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РЕЗЮМЕ

Обоснование. Глаукома как одно из наиболее распространённых глазных 
заболеваний может быть коморбидным состоянием эпителиального дефек-
та роговицы различной этиологии. Поддержание оптимального уровня 
офтальмотонуса включает в себя назначение гипотензивных лекарствен-
ных препаратов (ЛП), в том числе содержащих бензалкония хлорид (БХ).
Цель исследования. Сравнить влияние гипотензивных лекарственных 
препаратов, а также бензалкония хлорида на первичную культуру эпителия 
роговицы человека и иммортализованую клеточную линию А549. 
Методы. Влияние бримонидина, дорзоламида и  тимолола (разведе-
ния 1/100, 1/50, 1/20, 1/10; экспозиция 24 ч) на монослой первичной культу-
ры эпителия роговицы человека (ЭпК) и  иммортализованной клеточной 
линии  А549 оценивали по  структурным изменениям клеток (фазово-кон-
трастная микроскопия) и данным MTT-теста. Цитотоксический эффект 
БХ изучали в  концентрациях, соответствующих его  содержанию в  этих 
разведениях ЛП. На  модели линейного дефекта монослоя первичной куль-
туры эпителия роговицы и  иммортализованной клеточной линии  А549 
по миграционной активности клеток оценивали действие бримонидина, 
дорзоламида и тимолола (разведения 1/100, 1/20; экспозиция 48 ч).
Результаты. Среди  ЛП (без  БХ) дорзоламид (разведения  1/50, 1/20, 1/10) 
приводит к  незначительным структурным изменениям ЭпК и  иммор-
тализованных клеток линии  А549, тимолол (разведения  1/100, 1/50, 1/20, 
1/10) – к незначительным структурным изменениям иммортализованных 
клеток линии А549. Структурные изменения обоих типов клеток, снижение 
их метаболической и миграционной активности возникают под действием 
дорзоламида, бримонидина и тимолола (с БХ) в разведениях 1/100, 1/50, 1/20, 
1/10. БХ в изученных концентрациях проявляет сходный эффект.
Заключение. Цитотоксическое действие гипотензивных ЛП вызвано 
наличием БХ в  их  составе. Несмотря на  сходные морфофункциональные 
изменения клеток, иммортализованная клеточная линия  А549 более 
устойчива к воздействию ЛП, чем первичная культура эпителия роговицы 
человека. При использовании её как клеточной модели целесообразно изме-
нение условий эксперимента (длительность экспозиции и  концентрация 
исследуемого ЛП).

Ключевые слова: бримонидин, дорзоламид, тимолол, бензалкония хлорид, 
первичная культура эпителия роговицы, иммортализованная клеточная 
линия А549, цитотоксичность
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ABSTRACT

Background. Glaucoma as one of the most common eye diseases can be a comorbid 
condition of an epithelial corneal defect of various etiologies. Maintaining an optimal 
level of ophthalmotonus includes the prescription of antiglaucoma drugs, including 
benzalkonium chloride-preserved drugs.
The aim of the study. To compare the effect of antiglaucoma drugs, as well as ben-
zalkonium chloride (BC), on a primary culture of human corneal epithelium and A549 
immortalized cell line.
Methods. The effect of brimonidine, dorzolamide and timolol (1/100, 1/50, 1/20 
and  1/10 dilutions; exposure 24  hours) on  a  monolayer of  a  human corneal epi-
thelial primary culture and A549 immortalized cell line was assessed by structural 
changes in  cells (phase-contrast microscopy) and  MTT  assay data. The  cytotoxic 
effect of BC was studied in concentrations corresponding to its content in these dilu-
tions of the antiglaucoma drug. Using a model of a linear defect in the monolayer 
of a corneal epithelial primary culture and A549 immortalized cell line, the effects 
of  brimonidine, dorzolamide and  timolol (1/100 and  1/20 dilutions; exposure 48 
hours) were assessed by cell migration activity.
Results. Among drugs (BC-free), dorzolamide (1/50, 1/20 and 1/10 dilutions) causes 
minor structural changes in human corneal epithelium and A549 immortalized cell 
line; timolol (1/100, 1/50, 1/20 and 1/10 dilutions) causes minor structural changes 
in A549 immortalized cell line. Structural changes in both types of cells, a decrease 
in their metabolic and migration activity occur under the influence of dorzolamide, 
brimonidine and timolol (BC-preserved) in 1/100, 1/50, 1/20 and 1/10 dilutions. BC 
at the studied concentrations exhibits a similar effect.
Conclusion. The cytotoxic effect of antiglaucoma drugs is caused by the presence 
of  BC in  their  composition. Despite similar morphofunctional changes in  cells, 
A549 immortalized cell line is more resistant to the effects of drugs than the human 
corneal epithelial primary culture. When using it as a cellular model, it is advisable 
to  change the  experimental conditions (duration of  exposure and  concentration 
of the studied drug).

Key words: brimonidine, dorzolamide, timolol, benzalkonium chloride, corneal 
epithelial primary culture, A549 immortalized cell line, cytotoxicity
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ВВЕДЕНИЕ

Современный подход к  оценке цитотоксическо-
го действия лекарственных препаратов (ЛП) включа-
ет в  себя использование органной и  органотипиче-
ской культуры, а также первичных или иммортализо-
ванных линий диссоциированных клеток в  качестве 
экспериментальных моделей [1, 2]. К преимуществам 
первичной клеточной линии относят сохранение ге-
нотипических и фенотипических признаков. Однако 
в ряде случаев она может представлять собой клоны 
различного уровня дифференцировки и включать еди-
ничные клетки других типов [3, 4]. Кроме того, объ-
ём экспериментальной работы ограничен периодом 
поддержания способности клеточной линии к  вос-
произведению, снижающейся при  достижении пре-
дела Хейфлика [5].

Иммортализация клеточной культуры включает 
в себя активацию экспрессии различных генов (hTERT, 
Bmi-1, HPVE6/E7, c-Myc), регулирующих действие фер-
мента теломеразы. В результате клеточная линия при-
обретает неограниченный пролиферативный потен-
циал и может быть использована непрерывно как экс-
периментальная модель. Основным недостатком им-
мортализации является изменение восприимчиво-
сти клеток к  различным воздействиям, возникающее 
при модификации экспрессии генов [6, 7].

В офтальмологии клеточные системы могут быть ис-
пользованы при оценке токсичности ЛП, применяемых 
в виде растворов для инстилляций, введения под конъ-
юнктиву, в переднюю камеру глаза и витреальную по-
лость [8]. Перспективным направлением данных иссле-
дований служит разработка рациональной фармакоте-
рапии коморбидных заболеваний (например, глаукомы 
и эпителиального дефекта роговицы) [9].

В связи с этим актуальными являются исследова-
ния токсичности ЛП, применяемых в  инстилляциях 
для снижения внутриглазного давления (ВГД), на кле-
точных системах [10–12]. Сложности, возникающие 
на этапах получения первичной культуры клеток, про-
ведения эксперимента и интерпретации данных, об-
уславливают необходимость использования иммор-
тализованных клеточных линий. В  настоящее время 
создано несколько иммортализованных линий клеток 
глазной поверхности (SV40-HCEC, hTCEpi и  т.  д.) [13]. 
В связи с тем, что их получение из основных депози-
ториев часто затруднено, целесообразной является 
оценка возможности использования других, близких 
по происхождению линий, доступных на территории 
Российской Федерации.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Сравнить влияние гипотензивных лекарственных 
препаратов, а также бензалкония хлорида (БХ), являю-
щегося вспомогательным компонентом, на первичную 
культуру эпителия роговицы человека и иммортализо-
ваную клеточную линию А549.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на первичной культуре эпи-
телия роговицы человека и на иммортализованной клеточ-
ной линии А549 (карцинома лёгкого). Протокол исследова-
ния был одобрен локальным этическим комитетом ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт глазных болезней 
имени М.М. Краснова» (протокол № 59/4 от 15.04.2019).

Первичная культура эпителиальных клеток (ЭпК) 
была получена эксплантным методом из фрагментов лим-
бальной зоны кадаверных корнеосклеральных колец, 
не востребованных при кератопластике. На предвари-
тельном этапе для увеличения степени адгезии поверх-
ность культурального пластика покрывали фибронекти-
ном (10 мкг/см2). Лимбальные фрагменты корнеоскле-
ральных колец помещали по одному в лунки 24-луноч-
ного планшета эпителиальной стороной вниз. На первом 
этапе их выращивали на среде RPMI-1640 (с добавлени-
ем 10%-й фетальной бычьей сыворотки, глутамина, анти-
биотиков, антимикотиков), а после начала миграции ЭпК, 
на 4–5-е сутки эксперимента, её заменяли на бессыворо-
точную среду K-SFM (производитель растворов – Gibco, 
Thermo Fisher Scientific, США). Поддерживали стандарт-
ные условия культивирования – 37 °C, 5 % CO2, влажность 
100 %. Замену среды осуществляли 1 раз в 2–3 дня. По-
сле достижения клеточным слоем 80–90%-й конфлюэнт-
ности проводили пассирование культуры ЭпК. В иссле-
довании использовали ЭпК третьего пассажа. Для под-
тверждения тканевой принадлежности клеток выполня-
ли их иммуноцитохимическое окрашивание на специфи-
ческие маркеры ЭпК – цитокератины 3-го и 19-го типов.

Иммортализованную клеточную линию А549 куль-
тивировали на  среде RPMI-1640 (Gibco, Thermo Fisher 
Scientific, США), с добавлением 10%-й фетальной бычьей 
сыворотки, глутамина, антибиотиков, антимикотиков) 
в указанных ранее стандартных условиях (37 °C, 5 % CO2, 
влажность100 %, замена среды 1 раз в 2–3 дня). Пассиро-
вание проводили после достижения клеточным слоем 80–
90%-й конфлюэнтности.

На первом этапе исследования оценивали токсиче-
ский эффект гипотензивных ЛП и БХ на монослой первич-
ной культуры эпителия роговицы и иммортализованной 
клеточной линии А549. Для этого клетки переносили в лун-
ки 96-луночных планшетов (плотность – 20000 клеток/лун-
ку) и на протяжении 24 ч проводили их экспозицию с бри-
монидином, дорзоламидом и тимололом, добавленными 
в ростовую среду. При выборе концентрации действую-
щего вещества учитывали особенности фармакокинети-
ки ЛП, используемых для инстилляций [14]. В связи с по-
вышением проницаемости роговицы при нарушении це-
лостности эпителия in vivo, а также при выполнении экспе-
римента на монослое клеток действие ЛП изучали в раз-
ведениях 1/100, 1/50, 1/20 и 1/10. Кроме того, оценивали 
влияние БХ (Merck KGaA, Германия) в концентрациях, со-
ответствующих его содержанию в бримонидине, дорзола-
миде и тимололе в изучаемых разведениях (табл. 1). В ка-
честве контроля использовали клеточные слои обоих ти-
пов, находящиеся в лунках только в условиях ростовой 
среды. Все тесты проводили в 3–8 повторах.
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Через  24  ч после начала экспозиции оценивали 
структурные изменения клеток методом фазово-кон-
трастной микроскопии без окрашивания (инвертиро-
ванный микроскоп Zeiss Axio Vert.A1 (Германия), фото-
фиксация – Canon EOS 700D (Япония)). Для определе-
ния доли метаболически активных клеток выполняли 
колориметрический формазановый MTT-тест (реагент 
MTT, ПанЭко, Россия) на фотометре Muliscan FC (Thermo 
Scientific, США), длина волны 540 нм.

На втором этапе экспериментальной работы про-
водили сравнительный анализ влияния гипотензив-
ных ЛП на  миграционную активность клеток. Иссле-
дование выполняли на  модели дозированного ли-
нейного дефекта монослоя. Клетки рассевали в  лун-
ки 24-луночного планшета и после образования плот-
ного монослоя (конфлюэнтность 98–100 %) наносили 
линейный дефект – «царапину» носиком пипетки. Да-
лее на  протяжении 48  ч проводили экспозицию ЭпК 
с бримонидином, дорзоламидом и тимололом в раз-
ведениях 1/100 и 1/20 (табл. 1). Все тесты проводили 
в 3–8 повторах. Действие ЛП оценивали по динамике 
закрытия линейного дефекта монослоя (метод фазо-
во-контрастной микроскопии, без  окрашивания, ин-
вертированный микроскоп Zeiss Axio Vert.A1, (Герма-
ния), фотофиксация – Canon EOS  700D (Япония), об-
работка изображения – CorelDraw (Канада)). В  каче-
стве контроля использовали клеточные слои обоих 
типов со  сформированным линейным дефектом, на-
ходящиеся в лунках только в условиях ростовой сре-
ды. Все тесты проводили в 3–5 повторах. Также оце-
нивали морфологические изменения клеток. Стати-
стический анализ данных осуществляли с  использо-
ванием программы SPSS Statistics 26 (IBM Corp., США). 
При нормальном распределении количественные пе-
ременные были представлены в виде среднего ариф-
метического (M) и стандартного отклонения (SD). Ста-
тистическую значимость различий между двумя неза-
висимыми выборками определяли с использованием 
t-критерия Стьюдента. Статистически значимыми счи-
тали различия при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сравнительный анализ цитотоксичности  
гипотензивных лекарственных препаратов  

и бензалкония хлорида на первичной культуре 
эпителия роговицы человека  

и иммортализованной клеточной линии А549

Бримонидин
По данным фазово-контрастной микроскопии пер-

вичной культуры эпителия роговицы человека и иммор-
тализованной клеточной линии А549, бримонидин (не-
зависимо от наличия БХ в составе) в разведении 1/100 
вызывает разрежение межклеточных контактов, в раз-
ведении 1/50 – конденсацию цитоплазматического со-
держимого некоторых клеток. Уровень метаболиче-

ской активности клеток во всех исследуемых образцах 
практически не отличается от контроля (табл. 2). Отсут-
ствие выраженного цитотоксического эффекта согласу-
ется с данными выживаемости ЭпК и клеток линии А549 
после экспозиции с БХ, исследованным в концентраци-
ях 0,5 мкг/мл и 1 мкг/мл, соответствующих его содержа-
нию в бримонидине в указанных разведениях (табл. 3).

Бримонидин (без БХ) в разведении 1/20 не облада-
ет значимым цитотоксическим действием как на ЭпК, 
так и на иммортализованную клеточную линию А549. 
Однако при экспозиции обоих типов клеток с бримо-
нидином (с  БХ) в  аналогичном разведении выявлено 
статически значимое снижение метаболической ак-
тивности только ЭпК (табл.  2). Светооптическая кар-
тина подтверждает полученные результаты: в ЭпК от-
мечены конденсация цитоплазматического содержи-
мого и  компактизация ядер. Подобные структурные 
изменения обнаружены только в  единичных клетках 
линии  А549. При  фазово-контрастной микроскопии, 
выполненной после экспозиции обоих видов клеток 
с  БХ (2,6  мкг/мл), выявлена аналогическая морфоло-
гическая картина, отражением которой является ста-
тистически значимо более низкий уровень выживае-
мости ЭпК по сравнению с иммортализованной лини-
ей А549 (табл. 3).

Бримонидин (без БХ) в разведении 1/10 вызывает 
нарушение целостности межклеточных контактов в об-
разцах монослоя ЭпК и линии А549, у небольшого ко-
личества клеток обоих типов – конденсацию цитоплаз-
мы и компактизацию ядра. По данным MTT-теста, ста-
тистически значимого подавления метаболической ак-
тивности не выявлено. Вместе с тем бримонидин (с БХ) 
в том же разведении приводит к тотальной гибели ЭпК 
и к выраженным деструктивным изменениями практи-
чески во всех клетках линии А549 (табл. 2). При оценке 
цитотоксического эффекта БХ как компонента бримо-
нидина (разведение ЛП 1/10) выявлено, что в соответ-
ствующей концентрации (5 мкг/мл) он приводит к ана-
логичным изменениям изучаемых монослоёв: практи-
чески полной гибели ЭпК и  выраженному снижению 
метаболической активности клеток линии А549. Вме-
сте с  тем иммортализованная культура, по  данным 
MTT-теста, является более устойчивой к действию БХ, 
добавленного в  ростовую среду, чем ЛП, имеющего 
его в составе.

Дорзоламид
На  светооптической картине первичной культуры 

эпителия роговицы человека и иммортализованной кле-
точной линии А549 после экспозиции с дорзоламидом 
(без БХ) в разведении 1/100 во всех образцах отмечены 
разрежение и частичное нарушение целостности меж-
клеточных контактов. По  данным MTT-теста выявлено 
небольшое снижение метаболической активности кле-
ток обоих типов. Дорзоламид (с БХ в качестве вспомо-
гательного компонента) в том же разведении приводит 
к  компактизации ядра и  цитоплазмы некоторых ЭпК, 
при этом их метаболическая активность статистически 
значимо ниже, чем после экспозиции с аналогичным ЛП 
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без БХ в составе. Клетки линии А549 в этом случае пре-
терпевают сходные морфологические изменения, од-
нако статистически значимых различий в показателях 
MTT-теста, свидетельствующих о более выраженном ци-
тотоксическом действии дорзоламида (с БХ), не выяв-
лено. Кроме того, отсутствуют статистически значимые 
различия в выживаемости ЭпК и клеток линии А549 по-
сле экспозиции с указанным ЛП (табл. 2). При анализе 
влияния БХ в концентрации 0,75 мкг/мл, соответствую-
щей его содержанию в дорзоламиде (1/100), отмечены 
единичные ЭпК и клетки линии А549 с патологически-
ми структурными изменениями цитоплазматического 
содержимого, что подтверждает его слабое негативное 
воздействие (табл. 3).

Дорзоламид (без БХ) в разведении 1/50 приводит 
к  компактизации ядра и  цитоплазмы некоторых ЭпК 
и клеток линии А549; показатели колориметрического 
теста практически одинаковы. Вместе с тем в обоих слу-
чаях отмечено статистически значимое снижение ме-
таболической активности клеток под  действием дор-
золамида (с БХ в составе) в аналогичном разведении. 
По данным фазово-контрастной микроскопии обнару-
жены структурные изменения клеток в виде конденса-
ции их  цитоплазматического содержимого в  перину-
клеарной области, компактизации цитоплазмы и ядра 
и  единичных апоптотических телец. Результаты MTT-
теста, выполненного после экспозиции с  дорзолами-
дом (с  БХ), свидетельствуют о  большей устойчивости 
иммортализованной клеточной линии А549, чем пер-
вичной культуры ЭпК, к действию данного ЛП (табл. 2). 
Вместе с тем подобных статистически значимых разли-
чий в выживаемости клеток обоих типов при воздей-
ствии БХ (1,5 мкг/мл) не выявлено (табл. 3).

Уменьшение разведения дорзоламида (без  БХ) 
до 1/20 и 1/10 не сопровождается усилением его цито-
токсического эффекта в отношении как ЭпК, так и кле-
ток линии  А549. На  светооптической картине моно-
слоя во всех случаях отмечено частичное нарушение 
целостности межклеточных контактов, а также компак-
тизация ядра и  цитоплазмы некоторых клеток. Дор-
золамид (с  БХ) в  аналогичном разведении приводит 
к  практически тотальной гибели как  ЭпК, так  и  кле-
ток линии  А549. Несмотря на  выраженный цитоток-
сический эффект ЛП во всех случаях, по данным срав-
нительного MTT-теста отмечена статистически значи-
мо более высокая выживаемость клеток линии А549 
(табл. 2). БХ в концентрациях 3,75 мкг/мл и 7,5 мкг/мл 
(соответствуют его содержанию как вспомогательно-
го компонента в дорзоламиде – 1/20 и 1/10) проявля-
ет сходное негативное действие в отношении клеток 
обоих типов, однако метаболическая активность им-
мортализованной клеточной линии А549 статистиче-
ски значимо выше, чем таковая первичной культуры 
эпителия (табл. 3).

Тимолол
На светооптической картине монослоя ЭпК после 

экспозиции с тимололом (без БХ) в разведениях 1/100 
и  1/50 определяются интактные клетки, а  по  данным 

MTT-теста зафиксировано увеличение их  количества 
в некоторых образцах. Между тем указанный ЛП спо-
собствует разрежению межклеточных контактов и ста-
тистически значимо более низкому уровню метаболи-
ческой активности иммортализованной линии  А549 
(табл.  2). При  фазово-контрастной микроскопии обо-
их типов клеток выявлено, что во всех образцах тимо-
лол (с БХ) в разведении 1/100 вызывает вакуолизацию 
цитоплазмы и проявляет более выраженный негатив-
ный эффект в отношении ЭпК. Данный ЛП в разведе-
нии 1/50 приводит к сходным по степени выраженно-
сти изменениям структуры ЭпК и иммортализованной 
клеточной линии А549 в виде компактизации ядра и ци-
топлазматического содержимого (табл.  2). Подобная 
светооптическая картина отмечена после экспозиции 
клеток обоих типов с БХ в концентрации 2 мкг/мл, со-
ответствующей его содержанию в тимололе (разведе-
ние 1/50) (табл. 3).

Тимолол (без БХ) в разведении 1/20 и 1/10 обладает 
слабовыраженным токсическим действием на ЭпК, про-
являющимся нарушением целостности межклеточных 
контактов и конденсации цитоплазмы в перинуклеар-
ной области. Вместе с тем, по данным MTT-теста отме-
чен статистически значимо более низкий уровень ме-
таболической активности клеток линии А549 после экс-
позиции с тимололом (без БХ) в аналогичных разведе-
ниях (табл. 2). Тимолол (с БХ) в разведениях 1/20 и 1/10 
приводит к  гибели клеток обоих типов, показатели 
MTT-теста резко снижены (табл. 2). При анализе влия-
ния БХ как компонента тимолола выявлено, что данное 
вещество в  концентрации 5,0  мкг/мл приводит к  вы-
раженному повреждению монолослоя ЭпК и  сниже-
нию их  метаболической активности, при  этом клетки 
линии А549 относительно устойчивы. БХ в концентра-
ции 10 мкг/ мл приводит к тотальной гибели обоих ти-
пов клеток (табл. 3).

Сравнительный анализ влияния гипотензивных 
лекарственных препаратов на миграционную  
активность клеток, выполненный на моделях  

линейного дефекта монослоя первичной культуры 
эпителия роговицы человека и монослоя  

иммортализованной линии А549

Бримонидин (без  БХ) в  разведении  1/100 не  ока-
зывает цитотоксического действия на ЭпК и имморта-
лизованную линию  А549: межклеточные контакты со-
хранены, клетки интактны, монослой восстановлен 
на  103,05  ±  2,63  % и  101,96  ±  1,78  % соответственно 
(p = 0,540). После экспозиции ЭпК с бримонидином (с БХ) 
в том же разведении выявлены частичная потеря меж-
клеточных контактов и вакуолизация цитоплазмы кле-
ток, линейный дефект закрыт на 83,58 ± 6,99 %. Клетки 
линии А549 интактны после воздействия данного ЛП, мо-
нослой сформирован на 99,27 ± 1,66 % (p = 0,002). Кро-
ме того, при сравнительном анализе воздействия бримо-
нидина (1/100) выявлено, что наличие БХ в составе ЛП об-
уславливает замедление восстановления монослоя ЭпК 
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Т А Б Л И Ц А   2
СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЫЖИВАЕМОСТИ 
ПЕРВИЧНОЙ КУЛЬТУРЫ ЭПИТЕЛИЯ РОГОВИЦЫ 
ЧЕЛОВЕКА И ИММОРТАЛИЗОВАННОЙ 
КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ А549 ПОСЛЕ ЭКСПОЗИЦИИ 
С ГИПОТЕНЗИВНЫМИ ЛЕКАРСТВЕННЫМИ 
ПРЕПАРАТАМИ В ТЕЧЕНИЕ 24 ЧАСОВ (MTT-ТЕСТ)

T A B L E   2
COMPARATIVE ANALYSIS OF CELL VIABILITY IN HUMAN 
CORNEAL EPITHELIUM PRIMARY CULTURE AND A549 
IMMORTALIZED CELL LINE AFTER 24-HOUR EXPOSURE 
TO ANTIGLAUCOMA DRUGS (MTT ASSAY)

Разведение 
лекарственного 

препарата

МНН 
лекарственного 

препарата

Бензалкония 
хлорид (в составе 
лекарственного 

препарата)

Метаболически активные клетки,  
% от исходного количества (M ± SD)

рПервичная культура 
эпителия роговицы 

человека

Иммортализованная 
клеточная линия А549

1/100

Дорзоламид

– 84,60 ± 6,58 86,78 ± 8,84 p1 = 0,005
p2 = 0,130
p3 = 0,722
p4 = 0,175

+ 69,30 ± 8,10 76,72 ± 2,37

Бримонидин

– 85,08 ± 3,72 76,99 ± 4,24 p1= 0,486
p2 = 0,497
p3 = 0,068
p4 = 0,267

+ 89,43 ± 9,29 81,0 ± 8,19

Тимолол

– 106,87 ± 2,70 80,16 ± 2,36 p1 = 0,004
p2 = 0,005
p3 < 0,001
p4 = 0,013

+ 86,65 ± 8,27 92,0 ± 3,28

1/50

Дорзоламид

– 78,58 ± 3,27 74,39 ± 3,53 p1 < 0,001
p2 = 0,039
p3 = 0,165
p4 = 0,032

+ 58,81 ± 5,06 61,82 ± 6,29

Бримонидин

– 78,59 ± 5,63 77,93 ± 8,05 p1 = 0,337
p2 = 0,390
p3 = 0,913
p4 = 0,082

+ 73,98 ± 5,72 83,39 ± 5,61

Тимолол

– 96,23 ± 2,76 77,62 ± 2,78 p1 ≤ 0,001
p2 = 0,04

p3 = 0,001
p4 = 0,534

+ 63,49 ± 3,46 61,78 ± 3,70

1/20

Дорзоламид

– 80,29 ± 5,56 81,01 ± 6,44 p1 < 0,001
p2 = 0,002
p3 = 0,891
p4 = 0,181

+ 37,07 ± 4,81 47,89 ± 4,38

Бримонидин

– 80,63 ± 4,37 82,21 ± 3,42 p1 = 0,001
p2 = 0,05

p3 = 0,649
p4 = 0,015

+ 57,11 ± 4,41 71,55 ± 6,29

Тимолол

– 84,81 ± 4,83 70,96 ± 4,81 p1 < 0,001
p2 < 0,001
p3 = 0,013
p4 = 0,043

+ 8,62 ± 0,91 15,53 ± 2,8

1/10

Дорзоламид

– 79,20 ± 7,87 84,15 ± 5,27 p1 < 0,001
p2 < 0,001
p3 = 0,393
p4 = 0,001

+ 7,02 ± 0,10 12,52 ± 0,43

Бримонидин

– 76,96 ± 4,19 75,11 ± 4,28 p1 = 0,001
p2 < 0,001
p3 = 0,622
p4 = 0,003

+ 2,95 ± 0,62 27,46 ± 2,52

Тимолол

– 79,40 ± 4,08 70,12 ± 3,31 p1 < 0,001
p2 < 0,001
p3 = 0,038
p4 = 0,032

+ 1,67 ± 1,44 13,26 ± 4,35

Примечание. МНН – международное непатентованное наименование; p1 – показатель статистической значимости различий выживаемости первичной культуры эпителия роговицы в зависимости от на-
личия бензалкония хлорида в составе лекарственного препарата, p2 – показатель статистической значимости различий выживаемости иммортализованной клеточной линии А549 в зависимости от нали-
чия бензалкония хлорида в составе лекарственного препарата, p3 – показатель статистической значимости различий выживаемости первичной культуры эпителия роговицы и иммортализованной кле-
точной линии А549 при экспозиции с лекарственным препаратом без бензалкония хлорида в составе, p4 – показатель статистической значимости различий выживаемости первичной культуры эпителия 
роговицы и иммортализованной клеточной линии А549 при экспозиции с лекарственным препаратом с бензалкония хлоридом в составе.
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(p = 0,011) и не является фактором, влияющим на процесс 
миграционной активности клеток линии А549 (p = 0,052). 
Уменьшение разведения бримонидина (без БХ) до 1/20 
сопровождается изменениями ЭпК в виде разрежения 
и частичной потери межклеточных контактов, а также 
конденсации цитоплазматического содержимого  ЭпК. 
При этом линейный дефект закрыт на 76,24 ± 7,52 %. Клет-
ки иммортализованной линии А549 в аналогичных усло-
виях интактны, монослой восстановлен на 98,86 ± 1,70 % 
(p = 0,008). Выявлено, что бримонидин в том же разведе-
нии, но отличающийся присутствием БХ в составе, ока-
зывает выраженное токсическое действие на обе экспе-
риментальные модели. Так, в обоих случаях отмечено 
повреждение межклеточных контактов, компактизация 
ядра и цитоплазмы большинства клеток. Миграционная 
активность ЭпК и клеток линии А549 снижена, монослой 
восстановлен на 22,32 ± 3,38 % и 31,63 ± 4,08 % соответ-
ственно (p = 0,038). Установлено, что воздействие бримо-
нидина (1/20), содержащего БХ, сопровождается более 
выраженным негативным эффектом в отношении обе-
их клеточных моделей по сравнению с аналогичным ЛП 
(1/20) без данного вспомогательного компонента в со-
ставе (p < 0,001) (рис. 1).

После экспозиции с дорзоламидом (без БХ) в раз-
ведении  1/100 во  всех образцах первичной культу-
ры эпителия и  иммортализованной линии  А549 визу-
ализируются интактные клетки, монослой восстанов-
лен на 98,56 ± 2,25 % и 101,21 ± 1,79 % соответственно 
(p = 0,145). По данным фазово-контрастной микроско-
пии ЭпК, дорзоламид (с БХ в составе) в разведении 1/100 
вызывает конденсацию цитоплазматического содер-

жимого в перинуклеарной области отдельных клеток, 
линейный дефект закрыт на  84,01  ±  3,44  %. В  анало-
гичных условиях воздействия ЛП иммортализованные 
клетки линии  А549 интактны, монослой восстановлен 
на 97,63 ± 2,28 % (p = 0,001). Кроме того, отмечено ста-
тистически значимое снижение миграционной активно-
сти ЭпК под воздействием дорзоламида, содержащего 
БХ, по сравнению с указанным ЛП без данного вспомо-
гательного компонента. Дорзоламид (без БХ) в разведе-
нии 1/20 приводит к частичной потере межклеточных 
контактов, конденсации цитоплазматического содер-
жимого в перинуклеарной области ЭпК, монослой вос-
становлен на 88,67 ± 3,46 %. При этом негативный эф-
фект данного ЛП на клетки линии А549 отсутствует, ли-
нейный дефект закрыт на 99,84 ± 1,46 % (p = 0,145). Дор-
золамид (с БХ в составе) в том же разведении приводит 
к тотальной гибели клеток обеих моделей, с высокой до-
лей вероятности – в первые часы эксперимента (рис. 2).

Светооптическая картина ЭпК и клеток иммортали-
зованной линии  А549 после их  экспозиции с  тимоло-
лом (без БХ) в разведении 1/100 свидетельствует об от-
сутствии их структурных изменений, линейный дефект 
закрыт на 91,73 ± 4,03 % и 95,41 ± 4,68 % соответствен-
но (p = 0,327). Тимолол (с БХ) в том же разведении при-
водит к вакуолизации цитоплазмы ЭпК, частичной по-
тере межклеточных контактов, монослой восстанов-
лен на 79,15 ± 4,53 %. После аналогичного воздействия 
клетки линии А549 интактны. Вместе с тем монослой за-
крыт на 90,32 ± 1,85 % (p = 0,006), что отражает сниже-
ние их миграционной активности. При сравнительной 
оценке полученных результатов воздействия тимолола 

Т А Б Л И Ц А   3
СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЫЖИВАЕМОСТИ 
ПЕРВИЧНОЙ КУЛЬТУРЫ ЭПИТЕЛИЯ РОГОВИЦЫ 
ЧЕЛОВЕКА И ИММОРТАЛИЗОВАННОЙ КЛЕТОЧНОЙ 
ЛИНИИ А549 ПОСЛЕ ЭКСПОЗИЦИИ С БЕНЗАЛКОНИЯ 
ХЛОРИДОМ В ТЕЧЕНИЕ 24 ЧАСОВ

T A B L E   3
COMPARATIVE ANALYSIS OF CELL VIABILITY IN HUMAN 
CORNEAL EPITHELIUM PRIMARY CULTURE AND A549 
IMMORTALIZED CELL LINE AFTER 24-HOUR EXPOSURE 
TO BENZALKONIUM CHLORIDE

Концентрация 
бензалкония 

хлорида (мкг/мл)

Метаболически активные клетки, % от исходного количества (M ± SD)

pПервичная культура эпителия роговицы 
человека Иммортализованная клеточная линия А549

0,5 81,53 ± 6,76 90,71 ± 8,66 0,105

0,75 80,25 ± 7,71 89,55 ± 7,14 0,165

1,0 80,76 ± 7,16 88,85 ± 4,74 0,08

1,5 76,44 ± 9,17 80,73 ± 1,55 0,469

2,0 63,33 ± 4,48 68,52 ± 2,41 0,087

2,6 49,55 ± 5,56 75,93 ± 3,44 < 0,001

3,75 25,79 ± 3,04 51,31 ± 6,53 < 0,001

5,0 9,43 ± 2,21 53,25 ± 6,72 < 0,001

7,5 1,51 ± 1,30 36,44 ± 6,64 0,002

10 0 3,41 ± 1,37 0,05
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РИС. 1.  
Морфологическая картина первичной культуры эпителия 
роговицы человека и иммортализованной клеточной ли-
нии А549 (модель линейного дефекта монослоя) после экспо-
зиции с бримонидином без бензалкония хлорида (а) и с бен-
залкония хлоридом (б) в составе в течение 48 часов (фазово-
контрастная микроскопия). Границы дефекта – жёлтая пун-
ктирная линия

FIG. 1.  
Morphological pattern of human corneal epithelium primary cul-
ture and A549 immortalized cell line (cellular models of intact mon-
olayer) after 48-hour exposure to benzalkonium chloride-free (а) 
and benzalkonium chloride-preserved (б) brimonidine (phase-
contrast microscopy). The borders of linear cell defect are shown 
with yellow dotted line

Бримонидин Первичная культура эпителия роговицы Имортализованная клеточная линия А549

Разведение 1/100

Разведение 1/20

а

а

б

б
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РИС. 2.  
Морфологическая картина первичной культуры эпителия 
роговицы человека и иммортализованной клеточной ли-
нии А549 (модель линейного дефекта монослоя) после экспо-
зиции с дорзоламидом без бензалкония хлорида (а) и с бен-
залкония хлоридом (б) в составе в течение 48 часов (фазово-
контрастная микроскопия). Границы дефекта – жёлтая пун-
ктирная линия

FIG. 2.  
Morphological pattern of human corneal epithelium primary cul-
ture and A549 immortalized cell line (cellular models of intact mon-
olayer) after 48-hour exposure to benzalkonium chloride-free (а) 
and benzalkonium chloride-preserved (б) dorzolamide (phase-
contrast microscopy). The borders of linear cell defect are shown 
with yellow dotted line

Дорзоламид Первичная культура эпителия роговицы Имортализованная клеточная линия А549

Разведение 1/100

Разведение 1/20

а

а

б

б
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РИС. 3.  
Морфологическая картина первичной культуры эпителия 
роговицы человека и иммортализованной клеточной ли-
нии А549 (модель линейного дефекта монослоя) после экспо-
зиции с тимололом без бензалкония хлорида (а) и с бензалко-
ния хлоридом (б) в составе в течение 48 часов (фазово-кон-
трастная микроскопия). Границы дефекта – жёлтая пун-
ктирная линия

FIG. 3.  
Morphological pattern of human corneal epithelium primary cul-
ture and A549 immortalized cell line (cellular models of intact mon-
olayer) after 48-hour exposure to benzalkonium chloride-free (а) 
and benzalkonium chloride-preserved (б) timolol (phase-contrast 
microscopy). The borders of linear cell defect are shown with yellow 
dotted line

Тимолол Первичная культура эпителия роговицы Имортализованная клеточная линия А549

Разведение 1/100

Разведение 1/20

а

а

б

б
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(1/100) без и при наличии БХ в составе выявлено, что дан-
ный вспомогательный компонент определяет более вы-
раженный цитотоксический эффект ЛП в отношении пер-
вичной культуры эпителия роговицы (p = 0,023) и не вли-
яет на  восстановление монослоя клеток линии  А549 
(p = 0,115). Уменьшение разведения Тимолола (без БХ) 
до 1/20 приводит к восстановлению монослоя ЭпК на 
85,33 ± 2,46 %, линии А549 – на 93,61 ± 2,44 % (р = 0,014). 
По данным фазово-световой микроскопии, выполнен-
ной после экспозиции обеих экспериментальных мо-
делей с тимололом (с БХ) в разведении 1/20, обнаруже-
на тотальная гибель клеток, произошедшая, вероятно, 
в первые часы эксперимента (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

В  последние годы были представлены результаты 
оценки токсичности ЛП, используемых в  инстилляци-
ях для снижения ВГД, которые были выполнены на раз-
личных клеточных культурах роговицы, конъюнктивы 
и трабекулярной сети. Среди данных ЛП (часть из кото-
рых содержали бензалкония хлорид) необходимо выде-
лить тафлупрост и латанопрост (аналоги простагланди-
на F2α), дорзоламид и бринзоламид (ингибитор карбо-
ангидразы), бримонидин (α2-адреномиметик) и тимолол 
(β-адреноблокатор) [10–12, 15]. Учитывая их  широкое 
применение у пациентов с дефектами эпителиального 
слоя роговицы различной этиологии, актуальным явля-
ется исследование воздействия бримонидина, дорзо-
ламида и тимолола (без БХ и при наличии его в соста-
ве), а также БХ на первичной культуре эпителия рого-
вицы человека и на иммортализованной клеточной ли-
нии А549, в том числе для изучения возможности её ис-
пользования в качестве модели.

Первый этап исследования включал в себя анализ 
цитотоксичности бримонидина, дорзоламида и  тимо-
лола (без БХ и при наличии его в составе) в разведени-
ях 1/100, 1/50, 1/20 и 1/10 на монослое ЭпК и на анало-
гичной по плотности колонии клеток иммортализован-
ной линии А549.

Согласно полученным результатам, бримонидин 
(без  БХ) во  всех изученных разведениях способству-
ет небольшому снижению метаболической активности 
ЭпК и иммортализованной клеточной линии А549, од-
нако не приводит к значимым структурным изменени-
ям обоих типов моделей. Бримонидин (с БХ) в разведе-
нии 1/20 вызывает морфофункциональные нарушения 
состояния только ЭпК, а в разведении 1/10 – тотальную 
гибель ЭпК и  резкое снижение выживаемости клеток 
линии А549. Проведённое A. Kucukoduk и соавт. иссле-
дование цитотоксичности бримонидина (без БХ) на им-
мортализованной культуре роговицы человека пока-
зывает, что при концентрации действующего вещества 
1500 мкг/мл через 15 мин после начала экспозиции вы-
живаемость клеток составляет около 25 %, а затем незна-
чительно снижается на протяжении 24 ч [16]. Результаты 
данного эксперимента не сопоставимы с полученными 
нами данными в связи с тем, что изученная нами макси-

мальная концентрация действующего вещества состав-
ляет 200 мкг/мл (разведение ЛП 1/10). В доступной нам 
литературе других результатов оценки цитотоксично-
сти бримонидина in vitro не обнаружено.

Дорзоламид (без  БХ) приводит к  незначительным 
структурным нарушениям ЭпК и  иммортализованных 
клеток линии  А549. В  то  же  время дорзоламид (с  БХ) 
в  разведении  1/100 вызывает морфофункциональные 
изменения только монослоя ЭпК, а в остальных разве-
дениях (1/50, 1/20 и 1/10) – ЭпК и иммортализованных 
клеток линии А549. Выявленные нами изменения состо-
яния экспериментальных моделей частично согласуют-
ся с результатами анализа состояния монослоя иммор-
тализованной клеточной линии эпителия роговицы че-
ловека после 24-часовой экспозиции с дорзоламидом 
(БХ в составе ЛП). Так, по данным D. Pozarowska и соавт., 
этот ЛП в разведении 1/100 приводит к гибели практиче-
ски всех клеток апоптозом, в разведении 1/10 – некро-
зом [17]. Подобные различия результатов могут быть об-
условлены более выраженной исходной устойчивостью 
иммортализованной клеточной линии А549 и особенно-
стями первичной культуры эпителия роговицы, связан-
ными с состоянием донорского материала.

Тимолол (без БХ) во всех разведениях не оказывает 
значимого токсического влияния на ЭпК, в то же время 
при аналогичном воздействии на иммортализованную 
линию А549 отмечены умеренные изменения структуры 
клеток и снижение их метаболической активности. Ранее 
было описано негативное действие селективных и несе-
лективных β-адреноблокаторов (в виде апоптоза или не-
кроза) на иммортализованную клеточную линию А549 [18]. 
Согласно данным M. Ayaki и соавт., тимолол (без БХ) в раз-
ведении 1/10 вызывает статистически значимое снижение 
выживаемости иммортализованной линии эпителия рого-
вицы человека [10]. Экспозиция обоих типов клеточных 
моделей с тимололом (с БХ в составе) в разведениях 1/20 
и 1/10 приводит к гибели обоих типов клеток, при этом за-
фиксирована метаболическая активность единичных кле-
ток иммортализованной линии А549. Сходные результаты 
были получены в ходе нескольких исследований (экспе-
риментальная модель – иммортализованные клетки эпи-
телия роговицы человека): слабовыраженный цитотокси-
ческий эффект тимолола (с БХ) в разведении 1/100 и прак-
тически тотальная гибель клеток после воздействия ука-
занного препарата в разведении 1/10 [17, 19].

Таким образом, все ЛП, имеющие в составе БХ, обла-
дают более выраженным негативным действием на со-
стояние первичной культуры эпителия роговицы чело-
века и иммортализованной клеточной линии А549. БХ 
представляет собой четвертичное аммониевое соеди-
нение (катионный детергент), которое обладает значи-
тельной активностью в  отношении широкого спектра 
микроорганизмов. Механизм действия данного веще-
ства связан с повреждением клеточной мембраны, дена-
турацией белков и ингибированием ферментов. Его ос-
новная роль как вспомогательного компонента ЛП за-
ключается в обеспечении стабильности действующего 
фармакологического вещества и препятствовании ро-
сту микрофлоры в растворе [20].
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По данным фазово-контрастной микроскопии и MTT-
теста, увеличение концентрации БХ (при уменьшении 
разведении ЛП) приводит к  постепенному усилению 
его цитотоксического эффекта в отношении обеих экс-
периментальных моделей. Вместе с тем статистически 
значимые различия в метаболической активности кле-
ток, свидетельствующие о  более выраженной устой-
чивости иммортализованной линии  А549, зафиксиро-
ваны при воздействии БХ в концентрациях 2,6 мкг/мл, 
3,75 мкг/ мл, 5 мкг/мл и 7,5 мкг/мл. Подобные результаты 
согласуются с описанными в проведённых ранее иссле-
дованиях и свидетельствуют о том, что негативное дей-
ствие ЛП на метаболическую активность клеток зависит 
от его концентрации и в большинстве случаев обуслов-
лено наличием в составе вспомогательного компонен-
та – БХ [21–23].

Второй этап нашего исследования состоял в  ана-
лизе влияния бримонидина, дорзоламида и  тимолола 
(без БХ и при его наличии в составе) в разведениях 1/100 
и 1/20 на миграционную активность клеток и был выпол-
нен на моделях линейного дефекта монослоя первич-
ной культуры эпителия роговицы человека и монослоя 
иммортализованной линии А549. Выявлено, что все ЛП 
(без БХ в составе) в разведении 1/100 не оказывают ток-
сического эффекта на клетки, и через 48 ч после начала 
экспозиции линейный дефект практически во всех случа-
ях закрыт. Уменьшение разведения всех ЛП до 1/20 спо-
собствует замедлению миграционной активности ЭпК 
по сравнению с линией А549. Бримонидин, дорзоламид 
и тимолол (все ЛП – с БХ в составе) в разведении 1/100 
не  оказывают статистически значимого негативного 
эффекта на  обе клеточные модели. Вероятно, это  об-
условлено концентрацией БХ (0,5  мкг/мл, 0,75  мкг/ мл 
и 1,0 мкг/ мл соответственно), в которой он, согласно дан-
ным первого этапа исследования, не  проявляет цито-
токсического действия в отношении ЭпК и иммортали-
зованной клеточной линии А549. Вместе с тем, при ана-
лизе динамики закрытия линейного дефекта обнаруже-
но, что наличие БХ в составе ЛП приводит к умеренно-
му замедлению миграционной активности только ЭпК, 
что свидетельствует об их меньшей, чем у иммортали-
зованной клеточной линии  А549, устойчивости к  воз-
действию. Бримонидин (с БХ) в разведении 1/20 вызы-
вает замедление восстановления монослоя обоих типов 
клеток, более выраженное в случае первичной культу-
ры эпителия роговицы. Воздействие дорзоламида и ти-
молола (оба – с БХ в составе) в разведении 1/20 приво-
дит к гибели ЭпК и иммортализованной клеточной ли-
нии А549 в первые часы эксперимента. В основе описан-
ного цитотоксического эффекта лежит патологическое 
воздействие БХ, содержащегося в указанных ЛП в кон-
центрациях 3,75 и 5 мкг/мл соответственно. При анали-
зе опубликованных данных по влиянию ЛП, снижающих 
ВГД, на миграционную активность клеток было обнару-
жено только одно исследование, выполненное H. Liang 
и соавт. [24]. Сравнительный анализ состояния ЭпК по-
сле экспозиции с ЛП (аналоги простагландинов) в разве-
дениях 1/10, содержащих (латанопрост, травапрост и би-
матопрост) и не содержащих (тафлупрост, латанопрост, 

траватан) БХ в составе, а также БХ в различных концен-
трациях показал замедление восстановления монослоя 
клеток после 30-минутной экспозиции с ЛП, содержащи-
ми БХ. При этом авторами были выявлены сходные мор-
фологические изменения клеток, экспонированных с БХ 
в представленных концентрациях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, проведённый сравнительный ана-
лиз состояния первичной культуры эпителия роговицы 
человека и иммортализованной клеточной линии А549 
свидетельствует о  том, что  бримонидин, дорзоламид 
и  тимолол (все  ЛП содержат БХ) обладают цитотокси-
ческим действием. Негативный эффект данных ЛП об-
условлен наличием в их составе БХ. Несмотря на сход-
ные структурные изменения клеток, а также снижение 
их  метаболической и  миграционной активности, им-
мортализованная клеточная линия  А549 более устой-
чива к воздействию ЛП, чем первичная культура эпите-
лия роговицы человека. В связи с этим при проведении 
дальнейших исследований возможно её использование 
как клеточной модели только с учётом изменения усло-
вий эксперимента (длительность экспозиции и концен-
трация исследуемого ЛП).
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