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Summary
The main functions of the corneal epithelium are regeneration after injury and protection that ensure the stability of 

the tear film [8, 11]. Correction of a surface epithelial damage is provided by division and migration of the basal epithelial 
cells of the cornea, as well as transformation and centripetal movement of the cambium (stem) cells of the limb. The stem 
cells (SC)are located in the basal limb epithelium [10, 11]. One of the most modern methods of treatment is autolimbial 
transplantation, in which the cells are taken from the contralateral limb of the healthy eye [10]. The recent studies have 
been aimed at improving the technology of isolation and culturing the limbal epithelial cells of the cornea, developing the 
ways of capture and delivery of these cells into the cornea tissue, and establishing the fine mechanisms of differentiation 
of SC arter transplanting them onto the eye surface, which is a topical issue of ophthalmology

.
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Резюме
Основними функціями рогівкового епітелію є регенерація після пошкодження і захисна, що забезпечує 

стабільність слізної плівки [8, 11]. Відновлення поверхневого епітелію при його пошкодженнях відбувається 
за рахунок поділу і міграції базальних епітеліоцитів рогової оболонки, а також трансформації і доцентровий 
руху камбіальних (стовбурових) клітин лімба. Стовбурові клітини (СК) лімба розташовані у  базальному 
епітелії [10, 11]. Одним з найбільш сучасних методів лікування є аутолімбальная трансплантація, при якій 
клітини лімба беруться з контрлатерального здорового ока [10].

Останні дослідження спрямовані на удосконалення технологій виділення та культивування лімбальних 
епітеліальних клітин рогівки, розробку способів фіксації і доставки цих клітин в тканини рогівки, а також 
з’ясування тонких механізмів регуляції процесів диференціювання СК після трансплантації їх на поверхню 
очі, що є актуальною проблемою офтальмології.ор, старший научный сотрудник Г. И. Дрожжина.
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Последние исследования направлены на усовер-
шенствование технологий выделения и культивиро-
вания лимбальных эпителиальных клеток роговицы, 
разработку способов фиксации и  доставки этих 
клеток в ткани роговицы, а также выяснение тонких 
механизмов регуляции процессов дифференцировки 
стволовых клеток (СК) после трансплантации их на 
поверхность глаза, что является актуальной пробле-
мой офтальмологии [2].

Здоровая поверхность глаза сформирована двумя 
типами эпителия– роговичным и  конъюнктиваль-
ным. Передний поверхностный эпителий является 
одной из важнейших структур обеспечивающих 
гомеостаз роговицы и глаза в целом. Соответственно 
и  патологические процессы, развивающиеся при 
нарушении целостности и  адекватности регенера-
торных процессов эпителия многообразны. При 
длительном отсутствии эпителиального покрова 
в роговице развиваются метаболические нарушения, 
что приводит к развитию разнообразных по клини-
ческому проявлению патологических состояний.

Восстановление поверхностного эпителия при 
его повреждениях происходит за счёт деления и ми-
грации базальных эпителиоцитов роговой оболочки, 
а  также трансформации и  центростремительного 
движения камбиальных (стволовых) клеток лимба 
[5]. Дополнением к традиционным методам стиму-
ляции восстановительных процессов при серьезных 
нарушениях репаративной регенерации роговицы 
может стать трансплантация СК [9, 11, 12].

Благодаря своим уникальным свойствам амнио-
тическая мембрана (АМ) человека на сегодняшний 
день достаточно широко применяется в  офталь-
мологической практике [1,2,3,4,5]. АМ успешно 
используют как субстрат для культивирования 
стволовых лимбальных клеток, взятых со здорового 
глаза, что позволяет добиваться эпителизации по-
верхности даже в случаях выраженной лимбальной 
недостаточности [9]. Целью исследования явилось 
определение жизнеспособности культивированных 
лимбальных клеток на поверхности АМ после крио-
замораживания.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение лимбальных эпителиальных ство-

ловых клеток (ЛЭСК) проводилось в  лаборатории 
клеточного и тканевого культивирования ГУ «ИНВХ 
им.В.К. Гусака НАМН Украины», отвечающей стан-
дартам GMP с соблюдением асептических условий. 
Для выделения первичных культур использовали 
кадаверные и энуклеированные роговицы. Образцы 
трижды отмывались в фосфатно-буферном растворе. 
С поверхности роговиц выделялись зоны палисадов 
Фогта, содержащие наибольшее количество ЛЭСК. 
Разработано несколько способов выделения и куль-
тивирования с ферментативной обработкой [6] и по-
лучения клеток из исходного материала, где биоптат 
помещается на покрытое синтетическим аналогом 
внеклеточного матрикса поли-Д-лизином покровное 
стекло либо на поверхность культурального флако-
на, обработанного фибронектином. Для выделения 
использовалась питательная среда DMEM/F12 1:1, 
содержащая 10% ЭТС, антибиотики и  ростовые 
факторы. Клеточные линии культивировали в СО2 
инкубаторе, содержащем 95% влаги при температуре 
37°С. После достижения конфлуэнтного слоя прово-
дилось пассирование. Наблюдение осуществлялось 
с помощью инвертируемого светового микроскопа 
фирмы Leika. После криозамораживания АМ не-
сколько раз промывали фосфатно-буферным раство-
ром, затем помещали стромальной стороной вверх 
в 6-ти луночное плато. На поверхность мембраны 
наносили 200 тыс. ЛЭСК в  2-х мл питательной 
среды. Смену среды проводили каждые 3-е суток 
по проработанному нами протоколу [7]. Визуализа-
цию клеточных культур осуществляли с помощью 
фазово-контрастной микроскопии. Для прижиз-
ненной окраски использовали красители PKH 26 
и PKH 67, обладающие флуоресценцией. В течение 
1–2 недель после достижения монослоя, мембрану 
с  культивированными лимбальными клетками по-
мещали в  криопакет, содержащий криоконсервант 
и запаивали. Согласно специальному протоколу с по-
мощью программного замораживателя IceCube 1810 
(„SY-LAB”) образцы подвергаются замораживанию, 
обеспечивающее оптимальную скорость заморозки 
клеток и сохранение их жизнеспособности.

Для определения жизнеспособности ЛЭСК на 
поверхности мембраны через два месяца образцы 
размораживали, удаляли криопротектор и окраши-
вали флуоресцеином ацетат (FDA). Визуализацию 
клеточных линий на АМ осуществляли с помощью 
инвертируемого светового микроскопа Leika PMIL, 
рабочей станции с обработкой изображения LEIKA 
QWIN 500 Standart и видиокамеры JVC–С 1380.

Результаты и их обсуждение
В течение последних четырех лет в лаборатории 

клеточного и тканевого культивирования проводятся 
экспериментальные исследования по внедрению но-

вых методов выделения первичных культур клеток 
роговицы человека и изучению влияния культивиро-
ванных клеток на регенерационные процессы.

Особое внимание направлено на культивирова-
ние ЛЭСК на различных субстратах для создания 
благоприятного микроокружения, способствующего 
формированию межклеточных взаимосвязей, сохра-
нению и делению клеток роговицы.

Нами установлено, что при соблюдении прото-
кола криозамораживания сохраняется жизнеспособ-
ность 70–80%. Для дальнейшего изучения жизне-
способности культивированных ЛЭСК необходимо 
разработать технологию криоконсервации, опти-
мизировать программу замораживания-отогрева, 
подобрать криозащитные среды и адекватные низ-
котемпературные криопакеты.

В исследованиях мы использовали криозаморо-
женную АМ в качестве носителя культивированных 
клеток. Преимущество метода является свойства 
мембраны, представляющей наиболее подходящий 
субстрат для культивирования ЛЭСК. Для развития 
новых СК большое значение имеет микросреда, 
где происходит контактирование с  окружающими 
клетками и взаимодействие с матриксом и факторами 
роста. Мембрана моделирует образ своеобразной 
ниши для стволовых клеток.

ВЫВОДЫ
Таким образом, проведенные исследования по 

изучению жизнеспособности культивированных 
ЛЭСК после криозамораживания на АМ может быть 
эффективны для широкого внедрения в клиническую 
практику.

После подтверждения эффективности и безопас-
ности нового метода лечения станет возможным его 
применение у пациентов с тяжелыми заболеваниями 
и повреждениями глаз, ранее неизбежно приводив-
ших к значительному снижению зрения и слепоте. 
Своевременное применение данного метода лечения 
может уменьшить потребность в радикальных хи-
рургических вмешательствах.

Необходимо детальное и всестороннее изучение 
пролиферации и дифференциации СК на данном суб-
страте, необходимы инструменты контролируемого 
управления этими процессами.
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