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Введение. Применение гидрализата плаценты в косметологии, открывает новую страницу в анти-эйдж терапии. Много-

численные исследования подтвердили антиоксидантые, противовоспалительные, антипегментные свойства препаратов ги-

дрализата плаценты, а также активации трофической функции и оптимизации клеточного метаболизма. Отличием препара-

та Мэлсмон от аналогов является его максимальная безопасность, так как в состав препарата не входят гормоны, факторы 

роста, ферменты, он полностью очищен от токсичных веществ.

Цель исследования. Оценить возможность применения препарата Мэлсмон в качестве регуляторного и геропротективного 

средства для профилактики старения кожи фибробластов человека при их старении in vitro.

Материал и методы. Сравнивали экспрессию белков методом иммуноцитохимии в клеточных культурах фибробластов 

кожи человека на 7-м и 14-м пассажах с введением препарата Мэлсмон и в контрольной группе.

Результаты. При анализе относительной площади экспрессии изучаемых маркеров в «молодой культуре» фибробластов 

человека на 3-м пассаже было установлено увеличение показателей экспрессии маркеров Ki-67, кальретикулина, сиртуина-6 и 

синтаксина под воздействием препарата «Мэлсмон», тогда как в «старой кульутре» на 14-м пассаже при введении гидроли-

зата плаценты (Мэлсмон) наблюдалась активация экспрессии ki-67, сиртуинов 1 и 6, до аналогичных показателей в молодой 

(контрольной) культуре.

Заключение. Препарат Мэлсмон обладает выраженными геропротективными свойствами по отношению к клеткам кожи 

человека, что дает основание для его дальнейшей разработки в качестве средства, стимулирующего регенераторные процессы 

в коже и препятствующего ее старению.
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Introduction. Application of placenta hydrolysate in cosmetology opens a new page in anti-aging therapy. Numerous studies have 

confirmed the antioxidant, anti-inflammatory, anti-pigmental properties of placenta hydrolysate preparations, as well as activation of trophic 

function and optimization of cellular metabolism. The difference between preparation Melsmon and its analogs is the maximum safety of the 

drug since it does not include hormones, growth factors, enzymes, it is completely free from toxic substances.

Purpose of the study. To evaluate the possibility of using the preparation Malsmon as a regulatory and geroprotective agent for the 

prevention of skin aging of human fibroblasts during their senescence in vitro
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что человеческий гидролизат плаценты 

содержит множество сигнальных молекул с разной 

биологической активностью обладающих разными 

терапевтическими эффектами, – гормоны, белки, 

липиды, нуклеиновые кислоты, гликозаминоглика-

ны, аминокислоты, витамины и минералы [1, 2]. В 

исследовании японских ученых сообщалось, что экс-

тракт плаценты эффективен для восстановления сил 

при утомляемости, активизируя кровоснабжение и, 

следовательно, трофические функции, а также содей-

ствуя экскреции метаболитов из организма [3]. Кроме 

того, в различных лабораториях проведено несколько 

исследований по антиоксидантному [4], противовос-

палительному [3] и антипигментному действию [5, 6] 

гидролизата плаценты. 

Первым регенеративные свойства плацентарно-

го экстракта обнаружил и на этой основе обосновал 

метод тканевой терапии российский офтальмолог 

и хирург профессор В.П. Филатов (1875–1956). Его 

метод был основан на предположении, что экстракт 

плаценты содержит большое количество «биогенных 

стимуляторов», которые активируют обмен веществ. 

К сожалению, потом лидерство в области терапии 

плацентарными препаратами перешло к Японии, 

где в 1956 г. появился препарат Мэлсмон [7]. С 2011 

г. аллогенный гидролизат плаценты для подкожного 

введения Мэлсмон был зарегистрирован на терри-

тории РФ как лекарственное средство для коррек-

ции астенических состояний у женщин в пери- и 

постменопаузальном периоде и стал предметом 

пристального изучения российских исследователей 

и клиницистов [8]. Отличием препарата Мэлсмон от 

его аналогов является максимальная безопасность 

препарата, так как в его состав не входят гормоны, 

факторы роста, ферменты, он полностью очищен от 

токсичных веществ, является апирогенным и анти-

аллергенным.

В экспериментальном исследовании in vitro было 

установлено, что в основе механизма действия препа-

рата Мэлсмон лежит его способность усиливать энер-

гетический потенциал клеток, способствуя нормали-

зации функциональной активности митохондрий. 

По мнению авторов, это приводит к оптимизации 

клеточного обмена, тем самым тормозится формиро-

вание и прогрессирование патологических процессов 

как на клеточном уровне, так и в организме в целом 

[9, 10].

С учетом изложенного нами оценена возмож-

ность применения препарата Мэлсмон в качестве ре-

гуляторного и геропротективного средства для про-

филактики старения кожи фибробластов человека 

при их старении in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Для создания культуры клеток фибробластов 

(n=3) использовали нормальную пуповину челове-

ка, полученную при естественных срочных родах 

на 40-й неделе беременности. Пассирование клеток 

проводили через 3 дня на 4-й, когда культура до-

стигала состояния монослоя. Клетки культивиро-

вали до 3-го («молодая культура») и 14-го пассажей 

(«старая культура»). Все культуры были разделены 

на 2 группы: 1-я – культура фибробластов человека 

с введением физиологического раствора, 2-я – куль-

тура фибробластов человека с введением препарата 

Мэлсмон. Препарат Мэлсмон добавлялся в культу-

ральные среды в концентрации 200 мкл на 3 мл пи-

тательной среды.

Для оценки геропротективного эффекта были 

выбраны сигнальные молекулы, наиболее активно 

участвующие в механизмах клеточного обновления, 

регенерации и антистарения, – AIF, ki-67, сиртуин-1 

(Sirt-1), сиртуин-6 (Sirt-6) кальретикулин (CALR), 

синтаксин-6 (STX6).

Экспрессия сигнальных молекул и структурно-

функциональная организация клеточных культур 

фибробластов изучались молекулярно-морфологи-

ческими методами (иммуноцитохимическое марки-

рование, иммунофлюоресцентная конфокальная ла-

зерная сканирующая микроскопия, морфометрия, 

3D-реконструкция, компьютерный анализ микро-

скопических изображений).

Для иммунофлюоресцентного окрашивания 

клетки помещали в 24-луночный планшет («Био-

лот»). В работе использовали первичные монокло-

нальные антитела к AIF («Abcam», 1:500), Calreticulin 

(«Abcam», 1:200), ki-67 («Dako», 1:50), Sirt-6 («Abcam», 

1:100), Sirt-1 («Abcam»,1:250) Syntaxin 6 («Abcam», 

1:150). Для пермеабилизации использовали 0,1% 

Triton X-100 («Биолот»), растворенный в фосфатном 

буфере (PBS). Далее культуры клеток инкубировали 

в 1% эмбриональной телячьей сыворотке (fetal bovine 

serum, FBS) (pH=7,5) в течение 30 мин для блокиров-

ки неспецифического связывания. Инкубацию с пер-

выми антителами проводили в течение 60 мин.

Methods. The expression of proteins was compared by immunocytochemistry in cell cultures of human skin fibroblasts at 7th and 14th 

passages with the administration of preparation Melsmon and in the control group.

Results. When analyzing the data of the relative area of expression of the studied markers in the «young culture» of human fibroblasts, 

an increase in the expression indices of Ki-67, calreticulin, sirtuin-6 and syntaxin under the influence of the Melsmon preparation was found 

after the 3rd passage. Whereas in the «old culture» on the 14th passage, when placental hydrolysate (Melsmon) was added, activation of the 

expression of ki-67, sirtuins 1 and 6, to the same level as in the young (control) culture was observed.

Conclusion. The Melsmon preparation has pronounced geroprotective properties with respect to human skin cells, which gives arguments 

for its further development as a means of stimulating regenerative processes in the skin and preventing its aging.

Key words: Melsmon preparation, placental hydrolysate, sirtuins, geroprotective agent, skin aging, signaling molecules
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Конфокальную микроскопию клеток проводи-

ли на инвертированном конфокальном микроскопе 

Olympus Fluo View FV1000-IX70 с использованием 

апохроматического объектива «404 UPlan». Для спец-

ификации флюоресценции исследуемых маркеров 

использовали волну возбуждения диодного лазера 

488 нм, мультиаргонового лазера 647 нм. Ядра кле-

ток докрашивали Hoechst 33258 (Sigma), в результате 

чего они флюоресцировали синим цветом. Зеленая 

и красная флюоресценция отражали экспрессию 

исследуемых маркеров (инкубация со вторичными 

антителами, конъюгированными с флюорохромом 

AlexaFluor 488 и 647 – 1:1000, Abcam – в течение 30 

мин при комнатной температуре, в темноте).

Для оценки результатов иммуноцитохимического 

окрашивания проводили морфометрическое иссле-

дование с использованием системы компьютерного 

анализа микроскопических изображений FW-10 и 

программного обеспечения Vidеotest Morphology 5.2. 

В каждом случае анализировали 5 полей зрения при 

увеличении в 400 раз. Измеряли площадь экспрессии 

– ее рассчитывали как отношение площади, занимае-

мой иммунопозитивными клетками, к общей площа-

ди клеток в поле зрения для маркеров с цитоплазма-

тическим окрашиванием, и как отношение площади, 

занимаемой иммунопозитивными ядрами, к общей 

площади ядер в поле зрения для маркеров с ядерной 

экспрессией. Показатели площади экспрессии выра-

жали в процентах.

Статистическая обработка данных включала под-

счет среднего арифметического, стандартного от-

клонения и доверительного интервала для каждой 

выборки (Statistica 7.0). Для анализа вида распределе-

ния использовали критерий Шапиро–Уилка (W-test). 

Было установлено, что все выборки соответствуют 

нормальному распределению.

Для проверки статистической однородности не-

скольких выборок были использованы непараметри-

ческие процедуры однофакторного дисперсионного 

анализа (критерий Крускала–Уоллиса). Для выбо-

рок, а которых разброс был значительным, применя-

ли процедуры множественных сравнений с помощью 

критерия Манна–Уитни. Для групп с незначитель-

ным разбросом применяли t-критерий Стьюдента. 

Критический уровень достоверности нулевой гипо-

тезы (об отсутствии различий) принимали равным 

0,01.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При анализе данных об относительной пло-

щади экспрессии изучаемых маркеров в «молодой 

культуре» фибробластов человека на 3-м пассаже 

было установлено увеличение показателей экс-

прессии маркеров Ki-67, кальретикулина, сиртуи-

на-6 и синтаксина под воздействием препарата 

Мэлсмон (рис. 1). Наиболее значимые статистиче-

ски достоверные отличия выявлены при изучении 

маркера Ki-67, экспрессия которого при добавле-

нии в культуру препарата Мэлсмон 

повышалась в 1,9 раза по сравнению 

с контролем. 

Белок Ki-67– фактор пролифе-

рации, присутствует в ядрах всех де-

лящихся клеток. Уровень экспрессии 

Ki-67 – информативный показатель 

для определения интенсивности де-

ления фибробластов кожи. Главной 

функцией фибробластов является 

синтез межклеточного матрикса сое-

динительной ткани, основными ком-

понентами которого являются про-

теины – коллаген, эластин, фибрин и 

гиалуроновая кислота [11]. 

При старении клеточной культу-

ры фибробластов также наблюдает-

ся активация их пролиферации под 

действием препарата Мэлсмон. Кон-

трольное значение площади экспрес-

сии Ki-67 на 14-м пассаже составило 

1,11±0,2%. В культуре фибробластов 

на 14-м пассаже площадь экспрессии 

Ki-67 в группе с введением гидроли-

зата плаценты увеличивалась в 1,7 

раза – до 1,84±0,34%. Из литературы 

известно, что с возрастом наблюда-

ется уменьшение экспрессии ki-67 в 

фибробластах и других клетках [12], 

тогда как препарат Мэлсмон стиму-

Рис. 1. Сравнение показателей относительной площади экспрессии 

сигнальных молекул в культуре фибробластов человека на 3-м пассаже. 

* p<0,05 по сравнению с соответствующим контролем

Fig. 1. Comparison of the relative area of signal molecule expression 

in a human fibroblast culture at the 3rd passage. * p<0,05 compared 

with the corresponding control
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лирует деление оставшихся в культуре клеток фи-

бробластов человека (рис. 2). 

Увеличение относительной площади экспрессии 

кальретикулина (CALR) под воздействием препарата 

Мэлсмон свидетельствует об активизации синтети-

ческих процессов в культуре фибробластов человека 

(см. рис. 1). CALR является маркером эндоплазма-

тической сети (ЭПС), а, как известно, этот органо-

ид обеспечивает синтез и модификацию всех белков, 

синтезируемых клеткой для выведения наружу. CALR 

является шопероном, в комплексе с кальнексином 

он участвует в формировании третичной структуры 

белков. CALR контролирует поток белков и глико-

протеинов от ЭПС к аппарату Гольджи, не давая не-

правильно свернутым молекулам перемещаться в 

цис-полис аппарата Гольджи [13]. 

Также CALR обеспечивает регуляцию внутри-

клеточной концентрации кальция, связывая актив-

ными центрами молекулы кальция и удерживая их. 

Было показано, что содержание кальретикулина в 

мозге мышей при их старении постоянно снижается. 

Уменьшение с возрастом содержания кальретикулина 

приводит к снижению контроля качества белка, что 

способствует к деструктивным изменениям в процес-

се старения [14]. 

На 14-м пассаже не было выявлено статистически 

достоверных различий между контрольной и опытной 

группами. Следует отметить, что значение площади 

экспрессии CALR на 14-м пассаже при введении пре-

парата Мэлсмон (9,84±1,7%) было 

сопоставимо со значением площади 

экспрессии в контрольной культуре 

на 3-м пассаже (10,22±2,2%).

Таким образом, при старении 

клеточной культуры введение препа-

рата Мэлсмон позволяет замедлить 

эти процессы. 

Данные об усилении синтетиче-

ской активности фибробластов чело-

века in vitro в группе с введением ги-

дролизата плаценты подтверждаются 

и увеличением относительной пло-

щади экспрессии синтаксина-6 под 

воздействием препарата Мэлсмон. 

Синтаксин 6 (STX6) является 

маркером аппарата Гольджи. STX6 

участвует во внутриклеточной транс-

портировке везикул, т.е. в транспорте 

белков. В фибробластах человека STX6 

регулирует пост-Гольджи транспорт и 

доставку компонентов микродоменов 

мембраны, таких как ганглиозид GM1 

(гликосфинголипид) и кавеолин-1, 

в плазматическую мембрану. Кавео-

лин-1 участвует в образовании кавеол, 

которые, в свою очередь, опосредуют 

мембранный транспорт, эндоцитоз и 

формирование клеточного ответа на 

внешний сигнал. 

Кроме того, STX6 необходим для ретроградного 

переноса в тран-полюс аппарата Гольджи гликос-

финголипидов, ассоциированных с мембранными 

микродоменами, и холестерина, полученного из ли-

попротеидов низкой плотности [15]. 

Статистически достоверные отличия между по-

казателями относительной площади экспрессии в 

контроле и при воздействии препарата Мэлсмон вы-

явлены на 3-м пассаже – значения составили соот-

ветственно 4,39±0,2 и 5,35±0,44% (см. рис. 1). 

Аpoptosis inducing factor (AIF) – митохондриаль-

ный проапоптозный белок межмембранной локали-

зации с молекулярной массой 62 кДа. AIF запуска-

ет путь апоптоза, независимый от каспаз, вызывая 

конденсацию хроматина и фрагментацию ДНК в 

клетке. При поступлении апоптотического сигнала 

происходит транслокация AIF из митохондрии в ци-

топлазму, а затем в ядро клетки, где он вызывает не-

зависимую от каспаз запрограммированную смерть 

клетки [16]. 

В нашем исследовании на клеточной культуре 

фибробластов человека не выявлено статистически 

достоверных отличий между группами ни на 3-м, ни 

на 14-м пассаже по площади экспрессии маркера AIF, 

т.е. препарат Мэлсмон не воздействует на апоптоз в 

культурах клеток и его применение безопасно. 

Значимым является увеличение экспрессии сир-

туина-6 на 3-м и 14-м пассажах в культуре клеток фи-

бробластов человека (см. рис. 1, 2). 

Рис. 2. Сравнение показателей относительной площади экспрессии сиг-

нальных молекул в культуре фибробластов человека на 14-м пассаже. 

* p<0,05 по сравнению с соответсвующим контролем

Fig. 2. Comparison of the relative area of signal molecule expression

 in a human fibroblast culture at the 14rd passage. * p<0,05 compared 

with the corresponding control
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SIRT6 – критический регулятор транскрипции и 

стабильности генома, теломерной целостности, репа-

рации ДНК и метаболического гомеостаза [17]. Исто-

щение пула SIRT6 приводит к аномальной структуре 

теломер и потере концевых последовательностей при 

репликации ДНК, в результате чего наблюдаются не-

стабильность генома и преждевременное клеточное 

старение [18]. 

SIRT6 также играет важную роль в регуляции 

процессов репарации ДНК. SIRT6 ассоциируется с 

хроматином, фланкирующим двунитевые разрывы 

ДНК (DSB), тем самым стабилизируя белки репара-

ции двуцепочечных разрывов ДНК при соединении 

негомологичных концов (NHEJ) DSB и способствуя 

эффективной репарации этих разрывов [19]. Было 

показано, что SIRT6 способствует репарации двуни-

тевых разрывов ДНК через дополнительные механиз-

мы посредством стимуляции резекции ДНК при ре-

комбинационной репарации разрывов ДНК (HDR) и 

активации поли-АДФ рибозилтрансферазы PARP-1 

для NHEJ и HDR [20]. 

Площадь экспрессии SIRT6 на 3-м пассаже в кон-

трольной группе 0,59±0,09%, при введении препара-

та Мэлсмон этот показатель увеличивался в 2 раза (до 

1,16±0,08%) (см. рис. 1). Аналогичная тенденция со-

хранялась и в культуре при старении, площадь экс-

прессии в группе с добавлением препарата Мэлсмон 

увеличивалась в 1,7 раза и составляла 0,85±0,09% (см. 

рис. 2).

Таким образом, применение препарата Мэлсмон 

при старении культуры клеток фибробластов позво-

ляет добиться увеличения показателей экспрессии 

сиртуина-6 до таковых в молодой 

(контрольной) культуре, что отража-

ет его геропротективное действие, 

обеспечивающее защиту ДНК от по-

вреждений и стабильность генома, 

позволяя клетке дольше выполнять 

запрограммированные функции.

Сиртуин-1, еще один член се-

мейства сиртуинов, экспрессируется 

в ядрах клеток (рис. 3), его считают 

одним из факторов, определяющих 

продолжительность жизни у млеко-

питающих. SIRT1 экспрессируется во 

всех органах, но преобладает в наибо-

лее энергетически зависимых тканях 

[21]. Нокаутирующие мутации в гене 

SIRT1 ведут к пренатальной и пери-

натальной гибели, нарушениям гаме-

тогенеза, хроническим инфекциям, 

атрофии поджелудочной железы [22]. 

SIRT1, как уже отмечалось выше, 

участвует в различных клеточных 

процессах, в том числе в репрессии 

транскрипции в ответ на стресс, ре-

моделировании хроматина, регуля-

ции дифференцировки клеток, акти-

вации метаболических путей. 

В нашем исследовании достовер-

ное увеличение экспрессии SIRT1 под 

воздействием препарата Мэлсмон на-

блюдалось только на 14-м пассаже. В 

контрольной группе площадь экспрес-

сии SIRT1 составляла 1,01±0,08%, тог-

да как в экспериментальной она уве-

личивалась в 2 раза – до 2,15±0,4%. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования экс-

прессии ключевых сигнальных мо-

лекул, обеспечивающих регуляцию 

метаболических процессов, внутри- и 

межклеточные взаимодействия в тка-

нях, показали, что препарат Мэлсмон 

Рис. 3. Экспрессия SIRT-1 в культуре клеток фибробластов, иммуноф-

люоресцентная конфокальная микроскопия, ×400, для окраски ядер ис-

пользовали Hoechst 33258 (синяя флюоресценция). Визуализацию белка 

проводили с помощью вторичных антител, конъюгированных с Alexa 

Fluor 555 (желтая флюоресценция): а – контроль, 3-й пассаж; б – кон-

троль, 14-й пассаж; в – при введении препарата Мэлсмон, 3-й пассаж; 

г – при введении препарата Мэлсмон, 14-й пассаж

Fig. 3. Expression of SIRT-1 in fibroblast cell culture, immunofluorescent 

confocal microscopy, ×400, Hoechst 33258 (blue fluorescence) was used for 

nuclear staining. Protein imaging was performed using secondary antibodies 

conjugated to Alexa Fluor 555 (yellow fluorescence): a – control, 3rd passage; b 

– control, 14th passage; в – with the introduction of the preparation Melsmon, 

3rd passage; g – with the introduction of the preparation Melsmon, 14th passage

а б

в г
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обладает выраженными геропротективными свой-

ствами по отношению к клеткам кожи человека, что 

дает основание для его дальнейшей разработки в ка-

честве средства, стимулирующего регенераторные 

процессы в коже и препятствующего ее старению.

Изучение регуляторных свойств препарата Мэлс-

мон современными методами молекулярной мор-

фофизиологии показало его несомненную широкую 

перспективность в качестве потенциального мощно-

го биорегулятора метаболических и физиологических 

процессов в различных органах и тканях человека как 

в норме, так и при патологии.

По результатам изложенного сделаны следующие 

выводы:

•  увеличение показателя экспрессии Ki-67 как в 

молодых, так и в старых культурах свидетельству-

ет об активной пролиферации фибробластов, что 

in vivo отражает активную регенерацию ткани;

•  при введении препарата Мэлсмон в клеточной 

культуре наблюдается усиление синтетической 

активности фибробластов человека, что под-

тверждается увеличением площади экспрессии 

кальретикулина и синтаксина-6 в группах с 

введением гидролизата плаценты;

•  препарат Мэлсмон активирует экспрессию 

белков семейства сиртуинов при старении, что 

обусловливает стабильность генома, защиту 

клеток от преждевременного старения и обе-

спечивает выполнение клетками биологиче-

ских функций.
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