dependentd de intensitatea
colorarii, in cazul in care nu se determina colorarea materialului, se diagnosticheaza lipsa
afectarii keratinocitelor, iar in cazul cand este o colorare intensi a materialului, Se
diagnosticheaza afectarea completa a keratinocitului si mai mult de 50% din celule.

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

Rezultatul consta in aceea ca leziunile pemfigus-like cu aspectul eroziv, denudat cu necroza
pe suprafata pielii se consemna cd membrana cheratinocitului a fost lezatd 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 pozitiva (+++) (b),
toate straturile epidermului au o intensitate de colorare intens pozitiva difuza (c), acantoliza
celulelor spinoase (d), ruperea legaturilor desmozomale (¢). 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 (sdageata) 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), solitara.
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 reactiec 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 reactie moderata de
colorare (++)(d). AE1/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 hidrogen de 3%, timp de 10 min, la
temperatura camerei si apoi spalate de 2 ori cu solutie tampon. Se incubeaza cu anticorpi
monoclonali de pancitokeratina, clona AE1/AE3, timp de 1 ora la temperatura camerei, apoi
materialul se prelucreaza prin tehnica includerii in parafind cu pregatirea sectiunilor aplicate pe
lamele de sticld de 4 microni prelucrate cu polilizina, dupa care se coloreaza imunohistochimic
utilizand metoda complexului Streptavidin-Biotind (SABC)/Horse Radish Peroxidase (HRP),
timp de 10 min, la temperatura camerei, apoi S-a repetat spalarea cu solutie tampon. La
sectiunile destinate colorarii imunohistochimice s-a adaugat cate 30 pul de solutie de 3,3-
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diaminbenzidind 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
dependenta de intensitatea colorarii.

Evaluarea rezultatelor studiului s-a efectuat conform criteriilor de interpretare, conform
carora, intensitatea colorarii S-a consemnat, astfel: reactie intens pozitivd (+++), 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 culturd sau adeziunea celulelor
fixate la lamelele de sticla (de exemplu pentru microscopia de fluorescenta).

Sobolani Ay, Az, Az, A4, As, As, corespund 30 animale (16,7£2,8), cu modificari de tip-
reactie intens pozitiva (+++) la nivelul sectiunii cutanate afectate.

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 A,, As, A4 corespund 15 animale (8,3+0,15%), cu modificari de tip reactie de
intensitate slaba (+) la nivelul sectiunii cutanate afectate.

Expresia pronutatd a citoplasmei cheratinocitelor in stratul granular s-a interpretat prin
afectarea membranei celulare din stratul granular, ce a dus la o colorare intensa a granulelor.
Scaderea reactiei de colorare a reflectat repararea structurilor membranare 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
cuprinsd intre 4,9+0,33 luni si masa 197,97+2,1g. Inocularea intracutanatd 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 c¢cm. S-a recoltat materialul tisular din
regiunea plagilor cutanate modelate prin biopsii tintite din leziunile macroscopic decelabile,
piesele de conizatie, material postoperatator.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
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(57) Revendicari:

Metoda de diagnostic al afectarii keratinocitelor in leziuni pemfigus-like experimentale,
care constd in aceea cd materialul biologic se prelucreaza prin tehnica includerii in parafina,
apoi se incubeaza cu anticorpi monoclonali de pancitokeratina, clona AE1/AE3, timp de 1 ora
la temperatura camerei, dupa care se pregatesc sectiuni aplicate pe lamele din sticla prelucrate
cu polilizina si se coloreaza imunohistochimic, utilizand metoda complexului Streptavidin-
Biotind (sABC)/Horse Radish Peroxidase (HRP), apoi se evalueazd microscopic gradul de
afectare ale keratinocitelor si de afectare cumulativd, in dependentd de intensitatea colorarii, in
cazul in care nu se determind colorarea materialului, se diagnosticheaza lipsa afectarii
keratinocitelor, iar in cazul cind este o colorare intensd a materialului, se diagnosticheaza
afectarea completa a keratinocitului si mai mult de 50% din celule.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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