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на гетерогенность эпителиальных клеток мозгового веще!
ства тимуса и образующихся из них телец Гассаля. Клетки
различаются по происхождению, строению, по степени
выраженности ряда гистохимических и иммуногистохими!
ческих реакций. Их общий предшественник – K5+K8+ эпи!
телиальные клетки – расположены на кортикомедуллярной
границе тимуса.

В ходе дифференцировки они дают две субпопуляции
эпителиоцитов. Одна группа представлена субпопуляцией
K5+K8 – клеток и выполняет преимущественно опорную фун!
кцию. В составе телец они имеют вытянутую уплощенную
форму, вытянутое ядро, сетчатый характер расположения
тонофиламентов и принимают участие в формировании
кератинового ядра тельца. Вторая группа образована из
субпопуляции K5 – K8+ эпителиоцитов. В тельцах Гассаля
они имеют округлую или овальную форму и концентрически
расположенные тонофиламенты.

Нами установлено соответствие между субпопуляциями
K5 – K8+ MHC IIhi клеток и Aire!положительными клетками и
выдвинуто предположение, что одной из важнейших функ!
ций субпопуляции K5 – K8+ клеток является синтез тканес!
пецифических белков, что было нами изучено на примере
карциоэмбрионического антигена. Таким образом, эпите!
лиальные клетки телец Гассаля участвуют в поддержании
иммунологической толерантности организма.

Литература
1. Беловешкин, А. Г. Морфология постклеточных структур телец Гассаля

тимуса человека в норме / Беловешкин А. Г., Студеникина Т. М. //

Медицинский журнал, 2010, 4, стр. 26!28
2. Беловешкин, А. Г. Ультраструктура кератинового ядра телец Гассаля

тимуса человека /Беловешкин А.Г. // Сборник научных работ «Труды
молодых ученых» БГМУ, 2011, стр. 9!13

3. Беловешкин, А. Г. Участие эозинофилов в морфогенезе телец Гассаля.
/Беловешкин А. Г., Студеникина Т. М. // Известия Национальной
академии наук Беларуси, 2011, 2, стр. 93!97

4. Харченко, В. П., Саркисов Д. С., Ветшев П. С. и др. Болезни вилочковой
железы // Триада!Х 1998, 252 стр.

5. Anderson, M. Projection of an immunological self shadow within the thy!
mus by the aire protein / Anderson M., Venanzi E., Klein L. et al. // Science.
2002. vol. 298 (5597) pp. 1395 – 401.

5. Bodey, B., Siegel S. E. Immunological aspects of neoplasia. The role of the
thymus// Springer Science. 2004. p. 567.

6. Eun, N. L. Characterization of the expression of cytokeratins 5, 8, and 14
in mouse thymic epithelial cells during thymus regeneration following acute
thymic involution / Eun N. L., Kyeong P. J., Lee J. // Anatomy and Cell Biology
2011. vol. 44(1) pp. 14!24.

7. Gill, J. Generation of a complete thymic microenvironment by MTS24(+)
thymic epithelial cells / Gill J., Malin M., Hollander G.// Nat Immunol 2002 vol.
3(7) pp. 635!42.

8. Ileana, P. Regeneration of the adult thymus is preceded by the expansion
of K5+K8+ epithelial cell progenitors and by increased expression of Trp63, cMyc
and Tcf3 transcription factors in the  thymic stroma / Ileana P., Zubkova I.,
Medvedovic M. // International Immunology 2008 vol. 19, Issue11 pp. 1249!
1260.

9. Hamazaki, Y. Medullary thymic epithelial cells expressing Aire represent a
unique lineage derived from cells expressing claudin / Hamazaki Y., Fujita H.,
Kobayashi T. // Nat Immunol. 2007 vol. 8(3) pp. 304!11

10. Shezen, E. Cytokeratin expression in human thymus: immunohistoehe!
mical mapping / Shezen E., Elimelech O. // Cell Tissue Res 1995 vol. 279 pp.
221!231

Поступила 08.03.2012г.

В. Г. Богдан1, Д. А. Толстов1, С. С. Багатка2, М. М. Зафранская

БИОЛОГИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ ТРОМБОЦИТАРНЫХ КОНЦЕНТРАТОВ
В КУЛЬТУРЕ ФИБРОБЛАСТОВ КОЖИ ЧЕЛОВЕКА

Военно-медицинский факультет
в УО «Белорусский государственный медицинский университет»,1

ГУО «Белорусская медицинская академия последипломного образования»2

Выявленное нами многофакторное биологическое влияние тромбоцитарных концентратов на культуру
фибробластов кожи является экспериментальным обоснованием целесообразности использования обогащенной
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Существующие многочисленные методы в определен!
 ной степени позволили решить проблему лечения

трофических язв с сохранением длительных сроков зажив!
ления язвенных дефектов. Основной причиной этого явля!
ется отсутствие прямого позитивного влияния на снижен!
ные репаративные процессы в области язвы [1!3]. Есте!
ственная регенерация ран является сложным биологичес!
ким механизмом с многоступенчатой регуляцией фактора!
ми роста. Существующие коммерческие препараты реком!
бинантных (экзогенных) ростовых факторов для стимуляции
естественной репарации при локальном использовании не
нашли широкого применения в клинической практике по
ряду причин: кратковременность действия вследствие раз!

рушения в кислой среде раневого экссудата, быстрое вы!
мывание из раны, высокая стоимость препарата, неэффек!
тивность при обширных трофических язвах из!за отсутствия
клеток!мишеней в зоне повреждения [4].

Наиболее доступными носителями биологических факто!
ров роста являются тромбоциты. Среди веществ, высвобож!
даемых при дегрануляции α!гранул тромбоцитов важное
значение имеют факторы роста, которые влияют на ткане!
вую регенерацию посредством аутокринного и паракрин!
ного механизмов. В клинической практике используют раз!
личные варианты получения тромбоцитарных концентратов,
с содержанием тромбоцитов не ниже 1х106 /мкл, которые
разделяют на 2 основные категории: обогащенная тромбо!
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цитами плазма (platelet!rich plasma!PRP) и обогащенный
тромбоцитами фибрин (platelet!rich fibrin!PRF). Отдельные
исследователи дополнительно выделяют ещё 2 вида: плаз!
ма, обогащенная тромбоцитами и лейкоцитами (leucocyte!
rich PRP, L!PRP) и фибрин, обогащенный тромбоцитами и
лейкоцитами (leucocyte!rich PRF, L!PRF) [5, 6].

В свете современных представлений о фибропласти!
ческом диффероне фибробласты рассматриваются в каче!
стве, как ключевого эффектора, так и точки приложения
разнообразных биологических воздействий в регенераци!
онной медицине [7]. Опубликованные результаты исследо!
ваний, проведенных in vitro, установили различный харак!
тер влияния обогащенной тромбоцитами плазмы (ОТП) на
пролиферацию целого ряда клеток: остеобластов, фиброб!
ластов, мезенхимальных стволовых клеток костного мозга и
жировой ткани, хондроцитов!как стимулирующей, так и
ингибирующей направленности. В настоящее время этот
вопрос по!прежнему остается открытым, в т.ч. из!за множе!
ства протоколов получения концентратов. Эта причина яв!
ляется основной и в большой разбежке уровня концентра!
ции основных ростовых факторов, содержащихся в ОТП,
которые и определяют биологические эффекты [8!11].

К важнейшим факторам роста относится тромбоцитар!
ный фактор роста (ТФР), который является мощным стиму!
лятором митогенеза фибробластов и репарации тканей,
регулирует секрецию и синтез коллагена [5]. Фактор некро!
за опухоли!α (ФНО!α) способствует ускорению наступления
фазы регенерации, активирует пролиферацию фибробла!
стов и продукцию профиброгенных факторов (ИЛ!1β, фак!
тора роста фибробластов), компонентов внеклеточного мат!
рикса, участвует в ремоделировании синтезируемой соеди!
нительной ткани [12!15].

Кроме того, представляет практический интерес опре!
деление биологических медиаторов именно в культуре фиб!
робластов с ОТП (как экспериментальной модели in vitro
лишенной посторонних влияний) с оценкой динамики их
изменения. Недостаточно изученным так же является рас!
пределение и жизнеспособность фибробластов при дли!
тельном их нахождении в гелевой структуре тромбоцитар!
ного концентрата (обогащенного тромбоцитами фибрино!
вого матрикса), представляющая собой 3D!матрикс из пе!
рекрещенных волокон фибрина. Изучение проблемных воп!
росов позволит обосновать целесообразность применения
тромбоцитарных концентратов в клинической практике с
целью стимуляции процессов регенерации и с уточнением
параметров методики их применения.

Цель исследования – Цель исследования – Цель исследования – Цель исследования – Цель исследования – оценить влияние тромбоцитар!
ных концентратов на культуры фибробластов кожи челове!
ка в экспериментальной модели in vitro.

Материал и методыМатериал и методыМатериал и методыМатериал и методыМатериал и методы
Культуры фибробластов кожи пациентов с трофически!

ми язвами венозной этиологии.

Выделение фибробластов кожи человека.Выделение фибробластов кожи человека.Выделение фибробластов кожи человека.Выделение фибробластов кожи человека.Выделение фибробластов кожи человека. Забор био!
логического материала (фрагмент кожи размером 1см2)
выполняли под местной анестезией у 5 пациентов (все жен!
щины, средний возраст 52,9+4,3 лет) во время операции
по закрытию хронической язвы кожным лоскутом после
оформления информированного согласия. Для выделения
фибробластов полученный материал инкубировали в 0,25%
диспазе в течение 24 часов при 40С для расслоения по ба!
зальной мембране и отделения дермы от эпидермиса. Дер!
му нарезали на участки размером 0,5см2 и инкубировали в
течение 2 часов с 0,2% раствором коллагеназы I типа (Sigma,
США) в фосфатном буфере при 370С.

Получение обогащенной тромбоцитами плазмы (ОТП).Получение обогащенной тромбоцитами плазмы (ОТП).Получение обогащенной тромбоцитами плазмы (ОТП).Получение обогащенной тромбоцитами плазмы (ОТП).Получение обогащенной тромбоцитами плазмы (ОТП).
В стерильные пластиковые пробирки, содержащие 1 мл 3,8%
раствора цитрата натрия в качестве антикоагулянта, на!
бирали по 6 мл крови пациента. Затем проводили центри!
фугирование пробирок в течение 20 минут с числом оборо!
тов 2000 в минуту. После центрифугирования в пробирках
происходило разделение крови на три слоя. Два верхних
слоя (за исключением нижнего – эритроцитарного) соби!
рали шприцем и разводили в необходимом количестве плаз!
мы.

Получение обогащенного тромбоцитами фибриново!Получение обогащенного тромбоцитами фибриново!Получение обогащенного тромбоцитами фибриново!Получение обогащенного тромбоцитами фибриново!Получение обогащенного тромбоцитами фибриново!
го матрикса (ОТго матрикса (ОТго матрикса (ОТго матрикса (ОТго матрикса (ОТФМ). ФМ). ФМ). ФМ). ФМ). К полученной ранее ОТП добавляли
10% раствор хлористого кальция для рекоагуляции из рас!
чета 4 капли на 1 мл плазмы. В течение 5 минут происходи!
ла полимеризация смеси и превращение её в гель.

Варианты кульВарианты кульВарианты кульВарианты кульВарианты культивирования фибробластов кожи чело!тивирования фибробластов кожи чело!тивирования фибробластов кожи чело!тивирования фибробластов кожи чело!тивирования фибробластов кожи чело!
века.века.века.века.века. Культуры фибробластов (n=5) высевали в концентра!
ции 2х104 клеток на 1 см2 в различные культуральные сре!
ды. В качестве среды!контроля использовали среду DMEM!
LG (Sigma, США), содержащую 10% эмбриональной телячь!
ей сыворотки (ЭТС), 2 мМ L!глутамина, антибиотика (50 ед/
мл пенициллина, 50 мкг/мл стрептомицина и 100 мкг/мл
неомицина) в культуральные чашки диаметром 60 мм. Для
оценки влияния тромбоцитарных концентратов на культу!
ры фибробластов в пролиферативной среде проводили
замену 10% ЭТС на 10% ОТП человека. Для оценки морфо!
логии и жизнеспособности фибробластов, инкорпорирован!
ных в ПОТФ, полученной из аутоплазмы, клетки были разве!
дены в ОТП, непосредственно перед добавлением 10% ра!
створа хлористого кальция и полимеризацией фибриновых
волокон с последующим культивированием в течение 2!х
недель. Полная замена среды проводилась на 8 сутки куль!

Рисунок 1!Рисунок 1!Рисунок 1!Рисунок 1!Рисунок 1!Морфология фибробластов кожи человека (3!
й пассаж) при культивировании на 5 сутки в среде DMEM с
10% эмбриональной телячьей сывороткой (А) и с 10% обо!
гащенной тромбоцитами плазмой человека (Б), ув.100.

Рисунок 2!Рисунок 2!Рисунок 2!Рисунок 2!Рисунок 2!Концентрация тромбоцитарного фактора ро!
ста!ВВ в культуре фибробластов кожи человека в среде с
10% обогащенной тромбоцитами плазмой на 1, 3 и 6 сутки
культивирования
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тивирования.
Микроскопия и мониторинг клеточных кульМикроскопия и мониторинг клеточных кульМикроскопия и мониторинг клеточных кульМикроскопия и мониторинг клеточных кульМикроскопия и мониторинг клеточных культур. тур. тур. тур. тур. Культу!

ры исследовали на универсальном инвертированном мик!
роскопе Carl Zeiss Axiovert 200 (Германия) с применением
методов светлого поля, бокового освещения, фазового и
Varel!контрастов.

Оценка концентрации тромбоцитарного фактора ро!Оценка концентрации тромбоцитарного фактора ро!Оценка концентрации тромбоцитарного фактора ро!Оценка концентрации тромбоцитарного фактора ро!Оценка концентрации тромбоцитарного фактора ро!
ста!ВВ (Тста!ВВ (Тста!ВВ (Тста!ВВ (Тста!ВВ (ТФР!ВВ). ФР!ВВ). ФР!ВВ). ФР!ВВ). ФР!ВВ). Количественное определение концентра!
ции ТФР!BB проводили методом твердофазного иммунофер!
ментного анализа с использованием тест!системы произ!
водства RgD Systems (США). Результаты ИФА регистрирова!
ли с помощью спектрофотометра BRIO!SIRIO (SEAC, Италия),
измеряя оптическую плотность при длине волны 450 нм.

Оценка концентрации фактора некроза опухоли!Оценка концентрации фактора некроза опухоли!Оценка концентрации фактора некроза опухоли!Оценка концентрации фактора некроза опухоли!Оценка концентрации фактора некроза опухоли!ααααα
(ФНО!(ФНО!(ФНО!(ФНО!(ФНО!ααααα). ). ). ). ). Продукция ФНО!α оценивалась в 3!х дневных су!
пернатантах культур фибробластов кожи. Количественное

определение концентрации ФНО!α проводили методом твер!
дофазного иммуноферментного анализа с использовани!
ем тест!системы производства «Вектор!Бест» (Россия). Ре!
зультаты регистрировали на спектрофотометре BRIO!SIRIO
(SEAC, Италия), измеряя оптическую плотность в двухволно!
вом режиме: основной фильтр – 450 нм, референс!фильтр
– 620 нм.

Оценка жизнеспособности клеток. Оценка жизнеспособности клеток. Оценка жизнеспособности клеток. Оценка жизнеспособности клеток. Оценка жизнеспособности клеток. Для оценки жизне!
способности клеток применялись методы витальной окрас!
ки с использованием различных красителей: трипанового
синего, флюоресцентных красителей (акридинового оран!
жевого и Хекста 33342/пропидий йодида). При окрашива!
нии трипановым синим 20 мкл суспензии исследуемых кле!
ток смешивали с 20 мкл 0,2% раствора трипанового синего
(«Serva», Германия), приготовленного на забуференном фи!
зиологическом растворе (рН 7,4) с добавление 0,02% (от
объема) азида натрия, и подсчитывали общее число и чис!
ло живых клеток в камере Горяева.

Статистическая обработка данных.Статистическая обработка данных.Статистическая обработка данных.Статистическая обработка данных.Статистическая обработка данных. Статистическую
обработку полученных результатов исследований проводи!
ли с применением пакета прикладных программ
«STATISTICA» (Version 6!Index, StatSoft Inc.). Данные прове!
денных исследований представлены в виде медиана (Ме) и
интерквартильный раз!
мах (25!й;!75!й проценти!
ли). Для сравнения дина!
мики изменения показате!
ля в исследуемых группах
использовали критерий
Уилкоксона для парных
сравнений (Wilcoxon
matched pairs test). Для
сравнения трех связан!
ных групп использовали
ранговый дисперсионный
анализ по Фридмену. При
сравнении показателей в
независимых группах при!
меняли U тест Манна!Уит!
ни (Mann!Whitney U!test).
Различия считали достоверными при p<0,05 [16].

РезульРезульРезульРезульРезультаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждение
Морфологический анализ культур фибробластов кожи

человека при различных вариантах культивирования не
выявил различий в полученных культурах, которые были
представлены отростчатыми клетками веретенообразной
формы (рис. 1). Вместе с тем, пролиферация клеток в ОТП
характеризовалась формированием равномерного культу!
рального слоя с высокой плотностью фибробластов, тогда
как при нахождении в ЭТС отмечалось отсутствие однород!
ности с многочисленными участками гипо!и гиперконфлю!
энтости.

Выявленные качественные отличия в морфологической
характеристике культур фибробластов подтверждаются
динамикой изменения количества клеток при различных
вариантах культивирования. Так, добавление в пролифе!
ративную среду 10% обогащенной тромбоцитами плазмы
(ОТП) на 6 сутки культивирования приводило к достоверно!
му (р<0,05) увеличению концентрации фибробластов кожи
(6,5х104 (6,2х104!9,2х104) клеток на 1 см2) по сравнению со
средой контроля (3,4х104 (2,6х104!4,3х104) клеток на 1 см2) и
содержанием при первичном посеве (2х104 клеток на 1 см2)
в 1,9 и в 3,3 раза, соответственно.

Значительно более высокая (р<0,05) концентрация тром!
боцитарного фактора роста!ВВ (ТФР!ВВ) в 10% ОТП (3012,2
(2874,4!3125,4) пг/мл) в сравнении с плазмой крови (425,3

Рисунок 3!Рисунок 3!Рисунок 3!Рисунок 3!Рисунок 3!Концентрация фактора некроза опухоли!α в
10% обогащенной тромбоцитами плазме, культуре фиброб!
ластов кожи человека в среде с 10% обогащенной тромбо!
цитами плазмой и 10% эмбриональной телячьей сыворот!
кой на 6 сутки культивирования

Рисунок 4!Рисунок 4!Рисунок 4!Рисунок 4!Рисунок 4!Морфология фибробластов человека 3!го
пассажа, культивированных в обогащенном тромбоцита!
ми фибриновом матриксе Примечание: А – 1!е сутки куль!
тивирования, ув.100; Б – 1!е сутки культивирования, ув.400;
В – 12!е сутки культивирования, ув.100; Г – 12!е сутки куль!
тивирования, ув.400.

Рисунок 5!Рисунок 5!Рисунок 5!Рисунок 5!Рисунок 5!Витальная ок!
раска фибробластов человека
3!го пассажа, в обогащенном
тромбоцитами фибриновом
матриксе, 7 дней культивирова!
ния, ув.100.
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(197,4!531,5) пг/мл) подтвердило эффективность использу!
емой для получения ОТП методики.

Количественное определение концентрации ТФР!BB в
культуре фибробластов кожи человека в среде с 10% ОТП
позволило выявить прогрессирующее снижение содержа!
ния основного ростового фактора вплоть до полного его
исчезновения на 6 сутки наблюдения, при достоверном
(р<0,05) падении концентрации в 2,6 раза на 3 сутки куль!
тивирования до 1198,4 (1023,8!2874,4) пг/мл (рис. 2).

Проведенное исследование показало, что ФНО!α содер!
жится в 10% ОТП в небольших по сравнению с ТФР!ВВ кон!
центрациях. Пассирование фибробластов в стандартных
условиях в 10% ЭТС не сопровождается ростом концентра!
ции ФНО!α. В месте с тем, при культивировании фибробла!
стов кожи в 10% ОТП уровень ФНО!α достоверно (р<0,05)
возрастает в 2,9 раза до 7,3 (6,2!8,8) пг/мл, при этом пре!
вышая значения (р<0,05) и при нахождении клеток в среде
контроля (3,2 (2,3!4,4) пг/мл) (рис. 3).

Добавление раствора хлористого кальция к ОТП приво!
дило к активации каскада свертывания с образованием
фибрина из фибриногена, а также к активации и последу!
ющей дегрануляции тромбоцитов. Приготовленный таким
образом фибриновый гель!ОТФМ приобретал гомогенную
структуру. В первые дни культивирования в ОТФМ     фиброб!
ласты имели веретеновидную форму со значительно удли!
ненными отростками с равномерным распределением кле!
ток по всему объему матрикса (рис. 4А, Б). Дальнейшее на!
хождение клеток в матриксе приводило к миграции клеток
из геля на поверхность культурального пластика. Кроме того,
длительное культивирование проводило к формированию
густой сети в толще ОТФМ, представленной как отростками
фибробластов, так и многочисленными фибриновыми и
коллагеновыми волокнами (рис. 4В, Г).

Проведена оценка жизнеспособности фибробластов,
культивированных в обогащенном тромбоцитами фибри!
новом матриксе, с помощью методов витальной окраски
клеток флуоресцентными красителями: Хекстом 33342 и
йодистым пропидием (рис. 5).

Жизнеспособность клеток составила 95,8 (93,1!97,8)%.
ВыводыВыводыВыводыВыводыВыводы
1. Используемая нами методика эффективна для полу!

чения обогащенной тромбоцитами плазмы с высоким со!
держанием основного ростового фактора!тромбоцитарно!
го фактора роста!ВВ.

2. Нами установлено, что одним из биологических эф!
фектов влияния обогащенной тромбоцитами плазмы на
фибробласты кожи является стимуляция их клеточной про!
лиферации без изменения морфологических особенности
клеток.

3. Проведенные исследования установили, что вызывая
повышение функциональной активности фибробластов
кожи человека с ростом концентрации фактора некроза
опухоли!α, обогащенная тромбоцитами плазма ускоряет
наступления фазы регенерации, активирует пролиферацию
фибробластов и продукцию компонентов внеклеточного
матрикса.

4. Динамика изменения концентрации тромбоцитарно!

го фактора роста!ВВ в условиях в экспериментальной мо!
дели in vitro обосновывает временной интервал влияния
(до 3 суток) и реализации эффекта биологического медиато!
ра с необходимостью повторного введения на 6 сутки обо!
гащенной тромбоцитами плазмы для продления позитив!
ного влияния на репарацию тканей человека.

5. Фибробласты кожи, инкоропорированные в обога!
щенный тромбоцитами фибриновый матрикс, сохраняют
высокий уровень жизнеспособности с высокой функцио!
нальной активностью.

6. Выявленное нами многофакторное биологическое
влияние тромбоцитарных концентратов на культуру фиб!
робластов кожи является экспериментальным обоснова!
нием целесообразности использования обогащенной тром!
боцитами плазмы и обогащенного тромбоцитами фибри!
нового матрикса в клинической практике для стимуляции
процессов естественной репарации.
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