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Введение. В настоящем исследовании проводится оценка способности ткани роговицы к активации механизмов врожден-

ного иммунитета для вирусной деконтаминации трансплантата роговицы. На сегодня известно, что вирусная инвазия при-

водит к активации системы врожденного иммунитета. Однако, данные о способности ткани роговицы к продукции соб-

ственных интерферонов ограничены. В связи с этим была сформулирована цель данного исследования. Цель: изучить 

способность ткани донорской роговицы человека к продукции собственных интерферонов 1 типа (ИФН-α и ИФН-β) в экс-

перименте in vitro на клеточных культурах кератоцитов и фибробластов.

Методика. Для выполнения данной цели использовались трупные донорские роговицы человека, а также выделенные и 

культивированные клетки роговицы – кератоциты и фибробласты. В состав культуральной среды опытной группы для акти-

вации механизма врожденного иммунитета добавляли индуктор интерферона. Контролем выступали клетки, культивирован-

ные в полной ростовой среде. По окончании эксперимента проводили иммуногистохимическое исследование для опреде-

ления фенотипической трансформации, а также иммуноферментный анализ для обнаружения эндогенных ИФН-α и ИФН-β. 

результаты. В результате проведенной работы установлено, что воздействие ростовой среды с индуктором интерферона 

в концентрации 1 мг/100 мл на клеточные культуры кератоцитов и фибробластов привело к выработке интерферонов 1 

типа (ИФН-α и ИФН-β), при достоверно большем количестве выделенного интерферона в клеточной культуре фибробла-

стов по сравнению с клеточной культурой кератоцитов (p<0,05). 

Выводы.  Добавление индуктора интерферона в состав ростовой среды на 24 ч приводит к активации механизма врожден-

ного иммунитета в клетках и ткани роговицы, в большей степени – в клеточной культуре фибробластов, при этом не вызы-

вает изменение фенотипа.
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Introduction. This study evaluated the ability of corneal tissue to activate the innate immune system for viral decontamination 

of a corneal graft. It is well known that viral invasion activates the innate immune system. However, there is a shortage of publica-

tions on the ability of corneal tissue to produce its own interferons. Thus, the aim of this study was to evaluate the ability of cadav-

eric human donor corneal tissue to produce its own type 1 interferons (IFN-α and IFN-β) in an in vitro experiment on cell cultures 

of corneal keratocytes and corneal fibroblasts. 

Мethods. To achieve this aim, we used cadaveric human donor corneas and isolated and cultured corneal keratocytes and cor-

neal fibroblasts. An interferon inducer was added to the culture medium of the experimental group to activate the innate immune 

system. Cells cultured in a complete culture medium served as a control. At the end of the experiment, an immunohistochemi-

cal study was performed to determine the phenotypic transformation and an enzyme immunoassay to detect endogenous IFN-α 

and IFN-β. 

Results. The culture medium with 1 mg/100 ml of the interferon inducer added to the cultured keratocytes and fibroblasts induced 

the production of type 1 interferons (IFN-α and IFN-β), with a significantly greater amount of interferon released in the fibroblast 

cell culture compared to the keratocyte cell culture (p<0.05). 

сonclusions. The interferon inducer added to the growth medium for 24 hours activated the innate immunity mechanism in cor-

neal cells and tissue, significantly more in the fibroblast cell culture, without causing any change in the cell phenotype.
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Введение

Среди 8 типов герпесвирусов, характерных для че-

ловека, особого внимания заслуживает вирус просто-

го герпеса 1 типа, поскольку он наиболее часто обна-

руживается в клетках и ткани роговицы. Актуальные 

данные Всемирной Организацией Здравоохранения 

свидетельствуют о том, что 67% населения планеты 

в возрасте до 50 лет инфицированы вирусом простого 

герпеса 1 типа [1]. Вирусная этиология герпетических 

поражений роговицы впервые была описана немец-

ким офтальмологом Вильгельмом Грютером в 1912 г. 

[2]. На сегодня вирусы группы герпеса остаются ве-

дущим фактором инфекционной природы, поражаю-

щим роговицу человека. Так, по оценкам отечествен-

ных исследователей, герпесвирусам отводится роль 
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ведущей причины роговичной слепоты. Подсчитано, 

что 60% роговичной слепоты является следствием гер-

петических кератитов, а также, что 66% всей патоло-

гии роговицы ассоциировано с герпесвирусами [3, 4]. 

Известно, что после инвазии в клетку вирус простого 

герпеса начинает синтезировать собственные копии, 

в связи с чем происходит нарушение протекания вну-

триклеточных обменных процессов, в результате чего 

клетка погибает, а множество копий вируса выходит 

в межклеточное пространство для инвазии в соседние 

клетки. Однако клетка имеет специальные защитные 

системы, которые эволюционно развивались для лока-

лизации подобных неблагоприятных сценариев. Так, 

наиболее древней из подобных защитных систем яв-

ляется система врожденного иммунитета, одним из ос-

новных звеньев которой являются интерфероны – 

группа белков с противовирусными свойствами. Ин-

терфероны были открыты учеными Алик Айзекс и Жан 

Линдеманн в 1957 г. [5]. В предыдущих работах нами 

описано современное представление о патофизиоло-

гических основах иммунологической деконтаминации 

вируса простого герпеса 1 типа из роговицы [6]. Так, на 

сегодня известно, что распознавание и инвазия вируса 

простого герпеса 1 типа определяются клеткой через 

Toll-подобные рецепторы (TLR-рецепторы), которые 

относятся к семейству паттерн-распознающих рецеп-

торов (PRR) [7-9]. Взаимодействуя с вирусом, TLR-ре-

цепторы передают сигнал на активацию многих се-

мейств белков, в том числе, на белки, индуцирующие 

образование интерферона (ИФН) бета (TRIF). Цепоч-

ка запущенных биохимических превращений приво-

дит к активации двух раздельных каскадов реакций, 

один из которых приводит к выработке ИФН 1 типа, 

оставшийся – к синтезу провоспалительных цитоки-

нов. Мощный противовирусный ответ врожденного 

иммунитета приводит к ограничению распростране-

ния вируса простого герпеса 1 типа [10]. 

В связи с вышеизложенным нами была определена 

цель настоящего исследования.  Цель исследования – 

изучение способности ткани донорской роговицы че-

ловека к продукции собственных интерферонов 1 типа 

(ИФН-α и ИФН-β) в эксперименте in vitro на клеточ-

ных культурах кератоцитов и фибробластов.

Методика

В экспериментальном исследовании использова-

лись трупные донорские роговицы человека, полу-

ченные из Глазного тканевого банка ФГАУ НМИЦ 

«МНТК «Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федо-

рова» Минздрава России в количестве 15 штук от 15 до-

норов-трупов. Согласно классификации транспланта-

бельности, предложенной С.А. Борзенком [11, 12], все 

роговицы соответствовали оценке 3А – транспланта-

бельные роговицы, выделенные из глаз с интраокуляр-

ными линзами, что означает недостаточное количество 

клеток заднего эпителия – слоя роговицы, поддержи-

вающего оптимальную гидратацию и гомеостаз транс-

плантата роговицы. При помощи роговичного микро-

кератома (Moria Inc., Франция) из каждой роговицы 

были выделены 2 стромальных диска: один диск ис-

пользовался для получения кератоцитов, оставший-

ся – для получения фибробластов. Затем стромаль-

ные диски разделяли на 2 части: одна часть использо-

валась для изучения влияния индуктора интерферона 

(меглюмина акридонацетата), оставшаяся равная часть 

использовалась в качестве контроля.

Для получения клеточных культур использовали 

стандартный алгоритм, включающий этапы началь-

ной ферментативной обработки, измельчения, заклю-

чительной ферментативной обработки и центрифу-

гирования получившейся клеточной взвеси. Работа 

с клетками и тканями проводилась в ламинарном бок-

се MSC-Advantage (Thermo Fisher Scientific Inc., США).

Спустя 7 сут культивирования и достижения куль-

турой кератоцитов конфлуэнтности 70-80% из чашек 

Петри 35 мм забирали ростовую среду, после чего кле-

точные культуры разделяли на опытную и контроль-

ную группы: в опытную группу вносили 3 мл ростовой 

среды с индуктором интерферона (Циклофероном) 

в концентрации 1 мг/100 мл; в контрольную группу 

– 3 мл ростовой среды (отрицательный контроль). Вы-

бор Циклоферона обусловлен известной противогер-

петической активностью данного препарата; концен-

трация Циклоферона подбиралась в ходе пилотных 

исследований на основании цитотоксичности различ-

ных концентраций для клеток роговицы. Затем про-

водили культивирование в стандартных условиях (37 

°С, 5% СO
2
) в инкубаторе NU-5510 (NuAire, США) 

в течение 24 часов, после чего образцы сред из каждой 

чашки Петри собирали в стерильные пробирки типа 

Эппендорф 1,5 мл для проведения иммуноферметно-

го анализа на содержание в них интерферонов.

В ходе получения фибробластов, по достиже-

нии 80% конфлуэнтности (на 7-е сут), клетки пасси-

ровали, после чего культивировали еще 7 сут в стан-

дартных условиях (37 °С, 5% СO
2
) до достижения кон-

флуэнтности 90-100%, после чего забирали ростовую 

среду и разделяли на группы: в опытную группу вно-

сили 3 мл ростовой среды с Циклофероном в концен-

трации 1 мг/100 мл; в контрольную группу – 3 мл ро-

стовой среды (отрицательный контроль). Клеточное 

культивирование проводили в стандартных условиях 
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(37 °С, 5% СO
2
) в течение 24 часов. Образцы сред из ка-

ждой чашки Петри собирали по окончании культиви-

рования в стерильные пробирки типа Эппендорф 1,5 

мл для проведения иммуноферметного анализа на со-

держание интерферонов.

Иммуноферментный анализ образцов сред на со-

держание в них эндогенных ИФН-α и ИФН-β прово-

дился по стандартной методике с применением ком-

мерческих наборов ELISA Kit IFNa, IFNb по инструк-

ции фирмы-производителя (Cloud-Clone Corp., США). 

Анализ оптической плотности проводился при помо-

щи спектрофотометра Multiskan GO (Thermo Fisher 

Scientific Inc., США), при длине волны 450 ± 10 нм. 

Иммуногистохимическое исследование получен-

ных клеточных культур для верификации фенотипа 

проводили по стандартной методике, которая вклю-

чала фиксацию полученных клеток, их пермеабили-

зацию, окрашивание образцов первичными антитела-

ми, окрашивание вторично-меченными антителами, 

контрастирование клеточных ядер, после чего полу-

чившиеся препараты помещали под покровное стек-

ло и оценивали на конфокальном лазерном сканиру-

ющем биологическом микроскопе (FLUOVIEW FV10i, 

OLYMPUS Corporation, Япония). Окраска проводи-

лась на характерные маркеры данных клеточных куль-

тур: α-гладкомышечный актин, кератокан, виментин. 

Анализ полученных изображений проводился при по-

мощи программного обеспечения «CellProfiler» (Broad 

Institute Inc., США).

Статистический анализ полученных данных вы-

полнялся с применением методов описательной ста-

тистики при помощи стандартного программного 

обеспечения с функциями статистической обработки 

данных (Microsoft Excel). Результаты статистической 

обработки данных в рукописи представлены в форма-

те М ± σ, где М – среднее значение; σ – стандартное 

отклонение. Достоверность различий между группа-

ми оценивалась с применением t-критерия Стьюден-

та. Отличия между группами считались статистически 

значимыми при значениях p≤0,05.

результаты

По данным иммуногистохимического исследо-

вания полученных клеточных культур была показа-

на сохранность нативного фенотипа кератоцитов: от-

мечена экспрессия кератокана, являющегося харак-

терным маркером кератоцитов, при отсутствии, либо 

слабой экспрессии а-гладкомышечного актина и ви-

ментина. При этом культура фибробластов экспресси-

ровала α-гладкомышечный актин и виментин, являю-

щиеся характерными маркерами фибробластов, при 

отсутствии, либо слабой экспрессии кератокана. Кон-

тролем окраски выступало наличие свечения по окон-

чании окраски. При анализе полученных изображений 

в программном обеспечении «CellProfiler» среднее зна-

чение экспрессии α-гладкомышечного актина, вимен-

тина и кератокана в клеточных культурах кератоцитов 

составило, соответственно: 0,012, 0,027 и 0,126 отн. ед. 

(см. рис.). Среднее значение экспрессии α-гладкомы-

шечного актина, виментина и кератокана в клеточ-

ных культурах фибробластов составило, соответствен-

но: 0,131, 0,118 и 0,014 отн. ед. (рис.). В контрольных 

клеточных культурах кератоцитов и фибробластов экс-

прессия характерных маркеров достоверно не отлича-

лась от опытных групп (рис.).

Количество экспрессируемого характерного марке-

ра кератоцитов кератокана было статистически значи-

мо выше, чем экспрессия данного белка фибробласта-

ми (p<0,0001). При этом количество экспрессируемых 

характерных маркеров фибробластов – а-гладкомы-

шечного актина и виментина было статистически зна-

чимо выше количества данных маркеров в клеточной 

культуре кератоцитов (p<0,0001). Отсутствовали до-

стоверные отличия между экспрессией характерных 

белков в опытной группе (с индукцией интерферо-

ном) и в контроле (без добавления индуктора интер-

ферона) (p>0,05). 

По данным иммуноферментного анализа установ-

лено, что воздействие ростовой среды с индуктором 

интерферона в концентрации 1 мг/100 мл на клеточные 

культуры кератоцитов и фибробластов привело к вы-

работке интерферонов 1 типа (ИФН-α и ИФН-β), при 

достоверно большем количестве выделенного интер-

ферона в клеточной культуре фибробластов по срав-

нению с клеточной культурой кератоцитов и контро-

лем (p<0,05) (см. табл.).

Установлено, что в клеточных культурах керато-

цитов и фибробластов после стимуляции индуктором 

интерферона синтезировалось значительно большее 

количество интерферонов 1 типа (ИФН-α и ИФН-β) 

по сравнению с контролем, в котором интерфероны 

не определялись (p<0,05).

Обсуждение

В данном исследовании проводилась оценка спо-

собности клеточных культур кератоцитов и фибробла-

стов продуцировать эндогенный интерферон при сти-

муляции индукторами интерферона для дальнейшей 

вирусной деконтаминации ткани донорских роговиц 

человека от вируса простого герпеса 1 типа. 

Имеющиеся данные свидетельствуют о высоком 

противовирусном потенциале механизмов врожденно-
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Результаты иммуногистохимического исследования: экспрессия характерных маркеров кератоцитов и фибробластов (**** – p<0,0001), отсут-

ствие достоверных отличий между клеточными культурами до индукции и после добавления индуктора интерферона (p>0,05).

Results of immunohistochemistry: expression of characteristic markers of corneal keratocytes and fibroblasts (**** – p<0.0001), absence of reliable dif-

ferences between cell cultures before induction and after addition of interferon inducer (p>0.05).

количество синтезированного эндогенного интерферона-альфа и интерферона-бета в клеточных культурах кератоцитов  

и фибробластов

The amount of synthesized endogenous interferon-alpha and interferon-beta in cell cultures of corneal keratocytes and fibroblasts

Образец, 

№

Кератоциты* Фибробласты*

Количество  

ИФН-α (пг/мл)

Количество  

ИФН-β (пг/мл)

Количество  

ИФН-α (пг/мл)

Количество  

ИФН-β (пг/мл)

1 8,31 12,69 8,81 45,03

2 6,86 15,28 10,97 53,58

3 7,94 12,67 16,31 60,26

4 3,82 13,18 12,14 45,92

5 7,26 10,08 8,42 40,93

6 4,29 14,91 9,81 37,03

7 3,42 10,81 10,33 40,38

8 4,24 20,45 14,56 62,5

9 3,67 8,83 9,38 52,77

10 8,33 17,43 15,32 51,14

11 7,36 11,23 8,96 24,67

12 4,94 8,01 11,83 42,31

13 6,28 9,92 10,25 56,03

14 5,64 10,03 8,56 47,85

15 11,43 12,61 8,69 31,72

М+σ М+σ = 6,25 (±2,25) М+σ = 12,54 (±3,36) М+σ = 10,96 (±2,58) М+σ = 46,14 (±10,42)

Примечание. * – в контроле значения считались равными нулю, поскольку количество ИФН-α и ИФН-β во всех образцах было ниже по-

рога распознавания.

Note. * – in the control the values were considered to be zero, since the number of IFN-α and IFN-β in all samples were below the recognition threshold.
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Оригинальная статья

го иммунитета, однако вопросы их активации в ткани 

трупной донорской роговицы человека остаются ма-

лоизученными. В связи с этим нами было предложено 

стимулировать механизмы врожденного иммунитета 

в трупной донорской роговице человека при помощи 

добавления в состав раствора для консервации рого-

вицы индуктора интерферона, что потенциально спо-

собствует запуску противовирусных механизмов в тка-

ни трупной донорской роговицы человека. При этом 

важным аспектом является субстрат, с которым взаи-

модействует индуктор интерферона. Так, в строме ин-

тактной, здоровой человеческой роговицы, без при-

знаков вирусной инвазии, основной клеточной попу-

ляцией являются кератоциты – специализированные 

клетки мезенхимальной природы, представляющие со-

бой высокодифференцированные фибробласты [12]. 

При этом известна способность кератоцитов к актива-

ции и фенотипическому переходу в фибробласты в ре-

зультате триггерных воздействий, к которым относят 

любое потенциально повреждающее воздействие на 

роговицу (травма, инвазия патогена, в т. ч. вируса, за-

готовка трансплантата роговицы и т.д.). На сегодня из-

вестны работы, в которых описываются фундаменталь-

ные отличия в клеточном составе мембран кератоци-

тов и фибробластов роговицы. Так, в работе N. Ebihara 

и соавт. впервые сообщается, что белки TLR-3 и TLR-

9 экспрессируются фибробластами роговицы, в то вре-

мя как в кератоцитах данные белки не обнаруживаются 

[13]. Согласно современным представлениям, дефицит 

экспрессированных TLR-рецепторов вызывает сни-

жение уровня вырабатываемых клетками интерферо-

нов, что в свою очередь приводит к распространению 

вируса простого герпеса 1 типа в ткани роговицы [14].

Настоящее исследование учитывает данные отличия 

в составах клеточных мембран кератоцитов и фибробла-

стов и наглядно демонстрирует практическую значимость 

фенотипической изменчивости клеточных культур, ко-

торую необходимо учитывать при разработке протоколов 

для вирусной деконтаминации трупных донорских рого-

виц человека на этапе консервации. По данным прове-

денного иммуногистохимического исследования керато-

циты и фибробласты не изменяли свой фенотип после су-

точной стимуляции индуктором интерферона.

Таким образом, при инвазии вируса простого герпе-

са 1 типа кератоциты переходят в фибробласты, в резуль-

тате чего на их мембранах экспрессируются рецепторные 

белки TLR-3 и TLR-9, что говорит об активации керато-

цитов и запуске механизмов врожденной иммунной си-

стемы [7-9]. Индуктор интерферона представляет собой 

синтетическое химическое вещество, специфически ак-

тивирующее механизмы врожденного иммунитета. До-

бавление в состав раствора для консервации трупной до-

норской роговицы человека индуктора интерферона рас-

познается кератоцитами/фибробластами как попадание 

чужеродного химического вещества, что вызывает появ-

ление и активацию PRR-рецепторов, к классу которых 

относят вышеописанные TLR-3 и TLR-9 [7-9]. Таким об-

разом, добавление индуктора интерферона в состав рас-

твора для консервации трупной донорской роговицы че-

ловека потенциально способно приводить к активации 

механизмов врожденного иммунитета в ткани роговицы, 

при этом выраженность противовирусного эффекта бу-

дет зависеть в том числе от количества экспрессирован-

ных рецепторных белков TLR-3 и TLR-9 в конкретной 

клеточной культуре.

Полученные в настоящей работе результаты согла-

суются с современными представлениями о физиоло-

гической активности кератоцитов и фибробластов: ко-

личество выработанного эндогенного интерферона 1 за-

висит от фенотипа клетки, что было показано в данной 

работе, а также, по данным литературы, зависит от ко-

личества экспрессированных рецепторных белков TLR-

3 и TLR-9 в конкретной клеточной культуре.

Выводы:

1. В результате клеточного культивирования 

по данным иммуногистохимического исследования 

клеточные культуры кератоцитов и фибробластов со-

храняли свой фенотип до окончания эксперимента.

2. Добавление индуктора интерферона в состав 

ростовой среды привело к выработке эндогенного 

интерферона 1 типа (ИФН-α и ИФН-β) в клеточных 

культурах кератоцитов и фибробластов, выделенных 

из трупных донорских роговиц человека.

3. Уровни продукции эндогенного интерферо-

на 1 типа (ИФН-α и ИФН-β) в клеточной культуре 

фибробластов были статистически значимо выше, чем 

в клеточной культуре кератоцитов (p<0,05), что может 

быть обусловлено бол́ьшим количеством экспрессиро-

ванных рецепторных белков TLR-3 и TLR-9 в клеточ-

ной культуре фибробластов, чем в клеточной культу-

ре кератоцитов.
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