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Ðàçðàáîòêà òåõíîëîãèé ëå÷åíèÿ ïîâðåæäåííûõ îðãà-
íîâ è òêàíåé ìåòîäàìè çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ñîâðåìåí-
íîé ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. Â îñíîâå ýòîãî ìåòîäà
ëåæèò ââåäåíèå â îðãàíèçì ïàöèåíòà êóëüòèâèðóåìûõ
ñòâîëîâûõ èëè äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê.

Âîññòàíîâëåíèå ñòðóêòóðíîé è ôóíêöèîíàëüíîé
öåëîñòíîñòè êîæíûõ ïîêðîâîâ ìåòîäàìè êëåòî÷íîé
òåðàïèè óæå â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàõîäèò øèðîêîå ïðèìå-
íåíèå (Ruszczak, 2000; Boyce, Warden, 2002). Êóëüòèâè-
ðóåìûå êëåòêè êîæè — áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû è äåð-
ìàëüíûå ôèáðîáëàñòû — ÿâëÿþòñÿ îñíîâîé äëÿ ñîçäà-
íèÿ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ, èñïîëüçóåìûõ â êëèíèêå
(Nishiyama et al., 1998). Äëÿ îòäåëåíèÿ îò ïîäëîæêè è ïå-
ðåíîñà íà ðàíó ñôîðìèðîâàííîãî ìíîãîñëîéíîãî ïëàñòà
êåðàòèíîöèòîâ åãî ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàþò ïðîòå-
îëèòè÷åñêèìè ôåðìåíòàìè. Â ïðîöåññå òàêîé îáðàáîòêè
ïîâðåæäàþòñÿ ïîâåðõíîñòíûå ðåöåïòîðû êëåòîê è òîëü-
êî ÷àñòü êëåòîê ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè íà ðàíó îñòàåòñÿ
æèçíåñïîñîáíîé è âûïîëíÿåò ñâîþ ôóíêöèþ. Äëÿ òîãî
÷òîáû ñîõðàíèòü èñõîäíûå ñâîéñòâà è æèçíåñïîñîá-
íîñòü áîëüøèíñòâà êëåòîê, íåîáõîäèìî ðàçðàáîòàòü ñïî-
ñîá ïåðåíîñà ñôîðìèðîâàííîãî ïëàñòà êåðàòèíîöèòîâ
áåç ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè êëåòîê ôåðìåíòàìè. Ýòà
ïðîáëåìà ìîæåò áûòü ðåøåíà ïóòåì êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê íà ìàòðèöå, ïðèãîòîâëåííîé èç áèîäåãðàäèðóåìî-
ãî ïîëèìåðà. Êëåòî÷íûé ïëàñò, ñôîðìèðîâàííûé íà òà-
êîé ïîëèìåðíîé ìàòðèöå, ìîæíî ïåðåíåñòè âìåñòå ñ íåé
íà ïîðàæåííûé ó÷àñòîê êîæè áåç êàêîé-ëèáî ïðåäâàðè-
òåëüíîé îáðàáîòêè. Ïîä âëèÿíèåì ðàíåâîãî ìèêðîîêðó-

æåíèÿ ïîëèìåð ñòàíåò ïîñòåïåííî äåãðàäèðîâàòü, à êëåò-
êè ñîõðàíÿò ñïîñîáíîñòü âûïîëíÿòü ñâîè ôóíêöèè ïî
âîññòàíîâëåíèþ ïîâðåæäåííûõ òêàíåé.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ìèðå ðàçðàáàòûâàåòñÿ ðÿä áèî-
äåãðàäèðóåìûõ è áèîñîâìåñòèìûõ ïîëèìåðîâ, êîòîðûå
îáëàäàþò êàê äîñòîèíñòâàìè, òàê è íåäîñòàòêàìè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê (Nishiyama et al., 1998). Îäíèì èç òàêèõ ïåðñïåê-
òèâíûõ ïîëèìåðîâ ÿâëÿåòñÿ ïîëèëàêòèä, ïðèãîòîâëåí-
íûé íà îñíîâå ìîëî÷íîé êèñëîòû, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ïðî-
äóêòîì ìåòàáîëèçìà ìëåêîïèòàþùèõ. Â ïðîöåññå ïðå-
äûäóùèõ èññëåäîâàíèé áûëè íàéäåíû îïòèìàëüíûå
óñëîâèÿ èçãîòîâëåíèÿ òàêîé ìàòðèöû è ïðîâåðåíà åå
ïðèãîäíîñòü äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ êîæè
÷åëîâåêà (Øâåä è äð., 2006).

Íåñìîòðÿ íà âñå äîñòîèíñòâà ïîëèëàêòèäà, åãî íåäî-
ñòàòêîì ÿâëÿåòñÿ ãèäðîôîáíîñòü ïîâåðõíîñòè ïðèãîòîâ-
ëåííîé íà åãî îñíîâå ìàòðèöû, ÷òî çàòðóäíÿåò àäãåçèþ è
ðîñò íà íåé êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê. Ïîýòîìó äëÿ óëó÷-
øåíèÿ ñâîéñòâ ïîâåðõíîñòè òàêîé ìàòðèöû, ê êîòîðûì
îñîáåííî ÷óâñòâèòåëüíû êóëüòèâèðóåìûå êåðàòèíî-
öèòû, íåîáõîäèìà ïðåäâàðèòåëüíàÿ ìîäèôèêàöèÿ ïîëè-
ìåðà.

Îäíèì èç ñïîñîáîâ ìîäèôèêàöèè ïîâåðõíîñòè ïîëè-
ìåðà ìîæåò áûòü íàíåñåíèå íà íåå áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà, êîòîðûå êðîìå ïîâûøåíèÿ ãèäðîôèëüíîñòè
ïîâåðõíîñòè èìåþò ñàéòû äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè êëåòîê (Daw-
son et al., 1996; Kitajima, 1998). Íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëü-
çóåìûì äëÿ ýòîé öåëè ïîêðûòèåì ÿâëÿåòñÿ êîëëàãåí —
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îñíîâíîé ñòðóêòóðíûé ýëåìåíò äåðìû êîæè è ñîáñòâåí-
íî áàçàëüíîé ìåìáðàíû, íà êîòîðîé in vivo ðàñïîëàãàþò-
ñÿ áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû (Tjia et al., 1999; Dai et al.,
2004). Ïîñëå íàíåñåíèÿ íà ïîâåðõíîñòü êîëëàãåí ìîæåò
â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà íàíåñåíèÿ íàõîäèòüñÿ â îäíîì
èç äâóõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèé — â ìîëåêóëÿðíîé èëè
ôèáðèëëÿðíîé ôîðìå. Ìîëåêóëÿðíûé êîëëàãåí — îòäå-
ëüíûå òðåõñïèðàëüíûå ìîëåêóëû, à ôèáðèëëÿðíûé ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé îðãàíèçîâàííûå ñòðóêòóðû ñî ñòóïåí÷à-
òûì ðàñïîëîæåíèåì ìîëåêóë êîëëàãåíà ñî ñäâèãîì íà
÷åòâåðòü èõ äëèíû (Djabourov et al., 1993). Ôèáðèëëÿð-
íûé êîëëàãåí ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðîé, àíàëîãè÷íîé ñóùåñò-
âóþùåé in vivo, è íàèáîëåå áëàãîïðèÿòåí äëÿ êëåòîê.
Áûëî ïîêàçàíî, â ÷àñòíîñòè, ÷òî îò ñòðóêòóðû íàíåñåí-
íîãî íà ïîäëîæêó êîëëàãåíà çàâèñÿò ôîðìà è îðãàíèçà-
öèÿ àêòèâíîãî öèòîñêåëåòà ó êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ (Mercier et al., 1996; Sato et al., 2003).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî âûÿñíèòü, êàê âëèÿåò
ñïîñîá íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà íà åãî ñòðóêòóðèðîâàíèå íà
ïîäëîæêå è â êàêîé ìåðå ôîðìèðîâàíèå ðàçíûõ ñòðóêòóð
áóäåò âëèÿòü íà âçàèìîäåéñòâèå êåðàòèíîöèòîâ ñ ñóáñò-
ðàòîì è íà èõ ðîñò â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ï î ë è ë à ê ò è ä à. Ïîëèêîíäåíñàöèåé
ìîëî÷íîé êèñëîòû áûë ïîëó÷åí îëèãîìåðíûé ïîëèëàê-
òèä, ïèðîëèç êîòîðîãî â âàêóóìå ïðè 250 °Ñ ïðèâîäèò ê
ôîðìèðîâàíèþ öèêëè÷åñêîãî äèìåðà — ëàêòèäà. Ïóòåì
ìíîãîêðàòíîé ïåðåêðèñòàëëèçàöèè èç ýòèëàöåòàòà ïîëó-
÷àëè ïðîäóêò äîñòàòî÷íîé ÷èñòîòû äëÿ ïîëèìåðèçàöèè.
Â àìïóëó äëÿ ïîëèìåðèçàöèè ïîìåùàëè 10 ã ëàêòèäà,
òùàòåëüíî ïåðåìåøàííîãî ñ 10 ìã ëàêòàòà öèíêà. Àìïó-
ëó çàïàèâàëè â âàêóóìå âîäîñòðóéíîãî íàñîñà (10 ìì ðò. ñò.)
è ïîìåùàëè â ïå÷ü ïðè 165 °Ñ íà 4 ñóò. Âåëè÷èíà õàðàê-
òåðèñòè÷åñêîé âÿçêîñòè ïîëó÷åííîãî ïîëèìåðà â õëîðî-
ôîðìå ðàâíà [ç] = 0.5 äë/ã, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ìîë. ìàññå
57 000 Äà (Øâåä è äð., 2006).

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å î á ð à ç ö î â ï ë å í î ê. Ïîëèëàê-
òèä ðàñòâîðÿëè â õëîðèñòîì ìåòèëåíå â êîíöåíòðàöèè
50 ìã/ìë. Íà ïîêðîâíîå ñòåêëî ðàçìåðîì 18 � 18 ìì íà-
íîñèëè 85 ìêë ðàñòâîðà ïîëèìåðà. Ïðèãîòîâëåííûå ïî-
êðîâíûå ñòåêëà ñ ïîëèìåðíûì ïîêðûòèåì âûñóøèâàëè
íà âîçäóõå è ñòåðèëèçîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷, îáëó÷àÿ
ÓÔ-ñâåòîì. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ãèäðîôèëü-
íûå ïîêðîâíûå ñòåêëà (ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûå
êîíöåíòðèðîâàííîé àçîòíîé êèñëîòîé).

Ï î ë ó ÷ å í è å ê î ë ë à ã å í à 1 - ã î ò è ï à. Êîëëàãåí
1-ãî òèïà ýêñòðàãèðîâàëè 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòîé èç ñó-
õîæèëèé êðûñèíûõ õâîñòîâ, ïðåäâàðèòåëüíî ïðîìûòûõ
ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì (0.9 % NaCl). Ïîñëå ïåðåõî-
äà êîëëàãåíà â ðàñòâîð åãî îñàæäàëè äîáàâëåíèåì ñóõîãî
NaCl äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.9 Ì. Äëÿ óäàëåíèÿ
ñîëè ðàñòâîð êîëëàãåíà ïîäâåðãàëè äèàëèçó ïðîòèâ ðàñ-
òâîðà óêñóñíîé êèñëîòû ñ ïîñëåäîâàòåëüíûì óâåëè÷åíè-
åì êîíöåíòðàöèè êèñëîòû (îò 0.1 äî 0.5 Ì). Ïîñëå ðàñ-
òâîðåíèÿ êîëëàãåíà â êèñëîòå åãî ïîâòîðíî îñàæäàëè
äèàëèçîì ïðîòèâ 0.08 Ì Na2HPO4. Ïîëó÷åííûé îñàäîê
ðàñòâîðÿëè â 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòå, ñòåðèëèçîâàëè
äèàëèçîì ïðîòèâ 0.5%-íîãî ðàñòâîðà õëîðîôîðìà â òîé
æå êèñëîòå è ïîñòåïåííî ïåðåâîäèëè äèàëèçîì â ðàñòâîð
óêñóñíîé êèñëîòû (1 : 1000) (Ñhandrakasan et al., 1967).

Í à í å ñ å í è å ê î ë ë à ã å í à í à ï î ë è ì å ð í û é
ñ ó á ñ ò ð à ò. Èç ëèòåðàòóðû èçâåñòíû òðè îñíîâíûõ ñïî-

ñîáà íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà íà ïîäëîæêó (Strom, Michalo-
poulos, 1982; Mercier et al., 1996). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â
çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà îí ïðèîá-
ðåòàåò îïðåäåëåííóþ ñòðóêòóðó — ôèáðèëëÿðíóþ èëè
ìîëåêóëÿðíóþ. Ïðè îáùåïðèíÿòîì ñïîñîáå íàíåñåíèÿ
êîëëàãåíà íà ñóáñòðàò (äàëåå — ñïîñîá 1) õàðàêòåð
ñòðóêòóðû, îáðàçóåìîé êîëëàãåíîì íà ïîäëîæêå, äî íà-
ñòîÿùåãî âðåìåíè íå èññëåäîâàëè.

Ñ ï î ñ î á 1. (Îáû÷íûé ëàáîðàòîðíûé ñïîñîá, ïðèìå-
íÿåìûé ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ìíîãèõ òèïîâ êëåòîê.) Ïî-
êðîâíîå ñòåêëî ñ ïîëèìåðíîé ïëåíêîé ïîìåùàëè â ÷àø-
êó Ïåòðè, êóäà çàòåì âíîñèëè ðàñòâîð êîëëàãåíà â êîí-
öåíòðàöèè 100 ìã/ìë. ×åðåç 30 ìèí èíêóáàöèè ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ðàñòâîð óäàëÿëè è ñòåêëà äâàæ-
äû ïðîìûâàëè PBS (ñóáñòðàò 1). Â ñëó÷àå òðåõêðàòíîãî
íàíåñåíèÿ ðàñòâîðà êîëëàãåíà îáðàçåö ïîñëå êàæäîãî íà-
íåñåíèÿ äâàæäû ïðîìûâàëè PBS.

Ñ ï î ñ î á 2. Íà ïîëèìåðíóþ ïîäëîæêó íàíîñèëè
30 ìêë ðàñòâîðà êîëëàãåíà â 0.1%-íîé óêñóñíîé êèñëîòå
(100 ìã/ìë). Ïîñëå íàíåñåíèÿ ðàñòâîðà ïëåíêè âûñóøè-
âàëè íà âîçäóõå â òå÷åíèå 1 ñóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå (ñóáñòðàò 2) (Mercier et al., 1996).

C ï î ñ î á 3. Â ðàñòâîð êîëëàãåíà â êîíöåíòðàöèè
2 ìã/ìë äîáàâëÿëè NaH2PO4 (1 M ) äî êîíå÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè 20 ìÌ, ðÍ 7.4. Ïîëó÷åííóþ ñìåñü íåìåäëåííî íà-
íîñèëè íà ïîëèìåðíóþ ïëåíêó è ïîìåùàëè â àòìîñôåðó
àììèàêà íà 15 ìèí äëÿ ïîëèìåðèçàöèè êîëëàãåíà. Òà-
êîé ñïîñîá íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà äîëæåí ïðèâîäèòü ê
ôîðìèðîâàíèþ êîëëàãåíîâûõ ôèáðèëë. Ïîñëå èíêóáà-
öèè îáðàçöû äâàæäû ïðîìûâàëè PBS è ñòåðèëèçîâàëè
ÓÔ-îáëó÷åíèåì â òå÷åíèå 2 ÷ (ñóáñòðàò 3) (Mercier et al.,
1996).

Â û ÿ â ë å í è å ñ ò ð ó ê ò ó ð û í à í å ñ å í í î ã î ê î ë -
ë à ã å í à. Êîëëàãåí ïîñëå íàíåñåíèÿ íà ïëåíêó ôèêñèðî-
âàëè â òå÷åíèå 10 ìèí 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãè-
äà. Çàòåì íà ïîâåðõíîñòü íàíîñèëè ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ïðîòèâ íàòèâíîãî êîëëàãåíà (Sigma, ÑØÀ) íà
45 ìèí. Ïîñëå òðåõêðàòíîãî ïðîìûâàíèÿ íàíîñèëè àíòè-
ìûøèíûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå FITC. Ïðåïàðàòû äëÿ ôëó-
îðåñöåíòíîãî àíàëèçà ãîòîâèëè ñ ïðîïèëãàëàòîì. Ñòðóê-
òóðó êîëëàãåíîâîãî ïîêðûòèÿ íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà.

Â û ä å ë å í è å ê å ð à ò è í î ö è ò î â. Ïåðâè÷íàÿ êóëü-
òóðà êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà áûëà ïîëó÷åíà èç êîæè
çäîðîâûõ âçðîñëûõ äîíîðîâ, ïîäâåðãøèõñÿ êîñìåòè÷å-
ñêîé îïåðàöèè. Âûäåëåíèå êåðàòèíîöèòîâ ïðîâîäèëè ïî
ìîäèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêå (Rheinwald, 1980). Êîæó
ïðîìûâàëè PBS è ïîñëå îòäåëåíèÿ ïîäêîæíîé êëåò÷àò-
êè íàðåçàëè íà íåáîëüøèå (5—10 ìì) ôðàãìåíòû è ïî-
ìåùàëè íà 14—16 ÷ ïðè 4 °Ñ â ðàñòâîð PBS, ñîäåðæàùèé
0.2 % êîëëàãåíàçû ãèäðîáèîíòîâ (ÎAO «Òåõíîëîãèÿ»,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) è 0.5 % äèñïàçû (Roche Diagnostics
GmbH Mannheim, Ãåðìàíèÿ). Ïîñëå îáðàáîòêè ôåðìåí-
òàìè ýïèäåðìèñ îòäåëÿëè è èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå, ñî-
äåðæàùåì 0.125 % òðèïñèíà è 0.02 % âåðñåíà («Áèîëîò»,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), â òå÷åíèå 7 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ôåðìåíò
èíàêòèâèðîâàëè ïóòåì äîáàâëåíèÿ 10 % ñûâîðîòêè è
îñòàâëÿëè åùå íà 20 ìèí. Ñóñïåíçèþ êëåòîê 20 ðàç ïèïå-
òèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïèïåòêè ñ øèðîêèì îòâåðñòèåì. Çà-
òåì åå ôèëüòðîâàëè ÷åðåç íåéëîíîâóþ ñåòêó, ïîñëå ÷åãî
êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Îñàäîê ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â ñìåñè ñðåä DMEM è F 12 (3 : 1) c äîáàâëå-
íèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ. Ñóñïåíçèþ
êëåòîê âíîñèëè â ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 3 ñì èç ðàñ÷å-
òà 2.5—3.0 ìëí êë. íà ÷àøêó.
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Âûäåëåííûå êåðàòèíîöèòû êóëüòèâèðîâàëè â ñìåñè
ñðåä DMEM è F12 (3 : 1) c äîáàâëåíèåì 10 % FBS,
5 ìêã/ìë èíñóëèíà, 5 ìêã/ìë ãèäðîêîðòèçîíà, 10 íã/ìë ýïè-
äåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà, õîëåðíîãî òîêñèíà (10–10 Ì;
Sigma, ÑØÀ), 5 ìã/ìë òðàíñôåððèíà, 1.8 · 10–4 Ì àäåíèíà
(ISN-Flow, ÑØÀ) è 2 · 10–11 Ì ëèîòèðîíèíà (Koch-Light,
ÑØÀ). Ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç 2—3 cóò.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà êåðàòèíîöèòû ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå
1.5 íåä ñíèìàëè ñìåñüþ ðàñòâîðîâ òðèïñèíà è âåðñåíà
(1 : 1). Äëÿ òîãî ÷òîáû óäàëèòü ñóïðàáàçàëüíûå ñëîè,
êóëüòóðó êëåòîê ïåðåâîäèëè íà 24—48 ÷ íà ñðåäó ñ ïî-
íèæåííûì ñîäåðæàíèåì èîíîâ êàëüöèÿ, ïîñëå ÷åãî äèô-
ôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè ëåãêî ñíèìàëèñü ïèïåòèðîâà-
íèåì (Jensen, Bolund, 1988).

À í à ë è ç ñ ò ð ó ê ò ó ð û à ê ò è í î â î ã î ö è ò î ñ ê å -
ë å ò à. Êåðàòèíîöèòû ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ñîñóäîâ
ñìåñüþ ðàñòâîðîâ òðèïñèíà è âåðñåíà, äâàæäû ïðîìûâà-
ëè ñðåäîé áåç ñûâîðîòêè, íàíîñèëè íà ïðèãîòîâëåííûå
ñóáñòðàòû è îñòàâëÿëè ïðèêðåïëÿòüñÿ ïðè 37 °Ñ â àòìî-
ñôåðå 5 % ÑÎ2 â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîñëå óêàçàííîãî âðåìåíè
íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäàëÿëè, à ïðèêðåïèâøèåñÿ ê
ñóáñòðàòó ïðîìûâàëè PBS. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì
ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà â òå÷åíèå 10 ìèí è òðèæäû ïðî-
ìûâàëè PBS. Çàòåì èõ îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì Òðèòî-
íîì Õ-100 â òå÷åíèå 15 ìèí è ïîñëå àíàëîãè÷íîé ïðî-
ìûâêè PBS ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí
Òðèòñ-ôàëëîèäèíîì. Îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà.

Ðåçóëüòàòû

Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû èçâåñòíû òðè îñíîâíûõ ñïî-
ñîáà íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà íà ñóáñòðàò, êîòîðûå è áûëè
èñïîëüçîâàíû â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè (Strom, Micha-
lopoulos, 1982; Mercier et al., 1996).

Â ñâÿçè ñ ñóùåñòâåííûìè ðàçëè÷èÿìè â ñòðóêòóðå
êîëëàãåíà, ïîëó÷åííîãî ïîñëå íàíåñåíèÿ íà ìàòðèöó ðàç-
íûìè ñïîñîáàìè, âàæíî áûëî óñòàíîâèòü, â êàêîé ìåðå
ýòè ðàçëè÷èÿ áóäóò âëèÿòü íà âçàèìîäåéñòâèå êåðàòèíî-
öèòîâ ñ ñóáñòðàòîì è íà èõ ðîñò â ïðîöåññå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî ÷åðåç 4 ñóò ïîñëå ïî-
ñåâà íà÷èíàþò âûÿâëÿòüñÿ îñîáåííîñòè â õàðàêòåðå ðîñ-
òà è ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè èññëåäóåìûõ
ñóáñòðàòîâ (ðèñ. 1). Íàèìåíüøåå ÷èñëî ïðèêðåïèâøèõñÿ
è ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê îáíàðóæèâàåòñÿ íà ïîëèìåðå
áåç íàíåñåííîãî êîëëàãåíà (ðèñ. 1, à). Íà êîëëàãåíîâûõ
ñóáñòðàòàõ, ïîëó÷åííûõ âñåìè òðåìÿ ñïîñîáàìè, íà ôîíå
ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê âèäíû èõ êîëîíèè, õàðàêòåðíûå
äëÿ äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòîê (ðèñ. 1, á—ä), ïðè÷åì
íà ñóáñòðàòå 1 êîëîíèè ñ áîëüøîé ïëîùàäüþ ñâÿçàíû
ìåæäó ñîáîé ôèëëîïîäèàëüíûìè ñòðóêòóðàìè (ðèñ. 1, á,
â). Ðàçìåð è êîëè÷åñòâî îáðàçîâàâøèõñÿ êîëîíèé íàè-
ìåíüøèå íà ñóáñòðàòå 3 (ðèñ. 1, ä).

Íà 9-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîäîëæàåòñÿ ïðîöåññ
ôîðìèðîâàíèÿ è ðîñòà àãðåãàòîâ íà âñåõ ñóáñòðàòàõ
(ðèñ. 2). Ïðè ýòîì íà ñóáñòðàòå 1 îáðàçóåòñÿ ðàçâèòàÿ
ñåòü ñâÿçàííûõ ìåæäó ñîáîé êëåòî÷íûõ ñêîïëåíèé
(ðèñ. 2, á, â). Â òî æå âðåìÿ íà ñóáñòðàòå 2 ôîðìèðóåòñÿ
áîëüøîå ÷èñëî äîñòàòî÷íî êðóïíûõ, íî íå ñâÿçàííûõ
ìåæäó ñîáîé àãðåãàòîâ (ðèñ. 2, ã). Íàïðîòèâ, äëÿ ñóáñò-
ðàòà 3 õàðàêòåðíî íàëè÷èå ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøîãî
÷èñëà (è ïðè ýòîì òîëüêî ìåëêèõ) àãðåãàòîâ, à îñòàëüíàÿ
÷àñòü ïîâåðõíîñòè ïîêðûòà ìîíîñëîåì ðàñïëàñòàííûõ

êëåòîê (ðèñ. 2, ä). Ñóáñòðàò 3, ïî-âèäèìîìó, ñïîñîáñòâó-
åò áîëüøåé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè ëèøü ñ ÷àñòè÷íûì ïåðåõîäîì êëåòîê â äèôôå-
ðåíöèðîâàííîå ñîñòîÿíèå.

Òàê êàê ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê íà êîëëàãåíå ïîñëå íà-
íåñåíèÿ íà ïîëèìåð ðàçíûìè ñïîñîáàìè ñóùåñòâåííî
ðàçëè÷àëîñü, íåîáõîäèìî áûëî óñòàíîâèòü, êàêóþ ñòðóê-
òóðíóþ îðãàíèçàöèþ îí ïðèîáðåòàåò â êàæäîì ñëó÷àå.
Îêðàñêà ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ïîêàçàëà, ÷òî êîë-
ëàãåí ïîñëå íàíåñåíèÿ íàèáîëåå ÷àñòî ïðèìåíÿåìûì ìå-
òîäîì (ñïîñîá 1) ïîêðûâàåò ïîëèìåðíóþ ïîäëîæêó íå-
ðàâíîìåðíî. Áåëîê âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî íà ÷àñòè ïîâåðõ-
íîñòè â âèäå ñãóñòêîâ áåç îïðåäåëåííîé ñòðóêòóðû
(ðèñ. 3, à). Íàíåñåíèå êîëëàãåíà ñïîñîáîì 2 ïðèâîäèò ê
áîëåå ðàâíîìåðíîìó ïîêðûòèþ ïîëèìåðíîé ïîäëîæêè.
Ïðè ýòîì áåëîê ïðåäñòàâëåí ìíîãî÷èñëåííûìè ìåëêèìè
àãðåãàòàìè, íî áåç îïðåäåëåííûõ ñôîðìèðîâàííûõ
ñòðóêòóð (ðèñ. 3, á).

Ïîñëå íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà ñïîñîáîì 3 íà ïîëèìåð-
íîé ïîâåðõíîñòè îáíàðóæèâàþòñÿ êðóïíûå ñâÿçàííûå
ìåæäó ñîáîé áåëêîâûå ñòðóêòóðû, ñîñòîÿùèå èç ñåòè
âçàèìîäåéñòâóþùèõ êîëëàãåíîâûõ ôèáðèëë (ðèñ. 3, â).
Íî è â ýòîì ñëó÷àå àáñîëþòíî ðîâíîãî ïîêðûòèÿ ïîâåðõ-
íîñòè íå ïðîèñõîäèò, îñòàþòñÿ ïðîñòðàíñòâà, íå çàïîë-
íåííûå áåëêîì.

Äàëåå íåîáõîäèìî áûëî óñòàíîâèòü, íàñêîëüêî ïðî÷-
íî âçàèìîäåéñòâóåò êîëëàãåí ñ ïîëèìåðíûì ñóáñòðàòîì
â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî ïðåáûâàíèÿ â êóëüòóðàëüíîé
ñðåäå. Ñ ýòîé öåëüþ ïîëèìåðíûé ñóáñòðàò ïîñëå íàíåñå-
íèÿ êîëëàãåíà âñåìè òðåìÿ ñïîñîáàìè èíêóáèðîâàëè â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå â òå÷åíèå 3 ñóò â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2

ïðè 37 °Ñ. Ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî â òå÷åíèå ýòîãî
ñðîêà èíêóáàöèè êîëëàãåí ïîñëå íàíåñåíèÿ ñïîñîáîì 1
ïîëíîñòüþ îòêðåïëÿåòñÿ îò ñóáñòðàòà è ïåðåõîäèò â ñðå-
äó, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò îòñóòñòâèå ñïåöèôè÷åñêîãî
îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòà àíòèòåëàìè (ðèñ. 4, à ). Äëÿ îá-
ðàçöîâ, ïîëó÷åííûõ ñïîñîáàìè 2 è 3, íàáëþäàëñÿ òîëüêî
÷àñòè÷íûé ïåðåõîä êîëëàãåíà â ðàñòâîð, íî îñíîâíàÿ
ñòðóêòóðà íàíåñåííîãî áåëêà ñîõðàíÿëàñü (ðèñ. 4, á, â).
Èç ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî íàèáîëåå ïðèåìëåìûì
ñïîñîáîì íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà íà ïîäëîæêó ÿâëÿåòñÿ
ñïîñîá 2 èëè 3.

Ïðè íàáëþäåíèè çà ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèåé
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêî-
ïîì ïðè ìàëîì óâåëè÷åíèè òðóäíî âûÿâèòü ìîðôîëîãè-
÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ó êëåòîê, ðàñïëàñòàííûõ íà ðàçíûõ ñóá-
ñòðàòàõ. Ïîýòîìó çàôèêñèðîâàííûå è îêðàøåííûå
Òðèòñ-ôàëëîèäèíîì êëåòêè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà äëÿ âûÿâëåíèÿ îñîáåííîñòåé
ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà,
ñòðóêòóðà êîòîðîãî, êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, çàâèñèò îò
òèïà èììîáèëèçîâàííûõ ëèãàíäîâ (Sato et al., 2003).

Êåðàòèíîöèòû, íàíåñåííûå íà 1 ÷ íà ïîëèìåðíóþ
ìàòðèöó áåç êîëëàãåíîâîãî ïîêðûòèÿ, ïðàêòè÷åñêè íå
ðàñïëàñòàíû è ïîýòîìó èìåþò ïðåèìóùåñòâåííî îêðóã-
ëóþ ôîðìó (ðèñ. 5, à). Àêòèí ñîñðåäîòî÷åí ïîä êëåòî÷-
íîé ìåìáðàíîé áåç âèäèìûõ ñòðóêòóð, à òàêæå â âèäå àã-
ðåãàòîâ íåïðàâèëüíîé ôîðìû â öåíòðàëüíîé ÷àñòè öèòî-
ïëàçìû (ðèñ. 5, á). Êëåòêè, ïðèêðåïèâøèåñÿ ê êîëëàãåíó
ïîñëå íàíåñåíèÿ ïî ñïîñîáó 1, ðàñïëàñòàíû â áîëüøåé
ñòåïåíè (ðèñ. 5, â). Íåáîëüøàÿ ÷àñòü èç íèõ èìååò õîðî-
øî ðàçâèòûé öèòîñêåëåò, ïðåäñòàâëåííûé ïó÷êàìè àêòè-
íîâûõ ôèëàìåíòîâ, îðèåíòèðîâàííûõ âäîëü äëèííîé îñè
êëåòîê, à òàêæå áîëüøîå ÷èñëî ðàäèàëüíûõ ïó÷êîâ ôèá-
ðèëëÿðíîãî àêòèíà, ÿâëÿþùåãîñÿ îñíîâîé ìèêðîâîðñè-
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Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå êåðàòèíîöèòîâ íà ïîëèëàêòèäíîé ïëåíêå, ïîêðûòîé êîëëàãåíîì ðàçíûìè ñïîñîáàìè, ÷åðåç 4 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ.

à — ñòåêëî, ïîêðûòîå ïëåíêîé ïîëèìåðà, íî áåç êîëëàãåíà; á — ÷èñòîå ïîêðîâíîå ñòåêëî, ïîêðûòîå êîëëàãåíîì ñïîñîáîì 1; â — òî æå, ÷òî è íà ôîòî à,
íî êîëëàãåí íàíåñåí ñïîñîáîì 1; ã — òî æå, ÷òî è íà ôîòî à, íî êîëëàãåí íàíåñåí ñïîñîáîì 2; ä — òî æå, ÷òî è íà ôîòî à, íî êîëëàãåí íàíåñåí

ñïîñîáîì 3.

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå êåðàòèíîöèòîâ íà ïîëèëàêòèäíîé ïëåíêå, ïîêðûòîé êîëëàãåíîì ðàçíûìè ñïîñîáàìè, ÷åðåç 9 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ.

à—ä — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.



íîê (ðèñ. 5, ã). Áîëüøèíñòâî êëåòîê èìååò ôîðìó ýëëèï-
ñîèäîâ ñ ïåðèôåðè÷åñêèì ðàñïðåäåëåíèåì àêòèíà, íî ñ
óæå âûðàæåííûìè ìèêðîôèëàìåíòíûìè ñòðóêòóðàìè
(ðèñ. 5, ä). Ñðåäè êåðàòèíîöèòîâ, ðàñïëàñòàííûõ íà êîë-
ëàãåíîâîì ïîêðûòèè, ïîëó÷åííîì ñïîñîáîì 2, âûÿâëÿ-
þòñÿ êëåòêè íå òîëüêî ñ ïåðèôåðè÷åñêèì ðàñïðåäåëåíè-
åì àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, íî òàêæå ñ äëèííûìè ïó÷êàìè
ìèêðîôèëàìåíòîâ, ïåðåñåêàþùèõ òåëî êëåòêè (ðèñ. 5, â,
æ, ç). Ìíîãèå èç íèõ ïîëÿðèçîâàíû. Ìîùíûé öèðêóëÿð-
íûé ñëîé ïó÷êîâ ìèêðîôèëàìåíòîâ ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ îò
ïåðèôåðèè ê öåíòðàëüíîé ÷àñòè öèòîïëàçìû, ìíîãî÷èñ-
ëåííûå, íî êîðîòêèå ìèêðîâîðñèíêè ïîêðûâàþò ïîâåðõ-
íîñòü êëåòîê (ðèñ. 5, æ, ç). Äëÿ êåðàòèíîöèòîâ, ïðèêðåï-
ëåííûõ ê êîëëàãåíó ïîñëå íàíåñåíèÿ ñïîñîáîì 3, õàðàê-
òåðíî îáðàçîâàíèå äëèííûõ öåïî÷åê îêðóãëûõ êëåòîê,
êîíòàêòèðóþùèõ ìåæäó ñîáîé, ïî-âèäèìîìó, âäîëü îá-

ðàçîâàííûõ êîëëàãåíîâûõ ôèáðèëë (ðèñ. 5, è). Ïîäàâëÿ-
þùàÿ ÷àñòü êîíòàêòèðóþùèõ ìåæäó ñîáîé îêðóãëûõ
êëåòîê çàïîëíåíà öèðêóëÿðíûìè ïó÷êàìè àêòèíîâûõ
ñòðóêòóð (ðèñ. 5, ê ). Ìåñòà êîíòàêòîâ òàêæå çàïîëíåíû
àêòèíîâûìè ìèêðîôèëàìåíòàìè (ðèñ. 5, ë). Âñòðå÷àþòñÿ
ëèøü îòäåëüíûå õîðîøî ðàñïëàñòàííûå êëåòêè ñ òèïè÷-
íûì äëÿ íèõ ðàçâèòûì öèòîñêåëåòîì, çàïîëíÿþùèì âñþ
öèòîïëàçìó è øèðîêèå ëàìåëëû íà âåäóùåì êðàå êëåòêè.

Îáñóæäåíèå

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü ìîäèôèöèðîâà-
íèå ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòè ïîëèìåðíîé ìàòðèöû ñ
öåëüþ ñîçäàíèÿ îïòèìàëüíûõ óñëîâèé äëÿ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ íà íåé êåðàòèíîöèòîâ. Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå

36 Þ. À. Øâåä, Ë. Â. Êóõàðåâà è äð.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå êîëëàãåíà ïðè íàíåñåíèè åãî íà ñóáñòðàò ñïîñîáîì 1 (à, ä), 2 (á) èëè 3 (â, ã).

Óâåë.: à—â, ä — 60�; ã — 100�.

Ðèñ. 4. Êîëëàãåíîâîå ïîêðûòèå íà ïîëèìåðíîé ìàòðèöå ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â òå÷åíèå 3 ñóò.

Êîëëàãåí íàíåñåí ñïîñîáîì 1 (à), 2 (á) èëè 3 (â).



(Øâåä è äð., 2006) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äåðìàëüíûå ôèá-
ðîáëàñòû ÷åëîâåêà ñïîñîáíû ïðèêðåïëÿòüñÿ, ðàñïëàñòû-
âàòüñÿ è ïðîëèôåðèðîâàòü íà ïîëèëàêòèäíîé ïëåíêå. Êå-
ðàòèíîöèòû, îäíàêî, áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê ñâîéñòâàì
ñóáñòðàòà è óñëîâèÿì êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îäíèì èç ðàñ-

ïðîñòðàíåííûõ ñïîñîáîâ ìîäèôèêàöèè ïîâåðõíîñòè,
ïðåäíàçíà÷åííîé äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êåðàòèíîöèòîâ,
ÿâëÿåòñÿ íàíåñåíèå íà íåå áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà, â ÷àñòíîñòè êîëëàãåíîâ. Èì ïîêðûâàþò â òîì ÷èñëå è
ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíûõ ñîñóäîâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ
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Ðèñ. 5. Îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êåðàòèíîöèòîâ, ðàñïëàñòàííûõ íà ïîëèìåðå (à, á) èëè íà êîëëàãåíîâîì ñóáñòðàòå, íà-
íåñåííîì íà ïîëèìåð ñïîñîáîì 1 (â—ä), 2 (å—ç) èëè 3 (è—ë).

Óâåë.: à, â, å, è — 40�; á, ã, ä, æ, ç, ê, ë — 60�.



äëÿ âûðàùèâàíèÿ ìîíîñëîÿ êåðàòèíîöèòîâ. Ïî ýòîé ïðè-
÷èíå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ ìîäèôèêàöèè ïîëèëàêòèä-
íîé ìàòðèöû òàêæå áûë âûáðàí êîëëàãåí.

Ñîãëàñíî èìåþùèìñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûì, â íàñòî-
ÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò ðÿä ñïîñîáîâ íàíåñåíèÿ êîëëàãå-
íà íà ïîâåðõíîñòè (Strom, Michalopoulos, 1982; Mercier
et al., 1996). Ïîêàçàíî ïðè ýòîì, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò
ñïîñîáà íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà íà ïîäëîæêó îí ïðèîáðåòà-
åò ðàçëè÷íóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ ñòðóêòóðó è ôîðìó.
Ïðåäñòàâëÿëîñü âàæíûì âûÿñíèòü, â êàêîé ñòåïåíè ýòè
ðàçëè÷èÿ âëèÿþò íà âçàèìîäåéñòâèå êåðàòèíîöèòîâ ñ èñ-
ñëåäóåìîé ìàòðèöåé. Â ïðîöåññå ïðîâåäåííûõ èññëåäî-
âàíèé âûÿñíèëîñü, îäíàêî, ÷òî íàíåñåíèå êîëëàãåíà íà
èññëåäóåìóþ ïîâåðõíîñòü òðåìÿ ðàçíûìè ñïîñîáàìè íå
îáåñïå÷èâàåò åå ðàâíîìåðíîãî ïîêðûòèÿ. Â èìåþùåéñÿ
ëèòåðàòóðå íàì íå óäàëîñü îáíàðóæèòü ðàáîò, ïîñâÿùåí-
íûõ èçó÷åíèþ ðàâíîìåðíîñòè ïîêðûòèÿ áåëêàìè êà-
êèõ-ëèáî ïîâåðõíîñòåé, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê. Ïðè îöåíêå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ åñ-
òåñòâåííî âîçíèêàåò âîïðîñ î ïðè÷èíàõ èçáèðàòåëüíîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ êîëëàãåíà ñ îòäåëüíûìè ó÷àñòêàìè ïî-
âåðõíîñòè. Ýòî, êîíå÷íî, ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ðàçëè÷-
íûì õàðàêòåðîì ïîâåðõíîñòíûõ ñâîéñòâ ñàìîé ïîëèìåð-
íîé ìàòðèöû, íî áîëåå âåðîÿòíî, ÷òî îäíèìè èç ïðè÷èí
íåðàâíîìåðíîñòè ïîêðûòèÿ áåëêîì ÿâëÿþòñÿ ñòðóêòóðà
íàíåñåííîãî áåëêà è åãî êîíöåíòðàöèÿ. È äåéñòâèòåëüíî,
ïðåäâàðèòåëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî òðåõêðàò-
íîå, ïîñëåäîâàòåëüíîå íàíåñåíèå êîëëàãåíà ñïîñîáîì 1
ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ïîâåðõíîñòü, äîñòàòî÷íî ðàâíîìåð-
íî ïîêðûòóþ áåëêîì (ðèñ. 3, ã). Ïîýòîìó â äàëüíåéøåì
öåëåñîîáðàçíî ïðîäîëæèòü ñîâåðøåíñòâîâàíèå ñïîñîáîâ
íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà íà ïîëèìåðíóþ ìàòðèöó è âûÿñ-
íèòü, êàê âðåìÿ è òåìïåðàòóðà èíêóáèðîâàíèÿ áåëêà íà
äàííîé ïîâåðõíîñòè è åãî êîíöåíòðàöèÿ âëèÿþò íà âçàè-
ìîäåéñòâèå ñ íèì êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, ðàñïðåäåëåíèå êåðàòèíîöèòîâ è èõ
ðàçìíîæåíèå íà ïîëèìåðíûõ ìàòðèöàõ ìîãóò çàâèñåòü
êàê îò ðàâíîìåðíîñòè ïîêðûòèÿ ïîâåðõíîñòè êîëëàãå-
íîì, òàê è îò ñòðóêòóðû ñàìîãî áåëêà.

Äàííûå Ìåðñüå è åå êîëëåã (Mercier et al., 1996) î
òîì, ÷òî ñòðóêòóðà íàíåñåííîãî íà ïîâåðõíîñòü êîëëàãå-
íà âëèÿåò íà ðàñïðåäåëåíèå ôèáðîáëàñòîâ è îðãàíèçà-
öèþ èõ öèòîñêåëåòà, ñëóæàò â ïîëüçó íàøåãî ïðåäïîëî-
æåíèÿ. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, òàê-
æå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè çàâèñèìîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ
êåðàòèíîöèòîâ íà ïîëèìåðíîé ìàòðèöå îò ñòðóêòóðû
êîëëàãåíà. Ïðè ýòîì, íà íàø âçãëÿä, íàèáîëåå ïðèåìëå-
ìîé äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êåðàòèíîöèòîâ in vitro ÿâëÿåò-
ñÿ åãî ôèáðèëëÿðíàÿ ôîðìà. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñòâóþò
áîëåå ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê íà ñóáñòðàòå
ïîñëå íàíåñåíèÿ ôèáðèëëÿðíîãî êîëëàãåíà, îòñóòñòâèå
êðóïíûõ êëåòî÷íûõ àãðåãàòîâ è ñâÿçûâàþùèõ èõ ñòðóê-
òóð, õàðàêòåðíûõ äëÿ äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòîê
(ðèñ. 1, ä; 2, ä).

Êðîìå òîãî, èñõîäÿ èç îáùåé êàðòèíû ôîðìèðîâàíèÿ
öèòîñêåëåòà â ïðîöåññå âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ ñóáñòðà-
òîì ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî õîðîøî ðàñïëàñòàííûå íà
êîëëàãåíå êåðàòèíîöèòû îòíîñÿòñÿ ê ÷àñòè ïîïóëÿöèè,
âñòóïèâøåé â ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè. Åñëè ýòî ïðåä-
ïîëîæåíèå ñïðàâåäëèâî, ÷òî áóäåò âûÿñíåíî â ïðîöåññå
äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé, òî áîëüøîå ÷èñëî îêðóãëûõ
êëåòîê, âûÿâëÿåìûõ íà ôèáðèëëÿðíîì êîëëàãåíå, ñôîð-
ìèðîâàííîì íà ïîëèìåðíîé ìàòðèöå ïîñëå íàíåñåíèÿ
ñïîñîáîì 3, ìîæåò îòíîñèòüñÿ ê àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþ-
ùèì ñòâîëîâûì èëè òðàíçèòîðíûì êåðàòèíîöèòàì.

Îêàçàëîñü òàêæå, ÷òî ñïîñîá íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà íà
ïîëèìåðíóþ ìàòðèöó âëèÿåò íà ïðî÷íîñòü åãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ ñóáñòðàòîì, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå,
ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ñóáñòðàòîâ, èíêóáèðî-
âàííûõ â ñðåäå áåç êëåòîê (ðèñ. 4). Áîëåå ïðî÷íîå ñâÿçû-
âàíèå áåëêà, íàíåñåííîãî ñïîñîáîì 2, ìîæíî îáúÿñíèòü
îáðàçîâàíèåì ãëèêîçèäíûõ ñâÿçåé ìåæäó ìîëåêóëàìè
êîëëàãåíà â ïðîöåññå âûñóøèâàíèÿ. Ïðî÷íîñòü ñâÿçûâà-
íèÿ êîëëàãåíà, íàíåñåííîãî ñïîñîáîì 3, ìîæåò áûòü
ñëåäñòâèåì îáðàçîâàíèÿ ñâÿçåé ìåæäó îòäåëüíûìè êîë-
ëàãåíîâûìè ôèáðèëëàìè, èìåþùèõ ãèäðîôîáíûé è
ýëåêòðîñòàòè÷åñêèé õàðàêòåð (ðèñ. 4, â).

Òàêèì îáðàçîì, ìîäèôèêàöèÿ ïîëèìåðíîé ìàòðèöû
ðàçíûìè ñòðóêòóðíûìè ôîðìàìè êîëëàãåíà äàåò âîç-
ìîæíîñòü âûáðàòü îïòèìàëüíûé âàðèàíò äëÿ ôîðìèðî-
âàíèÿ ïëàñòà êåðàòèíîöèòîâ. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ îï-
òèìàëüíîé ñòðóêòóðîé êîëëàãåíà äëÿ ìîäèôèêàöèè ïî-
ëèìåðíîé ïîâåðõíîñòè ÿâëÿåòñÿ ôèáðèëëÿðíàÿ ôîðìà,
êîòîðàÿ íàèáîëåå áëèçêà ê åãî ñîñòîÿíèþ â òêàíÿõ îðãà-
íèçìà. Ïîýòîìó â äàëüíåéøåì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êå-
ðàòèíîöèòîâ in vitro öåëåñîîáðàçíî èñïîëüçîâàòü êîëëà-
ãåí â ôèáðèëëÿðíîé ôîðìå. Ïðè ýòîì, îäíàêî, òåõíèêà
íàíåñåíèÿ áåëêà íà ñóáñòðàò ñ ïîëó÷åíèåì ðàâíîìåðíîãî
ïîêðûòèÿ òðåáóåò äîðàáîòêè. Â äàëüíåéøåì ìû ïëàíè-
ðóåì îïòèìèçèðîâàòü ñïîñîá íàíåñåíèÿ êîëëàãåíà, ñ òåì
÷òîáû ïîëó÷èòü ñóáñòðàò, ìàêñèìàëüíî ïðèáëèæåííûé
ïî ñâîèì ñâîéñòâàì ê ìèêðîîêðóæåíèþ êëåòîê in vivo.
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CULTURED SKIN CELLS INTERACTION WITH POLYLACTIDE SURFACE COATED
BY DIFFERENT COLLAGEN STRUCTURES

Yu. A. Shved,1, * L. V. Kukhareva,2 I. M. Zorin,1 M. I. Blinova,2 A. Yu. Bilibin,1 G. P. Pinaev2
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The purpose of this work was an optimization of polylactide film surfaces designed for human keratinocy-
tes cultivation. The polylactide films were coated by collagen 1. The experiments showed that uniform covering
of polymer surface by collagen, and formation of different collagen structures depend on the mode of the protein
application. The differences in collagen distribution on the polymer surface influened the keratinocytes growth
in culture. Analysis of keratinocytes alignment, as well as cytoskeleton organization demonstrated that fibrillar
collagen promoted more even keratinocytes distribution in comparison with the distribution on molecular colla-
gen.

K e y w o r l d s: cell therapy, biodegradable polymers, polylactide, fibrillar and molecular collagen, kerati-
nocytes, actin cytoskeleton.
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