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ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÍÎÑÒÜ ÁÅÍÇÀËÊÎÍÈß ÕËÎÐÈÄÀ

Â ÑÎÑÒÀÂÅ ÀÍÒÈÃËÀÓÊÎÌÍÎÃÎ ÏÐÅÏÀÐÀÒÀ

Â ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÅ ÍÀ ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ ËÈÌÁÀ ÐÎÃÎÂÈÖÛ

È ÂÎÇÌÎÆÍÎÑÒÈ ÅÅ ÑÍÈÆÅÍÈß

À. Ì. Ñóááîò, Ò. Â. Íåñòåðîâà, À. Í. Ãàáàøâèëè,

Ã. Á. Åãîðîâà, Â. Â. Àâåðè÷1

Îöåíèâàëè öèòîòîêñè÷åñêîå âëèÿíèå àíòèãëàóêîìíîãî ïðåïàðàòà Ïðîëàòàí, ñîäåð-

æàùåãî áåíçàëêîíèÿ õëîðèä, ñàìîãî áåíçàëêîíèÿ õëîðèäà, ñëåçîçàìåíèòåëÿ Ñòèëëàâèò

è èõ êîìáèíàöèè íà êóëüòóðó êëåòîê ëèìáà ðîãîâèöû ÷åëîâåêà. Ïîêàçàíî, ÷òî öèòîòîê-

ñè÷íîñòü èññëåäîâàííîãî àíòèãëàóêîìíîãî ïðåïàðàòà íà êîðîòêèõ ñðîêàõ èíêóáàöèè

îáóñëîâëåíà ñîäåðæàíèåì â íåì áåíçàëêîíèÿ õëîðèäà, ñëåçîçàìåíèòåëü ïîêàçàë íèç-

êóþ òîêñè÷íîñòü, ïðè ñîâìåñòíîì ïðèìåíåíèè ïðåïàðàòîâ 2 ãðóïï — àíòèãëàóêîìíî-

ãî ñ áåíçàëêîíèÿ õëîðèäîì, è ñëåçîçàìåíèòåëÿ — íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå óðîâíÿ öèòî-

òîêñè÷íîñòè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àíòèãëàóêîìíûé ïðåïàðàò; Ïðîëàòàí; áåíçàëêîíèÿ õëîðèä; êóëüòóðà

êëåòîê; ñëåçîçàìåíèòåëü; Ñòèëëàâèò; öèòîòîêñè÷íîñòü.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Äëèòåëüíîå ïðèìåíåíèå ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ

(ËÑ) â âèäå ãëàçíûõ êàïåëü, íàïðèìåð, äëÿ òåðàïèè

ãëàóêîìû, ÷àñòî ïðèâîäèò ê îñëîæíåíèÿì â âèäå ñèí-

äðîìà ñóõîãî ãëàçà, ÷òî ñóùåñòâåííî óõóäøàåò êà÷åñò-

âî æèçíè ïàöèåíòîâ. Îäíîé èç ïðè÷èí ýòîãî ñ÷èòàþò-

ñÿ äîïîëíèòåëüíûå êîìïîíåíòû, ââîäèìûå â ñîñòàâ

ïðåïàðàòà äëÿ óâåëè÷åíèÿ åãî ñòàáèëüíîñòè è ïðåäîò-

âðàùåíèÿ ðîñòà ìèêðîôëîðû, ïîâñåìåñòíî èñïîëü-

çóþùèåñÿ ïðè ïðîèçâîäñòâå èíñòèëëÿöèîííûõ ôîðì

ËÑ, ïðèìåíÿåìûõ â îôòàëüìîëîãèè è îáëàäàþùèõ

ðàçäðàæàþùèì äåéñòâèåì íà ñëèçèñòûå îáîëî÷êè.

Íàèáîëåå ïîïóëÿðíûì â îôòàëüìîëîãèè äîïîëíèòåëü-

íûì êîìïîíåíòîì ñ àíòèñåïòè÷åñêèì äåéñòâèåì ÿâëÿ-

åòñÿ áåíçàëêîíèÿ õëîðèä (ÁÕ), èñïîëüçîâàíèå êîòîðî-

ãî àññîöèèðóþò íå òîëüêî ñ ïðîÿâëåíèÿìè ñóõîãî ãëà-

çà, íî è ñ äåãåíåðàöèåé òðàáåêóëÿðíîé ñåòè [6]. Ïðè

ïîïàäàíèè íà ãëàçíóþ ïîâåðõíîñòü îáëàäàþùèé äå-

òåðãåíòíûìè ñâîéñòâàìè ÁÕ ðàçðóøàåò ëèïèäû ñëåç-

íîé ïëåíêè, ïðîíèêàåò â ïåðåäíèé ýïèòåëèé ðîãîâèöû

è êîíúþíêòèâû, ãäå, ÿâëÿÿñü ìîùíûì èíãèáèòîðîì

êîìïëåêñà I äûõàòåëüíîé öåïè ìèòîõîíäðèé, íàðóøàåò

âíóòðèêëåòî÷íûå ýíåðãåòè÷åñêèå ïðîöåññû [6]. Â ðå-

çóëüòàòå ñòðàäàåò áàðüåðíàÿ ôóíêöèÿ ýïèòåëèîöèòîâ,

÷òî îáëåã÷àåò ïðîíèêíîâåíèå ÁÕ â ïåðåäíþþ êàìåðó

è çàäíèå îòäåëû ãëàçà [5, 7, 9, 11, 12, 13]. Ïåðå÷èñëåí-

íûå ïàòîãåíåòè÷åñêèå ôàêòîðû ïðèâîäÿò ê ñíèæåíèþ

óðîâíÿ ïðîäóêöèè ñëåçû è ñòàáèëüíîñòè ñëåçíîé

ïëåíêè. Îäíèì èç ñàìûõ èçâåñòíûõ ËÑ äëÿ òåðàïèè

ãëàóêîìû, ñîäåðæàùèì â ñîñòàâå ÁÕ, ÿâëÿåòñÿ Ïðîëà-

òàí, ïîýòîìó ìû âûáðàëè åãî äëÿ òåñòèðîâàíèÿ â ýêñ-

ïåðèìåíòå.

Íàèáîëåå øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ëå÷åíèè ðàçëè÷-

íûõ êëèíè÷åñêèõ ôîðì ñèíäðîìà “ñóõîãî ãëàçà” ïîëó-

÷èëè ïðåïàðàòû “èñêóññòâåííîé ñëåçû”, ñîäåðæàùèå â

ñâîåì ñîñòàâå ãèàëóðîíàò íàòðèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ

ñîçäàíû è êîìáèíèðîâàííûå ËÑ, ñîäåðæàùèå äîïîë-

íèòåëüíûå êîìïîíåíòû äëÿ ñòèìóëÿöèè ðåãåíåðàòîð-

íûõ ïðîöåññîâ â òêàíÿõ ãëàçà. Îäíèì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ

òðåõêîìïîíåíòíûé ïðåïàðàò Ñòèëëàâèò
®

, ñîäåðæàùèé

â ñâîåì ñîñòàâå, ïîìèìî ãèàëóðîíîâîé êèñëîòû, åùå

õîíäðîèòèí ñóëüôàò è äåêñïàíòåíîë.

Â ñâÿçè ñ âûøåïåðå÷èñëåííûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ öå-

ëåñîîáðàçíûì èñïîëüçîâàíèå ñëåçîçàìåíèòåëåé ñî-

âìåñòíî ñ àíòèãëàóêîìíûìè ËÑ äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ

ðàçâèòèÿ ñèíäðîìà ñóõîãî ãëàçà.

Ìîäåëüíûì îáúåêòîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ íàìè áûëà

âûáðàíà ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç

ëèìáàëüíîé çîíû ðîãîâèöû ÷åëîâåêà.

Ïî ïàðàìåòðàì ñòðóêòóðíîé è ôóíêöèîíàëüíîé ñî-

õðàííîñòè êëåòîê îöåíèâàëè ñòåïåíü âëèÿíèÿ íà íèõ

âûøåîçíà÷åííûõ ïðåïàðàòîâ è èõ êîìáèíàöèè.

Öåëüþ ðàáîòû áûëà îöåíêà íà êóëüòóðå êëåòîê ëèì-

áà ðîãîâèöû ÷åëîâåêà óðîâåíÿ öèòîòîêñè÷íîñòè:

à) ÁÕ è àíòèãëàóêîìíîãî ïðåïàðàòà Ïðîëàòàí, ñî-

äåðæàùåãî ÁÕ;

á) òðåõêîìïîíåíòíîãî ñëåçîçàìåíèòåëÿ Ñòèëëàâèò;

â) êîìáèíàöèè Ïðîëàòàíà è òðåõêîìïîíåíòíîãî

ñëåçîçàìåíèòåëÿ Ñòèëëàâèò.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ áûëà èñïîëüçîâàíà ïåðâè÷íàÿ

êóëüòóðà êëåòîê ëèìáà ðîãîâèöû ÷åëîâåêà 5 – 7 ïàññà-

æà. Êëåòêè áûëè ïîëó÷åíû ìåòîäîì ïðîðàùèâàíèÿ èç

ýêñïëàíòà, êóëüòèâèðîâàëèñü íà ðîñòîâîé ñðåäå
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1
ÔÃÁÍÓ “Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãëàçíûõ áîëåç-

íåé”. Ðîññèÿ, 119021, Ìîñêâà, óë. Ðîññîëèìî, ä. 11À, Á.



DMEM ñ àíòèáèîòèêàìè è ïðîòèâîãðèáêîâûì ñðåäñò-

âîì (ïåíèöèëëèí 100 ÅÄ/ìë, ñòðåïòîìèöèí

100 ìêã/ìë, àìôîòåðèöèí Á 0,25 ìêã/ìë), ãëþòàìèíîì

(2 ìÌ) è 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêîé, â ñòàí-

äàðòíûõ óñëîâèÿõ ïðè 37 °C âî âëàæíîé àòìîñôåðå ñ

5 % ÑÎ
2
. Âñå êîìïîíåíòû êóëüòóðàëüíûõ ñðåä áûëè

òîðãîâîé ìàðêè Gibco.

Â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè ñëåäóþùèå ïðå-

ïàðàòû:

1. Àíòèãëàóêîìíûé ïðåïàðàò Ïðîëàòàí (Sentiss

Pharma Pvt. Ltd., Èíäèÿ) (ëàòàíîïðîñò/ÁÕ): ëàòàíî-

ïðîñò — 0,005 %, ÁÕ — 0,02 %.

2. Ðàñòâîð ÁÕ (Sigma-Aldrich): ìàêñèìàëüíàÿ êîí-

öåíòðàöèÿ 0,02 % â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå.

3. Ñëåçîçàìåíèòåëü Ñòèëëàâèò (Îôòàëüì-Ðåíåñ-

ñàíñ, Ðîññèÿ) (ÑË) — ãèàëóðîíîâàÿ êèñëîòà — 0,16 %,

õîíäðîèòèí ñóëüôàò — 0,05 %, äåêñïàíòåíîë — 1 %,

òåòðàáîðàò íàòðèÿ 0,05 %.

Äåéñòâèå èññëåäóåìûõ âåùåñòâ íà êóëüòóðó êëåòîê

îöåíèâàëè ïî ñëåäóþùèì êðèòåðèÿì: ìåòàáîëè÷åñêàÿ

àêòèâíîñòü êëåòîê â ÌÒÑ òåñòå, îêðàøèâàíèå òðèïà-

íîâûì ñèíèì, ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, ðåãèñòðè-

ðóåìûå ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé è ñêàíèðóþùåé ýëåê-

òðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Ïåðâàÿ ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ áûëà ïðîâåäåíà ïðè

äîáàâëåíèè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó âûøåïåðå÷èñëåí-

íûõ ïðåïàðàòîâ â 10 ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàçâåäåíèÿõ,

íà÷èíàÿ ñî 100 %. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñðàâíèâàëè

ñ êîíòðîëüíûìè. Â êîíòðîëüíûå ëóíêè íå âíîñèëè

ïðåïàðàòû, â ëóíêàõ ëåòàëüíîãî êîíòðîëÿ ïèòàòåëü-

íóþ ñðåäó çàìåíÿëè íà 70 % ýòàíîë.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ MTS òåñòà êëåòêè ðàññåâàëè â ëóí-

êè 96-ëóíî÷íîãî êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà â ïëîòíî-

ñòè 2 òûñ. íà 1 ëóíêó çà 2 äíÿ äî èññëåäîâàíèÿ.

Ýêñïîçèöèþ ñ ïðåïàðàòàìè äëÿ îïðåäåëåíèÿ öèòî-

òîêñè÷íîñòè ïðîâîäèëè íà ïðîòÿæåíèè êîðîòêîãî âðå-

ìåíè — 30 ìèí, ïîâòîðÿÿ äèíàìèêó ìàêñèìàëüíîãî

êîíòàêòà ïðåïàðàòà â ñë¸çíîé æèäêîñòè.

Ïîñëå ýêñïîçèöèè ñ ïðåïàðàòàìè ñðåäó çàìåíÿëè íà

ñâåæóþ, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè îöåíêó ýôôåêòà. Äëÿ

ýòîãî áûë èñïîëüçîâàí íàáîð CellTiter 96 AQueous One

Solution Reagent (Promega), êîòîðûé ïîçâîëÿåò ïî

óðîâíþ ïðîïóñêàíèÿ ñâåòà â ëóíêå îïðåäåëèòü ÷èñëî

êëåòîê, â êîòîðûõ ôóíêöèîíèðóþò äåãèäðîãåíàçíûå

34 À. Ì. Ñóááîò è äð.
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Ðèñ. 1. Äèàãðàììà óðîâíÿ âûæèâàåìîñòè êëåòîê ëèìáà ðîãîâèöû ïðè âíåñåíèè ê íèì ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàçâåäåíèé ñëåçîçàìåíè-

òåëÿ. * Ðàçëè÷èå ñ êîíòðîëåì çíà÷èìî (p < 0,05).

150

100

50

0

100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,562 0,781 0,391 0,195 0,098

Ïðîöåíò âíåñåííîãî âåùåñòâà
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Ðèñ. 2. Äèàãðàììà óðîâíÿ âûæèâàåìîñòè êëåòîê ëèìáà ðîãîâèöû ïðè âíåñåíèè ê íèì ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàçâåäåíèé ïðåïàðàòîâ,

ñîäåðæàùèõ ÁÕ. Êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè Ïèðñîíà 0,98.



ôåðìåíòû, ò.å. îíè ìåòàáîëè÷åñêè àêòèâíû. Òåñòû

ïðîâîäèëè â 3 ïîâòîðàõ.

Èññëåäîâàíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê ïðîâîäèëè íà

êóëüòóðàõ êëåòîê ïîñëå èíêóáàöèè íà ïðîòÿæåíèè áî-

ëåå äëèòåëüíîãî âðåìåíè — 24 ÷. Êîíöåíòðàöèè ïðå-

ïàðàòîâ äëÿ ýòîãî èññëåäîâàíèÿ è äëÿ ñîâìåñòíîãî

âíåñåíèÿ ïðåïàðàòîâ áûëè ðàññ÷èòàíû ïî ðåçóëüòàòàì

ïðåäûäóùåãî òåñòà ñ ïîñëåäîâàòåëüíûìè ðàçâåäåíèÿ-

ìè. Çà ñòàðòîâóþ êîíöåíòðàöèþ äëÿ ýòèõ òåñòîâ áðàëè

òå ðàçâåäåíèÿ, ïðè êîòîðûõ íàáëþäàëàñü îïðåäåëÿå-

ìàÿ âûæèâàåìîñòü êëåòîê.

Åùå îäíèì òåñòîì íà âûÿñíåíèå óðîâíÿ æèçíåñïî-

ñîáíîñòè êëåòîê áûëî èõ îêðàøèâàíèå òðèïàíîâûì

ñèíèì (Sigma-Aldrich). Îí îêðàøèâàåò ÿäðà òîëüêî òåõ

êëåòîê, ìåìáðàíà êîòîðûõ íàðóøåíà. Ïîñëå ïðîâåäå-

íèÿ îêðàñêè ïðåïàðàòû ôîòîãðàôèðîâàëè, áûë ïîäñ÷è-

òàí ïðîöåíò îêðàøåííûõ êëåòîê (ìåðòâûõ) è íåîêðà-

øåííûõ (æèâûõ) ïîñëå èíêóáàöèè ñ ïðåïàðàòàìè.

Â òå÷åíèå 1 ñóò ïðîâîäèëè îöåíêó ìîðôîëîãèè êëå-

òîê ïðè èíêóáàöèè èõ ñ ïðåïàðàòàìè. Èññëåäîâàíèÿ

ïðîâîäèëè äèíàìè÷åñêè, áåç îêðàøèâàíèÿ, íà èíâåð-

òèðîâàííîì ìèêðîñêîïå Zeiss AxioVert A1 (Ãåðìàíèÿ)

â ôàçîâî-êîíòðàñòíîì ðåæèìå. Ôîòîñúåìêó ïðîâîäèëè

ñ èñïîëüçîâàíèåì ôîòîàïïàðàòà Canon EOS 700D

(ßïîíèÿ). Îòìå÷àëè ðàçìåð è êîëè÷åñòâî âàêóîëåé,

ïëîùàäü, çàíèìàåìóþ ÿäðîì è öèòîïëàçìîé. Ìîðôî-

ìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì

ïðîãðàììíîãî ïðîäóêòà ImageJ.

Ïîñëå 24 ÷ èññëåäîâàíèÿ íà ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå

êëåòêè áûëè ïîäãîòîâëåíû äëÿ èññëåäîâàíèÿ íà ñêà-

íèðóþùåì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå (ÑÝÌ) Zeiss EVO

Ls10. Ïðîáîïîäãîòîâêó ïðîâîäèëè ñ ëàíòàíîèäíûì

êîíòðàñòèðîâàíèåì ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòîâ è ïî

ïðîòîêîëó BioREE-B (ÎÎÎ “Ãëàóêîí”, Ðîññèÿ). Èçî-

áðàæåíèÿ áûëè ïîëó÷åíû â ðåæèìå äåòåêöèè îáðàò-

íî-ðàññåÿííûõ ýëåêòðîíîâ, óñêîðÿþùåå íàïðÿæåíèå

20 êÂ, ðåæèì íèçêîãî âàêóóìà. Îöåíèâàëè ñîõðàí-

íîñòü öèòîàðõèòåêòîíèêè êëåòîê.

Ïîñòðîåíèå äèàãðàìì è ñòàòèñòè÷åñêèå âû÷èñëå-

íèÿ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî ïàêå-
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Ðèñ. 3. Äèàãðàììà ñîîòíîøåíèÿ êëåòîê ñ ñîõðàííîé ìåìáðà-

íîé â ãðóïïàõ ñ âíåñåíèåì ÑË, ëàòàíîïðîñò/ÁÕ è ïðè ñîâìåñò-

íîì âíåñåíèè ëàòàíîïðîñò/ÁÕ + ÑË.

* Ðàçëè÷èå ñ êîíòðîëåì çíà÷èìî ( p < 0,05);
#

ðàçëè÷èå ñ ëàòàíîï-

ðîñò/ÁÕ çíà÷èìî ( p < 0,05).

a b

c d

Ðèñ. 4. Êóëüòóðà êëåòîê ëèìáà ïîñëå 24 ÷ ýêñïîçèöèè ñ ïðåïàðàòàìè: a) êîíòðîëü; b ) ÑË; c) ëàòàíîïðîñò/ÁÕ; d) ëàòàíîï-

ðîñò/ÁÕ + ÑË. Ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ôàçîâûé êîíòðàñò, ìàñøòàáíûé îòðåçîê 100 ìêì.



òà GraphPad Prism. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ãðóïï èñïîëüçîâàëè

êðèòåðèé Ìàííà — Óèòíè. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòî-

âåðíûìè ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè ìåíüøå 0,05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Çàðåãèñòðèðîâàííûå çíà÷åíèÿ óðîâíåé âûæèâàåìî-

ñòè êëåòîê ïðè äîáàâëåíèè ê íèì 3 âûøåïåðå÷èñëåí-

íûõ ïðåïàðàòîâ â 10 ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàçâåäåíèÿõ

ïðèâåäåíû íà ðèñ. 1 è 2.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðåïàðàò èñêóññòâåííîé ñëåçû îá-

ëàäàåò íèçêèì óðîâíåì öèòîòîêñè÷íîñòè. Òîëüêî ïðè

äîáàâëåíèè åãî â 100 % êîíöåíòðàöèè íàáëþäàëîñü

ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ

ñíèæåíèå âûæèâàåìîñòè êëåòîê, â îñòàëüíûõ ðàçâåäå-

íèÿõ ïîêàçàòåëè áûëè ñîïîñòàâèìû ñ êîíòðîëüíûìè è

äàæå ïðåâûøàëè èõ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü ñòè-

ìóëèðóþùåå äåéñòâèå ñëåçîçàìåíèòåëÿ íà ìåòàáîëè-

÷åñêóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ëèìáà. Òàêèå ðåçóëüòàòû

ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé, îöå-

íèâøèõ âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ èñêóññòâåííîé ñëåçû íà

êëåòî÷íûå êóëüòóðû [12].

Ïîêàçàòåëè MTS òåñòà äëÿ îáðàçöîâ ñ ÁÕ (ÁÕ è ëà-

òàíîïðîñò ñ åãî äîáàâëåíèåì), íàïðîòèâ, ñâèäåòåëüñò-

âóþò î çíà÷èòåëüíîì ïîâðåæäàþùåì äåéñòâèè ýòîãî

âåùåñòâà íà êëåòêè. Òîëüêî ïîñëå ðàçâåäåíèÿ èõ â 32 è

áîëåå ðàç íàáëþäàëàñü îïðåäåëÿåìàÿ ìåòàáîëè÷åñêàÿ

àêòèâíîñòü êëåòîê (ðèñ. 2).

Íóæíî îòìåòèòü, ÷òî íàïðÿìóþ ýêñòðàïîëèðîâàòü

çàôèêñèðîâàííûå óðîâíè òîêñè÷íîñòè íà òå ÿâëåíèÿ,

êîòîðûå íàáëþäàþòñÿ â òêàíè ðîãîâèöû, íåëüçÿ, òàê

êàê â èñïîëüçîâàííîé ìîäåëüíîé ñèñòåìå in vitro îò-

ñóòñòâóþò îñíîâíûå çàùèòíûå ìåõàíèçìû, îãðàæäàþ-

ùèå êëåòêè îò ïîâðåæäåíèÿ è óäàëÿþùèå âðåäíûå ìå-

òàáîëèòû in vivo.

Èç ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ âûæèâàå-

ìîñòè êëåòîê â ýêñïåðèìåíòå ñ äîáàâëåíèåì ëàòàíî-

ïðîñò/ÁÕ è òîëüêî ÁÕ î÷åíü áëèçêè, íàìè áûë ðàññ÷è-

òàí êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè Ïèðñîíà ìåæäó ýòèìè

ñîâîêóïíîñòÿìè, êîòîðûé ñîñòàâèë 0,98, ÷òî ãîâîðèò î

òåñíîé ïîëîæèòåëüíîé êîððåëÿöèîííîé ñâÿçè. Â ðàñ-

ñìîòðåííîì ñëó÷àå ýòî ìîæíî èíòåðïðåòèðîâàòü êàê

äîêàçàòåëüñòâî òîãî, ÷òî òîêñè÷åñêèé ýôôåêò âíåñåíèÿ

ëàòàíîïðîñò/ÁÕ îáóñëîâëåí ÁÕ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå â öåëîì ñîãëàñóþòñÿ ñ îïóáëè-

êîâàííûìè ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé, õîòÿ

è äåìîíñòðèðóþò áîëåå ðàííèé “âûõîä íà ïëàòî” êðè-

âîé äîçà — ýôôåêò [8]. Âîçìîæíî, òàêàÿ ðàçíèöà ñâÿ-

çàíà ñ òåì, ÷òî â ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ëèòåðàòóðíûõ

èñòî÷íèêàõ îöåíèâàëè äåéñòâèå ÁÕ íà èììîðòàëèçî-

âàííûå êóëüòóðû, à íå íà ïåðâè÷íûå.

Â ñëåäóþùèõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ áûëà èñïîëü-

çîâàíà êîíöåíòðàöèÿ ëàòàíîïðîñò/ÁÕ, îáåñïå÷èâàþ-

ùàÿ îïðåäåëÿåìóþ âûæèâàåìîñòü, ò.å. 6,25 % îò èñ-

õîäíîé. Áûë èçó÷åí ýôôåêò ñîâìåñòíîãî äîáàâëåíèÿ ê

êëåòêàì 2 ïðåïàðàòîâ — ëàòîïðîñò/ÁÕ è ÑË.

Çàôèêñèðîâàíî, ÷òî â 7 ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîëó-

÷åííûå ïðè ñîâìåñòíîì âíåñåíèè ïðåïàðàòîâ çíà÷å-

íèÿ âûæèâàåìîñòè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî ïðåâûøà-

þò àíàëîãè÷íûå ïðè äîáàâëåíèè èçîëèðîâàííî ëàòà-

íîïðîñò/ÁÕ. Ïðèðàùåíèÿ ïîêàçàòåëåé âûæèâàåìîñòè

ñîñòàâèëè îò 5,386 äî 23,75 %. Ýòè ôàêòû ïîçâîëÿþò

íàì ãîâîðèòü î íàëè÷èè ïðîòåêòèâíîãî ýôôåêòà ÑË

ïðè îäíîâðåìåííîì âíåñåíèè ñ ïðåïàðàòîì ëàòàíî-

ïðîñò/ÁÕ.

36 À. Ì. Ñóááîò è äð.

a b

c d

Ðèñ. 5. Êóëüòóðà êëåòîê ëèìáà ïîñëå ýêñïîçèöèè ñ ïðåïàðàòàìè: a) êîíòðîëü; b ) ÑË; c) ëàòàíîïðîñò/ÁÕ; d ) ëàòàíîïðîñò/ÁÕ + ÑË.

Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ëàíòàíîèäíîå êîíòðàñòèðîâàíèå (BioREE-B).



Òåñò íà îêðàñêó òðèïàíîâûì ñèíèì òàêæå ïîêàçàë,

÷òî ïîñëå ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè ñ ïðåïàðàòîì èñêóñ-

ñòâåííîé ñëåçû â êóëüòóðå íàáëþäàåòñÿ áîëüøå êëåòîê

ñ ñîõðàííîé ìåìáðàíîé, ÷åì â ãðóïïå ëàòàíîïðîñò/ÁÕ,

÷òî òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò î çàùèòíîì äåéñòâèè ñëå-

çîçàìåíèòåëÿ (ðèñ. 3).

Ïàðàëëåëüíî ñ âûÿñíåíèåì óðîâíÿ âûæèâàåìîñòè

êóëüòóðû êëåòîê îöåíèâàëè è ìîðôîëîãè÷åñêóþ ñî-

õðàííîñòü êëåòîê ïîñëå ýêñïîçèöèè èõ ñ òîêñèêàíòîì.

Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû ñíèìêè êëåòî÷íîé êóëüòó-

ðû, äåìîíñòðèðóþùèå ðàçíóþ ðåàêöèþ êëåòîê íà âíå-

ñåíèå ïðåïàðàòîâ, ñîäåðæàùèõ è íå ñîäåðæàùèõ ÁÕ.

Ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ñâåòîîïòè÷åñêàÿ êàðòèíà

êëåòîê êóëüòóðû, èíêóáèðîâàííîé ñ ÑË (b ), íå îòëè÷à-

åòñÿ îò êîíòðîëüíîé ãðóïïû (a). Â òî æå âðåìÿ èíêóáà-

öèÿ êëåòîê ñ ëàòàíîïðîñò/ÁÕ (ñ ) ïðèâîäèò ê ìàññèâ-

íîé âàêóîëèçàöèè öèòîïëàçìû êëåòîê, èçìåíåíèþ èõ

ðàçìåðîâ, êëåòêà “ïîäæèìàåòñÿ”, ñòàíîâèòñÿ ìåíåå

ðàñïëàñòàííîé, åå ïëîùàäü, êàê ÿäðà, òàê è öèòîïëàç-

ìû, ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî óìåíüøàåòñÿ. Â ãðóïïå c

êîìáèíàöèåé ëàòàíîïðîñò/ÁÕ + ÑË (d ) ÿâëåíèÿ âàêóî-

ëèçàöèè òàêæå ïðîèñõîäÿò, îäíàêî îíè ìåíåå âûðàæå-

íû — ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ âàêóîëÿìè ñòàòèñòè÷åñêè

çíà÷èìî ìåíüøå.

Ñõîäíûå íàáëþäåíèÿ î ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíå-

íèÿõ è âûæèâàåìîñòè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê îïóáëèêî-

âàíû èññëåäîâàòåëÿìè, òåñòèðîâàâøèìè ÁÕ íà ïåð-

âè÷íîé êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ êîíúþíêòèâû [11].

Ïðåäñòàâëåííûå íàáëþäåíèÿ, ñäåëàííûå ñ ïîìî-

ùüþ ÑÝÌ, ïîäòâåðæäàþò óìåíüøåíèå ðàçìåðîâ êëå-

òîê, ïîòåðþ èõ àðõèòåêòîíèêè â ãðóïïàõ ñ äîáàâëåíè-

åì ÁÕ (ðèñ. 5, c, d ).

Êðîìå òîãî, áëåäíûé òîí ÿäðà è îòñóòñòâèå íà èçî-

áðàæåíèÿõ ïðîåêöèè ÿäðûøåê ãîâîðèò î òîì, ÷òî ïðî-

öåññû ñèíòåçà â êëåòêàõ íå èäóò.

Ïðè äîáàâëåíèè ÑË (ðèñ. 5, b) êîëè÷åñòâî ÿäðûøåê

â êëåòêàõ óâåëè÷èâàåòñÿ, ÷òî êîñâåííî ñâèäåòåëüñòâó-

åò î âêëþ÷åíèè ìåõàíèçìîâ ïðîäóêöèè âíåêëåòî÷íîãî

ìàòðèêñà.

Â ãðóïïå ëàòàíîïðîñò/ÁÕ + ÑË (ðèñ. 5, d ) ÿäðî è

ÿäðûøêî âèçóàëèçèðóþòñÿ, ÷òî ãîâîðèò î õîòÿ áû ìè-

íèìàëüíîì óðîâíå ìåòàáîëèçìà â ýòèõ êëåòêàõ, õîòÿ

ìû âèäèì çíà÷èòåëüíóþ âàêóîëèçàöèþ è êîìïàêòèçà-

öèþ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 5, a).

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ñâèäåòåëü-

ñòâóþò î òîì, ÷òî àíòèãëàóêîìíûé ïðåïàðàò Ïðîëàòàí,

ñîäåðæàùèé â ñâîåì ñîñòàâå ëàòàíîïðîñò è ÁÕ, â âû-

ñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ îêàçûâàåò ïîâðåæäàþùåå äåéñò-

âèå íà êóëüòóðó êëåòîê ëèìáà, è ýòî äåéñòâèå ïî êðàé-

íåé ìåðå íà êîðîòêèõ ñðîêàõ íàáëþäåíèÿ îáóñëîâëåíî

íàëè÷èåì â åãî ñîñòàâå ÁÕ. Ñëåçîçàìåíèòåëü Ñòèëëà-

âèò íå ñíèæàë æèçíåñïîñîáíîñòü è íå íàðóøàë ìîð-

ôîëîãèþ êëåòîê ëèìáà ðîãîâèöû ÷åëîâåêà â óñëîâèÿõ

in vitro. Äîïîëíèòåëüíîå ââåäåíèå ñëåçîçàìåíèòåëÿ

ïðåäóïðåæäàåò ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå ÁÕ íà êëåòêè

â ýòîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ñèñòåìå, ÷òî ïîçâîëÿåò

ïðåäïîëàãàòü öåëåñîîáðàçíîñòü ïðèìåíåíèÿ ëåêàðñò-

âåííûõ ñðåäñòâ, ñîäåðæàùèõ ÁÕ, â ñî÷åòàíèè ñî ñëå-

çîçàìåíèòåëÿìè.
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EXPERIMENTAL STUDY OF THE CYTOTOXICITY OF BENZALKONIUM CHLORIDE AS A COMPONENT

OF THE ANTIGLAUCOMA PREPARATION ON THE CULTURE OF CORNEAL LIMBAL CELLS AND THE

POSSIBILITY OF CYTOTOXICITY REDUCTION

A. M. Subbot, T. V. Nesterova, A. N. Gabashvili, G. B. Egorova, and V. V. Averich

Research Institute of Eye Diseases, Russian Academy of Medical Sciences, ul. Rossolimo 11A/B, Moscow, 119021 Russia

The cytotoxic effect of an antiglaucoma preparation Prolatan containing benzalkonium chloride was studied in comparision to benzalkonium chloride itself, a

lacrimer Stillavit, and their combination on the culture of the human corneal limb cells. It was found that the cytotoxicity of the antiglaucomatous preparation

Prolatan on short terms of incubation was related to the content of preservative (benzalkonium chloride). The tear-replaceer showed low toxicity, and the joint

application of drugs of the two groups (antiglaucomatous preparation with benzalkonium chloride and a lacrimer) led to a decrease in the level of cytotoxicity.

Keywords: antiglaucoma drug; Prolatan; benzalkonium chloride; cell culture; artificial tear drops; Stillavit; cytotoxicity.
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