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Ñåãîäíÿ áèîòåõíîëîãèè îòêðûâàþò ïóòü ê ïðèìåíåíèþ øèðîêîãî ñïåêòðà ýôôåêòèâíûõ è èííîâàöèîí-
íûõ êîñìåòè÷åñêèõ àêòèâíûõ âåùåñòâ. Ñîâðåìåííîå ðàçâèòèå êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé òåîðåòè÷åñêè ïîçâî-
ëÿåò ïîëíîñòüþ çàìåíèòü æèâîòíûå ìîäåëè äëÿ àíàëèçà è ðàçâèòèÿ êîñìåòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ íà êóëüòóðû
êëåòîê, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûìè ê òîêñè÷åñêîìó ýôôåêòó, ïðîñòûìè â ïðèìåíåíèè è
ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ñ òî÷êè çðåíèÿ áèîýòèêè. Ìîíîñëîéíàÿ êóëüòóðà äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÿâëÿåòñÿ
øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííîé ìîäåëüíîé ñèñòåìîé â îáëàñòè òåñòèðîâàíèÿ è ðàçðàáîòêè êîñìåòè÷åñêèõ ïðå-
ïàðàòîâ. Íî ñôåðîèäû, ïîëó÷åííûå èç äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ìîãóò ñòàòü ìîäåëüþ, áîëåå ñîîòâåòñò-
âóþùåé íàòèâíîé òêàíåâîé îðãàíèçàöèè ïðè ñîõðàíåíèè âûñîêîé ïðîïóñêíîé ñïîñîáíîñòè ê àíàëèçó.
Â äàííîì èññëåäîâàíèè ñðàâíèâàëè äîçîçàâèñèìûé ýôôåêò ïåïòèäà ð199 íà ýêñïðåññèþ êîëëàãåíîâ I, III è
IV òèïîâ, à òàêæå ôèáðîíåêòèíà êàê â 2D, òàê è â 3D êóëüòóðå äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà. Èñïîëü-
çîâàíèå òðåõìåðíîé ìîäåëè ïîçâîëèëî íå òîëüêî îöåíèòü èçìåíåíèÿ â óðîâíå ýêñïðåññèè áåëêîâ âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà, íî è èõ ñòðóêòóðó ïðè ñèíòåçå âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: òåñòèðîâàíèå êîñìåòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, êóëüòóðà êëåòîê, ôèáðîáëàñòû, ñôåðîèäû,
êîëëàãåí, ôèáðîíåêòèí

Ââåäåíèå

Ñåãîäíÿ áèîòåõíîëîãèè îòêðûâàþò ïóòü ê ïðèìåíåíèþ
øèðîêîãî ñïåêòðà ýôôåêòèâíûõ è èííîâàöèîííûõ êîñìå-
òè÷åñêèõ àêòèâíûõ âåùåñòâ. Ñîâðåìåííîå ðàçâèòèå êëå-
òî÷íûõ òåõíîëîãèé òåîðåòè÷åñêè ïîçâîëÿåò ïîëíîñòüþ çà-
ìåíèòü æèâîòíûå ìîäåëè äëÿ àíàëèçà è ðàçâèòèÿ êîñìåòè-
÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ íà êóëüòóðû êëåòîê, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûìè ê òîêñè÷åñêîìó ýôôåêòó, ïðî-
ñòûìè â ïðèìåíåíèè è ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ñ òî÷êè çðåíèÿ
áèîýòèêè. Ïðîèçâîäèòåëè êîñìåòèêè îáÿçàíû ïðåäîñòàâ-
ëÿòü ïîòðåáèòåëþ ñëåäóþùóþ èíôîðìàöèþ:

1) îöåíêà áåçîïàñíîñòè ïðîäóêòà äëÿ çäîðîâüÿ ÷åëîâåêà;

2) ñóùåñòâóþùèå äàííûå î íåæåëàòåëüíûõ ïîñëåäñò-
âèÿõ äëÿ çäîðîâüÿ ÷åëîâåêà â ðåçóëüòàòå èñïîëüçîâàíèÿ
ïðîäóêòà;

3) äîêàçàòåëüñòâà ýôôåêòèâíîñòè, çàÿâëåííîé äëÿ
êîñìåòè÷åñêîãî ïðîäóêòà.

Èìåííî íà ýòè êðèòåðèè îïèðàþòñÿ èññëåäîâàòåëè
ïðè ïîäáîðå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ òåñòîâ, êîòîðûå ìîãóò
âûÿâèòü è êëàññèôèöèðîâàòü áèîëîãè÷åñêóþ êîñìåòè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü.

Îðãàíîòèïè÷åñêèå êóëüòóðû, ðåêîíñòðóèðîâàííûå èç
äèññîöèèðîâàííûõ êëåòîê, áûëè âïåðâûå ðàçðàáîòàíû
â 1980-õ ãîäàõ. Íàèáîëåå õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàííîé òà-
êîé êóëüòóðîé ÿâëÿåòñÿ ýêâèâàëåíò êîæè, ðàçðàáîòàííûé
â 1980 ã. è èñïîëüçóåìûé è â íàñòîÿùåå âðåìÿ [15]. Ýêâè-
âàëåíòû êîæè, ñîñòîÿùèå èç ôèáðîáëàñòîâ âíóòðè êîëëà-
ãåíà è êåðàòèíîöèòîâ íà åãî ïîâåðõíîñòè, áûëè óñïåøíî
òðàíñïëàíòèðîâàíû äîíîðàì êëåòîê äëÿ çàìåíû ïîâðåæ-
äåííîé êîæè. Ñ 1990-õ ãîäîâ èñïîëüçóþòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ
àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû ïðîòèâ ôîòîñòàðåíèÿ, ìåòàáî-
ëèçìà ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, ïðîöåññîâ äèôôåðåí-
öèðîâàíèÿ, ãåííîé òåðàïèè è èììóííîé ñèñòåìû [2]. Îä-

íàêî ñîçäàíèå è ïîääåðæàíèå in vitro ýêâèâàëåíòîâ òêàíåé
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äîðîãîé è òðóäîåìêèé ïðîöåññ [12].
Òîãäà êàê ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ìîäåëü, èñïîëüçóåìàÿ
äëÿ ñêðèíèíãîâîãî àíàëèçà, äàâàëà áûñòðûé ðåçóëüòàò
ïðè ïðèìåíåíèè îòíîñèòåëüíî ïðîñòûõ è íåäîðîãèõ àíà-
ëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ [8].

Îñíîâíûå ïîäõîäû ê ñêðèíèíãîâîìó àíàëèçó, îñíî-
âàííîìó íà êóëüòóðàõ êëåòîê [17]:

1. Èññëåäîâàíèå âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ — ìîíèòî-
ðèíã ïåðåäà÷è ñèãíàëà ïîñëå àêòèâàöèè ïîâåðõíîñòíûõ
êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ;

2. Àíàëèç ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ — èçó÷åíèå êëåòî÷íîãî
îòâåòà íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè;

3. Àíàëèç êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è öèòîòîêñè÷íî-
ñòè — êîíòðîëü ïðîëèôåðàöèè è ãèáåëè êëåòîê â îòâåò íà
âíåøíèå ñèãíàëû è ñòðåññ.

Â îñíîâíîì â èññëåäîâàíèÿõ èñïîëüçóþò èììîðòàëè-
çîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè, ïåðâè÷íûå êóëüòóðû êëåòîê
è ëèíèè ðàêîâûõ êëåòîê. Èììîðòàëèçîâàííûå è ðàêîâûå
ëèíèè èìåþò îãðàíè÷åíèÿ â àíàëèçå â ðåçóëüòàòå ñîäåð-
æàùèõñÿ ìóòàöèé, êîòîðûå ìîãóò èñêàæàòü ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû. Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû îáåñïå÷èâàþò ðåïðå-
çåíòàòèâíûé êëåòî÷íûé îòâåò, îäíàêî èìåþò îãðàíè÷åí-
íîå âðåìÿ æèçíè, ñëîæíû â êóëüòèâèðîâàíèè è òðàíñ-
ôåêöèè. Ðåâîëþöèþ â àíàëèçå ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðà-
òîâ ñîâåðøèëè íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì
ñòâîëîâûõ êëåòîê: ðàêîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ìåçåíõèì-
íûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê, ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê è èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê.
Ïðèìåíåíèå ïîäîáíûõ êëåòîê ïîìîãëî êîìáèíèðîâàòü
àäåêâàòíûé îòâåò è ïðîñòîòó êóëüòèâèðîâàíèÿ — êëþ÷å-
âûå ïàðàìåòðû äëÿ ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà â ôàðìàêîëîãè-
÷åñêîì ñêðèíèíãå [17].
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Ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû ïîçâîëÿþò áûñòðî è ëåãêî ïî-
ëó÷èòü ðåçóëüòàò, îäíàêî îíè íå îòðàæàþò ðåàëüíîãî ìèê-
ðîîêðóæåíèÿ êëåòîê, âçàèìîäåéñòâèé êëåòêà-êëåòêà è
êëåòêà-ìàòðèêñ, âñëåäñòâèå ÷åãî ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ìîãóò íå ñîîòâåòñòâîâàòü íîðìàëüíîé ôèçèîëîãèè òêàíè.
Íî èìåííî ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû ÿâëÿþòñÿ áîëåå ýô-
ôåêòèâíûìè â îòíîøåíèè èññëåäîâàíèÿ öèòîòîêñè÷íî-
ñòè è, íàïðèìåð, àíòèìèêîáàêòåðèàëüíîé àêòèâíîñòè
ïðåïàðàòà [16].

3D êóëüòóðû ìîãóò ëó÷øå âîñïðîèçâåñòè êëåòî÷íûå
îòâåòû íà ìåäèêàìåíòîçíîå ëå÷åíèå è èìåþò ïîòåíöèàë,
÷òîáû ñòàòü ïðåâîñõîäíîé ïëàòôîðìîé äëÿ íîâîãî ðàçâè-
òèÿ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ. Òåì íå ìåíåå, 3D êóëüòóðû
ñîçäàþò íåîäíîðîäíóþ ñðåäó, â êîòîðîé òðóäíî êîíòðî-
ëèðîâàòü èçìåíåíèÿ â êëåòêàõ è èõ äåÿòåëüíîñòè, èñïîëü-
çóÿ îáû÷íûå ìåòîäû àíàëèçà, ïðèìåíÿåìûå äëÿ 2D êóëü-
òóð. Òàêèì îáðàçîì, ñóùåñòâóåò áîëüøàÿ ïîòðåáíîñòü
â ñîçäàíèè íîâûõ ìåòîäîâ in vitro àíàëèçà íà 3D êóëüòó-
ðàõ, êîòîðûå ìîãóò ñòàòü «ìîñòîì» ìåæäó 2D ìîíîñëîé-
íûìè êóëüòóðàìè êëåòîê è æèâîòíûìè ìîäåëÿìè. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ðÿä èññëåäîâàòåëåé ýôôåêòèâíî èñïîëüçó-
åò ñôåðîèäû èç ðàêîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê äëÿ ñêðèíèíãà
ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ [7]. Â äàííîì èññëåäîâà-
íèè äëÿ ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè êîñìåòè-
÷åñêîãî ïðåïàðàòà ð199, îáëàäàþùåãî àíòèâîçðàñòíûì
ýôôåêòîì, â êà÷åñòâå îáúåêòà âûáðàíà êóëüòóðà ôèá-
ðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî íàèáîëåå çíà-
÷èìûå èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ êî-
æè, íàáëþäàþò â äåðìå, ãäå ïðîèñõîäèò äåçîðãàíèçàöèÿ
âçàèìîäåéñòâèÿ ôèáðîáëàñòîâ è èíòåðñòèöèàëüíîãî ìàò-
ðèêñà. Ôèáðîáëàñòû èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â ìîðôîãåíå-
çå è äèíàìè÷åñêîì ðåìîäåëèðîâàíèè äåðìû, âêëþ÷àÿ
ñèíòåç êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è ñïåöèôè-
÷åñêèõ ôåðìåíòîâ, äåãðàäèðóþùèé åãî. Ñëåäîâàòåëüíî,
âîçäåéñòâèå ïðåïàðàòà äîëæíî áûòü íàïðàâëåíî èìåííî
íà ôèáðîáëàñòû, êîòîðûå ïîääåðæèâàþò ñòðóêòóðó è
ôóíêöèîíàëüíîñòü êîæíîé ìàòðèöû. Öåëÿìè òàêîãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ ïîäòâåðæäåíèå è óëó÷øåíèå ïðåäû-
äóùèõ ðåçóëüòàòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì áîëåå ñëîæíûõ àíà-
ëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ äëÿ èçìåðåíèÿ äèíàìè÷åñêîãî ñèíòå-
çà êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà â ñôåðîèäå, ãäå
ôèáðîáëàñòû íàõîäÿòñÿ â áîëåå ôèçèîëîãè÷íîé ñðåäå.
Â ýòîé òðåõìåðíîé ìîäåëè ôèáðîáëàñòû íå ïðîëèôåðèðó-
þò è îêðóæåíû ñîáñòâåííûì íîâîñèíòåçèðîâàííûì ìàò-
ðèêñîì ñ îðãàíèçàöèåé, î÷åíü ïîõîæåé íà íîðìàëüíóþ
äåðìó.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ïîëó-
÷àëè ñ äîáðîâîëüíîãî èíôîðìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ ïàöè-
åíòà (ïîë — æåíñêèé, âîçðàñò — 54 ãîäà) èç áèîïòàòà êî-
æè ïîñðåäñòâîì ìåõàíè÷åñêîé äåçàãðåãàöèè è ïîñëåäóþ-
ùåé ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè 0,25% ðàñòâîðîì òðèïñè-
íà. Âûñåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè â ïëîòíîñòè 1õ105 — 2õ105

êëåòîê/ñì2 â ðîñòîâóþ ñðåäó DMEM/F12, äîïîëíåííóþ
2ìÌ L-ãëóòàìèíîì, ãåíòàìèöèíîì (50 ìêã/ìë) è 10% ôå-
òàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, ñðåäó çàìåíÿëè êàæäûå äâîå
ñóòîê. Êóëüòèâèðîâàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (+37°Ñ,
5% ÑÎ2) äî 4 ïàññàæà, îïèñûâàëè êëåòêè ïî ýêñïðåññèè
õàðàêòåðíûõ ìàðêåðîâ è êðèîêîíñåðâèðîâàëè àëèêâîòû
êóëüòóðû ïî 1õ106 êëåòîê, ñîçäàâàÿ áàíê ïåðâè÷íîé êóëü-

òóðû äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà, íà êîòîðîé
ïðîâîäèëè âñå äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Äëÿ àíàëèçà ðàçìîðàæèâàëè äâå àëèêâîòû êóëüòóðû,
îäíó èç êîòîðûõ êóëüòèâèðîâàëè äî ïîÿâëåíèÿ âñåõ ïðè-
çíàêîâ ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ äåðìàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ (18 ïàññàæ, Ð18). Ðàçìîðîæåííàÿ, íå ïàññèðîâàííàÿ
êóëüòóðà êëåòîê 4 ïàññàæà (Ð4) ñ÷èòàëàñü êîíòðîëüíîé è
ñîîòâåòñòâîâàëà ïî ñâîèì õàðàêòåðèñòèêàì ôèáðîáëàñòàì
ìîëîäîé êîæè. Ñôåðîèäû 3D êóëüòóðû Ð18 è Ð4 ïîëó÷à-
ëè, âûñåâàÿ êëåòêè íà àãàðîçíûå ïëàíøåòû (3DPetriDish,
MicrotissueTM, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 25õ104 êëåòîê/ìë.

×òîáû èññëåäîâàòü äîçîçàâèñèìîå âîçäåéñòâèå íà 2D
è 3D êóëüòóðó äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, àëèêâîòû
(500 ìêë) ïåïòèäà ð199, ðàñòâîðåííîãî â ñîëåâîì áóôåðå
ñìåøèâàëè ñ ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäîé â ñîîòíîøåíèè
1:10, 1:100 è êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè è ñôåðîèäû â ïðèñóò-
ñòâèè ïåïòèäà â òå÷åíèå 72 ÷. Èññëåäîâàëè ìîðôîëîãèþ
êëåòîê è ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ: êîëëàãåíîâ I, III è IV òè-
ïîâ è ôèáðîíåêòèíà. Äàëåå äëÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîöèòî-
õèìè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòêè ôèêñèðîâàëè â 4% ðàñòâîðå
ïàðàôîðìàëüäåãèäà (4°Ñ, 20 ìèí). Ñôåðîèäû çàòåì ïîìå-
ùàëè â 20% ðàñòâîð ñàõàðîçû (4 ÷, +4°C) è ãîòîâèëè ñå-
ðèþ ñðåçîâ òîëùèíîé 10—20 ìêì íà êðèîòîìå
CM1850UV (Leica, Ãåðìàíèÿ). Ðåçóëüòàò ýêñïðåññèè âèçó-
àëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïîñëåäîâàòåëüíîé èíêóáàöèè
îáðàçöîâ ñ ïåðâè÷íûìè è âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, êîíú-
þãèðîâàííûìè ñ ôëóîðîõðîìàìè FITC (E = 525 nm) è
DyLight594 (E = 617 nm). ßäðà äîêðàøèâàëè ðàñòâîðîì
Hoechst 33258 (0,004 ìã/ìë). Àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêî-
ïà Olympus Fluoview FV10 (Olympus, ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Èñïîëüçîâàíèå â èññëåäîâàíèè îäíîé è òîé æå ïåð-
âè÷íîé êóëüòóðû êëåòîê ïîçâîëÿåò ñîïîñòàâëÿòü è ñðàâ-
íèâàòü ïîëó÷åííûå äàííûå. Êàê ïîêàçàë ïðåäâàðèòåëü-
íûé àíàëèç, ìîíîñëîéíàÿ êóëüòóðà äåðìàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ Ð18 äåìîíñòðèðîâàëà ïðèçíàêè ðåïëèêàòèâíî-
ãî ñòàðåíèÿ: èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè áûë íèæå 1,5, ñðåäíèé
äèàìåòåð êëåòîê ïðèáëèæàëñÿ ê 20 ìêì, òîãäà êàê èíäåêñ
ïðîëèôåðàöèè êóëüòóðû Ð4 áûë ðàâåí 2—2,5, à ñðåäíèé
äèàìåòåð êëåòîê áûë ðàâåí 13 ìêì. Êðîìå òîãî, êóëüòóðà
Ð18 ïðàêòè÷åñêè íå ýêñïðåññèðîâàëà êîëëàãåíû I, III è IV
òèïîâ è ôèáðîíåêòèí è íå ôîðìèðîâàëà ñôåðîèäû â 3D
êóëüòóðå, ÷òî òàêæå ïîäòâåðæäàåò ïðîöåññ «ñòàðåíèÿ»
êëåòîê â êóëüòóðå.

Äàëåå ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû ýêñïðåññèè êëþ÷åâûõ
áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ), îáåñïå÷èâàþùèõ
öåëîñòíîñòü è ôóíêöèîíàëüíîñòü çäîðîâîé è ìîëîäîé êî-
æè, â2D è 3D êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ð199. Êàê
ïîêàçàíî íà ðèñ. 1 è 2, ýêñïðåññèÿ êîëëàãåíîâ I è III òè-
ïîâ â êóëüòóðå Ð18 ñîîòâåòñòâóåò ýêñïðåññèè â êóëüòóðå
Ð4 íåçàâèñèìî îò âíåñåííîé êîíöåíòðàöèè áåëêà ð199,
òîãäà êàê ýêñïðåññèÿ êîëëàãåíà IV òèïà (ðèñ. 3) è ôèáðî-
íåêòèíà (ðèñ. 4) ÿâíî èìååò äîçîçàâèñèìûé õàðàêòåð: èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èçìåíÿåòñÿ ïðè âîçäåéñòâèè
ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ïðåïàðàòà. Ëîêàëèçàöèþ áåë-
êîâ ÂÊÌ â êëåòêàõ íàáëþäàëè ñëåäóþùóþ: êîëëàãåíîâ I
è IV òèïîâ — îêîëîÿäåðíóþ, êîëëàãåíà III òèïà — ðàâíî-
ìåðíóþ ïî öèòîïëàçìå, ôèáðîíåêòèíà — âäîëü ìåìáðàí
â öèòîïëàçìå è âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå.
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Ðèñ. 4. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè ôèáðîíåêòèíà (çåëåíûé) â 2D êóëüòóðå Ð18 ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ð199, ñìåøàííîãî
ñ ðîñòîâîé ñðåäîé â ñîîòíîøåíèè 1:10 (À), 1:100 (Á), è ôèáðîáëàñòîâ Ð4, êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Â). ßäðà äîêðàøåíû Hoechst 33258 (ñèíèé).

Ðèñ. 2. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè êîëëàãåíà III (çåëåíûé), �SMA (êðàñíûé) â 2D êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ Ð18 ïîñëå ñîêóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ñ ð199, ñìåøàííîãî ñ ðîñòîâîé ñðåäîé â ñîîòíîøåíèè 1:10 (À), 1:100 (Á), è ôèáðîáëàñòîâ Ð4, êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Â). ßäðà äîêðàøåíû
Hoechst 33258 (ñèíèé).

Ðèñ. 1. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè êîëëàãåíà I (êðàñíûé) â 2D êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ Ð18 ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ð199, ñìåøàí-
íîãî ñ ðîñòîâîé ñðåäîé â ñîîòíîøåíèè 1:10 (À), 1:100 (Á), è ôèáðîáëàñòîâ Ð4, êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Â). ßäðà äîêðàøåíû Hoechst 33258 (ñèíèé).

Ðèñ. 3. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè êîëëàãåíà IV (êðàñíûé) â 2D êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ Ð18 ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ð199,
ñìåøàííîãî ñ ðîñòîâîé ñðåäîé â ñîîòíîøåíèè 1:10 (À), 1:100 (Á), è ôèáðîáëàñòîâ Ð4, êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Â).
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Ðèñ. 8. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè ôèáðîíåêòèíà (çåëåíûé) â ñôåðîèäàõ, ïîëó÷åííûõ èç ôèáðîáëàñòîâ Ð18 ïîñëå ñîêóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ñ ð199, ñìåøàííîãî ñ ðîñòîâîé ñðåäîé â ñîîòíîøåíèè 1:10 (À), 1:100 (Á), è ôèáðîáëàñòîâ Ð4, êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Â). ßäðà äîêðàøåíû
Hoechst 33258 (ñèíèé).

Ðèñ. 6. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè êîëëàãåíà III (çåëåíûé), �SMA (êðàñíûé) â ñôåðîèäàõ, ïîëó÷åííûõ èç ôèáðîáëàñòîâ Ð18 ïî-
ñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ð199, ñìåøàííîãî ñ ðîñòîâîé ñðåäîé â ñîîòíîøåíèè 1:10 (À), 1:100 (Á), è ôèáðîáëàñòîâ Ð4, êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Â).
ßäðà äîêðàøåíû Hoechst 33258 (ñèíèé).

Ðèñ. 5. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè êîëëàãåíà I (êðàñíûé) â ñôåðîèäàõ, ïîëó÷åííûõ èç ôèáðîáëàñòîâ Ð18 ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâà-
íèÿ ñ ð199, ñìåøàííîãî ñ ðîñòîâîé ñðåäîé â ñîîòíîøåíèè 1:10 (À), 1:100 (Á), è ôèáðîáëàñòîâ Ð4, êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Â). ßäðà äîêðàøåíû Ho-
echst 33258 (ñèíèé).

Ðèñ. 7. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè êîëëàãåíà IV (êðàñíûé) â ñôåðîèäàõ, ïîëó÷åííûõ èç ôèáðîáëàñòîâ Ð18 ïîñëå ñîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ ñ ð199, ñìåøàííîãî ñ ðîñòîâîé ñðåäîé â ñîîòíîøåíèè 1:10 (À), 1:100 (Á), è ôèáðîáëàñòîâ Ð4, êîíòðîëüíîé ãðóïïû (Â).



Àíàëèç ýêñïðåññèè áåëêîâ ÂÊÌ â ñôåðîèäàõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ïîêàçàë, ÷òî â 3D êóëüòóðå êëåòêè ñèíòåçèðóþò
áåëêè ìàòðèêñà íå òîëüêî âíóòðè êëåòêè, íî è âî âíåêëå-
òî÷íîå ïðîñòðàíñòâî, ïîçâîëÿÿ òàêèì îáðàçîì îöåíèòü
ñòðóêòóðó íîâîîáðàçîâàííîãî êàðêàñà. Â 3D êóëüòóðå êîë-
ëàãåí I (ðèñ. 5) è III (ðèñ. 6) òèïîâ ôîðìèðóþò ïëîòíóþ
îáîëî÷êó, îêðóæàÿ âñå êëåòêè ñôåðîèäà, ýêñïðåññèÿ áåë-
êîâ íîñèò äîçîçàâèñèìûé õàðàêòåð: èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè âûøå ïðè ðàçâåäåíèè ïðåïàðàòà ð199 â ðîñòî-
âîé ñðåäå 1:10. Îäíàêî èçìåíåíèÿ â èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè ìåòêè êîëëàãåíîâ I è III íå òàê çíà÷èòåëüíû,
êàê äëÿ êîëëàãåíà IV òèïà (ðèñ. 7). Êîëëàãåí IV òèïà ôîð-
ìèðóåò âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå ñåòåâèäíûé êàð-
êàñ, ðàñïîëîæåííûé ïðåèìóùåñòâåííî â öåíòðàëüíîé ÷à-
ñòè ñôåðîèäà. Ýêñïðåññèÿ êîëëàãåíà IV òèïà ïîëíîñòüþ
êîððåëèðóþò ñ êîíöåíòðàöèåé ð199 â ñðåäå, áîëåå òîãî
ýêñïðåññèÿ ýòîãî áåëêà ÂÊÌ âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàí-
ñòâå ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò â êîíòðîëüíîé ãðóïïå, êîòî-
ðóþ íå èíêóáèðîâàëè ñ ïåïòèäîì ð199. Ýêñïðåññèÿ ôèá-
ðîíåêòèíà òàêæå çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà
ð199, óâåëè÷èâàÿñü â ñîîòâåòñòâèè ñ åãî êîíöåíòðàöèåé è
ïðåâûøàÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêà â êîíòðîëüíîé ãðóï-
ïå (ðèñ. 8). Ñòðóêòóðà íîâîñèíòåçèðîâàííîãî ôèáðîíåê-
òèíà âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå — íèòåâèäíàÿ, ìàò-
ðèêñ îáúåäèíÿåò êëåòêè ñôåðîèäà â åäèíóþ ñåòü, ó÷àñò-
âóÿ, âåðîÿòíî, â êîìïàêòèçàöèè ñôåðîèäà.

Êîëëàãåí — ôèáðèëëÿðíûé ñåêðåòîðíûé áåëîê, íàè-
áîëåå ðàñïðîñòðàíåííûé â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà. Îí îáðà-
çóåò âîëîêíà, ïåðåïëåòàþùèåñÿ êàê íèòè â òêàíè. Êîëëà-
ãåí è ýëàñòèí ôîðìèðóþò âîëîêíèñòûé êàðêàñ, â êîòîðûé
ìîãóò âðàñòàòü íîâûå êëåòêè, è îáåñïå÷èâàþò êîæå óïðó-
ãîñòü è ýëàñòè÷íîñòü, à íàðóøåíèå èõ ñèíòåçà ïðèâîäèò
ê ïîòåðå ýòèõ ñâîéñòâ. Ïî ìîðôîëîãèè êîëëàãåí ïðèíÿòî
äåëèòü íà òðè ãðóïïû: ôèáðèëëÿðíûé êîëëàãåí: êîëëàãå-
íû I, II, III è V òèïîâ; ñåòåâèäíûé êîëëàãåí — êîëëàãåí
IV òèïà, îáðàçóþùèé îïîðíóþ ñåòü áàçàëüíûõ ìåìáðàí;
íèòåâèäíûé êîëëàãåí — êîëëàãåí VI òèïà.

Êîëëàãåíû I è III òèïîâ ôîðìèðóþò îñíîâíîé êàðêàñ
äåðìû, íî èõ ñîîòíîøåíèå â êîæå ìåíÿåòñÿ ñ âîçðàñòîì
[4]. Â ðåçóëüòàòå ñòàðåíèÿ â êîæå ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå
àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), êîòîðûå ïîâûøàþò
óðîâåíü ïåïòèäà-àêòèâàòîðà 1 (ÀÐ-1), ñòèìóëèðóþùåãî
àêòèâíîñòü ìàòðè÷íûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç 1, 2 è 9 (MMP1,
2, 9), ÷òî ïðèâîäèò ê ðàçðóøåíèþ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà êîæè. Â òî æå âðåìÿ ÀÔÊ ñíèæàþò ñîäåðæàíèå ôàêòî-

ðà TGF-�2, îòâå÷àþùåãî çà ñèíòåç íîâîãî êîëëàãåíà. Òà-
êèì îáðàçîì, ôîðìèðóåòñÿ äèñáàëàíñ áåëêîâ ÂÊÌ [6].

Êîëëàãåí IV òèïà — óíèêàëüíûé ÷ëåí ñåìåéñòâà êîë-
ëàãåíîâ, êîòîðûé ïðèñóòñòâóåò òîëüêî â áàçàëüíîé ìåìá-
ðàíå, õàðàêòåðåí òîëüêî äëÿ ýìáðèîíàëüíîãî è äåòñêîãî
âîçðàñòà è ñ ãîäàìè áûñòðî óìåíüøàåòñÿ [9]. Ôèáðîáëà-
ñòû, êîòîðûå áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ äàííîãî èññëåäîâà-
íèÿ, áûëè âûäåëåíû èç êîæè ÷åëîâåêà, âîçðàñò êîòîðîãî
ñîñòàâëÿë 54 ãîäà, ïîýòîìó ýêñïðåññèÿ êîëëàãåíà IV
â êîíòðîëüíîé ãðóïïå âûÿâëåíà íå áûëà. Îäíàêî èìåííî
äàííûé ïàðàìåòð ìîæåò ñòàòü íàèáîëåå ïîêàçàòåëüíûì
â äîêàçàòåëüñòâå ýôôåêòèâíîñòè àíòèâîçðàñòíîé àêòèâ-
íîñòè êîñìåòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ. Êàê ñëåäóåò èç ñîïî-
ñòàâëåíèÿ ðåçóëüòàòîâ ýêñïðåññèè 2D (ðèñ. 3) è 3D
(ðèñ. 7) êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ, êëåòêè ÷åëîâåêà ñ âîçðà-
ñòîì íå óòðà÷èâàþò ïîëíîñòüþ ñïîñîáíîñòü ñèíòåçèðî-
âàòü êîëëàãåí IV òèïà (ðèñ. 3, Â), îäíàêî ýòî íå îçíà÷àåò,
÷òî ïðè ýòîì ôèáðîáëàñòû ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü ñèíòå-

çèðîâàòü åãî âî âíåêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâî äëÿ ôîðìè-
ðîâàíèÿ êàðêàñà äåðìû (ðèñ. 7, Â). Èç ïðåäñòàâëåííûõ ðå-
çóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî îöåíèòü èçìåíåíèÿ â ñèíòåçå è
ñòðóêòóðå êëþ÷åâûõ áåëêîâ ÂÊÌ âîçìîæíî òîëüêî â 3D
êóëüòóðå.

Èç ïðèâåäåííûõ âûøå ðåçóëüòàòîâ, òàêæå áûëî óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ïðåïàðàò 199 ïîëîæèòåëüíî âëèÿåò íà óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ôèáðîíåêòèíà (ðèñ. 8), êîòîðûé âìåñòå
ñ ãëèêîçàìèíîãëèêàíàìè ñîñòàâëÿþò àìîðôíûé (îñíîâ-
íîé) êîìïîíåíò ìåæêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Òàêæå ôèáðî-
íåêòèí îòâå÷àåò çà àäãåçèþ, ïîäâèæíîñòü, äèôôåðåíöè-
ðîâêó è âçàèìíóþ îðèåíòàöèþ êëåòîê [3]. Êðîìå òîãî,
ïðè èçó÷åíèè ïðîöåññîâ ñôåðîèäîîáðàçîâàíèÿ â êóëüòóðå
äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êëåòêè,
íå ýêñïðåññèðóþùèå ôèáðîíåêòèí íå ìîãëè îáðàçîâàòü
[14]. Â äàííîì èññëåäîâàíèè ôèáðîáëàñòû Ð18 íå îáðàçî-
âûâàëè ñôåðîèäû, ÷òî, âåðîÿòíî, áûëî ñâÿçàíî èìåííî ñî
ñíèæåííîé ýêñïðåññèåé ôèáðîíåêòèíà, è, êàê ñëåäóåò èç
ïðåäñòàâëåííûõ ðåçóëüòàòîâ, èìåëî îáðàòèìûé ýôôåêò
â ïðèñóòñòâèè àíàëèçèðóåìîãî ïðåïàðàòà ð199. Ïîýòîìó
ñïîñîáíîñòü êëåòîê ôîðìèðîâàòü ñôåðîèäû òàêæå ìîæíî
ñ÷èòàòü êîñâåííûì ïðèçíàêîì àíòèâîçðàñòíîãî äåéñòâèÿ
êîñìåòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ.

Ìîíîñëîéíûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû ÿâëÿþòñÿ ïðè-
çíàííîé ìîäåëüíîé ñèñòåìîé, èñïîëüçóåìîé â ðàçðàáîòêå
è èññëåäîâàíèÿõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ. Îäíàêî òàêàÿ 2D
êëåòî÷íàÿ ìîäåëü îòëè÷àåòñÿ îò åñòåñòâåííûõ óñëîâèé.
Îáû÷íàÿ àäãåçèâíàÿ êóëüòóðà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðàñòó-
ùèå äâóìåðíûì (2D) ìîíîñëîåì êëåòêè íà ïëîñêîé ïî-
âåðõíîñòè. Êëåòêè, ïðèêðåïëåííûå ê èñêóññòâåííîé ïëà-
ñòèêîâîé èëè ñòåêëÿííîé ïîäëîæêå, êîíòàêòèðóþò ñ äðó-
ãèìè êëåòêàìè ñ îáðàçîâàíèåì ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ
òîëüêî â îäíîé ïëîñêîñòè, ÷òî ïðåïÿòñòâóåò ôîðìèðîâà-
íèþ ìíîãîìåðíîé ñòðóêòóðû. Âñå îðãàíû è òêàíè, âêëþ-
÷àÿ êîæó, èìåþò òðåõìåðíóþ êëåòî÷íóþ îðãàíèçàöèþ
â êîòîðîé êëåòêè âçàèìîäåéñòâóþò äðóã ñ äðóãîì, îáðàçóÿ
ñëîæíûå êîìïëåêñû êîíòàêòîâ ñ äðóãèìè êëåòêàìè è âíå-
êëåòî÷íûì ìàòðèêñîì, ôîðìèðóÿ, òàêèì îáðàçîì, óíèêà-
ëüíîå ìèêðîîêðóæåíèå. Ïîýòîìó «ñòàðåíèå» ìîíîñëîé-
íîé êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ in vitro âî ìíîãîì ñõîäíî, íî
íå ïîëíîñòüþ ýêâèâàëåíòíî ñòàðåíèþ êîæè in vivo. Âîñ-
ïðîèçâåñòè âñå âîçðàñòíûå èçìåíåíèÿ íà ìîíîñëîéíîé
êóëüòóðå â ïîëíîì îáúåìå íå óäàåòñÿ. Ýòî ïðèâîäèò èñ-
ñëåäîâàòåëåé ê ïåðåâîäó ìîäåëüíûõ ñèñòåì èç 2D â 3D
óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ [5]. Îäíèì èç âàðèàíòîâ 3D
êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÿâëÿþòñÿ ñôåðîèäû. Îíè ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé òðåõìåðíûå ñàìîîðãàíèçóþùèåñÿ â ñèëó ïðè-
ðîäíûõ àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ ñôåðè÷åñêèå êëàñòåðû êëå-
òîê, ñîñòîÿùèå êàê èç îäíîãî òèïà êëåòîê, òàê è èç íåñêî-
ëüêèõ [10]. Ïðè ôîðìèðîâàíèè ñôåðîèäîâ êëåòêè ìîãóò
âîññòàíîâèòü ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû è ñîçäàòü ìèêðî-
îêðóæåíèå, ïîääåðæèâàþùåå èõ íàòèâíûé ôåíîòèï. Îä-
íàêî íå âñå êëåòêè ìîãóò îáðàçîâûâàòü ñôåðîèäû. Íèçêî-
äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè ÷åëîâåêà, âêëþ÷àÿ «íåçðå-
ëûå» ôèáðîáëàñòû, â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ àäãåçèè ñïîñîá-
íû àãðåãèðîâàòü äðóã ñ äðóãîì, ôîðìèðóÿ íîâóþ ìíîãî-
êëåòî÷íóþ ñòðóêòóðó — ñôåðîèä, ñîäåðæàùèé ýïèòåëèà-
ëüíûé è ìåçåíõèìíûé êîìïîíåíòû [1, 11, 13]. Ñòàðåþ-
ùèå êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ ñïîñîáíîñòü ê ñôåðîèäîîá-
ðàçîâàíèþ óòðà÷èâàþò. Äëÿ ñôåðîèäîîáðàçîâàíèÿ âàæåí
îïðåäåëåííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ôèáðîíåêòèíà è èí-

òåãðèíîâ �5 è �1 ôèáðîáëàñòàìè. Äèôôåðåíöèðîâêà è
ïîñëåäóþùåå ñòàðåíèå êëåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ óòðàòîé
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ñïîñîáíîñòè ê ìåçåíõèìî-ýïèòåëèàëüíîìó ïåðåõîäó, áåç
êîòîðîãî íåâîçìîæíî ôîðìèðîâàíèå ñôåðîèäîâ. Òàêèì
îáðàçîì, ñôåðîèäîîáðàçîâàíèå ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíîé ïðî-
ñòîé êîëè÷åñòâåííîé òåñòîâîé ñèñòåìîé äëÿ îïðåäåëåíèÿ
êëåòî÷íîé çðåëîñòè è îöåíêè âëèÿíèÿ íà íåå èññëåäóå-
ìûõ ïðåïàðàòîâ.

Êðîìå òîãî, 3D êëåòî÷íûå êóëüòóðû áîëåå ñòàáèëüíû,
÷åì 2D êëåòî÷íûå êóëüòóðû. Èõ ìîæíî ïîääåðæèâàòü
â êóëüòóðå â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè — áîëåå 3 ìå-
ñÿöåâ, â îòëè÷èå îò ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð, êîòîðûå áûñò-
ðî äîñòèãàþò êîíôëóåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ è òðåáóþò ïîñòî-
ÿííîãî ïåðåñåâà èëè ïðè îòñóòñâèè ïðîëèôåðàöèè («ñòà-
ðûå» êóëüòóðû) ïîãèáàþò. Ïîýòîìó èìåííî 3D êóëüòóðû
ìîæíî àêòèâíî èñïîëüçîâàòü ïðè èçó÷åíèè îòñðî÷åííûõ
ýôôåêòîâ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ.
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Copmarative study of p199 effect
on 2D and 3D cultures of human dermal fibroblasts
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Nowadays, biotechnologies open the way for application of a wide range of effective and innovative cosmetic
active substances. Modern development of cell technologies theoretically allows us to completely replace animal
models for the development and analysis of cosmetic products with cell cultures, which are relatively easy-to-use,
highly sensitive to toxic effects, and preferable in the context of bioethics. Monolayer culture of dermal fibroblasts
is a widely used model system in the field of testing and development of cosmetic products. In contrast to 2D
monolayer, 3D spheroids from dermal fibroblasts can become a model that would be closer to native tissue orga-
nization while maintaining a high throughput analysis capacity. In the current study, we compared the
dose-dependent effect of P199 peptide on the expression of I, III and IV types collagen and fibronectin in 2D and
3D cultures of human dermal fibroblasts. By using this three-dimensional model, we were able to evaluate
changes in the level of expression of extracellular matrix proteins, as well as their structure during synthesis to the
extracellular space.

Key words: cosmetic products testing, cell culture, fibroblasts, spheroids, collagen, fibronectin
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