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Настоящий обзор посвящен анализу фундаментальных и прикладных исследований, касающихся функций 
и биологических свойств клеток кожи in vivo  и vitro. Рассмотрены проблемы получения, выделения и культи­
вирования клеток кожи. Представлены этапы развития, достигнутые успехи и возникшие проблемы примене­
ния клеточных технологий для восстановления кожного покрова у  пациентов. Определены некоторые из перс­
пективных направлений оптимизации технологий культуры клеток кожи в медицине.
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Кожа обладает высокой регенеративной способно­
стью, что имеет важнейшее значение в функцио­

нировании организма, как в нормальных условиях, так и 
при наличии повреждений. Однако при обширных терми­
ческих травмах, трофических язвах, плановых операциях, 
сопровождающихся утратой значительной части кожного 
покрова, регенеративных возможностей этого органа бы­
вает недостаточно. Для решения проблемы своевременно­
го и быстрого закрытия раневых поверхностей, широкое 
применение в клинической практике получил метод ауто­
дермотрансплантации -  пересадки лоскутов кожи, взятых 
из неповреждённых участков на поврежденные участки. Ос­
новным недостатком этого метода является нарушение це­
лостности кожного покрова в месте забора лоскуга, сопос­
тавимое с размером лоскута, и невозможность примене­
ния при обширных поражениях более 30-40% поверхности 
тела по причине дефицита донорских ресурсов. В связи с 
этим разработка альтернативных методов закрытия об­
ширных раневых поверхностей остается одним из акту­
альных вопросов комбустиологии [1, 2, 3,4, 5, 6].

В настоящее время в медицинской практике развитых 
стран уже широко применяются различные клеточные био­
технологии, однако дальнейшее их развитие, а так же вне­
дрение все более наукоемких методов является актуаль­
ным и перспективным. Современные клеточные техноло ­
гии, используемые для восстановления поврежденных кож­
ных покровов, основаны на трансплантации живых экви­
валентов кожи, полученных при выращивании в культуре 
эпителиальных пластов кератиноцитов, фибробластов, и 
их комбинаций.

На настоящий моментуже разработан ряд коммерчес­
ких биопрепаратов и тест-систем на основе культур кле­
ток, предлагаемых для клинической практики [2].

Современное представление о строении и функциях 
кожи

Эпидермис представляет собой сложно организован­
ную быстро обновляющуюся клеточную систему, основным 
клеточным компонентом которой являются кератиноциты. 
В эпидермисе представлены так же и другие клетки, вы­
полняющие ряд функций (меланоциты, клетки Лангерган- 
са, фибробласты, дендритные клетки, лимфоциты и др.). 
Удельный вклад каждого вида клеток в общую систему кожи 
значительно различается; так на одну клетку Лангерганса 
приходится 53 живых кератиноцита. Базальный слой эпи­
дермиса включает стволовые и транзиторные клетки

(предшественники кератиноцитов), которые начинают 
интенсивно дифференцироваться после перехода в шипо­
ватый слой. При этом в базальном слое встречаются клет­
ки с маркерами терминально дифференцированных ке­
ратиноцитов, что указывает на сложность структурной и 
функциональной организации эпидермиса [7,9,10,11].

Популяция кератиноцитов весьма гетерогенна. В эпи­
дермальных пролиферативных нишах центральные клет­
ки, скорее всего являющиеся стволовыми, пролифериру­
ют медленно и, включив радиоактивную метку, сохраняют 
ее в течение длительного времени, тогда как клетки пери­
ферии пролиферируют более интенсивно. Координирован­
ное взаимодействие между различными клетками кожи, 
как и в других тканях и органах осуществляется посред­
ством межклеточных взаимодействий. С их помощью про­
исходит согласованная регуляция метаболизма, дифферен­
циации, пролиферации, проявления физиологических фун­
кций специализированных клеток. Важная роль в регуля­
ции межклеточного взаимодействия принадлежит цито- 
кинам и ростовым факторам, которые, взаимодействуя со 
специфическими рецепторами клеток, обеспечивают все 
процессы их жизнедеятельности [7,12,13].

За последние десятилетия укрепилось представление 
о коже как об иммунно-компетентном органе, которое вошло 
в различные области медицинских знаний. В настоящее 
время кожа рассматривается как высокоорганизованный 
орган иммунной системы, который обладает необходимым 
составом иммуннокомпетентных клеток, кооперирующих­
ся между собой как с помощью комплементарных структур 
на своей поверхности, так и при участии иммунорегуля- 
горных цитокинов. Накоплена колоссальная база знаний
о клетках кожи выполняющих определённые иммунные 
функции, об их межклеточных взаимодействиях, осуществ­
ляемых посредствам различных медиаторов и направлен­
ных на сохранение гомеостаза в системе защиты орга­
низма в целом [14]. Подобная организация позволяет уча­
ствовать коже, как в иммунных реакциях всего организ­
ма, так и осуществлять некоторые иммунологические про­
цессы самостоятельно, in situ.

({легочный субстрат иммунной компетентности кожи 
представлен резидентными клетками и рециркулирующи­
ми клетками костномозгового происхождения. К резиден­
тным клеткам относятся гистиоциты, тучные клетки, клет­
ки Лангерганса, клетки Гренстейна, кератиноциты, эндо­
телиальные клетки, клетки Меркеля, некоторые типы лим-
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ф о ц и то в , которые способны иммигрировать и оставаться 
в коже.

Значительную роль в инициации иммунного ответа в 
коже принадлежит клеткам Лангерганса -  субпопуляции 
дендритных клеток костномозгового происхождения. Экс­
периментально доказано, что клетки Лангерганса мигри­
р у ю т  под действием раздражителя через эпидермальную 
базальную мембрану в лимфатический узел и реализуют 
так ряд функций, включая презентацию антигенов.

К антигенпредставляющим клеткам кожи относятся 
клетки Гринстейна. Они были обнаружены в коже мышей 
и в отличие от клеток Лангерганса, устойчивы к ультрафи­
олетовому облучению и индуцируют супрессорный иммун­
ный ответ. Предполагается, что подобные клетки могут су­
ществовать и в коже человека. Клетки Меркеля в коже 
выполняют рецепторную функцию и связаны с афферент­
ным нервным волокном.

Кератиноциты являются резидентными клетками кожи, 
выполняющими также и иммунокомпетентную функцию. 
Они продуцируют ряд цитокинов и различные гемопоэти- 
че с ки е  факторы роста, которые оказывают воздействие в 
том числе и на клетки, непосредственно реализующие им­
муннологические функции -  лимфоциты, дендритные клет­
ки, моноциты, макрофаги, нейтрофилы.

Факторы роста ж рают важную роль в регуляции про­
лиферации и дифференцировки кератиноцитов как в орга­
низме, так в культуре. Активация и пролиферация керати­
ноцитов регулируется такими факторами роста как эпи­
дермальный фактор роста, трансформирующий фактор 
роста, фактор роста кератиноцитов, амфирегулин, основ­
ной фактор роста фибробластов, интерлейкин-8, интер- 
ферон-у, фактор роста из тромбоцитов, эндотелии и др. 
Воздействие этих факторов характеризуется изменением 
экспрессии кератиновых белков. Специфическими мар­
керами активированных эпидермальных кератиноцитов 
являются цитокератины Кб и К16. Активация экспрессии 
Кб происходит под действием таких факторов роста как 
IL-1, EGF и TNFcx. На поверхности кератиноцитов экспрес­
сируется ряд дифференцировочных маркеров (CD44, CD36, 
CD24, CD141). Молекула CD36 обнаруживается на повер­
хности эпидермальных кератиноцитов и характерна для 
клеток, составляющих послеожоговыо гипертрофические 
рубцы, тогда как кератиноциты нормальной кожи не со­
держат этот маркер ни внутри, ни на поверхности клетки 
[13,14,15,16]. Молекула CD24 являясь маркером диффе­
ренцировки кератиноцитов. в тоже время обнаруживает­
ся в элементах волосяног о фолликула и возможно играет 
важную роль в процессах клеточной адгезии.

Заживление раны представляет собой сложную пос­
ледовательность межклеточных и клеточно-матриксных 
взаимодействий, формирующих каскад тесно связанных 
между собой событий: коагуляцию, воспалительную реак­
цию, синтез и накопление компонентов внеклеточного 
матрикса (ВКМ), неоваскуляризацию, контракцию, ремо- 
делирование ВКМ и реэлителизацию.

Первой местной реакцией организма на повреждение 
является дегрануляция тромбоцитов, которая приводит к 
высвобождению трансформирующего фактора роста 
(TGFp) -  регулятора репаративных процессов, а также 
тромбоцитарного фактора роста (PDGF). TGFfi вызывает 
усиление экспрессии гена рецепторов TGFfi в клетках ми­
шенях и влияет на продукцию ими других цитокинов и ро­
стовых факторов, таких как TGF[S, интерлейкин-1 (IL .1),
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фактор некроза опухолей (TNFa), фактор роста фибробла- 
стов-2,-7 (FGF-2, FGF-7) и эпидермальный фактор роста 
(EGF). PDGFявляется мощным хемоаттрактантом для моно­
цитов/макрофагов, которые на поздних этапах раневого 
заживления становятся основным источником противо­
воспалительных цитокинов и фиброгенных факторов рос­
та. Однако TGFP индуцирует накопление компонентов вне­
клеточного матрикса в зоне повреждения и его избыток 
может привести к развитию фиброза и рубца. Кератино 
циты, прилегающие к области повреждения, также влия­
ют на процесс раневого заживления. Синтезируемые ими 
различные изоформы TGF(3, а также PDGF оказывают ре­
гулирующее действие на пролиферацию фибробластов, их 
миграцию в область повреждения и продукцию ими ком­
понентов внеклеточного матрикса. Пролиферация кера­
тиноцитов в свою очередь регулируется инсулино-подоб- 
ным фактором роста (IGFs), EGF и FGF-7.[2,17,18,19).

Методология культивирование клеток кожи
Первые данные о возможности хранения человечес­

кой кожи во внешней среде были опубликованы в 1898 
году, когда кожные фрагменты были сохранены в течение 
длительного времени в асцитической жидкости, а затем 
пересажены обратно донору. Первая зафиксированная 
трансплантация кератиноцитов была проведена у кро­
ликов и опубликована в 1968 году. В 1983 году Хафтон с 
соавторами впервые сообщил об использовании много­
слойных пластов кератиноцитов для лечения трофичес­
ких язв, обусловленных хронической венозной недоста­
точностью. В результате такого лечения у пожилых паци­
ентов трофические язвы эпителизировались в течение 
3-5 недель [7, 9].

Возможность применения для заживления ран куль­
тур клеток из аутологичных клеток кожи, выращенных in 
vitro, была продемонстрирована еще в сороковых годах 
прошлого века профессором зоологии Р.В. Medawar, что 
положило начало новому направлению в создании биоло­
гических покрытий. Однако представленный тогда метод 
не позволял накапливать достаточное для транспланта­
ции количество аутоклеток. Лишь в середине семидесятых 
годов J. Rheinwald и I I. Green [20, 21] удалось усовершен­
ствовать метод культивирования клеток эпидермиса и дер­
мы (кератиноцитов, фибробластов), который позволил при­
мерно в течение 3-х недель получать из биоптата кожи 
пласты клеток в 1000 раз превышающие его размеры. Сущ­
ность метода заключалась в использовании в качестве 
субстрата облученных или обработанных митомицином С 
мышиных фибробластов линии ЗТЗ и питательной среды 
DMEM/F12 с сывороткой эмбрионов коров.

Было показано, что фидерные клетки способны обра­
зовывать внеклеточный матрикс, который обеспечивает 
микроокружение, необходимое для роста и функциониро­
вания кератиноцитов. Фибробласты в культуре синтези­
руют большое количество фибронектина и гепаринсуль- 
фат-протеогликана, коллагена и других компонентов ВКМ, 
которые непосредственно могут оказывать действие на 
прикрепление и пролиферацию кератиноцитов в субоп- 
тимальных условиях. Эта техника культивирования сдела­
ла возможным использование аутологичных кератиноци­
тов для ускорения заживления ран. О первом успешном 
клиническом их применении было сообщено в журнале 
LancetB 198.1 году [22]. Полученные в результате культиви­
рования клетки были использованы для лечения трофи 
ческихязв, развившихся вследст вие хронической веноз
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ной недостаточности. В дальнейшем методстал внедрять­
ся в клиническую практику ведущих ожоговых центров раз­
витых стран мира [9,13, 23, 24, 25, 26].

В процессе культивирования кератиноцитов сложно 
получить чистую культуру, чаще всего клеточная масса пред­
ставляет собой культуру, обогащенную кератиноцитами. 
Одной из причин этого является невысокая пролифера­
тивная активность кератиноцитов в условиях культуры (1- 
10% клеток размножаются, тогда какостальные клетки уже 
приступили к терминальной дифференцировке) по срав­
нению с фибробластами. Вследствие этого соотношение 
этих клеток в культуре может изменяться в пользу после­
дних. В то же время, фибробласты оказывают существен­
ное влияние на заживление и эпителизацию ран вслед­
ствие их способности продуцировать коллагены I и III ти ­
пов, фибронектин, ламинин, нидоген, хондроитин-4-суль- 
фат. Фибробласты также продуцируют эпидермальный 
фактор роста (EGF) и фактор роста кератиноцитов (KGF), 
которые стимулируют пролиферацию и миграцию керати­
ноцитов кожи, и могут ускорять восстановление поражен­
ной дермы [27].

Фибробласты растут очень активно и могут в культуре 
вытеснять кератиноциты, вследствие чего происходит кон­
таминация фибробластами культуры кератиноцитов, для 
предупреждения которой возникает необходимость селек­
тивного удаления фибробластов. Для удаления фибробла­
стов были предложены различные способы, включающие 
как механическое удаление, так обработку культур протео- 
лигическими ферментами (трипсин, коллагеназа), культи­
вирование кератиноцитов при 32-33 °С с уменьшением 
количества сыворотки, градиентное центрифугирование, 
использование моноклональных антител против нормаль­
ных фибробластов человека. Однако широкого примене­
ния эти методы не нашли по ряду причин, одна из них, и 
самая главная,-недостаточная эффективность. Достаточ­
но большая, по нашему мнению и мнению ряда других ис­
следователей, эффективность разделения фибробластов 
может быть достигнута за счет очень аккуратного отделе­
ния эпидермиса от дермы после обработки образца кожи 
диспазой [7].

Культивирование кератиноцитов чаще всего прово­
дят в минимальной среде Игла (МЕМ), Дальбекко моди­
фицированной среде Игла (ДМЕМ), F-10 и других средах 
с низким содержанием кальция, в которые добавляется 
сыворотка эмбрионов коров в качестве комплекса рос­
товых факторов. Наиболее успешно для выращивания ке­
ратиноцитов используются коммерческие синтетические 
бессывороточные питательные среды с низким содержа­
нием кальция, содержащие факторы роста для пролифе­
рации кератиноцитов. Происходит постоянное усовер­
шенствование технологии культивирования разных ти ­
пов клеток кожи, в основном эпидермальных кератино­
цитов: разрабатываются и создаются бессывороточные 
питательные среды, определяют оптимальные условия, 
обеспечивающие адгезию клеток и их эффективный рост 
[15,28,29,30].

Одной из важнейших проблем, которую требуется ре­
шать для достижения необходимой биомассы культивиру­
емых клеток и их дальнейшего использования в трансплан­
тации, является замена нестандартного и небезопасного 
компонента рост овых сред -  сыворотки эмбрионов коров. 
Различные серии сыворотки по составу ростовых факто­
ров могут отличаться, а так же не исключена возможность

ихлатентной контаминации бактериями и вирусами. Кро­
ме стимуляторов роста в сыворотке могут присутствовать 
и ингибиторы: фетуин, липопротеин высокой плотности, 
альфа-глобулин и др., которые могуг снижать эффектив­
ность формирования колоний и роста клеточных культур. В 
связи с этим, некоторые партии сыворотки могут быть ток­
сичными для роста кератиноцитов, что приводит к необхо­
димости их предварительного тестирования. Активно про­
водятся исследования по созданию бессывороточных рос­
товых сред с определенным химическим составом и необ­
ходимыми биологическими факторами роста. Эти среды 
имеют сложный состав и являются дорогостоящими. К ним 
относится, например, среда MCDB153 для культивирова­
ния кератиноцитов, с добавками -  эпидермального фак­
тора роста (EGF), инсулина, гидрокортизона и др [13].

Дальнейшим прорывом в культивировании керати­
ноцитов, обладающих слабой адгезивной способностью, 
явилось использование в качестве субстрата для их рос­
та белков ВКМ. Наиболее широко используются покры­
тия с коллагеном I и IV типов, который обеспечивает луч­
шее прикрепление и рост кератиноцитов в культуре. За­
мена фидерных клеток белками ВКМ, дала возможность 
обеспечить большую безопасность производимого био­
препарата.

Биологические свойства кератиноцитов в культуре
Оптимизация методов культивирования эпидермаль­

ных кератиноцитов позволила достаточно близко подойти 
к детальному изучению биологических свойств этих клеток 
в условиях культуры: была дана морфофункциональнап и 
фенотипическая характеристика клонам, образуемым ке­
ратиноцитами. По пролиферативной способности эти клет­
ки делят на 3 группы клонов: голоклоны, параклоны и ме- 
роклоны. Голоклоны (holo -  полный, цельный) имеют мак­
симальную способность к пролиферации: за 12 дней они 
производят от 20 тыс. до 50 тыс. мелких округлых базаль­
ных кератиноцитов, тогда как вышележащие клетки име­
ют вид терминально дифференцированных. В целом, го­
локлоны могут проходить в культуре до 100 генераций. Па­
раклоны (para-около) представлены исключительно клет­
ками с низким пролиферативным потенциалом: они про­
ходят не более 15 генераций, после чего переходят к тер­
минальной дифференциации. И, наконец, мероклоны 
(тего-частично) содержат клетки с разным пролифератив­
ным потенциалом и представляют собой промежуточную 
стадию между голоклонами и параклонами. На основа­
нии данных культивирования можно предположить, что 
голоклоны образованы стволовыми клетками с макси­
мальным пролиферативным потенциалом, параклоны об­
разованы транзиторными клетками, а мероклоны обра­
зованы прогениторными клетками, обладающими мень­
шим пролиферативным потенциалом, чем стволовые клет­
ки. Было установлено, что наибольшим пролиферативным 
потенциалом обладают голоклоны, полученные из клеток 
волосяного фолликула, что может быть важным свидетель­
ством в пользу присутствия там стволовых клеток. В на­
стоящее время получены данные, которые позволяют по­
ставить под сомнение существующую модель поддержа­
ния эпидермальною гомеостаза. Согласно результатам 
ученых Кембриджского университета, новая модель гоме­
остаза эпителиальный тканей у взрослых мышей в отсут­
ствии повреждения предполагает наличие только одного 
типа прогенироторных стволовых клеток, которые подвер­
гают как симметричному, так и ассимегричному делению,
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при котором каждая клетка базального слоя может дать 
начало одной дочерней (активно делящейся) и одной ана­
логичной клетке, либо двум дочерним, либо двум анало­
гичным клеткам 128]. При этом большинство эпителиаль­
ных предшественников дают начало двум клеткам базаль­
ного уровня. Данное исследование было проведено в ус­
ловиях нормального функционирования и возобновления 
эпидермиса мыши зоны спины и хвоста, однако, вопрос 
восстановления и функционирования стволовых клеток 
кожи в условиях повреждения или воспаления остается
открытым.

Перспективным направлением исследований для по­
лучения «обогащенных культур кератиноцитов», является 
выделение и культивирование базальных кератиноцитов 
и стволовых клеток кожи [4,16,18,19,27]. Один из подхо­
дов -  сепарация кератиноцитов по их пролиферативной 
активности с использованием различных факторов роста 
[1 6 ] с определением специфических маркеров этих клеток. 
Охарактеризовано множество маркеров, как поверхност­
ных, так и функциональных, экспрессирующихся на опре­
делённой стадии дифференцировки кератиноцитов [12,20, 
22]. Выявление специфических маркеров кератиноцитов 
(цитокератина 1,6,10,11,14,18) и стволовых клеток эпи­
дермиса (CD49f и др.), позволяет проводить фенотипиро- 
вание культивируемых клетки их проводить их селекцию в 
условиях культуры. Для эффективной идентификации ство­
ловых клеток ряд авторов предлагает использовать не­
сколько факторов совместно [22]. В то же время, специфи­
ческие маркеры, позволяющие выделить достаточно чис­
тую популяцию стволовых клеток кожи, на настоящий мо­
мент не оп ределен ы.

Выделение и изучение стволовых клеток эпидермиса 
затрудняется из-за отсутствия их надежных морфологичес­
ких маркеров. Один из перспективных путей -  использо­
вание моноклональных антител, которые могли бы селек­
тивно распознать антигены стволовых клеток [12, 20, 22, 
27]. Как правило, стволовые и транзиторные клетки кожи 
прочно связаны с базальной мембраной. В процессе диф­
ференцировки in vivo базальные кератиноциты меняют 
свои адгезивные свойства, теряют связь с базальной мем­
браной и переходят в вышележащие слои эпидермиса. Бла­
годаря этому свойству был разработан метод выделения 
базальных кератиноцитов путём их селективной адгезии 
к белкам внеклеточного матрикса. Авторами [39] была про­
демонстрирована степень взаимодействия различных 
субтипов кератиноцитов первичной культуры с белками 
базальной мембраны (коллагенами I и IV типов, ламини- 
ном-2\4, фибронектином и матригелем). Показано, что по­
пуляция кератиноцитов содержит клетки с различной спо­
собностью к адгезии к перечисленным белкам.

Факторы роста, используемые в настоящее время 
как компоненты питательных сред

Эпидермальный фактор роста (EGF). EGF в настоящее 
время является одним из наиболее широко используемых 
компонентов питательных сред для культивирования ке­
ратиноцитов. Благодаря его использованию удалось уве­
личить число пассажей клеток в 2-3 раза. Участие EGF в 
|1еР-даче регуляторных сигналов в клетку осуществляется 
за счет взаимодействия с высокоаффинными рецептора­
ми. которые составляют 5-10 % от общего количества ре­
цепторов EGF. К числу ранних клеточных реакций на дей­
ствие эюго ростового фактора относятся: фосфорилиро- 
вание рецептора EGF, образование инозитолфосфата,
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выход Ca2f из внутриклеточного депо, повышение внутри­
клеточного pH. Было показано, что в присутствии EGF ко­
лонии кератиноцитов достигают большего размера, явля­
ются менее стратифицированными, культура длительно под­
держивается в фазе экпоненциального роста [15, 29,31, 
32]. Взаимодействуя со многими митогенными фактора­
ми, EGF стимулирует также и пролиферативную активность 
через активацию орнитиндекарбоксилазы, фермента уча­
ствующего в пролиферации клеток и фосфолипазы А, что 
приводит к инициации каскада арахидоновой кислоты [7].

Фактор роста кератиноцитов (KGF). В связи с разра­
боткой питательных сред для кератиноцитов и установле­
нием оптимальных условий для их роста начались иссле­
дования по выделению специфических факторов роста ке­
ратиноцитов и их анализу. По первичной структуре KGF 
имеет сходство с кислым и основным FGF, однако свойства 
его еще до конца не изучены. KGF секретируется стромаль- 
ными фибробластами в культуре и экспрессируется in vivo 
в области дермы, но не в эпидермисе, что позволяет пред­
положить о его участии в паракринной регуляции проли­
ферации кератиноцитов. Сравнительное изучение KGF и 
EGF показало, что оба фактора являются мощными стиму­
ляторами пролиферации первичных и вторичных культур 
кератиноцитов человека. Этот эффект зависел как от дозы 
фактора, так и от концентрации Са2’ в питательной среде. 
Максимальный эффект KGF как и EGF наблюдался при 
низком содержании Са2* (0,05мМ) [33].

Факторы роста фибробластов. Основной фактор рос­
та фибробластов (bFGF) стимулирует пролиферативную ак­
тивность как кератиноцитов, так и фибробластов. В куль­
турах клеток крайней плоти была показана высокая чув­
ствительность кератиноцитов к и abFGF и bEGF, но после­
дний был более сильным митогеном для кератиноцитов, а 
abFGF -  для фибробластов [7].

Инсулин. Митогенная активность инсулина реализует­
ся через трансмембранные рецепторы клеток посредством 
регуляции в них нескольких метаболических процессов с 
вовлечением глюкозы, липидов, белков. Взаимодействие 
инсулина с его рецепторами также активирует предста­
вителей семейства митоген-активированных белковых 
протеинкиназ и в результате чего индуцируется клеточная 
пролиферация в культуре. Эти результаты свидетельству­
ют о том, что кератиноциты в культуре экспрессируют ре­
цепторы к инсулину. Показано, что культивирование кера­
тиноцитов с добавлением инсулина поддерживает их мор­
фологический фенотип. Инсулиноподобный ростовой фак­
тор (IGFs) является потенциальным митогеном для керати­
ноцитов, ответ на него опосредуется через IGF-1R рецеп 
торы, которые могут активироваться и самим инсулином 
при некоторых условиях [34,35].

Липополисахарид (LPS). В ряде работ было установ­
лено, что LPS так же способен оказывать прямое или опос­
редованное действие на функционирование клеток эпи 
телия. LPS P. aeruginosa приводит кувеличению активнос­
ти NF-kappaB в эпителиальных клетках в 3-5 раз, что так­
же сопровождается значительным ростом пролифератив­
ной активности кератиноцитов [36]. LPS Е. coli в концент­
рации от 0,05 до 0,5 мкг/мл приводит к значительному 
росту пролиферативной активности фибробластов через 
6 дней и позже после добавления в культуру, тогда как 
действие на кератиноциты регистрировалось уже на 3-й 
день в базальной среде и на 5-й день в ростовой среде 
[37]. Влияние LPS на пролиферативную активность клеток
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эпителия может быть связано со способностью LPS и ли- 
потейхоевых кислот индуцировать продукцию противоспа- 
лительных цитокинов (TNFa и IFNy) в культуре кератиноци­
тов, которое оказывают прямое действие на функциональ­
ные параметры этих клеток. Л ипотейхоевые кислоты и ком­
поненты клеточной стенки грамположительных бактерий 
приводят к формированию оболочки из кератина в кера- 
тиноцитах и увеличению активности трансглутаминазы, 
стимулируя терминальную дифференцировку и аккумуля­
цию кератиновых волокон. LPS и провоспалительные ци- 
токины (IL -ip  и TNFa) значительно увеличивают экспрес­
сию рецептора к KGF, влияют на пролиферацию и мигра­
цию клеток эпителия. В связи с этим пролонгированное 
действие этого фактора может способствовать накопле­
нию в культуре терминально дифференцированных кле­
ток, не способных к пролиферации и снижать общую про­
лиферативную активность кератиноцитов в культуре [38].

Имеющиеся данные литературы свидетельствуют, что 
различные факторы роста действуют на кератиноциты ко­
оперативно и их эффекттакже зависит от разных внекле­
точных факторов и условий культивирования клеток, ис­
точника, из которого получены клетки и многих других еще 
подлежащих исследованию факторов. Суммарный эффект 
на культивируемые кератиноциты может отличаться от 
эффекта каждого конкретного фактора роста и поэтому 
необходимо проведение дальнейших исследований по ус­
тановлению оптимального кооперативного их воздействия 
на пролиферацию кератиноцитов в условиях культуры.

Использование культур клеток кожи в создании кле­
точных препаратов для лечения термической травмы: 
успехи и проблемы

Поданным ряда исследователей, эпидермальные ке­
ратиноциты In vitro способны к реализации различных про­
грамм дифференцировки. в зависимости от условий куль­
тивирования. Кроме того, они обладают высокой степе­
нью лабильности и мощными резервными функциями, что 
подтверждается многолетними наблюдениями за переса­
женными аутопластами кератиноцитов. Доказано, что ке­
ратиноциты способны модифицироваться морфологичес­
ки (в частности, по положению кератина К-9) и становить­
ся идентичным клеткам в зонах трансплантации, вне за­
висимости от места забора клеток для выращивания пла­
ста. Трансформация начинается уже со 2-й недели и к 4-6 
месяцам пересаженные клетки ничем не отличаются от 
кератиноцитов зоны трансплантации с формированием 
стабильного фенотипа [40].

Ранее считалось, что кератиноциты не обладают имму- 
ногенными свойствами, в связи с этим предпочтение от­
давалось использованию аллогенных эпидермальных пла­
стов с целью раннего закрытия ожоговой раны, так как 
при культивировании теряются клетки Лангерганса. Но 
накопленный практический опыт показал, чт о полное от­
торжение трансплантата происходит через 10-20 дней 
после пересадки с образованием плотного мононуклеар- 
ного инфильтрата, а применение циклоспорина-А значи­
тельно удлиняло время выживаемости трансплантата, что 
свидетельствует об участии факторов иммунной системы 
в этом процессе. Реакция отторжения трансплантата глав­
ным образом реализовывается с участием клеток Лангер­
ганса реципиента. Эти клетки инфильтрируют трансплан­
тируемый пласт, после чего запускают цепь реакций им­
мунного ответа.

Доказано, что кератиноциты в норме, помимо факто­

ров роста продуцируют и другие биологически активные 
факторы: интерфероны, супрессорные факторы и интер­
лейкины (IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL 20). 
Кроме того, кератиноциты сами так же подвергаются воз­
действию со стороны клеток иммунной системы -  на их 
поверхности присутствуют рецепторы к IL-4, IL-13, IL-17). 
Эти данные указывают на способность кератиноцитов на 
только реагировать на стимулы, образовывающиеся при 
формировании иммунного ответа, но так же и самостоя­
тельно регулировать этот процесс.

Былотакже показано, что кератиноциты в культуре мо­
гут экспрессировать антигены не только HLAI, но и II клас­
са. Так же было установлено, что антигены HLA I класса 
также участвуют в процессе экспрессии комплекса HLA- 
пептид на клеточную мембрану, как и антигены II класса 
[14]. Эти данные доказывают возможность участия кера­
тиноцитов в индукции иммунного ответа с помощью меха­
низма отличного от продукции цитокинов и биологически 
активных факторов.

В настоящее время в медицинской практике лече­
ния ожоговых больных используется как ауто-так и ал- 
логенная кожа, являющаяся оптимальным естественным 
покрытием. Как правило, аллогенная кожа включает в 
себя слой дермы и эпидермиса. Лоскуты аллогенной кожи 
хранят при температуре от 0 до 8 °Св ростовых средах в 
присутствии антиоксидантов и криопротекторов. Для 
более длительного хранения используют лиофильную 
сушку, помещая лоскуты кожи в раствор глицерина и 
подвергая их глубокому замораживанию. Отечествен­
ными, так и зарубежными компаниями широко приме­
няются так же препараты дермы. Их консервация так 
же происходит методом лиофильной сушки. Обычно пре­
параты изготавливаются из свиной кожи (препараты 
Свидерм и Аллоаск Д) или из донорской кожи человека
-  Аллодерм (Alloderm), Интегра (Integra) и Дермаграфт 
(Dermagraft). К природным покрытиям относят и амнио­
тические мембраны, полученные от человека или жи­
вотных. Лечебное свойство данного типа покрытия обус­
ловлено наличием в составе амниотической мембраны 
компонентов внеклеточного матрикса (коллагенов, фиб- 
ронектина, гликозаминов) и ростовых факторов. К не­
достаткам амниотических мембран можно отнести не­
возможность длительного хранения (на раневые повер­
хности следует накладывать только свежие мембраны) 
[2,42].

Накопленный опыт заместительной клеточной тера­
пии при использовании культур эпидермальных керати­
ноцитов и их предшественников в клинике показал, что 
применение данной технологии сопряжено с рядом про­
блем. Основными недостатками метода явились длитель­
ность подготовки подложек с культивированными клет 
ками кожи и непредсказуемое их приживление. Препят­
ствием для широкого использования предложенного ме­
тода стала высокая стоимость лечения. Так стоимость 
подложки с культивированными аутокератиноцитами 
(компания Bisurface Technology, США), необходимой для 
лечения одного больного, составляет от 10 до 160 тыс. 
долларов в зависимости от площади раны [2]. Сроки, не­
обходимые для изготовления достаточного по площади 
трансплантата, составляют 3-4 недели, что увеличивает 
риск развития инфекционных осложнений ожоговой бо­
лезни и удлиняет время пребывания пациентов в стаци­
онаре. Серьезным ограничением являются и методичес­
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кие трудности в получении «обогащенных» культур кера­
тиноцитов, несмотря на большое содержание их в эпи­
дермисе взрослого человека (90%). Одной из причин это­
го является невысокая пролиферативная активность этих 
клеток в условиях культуры (1-10% клеток размножаются, 
а остальные уже приступили ктерминальной дифферен- 
цировке) по сравнению с фибробластами. Вследствие 
этого соотношение их в культуре может изменяться в пользу 
последних. В то же время фибробласты оказывают суще­
ственное влияние на заживление ран и на эпителиза- 
цию, вследствие их способности продуцировать коллаге­
ны I и III типов, фибронектин, ламинин, нидоген, хондро- 
итин-4-сульфат. Фибробласты также продуцируют EGF и 
KGF, которые стимулируют пролиферацию и миграцию 
кератиноцитов кожи, и могут ускорять восстановление 
пораженной дермы. В связи с этим для закрытия ране­
вых поверхностей часто используют также и культуры 
фибробластов дермы. Они имеют ряд преимуществ пе­
ред кератиноцитами. Фибробласты менее требователь­
ны к составу питательных сред при культивировании, 
легко подвергаются пассированию. Фибробласты актив­
но пролиферируют и синтезируют коллаген и гликозами- 
ны, которые входят в состав клеточного матрикса, явля­
ются необходимым фактором для дифференцировки и 
формирования межклеточных связей с кератиноцитами. 
Для трансплантации культуры фибробластов на раневую 
поверхность их культивируют на специальной мембране. 
Такой биопрепарт -  «Карбосил-П» разработан в России, 
мембрана представляет собой кремний-органический 
полимер. Проведенные клинические исследования в Ин­
ституте хирургии им. А. В Вишневского РАМН показали, 
что трансплантация этих клеток на термические раны 3- 
й А степени способствует ускорению эпителизации и за­
живлению пограничных ожогов уже через 6-8 дней после 
операции. Трансплантированные аллофибробласты сти­
мулируют пролиферацию сохранившихся дериватов кожи 
и элементов сосочкового слоя, что обеспечивает скорей­
шее восстановление кожного покрова. Есть данные о 
применение культивируемых аллофибробластов в лече­
нии длительных не заживающих донорских ран. При этом 
длительное заживление донорских ран ведёт к образо 
ванию гипертрофических и келоидных рубцов, что неже­
лательно. Поэтому предпочтение при лечении ожоговых 
больных с использованием заместительной клеточной 
терапии, все же отдается культурам кератиноцитов [4, 5, 
18,39]. Наряду с аутологичными культурами кератиноци­
тов и фибробластов в медицине находят применение и 
аллогенные. Некоторые исследователи считают их наи­
более перспективными биопрепаратами, которые могут 
быть эффективно использованы в регенеративной кле­
точной терапии ожоговых больных. Преимуществами дан­
ного метода являются быстрое закрытие раневых повер­
хностей, не требующее ожидания трёхнедельного срока, 
необходимого для получения подложек с культивирован­
ными аутокератиноцитами, а так же возможность созда­
ния банков кулыур аллогенных клеток кожи [43].

Многолетний опыт применения культуральных аугот- 
рансплангантов показал, что полная приживаемость их в 
Оптимальных условиях при лечении тяжелых ожогов со­
ставляет около 60%, а использование сложных аутотранс­
плантантов (содержащих соединительнотканные компо­
ненты) порой приводит к их нестабильности в глубокой 
ожоговой ране. Культуральные аутотрансплантанты край­

не неустойчивы к инфекции, однако, при иегдедьзовании 
смешанной культуры ауто+аллокератиноцитов -  достига­
ется хороший клинический эффект [44].

Также были разработаны и используются множество 
коммерческих препаратов, для закрытия раневых поверх­
ностей. Как правило, это мембраны, состоящие из поли­
мерной основы. По устойчивости синтетические покрытия 
можно разделить на биодеградирующие (рассасывающие) 
состоящие из природных полимеров (желатина, коллаге­
на, хитозана) и биоинертные -  состоящие из синтетичес­
ких материалов.

Важным моментом в эффективном использовании на­
копленной в процессе культивирования биомассы клеток 
кожи для лечения ожоговых больных является качество суб­
страта для прикрепления, роста клеток и его биосовмес­
тимости при трансплантации. В настоящее время актив­
но ведутся работы по созданию комплексных препаратов, 
представляющих собой синтетические или природные по­
крытия, содержащие живые кератиноциты и фиброблас­
ты. Появилось новое направление, которое предусматри­
вает использование для закрытия раневых поверхностей 
так называемых эквивалентов кожи, которые включают 
нетолько культивированные кератиноциты, но и дермаль- 
ный эквивалент, состоящий из биодеградируемых мате­
риалов: коллагена, желатина, гликозамин-гликанов и др. 
Современные «живые эквиваленты кожи» представляют 
собой порой ткане-инженерные конструкции на основе 
кератиноцитов, фибробластов и коллагенновой матрицы. 
Одна из первых таких конструкций была предложена в 
1983 году-кератиноциты выращивали на поверхности ге­
леобразного «дермального эквивалента», состоявшего из 
смеси коллагена, плазмы, ростовой среды и фиброблас­
тов кожи. Преимуществом дермального эквивалента яв­
ляется то, что клетки в нем находятся в активном функци­
ональном состоянии, близком к таковому в коже. В США 
был лицензирован и разрешен FDA к применению в кли­
нической практике первый коммерческий тканевой про­
дукт, состоящий из коллагеновой матрицы и донорских 
аллогенных фибробластов и кератиноцитов -  Apligraf. 
Продукт выпускается компанией Organogenesis Inc. Пере­
садку этого биопокрытия уже получили около 80 ООО паци 
ентов в США. Комплекс Apligraf состоит из биодеградируе- 
мой коллагеновой матрицы на основе бычьего коллагена, 
аллогенных донорских кератиноцитов и фибробластов [45].

Некоторые клеточные препараты, в которых использу­
ются аллогенные фибробласты и кератиноциты, в настоя­
щее время выпускаются в больших масштабах за рубе­
жом (в США-Epicel, Apligraf, Orcel и др.; в Европе -  CellSpray, 
ReCell.CrioCell, Autoderm и др.; в станах С Н Г-  “Фибродес- 
мис", Москва; “Фибропор”, Санкт-Петербург). Однако не 
существует универсального биопрепарата эквивалента 
кожи, подходящею для использования во всех фазах ра­
невого процесса при ожогах различной глубины [2].

Таким образом, имеющиеся в литературе данные ука­
зывают на высокую актуальность использования культур 
кератиноцитов человека в лечении ожоговых больных. Од­
нако требуется дальнейшее совершенствование, оптими­
зация и стандартизация условий приготовления культур, 
состоящих из клонов кератиноцитов и их предшественни­
ков, обладающих большей пролиферативной активностью, 
чем другие клетки эпидермиса. Это, в свою очередь, обес­
печит необходимое накопление биомассы клеток для их 
последующей трансплантации ожоговым больным.
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счёт выращенных в культуре эпидермальных кератино­
цитов и фибробластов представляет собой новый и пер­
спективный способ лечения обширных поражений кожи. 
Однако реализация метода реконструкции кожи с исполь­
зованием клеточных технологий связана со значитель­
ными методическими трудностями, вследствие чего он не 
так широко применяется на практике как старый метод 
аутодермотрансплантантов. Трудности эти заключаются, 
во-первых, в освоении и совершенствовании методов 
культивировании кератиноцитов in vitro и, во-вторых, в 
разработке техники трансплантации выращенных кле­
ток для реконструкции эпидермиса in vivo. Не смотря на 
это, уже достигнуты большие успехи, связанные с разра­
боткой бессывороточных ростовых сред и методов куль­
тивирования клеток. В настоящее время во многих стра­
нах интенсивно разрабатываются биопрепараты на ос­
нове дермального эквивалента кожи (кератиноциты и 
фибробласты)для внедрения в клиническую практику 
лечения ожоговых больных и использования при других 
кожных патологиях.
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Д.А. Маслаков, А. В. Лелевич, Э.И. Троян  
ПРЕДПОЛАГАЕМЫЕ ОСНОВНЫЕ РЕАКЦИИ ПАТОГЕНЕЗА

АЛКОГОЛИЗМА
У О «Гродненский государственный медицинский университет»

Первичные механизмы адаптации, характерные для бытового пьяницы, при приеме больших количеств 
алкоголя оказываются недостаточными. Это вызывает экспрессию генов N U D T 1 и ALDH 2, которые повыша­
ют содержание алкоголя о крови до 0,2 0,4% , что увеличивает толерантность к алкоголю в 5-8 раз. Литера 
туцпие и наши данные позволяют считать данные изменения нормой для больного алкоголизмом. Резкое сни 
жение уровня алкоголя в организме вызывает абстинентный синдром, основой которого является тканевая 
гипоксия.

Несмотря на длительное время изучения алкого­
лизма различными методами исследования, в 

их числе и молекулярно-генетическими, его патогенез 
остается не раскрытым [5]. В связи с этим не разраба­
тываются и методы патогенетической терапии. В раз­
витии алкоголизма выделяют три стадии: 1-начальная,
!|~физической зависимости, Ш-финальная.

Поступление значительных количеств алкоголя ока­
зывает специфическое (в основном наркотическое) и 
токсическое действие на организм. При решении па 
тогеяеза алкоголизма в первую очередь следует paq: ствие, систематически употребляет большие дозы ал-
смотреть ого токсическое действие на организм. Изве- коголя. Первичные реакции адаптации могут оказат ь-

стно, что при частом поступлении в организм значи­
тельны х количеств алкоголя развиваются реакции 
адаптации: замедление всасывания в желудочно-ки­
шечном тракте, усиление расщепления в основном в 
печени, снижение проницаемости клеточных мембран, 
усиление выведения почками и легкими и др. [3]. Одна­
ко следует учитывать, что реакции адаптации не без­
граничны и не всегда целесообразны.

Бытовой пьяница, имея выраженные реакции адап­
тации к алкоголю и получая от его приема удоволь-


