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РЕЗЮМЕ 

Цель: экспериментально обосновать применение эксимерного лазера при формировании ультратонкого трансплантата для задней 
послойной кератопластики. Материал и методы. Методом атомно-силовой микроскопии исследовали 10 образцов трансплантата. 
Контрольная группа — 5 роговичных лоскутов, полученных с помощью механического микрокератома. Основная группа — 5 рогович-
ных дисков, полученных тем же способом и подвергнутых дальнейшей фотоабляции поверхности с помощью эксимерного лазера на 
глубину 50 мкм. Для количественной оценки состояния эндотелия использовали 10 донорских роговиц (5 пар) с жизнеспособным 
эндотелием, законсервированных в среде Борзенка — Мороз. Изучены 2 группы по 5 роговиц в каждой. Основная группа — ультра-
тонкие трансплантаты, полученные методом последовательного применения механического микрокератома и эксимерного лазера. 
Контрольная группа (из парных глаз тех же доноров) — ультратонкие трансплантаты, подготовленные по методике двух срезов 
микрокератомом. Распознавание живых и мертвых эндотелиоцитов проводили с помощью «витальных» флуоресцентных красите-
лей Calcein Violet 450 и Propidium Iodide. Результаты. Параметр RMS (значение среднеквадратичной шероховатости поверхности) 
трансплантата, изготовленного с применением эксимерного лазера, составил 24,17 ± 12,4 мкм, с помощью микрокератома — 
22,3 ± 18,3 мкм. Статистический анализ не выявил достоверных различий между значениями RMS в указанных группах (p > 0,05). 
Процент гибели эндотелиальных клеток (ЭК) при последовательном использовании микрокератома и эксимерного лазера составил 
10,35 ± 5,84 %. Гибель ЭК в контрольной группе, в которой ультратонкий трансплантат получали при помощи двух резов микро-
кератомом, была равна 8,06 ± 1,31 % (p > 0,05). Выводы. Исследование продемонстрировало, что поверхность, подготовленная 
с применением эксимерного лазера, сопоставима по шероховатости (RMS) с таковой, полученной с помощью микрокератома, что 
говорит о высоких оптических качествах трансплантата. Потеря ЭК на ультратонких трансплантатах, заготовленных с применением 
эксимерного лазера, была сопоставима с таковой на трансплантатах, заготовленных с помощью микрокератома. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о возможности применения трансплантатов нового типа для задней послойной кератопластики.

Ключевые слова: трансплантация эндотелия, эксимерный лазер, ультратонкий трансплантат, задняя послойная керато-
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ВВЕДЕНИЕ

Задняя послойная кератопластика (ЗПК)  — относи‑
тельно новая хирургическая техника, при которой паци‑
ентам с недостаточностью заднего эпителия роговицы 
различного генеза пересаживают донорский эндотелий. 
ЗПК имеет ряд преимуществ перед сквозной кератопла‑
стикой (СКП) [1].

Многочисленные преимущества ЗПК перед СКП 
включают: отсутствие осложнений, связанных с опера‑
цией по типу «открытое небо» и с наложением швов, 
лучшие рефракционные результаты и более быструю ре‑
абилитацию [2].

Наряду с достоинствами, которыми обладает методи‑
ка ЗПК, не всегда удается добиться высоких показателей 
остроты зрения, что связано с наличием субэпителиаль‑
ных и стромальных изменений, плохо предсказуемой 

толщиной и неравномерностью трансплантата, индуци‑
рованным астигматизмом, гиперметропическим сдви‑
гом рефракции [3].

Потребность в высоком качестве поверхности транс‑
плантата и расширение навыков работы с более тонкими 
тканями объясняют продолжающийся поиск надежных 
методов заготовки трансплантата для ЗПК.

В настоящее время трансплантат, состоящий из зад‑
ней стромы роговицы, десцеметовой мембраны и эндоте‑
лия, изготавливается с помощью различных методик с ис‑
пользованием микрокератома, фемтосекундного лазера, 
эксимерного лазера или комбинации этих устройств [4].

Ранее было показано, что при заготовке трансплан‑
тата с применением фемтосекундного лазера с эндоте‑
лиальной стороны ключевым моментом является ве‑
личина применяемой энергии. Были получены данные, 

ABSTRACT

Purpose. To rationale experimentally the use of an excimer laser for forming an ultrathin transplant for posterior lamellar kerato-
plasty. Materials and methods. Atomic force microscopy was used for examination of 10 samples. Control group was 5 corneal 
flaps obtained by mechanical microkeratome (Moria SLK-2, France). Main group — 5 corneal flaps, obtained by microkeratome and 
underwent photoablation by “Microscan 500” (Optosystems, Troick, RF) excimer laser at 50 um depth. For quantification of endothelial 
loss 10 donor corneas (5 pairs) with viable endothelium, preserved in Borzenok—Moroz media, were used. Two groups were formed: 
main — 5 ultrathin transplants obtained by consistent application of microkeratome and excimer laser, control (from the paired eyes of 
same donors) — ultrathin transplants prepared by two cuts of microkeratome. Detection of live and dead endothelial cells (EC) was pro-
vided by Calcein Violet 450 and Propidium Iodide “vital” fluorescent dyes. Nonparametric Mann—Whitney test was used for statistical 
analysis. Coefficient of reliability (p < 0.05) was considered to be significant. Results. RMS (roughnessmean square) of the transplant, 
prepared by excimer laser was — 24.17 ± 12.4 um, and RMS of the transplant prepared by microkeratome — 22.3 ± 18.3 um. 
Statistical analysis did not reveal significant differences in RMS values in the mentioned groups (p > 0.05). EC death in excimer laser 
group was 10.35 ± 5.84 %. EC death in microkeratome group — 8.06 ± 1.31 %. No statistically reliable difference of EC death 
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согласно которым при использовании энергии импульса, 
равной 1,0 мкДж, имелись минимальные складки и не‑
ровности поверхности, а при энергии импульса в диапа‑
зоне 1,0–1,4 мкДж происходило увеличение неровности 
поверхности, образование кавитационных пузырьков, 
продольных параллельных углублений, отражающих, 
вероятно, траекторию лазерного луча при выполнении 
лазерной абляции ткани. Применение высокой энергии 
импульса, равной 1,8 мкДж, приводило к выраженным 
стромальным повреждениям. Таким образом, увеличе‑
ние энергии импульса вызывало реорганизацию слоев 
стромального коллагена и нарушение деликатной геоме‑
трии ткани роговицы с возможными негативными по‑
следствиями для проникновения светового луча [5].

Применение микрокератома также позволяет полу‑
чать ультратонкие трансплантаты, однако сложно точно 
предсказать его итоговую толщину, что может негативно 
отразиться на остроте зрения, кроме того, достаточно 
высок риск перфорации трансплантата [4].

Обращает на себя внимание факт, что эксимерный 
лазер дает возможность создавать трансплантаты пред‑
сказуемой толщины, при этом без значительного влия‑
ния на качество эндотелиального слоя [6].

Исследования показывают, что применение ком‑
бинированной фемтосекундной лазерной диссекции 
ламеллярной ткани с фотоабляцией поверхности с по‑
мощью эксимерного лазера позволяет получать рогович‑
ный трансплантат с более гладким высококачественным 
интерфейсом по сравнению с использованием механи‑
ческого микрокератома, двойного и однократного среза 
фемтосекундным лазером [6].

Последовательное применение механического ми‑
крокератома и эксимерного лазера является актуальной 
альтернативной методикой формирования ультратонко‑
го трансплантата для ЗПК без риска его перфорации.

Оценивая качество ультратонкого трансплантата, 
полученного тем или иным способом, важно учитывать 
не только равномерность поверхности среза, но и по‑
терю эндотелиальных клеток (ЭК). Помимо этого, лю‑
бое оперативное вмешательство влечет за собой допол‑
нительную потерю ЭК, поэтому их подсчет включают 
в каждое исследование для определения эффективности 
хирургической методики [7].

Окрашивание клеток заднего эпителия роговицы — 
это наиболее часто используемый метод, применяемый 
как для определения количества клеток, так и для оцен‑
ки их формы, размера и жизнеспособности, а также це‑
лостности эндотелиального слоя [8].

Цель исследования состояла в проведении экспе‑
риментального обоснования применения эксимерного 
лазера для формирования ультратонкого трансплантата 
для задней послойной кератопластики.

В задачи исследования входило методом атомно-си‑
ловой микроскопии (АСМ) оценить качество поверхно‑
сти ультратонкого трансплантата, изготовленного с при‑
менением эксимерного лазера, в сравнительном аспекте 

с «классической» методикой кератотомии для задней 
послойной кератопластики. С помощью витальных кра‑
сителей изучить потерю ЭК при получении ультратонко‑
го трансплантата с применением микрокератома и экс‑
имерного лазера в сравнительном аспекте с методикой 
двух срезов микрокератомом.
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Методом атомно-силовой микроскопии исследовали 
10 образцов. Контрольную группу составили 5 рогович‑
ных лоскутов, полученных в ходе формирования ультра‑
тонкого трансплантата для задней автоматизированной 
послойной кератопластики с помощью механического 
микрокератома (Moria SLK-2, Франция). Сканировали 
поверхность, конгруэнтную поверхности трансплантата. 
В основную группу было включено 5 роговичных дис‑
ков, полученных тем же способом и подвергнутых даль‑
нейшей фотоабляции поверхности с помощью эксимер‑
ного лазера «Микроскан 500» («Оптосистемы», Троицк, 
РФ) на глубину 50 мкм.

Образцы первой и второй групп помещали в 10  % 
формалин. Непосредственно перед исследованием их 
подвергали сушке в эксикаторе по стандартной методи‑
ке. Технические аспекты атомно-силовой микроскопии 
были следующими: атомно-силовой микроскоп Certus V 
(NanoScanTechnologies, Россия), образцы анализировали 
в контактном режиме в воздушной среде.

При микроскопии использовали зонды для кон‑
тактной атомно-силовой микроскопии MSCT-AUNM 
(Veeco, США) с жесткостью балки 0,01 Н/м и радиусом 
кривизны зонда 10 нм. Количественный морфометриче‑
ский анализ проводили с использованием штатного про‑
граммного обеспечения микроскопа.

Перед расчетом среднеквадратичной шерохова‑
тости поверхности (RMS) полученные изображения 
программными средствами распрямляли по осям х, y. 
При этом для каждого образца анализировали не менее 
5 изображений площадью по 400 мкм2 (20×20 мкм).

Для статистической обработки данных использова‑
ли штатное программное обеспечение микроскопа. Рас‑
четы статистической значимости различий проводили 
с использованием непараметрического критерия Ман‑
на — Уитни. Коэффициент достоверности р < 0,05 счи‑
тали значимым.

Для проведения эксперимента по оценке состояния 
ЭК использовали 10 донорских человеческих кадавер‑
ных корнеосклеральных дисков с жизнеспособным эн‑
дотелием, консервированных в среде Борзенка — Мороз. 
Сформировали 2 группы по 5 роговиц в каждой группе. 
В первую (основную) группу вошло 5 донорских рого‑
виц, из которых выкроили ультратонкие трансплантаты 
методом последовательного применения микрокератома 
и эксимерного лазера. Вторая (контрольная) группа со‑
стояла из 5 донорских роговиц, полученных от парных 
глаз тех же доноров, из которых сформировали уль‑
тратонкие трансплантаты при помощи «классической 
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методики», то есть благодаря двукратному использо‑
ванию механического кератома. Ультратонким счита‑
ли трансплантат, который обладал толщиной менее 
или равной 130 мкм в центральной зоне.

В первой группе донорский трансплантат, законсер‑
вированный в среде Борзенка  — Мороз, формировали 
по методике, состоящей из двух этапов. Первым этапом 
корнеосклеральный диск монтировали на искусственную 
переднюю камеру, подключенную к инфузионной системе, 
внутри которой создавали давление 60 см водн. ст., выпол‑
няли ОКТ пахиметрию, затем проводили один срез механи‑
ческим микрокератомом Moria SLK 2 с турбиной продоль‑
ного типа и головками калибра 400 или 450 мкм. Допустимо 
также выполнение двух срезов головкой 200  мкм. После 
этого выполнили повторную ОКТ пахиметрию в централь‑
ной и периферической зоне трансплантата. Второй этап 
представлял собой дозированную эксимерлазерную абля‑
цию с использованием эксимерного лазера «Микроскан» 
500 Гц. Глубину абляции в центральной и периферической 
зоне трансплантата вводили в программу «сложная ФТК»: 
от 30 до 150 мкм в центральной зоне и от 50 до 200 мкм — 
в периферической. Процесс абляции происходил одно‑
временно в центральной зоне и на периферии. Остаточная 
толщина трансплантата в центральной зоне программиро‑
валась равной 130 мкм. Итоговая толщина трансплантатов 
находилась в диапазоне от 120 до 130 мкм в центральной 
зоне. Не было зафиксировано ни одного случая отбраковки 
донорского материала.

После выполнения абляции пробойником (Barron, 
USA) выкраивали центральный роговичный диск диа‑
метром 8,0 мм и проводили оценку жизнеспособности 
клеток заднего эпителия.

Во вторую группу вошли трансплантаты, заготовлен‑
ные по методике двух срезов микрокератомом. Донор‑
ский трансплантат, законсервированный в среде Борзен‑
ка — Мороз, монтировали на искусственную переднюю 
камеру, подключенную к инфузионной системе, внутри 
которой создавали давление 50–60 см водн. ст. Выполня‑
ли ОКТ пахиметрию, затем проводили первый срез меха‑
ническим микрокератомом Moria SLK 2 с турбиной про‑
дольного типа и головкой калибра 300, 400 или 450 мкм, 
после этого выполняли повторную ОКТ пахиметрию. 
Далее проводили второй срез кератомом с головкой 200 
или 130 мкм. Ультратонким считали трансплантат тол‑
щиной в центре 130 мкм или менее, затем пробойником 
(Barron, USA) выкраивали центральный роговичный 
диск диаметром 8,0 мм и проводили оценку жизнеспо‑
собности клеток заднего эпителия.

Далее выполняли окрашивание эндотелия транс‑
плантата флуоресцентными красителями. Для окра‑
шивания клеток использовали Calcein Violet 450 AM 
ViabilityDye (Thermo Fisher Scientific, 65-0854-39) — мем‑
бранно-проницаемый краситель, окрашивающий живые 
клетки и клетки, находящиеся на ранней стадии апопто‑
за. При проникновении в клетку внутриклеточные эсте‑
разы расщепляют ацетоксиметильную сложноэфирную 

группу, в результате этого образуется мембранно-не‑
проницаемый флуоресцентный краситель Calcein Violet. 
Мертвые клетки с нарушенными клеточными мембра‑
нами не удерживают данный краситель. Мертвые клет‑
ки и клетки, находящиеся на поздней стадии апоптоза, 
визуализировали с помощью красителя Propidium Iodide 
(Sigma Aldrich, P4170)  — флуоресцентного красителя 
нуклеиновых кислот, окрашивающего ядра погибших 
клеток. Целостность мембраны живых клеток и клеток 
на ранней стадии апоптоза исключает их окрашивание 
данным маркером.

Для визуализации окрашивания использовали ин‑
вертированный микроскоп Leica DMIL HC (Leica, Гер‑
мания). Возбужденные метки красителя Calcein Violet 
в сочетании с синим фильтром придавали синюю окра‑
ску цитоплазме живых клеток и клеток на ранней стадии 
апоптоза. Возбужденные метки красителя Propidium Io‑
dide в сочетании с красным фильтром придавали крас‑
ную окраску ядрам мертвых клеток и клеток, находящих‑
ся на поздней стадии апоптоза. Выполняли по 5 снимков 
каждой роговицы: центральная зона и четыре квадранта 
на периферии (сверху от центра, снизу от центра, спра‑
ва и слева соответственно). Подсчет живых и мертвых 
клеток с полученных изображений проводили с приме‑
нением программы ImageJ. Затем рассчитывали процент 
мертвых клеток относительно их общего количества.

Расчеты статистической значимости различий про‑
водили с использованием непараметрического критерия 
Манна  — Уитни. Коэффициент достоверности р < 0,05 
считали значимым.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка поверхности среза методом атомно-сило-
вой микроскопии

Данные представлены в виде M ± σ, где М — среднее 
арифметическое, σ — стандартное отклонение.

В первой группе (рис. 1), в которой трансплантат 
был сформирован при помощи кератома и эксимерно‑
го лазера «Микроскан» 500 Гц, значение среднеквадра‑
тичной шероховатости поверхности (RMS) составило 
24,17  ± 12,4 мкм. Во второй группе (рис. 2), в которой 
глубокий роговичный лоскут был выкроен с помощью 
микрокератома (Moria SLK-2), значение RMS составило 
22,3  ± 18,3 мкм. Статистический анализ не выявил до‑
стоверных различий между значениями исследуемого 
параметра в указанных группах (p > 0,05).

Ранее был проведен анализ качества формируемой 
поверхности трансплантата методом сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ) среди четырех мето‑
дик: изолированного использования микрокератома, 
однократного среза фемтосекундным лазером, двукрат‑
ного среза фемтосекундным лазером, комбинации фем‑
тосекундного и эксимерного лазера. В итоге был сделан 
вывод о более гладкой поверхности трансплантата, вы‑
кроенной с применением комбинированного метода — 
с помощью фемтосекундного и эксимерного лазера [6].
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В другом исследовании при сравнении изолирован‑
ного использования кератома и комбинации кератома 
с эксимерным лазером в отношении гладкости поверх‑
ности трансплантата с применением метод СЭМ было 
сделано заключение о более высоком качестве поверхно‑
сти при применении комбинированной методики [11].

Наши данные, полученные с помощью атомно-силовой 
микроскопии, говорят о сопоставимом, но не превосходя‑
щем качестве поверхности трансплантата, сформирован‑
ного в опытной группе — при помощи кератома и эксимер‑
ного лазера, в сравнении с контрольной группой, в которой 
трансплантат формировали только при помощи кератома.

Потеря эндотелиальных клеток
В первой группе потеря ЭК (рис. 3А–В) при последова‑

тельном использовании механического микрокератома 
и эксимерного лазера составила в среднем 10,35 ± 5,84 %. 

Процент гибели ЭК во второй группе (рис. 4А–В), в кото‑
рой ультратонкий трансплантат изготавливался при по‑
мощи двух срезов микрокератома, был равен в среднем 
8,06  ± 1,31  %. При сравнении потери клеток в первой 
и второй группе статистически достоверных различий 
в гибели эндотелия не выявлено (p > 0,05).

Рис. 1. Изображение поверхности образца первой группы (кера-
том + эксимерный лазер), полученное методом атомно-силовой 
микроскопии

Fig. 1. Image sample surface of the first group (keratom + excimer 
laser) obtained by atomic force microscopy

Рис. 2. Изображение поверхности образца второй группы (кера-
том), полученное методом атомно-силовой микроскопии

Fig. 2. Image sample surface of the of the second group (keratom) 
obtained by atomic force microscopy

Рис. 3В. Эндотелий трансплантата, выкроенного при помощи 
механического кератома и эксимерного лазера, мертвые клетки 
окрашены красным (Propidium Iodide), увеличение ×10

Fig. 3В. Endothelium of graft cut with mechanical keratom and excimer 
laser, dead cells stained red (Propidium Iodide), magnification ×10

Рис. 3Б. Эндотелий трансплантата, выкроенного при помощи меха-
нического кератома и эксимерного лазера, живые клетки окрашены 
синим (Calcein Violet 450 AM), идентичный участок, увеличение ×10

Fig. 3Б. Endothelium of graft cut with mechanical keratom and ex-
cimer laser, live cells stained blue (Calcein Violet 450 AM), identical 
site, magnification ×10

Рис. 3А. Эндотелий трансплантата, выкроенного при помощи ме-
ханического кератома и эксимерного лазера, увеличение ×10

Fig. 3A. Endothelium of graft cut with mechanical keratom and 
excimer laser, magnification ×10
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Литературные данные свидетельствуют о том, 
что процент потери ЭК при получении ультратонко‑
го трансплантата при помощи только микрокератома 
варьирует от 3,7 [9] до 21  % [10]. В проведенном нами 
исследовании были получены сопоставимые данные. 
Представляют интерес и данные относительно потери 
эндотелиальных клеток при применении комбинирован‑
ной методики кератом + эксимерный лазер для формиро‑
вания трансплантата. Эти значения находятся в диапазо‑
не от 1,3 [11] до 3,7 % [12]. Полученные нами результаты 
несколько превышают указанный интервал значений, 

однако сопоставимы с показателями контрольной груп‑
пы и данными литературы [9, 10].
ВЫВОДЫ

Проведенное исследование продемонстрировало, 
что применение эксимерного лазера позволяет получить 
предсказуемый по толщине ультратонкий трансплантат 
с гладкой поверхностью, что свидетельствует о его высо‑
ких оптических свойствах. Потеря ЭК, ассоциированная 
с использованием эксимерного лазера и микрокератома, 
сравнима с таковой при «классической» микрокератом‑
ной технике, однако лазерная технология исключает риск 
перфорации трансплантата. Полученные результаты по‑
зволяют говорить о возможности безопасного и прогно‑
зируемого применения эксимерного лазера для заготов‑
ки ультратонкого трансплантата для задней послойной 
кератопластики и перспективности применения транс‑
плантатов такого типа в клинической практике.
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Рис. 4Б. Эндотелий трансплантата, выкроенного при помощи 
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синим (Calcein Violet 450 AM), увеличение ×10
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Рис. 4А. Эндотелий трансплантата, выкроенного при помощи 
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Fig. 4A. Endothelium of 2-section graft with mechanical keratom, 
magnification ×10
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