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ВВЕДЕНИЕ
Одно из относительно новых, но уже завое-
вавших признание клиницистов применений 
методов фотодинамического воздействия на 
биоткань, наряду с фотодинамической тера-
пией (ФДТ), является их использование для 
лечения эктатических заболеваний роговицы 
[1, 2]. Эктазию роговицы (кератоконус, пел-
люцидная краевая дегенерация, эктазия по-
сле LASIK-коррекции зрения) характеризу-
ет её прогрессирующее истончение, связанное 
с патологическими изменениями решётчатой 
структуры стромального коллагена. Оно ве-
дёт к выпячиванию роговицы, нерегулярному 

астигматизму и снижению остроты зрения. 
К тому же, что также не менее важно, кера-
токонус (двусторонняя, асимметричная деге-
нерация роговицы) — один из наиболее рас-
пространенных видов эктазии, обычно на-
блюдается у молодых людей в возрасте от 10 
до 20 лет. Существует ряд методов, направ-
ленных на борьбу с последствиями разви-
тия эктазии: использование очков, мягких 
и/или жёстких газопроницаемых внутрирого-
вичных колец. И, хотя развитие кератокону-
са обычно прекращается после 40 лет, у более 
20% пациентов он приводит к необходимости 
трансплантации роговицы.
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Кросс-линкинг (Corneal Cross-Linking, 
CXL) — «сшивание» роговицы, в настоящее 
время является единственной процедурой не-
инвазивного лечения роговицы, а не только 
последствий её нарушения [3–5].

Роговица — прочная, прозрачная перед-
няя часть глазной системы (толщина в норме 
400–625 мкм) является основной преломляю-
щей поверхностью глаза, обеспечивающей до 
75% его фокусирующей способности, а также 
защиту его внутренних структур. Эти функ-
ции реализуются строением роговицы, состоя-
щей из трёх основных слоёв: эпителия, стромы 
и эндотелия. Эпителий — наружная много-
слойная клеточная структура, толщиной по-
рядка 50 мкм, выполняет защитную функцию. 
Эндотелий — внутренний монослой уплощён-
ных клеток, толщиной около 5 мкм, отвечает за 
прозрачность роговицы, поддерживая её в слабо 
дегидрированном состоянии (дисфункция эндо-
телия может привести к отеку стромы). Строма, 
составляющая около 90% общей толщины рого-
вицы, состоит из слоёв коллагеновых фибрилл 
(рис. 1а), погружённых в богатый протеоглика-
нами (PG) внеклеточный матрикс (78% воды). 
Структура коллагена в строме организована ие-
рархически. В её основе лежит трёхспиральная 
молекула (1,5280 нм), обладающая большой 
прочностью на растяжение (рис. 1б). 

Самосборка с последовательным сдвигом 
(осевая периодичность D = 67 нм) пяти таких 

молекул образует микрофибриллы, которые, 
в свою очередь, скручиваются в фибриллы 
30 нм. Фибриллы образуют ламели тол-
щиной 0,2–2,5 мкм и шириной 10–300 мкм. 
В строме 200–250 ламелей с параллельны-
ми друг другу фибриллами, в отличие от не-
прозрачной, более плотной склеры. Ламели 
переплетаются между собой, достигая дру-
гих слоёв (рис. 1в), что повышает прочность 
роговицы. Между ламелями расположены 
плоские клетки кератоцитов, участвующих 
в синтезе коллагена. Прозрачность роговицы 
в значительной мере определяется малым диа-
метром и близким расположением (20–30 нм) 
фибрилл, которое поддерживается их взаи-
модействием с межфибриллярными субстан-
циями внеклеточного матрикса (протеогли-
каны и гликопротеины, молекулы коллагена, 
неколлагеновые структурные белки и др.). 
Предполагается, что протеогликаны, при-
крепляясь своими белковыми основаниями 
к коллагеновым молекулам фибрилл, действу-
ют как межфибриллярные разделители. При 
этом их гликозамино-гликановые цепочки 
(GAG) образуют вокруг фибрилл гидрофиль-
ное покрытие, участвующее в регулировке 
активности воспалительно-пролиферативных 
реакций в строме [9].

При кератоконусе роговица, постепенно 
истончаясь, под действием внутреннего дав-
ления приобретает всё более аномальную 

Рис. 1. Микроструктура роговицы. (а) Электронная микрофотография стромальных коллагеновых фи-
брилл, с прикрепленными протеогликанами (маркировка чёрными точками). Масштаб 200 нм [ 6]. (б) 3D 
реконструкция ламели. (1, 2) Электронная томография. Чередующиеся светлые и тёмные полосы соот-
ветствуют зонам зазора и перекрытия молекул коллагена в микрофибрилле. (3) Виртуальная топография 
осевого расположения 12 молекул фибрилл с D-периодом, как в (1, 2) [7]. (в) Электронная микрофотогра-
фия срединного слоя парацентральной области роговицы [8] (c разрешения правообладателя, предостав-
лено проф. W. Radner).
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кривизну, искажая зрение [6]. CXL повышает 
биомеханическую прочность роговицы и её 
устойчивость к ферментативному расщепле-
нию путём создания в строме поперечных свя-
зей внутри и между коллагеновых фибрилл. 
И хотя CXL не является окончательным ле-
чением эктазии, но это эффективная проце-
дура для остановки заболевания. В течение 
предыдущих двух десятилетий успешно раз-
вивается методика CXL, основанная на фото-
динамическом воздействии УФ-А облучения 
(315–400 нм) на структуры внеклеточного 
матрикса (УФ-А CXL) [3, 4]. Эта методика во 
многом схожа с «классической» ФДТ, широ-
ко используемой в клинической онкологии. 
Основное их различие связано с исключением 
повреждения клеток в CXL, благодаря вве-
дению так называемого Дрезденского прото-
кола [1] (одобрен FDA (США) в 2016 г.). При 
этом усилия разработчиков в последнее вре-
мя направлены, в основном, на повышение 
эффективности процедуры лечения, включая 
уменьшение её длительности, и снижение не-
благоприятных для пациента эффектов в про-
цессе CXL (удаление эпителия, светобоязнь 
и др.). В то же время, кинетика CXL на моле-
кулярном уровне ещё до конца не определе-
на [5, 9].

Особенность данного обзора состоит в рас-
смотрении процедуры CXL, преимуществен-
но с точки зрения протекающих в нём фото-
физических процессов. Сравнение CXL с ФДТ 
позволяет провести более глубокий анализ 
возникающих проблем и понять возможные 
пути их решения.

ФДТ. ПРИНЦИП И ПРОБЛЕМЫ
Многие биомолекулы недостаточно чувстви-
тельны к прямому воздействию видимого или 
УФ-А излучения. Однако в присутствии фото-
сенсибилизаторов (Фс) и молекулярного кис-
лорода (О2) они могут проявлять активность 
в ходе фотохимических реакций. ФДТ, как 
метод лечения злокачественных и доброкаче-
ственных новообразований, использует свет 
для активации молекул Фс, индуцирующих, 
в свою очередь, цитотоксические реакции се-
лективного повреждения патологических кле-
ток [10, 11]. ФДТ одобрена для лечения рака 
кожи, лёгких, пищевода, предракового акти-
нического кератоза и других заболеваний.

Фотофизика и фотохимия ФДТ

После системного ввода Фс в организм и его 
транспорта кровью молекулы Фс первона-
чально фиксируются на мембране патологи-
ческой клетки, затем в течение определённо-
го времени проходят внутрь клетки и адсорби-
руются на мембранах органелл (митохондрии 
и др.), запуская при освещении фотохимиче-
ские процессы клеточного апоптоза или не-
кроза [11]. Молекулы Фс поглощают энергию 
фотона (h) в основном состоянии (Ps), возбуж-
даясь до возбуждённого синглетного уровня 
(1Ps). Часть из них флуоресцирует (k3), а дру-
гая — путём интеркомбинационной конвер-
сии (ISC) переходит за время 10–8–10–6 с (k5) 
в триплетную форму (3Ps) (рис. 2) [12, 13]. 
Молекула Фс в триплетном состоянии име-
ет время жизни 10–6–10–3 с, что повышает ве-
роятность подвергнуться дальнейшим хи-
мическим реакциям по сравнению с более ко-
роткоживущим синглетным состоянием. 

 Ps + h1Ps  3Ps      k0, k5 (1)

Большинство Фс в присутствии кислоро-
да катализируют реакции типа II, создавая 
синглетную форму кислорода (1O2). Клетки 
не имеют специального сенсора для 1О2 [14]. 
Однако наличие спаренных электронов на од-
ной орбитали и вакантной второй орбитали 
позволяет синглетному кислороду обладать 
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Рис. 2. Фотоактивация Фс в присутствии кислоро-
да и биомолекул. (k0 k9) — константы скоростей 
р еакций (см. табл. в [13]). Цифры -1 и -2 в индек-
се k относятся к реакции типа I или типа II.
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высокой реакционной способностью, вызыва-
ющей гибель клеток и/или фотобиомодуляци-
онные эффекты.

3Ps + 3О2  Ps + 1O2       (тип II)       k2       (2)

1O2 воздействует на рецепторы субстратов 
клетки-мишени (A) с образованием, как пра-
вило, нелюминесцирующих продуктов окис-
ления (фотораспада) клетки (AО).

 1O2 + A  AО      (тип II)      k7-2 (3)

Карбонильные группы являются функци-
ональной доминантой ФДТ типа II [15]. Так, 
в результате окисления гистидина (с лизином 
и аргинином входит в группу основных ами-
нокислот белка), являющегося основной ми-
шенью для 1О2, образуется промежуточный 
реакционный имидазолон, который, реагируя 
с аминогруппой лизина, создаёт внутри- или 
межмолекулярную ковалентную связь (АО — 
фотопродукт (ФП)). При этом окисленные 
белки могут подвергаться конформационным 
изменениям, раскручиванию молекулярной 
спирали (unfolded protein), фрагментации и 
CXL. Эти изменения нарушают функции бел-
ка, включая потерю каталитической фермен-
тативной активности, ведущей, в конечном 
счёте, к гибели клетки. [10]. В то же время, 
окисленные полисахариды внеклеточного 
матрикса, взаимодействуя с белками (нефер-
ментативная реакция Майяра), создают «cа-
харные альдегиды» — конечные продукты 
гликирования, AGE (Advanced Glycation End 
Рroduct), которые в свою очередь ускоряют 
окисление белков и формируют с ними необ-
ратимые CXL-сшивки [16, 17]. Окисление же 
липидов ведёт к образованию гидропероксида 
липида, приводящего к повреждению клеточ-
ных мембран [10]. 

С другой стороны, в реакциях типа I (более 
вероятны при гипоксии) 3Ps создаёт при непо-
средственном контакте с субстратом клетки 
радикальные частицы (избыток кислорода, 
напротив, ингибирует фотополимеризацию, 
образуя при взаимодействии с радикалами пе-
роксидные молекулы). В реакции типа I (4), не 
требующей присутствия кислорода, активная 
форма 3Ps тушится молекулой субстрата клет-
ки (донор электронов), захватывая у неё элек-
трон с созданием анион-радикала Фс (Ps•–) 

и катион-радикала субстрата. В частности, при 
сродстве Фс с белковыми молекулами (случай 
бенгальского розового Rb), наиболее активной 
вблизи N-концевых аминогрупп лизина (A), 
его катион-радикал (A•+) может создавать-
ся и при полной гипоксии [18]. Последующее 
депротонирование A•+ создаёт внутри клет-
ки радикал лизина A•, нарушая его функции 
в процессе клеточного метаболизма. 

 3Ps + A  Ps•– + A•+ 

  PsH• + А•  (тип I)  k8 (4) 

На втором этапе реакции (4) в присут-
ствии кислорода анион-радикал Ps•– может 
переносить электрон на молекулярный кис-
лород, образуя активный анион-супероксид 
О2

•– (5а). Параллельно, Ps•– преобразуется 
в гидрированный радикал PsH•, восстанав-
ливаемый до PsH2 при высокой концентра-
ции Ps [3, 12], а восстановленная форма PsH2 
подвергается окислению с образованием пере-
киси водорода Н2О2 (5б). При этом, окислен-
ный Фс (Psox), в отличие от PsH2, обладает 
свойствами и поглощения УФ-А, и сенсиби-
лизации, аналогичными исходному состоя-
нию Ps (реакция (5б) проходит без истоще-
ния Фс). 

 Ps•– + 3О2  Ps + О2
•– (5а) 

 2PsH•  Ps + PsH2   

 PsH2 + 3О2  Psox + Н2О2  (5б) 

Высокореактивные оксиданты О2
•– и Н2О2, 

реагируя с молекулами клетки, также вызы-
вают окисление (повреждение) её субстратов.

 О2
•– + A•+  AО      k7-1 (6)

 Н2О2 + A  AО + Н2О (7)

В то же время, прямого АФК окисления 
липидов (реакции 3, 6, 7), которое как пред-
полагается, осуществляет, в частности, по-
вреждение мембран опухолевых клеток [19], 
как правило, недостаточно для их дисфунк-
ции. Даже полное превращение ненасыщен-
ных липидов в гидропероксиды не вызы-
вает сквозного открытия пор, не позволяя, 
в частности, сахарам проникать через мембра-
ну [10, 20]. 
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ФДТ

Создание фотопродукта 
и обесцвечивание Фс 
При ФДТ освещение поглощённого патологи-
ческой клеткой Фс запускает фотохимические 
процессы клеточного апоптоза или некроза. 
В аэробных условиях первоначальным про-
цессом является прямое окисление субстрата 
клетки синглетным кислородом, реакция (3). 
При этом выход фотопродукта коррелирует 
с обесцвечиванием Фс, идентифицируемое, как 
снижение сигнала флуоресценции Фс [22–24]. 
Однако, как показал модельн ый эксперимент 
на микросфероидах, окрашенных фотофри-
ном, эта фаза продолжается всего в течение 
первых двух-трёх десятков секунд облуче-
ния (рис. 3а), после чего кислород в них исто-
щается, и для продолжения реакции окисле-
ния требуется приток кислорода извне [22]. 
В живой ткани это зависит от кровоснабже-
ния, а в случае роговицы — от его диффузии 
из окружающей среды в строму. Как резуль-
тат, при недостатке кислорода обесцвечивание 
замедляется и аэробная реакция типа II (3) 
плавно переходят в анаэробную реакцию ти-
па I (4). В этих условиях накопление фотопро-
дукта оказывается значительно выше при низ-
кой освещённости Фc, для которой истощение 
кислорода проще компенсировать его прито-
ком извне, поддерживая постоянным уровень 
оксигенации, например, в опухоли. И, наобо-
рот, наблюдается снижение накопления фото-
продукта при высокой освещённости гипокси-
ческих базальных клеток [22].

Переход между реакциями типа I и II из-
за наступления гипоксии ткани во время об-
лучения верифицируется также изменением 
направления скорости обесцвечивания Фс 
(рис. 3б) [23]. В то же время, наблюдаемая ли-
нейная связь между выходом фотопродуктов 
фотофрина от начальных условий (оксигена-
ции ткани и концентрации Фс) (рис. 3в) [24] 
предполагает идентичность фотопродуктов, 
создаваемых, как в высоко-, так и в низкоок-
сигенированных условиях (превалирование 
реакций окисления (3) над (4)).

Наиболее очевидный подход к пониманию 
и оптимизации процедуры ФДТ состоит во 
вк лючени и обоих механизмов типа I и II и в 
моделировании фотохимических процессов и 
в их метрику.
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Рис. 3. Кинетическая модель механизма ФДТ сме-
шанного типа I–II. (а) Оксигенация окрашенного 
фотоф рином микросфероида во время облучения 
(возб = 514 нм). [22]. (б) Скорость фотодеградации 
фотогема (флуоресцентный контроль) в зависимо-
сти от концентрации кислорода. Во вставке та же за-
висимость при [pO2] менее 20 мкМ [23]. (в) Выход 
фотопродукта Фс (люм ФП = 655 нм) в зависимости 
от обесцвечивания фотофрина (флу = 627 нм). Кон-
центрация Фс: кружок — 1 мкг/мл, треугольник — 
5 мкг/мл, квадрат — 25 мкг/мл; оксигенация: на-
сыщенная кислородом ткань (светлые значки), ги-
поксия [pO2] более 11,9 мкМ (тёмные значки) [24]. 
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Механизм фотообесцвечивания Фс

Конкуренция между фотохимическими реак-
циями типов I и II неизбежна и её результат 
сильно зависит от концентрации кислорода. 
При ФДТ опухолей большинство Фс локали-
зуется на мембранах клетки, где парциаль-
ное давление кислорода [pO2] достаточно вы-
сокое, что даёт предпочтение механизму типа 
II, в отличие от гипоксии внутри клетки, при 
которой активируются реакции типа I [14, 25, 
26]. Для Фс бенгальский розовый (Rb) в аэроб-
ных условиях ключевым реакционным аген-
том ФДТ является 1O2, (квантовый выход 
Ф = 0,80), в то время, как для других АФК 
ФАФК < 0,20. Что касается рибофлавина (ви-
тамин В2), Rf, также применяемого в ФДТ 
при УФ-А облучении кожи и роговицы, то 
в ткани, насыщенной кислородом, генерация 
1O2 столь же эффективна (Ф = 0,54 при 
ФАФК = 0,01 для [рO2] = 45 мкМ), однако она 
снижается до Ф = 0,20 для [рO2] менее 7,5 мкМ 
[4, 26]. 

Таким образом, свойства Фс и оксигенация 
биоткани — факторы, определяющие соотно-
шение между типами реакций ФДТ [12, 13].

Молекулы 1O2, активированные в местах 
локализации молекул Фс, могут за время 
жизни (40–100 нс) диффундировать до насту-
пления реакции окисления на расстояние до 
100 нм [20]. При этом воздействию 1O2 подвер-
гается относительно небольшой объём ткани, 
включающий создавшую его молекулу Фс, 
вернувшуюся в основное состояние Ps [24, 28]. 
Поэтому наряду с повреждением клетки (k7-2), 
идёт, пропорциональное выходу 1O2 и других 
АФК, и обесцвечивание Фс (окисление с обра-
зованием необратимого продукта PsO) [22] 

 Ps + 1O2  PsO      (тип II)       k1-2 (8)

 Ps + O2
•–  PsO      (тип I)       k1-1 (9)

PsO обладают значительно более низким 
поглощением и более слабой люминесценци-
ей по сравнению с Фс, что затрудняет её реги-
страцию. Причём, она может быть вызвана не 
только окислением, но и реакцией типа I (10). 

 3Ps + Ps  Ps–+ Ps•+      (тип I)      k9
 (10) 

Фотофрин показывает люминесценцию фо-
топродукта при 655 нм в результате окисле-

ния Фс. Метрика на этой длине волны более 
точна по сравнению с флуоресценцией само-
го Фс, поскольку исключается самотушение 
(формула (10)) смежной молекулой Фс в основ-
ном Ps или возбуждённом (синглетном или 
триплетном) состоянии *Ps [12, 27]. 

Так, фотопродукт Фс хлоринового ряда 
mTHPC (meta-tetra(hydroxyphenyl)-chlorin) 
люминесцирует исключительно в анаэробных 
условиях (рис. 4а (2)). Эта реакция, как и пас-
сивная агрегация, уменьшающая связывание 
Ps с O2 (выход 1О2), снижает эффективность 
ФДТ [27].
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Рис. 4. Мониторинг ФДТ смешанного типа при ис-
пользовании mTHPC. (а) Нормализованные сиг-
налы флуоресценции mTHPC при 652 нм (1) и об-
ратимого фотопродукта при 613 нм (2), (б) оксиге-
нации [pO2] (1) и концентрации 1O2 (2) в зависимо-
сти от потока облучения. [сSOL] — кумулятивный 
счёт фотонов фосфоресценции 1O2 при 1270 нм. 
Пунктир: [pO2] = 5 мкМ, где М — моль/л [28]. 
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Как результат, процесс обесцвечивания Фс 
определяют оба типа реакций [3, 13].

d[Ps]/dt = –k8[3Ps][A] – k1-2[Ps][1O2] –

 – k1-1[Ps][О2
•–] – k9[3Ps][*Ps],  (11)

где [Ps], [3Ps], [A], [1O2] и [О2
•–] — зависящие 

от времени концентрации Ps, 3Ps, A, 1O2 и О2
•–, 

а (k1 – k9) — константы скорости реакций 
между ними (рис. 2). 

Метрика эффективности ФДТ

Клиническая оценка эффективности процес-
са ФДТ in vivo может быть основана на взаи-
мосвязи между поражением клеток и «дозой» 
цитотоксичных АФК. При этом результат 
воздействия АФК на ткань in vivo достаточ-
но просто определяется по падению сигнала 
флуоресценции Фс (реакция (3)), вызванно-
го его деградацией во время облучения [24]. 
Более того, она позволяет объединить взаи-
мозависимые окислительные процессы ФДТ 
в одну метрику. Тем не менее, дозиметрия эф-
фективности ФДТ на основе порфиринов (фо-
тофрин и вертепорфин) показала, что метрика 
фотообесцвечиванием (пр одукт ом окисления) 
Фс менее точна по сравнению с концентра-
цией [1O2], поскольку она не учитывает ход 
реакции (10), вклад которой особенно заме-
тен при истощении кислорода [13, 20]. Одна-
ко прямая дозиметрия [1O2] (фосфоресценция 
 = 1268 нм, k6, рис. 2) из-за крайней слабости 
этого свечения требует привлечения техники 
счёта фотонов, что затрудняет её применение 
в клинике. Кроме того, при гипоксии её ис-
пользование проблематично из-за того, что на-
копление [1O2] в опухоли не отслеживает даже 
качественно ожидаемый отклик на её повреж-
дение [21, 28]. Поэтому для большей точности 
оценки эффективности ФДТ in vivo желатель-
но проводить флуоресцентные измерения, ре-
гистрируя одновременно обесцвечивание (де-
градацию) Фс и относительно более слабый 
спектрально селектируемый выход фотопро-
дукта в результате окисления Фс, который ас-
социируется с повреждением клеток. Так, при 
оценке фотоповреждения или старения кожи 
предложено использовать наряду с измерени-
ем спада флуоресценции (флу) рибофлавина 
(370возб / 525флу нм), также люминесценцию 
(люм) фотопродуктов (ФП) эластина, корре-

лирующую с реакциями как окисления (3) — 
(440возб / 520люм ФП нм), так и гликирования 
(4) — (370возб / 440люм ФП нм) [29, 30]. 

Критерии разделения реакций типа I и II 

В аэробных условиях доля реакций типа I (4) 
в обесцвечивании Фс мала, и концентрация 
[1O2], реакция (3), определяющая выход фо-
топродукта АО, пропорциональна тушению 
флуоресценции Фс (обесцвечиванию) (рис. 3). 
В развитие модели ФДТ смешанного типа I–II 
[22, 24, 28] проведён одновременный монито-
ринг флуоресценции хлорина mTHPC и е го 
фотопродукта, а также степени оксигенации 
ткани [pO2] и накопления [1O2] в зависимости 
от потока облучения (рис. 4) [28].

Как следует из рис. 4а, при плотности све-
тового потока порядка 10 Дж/см2 ход кривых 1 
и 2 резко изменяется, что вызвано истощени-
ем кислорода ([pO2] менее 5 мкМ, рис. 4б (1)) 
и прекращением роста [1O2] (рис. 4б (2)). Этот 
момент соответствует переходу от реакции ти-
па II к реакции типа I. В то же время, крити-
ческий уровень [рO2], визуализируемый лю-
минесценцией на 613 нм (рис. 4а (2)), совпада-
ет как с началом её роста, так и с изменением 
скорости выцветания флуоресценции Фс на 
652 нм (рис. 4а (1)). Спад флуоресценции Фс 
в условиях гипоксии предположительно свя-
зан с взаимодействием вновь образованной мо-
лекулы в возбуждённом состоянии со смежной 
молекулой Фс в триплетном состоянии (длина 
волны люминесценции фотопродукта Фс коро-
че длины волны флуоресценции Фс) в резуль-
тате радикальной реакции (10) типа I [24, 28]. 

Данный модельный эксперимент наглядно 
показал границы применимости механизмов 
ФДТ обоих типов реакций в зависимости от 
оксигенации биоткани, позволяя прогнози-
ровать повышение эффективности ФДТ и, в 
первую очередь, за счёт более селективных, 
радикальных реакций типа I. При этом, без-
условный интерес вызывает возможность фор-
мирования сквозного повреждения мембран 
опухолевых клеток путём непосредственного 
взаимодействия Фс с ненасыщенными липи-
дами мембран [10, 19, 20]. В случае если в ка-
честве субстрата выступают липиды реакция 
(4) записывается как

 L•– + 3О2  LО2
• + LH 

  LO2H [17] + L•–  LAld      (тип I)   (12)
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Реакционные радикалы липида L•– запу-
скают многоэтапный процесс генерации усе-
чённых липидных альдегидов LAld (продукт), 
вызывающих полную проницаемость мем-
бран, в отличие от их прямого АФК окисления 
с образованием лишь недостаточно глубоких 
(15–20% толщины мембраны) поверхностных 
пор [20]. Особенность этой цепной реакции 
в том, что она продолжается и после прерыва-
ния облучения, и прекращается только при 
истощении реагентов (биомолекул или кисло-
рода) [11]. Другой процесс, не наблюдаемый 
при реакциях механизма типа II, заключает-
ся в росте цитотоксичности в гипоксической 
ткани при радикальных реакциях возбуж-
дённого Фс (k8  k7-1). В частности, 3Rf в по-
верхностных слоях кожи инактивирует в бак-
териях фермент (6-phosphate dehydrogenase), 
и, что характерно, инактивация усиливается 
при тушении 1O2 транс-урокановой кислотой, 
благодаря снижению деградации Фс (k1-2) [26].

С другой стороны, нанометровый масштаб 
области первоначального воздействия (поряд-
ка размер а молекулы Фс) значительно меньше 
зоны активности реакций типа II, определяе-
мой диффузией 1O2 (ниже вероятность контак-
та с биомишенью) [20]. Этот недостаток может 
быть скомпенсирован увеличением сродства 
Фс с реагентами биоткани в сочетании с суще-
ственно большей длительностью анаэробнй 
фазы процесса ФДТ (рис. 3а). 

Однако большинство используемых Фс об-
ладает низкой избирательностью к опухоле-

вой ткани, обычно достигающей отношения 
опухоль/нормальная ткань (2–5), что ведёт, 
к тому же, к побочным фототоксическим эф-
фектам. Поэтому повышение селективности 
Фс в его прямых реакциях с биомишенью, до-
полненное «защитой» от неадекватного обесц-
вечивания или пост-регенерацией, должно 
стать приоритетной стратегией разработки но-
вых Фс [20].

К сожалению, многие фундаментальные 
константы ФДТ реакций, требующиеся при 
поиске (моделировании) перспективных Фс, 
как для ФДТ опухолей, так и при изучении 
фотодинамических процессов в лечении экта-
зии роговицы, не доступны даже для Фс, при-
меняемых в клинике (табл. 5 в [13]). 

ФОТОДИНАМИЧЕСКИЙ 
КРОСС-ЛИНКИНГ РОГОВИЦЫ
В настоящее время CXL является широко рас-
пространённым методом диагностики и лече-
ния роговицы [31–33]. В CXL роговицы, ос-
нованном на УФ-A возбуждении, Rf иници-
ирует фотохимические процессы в строме. 
В отличие от ФДТ, где Фс накапливается на по-
верхности или внутри патологической клет-
ки, спецификой УФ-A CXL является локали-
зация Фс во внеклеточном матриксе, где на-
личие гликопротеинов усиливает активность 
фотохимических реакций обоих типов I и II. 
При этом, концентрация Фс и, соответствен-
но, коэффициент поглощения должны быть 

Рис. 5. Характеристики Rf при оптимизации CXL. (а) Нормализованные спектры поглощения и флуо-
ресценции Rf (концентрация 0,01%, T = 20 °C) [36]. (б) Концентрация Rf (вверху) и интенсивность 
УФ-А (внизу) как функции глубины роговицы. (1) 0,1% Rf, УФ-А 3 мВт/см2, время облучения 30 мин; 
(2) 0,1%, 10 мВт/см2 и 9 мин. Пунктир — граница CXL [37]. 
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не слишком высокими, чтобы эффект упрочне-
ния захватывал как можно более толстый слой 
стромы. Вместе с тем, излучение не должно до-
стигать слоя эндотелиальных клеток, чтобы 
исключить их повреждение. Пик поглощения 
Rf при  = 365–370 нм считается оптималь-
ным, поскольку в этом случае в отличие от Фс, 
тестированных при = 430 нм и 532 нм реали-
зуется полное светопоглощение всей стромой 
(рис. 5) [27, 34–36]. 

В результате, лечение CXL ограничивает-
ся, в основном, передними 300 мкм стромы 
с адекватной защитой подлежащего эндоте-
лия и сетчатки для предельной лучевой на-
грузки 5,4 Дж/см2 [35].

УФ-А CXL

УФ-А, возбуждённый Rf, взаимодействуя с кис-
лородом и субстратом стромы, создаёт АФК, 
которые запускают химические процессы 
формирования CXL, увеличивающие биоме-
ханическую прочность и ферментативную 
устойчивость роговицы. Три основных ингре-
диента определяют механизм CXL: доза УФ-А 
облучения, концентрация Rf и степень оксиге-
нации стромы. Требуется их оптимизация для 
снижения рисков процедуры лечения [38–40].

Анализ фотохимии CXL c учётом концен-
трации Rf и оксигенации стромы (рис. 5б) по-
казывает, что УФ-А возбуждённые молекулы 
Rf выступают, как и при ФДТ, ключевым ре-
агентом CXL, действуя по механизму смешан-
ного типа I–II.

На ранней (аэробной) стадии процесса CXL 
(реакции типа II) возбуждённый 3Rf созда-
ёт АФК (в водном растворе квантовый вы-
ход 1O2 49% и О2

•– 1% [41, 42]), подвергающие 
окислению внеклеточный матрикс стромы. 
В результате реакции (3) образуются кова-
лентные связи между смежными молекула-
ми. Карбонильные группы являются функци-
ональной доминантой «коллагенового» CXL 
между коллагеновыми молекулами фибрилл 
[43] или между ними и белковыми осно вани-
ями протеогликанов, располагающимися на 
поверхности фибрилл (рис. 1а) [16, 44]. В то же 
время, особую роль в CXL роговицы играют 
AGE связи между коллагенами фибрилл и по-
лисахаридами, окружающих их GAG-цепочек 
протеогликанов, создаваемые в процессе 
гликирования белков при УФ-А облучении 
(рис. 6а) [9, 16, 17, 42–46].

Как известно, при диабете процесс глики-
рования,   стимулирующий реакции окисле-
ния белков, ведёт к повреждению ткани за 
счёт роста необратимых продуктов (AGE). 
Накопление AGE наблюдается при образова-
нии катаракты, в процессе развития ретино-
патии, нефропатии, невропатии, патологии 
соединительной ткани, тромбоэмболии и ате-
росклерозе [47]. Альтернативно, окисленный 
синглетным кислородом GAG стромы, взаи-
модействуя с белками фибрилл через проме-
жуточный продукт (реакционный глиоксаль), 
может создавать АGE. В свою очередь, AGE 
формирует CXL, либо после ряда окислитель-
но-восстановительных реакций внутри белко-
вой молекулы, либо ковалентно связываясь 
с аминогруппами других белковых молекул 
фибрилл или протеогликанов [16, 46], рис 6б: 

1O2 + GAG  глиоксаль (ПП) +
+ аргинин/лизин  

 АGE (ПП)  AGE + redox  CXL  (13)

Коллагеновая
фибрилла

GAG покрытие

Интерстициальный
GAG

Белок
N

O

HN

(HO)H L, нм

Белок

(а)

(б)

Рис. 6. Схематическое изображение: (а) стромаль-
ных коллагеновых фибрилл с пористым покрыти-
ем из прикреплённых к ним протеогликанов (пун-
ктир) с ассоциированными молекулами GAG вне-
клеточного матрикса [9, 45]; (б) возможного сши-
вания AGE с белками. Нанометровый масштаб 
сшивки (L) показывает дистанцию взаимодей-
ствия между белковыми молекулами при CXL.
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В другой, анаэробной фазе преимуществен-
ными в механизме CXL становятся фотохи-
мические реакции (4) между 3Ps и широким 
кругом донор-электронных субстратов стромы 
[38–40]. Эти реакции, не игравшие заметной 
роли в ФДТ, при CXL роговицы образуют ко-
валентные сшивки (белок–белок) за счёт ион-
ной связи свободных аминогрупп с карбок-
сильными группами коллагенов [48, 49]. 

 A•  (лизин) + GAG   

 AGE (пентозиди н и др. , ПП) +  

  A (аргинин) CXL  (14) 

Белковые CXL обоих типов реакций (13) и 
(14) повышают прочность стромы (показана 
прямая зависимость между её ферментатив-
ной устойчивостью и концентрацией вновь 
образованных CXL-сшивок [3, 38]). Однако 
они создаются, наиболее вероятно, внутри и 
между крайне тесно расположенных смеж-
ных молекул на поверхности фибрилл (длина 
ковалентной связи лимитирует молекуляр-
ный контакт (рис. 6б) [44, 46]. Это подтверди-
ла рентгеновская диагностика [9, 45], которая 
после CXL не показала изменений, ни диа-
метра фибрилл, ни сокращения просвета 
между ними, на любой глубине роговицы. Эти 
эксперименты опровергают, по крайней мере, 
до более прецизионных измерений, цитируе-
мую до сих пор [17] концепцию коллагенового 
УФ-А CXL, включающую формирование при 
CXL протяжённых коллагеновых связей меж-
ду фибриллами [50] (результат недостаточно 
корректной для ex-vivo электронно-томогра-
фической диагностики стромы [9]).

С другой стороны, CXL эффективно иници-
ируются, например, между лоскутом LASIK 
и основой стромы, что нельзя приписать соз-
данию ковалентных связей (без или с AGE) 
только между смежными белковыми моле-
кулами [5, 7]. К тому же, прочность стро-
мы, как нативной [51], так и после CXL [16], 
существенно снижается в присутствии ин-
гибитора роста продуктов гликации или их 
ферментативного гидролиза, что свидетель-
ствует о влиянии процессов гликации на ме-
ханические свойства рог овицы [47]. Поэтому 
предполагается, что сульфатированные GAG-
цепочки протеогликанов, вырастая в стороны 
от фибрилл, образуют внешнюю гидрофиль-
ную оболочку, толщина которой определяет 

требуемый для прозрачности стромы меж-
фибриллярный просвет [52]. К тому же, фи-
ламенты GAG способны образовывать перио-
дические CXL с фибрилл ами и без белкового 
основания протеогликанов [53]. При этом до-
пускается, что и межфибриллярные, и межла-
мелярные CXL могут создаваться, ков алент-
но связывая фотоактивированные концевые 
GAG-домены (рис. 7а) [9, 44, 54, 55]. Подоб-
ные GAG–GAG связи, сшивая целые ламели, 
должны повышать механическую прочность 
стромы. 

Подтверждением межламелярного CXL 
явилось взаимосвязанное положение фибрилл 
в склере (рис. 7б), выявленное с помощью ска-
нирующего атомно-силового микроскопа (раз-
решение несколько Å с учётом неопределён-
ности при диагностике мягкой ткани) [56, 57]. 
Однако пока нет прямых доказательств ни 
GAG–GAG сшивок, ни GAG управления про-
светом между фибриллами. 

Тем не менее, Rf может активно взаимодей-
ствовать с роговицей, создавая CXL по обоим 
механизмам, в зависимости от оксигенации 
стромы. Однак о одновременно происходит и 
обесцвечивание Rf в результате его реакций 
с синглетным кислородом или смежным Rf  
в триплетном состоянии [27, 58].

(а)

(б)

~66 нм

~40 нм

~25 нм KS дуплекс

CS(DS) дуплекс

До CXL После CXL
(по прошествии

времени)

УФ свет HO·

HOO·

1O2N

N N

O

O
OH

OH

OH
HO

NH

Рис. 7. Предполагаемое взаимодействие GAG 
с коллагенами фибрилл. (а) Схематическое изо-
бражение связи GAG с фибриллами [54]. (б) Про-
цесс сшивания коллагеновых фибрилл при УФ-А 
CXL [56]. 
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Специфика метрики CXL in vivo 

Из-за трудности диагностики биомеханиче-
ских трансформаций, вызванных CXL, пока 
нет надёжных способов их оценки in vivo [59]. 
Доступные флуоресцентные методики позво-
ляют, как было показано ранее для ФДТ, по-
лучать лишь качественную картину процес-
са, в том числе, из-за неясного до конца меха-
низма обоих типов фотохимических реакций. 
Это приводит к отсутствию диагностик, ре-
ально отражающих выход CXL (количество 
и плотность сшивок). Однако существенный, 
а, возможно, и превалирующий вклад про-
дуктов гликирования в образование (стимули-
рование) CXL роговицы может позволить соз-
дать подобную метрику. Основанием для это-
го служит корреляция эффективности CXL 
с выходом продукта гликирования AGE (лю-
минесценция на 440 нм), ускоряющего реак-
ции окисления белков по сравнению с их пря-
мым окислением АФК (реакции (3), (6), (7)) 
[16, 47, 51]. Однако люминесценция на 440 нм 
не регистрирует продукты прямого окисления 
субстрата. Поэтому и эта диагностика тре-

бует верификации, как механической проч-
ностью, так и ферментативной устойчивостью 
роговицы.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ УФ-А CXL

Золотой стандарт — 
SCXL (Standard Corneal Cross-Linking) 

Дрезденский клинический протокол УФ-А 
кросс-линкинга роговицы 2003 г. включа-
ет в себя хирургическое удаление централь-
ного эпителия (9 мм) с последовательными 
закапываниями раствора Rf (0,1%) в течение 
30 мин до и 30 мин во время УФ-А облучения 
( = 365–370 нм, интенсивность 3,0 мВт/см2, 
доза 5,4 Дж/см2). Вся процедура SCXL зани-
мает более 1 часа [60].

В аэробной фазе SCXL реакция окисления 
субстрата стромы типа II идёт, как и в модели 
ФДТ (рис. 3а), в течение первых 10–15 с УФ-А 
облучения (рис. 8а) [40]. Последующие 15 мин 
длится анаэробная фаза CXL (реакции типа I, 
(4)(5)), с крайне малым потреблением О2. 
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Рис. 8. Метрика СХЛ. (а) Истощение и восполнение О2 в строме ниже лоскута роговицы толщиной 100 
мкм (УФ-А 3,0 мВт/см2; Rf 0,1%) [40]. (б) AS-OCT визуализация демаркационной линии стромы через 
месяц после SCXL (1) и АСXL (2) (стрелки). При SCXL более глубокий CXL, DL = 358 мкм, чем при ACXL 
(30 мВт/см2 в течение 3 мин), DL = 238 мкм [61]. (в) Глубина CXL в зависимости от протокола АCXL (9 и 
30 мВт/см2 в течение 14 (1) и 3 (2) мин, соответственно; концентрация Rf 0,1%). Пунктир — демаркаци-
онная линия (порог апоптоза кератоцитов). [3].
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Однако его быстрое истощение заставляет по-
лагать, что именно 1О2 инициирует создание 
CXL [3]. Поэтому распределение освещённо-
сти УФ-А и конц ентраций Rf и О2 в строме 
имеют важнейшее значение для оптимизации 
процедуры лечения. Оставшиеся 15 мин облу-
чения (диффузия О2 продолжается) действует 
смешанный механизм I–II типа.

SCXL доказал свою положительную роль 
в остановке развития эктазии роговицы с пост-
операционным наблюдением до 10 лет [62, 
63]. Тем не менее, с целью сокращения време-
ни процедуры лечения (основной недостаток 
SCXL) тестируются различные ускоренные 
протоколы облучения (ACXL, Accelerated 
Corneal Cross-Linking) [64, 65]. 

Ускоренные протоколы облучения ACXL

Протоколы ACXL основаны на законе фото-
химической взаимозамести {мости Бунзена–
Роско (фотоэффект достигается при умень-
шенном времени облучения, если поглощён-
ная энергия поддерживается постоянной [66]). 
В случае его выполнения, требуемую Дрезден-
ским протоколом дозу облучения (5,4 Дж/см2) 
при существующих в настоящее время УФ-А 
источниках с интенсивностью 45 мВт/см2 

можно достичь всего за 2 мин. Для оператив-
ного контроля эффективности ACXL исполь-
зуется оптическая томография [61]. Маркером 
CXL-лечения кератоконуса роговицы служит 
демаркационная линия (DL) в томограмме 
стромы (рис. 8б). Вновь созданные попереч-
ные связи, увеличивая плотность стромы, из-
меняют её показатель преломления, визуа-
лизируемый оптическим когерентным томо-
графом переднего сегмента глаза (AS-OCT). 
С другой стороны, DL также указывает на 
границу апоптоза кератоцитов (клетки стро-
мы, поддерживающие прозрачность и реф-
ракцию света в роговице) [67, 68]. Как видно 
на рис. 8б, глубина DL и, соответственно, объ-
ём роговицы, подвергнутый обработке, при 
ACXL (DL = 238 мкм) меньше, чем у SCXL 
(DL = 358 мкм). Аналогичные зависимости 
глубины CXL от протокола АCXL показаны 
на рис. 8в (УФ-А 9 и 30 мВт/см2в течение 14 и 
3 мин, соответственно; концентрация Rf 0,1%) 
[3, 69–71]. Относительно низкая диффузия 
кислорода в строму осложняет его восполне-
ние в процессе ACXL и, соответственно, сни-
жает эффективность  лечения. С целью ускоре-

ния восстановления оксигенации стромы те-
стировалось также стробирование интервала 
УФ-А облучения с соответствующим повыше-
нием его интенсивности (рис. 9а). 

При таком «импульсном» ACXL после ко-
роткого времени освечивания уровень О2 
в строме восстанавливался к следующему им-
пульсу УФ-А [40]. Однако и импульсный ACXL, 
увеличив на 30–40% поглощение УФ-A, не до-
стиг эффективности SCXL (рис. 9б) [3, 38].

Таким образом, АCXL, включая импульс-
ный, не улучшил процедуру лечения [71], что 
объясняется нарушением закона взаимоза-
мести {мости [72]. Так, увеличение фотообесц-
вечивания Rf с ростом потока УФ-А приво-
дит к снижению поглощения света к концу 
реакции типа II и к уменьшению эффектив-
ности последующего процесса CXL типа I. 
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Рис. 9. Ускоренные протоколы СХЛ. (а) Истоще-
ние/восполнение О2 в строме при импульсном 
УФ-А (Rf 0,1%) [40]. (б) Выход CXL, как функция 
времени на стромальных глубинах 100 и 200 мкм 
для SCXL (1), АCXL (9 мВт/см2) (2) и импульсный 
CXL (30 и 100 мВт/см2) (3–5). Стрелка — время 
диффузии Rf в строму [3].
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Это подтверждает важную роль введения до-
бавок Rf во время УФ-А облучения, а так-
же высоких начальных концентраций Rf 
(рис. 9б) [3, 38, 39], как и при ФДТ. Однако 
закапывание Rf во время короткого периода 
действия АCXL проблематично, в том числе, 
из-за маскирующего эффекта мениска Rf на 
поверхности стромы. Отсюда понятна, кста-
ти, и ещё более низкая эффективность транс-
эпителиального CXL, где ниже и диффузия 
О2, и концентрация Rf по сравнению с SCXL 
[73–75].

Таким образом, определяющим фактором 
эффективности процесса CXL для заданной до-
зы УФ-А облучения является не его интенсив-
ность, а время. При этом временной фактор за-
висит от скорости диффузии O2 и кинетики обо-
их типов фотохимических реакций, которые не 
могут быть изменены в стандартных операци-
онных условиях (1,0 ГПа, 21% O2, 25 C) [3]. 

КИНЕТИКА CXL И КОНЦЕНТРАЦИЯ RF
Успех SCXL-терапии кератоконуса хорошо до-
кументирован, хотя минимальное упрочнение 
роговицы для стабилизации эктазии ещё не 
установлено, и в частности, из-за длительного 
постоперационного обновления коллагена стро-
мы [76–78]. К тому же, при наличии буллезной 
кератопатии (постоянный отёк роговицы из-
за дисфункции эндотелия) SCXL не даёт дол-
госрочного положительного результата. Оцен-
ка возможности УФ-А CXL-лечения различных 
заболеваний роговицы требует лучшего пони-
мания динамики, локализации и функцио-
нальности индуцирован ного сшивания стромы 
[9]. Однако кинетика УФ-А CXL на молекуляр-
ном уровне окончательно не определена [5].

При этом нужно отметить, что, наряду с об-
ширной клиникой (более 1000 статей в период 
2003–2019 гг.), базовая кинетика процессов 
УФ-А CXL ограничена десятком серьезных 
публикаций (2012–2019 гг.): Камаев и др. [40], 
Mрoхен и др. [37, 79], Карузо и др. [80], Kинг 
и др. [3], Кочевар и др. [18, 27, 81], Лин и др. 
[39, 82, 83]). Но и в них, процессы CXL модели-
ровались, предполагая ряд допущений, вызы-
вающих ошибки при оценке эффективности 
CXL. Как правило, дискутируется механизм 
CXL типа II с практическим замалчиванием 
механизма типа I, или рассматривается по-
стоянная, а не истощаемая концентрация Rf, 

и, к тому же, с плоским профилем, и т.д. [3, 
37, 39, 80, 82]. Поэтому неудивительно появ-
ление заключения такого рода о якобы неэф-
фективности увеличения мощности УФ излу-
чения, «поскольку ткань роговицы проявляет 
биохимическую активность, направленную 
против действия свободных радикалов. При 
этом повышение концентрации рибофлавин а 
в роговице обратно пропорционально степени 
связывания фибрилл коллагена» [84].

Новый подход к процедуре CXL 

Альтернативно в работах [40, 82] анализирует-
ся возможность создания CXL в том числе на 
основе прямого взаимодействия возбуждённо-
го 3Rf с субстратом стромы (реакции типа I), 
в то время как 1О2 (тип II) отведена более огра-
ниченная, инициирующая роль в процессе 
CXL. Поддержку такому подходу оказал не-
давно выполненный эксперимент О’Брарта 
и др. [38, 85], объединивший режим ACXL 
с повышенной по отношению к Дрезденско-
му протоколу концентрацией Rf. Увеличение 
концентрации Rf с 0,05% до 0,3% при ACXL 
(9 мВт/см2, 10 мин, 5,4 Дж/см2) привело к про-
грессивному росту ферментативной устой-
чивости стромы до уровня SCXL (табл.), что 
коррелирует с результатами моделирования 
процессов CXL по механизму смешанного 
типа I–II [39] (рис. 10). 

В эксперименте в качестве критерия эф-
фективности СXL верифицирована фермен-
тативная резистентность стромы [37]. Для её 
оценки измерялись время полного расщепле-
ния переднего диска роговицы с помощью 

Рис. 10. Выход CXL в зависимости от концентра-
ции Rf. Моделирование CXL по механизму сме-
шанного типа III (кривая) [39], эксперимент 
(столбцы) [38]. 
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пепсина (реагент ферментативной диагности-
ки, расщепляющий и коллаген, и белковое ос-
нование протеогликана стромы [86]), а также 
сухой вес облученной роговицы через 10 дней 
после процедуры CXL (прямое измерение тол-
щины стромы даёт большую погрешность).

Таблица показывает, что обработанные ди-
ски роговицы более устойчивы, чем необрабо-
танные. Однако среднее время расщепления су-
щественно не отличалось между CXL обработан-
ными группами с различной концентрацией Rf 
из-за меньшей сохраняемости образцов с высо-
кой концентрацией Rf. Иной результат получен 
при измерении сухого веса CXL обработанных 
роговиц, при котором есть чёткая корреляция 
между весом и концентрацией Rf. Пока неясно, 
в какой степени ферментативная устойчивость 
и рост механической прочности роговицы по-
сле CXL ответственны за результативность про-
цедуры лечения, но оба критерия, несомненно, 
могут использоваться в качестве меры CXL.

Наряду с ростом ферментативной устойчи-
вости, увеличение концентрации Rf сопрово-
ждается ростом поглощения УФ-А, снижая 
риск повреждения эндотелиальных клеток и 
обеспечивая возможность лечения тонких ро-
говиц [87]. Кроме того, из-за обесцвечивания 
Rf постепенное, начиная с поверхности стро-
мы, снижение его концентрации позволяет 
УФ-А достичь более глубоких слоёв, где со-
храняется концентрация Rf, достаточная для 
создания CXL [38, 40, 85, 88]. 

Таким образом, ускорение процедуры без 
снижения количества сшивок (увеличение 
их плотности) по сравнению с клинической 
SCXL свидетельствует о реальной перспекти-
ве оптимизации процесса CXL путём увеличе-
ния концентрации Фс и изменения протокола 

облучения (уменьшения длительности УФ-A 
с увеличением его интенсивности, протокол 
АCXL). Моделирование CXL на основе обоих 
типов фотохимических реакций показало, 
что эффективность УФ-A CXL может быть 
ещё повышена аддитивным инициированием 
радикальных реакций, а также увеличением 
времени жизни 1О2 или триплетного состоя-
ния Rf [83]. Например, использование раство-
ра D2O за счёт 10-кратного роста времени жиз-
ни 1О2 даёт возможность уменьшить на поря-
док концентрацию Rf при сохранении выхода 
CXL, позволяя, в свою очередь, поднять кон-
центрацию Rf в строме ещё выше и соответ-
ственно увеличить выход CXL [44].

Аналогичная проблема снижения време-
ни процедуры CXL существует и при лечении 
инфекционного кератита. Торможение роста 
бактерий S. epidermis, S. aureus и P. aerugino-
sa достигнуто за счёт удвоения времени облу-
чения стандартной SCXL c 30 до 60 мин (доза 
УФ-А с 5,4 до 10,8 Дж / см2) [89]. 

Но, каким образом обнадёживающие ре-
зультаты оптимизации процедуры CXL с бо-
лее высокой концентрацией Фс [38] перейдут 
в её клиническую реальность до проведения 
дальнейших исследований пока неизвестно 
[85, 88, 90].

CXL ИНФЕКЦИОННОГО КЕРАТИТА
Инфекционный кератит — потенциально 
опасное заболевание роговицы (задержка ле-
чения ведет к значительной потере зрения 
в 50% случаев). Оно вызывается широким 
спектром инфекционных агентов (бактерий, 
грибков, вирусов), которые, попадая в рого-
вицу после её повреждения, активизируют 

Параметры ферментативной устойчивости стромы в зависимости от концентрации Rf [38] 

Концентрация Rf
в строме

Время ферментативного расщепления дисков 
роговицы после CXL, дни 

Сухой вес облучённой рогови-
цы через 10 дней после 

процедуры CXL, мг.

Dmin Dmax D Опыт 1 Опыт 2

Необработанный 6 10 8 (±2) 0 0

0,05% Rf/УФ-А 36 40 39 (±2) 1,4 ± 0,16 1,08  ± 0,45

0,1% Rf/УФ-А 36 42 39 (±2) 2,5 ± 0,16 2,68  ± 0,19

0,2% Rf/УФ-А 39 45 41 (±2) 3,4  ± 0,14 3,42  ± 0,32

0,3% Rf/УФ-А 38 46 41 (±3) 4,04 ± 0,18 3,86  ± 0,54
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специфические протеиназы, приводящие к её 
деградации и утончению. Большинство слу-
чаев инфекционного кератита лечится проти-
вомикробными препаратами. В то же время, 
УФ-А CXL демонстрирует положительный эф-
фект и может служить дополнительной тера-
пией при утончении роговицы, минимизируя 
или позволяя избежать таких осложнений, 
как её перфорация и рецидив инфекции. 

В отличие от ФДТ инфекционных болез-
ней, например, кожи, лечение с помощью УФ-А 
CXL останавливает инфекционный кератит 
роговицы (PACK-CXL, photoactivated chromo-
phore for keratitis CXL), как минимум двумя 
синергетическими механизмами. Во-первых, 
УФ-А CXL повышает устойчивость к фермен-
тативному утончению роговицы, в частности, 
протеолизу нейтрофильными ферментами, 
участвующими в воспалительных процессах. 
Во-вторых, явление апоптоза, вызываемого 
окислением нуклеиновых кислот (ФДТ), уби-
вает не только кератоциты, как отмечалось 
выше, но также и микробы, что замедляет 
инфекционный процесс [89]. Однако Rf CXL 
ингибирует ферментативную деградацию и 
утончение роговицы наиболее активно в пер-
вых 100 мкм стромы, где поглощается порядка 
50% энергии УФ-А (рис. 5б). Таким образом, 
Rf CXL может быть полезен в качестве тера-
пии первой линии для неглубоких инфекций 
[91, 92]. С другой стороны, частое использова-
ние антибиотиков приводит к росту резистент-
ных к лекарствам штаммов бактерий, таких 
как Methicillin-resistant Staphylococcusaureus 
(MRSA), которые лучше лечатся не одним, а 
комбинацией двух Фс, в частности Rf и Rb [89]. 
Также, но пока без серьёзных успехов ведутся 
исследования по применению УФ-А CXL для 
лечения акантамебного кератита [93].

БЕНГАЛЬСКИЙ РОЗОВЫЙ В CXL
В качестве альтернативы Rf для CXL рогови-
цы рассматривается близкий по фотофизиче-
ским свойствам ксантеновый краситель бен-
гальский розовый (разрешен FDA для диагно-
стики повреждения поверхности роговицы) 
[17, 27, 81]. Rb поглощает при  = 550 нм, но 
имеет, как и Rf, высокий квантовый выход 
возбуждённого триплетного состояния (в воде 
больше 0,9), но, к тому же, в 1,5 раза более вы-
сокий квантовый выход 1O2 (0,76). Однако, 

в отличие от Rf, сродство Rb с коллагеном при-
водит к сильному падению времени жизни 
триплетного состояния Rb и его производных 
во внеклеточном матриксе (со 100 мкс до 3,5–
4 мкс. Это приводит к существенно меньшей 
диффузии в роговицу до 100 мкм (толщина 
CXL порядка 30–40 мкм), что показано лишь 
для тонких роговиц [18]. В то же время, это 
сродство, ведёт к большей вероятности пере-
носа электронов от аминокислот коллагена к 
Rb с образованием CXL даже при практически 
полной гипоксии (реакции типа I, (4)). Кроме 
того, облучаемый видимым светом Rb не вы-
зывает апоптоза кератоцитов, как Rf [27, 94, 
95]. Тем не менее, сравнение Rb CXL (0,1% Rb, 
250 мВт/см2, 10 мин, доза 150 Дж/см2) c SCXL 
(доза 5,4 Дж/см2) показало существенно более 
низкий рост прочности стромы по сле Rb СXL 
при отсутствии возможности стабилизации 
стромы по глубине, в отличие от не ассоции-
руемого с коллагеном Rf (одинаковые спектры 
поглощения в растворе PBS и в роговице), бо-
лее свободно диффундирующего в биоткань 
[96]. Другие же пригодные для CXL роговицы 
Фс (порфирины, ксантены, толуидин [89]) не 
обсуждаются, поскольку они не одобрены для 
клинической офтальмологии. 

Таким образом, пока лишь Rf CXL повыша-
ет прочность роговицы в объёме установлен-
ного клинического лечения. Хотя, согласно 
систематическому обзору [97] стабилизация 
эктазии гарантируется только в течение одно-
го года (данные ограничены малым количе-
ством проведённых рандомизированных ис-
следований, осложнённых, в отличие от ФДТ, 
длительным обновлением CXL обработанного 
коллагена). Любые клинические оценки за-
нимают месяцы, чтобы стать очевидными, 
и годы для их стабилизации [62, 63]. Эта же 
причина затрудняет и поиск перспективных 
Фс для CXL роговицы [98].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на общность фотофизических про-
цессов при CXL и ФДТ, обусловленную исполь-
зованием для лечения одних и тех же агентов 
(фотосенсибилизатор, свет, кислород) их от-
личает не только целевое назначение (упроч-
нение вместо разрушения), но и среда, в кото-
рой они проходят (внеклеточный матрикс вме-
сто клетки). Эти отличия приводят к тому, что 
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CXL справедливо рассматривается,  как само-
стоятельный метод. 

В то же время, при анализе фотодинами-
ческих процессов ФДТ и CXL можно исполь-
зовать единый подход к трактовке процессов, 
включающий оба механизма фотохимических 
реакций типа I и II. Важно отметить, что не-
посредственное участие фотосенсибилизатора 
в реакциях типа I с генерацией высокореак-
ционных радикалов вызывает более глубокую 
трансформацию биоткани, чем прямое окисле-
ние синглетным кислородом, что используется 
в лечении ряда онкологических и инфекцион-
ных заболеваний, а также при лечении экта-
зии роговицы. Однако нанометровый масштаб 
области первоначального воздействия (поряд-
ка размера молекулы фотосенсибилизатора) 
значительно меньше зоны активности реакций 
типа II, определяемой диффузией синглетного 
кислорода (ниже вероятность контакта с био-
мишенью). Этот недостаток может быть ском-
пенсирован увеличением сродства фотосенси-
билизатора с определёнными компонентами 
биоткани в сочетании с существенно большей 
длительностью процесса и, в первую очередь, 
анаэробного взаимодействия. Поэтому повы-
шение селективности фотосенсибилизатора 
в прямых реакциях с биомишенью, допол-
ненное его «защитой» от фотообесцвечивания 
или регенерацией после него, должно стать 
приоритетной стратегий разработки новых 
препаратов и протоколов лечения. 

Выполненные за последние годы в этом на-
правлении теоретические и эксперименталь-
ные исследования CXL роговицы, позволяют 

подойти к решению первоочередной пробле-
мы CXL — снижению времени лечения кера-
токонуса, а, возможно, и инфекционного ке-
ратита. Предложен метод, основанный на со-
четании высокой концентрации рибофлавина 
с ускоренным протоколом УФ-A облучения. 
Результаты тестирования на моделях показа-
ли возможность без снижения эффективности 
уменьшить время облучения со стандартных 
(SCXL) 30 минут до 10 минут. Эти обнадёжи-
вающие результаты должны быть ещё под-
тверждены последующими, в том числе, кли-
ническими исследованиями. 

Следует признать, что дальнейший про-
гресс УФ-АCXL роговицы тормозит до конца 
неясное представление о механизме созда-
ния межфибриллярных и межламелярных 
связей. Предположительно, они отвечают за 
прочность и стабильность стромальной ре-
шётки и, соответственно, за её прозрачность. 
Недавние исследования показали, что наибо-
лее вероятно организация межфибриллярных 
CXL идёт путём создания ковалентных связей 
между фотоактивированными концевыми до-
менами гликозамино-гликановых (GAG) цепо-
чек протеогликанов. Это ставит под сомнение 
распространенную точку зрения о том, что 
при CXL происходит упрочнение стромаль-
ных фибрилл с формированием протяжённых 
межфибриллярных коллагеновых связей. 
И, хотя пока нет прямых доказательств ни 
GAG–GAG сшивок, ни GAG управления меж-
фибриллярными просветами, одно уже понят-
но — кросс-линкинг роговицы — это не толь-
ко «коллагеновый кросс-линкинг». 
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