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РЕФЕРАТ

Цель. Экспериментально обосновать возмож-
ность применения российского фемтосекундного 
лазера «Визум» для изготовления ультратонкого 
заднего послойного трансплантата с эндотелиаль-
ной стороны роговицы.

Материал и методы. Для проведения экспери-
мента использовали донорские человеческие када-
верные корнеосклеральные диски. Сформировано 
3 группы по 4 пары донорских роговиц. 1-я груп-
па: роговичные трансплантаты для задней послой-
ной кератопластики, выкроенные с эндотелиаль-
ной стороны на фемтосекундном лазере «Визум» 
(«Оптосистемы», Троицк); в качестве контрольной 
группы взяты интактные кадаверные корнеоскле-
ральные диски тех же доноров. 2-я группа: донор-
ские роговицы, на которых выполняли апплана-
цию интерфейсом лазерной установки в течение 
20 секунд без фемтолазерного воздействия, парные 
интактные корнеосклеральные диски от тех же 
доноров были использованы в качестве контроля. 
3-я группа: трансплантаты, сформированные с эн-
дотелиальной стороны на фемтосекундном лазе-
ре «Визум», контролем служили трансплантаты, 
сформированные микрокератомом из парных ро-
говиц тех же доноров. 

Определение живых и мёртвых клеток эндо-
телия роговицы человека проводили с использо-
ванием флуоресцентных красителей Calcein Violet 
450 (Thermo Fisher Scientific) и Propidium iodide 
(Sigma-Aldrich) с последующей флюоресцентной 
микроскопией. Подсчёт живых и мёртвых клеток 
с полученных изображений проводится с примене-
нием программы ImageJ. Проводили подсчёт про-
центного соотношения мёртвых клеток от общего 
количества клеток. 

Результаты. По первой группе в образцах, под-
вергшихся фемтолазерному воздействию, про-
цент гибели эндотелиальных клеток выше, чем в 
контрольных интактных роговицах (p=0,05). Во 
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второй группе процент гибели эндотелиальных 
клеток в группе аппланации достоверно выше, чем 
в контрольной группе (p=0,04). При этом статисти-
чески достоверных различий между потерями эн-
дотелиальных клеток в результате фемтолазерного 
воздействия и простой аппланации без лазерного 
воздействия нет (p=0,95). В третьей группе потеря 
эндотелиальных клеток при формировании транс-
плантата на фемтосекундном лазере статистически 
достоверно превышает потерю эндотелиальных 
клеток при микрокератомной методике формиро-
вания трансплантата (p=0,004).

Выводы. Результаты эксперимента показали 
отсутствие повреждающего действия фемтосе-
кундного лазера «Визум» на эндотелий при фор-
мировании трансплантата толщиной 130 мкм с 
эндотелиальной стороны. Основной причиной, 
увеличивающей процент гибели эндотелия, явля-
ется механическое воздействие на эндотелий в мо-
мент аппланации.

Потеря эндотелиальных клеток при формиро-
вании трансплантата с эндотелиальной стороны 
на фемтолазере «Визум» больше, чем при микро-
кератомной методике. Однако процент гибели 
эндотелиальных клеток небольшой и находится 
в допустимых пределах, что позволяет применять 
данную методику в клинической практике.

На сегодняшний день задняя послойная кера-
топластика является «золотым стандартом» для 
лечения первичной и вторичной эндотелиальной 
дистрофии роговицы [4]. По данным Ассоциации 
глазных банков США (ЕВАА), частота выполнения 
задней послойной кератопластики для лечения эн-
дотелиальных дистрофий составляет более 70% 
от всех выполненных в стране кератопластик. Из 
литературных источников известно: чем тоньше и 
равномернее трансплантат, тем ниже гиперметро-
пический сдвиг и более высокие показатели остро-
ты зрения, поэтому так важно получить ультра-
тонкий трансплантат, толщина которого, согласно 
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современным требованиям, в центральной зоне 
не превышает 130 мкм [7, 8]. Известно несколько 
основных методик заготовки ультратонкого транс-
плантата. Микрокератомный метод даёт хорошие 
функциональные результаты, однако с использо-
ванием микрокератома происходит гиперметро-
пический сдвиг рефракции за счёт утолщения 
трансплантата от центра к периферии на величину 
0,7–1,5 дптр, а также возрастает риск перфорации 
и выбраковки донорского материала [2]. Внедре-
ние фемтосекундных лазерных установок в клини-
ческую практику позволяет формировать ультра-
тонкие равномерные по толщине трансплантаты 
со стороны эндотелия, без риска перфорации и вы-
браковки донорских роговиц. Равномерность тол-
щины полученных трансплантатов обеспечивает 
меньший гиперметропический сдвиг рефракции, а 
также более высокие показатели послеоперацион-
ной остроты зрения [5]. Согласно данным исследо-
вания, при контакте интерфейса лазерных устано-
вок Visumax FS500 (Carl Zeiss, Германия) и LDV Z6 
(Ziemer, Швейцария) с эндотелием трансплантата 
количество погибших эндотелиальных клеток при 
данной методике сопоставимы с остальными ме-
тодами выкраивания трансплантата [1, 6]. Однако 
высокая мощность импульса данных фемтосекунд-
ных лазеров создаёт риск избыточной активации 
кератоцитов на границе фемторассечения, что мо-
жет способствовать формированию «хейза» меж-
ду роговицей реципиента и трансплантатом, что 
существенно снижает функциональный результат 
операции [6]. Российский фемтосекундный лазер 
«Визум» («Оптосистемы», Троицк) обладает отлич-
ными от зарубежных аналогов параметрами ра-
боты (излучение инфракрасного лазера с длиной 
волны 1030–1050 нм, частотой следования импуль-
сов 1 МГц, продолжительностью импульса 400 фс, 
энергией в импульсе 0,89 мкДж для вертикально-
го и 0,52 мкДж для ламеллярного разреза). Низкая 
энергия импульса, вероятно, должна снизить риск 
формирования «хейза» в интерфейсе «трансплан-
тат – роговица» в послеоперационном периоде. Тем 
не менее такие энергетические параметры позволя-
ют с успехом использовать данную фемтолазерную 
установку для выполнения послойных кератопла-
стик, обеспечивая хорошие результаты качества 
фемторассечения [3]. Наша задача – эксперимен-
тально обосновать безопасность и эффективность 
формирования ультратонкого трансплантата для 
задней послойной кератопластики со стороны эн-
дотелия роговицы с помощью российского фемто-
секундного лазера «Визум». 

ЦЕЛЬ
Экспериментально обосновать возможность 

применения российского фемтосекундного лазера 

«Визум» для изготовления ультратонкого заднего 
послойного трансплантата с эндотелиальной сто-
роны роговицы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Для проведения эксперимента использовали 

донорские человеческие кадаверные корнеоскле-
ральные диски. Сформировано 3 группы по 4 пары 
донорских роговиц. 

В первую группу были включены 4 кадаверных 
донорских корнеосклеральных дисков, консерви-
рованных в среде Борзенка – Мороз, из которых 
выкраивали ультратонкие трансплантаты толщи-
ной 130 мкм со стороны эндотелия с помощью 
фемтосекундного лазера «Визум», 4 интактных 
парных роговицы тех же доноров использовали в 
качестве контрольной группы. 

Во вторую группу были включены 4 роговицы, 
на которых выполняли аппланацию при помощи 
интерфейса фемтолазерной установки «Визум» с 
эндотелиальной стороны в течение 20 секунд без 
фемтолазерного воздействия. 4 парных роговицы 
тех же доноров оставались контрольными. 

В третью группу вошли 4 пары донорских ро-
говиц. В этой группе из одной роговицы донора 
формировали трансплантат для задней послойной 
кератопластики толщиной 130 мкм с эндотелиаль-
ной стороны на фемтосекундном лазере «Визум». 
Из парной роговицы того же донора формировали 
трансплантат с передней поверхности роговицы 
при помощи микрокератома. 

Формирование трансплантата на фемтосекунд-
ном лазере выполняли по следующей методике. 
Донорский корнеосклеральный диск, консервиро-
ванный в среде Борзенка – Мороз, размещали на 
искусственной передней камере эндотелиальной 
поверхностью кверху, давление внутри камеры со-
здавали равным 20 мм вод. ст. Роговицу помеща-
ли под аппланационный интерфейс фемтолазера 
«Визум». Выполняли выкраивание трансплантата 
диаметром 8 мм, толщиной 130 мкм. При этом ис-
пользовались следующие параметры работы ла-
зера: излучение инфракрасного лазера с длиной 
волны 1030–1050 нм, частотой следования импуль-
сов 1 МГц, продолжительностью импульса 400 фс, 
энергией в импульсе 0,89 мкДж для вертикально-
го и 0,52 мкДж для ламеллярного разреза. Время 
формирования трансплантата 18–20 с. Роговичные 
трансплантаты отделяли при помощи шпателя. Ро-
говицы из остальных групп вырубали при помощи 
панча диаметром 8,0 мм.

Далее выполняли окрашивание эндотелиаль-
ного слоя трансплантатов роговицы в чашках Пе-
три флуоресцентными красителями.

Для окрашивания живых клеток использовали 
Calcein Violet 450 AM Viability Dye (Thermo Fisher 
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Scientific, 65-0854-39) – мембранно-проницаемый 
краситель, окрашивающий живые клетки агент c 
максимумом возбуждения 408 нм и максимумом 
эмиссии – 450 нм (рис. 1). При проникновении в 
клетку внутриклеточные эстеразы расщепляют 
ацетоксиметильную (АМ) сложноэфирную груп-
пу, в результате образуется мембранно-непрони-
цаемый флуоресцентный краситель Calcein Violet. 
Апоптотические и мёртвые клетки с нарушенными 
клеточными мембранами не удерживают данный 
краситель. Мёртвые клетки окрашивали и визуа-
лизировали с помощью красителя Propidium iodide 
(Sigma-Aldrich, P4170) – флуоресцентного краси-
теля нуклеиновых кислот с максимумом возбуж-
дения 540 нм и максимумом эмиссии 608 нм. Дан-
ный краситель окрашивает ядра погибших клеток 
(рис. 2). Целостность мембраны живых и апоптоти-
ческих клеток исключает их окрашивание данным 
маркером.

Перед окрашиванием исследуемые роговицы 
промывали в чашке Петри со стерильным раство-
ром PBS (Phosphete-Buffered Saline, pH-7.4, Thermo 
Fisher Scientific, 10010023). Далее ткань переноси-
ли в другую чашку Петри с раствором красителей 
в PBS: Calcein Violet 450 AM – 10 uM и Propidium 
iodide – 500 nM, и инкубировали в течение 30 ми-
нут в темноте, чтобы предотвратить выцветание 
флуоресцентных меток. По истечении получаса 
роговицу промывали чистым раствором PBS и пе-
ремещали в пластиковую чашку Петри со стеклян-
ным дном (MatTek Corporation) в 1 мл PBS эндоте-
лием вниз, сверху накрывали покровным стеклом. 
Все описанные процедуры проводили в стериль-
ных условиях в ламинарном шкафу.

Для визуализации окрашивания использовали 
инвертированный микроскоп Leica DMIL HC (Leica, 
Германия). Возбуждение флуоресцентных меток 

происходит при освещении образца ртутной лам-
пой с применением синего и красного фильтров. 
Выполняли по 5 снимков каждой роговицы: цен-
тральная зона и четыре квадранта на периферии. 
Подсчёт живых и мёртвых клеток с полученных 
изображений проводили с применением програм-
мы ImageJ. Выполняли подсчёт количества живых 
и мёртвых клеток, далее рассчитывали процентное 
соотношение мёртвых клеток к абсолютному числу 
эндотелиальных клеток. Для статистической обра-
ботки данных использовали пакеты прикладных 
программ Microsoft Exсel и SigmaPlot 11.0. Досто-
верность статистических различий выборок, име-
ющих нормальное распределение, проверяется с 
помощью t-теста Стьюдента для независимых вы-
борок.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные данные о гибели эндотелиальных 

клеток в каждой группе отражены в таблицах 1–3. 
Данные представляли в виде M±σ, где М – среднее 
арифметическое, σ – стандартное отклонение.

В первой группе исследования процент погиб-
ших эндотелиальных клеток в трансплантатах, 
сформированных при помощи фемтосекундного 
лазера «Визум», в среднем составил 15,7±10,3%, в 
то время как в интактных контрольных образцах 
доля мёртвых эндотелиальных клеток составила в 
среднем 4,3±2,9% (табл. 1). Различия в группе ста-
тистически достоверные (p=0,05). 

Во второй группе среди образцов, на кото-
рых была выполнена аппланация в течение 20 се-
кунд без последующего фемтолазерного воздей-
ствия, гибель эндотелиальных клеток составила 
16,0±9,3%, в то время как среди контрольных рого-
виц – 3,2±2,3% (табл. 2). Различия статистически 
достоверны (p=0,04). В то же время при сравнении 
потерь эндотелиальных клеток между группами 1 

Рис. 2. Окрашивание эндотелия красителем Propidium iodideРис. 1. Окрашивание эндотелия красителем Calcein 
Violet 450 AM
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и 2 статистически достоверных различий в гибели 
эндотелиальных клеток при фемтолазерном вы-
краивании трансплантата и простой аппланации в 
течение 20 секунд без последующего фемтолазер-
ного воздействия нет (p=0,95).

В третьей группе гибель эндотелиальных кле-
ток в трансплантатах, выкроенных при помощи 
фемтосекундного лазера с эндотелиальной сторо-
ны, составила в среднем 14,9±4,9%, в то время как 
в трансплантатах, полученных при помощи ми-
крокератома из парных глаз тех же доноров, по-
теря эндотелиальных клеток составила 3,3±1,2% 
(табл. 3). Потеря эндотелиальных клеток при 
формировании трансплантата фемтосекундным 

лазером статистически достоверно превышает 
потерю эндотелиальных клеток при микрокера-
томной методике формирования трансплантата 
(p=0,004).

Таким образом, при формировании транс-
плантата с эндотелиальной стороны с помощью 
фемтосекундного лазера «Визум» процент погиб-
ших эндотелиальных клеток статически значимо 
превышает контрольную группу, однако не имеет 
тех существенных различий между 1-й и 2-й груп-
пами, что говорит об отсутствии повреждающего 
действия лазерной энергии на эндотелий. Это сви-
детельствует о том, что основным повреждающим 
фактором является механическое повреждение эн-

Таблица 1

Данные потери эндотелиальных клеток в первой группе

№
Гибель эндотелиальных клеток в трансплантатах, 

выкроенных фемтосекундным лазером (%)
Гибель эндотелиальных клеток в контрольных 

роговицах (%)

1 8,99 2,27

2 29,13 7,56

3 6,27 1,36

4 18,54 5,92

M±σ 15,7±10,3 4,3±2,9

Таблица 2

Данные потери эндотелиальных клеток во второй группе

№
Гибель эндотелиальных клеток в образцах с 

аппланацией в течение 20 секунд (%)
Гибель эндотелиальных клеток в контрольных 

роговицах (%)

1 21,53 6,28

2 26,17 4,12

3 7,28 2,02

4 9,03 1,25

M±σ 16,0±9,3 3,2±2,3

Таблица 3

Данные потери эндотелиальных клеток в третьей группе

№
Гибель эндотелиальных клеток в трансплантатах, 

выкроенных при помощи фемтосекундного лазера 
Визум (%)

Гибель эндотелиальных клеток в трансплантатах, 
выкроенных микрокератомом (%)

1 19,27 5,01

2 9,12 2,17

3 12,52 3,21

4 18,63 2,81

M±σ 14,9±4,9 3,3±1,2
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дотелия в момент аппланации. В 3-й группе про-
цент гибели эндотелиальных клеток при формиро-
вании трансплантата с помощью микрокератома 
меньше, чем при использовании фемтосекундного 
лазера «Визум», тем не менее в обоих случаях этот 
процент находится в допустимых пределах для 
успешного сохранения жизнеспособности транс-
плантата.

ВЫВОДЫ
Результаты эксперимента показали отсутствие 

повреждающего действия фемтосекундного ла-
зера «Визум» на эндотелий при формировании 
трансплантата толщиной 130 мкм с эндотели-
альной стороны. Основной причиной, увеличи-
вающей процент гибели эндотелия, является ме-
ханическое воздействие на эндотелий в момент 
аппланации.

Потеря эндотелиальных клеток при формиро-
вании трансплантата с эндотелиальной стороны 
фемтолазером «Визум» больше, чем при микро-
кератомной методике. Однако процент гибели 
эндотелиальных клеток небольшой и находится 
в допустимых пределах, что позволяет применять 
данную методику в клинической практике.
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