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Актуальность. По данным Всемирной организации здравоохранения, заболевания роговицы являются 
одной из основных причин слепоты во всем мире. Одним из этиологических факторов, приводящих к 
поражению роговицы, являются эндотелиальные дистрофии. Эндотелий роговицы представляет собой 
монослой клеток, практически не обладающих митотической активностью. При снижении плотности 
эндотелиальных клеток роговицы ниже критического порога эндотелий утрачивает способность регули­
ровать гидратацию стромы роговицы, что приводит к ее помутнению, и как следствие, снижению остроты 
зрения и качества жизни пациента. В связи с этим в клинической практике широко используются различ­
ные варианты кератопластики. На сегодня существует техническая возможность как пересадки всех слоев 
роговицы в случае сквозной кератопластики, так и трансплантации заднего эпителия в ходе послойных 
кератопластических операций. Данные хирургические подходы широко вошли в повседневную практику, 
однако требуют использования дефицитного материала – трупных донорских роговиц, из которых в усло­
виях глазного тканевого банка формируют трансплантаты для вышеупомянутых операций. В связи с этим 
в последние годы предложены протоколы получения культуры эндотелиальных клеток роговицы человека 
для последующей трансплантации, однако использование подобных подходов на территории России огра­
ни че но законом. Целью данного исследования явилось экспериментальное обоснование возможности 
трансплантации некультивируемых эндотелиальных клеток, выделенных из трупных человеческих рого­
виц. Материалы и методы. Первый этап работы состоял в получении суспензии эндотелиальных клеток 
из трупных донорских роговиц и ее изучении, на втором этапе выполнялась оценка трансплантацион­
ной эффективности полученной клеточной суспензии в эксперименте ex vivo. Результаты. В результате 
проведенных исследований показана высокая жизнеспособность и сохранность фенотипа клеток после 
трансплантации предлагаемым методом. Выводы. Полученные данные позволяют сделать вывод о со­
хранности фенотипа и способности к адгезии, а также о высоком уровне жизнеспособности клеточной 
суспензии при адекватной потере эндотелиальных клеток в ходе трансплантации в эксперименте ex vivo.
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ВВедеНие
Роговица представляет собой важнейшую опти­

ческую среду глаза, поскольку на нее приходится 
большая часть преломляющей силы оптической 
системы глаза. Это обусловлено уникальным гис­
тологическим строением данной ткани. Как извест­
но, роговица является одной из частей фиброзной 
капсулы глаза и непосредственно контактирует с 
окружающей средой, по этой причине множество 
различных этиологический факторов способны при­
водить к повреждению роговицы.

По данным Всемирной организации здравоохра­
нения, заболевания роговицы являются одной из ос­
новных причин слепоты во всем мире и находятся на 
4­м месте в структуре инвалидности по зрению [1, 2]. 
В Российской Федерации примерно 18% от общего 
числа больных составляют помутнения роговицы, 
приводящие к частичной или полной потере зрения. 
Одной из причин помутнения роговицы является эн­
дотелиальная дистрофия.

Задний эпителий (эндотелий) роговицы челове­
ка представлен монослоем клеток гексагональной 

формы, расположенных на внутренней поверхности 
роговицы. Он играет важнейшую роль в реализа­
ции гидробаланса роговицы, регулируя приток во­
дянистой влаги к строме, обеспечивая тем самым 
ее прозрачность. При этом клетки заднего эпителия 
роговицы практически не способны к митотиче скому 
делению, и в случае гибели одной из клеток соседние 
клетки мигрируют в зону дефекта и/или увеличива­
ются в размере для закрытия дефекта монослоя. Фи­
зиологической нормой считается потеря примерно 
0,6% клеток за год жизни. При падении плотности 
эндотелиальных клеток роговицы ниже критиче­
ского порога, который составляет приблизительно  
500 клеток/мм2, эндотелий утрачивает способность 
регулировать гидратацию стромы роговицы, что 
приводит к помутнению роговицы, и как следствие, 
снижению остроты зрения [3].

Основным методом лечения эндотелиальных дис­
трофий является кератопластика. На сегодня произо­
шел значительный прогресс в способах трансплан­
тации, который выражается в переходе от сквозной 
кератопластики, подразумевающей замену всех слоев 
роговицы, но сопровождающуюся высоким риском 
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Background. According to the World Health Organization, corneal diseases are one of the major causes of 
blindness globally. Endothelial dystrophy is one of the etiological factors leading to corneal diseases. The corneal 
endothelium is a monolayer of cells with virtually no mitotic activity. When the density of corneal endothelial 
cells falls below a critical threshold, the endothelium loses its ability to regulate corneal stromal hydration. This 
leads to corneal clouding and, consequently, to reduced visual acuity and quality of life of the patient. In this 
regard, various keratoplasty methods are widely used in clinical practice. Today, it is technically possible to 
transplant all corneal layers via penetrating keratoplasty, and to transplant the posterior epithelium via layer­by­
layer keratoplasty. These surgical approaches are now widely used in everyday practice, but they require the use 
of scarce material – cadaveric donor corneas, from which grafts for the above­mentioned operations are formed 
in the conditions of an eye bank. In this regard, protocols for obtaining human corneal endothelial cell (HCEC) 
culture for subsequent transplantation have been proposed in recent years. However, the use of such approaches 
in Russia is limited by the law. The aim of this study was to experimentally justify the possibility of transplanting 
uncultured endothelial cells, isolated from cadaveric human corneas. Materials and methods. The first stage of 
the work consisted of obtaining a suspension of endothelial cells from cadaveric donor corneas and studying it; 
at the second stage, the transplantation effectiveness of the resulting cell suspension was assessed in an ex vivo 
experiment. Results. The cell phenotype after transplantation by the proposed method had high viability and 
preservation. Conclusions. The presented results suggest that phenotype and adhesion ability are preserved, and 
that the cell suspension has a high level of viability under adequate loss of endothelial cells during transplantation 
in the ex vivo experiment.
Keywords:  cornea,  endothelium, posterior  epithelium,  transplantation,  cells.
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осложнений, к пересадке непосредственно десцеме­
товой мембраны с эндотелиальными клетками, поз­
волившей значительно снизить риск осложнений [4]. 
Однако в связи с выраженной нехваткой донорского 
материала во всем мире ведутся работы, направлен­
ные на получение культуры клеток эндотелия чело­
века для последующей трансплантации.

В 2018 г. группой японских ученых во главе с 
профессором S. Kinoshita впервые была проведена 
успешная трансплантация культивированных эн­
дотелиальных клеток роговицы с помощью инги­
битора Rho­киназы у пациентов с диагнозом «бул­
лезная кератопатия». Обязательным условием было 
нахождение пациента в вынужденном положении 
после операции вниз головой на протяжении 3 часов. 
Данная методика показала высокую клиническую 
эффективность на протяжении многолетнего срока 
наблюдения за данными пациентами. Через 5 лет 
после операции нормальная функция эндотелия 
роговицы была восстановлена в 10 из 11 проопери­
рованных глаз, плотность эндотелиальных клеток 
(ПЭК) центральной части роговицы составила 1257 ± 
467 клеток/мм2, острота зрения статистически зна­
чимо увеличилась на 10 глазах [5].

В том же году группой ученых из Японии и Индии 
были представлены результаты трансплантации эн­
дотелиальных клеток роговицы человека на примере 
трех пациентов с диагнозом «буллезная кератопа­
тия», у которых отсутствовала положительная ди­
намика на проводимую медикаментозную терапию. 
Трансплантацию культивированных эндотелиальных 
клеток роговицы в переднюю камеру выполняли, 
используя нанокомпозитный гель, с целью сниже­
ния миграции клеток в структуры передней камеры 
глаза. Обязательным условием было нахождение па­
циента вниз лицом на протяжении 24 часов. Клетки 
из кадаверных глаз культивировали 26 дней, затем 
полученную клеточную культуру переносили на 
гелевый носитель, срок сокультивирования с кото­
рым составлял одну неделю. Полученные гелевые 
носители трансплантировали 3 пациентам через ка­
нюлю 23 G. Закрытие эндотелиального дефекта у 
пациентов наблюдалось уже спустя 11 дней. Затем 
гелевый носитель удаляли из передней камеры па­
циентов. В двух случаях из трех удалось добиться 
значительного увеличения остроты зрения на сроке 
наблюдения до 18 месяцев.

Одним из ключевых вопросов трансплантации 
эндотелиальных клеток является изучение их натив­
ного фенотипа и его сохранности в процессе выде­
ления и культивирования. Для изучения фенотипа 
эндотелиальных клеток наиболее часто использу­
ют иммуноцитохимический метод окрашивания на 
следующие маркеры, встречающиеся почти во всех 
научных сообщениях: положительные Na+/K+АТФ­
аза; ZO­1, Ki67 и отрицательные виментин и a­SMA. 

Данную совокупность маркеров многие исследова­
тели принимают за базовую характеристику эндоте­
лиальных клеток роговиц человека [6].

Однако представленные методики имеют ряд огра­
ни че ний для осуществления на территории Россий­
ской Федерации по причине наличия ФЗ «О биоме­
дицинских клеточных продуктах», препятствующего 
непосредственному применению культивированных 
клеток в клинике. Для создания оригинальной мето­
дики трансплантации эндотелиальных клеток, кото­
рая не вступала бы в противоречие с действующим 
Законом, нами была сформулирована цель данного 
исследования.

Цель: экспериментальное обоснование возмож­
ности трансплантации некультивируемых эндоте­
лиальных клеток, выделенных из трупных челове­
ческих роговиц.

МАтериАлЫ и МетОдЫ
1-й этап
Получение жизнеспособных и фенотипически 
сохранных эндотелиальных клеток из трупных 
человеческих роговиц

Для выполнения данного этапа работы из Глаз­
ного тканевого банка были получены 9 роговиц с 
жизнеспособным эндотелием, но не пригодных для 
трансплантации пациентам по причине наличия 
стромальных повреждений. Исследования с исполь­
зованием биоматериала, выделенного из трупных 
глаз человека, проводили в соответствии с офици­
ально принятыми процедурами и специальным раз­
решением в рамках законодательства Российской 
Федерации. Средний возраст доноров составил 53 ± 
4 года, соотношение мужчин/женщин составляло со­
ответственно 5/4. Среднее время от момента смер­
ти до ввода в эксперимент составляло 20 ± 3 часа. 
По классификации трансплантабельности, пред­
ложенной С.А. Борзенком, полученные роговицы 
соответствовали оценке 1A (нетрансплантабельные 
роговицы).

Выделение суспензии эндотелиальных клеток
Выделение суспензии эндотелиальных клеток 

из трупных донорских роговиц выполнялось по 
следующему протоколу. Вначале проводилось хи­
рургическое выделение десцеметовой мембраны с 
эндотелиальными клетками. Затем осуществляли 
перенос десцеметовой мембраны и эндотелиальных 
клеток в пробирку для ферментативной обработки 
раствором химически стабильного трипсина TrypLE 
(Thermo Fisher Scientific, США), после чего пробир­
ки переносили в термошейкер TS­100 (BioSan SIA, 
Латвия), используя следующие настройки прибора: 
температура постоянного нагрева 37 °С, 800 об/мин, 
40 мин. По окончании данной процедуры пробирки 
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центрифугировали, удаляли супернатант, добавляли 
культуральную среду следующего состава: DMEМ/
F12; 5% эмбриональная телячья сыворотка; 2 ммоль 
L­глутамина; L­аскорбиновая кислота; эпидермаль­
ный фактор роста (EGF); инсулин; ингибитор Rho­
киназы (ROCK) Y­27632; раствор антибиотиков и 
антимикотиков в объеме 1 мл, после чего проводили 
подсчет количества клеток на автоматизированном 
счетчике клеток Luna II (Logos, Южная Корея).

Определение жизнеспособности
Жизнеспособность полученной суспензии опре­

деляли методом флуоресцентной окраски с использо­
ванием коммерческого набора Live and Dead (Abcam 
plc., Великобритания). Набор представляет собой 
флуоресцентные красители, которые окрашивают 
мертвые клетки в красный цвет, живые клетки – в 
зеленый цвет. Для анализа из полученной суспензии 
отбирали аликвоты по 5 мкл и смешивали с раство­
ром красителя 5X для последующей конфокальной 
микроскопии. Оценку проводили с использованием 
конфокального лазерного сканирующего биологи­
ческого микроскопа FluoView FV10i (Olympus Cor­
poration, Япония).

Для определения жизнеспособности и апоптоза 
были использованы красители 7AAD и Annexin V, 
для этого отбирали 50 мкл суспензии и смешивали 
с красителями. Анализ проводили на проточном ци­
тофлуориметре CytoFLEX (Beckman Coulter, США).

Проточная цитофлуориметрия
Для подтверждения сохранности фенотипа сус­

пензии эндотелиальных клеток была проведена про­
точная цитофлуориметрия по протоколу на CD­па­
нели, предложенной Kinoshito. Описание протокола: 
было сформировано 3 пробирки по 1 × 105 клеток, в 
1­ю пробирку были добавлены изотопические конт­
роли, во 2­ю пробирку – CD166 APC 750, CD44 PC7, 
CD24 PE, в 3­ю – CD105 APC, CD26 PC7, CD133 
FITC. Анализ проводили на проточном цитофлуори­
метре CytoFLEX (Beckman Coulter, США).

2-й этап
Оценка трансплантационной эффективности 
полученной клеточной суспензии 
в эксперименте ex vivo

Для второго этапа использованы трупные донор­
ские роговицы с показателем трансплантабельности 
1A, n = 4. Трансплантацию клеточной суспензии на 
заранее подготовленные трупные донорские рого­
вицы со стандартной зоной дефекта проводили в 
стерильных условиях из расчета 1 тыс. клеток/мм2 с 
последующим культивированием в течение 1 недели 
в полной культуральной среде следующего состава: 
DMEМ/F12; 5% эмбриональная телячья сыворотка; 
2 ммоль L­глутамина; L­аскорбиновая кислота; эпи­

дермальный фактор роста (EGF); инсулин; ингибитор 
Rho­киназы (ROCK) Y­27632; раствор антибиотиков 
и антимикотиков. Для трансплантации использовали 
шприц со стеклянным наконечником объемом 0,2 мл 
при диаметре носика наконечника не более 2 мл, что 
позволяет оптимизировать проводимые микрохирур­
гические манипуляции с клеточной суспензией.

Основные этапы трансплантации суспензии эн­
дотелиальных клеток включали механическое уда­
ление нативного эндотелия при помощи стерильного 
тупфера, определение зоны дефекта окрашиванием 
трипановым синим, перенос подготовленной суспен­
зии эндотелиальных клеток при помощи стеклянного 
наконечника на роговицу из расчета 1 тыс. клеток/мм2 
на 100 мкл полной культуральной среды. Далее рого­
вицы культивировали в 7 мл полной ростовой среды 
в 6­луночном планшете. Культивирование осущест­
вляли в течение 7 дней.

Иммуногистохимическое исследование
По окончании культивирования для верификации 

функциональной активности трансплантированных 
клеток заднего эпителия роговицы было проведено 
иммуногистохимическое исследование на следую­
щие маркеры: белок плотных межклеточных кон­
тактов (ZO­1), функциональные белки Na+/K+­АТ­
Фаза, Люмикан, Виментин и белок пролиферативной 
активности Ki67. Роговицы однократно промывали 
стерильным раствором PBS с последующей фикса­
цией в 10% формалине в течение суток. Протокол 
ИГХ­исследования включал в себя следующие ос­
новные этапы: пермобилизация 0,1% Triton X100, 
блокировка неспецифического связывания раствором 
0,3% Tween 20 и 1% альбумина, инкубирование с 
первичными и вторичными антителами, ядра конт­
растировали ядерным красителем Hoechst № 33258. 
Анализ проводили с использованием конфокального 
лазерного сканирующего биологического микроско­
па FluoView FV10i (Olympus Corporation, Япония).

Электронно-сканирующая микроскопия
Для определения качества закрытия сформиро­

ванного дефекта трансплантированными эндотели­
альными клетками по окончании культивирования 
также была проведена электронная микроскопия 
роговиц. Полученные образцы однократно промы­
вали стерильным раствором PBS с последующей 
фиксацией в 10% растворе формалина в течение 
суток. Дегидратацию образцов проводили в восхо­
дящей батарее ацетона, с последующей сушкой в 
критической точке, напылением золота и анализом 
на электронно­сканирующем микроскопе Jeol6000 
plus (Jeol, Япония).
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Рис. 1. Суспензия эндотелиальных клеток. Световая фа­
зово­контрастная микроскопия. ×100

Fig. 1. Endothelial cell suspension. Light phase­contrast mi­
croscopy. ×100

100 мкм

Рис. 3. Определение жизнеспособности и апоптоза сус­
пензии эндотелиальных клеток. Проточная цитофлуори­
метрия

Fig. 3. Determination of viability and apoptosis of endotheli­
al cell suspension. Flow cytometry

находящихся в апоптозе. Было показано, что при фер­
ментном способе выделения суспензия представлена 
одиночными клетками с единичными небольшими 
кластерами по 5–10 клеток (рис. 1). Количество жиз­
неспособных клеток в полученной суспензии соста­
вило 98,07 ± 1,21% (рис. 2). Количество клеток в 
состоянии апоптоза 0,1 ± 0,012%, мертвых клеток 
1,53 ± 0,61% (рис. 3).

При проведении проточной цитофлуориметрии 
была показана экспрессия более 98% CD166, неболь­
шой уровень экспрессии CD105 и CD133 при отсут­
ствующей экспрессии CD24, CD26 и CD44, что соот­
ветствует результатам Киношито и соавт. (рис. 4, 5).

2-й этап
Для трансплантации суспензии эндотелиальных 

клеток было предложено использовать стеклянный 
наконечник, который применяется в хирургии. К ос­
новным преимуществам этого наконечника можно 
отнести слабую адгезию клеток к стеклянным стен­
кам, внутренний объем, который позволяет суспен­
зии клеток не контактировать с поршнем шприца, и 
малый диметр носика, который позволяет оптими­
зировать хирургические манипуляции. Ранее нами 
было установлено, что потеря эндотелиальных кле­
ток в стеклянном наконечнике составляет 10 ± 2,5%, 
а всего при данном способе трансплантации потеря 
клеток составляет 40 ± 5,5%.

Рис. 2. Определение жизнеспособности суспензии эндо­
телиальных клеток: зеленым цветом окрашены живые 
клетки, красным – мертвые. Иммуногистохимическое 
окрашивание, лазерная сканирующая конфокальная мик­
роскопия. ×100

Fig. 2. Determination of endothelial cell suspension viability: 
live cells are stained in green, dead cells in red. Immuno­
histochemical staining, confocal laser scanning microscope. 
×100

100 мкм

реЗУльтАтЫ
1-й этап

На данном этапе была выделена суспензия эндо­
телиальных клеток с последующей оценкой их жиз­
неспособности и определением количества клеток, 
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Рис. 4. Изотипический контроль. Проточная цитофлуориметрия

Fig. 4. Isotype control. Flow cytometry
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Рис. 5. Проточная цитофлуориметрия суспензии эндотелиальных клеток роговицы

Fig. 5. Flow cytometry of a corneal endothelial cell suspension
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Авторский способ трансплантации заготовленной 
суспензии эндотелиальных клеток представлен на 
рис. 6.

По истечении 1 недели культивирования клеточ­
ной суспензии на роговицах было выполнено им­
муногистохимическое исследование. В результате 

проведенного исследования в образцах роговицы 
обнаружена экспрессия характерных маркеров эн­
дотелиальных клеток: белка ZO­1 (маркер плотных 
межклеточных контактов), Na+/K+­АТФазы (мар­
кер сохранности насосной (помпальной) функции), 
белка Ki67 (маркер пролиферативной активности) 

Рис. 6. Методика трансплантации суспензии эндотелиальных клеток заднего эпителия, основные этапы: 1 – подготов­
ка суспензии клеток; 2 – удаление собственного (нативного) эндотелия; 3 – окрашивание зоны дефекта трипановым 
синим; 4 – определение зоны дефекта; 5 – внесение суспензии клеток эндотелия на зону дефекта

Fig. 6. Method of transplantation of a posterior epithelial endothelial cell suspension, main stages: 1 – preparation of cell sus­
pension; 2 – removal of native endothelium; 3 – staining of defect area with trypan blue; 4 – identification of the defect area; 
5 – application of the endothelial cell suspension into the defect area

1 2

5

3

4

Рис. 7. Иммуногистохимический анализ клеток эндоте­
лия роговицы. Стрелками показана экспрессия белков 
ZO­1 (зеленые стрелки) и Na+/K+­АТФазы (красное ок­
рашивание). Иммуногистохимическое окрашивание, ла­
зерная сканирующая конфокальная микроскопия. ×600

Fig. 7. Immunohistochemical analysis of corneal endothelial 
cells. Arrows indicate the expression of ZO­1 (green arrows) 
and Na+/K+­ATPase proteins (red stain). Immunohistochemi­
cal staining, confocal laser scanning microscope. ×600

20 мкм

при наличии единичных клеток, экспрессирующих 
виментин (белок цитоскелета клеток соединитель­
ной ткани) и люмикан (белок, играющий важную 
роль в миграции и пролиферации клеток во время 
восстановления тканей, а также отвечающий за ре­
гуляцию сборки коллагенового матрикса в рогови­
це). Полученные в ходе иммуногистохимического 
исследования изображения эндотелиальных клеток 
представлены на рис. 7–9.

С целью оценки способности полученной сус­
пензии клеток к адгезии к десцеметовой мембране и 
последующего создания монослоя была выполнена 
сканирующая электронная микроскопия. По резуль­
татам проведенного исследования было показано, что 
клеточная суспензия эндотелиальных клеток сфор­
мировала монослой и закрыла зону дефекта. Полу­
ченные в ходе сканирующей электронной микроско­
пии изображения представлены на рис. 10, красными 
пунктирными линиями отмечены границы клеток.

ОБСУЖдеНие
Действующий Федеральный закон Российской 

Федерации «О биомедицинских клеточных продук­
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Рис. 9. Иммуногистохимический анализ клеток эндоте­
лия роговицы. Экспрессия белка­маркера пролиферации 
Ki67 (зеленое окрашивание) и слабая экспрессия вимен­
тина (красное окрашивание). Иммуногистохимическое 
окрашивание, лазерная сканирующая конфокальная мик­
роскопия. ×600

Fig. 9. Immunohistochemical analysis of corneal endotheli­
al cells. Expression of the proliferation marker protein Ki67 
(green stain) and weak expression of vimentin (red stain). 
Immunohistochemical staining, confocal laser scanning mi­
croscope. ×600

20 мкм

Рис. 8. Иммуногистохимический анализ клеток эндоте­
лия роговицы. Экспрессия белков люмикана (зеленое 
окрашивание) и Na+/K+­АТФазы (красное окрашивание). 
Иммуногистохимическое окрашивание, лазерная скани­
рующая конфокальная микроскопия. ×600

Fig. 8. Immunohistochemical analysis of corneal endothe­
lial cells. Expression of lumican proteins (green stain) and  
Na+/K+­ATPase (red stain). Immunohistochemical staining, 
confocal laser scanning microscope. ×600

20 мкм

ня нет возможности использовать опубликованные и 
успешно зарекомендовавшие себя алгоритмы транс­
плантации клеток заднего эпителия человеческой ро­
говицы [5, 6]. В связи с этим в настоящем исследова­
нии был использован собственный авторский способ 
трансплантации эндотелиальных клеток, который 
не вступает в противоречие с действующим зако­
ном, поскольку для трансплантации используются 
некультивируемые клетки заднего эпителия трупных 
донорских роговиц.

В результате проведенной трансплантации сус­
пензии эндотелиальных клеток трупных донорских 
роговиц была обнаружена возможность их успешной 
адгезии на роговицу. Успешность трансплантации эн­
дотелиальных клеток оценивали в ходе иммуногисто­
химического исследования и сканирующей электрон­
ной микроскопии. Фенотип полученных клеточных 
культур изучали по ряду маркеров, таких как Na+/
K+­АТФаза и ZO­1. Маркер ZO­1 является характер­
ным белком плотных межклеточных контактов для 
клеток эпителиальной природы. Экспрессия данно­
го маркера плотных межклеточных контактов ZO­1 
показала сохранность эпителиального фенотипа ис­
следуемых клеток после трансплантации представ­
ленным в данной работе способом. Оценка насос­
ной (помпальной) функции трансплантированного 
заднего эпителия проводилась по оценке уровней 
экспрессии Na+/K+­АТФазы. В результате проведен­
ного иммуногистохимического исследования были 
обнаружены высокие уровни экспрессии фермента 
Na+/K+­АТФазы, на основании чего был сделан вывод 
о сохранности насосной функции клеток эндотелия, 
являющейся ключевой в поддержании гомеостаза 
роговицы, после трансплантации по указанной мето­

тах» регулирует нормы использования клеточных 
продуктов на территории России. Согласно приня­
тым положениям, на сегодня трансплантация куль­
тивированных in vitro клеток эндотелия роговицы 
практически неосуществима. По этой причине сегод­

Рис. 10. Слой эндотелиальных клеток после культиви­
рования на трупной донорской роговице. Сканирующая 
электронная микроскопия. ×300

Fig. 10. Endothelial cell layer after culturing on a cadaveric 
donor cornea. Scanning electron microscopy. ×300
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дике. Также по незначительным уровням экспрессии 
белка виментина показано отсутствие эпителиально­
мезенхимальной пластичности клеток. Выбор вимен­
тина обоснован известной ролью данного белка как 
маркера мезенхимальной трансформации клеток. Все 
использованные в данном исследовании белковые 
маркеры широко применяются при изучении эндо­
телия роговицы различными группами ученых [7, 8].

Была отмечена пылевидная экспрессия маркера 
ZO­1, в норме имеющая сотовидный характер, по­
видимому, данный факт обусловлен разобщением 
монослоя эндотелиальных клеток при получении 
суспензии, в дальнейшем по мере восстановления 
монослоя и межклеточных контактов мы предпола­
гаем полное восстановление данного маркера.

Предложенный способ трансплантации некуль­
тивированных клеток заднего эпителия при помощи 
стеклянного наконечника показал высокую эффек­
тивность и безопасность для клеток. Использование 
стеклянного наконечника обеспечило слабую адге­
зию клеток к стеклянным стенкам наконечника и тем 
самым низкую потерю эндотелиальных клеток на 
этапе непосредственного введения. Также достаточ­
ный внутренний объем наконечника позволяет сус­
пензии клеток не контактировать с поршнем шприца, 
в то время как малый диаметр носика дает возмож­
ность оптимизировать хирургические манипуляции. 
По полученным данным, за счет названных особен­
ностей стеклянного наконечника удалось достичь 
уровня потери клеток во время трансплантации не 
более 10%. В известных публикациях авторами также 
подчеркивается необходимость контроля за скоро­
стью трансплантации для минимизации травматиз­
ма и наиболее деликатной хирургии [9]. Подобный 
контроль возможен при использовании стеклянного 
наконечника и проведении трансплантации по опи­
санной методике.

ВЫВОдЫ
1. Предложенный ферментный способ получения 

суспензии эндотелиальных клеток роговицы с ис­
пользованием химически стабильного трипсина 
позволяет получить 98% жизнеспособных клеток.

2. Полученная клеточная суспензия эндотелиальных 
клеток экспрессирует 96% CD133, имеет слабую 
экспрессию CD105 и не экспрессирует CD24, 26, 
44, что подтверждает сохранность фенотипа после 
ферментативного способа получения.

3. Предложенный способ трансплантации позволяет 
минимизировать внешнее воздействия на суспен­
зию эндотелиальных клеток и уменьшить потерю 
клеток при хирургических манипуляциях до 10%.

4. Трансплантированная клеточная суспензия эн­
дотелиальных клеток роговицы в эксперименте 
показала возможность адгезии данных клеток к 
десцеметовой мембране с формированием моно­

слоя и экспрессии характерных клеточных белков 
ZO­1, Na+/K+­АТФазы и Люмикана.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда № 22-25-00356.
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