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 G В настоящее время значительная часть пациентов с патологией роговой оболочки глаза нуж-
дается в кератопластике, в связи с чем потребность в постоянном запасе донорских роговиц до-
статочно высока. В данной статье описаны методы анализа кадаверного донорского роговично-
го материала в той последовательности, которая необходима для качественной его оценки перед 
оперативным вмешательством или выбором оптимального вида консервации в условиях глазного 
банка. Известно, что основную роль в сохранении прозрачности трансплантируемого роговичного 
лоскута после выполнения сквозной или эндотелиальной кератопластики играют клетки эндоте-
лия и их жизнеспособность. Именно для этих видов кератопластики необходимо наиболее высо-
кое качество донорского материала с сохранением большого количества жизнеспособных эндо-
телиальных клеток. Роговичные лоскуты с худшим качеством эндотелиального слоя могут быть 
успешно использованы для различных видов передних послойных и межслойных кератопластик. 
Следовательно, адекватная оценка донорского роговичного материала перед операцией позволяет 
снизить риск послеоперационных осложнений, связанных с несостоятельностью эндотелиального 
слоя роговицы, и увеличить срок жизнеспособности трансплантата у оперированных пациентов. 
Кроме того, большое значение имеет выбор оптимального вида консервации, чтобы сохранить 
роговичный материал биологически полноценным продолжительное время, для различных видов 
трансплантаций.

 G ключевые слова: сквозная кератопластика; эндотелиальная кератопластика; донорский мате-
риал; эндотелиальные клетки; жизнеспособность клеток.
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 G At present time, a large amount of patients with corneal diseases require keratoplasty, therefore there is 
a quite high demand of constant donor cornea stock. In present article, methods of cadaver donor corneal 
material analysis are described in a sequence that is necessary for its qualitative assessment before surgery 
or for the choice of the optimal method of preservation in the Eye Bank conditions. It is known that corneal 
endothelial cells and their viability play a main role in the maintenance of transparency of transplanted cor-
neal flap after penetrating keratoplasty or endothelial keratoplasty. It is for these types of keratoplasty that 
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the highest quality of donor material with preservation of a large number of viable corneal endothelial cells is 
needed. Corneal flaps with poorer quality of corneal endothelial layer could be successfully used for different 
types of anterior lamellar keratoplasty and interlamellar keratoplasty. Therefore the adequate evaluation of 
donor corneal material before surgery allows reducing the risk of postoperative complications associated with 
failure of the corneal endothelial layer, and increasing graft survival in patients after surgery. In addition, 
the choice of the optimal type of preservation is of great relevance for maintaining the corneal material as 
viable in the long run for various types of transplantations.

 G Keywords: penetrating keratoplasty; endothelial keratoplasty; the donor material; cornea endothelium 
cells; cell viability.

По данным ВОЗ, заболевания роговицы, слу-
жащие причиной слепоты и слабовидения, зани-
мают четвёртое место после катаракты, глаукомы 
и возрастной макулярной дегенерации [1]. Еже-
годно во всём мире выполняют более 200 тысяч 
кератопластик [2], поэтому потребность в каче-
ственном донорском материале и его постоянном 
запасе высока. Получение пригодного для кера-
топластики кадаверного донорского материала 
представляет собой одну из наиболее актуальных 
проблем в современной трансплантологии рого-
вой оболочки глаза [3–7].

В зависимости от слоёв роговицы, которые 
подлежат замене либо на уровне которых прово-
дится вмешательство, выделяют несколько видов 
кератопластики: сквозную (СКП) — полнослой-
ная замена роговицы реципиента донорским ма-
териалом; переднюю послойную (ПКП) — замена 
передних слоёв роговицы вплоть до десцеметовой 
мембраны; эндотелиальную (ЭКП) — включает 
замену задних слоёв роговицы трансплантатом 
толщиной от 20 до 250 мкм; межслойную (МКП), 
или интерламеллярную, — имплантация донор-
ской ткани различной толщины и формы в строму 
роговицы реципиента.

Самым популярным видом радикальной хи-
рургии роговицы до сих пор остаётся СКП. Так-
же в последнее время широкое распространение 
получила ЭКП при буллёзной кератопатии [8]. 
Именно для этих видов кератопластики необ-
ходимо наиболее высокое качество донорского 
материала с сохранением большого количества 
жизнеспособных эндотелиальных клеток.

Необходимо отметить, что сохранность эпителия 
донорской роговицы не является существенным 
критерием успешного проведения кератопласти-
ки, так как через несколько дней после операции 
он полностью замещается эпителием реципиента. 
В то же время, учитывая высокую антигенность 
эпителия, считается, что он должен быть удалён 
перед кератопластикой или консервацией [9, 10]. 
В строме, так называемой коллагеновой «матри-

це», которая после трансплантации заселяется 
собственными клетками реципиента, должны от-
сутствовать помутнения, неровности передней по-
верхности, признаки лизиса. Основным критерием 
жизнеспособности донорского материала рогови-
цы для СКП и ЭКП служит состояние эндоте-
лиального слоя, а именно качество и количество 
эндотелиальных клеток (плотность эндотелиаль-
ных клеток — ПЭК) [11, 12], обеспечивающих нор-
мальную гидратацию и прозрачность транспланта-
та за счёт насосной и барьерной функций [13–15].

В настоящее время существует множество 
методов оценки роговичного донорского мате-
рила, которые подразделяют на лабораторные 
(инвазивные), или вспомогательные, и клини-
ческие (неинвазивные), или основные. После 
применения инвазивных методов донорская ро-
говица становится непригодной для клинических 
целей, поэтому они предназначены для проведе-
ния научных исследований. К данным методам 
относят: лабораторно-морфологические (гисто-
логические, гистохимические, электронно-ми-
кроскопические) и лабораторно-функциональ-
ные (культуральные, радиоавтографические, 
биофизические, биохимические). При использо-
вании клинических методов сохраняется струк-
турно-функциональная целостность донорской 
роговицы и существует возможность оценки 
её жизнеспособности и трансплантабельности 
перед консервацией и кератопластикой. Среди 
последних выделяют клинико-морфологические 
(биомикроскопический, зеркально-микроскопи-
ческий, морфометрический) и клинико-функци-
ональные (витального окрашивания и биофизи-
ческие) методы [3].

Энуклеацию глазных яблок при аутопсии до-
нора с одновременным отбором кадаверной ве-
нозной крови производят сотрудники танатоло-
гического отделения совместно с сотрудниками 
глазного банка. Донорский материал в отделение 
банка роговиц передают в сроки не позднее 24 ча-
сов с момента констатации смерти.
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Этапы оценки роговичного донорского мате-
риала следующие:
1) серологическое исследование кадаверной ве-

нозной крови на наличие вирусных инфек-
ций;

2) морфологическая оценка донорской роговицы 
в составе цельного глазного яблока с целью 
выявления биомикроскопических дефектов;

3) оценка качества и плотности эндотелиальных 
клеток (ЭК) нативной роговицы с помощью 
зеркальной и конфокальной микроскопии или 
методом витального окрашивания, а консерви-
рованной — с помощью специального прибо-
ра — кератоанализатора;

4) физиологическая оценка энергетически значи-
мого критерия жизнеспособности кадаверной 
роговичной ткани с помощью адреналиновой 
пробы.
Ниже представлен развёрнутый алгоритм 

оценки донорских роговиц.
исследование образцов кадаверной венозной 

крови на инфицированность виЧ, гепатита-
ми в и С, сифилисом

В клинической лаборатории офтальмологи-
ческого медицинского учреждения с помощью 
иммуноферментного анализа (ИФА) и полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) производят се-
рологическую диагностику крови на вирусные 
инфекции, такие как ВИЧ, гепатиты В и С, RW. 
Кроме этого, к числу противопоказаний для ис-
пользования донорских роговиц в транспланта-
ционных целях относятся (принято Европейской 
конференцией по банкам роговиц, Leiden, 1990): 
активный вирусный энцефалит; болезнь Крейтц-
фельдта – Якоба; бешенство; онкологические за-
болевания; подострый склерозирующий панэн-
цефалит; врождённая краснуха; синдром Рейе; 
септицемия; лейкемия; генерализованная лимфо-
ма; желтуха неясного генеза [16]. Данные о пере-
численных патологиях предоставляют сотрудники 
судебно-медицинских моргов, в которых осущест-
вляется забор донорского материала.

Пожилой возраст не является противопоказа-
нием к донорству, но тем не менее оптимальной 
верхней границей нормы следует считать 65 лет. 
Главным критерием отбора при этом служит 
качество и количество ЭК. В то же время ка-
даверные роговицы от более пожилых доноров 
с высоким количеством ЭК лучше всего подхо-
дят для трансплантации десцеметовой мембра-
ны, поскольку она с возрастом становится тол-
ще и менее эластичной, а значит, её будет легче 
расправить в передней камере, что в свою очередь 

приведёт к уменьшению повреждения эндотели-
ального слоя [17].

Неинфицированные кадаверные глаза переводят 
на следующий этап для дальнейшего исследования 
на жизнеспособность и трансплантабельность [18].

Биомикроскопическую оценку, или морфоло-
гический скрининг, кадаверной роговицы произ-
водят в составе цельного глазного яблока с помо-
щью щелевой лампы. Это первый обязательный 
метод отбора донорских роговиц для консерва-
ции и трансплантации. Данный метод применя-
ют на основании морфологических показателей 
по шкале биомикроскопических признаков труп-
ных донорских роговиц [3]:

3 балла — строма полностью прозрачна, 
не утолщена. Могут быть единичные складки 
десцеметовой мембраны. Эндотелий абсолютно 
прозрачен и интактен на всей площади его по-
верхности;

2 балла — строма с начальными признаками 
отёка в глубоких слоях, практически не утол-
щена, прозрачна. Десцеметова мембрана с еди-
ничными радиально направленными от центра 
складками. Эндотелий практически интактен, 
допустимо наличие на единичных участках вдоль 
складок десцеметовой мембраны едва заметного 
набухания в виде матовой опалесценции;

1 балл — строма полностью отёчна, матово-
го цвета. Десцеметова мембрана с выраженны-
ми разнонаправленными складками. Эндотелий 
матовый, прерывающийся по контурам складок, 
которые кажутся прозрачными.

Кроме того, к биомикроскопическим признакам 
плохого качества роговичного материала относят 
(принято Европейской конференцией по банкам 
роговиц, Leiden, 1990): злокачественные опу-
холи переднего отрезка глаза; ретинобластому; 
воспалительный процесс (склериты, кератиты, 
увеиты), дистрофические и рубцовые изменения 
роговицы, перенесённые кераторефракционные 
и внутриглазные хирургические вмешательства. 
При выявлении данных признаков донорство ро-
говицы должно быть исключено [16].

Анализируя данные вышеприведённой шкалы 
биомикроскопических признаков, можно конста-
тировать следующее.
• Роговицы первой группы (3 балла) могут 

успешно использоваться для всех видов ке-
ратопластик, особенно подразумевающих за-
мену эндотелиального слоя, то есть для СКП 
и ЭКП; материал данной группы может быть 
подвержен консервации, наиболее оптималь-
ными методами которой являются гипотерми-
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ческий (консервация в питательной среде сро-
ком до 4 суток для СКП и ЭКП и до 7 суток 
для ПКП и МКП) [19–22] и нормотермический 
(консервация в органной культуре при темпе-
ратуре +34 °C до 35 дней для СКП и ЭКП) 
[23, 24].

• Роговицы второй группы (2 балла) целе-
сообразно использовать при ПКП и МКП, 
при этом не имеет значения полноценность 
эндотелиального слоя донорского материала, 
и в ургентных случаях для СКП; оптималь-
ными видами консервации для материала 
этой группы будут являться гипотермический 
и нормотермический для СКП, ПКП и МКП, 
а также практически бессрочный криотерми-
ческий метод (консервация при отрицательной 
температуре) для ПКП и МКП [25–29].

• Роговицы третьей группы (1 балл) считают-
ся нетрансплантабельными; данный материал 
может быть сохранён фактически бессрочным 
методом консервации, а именно силикоде-
сикацией (высушивание на силикагеле) [29] 
в целях дальнейшего его использования для 
эпикератопластик («безотходная технология» 
глазных банков).
Для представления полной картины состояния 

кадаверной донорской роговицы необходимо про-
ведение следующих исследований.

оценку качества и плотности Эк нативной 
донорской роговицы осуществляют с помощью 
зеркальной [31] и конфокальной микроскопии [32] 
или методом витального окрашивания [31, 33], 
а консервированной донорской роговицы — с по-
мощью кератоанализатора [3].

Высокая ПЭК с наличием однородных гексаго-
нальных клеток и низкий коэффициент вариации, 
который обусловлен отсутствием плеоморфизма 
(изменения формы ЭК) и полимегатизма (из-
менения размера ЭК) — нормальное состояние 
эндотелиального слоя роговицы [34, 35]. По со-
временным требованиям, согласно рекоменда-
циям Европейской и Американской ассоциаций 
глазных банков, ПЭК должна составлять не ме-
нее 2200 на 1 мм2 [36, 37].

Зеркальная (эндотелиальная) микроскопия 
представляет собой бесконтактный метод и осу-
ществляется с помощью зеркального микроско-
па (например, Eye Bank Kerato Analyzer EKA-98, 
Konan Medical Inc.). Прибор позволяет автомати-
чески или полуавтоматически воспроизводить изо-
бражение эндотелиального слоя после мануаль-
ной установки донорской роговицы и выполнять 
её пахиметрию и морфометрический анализ ЭК. 

Недостаток данного метода заключается в том, что 
оцениваемая область эндотелия ограничивается 
одной зоной, как правило, центром роговицы, что 
обусловлено устройством прибора [31]. При этом 
главным критерием для оценки пригодности до-
норской роговицы для кератопластики или консер-
вации служит ПЭК не менее 2500 на 1 мм2, а для 
СКП после консервации — не менее 2000 неиз-
менённых клеток на 1 мм2 (уже по данным кера-
тоанализатора) [11].

Конфокальная (трансфокальная) микроско-
пия — это неинвазивный высокоинформативный 
метод, позволяющий исследовать морфологиче-
ские особенности всех слоёв роговицы, в том чис-
ле и ЭК. Вместе с тем нормальная морфологиче-
ская картина эндотелиального слоя представлена 
гексагональными клетками, соединёнными друг 
с другом плотными межклеточными контактами, 
со светлой равномерной поверхностью и с чёт-
кими тёмными межклеточными границами, ядра 
клеток при этом не визуализируются. С помощью 
прибора можно мануально или автоматически 
рассчитать ПЭК, площадь ЭК и коэффициент ва-
риации [32]. Для отбора кадаверного роговичного 
материала широкого применения конфокальная 
микроскопия не нашла ввиду высокой стоимости 
самого прибора.

Автоматизированный компьютерный керато-
анализатор даёт возможность применить мор-
фометрический метод. Благодаря данному мето-
ду удаётся неинвазивно (не извлекая роговицы 
из флакона с консервирующей средой) выпол-
нить пахиметрию донорской роговицы и оценить 
плотность, площадь и форму ЭК без применения 
красителей, что исключает возможность инфек-
ционной контаминации донорского материала 
в момент проведения анализа. Наиболее распро-
странённым кератоанализатором для глазных 
банков является Konan 98 (Япония) [3].

Необходимо отметить, что для достоверной 
оценки качества кадаверной донорской роговицы 
рекомендуется использовать усреднённое значе-
ние не менее чем трёхкратного измерения ПЭК 
с помощью любого из вышеперечисленных ме-
тодов оценки ПЭК. Данные методы сопоставимы 
и равноценны [38].

Метод витального окрашивания эндотелия (на-
пример, 0,25 % раствором трипанового синего) 
не вызывает структурных повреждений ЭК в не-
токсичной концентрации красителя. По данным 
Европейской ассоциации глазных банков, для ис-
ключения токсичности концентрация трипанового 
синего должна находиться в пределах 0,2–0,5 %, 
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а время воздействия не должно превышать 30–90 с 
(European Eye Bank Association Directory). О жиз-
неспособности донорских роговиц судят по коли-
честву окрашенных и неокрашенных клеток. Жиз-
неспособные клетки с неповреждённой клеточной 
мембраной остаются неокрашенными. Напротив, 
прокрашивание ЭК в полном объёме свидетель-
ствует о повреждении последних. Однако по при-
чине высокого риска контаминации донорских ро-
говиц в условиях световой микроскопии [31] метод 
витального окрашивания в деятельности глазного 
банка практически не используется для клиниче-
ских целей.

Физиологический скрининг определения в ка-
даверной роговичной ткани энергетически зна-
чимого критерия жизнеспособности

Определение энергетически значимого крите-
рия жизнеспособности кадаверных роговиц с по-
мощью неинвазивной адреналиновой пробы было 
предложено МНТК микрохирургии глаза им. Фё-
дорова и в настоящее время применяется лишь 
в некоторых глазных банках.

Суть метода заключается в орошении донор-
ских глаз 0,1 % раствором адреналина гидро-
хлорида. Заключение производят по появлению 
первых признаков вытяжения зрачка в одном 
из меридианов радужки (феномен «кошачьего 
глаза»).

Зрачок осматривают с помощью биомикроско-
пии. При появлении данного феномена через 5 ми-
нут от момента закапывания (степень А) проба счи-
тается резко положительной (посмертная потеря 
АТФ в ЭК согласно 31Р-ЯМР-спектрометрии со-
ставляет 0–55 % от исходного значения), через 
10 минут (степень В) — положительной (посмерт-
ная потеря АТФ в ЭК согласно 31Р-ЯМР-спектро-
метрии составляет 56–69 % от исходного значе-
ния), а через 15 минут (степень C) — сомнительной 
(посмертная потеря АТФ в ЭК согласно 31Р-ЯМР-
спектрометрии составляет 70–100 % от исход-
ного значения). При отсутствии реакции зрач-
ка спустя 15 минут (степень 0) проба считается 
отрицательной (остаточная доля АТФ в ЭК прак-
тически равна 0 %).

Для СКП И ЭКП берут донорский материал, 
соответствующий степеням А и В, для ПКП 
и МКП — степеням А, В, С и 0 [3, 18].

заключение
Учитывая дефицит качественного донорского 

материала для кератопластик, целесообразно 
рациональное использование кадаверной рого-
вичной ткани, включая полноценную оценку её 

состояния перед оперативным вмешательством 
и выбор оптимального вида консервации в ус-
ловиях глазного банка. Адекватная оценка до-
норского роговичного материала перед операци-
ей позволяет снизить риск послеоперационных 
осложнений, связанных с недостаточностью ЭК 
роговицы, а следовательно, увеличить срок жиз-
неспособности трансплантата у оперированных 
пациентов. Чтобы сохранять роговичный ма-
териал биологически полноценным продолжи-
тельное время для трансплантации, большое 
значение имеет выбор оптимального вида кон-
сервации.
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