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В работе изучены уровень апоптоза, экспрес-
сия промотора апоптоза гена р53 и анти-

апоптозного гена Bcl-2, антигена клеточной 
пролиферации (PCNA) в клетках кожи ин-
тактной и при локальной воспалительной ре-
акции. Внутрикожное введение никотиновой 
кислоты и Кутис Композитум в кератиноцитах 
эпидермиса активизирует программу апопто-
за, что вызвает рост фрагментированной ДНК, 
оверэкспрессии р53 и низкую иммунопози-
тивность Bcl-2. Внутрикожное введение нико-
тиновой кислоты и Кутис Композитум в кера-
тиноцитах эпидермиса сопровождается также 
стимуляцией пролиферации PCNA.
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ВВЕДЕНИЕ
Апоптоз — тонко регулируемый физиологи-

ческий процесс, способный элиминировать не-
нужные клетки, не вызывая воспалительный 
ответ и его последствия. Это принципиально 
важно для эмбриогенеза, поддержания ткане-
вого гомеостаза, а также для защиты от инфек-
ционных агентов и канцерогенеза [6]. Множес-
тво различных стимулов, таких как клеточный 
стресс, отсутствие в среде факторов роста, пов-
реждение ДНК, цитокиновая сигнализация, 
могут вызвать апоптоз [5]. Хотя триггерные ме-
ханизмы всех этих стимулов различны, как раз-
личны и пути трансформации их в клетку, боль-
шинство из них, в конечном счете, сходятся на 
внутриклеточном протеолитическом каскаде. 
Стимуляция протеолиза приводит к необра-
тимому распаду клеточных белков, выполняю-

щих структурную роль в клетке, а также распа-
ду белков, вовлеченных в контроль клеточного 
цикла, синтеза и репарации ДНК. Наконец, эти 
биохимические события приводят к дефор-
мации клеточной мембраны, сморщиванию 
клетки и конденсации хроматина, которые яв-
ляются характерными морфологическими осо-
бенностями апоптоза [8]. 

В коже клетки, умирающие путем апопто-
за, были найдены при различных состояни-
ях, типа воспалительных дерматозов и опухо-
лей кожи [4, 18, 19]. Накапливаются данные, 
что апоптоз играет важную роль не только в па-
тогенезе кожных заболеваний, но и также вов-
лечен в гомеостатические механизмы в здоро-
вой коже [15, 17]. В этом отношении конечное 
дифференцирование кератиноцитов является 
специальной формой апоптоза, поскольку есть 
подобия между терминально дифференциру-
ющимися кератиноцитами и апоптотической 
клеткой. Так, в гранулярных кератиноцитах 
имеются признаки активации эндонуклеазы  
и фрагментации ДНК [3, 9, 16]. Таким образом, 
вероятно, что пролиферация кератиноцитов 
регулируется апоптотической смертью клет-
ки, чтобы поддерживать постоянную толщину 
эпидермы. 

Появление новых данных по экспрессии 
Fas, Fas�� и белков семейства Bcl-2 в коже при, Fas�� и белков семейства Bcl-2 в коже приFas�� и белков семейства Bcl-2 в коже при и белков семейства Bcl-2 в коже при 
разнообразных состояниях и заболеваниях рас-
крывает роль апоптоза в регулировании гомеос-
таза в коже [7, 10, 11]. Простое присутствие FasFas  
и Fas�� в клетках кожи — только первый де-Fas�� в клетках кожи — только первый де- в клетках кожи — только первый де-
терминант апоптоза. Восприимчивость клеток 
кожи к сигналам смерти, типа Fas�Fas��-связы-Fas�Fas��-связы-�Fas��-связы-
вание или депривации цитокина может быть 
изменена многими различными белками, на-
пример белками семейства Bcl-2 [13]. 

Апоптоз, являясь нормальным проявлением 
жизнедеятельности организма, также оказыва-
ется компонентом воспалительных процессов, 
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поскольку он важен не только для формирова-
ния структуры тканей, но и для сохранения этой 
структуры. Так, при нарушении механизмов ре-
гуляции апоптоза может служить основой па-
тологических синдромов и являться важным 
фактором патогенеза ряда заболеваний — от 
аутоимунных и опухолевых процессов при по-
давлении апоптоза до дефектов развития цито-
пений, иммунодефицитов и генерализованных 
воспалительных процессов при его усилении 
[12, 14, 18, 19]. 

Целью работы явилось изучение уров-
ня апоптоза, экспрессии промотора апоптоза 
гена p53 и антиапоптозного гена Bcl-2, анти-
гена ядер пролиферирующих клеток (PCNA)  
в клетках кожи в норме и при воспалении.

МАтЕРИАЛы И МЕтОДы 
ИССЛЕДОВАНИЯ

При проведении данной работы экспери-
менты были поставлены на белых крысах-сам-
цах линии ��s�a�, 16-недельного возраста, мас-��s�a�, 16-недельного возраста, мас-�s�a�, 16-недельного возраста, мас-
сой 200-300 г, которые были распределены на 
следующие группы: 

1. Контрольная группа — животные, кото-Контрольная группа — животные, кото-
рым внутридермально вводили физиологичес-
кий раствор, — 11 крыс.

2. �ивотные, которым внутридермаль-�ивотные, которым внутридермаль-
но вводили никотиновую кислоту (НК), — 16 
крыс.

3. �ивотные, которым внутридермально�ивотные, которым внутридермально 
вводили Кутис Композитум (КК), — 18 крыс.

Всего в эксперименте было использовано 
45 животных. В экспериментальной работе ис-
пользовали препараты провоспалительного и 
противовоспалительного действия. Исследо-
вания проводили на 9 сут. моделирования вос-
палительной реакции в коже. Выбранные нами 
сроки исследования были обусловлены про-
цессом нормальной регенерации тканей после 
моделируемого асептического внутрикожного 
воспаления. 

Все исследования проводились в одно и то же 
время суток. Препараты вводили внутрикожно 
инсулиновым шприцем (глубина 1-2 мм) в 30 
единовременных последовательных инъекциях 
при общем объеме вводимых растворов до 0,7 
мл. Область введения — наружная поверхность 
левого бедра, которая являлась зоной морфоло-
гических исследований (область кожи контр-
латерального бедра являлась дополнительным 
морфологическим контролем).

Все лекарственные средства и изотоничес-
кий раствор хлорида натрия (физиологический 

раствор) вводили 1 раз в 3 дня в общем объ-
еме 0,7 мл. Препарат НК (1% раствор) и препа-
рат Кутис Композитум (2,2% раствор) вводили  
в количестве 0,2 мл, разведенных физиологи-
ческим раствором до 0,7 мл. 

Детекция апоптоза осуществлялась по вы-
явлению ДНК-фрагментации в гомогенатах 
ткани кожи с дифениламиновым реагентом по 
методу �.�.��ss��� [2] в нашей модифика-�.�.��ss��� [2] в нашей модифика-.�.��ss��� [2] в нашей модифика-�.��ss��� [2] в нашей модифика-.��ss��� [2] в нашей модифика-��ss��� [2] в нашей модифика- [2] в нашей модифика-
ции [1]. Ее суть заключается в том, что гомо-
генат ткани сразу готовится в лизис-буфере 
(рН=8). В качестве среды выделения исполь-
зовался лизис-буфер (5 мМ ���s �Cl, 20 мМ���s �Cl, 20 мМ �Cl, 20 мМ�Cl, 20 мМ, 20 мМ 
ЭДТА (рН=8), 0,5% ���l��� �-100) в объемном���l��� �-100) в объемном �-100) в объемном�-100) в объемном-100) в объемном 
соотношении 1:9. Пробу готовили при �=4�С.�=4�С.=4�С. 
Аликвоту каждой пробы центрифугировали в 
течение 15 мин. при 13000 �, отделяя интакт-�, отделяя интакт-, отделяя интакт-
ный хроматин (осадок) от фрагментированной 
ДНК (супернатант). Затем пробы ресуспензи-
ровали в 500 μл ТЕ-буфера (10 мМ ���s �Cl,���s �Cl, �Cl,�Cl,, 
1 мМ ЭДТА, рН=8) и преципитировали в 600 
μл 12% трихлоруксусной кислоты (ТХУ) при 
�=4�С. Далее преципитаты центрифугировали=4�С. Далее преципитаты центрифугировали 
при 4000 � 10 мин. и супернатант отбрасыва-� 10 мин. и супернатант отбрасыва- 10 мин. и супернатант отбрасыва-
ли. В пробирки с осадком добавляли по 300 μл 
5% ТХУ и проводили гидролиз на водяной бане 
при 90�С в течение 10 мин. Затем пипеткой ос-
торожно из пробирок отбирали супернатант. 
После охлаждения в пробирки с супернатантом 
добавляли дифениламиновый реагент в объем-
ном соотношении 1:2. Максимальное развитие 
окраски достигалось через 17-18 ч при комнат-
ной температуре. 

Интенсивность окраски прямо пропорцио-
нальна содержанию ДНК в пробе. После про-
ведения цветной реакции аликвоты раствора 
переносили в кюветы спектрофотометра (СФ-
46) и измеряли оптическую плотность при  

=570 нм против контроля (дифениламиновый 
реагент + 5% ТХУ).

Степень повреждения ДНК выражали в 
процентах как отношение ее количества в надо-
садочной жидкости к суммарному количеству в 
осадке и надосадочной жидкости.

Маркеры апоптоза и пролиферативную 
активность клеток эпидермиса определя-
ли иммуногистохимическим методом. При 
изучении пролиферативных процессов исполь-
зовали определение антигена ядер пролифери-
рующих клеток (PCNA), при оценке клеточной 
гибели – экспрессию промотора апоптоза гена 
p53 и антиапоптозного гена Bcl-2. Иммуногис-
тохимическое исследование проводили на се-
рийных парафиновых срезах толщиной 5 мкм. 
Срезы инкубировали с антителами к PCNA 
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(Dak�, Дания, клон PC-10, предварительное 
разведение), р53 (Dak�, Дания, клон DO-7, ра-
бочее разведение 1:100), Bcl-2 (Dak�, Дания, 
клон 124, рабочее разведение 1:20). Индексы 
мечения (ИМ) PCNA и р53 рассчитывали как 
отношение числа позитивно окрашенных ядер 
к общему числу ядер. При исследовании пре-
паратов, окрашенных антителами к Bcl-2, рас-
считывали отношение иммуногистохимически 
позитивных клеток с окрашенной цитоплазмой 
к общему числу клеток. Анализ изображения 
проводили с помощью флуоресцентного мик-
роскопа с цифровой видеокамерой и програм-
мой анализа изображения B����s���� 2.0.B����s���� 2.0. 2.0.

Статистический анализ проводился пакетом 
статистических программ �P��8.0.�аспределе-�P��8.0.�аспределе- 8.0. �аспределе-
ние выборки проверялось критерием Колмого-
рова-Смирнова, а также по величине асиммет-
рии и акцесса. При нормальном распределении 
изучаемых выборок применялись методы па-
раметрической статистики с использованием 
критерия Стьюдента. При ненормальном рас-
пределении изучаемых выборок, а также при 
оценке качественных показателей использо-
вались методы непараметрической статисти-
ки: ранговый и знаковый критерии Вилкоксона  
и критерий 2 (хи-квадрат). Достоверность 
учитывалась при  (альфа) 0,05.

РЕЗУЛЬтАты ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для выявления степени выраженности за-
программированной гибели клеток под воз-
действием локальной стимуляции определя-
ли уровень ф-ДНК в клетках кожи. Показатели 
были статистически значимыми и имели высо-
кую степень достоверности.

Исследование показало, что уровень фраг-
ментированной ДНК при введении НК превос-
ходит таковой в других группах (табл. 1). Про-

цент фрагментации ДНК в коже животных, 
которым вводили НК, составил М=38,28±2,01, 
в то время как в группе животных, которым 
вводили КК, он оказался значительно меньше 
и составил М=27,97±0,002 при р<0,001. Данное 
исследование указывает на усиление апоптоза 
клеток кожи в ответ на введение НК по срав-
нению с КК. Введение КК вызывает запрог-
раммированную генетическую гибель гораз-
до менее выражено, чем НК, но более значимо, 
чем в контрольной группе М=11,16±0,67 при 
р<0,001. Более высокое значение показателя 
ф-ДНК при введении КК, вероятно, указывает 
на активацию медиаторного каскада активации 
воспалительной реакции в коже [18].

�езультаты корреляционного анализа пока-
зателей ф-ДНК и значения показателей облас-
тей инфильтрации воспалительными клетками 
выявили прямую взаимосвязь степени выра-
женности апоптоза и активности воспалитель-
ной реакции в коже (�=0,472�� р=0,006). Данный�=0,472�� р=0,006). Данный=0,472�� р=0,006). Данный 
факт предполагает наличие прямого влияния 
моделируемой воспалительной реакции на за-
пуск механизмов гибели клеток кожи. 

До последнего времени считалось, что не-
репарируемые повреждения ДНК приводят 
клетку к гибели в результате нарушения фун-
кций всех биохимических систем из-за невоз-
можности полноценной транскрипции генов, 
содержащих дефекты в матрице ДНК [6]. Ис-
следования последних лет привели к формиро-
ванию принципиально новых представлений о 
механизме гибели клеток, имеющих повреж-
дения ДНК, как о процессе, осуществляемом 
в соответствии с определенной генетической 
программой. В индукции этой программы при 
наличии повреждений в ДНК клетки важная 
роль принадлежит белку р53 [7]. Этот белок 
с молекулярной массой 53 кДа локализован  
в ядре клетки и является одним из транскрип-
ционных факторов, повышенная экспрессия 
которого приводит к репрессии ряда генов, ре-
гулирующих транскрипцию и причастных к 
задержке клеток в фазе клеточного цикла G1. 
При повреждении ДНК под действием ионизи-
рующего излучения или УФ-излучения, инги-
биторов топоизомеразы II и некоторых других 
воздействиях происходит активация экспрес-
сии гена р53. Блок клеточного цикла в фазах G1  
и G2 до репликации ДНК и митоза, соответс-
твенно, делает возможной репарацию повреж-
денной ДНК и предотвращает тем самым появ-
ление мутантных клеток. Если же активность 
репарационных систем недостаточна и повреж-
дения ДНК сохраняются, то в таких клетках 

ТАБлИЦА 1
Показатели ДНК-фрагментации  

в клетках кожи

Вводимое вещество

ДНК-фрагментация 
в клетках кожи, % 

(биохимический показатель 
апоптоза)

N �±�
Физиологический раствор 12 11,16±0,67
Никотиновая кислота 10 38,28±2,01
Кутис Композитум 10 27,97±1,75

Примечания: N — размер выборки; М — среднее значение пока-
зателей; m — ошибка средней при достоверности разницы по-
казателей в группах сравнения по Вилкоксону, p 0,005.



ОРИГІНАЛЬНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ

165Український журнал клінічної та лабораторної медицини • Том 4, №2, 2009

индуцируется программируемая клеточная ги-
бель или апоптоз, что приводит к защите орга-
низма от присутствия клеток с поврежденной 
ДНК, то есть мутантных и способных к злока-
чественной трансформации [4, 11].

На уровне транскрипции р53 регулирует 
экспрессию генов, участвующих в блокаде кле-
точного цикла — р21 (ингибитор большинства 
циклин-зависимых киназ), либо взаимодейс-
твует или с комплексами, определяющими син-
тез и репарацию ДНК, или с белками, модули-
рующими апоптоз — Вах [6]. 

Мутации гена р53 позволяют таким клеткам 
сохранять жизнеспособность в митозе, что чре-
вато выживанием клеток, подвергшихся опухо-
левой трансформации. И действительно, при 
онкологической трансформации обнаружено 
значительное количество мутаций гена р53 [9]. 
Мутации гена р53 связаны с плохим прогнозом 
в лечении злокачественных новообразований. 
Такие опухолевые клетки оказываются резис-
тентными к лучевой и химиотерапии. И наобо-
рот, опухоли с нормальным (диким типом) р53 
легко поддаются лечению [10].[10].. 

Таким образом, при действии генотоксичес-
ких агентов р53 не только увеличивает время 
репарации ДНК, но также защищает организм 
от клеток с опасными мутациями. Блокирова-
ние процесса апоптоза, происходящее на раз-
ных стадиях канцерогенеза, приводит к сниже-
нию способности трансформированных клеток 
активировать программу клеточной гибели, 
что определяет прогрессию опухолевого забо-
левания [4]. 

В клетках кожи человека также содержит-
ся протеин р53, кодируемый геном р53 [6]. По-
лучая сигналы о клеточном повреждении, бе-
лок р53 либо останавливает клеточный цикл 
для репарации генома, либо индуцирует апоп-
тотическую гибель клетки. Активированный 
белок р53 одновременно осуществляет индук-
цию белков-промоторов апоптоза �a�, �ak, �a�,�a�, �ak, �a�,, �ak, �a�,�ak, �a�,, �a�,�a�,, 
а также репрессию белков-ингибиторов апоп-
тоза — �cl-2 и �cl-�. Таким образом, дисбаланс�cl-2 и �cl-�. Таким образом, дисбаланс-2 и �cl-�. Таким образом, дисбаланс�cl-�. Таким образом, дисбаланс-�. Таким образом, дисбаланс�. Таким образом, дисбаланс. Таким образом, дисбаланс 
между экспрессией генов белков, отвечающих 
за выживаемость клеток, и семейства белков, 
ответственных за гибель клеток, является ме-
ханизмом, контролирующим гомеостаз клеток 
кожи [17].

Как показали наши исследования (рис. 1), 
при введении физиологического раствора в 
эпидермис кожи крыс экспрессия промотора 
апоптоза р53 была минимальной, о чем свиде-
тельствует низкая степень выраженности им-
мунопозитивной реакции. 

По мнению некоторых авторов, в нормаль-
ных клетках белка р53 содержится мало — на 
уровне чувствительности методов определе-
ния. Полупериод жизни этого белка составляет 
приблизительно 5-20 мин., р53 постоянно об-
новляется путем синтеза [6, 15]. Другие авторы 
подтверждают, что в физиологических усло-
виях «дикий тип» (��)p53, характеризующий-��)p53, характеризующий-)p53, характеризующий-p53, характеризующий-53, характеризующий-
ся коротким периодом полураспада (не более 
20 мин.), содержится в клетках в очень низких 
концентрациях, которые обычно ниже чувс-
твительности иммуногистохимических мето-
дов [7].

При введении крысам никотиновой кисло-
ты число р53-позитивных клеток составляло 
46,6±6,8%, а в группе введения Кутис Компо-
зитум — 28,4±5,3%, что коррелирует с уровнем 
ДНК-фрагментации в этих группах и свиде-
тельствует об активации апоптоза в кератино-
цитах эпидермиса при воспалительном ответе 
путем оверэкспрессии промотора апоптоза — 
белка р53.

Процесс регулированной клеточной гибели 
условно может быть разделен на несколько раз-
личных фаз: фаза инициации апоптоза, прове-
дение сигнала, активация каспаз, активация эн-
донуклеаз и специфическая деградация ДНК,  
в результате чего наступает гибель клетки [6]. 

Если начальные фазы различаются в зависи-
мости от типа клеток и апотоз-индуцирующего 
сигнала, то этап деградации ДНК универсален 

Рис. 1. Экспрессия р53 в кератиноцитах эпидермиса кожи.

Рис. 2. Экспрессия bcl-2 в кератиноцитах эпидермиса кожи.
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для большинства клеток. Эта фаза является пе-
реходом к необратимой — терминальной ста-
дии апоптоза, которую контролируют белки 
семейства Вс1-2, производные одноименных 
генов [13]. В связи с этим, выяснение роли бел-
ков семейства Вс1-2 занимает центральное мес-
то в изучении регуляции процесса апоптоза.  
К настоящему времени известно, что белки 
этого семейства относятся либо к индукторам 
апоптоза (Ba�, Ba�, Bcl-�s, B�k, B��, Bak), либо 
к ингибиторам (Bcl-2, Bcl-���) [6]. Белки се-
мейства Bcl-2 находятся в постоянном динами-
ческом равновесии, образуя гомо- и гетероди-
меры, что в конечном счете влияет на развитие 
апоптоза клеток. Поэтому считается, что со-
отношение активных форм этих белков опре-
деляет реостат жизни и смерти клетки. Меха-
низм регуляции этого процесса целесообразно 
рассматривать с позиции структурно-функци-
ональных взаимоотношений между белками 
этого семейства, которые позволяют объеди-
нить их в одно семейство — Bcl-2. 

По нашим данным (рис. 2), экспрессия �cl-2 в�cl-2 в-2 в 
кератиноцитах эпидермиса была максимальной 
в группе введения физиологического раствора, 
при введении никотиновой кислоты и КК имму-
нопозитивность �cl-2 была выражена слабее.�cl-2 была выражена слабее.-2 была выражена слабее.

При оценке другими исследователями про-
цесса экспрессии белка �cl-2 в коже установлено,�cl-2 в коже установлено,-2 в коже установлено, 
что иммунопозитивная реакция кератиноцитов 
к антителам белка определяется чаще в цитоп-
лазме клеток базального слоя эпидермиса [16]. 

Экспрессия �cl-2 в базальных кератиноци-�cl-2 в базальных кератиноци--2 в базальных кератиноци-
тах должна обеспечивать выживание активно 
пролиферирующим клеткам. Так ли это проис-
ходит при воспалительной реакции, мы изучи-
ли на экспрессии антигена ядер пролифериру-
ющих клеток (PCNA) в клетках кожи в норме  
и при воспалении.

Введение никотиновой кислоты в эпидер-
мис крыс стимулирует процессы пролифера-
ции. Экспрессия PCNA была максимальной 
в данной группе исследования, тогда как экс-
прессия �cl-2 (рис. 2) при этом была подавлена�cl-2 (рис. 2) при этом была подавлена-2 (рис. 2) при этом была подавлена 
высокой экспрессией р53 (рис. 1). 

Описанные особенности экспрессии �cl-2�cl-2-2 
свидетельствуют о преимущественном повы-
шении резистентности к проапоптотическим 
сигналам менее дифференцированных клеток 
эпидермиса.

ВыВОДы
Таким образом, роль апоптоза в воспали-

тельном ответе кожи можно резюмировать сле-

дующим образом. Апоптоз служит регулятором 
численности структурных элементов и их «пра-
вильного» распределения в ткани кожи. При 
развитии воспалительной реакции с помощью 
апоптоза контролируется ее интенсивность, те-
чение и степень генерализации. Апоптоз учас-
твует в эффективной элиминации «отработав-
ших» в ходе воспаления клеток и способствует 
эффективным восстановительно-репаратив-
ным процессам в ткани. 
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У роботі вивчені рівень апоптозу, експресія 
промотора апоптозу гену p53 і антиапоптозного 
гену Bcl-2, антигену клітин проліферації (PCNA) 
у клітинах шкіри у нормальному стані і в умо-
вах запалення. Внутрішньошкірне введення ніко-

тинової кислоти і Кутис Композитум в керати-
ноцитах епідермісу активує програму апоптозу, 
що дало зріст фрагментованої ДНК, оверекспресії 
р53 і низьку імунопозитивність Bcl-2. Внутріш-
ньошкірне введення нікотинової кислоти і Кутис 
Композитум до епідермісу щурів супроводжуєть-
ся також стимуляцією проліферації, про що свід-
чить експресія антигену клітин проліферації 
PCNA.

I.A.Komarevtseva, E.N.Popov, К.V.Komarev
tsevа, А.V.Zaika. The promotor of apoptosis gen 
р53 and antyapoptotic gen Bcl2 in cell prolifera
tion. Lugansk, Ukraine.

Key words: apoptosis, proliferation, skin cells. 
The level of apoptosis, expression of the promotor 

of apoptosis gen p53 and antiapoptotic gene Bcl-2, an-
tigen of nuclear proliferates cells (PCNA) in cells of 
the skin in normal conditions and at inflammation was 
investigated. Intracutaneous introduction of nicotinic 
acid and Kutis Kompositum is accompanied by acti-
vation of the program of apoptosis that was expressed 
in high levels of fragmented DNA, the overexpression of 
р53 and low level of expression of Bcl-2. Intracutane-
ous introduction of nicotinic acid and Kutis Komposi-
tum was accompanied also with stimulation of prolif-
eration about what expression of antigen of nuclear 
proliferate cells PCNA is testify.
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у новорожденных с гипоксически-ишемическим 
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Статья посвящена результатам изучения эф-
фективности цереброкурина в комплексе 

интенсивной терапии новорожденных в усло-
виях гипоксически-ишемического поврежде-
ния головного мозга.
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