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Заболевания роговицы широко распространены в европейской популяции – 92,13 ‰ [1]. В то 
же время они являются основной причиной развития первичной инвалидности от заболеваний 
органа зрения. Кератопатии склонны к хроническому течению и требуют проведения повторных 
длительных курсов терапии.

В клинических исследованиях нами была доказана эффективность субконъюнктивального 
введения низкомолекулярного натрия гиалуроната в лечении хронических дистрофических 
заболеваний роговицы (ХДЗР) [2; 3]. Было показано, что гиалуроновая кислота молекулярной 
массой 500–700 кДа положительно влияет на течение как болезни сухого глаза, так и самой кера-
топатии. Увеличивается слезопродукция, повышается стабильность слезной пленки, умень шает-
ся толщина роговицы, разрешаются помутнения, уменьшается количество конъюнктивальных 
сосудов (рис. 1). 

Следующим шагом стало определение молекулярных механизмов полученных эффектов. 
Цель исследования – определить эффективность терапии ХДЗР в исходе кератитов с приме-

нением низкомолекулярной гиалуроновой кислоты путем комплексного анализа характера 
экспрессии биомолекулярных маркеров в материале эксплантов роговиц.

Материалы и методы исследования. Исследование выполнено на базе кафедр офталь мо-
логии и патологической анатомии учреждения образования «Белорусский государственный 
медицинский университет». Изучен проспективный материал эксплантов роговиц обратившихся 
в 2017–2018 гг. для обследования и последующего лечения 22 пациентов с кератопатиями  
в исходе кератитов. 
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Группы исследования и сравнения были представлены материалом эксплантов роговиц 
пациентов с кератопатиями в исходе кератитов, терапия которых включала дополнительное 
применение гиалуроновой кислоты (ГК+) и проводилась по стандартным протоколам (ГК–) со-
ответственно (табл. 1). Перед началом обследования и лечения все пациенты подписали инфор-
мированное согласие о включении в исследование.

Т а б л и ц а 1. Структура материала для анализа морфологических и иммуногистохимических (ИГХ) признаков 
дисков роговиц пациентов с кератопатиями в исходе кератитов

T a b l e 1. Material structure for the analysis of morphological and immunohistochemical (IHC) signs of the corneal 
discs of patients with keratopathy in the keratitis outcome

Нозологическая форма
Nosological form

Число случаев
Number of cases

Число полей зрения (×40)
Number of visual fields 

(×40)

Группа контроля 6 36
Кератиты («+» гиалуроновая кислота) 11 66
Кератиты («–» гиалуроновая кислота) 14 84
Всего 31 186

Критериями включения в исследование явились время после излечения острого кератита не 
менее 2 лет, неэффективность инстилляционной терапии; критериями исключения – наличие 
острого воспалительного процесса, глаукомы или офтальмогипертензии.

 Клинико-лабораторное обследование включало визометрию, биомикроскопию, тонометрию, 
тест Ширмера I, lIPCoF-тест, определение времени разрыва слезной пленки, оптическую 
когерентную томографию переднего отрезка глазного яблока.

Исследуемые группы были сопоставимы по основным клинико-лабораторным и морфологи-
ческим показателям. 

Для изучения морфологических особенностей кератопатий и эффекта проводимой терапии 
были использованы следующие модификации морфологического метода: окрашивание гистоло-
гических препаратов гематоксилином и эозином, иммуногистохимический метод (ИГХМ) с ис-
пользованием маркеров CD44, MMP9.

Для приготовления гистологических препаратов из парафиновых блоков делались срезы 
толщиной 2,5 мкм, которые депарафинировались в ксилоле, обезвоживались в спиртах воз-
растающей концентрации, окрашивались гематоксилином-эозином и с использованием ИГХМ. 
При исследовании патологии роговицы с использованием светового оптического микроскопа 
leica оценивался характер морфологических изменений, согласно разработанному бланку 
оценки. С целью анализа характера экспрессии биомолекулярных маркеров выполнено ИГХ 

а 

b 

Рис. 1. Биомикроскопическая картина переднего отрезка глаза до и после лечения: а – разрешение очага помутнения  
в оптической зоне роговицы; b – уменьшение количества конъюнктивальных сосудов

Fig. 1. Biomicroscopic picture of the anterior segment of the eye before and after treatment: а – resolution of the clouding site in 
the optical zone of the cornea; b – decrease in the number of conjunctival vessels
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окрашивание с использованием первичных моноклональных антител к CD44, MMP9. В качестве 
визуализирующей системы использовали комплекс вторичных антител EnVision фирмы DAko, 
в качестве хромогена – диаминобензидин (ДАБ). Позитивный контроль – ткани и органы, реко-
мендованные производителем, негативный – исключение первичного антитела. Срезы промыва-
ли проточной водой, докрашивали гематоксилином Майера, заключали в канадский бальзам. 
Характер экспрессии ИГХ маркеров представлен в табл. 2.

Т а б л и ц а 2. Характер экспрессии основных ИГХ маркеров
T a b l e 2. Character of expression of main immunohistochemical markers

ИГХ маркер
Imminohistochemical  

marker

Характер экспрессии
Expression character

CD44
Гомогенное окрашивание мембран и/или цитоплазмы эпителиальных клеток (преимущественно 
базальных слоев) и/или стромальных клеток в коричневый цвет различной интенсивности  
(от светло- до темно-коричневого)

MMP9 Цитоплазматическое окрашивание эпителия роговицы, лейкоцитов, стромальных клеток  
в коричневый цвет различной интенсивности 

Для морфометрического исследования микропрепараты фотографировали в 6 случайных 
непересекающихся полях зрения (объектив 40). 

ИГХ реакция с CD44, MMP9 в материале оценивалась отдельно в эпителии, кератоцитах  
и эндотелии роговицы c использованием программного обеспечения для морфометрии WCIF 
ImageJ и Aperio Image Scope v.8.0.39.1059. 

Статистический анализ данных проводился с использованием программного обеспечения 
Statistica 10.0. Полученные результаты обработаны статистически с вычислением медианы (Ме), 
моды (Мо), межквартильного размаха (МКР – 25 % и 75 % процентили) и 95 %-ного довери-
тельного интервалов (ДИ), максимального и минимального значения. 

Для оценки характера распределения полученных данных использовался критерий Шапиро–
Уилка (W). Уровень статистической значимости устанавливался р < 0,05. Сравнение независи-
мых выборок по количественным признакам проводилось с использованием дисперсионного 
анализа непараметрических данных ANoVA и определением критериев Краскела–Уоллиса 
(Н-критерий) для трех и более выборок и Манна–Уитни (U-критерий) с целью парного сравнения 
выборок. Корреляционные взаимосвязи между анализируемыми признаками вычислялись с ис-
пользованием рангового коэффициента корреляции непараметрических данных Спирмена (ρ).

Результаты и их обсуждение. В рамках проведенного исследования особенности экспрессии 
CD44 и MMP9 при светооптической оценке гистологических препаратов заключались в увели-
чении экспрессии данных маркеров в случаях ХДЗР в исходе кератитов с выраженными при-
знаками альтерации эпителия роговицы, а также выраженности воспаления и неоангиогенеза  
в строме. Результаты взаимосвязи экспрессии CD44 и MMP9 между собой представлены в табл. 3.

Анализ экспрессии CD44. Среди рецепторов ГК CD44 является наиболее распространенным. 
Этот трансмембранный рецептор I типа способен связываться с ГК любой длины и молекулярной 
массы (кроме фрагментов меньших, чем 6 сахаридов). Цитоплазматический домен рецептора 
используется для связывания с ГК, образования и взаимосвязи с компонентами перицеллюлярного 
матрикса и эндоцитоза фрагментов ГК. Внутрицитоплазматический домен стандартного CD44 
способен транслоцироваться в ядро и самостоятельно модулировать функции клеток. CD44 так-
же является молекулой клеточной адгезии, доказано увеличение ее экспрессии при альтерации  
и воспалении, в том числе ткани роговицы [4–6].

В исследованных случаях ХДЗР в исходе кератитов экспрессия CD44 выявлялась в ткани 
роговицы в виде мембранного окрашивания с преобладанием слабой и умеренной экспрессии  
в базальном и парабазальном слоях эпителия и очагово в кератоцитах под Боуменовой мембра-
ной и эндотелии сосудов в очагах неоангиогенеза (рис. 2, а). Экспланты роговиц в группе кон-
троля характеризовались негативным окрашиванием или базальной слабо выраженной экспресси-
ей CD44 в эпителии роговицы и негативным окрашиванием в кератоцитах и эндотелии (рис. 2, b).



346 Doklady of the National Academy of Sciences of Belarus, 2019, vol. 63, no. 3, pp. 343–349

В рамках анализа эффективности применения натрия гиалуроната в дополнение к стан дарт-
ному протоколу лечения ХДЗР в исходе кератитов выявлена тенденция к снижению экспрессии 
CD44 в группе ГК+ до сопоставимых уровней его экспрессии с группой контроля, однако раз-
личия между опытными группами в зависимости от типа проводимой терапии были стати сти-
чески незначимы (рис. 3). 

Также отсутствовали значимые различия в экспрессии CD44 между группами ХДЗР в исходе 
кератитов и контрольной группой. Учитывая литературные данные о наибольшей экспрессии 
CD44 в острой фазе воспаления на фоне максимальных альтеративных изменений эпителия ро-
говицы и постепенном снижении уровней его экспрессии с течением времени, выявленные осо-
бенности экспрессии CD44 можно объяснить более быстрыми темпами купирования воспале-
ния и последующей регенерации эпителия роговицы на фоне субконъюнктивального введения 
натрия гиалуроната.

Анализ экспрессии MMP9. Основным звеном патогенеза болезни сухого глаза является гипер-
осмолярность слезы, которая приводит к активации провоспалительных цитокинов в эпителии 
роговицы, в том числе и MMP9 [7]. Также показано, что экзогенное введение некоторых полисаха-
ридов может увеличивать продукцию данного цитокина в эпителии, участвуя в дальнейшем по-
тенцировании воспаления [8]. Клинически диагностируемые стромальные помутнения рогови-
цы развиваются в результате прогрессирующего отека, дезорганизации коллагеновых волокон, 

Т а б л и ц а 3. Корреляционный анализ экспрессии CD44 и MMP9 в ткани эксплантов роговиц пациентов  
с ХДЗР в исходе кератитов

T a b l e 3. Correlation analysis of CD44 and MMP9 expression in the tissue of corneal explants of patients  
with chronic distrophic corneal diseases in the keratitis outcome

Признак
Sign

КЭ CD44
ER CD44

Использование ГК
Use of hyaluronic acid

КЭ CD44 ρ = –0,091
Позитивность ММР9 в эпителии ρ = 0,514* ρ = 0,629*
Индекс общей экспрессии ММР9 в эпителии ρ = –0,728* ρ = –0,505*
Индекс экспрессии ММР9 в иммунопозитивных участках эпителия ρ = –0,752* ρ = –0,352*
Позитивность ММР9 в строме ρ = 0,386* ρ = 0,394*
Индекс общей интенсивности ММР9 в строме ρ = –0,500* ρ = –0,321
Индекс интенсивности ММР9 в иммунопозитивных участках стромы ρ = –0,290 ρ = –0,080

П р и м е ч а н и е. * – различия достоверны при р < 0,05; КЭ – коэффициент экспрессии.
N o t e. * – the differences are reliable at р < 0.05; ER – expression ratio.

а b 

Рис. 2. Экспрессия CD44 в эпителии эксплантов роговиц в группе контроля (a) и в группах пациентов с ХДЗР в исходе 
кератитов (b). ИГХМ. Хромоген – диаминобензидин. Контрокрашивание – гематоксилином Майера. Объектив 40

Fig. 2. Expression of CD44 in the epithelium of corneal explants in control group (a) and in groups of patients with chronic 
distrophic corneal diseases in the keratitis outcome (b). Immonohistochemical method. Chromogene – diaminobenzidine. Back-

tracking – Meyer’s hematoxylin. objective 40
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бласттрансформации фибробластов в миофибробласты и синтеза ими нетипичных для рогови-
цы коллагена 2 и 3 типов [9]. MMP9 в строме способна активировать фибробласты, потенциро-
вать их подвижность без трансформации в контрактильный тип и увеличивать синтез коллагена 
1 типа [10]. 

В исследованных случаях ХДЗР в исходе кератитов экспрессия ММР9 выявлялась в ткани 
роговицы в виде цитоплазматического, преимущественно перинуклеарного, окрашивания эпи-
телия с преобладанием в базальных и парабазальных слоях и стромы в кератоцитах и лейкоцитах 
с выраженной экспрессией в очагах неоангиогенеза. Экспланты роговиц в группе контроля 
характеризовались негативным окрашиванием к ММР9 (рис. 4).

 В рамках анализа эффективности применения натрия гиалуроната в дополнение к стан-
дартному протоколу лечения ХДЗР в исходе кератитов выявлены статистически значимо более 
высокие показатели экспрессии ММР9 в ткани эксплантов роговиц в группе с применением 
натрия гиалуроната (рис. 5), что может свидетельствовать об активации процессов ремоделиро-
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Рис. 3. Дисперсионный анализ коэффициентов экспресии CD44 в эпителии эксплантов роговиц: a – критерий  
Краскела–Уоллиса; b – критерий Манна–Уитни

Fig. 3. Dispersion analysis of CD44 expression in the epithelium of corneal explants: a – kruskal–Wallis test;  
b – Mann–Whitney test

а b c

Рис. 4. Экспрессия ММР9 в ткани эксплантов роговиц в группе контроля (а) и в группах пациентов с ХДЗР в исходе 
кератитов (b, c). ИГХМ. Хромоген – диаминобензидин. Контрокрашивание – гематоксилином Майера. Объектив 40

Fig. 4. Expression of ММР9 in the tissues of corneal explants in control group (а) and in groups of patients with HCI in the 
keratitis outcome (b, c). Immonohistochemical method. Chromogene – diaminobenzidine. Backtracking – Meyer’s hematoxylin. 

objective 40

а

b



348 Doklady of the National Academy of Sciences of Belarus, 2019, vol. 63, no. 3, pp. 343–349

вания стромы поврежденной роговицы, что клинически проявлялось увеличением прозрачно-
сти роговицы.  

Заключение. В рамках проведенного исследования получено морфологическое обоснование 
клинического эффекта субконъюнктивального введения натрия гиалуроната при лечении ко-
морбидной болезни сухого глаза. А именно, выявлена тенденция к снижению экспрессии CD44  
в группе пациентов с кератитами при применении натрия гиалуроната в дополнение к стан-
дартному протоколу лечения и сопоставимых уровнях его экспрессии с группой контроля, что 
опосредованно может доказывать более высокие темпы регенерации роговицы при применении 
натрия гиалуроната со снижением экспрессии данного маркера к концу периода наблюдения. 
При этом значимых различий в экспрессии CD44 в зависимости от локализации в центральной 
части и периферии диска роговицы не выявлено. Экспрессия провоспалительной ММР9 была 
взаимосвязана с таковой CD44, признаками альтерации/воспаления и выраженности неоангио-
генеза в ткани роговицы. Также отмечены значимо более высокие уровни эпителиальной и стро-
мальной экспрессии ММР9 в группе пациентов с кератитами при применении натрия гиалу-
роната в дополнение к стандартному протоколу лечения, что может свидетельствовать об 
активации процессов ремоделирования экстрацеллюлярного матрикса поврежденной роговицы 
с клиническим эффектом в виде увеличения прозрачности роговицы. 
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