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Аннотация. Цель. Выявить особенности действия и провести оценку эффективности растворов фотосенсибилизатора 
в эксперименте в разных модификациях стандартного кросслинкинга роговицы. Материалы и методы. Эксперименты 
выполнены на 32 энуклеированных глазах свиней ex vivo и на 12 кроликах (24 глаза) in vivo, разделенных на 4 группы 
в зависимости от вида инстиллируемого раствора фотосенсибилизатора: Декстралинк, Риболинк, Гиполинк и «Рибо-
флавин». Исследования насыщения роговицы производились двумя модификациями стандартного ультрафиолетового 
кросслинкинга роговицы: в первом случае инстилляции раствора фотосенсибилизатора выполняли в течение всей про-
цедуры кросслинкинга (30 мин — насыщение и 30 мин — ультрафиолетовое облучение); во втором случае закапывания 
продолжались только в течение первых 30 мин, а в процессе ультрафиолетового облучения (30 мин) прекорнеальная 
пленка рибофлавина удалялась и инстилляции растворов не производились. Результаты и обсуждение. При инстил-
ляциях растворов фотосенсибилизатора в течение 60 минут установлены следующие изменения: для Декстралинка 
характерно снижение толщины роговицы — на 24 % ex vivo и in vivo — на 21 %, Гиполинк, напротив, вызывал ее уве-
личение на 9 % и 23 % соответственно. Применение Риболинка и Рибофлавина практически не изменяло линейные 
параметры роговицы в течение всего срока наблюдения. Результаты 2-й серии исследований показали, что эффекты 
растворов, оказываемые на роговицу при их инстилляциях 30 минут, в целом сохранялись в течение всего срока наблю-
дения до 60 минут. В группе, где использовали растворы Декстралинк и Гиполинк, выявлена незначительная тенденция 
к восстановлению исходных параметров роговицы. Выводы. Безопасное и эффективное выполнение стандартного 
кросслинкинга роговицы возможно на основе рационального подхода к выполнению этапов насыщения стромы рас-
творами фотосенсибилизатора в зависимости от исходного состояния роговицы: средство Декстралинк рекомендовано 
при толщине более 450 мкм, Риболинк — 400—450 мкм, Гиполинк — от 350 до 400 мкм. Прекращение инстилляций 
растворов на насыщенную рибофлавином роговицу в период ультрафиолетового облучения целесообразно проводить 
под интраоперационным контролем ее толщины. При выполнении стандартной техники кросслинкинга, где этап УФ 
облучения роговицы сопровождается инстилляциями раствора фотосенсибилизатора, необходимо учитывать наличие 
прекорнеальной пленки, способной поглощать часть энергии излучения в слоях стромы. Особенность данной техники 
кросслинкинга можно рассматривать в качестве потенциального способа защиты интраокулярных тканей от избыточного 
воздействия ультрафиолетового излучения, в частности при сшивании тонких роговиц.
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Annotation. Objectives: to evaluate the effectiveness of photosensitizer solutions in the experiment in different modifications 
of standard UV corneal crosslinking. Materials and Methods. Experiments were performed on 32 enucleated porcine eyes ex vivo 
and 12 rabbits (24 eyes) in vivo, divided into 4 groups depending on instillations of the photosensitizer solutions: «Dextralink», 
«Ribolink», «Hypolink» and «Riboflavin». Evaluation of corneal saturation was performed using two modifications of standard 
UV CXL: in the first case, instillation of the photosensitizer solution was performed during the entire crosslinking procedure (30 
min — saturation and 30 min — ultraviolet irradiation); in the second case, instillations lasted only for the first 30 minutes, the 
precorneal riboflavin film was removed, and instillation of solution was not performed. Results and Discussion. Instillation of 
photosensitizer solutions within 60 minutes showed that Dextralink significantly reduced the thickness of the cornea by about 24 % 
ex vivo and 21 % in vivo, while Hypolink, on the contrary, caused its increase by 9 % ex vivo and 23 % in vivo, respectively. The 
use of Ribolink and Riboflavin did not change the linear parameters of the cornea during the entire follow-up period. The results 
of the 2nd series of studies showed that effects of solutions on the cornea during their instillation for 30 minutes were generally 
preserved during the entire observation period up to 60 minutes. In the group where Dextralink and Hypolink solutions were used, 
there was a slight tendency to normalization of the initial parameters of the cornea. Conclusion. Safe and effective implementation 
of UV crosslinking of the cornea is possible on the basis of a rational approach to the performing the stages of stroma saturation 
with photosensitizer solutions, depending on the initial state of the cornea: Dextralink is recommended for a thickness of more than 
450 µm, Ribolink — at 400—450 µm, Hypolink — from 350 to 400 µm. Halting of instillations on the saturated stroma during 
UV irradiation is advisable to be accompanied by intraoperative control of its thickness. When performing a standard crosslinking 
technique, where instillations of photosensitizer accompany the stage of UV irradiation of the cornea, it is necessary to take into 
account the presence of a precorneal film that can absorb some of the radiation energy. The peculiarity of this crosslinking technique 
can be considered as a potential way to protect intraocular tissues from excessive exposure to UV radiation.
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Введение
Эффективность кросслинкинга обеспечивает-

ся наличием фотосенсибилизатора (рибофлавин) 
в роговице, который под воздействием ультрафи-
олетового (УФ) излучения (370 нм) способствует 
образованию триплетного рибофлавина и ряда 
активных форм кислорода, необходимых для фор-
мирования перекрестных связей в коллагеновом 
волокне [1—3]. В клинической практике широко 
применяется протектор роговицы Декстралинк, 
содержащий 0,1 % рибофлавина мононуклеотид 
с 20 % полимером декстран 500 kDa (Россия, 
рег. удостоверение № ФСР 2010/09071), который 
не только обеспечивает необходимое содержание 
фотосенсибилизатора (ФС) в строме, но и форми-
рует рибофлавиновую прекорнеальную пленку [3]. 
Стабильность последней имеет значение для ка-
чественного насыщения стромы ФС и, соответ-
ственно, эффективного выполнения процедуры 
кросслинкинга роговицы (CXL) [4].

Состояние линейных параметров роговицы в со-
ответствии с протоколом CXL является ключевым 
показателем точного дозирования ультрафиолета 
в слоях роговой оболочки. Внедрение селективных 
фотосенсибилизаторов, позволяющих не только 
насыщать строму рибофлавином, но обеспечивать 
возможность выполнения CXL на роговицах в раз-
личном диапазоне ее толщины, повысит критерии 
безопасности и эффективности процедуры.

Большой практический и научный интерес пред-
ставляют исследования динамики изменений толщи-
ны роговицы на протяжении стандартной процедуры 
кросслинкинга (30 минут — насыщение стромы ФС 
и 30 минут — УФ облучение). В настоящее время оф-
тальмологи используют две модификации стандарт-
ного CXL, отличающиеся тем, что одна техника пред-
полагает инстилляции раствора ФС в процессе УФ 
облучения, другая — выполняется без закапывания 
ФС при воздействии ультрафиолета. Соответственно, 
в первом случае защитная прекорнеальная пленка 

рибофлавина является дополнительным барьером 
для УФ излучения, в последнем она отсутствует [5, 6].

Настоящие экспериментальные исследования 
проведены с целью выявления особенностей влияния 
растворов фотосенсибилизатора на толщину роговицы.

Материалы методы
Исследование одобрено комиссией Этического 

комитета Уфимского НИИ глазных болезней. Экспе-
риментальное исследование было проведено на 32 
энуклеированных свиных глазах (не позднее 2 ч 
после изъятия) и на 12 кроликах (24 глаза) породы 
Шиншилла, которые были разделены на 4 группы 
в зависимости от вида, используемого для инстил-
ляций ФС, которые были разработаны в Уфимском 
НИИ глазных болезней:

— Декстралинк — 0,1 % рибофлавина моно-
нуклеотид с 20 % декстраном (рег. удостоверение 
№ ФСР 2010/09071) [7];

— Риболинк — 0,1 % рибофлавина монону-
клеотид с 1,0 % гидроксипропилметилцеллюлозой 
(ГМПЦ) [8];

— Гиполинк — 0,1 % рибофлавина мононукле-
отид на гипотонической основе [9];

— Рибофлавин — 0,1 % рибофлавина моно-
нуклеотид на изоосмотической буферной основе.

Все эксперименты проводились в соответствии 
с нормативными документами, регламентирующи-
ми гуманное обращение с животными и порядок 
проведения лабораторных исследований.

Измерения линейных параметров свиных ро-
говиц ex vivo и роговиц глаз кроликов in vivo при 
использовании ФС производились по 2 методикам:

в 1-й серии экспериментов — инстилляции ис-
следуемых средств выполняли в течение 60 минут 
наблюдений,

во 2-й — только 30 минут, при этом во избежа-
ние пересыхания поверхности роговицы в интервале 
от 30 до 60 минут закапывали физраствор из расчета 
1 капля / 4 минуты.
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Модель этапа насыщения стромы ФС при прове-
дении процедуры стандартного УФ кросслинкинга 
с деэпителизацией здоровой роговицы кроликов про-
изводилась in vivo при анестезиологическом пособии 
препаратами «Золетил» 15 мг/кг (Valdepharm, Фран-
ция), «Ксилазин» 20 мг/кг («Ветфарм», Беларусь) вну-
тримышечно и инстилляциях глазных капель 0,4 % 
оксибупрокаина («Инокаин», Индия). Деэпителиза-
цию (Epi-Off) проводили микрохирургическим шпа-
телем на участке роговицы, отмеченном метчиком, 
диаметром 9 мм с использованием операционного 
микроскопа Carl Zeiss (Германия). В послеоперацион-
ном периоде двукратно в течение 3-х дней закапывали 
антибактериальные средства (левофлоксацин 0,5 %, 
«Белмедпрепараты», Беларусь).

Оценку толщины роговицы проводили в течение 
60 минут (с интервалом 5 минут). Измерения свиной 
роговицы выполняли в центральной зоне с помощью 
микрометра Digital linear gauge EG-100 (Япония). 
Для определения прижизненной толщины роговицы 

кроликов в режиме реального времени применяли 
оптическую когерентную томографию («Vizante 
OCT», Carl Zeiss, Германия). Регистрация значений 
толщины роговицы кроликов осуществлялась в 3-х 
точках: в центре роговицы и в 3 мм от центра.

Статистическую обработку результатов про-
водили с применением программ Microsoft Excel 
2010 и Statistika 6.0.

Результаты и обсуждение
Измерение толщины свиных роговиц ex vivo 

без эпителия до начала инстилляций позволило 
определить их среднее значение — 1,25±0,05 мм.

При закапываниях раствора Декстралинк, на-
чиная с 10 минуты наблюдений, выявлено стати-
стически достоверное снижение толщины рого-
вицы на 8 % (р<0,05) (рис. 1). К 30—60-й минуте 
эксперимента значения исследуемого показателя 
были в пределах от 0,94±0,07 до 0,93±0,09 мм, что 
на 24 % (р<0,05) ниже исходного уровня.

Рис. 1. Динамика изменений толщины свиных роговиц ex vivo при инстилляции растворов фотосенсибилизатора 
(Рибофлавин, Декстралинк, Гиполинк, Риболинк) для УФ кросслинкинга в течение 60 минут. По оси абсцисс — период 

наблюдений (мин), по оси ординат — толщина роговицы (мм). Стрелкой отмечен этап деэпителизации (Epi-Off)
Fig. 1. Dynamics of changes in the thickness of porcine corneas ex vivo during instillation of photosensitizer solutions 

(Riboflavin, Dextralink, Hypolink, Ribolink) for UV crosslinking for 60 minutes. The abscissa shows the observation period 
(minutes), y-axis is the thickness of the cornea (mm). The arrow marks the stage of de-epithelization (Epi-Off)
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Нами выявлено однотипное действие исследу-
емых растворов Риболинк и Рибофлавин, которые 
на протяжении 60 минут не влияли на изменение 
исходной толщины роговицы. Следует отметить, что 
для обеспечения полноценной диффузии раствора 
ФС в строму частота инстилляций изоосмотичного 
Рибофлавина и полимерсодержащего средства Ри-
болинк была различной: соответственно, 1 капля 
в минуту против 1 капли в 2 минуты.

При использовании средства Гиполинк реги-
стрировали невыраженный рост толщины свиной 
роговицы ex vivo, начиная с 15 минуты эксперимен-
та — примерно на 3 % по сравнению с исходными 

данными. К 40-й минуте наблюдения отмечали наи-
большее повышение толщины роговицы — на 9 %.

Во 2-й серии экспериментов ex vivo (без ин-
стилляций ФС с 30 по 60 мин) динамика толщины 
свиной роговицы в группах, где применяли растворы 
изоосмотичного Рибофлавина и Риболинк, не пре-
терпела видимых изменений (рис. 2).

При инстилляциях раствора Декстралинк 
к 30-й минуте отмечали снижение толщины ро-
говицы на 24 % (р<0,05), которое сохранялось 
до 35-й минуты наблюдений с последующей слабо 
выраженной тенденцией к нормализации показа-
теля (рис. 2). 

Рис. 2. Динамика изменений толщины свиной роговицы ex vivo при инстилляции растворов фотосенсибилизатора 
(Рибофлавин, Декстралинк, Гиполинк, Риболинк) для УФ кросслинкинга в течение 30 минут. По оси абсцисс — период 

наблюдений (мин), по оси ординат — толщина роговицы (мм). Стрелкой отмечен этап деэпителизации (Epi-Off)
Fig. 2. Dynamics of changes in pig corneal thickness ex vivo during instillation of photosensitizer solutions (Riboflavin, Dextralink, 

Hypolink, Ribolink) for UV cross-linking within 30 minutes. The abscissa shows the observation period (minutes), y-axis is 
the thickness of the cornea (mm). The arrow marks the stage of de-epithelization (Epi-Off)

В целом, дегидратирующее действие декстра-
на, входящего в состав раствора Декстралинк, от-
мечалось в период от 15 до 60 минуты, несмотря 
на прекращение его инстилляций.

Применение раствора Гиполинк ex vivo способ-
ствовало увеличению толщины роговицы на 8 % 
до 40-й минуты эксперимента. В последующий 

временной промежуток отмечали снижение толщи-
ны роговицы практически до исходных значений.

Проведенные исследования in vivo методом 
оптической когерентной томографии (ОКТ) по-
казали следующее. При воспроизводстве модели 
стандартного УФ кросслинкинга с деэпителизацией 
отмечали снижение толщины роговицы в среднем 
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на 38—52 мкм. На рисунке 3 показана динамика 
изменений толщины роговицы кроликов в течение 
60 минут инстилляций ФС.

Как и в предыдущих экспериментах ex vivo, 
данные ОКТ in vivo показали (рис. 4), что после на-

сыщения стромы роговицы раствором Декстралинк 
толщина деэпителизированной роговицы кролика 
к 30 минутам уменьшилась до 269±18 мкм (на 21 %). 
Такое состояние роговицы сохранялось до 60-й 
минуты эксперимента.

Рис. 3. Оптическая когерентная томография роговицы кроликов при инстилляции растворов фотосенсибилизатора:  
А — Декстралинк, Б — Риболинк, В — Гиполинк. Длительность инстилляций фотосенсибилизатора: 1—30 минут; 2—60 минут

Fig. 3. Optical coherence tomography of the cornea of rabbits during instillation of photosensitizer solutions: a-Dextralink, 
B-Ribolink, C — Hypolink.

The duration of instillation of the photosensitizer: 1—30 minutes; 2—60 minutes

Продолжающиеся в течение 60 минут наблюде-
ний инстилляции растворов Риболинк и изоосмо-
тического Рибофлавина практически не изменяли 
значения толщины роговицы, были, соответственно, 
в пределах 346±24 мкм и 349±21 мкм (рис. 3). При 
этом Риболинк по сравнению с изоосмотическим 
раствором Рибофлавина создавал более устойчивую 
прекорнеальную полимерную пленку.

Закапывание средства Гиполинк на деэпите-
лизированную поверхность роговицы кролика 

способствовало повышению ее толщины за счет 
гидратации стромы, достигая максимума (420±12 
мкм) через 40 минут наблюдений (рис. 3). Прирост 
толщины роговицы составил 23 % от исходного 
состояния.

Во второй серии проведенных нами экспери-
ментов in vivo (без инстилляций ФС на 30—60 мин) 
также показано выраженное дегидратирующее 
действие раствора Декстралинк.



Бикбов М.М. и др.  Вестник РУДН. Серия: Медицина. 2021. Т. 25. № 2. С. 96—105

102 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ И КЛИНИЧЕСКАЯ ФИЗИОЛОГИЯ

Рис. 4. Динамика изменений толщины роговиц кроликов in vivo в центральной зоне при инстилляции растворов 
фотосенсибилизатора (Рибофлавин, Декстралинк, Гиполинк, Риболинк) для УФ кросслинкинга в течение 60 минут. 

По оси абсцисс — период наблюдений (мин), по оси ординат — толщина роговицы (мкм). Стрелкой отмечен этап 
деэпителизации (Epi-Off)

Fig. 4. Dynamics of changes in the corneal thickness of rabbits in vivo in the Central zone during instillation of photosensitizer 
solutions (Riboflavin, Dextralink, Hypolink, Ribolink) for UV crosslinking for 60 minutes. The abscissa shows the observation 

period (min), y-axis — thickness of cornea (µm). The arrow marks the stage of de-epithelization (Epi-Off)

Результатом характерного обезвоживания стро-
мы явилось снижение толщины роговицы кроли-
ков на 21 % — до 267±17 мкм. Важно отметить, что 
прекращение инстилляций препарата с 30 минуты 
способствовало снижению его дегидратационного 
эффекта, что выражалось в незначительном (8 %) 
восстановлении дооперационной толщины роговицы 
с 40-й минуты эксперимента (рис. 4).

Результаты испытаний растворов Риболинк 
и изоосмотического Рибофлавина показали их оди-
наковое действие на строму в течение 60 минут 
наблюдений. При этом роговица сохраняла свои 
исходные параметры, как при инстилляциях про-
должительностью 60 минут (рис. 5), так и при за-
капываниях в течение 30 минут.

Эффект применения раствора Гиполинк был 
связан с развитием характерного отека роговицы. Од-
нако незначительное изменение динамики толщины 

роговицы к 50—60 минуте наблюдений в условиях 
прекращения инстилляций ФС можно охарактери-
зовать как невыраженную тенденцию к нормализа-
ции дооперационной толщины роговицы, что, несо-
мненно, нужно учитывать в условиях клинического 
использования гипоосмотичных растворов (рис. 5).

Проведенные нами исследования динамики 
состояния роговицы при инстилляциях растворов 
ФС в течение 60 минут показали, что применение 
средства Декстралинк способствовало достоверному 
снижению корнеальной толщины примерно на 24 % 
ex vivo и на 21 % in vivo, Гиполинк — напротив, вы-
зывал ее увеличение на 9 % ex vivo и на 23 % in vivo, 
а Риболинк и Рибофлавин практически не изменяли 
линейные параметры роговой оболочки в течение 
всего срока наблюдения. 

При этом следует отметить, что продолжающи-
еся закапывания растворов в период с 30 по 60 ми-
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нуты, которые соответствуют этапу УФ облучения, 
создают на поверхности роговицы прекорнеальную 

пленку, способную дополнительно поглощать энер-
гию УФ излучения.

Рис. 5. Динамика изменений толщины роговиц кроликов in vivo в центральной зоне при инстилляции растворов 
фотосенсибилизатора (Рибофлавин, Декстралинк, Гиполинк, Риболинк) для УФ кросслинкинга в течение 30 минут. 

По оси абсцисс — период наблюдений (мин), по оси ординат — толщина роговицы (мкм). Стрелкой отмечен этап 
деэпителизации (Epi-Off)

Fig. 5. Dynamics of changes in the corneal thickness of rabbits in vivo in the Central zone during instillation of photosensitizer 
solutions (Riboflavin, Dextralink, Hypolink, Ribolink) for UV crosslinking for 30 minutes. The abscissa shows the observation 

period (min), y-axis — thickness of cornea (µm). The arrow marks the stage of de-epithelization (Epi-Off)

Результаты второй серии экспериментов ex vivo 
и in vivo при 30-минутных инстилляциях растворов 
Декстралинк и Гиполинк для УФ кросслинкинга 
свидетельствуют о том, что их действие на роговицу 
в целом сохранялось с 30 по 60 минуты наблюдений, 
хотя и с незначительной тенденцией к восстанов-
лению исходных значений показателя.

Препараты с декстраном способны оказывать 
дезинтоксикационное действие. Выявлен их антиги-
поксический эффект, что особенно важно в условиях 
дефицита кислорода в тканях роговицы в процес-
се ее УФ облучения при CXL [9—11]. Однако при 

использовании средств с рибофлавин-декстраном 
(Декстралинк) следует учитывать уменьшение вла-
госодержания стромы, вызванное дегидратирующим 
влиянием полимера. Выраженное противоотечное 
действие последнего сопровождается снижением 
толщины роговицы, что особенно важно при вы-
полнении стандартного CXL с деэпителизацией 
[12—14]. Таким образом, целесообразно ограничить 
использование раствора Декстралинк у пациентов 
с толщиной роговицы менее 450 мкм с тем, чтобы 
не допустить проникновения цитотоксичной дозы 
ультрафиолета до эндотелиального слоя.
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Раствор Риболинк обеспечивает достаточное 
проникновение ФС в строму и поддерживает ста-
бильное состояние толщины роговицы в течение 
всей процедуры CXL (60 минут). Это дает возмож-
ность применения средства Риболинк у пациентов 
с толщиной роговицы от 400 мкм. Раствор Рибофла-
вина по своему влиянию на корнеальную толщину 
при инстилляциях идентичен Риболинку.

Незначительное количество ГПМЦ, введенное 
в состав средства Гиполинк, обеспечивает стабилиза-
цию пленки на поверхности роговицы, способствуя 
компенсации негативного воздействия УФ излучения 
на внутриглазные структуры. Вероятно, не столь 
существенный гипоосмотичный медикаментозный 
отек стромы в эксперименте ex vivo связан с тем, 
что роговица глаза животного быстро отекает по-
сле энуклеации, т. е. еще до начала инстилляций 
и биометрических измерений. В исследованиях in 
vivo раствор Гиполинк способствует более выра-
женному увеличению толщины роговицы за счет 
ее естественного набухания. Следует отметить, что 
прижизненные исследования в отличие от экспери-
ментов ex vivo позволяют дать более объективную 
оценку изменений толщины роговицы с учетом 
сохраняющейся физиологичной глазной гидроди-
намики. Отек стромы и увеличение корнеальной 
толщины, вызванные гипоосмотичным эффектом 
раствора Гиполинк, делают возможным выполне-
ние УФ кросслинкинга у пациентов с экстремально 
тонкой роговицей — от 350 до 400 мкм.

Выводы
Безопасное и эффективное выполнение УФ 

кросслинкинга роговицы возможно на основе раци-
онального подхода к выполнению этапов насыщения 
стромы растворами ФС в зависимости от исходного 
состояния роговицы: средство Декстралинк рекомен-
довано при толщине более 450 мкм, Риболинк — 
400—450 мкм. Так называемый эффект «искус-
ственного отека» роговицы позволяет предложить 
раствор Гиполинк для применения в клинической 
практике у пациентов с роговицей от 350 до 400 мкм.

Прекращение инстилляций растворов ФС на насы-
щенную рибофлавином строму в период УФ облучения 
целесообразно сопровождать интраоперационным 
контролем толщины роговицы, в особенности при 

использовании средств Декстралинк и Гиполинк, 
значимо влияющих на биометрические параметры 
роговой оболочки.

Динамика изменений корнеальной толщины 
при выполнении CXL с растворами Гиполинк или 
Декстралинк в условиях прекращения их инстилля-
ций с 30 по 60 минуту характеризуется тенденцией 
к частичному восстановлению дооперационных 
параметров роговицы.

При выполнении стандартной техники кросслин-
кинга, где этап УФ облучения роговицы сопровожда-
ется инстилляциями раствора фотосенсибилизатора, 
необходимо учитывать наличие прекорнеальной плен-
ки, способной поглощать часть энергии излучения 
в слоях стромы, что можно рассматривать в качестве 
потенциального способа защиты интраокулярных 
тканей от избыточного воздействия УФ излучения, 
в частности, при разработке оригинального клини-
ческого протокола сшивания тонких роговиц.
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