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Работа посвящена определению уровня спонтанного и церамид-индуцированного апоптоза в клетках кожи, 
полученных у  больных атопическим дерматитом, экземой и псориазом. Для проведения исследования был ис
пользован простой и дешевый метод, основанный на определении флуоресценции пропидиума иодида в фик
сированных клетках соскоба кожи с помощью проточной цитометрии. Показано, что процент спонтанного 
апоптоза повышен при всех заболеваниях кожи по сравнению с образцами доноров. Максимальный уровень 
индукции апоптоза в клетках соскоба кожи обнаружен при добавлении бактериальной сфингомиелиназы в об
разцы клеток больных экземой, этот эффект носит дозо-зависимый характер. При псориазе действие сфинго
миелиназы на клетки кожи менее выражено по сравнению с экземой. При экземе дозо-зависимо повышен 
процент С2-церамид-индуцированного апоптоза в клетках кожи по сравнению с донорами и больными атопи
ческим дерматитом и псориазом. Определение апоптоза методом проточной цитометрии можно использовать 
для прогноза течения заболевания и назначения патогенетической терапии заболеваний кожи.
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сигнал апоптоза; ЭТС — эмбриональная телячья сыворотка

Введение

В основе патогенеза хронических заболеваний кожи, 
таких, как псориаз, экзема, атопический дерматит, лежат 
нарушения программированной гибели (апоптоза) кера- 
тиноцитов, что клинически сопровождается повреждение 
эпидермиса. Апоптоз необходим для поддержания гоме
остаза кожи: активация или ослабление апоптоза приво
дят к  развитию заболеваний, что проявляется в виде поте
ри ткани или утолщения кожи.

Различают несколько типов апоптоза, из которых наи
более значимыми при заболеваниях кожи являются акти
вационно-индуцированный, Fas-индуцированный, ини
циируемый фактором некроза опухолей (TN F-a) или ин
терфероном гамма (IFN-y). Местом инициации апоптоза 
могут быть митохондрии, лизосомы, плазматическая 
мембрана, ядро, эндоплазматический ретикулум, что 
определяет различия в сигнальных путях апоптоза [1 ].

В апоптозе клеток кожи важную роль играют цитоки- 
ны семейства T N F-a, в частности, TRAIL (TNF-related 
apoptosis-inducing ligand) — лиганд рецепторов апоптоза 
DR4 и DR5; BAFF (B-cell activating factor of the TNF fami
ly), который играет роль в аутоиммунной патологии при 
кожных заболеваниях; APRIL (a proliferation-inducing li
gand), TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis),

p75NTR (p75 neurotrophin receptor) [6 , 18, 19]. TWEAK по
вышает экспрессию TN F-a в кератиноцитах [19, 29].

T N F-a потенцирует Fas-зависимый апоптоз керати- 
ноцитов [14]. Fas рецептор (Fas-R/CD95) широко распро
странен на клетках кожи и регулирует апоптоз фибробла- 
стов дермы. В келоидных рубцах фибробласты резистент
ны к Fas-зависимому апоптозу, но при этом чувствитель
ны к экзогенному церамиду [16]. Все перечисленные 
выше лиганды и рецепторы участвуют в сигнальных путях 
апоптоза, в которых вторичным мессенджером является 
церамид.

Церамиды кожи представлены тремя классами — это 
сфингозины, фитосфингозины и 6 -ОН-сфингозины. 
К  сфингозинам относятся Церамид-1 (EOS), Церамид-2 
(NS) и Церамид-5 (AS). К  фитосфингозинам относятся 
Церамид-9 (ЕОР), Церамид-3 (NP) и Церамид - 6  (AP). 
К  6 -ОН-сфингозинам относятся Церамид-4 (ЕОН), Це- 
рамид - 8  (NH) и Церамид-7 (АН). Кроме барьерной функ
ции кожи, церамиды всех трех классов участвуют в сиг
нальных путях дифференцировки клеток эпидермиса. Це
рамид, образованный путем гидролиза сфингомиелина в 
плазматической мембране клеток, является вторичным 
мессенджером (или посредником) в проведении сигналов 
апоптоза.
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Атопический дерматит — это хроническое заболева
ние кожи, обусловленное сочетанием генетических нару
шений, иммунодефицита и дисфункции эпидермиса за 
счет изменения липидного состава кожи [4]. При атопи
ческом дерматите наблюдается трансэпидермальная поте
ря воды, дегидратация кожи и изменение состава липидов 
внутри рогового слоя эпидермиса. Этиологическим фак
тором атопического дерматита является дефицит церами
дов в роговом слое эпидермиса, что обусловливает изме
нение гидратационных свойств кожи, сухость и снижение 
её барьерной функции [23]. При атопическом дерматите 
обнаружено изменение уровня церамида-1 и церамида-3 
[13]. Втирание в кожу больных атопическим дерматитом 
церамида-1 и церамида-3 в течение 4 недель значительно 
повышало влажность кожи, улучшало её гидратацию и 
снижало трансэпидермальную потерю воды [1 2 ].

Атопический дерматит сопровождается повышением 
уровня апоптоза кератиноцитов. При сравнении первич
ных кератиноцитов, изолированных от доноров, с керати- 
ноцитами, полученными от больных атопическим дерма
титом, было показано, что в последних наблюдается 
IFN -у-индуцированный апоптоз. В кератиноцитах боль
ных атопическим дерматитом IFN-y вызывает повышение 
экспрессии проапоптозных генов NOD2, DUSP1, ADM, а 
также генов, регулирующих развитие воспаления 
(CCDC109B, CCL5, CCL8, IFI35, LYN, RAB31, IFITM1, 
IFITM2) [20].

В патогенезе атопического дерматита играет роль бак
териальная инфекция, в частности, S.aureus [9]. Синтези
руемая бактериями сфингомиелиназа катализирует рас
пад сфингомиелина плазматической мембраны клеток с 
образованием церамида, который далее метаболизируется 
до сфингозина. Повышение уровня сфингозина в роговом 
слое изменяет соотношение липидов с жирными кислота
ми различной длины, что способствует снижению барьер
ной функции кожи [7].

При атопическом дерматите в коже возрастает кон
центрация сфингозинфосфорилхолина (SPC), который 
образуется из сфингомиелина под действием сфингомие- 
лин-деацилазы. SPC повышает уровень кальция в керати
ноцитах и продукцию ими лейкотриена В4 [2]. SPC вхо
дит в состав липопротеидов плазмы крови, его концент
рация существенно повышается при ряде заболеваний. 
SPC инициирует сигнальные каскады при связывании с 
высокоаффинными рецепторами при контакте липопро
теидов с клетками эндотелия сосудов, кожи, мозга. SPC 
действует как митоген и как медиатор воспаления [17].

При экземе апоптоз кератиноцитов наблюдается в су- 
прабазальных эпидермальных слоях кожи и индуцируется 
активированными Т-лимфоцитами через Fas 
(CD95/APO-1) рецептор [3]. В поврежденных участках 
кожи при экземе снижена экспрессия цитокина APRIL и 
повышена экспрессия цитокина BAFF [6 ]. В острой фазе 
обнаружено отсутствие экспрессии субъединицы IL-27, 
регулируемой геном EBV-3. Аппликация IL-27 или его 
добавление в культуру кератиноцитов способствовали 
продукции хемокина CXCL10 и повышении экспрессии 
молекул гистосовместимости I класса. Сигналы от IL-27 
предшествуют сигналам от T N F-a [28].

Псориаз — это хроническое воспалительное заболева
ние кожи, сопровождающееся повышенной пролифера
цией кератиноцитов и сосудов кожи, в основе его лежит

аутоиммунная патология. Основными клетками — мише
нями при псориазе являются кератиноциты, для которых 
характерно повышение пролиферативной активности, 
нарушения дифференцировки, что приводит к постоян
ному слущиванию эпидермиса и истончению кожи. Нару
шения сигнальных путей апоптоза являются неотъемле
мой составляющей патогенеза псориаза и в настоящее 
время считаются основными факторами клинического 
проявления этого заболевания [27]. Протеомный анализ 
тканей из псориатических бляшек позволили идентифи
цировать изменение экспрессии генов, в том числе 1 1  ге
нов, регулирующих апоптоз [2 2 ].

При псориазе в сигнальных путях апоптоза кератино
цитов существенную роль играют белки семейства TN F-a
— это TRAIL, BAFF, APRIL, р75NTR и TWEAK. Эксп
рессия TRAIL и его рецепторов — DR4 и DR5, значитель
но повышена в псориатических бляшках и в нормальных 
участках кожи больных псориазом по сравнению со здо
ровыми донорами. В поврежденных участках также зна
чительно повышена экспрессия рецепторов апоптоза DR5
[18]. Постоянная экспрессия TWEAK наблюдается при 
патологической пролиферации кератиноцитов, сопро
вождающей воспалительный процесс в коже при псориазе
[19]. Экспрессия р75NTR существенно ниже в кератино
цитах больных псориазом по сравнению с нормальной 
кожей [24].

Экспрессия серин-пальмитоил-трансферазы (SPT) — 
основного фермента начала синтеза сфинголипидов 
de novo, значительно снижена в коже больного псориазом 
по сравнению со здоровой кожей. Чем ниже экспрессия 
SPT, тем более выражена тяжесть клинических проявле
ний псориаза [11]. При псориазе в клетках соскобов ко
жи, полученных из поврежденных и внешне нормальных 
участков кожи, уровень общих церамидов существенно 
снижен, что ассоциировано со снижением функциональ
ной активности РКС-a  и JN K  киназы (обе киназы регу
лируют сигналы апоптоза). Сниженный уровень церами
да — это фактор нарушения процессов апоптоза в керати
ноцитах, что приводит к повышению их пролиферации 
[15]. Степень снижения содержания церамидов в коже со
ответствует тяжести развития заболевания.

При псориазе изменяется метаболизм церамидов, ко
валентно связанных с кератиноцитами (ш-гидроксиа- 
цил-сфингозины и ш-гидроксиацил-6 -гидроксисфинго- 
зины),. Эти церамиды содержат основания от С12 до С22, 
остатки жирных кислот от С28 до С36 [10].

Роль церамидов в патогенезе заболеваний кожи не 
ограничивается нарушением сигнальной и барьерной 
функций. Изменения метаболизма сфинголипидов в 
клетках кожи определяют ответ на проведение лекарст
венной терапии, как системной, так и локальной. Даже в 
период ремиссии реакция клеток кожи на неспецифиче
ские раздражители, такие, как загрязнители окружающей 
среды, ультрафиолет и т.д., отличается от ответа клеток 
кожи здорового человека, что проявляется в покрасне
нии, повышенной дегидратации, слущивании эпидерми
са. Церамид играет ведущую роль в этих событиях, что 
позволяет использовать его как прогностический маркер, 
позволяющий оценить ответ кожи на лекарственную те
рапию и длительность периода ремиссии.
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Рис. 1. Пример анализа клеток соскоба кожи на каналах FSC/SSC 
(прямое и боковое рассеяние лазера соответственно)

Целью данной работы было изучение особенностей 
спонтанного апоптоза и апоптоза, индуцированного це- 
рамидом, в клетках кожи больных.

В задачи исследования входила оценки апоптоза клеток 
кожи, полученных при соскобе кожи, с помощью окраски 
пропидиумом иодидом и дальнейшего анализа на проточ
ном цитометре, а также использование этого метода для 
сравнение апоптоза в клетках кожи больных атопическим 
дерматитом, псориазом и экземой.

Материалы и методы
Пациенты

Работа основана на результатах обследования 43 боль
ных экземой, 48 больных псориазом и 46 больных атопи
ческим дерматитом, наблюдавшихся на кафедре кожных 
и венерических болезней МГМСУ (руководитель — про
фессор Перламутров Ю.Н.) в течение 2010—2012 гг. Боль
ные были обследованы до назначения специфической те
рапии. Донорами были мужчины и женщины в возрасте 
18—46 лет (n = 19), не имеющие кожных заболеваний. 
Мы оценили уровень апоптоза и число делящихся клеток 
методом проточной цитометрии в соскобах кожи доноров 
и больных до лечения.

Получение клеток кожи
Для изучения механизмов апоптоза клеток кожи мы 

разработали метод, основанный на получении соскоба 
кожи, выделении изолированных клеток, их окраски про
пидиумом иодидом и последующего анализа на проточ
ном цитометре. Соскобы получали в месте неповрежден
ной кожи, клетки сразу переносили в фосфатный буфер 
(PBS) (Sigma-Aldrich Co., LLC, UK), отмывали центрифу
гированием 1 0  мин при 2 0 0  g, клетки переносили в среду 
199 (ПанЭко, Москва) с 5% эмбриональной телячьей сы
воротки (ЭТС), гомогенизировали, фильтровали и отмы
вали центрифугированием.

Для измерения спонтанного апоптоза клетки фикси
ровали 4% параформальдегидом на PBS и окрашивали 
пропидиумом иодидом (PI) (Sigma) в гипотоническом бу
фере (PI + цитрат натрия 0,1% + Тритон Х-100 (0,01%) на 
дистиллированной воде (Н 2 О dest)), что позволяет краси
телю проникать в живые и апоптозные клетки.

Для определения уровня индуцированного апоптоза 
клетки переносили в среду 199 с 10% ЭТС в концентра
ции 1х106 клеток/мл, добавляли С2-церамид (Avanti Polar 
Lipids Co., Ltd) (проникающий через неповрежденную 
мембрану клеток) в концентрации 0,1 или 1 мМ, через
2 часа клетки отмывали, фиксировали в 4% параформаль
дегиде. Этот же метод использовали для индукции апоп
тоза бактериальной сфингомиелиназой (Sigma) в концен
трации 0,1 или 1 МЕ/мл. Перед исследованием на проточ
ном цитометре клетки окрашивали пропидиумом иоди
дом в гипотоническом буфере.

Проточная цитометрия
Клетки отмывали и анализировали на проточном ци

тометре FAСSCalibur (Becton Dickinson Co., Ltd, USA) по 
программе SimulSet.

Статистика
Результаты обработаны по программе ANOVA и пред

ставлены как M±m. Сравнение между двумя группами да
но по критерию Стьюдента. Анализ малой выборки для 
нескольких групп проводили методом множественного 
сравнения по критерию Ньюмана—Кейлса, р<0,05 дается 
как статистически значимое различие между группами.

Результаты
Соотношение делящихся и гибнущих клеток 

в соскобах кожи
Для проведения данной работы были использованы 

клетки кожи, полученные методом соскоба, которые бы
ли немедленно зафиксированы в 4% параформальдегиде. 
Это позволяет исследовать то состояние ДН К клетки, ко
торое было на момент забора образца. Далее клетки были 
окрашены пропидиумом иодидом, который имеет флуо
ресценцию в красной зоне спектра, связывает концы

Рис. 2. Пример анализа клеток соскоба кожи, где курсор М2 показы
вает процент клеток в апоптозе, М3 указывает на делящиеся клетки, а 
курсор М1 показывает число нормальных клеток
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А нализ пролиф ерации и спонтанного апоптоза клеток соскоба кожи больных и доноров
(по данны м проточной цитометрии)

Таблица 1

% апоптоза 
(спонтанного)

Интенсивность флюоресценции пропидиума иодида (mean, у.е.) %
делящихся клетокДиплоидные клетки Делящиеся клетки

Норма 16,2±2,8% 54±7 344±23 6,8±0,9%
АД* 18,5±1,9% 181±18 1230±49 5,1±0,6%
Псориаз 17,1±1,4% 130±14 875±31 6,6±0,5%
Экзема 2 1 ,2 ±1 ,6 % 1 0 0 ± 1 1 814±29 4,8±0,5%
Примечание. * АД — атопический дерматит

Д Н К  и (при окраске в гипотоническом буфере) иденти
фицирует популяции живых клеток, апоптозных и некро
тических клеток. Этот очень простой, дешевый и стандар
тизированный метод дает количественный анализ, ре
зультаты которого приведены на рис. 3.

Как видно из рис. 3, процент пролиферирующих кле
ток снижен при экземе и при этом достоверно повышает
ся процент гибнущих клеток кожи. При атопическом дер
матите эти изменения можно назвать тенденцией к сни
жению пролиферации и к  повышению гибели клеток ко
жи. Процент гибнущих клеток в данном рисунке пред
ставлен суммарным числом клеток в апоптозе и некрозе. 
Для более детального исследования мы проанализирова
ли отдельно процент клеток в апоптозе, процент дипло
идных клеток и делящихся клеток в соскобах кожи, резу
льтаты приведены в табл. 1 .

Процент спонтанного апоптоза достоверно повышен в 
соскобах клеток кожи больных экземой, у них же досто
верно снижен процент пролиферирующих клеток 
(табл. 1). При всех видах патологии процент спонтанного 
апоптоза выше нормы. Обращает на себя внимание тот 
факт, что во всех образцах клеток больных существенно 
повышена интенсивность флуоресценции пропидиума 
иодида, что отражает уровень Д Н К  в клетке. Это может 
указывать на процессы репарации, для которых характер
но повышение числа олигонуклеосомальных фрагментов 
ДНК. Состояние клеток кожи при АД лучше, чем при 
псориазе, так как интенсивность свечения, т.е. содержа
ние ДНК, в них выше.

Определение лимфоцитов в соскобах кожи
Поскольку лимфоциты играют роль в патогенезе забо

леваний кожи, мы определили процент лимфоцитов в со
скобах кожи, полученных от больных и доноров. Резуль
таты представлены на рис. 4.

Процент лимфоцитов определяли по гейту, соответст
вующему лимфоцитам, на каналах FSC/SSC при проточ
ной цитометрии. В предварительных экспериментах эти 
клетки окрашивали моноклональными антителами (CD3 к 
Т-лимфоцитам и CD19 к В-лимфоцитам) для подтвержде
ния локализации лимфоцитов в этом гейте. Процент лим
фоцитов в соскобах кожи повышен у больных псориазом 
(рис. 4), что отражает негативную роль лимфоцитов в пато
генезе данного заболевания. При атопическом дерматите 
имеется тенденция к снижению процента лимфоцитов, од
нако, эти показатели не являются статистически достовер
ными. При экземе процент лимфоцитов повышен, что так
же указывает на их участие в процессах, сопровождающих 
изменения кожи при данном заболевании (рис. 4).

Иммунная система поддерживает постоянство внут
ренней среды организма. При некоторых заболеваниях 
лимфоциты распознают клетки своего организма как ан
тиген и вызывают в них апоптоз за счет выброса протеаз, 
синтеза цитокинов или связыванием рецепторов апоптоза 
на кератиноцитах. При некротических реакциях в коже 
повышен уровень цитотоксических лимфоцитов [21]. При 
экземе процент лимфоцитов в соскобе повышен, что ука
зывает на роль иммунной системы в развитии апоптоза 
клеток. При псориазе лимфоцитов в соскобе больше нор
мы, но интенсивность апоптоза ниже, чем при экземе. 
При атопическом дерматите число лимфоцитов меньше 
нормы, что согласуется с данными литературы, указыва
ющими на резкое снижение уровня регуляторных Т-лим- 
фоцитов в коже больных атопическим дерматитом и на
рушении иммунного ответа [26].

Рис. 3. Соотношение делящихся и гибнущих клеток в соскобах кожи 
доноров и больных (по данным проточной цитометрии)

Рис. 4. Процент лимфоцитов в соскобах кожи доноров и больных (по 
данным проточной цитометрии)
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Процент индуцированного апоптоза в клетках соскоба кожи больных и доноров 
(по данны м проточной цитометрии)

Таблица 2

Концентрация Доноры АД* Псориаз Экзема
SMase** 0,1 Ед/мл 45,3±7,1% 54,2±6,9% 35,8±7,7% 67,6±7,4%

1,0 Ед/мл 70,2±4,4% 72,8±5,1% 58,1±4,9% 91,8±2,5%
С2-церамид 0,1 мМ 18,9±3,8% 29,4±4,8% 25,5±3,2% 31,5±3,5%

1,0 мМ 36,1±2,5% 46,2±2,1% 42,7±2,9% 54,2±3,6%
Примечание. * АД — атопический дерматит; ** SMase — экзогенная бактериальная сфингомиелиназа

Определение уровня индуцированного апоптоза 
в соскобах кожи

Для определения уровня индуцированного апоптоза в 
клетках соскоба кожи мы использовали метод, в котором 
апоптоз был инициирован добавлением клеточно-прони
кающего С2-церамида в первичную культуру клеток ко
жи, полученных методом соскоба. Клетки отмывали и пе
реносили в полную среду с сывороткой, куда добавляли
1 мМ С2-церамида на 2 часа, затем клетки отмывали, 
фиксировали и окрашивали пропидиумом иодидом в ги
потоническом буфере. Этот же метод использовали для 
индукции апоптоза под действием экзогенной бактериа
льной сфингомиелиназы, которая имитирует действие 
патогенов бактериальной природы в эпидермисе и дерме 
кожи. Результаты представлены в табл. 2.

Синтезируемая бактериями сфингомиелиназа (SMase) 
при контакте с кожей инициирует сфингомиелиновый 
цикл, т.е. распад сфингомиелина (SM) с образованием 
церамида и далее сфингозина. Повышение уровня сфин
гозина в роговом слое изменяет соотношение липидов с 
жирными кислотами различной длины, что способствует 
снижению барьерной функции кожи [7].

В нашей работе максимальный уровень индукции 
апоптоза в клетках соскоба кожи обнаружен при добавле
нии бактериальной SMase в образцы клеток больных эк
земой (табл. 2 ), этот эффект носит дозо-зависимый харак
тер. При псориазе действие SMase на клетки кожи менее 
выражено по сравнению с экземой.

При экземе также повышен процент церамид-индуци- 
рованного апоптоза в клетках кожи по сравнению с доно
рами и больными атопическим дерматитом и псориазом 
(табл. 2). Действие клеточно-проникающего С2-церамида 
также носит дозо-зависимый характер.

Известно, что при контакте с С2-церамидом керати- 
ноциты выходят в апоптоз, тогда как синтетический 
С18-церамид не проявляет токсических свойств, не вызы
вает падения митохондриального мембранного потенциа
ла Д¥ц, не повышает уровень лактатдегидрогеназы или 
окраску на дериваты ДН К [25]. Апоптоз фибробластов 
кожи человека под действием экзогенного С2-церамида 
может быть заблокирован пептидами эластина, которые 
активируют протеинкиназу В (РКВ)/Akt и ингибируют 
каспазу-9 [5].

При псориазе уровень церамидов снижается, что 
ослабляет проведение сигналов апоптоза и обусловливает 
развитие псориатических бляшек [15]. Добавление цера
мидов в концентрации 0,05% в мультиламеллярные вези
кулярные эмульсии улучшает эффективность их лечебных 
свойств при псориазе [8 ].

Известно, что церамид является вторичным мессенд
жером всех сигнальных путей апоптоза, сопряженных с

IFN-y, T N F-a и рецепторами семейства TN F-a. Опреде
ление уровня церамид-индуцированного апоптоза позво
ляет выявить клетки, которые гибнут в первую очередь 
при воздействии на кожу неблагоприятных факторов. Ис
пользуемый нами метод позволяет оценить уровень спон
танного и церамид-индуцированного апоптоза без суще
ственных затрат в обычных клинических условиях.

Выводы
При псориазе, экземе и атопическом дерматите повы

шается процент спонтанного и индуцированного церами- 
дом апоптоза. Определение апоптоза методом проточной 
цитометрии можно использовать для прогноза течения 
заболевания и назначения патогенетической терапии за
болеваний кожи.
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Spontaneous and ceramide-induced apoptosis 
in the skin cells obtained from patients 

with atopic dermatitis, eczema, and psoriasis, 
compared with donors

Kandalova O.V.1, Taratutina N.V.1, Martinova E.A.2,3
1 Department of the skin and venerological diseases, A.I. Evdokimov’ Moscow State Medico-Stomatological University, Moscow, Russia
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125315, Moscow, Russia, Baltiyskaya str., 8 ; e-mail: e.a.martinova@gmail.com
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This work aimed to investigate a level o f an apoptosis (spontaneous and ceramide-induced) in the skin cells obtained  
from patients with atopic dermatitis, eczema, and psoriasis. We used the simple and low-cost laboratory m ethod based 
on a fluorescence o f propidium iodide in the fixed cells obtained by a scrape o f skin followed by the flow  cytometry analy
sis. The level o f spontaneous apoptosis has been elevated in all samples from patients compared with healthy donors. 
The highest level o f the skin ce ll apoptosis has been shown a fte r eczema patient cells exposure to the bacterial 
sphingomyelinase. This e ffect was a dose-dependent. Psoriasis patient cells have been found to be less sensitive to 
sphingomyelinase compared with eczema ones. The level o f the C2-ceramide — induced apoptosis in skin cells obtained  
from patients with eczema has been raised compared with atopic dermatitis patients and psoriasis. The apoptosis mea
sured by this m ethod may be used fo r a prognosis for skin diseases.
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