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Ââåäåíèå. Ôóíêöèîíàëüíàÿ íåäîñòàòî÷íîñòü 
ïîâåðõíîñòè ãëàçà ñâÿçàíà ñ äèñôóíêöèåé ýïèòå-
ëèàëüíîãî ïîêðîâà ðàçíîé ñòåïåíè âûðàæåííîñòè, 
êîòîðàÿ ìîðôîëîãè÷åñêè ïðîÿâëÿåòñÿ ìåòàïëàçèåé 
êëåòîê. Îäíèì èç òàêèõ íàðóøåíèé ÿâëÿåòñÿ êîíú-
þíêòèâàëüíàÿ ìåòàïëàçèÿ ðîãîâèöû, èëè ëèìáàëü-
íàÿ íåäîñòàòî÷íîñòü [1, 5]. 

Ïî ñòåïåíè âûðàæåííîñòè âûäåëÿþò ÷àñòè÷-
íóþ è òîòàëüíóþ ëèìáàëüíóþ íåäîñòàòî÷íîñòü. Ïî 
ïàòîãåíåçó ñèíäðîì ëèìáàëüíîé íåäîñòàòî÷íîñòè 
(ÑËÍ) ìîæåò áûòü ðàçäåëåí íà äâå áîëüøèå ãðóï-
ïû [1, 2, 4]. Ïåðâûé òèï âêëþ÷àåò ïàòîëîãè÷åñêèå 
ñîñòîÿíèÿ, îáóñëîâëåííûå ïðÿìûì ðàçðóøåíèåì 
ëèìáàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Âòîðîé òèï äàííîãî 
ñèíäðîìà âûçâàí ïåðâè÷íîé äåñòðóêöèåé ëèìáàëü-
íîé ñòðîìû [5]. Îí ïðîòåêàåò ïî òèïó ìåäëåííî 
ïðîãðåññèðóþùåãî çàáîëåâàíèÿ. 

Ïðè äëèòåëüíîì ðåöèäèâèðóþùåì òå÷åíèè 
ãåðïåòè÷åñêîãî êåðàòèòà ðàçâèâàþòñÿ íåéðîòðî-
ôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, íàðóøàþùèå ìåòàáîëèçì 
ðîãîâîé îáîëî÷êè. Ýòî ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ 
ïðîëèôåðàöèè ñòâîëîâûõ ðîãîâè÷íûõ êëåòîê (êî-
òîðûìè ÿâëÿþòñÿ áàçàëüíûå ýïèòåëèîöèòû ëèìáà) 

è ðàçâèòèþ ðóáöåâàíèÿ ðîãîâèöû, èñòîí÷åíèþ, 
íåîâàñêóëÿðèçàöèè, ò.å. ëèìáàëüíîé íåäîñòàòî÷-
íîñòè [1, 2, 5]. 

Õàðàêòåð òå÷åíèÿ ðåöèäèâèðóþùåãî ãåðïåòè-
÷åñêîãî êåðàòèòà, îñëîæí¸ííîãî ëèìáàëüíîé íåäî-
ñòàòî÷íîñòüþ, èçó÷åí íåäîñòàòî÷íî. Íåîáõîäèìî 
óòî÷íèòü, ÷åì îáóñëîâëåíî ðàçâèòèå ëèìáàëüíîé 
íåäîñòàòî÷íîñòè ïðè ðåöèäèâèðóþùåì ãåðïåòè÷å-
ñêîì êåðàòèòå: íåïîëíîöåííîñòüþ ñóáñòðàòà ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê èëè ñàìèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê? 

Èìåííî ýòî è îïðåäåëèëî àêòóàëüíîñòü òåìû è 
çàäà÷ó íàøåãî èññëåäîâàíèÿ. 

Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷åíèå ïðîëèôå-
ðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà ëèìáàëüíûõ ýïèòåëèîöèòîâ 
ïðè ðåöèäèâèðóþùåì ãåðïåòè÷åñêîì êåðàòèòå, 
îñëîæí¸ííîì ëèìáàëüíîé íåäîñòàòî÷íîñòüþ. 

ÌÀÒÅÐÈÀË È ÌÅÒÎÄÛ. Ó 7 ïàöèåíòîâ ñ îäíî-
ñòîðîííåé ãåðïåòè÷åñêîé íåéðîòðîôè÷åñêîé êåðàòîïàòèåé 
è ó 7 ïàöèåíòîâ ñ îäíîñòîðîííèì ñòðîìàëüíûì ìåòàãåðïå-
òè÷åñêèì êåðàòèòîì, îñëîæí¸ííûì ëèìáàëüíîé íåäîñòà-
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òî÷íîñòüþ, â ïåðèîä ðåìèññèè áûëà ïðîèçâåäåíà áèîïñèÿ 
ìàòåðèàëà èç çîíû ëèìáà îáîèõ ãëàç (èç çäîðîâîãî ãëàçà è èç 
ïîðàæ¸ííîãî Herpes simplex ãëàçà). 

Äî áèîïñèè ïàöèåíòàì ïðîâîäèëîñü îôòàëüìîëîãè÷å-
ñêîå îáñëåäîâàíèå, êîòîðîå âêëþ÷àëî: èññëåäîâàíèå çðè-
òåëüíûõ ôóíêöèé, îêðàøèâàíèå ðîãîâîé îáîëî÷êè 0,2 % 
ðàñòâîðîì ôëþîðåñöåèíà-íàòðèÿ ñ ïîñëåäóþùåé áèîìè-
êðîñêîïèåé, êîíôîêàëüíóþ ëàçåðíóþ ñêàíèðóþùóþ ìèêðî-
ñêîïèþ ðîãîâîé îáîëî÷êè, èññëåäîâàíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè 
ðîãîâèöû àëãåçèìåòðîì Ðàäçèõîâñêîãî. Èñïîëüçîâàëàñü 
ïðîáà ïî Íîðíó (îöåíêà ñòàáèëüíîñòè ïðåðîãîâè÷íîé ñë¸ç-
íîé ïë¸íêè). Èññëåäîâàíèÿ òàêæå âêëþ÷àëè ïîñòàíîâêó èì-
ìóíîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèé (ÈÔÀ, ÏÖÐ). 

Ãåðïåòè÷åñêàÿ íåéðîòðîôè÷åñêàÿ êåðàòîïàòèÿ áûëà 
äèàãíîñòèðîâàíà íà îñíîâàíèè ñëåäóþùèõ ïðèçíàêîâ: íàëè-
÷èå îâàëüíîãî ýïèòåëèàëüíîãî äåôåêòà ðîãîâèöû ñ ãëàäêèìè 
ãðàíèöàìè, ñ öåíòðàëüíûì ðàñïîëîæåíèåì (â ùåëè ìåæäó 
âåêàìè), ðàçìåðàìè (5,2±0,2) ìì íà (2,7±0,3) ìì; îòñóò-
ñòâèå ðîãîâè÷íîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè (0; 0,6±0,1; 0,9±0,2 
âîñïðèíÿòûõ êàñàíèé àëüãåçèìåòðàìè âåñîì 2,0 ìã; 10,0 ìã; 
50,0 ìã ñîîòâåòñòâåííî); ñîêðàùåíèå âðåìåíè ðàçðûâà ñë¸ç-
íîé ïë¸íêè äî (5,6±0,3) ñ. 

Ñòðîìàëüíûé ìåòàãåðïåòè÷åñêèé êåðàòèò áûë äèàãíî-
ñòèðîâàí íà îñíîâàíèè ñëåäóþùèõ ïðèçíàêîâ: ñìåøàííîé 
èíúåêöèè ãëàçíîãî ÿáëîêà; ñíèæåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ðî-
ãîâèöû äî 0; 1,5±0,1; 3,0±0,2 âîñïðèíÿòûõ êàñàíèé àëüãå-
çèìåòðàìè 2,0; 10,0 ìã è 50,0 ìã ñîîòâåòñòâåííî; ñíèæåíèÿ 
ñòàáèëüíîñòè ñë¸çíîé ïë¸íêè äî 6,8±0,4 ñ; èíôèëüòðàöèè 
ðîãîâèöû íà ôîíå âûðàæåííîãî îò¸êà, ñ èçúÿçâëåíèåì; 
íàëè÷èÿ ðîãîâè÷íîãî äåôåêòà ïëîùàäüþ (3,7±0,4) ìì íà 
(3,6±0,1) ìì, ãëóáèíîé äî 1/3 ñòðîìàëüíîé òîëùèíû, ñ ïå-
ðèôåðè÷åñêèì ðàñïîëîæåíèåì. 

Ó âñåõ ïàöèåíòîâ íàáëþäàëèñü ñëåäóþùèå ïðèçíàêè 
ëèìáàëüíîé íåäîñòàòî÷íîñòè: êîíúþíêòèâàëüíûé ïàííóñ; 
ñíèæåíèå ïðîçðà÷íîñòè ðîãîâèöû; íåîâàñêóëÿðèçàöèÿ ðîãî-
âîé îáîëî÷êè; íåðîâíàÿ ïîâåðõíîñòü ðîãîâîé îáîëî÷êè. 

Áèîïñèÿ ïðîèçâîäèëàñü íà 12 ÷àñàõ. Ìåòîäîì ëàìåë-
ëÿðíîé êåðàòýêòîìèè [4, 6] îñóùåñòâëÿëñÿ çàáîð ìàòåðèàëà 
ðàçìåðàìè 1×2 ìì äî 1/3 åãî òîëùèíû, ïîñëå ÷åãî áèîïòàò 
äîñòàâëÿëñÿ â ëàáîðàòîðèþ â ñòåðèëüíîé áàêïå÷àòêå ñ 5 ìë 
òðàíñïîðòíîé ñðåäû. Ìåòîäèêè òðèïñèíèçàöèè è êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ âûïîëíÿëèñü ïî ïðîïèñÿì, èçëîæåííûì â ðóêîâîä-
ñòâå ñîãëàñíî ìåòîäàì êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê [3]. 

Ïîñëå óäàëåíèÿ òðàíñïîðòíîé ñðåäû òêàíü èíêóáè-
ðîâàëè â 0,25 % ðàñòâîðå òðèïñèíà â òå÷åíèå 20 ìèíóò ïðè 
37°Ñ. Òðèïñèí çàòåì óäàëÿëè, òêàíü ðåñóñïåíäèðîâàëè â 
ñðåäå DMEM è F12 (1:1) (Sigma, ÑØÀ) ñ 10 % ôåòàëüíîé 
áû÷üåé ñûâîðîòêîé (Sigma, ÑØÀ) è 50ìêã/ìë ãåíòàìèöè-
íà (KRKA, Ñëîâåíèÿ), à çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí 
ïðè 1000 îá/ìèí. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 2 ìë ñâåæåé 
êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ðàññåèâàëè â 10 ìë 
ñðåäû â êóëüòóðàëüíûé ñîñóä ïëîùàäüþ 80 ìì2 è êóëüòè-
âèðîâàëè ïðè 37°Ñ è 5 % ÑÎ

2
 â ÑÎ

2
-èíêóáàòîðå. ×åðåç 24 

÷àñà äîáàâëÿëè ñâåæóþ ñðåäó è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü 
îñòàâøèåñÿ ïðèêðåïëåííûìè êî äíó ñîñóäà êëåòêè åùå ñóò-
êè, äî îáðàçîâàíèÿ êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ. 

Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ê êëåòêàì äîáàâëÿëè îõëàæ-
ä¸ííûé äî 4°Ñ 0,25 % ðàñòâîð òðèïñèíà. ×åðåç 30 ñå-
êóíä òðèïñèí óäàëÿëè, à êëåòêè èíêóáèðîâàëè 10 ìèí ïðè 
37°Ñ. Îòêðåïèâøèåñÿ îò êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà ëèìáàëü-
íûå êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â 5 ìë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû 
è îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 1000 
îá / ìèí. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 2 ìë êóëüòóðàëüíîé 

ñðåäû. Êîíöåíòðàöèþ êëåòîê ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿå-
âà [3]. 

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ îêðàøåííûõ ïðåïàðàòîâ êóëüòóðó 
êëåòîê ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì Õýíêñà, ôèêñèðîâàëè ìåòà-
íîëîì è îêðàøèâàëè ïî ìåòîäó Ðîìàíîâñêîãî-Ãèìçà ïðÿìî 
â êóëüòóðàëüíûõ ÷àøêàõ Ïåòðè. Äëÿ ôèêñàöèè è îêðàñêè 
èñïîëüçîâàëè íàáîð «Leukodif», BIO-LA-TEST Laxema. 
Æèâûå êóëüòóðû è îêðàøåííûå ïðåïàðàòû èçó÷àëè è ôîòî-
ãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà 
(ËÎÌÎ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà è öèô-
ðîâîé âèäåîêàìåðû Nicon D40x. 

Ïðè ìàòåìàòè÷åñêîé îáðàáîòêå ïåðâè÷íîãî ìàòåðèàëà 
áûëè ðàññ÷èòàíû îòíîñèòåëüíûå âåëè÷èíû, ñðåäíèå àðèô-
ìåòè÷åñêèå âåëè÷èíû, èõ ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå è 
îøèáêè ñðåäíèõ âåëè÷èí. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïîêàçà-
òåëåé ìåæäó ãðóïïàìè îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèòå-
ðèÿ t (Ñòüþäåíòà). 

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß È ÈÕ ÎÁ-
ÑÓÆÄÅÍÈÅ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ëèìáàëüíûå 
êëåòêè îáëàäàëè âûðàæåííîé àäãåçèåé è îáðàçîâû-
âàëè íà äíå êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà êîëîíèè êëå-
òîê ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû ñ âûòÿíóòûì ÿäðîì, çà-
íèìàþùèì 1/4 ÷àñòü êëåòêè. ßäðà îðèåíòèðîâàíû 
àïèêàëüíî. Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà 
êóëüòèâèðîâàííûõ ëèìáàëüíûõ êëåòîê ïðåäñòàâëå-
íû íà ðèñóíêå 1. 

Äî êóëüòèâèðîâàíèÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê, ïî-
ëó÷åííûõ èç ãëàç ïàöèåíòîâ ñ íåéðîòðîôè÷åñêîé 
êåðàòîïàòèåé, â ñðåäíåì ñîñòàâèëî 10502±428, èç 
ãëàç ïàöèåíòîâ ñ ñòðîìàëüíûì ìåòàãåðïåòè÷åñêèì 
êåðàòèòîì 10563±614, èç çäîðîâûõ ãëàç 10337±444. 
Ïðè ñðàâíåíèè ñðåäíèõ çíà÷åíèé äàííûõ ïîêàçà-
òåëåé îíè íå äîñòîâåðíû, p>0,05. 

×åðåç 24 ÷àñà èõ êîëè÷åñòâî äîñòîâåðíî óâå-
ëè÷èëîñü è ñîñòàâèëî 14827±787, 14977±661, 
14951±476 êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ñðàâíåíèè 
ñðåäíèõ çíà÷åíèé ïîêàçàòåëåé îíè òàêæå îêàçàëèñü 
íå äîñòîâåðíû, p>0,05. 

×åðåç (71,4±1,4) ÷àñà îáðàçîâàëñÿ êëåòî÷íûé 
ìîíîñëîé. Êîëè÷åñòâî êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç ãëàç 
ïàöèåíòîâ ñ íåéðîòðîôè÷åñêîé êåðàòîïàòèåé, 
â ñðåäíåì ñîñòàâèëî 28973±990, èç ãëàç ïàöèåí-
òîâ ñ ñòðîìàëüíûì ìåòàãåðïåòè÷åñêèì êåðàòèòîì 
29044±649, èç çäîðîâûõ ãëàç 28491±1210, ðàçëè-
÷èÿ — íå äîñòîâåðíû, p>0,05. 

Òàêèì îáðàçîì, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ëèì-
áàëüíûõ ýïèòåëèîöèòîâ ÷åëîâåêà îáíàðóæåíà èõ 
îäèíàêîâî âûñîêàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü, 
ïðè÷¸ì êàê èç ïîðàæ¸ííûõ ÂÏÃ, òàê è èç çäîðîâûõ 
ãëàç. 

ÂÛÂÎÄÛ 

1. Ïðè ðåöèäèâèðóþùåì ãåðïåòè÷åñêîì êåðà-
òèòå ðàçâèòèå ëèìáàëüíîé íåäîñòàòî÷íîñòè ñâÿçà-
íî ñ íåéðîòðîôè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè ñòðîìû. 

2. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ëèìáàëüíûõ 
ýïèòåëèîöèòîâ ïðè ðåöèäèâèðóþùåì ãåðïåòè÷å-
ñêîì êåðàòèòå ñîõðàíåíà. 
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3. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ýïèòåëèîöè-
òîâ ëèìáà ïðè ãåðïåòè÷åñêîé íåéðîòðîôè÷åñêîé 
êåðàòîïàòèè, ñòðîìàëüíîì ìåòàãåðïåòè÷åñêîì êå-
ðàòèòå è â çäîðîâûõ ãëàçàõ äîñòîâåðíî íå îòëè÷à-
åòñÿ, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ îáðàçîâàíèåì êëåòî÷íîãî 
ìîíîñëîÿ ÷åðåç 70 ÷àñîâ îò íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ 
è óâåëè÷åíèåì (çà ýòîò ïåðèîä) êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ 
10470 äî 28840. 
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Ðèñ. 1. Êîíöåíòðàöèÿ ëèìáàëüíûõ êëåòîê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ó ïàöèåíòîâ ñ ãåðïåòè÷åñêîé íåéðîòðîôè÷åñêîé êåðàòî-
ïàòèåé (ÍÒÊÏ) è ñòðîìàëüíûì ìåòàãåðïåòè÷åñêèì êåðàòèòîì (ÑÌÊ), îñëîæí¸ííûìè ëèìáàëüíîé íåäîñòàòî÷íîñòüþ, èç 

çäîðîâûõ è ïîðàæ¸ííûõ ãëàç. 

Ïðèìå÷àíèå: * — óðîâåíü çíà÷èìîñòè ðàçëè÷èé ñðåäíåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê ëèìáà ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè ïî îòíîøåíèþ ê 
ñðåäíåìó èõ çíà÷åíèþ äî êóëüòèâèðîâàíèÿ. 

THE PROLIFERATIVE ACTIVITY OF THE LIMBAL STEM CELLS IN PATIENTS WITH RECURRENT 
HERPETIC KERATITIS WITH THE STEM CELLS DEFICIENCY 

P. A. Bezdetko, E. N. Ilyina, Yu. E. Mikulinskiy, S. G. Panibratseva, E. P. Muzhichuk 

Kharkov, Ukraine 

The study was performed in 7 eyes with the recurrent stromal herpetic keratitis and the stem cell deficiency, in 7 
eyes with herpetic neurotrophic keratopathy and in 7 healthy eyes. The limbal keratectomy was performed and after 
the cultivation of the limbal stem cells the proliferative activity was seen in all cases. Before cultivation 10502 cells 
were isolated from the eyes with herpetic neurotrophic keratopathy, 10337 cells from the healthy eyes and 10563 cells 
in eyes with the stromal metaherpetic keratitis. In formation of the monomolecular layer (in 3 days) the number of 
cells increased in all cases up to 28973, 28491 and 29044 accordingly. 


