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Цель исследования. Разработка техники трансплантации 3D-клеточных сфероидов ретинального пиг-
ментного эпителия (РПЭ) на глазах экспериментальных животных (кролики). Материалы и методы. 
3D-сфероиды РПЭ для последующей трансплантации создавали с использованием агарозных планшетов 
(3D Petri Dishes, Microtissue, США). Фенотип полученных клеточных культур исследовали с помощью 
иммуноцитохимического анализа (лазерный сканирующий конфокальный микроскоп «Fluo View FV10i», 
Olympus, Япония). Всем экспериментальным животным (кролики породы шиншилла, n = 10) выполня-
ли витрэктомию – 2500 резов в минуту, вакуум 600 мм рт. ст. (Alcon, Accurus, США), ретинотомию и 
субретинально вводили сфероиды РПЭ (MicroDose injection kit 1 ml, Med One, США). Методы после-
операционного контроля: ультразвуковое В-сканирование глаза (Ultrasonic UD-6000, Tomey, Япония) и 
оптическая когерентная томография – ОКТ (Askin Spectralis, Heidelberg engineering, Германия). Глазные 
яблоки энуклеировали на 7, 10, 14, 20-е сутки для последующего гистологического исследования. Ре-
зультаты. Иммуноцитохимическое окрашивание выявило сохранение фенотипа РПЭ в форме 3D-сфе-
роидов. В послеоперационном периоде у всех экспериментальных животных по данным ультразвукового 
В-сканирования и ОКТ отмечалась схожая клиническая картина: отек и плоская отслойка сетчатки в 
зоне оперативного вмешательства. По мере наблюдения сетчатка прилегала и отек сетчатки уменьшал-
ся. Также, по данным ОКТ, субретинально обнаруживались округлые конгломераты диаметром от 60 до 
80 мкм – предположительно 3D-сфероиды РПЭ. По данным гистологического исследования отмечалась 
адгезия сфероидов РПЭ к сосудистой оболочке с последующим распластыванием и образованием но-
вого клеточного слоя по мере увеличения сроков наблюдения. Заключение. Предложенная технология 
культивирования кроличьего РПЭ с последующим конструированием 3D-сфероидов позволяет сохранить 
эпителиальный фенотип клеток. Разработанная хирургическая техника трансплантации РПЭ является 
приемлемой и может использоваться для дальнейших экспериментальных исследований с целью внед-
рения в клиническую практику.
Ключевые  слова:  ретинальный пигментный эпителий,  3D­сфероиды,   
возрастная макулярная дегенерация.
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ВВедеНие
Одним из наиболее тяжелых и социально значи-

мых заболеваний, связанных с нарушением работы 
ретинального пигментного эпителия (РПЭ), являет-
ся возрастная макулярная дегенерация (ВМД) – это 
хроническое прогрессирующее дистрофическое за-
болевание центральной зоны сетчатки, приводящее к 
постепенному и необратимому снижению зрения [17].

ВМД является третьим заболеванием в мире (пос-
ле катаракты и глаукомы), приводящим к слепоте 
(по данным ВОЗ), встречается у 20% людей стар-
ше 50 лет, а частота распространения в Российской 
Федерации составляет 15 случаев на 1000 человек. 
Триггерными факторами являются курение, зло-
употребление алкоголем, чрезмерное пребывание 
на солн це, ожирение, гипертоническая болезнь, ави-
таминозы, этнические особенности и др. [4].

Традиционными методиками лечения ВМД яв-
ляются:
1) метаболическая терапия биодобавками и поливи-

таминными комплексами – может быть эффектив-
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Aim. This research is aimed to devise the technique for transplantation of 3D spheroids retinal pigment epithelium 
(RPE) in the experimental animal’s eyes (rabbits). Materials and methods. 3D spheroids of RPE for subsequent 
transplantation were created using agarose tablets (3D Petri Dishes, Microtissue, USA). The phenotype of the 
obtained cell cultures was studied by immunocytochemical tests (laser scanning confocal microscope “Fluo View 
FV10i”, Olympus, Japan). Vitrectomy – 2500 cuts per minute, vacuum 600 mm Hg (Alcon, Accurus, USA) was 
performed on all rabbits (n = 10). Then, we made retinotomy and injected spheroids in subretinal space (Mi-
croDose injection kit 1 ml, Med One, USA). The following methods of control: ultrasound B-scan (Ultrasonic 
UD-6000, Tomey, Japan) and optical coherence tomography (OCT), (Askin Spectralis, Heidelberg engineering, 
Germany). Eyes were enucleated for histological examination on 7, 10, 14 and 20 days. Results. Immunocyto-
chemical tests revealed preservation of the RPE epithelial phenotype in 3D spheroids. Clinical map was similar 
in all experimental animals – during the first 7 days after surgery we saw cystic edema and flat retinal detachment 
in the surgery area. As we observed, the retina was adjoining and retinal edema was decreasing. Also, on day 3, 
7 and 10 on OCT we saw subretinal round conglomerates with a diameter of 60 to 80 µm – presumably RPE 3D 
spheroids. According to histological findings, there was observed adhesion of the RPE spheroids to the choroid 
with subsequent spreading and formation of new cell layer with the increase of observation periods. Conclusion. 
The proposed technology of cultivation of rabbit RPE with subsequent construction of 3D spheroids allows to 
preserve the epithelial phenotype of cells. The developed surgical technique of RPE transplantation is acceptable 
and can be used for further experimental studies to be implemented in clinical practice.
Key words: retinal  pigment  epithelium, 3D  spheroid,  age­related macular  degeneration.

на на начальных стадиях заболевания и в целях 
его профилактики [1];

2) интравитреальное введение anti-VEGF препа-
ратов – эффективно подавляет процессы неоан-
гиогенеза, однако данный вид лечения требует 
неоднократных инъекций, является дорогостоя-
щим, при далеко зашедших стадиях заболевания 
не приводит к значимому улучшению зрения, и 
при этом не исключается риск рецидива неовас-
куляризации [13];

3) фотодинамическая терапия и хирургическое иссе-
чение субретинальных фиброваскулярных мемб-
ран (СНМ) – данные методики также не приводят 
к существенному улучшению зрения и больше 
направлены на сохранение остаточных зритель-
ных функций [2, 16].
Новым перспективным методом лечения ВМД 

является трансплантация РПЭ в форме суспензии 
клеток [7] или клеточного монослоя на мембране 
Бруха [10] через трансцилиарный [8] или трансскле-
ральный доступы [11].
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По нашему мнению, более современной формой 
трансплантата РПЭ является многоклеточный сфе-
роид – это форма 3D-клеточной культуры, в которой 
клетки приближены к условиям нативной ткани.

3D-сфероиды РПЭ могут иметь диаметр от 50 
до 700 мкм, на плоской поверхности проявляют ад-
гезию и спрединг (распластывание с образованием 
клеточного слоя), что позволяет снизить вероятность 
их диссеминации.

Также в сфероидах наблюдается разделение кле-
ток по слоям – поверхностные клетки проявляют 
эпителиальный фенотип, а центральные – мезенхи-
мальный, что позволяет снизить риск эпителиально-
мезенхимального перехода [3].

Однако трансплантация РПЭ в форме 3D-сферо-
идов требует проведения доклинических исследо-
ваний, в офтальмологии традиционно проводимых 
на кроликах.

В доступной литературе отсутствуют работы, 
описывающие технику культивирования кроличье-
го РПЭ для создания 3D-сфероидов и методику их 
трансплантации.

Цель иССледОВАНиЯ
Разработка техники трансплантации 3D-сферо-

идов РПЭ на глазах экспериментальных животных.

МАтериАлЫ и МетОдЫ

1. Этап исследований in  vitro
Все исследования in vitro проводились на базе 

Центра фундаментальных и прикладных медико-био-
логических проблем головной организации МНТК 
«Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова.

После энуклеации глазных яблок (n = 4) у кро-
ликов породы шиншилла выделяли хориоидально-
пигментный комплекс, укладывали в чашку Петри 
и заливали 5 мл питательной среды. Состав пита-
тельной среды: DMEM/F12 – 88% (Sigma, США); 
ЭТС (HyClone, США) – 10%; Глутамакс (Gibco, 
США) – 1%; раствор антибиотиков – пенициллин, 
стрептомицин, амфоцетрин В (Sigma, США) – 1%. 
Культивирование осуществлялось при стандартных 
условиях – 5% CO2, t = 37 °С. Смена питательной 
среды проводилась каждые 3 дня. По достижении 
полной конфлюентности клетки РПЭ переносились в 
агарозные планшеты в расчете 1000 клеток на 1 сфе-
роид.

Для иммуноцитохимического исследования по-
лученные 3D-культуры сфероидов изучали на 3, 7 
и 11-е сутки сфероидогенеза (лазерный сканирую-
щий конфокальный микроскоп «Fluo View FV10i», 
Olympus, Япония). Оценивали экспрессию характер-
ных эпителиальных маркеров (Alexa Fluor, Велико-
британия), таких как RPE-65 (высокоспецифичный 
маркер пигментного эпителия), ZO-1 (белок запи-

рающих межклеточных контактов), цитокератин 8, 
18 (белки промежуточных филаментов цитоскелета 
эпителиальных клеток), а также мезенхимального 
маркера виментина. Для идентификации указан-
ных маркеров использовали вторичные антитела 
AlexaFluor 488, 594 (Abcam, Великобритания).

2. Этап исследований in  vivo
II этап исследования проводился на базе Калуж-

ского филиала МНТК «Микрохирургия глаза» им. 
акад. С.Н. Федорова и включал в себя трансплан-
тацию полученных клеточных культур 10 кроликам 
породы шиншилла (10 глаз). Клеточные трансплан-
таты перевозились в условиях гипотермии (+4 °С).

Перед операцией всем экспериментальным жи-
вотным промывали конъюнктивальную полость 
раствором антисептика (Пиклоксидин 0,05%). Всем 
кроликам в качестве анестезии выполняли общий 
наркоз (1% раствор Гексенала внутримышечно, 
0,5 мл на 1 кг веса животного). Общее обезболива-
ние дополняли 3-кратной инстилляцией анестетика в 
конъюнк тивальную полость (Проксиметакаин 0,5%). 
Под контролем операционного микроскопа «Opton» 
CFC-6 (Германия) проводили лимбальную перито-
мию, в 2 мм от лимба на 2, 8 и 10 часах устанавливали 
три порта 25Ga в проекции плоской части цилиарно-
го тела для входа эндовитреального инструментария 
и инфузионной системы. Фиксировали инфузионную 
систему, вводили световод, витреотом, выполняли 
центральную хромовитрэктомию – 2500 резов в ми-
нуту, вакуум 600 мм рт. ст. (Alcon, Accurus, США). 
Далее острой канюлей 39 Ga делали ретинотомиче-
ское отверстие на 2–3 мм выше места центральной 
зоны сетчатки. Устройство для введения клеточных 
трансплантатов представляет из себя шприц, подклю-
чаемый к аппарату для комбинированной хирургии 
(MicroDose injection kit 1 ml, Med One, США). При 
нажатии на педаль поршень шприца начинает ход, 
и сфероиды (n = 81), находящиеся в жидкой среде 
(0,05 мл BSS+), доставляются субретинально. Опе-
рации заканчивались заменой жидкости на воздух и 
наложением швов на склеральные разрезы и конъ-
юнктиву. Эндолазерная коагуляция сетчатки вокруг 
ретинотомического отверстия не проводилась.

В послеоперационном периоде всем кроликам 
проводилась стандартная антибактериальная и про-
тивовоспалительная терапия в течение двух недель.

В качестве методов контроля экспериментальным 
животным в послеоперационном периоде проводи-
ли: ультразвуковое В-сканирование глаза – 1-е сут-
ки (Ultrasonic UD-6000, Tomey, Япония) и оптичес-
кую когерентную томографию (ОКТ) – 3, 7, 10, 14, 
20-е сутки (Askin Spectralis, Heidelberg engineering, 
Германия).

Животные выводились из эксперимента на 7, 10, 
14 и 20-е сутки наблюдения путем воздушной эмбо-
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лии. Глазные яблоки энуклеировались и фиксирова-
лись в 10% растворе формалина для последующего 
гистологического исследования.

реЗУльтАтЫ
1. Этап исследований in  vitro

Из трупных кроличьих глаз через 14 дней пос-
ле начала культивирования было получено 1,12 × 
106 клеток РПЭ, из которых в последующем было 
сконструировано 1100 3D-сфероидов (рис. 1).

В ходе культивирования была отмечена посте-
пенная компактизация полученных 3D-сфероидов, 
и к 7-м суткам наблюдалось образование гладких 
сфероидов, их диаметр в среднем составлял от 80 до 
90 микрон. Дальнейшее культивирование не приво-
дило к изменению размеров, что свидетельствовало 
о завершении процесса сфероидогенеза.

При проведении иммуноцитохимического окра-
шивания полученных 3D-культур отмечалось на-
личие ярко выраженной экспрессии характерного 
высокоспецифичного маркера пигментного эпителия 
сетчатки RPE-65, а также эпителиальных маркеров 
цитокератина 8,18 и ZO-1. При этом отмечалась 
стабильная экспрессия указанных маркеров на всем 
периоде культивирования (3, 7 и 11-е сутки). Кроме 
того, экспрессия мезенхимального маркера вименти-
на была слабой, что свидетельствует о преимуществе 
3D-культивирования эпителиальных клеток для со-

Рис. 1. 3D-сфероид РПЭ. Сканирующая электронная мик-
роскопия. ×1000

Fig 1. 3D spheroid RPE. Scanning electronic microscopy. 
×1000

20 μm

Рис. 2. Ярко выраженная экспрессия маркера RPE-6 (зе-
леный) полученными 3D-сфероидами, 11-е сутки культи-
вирования (AlexaFluor 488)

Fig. 2. 3D spheroid PRE, 11 day of cultivation. High expres-
sion of RPE-65 (green) (AlexaFluor 488)

20 μm

Рис. 3. 3D-сфероид РПЭ на 11-е сутки культивирования. 
Выраженная экспрессия эпителиального маркера Цито-
кератина 8,18 (зеленый) и слабая экспрессия мезенхи-
мального маркера Виментина (красный) (AlexaFluor 594)

Fig. 3. 3D spheroid PRE, 11 day of cultivation. High ex-
pression of Cytokeratin 8,18 (green), (epithelial marker) and 
weak expression of Vimentin (red), (mesenchymal marker), 
(AlexaFluor 594)

хранения их фенотипа. На рис. 2 и 3 представлены 
результаты иммуноцитохимического окрашивания 
3D-сфероидов РПЭ.

В связи с необходимостью перевозки донорского 
материала была изучена жизнеспособность сферо-
идов после пребывания при температуре +4 °С в 
течение 4 часов. Оценка жизнеспособности осу-
ществлялась путем изучения адгезивных свойств 
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сфероидов и методом флюоресцентного окраши-
вания маркером «Live and Dead» (Abcam, Великоб-
ритания). Было выявлено сохранение жизнеспособ-
ности сфероидов вплоть до 7 суток наблюдения. 
Таким образом, нами были определены оптималь-
ные сроки предтрансплантационного культивиро-
вания 3D-сфероидов РПЭ. На рис. 4 представлены 
3D-сфероиды РПЭ после пребывания в условиях 
гипотермии.

2. Этап исследований in  vivo
В первые сутки после оперативного вмешатель-

ства на всех прооперированных глазах клиническая 
картина была схожей: отмечалась инъекция глазного 
яблока в зоне проведения хирургического вмеша-
тельства, швы конъюнктивы были адаптированы, 
роговица прозрачная, передняя камера средней глу-
бины, влага передней камеры прозрачная, радуж-
ка спокойна, выраженных помутнений хрусталика 
не наблюдалось. При проведении ультразвукового 
В-сканирования в 1-е сутки у 6 кроликов отмеча-
лась плоская отслойка сетчатки в зоне оперативного 
вмешательства высотой до 1 мм, у 4 кроликов отме-
чалось прилегание оболочек, отслойка сетчатки не 
визуализировалась. Уровень воздуха составлял менее 
1/2 объема витреальной полости.

ОКТ-картина морфологического состояния сет-
чатки была схожей у всех экспериментальных живот-
ных: в зоне оперативного вмешательства отмечался 

кистозный отек и плоская отслойка сетчатки. Дан-
ные изменения отмечались в течение первых 7 суток 
после хирургии. По мере наблюдения сетчатка при-
легала и отек сетчатки уменьшался. Также на 3, 7 и 
10-е сутки субретинально обнаруживались округлые 
конгломераты диаметром от 60 до 80 мкм – пред-
положительно 3D-сфероиды РПЭ. При проведении 
ОКТ на 14-е и 20-е сутки значимых изменений мор-
фологического состояния сетчатки не наблюдалось. 
На рис. 5 и 6 представлены оптические когерентные 

20 μm
20 μm
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Рис. 4. 3D-сфероиды РПЭ после пребывания в условиях гипотермии (жизнеспособные клетки окрашены в зеленый 
цвет, нежизнеспособные клетки окрашены в красный цвет, окрашивание маркером «Live and Dead»): а – жизнеспо-
собный 3D-сфероид РПЭ (7-е сутки культивирования); б – нежизнеспособный сфероид (11-е сутки культивирования)

Fig. 4. 3D spheroids of PRE after staying in hypothermia (viable cells are colored green, non-viable cells are colored red, 
staining with a marker «Live and Dead»): а – viable 3D spheroid (7 day of cultivation); б – unviable 3D spheroid (11 day of 
cultivation)

200 μm

Рис. 5. ОКТ сетчатки кролика, 7-е сутки после транс-
плантации 3D-сфероидов РПЭ. Субретинально обнару-
живаются округлые трансплантаты РПЭ

Fig. 5. OCT of retina, 7 day after 3D spheroids transplantati-
on. Found rounded subretinal grafts of RPE
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томограммы сетчатки кроликов после трансплан-
тации 3D-сфероидов РПЭ на различных сроках на-
блюдения.

По данным гистологического исследования отме-
чалась адгезия сфероидов РПЭ к сосудистой оболоч-
ке с последующим распластыванием и образованием 
нового клеточного слоя по мере увеличения сроков 
наблюдения. На рис. 7 и 8 представлены гистологи-
ческие срезы оболочек глазных яблок кроликов на 
различных сроках наблюдения.

ОБСУЖдеНие
На сегодня в мировой офтальмологической 

практике большинство трансплантаций РПЭ вы-
полняются через трансцилиарный доступ при по-
мощи эндовитреального хирургического инстру-
ментария [5]. Это позволяет доставлять клеточные 
трансплантаты в необходимую зону под визуаль-
ным контролем (в отличие от транссклерального 
доступа).

В большинстве случаев используется донорский 
аллогенный РПЭ [12], так как для трансплантации 
аутологичного РПЭ необходимо индуцировать от-
слойку сетчатки и с периферических отделов вы-
кроить участок сосудистой оболочки с пигментным 
эпителием [15]. Данный вид вмешательства являет-
ся травматичным, и в послеоперационном периоде 
существует высокий риск таких осложнений, как 
отслойка сетчатки, гемофтальм, пролиферативная 
витреоретинопатия (ПВР), эпиретинальный фиброз 
(ЭРФ) [6]. Также после индукции отслойки сетчат-
ки необходимо проведение тампонады витреальной 
полости силиконовым маслом, что подразумевает 
проведение второго этапа операции по поводу его 
удаления.

При проведении трансплантации аллогенного 
РПЭ клеточные транспланты можно условно разде-
лить на 2 вида: суспензия клеток и лоскут хориодея + 
РПЭ.

По данным литературы, при трансплантации 
суспензии клеток РПЭ большинство клеток дис-
семинируют в витреальную полость через рети-
нотомическое отверстие и не замещают дефект в 
РПЭ реципиента вследствие неравномерного рас-
пределения по субретинальному пространству, а 
попадая в витреальную полость, могут вызывать 
развитие ПВР, ЭРФ и отслойку сетчатки. Также 
при трансплантации суспензии клеток РПЭ обна-
руживалось преобладание клеток мезенхимального 
фенотипа, утративших полярность, что является 
следствием эпителиально-мезенхимальной транс-
формации клеток РПЭ после их удаления с мемб-
раны Бруха [9].

Для трансплантации лоскута хориоидея + РПЭ 
необходимо выполнять ретинотомическое отверс-
тие диаметром не менее 2 мм, уложить трансплан-

200 μm

Рис. 6. ОКТ сетчатки кролика, 10-е сутки после трансплан-
тации 3D-сфероидов РПЭ. Субретинально обнаружива-
ются трансплантаты РПЭ с тенденцией к распластыванию

Fig. 6. OCT of retina, 10 day after 3D spheroids transplantation. 
Subretinal RPE grafts are detected with a tendency to spread

100 μm

Рис. 8. Гистологический срез, окраска гематоксилин-эози-
ном. 10-е сутки после трансплантации 3D-сфероидов РПЭ

Fig. 8. Histological section, colouring with hematoxylin-eo-
sin. 10 day after transplantation 3D spheroids RPE

100 μm

Рис. 7. Гистологический срез, окраска гематоксилин-эози-
ном. 3-и сутки после трансплантации 3D-сфероидов РПЭ

Fig. 7. Histological section, colouring with hematoxylin-eo-
sin. 3 day after transplantation 3D spheroids RPE
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тат нужной стороной вверх, расправить и провести 
эндолазеркоагуляцию ретинотомического отверс-
тия. Данное вмешательство является более трав-
матичным, требует дальнейших разработок нового 
инструментария для введения трансплантата, всег-
да существует риск укладки лоскута слоем РПЭ 
вниз, возможна травматизация лоскута. Не исклю-
чается и риск вышеперечисленных осложнений, и 
зачастую требуется введение силиконового мас-
ла [9].

Таким образом, основными требованиями, предъ-
являемыми к трансплантации РПЭ, являются: мало-
инвазивность, снижение риска диссеминации клеток 
в витреальную полость и по субретинальному про-
странству, отсутствие необходимости во введении 
силиконового масла (одноэтапная хирургия). Крайне 
актуальным критерием для клеточных трансплан-
татов является сохранение их эпителиального фе-
нотипа, так как трансформация в мезенхимальные 
клетки является одной из ведущих причин развития 
пролиферативных процессов.

На предтрансплантационном этапе во время про-
ведения иммуноцитохимических исследований нами 
было доказано, что 3D-сфероиды РПЭ сохраняют 
свой эпителиальный фенотип вплоть до 11-х суток 
культивирования.

В ходе проведения инструментальных методов 
исследования в послеоперационном периоде нами 
было показано, что осложнения (плоская локальная 
отслойка сетчатки, кистозный отек сетчатки), вызы-
ваемые предложенной в работе хирургической тех-
никой, являются неопасными и обратимыми.

При офтальмоскопии и В-сканировании в после-
операционном периоде ни у одного кролика не было 
отмечено развитие ПВР, следовательно, сфероиды 
РПЭ после трансплантации быстро адгезируются к 
сосудистой оболочке и не диссеминируют в витре-
альную полость.

Ретинотомическое отверстие, выполняемое каню-
лей калибра 39 Ga, не требует проведения эндолазер-
коагуляции сетчатки. Введения силиконового масла 
также не потребовалось ни в одном случае.

Предложенную хирургическую технику можно 
считать микроинвазивной и малотравматичной.

ЗАКлЮчеНие
Предложенная технология культивирования кро-

личьего РПЭ с последующим конструированием 
3D-сфероидов позволяет сохранить эпителиальный 
фенотип клеток, что подтверждается данными им-
муноцитохимических исследований. Разработанная 
хирургическая техника трансплантации РПЭ являет-
ся приемлемой, что подтверждается данными опти-
ческой когерентной томографии и гистологическими 
исследованиями. Предложенная хирургическая тех-
ника субретинальной трансплантации 3D-сферои-

дов РПЭ является перспективной для дальнейших 
экспериментальных исследований с целью внедре-
ния в клиническую практику.
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