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Цель работы — в условиях эксперимента изучить регенераторный потенциал препаратов иммобилизированных фер-
ментов гиалуронидазы и субтилизина на моделях химической и механической травмы роговицы. Материал и методы. Ис-
следование выполнено на 28 беспородных кроликах массой 3,5–4,0 кг, разделенных на 4 группы для изучения моделей репарации 
при каждом виде травмы (химическая и механическая) в зависимости от препарата и метода его введения. Для исследований 
использованы пегилированные по технологии электронно-лучевого синтеза гиалуронидаза (ПЭГ-гиалуронидаза) и субтилизин 
(ПЭГ-субтилизин). Состояние роговицы оценивали через 24 ч после нанесения травмы, затем производилась энуклеация глаз с 
последующим гистологическим исследованием. Результаты. В группах химической травмы при аппликации ПЭГ-гиалуронидазы 
выявлено уменьшение площади раны в среднем на 36,6 мм2, а при субконъюнктивальном введении — на 36,08 мм2; при аппликации 
ПЭГ-субтилизина зарегистрировано увеличение площади дефекта роговицы в среднем на 11,63 мм2 (зарегистрирован один случай 
перфорации), а при субконъюнктивальном введении ПЭГ-субтилизина площадь уменьшилась на 27,42 мм2. В группах механической 
травмы наблюдалась аналогичная картина: при инстилляции ПЭГ-субтилизина площадь раны составила в среднем 53,63 мм2 
и зарегистрирован один случай перфорации, а при субконъюнктивальном введении площадь раны сократилась до 28,76 мм2; при 
применении ПЭГ-гиалуронидазы в виде инстилляций зарегистрировано достоверное уменьшение площади раны на 36 мм2, при 
субконъюнктивальном введении площадь раневой поверхности сократилась на 70,3%. Более высокие показатели прозрачности 
роговицы в оптической зоне и более слабая воспалительная реакция (по результатам гистологической оценки) наблюдались при 
применении ПЭГ-гиалуронидазы. Заключение. Показано благоприятное влияние ПЭГ-гиалуронидазы, а именно усиление регенера-
тивных процессов в ране при химическом и механическом воздействии. ПЭГ-субтилизин не продемонстрировал положительных 
эффектов, что может быть связано с его высокой фибринолитической активностью.
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Заболевания роговицы являются одной из наиболее 

распространенных, четвертой по значимости, причин сле-

поты в мире, на их долю приходится примерно 5% случаев. 

В мире около 2,2 млрд человек живут с той или иной формой 

нарушения зрения, из них 6,17 млн человек — с помутне-

нием роговицы [1]. Спектр причин поражения роговицы 

достаточно широк и многообразен и включает инфекцион-

ные, воспалительные и дегенеративные состояния, часто 

приводящие к помутнению роговицы и тем самым к потере 

трудоспособности и инвалидности, что является тяжелым 

социально-экономическим бременем как для пациентов, 

так и для общества в целом.  

Повреждения роговицы в основном лечат консерва-

тивно, а при неэффективности такого лечения или угрозе 

перфорации используют хирургические методы. В настоящее 

время в РФ наиболее широко используются препараты на 

основе декспантенола 5% и депротеинизированного диа-

лизата (ДД) крови здоровых молочных телят. Декспантенол 

5% содержит пантотеновую кислоту, которая является 

компонентом коэнзима А, стимулирует митоз путем усиле-

ния пролиферативной активности эпителиальных клеток, 

ускоряет их миграцию, способствуя более быстрой эпите-

лизации раневого дефекта [2]. Гель на основе ДД содержит 

широкий спектр естественных низкомолекулярных веществ: 

нуклеозиды, нуклеотиды, гликолипиды, аминокислоты, 

олигопептиды, незаменимые микроэлементы, электролиты и 

промежуточные продукты углеводного и жирового обмена, за 

счет чего участвует в активизации аэробных метаболических 

процессов и окислительного фосфорилирования, активизи-

рует транспорт глюкозы в клетки, находящиеся в условиях 

гипоксии, стимулирует пролиферацию и миграцию клеток, 

повышает синтез коллагена [3]. Перспективным направ-

лением в изучении воздействия на регенерацию роговицы 

является использование обогащенной тромбоцитами плазмы 

с общепринятым в клинической практике названием PRP 

(Platelet-Rich Plasma). Показано, что PRP содержит цитоки-

ны (PF4 и CD4OL), многочисленные факторы роста: PDGF 

(тромбоцитарный фактор роста), TGF (трансформирующий 

фактор роста) 1 и 2, IGF (инсулиноподобный фактор роста) 

1, VEGF, EGF, FGF-2 и IGF [4]. Факторы роста стимулируют 

синтез коллагена и регенерацию, ускоряют пролиферацию 

эпителия роговицы и снижают активность апоптоза, в со-

вокупности обеспечивая репарацию роговицы в случаях 

тяжелого ее повреждения. Одной из широко применяемых 

хирургических методик является трансплантация амниоти-

ческой мембраны (АМ), обладающей антифибротическими 
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ной анестезии [10] в виде субконъюнктивальных инъекций 

с целью профилактики избыточного рубцевания, снижения 

воспаления и пролиферативной активности в зоне фильт-

рации после антиглаукомных операций [11]. В экспери-

ментальном исследовании W. Zhi-Liang и соавт. изучались 

эффекты фармакологического витреолиза с использованием 

плазмина и гиалуронидазы у мышей с диабетом [12]. Субти-

лизин — фермент, производимый Bacillus subtilis, обладает 

протеолитической активностью. В настоящее время в РФ 

зарегистрирован лекарственный препарат Тромбовазим, 

содержащий пегилированный субтилизин, обладающий 

большой степенью тромболитической активности с высоким 

уровнем безопасности.  Опубликованы данные о применении 

тромбовазима для лечения послеоперационного гемофталь-

ма, как в виде монотерапии, так и в сочетании с лазерными 

методами [13], и фибриноидного синдрома после хирургии 

катаракты [14]. 

Высокая противовоспалительная, иммуномодулиру-

ющая, регенеративная и антифибротическая активность 

гиалуронидазы, возможность ее воздействия на сложный 

патофизиологический каскад деструктивных процессов 

и минимизация процесса рубцевания, протеолитическая 

и противовоспалительная акивность субтилизина служат 

стимулом для более масштабных экспериментальных и 

клинических исследований по разработке новых методов 

лечения офтальмологических заболеваний с применением 

ферментных препаратов.

ЦЕЛЬ работы — в условиях эксперимента изучить 

регенераторный потенциал препаратов иммобилизирован-

ных ферментов гиалуронидазы и субтилизина на моделях 

химической и механической травмы роговицы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Для исследований использованы пегилированные по 

технологии электронно-лучевого синтеза гиалуронидаза 

(ПЭГ-гиалуронидаза) и фибринолитический фермент 

субтилизин (ПЭГ-субтилизин) производства АО «СЦФБ» 

(Новосибирск, Россия).  Электронно-лучевое пегилирование 

происходило на полиэтиленоксиде («Макрогол 1500») под 

пучком ускоренных электронов в дозе 1,5 МРад, создаваемым 

импульсным линейным ускорителем ИЛУ-10 (Институт 

ядерной физики им. Г.И. Будкера СО РАН, Новосибирск). 

ПЭГ-субтилизин представляет собой лиофилизированный 

порошок светло-желтого цвета с ферментативной актив-

ностью 5400 ЕД в грамме сухого вещества, легкорастворимый 

в кристаллоидных и коллоидных растворах, эксперимен-

тальная доза — 300 ЕД/мл. ПЭГ-гиалуронидаза представляет 

собой лиофилизированный порошок светло-серого цвета с 

ферментативной активностью 2800 ЕД в грамме сухого ве-

щества, легкорастворимый в кристаллоидных и коллоидных 

растворах, экспериментальная доза — 150 ЕД/мл.

Исследование выполнено на 28 беспородных кроликах 

массой 3,5–4,0 кг. Содержание животных осуществлялось 

в соответствии с правилами, принятыми Европейской 

конвенцией по защите позвоночных животных (Страсбург, 

1986) и ГОСТ 33216-2014 Межгосударственный стандарт, 

а также Руководства по содержанию и уходу за лабора-

торными животными, Правилами содержания и ухода за 

лабораторными грызунами и кроликами от 2016-07-01; 

ГОСТ 33215-2014 Межгосударственный стандарт, Прави-

лами оборудования помещений и организации процедур от 

2016-07-01. Выведение животных из эксперимента осущест-

влялось через 24 ч в соответствии с современными методами 

эвтаназии лабораторных животных (согласно Директиве 

2010/63/EU по охране животных, используемых в научных 

свойствами за счет содержания ингибиторов протеаз тяже-

лой цепи 1 интер- -трипсина и гиалуронан/пентраксин-3 

(HC-HA/PTX3), способствующих противовоспалительному, 

противорубцовому и антиангиогенному эффекту. Структу-

ра и коллагеновый состав базальной мембраны AM очень 

схожи по структуре с базальной мембраной конъюнктивы и 

роговицы, что позволяет ей служить субстратом для деления  

эпителиальных клеток [5]. В последнее время показана эф-

фективность лиофилизированного амниона, насыщенного 

обогащенной тромбоцитами плазмой, стимулирующими 

рост клеток без нарушения их структурной целостности. Для 

стабильной регенерации роговичного эпителия разработан 

ряд хирургических методов, основанных на пересадке ауто- 

и аллотрансплантатов из зоны лимба. Представляет интерес 

изучение влияния культивированных и некультивированных 

(минимально манипулированных) аутологичных клеток 

буккального эпителия в составе комбинированной биокон-

струкции на процессы регенерации и репарации роговицы 

при лимбально-клеточной недостаточности [6].   

Несмотря на приоритетность и эффективность хи-

рургических методов, их проведение требует достаточной 

специализации хирурга и оснащенности медицинского 

учреждения. Консервативное лечение остается наиболее 

доступ ным и востребованным, что определяет актуальность 

поиска и разработки новых препаратов и лекарственных 

форм для эффективного лечения повреждений роговицы. 

Одним из важных и приоритетных направлений лечения 

является не только ускорение эпителизации дефектов рого-

вицы, но и возможность сохранения ее прозрачности, в связи 

с чем изучение препаратов на основе ферментов представляет 

клинический интерес. В офтальмологической практике при-

менение ферментных препаратов достаточно ограниченно. 

Имея белковую структуру, ферменты несут потенциальную 

опасность в виде высокой иммуногенности и риска развития 

аллергических реакций. Для повышения эффективности, 

снижения иммуногенности и токсичности лекарственных 

препаратов белковой природы предложена их модифика-

ция на основе физико-химической трансформации за счет 

соединения белковой молекулы с полимерным носителем. 

Процесс присоединения молекулы полиэтиленгликоля 

к другой молекуле носит название «пегилирование» [7]. 

Преиму ществами пегилированных препаратов являются 

повышенная водорастворимость, устойчивость к действию 

разрушающих агентов, возможность адресной достав-

ки [8], увеличение длительности периода полувыведения. 

Интерес для изучения представляют два пегилированных 

препарата: гиалуронидаза и субтилизин. Гиалуронидаза — 

фермент, расщепляющий гиалуроновую кислоту путем ее 

распада до глюкозамина и глюкуроновой кислоты за счет 

разрушения гликозидной связи 1,4 [9]. При этом эффект 

определяется молекулярной массой фрагментов гиалуро-

новой кислоты: высокомолекулярные полимеры обладают 

антиангиогенными свойствами, повышенной способностью 

связывать фибри ноген, противовоспалительным и имму-

носупрессивным действием, а низкомолекулярные фраг-

менты — провоспалительной активностью и способствуют 

ангиогенезу. Барьер ная функция роговицы обеспечивается 

особенностями анатомического строения, а ее регенерация 

с формированием помутнения сопровождается избыточной 

экспрессией и миграцией в строму TGF-  и PDGF, актива-

цией миофибробластов и формированием фибропролифе-

ративного ответа.

В офтальмологии описано применение гиалуронидазы 

в сочетании с местными анестетиками с целью их лучшего 

проникновения в ткани и пролонгирования действия мест-
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Япония). Диафрагма F5,0 была неподвижно закреплена 

штативом на дистанции 10 см до роговицы, постоянное 

фокусное расстояние — 18 см. Для отчетливой визуали-

зации роговицы, определения формы и размера эрозии 

использовали направленный свет лампы с кобальтовым 

синим фильтром. 

Статистический анализ данных проведен с исполь-

зованием программ MedCalc v. 11.3.3 (MedCalc Software), 

STATISTICA версии 8 (StatSoft, Inc.) и Microsoft Office 

Excel 2007. Количественные данные представлены как 

среднее ± стандартное отклонение и как медиана (межквар-

тильный диапазон). Проверка нормальности распределения 

количественных признаков проводилась с использованием 

критерия Шапиро — Уилка (для n < 60). Для данных, имею-

щих нормальное распределение, использовался F-тест для 

проверки предположения об однородности дисперсий. Для 

межгруппового сравнения повторных измерений использо-

ван дисперсионный анализ RM-ANOVA. Перед проведением 

дисперсионного анализа повторных измерений выполнена 

оценка коэффициента сферичности Гринхауса — Гейссе-

ра. Учитывая однородность дисперсий парных разностей 

сравниваемых подгрупп (коэффициент сферичности Грин-

хауса — Гейссера — более 0,75), применили поправочный 

коэффициент Хюина — Фельдта к степеням свободы для рас-

чета p-значения для наблюдаемого значения F. Результаты 

RM-ANOVA представлены как межгрупповой эффект — BSE 

(разница между группами) и внутригрупповые эффекты — 

WSE (F — разница между измерениями и GF — разница 

между измерениями в зависимости от принадлежности к 

группе). После проведения RM-ANOVA при наличии значи-

мых (р < 0,05) межгрупповых и внутригрупповых эффектов 

выполнен post-hoc-анализ с  использованием поправки 

Бонферрони (р-значение). T-тест (для парных выборок) при-

менен для внутригруппового анализа повторных измерений. 

Для межгруппового анализа количественных показателей 

при нормальном распределении данных в подгруппах и 

гомогенности их дисперсий использован однофакторный 

дисперсионный анализ, при невыполнении данных усло-

вий — тест Крускала — Уоллиса. Post-hoc-анализ для теста 

Крускала — Уоллиса выполнен с помощью теста Конове-

ра — Имана, для которого p-значения скорректированны 

с помощью процедуры коэффициента ложных открытий 

(FDR) Бенджамини — Хохберга.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе эксперимента летальных исходов у лабораторных 

животных не было. Зарегистрировано 2 случая перфорации 

роговицы после местного применения ПЭГ-субтилизина 

(по одному при каждом механизме травмы). Полученное 

осложнение может быть связано с высокой фибринолити-

ческой активностью субтилизина, воздействие которого 

на фибриновый сгусток, формирующийся в первые часы в 

зоне повреждения роговицы, блокирует репаративные про-

цессы. При этом модификация формы фермента путем его 

пегилирования усиливает фибринолитический и противо-

воспалительный эффекты, реализация которых происходит 

активнее и быстрее за счет активного проникновения в ткани 

из-за высокой биодоступности.

Показатели площади раны роговицы в группах как 

при химической, так и механической травмах на этапах 

исследования имели нормальное распределение, различий 

показателей на первом этапе исследования по результатам 

однофакторного дисперсионного анализа подгруппы не 

выявлено (F = 0,51, p < 0,001), что является доказательством 

сравнимости групп и подгрупп исследования.

целях, Европейского парламента и Совета Европейского 

союза от 22 сентября 2010 г.) с последующей энуклеацией 

обоих глаз. 

Методология экспериментов. Выделено 4 группы жи-

вотных для изучения моделей репарации при каждом виде 

травмы (химическая и механическая) в зависимости от ме-

тода введения и препарата. Первая группа (7 глаз, 12,5%) — 

инстилляции ПЭГ-субтилизина, 2-я группа (7 глаз, 

12,5%) — инстилляции ПЭГ-гиалуронидазы, 3-я группа 

(7 глаз, 12,5%) — субконъюнктивальное введение (0,1 мл) 

ПЭГ-субтилизина, 4-я группа (7 глаз, 12,5%) — субконъ-

юнктивальное введение (0,1 мл) ПЭГ-гиалуронидазы. 

В каждой группе правый глаз животного был исследуемым, 

а левый глаз использовался как контроль, где применялся 

0,9% раствор NaCl в виде инстилляций или в виде суб-

конъюнктивальных инъекций.

Химическую травму роговицы моделировали по ме-

тоду J. Obenberger [15]. В экспериментах использовали диск 

фильтро вальной бумаги диаметром 8 мм, пропитанный 

2,5% раствором гидроксида натрия (NaOH), который по-

средством аппликации наносился на роговицу кролика. 

Время экспозиции составляло 5 с, после чего конъюнкти-

вальная полость промывалась физиологическим раствором 

(0,9% NaCl). Все эксперименты проводили в условиях ком-

бинированной анестезии телазолом 0,5 мг/кг, ксилазином 

2 мг/кг внутримышечно и местной анестезии 0,4% раствором 

оксибупрокаина гидрохлорида. Изучение действия пре-

паратов проводилось через 4 ч после травмы. Инстилляции 

на поверхность роговицы по 0,1 мл выполнялись 8-кратно 

с интервалом 2 ч, субконъюнктивальная инъекция 0,1 мл 

препарата выполнялась однократно.  Механическую травму 

производили по методу С. Hanna и соавт. [16]. При помощи 

вакуумного регулируемого трепана Оne Мoria (Франция) 

(диаметр поршня — 8 мм) посредством его легкого прижатия 

к роговице наносили метку, окрашенную 0,1% раствором 

флюоресцеина натрия. В пределах метки лезвием проводили 

деэпителизацию роговицы до боуменовой мембраны. Дефект 

эпителия повторно окрашивали раствором флюоресцеина 

для четкой визуализации формы и размера эрозии рогови-

цы. Манипуляции выполнялись под контролем непрямого 

бинокулярного налобного офтальмоскопа Heine Omega 100 

(Германия). Дизайном эксперимента предусматривалось 

фиксирование летальных исходов и случаев полного пов-

реждения глаза. При перфорации глазного яблока площадь 

раны роговицы не измеряли. Через 24 ч после нанесения 

травмы оценивали состояние роговицы: 1) площадь деэпи-

телизированной поверхности роговицы (после инстилля-

ции 1% раствора флюоресцеина натрия); 2) прозрачность 

роговицы в оптической зоне согласно 10-балльной шкале 

Войно-Ясенецкого: 1–2 балла — прозрачная, 3 балла — почти 

прозрачная, 4–5 балла — полупрозрачная, 6–10 баллов — 

мутная [17].

После энуклеации глаза выполнялось гистологическое 

исследование. Полученный биоматериал фиксировали в 

10% нейтральном растворе формалина, на ротационном 

микроскопе изготавливали срезы толщиной до 5 мкм 

и окрашивали их гематоксилином и эозином по стандарт-

ной методике. При гистологическом исследовании оцени-

вали состояние эпителиального слоя роговицы, структуру 

коллагеновых волокон, наличие инфильтрации роговицы 

воспалительными клетками.

Для оценки изменения площади раны применен 

метод подсчета в программе Adobe Photoshop CC 2019 с 

помощью функций Histogram и Lasso Tool с использова-

нием фотокамеры Sony 65 c объективом 18-55 SAM (Sony, 
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Химическая травма роговицы. Динамика площади 

химической раны роговицы представлена в таблице 1. 

По результатам дисперсионного анализа повторных из-

мерений выявлены различия площади роговицы между 

группами исследования (BSE-G: F = 126,04, p < 0,001), 

внутри групп (WSE-F: F = 3544,74, p < 0,001), а также в 

зависимости от принадлежности к подгруппе (WSE-FG: 

F = 148,84, p < 0,001). На этапе анализа результатов экс-

периментального исследования выявлены различия пло-

щади раны роговицы между подгруппами (df = 7 H = 37,61 

p < 0,0001).

Анализ результатов исследования не выявил по-

ложительного репаративного действия инстилляции 

ПЭГ-субтилизина, зарегистрировано увеличение площа-

ди дефекта роговицы в среднем на 11,63 мм2 от исходной 

площади повреждения (наибольший размер составил 

63,63 мм2) (p = 0,0006). Применение ПЭГ-гиалуронидазы в 

виде инстилляций сопровождалось уменьшением площади 

раневой поверхности в среднем на 36,6 мм2 (72,85%), что 

статистически значимо отличалось от показателей  конт-

рольной группы (уменьшение на 29 мм2 (57,8%). Средняя 

площадь повреждения была достоверно меньше и составила 

13,65 мм2 (p < 0,0001). При субконъюнктивальном введе-

нии ПЭГ-субтилизина площадь дефекта уменьшилась на 

27,42 мм2 (54,55%), что было сопоставимо с контрольной 

группой (55,4%). Субконъюнктивальное введение ПЭГ-

гиалуронидазы сопровождалось результатом, аналогичным 

инстилляционному применению препарата: сокращением 

дефекта раневой поверхности на 36,08 мм2 (71,8%, 54,5% 

в контрольной группе p < 0,0001). Полученные результаты 

свидетельствуют об отсутствии преимуществ субконъ-

юнктивального введения и биодоступности препарата при 

инстилляционном воздействии. Наименьшая площадь 

раны роговицы на этапе 2 была в группах с введением ПЭГ-

гиалуронидазы (рис. 1, табл. 1).

Более высокие показатели прозрачности рогови-

цы в оптической зоне отмечены при применении ПЭГ-

гиалуронидазы во 2-й и 4-й группах — 4 балла [3; 5], при  

использовании ПЭГ-субтилизина — в 1-й и 3-й группах — 

6 баллов [5; 7].

При гистологическом исследовании как при при-

менении ПЭГ-гиалуронидазы, так и ПЭГ-субтилизина 

выявлена воспалительная реакция различной степени выра-

женности. При аппликации ПЭГ-субтилизина наблюдался 

выраженный отек, диффузная клеточная инфильтрация, 

а также дезорганизация коллагеновых волокон в строме 

роговицы (рис. 2, А). При форсированных инстилляциях 

ПЭГ-гилуронидазы признаки воспалительной реакции 

были значительно менее выраженны: клеточная инфильт-

рация представлена единичными воспалительными клет-

ками, архитектоника коллагеновых волокон практически 

не нарушена.

При субконъюнктивальном введении исследуемых 

препаратов у всех животных выявлены сходные признаки 

экссудативного воспаления в виде отека, диффузно-очаговой 

воспалительной инфильтрации клеточных структур. В пре-

паратах роговиц при субконъюнктивальном введении ПЭГ-

субтилизина наблюдалась избыточная инфильтрация и отек 

всех слоев, преимущественно стромы, в одном из препаратов 

выявлен участок изъязвления роговицы с диффузной лим-

фо-плазмоцитарной инфильтрацией с массивной имбиби-

цией эозинофилами (рис. 2, Б). При субконъюнктивальном 

применении ПЭГ-гиалуронидазы выявлены аналогичные 

изменения меньшей степени выраженности.  

Механическая травма роговицы. По результатам дис-

персионного анализа повторных измерений выявлены 

Рис. 1. A — окраска дефекта роговицы 1% раствором флюоресцеина сразу после нанесения химической травмы. Б — перфорация рого-
вицы через сутки после травмы при инстилляции ПЭГ-субтилизина. В — дефект роговицы через сутки после травмы при инстилляции 
ПЭГ-гиалуронидазы. Г — дефект роговицы через сутки после травмы при инстилляции 0,9% раствора NaCl. Д — окраска дефекта ро-
говицы 1% раствором флюоресцеина сразу после нанесения химической травмы. Е — дефект роговицы через сутки после травмы при 
субконъюнктивальной инъекции ПЭГ-субтилизина. Ж — дефект роговицы через сутки после травмы при субконъюнктивальной инъекции 
ПЭГ-гиалуронидазы. З — дефект роговицы через сутки после травмы при субконъюнктивальной инъекции 0,9% раствора NaCl
Fig. 1. A — staining of a corneal defect with 1% fluorescein solution immediately after chemical trauma. Б — perforation of the cornea 1 day after 
injury in the case of instillation of PEG-subtilisin. В — corneal defect 1 day after injury in the case of instillation of PEG-hyaluronidase. Г — corneal 
defect 1 day after injury in the case of instillation of a 0.9% NaCl solution. Д — staining of the corneal defect with 1% fluorescein solution immediately 
after chemical trauma. Е — corneal defect 1 day after injury in the case of subconjunctival injection of PEG-subtilisin. Ж — corneal defect 1 day after 
injury in the case of subconjunctival injection of PEG-hyaluronidase. З — corneal defect 1 day after injury in the case of subconjunctival injection 
of 0.9% NaCl solution
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Таблица 2. Площадь зоны механического повреждения роговицы на этапах исследования
Table 2. Area of corneal mechanical injury zone at the stages of the study

Группа 
Group

Площадь раны роговицы, мм2

Corneal wound area, mm2

этап 1
stage 1

этап 2
stage 2

1 Правый глаз — инстилляции ПЭГ-субтилизина; этап 1: n = 7, этап 2: n = 6
Right eye — instillations of PEG-subtilisin; stage 1: n = 7, stage 2: n = 6

50,264 мм2 ~ 53,63 мм2 
(min 52,42, max 55,03)

2 Левый глаз — инстилляции 0,9% NaCl; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Left eye — 0.9% NaCl instillation; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 23,02 мм2 
(min 20,38, max 25,51)

3 Правый глаз — инстилляции ПЭГ-гиалуронидазы; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Right eye — PEG hyaluronidase instillation; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 14,23 мм2 
(min 12,01, max 16,89)

4 Левый глаз — инстилляции 0,9% NaCl; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Left eye — 0.9% NaCl instillation; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 23,61 мм2 
(min 20,38, max 25,52)

5 Правый глаз — субконъюнктивальное введение ПЭГ-субтилизина; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Right eye — PEG-subtilisin subconjunctival injection; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 28,76 мм2 
(min 24,12, max 31,93)

6 Левый глаз — субконъюнктивальное введение 0,9% NaCl; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Left eye — 0.9% NaCl subconjunctival injection; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 21,22 мм2 
(min 19,5, max 22,3)

7 Правый глаз — субконъюнктивальное введение ПЭГ-гиалуронидазы; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Right eye — PEG-hyaluronidase subconjunctival injection; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 14,71 мм2 
(min 13,67, max 16,63)

8 Левый глаз — субконъюнктивальное введение 0,9% NaCl; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Left eye — 0.9% NaCl subconjunctival injection; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 21,33 мм2 
(min 19,5, max 22,31)

Таблица 1. Площадь зоны химического повреждения роговицы на этапах исследования
Table 1. Area of cornea chemical injury at the stages of the study

Группа 
Group

Площадь раны роговицы, мм2

Corneal wound area, mm2

этап 1
stage 1

этап 2
stage 2

1 Правый глаз — инстилляции ПЭГ-субтилизина; этап 1: n = 7, этап 2: n = 6
Right eye — PEG-subtilisin instillation; stage 1: n = 7, stage 2: n = 6

50,264 мм2 ~ 61,9 мм2 
(min 59,69, max 63,63)

2 Левый глаз — инстилляции 0,9% NaCl; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Left eye — instillation 0.9% NaCl; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 22,7 мм2

 (min 21,03, max 24,04)

3 Правый глаз — инстилляции ПЭГ-гиалуронидазы; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Right Eye — PEG hyaluronidase instillation; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 13,65 мм2 
(min 11,9, max 15,89)

4 Левый глаз — инстилляции 0,9% NaCl; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Left eye — 0.9% NaCl instillation; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 21,21 мм2 
(min 18,76, max 24,04)

5 Правый глаз — субконъюнктивальное введение ПЭГ-субтилизина; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Right eye — subconjunctival PEG-subtilisin injection; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 22,84 мм2 
(min 19,46, max 25,6)

6 Левый глаз — субконъюнктивальное введение 0,9% NaCl; этап 1: n = 7, этап, 2: n = 7
Left eye — 0.9% NaCl subconjunctival injection; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 22,38 мм2 
(min 20,8, max 24,07)

7 Правый глаз — субконъюнктивальное введение ПЭГ-гиалуронидазы; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Right eye — PEG-hyaluronidase subconjunctival injection; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 14,18 мм2 
(min 12,72, max 14,93)

8 Левый глаз — субконъюнктивальное введение 0,9% NaCl; этап 1: n = 7, этап 2: n = 7
Left eye — 0.9% NaCl subconjunctival injection; stage 1: n = 7, stage 2: n = 7

50,264 мм2 ~ 22,85 мм2 
(min 19,06, max 24,08)

Примечание. Здесь и в таблице 2: n — количество животных.
Note. Here and in the table 2: n — number of animals.

Рис. 2. А — аппликации ПЭГ-субтилизина (выраженный отек, 
диффузная клеточная инфильтрация, а также дезорганизация 
коллагеновых волокон в строме). Б — субконъюнктивальное при-
менение ПЭГ-субтилизина (изъязвление роговицы, диффузная 
воспалительная инфильтрация)
Fig. 2. A — applications of PEG-subtilisin (severe edema, diffuse cellular 
infiltration, as well as disorganization of collagen fibers in the stroma). 
Б — subconjunctival application of PEG-subtilisin (corneal ulceration, 
diffuse inflammatory infiltration)А Б
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различия в площади раны роговицы между группами ис-

следования (BSE-G: F = 126,04, p < 0,001), внутри групп 

(WSE-F: F = 3544,74, p < 0,001), а также  в зависимости 

от принадлежности к подгруппе (WSE-FG: F = 148,84, 

p < 0,001). На этапе анализа результатов эксперименталь-

ного исследования выявлены различия в площади раны 

роговицы между подгруппами (df = 7, H = 37,61, p < 0,0001).

Динамика площади механической раны роговицы 

представлена в таблице 2. Результаты проведенного экспери-

мента подтвердили негативное влияние на регенераторный 

потенциал как инстилляций ПЭГ-субтилизина — площадь 

раны увеличилась и составила в среднем 53,63 мм2 (p = 0,014), 

был зарегистрирован один случай перфорации роговицы, 

так и при субконъюнктивальном введении — несмотря на 

сокращение площади до 28,76 мм2, ее значение статисти-

чески достоверно превышало значение контрольной группы 

21,22 мм2 (p < 0,0001). При аппликации ПЭГ-гиалуронидазы 

аналогично химической травме зарегистрировано достовер-

ное уменьшение площади раны на 36 мм2 (71,56%, 53,02% 

в контрольной группе), и в среднем она составила 14,23 мм2 

(в группе контроля — 23,61 мм2), p < 0,0001). Субконъюнкти-

вальное применение характеризовалось значимой положи-

тельной динамикой (уменьшением площади на 70,3% — до 

14,71 мм2 (p < 0,0001)). Динамика площади раны роговицы 

после химической травмы представлена на рисунке 3.

Изучение прозрачности роговицы показало сходную 

с химической травмой динамику: при использовании ПЭГ-

субтилизина прозрачность соответствовала в 1-й и 3-й груп-

пах 5 баллам [4; 6], а при применении ПЭГ-гиалуронидазы 

во 2-й и 4-й группах — 4 баллам [3; 5].

При гистологическом исследовании роговицы как при 

инстилляции ПЭГ-субтилизина, так и при его субконъюнк-

тивальном введении обнаружена выраженная воспалитель-

ная клеточная инфильтрация в поврежденной части рогови-

цы. В области инфильтрата определялось значительное ко-

личество лимфоцитов, плазмоцитов, небольшое количество 

эозинофилов и нейтрофилов (рис. 4, А). При применении 

ПЭГ-гиалуронидазы независимо от способа применения 

локальная воспалительная реакция была менее выражен-

на, характеризовалась отеком и инфильтрацией стромы и 

эпителия, наличием единичных лимфоцитов, плазмоцитов 

и эозинофилов, без изменения структуры коллагеновых 

волокон. Десцеметова мембрана и эндотелиальный слой 

Рис. 3. A — окраска дефекта роговицы 1% раствором флюоресцеина сразу после нанесения механической травмы. Б — перфорация 
роговицы через сутки после травмы при инстилляции ПЭ-субтилизина. В — дефект роговицы через сутки после травмы при инстилляции 
ПЭГ-гиалуронидазы. Г — дефект роговицы через сутки после травмы при инстилляции 0,9% раствора NaCl. Д — окраска дефекта рого-
вицы 1% раствором флюоресцеина сразу после нанесения механической травмы. Е — дефект роговицы через сутки после травмы при 
субконъюнктивальной инъекции ПЭГ-субтилизина. Ж — дефект роговицы через сутки после травмы при субконъюнктивальной инъекции 
ПЭГ-гиалуронидазы. З — дефект роговицы через сутки после травмы при субконъюнктивальной инъекции 0,9% раствора NaCl
Fig. 3. A — staining of the corneal defect with a 1 % fluorescein solution immediately after mechanical trauma. Б — perforation of the cornea 
1 day after injury in the case of instillation of PEG-subtilisin. В — corneal defect 1 day after injury in the case of instillation of PEG-hyaluronidase. 
Г — corneal defect 1 day after injury in the case of instillation of a 0.9 % NaCl solution. Д — staining of the corneal defect with a 1 % fluorescein 
solution immediately after mechanical trauma. Е — corneal defect 1 day post-injury in the case of subconjunctival injection of PEG-subtilisin. Ж — 
corneal defect 1 day post-injury in the case of subconjunctival injection of PEG-hyaluronidase. З — corneal defect 1 day post-injury in the case of 
subconjunctival injection of 0.9 % NaCl solution

А Б В Г

Д Е Ж З

Рис. 4. А — препарат роговицы при аппликации ПЭГ-субтилизина 
(изъязвление эпителия, диффузная воспалительная инфильтрация). 
Б — препарат роговицы при аппликации ПЭГ-гиалуронидазы (отек 
и инфильтрация стромы роговицы)
Fig. 4. A — corneal preparation in the case of application of PEG-
subtilisin (epithelial ulceration, diffuse inflammatory infiltration). Б — 
corneal preparation in the case of application of PEG-hyaluronidase 
(swelling and infiltration of the corneal stroma)

А Б
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оставались интактными и прослеживались неизменными на 

всем протяжении роговицы (рис. 4, Б).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Экспериментальное изучение фармакологического 

воздействия ПЭГ-гиалуронидазы показало ее положительное 

влияние на активность регенеративных процессов в области 

раневого повреждения при химическом и механическом 

воздействии. Применение в виде инстилляций характери-

зовалось сходным с субконъюнктивальным введением по-

ложительным эффектом — уменьшением площади раневого 

дефекта и минимальной выраженностью воспалительной 

реакции, что может свидетельствовать о биодоступности 

данной формы препарата. Отсутствие положительного 

репаративного эффекта ПЭГ-субтилизина, зарегистриро-

ванное увеличение площади раневого повреждения, случаи 

перфорации из-за высокой фибринолитической активнос-

ти, генерирующей избыточный гидролиз поврежденных 

белковых структур, являются противопоказаниями к его ис-

пользованию. Анализ степени прозрачности роговицы также 

показал преимущество использования ПЭГ-гиалуронидазы. 

Необходимо проведение дальнейших исследований для 

изучения регенераторного потенциала препаратов иммоби-

лизированных ферментов, учитывая их высокую противо-

воспалительную, иммуномодулирующую, регенеративную и 

антифибротическую активность, возможность воздействия 

на сложный патофизиологический каскад деструктивных 

процессов и минимизацию процесса рубцевания, которое 

ведет к необратимому снижению зрительных функций.
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