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Изучена экспрессия генов металлотионеинов 1–5, убиквитина Б, белка р53 и их продуктов в зоне 
рентгеновского ожога кожи 3-й степени у морских свинок при ежедневной 35-суточной аутотрансплантации 
в неё фибробластов и смеси фибробластов с кератиноцитами, начатой сразу после облучения. Показано, 
что в зоне ожога непрерывно снижается экспрессия генов металлотионеинов 1–5, убиквитина Б и 
содержание этих белков, а экспрессия гена белка р53 и его содержание повышаются. Введение в зону 
ожога аутофибробластов или их смеси с аутокератиноцитами повышает (в большей степени клеточная 
смесь) экспрессию генов металлотионеинов 1–5 и убиквитина Б и их содержаниe при снижении экспрессии 
гена белка р53 и нормализации его содержания. 
 
Ключевые слова: лучевой ожог, фибробласты, кератиноциты, аутотрансплантация, 
металлотионеины, убиквитин, белок р53. 

 
Вплив аутотрансплантації фібробластами і композицією фібробластів з 
кератиноцитами в зону променевого опіку шкіри на динаміку експресії 

генів металотіонеїнів, убіквітину і білка р53 
Л.В.Алтухова  

 
Вивчено експресію генів металотіонеїнів 1–5, убіквітину Б, білка р53 та їх продуктів у зоні рентгенівського 
опіку шкіри 3-го ступеня у морських свинок при щоденній 35-добовій аутотрансплантації в неї фібробластів 
і суміші фібробластів з кератиноцитами, що була розпочата відразу після опромінення. Показано, що в зоні 
опіку безперервно знижується експресія генів металотіонеїнів 1–5, убіквітину Б і вміст цих білків, а 
експресія гену білка р53 і його вміст підвищуються. Введення в зону опіку аутофібробластів або їх суміші з 
аутокератиноцитами підвищує (більшою мірою клітинна суміш) експресію генів металотіонеїнів 1–5 і 
убіквітину Б та їх вміст при зниженні експресії гена білка р53 і нормалізації його вмісту. 
 
Ключові слова: променевий опік, фібробласти, кератиноцити, аутотрансплантація, металотіонеїни, 
убіквітин, білок р53. 

 
Effect of autotransplantation of fibroblasts and keratinocytes with fibroblasts 

mixture in the area of skin radiation burn on the dynamics of metallothioneins, 
ubiquitin and p53 genes expression  

L.V.Altuhova 
 

There has been studied gene expression of metallothioneins 1–5, ubiquitin В, p53 protein and their products in 
the area of the 3rd degree X-ray skin burn in guinea pigs at daily 35-day autotransplantation of fibroblasts and a 
mixture of fibroblasts and keratinocytes started immediately after exposure. It has been shown that in the burn 
zone gene expression of metallothioneins 1–5, ubiquitin B and content of these proteins continually decreases, 
and gene expression of p53 protein and its content increase. Introduction of autofibroblasts or mixtures thereof 
with keratinocytes into the burn zone increases metallothioneins 1–5 and ubiquitin B gene expression and content 
of these proteins (to a greater degree at cell mixture administering), while reducing p53 protein gene expression 
and normalization of its content. 
 
Key words: radiation burn, fibroblasts, keratinocytes, autotransplantation, metallothioneins, ubiquitin, p53. 
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Введение 
В предыдущих работах (Кот и др., 2013; Алтухова и др., 2013; Алтухова и др., 2015) было 

показано, что ежедневное глубокое введение в течение 35 суток как смеси аутофибробластов с 
аутокератиноцитами, так и одних аутофибробластов в зону рентгеновского ожога кожи у морских 
свинок, начатое через 1 час после облучения, приводит к существенному торможению развития ожога 
и заживлению лучевой язвы. В основе этого лежит повышение уровня экспрессии генов структурных и 
регуляторных белков, гликозаминогликанов, ферментов их синтеза и распада, а также генов 
факторов роста фибробластов и противовоспалительных цитокинов, в условиях непрерывного 
замещения гибнущих клеток живыми в зоне ожога. Лечебная эффективность аутотрансплантации 
смесью фибробластов с кератиноцитами существенно выше по сравнению с аутотрансплантацией 
одними только фибробластами. Это является результатом взаимной стимуляции аутофибробластов 
и аутокератиноцитов к пролиферации и синтезу биологически активных веществ, индуцирующих 
регенерацию тканей и заживление раны (Blomme еt al., 1999; Werner еt al., 2007). 

К таким веществам относятся металлотионеины, убиквитин и белок р53, которые обладают 
регуляторными и защитными свойствами, особенно важными в условиях стресса различного 
происхождения.  

В настоящее время установлено, что металлотионеины, кроме детоксикации ионов тяжёлых 
металлов путём их связывания, поддерживают равновесие в окислительно-восстановительных 
реакциях и могут играть роль полифункциональных внутриклеточных регуляторов, принимающих 
участие в процессах клеточной пролиферации, дифференцировки и апоптоза (Пыхтеева, 2010; 
Данилин, 2010; Кутяков, Салмина, 2014). 

Убиквитин участвует в деградации белков, пролиферации и дифференцировке клеток, 
репарации ДНК, а также в процессах ответной реакции на стресс (Schnell, Hicke, 2003; Kimura, 
Tanaka, 2010). 

Белок р53 контролирует клеточный цикл и репликацию ДНК и в стрессовом состоянии запускает 
апоптоз, обеспечивая стабильность генома (Lowe еt al., 1993).  

В данной работе изучена динамика экспрессии генов этих белков и их содержания в зоне ожога 
при обоих методах аутотрансплантации. 

 
Объекты и методы исследования  
Эксперименты проведены на морских свинках массой 350–450 г с соблюдением рекомендаций 

о нормах биомедицинской этики, согласно закону Украины «Про захист тварин від жорстокого 
поводження, 2006» (http://www.uapravo.net/data/base12/ukr12108.htm). 

Лучевые ожоги 3-й степени кожи левого бедра вызывали у животных рентгеновским 
излучением, как описано в (Altukhova еt al., 2015). Фибробласты и кератиноциты получали 
стандартными методами (Rittié, Fisher, 2005) и (Shaw, 1996) соответственно, из биоптатов кожи 
правого бедра, взятых за 32 суток до облучения. Для аутотрансплантации использовали оба типа 
клеток 3-го пассажа, которые хранили в жидком азоте (Келлер и др., 2000). Объёмную 
аутотрансплантацию проводили 6 инъекциями по контуру зоны облучения под углом 45º к её центру 
на глубину 1 мм. Каждая инъекция содержала (200–210)×103 фибробластов либо смесь (150–160)×103 
фибробластов + (130–140)×103 кератиноцитов в 100 мкл физиологического раствора. 

Образцы тканей из зоны ожога облученнных нелеченных и леченных, а также из аналогичных 
участков правого бедра у контрольных необлучённых животных брали после декапитации в 1-е, 20-е 
и 35-е сутки аутотрансплантации. 

После выделения из образцов тотальной РНК (наборы «RNeasy FFPE Kit», США) и синтеза 
кДНК (наборы QIAGEN OneStep RT-PCR Kit, США) с использованием ген-специфичных праймеров и 
Cy3-меченных нуклеотидов (производство Arrayit и Life Technologies, США, соответственно) 
проводили амплификацию на термоциклере BIO-RAD iCycler. 

Экспрессию генов измеряли с помощью гибридизации на ДНК-микрочипах (производство 
Arrayit, США). Отмывку проводили в камерах для гибридизации SecureSeal. 

Содержание исследуемых белков в образцах тканей проводили иммунохимическим анализом с 
использованием ELISA-микрочипов и наборов Antibody Array Assay Kit (KAS20, Full Moon BioSystems, 
Inc.) 
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Оба типа чипов сканировали на конфокальном флуоресцентном сканере Affymetrix 428, 
используя программное обеспечение Jaguar. Полученные значения флуоресценции выражали в 
единицах флуоресценции (rflu)/мг ткани. 

Анализ и статистическую обработку результатов экспериментов проводили в пакете программы 
Origin 7.5 pro (Glantz, 2007). Достоверными считали различия с р≤0,05. 

 
Результаты и обсуждение 
В табл. 1 приведены результаты измерения экспрессии генов изученных белков, а в табл. 2 – 

содержание этих белков в области ожога кожи у облучённых нелеченных и леченных обоими видами 
аутотрансплантации животных, а также в аналогичных участках кожи контрольных необлученных 
животных. 

 
Таблица 1. 

Влияние аутотрансплантации фибробластами и смесью фибробластов с кератиноцитами 
в зону лучевого ожога кожи у морских свинок на динамику экспрессии генов 
металлотионеинов, убиквитина и белка р53, (rflu/мг ткани)×103 
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MTL1 MTL2 MTL3 MTL4 MTL5 UBB TP53 
1 Необлучённые 193,3±3,9 145,9±2,9 137,1±2,7 128,2±2,6 175,5±3,5 569,9±11,4 150,9±3,0 

 
 

20 

Облучённые нелеченные 1,04 
±0,02* 

0,79 
±0,02* 

0,74 
±0,02* 

0,69 
±0,01* 

0,95 
±0,02* 

3,08 
±0,06* 

447,8 
±9,0* 

Аутотранс- 
плантация 

Фибробласты 0,39 
±0,01* 

3,27 
±0,07* 

1,70 
±0,04* 

1,07 
±0,02* 

32,0 
±0,7* 

1,91 
±0,03* 

1,31 
±0,03* 

Фибробласты 
и 

кератиноциты 

406,4 
± 8,1*,** 

212,1± 
4,3*,** 

281,4± 
5,6*,** 

216,5± 
4,3*,** 

402,1± 
8,0*,** 

424,4± 
8,5*,** 

214,7± 
4,3*,** 

 
 

35 

Облучённые нелеченные 0,37 
±0,01* 

0,28 
±0,01* 

0,26 
±0,01* 

0,25 
±0,01* 

0,34 
±0,01* 

1,10 
±0,02* 

0,29 
±0,01* 

Аутотранс- 
плантация 

Фибробласты 56,7 
±1,1* 

52,1 
±1,0* 

51,3 
±1,0* 

53,5 
±1,1* 

55,3 
±1,1* 

94,5 
±1,9* 

52,6 
±1,0* 

Фибробласты 
и 

кератиноциты 

650,3± 
13,0*,** 

339,4± 
6,8*,** 

450,3± 
9,0*,** 

346,4± 
7,1*,** 

643,3± 
13,0*,** 

689,0± 
13,8*,** 

343,5 
± 6,9*,** 

 
* – различия достоверны (р<0,05) по сравнению с необлучёнными животными; 
** – различия достоверны (р<0,05) по сравнению с трансплантацией аутофибробластами на 

соответствующие сутки. 
 
Как видно, в зоне ожога у облучённых животных, которых не лечили аутотрансплантацией, 

экспрессия генов всех металлотионеинов после облучения существенно и одинаково – в 185 раз 
снижается на 20-е сутки, а на 35-е она меньше контроля, в среднем, в 520 раз. При трансплантации 
только аутофибробластами и на 20-е, и на 35-е сутки экспрессия этих генов по-прежнему ниже 
контроля, хотя и в меньшей степени, чем у нелеченных животных. В то же время трансплантация 
смесью аутофибробластов с аутокератиноцитами повышает экспрессию этих белков по отношению к 
контролю – в среднем в 2 и 3 раза на 20-е и 35-е сутки соответственно. 

При этом содержание металлотионеинов в зоне ожога у нелеченных животных в первые же 
сутки после облучения резко падает и в течение всей продолжительности эксперимента остаётся 
близкой к нулю. Нормализация их содержания при трансплантации аутофибробластами наступает 
только на 35-е сутки. Смесь аутофибробластов с аутокератиноцитами уже на 20-е сутки приводит к 
превышению содержания металлотионеинов, в среднем в 6, а на 35-е – в 10 раз по отношению к 
контролю. 
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Аналогичным образом изменяются экспрессия гена убиквитина Б и его содержание в зоне 
ожога у облучённых нелеченных и леченных обоими видами аутотрансплантации животных. 

 
Таблица 2. 

Влияние аутотрансплантации фибробластами и смесью фибробластов с кератиноцитами 
в зону лучевого ожога кожи у морских свинок на динамику содержания в ней 
металлотионеинов, убиквитина и белка р53, rflu/мг ткани 
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1 Необлучённые 657±13 496±10 466±9,3 436±8,7 597±12 1938±39 513±10 

20 

Облучённые нелеченные 7±0,14* 5±0,10* 5±0,10* 5±0,01* 7±0,14* 21±0,42* 3108±62* 

Аутотранс- 
плантация 

Фибробласты 51±1,0* 93±1,9* 59±1,2* 114±2,3* 54±1,1* 51±1,0* 781±16* 
Фибробласты и 
кератиноциты 

4462 
±89*,** 

2328 
±47*,** 

3089 
±62*,** 

2376 
±48*,** 

4413 
±88*,** 

4659 
±93*,** 

557 
±71*,** 

35 

Облучённые нелеченные 5±0,10* 3±0,10* 3±0,10* 3±0,10* 4±0,10* 14±0,28* 3072±61* 

Аутотранс- 
плантация 

Фибробласты 623 
±12* 

572 
±11* 

563 
±11* 

587 
±12* 

607 
±12* 

1037 
±21* 

578 
±12* 

Фибробласты и 
кератиноциты 

7138 
±143*,** 

3726 
±75*,** 

4943 
±99*,** 

3802 
±76*,** 

7061 
±141*,** 

7564 
±151*,** 

771 
±15*,** 

 
* – различия достоверны (р<0,05) по сравнению с необлучёнными животными; 
** – различия достоверны (р<0,05) по сравнению с трансплантацией аутофибробластами на 

соответствующие сутки. 
 
Полученные результаты качественно совпадают с динамикой экспрессии генов ферментов 

антиоксидантного стресса и их содержанием в зоне ожога у облучённых нелеченных животных. 
Совпадает также и характер возвращения измеренных показателей и показателей оксидативного 
стресса к контрольным значениям при аутотрансплантации в зону ожога (Altukhova еt al., 2015). 

Это указывает на участие металлотионеинов и убиквитина Б в процессах антиоксидантной 
защиты от свободных радикалов, возникающих в зоне ожога в результате облучения. 

Совершенно по-иному выглядит динамика экспрессии гена и содержания белка р53 в зоне 
ожога у животных, как нелеченных, так и леченных аутототрансплантацией. Так, у нелеченных 
животных непосредственно после облучения экспрессия гена р53 в этой зоне возрастает и на 20-е 
сутки превышает контроль в 3 раза, а на 35-е экспрессия практически исчезает. При введении 
фибробластов экспрессия гена р53 резко снижается на 20-е и повышается на 35-е сутки после 
облучения, оставаясь всё же втрое ниже контроля. Введение же смеси аутофибробластов с 
аутокератиноцитами регулярно повышает экспрессию этого гена – в 1,4 и 2,3 раза на 20-е и 35-е 
сутки соответственно по отношению к контролю.  

При этом значительное – в 6 раз большее, чем в контроле, содержание белка р53 в зоне ожога 
у облучённых нелеченных животных наблюдается на протяжении всего эксперимента. Введение как 
фибробластов, так и смеси аутофибробластов с аутокератиноцитами снимает это превышение, так 
что и на 20-е, и на 35-е сутки содержание этого белка в зоне ожога близко к величине контроля, 
отличаясь от него не более чем в 1,5 раза.  

Обнаруженные особенности динамики экспрессии гена и содержания белка р53 в зоне лучевого 
ожога у животных, как нелеченных, так и леченных аутототрансплантацией, хорошо согласуются с его 
функциональной ролью. Среди стрессовых стимулов, которые приводят к активации белка р53, 
ионизирующее излучение играет немаловажную роль (Абраменко и др., 2008). Ведущим фактором 
при этом являются повреждения ДНК, возникающие при гибели клеток как в результате прямого 
действия радиации во время облучения, так и под воздействием свободных радикалов, непрерывно 
появляющихся впоследствии в результате цепных процессов. Поэтому у нелеченных животных 
экспрессия гена р53 наиболее высока именно в первое время после облучения, в период массовой 
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гибели клеток. Регулярное введение только аутофибробластов в зону ожога в используемом 
количестве оказывается недостаточным для нормализации уровня экспрессии и содержания белка 
р53. Смесь же аутофибробластов с аутокератиноцитами оказывается более эффективной. 

 
Выводы 
1. Развитие в течение 35 суток после облучения рентгеновского ожога кожи у морских свинок 

сопровождается непрерывным снижением экспрессии генов металлотионеинов 1–5, убиквитина Б и 
содержания этих белков с одновременным повышением экспрессии гена белка р53 и его содержания 
в зоне ожога. 

2. Эти различия связаны с преимущественным участием белка р53 в процессах апоптоза 
облучённых клеток, а металлотионеинов 1–5 и убиквитина Б – в нейтрализации возникших при 
облучении свободных радикалов. 

3. Введение в зону ожога аутофибробластов или их смеси с аутокератиноцитами в 
концентрациях, соответствующих таковым в здоровой коже, повышает (в большей степени клеточная 
смесь) экспрессию генов металлотионеинов 1–5 и убиквитина Б и их содержания при снижении 
экспрессии гена белка р53 и нормализации его содержания. 
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