
78

ВЕСТНИК  ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XIV   № 1–2012

ПРИМЕНЕНИЕ ГОМОЛОГИЧНЫХ КЛЕТОЧНЫХ ПЕПТИДОВ 
ДЛЯ УЛУЧШЕНИЯ МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ 
ЭНДОТЕЛИЯ ДОНОРСКИХ РОГОВИЦ ПРИ ХРАНЕНИИ 
В НОРМОТЕРМИЧЕСКОМ И ГИПОТЕРМИЧЕСКОМ РЕЖИМАХ
Борзенок С.А.1, Ролик О.И.1, Онищенко Н.А.2, Комах Ю.А.1, Делекторская В.В.3

1 ФГУ «МНТК «Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова» Росмедтехнологий, г. Москва
2  ФГБУ «ФНЦ трансплантологии и искусственных органов имени академика В.И. Шумакова» 
Минздравсоцразвития России, г. Москва
3 Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина РАМН, г. Москва

Исследовано защитное действие тканеспецифических регуляторных пептидов на эндотелиальные клетки 
(ЭК) изолированных донорских роговиц при хранении в нормотермическом (до 24 суток) и гипотермиче-
ском (до 9 суток) режимах. Проанализирована динамика ультраструктурных изменений в эндотелиальных 
клетках в процессе хранения, изменения их плотности, показателя гексагональности и средней площади 
клеток, проведена электронная микроскопия. Установлено, что тканеспецифические регуляторные пепти-
ды оказывают защитное действие на ультраструктурную архитектонику ЭК донорских роговиц, повышают 
плотность межклеточных контактов, увеличивая допустимые сроки органного культивирования до 16 су-
ток и гипотермической консервации до 9 суток.
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ВВЕДЕНИЕ
Проблема трупного тканевого донорства и транс-

плантации жизнеспособной роговицы является од-
ним из наиболее сложных и актуальных разделов 
офтальмологии [1, 3, 5, 14, 15].

Для прозрачного приживления сквозного транс-
плантата роговицы необходима максимальная со-
хранность морфофункционального состояния его 
эндотелиальных клеток (ЭК), обеспечивающих 
нормальную гидратацию и прозрачность посред-
ством осуществления ими энергозависимой транс-
портной и насосной функций [14]. ЭК роговицы яв-
ляются высокодифференцированными клетками и 
имеют нейроглиальное происхождение [2, 7, 8, 13]. 
Так как биологически ЭК не способны к митотиче-
ской регенерации, то при их значительной потере в 
посттрансплантационном периоде возникает снача-
ла функциональная декомпенсация, а затем необра-
тимое помутнение трансплантата [14].

В изолированных трупных роговицах уже на эта-
пе консервации в нормотермическом и гипотерми-
ческом режимах происходит дизрегуляция энерге-
тического метаболизма, в результате чего в ЭК воз-
никает ряд морфофунциональных перестроек, со-
провождающихся ослаблением межклеточных вза-
имодействий, десквамацией ЭК и снижением их 
жизнеспособности [12, 14].

Выкраивание и фиксация роговичного транс-
плантата при сквозной и задней послойной кера-
топластиках также сопровождаются потерей ЭК, 
в связи с чем исходная плотность эндотелиаль-
ных клеток (ПЭК) является определяющей для 
сохранения функции роговицы после трансплан-
тации и по данным должна быть не менее 2800–
3000 кл/мм² [15].

В этой связи пролонгирование адекватного мета-
болизма и повышение жизнеспособности ЭК труп-
ных донорских роговиц на этапе их консервации яв-
ляется крайне важной и актуальной задачей [1].

Анализ публикаций по проблеме культивирова-
ния и консервации изолированных донорских рого-
виц позволяет прийти к заключению, что пролонги-
рование адекватного метаболизма в трансплантатах 
роговицы, повышающего морфофункциональную 
резистентность ее ЭК к воздействию ишемического 
и гипотермического стрессов [10], может быть до-
стигнуто путем усовершенствования составов кон-
сервационных сред.

Наибольшие возможности в плане совершен-
ствования противоишемической защиты и защиты 
от гипотермического повреждения создает включе-
ние в культуральные среды и консервирующие рас-
творы различных биологически активных веществ, 
которые, пролонгируя энергетические и пластиче-
ские процессы, повышают эффективность межкле-

точных взаимодействий и формируют плотность 
межклеточных контактов [16–18].

В целях восстановления и поддержания струк-
туры и функции ЭК трупных донорских роговиц в 
процессе их хранения значительный интерес пред-
ставляют фармакологические препараты на осно-
ве регуляторных клеточных пептидов, получен-
ных из тканей глаза. К таким препаратам ново-
го поколения относятся цитамины отечественного 
производства [4, 9] и тканевая панель препаратов 
NeyDIL импортного производства [6, 11]. К сожа-
лению, оте чественная фармакологическая промыш-
ленность не производит препаратов регуляторных 
пептидов с адресным действием к эндотелиальным 
клеткам роговицы. До настоящего времени един-
ственным органотропным препаратом, полученным 
из регуляторных пептидов клеточной цитоплаз-
мы эмбриональных роговых оболочек промышлен-
ных животных, является препарат NeyDIL Nr.37 
«Cornea», который выпускается немецкой фирмой 
«VitOrgan», имеющий Государственную регистра-
цию в Российской Федерации.

Между тем данных о возможности повышения 
качества защиты изолированных трупных донор-
ских роговиц от повреждения с помощью гомоло-
гичных регуляторных пептидов на этапе нормо-
термического культивирования и гипотермической 
консервации в литературе нет. Прямая зависимость 
результата трансплантации роговицы от исходной 
жизнеспособности и плотности сцепления ЭК меж-
ду собой послужила основанием для изучения эф-
фективноси применения органотропных регулятор-
ных пептидов роговиц – препарата NeyDIL Nr.37 
для улучшения морфофункциональной сохранно-
сти ЭК и повышения резистентности трупной до-
норской роговицы к действию неблагоприятных 
факторов нормотермического органного культиви-
рования и гипотермической консервации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для иследования были отобраны 40 трупных 

роговиц от доноров зрелого возраста (средний воз-
раст составил 32 ± 4 года). Срок ишемии роговиц 
(от смерти до консервации) составлял не более 
12 часов.

В качестве биологически активной добавки ис-
пользовали моноорганный препарат NeyDIL Nr.37, 
полученный из фетальных и ювенильных роговиц 
крупного рогатого скота и содержащий гомологич-
ные клеточные пептиды роговицы в концентрации 
100 мкг/мл.

Проведенные исследования включали две серии 
наблюдений. Первая серия – изучение возможности 
повышения качества донорских роговиц, культиви-
рованных в нормотермических условиях при +35 °С 
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в СО2-инкубаторе с концентрацией СО2 – 5%. При 
этом на 20 парных роговицах от 10 доноров приме-
нялись стандартные культуральные среды с добав-
лением 5% декстранов, но без добавления феталь-
ной бычьей сыворотки, чтобы исключить влияние 
содержащихся в ней факторов роста на эндотелий, 
культивированных донорских роговиц.

В первой серии наблюдались две группы: опыт-
ная (n = 10) и контрольная (n = 10). В опытной груп-
пе среда дополнительно содержала пептидный пре-
парат NeyDIL Nr.37, в концентрации 1 мкг/мл сре-
ды. Сроки культивирования в опытной и контроль-
ной группах составляли 8, 16 и 24 дня, в те же сро-
ки проводился анализ морфометрических и ультра-
структурных характеристик эндотелиальных кле-
ток.

Вторая серия экспериментов была выполнена на 
донорских роговицах, консервированных в гипо-
термических условиях при +6 °С в среде Борзенка–
Мороз (n = 20 пар роговиц от 10 трупных доноров) 
и также включала опытную (n = 10) и контрольную 
(n = 10) группы.

В опытной группе в среду Борзенка–Мороз до-
бавляли пептидный препарат NeyDIL Nr.37 в дозе 
1 мкг/мл среды. Сроки консервации составили 3, 6, 
9 суток, в эти же сроки проводился анализ морфо-
метрических и ультраструктурных характеристик 
эндотелиальных клеток с помощью электронной 
сканирующей и трансмиссионной микроскопии.

Электронная сканирующая микроскопия про-
водилась на растровом ионно-электронном микро-
скопе Quanta 200 3D (Голландия) с возможностью 
проведения исследований объектов в режиме есте-
ственной среды без применения глубокого вакуума, 
напыления и жесткой фиксации с помощью альде-
гидов, что не нарушало архитектоники и морфоме-
трии клеток.

Для трансмиссионного электронно-микро-
скопического исследования материал фиксирова-
ли в 2,5% растворе глутарового альдегида по стан-
дартной методике с последующей заливкой в эпок-
сидную смолу ЭПОН-812. Ультратонкие и полутон-
кие срезы готовили на ультрамикротоме LКВ-III 
(Швеция). Полутонкие срезы окрашивали толуи-
диновым синим. Ультратонкие срезы контрастиро-
вали насыщенным раствором уранилацетата и ци-
тратом свинца и изучали в электронном микроско-
пе JЕМ 1200 ЕХ II (Япония).

Исследования плотности ЭК (ПЭК), площади и 
показателя гексагональности ЭК донорских рого-
виц проводились неинвазивным способом с помо-
щью компьютерного кератоанализатора для глаз-
ных банков Kоnan (Япония). Для подсчета ПЭК, а 
также для более полной оценки состояния эндоте-
лиального пласта применялся инвертированный 
световой микроскоп 307 – 143.003 Leitz Wetzlar 

GmbH (Германия) с цифровой камерой-окуляром 
DCM510 (Китай).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Известно, что в норме эндотелий роговицы ха-

рактеризуется цитоплазмой, богатой органеллами, 
содержащей большое количество митохондрий. 
Обильное содержание органелл в цитоплазме обе-
спечивает выполнение эндотелием важнейших 
энергозатратных трансмембранных насосных функ-
ций, при нарушении которых роговица быстро на-
бухает и мутнеет. Кроме того, гексагональная форма 
ЭК обеспечивает наибольшую прочность межкле-
точных контактов, и ее нарушение ведет к ослабле-
нию межклеточного взаимодействия и снижению 
их функций. Поэтому при оценке результатов со-
хранения изолированных роговиц в нормотерми-
ческом и гипотермическом режимах мы в первую 
очередь обращали внимание на ультраструктурную 
сохранность митохондриального аппарата эндоте-
лиальных клеток, а также на особенности их мор-
фометрических характеристик.

Культивирование роговиц 
в нормотермических условиях

На 8-е сутки культивирования роговиц трансмис-
сионная электронная микроскопия (ТЭМ) не выя-
вила ультраструктурных отличий между опытной 
и контрольной группой. Ультраструктура митохон-
дриальных крист и мембран эндотелия обеих групп 
соответствовала норме (рис. 1, а, б). На 16-е сутки 
культивирования в контрольной группе отмечалась 
отечность митохондриальных мембран, выявлялись 
равномерно вымытый митохондриальный матрикс 
и небольшая сглаженность митохондриальных 
крист (рис. 1, г). В опытной группе на 16-е сутки 
изменений в митохондриальных мембранах и кри-
стах не было обнаружено (рис. 1, в). Наибольшая 
разница между опытной и контрольной группами 
проявилась на 24-е сутки инкубирования. В опыте 
отмечалось незначительное сглаживание митохон-
дриальных крист, в контроле митохондрии приоб-
ретали округлую форму, в набухших митохондриях 
выявлялось частичное, а иногда и полное разруше-
ние крист; кроме этого, появилась картина паренхи-
матозной дегенерации и необратимости нарушения 
клеточных процессов, что проявлялось осаждением 
клеточных белков в матриксе цитоплазмы эндоте-
лиальных клеток (рис. 1, д, е).

При сканирующей электронной микроскопии 
(СЭМ) в контрольной группе к 24-му дню были вы-
явлены значительный полиморфизм, то есть нали-
чие клеток с различными диагональными размера-
ми и различной площадью, единичные клетки ги-
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гантского размера (рис. 2, в). В опытной группе эн-
дотелиальные клетки сохранили мономорфизм и 
гексагональность, даже в области складок рогови-
цы (рис. 2, а). При максимально эффективном уве-
личении в контрольной группе отмечено уменьше-
ние электронно-оптической плотности внутри кле-
ток, обусловленное деструкцией билипидного слоя 
мембран (рис. 2, г), что не наблюдалось в опытной 
группе (рис. 2, б).

Анализ изменений плотности эндотелиальных 
клеток (ПЭК) показал, что достоверная разница 
между контрольной и опытной группами появляет-
ся на 16-е сутки культивирования: в опытной груп-
пе снижение ПЭК достигает 4,8%, тогда как в кон-
трольной группе – 6,3% при максимально допусти-
мых значениях до 5%. Через 24 дня органного куль-
тивирования анализ ПЭК показал, что потеря ЭК в 
опытной группе составила 6,1%, в контрольной – 
9,7%, то есть и в опытной, и в контрольной группах 
превысила допустимые значения.

Площадь ЭК через 16 суток культивирования 
в опытной группе увеличилась на 0,92%, а в кон-

троле – на 2,57%; а к 24-м суткам культивирования 
площадь эндотелиальных клеток в опыте увеличи-
лась на 3,3%, в контроле – на 4,6%. Процент гек-
согональных клеток на 16-е сутки культивирования 
в опыте уменьшился на 5,54%, а в контроле – на 
22,27%. К 24-м суткам культивирования этот по-
казатель составил 12, 68 и 33,03% соответственно, 
т. е. в опыте уменьшился всего на 12%, в контро-
ле – почти в 3 раза, то есть на 33%. Оценка резуль-
татов изменения ПЭК и анатомического строения 
ЭК в процессе культивирования позволяет прийти 
к заключению, что гомологичные клеточные пеп-
тиды роговицы увеличивают сроки культивирова-
ния до 16 суток.

Гипотермическая консервация роговицы
При трансмиссионной электронной микроскопии 

(ТЭМ) на 3-и сутки гипотермической консервации 
не было выявлено существенной разницы в ультра-
структурной архитектонике эндотелиальных кле-
ток опытной и контрольной групп (рис. 3, а, б). Но 

Рис. 1. ТЭМ митохондрий в эндотелиальных клетках донорских роговиц из опытной (а, в, д) и контрольной 
(б, г, е) групп, культивированных в нормотермических условиях (t = +35 °С) в течение различных сроков, 20 000: 
а, б – 8-е сутки культивирования, ультраструктурных отличий между опытной и контрольной группой не выявлено; 
в, г – 16-е сутки, в опыте изменений не выявлено, в контроле отечность митохондриальных мембран, вымытый мито-
хондриальный матрикс, сглаженность митохондриальных крист; д, е – 24-е сутки, в опыте сглаживание митохондри-
альных крист, в контроле в набухших митохондриях выявляется частичное, а иногда и полное разрушение крист, кар-
тина паренхиматозной дегенерации
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Рис. 2. СЭМ эндотелиального пласта роговиц в опытной (а, б) и в контрольной (в, г) группах, культивированных в 
нормотермических условиях при t = +35 °С в течение 24 суток: а, б – 800, в контроле – значительный полиморфизм 
и полимегетизм, в опыте эндотелиальные клетки сохранили мономорфизм и гексагональность; б, г – 1600, в опыте 
клетки без изменений электронно-оптической плотности, в контроле – уменьшение электронно-оптической плотно-
сти внутри клеток, выраженная деструкция липидного бислоя мембран
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Рис. 3. ТЭМ митохондрий в эндотелиальных клетках донорских роговиц опытной (а, в) и контрольной (б, г) групп по-
сле гипотермической консервации (t = +6 °С) на разных сроках, 20 000: а, б – 3-и сутки консервации, ультраструк-
турных отличий между опытом и контролем не выявлено; в, г – 6-е сутки консервации, в опыте без изменения, в кон-
троле в эндотелиальных клетках наряду с ультраструктурно сохраненными органеллами присутствуют митохондрии 
с прозрачным матриксом, кристы которых либо отсутствуют, либо фрагментированы
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на 6-е сутки консервации в эндотелиальных клетках 
контрольной группы наряду с ультраструктурно со-
храненными органеллами обнаруживается присут-
ствие митохондрий с совершенно прозрачным ма-
триксом, кристы которых либо отсутствовали либо 
были фрагментированы (рис. 3, г). На 9-е сутки кон-
сервации в эндотелиальных клетках роговиц опыт-
ной группы митохондрии приобретали округлую 
форму, отмечался начинающейся отек митохондри-
альных мембран, кристы митохондрий были сохра-
нены (рис. 4, а, б), в то время как в контроле выяв-
лены грубые ультраструктурные изменения кле-
ток – цитоплазма фрагментирована, цитоплазмати-
ческий матрикс просветлен, в нем видны многочис-
ленные пузырьки различного размера и практически 
полное отсутствие сохранных органелл, что являет-
ся явным признаком их аутолиза (рис. 4, в, г).

При сканирующей электронной микроскопии 
(СЭМ) на 9-е сутки в опыте отмечалось появление 
гигантских клеток, но клетки сохранили гекса- и 
пентагональность (рис. 5, а, б) В контроле выявле-
но выраженное разрушение межклеточных контак-
тов и уменьшение электронно-оптической плотно-
сти внутри клеток, свидетельствующих о деструк-
ции цитоскелета и липидного бислоя мембран, чего 
не наблюдалось в опытной группе (рис. 5, в, г).

Было проведено дополнительное электронно-
микроскопическое исследование роговиц опытной 

и контрольной групп на 12-е сутки консервации. 
И в опытной, и в контрольной группах были выяв-
лены грубые ультраструктурные повреждения пла-
ста эндотелия.

За 9-е сутки гипотермической консервации по-
теря ЭК в опытной группе составила 4,1%, в кон-
трольной – 7,2%, то есть снижение ПЭК в опытной 
группе не превышало предельно допустимых зна-
чений.

Площадь клеток в опыте увеличилась на 1,8%, 
в контроле на 2,9%, процент гексагональных кле-
ток к 9-м суткам в опыте снизился всего на 6,86%, 
а в контроле – на 28%, свидетельствуя о значитель-
но лучшей сохранности клеток в опытной группе к 
9-м суткам консервации роговицы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выполненное исследование показало, что 

включение регуляторных клеточных пептидов в 
среды для органного нормотермического культи-
вирования и гипотермической консервации до-
норских роговиц повышает протективные свой-
ства сред, используемых для пролонгированно-
го сохранения изолированных роговиц, повышает 
их жизнеспособность и увеличивает допустимые 
сроки их хранения. Об этом свидетельствуют бо-
лее длительное сохранение ультраструктуры ми-
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Рис. 4. ТЭМ митохондрий в эндотелиальных клетках донорских роговиц в опытной (а, б) и контрольной (в, г) группах 
после гипотермической консервации (t = +6 °С) в течение 9 суток: а, б – начальный отек митохондриальных мембран, 
митохондрии округлой формы, кристы митохондрий сохранены, а – 10 000, б – 20 000; в, г –  грубые ультраструк-
турные изменения, цитоплазма фрагментирована, цитоплазматический матрикс просветлен, в нем видны многочис-
ленные пузырьки различного размера, практически полное отсутствие сохранных органелл, в – 10 000, г – 20 000
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тохондрий ЭК, снижение темпа потери ЭК и бо-
лее высокий процент сохранения гексагональ-
ных клеток в эндотелиальном монослое, что по 
данным ТЭМ и СЭМ обусловлено протективным 
действием на липопротеидный бислой клеточных 
мембран.
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