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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. Рост заболеваемости, хроническое, с частыми рецидивами течение, недостаточная эффективность существующих методов лечения и профилактики ставят атопический дерматит (АтД) в ряд наиболее актуальных проблем современной медицины. Среди взрослого населения заболеваемость в развитых странах составляет 2-10% [Herd R. M., 1998]. 
Признание иммунологической концепции развития АтД послужило поводом для всестороннего изучения его иммунных механизмов. Однако в последнее время обосновывается представление об атопии как феномене, в развитии которого принимают участие как иммунные, IgE-опосредованные, так и многочисленные неиммунные механизмы [Пыцкий В. И., 2005]. К последним, в частности, относится повышение проницаемости кожи при АтД, связанное с нарушением процесса кератинизации вследствие дефекта синтеза филаггрина [Barker J. N., 2006; Broen S. J., 2008]. Филаггрин является ключевым белком, участвующим в конечной дифференцировке кератиноцитов и образовании кожного барьера [Korge B., 2009]. По результатам недавних исследований была доказана ассоциация мутаций в гене филаггрина с развитием АтД [C. N. Palmer et al., 2006]. 


По данным литературы изучение частоты мутаций в гене филаггрина у пациентов с АтД в России не проводилось. Поэтому представляется интересным исследование частоты данной мутаций среди пациентов с АтД и влияние генетического дефекта на клиническую картину заболевания. 


Вероятно, ослабление барьерной функции кожного покрова у пациентов с мутациями в гене филаггрина способствует повышенному проникновению аллергенов трандермальным путем. Следствием этого могут являться изменения показателей атопического воспаления в коже, в частности цитокинов, как основных регуляторов атопического процесса  на местном уровне [Фрейдлин И.С., 2001; Симбирцев А.С., 2004; Маянский А.Н., 2005]. 

По результатам научных работ, проведенных иностранными исследователями, нарушение кожного барьера вследствие дефекта синтеза белка филаггрина, способствует активации особого подтипа клеток иммунной системы Th17 и определяет темпы хронизации аллергического воспаления [Oyoshi M., 2009]. M. D. Howell et al. [2007] показали, что изменение экспрессии белка филаггрина у мышей влияет на цитокиновый профиль в коже.

Вследствие этого, представляет научный интерес изучение у пациентов с мутациями в гене филаггрина при АтД содержание ключевых цитокинов основных субпопуляций Т-лимфоцитов на местном уровне (IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-17).

В проведенном исследовании у пациентов с мутациями в гене филаггрина при вульгарном ихтиозе, ассоциированным с АтД, выявлено увеличение количества клеток Лангерганса (КЛ) в эпидермисе, что может быть обусловлено нарушением барьерной функцией кожи и возможностью проникновения аллергенов через кожу [Oji V., 2009]. Количество КЛ в эпидермисе при АтД повышается при процессах ремоделирования кожи, вызванных длительными воспалительными процессами [Leung D.Y.M., 2000].  Установлено, что при ремоделировании кожи также наблюдается увеличение содержания макрофагов в дерме. Исследование количественного состава данных клеток у пациентов с мутациями в гене филаггрина позволит оценить являются ли мутации в гене филаггрина фактором ремоделирования кожи у пациентов при АтД. 

Важность детального изучения патогенетического значения нарушенной барьерной функции кожи, вызванной мутациями в гене филаггрина, в развитии АтД создает предпосылки для более точного понимания тех биологических механизмов, которые лежат в основе патологического процесса. Это является важным фактором для последующего развития более эффективных методов контроля АтД, разработки новых подходов к диагностике и может оказаться концептуальной основой для новых направлений  терапии.


Цель работы: исследовать концентрацию цитокинов в экссудатах «кожного окна» и оценить содержание антигенпредставляющих клеток в коже у больных с атопическим дерматитом в сочетании с мутациями в гене филаггрина.


Задачи: 
1. Исследовать частоту мутаций 2282del4 и R501X в гене филаггрина в обследуемой группе пациентов с атопическим дерматитом и изучить особенности клинической характеристики у больных атопическим дерматитом в сочетании с мутациями в гене филаггрина.

2. Определить концентрации IL-4, IFN-γ, IL-10 и IL-17 в кожных экссудатах больных атопическим дерматитом.

3. Охарактеризовать особенности концентраций IL-4, IFN-γ, IL-10 и IL-17 в экссудате «кожного окна» у пациентов с мутациями в гене филаггрина.

4. Определить количество CD1a+ клеток Лангерганса в эпидермисе и CD68+ клеток (макрофагов) в дерме у пациентов с атопическим дерматитом. 

5. Оценить особенности содержания CD1a+ клеток в эпидермисе и CD68+ клеток в дерме у пациентов с мутациями в гене филаггрина.


Научная новизна работы

Впервые получены данные по частоте встречаемости мутаций R501X и 2282del4 в гене филаггрина у пациентов с АтД в Западной Сибири. Впервые отмечены особенности клинико-анамнестических данных пациентов АтД с мутациями в гене филаггрина. 

Определены концентрации ключевых цитокинов основных адаптивных иммунорегуляторных субпопуляций лимфоцитов на локальном уровне (в экссудатах «кожного окна») у пациентов с мутациями R501X и 2282del4 в гене филаггрина при АтД. Выявлены особенности количества CD1a-положительных КЛ и CD68-позитивных клеток у пациентов с мутациями в гене филаггрина в разные периоды АтД.  
Теоретическая значимость

Исследование содержания цитокинов в «кожном окне» и характеристика CD1a- и CD68-позитивных клеток в коже у пациентов с  мутациями  R501X и 2282del4 в гене филаггрина при АтД вносят вклад в понимание особенностей патогенеза этой болезни при данном генетическом дефекте.

Практическая значимость 
Определение концентрации цитокинов в «кожном окне» и количества CD1a- и CD68-позитивных клеток в коже у пациентов АтД с мутациями R501X и 2282del4 в гене филаггрина позволяет оценить интенсивность атопического воспаления на местном уровне. Наличие резидуальной воспалительной активности в коже в период ремиссии предполагает включение в поддерживающую терапию АтД нестероидных противовоспалительных препаратов типа ингибитора кальциневрина (пимекролимус) длительными интермитирующими курсами.

Основные положения, выносимые на защиту:
1. Мутации 2282del4 и R501X в гене филаггрина являются предрасполагающим фактором для развития атопического дерматита. Пациенты с мутациями в гене филаггрина имеют клинические особенности болезни, обусловленные нарушениями барьерной функции кожи.
2. У пациентов с атопическим дерматитом с мутациями в гене филаггрина наблюдается повышение содержания IL-4 в кожных экссудатах и увеличение количества CD1a+ клеток Лангерганса и их отростков в эпидермисе как отражение более высокого уровня воспалительной активности и готовности к инициации иммунных ответов в коже.

Апробация работы. Материалы диссертации были доложены и обсуждены на научно-практических конференциях «Дни иммунологии в Сибири» (г. Омск, 2007, г. Томск, 2008), на XI Международном конгрессе молодых ученых и специалистов «Науки о человеке» (Томск, 2010), на VII Российской конференции иммунологов Урала (Сыктывкар, 2010), на заседании проблемной комиссии по иммунологии и инфекционным болезням Сибирского государственного медицинского университета (Томск, 2010). 
Публикации. По материалам исследования было опубликовано 11 научных работ, в том числе 3 статьи в изданиях, рекомендованных ВАК для публикации результатов работ соискателей учёной степени кандидата наук, и 1 медицинская технология "Способ оценки минимальной воспалительной активности кожи при атопическом дерматите в стадии ремиссии" ФС№2010/217 от 10.06.2010.
Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 151 странице. Работа состоит из введения, обзора литературы, главы «материалы и методы исследования», результатов собственных исследований, отраженных в двух главах, заключения, выводов, практических рекомендаций. Диссертация иллюстрирована 29 таблицами, 17 рисунками. Список литературы включает 323 источника, из них 81 - отечественных и 242 зарубежных.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ.

Материал и методы исследования. Всего было обследовано 143 человека (мужчины и женщины) в возрасте от 9 до 47 лет с установленным диагнозом АтД. Диагностика АтД включала сбор жалоб, анамнеза жизни и заболевания. Диагноз АтД устанавливался на основании  классических диагностических критериев J. Hanifin и G. Rajka [Hanifin J. M., 1980]. В соответствии с рабочей классификацией АтД учитывались: стадии заболевания, клинико-морфологические формы, распространенность процесса на коже [Хаитов Р. М., 2002]. Степень тяжести заболевания оценивалась с учетом индекса SCORAD [Денисов Ю.М., 1999]. Кожное скарификационное аллерготестирование было проведено у 109 обследуемых, а у остальных пациентов данные были взяты из первичной медицинской документации. Аллерготестирование проводилась с использованием диагностических аллергенов производства ОАО «Биомед» им И.И. Мечникова и лечебно-диагностических аллергенов производства Филиала ФГУП НПО «Микроген» ФГУП «Аллерген» г. Ставрополь. 

Все пациенты предварительно дали письменное согласие на участие в проводимом исследовании, которое было разработано биоэтическим комитетом ГОУВПО Росздрава СибГМУ согласно Хельсинкской декларации Всемирной ассоциации «Этические принципы проведения научных медицинских исследований с участием человека» с поправками 2000 г. и Правилами клинической практики в Российской Федерации", утвержденными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266.
На первом этапе исследования всем пациентам было проведено генотипирование на наличие мутаций R510Х и 2282del4 в гене филаггрина. Материалом для исследования служила венозная кровь пациента. 
	Общая группа (n=143)

	
ГЕНОТИПИРОВАНИЕ на наличие мутаций R510Х и 2282del4



	Выявлена мутация
	n=17
	Не выявлена мутация
	n=126

	Основная группа
	Группа сравнения


Рис. 1. Разделение общей группы пациентов на основную группу и группу сравнения.

Генотипирование проводилось на базе НИИ терапии СО РАМН г. Новосибирск в лаборатории молекулярно-генетических исследований (руководитель – д-р мед. наук, Максимов В. Н). ДНК из крови выделяли фенол-хлороформной экстракцией по модифицированной методике A. Sambrook et al. [1989]. Анализ на наличие мутации 2282del4 и R501X вблизи начала первого повтора в экзоне 3 гена филаггрина проводился с помощью ПЦР. Для верификации методики генотипирования часть образцов были секвенированы на автоматическом секвенаторе ABI Prism 310 (фирма Perkin-Elmer, США) по протоколу фирмы-изготовителя.

На следующем этапе исследования для определения клинико-иммунологических особенностей пациентов с мутациями в гене филаггрина (основная группа) по сравнению с пациентами без мутаций (группа сравнения) был осуществлен анализ первичной медицинской документации и проведены дополнительные исследования (табл. 1).
В работе использовался метод «кожного окна» по J. Rebuck и J. Crowlеy [Фримель Г., 1987] в модификации В.В. Климова, проведенный у пациентов с АтД в разные периоды заболевания (табл. 1). В экссудатах «кожного окна» определялись цитокины, для которых характерны короткодистантные варианты аутокринного и паракринного действия на клетки-мишени – IFN-γ, IL-4, IL-10 и IL-17. Для определения продукции данных цитокинов были использованы наборы для иммуноферментного анализа (ЗАО «Вектор-Бест», г. Новосибирск, Россия). Постановку ИФА проводили в соответствии с методическими рекомендациями производителя. 

Для иммуногистохимического исследования в качестве материала были использованы биоптаты кожи, взятые у пациентов в разные стадии АтД (табл. 1). В период обострения участок кожи иссекался с пораженного элемента, а в период ремиссии – с очага лихенификации. Иммуногистохимическое исследование проводилось непрямым иммуноферментным методом по стандартной методике [Эллиниди В.Н. и др., 2000]. Использовались антитела: CD1a («Novocastra», мышиные) и CD68 («Novocastra», мышиные). Подсчет CD1a-положительных клеток проводился на 0,1 мм длины эпидермиса, подсчитывалось отдельно количество клеток Лангерганса и их отростков в базальном, среднем и верхнем слоях эпидермиса.  Подсчет CD68-положительных клеток проводился в 1 мм2 дермы в 10 полях зрения.
Изучение ультраструктуры проводили методом трансмиссионной электронной микроскопии.

Контрольную группу составили 20 практически здоровых доноров-добровольцев в возрасте 17-24 лет (табл. 1).
Статистическая обработка результатов исследования проводилась с помощью пакета статистических программ «SPSS». Для представления количественных данных, не подчиняющихся нормальному закону распределения, применялись непараметрические критерии Краскал-Уолиса и Манна – Уитни. Различие двух сравниваемых величин считалось достоверным  с надежностью Р>0,95. Анализ качественных данных проводился с помощью критерия χ2. Анализ взаимосвязей для данных, не подчиняющихся нормальному закону распределения, проводился с помощью коэффициента ранговой корреляции Спирмена [Гланц С., 1999; Наследов А., 2008].
Таблица 1

Обследование пациентов основной группы и группы сравнения, здоровых лиц, проведенное в рамках научной работы

	Исследование
	Группа обследуемых

	
	Основная группа (n=17)
	Группа сравнения (n=126)
	Здоровые-доноры добровольцы (n=20)

	Анализ клинико-анамнестических данных 
	17
	126
	-

	Анализ клинических данных в период обострения атопического дерматита (SCORAD, клинико-морфологическая форма и т.п.)
	17
	98
	-

	Иммуноферментный анализ экссудатов «кожного окна» 

	ВСЕГО:
	15
	44
	10

	из них            в период обострения
	15
	36
	

	                                              в  период ремиссии
	10
	17
	

	Иммуногистохимическое исследование биоптатов кожи

	ВСЕГО:
	10
	12
	10

	                      из них                  
	
	
	10

	СD1a в  период обострения
	7
	8
	

	                                СD1a в период ремиссии
	7
	8
	

	         из них
	
	
	10

	CD68 в период обострения
	7
	8
	

	                                  СD68 в период ремиссии
	7
	8
	

	Электронная микроскопия
	2
	2
	-


Результаты исследования и их обсуждение.
После проведенного генотипирования в обследуемой клинической группе пациентов с установленным диагнозом АтД наличие мутаций 2282del4 и R501X в гене филаггрина было выявлено у 17 человек, что в процентном отношении соответствует 11,8%. Превалирующей мутацией среди исследуемой выборки пациентов с АтД была делеция 2282del4 в гене филаггрина, которая составила 9,1%. Частота мутации R501X была ниже и выявлена у 2,1% обследуемых пациентов с АтД  (рис. 2).  Распределение частот делеции 2282del4 и мутации R501X в выборке больных АтД в Западной Европе составило 15,1% и 8,8% соответственно [Weidinger S., 2006] (рис 3).
При проведении анализа клинико-анамнестических данных по многим показателям, таким как возраст пациента, продолжительность и период начала заболевания, клинико-морфологическая форма АтД, степень тяжести и распространенность кожного процесса, спектр сенсибилизации, наследственность по атопии, пациенты основной группы не отличались от пациентов группы сравнения.
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Средний возраст пациентов с мутациями составил 22,4±4,2 года. В данной группе продолжительность АтД варьировала от 12 до 29 лет, средний показатель был 20,9±4,1 года. 
У большинства пациентов основной группы дебют АтД приходился на возрастной период до трех лет (88%).  Из данных анамнеза у 11 пациентов с мутациями был выявлен документально подтвержденный диагноз сопутствующего аллергического заболевания, при этом аллергический ринит отмечался в  большинстве случаев (около 50%). Около 80% пациентов основной группы имели наследственную отягощенность по атопии.
В основной группе индекс SCORAD колебался от 7 до 81, средний показатель составил 27,9±13,8. Легкая степень тяжести согласно индексу SCORAD отмечена у 8 больных (47%), тяжелая степень АтД выявлена у 5 пациентов (30%), у 4 (23%) – средняя степень тяжести.

По распространенности АтД пациенты основной группы распределились следующим образом: у 11 (65%) пациентов патологический процесс носил ограниченно-локализованный характер, у 5 (29%) – распространенный, поражение больше 50% кожного покрова наблюдалось у 1 пациента (6%). Пациентов основной группы беспокоил зуд различной степени интенсивности: от незначительного до биопсирующего. Нарушение сна, связанное с кожным зудом, выявлено у 35% пациентов с мутациями в гене филаггрина в стадию обострения. 
Скарификационное аллерготестирование с использованием диагностических аллергенов было проведено у всех пациентов основной группы (табл 2). Спектр сенсибилизации распределился следующим образом: бытовая аллергия отмечалась у 13 обследуемых, повышенная чувствительность к эпидермальным аллергенам выявлена у 5 больных, к пыльцевым аллергенам – у  7 пациентов  и к пищевым – у 3.
Таблица 2

Спектр сенсибилизации у пациентов основной группы
	Группа аллергенов
	Количество пациентов основной группы

	Бытовые
	13 (76%)

	Эпидермальные
	5 (30%)

	Пищевые
	3 (17%)

	Пыльцевые
	7 (41%)


При анализе клинико-анамнестических данных были выявлены некоторые особенности пациентов с мутациями в гене филаггрина, которые рассмотрены ниже.
Пациентам основной группы и группы сравнения была проведена оценка выраженности шелушения кожи в период обострения АтД по предложенной нами 4 бальной шкале, где 0 – отсутствие шелушения, 1 – мелкопластинчатое шелушение, 2 – выраженное мелкопластинчатое шелушение, 3 – крупнопластинчатое шелушение.

При осмотре у всех пациентов с мутациями в гене филаггрина выявлена разная степень шелушения кожи (табл. 3). В группе сравнения 35% пациентов не имели шелушения. У пациентов основной группы обнаружено крупнопластинчатое шелушение, которого не было в группе сравнения. Шелушение является одним из клинических проявлений нарушенного процесса кератинизации. Филаггрин является ключевым белком, участвующим в процессе дифференцировки кератиноцитов. Выявленное выраженное шелушение у пациентов основной группы клинически возможно подтверждает наличие дефекта синтеза белка филаггрина.    
Документально подтвержденное осложнение вторичной инфекцией АтД в анамнезе достоверно (p<0,05) было чаще у пациентов основной группы и было отмечено приблизительно у 65% обследуемых из данной выборки (табл. 4). Основная роль белка филаггрина – это создание надежного барьера, защищающего от микроорганизмов и аллергенов. У пациентов с мутациями в гене филаггрина нарушена барьерная функция кожи, что вероятно сопровождается большей возможностью проникновения инфицирующего агента и присоединением вторичной инфекции. 
                                 Таблица 3                                                                    Таблица 4
Оценка интенсивности шелушения у                            Распределение пациентов основной группы и

 пациентов основной группы и группы                         группы сравнения по наличию осложнения

сравнения                                                                          вторичной инфекцией в анамнезе

	Интенсивность шелушения
	Группа сравнения (n=98)
	Основная группа (n=17)

	
	n
	%
	n
	%

	0
	34
	35
	0
	0

	1
	51
	52
	7
	42

	2
	13
	13
	5
	29

	3
	0
	0
	5
	29

	Наличие осложнения
	Группа сравнения (n=126)
	Основная группа (n=17)

	
	n
	%
	n
	%

	Да
	10
	8
	11 ⃰
	65

	Нет
	116
	92
	6 ⃰
	35


Примечание: * - достоверность по сравнению 

с группой сравнения (p<0,05)
Для определения риска развития осложнения вторичной инфекцией в группе пациентов с мутациями по отношению к группе сравнения был произведен расчет отношения шансов. Возможность возникновения вторичного осложнения у пациентов основной группы в 20 раз больше, чем у пациентов группы сравнения.
При опросе около 70% обследуемых указали на нарушение диеты, как провоцирующего фактора обострения, как в основной группе, так и в группе сравнения. Контакт с причинно-значимым аллергеном отметили 44% пациента основной группы и только 11%  пациентов группы сравнения (табл 5). 
Таблица 5
Распределение факторов, провоцирующих обострение атопического дерматита, у пациентов основной группы и группы сравнения

	Провоцирующий фактор
	Группа сравнения (n=126)
	Основная группа (n=17)
	Достоверность

	
	%
	%
	

	Нарушение диеты
	68
	73
	p>0,05

	Эмоции
	63
	28
	p<0,05

	Контакт с аллергеном
	11
	44
	p<0,05

	Инфекции
	9
	2
	p>0,05

	Другое
	15
	1
	p>0,05

	Не отмечено
	21
	6
	p>0,05


*Примечание: p<0,05 – достоверно по сравнению с группой сравнения; p>0,05 – не достоверно по сравнению с группой сравнения

Причем основные аллергены, выявленные у пациентов с мутациями в гене филаггрина по аллергическим пробам, были бытовые и эпидермальные, т.е. аэроаллергены (табл. 2). В связи с нарушением проницаемости кожного барьера у пациентов основной группы, причинно-значимые воздушные аллергены, возможно, проникают через кожу и провоцируют обострение АтД. Выявленные обстоятельства дополнительно подтверждают возможность эпикутанной сенсибилизации у пациентов с мутациями в гене филаггрина.
Таким образом, мутации в гене филаггрина (2282del4 и R501X) у пациентов при АтД играют ключевую роль в нарушении барьерной функции кожи, что способствует повышенному проникновению инфекционных агентов и аллергенов через кожу, и обусловливают некоторые клинические особенности пациентов с мутациями в гене филаггрина при АтД. 
На втором этапе научной работы было проведено исследование цитокинов «кожного окна» у пациентов с мутациями в гене филаггрина (основная группа) и у пациентов с отсутствием мутаций в гене филаггрина (группа сравнения) в разные периоды заболевания и были выявлены следующие результаты  (таб. 6).
При анализе данных, полученных в период обострения АтД, было отмечено, что ведущими изменениями в цитокиновом профиле, на локальном уровне, у пациентов двух исследуемых групп можно считать достоверное повышение содержания IL-4 и IL-10 в экссудатах «кожного окна» по отношению к контрольным величинам (p<0,05). В отношении ключевых цитокинов Th1-клеток и Th17-клеток, была обнаружена тенденция к снижению уровней IFN-γ и IL-17 в экссудатах «кожного окна» у пациентов с АтД, но данные имели недостоверный характер различий в сравнении с контролем.
Наблюдающаяся тенденция к снижению уровней IFN-γ и IL-17 в период обострения и одновременное повышение уровней IL-4 и IL-10 в экссудатах «кожного окна» в этот же период, может свидетельствовать о том, что происходит подавление функциональной активности Th1 и Th17 – лимфоцитов на фоне повышения функциональной активности Th2 и Tr1-клетокПовышение уровня IL-4 в период обострения можно объяснить тем, что этот цитокин относится к основным пусковым медиаторам атопического воспаления, регулируемого Th2-клетками и  выполняет ключевую роль в продукции IgЕ. 
Со стороны Th1 звена отмечается тенденция к снижению продукции IFN-γ. Так как Th1- и Th2-лимфоциты находятся в реципрокных отношениях, и преимущественная активация одного звена угнетает функциональную активность другого, то в период обострения АтД выявляется недостаточная активность Th1-клеток и снижение продукции ими IFN-γ. 

Динамика ключевых цитокинов Th1- и Th2-клеток свидетельствует о дисбалансе иммунных реакций в сторону избыточной активации Th-2 пути, что соответствует классическим представлениям об иммунопатогенезе атопического воспаления [Leung D.Y.M., 2004]. 

При корреляционном анализе было выявлено, что чем больше показатель SCORAD, тем выше уровень IL-4 в экссудатах «кожного окна» у пациентов с мутациями в гене филаггрина при АтД. Корреляция между степенью тяжести и показателем IL-4 была сильная и достоверная (r=0,88, p<0,05).
В отношении концентрации IL-10 в период обострения АтД у пациентов двух исследуемых групп отмечено увеличение данного показателя по сравнению с контролем. Известно, что IL-10 продуцируется другой иммунорегуляторной субпопуляцией Т-клеток – Tr1, а также дендритными клетками, Тh2-лимфоцитами и др [Lan R.Y., 2005; Mocellin S., 2003;]. Полученные результаты отражают повышенную активность Tr1-клеток, что, возможно, связано с их участием в регуляции аллергического воспаления в коже.
Показатель IL-17 в период обострения АтД у пациентов основной группы и группы сравнения имел тенденцию к снижению. Уменьшение уровня данного цитокина в экссудатах «кожного окна», вероятно, может быть связано с антагонистическим влиянием цитокинов Th2-лимфоцитов.
Таким образом, показатели цитокинового профиля на локальном уровне в стадию обострения АтД у пациентов с мутациями в гене филаггрина достоверно не отличались от содержания аналогичных цитокинов у пациентов группы сравнения. 

В период ремиссии АтД в основной группе и группе сравнения были отмечены достоверно более высокие уровени IL-4 и IL-10 и достоверно более низкая концентрация IFN-γ по отношению к контролю (p<0,05). 

Низкий уровень IFN-γ совпадает с высоким уровнем IL-4, что указывает на сохраняющийся дисбаланса Th1/Th2 в сторону избыточной активации  Th2-клеток в период ремиссии. Данный факт может свидетельствовать о том, что у пациентов даже при отсутствии клинических проявлений АтД в коже присутствует резидуальная воспалительная активность, регулируемая Th2-лимфоцитами. Это соответствует современной концепции о минимальной воспалительной активности в коже, сохраняющейся в период ремиссии АтД в участках видимо неизмененной кожи [Leung D. Y., 2000].
Однако у пациентов с мутациями в гене филаггрина в период ремиссии показатель IL-4 был достоверно выше (p<0,05), чем в группе сравнения. Это можно объяснить тем,
Таблица 6
Концентрация IL-4, IFN-(, IL-10 и IL-17 (пг/мл) в экссудате «кожного окна» у здоровых лиц и пациентов из основной группы и группы сравнения в стадии обострения и ремиссии
(Me (Q1-Q3))
	Группа обследуемых
	IL-4
	IFN-(
	IL-10
	IL-17

	Здоровые доноры-добровольцы
	0,45 (0,4–0,7)

n=10
	46 (35,5–51,75)

n=10
	7 (3,5 – 13,5)

n=10
	23 (7,75- 34,55)

n=8

	Атопический дерматит  

(группа срвнения), 
стадия обострения
	легкая 

степень тяжести
	0,5 (0,4-0,8)

n=6   
	42 (20–65,7)

n=7
	17,5 (10–23,5)

n=5
	19 (13 – 29)

n=7

	
	средняя степень тяжести
	0,95 (0,6–1,1)

n=15          p1
	36 (23,5–56,5)

n=16
	29 (16–55)

n=13           р1
	14,5 (11,4-13,1)

n=14

	
	тяжелая степень
	1,0 (0,7–1,2)

n=10      р1, p2
	32 (20–44)

n=13         p1
	43,5 (21,6-60)
n=6        p1, р2
	10,5 (7 – 26)
n=11

	Атопический дерматит с мутациями  

(основная группа ), 

стадия обострения
	легкая 
степень тяжести
	0,5 (0,4-0,67)

n=5             p4
	40 (31,25–49,5)

n=5
	30,5(20,7-39,5)

n=5            р1
	25,5 (15 – 40)
n=5

	
	средняя степень тяжести
	1,0 (0,67–1,25)

n=6       p1, p2
	38,5 (32,7–52,7)

n=6
	33 (25,2–43,7)

n=6       p1,p2
	12,25 (7 – 14,5)

n=6

	
	тяжелая степень
	0,95 (0,4–1,35)
n=4       p1, p2
	27 (16,2 –55)

n=4
	45 (17,5–59)

n=4             p1
	9 (3 – 15)

n=4

	Атопический дерматит  

(группа сравнения),
стадия ремиссия
	0,8  (0,4-0,97)

n=13      р1, p4
	15,5(10,2–41,5)

n=13        p1, p3
	27  (20–35)

n=10      р1, р2
	24 (13,5 – 36,7) n=17         p4

	Атопический дерматит  (основная группа), стадия ремиссии
	1,0  (0,6-1,2)

n=10         p1, p2,  p5, p8
	11 (8-21)

n=10       p1, p2, p3, р4, р5, р6,
p7
	31,5 (12,5–5,3)

n=9            p1
	32 (29,25–41,2)

n=9   p1, p2, p8


* Примечание: р1 – достоверность различий в сравнении с контрольной группой (р<0,05),

р2 – достоверность различий в сравнении с легкой степенью АтД группы сравнения (р<0,05),

р3 – достоверность различий в сравнении со средней степенью АтД группы сравнения  (р<0,05),

р4 – достоверность различий в сравнении с тяжелой степенью АтД группы сравнения  (р<0,05),

р5 – достоверность различий в сравнении с легкой степенью АтД с мутациями (основная группа), (р<0,05),

р6 – достоверность различий в сравнении со средней степенью АтД с мутациями (основная группа), (р<0,05),

р7 - достоверность различий в сравнении с тяжелой степенью АтД с мутациями (основная группа), (р<0,05),

р8 - достоверность различий в сравнении с ремиссией АтД группы сравнения  (р<0,05) ,

р9 - достоверность различий в сравнении с ремиссией АтД с мутациями (основная группа), (р<0,05).

что у пациентов с мутациями в гене филаггрина нарушается барьерная функция кожи и в результате этого становится возможным эпикутанная сенсибилизация. Постоянное повышенное поступление аллергенов через кожу непосредственно сказывается на показателях иммунного воспаления в коже, которые заключаются в более выраженных изменениях, чем у пациентов группы сравнения в период ремиссии.

Полученные результаты совпадают с экспериментальными данными M. D. Howell et al. [2007], которые показали, что изменение экспрессии белка филаггрина у здоровых мышей влияет на цитокиновый профиль в коже, в частности происходит повышение IL-4 и IL-13 в коже.
Показатель IL-10 у пациентов двух обследуемых групп в период ремиссии при АтД значительно превышает контрольные цифры. Можно предположить, что Tr1 могут препятствовать развитию АтД на различных патогенетических этапах, включая сенсибилизацию, ремоделирование и персистенцию аллергического воспаления. Таким образом, IL-10, как противовоспалительный цитокин, супрессируя продукцию провоспалительных цитокинов и антигенпредставляющую функцию дендритных клеток, вероятно, является одним из факторов стабилизации ремиссии болезни [De Waal Malefyt R., 1993; Roncarolo M. G., 2001]. 
Концентрация IL-17 в основной группе в период ремиссии была достоверно выше аналогичного показателя в группе сравнения и в контрольной группе. Известно, что функцией данного цитокина является защита от внеклеточных патогенов – бактерий и грибов [Happel K. I., 2005], а кожа больных АтД  с мутациями в гене филаггрина в большей степени подвержена колонизации инфекционными агентами. Клинически это подтверждается более частыми гнойничковыми инфекциями кожи в анамнезе у данной группы пациентов с АтД. Соответственно колонизация кожи способствует активации Th17-клеток, продуцирующих IL-17. Кроме того, высокий уровень IL-17 на фоне дефекта синтеза белка филаггрина по данным литературы определяет темпы хронизации кожного процесса, приводящие к ремоделированию кожи [Oji V., 2009]. 
Таким образом, в период обострения АтД не было отмечено различий в цитокиновом профиле пациентов с мутациями в гене филагрина по сравнению с пациентами без мутаций. Однако, в период ремиссии у пациентов с мутациями в гене филаггрина выявляются некоторые особенности цитокинов «кожного окна» по отношению к группе сравнения, которые заключаются в достоверно более высоком содержании IL-4 и IL-17. Данные изменения, возможно, связаны с нарушенной барьерной функцией кожи и повышенным проникновением аллергенов и инфекционных агентов в организм у пациентов с мутациями в гене филаггрина.
	
	Содержание цитокинов
	Коэффициент

Спирмана, (r)

	Атопический дерматит, стадия обострения
	IL-4 
	0,32

	
	IFN-γ 
	0,02

	
	IL-10  
	0,04

	
	IL-17  
	- 0,84

	Атопический дерматит, стадия ремиссии
	IL-4 
	- 0,11

	
	IFN-γ 
	0,69

	
	IL-10   
	- 0,32

	
	IL-17 
	0,57


При проведении корреляционного анализа была обнаружена сильная корреляционная взаимосвязь содержания IL-17, выявленного как в период обострения, так и период ремиссии, с мутациями в гене филаггрина (r=-0,84, r=0,69 соответственно, p<0,05) (табл. 7). Проведенное исследование указывает на возможную роль IL-17 в регуляции аллергического процесса при АтД на местном уровне у пациентов с мутациями в гене филаггрина.

Корреляционные зависимости цитокинов «кожного окна» с мутациями в гене, кодирующем белок филаггрин, указывают на влияние данного генетического дефекта на активность иммунорегуляторных субпопуляций Т-клеток.

Кроме изучения цитокинов в экссудате  «кожного окна» у пациентов двух исследуемых групп было проведено иммуногистохимическое определение количества CD1a+клеток в эпидермисе и CD68+клеток в дерме. Материалом для исследования CD1a и CD68 были использованы биоптаты кожи, взятые у пациентов с мутациями в гене филаггрина (основная группа) и у пациентов без мутаций в гене филаггрина (группа сравнения) в разные стадии АтД (табл. 8).
По данным табл. 8, суммарное количество CD1a положительных клеток и их отростков у пациентов из двух сравниваемых групп в период обострения АтД достоверно превышает в 4 и более раз показатели здоровых лиц. Увеличение числа  КЛ и повышение их функциональной активности в виде увеличения количества их дендритных отростков было отмечено по всей толщине эпидермиса: в верхней, средней и нижней третях. Повышение количества CD1a+клеток и их активности, как основных АПК, в ответ на антигенную стимуляцию в период обострения, подтверждает  ключевую роль КЛ в инициации иммунного ответа при АтД [Leung D.Y.M., 2004].

Число КЛ и их отростков у пациентов с мутациями в гене филаггрина выше показателей, наблюдаемых у пациентов из группы сравнении, за счет достоверного повышения данных клеток в верхней трети эпидермиса в период обострения АтД. Вероятно, формирующееся под влиянием дефекта филаггрина нарушение барьерной функции кожи существенно увеличивает субкутанное поступление аллергена, и как следствие этого увеличивается количество и функциональная активность КЛ в верхней трети эпидермиса, непосредственно контактирующей с окружающей средой. 
По данным литературы, КЛ являются циркулирующими и  динамичными клетками. Под влиянием антигенного стимула они могут покидать свое место расположения, перемещаться в дистально расположенные слои и вызывать иммунный ответ. Можно предположить, что увеличение количества КЛ в верхней части эпидермиса связано с миграцией данных клеток из средней трети эпидермиса, в которой и сосредоточен основной пул этих клеток. 
Частичное восстановление кожного барьера в период ремиссии приводит к достоверному снижению общего количества КЛ и их отростков, как в основной группе, так и в группе сравнении, но полного восстановления до уровня показателей контроля не наблюдается. Можно предположить, что общее увеличение количества КЛ и их отростков в эпидермисе больных АтД в период ремиссии, в сравнении с образцами кожи здорового контингента лиц, связано с генетически обусловленной предрасположенностью к атопии. 
 Больные с АтД подвергаются постоянному воздействию аллергена, а КЛ обладают «антигенкуммулирующими» свойствами и ответственны за IgE-опосредованное накопление аллергенов в коже при АтД. Они образуют равномерную «антигенулавливающую» сеть в межклеточном пространстве между многочисленными кератиноцитами и проводят постоянное сканирование субстанций, поступающих во внутреннюю среду через кожные покровы, будучи в любой момент готовыми инициировать иммунный ответ на возможный патоген.
Общее количество КЛ и их отростков в период ремиссии достоверно больше у пациентов с мутациями в гене филаггрина, чем в группе сравнения. У пациентов при АтД исходно нарушена проницаемость кожных покровов. Возможно, при наличии мутации в гене филаггрина у пациентов с АтД наблюдается значительно более повышенное поступление аллергенов через кожу, которое происходит постоянно, что требует

Таблица 8 
Количество CD1a положительных клеток Лангерганса и их отростков в разных слоях эпидермиса у больных АтД основной группы и группы сравнения и у здоровых лиц, Me (Q1-Q3)

	
	Клетки Лангерганса
	Дендритные отростки

	
	Верхняя треть эпидермиса
	Средняя треть эпидермиса
	Нижняя треть эпидермиса
	Общее количество клеток
	Верхняя треть эпидермиса
	Средняя треть эпидермиса
	Нижняя треть эпидермиса
	Общее количество отростков

	Контрольная группа, n=10
	0

(0-0,12)
	0,95
(0,3-1,35)
	0

(0-0,12)
	1,0

(0,5-1,3)
	0,15

(0-0,4)
	1,45
(0,6-3,0)
	0,1

(0-0,35)
	1,45

(1,2-3,4)

	АтД с мутациями

(основная группа),

обострение

 n=7
	1

(0,4 – 2,8)

р1
	3,5

(1,6 – 5,8)

р1
	1,1

(0,4 -1,5)

р1
	5,5

(5,3 – 7,0)

р1
	3,7

(2 – 4,9)

р1
	6,0

(3,5 – 11)

р1
	1,9

(1-3)

р1
	11,3

(8,1 – 14,4)

р1

	АтД (группа сравнения), обострение 

n=8
	0,3

(0-0,57)
р2
	3,1

(1 - 5,87)
р1
	1,0

(0,37-1,38)

р1
	4,2

(2,3-7,4)

р1
	2,0

(0,15-2,8)

р1
	5,5

(3,6-9,0)

р1
	1,9

(1,5-3,75)

р1
	9,9

(5,6-16,1)

р1

	АтД с мутациями

(основная группа), ремиссия,  n=7
	0,2

(0-0,3)

р2
	2,0

(0,35-3,2)
	0

(0-0,5)
р2, р3
	2,8

(2,0-4,2)
p1, р2
	0,6

(0,5-2)
р2
	4,0

(1,6-4,2)
	0

(0-0,6)
р2, р3
	4,8

(3,2-6,0)
р1, р2

	АтД (группа сравнения), ремиссия, n=8
	0
(0-0,37)
р2
	1,6

(0,9-3,8)
	0
(0-0,27)
р2, р3
	1,75

(0,4-2,1)
р2, р3, р4
	0,2

(0-0,95)
р2
	3,6

(3-6,7)

р1
	0

(0-0,56)
р2, р3
	3,8

(3-7,87)
р2, р3, p4


*Примечание: p1 - достоверность различий в сравнении с контролем (р˂0,05)

р2 - достоверность различий в сравнении с обострением АтД с мутациями (основная группа) (р˂0,05)

р3-  достоверность различий в сравнении с обострением АтД группы сравнения (р˂0,05)

p4- достоверность различий в сравнении с ремиссией АтД с мутациями (основная группа) (р˂0,05)

 p5- достоверность различий в сравнении с ремиссией АтД группы сравнения (р˂0,05)
усиленного иммунного ответа в независимости от стадии заболевания, проявляющегося в компенсаторном увеличении количества КЛ и их отростков, как показателей активности этих клеток, в период ремиссии АтД.

По результатам иммуногистихимического исследования на выявление клеток, экспрессирующих CD68, при АтД в периоды обострения и ремиссии отмечается повышение CD68+ клеток (макрофагов) в дерме по сравнению со здоровыми лицами. У пациентов с мутациями в гене филаггрина была выявленая тенденция к увеличению CD68+ клеток по отношению к больным с АтД из группы сравнения.
Возможно, повышенная проницаемость кожи, наблюдаемая у пациентов с мутациями в гене филаггрина, сопровождается более выраженными воспалительными процессами в коже, что находит отражение в более высоких показателях распределения CD68+ клеток. 
По результатам проведенной электронной микроскопии у пациентов с мутациями в гене филаггрина было отмечено уменьшение количества клеточных слоев рогового слоя и пластов межклеточных липидов, что клинически, как известно, проявляется ксерозом кожи. В некоторых участках удается обнаружить множество мелких десмосом, часть из которых подвержена деструктивным изменениям. Наблюдается фрагментация и распад тонофибрилл в указанных областях, появление электронноплотного мелкогранулярного материала в цитоплазме контактирующих клеток. Описанные в электронном микроскопе изменения у пациентов с мутациями в гене филаггрина свидетельствуют о нарушенной барьерной функции кожи. 
Резюмируя вышеизложенное в целом, следует заключить, что мутации в гене филаггрина, как предрасполагающий фактор развития АтД, вносят свой вклад в течение заболевания, отражающийся на показателях цитокинов и иммунокомпетентных клеток в коже, что в свою очередь определяет клинические особенности АтД.

Практические рекомендации:

1. Целесообразно исследовать локальные уровни цитокинов в кожном окне при атопическом дерматите для определения резидуальной воспалительной активности в коже.

2. Всем пациентам с мутациями в гене филаггрина в период ремиссии необходимо обязательное включение в поддерживающую терапию АтД нестероидных противовоспалительных препаратов типа ингибитора кальциневрина (пимекролимус) длительными интермитирующими курсами.
ВЫВОДЫ

1. Частота мутаций 2282del4 и R501X в гене филаггрина в обследованной популяции больных атопическим дерматитом (n=143) составила соответственно 9,1% и 2,1%. Пациенты c атопическим дерматитом с мутациями в гене филаггрина имеют клинические особенности по сравнению с пациентами без мутаций, заключающиеся в более выраженном шелушении кожи и документально подтвержденными частыми осложнениями вторичной инфекции, что обусловлено нарушениями барьерной функции кожи. 

2.  В периоды обострения и ремиссии атопического дерматита в обеих группах пациентов выявлено однонаправленное достоверное повышение в кожных экссудатах по отношению к контролю содержания IL-4 и IL-10, а в стадию ремиссии - снижение IFN-γ. Это может свидетельствовать о дисбалансе Th1/Th2 в сторону активации Th2 и вовлечении в процесс других клеток (Тr1, дендритных клеток и др.).
3. У пациентов с мутациями в гене филаггрина зарегистрировано в периоде 
ремиссии болезни достоверное повышение в кожных экссудатах содержания IL-4 и IL-17 по сравнению с пациентами без мутаций, что может отражать более высокий уровень резидуального аллергического воспаления в коже в этой группе пациентов. 

4. В период обострения  атопического дерматита у пациентов обеих групп отмечается достоверное повышение CD1a+ клеток Лангерганса в эпидермисе и CD68+ клеток (макрофагов) в дерме по сравнению со здоровыми лицами, что отражает высокий уровень распределения антигенпредставляющих клеток в коже и процессов её ремоделирования при атопическом дерматите. 

5. У пациентов с мутациями в гене филаггрина зарегистрировано достоверное повышение CD1a+ клеток Лангерганса и их отростков в периоде ремиссии болезни по сравнению с контролем и с группой пациентов без мутаций, что свидетельствует о более высоком уровне готовности к инициации иммунных ответов в коже у больных данной группы. 
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Рисунок  2. Диаграмма распределения частот делеции 2282del4 и мутации R501X в группе больных с атопическим дерматитом г. Томска
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Рисунок 3. Диаграмма распределения частот делеции 2282del4 и мутации R501X в группе больных с атопическим дерматитом в Западной Европе (По данным [Weidinger S., 2006])





Таблица 7


Анализ связи содержания цитокинов в экссудате  «кожного окна» и и мутаций2282del4 и R501X в гене филаггрина у пациентов c атопическим дерматитом
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