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ЭКСПРЕССИЯ СИГНАЛЬНЫХ МОЛЕКУЛ -  РЕГУЛЯТОРОВ АП0ПТ03А 
В ПЛАЦЕНТЕ У ЖЕНЩИН РАЗНОГО ВОЗРАСТА

В статье впервые рассматривается вопрос о старе
нии плаценты с точки зрения усиления апоптоза, который 
является универсальным проявления инволюции в раз
личных органах и тканях. Показано, что у  женщин стар
шего репродуктивного возраста, в особенности после 40 
лет усиливается экспрессия проапоптотического белка 
Р 5 3 -  В то же время показано, что у  женщин старше 35 лет 
возрастает экспрессия антиапоптотического белка Мс1-1, 
что свидетельствует о развитии компенсаторно
приспособительных механизмов.
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Усиление апоптоза является одним из основных проявлений возрастной инво
люции различных органов и тканей. Поскольку в плаценте были обнаружены призна
ки старения, характерные и для других тканей [1], представляется возможным утвер
ждать, что апоптоз играет важную роль в поддержании морфофункционального со
стояния плаценты как в норме, так и при ее инволюции.

Интенсивность апоптоза зависит от восприятия множества вне- и внутриклеточ
ных сигналов, интеграции и амплификации этих сигналов вторичными мессенжерами 
и, наконец, активации протеаз, непосредственно вызывающих гибель клетки [8-ю].

Основной функциональной единицей зрелой плаценты человека служат терми
нальные ворсины, состоящие из стромы с кровеносными сосудами и хориального эпи
телия, представленного в доношенной плаценте синцитиотрофобластом [3-4]. Хори
альный эпителий является наиболее метаболически активной тканью плаценты, 
именно здесь происходит синтез и обмен многих жизненно важных веществ. В третьем 
триместре беременности синцитиотрофобласт значительно истончается, образуются 
синцитиокапилярные мембраны, а цитотрофобласт почти полностью исчезает [4]. 
Число клеток, подвергшихся апоптозу в третьем триместре, значительно выше, чем в 
первом. По некоторым данным, апоптоз синцитиотрофобласта является одним из фак
торов, приводящих к деградации синцития [8].

В регуляции клеточного цикла участвует белковый продукт гена опухолевого 
супрессора Р53. Включение гена р53 может привести к аресту клеточного цикла, след
ствием которого является репарация ДНК или апоптоз [ю ]. Взаимодействуя со многи
ми клеточными белками, р53 формирует комплекс, который является критичным для 
контроля клеточного цикла, регуляции генов, процессов дифференцировки, апоптоза 
и опухолевой супрессии. В плаценте ген р53 экспрессируется в цито- и синцитиотро- 
фобласте, в клетках базальной пластинки, тогда как в стороме и эндотелии экспрессии 
данного белка не наблюдается. Высокая экспрессия р53 верифицирована во внутрен
них слоях цитотрофобласта и в колоннах клеток цитотрофобласта, в синцитии экс
прессия несколько ниже [ю].

На ранних этапах роста и развития плаценты в цитотрофобласте запускается 
апоптозный каскад, который препятствует слиянию клеток в синцитий. Включению 
этого каскада противодействуют белковые продукты генов Вс1-2 и Мс1-1, экспресси
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рующиеся в синцитиотрофобласте [9]. Белковый продукт гена Мс1-1 блокирует апоп
тоз, вызываемый различными эндо- и экзогенными факторами.

Таким образом, гены и их белковые продукты р53 и Мс1-1 вовлечены в регуля
цию процессов дифференцировки и пролиферации структурных элементов плаценты.

Материал и методы. Для проведения оценки степени экспрессии р53 и Мс1-1 ис
пользовались образцы ю  доношенных плацент, полученных при родах в НИИАГ 
им. Д.О. Отта СЗО РАМН у женщин различного возраста как с нормально протекаю
щей беременностью, так и с различными осложнениями. Кусочки плацент фиксирова
лись в 4% нейтральном формалине (pH 7,0-7,2). Проводка и заливка материала в па
рафин осуществлялась согласно общепринятым гистологическим методикам. На стек
ла, предварительно обработанные адгезивом, наносились срезы толщиной 5 мкм. Для 
детекции белковых продуктов р53 и Мс1-1 использовался авидин-биотиновый иммуно- 
пероксидазный метод.

После депарафинизации и дегидротации срезы помещались в 3% раствор пере
киси водорода для блокирования эндогенной пероксидазы, а затем промывались два
жды в дистиллированной воде и трис-НС1-буфере (pH 7,6). Для оптимизации условий 
проведения реакции и минимизации фоновой окраски для антител к р53 после депа
рафинизации использовали высокотемпературную демаскировку в цитратном буфере. 
После промывок на срезы наносили по 50 мкл нормальной, не иммунной, сыворотки и 
инкубировали во влажной камере в течение 30 минут при комнатной температуре. За
тем стряхивали сыворотку с препаратов и наносили по 50 мкл первых (специфичных) 
антител, разбавленных концентрированным раствором трис-НС1-буфера в соотноше
нии 1:100, и инкубировали при +37°С в течение 1 часа. После инкубации срезы дважды 
промывали в рабочем растворе трис-НС1-буфера и инкубировали со вторыми биотини- 
лированными антителами в течение 30 минут при комнатной температуре. Препараты 
дважды промывали в рабочем растворе трис-НС1-буфера и инкубировали с авидин- 
биотин-пероксидазным комплексом в течение 30 минут, после чего срезы промывали 
в рабочем растворе трис-НС1-буфера и производили детекцию пероксидазы хрена диа- 
минобензидином. После выявления реакции с ДАБ препараты дважды промывали в 
воде и дегидротировали, а затем заключали в бальзам.

Анализ препаратов проводили с помощью системы анализа микроскопических 
изображений Nikon и программы обработки микроскопических изображений Видео- 
Тест. Для каждого образца проводили измерение оптической плотности и площади 
экспрессии исследуемых маркеров на 5 терминальных ворсинах хориона плаценты. 
Статистическая оценка полученных результатов проводилась с помощью непарамет
рического критерия Манна-Уитни.

В ходе проведения исследования были сформированы следующие возрастные 
группы женщин: 1 группа -  беременные до 18 лет; 2 группа -  от 18 до 28 лет, 3 группа -  
от 29 до 35 лет, 4 группа -  от 36 до 40 лет и 5 группа -  старше 40 лет. Группой сравне
ния нами были выбраны женщины от 18 до 28 лет.

Для идентификации белкового продукта р53 нами использовались моноклональ
ные антитела (NCL-P53-DO7, Novocastra). Эти антитела распознают как мутантные, так и 
дикие формы белка р53 человека, окрашивая ядро клетки. Число ядер, экспрессирую
щих р53, во всех исследованных случаях в эпителии ворсинчатого хориона было значи
тельно больше, чем в элементах стромы. Для идентификации белкового продукта Мс1-1 
нами использовались моноклональные антитела (NCL-Mcl-i; Novocastra). Антитела к 
этому маркеру связывают цитоплазматический и ядерный продукт гена.

Результаты и обсуждение. При сравнении степени экспрессии р53 в эпителии 
ворсин у  женщин 1 и 2 групп, з и 2 групп, 4 и 2 групп нами не было выявлено досто
верных отличий. Однако, в плаценте 40-летних женщин зарегистрировано большее 
число ядер синцития, позитивно окрашенных к р53, чем в плаценте женщин нормаль
ного репродуктивного возраста (1 и 2 группы, P<o,oi). Полученные результаты согла
суются с данными литературы о нарастании дегенеративно-дистрофических процессов 
в связи с возрастом беременной. У  женщин старше 35 лет отмечается истончение хори
ального эпителия опорных ворсин, частые дефекты синцитиотрофобласта мелких вор
син, увеличение фибриноидных отложений на местах дефектов синцитиотрофобласта,
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утолщение его базальной мембраны. Возможно, что вышеперечисленные структурные 
изменения ворсинчатого хориона могли быть связаны с регуляторной функцией р53.

С другой стороны, принимая во внимание тот факт, что беременность у  женщи
ны была осложнена гестозом и гипотрофией плода, увеличение площади экспрессии 
Р53 может быть связано с патологичным течением беременности. При гестозе -  пато
логии, связанной с нарушением иммунного статуса плаценты, уменьшается объем хо
риального эпителия, что сопровождается снижением большинства его функций: 
транспортной, барьерной и гормональной [2, 5-6]. Согласно последним литературным 
данным, дисфункция плаценты тесно связана с апоптозом. Так, при преэклампсии на
рушается дифференцировка цитотрофобласта и процесс его инвазии в матку, что тесно 
связано с программированной клеточной гибелью [7]. Многочисленные исследования 
указывают на гиперэкспрессию р53, а следовательно, и увеличение числа апоптозных 
клеток в цитотрофобласте при хорионкарциноме и пузырном заносе [4, ю ].

Экспрессия белка Мс1-1 в ткани ворсинчатого хориона была достаточно высо
кой, что свидетельствует о высокой антиапоптозной активности ткани плаценты. Им- 
мунопозитивное окрашивание на Мс1-1 наблюдалось как в эпителии, так и в строме 
ворсинчатого хориона. Достоверного влияния возраста женщины на степень экспрес
сии маркера выявить не удалось.

Несмотря на это, наблюдались индивидуальные различия в характере экспрес
сии белка Mcl-i. Так, сильная степень экспрессии была выявлена в плаценте у  2 жен
щин из 2 и 4 групп, при этом у  обеих женщин беременность была осложнена. 
У  36-летней женщины (4 группа) беременность отягощалась отеками, крупным пло
дом, анемией, варикозной болезнью, синдромом гипоксии. У  24-летней беременной 
(2 группа) беременность была осложнена хронической плацентарной недостаточно
стью. Некоторыми авторами отмечается, что при гипоксии плода возрастает доля хо
риального эпителия в общем объеме плаценты и увеличивается площадь поверхности, 
что свидетельствует о возросшей нагрузке на эти элементы [3]. При хронической пла
центарной недостаточности в плаценте встречаются участки незрелых ворсин с выра
женной пролиферацией цитотрофобласта и атрофией синцития [3]. Возможно, что по
вышенная экспрессия белка M cl-i в этих случаях связана с включением компенсатор- 
но-приспособительных процессов в ворсинчатом хорионе, направленных на увеличе
ние площади обменной поверхности хориального эпителия между матерью и плодом.

Полученные результаты позволяют сделать вывод о том, что регуляторные бел
ки Р53 и M cl-i играют важную роль в процессе регуляции клеточного цикла в плацен
те, причем у  женщин старшего репродуктивного возраста их соотношение смещается в 
сторону увеличения экспрессии проапоптотического белка Р53.
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