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Метод рибофлавин/УФ кросслинкинга коллагена представляет значительный интерес 
как возможный способ укрепления склеры при лечении миопии. Одной из проблем при-
менения этого метода является быстрое уменьшение интенсивности УФ-излучения по 
мере его распространения в ткань из-за сильного рассеяния. Эффективным способом 
увеличения глубины проникновения оптического излучения в склеру является метод 
иммерсионного оптического просветления ткани. Под действием иммерсионных жид-
костей, применяемых для оптического просветления, обычно происходит частичная де-
гидратация ткани. Известно, что химический кросслинкинг ткани в дегидратированном 
состоянии способен приводить к существенному уменьшению объема ткани после ее 
регидратации до насыщенного состояния по сравнению с исходным, т. е. к фиксации 
контрактированного состояния ткани (КСТ). В этом случае в насыщенном регидрати-
рованном состоянии ткань, подвергнутая кросслинкингу, содержит меньшее количе-
ство воды, чем в исходном состоянии. В настоящей работе исследуется возможность 
фиксирования КСТ при осуществлении рибофлавин/УФ кросслинкинга ткани в частично 
дегидратированном состоянии. Исследования проводились in vitro на образцах вторич-
ных сухожильных пучков из хвоста крысы. Оценка геометрии сухожильных пучков и со-
держания воды в ткани осуществлялась методом оптической когерентной томографии. 
Содержание воды определялось по измеренным значениям среднего группового по-
казателя преломления ткани. Установлено, что фиксирование КСТ может происходить, 
если фотосшивание осуществляется при уровнях объемной гидратации ткани меньше 
0.8. Наблюдалась тенденция к увеличению вероятности фиксирования КСТ и степени 
результирующей контракции ткани с уменьшением степени гидратации ткани во время 
фотосшивания. Когда фотосшивание ткани осуществлялось при уровнях объемной ги-
дратации меньше 0.5, фиксирование КСТ наблюдалось во всех случаях (9 образцов), при 
этом результирующая контракция ткани составляла 8–15%.
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Введение

В последнее время метод кросслинкинга коллагена (CXL), за-
ключающийся в целенаправленном увеличении количества попереч-
ных связей (сшивок) между высокомолекулярными составляющими 
ткани, широко изучается с целью определения возможностей его 
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применения в офтальмологии [1–7]. Данные ис-
следований показывают, что этот метод может 
значительно улучшить механическую прочность 
коллагенсодержащих тканей [8–11], и это может 
быть использовано для остановки деструктивных 
изменений в корнеосклеральной (фиброзной) 
оболочке глаза, в частности для укрепления 
роговицы при кератэктазии [6–8] и склеры при 
прогрессирующей миопии [9–15]. Также изуча-
ется возможность применения CXL для лечения 
воспалительных заболеваний, таких как вирус-
ный и бактериальный кератоконъюнктивит [16], 
и патологии эндотелия роговицы, приводящей к 
хроническому отеку роговицы (буллезная керато-
патия) [17]. Развиваются разные варианты крос-
слинкинга, в которых образование поперечных 
сшивок происходит либо под действием хими-
ческих веществ, наносимых на поверхность [13, 
18–20], либо в ходе фотоокислительной реакции 
с участием фотосенсибилизирующего красите-
ля и возбуждающего излучения (бенгальский 
розовый и зеленый свет [21, 22], рибофлавин 
и ультрафиолет [6–13,17], рибофлавин и синий 
свет [23, 24]). Особое внимание привлекает 
к себе вариант фотосшивания, в котором для 
формирования сшивок используются рибоф-
лавин как сенсибилизатор и ультрафиолетовое 
излучение с длиной волны 370 нм. Стандартный 
протокол этого метода [7], который уже широ-
ко применяется в медицинской практике для 
лечения кератоконуса, включает следующие 
основные этапы: 1) удаление эпителиального 
слоя с обрабатываемой области роговицы; 
2) пропитывание стромы роговицы водным рас-
твором рибофлавина (0.1%) и декстрана (20%) 
в течение 30 мин; 3) облучение ультрафиолето-
вым излучением мощностью 3 мВт/см2 в тече-
ние 30 мин с одновременными инстилляциями 
раствора рибофлавина. 

Считается, что структурные изменения 
роговицы под действием ультрафиолетового из-
лучения и рибофлавина происходят в основном 
в верхних слоях роговицы на глубине до 200 
мкм. Опытным путем было показано, что на этой 
глубине происходит поглощение 65% энергии из-
лучения, а на глубине от 200 до 400 мкм – лишь 
25–30% [25]. 

Предположительные химические механиз-
мы образования поперечных связей обсуждают-
ся в работах [4, 26–28]. Какие именно аминокис-
лоты участвуют в этом процессе и где именно 
возникают сшивки, пока точно не известно [4, 
6, 29]. В работе [30] было показано, что при 

рибофлавин/УФ кросслинкинге поперечные 
связи могут образовываться между молекулами 
коллагена, а также между молекулами коллагена 
и сердцевинными (core-) белками протеоглика-
нов – мимеканом и декорином. Для определения 
локализации поперечных сшивок проводились 
эксперименты по наблюдению набухания ткани 
после процедуры кросслинкинга [6, 31]. То, что 
поперечные связи способны влиять на свойства 
набухания ткани, было показано ранее на при-
мере искусственных коллагеновых мембран 
[32]. В этой работе сшивки создавались хими-
чески, без фотовоздействия. Было показано, что 
кросслинкинг приводит к снижению степени 
набухания коллагеновых пленок. Пониженная 
степень набухания образцов после процедуры 
кросслинкинга говорит о возможности образо-
вания прямых межфибриллярных поперечных 
связей [6, 32]. В работе [6] на основе анализа 
экспериментальных данных было высказано 
предположение, что связи между сердцевин-
ными белками протеогликанов и молекулами 
коллагена, образующиеся в результате фотосши-
вания, также могут влиять на свойства набуха-
ния ткани, предотвращая отрыв протеогликанов 
от фибрилл. В экспериментах по набуханию 
образцов роговицы после воздействия рибоф-
лавина и ультрафиолетового излучения [6] не 
было замечено различий в степени набухания 
между нативными образцами роговицы и об-
разцами, подвергнутыми фотосшиванию. Эти 
данные находятся в противоречии с выводами 
работы [31], где утверждается, что степень на-
бухания роговицы во влажной камере умень-
шается после рибофлавин/УФ кросслинкинга. 
В статье [6] высказано предположение, что это 
отличие связано с присутствием в образцах, 
подвергнутых набуханию [31], значительного 
количества рибофлавина и декстрана – рибоф-
лавин и декстран не вымывались из образцов 
перед экспериментами по набуханию или в 
ходе этих экспериментов. В экспериментах, 
описанных в [6], набухание образцов проходило 
в физиологическом растворе, который перио-
дически заменялся, что приводило к постепен-
ному вымыванию рибофлавина и декстрана из 
образцов. Основываясь на результатах своих 
экспериментов по изучению рассеяния рентге-
новских лучей и набуханию, авторы работы [6] 
пришли к заключению, что поперечные связи в 
ходе фотосшивания вероятнее всего возникают: 
1) внутри молекул коллагена и между молекула-
ми коллагена у поверхности фибрилл (только в 

М. Е. Швачкина. О возможности стабилизации контрактированного состояния тканей 



Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Физика. 2019. Т. 19, вып. 3

212 Научный отдел

приповерхностной области фибриллы); 2) меж-
ду сердцевинными белками протеогликанов, 
прикрепленных к одной и той же фибрилле или 
к соседним фибриллам; 3) между сердцевинны-
ми белками протеогликанов и фибриллярным и 
нефибриллярном коллагеном (нефибриллярный 
коллаген присутствует в межфибриллярном 
веществе). Увеличением количества сшивок 
такого рода можно объяснить повышение жест-
кости ткани и ее устойчивости к воздействию 
протеолитических ферментов после фотосши-
вания [1–3, 6].

Данные электронно-микроскопического 
анализа [33, 34] указывают на то, что после 
процедуры фотосшивания происходит увеличе-
ние диаметра коллагеновых фибрилл, тогда как 
данные рентгеноструктурного анализа [6] – на 
отсутствие такого изменения. Авторы работы 
[6] высказали предположение, что различие 
в среднем диаметре фибрилл на электронно-
микроскопических изображениях для сшитых 
и несшитых образцов связано с дегидратацией 
ткани при подготовке срезов для электронно-
микроскопических исследований и отражает 
разную степень гидратации фибрилл и их про-
теогликановых оболочек в приготовленных для 
электронной микроскопии срезах сшитых и 
несшитых образцов.

Как отмечено выше, рибофлавин/УФ крос-
слинкинг уже широко используется в медицин-
ской практике для лечения болезней, связанных 
с патологией роговицы глаза. В настоящее время 
проводятся многочисленные исследования, 
направленные на изучение возможностей ис-
пользования рибофлавин/УФ кросслинкинга для 
модификации свойств склеры, в частности при 
лечении миопии [3, 9–13]. Одной из основных 
проблем применения этой техники к склере 
является сильное рассеяние УФ-излучения в 
ткани, которое приводит к быстрому уменьше-
нию интенсивности излучения по мере его рас-
пространения в глубь ткани. Среди возможных 
способов увеличения глубины проникновения 
оптического излучения в ткань при фотосшива-
нии склеры рассматривается метод иммерсион-
ного оптического просветления ткани [35]. Как 
известно [36–41], иммерсионное оптическое 
просветление позволяет значительно увеличить 
прозрачность склеры. Оптическое просветление 
тканей, как правило, осуществляется с исполь-
зованием осмотически активных агентов, таких 
как тразограф [38], глюкоза [39, 40], глицерин 
[41], пропиленгликоль [37], полиэтиленгликоль 

(PEG) [42]. Использование таких иммерсионных 
агентов сопровождается частичным обезвожи-
ванием ткани. Выход воды из ткани (дегидра-
тация) в значительной степени способствует 
увеличению ее прозрачности. При применении 
такого иммерсионного просветления процедура 
кросслинкинга будет осуществляться в усло-
виях, когда в ткани содержится значительно 
меньшее количество воды, чем в нативном со-
стоянии. Заметим, что стандартные процедуры 
кросслинкинга предполагают сшивание ткани в 
условиях гидратации, близких к естественным. 
Дегидратация ткани приводит к уменьшению 
расстояния между коллагеновыми фибриллами, 
что может увеличить вероятность образования 
прямых или опосредованных (через протеогли-
каны) межфибриллярных связей. При больших 
степенях дегидратации и диаметр коллагеновых 
фибрилл может оказаться меньшим, чем в натив-
ном состоянии [43]. Фотосшивание фибриллы в 
таком дегидратированном состоянии может при-
вести к тому, что после регидратации ее диаметр 
будет меньше, чем в нативном состоянии. И то, и 
другое, по всей видимости, должно проявиться в 
том, что фотосшитая ткань после ее регидрата-
ции будет иметь меньший объем, чем в исходном 
состоянии, т. е. после фотосшивания и регидра-
тации образовавшиеся сшивки будут удерживать 
ткань в контрактированном состоянии. Вопрос 
о том, возможно или нет удержание (фиксиро-
вание) контрактированного состояния ткани в 
конкретных условиях, несомненно, является 
очень важным. Оценка возможности фиксирова-
ния контрактированного состояния ткани после 
рибофлавин/УФ кросслинкинга при пониженных 
уровнях гидратации ткани и является основной 
целью настоящей работы.

Материалы и методы

В качестве образцов использовались вто-
ричные сухожильные пучки из хвоста крысы 
диаметром от 300 до 450 мкм. По взаимному 
расположению фибрилл в пучках и распреде-
лению диаметров фибрилл сухожилия схожи со 
склерой. Диаметр подавляющей части коллаге-
новых фибрилл в сухожилиях лежит в диапазоне 
от 20 до 300 нм [44–46], в склере – от 20 до 230 
нм [46]. Выбор сухожилий в качестве образцов 
обусловлен их более простой структурой и воз-
можностью легко и в достаточно полном объеме 
контролировать геометрию и оптические свой-
ства образцов с помощью оптической когерент-
ной томографии [47, 48]. До момента измерений 
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образцы хранились в физиологическом растворе 
(0.9%-ный водный раствор хлорида натрия) не 
более 7 дней. Никаких статистически значимых 
изменений площади сечения пучков и их оп-
тических характеристик, в том числе среднего 
группового показателя преломления, в течение 
данного срока хранения зафиксировано не было. 

Для измерений использовался томограф 
ThorLabs-OCP930SR (ThorLabs, США) с цен-
тральной длиной волны зондирующего излуче-
ния λ0 = 930 нм и шириной полосы 100 нм.

Перед измерениями исследуемый сухожиль-
ный пучок закреплялся зажимами на предметном 
стекле в слегка натянутом состоянии. Затем пучок 
окружался физиологическим раствором, накры-
вался покровным стеклом и устанавливался в 
ОКТ-систему так, чтобы направление пучка было 
перпендикулярно направлению В-сканирования. 
Для того чтобы покровное стекло не надавливало 
на образец, между предметным и покровным 
стеклами размещались спейсеры толщиной 
1 мм. Затем фиксировались ОКТ-изображения по-
перечного сечения образца в нативном состоянии 
в двух областях, одна из которых впоследствии 
подвергалась УФ-облучению, а вторая – нет. 
После этого физиологический раствор заменялся 
на 0.1%-ный раствор рибофлавина в физиологи-
ческом растворе, и образец выдерживался в нем 
в течение 20 мин. Затем раствор рибофлавина 
удалялся с предметного стекла, образец окружал-
ся большим количеством иммерсионного агента 
и снова накрывался покровным стеклом. После 
этого регистрировались ОКТ-изображения образ-

ца в двух рассматриваемых областях. В качестве 
иммерсионных агентов использовались 37, 58.5, 
87%-ные водные растворы полиэтиленгликоля 
PEG-300, содержащие 0.1% рибофлавина. Вре-
мя выдерживания образцов в просветляющих 
агентах выбиралось, основываясь на результа-
тах предыдущих исследований [47], так, чтобы 
этого времени было достаточно для достижения 
образцом минимального объема. Для 58.5 и 
87%-ных растворов PEG время выдерживания 
составляло 10 мин, для 37%-ных PEG – 15 мин. 
После иммерсионной дегидратации иммер-
сионный раствор удалялся с помощью филь-
тровальной бумаги, и участок образца длиной 
4.5 мм подвергался облучению ультрафиоле-
товым излучением с длиной волны 365 нм в 
течение 10 мин. Плотность ультрафиолетового 
излучения на поверхности образца составляла 
33.1 мВт/см2. После облучения образец окру-
жался большим количеством физиологического 
раствора для регидратации ткани. В течение 2 ч 
регидратации через определенные промежутки 
времени регистрировались ОКТ-изображения 
пучка в обеих областях. Пример трансформа-
ции ОКТ-изображений сухожильного пучка на 
этапе дегидратации и регидратации показан на 
рис. 1. По истечении 2 ч заметных изменений 
параметров образца не происходило. На основа-
нии этого был сделан вывод, что за 2 ч образец 
достигает насыщенного регидратированного 
состояния, т. е. состояния, при котором даль-
нейшего увеличения содержания воды в образце 
не происходит. 

Рис. 1. ОКТ-сканы образца сухожильного пучка в нативном состоянии (а), после дегидратации в 37%-ном растворе 
PEG (б) и после облучения и регидратации в физиологическом растворе (в). Масштаб на всех сканах одинаков

Fig. 1. OCT-images of a transverse cross-section of a rat tail tendon fascicle in native state (a), after dehydration in 37% PEG 
(b) and after irradiation and rehydration in normal saline solution (c). The scale on all images is the same

0.1 

а/a б/b в/c

Групповой показатель преломления тка-
ни nt оценивался по смещению изображения 
верхней поверхности предметного стекла под 
образцом по методике, представленной в ра-
ботах [47, 48], и рассчитывался посредством 

усреднения значений, полученных для 3 линий 
A-сканирования. Статистическая обработка 
полученных данных проводилась при помо-
щи пакета прикладных программ «STATIS-
TICA 10».

М. Е. Швачкина. О возможности стабилизации контрактированного состояния тканей 
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Для оценки содержания воды в ткани cw 
нами использовалась следующая аппроксима-
ционная формула [47, 48]: 

nt = (1 − cw ) n'dry + nw cw                (1)
с nw = 1.3416 и n'dry = 1.594, где nt – средний 
групповой показатель преломления образца, 
n'dry – экстраполяционное значение среднего 
группового показателя преломления ткани в 
сухом состоянии, nw – групповой показатель 
преломления воды  [47, 48].

Объемная степень гидратации образца 
Hv = Vw / Vdry, определяемая как отношение объ-
ема воды в образце Vw к сухому объему образца 
Vdry, рассчитывалась по полученным значениям 
объемной доли воды cw = Vw / (Vw + Vdry) по 
формуле:

1
cH

c .                      (2)

Для оценки зависимости степени контрак-
ции ткани после фотосшивания с предвари-
тельным просветлением от степени гидратации 
ткани после воздействия иммерсионного агента 

(степень гидратации в дегидратированном со-
стоянии HV-deh), при которой осуществлялось 
фотосшивание, рассчитывался коэффициент 
фотоиндуцированной контракции (K), опре-
деляемый как отношение объемов в исходном 
состоянии равновеликих областей в облученной 
(Vcl) и необлученной (Vncl) частях образца по 
формуле:

1
1

V HK
V H

.                 (3)

Результаты и их обсуждение

Среднее по всем образцам значение показа-
теля преломления ткани в нативном состоянии 
составило 1.413 ± 0.006 (±SD). Согласно этой 
оценке, средняя степени гидратации HV образцов 
в нативном состоянии составляла 2.53 ± 0.28. 

Средние значения показателя преломления 
ткани в облученной и необлученной областях 
образца в регидратированном состоянии после 
просветления в рассматриваемых иммерсионных 
агентах представлены в таблице.

Средние значения показателя преломления образцов сухожильных пучков после их дегидратации 
в растворе PEG (nin-PEG) и последующей регидратации в физиологическом растворе в течение 2 ч (nregid) 

в облученной и необлученной областях. Все значения представлены в виде: среднее ± стандартное отклонение
Average values of the refractive index of the tendon fascicles after their dehydration in PEG solution (nin-PEG) 

and subsequent rehydration in physiological solution for 2 hours (nregid) in the irradiated and non-irradiated regions. 
All values are presented as mean ± standard deviation

Иммерсионный 
агент/ 

Immersion agent
nin-PEG

nregid

Облученная область / 
Irradiated region

Необлученная область / 
Non-irradiated region

87% PEG 1.519 ± 0.007 1.421 ± 0.002 1.413 ± 0.004

58.5% PEG 1.496 ± 0.006 1.422 ± 0.001 1.418 ± 0.001

37% PEG 1.478 ± 0.004 1.422 ± 0.006 1.420 ± 0.003

Для образцов, дегидратированных перед 
процедурой фотосшивания в 87%-ном растворе 
PEG, среднее значение показателя преломления 
образцов в облученной области в регидратиро-
ванном состоянии составило 1.421 ± 0.002, что 
заметно выше, чем среднее значение показателя 
преломления образцов в нативном состоянии 
(1.413 ± 0.006). Анализ данных с помощью 
t-критерия Стьюдента (t) – проверялась гипотеза 
о равенстве средних значений у двух выборок 
с использованием двухвыборочного t-критерия 
для независимых выборок – показал, что раз-
личие средних значений указанных показателей 
преломления можно считать статистически зна-
чимым (t = 4.34 при p = 0.00009). При сравнении 

полученных значений показателей преломления 
образцов в исходном состоянии и в необлучен-
ной области в регидратированном состоянии 
статистически значимого различия между ними 
выявлено не было (t = 0.13 при р = 0.89). В то 
же время анализ показал, что различие средних 
значений показателей преломления в облученной 
и необлученной областях образцов в регидрати-
рованном состоянии можно считать статисти-
чески значимым (t = 5.59 при p = 0.00003). Это 
свидетельствует о том, что содержание воды в 
облученной области образцов после регидрата-
ции было меньше, чем в необлученной области, 
т. е. в результате фотосшивания произошла ста-
билизация контрактированного состояния ткани.
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Статистическая обработка данных для об-
разцов, дегидратированных в 37%-ном PEG 
перед процедурой фотосшивания, показала, 
что значения среднего показателя преломления 
ткани как в облученной, так и необлученной об-
ласти образцов в регидратированном состоянии 
являются в среднем бóльшими, чем в нативном 
состоянии (t = 2.94 при p = 0.0057 и t = 2.53 при 
p = 0.0158 соответственно). Статистически зна-
чимого различия между средними значениями 
показателя преломления в облученной и необлу-
ченной областях образцов в регидратированном 
состоянии обнаружено не было (t = 0.46 при 
р = 0.66). Увеличение среднего показателя пре-
ломления ткани в регидратированном состоянии 
в необлученной области по сравнению с на-
тивным состоянием в данном случае, вероятно, 
связано с диффузией молекул PEG в приповерх-
ностные области образца и сохранением их вну-
три образца при регидратации. С уменьшением 
концентрации PEG в иммерсионном растворе 
скорость диффузии молекул PEG в коллаген-
содержащие ткани увеличивается, и вполне 
возможно, что при малых концентрациях PEG 
за время иммерсионной дегидратации внутрь об-
разца проникает значительное количество этого 
вещества. В пользу этого предположения говорит 
монотонный характер изменения показателя 
преломления в необлученной области образцов 
в регидратированном состоянии при изменении 
концентрации PEG (см. таблицу).

Для разных образцов, дегидратированных в 
растворах с одной и той же концентрацией PEG, 
наблюдался большой разброс значений показате-
ля преломления ткани в достигнутом состоянии 
дегидратации. Это говорит о том, что степень 
гидратации разных образцов в дегидратирован-
ном состоянии была существенно различной. Для 
того чтобы проанализировать данные на предмет 
наличия корреляции между содержанием воды 
в ткани во время ее облучения и содержанием 
воды в ткани в регидратированном состоянии, 
мы сравнили зависимости разности показателей 
преломления образца после регидратации (nregid) 
и в нативном состоянии (nnative) nregid – nnative от 
значения показателя преломления образца по-
сле воздействия иммерсионного агента (nin-PEG) 
для облученной и необлученной областей. Экс-
периментальные точки представлены на рис. 2. 
Также на этом рисунке представлены результаты 
линейной аппроксимации экспериментальных 
данных (метод наименьших квадратов) и зна-
чения коэффициентов корреляции Пирсона. 
Как видно из представленных графиков, для 
облученной области существует тенденция к 
увеличению различия между nregid и nnative с 
увеличением nin-PEG. Для необлученной области 
такой тенденции не было выявлено. Для оценки 
влияния фотосшивания на величину показате-
ля преломления образца в регидратированном 
состоянии на рис. 3 представлена зависимость 
разности показателей преломления образцов 

Рис.2. Зависимость разности показателя преломления сухожильного пучка после регидратации (nregid) и его показа-
теля преломления в нативном состоянии (nnative) от показателя преломления образца в дегидратированном состоянии 

(nin-PEG) в облученной (а) и необлученной (б) области
Fig.2. Difference of the refractive index of the tendon fascicle after rehydration (nregid) and its refractive index in the native 
state (nnative) vs the refractive index of the sample during UV exposure (nin-PEG) for the irradiated region (a) and non-irradiated 

region (b)

nin-PEG nin-PEG

nregid – nnative nregid – nnative

а/a б/b
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в облученной и необлученной областях (nregid-
cl – nregid-ncl) от показателя преломления образца 
в дегидратированном состоянии (nin-PEG).

По данным, представленным на рис. 2, 3, в 
соответствии с формулами (2) и (3) были рас-

считаны значения коэффициента фотоиндуци-
рованной контракции K. 

На рис. 4 представлены зависимости этого 
коэффициента от степени гидратации образца 
во время процедуры фотосшивания (HV-deh). 

Рис. 4. Зависимость коэффициента фотоиндуцированной контракции 
(K) от степени гидратации ткани во время УФ облучения (HV-deh)

Fig. 4. Coeffi cient of photoinduced contraction (K) vs the volume hydration 
of the tissue during UV exposure (HV-deh)
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Рис. 3. Зависимость разности показателей преломления сухожильно-
го пучка в облученной и необлученной области после регидратации 
(nregid-cl – nregid-ncl) от значения показателя преломления образца в де-

гидратированном состоянии (nin-PEG)
Fig. 3. Difference of the refractive index of the tendon fascicle in the 
irradiated region and that in the non-irradiated region after rehydration 
(nregid-cl – nregid-ncl) vs the refractive index of the sample during UV expo-

sure (nin-PEG)

HV-deh

K
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Из этого рисунка видно, что воздействие 87%-
ного раствора PEG приводило к уменьше-
нию уровня гидратации образцов до HV-deh = 
= 0.345–0.455, а после фотосшивания в этом со-
стоянии и регидратации относительное умень-
шение объема облученной области составляло 
8–15% (K = 0.85–0.92). Для образцов, просвет-
лявшихся в растворах с меньшей концентра-
ции PEG (58.5% и 37%), значения K оказались 
близкими 1. В случае 58.5%-ного раствора PEG 
средний уровень гидратации HV-deh составил 
0.6, а среднее значение K – 0.95 (n = 3). В случае 
38%-ного раствора PEG эти величины составили 
соответственно 0.93 и 0.98 (n = 5). Представлен-
ные данные позволяют сделать вывод, что при 
осуществлении рибофлавин/УФ кросслинкинга 
при пониженном уровне гидратации ткани может 
происходить фиксирование контрактированного 
состояния ткани. Большая степень контракции 
(8–15%) может наблюдаться, если фотосшива-
ние ткани проводится при уровне ее гидратации 
HV-deh < 0.5. Если фотосшивание осуществляется 
при уровнях гидратации HV-deh > 0.8, фиксиро-
вания контрактированного состояния ткани не 
происходит, т. е. после регидратации ткань при-
нимает объем близкий к исходному. 

Фиксирование контрактированного состо-
яния при рассматриваемом способе обработки 
ткани можно объяснить образованием новых 
связей между молекулами коллагена у поверх-
ности дегидратированных фибрилл, которые 
не позволяют фибриллам восстановить свой 
первоначальный объем при регидратации. На-
помним, что согласно анализу, проведенному в 
работе [6], связи между молекулами коллагена 
у поверхности фибрилл – это один из основ-
ных типов сшивок, возникающих в результате 
фотосшивания. Не исключена возможность об-
разования и прямых межфибриллярных сшивок 
(связей между молекулами коллагена соседних 
фибрилл). При малых степенях гидратации 
ткани соседние коллагеновые фибриллы могут 
соприкасаться друг с другом, что увеличивает 
вероятность образования прямых межфибрил-
лярных связей. Сшивки этого типа также спо-
собствуют стабилизации контрактированного 
состояния. Возможность образования прямых 
межфибриллярных сшивок продемонстриро-
вана в работе [49], где сильно обезвоженные 
ткани подвергались химическому кросслин-
кингу.

Заключение

В данной работе экспериментально пока-
зано, что рибофлавин/УФ кросслинкинг ткани 
в дегидратированном состоянии может при-
водить к уменьшению объема ткани после ее 
регидратации по сравнению с нативным. Уста-
новлен предельный уровень гидратации ткани 
при фотосшивании, при котором происходит 
фиксирование контрактированного состояния 
ткани после рибофлавин/УФ кросслинкинга, и 
оценена степень результирующей контракции 
ткани как функция степени гидратации ткани во 
время фотосшивания. 
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Background and Objectives: The method of riboflavin/UV col-
lagen cross-linking is widely used to strengthen the corneal stroma 
in the treatment of keratoconus and is of considerable interest as a 
possible method to improve the biomechanical property of the sclera 
in the treatment of myopia. Regarding the application of this method 
to the sclera, one of the important problems is the rapid decrease 
in the intensity of UV radiation due to scattering as it propagates 
into the tissue. The depth of penetration of optical radiation into 
the sclera can be significantly increased using immersion optical 
clearing of the tissue. Under the action of immersion liquids used 
for optical clearing, partial dehydration of the tissue occurs. It is 
known that chemical cross-linking of tissue in a dehydrated state 
can lead to a significant decrease in the volume of tissue after its 
rehydration to a saturated state compared to the initial state, that 
is, it can lead to stabilization of a contracted state. In this case, 
the cross-linked tissue in the saturated rehydrated state contains 
less water than in the initial state. In this paper, we investigate the 
possibility of stabilizing a contracted state of the tissue after its 
riboflavin/UV cross-linking in a partially dehydrated state. Materials 

and Methods: Experiments were performed in vitro on samples 
of rat tail tendon fascicles. Before riboflavin/UV cross-linking, the 
sample was incubated in a 0.1% solution of riboflavin in normal 
saline solution for 20 minutes. Then the sample was dehydrated in 
a riboflavin-doped immersion liquid (37%, 58.5%, or 87% aqueous 
solution of polyethylene glycol PEG-300 containing 0.1% ribofla-
vin) for 10 minutes (58.5% and 87% PEG solutions) or 15 minutes 
(37% PEG solution). After, a 4.5 mm-long section of the sample 
was exposed to UV radiation with a wavelength of 365 nm for 10 
minutes. Finally, the sample was rehydrated in normal saline solu-
tion for 2 hours. At each stage of the treatment, the average group 
refractive index and geometry of the sample in UV-irradiated and 
non-irradiated sections of the sample were monitored using optical 
coherence tomography (OCT). The water content in the tissue was 
calculated from the measured values of its average group refrac-
tive index. Results: It was experimentally established that the 
retention of the contracted state of the tissue can occur, provided 
that the cross-linking is carried out at a volume hydration of the 
tissue less than 0.8. When the volume hydration of samples was 
less than 0.5 during UV exposure, the resulting contraction of the 
fascicle was found to be 8–15%. Conclusion: In this work, it was 
experimentally shown that riboflavin/UV cross-linking of collagenous 
tissue in a dehydrated state can lead to a decrease in tissue volume 
after its rehydration compared to the native one. The top level of 
hydration of the tissue during UV exposure at which the contracted 
state can be stabilized was found and the degree of resulting tissue 
contraction as a function of the degree of tissue hydration during 
UV exposure was estimated.
Keywords: riboflavin/UV cross-linking, collagen cross-linking, 
myopia, tissue hydration.
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