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C целью моделирования процессов апоптоза в центральной нервной системе и
сетчатке глаза проведена энуклеация одного глазного яблока у крыс самцов линии
Вистар (n = 10) в возрасте 10–12 нед. Одновременно в одной серии опытов (n = 5)
ввели парабульбарно на стороне интактного глаза 100000 мезенхимальных ство-
ловых клеток (МСК), меченных PKH67, в 100 мкл буферного раствора. В другой
серии опытов на крысах (n = 5) непосредственно после энуклеации с одной сто-
роны глаза осуществили интраназальное введение в верхнюю часть полости носа
100000 МСК, окрашенных PKH67, в 100 мкл буферного раствора. На третьи сут-
ки после энуклеации животных декапитировали и готовили срезы головного
мозга и сетчатки глаза. Установили распределение флуоресцирующих МСК в
структурах четверохолмия среднего мозга, в латеральном коленчатом теле про-
межуточного мозга и в сетчатке сохраненного глаза в обеих сериях опытов. За-
ключили, что интраназальная периневральная имплантация МСК перспективна
в качестве альтернативного метода доставки МСК в сетчатку глаза пациентов с
признаками дегенеративных процессов в этой структуре глаза.
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Функционирование зрительной системы нарушается при заболеваниях, связан-
ных с развитием дистрофических, дегенеративных и иных разрушительных процес-
сов в сетчатой оболочке глаза в экспериментальных [1] или в естественных условиях,
что является во всем мире ведущей причиной развития слепоты (caecitas) [2–4].
Микрохирургические операции по восстановлению зрения до сих пор являются
недостаточно эффективными, что постоянно инициирует поиск новых методиче-
ских приемов в области офтальмологии. В последние годы арсенал клиницистов и
исследователей этого актуального вопроса был расширен за счет применения ме-
тодик клеточной терапии. Активация нововведений в этой области инициирована
разработкой Национальным нститутом здоровья США программы SCOTS (The
Stem Cell Ophthalmology Treatment Study, Identifier NCT Number 01920867. SCOTS),
которая является самым обширным исследованием в области применения стволо-
вых клеток (СК) в офтальмологии, зарегистрированным Национальным институ-
том здоровья США [2]. Итак, клеточные технологии в микрохирургии глаза интен-
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сивно развиваются, но стабильных и обнадеживающих результатов в восстановле-
нии зрения до сих пор так и не достигнуто. Этот факт является своеобразным
триггером для более интенсивного экспериментального анализа новых методик с
целью последующего внедрения в офтальмологии.

Одной из базовых методик клеточных технологий является метод имплантации
СК, включая по показаниям мезенхимальные СК (МСК), которые микрохирурги
вводят в системный кровоток или в субтеноновое пространство, интравитреально,
субретинально, субконюнктивально для активации репаративных процессов в сет-
чатке глаза [3, 4]. Результаты микрохирургических операций, включающих клеточ-
ные технологии, обнадеживают [3, 4], но многообразие причин и закономерностей
развития патологических процессов в сетчатке глаза (ретинопатии, макулодистро-
фии, ангиопатии сетчатки) требует конкретизации показаний к применению и де-
тализации эффектов СК, а также поиск более эффективных и безопасных способов
применения репаративных технологий. В первую очередь речь идет о минимизации
побочных эффектов при манипулировании непосредственно на глазном яблоке.

Проблема клеточных технологий в офтальмологии сравнительно новая. На со-
четание “stem cell retina disease” 20 лет назад в PubMed встречались лишь единичные
публикации. В современных условиях, 21 февраля 2021 г., в PubMed на сочетание
“stem cell retina disease” обнаружено 1734 статьи, “cell technology retina disease” –
1442 статьи. Конкретно по тематикам среди этих статей есть 206 исследований на
сочетание “subretinal stem cell retina disease”, и на “stem cell technology retina disease” –
226 публикаций . Среди этих методов доминируют публикации на сочетание слов:
“intravitreal method stem cell retina disease” – 93 статьи, “intravenous method stem cell
retina disease” – 14 статей, “subconjunctival method stem cell retina disease” – четыре
статьи, “retrobulbar stem cell retina disease” найдено пять статей; “sub-tenons stem cell
retina disease” – одна статья, “parabulbar method stem cell retina disease” – отсутству-
ют публикации.

В рамках проекта SCOTS проводятся уникальные исследования в клиниках.
К примеру [3], микрохирурги подвели итоги 32 операций с применением МСК, ре-
комендованные SCOTS при лечении пациентов с возрастной дегенерацией желто-
го пятна (Age-Related Macular Degeneration), во время которых применяли следую-
щие способы для введения СК костного мозга: ретробульбарно, в субтеноновое
пространство, внутривенно, интравитреально, субретинально. Осложнений при
применении этих методов не отмечено. Авторы заключили [3], что использование
клеточных технологий в сочетании с традиционной терапией возрастной дегенера-
ции желтого пятна продемонстрировало статистически значимое улучшение
остроты зрения.

Методология SCOTS изложена в тематических статьях, к примеру [2, 3]. При за-
мене пораженной ткани в сетчатке глаза одной из основных проблем является воз-
можность восстановления нервных связей между клетками сетчатки глаза и ней-
ронными сетями мозга [3, 4]. Таким образом, принципиально важно начинать те-
рапию у пациентов на ранних этапах развития процессов дегенерации в сетчатке
[3, 4]. В этом отношении клеточные технологии весьма перспективны, поскольку
нейротрофическая роль МСК позитивно проявляется именно на ранних этапах
развития нейродегенерации [5–7]. Этот факт объясняется тем, что для выделяемых
из МСК трофических факторов (nerve growth factor (NGF), glial-derived neurotroph-
ic factor (GDNF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), vascular endothelial
growth factor (VEGF) и др.) [5–7] необходим поврежденный, но не разрушенный
полностью объект воздействия в виде ганглионарных, биполярных, горизонталь-
ных, амакриновых нейронов, радиальных глиальных клеток Мюллера, фоторецеп-
торов. С другой стороны, вмешательство на ранней стадии развития нейродегене-
рации сопряжено с риском хирургических и терапевтических осложнений, когда



1252 КУЛЬЧИЦКИЙ и др.

пациенты все еще сохраняют относительно хорошее зрение [3, 4]. В этом отноше-
нии внедрение выверенных с точки зрения эффективности и безопасности в экс-
периментальной и клинической практике клеточных технологий перспективно
для достижения позитивного результата и минимизации побочных эффектов в
микрохирургии глаза.

В связи со сказанным выше сформулирована цель экспериментальной работы,
которая направлена на верификацию гипотезы о возможности миграции МСК в
поврежденные участки как головного мозга, так и сетчатки глаза после импланта-
ции МСК взрослым самцам крыс линии Вистар (3–3.5 мес.) парабульбарно (n = 5)
или в подслизистый слой полости носа в области терминалей обонятельного и
тройничного нервов (n = 5). При этом учитывали данные [8] о способности МСК
мигрировать после интраназальной имплантации вдоль краниальных нервов (обо-
нятельный и тройничный нервы) в область разрушенного участка мозга.

Учитывая центрипетальные и центрифугальные связи нейронов сетчатки глаза с
нейронными сетями различных отделов мозга (дорсальная таламо-ретинальная,
вентральная таламо-ретинальная, претекто-ретинальная, текто-ретинальная, сег-
менто-мезэнцефало-ретинальная, дорсальная истмо-ретинальная, вентральная
истмо-ретинальная системы [9–11]), предположили, что по этим волокнам спо-
собны мигрировать эндогенные СК из мозга в сетчатку глаза или имплантирован-
ные МСК при возникновении дегенеративных процессов в сетчатке. Дополнитель-
ным подспорьем для данной точки зрения являются сведения о существовании свя-
зей между центральными элементами системы обоняния и сетчаткой глаза [11].
Такая несколько парадоксальная информация о внутрицентральных взаимосвязях
нейронных сетей обоняния и зрения [11] при детальном рассмотрении является до-
полнительным аргументом в пользу высказанного выше предположения об эволю-
ционно сформированной основе для миграции СК в сетчатку глаза при формиро-
вании конкретных условий, к примеру, из эндогенного пула СК в обонятельных
луковицах к очагам нейродеструкции в нервной ткани [8, 12–15]. Доказано, что од-
ним из триггеров направленной миграции МСК в поврежденные участки мозга яв-
ляются разнообразные хемокины [9], к примеру, stromal-cell-derived factor 1 (SDF-1)
и fractalkine [12].

В задачи работы входило моделирование на первом этапе повреждений в сетчат-
ке глаза и в головном мозге с последующим парабульбарным или интраназальным
введением МСК, меченных флуоресцентным красителем. На следующем этапе че-
рез трое суток после энуклеации животных декапитировали и готовили послойные
срезы головного мозга и сетчатки глаза с целью верификации распределения МСК
в головном мозге и сетчатке глаза экспериментальных животных. Ответы на цель и
задачи экспериментальной работы необходимы для заключения о целесообразно-
сти или бесперспективности продолжения подобных поисковых исследований в
прикладном аспекте с целью разработки альтернативных способов имплантации
аутологичных МСК пациентам с возрастной дегенерацией желтого пятна.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены на крысах-самцах линии Вистар (n = 10) в возрасте
10–12 нед. Содержание животных в виварии Института физиологии Националь-
ной академии наук Беларуси и экспериментальные манипуляции осуществляли с
учетом рекомендаций Хельсинской декларации 1975 г. и ее пересмотренного вари-
анта 2000 г. Протокол исследований и план экспериментов одобрен Этическим ко-
митетом Института физиологии Национальной академии наук Беларуси (протокол
№ 41 от 13.12.2019, Б18Р-227). Основой для выбора дизайна исследования явилась
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модель апоптоза в сетчатке и в головном мозге крыс после повреждения зритель-
ного нерва [1].

Животных содержали в виварии при обычном 12-часовом световом режиме при
свободном доступе к воде и стандартному корму в клетках по 3–4 крысы. Помимо
регулярного контроля массы тела крыс, дополнительное взвешивание осуществля-
ли непосредственно перед проведением оперативного вмешательства.

Для имплантации использовали первичную культуру МСК, полученную из жи-
ровой ткани самок крыс (n = 7) массой 240–280 г по методике, утвержденной Уче-
ным советом Института физиологии НАН Беларуси (протокол № 8 от 26.08.2010 г.).
В стерильных условиях жировую ткань выделяли из большого сальника и околопо-
чечной жировой клетчатки наркотизированных (55.6 мг/кг кетамина, 5.5 мг/кг
ксилазина, 1.1 мг/кг ацепромазина, внутрибрюшинно) самок крыс массой 300–330 г.
Полученную жировую массу помещали в пробирку, заполненную фосфатным бу-
ферным раствором (Sigma-Aldrich, США, рН 7.4). В условиях ламинарного шкафа
(BioHazard, США) ткань, промытую в фосфатном буферном растворе, измельчали
ножницами в чашке Петри до образования однородной массы. Ферментизацию
проводили в СО2-инкубаторе при 37°С (ShellLab Series 3517, США) в течение 40 мин
0.075%-ным раствором коллагеназы I типа (Sigma-Aldrich, США) или в течение
30 мин 0.25%-ным раствором трипсина-EDTA (Sigma-Aldrich, США). Объемное
соотношение жировой массы и энзима 1 : 1. Для нейтрализации активности энзима
добавляли равный объем питательной среды Игла, модифицированной по способу
Дульбекко с низким содержанием глюкозы 1000 мг/л (DMEM) (Sigma-Aldrich,
США), содержащей 10% фетальной телячьей сыворотки (Gibco, США) и 100 мкг/мл
сульфата гентамицина. Полученную суспензию клеток центрифугировали 10 мин
со скоростью 1500 об./мин. Сформировавшуюся пленку из адипоцитов и суперна-
тант удаляли. Клеточный осадок дважды отмывали в фосфатном буферном раство-
ре в течение 10 мин при 1500 об./мин. После центрифугирования клеточный оса-
док ресуспензировали в полной питательной среде, содержащей питательную сре-
ду DMEM, 10% фетальной телячьей сыворотки, 100 мкг/мл сульфата гентамицина.
Высевали в пластиковые культуральные флаконы.

Через 48 ч из чашки удаляли среду, промывали культуру фосфатным буферным
раствором, удаляя остатки среды и сыворотки, добавляли 1 мл раствора трипсина и
инкубировали 3 мин при температуре 37°С. Затем клетки отмывали от трипсина,
центрифугируя в 3–5-ти мл фосфатного буферного раствора в присутствии 10%
сыворотки в течение 10 мин со скоростью 1500 об./мин. Надосадочную жидкость
удаляли. Осадок ресуспензировали в полной питательной среде и высевали в куль-
туральные флаконы.

В день проведения имплантации клеточную массу суспензировали методом
ферментативной диссоциации. Для этого из флакона с клетками удаляли питатель-
ную среду, промывали фосфатным буферным раствором. Клетки инкубировали в
присутствии 1-го мл трипсина при температуре 37°С в течение 3 мин. Действие
фермента инактивировали добавлением равного объема полной питательной среды.
Полученную суспензию клеток пипетировали, объем доводили до 5-ти мл и цен-
трифугировали 10 мин при скорости 1500 об./мин. Супернатант удаляли, а осадок
ресуспензировали в 5-ти мл фосфатного буферного раствора. Суспензию центри-
фугировали в течение 10 мин при скорости 1500 об./мин. После удаления суперна-
танта осадок ресуспензировали в 1-ом мл раствора Diluent C и инкубировали 5 мин.
Затем добавляли 5 мл фосфатного буферного раствора и центрифугировали в тече-
ние 10 мин при 1500 об./мин. Супернатант удаляли, а осадок ресуспензировали в
50-ти мкл фосфатного буферного раствора с добавлением 10-ти мкл раствора флу-
оресцирующего красителя РКН67 и инкубировали в темноте в течение 5 мин. Для
удаления несвязанного красителя в пробирку вносили 5 мл фосфатного буферного
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раствора с добавлением 5% фетальной телячьей сыворотки и центрифугировали
10 мин при скорости 1500 об./мин. Из образовавшегося после удаления суперна-
танта осадка готовили суспензию окрашенных клеток для имплантации. При ис-
следовании образцов, окрашенных PKH67 Green Fluorescent Cell Linker, на флуо-
ресцентном микроскопе использовали фильтры с длиной волны возбуждения 490 нм
и длиной волны испускания 502 нм. Концентрация живых клеток в готовой для
имплантации суспензии составляла 100000 клеток в 100 мкл фосфатного буферно-
го раствора (подсчет осуществляли в камере Горяева).

Все операционные процедуры проводили на наркотизированных животных
(55.6 мг/кг кетамина, 5.5 мг/кг ксилазина, 1.1 мг/кг ацепромазина, внутрибрюшинно).
В условиях наркоза c помощью изогнутого пинцета из набора для микроопераций
накладывали две лигатуры на зрительный нерв и сосуды, и после перерезки между
лигатурами осуществляли энуклеацию одного глаза. Одновременно в одной серии опы-
тов (n = 5) вводили парабульбарно на стороне “интактного” глаза 100000 МСК, мечен-
ных PKH67, в 100 мкл буферного раствора. В другой серии опытов на крысах (n = 5)
непосредственно после энуклеации с одной стороны глаза осуществляли интрана-
зальную инъекцию в верхнюю часть полости носа 100000 МСК, меченных PKH67,
в 100 мкл буферного раствора. До выхода из наркоза животных размещали в от-
дельных клетках.

Через трое суток осуществляли декапитацию крыс с помощью гильотины
(OpenScience Ltd, Россия) и изготавливали послойные горизонтальные срезы го-
ловного мозга толщиной 8 мкм и сетчатки глаза толщиной 12 мкм при температуре
–19°С на криостате Microm HM525 (Microm International GmbH, Германия). Пре-
параты непосредственно после их приготовления анализировали с помощью флуо-
ресцентного микроскопа в Институте физики им. Б.И. Степанова Национальной
академии наук Беларуси (Zeiss AxioVert 200M inverted research, камера: Zeiss Axio-
Cam HRm, объектив: Plan-Neofluar 40x/0.75, Plan-Neofluar 20x/0.75 или Plan-Neo-
fluar 10x/0.75).

Статистический тест Колмогорова–Смирнова (тест K/S) использовали для вы-
явления различий между гистограммами флуоресценции PKH67. Различия между
гистограммами считали статистически значимыми, при р < 0.001.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В процессе анализа горизонтальных срезов мозга и сетчатки глаза принимали во
внимание, что повреждение в процессе энуклеации II, III, IV и VI краниальных
нервов сопровождается развитием деструктивных процессов не только в структу-
рах мозга (верхние бугры четверохолмия среднего мозга, латеральное коленчатое
тело промежуточного мозга, зрительная кора), которые являются центральными
элементами зрительного анализатора, но также и в сетчатке глаза, который не был
удален [9, 10]. Триггером нейродеструктивных процессов являются патологиче-
ские события, которые развертываются в тканях мозга и в сетчатке глаза после на-
рушения целостности в первую очередь волокон зрительного нерва, проходящих в
центрипетальном и центрифугальном направлениях в пересеченных краниальных
нервах при проведении энуклеации глазного яблока [9–11]. Перекрест зрительных
нервов является основой для развития нейродеструктивных процессов на ипси- и
контралатеральной сторонах мозга после энуклеации глазного яблока [9–11]. Ак-
центируем внимание вновь на сведениях [9, 10] о присутствии в зрительных нервах
волокон, идущих как в центрипетальном, так и в центрифугальном направлениях.
Следовательно, развитие после энуклеации одного глаза нейродеструктивных про-
цессов в подкорковых зрительных центрах головного мозга сопровождается повре-
ждением нейронов, отростки которых обеспечивают также центрифугальный по-
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ток информации к сетчатке интактного глаза прооперированного животного.
Итак, после энуклеации глазного яблока формируются условия для деструктивных
процессов не только в подкорковых центрах головного мозга, но и в сетчатке со-
храненного глаза. Доказано, что в поврежденных тканях возрастает уровень хемо-
кинов [12] и иных слабоизученных биосубстанций, которые являются факторами
[6, 12], способными активировать процессы миграции МСК в разрушенные участ-
ки мозга и в сетчатку интактного глаза.

На рис. 1 представлена флуоресценция МСК в структурах четверохолмия сред-
него мозга, а на рис. 2 – в латеральном коленчатом теле промежуточного мозга че-
рез три дня после парабульбарного введения МСК на стороне интактного глаза.
Что является причиной данной флуоресценции? Предположительно, по сохранен-
ным краниальным нервам интактного глаза (II, III, IV и VI) МСК мигрировали в те
отделы головного мозга, в которых начали развиваться нейродеструктивные про-
цессы после энуклеации одного глазного яблока. Дальнейшие события восприни-
маются несколько невероятно, но фактом является то, что после установленной
миграции МСК из парабульбарной области в участки нейродеструкции подкорко-
вых центров зрения (рис. 1 и 2) МСК по сохраненным волокнам зрительного нерва
мигрируют в обратном направлении в те участки сетчатки глаза (рис. 3), в которых
развиваются деструктивные процессы после нарушения центрифугальных и цен-
трипетальных взаимосвязей нейронов подкорковых центров зрения с сетчатой
оболочкой глаза.

Важным фактом является то, что флуоресценция обнаружена помимо сетчатки
“интактного” глаза только в структурах подкорковых зрительных центров головно-
го мозга. В остальных участках головного мозга, не входящих в состав зрительного
анализатора, флуоресцирующие метки от МСК не выявлены.

На рис. 3 представлена флуоресценция МСК в сетчатке сохраненного глаза че-
рез трое суток после парабульбарного введения МСК на стороне этого глаза.

Рис. 1. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в верхних буграх четверохолмия среднего мозга
через трое суток после парабульбарного введения МСК на стороне сохраненного глаза. Шкала 50 мкм.

50 �m
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Рис. 2. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в латеральном коленчатом теле промежуточно-
го мозга через трое суток после парабульбарного введения МСК на стороне сохраненного глаза. Шкала
50 мкм.

50 �m

Рис. 3. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в сетчатке сохраненного глаза через трое суток
после парабульбарного введения МСК на стороне этого глаза. Шкала 100 мкм.

100 �m
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Выявленная в экспериментах миграция МСК в “интактный” глаз (и в головной
мозг) после парабульбарного введения СК на стороне этого глаза гипотетически
может быть обусловлена иными механизмами в отличие от тех, которые предлага-
ют авторы статьи (к примеру, по кровеносным сосудам). Авторы приняли во внима-
ние подобные варианты событий и в серии опытов на крысах (n = 5) после энуклеа-
ции одного глаза осуществили введение МСК интраназально. Данная методика от-
работана в Центре мозга Института физиологии НАН Беларуси около 10-ти лет
назад [8] и является альтернативой внутривенного, эндолюмбального или введе-
ния МСК непосредственно в ткань мозга после трепанации черепа по показаниям
при инсультах или травмах головного мозга [8, 16–19]. Кстати, в 2018 г. утверждена
Министерством здравоохранения Республики Беларусь Инструкция по примене-
нию с использованием интраназального периневрального метода миграции МСК в
поврежденную область головного мозга “Метод лечения инсульта с использовани-
ем аутологичных мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани” (регистраци-
онный номер № 242-1218), а в 2020 г. Инструкция по применению “Метод лечения
черепно-мозговой травмы тяжелой степени с использованием биомедицинского
клеточного продукта на основе мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани”
(регистрационный номер № 140-1220). Авторы статьи являются соавторами данных
инструкций, которые применены по показаниям в комплексной терапии у 92 па-
циентов.

На рис. 4–6 визуализируются флуоресцирующие метки от МСК как в подкорко-
вых ядрах зрительного анализатора (рис. 4 и 5), так и в сетчатке глаза (рис. 6) после
интраназальной имплантации МСК.

Итак, визуализация флуоресцирующих меток от МСК в структурах верхних буг-
ров четверохолмия среднего мозга (рис. 4) и латеральном коленчатом теле проме-
жуточного мозга (рис. 5) после интраназального введения МСК свидетельствует о
миграции МСК из полости носа в те участки мозга, в которых в результате нейро-
деструкции накапливаются хемокины и иные биологические субстанции [5, 6], ко-

Рис. 4. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в структурах верхних бугров четверохолмия
среднего мозга через трое суток после интраназального введения МСК. Шкала 50 мкм.

50 �m
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Рис. 5. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в латеральном коленчатом теле промежуточно-
го мозга через трое суток после интраназального введения МСК. Шкала 50 мкм.

50 �m

Рис. 6. Распределение флуоресцирующих меток от МСК в сетчатке сохраненного глаза через трое суток
после интраназального введения МСК. Шкала 50 мкм.

50 �m



1259МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ

торые предположительно [5, 6, 12] являются естественными стимулами для осу-
ществления периневрального перемещения МСК из полости носа по обонятель-
ным и тройничным нервам в область повреждения мозга.

Поскольку факты, представленные на рис. 4 и 5, свидетельствуют о реальности
перемещения МСК из подслизистой оболочки полости носа в поврежденные
участки головного мозга, в которых расположены нейронные сети подкорковых
центров зрительного анализатора, то логично на следующем этапе экспериментов
проверить гипотезу о возможности миграции МСК из этих структур мозга в повре-
жденные участки сетчатки сохраненного глаза после энуклеации другого глаза.
И, действительно, на рис. 6 представлена флуоресценция МСК в сетчатке сохра-
ненного глаза через трое суток после интраназального введения МСК. Выявление
флуоресценции в сетчатке глаза после интраназальной имплантации МСК требует
логического объяснения, что и будет предпринято на следующем этапе анализа ре-
зультатов исследования.

Что является причиной миграции МСК в “интактный” глаз? Триггером для ми-
грации МСК в сетчатку “интактного” глаза из поврежденных участков мозга явля-
ются развивающиеся деструктивные процессы в сетчатке этого глазного яблока в
результате экспериментального нарушения его иннервации после энуклеации дру-
гого глазного яблока. Перекрест зрительных нервов позволяет объяснить причину
развития нейродеструктивных процессов в подкорковых зрительных центрах как
ипси-, так и контралатерально. Деструктивные процессы затрагивают как центри-
фугальные, так и центрипетальные волокна, повреждение которых сопровождает-
ся изменением структуры и функции как в мозге, так и в сетчатке глаза. Именно
поэтому в эти поврежденные участки мозга и сетчатки мигрируют МСК для уча-
стия в репаративных процессах. Авторы учитывали при формулировании этих объ-
яснений известные факты о миграции эндогенных СК мозга и МСК, введенных
извне в мозг, в направлении к тем участкам поврежденной нервной ткани, в кото-
рых накапливаются ростовые факторы, цитокины [7], хемокины [12], являющиеся
ориентирами для направленной миграции МСК.

Таким образом, в экспериментах на лабораторных крысах продемонстрированы
элементарные методические приемы, позволяющие реализовать задачу доставки
СК в поврежденные участки сетчатки глаза после имплантации МСК в области
терминалей обонятельного и/или тройничного нервов в полости носа. Приклад-
ной аспект таких методических приемов реален при условии проявления заинтере-
сованности офтальмологов, владеющих как микрохирургическими методами, так
и клеточными технологиями.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенные опыты инициированы статистическими сведениями о недоста-
точно эффективной терапии заболеваний, сопровождающихся развитием слепоты
[20–24]. В обзоре, оформленном 20 лет назад [20], обсуждались аналогичные про-
блемы, которые доминируют в научных статьях и в настоящее время [21, 22]. По-
скольку в последние годы действуют активные программы по устранению основ-
ных причин слепоты в детстве, то естественно, что исследования причин и терапии
глазных болезней начинают смещаться в сторону основных причин слепоты в по-
жилом возрасте [20, 25–28]. Итак, актуальная проблема решается и требует внедре-
ния новых эффективных и безопасных методов профилактики и терапии заболева-
ний сетчатки глаза. С этой точки зрения перспективным направлением выглядит в
офтальмологии наряду с уникальными микрохирургическими методами примене-
ние клеточных технологий.
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Авторы настоящей статьи (микрохирург, нейрохирург и нейрофизиологи) по-
пробовали ответить на один из основных вопросов в существующей проблеме при-
менения клеточных технологий в офтальмологии и нейрохирургии. Как снизить
побочные эффекты имплантации СК непосредственно в глазное яблоко (к приме-
ру, интравитреально)? Наилучшим решением этой проблемы является поиск аль-
тернативных способов доставки СК к поврежденной сетчатой оболочке глаза. Этот
поиск проведен в экспериментах на лабораторных крысах линии Вистар. В процес-
се исследований выделено несколько вопросов. Во-первых, реально ли акцентиро-
вать внимание только на эволюционно зафиксированный репаративный механизм
эндогенных СК мозга для активации восстановительных процессов в сетчатой обо-
лочке глаза? Во-вторых, поскольку большинство клинических случаев демонстри-
рует, что этого потенциала недостаточно, то назрела необходимость поиска спосо-
бов дополнительной активации репаративных процессов эндогенных СК за счет
имплантации МСК не в глазное яблоко, а парабульбарно или в области термина-
лей иных краниальных нервов. В последнем случае реальна периневральная мигра-
ция МСК из полости носа в участки нейродеструкции мозга [8], что минимизирует
возможность побочных эффектов, которые допустимы при проведении микрохи-
рургических операций на глазном яблоке при осуществлении интравитреальных,
субтеноновых инъекций пациентам. В аспекте рассматриваемой тематики примеча-
тельна публикация статьи Wolter более 50-ти лет назад [29], в которой детально про-
анализированы варианты центрипетальных и центрифугальных взаимоотношений
элементов сетчатки и нейронных сетей подкорковых центров головного мозга с де-
тализацией событий на уровне перекреста (хиазмы) зрительных нервов.

Постулируется, что репаративная способность МСК в поврежденных участках
мозга и по аналогии в сетчатке глаза проявляется после выделения разнообразных
нейротрофических факторов в очагах нейродеструкции [3, 4, 6, 17, 19, 28]. Профес-
сионалам несложно выделить МСК из разных тканей, и МСК проявили себя мно-
гообещающими при лечении многих заболеваний путем восстановления гомеоста-
за органов в поврежденных или пораженных патологическими процессами тканях.

Доказано, что трофические и иммуномодулирующие свойства МСК способны
защищать нейроны сетчатки и улучшать функцию клеток пигментного эпителия
сетчатки от ряда заболеваний, связанных с дегенерацией сетчатки [3, 4, 19, 28]. Не-
давние клинические испытания выявили реальные профили безопасности для
применения МСК при заболеваниях сетчатки. Однако настороженность в отноше-
нии серьезных осложнений и побочных эффектов, возникающая до сих пор из-за
неудачно спланированных клинических испытаний, способны блокировать иссле-
дования в области терапии сетчатки на основе МСК. Тем не менее, результаты
проведенного авторами экспериментального исследования свидетельствуют, что
МСК обладают перспективным терапевтическим потенциалом для профилактики
и терапии дегенеративных процессов в сетчатке глаза. Для оптимизации хирурги-
ческой доставки МСК в сетчатку глаза целесообразно использовать методы, кото-
рые позволяют исключить неблагоприятные последствия. С этой точки зрения
разработанный в процессе экспериментальных исследований метод интраназаль-
ной имплантации MСК с целью последующей их направленной периневральной
миграции по краниальным нервам (обонятельный и тройничный нервы) в участки
нейродеструкций подкорковых центров зрения и затем по зрительным нервам в
сетчатку глаза является одним из вариантов для будущего анализа в клиническом
аспекте с целью лечения дегенерации сетчатки.

Результаты каждого научного исследования воспринимаются на расстоянии.
Авторы понимают, что получены лишь первые экспериментальные факты, кото-
рые часто подвергаются резкой критике клиницистами. Так и должно быть в науч-
ной жизни. Поводом для доли оптимизма является научная жизнь мэтра физиоло-
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гии, приближающийся юбилей которого явился стимулом для оформления данной
статьи. Речь идет об Александре Даниловиче Ноздрачеве, который полон новых
идей и не страшится “заглядывать за горизонт”, что побуждает других исследовате-
лей к непреходящему пересмотру и верификации гипотез, значимость которых
определяет время.

ИСТОЧНИКИ ФИНАНСИРОВАНИЯ
Работа выполнялась в рамках проекта 01.16/2 с Республиканским научно-практическим

центром неврологии и нейрохирургии Министерства здравоохранения Республики Беларусь
“Разработать метод лечения мозговых инсультов с применением стволовых клеток в экспе-
рименте” в рамках задания 01.16 “Разработать и внедрить метод лечения мозговых инсультов
с использованием стволовых клеток” в подпрограмме “Трансплантация клеток, тканей и ор-
ганов” в рамках Государственной научно-технической программы “Новые методы оказания
медицинской помощи на 2016–2020 гг.” (приказ ГКНТ РБ №85 от 20.05.2016 г.).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
При проведении исследования были соблюдены все применимые международные прин-

ципы использования животных. Протокол исследования был одобрен Этическим комитетом
Института физиологии Национальной академии наук Беларуси (протокол № 41 от 13.12.2019 г.,
Б18Р-227).
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Mesenchymal Stem Cells and Activation of Reparative Processes in Brain and Retina

V. A. Kulchitskya, *, A. S. Zamaroa, Y. G. Shankob, and V. M. Rubakhovaa

a Institute of Physiology, National Academy of Sciences, Minsk, Belarus
b Republican Research and Clinical Center of Neurology and Neurosurgery , Minsk, Belarus

*e-mail: kulchitski48@mail.ru

In order to simulate the processes of apoptosis in the central nervous system and retina
we performed enucleation of one eyeball in male Wistar rats (n = 10) at the age of 10–
12 weeks. Simultaneously in one series of experiments (n = 5) 100000 PKH67-labeled
mesenchymal stem cells (MSCs) were parabulbar injected on the intact eye side in 100 μl
of buffer solution. In another series of experiments in rats (n = 5) immediately after enu-
cleation on one side of the eye 100 000 PKH67-labeled mesenchymal stem cells (MSCs)
in 100 μl of buffer solution were injected intranasally into the upper part of the nasal cav-
ity. Three days after enucleation, brain and retinal slices were prepared. Distribution of
fluorescent MSCs was established in both series of experiments in the next structures:
quadruple of mesencephalon, lateral geniculate body of diencephalon and the retina of
preserved eye. It was suggested that intranasal perineural implantation of MSCs, due to
its simplicity and efficiency, is promising as an alternative method of MSCs delivery into
the retina of patients with signs of dystrophic and degenerative processes.

Keywords: retina, subcortical visual centers, eye enucleating, degenerative process, stem
cells
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