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Ýïèäåðìàëüíûå êëåòêè êîæè ÷åëîâåêà — êåðàòèíîöèòû — ïî-ðàçíîìó âçàèìîäåéñòâóþò ñ áåëêàìè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà áàçàëüíîé ìåìáðàíû êîæè. Íåïîñðåäñòâåííî ñ áàçàëüíîé ìåìáðàíîé ñâÿçàíû
áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ñòâîëîâûå è òðàíçèòîðíûå êëåòêè. Â ïðîöåññå äèôôå-
ðåíöèðîâêè áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû èçìåíÿþò ñâîè àäãåçèâíûå ñâîéñòâà, òåðÿþò íåïîñðåäñòâåííîå
âçàèìîäåéñòâèå ñ áàçàëüíîé ìåìáðàíîé è ïåðåõîäÿò â âûøåëåæàùèå ñëîè ýïèäåðìèñà. Â ñâÿçè ñ ýòèì
ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî áàçàëüíûå êëåòêè, è ïðåæäå âñåãî ñòâîëîâûå, ìîãóò áûòü âûäåëåíû èç ãåòåðîãåííîé
ïîïóëÿöèè êåðàòèíîöèòîâ ìåòîäîì ñåëåêòèâíîé àäãåçèè ê áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå ïðîâåäåí àíàëèç ñòåïåíè ñïåöèôè÷íîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ êåðàòèíîöèòîâ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ñ
áåëêàìè áàçàëüíîé ìåìáðàíû (êîëëàãåíàìè I è IV òèïîâ, ëàìèíèíîì-2/4, ôèáðîíåêòèíîì è ìàòðèãåëåì).
Ïîêàçàíî, ÷òî ïîïóëÿöèÿ âûäåëåííûõ êåðàòèíîöèòîâ ñîäåðæèò êëåòêè ñ ðàçëè÷íîé ñïîñîáíîñòüþ ê àä-
ãåçèè ê ïåðå÷èñëåííûì áåëêàì. Êëåòêè, àäãåçèðóþùèå çà êîðîòêèå ñðîêè, ïðåäïî÷òèòåëüíåå âçàèìîäåé-
ñòâóþò ñ êîëëàãåíàìè è ôèáðîíåêòèíîì, ÷åì ñ ëàìèíèíîì-2/4 è ìàòðèãåëåì; ïðè ýòîì çíà÷èòåëüíàÿ
÷àñòü òàêèõ êëåòîê ïðåäñòàâëåíà áàçàëüíûìè êåðàòèíîöèòàìè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî èçáðàííûé ïîäõîä ê ñåëåêöèè êåðàòèíîöèòîâ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â äàëüíåéøèõ èññëåäî-
âàíèÿõ äëÿ âûäåëåíèÿ ïîïóëÿöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê êîæè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àäãåçèÿ, áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû, áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êîëëàãåí,
ñòâîëîâûå êëåòêè êîæè, ôèáðîíåêòèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: K1, K5, K10 è K14 — ñîîòâåòñòâåííî êåðàòèíû 1, 5, 10 è 14, ÝÔÐ —
ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, EHS — ñàðêîìà ìûøè (Ehgelbreth-Holm-Sworm).

Êîæà ñîñòîèò èç äâóõ ñëîåâ — ýïèäåðìèñà è äåðìû,
êîòîðûå ðàçäåëåíû áàçàëüíîé ìåìáðàíîé, ñîñòîÿùåé èç
ýëåìåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ýïèäåðìèñ ÷åëîâåêà
ïðåäñòàâëåí ìíîãîñëîéíûì ýïèòåëèåì, ñîñòîÿùèì èç 5
îñíîâíûõ ñëîåâ — áàçàëüíîãî, øèïîâàòîãî, çåðíèñòîãî,
áëåñòÿùåãî è ðîãîâîãî. Çà ñ÷åò ðîñòà êëåòîê áàçàëüíîãî
ñëîÿ ýïèäåðìèñ ïîñòîÿííî îáíîâëÿåòñÿ. Ñðåäè ýòèõ êëå-
òîê âûäåëÿþò èñòèííî ñòâîëîâûå è òðàíçèòîðíûå, íàõî-
äÿùèåñÿ íà ïóòè ê äèôôåðåíöèðîâêå. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî îñëàáëåíèå ñâÿçè êëåòîê ñ áàçàëüíîé ìåìáðàíîé ïðî-
âîöèðóåò èõ äèôôåðåíöèðîâêó. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå ïåðåâîäà ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê â ñóñïåíçè-
îííóþ êóëüòóðó îíè íà÷èíàþò äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ
(Tennenbaum et al., 1996). Áàçàëüíàÿ ìåìáðàíà, íà êîòî-
ðîé ðàñïîëàãàþòñÿ áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû, ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé êîìïëåêñ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, òà-
êèõ êàê êîëëàãåíû, ëàìèíèí, ïåðëåêàí, àãðèí è íèäîãåí,
è ïðîòåîãëèêàíîâ (Timpl, 1996).

Âïåðâûå êóëüòóðó êåðàòèíîöèòîâ ïîëó÷èëè â 1975 ã.
Ðåéíâàëüä è Ãðèí (Rheinwald, Green, 1975). Ñíà÷àëà êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè, èñïîëüçóÿ ôèäåðíûå êëåòêè — ìûøèíûå
ôèáðîáëàñòû ëèíèè 3T3 Swiss. Â äàëüíåéøåì ïîïûòàëèñü
çàìåíèòü ôèäåðíûå êëåòêè áåëêàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà. Îêàçàëîñü, ÷òî íåêîòîðûå èç íèõ ñïîñîáñòâóþò ðîñòó

êåðàòèíîöèòîâ â êóëüòóðå è èõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷å-
ñòâå ñóáñòðàòà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êåðàòèíîöèòîâ
(Adams, Watt, 1990; Ãîðåëèê è äð., 1994). Íàïðèìåð, êîëëà-
ãåí I òèïà, ôèáðîíåêòèí è ôèáðèíîãåí ñòèìóëèðîâàëè ìèã-
ðàöèþ êåðàòèíîöèòîâ (Guo et al., 1990; Chen et al., 1994).
Ïðè ýòîì ôèáðîíåêòèí èíãèáèðîâàë äèôôåðåíöèðîâêó
ýòèõ êëåòîê. Êîëëàãåí IV òèïà îêàçûâàë ïîëîæèòåëüíîå
âëèÿíèå íà èõ ìèãðàöèþ è ïðèêðåïëåíèå (Murray et al.,
1979), òîãäà êàê ëàìèíèí-1 çàìåäëÿë ìèãðàöèþ ýïèäåðìà-
ëüíûõ êëåòîê (Woodley et al., 1988). Àäãåçèÿ êåðàòèíîöè-
òîâ ê ñóáñòðàòó ÿâëÿåòñÿ ïåðâûì øàãîì ê ðàñïëàñòûâàíèþ
êëåòîê. Ïåðåõîä êåðàòèíîöèòîâ ê òåðìèíàëüíîé äèôôåðåí-
öèðîâêå ñâÿçàí ñî ñíèæåíèåì èõ àôôèííîñòè ê áåëêàì áà-
çàëüíîé ìåìáðàíû (Watt, 1984).

Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ýïèäåðìèñà ñâÿçàíà ñ èõ
ïîñòåïåííûìè ìîðôîáèîõèìè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè, êî-
òîðûå ñîïðîâîæäàþòñÿ èçìåíåíèÿìè ðàçìåðà, ôîðìû,
îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà è ðåöåïòîðîâ ýòèõ êëåòîê.
Äèôôåðåíöèðîâêà êåðàòèíîöèòîâ in vivo õàðàêòåðèçóåò-
ñÿ ïîÿâëåíèåì â èõ öèòîïëàçìå ðÿäà ñïåöèôè÷íûõ áåë-
êîâ, â ÷àñòíîñòè êåðàòèíîâ (Ê) è èíâîëþêðèíà. Äëÿ êëå-
òîê áàçàëüíîãî ñëîÿ õàðàêòåðíî ïðèñóòñòâèå K5 è K14
(Nelson, Sun, 1983), äëÿ êëåòîê øèïîâàòîãî ñëîÿ — K1 è
K10 (Rice, Green, 1979).
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Íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå â ëèòåðàòóðå áîëüøîãî êîëè÷å-
ñòâà äàííûõ ïî âëèÿíèþ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
íà ïîâåäåíèå è ðîñòîâûå õàðàêòåðèñòèêè êåðàòèíîöèòîâ,
îñòàåòñÿ íåÿñíûì âîïðîñ î òîì, êàêèå èìåííî âíåøíèå
ôàêòîðû îïðåäåëÿþò íà÷àëî èõ äèôôåðåíöèðîâêè. Ïî-
âèäèìîìó, äëÿ ðåøåíèÿ äàííîãî âîïðîñà öåëåñîîáðàçíî
èññëåäîâàòü íå âñþ ïîïóëÿöèþ êåðàòèíîöèòîâ, à èìåííî
ñóáïîïóëÿöèþ áàçàëüíûõ êëåòîê. Ïðè âûäåëåíèè ýïè-
äåðìàëüíûõ êëåòîê èç êîæè ôåðìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì
(Rheinwald, Green, 1975) ïîëó÷àþò ãåòåðîãåííóþ ïîïó-
ëÿöèþ, ñîñòîÿùóþ èç áàçàëüíûõ êëåòîê (ñòâîëîâûõ è
òðàíçèñòîðíûõ) è êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ðàçíûõ ñòàäè-
ÿõ äèôôåðåíöèðîâêè. Äëÿ èõ ñåëåêöèè ðàçíûå àâòîðû
èñïîëüçóþò ðàçëè÷íûå ìåòîäû.

Îäèí èç íèõ — ìåòîä äåñòðàòèôèêàöèè, êîòîðûé
ïîçâîëÿåò îòäåëèòü áàçàëüíûå êëåòêè îò äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ýïèäåðìàëüíûõ êåðà-
òèíîöèòîâ in vitro â óñëîâèÿõ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîäåð-
æàíèÿ Ca2+ â ñðåäå ïðîèñõîäÿò äâà ïðîöåññà îäíîâðå-
ìåííî: ôóíêöèîíàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê è
ìîðôîãåíåç (ñòðàòèôèêàöèÿ êóëüòóðû). Äëÿ òîãî ÷òîáû
óäàëèòü ñóïðàáàçàëüíûå ñëîè, êóëüòóðó êëåòîê ïåðå-
âîäÿò íà 24—48 ÷ íà ñðåäó ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæàíè-
åì èîíîâ êàëüöèÿ, ïîñëå ÷åãî äèôôåðåíöèðîâàííûå
êëåòêè ëåãêî ñíèìàþòñÿ ïèïåòèðîâàíèåì (Jensen, Bo-
lund, 1988).

Äðóãîé ñïîñîá ñåëåêöèè êåðàòèíîöèòîâ îñíîâûâàåò-
ñÿ íà ðàçëè÷íîé àäãåçèè èõ ê ðÿäó áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïåðâûìè èç êëåòîê áàçàëüíîãî
ñëîÿ àäãåçèðóþò ñòâîëîâûå êëåòêè. Òàê, äëÿ èõ îòáîðà
èñïîëüçóþò èíêóáèðîâàíèå êåðàòèíîöèòîâ íà ñìåñè êîë-
ëàãåíà I òèïà è ôèáðîíåêòèíà (Hakkinen et al., 2001).
Ïðèêðåïèâøèåñÿ çà 10 ìèí êëåòêè êóëüòèâèðóþò â ñðåäå
ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì èîíîâ êàëüöèÿ (0.1 ìÌ), 9 % ñû-
âîðîòêè è ñ äîáàâëåíèåì ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà
(ÝÔÐ) â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë ñðåäû. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî òàêîé ìåòîä ïîçâîëÿåò ïàññèðîâàòü êóëüòóðó áåç ïî-
òåðè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, æèçíåñïîñîáíîñòè è
áåç èçìåíåíèÿ èñõîäíîé ìîðôîëîãèè (Hakkinen et al.,
2001). Äðóãèìè àâòîðàìè ïîêàçàíî, ÷òî áîëåå 50 % êåðà-
òèíîöèòîâ, ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ê êîëëàãåíó IV òèïà çà
10—20 ìèí, ýêñïðåññèðóþò áåëîê p63, ÿâëÿþùèéñÿ ìàð-
êåðîì ñòâîëîâûõ êëåòîê (Radu et al., 2002; Kim et al.,
2004).

Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ëàìè-
íèí-2/4 áîëüøå ñïîñîáñòâóåò àäãåçèè êåðàòèíîöèòîâ ÷å-
ëîâåêà, ÷åì ëàìèíèí-1 è ôèáðîíåêòèí, è â îòëè÷èå îò ëà-
ìèíèíà-1 ïîääåðæèâàåò ìèãðàöèþ ýòèõ êëåòîê (Gorelik
et al., 2001; Êàëìûêîâà è äð., 2002). Óñòàíîâëåíî, ÷òî êå-
ðàòèíîöèòû ïðè ïåðâîì ïåðåñåâå ïðèêðåïëÿþòñÿ ê ñóá-
ñòðàòó çà êîðîòêèé ñðîê (0.5—2.0 ÷), òîãäà êàê çíà÷è-
òåëüíàÿ ÷àñòü êåðàòèíîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ ñðàçó ïîñëå
âûäåëåíèÿ, àäãåçèðóåò çà áîëåå äëèòåëüíîå âðåìÿ — äî
8 ÷ (Âàñèëüåâ è äð., 1991; Êàëìûêîâà è äð., 2002).

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ ïðîäîëæåíèåì èññëåäî-
âàíèé â ýòîé îáëàñòè è ïîñâÿùåíà àíàëèçó ñïåöèôè÷å-
ñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ êåðàòèíîöèòîâ ñ ðÿäîì áåëêîâ
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñ öåëüþ îòáîðà ïîïóëÿöèè áàçà-
ëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ ñ õàðàêòåðèñòèêàìè ñòâîëîâûõ
êëåòîê. Áûëà ïîñòàâëåíà çàäà÷à âûÿâëåíèÿ ñîîòíîøåíèÿ
áàçàëüíûõ è äèôôåðåíöèðîâàííûõ êåðàòèíîöèòîâ â ãå-
òåðîãåííîé ïîïóëÿöèè êëåòîê, ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ê ðàç-
íûì ñóáñòðàòàì çà êîðîòêèé ñðîê — 30 ìèí.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å ê å ð à ò è í î ö è ò î â. Êåðàòèíîöèòû âû-
äåëÿëè èç êîæè âçðîñëûõ äîíîðîâ ïî ìåòîäó Ðåéíâàëüäà
(Rheinwald, 1980), ìîäèôèöèðîâàííîìó Þäèíöåâîé è
ñîàâòîðàìè (Þäèíöåâà è äð., 1999). Â êà÷åñòâå èñòî÷íè-
êà ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè êîæó ëèöà, ïî-
ëó÷åííóþ â ðåçóëüòàòå êîñìåòîëîãè÷åñêèõ îïåðàöèé.
Êóñî÷êè êîæè â òå÷åíèå íî÷è èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå
äèñïàçû II â êîíöåíòðàöèè 0.5 % (Roche Diagnostics
GmbH Mannheim, Ãåðìàíèÿ) è êîëëàãåíàçû ãèäðîáèîí-
òîâ â êîíöåíòðàöèè 0.2 % (ÎÀÎ «Òåõíîëîãèÿ», Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã) ïðè 4 °Ñ, ïîñëå ÷åãî ïðåäñòàâëÿëîñü âîçìîæ-
íûì ìåõàíè÷åñêè îòäåëèòü ýïèäåðìèñ îò äåðìû. Äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè êëåòîê ýïèäåðìèñ ïîìåùàëè â ðàñ-
òâîð òðèïñèíà â êîíöåíòðàöèè 0.125 % è âåðñåíà â êîí-
öåíòðàöèè 0.02 % («Áèîëîò», Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) íà
10 ìèí ïðè 37 °Ñ. Äåéñòâèå ôåðìåíòà èíãèáèðîâàëè äî-
áàâëåíèåì ñûâîðîòêè. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê
îñàæäàëè ïðè 1000 g â òå÷åíèå 5 ìèí, óäàëÿëè ñóïåðíà-
òàíò, çàòåì îñàäîê êëåòîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñìåñè
ñðåä DMEM è F12 (3 : 1).

Ñ ó á ñ ò ð à ò û. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êîë-
ëàãåí I è IV òèïîâ, ëàìèíèí-2/4, ôèáðîíåêòèí è ìàòðè-
ãåëü, ÿâëÿþùèéñÿ êîìïëåêñîì áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà è ïðîòåîãëèêàíîâ. Êîëëàãåí I òèïà áûë ïîëó-
÷åí èç ñóõîæèëèé êðûñèíûõ õâîñòîâ (Chandrakasan et al.,
1967), êîëëàãåí IV òèïà — èç ïëàöåíòû ÷åëîâåêà (Klein-
man, 1994). Ëàìèíèí-2/4 áûë âûäåëåí èç ïëàöåíòû ÷åëî-
âåêà (Palm, Furcht, 1983), ôèáðîíåêòèí — èç ïëàçìû êðî-
âè ÷åëîâåêà (Ruoslanti et al., 1982), ìàòðèãåëü — èç
EHS-ñàðêîìû ìûøè (Kibbey, 1994).

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à à ä ã å ç è è ê å ð à ò è í î ö è ò î â
í à ð à ç ë è ÷ í û õ ñ ó á ñ ò ð à ò à õ. Â ïîïóëÿöèè ñâåæåâû-
äåëåííûõ êåðàòèíîöèòîâ ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êëåòîê,
ïðèêðåïèâøèõñÿ çà îïðåäåëåííûé ñðîê ê ñóáñòðàòó, íà-
íåñåííîìó íà ïîâåðõíîñòü ëóíîê (Karecla et al., 1994).
Â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè 96-ëóíî÷íûå ïëàòû
(Nunc, ÑØÀ) äëÿ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà. Â êàæ-
äóþ ëóíêó íàíîñèëè 10 ìêã ñóáñòðàòà è èíêóáèðîâàëè
ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå íî÷è. Ïîñëå ýòîãî ëóíêè òðèæäû ïðî-
ìûâàëè áóôåðíûì ðàñòâîðîì PBS. Âûäåëåííûå êëåòêè
ïðîìûâàëè òðèæäû ñìåñüþ ñðåä DMEM è F12 (3 : 1) áåç
ñûâîðîòêè ñ ïîñëåäóþùèì èõ îñàæäåíèåì ïðè 1000 g â
òå÷åíèå 5 ìèí. Çàòåì êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå áåç
ñûâîðîòêè è âûñåâàëè â 96-ëóíî÷íûå ïëàòû ïî 105 êëå-
òîê íà ëóíêó. ×åðåç 20, 30 ìèí, 2 è 3 ÷ èíêóáàöèè íåïðè-
êðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäàëÿëè, ïðèêðåïèâøèåñÿ ôèêñèðî-
âàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
70%-íûì ðàñòâîðîì ýòèëîâîãî ñïèðòà è îêðàøèâàëè ãåí-
öèàí-âèîëåòîì â òå÷åíèå 20 ìèí. ×èñëî êëåòîê, àäãåçè-
ðîâàâøèõ ê äàííîìó ñóáñòðàòó, îïðåäåëÿëè ïî îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè ïðè äëèíå âîëíû 570 íì ñ ïîìîùüþ ïðè-
áîðà Multiscan. Äîëÿ àäãåçèðîâàâøèõ êåðàòèíîöèòîâ
äàíà â % îò êîëè÷åñòâà ïîñåÿííûõ êëåòîê.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç. Ñòåïåíü
äèôôåðåíöèðîâêè êåðàòèíîöèòîâ îöåíèâàëè ìåòîäîì
íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè ïî èõ îêðàñêå àíòèòå-
ëàìè íà êåðàòèíû. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà íà êåðàòèíû
÷åëîâåêà (Novocastra Laboratories Ltd., Âåëèêîáðèòàíèÿ),
â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë — êðîëè÷üè àíòèòåëà (rabbit
anti-mouse Ig G FITC Conjugate, Sigma, ÑØÀ). Äëÿ àíà-
ëèçà áðàëè ïîêðîâíûå ñòåêëà, ÷àñòü êîòîðûõ ïðåäâàðèòå-
ëüíî ñèëèêîíèçèðîâàëè (Are et al., 2001). Ñòåêëà ïîêðû-
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âàëè ñóáñòðàòîì â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë è èíêóáèðîâà-
ëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ, ïîñëå ÷åãî òðèæäû îìûâàëè
PBS, íàíîñèëè íà íèõ ñâåæåâûäåëåííûå êëåòêè ïî
200 òûñ. íà ñòåêëî è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
37 °Ñ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîëè áàçàëüíûõ êëåòîê â ñóñïåí-
çèè òîëüêî ÷òî âûäåëåííûõ êåðàòèíîöèòîâ èñïîëüçîâàëè
â êà÷åñòâå ïîäëîæêè ïîëèëèçèí-L (Sigma, ÑØÀ). Íå-
ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäàëÿëè, ïðèêðåïèâøèåñÿ ôèê-
ñèðîâàëè ñìåñüþ àöåòîíà ñ ìåòàíîëîì (1 : 1) â òå÷åíèå
5 ìèí íà ëüäó. Ïîñëå óäàëåíèÿ ôèêñàòîðà êëåòêè èíêó-
áèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè íà êåðàòèíû â òå÷åíèå
60 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äëÿ ýêñïåðèìåí-
òîâ èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ê
êåðàòèíàì êëåòîê áàçàëüíîãî ñëîÿ K5 (â ðàçâåäåíèè
1 : 100) è K14 (â ðàçâåäåíèè 1 : 20) è àíòèòåëà ê êåðàòè-
íàì äèôôåðåíöèðîâêè K10 (â ðàçâåäåíèè 1 : 50). Ïîñëå
îòìûâêè êëåòîê îò ïåðâûõ àíòèòåë äëÿ ïðîÿâëåíèÿ êðàñ-
êè íà ñòåêëà íàíîñèëè âòîðûå àíòèòåëà â ðàçâåäåíèè
1 : 300 è èíêóáèðîâàëè 30 ìèí â òåìíîòå. Èäåíòèôèêà-
öèþ è ïîäñ÷åò îêðàøåííûõ êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Karl Zeiss Axios-
cop.

Ðåçóëüòàòû

Èçâåñòíî, ÷òî îñíîâíàÿ ÷àñòü ñâåæåâûäåëåííûõ êå-
ðàòèíîöèòîâ àäãåçèðóåò çà äëèòåëüíîå âðåìÿ — äî 8 ÷
(Âàñèëüåâ è äð., 1991; Êàëìûêîâà è äð., 2002). Êëåòêè
áàçàëüíîãî ñëîÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ äèôôåðåíöèðîâàííûìè
îáëàäàþò áîëüøåé àôôèííîñòüþ ê áåëêàì áàçàëüíîé
ìåìáðàíû, ÷òî ìîæíî îáúÿñíèòü íàëè÷èåì ó íèõ ñïåöè-
ôè÷åñêèõ ðåöåïòîðîâ (Watt, Hertle, 1994), ïîýòîìó äëÿ
ñåëåêöèè áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ ñðåäè îáùåãî ïóëà
ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê ìû âûáðàëè êîðîòêèé ñðîê —
30 ìèí. Â êàæäóþ ëóíêó 96-ëóíî÷íîé ïëàòû ñåÿëè ïî
100 òûñ. êëåòîê. Îáíàðóæåííûå ðàçëè÷èÿ â àäãåçèè êåðà-
òèíîöèòîâ íà ðàçíûõ áåëêàõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Íàèáîëåå àäãåçèâíûì èç ðàññìîòðåííûõ ñóáñòðàòîâ
äëÿ êåðàòèíîöèòîâ îêàçàëñÿ êîëëàãåí I. Çà 30 ìèí ê íåìó
ïðèêðåïëÿåòñÿ â ñðåäíåì îêîëî 16 % êëåòîê âñåé ïîïó-
ëÿöèè. Ê ôèáðîíåêòèíó ïðèêðåïëÿåòñÿ ìåíüøå êëåòîê —
îêîëî 12 %. Äîëÿ êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ çà ýòî æå âðå-
ìÿ ê êîëëàãåíó IV, ñîñòàâèëà îêîëî 8 %. Èç èñïîëüçîâàí-
íûõ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ëàìèíèí-2/4 è ìàò-
ðèãåëü â ìåíüøåé ñòåïåíè ñïîñîáñòâóþò àäãåçèè äàííîé
ïîïóëÿöèè êåðàòèíîöèòîâ, íà ýòè áåëêè ñàäèòñÿ îêîëî 7
è 5 % êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïî-
ëüçîâàëè íåîáðàáîòàííóþ ïîâåðõíîñòü ïëàñòèêîâîé
÷àøêè. Â ýòîì ñëó÷àå äîëÿ ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê ñî-
ñòàâèëà 0.1 %.

Ïîñêîëüêó ñðåäè èññëåäóåìûõ áåëêîâ êëåòêè ëó÷øå
âñåãî ïðèêðåïëÿëèñü ê êîëëàãåíó I òèïà è ôèáðîíåêòèíó,
àäãåçèþ êåðàòèíîöèòîâ ê ýòèì áåëêàì èññëåäîâàëè áî-
ëåå äåòàëüíî. Áûëè âûáðàíû ñëåäóþùèå ñðîêè àäãå-
çèè — 20, 30 ìèí, 2 è 3 ÷. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 2. Ïîêàçàíî, ÷òî íà êîëëàãåíå I òèïà â òå÷åíèå 2 èëè
3 ÷ ïðèêðåïëÿåòñÿ ïðèìåðíî â 2 ðàçà áîëüøå êëåòîê, ÷åì
çà áîëåå êîðîòêèå ñðîêè (20—30 ìèí), òîãäà êàê äîëÿ
êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ôèáðîíåêòèíó çà òå æå ñðîêè,
çàìåòíî íå èçìåíÿëàñü. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòå-
ëüñòâóþò, ïî-âèäèìîìó, î òîì, ÷òî ñíà÷àëà ñ êîëëàãåíîì
I òèïà âçàèìîäåéñòâóþò áàçàëüíûå êëåòêè, çàòåì íà÷èíà-
þò ïðèêðåïëÿòüñÿ è äèôôåðåíöèðîâàííûå.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîîòíîøåíèÿ áàçàëüíûõ è äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êåðàòèíîöèòîâ â ñóñïåíçèè èñïîëüçîâà-
ëè ìåòîä íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Êëåòêè, ïðè-
êðåïëÿþùèåñÿ çà 30 ìèí, ìåòèëè ìîíîêëîíàëüíûìè àí-
òèòåëàìè ê ìàðêåðàì äèôôåðåíöèðîâêè — êåðàòèíàì
K5, K14 è K10 (ðèñ. 3).

Íà ðèñ. 3 âèäíî, ÷òî áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû (ïîëî-
æèòåëüíûå ïî K5 è K14 è îòðèöàòåëüíûå ïî K10) ìåíü-
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Ðèñ. 1. Àäãåçèÿ êåðàòèíîöèòîâ ê êîëëàãåíó I (Ê-I) èëè IV òèïà
(Ê-IV), ëàìèíèíó-2/4 (Ë-2/4), ôèáðîíåêòèíó (Ôí) èëè ìàòðèãå-

ëþ (ÌÃ) ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå èõ ïîñåâà.

Ïî âåðòèêàëè — äîëÿ ïðèêðåïèâøèõñÿ êåðàòèíîöèòîâ, % îò îáùåãî êî-
ëè÷åñòâà ïîñåÿííûõ êëåòîê. 0 — êîíòðîëü (íåîáðàáîòàííàÿ ïîâåðõíîñòü

ïëàñòèêîâîé ÷àøêè).

Fig. 1. Adhesion of keratinocytes to collagens of I or IV types, la-
minin-2/4, fibronectin or matrigel 30 min after their sowing.

Vertically — the fraction of attached keratinocytes, % the total number of so-
wed cells. 0 — control, not covered surface of a plastic dish.

Ðèñ. 2. Àäãåçèÿ êåðàòèíîöèòîâ ê êîëëàãåíó I òèïà (Ê-I) èëè
ôèáðîíåêòèíó (Ôí) â ðàçíûå ñðîêè ïîñëå èõ ïîñåâà.

Fig. 2. Adhesion of keratinocytes to type I collagen (Ê-I) and to fib-
ronectin (Ôí) at different time after their sowing.



øå â äèàìåòðå, ÷åì äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè, è èìå-
þò êðóãëóþ ôîðìó, òîãäà êàê äèôôåðåíöèðîâàííûå
êëåòêè (ïîëîæèòåëüíûå ïî K10) ÿâëÿþòñÿ áîëåå êðóïíû-
ìè è èìåþò ïîëèãîíàëüíóþ ôîðìó.

Ñîîòíîøåíèÿ áàçàëüíûõ è äèôôåðåíöèðîâàííûõ êå-
ðàòèíîöèòîâ íà ñèëèêîíèçèðîâàííûõ è íåñèëèêîíèçèðî-
âàííûõ ñòåêëàõ íå ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé. Äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ äîëè áàçàëüíûõ êëåòîê â ñóñïåíçèè òîëüêî ÷òî
âûäåëåííûõ êåðàòèíîöèòîâ â êà÷åñòâå ïîäëîæêè èñïî-
ëüçîâàëè íåñïåöèôè÷åñêèé ñóáñòðàò ïîëèëèçèí-L. Îêà-
çàëîñü, ÷òî âûäåëåííûé èç êîæíîé òêàíè ïóë êëåòîê ñî-
äåðæèò îêîëî 55 % áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ è ïðèìåð-
íî 45 % äèôôåðåíöèðîâàííûõ (ðèñ. 4).

Ïî íàøèì äàííûì, â òå÷åíèå 30 ìèí ïîñëå ïîñåâà íà
áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñâåæåâûäåëåííûõ èç òêà-
íè êëåòîê àäãåçèðóþò â îñíîâíîì áàçàëüíûå êåðàòèíî-
öèòû, ìàðêåðàìè êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ K5 è K14 (ðèñ. 5).
Ê êîëëàãåíàì I è IV òèïîâ è ôèáðîíåêòèíó ïðèêðåïëÿåò-
ñÿ îêîëî 85—90 % áàçàëüíûõ êëåòîê. Îñòàâøèåñÿ
10—15 % ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê õàðàêòåðèçóþòñÿ íà-
ëè÷èåì ìàðêåðà äèôôåðåíöèðîâêè — K10.

Â àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ íà ìàòðèãåëü è ëàìèíèí-2/4
ñàäèòñÿ 70 è 55—65 % íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êåðàòè-
íîöèòîâ ñîîòâåòñòâåííî è îêîëî 20—25 % êëåòîê, îêðà-
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Ðèñ. 3. Îêðàñêà êåðàòèíîöèòîâ ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åííûìè àíòèòåëàìè íà êåðàòèíû Ë5 (à), Ê14 (á) è Ê10 (â).

Ê5 è Ê14 — ìàðêåðû áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ, Ê10 — ìàðêåð äèôôåðåíöèðîâàííûõ êåðàòèíîöèòîâ; d — äèôôåðåíöèðîâàííàÿ êëåòêà, nd — íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííàÿ. Èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ; îá. 100�.

Fig. 3. Keratinocytes stained with antibodies to keratins K5 (à), K14 (á) and to K10 (â).

K5 and K14 — markers of basal keratinocytes, K10 — a marker of differentiated keratinocytes, d — differentiated cell, nd — a not differentiated cell. Immunoflu-
orescence microscopy; ob. 100�.

Ðèñ. 4. Ñîîòíîøåíèå êåðàòèíîöèòîâ â èñõîäíîé ñóñïåíçèè, ìå-
÷åííûõ íà êåðàòèíû áàçàëüíûõ (Ê5) è äèôôåðåíöèðîâàííûõ

(Ê10) êëåòîê.

Fig. 4. Proportion of keratinocytes in the initial suspension stained
with antibodies to keratine of basal cells (K5) and of differentiated

cells (K10).



øèâàþùèõñÿ íà K10. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî
â òå÷åíèå 30 ìèí èç ïîïóëÿöèè ñâåæåâûäåëåííûõ êåðà-
òèíîöèòîâ ïðèêðåïëÿþòñÿ áîëüøåé ÷àñòüþ êëåòêè áàçà-
ëüíîãî ñëîÿ, õîòÿ â ýòîé ïîïóëÿöèè ïðèñóòñòâóþò è äèô-
ôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè. Ïðè ýòîì êëåòêè áàçàëüíîãî
ñëîÿ ïðåäïî÷èòàþò â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà êîëëàãåí I è IV
òèïîâ èëè ôèáðîíåêòèí.

Îáñóæäåíèå

Ïðè èññëåäîâàíèè ýôôåêòèâíîñòè êîëîíèåîáðàçîâà-
íèÿ áàçàëüíûõ êëåòîê êîæè ÷åëîâåêà in vitro áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî êëåòêè, áûñòðî àäãåçèðóþùèå ê êîëëàãåíó IV
òèïà, ôîðìèðîâàëè áîëüøèå êîëîíèè (Jones et al., 1995).
Äàííûå äðóãèõ àâòîðîâ (Radu et al., 2002; Kim et al.,
2004) ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî áîëåå 50 % êåðàòèíî-
öèòîâ, àäãåçèðóþùèõ ê êîëëàãåíó IV òèïà çà 10—
20 ìèí, ýêñïðåññèðóþò áåëîê p63, ÿâëÿþùèéñÿ ìàðêå-
ðîì ñòâîëîâûõ êëåòîê. Â êóëüòóðå ýòè êëåòêè àêòèâíî
ðàñòóò è ìîãóò ôîðìèðîâàòü êîëîíèè. Ñèíòåç òðàíñêðèï-
öèîííîãî ôàêòîðà p63, ñïîñîáíîñòü ê ôîðìèðîâàíèþ êî-
ëîíèé è ðÿä äðóãèõ ïîêàçàòåëåé, òàêèõ êàê âûñîêèõ óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ñóáúåäèíèöû â1 èíòåãðèíà, ñîõðàíåíèå
ðàäèîàêòèâíîé ìåòêè ïðè äåëåíèè êëåòîê, èñïîëüçóþòñÿ
â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê êîæè (Jones, Watt,
1993; Pellegrini et al., 2001). Òå æå àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî
ñóáïîïóëÿöèÿ êåðàòèíîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ âûñî-
êèé óðîâåíü èíòåãðèíîâ á2â1, á3â1 è á5â1, îáëàäàåò áî-
ëüøîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, à òàêæå ñïîñîá-
íîñòüþ áûñòðî àäãåçèðîâàòü ê êîëëàãåíó IV òèïà, ôèáðî-
íåêòèíó è âíåêëåòî÷íîìó ìàòðèêñó, ñèíòåçèðîâàííîìó
êåðàòèíîöèòàìè.

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ äîëÿ êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõ-
ñÿ ê ôèáðîíåêòèíó, íå ìåíÿëàñü ïðè èçìåíåíèè ñðîêà
èíêóáàöèè. Ïðåäïîëîæèòåëüíî ê ôèáðîíåêòèíó àäãåçè-
ðóåò ïîïóëÿöèÿ áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ, è äëÿ ýòîãî
äîñòàòî÷íî 20—30 ìèí. Ïðè èññëåäîâàíèè äèíàìèêè àä-
ãåçèè êåðàòèíîöèòîâ íà êîëëàãåíå I òèïà áûëî îáíàðóæå-

íî, ÷òî äîëÿ êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ñóáñòðàòó ïðè
äëèòåëüíûõ ñðîêàõ (2—3 ÷) èíêóáàöèè, óâåëè÷èâàåòñÿ
ïî ñðàâíåíèþ ñ äîëåé êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ çà
20—30 ìèí. Ïî-âèäèìîìó, ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî ê êîë-
ëàãåíó I òèïà íà íà÷àëüíûõ ñðîêàõ ïðèêðåïëÿþòñÿ áàçà-
ëüíûå êëåòêè, çàòåì íà÷èíàþò àäãåçèðîâàòü è äèôôåðåí-
öèðîâàííûå, òàê êàê èçâåñòíî, ÷òî ó êåðàòèíîöèòîâ áàçà-
ëüíîãî è ñóïðàáàçàëüíûõ ñëîåâ íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ
äèôôåðåíöèðîâêè èìåþòñÿ ðåöåïòîðû ê êîëëàãåíó I
òèïà (Watt, Hertle, 1994). Ó ñâåæåâûäåëåííûõ êåðàòèíî-
öèòîâ îòñóòñòâóåò èíòåãðèí á5â1, ÿâëÿþùèéñÿ êëàññè÷å-
ñêèì ðåöåïòîðîì ê ôèáðîíåêòèíó, îí ïîÿâëÿåòñÿ òîëüêî
ïðè ðàíåâîì çàæèâëåíèè è â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Â òî æå âðåìÿ ó íåáîëüøîé ïîïóëÿöèè êåðàòèíîöèòîâ,
ðàñòóùèõ â îáëàñòè ìûøöû, ïîäíèìàþùåé âîëîñ, åñòü
ðåöåïòîð á8â1 èíòåãðèíà, çà ñ÷åò êîòîðîãî êëåòêè ìîãóò
ïðèêðåïëÿòüñÿ ê ôèáðîíåêòèíó (Schnapp et al., 1995).
Ïî-âèäèìîìó, èìåííî ýòà îãðàíè÷åííàÿ ïîïóëÿöèÿ êëå-
òîê àäãåçèðóåò ê äàííîìó ñóáñòðàòó çà äîñòàòî÷íî êîðîò-
êèå ñðîêè, è äîëÿ êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ôèáðîíåê-
òèíó, ñî âðåìåíåì íå óâåëè÷èâàåòñÿ.

Âûøåïåðå÷èñëåííûå äàííûå, à òàêæå ðÿä äðóãèõ ðåçó-
ëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè èññëåäîâàíèè ìûøèíûõ êåðàòè-
íîöèòîâ, ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâà-
íèÿ òåñòà íà àäãåçèþ êåðàòèíîöèòîâ ê áåëêàì, ÿâëÿþùèì-
ñÿ êîìïîíåíòàìè áàçàëüíîé ìåìáðàíû, äëÿ âûäåëåíèÿ
áàçàëüíûõ êëåòîê èç ýïèäåðìèñà. Â ëèòåðàòóðå åñòü äàí-
íûå î òîì, ÷òî ìûøèíûå ýïèäåðìàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
ìîãóò áûòü îòñåëåêòèðîâàíû ïî áûñòðîìó ïðèêðåïëåíèþ ê
ñóáñòðàòó è ïåðåâåäåíû â êóëüòóðó (Bickenbach, Chism,
1998). Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà àâòîðû èñïîëüçîâàëè ôèáðî-
íåêòèí ÷åëîâåêà, ëàìèíèí-5, ìûøèíûå êîëëàãåíû I è IV
òèïîâ. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî çà 10 ìèí íà ýòèõ áåëêàõ àä-
ãåçèðóåò ïî÷òè 10 % ïîïóëÿöèè áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ
(ïîëîæèòåëüíûõ ïî K14); ïðè ýòîì êëåòêè, ïðèêðåïèâøèå-
ñÿ ê êîëëàãåíó IV òèïà çà 10 ìèí, ïðåäïîëîæèòåëüíî ÿâëÿ-
þòñÿ ñòâîëîâûìè (Bickenbach, Chism, 1998).

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ èññëåäóåìàÿ ïîïóëÿöèÿ êå-
ðàòèíîöèòîâ îêàçàëàñü ìåíåå àäãåçèâíîé ïî îòíîøåíèþ

Âûäåëåíèå ïîïóëÿöèè áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà ïóòåì àäãåçèè 845

Ðèñ. 5. Ñîîòíîøåíèå áàçàëüíûõ (Ê5 è Ê14) è äèôôåðåíöèðîâàííûõ (Ê10) êåðàòèíîöèòîâ â ïîïóëÿöèè êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ çà
30 ìèí ê êîëëàãåíó I (Ê-I) èëè IV òèïà (Ê-IV), ëàìèíèíó-2/4 (Ë-2/4), ôèáðîíåêòèíó (Ôí) èëè ìàòðèãåëþ (ÌÃ).

Fig. 5. Proportions of keratinocytes stained with antibodies to basal cell keratine (K5 and K14) and to differentiated cell keratin (K10)
among cells attached within 30 min to collagens of types I (Ê-I) or IV (Ê-IV), laminin-2/4 (Ë-2/4), fibronectin (Ôí) or matrigel (ÌÃ).



ê ëàìèíèíó-2/4 è ìàòðèãåëþ, ÷åì ê ôèáðîíåêòèíó è êîë-
ëàãåíàì I è IV òèïîâ. Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ëàìèíèí-2/4 ñïîñîáñòâóåò àäãåçèè êåðàòè-
íîöèòîâ ÷åëîâåêà áîëüøå, ÷åì ôèáðîíåêòèí (Gorelik et
al., 2001; Êàëìûêîâà è äð., 2002). Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî
ìàòðèãåëü îêàçûâàåò ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà ïðè-
êðåïëåíèå, ðàñïëàñòûâàíèå è ïðîëèôåðàöèþ êåðàòèíî-
öèòîâ êðûñû â òîé æå ñòåïåíè, ÷òî è êîëëàãåí I òèïà (Ãî-
ðåëèê, 1996). Òàêèå ïðîòèâîðå÷èÿ, ïî-âèäèìîìó, ìîæíî
îáúÿñíèòü òåì, ÷òî â ýòèõ ðàáîòàõ èññëåäîâàëè âçàèìî-
äåéñòâèå ñ äàííûìè áåëêàìè âñåé ïîïóëÿöèè êåðàòèíî-
öèòîâ, à íå îòäåëüíîé ñóáïîïóëÿöèè áûñòðî àäãåçèðóþ-
ùèõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, äîëÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êå-
ðàòèíîöèòîâ (ïîëîæèòåëüíûõ ïî K10) ñðåäè êëåòîê,
ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ê ëàìèíèíó-2/4 è ìàòðèãåëþ çà êîðîò-
êèé ñðîê, áûëà âûøå, ÷åì ñðåäè êëåòîê, ïðèêðåïëÿþ-
ùèõñÿ ê êîëëàãåíó I è IV òèïîâ èëè ê ôèáðîíåêòèíó. Ýòè
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ëàìèíèí-2/4 è ìàò-
ðèãåëü íå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
äëÿ âûäåëåíèÿ ôðàêöèè áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ ÷åëî-
âåêà.

Òàêèì îáðàçîì, èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò,
÷òî â ïîïóëÿöèè áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ ñîäåðæàòñÿ
êëåòêè ñ ðàçëè÷íîé ñïîñîáíîñòüþ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
áåëêàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ïðè äàëüíåéøåé îïòè-
ìèçàöèè óñëîâèé äàííûé ïîäõîä, îñíîâàííûé íà ðàçíîé
àäãåçèè êëåòîê ê ðàçëè÷íûì ýëåìåíòàì âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà, ìîæåò ïîçâîëèòü âûäåëèòü ïîïóëÿöèþ íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê èç ãåòåðîãåííîé ñóñïåíçèè êå-
ðàòèíîöèòîâ. Âïîñëåäñòâèè ýòîò ïðèåì ìîæåò áûòü èñ-
ïîëüçîâàí äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëèíèè ñòâîëîâûõ êëåòîê êîæè
è ñ öåëüþ èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè
ýòèõ êëåòîê.

Ôèíàíñèðîâàíèå ðàáîòû îñóùåñòâëÿëîñü â ðàìêàõ
Ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà ¹ 02.435.11.3020 «Ìåòîä
âîññòàíîâëåíèÿ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìàëüíûõ äå-
ôåêòîâ ñ ïîìîùüþ ñòâîëîâûõ êëåòîê», øèôð «Ëîò
¹ 2005-ÆÑ-13.1/001».
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Epidermal human cells (keratinocytes) differently interact with extracellular matrix proteins of the skin ba-
sal membrane depending on the stages of their differentiation. The pool of basal keratinocytes commonly inclu-
des stem cells and transient amplifying cells. They directly attach to the skin basal membrane. Keratinocytes
change their adhesive properties during differentiation, lose direct interaction with the basal membrane and mo-
ve to suprabasal epidermal strata. From this, it is suggested that basal and primarily stem cells can be isolated
from a heterogenous keratinocyte population due to their selective adhesion to the extracellular matrix proteins.
In the current study, we analysed the specificity of interaction between primary keratinocytes and extracellular
matrix proteins (collagens of I and IV types, laminin-2/4, fibronectin and matrigel). We have demonstrated that
the basal keratinocytes extracted from the skin have different adhesive abilities. The rapidly spreading cells usu-
ally interacted with collagen and fibronectin rather that with laminin-2/4 or matrigel. The majority of these cells
being represented by basal keratinocytes. Our data demonstrate that the applied method of keratinocyte selection
may be directed for precise isolation of skin stem from a common cell population.

K e y w o r d s: adhesion, basal keratinocytes, collagen, extracellular matrix proteins, skin stem cells, fibro-
nectin.
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