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резЮме 

цель: Изучить влияние глазных капель из группы НПВС с различными консервантами на жизнеспособность эпителиальных 
клеток глаза человека в условиях in vitro. материалы и методы. Объектом исследования явились четыре препарата: Брокси-
нак®, Акьюлар ЛС®, Дикло-Ф®, Индоколлир®. В качестве тест-систем были использованы постоянные трансформированные 
клеточные линии конъюнктивы (Chang Conjunctiva, Clone 1-5c-4) и роговицы (HCEC) человека. Цитотоксичность капель НПВС 
оценивали по морфологии и функциональной активности клеток методами фазово-контрастной микроскопии (ФКМ), МТТ-теста 
и клеточного анализа в режиме реального времени с использованием системы xCELLigence. результаты. С помощью МТТ-теста 
было установлено, что клетки линии HCEC более чувствительны к цитотоксическому действию исследуемых препаратов, чем 
клетки линии Chang Conjunctiva, Clone 1-5с-4. У клеток конъюнктивы метаболическая активность в присутствии препаратов 
Акьюлар® и Броксинак® была в три раза ниже, чем в контроле; в присутствии препаратов Индоколлир® и Дикло-Ф® — в 20 
раз ниже, чем в контроле. Метаболическая активность у клеток роговицы в присутствии препаратов Акьюлар® и Броксинак® 
была в четыре раза ниже, чем в контроле; в присутствии же препаратов Индоколлир® и Дикло-Ф® жизнеспособных клеток не 
выявлено. Препараты Индоколлир® и Дикло-Ф® оказали очень высокое токсическое действие на оба типа клеток. Результаты 
клеточного анализа xCELLIgence для обоих типов клеток согласуются с результатами МТТ-теста и прижизненного наблюдения за 
клетками методом ФКМ. заключение. На основании полученных данных цитотоксический потенциал глазных капель из группы 
НПВС представлен следующим образом (по уменьшению токсичности): Индоколлир® = Дикло-Ф® > Акъюлар® = Броксинак®.

ключевые слова: клеточные культуры, xCELLigence, конъюнктива, консерванты, НПВС, роговица, цитотоксичность, эпи-
телий глазной поверхности
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abstraCt

objective: to evaluate the effect of NSAIDs eye drops with different preservatives on the viability of epithelial cells of human eyes in vitro. 
materials and methods. The object of the study was four of the drug Broxinac®, Acular LS®, Diclo-F ®, Indocollyre®. As test-systems 
were used permanent cell lines of transformed conjunctival (Chang Conjunctiva, Clone 1-5c-4) and corneal (HCEC). The cytotoxicity 
of NSAID drops were assessed by the morphology and functional cells activity by the methods of phase contrast microscopy (PCM), 
MTT test and cell analysis in real time using the xCELLigence system. results. It was found with MTT-test that cell lines HCEC are 
more sensitive to the cytotoxic action of the studied drugs than cell lines of Chang Conjunctiva, Clone 1-5C-4. The metabolic activity of 
conjunctiva cells in the presence of drugs, Acular LS® and Broxinac® was three times lower than in control; in the presence of drugs 
Indocollyre® and Diclo-F® — 20 times lower vs. the control. The metabolic activity of the cornea cells e in the presence of drugs, 
Acular LS® and Broxinac® was four times lower than in control; in the presence of drugs Indocollyre® and Diclo-F® viable cells were not 
identified. Drugs Indocollyre® and Diclo-F® has had a very high toxic effect on both cell types. The results of cell analysis xCELLIgence for 
both types of cells are consistent with the results of MTT test and in vivo observation of cells. Conclusion. Based on these data, there 
is the following gradation of NSAID eye drop’s cytotoxic potential: (reduce toxicity): Indocollyre® = Diclo-F® > Acular LS® = Broxinac®.

Keywords: Cell cultures, xCELLigence, conjunctiva, preservatives, NSAID, cornea, cytotoxicity, ocular surface epithelium
For Citation: Aleksandrova O.I., Okolov I.N., Khorolskaya Yu.I., Panovа I.E., Blinova M.I. Influence of Non-steroidal Anti-

inflammatory Eye Drops on the Epithelium Cells of the Cornea and Conjunctiva in vitro. Ophthalmology in Russia. 2017;14(3):251–
259. DOI: 10.18008/1816-5095-2017-3-251-259

This work has been done within the framework of the project RSF №14-5000068
Financial disclosure: No author has a financial or property interest in any material or method mentioned 
there is no conflict of interests

ophthalmology in russia. 2017;14(3):251–259

введение

Долгое время топические кортикостероиды счита‑
лись стандартом в лечении послеоперационного воспа‑
ления в офтальмологии, имея при этом ряд нежелатель‑
ных проявлений, выраженных в способности замедле‑
ния заживления роговицы, повышения внутриглазного 
давления, образования катаракты и увеличения риска 
развития инфекции [1]. В последнее десятилетие ис‑
пользование нестероидных противовоспалительных 
средств (НПВС) в виде глазных капель резко возросло, 
т.к. противовоспалительное действие данной группы 
препаратов сопоставимо с эффектом топических корти‑
костероидов [2, 3]. НПВС в настоящее время широко ис‑
пользуются в офтальмологии в лечении и профилактике 
воспалительных заболеваний глаз, кистозного отека сет‑
чатки в послеоперационном периоде, предотвращении 
развития миоза перед факоэмульсификацией [4]. Глаз‑
ные капли НПВС нашли применение в рефракционной 
хирургии [5, 6], в лечении посттравматической и после‑
операционной боли, а также в терапии аллергических за‑
болеваний глаз [7, 8]. 

Одним из важных требований к любым лекарствен‑
ным препаратам, которые используются в терапии раз‑
личных заболеваний, является отсутствие повреждающе‑
го потенциала. Несмотря на то, что глазные капли НПВС 
являются безопасными и эффективными и значительно 
реже вызывают нежелательные реакции, чем глюкокор‑
тикоиды, в научной литературе имеются публикации об 
их побочных эффектах. Важно отметить, что возникно‑
вение большинства этих нежелательных реакций, как 
правило, связано с использованием НПВС off‑label. По 
данным других исследователей, НПВС являются более 
цитотоксичными препаратами, чем стероиды [9]. Это мо‑
жет быть связано с тем, что некоторые стероидные препа‑
раты могут обладать цитопротекторным действием [10], 
а в составе большинства НПВС, применяемых в офталь‑
мологии, широко используется в качестве консерванта 

бензалконий хлорид (БАХ), реже — тиомерсал [11, 12]. 
БАХ, относящийся к категории детергентов, историче‑
ски имеет самый длительный период применения в каче‑
стве консерванта в составе глазных капель. Он обладает 
большим спектром антимикробной активности и широ‑
ко использовался с 1940‑х годов — сначала, как средство 
для хранения контактных линз [13], а затем в качестве 
консерванта практически во всех глазных каплях. Анти‑
септическое (бактерицидное) действие БАХ основывает‑
ся на его способности разрушать клеточные мембраны, 
взаимодействуя с фосфолипидами и белками, что при‑
водит к нарушению их целостности [14]. Однако цито‑
токсическое действие детергента, вызывающее апоптоз 
и некроз бактериальных клеток, может также оказывать 
неблагоприятное воздействие и на эпителиальные клетки 
конъюнктивы и роговицы, которые также восприимчивы 
к токсическому действию консерванта, как и бактериаль‑
ные клетки [15]. В последние годы в научной литературе 
появились публикации, отражающие негативные сторо‑
ны БАХ, входящего в состав глазных капель в различных 
концентрациях (0.01%–0,1%). Есть данные, что, несмотря 
на минимальные концентрации, применяемые в техноло‑
гии производства глазных капель, БАХ оказывает токси‑
ческое действие на глазную поверхность, в том числе, на 
роговицу [16, 17]. Тиомерсал в настоящее время достаточ‑
но редко используется в качестве консерванта в составе 
глазных капель из‑за его высокой токсичности. Тиомер‑
сал в концентрации 0,004%–0,005% может вызывать ре‑
акцию гиперчувствительности, проявляющуюся в виде 
верхнего лимбического кератоконъюнктивита, гипере‑
мии конъюнктивы, лимбических фолликул, гигантского 
папиллярного конъюнктивита, инфильтратов роговицы, 
поверхностного точечного кератита, псевдодендритных 
повреждений роговицы, эпителиальных помутнений и 
неоваскуляризации [18].

Суммарные данные о возможных неблагоприятных 
системных и местных побочных эффектах глазных ле‑
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карственных форм из группы НПВС представлены в та‑
блице 1. 
таблица 1. Возможные побочные действия глазных лекарствен-
ных форм из группы НПВС (%) [20]. 
tabl. 1. Possible adverse event of ophthalmic medicinal forms from 
the Nonsteroidal antiinflammatory drug group [20].

Побочное действие
Adverse Event

Бромфенак
Bromfenac

Диклофенак
Diclofenac

Кеторалак
Ketorolac

Непафенак
Nepafenac

Сердечно-сосудистая система
Cardiovascular

отек лица
facial edema - ≤3 - -

повышение АД
hypertension - - - 1-4

ЦНС
Central Nervous System

лихорадка
fever - ≤3 - -

головная боль
headache 2-7 ≤3 1-5 1-4

бессонница
insomnia - ≤3 - -

боль
pain - ≤3 - -

ЖКТ
Gastrointestinal

боль в животе
abdominal pain - ≤3 - -

тошнота
nausea - ≤3 - 1-4

рвота
vomiting - ≤3 - 1-4

Опорно-двигательный аппарат
Musculoskeletal

боль
pain - ≤3 - -

снижение тонуса мышц
weakness - ≤3 - -

Глазные проявления
Ophthalmic

нарушение зрительного 
восприятия
abnormal sensation

2-7 - - 5-10

снижение остроты 
зрения
abnormal vision

- 5 ≤1 5-10

аллергия
allergy - 5 - -

помутнение задней 
капсулы хрусталика
capsular opacity

- - - 5-10

отек конъюнктивы
conjunctival edema - - - 1-5

гиперемия конъюнктивы
conjunctival hyperemia 2-7 - 1-5 1-5

точечный кератит
corneal deposits - 5 1-5 -

отек роговицы
corneal edema - 5 1-10 1-5

инфильтрат роговицы
corneal infiltrates - • 1-5 -

Побочное действие
Adverse Event

Бромфенак
Bromfenac

Диклофенак
Diclofenac

Кеторалак
Ketorolac

Непафенак
Nepafenac

Глазные проявления
Ophthalmic

помутнение роговицы
corneal opacity - 5 - -

ССГ
dry eye - - ≤1 1-5

отек
edema - - 1-5 -

припухлость век
eyelid swelling - 5 - -

инфекция
infection - 5 1-10 -

воспаление
inflammation - - 1-10 -

повышение ВГД
intraocular pressure 
increased

- 15 - 5-10

ирит
iritis 2-7 5 1-10 -

раздражение
irritation 2-7 5 1-10 1-5

кератит
keratitis - 28 - -

слезотечение
lacrimation - 30 - 1-5

краевой блефарит
lid margin crusting - - - 1-5

боль
pain 2-7 - 1-10 1-5

светобоязнь
photophobia - - - 1-5

зуд
pruritus 2-7 5 - 1-5

покраснение
redness 2-7 - - -

поверхностный кератит
superficial keratitis - • 1-10 -

жжение, покалывание
transient burning, stinging 2-7 15 20-40 -

деструкция стекловид-
ного тела
vitreous detachment

- - - 1-5

Прочие проявления
Other

аллергия
allergic reaction - - 1-10 1-10

вирусные инфекции
viral infection - ≤3 - -

ринит
rhinitis - ≤3 - -

синусит
sinusitis - - - 1-4

• Нет данных data is absent
- Нет данных или частота побочного действия меньше 1%.
- data is absent or the side effect frequency is less than 1%.

Следует отметить, что ни один фармакологически 
эффективный препарат не может быть абсолютно ли‑
шён риска, и не все риски удаётся распознать до выхода 
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препарата на рынок. В исследованиях новых и уже суще‑
ствующих лекарственных препаратов в последнее время 
все чаще находят применение тест‑системы in vitro с ис‑
пользованием монослойных клеточных культур [21, 22]. 
Под воздействием физиологически активных веществ 
клетки могут претерпевать изменения в морфологии, 
скорости клеточного роста, времени гибели, степени 
дезинтеграции, поэтому для каждого вещества, являю‑
щегося потенциальным фармакологическим агентом, 
целесообразно выполнять оценку его влияния на жизне‑
способность клеток [23].

Целью настоящей работы явился анализ влияния 
глазных лекарственных форм из группы НПВС с различ‑
ными консервантами на жизнеспособность эпителиаль‑
ных клеток глаза человека в условиях in vitro.
материалы и методы 

Исследуемые препараты. В данном исследовании 
представлена сравнительная оценка цитотоксичности 
четырех глазных форм НПВС: Броксинак® «Сентисс 
Фарма Пвт. Лтд.», Индия (БАХ 0,05 мг/мл); Акьюлар® 
ЛС «Аллерган Сейлс ЛЛС», США (БАХ 0,06 мг/мл); 
Дикло-Ф® «Сентисс Фарма Пвт. Лтд.», Индия (БАХ 0,1 
мг/мл); Индоколлир® «Лаборатория Шовен», Франция 
(Тиомерсал 0,05 мг/мл).

Используемые клеточные культуры. В качестве 
модельных тест‑систем были использованы трансфор‑
мированные клетки нормальных тканей глаза челове‑
ка: постоянные клеточные линии конъюнктивы (Chang 
Conjunctiva, Clone 1-5c-4) и роговицы (HCEC).

Стандартные условия культивирования. Клетки 
культивировали при 37˚С в СО2 инкубаторе в атмосфе‑
ре 5% СО2 в соответствующих питательных средах. Для 
клеток линии Chang Conjunctiva, Clone 1-5c-4 это была 
среда Игла МЕМ («Биолот», Россия), содержащая 10% 
FBS («HyClone», США), для клеток линии HCEC — сре‑
да Keratinocyte‑SFM (Gibco, США), содержащая 15% FBS 
(«HyClone», США).

Дизайн и методы исследования. Влияние НПВС 
на жизнеспособность клеток эпителия конъюнктивы 
и роговицы человека изучали в условиях in vitro в про‑
цессе культивирования клеток в соответствующей пи‑
тательной среде, содержащей исследуемые препараты в 
концентрации 3% от объема среды. Выбор концентра‑
ции НПВС для эксперимента базировался на данных 
клинического использования исследуемых препаратов и 
собственных исследований цитотоксического действия 
глазных капель в отношении культивируемых клеток 
[24,25,26,27]. 

Жизнеспособность клеток оценивали по их морфо‑
логии и функциональной активности с использованием 
метода фазово‑контрастной микроскопии (ФКМ), МТТ‑
теста и системы xCELLigence . 

Метод фазово-контрастной микроскопии (ФКМ). 
Метод прижизненного наблюдения под инвертирован‑
ным микроскопом позволяет визуально оценить морфо‑

логическое состояние клеток в процессе их культивиро‑
вания в данных условиях и сравнить с контрольным ва‑
риантом. Прижизненное наблюдение с фотофиксацией 
в процессе культивирования клеток осуществляли под 
инвертированным микроскопом Nikon Eclipse TS100, ос‑
нащенным фотокамерой.

МТТ-тест. МТТ‑тест широко известен, как скринин‑
говый метод измерения выживаемости клеток и вклю‑
ченный в большинство протоколов методов молекуляр‑
ной биологии и медицины, который позволяет оценить 
метаболическую активность клеток в данных условиях 
культивирования [28, 29]. Метод основан на способ‑
ности дегидрогеназ живых клеток превращать жел‑
тый водорастворимый 3‑(4,5‑диметилтиазолин‑2)‑2,5‑
дифенилтетразолий бромид (МТТ) в голубые кристаллы 
формазана, нерастворимые в воде. Количество образо‑
вавшегося формазана (определяемое колориметрическим 
методом после его растворения в органических раствори‑
телях) характеризует интенсивность окислительно‑вос‑
становительных процессов в клетках. Только клетки с жи‑
выми митохондриями могут осуществлять эту реакцию, 
следовательно, интенсивность окраски напрямую связана 
со степенью неповрежденности митохондрий. Измерение 
концентрации формазана в растворе после взаимодей‑
ствия с диметилсульфоксидом (ДМСО) позволяет оце‑
нить количество жизнеспособных клеток. Для анализа ме‑
таболической активности клеток при помощи МТТ‑теста 
клетки высевали в 96‑луночные планшеты в 200 мкл со‑
ответствующей питательной среды. Исследуемые НПВС 
добавляли в питательную среду в момент посева клеток. 
Культивирование проводили при 37˚С в СО2‑инкубаторе 
в атмосфере 5% СО2. Срок культивирования — 3 суток. 
Контролем служили клетки линий Chang Conjunctiva, 
Clone 1-5с-4 и HCEC, культивируемые в стандартных ус‑
ловиях. По истечении срока культивирования проводили 
смену питательной среды на среду с МТТ (0,5 мг/мл) по 
200 мкл на лунку. Планшет помещали в СО2‑инкубатор на 
2 час, после этого среду с МТТ отбирали, в каждую лунку 
добавляли по 100 мкл раствора ДМСО и экстрагировали 
образовавшийся формазан в течение 20 мин. при посто‑
янном шейкировании. Оптическую плотность получен‑
ного раствора формазана в ДМСО измеряли с помощью 
анализатора Fluorofot «Charity» (Россия) при длине волны 
570 нм и референсной длине волны 630 нм. 

Математическую обработку полученных данных 
проводили методами вариационной статистики при по‑
мощи программы Microsoft Exel 2007 с определением по‑
казателей: среднего значения (М), ошибки среднего (m), 
достоверности различий между группами сравнения с 
вычислением критерия Стьюдента (t) и уровня значи‑
мости (α), доверительного интервала (р). Различия счи‑
тали достоверными при р<0,05. За 100%‑ную жизнеспо‑
собность принимали интенсивность окраски в лунках с 
клетками, культивировавшимися без НПВС.

Система xCELLigence. Технология xCELLigence Real‑
Time Cell Analyzer (RTCA) основана на использовании 
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микроэлектронных клеточных сенсоров, интегрирован‑
ных в дно лунок специальных культуральных планшетов 
(E‑Plate). Сопротивление, измеренное между электрода‑
ми в отдельной лунке, зависит от геометрии электрода, 
концентрации ионов в лунке и от того, прикреплены 
ли к электродам клетки. В отсутствие клеток сопротив‑
ление электрода в основном определяется ионной сре‑
дой как на границе раздела электрод/раствор, так и во 
всем объеме. Клетки, прикрепленные к поверхностям 
электродов, действуют как изоляторы и таким образом 
изменяют локальную ионную среду на границе раздела 
электрод/раствор, что приводит к увеличению сопро‑
тивления. Таким образом, чем больше клеток, которые 
распластаны на электродах, тем больше значение сопро‑
тивления электродов. Присутствие клеток на электро‑
дах в лунках планшета E‑Plate влияет на локальное со‑
стояние ионного окружения, что приводит к изменению 
сопротивления на электродах. Величина Cell Index (кле‑
точный индекс) является показателем электрического 
потенциала, который отражает статус клеток. Cell Index 
можно использовать для наблюдения в режиме реаль‑
ного времени за жизнеспособностью клеток: их морфо‑
логией, степенью адгезии, динамикой роста клеточных 
культур (пролиферацией) и другими важными параме‑
трами [30].

Для оценки влияния НПВС на пролифератив‑
ную активность клеток линий при помощи системы 
xCELLigence перед началом эксперимента вносили по 
100 мкл питательной среды в каждую лунку 16‑луноч‑
ного планшета E‑plate (Roche) и устанавливали фо‑
новое значение (вычитание влияния культуральной 
среды/среды с исследуемым веществом на значение 
импеданса прибора). Затем высевали по 1×104 клеток 
на лунку планшета E‑plate в 100 мкл соответствующей 
питательной среды. Планшеты помещали в клеточный 
анализатор RTCA‑DP (The Real‑Time Cell Analyzer Dual 
Purpose) ACEA Biosciences и мониторировали динами‑
ку адгезии клеток в режиме реального времени в тече‑
ние 2 часов. Затем проводили замену исходной среды в 
лунках E‑plate на соответствующую среду, содержащую 
исследуемые НПВС в концентрации 3%, возвращали в 
RTCA Station и анализировали влияние НПВС на дина‑
мику пролиферации клеток в режиме реального време‑
ни в течение 40 часов. Анализ результатов выполняли 
с помощью программного обеспечения RTCA Software 
1.2.1 (Roche). Изменение импеданса на микроэлектро‑
дах, обусловленного прикреплением и распластыва‑
нием клеток, выражали как Cell Index (клеточный ин‑
декс), величина которого автоматически вычисляется 
программой: Cell Index = (RnRb)/t, где Rb — исходное 
значение импеданса в лунке, содержащей только ро‑
стовую для клеток среду (отрицательный контроль), 
Rn — значение импеданса в любое время t в лунке, со‑
держащей помимо ростовой среды тестируемые клетки 
(контроль). Клеточный индекс, таким образом, отра‑
жает изменения количества клеток, качества прикре‑

пления клеток и морфологию клеток в лунке, которые 
могут меняться во времени. Данные представляли в 
виде среднего значения (M) ± стандартное отклонение, 
достоверность различий рассчитывали по U‑критерию 
Манна Уитни и считали значимыми при p<0,05.
результаты и обсуждение

Результаты прижизненного наблюдения за морфоло‑
гическим состоянием клеток линий Chang Conjunctiva, 
Clone 1-5с-4 и HCEC в процессе их культивирования в 
средах, содержащих 3% глазной формы НПВC, приведе‑
ны на Рис. 1–2. На представленных фотографиях клетки 
конъюнктивы и роговицы человека в контрольном вари‑
анте имеют типичную эпителиоподобную морфологию и 
на 3‑и сутки культивирования сформировали конфлю‑
энтный монослой. При культивировании обоих типов 
клеток в средах, содержащих 3% исследуемого НПВC, 
монослой сформирован не был. В присутствии препара‑
тов Акьюлар® и Броксинак® клетки адгезировали, но их 
было меньше и распластаны они хуже, чем в контроле; 
выявлено много округлых и вытянутых клеток. Струк‑
тура клеток зернистая, с вакуолями, что является при‑
знаком их угнетенного состояния. Наиболее выражены 
эти морфологические изменения были у клеток рогови‑
цы. В присутствии препаратов Индоколлир® и Дикло-Ф® 
все клетки линий Chang Conjunctiva, Clone 1-5с-4 и HCEC 
имели округлую форму; большая часть клеток откре‑
плена от дна культурального сосуда. В варианте с пре‑
паратом Индоколлир® наблюдалось уменьшение объёма 
клеток и сморщивание цитоплазматической мембраны. 
В присутствии препарата Дикло-Ф® клетки, напротив, 
были разбухшими. В обоих вариантах клетки имели зер‑
нистую структуру и очень сильно были вакуолизирова‑
ны. В питательной среде выявлено большое количество 
артефактов, которые могли являться фрагментами по‑
гибших клеток. Можно предположить, что присутствие 
данных препаратов в питательной среде активировало 
различные механизмы клеточной гибели за счет дей‑
ствия консервантов, принадлежащих к различным хи‑
мическим классам. 

Полученные в процессе прижизненного наблюдения 
данные о морфологическом состоянии клеток позво‑
ляют сделать вывод, что исследуемые препараты, при‑
сутствуя в питательной среде в концентрации 3% от её 
объема, оказывают на клетки линий Chang Conjunctiva, 
Clone 1-5с-4 и HCEC цитотоксическое действие разной 
степени. Клетки роговицы более чувствительны к ци‑
тотоксическому действию изучаемых НПВС, чем клет‑
ки конъюнктивы. Наиболее токсичное действие на оба 
типа клеток оказали препараты Индоколлир® и Дикло-Ф®. 
МТТ‑тест выявил различия во влиянии исследуемых 
НПВС на метаболическую активность клеток эпителия 
конъюнктивы и роговицы. Результаты МТТ‑теста пред‑
ставлены в виде гистограмм, где количество жизнеспо‑
собных клеток, культивируемых в питательных средах с 
добавлением глазных капель, выражено в процентах по 
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рис. 1. Морфология клеток линии Chang Conjunctiva, Clone 1-5с-4 на 3-и сутки культивирования в питательной среде, содержащей 3% 
тестируемых НПВС, добавленных в среду в момент посева клеток; (х20). ФКМ

Fig. 1. Morphology of cells of the Chang Conjunctiva line, Clone 1-5c-4 on the 3rd day of cultivation in a nutrient medium containing 3% of the 
tested NSAIDs added to the medium at the time of seeding cells; (X20). PCM

рис. 2. Морфология клеток линии HCEC на 3-и сутки культивирования в питательной среде, содержащей 3% тестируемых НПВС, до-
бавленных в среду в момент посева клеток; (х20). Фазово-контрастная микроскопия (ФКМ)

Fig. 2. Morphology of HCEC line cells on the 3rd day of cultivation in a culture medium containing 3% of the tested NSAIDs added to the 
medium at the time of seeding cells; (X20). Phase contrast microscopy (PCM)
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рис. 3. Гистограммы оценки жизнеспособности эпителиальных 
клеток конъюнктивы человека на 3-и сутки культивирования в 
питательной среде, содержащей 3% тестируемых НПВС, добав-
ленных в среду в момент посева клеток. МТТ-тест

Fig. 3. Histograms of the evaluation of the viability of epithelial cells of 
a human conjunctiva on the 3rd day of cultivation in a nutrient medium 
containing 3% of the tested NSAIDs added to the medium at the time 
of seeding cells. MTT test

рис. 4. Мониторинг влияния НПВС на жизнеспособность эпители-
альных клеток конъюнктивы в режиме реального времени. Кон-
центрация НПВС 3% от объема питательной среды. Препараты 
добавляли в питательную среду после адгезии клеток. Клеточный 
анализ xCELLIgence 

Fig. 4. Monitoring the effect of NSAIDs on the viability of conjunctival 
epithelial cells in real time. The concentration of NSAIDs is 3% of the 
volume of the nutrient medium. The preparations were added to the 
nutrient medium after cell adhesion. Cell analysis xCELLIgence

рис. 5. Гистограмма оценки жизнеспособности эпителиальных 
клеток роговицы человека на 3-и сутки культивирования в пита-
тельной среде, содержащей 3% тестируемых НПВС, добавленных 
в среду в момент посева клеток. МТТ-тест

Fig. 5. Histogram of the evaluation of the viability of human corneal 
epithelial cells on the 3rd day of cultivation in a nutrient medium 
containing 3% of the tested NSAIDs added to the medium at the time 
of seeding cells. MTT test

рис. 6. Мониторинг влияния НПВС на жизнеспособность эпите-
лиальных клеток роговицы в режиме реального времени. Кон-
центрация НПВС 3% от объема питательной среды. Препараты 
добавляли в питательную среду после адгезии клеток. Клеточный 
анализ xCELLIgence 

Fig. 6. Monitoring the effect of NSAIDs on the viability of epithelial 
cells in the cornea in real time. The concentration of NSAIDs is 3% 
of the volume of the nutrient medium. The preparations were added 
to the nutrient medium after cell adhesion. Cell analysis xCELLIgence

отношению к контролю (Рис. 3 и Рис. 4). Данные МТТ‑
теста подтвердили результаты, полученные при оценке 
морфологии клеток, о более высокой чувствительности 
к цитотоксическому действию исследуемых препаратов 
клеток роговицы, по сравнению с клетками конъюнкти‑
вы. У клеток конъюнктивы метаболическая активность 
в присутствии препаратов Акьюлар® и Броксинак® была 
в три раза ниже, чем в контроле; в присутствии препа‑
ратов Индоколлир® и Дикло-Ф® — в 20 раз ниже, чем в 
контроле (Рис. 3). Метаболическая активность у клеток 
роговицы в присутствии препаратов Акьюлар® и Брок-
синак® была в четыре раза ниже, чем в контроле; в при‑
сутствии препаратов Индоколлир® и Дикло-Ф® жизне‑
способных клеток не выявлено (Рис. 4). Непрерывный 
мониторинг относительно влияния НПВС на клетки ли‑
ний Chang Conjunctiva, Clone 1-5с-4 и HCEC в режиме ре‑
ального времени при помощи системы xCELLIgence вы‑
явил, что исследуемые препараты в концентрации 3% от 
объема питательной среды проявляют различную сте‑
пень токсичности в отношении культивируемых клеток. 
В ходе мониторинга были получены графики зависимо‑

сти клеточного индекса (Cell Index) от времени культи‑
вирования клеток, позволяющие судить о жизнеспособ‑
ности клеток (степени их распластанности и пролифе‑
ративной активности) (Рис. 5 и Рис. 6). Эпителиальные 
клетки роговицы оказались более чувствительны к ци‑
тотоксическому действию исследуемых препаратов, чем 
клетки конъюнктивы. Пролиферативная активность 
клеток обоих типов в присутствии препаратов Акьюлар® 
и Броксинак® оказалась ниже, чем в контроле. Причём, 
жизнеспособность клеток роговицы стала отличаться 
от контроля через пять часов после добавления этих 
препаратов. Жизнеспособность клеток конъюнктивы 
в эти сроки была сопоставима с контролем и стала от‑
личаться от него только через восемь часов. Препараты 
Индоколлир® и Дикло-Ф® оказали очень высокое токси‑
ческое действие на оба типа клеток. Жизнеспособность 
клеток конъюнктивы в присутствии этих препаратов 
была ниже, чем в контроле уже в впервые часы после 
добавления препаратов в питательную среду, а жизне‑
способных клеток роговицы в эти же сроки наблюдения 
не выявлено вообще.
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Таким образом, результаты клеточного анализа 
xCELLIgence для обоих типов клеток согласуются с дан‑
ными МТТ‑теста и анализом морфологического состоя‑
ния клеток при помощи методов ФКМ. 
заклЮчение

Основываясь на результатах собственных исследова‑
ний, большого числа публикаций в зарубежной литера‑
туре, посвященных изучению цитотоксичности глазных 
капель, в том числе и НПВС, можно предположить, что 
возникновение послеоперационных лекарственно‑инду‑
цированных эпителиопатий, а также других нежелатель‑
ных реакций со стороны глазной поверхности, наиболее 
вероятно, может быть связано с действием отдельных 
видов консервантов. В последнее время практически не 
применяют в качестве консервантов производные ртути 
(тиомерсал), борную кислоту и бораты, поскольку эти 
вещества, как известно, обладают выраженным токсиче‑
ским действием на глазную поверхность. Более безопас‑

ными считаются хлоргексидин, хлорбутанол и БАХ в не‑
больших концентрациях. Цитотоксический потенциал 
протестированных в данной работе глазных капель из 
группы НПВС распределился следующим образом (по 
уменьшению токсичности): Индоколлир® = Дикло-Ф® > 
Акъюлар® = Броксинак®. Исследования влияния офталь‑
мологических препаратов на жизнеспособность клеток 
тканей глаза в условиях in vitro могут способствовать 
правильному подбору глазных капель, при использова‑
нии которых в комплексной терапии глазной патологии 
минимизируется риск реализации цитотоксических эф‑
фектов консервантов, входящих в их состав.
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