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Аннотация
Введение. В основе поддержания гомеостаза организма 
лежит баланс между двумя противоположными про-
цессами жизнедеятельности клеток – пролиферация и 
гибель. Нарушения клеточного цикла являются одними 
из основополагающих звеньев патогенеза гиперпроли-
феративных заболеваний. Одним из наиболее доступных 
способов оценки выраженности процессов деления и 
старения клетки является иммуногистохимия. 
Цель исследования. Определить экспрессию белков Ki-
67 и β-GAL в эпидермисе больных с тяжёлым течением 
псориаза (Psoriasis Area and Severity Index (PASI)>20) в 
зависимости от эффективности терапии метотрексатом. 
Материалы и методы. В исследовании приняли участие 
70 пациентов с тяжёлым течением псориаза на основании 
PASI>20. Всем исследуемым было проведено иссечение 
биоптатов из патологического очага с последующим 
иммуногистохимическим определением белков Ki-67 
и β-GAL. Пациенты были поделены на 3 исследуемые 
группы: пациенты до лечения метотрексатом; пациенты, 
получающие метотрексат не менее 3 месяцев и достигшие 
клинический ответ (динамика PASI<25%); пациенты, 
получающие метотрексат не менее 3 месяцев, не до-
стигнувшие клинического ответа (динамика PASI<25%). 
Сравнение проводилось с контрольной группой, пред-
ставленной 10 биоптатами здоровой кожи. 
Результаты. У пациентов со слабым ответом на мето-
трексат (динамика PASI<25%) был выявлен более высокий 
процент Ki-67 (+) клеток и низкий процент β-GAL (+) кле-
ток в сравнении с группой пациентов с положительным 
эффектом (динамика PASI<25%). У пациентов с высоким 
значением среднего % Ki-67 (+) клеток и низким средний 
% β-GAL (+) клеток до начала лечения наблюдался более 
низкий эффект от терапии метотрексатом, а у пациентов 
с низким уровнем Ki-67 и высокой β-GAL – эффект от 
терапии был выше.
Заключение. Иммуногистохимическое определение экс-
прессии белков Ki-67 и β-GAL в кератиноцитах может 
быть использовано в клинической практике для про-
гнозирования эффективности терапии метотрексатом. 

Summary
Introduction. The basis for maintaining homeostasis in 
the body is the balance between two opposing processes of 
cell activity – proliferation and death. Cell cycle disorders 
are one of the fundamental links in the pathogenesis of 
hyperproliferative diseases. One of the most accessible 
methods for assessing the severity of cell division and aging 
processes is immunohistochemistry.
Objective of the study was to determine the expression of 
Ki-67 and β-GAL proteins in the epidermis of patients with 
severe psoriasis (Psoriasis Area and Severity Index (PASI)> 
20) depending on the effectiveness of methotrexate therapy.
Materials and methods. The study involved 70 patients with 
severe psoriasis based on PASI>20. All subjects underwent 
excision of biopsy specimens from the pathological lesion 
with subsequent immunohistochemical determination of 
Ki-67 and β-GAL proteins. The patients were divided into 3 
study groups: patients before methotrexate treatment; patients 
receiving methotrexate for at least 3 months and achieving a 
clinical response (PASI variation < 25%); patients receiving 
methotrexate for at least 3 months and not achieving a clinical 
response (PASI variation < 25%). The patients' results were 
compared with the control group, represented by 10 healthy 
skin biopsies.
Results. In patients with a weak response to methotrexate 
(PASI variation < 25%), a higher percentage of Ki-67 (+) 
cells and a low percentage of β-GAL (+) cells were detected 
compared to the group of patients with a positive effect 
(PASI variation < 25%). Patients with a high average % of 
Ki-67 (+) cells and a low average % of β-GAL (+) cells before 
treatment had a reduced effect of methotrexate therapy, while 
patients with a low level of Ki-67 and high β-GAL levels had 
an increased effect from therapy.
Conclusion. Immunohistochemical determination of the 
expression of Ki-67 and β-GAL proteins in keratinocytes 
can be used in clinical practice to predict the efficacy of 
methotrexate therapy.
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Введение
Способность клеток к размножению пред-

ставляет собой ключевой показатель гипер-
пролиферативных заболеваний. Нарушения 
клеточного цикла являются фундаментальным 
механизмом развития, прежде всего, онколо-
гических заболеваний. Однако подобные нару-
шения могут встречаться и при патологиях, не 
связанных с опухолевым ростом. Классическим 
примером такого заболевания является псори-
аз – хроническое воспалительное заболевание 
аутоиммунной природы, поражающее кожные 
покровы и органы опорно-двигательного аппара-
та, в основе развития которого лежит дисбаланс 
между про- и противовоспалительными цито-
кинами, что влечёт за собой гиперпродукцию и 
нарушение дифференцировки клеток эпидермиса 
– кератиноцитов [1,2]. 

Помимо деления и роста клеток, необходимо 
также обратить внимание на противоположные 
биологические события – старения и гибели. 
На сегодняшний день существует множество 
способов оценки выраженности этих процессов. 
Наиболее доступным являются иммуногистохи-
мические методы исследования. 

Иммуногистохимический анализ – это вы-
сокоспецифический метод микроскопического 
исследования тканей, позволяющий визуализи-
ровать конкретные антигены. Принцип метода 
заключается в использовании меченых антител, 
которые специфически связываются с искомыми 
антигенами в гистологических срезах [3]. 

Белок Ki-67 является одним из наиболее ин-
формативных и широко используемых маркеров 
клеточной пролиферации. Его открытие в 1983 
г. под руководством Gerdes et al. произошло при 
исследовании клеток лимфомы Ходжкина, и с тех 
пор он стал незаменимым инструментом в оценке 
клеточного роста.  

Уникальность белка Ki-67 как маркера про-
лиферации обусловлена его специфической экс-
прессией в различных фазах клеточного цикла. 
Являясь компонентом ядерного матрикса, этот 
белок демонстрирует характерное изменение сво-
ей локализации на разных этапах деления клетки 
[4]. В фазе G1 Ki-67 находится в ядрышках, затем 
в фазы S и G2 он обнаруживается в ядрышках и 
кариоплазме. В фазе митоза после разрушения 
ядерной оболочки Ki-67 распределяется диффуз-

но, в метафазе (М) белок формирует гранулиро-
ванные структуры и находится на поверхности 
отдельных хромосом. В фазах G0 и начале G1 
белок полностью отсутствует [5]. 

Концентрация белка Ki-67 в течение клеточ-
ного цикла также претерпевает значительные из-
менения. Уровень белка достигает максимума при 
переходе из фазы G2 в фазу M. Затем его концен-
трация постепенно снижается и минимизируется 
при переходе из фазы G1 в фазу S. В фазе G0 белок 
полностью деградирует и не визуализируется 
в ядрах [6,7]. Благодаря такой зависимости от 
фазы клеточного цикла и характерной динамики 
экспрессии белок Ki-67 признан универсальным 
маркером пролиферации, особенно важным при 
оценке степени злокачественного роста и опреде-
лении активности опухолевого процесса.  

Клеточное старение – это состояние необ-
ратимой остановки клеточного цикла, которое 
может быть вызвано различными факторами. 
Хотя стареющие клетки не делятся, они остаются 
метаболически активными. Клетки с признаками 
фенотипического старения характеризуются 
множеством маркеров, включая повышенное со-
держание и активность лизосом, которые можно 
обнаружить по активности лизосомального фер-
мента β-галактозидазы (β-GAL) [8,9]. 

Стареющие клетки в культуре идентифициру-
ются по их неспособности подвергаться синтезу 
ДНК – свойству, характерному для покоящихся 
клеток. Наличие биомаркера β-GAL не зависит от 
синтеза ДНК и, как правило, отличает стареющие 
клетки от покоящихся клеток. Метод обнаруже-
ния β-GAL представляет собой удобный анализ на 
основе одной клетки, который может идентифи-
цировать стареющие клетки даже в гетерогенных 
популяциях клеток и стареющих тканях [10,11].

Клеточное старение участвует в различных 
физиологических и патологических процессах 
в различных тканях, оказывая влияние на такие 
процессы, как эмбриогенез, восстановление и 
ремоделирование тканей, онкогенез, старение и 
фиброз тканей [12], [13].

Изучение количественного состава и соотно-
шения маркеров пролиферации и старения клеток 
может стать дополнительным критерием опреде-
ления тяжести течения псориаза, а также факто-
ром прогнозирования развития резистентности к 
базисной противовоспалительной терапии. 
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Цель исследования
Определить экспрессию Ki-67 и β-GAL в эпи-

дермисе больных с тяжёлым течением псориаза 
(Psoriasis Area and Severity Index (PASI) > 20) в 
зависимости от эффективности терапии мето-
трексатом.

Материалы и методы
Набор и обследование пациентов проводилось 

в период с 2021 по 2023 год на базе КГБУЗ «Крас-
ноярский краевой кожно-венерологический 
диспансер № 1» в условиях амбулаторно-поли-
клинического отделения, стационаров дневного и 
круглосуточного пребывания. У пациентов было 
взято добровольное информированное согласие 
на участие в исследовании.

Для проведения иммуногистохимического 
исследования кожи из патологического очага для 
определения белков Ki-67 и β-GAL было отобра-
но 70 пациентов:

	– группа 1 (До лечения, n=30) – пациенты до 
лечения метотрексатом;

	– группа 2 (Эффект «+», n=20) – пациенты по-
сле лечения с положительным клиническим 
эффектом (динамика PASI < 25%);

	– группа 3 (Эффект «-», n=20) – пациенты по-
сле лечения, не достигнувшие клинического 
ответа (динамика PASI < 25%);

	– группа 4 (Контроль, n=10) – биоптаты кожи 
здоровых людей.
Иммуногистохимический анализ проводился 

на базе кафедры патологической физиологии 
имени профессора В.В. Иванова ФГБОУ ВО 
«Красноярский государственный медицинский 
университет имени профессора В.Ф. Войно-Ясе-
нецкого» МЗ РФ. Для проведения исследования 
использовался готовый набор для обнаружения 
HRP/AEC IHC – (ab236467, Abcam, США), в кото-
рый входят: пероксидазный блок, протеиновый 
блок, конъюгированное кроличье антитело про-
тив мыши, вторичное микрополимерное анти-
тело, меченое пероксидазой хрена и хромаген 
3-амино-9-этилкарбазол (AEC). Для специфиче-
ского связывания с человеческим Ki-67 исполь-
зуются первичные моноклональные антитела 
кролика (кат. № MA5-14520, Invitrogen, США), 
разведённые в фосфатно-буферном растворе в 
соотношении 1:100, а также первичные антитела 
к β-галактозидазе (анти-GLB1, кат. № ab203749, 
Abcam, США), в разведении 1:250.

Средний процент Ki-67 положительных клеток 
был посчитан как отношение количества окра-
шенных клеток к общему числу кератиноцитов 
в исследуемых образцах. Аналогичным образом 

рассчитывался и средний процент β-GAL по-
ложительных кератиноцитов. Для определения 
среднего иммуногистохимического коэффициента 
β-GAL учитывалась интенсивность окраски цито-
плазмы, которая выражалась в числовом значении 
от 0 до 3, где 0 – цитоплазма не окрашена, 1 – сла-
бая окраска, 2 – умеренная, 3 – сильная. Рассчет 
среднего иммуногистохимического коэффициента 
β-GAL проводился по формуле: H-score = (1 × % 
слабоокрашенных) + (2 × % умеренноокрашен-
ных) + (3 × % сильноокрашенных клеток) [14]. 

Статистический анализ проводился с исполь-
зованием пакета программы SPSS (IBM SPSS 
Statistics Base 20, США). Для оценки нормальности 
распределения использовался критерий Колмо-
горова-Смирнова. Для групп с асимметричным 
распределением использовался непараметриче-
ский U-критерий Манна-Уитни, а с симметрич-
ным – t-критерий Стьюдента для независимых 
выборок. Для сравнения изменения параметров 
в динамике использовался критерий Вилкоксона 
для зависимых выборок. Номинальные параме-
тры сравнивались с помощью критерия χ2.

Данные представлены в виде среднего ариф-
метического и стандартного отклонения – M(δ) 
(для групп с нормальным распределением) 
или медианы и межквартильным интервалом 
– Ме(Q1,Q3) (для групп с асимметричным рас-
пределением).

Результаты 
Средние показатели белков в кератиноцитах в 

4 группах распределились следующим образом. 
Наиболее выраженная экспрессия Ki-67 наблю-
далась в группе 3 (пациенты после лечения, не 
достигшие клинического ответа), а наименьшее 
– в группе 2 (положительный клинический от-
вет). В отношении экспрессии β-GAL наблюда-
лась противоположная тенденция: в группе 2% 
положительно окрашенных клеток был выше и 
приближён к группе контроля, а в группе 3 – его 
меньше всего.

Средние показатели белков Ki-67 и β-GAL в 
кератиноцитах представлены в таблице 1. Раз-
личия между экспрессией белков в группах 2 и 
3 было определено как статистически значимое 
(таблица 2).

Проанализировав корреляционную связь уров-
ней белков Ki-67 и β-GAL в кератиноцитах соглас-
но критерию Спирмана, была определена обратная 
корреляция средней силы, уровень достоверности 
– статистически значимый (таблица 3).

Кроме того, в группе пациентов 1 (до лечения) 
была выявлена обратная корреляционная связь 
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между эффективностью терапии метотрексатом 
и уровнем белка Ki-67, и прямая корреляция с 
β-GAL. То есть у пациентов с высоким значением 
среднего % Ki-67 (+) клеток и низким средним % 
β-GAL (+) клеток до начала лечения наблюдался 
более низкий эффект от терапии метотрексатом, 
а у пациентов с низким уровнем Ki-67 и высо-
кой β-GAL – наоборот, эффект от терапии был 
выше. На основании проведённых исследований 
выявлено, что у пациентов со слабым ответом 
на метотрексат наблюдается высокий процент 
Ki-67 (+) клеток и низкий процент β-GAL (+) 
клеток в сравнении с группой пациентов с поло-
жительным эффектом. Кроме того, у пациентов 
с высоким значением среднего % Ki-67 (+) клеток 
и низким средний % β-GAL (+) клеток до начала 
лечения наблюдался более низкий эффект от 
терапии метотрексатом, а у пациентов с низким 

уровнем Ki-67 и высокой β-GAL до лечения – на-
оборот эффект от терапии был выше (таблица 4). 
Следовательно, на основании соотношения уров-
ня белков в кератиноцитах можно спрогнозиро-
вать развитие низкой эффективности терапии 
метотрексатом ещё до начала лечения. 

Обсуждение
Диагностическая значимость маркеров про-

лиферации при гиперпролиферативных забо-
леваниях не подвергается сомнению. Однако, 
помимо активности воспалительного процесса в 
прогрессирующую стадию псориаза, белок Ki-67 
также определяется в кератиноцитах мальпигие-
вого слоя здоровой кожи, и является показателем 
естественного обновления эпидермиса и реге-
нерации повреждённого кожного барьера [15]. 
Кроме того, высокий уровень экспрессии Ki-67 

Таблица 1. Средние показатели белков Ki-67 и β-GAL в кератиноцитах

Показатель Группы
1 2 3 4
До лечения 
N=30

Эффект «+»
N=20

Эффект «-»
N=20

Контроль
N=10

Me(Q1,Q3)
M(δ)

Р (в срав-
нении с 
контроль-
ной груп-
пой)

Me(Q1,Q3) Р (в срав-
нении с 
контроль-
ной груп-
пой)

Me(Q1,Q3)
M(δ)

Р (в срав-
нении с 
контроль-
ной груп-
пой)

Me(Q1,Q3)
M(δ)

Средний % 
Ki-67(+) 
клеток

9,97 
(3,85;18,22)

0,842** 4,2 
(2,77;5,73)

0** 36,55 
(6,98;39,98)

0,028** 8,2 
(6,52;10,01)

Средний %  
β-GAL(+) 
клеток

76,23 
(61,75;85,05)

0,018** 84,5 
(79,27;86,64)

0,267** 50,24 
(44,17;64,53)

0** 85,18 
(84,19;88,2)

Средний 
иммуно-
гистохими-
ческий 
коэффициент 
β-GAL

135,9 (59,8) 0,05** 135,6 
(89,4;186,1)

0,061** 85,9 (35,9) 0** 189,1 (12,8)

Примечания: Ме(Q1,Q3) – медиана и межквартильный интервал; M(δ) – среднее арифметическое и стандартное отклонение; ** – критерий Манна-Уитни; p<0,05 
– значимые различия (выделены жирным).

Таблица 2. Уровень белков Ki-67 и β-GAL в кератиноцитах у пациентов после лечения в зависимости от 
эффективности проводимой базисной противовоспалительной терапии метотрексатом

Показатели 2 группа (Эффект «+») 
N=20

3 группа (Эффект «-») 
N=20

Р

% Ki-67 (+) клеток Me(Q1,Q3) 4,2 (2,77;5,73) 36,55 (6,98;39,98) 0**
% β-GAL (+) клеток Me(Q1,Q3) 84,5 (79,27;86,64) 50,24 (44,17;64,53) 0**
Иммуногистохимический  коэффициент 
β-GAL Me(Q1,Q3)

135,6 (89,4;186,1) 85,9 (35,9) 0**

Примечания: Ме(Q1,Q3) – медиана и межквартильный интервал; ** – критерий Манна-Уитни;  p<0,05 – значимые различия (выделены жирным).
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нередко сопровождается активной миграцией 
провоспалительных цитокинов в патологическом 
очаге, что также свидетельствует о прогрессиру-
ющей стадии заболевания [16,17]. Учитывая оба 
вышеуказанных фактора и их динамику в про-
цессе лечения, возможно оценить эффективность 
проводимой терапии [18].

Другой исследуемый белок – β-галактозидаза 
– имеет противоположное значение. Старение, 
как необратимая финальная стадия клеточного 
цикла, также необходимо для поддержания го-
меостаза всего организма. Наибольший интерес 
β-галактозидаза представляет в области изучения 
общего старения организма и, в частности, воз-
растных изменений в коже [19,20]. Однако при 

гиперпролиферативных заболеваниях β-GAL 
является маркером позитивного ответа на те-
рапию и низкой активности патологического 
пролиферативного процесса в тканях. Соот-
ветственно, при псориазе β-GAL определяется 
преимущественно в стадию регресса в верхних 
слоях эпидермиса – зернистом и роговом. 

Заключение
Таким образом, определение экспрессии 

белков Ki-67 и β-GAL на основе иммуногисто-
химического анализа может быть использовано 
в клинической практике врачей-дерматовене-
рологов для прогнозирования эффективности 
терапии.

Таблица 3. Анализ корреляционной связи уровня белков Ki-67 и β-GAL в кератиноцитах****

Показатель Средний % β-GAL (+) 
клеток

Средний 
иммуногистохимический-
коэффициент β-GAL

Средний % Ki-67 (+) 
клеток

Коэффициент 
корреляции

-0,409** -0,342**

Р (2-х сторонняя) 0 0,004
Примечания: **** – критерий Спирмана; * – корреляция значима на уровне 0,05 (двухсторонняя); ** – корреляция значима на уровне 0,01 (двухсторонняя); p<0,05 
– значимые различия (выделены жирным).

Таблица 4. Анализ корреляционной связи эффективности базисной противовоспалительной терапии уровня 
белков Ki-67 и β-GAL в кератиноцитах до лечения****

Показатель Средний 
% Ki-67 
(+) клеток

Средний 
% β-GAL 
(+) клеток

Средний 
иммуногистохимический 
коэффициент β-GAL

Эффективность базисной 
противовоспалительной терапии

Коэффициент 
корреляции

-0,510 0,533 0,544

Р (2-х сторонняя) 0,004 0,002 0,002
Примечания: **** – критерий Спирмана; p<0,05 – значимые различия (выделены жирным).
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