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Îñíîâûâàÿñü íà åñòåñòâåííîì ñðîäñòâå êåðàòèíîöèòîâ êîæè ê áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ìû
ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó îáíàðóæåíèÿ ñóáïîïóëÿöèé â çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè àäãåçèè ýòèõ êëåòîê íà
ïîäëîæêàõ èç êîëëàãåíîâ I è IV òèïîâ è íà ôèáðîíåêòèíå. Ïîñëå 10-, 20- è 30-ìèíóòíîãî îòáîðà êåðàòè-
íîöèòû êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò. Ïðè òåñòèðîâàíèè èçìåðÿëè ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòîê íà ïîä-
ëîæêó è êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ. ×åðåç 1 ñóò îáíàðóæåíû ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå ìîðôîëîãè-
÷åñêèå ðàçëè÷èÿ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ñóáñòðàòà. Ðàçìåð êëåòîê, ðàñòóùèõ íà êîëëàãåíå I òèïà, âäâîå
ïðåâîñõîäèë ðàçìåð êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ íà êîëëàãåíå IV òèïà èëè ôèáðîíåêòèíå. Íåçàâèñèìî îò
ñóáñòðàòà äî 60—65 % êëåòîê èìåëè îêðóãëóþ ôîðìó. Êîëëàãåíû âûÿâëÿëè ãåòåðîãåííîñòü êåðàòèíîöè-
òîâ êàê â êîíòðîëå, òàê è ïðè îòáîðå ïî âðåìåíè àäãåçèè, â òî âðåìÿ êàê íà ôèáðîíåêòèíå êëåòêè âåëè ñå-
áÿ êàê ãîìîãåííàÿ ïîïóëÿöèÿ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êîëëàãåíû â îòëè÷èå îò ôèáðîíåêòèíà ñïîñîáñòâóþò
ñòàáèëèçàöèè êàêèõ-òî ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé êåðàòèíîöèòîâ, â öåëîì îòðàæàÿ âçàèìîäåéñòâèå èõ
ñ áåëêàìè ÂÊÌ â óñëîâèÿõ in vivo.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àäãåçèÿ, ãåòåðîãåííîñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, êåðàòèíîöèòû ÷åëîâåêà, êîëëà-
ãåí, ôèáðîíåêòèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ÝÄÒÀ — ýòèëåíäèàìèíîòåòðààöåòàò,
A — Area (ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó), P — ïåðèìåòð, Rp/Ra — êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòàííî-
ñòè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èññëåäîâàíèå áèîëîãèè ñòâîëîâûõ
êëåòîê ìîæíî ñ÷èòàòü îäíèì èç ïðèîðèòåòíûõ íàïðàâëå-
íèé äëÿ ñîçäàíèÿ ôóíäàìåíòà çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé
òåðàïèè (Hollands, 1997; Gurdon, 1999; Doss et al., 2004;
Keller, 2005; Taupin et al., 2006; Turnpenny, 2006). Â ðàì-
êàõ ýòîãî íàïðàâëåíèÿ çàìåòíóþ äîëþ ñîñòàâëÿþò ðàáîòû
ïî èçó÷åíèþ êëåòîê êîæè, â ÷àñòíîñòè áàçàëüíûõ êåðàòè-
íîöèòîâ (Potten, Booth, 2002; Alonso, Fuchs, 2003; Aber-
dam, 2004). Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ýòè êëåòêè ñîñòîÿò êàê
ìèíèìóì èç òðåõ òèïîâ — ñòâîëîâûõ, òðàíçèòîðíûõ è
äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòîê (Rheinwald, Green, 1975;
Barrandon, Green, 1987; Alonso, Fuchs, 2003). Ôðàêöèîíè-
ðîâàíèå êåðàòèíîöèòîâ íà îòäåëüíûå ñóáïîïóëÿöèè —
âåñüìà òðóäíàÿ ìåòîäè÷åñêàÿ çàäà÷à. Äëÿ åå ðåøåíèÿ
âàæíî èìåòü äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî äàííûõ î ïàðàìåò-
ðàõ, ïî êîòîðûì èìåþòñÿ ðàçëè÷èÿ ìåæäó òåìè èëè èíû-
ìè êëåòî÷íûìè ñóáïîïóëÿöèÿìè. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ãåòå-
ðîãåííîñòü áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ äîëæíà âûÿâëÿòüñÿ
ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ áåëêàìè, ê êîòîðûì ó ýòèõ êëåòîê
èìååòñÿ åñòåñòâåííîå ñðîäñòâî. Ê íèì, â ÷àñòíîñòè, îòíî-
ñÿòñÿ òàêèå ìàæîðíûå áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
(ÂÊÌ) è áàçàëüíîé ìåìáðàíû, êàê ôèáðîíåêòèí è êîëëà-
ãåíû.

Èçâåñòíî, ÷òî ñèíòåç áåëêîâ ÂÊÌ íà÷èíàåòñÿ óæå ÷å-
ðåç 30 ìèí ïîñëå ïåðåñåâà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê (Sobel,
Rosenberg, 1983). Ïî ýòîé ïðè÷èíå äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëè-
ÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ñóáñòðàòîâ íà ïîâåäåíèå êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê èñïîëüçóþò èìåííî ðàííèå ñðîêè ïîñëå ïåðå-

ñåâà. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ñèíòåç ñîá-
ñòâåííûõ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íèâåëèðóåò ýô-
ôåêò ñóáñòðàòà íà ïîâåäåíèå êëåòîê.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — ïðîâåðèòü, âëèÿþò ëè
ñâîéñòâà ñóáñòðàòà íà ìîðôîëîãè÷åñêèå ïàðàìåòðû êóëü-
òèâèðóåìûõ êåðàòèíîöèòîâ ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà. Èç
ñóáñòðàòîâ áûëè âûáðàíû êîëëàãåíû I è IV òèïîâ è ôèá-
ðîíåêòèí. Ïî íàøèì äàííûì, ýòè áåëêè óñèëèâàþò àäãå-
çèâíûå ñâîéñòâà êåðàòèíîöèòîâ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
(Ñïè÷êèíà è äð., 2006). Â çàäà÷ó ðàáîòû íå âõîäèëî èñ-
ñëåäîâàíèå îòäåëüíûõ êëåòîê. Èçó÷àëè êëåòî÷íóþ ïîïó-
ëÿöèþ â öåëîì, èñïîëüçóÿ äëÿ òåñòèðîâàíèÿ â ïåðâóþ
î÷åðåäü òàêîé èíòåãðàëüíûé ïàðàìåòð, êàê A (Area —
ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó).

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. Ïåðâè÷íóþ êóëü-
òóðó êåðàòèíîöèòîâ ïîëó÷àëè èç êîæè çäîðîâûõ âçðîñ-
ëûõ äîíîðîâ ïî ìåòîäó Ðåéíâàëüäà (Rheinwald, 1980), ìî-
äèôèöèðîâàííîìó Þäèíöåâîé ñ ñîòðóäíèêàìè (1999).
Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê èñïîëüçîâà-
ëè ôðàãìåíòû êîæè ëèöà, ïîëó÷åííûå ïðè êîñìåòîëîãè-
÷åñêèõ îïåðàöèÿõ. Èõ ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS, íå ñî-
äåðæàùèì èîíîâ êàëüöèÿ è ìàãíèÿ, è îòäåëÿëè ïîäêîæ-
íóþ êëåò÷àòêó. Êîæó íàðåçàëè íà íåáîëüøèå êóñî÷êè
ðàçìåðîì ïðèáëèçèòåëüíî 5 � 10 ìì è â òå÷åíèå íî÷è èí-
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êóáèðîâàëè â ðàñòâîðå PBS, ñîäåðæàùåì 0.5 % äèñïàçû II
(Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Ãåðìàíèÿ) è 0.2 %
êîëëàãåíàçû êðàáà (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå ýòî-
ãî ìåõàíè÷åñêè îòäåëÿëè ýïèäåðìèñ îò äåðìû âäîëü ëè-
íèè áàçàëüíîé ìåìáðàíû. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè êëå-
òîê ýïèäåðìèñ ïîìåùàëè â ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 0.125 %
òðèïñèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è 0.02 % ÝÄÒÀ (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ), íà 10 ìèí ïðè 37 °Ñ. Äåéñòâèå ôåðìåíòà èíãèáèðî-
âàëè äîáàâëåíèåì ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ (HyClone,
Ôðàíöèÿ) äî 5 % îò îáúåìà ñóñïåíçèè. Çàòåì êëåòî÷íóþ
ñóñïåíçèþ èíòåíñèâíî ïèïåòèðîâàëè è ôèëüòðîâàëè ÷å-
ðåç íåéëîíîâóþ ñåòêó. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê
îñàæäàëè ïðè 1000 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí, óäàëÿëè ñó-
ïåðíàòàíò, çàòåì îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñìåñè ñðåä
DMEM è F12 (3 : 1; ICN, Ôðàíöèÿ).

Ñ ó á ñ ò ð à ò û. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ äëÿ ýêñïåðèìåí-
òîâ èñïîëüçîâàëè êîëëàãåíû I è IV òèïîâ è ôèáðîíåêòèí.
Êîëëàãåí I òèïû áûë ïîëó÷åí èç ñóõîæèëèé êðûñèíûõ
õâîñòîâ, êîëëàãåí IV òèïà — èç ïëàöåíòû ÷åëîâåêà (êîë-
ëàãåíû áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû Ë. Â. Êóõàðåâîé,
Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ôèáðîíåê-
òèí áûë âûäåëåí èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà è ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåí È. Â. Âîðîíêèíîé (Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Íà äíî êóëüòóðàëüíûõ ÷àøåê íà-
íîñèëè ðàñòâîð áåëêà â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë è èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ïåðåä íàíåñåíèåì ñóñ-
ïåíçèè êëåòîê ÷àøêè òðèæäû ïðîìûâàëè PBS.

Ñ õ å ì à ï î ñ å â à ê å ð à ò è í î ö è ò î â í à ñ ó á ñ ò ðà-
ò û. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ êëåòîê èñïîëü-
çîâàëè ñëåäóþùóþ ïðîöåäóðó. Ñâåæåâûäåëåííûå êåðàòè-
íîöèòû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 37 °Ñ â àòìî-
ñôåðå 5 % CO2 íà îäíîì èç ñóáñòðàòîâ â ñðåäå DMEM/F12
(3 : 1) áåç äîáàâëåíèÿ ñûâîðîòêè. Êëåòêè, íå ïðèêðåïèâ-
øèåñÿ çà ýòî âðåìÿ, ïåðåíîñèëè â äðóãóþ ÷àøêó ñ òåì æå
ñóáñòðàòîì è èíêóáèðîâàëè 20 ìèí. Äàëåå îïÿòü íå ïðè-
êðåïèâøèåñÿ çà ýòî âðåìÿ êëåòêè ïåðåñàæèâàëè è ÷åðåç
30 ìèí ïîñëå ýòîãî âðåìåíè íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè
óäàëÿëè. Îòîáðàííûå òàêèì îáðàçîì êëåòêè (òðè âàðèàí-
òà àäãåçèè ïî âðåìåíè — 10, 20 è 30 ìèí) êóëüòèâèðîâàëè
â òå÷åíèå 1 ñóò ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % CO2. Â êà÷åñò-
âå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè òå æå êåðàòèíîöèòû, íî áåç îò-
áîðà ïî âðåìåíè àäãåçèè ê ñîîòâåòñòâóþùåìó ñóáñòðàòó.
Âî âñåõ âàðèàíòàõ 5 ìë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè íàíîñèëè íà
÷àøêè äèàìåòðîì 5 ñì (106 êë./ìë).

Ïîñëå îêîí÷àíèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ óäàëÿëè ñðåäó,
êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS è èññëåäîâàëè ñ ïîìî-
ùüþ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà áåç îêðàøèâàíèÿ. Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ èçîáðàæåíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ìèêðîñêîï Áèîëàì
II-2 (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ) ñ ôîòîíàñàäêîé Canon Power Shot
A95 (Canon, ßïîíèÿ). Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ 20� . Ôîð-
ìàò èçîáðàæåíèÿ 2592 �1944 ïèêñåëÿ.

À í à ë è ç è ç î á ð à æ å í è é ê ë å ò î ê. Èçìåðåíèå ïàðà-
ìåòðà A âûïîëíÿëè, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó WCIF ImageJ
1.37i (National Institute of Health, Maryland, ÑØÀ). Ïîñêî-
ëüêó âñå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ïîëó÷åíû ïðè ðàâíûõ óñëî-
âèÿõ, çíà÷åíèÿ A, âûðàæåííûå â ïèêñåëÿõ, íå ïåðåâîäèëè
â òðàäèöèîííûå åäèíèöû èçìåðåíèÿ. Àíàëèòè÷åñêóþ îá-
ðàáîòêó ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ Mic-
rosoft Excel 2003 è Origin 6.1. Î ñòåïåíè ðàñïëàñòûâàíèÿ
êëåòîê ñóäèëè ïî êîýôôèöèåíòó ðàñïëàñòàííîñòè
(Rp/Ra), ïðåäëîæåííîìó íàìè ðàíåå (Kuzminykh, Petrov,
2004; Petrov et al., 2007). Îí ðàâåí ñîîòíîøåíèþ ðàäèó-
ñîâ, âû÷èñëåííûõ ïî èçâåñòíûì ïåðèìåòðó è ïëîùàäè
êëåòîê A. Åñëè ôîðìà êëåòêè ïðèáëèæàåòñÿ ê ïðàâèëüíîé
ôîðìå êðóãà, òî ýòîò êîýôôèöèåíò ñòðåìèòñÿ ê åäèíèöå.

×åì áîëüøå êëåòêà ðàñïëàñòàíà (ïîëèãîíàëüíàÿ, âûòÿíó-
òàÿ èëè çâåçä÷àòàÿ), òåì âûøå ýòîò êîýôôèöèåíò.

Íà êàæäóþ «òî÷êó» èñïîëüçîâàëè âûáîðêó èç
1000—2000 êëåòîê. Â û ÷ è ñ ë å í è å ò å î ð å ò è ÷ å ñ ê è õ
ê ð è â û õ ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ, çíà÷åíèÿ êîòîðûõ ñ íàèáî-
ëüøåé âåðîÿòíîñòüþ ñîîòâåòñòâóþò ýêñïåðèìåíòàëüíûì
çíà÷åíèÿì, âûïîëíÿëè èñõîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì,
÷òî âàðèàöèè ïàðàìåòðà A íîñÿò ñëó÷àéíûé õàðàêòåð è
èìåþò íîðìàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå.

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíà òèïè÷íàÿ êàðòèíà ïðåïàðàòà
áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ, èñïîëüçóåìàÿ äëÿ êîìïüþòåð-
íîãî àíàëèçà. Âèäíî, ÷òî íàðÿäó ñ îêðóãëûìè èìåþòñÿ
ïîëèãîíàëüíûå êëåòêè ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ ðàñïëàñòû-
âàíèÿ.

Ïðåæäå ÷åì ïðåäñòàâèòü äåòàëüíûå äàííûå î ñîñòàâå
ïîïóëÿöèé êåðàòèíîöèòîâ ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ, îáðàòèìñÿ ê äèàãðàììå, îòðàæàþùåé ñðåäíèé ðàç-
ìåð A ýòèõ êëåòîê, ïîñåÿííûõ íà ðàçíûå ñóáñòðàòû
(ðèñ. 2). Âèäíî, ÷òî ðàçìåð êëåòîê, ðàñòóùèõ íà êîëëàãåíå
I òèïà, âäâîå ïðåâîñõîäèò ðàçìåð òåõ æå êëåòîê, íî êóëü-
òèâèðóåìûõ íà êîëëàãåíå IV òèïà èëè ôèáðîíåêòèíå. Ðàç-
ëè÷èé ïî ñðåäíåé âåëè÷èíå A ìåæäó êëåòêàìè íà ôèáðî-
íåêòèíå è êîëëàãåíå IV òèïà íå âûÿâëåíî. Íåñìîòðÿ íà òî
÷òî ñðåäíèå çíà÷åíèÿ óæå ãîâîðÿò î ðàçëè÷èÿõ îäíèõ è
òåõ æå êëåòîê, íî âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ðàçíûìè ñóáñò-
ðàòàìè, îíè íå îòðàæàþò ñòåïåíè ãåòåðîãåííîñòè äàííûõ
ïîïóëÿöèé êåðàòèíîöèòîâ. Äëÿ ýòîãî ëó÷øå èñïîëüçîâàòü
ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò èõ
ðàçìåðà. Îäíàêî ïðåäâàðèòåëüíî îáðàòèìñÿ ê äàííûì,
ïðåäñòàâëåííûì íà ðèñ. 3.

Ýòè äàííûå äàþò îáùåå ïðåäñòàâëåíèå î ïîïóëÿöèè
êëåòîê, ðàñòóùèõ íà ðàçíûõ ñóáñòðàòàõ, è äåìîíñòðèðóþò
çàâèñèìîñòü A êåðàòèíîöèòîâ îò ñòåïåíè èõ ðàñïëàñòûâà-
íèÿ (Rp/Ra). Èç íèõ òàêæå ñëåäóåò, ÷òî áîëüøèíñòâî êåðà-
òèíîöèòîâ íåçàâèñèìî îò ñóáñòðàòà èìåþò îêðóãëóþ ôîð-
ìó ñ êîýôôèöèåíòîì ðàñïëàñòûâàíèÿ íå âûøå 1.05. Òàêèå
êëåòêè, èìåþùèå Rp/Ra íå âûøå 1.05, ñ÷èòàëè îêðóãëûìè
(«êðóãëûå êëåòêè»), ïîñêîëüêó ïðè èçìåðåíèè êëåòîê ïî-
ëó÷èòü èäåàëüíóþ ôîðìó êðóãà ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíî.
Ìåíüøàÿ ÷àñòü êëåòîê â òîé èëè èíîé ñòåïåíè ðàñïëàñòà-
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Ðèñ. 1. Òèïè÷íûé ôðàãìåíò ïðåïàðàòà áàçàëüíûõ êåðàòèíîöè-
òîâ, èëëþñòðèðóþùèé ãåòåðîãåííîñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.



íà è èìååò Rp/Ra âûøå 1.10 («íåêðóãëûå êëåòêè»). Ïðè
ýòîì ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî íåêðóãëûå êëåòêè âî âñåõ òðåõ
ñëó÷àÿõ ñîñðåäîòî÷åíû ïðèáëèçèòåëüíî âáëèçè îäíîé è
òîé æå âåëè÷èíû ln A, ðàâíîé 8.

Äàííûå ðèñ. 3 õîðîøî äåìîíñòðèðóþò êà÷åñòâåííûé
ñîñòàâ êåðàòèíîöèòîâ, ïîêàçûâàÿ, ÷òî îñíîâíàÿ ìàññà
êëåòîê ñîñðåäîòî÷åíà â êëàñòåðå, ñîîòâåòñòâóþùåì êðóã-
ëûì êëåòêàì. Îäíàêî êîëè÷åñòâåííóþ õàðàêòåðèñòèêó ãå-
òåðîãåííîñòè êåðàòèíîöèòîâ äàþò ãèñòîãðàììû, ïðåä-
ñòàâëåííûå íà ðèñ. 4—6. Îñîáåííîñòüþ ýòîãî àíàëèçà ÿâ-
ëÿåòñÿ òî, ÷òî èçìåðåíèå A ïðîâîäèëè íå òîëüêî äëÿ
êåðàòèíîöèòîâ âñåé ïîïóëÿöèè, íî è äëÿ êëåòîê, ïðåäâà-
ðèòåëüíî îòñåëåêòèðîâàííûõ ïî ñòåïåíè àäãåçèè. Ãèñòî-
ãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ýòèõ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò âå-
ëè÷èíû ïàðàìåòðà A (1) ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4—6. Ïðè-
íèìàÿ âî âíèìàíèå êîììåíòàðèè, ñäåëàííûå äëÿ ðèñ. 2
îòíîñèòåëüíî îêðóãëîñòè, ìû èç îáùåé âûáîðêè êàæäîãî
âàðèàíòà îòîáðàëè êðóãëûå (Rp/Ra < 1.05) è íåêðóãëûå
(Rp/Ra > 1.10) êëåòêè. Ýòè äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå
ãèñòîãðàìì 2 è 3 íà ðèñ. 4—6. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëå-
íèÿ ïî ïàðàìåòðó A äëÿ êëåòîê êîíòðîëüíûõ ïîïóëÿöèé
(ðèñ. 4—6, à, 1) â öåëîì ñîîòâåòñòâóþò äàííûì äèàãðàì-
ìû íà ðèñ. 2. Êðèâûå äëÿ êëåòîê íà êîëëàãåíå IV è ôèáðî-
íåêòèíå èìåþò íå òîëüêî âíåøíåå ñõîäñòâî, íî è ïðèáëè-
çèòåëüíî îäíî è òî æå çíà÷åíèå A, ñîîòâåòñòâóþùèå ìàê-
ñèìàëüíîé ÷àñòîòå. Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê â
çàâèñèìîñòè îò âåëè÷èíû A äëÿ êëåòîê, ðàñòóùèõ íà êîë-
ëàãåíå I, çàìåòíî ñäâèíóòà âïðàâî, ê á *îëüøèì çíà÷åíèÿì,
íî, ÷òî ãîðàçäî âàæíåå, îíà óêàçûâàåò íà ÿâíóþ ãåòåðî-
ãåííîñòü ïîïóëÿöèè — ðàñïðåäåëåíèå èìååò îò÷åòëèâóþ
àñèììåòðèþ.

Èíòåðåñíî, ÷òî â öåëîì íà ñîñòàâ ïîïóëÿöèè êëåòîê,
ïîñåÿííûõ íà ôèáðîíåêòèí, ïðàêòè÷åñêè íå îêàçûâàåò
íèêàêîãî âëèÿíèÿ îòáîð êëåòîê ïî âðåìåíè ïðèêðåïëåíèÿ
(ðèñ. 4, á, 1, â, 1, ã, 1). Ýòè ãèñòîãðàììû èìåþò áîëüøå
ñõîäñòâà, ÷åì ðàçëè÷èé. Îäíàêî èíàÿ êàðòèíà íàáëþäàåò-
ñÿ â ýòîì ñëó÷àå äëÿ êåðàòèíîöèòîâ íà êîëëàãåíå IV, êî-

òîðàÿ â áîëüøåé ñòåïåíè èìååò ñõîäñòâî íå ñ ôèáðîíåê-
òèíîì, à ñ êîëëàãåíîì I òèïà. Êëåòêè, ïðèêðåïèâøèåñÿ ê
êîëëàãåíó I â ïåðâûå 10 ìèí, ÷åðåç 1 ñóò îáíàðóæèâàþò
áîëüøóþ ãåòåðîãåííîñòü, ÷åì â êîíòðîëå. Ïðè ýòîì çà-
ìåòíî, ÷òî â ýòîé ôðàêöèè èìååòñÿ çíà÷èòåëüíàÿ äîëÿ
êðóïíûõ êëåòîê. Ïîïóëÿöèÿ êëåòîê íà êîëëàãåíå IV, ñîîò-
âåòñòâóþùàÿ ýòîìó æå ïðîìåæóòêó âðåìåíè, èìååò áîëåå
îò÷åòëèâîå ðàçäåëåíèå íà ñóáïîïóëÿöèè, îäíîâðåìåííî
îáíàðóæèâàåòñÿ, ÷òî ðàçìåð êëåòîê ýòîé ôðàêöèè â öåëîì
ìåíüøå, ÷åì â êîíòðîëå.

Ñ óâåëè÷åíèåì âðåìåíè àäãåçèè ÷èñëî îòíîñèòåëüíî
áîëåå êðóïíûõ êëåòîê ðàñòåò äëÿ êåðàòèíîöèòîâ, ïîñåÿí-
íûõ íà êîëëàãåíå IV, íî ïàäàåò ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷å-
ñòâå ñóáñòðàòà êîëëàãåíà I òèïà. Âèçóàëüíî èìååòñÿ î÷åíü
áîëüøîå ñõîäñòâî ãèñòîãðàìì á, 2 íà ðèñ. 5 è 6. Òåì íå
ìåíåå ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî ïåðåðàñïðåäåëåíèå ñî-
ñòàâà ïîïóëÿöèé äëÿ êëåòîê íà êîëëàãåíå IV ïðîèñõîäèò
áûñòðåå, ÷åì íà êîëëàãåíå I. Èíûìè ñëîâàìè, íàáëþäàåò-
ñÿ ñõîäñòâî êðèâûõ â, 1 íà ðèñ. 5 (20 ìèí) è á, 1 íà ðèñ. 6
(10 ìèí) è êðèâûõ ã, 1 íà ðèñ. 5 (30 ìèí) è â, 1 íà ðèñ. 6
(20 ìèí).
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Ðèñ. 2. Ñðåäíèé ðàçìåð (A) êåðàòèíîöèòîâ ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå
ïîñåâà íà ðàçíûå ñóáñòðàòû: êîëëàãåíû I è IV òèïîâ (Êîë I è

Êîë IV ñîîòâåòñòâåííî) è ôèáðîíåêòèí (ÔÍ).

Ðèñ. 3. Ñðàâíåíèå ïîïóëÿöèé êåðàòèíîöèòîâ, êóëüòèâèðóåìûõ
íà ðàçíûõ ñóáñòðàòàõ, ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà.

à—â — ñîîòâåòñòâåííî ôèáðîíåêòèí, êîëëàãåí I è IV òèïîâ. Êàæäàÿ òî÷-
êà ñîîòâåòñòâóåò îòäåëüíîé êëåòêå ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè çíà÷åíèÿìè A è

êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòàííîñòè Rp/Ra.
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Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî âåëè÷èíå A ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà íà ôèáðîíåêòèí.

Òî÷êè — ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ A; ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — ñóììàðíàÿ òåîðåòè÷åñêàÿ êðèâàÿ, ïîëó÷åííàÿ ïî îïûòíûì çíà÷åíèÿì; øòðèõîâûå ëè-
íèè — êðèâûå, îòðàæàþùèå ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî îòäåëüíûì ñóáïîïóëÿöèÿì. à — êîíòðîëü; á—ã — êëåòêè, îòñåëåêòèðîâàííûå ïî àäãåçèè â òå÷å-

íèå 10, 20 è 30 ìèí ñîîòâåòñòâåííî. 1 — âñå êëåòêè, 2 — êðóãëûå, 3 — íåêðóãëûå êëåòêè.
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Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî âåëè÷èíå A ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà íà êîëëàãåí I òèïà.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 4.
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Ðèñ. 6. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî âåëè÷èíå A ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà íà êîëëàãåí IV òèïà.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 4, 5.



Òåïåðü ïîñìîòðèì íà îñîáåííîñòè ãèñòîãðàìì ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ïî ïëîùàäè äëÿ êðóãëûõ (2) è íåêðóãëûõ (3)
êëåòîê (ðèñ. 4—6). Ðàñ÷åòû ïîêàçàëè, ÷òî âî âñåõ ñëó÷àÿõ
êðóãëûå êëåòêè ñîñòàâëÿþò ïðèáëèçèòåëüíî 50—60 % îò
âñåé ïîïóëÿöèè, à íåêðóãëûå — 20—30 %. Ñðåäíèé ðàç-
ìåð A êðóãëûõ êëåòîê êîëåáëåòñÿ îò 2000 äî 2500 ïèêñå-
ëåé, íåêðóãëûõ — îò 3000 äî 3500. Ýòî íåóäèâèòåëüíî,
åñëè ïîëàãàòü, ÷òî íåêðóãëûå êëåòêè — ýòî â òîé èëè
èíîé ìåðå êëåòêè ðàñïëàñòàííûå.

Äëÿ êðóãëûõ êëåòîê, ïîñåÿííûõ íà ôèáðîíåêòèí, îò-
ìå÷àåòñÿ ïðàêòè÷åñêè îäèí è òîò æå òèï ãèñòîãðàìì çàâè-
ñèìîñòè ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò
ïàðàìåòðà A, ñõîäíûé ñ òàêîâûì äëÿ êðóãëûõ êëåòîê â
êîíòðîëå. Ìàëî ÷åì îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëÿ ãèñòîãðàììà
ðàñïðåäåëåíèÿ ïî A äëÿ íåêðóãëûõ êëåòîê äëÿ «10-ìèíóò-
íîé» ôðàêöèè. À âîò íåêðóãëûå «20-» è «30-ìèíóòíûå»
êëåòêè ñîñòîÿò èç äâóõ ñóáïîïóëÿöèé, ãèñòîãðàììû êîòî-
ðûõ èìåþò äâóãîðáûé âèä.

Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ ïî A «10-ìèíóòíûõ»
êðóãëûõ êëåòîê íà êîëëàãåíå I òèïà ñ î÷åâèäíîñòüþ äå-
ìîíñòðèðóåò, ÷òî åå ïîïóëÿöèÿ ëèøèëàñü áîëüøèíñòâà
êðóïíûõ êëåòîê. Âèäíî, ÷òî ýòè êëåòêè â îñíîâíîì ïîïà-
äàþò âî ôðàêöèþ íåêðóãëûõ êëåòîê. Îáà ýòè ãðàôèêà
î÷åíü ñõîäíû ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ãðàôèêàìè «20-» è
«30-ìèíóòíûõ» êëåòîê, ëîêàëèçîâàííûõ íà ôèáðîíåêòè-
íå. Îäíàêî íà ýòîì ñõîäñòâî è çàêàí÷èâàåòñÿ.

Çàòî õîðîøî ïðîÿâëÿåòñÿ ñõîäñòâî ãèñòîãðàìì çàâè-
ñèìîñòè äîëè êëåòîê îò âåëè÷èíû A äëÿ êðóãëûõ è íå-
êðóãëûõ êëåòîê äëÿ «20-ìèíóòíûõ» êëåòîê íà êîëëàãåíå I
òèïà è «10-ìèíóòíûõ» íà êîëëàãåíå IV òèïà, à òàêæå ñî-
îòâåòñòâóþùèõ «30-» è «20-ìèíóòíûõ» ôðàêöèé. Ýòî
ëèøíèé ðàç ãîâîðèò î íåñëó÷àéíîì ñõîäñòâå ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ôðàêöèé áåç ðàçäåëåíèÿ íà êðóãëûå è íåêðóãëûå
êëåòêè. Òåì íå ìåíåå êà÷åñòâåííîå ñõîäñòâî íå îçíà÷àåò
ñõîäñòâà êîëè÷åñòâåííîãî. È åñëè äëÿ íåêðóãëûõ êëåòîê,
èìåþùèõ î÷åíü âûñîêóþ äèñïåðñèþ, ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà A
ïðèáëèçèòåëüíî îäíà è òà æå, òî äëÿ êðóãëûõ êëåòîê, èìå-
þùèõ îò÷åòëèâî âûðàæåííîå ðàçäåëåíèå íà äâà ïèêà, ýòè
âåëè÷èíû ðàçëè÷íû. Ñðåäíèé ðàçìåð êëåòîê íà êîëëàãåíå
I òèïà ñòàáèëüíî ïðåâûøàåò ðàçìåð êëåòîê íà êîëëàãåíå
IV òèïà ïðèáëèçèòåëüíî íà 15—20 %.

Îáñóæäåíèå

Ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðåçóëüòàòû ïî-
ëó÷åíû íà îáùåé ôðàêöèè êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà (áåç
îòäåëåíèÿ áàçàëüíûõ êëåòîê) â ïåðèîä èõ íà÷àëüíîé àäàï-
òàöèè ê óñëîâèÿì êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íåîáõîäèìî åùå ðàç
ïîä÷åðêíóòü, ÷òî êëåòêè èññëåäîâàëè ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå
ïåðåñåâà. Ê ýòîìó âðåìåíè êëåòêè, àäàïòèðóÿñü, òåîðåòè-
÷åñêè óæå äîëæíû ñèíòåçèðîâàòü ñîáñòâåííûé âíåêëå-
òî÷íûé ìàòðèêñ. Êàçàëîñü áû ëîãè÷íî, åñëè áû ê ýòîìó
âðåìåíè ðàçëè÷èÿ â ñâîéñòâàõ êëåòîê íèâåëèðîâàëèñü.
Âåðîÿòíî, ïîýòîìó èññëåäîâàíèå êëåòîê ïðîâîäÿò, êàê
ïðàâèëî, â ïåðâûå ìèíóòû (ðåæå ÷àñû) ïîñëå âûñåâà íà
òîò èëè èíîé ñóáñòðàò (Are et al., 2001). Ðåçóëüòàòû íàøåé
ðàáîòû äàæå â ïåðâîì ïðèáëèæåíèè (ðèñ. 2) ïîêàçûâàþò,
÷òî è ÷åðåç 1 ñóò ìîæíî îáíàðóæèòü ñòàòèñòè÷åñêè äîñòî-
âåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè â çàâèñèìîñòè îò ñóáñò-
ðàòà, íà êîòîðîì èõ êóëüòèâèðóþò.

Áîëåå òîíêèå çàâèñèìîñòè ìîæíî íàáëþäàòü, àíàëè-
çèðóÿ ðèñ. 3. Ïðåäñòàâëåííûå çäåñü äàííûå èìåþò îïðå-
äåëåííîå ñõîäñòâî ñ äàííûìè ïî ìåçåíõèìíûì êëåòêàì
ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà, îïóáëèêîâàííûìè íàìè ðàíåå (Pet-

rov et al., 2007). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïîïóëÿöèþ êëåòîê ìîæ-
íî óñëîâíî ðàçäåëèòü íà äâå ñóáïîïóëÿöèè «êðóãëûõ» è
«íåêðóãëûõ» êëåòîê. Îäíàêî ìåçåíõèìíûå êëåòêè áûëè
èññëåäîâàíû íàìè â 1-å ÷ ïîñëå ïîñåâà, è òå ðåçóëüòàòû
îòðàæàëè äèíàìèêó ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê, ïðè÷åì ê
6-ìó ÷ ñðåäè ìåçåíõèìíûõ êëåòîê èñ÷åçàëè êëåòêè îêðóã-
ëîé ôîðìû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíèå êëåòîê
ïðîâîäèëè òîãäà, êîãäà ïðîöåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ óæå ñòà-
áèëèçèðîâàëñÿ. Ïî ýòîé ïðè÷èíå êëåòêè îêðóãëîé ôîðìû
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê íåêîòîðóþ óñòîé÷èâóþ ñóáïî-
ïóëÿöèþ, ñîñòàâëÿþùóþ ïðèáëèçèòåëüíî äâå òðåòè îò
âñåé ïîïóëÿöèè êëåòîê, íåçàâèñèìî íè îò òèïà ñóáñòðàòà,
íè îò îòáîðà ïî àäãåçèè.

Âåëè÷èíà A ÿâëÿåòñÿ èíòåãðàëüíûì ïàðàìåòðîì è çà-
âèñèò îò ìíîãèõ ñâîéñòâ êëåòêè. Òåì íå ìåíåå ãåòåðîãåí-
íîñòü ïîïóëÿöèè êåðàòèíîöèòîâ, ïîñåÿííûõ íà ðàçíûå
áåëêè ÂÊÌ, â ïåðâóþ î÷åðåäü äîëæíà çàâèñåòü îò ñïåöè-
ôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ
êëåòêè ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè áåëêàìè ÂÊÌ (Watt, 1998,
2002; Cherepanova et al., 2006). Îäíàêî êîëè÷åñòâî ýêñïî-
íèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ, î÷åâèäíî, äîëæíî áûòü äåòåð-
ìèíèðîâàíî ôèçèîëîãè÷åñêèì ñîñòîÿíèåì êëåòêè. Ðàç-
íûé áàëàíñ ýòèõ ñîñòàâëÿþùèõ, âåðîÿòíî, è îïðåäåëÿåò
íàëè÷èå ñóáïîïóëÿöèé, âûÿâëÿåìûõ íàìè ïðè âçàèìîäåé-
ñòâèè îäíèõ è òåõ æå ïîïóëÿöèé êåðàòèíîöèòîâ.

Õîðîøî çàìåòíîå ðàçäåëåíèå «êðóãëûõ» êëåòîê íà
äâå ñóáïîïóëÿöèè (ìåëêèå è îòíîñèòåëüíî êðóïíûå êëåò-
êè), âûÿâëÿåìîå ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
êîëëàãåíîâ I è IV òèïîâ, àíàëîãè÷íî òàêîìó æå ôåíîìåíó,
îáíàðóæåííîìó íàìè è íà ìåçåíõèìíûõ êëåòêàõ. Òåì íå
ìåíåå âðÿä ëè ýòè ñóáïîïóëÿöèè êåðàòèíîöèòîâ ìîæíî
ñ÷èòàòü óñòîé÷èâûìè (ïîñòîÿííûìè), ïîñêîëüêó ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ôèáðîíåêòèíà òàêèå ñóáïîïóëÿöèè íå îáíà-
ðóæèâàþòñÿ. Âåðîÿòíî, êîëëàãåíû ñïîñîáñòâóþò ñòàáè-
ëèçàöèè êàêèõ-òî ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé êëåòîê, ÷òî
è ïðèâîäèò ê ïðîÿâëåíèþ ÷åòêî ôèêñèðóåìûõ ñóáïîïóëÿ-
öèé êåðàòèíîöèòîâ. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî òàêèå êëåòî÷íûå
ôðàêöèè óìåñòíî íàçûâàòü «ôèçèîëîãè÷åñêèìè ñóáïîïó-
ëÿöèÿìè».

Ïîäâîäÿ èòîã ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì, ìîæíî ñêà-
çàòü, ÷òî îáà êîëëàãåíà, ïî-âèäèìîìó, èìåþò ñïåöèôè÷å-
ñêîå âëèÿíèå íà êåðàòèíîöèòû, â îòëè÷èå îò ôèáðîíåêòè-
íà, íà êîòîðîì êëåòêè íå ïðîÿâëÿþò êàêèõ-ëèáî îñîáåí-
íîñòåé äàæå ïðè îòáîðå èõ ïî âðåìåíè àäãåçèè, çà
èñêëþ÷åíèåì, âîçìîæíî, «íåêðóãëûõ» êëåòîê «20-» è
«30-ìèíóòíûõ» ôðàêöèé. Ñ îïðåäåëåííîé äîëåé âåðîÿò-
íîñòè ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî òàêîå ïîâåäåíèå êåðàòèíî-
öèòîâ â êóëüòóðå â öåëîì äîëæíî îòðàæàòü èõ âçàèìîäåé-
ñòâèå ñ äàííûìè áåëêàìè è â óñëîâèÿõ in vivo. Îäíàêî
óñòàíîâèòü êîíêðåòíûå êîððåëÿöèè ïîâåäåíèÿ êåðàòèíî-
öèòîâ â êóëüòóðå ñ èõ ôóíêöèîíàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêà-
ìè â ìíîãîêëåòî÷íîì îðãàíèçìå ïîçâîëÿò ëèøü äàëüíåé-
øèå èññëåäîâàíèÿ.
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ANALYSIS OF HETEROGENEITY OF HUMAN KERATINOCYTES INTERACTING

WITH IMMOBILIZED FIBRONECTIN AND COLLAGENES I AND IV TYPES

O. G. Spichkina,1 G. P. Pinaev, Yu. P. Petrov
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The concept that stem cells form an independent subpopulations of somatic cells assumes the heterogeneity
of cellular populations in adult tissues. As skin keratinocytes have natural affinity to extracellular matrix prote-
ins, we made an attempt to reveal subpopulations of these cells depending on the time of their adhesion to subst-
rates of collagen I and IV types and fibronectin. After selection for 10, 20 and 30 min the keratinocytes were
cultivated for 24 h. The area of cell projection on a substrate and the spreading coefficient were measured (Kuz-
minykh, Petrov, 2004; Petrov et al., 2007). In 24 h statistically reliable morphological differences between the
cells depending on the substratum were found. The size of the cells growing on collagen I type was twice as lar-
ge as that of the cells cultivated on collagen IV type or in fibronectin. Irrespective of the substratum, up to
60—65 % of the cells had a rounded form. The cultivation on collagens revealed the heterogeneity of keratino-
cytes both in the control cultures and under selection by adhesion time, while the cells grown on fibronectin be-
haved as a homogeneous population. These results suggest that, contrary to fibronectin, collagens stabilize some
physiological states of keratinocytes corresponding to their interaction with extracellular matrix proteins in the
organism.

K e y w o r d s: adhesion, heterogeneity of cell population, human keratinocytes, collagen, fibronectin.

Àíàëèç ãåòåðîãåííîñòè êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà 217


