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Ïðåäëîæåíà ìîäåëü in vitro èçó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêîé ñîâìåñòèìîñòè è òîêñè÷íîñòè ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ íà
êóëüòóðàõ êëåòîê ñòðîìû ðîãîâèöû ÷åëîâåêà — êåðàòîöèòàõ (ÊÖ). Öåëü èññëåäîâàíèÿ — èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè
èñïîëüçîâàíèÿ âûäåëåííûõ êóëüòóð êåðàòîöèòîâ äîíîðà-òðóïà ÷åëîâåêà äëÿ îöåíêè áèîñîâìåñòèìîñòè ïîëèìåðíûõ
ìàòåðèàëîâ. Ìåòîäèêà. Èç ðîãîâèöû òðóïíîãî äîíîðñêîãî ãëàçà ïîëó÷àëè ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó ÊÖ è ïåðåñåâàëè äî
4-ãî ïàññàæà. Ôåíîòèï ÊÖ ïîäòâåðæäàëè ìåòîäîì èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ ñ âûÿâëåíèåì îñíîâíûõ
êëåòî÷íûõ ìàðêåðîâ. ÊÖ êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè îáðàçöîâ ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ — ÷åòûðåõ ìîäèôèêàöèé
áèñôåíîë-À-ãëèöåäèëìåòàêðèëàòà (áèñ-ÃÌÀ) ïî 24 îáðàçöà êàæäîãî (4 ýêñïåðèìåíòàëüíûå ãðóïïû). Â êà÷åñòâå
ãðóïïû ñðàâíåíèÿ 1 èñïîëüçîâàëè îáðàçöû èç ïîëèìåòèëìåòàêðèëàòà (ÏÌÌÀ) èäåíòè÷íîé ãåîìåòðèè (24 îáðàç-
öà), ãðóïïà ñðàâíåíèÿ 2 — ÊÖ, êóëüòèâèðîâàííûå ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå áåç ïîëèìåðíûõ îáðàçöîâ (24 îáðàç-
öà). ÊÖ â êàæäîé ãðóïïå ðàñïðåäåëÿëè ïî 24 ëóíêàì êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà, êóëüòèâèðîâàëè íà ïðîòÿæåíèè
6 ñóò., åæåäíåâíî ÊÖ èçâëåêàëè èç ÷åòûðåõ ëóíîê â êàæäîé ãðóïïå è ïîäñ÷èòûâàëè. Àíàëèçèðóÿ äèíàìèêó êëåòî÷-
íîãî ðîñòà è êà÷åñòâåííîå ñîñòîÿíèå îáðàçöîâ ïîëèìåðîâ, äåëàëè âûâîä î òèïå áèîëîãè÷åñêîé ñîâìåñòèìîñòè èññëå-
äóåìûõ ìàòåðèàëîâ. Ðåçóëüòàòû. Âñå êðèâûå êëåòî÷íîãî ðîñòà èìåëè âîñõîäÿùóþ S-îáðàçíóþ ôîðìó, êîëè÷åñòâî
êëåòîê ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî óâåëè÷èâàëîñü ñî 2-õ ïî 4-å ñóò. è çàìåäëÿëîñü ê 6-ì ñóò. Ñðåäè èññëåäîâàííûõ ìà-
òåðèàëîâ áèñ-ÃÌÀ ¹ 3 ïðîÿâèë íàèìåíüøóþ ñïîñîáíîñòü îáåñïå÷èâàòü àäãåçèþ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê,
áèñ-ÃÌÀ ¹ 1 è ¹ 2 — íàèáîëüøóþ. Ðåçóëüòàòû ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû. Çàêëþ÷åíèå. Ïðîâåäåííûå èññëåäîâà-
íèÿ ïîêàçàëè âûñîêóþ èíôîðìàòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ïðåäëîæåííîé ìåòîäèêè äëÿ îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé ñî-
âìåñòèìîñòè èñêóññòâåííûõ ìàòåðèàëîâ. Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ, âñå èññëåäóåìûå ìàòåðèàëû áûëè îò-
íåñåíû ê ÷èñëó áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ. Îáðàçöû èññëåäóåìûõ ìàòåðèàëîâ â êëåòî÷íîé êóëüòóðå ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìî âëèÿþò íà óðîâåíü êëåòî÷íîé àäãåçèè è ñòåïåíü ïðîëèôåðàöèè.
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An in vitro model was proposed for studying biocompatibility and toxicity of polymeric materials in cultures of human
corneal stromal cells, keratocytes (KCs). The aim of the present research was to study a possibility of using cultures of iso-
lated human KCs to assess biocompatibility of polymeric materials. Materials and methods. The primary KC culture was
obtained from donor’s eye cornea and cultured to the 4th passage. The KC phenotype was confirmed by
immunocytochemical staining, and the major cell markers were identified. KCs were cultured in the presence of four modifi-
cations of bisphenol-A-glycidyl methacrylate (bis-HMA) polymeric materials (24 replicate samples for each modification).
Polymethylmethacrylate (PMMA) samples of identical geometry were used in the first comparison group (24 samples). In
the second comparison group, KCs were cultured according to a standard procedure without polymer samples (24 wells). In
each group, KCs were distributed to 24 wells of the culture plate and cultured for 6 days; cells were counted daily. Based on
the dynamics of cell growth and qualitative condition of polymer samples, we made a conclusion about the type of biological
compatibility of the materials under study. Results. All cell growth curves had an upward S shape; the number of cells in-
creased statistically significantly from day 2 to day 4 (p <0.05) and slowed by day 6 (p>0.05). Among the studied mate-
rials, bis-HMA #3 showed the weakest ability (p <0.05) and bis-HMA #1 and #2 — the greatest ability (p<0.05) to
provide adhesion of cultured cells. Conclusion. The study showed a high informative value of the proposed method for de-
termining biological compatibility of artificial materials. All studied materials were classified as biologically active. Samples of
the studied materials statistically significantly affected cell adhesion and proliferation in the cell culture.
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Ââåäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìååòñÿ áîëüøîé âûáîð õèìè-
÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-
íû äëÿ èçãîòîâëåíèÿ èìïëàíòèðóåìûõ îôòàëüìîëîãè-
÷åñêèõ èçäåëèé — âíóòðèðîãîâè÷íûõ è èíòðàîêóëÿð-
íûõ ëèíç, âíóòðèðîãîâè÷íûõ ñåãìåíòîâ, ñêëåðàëüíûõ
äðåíàæåé è äð. [1]. Ïðè âûáîðå ìàòåðèàëîâ äëÿ ñî-
çäàíèÿ èìïëàíòîâ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü èõ õèìè÷å-
ñêèå, ìåõàíè÷åñêèå, îïòè÷åñêèå ñâîéñòâà, à òàêæå
áèîëîãè÷åñêóþ ñîâìåñòèìîñòü [2].

Â çàâèñèìîñòè îò âëèÿíèÿ íà áèîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà
âñå èìïëàíòèðóåìûå ìàòåðèàëû ðàçäåëÿþò íà 4 ãðóïïû

— òîêñè÷íûå, êîãäà èñïîëüçóåìûé ìàòåðèàë äåéñòâóåò
òîêñè÷íî íà êëåòêè è îêðóæàþùóþ òêàíü; èíåðòíûå, êîã-
äà âîêðóã ìàòåðèàëà îáðàçóåòñÿ âîëîêíèñòàÿ êàïñóëà;
áèîàêòèâíûå, êîãäà èíêàïñóëÿöèÿ ìèíèìàëüíà, èëè îò-
ñóòñòâóåò è áèîðåçîðáèðóåìûå, êîãäà ìàòåðèàë ïîñòåïåí-
íî ðàçðóøàåòñÿ è çàìåíÿåòñÿ òêàíüþ. Âñå ïåðå÷èñëåííûå
ìàòåðèàëû, êðîìå òîêñè÷íûõ, ïðèíÿòî ñ÷èòàòü áèîëîãè-
÷åñêè ñîâìåñòèìûìè [3].

Äëÿ îöåíêè âçàèìîäåéñòâèé «èìïëàíòàò — òêàíü»
â îôòàëüìîëîãèè òðàäèöèîííî èñïîëüçóþò ìîäåëü èìï-
ëàíòàöèè in vivo, ÷àùå âñåãî íà êðîëèêàõ. Îäíàêî äàí-
íàÿ ìîäåëü îáëàäàåò íåäîñòàòêàìè — íàáëþäàåòñÿ çíà-
÷èòåëüíûé ðàçáðîñ èíäèâèäóàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ
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ïàðàìåòðîâ â ïîïóëÿöèè æèâîòíûõ; èíòåðïðåòàöèÿ ïî-
ëó÷àåìûõ äàííûõ çà÷àñòóþ ñëîæíà; ýêñïåðèìåíòû òðå-
áóþò äëèòåëüíîãî âðåìåíè è áîëüøèõ ìàòåðèàëüíûõ çà-
òðàò. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ áå-
çîïàñíîñòè è áèîñîâìåñòèìîñòè ðàçðàáàòûâàåìûõ íî-
âûõ ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ ïðîâîäÿò íà ìîäåëÿõ îð-
ãàííûõ è êëåòî÷íûõ êóëüòóð in vitro. Èñïîëüçîâàíèå êó-
ëüòóðû êëåòîê ïîçâîëÿåò èçó÷àòü êëåòî÷íóþ àäãåçèþ,
ìèãðàöèþ, ïðîëèôåðàöèþ, ýêñïðåññèþ îñíîâíûõ êëå-
òî÷íûõ ìàðêåðîâ. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-
òîâ äåëàþò âûâîä î ïåðñïåêòèâå èñïîëüçîâàíèÿ íîâûõ
ìàòåðèàëîâ [4]. Ïðåèìóùåñòâàìè òàêîãî ïîäõîäà ÿâëÿ-
þòñÿ ìèíèìàëüíîå âðåìÿ èññëåäîâàíèÿ è âûñîêàÿ âîñ-
ïðîèçâîäèìîñòü ðåçóëüòàòîâ.

Òðàäèöèîííîå èñïîëüçîâàíèå in vitro èçâåñòíûõ
ëèíèé òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÷åëîâåêà èëè êëå-
òîê, ïîëó÷åííûõ èç îïóõîëåâûõ òêàíåé (ëèíèè HeLa
è 3T3) [5], íå îòðàæàåò ïîâåäåíèå íîðìàëüíûõ êëå-
òîê, ïîýòîìó ñîçäàíèå ìîäåëè êóëüòóðû äèïëîèäíûõ
êëåòîê ÷åëîâåêà ïðåäñòàâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì. Íàèáî-
ëåå ïåðñïåêòèâíîé äëÿ èçó÷åíèÿ áèîáåçîïàñíîñòè è
áèîñîâìåñòèìîñòè íîâûõ îôòàëüìîëîãè÷åñêèõ èìï-
ëàíòîâ ÿâëÿåòñÿ ìîäåëü ïåðâè÷íûõ êóëüòóð êëåòîê ÷å-
ëîâåêà, âûäåëåííûõ èç ïîñòìîðòàëüíûõ òêàíåé. Ïî-
ñêîëüêó êåðàòîöèòû (ÊÖ) ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè êëåò-
êàìè ñòðîìû ðîãîâèöû, ó÷àñòâóþò â ïîääåðæàíèè
àäåêâàòíîãî âîäíî-ñîëåâîãî òðàíñïîðòà, ìåòàáîëèçìà
ñòðîìû ðîãîâèöû è ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ [6] è
ïîääàþòñÿ êóëüòèâèðîâàíèþ, òî èìåííî îíè ÿâëÿþòñÿ
ïîäõîäÿùèìè êàíäèäàòàìè äëÿ ñîçäàíèÿ êëåòî÷íîé
ìîäåëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ áèîñîâìåñòèìîñòè in vitro
ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ, ïîòåíöèàëüíî ïðèãîäíûõ
äëÿ èìïëàíòàöèè â îôòàëüìîëîãèè. Â äîñòóïíîé ëèòå-
ðàòóðå ïðåäñòàâëåíû åäèíè÷íûå ðàáîòû îá èñïîëüçî-
âàíèè ÊÖ ðîãîâèöû ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ äëÿ èçó÷å-
íèÿ áèîñîâìåñòèìîñòè îôòàëüìîèìïëàíòàòîâ [4] èç
ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ, ÷òî îáóñëîâèëî âûáîð öåëè
íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ.

Öåëü — èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ
êóëüòóð êåðàòîöèòîâ ÷åëîâåêà, âûäåëåííûõ èç ïî-
ñòìîðòàëüíîé ðîãîâèöû, â êà÷åñòâå ìîäåëè äëÿ îöåí-
êè áèîñîâìåñòèìîñòè ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ, ïðè-
ãîäíûõ äëÿ ðîãîâè÷íîé èìïëàíòàöèè.

Ìåòîäèêà

Êóëüòóðà êëåòîê

Äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê ÊÖ èñïîëüçîâàëè ïîñòìîð-
òàëüíûå ðîãîâèöû ãëàç æåíùèíû 43 ëåò. Âðåìÿ îò
ìîìåíòà ñìåðòè äî íà÷àëà âûäåëåíèÿ ÊÖ ñîñòàâëÿëî
íå áîëåå 12 ÷. Ïîêàçàòåëü ïîñìåðòíîé æèçíåñïîñîá-
íîñòè ñîîòâåòñòâîâàë ñòåïåíè Â ñîãëàñíî ìåòîäó
Ñ.À. Áîðçåíêà ïî àäðåíàëèíîâîé ïðîáå.

Âûäåëåíèå è êóëüòèâèðîâàíèå ÊÖ îñóùåñòâëÿ-
ëîñü ïî ïðîòîêîëó, ïðåäëîæåííîìó íàìè ðàíåå [4].
Ôðàãìåíò òêàíè, âûäåëåííûé èç öåíòðàëüíîé çîíû
ðîãîâèöû (16 ìì), äåçàãðèãèðîâàëè â ðàñòâîðå êîëëà-
ãåíàçû II òèïà ïðè òåìïåðàòóðå +4°Ñ â òå÷åíèå 15 ÷.
Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ïðîìûâàëè ñòåðèëü-
íûì ðàñòâîðîì ôîñôàòíîãî áóôåðà (PBS) è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 1400 îá./ìèí. Ê ïî-
ëó÷åííîìó îñàäêó äîáàâëÿëè ïîëíóþ ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó DMEM/F12 (1:1) ñ äîáàâëåíèåì 10% ñûâî-
ðîòêè ýìáðèîíîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà è ñìåñè àí-
òèáèîòèêîâ (ïåíèöèëëèí è ñòðåïòîìèöèí ïî
100 åä./ìë). Êîíöåíòðàöèþ êëåòîê äîâîäèëè äî
3õ105 êë/ìë è ïåðåíîñèëè íà ÷àøêó Ïåòðè (35 ìì).
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ
â CO2-èíêóáàòîðå ñ êîíöåíòðàöèåé óãëåêèñëîãî ãàçà
5%, àòìîñôåðíîãî âîçäóõà 95%, è ïîâûøåííîé
âëàæíîñòüþ ïðè òåìïåðàòóðå 37°C. Êàæäûå 3 ñóò.
ïðîâîäèëè ïîëíóþ ñìåíó ñðåäû. Êóëüòèâèðîâàíèå
ïðîâîäèëè äî 4-ãî ïàññàæà.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ôåíîòèïà êëåòîê ïðîâîäèëè
èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå íà ñïåöèôè÷å-
ñêèå ìàðêåðû ÊÖ — ëþìèêàí, êåðàòîêàí è êåðà-
òàí-ñóëüôàò, íåñïåöèôè÷åñêèé ìàðêåð òêàíåé ìåçåí-
õèìíîãî òèïà — âèìåíòèí è ñïåöèôè÷åñêèé ìàðêåð
ìèîôèáðîáëàñòîâ — ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí
(
-SMA). ÊÖ ïîñëå 3-ãî ïàññàæà âûðàùèâàëè íà
ïîêðîâíîì ñòåêëå äî ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ
ñ 70%-íîé êîíôëþýíòíîñòüþ, ôèêñèðîâàëè
â 4%-íîì ðàñòâîðå ïàðàôîðìàëüäåãèäà â PBS â òå-
÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî
îòìûâàëè â ðàñòâîðå PBS. Êëåòêè îáðàáàòûâàëè ðàñ-
òâîðîì Òðèòîíà Õ-100 â êîíöåíòðàöèè 0,25%
â PBS â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå,
îòìûâàëè PBS è èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòå-
ëàìè anti-Vimentin â ðàçâåäåíèè 1:200 (ab92547;
Abcam, ÑØÀ), anti-Lumican 1:50 (sc-33785; Santa
Cruz, ÑØÀ), anti-SMA 1:50 (sc-53142; Santa Cruz,
ÑØÀ), anti-Keratocan 1:50 (sc-66941; Santa Cruz,
ÑØÀ), anti-Keratan-sulfate 1:50 (sc-73518; Santa
Cruz, ÑØÀ) â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
â òå÷åíèå 60 ìèí ñ ïîñëåäóþùèì îòìûâàíèåì â ðàñ-
òâîðå PBS. Çàòåì èíêóáèðîâàëè ñ âòîðè÷íûìè àíòè-
òåëàìè goat anti-rabbit Alexa Fluor 594 (ab150080,
Abcam, ÑØÀ) è goat anti-mouse Alexa Fluor 488
(ab150113, Abcam, ÑØÀ). ßäðà êëåòîê îêðàøèâàëè
ðàñòâîðîì Hoechst 33258 (ÏàíÝêî) â òå÷åíèå
10 ìèí â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Îêðà-
øåííûå ïðåïàðàòû èçó÷àëè íà ëàçåðíîì ñêàíèðóþ-
ùåì êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Fluoview FV10i
(Olympus, ßïîíèÿ). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöå-
íèâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà (ÌèíèÌåä, Ðîññèÿ) ïî
ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó ñ îêðàñêîé òðèïàíîâûì ñè-
íèì [7].
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Ïîëèìåðíûå ìàòåðèàëû

Â ðàáîòå èññëåäîâàëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå
ÎÎÎ Ðåïåð-ÍÍ (Íèæíèé Íîâãîðîä) 4 âèäà îáðàç-
öîâ ðàçíûõ ìîäèôèêàöèé áèñ-ÃÌÀ ïî 24 åäèíèöû
êàæäîãî âèäà (òàáë. 1). Ïîëèìåð áèñôåíîë-À-ãëèöå-
äèëìåòàêðèëàòà (áèñ-ÃÌÀ) øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ
â ñòîìàòîëîãèè è çàðåêîìåíäîâàë ñåáÿ êàê íåòîêñè÷-
íûé è âûñîêîñòàáèëüíûé ìàòåðèàë. Èíòåðåñ îôòàëü-
ìîëîãîâ ê íåìó ñâÿçàí ñ òåì, ÷òî áèñ-ÃÌÀ, îáëàäàÿ
âûñîêèìè îïòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè, èìååò ðÿä òåõíî-
ëîãè÷åñêèõ ïðåèìóùåñòâ ïåðåä äðóãèìè èìïëàíòàöè-
îííûìè ïîëèìåðàìè, óæå èñïîëüçóþùèìèñÿ â îôòà-
ëüìîëîãèè.

Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè îáðàçöû ïîëè-
ìåòèëìåòàêðèëàòà (ÏÌÌÀ) èäåíòè÷íûõ ðàçìåðîâ
(10,0 õ 0,5 ìì), ïðåäîñòàâëåííûå ÎÎÎ ÍÝÏ
ÌÍÒÊ «ÌÃ» (Ìîñêâà) â êîëè÷åñòâå 24 åäèíèö.
ÏÌÌÀ — ïðîçðà÷íûé ìàòåðèàë ñ âûñîêîé ïðî÷íî-
ñòüþ, ñòàáèëüíîñòüþ è ñëàáî âûðàæåííîé òîêñè÷íî-
ñòüþ, òðàäèöèîííî èñïîëüçóþùèéñÿ â îôòàëüìîëî-
ãèè, õîðîøî èçó÷åí êàê â êëèíèêå, òàê è â ýêñïåðè-
ìåíòàõ íà æèâîòíûõ [8]. Îáðàçöû èññëåäóåìûõ ìà-
òåðèàëîâ èìåëè ôîðìó ïðîçðà÷íûõ øàéá äèàìåòðîì
10 ìì è âûñîòîé 0,5 ìì. Âûáîð ôîðìû è ðàçìåðîâ
îáðàçöîâ áûë îïîñðåäîâàí ðàçìåðîì ëóíîê ñòàíäàðò-
íîãî 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê.

Èññëåäîâàíèå áèîñîâìåñòèìîñòè
ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ

Äëÿ îöåíêè áèîñîâìåñòèìîñòè ïîëèìåðíûõ ìàòå-
ðèàëîâ êàæäûé èññëåäóåìûé îáðàçåö ïîìåùàëè
â ëóíêó 24-ëóíî÷íîãî êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà

(Corning, ÑØÀ), âíîñèëè ïî 20õ103 ÊÖ, îáúåì
ñðåäû â ëóíêàõ äîâîäèëè äî 1 ìë. Èíêóáèðîâàëè
â òå÷åíèå 6 ñóò. â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, ñìåíó ñðåäû
ïðîâîäèëè îäíîêðàòíî íà 3-è ñóò. êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Ïëàíøåòû ñ áèñ-ÃÌÀ ñîñòàâèëè 4 îïûòíûå ãðóïïû
(«Áèñ-ÃÌÀ 1-4»). Ïëàíøåò ñ îáðàçöàìè ÏÌÌÀ
ñëóæèë ïåðâîé ãðóïïîé êîíòðîëÿ («ÏÌÌÀ Ê1»).
Â êà÷åñòâå âòîðîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ïëàíøåò
ñ êëåòêàìè, íî áåç ïîëèìåðîâ («Ê2») — êëåòêè êîí-
òàêòèðîâàëè òîëüêî ñ ìàòåðèàëîì êóëüòóðàëüíîãî
ïëàíøåòà — ïîëèñòèðîëîì (òàáë. 2).

Äëÿ îöåíêè áèîòîêñè÷íîñòè è áèîñîâìåñòèìîñòè
ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ êîíòðîëèðîâàëè àäãåçèþ
êëåòîê è èõ ïðîëèôåðàöèþ. Êëåòêè ïîäñ÷èòûâàëè ÷å-
ðåç êàæäûå 24 ÷ â òå÷åíèå 6 ñóò. Êîëè÷åñòâî êëåòîê
4 ëóíîê êàæäîãî ïëàíøåòà ïðåäñòàâëÿëè êàê ñðåäíåå
(Ì) ñî ñðåäíèì êâàäðàòè÷íûì îòêëîíåíèåì (�).
Ìàòåðèàëû îòíîñèëè ê òîìó èëè èíîìó òèïó áèîëîãè-
÷åñêè ñîâìåñòèìûõ â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèíÿòûìè îïðå-
äåëåíèÿìè — ïî äèíàìèêå êëåòî÷íîãî ðîñòà, óðîâíþ
èíêàïñóëÿöèè è ôèçè÷åñêèì èçìåíåíèÿì îáðàçöîâ
ìàòåðèàëîâ [3].

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Excel (Microsoft) è Statis-
tica 7.0 (Statsoft). Óðîâåíü çíà÷èìîñòè ñòàòèñòè÷å-
ñêèõ ðàçëè÷èé p ïðèíèìàëè ðàâíûì 0,05. Â ñèëó ìà-
ëûõ îáúåìîâ îòäåëüíûõ âûáîðîê (n = 4) èñïîëüçîâà-
ëè êðèòåðèé Óèëêîêñîíà.

Èññëåäîâàíèå âíåøíåãî ñîñòîÿíèÿ îáðàçöîâ
ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ

Ïîëó÷åííûå îáðàçöû ìàòåðèàëîâ ïîñëå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ôåðìåíòàòèâíî î÷èùàëè îò êëåòîê è äëÿ âè-
çóàëüíîé îöåíêè ïðîçðà÷íîñòè ìàòåðèàëà èññëåäîâà-
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Òàáëèöà 1
Õàðàêòåðèñòèêà îáðàçöîâ áèñ-ÃÌÀ*

Ãðóïïà Ñîñòàâ

Áèñ-ÃÌÀ 1 2000Ò-65%; áèñÃÌÀ-14% ÌÝÃ 14% ÌÀÊ 7%

Áèñ-ÃÌÀ 2 6000Ò 60% áåíçÌÀ 25% ÎÌÀ 15%

Áèñ-ÃÌÀ 3 áèñÃÌÀ 22,5% áåíçÌÀ 22,5% 2000Ò 45% ÒÃÌ-3 10%

Áèñ-ÃÌÀ 4 áèñÃÌÀ 43% áåíçÌÀ 17% ÒÃÌ-9 25% ÎÌÀ 15%

Ïðèìå÷àíèå. * Ñîêðàùåíèÿ, ïðåäñòàâëåííûå â òàáëèöå: 2000Ò — îëèãîóðåòàíìåòàêðèëàò ìàðêè 2000Ò; 6000Ò — îëèãîóðåòàíìå-
òàêðèëàò ìàðêè 6000Ò; áèñ-ÃÌÀ — áèñôåíîë-À-äèãëèöåäèëìåòàêðèëàò; ÌÝÃ — ìîíîìåòàêðèëîâûé ýôèð ýòèëåíãëèêîëÿ; ÌÀÊ
— ìåòàêðèëîâàÿ êèñëîòà; áåíçà-ÌÀ — áåíçèëìåòàêðèëàò; ÎÌÀ — îëèãîóðåòàíìåòàêðèëàò.

Òàáëèöà 2
Ðàñïðåäåëåíèå ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ ïî ãðóïïàì ñðàâíåíèÿ

Ïàðàìåòðû Áèñ-ÃÌÀ 1 Áèñ-ÃÌÀ 2 Áèñ-ÃÌÀ 3 Áèñ-ÃÌÀ 4 ÏÌÌÀ Ê1 Ê2

Êîëè÷åñòâî ëóíîê 24 24 24 24 24 24

Êîëè÷åñòâî îáðàçöîâ 24 24 24 24 24 —

Êîëè÷åñòâî ÊÖ íà ëóíêó 20 x103 20 x103 20 x103 20 x103 20 x103 20 x103



ëè íà ôîòîìåòðå Haze-Gard I (BYK-Gardner, Ãåðìà-
íèÿ), ïîçâîëÿþùåì èçó÷àòü êîýôôèöèåíò îáùåãî
ïðîïóñêàíèÿ (ÊÎÏ). ÊÎÏ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îò-
íîøåíèå ïðîõîäÿùåãî ñâåòà ê ïàäàþùåìó ñâåòó, çà-
âèñèò îò ñâîéñòâ ïîãëîùåíèÿ è îòðàæåíèÿ, è âûðàæà-
åòñÿ â ïðîöåíòàõ. Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëîñü íà áàçå
ÝÒÏ «Ìèêðîõèðóðãèÿ ãëàçà».

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êà÷åñòâåííàÿ îöåíêà ðîñòà è ôåíîòèïà êëåòîê

Âî âñåõ èññëåäóåìûõ ãðóïïàõ êàê íà ïîâåðõíîñòè
ìàòåðèàëîâ, òàê è íà ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîé ïî-
ñóäû â òå÷åíèå ýêñïåðèìåíòà íàáëþäàëè ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü ÊÖ, êîòîðûå áûëè ïðåäñòàâëåíû
áèïîëÿðíûìè ìåçåíõèìîïîäîáíûìè êëåòêàìè
(ðèñ. 1). Ìîðôîëîãè÷åñêè êëåòêè îïûòíûõ è êîíò-
ðîëüíûõ ãðóïï íå ðàçëè÷àëèñü.

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ïîêàçàëî,
÷òî ÊÖ àêòèâíî ýêñïðåññèðóþò ëþìèêàí, êåðàòîêàí
è âèìåíòèí, ñëàáî ýêñïðåññèðóþò êåðàòàí-ñóëüôàò, è
íå ýêñïðåññèðóþò ñïåöèôè÷åñêèé ìàðêåð ìèîôèá-
ðîáëàñòîâ — ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí (ðèñ. 2).

Êîëè÷åñòâåííûå õàðàêòåðèñòèêè ðîñòà êëåòîê

Êîëè÷åñòâî äåëÿùèõñÿ ÊÖ íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
îáðàçöàõ è â êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ â ðàçíûå ñðîêè êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 3 è íà
ðèñ. 2—3.

Ñðîêè êóëüòèâèðîâàíèÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî
(êðèòåðèé Óèëêîêñîíà) âëèÿëè íà êîëè÷åñòâî êëåòîê
â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ. Ïðè àíàëèçå êðèâîé

èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà êåðàòîöèòîâ (ðèñ. 3) áûëî âû-
ÿâëåíî, ÷òî â òå÷åíèå 1—2 ñóò. íàáëþäàëàñü ôàçà
àäàïòàöèè (lag-ôàçà êðèâîé ðîñòà). Ìàêñèìàëüíàÿ
ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè ÊÖ ïðèõîäèëàñü íà
2-å-4-å ñóò. êóëüòèâèðîâàíèÿ (log-ôàçà), íà
5-å—6-å ñóò. ãðàôèê âûõîäèë íà ôàçó ïëàòî, ïðè
ýòîì ðàçíèöà ìåæäó êîëè÷åñòâîì êëåòîê íà 5-å è
6-å ñóò. âî âñåõ ãðóïïàõ ñðàâíåíèÿ ñòàíîâèëàñü ñòàòè-
ñòè÷åñêè íåçíà÷èìîé (êðèòåðèé Óèëêîêñîíà).

Ïðè ñðàâíåíèè êîëè÷åñòâ ÊÖ íà êîíå÷íîì ñðîêå
êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàëè íàèìåíüøóþ àêòèâíîñòü
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Òàáëèöà 3
Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà êåðàòîöèòîâ ïî ãðóïïàì ñðàâíåíèÿ, òûñ. êë. íà ëóíêó

Ñðîêè, ñóò. Áèñ-ÃÌÀ 1 Áèñ-ÃÌÀ 2 Áèñ-ÃÌÀ 3 Áèñ-ÃÌÀ 4 ÏÌÌÀ Ê1 Ê2

1 18,62 ± 8,6 21,88 ± 4,2 12 ± 2,5 16,87 ± 3,5 13,7 ± 1,6 19,75 ± 1,0

2 45,3 ± 15,2 40,1 ± 6,5 30 ± 5,5 32,35 ± 7,3 31,9 ± 3,5 32,98 ± 3,1

3 72,31 ± 19,0 85,56 ± 13,6 42,88 ± 2,9 80,06 ± 13,4 117,9 ± 12,0 91,37 ± 11,3

4 151,75 ± 25,6 137,88 ± 10,3 76,19 ± 4,9 132,25 ± 23,3 184,9 ± 10,4 137,31 ± 13

5 262,75 ± 44,2 249,6 ± 46,8 122,13 ± 22,9 210,9 ± 29,0 256,4 ± 11,1 202,31 ± 20,3

6 279,25 ± 72,1 272,94 ± 80,0 181,69 ± 19,6 237,06 ± 28,8 290,06 ± 11,7 223,3 ± 30,1

Òàáëèöà 4
Êîýôôèöèåíò îáùåãî ïðîïóñêàíèÿ ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ

Ïîëèìåðíûé ìàòåðèàë ÊÎÏ äî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÊÎÏ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ

Áèñ-ÃÌÀ 1 85% 85%

Áèñ-ÃÌÀ 2 87% 87%

Áèñ-ÃÌÀ 3 92% 92%

Áèñ-ÃÌÀ 4 90% 90%

ÏÌÌÀ 92% 92%

Ðèñ. 1. Êóëüòóðà êëåòîê êåðàòîöèòîâ ïàññàæ 4, ìîíîñëîéíàÿ êóëüòó-
ðà. Ôàçîâî-êîíòðàñòíàÿ ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ óâ. 100Õ



äåëåíèÿ êëåòîê â ãðóïïå Áèñ-ÃÌÀ ¹ 3, à íàèáîëü-
øóþ — â ãðóïïàõ Áèñ-ÃÌÀ ¹ 1, ¹ 2 è â ãðóïïå
ñðàâíåíèÿ ÏÌÌÀ Ê1. Ðåçóëüòàòû ñòàòèñòè÷åñêè
çíà÷èìû. Â ãðóïïå Áèñ-ÃÌÀ ¹ 4 íå áûëî îòìå÷åíî
îäíîçíà÷íîé òåíäåíöèè ê óñèëåíèþ èëè îñëàáëåíèþ
ïðîëèôåðàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé êîíòðîëÿ Ê2.

Âíåøíåå ñîñòîÿíèå
îáðàçöîâ ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ

ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ

Ïðè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè (óâ. õ10) è èññëåäîâà-
íèè íà ôîòîìåòðå Haze-Gard I áûëî âûÿâëåíî, ÷òî
âíåøíèå õàðàêòåðèñòèêè è ïðîçðà÷íîñòü âñåõ îáðàç-
öîâ íå îòëè÷àëèñü îò èñõîäíîãî ñîñòîÿíèÿ äî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ (òàáë. 4).

ÊÖ â êóëüòóðå 4-ãî ïàññàæà îáëàäàëè õàðàêòåðíû-
ìè âíåøíèìè ïðèçíàêàìè ìåçåíõèìíûõ êëåòîê è ýêñï-
ðåññèðîâàëè êëåòî÷íûå ìàðêåðû, òèïè÷íûå äëÿ ÊÖ.
Íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðèìåíòà íàáëþäàëñÿ óñòîé-
÷èâûé ðîñò äåëåíèÿ ÊÖ âî âñåõ ãðóïïàõ. Íè îäèí èç
èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ íå
ïîäàâëÿë ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê è íå ïðîÿâëÿë ïðèçíà-
êîâ òîêñè÷íîñòè, â ïðîòèâíîì ñëó÷àå ãðàôèêè êëåòî÷-
íîãî ðîñòà íîñèëè áû íèñõîäÿùèé õàðàêòåð.

Ïî îêîí÷àíèè íàáëþäåíèÿ íå áûëî îòìå÷åíî íè
ãåîìåòðè÷åñêèõ, íè îïòè÷åñêèõ èçìåíåíèé ñòðóêòóðû
îáðàçöîâ, ñëåäîâàòåëüíî, íè îäèí èç èññëåäîâàííûõ
ìàòåðèàëîâ íå ÿâëÿëñÿ áûñòðî áèîäåãðàäèðóåìûì.
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Ðèñ. 3. Êðèâàÿ èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà êåðàòîöèòîâ â ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ ãðóïïàõ â êîíòðîëüíûå ñðîêè.

Ðèñ. 2. Êóëüòóðà êëåòîê êåðàòîöèòîâ ïàññàæ 4, èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà ñ àíòèòåëàìè: À — Ëþìèêàí; B — Êåðàòîêàí; C — Êåðàòàí-ñó-
ëüôàò; Ä — Âèìåíòèí; E — a-SMA. Îêðàñêà ÿäåð Hoechst. Óâ. 600Õ.



Òàêèì îáðàçîì, â ñèëó ñëàáî âûðàæåííîé àäãåçèè è
ïðîëèôåðàöèè ÊÖ ïîëèìåð áèñ-ÃÌÀ ¹ 3 ìîæåò áûòü
ðåêîìåíäîâàí äëÿ èçãîòîâëåíèÿ ðîãîâè÷íûõ îïòè÷åñêèõ
èìïëàíòàòîâ-ëèíç, òðåáóþùèõ ìàêñèìàëüíî äëèòåëüíîãî
ñîõðàíåíèÿ ïðîçðà÷íîñòè. Ïîëèìåðû áèñ-ÃÌÀ ¹ 1 è
¹ 2 ìîãóò áûòü ðåêîìåíäîâàíû äëÿ èçãîòîâëåíèÿ ðîãî-
âè÷íûõ èìïëàíòîâ, òðåáóþùèõ ìàêñèìàëüíî âûðàæåííîé
èììîáèëèçàöèè â ñòðîìàëüíîé òêàíè ðîãîâèöû (âíóòðè-
ðîãîâè÷íûå óêðåïëÿþùèå ñåãìåíòû, îïîðíûå ýëåìåíòû
êåðàòîïðîòåçà, áèîèñêóññòâåííàÿ ðîãîâèöà).
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