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НА МОДЕЛИ НЕЙРОТРОФИЧЕСКОГО КЕРАТИТА (КЕРАТОПАТИИ)

Изучали влияние клеточной терапии идентифицированной культуры эпителиаль�
ных лимбальных клеток роговицы человека на процессы регенерации поверхности
роговицы на разработанной модели нейротрофической кератопатии (кератита). На
модели нейротрофической кератопатии (кератита) впервые в Украине установлено,
что субконъюнктивальное введение суспензионной культуры лимбальных эпите�
лиальных клеток роговицы в дозе 1 млн. в 0,2 мл физраствора, включающей в состав
стволовые клетки, позволяет значительно ускорить процессы регенерации рогович�
ной ткани.
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ного заболевания роговицы, индуцируемого
поражением тройничного нерва, которое
приводит к снижению или потере чувстви�
тельности роговицы, уменьшению слезопро�
дукции и, как следствие, — к нарушению ре�
генерации роговицы. Литературные данные
указывают на то, что поражение пятой пары
черепно�мозговых нервов может проис�
ходить на разных уровнях (в ядре, гассеро�
вом узле, на уровне глазной ветви тройнич�
ного нерва, назоцилиарного или длинных
цилиарных нервов) и наблюдается при раз�
личных заболеваниях поверхности глаза,
системных заболеваний организма, а также
после хирургических вмешательств.

Наиболее частыми причинами сниже�
ния чувствительности роговицы являются
вирусные инфекции (герпес Simplex и гер�
пес Zoster), хронические повреждения или
воспалительные заболевания поверхности
глаза с развитием синдрома лимбальной
недостаточности, ношение контактных
линз, наследственные дистрофии роговицы,
последствия химических ожогов, травм,
парезы пятой пары черепно�мозговых нер�
вов, в том числе после удаления неврином
слухового нерва, менингиом и аневризм,
хирургические операции на роговице (фото�
рефракционная кератэктомия, LASIK, ке�

За последние десятилетия в патологии
органа зрения резко возрос удельный вес
дистрофических заболеваний роговицы, ко�
торые становятся одной из ведущих причин
слабовидения и слепоты. Особое место среди
них занимает нейротрофическая керато�
патия, или нейротрофический кератит.
Вопросам этиологии, патогенеза, лечения
данной патологии посвящено большое ко�
личество работ отечественных и зарубеж�
ных авторов. Несмотря на это проблема ней�
ротрофической кератопатии еще достаточ�
но далека от своего решения.

Установлено, что чувствительные нервы
роговицы играют ключевую роль в поддер�
жании анатомической целостности и функ�
ционирования роговой оболочки, особенно
ее эпителия. Экспериментальными и клини�
ческими исследованиями доказан, с одной
стороны, двусторонний контроль пролифе�
рации роговичного эпителия благодаря взаи�
модействию сенсорных нейромедиаторов,
ускоряющих митоз эпителиальных клеток,
а, с другой стороны, воздействие симпатиче�
ских медиаторов, тормозящих митоз эпи�
телиальных клеток [1–3]. В 2003 г. на Кемб�
риджском офтальмологическом симпозиуме
было сформулировано определение нейро�
трофической кератопатии как дегенератив�
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ратопластика и др.) и на глазу (после хирур�
гических и лазерных вмешательств, цир�
кляжа силиконовой лентой, витрэктомии
(травма или сдавливание цилиарных нер�
вов), а также в результате токсического вли�
яния лекарственных препаратов.

Согласно классификации Y.A. Makie
(1995 г.) в клиническом течении нейротро�
фической кератопатии выделены три ста�
дии. Первая стадия характеризуется точеч�
ной кератопатией, гиперплазией эпителия
и его иррегулярностью, поверхностной нео�
васкуляризацией и образованием помутне�
ния в строме. Вторая стадия характеризу�
ется наличием персистирующих дефектов
эпителия, отеком стромы, складками дес�
цеметовой мембраны, возможна воспали�
тельная реакция во влаге передней камеры,
иногда с наличием стерильного гипопиона.
Для третьей стадии характерно вовлечение
в патологический процесс стромы с форми�
рованием язвы роговицы, которая может
осложняться расплавлением стромы, пер�
форацией и вести к потере зрения и глаза.

Несмотря на большой арсенал лекарст�
венных препаратов и подходов к лечению
нейротрофической кератопатии, до настоя�
щего времени лечение данной патологии ро�
говицы является одним из самых трудных
в офтальмологии.

Для стимуляции регенерации рогович�
ной ткани используют консервативные и
хирургические методы. С тектонической
целью в качестве временного покрытия по�
верхности роговицы используются различ�
ные материалы и способы их применения:
лечебные мягкие контактные линзы, транс�
плантация донорской роговицы и конъюнк�
тивы, амниотической мембраны, культиви�
рованных фетальных фибробластов и взрос�
лых стволовых клеток как самостоятельно,
так и на различных подложках, лимбаль�
ных ауто� и аллотрансплантатов.

Исследования последних лет направ�
лены на совершенствование технологии
культивирования фетальных фиброблас�
тов, лимбальных клеток, а также эпители�
альных, стромальных, эндотелиальных
клеток роговицы, разработку способов фик�
сации и доставки этих клеток в ткани рого�
вицы, а также выяснение тонких механиз�
мов регуляции процессов дифференцировки
стволовых клеток, после трансплантации
их на поверхность глаза, что является ак�
туальной проблемой офтальмологии [4, 5].

В настоящее время применение культи�
вированных клеток роговицы рассмат�

ривают как наиболее перспективный метод,
позволяющий стимулировать репаратив�
ные процессы поврежденных тканей, при
различных патологических процессах рого�
вой оболочки, возникших вследствие синд�
рома лимбальной недостаточности. Синд�
ром лимбальной недостаточности характе�
ризуется наличием конъюнктивального
паннуса, хронического воспаления и помут�
нения роговицы различной степени выра�
женности, неоваскуляризации, плохого
взаимодействия эпителиальнах клеток, ко�
торое проявляется неровностью поверхнос�
ти, рецидивирующими эрозиями и язвами,
деструкцией базальной мембраны.

В последние годы изучается возмож�
ность применения новой технологии, назы�
ваемой культивированием (прижизненное
донорство) ex vivo эпителиальных стволо�
вых клеток, которая позволяет избежать
потенциальных осложнений, значительно
упрощает процедуру забора материала (био�
псии) для выращивания, строгого тестиро�
вания как материала, так и собственно до�
нора. Такой подход, кроме того, лишен мо�
рально�этических и социальных ограниче�
ний, появляющихся при использовании
эмбрионального материала.

Экспериментальными исследованиями
было доказано, что для длительного культи�
вирования и размножения различных ти�
пов эпителиальных клеток необходимо
наличие питательной среды либо субстрата,
достаточное количество факторов роста и
цитокинов [6]. Существуют различные
модели культивирования клеток эпителия
и стволовых клеток. В 1982 г. Friend et al.
предложили способ культивирования рого�
вичных эпителиальных клеток на базаль�
ной мембране, полученной из роговиц кро�
ликов. В дальнейшем была изучена возмож�
ность применения других субстратов, таких
как гидрогель, покрытый фибронектином,
коллагеновые матрицы, контактные лин�
зы, фибрин и т. д., для культивирования
эпителия ex vivo.

Разными исследователями in vitro и in
vivo было продемонстрировано, что амнио�
тическая мембрана может быть успешно
использована в качестве субстрата для куль�
тивирования эпителиальных стволовых
клеток и их последующего применения в
лечении тяжелой патологии поверхности
глаза, протекающей с синдромом лимбаль�
ной недостаточности. Для идентификации
культивированных клеток применяются
иммуногистохимические методы с помо�
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щью специфических маркеров: p63, кера�
тинсульфатов, цитокератинов 3/12, позво�
ляющих определить видовую принадлеж�
ность клеток.

Для изучения регенерации ткани рого�
вицы предлагались различные эксперимен�
тальные модели формирования лимбальной
недостаточности и нейротрофического ке�
ратита (кератопатии). В основе этих моде�
лей лежит термическое, химическое или
токсическое повреждение роговичной тка�
ни либо оказывается деструктивное воз�
действие на глазную ветвь тройничного нер�
ва. Учитывая перечисленные недостатки,
мы разработали модель нейротрофического
кератита, максимально приближенную к
клиническим условиям (приоритетная
справка № 201106827) [7].

Целью нашего исследования явилось
изучение эффективности влияния клеточ�
ной терапии идентифицированной культу�
ры эпителиальных лимбальных клеток
роговицы человека на процессы регене�
рации поверхности роговицы на разрабо�
танной модели нейротрофической керато�
патии (кератита).

Материал и методы. Эксперименталь�
ное исследование было одобрено биоэтиче�
ским комитетом ГУ «Института глазных бо�
лезней и тканевой терапии им. В.П. Фила�
това НАМН Украины».

Выделение и культивирование лимбаль�
ных клеток роговицы проводили в лабора�
тории клеточного и тканевого культивиро�
вания «ИНВХ им. В. К. Гусака», отвечаю�
щей стандартам GMP с соблюдением асепти�
ческих условий. С поверхности донорской
роговицы выделяли зоны палисада Фогта,
содержащие наибольшее количество лим�
бальных стволовых клеток с последующей
инкубацией в коллагеназе при температуре
37 °С 10 мин, затем поверхность соскаблива�
ли для отделения эпителия от нижележащей
стромы. Для выделения использовали пита�
тельную среду DMEM/F12 1:2, содержащую
10 % ЭТС, антибиотики и ростовые факторы.
Суспензию клеток на 6�луночном плато
культивировали в СО

2
 инкубаторе, содер�

жащем 95 % влаги при температуре 37 °С.
После достижения конфлюэнтного слоя
проводили пассирование с предварительным
промыванием культуры буферным рас�
твором. Наблюдение осуществлялось с по�
мощью светового микроскопа фирмы Leika.

Иммуногистохимические методы иден�
тификации клеток проводили с использо�
ванием специфических маркеров. На ран�

них пассажах для доказательства наличия
стволовых клеток в культуре использовали
Р63, который является маркером транс�
крипции. На более поздних пассажах для
подтверждения дифференцировки культуру
клеток окрашивали цитокератином 3/12 —
маркером, который экспрессируется только
в клетках роговицы. Пан�цитокератин
положительным окрашиванием подтвердил
эпителиальное происхождение клеток.
Виментин своим цитоплазматическим поло�
жительным окрашиванием доказал при�
надлежность к клеткам мезенхимального
происхождения. Происхождение базальных
клеток лимба подтвердилось положитель�
ным окрашиванием цитокератином 19.

Моделирование нейротрофического ке�
ратита (кератопатии) проводили в виварии
ГУ «Института глазных болезней и ткане�
вой терапии им. В.П. Филатова НАМН
Украины». Наблюдение, уход, оперативное
вмешательство на животных, а также выве�
дение их из эксперимента выполняли в со�
ответствии с международными правилами
по работе с опытными животными (Хель�
синская декларация об использовании жи�
вотных в экспериментальных исследова�
ниях, 1964–2000).

Для моделирования нейротрофического
кератита в условиях in vivo использовали
10 кроликов (20 глаз) породы шиншилла
массой 2–3,5 кг. Модель предполагала
наложение циркляжа на глазное яблоко си�
ликоновой лентой, что приводило к наруше�
нию иннервации и питания зоны лимба;
формирование дефекта стромы в центре
роговицы диаметром 6,0 мм и глубиной на
1/3 толщины; торможение регенерации
роговицы инстилляциями кортикостерои�
дов в конъюнктивальную полость 3 раза в
сутки. За состоянием роговицы наблюдали
в динамике с помощью бокового фокального
освещения, биомикроскопии с флюоресцеи�
новым тестом, фоторегистрации. После вы�
ведения животных из эксперимента прово�
дили морфологическое исследование.

Через 1 сутки от начала эксперимента
биомикроскопическая картина выявила на�
личие светобоязни, скудного слизистого
отделяемого, прокрашивания роговицы в
области стромэктомии и за ее пределами до
7 мм в диаметре. Окружающая ткань собст�
венной роговицы оставалась прозрачной.
На 3�и сутки отмечали сохранение свето�
боязни, увеличение слизистого отделяемо�
го, дефект роговицы в пределах стромэкто�
мии ограничился, с окрашиванием флюо�
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ресцеином до 5,5 мм в диаметре, поверх�
ность окружающей роговицы пропиты�
валась по типу эпителиопатии, с нежным
разряжением ткани в слоях. Через 5 суток
у экспериментальных животных сохраня�
лась светобоязнь, снизилась слезопро�
дукция, отмечалось умеренное количество
слизистого нитчатого отделяемого. В центре
стромэктомии дефект поверхностных слоев
роговой оболочки ограничился до 0,5–
1,0 мм, на остальном протяжении пропиты�
вался флюоресцеином по типу эпителио�
патии. Окружающие ткани роговицы оста�
вались почти прозрачными. На 8�е сутки от
начала эксперимента проба Ширмера со�
ставляла 4,8–5,0 мм, вся поверхность рого�
вицы кроликов заэпителизировалась. Одна�
ко поверхность эпителия была иррегуляр�
ной, в нижнем отделе роговица по ходу по�
граничного кольца стромэктомии пропиты�
валась флюоресцеином по типу эпителио�
патии. К 14�м суткам после завершения эпи�
телизации дефекта поверхностных слоев
стромы начали формироваться нейротрофи�
ческие изменения, которые биомикроско�
пически проявлялись снижением слезопро�
дукции, наличием слизистого нитчатого
отделяемого в конъюнктивальной полости,
точечной кератопатией, гиперплазией и ир�
регулярностью эпителия, наличием поверх�
ностной неоваскуляризации. Через 19 суток
от начала эксперимента появлялись персис�
тирующие дефекты эпителия роговицы, с
отеком и помутнением стромы. К 29�м сут�
кам — при биомикроскопии роговицы
экспериментальных животных к ранее
описанным трофическим изменениям при�
соединились нежные складки десцеметовой
оболочки, эффект Тиндаля во влаге перед�
ней камеры. На 30�е сутки при наличии чет�
ких клинических признаков нейротрофиче�
ского кератита (кератопатии) начинали ис�
следование влияния культуры лимбальных
эпителиальных клеток на процессы регене�
рации эпителия и передних слоев стромы
роговицы.

Для этого на обоих глазах дополнитель�
но удаляли передний эпителий в пределах
ранее проведенной стромэктомии (6 мм). В
глаза опытной группы (10 глаз) вводили суб�
конъюнктивально в области лимба одно�
кратно с четырех точек на 3, 6, 9 и 12 часах

суспензию культуры лимбальных эпите�
лиальных стволовых клеток в дозе 1 млн. в
0,2 мл физраствора. Парные глаза (10 глаз)
животных являлись контролем.

Результаты. Установлено, что у живот�
ных опытной группы на 6 глазах спустя
1 сутки от начала эксперимента диаметр де�
фекта поверхностных слоев роговицы соста�
вил 1–1,5 мм, а на 4 глазах — 3,5–4 мм. В
то же время у всех кроликов группы без
введения культуры клеток (10 глаз) диа�
метр сформированного дефекта сохранялся
первоначальным (в пределах 6 мм).

Спустя 2 суток у 8 животных опытной
группы произошла полная эпителизация
раневой поверхности и только на 2 глазах
сохранился дефект диаметром 1 мм. В те же
сроки наблюдения у кроликов контрольной
группы на 8 глазах дефект эпителиального
покрова и передних слоев стромы роговицы
составил 4,5–5,0 мм, а на 2 глазах оставался
в пределах 6 мм.

При дальнейшем наблюдении к 14�м сут�
кам после введения культуры лимбальных
эпителиальных стволовых клеток у всех жи�
вотных опытной группы произошла эпите�
лизация сформированного дефекта с полно�
ценной дифференцировкой эпителиального
покрова, а в поверхностных слоях роговицы
сформировалось нежное облачковидное
помутнение в пределах стромэктомии.

В контрольной группе у 7 кроликов не�
смотря на завершение эпителизации дефек�
та выявлялись признаки неполной диффе�
ренциации эпителия, а в верхних стромаль�
ных слоях формировалось помутнение сред�
ней интенсивности, на 3 глазах сохранялась
эпителиопатия с формированием более гру�
бого стромального помутнения.

Таким образом, на модели нейротрофиче�
ской кератопатии (кератита) впервые в
Украине установлено, что субконъюнкти�
вальное введение суспензионной культуры
лимбальных эпителиальных клеток рогови�
цы в дозе 1 млн. в 0,2 мл физраствора, вклю�
чающей в свой состав стволовые клетки, по�
зволяет значительно ускорить процессы реге�
нерации роговичной ткани. Применение кле�
точной терапии в клинике для лечения такого
тяжелого дегенеративного заболевания, как
нейротрофический кератит (кератопатия),
представляется весьма перспективным.
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ЕФЕКТИВНІСТЬ КЛІТИННОЇ ТЕРАПІЇ НА МОДЕЛІ НЕЙРОТРОФІЧНОГО КЕРАТИТУ (КЕРАТОПАТІЇ)

Вивчали вплив клітинної терапії ідентифікованої культури епітеліальних лімбальних клітин
рогівки людини на процеси регенерації поверхні рогівки на розробленій моделі нейротрофічної
кератопатії (кератиту). На моделі нейротрофічної кератопатії (кератиту) вперше в Україні вста�
новлено, що субкон’юнктивальне введення суспензійної культури лімбальних епітеліальних клі�
тин рогівки в дозі 1 млн. у 0,2 мл фізрозчину, що включає в склад стволові клітини, дозволяє
значно прискорити процеси регенерації тканини рогівки.

Ключові слова: клітинна терапія, модель нейротрофічного кератиту, нейротрофічна
кератопатія.

N.V. Pasechnikova, G.I. Drozhzhyna, O.N. Ivanova, A.G. Popandopulo, A.S. Kavelina,
T.B. Gaydamaka
EFFICIENCY OF STEM CELL THERAPY ON THE MODEL OF NEUROTROPHIC KERATITIS
(KERATOPATHY)

The influence of stem cell of limbal epithelial cells culture human cornea on the corneal surface
regeneration processes at the experimental model of neurotrophic keratitis (keratopathy) was stu�
died. On neurotrophic keratopathy model at first in the Ukraine have determined, that usage of stem
cells therapy have positive influence on regenerative processes of damaged corneal tissue: 1 mln.
cells subconjunctival injection hase forced the epithelization of corneal stromal superficial defect.

Key words: stem cell therapy, model of neurotrophic keratitis, neurotrophic keratopathy.




