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Цель. Определение влияния локального транэпителиального кросслинкинга роговичного коллагена 
(КРК) в сравнении со стандартным КРК на биомеханические свойства роговицы в эксперименте. Методы. 
В работе использовали энуклеированные глаза взрослых свиней, взятые через 5–7 часов после забоя. Иссле-
дования выполнены на 25 глазах, которые были разделены на 5 групп по 5 глаз в каждой. Группа 1-я – кон-
троль, 2-я – глаза после стандарного кросслинкинга, 3-я – после локального фемтокросслинкинга, 4-я – по-
сле фемтолазерного формирования интрастромального тоннеля без кросслинкинга, группа 5-я – глаза после 
фемтолазерного формирования интрастромального кармана без кросслинкинга. Результаты. Локальный тра-
нэпителиальный фемтокросслинкинг и стандартный КРК имеют одинаковый биомеханический эффект, что 
может свидетельствовать о равной эффективности методик. Фемтолазерное формирование интрастромаль-
ного кармана не вызывает значимого ухудшения биомеханической стабильности всей роговицы. 
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Purpose. Determination of the biomechanical effect of local femtocrosslinking in comparison with the 
standard corneal collagen crosslinking (СXL). Methods. We used enucleated eyes of adult pigs taken 5–7 hours 
after slaughter. The studies were performed on 25 eyes, which were divided into 5 groups of 5 in each eye: group 1 
comprised control, group 2 – after standard СXL, group 3 – after local femtocrosslinking, group 4 – after femtolaser 
formation intrastromal tunnel without СXL, group 5 – after femtolaser formation intrastromal pocket without 
СXL. Results. Local transepithelial femtocrosslinking and standard СXL have the same biomechanical effect, 
which indicates on equal effectiveness both techniques. Femtolaser formation intrastromal pocket does not cause 
significant deterioration of the biomechanical stability of the entire cornea.
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Кросслинкинг роговичного коллаге-
на (КРК) как метод лечения кератоконуса 
и кератэктазий был предложен в 2003 году 
доктором Волензаком с соавт. [11–13]. 
Стандартная методика кросслинкинга 
предполагает удаление роговичного эпи-
телия с помощью шпателя перед инстил-
ляцией 0,1 %-го раствора рибофлавина 
(Wollensak G., Spoerl E., Seiler T., 2003). 
В течение 30-минутной процедуры перио-
дически закапывают раствор рибофлавина 
из-за быстрого высыхания эрозированной 
поверхности роговицы. В связи с дефек-
том эпителия в раннем послеоперацион-
ном периоде пациенты отмечают жалобы 
на боль, раздраженный глаз. Кроме того, 
возможны осложнения в виде хейза, ре-
цидивирующей эрозии, кератита, рубцов 
и перфорации роговицы [4, 6]. 

В связи с этим целесообразность полно-
го удаления эпителия перед КРК является 
темой многих сегодняшних исследований 
[1, 3, 5, 7–10, 14]. Так как рибофлавин не 
может проникать через интактный эпите-
лий в достаточном количестве, были пред-

ложены различные методы для улучшения 
насыщения роговичной стромы рибофла-
вином [5]. Такие методы предполагают ис-
пользование до операции капель, содержа-
щих консервант бензалкония хлорид для 
ослабления эпителиальных межклеточных 
связей, либо удаление лишь поверхност-
ного слоя эпителия без полной деэпители-
зации. Однако исследования на животных 
показали уменьшение и неоднородность 
поглощения рибофлавина стромой рогови-
цы при неполном удалении эпителия [5, 8]. 
Кроме того, в работах доктора Волензака 
было показано, что при применении мето-
дики с использованием консервантов до-
стигается лишь одна пятая часть биомеха-
нического эффекта [14]. 

Перспективной представляется техника 
локального транэпителиального КРК с ис-
пользованием фемтолазера для лечения про-
грессирующего кератоконуса, разработан-
ная в Чебоксарском филиале ФГБУ «МНТК 
«Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Фе-
дорова» [1]. Согласно данной методике рас-
твор рибофлавина вводится в роговичный 



1218

 FUNDAMENTAL RESEARCH    № 1, 2015 

 MEDICAL SCIENCES 

карман, сформированный фемтосекунд-
ным лазером, с последующим локальным 
УФ-облучением. В результате 2-летних 
клинических исследований было отмечено 
повышение остроты зрения, уменьшение 
сферического и цилиндрического компо-
нентов рефракции, а также значений макси-
мальной кератометрии. Проведенные нами 
экспериментальные работы помогают объ-
яснить описанные выше результаты. 

Целью нашего исследования стало 
определение влияния локального транэпи-
телиального фемтокросслинкинга в сравне-
нии со стандартным методом кросслинкинга 
роговичного коллагена на биомеханические 
свойства роговицы.

материалы и методы исследования
В работе использовали изолированные глаза 

взрослых свиней, взятые через 5–7 часов после за-
боя. Исследования выполнены на 25 глазах, кото-
рые были разделены на 5 групп по 5 глаз в каждой. 
Группа 1-я – контроль, 2-я – глаза после стандарного 
кросслинкинга, 3-я – после локального фемтокрос-
слинкинга, 4-я – после фемтолазерного формирова-
ния интрастромального тоннеля без кросслинкинга, 
группа 5-я – глаза после фемтолазерного формирова-
ния интрастромального кармана без кросслинкинга.

Группу контроля составляли глаза свиней с про-
зрачными, интактными роговицами. Стандартная 
процедура КРК на свиной роговице глаз 2-ой груп-
пы включала в себя удаление роговичного эпителия 
диаметром 9 мм с помощью шпателя, инстилляцию 
0,1 %-го раствора рибофлавина в течение 15 минут, 
затем облучение ультрафиолетовым светом длиной 
волны 375–376 нм и плотностью мощности 3 мвт/см²  
в течение 30 минут. На глазах 3-й группы проце-
дура локального фемтокросслинкинга начиналась 
с формирования интрастромального тоннеля с по-
мощью фемтосекундного лазера IntraLase FS 60 кГц 
(Advanced Medical Optics). для этого на заданной глу-
бине 200 мкм формировали кольцевидный канал вну-
тренним диаметром 5,0 мм и внешним 9,0 мм, после 
чего в радиальном направлении проводили входной 
разрез длиной 2 мм. Энергия импульса составила 1,5–
1,8 мкдж. В сформированный таким образом тоннель 
вводили 0,1 %-й раствор рибофлавина до полного 
пропитывания стромы в области тоннеля. Затем про-
водили в проекции сформированного кольцевидного 
тоннеля локальное облучение ультрафиолетовым све-
том при стандартных параметрах в течение 30 минут 
(рис. 1). Глаза 4-й группы подвергались процедуре 
фемтолазерного формирования кольцевидного интра-
стромального тоннеля на глубине 200 мкм внутрен-
ним диаметром 5,0 мм и внешним 9,0 мм, но, в отли-
чие от глаз 3-й группы, без последующего облучения 
ультрафиолетовым светом. На глазах 5-й группы 
выполняли процедуру фемтолазерного интрастро-
мального формирования кармана диаметром 9,0 мм, 
на глубине 200 мкм, с углом вреза 45 градусов, углом 
петли 45 градусов без последующей процедуры КРК.

для исследования биомеханических свойств 
роговицы изучали способность к растяжению образ-
цов роговицы экспериментальных животных, под-
вергшихся процедуре КРК и фемтолазерного фор-
мирования интрастромального тоннеля и кармана. 

Выкраиваемые полоски ткани размером 12 на 20 мм 
захватывали весь диаметр роговицы и часть склеры 
для закрепления между лапками универсальной ис-
пытательной машины ZWICK/ROELL Z005 на рас-
стоянии 10 мм (рис. 2, 3). Натяжение повышалось 
линейно со скоростью 50 мм/мин до напряжения 
в 5 MПa. Полученные результаты фиксировались 
программным управлением испытательной машины 
численно и графически. данная разрывная машина 
была использована ранее для оценки биомеханиче-
ской прочности послеоперационного рубца после 
фемтосекундной и традиционной сквозной керато-
пластик [2].

Результаты исследования  
и их обсуждение 

При сравнении напряжения при рас-
тяжении образцов на 8 % установлено 
различие в деформационных кривых, по-
казывающих зависимость напряжения, 
приложенного к испытываемому образ-
цу, от удлинения этого образца (рис. 4). 
Так, напряжение при растяжении образ-
цов на 8 % из группы подвергшихся ло-
кальному фемтокросслинкингу соста-
вило 4,09 ± 0,39 МПа, что практически 
соответствовало результатам группы 
стандартного КРК – 4,3 ± 0,42 МПа. Зна-
чения напряжения в группах фемтола-
зерного формирования интрастромально-
го кармана (2,11 ± 0,27 МПа) и тоннеля 
(2,29 ± 0,18 МПа) были близки значениям 
напряжения группы контрольных, интакт-
ных образцов (2,4 ± 0,29 МПа). Таким 
образом, необходимо почти 2-кратное 
увеличение силы для растяжения образ-
цов, подвергшихся процедуре локального 
фемтокросслинкинга и стандартного КРК. 
В то же время само по себе фемтолазерное 
формирование интрастромального кармана 
и тоннеля не вызвало значимого снижения 
биомеханической прочности роговицы, 
что в свою очередь также подтверждается 
результатами аналогичного исследования 
доктора Волензака с соавт. [15]. Учиты-
вая этот факт, а также то, что технология 
фемтокросслинкинга снижает риск инфи-
цирования и интенсивность роговичного 
синдрома в раннем послеоперационном 
периоде, методика может рассматриваться 
как альтернатива стандартному КРК. 

заключение
Проведенное нами исследование пока-

зало, что и локальный транэпителиальный 
КРК и стандартный КРК имеют одинако-
вый биомеханический эффект, что может 
свидетельствовать о равной эффективности 
методик. Фемтолазерное формирование ин-
трастромального кармана не вызывает зна-
чимого ухудшения биомеханической ста-
бильности всей роговицы. 



1219

 ФУНдАМЕНТАЛьНЫЕ ИССЛЕдОВАНИЯ    № 1, 2015 

 МЕдИЦИНСКИЕ НАУКИ 

      

Рис. 1. Этапы процедуры локального фемтокросслинкинга: а) формирование интрастромального 
тоннеля с помощью фемтосекундного лазера IntraLase FS 60 кГц; б) интерфейс программы 
фемтосекундного лазера IntraLase FS 60 кГц в момент формирования интрастромального 

тоннеля; в) локальное облучение ультрафиолетовым светом

Рис. 2. Схема выкраивания корнеосклерального материала для проведения испытания, где:  
а – роговица; б – участки склеры, используемые для фиксации в разрывной машине
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Рис. 3. Универсальная испытательная машина ZWICK/ROELL:  
а) общий вид; б) процесс разрыва роговичного образца

Рис. 4. График деформационных кривых, где 1 – группа контроля; 2 – группа стандарного 
кросслинкинга; 3 – группа локального фемтокросслинкинга; 4 – группа фемтолазерного 

формирования интрастромального тоннеля без кросслинкинга; 5 – группа фемтолазерного 
формирования интрастромального кармана без кросслинкинга
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