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РЕФЕРАТ

Актуальность. Единственным вариантом лечения пациентов с 
патологией эндотелиального слоя роговицы остается выполнение 
трансплантации роговицы с заменой всей роговицы или ее патоло-
гически измененных слоев. В последние два десятилетия внедряет-
ся в клиническую практику методика селективной замены эндоте-
лия, а именно задняя послойная кератопластика, которая имеет преи-
мущества перед сквозной кератопластикой. Дальнейшие усовершен-
ствования этого метода привели к созданию методики, при которой 
трансплантируется изолированная Десцеметова мембрана с моно- 
слоем эндотелия без стромального слоя роговицы донора. Однако 
данная технология сопряжена с рисками развития интра- и послео-
перационных осложнений, а также является технически сложно ис-
полнимой. На сегодня ведутся разработки по внедрению технологии 
трансплантации эндотелиальных клеток (ЭК) роговицы без стромаль-
ного слоя и даже без Десцеметовой мембраны. Трансплантация ЭК в 
виде суспензии имеет потенциал изменить подход к лечению эндо-
телиальных патологий роговицы с возможностью быстрого восста-
новления зрения и уменьшения потребности в донорском материа-
ле. Цель. Оценить эффективность трансплантации суспензии ЭК на 
кадаверном глазу в эксперименте ex vivo. Материал и методы. Для 
проведения эксперимента предварительно получали суспензию ЭК 

роговицы модифицированным энзимным методом. Эксперимент по 
трансплантации суспензии ЭК разделили на 3 этапа. На первом эта-
пе проводили расчет потери ЭК в зависимости от способа введения 
клеток. На втором этапе в качестве реципиента для полученной су-
спензии был использован корнеосклеральный диск. Третий этап про-
водили на кадаверном глазном яблоке. Результаты. В данном экспе-
рименте нами подтверждена жизнеспособность трансплантирован-
ных ЭК и факт их эффективной адгезии к Десцеметовой мембране. 
По истечении одной недели культивирования методом иммуногисто-
химического анализа в образцах роговицы были определены харак-
терные маркеры ЭК ZO-1, Na+/K+-АТФаза, Ki67, а также обнаружены 
единичные клетки, экспрессирующие виментин. Заключение. По ре-
зультатам эксперимента по трансплантации суспензии ЭК можно от-
метить перспективность данной методики в хирургической реабили-
тации пациентов с дисфункцией роговичного эндотелия. Таким обра-
зом, представляется актуальным выполнение дальнейших экспери-
ментальных исследований по достижению основной цели – полно-
ценному заполнению дефекта центральной зоны задней поверхно-
сти роговицы изолированными ЭК при условии сохранения их мор-
фологии и функциональной активности. 
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Relevance. Corneal transplantation with entire cornea or anormal 
layers replacement remains the only treatment option for patients with 
corneal endothelium pathology. Selective endothelial replacement was 

introduced into practice two decades ago, namely posterior lamellar 
keratoplasty, which has advantages over penetrating keratoplasty. 
Improvements of this method led to technique creation where isolated 
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Descemet’s membrane with endothelium monolayer without stromal 
layer is transplanted. This technology is associated with risks of intra- 
and postoperative complications, and is difficult to perform. Nowadays, 
development is in progress of introducing corneal endothelial cells (CECs) 
transplantation without stromal layer and even without Descemet’s 
membrane. CECs transplantation in suspension form has potential to 
change treatment approach of corneal endothelium pathologies giving 
possibility of rapid eyesight recovery and reducing need for graft 
material. Purpose. To evaluate effectiveness of corneal CECs suspension 
transplantation on cadaver eye in ex vivo experiment. Material and 
methods. CECs suspension was obtained by modified enzymatic method. 
CECs transplantation experiment consisted of 3 stages. Firstly, CECs 
loss was calculated depending on cell administration method. Secondly, 
corneoscleral button was used as recipient for the obtained suspension. 

The third stage was carried out on cadaver eyeball. Results. The 
viability of transplanted CECs and their effective adhesion to Descemet’s 
membrane was confirmed in this experiment. The characteristic markers 
of CECs ZO-1, Na+/K+-ATPase, Ki67 were determined in corneal samples 
by immunohistochemistry assay and single cells expressing Vimentin 
were detected after one-week cultivation. Conclusion. Based on 
transplantation experiment results, it can be noted this technique is quite 
promising in surgical rehabilitation of patients with corneal endothelial 
dysfunction. Thus, it seems relevant to continue research to achieve the 
main goal – to fully cover the defect of central zone of corneal posterior 
surface with isolated CECs given that their morphology and functional 
activity are preserved.

Key words: cornea, endothelial corneal dystrophy, endothelial cell 
suspension, corneal endothelial cell transplantation 

АКТУАЛЬНОСТЬ

Патологии эндотелиального слоя роговицы раз-
личного генеза, включая как первичную гене-
тически детерминированную эндотелиальную 

дистрофию роговицы Фукса, так и вторичную буллезную 
кератопатию, являются одними из наиболее часто встре-
чающихся и требуют проведения оптической кератопла-
стики [1]. Единственный эффективный вариант лече-
ния таких пациентов  – это выполнение транспланта-
ции роговицы с полной или частичной заменой ее сло-
ев на донорскую ткань. В практике офтальмохирургов у 
пациентов с эндотелиальной недостаточностью рогови-
цы преобладает метод сквозной кератопластики. Однако 
в последние два десятилетия активно внедрялась в кли-
ническую практику более патогенетически обоснован-
ная методика селективной замены эндотелия  – задняя 
послойная кератопластика (ЗПК) [2]. 

В ходе ЗПК у реципиента удаляется дефектный мо-
нослой эндотелия с подлежащей Десцеметовой мембра-
ной (ДМ), после чего на подготовленное ложе уклады-
вается предварительно выкроенный донорский транс-
плантат, состоящий из нескольких слоев: стромы ро-
говицы, ДМ и монослоя эндотелиальных клеток (ЭК) 
[3]. Толщина заднего послойного трансплантата может  
варьировать в широких пределах, но в среднем состав-
ляет 120 мкм. Данная технология имеет массу преиму-
ществ в сравнении со сквозной кератопластикой. Одним 
из главных является исключение необходимости прове-
дения операции по типу «открытого неба», когда глазное 
яблоко реципиента полностью разгерметизировано, со-
ответственно, минимизируется вероятность сопряжен-
ных с этим операционных осложнений. Также при ЗПК 
трансплантируется меньшее количество донорской тка-

ни, что, в свою очередь, снижает риск развития реакции 
отторжения. 

Дальнейшие разработки метода ЗПК привели к ее 
усовершенствованию и созданию метода эндотели-
альной кератопластики ЭК, при которой транспланти-
руется изолированная ДМ с монослоем эндотелия без 
стромального слоя роговицы донора (ТЭДМ) [4]. Метод 
ТЭДМ имеет ряд существенных преимуществ в сравне-
нии с ЗПК, а именно: трансплантируется меньший объ-
ем донорской ткани, получается более предсказуемый 
оптический результат по причине минимального вли-
яния трансплантата (толщина порядка 20 мкм) на по-
слеоперационную рефракцию, улучшаются оптические 
свойства зоны интерфейса (между подлежащей стро-
мой реципиента и адаптированной трансплантирован-
ной ДМ донора). Несмотря на высокую технологичность 
и результативность метода ТЭДМ, она несет ряд спец-
ифических интра- и послеоперационных осложнений: 
высокая вероятность повреждения ДМ в ходе заготов-
ки трансплантата (при отсепаровке от стромы рогови-
цы донора), скручивание мембраны в передней камере 
глаза реципиента после имплантации, возможность ин-
версной фиксации трансплантата (эндотелием к стро-
ме реципиента), отслойка мембраны в послеопераци-
онном периоде [5]. 

В связи с вышесказанным существуют предпосыл-
ки для дальнейшего усовершенствования эндотелиаль-
ной кератопластики, при этом одним из путей является 
трансплантация суспензии ЭК непосредственно в перед-
нюю камеру глаза реципиента. В случае культивирова-
ния ЭК донора имеется потенциал существенного уве-
личения пула клеток, пригодных для трансплантации. 
Это даст возможность использования одного донора на 
несколько пациентов. Данный факт может стать реше-
нием проблемы дефицита донорского материала, при-
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годного для проведения эндотелиальной кератопласти-
ки. Еще одним преимуществом технологии прямой инъ-
екции ЭК реципиенту является возможность использо-
вания доноров с исходно низкой плотностью эндоте-
лиальных клеток не пригодных для целей транспланта-
ции. Подобный донорский материал чаще всего отбра-
ковывается, однако он может быть использован для ре-
абилитации пациентов с дисфункцией эндотелия при 
условии разработки эффективной технологии имплан-
тации суспензии ЭК. 

К настоящему моменту опубликованы лишь две ра-
боты по клиническому применению культивированных 
клеток эндотелия роговицы человека [6, 7]. Стоит отме-
тить, что данным методом были пролечены пациенты с 
буллезной кератопатией. Указанные работы базирова-
лись на серии доклинических исследований, а также на 
экспериментах с кадаверными глазами (модель ex vivo). 
S. Kinoshita и соавт. вводили клетки посредством инъек-
ции в совокупности с ингибитором ROCK-киназы в кон-
центрации 1×106 кл/мл. В то время как P. Parikumar и со-
авт. использовали нанокомпозитный гель в виде листка с 
культивированными клетками на его поверхности в кон-
центрации 5×105 кл/мл. Однако в данных исследованиях 
не была детально изучена миграция введенных клеток, 
что повлекло за собой большое количество споров об 
эффективности и конкретном вкладе клеточной культу-
ры в получение положительных результатов. Также стоит 
отметить, что ни одна из групп не сообщила о каких-ли-
бо побочных эффектах у своих пациентов. S. Kinoshita 
и соавт. заявили о теоретической возможности попада-
ния клеточной культуры в трабекулярную сеть и разви-
тия глаукомы. Следует, однако, подчеркнуть, что ни у од-
ного из пациентов не было обнаружено данного ослож-
нения на протяжении двух лет наблюдения.

На данный момент на территории Российской 
Федерации использование культивированных клеточ-
ных продуктов регламентируется Федеральным законом 
№ 180 «О биомедицинских клеточных продуктах», что 
ограничивает использование полученных зарубежными 
коллективами результатов [8]. Также стоит отметить, что 
в данных работах применяется 8% фетальная бычья сы-
воротка, используемая для культивирования эндотели-
альных клеток. Наличие ксеногенных продуктов пред-
ставляет собой существенное ограничение для дальней-
шего массового использования клеточных технологий. 
Стоит отметить, что на сегодня нет данных по разработ-
ке протокола получения и культивирования ЭК без ис-
пользования ксеногенных продуктов. Однако примене-
ние суспензии нативных (некультивированных) клеток 
эндотелия роговицы позволяет легитимно использовать 
данный метод, не входя в противоречие с действующим 
законодательством. Данный вид трансплантации может 
рассматриваться как один из вариантов селективной эн-
дотелиальной кератопластики [9]. 

Таким образом, в аспекте вышеизложенного комплекс 
вопросов, связанный с трансплантацией нативных кле-

ток эндотелия роговицы в современных условиях на тер-
ритории Российской Федерации, является крайне акту-
альным, но не изученным. Трансплантация ЭК роговицы 
в виде их суспензии имеет потенциал кардинально изме-
нить подход к лечению эндотелиальных патологий ро-
говицы с возможностью быстрого восстановления зре-
ния и уменьшения потребности в донорском материале.

ЦЕЛЬ

Оценить эффективность трансплантации суспензии 
ЭК на кадаверном глазу человека в эксперименте ex vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Ранее нами было опубликовано описание нескольких 
вариантов методики выделения ЭК и получения их су-
спензии [10]. 

Модифицированный энзимный метод выполняли пу-
тем предварительного выкраивания изолированной ДМ 
с эндотелием из кадаверной роговицы человека. ДМ пе-
реносили в пробирку типа Эппендорф, добавляли 0,3 мл 
трипсина (Invitrogen, США) и помещали в термошей-
кер: 300 rpm, при 37 °С в течение 5 мин. Инактивация 
проводилась 10-кратным разбавлением полученной 
суспензии консервационной средой для хранения ро-
говицы («Раствор для хранения роговицы», ООО НЭП 
«Микрохирургия глаза», Москва) с последующим цен-
трифугированием 5 мин, 900 об/мин при 37 °С.

Эксперимент по трансплантации суспензии ЭК был 
разделен на 3 этапа. 

На первом этапе нами был проведен подсчет плани-
руемой потери ЭК, связанной с процедурой введения су-
спензии клеток «реципиенту» при использовании сте-
клянной канюли. Для этого было подготовлено 3 про-
бирки Эппендорф, содержащих 10×104 эндотелиальных 
клеток в 100 мкл среды для хранения роговицы, полу-
ченную суспензию однократно набирали в стеклянную 
канюлю с последующим переносом в чашку Петри для 
подсчета количества «трансплантированных» клеток 
в автоматизированном счетчике клеток Luna-II (Logos 
Biosystems, Южная Корея). 

На втором этапе, в качестве модели реципиента для 
введения полученной суспензии использовали корне-
осклеральный диск. Диск помещали в вакуумный трепан 
для донорских роговиц эндотелием вверх, предваритель-
но до этапа удаления эндотелиальных клеток производи-
ли окрашивание роговицы раствором трипанового сине-
го 0,15% (Membrane blue-Dual, DORC, Нидерланды) (рис. 
1 а). Далее при помощи микротупфера механически и 
ирригационным методом – путем смыва струей сбалан-
сированного солевого раствора (BSS) проводили дели-
катную зачистку эндотелия, при этом стараясь не повре-
дить подлежащую ДМ (рис. 1 б). Диаметр зоны удаления 
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эндотелиального монослоя составил 
6 мм. Дополнительное окрашивание 
зоны воздействия проводили после 
удаления клеток с целью оценки пол-
ноты зачистки ДМ от эндотелиально-
го монослоя (рис. 1 в). 

Далее предварительно получен-
ную суспензию в объеме 0,1 мл при 
помощи шприца объемом 1 мл, со- 
единенного со стеклянной канюлей, 
наносили на корнеосклеральный 
диск (рис. 2 а). При этом весь объ-
ем суспензии клеток концентриро-
вался в носике стеклянной канюли 
(рис. 2 б), что позволило наиболее 
эффективно произвести трансплан-
тацию клеток с минимальным объе-
мом жидкости. Использование сте-
клянной канюли обосновано глад-
костью ее стенок и минимальной ве-
роятностью механического повреж-
дения клеток в момент прохожде-
ния суспензии по просвету канюли. 
Имея физиологический изгиб, диск 
являлся резервуаром для инстилли-
рованной суспензии, при этом мак-
симальная концентрация клеток суспензии должна со-
средотачиваться в центральной точке роговицы. Таким 
образом, имитируется положение пациента после про-
веденного хирургического вмешательства по транс-
плантации суспензии эндотелия «лицом вниз». 

Далее корнеосклеральный диск помещали в инкуба-
тор при температуре 37 °С и 100% влажности на 4 ч, по-

сле чего проводили оценку количества прикрепившихся 
эндотелиальных клеток к ДМ. Для этого суспензию заби-
рали с задней поверхности роговицы и пересчитывали 
количество клеток в автоматизированном счетчике кле-
ток Luna-II (Logos Biosystems, Южная Корея).

Третий этап эксперимента проводили на кадаверном 
глазном яблоке. Предварительно устанавливали донор-

Рис. 1. Подготовка корнеосклерального диска к инстилляции суспензии эндотелильных клеток: а) окрашивание роговицы раствором трипанового 
синего; б) удаление эндотелиальных клеток при помощи микротупфера; в) дополнительное окрашивание после удаления эндотелиальных клеток с 
поверхности Десцеметовой мембраны

Fig. 1. Preparation of the corneoscleral disc for instillation of a suspension of endothelial cells: а) staining of the cornea with trypan blue solution; б) removal 
of endothelial cells using a microtupper; в) additional staining after removal of endothelial cells from the surface of Descemet’s membrane

Рис. 2. Введение суспензии эндотелиальных клеток на модель реципиента: а) инстилляция су-
спензии на корнеосклеральный кадаверный диск человека; б) суспензия эндотелиальных клеток 
объемом 0,1 мл в носике 

Fig. 2. Introduction of endothelial cell suspension into a recipient model: а) instillation of endothelial 
cell suspension on the human corneoscleral cadaveric disk; б) endothelial cell suspension of 0.1 ml in 
the spout of a glass cannula

а б в

а б
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ский глаз в держатель. После деэпителизации при по-
мощи роговичного метчика определяли центральную 
зону диаметром 6 мм. Далее при помощи металлическо-
го ножа шириной 2,2 мм выполняли роговичный разрез, 
после чего при помощи модифицированного обратно-
го крючка Сински зачищали заднюю поверхность ДМ. 
Саму ДМ при этом старались не травмировать и не полу-
чить ее разрывов или отслойки. После чего в переднюю 
камеру глаза вводили раствор трипанового синего с це-

лью оценки эффективности удаления ЭК с поверхности 
мембраны. При этом получали насыщенное окрашива-
ние центральной зоны роговицы по намеченному диа-
метру 6 мм. Насыщенное окрашивание ДМ свидетель-
ствует об отсутствии эндотелиальных клеток в данном 
зоне. Далее при помощи инсулинового шприца и сте-
клянной канюли трансплантировали 0,1 мл суспензии в 
переднюю камеру кадаверного глаза. Хирургический до-
ступ герметизировали наложением одного узлового шва 
(нейлон 10-0). Глазное яблоко в перевернутом виде по-
мещали в инкубатор при температуре 37 °С и 100% влаж-
ности на 4 ч для прикрепления трансплантированных 
ЭК к ДМ (рис. 3). После чего роговичным трепаном ди-
аметром 16 мм иссекали корнеосклеральный диск для 
органотипического культивирования с целью определе-
ния регенеративной способности к закрытию сформи-
рованного дефекта на ДМ, а также оценки сохранности 
фенотипа трансплантированных клеток. Срок культиви-
рования составил 3 суток, в культуральной среде, содер-
жащей DMEM/F12, 2% – бычьей фетальной сыворотки, 
ингибитор Rho-киназы (ROCK), антибиотик и антими-
котик. После культивирования были проведены скани-
рующая электронная микроскопия и иммуногистохими-
ческое исследование.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе нами изучен процент потери ЭК в су-
спензии при прохождении через стеклянную канюлю. 
Для этого подсчитывали количество ЭК в готовой су-
спензии до прохождения через канюлю и после. Потеря 
ЭК составила 10±2,5% 

По результатам второго этапа эксперимента показа-
но, что количество клеток в суспензии, забранной с по-
верхности корнеосклерального диска, составило около 
40±3,8% от исходно введенного. Таким образом, через 
4 ч после введения количество адгезированных к ДМ ЭК 
составляет около 60±12% от первично введенного в су-
спензии.

По завершении третьего этапа эксперимента мето-
дом сканирующей электронной микроскопии нами под-
тверждена жизнеспособность трансплантированных 
ЭК, а также факт их эффективной адгезии к ДМ (рис. 4). 
По истечении 1-й недели культивирования методом им-
муногистохимического анализа в образцах роговицы 
были определены характерные маркеры ЭК ZO-1, Na+/
K+-АТФаза, Ki67, а также обнаружены единичные клет-
ки, экспрессирующие виментин – маркер мезенхималь-
ных клеток (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам проведенного нами эксперимента 
итоговая потеря трансплантированных в суспензии ЭК 

Рис. 3. Глазное яблоко в инкубаторе, расположенное роговицей вниз, по-
сле имплантации суспензии эндотелиальных клеток

Fig. 3. Eyeball in the incubator positioned cornea downward after implantation 
of endothelial cell suspension

Рис. 4. Сканирующая электронная микроскопия кадаверной роговицы 
на 2-м этапе эксперимента. Ув. 300×, красными линиями выделены гра-
ницы клеток, отмечается полное покрытие клетками ДМ

Fig. 4. Scanning electron microscopy of cadaveric cornea at the 2nd stage of 
the experiment. Eq. 300×, red lines mark cell boundaries, complete coverage 
of DM cells is noted
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составила примерно 50±9%. С учетом формулы для из-
мерения площади круга (S=πr2), можно пересчитать пло-
щадь ДМ диаметром 6 мм с расчетом на плотность ЭК 
здоровой роговицы, равную 3200 кл/мм2. Для полного 
покрытия указанного дефекта монослоем клеток, необ-
ходимо их количество, примерно равное 9×104. В нашем 
эксперименте количество ЭК в полученной суспензии 
при подсчете на приборе cells counter составило порядка 
10×104 клеток. При этом после трансплантации суспен-
зии на кадаверный корнеосклеральный диск нами было 
определено количество адаптированных на ДМ клеток 
в количестве порядка 50% от исходной величины, что 
составляет в абсолютных величинах 5,4×104 клеток на 
весь диаметр. Известно, что критически низким явля-
ется количество в 500 кл/мм2, что достаточно для вы-
полнения адекватной барьерной и насосной функции 
для поддержания прозрачности роговицы. Таким обра-
зом, для достижения минимальной плотности ЭК, спо-
собных поддержать прозрачность роговицы, необходи-
мо введение не менее 25×104 клеток, с учетом заплани-
рованной потери.

Следует отметить, что в нашем эксперименте клетки 
распределялись по ДМ неравномерно и где-то были со-
браны в конгломераты, между которыми были участки 
оголенной ДМ. Тем самым их функциональная способ-
ность, вероятно, может быть неполноценной и требует 
дальнейшего изучения. Очевидно, что для максимально-
го эффекта и большей плотности адаптированных кле-
ток на единицу площади требуется увеличение количе-
ства клеток в суспензии. При этом повышается вероят-
ность, что они покроют ДМ в центральной зоне рого-
вицы. 

Еще одним критерием эффективности эксперимен-
та является качественная зачистка ДМ от имеющихся 
ЭК реципиента. Говоря о возможных показаниях к ме-
тоду трансплантации суспензии ЭК, следует упомянуть 
декомпенсацию эндотелиального монослоя по причи-
не его ятрогенного повреждения (буллезная кератопа-
тия) или первичной генетически детерминированной 
патологии (дистрофия роговицы Фукса). В таком случае 
мы исходим из того, что у пациента имеется либо кри-
тически низкая плотность клеток в центральной зоне 
роговицы, как это характерно для эндотелиальной дис-
трофии роговицы Фукса, либо практически полное их 
отсутствие, что присуще диагнозу «буллезная кератопа-
тия». Имея в виду данный факт, мы не исключаем, что 
полноценность зачистки эндотелия с ДМ в реальной 
клинической практике не столь значимо. Однако для 
оценки результатов проводимого нами эксперимента 
это может иметь существенное значение. Учитывая пока 
еще не изученные возможные пути потери клеток (на 
этапе имплантации, адгезии на структурах передней ка-
меры, миграции в задний отрезок и трабекулярную сеть 
и т.п.), дальнейшей задачей исследования является полу-
чение максимального количества ЭК в суспензии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, учитывая все вышеизложенное, пред-
ставляется актуальным выполнение дальнейших экспе-
риментальных исследований по достижению основной 
цели  – полноценному заполнению дефекта централь-
ной зоны задней поверхности роговицы изолированны-

Рис. 5. Иммуногистохимическое исследование образца кадаверной роговицы во 2-м этапе эксперимента

Fig. 5. Immunohistochemical study of cadaveric cornea sample in the 2nd stage of the experiment
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ми ЭК, при условии сохранения их морфологии и функ-
циональной активности. Стоит отметить, что идея реа-
лизации культивации эндотелия с потенциальным при-
менением полученного продукта в реальной клиниче-
ской практике на сегодняшний день нечетко регламен-
тирована нормативно. При этом, по нашему мнению, 
данный метод наиболее перспективен для целей ока-
зания хирургической помощи максимальному количе-
ству пациентов с дисфункцией роговичного эндотелия 
на фоне дефицита донорского материала.
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