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Êóëüòèâèðîâàííûå êëåòêè âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ÷åëîâåêà

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïðîâåäåíî ìå÷åíèå ýïèäåðìàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ è êëåòîê äåðìàëüíîé
ïàïèëëû âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ÷åëîâåêà ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ èõ ïîâåäåíèÿ ïðè èíòðàäåðìàëüíîé òðàíñ-
ïëàíòàöèè. Êëåòêè òðàíñäóöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ëåíòèâèðóñíûõ âåêòîðîâ, ñîäåðæàùèõ ìàðêåðíûé ãåí,
êîäèðóþùèé çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê (ñîðGFP) èëè êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê (DsRed).
Äîëþ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ òðàíñãåí, îöåíèâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå. Ïðåäëîæåííûå
ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè ïîçâîëèëè äîáèòüñÿ âûñîêîé (>95 %) ýôôåêòèâíîñòè òðàíñäóêöèè êëåòîê âî-
ëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ÷åëîâåêà. Òðàíñäóöèðîâàííûå in vitro êëåòêè ââîäèëè ïîä ýïèäåðìèñ ôðàãìåíòîâ
êîæè ÷åëîâåêà, êîòîðûå çàòåì ïåðåñàæèâàëè ïîä êîæó èììóíîäåôèöèòíûì ìûøàì. Èíúåöèðîâàííûå
ýïèäåðìàëüíûå êåðàòèíîöèòû áûëè ãëàâíûì îáðàçîì íàéäåíû â ñîñòàâå âîëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ è ÷àñ-
òè÷íî â çîíå ìåæôîëëèêóëÿðíîãî ýïèäåðìèñà, à êëåòêè äåðìàëüíîé ïàïèëëû — â ïàïèëëÿðíîé äåðìå.
Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî âûáðàííûå ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè, ïîëó÷åííûå
íà îñíîâå ëåíòèâèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà, ñïîñîáíû ýôôåêòèâíî è ñòàáèëüíî òðàíñäóöèðîâàòü
êëåòêè êîæè ÷åëîâåêà. Èíúåöèðîâàííûå êëåòêè âûæèâàëè è îáíàðóæèâàëèñü â ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòðóê-
òóðàõ êîæè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòêè äåðìàëüíîé ïàïèëëû, êåðàòèíîöèòû, ëåíòèâèðóñíûå âåêòîðû, òðàíñ-
äóêöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò î å ñ î ê ð à ù å í è å: ÄÏ — äåðìàëüíàÿ ïàïèëëà.

Ìåòîä êëåòî÷íîé òðàíñïëàíòàöèè â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ñ÷èòàåòñÿ íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ñòèìóëÿöèè ðåãå-
íåðàòèâíî-ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â îðãàíèçìå. Ïîýòî-
ìó èçó÷åíèå ïîâåäåíèÿ êëåòîê, èçîëèðîâàííûõ èç èõ
íèøè (óñëîâèé in vivo), à çàòåì ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ in
vitro âîçâðàùåííûõ îáðàòíî, ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì íà-
ïðàâëåíèåì êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé. Òðàíñïëàíòèðîâàí-
íûå â îðãàí êëåòêè ìîãóò çàìåñòèòü íåäîñòàòîê ýëåìåíòîâ
â äàííîì îðãàíå, à òàêæå ñòèìóëèðîâàòü ðåïàðàòèâíûå
ïðîöåññû.

Ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê êîæè øèðîêî
èñïîëüçóåòñÿ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Òàê, íàïðèìåð,
ñêîíñòðóèðîâàíû ýêâèâàëåíòû êîæè, ñîäåðæàùèå êóëüòè-
âèðóåìûå êåðàòèíîöèòû è ôèáðîáëàñòû äåðìû, êîòîðûå
èñïîëüçóþò äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ ïîðàæåíèé êîæè, â
òîì ÷èñëå ÿçâ, ðàí è îæîãîâ (Terskikh, Vasiliev, 1999; Sha-
kespeare, 2001). Òàêèå ñòðóêòóðû, êðîìå òîãî, øèðîêî èñ-
ïîëüçóþòñÿ â èçó÷åíèè áèîëîãèè è ðàçâèòèÿ êîæè (Smola
et al., 1993; Breitkreutz et al., 1997; Falanga et al., 2002). Êî-
êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàíî äëÿ ðåøåíèÿ òàêîé ïðîáëåìû, êàê îá-
ëûñåíèå. Äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ðîñòà âîëîñ íåîáõîäèìî èñ-
ïîëüçîâàíèå äâóõ êëåòî÷íûõ êîìïîíåíòîâ âîëîñÿíîãî
ôîëëèêóëà — ýïèòåëèàëüíûõ è ìåçåíõèìíûõ êëåòîê. Ïî-

ïóëÿöèÿ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè, êîòî-
ðûå ôîðìèðóþò ìîðôîëîãè÷åñêè îòëè÷èìóþ ñòðóêòóðó,
íàçûâàåìóþ äåðìàëüíîé ïàïèëëîé (ÄÏ). Ýòè êëåòêè èã-
ðàþò âàæíóþ ðîëü â ýìáðèîíàëüíîì ðàçâèòèè è ïîääåð-
æàíèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà è êîíò-
ðîëèðîâàíèÿ öèêëà ðîñòà âîëîñà â ïîñòíàòàëüíîì ïåðèî-
äå. Â 1966 ã. âïåðâûå áûëè îïèñàíû êëåòêè ÄÏ âèáðèññû
êðûñû (Oliver, 1966), â 1984 ã. — ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàê-
òåðèñòèêè êëåòîê ÄÏ ÷åëîâåêà (Messenger, 1984). Íåêîòî-
ðûå ðàáîòû áûëè ïîñâÿùåíû õàðàêòåðèñòèêå êóëüòóðû
ýòèõ êëåòîê ó êðûñû (Jahoda, Oliver, 1984) è ó ÷åëîâåêà
(Katsuoka et al., 1986, 1987; Messenger et al., 1986; Warren
et al., 1992; Warren, Wong, 1994). Òðàíñïëàíòàöèÿ êëåòîê
ÄÏ â êîìáèíàöèè ñ ýïèòåëèàëüíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêà-
ìè ñîçäàåò ïðåäïîñûëêè äëÿ ðåêîíñòðóêöèè âîëîñÿíîãî
ôîëëèêóëà âî âçðîñëîì îðãàíèçìå de novo (Kishimoto et
al., 1999).

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîñëåäèòü çà òðàíñïëàíòèðîâàííûìè
êëåòêàìè, ñóùåñòâóåò ðÿä ïîäõîäîâ. Èíôèöèðîâàíèå ëåí-
òèâèðóñíûìè âåêòîðàìè ÿâëÿåòñÿ âûñîêîýôôåêòèâíûì
ìåòîäîì äëÿ äîñòàâêè â êëåòêè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ in vivo è
in vitro. Ëåíòèâèðóñíûå âåêòîðû øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ
äëÿ íàáëþäåíèÿ çà êëåòêàìè è ïîçâîëÿþò íàäåæíî ìåòèòü
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êëåòêè ìíîãèõ òêàíåé. Ïðåèìóùåñòâîì èñïîëüçîâàíèÿ
ëåíòèâèðóñîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ îíêîãåííûìè ðåòðîâèðóñà-
ìè ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ëåíòèâèðóñû ñïîñîáíû èíòåãðèðî-
âàòüñÿ â ãåíîì íåïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå
äèôôåðåíöèðîâàííûõ è ïîêîÿùèõñÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(Naldini et al., 1996; Ghazizadeh et al., 2004). Èçâåñòíî, ÷òî
â êóëüòóðå êåðàòèíîöèòîâ è êëåòîê ÄÏ ñòâîëîâûå êëåòêè
ñîõðàíÿþòñÿ (Barrandon, Green, 1987).

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû ïîìåòèëè êåðàòèíîöè-
òû è êëåòêè ÄÏ âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ÷åëîâåêà ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ëåíòèâèðóñíûõ âåêòîðîâ è ïðîñëåäèëè ñóäüáó
ýòèõ êëåòîê ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè âî ôðàãìåíòû êîæè ÷å-
ëîâåêà, ïåðåñàæåííûå áåñòèìóñíûì ìûøàì. Áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî äàííûå êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè ñïîñîáíû âñòðàè-
âàòüñÿ â ñîîòâåòñòâóþùèå ñòðóêòóðû êîæè.

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 è ï î ë ó ÷ å í è å
á à ç à ë ü í û õ ê å ð à ò è í î ö è ò î â ÷ å ë î â å ê à. Ôðàãìåí-
òû êîæè ëèöà, ïîëó÷åííûå â õîäå õèðóðãè÷åñêèõ îïåðà-
öèé, ïðîìûâàëè â ðàñòâîðå Õýíêñà, ñîäåðæàùåì 80 ìêã/ìë
ãåíòàìèöèíà. Îòäåëÿëè ïîäêîæíóþ æèðîâóþ êëåò÷àòêó ñ
ïîìîùüþ ñêàëüïåëÿ. Ïîëó÷åííûå êóñî÷êè êîæè ðàçðåçà-
ëè íà ïîëîñêè ðàçìåðîì 3�10 ìì, ïîìåùàëè â 0.2%-íûé
ðàñòâîð äèñïàçû (Sigma, ÑØÀ) â ñðåäå DMEM íà
14—16 ÷ ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå ýòîãî ýïèäåðìèñ ïèíöåòîì îòäå-
ëÿëè îò äåðìû ïî ëèíèè áàçàëüíîé ìåìáðàíû è ïîìåùàëè
â ñìåñü ðàñòâîðîâ PBS è 0.25%-íîãî òðèïñèíà (1 : 1) ïðè
37 °Ñ íà 7—10 ìèí. Äåéñòâèå òðèïñèíà èíãèáèðîâàëè äî-
áàâëåíèåì 5%-íîé ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû (Áèîëîò,
Ðîññèÿ) è ïèïåòèðîâàíèåì ïîëó÷àëè ñóñïåíçèþ êåðàòèíî-
öèòîâ, êîòîðóþ îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 200 g
â òå÷åíèå 5 ìèí. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñìåñè ñðåä
DMEM è F12 (1 : 1) ñ äîáàâëåíèåì 10%-íîé ñûâîðîò-
êè ïëîäîâ êîðîâû, 4 ìM L-ãëóòàìèíà (Sigma, ÑØÀ),
5 ìêã/ìë èíñóëèíà (Sigma, ÑØÀ), 10–6 Ì èçîïðîòåðåíîëà
(Sigma, ÑØÀ) è 10 íã/ìë ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà
(Sigma, ÑØÀ). Âûñåâàëè ñóñïåíçèþ êåðàòèíîöèòîâ â
ïëàñòèêîâûå êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû (Nunc, ÑØÀ).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôðàêöèè áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ
êîíôëþýíòíóþ êóëüòóðó ïåðâè÷íûõ êåðàòèíîöèòîâ èíêó-
áèðîâàëè â ñðåäå DMEM áåç êàëüöèÿ (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) è
ìèòîãåíîâ â òå÷åíèå 48 ÷ ñ ïîñëåäóþùåé çàìåíîé íà ïîë-
íóþ ñðåäó.

Â û ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ä å ð ì à ë ü í î é ï à ï è ë ë û
â î ë î ñ ÿ í î ã î ô î ë ë è ê ó ë à ÷ å ë î â å ê à. Áèîïòàòû
êîæè ÷åëîâåêà âîëîñèñòîé ÷àñòè ãîëîâû, ïîëó÷åííûå â
õîäå õèðóðãè÷åñêèõ îïåðàöèé, ïîìåùàëè â 0.2%-íûé ðàñò-
âîð äèñïàçû (Sigma, ÑØÀ) â ñðåäå DMEM íà 14—16 ÷ ïðè
4 °Ñ. Ïîñëå èíêóáàöèè â äèñïàçå êîæó ïðîìûâàëè â ðàñòâî-
ðå Õýíêñà è ñ ïîìîùüþ ïèíöåòà èçâëåêàëè âîëîñû âìåñòå ñ
âîëîñÿíûìè ôîëëèêóëàìè. Âûäåëåííûå âîëîñû èíêóáèðî-
âàëè â 0.1%-íîì ðàñòâîðå êîëëàãåíàçû I òèïà (Worthington,
ÑØÀ) â ñðåäå DMEM â òå÷åíèå 7 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ñ ïîìîùüþ
áèíîêóëÿðíîãî ìèêðîñêîïà îòáèðàëè ÄÏ, ïðîìûâàëè â
ðàñòâîðå Õýíêñà, êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå DMEM,
ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû, 4 ìM L-ãëóòà-
ìèíà, è êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå. Â ðà-
áîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè ÄÏ 1-ãî ïàññàæà.

Ó ï à ê î â ê à ë å í ò è â è ð ó ñ í û õ ÷ à ñ ò è ö. Äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ ïñåâäîâèðóñíûõ ÷àñòèö íà îñíîâå âèðóñà èììóíî-
äåôèöèòà ÷åëîâåêà êëåòêè ëèíèè 293Ò òðàíñôèöèðîâàëè
òðàíñïîðòíîé ïëàçìèäîé pLA-CG-H1 (System Biosciences,

ÑØÀ), êîäèðóþùåé çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê
copGFP èç êîïåïîäû Pontellina plumata, èëè òðàíñïîðò-
íîé ïëàçìèäîé pLA-CMV-DsRed-HL (ôèðìà Ìîíà, Ðîñ-
ñèÿ), êîäèðóþùåé êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê DsRed
èç ðèôîâîãî êîðàëëà Discosoma sp. ïîä êîíòðîëåì ïðîìî-
òîðà ðàííèõ ãåíîâ öèòîìåãàëîâèðóñà, è äâóìÿ óïàêîâî÷-
íûìè ïëàçìèäàìè — pVSV-G è pHIVpack (System Biosci-
ences, ÑØÀ). Êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ïñåâäî-
âèðóñíûå ÷àñòèöû, ñîáèðàëè ÷åðåç 36—72 ÷ ïîñëå
òðàíñôåêöèè è ôèëüòðîâàëè ÷åðåç àöåòàò-öåëëþëîçíûé
ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 0.45 ìêì. Ïñåâäîâèðóñíûå ÷àñòè-
öû êîíöåíòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ, äî-
áàâëÿÿ ê âèðóñíîé ñóñïåíçèè 40%-íûé ðàñòâîð PEG-8000
äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ 12 %. Ñóñ-
ïåíçèþ èíêóáèðîâàëè 1 ñóò ïðè 4 °Ñ, à çàòåì öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 40 ìèí ïðè 1500 g. Îñàäîê ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå
RPMI, ñîäåðæàùåé 25 ìÌ HEPES, è çàìîðàæèâàëè â àëèê-
âîòàõ ïðè –80 °Ñ, à çàòåì òèòðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êëå-
òîê ëèíèè êàðöèíîìû ëåãêîãî ÷åëîâåêà Í1299.

È í ô è ö è ð î â à í è å ê ë å ò î ê ë å í ò è â è ð ó ñ î ì.
Äëÿ òðàíñäóêöèè êëåòîê ÄÏ èñïîëüçîâàëè êîíñòðóêöèþ
pLA-CG-H1, à äëÿ òðàíñäóêöèè áàçàëüíûõ êåðàòèíîöè-
òîâ — êîíñòðóêöèþ pLA-CMV-DsRed-HL.

Äëÿ òðàíñäóêöèè êëåòêè âûñàæèâàëè â 24-ëóíî÷íûé
ïëàíøåò è ïî äîñòèæåíèè 2/3 êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ
èíêóáèðîâàëè â 300 ìêë ñðåäû, ñîäåðæàùåé 10 % èíàêòè-
âèðîâàííîé íàãðåâàíèåì ñûâîðîòêè ñ äîáàâëåíèåì 20
èëè 80 ìêë ñóñïåíçèè ïñåâäîâèðóñíûõ ÷àñòèö è 5 ìêã/ìë
ïîëèáðåíà (Sigma, ÑØÀ). Êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ è
5 % ÑÎ2. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ êëåòêè îòìûâà-
ëè è äîáàâëÿëè ñâåæóþ ñðåäó.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîëè êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
copGFP, êëåòêè ÄÏ àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòî-
ôëóîðèìåòðå FACSCalibur (BD Immunocytometry Systems,
ÑØÀ). Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ òàêæå ïðîâîäèëè
îöåíêó öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ âèðóñíûõ ÷àñòèö íà
êëåòêè ÄÏ è êåðàòèíîöèòû.

Ò ð à í ñ ï ë à í ò à ö è ÿ ì å ÷ å í í û õ ë å í ò è â è ð ó ñ-
íûì â å ê ò î ð î ì ê ë å ò î ê ï î ä ê î æ ó ÷ å ë î â å ê à. Ôðàã-
ìåíòû êîæè ÷åëîâåêà èíêóáèðîâàëè â 2%-íîì ðàñòâîðå
ÝÄÒÀ (Sigma, ÑØÀ) íà PBS (pH 8.0) â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37
°Ñ, çàòåì ïðîìûâàëè â ñðåäå DMEM, íå ñîäåðæàùåé äî-
áàâîê. Ñ ïîìîùüþ èãëû êàëèáðîì 30 G ëîêàëüíî îòäåëÿ-
ëè ýïèäåðìèñ îò äåðìû, ôîðìèðóÿ íåáîëüøîé êàðìàí.
Äîíîðñêèå êëåòêè ÷åëîâåêà (êëåòêè ÄÏ èëè èõ ñìåñü ñ áà-
çàëüíûìè êåðàòèíîöèòàìè) â îáúåìå 50 ìêë (10 ìëí/ìë)
èíúåöèðîâàëè â îáðàçîâàííûé êàðìàí è èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 37 °Ñ. Íà ñëåäóþùèé äåíü ôðàãìåíòû
êîæè èìïëàíòèðîâàëè ïîä êîæó â îáëàñòè ëîïàòîê áåñòè-
ìóñíûì ìûøàì, ïîëó÷åííûì â ïèòîìíèêå ÔÈÁÕ ÐÀÍ
(Ïóùèíî). Ãèñòîëîãè÷åñêèé è èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé
àíàëèç òðàíñïëàíòàòîâ ïðîâîäèëè ÷åðåç 4 è 8 íåä ïîñëå
èìïëàíòàöèè. Ôðàãìåíòû êîæè èçâëåêàëè è ôèêñèðîâàëè
â 4%-íîì ðàñòâîðå ïàðàôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 1 ÷. Ïî-
ñëå òðåõêðàòíîé ïðîìûâêè â PBS êóñî÷êè êîæè ïðîïèòû-
âàëè 20%-íûì ðàñòâîðîì ñàõàðîçû â òå÷åíèå 12 ÷, çàòåì
çàìîðàæèâàëè â ïàðàõ àçîòà. Íà êðèîñòàòå äåëàëè ñðåçû
òîëùèíîé 10 ìêì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, ñïîñîáíû ëè âûðàùåííûå â
êóëüòóðå ýïèäåðìàëüíûå è ìåçåíõèìíûå êëåòêè âîëîñÿ-
íîãî ôîëëèêóëà âûæèâàòü è âñòðàèâàòüñÿ â ñòðóêòóðû
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êîæè, ìû èíúåöèðîâàëè êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè ïîä ýïè-
äåðìèñ ôðàãìåíòîâ êîæè ÷åëîâåêà ñ ïîñëåäóþùåé òðàíñ-
ïëàíòàöèåé ýòèõ ôðàãìåíòîâ áåñòèìóñíûì ìûøàì. Äëÿ
èäåíòèôèêàöèè èíúåöèðîâàííûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
ëåíòèâèðóñíûå êîíñòðóêöèè, ñîçäàííûå íà îñíîâå âèðóñà
èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà. Â êà÷åñòâå ðåïîðòåðíîãî ãåíà
êîíñòðóêöèè ñîäåðæàëè ãåí çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî
áåëêà copGFP (êëåòêè ÄÏ) èëè êðàñíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî
áåëêà DsRed (êåðàòèíîöèòû) ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà
ðàííèõ ãåíîâ öèòîìåãàëîâèðóñà.

×òîáû îöåíèòü âëèÿíèå ïñåâäîâèðóñíîé èíôåêöèè íà
æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ïðè ìå÷åíèè, ïðîâîäèëè äëè-
òåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå è ïàññèðîâàíèå ïîïóëÿöèè ìå-
÷åíûõ ìåçåíõèìíûõ è ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Èññëåäîâà-
íèå êëåòîê â òå÷åíèå 45 äíåé ïîêàçàëî, ÷òî êëåòêè ñîõðà-
íÿþò æèçíåñïîñîáíîñòü è ïðîäîëæàþò ýêñïðåññèðîâàòü
ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè.

Ìû ñðàâíèëè ýôôåêòèâíîñòü ìå÷åíèÿ êëåòîê ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 20 è 80 ìêë ñóñ-
ïåíçèè ïñåâäîâèðóñíûõ ÷àñòèö. Ïîñëå òðàíñäóêöèè ïñåâ-
äîâèðóñíûìè ÷àñòèöàìè êëåòêè ÄÏ êóëüòèâèðîâàëè â òå-
÷åíèå 1 íåä, à çàòåì àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòî-
ôëóîðèìåòðå äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîëè êëåòîê, ýêñïðåññèðó-
þùèõ copGFP. Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè copGFP íà ïðî-
òî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå ïîêàçàëî, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü
òðàíñäóêöèè êëåòîê ÄÏ ïðè èíêóáàöèè ñ 20 ìêë ñóñïåí-
çèè âèðóñíûõ ÷àñòèö ñîñòàâëÿåò 75 %, à ñ 80 ìêë — 98 %

(ðèñ. 1, à, á). Èñïîëüçîâàíèå âèðóñíûõ ÷àñòèö â óêàçàííûõ
îáúåìàõ íå îêàçûâàëî öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà âî âðåìÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 2, à). Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè êëåòîê ñ 80 ìêë âèðóñíîé ñóñïåíçèè ýôôåêòèâ-
íîñòü èíôèöèðîâàíèÿ áûëà âûøå, äëÿ äàëüíåéøèõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ áûë âûáðàí èìåííî ýòîò âàðèàíò çàðàæåíèÿ.

Ïîïóëÿöèþ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ïîëó÷àëè â ðå-
çóëüòàòå ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè ýïèäåðìèñà. Â ñîñ-
òàâ ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè êëåòîê âõîäÿò êåðàòèíîöèòû
êàê èíòåðôîëëèêóëÿðíîãî ýïèäåðìèñà, òàê è âîëîñÿíîãî
ôîëëèêóëà. Âîëîñÿíûå ôîëëèêóëû ÿâëÿþòñÿ íèøåé ñòâî-
ëîâûõ ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê è, òàêèì îáðàçîì, âíîñÿò
ñóùåñòâåííûé âêëàä â ðàçâèòèå êóëüòóðû. Ïðè èíêóáèðî-
âàíèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû êåðàòèíîöèòîâ â ñðåäå DMEM
áåç êàëüöèÿ ïîëó÷àëè áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû, êîòîðûå
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àíàëîã áàçàëüíîãî ñëîÿ ýïèäåðìèñà.
Âûáîð ïîïóëÿöèè áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòà áûë îáóñëîâëåí òåì, ÷òî ïî ñðàâíåíèþ ñ ïåðâè÷íîé
êóëüòóðîé áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû áîëåå îäíîðîäíû, ìå-
íåå äèôôåðåíöèðîâàííû, ñîäåðæàò âûñîêóþ äîëþ ñëà-
áîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, ñðàâíåíèå
òðàíñäóöèáåëüíûõ ñïîñîáíîñòåé ïîïóëÿöèè ïåðâè÷íûõ è
áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ ïîêàçàëî, ÷òî áàçàëüíûå êåðà-
òèíîöèòû â ýòîì îòíîøåíèè ÿâëÿþòñÿ òàêæå áîëåå óäà÷-
íûì îáúåêòîì (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Êàê ïîêàçàëî ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå, âñÿ
ïîïóëÿöèÿ áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ, èíêóáèðîâàííûõ

Êóëüòèâèðîâàííûå êëåòêè âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ÷åëîâåêà 221

Ðèñ. 1. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê ÄÏ ÷åëîâåêà, ýêñïðåññèðóþùèõ copGFP.

Èíêóáàöèÿ êëåòîê ÄÏ ñ 20 (à) è 80 (á) ìêë ñóñïåíçèè ïñåâäîâèðóñíûõ ÷àñòèö (âåêòîð pLA-cG-H1).



êàê ñ 80, òàê è 20 ìêë ñóñïåíçèè ïñåâäîâèðóñíûõ ÷àñòèö,
ñîäåðæàëà ðåïîðòåðíûé áåëîê DsRed, îäíàêî èñïîëüçîâà-
íèå 80 ìêë ñóñïåíçèè ïñåâäîâèðóñíûõ ÷àñòèö ïðèâîäèëî
ê öèòîòîêñè÷åñêîìó ýôôåêòó: êåðàòèíîöèòû íå ïðîëèôå-
ðèðîâàëè è ïîãèáàëè. Èñïîëüçîâàíèå 20 ìêë ñóñïåíçèè íå
òîëüêî ïîçâîëèëî ñîõðàíèòü ýôôåêòèâíîñòü òðàíñäóêöèè,
íî è îêàçûâàëî ìèíèìàëüíûé öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò
(ðèñ. 2, á). Ïîýòîìó äëÿ ìå÷åíèÿ êåðàòèíîöèòîâ èñïîëüçî-
âàëè 20 ìêë ñóñïåíçèè ïñåâäîâèðóñíûõ ÷àñòèö.

Òàêèì îáðàçîì, â íàøåì èññëåäîâàíèè áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî êîíñòðóêöèè, ñîçäàííûå íà îñíîâå ëåíòèâèðóñà,
ÿâëÿþòñÿ íàäåæíûì ñïîñîáîì ìå÷åíèÿ êàê ìåçåíõèìíûõ,
òàê è ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê êîæè.

Ñóñïåíçèþ ìå÷åíûõ êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê ÷å-
ëîâåêà, ïðåäñòàâëÿâøèõ ñîáîé êëåòêè ÄÏ ëèáî èõ ñìåñü
ñ áàçàëüíûìè êåðàòèíîöèòàìè, èíúåöèðîâàëè ïîä ýïè-
äåðìèñ ôðàãìåíòà êîæè ÷åëîâåêà. Ôðàãìåíòû äàëåå ïîä-

øèâàëè ïîä êîæó ñïèíû áåñòèìóñíûì ìûøàì. Òàêàÿ ñèñ-
òåìà òðàíñïëàíòàöèè ïîçâîëèëà èçó÷àòü ïîâåäåíèå êëå-
òîê â óñëîâèÿõ, ìàêñèìàëüíî ïðèáëèæåííûõ ê ñèòóàöèè
in vivo.

×åðåç 4 è 8 íåä ïðîâîäèëè èññëåäîâàíèå ñðåçîâ ôðàã-
ìåíòîâ êîæè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà.
Êåðàòèíîöèòû áûëè ìå÷åíû ãåíîì DsRed è îáíàðóæèâà-
ëèñü ïî êðàñíîìó ñâå÷åíèþ; êëåòêè ÄÏ áûëè ìå÷åíû ãå-
íîì copGFP è îáíàðóæèâàëèñü ïî çåëåíîìó ñâå÷åíèþ. Ðå-
çóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïîêàçàëè, ÷òî èíúåöèðîâàííûå
êëåòêè âûæèâàþò â òå÷åíèå âðåìåíè ýêñïåðèìåíòà è ðàñ-
ïîëàãàþòñÿ â ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòðóêòóðàõ êîæè. Ýïè-
äåðìàëüíûå êåðàòèíîöèòû áûëè ãëàâíûì îáðàçîì íàéäå-
íû â ñîñòàâå âîëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ è ÷àñòè÷íî â çîíå
ìåæôîëëèêóëÿðíîãî ýïèäåðìèñà (ðèñ. 3, à, àR), à êëåòêè
ÄÏ — â ïàïèëëÿðíîé äåðìå (â ÄÏ è ñîåäèíèòåëüíîòêàí-
íîé îáîëî÷êå âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà; ðèñ. 3, á, áR). Ìå÷å-
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Ðèñ. 2. Ôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç òðàíñäóöèðîâàííûõ êëåòîê âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà íà 7-é äåíü êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à — ñèíòåç áåëêà copGFP â êóëüòóðå êëåòîê ÄÏ, òðàíñäóöèðîâàííûõ âåêòîðîì pLA-cG-H1 (80 ìêë); á — ñèíòåç áåëêà DsRed â êóëüòóðå áàçàëüíûõ êå-
ðàòèíîöèòîâ, òðàíñäóöèðîâàííûõ âåêòîðîì pLA-CMV-DsRed-HL (20 ìêë).

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà, ìå÷åííûõ ëåíòèâèðóñíûìè âåêòîðàìè, âî ôðàãìåíòå êîæè ÷åëîâåêà.

à — ðàñïðåäåëåíèå áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ (ôëóîðåñöåíöèÿ DsRed); äëèííîé è êîðîòêîé ñòðåëêàìè óêàçàíû âîëîñÿíîé ôîëëèêóë è ìåæôîëëèêó-
ëÿðíûé ýïèäåðìèñ ñîîòâåòñòâåííî. á — ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ÄÏ (ôëóîðåñöåíöèÿ copGFP); ñòðåëêîé óêàçàíà ñòðóêòóðà âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà. â —
ôîëëèêóëîïîäîáíûå ñòðóêòóðû, ïîëó÷åííûå ïðè èíúåêöèè êëåòîê ÄÏ (ôëóîðåñöåíöèÿ copGFP). à�—â�— ÿäðà êëåòîê, îêðàøåííûå Hoechst 33342.

Ñâå÷åíèå ñòåðæíÿ âîëîñà — àâòîôëóîðåñöåíöèÿ.



íûå êëåòêè ÄÏ áûëè îáíàðóæåíû íå òîëüêî â ìåñòå èíú-
åêöèè, íî è â ïðèìûêàþùåé äåðìå, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ïðîèñõîäèëà ìèãðàöèÿ êëåòîê â íàïðàâëåíèè îò
ìåñòà èõ ââåäåíèÿ (íà ÷òî óêàçûâàåò äèôôóçíàÿ îêðàñêà).

Âñòðàèâàíèå èíúåöèðîâàííûõ êëåòîê ÄÏ â ñòðóêòóðû
âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà (èëè â äåðìó âáëèçè âîëîñÿíûõ
ôîëëèêóëîâ) ìîãëî ïðîèñõîäèòü íåñêîëüêèìè ïóòÿìè:
âî-ïåðâûõ, âîëîñÿíûå ôîëëèêóëû ìîãëè ñôîðìèðîâàòüñÿ
de novo â ðåçóëüòàòå ïîâðåæäåíèÿ, è ìå÷åíûå êëåòêè
âñòðîèëèñü òóäà â ïðîöåññå ìîðôîãåíåçà; âî-âòîðûõ, ýòè
ôîëëèêóëû ìîãëè áûòü ïîâðåæäåíû, è èíúåöèðîâàííûå
êëåòêè áûëè çàäåéñòâîâàíû â ðåãåíåðàöèè âîëîñÿíîãî
ôîëëèêóëà; â-òðåòüèõ, íåêîòîðûå îêðàøåííûå êëåòêè
ìîãëè àêòèâíî ìèãðèðîâàòü â äåðìàëüíûé êîìïîíåíò íå-
ïîâðåæäåííîãî âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà. Ïîñëåäíåå îáúÿñ-
íåíèå êàæåòñÿ íàèáîëåå âåðîÿòíûì, ïîñêîëüêó ìå÷åíûå
êëåòêè áûëè îáíàðóæåíû íå òîëüêî â îáëàñòè èíúåêöèè,
íî è â èíòàêòíîé äåðìå.

Â íàøåé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè êîæó ëèöà, êîòîðàÿ
ñîäåðæàëà ñîáñòâåííûå ôîëëèêóëû, ïîýòîìó âûÿâèòü èí-
äóêöèþ ðîñòà âîëîñ èëè ôîðìèðîâàíèÿ íîâûõ âîëîñÿíûõ
ôîëëèêóëîâ â ðåçóëüòàòå òðàíñïëàíòàöèè êîìïåòåíòíûõ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì. Îä-
íàêî ïðè òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê ÄÏ ìû îáíàðóæèëè ðÿä
ôîëëèêóëîïîäîáíûõ ñòðóêòóð â ìåñòå èíúåêöèé, êîòîðûå
îòëè÷àëèñü îò ýíäîãåííûõ ôîëëèêóëîâ (ðèñ. 3, â, âR). Ýòè
ñòðóêòóðû ðàñïîëàãàëèñü ñ âûñîêîé ïëîòíîñòüþ âáëèçè
äðóã äðóãà è íå ñîäåðæàëè ñòåðæíÿ âîëîñà. Ýïèäåðìèñ
ýòîé îáëàñòè õàðàêòåðèçîâàëñÿ çíà÷èòåëüíûì óòîëùåíè-
åì. Ïðè ýòîì òîëüêî ÷àñòü êëåòîê ïîäîáíûõ ñòðóêòóð ýêñ-
ïðåññèðîâàëà copGFP. Òàêèì îáðàçîì, èíúåöèðîâàííûå
êëåòêè ìîãëè ñòèìóëèðîâàòü ðîñò íîâûõ âîëîñÿíûõ ôîë-
ëèêóëîâ èç ñîáñòâåííûõ êëåòîê êîæè ÷åëîâåêà, íî íå ôîð-
ìèðîâàëè íîâûõ âîëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ de novo. Íåóäè-
âèòåëüíî, ÷òî ïðè èìïëàíòàöèè êëåòîê ïîä ýïèäåðìèñ
êîæè ÷åëîâåêà ôîðìèðîâàíèÿ íîâûõ âîëîñÿíûõ ôîëëèêó-
ëîâ íå ïðîèñõîäèëî, ïîñêîëüêó åñòü äàííûå î òîì, ÷òî
ôîðìèðîâàíèå âîëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ ïðîèñõîäèò òîëüêî
ïðè òðàíñïëàíòàöèè èíòàêòíûõ ÄÏ âèáðèññû ìûøè ïîä
ýïèäåðìèñ óõà, à êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ÄÏ â êîìáèíà-
öèè ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà
íå ïðîÿâëÿþò ïîäîáíûõ ñâîéñòâ (Gharzi et al., 2003). Ôîð-
ìèðîâàíèÿ âîëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ òàêæå íå ïðîèñõîäèò
ïðè òðàíñïëàíòàöèè ýêâèâàëåíòà êîæè, ñîäåðæàùåãî
êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ÄÏ îâöû 1-ãî ïàññàæà, èììóíî-
äåôèöèòíûì ìûøàì (Watson et al., 1994). Â òî æå âðåìÿ â
ëèòåðàòóðå åñòü ðÿä óêàçàíèé íà òî, ÷òî êóëüòèâèðóåìûå
êëåòêè ÄÏ âèáðèññû êðûñû ñïîñîáíû ê èíäóêöèè ôîðìè-
ðîâàíèÿ íîâûõ âîëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ ïðè èõ ñîâìåñò-
íîì òðàíñïëàíòèðîâàíèè ñ ðàçëè÷íûìè òèïàìè ýïèòåëè-
àëüíûõ êëåòîê (Reynolds, Jahoda, 1992; Jahoda, Reynolds,
1996).

Èçâåñòíî, ÷òî èíäóêòèâíûå ñâîéñòâà êëåòîê ÄÏ ñíè-
æàþòñÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè (Jahoda et al., 1984; Horne et
al., 1986; Lichti et al., 1993; Weinberg et al., 1993; Kishimoto
et al., 2000) è êëåòêè ÄÏ íà÷èíàþò ïðèîáðåòàòü ïðèçíàêè
èíòåðôîëëèêóëÿðíûõ ôèáðîáëàñòîâ, êîòîðûå íå ñïîñîá-
íû èíäóöèðîâàòü ôîëëèêóëîãåíåç (Gharzi et al., 2003).
Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ ÄÏ âèáðèññû ìûøè ïîñëå
ïðîõîæäåíèÿ îäíîãî ïàññàæà ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå àê-
òèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (ìàðêåð èíäóêöèîííîé
ñïîñîáíîñòè êëåòîê ÄÏ), à â ðåçóëüòàòå ïîñëåäóþùåãî
ïàññèðîâàíèÿ àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû ïðîÿâëÿ-
þò ëèøü 5 % êëåòîê (Rendl et al., 2008). Ïðè ïîìåùåíèè â
êóëüòóðó êëåòêè ÄÏ ëèøåíû åñòåñòâåííîãî ìèêðîîêðó-

æåíèÿ, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, è ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ïîòåðè èõ
ñïåöèôè÷íûõ ñâîéñòâ. Âûÿâëåí ðÿä ôàêòîðîâ, èãðàþùèõ
âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ âîëîñÿíûõ ôîë-
ëèêóëîâ â ýìáðèîãåíåçå è ñïîñîáñòâóþùèõ ñîõðàíåíèþ
èõ ñâîéñòâ â êóëüòóðå. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè ÄÏ
ìûøè, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå, ñîäåðæàùåé áåëêè ìîð-
ôîãåíåçà êîñòè, ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü èíäóöèðîâàòü
ðîñò âîëîñ (Rendl et al., 2008).

Ïðîâåäåííîå íàìè èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî âû-
áðàííûå ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè, ïîëó÷åííûå íà îñíî-
âå ëåíòèâèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà, ñïîñîáíû ýô-
ôåêòèâíî è ñòàáèëüíî òðàíñäóöèðîâàòü ýïèòåëèàëüíûå è
ìåçåíõèìíûå êëåòêè êîæè; êóëüòèâèðîâàííûå êëåòêè
ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü âñòðàèâàòüñÿ â ñòðóê-
òóðó êîæè, íàõîäÿ òàì ñâîþ íèøó. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî
êóëüòóðû ýïèäåðìàëüíûõ è ìåçåíõèìíûõ êëåòîê êîæè
èìåþò ïåðñïåêòèâó èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ðåêîíñòðóêöèè âî-
ëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00611-à).
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CULTIVATED HUMAN HAIR FOLLICLE CELLS ARE CAPABLE

OF INTEGRATING TO SKIN STRUCTURE IN VIVO
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In the present study, human keratinocytes and dermal papilla cells were labeled to investigate their behavio-
ur after intradermal transplantation. Cells were transduced by lentiviral vectors that bore marker gene encoding
green fluorescent protein (copGFP) or red fluorescent protein (DsRed). A portion of transgene expressing cells
was evaluated by flow cytometry. Genetic constructions that we used provided high level (> 95 %) of transducti-
on of hair follicle cells. In vitro transduced cells were injected under the epidermis of human skin fragments, and
these fragments were then transplanted under the skin of immunodeficient mice. Injected epidermal keratinocy-
tes were found, mainly, in hair follicles and partially in a zone of interfollicular epidermis, while dermal papilla
cells were found in papilla derma. The results of the present research show that the chosen genetic constructions
obtained on a basis of human immunodeficiency lentivirus are capable of effective and stable transduction of
human skin cells. Injected cells survived and were found in the corresponding structures of the skin.

K e y w o r d s: dermal papilla cells, keratinocytes, lentivirus vectors, transduction.
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