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ИММУНОФЕНОТИП КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ КОЖИ  

ЧЕЛОВЕКА ПОСЛЕ УФО 

Аннотация: в статье приводятся данные иммунофенотипа клеток кожи 

человека 5-го пассажа с использованием поверхностных маркеров дифференци-

ровки клеток при однократном воздействии УФО. Отмечено УФО-индуцируе-

мое снижение доли низкодифференцированных фибробластов (иммунофенотип 

CD117-/CD90+), зрелых дифференцированных меланоцитов (иммунофенотип 

CD117+/CD90-) и увеличение популяции малодифференцированных клеток (им-

мунофенотип CD117+/CD90+). 
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Иммунофенотипирование клеток кожи методом проточной цитофлуоримет-

рии для анализа маркеров клеточной поверхности с определением цитотипа кле-

точных дифферонов является признанным во всем мире «золотым стандартом» 

в области определения поверхностных маркёров и, соответственно, принадлеж-

ности клеток к той или иной субпопуляции. Метод, основанный на реакции ан-

тител с антигенами и применяется для определения специфических типов клеток 

in vivo и in vitro. Иммунофенотипирование с использованием метода проточной 

цитометрии имеет преимущества перед другими методами за счет большей точ-

ности, скорости, возможности одновременной регистрации нескольких антиге-

нов на одной клетке. 

Учитывая, что популяция меланоцитов кожи человека гетерогенна, поэтому 

идентификация и дифференциальная характеристика различных популяций ме-

ланоцитов важна с позиции анализа клеточного гомеостаза популяции меланоц-

итарного дифферона. Для определения уровня дифференцировки клеток мелано-

цитарного и фибробластического дифферона используется комбинация марке-

ров CD90 и CD117 (c-Kit) [3]. Так, в частности, с позиции функциональной ха-

рактеристики клеток для определения малодифференцированной популяции 

клеток нервного гребня используется маркер CD90. Безамелотические клетки 

CD117-/CD90+, которые относят к меланобластам, демонстрируют высокий уро-

вень пролиферативной активности и представляют собой «резервуар клеток-

предшественников» не только меланоцитов кожи, а также могут дифференциро-

ваться в другие клеточные линии [2]. Michalak-Micka с соавторами по степени 

экспрессии гена c-Kit (CD117), кодирующего трансмембранный тирозинкиназ-

ный рецептор, который участвует в сигнальных путях MAP и AKT, идентифици-

ровали зрелую популяцию меланоцитов [7]. CD117 рассматривался как один из 

ключевых маркеров пигментированных, зрелых дифференцированных меланоц-

итов эпидермиса человека. Данная группа меланоцитов представляет собой по-

пуляцию клеток с характерным дендритным фенотипом и большим количеством 

меланина в цитоплазме. 
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В тоже время в более ранних работах показано, что CD117 играет критиче-

скую роль в миграции, пролиферации и выживаемости меланобластов [8]. Мела-

ноциты CD117+/CD90- характеризуются самым большим количеством меланина; 

CD117+/CD90+ клетки – со средним уровнем содержания меланина; клетки 

CD117-/CD90+ практически не продуцировали меланин. 

Было показано, что взаимодействие фактора стволовых клеток (SCF) с ре-

цептором CD117 важно для выживания, пролиферации, дифференцировки и ми-

грации меланоцитов по дорсолатеральному пути [4, 6, 9]. Однако до сих пор мало 

известно о влиянии передачи сигналов CD117 на меланоциты в постнатальной 

коже человека. Транскриптомный анализ показал, что ключевые гены, кодирую-

щие меланосомальные белки, такие как HMB45, PMEL17, TYR и TYRP1, экс-

прессируются на значительно более высоких уровнях в меланоцитах 

CD117+/CD90-, чем в клетках CD117-/CD90+. Кроме того, показано, что гены, ко-

дирующие белки, которые участвуют в транспорте меланосомных ионов, такие 

как SLC45A2 и SLC24A5, активны в популяции меланоцитов, экспрессирующих 

CD117 Эти данные подтверждают способность клеток CD117+/CD90- продуци-

ровать меланин и в конечном итоге передавать его адъюнктивным кератиноци-

там. Более того, уровни экспрессии генов EDNRB и MC1R, которые играют боль-

шую роль для развития и дифференцировки меланоцитов и их правильного ме-

ланогенеза также повышаются в CD117+/CD90- меланоцитах. 

Показано, что клетки с иммунофенотипом CD117-/CD90+, которые обла-

дают высокой пролиферативной активностью in vitro, экспрессируют белки 

MITF, SOX10 и TYRP2. Интересно, что клетки первичной культуры с иммуно-

фенотипом CD117-/CD90+ демонстрируют значительно повышенную экспрес-

сию гена MITF-M по сравнению с другими подгруппами меланоцитов. Экспрес-

сия гена мРНК MITF в меланоцитах регулируется различными факторами тран-

скрипции, включая PAX3, SOX10, CREB и LEF. Петля положительной обратной 

связи MITF на собственном промоторе приводит к увеличению продукции мРНК 

MITF. Следовательно, в клетках CD117-/CD90+ отсутствует экспрессия нижесто-
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ящих мишеней MITF, таких как TYR и TRP-1. Из-за отсутствия этих необходи-

мых ферментов/белков клетки CD117-/CD90+ не способны синтезировать мела-

нин [5]. 

Ультрафиолетовое облучение (УФО) как экзогенный фактор оказывает ши-

рокий дозозависимый спектр воздействия и вызывает системные изменения ор-

ганизма на клеточном, тканевом и органном уровне [10]. Хроническое воздей-

ствие УФ излучения вызывает фотостарение, иммуносупрессию, генетические 

мутации, а также способствует развитию меланомы кожи. В онкогенезе мела-

номы, которая в большей части локализуется на участках кожи с хронической 

инсоляцией, отмечается широкий спектр мутаций в генах с последующим нару-

шением меланогенеза. В клетках меланомы нестабильность генома на хромосом-

ном уровне, более чем у 95% представлена дупликациями или делециями участ-

ков хромосом [1]. Коротковолновое УФО (УФ-С) оказывает наиболее выражен-

ное мутагенное действие, так как этот спектр лучей совпадает со спектром по-

глощения нуклеиновых кислот [10]. В связи с тем что УФО оказывает прямое 

мутагенное воздействие на ДНК, отмечается развитие меланомы как через ма-

лигнизацию существующих невусов, так и через трансформацию меланоцитов 

кожи de novo с последующим метастазированием. 

В связи с этим целью данной работы является анализ иммунофенотипа кле-

ток кожи человека 5-го пассажа с использованием поверхностных маркеров диф-

ференцировки клеток при однократном воздействии УФО. 

Материалы и методы. Для получения первичной культуры клеток исполь-

зованы экспланты кожного биоптата, иссеченные из области груди (область аре-

ола) после проведения пластической хирургии в Многопрофильной больнице 

«ВМ-клиник» города Ульяновска. Все манипуляции с фрагментами кожи и кле-

точным материалом проводились в асептических условиях ламинарного бокса 

MSC Advantage (Thermo Scientific, США) и боксированном помещении класса 

чистоты В. В качестве полных питательных сред использована RPMI-1640 

(ПанЭко, Россия) с содержанием 15% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) 
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(ПанЭко, Россия). Формирование монослоя контролировали визуально на инвер-

тированном микроскопе «Axio Vert. A1» (Zeiss, Германия). 

Иммунофенотип клеток кожи человека определяли по экспрессии меток 

CD117+/CD90+, CD117+/CD90- и CD117+/CD90+ с определением доли малодиф-

ференцированных клеток по отношению к зрелой популяции. Данный анализ 

проводили на мультилазерной диагностической системе проточной цитофлуори-

метрии CyFlowSpace (Partec, Германия), сопряженной с программным обеспече-

нием FlowMax того же производителя. Использованы моноклональные антитела 

к проточной цитофлуориметрии СD90 и cKit (CD117) (Beckman Coulter, США). 

Результаты и их обсуждение. Клеточная линия клеток кожи человека 5-го 

пассажа представляет собой сокультуру фибробластов и меланоцитов, с харак-

терным морфотипом для каждого цитотипа. В зависимости от уровня зрелости 

отмечается полиморфность клеточных популяций. Так, фибробласты и малодиф-

ференцированные меланоциты представляют собой вытянутые веретеновидные 

клетки небольшого размера (рис. 1 «1»). Клетки с более высоким уровнем диф-

ференцировки бóльшего размера с несколькими отростками (рис. 1 «2»), а зрелые 

дифференцированные меланоциты – плащевидной формы с несколькими отрост-

ками и крупным ядром (рис. 1 «3»). 

 

Рис. 1. Клеточная линия (группа Cul5P). Окраска гематоксилином и эозином 

 

В результате исследования иммунофенотипа клеточной линии 5 пассажа 

выявлено, что в группе Cul5PUV количество клеток с иммунофенотипом CD117-



Издательский дом «Среда» 
 

6     https://phsreda.com 

Содержимое доступно по лицензии Creative Commons Attribution 4.0 license (CC-BY 4.0) 

/CD90+ составляет 18% от общей популяции, что на 25% меньше показателя кон-

трольной группы Cul5P. В случае с количеством клеток с иммунофенотипом 

CD117+/CD90+ отмечается обратная тенденция – в группе Cul5PUV данная попу-

ляция клеток составляет 70%, что на 26% больше в сравнении с контрольной 

группой (52%). Количество клеток с иммунофенотипом CD117+/CD90- в группе 

Cul5PUV (5%) почти в 2 раза меньше, чем в контрольной группе (11%) (рис. 2). 

 

Рис. 2. Иммунофенотип поверхностных маркеров дифференцировки клеточной 

линии клеток кожи человека 

 

Проведенное нами двойного окрашивания с применением маркера ранней 

дифференцировки клеток кожи CD117 позволяет исключить отнесение клеток с 

фенотипом CD90+ к популяции клеток CD117+/CD90+, которые характеризуются 

более высоким уровнем дифференцировки [2]. 

Полученные в нашей работе результаты иммунофенотипирования популя-

ции меланоцитов CD117+/CD90+ и CD117+/CD90- демонстрируют высокий про-

цент содержания данной популяции клеток в культуре клеток 5-го пассажа 

(около 63%) после УФО до 75%. Поскольку самая многочисленная популяция 

клеток исследуемой клеточной линии с иммунофенотипом CD117+/CD90+ можно 

сделать вывод, что основными клетками исследуемой сокультуры являются 

клетки меланоцитарного дифферона, а именно меланоциты со средней степенью 

дифференцировки, тогда как доля высокодифференцированных зрелых клеток с 

иммунофенотипом CD117+/CD90- составляет лишь 11% в контроле и 5% после 

УФО. 
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Таким образом, полученные данные отражают УФО-индуцируемое сниже-

нии доли малодифференцированных фибробластов и зрелых дифференцирован-

ных меланоцитов. Кроме этого, выявленное преобладание популяции малодиф-

ференцированных клеток (52%) на 5-ом пассаже отражает высокий биологиче-

ский потенциал данной клеточной линии и дает основание рассматривать 5-й 

пассаж в качестве оптимального для дальнейших исследований. 

Исследования выполнены за счет субсидий из федерального бюджета Ми-

нистерства просвещения РФ на финансовое обеспечение выполнения государ-

ственного задания №073-00037-2302 от 31.07.2023 г (регистрационный номер 

1023012300024-4-1.6.4). 
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