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Актаульность
Методы клеточной трансплантации в на�

стоящее время открывают широкие возможно�
сти возмещения отсутствующих клонов специ�
ализированных клеток в поврежденных орга�
нах и тканях. Стволовые клетки также способ�
ствуют активизации в сохранившихся клетках
поврежденного органа собственного резерва
регенерации и пролиферации [4], [9].

В экспериментальной офтальмологии, в
работах по трансплантации эмбриональных
частей сетчатки в сетчатку взрослого млекопи�
тающего было показано, что имплантирован�
ная ткань интегрируется с сетчаткой реципи�
ента, и даже могут устанавливаться морфоло�
гические контакты с первичными зрительны�
ми центрами [8]. Также проводились исследо�
вания возможности встраивания стволовых
клеток в слои сетчатки и дифференцировки их
в фоторецепторы [17], [18]. Было показано, что
стволовые клетки, введенные интравитреаль�
но, если не погибают в течение нескольких су�
ток после трансплантации, то мигрируют,
встраиваются в слои сетчатки и формируют
многочисленные отростки, идентичные нор�
мальным аксонам, а в отдельных случаях аксо�
ны введенных клеток прорастают в зрительный
нерв и остаются жизнеспособными сроком до
30 дней [10], [20].
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Применение стволовых клеток из мезенхи�
мальной ткани является перспективным за счет
возможности получения материала от самого
реципиента. В ряде работ было показано, что
мезенхимальные стволовые клетки эффектив�
ны в лечении повреждений роговицы [12], [14],
[16], способствуют повышению выживаемости
ганглиозных клеток при глаукоме [11]. Отме�
чается способность стволовых клеток ингиби�
ровать апоптоз клеток сетчатки, уменьшать вос�
паление, вызванное лазерным воздействием, и
ограничивать зону распространения лазерно�
го повреждения [13].

В исследованиях по влиянию стволовых
клеток на функциональное состояние и сте�
пень выраженности дегенеративных измене�
ний в сетчатке у крыс линии Campbell [6] при
токсическом поражении зрительного нерва
[3], при лечении частичной атрофии зритель�
ного нерва [5] было показано, что стволовые
клетки оказывают выраженное стабилизиру�
ющее влияние на процессы дегенерации и на
органические изменения: происходило крат�
косрочное улучшение функций сетчатки, под�
твержденное методами ЭРГ. Однако все авто�
ры указывают на кратковременность эффек�
та в связи с трудностями фиксации клеток в
месте введения и их миграцией в другие отде�
лы глаза.
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Предложены различные способы введения
стволовых клеток при патологии сетчатки и зри�
тельного нерва: внутривенное, субконъюнкти�
вальное, субтеноновое, парабульбарное, интра�
витреальное, супрахориоидальное, введение в ка�
нал, образованный после радиальной оптической
нейротомии. Преимущественным является метод
субретинального введения в связи с возможнос�
тью максимального приближения к месту повреж�
дения. Но, к сожалению, субретинальный способ
введения клеток является достаточно травматич�
ным и также не исключает миграции клеток.

В настоящее время популярным направле�
нием становится использование магнитных тех�
нологий с целью фиксации стволовых клеток в
месте их введения. Впервые с этой целью ство�
ловые клетки с магнитными наночастицами
были использованы для доставки стволовых кле�
ток к области печени. Для этого крысам в облас�
ти печени размещали внешний магнит, который
«притягивал» введенные внутривенно клетки,
где они в итоге и депонировались [7], [19]. Также
стволовые клетки с введенными в них магнит�
ными наночастицами применяли для доставки к
месту повреждения сосудов и сердца [15].

До настоящего времени магнитные техно�
логии для фиксации клеточного материала в
офтальмологии не использовали.

Цель
Разработать методику локального субрети�

нального введения ксеногенных стволовых кле�
ток, меченных магнитными частицами, и экспе�
риментально обосновать ее эффективность.

Материал и методы
В работе использовалась линия стволовых

клеток НЕК�293 GFP (human embryonic
kidneys), полученная из клеток почки эмбриона
человека, выращенная в культуре ткани, и
трансфецированная GFP плазмидой.

Для культивирования НЕК�293 применя�
лась среда DMEM (ПанЭко, Россия) при добав�
лении 10% фетальной сыворотки крови (Perbio
HyClone, США), L�глутамина (ПанЭко, Россия)
и 4% гентамицина (ПанЭко, Россия). Культура
клеток инкубировалась при 370С в СО2 инкуба�
торе. Клетки росли на площади 25 см2 во флако�
нах («Costar»). По мере нарастания культуры
клеток почек эмбриона человека НЕК�293 до кон�
центрации 1,5×105 клеток мл�1 клетки подверга�

лись трансфекции полученными конструкция�
ми: EGFP�N1 («Clontech»). Трансфекция осуще�
ствлялась с помощью реагента ExGene 500
(Fermentas, R0511) согласно протоколу. Селек�
ция клонов, несущих встроенную конструкцию,
проводилась с помощью реагента гиницитина
(G418, Invitrogen # 15750045) в течение десяти
дней. После селекции с использованием антиби�
отика клоны, устойчивые к G418, были исполь�
зованы для анализа с помощью микроскопа
(Olympus). Все колонии были GFP позитивные.
Клетки были рассеяны на чашки Петри
(«Corning») в количестве около 300 тысяч. Через
24 часа были добавлены магнитные частицы
(«Invitrogen»; H54700), в соотношении 1:100.
Магнитные частицы были предварительно об�
работаны поверхностно активными веществами
для создания условий проникновения в цитоп�
лазму клетки. Комбинация клеток НЕК/GFP с
магнитными частицами культивировалась
24 часа при температуре 370С в СО2 инкубаторе.
Через 24 часа трансгенная культура по гену GFP
с магнитными частицами была пятикратно про�
мыта раствором Хенкса (ПанЭко, Россия) и об�
работана раствором трипсина (ПанЭко, Россия).
Коллекцию клеток осуществляли в 1,5 мл эппен�
дорф фирмы Corning. Клетки были осаждены на
центрифуге фирмы Eppendorf в течение 3 минут
при 2,5 тысяч оборотов в минуту. По достижении
80–90% конфлюентности к культуре НЕК�293
добавляли суспензию магнитных частиц. Клет�
ки инкубировали с частицами 24 ч в СО2�инку�
баторе. После инкубации культуральную среду
меняли и клетки 5�кратно отмывали от свобод�
ных магнитных частиц раствором Хенкса. Про�
изводилась оценка влияния магнитных частиц
на пролиферативную активность стволовых
клеток костного мозга методом МТТ теста, на
функциональную активность стволовых клеток
костного мозга и жизнеспособность с использо�
ванием флуоресцентных красителей.

Исследование in vivo проведено на 84 гла�
зах 42 кроликов породы шиншилла в возрасте
6 месяцев весом от 2,5 до 3,5 кг. Все правые глаза
были опытными (42 глаза), а левые (42 глаза) –
контрольными. Всем кроликам в оба глаза за
30 минут до операции в конъюнктивальную по�
лость инстиллировали 1–2 капли 1% раствора
атропина и 10% мезатона для достижения меди�
каментозного мидриаза. Всем кроликам в каче�
стве анестезии выполняли общий наркоз, кото�
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рый осуществляли внутримышечным введени�
ем 1% раствора гексенала из расчета 0,5 мл на
1 кг веса животного. Общее обезболивание до�
полняли трехкратной инстилляцией в конъюн�
ктивальную полость 0,4% раствора инокаина.
Перед операцией всем кроликам проводили про�
мывание конъюнктивальной полости раствором
фурациллина 1:5000. Иммобилизация животных
производилась путем тугого бинтования.

В опытной группе (42 глаза) после установ�
ки блефаростата, отступя 3 мм от лимба, с помо�
щью конъюнктивальных ножниц в нижнем сег�
менте производился разрез конъюнктивы и те�
ноновой оболочки протяженностью 10 мм. Да�
лее выделяли нижнюю прямую мышцу, брали ее
на шов�держалку. Затем в 7�ми мм от лимба под�
шивали комплекс полимерного эластичного маг�
нитного имплантата (ПЭМИ) толщиной
0,35 мм, диаметром 4 мм, с многополюсным ре�
версивным намагничиванием с напряженностью
магнитного поля 5,0 мТл с лазерным зондом.
В 3�х мм от лимба в верхнем и верхне�наружном
сегменте устанавливали три порта 25G в проек�
ции плоской части цилиарного тела, фиксиро�
вали инфузионную систему, световод, витреотом,
производили срединную витрэктомию. Суспен�
зию объемом 0,02 мл, содержащую стволовые
клетки (n ~ 6000), меченные магнитными части�
цами, вводили субретинально при помощи раз�
работанного устройства для дозирования с иг�
лой 25G, на конце которой расположена изогну�
тая канюля 41G с заточенным нижнем краем. Для
предотвращения выхождения клеток через ре�
тинотомическое отверстие сразу после их введе�
ния витреальную полость заполняли газо�воз�
душной смесью. По завершению эксперимента
лазерный зонд обрезался на уровне полимерно�
го эластичного магнитного имплантата. На скле�
ротомические отверстия и конъюнктиву накла�
дывался шов Coated Vicryl 8�0 (Ethicon).

В группе контроля (42 глаза) хирургичес�
кое введение стволовых клеток субретинально
производили без фиксации полимерного элас�
тичного магнитного имплантата с лазерным
зондом.

Всем экспериментальным животным в пос�
леоперационном периоде через 3 часа, 1, 3, 5, 7,
10, 14 суток, 1 месяц проводили биомикроско�
пию, офтальмоскопию глазного дна с фотогра�
фированием, ультразвуковое офтальмоскани�
рование, оптическую когерентную томографию

(ОКТ), компьютерную томографию (КТ), мор�
фологическое исследование (крио�гистологи�
ческие срезы).

Результаты
По результатам эксперимента in vitro было

показано, что проникновение магнитных час�
тиц внутрь стволовых клеток незначительно
снижает пролиферативную активность (до 5%
через 72 часа инкубации). Это говорит о том,
что жизнеспособность клеток при данной тех�
нологии составляет до 95%.

При добавлении к культуре клеток акри�
динового желтого красителя соотношение зеле�
ной (ДНК) и красной (РНК) люминесценции
было увеличено, что говорит о функциональ�
ной активности стволовых клеток, содержащих
магнитные частицы.

Также при добавлении акридинового жел�
того красителя и эпидия бромида к культуре
стволовых клеток, содержащих магнитные час�
тицы, соотношение живых клеток к некротичес�
ким показало жизнеспособность клеток до 95%

По результатам клинических исследований
при биомикроскопии в сроки наблюдения 1–3
суток в обеих группах отмечалась инъекция
глазного яблока в зоне проведения хирургичес�
кого вмешательства, которая проходила к 5�м
суткам. На всех сроках наблюдения швы конъ�
юнктивы и склеротомических отверстий были
адаптированы, оптические среды прозрачны,
воспалительных явлений не наблюдалось.

По результатам офтальмоскопии на 1�е
сутки во всех глазах опытной и контрольной
групп визуализировалась локальная отслой�
ка сетчатки в зоне введения клеток, дефект сет�
чатки и сосудистой оболочки. К 3�м суткам от�
слойка сетчатки не визуализировалась, но де�
фект сетчатки и сосудистой оболочки сохра�
нялся. В дальнейшие сроки наблюдения было
сложно визуализировать место локального
введения клеток.

По данным ультразвукового исследования
во всех глазах опытной и контрольной групп
на 1�е сутки визуализировалась локальная от�
слойка сетчатки высотой 1,0–1,4 мм, которая к
3�м суткам уменьшилась до 0,4–0,7 мм, а к 5�м
суткам не визуализировалась. Во все сроки на�
блюдения в обеих группах визуализировалась
мелкодисперсная взвесь в стекловидном теле, а
в опытной группе – эхо�тень от магнита.
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По данным КТ во всех случаях выявлено
расположение ПЭМИ в правом ретробульбар�
ном пространстве в нижне�латеральном квад�
ранте, левые орбиты были интактны, патоло�
гических очагов выявлено не было.

По данным флюоресцентной микроскопии
криосрезов энуклеированных глазных яблок в
1�е сутки во всех 6�ти глазах опытной группы
клетки НЕК�293 GFP располагались в месте их
введения под сетчаткой, в стекловидном теле и
других структурах глаза обнаружены не были
(рис. 1, цветная вкладка). Во всех глазах груп�
пы контроля были обнаружены единичные клет�
ки или группы клеток НЕК�293 GFP в полости
стекловидного тела, не связанные с другими
структурами глаза (рис. 2, цветная вкладка).

На 3�и сутки во всех глазах опытной груп�
пы клетки НЕК�293 GFP располагались также в
месте введения под сетчаткой. При добавлении
на срезы красителя бисбензимида, окрашиваю�
щего ядра живых клеток, доказано, что клетки,
находящиеся под сетчаткой, являются живыми.
В группе контроля в 3�х глазах из 6�ти в полости
стекловидного тела были обнаружены скопле�
ния клеток НЕК�293 GFP, не связанные с други�
ми структурами глаза, в остальных 3�х глазах
клетки HEK�293 GFP обнаружены не были
(рис. 3, цветная вкладка).

В сроки наблюдения 5, 7, 10, 14 суток в опыт�
ной группе клетки HEK�293 GFP также распо�
лагались в месте их введения, но количество
клеток снижалось на каждом последующем сро�
ке наблюдения. К сроку 1 месяц клетки обнару�
жить не удалось ни в одном случае, но во всех 6�
ти глазах наблюдалась присклеральная флюо�
ресценция в зоне подшивания ПЭМИ (рис. 4,
цветная вкладка). В группе контроля в сроки
наблюдения 5, 7, 10, 14 суток и 1 месяц клетки не
визуализировались.

Обсуждение
В настоящее время клеточные технологии

выступают наиболее перспективным направле�
нием для восстановления поврежденных орга�
нов и тканей [4]. В офтальмологических экспе�
риментальных работах трансплантация ство�
ловых клеток также доказала свою эффектив�
ность при травматических и дегенеративных
заболеваниях сетчатки и зрительного нерва [3],
[5], [6], [13]. Однако исследователи столкнулись
с проблемой кратковременности эффекта в свя�

зи с выраженной миграцией трансплантиро�
ванного материала в другие отделы глаза и
травматизацией окружающих тканей при про�
ведении хирургических вмешательств. Поэто�
му актуальным вопросом является разработка
технологии фиксации клеточного материала в
зоне его локальной трансплантации с наимень�
шей травматизацией тканей во время операции.

В предыдущих своих работах нами была
доказана безопасность и эффективность разра�
ботанной технологии культивирования мезен�
химальных стволовых клеток с магнитными
частицами [1], [2]. В данном исследовании мы
использовали клеточную линию HEK�293 в
связи с доступностью материала, легкостью
культивирования и возможностью провести
трансфекцию GFP�плазмидой, что давало нео�
споримое преимущество при проведении флю�
оресцентной микроскопии криогистологичес�
ких срезов в эксперименте in vivo.

Для введения клеточной суспензии в субре�
тинальное пространство нами было разработано
специальное устройство, которое обеспечивало
деликатное введение клеток с минимальной трав�
матизацией окружающих тканей с возможностью
точного дозирования вводимой суспензии.

Для интраоперационной диафаноскопии с
целью точного определения места и последую�
щего контролируемого локального введения
стволовых клеток мы применяли ПЭМИ с ла�
зерным зондом оригинальной конструкции. Мы
также модифицировали хирургический способ
введения стволовых клеток субретинально, про�
водя срединную витрэктомию и заполняя вит�
реальную полость газо�воздушной смесью пос�
ле введения клеток, что позволило избежать
выхода клеток из субретинального простран�
ства в полость стекловидного тела.

В результате проведенных исследований
доказано, что предложенная методика является
микроинвазивной: в сроки от 3�х до 5�ти суток
послеоперационного периода локальной от�
слойки сетчатки в месте введения клеток уже не
наблюдалось, воспалительных явлений и инт�
раоперационных осложнений ни в одном слу�
чае выявлено не было. Данные морфологичес�
кого исследования демонстрируют, что предло�
женная методика позволяет осуществить фик�
сацию клеточного материала в месте их локаль�
ного введения сроком до 14 дней и дает возмож�
ность прогнозирования их движения. Отсут�
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ствие клеток в зоне введения через 1 месяца мы
связываем с иммунным ответом на ксеногенные
стволовые клетки.

Заключение
Предложенная оригинальная методика ло�

кального субретинального введения стволовых
клеток, меченных магнитными частицами, яв�
ляется эффективным способом фиксации мате�
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риала в зоне введения. Данная технология мо�
жет стать основой для изучения механизмов
воздействия стволовых клеток на очаг повреж�
дения, разработки новых перспективных стра�
тегий в офтальмологии, а также открыть новые
возможности применения стволовых клеток в
качестве средств нейропротекции или альтер�
нативных терапевтических приемов при лече�
нии различной патологии.
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