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Keywords: corneal endothelium, hypothermic preservation, intracellular sodium 

Введение 

Эндотелий представляет собой сплошной клеточный слой, целостность ко-
торого необходима для его функционирования как насоса, регулирующего осмо-
тический баланс матрикса роговицы глаза. В этой связи, одним из основных кри-
териев пригодности препарата роговицы (после гипотермической консервации) 
для трансплантации является плотность клеток эндотелия, которая снижается с 
возрастом донора. Обычный метод [1] оценки жизнеспособности эндотелия за-
ключается в прямом наблюдении его под оптическим микроскопом и подсчете 
количества клеток на мм2. Однако, осмотический баланс матрикса роговицы 
определяется прежде всего интенсивностью транспорта осмолитов и воды клет-
ками ее эндотелия. Снижение транспортной функции этих клеток приводит к 
снижению прозрачности и отеку роговицы. В то же время, не существует обще-
принятого метода прямой оценки транспортной функции эндотелия и направлен-
ного во внутриглазную жидкость транспорта воды и ионов. В механизме 
трансэпителиального переноса ионов и воды основным источником энергии для 
векторного транспорта является Na/К-АТФазы, создавая наряду с другим элек-
трогенным транспортером NBCe1-А градиент электрохимического потенциала 
натрия на плазматической мембране этих клеток, что является вторичным источ-
ником энергии для выполнения этими клетками функции «насоса». В этой связи 
[2] естественно рассматривать концентрацию внутриклеточного натрия как ин-
дикатор способности клетки выполнять транспортную функцию. 
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В работах [3-5] экспериментально доказано, что исследование динамики 
объема клеток эндотелия и содержания натрия в эндотелиальных клетках при 
холодовой консервации позволяет повысить качество оценки жизнеспособности 
консервированной роговицы. В [3-5] предложен и апробирован протокол опре-
деления концентрации натрия в клетках [Na+]i флуориметрическим методом  
с помощью флуоресцентного красителя SodiumGreen (MolecularProbes, США) 
для натрия. Исследуемый препарат эндотелия роговой оболочки глаза подготав-
ливается согласно методике, подробно описанной в [3]. Стекла с клетками поме-
щаются в микрофлюидную камеру флуоресцентного микроскопа Observer-Z1 
(объектив Fluar 20x/0.75 M27, Zeiss, Germany) с контролируемой температурой. 
Флуоресцентные изображения клеток регистрируются ПЗС камерой с дигитали-
зацией 12 бит в режиме линейного преобразования падающей интенсивности, 
используя набор фильтров и дихроическое зеркало №009 (Zeiss, Germany).  
Интегральная интенсивность флуоресценции каждой клетки пропорциональна 
внутриклеточной концентрации натрия. 

Схема протокола измерения концентрации внутриклеточного натрия приве-
дена на рис. 1. 

 

 

Рис. 1. Схема протокола измерений 
 
 
Кривая интенсивности флуоресценции имеет три характерных стационар-

ных участка, на которых интенсивность флуоресценции практически сохраня-
ется, что происходит вследствие стабилизации внутриклеточной концентрации 
натрия в эти периоды. При температуре 10ºС (Период I) активность Na/K-
ATФазы подавлена и в клетках устанавливается концентрация натрия, равновес-
ная со средой, при повышении температуры до 37ºС (Период II) в результате ак-
тивации фермента устанавливается более низкая равновесная концентрация 
внутриклеточного натрия. В третьей фазе эксперимента (Период III) в результате 
действия ионофора в клетке устанавливается концентрация натрия, соответству-
ющая его концентрации в калибровочном растворе. Интенсивность флуоресцен-
ции в периоде II соответствует величинам внутриклеточной концентрации 
натрия, которая устанавливается в клетке в результате баланса входа натрия в 
клетку через транспортеры плазматической мембраны и выхода определяемого 
активностью Na/K-ATФазы. 
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Для выполнения протокола экспериментальная установка должна обеспе-
чить смену растворов в микрофлюидной камере, контроль температуры среды и 
роговицы, возбуждение флуоресценции и измерение ее интегральной интенсив-
ности. Ниже приводится описание разработанной экспериментальной специали-
зированной установки (Пост контроля роговицы 3151 – Пост КР 3151) и микро-
флюидных камер для определения функциональности препарата роговицы со-
гласно разработанному протоколу.  

Техническое решение 

Пост КР 3151 представляет собой термостатированную микрофлюидную 
камеру, два шприцевых насоса и массивный дюралюминиевый корпус 560 х 360 
х 216 мм, в котором размещены оптоэлектронные компоненты. Блок-схема экс-
периментальной установки показана на рис. 2. 

 

 

Рис. 2. Блок-схема установки Пост КР 3151: 
1 – излучатель лазера BWB-10-OEM (B&W Tek Inc., Newark, DE, USA); 2 – блок 
питания лазера; 3 – диафрагма; 4 – поляроид; 5 – согласующая линза; 6 – световод– 
волоконно-оптический ответвитель; 7 – покровное стекло; 8 – сетка; 9 – роговица; 
10 – корпус кюветы; 11 – элемент Пельтье; 12 – датчик температуры; 13 – грузик; 
14 – термостатированная микрофлюидная камера; 15 – обрезающий светофильтр 
EP-3; 16 – фотоэлектронный умножитель ФЭУ-55; 17 – блок питания ФЭУ; 18 – 
усилитель сигнала; 19 – осциллограф INSTRUSTAR ISDS 205 (Electronic 
Technology Co., Ltd. China); 20 – персональный компьютер; 21 – контроллер темпе-
ратуры; 22 – блок питания контроллера; 23 – шприцевые насосы Perfusor compact S 
 
 
На передней панели устройства расположены плата контроллера темпера-

туры, светодиоды и блок питания контроллера. На правой боковой панели управ-
ления находятся две розетки питания шприцевых насосов Perfusor compact S, се-
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тевой разъем 703W-00/04 для питания внутренних элементов, розетка DB9 под 
модуль RS232, 3 клавишных переключателя и выходная панель осциллографа. 

Внутри корпуса помещаются твердотельный лазер с диодной накачкой модели 
BWB-10-OEM (B&W Tek Inc., Newark, DE, USA) с максимумом излучения на длине 
волны λ = 477 нмс блоком питания, фотоэлектронный умножитель ФЭУ-55 с блоком 
питания и усилителем, осциллограф INSTRUSTAR ISDS 205 (Electronic Technology 
Co., Ltd. China), DIN-рейка длиной 15 см с 7 клеммниками и розеткой М1173 (см. рис. 
3). Перфорированные боковые панели позволяют избежать перегрева расположенных 
внутри приборов. Схема монтажа электрических соединений позволяет при необхо-
димости произвести наладку прибора при снятых боковых панелях, не разбирая всего 
корпуса. 

Лазерный пучок с длиной волны 477 нм ограничивается диафрагмой до диа-
метра 1 мм и его интенсивность регулируется поляроидом, расположенными  
в герметичной насадке, на которую навинчивается фланец крепления световода. 
Для формирования нужной конфигурации лазерного пучка предусмотрен наклон 
крепления фланца световода в 0º; 1,5º; 3º; 4,5º и 6º. 

На столешнице сверху корпуса устанавливаются два шприцевых насоса и мик-
рофлюидная камера. С нижней стороны столешницы размещена переходная плата, на 
которую приходят кабели датчика температуры, элементов Пельтье и вентиляторов. 
Конструктивно камера термостатированная микрофлюидная КПБМ.3151.01 состоит 
из массивного металлического корпуса из дюралюминия, к которому крепятся два 
элемента Пельтье с радиаторами и вентиляторами. В качестве термоизолятора ис-
пользована пластина из оргстекла толщиной 2 мм, а также крышка и два изолятора 
из оргстекла. К кювете подводятся через патрубки две трубки от шприцевых насосов. 
По одной трубке подается краситель, по другой – рабочий раствор (по протоколу). 

 

 

Рис. 3. Вид на внутренний объем корпуса 
 
 
Жидкости подаются во внутреннюю полость кюветы диаметром 16,5 мм  

и глубиной 26 мм. Отработанная жидкость стекает по выводному патрубку. 
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Внутренняя полость кюветы ограничена снизу герметично приклеенным защит-
ным стеклом толщиной 1 мм. При помощи оригинального крепежного фланца 
световод крепится ниже защитного стекла. Световод имеет две ветви с торцами 
диаметром 4 мм. Входной торец световода закреплен на лазере и, соответ-
ственно, выходной торец закреплен на ФЭУ. Объединенный общий торец свето-
вода диаметром 6 мм закреплен на кювете. 

Внешний вид кюветы представлен на рис. 4. Через боковые поверхности 
кюветы происходит нагрев-охлаждение в пределах от +15ºС до +40ºС с помощью 
элементов Пельтье, радиаторов и вентиляторов.  

Исследуемый препарат роговицы помещается на нейлоновую сетку, закреп-
ленную между кольцами из нержавеющей стали. Внутреннее кольцо навинчива-
ется на полую гильзу. Внутри гильзы свободно перемещается грузик диаметром 
7,5 мм и высотой 25 мм из нержавеющей стали. Грузик равномерно прижимает 
роговицу к сетке, не давая ей сместиться (см. рис. 5). Гильза с роговицей поме-
щается во внутреннюю полость камеры, краситель и растворы смачивают рого-
вицу сквозь сетку. Сверху камера закрывается крышкой из оргстекла, которая 
фиксируется двумя винтами. Крышка также выполняет функцию термоизоля-
тора.  

На уровне роговицы на расстоянии 3 мм от внутренней полости камеры рас-
полагается датчик температуры, который подает сигнал на плату контроллера, 
расположенную на передней панели. 

 

  

Рис. 4. Внешний вид термостатированной 
микрофлюидной камеры 

Рис. 5. Гильза, грузик, сетка  
и кольца 

 
 
Элементы Пельтье находятся по бокам корпуса микрофлюидной камеры на 

расстоянии 11 мм от внутренней полости и крепятся на термопасту. Для отвода 
тепла к элементам Пельтье крепятся алюминиевые радиаторы с вентиляторами 
40 х 40 х 10 мм. 

Узел ФЭУ КПБМ.3151.03 представляет собой плиту с крепежными крон-
штейнами. Непосредственно к ФЭУ подводится световод с крепежным фланцем, 
в который вклеен светофильтр EP-3 (Korea, Democratic People's Republic) с поло-
сой поглощения 190-540 нм для фильтрации рассеянного излучения лазера.  
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Заключение 

Испытания оптоэлектронных компонентов и разработанных электронных 
устройств в специализированной установке подтвердили ее работоспособность 
в экспериментах с фантомом препарата роговицы. 

В настоящее время Пост КР 3151 передан в ИЦиГ СОРАН для апробации и от-
работки методики измерения внутриклеточной концентрации натрия с помощью 
внутриклеточного флуоресцентного зонда Sodium Green для натрия (Mol Probes, USA) 
с различными культуральными средами и средствами воздействия на клетки. 
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