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РЕЗЮМЕ

Цель. Изучение структурных изменений роговичного 
коллагена после проведения различных вариантов ультра­
фиолетового кросслинкинга в норме и при кератоконусе.

Методы. Исследование проводили на изолированных 
роговицах пациентов с кератоконусом, которым выполня­
лась сквозная кератопластика. В качестве контрольной была 
взята нормальная донорская роговица. Процедура крос­
слинкинга проводилась по стандартной методике, а также 
с использованием фемтолазера. Выкроенные рогович­
ные диски через 2 часа после кросслинкинга фиксировали 
в растворе глютаральдегида с последующим гистоморфоло- 
гическим и иммуногистохимическим исследованием.

Результаты. Гистоморфологическое изучение результа­
тов стандартного кросслинкинга показало, что наибольшее

количество сшивок определяется в передней и средней 
строме роговицы в основном между волокнами колла­
гена типа I, а после проведения кросслинкинга с фемто- 
лазерным сопровождением количество и плотность сши­
вок увеличивается.

Заключение. На основании экспериментального иссле­
дования показана эффективность модификации кросслин­
кинга с применением фемтолазера, которую можно ис­
пользовать наравне со стандартной методикой.
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Разработанный доктором С. УУоПепзак с соавторами 
в 2003 г. кросслинкинг роговичного коллагена (КРК) 
представляет метод лечения кератоконуса, в основе ко­
торого лежит фотополимеризация стромальных рого­
вичных волокон путем комбинированного действия фо­
тосенсибилизирующего вещества (рибофлавин) и уль­
трафиолетового света длиной волны 360 нм. Цель ле­
чения заключается в улучшении биомеханических 
свойств роговицы и ее устойчивости к лизосомальным 
и протеолитическим ферментам [9] за счет создания до­
полнительных химических связей внутри стромы рого­
вицы при минимальном воздействии на другие струк­
туры глаза. Этот метод является технически простым 
и менее инвазивным, чем другие способы лечения ке­
ратоконуса, оставаясь единственным методом, направ­
ленным на патофизиологические механизмы. Кроме 
того, эта процедура успешно применяется при язвах ро­
говицы, коллагенозах, а также с целью уменьшения от­
ека при эндотелиальных дистрофиях роговицы [1].

Актуальность тонких сравнительных исследований 
структуры роговицы в норме и при кератоконусе опре­

деляется отсутствием ясной картины патогенеза мно­
гих эктазий [2]. До конца не изучен и характер струк­
турных изменений роговичного коллагена после проце­
дуры кросслинкинга различного типа в случаях невос­
палительных дистрофий роговицы [6]. Также представ­
ляет интерес изучение особенностей КРК при введении 
фотомедиатора в глубокие слои роговицы с помощью 
предварительно сформированного кармана [3, 5, 8].

Целью данного исследования явилось изучение 
структурных изменений роговичного коллагена после 
проведения различных вариантов ультрафиолетового 
(УФ) кросслинкинга в норме и при кератоконусе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали роговицы пациентов с кера­

токонусом, полученные при кератопластике. В каче­
стве контрольной была взята нормальная донорская 
роговица, полученная из глазного банка. Процедуру 
УФ кросслинкинга выполняли с использованием ап­
парата для фототерапии роговицы производства ООО 
«Трансконтакт» (Москва).
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Рисунок 1. Ультраструктурная картина участка передней стромы нор­
мальной донорской роговицы после стандартной процедуры кросслин- 
кинга. А -  кератоцит удлиненной формы с типичными постмортальны­
ми изменениями. В -  уплотнения (сшивки) по ходу пучков волокон кол­
лагена (электронная трансмиссионная микроскопия, увеличение х8000).

Стандартная процедура КРК на нормальной и кера- 
токонусной роговице включала удаление роговичного 
эпителия диаметром 9 мм с помощью шпателя, инстил­
ляцию 0,1% 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.

В другой группе процедура КРК проводилась по­
сле формирования интрастромальных карманов с по­
мощью фемтосекундного лазера ШГгаЬазе Р5 60 кГц 
(Абуапсеё МесИса1 Орйсз). Для этого на заданной 
глубине (от 150-190 мкм) формировали кольцевид­
ный канал внутренним диаметром 5,0 мм и внешним 
8,5 мм, после чего в радиальном направлении прово­
дили входной разрез длиной 2 мм. Ось входного над­
реза зависела от глаза пациента и варьировала от 0° 
для левого глаза до 180° для правого. Энергия им­
пульса составила 1,5-1,8 мкДж. В сформированный та­
ким образом тоннель вводили 0,1% раствор рибофла­
вина до полного пропитывания стромы вокруг области 
тоннеля. Затем проводили локальное облучение уль­
трафиолетовым светом при стандартных параметрах 
в течение 30 минут.

Через 2 часа после КРК проводили сквозную кера­
топластику трепаном 7,0 мм. Выкроенные роговицы 
фиксировали в растворе глютаральдегида на фосфат­
ном буфере в течение 24 часов, фиксировали осмием 
и готовили препараты для электронной микроскопии. 
Гистоморфологические исследования по влиянию стан­
дартного и интрастромального введения рибофлавина

Рисунок 2. Иммуногистохимическая картина участка распределения 
и локализации коллагена в нормальной роговице после процедуры 
кросслинкинга по авидин-биотиновой метке, конъюгированной перокси- 
дазой, окрашенной диаминобезидином, где а -  коллаген типа I (А); б -  
коллаген типа VI (А). Титр 1:500 (увеличение хЗбОО).

в карманы после фемтолазерного воздействия крос­
слинкинга на строму роговицы проводили на трансмис­
сионном электронном микроскопе 1ЕМ 1200 ЕХ (1ео1) 
в лаборатории микроскопии Казанского института 
биохимии и биофизики КазНЦ РАН (проф. С. В. Петров, 
В.В. Сальников).

Для иммуногистохимических исследований типов 
коллагена использовали непрямой твердофазный им- 
муноферментный анализ (ЕЫ5А) с помощью системы 
стрептавидин-биотин, конъюгированной пероксидазой 
(ЬЗАВ), БАКО (США). Для этого стекла со срезами поме­
щали на 20 минут в 1% раствор перекиси водорода, про­
мывали буферным раствором, раскапывали блокиру­
ющий реагент и инкубировали 5 минут во влажной ка­
мере. Затем на срезы наносили приготовленные в рабо­
чем разведении моноклональные антитела к коллагенам 
типа I, II, III, IV и VI (Аспз апРЬосИез тс., США) в рабочем 
разведении 1:500. Инкубировали 30 минут во влажной 
камере, промывали в трех сменах буферного солевого 
раствора, после чего наносили связывающие анти-ан­
титела (смесь антикроличьих и антимышиных антител 
против антител к коллагену) и инкубировали 15 минут.

Сравнительное гистохимическое исследование структуры коллагена нормальной и кератоконусной роговицы в ходе... 33
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Рисунок 3. Ультраструктурная картина стромы нормальной роговицы 
с тоннелем после процедуры фемтокросслинкинга. Тоннель сформиро­
ван фемтолазером (А). Зоны сшивок (В) (электронная трансмиссионная 
микроскопия, увеличение х8000).

Срезы промывали буферным солевым раствором, 
раскапывали конъюгированный с пероксидазой стреп- 
тавидин, инкубировали 15 минут и проводили гистохи­
мическое выявление пероксидазной активности с по­
мощью раствора диаминобензидина БАВ (Моуосазега, 
США) в течение 5-15 минут. Заключение препаратов, 
окрашенных хромогеном БАВ, устойчивым в органи­
ческих растворителях, производили с помощью канад­
ского бальзама.

С помощью лицензионных программ Ьеюа аррНсапоп 
кине 3.6.0 (Германия) и Микроанализ (Россия), исполь­
зуемых для компьютерной морфометрии, осущест­
вляли анализ локализации различных типов коллагена 
(Е.В. Москвичев, РКОД, Чебоксары). Статистическая об­
работка осуществлялась с использованием лицензион­
ного пакета программ М3 ОШсе 2003.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Предполагается, что в результате комбинирован­

ного воздействия раствора рибофлавина и ультрафио­
лета появляются свободные радикалы кислорода, кото­
рые образуют дополнительные связи (сшивки) между 
гликопротеиновыми полимерами (протеогликанами), 
располагающимися на поверхностях коллагеновых во­
локон [7]. Вероятно, данные межволоконные сшивки 
и определяют эффект кросслинкинга [10].

Гистоморфологическое изучение результатов крос­
слинкинга стромы нормальной донорской роговицы 
показало, что пучки коллагена стромы сшиваются 
между собой с формированием уплотнений бок в бок 
(рис. 1).

Наибольшее количество сшивок определяется в пе­
редней и средней строме роговицы. Часть кератоцитов 
имеет посмертные изменения, которые выражаются 
в деструкции мембран и ядер клеток (рис. 1). Такие же 
результаты описаны в исследованиях О. УУоПепзак [11].

Иммуноферментный анализ, проведенный нами 
на нормальной донорской роговице человека, подвер­
гавшейся процедуре кросслинкинга, позволил выявить

Рисунок 4. Ультраструктурная картина участка роговицы пациента с ке- 
ратоконусом после стандартной процедуры кросслинкинга: а) продоль­
ные (А) и поперечные (В) волокна «сшитого» коллагена (электронная 
трансмиссионная микроскопия, увеличение х8000); б) поперечные во­
локна сшитого коллагена (обозначены стрелками) (электронная транс­
миссионная микроскопия, увеличение хЮОООО).

коллаген типа I стромы роговицы посредством окраши­
вания комплексов моноклональных антител с сайтами 
связывания (рис. 2а).

На рисунке 2а показано равномерное распределе­
ние волокон, содержащих коллаген типа I (А), в основ­
ной массе коллагеновых волокон стромы, что указы­
вает на его доминирование по отношению к другим ти­
пам коллагенов. Кроме того, видно, что сшивки (обо­
значены стрелками) в результате кросслинкинга воз­
никают в основном между волокнами коллагена типа
I. Количественное определение коллагена типа I пока­
зало, что его содержание находится в пределах 50-559 с 
Эти данные также согласуются с результатами других 
авторов [4, 12]. Количественное содержание коллагена 
типа II, являющегося основным структурным элемен­
том боуменовой и десцеметой мембраны, определяется 
в пределах 30%.

34 В. В. Зотов, Н. П. Паштаев, Е. В. Ларионов, Н. А. Поздеева, С. И. Анисимов



ООО «Трансконтакт» 
и группа компаний
К С Е Н Т Е К

Рисунок 5. Иммуногистохимическая картина участка кератоконусной ро­
говицы после УФ кросслинкинга. А -  дезориентированное и скрученн- 
ное волокно коллагена типа I. Титр 1:500 (увеличение х9000).

Морфометрический анализ локализации и содержа­
ния других типов коллагена в донорской роговице по­
казал, что коллаген типа VI распределен наравне с кол­
лагеном типа I в виде длинных волокон без характер­
ной для коллагена типа I исчерченности (рис. 26). 
Количественное содержание коллагена типа VI в нор­
мальной роговице составило 25-30% [4, 12].

При проведении кросслинкинга на нормальной ро­
говице с фемтолазерным формированием тоннеля 
для введения рибофлавина возникают плотные сшивки 
коллагена как в продольных, так и в поперечных волок­
нах вокруг зоны тоннеля (рис. 3).

Количество зон сшивок при тоннельном способе вве­
дения рибофлавина значительно больше, чем при стан­
дартном кросслинкинге. Возможно, это связано с бо­
лее высокой концентрацией рибофлавина в зоне тон­
неля и прямой реакцией с коллагеном стромы и, сле­
довательно, с более эффективным процессом кросслин­
кинга.

В роговице с кератоконусом после стандартной про­
цедуры кросслинкинга наибольшее количество сшивок 
определяется в передней и средней строме как между 
сохранными, так и между разволокненными фибрил­
лами. В основном сшивке подвергаются продольные 
и поперечные волокна коллагена типа I (рис. 4а, б).

Проведенные нами иммуногистохимические ис­
следования роговиц пациентов с кератоконусом по­
казали значительные изменения всех типов колла­
генов в результате деструкции. Так, количество кол­
лагена типа I, по данным гистоморфометрии, падает 
до 35-45% по сравнению с нормой (55%). В результате 
развития патологического процесса строма роговицы 
теряет свою ориентацию в волокнах коллагена, кото­
рые также скручиваются по своей оси (рис. 5). Другие 
типы коллагенов стромы также изменяются в количе­
ственном и качественном отношении. Так, количество 
коллагена типа III, IV и VI (рис. 6) уменьшается в сред­
нем на 25-30% по сравнению с нормой, но изменений 
в их локализации не обнаруживается.
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Рисунок 6. Иммуноферментное окрашивание стромы при кератокону- 
се после УФ кросслинкинга. Распределение и локализация коллагена 
типа VI (А) по авидин-биотиновой метке конъюгированной пероксида- 
зой, окрашенной диаминобезидином. Титр 1:500 (увеличение хЗбОО).
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ВЫВОДЫ
1. В нормальной и кератоконусной роговице под дей­

ствием УФ кросслинкинга образуются устойчивые 
сшивки, в основном между фибриллами коллагена типа I.

2. При проведении кросслинкинга с фемтолазерным 
формированием тоннеля количество и плотность сши­
вок увеличивается, что, вероятно, связано с более эф­
фективным распределением рибофлавина непосред­
ственно в строме.

3. Распределение и локализация в роговице различ­
ных типов коллагена под действием УФ кросслинкинга 
не изменяются, а возникающие сшивки концентриру­
ются в основном на коллагене типа I.
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