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Актуальность

Во всем мире ежегодно отмечается значительный рост 

заболеваний роговицы, сопровождающихся деструктив-

ными изменениями коллагена в ее составе, что связывают 

с ухудшением экологии, интенсификацией глазной хи-

рургии, травмами глаза, а также с увеличившимся числом 

офтальмоинфекций [1]. В Российской Федерации на 

больных с заболеваниями роговицы приходится до 18% 

общего числа слепых и слабовидящих [2].

В основе кератоэктазий, в частности кератоконуса, 

лежит прогрессирующая деградация коллагеновой струк-

туры роговицы и, соответственно, снижение ее прочност-

но-механических свойств, приводящие к помутнению, 

нередко рубцеванию и значительному снижению остроты 

зрения. Как правило, это билатеральный патологический 

процесс, чаще наблюдаемый у лиц молодого трудоспо-

собного возраста. Качественные и количественные из-

менения состава коллагена органа зрения, отрицательно 

сказываясь на его структуре, проявляются в различных 

сочетаниях симптоматики болезни.

Этиология кератоконуса считается многофакторной 

и наряду с вышеуказанными причинами включает также 

наследственную, эндокринную, аллергическую, имму-

нологическую и другие теории, среди которых наиболее 

признанной у специалистов считается генетическая ги-

потеза [3]. Несомненно, в пользу этого свидетельствуют 

семейные случаи заболевания, а также их сочетание с 

некоторыми наследственными синдромами. Так, по дан-

ным мультицентрового проспективного исследования 

CLERK (США), генетические формы кератоконуса были 

выявлены в 13,5% случаев [4].

В последнее десятилетие так называемый инжини-

ринг тканей, базирующийся на процессах фотополи-

меризации, стали использовать для лечения широкого 

спектра заболеваний. В частности, с целью укрепления 

роговой оболочки глаза при хронических дегенеративных 

процессах успешно применяется ультрафиолетовый (УФ) 

кросслинкинг роговицы (UV Corneal Crosslinking, CXL), 

основанный на ее облучении при длине волны 370 нм с 

использованием светочувствительного рибофлавина [5]. 

Кросслинкинг (перекрестное связывание, или сши-

вание) способствует стабилизации биомеханических 

свойств роговицы за счет увеличения количества свя-

зей между фибриллами стромального коллагена, кера-

тоцитами и белками межклеточной адгезии посредством 

рибофлавин-УФ-индуцируемых фотохимических реак-

ций [5−8]. 
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Ультрафиолетовый кросслинкинг
роговичного коллагена 

Механизм УФ-кросслинкинга
Как известно, наиболее выраженное действие на жи-

вой организм и глаз в частности оказывает коротковолно-

вая область света, а именно ультрафиолетовое излучение, 

диапазон длин волн которого делят на три части: 

 • УФ-А ― 315−400 нм;

 • УФ-В ― 280−315 нм;

 • УФ-С ― 100−280 нм. 

Отметим, что земной поверхности достигают УФ-

лучи с длиной волны более 290 нм (УФ-А и УФ-В), из-

быточное воздействие которых на незащищенный орган 

зрения может служить причиной развития катаракты и 

заболеваний макулярной области сетчатки [9, 10]. 

Используемая для CXL плотность УФ-излучения при 

длине волны 370 нм составляет 5,4 Дж/см2, что соот-

ветствует 3 мВт/см2. При этом интенсивность облуче-

ния после абсорбции в слоях роговицы толщиной око-

ло 400 мкм, насыщенной рибофлавином, снижается до 

0,18 мВт/см2 [11, 12]. В качестве фотосенсибилизатора 

при проведении кросслинкинга, прежде всего в силу сво-

ей безопасности, был предложен рибофлавин ― витамин 

B2. Основная роль препарата при перекрестном сшивании 

коллагена определяется его способностью за счет наличия 

хромофорных группировок повышать чувствительность тка-

ней роговицы к действию ультрафиолетового излучения и 

индуцировать химические взаимодействия, а также, по-

глощая энергию излучения, оказывать протективное дей-

ствие на внутриглазные структуры. Рибофлавин имеет два 

максимума абсорбции света ― при 370 и 430 нм ― и при 

облучении поглощает излучение заданной длины волны. 

Для воздействия на роговицу выбрано ультрафиолето-

вое излучение с λ=370 нм, что связано с более высокой 

энергией кванта и значительно большей способностью к 

сшиванию коллагена.

Рибофлавинсенсибилизированное УФ-облучение гене-

рирует образование свободных радикалов и активных форм 

кислорода, таких как супероксид-анион (O2
-), гидроксиль-

ный радикал (-ОН) и перекись водорода. Витамин B2, 

поглощая УФ-излучение, переходит в возбужденное со-

стояние ― сначала в синглетный рибофлавин-радикал, в 

последующем ― в триплетный рибофлавин-радикал. По-

следний, взаимодействуя с молекулярным кислородом, 

образует его активные формы ― триплетный и синглет-

ный кислород [6]. Синглетный кислород ― высокоактив-

ный, естественный клеточный метаболит аэробных орга-

низмов, в зависимости от интенсивности его образования 

может оказывать как положительное, так патологическое 

воздействие. 

A. McCall и соавт. убедительно доказывают, что ри-

бофлавин, индуцирующий фотосенсибилизацию, фото-

окисление и фотополимеризацию, классически связан с 

производством синглетного кислорода, который вступает 

во взаимодействие с доступными группами, в частности 

тирозина и гистидина, в составе коллагенов и протеогли-

канов стромы роговицы [13].

Кроме фотосенсибилизирующих свойств при УФ-А-

облучении рибофлавин оказывает защитное действие на 

ткани роговицы. Так, при кератоконусе он способствует 

синтезу нормального межклеточного матрикса и сниже-

нию уровня оксидаз, активных форм кислорода (АФК) 

и, соответственно, АФК-ассоциированных нарушений 

[11, 14]. 

Следует отметить, что поглощение УФ-излучения 

стромой роговицы в присутствии рибофлавина составля-

ет около 30%, в то время как в сочетании с другими фото-

медиаторами ― 30−95% [15, 16]. Так, увеличение време-

ни рибофлавин-УФ-А обработки свиных роговиц ex vivo 

не приводило к желаемому повышению биомеханических 

свойств корнеальных тканей. Напротив, продолжитель-

ное облучение способствовало структурному ослаблению 

роговиц [17]. E. Spoerl и соавт. показано, что повышение 

концентрации рибофлавина в строме обратно пропор-

ционально степени связывания фибрилл коллагена [18]. 

При этом роговицу с рибофлавином следует рассматри-

вать как двухсоставную систему: строма-рибофлавин и 

прекорнеальная рибофлавиновая пленка, которая явля-

ется неотъемлемой частью процедуры кросслинкинга и 

играет важную роль в достижении дозирования УФ-А-

излучения [19].

Опытным путем доказано, что стандартные параметры 

ультрафиолетового облучения в присутствии рибофлави-

на приводят к абсорбции ~ 90−95% энергии излучения, в 

том числе в роговице на глубине до 200 мкм ― 65%, от 200 

до 400 мкм ― лишь 25−30%. Следовательно, структурные 

изменения в составе коллагена происходят в основном в 

верхних слоях роговицы [20]. 

Морфологические изменения при УФ-кросслинкинге
Лечение кератоконуса методом CXL способствует 

улучшению организации ультраструктуры роговицы: 

увеличивается переплетение ламелей в передней стро-

ме, в средней строме упорядочивается чередование 

фибриллярных пластин ― параллельно друг к другу. 

Иммуногистохимический анализ показал значительное 

увеличение диаметра волокон коллагена I типа УФ-А-

сшитых роговиц по сравнению с таковыми при керато-

конусе [21]. Диаметр коллагеновых фибрилл роговиц 

у пациентов с кератоконусом составляет 15−25 нм, а 

после CXL находится в диапазоне 20−30 нм. Интрафи-

бриллярное расстояние в роговицах после сшивания 

соответствует нормальным значениям, хотя не исклю-

чено, что наблюдаемые изменения могут быть связаны 

с послеоперационным отеком роговицы. Эксперимен-

тально доказано, что в передней строме роговицы 

в зоне активного воздействия рибофлавина и УФ-А 

увеличение диаметра коллагеновых волокон более вы-

ражено по сравнению со средней и задней стромой [22]. 

По данным S. Choi и соавт., УФ-кросслинкинг донор-

ских роговиц на моделях in vitro способствует увеличе-

нию диаметра фибриллярного коллагена (103%) и его 

плотности (112%) [23]. 

Существует тесная взаимосвязь между образованием 

коллагеновых фибрилл и содержанием основных протео-

гликанов (люмикан, кератокан, декорин), синтез которых 

после УФ-кросслинкинга нормализуется. Богатые лей-

цином протеогликаны, сшитые с коллагеном в системе 

in vitro, способны к защите от катаболизма матриксных 

металлопротеиназ (ММП). Показано, что коллагены I и 

IV типа, обработанные рибофлавин-УФ-А, становятся 

устойчивыми к действию ММП-1, ММП-2, ММП-9 и 

ММП-13 [24].

Следует отметить, что основные неблагоприятные 

морфологические последствия УФ-сшивания коллагена 

связанны с активацией апоптоза кератоцитов, наблюда-

емого преимущественно в передней строме роговицы в 

течение первых 3 мес после процедуры. Данные конфо-

кальной микроскопии пациентов с кератоконусом после 

CXL указывают на полную потерю суббазальных нервных 

сплетений и снижение количества передних стромальных 

кератоцитов в раннем послеоперационном периоде [25]. 

Через 3 мес зона усиленного клеточного апоптоза посте-
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пенно заселяется кератоцитами, а через 6 мес их репопу-

ляция полностью завершается [26]. 

В кератоцитах и эндотелиальных клетках роговиц 

после УФ-сшивания наряду с отсутствием ингибито-

ра апоптоза Bcl-2 (Apoptosis Regulator Bcl-2) обнаружен 

проапоптозный белок Вах [27]. H. Matalia и соавт. опре-

делили супрессию антиапоптозного Bcl-2 и активатора 

клеточной гибели Вах-белка в УФ-облученных ex vivo 

культивируемых лимбальных клетках эпителия; кроме 

этого, выявлена повышенная экспрессия ферментов кле-

точной гибели ― каспазы 3 и 9. Примечательно, что в 

присутствии рибофлавина активация факторов апоптоза 

становится менее выраженной [28]. 

Кросслинкинг роговичного коллагена приводит к УФ-

дозозависимому повреждению корнеальных кератоцитов 

на глубине до 300 мкм. Причем УФ-А-индуцированный 

апоптоз стромальных клеток в эксперименте выявлен уже 

через 24 ч после операции [29].

G. Wollensak и H. Herbst описывают появление в 

передней строме (250 мкм) после рибофлавин-УФ-A 

сшивания роговицы глаза кролика in vivo характерно-

го лакунарного отека, вызванного гибелью кератоцитов 

и являющегося причиной временного хейза (от англ. 

haze ― легкий туман, дымка; субэпителиальный флер 

роговицы, помутнение стромы роговицы) [30]. Эти иссле-

дования подтверждены и клиническими наблюдениями: 

по данным конфокальной микроскопии, у пациентов с 

кератоконусом, пролеченных CXL в раннем послеопе-

рационном периоде (до 7 дней), наблюдаются призна-

ки эпителиопатии с полиморфизмом клеток базального 

эпителия. В передней строме (до 300 мкм) выявляется 

апоптоз кератоцитов, обусловливающий явления псев-

дохейза [31].

Использование HRT II конфокальной лазерной ска-

нирующей микроскопии у пациентов после CXL по-

зволило установить глубину сшивания стромального 

коллагена, которая определяется в виде разделительной 

демаркационной линии до 340 мкм. Стабильность этих 

морфологических результатов была подтверждена трех-

летними наблюдениями [32]. 

Учитывая уже известные особенности УФ-сшивания, 

термин «кросслинкинг роговичного коллагена» не со-

всем верен: в сущности, правильным будет выражение 

«кросслинкинг роговицы», которое более объективно от-

ражает механизм происходящих процессов.

УФ-кросслинкинг, протеиназная
и термическая устойчивость

Фотохимическое сшивание стромального коллаге-

на свиньи повышает устойчивость роговицы к фер-

ментативному расщеплению трипсином, пепсином, 

коллагеназой [18]. Лоскуты из свиных рибофлавин-

УФ-А-обработанных роговиц, помещенные в раствор 

с коллагеназой А, сохраняют прочностные свойства не 

только в переднем слое 200 мкм, но и на глубине от 200 

до 400 мкм [20].

Исследования Б.Э. Малюгина и соавт. показали, что 

донорские CXL-обработанные роговицы человека также 

обладают устойчивостью к действию коллагеназы, со-

храняют компактное межламеллярное пространство и 

поперечную направленность пластин коллагена без при-

знаков разрушения [33]. 

CXL-обработанные роговицы in vitro проявляют стой-

кость к воздействию повышенных температур, причем 

более высокая термостабильность была характерна для 

лоскутов передней, более сшитой стромы по сравнению 

с задней [34].

Биомеханика роговицы при УФ-кросслинкинге
Качественные изменения структурной организации 

роговичного коллагена, которые наблюдаются после уль-

трафиолетового кросслинкинга, указывают на восста-

новление одной из важнейших функциональных осо-

бенностей роговицы ― повышение ее биомеханических 

свойств, что является определяющим в остановке про-

грессирования кератоэктазий [35]. Изменяющаяся по 

времени интракорнеальная морфологическая трансфор-

мация, наблюдаемая после проведения кросслинкинга, 

точно коррелирует с динамикой развития зрительных 

функций. 

Известно, что в течение жизни жесткость человече-

ской роговицы увеличивается примерно в 2 раза. Это 

может быть связано с дополнительной возрастной нефер-

ментативной сшивкой, затрагивающей стромальные кол-

лагеновые фибриллы [36]. Жесткость корнеальной ткани 

при кератоконусе составляет около 70% от прочностных 

свойств здоровой роговицы [37]. H. Oxlund и A. Simon-

sen пришли к выводу, что снижение механической ста-

бильности конусных роговиц не связано с изменениями 

в молекулярной структуре и аминокислотном составе 

коллагена [38]. По данным разных авторов, прочность 

коллагена зависит от диаметра образующих его волокон и 

длины фибрилл. Показано, что боковое межфибрилляр-

ное связывание представляется важным в формировании 

устойчивости при низкой деформации, в то время как 

линейное сцепление, приводящее к удлинению волокон, 

призвано обеспечивать прочностные свойства при высо-

кой деформации [39].

Рибофлавин-УФ-А-индуцированное сшивание кол-

лагена приводит к повышению механической прочности 

свиных роговиц более чем на 70%, человеческих ― на 

328%, при этом наблюдается увеличение коэффициента 

продольной упругости (модуля Юнга) в 1,8 и 4,5 раза, 

соответственно [40]. Долгосрочные результаты (8 мес) 

кросслинкинга in vitro также демонстрируют значитель-

ное увеличение предела прочности, модуля упругости 

Юнга и уменьшение предельной деформации корнеаль-

ной ткани у кролика [41]. Показано, что кросслинкинг ex 
vivo в условиях изменения внутриглазного давления также 

улучшает биомеханику свиной роговицы [42] и челове-

ческих донорских роговиц [43]. Установлено увеличение 

жесткости CXL-обработанных роговиц свиньи в основ-

ном в наружной строме (до 200 мкм), которая поглощает 

до 70% энергии УФ-А-излучения. Лоскут из средней 

стромы (от 200 до 400 мкм) уступает по прочности перед-

ней примерно в 1,5−2 раза [44]. Данные атомно-сило-

вой микроскопии также указывают на то, что эффекты 

сшивания коллагена ограничиваются преимущественно 

передней стромой (до 200 мкм) и не распространяются на 

более глубокие области роговицы [45].

Показатели коэффициента резистентности и гисте-

резиса, описывающие эластичные свойства роговицы, 

у пациентов с кератоконусом снижены в сравнении с 

нормой. При этом установлена низкая корреляционная 

зависимость между толщиной роговицы и величиной ги-

стерезиса, который может меняться в течение суток в ре-

зультате изменений корнеальной гидратации. После УФ-

сшивания величина эластичности роговицы становится 

еще меньше [46]. Тогда как, по сведениям M. Sedaghat и 

соавт., повышенная после кросслинкинга жесткость ро-

говиц не влияет на данные корнеального коэффициента 

резистентности и гистерезиса у пациентов до и через 6 мес 

после процедуры [47]. 

Установлено, что вследствие уплотнения стромаль-

ного коллагена после CXL происходит снижение корне-

flat Vestnik 3-2016.indd   226flat Vestnik 3-2016.indd   226 08.07.2016   14:24:0608.07.2016   14:24:06



227

АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ОФТАЛЬМОЛОГИИ

альной проницаемости для последующих инстилляций 

лекарственных препаратов, что необходимо учитывать 

при медикаментозной терапии сопутствующей офталь-

мопатологии пациентов с УФ-кросслинкингом в анам-

незе [48].

Имеются сведения, что кросслинкингопосредован-

ное изменение жесткости роговицы может влиять на 

точность измерений истинного внутриглазного дав-

ления (ВГД). Так, для послеоперационного периода 

(6 мес) характерно снижение ВГД, которое коррели-

рует с уменьшением корнеальной толщины, при этом 

некоторое восстановление размеров роговицы, как и 

значительное увеличение офтальмотонуса, наблюдается 

только через 12 мес после CXL, что может служить до-

казательством увеличения корнеальной резистентности 

к этому сроку [49]. 

УФ-кросслинкинг и эндотелий роговицы
Применяемая для CXL мощность УФ-излучения 

(3 мВт/см2) ниже известного порога повреждающего дей-

ствия для эндотелия роговицы. Максимальное значение 

фотохимического ущерба для эндотелиальных клеток 

вследствие УФ-активации свободно-радикальных про-

цессов составляет 0,35 мВт/см2. В насыщенной рибо-

флавином роговице толщиной 400 мкм УФ-излучение 

способно достигнуть уровня эндотелия при мощности 

0,18 мВт/см2, что в 2 раза ниже критического значения 

[11, 50]. В исследованиях in vitro G. Wollensak с соавт. 

определен цитотоксический эффект рибофлавин-УФ 

сшивания для кератоцитов ― 0,5 мВт/см2. В клиниче-

ских условиях при использовании стандартного метода 

CXL такое воздействие может наблюдаться на глубине 

роговицы до 300 мкм [12]. Продолжительные наблюдения 

пациентов с прогрессирующим кератоконусом после CXL 

стандартным способом неизменно демонстрируют ста-

бильную плотность эндотелиальных клеток.

Стандартный протокол УФ-кросслинкинга
E. Spoerl и соавт. при разработке кросслинкинга 

ориентировались на следующие основные критерии 

процедуры: ее умеренную продолжительность, сохра-

нение прозрачности роговицы и достижение сшива-

ющего эффекта исключительно в пределах корнеаль-

ных тканей. Предварительно в экспериментах были 

апробированы ультрафиолетовый свет с длиной волны 

254 нм, синий свет 436 нм и даже солнечный свет. Была 

исследована и комбинация УФ-А-излучения (365 нм) с 

рибофлавином, которая оказалась наиболее эффектив-

ной по коллагенсшивающей способности. Это сочета-

ние, ставшее впоследствии стандартом кросслинкинга, 

придавало максимальную жесткость роговице ex vivo 

[9]. E. Spoerl и соавт. изучали также возможность укре-

пления коллагена с использованием УФ-А-излучения 

(365 нм) мощностью 2 мВт/см2 [15, 51]. После много-

численных исследований оптимальными характери-

стиками ультрафиолетового кросслинкинга роговицы 

были признаны предварительное насыщение стромы 

0,1% рибофлавином в течение 15 мин и последующее 

УФ-облучение при длине волны 370±5 нм и мощности 

3 мВт/см2 в течение 30 мин. Эти параметры легли в 

основу техники наиболее безопасного и эффективно-

го сшивания корнеального коллагена. Стандартный 

кросслинкинг, описанный в 2003 г. в Дрезденском про-

токоле, положил начало клиническому применению 

этой уникальной технологии [5]. Позже, в 2011 г., было 

предложено проводить предварительное стромальное 

насыщение в течение 30 мин [11].

При выполнении процедуры кросслинкинга источник 

облучения размещают примерно на расстоянии 1−2 см 

от поверхности роговицы. Вследствие рассеяния све-

та (принцип Колера) происходит поступление незначи-

тельной части энергии излучения, недостаточной для 

лучевого поражения тканей глаза (эндотелий роговицы, 

хрусталик и сетчатка), находящихся по ходу лучей [18, 44].

Стандартный метод кросслинкинга состоит из трех 

этапов: 

 • первый ― деэпителизация роговицы глаза (Epi-Off); 

 • второй ― насыщение стромы роговицы раствором 

рибофлавина в течение 30 мин;

 • третий ― ультрафиолетовое облучение роговицы 

(3 мВт/см2, 30 мин) длиной волны 370 нм с одновре-

менными инстилляциями рибофлавина. 

Состоятельность насыщения роговицы рибофлави-

ном контролируется при биомикроскопии с кобальтовым 

(синим) светофильтром. По мнению K.M. Bottоs и соавт., 

проводивших флуоресцентную микроскопию свиных ро-

говиц, корнеальный эпителий может быть существен-

ным препятствием на пути рибофлавина, предотвращая 

проникновение препарата в строму, не ограничивая при 

этом пропускания УФ-А. В свою очередь, недостаточная 

интрастромальная концентрация фотосенсибилизатора 

может привести к снижению эффекта кросслинкинга 

[52]. По данным оптической когерентной томографии, 

эффективность стромального проникновения рибофла-

вина in vivo при CXL зависит от характера и степени де-

эпителизации роговицы [53].

Следует отметить, что удаление эпителия нередко 

сопровождается роговичным синдромом с выраженным 

болевым ощущением и дополнительно усугубляет со-

стояние эктазированной роговицы. Кроме этого, деэпи-

телизация может служить потенциальным источником 

постоперационных инфекций.

Предложен способ доставки рибофлавина в строму 

донорских роговиц человека посредством дозирован-

ной скарификации корнеального эпителия, который по 

своей эффективности сопоставим с методом полной де-

эпителизации [54]. Данная процедура, незначительно 

нарушающая целостность эпителия, является наиболее 

близкой к описанной ниже трансэпителиальной доставке 

рибофлавина в строму.

Трансэпителиальный УФ-кросслинкинг
Усовершенствование процедуры обычного 

рибофлавин-УФ-А сшивания преследует цель сниже-

ния возможных осложнений, связанных со стандартным 

протоколом. В связи с этим предложен еще один способ 

проведения процедуры кросслинкинга, предполагающий 

доставку рибофлавина в строму с сохранением рогович-

ного эпителия (Epi-On) ― трансэпителиальный (TE-

CXL). Существует множество модификаций выполнения 

TE-CXL, в частности многократное применение местных 

анестетических капель, позволяющее ослабить плотные 

соединения эпителиальных клеток роговицы, создание 

«сеткообразной» деэпителизации, формирование цен-

трального стромального кармана роговицы с помощью 

фемтосекундного лазера.

Трансэпителиальный CXL ― менее болезненная для 

пациента процедура, при этом не происходит выражен-

ной активации процессов постраневой иммунобиохими-

ческой модуляции, снижается риск послеоперационных 

осложнений. К тому же сохраненный эпителий может 

служить дополнительным защитным барьером для УФ-А-

воздействия, что позволяет проводить кросслинкинг ро-

говиц толщиной менее 400 мкм. В силу явных достоинств 

flat Vestnik 3-2016.indd   227flat Vestnik 3-2016.indd   227 08.07.2016   14:24:0608.07.2016   14:24:06



228

ВЕСТНИК РАМН /2016/ 71 (3)

метода ведутся активные исследования совершенствова-

ния этой техники CXL и сфер ее применения [55].

М.М. Бикбовым и Г.М. Бикбовой предложен способ 

трансэпителиальной доставки рибофлавина в строму ро-

говицы посредством электрофореза [56]. Имеются све-

дения о том, что использование ультразвука увеличивает 

насыщаемость рибофлавином интактной роговицы у кро-

лика [57]. A. Kissner и соавт. ставят в прямую зависимость 

эффективность кросслинкинга от качества стромального 

насыщения рибофлавином, которое зависит от целост-

ности эпителия или присутствия в растворе пенетраторов, 

облегчающих трансэпителиальную диффузию фотосен-

сибилизатора [58]. Транспорт рибофлавина через корне-

альный эпителий можно осуществлять с использованием 

бензалкония хлорида, входящего, в частности, в состав 

ряда глазных капель в качестве консерванта. Бензалко-

ния хлорид способствует «разрыхлению» стромы рого-

вицы, облегчая тем самым проникновение рибофлавина. 

K.M. Bottos и соавт. на свиных глазах ex vivo продемон-

стрировали эффективность внутрикамерной инъекции 

рибофлавина, легко преодолевающего эндотелиальный 

барьер [52].

Традиционные исследования, данные топографии, 

пахиметрии и конфокальной микроскопии роговицы 

при использовании трансэпителиальной техники у детей 

с кератоконусом показывают схожую эффективность, 

сравнимую с показателями при стандартной методике. 

При этом неинвазивный характер процедуры и меньшее 

количество постоперационных осложнений свидетель-

ствуют о ее преимуществе [59]. Для трансэпителиаль-

ного сшивания коллагена нехарактерны такие обычные 

кросслинкингиндуцированные изменения в роговице, 

как выраженный отек со значительным снижением плот-

ности кератоцитов в передних отделах стромы, глубокая и 

стойкая гиперрефлективная стромальная линия [60].

Экспериментальные исследования X. Tao и соавт. 

показали, что CXL-обработанные роговицы кроликов с 

сохраненным эпителием, так же как и сшитые стандарт-

ным способом, демонстрируют увеличение модуля Юнга 

и механической прочности, хотя и в несколько меньшей 

степени [61].

Потенциальные преимущества Epi-On-подхода зна-

чительны, однако на сегодняшний день не существует 

достаточных доказательств его эквивалентной эффектив-

ности методу Epi-Off. А по мнению ряда авторов, транс-

эпителиальная техника УФ-сшивания роговицы уступает 

стандартному методу кросслинкинга [62]. 

Сравнительное исследование различных способов 

пропитывания роговицы кроликов по уровню рибо-

флавина в строме и влаге передней камеры глаза с 

использованием высокоэффективной жидкостной хро-

матографии и ионизирующей масс-спектрометрии по-

казало, что насыщение посредством ионофореза по 

своей эффективности превосходит обычную трансэпи-

телиальную диффузию, но тем не менее уступает Epi-

Off-технологии [63].

Z. Shalchi и соавт. проанализировали 773 публика-

ции библиографической базы MEDLINE, посвященные 

стандартному и трансэпителиальному кросслинкингу в 

сравнительном аспекте. В общей сложности эти исследо-

вания охватывали более 24 критериев и тестов, сопостав-

ляющих обе методики. В итоге, совокупный обзор работ 

по проблеме свидетельствует об эффективности Epi-Off-

кросслинкинга в прекращении прогрессировании кера-

токонуса, который можно принять за стандарт лечения, 

а также необходимости дальнейших исследований в об-

ласти оценки этих способов терапии [64].

Таким образом, несмотря на достоинства трансэпи-

телиальной техники кросслинкинга, функциональные 

преимущества стандартного способа сшивания роговицы 

не менее очевидны.

Рибофлавин и декстран в процедуре УФ-сшивания 
Первоначально для УФ-сшивания роговицы при-

меняли раствор 0,1% рибофлавина. Позднее его стали 

использовать в комбинации с 20% декстраном молеку-

лярной массой 450−550 kDa. В настоящее время мно-

гочисленные препараты с рибофлавин/декстраном под 

разными торговыми названиями нашли широкое при-

менение в оптимизированной методике кросслинкинга. 

Декстран ― полимер глюкозы, полисахарид бакте-

риального происхождения, продуцируемый из сахарозы 

бактериями Leuconostoc mesenteroides, ― обладает детокси-

цирующими и противоотечными свойствами, обеспечи-

вает вязкостные свойства раствора. Однако при исполь-

зовании данного средства следует учитывать снижение 

влагосодержания роговицы, обусловленное влиянием по-

лимера. J.M. Bueno и соавт. посредством мультифотонной 

микроскопии свиных и бычьих роговичных дисков вы-

явили происходящие структурные изменения коллагена 

и прогрессивное снижение толщины роговиц до 280 мкм 

сразу после ее обработки рибофлавином/декстраном или 

в сочетании с УФ-А-воздействием [65]. У пациентов с ке-

ратоконусом при использовании рибофлавина/декстрана 

наиболее существенное снижение толщины роговицы по 

данным оптической когерентной томографии наблюдает-

ся в первые 10 мин инстилляций ― примерно на 17% от 

исходных значений, что соответствует 80 мкм без учета 

деэпителизации [66]. 

УФ-кросслинкинг тонких роговиц
Как известно, критерии сшивания коллагена с ис-

пользованием стандартного CXL требуют минимальной 

толщины роговицы 400 мкм. При этом использование 

изоосмолярного рибофлавина с декстраном способно 

привести к снижению толщины человеческой роговицы 

в среднем на 55 мкм продолжительностью около 30 мин. 

Однако все-таки возможен кросслинкинг при корне-

альной толщине 250−350 мкм за счет искусственного 

предоперационного отека роговицы, увеличивающего 

ее толщину до 60 мкм, гипоосмолярным раствором ри-

бофлавина [67]. Предложена также оригинальная ме-

тодика кросслинкинга тонких роговиц (350−400 мкм) с 

использованием контактных линз, пропускающих УФ-

излучение [68].

Ускоренный УФ-кросслинкинг
В настоящее время активно применяется ускоренная 

процедура CXL, при которой снижение продолжитель-

ности УФ-облучения компенсируется пропорциональ-

ным повышением ее мощности. S. Schumacher и соавт. 

доказали схожесть результатов испытаний прочностно-

механических свойств свиных роговичных полос, сши-

тых ускоренным (9 мин, 10 мВт/см2) и традиционным 

(30 мин, 3 мВт/см2) методом [69]. Установлен аналогич-

ный характер структурных изменений пластинок фи-

бриллярного коллагена под воздействием нормального 

и ускоренного кросслинкинга свиных роговиц [70]. В 

целом оцениваются как положительные результаты на-

блюдений ускоренного CXL (3 мин, 30 мВт/см2) рогови-

цы у кошек с кератомаляцией [71]. Роговицы кроликов in 
vivo, насыщенные с помощью ионофореза и сшитые при 

10 мВт/см2в течение 9 мин, исследованные по технологии 

ультразвукового сдвига, которая обеспечивает отображе-
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ние упругости роговицы в режиме реального времени, 

обладали повышенной жесткостью и возросшим сопро-

тивлением к давлению [72].

Сравнительное клиническое исследование среди па-

циентов с кератоконусом, один глаз которых был про-

лечен методом ускоренного CXL (15 мин, 7 мВт/см2), 

а другой ― стандартного CXL (30 мин, 3 мВт/см2), по-

казало схожие клинические результаты с точки зрения 

безопасности, эффективности и предсказуемости исходов 

лечения. У пациентов на обоих глазах наблюдалось улуч-

шение остроты зрения и кератометрических параметров, 

при этом отсутствовали какие-либо побочные эффекты, в 

том числе признаки повреждения эндотелия [73]. 

Однако, существует мнение, что сокращение про-

должительности УФ-облучения за счет увеличения его 

интенсивности отрицательно влияет на качество сшива-

ния коллагена [18]. J. Wernli и соавт., исследовав биоме-

ханику свиной роговицы, обработанной УФ-излучением 

по методу ускоренного сшивания в диапазоне от 3 до 

90 мВт/см2 и от 30 до 1 мин, соответственно, сделали за-

ключение о различиях в эффективности кросслинкинга 

в пользу стандартного способа [74]. По данным атомно-

силовой микроскопии, свиные роговицы, обработанные 

по Дрезденскому протоколу, в сравнении с ускоренным 

CXL (3 мин, 30 мВт/см2), обладают более высокой 

корнеальной жесткостью, демонстрируя существенное 

увеличение модуля Юнга, главным образом в передней 

области стромы роговицы [45]. На основании изучения 

техники ускоренного CXL в дозе 18 мВт/см2 в течение 

5 мин A.K. Cingu и соавт. пришли к такому же заключе-

нию [75]. Было показано, что ускоренный, как и стан-

дартный кросслинкинг повышает по сравнению с нор-

мой устойчивость свиных роговиц к ферментативному 

расщеплению, однако лучшие результаты корнеальной 

резистентности обеспечивает все-таки традиционная 

техника сшивания [76].

Таким образом, до настоящего времени не принята 

единая техника ускоренного УФ-кросслинкинга, как и 

оспаривается его эффективность ввиду недостаточных 

экспериментальных и клинических наблюдений. 

Возможности клинического применения 
УФ-кросслинкинга

Многочисленные клинические наблюдения, прове-

денные к настоящему времени, показали высокую эф-

фективность ультрафиолетового кросслинкинга колла-

гена роговицы. Процедура УФ-сшивания коллагеновых 

фибрилл позволяет стабилизировать биомеханические и 

топографические показатели роговицы, приостановить 

прогрессирование заболевания, добиться позитивной 

динамики изменения некорригированной и корригиро-

ванной остроты зрения, а также уплощения роговицы 

с уменьшением среднего сферического коэффициента 

рефракции, существенно повысить качество жизни па-

циентов.

Данные о росте заболеваемости кератоконусом в 

педиатрической практике способствовали применению 

этой методики у детей. Было установлено более агрес-

сивное течение болезни в детском возрасте, при ко-

тором запущенные стадии кератоконуса выявлялись 

в 3 раза чаще, чем у взрослых [77]. Использование 

УФ-кросслинкинга у детей показало безопасность этой 

техники при ее высокой эффективности. Исход лечения 

характеризовался существенным улучшением функци-

ональных показателей, основанных на специфичных 

морфологических изменениях в роговице [78]. Хорошие 

результаты продемонстрировала трансэпителиальная 

техника CXL, выполненная у подростков от 10 до 18 лет 

с помощью ионофореза в ускоренном режиме облучения 

(5 мин, 10 мВт/см2) [79]. 

Накоплен опыт применения кросслинкинга у паци-

ентов с буллезной кератопатией [80]. Положительные 

результаты УФ-сшивания поврежденных роговиц в экс-

перименте положили начало новому способу лечения 

корнеальных ранений [81]. Показано, что комбинация 

УФ-А и рибофлавина ингибирует бактериальный рост 

и несет потенциальные возможности лечения инфек-

ционных кератитов [82]. Кросслинкинг в сочетании с 

имплантацией роговичных колец или сегментов спо-

собствует существенному повышению рефракционных 

результатов [83]. Имеются данные, что УФ-сшивание 

комбинируют с лазерным кератомилеозом LASIK [84]. 

Кросслинкинг используют для обработки биосинтети-

ческих роговичных имплантов и донорской роговицы 

с целью последующей кератопластики [85, 86]. Пред-

ложен локальный (секторальный) CXL роговицы как 

способ повышения стабильности и остроты зрения у 

пациентов с радиальной кератотомией в анамнезе [87]. 

Рибофлавин-УФ-А кросслинкинг успешно применяют 

для повышения биомеханических свойств гидрогелей 

из внеклеточного матрикса, используемых в тканевой 

инженерии [88]. 

Совершенствование методики УФ-кросслинкинга 

включает оптимизацию клинических протоколов и рас-

ширение показаний к ее применению. Использование 

этой уникальной, относительно новой медицинской тех-

нологии, позволяющей эффективно воздействовать на 

патогенетические механизмы развития ряда заболеваний 

роговой оболочки, способствовало созданию целого на-

правления в офтальмологии, основанного на фотохими-

ческом сшивании коллагена роговицы. 

Заключение

Сведения, представленные в настоящем обзоре, ука-

зывают на многообразие иммунобиохимических, морфо-

функциональных, ультраструктурных и биомеханических 

изменений роговицы, обусловленных УФ-сшиванием 

корнеального коллагена. При этом завершенность про-

цесса ультрафиолетового кросслинкинга роговицы ха-

рактеризуется:

 • увеличением толщины коллагеновых волокон [22];

 • возрастанием жесткости и модуля упругости роговицы 

[9, 40, 44];

 • увеличением устойчивости к процессам ферментатив-

ного разложения [18, 20, 33];

 • повышением устойчивости к воздействию температу-

ры [34];

 • образованием макромолекулярных зон в стромальном 

коллагене [89];

 • уменьшением корнеальной проницаемости [48]. 

Наряду с совершенствованием самой техники УФ-

кросслинкинга расширяются сферы применения и 

спектр показаний к его проведению, что связано с оче-

видной простотой метода, его малой инвазивностью, 

сочетающейся с высокой эффективностью. В настоящее 

время ведутся активные исследования новых потен-

циальных возможностей этой технологии на основе 

изучения механизмов ее биологического действия. От-

крываются дополнительные перспективы применения 

ультрафиолетового кросслинкинга в клинической ме-

дицине, физиотерапии, молекулярной биологии и био-

технологии.
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