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Резюме
Введение. Пересадка роговицы является наиболее успешной и часто выполняемой процедурой аллотрансплантации по срав-
нению с другими органами и тканями. В мире ежегодно осуществляется более 100 000 трансплантаций роговицы. 
Цель исследования. Провести при помощи лазерной конфокальной микроскопии роговицы анализ изменения клеточных 
структур и плотности иммунных клеток после сквозной кератопластики. Исследовать возможности конфокальной микроско-
пии в диагностике реакции отторжения трансплантата. 
Материалы и методы. В исследование вошло 34 пациента, перенесших сквозную кератопластику при помутнениях роговицы 
различной этиологии. Средний возраст пациентов 51,1 ± 13,6 года (от 23 до 76 лет). Срок наблюдения составил от 12 до 36 мес. 
(24,5 ± 4,84 мес.). Офтальмологическое обследование проводили всем пациентам через 1, 3, 6, 12 мес. и ежегодно после СКП. 
Всем пациентам для изучения прижизненной морфологии роговицы проводили КМР, при помощи которой оценивался 
базальный эпителий, суббазальный слой, строма и  эндотелий. Иммунные клетки были идентифицированы и  оценены 
по форме, длине отростков и их плотности. 
Результаты. На протяжении всего срока наблюдения у пациентов, перенесших сквозную кератопластику, нами было зареги-
стрировано 7 случаев (20,5%) реакции отторжения. При возникновении реакции отторжения трансплантата у всех пациентов 
отмечалась аккумуляция гиперрефлективных древовидных структур, преимущественно в  суббазальном слое. Кроме того, 
клетки приобретали более зрелую морфологию (степень 2–3). Плотность ДК составляла 809,17  ± 342,19  (р  <  0,001). Была 
выявлена положительная корреляция между плотностью ДК и  реакцией отторжения трансплантата (r- Спирмена  =  709, 
p < 0,001). Также у пациентов отмечались признаки несостоятельности эндотелия с низкой плотностью эндотелиальных клеток 
и плеоморфизмом, повышение светорассеяния и гиперрефлективность стромы.
Выводы. В комплексе диагностических мер конфокальная микроскопия может выступать в качестве метода ранней диагно-
стики реакции отторжения трансплантата, определения тяжести патологического процесса, а также контроля эффективности 
и безопасности проводимого лечения. 
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Abstract 
Introduction. Corneal transplantation is the most successful and commonly performed allotransplantation procedure as compared 
with other organs and tissues. Over 100,000 corneal transplantations are performed worldwide every year.
Purpose. This study investigated whether in vivo confocal microscopy (IVCM) can aid in the diagnosis of a graft rejection reaction 
by detecting changes in cellular structures and density of immune cells after penetrating keratoplasty.
Materials and methods. The study included thirty-four eyes of 34 patients who underwent penetrating keratoplasty (7 eyes with 
corneal graft rejection, 27 without rejection). The average age of patients is 51.1 ± 13.6 years (from 23 to 76 years). The follow-up 
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ВВЕДЕНИЕ

Трансплантация  роговицы  —  способ хирургическо-
го  лечения, используемый для восстановления оптиче-
ских и  структурных свой ств патологически измененной 
роговой оболочки глаза, который с успехом применяется 
уже более 100 лет [1, 2]. 

Пересадка роговицы является наиболее успешной 
и  часто выполняемой процедурой аллотрансплантации 
по  сравнению с  другими органами и  тканями. В  мире 
ежегодно осуществляется более 100 000 трансплантаций 
роговицы [3].

Известно, что результат пересадки роговицы имеет 
выраженную зависимость от  этиологии ее поражения, 
в то время как у реципиентов с кератоконусом и некото-
рыми формами дистрофии роговицы частота прозрачно-
го приживления в первые два года после кератопластики 
без использования тканевого типирования и  системных 
иммуносупрессивных препаратов в среднем равна 90%. 
Это демонстрирует иммунную привилегию роговой обо-
лочки глаза у  пациентов группы высокого риска: с  вос-
палительной этиологией повреждения, после неодно-
кратных кератопластик – вероятность неблагоприятного 
исхода аллотрансплантации может достигать 70% [4, 5].

Иммунная реакция тканевой несовместимости оста-
ется одной из самых распространенных причин неудов-
летворительного результата сквозной кератопластики. 
Случаи развития реакции отторжения трансплантата 
роговицы, по  данным литературы, колеблются от  2,3 
до  65% в  зависимости от  факторов риска, имеющих 
место у реципиента [6, 7]. 

Предоперационное и  послеоперационное воспале-
ние глаза способствует усиленному выходу антиген- 
представляющих клеток (АПК) роговицы к дренирующим 
лимфатическим узлам, где они представляют донорские 
антигены Т-лимфоцитам, вызывая аллосенсибилизацию. 
Новые кровеносные сосуды обеспечивают усиленный 
приток Т-эффекторных клеток и  дополнительные АПК 

в  трансплантаты роговицы. Активированные и  сенсиби-
лизированные Т-клетки распознают антигены роговицы 
и  могут вызвать иммуноопосредованное отторжение 
трансплантата. Следовательно, трансплантат роговицы 
становится отечным и  прозрачность тканей снижается. 
Для подавления этого разрушительного иммунного про-
цесса и восстановления прозрачности роговицы необхо-
димо раннее выявление иммунных реакций и  своевре-
менное лечение [7]. 

Обычно диагноз отторжения аллотрансплантата 
роговицы основывается на  симптомах и  клинических 
признаках пациента, обнаруженных при биомикроско-
пии на щелевой лампе [8]. К сожалению, раннее оттор-
жение трансплантата может быть пропущено при обсле-
довании. Кроме того, некоторые состояния, такие как 
инфекции, могут искажать признаки и симптомы иммун-
ной реакции, что приводит к пропущенной или поздней 
диагностике. Для выявления ранних признаков отторже-
ния роговичного трансплантата было введено использо-
вание зеркальной микроскопии или оптической коге-
рентной томографии переднего сегмента (AS-OCT). 
Однако зеркальная микроскопия способна визуализи-
ровать только эндотелиальный слой роговицы, а AS-OCT 
может продемонстрировать лишь увеличение толщины 
комплекса «эндотелий/десцеметова мембрана», 
но  не  клеточные изменения в  других роговичных 
слоях  [9–12]. Таким образом, в  клинической практике 
эти методы обычно остаются второстепенными при 
оценке отторжения трансплантата. 

Конфокальная микроскопия роговицы (КМР) широко 
используется при исследовании заболеваний роговицы. 
Технология позволяет неинвазивно получать in vivo изо-
бражения роговицы на клеточном уровне с высоким раз-
решением. Такой квазигистологический вид диагностики 
может помочь в постановке диагноза неясных состояний 
или процессов роговицы, что облегчает исследование 
микроструктурных изменений и  иммунных клеток рого-
вицы аналогично гистопатологическим методам, которые 

period ranged from 12 to 36 months (24.5 ± 4.84 months). Follow-up was performed at 1, 3, 6, 12 months and annually after PKP. 
To study the morphology of the cornea all patients underwent IVCM to assess the basal epithelium, subbasal layer, stroma and 
endothelium. Immune cells were identified and evaluated for the shape, length of the processes and their density.
Results. Patients with corneal graft rejection demonstrated significant accumulation of corneal dendritic-like immune cells com-
pared to patients with non-rejected grafts. In addition, the cells acquired a more mature morphology (grade 2–3). The density 
of dendritic cells (DC) was 809.17 ± 342.19 (p < 0.001). A positive correlation was found between DC density and graft rejection 
(p  <  0.001). As well the  patients showed signs of  endothelial failure with low endothelial cell density and pleomorphism, 
increased light scattering and hyperreflectivity of the stroma.
Conclusions. In a complex of diagnostic measures, confocal microscopy may provide a valuable clinical adjunctive tool in diag-
nosis and management of early corneal graft rejection.
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зачастую не используют при стандартном офтальмологи-
ческом обследовании [13]. 

В текущем исследовании с использованием лазерной 
КМР мы проанализировали плотность иммунных клеток 
и изменения клеточных структур в трансплантатах рого-
вицы у пациентов, которые перенесли СКП, а также срав-
нили результаты у пациентов с прозрачным приживлени-
ем трансплантата и с отторжением последнего. 

Цель исследования: при помощи лазерной конфо-
кальной микроскопии роговицы (КМР) провести анализ 
изменения клеточных структур и  плотности иммунных 
клеток после сквозной кератопластики. Исследовать воз-
можности конфокальной микроскопии в  диагностике 
реакции отторжения трансплантата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В  исследование вошло 34  пациента, перенесших 
сквозную кератопластику при помутнениях роговицы 
различной этиологии. Для трансплантации роговицы 
использовались консервированные в  среде Борзенка 
– Мороз корнеосклеральные лоскуты, полученные из сер-
тифицированного глазного банка. Диаметр кератотран-
сплантата варьировал в  пределах от  7,5  до  9,5  мм. 
Предоперационная плотность эндотелиальных клеток 
доноров составляла 2 681 ± 301 кл/мм². 

Средняя максимально корригированная острота зре-
ния (МКОЗ) до  операции составила 0,05  ±  0,62  (0,005–
0,33). Средний возраст пациентов 51,1  ±  13,6  года (от 
23 до 76 лет). Срок наблюдения составил от 12 до 36 мес. 
(24,5 ± 4,84 мес.).

Общее офтальмологическое обследование проводили 
всем пациентам через 1, 3, 6, 12 мес. и ежегодно после 
СКП. Помимо стандартного офтальмологического обсле-
дования, включающего визометрию, биомикроскопию, 
тонометрию, офтальмоскопию, для изучения прижизнен-
ной морфологии роговицы проводили КМР.

Конфокальная микроскопия роговицы была выполне-
на по  стандартной методике с  использованием конфо-
кального микроскопа Heidelberg Retinal Tomographer 
HRT-III (Heidelberg Engineering, Германия) при помощи 
роговичной насадки RCM. Оптически прозрачный гель 
(Корнерегель, «Валеант», Россия) наносился на  внутрен-
нюю поверхность наконечника в качестве иммерсионной 
жидкости. В качестве местной анестезии применялся пре-
парат Алкаин 0,5% («Алкон», США).

Измерение плотности иммунных дендритных клеток 
(т.  н. клеток Лангерганса (ДК)) для проведения сравни-
тельного анализа осуществлялось с помощью программы 
Liner Calculate, которая позволяет оценить количество, 
длину и плотность отростков ДК (рис. 1). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

На протяжении всего срока наблюдения у пациентов, 
перенесших сквозную кератопластику, нами было зареги-
стрировано 7  случаев (20,5%) реакции отторжения. 
Клиническими симптомами отторжения трансплантата 

были снижение зрения, покраснение и  чувство диском-
форта. Как правило, при появлении данных симптомов 
пациенты обращались до назначенной даты контрольно-
го осмотра. При биомикроскопии наблюдались цилиар-
ная инъекция, субэпителиальные инфильтраты, отек 
трансплантата, преципитаты на  эндотелии, врастание 
новообразованных сосудов. Средний срок возникнове-
ния реакции отторжения трансплантата составил 
8,28 ± 6,77 (от 3 до 22 мес.).

Средняя МКОЗ у пациентов с прозрачным приживле-
нием трансплантата составила 0,28  (0,02–0,6) и  снижа-
лась до 0,08 (0,05–0,3) у пациентов с отторжением. 

Конфокальная микроскопия роговицы
При помощи конфокальной микроскопии роговицы 

оценивался базальный эпителий, суббазальный слой, 
включая субэпителиальные ДК и нервные волокна рого-
вицы, передняя строма и эндотелий. Дендритные макро-
фаги были идентифицированы и  оценены по  форме, 
длине отростков и  их плотности. Клетки Лангерганса 
(дендритные клетки) имели вид ярких корпускулярных 
частиц с  древовидной морфологией и  диаметром 
до  15  нм. Они выявлялись у  пациентов, локализуясь 
в  базальном эпителии и  боуменовом слое. Количество 
и морфология ДК оценивались по степеням активности: 
0-я степень соответствовала отсутствию ДК; 1-я степень – 
клетки без отростков; 2-я степень (маленькие отростки) – 
размер отростков меньше, чем максимальный диаметр 
тела клетки; 3-я  – длина отростков превосходит макси-
мальный диаметр тела клетки [14]. Плотность дендритных 
клеток оценивалась в  эпителиальном и  суббазальном 
слое центральной зоны роговицы. 

У пациентов, перенесших кератопластику, отмечалось 
повышение плотности иммунных клеток во  всех слоях 
начиная с 3-го мес. после хирургического вмешательства. 
Как правило, при исследовании через 1  мес. ДК 
не визуализировались.

 Рисунок 1. Интерфейс программного обеспечения Liner 
Calculate

 Figure 1. Liner Calculate software interface

Желтым цветом выделены дендритные клетки, автоматически подсчитано их количество, 
длина и плотность
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При прозрачном приживлении трансплантата дендрит-
ные клетки выявлялись у 8 (29%) пациентов после керато-
пластики и имели незрелую структуру с короткими отрост-
ками (степень 1) (рис. 2). Плотность клеток у данных паци-
ентов составила в среднем 16,42 ± 29,47 (от 0 до 84,84).

При возникновении реакции отторжения трансплан-
тата у всех пациентов отмечалась аккумуляция гиперреф-
лективных древовидных структур, преимущественно 
в  суббазальном слое. Кроме этого, клетки приобретали 
более зрелую морфологию (степень 2–3) (рис. 3). 

Плотность ДК резко увеличивалась, составляя в сред-
нем 809,17 ± 342,19 (р < 0,001). Были выявлены статисти-
чески значимые различия (р  =  0,001) между глазами 
с отторжением трансплантата и с прозрачным приживле-
нием. Была выявлена положительная корреляция между 
плотностью ДК и  реакцией отторжения трансплантата 
(r- Спирмена = 709, p < 0,001). 

Следует отметить, что в двух случаях мы зарегистри-
ровали изменения клеточной морфологии (увеличение 
плотности и  степени активности ДК, повышение гипер-
рефлективности экстрацеллюлярного матрикса и количе-

ства включений) за 2 и 6 нед. до появления клинических 
признаков реакции тканевой несовместимости (рис. 4). 

Сосуды выявлялись у пациентов с неоваскуляризаци-
ей кератотрансплантата и  визуализировались практиче-
ски во  всех слоях стромы роговицы на  глубине 
от 60 до 570 нм, однако наиболее частой их локализаци-
ей являлись передние слои стромы. В просвете визуали-
зировался ток форменных элементов крови, которые 
имели вид гиперрефлективных округлых телец, а  также 
выявлялись запустевшие сосуды (рис. 5а, б). 

Количество и  плотность кератоцитов были снижены 
как в  передних, так и  глубоких слоях стромы в  разной 
степени, от  умеренных изменений вплоть до  участков 
бесклеточной структуры стромы с редко встречающимися 
«островками» дистрофически измененных ядер керато-
цитов (рис. 6). 

Наблюдали т.  н.  активированные кератоциты, пред-
ставляющие собой клетки с видимыми цитоплазматиче-
скими отростками, присутствовавшие как в передних, так 
и  задних слоях стромы роговицы (рис.  7). Обращало 
на себя внимание увеличение размеров кератоцитов. 

 Рисунок 2. Состояние после кератопластики
 Figure 2. Status post keratoplasty

а) прозрачное приживление трансплантата, признаки реакции отторжения отсутствуют; б) конфокальная микроскопия роговицы. В эпителиальном слое выявляют дендритные клетки без 
отростков, плотность дендритных клеток не увеличена (первая степень активности) 

а б

 Рисунок 3. Реакция отторжения кератотрансплантата
 Figure 3. Cornea graft rejection reaction

а) отек, складки десцеметовой оболочки, преципитаты на эндотелии; б) конфокальная микроскопия роговицы. Скопление ДК и отсутствие нервных волокон на уровне боуменовой 
мембраны (3-я степень активности). Длинные отростки и увеличение плотности ДК

а б
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Начальная иннервация, представленная единичными 
извитыми нервными волокнами в  суббазальном слое 
на периферии кератотрансплантата, была выявлена лишь 
у  7  (20,5%) пациентов в  срок 12  мес. после СКП. 
Регенерация нервных волокон имела случайный и неупо-
рядоченный характер. Центральная иннервация была 
зарегистрирована через 2  года у  33% пациентов, через 
3 года – у 58,8%. На протяжении всего периода наблюде-
ния (3  года) сохранялось значительное снижение плот-
ности и извитости роговичных нервов (рис. 8) по сравне-
нию с  глазами без патологии. Существенных различий 
в  иннервации трансплантата между глазами с  прозрач-
ным приживлением трансплантата и глазами с отторже-
нием не было выявлено.

Во  всех слоях стромы визуализировали изменения 
экстрацеллюлярного матрикса (отек, фиброз), наиболее 
выраженные  – в  передних слоях, которые приводили 
к  увеличению уровня светорассеяния и,  как следствие, 

 Рисунок 4. Конфокальная микроскопия роговицы
 Figure 4. Corneal confocal microscopy

В эпителиальном слое отмечается повышение плотности дендритных клеток, увеличение 
длины их отростков (первая степень активности) 

 Рисунок 6. Конфокальная микроскопия роговицы. Повреж-
денные кератоциты, выраженные изменения экстрацеллю-
лярного матрикса, множественные стрии 

 Figure 6. Corneal confocal microscopy. Damaged keratocytes, 
pronounced changes in extracellular matrix, multiple striae

 Рисунок 7. Конфокальная микроскопия роговицы. Активи-
рованные кератоциты в передней строме трансплантата

 Figure 7. Corneal confocal microscopy. Activated keratocytes 
in the anterior stroma of a graft

 Рисунок 5. Конфокальная микроскопия
 Figure 5. Confocal microscopy

а) в просвете сосуда визуализируются гиперрефлективные тельца – форменные элементы крови; б) визуализируется спавшийся просвет сосудов роговицы 

а б
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к повышенной рефлективности слоев. Также мы наблюда-
ли иглоподобные и точечные гиперрефлективные вклю-
чения (рис.  6). Считается, что они представляют собой 
продукты клеточного распада или другой дезорганизо-
ванный экстрацеллюлярный материал [15]. Их количество 
увеличивались в  раннем послеоперационном периоде, 
а также при развитии реакции отторжения.

Плотность эндотелиальных клеток в  прозрачных 
трансплантатах была значительно ниже, чем в здоровой 
роговице. Их плотность через 6 мес. после кератопласти-
ки составляла 2  162  ±  339  кл/мм², через 1  год  – 
1 797 ± 355 кл/мм², через 2 года – 1 503 ± 369 кл/мм². 
Клетки эндотелия увеличивались в  размерах. 
Визуализировали гиперрефлективные ядра, в некоторых 
случаях встречались многоядерные клетки. При возник-
новении реакции тканевой несовместимости отмечали 
снижение плотности клеток в среднем до 837 ± 143  (от 
485 до 1 572 кл/мм2). Такая разница была статистически 
значима по сравнению с группой пациентов, сопостави-
мых по сроку наблюдения, с прозрачным приживлением 
трансплантата (р < 0,05). Усугублялись явления плеомор-
физма и анизоцитоза (рис. 9).

ОБСУЖДЕНИЕ 

В  настоящее время диагностика отторжения транс-
плантата роговицы основана исключительно на клиниче-
ских признаках и  симптомах. Большинство пациентов 
обращаются по  крайней мере с  одним из  клинических 
признаков воспалительной реакции в  трансплантате, 
выявляемых при осмотре с  помощью щелевой лампы. 
Основные признаки отторжения трансплантата: сниже-
ние зрения, раздражение и  покраснение глаз, свето-
боязнь и  боль в  глазах  – являются неспецифическими. 
Профилактические посещения офтальмолога могут 
позволить выявить отторжение трансплантата только 
в  случаях с  явными проявлениями, а  тонкие изменения 
на очень ранних стадиях отторжения трудно дифферен-
цировать с помощью щелевой лампы [16]. Современные 
технологии были введены с  целью улучшения качества 
диагностики и более детального понимания патогенети-
ческих механизмов заболеваний роговицы. В последнее 
время широко применяют КМР для оценки заболеваний 
роговицы и поверхности глаза. Также технология позво-
ляет визуализировать микроструктурные изменения, 
включая патогенные организмы, иммунные и  воспали-
тельные клетки, присутствующие в роговице [14, 17–23]. 
J. Niederer et al. описали два случая пациентов с клиниче-
ским отторжением трансплантата, продемонстрировав-
ших с  помощью КМР наличие агрегации гиперрефлек-
тивных дендритиформных структур на уровне базального 
эпителия и боуменовой мембраны [21]. Ученые, предпо-
ложительно, определили данные структуры как воспали-
тельные клетки Лангерганса.

Клетки Лангерганса являются профессиональными 
антигенпрезентирующими клетками (АПК), которые 
играют ключевую роль в инициации иммунной реакции, 
а также индукции толерантности. Их присутствие в цен-

тральной роговице было подтверждено P. Hamrah et al. 
с  использованием конфокальной микроскопии ex-vivo 
и  иммуногистохимически меченых дендритных клеток 
в роговице мыши [22]. Позже А. Живов и др. [24] исполь-
зовали конфокальную микроскопию in  vivo (HRT II 
Rostock Corneal Module) для подтверждения наличия 
дендритиформных структур на уровне базального эпи-
телия и боуменовой мембраны у 31,3% здоровых добро-
вольцев со средней плотностью 34 ± 3 клетки/мм2 в цен-
тральной части роговицы. Увеличение плотности этих ДК 
наблюдалось у пациентов с аденовирусным кератоконъ-
юнктивитом и кератитом, возникшими после лазерного 
кератомилеза in situ (LASIK) [25–27]. В инициации реак-
ции тканевой несовместимости иммунные АПК играют 
определяющую роль. Отторжение трансплантата органа 

 Рисунок 8. Конфокальная микроскопия роговицы. Нерв-
ные волокна вытянуты, однонаправлены, извиты, их количе-
ство резко снижено, визуализируются неактивные клетки 
Лангерганса 

 Figure 8. Corneal confocal microscopy. Nerve fibers are 
elongated, unidirectional, twisted, the number of fibres is 
sharply decreased, inactivated Langerhans cells are visualized

 Рисунок 9. Конфокальная микроскопия роговицы через 
два года после кератопластики. Уменьшение плотности 
эндотелиальных клеток, плеоморфизм 

 Figure 9. Corneal confocal microscopy two years after 
keratoplasty. Decrease in endothelial cell density, 
pleomorphism
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вызывается двумя различными типами аллосенсибили-
зации: прямым и непрямым путями. В прямом пути уча-
ствуют Т-клетки, которые непосредственно отвечают 
на чужеродные молекулы MHC, экспрессируемые донор-
скими АПК. В непрямом пути АПК реципиента представ-
ляют аллопептиды донорского происхождения в контек-
сте собственного MHC. Традиционно считается, что пря-
мой путь является наиболее мощным механизмом, уча-
ствующим в  остром отторжении трансплантата. 
Непрямой путь преобладает на  более поздних сроках 
после трансплантации и  является основным механиз-
мом аллораспознавания, запускающим хроническое 
отторжение [28].

По  данным литературы, на  фоне иммуносупрессии 
иммунные клетки были обнаружены только у 16% паци-
ентов, перенесших кератопластику, что может свидетель-
ствовать о том, что применение кортикостероидных глаз-
ных капель или системной иммуносупрессии может сни-
зить количество иммунных клеток в трансплантатах [29]. 
Следовательно, обнаружение иммунных клеток in  vivo 
может иметь большое клиническое значение для своев-
ременной диагностики и разработки оптимальных алго-
ритмов лечения.   

ВЫВОДЫ

1. Конфокальная микроскопия роговицы – современ-
ный неинвазивный метод, позволяющий провести при-
жизненную оценку функционального и морфологическо-
го состояния роговой оболочки в динамике. 

2. Анализ КМР у  пациентов с  реакцией отторжения 
трансплантата свидетельствует о резком повышении коли-
чества и степени активности ДК, коррелирующей с силой 
иммунной реакции, по сравнению с глазами с прозрачным 
приживлением трансплантата. Выявлены признаки несо-
стоятельности эндотелия с  низкой плотностью эндотели-
альных клеток и плеоморфизмом, повышение светорассе-
яния и гиперрефлективность стромы вследствие ее отека.

3. В  комплексе диагностических мер конфокальная 
микроскопия роговицы может выступать в качестве мето-
да ранней диагностики реакции отторжения трансплан-
тата, определения тяжести патологического процесса, 
а также контроля эффективности и безопасности прово-
димого лечения. 
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