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Цель. Изучить клеточную реакцию на различные материалы, потенциально пригодные для изготовления 
интракорнеальных линз. Материалы и методы. Проведено плоскостное (2D) культивирование клеток 
стромы роговицы человека в присутствии образцов различных опытных полимеров (гидроксиэтилмета
крилат, олигоуретанметакрилат и полиметилметакрилат). В динамике оценивали количество клеток в 
различные сроки культивации. На основании полученных данных делали заключение о биосовмести
мости и адгезивных свойствах исследуемых материалов. Результаты. В каждой из экспериментальных 
групп отмечалась тенденция к планомерному увеличению количества клеток с 1х к 6м суткам наблю
дения, форма кривых роста клеток указывала на отсутствие токсичности материалов и их способнос
ти не препят ствовать пролиферации клеток. Пролиферация клеток в присутствии материалов гидрок
сиэтилметакрилат и олигоуретанметакрилат оказалась статистически достоверно ниже (р < 0,001), чем 
в присутствии полиметилметакрилата, что обосновывает предпочтительность их применения для им
плантации в строму роговицы в оптической зоне. При сравнении полученных результатов на 6е сутки 
клетки в присутствии имплантата из гидроксиэтилметакрилата проявили достоверно меньшую тенден
цию к пролиферации, чем в присутствии олигоуретанметакрилата (р < 0,001). Однако данные различия 
были статистически достоверными не на всех сроках наблюдения. Выводы. На основании полученных 
результатов было показано отсутствие токсичности у опытных образцов материалов, а также их низкие 
адгезивные свойства по отношению к культуре клеток стромы роговицы, что подтверждает их потенци
альную пригодность для интракорнеальной имплантации.
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АКтУАльНОСть
С ростом продолжительности жизни в мире на

блюдается значительное увеличение количества 
людей с пресбиопией – постепенным естественным 
снижением способности глаза фокусироваться на 
близкорасположенных предметах, начиная с чет
вертой декады жизни человека [1, 2]. Имплантация 
интракорнеальных линз (ИКЛ) является динамич
но развивающимся направлением в хирургической 
коррекции пресбиопии [3]. ИКЛ – это устройства, 
выполненные из синтетического полимера, име
ющие дисковидную форму, диаметр 1,5–2,0 мм и 
имплантируемые в центральную зону стромы ро
говицы с целью изменения ее оптической силы. 
На сегодня ИКЛ, разрешенных к использованию в 
клиниче ской практике, в Российской Федерации не 
существует. Создание импортозамещающих техно
логий в части разработки и экспериментальной ап
робации отечественных ИКЛ представляется соци
альнозначимым и актуальным.

В соответствии с клиническими требованиями 
материалы для изготовления ИКЛ должны быть 
биологически совместимыми, нетоксичными, не
биорезорбируемыми, не подвергаться инкапсуля
ции в связи с бесконечно длительным пребыванием 

в роговице, сохраняя заданную форму, оптические 
свойства и не вызывая интрастромальных помутне
ний [4, 5].

Прозрачность роговицы после имплантации 
может снижаться по разным причинам, наиболее 
существенной из которых является инкапсуля
ция ИКЛ. Выраженность инкапсуляции напрямую 
связана с адгезивными свойствами поверхности им
плантата. Чем выше адгезивная способность клеток 
стромы роговицы (КСР) к поверхности изделия из 
исследуемого материала, тем более выражен фиб
ропластический процесс [4, 6]. При этом происхо
дит образование плотной капсулы, и как следствие, 
снижение прозрачности роговицы. Актуальным 
представляется поиск биосовместимого материала, 
инертного по отношению к ткани стромы роговицы, 
в присутствии которого КСР обладали бы снижен
ной тенденцией к адгезии и пролиферации [7].

Одним из первых имплантируемых материалов 
в офтальмохирургии явился полимер на основе ме
тилметакрилата – полиметилметакрилат (ПММА) и 
его модификации [8, 9]. Инертность данного мате
риала по отношению к тканям глаза доказана мно
голетним успешным опытом его применения в оф
тальмологической практике как на территории РФ, 
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Aim. To investigate cell reaction to different materials, potentially suitable for intracorneal lens (ICL) produc
tion. Materials and methods. A plane surface (2D) corneal stromal cell culture was performed in the presence 
of different experimental polymer samples, such as hydroxyethylmethacrylate, oligourethanemethacrylate and 
polymethylmethacrylate. The dynamics of cell numbers was evaluated over culture time. Conclusion on biocom
patibility was made based on obtained data. Results. In each of the experimental groups there was a trend toward 
a steady increase in the number of cells from the 1st to 6th day of observation, the shapes of the cell growth cur
ves showed no toxicity of materials and their ability not to interfere with cell proliferation. Cell proliferation in 
the contact to hydroxyethylmethacrylate and oligourethanemethacrylate materials was statistically significantly 
lower (p < 0.001) than in the presence of polymethylmethacrylate, which makes a strong case for their preferenti
al usage for implantation into the stroma of the corneal optical area. When comparing the results obtained on the 
6th day, the cells in the presence of the implant of hydroxyethylmethacrylate showed significantly less tendency 
to proliferate, than in the presence of oligourethanemethacrylate (p < 0.001). However, these differences were 
statistically significant not in all days. Conclusions. The results obtained have shown the absence of toxicity in 
experimental material samples and their low adhesive properties with respect to the stromal cell culture, thereby 
confirming its potential suitability for intracorneal implantation.
Key words: intracorneal lens, cell culture, presbyopia, keratocytes, cornea, oligourethanemethacrylate, 
polymethylmethacrylate, hydroxyethylmethacrylate.
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так и за рубежом [10–13]. Примечательным явля
ется успешное использование данного материала 
в виде интрастромальных роговичных сегментов, 
которые обычно имплантируются в относительно 
толстую периферическую часть роговицы [14]. Од
нако при имплантации изделий из ПММА в наибо
лее тонкую – оптическую зону роговицы возможно 
развитие асептического некроза над линзой, форми
рование грубого рубца с последующим выпадением 
имплантата [15–17], что объясняется авторами во
донепроницаемостью и жесткостью материала.

Среди доступных эластичных материалов, име
ющих положительный опыт применения в офталь
мохирургии (ИОЛ, внутрикапсульные кольца, рого
вичные сегменты), в данной работе были выбраны 
два полимера, обладающие высокой эластичнос
тью, проницаемостью и оптической прозрачнос
тью – гидроксиэтилметакрилат (ГЭМА) и олигоуре
танметакрилат (ОУМА) [18, 19]. Данные материалы 
представляются потенциально пригодными для со
здания ИКЛ для интракорнеальной имплантации, 

что требует доклинического исследования биологи
ческой совместимости с тканью стромы роговицы.

Цель исследования: на модели двухмерной 
клеточной культуры изучить клеточную реакцию 
на различные материалы, потенциально пригодные 
для изготовления интракорнеальных линз – ГЭМА 
и ОУМА, в сравнении с клеточной реакцией на из
вестный материал – ПММА.

ЗАдАчи иССледОВАНиЯ
1. Качественно оценить характер кривых роста 

КСР при их контакте с полимерными материала
ми на основе ОУМА, ГЭМА и ПММА.

2. Дать сравнительную количественную оценку 
клеточному росту в различные сроки культиви
рования в присутствии исследуемых полимеров.

МАтериАлЫ и МетОдЫ*
исследуемые химические материалы

Для постановки эксперимента производителями 
были изготовлены опытные образцы исследуемых 
полимерных материалов (табл. 1).

Полученные образцы были изготовлены в форме 
«шайб» высотой 0,5 мм и диаметром 10 мм (рис. 1). 
Их геометрические параметры были определе
ны эмпирически, при этом площадь поверхности 
«шайбы» выбранного диаметра представлялась 
достаточной для пролиферации клеток, а высота 
«шайб» – технически доступной для изготовления.

Культура клеток стромы роговицы**
В качестве источника клеточного материала 

использовали корнеосклеральный диск трупного 
донорского глаза без роговичного эпителия, пре
доставленный Глазным тканевым банком МНТК 
«Микрохирургия глаза», не востребованного для 
целей трансплантации. Параметры донора: воз
раст – 48 лет, время от момента смерти – 18 часов, 
показатели трансплантабельности донорского мате

* Исследования выполнялись в Центре фундаментальных и прикладных медикобиологических проблем (руководитель – д. м. н. 
проф. С.А. Борзенок) МНТК «Микрохирургия глаза».
** Экспериментальные исследования на трупном донорском материале были проведены в соответствии с нормативноправовыми 
актами и законодательством РФ.

Таблица 1
Объем опытной серии изделий для проведения работы

Amounts of the experimental examples prepared for the research
Материал Производитель Количество образцов

Гидроксиэтилметакрилат (ГЭМА) ООО «Научноэкспериментальное производство МГ» 
(Москва) 24

Олигоуретанметакрилат (ОУМА) ООО «РеперНН» (Нижний Новгород) 24

Полиметилметакрилат (ПММА) ООО «Экспериментальнотехническое производство» 
(Москва) 24

Рис. 1. Опытный образец полимерного материала в фор
ме «шайбы»

Fig. 1. An experimental example of polymer material shaped 
as a «puck»



77

РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕдИЦИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

риала 2B (материал жизнеспособный) по классифи
кации С.А. Борзенка [20]. Протокол выделения КСР 
заключался в следующих этапах:
1. Выкраивание центральной зоны роговицы тре

паном 16 мм.
2. Удаление заднего эпителия роговицы микрохи

рургическим пинцетом.
3. Механическая дезагрегация роговицы хирурги

ческими ножницами.
4. Химическая дезагрегация роговицы в растворе 

коллагеназы 2го типа (ПанЭко, Россия).
5. Центрифугирование в режиме 1800 об/мин (цен

трифуга SL40 R, ThermoScientific, Германия).
6. Перенос взвеси клеток в чашку Петри диамет

ром 35 мм с 2 мл питательной среды на осно
ве DMEM/F12 (ПанЭко, Россия; 89%) с добав
лением эмбриональной телячьей сыворотки 
(HyClone, США; 10%) и смеси антибиотиков 
(MP Biomedicals, США; 1%).
В результате получали первичную 2Dкультуру 

КСР. Культивирование проводили в стандартных 
условиях (температура 37 °C, концентрация CO2 – 
5%, влажность – 95%) в инкубаторе NU5510 (Nu
Aire, США). Питательную среду заменяли раз в три 
дня. Для получения необходимого для эксперимен
тальной работы количества клеток (около 2 млн) 
культуру пассировали по стандартной схеме [21] в 
чашках Петри диаметром 100 мм, получая, таким 
образом, несколько культур 3го и 4го пассажей.

Для экспериментальных исследований культу
ру клеток извлекали из культуральной посуды. Для 
этого культуру клеток промывали фосфатным буфе
ром (pH 7,4), добавляли 2 мл смеси 0,25% раствора 
трипсина – этилендиаминтетрауксусной кислоты и 
раствора Версена (1:1 по объему) и инкубировали в 
стандартных условиях в течение 5–10 минут; сус
пензию отделившихся от субстрата клеток перено
сили в центрифужную пробирку, в которую для ней
трализации ферментативной смеси добавляли 1 мл 
FBS и центрифугировали в режиме 1800 об/мин  
в течение 5 мин, надосадочную жидкость удаляли. 
Осадок разбавляли 1 мл питательной среды и пе
реносили в пробирку 15 мл (Corning, США). Кон
центрацию суспензии оценивали в камере Горяева 

(МикМед, Россия), после чего суспензию разбав
ляли питательной средой с таким расчетом, чтобы 
получить требуемую концентрацию клеток (20 тыс. 
клеток в 1 мл питательной среды).

Наблюдение за клеточными культурами и под
счет клеток проводили при помощи инвертирован
ного микроскопа IX81 (Olympus, Япония).

Формирование экспериментальных групп
Были сформированы 4 экспериментальные груп

пы (2 опытные: О1, О2 и 2 контрольные: К1, К2) 
(табл. 2). Группа О1 включала опытные образцы, 
изготовленные из полимерного материала на осно
ве ГЭМА, О2 – опытные образцы, изготовленные из 
полимерного материала на основе ОУМА. Группа 
К1 служила контролем для материалов, в нее вклю
чали опытные образцы из полимерного материала 
на основе ПММА.

В группах О1, О2 и К1 предоставленные произво
дителями образцы полимерных материалов в фор
ме «шайб» укладывали на дно лунок стандартных 
культуральных 24луночных планшетов для куль
тивирования (изготовлены из полистирола) (Costar, 
США) по одному образцу в лунку, после чего свер
ху добавляли суспензию КСР человека (рис. 2, а) в 
количестве 20 тыс. клеток на 1 мл питательной сре
ды. В группе К2 суспензию клеток в таком же ко
личестве вносили в пустую лунку такого же план
шета. Данная группа была сформирована с целью 
контроля роста клеточной культуры (рис. 2, б).

Всего в эксперимент было введено свыше 
1,9 миллиона клеток стромы донорской роговицы 
(табл. 2).

Культивирование проводили по описанной ранее 
схеме в течение 6 суток, питательную среду меня
ли однократно на третий день культивирования. 
Ежедневно суспензию КСР извлекали по описан
ной методике из 4 лунок планшетов каждой из эк
спериментальных групп (О1, О2, К1 и К2). Для этого 
клетки из каждой лунки отделяли ферментативно, 
центрифугировали, разбавляли осадок в 1 мл пи
тательной среды (по схеме, описанной выше). Об
разец суспензии объемом 20 мкл использовали для 
подсчета клеток в камере Горяева.

Таблица 2
Распределение клеток стромы роговицы по экспериментальным группам

Distribution of corneal stromal cells by experimental groups
Группа О1 О2 К1 К2

Количество экспериментальных 
образцов 24 24 24 –

Исследуемый полимерный материал Гидроксиэтилмет
акрилат (ГЭМА)

Олигоуретанмет
акрилат (ОУМА)

Полиметилмет
акрилат (ПММА) Полистирол

Использованное количество клеток 
стромы роговицы, тыс. клеток  
(20 тыс. клеток/лунка)

480 480 480 480
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При количественной оценке числовые значения 
клеток в группах сравнивались друг с другом в со
ответствующие сроки наблюдения.

Использовали статистический критерий Стью
дента t, различия считали статистически значимы
ми при уровне p < 0,05.

реЗУльтАтЫ иССледОВАНиЯ
Количество КСР в экспериментальных группах 

в различные сроки наблюдения представлено в 
табл. 3 и на рис. 3.

Графики, отражающие динамику изменения ко
личества клеток в различные сроки культивирова
ния, во всех экспериментальных группах имели S
образную форму. Начиная со 2х суток наблюдался 
экспоненциальный рост количества клеток. На 5– 
6е сутки клеточное деление замедлялось, и графи
ки в экспериментальных группах выходили на фазу 
плато.

Таблица 3
Распределение количества клеток в экспериментальных группах по срокам наблюдения, 

тыс. клеток ± стандартное квадратичное отклонение; объем выборки в каждой ячейке n = 4
Distribution of cells in experimental groups according to the terms of observation,  

thousands of cells ± mean square distribution; in each case sample size n = 4

Сутки наблюдения Группа
О1 О2 К1 К2

1 10,42 ± 1,31 12,44 ± 0,96 15,67 ± 0,49 15,08 ± 0,9
2 22,19 ± 1,97 25,67 ± 1,07 30,25 ± 0,45 35,44 ± 1,71
3 38,56 ± 1,75 44,50 ± 1,24 120,17 ± 2,17 96,50 ± 3,92
4 71,00 ± 1,76 76,19 ± 1,52 179,00 ± 0,93 160,33 ± 2,77
5 93,81 ± 2,93 101,0 ± 11,74 242,33 ± 4,56 231,44 ± 6,61
6 128,0 ± 3,13 182,75 ± 6,58 261,75 ± 9,44 253,42 ± 6,14

При подсчете КСР в экспериментальных груп
пах учитывали только те клетки, которые на момент 
исследования были прикреплены к подлежащему 
субстрату (опытные образцы материалов, дно лун
ки). Неприкрепленные КСР извлекали вместе с пи
тательной средой при ферментативной обработке.

Обработка данных
Обработку данных проводили при помощи про

граммного обеспечения Statistica 7.0 (Statsoft) и 
Excel (Microsoft Office).

Ежедневно из четырех лунок планшета каждой 
группы извлекали КСР, подсчитывали и вычисляли 
среднее значение и его стандартное квадратичное 
отклонение.

Качественную оценку биологической совмести
мости исследуемых материалов формировали по 
форме кривых клеточного роста на основании из
вестных критериев биосовместимости [3].

 

Рис. 2. Культивирование стромы роговицы: а – введение суспензии КСР в лунки культуральных планшетов; б – кле
точная культура КСР на 3и сутки наблюдения, группа К2

Fig. 2: a – Injection of corneal stromal cells (CSCs) into the wells of culture plates; б – CSC culture, 3rd day of observation, 
K2 group

а б
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Различия в полученных числовых значениях в 
исследуемых группах в соответствующие сроки 
наблюдения подвергли статистической обработке 
(табл. 4).

Количество клеток на 6е сутки было достоверно 
меньше в опытных группах по сравнению с груп
пой сравнения К1 (ПММА): в группе О1 (ГЭМА) – 
в 2,04 ра за (р < 0,001), в группе О2 (ОУМА) – в 
1,43 ра за (р < 0,001). При сравнении полученных 
результатов в опытных группах на 6е сутки в груп
пе О1 было достоверно меньшее количество КСР 
(р < 0,001), чем в группе О2.

Количество КСР в опытных группах (О1 и О2) на 
протяжении всего эксперимента было достоверно 
меньшим (р < 0,05), чем в контрольных группах (К1 
и К2). Различия числовых значений в опытных груп
пах (О1 и О2) оказались статистически достоверны
ми не во всех сроках наблюдения (1, 2 и 5е сут ки – 
р > 0,05).

ОБСУЖдеНие реЗУльтАтОВ
Ожидаемым результатом 2Dклеточного куль

тивирования являлось доказательство нетоксичной 
природы исследуемых материалов. Действительно, 
в каждой из экспериментальных групп была отме
чена тенденция к планомерному увеличению коли
чества клеток с 1х к 6м суткам наблюдения, что 
говорит о пролиферации КСР. В случае токсичности 
материалов графики (рис. 4) стремились бы к нулю. 
При сравнении полученных результатов в группе К2 
(без использования образцов материалов) с группа
ми О1, О2, К1 наблюдалась сходная картина экспонен
циального роста количества КСР, что говорит о не
токсичной природе всех исследованных материалов 
(ГЭМА, ОУМА и ПММА) по отношению к основ
ному клеточному элементу стромы роговицы – КСР.

При анализе табл. 3 и 4 обнаружили, что коли
чество клеток на 6е сутки наблюдения в опытных 
группах было достоверно меньше (р < 0,001), чем в 

Рис. 3. Динамика изменения количества клеток стромы роговицы в присутствии полимерных материалов (группы О1, 
О2 и К1) и в их отсутствие (К2)

Fig. 3. CSCs amount change dynamics in the presence of polymer materials (O1, O2, K1 groups) and in its their absence 
(K2 group)

Таблица 4
Распределение значения критерия статистической достоверности p полученных результатов 

в исследуемых группах в различные сроки наблюдения
Distribution of p-values in the research groups  

over the observation terms

Сутки Сравниваемые группы
О1 и О2 О1 и К1 О1 и К2 О2 и К1 О2 и К2 К1 и К2

1 0,3 0,001* 0,008* 0,006* 0,05* 0,5
2 0,1 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,007*
3 0,01* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
4 0,03* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
5 0,5 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,2
6 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,4

Примечание. * – р < 0,05, статистически значимые различия, tкритерий Стьюдента.
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группе К1, в которой исследовали биосовместимый 
полимер ПММА с известными свойствами. В полу
ченных числовых значениях учитывали только те 
клетки, которые были прикреплены к подлежащему 
субстрату (опытные образцы материалов), в связи с 
чем можно предположить, что адгезивная способ
ность КСР к материалам ГЭМА и ОУМА ниже, чем 
к ПММА.

Количество КСР в опытных группах (О1 и О2) на 
протяжении всего эксперимента было достоверно 
меньшим (р < 0,05), чем в группе К2, что подтверж
дает наличие низкоадгезивных свойств у исследу
емых полимерных материалов (ГЭМА и ОУМА) и 
может рассматриваться как положительное свойс
тво при интракорнеальной имплантации. В то же 
время пролиферация клеток в присутствии ПММА 
приближалась к таковой в группе сравнения К2. 
Таким образом, есть основания считать полимеры 
ГЭМА и ОУМА более предпочтительными для ин
тракорнеальной имплантации в оптической зоне, 
чем материал ПММА.

При сравнении полученных результатов в опыт
ных группах на 6е сутки оказалось, что материал 
ГЭМА проявил меньшую тенденцию к адгезии кле
ток, чем ОУМА (р < 0,001). Вместе с тем различия 
количеств клеток в опытных группах (О1 и О2) ока
зались статистически достоверными не во всех сро
ках наблюдения (на 1, 2 и 5е сутки – р > 0,05, на 
3и, 4е и 6е сутки – p < 0,05), в связи с чем пред
ставляется возможным проведение дальнейшего уг
лубленного сравнения материалов ГЭМА и ОУМА 
на доклинических моделях in vivo, если выявление 
тонких различий в биосовместимости этих матери
алов будет представлять практический интерес.

ЗАКлЮчеНие
В результате проведенного 2Dкультивирования 

клеток стромы роговицы человека в присутствии 
полимеров на основе ОУМА, ГЭМА и ПММА были 
доказаны: 1) нетоксичность исследованных полиме
ров; 2) более низкая способность материалов ГЭМА 
и ОУМА обеспечивать адгезию КСР по сравнению 
с ПММА. Полученные результаты свидетельству
ют о потенциальной безопасности и пригодности 
материалов ГЭМА и ОУМА к интракорнеальной 
имплантации. Однако вопрос тонких различий в их 
биосовместимости остается открытым и может яв
ляться темой дальнейших исследований.

Исследование выполнено при финансовой под-
держ ке Российского фонда фундаментальных ис-
следований, грант № 15-29-03882.
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