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СОСТОЯНИЕ МЕМБРАН ЛИЗОСОМ СЕТЧАТКИ 
И ЗРИТЕЛЬНОГО НЕРВА ПРИ РАЗВИТИИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ГЛАУКОМЫ

Резюме. Работа выполнена на кроликах с моделированной 
глаукомой. Определяли активность различных форм маркер-
ного лизосомального фермента — кислой фосфатазы в тканях 
глаза в динамике развития глаукомного процесса. Получен-
ные результаты свидетельствуют о снижении их активности 
по сравнению с нормой во все сроки контроля.
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Введение
Актуальность и сложность проблемы глауко-

мы состоит в том, что, с одной стороны, совре-
менная офтальмология имеет в своем арсена-
ле большой выбор лекарственных препаратов, 
методик консервативного и хирургического ле-
чения, а с другой — не всегда эти лечебные ме-
роприятия оказываются эффективными. Это 
объясняется сложностью патогенетических 
механизмов развития заболевания и симпто-
матическим, а не патогенетическим подходом 
к его лечению и профилактике [2, 6, 9].

Существует более 60 различных форм гла-
укомы, среди которых есть формы с четко 
установленными причинами развития (врож-
денная глаукома, факотопическая, факомор-
фическая и т. д.). В то же время первичная 
открытоугольная глаукома (ПОУГ) — это по-
лиэтиологическое заболевание с пороговым 
эффектом, в патогенезе которого играют роль 
множество факторов риска (наследственность, 
возраст, сахарный диабет, уровень внутриглаз-
ного давления) и патогенные факторы. Раз-
витие ПОУГ обуславливается микрострук-
турными изменениями на клеточном уровне 
вследствие нарушения многих процессов: ин-
волютивных, биомеханических, механизмов 
кровообращения и сосудистой ауторегуляции, 
ускорением апоптоза нервных клеток и сни-
жением уровня естественной нейропротекции.  
В патогенезе заболевания играют роль измене-
ния иммунных факторов, эластотонических 
свойств склеры, возраст, расовая принадлеж-
ность, сосудистая дисрегуляция, артериоскле-
роз и т. д. [5, 7, 11, 22]. 

Ограниченные возможности медикаментоз-
ной терапии и недостаточная эффективность 
хирургического лечения ПОУГ обусловили не-
обходимость поиска новых патогенетических 
подходов к лечению и профилактике больных 
с глаукомой, что и определило цель и задачи 
исследования [14, 15, 19, 21].

Развитие ПОУГ обусловливается микро-
структурными изменениями на клеточном 

уровне вследствие нарушения многих процес-
сов: инволютивных, биомеханических, меха-
низмов кровообращения и сосудистой ауторе-
гуляции, ускорением апоптоза нервных клеток 
и снижением уровня естественной нейропро-
текции [12, 14, 18].

По всей вероятности патофизиологические 
и метаболические изменения приводят к се-
рьезным повреждениям в сетчатке и зритель-
ном нерве в первую очередь в результате об-
разования свободных радикалов и активации 
нейротансмиттера глутамата [10, 13, 16, 17]. 

Участие процессов свободно-радикального 
окисления в патогенезе глаукомы принято рас-
сматривать в двух направлениях. Во-первых, 
это патологические изменения, происходящие 
с участием активных форм кислорода и их ме-
таболитов. Во-вторых, это – цитотоксическое 
действие свободных радикалов на сетчатку  
и зрительный нерв [7, 14].

Доказано, что при ишемии, вызванной по-
вышенным ВГД, в сетчатке увеличивается ко-
личество радикалов.

Снижение поступления в нейроны молеку-
лярного кислорода и повышение уровня вос-
становленности компонентов дыхательной це-
пи стимулирует восстановление кислорода по 
одноэлектронному пути с образованием сво-
бодных радикалов. Высокореакционные ради-
калы кислорода вызывают окисление биомо-
лекул, а также инициируют цепные процессы 
перекисного окисления в мембранных липи-
дах, прямое повреждение нуклеиновых кислот 
и белков [20, 21].

В этой связи основная стратегия лечения 
этого заболевания должна быть направлена на 
предотвращение гибели нейронов и обознача-
ется как нейропротекция.

Таким образом, весьма важным аспектом 
проблемы является разработка эффективных 
способов нейропротекторного лечения с уче-
том воздействия на указанные патогенетиче-
ские механизмы глаукоматозной оптической 
нейропатии (ГОН).
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Материалы и методы исследований 
Эксперимент проводился на 32 кроликах 

(массой 2,0 – 3,2 кг).
При проведении эксперимента соблюдались 

все рекомендации относительно исследований 
на животных, принятые международным со-
обществом при изучении зрения и офтальмо-
логических изысканий.

Экспериментальные кролики были поделе-
ны на 4 группы: контроль, 1 срок (3 недели), 
2 срок (6 недель) и 3 срок (10 недель) иссле-
дования. В контрольной группе находилось  
9 животных, над которыми не производились 
какие-либо эксперименты. В трех эксперимен-
тальных группах было по 8, 7 и 8 кроликов  
в каждой, соответственно.

Все животные исследовались посредством 
биомикроскопии на щелевой лампе как при 
отборе экспериментальных животных (ис-
ключающем аномалии), так и для наблюдений  
в процессе эксперимента.

Животные подвергались общей анестезии 
путем введения кетамина 50 мг/кг, местно при-
меняли глазные капли 0,5 % раствор прокаина 
гидрохлорида, инстиллируемые в конъюнкти-
вальный мешок за 1 минуту до инъекции.

Все животные перед экспериментом и в ходе 
эксперимента подвергались измерению вну-
триглазного давления с помощью тонометра 
Маклакова.

В переднюю камеру глаза все животные по-
лучали инъекции раствора гиалуроната, перед 
этим иглой в районе лимба отбирали 0,15 мл 
камерной влаги, которая использовалась для 
биохимических исследований (результаты бу-
дут опубликованы позднее). Инъекции про-
изводили в правый глаз, а в левый глаз, слу-
живший контролем, вводили эквивалентное 
количество растворителя (сбалансированный 
солевой раствор), на котором готовился рас-
твор гиалуроната. Немедленно после инъек-
ции кролики проверялись путем биомикро-
скопии для оценки травмы, возможно вы-
зываемой в процессе инъекции. Тонометрия 
производилась через каждые несколько часов.

В конце эксперимента все кролики были за-
биты с помощью летальной дозы пентобарби-

тола натрия (100 мг на кг, вводимого в марги-
нальную ушную вену).

Сетчатка немедленно удалялась и помеща-
лась в свежеприготовленную среду выделе-
ния лизосом. Сетчатки с двух глаз каждого 
животного объединялись и суспензировались  
в буфере, содержащем 20 мМ HEPES-KOH  
(рН = 7,5), 1,5 М MgCl2, 0,5 mM сахарозы, со-
держащей поливинилпиролидон.

Сетчатка аккуратно гомогенизировалась в 
стеклянном гомогенизаторе с тифлоновым на-
стилом. Полученный гомогенат центрифуги-
ровали при 750 g в течение 10 минут при 4 °С 
для удаления ядер и неразрушенных клеток. 
Супернатант затем был центрифугирован при 
6 000 g в течение 15 минут.

Полученный осадок лизосом был ресуспен-
зирован и использовался для биохимических 
анализов – определения белка и активно-
сти лизосомальных ферментов. Активность 
различных форм маркерного лизосомально-
го фермента — кислой фосфатазы в сетчатке  
и зрительном нерве определяли с помощью ме-
тодов спектрофотометрического анализа.

Данные обрабатывали с помощью соответ-
ствующих методов статистического анализа  
[1, 3, 4, 8].  

Результаты исследований и  их обсуждение
Данные биохимических исследований ак-

тивности различных форм маркерного лизо-
сомального фермента – кислой фосфатазы  
в сетчатке и зрительном нерве эксперимен-
тальных животных в различные периоды раз-
вития глаукоматозных процессов представле-
ны в таблицы, а также в виде диаграммы.

Начиная с 1 срока наблюдения  активность 
кислой фосфатазы седиментируемой формы 
снижается на 12,2 %, т. е. составляет (35,4±1,07) 
по сравнению с нормой (40,3±1,72). Во второй  
и третий срок наблюдается похожая картина в 
снижении активности фермента на 24,6 %, что 
составило (30,4±1,39) и 36 % (25,8±1,24) соот-
ветственно.

Что касается неседиментируемой формы, то 
во все сроки наблюдения отмечается повыше-
ние активности маркерного лизосомального 

Таблица 
Показатели активности различных форм маркерного лизосомального фермента – кислой фосфатазы в сетчатке  

и зрительном нерве в динамике развития экспериментальной глаукомы

Стат.
показатели

Норма 1 срок 2 срок 3 срок
С Н/С О С Н/С О С Н/С О С Н/С О

Кислая фосфатаза
М
m
p
%

40,3
1,72

–
100

70,9
2,31

–
175,9

111,2
3,02

–
275,9

35,4
1,07

>0,01
87,8

78,8
2,76

>0,001
195,5

112,9
1,94

<0,05
280,1

30,4
1,39

>0,001
75,4

81,4
2,56

>0,01
201,9

111,9
2,48

<0,05
277,7

25,8
1,24

>0,0001
64,0

90,4
2,04

>0,0001
224,3

116,1
1,04

<0,05
288,1

Примечание. p — уровень значимости различий по отношению к норме.
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фермента – кислой фосфатазы по сравнению 
с нормой. Так в 1 срок активность была выше 
нормы (70,9±2,31) и составила (78,8±2,76) (на 
95,5 %), во второй срок – (81,4±2,56) (на 101,9 
%), в третий срок – (90,4±2,04) (на 124,3 %).

Выводы
При развитии экспериментальной глаукомы 

отмечается отчетливое нарушение стабиль-
ности лизосомальных мембран сетчатки зри-
тельного нерва. Эти изменения нарастают по 
мере развития глаукоматозного процесса.

В начальной стадии отмечается достоверное 
снижение уровня седиментируемой активно-
сти кислой фосфатазы – маркерного лизосо-
мального фермента, солюбилизация которого 
возрастает при нарушении структуры внутри-
клеточных мембран. В конце периода наблю-
дения уровень этой формы фермента снижа-
ется более чем на 30 %.

Обнаруженные нарушения стабильности ли-
зосомальных мембран сетчатки и зрительного 
нерва при моделировании экспериментальной 
глаукомы можно рассматривать как следствие 
оксидативного стресса, развивающегося при 
данном патологическом состоянии.
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Резюме. Робота була виконана на кролях з модельованою 
глаукомою. Визначали активність різних форм маркерного 
лізосомального ферменту – кислої фосфатази в тканинах ока  
в динамiцi розвитку глаукомного процесу.  Отриманi резуль-
тати свiдчать про зниження активності цих ферментів у порів-
нянні з нормою у всі строки спостереження.
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Summary. Adult rabbits with experimental glaucoma were used 
in this study. We studied different forms of the lysosomal enzyme 
marker — acid phosphatase activity in the eye tissue during glaucoma 
process. Results suggest decrease activity of all ferments, compared to 
normal ranges.

Key words: glaucoma, acid phosphatase, lysosomas.
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