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Клетки заднего эпителия роговицы человека, или эндотелия, обладают ограниченной пролиферативной 
активностью как in vivo так и in vitro. Повреждение или дисфункция этих клеток приводит к наруше-
нию прозрачности роговицы различной степени выраженности, вплоть до слепоты. В настоящее время 
единственным действенным методом лечения патологии эндотелия является трансплантация донорской 
роговицы, содержащей пул здоровых и функционально активных клеток. Однако существует глобальная 
нехватка донорских роговиц, что приводит к неудовлетворенной клинической потребности и тому, что 
хирургическое лечение получает лишь 1 пациент из 10 нуждающихся. В связи с этим создание клеточных 
конструкций и искусственных аналогов роговицы человека, содержащих здоровый эндотелий, является 
весьма актуальной задачей современной офтальмо-трансплантологии. В данном обзоре представлены 
текущее состояние вопроса, сложности и перспективы получении клеточной культуры эндотелиальных 
клеток роговицы in vitro для целей трансплантации.
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Human posterior corneal epithelium (corneal endothelium) has limited proliferative activity both in vivo and in 
vitro. Disease or dysfunction in these cells leads to impaired corneal transparency of varying degrees of severity, 
up to blindness. Currently, the only effective standard treatment for corneal endothelial dysfunction is transplan-
tation of donor cornea that contains a pool of healthy and functionally active cells. However, there is a global 
shortage of donor corneas, which has led to an unmet clinical need and the fact that only 1 patient out of 10 in 
need receives surgical treatment. Therefore, creation of cellular constructs and artificial human corneas containing 
healthy endothelium is a very urgent challenge facing modern ophthalmic transplantology. This review presents 
the current state of affairs, challenges and prospects for obtaining cultured corneal endothelial cells (CECs) in 
vitro for transplantation purposes.
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туальны для многих стран мира, что объясняет дефи-
цит донорского материала. С другой стороны, после-
операционная потеря эндотелиальных клеток после 
ЗАПК и ТДМ достигает 35% и более в год [10], что 
приводит к необходимости повторной кератопласти-
ки [11]. Повторная кератопластика в ряде развитых 
стран мира является вторым по частоте показанием 
к трансплантации роговицы [12].

Таким образом, существует реальная необходи-
мость изучения альтернативных терапевтических 
путей, которые помогут уменьшить зависимость от 
донорского материала при лечении эндотелиальных 
патологий роговицы, а также повысить жизнеспособ-
ность трансплантированных эндотелиальных клеток 
как донора, так и реципиента.

ПОлУчеНие и КУльтиВирОВАНие in vitro 
КлетОК эНдОтелиЯ рОГОВиЦЫ

Одним из путей решения проблемы недостаточ-
ности эндотелия роговицы является применение 
культуры клеток [13]. Однако данные клетки слабо 
пролиферируют вследствие своего происхождения от 
клеток – предшественников нейронального гребня, а 
также контактного ингибирования и экспрессии во 
влаге передней камеры фактора TGF-b, эндотели-
альные клетки в своем подавляющем большинстве 
находятся в стадии G1 клеточного цикла [14].

Несмотря на это, во всем мире идут активные 
работы по получению культуры клеток эндотелия 
роговицы. Первое сообщение об успешном получе-
нии культуры эндотелия было сделано J. Mannagh 
et al. (1965). Предложенная ими методика включала 
в себя погружение выделенных корнеосклеральных 
дисков в раствор 0,06% проназы, инкубирование при 
37 °С в течение 2 часов, с последующим соскаблива-
нием клеток эндотелия. Культивирование осущест-
влялось в культуральной среде Игла с добавлением 
6 г/л глюкозы и 20% фетальной бычьей сыворотки 
при стандартных условиях. В эксперименте исполь-
зовали роговицы доноров в возрасте 28 и 70 лет. 
Авторы спустя 48 часов визуализировали прикре-
пившиеся округлые конгломераты клеток, которые 
через 72 часа принимали характерную эпителиаль-
ную морфологию. Однако уже на 10-й день клетки 
приобретали мезенхимоподобную морфологию, что 
свидетельствовало об их эпителиально-мезенхималь-
ной трансформации [15].

Стоит отметить, что с момента получения первой 
культуры клеток эндотелия и до сих пор дискутабель-
ными являются критерии отбора донорского матери-
ала, нет единого протокола выделения и культиви-
рования, а также стандартного состава питательной 
среды и необходимых добавок. В данном обзоре мы 
приводим протоколы, которые способствовали по-
лучению клеточной культуры эндотелия роговицы, 

ВВедеНие
Роговица человека представляет собой прозрач-

ную бессосудистую структуру, питание которой осу-
ществляется в основном через влагу передней каме-
ры посредством клеток заднего эпителия роговицы. 
Клетки заднего эпителия роговицы, иначе называе-
мые эндотелием, имеют характерную гексагональ-
ную форму и образуют монослой, расположенный 
на десцеметовой мембране. Основная его функция 
заключается в поддержании роговицы в прозрач-
ном, относительно дегидратированном состоянии 
по средством работы метаболических помп, опосре-
дованных через Na/K АТФазу [1], а также барьерной 
функции через белки плотных контактов ZO-1 [2].

Известно, что плотность эндотелиальных клеток 
роговицы у новорожденных составляет примерно 
6000 клеток/мм2, однако с возрастом происходит 
уменьшение количества клеток, ежегодная потеря 
которых составляет примерно 0,6% от общей попу-
ляции клеток в год [3]. У здоровых людей это естес-
твенное снижение плотности не приводит к каким-
либо клинически значимым нарушениям структуры и 
функции роговицы. В случае более активной потери 
эндотелиальных клеток, например, вследствие хи-
рургических вмешательств или травм глаза, может 
происходить частичное восстановление функцио-
нальной целостности эндотелиального слоя за счет 
миграции клеток и увеличения площади здоровых 
клеток [3]. При падении плотности эндотелиаль-
ных клеток роговицы ниже критического порога, 
который составляет приблизительно 500 клеток/мм2, 
эндотелий утрачивает способность регулировать 
гидратацию стромы роговицы, что приводит к ее 
помутнению, и как следствие – снижению остро-
ты зрения [3]. По данным Всемирной организации 
здравоохранения, в 2020 году заболевания роговицы 
являлись причиной снижения зрения у 7% населения 
земного шара и третьей по значимости причиной сле-
поты и слабовидения [4]. Длительное время сквозная 
кератопластика являлась «золотым стандартом» ле-
чения эндотелиальной патологии роговицы, однако 
на сегодня на первое место выходят селективные 
методы послойной кератопластики, а именно задняя 
автоматизированная кератопластика (ЗАПК), при 
которой донорский трансплантат включает помимо 
эндотелия и десцеметовой мембраны слой стромы, 
и трансплантация десцеметовой мембраны (ТДМ), 
при которой трансплантируется только эндотелий с 
подлежащей десцеметовой мембраной [5–7]. Данные 
методики сегодня дают хорошие клинико-функцио-
нальные результаты, при этом продолжают совер-
шенствоваться хирургические способы получения 
трансплантатов для послойной кератопластики [8, 9]. 
Однако организационные и медико-юридические 
проблемы, связанные с донорством, до сих пор ак-
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не подвергшейся эпителиально-мезенхимальному 
переходу хотя бы до 2-го пассажа.

ХАрАКтериСтиКи дОНОрОВ
Joyce и Zhu провели сравнительный анализ воз-

можности получения клеточной культуры эндотелия 
роговицы и смогли представить критерий отбора до-
норов (табл.) [16].

Кроме того, к критериям исключения относят 
наличие у донора сахарного диабета, глаукомы, ге-
нерализованной инфекции (сепсиса), а также прове-
дение химиотерапии [17]. Однако, по мнению ряда 
отечественных авторов, диабет и онкологические 
заболевания (без стадии интоксикации) являются 
предпочтительным выбором донора, так как могут 
приводить клетки эндотелия к митозу [18, 19].

M. Parekh и S. Ahmad также показали возмож-
ность получения культуры клеток эндотелия от до-
норов, средний возраст которых превышал 75 лет, а 
средняя плотность эндотелиальных клеток составля-
ла 1943,75 ± 222,02 кл/мм2. В ходе культивирования 
авторы использовали ROCK-ингибиторы и прину-
дительное приклеивание клеточных конгломератов 
с использованием вискоэластика [17].

МетОдЫ ВЫделеНиЯ КлетОК
Все имеющиеся на сегодня методы выделения 

эндотелия роговицы можно разделить на 4 группы: 
механические, механические с использованием фер-
ментов, ферментативные и основанные на органном 
культивировании.

При первом из указанных способов выделения 
эндотелий отделяется от десцеметовой мембраны 
механически с последующим переносом на культу-
ральную поверхность. Неоспоримым преимущест-
вом данного метода является получение гомоген-
ной культуры клеток эндотелия роговицы. Однако 
культура, полученная данным способом, обладает 
очень низкой клеточной активностью, и большинство 
полученных клеток экспрессируют маркеры раннего 
апоптоза [20].

Ферментативный метод выделения подразумевает 
инкубирование корнеосклерального диска с раство-
ром коллагеназы, диспазы, этилендиаминтетрауксус-
ной кислоты (ЭДТА) или трипсина, что неизбежно 
приводит к получению гетерогенной клеточной куль-
туры, содержащей примеси фибробластов стромы 
роговицы. Последующее применение селективных 
культуральных сред не дает ожидаемого получения 
гомогенной культуры клеток эндотелия роговицы 
[21–23].

Совместное применение механического и фер-
ментативного методов обеспечивает более щадящее 
выделение клеток эндотелия роговицы, однако ис-
пользование ферментов требует длительного вре-

мени инкубирования, что приводит к повышению 
клеточного повреждения [21–24].

К недостаткам метода органного культивирования 
десцеметовой мембраны с прилежащим слоем эндо-
телия относится получение гетерогенной культуры 
клеток вследствие присутствия нижележащих слоев 
стромы. Кроме того, культура, полученная данным 
методом, характеризуется крайне низкой митотиче-
ской активностью [21].

СОСтАВ ПитАтельНОЙ СредЫ
Сравнительный анализ базовых питательных сред 

для получения культуры клеток эндотелия роговицы 
был проведен G. Peh et al. [25]. В рамках данной ра-
боты были исследованы такие питательные среды, 
как DMEM [26]; OptiMEM [27]; DMEM/F12 [28]; 
Ham’s F12/M199 [29]. Было показано, что при ис-
пользовании DMEM и DMEM/F12 клеточная культу-
ра после второго пассажа утрачивает митотическую 
активность, клетки увеличиваются в размерах и под-
вергаются апоптозу. В свою очередь использование 
OptiMEM и Ham’s F12/M199 способствует поддержа-
нию культуры вплоть до 3-го пассажа с сохранением 
митотической активности и экспрессии специфиче-
ских эпителиальных маркеров ZO-1 и Na/K АТФазы. 
Однако, несмотря на наличие типичной иммуноцито-
химической картины, клетки утрачивают свою харак-
терную морфологическую форму. Согласно Y. Zhu 
et al., данные изменения обусловлены наличием в 
составе питательных сред основного фактора роста 
фибробластов, что способствует стимуляции эпите-
лиально-мезенхимального перехода [30].

На сегодня максимально эффективная схема ве-
дения культуры эндотелиальных клеток роговицы 
подразумевает поэтапное использование различных 
питательных сред, так называемый «метод двух 
сред». В качестве первой выступает среда, содер-
жащая базовую эндотелиальную бессывороточную 
среду Human Endothelial SFM, необходимую для 
стабилизации клеточной культуры и поддержания 
характерного фенотипа. Для активации пролифера-
тивной активности клеток культуру помещают во 

Таблица
Критерии отбора доноров для получения 

культуры клеток эндотелия роговицы
Donor selection criteria for corneal endothelial cell 

culture
Возраст донора от 2 до 79 лет

Плотность эндотелиальных клеток 1800–
3891 клеток/мм2

Среднее время от момента смерти 
до консервации роговицы не более 12 часов

Среднее время от момента смерти 
до введения в эксперимент не более 7 дней
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вторую среду на основе Ham’s F12/M199. Исполь-
зование данного подхода позволяет получить более 
гомогенную клеточную культуру с характерной мор-
фологией и предотвратить возникновение эпители-
ально-мезенхимального перехода [31]. Несмотря на 
преимущества указанного метода, имеющиеся на се-
годня доклинические и клинические испытания про-
водятся на основе применения сред DMEM/F12 [32] 
и OptiMEM [33].

дОБАВКи длЯ КУльтиВирОВАНиЯ
Помимо выбора базовой питательной среды, 

крайне актуальным является подбор факторов, под-
держивающих культуру клеток эндотелия рогови-
цы. Сообщается, что такие факторы, как bFGF [35], 
LIF [36], EGF [36], NGF [37], добавка для роста 
эндотелиальных клеток [38] и 2-фосфат L-аскорби-
новая кислота [39], способствуют росту эндотелия. 
Предполагается, что использование LIF задерживает 
контактное ингибирование и совместно с bFGF в 
бессывороточной среде способствует пролиферации 
клеток эндотелия с сохранением характерного фе-
нотипа [35].

В литературе имеются данные о получении не-
трансформируемой клеточной линии эндотелиаль-
ных клеток роговицы, доведенных до 224-го пасса-
жа [39]. В данной работе для поддержания клеток 
использовали питательную среду на основе DMEM/
F12 с добавлением 20% фетальной бычьей сыворот-
ки, антибиотиков, основного фактора роста фибро-
бластов (bFGF), эпидермального фактора роста 
(EGF), N-ацетилглюкозамина гидрохлорида, глюко-
замина гидрохлорида, хондроитинсульфата, продук-
тов окисления и деградации хондроитинсульфата, 
карбоксиметилхитозана, бычьего экстракта глаза и 
культурального супернатанта клеток стромы рогови-
цы человека в логарифмической фазе. Представлен-
ный результат, как заявляют авторы, был достигнут 
вследствие использования кондиционированной сре-
ды. Zhu et al. сообщили, что использование кондици-
онированной среды кератоцитов в логарифмической 
фазе роста стимулирует пролиферацию эндотели-
альных клеток роговицы лучше, чем использование 
костномозговых мезенхимальных стволовых клеток 
МСК [40]. Представленные данные, возможно, по-
казывают потенциал использования кондициони-
рованных сред для стимулирования пролиферации 
эндотелиальных клеток роговицы.

Известен фармакологический подход к восста-
новлению эндотелия с использованием ингибитора 
Rho-ассоциированной киназы (ROCK) Y-27632 [41]. 
Использование ROCK при культивировании помога-
ет регулировать форму и движение клеток, воздейс-
твуя на цитоскелет [42]. Было показано, что ROCK 
Y-27632 способствует лучшей адгезии клеток, инги-
бирует апоптоз, является нетоксичным и не вызывает 

изменений морфологии эндотелия роговицы челове-
ка [43, 44]. ROCK был предложен как активное ве-
щество для восстановления потери эндотелиальных 
клеток in vivo на животных моделях [8].

Ряд авторов заявляет о том, что использование 
низкомолекулярных ингибиторов RhoA и ROCK 
Y-27632 может ингибировать эпителиально-мезен-
химальную трансформацию, которая, возможно, 
запускается вследствие разрушения межклеточных 
соединений во время культивирования и пассирова-
ния культуры [40].

Следовательно, необходимы дальнейшие иссле-
дования особенностей получения и долгосрочного 
культивирования эндотелиальных клеток с целью 
оптимизации и стандартизации условий их культиви-
рования с подтверждением функциональных свойств 
для дальнейшей трансляции данных исследований в 
клиническую практику.

ПОСеВНАЯ КОНЦеНтрАЦиЯ 
эНдОтелиАльНЫХ КлетОК

Очень важным фактором является исходная по-
севная концентрация клеток, необходимая для со-
хранения их гексагональной морфологии, а также 
экспрессии всех маркеров. В исследованиях было 
показано, что таковой является концентрация 
1 × 104 клеток/см2 [45].

СУБСтрАт длЯ КУльтиВирОВАНиЯ 
эНдОтелиАльНЫХ КлетОК рОГОВиЦЫ

Помимо выбора надлежащего состава питатель-
ной среды еще одним нерешенным вопросом является 
выбор оптимальной культуральной поверхности [45]. 
Многие научные коллективы для получения 2D-кле-
точной культуры эндотелия роговицы используют 
такие покрытия, как коллаген I типа [46] и фибронек-
тин [16], коллаген IV типа [48], хондроитинсульфат 
и ламинин [49], матригель [50] и смесь для покры-
тия FNC [27]. Стоит отметить, что использование 
коллагена IV типа, а также E-8 Ламинина – 511 [51] 
как компонентов десцеметовой мембраны роговицы 
представляется наилучшим решением для получения 
гомогенной клеточной культуры эндотелия рогови-
цы [40]. Также хорошо зарекомендовал себя фиброин 
шелка. Так, было показано, что его использование 
может поддерживать рост эндотелиальных клеток 
роговицы с характерной морфологией и экспрессией 
специфических маркеров [52].

3D-КУльтиВирОВАНие КлетОК эНдОтелиЯ 
рОГОВиЦЫ

Ряд авторов использует 3D-культивирование 
клеток эндотелия роговицы ввиду его неоспоримо-
го преимущества с точки зрения введения культуры 
клеток в переднюю камеру глаза. Было показано, что 
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использование 3D-сфероидов позволяет сохранить 
экспрессию ZO-1 и Na/K АТФазы. Данный вариант 
культивирования способствует преодолению эпите-
лиально-мезенхимальной трансформации [53, 54].

КриОКОНСерВАЦиЯ
Следует отметить, что клеточная культура эндо-

телия уникальна, а ее наработка – дорогостоящая 
процедура, в связи с чем важным направлением 
является предупреждение потери ценных куль-
тур клеток путем криоконсервации. Была показа-
на возможность использования следующих сред 
для криоконсервации культуры клеток эндотелия: 
Opti-MEM + 10% ДМСО + 10% FBS; Cellbanker 2; 
Bambanker; KM Banker; Stem-Cellbanker; Bambanker 
hRM; ReproCryo DMSO Free RM. Среди них лишь 
использование Bambanker hRM, не содержащей ксе-
нодобавок, соответствует требованиям надлежащей 
производственной практики GMP [55].

ХАрАКтериСтиКА КлетОК
Характеристика клеток является одним из основ-

ных моментов культивирования, включающих в себя 
как определение функциональных свойств культуры, 
так и подтверждение ее аутентичности. Изучение 
морфологии – самый простой и наиболее очевидный 
метод идентификации клеток.

Peh et al. [45] предложили использовать индекс 
округлости для оценки формы эндотелиальных кле-
ток роговицы, чтобы отличить их от удлиненных 
фибробластов.

Округлость = 4π · Площадь ,Периметр2

где значение, стремящиеся к 1,0, указывает на округ-
лую форму клеток.

В настоящее время основными стандартными 
процедурами идентификации культуры клеток яв-
ляются методики изучения их генотипа, а также мар-
керов, специфичных для исследуемых клеток.

ГеНОтиП эНдОтелиАльНЫХ КлетОК 
рОГОВиЦЫ

Для оценки генотипа полученных in vitro эндо-
телиальных клеток роговицы используют ПЦР с об-
ратной транскриптазой, изучая экспрессию мРНК. 
Следует отметить, что на сегодня отсутствует четкий 
набор исследуемых генов, необходимых для под-
тверждения эндотелиальной видоспецифичности 
клеток. Наиболее часто исследуемые гены в первич-
ной клеточной культуре эндотелия роговицы челове-
ка – Na+/K+ АТФаза (ATPA1), ZO-1 (TJP1), коллаген 
8-го типа (COL8) и семейство переносчиков (SLC4). 
Также единично сообщается об исследовании следу-
ющих генов: виментин, N-кадгерин, CD166, нестин, 
OCT 3/4, Snail, p27, a-SMA, Laminin [56–58].

ФеНОтиП эНдОтелиАльНЫХ КлетОК 
рОГОВиЦЫ

Для изучения фенотипа полученных in vitro эндо-
телиальных клеток роговицы в основном использу-
ют иммуноцитохимический метод окрашивания на 
следующие маркеры, встречающиеся почти во всех 
научных сообщениях: Na+/K+ АТФаза, ZO-1, Ki67. 
Данные маркеры многие исследователи принима-
ют за основные и характерные для эндотелиальных 
клеток роговиц человека [59]. Кроме того, опреде-
ляют N- и E-кадгерин, Актин, CD 166, CD44, CD77, 
нестин, виментин, коллаген IV и VIII типа, цитоке-
ратин 3, a-SMA, GFAP.

КлиНичеСКие МАрКерЫ теСтирОВАНиЯ 
ГОМОГеННОСти КУльтУрЫ 
эНдОтелиАльНЫХ КлетОК рОГОВиЦЫ

Первая клиническая панель CD-маркеров была 
предложена Kinoshita et al. [33]. В данном исследо-
вании было показано, что эндотелиальные клетки, 
экспрессирующие CD166+ и не экспрессирующие 
CD44-, CD133-, CD105-, CD24-, CD26-, имеют неиз-
мененный генотип и фенотип и могут быть исполь-
зованы для клеточной терапии. Отсутствие CD44, 
CD24 и CD26 свидетельствует об исключении ане-
уплоидных клеток, тем самым связывая фенотипиче-
ский анализ с клеточным кариотипом [60, 61].

Стоит отметить ряд исследований, в которых 
сообщается, что функционирующие эндотелиаль-
ные клетки экспрессируют CD166, CD200, GPC4, 
HLA-ABC и PD-L1 [57, 62–64] и не экспрессиру-
ют a-SMA, CD9, CD24, CD26, CD44, CD73, CD90, 
CD105, CD133, SNAIL, ZEB1 и виментин [64–66].

ОтечеСтВеННЫе НАрАБОтКи В ПОлУчеНии 
эНдОтелиАльНЫХ КлетОК

На сегодня процесс заготовки и трансплантации 
клеток заднего эпителия роговицы в Российской 
Федерации ограничен Федеральным законом № 180 
«О биомедицинских клеточных продуктах». Однако 
применение суспензии некультивированных клеток 
эндотелия роговицы является легитимным методом 
использования данных клеток и не вступает в проти-
воречие с вышеуказанным Законом. По мнению ряда 
исследователей, трансплантация эндотелиальных 
клеток может рассматриваться как вариант селектив-
ной эндотелиальной кератопластики [24]. На сегодня 
в России проведено сравнение различных способов 
выделения эндотелиальных клеток в эксперименте 
ex vivo. Установлено, что выделение эндотелиаль-
ных клеток модифицированным энзимным методом 
является более эффективным и предпочтительным 
по сравнению с модифицированным механическим 
способом выделения: в результате проведенного 
анализа данных проточной цитофлуориметрии была 



140

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ том XXVI   № 2–2024

обнаружена статистически достоверная разница по 
количеству выделенных клеток и размеру частиц (p < 
0,05). При этом не было обнаружено статистически 
значимых отличий в жизнеспособности эндотели-
альных клеток, выделенных модифицированным 
энзимным методом, по сравнению с модифициро-
ванным механическим способом. Авторами данного 
исследования показана фундаментальная и клини-
ческая значимость разработки протоколов выделения 
эндотелиальных клеток [24].

ПриМеНеНие iPS-КлетОК
В 2006 году группа ученых из Киотского уни-

верситета во главе с Takahashi и Yamanaka впервые 
получила индуцированные плюрипотентные ство-
ловые клетки (iPS-клетки), которые были выделены 
из фибробластов путем эпигенетического перепрог-
раммирования [67].

На сегодня продолжается разработка протоколов 
получения эпителиальных клеток роговицы из iPS-
клеток. Так, в работе R.A. Martínez et al. проводится 
поиск оптимального момента культивирования для 
инициации дифференцировки iPS-клеток в фенотипы 
предшественников эпителия роговицы – лимбальные 
эпителиальные стволовые клетки [68]. На сегодня 
описан ряд протоколов по созданию клеток эпителия 
роговицы из iPS-клеток [69].

Ведутся исследования, направленные на полу-
чение кератоцитов из iPS-клеток. Так, известные 
протоколы описывают поэтапную схему получения 
кератоцитов, в которых предлагается синтезировать 
кератоциты через этап получения клеток нервного 
гребня для избегания трансформации iPS-клеток в 
фибробластоподобные [70].

Известно, что эндотелиальные клетки роговицы 
могут быть получены с применением iPS-методики 
из эмбриональных стволовых клеток [21, 66, 71–73] 
и стволовых клеток пуповиной крови [74].

МОдели теСтирОВАНиЯ НА ЖиВОтНЫХ
При моделировании трансплантации клеточной 

культуры эндотелиальных клеток роговицы необ-
ходимо тщательно подходить к выбору животной 
модели. Использование животных, относящихся 
к отряду грызунов или отряду зайцевых, не пред-
ставляется возможным, так как у их представите-
лей эндотелий роговицы способен к регенерации и 
пролиферации в отличие от эндотелиальных клеток 
роговицы человека [75]. Для эффективной оценки 
трансплантации эндотелиальных клеток возможно 
использование других животных моделей, таких как 
кошки [76], свиньи или приматы [77], поскольку име-
ются схожие морфофункциональные особенности 
между эндотелиальными клетками этих животных и 
человека. Однако стоит отметить, что использование 
таких животных связано с определенными сложнос-

тями как в дорогостоящих содержании и уходе, так 
и в получении всех разрешительных документов и 
этического одобрения.

ПриМеНеНие В КлиНиКе
На сегодня известны две работы по клиническому 

применению культивированных клеток эндотелия 
роговицы человека [32, 33]. Стоит отметить, что в 
обоих исследованиях были пролечены пациенты 
с буллезной кератопатией. Данные работы были 
подтверждены доклиническими исследованиями in 
vivo, а также на кадаверном глазу в модели ex vivo. 
В работе Kinoshita et al. клетки вводили посредством 
инъекции в совокупности с ингибитором ROCK в 
концентрации 1 × 106 кл/мл, в работе Parikumar et 
al. [32] использовали нанокомпозитный гель в виде 
листка с культивированными клетками на его поверх-
ности в концентрации 5 × 105 кл/мл.

Однако исследователи не оценивали миграцию 
введенных клеток, что повлекло за собой большое 
количество споров об эффективности и конкретном 
вкладе клеточной культуры в получение положи-
тельных результатов. Также стоит отметить, что ни 
одна из групп не сообщила о побочных эффектах у 
пациентов. Kinoshita et al. заявили о теоретической 
возможности попадания клеточной культуры в тра-
бекулярную сеть и развитии глаукомы, однако ни у 
одного из пациентов не было обнаружено данной 
патологии в течение двух лет наблюдения [33].

Также Kinoshita et al. опубликовали результаты 
пятилетнего наблюдения за 11 пациентами. Было по-
казано восстановление прозрачности роговицы у 10 
из 11 пациентов. При изучении итоговой плотности 
эндотелиальных клеток у 8 пациентов спустя 5 лет 
были получены показатели, равные 1000 клеткам/мм2, 
а у 2 – 2000 клеток/мм2. Толщина роговицы в центре 
у 10 из 11 пациентов в течение 5 лет вернулась к 
нормальным показателям (менее 630 мкм) [78].

ЗАКлЮчеНие и ВЫВОдЫ
Трансплантация культуры эндотелиальных клеток 

роговицы имеет потенциал кардинально изменить 
подход к лечению эндотелиальных патологий рогови-
цы с возможностью быстрого восстановления зрения 
и уменьшения потребности в донорском материале. 
Результаты разных исследовательских групп пока-
зывают возможность использования транспланта-
ции эндотелиальных клеток роговицы при лечении 
эндотелиальной патологии роговицы. Однако для 
применения в клинике данной технологии необходи-
мо решить ряд вопросов, а именно оптимизировать 
протоколы выделения и культивирования клеточной 
культуры эндотелия роговицы. Кроме того, необходи-
мо разработать экспериментальные методы, которые 
позволят отслеживать и картировать трансплантиро-
ванные клетки, для оценки успешности клеточной 
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терапии. Также есть необходимость установления 
объективных методов оценки прозрачности рогови-
цы. На данный момент принята макрофотосъемка с 
использованием щелевой лампы, однако интерпрета-
ция полученных изображений отличается субъекти-
визмом и существенно варьирует у разных авторов.

Единственная опубликованная к настоящему мо-
менту работа по пересадке эндотелиальных клеток 
человека выполнена Kinoshita et al. (2018). Она вы-
полнена с использованием 8% фетальной бычьей 
сыворотки, используемой при культивировании эн-
дотелиальных клеток. Однако наличие ксеногенных 
продуктов представляет собой существенное огра-
ничение для дальнейшего массового использования 
клеточных продуктов. Стоит отметить, что на сегодня 
нет опубликованных данных по разработке прото-
кола получения и культивирования эндотелиальных 
клеток без использования ксеногенных продуктов.

С нашей точки зрения, целесообразно рассмот-
реть прогрессивные методы применения клеточных 
культур, а именно 3D-сфероидов, так как введение 
клеточной суспензии не позволяет четко отследить 
точечное прикрепление клеток, а также оценить его 
эффективность. Использование биосовместимых 
носителей-подложек может технически усложнить 
проведение операций в клинике вследствие увели-
чения травматичности вмешательства, связанного с 
необходимостью проведения относительно большо-
го операционного разреза по сравнению с таковым, 
необходимым для инъекции клеточной культуры. 
Кроме того, применение различных матриксов, ско-
рее всего, потребует их последующего удаления, а 
это, в свою очередь, может способствовать развитию 
побочных эффектов и осложнений. Таким образом, в 
аспекте вышеизложенного комплекс вопросов, свя-
занный с трансплантацией клеток эндотелия рого-
вицы, является крайне актуальным, но не до конца 
изученным и требующим дальнейшего углубленного 
исследования.
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