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РЕЗЮМЕ

Обоснование. Изучение этиопатогенеза такого заболевания роговицы, 
как  кератоконус, существенно затруднено в  связи с  невозможностью 
исследования лежащих в  его  основе ультраструктурных и  молекулярных 
изменений роговицы на пациентах in vivo и на животных моделях.
Цель исследования. Оценка влияния деплетирования среды ионами цинка 
на структуру и биомеханические свойства стромы роговицы in vitro на при-
мере клеточной модели роговичных фиброцитов.
Материал и методы. В процессе настоящего экспериментального иссле-
дования были использованы клеточные модели стромы роговицы в «норме» 
и при кератоконусе – трёхмерные тканеинженерные конструкции на основе 
роговичных фибробластов, полученных из кератоцитов здоровых доноров, 
выращенных на  стандартной и  обеднённой ионами цинка питательных 
средах соответственно. Оценку биомеханических свойств тканеинженер-
ных конструкций, моделирующих «здоровую» и «кератоконусную» строму 
роговицы, производили методом наноиндентирования при помощи атом-
но-силового микроскопа. Дополнительно проводили гистологическую 
оценку полученных клеточных пластов и иммуногистохимический анализ 
коллагена I типа.
Результаты. По итогам исследования пяти образцов каждой из моделей 
стромы роговицы было установлено статистически значимое различие 
биомеханических свойств: эффективный модуль Юнга «здоровой» и «кера-
токонусной» моделей составил 9,9  [5,4;  15.6] и  10,3  [6,1;  14,8]  кПа соот-
ветственно. Толщина пластов в «здоровой» группе составила 17,67 ± 1,32 
и 18,10 ± 1,22 мкм на сроке 2 и 4 недели культивирования соответственно; 
в «кератоконусной» группе на деплетированной по цинку среде толщина 
пластов составила 21,25 ± 8,39 и 25,55 ± 5,67 мкм на тех же сроках культи-
вирования соответственно. В структуре последних превалирует экстра-
клеточный компонент с избыточной коллагеновой фракцией.
Заключение. Полученные по итогам экспериментальной работы данные 
подтверждают современную концепцию этиопатогенеза кератоконуса, 
согласно которой нарушения биомеханической функции роговицы при этом 
заболевании являются следствием минерального дисметаболизма ионов 
меди, железа и цинка в её соединительнотканной строме.
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ABSTRACT

Background. Etiology and pathogenesis research of such a corneal disease as kera-
toconus is rather difficult due to the impossibility to study the underlying ultrastruc-
tural and molecular cornea changes in vivo and in animal models.
The aim. To evaluate zinc relevance in the biomechanical properties of the corneal 
stroma – by means of in vitro keratoconus cell model.
Materials and methods. In this experimental study, normal and keratoconic cell 
models of the corneal stroma were exampled – three-dimensional tissue-engineered 
structures of corneal fibrocytes obtained from healthy donors keratocytes and grown 
on standard and zinc-depleted nutrient media, respectively. The biomechanical prop-
erties of tissue-engineered structures modeling the normal and keratoconic corneal 
stroma were evaluated by means of the atomic force microscope nanoindentation. 
Additionally, histological assessment of the obtained cell models and immunohis-
tochemical analysis of type I collagen were performed.
Results. According to the study of five samples of each of the corneal stroma mo-
dels, a  statistically significant difference in  viscoplastic biomechanical properties 
was shown: the effective Young’s modulus of the normal and keratoconic models 
was 9.9 [5.4; 15.6] and 10.3 [6.1; 14.8] kPa, respectively. The in “healthy” group cell 
cultures thickness was 17.67 ± 1.32 and 18.10 ± 1.22 microns for two and four weeks 
of cultivation, respectively; in the “keratoconus” group, in a zinc depleted medium, 
the cell cultures thickness was 21.25 ± 8.39 and 25.55 ± 5.67 microns at the same 
time of cultivation, respectively. The extracellular component with an excess collagen 
fraction prevails in the structure of the latter.
Conclusion. The  data obtained confirms the  modern keratoconus etiology 
and pathogenesis concept – the biomechanical function deterioration of the kera-
toconic cornea is a consequence of copper, iron and zinc mineral dysmetabolism 
in its stroma.

Key words: keratoconus, etiology, pathogenesis, cell models, zinc, chalcophilic 
elements, biomechanics
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ОБОСНОВАНИЕ

Кератоконус (КК) – двустороннее невоспалитель-
ное заболевание роговицы дегенеративно-дистрофи-
ческого характера. Клинически КК проявляется кону-
совидной деформацией роговицы с её выпячиванием 
и истончением, что симптоматически сопровождается 
прогрессирующим иррегулярным астигматизмом с не-
уклонным снижением зрения у лиц молодого трудоспо-
собного возраста вплоть до профессиональной нетру-
доспособности и инвалидизации по зрению.

Этиология и патогенез КК остаются до конца не уста-
новленными, несмотря на многочисленные исследова-
ния, проведённые с целью изучения природы его воз-
никновения и механизмов развития. В отношении пато-
генеза КК достоверно известно, что в процессе развития 
этой кератэктазии имеет место прогрессирующее нару-
шение биомеханической прочности роговицы: её стро-
ма теряет свою опорную функцию, что было подтверж-
дено как клинически, так и экспериментально. Причи-
ной нарушения прочностных характеристик роговицы 
при КК можно считать прогредиентные деструктивные 
изменения в её строме, нарастающие по мере прогрес-
сирования кератэктазии: снижение числа коллагеновых 
пластин, нарушение ориентации коллагеновых волокон, 
дезорганизация волокнистых структур, снижение чис-
ла внутри- и межмолекулярных связей коллагена, изме-
нение объёма и состава межклеточного вещества [1–4].

Среди современных теорий развития КК есть пред-
ставление о том, что причиной дегенеративно-дистро-
фических изменений в роговице является минеральный 
дисметаболизм с  обеднением её  тканей химическими 
элементами халькофильной группы – медью, железом 
и цинком. Отсутствие ионов халькофильных металлов 
в роговице приводит к аномальной активности металло-
зависимых энзимов, в норме обеспечивающих метабо-
лизм соединительнотканных структур её стромы. Извест-
но, что ионы цинка являются кофакторами матриксных 
металлопротеиназ, в том числе коллагеназ, и суперок-
сиддисмутаз. В отсутствие ионов цинка в тканях проис-
ходит нарушение процессов распада коллагена, приво-
дящее к фиброзным изменениям, и нарушение антиок-
сидантной защиты, приводящее к оксидативному стрес-
су. Ферментативная недостаточность в тканях роговицы 
имеет своим следствием каскад деструктивных измене-
ний, результатом которых и является биомеханическая 
несостоятельность роговицы [5].

Изучение патогенетических механизмов развития КК 
осложняет тот факт, что воспроизведение его на живот-
ных моделях невозможно, а исследования in vivo ограни-
чены. В связи с этим особую актуальность в последнее 
время приобретают клеточные модели тканей рогови-
цы. На таких in vitro моделях в 2D- и 3D-формате иссле-
дуются в  основном молекулярно-генетические аспек-
ты, связанные с КК. 

Нашей исследовательской группой также была пред-
ложена клеточная модель для изучения патогенеза КК 
с прицелом в первую очередь на возможность оценки 
биомеханических свойств полученной конструкции [6].

Одним из  мощных инструментов для  прецизион-
ной оценки механических характеристик микрообъ-
ектов является атомно-силовая микроскопия, кото-
рая в последнее время всё больше и чаще использует-
ся для изучения различных биологических объектов, 
в  том числе тканей и  клеток. Коммерческие системы 
в настоящее время специально адаптированы для ра-
боты с нативным биологическим материалом в физи-
ологически адекватных условиях (жидкая среда, опти-
мальная температура).

Принцип методики заключается в количественной 
оценке деформации исследуемого образца в  каждой 
точке его поверхности (микрокартирование). В каждой 
анализируемой точке исследуемого образца произво-
дится регистрация силовой кривой (кривая зависимо-
сти силы взаимодействия между зондом и образцом), 
позволяющей оценивать механические свойства мате-
риала. Режим микрокартирования даёт возможность 
получать карты распределения перечисленных выше 
показателей с  высоким пространственным разреше-
нием [7]. Широко используемым количественным ин-
дикатором биомеханических свойств тканей и клеток 
в этом случае является модуль Юнга или модуль упру-
гости (E, Па) – физическая величина, характеризующая 
сопротивляемость материала упругой (остаточной) де-
формации (растяжению или сжатию). По сути, чем мень-
ше модуль Юнга, тем большую деформацию (без поте-
ри внутренней структуры) способен претерпевать ма-
териал при внешних нагрузках. Однако, помимо моду-
ля Юнга, на сопротивление деформации также влияют 
геометрия, плотность и внутренняя структура матери-
ала (ориентированность, связанность, внутренние на-
пряжения). Больший модуль Юнга может соответство-
вать меньшей пластичности образца, то есть его боль-
шей хрупкости, однако данные параметры не  всег-
да коррелируют. При изучении биологических объек-
тов (для которых характерна неоднородная структура) 
модуль Юнга наделяют определением «кажущийся», 
или «эффективный» [7].

Предложенная клеточная модель и  разработан-
ный способ селективной элиминации халькофильных 
элементов делают возможным оценку влияния изъя-
тия из  клеточного окружения цинка на  биомеханиче-
ские свойства клеточной конструкции, моделирующей 
строму роговицы.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Оценка влияния деплетирования среды ионами цин-
ка на структуру и биомеханические свойства стромы ро-
говицы in vitro на примере клеточной модели рогович-
ных фибробластов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Для  изучения зависимости биомеханических 
свойств роговицы от  элементного микроокружения 
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были использованы культуры роговичных фибробла-
стов, выращенные в  виде тканеподобных структур – 
трёхмерные 3D-модели стромы роговицы.

Клеточные культуры получали путём проращива-
ния кератоцитов из  эксплантов роговицы – фрагмен-
тов периферической части кадаверных роговичных дис-
ков, не востребованных при проведении кератопласти-
ки и подлежащих утилизации (исследование проводи-
ли в соответствии с принципами Хельсинкской деклара-
ции Всемирной медицинской ассоциации (2013)). Клетки 
третьего пассажа засевали в концентрации 300 тыс./см2 
на поверхность культурального пластика чашки Петри 
диаметром 35 мм (SPL, Корея). Клетки культивировали 
в течение месяца при температуре 37,0 °С во влажной 
атмосфере с  5,0%-м содержанием СО2 в  среде DMEM 
High Glucose (Gibco, США), в которую были добавлены: 
глютамин (Gibco, США) до 2 мМ, фетальная бычья сыво-
ротка FBS (Sigma, США) до 10 % и аскорбиновая кисло-
та (Sigma, США) до 50 мкг/мл; смену среды осуществля-
ли каждые 2–3 дня.

При  этом для  получения клеточной модели «здо-
ровой» стромы роговицы в ростовую среду добавляли 
стандартную фетальную бычью сыворотку. Для  полу-
чения клеточной модели «кератоконусной» роговицы 
в  ростовую среду добавляли обеднённую цинком сы-
воротку (сыворотка, прошедшая предварительную об-
работку катионообменной смолой с целью деплетиро-
вания среды ионами цинка до концентрации последне-
го не более 13 мкг/л; заверку концентрации химических 
элементов в полученной сыворотке производили мето-
дом масс-спектрометрии с индуктивно-связанной плаз-
мой по ранее описанной нами методике) [6].

Оценку биомеханических свойств «кератоконус-
ных» и «нормальных» клеточных моделей стромы ро-
говицы производили на трёх исследуемых и трёх кон-
трольных образцах соответственно при помощи атом-
но-силового микроскопа Bioscope Resolve (Bruker, США). 
Механические свойства клеточных пластов измеря-
ли методом микрокартирования поверхности в режи-
ме Fast Force Volume в жидкостной среде; в данном ре-
жиме в  каждом пикселе карты (32  ×  32  точки по  кар-
те 100 × 100 мкм) происходит индентирование образ-
ца зондом с последующим расчётом локального моду-
ля Юнга. Сканирование осуществляли с применением 
кантилеверов «PFQNM-LC-A-CAL», имеющих калибро-
ванную производителем константу жёсткости порядка 
0,1 Н/м и радиус закругления 70 нм. Модуль Юнга вы-
числяли по модели Герца [8].

После оценки биомеханических свойств клеточ-
ный пласт однократно промывали раствором Версена 
и  отделяли от  дна путём тракции. Снятый пласт фик-
сировали в  растворе глютарового альдегида и  изго-
тавливали полутонкие срезы. Окраску проводили ме-
тиленовым синим и фуксином. Полученные срезы фо-
тофиксировали и измеряли толщину клеточного слоя 
на изображениях.

Для  окрашивания на  коллаген I  типа клетки рас-
тили на  пластиковых покровных стёклах диаметром 
9  мм, фиксировали холодным метанолом в  течение 

ночи при  4  °С. Окрашивание проводили антителами 
к коллагену I типа (Invitrogen, MA1-26771; Thermo Fisher 
Scientific, США) в разведении 1:1000. Вторичные антите-
ла с меткой Alexa Fluor 594 (Invitrogen, A-11032; Thermo 
Fisher Scientific, США) использовали в  разведении 
1:500. Съёмку проводили на лабораторном микроско-
пе Leica DM2500 (Leica Microsystems CMS GmbH, Герма-
ния), фотосъёмку осуществляли камерой Leica DFC320 
(Leica Microsystems CMS GmbH, Германия) в программе 
Leica Application Suite.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили в  программе GraphPad  Prism (GraphPad 
Software  Inc., США). Проверку на  нормальность осу-
ществляли с  помощью теста Колмогорова  –  Смирно-
ва. Для сравнения групп использовали критерий Ман-
на – Уитни. Уровень p < 0,05 принимали за статистически 
значимый. При  нормальном распределении перемен-
ных в тексте приводятся средние значения и стандарт-
ные отклонения, при отличии от нормального – меди-
анные и квартили.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Длительное культивирование кератоцитов в высо-
кой плотности позволяло формировать равномерные 
клеточные пласты, представленные несколькими сло-
ями клеток. Tканеинженерные модели «нормальной» 
стромы роговицы были представлены клеточными пла-
стами толщиной 17,67 ± 1,32 и 18,10 ± 1,22 мкм на сроке 
2 и 4 недели культивирования соответственно; клеточ-
ные модели «кератоконусной» роговицы, полученные 
на деплетированной по цинку среде, отличались боль-
шей толщиной – 21,25 ± 8,39 и 25,55 ± 5,67 мкм на тех же 
сроках культивирования соответственно, более крупны-
ми клеточными ядрами и выраженной долей внеклеточ-
ной фракции. Можно отметить, что по сравнению с «нор-
мой» (рис. 1a) в структуре пластов, выращенных на обе-
днённой по цинку среде, превалирует экстраклеточный 
компонент, а ядра клеток отличаются большими разме-
рами (рис. 1б).

Этот факт подтверждается данными иммуноцитохи-
мического окрашивания: по сравнению с контрольны-
ми образцами (рис.  2а) сигнал от  коллагеновой фрак-
ции в «кератоконусных» образцах более значительный 
(рис. 2б).

В ходе экспериментальной работы путём биомеха-
нического наноиндентирования поверхности изучаемых 
тканеинженерных конструкций с помощью атомно-сило-
вого микроскопа удалось определить значения эффек-
тивного модуля Юнга. Результаты серий биомеханиче-
ских тестов (микрокартирования) статистически значи-
мо отличались между клеточными 3D-моделями «здоро-
вой» и «кератоконусной» роговиц. Распределение эф-
фективного модуля Юнга представлено на  рисунке  3. 
Модуль упругости Юнга клеточных пластов, моделиру-
ющих КК, был статистически значимо выше по сравне-
нию с «нормой»: 9,9 [5,4; 15.6] и 10,3 [6,1; 14,8] кПа соот-
ветственно (p = 0,0103).
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Полученные данные свидетельствуют в  пользу 
повышения жёсткости тканеинженерных конструк-
ций, выращенных в  условиях дефицита ионов цин-
ка в питательной среде. Такое повышение жёсткости 

может быть связано с большей фракцией внеклеточ-
ного матрикса в  такой конструкции, так  как внекле-
точный матрикс является более жёстким компонен-
том, чем клетки.

       
        а               б
РИС. 1.  
Срезы клеточных пластов роговичных фибробластов (све-
товая микроскопия, окраска метиленовым синим и фукси-
ном): а – культура, выращенная в стандартной среде;  
б – культура, полученная на обеднённой цинком среде;  
* – ядра клеток

FIG. 1.  
Sections of corneal fibroblast cell layers (light microscopy, stained 
with methylene blue and fuchsin): а – culture grown in standard 
medium; б – culture grown in zinc-depleted medium; * – cell nuclei

       
        а               б
РИС. 2.  
Иммунофлуоресцентная картина клеточных культур ро-
говичных фибробластов, полученная в результате окраши-
вания на коллаген I типа: a – культура, выращенная в стан-
дартной среде; б – культура, полученная на обеднённой цин-
ком среде

FIG. 2.  
Immunofluorescence image of corneal fibroblast cell cultures ob-
tained by staining for type I collagen: а – culture grown in stand-
ard medium; б – culture grown in zinc-depleted medium 
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ОБСУЖДЕНИЕ

Клеточные технологии приобретают всё  большую 
распространённость в  медицинской сфере. Использу-
емые в настоящее время в научных и клинических це-
лях клеточные модели тканей глаза, в том числе рогови-
цы, очень многообразны и варьируют от простых одно-
слойных культур (2D-модели) до сложных многослойных 
трёхмерных органотипических (в том числе состоящих 
из нескольких типов клеток) тканеинженерных конструк-
ций (3D-модели). Клеточные модели роговицы могут 
быть как воспроизводимы исключительно в лаборатор-
ных условиях по оригинальным методикам, так и пред-
ставлены коммерческими вариантами серийного про-
изводства в промышленных масштабах [9–12].

Несмотря на многочисленные исследования, посвя-
щённые изучению природы КК, лежащие в основе разви-
тия этого заболевания пусковые и патогенетические ме-
ханизмы всё ещё малоизучены. Особый научно-практи-
ческий интерес представляют ультраструктурные и мо-
лекулярные изменения в тканях роговицы при началь-
ных стадиях заболевания, прижизненная высокоточная 
оценка которых не представляется возможной, а попыт-
ки моделирования этого вида кератэктазии на животных 
оказались безрезультатными. С целью исследования па-
тогенетических механизмов развития КК наиболее ак-
туальным представляется изучение её стромы как наи-
более значимой в плане каркасной функции структуры. 
К настоящему моменту предложено несколько ориги-

нальных тканеспецифичных клеточных моделей, вос-
производящих в лабораторных условиях строму рого-
вицы в «норме» и при КК. Эти клеточные модели были 
использованы для  оценки морфологических свойств 
и молекулярно-генетических особенностей стромы ро-
говицы при КК.

Серию in  vitro экспериментов с  клеточными куль-
турами роговичных фибробластов провели R.  Joseph 
и соавт. [13]. Разработчики ставили своей задачей оце-
нить роль генетических и молекулярных факторов в па-
тогенезе КК на  примере 2D-моделей стромы рогови-
цы. С этой целью исследователи в стандартных услови-
ях культивировали роговичные фибробласты, получен-
ные на основе кератоцитов, взятых от пациентов с КК 
и от условно здоровых доноров – получая in vitro мо-
дели «кератоконусной» и  «здоровой» стромы рогови-
цы соответственно.

Так, в 2012 г. исследователям удалось показать су-
щественные различия в экспрессии β-актина и антиге-
на человека R (HuR, human antigen R) между изучаемы-
ми клеточными моделями. В культуре «кератоконусных» 
роговичных фибробластов выявлено нарушение (прак-
тически полное отсутствие) экспрессии β-актина и HuR 
по сравнению с моделью «здоровой» роговицы [13].

В 2016 г. эти же авторы предложили оригинальный 
способ моделирования «здоровой» стромы роговицы 
и  стромы роговицы при  КК in  vitro с  использованием 
клеточных культур роговичных фибробластов на осно-
ве индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
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РИС. 3.  
Диаграмма распределения частот встречаемости число-
вых значений модуля Юнга по результатам наноинденти-
рования методом атомно-силовой микроскопии тканеин-
женерных конструкций, моделирующих строму роговицы 
при кератоконусе и в «норме»

FIG. 3.  
Frequency distribution diagram of the numerical values of Young’s 
modulus based on the results of nanoindentation by atomic force 
microscopy of tissue engineered structures modeling the corneal 
stroma in keratoconus and in the normal conditions
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(iPSC, induced pluripotent stem cells), полученных вирус-
ным методом из кератоцитов здоровых лиц и пациентов 
с КК соответственно [14].

Клоны iPSC, полученные от  «кератоконусных» 
и  «здоровых» роговиц, были изучены по  уровню экс-
прессии ряда генов. Из  28  665  подлежавших анализу 
генов была выявлена более  чем двукратная разница 
в уровне экспрессии 4300 генов и статистически зна-
чимое отличие в экспрессии 870 генов. По сравнению 
с  «нормальными» iPSC-клонами в  «кератоконусных» 
iPSC-клонах было выявлено многократное снижение 
экспрессии рецептора фактора роста фибробластов 2 
(FGF-R2, fibroblast growth factor receptor 2), что соответ-
ствует ранее полученным этими же авторами результа-
там, согласно которым в строме роговичных дисков «ке-
ратоконусных» пациентов наблюдается значительное 
снижение экспрессии FGF-R2 по сравнению со «здоро-
вой» роговицей [14].

Полученные исследователями недифференциро-
ванные iPSC-клоны культивировали в  модифициру-
ющих условиях с  целью дифференцировки плюрипо-
тентных клеток в роговичные фибробласты. Морфоло-
гическое исследование показало, что в «кератоконус-
ной» культуре плотность клеточных элементов была 
существенно ниже по  сравнению с  «нормой». Анализ 
клеточных культур показал двукратное снижение экс-
прессии FGF-R2 в «кератоконусной» модели по сравне-
нию с «нормой» [14].

В ходе этой серии экспериментальных работ по из-
учению патогенеза КК авторы не ставили своей задачей 
получение многослойной тканеподобной 3D-модели 
с целью изучения и оценки влияния внешних экологи-
ческих и средовых факторов на развитие и течение за-
болевания, а использовали клеточные культуры исклю-
чительно для исследований молекулярно-генетическо-
го характера [13–15].

Другие исследователи перешли от  плоскостных 
2D-моделей к объёмным тканеподобным структурам.

Известен способ in vitro моделирования стромы ро-
говицы при КК, предложенный D. Karamichos и соавт. 
в 2012 году. Исследователи оценивали клеточные куль-
туры роговичных фибробластов, полученные в  стан-
дартных условиях на основе кератоцитов, взятых от па-
циентов с КК и условно здоровых доноров. Авторы куль-
тивировали роговичные фибробласты в виде тканепо-
добных 3D-структур и  оценивали морфологические 
свойства полученных моделей, а также анализировали 
уровень экспрессии специфических компонентов вне-
клеточного матрикса клеточных культур. Авторы срав-
нивали свойства полученных моделей, отличающиеся 
между собой исключительно генотипическими харак-
теристиками [16].

Благодаря такому подходу авторам модели уда-
лось установить, что, в отличие от «нормальных» кле-
ток, роговичные фибробласты при  КК продуцируют 
коллаген III типа, секретируют гладкомышечный актин, 
дают менее выраженный ответ на  стимуляцию транс-
формирующими факторами роста бета-1 и  бета-3. Та-
кая клеточная модель позволила оценить морфологи-

ческие особенности «кератоконусной» стромы рогови-
цы по сравнению с «нормой»: тканеподобные структу-
ры, полученные на основе «кератоконусных» кератоци-
тов, отличались меньшей толщиной клеточного пласта 
(вплоть до 2D-монослоя вместо 3D-конструкции), а также 
характеризовались менее сложной (упрощённой) орга-
низацией фибриллярных компонентов и клеточных эле-
ментов в культуре (с большей анизотропией и меньшим 
углом ротации) [16].

Есть примеры, когда исследователи так же, как и мы, 
изменяли стандартные условия культивирования. 
Так, исследование J. Foster и соавт., проведённое в 2014 г., 
было направлено на изучение состояния сигнальных пу-
тей в культуре роговичных фибробластов, полученных 
из кератоцитов «кератоконусных» пациентов и услов-
но здоровых лиц. Специфическими условиями культи-
вирования роговичных фибробластов (нестандартная 
питательная среда без  фетальной бычьей сыворотки 
при концентрации глюкозы 5,5 mM) авторы добивались 
в максимальной степени сохранения морфологическо-
го фенотипа кератоцитов. Также с целью управления ин-
тенсивностью метаболических процессов культуры рас-
тили в условиях стандартного (5,5 mM) или повышенно-
го (25,0 mM) содержания глюкозы в питательной среде. 
В  целом такое многоэтапное изучение молекулярных 
механизмов развития КК на примере клеточной моде-
ли этого заболевания позволило учёным прийти к выво-
дам о том, что «кератоконусные» кератоциты хуже пере-
носят «клеточный стресс» [17].

Вышеприведённые примеры клеточных моделей КК 
позволили in vitro изучить некоторые возможные патоге-
нетические механизмы развития этого вида кератэкта-
зии. Однако данные клеточные модели отличаются одно-
сторонним взглядом на природу возникновения и разви-
тия КК – они не принимают во внимание влияние нена-
следственных факторов организма человека и окружа-
ющей среды. Вышеописанные модели не рассматривают 
другие (негенетические) возможные причины развития 
этого заболевания вопреки тому, что на сегодняшний 
день существует ряд теорий и гипотез о происхождении 
этого типа кератэктазии: экологическая, иммуноаллер-
гическая, механическая, метаболическая (обменная), эн-
докринная (гормональная) и вирусная. Большинство же 
авторов склонны предполагать, что КК представляет со-
бой полиэтиологичное заболевание и имеет как мини-
мум мультифакториальную природу.

В отличие от вышеописанных клеточных моделей, 
при  которых в  одинаковых условиях культивировали 
клетки, полученные от здоровых доноров и от пациен-
тов с КК, в ходе настоящего экспериментального иссле-
дования были взяты клетки только от здоровых доно-
ров, а в задачи работы входило моделирование средо-
вых условий. Принципиальное отличие предложенной 
нами клеточной модели КК заключается в том, что мо-
дификация ростовой среды в виде селективного элими-
нирования биологически значимого минерального эле-
мента (цинка) позволила оценить его влияние не только 
на характер роста и морфологические характеристики 
культуры роговичных фибробластов, но и на конкрет-
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ные биомеханические свойства тканеинженерной кон-
струкции. Благодаря предложенному подходу впервые 
клеточные модели роговичных фибробластов были ис-
пользованы для  изучения зависимости биомеханиче-
ских свойств стромы роговицы от элементного микро-
окружения и исследования этиопатогенеза КК в аспек-
те современной концепции его развития.

Полученные нами методом атомно-силовой микро-
скопии значения эффективного модуля Юнга клеточ-
ных пластов, моделирующих строму роговицы в норме 
и при кератоконусе, соотносятся с данными, опублико-
ванными другими исследователями по результатам из-
учения биомеханических свойств различных типов на-
тивных клеточных элементов и тканей. Так, к примеру, 
значения этого показателя для фиброцитов, по данным 
разных авторов, в зависимости от условий эксперимен-
та варьируют от 0,6 ± 0,1 до 200 ± 180 кПа, а для здоро-
вой ткани нативной роговичной стромы этот показатель 
измерен в диапазоне 24–39 кПа [7, 18].

Выявленные по результатам настоящего исследова-
ния статистически значимые отличия в жёсткости тка-
неинженерных конструкций, выращенных в  стандарт-
ной и обеднённой цинком среде, говорят о существен-
ной роли ионов этого минерального элемента в соеди-
нительнотканном метаболизме. Обращает на себя вни-
мание кажущееся незначительным различие в числовых 
значениях модуля Юнга, что является достаточно типич-
ным для биологических объектов наблюдением: пара-
метры (константы) внутренней среды организма челове-
ка находятся в довольно жёстком диапазоне референс-
ных значений нормы, даже незначительное изменение 
которых приводит к нарушению физиологических про-
цессов и началу патологических процессов, достаточ-
ных для развития заболевания.

В  условиях деплеции по  цинку сформированные 
клеточные пласты продемонстрировали не только бо-
лее высокие значения модуля Юнга, но и увеличенную 
толщину с  превалированием экстраклеточной фрак-
ции. Казалось бы, парадоксальное увеличение толщи-
ны клеточных пластов, выращенных в условиях депле-
тирования по цинку, так же, как и увеличение объёма 
коллагенового компонента в них, на самом деле отра-
жает патологическую дисрегуляцию обмена. Такое из-
менение архитектоники, хотя и не свойственно для ке-
ратоконусной роговицы, отражает состояние недоста-
точности катаболизирующих коллаген цинк-зависимых 
металлопротеиназ и  «выключение» диссимилирую-
щего плеча тканевого обмена. Следует иметь в виду, 
что в нативной патологически изменённой роговице 
при КК в центральной зоне отсутствуют не только ионы 
цинка, но также меди и железа, обуславливающих пре-
имущественно анаболическую часть обмена в тканях. 
Но  на  этапе создания сложной модельной системы 
важно провести редукцию её компонентов и оценить 
вклад каждого из них в полученный результат. В пред-
ставленном эксперименте нам удалось воспроизвести 
на клеточной модели одно из «звеньев» патологическо-
го процесса – изолированно оценить роль ионов цинка. 
Дальнейшая экспериментальная работа будет направ-

лена на получение клеточных моделей в условиях обе-
днения по другим ключевым минеральным элементам. 
Кроме того, полученные нами данные представляют на-
учный интерес и вне контекста этиопатогенеза КК, от-
ражая реакцию клеточного пласта на элиминацию цин-
ка из питательной среды.

Вкупе с  результатами иммуногистохимического 
окрашивания, свидетельствующими о накоплении кол-
лагена в обеднённых цинком образцах, можно предпо-
лагать, что влияние этого микроэлемента на биомехани-
ческие свойства стромы роговицы реализуется за счёт 
«выключения» в его отсутствие катаболизирующих кол-
лаген цинк-зависимых металлопротеиназ, что согласует-
ся с минеральной концепцией развития КК. Аналогичный 
дисметаболизм может иметь место в строме роговицы 
при КК, когда осаждение цинка, железа и меди в пери-
ферической зоне роговицы приводит к тотальному от-
сутствию ионов этих металлов в её центральной обла-
сти и, соответственно, к недостаточности металлозави-
симых ферментов, отвечающих за катаболизм и анабо-
лизм в соединительнотканных структурах.

Таким образом, по результатам настоящего экспе-
риментального исследования было показано, что эли-
минация ионов цинка приводит к увеличению жёстко-
сти тканеинженерной конструкции in vitro: изменение 
минерального окружения роговичных фиброцитов спо-
собно статистически значимо влиять на морфологиче-
ские и биомеханические характеристики образованных 
ими клеточных пластов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные по итогам экспериментального иссле-
дования результаты соотносятся с «минеральной» кон-
цепцией этиопатогенеза КК, согласно которой обедне-
ние роговицы ионами халькофильных металлов (цин-
ком, железом и медью) приводит к нарушению функций 
металлозависимых ферментов, обеспечивающих в нор-
ме гомеостаз роговичной ткани.

При  селективной элиминации цинка из  ростовой 
среды происходит изменение морфологических и био-
механических свойств клеточных моделей на основе ро-
говичных фибробластов, что подтверждает биологиче-
ское значение этого химического элемента в метаболиз-
ме и функционировании соединительнотканных струк-
тур, таких как строма роговицы.
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