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Ýïèòåëèé ðîãîâèöû âçðîñëîãî îðãàíèçìà ÷àùå âñåãî ïîäâåðãàåòñÿ âíåøíåìó âîçäåéñòâèþ, ïîâðåæäàåòñÿ è
âîññòàíàâëèâàåòñÿ çà ñ÷åò ñòâîëîâûõ êëåòîê ëèìáà. Ïîâðåæäåíèå ýïèòåëèàëüíîãî ñëîÿ ðîãîâèöû ïðèâîäèò
ê íàðóøåíèþ ïðîçðà÷íîñòè è ïîòåðå çðåíèÿ. Íåäàâíî ïîêàçàíî, ÷òî ñòâîëîâûå êëåòêè âñòðå÷àþòñÿ â òîì
÷èñëå è â ýïèòåëèàëüíîì ñëîå. Ñîçäàíèå êóëüòóðû êëåòîê ýïèòåëèàëüíîãî ñëîÿ ðîãîâèöû ïîçâîëèò ïîíÿòü
ìåõàíèçìû ïîâåäåíèÿ, äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê, îñîáåííîñòè èõ ìåòàáîëèçìà è ðåàêöèþ êëåòîê íà âíåøíèå
âîçäåéñòâèÿ â íîðìå è ïàòîëîãèè. Êóëüòèâèðîâàííûå ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ðîãîâèöû ðàññìàòðèâàþòñÿ,
êðîìå òîãî, êàê âûñîêîïåðñïåêòèâíûå äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ áèîèñêóññòâåííîé ðîãîâèöû. Öåëü ðàáîòû — âû-
äåëåíèå êëåòîê ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ äîíîðñêîé ðîãîâèöû ãëàçà ÷åëîâåêà è èçó÷åíèå èõ ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ
õàðàêòåðèñòèê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in vitro. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê in vitro. Íàáëþäàåìîå èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê, õàðàêòåðíûé ïîòî÷íûé èõ
ðîñò, à òàêæå àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê è óâåëè÷èâàþùàÿñÿ ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ ìåçåíõèìíîãî ðÿäà
ñâèäåòåëüñòâóåò, ïî íàøåìó ìíåíèþ, îá ýïèòåëèî-ìåçåíõèìíîì ïåðåõîäå êëåòîê ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâè-
öû ãëàçà ÷åëîâåêà ïðè äëèòåëüíîì èõ êóëüòèâèðîâàíèè. Ïîëó÷åííûå êóëüòóðû êëåòîê ìîãóò áûòü èñïîëüçî-
âàíû äëÿ äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â êëåòêàõ ïðè òåñòèðîâàíèè ëåêàðñòâåííûõ
ïðåïàðàòîâ èëè êîíòðîëå ôîòîòîêñè÷íîñòè ðàçíûõ èçëó÷åíèé.
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Adult corneal epithelium is often exposed to environmental stress, injured and repaired by limbal stem cells. Injury of
corneal epithelial layer leads to reduction of visual clarity and loss of vision. Recently it was shown that epithelial layer
also contains stem cells. Obtaining cell culture of corneal epithelium will allow understanding mechanisms of cell behav-
ior and differentiation, their metabolism and reaction on environmental stress in health and disease. Moreover, cultured
corneal epithelial cells can be considered as a promising material for constructing bioartificial cornea. The aim of this study
was to isolate cells of anterior corneal epithelium from human donor cornea and to study their morphological and func-
tional characteristics in vitro. The results of our study showed the possibility of culturing epithelial cells in vitro. The ob-
served changes in cell morphology, their flow growth character as well as active proliferation and up-regulation of
mesenchymal markers expression, indicate, in our opinion, epithelial-mesenchymal transition taking place in long-lasting
culture of human anterior corneal epithelial cells. The obtained cultures can be used for further studies of pathological pro-
cesses taking place in cells during drugs testing or controlling the phototoxic effect of different types of emission.

Key words: cornea; corneal epithelium, cell culture of anterior epithelium, stem cells, mesenchymal stem cells; cell
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Ýïèòåëèé ðîãîâèöû âçðîñëîãî îðãàíèçìà ÷àùå âñå-
ãî ïîäâåðãàåòñÿ âíåøíåìó âîçäåéñòâèþ, ïîâðåæäàåòñÿ
è âîññòàíàâëèâàåòñÿ çà ñ÷åò ñòâîëîâûõ êëåòîê ëèìáà.
Ïîâðåæäåíèå ýïèòåëèàëüíîãî ñëîÿ ðîãîâèöû ïðèâîäèò
ê íàðóøåíèþ ïðîçðà÷íîñòè è ïîòåðå çðåíèÿ. Èññëåäî-
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âàíèÿìè ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàíî, ÷òî ñòâîëîâûå êëåòêè
îáíàðóæèâàþòñÿ â òîì ÷èñëå è â ýïèòåëèàëüíîì ñëîå
ðîãîâèöû [1]. Ñîçäàíèå êóëüòóðû êëåòîê ïåðåäíåãî
ñëîÿ ðîãîâèöû ïîçâîëÿåò ïîíÿòü ìåõàíèçìû ïîâåäå-
íèÿ, äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê, îñîáåííîñòè èõ ìåòàáî-
ëèçìà è îöåíèòü õàðàêòåð ðåàêöèè êëåòîê íà âíåøíèå
âîçäåéñòâèÿ. Êóëüòèâèðîâàííûå ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè
ðîãîâèöû ðàññìàòðèâàþòñÿ, êðîìå òîãî, êàê âûñîêî-
ïåðñïåêòèâíûå â êà÷åñòâå ìîäåëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ è
èñòî÷íèêà êëåòîê äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ áèîèñêóññòâåí-
íîé ðîãîâèöû. Öåëü ðàáîòû — âûäåëåíèå êëåòîê ïå-
ðåäíåãî ýïèòåëèÿ äîíîðñêîé ðîãîâèöû ãëàçà ÷åëîâåêà è
èçó÷åíèå èõ ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè in vitro.

Ìåòîäèêà

Âûäåëåíèå ïåðâè÷íûõ êóëüòóð
êëåòîê ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû

Êëåòêè ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû ãëàçíîãî ÿá-
ëîêà ÷åëîâåêà âûäåëÿëè èç àóòîïñèéíîãî ìàòåðèàëà,
ïðåäîñòàâëåííîãî Ãëàçíûì òêàíåâûì áàíêîì Öåíòðà
ôóíäàìåíòàëüíûõ è ïðèêëàäíûõ ìåäèêî-áèîëîãè÷å-
ñêèõ ïðîáëåì ÔÃÁÓ «ÌÍÒÊ «Ìèêðîõèðóðãèÿ ãëà-
çà» èì. àêàä. Ñ.Í.Ôåäîðîâà» Ìèíçäðàâà Ðîññèè.
Äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè 12 àóòîïñèðî-
âàííûõ ãëàç (îò 12 äîíîðîâ 65—68 ëåò).

Ãëàçíûå ÿáëîêè îñâîáîæäàëè îò îêðóæàþùèõ òêà-
íåé, ïðîìûâàëè â 70% ýòèëîâîì ñïèðòå â òå÷åíèå íå
áîëåå 2—3 ìèíóò, çàòåì â õîëîäíîì ðàñòâîðå Õýíêñà
ñ àíòèáèîòèêàìè â ñòàíäàðòíîé êîíöåíòðàöèè — ïå-
íèöèëëèí 100 Åä/ìë, ñòðåïòîìèöèí 100 ìêã/ìë è
òðàíñïîðòèðîâàëè â ëàáîðàòîðèþ. Ðàáîòó ïî âûäåëå-
íèþ è êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê ïðîâîäèëè â ëàìèíàð-
íîì áîêñå ñ ñîáëþäåíèåì ïðàâèë àñåïòèêè.

Èç ïðîìûòûõ ãëàçíûõ ÿáëîê ñ ïîìîùüþ òðåïàíà è
íîæíèö âûäåëÿëè ðîãîâèöó, ïîäâåðãàëè åå ôåðìåíòà-
òèâíîé îáðàáîòêå â ðàñòâîðàõ êîëëàãåíàçû À (Sigma,
2 ìã/ìë) è 0,25%-íîì ðàñòâîðå òðèïñèíà, ïðè òåì-
ïåðàòóðå 37°Ñ â òå÷åíèå 40 ìèí. Ïîä ñòåðåîìèêðî-
ñêîïîì â ëàìèíàðíîì áîêñå îòäåëÿëè êëåòêè ïîêðîâ-
íîãî ýïèòåëèÿ è ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå ÷àøêè Ïåò-
ðè â êîíöåíòðàöèè 100 õ 103 êë/ìë â ïèòàòåëüíîé
ñðåäå DÌÅÌ/F12 (1:1, ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) ñ äîáàâ-
ëåíèåì ãëþòàìèíà (2ìÌ/L, ÏàíÝêî, Ðîññèÿ), ãåí-
òàìèöèíà (50 ìêã/ìë, ÏàíÝêî, Ðîññèÿ), ÈÒÑ
(1:100, ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) è 10% ñûâîðîòêè êðîâè
ïëîäîâ êîðîâû (HyClone, ÑØÀ).

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê

Âñå âûäåëåííûå øòàììû êëåòîê êóëüòèâèðîâàëè
â ÑÎ2èíêóáàòîðå â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (37°Ñ;
5%ÑÎ2) â ÷àøêàõ Ïåòðè èëè â ïëàíøåòàõ. Ñìåíó ñðå-
äû îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç 24 ÷ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êëå-

òîê, çàòåì ÷åðåç 48 ÷, ïîääåðæèâàëè êëåòêè äî ôîðìè-
ðîâàíèÿ ïëîòíûõ îñòðîâêîâ ðîñòà ëèáî ôîðìèðîâàíèÿ
ìîíîñëîÿ êëåòîê. Íà âòîðîì è ïîñëåäóþùèõ ïàññàæàõ
êëåòêè ïåðåñåâàëè ÷åðåç 3—5 ñóò. Äëÿ ñíÿòèÿ êëåòîê
èñïîëüçîâàëè ðàñòâîðû âåðñåíà è 0,25%-íîãî òðèïñèíà.
Êëåòêè ïåðåñåâàëè íà íîâóþ ÷àøêó Ïåòðè â êîíöåíòðà-
öèè 3 õ 105 êë/ìë ðîñòîâîé ñðåäû.

Êîíòðîëü ìîðôîëîãèè è õàðàêòåð ðîñòà êëåòîê
èçó÷àëè íà ïðèáîðå Cell-IQ, ïðîèçâîäñòâà Chip-
Man Technologies (Ôèíëÿíäèÿ). Äëÿ êîíòðîëÿ êëåò-
êè âûðàùèâàëè â 12- èëè 24-ëóíî÷íûõ ïëàñòèêîâûõ
ïëàíøåòàõ. Êëåòêè çàñåâàëè â ïëîòíîñòè
10 õ 103 êë/ëóíêó è ïîìåùàëè â òåðìîñòàòèðóåìóþ
êàìåðó ïðèáîðà Cell-IQ ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ
(37°Ñ; 5%ÑÎ2) â òå÷åíèå 3 ñóò.

Èññëåäîâàíèå èììóíîôåíîòèïà êóëüòóð êëåòîê

Èññëåäîâàíèå èììóíîôåíîòèïà êóëüòóð êëåòîê ïðî-
âîäèëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëþîðîìåòðèè íà ïðè-
áîðå FÑ500 (BeckmanCoulter, ÑØÀ). Àíàëèçèðîâàëè
ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâ: CD14, CD45,
CD34, CD90 è CD105 â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ êëåòîê,
à òàêæå íà 2-ì—4-ì ïàññàæíûõ óðîâíÿõ.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà êëåòêè, âûðàùåííûå
â òå÷åíèå 72 ÷, ñíèìàëè ñ ÷àøåê Ïåòðè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ðàñòâîðîâ âåðñåíà è 0,25%-íîãî òðèïñèíà, öåí-
òðèôóãèðîâàëè (7 ìèí, g = 100), ê ïîëó÷åííîìó îñàä-
êó äîáàâëÿëè 700 ìêë ðàñòâîðà ôîñôàòíî-ñîëåâîãî
áóôåðà (ðÍ = 7,4) ñ äîáàâëåíèåì 1% ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâû è ðàçëèâàëè ïî
100 ìêë. Ê êàæäîé ïðîáå ñîãëàñíî ðåêîìåíäîâàííûì
ïðîèçâîäèòåëÿìè ïðîòîêîëàì äîáàâëÿëè àíòèòåëà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûìè ìåòêàìè FITC
fluorescein isothiocyanate, PE — phycoerythrin, PC5
Phycoerythrin-Cyanin 5.1, PTRX — Phycoeryth-
rin-TexasRed-X (BeckmanCoulter, ÑØÀ) è èíêóáè-
ðîâàëè 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òåìíîòå.
Ïîñëå ýòîãî ïðîáû öåíòðèôóãèðîâàëè (5 ìèí, 400g),
îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë ðàñòâîðà ôîñôàò-
íî-ñîëåâîãî áóôåðà (ðÍ = 7,4) ñ äîáàâëåíèåì 1%
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâû è ïå-
ðåíîñèëè â ïðîáèðêè äëÿ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåò-
ðà. Ðåçóëüòàòû îöåíèâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðè-
ìåòðå FC500 ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû CXP Software.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïåðâè÷íî âûäåëåííûå êëåòêè ïåðåäíåãî ýïèòå-
ëèÿ ðîãîâèöû àêòèâíî ïðèêðåïëÿëèñü ê äíó êóëüòó-
ðàëüíîãî ïëàñòèêà â ÷àøêå Ïåòðè ÷åðåç 5—7 ÷,
ñìåíó ïèòàòåëüíîé ñðåäû ïðîèçâîäèëè íå ðàíåå ÷åì
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà. ×åðåç 1 ñóò. ïîñëå ñìåíû
ñðåäû íàáëþäàëèñü îñòðîâêè îêðóãëûõ ýïèòåëèàëü-
íûõ êëåòîê. Âñòðå÷àëèñü òàêæå ìåäëåííî äåëÿùèåñÿ
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ñòðîìàëüíûå, ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå îäíîÿäåðíûå
êëåòêè, ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè íàáëþäàëèñü ðåäêî
(íå áîëåå 0,1%) (ðèñ. 1,À). Ïåðâè÷íî âûäåëåííûå
êëåòêè ôîðìèðîâàëè ìîíîñëîé òîëüêî
ê 5-ì—7-ì ñóò. êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êîíòðîëü êîíòà-
ìèíàöèè êëåòîê ìåòîäàìè îêðàøèâàíèÿ ôëþîðîõðî-
ìàìè Dapi è Hoechst 33258 ïîêàçàë îòñóòñòâèå ìè-
êîïëàçìåííîé è áàêòåðèàëüíîé êîíòàìèíàöèè
â êóëüòóðå êëåòîê. Îòñóòñòâèå âèðóñîâ ïîäòâåðæäå-
íî ìåòîäàìè ÈÔÀ- è ÏÖÐ-àíàëèçà.

Êóëüòóðà êëåòîê ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû ïî-
ñëå 1-ãî è 2-ãî ïàññèðîâàíèÿ in vitro ôîðìèðîâàëà äî-
âîëüíî ðîâíûé ìîíîñëîé, ïðåäñòàâëåííûé ãîìîãåííîé
ïîïóëÿöèåé îêðóãëûõ èëè ïîëèãîíàëüíûõ êëåòîê ýïè-
òåëèàëüíîãî ôåíîòèïà, ïëîòíî ïðèëåãàþùèõ äðóã
ê äðóãó (ðèñ. 1,Á). Â ïîïóëÿöèè ïðàêòè÷åñêè èñ÷åçà-
ëè ñòðîìàëüíûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè.

Õàðàêòåð ðîñòà êëåòîê, èõ ìîðôîëîãèÿ è ðàçìåðû
çíà÷èòåëüíî èçìåíÿëèñü ïðè ïîñëåäóþùåì êóëüòèâè-
ðîâàíèè. Íà óðîâíå 4-ãî—5-ãî ïàññàæåé ìîíîñëîé
êëåòîê áûë ïðåäñòàâëåí áîëåå êðóïíûìè áèïîëÿðíû-
ìè êëåòêàìè ñ 1 ÿäðîì. Êëåòêè àêòèâíî äåëèëèñü è
ôîðìèðîâàëè ïëîòíûé ìîíîñëîé óæå ê êîíöó 3-õ ñóò.
êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 1,Â). Íàáëþäàëñÿ õàðàêòåð-
íûé ïîòî÷íûé ðîñò êëåòîê.

Êóëüòóðû êëåòîê íà ïåðâûõ ïàññàæàõ, êàê ïðàâè-
ëî, áûëè ïðåäñòàâëåíû ìåëêèìè êëåòêàìè (ðèñ. 2).
Äî 97% êëåòîê èìåëè ðàçìåðû îò 7 äî 10 ìêì, ÷èñëî
êëåòîê ñ ðàçìåðîì äî 12—15 ìêì ñîñòàâëÿëî íå áî-
ëåå 2%. Ïðè ïîñëåäóþùèõ ïåðåñåâàõ êëåòêè ñóùåñò-
âåííî íå óâåëè÷èâàëèñü â ðàçìåðàõ, äî 98% êëåòîê
èìåëè ðàçìåðû îò 7 äî 14 ìêì.

Ïîäñ÷åò êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ
â ìîíîñëîå ñ ïîìîùüþ öåéòðàôåðíîé ôîòîðåãèñòðà-
öèè íà ïðèáîðå Cell-IQ Imagen. Êàê âèäíî èç ðèñ. 3,
íà 2-ì ïàññàæå êëåòêè ðîñëè äîâîëüíî ìåäëåííî è
÷èñëî èõ â ïîëå çðåíèÿ óäâàèâàëîñü òîëüêî ê êîíöó
êóëüòèâèðîâàíèÿ (72 ÷). Íà 4-ì ïàññàæå ÷èñëî êëå-
òîê óäâàèâàëîñü óæå ÷åðåç 40—45 ÷ è èíäåêñ ïðîëè-
ôåðàöèè äîñòèãàë ê êîíöó 3-õ ñóò. êóëüòèâèðîâàíèÿ
çíà÷åíèÿ 3 è áîëåå, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î áîëåå âû-
ñîêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê.

Àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ êóëüòóðû êëåòîê ïå-
ðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòî-
ôëóîðèìåòðèè íà ðàçíûõ ïàññàæàõ áûë ïðèìåíåí äëÿ
òîãî, ÷òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü èñõîäíóþ ïîïóëÿöèþ
âûäåëåííûõ êëåòîê è ïðîàíàëèçèðîâàòü èçìåíåíèÿ èõ
ôåíîòèïà, äèôôåðåíöèðîâêè, à òàêæå ñðàâíèòü ôóíê-
öèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü èññëåäóåìûõ êëåòîê ýïèòåëèÿ
ðîãîâèöû íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro.
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Ðèñ. 2. Ðàçìåðû êëåòîê ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ ãëàçà, ñíÿòûõ ñ êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà, ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro â òå÷åíèå 1 (À) èëè 4 ïàñ-
ñàæåé (Á).

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû ãëàçà ÷åëîâåêà íà ðàçíûõ ïàññàæíûõ óðîâíÿõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in
vitro. 1-é ïàññàæ (À), 2-é ïàññàæ (Á), 5-é ïàññàæ (Â). Ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, óâ. õ20.
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Ðèñ. 4. Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîôëþîðèìåòðèè ïî ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ êëåòêàìè ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû ãëàçà ÷åëî-
âåêà íà 5-ì ïàññàæå. A — CD14; Á — CD45; Â — CD34; Ã — CD90; Ä — CD105.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû ãëàçà ÷åëîâåêà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 3 ñóò. â ìîíîñëîå íà 2 (À)
è 5 ïàññàæå (Á). Êðèâàÿ 1 — îáùåå ÷èñëî êëåòîê; êðèâàÿ 2 — ÷èñëî æèâûõ êëåòîê; êðèâàÿ 3 — ÷èñëî äåëÿùèõñÿ êëåòîê



Ðåçóëüòàòû èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ êëåòîê ïå-
ðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû íà ðàçíûõ ïàññàæíûõ
óðîâíÿõ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.

Îòìå÷åíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ýïèòåëèÿ ðî-
ãîâèöû êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ òàêèå
ìàðêåðû, êàê CD14, CD45, CD34, CD90 è CD105
èçìåíÿëîñü ñ ðîñòîì ÷èñëà ïàññàæåé. Êàê âèäíî èç
òàáëèöû, â êóëüòóðå êëåòîê ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû íà
2-ì ïàññàæå (Ð2) ïî ñðàâíåíèþ ñ ïåðâè÷íîé êóëüòó-
ðîé äîëÿ êëåòîê, ïîçèòèâíî ýêñïðåññèðóþùèõ
CD90+, óâåëè÷èâàëàñü îò 77,3% äî 79,7%, ÷èñëî
CD105+ êëåòîê îò 48,9% äî 53,5% îò îáùåãî êîëè-
÷åñòâà êëåòîê â êóëüòóðå. Äîëÿ CD34 ïîçèòèâíûõ
êëåòîê âàðüèðîâàëà â ïðåäåëàõ 4,4—3,7%, à ÷èñëî
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ CD45 èëè CD14, óìåíü-
øàëîñü îò 8,6% äî 6,9% è îò 10,7% äî 8,6% ñîîò-
âåòñòâåííî. Ýòè íåáîëüøèå èçìåíåíèÿ ñâÿçàíû,
â ïåðâóþ î÷åðåäü, ñ óìåíüøåíèåì êîëè÷åñòâà êëåòîê
ãåìîïîýòè÷åñêîãî ðÿäà çà ñ÷åò ïàññèðîâàíèÿ êóëüòó-
ðû. Òåì ñàìûì äîñòèãàëàñü áîëüøàÿ îäíîðîäíîñòü è
ãîìîãåííîñòü êëåòî÷íîé êóëüòóðû ïî ñðàâíåíèþ ñ èñ-
õîäíîé ïîïóëÿöèåé ïåðâè÷íî-âûäåëåííûõ êëåòîê.

Äàííûå èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ êëåòîê ýïèòåëèÿ
íà ïîñëåäóþùèõ ïàññàæàõ (3-é è 5-é ïàññàæè) ïîä-
òâåðæäàëè òàêæå ñíèæåíèå ÷èñëà êëåòîê, èìåþùèõ
ìàðêåðû êðîâåòâîðíîãî ðÿäà CD14+, CD45+ è
CD34+, îäíàêî íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåðû
ìåçåíõèìíîãî ðÿäà CD90 è CD105 äî 100% è
99,3%, ñîîòâåòñòâåííî (òàáëèöà è ðèñ. 4). Ðåçóëüòà-
òû ïðîòî÷íîé öèòîôëþîðèìåòðèè êëåòîê ýïèòåëèÿ
ðîãîâèöû, êóëüòèâèðîâàííûõ â òå÷åíèå 5 ïàññàæåé
in vitro, ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4.

Ïåðåäíèé ýïèòåëèé ðîãîâèöû ÿâëÿåòñÿ ñëîåì, ãëàâ-
íûå ôóíêöèè êîòîðîãî çàêëþ÷àþòñÿ â îáåñïå÷åíèè
ïðîçðà÷íîñòè, çàùèòû îò âíåøíåãî âîçäåéñòâèÿ, íî
â òî æå âðåìÿ è ðåãåíåðàöèè òêàíè ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ
çà ñ÷åò àêòèâíî äåëÿùèõñÿ èëè ñòâîëîâûõ êëåòîê.
Îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ñòâîëîâûõ êëåòîê ýïèòåëèÿ ðî-
ãîâèöû ÿâëÿþòñÿ êëåòêè ëèìáà, îäíàêî è â ýïèòåëèè
ðîãîâèöû òàêæå ìîãóò áûòü íåäèôôåðåíöèðîâàííûå
ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè. Ðàíåå áûëà ïîêàçàíà ïëàñòè÷-
íîñòü âçðîñëûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ðîãîâèöû ïî
ñïîñîáíîñòè èçìåíÿòü ôåíîòèï â îòâåò íà ñèãíàëû ýì-
áðèîíàëüíîé äåðìû [2]. Ýòî ïîçâîëèëî àâòîðàì ïðåä-

ïîëîæèòü, ÷òî ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ìîãóò ðåïðîãðàì-
ìèðîâàòüñÿ. Â äðóãîé ðàáîòå îòìå÷åíî, ÷òî êëåòêè
ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû ìîãóò òðàíñäèôôåðåíöèðîâàòüñÿ
â äðóãèå òèïû êëåòîê, â òîì ÷èñëå â êëåòêè âîëîñÿíûõ
ôîëëèêóëîâ [3]. Ïëàñòè÷íîñòü ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû îò-
ìå÷àåòñÿ è â äðóãèõ ðàáîòàõ [4].

Îïûò ìíîãèõ èññëåäîâàòåëåé ïîêàçàë, ÷òî äëÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ýïèòåëèÿ èñïîëüçóþò ðàçëè÷-
íûå ñóáñòðàòû èëè êîìïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà, êàê, íàïðèìåð, ôèäåðíûé ñëîé êëåòîê èëè àìíèîòè-
÷åñêàÿ ìåìáðàíà, à òàêæå ïðåäâàðèòåëüíîå ïîêðûòèå
êîëëàãåíîì I èëè IV òèïà èëè æåëàòèíîì [2, 5, 6, 7].
Sun è Lavkert (2004) âûðàùèâàëè ýïèòåëèàëüíûå
êëåòêè ðîãîâèöû êðîëèêà â ïðèñóòñòâèè ôèäåðíîãî
ñëîÿ ìûøèíûõ êëåòîê 3Ò3. Êóëüòèâèðîâàííûå òàêèì
îáðàçîì êëåòêè èìåëè ýïèòåëèàëüíóþ ïðèðîäó, ÷òî
ïîäòâåðæäàëîñü ïî ýêñïðåññèè êåðàòèíà Ê3, è ñîõðà-
íÿëè ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü. Êðîìå òîãî, àâòî-
ðû ñíèæàëè êîëè÷åñòâî ñûâîðîòêè â ïèòàòåëüíîé ñðå-
äå, ëèáî äîáàâëÿëè ñûâîðîòêó êðîâè äîíîðà [1]. Â íà-
øèõ èññëåäîâàíèÿõ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëèñü íà ïëàñ-
òèêå è â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì òîëüêî ñû-
âîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû (10%). Âîçìîæíî, íàáëþäàå-
ìûå óæå íà 2-ì—4-ì ïàññàæàõ èçìåíåíèÿ õàðàêòåðè-
ñòèê êëåòîê îáóñëîâëåíû èìåííî ýòèìè ôàêòîðàìè.

Èçâåñòíî, ÷òî êîíòàìèíàöèÿ êëåòîê ìèêîïëàçìà-
ìè ñóùåñòâåííî âëèÿåò íà ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé,
èçìåíÿÿ ïðè ýòîì ìîðôîëîãèþ è ôóíêöèè êëåòîê [8].
Ïîýòîìó îòñóòñòâèå êîíòàìèíàíòîâ ïîçâîëèëî íàì
èñêëþ÷èòü ïîëó÷åíèå ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëü-
òàòîâ.

Èññëåäîâàíèå èììóíîôåíîòèïà êóëüòóð êëåòîê ÿâ-
ëÿåòñÿ ïîêàçàòåëåì ãîìîãåííîñòè èëè ãåòåðîãåííîñòè
âûäåëåííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð è ïðîâîäèòñÿ ñ ïîìî-
ùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, õàðàê-
òåðíûõ äëÿ ñòâîëîâûõ, ïðîãåíèòîðíûõ è äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòîê òêàíåé ãëàçà. Íàáëþäàåìîå èçìåíå-
íèå èììóíîôåíîòèïè÷åñêîãî ïðîôèëÿ êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê, ñêîðåå âñåãî, îáóñëîâëåíî âëèÿíèåì óñëîâèé
êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîòåíöèàëüíî âûñîêîé ïëàñòè÷íî-
ñòüþ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, ñîïðîâîæäàþùåéñÿ ýïè-
òåëèî-ìåçåíõèìíûì ïåðåõîäîì äàííîé êóëüòóðû ïðè
ìîíîñëîéíîì êóëüòèâèðîâàíèè. Ýòî äîêàçûâàåò óâåëè-
÷åíèå ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ìóëüòè-
ïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê, òàêèõ,
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Òàáëèöà
Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå êóëüòóðû êëåòîê ïåðåäíåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû íà ðàçíûõ ïàññàæíûõ óðîâíÿõ

CD14 CD45 CD34 CD90 CD105

1 ïàññàæ 10,7 ± 2,71 8,6 ± 1,19 4,4 ± 2,04 77,3 ± 2,45 48,9 ± 1,53

2 ïàññàæ 8,6 ± 0,74 6,9 ± 0,86 3,7 ± 0,89 79,7 ± 0,91 53,5 ± 0,78

3 ïàññàæ 5,5 ± 0,47 4,9 ± 0,86 3,7 ± 0,37 90,7 ± 0,76 75,5 ± 0,48

5 ïàññàæ 1,1 ± 0,34 0,4 ± 0,38 4,3 ± 0,32 100 ± 0,54 99,3 ± 0,17



êàê CD90 è CD105. Ýïèòåëèî-ìåçåíõèìíûé ôåíîòèï
êëåòîê ïîäòâåðæäàåòñÿ, êðîìå òîãî, ýêñïðåññèåé âè-
ìåíòèíà ïðàêòè÷åñêè âñåìè êëåòêàìè íà 5 ïàññàæå.
Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èçìåíåíèå ýïèòåëèîèä-
íîãî ôåíîòèïà êëåòîê íà ïîëèãîíàëüíûé, à çàòåì íà
áèïîëÿðíûé îáúÿñíÿåòñÿ ýïèòåëèî-ìåçåíõèìàëüíîé
ïëàñòè÷íîñòüþ êëåòî÷íîé êóëüòóðû, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿ-
åòñÿ ïðè äëèòåëüíîì ìîíîñëîéíîì êóëüòèâèðîâàíèè
ïðàêòè÷åñêè âñåõ ýïèòåëèàëüíûõ êóëüòóð êëåòîê [9].
Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû ïî ýïèòå-
ëèî-ìåçåíõèìíîìó ïåðåõîäó ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
ëèìáà [7].

Â ðàáîòå áîëãàðñêèõ èññëåäîâàòåëåé ðàññìàòðèâàþò-
ñÿ íåñêîëüêî òèïîâ êëåòîê, âûäåëÿåìûõ èç ðîãîâèöû
ãëàçà ÷åëîâåêà [1]. Ìóëüòèïîòåíòíûå, ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíûå êëåòêè, èìåþùèå ñëåäóþùèé ïðîôèëü ìàðêå-
ðîâ: CD34-, CD45-, CD14-, CD105+. Ïðîôèëü ìàð-
êåðîâ ýòèõ êëåòîê îòëè÷àëñÿ îò òàêîâîãî ìåçåíõèìíûõ
êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà èëè äðóãèõ âçðîñëûõ êëåòîê, îä-
íàêî áëèçîê ê õàðàêòåðèñòèêàì ìåëêèõ ýìáðèîíàëüíî-
ïîäîáíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà. Äðó-
ãàÿ ãðóïïà ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, ôîðìèðóþùèõ
ñôåðîèäû â êóëüòóðå, áûëè ìóëüòèïîòåíòíû è ýêñïðåñ-
ñèðîâàëè ìàðêåðû ìåçåíõèìîïîäîáíûõ êëåòîê:
CD105+, CD106+, CD90+, CD45-, CD14- è ò.ä.
Ñõîäñòâî õàðàêòåðèñòèê âûäåëåííûõ íàìè è êóëüòèâè-
ðîâàííûõ in vitro êëåòîê ýïèòåëèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò î
ïðèñóòñòâèè òàêèõ æå òèïîâ êëåòîê â êóëüòóðå è ïîä-
òâåðæäàåò èõ ýïèòåëèî-ìåçåíõèìíóþ ïëàñòè÷íîñòü.

Ïðèñóòñòâèå ñòâîëîâûõ èëè ìåçåíõèìîïîäîáíûõ
êëåòîê â ðîãîâèöå äàåò íàì íîâûå çíàíèÿ íå òîëüêî î
ñîñòàâå êëåòîê, è èõ âîçìîæíîé ïëàñòè÷íîñòè, íî è î
èõ âçàèìîîòíîøåíèÿõ. Ïîíèìàíèå ýòèõ âçàèìîîòíî-
øåíèé, êàê è ïîâåäåíèÿ êëåòîê ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ
è ïàòîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, ïîçâîëèò íàì ëó÷øå ïî-
íÿòü ïðîöåññû çàæèâëåíèÿ ðîãîâèöû èëè åå ðåïàðà-
öèè.

Çàêëþ÷åíèå

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü
êóëüòèâèðîâàíèÿ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê in vitro. Íà-
áëþäàåìîå èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê, õàðàêòåð-
íûé ïîòî÷íûé èõ ðîñò, à òàêæå àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ
êëåòîê è óâåëè÷èâàþùàÿñÿ ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ ìå-
çåíõèìíîãî ðÿäà ñâèäåòåëüñòâóåò, ïî íàøåìó ìíåíèþ,
îá ýïèòåëèî-ìåçåíõèìíûõ ïåðåõîäàõ êëåòîê ïåðåäíåãî
ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû ãëàçà ÷åëîâåêà ïðè äëèòåëüíîì èõ
êóëüòèâèðîâàíèè. Ïëàñòè÷íîñòü ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
â êóëüòóðå äåëàåò ýòè êëåòêè ïåðñïåêòèâíûì èñòî÷íè-
êîì äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. Ïîëó÷åííûå êóëü-
òóðû êëåòîê ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ äàëüíåéøå-
ãî èññëåäîâàíèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â êëåòêàõ
ïðè êîíòðîëå ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ èëè ôîòîòîê-
ñè÷íîñòè ðàçíûõ èçëó÷åíèé.
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