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Ретинопатия недоношенных (РН) —  тяжёлое 
инвалидизирующее заболевание, развивающееся 
у преждевременно рождённых детей, характеризу-
ющееся нарушением нормального ангиогенеза сет-
чатки и приводящее при прогрессирующем течении 
к экстраретинальному росту патологических сосудов 
с развитием экссудативно-тракционной отслойки 
сетчатки. Изучению механизмов регулирования ре-
тинального ангиогенеза у недоношенных детей по-
священо большое количество работ. Однако до сих 
пор нет чёткого понимания, какие именно факторы 
запускают процесс аномального роста сосудов, 
а также почему в некоторых случаях данное заболе-
вание не поддаётся существующим методам лечения.

В последние годы предметом активного изучения 
являются ангиогенные свойства моноаминов [1]. 
Значительная часть проводимых в данном направ-
лении исследований посвящена опухолевому нео-
ангиогенезу. Показано, что эндогенный дофамин 
(ДА) является важным ингибитором ангиогенеза 
опухоли и, как следствие, её роста. Установлено, что 

ДА, действуя через Д2-рецепторы, блокирует эф-
фекты фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), 
а также нормализует аномальные опухолевые кро-
веносные сосуды путём воздействия на два клеточ-
ных компонента сосудистой стенки: перициты и эн-
дотелиальные клетки [1]. Наряду с этим выявлено, 
что норадреналин (НА) и адреналин, действуя 
на β-адренорецепторы, наоборот, повышают экс-
прессию VEGF в ряде опухолей у человека [2], что 
приводит к повышению ангиогенеза опухоли и её 
росту [3].

Учитывая наличие катехоламинов в сетчатке [4], 
интересно исследовать именно их роль в регуляции 
ретинального ангиогенеза при вазопролифератив-
ных заболеваниях сетчатки.

Целью нашего исследования явилось изучение 
роли ДА, L-дезоксифенилаланина (L-ДОФА) и НА 
в патогенезе РН на оригинальной модели заболева-
ния.

Задачи исследования: определение содержания 
моноаминов на разных сроках экспериментальной 
модели РН.

Исследование выполнено на новорождённых 
самцах крыс популяции Вистар. Все манипуляции 
с животными проведены согласно протоколу, утвер-
ждённому комиссиями по биоэтике Института био-
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логии развития им. Н.К. Кольцова РАН и НМИЦ 
глазных болезней им. Гельмгольца и находящемуся 
в соответствии с национальными и международ-
ными требованиями.

С целью воспроизведения экспериментальной 
РН новорождённых крысят на 14 суток помещали 
в инкубатор вместе с родившей их самкой (n = 21). 
Каждые 12 часов концентрация кислорода в инку-
баторе колебалась от 60 до 15%. Затем крысят поме-
щали в условия с нормальным содержанием кисло-
рода (21%). На протяжении эксперимента в поме-
щении поддерживали постоянный температурный 
(+26 °C) и световой (12 часов день, 12 часов ночь) 
режимы. Контрольную группу составили крысята, 
находившиеся с момента рождения в условиях с нор-
мальным содержанием кислорода (n = 20).

Крысят выводили из эксперимента на 7-е, 14-е, 
21–23-е и 30-е сутки. Всем крысятам в указанные 
сроки проводили бинокулярную энуклеацию. 
В образцах сетчатки глаз определяли содержание 
НА, ДА и L-ДОФА. Выделенные сетчатки гомоге-
низировали в 10 объёмах 0,1 N HClO4, содержащей 
50 пмоль/мл ДГБА, при помощи ультразвукового 
гомогенизатора (Labsonic M, Sartorius), центрифу-
гировали при 16 500 g в течение 20 мин и в получен-
ном супернатанте определяли катехоламины.

Измерение веществ проводили при помощи 
обратнофазной высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с электрохимической детекцией 
(ВЭЖХ-ЭД) на хроматографе LC-20ADsp (“Shi-
madzu”, Japan). Электрохимический детектор 
 DECADE II (“Antec”, Нидерланды) был оборудован 
стеклянной углеродной проточной кюветой и соле-
вым мостиком Ag/AgCl, электрод сравнения с по-
тенциалом, установленным на +0,85 В.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программы GraphPad 
Prism 6. Достоверность различий между группами 
с уровнем значимости не менее 95% оценивали с по-
мощью непараметрического критерия Манна–
Уитни.

Нарушение развития кровеносных сосудов в сет-
чатке у недоношенных детей приводит к возникно-
вению РН. Чтобы раскрыть механизмы, лежащие 
в основе данного заболевания, РН моделируется 
на новорождённых животных, у которых вследствие 
изменения концентрации вдыхаемого кислорода 
развивается кислородиндуцированная ретинопатия. 
Одной из наиболее распространённых среди иссле-
дователей животных моделей кислородиндуциро-
ванной ретинопатии является модель, разработанная 
на крысах, что обусловлено высоким сходством те-

чения данного заболевания с ретинопатией у недо-
ношенных детей.

Учитывая, что в последние годы предметом ак-
тивного изучения являются ангиогенные свойства 
моноаминов, мы решили определить их содержание 
на разработанной нами ранее модели РН [5].

Дофамин. Единственным источником синтеза 
ДА в сетчатке является подкласс специализиро-
ванных дофаминергических амакриновых клеток 
(ДАК). Впервые в онтогенезе эти клетки, содержа-
щие тирозингидроксилазу, выявляются в сетчатке 
крыс на 10–14-е постнатальные (П) дни жизни [6]. 
Эти данные хорошо согласуются с результатами 
данной работы. Действительно, ДА нами также впер-
вые обнаружен в сетчатке у крыс на П14, причём его 
содержание незначительно и составляет около 
0,5 пмоль (рис. 1). Далее содержание ДА в сетчатке 
у крыс в норме (контроль) растёт и к П30 увеличи-
вается более чем в 10 раз (рис. 1), что согласуется 
с данными морфологии об увеличении числа амак-
риновых клеток и разрастании их отростков [6]. 
Из этих данных следует, что развитие сети амакри-
новых клеток и становление их физиологической 
функции приходятся на основной период развития 
заболевания —  неоваскуляризацию и регресс ново-
образованных сосудов.

В мировой литературе существуют единичные 
работы, посвящённые определению содержания ДА 
в сетчатках крыс при РН, и данные в них весьма 
противоречивы. Так, Zhang с соавт. на крысиной 
модели и Spix с соавт. на мышиной модели РН вы-
явили снижение содержания ДА и его метаболита 
(ДОФУК) в сетчатке животных с РН [7, 8]. Авторам 
удалось доказать, что на их моделях дефицит ДА 
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Рис. 1. Содержание дофамина в сетчатке крыс на экс-
периментальной модели ретинопатии недоношенных 
в онтогенезе. П —  постнатальный день развития. 
*Р < 0,05 различия по сравнению с предыдущим сро-
ком исследования между контрольными группами.
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вызван гибелью ДАК. В нашем исследовании на-
блюдалась лишь тенденция (p = 0,14) к снижению 
уровня ДА в экспериментальной группе на П30. 
Данный период соответствует фазе регресса ново-
образованных сосудов. Принимая во внимание то, 
что ДА способен проявлять антиангиогенную ак-
тивность, можно предположить, что поддержание 
нормального физиологического уровня ДА в сет-
чатке (на уровне контроля) в процессе неоваскуля-
ризации проявляется как компенсаторное усиление 
синтеза ДА в выживших ДАК, направленное на по-
давление неконтролируемого ангиогенеза. Когда же 
рост сосудов приостанавливается и наступает фаза 
регресса, выжившие клетки прекращают гиперсе-
крецию ДА и мы видим тенденцию к снижению его 
уровня в наших экспериментах. Однако данное 
предположение требует дальнейших исследований.

L-ДОФА. Кроме определения ДА в данной рабо- 
те мы также определяли содержание в сетчатке 
L-ДОФА. L-ДОФА в нервной системе является пред-
шественником ДА и синтезируется из тирозина 
с участием фермента тирозингидроксилазы. Однако 
L-ДОФА также является предшественником мела-
нина, который синтезируется в пигментном эпите-
лии сетчатки с помощью фермента тирозиназы. 
Более того, не так давно в сетчатке был найден ре-
цептор GPR143, эндогенным лигандом которого 
является L-ДОФА [9]. В то же время на культуре 
клеток пигментного эпителия человека было пока-
зано, что L-ДОФА является антиангиогенным фак-
тором, вызывая снижение VEGF через путь 
GPR143 [10]. Эти данные позволяют рассматривать 
L-ДОФА как ключевую молекулу, вовлечённую в па-
тогенез РН.

В нашем исследовании L-ДОФА детектируется 
в образцах сетчатки у крыс в норме (контроль) уже 
на П7, первый изученный срок (рис. 2а). Поскольку 
ДА не выявлялся в пробах до П14, можно предпо-
ложить, что основным источником L-ДОФА на про-
тяжении первых двух недель жизни крыс являются 
клетки пигментного эпителия сетчатки. Интересно, 
что в течение третьей недели постнатального разви-
тия происходит значительное увеличение уровня 
L-ДОФА. По-видимому, это связано с увеличением 
числа и созреванием как ДАК, так и клеток пигмент-
ного эпителия.

На экспериментальной модели РН мы не обна-
ружили достоверных изменений в уровне L-ДОФА 
в первые три недели постнатального развития, при 
этом на П21 его содержание у экспериментальных 
животных падает в 2 раза по сравнению с контролем, 
данное падение сохраняется и на П30 (рис. 2а). Ин-
тересно, что на период с П18 по П22 приходится пик 
неоваскуляризации. С учётом того что L-ДОФА 
в сетчатке ингибирует продукцию VEGF через ре-
цепторы GPR143, а следовательно, проявляет анти-
ангиогенную активность [10], снижение его содер-
жания может вносить вклад в развитие неконтроли-
руемой неоваскуляризации сетчатки.

Норадреналин. Согласно данным литературы НА 
является проангиогенным фактором, повышающим 
продукцию VEGF через воздействие на β-адре- 
норецепторы. Более того, было показано усиление 
синтеза НА при моделировании кислородиндуци-
рованной ретинопатии у мышей, а также эффектив-
ность пропранолола в ингибировании процессов 
неоваскуляризации [11]. В ходе пилотного рандо-
мизированного контролируемого исследования при 
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Рис. 2. Содержание L-дезоксифенилаланина (L-ДОФА) (а) и норадреналина (б) в сетчатке крыс на эксперименталь-
ной модели ретинопатии недоношенных в онтогенезе. П —  постнатальный день развития. Значками * и # отмечены 
Р < 0,05 различия по сравнению с предыдущим сроком исследования между контрольными группами (*) и Р < 0,05 
различия по сравнению с контролем (#).
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активной фазе РН на 2-й стадии II зоны у детей были 
получены положительные результаты в отношении 
торможения прогрессирования РН при пероральном 
введении пропранолола, однако наблюдалось раз-
витие системных побочных эффектов в виде бради-
кардии и гипотензии [12].

В связи с этим мы в своей работе также оцени-
вали уровень НА на модели РН на всех исследуемых 
сроках. На П7 НА детектируется в сетчатке, но раз-
личий в его содержании между опытной и конт-
рольной группами нет (рис. 2б). На П14, когда со-
гласно результатам проведённых нами ранее иссле-
дований [5] выявляется экспрессия ядерного анти-
гена пролиферирующих клеток —  PCNA в клетках 
эндотелия, свидетельствующая об активизации их 
репликативного потенциала, содержание НА воз-
растало на порядок у экспериментальных животных 
по сравнению с контролем. Начиная с П21 в нашем 
исследовании НА не детектировался в сетчатке 
ни у контрольных, ни у экспериментальных живот-
ных. Этот факт заслуживает особого внимания, по-
скольку на протяжении всего периода постнаталь-
ного развития в сетчатке присутствует норадренер-
гическая иннервация и выявляются адренорецеп-
торы [4, 11].

К сожалению, работ посвящённых изучению воз-
растной динамики содержания НА в сетчатке крайне 
мало, однако Shelke и соавт. детектировали НА в сет-
чатке крыс на П21, но для этого они пулировали 
по 6–8 образцов на пробу [13]. По-видимому, содер-
жание свободного НА в сетчатке после второй не-
дели постнатального развития достаточно мало 
и находится за пределами разрешающей способ-
ности ВЭЖХ-ЭД. Эти данные дают возможность 
предполагать, что именно в первые две недели пост-
натального онтогенеза, когда содержание НА мак-
симально, он играет особую роль в развитии сет-
чатки. В это же время в процессе нормального раз-
вития происходит васкуляризация сетчатки. 
На основании полученных данных и анализа лите-
ратуры с высокой долей вероятности можно пола-
гать, что НА участвует в нормальном ангиогенезе 
сетчатки, а также играет немаловажную роль в про-

цессе развития РН. Однако данное предположение 
требует дальнейшей проверки.

Таким образом, полученные нами данные сви-
детельствуют об участии ДА, L-ДОФА и НА в регу-
ляции ангиогенеза при РН и открывают широкие 
перспективы для поиска новых подходов к лечению 
данного тяжёлого заболевания.
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This work is dedicated to prove our hypothesis that catecholamines and their metabolites play crucial role in 
development of retinopathy of prematurity, severe disabling fibrovasoproliferative vitreoretinal pathology of pre-
mature infants. Research was done on experimental model of retinopathy achieved by hyperohygenation in rats 
on 7th, 14th, 21st and 30th day of life. Amount of catecholamines and their metabolites in retina of rats was 
measured by HPLC with electrochemical detection. It was shown that L-DOPA on 21st and 30th day of life were 
lowered in model animals than in control and noradrenaline on 14 th day increased in model animals than in 
control. However we did not observed dopamine changes between experimental model and control. Given the 
literature data on cathecholamines and their role in regulation of vasculogenesis in retina, our data shows that 
changes in cathecholamine metabolism play crucial role in pathology of this severe illness.

Keywords: catecholamines, rat, retinopathy of prematurity.

 РОЛЬ КАТЕХОЛАМИНОВ В РАЗВИТИИ ПАТОЛОГИЧЕСКОЙ НЕОВАСКУЛЯРИЗАЦИИ СЕТЧАТКИ... 317

ДОКЛАДЫ АКАДЕМИИ НАУК том 489 № 3 2019


