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РЕФЕРАТ

Цель. Подобрать оптимальные параметры фемтосекундного лазера 
(ФСЛ) (Femto LDV Z8, Ziemer, Швейцария) для выкраивания мини-транс-
плантатов с целью последующей трансплантации лимбальных стволо-
вых клеток (ЛСК) и изучить влияние лазерной энергии на лимбальную 
зону в сравнении с традиционной методикой выкраивания с помощью 
микрохирургических инструментов. Материал и методы. На первом 
этапе, проведенном на 3 свиных и 3 кадаверных глазах, были подобра-
ны оптимальные энергетические параметры работы ФСЛ, обеспечиваю-
щие иссечение и отделение фрагментов лимба. На втором этапе экспе-
римента использовали 8 глаз 4 посмертных доноров. В нижней и верх-
ней частях лимба производили выкраивание фрагментов лимба с их по-
следующим делением на 8 мини-трансплантатов ФСЛ (опытная группа). 
На симметричных участках каждого исследуемого глаза также форми-
ровали мини-трансплантаты мануально с использованием дозирован-
ного алмазного лезвия и металлического расслаивателя (контрольная 
группа). Структуру лимбального ложа после удаления мини-трансплан-
татов изучали методами световой и сканирующей электронной микро-
скопии. Влияние энергии ФСЛ на жизнеспособность ЛСК определяли 
методом прижизненной окраски с помощью красителя Live & Dead. На 
третьем этапе производили оценку обратимого и необратимого апопто-

за путем культивирования участков корнеосклеральных дисков, содер-
жащих не отделенные от лимбального ложа мини-трансплантаты. Куль-
тивирование полученных образцов осуществляли в среде DMEM/F12. 
Результаты. Оптимальными и обеспечивающими формирование це-
лостных, легко отделяющихся от подлежащих тканей лимба мини-транс-
плантатов определены уровни энергии ФСЛ в 100, 110 и 120%. Ана-
лиз гистологических срезов и данные сканирующей электронной ми-
кроскопии в зоне выкраивания продемонстрировал наиболее ровную 
поверхность лимбального ложа при уровнях энергии 110 и 120%. При 
окраске Live & Dead выявлено повреждение клеток по боковой и вну-
тренней сторонам лимбального мини-трансплантата преимущественно 
в опытной группе. Спустя 7 дней культивирования в обеих группах не 
наблюдали экспрессии маркеров апоптоза. Заключение. Выкраива-
ние фрагментов лимба с помощью ФСЛ относительно безопасно и по-
зволяет получить лимбальные мини-трансплантаты, содержащие жиз-
неспособные ЛСК. Подобраны оптимальные параметры работы лазе-
ра в лимбальной зоне – плоскостной рез на глубине 250 мкм с исполь-
зованием 110% уровня энергии лазера. 
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Purpose. To define optimal parameters of femtosecond laser (FSL) 
(Femto LDV Z8, Ziemer, Switzerland) for cutting limbal mini-transplants 

to be further used for limbal stem cells (LSC) transplantation and 
compare the results with manual cutting technique using microsurgical 
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blade. Material and methods. At first step, performed on 3 porcine 
and 3 cadaveric eyes, the optimal energy parameters of FSL were 
selected, which ensured the excision of limbal mini-transplants. At the 
second step, 8 eyes from 4 postmortem donors were used. In the lower 
and upper parts of the limbus, limbal fragments were cut out into 8 
mini-transplants with a FSL (experimental group). Mini-grafts were also 
formed manually in symmetrical areas of each eye using dosed diamond 
blade (control group). The structure of the limbal bed after removing 
mini-transplants was studied by light and scanning electron microscopy. 
The effect of FSL energy on the viability of LSC was determined by 
intravital staining using Live & Dead dye. Finally, on the third step, the 
assessment of reversible and irreversible apoptosis was performed by 
culturing corneoscleral discs containing mini-transplants not separated 
from the limbal bed. The obtained samples were cultivated in a medium 
DMEM/F12 for 7 days followed by immunohistochemical examination. 

Results. The optimal parameters of FSL operation are determined by 
energy levels- 100, 110 and 120%. Histological analysis of the limbal 
residual bed zone showed that the smoothest surface was obtained 
at energies 110 and 120%. This fact was also confirmed by scanning 
electron microscopy. When stained with the Live & Dead dye, damage 
on the lateral and inner sides of limbal mini-transplants was revealed, 
mainly in the experimental group. After 7 days of cultivation in the cut 
area in both groups, no expression of apoptosis markers was observed. 
Conclusion. Cutting out the limbal zone containing LSCs using FSL 
is safe and allows obtaining limbal mini-grafts. The most optimal 
parameters of laser operation in the limbal zone were selected  – a 
planar cut at depth of 250 μm using 110% laser energy.

Key words: femtosecond laser, limbal stem cells, apoptosis, limbal stem 
cell deficiency syndrome, scanning electron microscopy, light microscopy, 
cultivation, histology 

АКТУАЛЬНОСТЬ

Стабильная глазная поверхность предполагает 
наличие состоятельного эпителиального слоя 
роговицы как непременного фактора, обеспечи-

вающего сохранение ее прозрачности [1]. Это актуаль-
но и для случаев, связанных с проведением хирургиче-
ских вмешательств на роговой оболочке глаза, включая 
кератопластику [1]. Хорошо известен факт крайне низ-
кой эффективности оптической трансплантации рого-
вицы у пациентов с синдромом лимбальной недостаточ-
ности (СЛН) [2], при котором существенно нарушает-
ся регенераторный потенциал лимбальных стволовых 
клеток (ЛСК) [3].

Целью простой трансплантации лимбального эпите-
лия (англ. simple limbal epithelial transplantation, SLET) 
является восстановление поврежденного эпителиально-
го слоя роговицы, возникающего в результате дефици-
та ЛСК либо разрушения места их локализации (ниши 
Вогта), путем трансплантации фрагментов лимба со здо-
рового глаза на поврежденный [4]. Следует подчеркнуть, 
что данная операция возможна только у пациентов с од-
носторонним СЛН [4, 5]. Выбор хирургической такти-
ки лечения пациентов с СЛН в первую очередь должен 
быть основан на корректной диагностике данного за-
болевания [6]. В Российской Федерации наиболее рас-
пространенным методом трансплантации ЛСК являет-
ся технология бесклеевой простой трансплантации лим-
бального эпителия (англ. glueless simple limbal epithelial 
transplantation, G-SLET). Она предполагает отсутствие 
необходимости использования фибринового клея для 
фиксации лимбальных фрагментов к поверхности стро-
мы роговицы поврежденного глаза. При этом фрагмен-

ты лимба имплантируются в несквозные радиальные ми-
кронадрезы на периферии роговицы, которые в после-
дующем служат депо для ЛСК [7]. 

В описанной ранее оригинальной технологии G-SLET 
фрагменты лимба выделяют в ходе операции механиче-
ским путем при помощи микрохирургического лезвия. 
Однако при этом не исключены технические погрешно-
сти и ошибки, приводящие к повреждению ЛСК. В свя-
зи с чем мы предположили, что использование фемто-
секундного лазера (ФСЛ) на этом этапе обладает потен-
циалом повысить безопасность и эффективность опе-
рации G-SLET. Это позволит преодолеть практические 
ограничения хирургии и улучшить результативность 
вмешательств у пациентов c односторонним СЛН.

ЦЕЛЬ

Изучить возможность применения низкоэнергетиче-
ского ФСЛ Femto LDV Z8 (Ziemer, Швейцария) на эта-
пе выкраивания лимбального трансплантата, подобрать 
оптимальные параметры работы лазера и оценить эф-
фективность данной методики в сравнении с традици-
онной, предполагающей механическое иссечение ткани.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Данное экспериментальное исследование состояло из 
нескольких этапов. Первый заключался в исследовании 
возможности работы ФСЛ в условиях полупрозрачной 
ткани лимба и определении минимального уровня энер-
гии ФСЛ, при котором возможно получить полноценный 
по составу лимбальный трансплантат с его фрагмента-
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цией на отдельные части (мини-трансплантаты). Второй 
этап был направлен на определение оптимальных, без- 
опасных и эффективных энергетических параметров 
ФСЛ для выкраивания лимбальных мини-транспланта-
тов путем гистологического исследования, включавшего 
проведение световой и сканирующей электронной ми-
кроскопии. Третий этап заключался в оценке жизнеспо-
собности ЛСК, содержащихся в мини-трансплантатах, а 
также в изучении обратимого и необратимого апоптоза 
ЛСК при работе ФСЛ с выбранными параметрами. 

Первый этап. Подбор энергетических 
параметров ФСЛ для формирования и 
эффективного отделения лимбального 
трансплантата от подлежащих тканей
Известно, что эффективность реза тканей ФСЛ суще-

ственно снижается при снижении прозрачности ткани, 
в частности роговицы [8]. Зона лимба, представляющая 
переход от прозрачной ткани роговицы к непрозрач-
ной склере, ранее не изучалась на предмет выполне-
ния плоскостных и вертикальных разрезов при помо-
щи ФСЛ. Нами была поставлена задача определения оп-
тимальных параметров энергии лазера LDV Z8, которые 
бы обеспечили свободное отделение фрагментов ткани, 
вырезанных при помощи лазера. Эксперименты на дан-
ном этапе были выполнены с использованием свиных 
(n=3) и донорских (n=3) изолированных глазных яблок. 
Последние не были пригодны для целей транспланта-
ции роговицы в клинике по причине низкой плотно-
сти эндотелия либо наличия дефектов стромы. Время 
от момента констатации биологической смерти до вы-
деления тканевых фрагментов составило 18,8±0,5 ч. 
Исследования с использованием донорского материа-
ла проводили в соответствии с законодательными и нор-
мативно-правовыми документами РФ.

Эксперимент проводили в условиях операционно-
го блока с соблюдением правил асептики и антисепти-
ки. Глазные яблоки закрепляли в стерильном механиче-
ском держателе. Верхний участок лимба роговицы лока-
лизовали по остаткам сухожилия верхней прямой мыш-
цы. В соответствии с этим проводили разметку места вы-
полнения разрезов.

Формирование трансплантатов осуществляли в верх-
ней и нижней зонах лимба каждого глаза с использова-
нием низкоэнергетического ФСЛ LDV Z8. Для данной ра-
боты инженеры компании Ziemer разработали ориги-
нальное программное обеспечение и траектории рабо-
ты ФСЛ. Они позволяют осуществить диссекцию от 4 до 
8 фрагментов лимба прямоугольной формы со следую-
щими размерами: ширина 1,5 мм, длина 2,5 мм. 

В ходе эксперимента использовали вариабельные 
уровни энергии ФСЛ, начальный из которых был равен 
90%, согласно рекомендации производителя. На каждом 
этапе производили повышение уровня энергии ФСЛ ми-
нимум на 5%. Каждый выбранный уровень энергии ФСЛ 
использовали для выкраивания лимбального трансплан-

тата дважды. Время работы лазера и траектория реза 
были одинаковы для всех случаев.

Под контролем операционного микроскопа Lumera 
Rescan-700 (Сarl Zeiss, Германия) хирург вручную отсе-
паровывал остаточную конъюнктиву для освобождения 
зоны лимба. После аппланации рукоятки ФСЛ на верх-
нюю зону лимба производили точное позиционирова-
ние будущей траектории. С помощью встроенной в ФСЛ 
системы интраоперационного оптического когерентно-
го томографа устанавливали глубину горизонтального 
реза для захвата зоны ниши ЛСК. Глубина реза во всех 
случаях была равна 250 мкм [4]. Производили активацию 
ФСЛ, время работы которого составляло 38–40 с.

Критериями качества реза ФСЛ были: легкость отде-
ления фрагмента от подлежащих тканей лимбального 
ложа, зависящая от наличия «тканевых» мостиков, и со-
хранение целостности вырезанного фрагмента ткани 
после его отделения. Также в условиях операционной 
визуально оценивали качество сформированного лазе-
ром ложа лимбальных трансплантатов после их удале-
ния. Оценку поверхности ложа лимбального трансплан-
тата проводили при помощи интраоперационной опти-
ческой когерентной томографии (ОКТ) с применени-
ем микроскопа Lumera Rescan-700 (С. Zeiss, Германия). 
После удаления мини-трансплантатов корнеосклераль-
ные диски исследовали на предмет оценки глубины рас-
положения горизонтального реза ФСЛ и его воздействия 
на ткань лимба с помощью световой микроскопии. 

По результатам данного этапа, отделение мини-транс-
плантатов, отсепарированных ФСЛ от лимбального ложа 
на свиных глазах, во всех случаях было невозможно вы-
полнить в зоне перехода роговицы в склеру. При этом 
как со стороны роговицы, так и со стороны склеры ми-
ни-трансплантаты отделялись без усилий. 

При работе ФСЛ на кадаверных донорских глазах (n=3) 
отделение мини-трансплантатов, начиная c 90% уровня 
энергии ФСЛ, происходило с значительным усилием вслед-
ствие наличия «тканевых мостиков», затрудняющих их от-
деление от лимбального ложа. Путем перебора вариантов 
энергии выявлено, что сформированные мини-трансплан-
таты начинают относительно легко отделяться, начиная с 
уровня энергии, равного 100%. От данного уровня прово-
дили повышение уровня энергии на 10% для выполнения 
каждой последующей серии эксперимента. 

В результате было отмечено, что при уровнях энер-
гии, равных 130 и 140%, отделение части мини-транс-
плантатов от лимбального ложа было затруднено из-за 
избыточной мацерации тканей. Исходя из этого, был 
сделан вывод, что уровни энергии ФСЛ в 100, 110 и 120% 
являются оптимальными. 

Второй этап. Оценка безопасных 
энергетических параметров фемтосекундного 
лазера для выкраивания фрагментов лимба
На втором этапе в качестве источника ЛСК использо-

вали лимбальные трансплантаты, полученные из глазных 
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яблок (n=4) 2 посмертных доноров мужского пола в воз-
расте 55 и 69 лет. Трансплантаты выкраивали с использо-
ванием ФСЛ в меридианах от 12 до 2 и с 4 до 6 часов услов-
ного циферблата (опытная группа) на уровнях энергии, 
равных 100, 110 и 120%. После чего в меридианах с 10 до 
12 и от 6 до 8 часов мануально выкраивали мини-транс-
плантаты при помощи дозированного алмазного и ме-
таллического одноразового ножей (контрольная группа). 

После предварительной разметки вертикальные раз-
резы проводили дозированным алмазным ножом, вы-
ставленным на глубину 250 мкм. Длина прямоуголь-
ного фрагмента ткани составила 2,5 мм, ширина  – 
1,5 мм. После чего одноразовым металлическим полу-
круглым ножом (Mani, Япония) расслаивали ткань в го-
ризонтальной плоскости, затем образовавшиеся фраг-
менты лимба полностью отделяли от подлежащих сло-
ев (рис. 1). Фрагменты помещали в раствор для кон-
сервации роговицы (рег. уд. №  9398-013-29039336-
2008, ООО НЭП «Микрохирургия глаза», Москва). 

В правой части лимба (как сверху, так и снизу) фор-
мирование лимбального трансплантата и его одномо-
ментное деление на 4 мини-трансплантата проводи-
ли с использованием ФСЛ. Для этого после аппланации 
рукоятки лазера к кадаверному глазу позиционировали 
траекторию реза; глубину горизонтального реза, рав-
ную 250 мкм, контролировали с помощью ОКТ. Время 
работы лазера для формирования одного лимбально-
го трансплантата с его фрагментацией составляло 40 с. 
Для оценки влияния ФСЛ на ткани лимба и жизнеспособ-
ность ЛСК выкраивание лимбальных мини-транспланта-
тов производили с выбранными на первом этапе уров-
нями энергии (100, 110 и 120%). Всего для эксперимен-
та были получены 64 мини-трансплантата.

Гистологическое исследование
Участки корнеосклеральных дисков, содержащих 

лимбальное ложе после удаления лимбального ми-
ни-трансплантата, выкроенного при разных уровнях 
энергии лазера в 100, 110 и 120% (опытная группа) и 
механически (контрольная группа), фиксировали в 10% 
растворе нейтрального формалина, затем промывали 
проточной водой, производили обезвоживание в спир-
тах восходящей концентрации и заливали в парафин. 
Далее выполняли серии гистологических срезов толщи-
ной 2–3 мкм и окрашивали гематоксилином и эозином 
по стандартному протоколу. Препараты изучали на ин-
вертированном микроскопе ix81 (Olympus, Япония) при 
40- и 100-кратном увеличении с фотографированием. 

Оценка ультраструктуры коллагеновых волокон 
методом сканирующей электронной микроскопии
Образцы участков корнеосклерального диска с лим-

бальным ложем после удаления мини-транспланта-
тов в обеих группах обезвоживали в растворе ацето-
на по восходящей концентрации 10, 30, 50, 70, 90, 100% 
(трижды) по 10 мин в каждом. Далее образцы подвер-

гали критической сушке с использованием осушителя 
(Critical Point Dryer Qurum k850, Quorum Technologies, 
Великобритания). Затем образцы напыляли золотом 
(толщина слоя 5 нм, проба 999) с помощью установки 
Smart Coater SPI (SPI Supplies, США) и анализировали по-
средством сканирующего электронного микроскопа мо-
дели 6000 plus (Jeol, Япония). Анализ образцов произ-
водили в 10 случайно выбранных точках и осуществля-
ли в режиме высокого вакуума ×1000 (мощность 10 kV).

Третий этап. Оценка жизнеспособности 
ЛСК методом флуоресцентной окраски 
красителем Live & Dead
После того как были подобраны оптимальные энер-

гетические параметры лазера для формирования фраг-
ментов лимба, на третьем этапе эксперимента исполь-
зовали 8 кадаверных глаз (n=8) посмертных доноров 
(n=4). В нижней и верхней частях лимба проводили вы-
краивание прямоугольного фрагмента лимба с после-
дующим его делением на 8 мини-трансплантатов ФСЛ. 
Аналогично предыдущему (второму) этапу, на сим-
метричных участках каждого глаза формировали ми-
ни-трансплантаты мануально (контрольная группа), но 
вертикальный рез со стороны склеры в обеих группах не 
проводили с целью сохранения фиксации мини-транс-
плантатов в лимбальном ложе для дальнейших исследо-
ваний. При этом величина энергии ФСЛ была равна 110% 
(при данном уровне энергии ФСЛ мини-транспланта-
ты отделялись от лимбального ложа легче по сравне-
нию с уровнем энергии ФСЛ, равным 100%, при кото-
ром «тканевые мостики» наблюдали на всем протяже-
нии лимбального ложа, а отделение сформированных 
мини-трансплантатов требовало использования допол-
нительных микрохирургических инструментов) гори-
зонтальный рез в обеих группах находился на глубине 
250 мкм. Влияние энергии ФСЛ на жизнеспособность 

Рис. 1. Схема выкраивания лимбальных мини-трансплантатов из донор-
ской роговицы

Fig. 1. Scheme of cutting limbal mini-grafts from the donor cornea
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ЛСК определяли методом прижизненной окраски изъя-
тых после выкраивания мини-трансплантатов флуорес-
центным красителем в первые 20 мин.

Для определения жизнеспособности ЛСК роговицы 
применяли флуоресцентный краситель Live & Dead (Ab 
115347, Abcam). Перед окрашиванием из каждого сфор-
мированного лимбального трансплантата один выде-
ленный мини-трансплантат трижды отмывали от кон-
сервационной среды по 5 мин стерильным раствором 
BSS (Balanced Salt Solution, pH 7,4, Abbot). Затем чашку 
Петри заполняли раствором красителя Live & Dead  – 
5 мкл в 1 мл стерильного раствора PBS (Phosphate-
Buffered Saline, pH 7,4, Thermo Fisher Scientific) так, что-
бы жидкость полностью покрывала мини-трансплан-
тат, и инкубировали в течение 10 мин в темноте при 
комнатной температуре. После чего исследуемые об-
разцы промывали троекратно по 5 мин стерильным 
раствором BSS. Для визуализации и изучения резуль-
татов окрашивания применяли лазерный сканирую-
щий конфокальный микроскоп Olympus Fluoview 10i 
(Olympus, Япония). Живые клетки окрашивались в зеле-
ный цвет, мертвые – в красный. Выполняли по 3 сним-
ка каждого полученного образца для изучения жизне-
способности клеток. Площадь каждого снимка состав-
ляла 1,63 мм2. 

Оценка обратимого и необратимого апоптоза
Методом иммуногистохимического (ИГХ) исследова-

ния оценивали наличие экспрессии маркеров обрати-
мого и необратимого вариантов апоптозов ЛСК после 
выкраивания мини-трансплантатов в опытной и кон-
трольной группах. Для этого образцы ткани корнеоскле-
рального диска, содержащие выкроенные и не отделен-
ные от лимбального ложа мини-трансплантаты, снача-
ла помещали в среду DMEM/F12 с 1,05 мМ Са++ с добав-
лением 5% эмбриональной телячьей сыворотки, анти-
биотика-антимикотика, инсулина (5 мкг/мл), гидро-
кортизона (5 мкг/мл) и эпидермального фактора ро-
ста (10 нг/мл) (D6421, Sigma Aldrich, США), и культиви-
ровали на протяжении 7 суток при температуре 37 °С. 
Далее, спустя 7 дней, образцы замораживали при темпе-
ратуре –30 °С в криостате HM525 NX (Thermo Scientifiс, 
Великобритания). Затем выполняли криостатные срезы 
толщиной 10 мкм и переносили их на слайды Polysine 
(Thermo Scientifiс, Великобритания), из расчета три сре-
за на один слайд. Для окраски срезов использовали сле-
дующие первичные антитела: для определения акти-
вации каспазного пути апоптоза изучали Каспазы –3 
и –8, для митохондриального пути  – цитохром С и 
BAX (Abcam). Для идентификации вышеперечислен-
ных маркеров использовали вторичные антитела Alexa 
Fluor 488 (1:250, ab150077, Goat Anti-Rabbit IgG, Abcam) 
и Alexa Fluor 594 (1:250, ab150116, Goat Anti-Mouse IgG, 
Abcam). После удаления вторичных антител для контра-
стирования ядер использовали краситель Hoechst (О150, 
«ПанЭко»). Оценку результатов проводили с использова-

нием лазерного сканирующего конфокального микро-
скопа Olympus Fluoview 10i (Olympus, Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе эксперимента при сравнении раз-
личных вариантов энергии ФСЛ установлено, что фор-
мирование необходимых по качеству мини-трансплан-
татов происходит при минимальном уровне энергии в 
100% и максимальном в 120%. При 90% энергии наблю-
дали большое количество «тканевых мостиков», за счет 
чего приходилось использовать дополнительные ми-
крохирургические инструменты, такие как лезвие-рас-
слаиватель, алмазный нож либо шпатель, для отделения 
мини-трансплантатов. В противном случае отделение 
мини-трансплантата сопровождалось нарушением его 
целостности.

Гистологическая оценка поперечных срезов 
лимбального ложа
При проведении гистологического исследования в 

сравнении двух способов выкраивания выявлено, что при 
выкраивании лимбального трансплантата микрохирурги-
ческими инструментами ровную поверхность лимбально-
го ложа и необходимую глубину горизонтального реза на 
уровне 250 мкм наблюдали лишь в 37,5% случаев. В 62,5% 
поверхность лимбального ложа была неровной, что пред-
полагает также неравномерную толщину лимбального 
трансплантата. При выкраивании лимбального транс-
плантата с использованием ФСЛ горизонтальный рез во 
всех случаях располагался на уровне 250 мкм. При срав-
нении различных уровней применяемой энергии (100, 
110 и 120%) наблюдали явления «оплавления» поверхно-
сти лимбального ложа с разной интенсивностью (рис. 2). 
Вертикальный разрез во всех случаях и при всех уровнях 
применяемой энергии был со стушеванными контурами, 
что, вероятно, является характерным для воздействия ла-
зера на лимб роговицы. Нами также отмечены различия 
в равномерности горизонтальной поверхности лимбаль-
ного ложа и степени т.н. «оплавления» ткани. Наиболее вы-
раженное изменение поверхности наблюдали при 100% 
уровне энергии. Ложе лимбального трансплантата после 
воздействия 110% энергии лазера было более равномер-
ным, однако также наблюдали «оплавление» поверхно-
сти лимбального ложа. При уровне затраченной энергии 
120% горизонтальная поверхность во всех случаях была 
ровной, без изменения поверхности.

При оценке гистологической картины лимбально-
го ложа с расположенным в нем мини-трансплантатом 
при аналогичных уровнях энергии ФСЛ отмечено, что 
использование 100% уровня энергии сопровождалось 
неполным отделением мини-трансплантата ввиду на-
личия большого количества «тканевых мостиков», по 
сравнению с использованием 110 и 120% уровня энер-
гии (рис. 3).
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Оценка ультраструктуры коллагеновых волокон 
ложа методом сканирующей электронной 
микроскопии
При проведении сканирующей электронной микроско-

пии при увеличении ×50 поверхность ложа лимбального 
трансплантата выглядела умеренно бугристой после воз-
действия ФСЛ, но отличалась четкими контурами боковых 
резов. В образцах ткани после выкраивания лимбального 

трансплантата при помощи микрохирургических инстру-
ментов визуализировали лоскуты тканей, располагаемых 
более поверхностно, боковые и горизонтальный резы вы-
глядели неровно, поверхность лимбального ложа была не-
равномерной в 37,5% случаев. На увеличении в ×1000 ви-
зуализировали более выраженное разрежение тканевых 
структур с образованием округлых конгломератов на об-
разцах, полученных при использовании ФСЛ (рис. 4).

Рис. 2. Гистологическая картина поверхности лимбального ложа после удаления мини-трансплантата, полученного разными способами. Усиление 
базофильной краски может свидетельствовать об «оплавлении» ткани после воздействия ФСЛ. Окраска гематоксилином и эозином: a) неровная 
поверхность лимбального ложа после удаления мини-трансплантата, выкроенного микрохирургическими инструментами; б) неровная поверхность 
лимбального ложа после удаления мини-трансплантата, выкроенного ФСЛ с энергией 100%, участки «оплавления» ткани на всем протяжении лим-
бального ложа; в) поверхность лимбального ложа после удаления мини-трансплантата, выкроенного ФСЛ с энергией 110% более ровная, встречают-
ся участки «оплавления» ткани; г) наиболее ровная поверхность лимбального ложа после удаления мини-трансплантата, выкроенного ФСЛ с энер-
гией 120%. Световая микроскопия. ×40

Fig. 2. Histological picture of the surface of the limbal bed after removal of the mini-graft obtained by different methods. Strengthening of the 
basophilic dye may indicate tissue «melting» after exposure to FSL. Hematoxylin-eosin staining: а) uneven surface of the limbal bed after removal of 
a mini-graft cut with microsurgical instruments; б) uneven surface of the limbal bed, after removal of the mini-graft cut by FSL with 100% energy, 
areas of tissue «melting» throughout the limbal bed; в) the surface of the limbal bed, after removal of the mini-graft cut out by FSL with an energy 
of 110%, is more even, there are areas of tissue «melting»; г) the smoothest surface of the limbal bed, after removal of a mini-graft cut with FSL at 
120% energy. Light microscopy. ×40

а б

в г
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Оценка жизнеспособности лимбальных стволовых 
клеток 
Для определения жизнеспособности ЛСК лимба рого-

вицы применяли флуоресцентный краситель Live & Dead 
(Ab 115347, Abcam), позволяющий оценить некроз тка-
ней в первые минуты после воздействия повреждающе-
го фактора на ткани.

В опытной и контрольной группах по боковым по-
верхностям каждого мини-трансплантата, т.е. непосред-
ственно в зоне прохождения лезвия либо ФСЛ, визуали-
зировали мертвые клетки, дающие красную флуоресцен-
цию. Однако в опытной группе мертвые клетки встреча-
лись чаще в сравнении с контрольной группой (рис. 5).

Оценка обратимого и необратимого апоптоза
Оценка обратимого и необратимого апоптоза прово-

дилась в обеих группах после 7 дней культивирования 
выделенных мини-трансплантатов в среде DMEM/F12. 
Флюорохромирование ядер красителем Hoechst пока-
зало, что зоны лимба в обеих группах, в области кото-
рых был произведен разрез и подвергшиеся в дальней-
шем обработке, экспрессии маркеров апоптоза выявле-

но не было, что подтверждает безопасность примене-
ния ФСЛ (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
Этап выкраивания лимбальных трансплантатов при 

проведении операции G-SLET является одним из ключе-
вых, обеспечивающих успех операции. В ходе выделения 
фрагментов лимба они могут подвергаться механиче-
скому воздействию, а при использовании для этих целей 
ФСЛ дополнительным фактором повреждения является 
энергетический. Важным моментом является соблюде-
ние геометрических параметров трансплантата, так как 
необходимо полностью захватить нишу ЛСК в зоне па-
лисад Вогта. Последние, по данным литературы, распо-
лагаются на глубине в среднем 80,4±19,8 мкм от поверх-
ности роговицы [9]. Важность такого полноценного за-
бора лимбальной ниши с ее микроокружением объясня-
ется ее сложно организованной структурой, поскольку 
помимо клеток-предшественников лимбального эпите-
лия – лимбальных эпителиальных стволовых клеток, в 
лимбальной нише располагаются мезенхимальные муль-

Рис. 3. Гистологическая картина лимбального ложа с неудаленными мини-трансплантатами, полученными на уровнях энергии: 100% (а, г) – ви-
зуализируются множественные «тканевые мостики» на протяжении всей поверхности лимбального ложа, из-за чего мини-трансплантат фикси-
рован в лимбальном ложе; 110% (б, д) – встречаются единичные «тканевые мостики», мини-трансплантат отделен от лимбального ложа; 120% 
(в, е) – полное отсутствие «тканевых мостиков», мини-трансплантат отделен от лимбального ложа. Окраска гематоксилин-эозином. Световая ми-
кроскопия. ×40, ×100

Fig. 3. Histological picture of the limbal bed with non-removed mini-grafts obtained at 100% energy levels (а, г) – multiple «tissue bridges» are visualized 
throughout the entire surface of the limbal bed, due to which the mini-graft is fixed in the limbal bed; 110% (б, д) – there are single «tissue bridges», the mini-
graft is separated from the limbal bed; 120% (в, е) – complete absence of «tissue bridges», the mini-graft is separated from the limbal bed. Hematoxylin-eosin 
staining. Light microscopy. ×40, ×100
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типотентные стволовые клетки, меланоциты, иммунные 
клетки, сосудистые и нервные клетки, внеклеточный ма-
трикс и сигнальные молекулы (факторы роста и цито-
кины) [10–15]. 

Очевидно, что получение равномерного по толщине 
и полноценного по структуре лимбального трансплан-
тата, выкраиваемого вручную при помощи расслаивате-
ля либо микрохирургического лезвия, более затрудни-
тельно, поскольку хирург на данном этапе работает бук-

вально «на глаз». Ряд практических ограничений, техни-
ческие трудности и временные затраты, связанные в том 
числе с выкраиванием лимбального трансплантата и его 
фрагментацией на 8–10 фрагментов, делают операцию 
G-SLET сложной и для опытного хирурга.

Известно, что ФСЛ способен производить диссек-
цию тканей роговицы точно и равномерно [16, 17]. 
Изначально ФСЛ нашли широкое применение в обла-
сти рефракционной хирургии и пришли на замену ми-

Рис. 4. Фото поверхности лимбального ложа после удаления мини-трансплантатов, полученных разными способами: а) поверхность лимбального 
ложа после удаления мини-трансплантата, выкроенного микрохирургическими инструментами; б) поверхность лимбального ложа после удаления ми-
ни-трансплантата, выкроенного ФСЛ. Сканирующая электронная микроскопия. ×50; в) поверхность лимбального ложа после удаления мини-транс-
плантата, выкроенного микрохирургическими инструментами, – визуализируется сохранение нативности архитектоники структуры коллагеновых 
волокон; г) поверхность лимбального ложа после удаления мини-трансплантата, выкроенного ФСЛ, – структура коллагеновых волокон изменена, ви-
зуализируются нарушение архитектоники коллагеновых волокон, а именно образование спаянных коллагеновых волокон и образование тканевых 
конгломератов. Сканирующая электронная микроскопия. ×1000

Fig. 4. Photo of the surface of the limbal bed after removal of mini-grafts obtained by various methods: а) the surface of the limbal bed after removal of a mini-
graft cut with microsurgical instruments; б) the surface of the limbal bed after removal of the FSL-cut mini-graft. Scanning electron microscopy. ×50; в) the 
surface of the limbal bed after removal of the mini-graft cut out with microsurgical instruments, the preservation of the native architectonics of the structure 
of collagen fibers is visualized; г) the surface of the limbal bed, after removal of the mini-graft cut out by FSL, the structure of collagen fibers is changed, a 
violation of the architectonics of collagen fibers is visualized, namely the formation of soldered collagen fibers and the formation of tissue conglomerates. 
Scanning electronic microscopy. ×1000
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крокератому при операции ЛАЗИК (лазерный in citu ке-
ратомилез). Согласно проведенным сравнениям двух 
технологий операции ЛАЗИК и фемто-ЛАЗИК (при ко-
тором формирование клапана роговицы производится 
ФСЛ), не выявило существенной разницы между ними. 
Обе операции были сравнимы по параметрам безопас-
ности, эффективности и получению функционально-
го результата. Тем не менее многие хирурги отмечают 
преимущества операции фемто-ЛАЗИК по предсказуе-
мости формирования поверхностного клапана и полу-
чения меньшего количества осложнений [18, 19]. 

Современные ФСЛ используются при проведении 
различных видов кератопластики, для формирования 
роговичных туннелей, при хирургии птеригиума, уда-
лении катаракты [20–25]. Недавние работы выявили по-
тенциальную возможность использования ФСЛ у паци-
ентов с непрозрачными роговицами [8].

В офтальмохирургии распространен целый ряд 
фемтолазерных систем, генерирующих импульсы с 
низкой энергией в диапазоне от мили- до нано-Джоу-
лей (nJ). Особенность лазера LDV Z8 в том, что для рас-
сечения ткани в нем используется низкая энергия в ди-
апазоне nJ и при этом генерация импульсов происхо-

дит с высокой частотой (до 10 МГц). Более низкие им-
пульсы энергии, создаваемые LDV Z8, позволяют произ-
водить диссекцию с меньшей ответной реакцией ткани 
на воздействие лазера и меньшим количеством апопти-
ческих клеток, окружающих зону реза [26]. К преимуще-
ствам LDV Z8 мы также компактные размеры и мобиль-
ность лазера, а также встроенную систему интраопера-
ционной визуализации на основе ОКТ. 

В ходе проведения исследований in vitro нами уста-
новлено, что ФСЛ возможно применить в технологии 
трансплантации ЛСК. При этом значительно облегча-
ется этап выкраивания и фрагментации лимбального 
трансплантата. Оптимальной энергией ФСЛ, при ко-
торой возможно выполнение горизонтального реза на 
глубине 250 мкм и получение полноценных лимбаль-
ных мини-трансплантатов, определена величина, равная 
110%. Равномерность поверхности лимбального ложа и 
выполнение реза точно на заданной глубине подтверж-
дены нами данными гистологического исследования и 
сканирующей электронной микроскопии.

 Результаты прижизненной окраски красителем Live 
& Dead мы рассматривали как дополнительный, но не 
основной метод в оценке жизнеспособности клеток 

Рис. 5. Лимбальные мини-трансплантаты после окраски флуоресцентным красителем Live & Dead, полученные с применением ФСЛ (а, б, в) и с по-
мощью микрохирургических инструментов (г, д, е). Живые клетки представлены зеленым цветом, мертвые – красным. Конфокальная лазерная ска-
нирующая микроскопия. ×100

Fig. 5. Limbal mini-grafts after staining with Live & Dead fluorescent stain, obtained using FSL (а, б, в) and microsurgical instruments (г, д, е). Live cells are 
shown in green, dead cells in red. Confocal laser scanning microscopy. ×100
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лимбального трансплантата, поскольку подсчет клеток 
был затруднителен ввиду их слабой дифференцировки 
на фоне непрозрачной ткани лимба. Визуальная оцен-
ка состояния каждого мини-трансплантата показала не-
сколько большее повреждение клеток мини-трансплан-
татов в опытной группе, в которой использовали ФСЛ. 
Однако данные ИГХ-исследования образцов ткани кор-
неосклеральных дисков, содержащих выкроенные и не 
отделенные от лимбального ложа мини-трансплантаты, 
после 7 дней культивирования в среде DMEM/F12 про-
демонстрировали активный выход клеточной популя-
ции, что позволяет сделать заключение об отсутствии 
проапоптотического влияния ФСЛ на клеточные компо-
ненты мини-трансплантатов, что, в свою очередь, под-
тверждает безопасность применения ФСЛ и сохранение 
нормальной пролиферативной активности компонен-
тов лимбальной ниши. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами разработана принципиально новая технология 
выкраивания и фрагментации мини-трансплантатов, со-

Рис. 6. Иммуногистохимическое окрашивание лимбального ложа с фиксированным мини-трансплантатом, полученных с применением ФСЛ (а, б, в) 
и с помощью микрохирургических инструментов (г, д, е). б, д – экспрессия цитохрома С (красный цвет) и BAX (зеленый цвет); в, е – экспрессии кас-
пазы 8 (зеленый цвет) и каспазы 3 (красный цвет). Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия. ×100 

Fig. 6. Immunohistochemical staining of the limbal bed with a fixed mini-graft obtained using FSL (а, б, в) and using microsurgical instruments (г, д, е). б, д – 
expression of cytochrome C (red) and BAX (green); в, е – expression of caspase 8 (green) and caspase 3 (red). Confocal laser scanning microscopy. ×100

держащих ЛСК на базе использования ФСЛ Femto LDV 
Z8. Технология представляется нам безопасной с точ-
ки зрения сохранности ЛСК и перспективной для ис-
пользования в клинической практике у пациентов с од-
носторонним СЛН по методу GSLET. Подобраны опти-
мальные параметры работы лазера в лимбальной зоне – 
плоскостной рез на глубине 250 мкм с использованием 
110% уровня энергии лазера.
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