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РЕФЕРАТ

Цель. Сравнение прозрачности дегидратированных и недегидра-
тированных тканеинженерных конструкций роговицы после крио-
консервации.

Материал и методы. Прозрачность тканеинженерных конструк-
ций роговицы оценивали методом спектрофотометрии. Были сформи-
рованы 3 группы сравнения: 1-я группа – контрольная (свежие ленти-
кулы), 2-я группа – NaCl– (тканеинженерная конструкция без обезво-
живания), 3-я группа – NaCl+ (тканеинженерная конструкция с пред-
варительной дегидратацией). Данные спектрофотометра оценивались 
в 2 этапа. На первом этапе измеряли прозрачность контрольной груп-

пы (n=30). На втором этапе исследовали прозрачность двух опытных 
групп после хранения в DMSO (группы NaCl– и NaCl+).

Результаты. В группе NaCl+ прозрачность незначительно сниже-
на по сравнению с контролем, а наиболее приближен к контролю был 
протокол с использованием NaCl–. 

Заключение. В целом, группы NaCl– и NaCl+ незначительно те-
ряют свою прозрачность после размораживания в сравнении с кон-
тролем, поэтому обе группы могут рассматриваться как взаимоза-
меняемые.
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Purpose. To compare the transparency of dehydrated and non-
dehydrated tissue-engineered corneas for cryopreservation. 

Materials  and  methods. Assessment transparency of tissue-
engineered corneas using spectrophotometry. For comparison, three 
groups were performed: 1 – control group (fresh lenticules), 2 – NaCl– group 
(dehydrated tissue-engineered corneas), 3 – NaCl+ group (non-dehydrated 
tissue-engineered corneas). The spectrophotometer data was evaluated in 
2 stages. At stage 1, the transparency of the control group was measured 
(n=30). At the second stage, the transparency of two experimental groups 
after storage in DMSO (groups NaCl- and NaCl+) was investigated. 

Results.  In the NaCl+ group, the transparency slightly decreased 
compared to the control, and the protocol using NaCl– was the closed 
to the control.

Conclusion. In general, after thawing the NaCl– and NaCl+ groups 
slightly decrease their transparency in comparison with the control, so 
both groups can replace each other.

Key  words: storage, cryopreservation, lenticule, cornea, 
decellularization, tissue engineering. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Операция ReLEx SMILE являет-
ся полностью фемтосекунд-
ной технологией, позволяю-

щей корригировать миопию и слож-
ный миопический астигматизм [1]. 
В ходе данной операции остается 
лентикула, которая может расцени-

ваться как истинный трансплантат. 
Было показано, что повторная им-
плантация лентикулы может вос-
станавливать как объем стромы ро-
говицы, так и показатели аномалии 
рефракции после операции, как это 
было продемонстрировано на моде-

лях кроликов и обезьян [2, 3]. Также 
существуют сообщения о коррек-
ции кератоконуса и гиперметро-
пии с помощью имплантации ин-
трастромальных лентикул [4, 5]. 
Однако в большинстве работ при-
менялась свежая лентикула, что мо-
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жет ограничить ее использование в 
будущем. Решением данной пробле-
мы может являться успешное хра-
нение свежих лентикул с помощью 
различных криогенных консерван-
тов [6-8].

Кроме того, наличие клеток в све-
жей ткани роговицы потенциально 
повышает риск иммунного оттор-
жения лентикулы при трансплан-
тации. Для решения этой задачи 
технологии тканевой инженерии, 
а именно методы децеллюляриза-
ции, позволяют создавать тканеин-
женерные конструкции роговицы 
(ТК). Целью данной методики явля-
ется максимальное удаление клеток 
для снижения антигенной нагрузки 
при минимальном воздействии на 
структуру внеклеточного матрик-
са (ВКМ) [9-11]. Проблема хранения 
ТК является актуальной и общеиз-
вестно, что после децеллюляриза-
ции лентикула набухает за счет оте-
ка коллагеновых волокон, что явля-
ется критичным моментом, посколь-
ку наличие жидкости в тканях при 
заморозке может привести к обра-
зованию кристаллов льда и разруше-
нию клеток. Это приведет к наруше-
нию прозрачности после размора-
живания тканей. На данный момент 
в литературе еще не было описано 
хранение ТК в диметилсульфоксиде 
(DMSO). В нашей работе мы попы-
тались понять в рамках оценки про-
зрачности, существует ли связь меж-
ду отечной и обезвоженной ТК по-
сле хранения в диметилсульфокси-
де (DMSO). Для дегидратации ТК был 
использован разрешенный к клини-
ческому применению в офтальмоло-
гии дисперсный вискоэластик (ДВ), 
содержащий 3,0% гиалуронат натрия 
и 4,0%-й хондроитин сульфат, мас-
сой 600.000 Дальтон.

ЦЕЛЬ

Сравнение прозрачности де-
гидратированных и недегидрати-
рованных тканеинженерных кон-
струкций роговицы после криокон-
сервирования.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Лентикулы были получены по-
сле операции ReLex SMILE для кор-
рекции миопии средней степени и 
сложного миопического астигма-
тизма (цилиндр до –0,75 дптр) на 
базе головной организации ФГАУ 
«НМИЦ «МНТК «Микрохирургия гла-
за» им. акад. С.Н. Фёдорова» Минз-
драва РФ. Сферический эквивалент 
до операции ReLex SMILE составлял 
-4,72±0,86 дптр. Параметры лентику-
лы: толщина 77-120 мкм, ее диаметр 
6,5 мм. Обработка лентикулы натри-
ем хлоридом с нуклеазами (NaCl) 
проходила в лаборатории in vitro, в 
стерильных условиях на базе Цен-
тра фундаментальных и прикладных 
медико-биологических проблем го-
ловной организации МНТК «Микро-
хирургия глаза» им. акад. С.Н. Фёдо-
рова (табл.). 

Спектральное пропускание лен-
тикулы определяли с помощью спек-
трофотометра Multiskan GO (Thermo 
Scientific, США) с длиной волны све-
та от 380 до 780 нм, с шагом 10 нм. 
Данные спектрофотометра оценива-
лись в 2 этапа. На 1-м этапе измеряли 
нативные лентикулы – контрольная 
группа (n=30). На втором этапе ис-
следовали прозрачность двух опыт-
ных групп после хранения. Важно 
заметить, что после децеллюляриза-
ции и перед хранением одну часть 

образцов дегидратировали в ДВ в те-
чение 1 часа (n=15), а другую часть 
не обезвоживали в ДВ (n=15). В свя-
зи с этим были сформированы две 
опытные группы: одна без добавле-
ния ДВ (NaCl–), а другая с добавлени-
ем ДВ (NaCl+).

Протокол хранения. Образцы 
групп для NaCl– и NaCl+ переноси-
ли в криопробирки, содержащие 1 
мл 80%-й тканевой культуральной 
среды (среда Борзенок-Мороз) и 
20%-й DMSO (Applichem,США). Да-
лее криопробирки (Corning, США) 
помещали в контейнер coolcell 
(Corning, США) и переносили в 
низкотемпературный морозиль-
ник на 1 сутки, после чего контей-
нер переносили в сосуд Дьюаре с 
жидким азотом с постоянной тем-
пературой –196°С. Далее через два 
дня образцы сначала разморажи-
вали на водяной бане, потом отмы-
вали трижды в PBS. С целью снятия 
отека образцы обезвоживали в ДВ 
1 час, затем их переносили в лун-
ки 96-луночного планшета для из-
мерения коэффициента пропуска-
ния (%). В качестве расчетного зна-
чения для статистического анализа 
данных использовали среднее для 
всей группы по 41 точке прозрач-
ности полученного спектра. 

В качестве описательных ста-
тистик переменных использовали 
среднее со стандартным отклоне-
нием (М±SD) и медиану с межквар-
тильным размахом (Me (1-3 квар-
тили). Нормальность распределе-
ния переменных оценивалась с ис-
пользованием теста Шапиро-Уилка. 
Гомогенность дисперсий оценива-
лась с помощью теста Бартлетта. 
Для сравнения прозрачности лен-
тикул в рамках одного протокола 
обработки был использован кри-

Таблица 

Оценка прозрачности лентикулы и ТК после криоконсервирования

№ Действующие компоненты Описание методики

2
1,5 М NaCl + ДНКаза 5 Ед/мл  

и РНКаза 5 Ед/мл  
n=30

Инкубация в 1,5 М растворе хлорида натрия в течение 48 часов, с заменой 
раствора каждые 24 часа. Затем инкубация в растворе ДНКазы 5 Ед/мл  
(Sigma-Aldrich) и РНКазы 5 Ед/мл (Sigma-Aldrich) в течение 48 часов.  
Далее отмывка в растворе PBS в течение 72 часов, с заменой каждые 24 часа. 
Процедура децеллюляризации проводилась при комнатной температуре  
и при непрерывном встряхивании в шейкере.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
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терий Уилкоксона для двух зависи-
мых групп и T-критерий Стьюдента 
для парных и зависимых выборок: 
сравнивались связанные выборки в 
двух разных точках, например, кон-
троль-протокол. Для сравнения не-
зависимых выборок был использо-
ван U-критерий Манна-Уитни, на-
пример, протокол-протокол. При 
оценке результатов статистически 
значимыми считали результаты при 
значениях р<0,05. Данные визуа-
лизировали с помощью программ-
ного обеспечения GraphPad Prism 
8.4.3. Анализ полученных данных 
проводили с использованием сре-
ды для статистических вычисле-
ний R версии 4.0.2. (R Foundation 
for Statistical Computing, Вена, Ав-
стрия).

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Полученные данные представле-
ны на рисунках 1-4. В частности, как 
видно из рисунка 1, прозрачность в 
группе NaCl+ незначительно сниже-
на по сравнению с контролем, тог-
да как наиболее приближен к кон-
тролю протокол с использованием 
NaCl–. 

Проведенный анализ выявил ста-
тистически значимые различия 
(рис. 2) в группах контроль – NaCl+: 
90,83±0,95 против 86,47±4,07; (90,77 
(90,10-91,60) против 88,01 (85,92-
89,13); p<0,0001). На рис. 3 и 4 пока-
зано отсутствие статистически зна-
чимых различий, как в группах кон-
троль – NaCl–: 86,87±5,40 против 
87,57±3,51; (86,17 (82,05-91,75) 89,35 

против (85,17-89,90); p≥0,596), так и 
в группах NaCl– – NaCl+ : 87,57±3,51 
против 86,47±4,07; (89,35 (85,17-
89,90) против (88,01 (85,92-89,13); 
p≥0,345) соответственно.

Таким образом, полученные пред-
ставленные выше данные свидетель-
ствуют, что, во-первых, предвари-
тельная дегидратация в ДВ, получен-
ной ТК может незначительно умень-
шить ее прозрачность в сравнении 
с контролем, и во-вторых, по-види-
мому, DMSO как мембранопроника-
ющий криопротектор не приводит 
к значительному повреждению кол-
лагеновой ультраструктуры внекле-
точного матрикса ТК за счет препят-
ствования образования кристаллов 
льда на внутриклеточном уровне. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании нашего исследова-
ния мы считаем, что в целом груп-
пы NaCl– и NaCl+ незначительно те-
ряют свою прозрачность после раз-
мораживания в сравнении с контро-
лем. Обе группы могут рассматри-
ваться как взаимозаменяемые. 
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