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ВВЕДЕНИЕ 

 

Развитие современной офтальмологии и понимание патогенетических 

механизмов многих глазных заболеваний привели к стремительному 

прогрессу фармакологической индустрии в данном направлении. Несмотря на 

то, что это позволило сократить процент инвалидизации пациентов, снизить 

риск развития осложнений в послеоперационном периоде, а также улучшить 

эффективность проводимого лечения, частота встречаемости токсических 

реакций со стороны глазной поверхности значительно выросла и стала 

представлять актуальную проблему современной офтальмологии [70,115, 

199,224].  

Симптоматика токсического (или ятрогенного) повреждения глазной 

поверхности включает в себя неспецифические жалобы пациентов, наиболее 

часто представленные в виде красноты глаз, дискомфорта, жжения, ощущения 

сухости, чувства "инородного тела" [94,195]. Это может существенно снижать 

уровень комплаентности у пациентов, особенно вынужденных принимать 

терапию в течение длительного времени [34, 70, 142,143]. Развитие побочных 

реакций токсического характера может маскировать признаки основного 

заболевания, а также снижать клинико-функциональные результаты лечения 

[1,2,147]. Помимо аллергических реакций, характер изменений глазной 

поверхности при объективном обследовании может варьировать от 

поверхностной эпителиопатии до значительных грубых изменений роговицы 

и конъюнктивы, вплоть до развития псевдопемфигоида, неоваскуляризации и 

перфорации роговицы, что во многом зависит от длительности и степени 

предшествующего воздействия [209,210, 123, 207]. Токсическое воздействие 

на структуры глазного яблока может оказывать активная субстанция 

лекарственных препаратов. Известны клинические случаи возникновения 

местных побочных реакций на фоне применения анестезирующих [69], 

противовирусных [58, 111], антибактериальных [66,67,79], противогрибковых 
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[137, 194], гипотензивных [55,71] и противовоспалительных препаратов 

[62,128,162, 62].  Имеются данные о тормозящем влиянии инстилляций 

дексаметазона [80], нестероидных противовоспалительных препаратов 

[63,117,162] и антибиотиков [198] на эпителизацию роговицы в эксперименте 

и в рамках клинических наблюдений. В литературе также представлены 

данные о токсическом влиянии противоаллергических [118,153] и местных 

анестетиков на эпителий роговицы при их длительном использовании 

[172,186]. 

Наибольший токсический эффект препаратов на структуры глазной 

поверхности связывают с влиянием консервантов, входящих в их состав 

[74,112,182]. В настоящее время самым распространенным консервантом 

является бензалкония хлорид. Многочисленные клинические и 

экспериментальные исследования подтверждают наличие токсического 

действия бензалкония хлорида на роговицу и другие структуры глазного 

яблока [91, 98, 201,219]. Отмена медикаментозного лечения или 

использование бесконсервантных аналогов не всегда представляется 

возможным, что определяет актуальность разработки новых подходов к 

лечению пациентов c сопутствующей патологией глазной поверхности или 

вынужденных использовать местные офтальмологические препараты в 

течение длительного периода времени [112].  

Таким образом, поиск и создание новых изделий медицинского 

назначения, сочетающих в себе способность к стимуляции регенерации 

эпителия роговицы с протекторным действием на эпителий глазной 

поверхности в условиях токсического воздействия, является актуальной 

задачей современной офтальмологии. 

Цель: разработать технологию профилактики и лечения токсического 

повреждения роговицы с использованием сульфатированных 

гликозаминогликанов и оценить её эффективность в эксперименте.  
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Задачи: 

1. Изучить жизнеспособность культуры клеток эпителия роговицы 

человека, выделенных из кадаверных глаз и подтвердить эпителиальный 

фенотип клеток с использованием морфологического и 

иммуногистохимического анализа. 

2. Исследовать пролиферативную активность клеток эпителия роговицы 

человека под влиянием различных концентраций сульфатированных 

гликозаминогликанов в эксперименте in vitro. 

3. Определить наличие протекторного действия различных концентраций 

смеси сульфатированных гликозаминогликанов на культуру клеток 

эпителия роговицы человека в условиях токсического воздействия 

раствора бензалкония хлорида в эксперименте in vitro. 

4. Оценить наличие местной токсичности смеси сульфатированных 

гликозаминогликанов и определить эффективность применения 

различных концентраций смеси сГАГ на репаративные процессы в 

роговице на модели механической эрозии в эксперименте in vivo, и 

определить наиболее эффективную концентрацию из диапазона 

исследуемых.  

5. Разработать экспериментальную модель токсической эрозии роговицы 

кролика и изучить протекторное действие смеси сульфатированных 

гликозаминогликанов в условиях токсического воздействия 

бензалкония хлорида. 
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Научная новизна: 

1.    На основании изучения пролиферативной активности клеток 

эпителия роговицы человека при воздействии различных концентраций смеси 

сульфатированных гликозаминогликанов в эксперименте in vitro впервые 

доказано стимулирующее влияние смеси на процессы деления клеток в 

исследуемой культуре.  

2. Впервые выявлено наличие протекторных свойств смеси 

сульфатированных гликозаминогликанов на культуру клеток эпителия 

роговицы человека в условиях токсического воздействия раствора 

бензалкония хлорида в эксперименте in vitro. 

3.  На основании изучения репаративной активности клеток эпителия 

роговицы кролика при воздействии различных концентраций смеси сГАГ на 

модели механической эрозии роговицы в эксперименте in vivo, определено 

стимулирующее влияние смеси на реэпителизацию эпителия роговицы. 

4. Изучение функциональных свойств смеси сульфатированных 

гликозаминогликанов на клетки эпителия роговицы кролика в условиях 

токсического воздействия раствора бензалкония хлорида позволило 

обнаружить протекторное действие сульфатированных гликозаминогликанов 

в эксперименте in vivo. 

Практическая значимость 

В эксперименте обоснованы репаративные и протекторные свойства 

смеси сульфатированных гликозаминогликанов на культуре клеток в 

эксперименте in vitro и на различных экспериментальных моделях in vivo, что 

открывает перспективы для последующего внедрения в клиническую 

практику с целью профилактики и лечения сопутствующих заболеваний 

глазной поверхности у пациентов, находящихся на длительной 

медикаментозной терапии. 
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Основные положения диссертации, выносимые на защиту 

1. Разработанная технология профилактики и лечения токсического 

повреждения роговицы, заключающаяся в инстилляции смеси 

сульфатированных гликозаминогликанов, позволяет ускорить 

репаративные процессы в роговице за счет наличия пролиферативной 

активности сульфатированных гликозаминогликанов на клетки 

эпителия роговицы.  

2. Использование смеси сульфатированных гликозаминогликанов 

оказывает протекторное действие на клетки эпителия роговицы, что 

выражается в снижение клеточной гибели в культуре клеток при 

добавлении раствора бензалкония хлорида, а также замедлению 

клинико-морфологических изменений роговицы кролика при 

инстилляции раствора бензалкония хлорида.  

 

Апробация работы 

Материалы диссертации доложены и обсуждены на X съезде 

Офтальмологов России (Москва 2015), на X Всероссийской научной 

конференции молодых ученых с участием иностранных специалистов 

"Актуальные проблемы офтальмологии" (Москва,2015), научно-клинической 

конференции ФГАУ "МНТК "Микрохирургия глаза" им. акад. С.Н. Федорова 

(Москва 2016), 12th European Glaucoma Society Congress -2016 (Prague, Czech 

Republic), ESCRS 2016 Copenhagen Congress, XV Российском 

общенациональном офтальмологическом форуме (Москва 2022), 22-м 

Всероссийском научно-практическом конгрессе с международным участием 

«Современные технологии катарактальной, рефракционной и роговичной 

хирургии» (Москва 2022). 
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источников, составление дизайна исследования, анализ проведенных 

экспериментальных исследований) выполнены при непосредственном 

участии врача-офтальмолога НИЦ офтальмологии РНИМУ им. Н.И. 

Пирогова, к.м.н. Е.Х.Тахчиди. 

Экспериментальные исследования in vitro были выполнены на базе 

ФГАОУ ВО Московского физико-технического института (Национальный 

исследовательский институт) в Лаборатории клеточных и молекулярных 

технологий (под руководством зав. лабораторией, зам. декана ФБМФ по науке 

и инновациям МФТИ, к.м.н. Е.В. Петерсен). 

Экспериментальные исследования in vivo выполнены на базе 

Калужского филиала ФГАУ «НМИЦ "МНТК "Микрохирургия глаза" им. акад. 

С.Н. Федорова" Минздрава РФ (директор - д.м.н. А.В. Терещенко). 

Диссертация выполнена под руководством заместителя директора по научной 

работе д.м.н. И.Г. Трифаненковой. 
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ГЛАВА I. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ. 

 

1.1. Система глазной поверхности. Местное побочное действие 

офтальмологических препаратов на глазную поверхность 

Разработка препаратов для применения в офтальмологии подразумевает 

многократные исследования на доклиническом и клиническом этапах, что 

обеспечивает высокий профиль безопасности препарата при допуске его на 

фармацевтический рынок. Тем не менее, на сегодняшний день остается 

актуальной проблема непереносимости офтальмологических препаратов из-за 

развития побочных эффектов, как местного, так и системного характера, 

особенно у пациентов, вынужденных принимать офтальмологические 

препараты в течение длительного периода времени.  

Первое упоминание о применении местных лекарственных средств для 

лечения глазной патологии встречается в древних папирусах Ebers из 

Древнего Египта, где описываются терапевтические действия свинца, морской 

соли, железа и серы при местных аппликациях [155]. В 1864 году Albercht von 

Graefe впервые описал клинический случай возникновения симптоматики 

токсического кератоконъюнктивита после инстилляции 1% раствора атропина 

[209].  

В настоящее время понимание патогенетических механизмов развития 

множества офтальмологических заболеваний и развитие фармакологической 

индустрии позволяет пролонгировать период сохранения зрительных функций 

у пациентов с хроническими заболеваниями, а также повысить эффективность 

лечения и снизить риск развития послеоперационных осложнений. В связи с 

расширением диапазона применения лекарственных препаратов в 

офтальмологии, частота встречаемости токсических реакций со стороны 

глазной поверхности значительно выросла и стала представлять актуальную 

проблему современной офтальмологии [70,224]. 
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В обсуждениях касательно заболеваний переднего отрезка глаза, в том 

числе токсического влияния препаратов на структуры глазной поверхности,  в 

литературе все чаще встречаются термины  «Система глазной поверхности» 

(«Ocular Surface System») и «Заболевание глазной поверхности» («Ocular 

Surface Disease»), включенные в медицинскую номенклатуру в 2007 году 

после обсуждения  вопроса на Международном Симпозиуме по синдрому 

сухого глаза (The 2007 International Dry Eye WorkShop, DEWS) и при 

поддержке Общества специалистов по изучению слезной пленки и глазной 

поверхности (The Tear Film & Ocular Surface Society, TFOS) [41,76,183]. 

Принятие того факта, что все структуры глазной поверхности 

объединены между собой посредством анатомической целостности и 

непрерывности эпителия, эмбриологической общности, физиологической и 

функциональной согласованности, единства иннервации и кровоснабжения, 

общности эндокринной и иммунной регуляции, потребовало пересмотра 

номенклатуры и интерпретации анатомических субъединиц [41,110]. 

Современное понятие «система глазной поверхности» включает эпителий 

конъюнктивы, эпителий роговицы, слезную пленку, эпителий слезной железы, 

добавочные слезные железы Вольфринга и Краузе, веки, железы Молля и 

Цейса, эпителий назолакримальной системы, а также компоненты нервной, 

эндокринной, иммунной и сосудистой систем, соответствующие 

перечисленным структурам [76]. В понятие «заболевание глазной 

поверхности» (ЗГП) входит широкий спектр симптоматических и 

клинических проявлений, затрагивающих все структуры глазной поверхности.  

При объективном обследовании пациентов с ЗГП, наиболее частые 

клинические признаки представлены в виде гиперемии глазной поверхности в 

сочетании с эпителиопатией роговицы и конъюнктивы. Степень 

выраженности данных изменений напрямую зависит от длительности и 

агрессивности воздействия [54]. В литературе представлены данные о 

множественной вариабельности изменений роговицы на фоне хронического 
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применения офтальмологических препаратов, которые варьируют от 

незначительных эпителиальных дефектов до грубых изменений вплоть до 

развития перфорации роговицы [116,191,210]. Симптоматика и субъективные 

жалобы при ЗГП, как правило, не обладают специфичностью и проявляются в 

виде покраснения глаз, сухости, жжения, зуда, ощущением "инородного тела", 

и могут быть завуалированы проявлениями основного заболевания [207]. 

Поэтому для манифестации заболевания и установки точного диагноза 

необходим комплексный дифференцированный подход с детальным 

выяснением анамнеза заболевания, сопутствующей патологией и 

обследование глазной поверхности с определением локализации и степени 

выраженности повреждения.  

 

1.1.1. Повреждение глазной поверхности при местном использовании 

анестезирующих препаратов в офтальмологии  

Тенденции к переходу стандартов лечения на амбулаторный режим 

терапии, высокие требования к срокам послеоперационной реабилитации, а 

также возрастающие требования пациентов к качеству уровня жизни, 

определяют поиск препаратов, сочетающих высокую активность и 

минимальную токсичность при проведении местной поверхностной анестезии 

глазного яблока [5]. Местные анестезирующие средства широко используются 

в современной офтальмологической практике для проведения 

диагностических, лечебных, хирургических и лазерных манипуляций. 

В повседневной практике врача-офтальмолога кератиты, вызванные 

длительным применением анестезирующих веществ, встречаются достаточно 

редко и, как правило, ассоциированы с психическими заболеваниями 

пациентов [221]. Однако необходимо учитывать, что даже однократные или 
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единичные инстилляции могут вызвать токсическую реакцию со стороны 

глазной поверхности. 

H. Brewitt с соавторами (1980) в ходе экспериментального исследования 

с использованием электронной микроскопии установили, что инстилляция 

одной капли 0,2% раствора оксибупрокаина вызывает снижение плотности 

межклеточных контактов эпителиальных клеток, утрату микроскладок и 

микроворсинок [82]. Длительное применение местных анестезирующих 

препаратов может быть сопряжено с возникновением стойких эпителиальных 

дефектов роговицы, развитием стромального отека, повреждением эндотелия, 

а также может повысить риск вторичного инфицирования [69, 168,216]. 

Существует несколько теорий патогенеза токсичности местных 

анестетиков. Прямая цитотоксичность препаратов реализуется за счет 

непосредственного повреждения клеток эпителия, включая клетки 

лимбальных палисадов Фогта, что ингибирует миграцию клеток, замедляя 

процессы эпителизации [216,221].  Некоторые авторы считают, что 

токсическое действие реализуется из-за повреждения микроворсинок 

эпителиальных клеток, что снижает стабильность слезной пленки и повышает 

ее испаряемость. Кроме того, местные анестетики вызывают снижение 

частоты мигания из-за выключения эфферентной части рефлекторной дуги. 

Помимо прямого токсического действия анестетиков, большинство авторов 

сходятся на мнении, что в развитии токсического действия не малую роль 

играют, входящие в состав препаратов консерванты [40,192]. 

 

1.1.2 Повреждение глазной поверхности при местном использовании 

противовоспалительных препаратов в офтальмологии 

Местные формы глюкокортикостероидов и нестероидных 

противовоспалительных препаратов (НПВС) широко используются в 
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офтальмологической практике при лечении различных патологий, а также в 

послеоперационном периоде после кератопластики, хирургического лечения 

катаракты, глаукомы, кераторефракционных операций [122,132]. НПВС это 

группа лекарственных средств, обладающих доказанным местным 

обезболивающим и противовоспалительным эффектами.  Большинство 

препаратов этой группы являются неселективными ингибиторами фермента 

циклооксигеназы, подавляя действие обеих его изоформ. Циклооксигеназа 

отвечает за выработку простагландинов и тромбоксана из арахидоновой 

кислоты, которая в свою очередь получается из фосфолипидов клеточной 

мембраны за счёт фермента фосфолипаза A2. В офтальмологии НПВС 

применяются с начала 1990-х годов по настоящее время, и используются для 

поддержания интраоперационного мидриаза, лечения и профилактики 

послеоперационного воспаления, в послеоперационном периоде после 

фоторефракционных операций (ФРК). Также НПВС входят в схему лечения 

послеоперационного макулярного отека (синдром Ирвина-Гасса) [156]. 

Местные НПВС принято считать более безопасной альтернативой местным 

кортикостероидным препаратам, так как их применение позволяет избежать 

потенциальных побочных эффектов глюкокортикостероидов таких как: 

повышение уровня ВГД, развитие стероидной катаракты, повышение риска 

вторичная инфицирования на фоне индуцированной иммуносупресии. НПВС 

могут вызывать аллергические и токсические реакции со стороны глазной 

поверхности, описанные в виде задержки реэпителизации, формирования 

эрозии и даже язвы роговицы [64,184]. Описаны клинические случаи 

появления субэпителиальных стромальных инфильтратов после 

рефракционных операций на фоне местных инстилляций НПВС. Механизм 

формирования побочного действия НПВС некоторые авторы связывают с тем, 

что на фоне ингибирования циклооксигенназного пути, арахидоновая кислота 

метаболизируется по липоксигеназному пути с образованием лейкотриенов, 

которые являются сильными хематрактантами для нейтрофилов [141]. В 

дополнение к хемотаксису лейкотриены стимулируют дегрануляцию 
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нейтрофилов, которые содержат коллагеназу и другие гидролитические 

ферменты [173]. В экспериментальных исследованиях инстилляции НПВС 

ингибировали пролиферацию кератоцитов, снижали скорость 

реэпителизации. К тому же, местные инстилляции НПВС приводят к 

повышенной экспрессии матриксных металлопротеиназ (ММП), которые 

оказывают избирательное действие по отношению к субстратам 

межклеточного матрикса и способны расщеплять преимущественно 

коллагены I, II и III типа [105]. 

 

1.1.3 Повреждение глазной поверхности при местном применении 

антибактериальных препаратов в офтальмологии 

Антибактериальные препараты в офтальмологии являются 

неотъемлемым компонентом превентивной и патогенетически 

ориентированной терапии, а их применение во многом определяет исход 

хирургического и консервативного лечения.  За последние годы подход к 

разработке антибактериальных препаратов претерпел множество изменений и 

современные требования к оптимальному препарату включают не только 

спектр антибактериального действия, но и достаточный профиль безопасности 

и токсичности. Именно поэтому в настоящее время офтальмологии наиболее 

часто используются антибактериальные средства из группы аминогликозидов 

и фторхинолонов. Несмотря на то, что лекарственные препараты проходят 

обязательные тесты на цитотоксичность на этапах разработки, в литературе 

встречаются убедительные данные о развитии побочных реакций со стороны 

глазной поверхности на фоне применения местных антибиотиков 

[104,148,166,167,218]. Частота возникновения и степень выраженности 

побочных реакций со стороны глазной поверхности имеет прямую 

корреляционную связь с длительностью терапии, а также с интенсивностью 

режима лечения [208]. Применение местных антибактериальных препаратов 
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может вызвать замедление скорости эпителизации дефекта роговицы 

[119,225]. Также в литературе представлены множественные клинические 

случаи образования интрастромальных отложений в роговице при лечении 

кератитов и инфицированных язв роговицы на фоне местных аппликаций 

раствора моксифлоксацина и раствора ципрофлоксацина [96,158,202,203]. 

S.Y. Kim и соавт. (2007) установили, что наряду с замедлением 

реэпителиазции, через 24 часа экспозиции в левофлоксацине и 

моксифлоксацине вызывает снижение количества жизнеспособных клеток в 

культуре эпителиоцитов роговицы человека до 64% и 5%, соответственно 

[135].  

1.1.4. Повреждение глазной поверхности при местном использовании 

гипотензивных препаратов в офтальмологии 

Проблема снижения комплаентности у пациентов с глаукомой на фоне 

длительной медикаментозной терапии широко освещена в литературе и 

представляет большой научный интерес для многих исследователей 

[100,189,195]. Несмотря на значительный прогресс в понимании патогенеза 

глаукомы, терапией первого выбора по настоящее время остается местная 

медикаментозная терапия, направленная на снижение уровня внутриглазного 

давления [160,180,227]. Кроме того, медикаментозная терапия часто является 

терапией сопровождения при лазерном и хирургическом лечении глаукомы. 

Высокая эффективность гипотензивной терапии во многом зависит от 

уровня комплаентности пациентов в виду необходимости применять терапию 

пожизненно. Развитие побочных эффектов, как местного, так и общего 

характера может значительно снижать приверженность пациентов к лечению 

и суммироваться с другими не маловажными факторами (такими как 

кратность инстилляций, необходимость регулярного контроля, адекватное 

психологическое восприятие своего заболевания) в формировании низкого 

уровня комплаентности [195]. Также длительная гипотензивная терапия 
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детерминирует возрастные изменения глазной поверхности, что может 

увеличивать степень выраженности субъективного дискомфорта и клинико-

морфологических изменений глазной поверхности.    

По данным анкетирования в рамках многоцентрового клинического 

исследования на 4107 пациентах с глаукомой (Pisella P.J.,2002) 43% 

исследуемых предъявляли жалобы на дискомфорт в глазах, такие как сухость, 

жжение, ощущение инородного тела [176]. При этом в группе исследования 

бесконсервантных капель данные субъективные жалобы встречались в 2 раза 

реже. Эти данные согласуются с результатами, опубликованными N.Jaenen с 

соавторами (2007), полученными в ходе многоцентрового исследования в 

странах западной Европы на 9658 пациентах, получающих медикаментозную 

терапию по поводу глаукомы на протяжении длительного периода времени 

[126].  E.W. Leung с соавторами (2008) установили, что клинические 

проявления ЗГП встречаются от 22 до 78 % пациентов с глаукомой [149]. 

Процентный разброс частоты встречаемости авторы обосновывают разницей 

уровня специфичности и чувствительности диагностических методов, 

используемых для постановки диагноза. 

К препаратам выбора первой линии относятся бета-блокаторы и аналоги 

простагландинов [180]. В 1978 году впервые был представлен Тимолол для 

местного применения с гипотензивной целью, который по настоящее время 

является одним из наиболее часто используемых препаратов, а также входит в 

состав большинства фиксированных комбинаций. Первое упоминание о 

признаках синдрома сухого глаза на фоне инстилляций Тимолола датируется 

1979 годом, когда N.V.Nielsen  и J.S.Eriksen впервые опубликовали результаты 

клинических наблюдений за 64 пациентами, у 7 из которых на фоне терапии 

отмечались выраженные признаки Синдрома Сухого Глаза с явлениями 

мелкоточечной диффузной эпителиопатии роговицы [164].  За годы 

использования Тимолола было проведено множество клинических и 
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экспериментальных исследований, подтверждающих токсическое действие 

бета-блокаторов на структуры глазной поверхности [8,81,146,187]. 

С 1996 года в офтальмологической практике стал применяться 

Латанопрост, первое соединение из группы аналогов простагландинов, 

используемое для лечения глаукомы и офтальмогипертензии, после чего стали 

использоваться Травопрост и Биматопрост (2001), позже Тафлупрост (2008). 

Высокая эффективность и минимальная кратность закапывания, а также 

отсутствие сопоставимых по выраженности с бета-блокаторами системных 

побочных действий вывели данную группу препаратов в первую линию 

выбора.  Полученные данные в ходе сравнительных экспериментальных и 

клинических исследований о влиянии консервант-содержащих аналогов 

простагландинов и бесконсервантных препаратов этой же группы, несмотря 

на более выраженное токсическое действие консервантов, не исключают 

токсического воздействия действующего вещества исследуемых растворов на 

структуры глазной поверхности наряду с их провоспалительной активностью 

[61,134,138]. 

Анализ современных литературных источников показал, что, несмотря 

на доказанное негативное влияние действующих веществ фармакологических 

препаратов на структуры глазной поверхности, большинство авторов сходятся 

во мнение о превалирующем токсическом влиянии консервантов 

[39,70,106,154, 224].  

 

1.2. Консерванты в офтальмологических препаратах. 

1.2.1 Влияние бензалкония хлорида на структуры глазной поверхности. 

К неотъемлемой составляющей в технологии производства 

офтальмологических препаратов относится добавление в их состав 

консервантов. Использование консервантов позволяет предотвратить 
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бактериальную контаминацию во флаконах многоразового использования 

[89,196]. Наличие консерванта в офтальмологических препаратах увеличивает 

биологическую доступность препаратов, способствует проникновению 

активной субстанции через труднопроницаемый корнеальный барьер 

[108,136,161], за счет нарушения плотных межклеточных контактов и 

разрушения актинового цитоскелета, что приводит к изменению барьерной 

функции роговицы [90,188].  

За последние десятилетия были предложены различные классы 

химических соединений (хлорбутанол, нитрат фенил ртути, бензалкония 

хлорид (БХ), фенол, динатрия эдетат (ЭДТА), хлоргексидин, фенилэтиловый 

спирт), выполняющих функции консервантов. Однако наиболее часто 

предпочтение отдается использованию четвертичных аммониевых 

соединений, что обусловлено их экономической доступностью, а также более 

высоким профилем безопасности в сравнении с вышеуказанными группами 

химических соединений [74,196,197]. 

Наиболее часто используемым консервантом на современном рынке 

офтальмологических препаратов является бензалкония хлорид, достигая 70% 

соотношения на долю всех используемых препаратов [112]. Диапазон 

используемой концентрации бензалкония хлорида в офтальмологических 

препаратах варьируется от 0.003% до 0.025% [107]. 

Бензалкония хлорид обладает широким антибактериальным спектром, 

благодаря способности адсорбироваться на клеточных мембранах клеток, 

взаимодействуя с фосфолипидами и белками, что приводит к нарушению их 

целостности [89]. Бензалкония хлорид изменяет проходимость клеточных 

мембран и стенок, связываясь за счет электростатических взаимодействий с 

отрицательно заряженной поверхностью бактерий [74]. 

Молекулы консерванта не обладают селективностью к клеточной 

мембране бактерий, поэтому могут оказывать токсическое действие на 
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структуры глазной поверхности, несмотря на минимальные концентрации, 

применяемые в технологии производства офтальмологических препаратов 

[66,67,70,112]. 

Являясь поверхностно-активным веществом, БХ снижает 

поверхностное натяжение на границе раздела двух сред, увеличивает 

испаряемость слезной пленки, вызывает нарушение целостности липидного 

слоя прероговичной слезной пленки, что приводит к сокращению времени ее 

разрыва, чрезмерному испарению с глазной поверхности, осаждению 

компонентов муцинового слоя и, как следствие, повышению концентрации 

ионов в слезной жидкости, то есть повышению осмолярности [83,102,145].  

Повышенная осмолярность провоцирует выход ионов из клетки по градиенту 

концентрации, что нарушает осмотический баланс клетки [120]. Таким 

образом, реализуется опосредованное повреждающее действие на ткани 

глазной поверхности, за счет выхода воды из клеток по градиенту 

концентрации с последующим их обезвоживанием и запуском механизмов 

апоптоза [29,135]. Также в литературе представлены данные о 

потенцировании токсического действия БХ на клетки эпителия роговицы и 

конъюнктивы человека в условиях повышенной осмолярности [92]. 

Повреждающее действие БХ носит дозозависимый характер, а характер 

изменений напрямую зависит от концентрации консерванта. Экспозиции БХ в 

низких концентрация (0.001%-0.005%) способствуют снижению нормальной 

клеточной митотической активности с окислительным повреждением 

митохондрий, что в последующем запускает каскад последовательных 

событий запрограммированной клеточной гибели по типу апоптоза. 

Экспозиции высоких концентраций (0.01%) БХ вызывают немедленную 

клеточную гибель по типу некроза [95,97,98,185,214]. 

Помимо прямого цитотоксического действия C. Debbasch с соавторами 

(2001) определили, что БХ в концентрации 0,01% стимулирует повышенную 
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экспрессию активных форм кислорода, которые в дальнейшем активируют 

перекисное окисление липидов клеточных мембран [99]. Эти данные 

согласуются с результатами многочисленных последующих исследований 

[185,204,226]. 

Помимо гиперпродукции активных форм кислорода, местные 

аппликации БХ запускают механизм активации каспаз и рецепторов 

клеточного лизиса, а также стимулируют избыточную продукцию медиаторов 

воспаления, апоптоза и развитие митохондриальной дисфункции [99,113]. 

Характер клеточного ответа на воздействие бензалкония хлорида было 

изучено на реконструированной трехмерной системе эпителия роговицы (3D- 

reconstituted corneal epithelium system) [152].  Воздействие БХ на 

эпителиальные клетки роговицы вызывало количественное снижение 

жизнеспособных клеток, конденсации ядерного хроматина, изменении 

активности митохондрий и уменьшении глутатиона, способствуя развитию 

апоптоза, а также угнетение пролиферативной активности клеток. Так же 

доказано ДНК-повреждающее действие бензалкония хлорида на культуре 

клеток эпителия роговицы и конъюнктивы [219,226].  

Поскольку эпителиальный слой является первым в пути контакта 

консерванта с глазной поверхностью, именно поверхностный эпителий 

наиболее часто подвергается поверхностной десквамации с последующим 

отеком. При детальном рассмотрении архитектоники роговицы после 

воздействия БХ было отмечено появление стромального отека и 

эндотелиальное структурное повреждение роговицы [90]. В литературе 

представлены данные о кумуляции БХ при хроническом применении не 

только в структурах глазной поверхности. В различные сроки наблюдения от 

6 месяцев следы БХ определялись в трабекулярной сети, радужке, хрусталике, 

зрительном нерве и хориоидеи [71]. 
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Бензалкония хлорид может оказывать токсическое воздействие на 

клетки трабекулярного аппарата in vitro: экспозиции малых концентраций 

бензалкония хлорида (0,02% и менее) подавляли рост трабекулярных клеток 

[73]. Степень проникновения БХ во влагу передней камеры достаточно низкая, 

чтобы при однократных инстилляциях оказывать цитотоксический эффект на 

структуры дренажной зоны. Однако, при хроническом применении 

препаратов молекулы БХ имеют свойства аккумулировать в тканях, тем самым 

потенцируя свое действие в дозозависимом аспекте [74].  

Некоторые исследователи придерживаются гипотезы, что постоянные 

инстилляции препаратов с БХ, способствуют систематическому поступлению 

консерванта во влагу передней камеры, проходящей через трабекулярный 

аппарат, а также стимуляция воспалительной реакции лимфоидной ткани 

конъюнктивы могут влиять на трофику клеток трабекулы, вызывая ретенцию 

клеток, что может негативно влиять на течение глаукоматозного процесса. 

[39]. 

Для получения экспериментальных данных, возможных 

экстраполировать на клинические условиях, многие исследователи 

предпочитают использовать животные модели в силу того, что в культуре 

клеток невозможно воспроизвести весь комплекс защитно-

приспособительных механизмов тканей, включая гликокаликс, муциновый 

слой, постоянную регенерацию эпителиальных клеток и слоистую структуру 

эпителия конъюнктивы.  

Первые результаты исследования влияния раствора БХ на структуры 

глазной поверхности были опубликованы в 1975 году. W.S.Wilson с соавт. 

(1975) продемонстрировали в своем экспериментальном исследовании, что 

местные инстилляции раствора БХ в концентрации 0,01% (наиболее часто 

используемая концентрация в офтальмологических препаратах) вызывает 

ускорение испарения слезной пленки, сокращая время образования очаговых 
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высыханий роговицы в 4 раза по сравнению с группой контроля [211]. В 1992 

году H. Ichijima с соавторами изучали влияние различных концентраций БХ 

(0,005%, 0,01% и 0,02% трижды с интервалом 5 минут) на роговицу кролика с 

использованием конфокальной и сканирующей электронной микроскопии 

[124]. На основании полученных результатов установлено, что инстилляции 

даже самых низких концентраций (0,005%) БХ вызывает эпителиальный отек 

и повышенную десквамацию эпителиальных клеток. Эти данные согласуются 

с результатами, полученными группой авторов во главе с H.Liang (2011), 

которые провели аналогичное исследование на кроликах с использованием 

Гейдельбергского ретинального томографа с роговичной насадкой, для 

изучения цитоархитектоники роговицы и лимфоидной ткани конъюнктивы. 

Помимо признаков повышенной десквамации, авторы зарегистрировали 

морфологические признаки воспалительной реакции в структурах глазной 

поверхности после 3х-кратных инстилляций БХ [150]. 

P.J. Pisella с соавт. (2000) в своем экспериментальном исследовании на 

лабораторных животных (36 кроликов породы Альбино) определили, что 

инстилляции бета-блокаторов в течение 60 дней, содержащих консерванты, 

вызывают сокращение времени разрыва слезной пленки в два раза в сравнении 

с аналогичными бесконсервантными аналогами [175]. 

В литературе представлено множество результатов исследования о 

токсическом влиянии БХ на структуры глазной поверхности с использованием 

электронной микроскопии и световой микроскопии с использованием 

иммуногистохимических маркеров, которые подтверждают данные 

предыдущих экспериментов [112]. Доказано, что длительное применение 

гипотензивных препаратов (латанопроста) с БХ в течение 30 дней вызывает 

достоверное снижение бокаловидных клеток по сравнению с группой 

сравнения, где инстиллировались бесконсервантные аналоги [129,174]. 



26 
 

Анализ литературных источников показал, что создание 

экспериментальной модели на животных с использованием низких 

концентраций имеет определенные трудности, в связи с длительным 

наблюдением за животными [144]. Так, P. Furrer с соавторами (2001) выявили, 

что инстилляции бета-блокаторов с консервантами (БХ 0,01 %) в течение 28 

дней, вызывает эрозирование 9 % эпителия от общей поверхности роговицы 

[109]. В связи с этим многие исследователи изучали острое токсическое 

действие БХ на глазную поверхность, увеличив концентрацию в 1–50 раз. 

Увеличение концентрации раствора БХ согласуется с правилом Габера [193], 

используемого в токсикологии, применимым для веществ, обладающих 

кумулятивным действием. Согласно данному правилу, увеличение 

концентрации вещества позволяет сократить время воздействия с 

сохранением дозы токсического вещества в тканях. C. Xiong с соавторами 

(2008) разработали модель синдрома сухого глаза, полученную путем 

инстилляций 0,1 % раствора бензалкония хлорида в течение 14 дней [215]. 

Позднее L. Zhirong (2011) разработали модель синдрома сухого глаза на 

лабораторных крысах, сократив сроки получения экспериментальной модели 

до 7 дней за счет увеличения концентрации БХ до 0,2 % [228]. 

В эксперименте на 35 мышах F. Becquet с соавторами (1998) определили, 

что инстилляции 0,01% БХ стимулируют воспалительную инфильтрацию 

лимбальной зоны роговицы и стромы конъюнктивы иммунокомпетентными 

клетками [77], которые запускают каскад воспалительных реакций, 

сопровождающихся выбросом провоспалительных цитокинов. БХ вызывает 

опосредованную, через γ-интерферон, экспрессию молекул межклеточной 

адгезии (ICAM-1), что позволило отнести БХ к группе ко-стимулирующих 

факторов цитокинов, стимулирующих каскад воспалительных реакций [170]. 

Важно отметить, что даже при отсутствии симптоматики ЗГП у пациентов с 

глаукомой определяется чрезмерная экспрессия HLA-DR, ICAM-1 или 

интерлейкины IL-6, IL-8 и IL-10 в конъюнктивальной ткани [72,75, 212].  
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Наиболее актуальной проблема токсического влияния препаратов стоит 

у пациентов с глаукомой, вынужденных инстиллировал гипотензивные капли 

в течение длительного времени. Морфологические изменения в конъюнктиве 

и теноновой капсуле на фоне хронического воспаления проявляются, как 

правило, в виде увеличения плотности субэпителиального коллагена, 

фибробластов, иммунокомпетентных клеток, а также изменения ядерно-

цитоплазматического соотношения в клетках [212,217]. Длительная 

предшествующая медикаментозная терапия антиглаукомными препаратами 

повышает уровень пролиферативной активности после хирургического 

лечения глаукомы, что приводит к формированию ретенции на различных 

уровнях сформированных путей оттока [54,84,88].  

Кроме того, следует отдельно расмотреть аспект токсического 

воздействия лекарственных препаратов на структуры глазной поверхности у 

пациентов с хроническими заболеваниями роговицы, а также у пациентов, 

перенесших кератопластику. Известно, что на процесс реэпителизации 

роговицы и формирование послеоперационных осложнений влияет степень 

недостаточности нейротрофических факторов, снижения активности MAP-

киназного каскада сигнальных путей, плотности нервных сплетений в 

собственной ткани роговицы или трансплантате [12,13].  Учитывая 

доказанный факт токсичности консервантов, подход к терапии данной 

категории пациентов требует особенного внимания. Назначение длительной 

местной медикаментозной терапии после кератопластики обсуловлено риском 

развития отторжения роговичного трансплантата, в следствии чего пациенты 

вынуждены инстиллировать противовоспалительные и иммуносупрессивные 

препараты. Течение послеоперационного периода может осложняться 

развитием дефицита слезопродукции на фоне нарушения целостности 

окончания в процессе формирования роговичного трансплантата, а также 

нарушению конгруэтности поверхности роговицы. Помимо этого, известно, 

что инстилляции препаратов могут потенциировать патогенетические 



28 
 

механизмы ксеротических изменений и вызывать нарушение эпителизации 

[124,150]. 

 

1.2.2 Снижение побочных эффектов медикаментозной терапии. Новое 

поколение консервантов. Протекторная терапия сопровождения. 

Одним из направлений путей достижения снижения токсичности 

является включение в состав препаратов консервантов, оказывающих менее 

агрессивное воздействие на структуры глазной поверхности.  

Компания Alcon (США) разработала в 1987 году новый консервант 

Polyquad (polyquaterium-1), представляющий по химическому составу собой 

поверхностно-активное вещество, которое также оказывает бактерицидное 

действие за счет нарушения барьерных функций клеточных мембран и 

лизируя цитоплазматическое содержимое [165]. Разработчики утверждают, 

что снижение токсичности Polyquad достигается за счет увеличение 

молекулярной массы молекулы, что снижает способность консерванта 

нарушать целостность эпителиальных клеток [143].  

H. Liang с соавторами (2012) оценили у кроликов новую формулу 0,004% 

раствора Травопроста, содержащего в своем составе Polyquad с коммерчески 

доступными БХ-содержащими раствором 0,004% травопроста и 0,005% 

раствором латанопроста, продемонстрировав снижение токсичности нового 

консерванта на роговицу и конъюнктиву экспериментальных животных [151].  

Консервант Sofzia (Novartis AG) представляет собой ионный буферный 

раствор, состоящий из бората, пропиленгликоля, сорбита и хлорида цинка 

[181,207]. В ходе многоцентрового проспективного рандомизированного 

open-label сравнительного исследования (Aihara M.  2013) с участием 220 

пациентов было установлено, что замена гипотензивного режима с 0,05% БХ-

содержащего Латанопроста на SofZia-содержащий 0,004% Травопрост 
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снижает частоту встречаемости эпителиопатии роговицы и конъюнктивы по 

сравнению с группой контроля [56]. 

Компания Allergan разработала консервант Purite, который является 

стабилизированным оксихлорокомплексом. После контакта с воздухом 

стабилизированный комплекс консерванта распадается на более безопасные 

компоненты (воду, кислород, натрий и ионы хлора), что повышает профиль 

безопасности препаратов [65,133]. Механизм действия Purite основывается на 

окислении глутатиона, что ингибирует синтез белка микроорганизмов. D.A. 

Ammar с соавторами (2011) исследовали потенциальную цитотоксичность 

гипотензивных препаратов, содержащих различные консерванты на культуре 

клеток трабекулярной ткани человека и культуре клеток эпителия роговицы 

человека, продемонстрировав, что замена БХ-содержащих препаратов на 

аналоги, содержащие новые поколения консервантов (SofZia и Polyquad) 

приводит к увеличение жизнеспособности культивируемых клеток [60]. 

Помимо снижения токсичности на клетки глазной поверхности, авторы 

обращают внимание на то, что замена препаратов на аналоги с консервантами 

нового поколения может потенциально снизить риск прогрессирования 

глаукомного процесса из-за БХ-индуцированного повреждения клеток 

трабекулярной сети. 

Актуальным направлением современной офтальмофармакологии также 

является разработка препаратов, не содержащих консервантов, 

представленные в виде флаконов одноразового использования (моно-дозы), 

флаконов многоразового использования в системе "ABAK"(дозатор глазных 

капель, закрытый фильтрующей мембраной с диаметром 0,2 мкм) или системе 

"Comod" (флакон со встроенной помпой, предотвращающей контакт раствора 

с воздухом). Использование бесконсервантных препаратов позволяет 

повысить качество жизни пациентов и их приверженность к лечению [52,125]. 

Однако, на современном этапе диапазон препаратов, представленных в виде 

бесконсервантных форм, охватывает лишь единичные классы лекарственных 
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средств. Не маловажно, что  замена препарата на бесконсервантные аналоги 

повышает экономическую стоимость проводимого лечения [112]. 

Современные лекарственные средства кератопротекции представлены в 

виде препаратов, способствующих ускорению заживления дефектов эпителия 

роговицы, а также препаратов, регулирующих метаболические процессы в 

роговице.  

Препарат Корнерегель (5% гель декспантенола с полиакриловой 

кислотой) обладает репаративным и слезозаместительным действием. В своем 

составе содержит консервант цетримид. Пантотеновая кислота, относящаяся к 

предшественникам декспантенола, нормализует клеточный метаболизм, 

оказывает слабовыраженное противоотечное действии за счет нормализации 

обмена углеводов и поддержания водного баланса в тканях, уменьшая 

выраженность реактивного отека. Репаративные свойства Корнерегеля 

реализуется за счет способности влиять на процессы миграции клеток со 

стороны интактного эпителия [7,24,25,49].  

Активная субстанция препарата Солкосерил представлена в виде 

депротеинизированного экстракта из крови молодых телят, содержащего 

широкий спектр низкомолекулярных компонентов клеточной массы и 

сыворотки крови. Солкосерил оказывает стимулирующее действие на 

процессы регенерации за счет улучшения утилизации и обмена кислорода в 

тканях, что способствует ускорению синтеза аденозинтрифосфорной кислоты 

(АТФ) и повышению энергетических ресурсов клеток. В качестве консерванта 

препарат Солкосерил содержит бензалкония хлорид. В сравнении с 

препаратом Корнерегель, Солкосерил не оказывает выраженного активного 

воздействия на процесс миграции клеточных элементов при регенерации 

роговицы, но в тоже время оказывает выраженное пролиферативное действие 

[18]. 
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Казанским объединением "Татхимфармпрепараты" совместно с Санкт-

Петербургским ХФИ разработана лекарственная форма препарата Этаден для 

местного применения в офтальмологии в виде глазных капель. Этаден (2-[(6-

Амино-9Н-пурин-8-ил) амино] этанола гидробромида моногидрат) относится 

к группе стимуляторов репаративной регенерации клеток, механизм действия, 

которого основывается на  активизации биосинтеза и обмена нуклеиновых 

кислот [15]. 

В виде терапии сопровождения при лечении патологии роговицы, 

связанной с нарушением целостности эпителиального слоя, широко 

применяют препараты, улучшающие метаболические процессы в тканях 

роговицы 

В литературе представлены данные об успешном применении 

антиоксидантной терапии в лечении воспалительных и дистрофических 

процессов роговицы. Клинические наблюдения позволили рекомендовать для 

практического использования глазные капли 4%–ного тауфона [32], глазные 

капли Офтан-катахром, глазные капли 5%-ного высокоочищенного 

натурального карнозина в комплексном лечении эпителиопатии и кератопатии 

различного генеза [31]. 

Фармакологическое действие эмоксипина основывается на 

стабилизирующем воздействии на клеточную мембрану, ингибировании 

агрегации тромбоцитов и нейтрофилов, снижении проницаемости сосудистой 

стенки, а также за счет фибринолитической активности. В основном сфера 

применения раствора эмоксипина в форме глазных капель ограничивается 

субконъюнктивальными кровоизлияниями. Однако в литературе имеются 

данные об успешном применении эмоксипина при диабетической 

ретинопатии, тромбозе центральной вены сетчатки и ее ветвей, а также в 

составе комплексной терапии дистрофических заболеваний, ожогах и травмах 

роговицы [36]. 
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Дрожжевой цитохром С представляет собой ферментный препарат, 

полученный из биомассы дрожжей Picha membranaefacienc, который 

оказывает выраженное действие по связыванию свободных радикалов, 

которые накапливаются в больших количествах при заболеваниях и 

повреждениях роговицы, особенно при термических ожогах и других 

обширных травмах.  Цитохром С дрожжевой, улучшает тканевой метаболизм, 

стимулирует процессы тканевого дыхания, и тем самым способствует 

ускорению эпителизации и других репаративных процессов [35]. 

Супероксиддисмутаза (СОД) относится к классу металлопротеидов. 

СОД является основным ферментом специфической антиоксидантной защиты 

организма. При гипоксии наблюдается генерация активных форм кислорода, 

которые оказывают повреждающее влияние на ткани организма. Вызывая 

разрушение активных форм кислорода, СОД оказывает антиоксидантное и 

противовоспалительное действие [26]. 

Встречаются данные о местном применении витамина А (ретинол) при 

лечении кератопатий различного генеза и кератитов в стадии эпителизации. 

Ретинол участвует в обмене углеводов, белков, липидов и минералов, процессе 

фоторецепции, усиливает выработку липазы, трипсина. При местном 

применении усиливает пролиферацию эпителиоцитов, тормозит процессы 

кератинизации. Местные эффекты обусловлены наличием на поверхности 

эпителиальных клеток специфических ретинол-связывающих рецепторов [1]. 

В качестве стимуляторов репаративных процессов в роговице 

Хорошилова-Маслова И.П. (1995) применила два препарата (Хорошилова-

Маслова И.П. 1995): «Энкад» — комплекс рибонуклеидов, применяемый в 

виде капель (Исаева Р.Т. 1982), и «Витасик» — препарат французской фирмы 

Faure, представляющий смесь нуклеозидов и нуклеотида 

тимидинмонофосфорной кислоты (ТМФ). Оба препарата обладают 
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стимулирующим эффектом на пролиферативную активность всех клеточных 

элементов роговицы, фибриллогенеза и перестройки рубца [14,22,23]. 

Одним из лекарственных препаратов, воздействующих на репаративные 

процессы, являются цитокины — медиаторы клеток. Механизм действия 

цитокинов представляется двумя значениями: прежде всего цитокины 

ускоряют заживление раны роговицы, а на более поздних этапах заживления 

способствуют активному выбросу коллагеназы, что, в свою очередь, 

способствует активному рассасыванию коллагена соединительной ткани 

рубца и уменьшению его объема [43,48]. Но широкого применения 

цитокинотерапия не получила, так как применять цитокины возможно только 

ex tempore из-за их быстрой инактивации. 

В последние годы многие исследователи в экспериментальных условиях 

получили положительные результаты при использовании раствора 

гиалуроната натрия с целью снижения токсичности консервантов [59,213,220]. 

F.Yu с соавторами  (2013) в ходе экспериментального исследования на 

кроликах установили, что инстилляции 0,3% раствора гиалуроната натрия 

снижают токсическое действие 0,02% раствора БХ, что проявлялось в 

увеличении показателей пробы Ширмера и плотности бокаловидных клеток 

конъюнктивы, а также интенсивности прокрашивания эпителия глазной 

поверхности витальными красителями [222]. M.Ehrenberg  с соавторами (2015)  

в эксперименте на животных продемонстрировали синергетическое 

протекторное действие 0,1% раствора гиалуроната натрия и 5% раствора 

поливнилпиролидона при токсическом воздействии бензалкония хлорида  

[103]. Комбинированное применение раствора Пранопрофена, 

Флуорометалона и Гиалуроната натрия повышает стабильность слезной 

пленки, снижает экспрессию воспалительного фактора некроза опухоли 

(ФНО-альфа) и увеличивает количество бокаловидных клеток конъюнктивы 

на модели синдрома сухого глаза мыши, индуцированной инстилляциями 

0,25% раствора БХ [121]. 
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Развивающимся направлением клеточной биологии является изучение 

механизмов взаимодействия клеток с внеклеточным матриксом. Применение 

сульфатированных гликозаминогликанов в кератоопротекторной терапии 

потенциально вызывает интерес из-за наличия у них полифункциональной 

активности на многие клеточные события в тканях [87,159,205]. 

 

1.3 Сульфатированные гликозаминогликаны 

 

Сульфатированные гликозаминогликаны — это полианионные 

гетеросахариды, состоящие из повторяющихся дисахаридных единиц. Основу 

дисахаридов, входящих в состав сГАГ составляют гексуроновая кислота (D-

глюкуроновая кислота или L-идуроновая) и производное аминосахара 

(глюкозамина или галактозамина) с обязательным наличием сульфатных 

групп в виде О-эфиров или N-сульфата [42], что определяет их полианионное 

строение. Сульфатированные ГАГ в норме входят в состав протеогликанов, 

где соединены с центральным белком (кором). Протеогликаны являются 

структурными компонентами экстрацеллюлярного матрикса (ЭЦМ), которые 

специфически взаимодействуют с белками межклеточного матрикса. ЭЦМ 

содержит специфическую информацию, которая передается через 

интегриновые рецепторы геному клетки. При этом меняется функция 

транскрипционных факторов ядерного матрикса и обеспечивается регуляция 

жизнедеятельности клетки, в том числе ее пролиферация и 

дифференцирование [28,53,114,223]. Сульфатированные ГАГ выполняют 

связывающую функцию между поверхностью клетки и компонентами ЭЦМ, 

они способны взаимодействовать с регуляторными молекулами, такими как 

факторы роста, усиливая или подавляя их действие [190,205]. 

Основная функция сГАГ - участие в формировании коллагеновых и 

эластиновых волокон соединительной ткани [87]. Помимо этого, 
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отрицательный заряд сГАГ позволяет им присоединять к своей структуре 

катионы, определяя, таким образом, прочность и упругость ткани. 

Сульфатированные ГАГ оказывают регуляцию транспорта электролитов и 

воды в тканях [10]. 

Биологическая активность сГАГ изучалась in vitro на клетках 

соединительной ткани роговицы человека и фибробластах кожи телят. 

Полученные при этом результаты показали, что сГАГ усиливают биосинтез 

РНК (синтез белка), стимулируют секрецию клетками коллагена и 

протеогликанов. Комплекс коллаген-сГАГ способствует адгезии клеток 

фибробластического ряда и увеличивает пролиферацию фибробластов более 

чем в 4 раза [19].  

Влияние ГАГ на пролиферацию и дифференцировку клеток было 

изучено на культуре клеток миелоидной лейкемии человека U-937. N. Volpi с 

соавторами (1994 год) определили, что гепарин и его производные (от 0,1 до 

100мкг/мл) ингибируют пролиферацию клеток, гепарансульфат (ГС) не 

вызывает никаких изменений, в то время как хондроитинсульфат (ХС) и 

дерматансульфат (ДС) (от 0.01 до 100 мкг/мл) стимулируют пролиферацию 

клеток. Дифференциацию клеток исследователи оценивали путем 

определения клеточных ферментов альфа-натрий бутиратэстеразы и 

определения анти-HLA-DR, анти-CD11b и анти-СD14 антител. Гепарин и его 

производные значительно увеличивали дифференциацию клеток, в то время 

как введение ХС и ДС вызывали сильное снижение маркеров 

дифференциации, а ГС сохранял свою инертность [206]. Экзогенно введенные 

сГАГ в культуру клеток фибробластов мыши линии L929 оказывают 

бимодальный эффект на пролиферацию клеток в зависимости от 

концентрации [46]. 

Сульфатированные ГАГ способствуют ориентированной укладке 

молекул тропоколлагена в фибриллах, что нашло отражение в экспериментах 
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in vitro.  Смешивание растворов тропоколлагена с раствором сГАГ вызывает 

формирование коллагеновых волокон с характерной исчерченностью [37]. 

Полифункциональность влияния сГАГ продемонстрирована в 

экспериментальных работах по изучению ХС на канцерогенез раковых 

опухолей, где R.D Prinz с соавт. (2011) доказали, что ферментативное 

замещение эндогенного ХС  при применении хондроитиназы ABC приводило 

к развитию вторичных опухолей и увеличению метастатического поражения 

легких [179]. Изучено влияние сГАГ (ХС) в построении основного вещества 

хрящевой и костной ткани, модулировании фосфорно–кальциевый обмена в 

хрящевой ткани, а также  ингибировании протеолитических ферментов. 

Доказано, что сГАГ замедляют резорбцию костной ткани и ускоряют 

процессы репарации костной ткани [30,50]. В настоящее время сГАГ 

применяются в составе препаратов для лечения атеросклероза из-за их 

способности подавлять синтез липидов [33,85,139]. 

В литературе также представлены данные о противовоспалительном 

действии сГАГ, которое связано со способностью подавлять действие 

клеточных ферментов за счет изменения их конформации аллостерическим, 

мостиковым или подложковым способом [9,68,86], а также способности 

связывать положительно заряженные фрагменты поврежденных клеточных 

мембран, адсорбировать на себе продукты распада, тем самым блокирую 

хемотаксис [37,43,78]. Экзогенно введенные сГАГ блокируют P-селектин и L-

селектин опосредованную миграцию лейкоцитов, а также способны 

ингибировать сигнальные молекулы и хемокины [178, 200]. Имеются данные 

о антимикробном действии сГАГ [177] в отношении вирусов, грибов и 

бактерий за счет блокирования хозяин-патоген белок-белковых 

взаимодействий, однако, данный вопрос остается дискутабельным.  

Существует несколько гипотез о механизме антиоксидантного действия 

сГАГ. К. Karlsson с соавторами (1988) обнаружили, что сГАГ способны 
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связываться с ферментом супероксиддисмутазой 3 (СОД3), внеклеточным 

ферментом, который катализирует превращение супероксид-анионов в 

молекулярный кислород и пероксид водорода. Комплекс сГАГ-СОД3 

усиливает антиоксидантный эффект СОД3 за счет повышения сродства 

ковалентного конъюгата к клеточной стенке, за счет модификации фермента. 

Данная гипотеза нашла отражение при разработке антитромботических 

препаратов для лечения сосудистых патологий, в том числе атеросклероза 

[128].  Также существует мнение, что антиоксидантное действие сГАГ 

реализуется за счет стабилизации активности восстанавливающих 

никотинамидадениндинуклеотидфосфат (НАДФ) дегидрогеназ и обмена ДНК 

[20]. 

Большинство исследователей находят объяснение антиоксидантной 

активности сГАГ в особенностях их химического строения, а именно, наличия 

в их составе  карбоксильных  и сульфатных групп, которые могут 

образовывать хелатные комплексы с ионами переходных металлов, таких как 

Cu2+ или Fe2+ , которые являются внеклеточными источниками активных 

форм кислорода путем  инициации реакций  Фентона и Габера-Вейса [57]. 

C. Ju с соавторами (2015) изучали антиоксидантное и антиапоптическое 

влияние раствора ХС на клеточной линии нейробластомы человека SH-SY5Y 

в условиях токсического воздействия 6-гидроксидофамина (6-OHDA). 

Результаты данного исследования показали, что ХС оказывает протекторное 

действие на клетки нейробластомы, а также подавляет 6-гидроксидофамина-

индуцированный апоптоз клеток нейробластом. Механизм антиоксидантного 

действия ХС исследователи связывают с ингибированием свободных форм 

кислорода, координации синтеза митохондиальных и ядерных субъединиц 

электронно-транспортной сети по средствам регулирования экспрессии 

ядерного респираторного фактора NRF2 [127]. 



38 
 

В литературе представлены данные о протекторном действии отдельных 

классов сГАГ на клетки. Conroizer T. (1998) установил, что использование 

раствора ХС перед обработкой хондроцитов кролика закисью азота, в 70% 

случаев повышает жизнеспособность клеток на 28% [93].  

Ранее в литературе были представлены данные о протекторном действии 

несульфатированных гликозаминогликанов (гиалуроновой кислоты) на 

эпителиальные клеточные линии [169]. Однако данные о протекторном 

действии сГАГ на клетки эпителия роговицы человека в литературе не 

встречаются. Уникальная полианионная химическая структура сГАГ 

позволяет   им связывать токсические вещества в межклеточном матриксе, 

блокируя поступление их в клетку [27,38]. 

 Также экзогенно введенные сГАГ могут создавать высокую 

концентрацию углеводов на клеточной поверхности клеток, что служит 

сетевым барьером для токсичных веществ, тем самым выполняя защитную 

функцию [33]. 

 

1.3.1. Применение сульфатированных гликозаминогликанов в 

офтальмологии 

 

В офтальмологии препараты на основе сГАГ нашли широкое 

применение в лечении и профилактике различных заболеваний.  

В хирургии катаракты широко применяются вискоэластики на основе 

сГАГ для защиты клеток эндотелия роговицы. Так, в арсенале хирургов 

имеются вискоэластики на основе ХС и гиалуроната натрия Viscoat 

(Alcon,США) с адгезивными свойствами и вискоэластик DisCoVisc, как с 

адгезивными, так и с  когезивными свойствами [16]. 



39 
 

В настоящее время для повышения жизнеспособности и стабилизации 

эндотелиальных клеток, донорских роговиц на этапе их консервации в 

Глазных банках и лабораториях консервации роговиц Российской Федерации 

широко применяется среда, разработанная группой отечественных ученых 

(С.А. Борзенок, З.И.Мороз и другие), содержащая в своем составе сГАГ (2,7% 

ХС) с оригинальным аминокислотным составом, оказывающим выраженное 

защитное действие на эндотелий роговицы [44]. В офтальмологии успешно 

применяется изделие медицинского назначения "Баларпан", которое обладает 

репаративными, противоотечными и противовоспалительными свойствами на 

основе смеси раствора сГАГ выделенной из прозрачной стромы роговиц 

свиней. 

Анисимовым С.И. с соавторами (2008) опубликованы результаты 

успешного клинического применения препарата "Оквис" на основе 

гидроксиметилцелюлозы и ХС у пациентов после хирургических 

вмешательств, лазерных кераторефракционных операций, а также у 

пациентов, находящихся на длительном местном медикаментозном лечении 

[3]. 

Сульфатированные ГАГ применяют в хирургии глаукомы для 

профилактики активной пролиферации созданных путей оттока 

внутриглазной жидкости. Научный и клинический интерес данного 

направления обусловлен способностью сГАГ регулировать 

фибробластические процессы в соединительной ткани. Анисимовым С.И. с 

соавторами (2006) был разработан дренаж из костного коллагена (ДКА), 

насыщенный сГАГ для профилактики склеро-склеральных сращений в 

послеоперационном периоде [4]. Экспериментальное изучение влияния смеси 

сГАГ (2011) на модели непроникающей глубокой склерэктомии подтверждает 

способность сГАГ влиять на ранозаживление [47]. 
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В настоящее время имеются данные о протекторном, 

мембраностабилизирующем, противовоспалительном и умеренном 

противоотечном действии сГАГ на клетки пигментного эпителия сетчатки при 

повреждающем воздействии. Данное направление исследований является 

актуальным и перспективным, однако требует дальнейшего изучения для 

определения возможности применения данных веществ в офтальмохирургии 

[11,51]. 

Таким образом, основываясь на данных литературного анализа можно 

предположить, что на современном этапе развития офтальмологии, 

перспективным является разработка новых способов протекции клеток 

глазной поверхности для применения в качестве терапии сопровождения 

пациентам, вынужденных длительное время использовать местные 

офтальмологические препараты, а также пациентам с сопутствующей 

патологией роговицы. Многофункциональность свойств сульфатированных 

гликозаминогликанов определило выбор материала для последующих 

исследований. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Диссертационная работа представляет собой серию экспериментальных 

и морфологических исследований, которые направлены на изучение местной 

токсичности смеси сульфатированных гликозаминогликанов на структуры 

глазной поверхности (in vivo); изучение функционального влияния смеси 

сГАГ на культуру клеток эпителия роговицы человека (in vitro) и на различные 

экспериментальные модели глаз кроликов породы Шиншилла (in vivo). Смесь 

сульфатированных гликозаминогликанов состоит из хондроитин-4-сульфатов, 

хондроитин-6-сульфатов и кератансульфатов (ООО НЭП «Микрохирургия 

глаза»). Характеристики смеси сГАГ регламентированы регистрационным 

удостоверением ЛСР-008142/10-160810. Смесь сГАГ изучалась в виде 

образцов раствора различных концентраций (0,1%, 0,5% и 1%).  

 

2.1. Структура экспериментального исследования  

 

Объем экспериментальных исследований включал программу 

доклинической оценки смеси сГАГ, состоящей из двух основных этапов. 

Первым этапом эксперимента проводилось исследование in vitro на 

культуре клеток роговицы человека. Исследование in vitro включало 3 серии 

экспериментальных исследований. В первой серии эксперимента in vitro 

проводилось исследование на идентификацию и жизнеспособность 

эпителиальных клеток. Во второй серии изучались опытные образцы 

различных концентрации смеси сГАГ с целью выявления данных о наличии 

влияния смеси на пролиферацию клеток культуры эпителия роговицы 

человека. В третьей серии изучалось наличие протекторных свойств смеси 

сГАГ на культуру клеток эпителия роговицы в условиях токсического 

воздействия раствора бензалкония хлорида.  
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Вторым этапом эксперимента проводилось исследование in vivo на 

лабораторных животных, которое включало в себя 4 серии опытов. В первой 

серии опытов проводилось изучение местной токсичности смеси сГАГ, 

которое включало клиническое наблюдение за животными, влияние смеси 

сГАГ на ширину зрачка и уровень внутриглазного давления (ВГД) у опытных 

животных. Во второй серии исследований in vivo проводилось изучение 

регенераторных свойств смеси сГАГ на модели механической эрозии, что 

позволило определить наиболее эффективную концентрацию смеси из 

диапазона исследуемых.  В третьей серии исследований in vivo проводилось 

изучение подобранной концентрации смеси сГАГ на модели токсической 

эрозии роговицы.   

 

2.2. Серия экспериментальных исследований in vitro 

 

Материалом для исследования in vitro послужили клетки переднего 

эпителия роговицы человека, выделенные из кадаверных глаз. Биоптат из 

лимба роговицы механически измельчали (1х1мм) и вносили в культуральные 

флаконы, дно которых было покрыто коллагеном 1 типа, и заливали ростовой 

средой. Клетки культивировались с использованием питательной среды 

DMEM/F12 с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки HyClone 

III, L-глутамина (4мМ) и антибиотиков пенициллин/стрептомицин (50 

мкг/мл). Пассирование осуществляли с использованием раствора трипсина по 

достижению конфлюэнтности 92%. 
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2.2.1 Идентификация эпителиальных клеток 

 

С ростом числа пассажей проводили идентификацию эпителиальных 

клеток и определение жизнеспособности по следующему протоколу: 

1. Морфологическое исследование культуры методом световой 

микроскопии с фазовым контрастом (ФК) на инвертированном фазово-

контрастном микроскопе Zeiss Axio Observer A1 (Zeiss, ФРГ). 

2. Флуоресцентно-микроскопическое исследование с 

использованием флуоресцентного красителя DAPI (Invitrogen, США), 

окрашивающий А-Т регионы ДНК клеточных элементов. 

3. Флуоресцентно-микроскопическое исследование со 

специфическим окрашиванием клеток моноклональными антителами на 

цитокератин 18 (СК18).  

4. Фоторегистрация цифровой фотокамерой, интегрированной с 

инвертированным микроскопом (Zeiss, ФРГ). 

 

В качестве контроля были использованы мезенхимальные стволовые 

клетки (МСК) жировой ткани. Посев клеток проводился аналогично с опытной 

группой 

Обработка данных: 

По окончании исследования оценивали морфологические 

характеристики культур клеток, фенотип клеток, представленных в культуре. 

При флуоресцентно-микроскопическом исследовании проводилась 

сравнительная качественная оценка на чувствительность к специфическим 

красителям. 
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2.2.2. Исследование пролиферативного и протекторного действия смеси 

сГАГ in vitro 

 

Исследуемая клеточная культура эпителия роговицы человека 5-го 

пассажа была рассажена в лунки плоскодонного 24-луночного планшета в 

плотности 4,0*104 кл/лунка. Также, клеточная культура была рассажена в 

специальные планшеты для клеточного анализатора RTCA xCELLigence 

System в плотности 1,5*104 кл/лунка (Рис.1).  

 

 

 

Рисунок 1 — Система многопараметрического анализа клеточных 

культур RTCA xCELLigence System 

Система многопараметрического анализа клеточных культур RTCA 

xCELLigence System предназначена для исследования жизнеспособности 

клеток, в том числе после воздействия на них экспериментальными образцами 

растворов активных веществ.  Определение жизнеспособности происходит 

при непрерывном измерении электрического сопротивления в образце, 

находящемся на поверхности электрода, который встроен в реакционный 
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модуль прибора. Мониторинг сопротивления на сенсорной поверхности 

проводится с помощью рабочей станции RTCA Station и управляющего 

компьютера. Все этапы исследования полностью автоматизированы. Подсчет 

результатов производился в режиме реального времени с помощью 

специализированного программного обеспечения RTCA xCelligence Software 

2.0, входящего в комплектацию системы, и выражался в виде показателей 

клеточного индекса (КИ). 

Измерение клеточного индекса (КИ) производили через каждые 15 

минут в автоматическом режиме. Через 48 часов проводилась смена среды с 

добавлением исследуемых растворов.  

В опытной группе №1 в культуральную среду добавляли смесь сГАГ в 

концентрации 0,1%. В опытной группе №2 в культуральную среду добавляли 

смесь сГАГ в концентрации 0,5%. В опытной группе №3 в культуральную 

среду добавляли смесь сГАГ в концентрации 1%. В группе контроля №1 

замена среды проводилась без добавления растворов, посев клеток проводился 

аналогично посевам с опытными образцами. При интерпретации полученных 

данных в опытных группах №1, №2, №3 и контрольной группе №1 

оценивалось пролиферативное действие смеси сГАГ на культуру клеток 

эпителия роговицы человека. 

В опытной группе №4 в культуральную среду добавляли смесь сГАГ с 

концентрацией действующего вещества 0,1% и 0,01% раствор БХ. В опытной 

группе №5 в культуральную среду добавляли смесь сГАГ в концентрации 

0,5% и 0,01% раствор БХ. В опытной группе №6 в культуральную среду 

добавляли смесь сГАГ в концентрации 1% и 0,01% раствор БХ.  В качестве 

контроля №2 использовалась   культура клеток, в среду которой добавляли 

0,01% раствор БХ без добавления раствора сГАГ. При интерпретации 

полученных данных в опытных группах №4, №5, №6 и контрольной группе 

№2 оценивалось протекторное действие смеси сГАГ на культуру клеток 
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эпителия роговицы человека. Характер распределения опытных и 

контрольных групп в эксперименте in vitro представлены в таблице 1. 

Таблица 1 — Распределение опытных и контрольных групп в 

эксперименте in vitro 

 

Экспериментальная группа 
Раствор, добавляемый в 

культуральную среду 

Исследование пролиферативного действия смеси сГАГ 

Опытная группа №1  сГАГ 0,1 % 

Опытная группа №2 сГАГ 0,5 % 

Опытная группа №3 сГАГ 1 % 

Контрольная группа №1 Без добавления растворов  

Исследование протекторного действия смеси сГАГ 

Опытная группа №4 сГАГ 0,1 % + БХ 0,01% 

Опытная группа №5 сГАГ 0,5 % + БХ 0,01% 

Опытная группа №6 сГАГ 1 % + БХ 0,01%  

Контрольная группа №2  БХ 0,01%  
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Исследование пролиферативного и протекторного действия смеси сГАГ 

проводилось по следующему протоколу: 

1. Морфологическое исследование культуры методом световой 

микроскопии с фазовым контрастом (ФК) на  инвертированном фазово-

контрастном микроскопе Zeiss Axio Observer A1 (Zeiss, ФРГ). 

2. Анализ клеточной пролиферации с помощью клеточного 

анализатора RTCA xCELLigence System (ACEA, США).  

3. Фоторегистрация цифровой фотокамерой, интегрированной с 

инвертированным микроскопом (Zeiss, ФРГ). 

 

Обработка данных: 

Изменение импеданса на микроэлектродах, обусловленного 

прикреплением и распластыванием клеток, выражали как клеточный индекс 

(КИ), величина которого автоматически вычисляется программой по формуле: 

КИ = (Rn–Rb)/t, где Rb – исходное значение импеданса в лунке, содержащей 

только ростовую для клеток среду, Rn – значение импеданса в любое время t в 

лунке, содержащей помимо ростовой среды тестируемые клетки. Полученные 

числовые значения клеточного индекса в опытных и контрольных группах 

суммировались в виде таблицы и подвергались статистической обработке. Те 

же данные представляли в виде графиков.  
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2.3 Серия экспериментальных исследований на лабораторных животных 

in vivo 

2.3.1 Изучение местной токсичности смеси, влияние смеси на ширину 

зрачка и уровень внутриглазного давления у кроликов  

 

Изучение местной токсичности смеси сГАГ проводили в хроническом 

опыте на 12 кроликах породы Шиншилла (24 глаза). У каждого кролика 

правый глаз был опытный, а левый глаз служил контролем. Все кролики были 

разделены и промаркированы на 3 опытные группы (12 глаз) и 1 группу 

контроля (12 глаз), согласно характеру проводимых инстилляций.  В первой 

опытной группе (4 глаза) проводили инстилляции 0,1% раствора смеси сГАГ 

6 раз в день. Во второй опытной группе (4 глаза) проводили инстилляции 0,5% 

раствора смеси сГАГ 6 раз в день. В третьей опытной группе (4 глаза) 

проводили инстилляции 1% раствора смеси сГАГ в 6 раз в день. В контрольной 

группе (12 глаз) проводили инстилляции 0,9% раствора хлорида натрия. Срок 

наблюдения за животными составил 2 недели. Характер распределения 

опытных и контрольной групп при изучении местной токсичности, влияния 

смеси на ширину зрачка и уровень внутриглазного давления у кроликов 

представлены в таблице 2. 
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Таблица 2 — Распределение глаз кроликов в опытных группах и группе 

контроля 

Группы Сроки наблюдения 2 недели 

Опытная группа №1 4 OD 0,1% сГАГ 

Опытная группа №2 4 OD 0,5% сГАГ 

Опытная группа №3 4 OD 1% сГАГ 

Контрольная группа 12 OS 0,9% NaCl 

 

Во всех опытных группах и группе контроля наблюдение за 

экспериментальными животными проводили на 1,3,7 и 14 сутки  с 

использованием биомикроскопии переднего отрезка глаза с помощью 

щелевой лампы фирмы «Opton» (ФРГ) и окрашиванием 0,5% раствором 

флюоресцеина натрия «Novartis pharma» (Швейцария) с последующей 

фоторегистрацией на 12 МП фронтальную камеру iPhone 6S (США) с 

объективом для макросъемки. В сроки наблюдения проводилось измерение 

диаметра зрачка (пупиллометрия) в горизонтальном и вертикальном 

меридиане через 1 час после утренней инстилляции. Измерение уровня 

внутриглазного давления у животных проводили до начала эксперимента и на 

14 сутки исследования с помощью тонометра Маклакова (груз массой 10 г). 

Перед измерением экспериментальных животных фиксировали в 

горизонтальном положении, проводили местные инстилляции анестетиков 

(1% раствор проксиметакаина) по 1 капле с интервалом 1-2 минуты двукратно. 

Подсчет уровня ВГД проводили с помощью линейки Полякова, выраженные в 

мм ртутного столба. 
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2.3.2 Изучение влияние смеси сульфатированных 

гликозаминогликанов на модели механической эрозии 

роговицы в эксперименте in vivo 

 

Экспериментальное исследование было выполнено на 60 кроликах (120 

глаз) породы Шиншилла массой 2,0-2,5 кг, серого окраса.  

Экспериментальное исследование проводили по следующей методике: 

Всем лабораторным животным (60 животных, 120 глаз) под местной 

анестезией 0,3% раствора дикаина глазным шпателем проводилась 

скарификация переднего эпителия на всем протяжении роговицы. Затем все 

опытные животные были разделены на 3 опытные группы и группу контроля. 

В 1-ой опытной группе (20 глаз) выполняли инстилляции 0,1% раствора сГАГ 

два раза в день (утром и вечером). Во 2-ой опытной группе (20 глаз) проводили 

инстилляции 0,5% раствора сГАГ два раза в день (утром и вечером). В 3-й 

опытной группе (20 глаз) проводили инстилляции 1% раствора сГАГ два раза 

в день (утром и вечером). Группой контроля послужили парные глаза (60 глаз), 

где проводили инстилляции физиологического раствора два раза в день (утром 

и вечером). Клиническое наблюдение за животными проводилось ежедневно 

с интервалом 12 часов. Для оценки зоны повреждения эпителия роговицы 

проводилась биомикроскопия глаз животных (щелевая лампа «Opton»,ФРГ)  с 

окрашиванием роговицы 0,5% раствором флюоресцеина натрия «Novartis 

pharma» (Швейцария) и последующей фоторегистрацией на 12 МП 

фронтальную камеру iPhone 6S с объективом для макросъемки.  

Обработка результатов 

Подсчет площади эпителиального дефекта проводился в программе 

Adobe Photoshop CC. Полученные числовые значения в опытных и 

контрольных группах суммировались в виде таблицы и подвергались 

статистической обработке. После завершения экспериментального 
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исследования и получения результатов по изучению влияния смеси сГАГ на 

модели механической эрозии роговицы была определена концентрация смеси 

сГАГ с наиболее эффективными репаративными свойствами для проведения 

последующей серии экспериментального исследования на модели 

токсической эрозии роговицы. 

 

2.3.3. Изучение влияния смеси сульфатированных гликозаминогликанов 

на экспериментальной модели токсической эрозии роговицы 

 

В третьей серии экспериментальных исследований проводилось 

изучение влияние смеси сульфатированных гликозаминогликанов на модели 

токсической эрозии роговицы. Перед началом основного эксперимента, 

проводилось изучение влияния 0,1% раствора бензалкония хлорида на 

клинико-функциональное состояние роговицы у кролика с отработкой режима 

и времени инстилляций для получения модели токсической эрозии роговицы. 

2.3.3.1. Изучение влияния 0,1% раствора бензалкония хлорида на 

клинико-функциональное состояние роговицы у кроликов 

(моделирование токсической эрозии) 

 

Экспериментальное исследование было выполнено на 20 кроликах (40 

глаз) породы Шиншилла, разделенных на 2 группы (опытная и контрольная 

группы). В опытной группе (20 глаз) ежедневно проводили 4-кратные 

инстилляции 0,1% раствора БХ; в контрольной группе (парные глаза каждого 

кролика- 20 глаз) проводили инстилляции физиологического раствора NaCl 

0,9% 4 раза в день.  Динамическое наблюдение за животными проводили 

каждые 24 часа с использованием следующего протокола исследования: 
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1. Клиническое наблюдение за животными 

2. Биомикроскопия переднего отрезка глаза с помощью щелевой лампы 

фирмы «Opton» (ФРГ) 

3. Окрашивание роговицы 0,5% раствором флюоресцеина натрия 

«Novartis pharma» (Швейцария)  

4.Фоторегистрация на 12 МП фронтальную камеру iPhone 6S с 

объективом для макросъемки.  

5. Конфокальная микроскопия роговицы на приборе Confoscan 4 (Nidek, 

Япония).   

Обработка результатов: 

Подсчет площади десквамированного эпителия проводился по 

полученным фотографиям в программе Adobe Photoshop CC. Полученные 

числовые значения размера площади десквамированного эпителия в опытной 

и контрольной группах суммировались в виде таблицы и подвергались 

статистической обработке. По данным конфокальной микроскопии 

проводилось протоколирование состояния цитоархитектоники роговицы во 

все сроки наблюдения. 

 

2.3.3.2. Изучение регенераторных и протекторных свойств 

сульфатированных гликозаминогликанов на экспериментальной модели 

токсической эрозии роговицы 

Экспериментальное исследование было выполнено на 40 кроликах (80 

глаз) породы Шиншилла.  

 Для экспериментального моделирования токсической эрозии роговицы 

проводили инстилляции 0,1% раствора БХ 4 раза в день в течение 7 дней по 
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отработанной ранее методике. После моделирования токсической эрозии 

роговицы все животные были разделены на 2 опытные и контрольную группы 

в зависимости от характера проводимых далее инстилляций, согласно 

разработанному дизайну исследования (табл. 3). 

Таблица 3 — Характер инстилляций в экспериментальных группах 

(модель токсической эрозии роговицы) 

Группа исследования  Характер инстилляций 

Опытная группа №1 0,1% БХ+ 0,5% сГАГ 

Опытная группа №2 0,5% сГАГ 

Контрольная группа 0,9% NaCl 

 

В 1-ой опытной группе (20 глаз) продолжили инстилляции 0,1% 

раствора БХ с добавлением инстилляций 0,5% раствора сГАГ. Во 2-ой 

опытной группе (20 глаз) инстиллировали 0,5 % раствор сГАГ, инстилляции 

раствора БХ были прекращены. В контрольной группе (40 глаз) 

инстиллировали физиологический раствор 0,9% хлорида натрия. Инстилляции 

исследуемых растворов проводили 2 раза в день с дальнейшей оценкой зоны 

повреждения эпителия роговицы с использованием биомикроскопии глаз 

животных с помощью щелевой лампы фирмы «Opton» (ФРГ) и окрашиванием 

0,5% раствором флюоресцеина натрия «Novartis pharma» (Швейцария) с 

последующей фоторегистрацией на 12 МП фронтальную камеру iPhone 6S с 

объективом для макросъемки. Для контроля морфологических изменений в 

ходе эксперимента проводили конфокальную микроскопию роговицы на 

приборе Confoscan 4 (Nidek, Япония). 

Обработка результатов 

Подсчет площади эпителиального дефекта проводился в программе 

Adobe Photoshop CC. Полученные числовые значения в опытных и 
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контрольных группах суммировались в виде таблицы и подвергались 

статистической обработке. По данным конфокальной микроскопии 

проводилось протоколирование состояния цитоархитектоники роговицы во 

все сроки наблюдения. 

 

2.4 Статистические методы исследования 

Статистическую обработку полученных результатов проводили с 

использованием компьютерных программ Statistica 13.3 («StatSoft», США) и 

Microsoft Office Excel 2007 («Microsoft»,США). Характер распределения 

данных оценивали с помощью критериев Колмогорова-Смирнова и Шапиро-

Уилка, асимметрии и эксцесс. Все критерии показали, что исследуемые 

группы не имеют нормального распределения. Данные с распределением 

отличным от нормального, представлены в формате Me (Q25; Q75), где Ме – 

медиана, Q25, Q75 – нижний и верхний квартиль. Для количественных 

параметров для сопоставления двух групп использовали непараметрический 

критерий Манн-Уитни. Для сравнения данных в различные сроки наблюдения 

использовали критерий Уилкоксона. Статистически достоверными 

признавали различия, при которых уровень достоверности (p) p <0,05. 
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ГЛАВА 3.  РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 

ИССЛЕДОВАНИЙ НА КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК IN VITRO 

 

Целью данной главы явилась комплексная оценка функционального 

влияния смеси сульфатированных гликозаминогликанов на культуру клеток 

эпителия роговицы. Для этого было необходимо выполнить морфологическое 

и гистохимическое исследование изучаемой клеточной культуры для 

определения ее жизнеспособности и наличия эпителиального фенотипа. После 

проведения этапа идентификации культуры клеток, изучалось наличие 

пролиферативной активности клеток эпителия роговицы под влиянием 

различных концентраций сГАГ, основываясь на клинико-морфологических 

методах исследования, подсчете количества жизнеспособных клеток и 

статистической обработке, полученных результатов. В последней серии 

эксперимента in vitro изучалось наличие протекторного действия сГАГ на 

клетки эпителия роговицы человека в условиях токсического действия 

раствора бензалкония хлорида. Интерпретация полученных результатов 

основывалась на количественном определении жизнеспособных клеток, 

подтвержденных морфологическим исследованием, а также проводился 

статистический анализ для подтверждения достоверности данных.   

3.1. Результаты идентификации эпителиальных клеток 

 

Первым этапом проводили морфологическую оценку клеток методом 

световой микроскопии с фазовым контрастом. Культура клеток переднего 

эпителия роговицы формировала монослой, представленный популяцией 

округлых и полигональных клеток эпителиального фенотипа, плотно 

прилегающих друг к другу с единичными биполярными клетками 

фибропластического типа (рис. 2).  
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Рисунок 2 — Морфологическое исследование культуры клеток 

переднего эпителия роговицы.  

Световая микроскопия с фазовым контрастом,  

ув. x 100 

 

В качестве контрольной группы использовалась культура 

мезенхимальных стволовых клеток (МСК) из жировой ткани, где 

визуализировались гомогенные культуры клеток, характеризующиеся 

веретеновидной фибробластоподобной морфологией с четко различимым 

ядром, ядрышками и цитоплазматической перинуклеарной зернистостью 

(рисунок 3).  
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Рисунок 3 — Морфологическое исследование культуры клеток 

мезенхимальных стволовых клеток.  

Световая микроскопия с фазовым контрастом,  

ув. x 200 

 

Вторым этапом проводили флуоресцентно-микроскопическое 

исследование с использованием флуоресцентного красителя DAPI, 

обладающего селективностью к двуцепочечной ДНК, для прижизненной 

окраски клеточных ядер, изучения их локализации и морфологии ядра. При 

визуальной оценке выявлено, что распределение и интенсивность 

флуоресценции клеточных ядер в поле зрения равномерны, что подтверждает 

жизнеспособность клеток в обеих клеточных культурах (рисунок 4).  
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Рисунок 4 — Флуоресцентно-микроскопическое исследование с 

красителем DAPI : а) опытная группа (культура клеток эпителия роговицы); б) 

контрольная группа (культура мезенхимальных стволовых клеток).  

Флуоресцентная микроскопия,  

ув. x 200 

 

Учитывая наличие при морфологическом исследовании в опытной 

группе единичных клеток фибробластоподобного фенотипа, был проведен 

А 

Б 
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третий этап идентификации эпителиальных клеток, включающий 

флуоресцентно-микроскопическое исследование клеток со специфическим 

окрашиванием моноклональными антителами на Цитокератин 18.  

В опытной группе у большинства клеток в поле зрения отмечалась 

позитивная реакция на Цитокератин 18. В культуре контроля была 

зарегистрирована негативная реакция на специфическое окрашивание 

моноклональными антителами (рисунок 5). 
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Рисунок 5 — Флуоресцентно-микроскопическое исследование со 

специфическим окрашиванием моноклональными антителами на 

Цитокератин 18:  а) опытная группа (культура клеток эпителия роговицы); б) 

контрольная группа (культура мезенхимальных стволовых клеток).  

Флуоресцентная микроскопия,  

ув. x 100 
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Таким образом, по данным морфологического исследования в опытной 

группе визуализировались клетки с эпителиальным фенотипом. При 

флуоресцентно-микроскопическом исследовании с использованием красителя 

DAPI отмечалось равномерное распределение и интенсивность 

флуоресценции, что подтвердило наличие жизнеспособных клеток в обеих 

клеточных культурах. При специфическом окрашивании моноклональными 

антителами на цитокератин 18, в опытной группе отмечалась позитивная 

флуоресцентная реакция, что подтвердило наличие эпителиальных клеток в 

культуре. 

 

3.2. Исследование пролиферативного действия смеси сульфатированных 

гликозаминогликанов на культуру эпителия роговицы человека в 

эксперименте in vitro 

 

При изучении функционального влияния различных концентраций 

сГАГ на культуру клеток эпителия роговицы учитывали два критерия: 

количественный - изменение КИ в режиме реального времени, и качественный 

- морфологический контроль клеток в культуре под действием различных 

концентраций сГАГ в динамике исследования. 

По истечении 48 часов от начала эксперимента показатели клеточного 

индекса во всех исследуемых культурах не имели статистического различия 

между собой, после чего проводилась замена среды с добавлением 

исследуемых растворов, согласно представленному дизайну исследования. 

Через 2 часа после введения исследуемых растворов (50 часов от начала 

эксперимента) были выявлены различия между показателями клеточного 

индекса как в опыте, при добавлении смеси сГАГ, так и в группе контроля. В 

опытной группе №1, №2, №3 отмечалось достоверное, статистически 
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значимое увеличение показателей КИ по сравнению с группой контроля 

(p=0,000003, p=0,000000, p=0,000000, соответственно). Наибольшее внимание 

привлекли опытная группа №2 (сГАГ 0,5%), где показатель клеточного 

индекса был наибольшим- Ме 2,6454 (2,5813;2,7769), прирост показателей 

составил 45,40%, и опытная группа №3 (сГАГ 1%), где показатель клеточного 

индекса составлял Ме 2,5504 (2,5283;2,5782), прирост показателей составил 

39,17%, различия между показателями КИ в опытной группе №2 и опытной 

группе №3 были статистически значимыми (p=0.001625).  В опытной группе 

№1(сГАГ 0,1%) и контрольной группе №1 показатели клеточного индекса и 

его прироста были наименьшими и составляли Ме 2,3961(2,3530;2,4065), 

прирост показателей -30,45% и Ме 2,1688(2,1567;2,1817), прирост 

показателей- 17,67%, соответственно (таблица 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Таблица 4 — Показатели клеточного индекса в культуре клеток эпителия роговицы человека в зависимости от 

времени инкубации с исследуемыми образцами растворов сГАГ, Me (Q1; Q3) 

 

 Клеточный индекс 

 48ч 49ч 50ч 51ч 

Опытная группа 

№1 (сГАГ 0,1%) 

(n=20) 

1,8678  

(1,7518;1,9888) 

1,3383 

 (1,3294;1,3393) 1,4 

2,3961 

(2,3530;2,4065)1,3,4 

2,5186 

(2,4975;2,5922)1,3,4 

Опытная группа 

№2 (сГАГ 0,5%) 

(n=20) 

1,8322  

(1,8050;1,8440) 

1,3724 

 (1,3324;1,4388) 1,4 

2,6454 

(2,5813;2,7769) 1,2,4 

2,6521 

(2,5866;2,7921) 1,2,4 

Опытная группа 

№3 (сГАГ 1%) 

(n=20) 

1,8561  

(1,8370;1,8750) 

1,2452  

(1,2306;1,2717) 1,2,3 

2,5504  

(2,5283;2,5782) 1,2,3 

2,8578 

(2,8419;2,8738) 1,2,3 

Контрольная 

группа №1 (без 

добавления сГАГ) 

(n=20) 

1,8456  

(1,8139;1,9006) 

1,5421 

(1,5238;1,5648) 

2,3,4 

2,1688  

(2,1567;2,1817) 2,3,4 

2,3801 

(2,3672;2,4084)2,3,4 

 

1 -отличие от контрольной группы №1 достоверно с P<0,05;  2- отличие от опытной группы №1 достоверно с P<0,05; 3 - 

отличие от опытной группы №2 достоверно с P<0,05, 4- отличие от опытной группы №3 достоверно с P<0,05



При морфологическом исследовании методом световой микроскопии с 

фазовым контрастом во всех опытных группах были зафиксированы 

следующие изменения: во всех опытных группах клетки вытягивались, 

становились биполярными, приобретали фибробластоподобный фенотип, что 

свидетельствовало о вовлечении клеток в процесс эпителиомезенхимальной 

трансформации. Наличие делящихся клеток указывало на наличие 

пролиферативной активности в момент исследования, что подтверждает 

полученные результаты изменения клеточного индекса в различные сроки 

эксперимента (рисунок 6). 
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Рисунок 6 — Морфологический контроль клеток в культуре под 

действием различных концентраций сГАГ: а) опытная группа №1 (сГАГ 

0,1%);  б) опытная группа №2 (сГАГ 0,5%); в) опытная группа №3 (сГАГ 1%);  

г) контрольная группа №1 (культура клеток). 

Световая микроскопия с фазовым контрастом 

ув. х 100 

 

Через 3 часа от начала эксперимента (51 час наблюдения) в опытных 

группах №1, №2 и №3 показатели клеточного индекса последовательно 

повышались и оставались достоверно высокими в сравнении с контрольной 

группой (p=0,000023;p=0,000001;p=0.000000, соответственно). Наибольшие 

показатели клеточного индекса были отмечены в опытной группе с 1% сГАГ 

А Б 

В Г 
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и составляли Ме 2,8578 (2,8419;2,8738), прирост показателей составил -

55,59%. В опытной группе с 0,5% сГАГ показатели клеточного индекса 

составляли Ме 2,6521 (2,5866;2,7921), прирост показателей 45,95%. 

Наименьшие показатели КИ были зарегистрированы в опытной группе №1 с 

0,1% сГАГ и группе контроля №1, где данные показатели составляли Ме 

2,5186 (2,4975;2,5922), прирост показателей-38,37%, и Ме 2,3801 

(2,3672;2,4084), прирост показателей -29,63%, соответственно. 

Во всех опытных группах через 51 час от начала эксперимента 

наблюдалось достижение пика пролиферативной активности и сохранность ее 

в течение последующих 1,5 часов наблюдения, вследствие чего эксперимент 

был прекращен.  

 

 

 

Рисунок 7 — Зависимость показателей клеточного индекса от сроков 

наблюдения в опытных группах и группе контроля 
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На построенном графике (рис. 7) видно, что введение растворов смеси 

сГАГ в концентрации 0,1%, 0,5% и 1% в культуральную среду стимулирует 

пролиферацию клеток эпителия роговицы человека по сравнению с группой 

контроля, о чем можно судить по показателям КИ в разные сроки 

эксперимента. Конечные показатели КИ указывают на то, что растворы смеси 

сГАГ в концентрации 0,5% и 1% оказывают более выраженное 

пролиферативное действие на клетки эпителия роговицы человека in vitro из 

диапазона исследуемых концентраций. 

Таким образом, при интерпретации полученных результатов, 

закономерно сделать вывод, что введение сульфатированных 

гликозаминогликанов в культуральную среду стимулирует пролиферацию 

клеток эпителия роговицы человека. Статистический анализ полученных 

данных указывает на более выраженное пролиферативное действия сГАГ в 

концентрации 0,5% и 1% из диапазона исследуемых. 

 

3.3 Изучение протекторного действия смеси сульфатированных 

гликозаминогликанов на культуру эпителия роговицы в условиях 

токсического воздействия раствора бензалкония хлорида в 

эксперименте in vitro 

При изучении функционального влияния различных концентраций 

сГАГ на культуру клеток эпителия роговицы в условиях токсического 

воздействия раствора БХ учитывали два критерия: количественный - 

изменение клеточного индекса в режиме реального времени, и качественный - 

морфологический контроль клеток в культуре под действием различных 

концентраций сГАГ в условиях токсического воздействия раствора БХ в 

динамике исследования. Изменение показателей КИ клеток эпителия 

роговицы человека в динамике представлены в таблице 5: 



Таблица 5 — Показатели клеточного индекса в культуре клеток эпителия роговицы человека в зависимости от времени 

инкубации с исследуемыми образцами растворов сГАГ в условиях токсического действия раствора БХ, Me (Q1;Q3) 

 Клеточный индекс 

 

48 часов (введение 

растворов) 

 

49 часов 50 часов 51 час 

Опытная группа 

№4 

(сГАГ 0,1% + 

БХ) (n=20) 

1,8383 (1,8319;1,8507) 
0,8812 

(0,8729;0,8814) 1,4 

0,0749  

(0,0699;0,0866) 
4 

0,0085   

(0,0078;0,0089) 
3,4 

 

Опытная группа 

№5 (сГАГ 0,5%+ 

БХ) 

(n=20) 

1,8421 (1,8412;1,8483) 

0,9134 

(0,8992;0,9250) 
1,4 

0,1587 

(0,1477;0,1669) 
4 

0,0171  

(0,0156;0,0193) 
1,2,4 

Опытная группа 

№6  

(сГАГ 1% + БХ) 

(n=20) 

1,8325 (1,8225;1,8417) 

1,3534 

(1,3070;1,3720) 
1,2,3 

0,2830 

(0,2780;0,2944) 
1,2,3 

0,0679  

(0,0638;0,0736) 
1,2,3 

Контрольная 

группа №2 (БХ) 

(n=20) 

1,8400 (1,8177;1,8635) 

0,7083 

(0,6804;0,7388) 
2,3,4 

0,07495 

(0,0700;0,0814) 
4 

0,0080 

(0,0076;0,0084) 
3,4 

 

1- отличие от контрольной группы №2 достоверно p <0,05; 2- отличие от опытной группы №4 достоверно p <0,05; 3- отличие 

от опытной группы №5 достоверно p<0,05;  4- отличие от опытной группы №6 достоверно p<0,05 



По истечении 48 часов от начала эксперимента показатели КИ во всех 

исследуемых культурах не имели статистического различия между собой, 

после чего в культуральную среду вводились исследуемые растворы, согласно 

представленному дизайну исследования.  

Через 1 час после введения исследуемых растворов (49 часов от начала 

эксперимента), в состав которых входил БХ, во всех опытных группах и 

группе контроля отмечалось резкое снижение показателей клеточного 

индекса. Однако, показатели клеточного индекса в опытной группе №4, 

опытной группе №5 и опытной группе №6 были достоверно выше, чем в 

группе контроля (p=0,000222, p= 0,000148 и p=0,000148, соответственно). 

Наибольшие показатели были в опытных группах с концентрациями 1% сГАГ 

(опытная группа № 6) – Ме 1,3534(1,3070;1,3720) (снижение показателей по 

сравнению с исходными данными на 26,62%) и 0,5% сГАГ (опытная группа 

№5) –Ме 0,9134 (0,8992;0,9250) (снижение показателей по сравнению с 

исходными данными - 50,24%). В опытной группе №4 (сГАГ 0,1%) и 

контрольной группе №2 показатели КИ были наименьшими, а снижение 

показателей по сравнению с исходными данными – наибольшими: Ме 0,8812 

(0,8729;0,8814), (снижение показателей- 52,70%) и Ме 0,7083 (0,6804;0,7388), 

(снижение показателей- 60,60%), соответственно. Однако, показатели в 

опытной группе №4 и в опытной группе №5 не имели статистически значимых 

различий (p=0.49954). 

Через 2 часа после введения исследуемых образцов (50 часов от начала 

эксперимента) во всех экспериментальных группах отмечалось постепенное 

снижение показателей клеточного импеданса клеток, что указывало на 

снижение количества жизнеспособных клеток в культуре. Показатели КИ в 

опытной группе №6 оставались достоверно выше в сравнении с группой 

контроля (p=0,000148). Показатели КИ в опытной группе были наибольшими 

(1% сГАГ) и составляли Me 0,2830 (0,27810;0,2944) (снижение показателей по 

сравнению с исходными данными 84,83%). В опытной группе №5 (0,5% сГАГ) 
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показатели клеточного индекса составляли Me 0,1587 (0,1477;0,1669) 

(снижение показателей по сравнению с исходными данными 91,59%). 

Наименьшие показатели КИ отмечались в опытной группе №4(0,1% сГАГ) и 

группе контроля №2, где данные показатели составляли Ме 0,0749 

(0,0699;0,0866) (снижение показателей- 95,92%) и Ме 0,0749 (0,0700;0,0814) 

(снижение показателей- 95,93 %) соответственно.  

Через 3,5 часа с момента введения исследуемых растворов в опытных и 

контрольной группах при морфологическом изучении методом световой 

микроскопии с фазовым контрастом жизнеспособные клетки не 

визуализировались, вследствие чего эксперимент был прекращен (рисунок 8). 
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Рисунок 8 — Морфологический контроль клеток в культуре под 

действием различных концентраций сГАГ в условиях токсического 

воздействия раствора бензалкония хлорида: а) опытная группа №4 (сГАГ 0,1% 

+БХ);  б) опытная группа №5 (сГАГ 0,5%+ БХ);  в) опытная группа №6 (сГАГ 

1%+ БХ);  г)  контрольная группа №2 ( БХ ) 

Световая микроскопия с фазовым контрастом, 

ув. Х 10 
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Рисунок 9 — Зависимость показателей клеточного индекса от времени 

инкубации с исследуемыми образцами смеси растворов сГАГ в условиях 

токсического воздействия раствора бензалкония хлорида 

 

На построенном графике видно, что введение растворов смеси сГАГ в 

концентрации 0,5% и 1% в культуральную среду оказывает протекторное 

действие на культуру клеток эпителия роговицы человека по сравнению с 

группой контроля, о чем можно судить по конечным показателям клеточного 

индекса в эксперименте. 

Таким образом, при интерпретации полученных результатов, 

закономерно сделать вывод, что введение сульфатированных 

гликозаминогликанов в культуральную среду в диапазоне концентрации 0,5%-

1% может оказать протекторное действие на клетки эпителия роговицы 

человека в условиях токсического действия. Статистический анализ 
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полученных данных указывает на более выраженное протекторное действия 

сГАГ в концентрации 1% из диапазона исследуемых. 
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ГЛАВА 4. РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 

ИССЛЕДОВАНИЙ НА ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ IN VIVO 

 

Целью данной главы экспериментального исследования явилось 

изучение клинико-функционального влияния смеси сульфатированных 

гликозаминогликанов на репаративные свойства роговицы лабораторных 

животных (кроликов породы Шиншиллы). Для комплексной оценки клинико-

функционального влияния необходимо было изучить наличие местной 

токсичности сГАГ на роговицу кролика и определить эффективность 

применения различных концентраций сГАГ на репаративные свойства 

роговицы с использованием клинико-функциональных методов наблюдения. 

Так же необходимо было изучить протекторное действие смеси сГАГ в 

условиях токсического воздействия бензалкония хлорида.  

 

4.1. Результаты изучения местной токсичности смеси 

сульфатированных гликозаминогликанов и определение эффективности 

применения сульфатированных гликозаминогликанов на модели 

механической эрозии роговицы кролика 

 

Для решения задачи изучения местной токсичности смеси сГАГ и 

определения эффективности ее применения на модели механической эрозии 

роговицы кролика, необходимо было провести наблюдение за животными с 

использованием функциональных методов исследования, изучить влияние 

смеси сГАГ на ширину зрачка и уровень внутриглазного давления. Для 

определения эффективности применения различных концентраций сГАГ на 

репаративные свойства роговицы, всем опытным животным была 

воспроизведена модель механической эрозии для динамического наблюдения  

за  реэпителизацией. 
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4.1.1. Результаты биомикроскопии переднего отрезка глаза 

 

Во всех опытных группах №1, №2, №3 и группе контроля за весь период 

наблюдения (2 недели) глаза оставались спокойные, признаков токсико-

аллергической реакции со стороны переднего отрезка глаза выявлено не было. 

Конъюнктива век и глазного яблока сохраняли нормальную окраску, 

гиперемии не отмечалось, роговица во все сроки сохраняла свою 

прозрачность, раствором флюоресцеина не окрашивалась, рисунок радужки не 

изменялся, хрусталик оставался прозрачный, рефлекс с глазного дна был 

розовый (рисунок 10).  

 

   

Рисунок 10 — Биомикроскопия переднего отрезка глаза кроликов через 

2 недели клинического наблюдения  
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4.1.2. Влияние смеси сульфатированных гликозаминогликанов на 

ширину зрачка (пупиллометрия) 

 

Во всех опытных группах и группе контроля за весь период наблюдения 

(2 недели) показатели вертикального и горизонтального меридиана зрачка 

были без изменений (таблица 6).  

Таблица 6 — Результаты пупиллометрии (мм) в вертикальном 

меридиане (ВМ) и горизонтальном меридиане (ГМ) у кроликов на фоне 

инстилляций смеси сГАГ в хроническом опыте 

 

Сроки 

(сутки) 

Опытная 

группа №1 

(0,1% сГАГ) 

Опытная 

группа №2 

(0,5% сГАГ) 

Опытная 

группа №3 

(1% сГАГ) 

Контрольная 

группа (0,9% 

NaCl) 

0 

ВМ- 8,57±0,09 

ГМ- 9,47 ±0,05 

ВМ- 8,55±0,06 

ГМ- 9,47 ±0,05 

ВМ- 8,57±0,09 

ГМ- 9,52 ±0,09 

ВМ- 8,56 ±0,08 

ГМ- 9,50 ±0,06 

1 

ВМ- 8,55±0,05 

ГМ- 9,47 ±0,05 

ВМ- 8,55±0,05 

ГМ- 9,47 ±0,05 

ВМ- 8,55±0,05 

ГМ- 9,45 ±0,05 

ВМ- 8,55 ±0,06 

ГМ- 9,50 ±0,06 

3 

ВМ- 8,57±0,05 

ГМ- 9,52 ±0,09 

ВМ- 8,55±0,05 

ГМ- 9,50 ±0,08 

ВМ- 8,57±0,05 

ГМ- 9,47 ±0,05 

ВМ- 8,57 ±0,06 

ГМ- 9,50 ±0,07 

7 

ВМ- 8,57±0,05 

ГМ- 9,47 ±0,05 

ВМ- 8,55±0,05 

ГМ- 9,47 ±0,05 

ВМ- 8,55±0,05 

ГМ- 9,47 ±0,05 

ВМ- 8,55 ±0,05 

ГМ- 9,51 ±0,05 

14 

ВМ- 8,57±0,09 

ГМ- 9,55 ±0,10 

ВМ- 8,55±0,07 

ГМ- 9,47 ±0,05 

ВМ- 8,55±0,05 

ГМ- 9,52 ±0,08 

ВМ- 8,56 ±0,06 

ГМ- 9,52 ±0,06 
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4.1.3. Влияние смеси сульфатированных гликозаминогликанов на 

уровень внутриглазного давления 

 

Данные, полученные при анализе результатов тонометрии в опытных группах, 

были сопоставимы с данными, полученными в группах контроля, и не 

отличались между собой (таблица 7). 

Таблица 7— Уровень внутриглазного давления (ВГД) в мм. рт. ст. у 

кроликов в опытных и контрольной группах в различные сроки наблюдения 

 

Сроки 

(сутки) 

Опытная 

группа №1 

(0,1% сГАГ) 

Опытная 

группа №2 

(0,5% сГАГ) 

Опытная 

группа №3 

(1% сГАГ) 

Контрольная 

группа  

(0,9% NaCl) 

0 8,20 ±0,12 8,32±0,23 8,22 ±0,23 8,25 ±0,21 

14 8,27 ±0,05 8,35±0,23 8,22 ±0,25 8,30 ±0,18 

 

Таким образом, суммируя результаты клинического наблюдения за 

животными и функционального обследования, было выявлено, что смесь 

сульфатированных гликозаминогликанов не оказывает токсического влияния 

на структуры глазной поверхности, что позволило перейти в следующему 

этапу эксперимента.  

   

4.1.4 Изучение влияния смеси сГАГ на модели  механической эрозии 

роговицы в эксперименте in vivo  

Динамическое наблюдение за реэпителизацией роговицы проводили 

ежедневно с интервалом 12 часов. Сразу после скарификации во всех 
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экспериментальных группах глазная щель была сужена, глаза раздражены с 

явлениями перикорнеальной инъекции. Во всех опытных группах зона 

десквамации занимала всю площадь поверхности роговицы и прокрашивалась 

0,5% раствором флюоресцеина натрия, площадь десквамации эпителия в 

опытной группе №1, в опытной группе №2 и в опытной группе №3 не имела 

статистически значимых отличий от группы контроля (p=0,55, p=0.79 и p=0.38, 

соответственно).  

Через 12 часов от начала эксперимента во всех опытных глазах было 

зарегистрировано появление каймы эпителизации концентрично лимбу. В 

опытной группе №1 и опытной группе №2 площадь десквамации была 

наименьшей, и составляла Ме 91,70 (88,26;95,66) мм² и Ме 93,15 (89,02;96,03) 

мм², соответственно, статистически значимой разницы между группами 

выявлено не было (p=0.60). В опытной группе №3 площадь роговицы, 

прокрашиваемой флюоресцеином натрия, составляла Ме 95,36 (94,08;98,64) 

мм², а в группе контроля Ме 98,02 (96,99;98,94) мм² (p=0.03). 

Через 36 часов наибольшим по площади дефект эпителия сохранялся в 

опытной группе №3 и в контрольной группе и составлял Ме 68,74 (67,01;70,22) 

мм² и Ме 69,64 (68,01;70,17) мм², соответственно. Различия между 

показателями опытной группы №3 и контрольной группой статистически 

значимы не были (p=0,45).  В опытной группе №1 и №2 зона эрозии 

сократилась по площади и составляла Ме 59,06 (57,18;63,24) мм2 и Ме 61,12 

(58,65;63,66) мм², соответственно, что достоверно отличалось от показателей 

площади зоны роговицы в опытной группе №3 и группой контроля (p<0,05), 

статистически значимой разницы между показателями опытной группы №1 и 

опытной группой №2 не отмечалось (p=0.303). Во всех группах эксперимента 

сохранялись явления раздражения глаз, в виде незначительного отека 

поверхностных слоев стромы роговицы и перикорнеальной инъекции сосудов.                
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 Через 60 часов от начала эксперимента в группе контроля, без 

использования сГАГ отмечались явления раздражения глаз, реэпителизация 

роговицы проходила концентрично лимбу, сохранялся дефект эпителия в 

центральной зоне роговицы в виде овала с неровными краями и по площади 

составлял Ме 40.18 (39,15;41,02) мм². Дефект эпителия в контрольной группе 

был достоверно больше в сравнении со всеми опытными группами (p<0,05). 

Через 108 часов наблюдения площадь дефекта эпителия  роговицы составляла 

Ме 1,83 (1,59;2,01) мм², полное восстановление прозрачности и целостности 

эпителия во всех контрольных глазах было отмечено через 5 суток от начала 

эксперимента (120 часов). 

После инстилляций раствора 1% сГАГ (3-я опытная группа) через 60 

часов отмечалось сокращение  площади зоны десквамации до 29,26 

(29,99;30,14)   мм², дефект эпителия сохранялся в центральной зоне роговицы 

в виде овала. Сохранялась умеренная перикорнеальная инъекция, отек 

поверхностных слоев стромы. Полная эпителизация с восстановлением 

прозрачности роговицы в 3-й опытной группе наступила через 96 часов от 

начала эксперимента. 

 В 1ой опытной группе на фоне инстилляций 0,1% раствора сГАГ 

реэпителизация роговицы проходила концентрично лимбу и через 60 часов от 

начала эксперимента составляла Ме 17,34 (16,21;19,85) мм², полная 

эпителизация роговицы наблюдалась во всех опытных глазах через 84 часа от 

начала эксперимента. После инстилляций 0,5% раствора сГАГ (2-ая опытная 

группа) через 60 часов от начала эксперимента зона десквамации эпителия 

сохранялась в центральной зоне роговицы в виде овала с ровными краями и по 

площади была наименьшей – Ме 12,45 (9,78;15.05) мм². Полная эпителизация 

с восстановлением прозрачности роговицы после инстилляций 0,5% раствора 

сГАГ (2-ая опытная группа) во всех опытных глазах была зарегистрирована 

через 84 часа от начала эксперимента.  Результаты клинических наблюдений 
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за животными и динамика реэпитализации роговицы в различные сроки 

наблюдения представлены в таблицах 8 и 9. 

 

 



Таблица 8 — Площадь поверхности дефекта эпителия (мм2) в различные сроки наблюдения,  Ме (Q1;Q3) 

 Сроки наблюдения (час) 

  

Экспериментальные 

группы 
0 час 12 час 24 час 36 час 60ч 72 час 84 108ч 

Опытная группа №1 

(сГАГ 0,1%) 

(n=20) 

132,03 

(130,34;136,20) 

 

91,70 

(88,26;95,66) 

1,4 

63,10 

(60,61;68,44) 

1,4 

59,06 

(57,18;63,24) 

1,4 

17,34 

(16,21;19,85) 

1,3,4 

1,93 

(1,52;2,10) 

1,4 

0 0 

Опытная группа №2 

(сГАГ 0,5%)(n=20) 

133,05 

(130,86;135,38) 

 

93,15 

(89,02;96,03) 

1,4 

64,91 

(62,79;69,53) 

1,4 

61,12 

(58,65;63,66) 

1,4 

12,45 

(9,78;15,05) 

1,2,4 

1,57 

(1,06;2,89) 

1,4 

0 0 

Опытная группа №3 

(сГАГ 1%)(n=20) 

134,11 

(132,24;136,13) 

 

95,36 

(94,08;98,64)
1,2,3 

74,18 

(71,42;78,64)
1,2,3 

68,74 

(67,01;70,22)
2,3 

29,26 

(29,99;30,14)
1,2,3 

17,17 

(16,95;17,95)
1,2,3 

6,15 

(5,86;7,21) 
1,2,3 

0 

Контрольная группа 

(NaCl)(n=20) 

133,20 

(130,86;135,77) 

 

98,02 

(96,99;98,94)
2,3,4 

72,62 

(71,35;73,40)
2,3,4 

69,64 

(68,01;70,17)
2,3 

40,18 

(39,15;41,02)
2,3,4 

30,15 

(29,66;31,02)
2,3,4 

20,18 

(19,86;21,76)
2,3,4 

1,83 

(1,59;2,01) 

 

 

1 -отличие от контрольной группы достоверно  P<0,05, 2- отличие от опытной группы №1 группы достоверно  P<0,05, 3 – 

отличие от опытной группы №2 достоверно P<0,05, 4- отличие от опытной группы №3 достоверно  P<0,05



 

Таблица 9 — Результаты биомикроскопии глаз кроликов с окрашиванием 0,5% раствором флюоресцеина натрия с 

последующей фоторегистрацией



 

Таким образом, данные полученные при анализе результатов 

проведенных серий эксперимента позволили сделать вывод, что исследуемая 

смесь сГАГ в концентрациях 0,1%, 0,5% и 1% не оказывает местного 

токсического действия на глазную поверхность кролика, не влияет на ширину 

зрачка и на уровень внутриглазного давления. Полученные результаты 

экспериментального исследования подтверждают наличие пролиферативной 

активности растворов сГАГ в диапазоне исследуемых концентраций, а сроки 

полной эпителизации и восстановления прозрачности роговицы позволяют 

предположить, что использование раствора сГАГ в концентрации 0,5% 

является наиболее эффективным в эксперименте in vivo на модели 

механической эрозии роговицы кролика. Опытные образцы смеси с 

наибольшей пролиферативной активностью (0,5%) использовались в 

последующей серии экспериментального исследования по изучению 

репаративных и протекторных свойств смеси сГАГ на модели токсической 

эрозии роговицы .  

 

4.2 Результаты эксперимента по изучению функционального 

влияния смеси сульфатированных гликозаминогликанов на модели 

токсической эрозии роговицы 

 

Основной целью данного исследования явилось изучение протекторного 

действия сГАГ на клетки эпителия роговицы. Для этого было необходимо, на 

основании литературных данных, разработать экспериментальную модель 

токсической эрозии роговицы с использованием клинико-функциональных 

методов исследования, и на разработанной модели изучить наличие 

протекторных свойств сГАГ. 
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4.2.1. Результаты экспериментального исследования влияния 0,1% 

раствора бензалкония хлорида на состояние роговицы у кроликов  

(моделирование токсической эрозии роговицы) 

  Выбор концентраций БХ в этом эксперименте был основан на 

клинической практике и экспериментальных исследованиях, представленных 

в литературе. Наиболее часто применяемая концентрация БХ в 

офтальмологических препаратах 0,01 % (в диапазоне от 0,004 % до 0,02 %) 

[175]. Создание экспериментальной модели на животных с использованием 

0,01 % концентрации имеет определенные трудности, в связи с длительным 

наблюдением за животными [142]. Так, Furrer с соавторами (2001) выявили, 

что инстилляции бета-блокаторов с консервантами (БХ 0,01 %) в течение 28 

дней, вызывает эрозирование 9 % эпителия от общей поверхности роговицы 

[107]. В связи с этим многие исследователи изучали острое токсическое 

действие БХ на глазную поверхность, увеличив концентрацию в 1–50 раз 

[191]. Согласно правилу Габера, используемого в токсикологии, увеличение 

концентрации раствора бензалкония хлорида позволяет сократить время 

воздействия с сохранением дозы токсического вещества в тканях. В 

настоящем эксперименте наиболее часто применяемая концентрация БХ 

0,01% была увеличена до 0,1%.  Физиологический раствор (0,9 % NaCl) был 

выбран в качестве раствора сравнения, как интактный. 

Во все сроки наблюдения в группе контроля глаза оставались спокойные 

без признаков раздражения, раствором флюоресцеина натрия не 

окрашивались. При анализе морфологической картины роговицы, полученной 

при конфокальной микроскопии, отклонений от нормы выявлено не было.  

В опытной группе на фоне инстилляций 0,1% раствора бензалкония 

хлорида характер изменений глазной поверхности носили дозозависимый 

характер, что проявлялось в динамическом нарастании клинико-

морфологических изменений в зависимости от сроков наблюдения. 
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Через 24 часа от начала эксперимента в опытной группе глаза оставались 

спокойные.  Конъюнктива всех глаз сохраняла бледно-розовый оттенок, 

инъекции сосудов отмечено не было. Роговица сохраняла свою прозрачность, 

раствором флюоресцеина натрия не окрашивалась. При изучении 

морфологической картины роговицы методом конфокальной микроскопии 

отклонений от нормы выявлено не было: визуализировались жизнеспособные 

клетки поверхностных слоев эпителия, правильной формы с четкими 

границами, слаборефлективными ядрами. В передних и задних слоях стромы 

отмечались кератоциты правильной формы без патологической 

рефлективности на фоне прозрачного экстрацеллюлярного матрикса. 

Эндотелиальный слой роговицы был представлен в виде клеток правильной 

формы, с четкими границами, без патологических включений и признаков 

отека. 

Через 96 часов от начала эксперимента в опытной группе у всех 

животных отмечались признаки умеренного раздражения, которые 

проявлялись в виде слезотечения и блефароспазма. При биомикроскопии 

переднего отрезка глаз отмечалась умеренная конъюнктивальная инъекция, 

при окрашивании флюоресцеином натрия, прокрашивались единичные 

точечные очаги десквамированного эпителия во всех опытных глазах. 

Площадь прокрашивания составляла 3,81±1,22 мм².   

Через 120 часов от начала эксперимента в опытной группе признаки 

раздражения нарастали. При биомикроскопии переднего отрезка глаз 

отмечалась умеренная конъюнктивальная инъекция, шероховатость роговицы. 

При окраске раствором флюоресцеина в центральной зоне отмечались 

поверхностные очаги десквамации эпителия роговицы в виде мелкоточечных 

множественных очагов прокрашивания раствором флюоресцеина, суммарная 

площадь составляла 76,66±5,39 мм².  По данным конфокальной микроскопии 

отмечалось появление в поверхностных слоях эпителия клеток с неполной 

прозрачностью цитоплазмы, единичные десквамированные эпителиоциты с 
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гиперрефлекторными ядрами с некоторой размытостью межклеточных 

границ. В стромальных отделах и эндотелиальном слое роговицы 

морфологическая картина не имела существенного отличия от группы 

контроля.      

На 7 сутки эксперимента (144 часа) сохранялись слезотечение и 

блефароспазм у всех опытных животных. Конъюнктива всех глаз была отечна, 

гиперемирована. Отмечалось снижение прозрачности, за счет умеренного 

отека поверхностных слоев стромы, при окраске раствором флюоресцеина 

роговица диффузно прокрашивалась в виде мелкоточечной диффузной 

эпителиопатии, площадь повреждения составляла 134,40 ±1,22 мм² (рисунок 

10), что соответствовало всей  площади роговицы (статистически значимой 

разницы с площадью интактной роговицы до начала эксперимента во всех 

опытных глазах и группе контроля не отмечалось (p=0,507). 
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Рисунок 11 — Биомикроскопия переднего отрезка глаза (7 сутки 

эксперимента): а) опытная группа (БХ 0,1%): роговица отечная, снижение 

прозрачности роговицы за счет отека в верхних стромальных отделах, 

диффузное прокрашивание роговицы раствором флюоресцеина; б) опытная 

группа (БХ 0,1%): выраженная инъекция, отечность в нижнем 

конъюнктивальном своде; в) контрольная группа (0,9% NaCl): роговица 

прозрачная, блестящая, сферичная, раствором флюоресцеина натрия не 

прокрашивается; г) контрольная группа (0,9% NaCl): конъюнктива спокойная, 

бледно-розовая  

 По данным конфокальной микроскопии роговицы было зафиксировано 

наличие во всех опытных глазах повышенной десквамации эпителия и 

псевдокератинизации. В поверхностном слое эпителия роговицы отмечалась 

размытость межклеточных границ с повышенной рефлективностью ядер и 

А Б 

В Г 
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цитоплазмы клеток, наблюдались единичные эпителиальные дефекты. В 

передних слоях стромы роговицы наблюдались явления клеточного 

стромального отека, что проявлялось в виде повышения рефлективности  ядер 

и цитоплазмы кератоцитов и визуализации их отростков. Также отмечалось 

снижение прозрачности экстрацеллюлярного матрикса и увеличение 

количества активных кератоцитов. Морфологическая картина глубоких 

стромальных и эндотелиального слоев роговицы не имела существенного 

отличия от группы контроля (рисунок 12). 
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Рисунок 12 — Конфокальная микроскопия роговицы (7 сутки 

эксперимента): а) опытная группа (БХ 0,1%): в поверхностном слое эпителия 

роговицы размытость межклеточных границ с повышенной рефлективностью 

ядер и цитоплазмы клеток, единичные эпителиальные дефекты; б) опытная 

группа (БХ 0,1%): в передних слоях стромы роговицы повышение 

рефлективности  ядер и цитоплазмы кератоцитов, визуализируются отростки 

кератоцитов, снижение прозрачности экстрацеллюлярного матрикса, 

увеличение количества активных кератоцитов; в) контрольная группа (0,9% 

NaCl): клетки эпителия роговицы правильной формы, с четкими границами; г) 

контрольная группа (0,9% NaCl): цитоархитектоника поверхностных слоев 

стромы не изменена, экстрацеллюлярный матрикс прозрачный. 
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Отмена раствора БХ после 7-дневных инстилляций приводило к 

полному восстановлению морфологической структуры роговицы и 

купированию видимых признаков воспаления через 144 часа.  

Продолжение инстилляций раствора БХ более 7 суток вызывало 

нарастание клинической симптоматики повреждения глазной поверхности. На 

14-е сутки наблюдения   во всех опытных глазах отмечался выраженный хемоз 

конъюнктивы, диффузный отек всех слоев роговицы, концентрично лимбу 

отмечается рост поверхностных сосудов по направлению к оптической зоне на 

2мм. Поскольку изменения глазной поверхности приобретали характер 

необратимых, эксперимент в данной группе был прекращен. 

Таким образом, результаты настоящего исследования подтверждают 

цитотоксическое действие раствора БХ на клетки глазной поверхности, что 

проявляется в развитии токсической эпителиальной эрозии на 7 сутки 

эксперимента. Полученные изменения   характеризуется легкой 

воспроизводимостью, малой травматичностью, неинвазивностью, 

дозируемостью, а также являются устойчивыми во временных параметрах. 

 

4.2.2 Изучение влияния смеси сульфатированных 

гликозаминогликанов на экспериментальной модели токсической 

эрозии роговицы кролика в эксперименте in vivo 

 

При моделировании токсической эрозии роговицы проводили 

двукратные инстилляции 0,1% раствора БХ в течение 7 дней по отработанной 

ранее методике. При клинико-морфологическом исследовании во всех 

опытных группах на 7 сутки эксперимента были зарегистрированы следующие 

изменения: у всех животных отмечалось слезотечение и блефароспазм. 

Конъюнктива всех глаз была отечная, гиперемирована. Отмечалось снижение 
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прозрачности роговицы, за счет умеренного отека поверхностных слоев 

стромы, при окраске 0,5% раствором флюоресцеина натрия, роговица 

диффузно прокрашивалась в виде мелкоточечных  эпителиальных дефектов.   

По данным конфокальной микроскопии роговицы было зафиксировано 

наличие во всех опытных глазах повышенной десквамации эпителия и 

псевдокератинизации. В поверхностном слое эпителия роговицы отмечалась 

размытость межклеточных границ с повышенной рефлективностью ядер и 

цитоплазмы клеток, наблюдались единичные эпителиальные дефекты. В 

передних слоях стромы роговицы наблюдались явления клеточного 

стромального отека, что проявлялось в виде повышения рефлективности  ядер 

и цитоплазмы кератоцитов и визуализации их отростков. Также отмечалось 

снижение прозрачности экстрацеллюлярного матрикса и увеличение 

количества активных кератоцитов. При анализе морфологической картины 

глубоких стромальных и эндотелиального слоев роговицы изменений 

выявлено не было.    

После получения клинико-морфологических изменений роговицы всем 

опытным животными проводились инстилляции, согласно представленному 

ранее дизайну исследования.  

Через 24 часа от начала эксперимента во всех экспериментальных 

группах отмечались признаки раздражения, сохранялось слезотечение, 

светобоязнь. Конъюнктива оставалась гиперемированной. Наименьшая по 

площади зона деэпителизированной роговицы наблюдалась в 1-ой и 2-ой 

опытной группах и составляла Ме 46,50 (43,75;48,39) мм² и Ме 15,00 

(14,15;15,93) мм², соответственно. Различие между показателями опытной 

группы №1 и опытной группой №2 были статистически значимы (p<0.05).  

Через 36 часов наблюдения в 1-ой опытной группе зона деэпителизированной 

роговицы составляла Me 34,07 (33,04;36,53) мм², через 48 часов наблюдения 

площадь эпителиального дефекта составляла Me 26,08 (25,02;27,44) мм. Во все 
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сроки наблюдения показатели площади деэпителизации роговицы были 

достоверно ниже в сравнении с группой контроля (p<0,05). Полная 

эпителизация с восстановлением прозрачности роговицы наступила через 120 

часов  (рисунок 13). 

 

  

Рисунок 13 — Биомикроскопия роговицы кролика (а) и данные 

конфокальной микроскопии (б) через 24 часа от начала эксперимента в 1-й 

опытной группе (0,1% БХ+ 0,5% сГАГ) 

 

Наибольшее внимание привлекли сроки реэпителизации и 

восстановления прозрачности роговицы во второй опытной группе. Через 24 

часа от начала эксперимента  в опытной группе №2 зона десквамации эпителия 

была наименьшей, и составляла  Ме 15,00 (14,15;15,93) мм², достоверно ниже 

в сравнении с группой контроля (p<0,05). Полная эпителизация отмечалась во 

всех опытных глазах через 48 часов от начала эксперимента. На конфокальной 

микроскопии через 48 часов наблюдения во 2-й опытной группе было 

выявленно восстановление морфологической структуры переднего эпителия 

роговицы, визуализировались клетки правильной формы, с четкими 

границами без патологической рефлективности ядер и цитоплазмы. При 

изучении поверхностных слоев стромы отмечалось восстановление 

А Б 
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прозрачности экстрацеллюлярного матрикса, снижение количества 

активированных кератоцитов, сохранялась визуализация отростков 

единичных кератоцитов. В задних стромальных отделах и эндотелиальном 

слое роговицы изменений выявлено не было. При наступлении полной 

эпителизации роговицы и восстановления её морфологической структуры 

эксперимент был прекращен (рисунок 14). 

 

  

Рисунок 14 — Биомикроскопия роговицы кролика (а) и данные 

Конфокальной микроскопии (б) через 24 часа от начала эксперимента во 2-й 

Опытной группе (0,5% сГАГ) 

 

В контрольной группе на фоне инстилляций 0,9% физиологического 

раствора NaCl во все сроки наблюдения площадь деэпителизации роговицы 

была достоверно больше, чем во всех опытных группах (p <0,05). Через 24 

часов от начала эксперимента сохранились признаки умеренного 

раздражения, которые проявлялись в виде смешанной инъекции 

конъюнктивы, отека поверхностных слоев стромы роговицы, зона 

деэпителизации сократилась до 95,59 (94,60;97,22) мм². На конфокальной 

микроскопии сохранялись признаки повышенной десквамации эпителия 

роговицы, отмечалось количественное снижение эпителиальных клеток, 

А Б 
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остальные эпителиоциты были с гиперрефлективной цитоплазмой и ядром. В 

передних отделах стромы сохранялась низкая прозрачность 

экстрацеллюлярного матрикса с повышенным скоплением активированных 

кератоцитов, что свидетельствовало о сохранении стромального отека 

роговицы (рисунок 15). 

 

   

Рисунок 15 — Биомикроскопия роговицы кролика (а) и данные 

конфокальной микроскопии (б) через 24 часа от начала эксперимента в 

контрольной группе (0,9% NaCl). 

 

Реэпителизация роговицы проходила концентрично лимбу, через 48 

часов наблюдения зона десквамации сократилась до Ме 78,76 (76,21;80,60) 

мм². Полное восстановление прозрачности роговицы с закрытием 

эпителиальных дефектов наступило через 132 часа.  Результаты 

динамического наблюдения за реэпителизацией роговицы в исследуемых 

группах представлены в таблице 10. 
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Таблица 10 — Динамика реэпителизации роговицы по площади 

эпителиального дефекта, Mе (Q1;Q3) 

 

Сроки 

наблюдения (час)/ 

Экспериментальная 

группа 

Площадь эпителиального 

дефекта (мм²) 
 

24ч 48ч 

Полная 

эпителизация с 

восстановлением 

прозрачности 

Опытная группа №1 

(0,1%БХ+0,5%сГАГ) 

46,50 

 (43,75;48,39)1,3 

26,08  

(25,02;27,44)1 
120ч 

Опытная группа №2 

(0,5% сГАГ) 

15,00  

(14,15; 15,93)1,2 
0 48ч 

Контрольная 

группа ( 0,9% NaCl) 

95,59  

(94,60; 97,22)2,3 

78,76 

 (76,21;80,60)2 
132ч 

 

1 -отличие от контрольной группы достоверно  P<0,05, 2- отличие от 

опытной группы №1, 3- отличие от опытной группы №2 

Таким образом, сроки полного восстановления клинико-

функциональных параметров роговицы в опытных и контрольной группах, 

указывают на наличие выраженных регенераторных свойств 0,5% раствора 

сГАГ на клетки эпителия роговицы. Сроки восстановления прозрачности 

роговицы и полной ее эпителизации в опытной группе №1 в сравнении с 

контрольной группой позволяют сделать закономерный вывод о наличии 

протекторного действия сГАГ на клетки эпителия роговицы при токсическом 

воздействии раствора бензалкония хлорида в условиях эксперимента in vivo. 
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По результатам 4 главы была последовательно проанализирована 

эффективность влияния инстилляций раствора смеси сГАГ на роговицу 

лабораторных животных, проведено комплексное клинико-функциональное 

исследование по определению токсичности смеси и влиянию смеси сГАГ на 

репаративные свойства роговицы кролика. На основании полученных данных 

была определена наиболее эффективная концентрация смеси сГАГ с наиболее 

выраженными регенераторными свойствами, которая последовательно была 

применена в следующей серии экспериментального исследования. На 

разработанной модели токсической эрозии роговицы по данным клинико-

функционального исследования установлено, что помимо выраженного 

репаративного действия, возможен механизм протекторного действия сГАГ в 

условиях воздействия токсических веществ. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Стремительное развитие современной медицины, в том числе 

офтальмологии, привело к внедрению в клиническую практику широкого 

спектра лекарственных препаратов с высокой биологической активностью.  

При назначении лекарственной терапии немаловажен аспект 

безопасности, токсичности и переносимости  фармацевтических препаратов, 

что наряду с многочисленными дополнительными факторами формирует 

уровень приверженности пациентов к лечению, а также может влиять на 

клинико-функциональный результат терапии[131,157,163]. 

Многочисленные исследования демонстрируют цитотоксическое 

действие лекарственных средств, применяемых в офтальмологии, на 

структуры глазной поверхности. Токсическое влияние могут оказывать 

действующее вещество местных анестетиков [168], антибактериальных 

[66,79], противовоспалительных [63,117,162], противогрибковых [137], 

противоглаукомных препаратов [55]. Однако, наибольший токсический 

эффект ассоциирован с прямым или опосредованным цитотоксическим 

действием консервантов, входящих в состав глазных капель [112]. 

В настоящее время самым распространенным консервантом является 

бензалкония хлорид. Многочисленные клинические и экспериментальные 

исследования подтверждают наличие токсического действия бензалкония 

хлорида на роговицу и другие структуры глазного яблока [31,98,99,201,219]. 

Для снижения риска реализации побочных эффектов со стороны глазной 

поверхности, закономерными являются рекомендации по подбору 

бесконсервантных аналогов препаратов в схеме лечения у пациентов с 

хроническими заболеваниями глаз или с сопутствующей патологией 

роговицы.  
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В настоящее время активно ведутся поиски решения данной проблемы 

за счет создания бесконсервантных аналогов препаратов или создания новых 

менее токсичных консервантов, однако на современном фармацевтическом 

рынке диапазон препаратов, представленных в виде бесконсервантных форм, 

охватывает лишь единичные классы лекарственных средств. К тому же замена 

препарата на бесконсервантные аналоги повышает экономическую стоимость 

проводимого лечения. 

Существует ряд нозологий офтальмологического профиля, когда отмена 

медикаментозного лечения или использование бесконсервантных аналогов не 

всегда представляется возможным, что определяет актуальность разработки 

новых подходов к лечению пациентов с патологией роговицы или пациентов, 

вынужденных находиться на длительной местной терапии 

офтальмологическими препаратами. 

Выбор смеси сульфатированных гликозаминогликанов, как материала 

для исследования, основывался на анализе литературных данных, где 

выдвигается множество гипотез о полифункциональном влиянии сГАГ на 

различные ткани и клеточные структуры, в том числе о способности сГАГ 

влиять на пролиферацию клеток [45]. Диапазон  исследуемых концентраций 

сГАГ в настоящем эксперименте основывался на исследовании данной смеси 

на культуре клеток фибробластов мыши линии L929[46]. Группой авторов был 

выявлен бимодальный эффект экзогенно введенных сГАГ на пролиферацию 

клеток  в зависимости от концентрации смеси:  низкие концентрации сГАГ 

(0,1-0,5%) стимулировали пролиферацию фибробластов, а высокие 

концентрации сГАГ (1-5%) оказывали антипролиферативный эффект.   

Целью настоящего исследования явилось изучение влияния смеси 

сульфатированных гликозаминогликанов на клетки эпителия роговицы в 

эксперименте in vitro и на различных моделях эрозии роговицы in vivo  
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В работе последовательно выполнены серии экспериментальных и 

морфологических исследований в соответствии с порядком поставленных 

задач.  Первым этапом выполнялась серия экспериментальных исследований 

на культуре клеток in vitro, вторым этапом была выполнена последовательная 

серия экспериментальных исследований на лабораторных животных in vivo.  

Материалом для серий экспериментальных исследований in vitro 

послужили клетки переднего эпителия роговицы человека, выделенные из 

кадаверных глаз. Биоптат из лимба роговицы механически измельчали 

(1х1мм) и вносили в культуральные флаконы, дно которых было покрыто 

коллагеном 1 типа, и заливали ростовой средой. Клетки культивировались с 

использованием питательной среды DMEM/F12 с добавлением 10% 

эмбриональной телячьей сыворотки HyClone III, L-глутамина (4мМ) и 

антибиотиков пенициллин/стрептомицин (50 мкг/мл). Пассирование 

осуществляли с использованием раствора трипсина по достижению 

конфлюэнтности 92%. 

В первой серии эксперимента in vitro было выполнено определение 

жизнеспособности клеток исследуемой культуры и их идентификация со 

специфическим окрашиванием клеток моноклональными антителами на 

цитокератин 18. Для морфологического контроля исследуемой культуры 

проводили световую микроскопию с фазовым контрастом. В качестве 

отрицательного контроля были использованы мезенхимальные стволовые 

клетки (МСК) жировой ткани. При изучении клеточной культуры клеток 

эпителия роговицы визуализировались клетки эпителиального фенотипа, 

которые формировали монослой и плотно прилегали друг к другу, в отличие 

от контрольной группы, где визуализировались гомогенные культуры клеток, 

характеризующиеся веретеновидной фибробластоподобной морфологией с 

четко различимым ядром, ядрышком и цитоплазматической перинуклеарной 

зернистостью.  При флуоресцентно-микроскопическом исследовании с 

использованием флуоресцентного красителя DAPI в обеих клеточных 
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культурах визуализировалось равномерное распределение и интенсивность 

флуоресценции клеточных ядер, что подтвердило жизнеспособность клеток в 

обеих клеточных культурах. В клеточной культуре клеток переднего эпителия 

роговицы отмечалась позитивная реакция на специфическое окрашивание 

Цитокератин 18. В работе продемонстрирована противоположная 

отрицательная реакция на специфическое окрашивание в культуре 

мезенхимальных стволовых клеток. На данном этапе исследования была 

подтверждена жизнеспособность клеток в исследуемой культуре, а 

морфологическое исследование клеток и специфическое окрашивание на 

цитокератин 18 подтвердило сохранность эпителиального фенотипа. Данную 

серию исследования было необходимо провести перед последующими 

этапами, так как известно, что используемая в эксперименте культуральная 

среда может вызывать процесс эпителиально-мезенхимальной трансформации 

клеток [17,101].  

Во второй серии эксперимента in vitro проводилось изучение 

пролиферативной активности клеток эпителия роговицы человека под 

влиянием различных концентраций сГАГ. Для этого исследуемая клеточная 

культура эпителия роговицы человека 5-го пассажа была рассажена в лунки 

плоскодонного 24-луночного планшета в плотности 4,0*104 кл/лунка. Также, 

клеточная культура была рассажена в специальные планшеты для клеточного 

анализатора RTCA xCELLigence System в плотности 1,5*104 кл/лунка.  Через 

48 часов проводилась смена среды с добавлением исследуемых растворов. В 

опытной группе №1 в культуральную среду добавляли смесь сГАГ в 

концентрации 0,1%. В опытной группе №2 в культуральную среду добавляли 

смесь сГАГ в концентрации 0,5%. В опытной группе №3 в культуральную 

среду добавляли смесь сГАГ в концентрации 1%. В группе контроля №1 

замена среды проводилась без добавления растворов, посев клеток проводился 

аналогично посевам с опытными образцами. По истечении 48 часов от начала 

эксперимента показатели клеточного индекса во всех исследуемых культурах 
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не имели статистического различия между собой, после чего проводилась 

замена среды с добавлением исследуемых растворов, согласно 

представленному дизайну исследования. Через 2 часа после введения 

исследуемых растворов (50 часов от начала эксперимента) были выявлены 

различия между показателями клеточного индекса как в опытных группах, при 

добавлении смеси сГАГ, так и в группе контроля. В опытной группе №1, №2, 

№3 отмечалось достоверное, статистически значимое увеличение показателей 

КИ по сравнению с группой контроля (p=0,000003, p=0,000000, p=0,000000, 

соответственно). Наибольшее внимание привлекли опытная группа №2 (сГАГ 

0,5%), где показатель клеточного индекса был наибольшим- Ме 2,6454 

(2,5813;2,7769), прирост показателей составил 45,40%, и опытная группа №3 

(сГАГ 1%), где показатель клеточного индекса составлял Ме 2,5504 

(2,5283;2,5782), прирост показателей составил 39,17%, различия между 

показателями КИ в опытной группе №2 и опытной группе №3 были 

статистически значимыми (p=0.001625).  В опытной группе №1(сГАГ 0,1%) и 

контрольной группе №1 показатели клеточного индекса и его прироста были 

наименьшими и составляли Ме 2,3961(2,3530;2,4065), прирост показателей -

30,45% и Ме 2,1688(2,1567;2,1817), прирост показателей- 17,67%, 

соответственно. Через 3 часа от начала эксперимента (51 час наблюдения) в 

опытных группах №1, №2 и №3 показатели клеточного индекса 

последовательно повышались и оставались достоверно высокими в сравнении 

с контрольной группой (p=0,000023;p=0,000001;p=0.000000, соответственно). 

Наибольшие показатели клеточного индекса были отмечены в опытной группе 

с 1% сГАГ и составляли Ме 2,8578 (2,8419;2,8738), прирост показателей 

составил -55,59%. В опытной группе с 0,5% сГАГ показатели клеточного 

индекса составляли Ме 2,6521 (2,5866;2,7921), прирост показателей 45,95%. 

Наименьшие показатели КИ были зарегистрированы в опытной группе №1 с 

0,1% сГАГ и группе контроля №1, где данные показатели составляли Ме 

2,5186 (2,4975;2,5922), прирост показателей-38,37%, и Ме 2,3801 

(2,3672;2,4084), прирост показателей -29,63%, соответственно. 
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Во всех опытных группах через 51 час от начала эксперимента 

наблюдалось достижение пика пролиферативной активности и сохранность ее 

в течение последующих 1,5 часов наблюдения, вследствие чего эксперимент 

был прекращен.При интерпретации полученных данных в опытных группах 

№1, №2, №3 и контрольной группе №1 оценивалось пролиферативное 

действие смеси сГАГ на культуру клеток эпителия роговицы человека.  

Ранее влияние сГАГ на пролиферацию и дифференцировку клеток было 

изучено на культуре клеток миелоидной лейкемии человека U-937 [206]. N. 

Volpi с соавторами (1994) определили, что хондроитинсульфат и 

дерматансульфат (от 0.01 до 100 мкг/мл) стимулируют пролиферацию клеток. 

Также биологическая активность сГАГ изучалась in vitro на клетках 

соединительной ткани роговицы человека и фибробластах кожи телят. 

Полученные при этом результаты показали, что сГАГ усиливают биосинтез 

РНК (синтез белка), стимулируют секрецию клетками коллагена и 

протеогликанов. Комплекс коллаген-сГАГ способствует адгезии клеток 

фибробластического ряда и увеличивает пролиферацию фибробластов более 

чем в 4 раза [19]. Ранее также выдвигалась гипотеза о репаративном действии 

сГАГ на роговицу человека за счет усиления миграции эпителиальных клеток 

с неповрежденных участков и увеличения митотической активности 

базальных клеток [6]. В настоящем исследовании было доказано 

стимулирующее влияние оригинальной смеси сГАГ на пролиферацию  

эпителия роговицы человека. Введение смеси сГАГ в культуральную среду 

вызывало достоверное увеличение пролиферативной активности 

эпителиальных клеток во всех опытных группах по сравнению с группой 

контроля. Пролиферативное действие сГАГ на клетки эпителия роговицы в 

эксперименте in vitro в настоящем эксперименте было изучено впервые. 

Статистический анализ полученных данных указывает на более выраженное 

пролиферативное действия сГАГ в концентрации 0,5% и 1% из диапазона 

исследуемых. 
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В следующей серии эксперимента in vitro проводилось изучение 

протекторного действия смеси сГАГ на культуру клеток эпителия роговицы 

человека в условиях токсического воздействия. Для этого исследуемая 

клеточная культура эпителия роговицы человека 5-го пассажа была рассажена 

в лунки плоскодонного 24-луночного планшета в плотности 4,0*104 кл/лунка. 

Также, клеточная культура была рассажена в специальные планшеты для 

клеточного анализатора RTCA xCELLigence System в плотности 1,5*104 

кл/лунка. По истечении 48 часов от начала эксперимента показатели КИ во 

всех исследуемых культурах не имели статистического различия между собой, 

после чего в культуральную среду вводились исследуемые растворы, согласно 

представленному дизайну исследования.  В опытной группе №4 в 

культуральную среду добавляли смесь сГАГ с концентрацией действующего 

вещества 0,1% и 0,01% раствор БХ. В опытной группе №5 в культуральную 

среду добавляли смесь сГАГ в концентрации 0,5% и 0,01% раствор БХ. В 

опытной группе №6 в культуральную среду добавляли смесь сГАГ в 

концентрации 1% и 0,01% раствор БХ. В качестве контроля №2 

использовалась   культура клеток, в среду которой добавляли 0,01% раствор 

БХ без добавления раствора сГАГ. 

Через 1 час после введения исследуемых растворов (49 часов от начала 

эксперимента), в состав которых входил БХ, во всех опытных группах и 

группе контроля отмечалось резкое снижение показателей клеточного 

индекса. Однако, показатели клеточного индекса в опытной группе №4, 

опытной группе №5 и опытной группе №6 были достоверно выше, чем в 

группе контроля (p=0,000222, p= 0,000148 и p=0,000148, соответственно). 

Наибольшие показатели были в опытных группах с концентрациями 1% сГАГ 

(опытная группа № 6) – Ме 1,3534(1,3070;1,3720) (снижение показателей по 

сравнению с исходными данными на 26,62%) и 0,5% сГАГ (опытная группа 

№5) –Ме 0,9134 (0,8992;0,9250) (снижение показателей по сравнению с 

исходными данными  - 50,24%). В опытной группе №4 (сГАГ 0,1%) и 
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контрольной группе №2 показатели КИ были наименьшими, а снижение 

показателей по сравнению с исходными данными – наибольшими: Ме 0,8812 

(0,8729;0,8814), (снижение показателей- 52,70%) и Ме 0,7083 (0,6804;0,7388), 

(снижение показателей- 60,60%), соответственно. Однако, показатели в 

опытной группе №4 и в опытной группе №5 не имели статистически значимых 

различий (p=0.49954). 

Через 2 часа после введения исследуемых образцов (50 часов от начала 

эксперимента) во всех экспериментальных группах отмечалось постепенное 

снижение показателей клеточного импеданса клеток, что указывало на 

снижение количества жизнеспособных клеток в культуре. Показатели КИ в 

опытной группе №6 оставались достоверно выше в сравнении с группой 

контроля (p=0,000148). Показатели КИ в опытной группе были наибольшими 

(1% сГАГ) и составляли Me 0,2830 (0,27810;0,2944) (снижение показателей по 

сравнению с исходными данными 84,83%). В опытной группе №5 (0,5% сГАГ) 

показатели клеточного индекса составляли Me 0,1587 (0,1477;0,1669) 

(снижение показателей по сравнению с исходными данными 91,59%). 

Наименьшие показатели КИ отмечались в опытной группе №4(0,1% сГАГ) и 

группе контроля №2, где данные показатели составляли Ме 0,0749 

(0,0699;0,0866) (снижение показателей- 95,92%) и Ме 0,0749 (0,0700;0,0814) 

(снижение показателей- 95,93 %) соответственно.  

Через 3,5 часа с момента введения исследуемых растворов в опытных и 

контрольной группах при морфологическом изучении методом световой 

микроскопии с фазовым контрастом жизнеспособные клетки не 

визуализировались, вследствие чего эксперимент был прекращен. 

Данные, полученные при анализе результатов во второй серии 

эксперимента in vitro, подтверждают выраженное токсическое действие 

раствора БХ, что проявлялось в резком снижении показателей клеточного 

индекса. Однако, введение в среду различных концентраций сГАГ 
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способствовало снижению клеточной гибели в опытных образцах, что 

указывает на наличие протекторного действия сГАГ на клетки эпителия 

роговицы в условиях токсического воздействия бензалкония хлорида.   

Ранее в литературе были представлены данные о протекторном действии 

несульфатированных гликозаминогликанов (гиалуроновой кислоты) на 

эпителиальные клеточные линии [59,169]. Протекторное действие 

сульфатированных гликозаминогликанов  на клетки эпителия роговицы 

человека в настоящем исследовании было изучено впервые. Полианионная 

химическая структура сГАГ позволяет   им связывать токсические вещества в 

межклеточном матриксе, блокируя поступление их в клетку [27,38]. Также 

экзогенно введенные сГАГ могут создавать высокую концентрацию углеводов 

на клеточной поверхности клеток, что служит сетевым барьером для 

токсичных веществ, тем самым выполняя защитную функцию [33,205]. В 

литературе также  представлены данные  о противовоспалительном действии 

сГАГ, которое связано со способностью подавлять действие клеточных 

ферментов за счет изменения их конформации аллостерическим, мостиковым 

или подложковым способом [9,68], а также способности связывать 

положительно заряженные фрагменты поврежденных клеточных мембран, 

адсорбировать на себе продукты распада, тем самым блокирую хемотаксис 

[37,43,78].  

Кроме вышеупомянутых гипотез, реализацию протекторного действия 

сГАГ можно предположить за счет их антиоксидантного действия, которое 

реализуется за счет стабилизации активности восстанавливающих НАДФ 

дегидрогеназ [20] за счет наличия в их составе  карбоксильных  и сульфатных 

групп, сГАГ могут образовывать хелатные комплексы с ионами переходных 

металлов, таких как Cu2+ или Fe2+ , которые являются внеклеточными 

источниками активных форм кислорода путем  инициации реакций  Фентона 

и Габера-Вейса [57].  По полученным результатам в настоящем исследовании, 

закономерно сделать вывод, что введение сульфатированных 
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гликозаминогликанов в культуральную среду может оказать протекторное 

действие на клетки эпителия роговицы человека в условиях токсического 

действия. Статистический анализ полученных данных указывает на более 

выраженное протекторное действия сГАГ в концентрации 1% из диапазона 

исследуемых. 

Учитывая тот факт, что в условиях изолированной культуры 

невозможно воспроизвести весь комплекс адаптационных и защитных 

механизмов эпителия, последующие серии экспериментальных исследований 

были выполнены на лабораторных животных.  

В первой серии  исследования in vivo проводилось изучение местной 

токсичности смеси сГАГ и определение эффективности применения 

различных концентраций сГАГ на репаративные свойства роговицы на модели 

механической эрозии роговицы в эксперименте in vivo. Изучение местной 

токсичности смеси сГАГ проводили в хроническом опыте на 12 кроликах 

породы Шиншилла (24 глаз). У каждого кролика правый глаз был опытный, а 

левый глаз служил контролем. Все кролики  были разделены и 

промаркированы  на 3 опытные группы (12 глаз)  и 1 группу контроля (12 глаз), 

согласно характеру проводимых инстилляций.  В первой опытной группе (4 

глаза)  проводили инстилляции 0,1% раствора смеси сГАГ 6 раз в день. Во 

второй опытной группе (4 глаза) проводили инстилляции 0,5% раствора смеси 

сГАГ 6 раз в день. В третьей опытной группе (4 глаза) проводили инстилляции 

1% раствора смеси сГАГ в 6 раз в день. В контрольной группе (12 глаз)  

проводили инстилляции 0,9% раствора хлорида натрия. Срок наблюдения за 

животными составил 2 недели. При определении местной токсичности смеси 

сГАГ было установлено, что инстилляции разработанной композиции в 

интенсивном режиме в условиях хронического опыта (2 недели) не оказывают 

токсического воздействия на структуры глазной поверхности, не оказывает 

влияние на ширину зрачка и уровень ВГД у опытных животных. Ранее в 

литературе данных о изучении местной токсичности оригинальной смеси 



107 
 

сГАГ, влиянии ее на диаметр зрачка и уровень ВГД у лабораторных животных 

представлено не было. После изучения местной токсичности смеси, 

проводилось изучение регенераторных свойств смеси сГАГ на модели 

механической эрозии. Экспериментальное исследование проводили по 

следующей методике: всем лабораторным животным (60 животных, 120 глаз) 

под местной анестезией 0,3% раствора дикаина глазным шпателем 

проводилась скарификация переднего эпителия на всем протяжении 

роговицы. Затем все опытные животные были разделены на 3 опытные группы 

и группу контроля. В 1-ой опытной группе (20 глаз) выполняли инстилляции 

0,1% раствора сГАГ два раза в день (утром и вечером). Во 2-ой опытной группе 

(20 глаз) проводили инстилляции 0,5% раствора сГАГ два раза в день (утром 

и вечером). В 3-й опытной группе (20 глаз) проводили инстилляции 1% 

раствора сГАГ два раза в день (утром и вечером). Группой контроля 

послужили парные глаза (60 глаз), где проводили инстилляции 

физиологического раствора два раза в день (утром и вечером). Клиническое 

наблюдение за животными проводилось ежедневно с интервалом 12 часов. 

Для оценки зоны повреждения эпителия роговицы проводилась 

биомикроскопия глаз животных (щелевая лампа «Opton»,ФРГ)  с 

окрашиванием роговицы 0,5% раствором флюоресцеина натрия «Novartis 

pharma» (Швейцария) и последующей фоторегистрацией на 12 МП 

фронтальную камеру iPhone 6S с объективом для макросъемки. Подсчет 

площади эпителиального дефекта проводился в программе Adobe Photoshop 

CC. Полученные числовые значения  в опытных и контрольных группах 

суммировались в виде таблицы и подвергались статистической обработке. В 

начале эксперимента во всех опытных группах зона десквамации занимала 

всю площадь поверхности роговицы и прокрашивалась 0,5% раствором 

флюоресцеина натрия, площадь десквамации эпителия в опытной группе №1, 

в опытной группе №2 и в опытной группе №3 не имела статистически 

значимых отличий от группы контроля (p=0,55, p=0.79 и p=0.38, 

соответственно). Через 12 часов от начала эксперимента во всех опытных 
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глазах было зарегистрировано появление каймы эпителизации концентрично 

лимбу. В опытной группе №1 и опытной группе №2 площадь десквамации 

была наименьшей, и составляла Ме 91,70 (88,26;95,66) мм² и Ме 93,15 

(89,02;96,03) мм², соответственно, статистически значимой разницы между 

группами выявлено не было (p=0.60). В опытной группе №3 площадь 

роговицы, прокрашиваемой флюоресцеином натрия, составляла Ме 95,36 

(94,08;98,64) мм², а в группе контроля Ме 98,02 (96,99;98,94) мм² (p=0.03). 

Через 36 часов наибольшим по площади дефект эпителия сохранялся в 

опытной группе №3 и в контрольной группе и составлял Ме 68,74 (67,01;70,22) 

мм² и Ме 69,64 (68,01;70,17) мм², соответственно. Различия между 

показателями опытной группы №3 и контрольной группой статистически 

значимы не были (p=0,45).  В опытной группе №1 и №2 зона эрозии 

сократилась по площади и составляла Ме 59,06 (57,18;63,24) мм2 и Ме 61,12 

(58,65;63,66) мм², соответственно, что достоверно отличалось от показателей 

площади зоны роговицы в опытной группе №3 и группой контроля (p<0,05), 

статистически значимой разницы между показателями опытной группы №1 и 

опытной группой №2 не отмечалось (p=0.303). Во всех группах эксперимента 

сохранялись явления раздражения глаз, в виде незначительного отека 

поверхностных слоев стромы роговицы и перикорнеальной инъекции сосудов.               

Через 60 часов от начала эксперимента в группе контроля, без использования 

сГАГ отмечались явления раздражения глаз, реэпителизация роговицы 

проходила концентрично лимбу, сохранялся дефект эпителия в центральной 

зоне роговицы в виде овала с неровными краями и по площади составлял Ме 

40.18 (39,15;41,02) мм². Дефект эпителия в контрольной группе был 

достоверно больше в сравнении со всеми опытными группами (p<0,05). Через 

108 часов наблюдения площадь дефекта эпителия роговицы составляла Ме 

1,83 (1,59;2,01) мм², полное восстановление прозрачности и целостности 

эпителия во всех контрольных глазах было отмечено через 5 суток от начала 

эксперимента (120 часов). 
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После инстилляций раствора 1% сГАГ (3-я опытная группа) через 60 

часов отмечалось сокращение площади зоны десквамации до 29,26 

(29,99;30,14)   мм², дефект эпителия сохранялся в центральной зоне роговицы 

в виде овала. Сохранялась умеренная перикорнеальная инъекция, отек 

поверхностных слоев стромы. Полная эпителизация с восстановлением 

прозрачности роговицы в 3-й опытной группе наступила через 96 часов от 

начала эксперимента. 

 В 1ой опытной группе на фоне инстилляций 0,1% раствора сГАГ 

реэпителизация роговицы проходила концентрично лимбу и через 60 часов от 

начала эксперимента составляла Ме 17,34 (16,21;19,85) мм², полная 

эпителизация роговицы наблюдалась во всех опытных глазах через 84 часа от 

начала эксперимента. После инстилляций 0,5% раствора сГАГ (2-ая опытная 

группа) через 60 часов от начала эксперимента зона десквамации эпителия 

сохранялась в центральной зоне роговицы в виде овала с ровными краями и по 

площади была наименьшей – Ме 12,45 (9,78;15.05) мм². Полная эпителизация 

с восстановлением прозрачности роговицы после инстилляций 0,5% раствора 

сГАГ (2-ая опытная группа) во всех опытных глазах была зарегистрирована 

через 84 часа от начала эксперимента.  Полученные результаты 

экспериментального исследования подтверждают наличие пролиферативной 

активности растворов сГАГ в диапазоне исследуемых концентраций, а сроки 

полной эпителизации и восстановления прозрачности роговицы позволяют 

предположить, что использование раствора сГАГ в концентрации 0,5% 

является наиболее эффективным в эксперименте in vivo на модели 

механической эрозии роговицы кролика. Помимо прямого влияния сГАГ на 

пролиферативную активность клеток, выдвигаются гипотезы, что влияние 

сГАГ на стимуляцию регенеративных процессов в роговице осуществляется 

также за счет усиления миграции эпителиальных клеток с неповрежденных 

участков и увеличения митотической активности базальных клеток [6]. По 

результатам данной серии эксперимента, можно сделать вывод, что 
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инстилляции сГАГ оказывает стимулирующее влияние на репаративные 

процессы в эпителии роговицы кролика, а статистический анализ полученных 

результатов позволяет предположить, что использование раствора в 

концентрации 0,5% является наиболее эффективным.  

В следующей серии эксперимента in vivo проводилось изучение 

подобранной концентрации смеси сГАГ на модели токсической эрозии 

роговицы. Сначала проводилось изучение влияния 0,1% раствора БХ на 

клинико-функциональное состояние роговицы кролика, а также проводилась 

отработка режима и времени инстилляций для получения модели токсической 

эрозии. Экспериментальное исследование было выполнено на 40 кроликах (80 

глаз) породы Шиншилла. Для экспериментального моделирования 

токсической эрозии роговицы проводили инстилляции 0,1% раствора БХ  4 

раза в день в течение 7 дней по отработанной ранее методике. После 

моделирования токсической эрозии роговицы все животные были разделены 

на 2 опытные и контрольную группы в зависимости от характера проводимых 

далее инстилляций, согласно разработанному дизайну исследования. В 1-ой 

опытной группе (20 глаз) продолжили инстилляции 0,1% раствора БХ с 

добавлением инстилляций 0,5% раствора сГАГ. Во 2-ой опытной группе (20 

глаз) инстиллировали 0,5 % раствор сГАГ, инстилляции раствора БХ были 

прекращены. В контрольной группе (40 глаз) инстиллировали 

физиологический раствор 0,9% хлорида натрия. Инстилляции исследуемых 

растворов проводили 2 раза в день с дальнейшей оценкой зоны повреждения 

эпителия роговицы с использованием биомикроскопии глаз животных 

окрашиванием 0,5% раствором флюоресцеина натрия с последующей 

фоторегистрацией. Для контроля морфологических изменений в ходе 

эксперимента проводили конфокальную микроскопию роговицы на приборе 

Confoscan 4 (Nidek, Япония). Подсчет площади эпителиального дефекта 

проводился в программе Adobe Photoshop CC. Полученные числовые значения  

в опытных и контрольных группах суммировались в виде таблицы и 
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подвергались статистической обработке. По данным конфокальной 

микроскопии проводилось протоколирование состояния цитоархитектоники 

роговицы во все сроки наблюдения. 

Выбор концентраций БХ в этом эксперименте был основан на 

клинической практике и экспериментальных исследованиях, представленных 

в литературе. Наиболее часто применяемая концентрация БХ в 

офтальмологических препаратах 0,01 % (в диапазоне от 0,004 % до 0,02 %) 

[39,176]. Создание экспериментальной модели на животных с использованием 

0,01 % концентрации имеет определенные трудности, в связи с длительным 

наблюдением за животными [144]. Так, Furrer с соавторами выявили, что 

инстилляции бета-блокаторов с консервантами (БХ 0,01 %) в течение 28 дней, 

вызывает эрозирование 9 % эпителия от общей поверхности роговицы [109]. 

В связи с этим многие исследователи изучали острое токсическое действие БХ 

на глазную поверхность, увеличив концентрацию в 1–50 раз [21]. Согласно 

правилу Габера, используемого в токсикологии, увеличение концентрации 

раствора бензалкония хлорида позволяет сократить время воздействия с 

сохранением дозы токсического вещества в тканях [193].  

Ранее в литературе были представлены экспериментальные модели 

повреждения роговицы, полученные путем инстилляций высоких 

концентраций 0,1% и 0,2% раствора БХ, которые носили название «модель 

синдрома сухого глаза» [215,228]. Ибрагимова Д.И. с соавторами изучали 

влияние 0,01 % и 0,2 % растворов бензалкония хлорида на состояние роговицы 

и слезопродукцию у кроликов. По данным исследователей во всех опытных 

группах наблюдались явления эпителиопатии роговицы различной степени 

выраженности (от единичных эпителиальных дефектов до тотальной эрозии 

роговицы) в зависимости от сроков наблюдения и концентрации раствора [21]. 

Однако, показатели пробы Ширмера I в опытных группах во все сроки 

наблюдения превышали показатели условно принятой нормы.  При 

моделировании эрозии у всех кроликов, начиная с 3 суток наблюдения, 
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отмечались выраженные признаки раздражения в виде блефароспазма и 

слезотечения, в связи с чем, состояние слезопродукции не оценивалось. 

Полученные данные ставят под сомнение возможность моделирования 

дефицита слезопродукции путем инстилляций высоких концентраций 

раствора бензалкония хлорида, учитывая ярко выраженное раздражающее 

действие последнего. В настоящем исследовании впервые была получена 

токсическая эрозия роговицы путем ежедневных 4х кратных инстилляций 0,1 

% раствора БХ, что, по нашему мнению, позволяет в короткие сроки получить 

устойчивые во временных параметрах изменения роговицы обратимого 

характера. На 7 сутки эксперимента во всех опытных глазах отмечались 

признаки токсической эрозии роговицы. Кроме того, использование 

конфокальной микроскопии, помимо стандартных методик оценки состояния 

роговицы, позволяет оценить состояние цитоархитектоники роговицы во всех 

ее слоях без выведения животных из эксперимента, а также максимально 

приблизить оценку результатов к клинической практике, что является 

неоспоримым преимуществом [124,171]. 

Результаты настоящего исследования подтвердили цитотоксическое 

действие раствора БХ на клетки глазной поверхности, что проявляется в 

развитии токсической эпителиальной эрозии на 7 сутки эксперимента. Ярко 

выраженное раздражающее действие 0,1 % раствора БХ не позволяет оценить 

слезопродукцию у экспериментальных животных из-за выраженного 

слезотечения. Полученные изменения характеризуются легкой 

воспроизводимостью, малой травматичностью, неинвазивностью, 

дозируемостью, а также являются устойчивыми во временных параметрах. 

После воспроизведения экспериментальной модели токсической эрозии, 

проводилось изучение регенераторных и протекторных свойств смеси сГАГ 

на полученной модели. Результаты настоящего исследования 

продемонстрировали, что раствор оригинальной смеси сГАГ в концентрации 

0,5% стимулировали репаративную регенерацию в клетках эпителия роговицы 
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(опытная группа №1). Это согласуется с ранее представленными данными в 

литературе, где указано, что экзогенно введенные сГАГ в низких 

концентрациях оказывают пролиферативное действие на клетки фибробластов 

мыши линии L929 [46] и полученными нами результатами в эксперименте in 

vitro. Изучение репаративной активности оригинальной смеси сГАГ в 

концентрации 0,5% на модели токсической эрозии роговицы кролика было 

изучено впервые. Не маловажный аспект в современных исследованиях 

уделяют противовоспалительному и антиоксидантному действию сГАГ 

[9,68,178,200]. В настоящем исследовании противовоспалительная активность 

и антиоксидантное действие сГАГ не изучалось, однако, сроки 

восстановления прозрачности экстрацеллюлярного матрикса и 

цитоархитектоники роговицы по данным конфокальной микроскопии, а также 

купирование видимых признаков воспаления в опытных группах позволяют 

косвенно предположить наличие данного механизма. 

В литературе также встречаются данные о протекторном действии 

несульфатированных гликозаминогликанов на клетки глазной поверхности 

кроликов в условиях токсического воздействия бензалкония хлорида [222]. 

Протекторное действие сульфатированных гликозаминогликанов  на клетки 

эпителия роговицы кролика ранее не изучалось. Сроки эпителизации в 

опытной группе №1 (0,5% сГАГ+ 0,1% БХ) в сравнении с контрольной 

группой (0,9% NaCL) позволяют предположить наличие выраженного 

протекторного действия смеси сГАГ, так как эпителизация на фоне 

инстилляций сГАГ в условиях токсического воздействия БХ наступила в более 

короткие сроки, чем в группе контроля. Это согласуется с полученными 

данными в ходе серии экспериментов in vitro. Разработанная 

экспериментальная модель легко воспроизводима, неинвазивна, не требует 

длительного наблюдения за животными, а также не требует выведения 

животных из эксперимента. На разработанной модели токсической эрозии 

подтверждено токсической действие раствора бензалкония хлорида, а сроки 



114 
 

восстановления цитоархитектоники и полной реэпителизации роговицы, 

позволяют сделать закономерный вывод о наличии выраженных 

регенераторных и протекторных свойств сульфатированных 

гликозаминогликанов в условиях токсического воздействия.  

Стоит отметить, что в литературе имеются данные о 

противовоспалительном и антиоксидантном влиянии сГАГ на различные 

клеточные культуры, что является перспективным вектором 

исследовательской деятельности по изучения смеси для более обширного 

понимания патогенетических механизмом влияния сульфатированных 

гликозаминогликанов на структуры глазной поверхности.  

В настоящей экспериментальной работе последовательно изучены 

особенности влияния смеси сГАГ на пролиферацию клеток эпителия 

роговицы в эксперименте in vitro и in vivo. Полученные результаты 

неоспоримо указывают на наличие стимулирующего влияния смеси сГАГ на 

пролиферацию клеток эпителия роговицы, а результаты, полученные в 

экспериментах in vitro и in vivo, не противоречат между собой. Кроме того, 

большая часть работы посвящена определению наличию протекторных 

свойств сульфатированных гликозаминогликанов на клетки эпителия 

роговицы, что ранее изучено не было.  В настоящем исследовании 

представлены убедительные результаты, которые позволяют сделать 

закономерный вывод о наличии протекторных свойств сГАГ на клетки 

эпителия роговицы, а полученные результаты в эксперименте in vitro и in vivo 

также не имеют противоречий. Полученные данные открывают перспективы 

для дальнейших доклинических и клинических испытаний смеси сГАГ.   
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ВЫВОДЫ 

1. Клетки культуры эпителия роговицы, культивированные с 

использованием питательной среды DMEM/F12 с добавлением 10% 

эмбриональной телячьей сыворотки HyClone III, L-глутамина (4мМ) и 

антибиотиков пенициллин/стрептомицин (50 мкг/мл) жизнеспособны, имеют 

эпителиальный фенотип и положительную реакцию на СК 18, что изучено с 

использованием морфологического исследования методом световой 

микроскопии с фазовым контрастом, флуоресцентно-микроскопического 

исследования с использованием флуоресцентного красителя DAPI и со 

специфическим окрашиванием клеток моноклональными антителами на 

цитокератин 18 (СК18). 

2. Введение смеси сГАГ в культуральную среду вызывает 

достоверное увеличение пролиферативной активности эпителиальных 

клеток во всех опытных группах по сравнению с группой контроля. 

Сравнительный анализ показателей клеточного индекса в разных опытных 

группах указывает на более выраженное пролиферативное действие сГАГ в 

концентрации 0,5% и 1% из диапазона исследуемых. 

3. Введение сульфатированных гликозаминогликанов в 

культуральную среду может оказывать протекторное действие на клетки 

эпителия роговицы человека в условиях токсического действия, что 

выражается в снижении клеточной гибели. При сравнительном анализе 

полученных данных выявлено, что достаточное протекторное действие в 

условиях клеточной культуры оказывает исследуемый раствор 

сульфатированных гликозаминогликанов в концентрации 1%.  

4. Смесь сГАГ в концентрации 0,1%, 0,5% и 1% не оказывает 

токсико-аллергического воздействия на роговицу, не оказывает влияния на 

ширину зрачка, уровень внутриглазного давления и не обладает 

цитотоксичностью. Инстилляции сГАГ в диапазоне исследуемых 

концентраций ускоряют реэпителизацию роговицы, а сроки полной 
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эпителизации и восстановления прозрачности роговицы позволяют 

предположить, что использование раствора сГАГ в концентрации 0,5% 

является наиболее эффективным в эксперименте in vivo. 

5. Разработанная экспериментальная модель токсической эрозии 

роговицы, заключающаяся в инстилляции 0,1% раствора БХ 4 раза в день в 

течение 7 дней в конъюнтивальную полость кролика, позволяет в короткие 

сроки получить устойчивые во временных параметрах изменения роговицы 

обратимого характера. Изучение регенераторных и протекторных свойств 

сГАГ на разработанной модели токсической эрозии роговицы показало, что 

раствор смеси сГАГ в концентрации 0,5% стимулирует репаративную 

регенерацию в клетках эпителия роговицы, а сроки эпителизации позволяют 

предположить наличие выраженного протекторного действия смеси сГАГ, 

так как эпителизация на фоне инстилляций сГАГ в условиях токсического 

воздействия БХ наступила в более короткие сроки, чем в группе контроля. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 
 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Использование питательной среды DMEM/F12 с добавлением 10% 

эмбриональной телячьей сыворотки HyClone III, L-глутамина (4 мМ) и 

антибиотиков пенициллин/стрептомицин (50 мкг/мл) при культивировании 

клеток возможно, но требует дополнительного этапа идентификации перед 

основным экспериментом, включающим изучение морфологического 

фенотипа клеток, определение их жизнеспособности и  флуоресцентно-

микроскопическое исследование со специфическим окрашиванием клеток 

моноклональными антителами на СК18, так как эпителиальные клеточные 

линии имеют слабую сохранность фенотипа и могут вовлекаться в процесс 

эпителиально-мезенхимальной трансформации. 

2. Использование прибора RTCA xCelligence при изучении 

протекторных свойств и влияния различных растворов на пролиферацию 

клеток позволяет в режиме реального времени, без использования 

красителей и других дополнительных методов оценивать жизнеспособность 

клеточных культур, а также производить точный расчет показателей 

числовых значений клеточного индекса для дальнейшего статистического 

анализа, полученных результатов.  

3. Разработанная экспериментальная модель токсической эрозии 

роговицы, заключающаяся в 4-кратных инстилляциях 0,1 % раствора 

бензалкония хлорида в течение 7 дней, легко воспроизводима, неинвазивна, 

не требует выведения животных из эксперимента и позволяет обосновать 

применение различных растворов для лечения и профилактики 

токсического повреждения роговицы.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АТФ – Аденозинтрифосфорная кислота 

БХ – Бензалкония хлорид 

ВГД – Внутриглазное давление 

ГАГ – Гликозаминогликаны 

ГС – Гепарансульфат 

ДНК - Дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДС – Дерматансульфат 

ЗГП – Заболевания глазной поверхности 

КИ – Клеточный индекс 

ММП – Матриксные металлопротеиназы 

МСК – мезенхимальные стволовые клетки  

НАДФ – Никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

НПВС – Нестероидные противовоспалительные средства 

РНК  – Рибонуклеиновая кислота 

сГАГ – Сульфатированные гликозаминогликаны 

СК 18 –  Цитокератин 18 

СОД – Супероксиддисмутаза 

ТМФ –  Тимидинмонофосфорная кислота 

ФК – Фазовый контраст 

ФНО – Фактор некроза опухоли 
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ФРК - Фоторефракционная кератэктомия 

ХС – Хондроитинсульфат 

ЭЦМ – Экстрацеллюлярный матрикс 
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