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(57) Abstract: 
FIELD: medicine.
SUBSTANCE: skin equivalent is produced that

represents extracellular protein matrix, with
mesenchymal cells within it and epidermal cells
on its surface. As a matrix collagen or fibrin
gel is used. As epidermal cells previously
selected keratocyte population with stem cell
character is used. Application of the invention

allows producing skin equivalent, containing
cells in active initial growth stage. Skin
equivalent is intended for cutaneous cover
regeneration in patients with extensive burns,
trophic ulcers, bedsores, and other kinds of wound.

EFFECT: prolonged stimulating effect on
patient's cells migration and proliferation.
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìåäèöèíå, â ÷àñòíîñòè ê ñðåäñòâàì ìåäèöèíñêîãî íàçíà÷åíè ,
ñîäåðæàùèì êóëüòóðû êëåòîê ÷åëîâåêà, è ñïîñîáû èõ ïîëó÷åíè .

Âîññòàíîâëåíèå êîæíîãî ïîêðîâà ñ èñïîëüçîâàíèåì êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê êîæè èìååò
30-ëåòíþþ èñòîðèþ. Íà÷àëî çàìåñòèòåëüíîé êîæíîé òåðàïèè áûëî ïîëîæåíî ðàáîòàìè
Ðåéíâàëüäà è Ãðèíà ïî âûäåëåíèþ è êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê ýïèäåðìèñà ÷åëîâåêà -
êåðàòèíîöèòîâ (Rheinwald J.G. and Green H., 1975).

Ê íàñòî ùåìó âðåìåíè ðàçðàáîòàíû ðàçëè÷íûå âèäû ýêâèâàëåíòîâ êîæè. Îáùèì äë 
íèõ  âë åòñ  ïðèíöèï ñîçäàíè  ýêâèâàëåíòà ïî àíàëîãèè ñî ñòðóêòóðîé íîðìàëüíîé êîæè:
ýêâèâàëåíò ñîñòîèò èç äåðìàëüíîãî è ýïèäåðìàëüíîãî ñëîåâ. Â îñíîâå äåðìàëüíîãî
êîìïîíåíòà - êàê ïðàâèëî, òðåõìåðíà  êîëëàãåíîâà  ìàòðèöà, ñîäåðæàùà  ìåçåíõèìíûå
êëåòêè. Ýïèäåðìàëüíûé ñëîé ôîðìèðóåòñ  íà ïîâåðõíîñòè äåðìàëüíîãî çà ñ÷åò ðîñòà è
äèôôåðåíöèðîâêè êåðàòèíîöèòîâ. Ñîñòàâ áåëêîâ ìàòðèöû, êëåòî÷íûõ ýëåìåíòîâ è
ñïîñîáîâ ôîðìèðîâàíè  ýïèäåðìàëüíîãî ñëî  â ðàçíûõ ìîäåë õ âàðüèðóþò.

Îäíèì èç ïåðâûõ ñïîñîáîâ ïîëó÷åíè  ýêâèâàëåíòà êîæè  âë åòñ  ñïîñîá, îïèñàííûé
Áåëëîì (àíàëîã 1) (Bell et al., 1983). Â äàííîì èçâåñòíîì ñïîñîáå ñíà÷àëà ôîðìèðóåòñ 
êîëëàãåíîâûé ãåëü ïóòåì ñìåøèâàíè  êèñëîãî ðàñòâîðà êîëëàãåíà I òèïà, ïîëíîé
ïèòàòåëüíîé ñðåäû è ìåçåíõèìíûõ êëåòîê - ôèáðîáëàñòîâ. Ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîì çíà÷åíèè
ðÍ ãåëü ïîëèìåðèçóåòñ . Êëåòêè, ðàñïëàñòûâà ñü âíóòðè ãåë , íà÷èíàþò åãî ñîêðàùàòü.
Ñòåïåíü è ñêîðîñòü ñîêðàùåíè  ãåë  çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè êîëëàãåíà è êëåòîê.
Óìåíüøåíèå ðàçìåðîâ ãåë  ìîæåò ïðîèñõîäèòü äî 5 ðàç. Àâòîðû ïîëàãàëè, ÷òî òàêîå
ñîñòî íèå ãåë , â êîòîðîì êîëëàãåíîâûå ôèáðèëëû ïëîòíî ðàñïîëîæåíû, à ôèáðîáëàñòû
íàõîä òñ  â ñîñòî íèè ïîêî , ò.å. íå ïðîëèôåðèðóþò, ñîîòâåòñòâóåò íîðìàëüíîé äåðìå.
Íà ïîâåðõíîñòü ñôîðìèðîâàííîãî äåðìàëüíîãî ýêâèâàëåíòà ïîìåùàþò êóñî÷êè êîæè, èç
êîòîðûõ íà÷èíàþò ìèãðèðîâàòü êåðàòèíîöèòû è ôîðìèðîâàòü íà ïîâåðõíîñòè ãåë  ñëîé
ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê. Êóëüòèâèðîâàíèå êåðàòèíîöèòîâ îñóùåñòâë åòñ  â äâóõ ðåæèìàõ.
Ñíà÷àëà êëåòêè èíêóáèðóþò â ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì êàëüöè , ñïîñîáñòâóþùåé
ïðîëèôåðàöèè êåðàòèíîöèòîâ, à çàòåì ïðè ðàçðàñòàíèè êåðàòèíîöèòîâ ïî âñåé
ïîâåðõíîñòè ãåë  êóëüòèâèðîâàíèå îñóùåñòâë þò íà ãðàíèöå ñðåäà - âîçäóõ ñî ñìåíîé
ñðåäû íà âûñîêîå ñîäåðæàíèå êàëüöè , ò.ê. èìåííî â ýòèõ óñëîâè õ áîëåå ïîëíî
îñóùåñòâë åòñ  äèôôåðåíöèðîâêà êåðàòèíîöèòîâ è ôîðìèðóåòñ  ðîãîâîé ñëîé. Âåñü
ïðîöåññ êóëüòèâèðîâàíè  è ôîðìèðîâàíè  ïîëíîãî ýêâèâàëåíòà êîæè çàíèìàåò îêîëî 3
íåäåëü. Èìåííî â òàêîì âèäå, ìàêñèìàëüíî ïðèáëèæåííîì ê ñòðóêòóðå êîæè in vivo,
îñóùåñòâë þò ïåðåñàäêó ýêâèâàëåíòà êîæè. Îäíàêî íåäîñòàòêîì äàííîãî ðåøåíè 
 âë åòñ  òîò ôàêò, ÷òî ñîêðàùåíèå êîëëàãåíîâîãî ãåë  ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî êëåòêè
ïåðåñòàþò äåëèòüñ  è óõîä ò â àïîïòîç (Grirmell et al., 1999).

Èçâåñòåí ñïîñîá ôîðìèðîâàíè  ïîëíîãî ýêâèâàëåíòà êîæè, â êîòîðîì â êà÷åñòâå
äåðìàëüíîãî êîìïîíåíòà èñïîëüçóþò êîëëàãåíîâóþ ãóáêó - êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò, ãäå
êîëëàãåíîâûå ôèáðèëëû ïîïåðå÷íî ñøèòû, ÷òî ïðåäîòâðàùàåò ñîêðàùåíèå ãóáêè
ôèáðîáëàñòàìè (àíàëîã 2) (Eisenberg M., 2000). Ñâåðõó êîëëàãåíîâóþ ãóáêó ïîêðûâàþò
ñëîåì íåïîðèñòîãî êîëëàãåíà, êîòîðûé ñëóæèò ïîäëîæêîé äë  ðîñòà êåðàòèíîöèòîâ.
Êåðàòèíîöèòû â äàííîé ìîäåëè ïðåäâàðèòåëüíî âûäåë þò èç êîæè ôåðìåíòàòèâíûì ïóòåì
ñ èñïîëüçîâàíèåì òðèïñèíà, êóëüòèâèðóþò in vitro, ñíèìàþò ñ êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíîâ â
âèäå ñóñïåíçèè è çàòåì âûñåâàþò íà ïîâåðõíîñòü ýêâèâàëåíòà â âèäå êàïåëü.
Êåðàòèíîöèòû êóëüòèâèðóþò òðàäèöèîííûì ñïîñîáîì â äâóõ ðåæèìàõ íà ãðàíèöå ñðåäà -
âîçäóõ â òå÷åíèå 14 äíåé äî ôîðìèðîâàíè  ìíîãîñëîéíîãî ïëàñòà.

Ôîðìèðîâàíèå ìíîãîñëîéíîãî äèôôåðåíöèðîâàííîãî ïëàñòà êåðàòèíîöèòîâ in vitro
òðåáóåò äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíè  è áîëüøèõ çàòðàò ñðåäñòâ. Àâòîðû ïðåäûäóùèõ
àíàëîãîâ ïîëàãàëè, ÷òî ÷åì áîëüøå áóäåò ñòðóêòóðíîå ñõîäñòâî ïîëó÷åííîãî ýêâèâàëåíòà
ñ èíòàêòíîé êîæåé, òåì ëó÷øå ïðîèçîéäåò åãî ïðèæèâëåíèå. Îäíàêî äàííîå óñëîâèå
 âë åòñ  îïðàâäàííûì òîëüêî â ñëó÷àå ïåðåñàäêè àóòîëîãè÷íîãî ìàòåðèàëà, ò.å. êîãäà
êîæíûé ýêâèâàëåíò ãîòîâèòñ  èç êëåòîê ñàìîãî ïàöèåíòà. Â ñëó÷àå ïåðåñàäêè àëëîãåííîãî
ìàòåðèàëà èñòèííîãî ïðèæèâëåíè  ýêâèâàëåíòà íå ïðîèñõîäèò, ò.ê. ïåðåñàæåííûé ïðîäóêò
ñî âðåìåíåì çàìåùàåòñ  êëåòêàìè ñàìîãî ïàöèåíòà (Zhao et al., 1992, Phillips T.J et
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al., 2002). Ðàíîçàæèâë þùåå äåéñòâèå ýêâèâàëåíòà êîæè îñíîâàíî íà òîì, ÷òî
ôèáðîáëàñòû è êåðàòèíîöèòû îêàçûâàþò ñòèìóëèðóþùåå âîçäåéñòâèå íà êëåòêè êîæè
ïàöèåíòà, à êîëëàãåíîâûé ìàòðèêñ ñëóæèò ãîòîâîé ïîäëîæêîé, ïî êîòîðîé âîçìîæíà
ìèãðàöè  êëåòîê. Ðàñïëàñòûâà ñü âíóòðè ãåë , ôèáðîáëàñòû íà÷èíàþò ñèíòåçèðîâàòü ð ä
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ôàêòîðîâ: ôàêòîð ðîñòà êåðàòèíîöèòîâ (Rubin et al., 1995) è
ôàêòîð ðîñòà ãåïàòîöèòîâ (Stoker et al., 1987), êîòîðûå ñòèìóëèðóþò ïðîëèôåðàöèþ è
ìèãðàöèþ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Â ñâîþ î÷åðåäü êåðàòèíîöèòû ñèíòåçèðóþò
èíòåðëåéêèíû, èãðàþùèå âàæíóþ ðîëü â ðåãóë öèè ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ôèáðîáëàñòîâ. Ðîãîâîé ñëîé äèôôåðåíöèðîâàííûõ êåðàòèíîöèòîâ âûïîëí åò ôóíêöèþ
çàùèòû è áàðüåðà îò âíåøíåé ñðåäû. Äèôôåðåíöèðîâàííûå êåðàòèíîöèòû ïðåêðàùàþò
ñèíòåçèðîâàòü êàê áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, òàê è ðîñòîâûå ôàêòîðû, â íèõ
íà÷èíàþòñ  ïðîöåññû îáðàçîâàíè  ðîãîâîé îáîëî÷êè, ñîîòâåòñòâåííî îíè íå îáëàäàþò
ñòèìóëèðóþùèì äåéñòâèåì.

Â äðóãîé ìîäåëè êîæíîãî ýêâèâàëåíòà êåðàòèíîöèòû íàíîñ ò íà ïîâåðõíîñòü
êîëëàãåíîâîé ìàòðèöû â âèäå ñóñïåíçèè èëè íà ìèêðîíîñèòåë õ (àíàëîã 3) (Òåðñêèõ Â.Â.
è äð., 2005). Òàêîé êîìïëåêñ èñïîëüçóþò ÷åðåç íåñêîëüêî äíåé, â íà÷àëå ðîñòà êîëîíèé
êåðàòèíîöèòîâ.

Ïîïóë öè  êåðàòèíîöèòîâ ñîñòîèò èç êëåòîê íà ðàçëè÷íûõ ñòàäè õ äèôôåðåíöèðîâêè,
êîòîðûå îðãàíèçîâàíû â íåñêîëüêî ñëîåâ. Ñàìûé íèæíèé, ëåæàùèé íà áàçàëüíîé
ìåìáðàíå, ïðåäñòàâë åò ñîáîé êëåòêè íåäèôôåðåíöèðîâàííûå, êîòîðûå,
äèôôåðåíöèðó ñü, ñìåùàþòñ  â âûøåëåæàùèå ñëîè. Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïîïóë öè 
áàçàëüíûõ êëåòîê òàêæå ãåòåðîãåííà: â íåé ðàçëè÷àþò ñòâîëîâûå êëåòêè, êîòîðûå
ñîñòàâë þò îêîëî 10% ïîïóë öèè, è êëåòêè òðàíçèòîðíûå (Potten and Morris, 1988).
Îáíîâëåíèå ýïèäåðìèñà çàâèñèò îò ñòâîëîâûõ êëåòîê, êîòîðûå èìåþò ìàêñèìàëüíûé
ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë, ò.å. ñïîñîáíû ê ñàìîâîñïðîèçâåäåíèþ íà ïðîò æåíèè âñåé
æèçíè èíäèâèäóóìà. Ñòâîëîâûå êëåòêè äàþò íà÷àëî òðàíçèòîðíûì, êîòîðûå ÷åðåç ð ä
äåëåíèé óõîä ò â äèôôåðåíöèðîâêó. Ïðè ôåðìåíòàòèâíîì âûäåëåíèè ïîëó÷àåòñ  îáùà 
ïîïóë öè  êåðàòèíîöèòîâ, â êîòîðóþ âõîä ò êëåòêè íà ðàçíûõ ñòàäè õ äèôôåðåíöèðîâêè.
Ïðè ïîñåâå òàêîé ïîïóë öèè ê ïîäëîæêå ïðèêðåïë þòñ  íå òîëüêî êëåòêè áàçàëüíîãî ñëî ,
íî è âûøåëåæàùèõ ñëîåâ, êîòîðûå èìåþò ðåöåïòîðû ê äàííîìó ìàòðèêñó. Îäíàêî íå âñå
êëåòêè íà÷èíàþò äåëèòüñ , êåðàòèíîöèòû ðàçëè÷àþòñ  ïî ñïîñîáíîñòè ïðîëèôåðèðîâàòü è
îáðàçîâûâàòü êîëîíèè (BarrandonY. and Green H., 1987). Ðàçëè÷àþò ãîëîêëîíû - êîëîíèè,
êîòîðûå ôîðìèðóþòñ  ñòâîëîâûìè êëåòêàìè ñ âûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì, è
ïàðàêëîíû - êîëîíèè, ñîñòî ùèå èç êëåòîê ñ íèçêèì ïðîëèôåðàòèâíüì ïîòåíöèàëîì. Ïîñëå
íåñêîëüêèõ äåëåíèé êëåòêè òàêèõ ïàðàêëîíîâ ïåðåõîä ò ê òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå.
Òàêèì îáðàçîì, ïðè ïîñåâå îáùåé ïîïóë öèè êåðàòèíîöèòîâ òîëüêî íåáîëüøîé ïðîöåíò
êëåòîê áóäåò íàõîäèòüñ  â àêòèâíîì ñîñòî íèè è îêàçûâàòü ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå íà
âîññòàíîâëåíèå êîæíîãî ïîêðîâà.

Íàèáîëåå áëèçêèì ïî òåõíè÷åñêîé ñóùíîñòè ê ïðåäëàãàåìîìó èçîáðåòåíèþ  âë åòñ 
ýêâèâàëåíò êîæè, ïðè ñîçäàíèè êîòîðîãî èñïîëüçóþò íå âñþ ïîïóë öèþ êåðàòèíîöèòîâ
êîæè, à òîëüêî íåäèôôåðåíöèðîâàííûå áàçàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (Noll Ì. and Grave Ò.,
2004). Äàííûé ýêâèâàëåíò êîæè âûáðàí íàìè â êà÷åñòâå áëèæàéøåãî àíàëîãà-ïðîòîòèïà.

Îñíîâó òðåõìåðíîé ìîäåëè êîæè ñîñòàâë åò êîëëàãåíîâûé ãåëü ñ çàêëþ÷åííûìè â íåãî
ôèáðîáëàñòàìè. Êîëëàãåíîâûé ãåëü ãîòîâ ò ïóòåì ñìåøèâàíè  êèñëîãî ðàñòâîðà
êîëëàãåíà I òèïà ñ ï òèêðàòíîé êîíöåíòðèðîâàííîé ñðåäîé Ì 199, áóôåðîì HEPES,
ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêîé è ñóñïåíçèåé ôèáðîáëàñòîâ. Òàêæå â êîëëàãåíîâûé
ãåëü äîáàâë þò ïðîòåîãëèêàí õîíäðîèòèí-ñóëüôàò,  âë þùèéñ  êîìïîíåíòîì
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà êîæè. Êîíöåíòðàöè  êîëëàãåíà è êëåòîê â êîíå÷íîì ðàñòâîðå
ñîñòàâë þò 3 ìã/ìë è 1.5-10×105 ñîîòâåòñòâåííî. Íà ïîâåðõíîñòü êîëëàãåíîâîãî ãåë 
íàíîñ ò ðàñòâîð ôèáðîíåêòèíà. Ôèáðîíåêòèí - ýòî ãëèêîïðîòåèí, êîòîðûé  âë åòñ 
àäãåçèâíûì áåëêîì è îïîñðåäóåò âçàèìîäåéñòâè  êëåòîê ñ ìàòðèêñîì. Ãîòîâûé
êîëëàãåíîâûé ãåëü ñ ôèáðîáëàñòàìè êóëüòèâèðóþò â òå÷åíèå 2-3 äíåé ïåðåä ïîñåâîì
ñòâîëîâûõ êåðàòèíîöèòîâ. Ïåðâûå 1-3 äí  êóëüòèâèðîâàíèå ýêâèâàëåíòà êîæè
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îñóùåñòâë þò â ñðåäå ñ íèçêèì 0,8 ìÌ ñîäåðæàíèåì êàëüöè  â ïðèñóòñòâèè 5%
ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè, ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà è ýêñòðàêòà èç
ãèïîòàëàìóñà áûêà. Ïîëíóþ äèôôåðåíöèðîâêó êåðàòèíîöèòîâ îñóùåñòâë þò â ñðåäå ñ
âûñîêèì 1,8 ìÌ ñîäåðæàíèåì êàëüöè  íà ãðàíèöå ñðåäà - âîçäóõ áåç ðîñòîâûõ äîáàâîê.
Àâòîðû äàííîãî ïàòåíòà èäåíòèôèöèðóþò ñòâîëîâûå êëåòêè êîæè ïî îêðàñêå íà êåðàòèí 19
è ïî íàëè÷èþ ðåöåïòîðà β1 èíòåãðèíà. Ê íåäîñòàòêàì äàííîãî òåõíè÷åñêîãî ðåøåíè  ìîæíî
îòíåñòè âûáîð ìàðêåðîâ, ïî êîòîðûì ïðîèçâîäèòñ  îòáîð ñòâîëîâûõ êëåòîê áàçàëüíîãî
ñëî . Íà ñåãîäí øíèé äåíü îêîí÷àòåëüíî íå îïðåäåëåíû ìàðêåðû, ïî êîòîðûì äîñòîâåðíî
ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ñòâîëîâûå êëåòêè êîæè. Ïîêàçàíî, ÷òî áàçàëüíûå êåðàòèíîöèòû ñ
âûñîêîé êîëîíåîáðàçóþùåé ñïîñîáíîñòüþ èìåþò ïîâûøåííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè β1 è
à6 ñóáúåäèíèö èíòåãðèíîâ - ðåöåïòîðîâ ê áåëêàì áàçàëüíîé ìåìáðàíû (Jones et al.,
1995). Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ ñòâîëîâûõ êåðàòèíîöèòîâ òàêæå óêàçûâàþò íàëè÷èå ðåöåïòîðîâ
ê òðàíñôåððèíó è êåðàòèí 19 (Michel et al., 1996). Îäíàêî áîëüøèíñòâî èç ýòèõ
ìàðêåðîâ èìååòñ  òàêæå è ó òðàíçèòîðíûõ êëåòîê. Íàèáîëåå äîñòîâåðíûì êðèòåðèåì, ïî
êîòîðîìó ìîæíî îïðåäåëèòü ñòâîëîâûå êëåòêè êîæè,  âë åòñ  òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð
ð63 (Pelegrini et al., 2001). Äðóãèì íåäîñòàòêîì äàííîãî òåõíè÷åñêîãî ðåøåíè 
 âë åòñ  òðàäèöèîííîå êóëüòèâèðîâàíèå íà ãðàíèöå ñðåäà - âîçäóõ, ÷òî ñòèìóëèðóåò
äèôôåðåíöèðîâêó êåðàòèíîöèòîâ è îáðàçîâàíèå ðîãîâîãî ñëî . Êðîìå òîãî, ýòîò ñïîñîá
ôîðìèðîâàíè  ýêâèâàëåíòà  âë åòñ  äëèòåëüíûì è äîðîãîñòî ùèì, ò.ê. íà îáðàçîâàíèå
ìíîãîñëîéíîãî ïëàñòà ýïèäåðìèñà óõîäèò áîëåå 2-õ íåäåëü è òðåáóåòñ  ïðèìåíåíèå
ðîñòîâûõ äîáàâîê è ñðåä ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà.

Èçâåñòíî, ÷òî ïîêî ùèåñ  êåðàòèíîöèòû è êåðàòèíîöèòû, àêòèâèðîâàííûå ê
ïðîëèôåðàöèè, èìåþò ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷è , êîòîðûå îòðàæàþòñ  íà ñîñòàâå
ðåöåïòîðîâ ê áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ñïîñîáíîñòè ê ìèãðàöèè è ñèíòåòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè (Grinnell F., 1992). Îñíîâûâà ñü íà èçâåñòíîì ñòèìóëèðóþùåì äåéñòâèè
ýêâèâàëåíòà êîæè, ïðåäëàãàåòñ  ïåðåñàäêó ïðîäóêòà îñóùåñòâë òü íå íà ñòàäèè, êîòîðà 
õàðàêòåðèçóåòñ  ïîêîåì ôèáðîáëàñòîâ è ïîëíîé äèôôåðåíöèðîâêîé ýïèäåðìèñà, à â
ñòàäèè àêòèâíîãî ðîñòà êàê êåðàòèíîöèòîâ, òàê è ôèáðîáëàñòîâ. Òàêèì îáðàçîì, îñíîâíûì
îòëè÷èåì ïðåäëàãàåìîãî èçîáðåòåíè  îò èçâåñòíûõ àíàëîãîâ  âë åòñ  åãî ïðèìåíåíèå íå
íà ñòàäèè ïîëíîé äèôôåðåíöèðîâêè ìíîãîñëîéíîãî ïëàñòà êåðàòèíîöèòîâ, à íà ñòàäèè
àêòèâíîãî ðîñòà êëåòîê êîæè.

Ðåøàåìîé çàäà÷åé è òåõíè÷åñêèì ðåçóëüòàòîì ïðåäëàãàåìîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ 
ñîçäàíèå ýêâèâàëåíòà êîæè, ñîäåðæàùåãî êëåòêè íà ñòàäèè íà÷àëüíîãî àêòèâíîãî ðîñòà è
îáëàäàþùåãî äëèòåëüíûì ñòèìóëèðóþùèì äåéñòâèåì íà ìèãðàöèþ è ïðîëèôåðàöèþ
ñîáñòâåííûõ êëåòîê ïàöèåíòà, è ñïîñîá ïîëó÷åíè  òàêîãî ýêâèâàëåíòà.

Öåëåâîé ïðîäóêò â êîíêðåòíûõ óñëîâè õ ïðåäñòàâë åò ñîáîé ýêâèâàëåíò êîæè, â îñíîâå
êîòîðîãî - ìàòðèöà èç áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñ êëåòêàìè ìåçåíõèìû âíóòðè íåå è
ýïèäåðìàëüíûìè êëåòêàìè íà åå ïîâåðõíîñòè. Â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçóåòñ 
êîëëàãåíîâûé èëè ôèáðèíîâûé ãåëü. Â êà÷åñòâå ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê èñïîëüçóåòñ 
îòñåëåêòèðîâàííà  ïîïóë öè  êåðàòèíîöèòîâ, êëåòêè êîòîðîé îáëàäàþò ìàêñèìàëüíûì
ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì è õàðàêòåðèçóþòñ  íàëè÷èåì ñïåöèôè÷åñêîãî ìàðêåðà
ð63. Ýòî äîñòèãàåòñ  ïðåäâàðèòåëüíîé êðàòêîâðåìåííîé àäãåçèåé îáùåé ñóñïåíçèè
êåðàòèíîöèòîâ íà êîëëàãåí IV òèïà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êåðàòèíîöèòû, ïðèêðåïë þùèåñ  ê
êîëëàãåíó IV òèïà çà 15 ìèí, îáëàäàþò õàðàêòåðèñòèêàìè ñòâîëîâûõ êëåòîê - äàþò íà÷àëî
êîëîíè ì è îêðàøèâàþòñ  íà ð63 - ìàðêåð ñòâîëîâûõ êåðàòèíîöèòîâ. Òðàíñêðèïöèîííûé
ôàêòîð ð63 âû âë åòñ  ïðè èììóíîôëþîðåñöåíòíîé îêðàñêå êåðàòèíîöèòîâ
êîììåð÷åñêèìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè (clon 4A4, Sigma).

Â ÷àñòíîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå ñïîñîá ïîëó÷åíè  ýêâèâàëåíòà êîæè îñóùåñòâë åòñ 
ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñíà÷àëà ôîðìèðóåòñ  òðåõìåðíà  ìàòðèöà, ñîñòî ùà  èç áåëêîâ
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è ìåçåíõèìíûõ êëåòîê. Â êà÷åñòâå îñíîâíîãî áåëêîâîãî
êîìïîíåíòà òàêîé ìàòðèöû èñïîëüçóåòñ  êîëëàãåíîâûé ãåëü. Êîëëàãåíîâûé ãåëü ãîòîâèòñ 
ïóòåì ñìåøèâàíè  êèñëîãî ðàñòâîðà êîëëàãåíà I òèïà ñ äåñ òèêðàòíîé ðîñòîâîé ñðåäîé
M199 è 0,34 Ì NaOH äî ïîëó÷åíè  íåéòðàëüíîãî ðàñòâîðà è ïîñëåäóþùèì ââåäåíèåì â
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íåãî ñóñïåíçèè àëëîãåííûõ ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà. Èñïîëüçóåìûå êîíöåíòðàöè 
êëåòîê (100 òûñ./ìë ) è êîëëàãåíà (1,5-2,5 ìã/ìë) íå ïîçâîë åò ãåëþ ñîêðàùàòüñ  â
òå÷åíèå íåäåëè, òàêèì îáðàçîì, êëåòêè âíóòðè ãåë  îñòàþòñ  â àêòèâíîì ñîñòî íèè.

Ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êåðàòèíîöèòîâ âûñåâàåòñ  íà ïîâåðõíîñòü ãåë  ÷åðåç ñóòêè ïîñëå
åãî ïðèãîòîâëåíè . Ñíà÷àëà èç êîæè ÷åëîâåêà ôåðìåíòàòèâíûì ïóòåì âûäåë åòñ  îáùà 
ïîïóë öè  êåðàòèíîöèòîâ. Äë  ýòîãî êóñî÷êè êîæè çäîðîâûõ äîíîðîâ, ïîëó÷åííûå â
ðåçóëüòàòå êîñìåòîëîãè÷åñêèõ îïåðàöèé, ïîìåùàþò â ðàñòâîð 0,5% äèñïàçû è 0,2%
êîëëàãåíàçû íà 12 ÷àñîâ ïðè 4°Ñ. Ïîñëå ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  áàçàëüíîé
ìåìáðàíû ýïèäåðìèñ ìåõàíè÷åñêèì ïóòåì îòäåë åòñ  îò äåðìû è ïîäâåðãàåòñ  äåéñòâèþ
òðèïñèíà 0,125% êîíöåíòðàöèè (10 ìèí ïðè 37°Ñ). Çàòåì ïîëó÷åííà  ñóñïåíçè  âûñåâàåòñ 
íà êóëüòóðàëüíóþ ïîñóäó, ïîêðûòóþ êîëëàãåíîì IV òèïà. Ðàñòâîð êîëëàãåíà IV òèïà â
êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë íàíîñèòñ  íà ïîâåðõíîñòü ïîñóäû íà 1 ÷àñ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. ×åðåç 15 ìèí íåïðèêðåïèâøèåñ  êëåòêè óäàë þòñ . Ïðèêðåïèâøèåñ  êëåòêè
ñíèìàþòñ  âåðñåíîì, ñóñïåíäèðóþòñ  â ðîñòîâîé ñðåäå è âûñåâàþòñ  íà ïîâåðõíîñòü
ñôîðìèðîâàííîãî ãåë . Ãåëü çàëèâàåòñ  ðîñòîâîé ñðåäîé, ñîäåðæàùåé 10%
ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè. ×åðåç 2-3 äí  íà÷èíàåòñ  àêòèâíûé ðîñò êåðàòèíîöèòîâ
è ôîðìèðîâàíèå êîëîíèé. Âåñü òåõíîëîãè÷åñêèé ïðîöåññ ïðèãîòîâëåíè  ýêâèâàëåíòà êîæè
çàíèìàåò 3-4 äí , ÷òî, âî-ïåðâûõ, ñóùåñòâåííî ñîêðàùàåò ñðîêè ïîäãîòîâêè ïðîäóêòà ê
èñïîëüçîâàíèþ, è, âî-âòîðûõ, ñíèæàåò ðèñê êîíòàìèíàöèè ïðîäóêòà ìèêðîîðãàíèçìàìè,
êîòîðûé ìîæåò ïðîèçîéòè â ïðîöåññå åãî êóëüòèâèðîâàíè .

Òàêîé ýêâèâàëåíò êîæè ïðèãîäåí äë  èñïîëüçîâàíè  íåìåäëåííî èëè â òå÷åíèå 2-3 äíåé
ïðè åãî õðàíåíèè â óñëîâè õ 5% CO2 ïðè 37°Ñ.

Õîò  â ÷àñòíîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå ïðèâåäåí ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè , â ïðåäåëàõ ñóùíîñòè è îáúåìà èçîáðåòåíè  âîçìîæíû ðàçëè÷íûå âàðèàíòû,
îõâàòûâàåìûå ïðèâîäèìîé ôîðìóëîé èçîáðåòåíè . Òàê, â êà÷åñòâå ìåçåíõèìíûõ êëåòîê
ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  ýìáðèîíàëüíûå èëè ïîñòíàòàëüíûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà èëè
ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè êðàñíîãî êîñòíîãî ìîçãà (àóòîëîãè÷íûå èëè àëëîãåííûå). Â
êà÷åñòâå ìàòðèöû ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ  ôèáðèíîâûé ãåëü. Ôèáðèíîâûé ãåëü ãîòîâèòñ  èç
ôèáðèíîãåíà èëè ïëàçìû êðîâè ïðè ñìåøèâàíèè ñ òðîìáèíîì. Ïðè ýòîì ìîæåò
èñïîëüçîâàòüñ  êàê ïëàçìà êðîâè ñàìîãî ïàöèåíòà, òàê è äîíîðà. Â êà÷åñòâå ìèíîðíûõ
êîìïîíåíòîâ â ãåëü ìîãóò äîáàâë òüñ  òàêèå ýëåìåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êàê
ôèáðîíåêòèí è ëàìèíèí. Èçâåñòíî, ÷òî ôèáðîíåêòèí èíãèáèðóåò íà÷àëüíóþ
äèôôåðåíöèðîâêó êåðàòèíîöèòîâ, à ëàìèíèí  âë åòñ  êîìïîíåíòîì áàçàëüíîé ìåìáðàíû
è ñòèìóëèðóåò ïðèêðåïëåíèå è ìèãðàöèþ êåðàòèíîöèòîâ. Ìàòðèêñíûå áåëêè â
êîíöåíòðàöè õ 5-10 ìêã/ñì2 íàíîñ òñ  íà ïîâåðõíîñòü ñôîðìèðîâàííîãî ãåë 
(êîëëàãåíîâîãî èëè ôèáðèíîâîãî) ïåðåä ïîñåâîì êåðàòèíîöèòîâ,

Ïðèìåð 1. Àäãåçèâíà  ñåëåêöè  ïîïóë öèè áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ ñ
õàðàêòåðèñòèêàìè ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Êåðàòèíîöèòû âûäåë þò èç êîæè âçðîñëûõ äîíîðîâ ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó
Ðåéíâàëüäà (Rheinwald J., Green H., 1975). Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê
èñïîëüçóåòñ  êîæà ëèöà, ïîëó÷åííà  â ðåçóëüòàòå êîñìåòîëîãè÷åñêèõ îïåðàöèé. Êóñî÷êè
êîæè â òå÷åíèå íî÷è èíêóáèðóþò â ðàñòâîðå äèñïàçû II â êîíöåíòðàöèè 0.5% (Roche
Diagnostics GmbH Mannheim) è êîëëàãåíàçû ãèäðîáèîíòîâ â êîíöåíòðàöèè 0.2% (ÎÀÎ
"Òåõíîëîãè ", Ñ-Ïåòåðáóðã) ïðè òåìïåðàòóðå 4°Ñ, ïîñëå ÷åãî ïðîèçâîäèòñ  ìåõàíè÷åñêîå
îòäåëåíèå ýïèäåðìèñà îò äåðìû. Äë  ïîëó÷åíè  ñóñïåíçèè êëåòîê ýïèäåðìèñ ïîìåùàþò â
ðàñòâîð òðèïñèíà â êîíöåíòðàöèè 0.125% (Áèîëîò) è âåðñåíà â êîíöåíòðàöèè 0.02%
(Áèîëîò), íà 10 ìèí ïðè 37°Ñ. Äåéñòâèå ôåðìåíòà èíãèáèðóþò äîáàâëåíèåì 5%
ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone). Ïîëó÷åííà  ñóñïåíçèþ êëåòîê îñàæäàåòñ  ïðè
300 g â òå÷åíèå 5 ìèíóò, ñóïåðíàòàíò óäàë åòñ , à îñàäîê êëåòîê ñóñïåíäèðóåòñ  â
ñðåäå DMEM/F12 (3:1) (ICN).

Äë  ñåëåêòèâíîé àäãåçèè êåðàòèíîöèòîâ ïîâåðõíîñòü êóëüòóðàëüíîé ïîñóäû
ïîêðûâàåòñ  ðàñòâîðîì êîëëàãåíà IV òèïà (10 ìêã/ìë) íà 1÷àñ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ñóñïåíçè  êåðàòèíîöèòîâ âûñåâàåòñ  â êîíöåíòðàöèè 1×106/ñì2 è
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èíêóáèðóåòñ  ïðè 37°Ñ â àòìîñôåðå 5% ÑÎ2 â òå÷åíèå 15 ìèí. Ïîñëå ýòîãî
íåïðèêðåïèâøèåñ  êëåòêè óäàë þòñ , à ïðèêðåïèâøèåñ  ñíèìàþòñ  âåðñåíîì,
ñóñïåíäèðóþòñ  â ðîñòîâîé ñðåäå DMEM/F12(ICN), ñîäåðæàùåé 10% ýìáðèîíàëüíîé
áû÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone), íàíîñ òñ  íà ïîâåðõíîñòü çàðàíåå ñôîðìèðîâàííîãî ãåë  è
êóëüòèâèðóþòñ  2-3 äí  äî ôîðìèðîâàíè  êîëîíèé êåðàòèíîöèòîâ.

Ïðèìåð 2. Ïðèãîòîâëåíèå ýêâèâàëåíòà êîæè íà îñíîâå êîëëàãåíîâîãî ãåë .
Äë  ïðèãîòîâëåíè  êîëëàãåíîâîãî ãåë  èñïîëüçóåòñ  óêñóñíûé ðàñòâîð êîëëàãåíà I

òèïà, ïîëó÷åííûé ì ãêîé êèñëîòíîé ýêñòðàêöèåé ñóõîæèëèé õâîñòîâ êðûñ, îáåñïå÷èâàþùåé
ñîõðàíåíèå íàòèâíîé ñòðóêòóðû ìîëåêóë êîëëàãåíà.

Ðàñòâîð êîëëàãåíà ñìåøèâàåòñ  ñ äåñ òèêðàòíîé ñðåäîé M199 (Sigma) è ïîñëå
ïîäâåäåíè  ðÍ äî ôèçèîëîãè÷åñêîãî çíà÷åíè  äîáàâëåíèåì 0.34 Ì NaOH, â ðàñòâîð
ââîäèòñ  ñóñïåíçè  ìåçåíõèìíûõ êëåòîê â ðîñòîâîé ñðåäå. Êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  êëåòîê
â ãåëå 70-100 òûñ./ìë è êîëëàãåíà 1,5-2,5 ìã/ìë. Ïðèãîòîâëåíèå ðàñòâîðîâ
îñóùåñòâë åòñ  íà ëüäó âî èçáåæàíèå ïðåæäåâðåìåííîé ïîëèìåðèçàöèè ãåë .
Ïðèãîòîâëåííà  ñìåñü ðàçëèâàåòñ  ïî ÷àøêàì Ïåòðè (äèàìåòðîì 3 èëè 5 ñì) è ïîìåùàåòñ 
â ÑÎ2 èíêóáàòîð íà 15-20 ìèí äë  ïîëèìåðèçàöèè ãåë . Ïîñëå ïîëèìåðèçàöèè íà
ïîâåðõíîñòü ãåë  íàíîñèòñ  ïðåäâàðèòåëüíî îòñåëåêòèðîâàííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ
êåðàòèíîöèòîâ â ðîñòîâîé ñðåäå DMEM/F12, ñîäåðæàùåé 10% ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé
ñûâîðîòêè è àíòèáèîòèê ãåíòàìèöèí (0,8 ìêã/ìë). Ýêâèâàëåíò êîæè êóëüòèâèðóåòñ  2-3
äí  â àòìîñôåðå 5% ÑÎ2 ïðè 37°Ñ.

Ïðèìåð 3. Ïðèãîòîâëåíèå ýêâèâàëåíòà êîæè íà îñíîâå ôèáðèíîâîãî ãåë  ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà.

Äë  ïðèãîòîâëåíè  ôèáðèíîâîãî ãåë  èñïîëüçóåòñ  ïëàçìà êðîâè, ïîëó÷åííà  â
ðåçóëüòàòå ïëàçìîôåðåçà. Ñóñïåíçè  ìåçåíõèìíûõ êëåòîê â ðîñòîâîé ñðåäå â
êîíöåíòðàöèè 2×105/ìë ñìåøèâàåòñ  ñ ïëàçìîé êðîâè â ñîîòíîøåíèè 1:1. Ïðèãîòîâëåííà 
ñìåñü ðàçëèâàåòñ  ïî ÷àøêàì Ïåòðè íåîáõîäèìîé ïëîùàäè (äèàìåòðîì 3 èëè 5 ñì), ê
êàæäîé àëèêâîòå äîáàâë åòñ  òðîìáèí (70 åä./1 ìë), ñìåñü àêêóðàòíî ïèïåòèðóåòñ  è
ïîìåùàåòñ  â ÑÎ2 èíêóáàòîð íà 15-20 ìèí äë  ïîëèìåðèçàöèè ãåë . Ïîñëå ïîëèìåðèçàöèè
íà ïîâåðõíîñòü ãåë  íàíîñèòñ  ïðåäâàðèòåëüíî îòñåëåêòèðîâàííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ
êåðàòèíîöèòîâ â ðîñòîâîé ñðåäå DMEM/F12, ñîäåðæàùåé 10% ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé
ñûâîðîòêè è àíòèáèîòèê ãåíòàìèöèí (0,8 ìêã/ìë). Ýêâèâàëåíò êîæè êóëüòèâèðóåòñ  2-3
äí  â àòìîñôåðå 5% ÑÎ2 ïðè 37°Ñ.

Ïðèìåð 4. Ïðèãîòîâëåíèå ýêâèâàëåíòà êîæè íà îñíîâå ôèáðèíîâîãî ãåë  ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðåïàðàòà ôèáðèíîãåíà.

Äë  ïðèãîòîâëåíè  ôèáðèíîâîãî ãåë  èñïîëüçóåòñ  êîììåð÷åñêèé ÷åëîâå÷åñêèé
ôèáðèíîãåí. Ôèáðèíîãåí ðàçâîäèòñ  â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå äî êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë è
õðàíèòñ  ïðè - 20°Ñ. Ìåçåíõèìíûå êëåòêè â ðîñòîâîé ñðåäå ñìåøèâàþòñ  ñ ðàñòâîðîì
ôèáðèíîãåíà ïðè òåìïåðàòóðå 30°Ñ äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöè  ôèáðèíîãåíà 2.5 ìã/ìë è

êëåòîê 1×105 êë./ìë. Ïðèãîòîâëåííà  ñìåñü ðàçëèâàåòñ  ïî ÷àøêàì Ïåòðè íåîáõîäèìîé
ïëîùàäè (äèàìåòðîì 3 èëè 5 ñì), ê êàæäîé àëèêâîòå äîáàâë åòñ  òðîìáèí (100 åä./1 ìë),
àêêóðàòíî ïèïåòèðóåòñ  è ïîìåùàåòñ  â CO2 èíêóáàòîð íà îäèí ÷àñ äë  ïîëèìåðèçàöèè
ãåë . Ïîñëå ïîëèìåðèçàöèè íà ïîâåðõíîñòü ãåë  íàíîñèòñ  ïðåäâàðèòåëüíî
îòñåëåêòèðîâàííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êåðàòèíîöèòîâ â ðîñòîâîé ñðåäå DMEM/F12,
ñîäåðæàùåé 10% ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè è àíòèáèîòèê ãåíòàìèöèí (0,8 ìêã/ìë).
Ýêâèâàëåíò êîæè êóëüòèâèðóåòñ  2-3 äí  â àòìîñôåðå 5% ÑÎ2 ïðè 37°Ñ.
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