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РЕФЕРАТ

Цель. Изучение и сравнение состояния тканей роговицы 

после стандартного кросслинкинга роговичного коллагена 

(КРК) и фемтокросслинкинга в эксперименте.

Материал и методы. В работе использовали 9 самцов 

кроликов (18 глаз) породы Шиншилла массой 2-3 кг, которые 

были разделены на 3 группы в зависимости от вида хирур-

гического вмешательства: после фемтокросслинкинга, стан-

дартного КРК и контрольная группа, где проводилась проце-

дура фемтолазерного формирования кармана без процеду-

ры кросслинкинга. Кроликов выводили из эксперимента на 

сроках 1 неделя, 1 и 3 мес. Глаза энуклеировали, роговицы 

вырезали с помощью трепана 9,0 мм. Выкроенные роговицы 

исследовали на трансмиссионном электронном микроскопе 

JЕOL 1200 EX (Япония). 

Результаты. Проведя анализ микроснимков трансмисси-

онной электронной микроскопии после фемтокросслинкинга 

и стандартного КРК на всех сроках наблюдения, было выяв-

лено одинаковое количество сшивок волокон коллагена. По-

сле стандартной процедуры КРК визуализируются изменения 

на уровне базальной мемраны и базальных клеток эпителия 

с признаками полиморфизма и увеличенными межклеточны-

ми пространствами. 

Заключение. На снимках ультраструктуры стромы рого-

вицы выявлены сопоставимые изменения в группах стан-

дартного и фемтокросслинкинга, что говорит о одинаковой 

эффективности методик, а выявленные изменения в базаль-

ной мембране спустя неделю после стандартного КРК свиде-

тельствуют о травматичности этапа удаления эпителия, в от-

личие от атравматичного формирования стромального кар-

мана фемтолазером. 

Ключевые слова: кросслинкинг роговичного коллагена, 

трансмиссионная электронная микроскопия, фемтосекунд-

ный лазер, фемтокросслинкинг.  
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К
ератоконус является прогрес-
сирующей, двусторонней, ча-
сто асимметричной, невоспа-

лительной эктазией роговицы [15, 
16, 20]. Распространенность кера-
токонуса в общей популяции состав-
ляет 1:2000 и обычно он диагности-
руется в течение второго и третье-
го десятилетия жизни [7]. Имеющи-
еся в настоящее время методы лече-
ния кератоконуса (жесткие контакт-
ные линзы, послойная кератопла-
стика, интрастромальные сегменты 
и кольца) в основном представляют 
собой вмешательства, имеющие тек-
тоническую, оптическую либо реф-
ракционную цель [1, 4, 5, 6, 10, 14, 
21]. К сожалению, ни один из этих 
методов не является патогенетиче-
ским и не способен влиять на меха-
низмы развития заболевания.

Кросслинкинг роговичного кол-
лагена (КРК) является методом био-
химического ремоделирования ро-
говицы и основан на совместном ис-
пользовании фотосенсибилизато-
ра рибофлавина и УФ-света длиной 
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Purpose. The study and comparison of the corneal tissues 

condition after the  standard corneal collagen cross-linking (CXL) 

and femto-cross-linking in experiment.

Material and methods. The study used 9 male Chinchilla 

rabbits (18 eyes) weighing 2-3kg, which were divided into 3 

groups depending on the type of surgical intervention: femto-

cross-linking, standard CXL and the control group where the 

femtolaser formation of pocket were performed without the cross-

linking procedure. Rabbits were taken out of the experiment at 

1 week, 1 and 3 months. The eyes were enucleated, cornea was 

excised using a 9.0mm trephine. The corneal discs were examined 

by the transmission electron microscope JEOL 1200 EX (Japan).

Results. Analysis of microscopic pictures from the 

transmission electron microscopy after the femto-cross-linking 

and the standard CXL revealed an equal quantity of cross-links in 

collagen fibers. After the standard CXL the changes in the basal 

membrane and basal epithelial cells were visualized with signs of 

polymorphism and increased intercellular spaces. 

Conclusion. In the electron-microscopic images of ultra-

structure in the corneal stroma the comparable changes were 

found in the standard group and femto-cross-linking that 

suggests an identical efficiency of both techniques. The detected 

changes in the basal membrane a week after the standard CXL 

suggests a traumatism of the stage of epithelium removal in 

contrast to an atraumatic formation of stromal pocket using the 

femtosecond laser.
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волны 370 нм, который был предло-
жен в 2003 г. доктором Волензаком 
с соавт. [22-24, 27, 28]. КРК является 
единственным методом лечения, на-
правленным на биомеханическую и 
структурную стабилизацию в кера-
токонусной роговице, что предот-
вращает прогрессирование экта-
зии [8]. КРК вызывает образование в 
коллагене ковалентных меж- и ин-
трафибриллярных сшивок, которые 
повышают биомеханические свой-
ства человеческой роговицы при-
мерно на 300% [27]. «Сшивающий» 
эффект максимален только в перед-
ней строме [25].

Хотя КРК зарекомендовал себя 
в клинической практике, по-преж-
нему предпринимаются усилия для 
изменения стандартного протоко-
ла, чтобы повысить безопасность 
и комфорт пациентов [13]. Широ-
ко распространенный Цюрихский 
протокол для КРК включает удале-
ние эпителия роговицы для облег-
чения проникновения рибофлави-
на в строму [28]. Однако деэпители-

зация сопровождается болью, ощу-
щением инородного тела, диском-
фортом в виде жжения и слезоте-
чения в течение нескольких дней. 
Кроме того, при удалении эпителия 
уменьшается общая толщина рого-
вицы, а последующее проведение 
КРК на роговице толщиной менее 
400 мкм может быть причиной руб-
цов роговой оболочки, поврежде-
ния эндотелия и даже перфорации 
[11, 17, 18]. Поэтому исследователи 
и клиницисты в настоящее время за-
интересованы в разработке вариан-
та КРК с максимальным сохранени-
ем эпителиального слоя при сохра-
нении эффективности стандартно-
го подхода. Одним из перспектив-
ных направлений является техноло-
гия УФ-кросслинкинга с дозирован-
ной скарификацией эпителия рого-
вицы, показавшая снижение степе-
ни выраженности и продолжитель-
ности послеоперационного диском-
форта пациента за счет ускоренной 
эпителизации роговицы по сравне-
нию с классической технологией [3]. 
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Также известна методика трансэпи-
телиального кросслинкинга, при 
которой перед закапыванием ри-
бофлавина для разрыхления эпите-
лия роговицы инстиллируют снача-
ла раствор тетракаина в течение 30 
минут [9, 12, 19]. Однако при приме-
нении данной методики достигает-
ся только одна пятая часть биомеха-
нического эффекта [26]. 

На фоне этого разработанная 
нами методика роговичного крос-
слинкинга без удаления эпителия 
с фемтосекундным формировани-
ем интрастромального кармана для 
введения 0,1% раствора рибофла-
вина с последующим ультрафиоле-
товым облучением выглядит не ме-
нее актуальной [2]. Представляет ин-
терес изучение изменений ультра-
структуры стромы роговицы в раз-
личные сроки после проведения 
стандартного КРК и фемтокроссли-
кинга для подтверждения эффектив-
ности новой методики. 

ЦЕЛЬ

Изучение и сравнение структуры 
тканей роговицы после стандартно-
го КРК и фемтокросслинкинга в экс-
перименте.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В работе использовали самцов 
кроликов породы Шиншилла массой 
2-3 кг. Исследования выполняли на 18 
глазах 9 кроликов. Животные были 
разделены на 3 группы (табл. 1): 

1. Опытная группа – кролики, ко-
торым проводилась процедура крос-
слинкинга с применением фемтола-
зера [2].
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2. Группа сравнения – кроли-
ки, которым проводилась процеду-
ра стандартного кросслинкинга по 
Цюрихскому протоколу [28].

3. Контрольная группа – кроли-
ки, которым проводилось только 
фемтолазерное формирование кар-
мана без процедуры кросслинкинга. 

Срок наблюдения составил 1 не-
делю, 1 и 3 мес.

Процедура проводилась под об-
щей (в/м 5% раствор кетамина) и 
местной (инстилляция 0,3% раство-
ра инокаина) анестезией. Живот-
ным 1 группы под местной анесте-
зией выполняли процедуру фемто-
кросслинкинга с помощью фемто-
секундного лазера IntraLaseFS 60 кГц 
(Advanced Medical Optics) (рис. 1). 
Для этого на заданной глубине (100-
110 мкм) формировали карман диа-
метром 9,0 мм, углом вреза 45 граду-
сов, углом петли 45 градусов. В сфор-
мированный таким образом карман 
с помощью тупоконечной канюли 
вводили 0,1% раствор рибофлавина 
до полного и равномерного пропи-
тывания стромы. Затем проводили 
облучение ультрафиолетовым све-
том плотностью мощности 3,0 мW/
см2 в течение 30 минут (табл. 2).

Кроликам 2 группы производи-
лось механическое удаление эпите-
лия роговицы диаметром 9 мм, за-
тем инстилляция 0,1% раствора ри-
бофлавина в течение 15 минут. Об-
лучение роговицы ультрафиоле-
том (3,0 мW/см2 в течение 30 мин.) 
в обеих группах осуществляли с по-
мощью аппарата EVOLUTION (ООО 
«Трансконтакт», Россия) (рис. 2).

В 3 группе животным проводи-
ли только процедуру формирова-
ния роговичного кармана на задан-
ной глубине (100-110 мкм) и диаме-
тром 9,0 мм с углом вреза 45 граду-
сов, углом петли 45 градусов с по-
мощью фемтосекундного лазера – 
IntraLasе FS 60 (рис. 3). 

На сроках 1 неделя, 1 и 3 мес. кро-
ликов выводили из эксперимента 
воздушной эмболией, глаза энукле-
ировали, роговицы вырезали с по-
мощью трепана 9,0 мм. Выкроенные 
роговицы фиксировали в растворе 
глютаральдегида на фосфатном бу-
фере в течение 24 часов, далее фик-
сировали осмием и готовили пре-
параты для электронной микроско-
пии. Гистоморфологические иссле-
дования делали на трансмиссион-
ном электронном микроскопе JЕOL 

Таблица 1

Распределение экспериментальных животных по группам

                                                         Срок эксперимента

                       Процедура 

n – количество проопери-
рованных глаз

1 неделя 1 мес. 3 мес.

Опытная группа 
Фемтокросслинкинг – фемтолазерное формирование 

кармана с последующим КРК
2 2 2 

Группа сравнения 
Стандартный метод КРК

2 2 2 

Контрольная группа 
Фемтолазерное формирование кармана без КРК

2 2 2 

Рис. 1. Этап формирования кармана в рогович-

ной строме с помощью фемтолазера IntraLaseFS 

60 кГц (Advanced Medical Optics)

Рис. 2. Этап облучения роговицы кролика уль-

трафиолетом

Рис. 3. Изображение процесса формирова-

ния роговичного кармана на мониторе фемто-

секундного лазера
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1200 EX (Япония) на базе Института 
биотехнологии РАН (г. Москва). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты проведенных элек-
тронно-микроскопических иссле-
дований показали, что через неде-
лю после операции у животных 1 
группы сразу под эпителием идет 
формирование продольных и попе-
речных сшивок коллагена, которые 
сконцентрированы вблизи базаль-
ной мембраны эпителия (рис. 4). 

К 1 мес. после процедуры кросс-
линкинга с применением фемтола-
зера сшивки коллагена в основном 
представлены в поверхностных сло-
ях стромы (рис. 5). 

На сроке 3 мес. после процедуры 
сформированные сшивки сохраня-

ются, вероятно, без влияния на них 
процессов ремоделирования (рис. 6).

При большем увеличении в по-
верхностных слоях стромы опре-
деляются пласты сшитых волокон и 
пучков коллагена (рис. 7). Часть во-
локон сшито бок в бок, другая часть 
– конец в конец. На всех сроках на-
блюдения на препаратах 1 группы не 
обнаруживали явлений воспаления 
либо других осложнений.

Во второй группе эпителизация 
роговицы происходила быстро, и 
через 1 неделю после стандартной 
процедуры кросслинкинга визуали-
зируются отечные базальные клет-
ки эпителия с признаками полимор-
физма и увеличенными межклеточ-
ными пространствами, а также ба-
зальная мембрана с выраженными 
полудесмосомами. Это, по нашему 
мнению, свидетельствует о травма-

тичности этапа удаления эпителия. 
В подлежащей строме видны участ-
ки поперечно сшитых коллагеновых 
волокон и фибрилл (рис. 8). 

Через 1 мес. после стандартной 
процедуры кросслинкинга базальная 
мембрана плотная, в поверхност-
ных слоях стромы роговой оболоч-
ки коллагеновые волокна и фибрил-
лы сшиты бок в бок и конец в конец. 
Волокна коллагена выглядят хаоти-
чески уложенными. Межуточное ве-
щество сжато, волокна плотно со-
прикасаются друг с другом (рис. 9).

Через 3 мес. в роговице животных 
2-й группы волокна коллагена в про-
дольном и поперечном направлении 
остаются сшитыми (рис. 10). 

Анализ микроснимков трансмис-
сионной электронной микроскопии 
после фемтокросслинкинга и стан-
дартного КРК на всех сроках наблю-
дения показал одинаковое количе-
ство сшивок волокон коллагена, что 
можно расценить как равноценную 
эффективность обеих методик. 

В роговицах кроликов контроль-
ной группы заживление эпителия и 
роговичной стромы на всех сроках 
после фемтолазерного формирова-
ния кармана, без последующей про-
цедуры кросслинкинга, проходи-
ло без каких-либо особенностей. А 
именно через 1 неделю в зоне фемто-
лазерного формирования кармана 
определяются некротические отло-
жения в строме между коллагеновы-

Таблица 2

Параметры создания роговичного кармана

Параметр Диапазон

Глубина, на которой выполняется  
резекция кармана

100-110 мкм

Диаметр роговичного кармана 9 мм

Угол петли роговичного кармана,  
определяющий ширину ножки

45 град

Угол вреза роговичного кармана 45 град

Энергия импульса лазера,  
используемого для создания кармана

1,5-1,7 мкДж

 Рис. 4. Ультраструктурная картина участка 

передней стромы опытной роговицы через 1 

неделю после процедуры фемтокросслинкин-

га. Сшивки коллагена под эпителием (А) и в 

поверхностных слоях стромы (В) (электрон-

ная трансмиссионная микроскопия, увеличе-

ние х6000)

Рис. 5. Электронно-микроскопическая карти-

на участка стромы опытного животного через 

1 мес. после процедуры кросслинкинга с при-

менением фемтолазера. Сшивки (обозначены 

стрелками) волокон коллагена поверхностной 

стромы роговой оболочки (электронная транс-

миссионная микроскопия, увеличение х6000)

Рис. 6. Электронно-микроскопическая карти-

на участка стромы опытного животного через 

3 мес. после процедуры кросслинкинга с при-

менением фемтолазера. Сшивки (обозначены 

стрелками) волокон коллагена поверхностной 

стромы роговой оболочки (электронная транс-

миссионная микроскопия, увеличение х6000)
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ми фибриллами, вызванные деструк-
тивными изменениями после воз-
действия фемтосекундного лазера. 
Изменений эпителия и субэпители-
ального слоя над стромальным кар-
маном не визуализируются. Через 1 
мес. после фемтолазерного форми-

рования кармана эпителий и суб- 
эпителиальный слой, а также ход во-
локон в зоне формирования кармана 
не изменены, определяются единич-
ные кератобласты (рис. 11). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование состояния ультра-
структуры коллагена стромы рого-
вицы экспериментальных животных 
выявило сопоставимые изменения в 
группах стандартного КРК и фемто-
кросслинкинга. 

Выявленные изменения в базаль-
ной мембране после стандартного 
КРК свидетельствуют о травматич-
ности этапа удаления эпителия в от-
личие от методики КРК с введением 
рибофлавина в стромальный карман 
сформированный фемтолазером, 
которая является более безопасной 
для клинического применения.
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