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РЕФЕРАТ

Цель. В эксперименте изучить степень повреждения эндотелия 
роговицы при инвертированном методе выкраивания заднего по-
слойного трансплантата роговицы фемтосекундным лазером (ФСЛ) 
с или без использования вискоэластика (ВЭ) – 1% раствора гидрок-
симетилпропилцеллюлозы (ГПМЦ). Материал и методы. Использо-
вали корнеосклеральные диски, выкроенные из свежеэнуклеиро-
ванных свиных глаз. Формировали задние послойные транспланта-
ты роговицы с помощью ФСЛ модели LDV Z8 (Ziemer, Швейцария). В 
контрольной группе (n=16) непосредственно перед аппланацией на 
эндотелий наносили нескольких капель среды для хранения рого-
виц, а в опытной группе (n=16) – 1% раствор ГПМЦ. Проводили кон-
троль качества аппланации и состояние зоны интерфейса при помо-
щи оптического когерентного томографа, интегрированного в лазер 
(ФЛ-ОКТ). Далее определяли жизнеспособность эндотелиальных кле-
ток (ЭК) методом окраски флуоресцентным красителем и исследова-
ли трансплантаты на конфокальном лазерном сканирующем микро-
скопе. Проводили подсчет живых и мертвых эндотелиальных клеток. 
Для оценки состояния коллагеновых волокон стромальной стороны 
трансплантата образцы исследовали на сканирующем электронном 
микроскопе (СЭМ). Результаты. По данным ФЛ-ОКТ, в ходе апплана-

ции во всех образцах опытной и контрольной групп отмечали ров-
ный профиль зоны контакта между головкой лазера и ЭК. Живых ЭК 
в контроле было 2854 [2819; 2879] кл/мм2, а в опыте – 3477 [3426; 
3719] кл/мм2 (p<0,001). Количество мертвых ЭК в контрольной группе 
было на 9,92±1,11% больше, чем в опытной, и составляло 710 [649; 
728] и 402 [366; 427] кл/мм2 соответственно (p<0,001). При анализе 
изображений, полученных на СЭМ, отмечали сохранность архитек-
тоники коллагеновых волокон с единичными их разволокнениями 
в обеих группах. Заключение. Нанесение слоя 1% раствора ГПМЦ 
обеспечивает защиту эндотелия роговичного трансплантата на этапе 
выкраивания его ФСЛ по инвертированной методике. В исследуемой 
группе количество ЭК было на 9,92% выше, чем в контрольной груп-
пе. Нахождение слоя ВЭ в интерфейсе между головкой ФСЛ и ЭК не 
влияло на формирование эффективного лазерного реза и не снижа-
ло качество стромальной поверхности трансплантата. Инвертирован-
ная методика заготовки трансплантата роговицы ФСЛ с использова-
нием 1% раствора ГПМЦ на поверхности ЭК может быть рекомендо-
вана для использования в клинической практике.
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Purpose. To evaluate experimentally endothelial cell loss of animal’s 
cornea during inverted posterior lamellar corneal graft preparation 
technique by low-energy femtosecond laser with and without ophthalmic 
viscosurgical device (OVD) – 1% hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) 
solution application.

Material and methods. Posterior lamellar corneal grafts were 
created using a femtosecond laser (FSL). In the control group (n=16), a 
few drops of corneal storage solution were applied to the endothelium 
just before applanation, in the experimental group (n=16) – 1% HPMС. 
The quality of the applanation were monitored using an integrated in 
laser OCT system. The endothelial viability was determined using live/dead 
cells assay and the grafts were examined on a confocal laser scanning 
microscope. The obtained images were analyzed to count live and dead 
endothelial cells (EC). To assess the state of collagen fibers of the stromal 
side of the graft, samples from the control and experimental groups were 
examined using a scanning electron microscope (SEM).

Results. According to the OCT, in all samples of both groups, a flat 
profile of the contact zone between the laser head and the endothelial 
monolayer was observed during applanation. The difference between 
the number of live and dead ECs was statistically significant between 

both groups. There were 2854 [2819; 2879] live cells/mm2 in the control 
group, and 3477 [3426; 3719] live cells/mm2 in the experimental group 
(p<0.001). Thus, the number of dead ECs in the control group was 710 
[649; 728] cells/mm2. The number of dead ECs in the experimental group 
was 402 [366; 427] cells/mm2 (p<0.001). When analyzing the images 
obtained on a SEM, the preservation of the architectonics of the graft 
collagen fibers with their single defibrations in both groups was observed.

Conclusion. Application of 1% HPMC provides protection for 
endothelial cells from damage during posterior laser dissection using an 
FSL. In the study group, the number of endothelial cells was 9.92% higher 
than in the control group. The presence of the OVD layer in the interface 
between the head of the FSL and the EC did not affect the formation 
of an effective laser cut and did not reduce the quality of the stromal 
surface of the graft. The inverted technique FSL cut using a 1% solution 
of HPMC on the surface of the endothelium may be recommended for 
use in clinical practice.

Key words: endothelium, keratocytes, corneal transplantation, 
keratoplasty, posterior lamellar keratoplasty, femtosecond laser, ophthalmic 
viscosurgical device, hydroxypropyl methylcellulose, confocal microscopy, 
scanning electron microscopy 

АКТУАЛЬНОСТЬ

Псевдофакичная буллезная кератопатия (ПБК) и 
первичная эндотелиальная дистрофия рогови-
цы Фукса являются наиболее частыми показани-

ями к проведению кератопластики [1]. При отсутствии у 
пациентов стойкой и необратимой деструкции коллаге-
нового остова роговицы хирурги предпочитают исполь-
зовать селективные методы кератопластики, в частности 
эндотелиальную кератопластику. Последняя существует 
в двух модификациях: задняя послойная кератопластика 
(ЗПК) и трансплантация эндотелия с десцеметовой мем-
браной (ТЭДМ). За прошедшие полтора десятилетия оба 
метода, по существу, стали стандартом лечения пациен-
тов с патологией эндотелиального слоя роговицы, обе-
спечивая высокие функциональные результаты на фоне 
минимального количества операционных и послеопера-
ционных осложнений [2]. Наряду с этим стоит отметить, 
что, по данным Европейского регистра трансплантации 
роговицы и клеток, ЗПК является преобладающим мето-
дом трансплантации роговой оболочки глаза. На 2021 г. 
частота выполнения ЗПК составляет более 46% от всех 
выполненных трансплантаций роговицы в Европе [3]. 
При ЗПК заготовку заднего послойного трансплантата 
чаще всего осуществляют при помощи микрокератома 
по методу M. Gorovoy (2006). Однако в последние годы 
получил распространение метод заготовки трансплан-
татов с использованием различных моделей фемтосе-

кундных лазеров (ФСЛ) [4, 5]. Данная технология, осу-
ществляемая со стороны эндотелиальной поверхности 
роговицы, в ряде исследований показала свои преиму-
щества, обеспечив формирование очень тонкого и рав-
номерного по толщине трансплантата, что, в свою оче-
редь, дает профилактику гиперметропического сдвига 
послеоперационной рефракции пациента и более высо-
кий функциональный результат [6]. Широкий диапазон 
настроек лазерного реза дает возможность хирургу заго-
товить трансплантат запланированных геометрических 
параметров (диаметр, толщина) и осуществить реальную 
персонализацию вмешательства для конкретного паци-
ента [7]. Несмотря на вышеперечисленные преимуще-
ства лазерного выкраивания задних послойных транс-
плантатов, обращает на себя внимание ряд публикаций, 
отмечающих факт большей потери эндотелиальных кле-
ток (ЭК) после операций, в ходе которых при формиро-
вании трансплантата использовали ФСЛ, в сравнении с 
микрокератомом [8–10]. При этом нами найдены лишь 
единичные работы, в которых обсуждается возможность 
применения различных технологий защиты эндоте-
лия роговицы [11–14]. Последний, как известно, явля-
ется монослоем высокодифференцированных специа-
лизированных клеток, которые крайне чувствительны 
к разным видам травматических воздействий (механи-
ческих, гидравлических, лазерных, химических и пр.). 
В этой связи актуальной представляется проблема поис-
ка оптимальных вариантов протекции эндотелиально-
го слоя в ходе выкраивания роговицы ФСЛ для повыше-
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ния результативности оперативных вмешательств дан-
ного типа.

ЦЕЛЬ

В эксперименте на изолированных роговицах свиней 
изучить степень повреждения эндотелия роговицы при 
выкраивании послойного трансплантата задних слоев 
роговицы ФСЛ с и без использования вископротекции 
раствором 1% гидроксиметилпрпилцеллюлозы (ГПМЦ).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Нами использованы 32 корнеосклеральных диска, по-
лученных из свежеэнуклеированных свиных глаз 16 осо-
бей. Следует подчеркнуть, что до забора глаза не подвер-
гались термической или химической обработке. Время 
от забоя животного до энуклеации составило в среднем 
5 мин, а от энуклеации до выкраивания корнеосклераль-
ного диска – 6±2 ч. После заготовки полученный матери-
ал помещали во флаконы со средой для хранения рогови-
цы (ТУ 9393-013-29039336-2007, производства ООО «НЭП 
Микрохирургии глаза», Россия). Время от начала консерва-
ции до начала эксперимента составляло в среднем 12±3 ч. 
Роговицы были разделены на 2 группы. Один корнеоскле-
ральный диск от каждого ксено-донора являлся контроль-
ным, другой, парный, служил опытным образцом.

Дальнейшие манипуляции проводили в стерильных 
условиях операционной. Корнеосклеральный диск из-
влекали из флакона со средой для хранения рогови-
цы и фиксировали в специальном держателе – искус-
ственной передней камере (ИПК) производства ком-
пании Ziemer (Швейцария) эндотелиальной стороной 
вверх. Затем при непрерывной подаче сбалансирован-
ного солевого раствора заполняли ИПК под давлением 
50 мм вод.ст., что было оптимальным для поддержания 
объема ИПК, разглаживания складок роговицы и рас-
пределения давления на эндотелий роговой оболочки 
при его контакте с интерфейсом лазера [15]. Для оцен-
ки целостности эндотелиального слоя на его поверх-
ность наносили 1–2 капли 0,1% раствора трипанового 
синего (ТС) (Vision Blue, DORC, Нидерланды) с последу-
ющим его смыванием средой для хранения роговицы. 
Осуществляли фото/видеофиксацию степени окраши-
вания роговичного диска.

Послойный роговичный трансплантат формирова-
ли при помощи ФСЛ LDV Z8 (Ziemer, Швейцария) с эн-
дотелиальной стороны. В контрольной группе апплана-
цию головки лазера проводили по стандартной методике, 
с предварительным нанесением 1–2 капель раствора для 
хранения роговицы. В опытной (основная) группе непо-
средственно перед аппланацией головки и ФСЛ на эндоте-
лий донорской роговицы наносили дисперсивный виско- 
эластик (ВЭ) – 1% раствор ГПМЦ (ТУ 9398-008-29039336-

2009, ООО «НЭП Микрохирургии глаза») в количестве 
2–3 капель. Выдерживали экспозицию 30 сек для равно-
мерного растекания и распределения его по поверхно-
сти роговицы. Затем плавно осуществляли контакт ин-
терфейса лазера и роговицы путем вращения резьбово-
го аппланационного кольца на ИПК. Производили кон-
троль и оценку аппланации посредством интегрирован-
ной в лазер системы оптической когерентной томогра-
фии (ОКТ) (рис. 1). Трансплантат формировали послой-
ным и циркулярным лазерными резами по предваритель-
но запрограммированным параметрам: глубина залегания 
горизонтального реза составляла 125 мкм, а диаметр – 8 
мм. После остановки лазера вращением кольца в обрат-
ном направлении плавно отсоединяли головку лазера 
от поверхности донорской роговицы. Роговицу, находя-
щуюся в ИПК, помещали под операционный микроскоп 
Lumera 700 Rescan (Carl Zeiss Meditec, Германия), на ее по-
верхность наносили 1–2 капли ТС – тем самым осущест-
вляли контроль нахождения остатков ВЭ на поверхности 
эндотелия роговицы. Затем окрашенный ВЭ смывали рас-
твором для консервации роговиц. На поверхность рого-
вицы дополнительно наносили несколько капель этого 
же красителя с целью оценки степени окрашивания эн-
дотелиального слоя роговицы и, соответственно, его от-
носительной жизнеспособности (при этом большая вы-
раженность окрашивания свидетельствует о значитель-
ной потере клеток, так как прокрашиваются не сами клет-
ки, а участки оголенной десцеметовой мембраны). На сле-
дующем этапе смывали ТС несколькими каплями среды 
для хранения роговицы. Дополнительно верифицирова-
ли состоятельность послойного реза ФСЛ при помощи 
ОКТ, интегрированного в операционный микроскоп. На 
каждом этапе выполняли фото/видеорегистрацию с по-
мощью операционного микроскопа (рис. 2).

На финальных этапах выкроенный трансплантат отде-
ляли при помощи шпателя-расслаивателя от подлежащей 
стромы и переносили его в емкость со средой для хране-
ния роговицы. В лабораторных условиях для определе-
ния жизнеспособности ЭК и кератоцитов трансплантат 
окрашивали флуоресцентным красителем Live and Dead 
Cell Assay (Abcam, Великобритания) по протоколу про-
изводителя который включал в себя 3-кратное промыва-
ние образцов стерильным раствором PBS, далее к каждо-
му образцу добавляли 50 мкл готового красителя Live and 
Dead на 10 мин при комнатной температуре, с последую-
щим однократным промыванием стерильным раствором 
PBS. Анализ образцов проводили на конфокальном лазер-
ном сканирующем микроскопе FluoView FV10i (Olympus, 
Япония), исследования проводили с обеих сторон: эндо-
телиальной (рис. 3) и стромальной (рис. 6). Далее образец 
фиксировали и дегидратировали в ацетоне восходящей 
концентрации, с последующей сушкой в критической точ-
ке в парах CO2 (Quorum Technologies, Великобритания). 
Полученные дегидратированные образцы фиксировали 
на алюминиевом столике с помощью токопроводящего 
скотча, с последующим напылением золота в высоком ва-
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кууме в течение 30 сек (JEOL, Япония). Исследование об-
разцов проводили на сканирующем электронном микро-
скопе (СЭМ) JCM-6000 Plus (JEOL, Япония).

Подсчет числа ЭК и кератоцитов послойных транс-
плантатов проводили с помощью программного обе-
спечения ImageJ (Fiji, США). Статистическую обработ-
ку данных осуществляли с использованием программ 
Statistica 10 (StatSoft, США) и Microsoft Office Excel 2016 
(Microsoft, США). Характер распределения данных оце-
нивали с использованием критерия Шапиро – Уилка. 
Данные представлены в формате Me [Q1; Q3], где Me – 
медиана, Q1 и Q3 – нижний и верхний квартили соот-
ветственно. Сравнение данных между группами выпол-
няли с использованием U-критерия Манна – Уитни). 
Статистически значимым принимали уровень досто-
верности (p) менее 0,05 (p<0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

По данным ОКТ ФСЛ в ходе аппланации во всех образ-
цах опытной и контрольной групп отмечался ровный не-
прерывный профиль зоны контакта между головкой ла-
зерного интерфейса и клетками эндотелия. Также мы не 
выявили складок эндотелия и стромы роговицы (рис. 1).

Использование ТС для исследования относительной 
потери плотности ЭК после выкраивания трансплантата 
не показало визуальных отличий в опытной и контроль-
ных группах. На интраоперационном ОКТ в обеих груп-
пах визуализировали состоятельный и непрерывный го-
ризонтальный лазерный разрез, который был паралле-
лен относительно эндотелиальной поверхности транс-
плантата (рис. 2).

Рис. 1. Снимки экрана лазера (а, в) с интегрированным ОКТ в момент аппланации донорской роговицы опытной (а, б) и контрольной (в, г) групп. 
Настройки лазерного реза: глубина – 125 мкм, диаметр – 8 мм. На ОКТ роговиц опытной (б) и контрольной (г) групп виден плоский интерфейс и не-
прерывный плотный контакт эндотелиальной стороны донорской роговицы с лазером (указано красными стрелками), уровень горизонтального реза 
отмечен желтой стрелкой

Fig. 1. Screenshots of the laser (а, в) with integrated OCT at the time of applanation of the donor cornea of the experimental (а, б) and control (в, г) groups. 
Laser settings: depth – 125 µm, diameter – 8 mm. OCT of the cornea of the experimental (б) and control (г) groups show a flat interface and continuous tight 
contact of the endothelial side of the donor cornea with the laser (indicated by red arrows), the level of the horizontal cut marked with a yellow arrow
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По данным конфокальной микроскопии общее коли-
чество ЭК в контрольной и опытной группах составля-
ло 3570 [3486; 3613] и 3863 [3801; 4044] кл/мм2 соответ-
ственно (таблица). При исследовании жизнеспособно-
сти ЭК в контрольной и опытной группах количество 
живых и мертвых ЭК статистически достоверно отлича-
лись (рис. 4). Живых ЭК было 2854 [2819; 2879] кл/мм2, 
что составляет 80,35±0,88%; и 3477 [3426; 3719] кл/мм2, 
что составляет 90,27±1,33% соответственно (p<0,001). 
Количество мертвых ЭК в контрольной группе было 
на 9,92±1,11% больше, чем в опытной, и составляло 710 
[649; 728] кл/мм2, что равняется 19,65±0,88%; и 402 [366; 
427] кл/мм2, что равняется 9,73±1,33% соответственно 
(p<0,001). Результаты сканирующей электронной ми-
кроскопии эндотелиальной стороны трансплантата де-
монстрируют сохранение гексагональной формы ЭК и 
целостности клеточных мембран в обеих группах, что 
подтверждает результаты флуоресцентного сканирую-

щего исследования живых и мертвых эндотелиоцитов 
(рис. 5).

При изучении повреждающего воздействия лазер-
ного излучения на кератоциты трансплантата в мо-
мент выкраивания было выявлено, что в группе с ВЭ по-
вреждение кератоцитов снизилось на 35% на нулевой 
глубине, что соответствует горизонтальному резу ФСЛ, 
на 27% на глубине 13 мкм, на 9% – на 26 мкм (рис. 6). 
Далее данные были сопоставимы в обеих группах и до-
стоверных отличий не выявлено. При использовании 
3D-моделирования в конфокальном микроскопе были 
построены карты исследуемых образцов, которые на-
глядно показывают повреждения кератоцитов на раз-
личной глубине трансплантата (рис. 6).

При анализе изображений сканирующей электрон-
ной микроскопии стромальной стороны трансплантата 
имела незначительные единичные разволокнения стро-
мы в обеих группах (рис. 5).

Рис. 2. Фотофиксация этапа окрашивания заднего послойного трансплантата опытной группы ТС и интраоперационное ОКТ после фемтодиссек-
ции: а) фото трансплантата после работы ФСЛ, на котором видна пузырьковая зона – задний послойный трансплантат; б) фото прокрашивания ТС 
эндотелиальной поверхности трансплантата; в) фото после смыва ТС; г) фото сопоставления общего вида трансплантата с интраоперационным ОКТ 
микроскопа. На фото виден состоятельный и непрерывный горизонтальный лазерный разрез, который параллелен относительно эндотелиальной 
поверхности трансплантата

Fig. 2. Photofixation of the stage of staining of the graft of the experimental group with trypan blue and intraoperative OCT after femtodissection: а) photograph 
of the graft after FSL, which shows the bubble zone – the graft; б) photo of trypan blue staining of the endothelial surface of the graft; в) photo after flushing 
the trypan blue; г) photo comparison of the general view of the graft with the intraoperative OCT microscope. The photo shows a consistent and continuous 
horizontal laser cut, which is parallel to the endothelial surface of the graft
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ОБСУЖДЕНИЕ

Заготовка заднего послойного трансплантата рого-
вицы для ЗПК является важным этапом в достижении 
успешного хирургического лечения пациентов с ПБК 

и различными видами эндотелиальных дистрофий. 
Идеальный трансплантат должен иметь минимальную 
толщину, равномерную форму, хорошее качество стро-
мального интерфейса и оптимальную жизнеспособ-
ность эндотелиального слоя. Известно, что одним из 
ведущих механизмов сохранения долгосрочной про-

Рис. 3. Лазерная сканирующая микроскопия, флуоресцентный метод анализа, ув. 20. Жизнеспособность эндотелиальных клеток трансплантата зе-
леные клетки – живые, красные – мертвые: а) опытная группа с использованием 1% ГПМЦ; б) контрольная группа

Fig. 3. Laser scanning microscopy, fluorescent analysis method, ×20 magnification. Viability of graft endothelial cells: green cells are alive, red cells are dead: 
а) experimental group using 1% HPMC; б) сontrol group

Таблица

Плотность эндотелиальных клеток в опытной и контрольной группах (кл/мм2)
Table

Endothelial cell density in the experimental and control groups (cells/mm2)

Показатель

Index

Опытная группа

Experimental group

Контрольная группа

Сontrol group

живые клетки

alive cells

мертвые клетки

dead cells

всего клеток

total cells

живые клетки

alive cells

мертвые клетки

dead cells

всего клеток

total cells

Me 3477 402 3863 2854 710 3570

Q1 3426 366 3801 2819 649 3486

Q3 3719 427 4044 2879 728 3613

Min 3349 224 3741 2643 616 3272

Max 3934 440 4374 3070 775 3797

Примечание. Различие между группами статистически значимо (p<0,001, критерий Манна – Уитни).
Note. The difference between the groups is statistically significant (p<0.001, Mann – Whitney U test).
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зрачности трансплантируемой роговицы является плот-
ность эндотелиальных клеток (ПЭК) и динамика ее по-
тери. Известно, что снижение уровня ПЭК транспланта-
та носит прогрессирующий характер [16].

При выкраивании трансплантатов с помощью ФСЛ 
возможен ряд механизмов дополнительной травмы ЭК. 
В частности, играет роль толщина выкраиваемого транс-
плантата: чем она меньше, тем травма ЭК более выра-
жена. Это в том числе связано с коллатеральным энер-
гетическим повреждением ткани роговицы. Известно, 
что при повышении энергии лазера клетки страдают в 
большей степени. Другой механизм заключается в меха-
нической травме и связан с работой шпателем в интер-
фейсе для рассечения перемычек и тканевых мостиков, 
оставшихся после фемтолазерного реза. С нашей точ-
ки зрения, одним из наиболее существенных является 
аппланация, при которой происходит прямой контакт 
интерфейса лазера (выполненного из жесткого гидро-
фобного пластика) со слоем клеток [17]. Ряд авторов, с 
целью уменьшения потери ПЭК, перед этапом апплана-
ции рекомендуют наносить на поверхность ЭК виско- 
эластик [12–14]. 

Однако использование вязких препаратов с высокой 
молекулярной массой (гиалуронат натрия, хондроитин 
сульфат или их комбинации) нарушает равномерность 
аппланации из-за неравномерного скопления ВЭ в ин-
терфейсе. Так, C.C. Яковлева и соавт. в ходе эксперимен-
тальной работы обнаружили, что нанесение когезив-
ного ВЭ на основе 1% гиалуроната натрия – Провиск 
(Алкон, США) на поверхность эндотелия сопровожда-
ется появлением складчатости роговицы при аппла-
нации, что в дальнейшем после фемтодиссекции при-
водит к формированию неравномерного по толщине 
трансплантата и снижению качества его стромальной 

поверхности. В то же время отсутствие вископротек-
ции отрицательно сказалось на качестве эндотелиаль-
ной поверхности [11]. В другом исследовании Y. Liu и 
соавт. продемонстрировали, что в группе, в которой 
использовали 1% гиалуронат натрия Провиск («Алкон», 
США) на этапе фемтореза, повреждение ЭК было мень-
ше, чем в группе контроля, и составляло 10,6±3,2 и 
23,4±7,6% соответственно. При этом нахождение ВЭ 
на эндотелии в зоне интерфейса донорской рогови-
цы и ФСЛ на этапе аппланации не повлияло на качество 
стромальной поверхности трансплантата. Все транс-
плантаты в группе с вископротекцией эндотелия име-
ли однородную форму и высокую жизнеспособность 
эндотелиоцитов [14].

Использование менее вязких, адгезивных ВЭ препа-
ратов, к которым относят ГПМЦ, дает возможность из-
бежать вышеперечисленных проблем. Это подтвержда-
ется результатами нашего эксперимента, где в опытной 
группе с использованием ВЭ для защиты ЭК на этапе 
аппланации ПЭК трансплантатов была статистически 
достоверно выше, чем в контрольной группе. Также ко-
личество жизнеспособных клеток было больше в груп-
пе с ВЭ. Разница в потере ПЭК между группами была 
равна 9,92±1,11% в пользу ВЭ. А сравнение данных 
СЭМ стромальных поверхностей трансплантатов обе-
их групп не выявило достоверных отличий в качестве 
стромального интерфейса, данные в группах были со-
поставимы. 

Наш выбор раствора ГПМЦ как протектора ЭК в мо-
мент аппланации основывался на экспериментальном 
исследовании S. Sikder и соавт. по применению различ-
ных видов ВЭ при аппланации головки лазера и донор-
ской роговицы, с подсчетом потери ПЭК. Наиболее эф-
фективно проявил себя в защите ЭК вискоэластик на 

Рис. 4. График плотности эндотелиальных 
клеток после проведения выкраивания в 
опытной и контрольной группах. Зеленый 
квадрат – кол-во живых клеток, красный 
квадрат – кол-во мертвых клеток, синий ква-
драт – общее кол-во клеток

Fig. 4. Graph of endothelial cell density after 
FSL cutting in the experimental and control 
groups. The green square is the number of alive 
cells, the red square is the number of dead cells, 
the blue square is the total number of cells
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Рис. 5. Сканирующая растровая электронная микроскопия эндотелиальной (а, б) и стромальной (в–е) поверхностей трансплантата, высокий вакуум, 
напряжение 15 кВ. Сохранность морфологии и целостность клеточных мембран эндотелиальных клеток роговицы: опытная группа (а), контрольная 
группа (б) – красными стрелками показана зона оголенной десцеметовой мембраны, на снимках (в–е) видна сохранность стромальной стороны транс-
плантата после выкраивания и единичные разволокнения стромы в обеих группах. Масштаб: в) опытная группа, ув. 30; г) контрольная группа, ув, 30; 
д) опытная группа, ув. 1000; е) контрольная группа, ув. 1000

Fig. 5. Scanning electron microscopy of the endothelial (а, б) and stromal (в–е) surfaces of the graft, high vacuum, voltage 15 kV. Preservation of morphology 
and integrity of cell membranes of corneal endothelial cells: experimental group (а), control group (б) – red arrows show the area of the exposed Descemet’s 
membrane. The photographs (в–е) show the preservation of the stromal side of the cornea after cutting out and single stroma fibrillations in both groups. 
Scale: в) experimental group, ×30 magnification; г) сontrol group, ×30 magnification; д) experimental group, ×1000 magnification; е) сontrol group, ×1000 
magnification
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основе 2% ГПМЦ, он показал наименьшую потерю ЭК 
в группе, равную 6%. В контрольной же группе, где не 
применялась защита ЭК и фемтодиссекция, потеря ПЭК 
только от аппланации рукоятки ФСЛ составила 9% [18]. 

Нами была сделана пилотная попытка применения 
2% ГПМЦ отечественного производства (ООО НЭП 
Микрохирургия глаза) и при этом было отмечено не-
равномерное скопление ВЭ в интерфейсе. Исходя из 
этого в работе был использован раствор ВЭ понижен-
ной концентрации – 1% ГПМЦ. Преимуществом данно-
го ВЭ является его низкая вязкость, обеспечивающая рав-
номерное распределение раствора по поверхности ро-
говицы, что предотвращает образование складок в мо-
мент аппланации.

Таким образом, при выборе ВЭ следует соблюдать ба-
ланс между его вязкостью и эластичностью, при кото-

рых будет обеспечиваться достаточная защита ЭК и кон-
груэнтность поверхностей профиля роговицы и интер-
фейса ФСЛ в момент аппланации, которая влияет на ка-
чество фемтолазерного реза и, следовательно, на даль-
нейшие клинико-функциональные результаты в пост- 
операционном периоде.

Имеется ряд публикаций, в которых описаны появле-
ния так называемого «хейза» (клиническое помутнение) 
в зоне прилегания трансплантата к строме реципиента 
(зоне интерфейса), при выкраивании ФСЛ заднего по-
слойного трансплантата [19]. Повышенная оптическая 
плотность этой зоны, по мнению ряда ученых, может быть 
связана с активацией стромальных кератоцитов и отло-
жением в зоне интерфейса продуктов их активации, та-
ких как: депозиты липофусцина и кристаллина при фор-
мировании трансплантата с использованием ФСЛ [20, 21].

Рис. 6. Лазерная сканирующая микроско-
пия стромальной стороны транспланта-
та, флуоресцентный метод анализа (а–г). 
Жизнеспособность кератоцитов: окрашен-
ные зеленым клетки – живые, красным – 
мертвые: опытная (а) и контрольная (б) 
группы, ув. 100, нулевой уровень. 3D-модель 
жизнеспособности кератоцитов трансплан-
тата, ув. 100: опытная (в) и контрольная (г) 
группы. График плотности мертвых керато-
цитов на глубине от 0 до 91 мкм (д): зеле-
ный цвет – опытная группа, красный – кон-
трольная

Fig. 6. Laser scanning microscopy of the 
stromal side of the graft, fluorescent method 
of analysis (а–г). Viability of keratocytes: 
stained green cells are alive, red cells are 
dead: experimental (а) and control (б) groups, 
×100 magnification, 0 level. 3D model of 
graft keratocyte viability, ×100 magnification: 
experimental (в) and control (г) groups. Graph 
of the density of dead keratocytes at a depth 
of 0 to 91 microns (д): green – experimental 
group, red – control
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В нашей работе при изучении влияния фемтолазер-
ного излучения на строму и кератоциты в зоне горизон-
тального фемторазреза показано, что на уровне фемто-
диссекции имеются незначительные повреждения ке-
ратоцитов, далее ущерб от ФСЛ снижался до уровня 91 
мкм, на котором были обнаружены единичные повре-
жденные кератоциты. Глубже, в сторону эндотелиальной 
части трансплантата, мертвых кератоцитов не было об-
наружено. Следовательно, на этой глубине заканчивает-
ся негативное влияние лазерного воздействия на кера-
тоциты трансплантата. В опытной группе использова-
ние ВЭ на этапе аппланации незначительно повлияло на 
работу ФСЛ и уменьшило степень повреждения керато-
цитов пропорционально дальности от горизонтального 
фемтореза. Исходя из заложенной в настройки ФСЛ це-
левой толщины трансплантата в 125 мкм, после форми-
рования горизонтального фемтореза, до эндотелиально-
го слоя роговицы оставалось в среднем 34 мкм интакт-
ной стромы. Данная настройка, по нашему мнению, оп-
тимальна с точки зрения безопасности коллатерального 
воздействия лазерной энергии на трансплантат. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты экспериментального исследования по-
казали, что нанесение слоя вискоэластика (1% раствор 
ГПМЦ) обеспечивает защиту эндотелия роговичного 
трансплантата на этапе выкраивания его низкоэнергети-
ческим ФСЛ по инвертированной методике. При отсут-
ствии защитного слоя ВЭ количество жизнеспособных 
ЭК трансплантата составило 80,3%, при этом в исследуе-
мой группе, где использовали ВЭ, количество ЭК было на 
9,92% выше. Также применение ВЭ обеспечило большее 
количество сохранных, жизнеспособных кератоцитов 
на разных расстояниях от фемтореза. Нахождение слоя 
ВЭ в интерфейсе между головкой ФСЛ и ЭК не препят-
ствовало работе лазера, не влияло на формирование эф-
фективного лазерного реза и не снижало качество стро-
мальной поверхности трансплантата. Инвертированная 
методика заготовки трансплантата роговицы ФСЛ с ис-
пользованием защитного слоя 1% раствора ГПМЦ, нане-
сенного на поверхность эндотелиального монослоя, мо-
жет быть рекомендована для использования в клиниче-
ской практике.
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