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РЕФЕРАТ

Цель. Сравнить переживаемость кератоцитов и клеток заднего 
эпителия (эндотелия) донорской роговицы человека в усовершен-
ствованной среде для хранения и оптимизации гидратации роговицы. 

Материал и методы. Использованы 2D-клеточные культуры ке-
ратоцитов и эндотелиальных клеток роговицы, культивированных в 
модифицированной консервационной среде в течение 14 и 7 сут. 
соответственно. Для подтверждения характерного фенотипа клеток 
проведено иммуноцитохимическое исследование к следующим мар-
керам: для кератоцитов – Люмикан, Кератокан и α-гладкомышечный 
актин; для эндотелиальных клеток – ZO-1 и Na/K-АТФаза. Для детек-
ции запуска апоптоза в клеточной культуре кератоцитов исследовали 
Цитохром С, BAX, а также Каспазы 3 и 8. Подтверждение жизнеспо-
собности клеточных культур после культивирования проводили с ис-
пользованием набора «Live and Dead». Морфологию эндотелиальных 
клеток изучали при помощи электронного сканирующего микроскопа. 

Результаты. 2D-культура кератоцитов, культивируемая в иссле-
дуемой среде, экспрессировала характерные маркеры: Люмикан, Ке-
ратокан и не экспрессировала α-гладкомышечный актин. Маркеров 
апоптоза в клеточной культуре кератоцитов спустя 14 сут. культивиро-
вания выявлено не было. При исследовании культуры эндотелия ро-
говицы, культивируемой в течение 7 сут., выявлена экспрессия ZO-1 и 
Na/K-АТФазы, а также сохранение характерной гексагональной мор-
фологии клеток по данным электронной микроскопии. 

Заключение. Усовершенствованная среда для консервации ро-
говицы обеспечивает сохранение уникального фенотипа кератоци-
тов, а также оказывает незначительное влияние на пролиферативную 
активность данных клеток в течение 14 суток. Среда сохраняет жиз-
неспособность и функциональную активность эндотелия роговицы 
как минимум до 7 суток культивирования.

Ключевые слова: клеточная культура, эндотелий роговицы, ке-
ратоциты, задний послойный трансплантат роговицы, среда для 
хранения роговицы 

 

ABSTRACT

Survival of the posterior lamellar cornea graft keratocytes and endothelial cells cultivated in the modified 
corneal preservation media 
S.A. Borzenok, B.E. Malyugin, D.S. Ostrovskiy, A.K. Ahmedov, Kh.D. Tonaeva, Yu.A. Komakh, M.K. Khubetsova 
Fyodorov Eye Microsurger y  Federal  State   Inst i tut ion ,  Moscow

Purpose. To study the survival of keratocytes and endothelial cells of 
a human donor cornea storage in the standard and the new media which 
was specifically designed for optimized cornea hydration.

Material and methods. 2D cell cultures of keratocytes and 
endothelial cells obtained from the Eye tissue bank were used for culture 
in improved storage media over a period of 14 and 7 days subsequently. 
To confirm phenotype characteristics, the cells were stained by the 
following markers: for keratocytes – Lumikan, Keratocan, and α-smooth 
muscle actin; for endothelial cells – ZO-1 and Na/K-ATPase. The onset of 

apoptosis in cell culture of keratocytes were detected with Cytochrome C, 
BAX, and Caspase 3 and 8. Viability of cell cultures after the cultivation 
was carried out using a commercial set of «Live and Dead». Morphology of 
the endothelial cells was assessed using an electron scanning microscope. 

Results. It was shown that the 2D keratocyte culture cultured in the 
improved storage media expressed specific markers: Lumican, Keratocan, 
and did not express α-smooth muscle actin. There were no markers of 
apoptosis in the cell culture of keratocytes after 14 days of cultivation. 
Corneal endothelium cultured in the improved storage media expresses 
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Начиная примерно с 2000 г. в 
клиническую практику на-
чинает активно внедряться 

техника эндотелиальной кератопла-
стики, используемая для послойной 
замены пораженных задних слоев 
роговицы [1]. К настоящему време-
ни предложено несколько модифи-
каций эндотелиальной кератопла-
стики, одна из которых – задняя ав-
томатизированная послойная кера-
топластика (ЗАПК или DSAEK), полу-
чила наибольшее распространение 
в клинике для лечения больных с па-
тологией эндотелия роговицы раз-
личного генеза [2–4]. Значительное 
количество усилий исследователей 
было направлено на разработку и 
внедрение технологий получения 
ультратонкого (менее 120–130 мкм) 
трансплантата как обеспечивающе-
го более высокие зрительные функ-
ции по сравнению со стандартными 
трансплантатами, имеющими боль-
шую толщину. 

Известен факт посмертной ги-
пергидратации донорских роговиц, 
находящихся в стандартных консер-
вационных средах, что не позволя-
ет получать оптимальную толщину 
трансплантата с использованием 
техники одинарного прохода ми-
крокератома. Однако до настояще-
го времени как в России, так и за ру-
бежом отсутствуют консервацион-
ные среды, обеспечивающие опти-
мальную степень содержания вла-
ги в донорской роговице. В связи с 
этим нами разработана оригиналь-
ная рецептура среды, служащая для 
дегидратации донорских роговиц на 
этапе консервации [5]. В ранее про-
веденных исследованиях установ-
лен факт более оптимальной гидра-

тации трупной донорской рогови-
цы, хранившейся в предложенной 
среде [6]. Однако вопросы пережи-
ваемости кератоцитов и клеток за-
днего эпителия роговицы, консер-
вированной в данной среде, ранее 
не изучались. 

ЦЕЛЬ

Сравнить переживаемость кера-
тоцитов и клеток заднего эпителия 
(эндотелия) донорской роговицы 
человека в усовершенствованной 
среде для её оптимальной гидрата-
ции перед выкраиванием ультра-
тонкого заднего послойного транс-
плантата методом одинарного про-
хода микрокератома.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

 Получение клеточных культур 
2D-культура кератоцитов
Культура кератоцитов получена 

из Глазного тканевого банка ФГАУ 
«НМИЦ «МНТК «Микрохирургия гла-
за» им. акад. С.Н. Федорова» Минз-
драва России. 

Культивирование кератоцитов 
проводили в двух опытных группах: 
контрольная группа – культивиро-
вание в стандартной культуральной 
бессывороточной среде (DMEM/F12 
(«Sigma Aldrich», США), Фактор роста 
фибробластов – 10 нг/мл («ПанЭ-
ко», Россия), эпителиальный фак-
тор роста – 5 нг/мл («ПанЭко», Рос-
сия), L-аскорбиновая кислота – 10 
нг/мл («Sigma aldrich», США), 1% рас-
твор антибиотиков («Thermofisher 
scientific», США), L-глутамин – 2 мМ 
(«Thermofisher scientific», США)). В 
экспериментальной группе исполь-
зовали оригинальную среду для 

консервации заднего послойного 
трансплантата донорской роговицы 
[5]. Для изучения воздействия на ке-
ратоциты использовали 2D-клеточ-
ную культуру 3 пассажа. Посевная 
концентрация кератоцитов соста-
вила 4,2·104 клеток в 1 мл, культиви-
рование проводили в чашках Петри 
60 мм (SPL, Южная Корея), при стан-
дартных условиях (37 °С, 5% СО2), 
срок культивирования – 14 сут., сме-
на среды каждые 3 сут. 

Эндотелий роговицы
Для изучения переживаемости 

эндотелия роговицы в культураль-
ных растворах использовали 5 пар 
корнеосклеральных дисков из Глаз-
ного тканевого банка ФГАУ «НМИЦ 
«МНТК «Микрохирургия глаза» им. 
акад. С.Н. Федорова» Минздрава Рос-
сии. Средний возраст доноров со-
ставил 43±7 лет, время от момента 
смерти до начала эксперимента не 
превышало 18 ч. 

Полученные корнеосклеральные 
диски очищали от переднего эпи-
телия, используя офтальмологиче-
ский скарификатор. Далее диски 
переносили в культуральные фла-
коны, с добавлением 15 мл пита-
тельной среды: контрольная груп-
па – DMEM/F12 («Sigma aldrich», 
США), фетальная бычья сыворот-
ка – 2% («Thermofisher scientific», 
США), раствор антибиотиков – 1% 
(«Thermofisher scientific», США), 
L-глутамин – 2 мМ («Thermofisher 
scientific», США); экспериментальная 
группа – оригинальная среда. Куль-
тивирование проводили при стан-

ZO-1, Na/K-ATPase and presented hexagonal cell shape morphology 
according to electron microscopy. 

Conclusion. The improved storage media allow to preserve the 
unique phenotype of keratocytes, with a slight decrease in proliferative 

cells activity during 14 days. The media maintain a viable and functional 
corneal endothelium for at least seven days of cultivation.

Key words: cell  culture;  corneal  endothelium;  keratocyte;  posterior 
lamellar graft, corneal storage media 
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дартных условиях (37 °С, 5% СО2), 
срок культивирования составил 7 
сут., смена среды каждые 3 сут. 

 Иммуноцитологическое 
исследование клеточных 
культур
Для подтверждения клеточного 

фенотипа кератоцитов и эндотелия 
роговицы проводили иммуноцито-
химический анализ: для кератоцитов 
изучали специфические маркеры – 
Кератокан (sc-66941; «Santa Cruz», 
США), Люмикан (ab-168348; «Abcam», 
Великобритания), для эндотелия ро-
говицы – ZO-1 (ab-221546; «Abcam», 
Великобритания) и Na/K АТФазу (sc-
48345; «Santa Cruz», США). Кроме того, 
оценивали экспрессию α-гладкомы-
шечного актина (ab-7817; «Abcam», 
Великобритания), данный маркер яв-
ляется неспецифичным для керато-
цитов, но его обнаружение в культу-
ре свидетельствует о переходе кера-
тоцитов в миофибробласты. Также в 
2D-культуре кератоцитов оценивали 
апоптоз: для определения активации 
каспазного пути апоптоза изучали 
Каспазы 3 (ab-44976; «Abcam», Вели-
кобритания) и 8 (ab-32397; «Abcam», 
Великобритания), для активации 
митохондриального пути апопто-
за изучали Цитохром С (ab-110325; 
«Abcam», Великобритания) и BAX (ab-
81083; «Abcam», Великобритания). 

Спустя 14 сут. культивирования 
кератоцитов и 7 сут. культивиро-
вания корнеосклеральных дисков 
проводили их фиксацию в 10% ней-
тральном формалине (pH=7,0) в те-
чение 15 мин при комнатной темпе-
ратуре, после чего трехкратно отмы-
вали в растворе PBS («ПанЭко», Рос-
сия). Далее 2D-культуру кератоцитов 
и корнеосклеральные диски обраба-
тывали 0,25% раствором Triton X-100 
(«Thermofisher scientific», США) в те-
чение 20 мин при комнатной тем-
пературе, с последующим трехкрат-
ным промыванием PBS. Инкубирова-
ние с первичными антителами про-
водили в течение 60 мин в темноте 
при комнатной температуре с по-
следующим трехкратным промыва-
нием PBS. Затем проводили инкуби-
рование с вторичными антителами 

Alexa Fluor 488 (ab150113; «Abcam», 
Великобритания) и Alexa Fluor 594 
(ab 150080; «Abcam», Великобри-
тания) в течение 60 мин в темноте 
при комнатной температуре. Ядра 
клеток контрастировали Hoechst 
33258 (ab 228550; «Abcam», Велико-
британия) в течение 20 мин в темно-
те при комнатной температуре. Из-
учение образцов проводили на ла-
зерном сканирующем конфокаль-
ном микроскопе Olympus Fluoview 
FV 10i («Olympus», Япония).

 Изучение жизнеспособности 
клеток
Жизнеспособность кератоци-

тов оценивали на проточном цито-
флуориметре CytoFlex («Beckman 
Coulter», США) используя флюорес-
центный краситель Live and Dead (ab 
115347; «Abcam», Великобритания) 
по протоколу, заявленному произ-
водителем. Определение индекса 
пролиферации проводили в авто-
матическом счетчике клеток Luna II 
(«Logos Biosystems», Южная Корея) 
по стандартному протоколу. 

Для определения жизнеспособно-
сти эндотелиальных клеток рогови-
цы так же использовали флюорес-
центный краситель Live and Dead, с 
последующим изучением препара-
тов на лазерном сканирующем кон-
фокальном микроскопе Olympus 
Fluoview FV 10i («Olympus», Япония).

 Морфологическая оценка 
эндотелия роговицы 
Морфологическую оценку и под-

счет количества клеток проводили 
на растровом сканирующем элек-
троном микроскопе JSM-6000 PLUS 
(«Jeol», Япония) после соответству-
ющей подготовки. Образцы после 
культивирования промывали трех-
кратно раствором PBS, далее прово-
дили дегидратацию с использова-
нием раствора ацетона в восходя-
щей концентрации (10, 20, 30, 50,70, 
90, 100х3) по 30 мин. Сушка в кри-
тической точке проводилась в па-
рах CO2 при возрастающем давле-
нии до 1250 psi при 37 °С в течение 
120 мин на приборе Quorum EMS 
850 («Quorum», Великобритания). 

Для обеспечения электронно-про-
ходящего слоя дегидратированные 
образцы помещали на предметные 
столики для электронной микроско-
пии с последующим напылением зо-
лотом (толщина слоя 5 нм) с исполь-
зованием Smart Coater («Jeol», Япо-
ния). Далее образцы располагали в 
камеру сканирующего электронно-
го микроскопа, анализ осуществля-
ли в условиях высокого вакуума при 
ускоряющем напряжении 15 кВ. 

Статистический анализ
Статистическую обработку по-

лученных данных проводили, ис-
пользуя методы описательной ста-
тистики с помощью программно-
го обеспечения Graph Pad Software 
Prisma 7. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

 Качественная оценка роста 
и фенотипа 2D-культуры 
кератоцитов
Морфология кератоцитов в ис-

следуемых группах была представ-
лена схожими биполярными мезен-
химоподобными клетками (рис. 1).

 При оценке пролиферации отме-
тили слабую пролиферативную ак-
тивность кератоцитов в обеих ис-
следуемых группах в течение все-
го срока культивирования. Коэф-
фициент пролиферации в экспери-
ментальной группе составил 12,63%, 
в контрольной группе – 13,86%. Ко-
личество делящихся кератоцитов в 
обеих группах в разные сроки куль-
тивирования представлены в та-
блице 1. При сравнительном анализе 
кривой изменения количества кле-
ток статистической разницы меж-
ду группами выявлено не было, что 
может свидетельствовать об отсут-
ствии у исследуемых составов сред 
стимуляции к пролиферации. 

При изучении жизнеспособно-
сти кератоцитов в течение всего 
срока культивирования с использо-
ванием флуоресцентного красителя 
Live and Dead» было выявлено отсут-
ствие статистической разницы меж-
ду группами (табл. 2).



35О Ф Т А Л Ь М О Х И Р У Р Г И Я  /  2 • 2 0 2 1

ХИРУРГИЯ РОГОВИЦЫПереживаемость кератоцитов и эндотелиальных клеток заднего...

Иммуноцитохимическое окра-
шивание показало, что кератоци-
ты активно экспрессируют Керато-
кан и Люмикан и не экспрессируют 
специфический маркер миофибро-
бластов – α-гладкомышечный актин 
(рис. 2). 

В обеих группах выявили отсут-
ствие экспрессии маркеров раннего 
апоптоза каспазного пути (Каспазы 
3 и 8), а также митохондриального 
пути – Цитохрома С и BAX (рис. 3). 

Полученные результаты показа-
ли, что новое средство для консер-
вации заднего послойного транс-
плантата донорской роговицы яв-
ляется нетоксичным и способству-
ет сохранению уникального фено-
типа кератоцитов. 

 Качественная оценка  
роста и фенотипа  
эндотелия роговицы
В обеих исследуемых группах 

спустя 7 сут. культивирования отме-
чали потерю плотности клеток эн-
дотелия, которая между группами 
была статистически недостоверной 
(табл. 3). 

При детекции живых и мертвых 
клеток флуоресцентным красите-
лем значительных различий между 
группами также выявлено не было 
(табл. 4). Следует отметить, что по-
теря клеток в обеих группах не пре-
вышала 8%.

Иммуноцитохимическое окраши-
вание спустя 7 сут. культивирования 
показало наличие функциональных 
маркеров эндотелия ZO-1 и Na/K АТ-
Фазы (рис. 4). Клеток, не экспресси-
рующих данные маркеры, в обеих 
группах, обнаружено не было. 

При анализе морфологии клеток 
эндотелия роговицы на 7-е сутки 
культивирования с использованием 
электронной сканирующей микро-
скопии выявили клетки характер-
ной гексагональной формы, а также 
группы клеток, утративших целост-
ность клеточной мембраны и с ярко 
выраженным клеточным ядром, сви-
детельствующим об их нежизнеспо-
собности (рис. 5). 

Полученные результаты показали, 
что разработанная среда для консер-
вации заднего послойного транс-

плантата донорской роговицы спо-
собствует сохранению жизнеспо-
собного и функционального эндо-
телия роговицы как минимум до 7 
дней культивирования. 

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время ведется мно-
жество работ, направленных на по-
лучение ультратонкого трансплан-
тата для задней послойной керато-
пластики, поскольку доказано, что 

Рис. 1. Морфологическая картина клеточной культуры кератоцитов: а) 3-и сутки, контрольная груп-
па; б) 3-и сутки, экспериментальная группа; в) 14-е сутки, контрольная группа; г) 14-е сутки, экспе-
риментальная группа Световая фазово-контрастная микроскопия, ув. 100.

Fig. 1. Morphological picture of the cell culture of keratocytes: а) 3rd day, the control group; б) 3rd day, 
the experimental group; в) 14th days, control group; г) 14th day, the experimental group. Light phase 
contrast microscopy, magnification – 100x

Таблица 1

Динамика изменения количества кератоцитов по группам, тыс. клеток 
Table 1

The dynamic changes of the keratocyte numbers in groups, thousand cells

Группа / Study groups 
1-е сутки

1st day

4-е сутки

4th day

7-е сутки

7th day

10-е сутки 

10th day

14-е сутки 

14th day

Контрольная / Control 300,0 ± 2,6 305,9 ± 1,8 312,5 ± 4,8 325,8 ± 12,8 337,9 ± 14,8

Экспериментальная / Experimental 300,0 ± 2,8 308,7 ± 2,3 315,9 ± 5,3 331,7 ± 11,9 341,5 ± 13,6

а б

в г
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минимизация количества остаточ-
ной стромы на трансплантате спо-
собствует значительному повыше-
нию зрительных функций в послео-
перационном периоде [7, 8].

На сегодня существует несколь-
ко методик получения ультратонко-
го трансплантата задних слоев ро-
говицы, включающих в себя техни-
ку двойного реза микрокератомом, 

использование лазера, а также ме-
тодику предварительной дегидра-
тации донорской роговицы путем 
ее помещения в специальные среды.

Применение техники двойно-
го реза микрокератома способству-
ет получению более равномерно-
го трансплантата толщиной около 
100 мкм [9]. Однако данная методи-
ка имеет высокий риск перфорации 
донорской роговицы. Кроме того, в 
проведенных исследованиях было 
показано, что отношение нежизне-
способных клеток эндотелия донор-
ской роговицы к общему количе-
ству эндотелиальных клеток в груп-
пе двойного реза составило 0,0145, 
а в группе с одним резом – 0,0028. 
Таким образом, проведение допол-
нительного реза донорской рогови-
цы приводит к статистически зна-
чимому более высокому количеству 
поврежденных нежизнеспособных 
эндотелиальных клеток [10]. 

Применение лазеров (преиму-
щественно фемтосекундных) для 
выкраивания трансплантата задних 
слоев роговицы приобретает все 
большую популярность ввиду про-
стоты методики и возможности по-
лучения равномерного трансплан-
тата заданной толщины. Однако дан-
ная методика характеризуется более 
высокой потерей эндотелиальных 
клеток по сравнению с применени-
ем микрокератома [11]. Стоит отме-
тить, что применение фемтосекунд-
ного лазера сопровождается вторич-
ным индуцированным УФ-излучени-
ем, приводящему к излишнему на-
коплению перекисных радикалов в 
тканях. Эти радикалы оказывают по-
вреждающее действие на клеточные 

Рис. 2. Иммуноцитохимическая картина культуры кератоцитов: а), б) экспрессия Кератокана (крас-
ный цвет) и Люмикана (зеленый цвет); в), г) экспрессия α-гладкомышечного актина (зеленый цвет); 
а), в) контрольная группа; б), г) экспериментальная группа. Иммуноцитохимическое окрашива-
ние, лазерная сканирующая конфокальная микроскопия, ядра контрастированы бис-бензимид 
(Hoechst 33258), ув. 100

Fig. 2. Immunocytochemical picture of the culture of keratocytes: а), в) expression of Keratocan (red 
color) and Lumikan (green color); в), г) expression of α-smooth muscle actin (green color); а), в) control 
group, б), г) experimental group. Immunocytochemical staining, laser scanning confocal microscopy, 
nuclei contrasted with bis-benzimide (Hoechst 33258), magnification – 100x

Таблица 2 

Соотношение живых/мертвых кератоцитов, %
Table 2

The ratio of live/dead keratocytes, %

Группа / Study groups
1-е сутки

1st day

4-е сутки

4th day

7-е сутки

7th day

10-е сутки

10th day

14-е сутки 

14th day

Контрольная/ Control 98/2 94,3/5,7 93,5/6,5 92,7/7,3 91,5/8,5

Экспериментальная/ Experimental 97/3 93,6/6,4 93/7 92,5/7.5 91,8/8,2

а б

в г
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(кератоциты, эндотелиоциты) и тка-
невые структуры стромы роговицы, 
что может провоцировать избыточ-
ную асептическую воспалительную 
регенеративную реакцию [12] 

Другим направлением получения 
ультратонких трансплантатов явля-
ется предварительная дегидрата-
ция донорской роговицы непосред-
ственно перед выкраиванием. Дан-
ная методика предполагает допол-
нительные манипуляции с перено-
сом донорской роговицы в отдель-
ную ёмкость со специальным рас-
твором, что повышает риск конта-
минации донорского материала [13]. 

В настоящее время нет ни одной 
научной работы, в которой прово-
дится изучение апоптоза, а также 
изучаются хромосомные поврежде-
ния в кератоцитах и эндотелии до-
норских роговиц, хранившихся в 
различных консервационных сре-
дах перед выкраиванием с помощью 
традиционных методов (механиче-
ский кератом, фемтосекундный ла-
зер). Такие исследования представ-
ляют несомненный научный и прак-
тический интерес. 

Модифицированная среда для 
консервации заднего послойного 
трансплантата донорской рогови-
цы [5] была сконструирована на ос-
нове ранее зарекомендовавшей себя 
среды Борзенка–Мороз [14], которая 
в 2010 г. получила официальное раз-
решение к применению на террито-
рии Российской Федерации и явля-
ется табельной для гипотермиче-
ской консервации сквозных транс-
плантатов трупных донорских ро-
говиц. Особенность среды Борзен-
ка–Мороз в отличие от зарубежных 

аналогов (Optisol, Eusol) состоит 
в том, что авторами был подобран 
аминокислотный состав характер-
ный для водянистой влаги глаза. На-
стоящая среда, предложенная нами, 

отличается от среды Борзенка–Мо-
роз наличием в составе лекарствен-
ного средства Фосфоглив, представ-
ляющего из себя группу физиологи-
чески активных фосфолипидов. Та-

Рис. 3. Иммуноцитохимическая картина культуры кератоцитов: а), б) экспрессия цитохрома С (крас-
ный цвет) и BAX (зеленый цвет); в), г) экспрессия Каспазы 8 (зеленый цвет) и Каспазы 3 (красный 
цвет); а), в) контрольная группа; б), г) экспериментальная группа. Иммуноцитохимическое окра-
шивание, лазерная сканирующая конфокальная микроскопия, ядра контрастированы бис-бензи-
мид (Hoechst 33258), ув. 100

Fig. 3. Immunocytochemical picture of the culture of keratocytes: а), б) expression of cytochrome C (red 
color) and BAX (green color); в), г) expression of Caspase 8 (green color) and Caspase 3 (carse color); 
а), в) control group; б), г) experimental group. Immunocytochemical staining, laser scanning confocal 
microscopy, nuclei contrasted with bis-benzimide (Hoechst 33258), magnification – 100x

Таблица 3 

Динамика изменения количества клеток эндотелия по группам, клеток на мм2 
Table 3

Dynamics of changes in the number of endothelial cells by groups, cells per mm2

Группа/ Study groups
1-е сутки

1st day

4-е сутки

4th day

7-е сутки

7th day

Контрольная / Control 2650±239 2510±280 2430±320

Экспериментальная / Experimental 2710±220 2590±250 2490±220

а б

в г
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ким образом, в процессе консер-
вации роговицы достигается вос-
становление липидного слоя мем-

бран эндотелиальных клеток, спо-
собствующее повышению устойчи-
вости к стрессовому воздействию, в 

том числе при механическом выкра-
ивании ультратонкого транспланта-
та и, собственно, задней послойной 
трансплантации. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных ис-
следований доказано, что моди-
фицированная среда для консер-
вации заднего послойного транс-
плантата донорской роговицы [5] 
не только способствует оптималь-
ной дегидратации стромы рогови-
цы, что было показано в ранее про-
веденном исследовании [6], но так-
же является нетоксичной. Среда 
обеспечивает жизнеспособность и 
функциональность эндотелия ро-
говицы как минимум до 7 сут. кон-
сервации. Она сохраняет уникаль-
ный фенотип кератоцитов, оказы-
вая незначительное влияние на их 
пролиферативную активность. Ис-
следования показали перспектив-
ность и целесообразность даль-
нейших шагов по внедрению но-
вой среды в практику работы глаз-
ных банков с её дальнейшей клини-
ческой оценкой.
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Рис. 4. Иммуноцитохимическая картина клеток эндотелия роговицы: экспрессия Na/K АТФазы 
(красный цвет), ZO-1 (зеленый цвет); а) контрольная группа; б) экспериментальная группа. Имму-
ноцитохимическое окрашивание, лазерная сканирующая конфокальная микроскопия, ядра кон-
трастированы бис-бензимид (Hoechst 33258), ув. 100

Fig. 4. Immunocytochemical picture of corneal endothelial cells: Na / K ATPase expression (red color), 
ZO-1 (green color); а) control group; б) experimental group. Immunocytochemical staining, laser scanning 
confocal microscopy, nuclei contrasted with bis-benzimide (Hoechst 33258), magnification – 100x

Рис. 5. Морфологическая картина клеток эндотелия роговицы на 7-е сутки культивирования:  
а) контрольная группа; б) экспериментальная группа; Электронная сканирующая микроскопия, 
высокий вакуум, ускоряющее напряжение 15 kV, ув. 1000

Fig. 5. Morphological picture of corneal endothelial cells on the 7th day of cultivation: а) control 
group; б) experimental group. Scanning electron microscopy, high vacuum, accelerating voltage 15 kV. 
Magnification – 1000x

Таблица 4 

Соотношение живых/мертвых клеток эндотелия роговицы, %
Table 4

The ratio of living / dead cells of the corneal endothelium, %

Группа / Study groups
1-е сутки

1st day

4-е сутки

4th day

7-е сутки

7th day

Контрольная / Control 99/1 95/5 90/10

Экспериментальная / Experimental 99/1 96/4 91/9

а б

а б
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