
215

исслеДование оБщего иммуниТеТа кроликов 
после инТраламеллярной ТранспланТации 

БесклеТочного моДуля сТромы роговицы 
человека 

Пасечникова Н. В., Насинник И. О., Величко Л. Н. 
ГУ «Институт глазных болезней и тканевой терапии им. В.П. Филатова НАМНУ» Одесса, Украина

Ключевые слова: бесклеточный модуль стромы роговицы человека, трансплантация, иммуноло-
гия

УДК 617.713-089.843-092.9-07-097-092.18

Как известно в мире существует проблема, ко-
торая связанна с недостатком донорской рогови-
цы [9, 15]. В последнее время ведутся разработки 
биоинженерных аналогов роговицы и ксеноген-
ной бесклеточной роговичной стромы, способ-
ных заменить донорский материал [5, 8, 12]. 

Несмотря на хорошие результаты, отмечае-
мые после первичной пересадки роговицы (при-
живаемость составляет 90% в течение 5 лет и 
82% в течение 10 лет), результаты при повтор-
ных пересадках ниже примерно в два раза (при-
живаемость составляет 53% в течение 5 лет и 
41% в течение 10 лет) [6, 15]. Кроме того, в 30% 
случаев применения сквозной кератопластики 
наблюдается, по крайней мере, один эпизод от-
торжения трансплантата и около 5–7% случаев 
болезни трансплантата [13, 14]. 

Острые и хронические реакции отторжения 
роговичного трансплантата развиваются в ре-
зультате первичной или вторичной активации 
адаптивного (специфического) иммунитета, яв-
ляются основными причинами неблагоприятно-
го исхода кератопластик и возникают в 25–70% 
от всех наблюдений в зависимости от этиологии 
помутнения роговицы [7]. 

Возникновение реакции отторжения транс-
плантата роговицы является следствием вы-
раженной активации системы адаптивного им-
мунитета реципиента, при которой донорская 
роговица, выступающая в роли антигена, и ее 
антигенпрезентирующие клетки [11] являются 
главными индукторами эффекторных иммун-
ных реакций в трансплантате, приводящих к его 
отторжению [3]. Интенсивность, продолжитель-
ность и исход иммунных реакций на трансплан-
тат роговицы определяются степенью антиген-
ных различий между донором и реципиентом, 
особенностями трансплантата и ложа, в которое 
осуществляют пересадку [1]. Характер прижив-
ления роговичных трансплантатов находится в 
прямой зависимости от предоперационной ак-
тивации иммунитета и послеоперационной ди-
намики его показателей – от соотношения пулов 

отдельных популяций иммунокомпетентных 
клеток, наличия сенсибилизированных к анти-
генам роговицы лимфоцитов в сыворотке крови 
реципиента [3, 11].

Цель: Изучить изменения иммунологическо-
го статуса после проведения интраламеллярной 
имплантации бесклеточного модуля стромы ро-
говицы  человека (БМСРЧ) в эксперименте на 
кроликах.

Материалы и методы

Участки роговой оболочки, полученные из 
энуклеированых глаз человека, обрабатывались 
по предложенной нами методике. Согласно ей 
они последовательно обрабатывались ионоген-
ными и неионогенными детергентами, а так же 
глицерилолеатом, что приводило к удалению и 
вымыванию клеточных и неклеточных элемен-
тов роговицы, отщеплению концевых пептидных 
участков коллагеновых молекул, обуславливаю-
щих их антигенные свойства.

Экспериментальное исследование выполне-
но на 13 кроликах (26 глаз), породы Шиншил-
ла, весом 2,5–3 килограмма. Под общей анесте-
зией на обоих глазах животных производилась 
интраламеллярная трансплантация БМСРЧ. 
После вмешательства проводилась стандартная 
противовоспалительная и антимикробная тера-
пия. Животных осматривали 4 раза в неделю, с 
последующей фоторегистрацией. Офтальмоско-
пически оценивалось состояние роговицы и им-
плантированного БМСРЧ. Срок наблюдения –  
2,5 месяца.

Забор крови для имуннологического исследо-
вания производился до трансплантации, на 10-е и 
28-е сутки после трансплантации. Определялись 
основные субпопуляции лимфоцитов (Т-клетки, 
Т-хелперы, Т-супрессоры, естественные киллеры 
(ЕК), В-клетки), иммунорегуляторный индекс. 
Также проведено исследование фагоцитарной 
активности нейтрофилов и степени сенсибилиза-
ции лимфоцитов к антигенам роговицы.
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Результаты

 При осмотре животных спустя 10 суток после 
операции признаков воспалительной реакции 
не наблюдалось, отек роговицы отсутствовал, 
трансплантаты были прозрачны. 

На протяжении 2,5 месяцев после трансплан-
тации у 13 кроликов (26 глаз) глаза были спо-
койны, признаков воспаления не наблюдалось. 
Признаков отторжения трансплантатов не отме-
чалось (рис. 1).

Проведенное исследование изменения содер-
жания основных субпопуляций лимфоцитов в 
динамике после инраламеллярной имплантации 
БМСРЧ показало достоверное увеличение абсо-
лютного числа содержания лимфоцитов крови с 
1,07±0,29 тыс.кл/мкл до 2,3±0,6 тыс.кл/мкл на 
10 день и 3,2±0,7 тыс.кл /мкл на 28 день, Т-клеток 
с 685,78±148,3 кл/мкл, до 1677,0±478,95 кл/
мкл на 10 день и 2255,3±443,58 кл/мкл на 28 
день (уровень Т-хелперов с 496,3±99,0 кл/мкл до-
стоверно повысился к 10 дню до 1233,3±528,7 кл/
мкл и к 28 дню до 1927,89±375,1 кл/мкл). Коли-
чество ЕК с базового уровня 116,56±25,17 кл/мкл 
достоверно повысилось к 10 дню до 333,78±92,1 
кл/мкл и к 28 дню – 558,56±207,1 кл/мкл. На-
ряду с увеличением содержания основных эф-
фекторных клеток (Т-хелперы, ЕК) отмечено до-
стоверное увеличение абсолютного содержания 
регуляторных субпопуляций Т – супрессоров с 
исходного количества 165,4±41,85 кл/мкл до 
253,89±102,58 кл/мкл к 10 дню и 327,3±94,7 кл/
мкл к 28 дню. Количество фагоцитирующих ней-
трофилов к 10 дню увеличилась с 1327,4±407,58 
кл/мкл до 3135,0±465,3 кл/мкл и к 28 дню сни-
зилась до уровня 2916,4±737,8 кл/мкл. Степень 
сенсибилизации к антигенам роговицы увеличи-
лась, при этом индекс напряженности иммуни-
тета достоверно не изменился. Уровни иммуно-
логических показателей крови кроликов после 
интраламмелярной имплантации БМСРЧ в дина-
мике представлены в таблице 1.

Анализ полученных данных свидетельствует 
оАнализ полученных данных свидетельствует о 
процессах иммуностимуляции, что характери-
зуется повышением количества циркулирую-
щих лимфоцитов, принадлежащих к различным 
субпопуляциям, увеличением соотношения аб-
солютных значений субпопуляций Т-хелперов/
Т-супрессоров, что связано с репаративными про-

цессами после нанесенной травмы. Определялась 
сенсибилизация к антигенам роговицы по абсо-
лютным показателям, при этом относительные 
показатели сенсибилизации практически не из-
менялись, что свидетельствует о низкой антиген-
ности материала. Иммунологических признаков 
отторжения трансплантата не наблюдалось, что 
совпадает с данными литературы [2, 4, 10]

Заключение

После интраламмелярной имплантации в ро-
говицу кролика бесклеточного модуля стромы 
роговицы человека, полученного по нашей ме-
тодике, у 13 кроликов (26 глаз) через 2,5 меся-
ца отсутствовала воспалительная реакция, кли-
нических признаков отторжения трансплантата 
не наблюдалось. Проведенное исследование из-
менения иммунологических показателей свиде-
тельствует об иммунном ответе организма экс-
периментальных животных на трансплантацию 
БМСРЧ, однако признаков гиперреакции, свиде-
тельствующей об отторжении трансплантата нет. 
На основании полученных результатов можно 
предположить о возможности применения бес-
клеточного модуля стромы роговицы человека 
в качестве материала для послойной кератопла-
стики, так как он обладает сниженными анти-
генными свойствами, и не вызывает реакции от-
торжения.

Рис. 1. Фотография глаза кролика через 2,5 месяца 
после имплантации БМСРЧ. Границы  
трансплантата отмечены стрелочками
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Таблица 1
Иммунологические показатели крови кроликов после  
интраламмелярной имплантации БМСРЧ в динамике

Иммунологические по-
казатели

Базовый  
уровень ±SD

10 день  
±SD

28 день 
±SD

P 
 0–10

P 
 0–28

Абсолютн. кол-во  
лейкоцитов,  

(тыс. кл/мкл)

3,6±0,9 6,49±1,24 6,69±1,27 0,000 0,000

Абсолютн. кол-во  
лимфоцитов, 

 (тыс. кл/мкл)

1,07±0,29 2,3±0,6 3,2±0,7 0,000 0,000

Относит. кол-во  
лимфоцитов, (%)

29,78±3,0 34,89±4,9 47,67±6,69 0,024 0,000

Абсолютн. кол-во 
Т-клеток, (кл/мкл)

685,78±148,3 1677,0±478,95 2255,3±443,58 0,000 0,000

Относит. кол-во  
Т-клеток, (%)

63,1±5,4 72,4±3,7 70,67±7,2 0,003 0,036

Абсолютн. кол-во 
Т-хелперы,  

(кл/мкл)

496,3±99,0 1233,3±528,7 1927,89±375,1 0,005 0,000

Относит. кол-во 
Т-хелперы, (%)

47,3±4,0 61,56±3,7 60,4±6,0 0,000 0,000

Абсолютн. Кол-во 
Т-супрессоры,  

(кл/мкл)

165,4±41,85 253,89±102,58 327,3±94,7 0,047 0,001

Относит. кол-во 
Т-супрессоры, (%)

15,78±2,5 10,89±2,8 10,2±2,3 0,000 0,001

Имунорегуляторный 
индекс

3,06±0,49 6,1±2,3 6,2±1,2 0,000 0,000

Абсолютн. кол-во 
В-клеток,  
(кл/мкл)

70,89±13,17 258,1±110,0 398,56±182,1 0,000 0,000

Относит. кол-во  
В-клеток, (%)

7,2±2,77 11,1±3,0 12,0±3,46 0,014 0,009

Абсолютн. кол-во  
фагоцитирующих кл.,  

(кл/мкл)

1327,4±407,58 3135,0±465,3 2916,4±737,8 0,000 0,000

Относит. кол-во  
фагоцитирующих кл.,  

(%)

52,2±5,95 75,56±6,46 84,2±3,2 0,000 0,000

Абсолютн. кол-во 
естественных киллеров, 

(кл/мкл)

116,56±25,17 333,78±92,1 558,56±207,1 0,000 0,000

Относит. кол-во 
естественных киллеров, 

(%)

11,2±2,2 14,56±1,9 17,1±4,48 0,008 0,011

Способность нейтрофилов 
к розеткообразованию

60,2±5,14 66,0±5,66 69,56±8,1 0,033 0,010

Индекс напряженности 
иммунитета

1,05±0,03 1,1±0,08 1,02±0,07 0,1 0,018

Абсолютн. показатели сен-
сибилизация к роговице, 

(кл/мкл)

3,78±1,86 13,78±2,7 18,0±2,1 0,000 0,000

Относит. показатели сен-
сибилизация к роговице, 

(%)

59,3±5,48 58,67±4,36 54,89±7,4 0,647 0,153

Примечание:    p – статистически значимые отличия по критерию Манна-Уитни
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The diagnostic value of noninvasive laser-scanning methods of investigation: heidelberg retina tomIn 
13 rabbits (26 eyes) of clinical signs of graft rejection was not observed at 2.5 months after interlamellar 
transplantation of acellular human corneal. Investigation of the content of the major subpopulations of 
lymphocytes in the dynamics of post-transplant period (10 and 28 days) showed a significant increase of 
effector cells: T - helper cells, natural killer cells, and a significant increase in the subpopulation of  T-
suppressors. The number of  phagocytic neutrophils increased on day 10, and the 28 days, declined. The 
degree of sensitization to antigens of the cornea increased, while the index of the intensity of the immune 
system has not changed. Such changes in immunological parameters indicate that the immune response 
of experimental animals to transplantation, but no signs of rejection.

Keywords: acellular corneal stroma of human, transplantation, immunology.
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