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РЕФЕРАТ

Цель. Разработать методику локального субретинально-
го введения ксеногенных стволовых клеток, меченных маг-
нитными частицами, и экспериментально обосновать ее эф-
фективность. 

Материал и методы. В работе использовалась линия 
стволовых клеток НЕК-293 GFP, меченная магнитными ча-
стицами. Исследование проведено на 84 глазах 42 кроли-
ков породы шиншилла в возрасте 6 мес. весом от 2,5 до 3,5 
кг. Все правые глаза были опытными (42 глаза), левые (42 
глаза) – контрольными. В опытной группе к склере подшива-
ли комплекс полимерного эластичного магнитного импланта-
та (ПЭМИ) с лазерным зондом, производили срединную ви-
трэктомию и с помощью специально разработанного доза-
тора вводили HEK-293 GFP под сетчатку. В группе контроля 
ПЭМИ с лазерным зондом не фиксировали. В сроки 1, 3, 5, 
7, 14 суток и 1 мес. производили биомикроскопию, офталь-
москопию глазного дна с фотографированием, ультразвуко-
вое офтальмосканирование, оптическую когерентную томо-
графию (ОКТ), компьютерную томографию (КТ), морфологи-
ческое исследование (криогистологические срезы).

Результаты. По данным биомикроскопии в сроки наблю-
дения до 3 суток наблюдалась инъекция сосудов в зоне опе-
рации. По данным офтальмоскопии и ультразвукового иссле-
дования в 1-е сутки визуализировалась локальная отслойка 
сетчатки в зоне введения клеток, которая не наблюдалась в 
дальнейшие сроки наблюдения. По данным КТ подтвержде-
но место расположения ПЭМИ. По данным морфологическо-
го исследования доказано, что в опытной группе клетки рас-
полагаются в субретинальном пространстве в сроки до 14 су-
ток, а в группе контроля – только до 3 суток. 

Выводы. Разработанный хирургический способ дает воз-
можность контролировать введение клеток в субретинальное 
пространство, снижает риск повреждения тканей и выхода 
клеток в полость стекловидного тела. 

Предложенная методика позволяет осуществить фикса-
цию клеточного материала в месте их локального введения 
и дает возможность прогнозирования их движения. 

Ключевые слова: стволовые клетки, магнитные части-
цы, субретинальное введение.  
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Purpose. To develop a technique for local subretinal injection 
of xenogeneic stem cells labeled with magnetic particles and to 
prove experimentally its effectiveness.

Material and methods. We used a line of stem cells HEK-293 
GFP, labeled with magnetic particles. The study was made in 84 eyes 

of 42 chinchilla rabbits aged 6 months, the weight was from 2.5 to 
3.5kg. All right eyes were experimental (42 eyes) and all left eyes 
(42 eyes) were in the control group. In the experimental group we 
used original complex of polymer elastic magnetic implant (PEMI) 
with a laser probe and fixed it to the sclera, then we made a median 
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Методы клеточной транс-
плантации в настоящее вре-
мя открывают широкие воз-

можности возмещения отсутствую-
щих клонов специализированных 
клеток в поврежденных органах и 
тканях. Стволовые клетки также спо-
собствуют активизации в сохранив-
шихся клетках поврежденного орга-
на собственного резерва регенера-
ции и пролиферации [4, 9].

В экспериментальной офтальмо-
логии, в работах по транспланта-
ции эмбриональных частей сетчат-
ки в сетчатку взрослого млекопита-
ющего было показано, что имплан-
тированная ткань интегрируется с 
сетчаткой реципиента, и даже могут 
устанавливаться морфологические 
контакты с первичными зрительны-
ми центрами [8]. Также проводились 
исследования возможности встраи-
вания стволовых клеток в слои сет-
чатки и дифференцировки их в фо-
торецепторы [17, 18]. Было показа-
но, что стволовые клетки, введенные 
интравитреально, если не погиба-
ют в течение нескольких суток по-
сле трансплантации, то мигрируют, 
встраиваются в слои сетчатки и фор-
мируют многочисленные отростки, 
идентичные нормальным аксонам, а 
в отдельных случаях аксоны введен-
ных клеток прорастают в зритель-
ный нерв и остаются жизнеспособ-
ными сроком до 30 дней [10, 20]. 

Применение стволовых клеток 
из мезенхимальной ткани является 
перспективным за счет возможно-

сти получения материала от самого 
реципиента. В ряде работ было по-
казано, что мезенхимальные стволо-
вые клетки эффективны в лечении 
повреждений роговицы [12, 14, 16], 
способствуют повышению выжи-
ваемости ганглиозных клеток при 
глаукоме [11]. Отмечается способ-
ность стволовых клеток ингибиро-
вать апоптоз клеток сетчатки, умень-
шать воспаление, вызванное лазер-
ным воздействием, и ограничивать 
зону распространения лазерного 
повреждения [13].

В исследованиях по влиянию 
стволовых клеток на функциональ-
ное состояние и степень выражен-
ности дегенеративных изменений в 
сетчатке у крыс линии Campbell [6] 
при токсическом поражении зри-
тельного нерва [3], при лечении 
частичной атрофии зрительного 
нерва [5] было показано, что стволо-
вые клетки оказывают выраженное 
стабилизирующее влияние на про-
цессы дегенерации и на органиче-
ские изменения: происходило кра-
ткосрочное улучшение функций 
сетчатки, подтвержденное метода-
ми ЭРГ. Однако все авторы указыва-
ют на кратковременность эффекта в 
связи с трудностями фиксации кле-
ток в месте введения и их миграци-
ей в другие отделы глаза.

Предложены различные спосо-
бы введения стволовых клеток при 
патологии сетчатки и зрительно-
го нерва: внутривенное, субконъ-
юнктивальное, субтеноновое, пара-

бульбарное, интравитреальное, су-
прахориоидальное, введение в ка-
нал, образованный после радиаль-
ной оптической нейротомии. Пре-
имущественным является метод су-
бретинального введения в связи с 
возможностью максимального при-
ближения к месту повреждения. Но, 
к сожалению, субретинальный спо-
соб введения клеток является доста-
точно травматичным и также не ис-
ключает миграции клеток.

В настоящее время популярным 
направлением становится исполь-
зование магнитных технологий с 
целью фиксации стволовых клеток 
в месте их введения. Впервые с этой 
целью стволовые клетки с магнит-
ными наночастицами были исполь-
зованы для доставки стволовых кле-
ток к области печени. Для этого кры-
сам в области печени размещали 
внешний магнит, который «притя-
гивал» введенные внутривенно клет-
ки, где они в итоге и депонировались 
[7, 19]. Также стволовые клетки с вве-
денными в них магнитными наноча-
стицами применяли для доставки к 
месту повреждения сосудов и серд-
ца [15]. 

По данным литературы в офталь-
мологии была проведена успеш-
ная попытка направленной достав-
ки мезенхимальных стволовых кле-
ток, меченных суперпарамагнитны-
ми частицами в область сетчатки, но 
целью исследования не явилась фик-
сация трансплантированного мате-
риала в зоне введения [21].

vitrectomy and injected HEK-293 GFP under the retina using a spe-
cially designed dispenser. In the control group PEMI was not fixed. 

We examined animals using biomicroscopy, ophthalmoscopy, 
ultrasound scanning, optical coherence tomography (OCT), com-
puter tomography (CT), morphological study (cryo-histological 
sections) 1, 3, 5, 7, 14 days and 1 month after surgery.

Results. According to the results of biomicroscopy in obser-
vation periods up to 3 days the vascular injection was visualized 
in the area operation. According to the results of ophthalmos-
copy and ultrasound scanning during the first day the local ret-
inal detachment was visualized in the area of local injection of 
the stem cells, which was not noted in terms of further observa-
tions. CT helped us to confirm the localization of PEMI fixation. 

The morphological study results showed that cells were located 
in the subretinal space up to 14 days in the experimental group, 
and only up 3 days in the control group.

Conclusion. The developed surgical technique enables to 
control the injection of cells into the subretinal space, reduc-
es the risk of tissue damage and exit cells in the vitreous space. 

The suggested method allows to fix the cellular material in the 
local place of the injection and enables to predict cells` move-
ment.

Key words: stem cells, magnetic particles, subretinal injec-
tion.  
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ЦЕЛЬ 

Разработать методику локально-
го субретинального введения ксе-
ногенных стволовых клеток, мечен-
ных магнитными частицами, и экс-
периментально обосновать ее эф-
фективность. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В работе использовалась ли-
ния стволовых клеток НЕК-293 GFP 
(human embryonic kidneys), получен-
ная из клеток почки эмбриона чело-
века, выращенная в культуре ткани, и 
трансфецированная GFP плазмидой.

Для культивирования НЕК-293 
применялась среда DMEM (ПанЭ-
ко, Россия) при добавлении 10% фе-
тальной сыворотки крови (Perbio 
HyClone, США), L-глутамина (ПанЭ-
ко, Россия) и 4% гентамицина 
(ПанЭко, Россия). Культура клеток 
инкубировалась при 37° С в СО2-ин-
кубаторе. Клетки росли на площа-
ди 25 см2 во флаконах («Costar»). 
По мере нарастания культуры кле-
ток почек эмбриона человека НЕК-

293 до концентрации 1,5×105 кле-
ток мл–1 клетки подвергались транс-
фекции полученными конструкци-
ями: EGFP-N1 («Clontech»). Транс-
фекция осуществлялась с помощью 
реагента ExGene 500 (Fermentas, 
R0511) согласно протоколу. Селек-
ция клонов, несущих встроенную 
конструкцию, проводилась с помо-
щью реагента гиницитина (G418, 
Invitrogen # 15750045) в течение 
десяти дней. После селекции с ис-
пользованием антибиотика клоны, 
устойчивые к G418, были использо-
ваны для анализа с помощью микро-
скопа (Olympus). Все колонии были 
GFP позитивными. Клетки были рас-
сеяны на чашки Петри («Corning») в 
количестве около 300 тыс. Через 24 
часа были добавлены магнитные ча-
стицы («Invitrogen»; H54700) в соот-
ношении 1:100. Магнитные частицы 
были предварительно обработаны 
поверхностно активными вещества-
ми для создания условий проникно-
вения в цитоплазму клетки. Комби-
нация клеток НЕК/GFP с магнитны-
ми частицами культивировалась 24 
часа при температуре 37° С в СО2-ин-
кубаторе. Через 24 часа трансгенная 
культура по гену GFP с магнитными 

частицами была пятикратно промы-
та раствором Хенкса (ПанЭко, Рос-
сия) и обработана раствором трип-
сина (ПанЭко, Россия). Коллекцию 
клеток осуществляли в 1,5 мл эп-
пендорф-пробирке фирмы Corning. 
Клетки были осаждены на центри-
фуге фирмы Eppendorf в течение 3 
минут при 2,5 тыс. оборотов в мину-
ту. По достижении 80-90% конфлю-
ентности к культуре НЕК-293 добав-
ляли суспензию магнитных частиц. 
Клетки инкубировали с частицами 
24 ч в СО2-инкубаторе. После инку-
бации культуральную среду меняли 
и клетки 5-кратно отмывали от сво-
бодных магнитных частиц раство-
ром Хенкса. Производилась оценка 
влияния магнитных частиц на про-
лиферативную активность стволо-
вых клеток костного мозга методом 
МТТ теста, на функциональную ак-
тивность стволовых клеток костно-
го мозга и жизнеспособность с ис-
пользованием флюоресцентных 
красителей.

Исследование in vivo проведе-
но на 84 глазах 42 кроликов поро-
ды шиншилла в возрасте 6 мес. ве-
сом от 2,5 до 3,5 кг. Все правые гла-
за были опытными (42 глаза), а ле-
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вые (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% мезато-
на для достижения медикаментоз-
ного мидриаза. Всем кроликам в ка-
честве анестезии выполняли общий 
наркоз, который осуществляли вну-
тримышечным введением 1% рас-
твора гексенала из расчета 0,5 мл 
на 1 кг веса животного. Общее обе-
зболивание дополняли трехкратной 
инстилляцией в конъюнктивальную 
полость 0,4% раствора инокаина. Пе-
ред операцией всем кроликам про-
водили промывание конъюнкти-
вальной полости раствором фура-
цилина 1:5000. Иммобилизация жи-
вотных производилась путем тугого 
бинтования.

В опытной группе (42 глаза) по-
сле установки блефаростата, отступя 
3 мм от лимба, с помощью конъюн-
ктивальных ножниц в нижнем сег-
менте производился разрез конъюн-
ктивы и теноновой оболочки протя-
женностью 10 мм. Далее выделяли 
нижнюю прямую мышцу, брали ее 
на шов-держалку. Затем в 7-ми мм 
от лимба подшивали комплекс по-
лимерного эластичного магнитно-
го имплантата (ПЭМИ) толщиной 
0,35 мм, диаметром 4 мм, с многопо-
люсным реверсивным намагничива-
нием с напряженностью магнитно-
го поля 5,0 мТл с лазерным зондом. 
В 3-х мм от лимба в верхнем и верх-
не-наружном сегменте устанавлива-
ли три порта 25G в проекции пло-
ской части цилиарного тела, фик-
сировали инфузионную систему, 
световод, витреотом, производили 
срединную витрэктомию. Суспен-
зию объемом 0,02 мл, содержащую 
стволовые клетки (n~6000), мечен-
ные магнитными частицами, вводи-
ли субретинально при помощи раз-
работанного устройства для дозиро-
вания с иглой 25G, на конце которой 
расположена изогнутая канюля 41G 
с заточенным нижнем краем. Для 
предотвращения выхождения кле-
ток через ретинотомическое отвер-
стие сразу после их введения витре-
альную полость заполняли газо-воз-
душной смесью. По завершению экс-
перимента лазерный зонд обрезался 
на уровне полимерного эластичного 
магнитного имплантата. На склеро-
томические отверстия и конъюнкти-

ву накладывался шов Coated Vicryl 
8-0 (Ethicon).

В группе контроля (42 глаза) хи-
рургическое введение стволовых 
клеток субретинально производи-
ли без фиксации полимерного эла-
стичного магнитного имплантата с 
лазерным зондом.

Всем экспериментальным жи-
вотным в послеоперационном пе-
риоде через 3 часа, 1, 3, 5, 7, 10, 14 
суток, 1 мес. проводили биомикро-
скопию, офтальмоскопию глазного 
дна с фотографированием, ультраз-
вуковое офтальмосканирование, оп-
тическую когерентную томографию 
(ОКТ), компьютерную томографию 
(КТ), морфологическое исследова-
ние (криогистологические срезы) в 
режиме флюоресценции, оптималь-
ном для зеленого флюоресцентно-
го белка.

РЕЗУЛЬТАТЫ

По результатам эксперимента in 
vitro было показано, что проник-
новение магнитных частиц внутрь 
стволовых клеток незначительно 
снижает пролиферативную актив-
ность (до 5% через 72 часа инкуба-
ции). Это говорит о том, что жизне-
способность клеток при данной тех-
нологии составляет до 95%.

При добавлении к культуре кле-
ток акридинового желтого краси-
теля соотношение зеленой (ДНК) 
и красной (РНК) люминесценции 
было увеличено, что говорит о функ-
циональной активности стволовых 
клеток, содержащих магнитные ча-
стицы.

Также при добавлении акриди-
нового желтого красителя и эпидия 
бромида к культуре стволовых кле-
ток, содержащих магнитные части-
цы, соотношение живых клеток к не-
кротическим показало жизнеспо-
собность клеток до 95%.

По результатам клинических ис-
следований при биомикроскопии в 
сроки наблюдения 1-3 суток в обеих 
группах отмечалась инъекция глаз-
ного яблока в зоне проведения хи-
рургического вмешательства, кото-
рая проходила к 5-м суткам. На всех 
сроках наблюдения швы конъюн-
ктивы и склеротомических отвер-
стий были адаптированы, оптиче-
ские среды прозрачны, воспалитель-

ных явлений не наблюдалось.
По результатам офтальмоскопии 

на 1-е сутки во всех глазах опытной 
и контрольной групп визуализиро-
валась локальная отслойка сетчатки 
в зоне введения клеток, дефект сет-
чатки и сосудистой оболочки. К 3-м 
суткам отслойка сетчатки не визу-
ализировалась, но дефект сетчатки 
и сосудистой оболочки сохранял-
ся. В дальнейшие сроки наблюде-
ния было сложно визуализировать 
место локального введения клеток.

По данным ультразвукового ис-
следования во всех глазах опытной и 
контрольной групп на 1-е сутки ви-
зуализировалась локальная отслой-
ка сетчатки высотой 1,0-1,4 мм, ко-
торая к 3-м суткам уменьшилась до 
0,4-0,7 мм, а к 5-м суткам не визуали-
зировалась. Во все сроки наблюде-
ния в обеих группах визуализирова-
лась мелкодисперсная взвесь в сте-
кловидном теле, а в опытной группе 
– эхо-тень от магнита.

По данным КТ во всех случаях вы-
явлено расположение ПЭМИ в пра-
вом ретробульбарном пространстве 
в нижне-латеральном квадранте, ле-
вые орбиты были интактны, патоло-
гических очагов выявлено не было.

По данным флюоресцентной ми-
кроскопии криосрезов энуклеиро-
ванных 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 структу-
рах глаза обнаружены не были (рис. 
1a-в). Во всех глазах группы кон-
троля были обнаружены единичные 
клетки или группы клеток НЕК-293 
GFP в полости стекловидного тела, 
не связанные с другими структура-
ми глаза (рис. 2а, б).

На 3-и сутки во всех глазах опыт-
ной группы клетки НЕК-293 GFP 
располагались также в месте введе-
ния под сетчаткой. При добавлении 
на срезы красителя бисбензимида, 
окрашивающего ядра живых кле-
ток, доказано, что клетки, находящи-
еся под сетчаткой, являются живы-
ми (рис. 3a-в). В группе контроля в 
3-х глазах из 6-ти в полости стекло-
видного тела были обнаружены ско-
пления клеток НЕК-293 GFP, не свя-
занные с другими структурами глаза, 
в остальных 3-х глазах клетки HEK-
293 GFP обнаружены не были (рис. 
4а, б).
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В сроки наблюдения 5, 7, 10, 14 су-
ток в опытной группе клетки HEK-
293 GFP также располагались в ме-
сте их введения, но количество кле-
ток снижалось на каждом последую-
щем сроке наблюдения (рис. 5а-в). 
К сроку 1 мес. клетки обнаружить 
не удалось ни в одном случае, но во 
всех 6-ти глазах наблюдалась при-
склеральная флюоресценция в зоне 

подшивания ПЭМИ (рис. 6). В груп-
пе контроля в сроки наблюдения 5, 
7, 10, 14 суток и 1 мес. клетки не ви-
зуализировались.

ОбСУЖДЕНИЕ

В предыдущих работах нами была 
доказана безопасность и эффектив-

ность разработанной технологии 
культивирования мезенхимальных 
стволовых клеток с магнитными ча-
стицами [1, 2]. В данном исследова-
нии мы использовали клеточную 
линию HEK-293 в связи с доступно-
стью материала, легкостью культи-
вирования и возможностью прове-
сти трансфекцию GFP-плазмидой, 
что давало неоспоримое преимуще-

Рис. 1. Микроскопия в режиме флюоресценции. Увеличение х4 (а), х10 (б, в). Опыт. 1 сутки. Клетки HEK-293 GFP под сетчаткой

Рис. 2. Микроскопия в режиме флюоресценции. Увеличение х4 (а), х10 (б). Контроль. 1 сутки. Клетки HEK-293 GFP в полости стекловидного тела

Рис. 3. Микроскопия в режиме флюоресценции. Увеличение х4 (а, б), х10 (в). Опыт. 3 сутки. Окраска среза бисбензимидом для визуализации ядер 
живых клеток (б). Группы клеток HEK-293 GFP, расположенных субретинально

Рис. 4. Микроскопия в режиме флюоресценции. Увеличение х4 (а), х10 (б). Контроль. 3 сутки. Клетки HEK-293 GFP в полости стекловидного тела
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ство при проведении флюоресцент-
ной микроскопии криогистологиче-
ских срезов в эксперименте in vivo. 
По результатам нашего исследова-
ния безопасности и эффективности 
культивирования данного типа кле-
ток с магнитными микрочастицами 
было выявлено, что жизнеспособ-
ность составляет 95%, это значитель-
но превышает результаты, получен-
ные другими авторами, использую-
щими магнитные наночастицы, где 
жизнеспособность достигала лишь 
30% к первым суткам [15]. 

По проведенным клиническим 
исследованиям нами было показа-
но, что предложенная хирургиче-
ская методика локального субрети-
нального введения клеточного ма-
териала является контролируемой 
и малоинвазивной, риск травмати-
зации тканей минимален в связи с 
возможностью визуализации места 
расположения ПЭМИ за счет диафа-
носкопии и разработанного устрой-
ства дозирования, осуществляющего 
деликатный доступ в субретиналь-
ное пространство. 

В 2012 г. Yanai А. с соавт. доказа-
ли возможность использования маг-
нитных наночастиц для направлен-
ной доставки стволовых клеток в об-
ласть сетчатки, но авторы не ставили 
перед собой цель длительной фик-

сации трансплантированного ма-
териала в зоне введения [21]. Прове-
денное нами морфологическое ис-
следование выявило, что предло-
женная методика позволяет осуще-
ствить фиксацию клеточного мате-
риала в месте их локального введе-
ния сроком до 14 дней. Отсутствие 
клеток в зоне введения через 1 мес. 
мы связываем с иммунным ответом 
на ксеногенные стволовые клетки. 

ЗАКЛЮчЕНИЕ

Разработанная технология введе-
ния магнитных частиц в цитоплаз-
му эмбриональных стволовых кле-
ток почки человека линии НЕК-293 
позволяет получить функциональ-
но активную и жизнеспособную 
клеточную популяцию, пригодную 
для экспериментальной трансплан-
тации. Разработанное устройство 
для субретинального дозированно-
го введения стволовых клеток обе-
спечивает деликатное введение кле-
ток с минимальной травматизаци-
ей окружающих тканей. ПЭМИ с ла-
зерным зондом оригинальной кон-
струкции позволяет проводить ин-
траоперационную диафаноскопию 
с целью точного определения ме-
ста фиксации и последующего кон-
тролируемого локального введения 
стволовых клеток. Модифицирован-
ный нами хирургический способ су-
бретинального введения стволовых 
клеток с проведением срединной 
витрэктомии и заполнением витре-
альной полости газовоздушной сме-
сью позволяет избежать выхода кле-
ток из субретинального простран-
ства в полость стекловидного тела. 

Предложенная оригинальная ме-
тодика локального субретинального 

Рис. 5. Микроскопия в режиме флюоресценции (а, в), в проходящем свете (б). Увеличение х4. Опыт. 5 сутки (а), 7 сутки (б), 14 сутки (в). Клетки HEK-
293 GFP расположены субретинально

Рис. 6. Микроскопия в режиме флюоресценции. 
Увеличение х10. Опыт. 1 мес. Флюоресценция в 
месте фиксации ПЭМИ (указано стрелкой)

введения стволовых клеток, мечен-
ных магнитными частицами, с эпис-
клеральной фиксацией полимерно-
го эластичного магнитного имплан-
тата является эффективным спосо-
бом фиксации клеточного матери-
ала в зоне трансплантации. Данная 
технология может стать основой 
для изучения механизмов воздей-
ствия стволовых клеток на очаг по-
вреждения, разработки новых пер-
спективных стратегий в офтальмо-
логии, а также открыть новые воз-
можности применения стволовых 
клеток в качестве средств нейро-
протекции или альтернативных те-
рапевтических приемов при лече-
нии различной патологии.
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Гистоэквивалент биопластического материала в офтальмологии: 
Монография / Канюков В.Н., Стадников А.А., Трубина О.М., Рахматул-
лин Р.Р., Яхина О.М. – М.: Изд-во «Офтальмология», 2014. – 176 с.

В монографии рассмотрены вопросы регенерации роговицы в услови-
ях применения наноструктурированного биопластического материала на 
основе гиалуроновой кислоты. Представлено гисто- и органобластическое 
влияние данного гистоэквивалента как на неизмененную роговицу, так 
и при механическом и химическом ее повреждениях. Приведено морфо-
функциональное подробное описание методики аппликации биоматери-
ала, при этом особое внимание уделено гисто- и цитологическому описа-
нию экспериментальной модели химического ожога роговицы у кроликов.
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