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Актуальность темы 

В последние годы большое число исследований посвящено изучению старе-

ния организма. Прогрессирующее увеличение доли лиц пожилого и старческого 

возраста в общей численности населения становится актуальной медицинской, со-

циальной и экономической проблемой [Хавинсон В.Х., 2009; Сафарова Г.Л., 2009; 

Хавинсон В.Х., Анисимов В.Н., 2009]. Средняя продолжительность жизни людей 

за последние 20 лет в России увеличилась на 10%, а в Европе - на 15%. Первые 

признаки старения отмечаются в коже, выполняющей, прежде всего, барьерную 

функцию и наиболее подверженной неблагоприятному воздействию внешней сре-

ды [Хавинсон В.Х., Рыжак Г.А., 2010; Amaro-Ortiz A., et al., 2014]. Инволютивные 

изменения в коже характеризуются дисфункцией защитного барьера. Кроме того, 

старение кожи имеет выраженные внешние проявления и способствует возникно-

вению неблагоприятного эстетического восприятия, что особенно важно для лю-

дей, работа которых связана с активной социальной жизнью. Таким образом, ста-

рение кожи имеет функционально-физиологическое и социальное значение, что 

обусловливает актуальность данной проблемы. 

На клеточном уровне старение кожи и других органов и тканей проявляется 

в нарушении синтеза ряда сигнальных молекул, белков и пептидов. Темп возрас-

тной инволюции кожи определяется изменением соотношения вступивших в апоп-

тоз и пролиферацию клеток, что, в свою очередь, связано с балансом экспрессии 

про- и антиапоптотических белков [Хавинсон В.Х. др., 2011а]. Согласно современ-

ным представлениям, обновление клеточного состава кожи осуществляется за счет 

постоянно протекающих процессов пролиферации и дифференцировки полипо-

тентных клеток, расположенных на базальной мембране эпидермиса и на волося-

ных фолликулах. Полипотентные клетки базального эпидермиса поддерживают 

пул кератиноцитов, клетки волосяного фолликула способны дифференцироваться в 

кератиноциты и в различные типы клеток дермы. Для активации и регуляции про-

цессов клеточного обновления необходим каскад физиологических реакций, реали-

зуемый цитокинами, факторами роста и другими сигнальными молекулами, синтез 

которых регулируется микроокружением и непосредственно фибробластами кожи 

[Akhalaya M.Y. et al., 2014; Gontijo Guerra S. et al., 2014]. Вследствие возрастного 

снижения функциональной активности клеток кожи количество синтезируемых в 

ней сигнальных молекул и эндогенных пептидов становится недостаточным для 

пролиферации и дифференцировки фибробластов кожи [Khavinson V.Kh., Malinin 

V.V., 2005]. То есть при старении на клеточном и субклеточном уровне организа-

ции наблюдается нарушение синтеза пептидов [Хавинсон В.Х. и др., 2005]. Кроме 

того, возрастная инволюция организма связана с потерей чувствительности к пеп-

тидам клеток-мишеней в различных органах и тканях [Гунин А.Г. др., 2011].  

Поиск новых эффективных и безопасных низкомолекулярных веществ, 

стимулирующих процессы регенерации кожи, является актуальной задачей 

геронтокосметологии. Регуляция репаративных процессов в тканях организма 

может осуществляться короткими пептидами. Применение коротких пептидов 

является одной из инноваций в медицине и позволяет существенно замедлить 

темпы старения за счет стимуляции пролиферации и регенерации тканей 

[Хавинсон В.Х., 2013].  

По данным ранее проведенных экспериментов в культурах клеток и на 

животных пептид AEDG обладает антиоксидантной активностью, регулирует 

синтез мелатонина, обладает иммуностимулирующими свойствами, снижает риск 

развития опухолевых заболеваний, регулирует функциональную активность 
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нейроиммуноэндокринной системы, способствует увеличению длины теломер в 

нормальных фибробластах и преодолению лимита Хейфлика [Anisimov V.N., 

Khavinson V.Kh., 2010]. Применение пептида AEDG у животных приводило к 

замедлению процессов старения, снижению темпов развития возрастной патологии 

и увеличению продолжительности жизни [Хавинсон В.Х., 2000]. На 

органотипических культурах клеток кожи крыс разного возраста было показано, что 

пептид AEDG стимулирует рост эксплантатов [Хавинсон В.Х., Анисимов В.Н., 

2009]. 

Полипептидный комплекс эпифиза (ППЭ) выделен из эпифиза головного 

мозга телят, и является эффективным средством в лечении гормонозависимых 

опухолей, дисгормональной миокардиодистрофии, последствий стрессорных 

воздействий на организм, восстанавливает гистологическую структуру селезенки 

после эпифизэктомии и способствуют нормализации ее иммунной функции 

[Хавинсон В.Х. и др., 2001; Линькова Н.С. и др., 2011; Прилепская В.Н., и др., 

2016]. Этот пептидный препарат в экспериментах способствовал достоверному 

увеличению средней и максимальной продолжительности жизни мышей и крыс, 

замедлению у них старения репродуктивной системы, повышению двигательной 

активности и физической выносливости [Хавинсон В.Х., Анисимов В.Н., 2009]. 

Таким образом, физиологическая стимуляция пептидами может 

способствовать восстановлению функционирования кожи на молекулярно-

клеточном уровне. В основе молекулярного механизма действия коротких 

пептидов лежит их способность эпигенетически регулировать экспрессию генов, 

синтез белков и активировать пролиферацию и дифференцировку клеток 

[Khavinson V.Kh. et al., 2013]. Использование коротких пептидов в эстетической 

медицине с целью профилактики возрастных изменений организма может 

способствовать торможению дегенеративных изменений в коже [Anisimov V.N., 

Khavinson V.Kh., 2010]. Однако влияние пептида AEDG и ППЭ на процессы 

старения фибробластов кожи до сих пор изучено недостаточно.  

 

Цель и задачи исследования 

Целью диссертационного исследования явилось изучение молекулярных ме-

ханизмов действия пептидов эпифиза на процессы старения фибробластов кожи. 

Для достижения указанной цели поставлены и последовательно решены следую-

щие задачи:  

1. Изучить влияние пептида AEDG и полипептидного комплекса эпифиза в кон-

центрациях 10, 100 и 1000 нг/мл на рост фибробластов кожи и выявить для каждого 

пептида эффективную концентрацию. 

2. Изучить влияние пептида AEDG и полипептидного комплекса эпифиза на экс-

прессию проапоптотических белков p53, р16, Caspase-3 в культурах фибробластов 

кожи при старении. 

3. Изучить влияние пептида AEDG и полипептидного комплекса эпифиза на экс-

прессию «белков молодости» Sirtuin-6, CD98hc в культурах фибробластов кожи 

при старении. 

4. Изучить влияние пептида AEDG и полипептидного комплекса эпифиза на экс-

прессию маркера ремоделирования межклеточного матрикса ММР9 в культурах 

фибробластов кожи при старении. 

5. Изучить влияние пептида AEDG и полипептидного комплекса эпифиза на экс-

прессию пролифератропного белка Ki67 в культурах фибробластов кожи при ста-

рении. 
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Степень разработанности темы исследования 

Основанием для диссертации служат данные экспериментов по 

геропротекторному действию пептида AEDG и ППЭ. Было показано, что 

применение пептида AEDG и ППЭ приводило к снижению темпов развития 

возрастной патологии нейроиммуноэндокринной, сердечно-сосудистой систем 

организма, увеличению средней и максимальной продолжительности жизни 

животных, преодолению лимита Хейфлика делящимися фибробластами [Хавинсон 

В.Х., 2000; Хавинсон В.Х. и др., 2001; Хавинсон В.Х., Анисимов В.Н., 2009]. На 

органотипических культурах клеток кожи крыс разного возраста было показано, что 

пептид AEDG стимулирует рост эксплантатов [Войцеховская М.А. и др., 2011]. При 

этом, на молекулярной уровне, влияние пептида AEDG и ППЭ на старение 

фибробластов кожи человека не изучено. 

 

Научная новизна 

При изучении кривой клеточного роста фибробластов кожи впервые уста-

новлено, что эффективная концентрация для пептида AEDG составляет 100 нг/мл, а 

для ППЭ - 1000 нг/мл. В работе впервые проведено сравнительное изучение влия-

ния пептида AEDG и ППЭ на экспрессию сигнальных молекул (p53, p16, Caspase-3, 

Sirtuin-6, CD98hc, MMP9, Ki67) в культурах фибробластов кожи при их старении 

пассажами. Установлено, что пептид AEDG и ППЭ снижают уровень апоптоза в 

фибробластах кожи при их старении, оцениваемый по экспрессии белков p53, p16. 

При этом ППЭ оказывает более выраженное действие в «молодых» и «старых» 

культурах клеток кожи.  

Впервые показано, что пептид AEDG повышает экспрессию белка репарации 

Sirtuin-6 в «молодых» культурах, а ППЭ стимулирует экспрессию Sirtuin-6 в «ста-

рых» культурах фибробластов кожи. Пептид AEDG и ППЭ повышают экспрессию 

гликопротеина CD98hc в «старых» культурах, не влияя на этот показатель в «моло-

дых» культурах клеток кожи. ППЭ стимулирует снижающуюся при клеточном ста-

рении экспрессию транскрипционного фактора Ki67 в «молодых» и «старых» куль-

турах фибробластов, причём его эффект более выражен, чем у пептида AEDG. 

Впервые показано, что пептид AEDG повышает экспрессию белка ММР9, 

вовлеченного в ремоделирование межклеточного матрикса, в «молодых» и «ста-

рых» фибробластах кожи. 

 

Практическая значимость 

Полученные результаты позволили провести сравнительный анализ молеку-

лярных механизмов биологической активности пептида AEDG и ППЭ в отношении 

пула сигнальных молекул – маркеров обновления и процессов клеточного старения 

- p53, p16, Caspase-3, Sirtuin-6, CD98hc, MMP9, Ki67. Полученные данные свиде-

тельствуют о том, что использование пептида AEDG и ППЭ может являться эф-

фективным методом повышения функциональной активности фибробластов кожи. 

 

Положения, выносимые на защиту  

1. При старении фибробластов кожи в культуре экспрессия проапоптотических 

белков р53, p16 и Caspase-3 возрастает. Пептид AEDG и полипептидный ком-

плекс эпифиза снижают уровень экспрессии проапоптотического протеина р53 

в 3-7 раза и уровень экспрессии протеина p16 - в 1,7-7,5 раза. Полипептидный 

комплекс эпифиза снижает экспрессию Caspase-3 в «молодых» и «старых» 
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культурах фибробластов в 1,4 - 2,3 раза. Таким образом, пептиды эпифиза спо-

собствуют снижению выраженности апоптоза клеток кожи. 

2. Экспрессия маркера репарации Sirtuin-6 снижается в 2 раза в фибробластах ко-

жи человека при их старении в культуре, а экспрессия гликопротеина CD98hc 

не изменяется. Пептид AEDG повышает экспрессию Sirtuin-6 в «молодых» 

культурах фибробластов, а полипептидный комплекс эпифиза – в «старых» 

культурах. Пептид AEDG и полипептидный комплекс эпифиза стимулируют 

экспрессию белка CD98hc в «старых» культурах фибробластов кожи. 

3. Экспрессия пролифератропного белка Ki67 при старении фибробластов кожи 

человека снижается. Пептид AEDG и полипептидный комплекс эпифиза повы-

шают экспрессию транскрипционного фактора Ki67 в «молодых» и «старых» 

культурах фибробластов кожи.  

4. Пептид AEDG и полипептидный комплекс эпифиза обладают выраженным ге-

ропротекторными свойствами в отношении фибробластов кожи, а в основе мо-

лекулярного механизма их действия лежит регуляция синтеза белков – маркеров 

функциональной активности фибробластов. 

Связь с научно-исследовательской работой института 

Диссертационная работа является темой, выполняемой по основному плану 

Санкт-Петербургского института биорегуляции и геронтологии. 

Публикации по теме диссертации 

По материалам диссертации опубликовано 30 научных работ: 4 статьи  

в журналах, рекомендованных ВАК Минобрнауки РФ, 4 главы в монографиях,  

4 статьи в других журналах, 18 тезисов докладов. 

Апробация и реализация диссертации 

Результаты диссертационного исследования доложены на Международном 

форуме «Старшее поколение» (Санкт-Петербург, 2014, 2017); конференции «Акту-

альные аспекты геронтологии и гериатрии: от теории к практике» (Киев, 2014); 

конференции «Пожилой больной. Качество жизни» (Москва, 2014);  конференции 

«Пушковские чтения» (Санкт-Петербург, 2014); 13
th

 Aesthetic & Anti-aging Medi-

cine World Congress “Euromedicom” (Monako, Spain, 2015);  республиканской меж-

дународной конференции с международным участием «Организация оказания ме-

дицинской помощи лицам пожилого и старческого возраста» (Уфа, 2016); научно-

практической конференции с международным участием «Проблемы возрастной па-

тологии в Арктическом регионе: биологические, клинические и социальные аспек-

ты» (Якутск, 2016); Сочинской третьей международной конференции «Фундамен-

тальные и прикладные аспекты медицинской приматологии» (Сочи, 2016);V Euro-

pean Congress of Preventive, Regenerative and Anti-Aging Medicine (Санкт-

Петербург, 2016); International symposium Expert’s opinion on current approaches in 

anti-ageing medicine and gerontology (Geneva, Switzerland, 2017); VI Ежегодной ме-

ждународной научно-практической конференции «Актуальные вопросы медици-

ны» (Азербайджан, Баку, 2017); Aestetic & Anti-aging Medicine World Congress 

(Monako, Spain, 2017). 

 

Личный вклад автора 

Личный вклад автора в диссертационное исследование состоял в составлении 

плана работы, проведении опытов, статистической обработке и анализе данных 
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сравнительного молекулярного механизма действия пептида AEDG и ППЭ в куль-

турах фибробластов кожи при их старении. В ходе выполнения исследования авто-

ром освоена методика диссоциированного культивирования фибробластов кожи, 

метод иммуноцитохимического исследования, метод иммунофлуоресцентной кон-

фокальной микроскопии, метод иммуноферментного анализа. Автор принимала 

участие во всех экспериментах, включавших в себя культивирование клеток, им-

муноцитохимическое окрашивание, микроскопию, морфометрию и статистический 

анализ данных. Кроме того, автор работы принимала участие в написании тезисов, 

статей и глав в монографиях по результатам проведенных исследований, неодно-

кратно участвовала с устными докладами на российских и международных конфе-

ренциях по проблемам геронтологии и косметологии. 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания  

результатов собственных исследований, выводов, практических рекомендаций и 

указателя литературы. Текст диссертации изложен на 115 страницах и иллюстри-

рован 22 рисунками. Список литературы содержит 193 источника, из них на рус-

ском языке – 58, на английском – 135. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Культивирование фибробластов кожи крыс 

В работе исследовали влияние пептидных биорегуляторов на первичные 

культуры клеток кожи крыс при их старении. Фибробласты кожи выделяли у моло-

дых (3 мес) крыс линии Wistar. Крысы были получены из вивария Института фи-

зиологии имени И.П. Павлова РАН (Санкт-Петербург).  

Кожу обрабатывали в стерильных условиях раствором диспазы II, отделяли и 

механически измельчали дерму. Дерму помещали в раствор коллагеназы I типа в 

питательной среде M199 и центрифугировали. Клетки выращивали в CO2-

инкубаторе в среде, содержащей: 10% эмбриональной бычьей сыворотки, 1% L-

глютамина, 1,5% Hepes-буфера, пенициллин G (50000 ЕД) + стрептомицин – 50 мг 

и среду М199. Через 5-7 сут первичная культура достигала монослоя и ее 

пересеивали. Пассирование проводили через 3 сут на четвертые. Культивирование 

проводили до 3 пассажа («молодые» культуры) и до 14 пассажа («старые» 

культуры), на которых клетки были рассеяны на планшеты, и было произведено 

иммуноцитохимическое окрашивание. 3 пассаж расценивали как «молодые» 

культуры, а 14 пассаж – как «старые» культуры в соответствии с моделью 

клеточного старения пассажами. Кроме того, клетки 3 пассажа забирали для 

исследования кривой клеточного роста.  

Еще с 80-ых годов ХХ в. для исследования геропротекторных веществ 

используется две модели клеточного старения: пассажами и стационарного 

старения путем контактного торможения [Чирикова Е.Ю. и др., 1984].   Границы и 

условия применимости этих моделей постоянно обсуждаются и в современной 

литературе [Хохлов А.Н., 2009; 2013; Хохов А.Н. и др., 2014]. Это связано с тем, 

что в работе с каждой культурой клеток приходится на основе общих 

рекомендаций подбирать индивидуальные условия культивирования и клеточного 

старения. Такое предварительное исследование, направленное на соблюдение 

общих рекомендаций и создания оптимальных условий старения первичной 

культуры фибробластов крысы, было проведено и в нашей работе. 



8 

 

 

 

Культуры для иммуноцитохимического исследования были разделены 3 

группы: 1 группа– контроль (культура клеток без добавления пептида), 2 группа – 

культура клеток, в которую добавляли пептид AEDG в концентрации 100 нг/мл; 3 

группа – культура клеток, в которую добавляли ППЭ в концентрации 1000 нг/мл. 

Указанные концентрации пептидов были выбраны как наиболее эффективные по 

результатам кривой клеточного роста. 

 

Используемые в исследовании пептиды 

Пептид AEDG обладает антиоксидантной активностью, регулирует синтез 

мелатонина, обладает иммуностимулирующими свойствами, снижает риск 

развития опухолевых заболеваний, регулирует функциональную активность 

нейроиммуноэндокринной системы, способствует увеличению длины теломер в 

нормальных фибробластах и преодолению лимита Хейфлика [Хавинсон В.Х., 2000; 

Anisimov V.N., Khavinson V.Kh., 2010]. Пептид AEDG способствует регенерации 

сетчатки при различных дистрофических поражениях и индуцирует 

восстановление ее световой чувствительности при зрительной дезадаптации 

[Линькова Н.С. и др., 2013]. Пептид AEDG оказывает нормализующее влияние на 

свободно-радикальные процессы, большинство гормонально-метаболических и 

поведенческих показателей у крыс. Применение пептидов AEDG у животных 

приводило к замедлению процессов старения, снижению темпов развития 

патологии и увеличению продолжительности жизни [Хавинсон В.Х., Анисимов 

В.Н., 2009]. На органотипических культурах клеток кожи крыс разного возраста 

было показано, что пептид AEDG стимулирует рост эксплантатов [Чалисова Н.И. и 

др., 2014]. 

ППЭ выделен из эпифиза головного мозга телят и является эффективным 

средством в лечении гормонозависимых опухолей, дисгормональной 

миокардиодистрофии, последствий стрессорных воздействий на организм, 

восстанавливает функции иммунной и эндокринной систем при их старении 

[Хавинсон В.Х. и др., 2001; Линькова Н.С. и др., 2011; Прилепская В.Н., и др., 

2016]. ППЭ способствовал достоверному увеличению средней и максимальной 

продолжительности жизни мышей и крыс, замедлению у них старения 

репродуктивной системы, повышению двигательной активности и физической 

выносливости [Хавинсон В.Х., Анисимов В.Н., 2009]. 

Построение кривой клеточного роста 

Для построения кривой клеточного роста фибробласты кожи 3 пассажа рас-

сеивали в три 24-луночных планшета. В восьми лунках планшета выращивали кон-

трольные образцы культуры, в 8 лунках к культуре добавляли пептид AEDG и в 8 

лунках - ППЭ. В первом планшете концентрация пептидов составила 10 нг/мл, во 

втором планшете -  100 нг/мл, в третьем планшете -  1000 нг/мл. В каждую ячейку 

планшета добавляли клетки в концентрации 20 000 на 2 мл, среду и пептиды до-

бавляли таким образом, чтобы общий объем раствора в ячейке составлял 2 мл. В 

контрольных образцах культуры клеток вместо пептида добавляли аналогичное ко-

личество питательной среды. На 2-5 сутки культивирования клетки снимали с по-

верхности ячеек планшетов трипсин-версеном. Подсчет клеток осуществляли из 

расчета на 1 мл в камере Горяева в 16 квадратах (по полученным данным рассчи-

тывали среднее значение клеток в 1 квадрате).  
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Иммуноцитохимическое исследование 

В работе использовали первичные моноклональные антитела к Caspase-3 

(«Novocastra», 1:75), Ki67 («Novocastra», 1:50), CD98hc («Novocastra», 1:125), мат-

риксной металлопротеиназе-9 (ММР9) («Novocastra», 1:75), SIRT-6 («Abcam», 

1:200), р53 («Novocastra», 1:50), р16 («Novocastra», 1:100). Наиболее широко ис-

пользуемыми маркерами для оценки процессов пролиферации и апоптоза клеток 

кожи являются молекулы Caspase-3, Ki67, CD98hc, SIRT-6, p53, p16. Молекула 

MMP9 является маркером ремоделирования межклеточного матрикса фибробла-

стами кожи. 

Caspase-3 является компонентом каскада апоптоза и участвует в апоптотиче-

ской конденсации хроматина и фрагментации ДНК во всех типах клеток, в том 

числе и в фибробластах кожи. Под действием Caspase-3 гидролизу подвергаются 

белки ядерной ламины, разрушается цитоскелет, расщепляются белки, регулирую-

щие клеточную адгезию. Экспрессия Caspase-3 обнаруживается в клетке на стадии 

обратимого апоптоза. Таким образом, определение уровня экспрессии Caspase-3 

может быть использовано для количественной оценки наличия этапов апоптоза в 

фибробластах кожи [Ulakcsai Z. et al., 2015]. 

Ki67 является негистоновым ядерным белком, регулирующим пролифера-

цию клеток. Ki67 экпрессируется во всех типах пролиферирующих клеток и отсут-

ствует в покоящихся клетках. Ki67 верифицируется в ядрах пролиферирующих 

клеток кожи и других типах клеток в G1, G2, S и M-фазах клеточного цикла с мак-

симальной экспрессией в фазах G2 и M. Таким образом, уровень экспрессии Ki67 

является информативным показателем для определения интенсивности деления 

фибробластов кожи [Fernandez T.L. et al., 2014]. 

Гликопротеин CD98hc принимает участие в процессах обновления клеток 

кожи. Мутации гена, кодирующего белок CD98hc, приводят к нарушению проли-

ферации и миграции клеток кожи и заживления ран [Boulter E. et al., 2013]. Белок 

CD98hc усиливает передачу межклеточного сигнала интегринами, которые участ-

вуют в регуляции клеточного цикла [de la Ballina L.R. et al., 2016]. Таким образом, 

CD98hc участвует в обновлении клеток кожи. Снижение синтеза белка CD98hc, на-

блюдаемое у старых мышей, подтверждает его роль в сохранении барьерной функ-

ции кожи и процессах ее старения. 

ММР-9 является ферментом семейства цинк-металлопротеиназ, реализую-

щим ремоделирование межклеточной среды фибробластами кожи. Индуцируемый 

ультрафиолетом синтез ММР-9 способствует разрушению фибриллярного коллаге-

на типа I и III в дерме. Коэкспрессия ММР-2, 3, 9 приводит к деградации неколла-

геновых компонентов дермы, в том числе гликопротеинов и протеогликанов ба-

зальной мембраны. При старении клеток кожи уровень тканевых ингибиторов 

ММР снижается, что способствует активации ремоделирования межклеточного 

матрикса [Wong V.W. et al., 2014; Xue S.N. et al., 2014].  

Sirtuin-6 является деацетилазой гистона H3K9 и участвует в репарации ДНК, 

регуляции функции теломер и экспрессии генов, ассоциированных с клеточным 

старением. Снижение синтеза Sirtuin-6 в клетках вызывает их ускоренное старение. 

Деацетилаза Sirtuin-6 стимулирует активность белков репарации ДНК в ответ на 

стресс. У мышей с мутацией гена sirt-6 наблюдали признаки ускоренного старения, 

а самцы со сверхэкспрессией sirt-6 жили дольше контрольных животных [McCord 

R.A. et al., 2009]. Кроме снижения продолжительности жизни, недостаток белка 

Sirtuin-6 у мышей вызывал истончение кожи, остеопороз, метаболические и им-
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мунные нарушения. В культурах клеток фибробластов человека было показано, что 

выключение гена sirt-6 ингибирует синтез коллагена 1 типа и стимулирует синтез 

MMP-1 [Baohua Y., Li L., 2012].  

Белок p53 является супрессором образования злокачественных опухолей, ак-

тивируя апоптоз во всех тканях организма, в том числе и в коже. Нарушение меха-

низма регуляции апоптоза приводит к накоплению поврежденных клеток, что яв-

ляется одной из составляющих процесса естественного старения кожи. Получая 

сигналы о клеточном повреждении, белок p53 либо останавливает клеточный цикл 

для репарации генома, либо индуцирует апоптотическую гибель клетки. Известно, 

что ген P53 осуществляет контроль репликативного старения клеток. В «старых» 

клетках наблюдается активация гена P53 [Donehower L.A., 2002]. 

Белок p16 является внутриклеточным белком-ингибитором циклин-

зависимой киназы CDK2A. В отсутствие р16 циклинзависимые киназы CDK4 и 

CDK6 связываются с циклином D1 и происходит фосфорилирование белка pRb 

(белок ретинобластомы), что приводит к его инактивации в контрольной точке 

G1/S и активации пролиферации клеток. При старении фибробластов кожи in vitro 

синтез белка p16 повышается. Белок р16 почти не определяется в логарифмической 

фазе роста культуры фибробластов. В культурах стареющих фибробластов белок 

p16 находится в гипофосфорилированном состоянии [Ressler S. et al., 2006].  

Для постановки реакции иммуноцитохимии клетки фиксировали 4% 

параформальдегидом, проводили пермиабилизацию с 0,5% Triton Х100. Для 

блокировки неспецифического связывания антигенов с антителами клетки 

инкубировали с 1% бычьим сывороточным альбумином. Далее клетки 

инкубировали с первичными (специфичными) антителами. Затем проводили 

инкубацию клеток со вторичными антителами, конъюгированными с 

флуорохромом Alexa Fluor 488 (зеленая флуоресценция) или Alexa Fluor 647 

(розовая или красно-коричневая флуоресценция) (1:1000, Abcam). Ядра клеток 

докрашивали Hoechst 33258 (голубая флуоресценция). 

Морфометрия и компьютерный анализ изображений 

Для оценки результатов иммуноцитохимического окрашивания проводили 

морфометрическое исследование с использованием системы компьютерного 

анализа микроскопических изображений, состоящей из микроскопа Olympus BX40, 

цифровой камеры Olympus, персонального компьютера на базе Intel Pentium 4 и 

программного обеспечения «Vidеotest Morphology 5.2». В каждом случае 

анализировали 10 полей зрения при увеличении 200. Проводили измерение 

площади экспрессии. Площадь экспрессии рассчитывали, как отношение площади, 

занимаемой иммунопозитивными клетками, к общей площади клеток в поле 

зрения, и выражали в процентах для маркеров с цитоплазматическим 

окрашиванием и как отношение площади, занимаемой иммунопозитивными 

ядрами к общей площади ядер в поле зрения для маркеров с ядерной экспрессией.  

 

Статистическая обработка данных 

Статистическая обработка экспериментальных данных включала в себя 

подсчет среднего арифметического, стандартного отклонения и доверительного 

интервала для каждой выборки и проводилась в программе Statistica 8.0. Для 

анализа вида распределения использовали критерий Шапиро-Уилка (Shapiro-Wilk’s 

W-test). Для проверки статистической однородности нескольких выборок были 

использованы непараметрические процедуры однофакторного дисперсионного 

http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%97%D0%BB%D0%BE%D0%BA%D0%B0%D1%87%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%B2%D0%B5%D0%BD%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D0%BE%D0%BF%D1%83%D1%85%D0%BE%D0%BB%D1%8C
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анализа (критерий Крускала–Уоллиса). В случаях, когда дисперсионный анализ 

выявлял статистически значимую неоднородность нескольких выборок, для 

последующего выявления неоднородных групп (путем их попарных сравнений) 

применяли процедуры множественных сравнений с помощью U-критерия Манна-

Уитни. Критический уровень достоверности нулевой гипотезы (об отсутствии 

различий) принимали равным 0,05. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Влияние пептидов эпифиза на рост фибробластов кожи 

Пептид AEDG. На 2 сут культивирования в контроле количество 

фибробластов достоверно возросло на 58%. Под действием пептида AEDG в 

концентрации 10 нг/мл количество клеток имело тенденцию к повышению, но 

достоверно от контроля не отличалось. Пептид AEDG в концентрации 100 нг/мл 

достоверно повышал число фибробластов на 49% относительно контроля. Под 

действием пептида AEDG в концентрации 1000 нг/мл количество клеток имело 

тенденцию к увеличению на 14%, но достоверно от контроля не отличалось. 

На 3 сут культивирования в контроле количество клеток возросло на 78% по 

сравнению со 2 сут. Под действием пептида AEDG в концентрации 10 нг/мл 

количество фибробластов достоверно не изменялось относительно контроля. 

Пептид AEDG в концентрации 100 нг/мл достоверно повышал количество клеток 

на 71% по сравнению с контролем, а в концентрации 1000 нг/мл - на 30% 

(рисунок 1). 

На 4 сут культивирования в контроле количество клеток снизилось на 5%  

по сравнению с 3 сут (различия статистически недостоверны).  

 
Рисунок 1. Влияние пептида AEDG на ход кривой клеточного роста фибробластов 

кожи. * - p<0,05 по сравнению с соответствующим значением в контроле.  
 

Пептид AEDG в концентрации 10 нг/мл не влиял на количество 

фибробластов, а в концентрации 100 нг/мл достоверно повышал этот показатель на 

* 

* 
* 

* 

* * 
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92%. Пептид AEDG в концентрации 1000 нг/мл достоверно повышал количество 

фибробластов на 30% относительно контроля. 

На 5 сут культивирования в контроле количество клеток достоверно 

снизилось на 24% по сравнению с 4 сут. Под действием пептида AEDG в 

концентрации 10 нг/мл количество фибробластов достоверно не изменилось по 

сравнению с контролем. Пептид AEDG в концентрации 100 нг/мл достоверно 

повышал количество клеток на 121% относительно контроля. Под действием 

пептида AEDG в концентрации 1000 нг/мл количество фибробластов имело 

тенденцию к увеличению на 16%. 

ППЭ. На 2 сут культивирования в контроле количество клеток достоверно 

возросло на 58%. ППЭ в концентрации 10 нг/мл не влиял на количество клеток, а в 

концентрации 100 нг/мл повышал этот показатель на 11%. Под действием ППЭ в 

концентрации 1000 нг/мл количество клеток достоверно повысилось на 62% 

относительно контроля. 

На 3 сут культивирования в контроле количество клеток возросло на 78% по 

сравнению со 2 сут. Под действием ППЭ в концентрации 10 нг/мл количество 

клеток достоверно не изменилось. ППЭ в концентрации 100 нг/мл повышал 

исследуемый показатель на 20% относительно контроля, а в концентрации 1000 

нг/мл - на 82%.  

На 4 сут культивирования в контроле количество клеток недостоверно 

снизилось на 5% по сравнению с 3 сут. Под действием ППЭ в концентрации 10 

нг/мл количество клеток не изменялось, а в концентрации 100 нг/мл этот 

показатель достоверно повышался на 34%. Под действием ППЭ в концентрации 

1000 нг/мл количество клеток достоверно повысилось на 91% относительно 

контроля (рисунок 2). 

На 5 сут культивирования в контроле количество клеток достоверно 

снизилось на 24% по сравнению с 4 сут. Под действием ППЭ в концентрации 10 

нг/мл количество клеток не изменялось, а в концентрации 100 нг/мл - достоверно 

повысилось на 23% относительно контроля. Под действием ППЭ в концентрации 

1000 нг/мл количество клеток достоверно повысилось на 134% относительно 

контроля.  

Построение кривой клеточного роста является удобным и простым в 

реализации методом для оценки влияния пептидов на пролиферацию клеток. Кроме 

того, кривая клеточного роста наглядно показывает, какая из исследуемых 

концентраций пептида наиболее эффективна для используемой культуры клеток. 

Для пептида AEDG наиболее эффективной оказалась концентрация 100 нг/мл, а для 

ППЭ - 1000 нг/мл. В дальнейших экспериментах, проводимых методом 

иммуноцитохимии, использовали эффективную концентрацию для каждого 

пептида по данным кривой клеточного роста: 100 нг/мл для пептида AEDG и 1000 

нг/мл для ППЭ. 
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Рисунок 2. Влияние ППЭ на ход кривой клеточного роста.  

* - p<0,05 по сравнению с соответствующим значением в контроле.  

 
Влияние пептидов эпифиза на экспрессию белков-маркеров функциональной 

активности фибробластов кожи при их старении 

Экспрессия белка р53. В «старых» контрольных культурах фибробластов 

кожи крыс площадь экспрессии проапоптотического белка p53 была в 7,93 раза 

выше по сравнению с «молодыми» культурами фибробластов (рисунок 3).  

В «молодых» культурах фибробластов под действием пептида AEDG и ППЭ 

экспрессия p53 достоверно снижалась в 3,38 и 3,60 раза соответственно по 

сравнению с контролем. При добавлении пептида AEDG в культуральную среду 

«старых» фибробластов площадь экспрессии белка p53 уменьшилась в 4 раза по 

сравнению с контролем. ППЭ снижал площадь экспрессии белка p53 в «старых» 

фибробластах в 7,64 раза. 

 
Рисунок 3. Влияние пептида AEDG и ППЭ на площадь экспрессии белка p53 в 

культурах фибробластов кожи крыс. * - p<0,05 по сравнению с соответствующим 

контролем,** - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в «молодых» 

культурах, # - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в культурах 

при добавлении пептида AEDG.  
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В «старых» контрольных культурах фибробластов крыс оптическая плот-

ность экспрессии проапоптотического белка p53 составила 0,32±0,04 у.е., что на 

33% выше по сравнению с показателем в «молодых» культурах фибробластов, где 

эта величина была равна 0,24±0,04 у.е. При добавлении пептида AEDG в культу-

ральную среду клеток 14 пассажа оптическая плотность экспрессии белка p53 

снизилась на 28% по сравнению с контролем и составила 0,25±0,04 у.е. В «моло-

дых» культурах пептид AEDG не влиял на оптическую плотность экспрессии бел-

ка p53. При добавлении ППЭ в «молодые» культуры оптическая плотность экс-

прессии белка p53 уменьшилась на 33% по сравнению с контролем и составила 

0,18±0,03 у.е. При добавлении ППЭ в «старые» культуры этот показатель умень-

шался в 1,6 раза и составил 0,20±0,04 у.е. 

При старении фибробластов кожи выявлено повышение экспрессии про-

апоптотического белка p53 в 7,93 раза. Пептид AEDG и ППЭ снижали уровень 

апоптоза фибробластов кожи в 3-7 раза, причем ППЭ оказал более выраженное 

действие в «молодых» и «старых» культурах.   

Белок р53 является транскрипционным фактором, индуцирующим апоптоз, 

экспрессия которого повышается в клетках при старении [Donehower L.A., 2002]. 

Таким образом, пептид AEDG и ППЭ обладают геропротекторным эффектом и 

способствуют снижению интенсивности апоптоза клеток кожи при их старении в 

культуре. Эти данные хорошо согласуются с полученными ранее данными о геро-

протекторном эффекте пептидов эпифиза на различные типы клеток, в том числе и 

клетки кожи [Чалисова Н.И. и др., 2014; Anisimov V.N., Khavinson V.Kh., 2010]. Бо-

лее выраженный эффект ППЭ по сравнению с пептидом AEDG при однонаправ-

ленности действия обоих пептидных биорегуляторов можно объяснить следующим 

образом. Методами высокоэффективной жидкостной хроматографии и масс-

спектрометрии было показано, что в составе ППЭ содержится пептид AEDG и, 

кроме того, большое количество других тетрапептидов, аминокислот, ди-, три- и 

пентапептидов [Хавинсон В.Х. и др., 2017].  Можно предположить, что аминокис-

лоты и пептиды, содержащиеся в ППЭ, также оказывают влияние на апоптоз и дру-

гие аспекты функционирования фибробластов кожи, в результате чего эффект ППЭ 

более выражен, чем у пептида AEDG. 

Экспрессия белка р16. В «старых» контрольных культурах фибробластов 

площадь экспрессии белка p16 была в 8,70 раза выше по сравнению с «молодыми» 

культурами (рисунок 4).  При добавлении пептида AEDG в культуральную среду 

«молодых» фибробластов площадь экспрессии белка p16 уменьшилась в 2,52 раза 

по сравнению с контролем. При добавлении пептида AEDG в культуральную 

среду «старых» фибробластов площадь экспрессии белка p53 уменьшилась в 

4 раза по сравнению с контролем.  
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Рисунок 4. Влияние пептида AEDG и ППЭ на площадь экспрессии белка p16 в 

культурах фибробластов кожи крыс. * - p<0,05 по сравнению с соответствующим 

контролем,** - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в «молодых» 

культурах, # - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в культурах 

при добавлении пептида AEDG. 

 

ППЭ снижал площадь экспрессии белка p16 в «молодых» культурах в 3,90 

раза и в «старых» культурах -  в 7,54 раза.  
В «старых» контрольных культурах клеток фибробластов оптическая плот-

ность экспрессии белка p16 составила 0,34±0,04 у.е., что на 26% выше по сравне-

нию с «молодыми» культурами фибробластов, где этот показатель был равен 

0,27±0,04 у.е. При добавлении пептида AEDG в «молодых» культурах этот показа-

тель снизился на 35% до 0,20±0,03 у.е. ППЭ уменьшал оптическую плотность экс-

прессии белка p16 в «молодых» фибробластах в 1,69 раза до 0,16±0,03 у.е. При до-

бавлении пептида AEDG в «старые» культуры оптическая плотность экспрессии 

p16 снижалась на 26% и составила 0,27±0,05 у.е. ППЭ снижал оптическую плот-

ность экспрессии протеина p16 в «старых» фибробластах в 1,79 раза до 0,19±0,02%. 

При старении фибробластов кожи выявлено повышение уровня экспрессии 

белка p16, что хорошо согласуется с данными литературного обзора. В работе 

Ressler S. et al. (2006) в культурах фибробластов кожи при их старении было пока-

зано повышение синтеза белка p16, что подтверждает полученные нами данные. 

Пептид AEDG и ППЭ при добавлении в культуральную среду клеток снижали уро-

вень экспрессии p16 в 1,7-7,5 раза. При этом ППЭ оказал более выраженное дейст-

вие по сравнению с пептидом AEDG в «молодых» и «старых» культурах, что под-

тверждает приведенные ранее данные для маркера старения и апоптоза р53. 

Экспрессия Caspase-3. В «старых» культурах фибробластов в контроле пло-

щадь экспрессии Сaspase-3 была на 83% выше по сравнению с «молодыми» куль-

турами. При добавлении пептида AEDG в «молодые» культуры площадь экспрес-

сии Caspase-3 не изменялась. ППЭ снижал площадь экспрессии Caspase-3 в «моло-

дых» культурах на 42% по сравнению с контролем. При добавлении пептида AEDG 

в «старых» культурах площадь экспрессии Caspase-3 уменьшилась на 42%. ППЭ 

снижал площадь экспрессии Caspase-3 в «старых» культурах в 2,31 раза  

(рисунок 5).  
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Рисунок 5. Влияние пептида AEDG и ППЭ на площадь экспрессии белка Caspase-3 

в культурах фибробластов кожи крыс. * - p<0,05 по сравнению с соответствующим 

контролем,** - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в «молодых» 

культурах, # - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в культурах 

при добавлении пептида AEDG. 
 

Оптическая плотность экспрессии Caspase-3 в «молодых» культурах фиб-

робластов крыс в контроле составила 0,26±0,04 у.е., что достоверно не отличалось 

от значения 0,30±0,04 у.е. в «старых» культурах. Пептиды эпифиза при добавлении 

в культуральную среду достоверно не влияли на оптическую плотность экспрессии 

эффекторной Caspase-3.  

Выше было показано, что пептид AEDG и ППЭ снижают уровень маркеров 

апоптоза и клеточного старения р16 и р53, в большей степени характеризующий 

митохондриальный путь запрограммированной клеточной гибели. Снижение экс-

прессии Caspase-3 под действием пептидов эпифиза характеризует их влияние на 

другой путь апоптоза – каспаза-зависимый [Льюин Б., 2011]. Таким образом, ППЭ 

в большей степени и пептид AEDG в меньшей степени при старении фибробластов 

кожи снижают выраженность не только митохондриального, но и каспаза-

зависимого апоптоза. 

Экспрессия Sirtuin-6. В «старых» культурах фибробластов крыс в контроле 

площадь экспрессии маркера репарации Sirtuin-6 была в 2,06 раза ниже по срав-

нению с «молодыми» культурами. При добавлении пептида AEDG в «молодые» 

культуры площадь экспрессии Sirtuin-6 увеличилась на 19% по сравнению с кон-

тролем. ППЭ не влиял на этот показатель в «молодых» культурах, а пептид AEDG 

- в «старых» культурах.  ППЭ повышал площадь экспрессии Sirtuin-6 на 91%  

в «старых» культурах фибробластов кожи (рисунок 6).  
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Рисунок 6. Влияние пептида AEDG и ППЭ на площадь экспрессии белка Sirtuin-6 в 

культурах фибробластов кожи крыс. * - p<0,05 по сравнению с соответствующим 

контролем,** - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в «молодых» 

культурах, # - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в культурах 

при добавлении пептида AEDG. 

 

Оптическая плотность экспрессии Sirtuin-6 в «молодых» культурах 

фибробластов крыс в контроле составила 0,28±0,05 у.е., что достоверно не 

отличалось от показателя в «старых» культурах - 0,31±0,03 у.е. Пептид AEDG не 

влиял на оптическую плотность экспрессии этого маркера в «молодых» и «старых» 

культурах. ППЭ увеличивал оптическую плотность экспрессии белка Sirtuin-6 на 

13% до 0,35±0,03 у.е. только в «старых» культурах фибробластов.  

Экспрессия белка «молодости» Sirtuin-6, участвующего в репарации ДНК, 

снижается при старении. В работе McCord R.A. et al. (2009) приводились данные о 

том, что признаки ускоренного старения сопровождались сниженным синтезом 

белка Sirtuin-6. В связи с индукцией ускоренного старения организма, в том числе 

и ткани кожи, при мутациях в гене бека Sirtuin-6 этот белок можно отнести к «бел-

кам молодости». Недостаток белка Sirtuin-6 в фибробластах приводит к снижению 

синтеза коллагена, что выражается в видимых проявлениях старения кожи – она 

утрачивает упругость и эластичность, появляются морщины. Таким образом, ППЭ 

и пептид AEDG способствуют повышению экспрессии «белка молодости» Sirtuin-6 

в фибробластах кожи, что препятствует старению клеток. При этом эффект ППЭ в 

«старых» культурах фибробластов более выражен по сравнению с пептидом 

AEDG, так же, как и в исследовании белков – маркеров митохондриального и кас-

паза-зависимого апоптоза. 

Экспрессия CD98hc. В «старых» культурах фибробластов в контроле пло-

щадь экспрессии гликопротеина CD98hc достоверно не отличалась от «молодых» 

культур. Площадь экспрессии CD98hc в «молодых» культурах фибробластов дос-

товерно не различались в контроле и при воздействии пептида AEDG и ППЭ. При 

добавлении пептида AEDG в «старые» культуры площадь экспрессии белка 

CD98hc увеличилась на 54% по сравнению с контролем. ППЭ повышал площадь 

экспрессии белка CD98hc в «старых» культурах в 2,31 раза (рисунок 7).  
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Рисунок 7. Влияние пептида AEDG и ППЭ на площадь экспрессии белка CD98hc  

в культурах фибробластов кожи крыс. * - p<0,05 по сравнению с соответствующим 

контролем, # - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в культурах 

при добавлении пептида AEDG. 
 

Оптическая плотность экспрессии белка CD98hc в «молодых» культурах 

фибробластов кожи в контроле составила 0,31±0,05 у.е., что достоверно не отлича-

лось от «старых» культур, где этот показатель составил 0,26±0,04 у.е. Оптическая 

плотность экспрессии CD98hc в «молодых» и «старых» культурах достоверно не 

различалась в контрольной группе и при действии пептида AEDG и ППЭ. 

Повышение площади экспрессии белка CD98hc в «старых» культурах фиб-

робластов под действием пептидов эпифиза указывает на способность пептидов ре-

гулировать клеточный цикл и сохранять функциональную активность фибробла-

стов клеток кожи при их старении. Это предположение основывается на том, что 

снижение синтеза белка CD98hc, наблюдаемое у старых мышей, приводит к сни-

жению барьерной функции кожи. Отсутствие влияния пептидов эпифиза на экс-

прессию гликопротеина CD98hc в «молодых» клетках кожи может быть связано с 

тем, что в отсутствии старения и патологии биорегуляторный эффект пептидов не 

проявляется.  

Экспрессия ММР9. В «старых» культурах фибробластов в контроле пло-

щадь экспрессии MMP9 достоверно не отличалось от «молодых» культур. При до-

бавлении пептида AEDG в «молодые» и «старые» культуры клеток кожи площадь 

экспрессии MMP9 увеличилась на 33% и 17% по сравнению с контролем. Показа-

тели площади экспрессии MMP9 в «молодых» и «старых» культурах достоверно не 

различались в контрольной группе и при добавлении ППЭ (рисунок 8). 

 
Рисунок 8. Влияние пептида AEDG и ППЭ на площадь экспрессии белка MMP9  

в культурах фибробластов кожи крыс. * - p<0,05 по сравнению с соответствующим 

контролем. 

* 

* 

* * 
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Оптическая плотность экспрессии белка MMP9 в «молодых» культурах 

фибробластов крыс в контроле составила 0,29±0,04 у.е., что достоверно не 

отличалось от «старых» культур, где данный показатель составил 0,29±0,05 у.е. 

Оптическая плотность экспрессии MMP9 в «молодых» и «старых» культурах 

достоверно не различались в контрольной группе и при действии пептида AEDG и 

ППЭ. 

Отсутствие изменения экспрессии ММР9 при старении культур 

фибробластов может быть связано с тем, что повышение экспрессии ММР9 

связывают с ускоренным старением фибробластов при повреждающем действии 

ультрафиолетового излучения [Wong V.W. et al., 2014; Xue S.N. et al., 2014]. 

Повышение экспрессии ММР9 в культурах фибробластов под действием пептида 

AEDG может быть связано с его способностью геноспецифически регулировать 

синтез данного белка, что было показано ранее в культурах клеток тимуса и 

эпифиза [Хавинсон В.Х. и др., 2011б; 2012]. Этот эффект может указывать на 

участие пептида AEDG в активации процессов ремоделирования межклеточного 

матрикса в различных тканях. 

Экспрессия Ki67. В «старых» культурах в контроле площадь экспрессии 

пролифератропного белка Ki67 была на 45% ниже по сравнению с «молодыми» 

культурами фибробластов. При добавлении пептида AEDG в «старые» культуры 

площадь экспрессии белка Ki67 увеличилась на 44% по сравнению с контролем, 

тогда как в «молодых» культурах пептид AEDG не влиял на этот показатель. ППЭ 

повышал экспрессию белка Ki67 в «молодых» культурах на 16% и в «старых» 

культурах -  на 75% по сравнению с контролем (рисунок 9).  

В «старых» культурах фибробластов в контроле оптическая плотность экс-

прессии белка Ki67 составила 0,20±0,03 у.е., что было на 75% ниже по сравнению 

с «молодыми» культурами фибробластов, где этот показатель составил 0,35±0,04 

у.е. При добавлении пептида AEDG в «старые» культуры оптическая плотность 

экспрессии белка Ki67 увеличилась на 75% по сравнению с контролем до 

0,35±0,04 у.е., тогда как в «молодых» культурах пептид AEDG не повлиял на этот 

показатель. ППЭ повышал оптическую плотность экспрессии белка Ki67 в «моло-

дых» культурах на 23% до 0,43±0,03 у.е. При добавлении ППЭ в «старые» культу-

ры этот показатель увеличился на 85% до 0,37±0,05 у.е. 

 

Рисунок 9. Влияние пептида AEDG и ППЭ на площадь экспрессии белка Ki67  

в культурах фибробластов кожи крыс. * - p<0,05 по сравнению с соответствующим 

контролем,** - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в «молодых» 

культурах, # - p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в культурах 

при добавлении пептида AEDG. 

* * * 

** 
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Полученные данные показали, что наряду со снижением выраженности 

апоптоза при старении фибробластов кожи, пептиды эпифиза активируют проли-

ферацию этих клеток. Транскрипционный фактор Ki67 является неспецифическим 

маркером пролиферации, который присутствует практически во всех типах клеток 

и ранее было показано влияние пептидов эпифиза на его экспрессию в других 

тканях [Хавинсон В.Х. и др., 201б]. Более сильно выраженный пролифератропный 

эффект ППЭ по сравнению с пептидом AEDG может быть связан с тем, что белок 

Ki67 является не только мишенью действия пептида AEDG, но и других коротких 

пептидов в составе ППЭ.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящее время косметология является высоковостребованной, быстро-

развивающейся областью медицины [Смирнова И.О., 2005]. Поиск новых методов 

современной косметологии обусловлен развитием различных областей науки: ге-

ронтологии (исследования процессов старения кожи и организма в целом), нейро-

иммуноэндокринологии (физиологические механизмы поддержания иммунологи-

ческой защиты и гормонального статуса клеток кожи), биофизики (физические ап-

паратные методы воздействия на кожу), молекулярной биологии и медицины (при-

менение низкомолекулярных биологически активных веществ, в том числе корот-

ких пептидов, для замедления процессов старения кожи). На основании обобщения 

знаний, накопленных всеми этими отраслями наук, возможно создание новых ком-

плексных подходов к физиологическому и безопасному восстановлению функцио-

нального и визуального состояния кожи при ее возрастной инволюции. Одним из 

инновационных средств в косметологии является применение пептидов в составе 

различных косметологических средств [Виноградова И.А. и др., 2015; Кветной 

И.М. и др., 2015]. Одной из групп пептидов, обладающих геропротекторными 

свойствами и не имеющих побочных эффектов, являются пептиды, разработанные 

в Санкт-Петербургском институте биорегуляции и геронтологии. 

Ранее было установлено, что пептид AEDG стимулирует рост эксплантатов 

клеток кожи крыс разного возраста и обладает геропротекторными свойствами 

[Войцеховская М.А. и др., 2011]. В культурах клеток и на животных пептид AEDG 

обладает антиоксидантной активностью, иммуностимулирующими свойствами, 

регулирует синтез мелатонина, снижает риск развития опухолевых заболеваний, 

регулирует функциональную активность нейроиммуноэндокринной системы, 

способствует увеличению длины теломер в нормальных фибробластах и 

преодолению лимита Хейфлика [Anisimov V.N., Khavinson V.Kh., 2010]. ППЭ в 

экспериментах способствовал нормализации иммунитета, увеличению средней и 

максимальной продолжительности жизни мышей и крыс, замедлению у них 

старения репродуктивной системы, повышению двигательной активности и 

физической выносливости [Чалисова Н.И. и др., 2014; Хавинсон В.Х., Анисимов 

В.Н., 2009].  

В нашем исследовании впервые изучены молекулярные аспекты геропротек-

торного действия пептида AEDG и ППЭ в отношении фибробластов кожи при их 

старении. В ходе изучения кривой клеточного роста фибробластов кожи показано, 

что, для пептида AEDG эффективной является концентрация 100 нг/мл, а для ППЭ 

- 1000 нг/мл. В установленных эффективных концентрациях пептидов эпифиза 

проведено сравнительное изучение их влияния на экспрессию сигнальных молекул 

(p53, p16, Caspase-3, Sirtuin-6, CD98hc, MMP9, Ki67) в диссоциированных первич-

ных культурах фибробластов кожи при их старении пассажами. Установлено, что 
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пептид AEDG и ППЭ снижают уровень апоптоза (экспрессию белков p53, p16, 

Caspase-3) в фибробластах кожи человека при их старении, причем ППЭ оказал бо-

лее выраженное действие в «молодых» и «старых» культурах по сравнению с пеп-

тидом AEDG. Пептид AEDG повышает экспрессию белка репарации Sirtuin-6 в 

«молодых» культурах фибробластов кожи. ППЭ повышает экспрессию Sirtuin-6 в 

«старых» культурах, но не влияет на этот показатель в «молодых» культурах кле-

ток кожи. Пептид AEDG и ППЭ повышают экспрессию гликопротеина CD98hc в 

«старых» культурах в 1,5 – 2,3 раза. ППЭ стимулирует экспрессию пролиферо-

тропного протеина Ki67 в «молодых» и «старых» культурах фибробластов, причём 

его эффект более выражен, чем у пептида AEDG. 

Таким образом, одним из важнейших молекулярных аспектов геропротек-

торного действия пептидов AEDG и ППЭ является активация процессов пролифе-

рации и репарации, снижение уровня апоптоза в фибробластах кожи, что делает 

перспективным их дальнейшее изучение в качестве веществ, замедляющих процес-

сы старения кожи. 

 

ВЫВОДЫ 

 

1. Пептид AEDG и полипептидный комплекс эпифиза оказывали максимальный 

стимулирующий эффект на рост фибробластов кожи в культуре соответственно 

в концентрациях 100 нг/мл и 1000 нг/мл. 

2. При старении фибробластов кожи в культурах клеток экспрессия 

проапоптотических белков p53, р16, Сaspase-3 повышается. В «молодых» и 

«старых» культурах фибробластов под действием пептида AEDG и 

полипептидного комплекса эпифиза экспрессия белков p53 и р16 снижается в 

1,7- 7,6 раза.  Пептид AEDG и полипептидный комплекс эпифиза в «молодых» и 

«старых» культурах фибробластов кожи снижали экспрессию Сaspase-3 в 1,4 -2,3 

раза. 

3. При старении фибробластов кожи в культурах экспрессия Sirtuin-6 снижается, а 

экспрессия CD98hc достоверно не изменяется. Полипептидный комплекс 

эпифиза повышает экспрессию Sirtuin-6 на 19% в «молодых» и на 91% в 

«старых» культурах фибробластов, а пептид AEDG не обладает таким эффектом. 

В «старых» культурах фибробластов под действием пептида AEDG и 

полипептидного комплекса эпифиза экспрессия CD98hc повышается, 

соответственно, на 54% и в 2,3 раза. 

4. Экспрессия матриксной металлопротеиназы MMP9 не изменяется при старении 

фибробластов кожи. Под действием пептида AEDG в «молодых» и «старых» 

культурах фибробластов площадь экспрессии MMP9 возрастает на 33% и 17% 

соответственно. 

5. При старении фибробластов кожи в культурах клеток экспрессия 

пролифератропного белка Ki67 снижается. Под действием пептида AEDG в 

«старых» культурах фибробластов экспрессия Ki67 возрастает на 44%. Под 

действием полипептидного комплекса эпифиза в «молодых» и «старых» 

культурах фибробластов экспрессия Ki67 повышается соответственно на 16% и 

75%. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

1. Поскольку пептиды AEDG и полипептидный комплекс эпифиза способствуют 

нормализации экспрессии молекул - маркеров функциональной активности кле-

ток кожи (p16, р53, Caspase-3, Sirtuin-6, CD98hc, MMP9, Ki67) при их старении, 

можно рекомендовать проведение гистологического исследования образов кожи 

молодых и старых животных после применения указанных пептидов. Такое ис-

следование является важным этапом для обоснования применения пептидов 

эпифиза для замедления старения кожи у человека.  

2. Пептид AEDG и полипептидный комплекс эпифиза, нормализующие процессы 

пролиферации, апоптоза, ремоделирования межклеточного матрикса и замед-

ляющие старение фибробластов кожи, могут в перспективе рассматриваться как 

компоненты косметологических средств, предназначенных для замедления воз-

растных изменений кожи. 
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ППЭ полипептидный комплекс эпифиза 

AEDG тетрапептид Lys-Glu-Asp-Gly (Эпиталон) 

CD кластер дифференцировки 

ММР матриксные металлопротеиназы 
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