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Резюме
ЦЕЛЬ. Оценить морфологические особенности имп-

лантации нового интрасклерального импланта (ИИ) из 
полиметилметакрилата в эксперименте ex vivo.

МЕТОДЫ. Эксперимент ex vivo проведен на фрагмен-
тах кадаверной склеры, выделенной из экваториаль-
ной зоны глаз доноров-трупов в возрасте 40–60 лет.  
В основную группу вошли 8 фрагментов склер, которым 
во время моделирования антиглаукомной операции 
(АГО) был установлен ИИ, группу контроля составили  
8 фрагментов склер с АГО без импланта. В течение 6 ме- 
сяцев проводилось органотипическое культивирование  
в стандартной среде в условиях нормотермии. На сро- 
ках 14, 30, 90, 180 дней из культивирования выводи-
лось по 2 фрагмента из каждой группы для проведения  

сканирующей электронной микроскопии и иммуноги-
стохимического анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ. Результаты морфологических исследо-
ваний позволяют заключить, что пребывание исследу-
емого ИИ в кадаверной склере не вызвало активного 
пролиферативного клеточного ответа на всем сроке 
наблюдения (до 6 мес).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Разработанный ИИ из полиметилме-
такрилата перспективен для дальнейших клинических 
исследований в хирургии глаукомы.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: интрасклеральный имплант, ин- 
трасклеральная полость, полиметилметакрилат, скани-
рующая электронная микроскопия, иммуногистохими-
ческий анализ.
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ORIGINAL ARTICLE

Abstract
PURPOSE. To evaluate the morphological features of im- 

plantation of a new intrascleral implant (ISI) made of poly-
methyl methacrylate in an ex vivo experiment.

METHODS. The ex vivo experiment was conducted on 
scleral fragments obtained from the equatorial region of the  
eyes of cadaveric donors aged 40–60 years. The study 
group included eight scleral fragments in which the ISI was 
implanted during simulated glaucoma surgery (GS), while 
the control group consisted of eight scleral fragments  
subjected to GS without implantation. Organotypic cultiva-
tion was performed in a standard medium under normo-
thermic conditions for 6 months. At 14, 30, 90, and 180 days,  

two fragments from each group were removed from the 
culture for scanning electron microscopy and immunohis-
tochemical analysis.

RESULTS. Morphological findings demonstrated that the 
presence of the investigated ISI in cadaveric sclera did not 
induce an active proliferative cellular response throughout 
the entire observation period (up to 6 months). 

CONCLUSION. The developed polymethyl methacrylate ISI 
shows promise for further clinical trials in glaucoma surgery.

KEYWORDS: intrascleral implant, intrascleral cavity, poly-
methyl methacrylate, scanning electron microscopy, immu-
nohistochemical analysis.

Глаукома является ведущей причиной необра-
тимого снижения зрения и слабовидения во 
всем мире [1–3]. Уровень внутриглазного дав-
ления (ВГД) на сегодняшний день является 

единственным модифицируемым фактором риска 
прогрессирования глаукомы [4]. Для достижения 
его целевых показателей наиболее эффективно сво-
евременное хирургическое вмешательство [5].

Пролонгирование гипотензивного эффекта от 
антиглаукомной операции (АГО) сосредоточено на 
применении медикаментозных препаратов и раз-
личных устройств, препятствующих фибропласти-
ческим процессам в зоне АГО и способствующих 
сохранению максимально физиологического пути 
оттока внутриглазной жидкости [6]. 

Цель исследования — оценить морфологиче-
ские изменения донорской склеры после имплан-
тации нового интрасклеального импланта (ИИ) 
в условиях органотипического культивирования 
методом сканирующей электронной микроскопии 
(СЭМ) и иммуногистохимического анализа (ИГХ). 

Материалы и методы
Эксперимент ex vivo проведен в Центре фун-

даментальных и прикладных медико-биологиче-
ских проблем ФГАУ «НМИЦ «МНТК «Микрохирур-
гия глаза»» им. акад. С.Н. Федорова» Минздрава  
России на кадаверном материале — донорских 
склерах. На базе Экспериментально-технического  
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производства «Микрохирургия глаза» (Филиал 
ФГАУ «НМИЦ «МНТК «Микрохирургия глаза» им. 
акад. С.Н. Федорова» Минздрава России) нами был 
разработан антиглаукомный интрасклеральный 
имплант (ИИ) в виде дуги с двумя опорными пла-
стинами по его краям. ИИ изготовлен из полиме-
тилметакрилата с параметрами: длина — 4 мм, тол-
щина — 0,2 мм, радиус кривизны верхней поверх-
ности — 12,2 мм (рис. 1). 

На основании лицензии Росздравнадзора 
№Л041-00110-47/00574034 от 07.04.2020, Глазной 
тканевой банк ФГАУ «НМИЦ «МНТК «Микрохирур-
гия глаза» им. акад. С.Н. Фёдорова» Минздрава Рос-
сии может использовать ткани, выделенные из глаз 
доноров-трупов, с целью трансплантации и науч-
ных исследований. Критериями отбора кадаверных 
глаз являлись показатель адреналиновой пробы 
(степень А и В по С.А. Борзенку, 2008), срок забора 
материала — до 18 часов. Для эксперимента ex vivo 
было отобрано 16 фрагментов кадаверных склер; 
возраст доноров 40–60 лет, 6 мужчин, 4 женщины. 
Фрагменты склеры размером 5×5 мм вырезали из 
экваториальной зоны глаза. 

В основную группу вошли 8 фрагментов склер, 
которым во время моделирования АГО был уста-
новлен ИИ, в группу контроля вошли 8 фрагментов 
склер с АГО без ИИ.

Моделирование АГО обеих групп проводили  
в условиях стерильной операционной. АГО опыт-
ной группы выполняли по следующей методике: 
после стандартной обработки операционного поля 
фиксировали фрагмент склеры тремя стерильны-
ми инсулиновыми иглами, лезвием выкраивали 
поверхностный склеральный лоскут (ПСЛ) раз-
мером 4×4 мм на 1/3 толщины склеры (рис. 2–1). 
Далее выкраивали и иссекали прямоугольный глу-
бокий склеральный лоскут (ГСЛ) (рис. 2–2). Под 
ПСЛ посередине хирургически сформированной 
интрасклеральной полости (ИСП) копьевидным 
ножом формировали два интрасклеральных карма-
на в боковых краях ИСП (рис. 2–3, рис. 2–4), в кото-
рые с помощью пинцета помещали опорные пла-
стины ИИ (рис. 2–5). Укрывали опорную часть ИИ 
ПСЛ, по краям ПСЛ фиксировали двумя узловыми 
швами (рис. 2–6).

Моделирование АГО контрольной группы про-
водили аналогичным образом, но без установки ИИ.

Подготовленные фрагменты склер обеих групп 
помещали в 12-луночный планшет, каждую лунку 
заполняли 4 мл культуральной среды, включавшей 
DMEM/F12 (ПанЭко, Россия), Gluta Plus (Service-
bio, КНР), эмбриональную телячью сыворотку 5% 
(HyClone, США), смесь антибиотиков 1% (Sigma 
Aldrich, Канада). Культивирование осуществлялось 
при стандартных условиях (температура 37°C, кон-
центрация CO2 — 5%, влажность 95%) в инкубаторе 
NU-5510 (Nu-Aire, США). Замена питательной среды 
осуществлялась раз в 3 дня. Из культивирования  

выводили по 2 фрагмента склеры (1 из основной 
группы, 1 — из группы контроля) в сроки 14, 30, 90 
и 180 дней (таблица).

По истечении сроков культивирования фраг-
менты склеры фиксировали в растворе нейтрально-
го 10% формалина не более 48 часов для дальней-
шего проведения СЭМ и ИГХ.

Для проведения СЭМ фрагменты склеры обеих 
групп согласно срокам выведения из культивирова-
ния вырезали блоком, промывали проточной водой, 

Рис. 2. Моделирование АГО на фрагменте донорской 
склеры. 1 — фиксация фрагмента склеры и форми-
рование ПСЛ; 2 — формирование и иссечение ГСЛ;  
3–4 — формирование двух интрасклеральных карманов 
в боковых краях ИСП; 5 — фиксация в карманах опор-
ных пластин ИИ; 6 — покрытие опорной части ИИ ПСЛ 
с фиксацией швами.

Fig. 2. Simulation of GS on a donor scleral fragment:
1 — fixation of the scleral fragment and formation of a su- 
perficial scleral flap; 2 — formation and excision of a deep 
scleral flap; 3–4 — creation of two intrascleral pockets at 
the lateral edges of the intrascleral space; 5 — fixation of 
the ISI supporting plates within the pockets; 6 — coverage 
of the supporting part of the ISI with the superficial scleral 
flap and fixation with sutures.

Рис. 1. Имплант антиглаукомный для поддержания 
интрасклеральной полости.

Fig. 1. Antiglaucoma implant for intrascleral cavity support.

Интрасклеральный имплант: эксперимент ex vivo
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антителами, мечеными флюорохромами. Для выяв-
ления экспрессии маркеров на опытные срезы 
добавляли первичные: Anti-α-SMA ab5694 (Rabbit)  
и Vimentin ARG 52469 (Mouse) и вторичные анти-
тела: Goat Anti-Rabbit IgG ab150077AF (488) и Goat 
Anti-Mouse IgG ab 150116 (AF 594) в разведении 
1:100 в блокирующем растворе (1% бычий аль-
бумин и 0,1% Tween 20, разведённые в фосфатно-
солевом буфере). На контрольные срезы первич-
ные и вторичные антитела не добавляли, а исполь-
зовали блокирующий раствор. В конце окрашивали 
клеточные ядра (краситель Hoechst (О150, ПанЭко, 
Россия) и выполняли сборку слайдов для исследо-
вания на лазерном сканирующем конфокальном 
микроскопе Fluo View FV10i (Olympus, Япония).

Результаты
В ходе СЭМ оценивали структурные изменения 

материала и степень деформации ИИ, наличие ново-
образованных волокнистых соединительно-тканных 
элементов на поверхности ИИ, а также в области 
склерального «ложа» и «крышки». По мере сроков 
наблюдения (до 6 месяцев) в опытной группе ИИ 
находился в зоне проводимой операции, оставался 
интактным с визуализацией единичных зон клеточ-
ной фиксации, не деформировался ни в одном из 
случаев (рис. 3 а, б). В одном случае на сроке наблю-
дения 3 месяца наблюдался клеточный дебрис на 
поверхности ИИ (рис. 3, г). 

В опытной группе на всем сроке наблюдения 
на поверхности склерального «ложа» и «крыш-
ки» определяли единичные зоны клеточной фик-
сации, причем в большем количестве на поверхно-
сти «крышки». В контрольной группе на всем сроке 
наблюдения в зоне склерального «ложа» и «крыш-
ки» наблюдалось незначительное количество кле-
точных элементов и коллагеновой неоволокнистой 
ткани (рис. 4).

снимали шовный материал, открывали зону АГО  
с и без ИИ поднятием ПСЛ вверх. Таким образом, 
в обеих группах формировалась зона «крышки» — 
внутренняя часть ПСЛ и зона «ложе» — место АГО  
с и без ИИ. Подготовленные фрагменты склеры 
помещали в микропористые капсулы зоной АГО 
вверх, обезвоживали в ацетоне восходящей кон-
центрации (10, 20, 30, 50, 70, 90 и 100%) трех-
кратно по 10 мин в каждом растворе, высушивали 
в течение 30 минут в критической точке (t=31°С,  
P=7,39 МПа) в блоке сушки (Critical Point Dryer 
Qurum k850, Quorum Technologies, Великобрита-
ния). Далее образцы фиксировали на алюминиевых 
подставках при помощи карбонового скотча зоной 
АГО вверх, создавали электронно-проводящий слой 
на исследуемой поверхности путем напыления 5-нм 
слоя золота (проба 999). Затем образцы на алюми-
ниевых подставках помещали в отсек сканирующе-
го электронного микроскопа JCM-6000 PLUS (JEOL 
Company, Япония), проводили анализ результатов 
при увеличениях 20×, 100×, 400×, 1000×, 2000×  
с последующим фотографированием. 

Для проведения ИГХ фрагменты склеры обеих 
групп согласно срокам выведения из культивиро-
вания вырезали блоком, промывали проточной 
водой, снимали шовный материал, извлекали ИИ, 
закрывали зону АГО ПСЛ. Подготовленные образцы 
помещали в реактив Shandon Cryomatrix (Thermo 
scientifiс, Великобритания) и замораживали в кри-
остате HM525 NX (Thermo scientifiс, Великобрита-
ния) при температуре -30°С.

Далее проводили криостатные срезы образцов 
(толщина среза 10 мкм). Потом образцы перено-
сили на слайды Polysine (Thermo scientifiс, Велико-
британия). Окраску фрагментов склеры проводи-
ли в 4-луночных слайд-флаконах по стандартной 
методике. Сначала фрагменты склеры отмывали от 
культуральной среды и фиксировали. Далее окра-
шивали клетки первичными, затем вторичными  

Количество фрагментов склер
Number of scleral fragments

Сроки наблюдения
Observation time

Методы исследования
Methods of analysis

2 (1 – опыт; 1 – контроль)
2 (1 – experiment; 1 – control)

2 недели / 2 weeks СЭМ + ИГХ / SEM + IHC

2 (1 – опыт; 1 – контроль)
2 (1 – experiment; 1 – control)

1 месяц / 1 month СЭМ + ИГХ / SEM + IHC

2 (1 – опыт; 1 – контроль)
2 (1 – experiment; 1 – control)

3 месяца / 3 months СЭМ + ИГХ / SEM + IHC

2 (1 – опыт; 1 – контроль)
2 (1 – experiment; 1 – control)

6 месяцев / 6 months СЭМ + ИГХ / SEM + IHC

Таблица. Этапность выведения фрагментов склер из культивирования. 
Table. Schedule for removal of scleral fragments from the culture.

Сластина К.И., Сороколетов Г.В., Борзенок С.А. и соавт.
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Рис. 3. Результаты сканирующей электронной микроскопии основной группы, ув. ×150:
А — склеральное ложе с ИИ на 14 сутки наблюдения; Б — склеральное ложе с ИИ на 30 сутки наблюдения;  
В — поверхность ИИ на 180 сутки наблюдения; Г — клеточный дебрис на поверхности ИИ на 90 сутки наблюдения.

Fig. 3. Scanning electron microscopy findings in the study group, magn. ×150:
А — scleral bed with the ISI at day 14; Б — scleral bed with the ISI at day 30; В — surface of the ISI at day 180; Г — cellular 
debris on the surface of the ISI at day 90.

Рис. 4. Результаты сканирующей электронной микроскопии контрольной группы, ув. ×100:
А — склеральное ложе на 30 сутки наблюдения; Б — склеральное ложе на 90 сутки наблюдения. 

Fig. 4. Scanning electron microscopy findings in the control group, magn. ×100:
А — scleral bed at day 30; Б — scleral bed at day 90.

А Б

В Г

А Б

Интрасклеральный имплант: эксперимент ex vivo
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Рис. 5. Результаты иммуногистохимического исследования исследуемых 
образцов кадаверной склеры:
А — ядра клеток (голубое свечение), α-SMA (зеленое свечение), контрольная 
группа на 90 сутки, ув. ×100; Б — ядра клеток (голубое свечение), контроль-
ная группа на 180 сутки, ув. ×20; В — ядра клеток (голубое свечение), α-SMA 
(зеленое свечение), Vim (красное свечение), основная группа на 90 сутки,  
ув. ×100; Г — ядра клеток (голубое свечение), основная группа на 180 сутки, 
ув. ×20.

Fig. 5. Immunohistochemical analysis of cadaveric scleral specimens:
А — cell nuclei (blue fluorescence), α-SMA (green fluorescence), control group 
at day 90, magn. ×100; Б — cell nuclei (blue fluorescence), control group at day 
180, magn. ×20; В — cell nuclei (blue fluorescence), α-SMA (green fluorescence), 
vimentin (red fluorescence), study group at day 90, magn. ×100; Г — cell nuclei 
(blue fluorescence), study group at day 180, magn. ×20.

С помощью ИГХ оценивали пролиферацию  
и адгезию клеток в зоне АГО с и без ИИ. В каждой 
из групп отмечали тенденцию к планомерному уве-
личению количества клеток в течение всего срока 
наблюдения. В опытной группе на сроке 1 месяц  
в зоне формирования ПСЛ были обнаружены кле-
точные популяции виментин-положительных кле-
ток (красное свечение), что соответствует фено-
типу фибробластов. На снимках, полученных при 
выполнении ИГХ на отдаленном сроке наблюдения 
(до 6 месяцев), в обеих группах отмечали свечение 
ядер клеток в зоне сформированной ИСП (рис. 5). 

 

Обсуждение
Одним из персонализированных подходов в хи- 

рургии глаукомы является разработка и адаптация 
дренажа к конкретной операции. Такой подход спо-
собствует профилактике избыточного рубцевания  
в зоне оперативного вмешательства. В случае непро-
никающей хирургии с этой целью используются 
сетоны — импланты-вкладыши, имеющие форму, 
соответствующую сформированному склерально-
му ложу [7]. Сетоны поддерживают ПСЛ, чем спо-
собствуют сохранению достаточного объема ИСП. 
Таким образом, не происходит адгезия ПСЛ к ИСП, 
и путь оттока внутриглазной жидкости представляет 

собой наиболее приближенный к анатомическому, 
а именно — передняя камера → ИСП → субтеноново 
пространство [8].

Из существующих имплантов различной конфи-
гурации чаще всего используют биорезорбируемый 
«Глаутекс» [9], коллагеновый «Ксенопласт» [10], 
пластинчатый «Esnoper Clip» [11], в том числе в со- 
четании с медикаментозными препаратами [12]  
и антиметаболитами [13]. 

При разработке ИИ мы учли существующие 
устройства и оптимизировали параметры и дизайн 
ИИ таким образом, чтобы его расположение в ИСП 
было конгруэнтно поверхности склеры, а имплан-
тация была простой и малотравматичной.

На результатах СЭМ выявлены минимальные 
адгезивные свойства полиметилметакрилата к скле-
ре с единичными клеточными элементами и отсут-
ствием молодых волокон. Представленная картина, 
вероятно, обусловлена биоинертными свойствами 
полиметилметакрилата. Меньшее количество участ-
ков клеточной фиксации на поверхности «ложа», по 
нашему мнению, обусловлено дугообразной формой 
импланта.

На ИГХ обнаружены ядра клеток в сопостави-
мом соотношении в обеих группах, что, вероятно, 
обусловлено ареактивным материалом импланта. 
Присутствие клеточных популяций фибробластов 

А ВБ

Г

Сластина К.И., Сороколетов Г.В., Борзенок С.А. и соавт.
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(до 6 мес). Нами сделан вывод о том, что разрабо-
танный ИИ из полиметилметакрилата перспекти-
вен для интрасклеральной имплантации в хирургии 
глаукомы.

Участие авторов:
Концепция и дизайн исследования: Сороколетов Г.В.,  
Борзенок С.А., Островский Д.С., Хубецова М.Х.
Сбор и обработка материала: Сластина К.И.
Написание статьи: Сластина К.И.
Редактирование: Сороколетов Г.В., Борзенок С.А.,  
Островский Д.С.

свидетельствует о сохранении умеренной пролифе-
ративной активности фибробластов в присутствии 
ИИ (полимера), а также расценено нами, как ответ 
на хирургическое вмешательство.

Заключение
Результаты морфологических исследований поз- 

воляют заключить, что пребывание исследуемо-
го ИИ из полиметилметакрилата в ИСП кадавер-
ной склеры не вызвало активного пролифератив-
ного клеточного ответа на всем сроке наблюдения  
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