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Аннотация.
Работа посвящена разработке экспериментальной модели тестирования на клетках кожи человека in vitro. Для апробации комплекса ответных реакций клеток, обеспечивающих барьерную функцию организма, определяли влияние ультрафиолетового излучения и фитопрепарата Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) на клетки двух типов, предлагаемые в качестве тест-моделей контактов с кожей человека – кератиноциты и фибробласты. Установлено гибельное влияние УФ-излучения на неприкреплённые клетки. Получены данные об отсутствии цитотоксической активности и пролиферативного ответа использованных линий клеток при культивировании с 0,01% раствором Уснеи. Подтверждается корректность применения Уснеи нитевидной для репарации ран в фитотерапии, что позволяет рекомендовать её для модификации ранозаживляющих средств. Использованные в исследовании клетки являются экономически выгодными и дающими отклик за короткое время тест-системами, которые можно рекомендовать к применению для анализа токсических агентов, новых веществ, лекарственных форм, косметических средств и материалов, контактирующих с кожей человека.
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Введение.
Многие достижения фундаментальных и прикладных исследований в биологии и медицине тем или иным образом зависели от опытов на животных. Для минимизации количества подопытных животных или полной их замены используются альтернативные биологические модели. Культуры клеток человека и животных применяются исследователями ввиду возможности быстро получить морфофизиологический отклик биологической системы. Немаловажную роль играют не только сокращение временных и экономических затрат, но и биоэтическая сторона исследований [5].
В настоящее время клеточные технологии являются одним из приоритетных направлений регенеративной медицины. Задача клеточных технологий в этом случае заключается в трансплантации живых клеток, тканеинженерных конструкций в область дефекта [2, 7]. Особая актуальность изучения вопросов восстановительных процессов при регенерации, например, кожного покрова, связана не только с ростом количества травм кожи, но и с проблемой негативного воздействия окружающей среды (ультрафиолетового излучения и др.). В связи с пограничным расположением кожа постоянно подвергается воздействию потенциально вредных микробиологических, термических, механических и химических факторов [1, 4]. В этом случае клетки кожи становятся гипотетически удобной тест-системой для изучения различных негативных воздействий, апробирования новых лекарственных форм, подходов лечения, косметических средств и воздействий. В Бурятском государственном университете начала свою работу лаборатория биотехнологий, где ведутся исследования в области клеточных технологий и тканевой инженерии. Приведенные выше данные и появившиеся в Республике Бурятия возможности работы с клетками в культуре определили направление данного исследования.

Цель: разработка модели тестирования с применением клеток кожи человека in vitro.
Задачи: 1. Охарактеризовать морфофизиологические особенности клеток кожи человека – кератиноцитов и фибробластов в культуре.
2. Определить влияния ультрафиолетового излучения на культивируемые клетки кожи человека (пример физического воздействия, неблагоприятного экологического фактора).
3. Оценить наличие и степень цитотоксичности раствора Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) на культивируемые клетки кожи человека (пример химического воздействия, применения фитопрепарата).
Часть I. Обзор литературы.
Биологические тест-системы.
Под биологической тест-системой понимают биологический объект или совокупность биологических объектов, которые в определенных условиях могут давать устойчивый отклик (ответ) на воздействие различных факторов [5].

В качестве тест-объектов часто используют различные виды рыб, линейных животных (полученных из одной пары родственных особей, генетически охарактеризованных) животных, как правило, мышей и крыс. В последнее время в экспериментах, требующих значительного объема биологического материала, например, крови, используют линии мини-свиней [5].

Все тест-объекты должны существовать и размножаться в строго определенных условиях. В некоторых тест-системах в качестве биологического объекта может быть использован внутриклеточный биологический материал: митохондрии, эндоплазматический ретикулум, ферменты, рибонуклеиновые кислоты.

Простейшим откликом биологической тест-системы является выживание ее объектов в ходе воздействия испытуемого фактора. Считается, что наиболее чувствительные биологические тест-системы дают положительный отклик на воздействие. Например, очень чувствительны тест-системы, основанные на том, что биологический объект избегает воздействия экологического фактора. Животные сначала уходят от воздействия неблагоприятного фактора, пытаются его избежать, при невозможности избегания воздействия в биологическом объекте начинаются патологические изменения и в итоге происходит его гибель.

Примером одной из «древнейших» биологических тест-систем может служить птица в клетке. Шахтеры Англии брали с собой в угольные шахты канареек. При появлении в шахте метана канарейки в клетках начинали беспокоиться и кричать, и это становилось сигналом к уходу из опасного забоя. С этой же точки зрения собаку или свинью, разыскивающую под землей грибы (трюфели), а теперь наркотики или взрывчатку, также можно рассматривать как одну из древнейших биологических тест-систем, чувствительность которой до сих пор не удается превзойти, даже используя современные аналитические методы.

Проблема замены животных, используемых в качестве тест-объектов для диагностики и лечения наследственных заболеваний, при испытании новых фармакологических веществ, воздействия экологических факторов и т.д. – вопрос не только биоэтики, но и предложений альтернативных вариантов биологических тест-систем.
Клеточные технологии.
В начале XX века была доказана возможность выделения клеток из тканей животных и культивирования их вне организма, то есть in vitro. Освоение и реализация методов культивирования в таких клетках вирусов было вторым этапом развития клеточных технологий. В результате освоения этих методов стало возможным клонировать в клетках специфические гены и получать их экспрессию, а также организовывать получение клеточных популяций в культуре из одной клетки. Клеточные технологии включают различные подходы и методы, среди которых получение клеток, свободных от микробной контаминации (загрязнения); возможность роста и развития клеток, выделенных из различных тканей и органов; методы оценки состояния клеток в культуре и динамики развития [2, 5, 7].

Культуры клеток животных и человека предъявляют определенные требования к жидкой (питательная среда), газообразной (концентрация газов) и твердой (поверхность субстрата (в случае субстратзависимых культур)) фазе. Для роста in vitro клеткам необходимы ростовые субстраты и факторы роста. Основная культуральная среда содержит аминокислоты, глюкозу, витамины, жирные кислоты и некоторые белки, неорганические соли. Культуральная среда должна иметь заданные значения активной реакции; большинство клеток в культуре растут при рН в пределах от 7,2 до 7,4. Клетки растут в гумидной (влажной) среде (в составе которой 5 % СО2). Буферная система на основе бикарбоната в сочетании с атмосферным 5 % СО2 поддерживает оптимальное среднее значение рН. Клетки выращиваются во влажном инкубаторе при 37 °С (оптимальная температура) в атмосфере, содержащей 5 % СО2 при поддержании условий строгой стерильности.

Будущее медицины сегодня напрямую связывают с развитием клеточных технологий, которые позволяют, не меняя поврежденный орган, «обновлять» его клеточный состав. Такое «обновление» структурно-функциональных элементов органа позволяет решать те же задачи, что и органная трансплантация. Вместе с тем эта технология намного расширяет возможности трансплантационного лечения, делая его доступным для широкого круга разных категорий пациентов. Список болезней, в лечении которых возможно применение клеточных технологии, быстро растет [7]. 

Использование различных линий клеточных культур позволяет выбрать объект для исследования и изолированно изучать специфику токсического или цитопротекторного действия на клетки различных органов и тканей животных и человека.

Культуры клеток кожи человека. Современные данные о морфологии кожи.
Кожа является для организма не только барьером от воздействия внешних факторов, но и активно участвует в процессах обеспечения жизнедеятельности, благодаря поверхностному расположению, является его наружной оболочкой, посредством которой контролируется влияние фактов окружающей среды [1, 4].

Кожа – это толстая прочная эластичная мембрана, состоящая из трех слоев – эпидермиса, дермы и гиподермы с дополнительными структурами: сальными, потовыми железами, сенсорными рецепторами, волосяными фолликулами и ногтями, которые помогают ей не только играть роль телесного покрытия, но и выполнять другие не менее важные функции. Эпидермис представляет собой эпителиальную ткань, состоящую из плотно расположенных между собой клеток, не содержащих никаких межклеточных элементов. Клетки эпидермиса расположены таким образом, что составляют четыре или пять слоев в зависимости от участка кожи. Дерма – средний слой кожи, состоящий из клеток и нитей соединительной ткани, где в основном расположены все железы и рецепторы. Гиподерма – самый глубокий слой кожи, на различных частях тела разный по глубине и в основном состоящий из жировой ткани, которая составляет основу энергетического резерва организма и является термоизолятором [1, 3].

В коже млекопитающих преобладающими типами клеток являются кератиноциты и фибробласты. Кератиноциты – это обновляющаяся популяция клеток эпидермиса, у человека это происходит в среднем каждые 26-28 суток, но имеются региональные и возрастные особенности. Фибробласты (от лат. fibra – волокно и греч. bλάστη – росток) – клетки соединительной ткани организма, синтезирующие внеклеточный матрикс: коллагены и другие белки [3].

В культуре кератиноциты базального слоя способны к активному делению. Впервые культуру кератиноцитов получили в 1975 г. Д. Рейнвальд и Г. Грин. Фибробласты отличаются веретеновидной структурой и также активно пролиферируют (растут) in vitro. Методика для культивирования фибробластов была разработана в 1968 году для лечения ран (Ross, 1968). Культуры клеток кожи активно используются для задач регенеративной медицины [2, 5, 7].

Несмотря на то, что в качестве тест-систем в настоящее время используется большое количество разных объектов, несомненный научный и практический интерес представляет изучение, апробация и применение комплекса ответных реакций клеток, имеющих защитный характер и обеспечивающих адаптацию к меняющимся условиям в ответ на воздействие различных неблагоприятных факторов, токсических агентов, новых веществ и материалов.

Часть II. Результаты исследования.
Материалы и методы, объекты исследования.
Место проведения исследования. Работа проведена на базе Малого инновационного предприятия «Байкальский центр биотехнологий» Бурятского государственного университета в рамках договора о сотрудничестве.

Объекты исследования – кератиноциты человека – клетки линии HaCaT (эпителиальные клетки), фибробласты – линия дермальных клеток (клетки соединительной ткани). Первичные культуры и культуры стабильных клеточных линий кожи человека ранее в Республике Бурятия не велись.

В работе использовали следующие материалы: среды для культивирования клеток человека DМЕМ с глютамином, содержащей 10% фетальной бычьей сыворотки, 1% пенициллин-стрептомицина (5000 Ед/мл), 1% гентамицина. Для пассирования (открепления и пересадки) клеток применяли ферментативный раствор Версена и 0,05% трипсина. Клетки 2 типов культивировали в пластиковых флаконах площадью 25 см2. Для изучения ультрафиолетового излучения на клетки кожи человека использовали следующее оборудование: ламинарный бокс с ультрафиолетовой лампой, инкубатор для культивирования клеток (5% СО2, 95% влажности, 37 0С), микроскоп инвертированный, центрифугу, термостат суховоздушный (37 0С). Для определения цитотоксичности Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) для клеток кожи в питательную среду культивирования вносили водный раствор экстракта лишайника [3, 4].

Для морфофизиологического анализа клеток в культуре применяли следующие методы: ведение клеток в культуре: пересев клеток, замена среды, микроскопия (наблюдения), подсчет клеток с помощью камеры Горяева.

Результаты исследования.
2.2.1.
Сравнительный анализ культур клеток кожи человека – кератиноцитов и фибробластов.
При сравнительном анализе культур клеток кожи показано, что исследуемые клетки морфофизиологически были отличны, что объясняется их происхождением и функциями. Кератиноциты линии HaCaT, относящиеся к эпидермальному слою кожи, обладали следующими морфологическими особенностями: округлые, мелкие до 25 мкм клетки, с центрально расположенным ядром и двумя ядрышками, с преобладанием в цитоплазме зернистости, без отростков (фото 1а). Физиологические особенности кератиноцитов in vitro отмечали следующие: сильная адгезия (прикрепление) к культуральному пластику (поверхности), образование на поверхности монослоя, активное взаимодействие с окружающими клетками, заключающееся в тесном контакте, что демонстрировалось в виде «ковра».

Фибробласты являлись культурой из дермы кожи человека и отличались от кератиноцитов большим размером – до 50-150 мкм, веретеновидной или звездчатой за счет длинных, вытянутых отростков до 70 мкм. Ядра клеток располагались центрально, присутствовала зернистость, отмечали цитоскелетные белки (фото 1б). Фибробласты менее адгезивны в культуре, что было отмечено при 2-минутном откреплении клеток при воздействии трипсина-версена, в отличие от кератиноцитов, которые откреплялись от поверхности в течение 20-30 минут с применением механической силы. Дермальные клетки также образовывали монослой на поверхности культурального пластика, но при этом выглядели как густая сеть отростков с клоногенным ростом. Таким образом, исследуемые клетки морфологически существенно отличались в виду происхождения, физиологических особенностей. В культуре клетки эпидермиса и дермы адгезивны к поверхности, одинаково способны делиться в среде ДМЕМ с 10% фетальной бычьей сыворотки, образовывать монослой, т.е. функционировать как полноценные клеточные системы.

Определение влияния ультрафиолетового излучения на культивируемые кератиноциты и фибробласты дермы человека.
Для определения влияния ультрафиолетового излучения на морфофизиологические особенности кератиноцитов и фибробластов в культуре готовили суспензию с однородно распределенными клетками в среде DМЕМ и пипетировали (переносили) одинаковое количество суспензии (1 мл) в пластиковые чашки Петри. Чашки Петри (n=3) устанавливали под ультрафиолетовой лампой в ламинарном шкафу в течение 15 минут, контрольные чашки Петри (n=3) переносили в инкубатор. Через 15 минут чашки Петри, облученные ультрафиолетом, переносили в инкубатор, через 24 часа анализировали морфофизиологическое состояние по сравнению с положительным контролем (обычные условия). В ходе наблюдений по истечении суток отмечали гибель кератиноцитов: клетки неприкрепленные конгломератами или одиночно присутствовали в суспензии среды. В контроле клетки адгезировали и делились, за 3 суток образовывали монослой (таблица 1). После воздействия ультрафиолетового излучения на неприкрепленные фибробласты в течение 15 минут, клетки содержали, не соответствующее норме по размерам и характеру расположению, вакуоли – гроздями, количество клеток не изменилось в течение последующих суток по сравнению с контролем, т.е. отмечали торможение (отсутствие) пролиферации (деления) клеток после воздействия ультрафиолетом. 

Таким образом, установлено, что после 15 минутного облучения ультрафиолетовой лампой, неприкрепленные кератиноциты линии HaCaT гибнут, фибробласты гипервакуолизируются или нежизнеспособны, в тоже время показано, что монослойные прикрепленные культуры кератиноцитов и фибробластов не подвергаются морфологическим изменениям и не пролиферируют.

Определение влияния Уснеи нитевидной на культивируемые кератиноциты и фибробласты дермы человека.
Для определения влияния Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) на морфофизиологические особенности кератиноцитов и фибробластов в культуре готовили стерильный водный раствор лишайника, добавляли в среду культивирования в концентрациях от 0,1 – 0,001 %. Готовили суспензию с однородно распределенными клетками в среде DМЕМ и пипетировали (по 1 мл) в пластиковые чашки Петри. Чашки Петри (n=3) и переносили в инкубатор. После инкубирования в течение 7 суток считали клетки с помощью камеры Горяева и сравнивали морфофизиологическое состояние по сравнению с положительным контролем (обычная среда DMEM) и отрицательным контролем (среда без антибиотиков). В ходе наблюдений по истечении 7 суток отмечали нормальное морфологическое состояние клеток двух типов и индукцию пролиферации клеток при 0,01% растворе Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) (график 1).

Фото 1. Морфологические особенности

кератиноцитов и фибробластов человека in vitro.

	1 а: Кератиноциты человека, х100
	1 б: Фибробласты человека, х100
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Таблица 1. Жизнеспособность культивируемых клеток кожи человека

после воздействия ультрафиолетового излучения (УФ).

	Клетки/ воздействие, экспозиция
	УФ,
15 минут
	Контроль
позитивный

	Кератиноциты
	Не жизнеспособны
	Адгезия, пролиферация

	Фибробласты
	Не жизнеспособны
	Адгезия, пролиферация


График 1. Количество клеток кожи человека (абсолютные значения) через 7 суток культивирования с раствором Уснеи нитевидной(Usnea utilissima Stirt.).
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Выводы.
1. Проведен сравнительный анализ морфологических особенностей кератиноцитов, фибробластов человека и отмечены особенности эпидермального и дермального ряда в культуре: характерные размеры, органеллы, цитоплазматические особенности, наличие отростков, особенности роста.

2. Установлено влияние 15 минутного ультрафиолетового излучения на морфофизиологические особенности кератиноцитов и фибробластов человека: гибель при экспонировании одиночных клеток и резистентность монослойной культуры.

3. Показано отсутствие цитотоксического действия 0,1-0,001% раствора Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) на кератиноциты и фибробласты человека и индукция пролиферации клеток при 0,001% концентрации.

Заключение и рекомендации по практическому применению результатов исследования.
Согласно результатам проведенного исследования выявлено отрицательное воздействие ультрафиолетового излучения на клетки кожи двух типов (эпидермальные, дермальные линейные культуры): снижение деления, гибель одиночных клеток, в то время как группа взаимодействующих клеток была внешне устойчива к стрессу. Такой клеточный ответ (реакция) объясняется чувствительностью отдельных клеток, у монослойных групп клеток – приближенные к тканевому ответу межклеточные связи, синтезированный внеклеточный матрикс устойчивый к воздействиям окружающей среды. Нельзя забывать и о роговом слое эпидермиса и активном межклеточном пространстве дермы в физиологических условиях. В ходе изучения цитотоксичности клеток при воздействии экстракта Уснеи нитевидной (Usnea utilissima Stirt.) отмечали клеточный пролиферативный ответ. Таким образом, использованные в исследовании клетки являются адекватными и интересными клеточными культурами и их можно рекомендовать к применению как тест-системы для анализа, например, новых лекарственных форм, косметических средств, медицинских подходов лечения дефектов кожи и т.д.
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