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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы исследования 

В России по данным на 2017 г. зарегистрировано 256,1 тыс. человек с 

сахарным диабетом 1 типа и 4,15 млн. с сахарным диабетом 2 типа (Дедов И. И. [и 

др.], 2018), а в 2020 г. было зарегистрировано уже 265,4 тыс. и 4,43 млн. 

соответственно (Дедов И. И. [и др.], 2021). Осложнения сахарного диабета 

являются в России основными причинами смерти в популяции больных сахарным 

диабетом 1 и 2 типов, в первую очередь, из-за высокого сердечно-сосудистого 

риска (Петров В. И. [и др.], 2013; Стаценко М. Е., Деревянченко М. В., 2019). 

Глазные заболевания, которые относятся к поздним осложнениям сахарного 

диабета (катаракта, ретинопатия, глаукома), хоть и не являются летальными, 

однако приводят к прогрессирующему снижению зрения вплоть до слепоты, а, 

следовательно, к ухудшению качества жизни пациентов с диабетом (Липатов Д. В. 

[и др.], 2014; Нероев В. В. [и др.], 2016; Нероев В. В., Зайцева О. В., 

Михайлова Л. А., 2018). 

Одним из основных патогенетических путей развития поздних осложнений 

сахарного диабета является неферментативное гликирование (или реакция 

Майяра), интенсивность которого нарастает при хронической гипергликемии; 

гликирование приводит к избыточному образованию его конечных продуктов 

(КПГ) (Спасов А. А., Соловьева О. А., Кузнецова В. А., 2017). Выделяются 

следующие пути патогенетического действия на клетки и ткани КПГ: активация 

рецептор-опосредованных сигнальных путей (в основном, через специфические 

рецепторы – рКПГ), вызывающие окислительный стресс, воспаление, апоптоз, 

пролиферацию и модуляцию экспрессии генов; изменение структуры и функции 

долгоживущих белков, например, за счет необратимого кросслинкинга с КПГ; 

прямое гликирование внутриклеточных белков, приводящее к нарушению 

функций клеток (Леонова Т. С. [и др.], 2019). 

Таким образом, неферментативное гликирование и процессы, 

непосредственно связанные с ним, вызывают нарушения структуры и функции 
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органа зрения при сахарном диабете (Yamagishi S., 2011). Активация оси 

КПГ/рКПГ вызывает генерацию активных кислородных метаболитов (АКМ) 

(окислительный стресс), образование молекул адгезии (ICAM-1, VCAM-1) 

(лейкостаз, тромбообразование), провоспалительных цитокинов, хемокинов и 

проапоптических белков (ИЛ-6, ИЛ-1β, ФНО-α, Bax, iNOS), апоптоз нейронов 

сетчатки, клеток Мюллера, клеток ретинального пигментного эпителия, перицитов 

и эндотелиальных клеток сетчатки, эпителиальных клеток хрусталика, 

эндотелиального фактора роста (VEGF) (неоангиогенез), активацию 

протеинкиназы С (уменьшение белков плотных контактов эндотелиальных клеток 

сетчатки ZO-1, ZO-2 – патологическая проницаемость гематоофтальмического 

барьера, а уменьшение коннексонов в хрусталике - катарактогенез) (Yamagishi S., 

2011; Lu M. [et al.], 1998; Yamagishi S., 1997; Warboys C. M., Hong-Boon Toh H.-B., 

Fraser P. A., 2009; Romeo G. [et al.], 2002; Kim J. [et al.], 2016; Kim J. H. [et al.], 2010; 

Fan L., Yan H., 2016; Joussen A. M. [et al.], 2004; Capitão M., Soares R., 2016; Kaji Y. 

[et al.], 2007; Yamagishi S., Matsui T., Nakamura K. [et al.], 2008). Гликирование 

мембран эритроцитов и гемоглобина приводит к снижению их деформируемости, 

а, следовательно, к нарушению гемоперфузии сетчатки и тканевой гипоксии 

(Емельянов В. В., 2016; Iwata H. [et al.], 2004; Brown C. D. [et al.] 1993; Brown C. D. 

[et al.], 2001). Гликирование коллагена базальной мембраны сосудов сетчатки 

приводит к увеличению ее толщины и снижению эластичности (McNulty M., 

Mahmud A., Feely J., 2007; Zhang W.-J. [et al.], 2017; Hosoda Y. [et al.], 1992). 

Гликирование кристаллинов, накопление КПГ в хрусталиках приводят к снижению 

их прозрачности (Fan X., Monnier V. M., 2021; Pokupec R. [et al.], 2003; Liang J. J., 

Fu L., 2001; Yan H., Willis A. C., Harding J. J., 2003; Satish Kumar M. [et al.], 2004; Su 

S. [et al.], 2014; Kumar M. S. [et al.], 2004; Reddy V. S., Reddy G. B., 2016; Bahmani 

F. [et al.], 2016; Karumanchi D. K. [et al.], 2015). Неясен механизм влияния 

неферментативного гликирования на уровень ВГД, однако такая связь, вероятно, 

существует (Tezel G. [et al.], 2007; Sandra M. F. [et al.], 2004; Endo M. [et al.], 2001).  

Селективное ингибирование реакции неферментативного гликирования 

представляется перспективной стратегией профилактики и лечения поздних 
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осложнений сахарного диабета. Используемые в клинической практике 

ингибиторы ангиотензинпревращающего фермента, блокаторы рецепторов 

ангиотензина II (сартаны), антиоксиданты (липоевая кислота), статины проявляют 

несущественную антигликирующую активность и не применяются для 

фармакологической коррекции глазных осложнений сахарного диабета (Prasad K. 

[et al.], 2017; Спасов А. А. [и др.], 2013). Современные подходы к лечению 

диабетических ретинопатии, катаракты и глаукомы, признанные эффективными, 

остаются в то же время радикальными, имеют ряд серьезных ограничений и 

осложнений; их успешность часто является временной, учитывая хронический 

характер сахарного диабета (McNulty R. [et al.], 2004; Falavarjani K. G. [et al.], 2013; 

С. Ю. Копаев [et al.], 2017; Hanna Ramy M. [et al.], 2019; Rezzola S. [et al.], 2021). 

Таким образом, одной из актуальных проблем офтальмофармакологического 

направления является поиск новых соединений, обладающих антигликирующим 

действием, которые являются перспективными для профилактики (возможно, 

купирования последствий неконтролируемого гликирования) и лечений глазных 

осложнений сахарного диабета. 

 

Степень разработанности 

Взаимодействие по типу конкурентного ингибирования с молекулярными 

мишенями гликирования за связывание с моносахаридами, продуктами Амадори и 

дикарбонильными соединений – это и есть антигликирующее действие 

(Емельянов В. В., 2016). Оно основано на способности антигликирующих 

соединений образовывать ковалентные связи с карбонильными группами 

моносахаридов, промежуточных и конечных продуктов гликирования. 

Экспериментально исследованное антигликирующее соединение – 

аминогуанидин – в настоящее время используется только как препарат сравнения 

при изучении новых ингибиторов реакции Майяра из-за вызываемых им побочных 

эффектов. В первом рандомизированном клиническом исследовании 

аминогуанидина (пимагедина) была выявлена его способность тормозить 

прогрессирование диабетической ретинопатии у пациентов с сахарным диабетом 
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1 типа (Thornalley P. J., 2003; Bolton W. K. [et al.], 2004). Опубликованы данные об 

ингибирующем влиянии аминогуанидина на катарактогенез и развитие 

ретинопатии у лабораторных животных с экспериментальным сахарным диабетом 

(Swamy-Mruthinti S. [et al.], 1996; Hong Yan [et al.], 2008; Luo D. [et al.], 2012; Kern 

T. S. [et al.], 2001; Mishra A. [et al.], 2012).  

За последние 5 лет были опубликованы экспериментальные данные об 

эффективности соединений растительного происхождения против 

прогрессирования диабетической ретинопатии (Li R.-L.[et al.], 2020; Bautista-Pérez 

R. [et al.], 2021; Kim Y. S. [et al.], 2020; Qian S. [et al.], 2019; Hwang S. H. [et al.], 

2019; Jinjuan Lv. [et al.], 2020). Также есть данные об эффективности флавоноидов, 

апокаротиноидов, карнозина, L-лизина, цинка и др. против диабетического 

катарактогенеза (Patil K. K. [et al.], 2019; Kianpour M. [et al.], 2019; Matsuda S. [et 

al.], 2017; Barman S. [et al.], 2019; Bahmani F. [et al.], 2019). 

В клинической практике применяются производные азолоазинов - 

ингибиторы дипептидилпептидазы-4 (Спасов А. А. [и др.], 2013). Относящиеся к 

азолоазинам производные азоло[5,1-c]-1,2,4-триазина обладают широким спектром 

активности: они обладают антидиабетическим, противовирусным, 

антибактериальным, антиоксидантным, диуретическим и противоопухолевым 

действием (Русинов В. Л., 2008; Rusinov V. L. [et al.], 2017; Saad H. A. [et al.], 2011; 

Al-Adiwish W. M. [et al.], 2013). Таким образом, является перспективным поиск 

среди них новых соединений, обладающих антигликирующей активностью. 

 

Цель исследования 

Целью настоящего исследования является поиск соединений, обладающих 

антигликирующей активностью среди производных азоло[5,1-с]-1,2,4-триазина и 

изучение влияния соединения–лидера на отдаленные нарушения структуры и 

функции глаза при экспериментальном сахарном диабете.  
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Задачи исследования: 

1. Проведение поиска новых антигликирующих соединений среди 

производных азоло[5,1-с]-1,2,4-триазина. 

2. Анализ зависимости между структурой и антигликирующей 

активностью производных азоло[5,1-с]-1,2,4-триазина. 

3. Исследование влияния наиболее активного антигликирующего 

соединения на изменение прозрачности хрусталика глаза при стрептозотоцин-

индуцированном сахарном диабете у крыс. 

4. Оценка влияния наиболее активного антигликирующего соединения на 

уровень внутриглазного давления при стрептозотоцин-индуцированном сахарном 

диабете у крыс. 

5. Изучение влияния наиболее активного антигликирующего соединения 

на уровень микроциркуляции и электрофизиологические показатели сетчатки глаза 

при стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете. 

6. Исследование патоморфологических изменений хрусталика и сетчатки 

глаза при стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете и определения 

содержания в хрусталике конечных продуктов гликирования и 

карбоксиметиллизина. 

7. Изучение влияния наиболее активного антигликирующего соединения 

на реологические свойства крови лабораторных животных. 

8. Изучение местнораздражающего действия наиболее активного 

соединения. 

9. Изучение нейротоксикологического профиля соединения-лидера по 

антигликирующей активности. 

 

Научная новизна 

Впервые проведено исследование антигликирующей активности 

производных азоло[5,1-с]-1,2,4-триазина (пиразоло[5,1-с]-1,2,4-триазины и 

триазоло[5,1-с]-1,2,4-триазины). Наиболее активными из исследованных 

соединений оказались производные пиразоло[5,1-с]-1,2,4-триазина. При этом 
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установлено, что наличие этоксикарбонильной группы в С3 гарантирует 

проявление антигликирующей активности как для производных пиразоло[5,1-с]-

1,2,4-триазина, так и для производных триазоло[5,1-с]-1,2,4-триазина. 

В ходе работы получены данные о способности соединения АВ-19 

препятствовать возникновению патологических изменений структуры и функции 

глаз при стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете. Впервые установлено 

влияние соединения АВ-19 на офтальмотонус. Показано, что соединение АВ-19 

способно влиять на гемореологические свойства крови. Определено отсутствие 

местнораздражающего действия для данного соединения и его низкое токсическое 

действие в отношении поведения животных. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

В результате выполненного исследования были получены данные, 

подтверждающие целесообразность поиска антигликирующих соединений среди 

производных азоло[5,1-с]-1,2,4-триазина. Получены результаты о специфическом 

фармакологическом действии нового соединения - натриевой соли диэтилового 

эфира 4-оксо-1,4-дигидропирозололо[5,1с]-1,2,4-триазин-3,8-дикарбоновой 

кислоты, моногидрат. Установлена способность данного соединения 

препятствовать развитию нарушений структуры и функции глаз при 

стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете. 

 

Методология и методы исследования 

Исходя из поставленных задач исследования, проведенного на базе ФГБОУ 

ВО «Волгоградский государственный медицинский университет» Министерства 

здравоохранения Российской Федерации и Научного центра инновационных 

лекарственных средств ВолгГМУ, были определены методология и методы 

исследования. 

Экспериментальные исследования были проведены с использованием 

достаточного количества лабораторных животных (нелинейных половозрелых 

мышей, крыс, кроликов породы Шиншилла и морских свинок) и в соответствии с 
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требованиями действующего «Руководства по проведению доклинических 

исследований лекарственных средств» (Миронов А.Н., 2012), со статьей 11 

Федерального закона от 12 апреля 2010 г. № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных 

средств» (Собрание законодательства Российской Федерации, 2010, № 16, ст. 1815; 

№ 31, ст. 4161), в соответствии с Решением Совета Евразийской экономической 

комиссии № 81 от 03.11.2016 г. «Об утверждении Правил надлежащей 

лабораторной практики Евразийского экономического союза в сфере обращения 

лекарственных средств», согласно Приказу Министерства здравоохранения РФ от 

1 апреля 2016 г. № 199н «Об утверждении Правил надлежащей лабораторной 

практики». 

Использовались валидированные методы тестирования активности 

соединений in vivo и in vitro, рекомендованные для проведения доклинических 

исследований методы для статистической обработки и анализа полученных данных 

(Сергиенко В. И. [и др.], 2012). Проведенные исследования были одобрены 

Локальным Этическим Комитетом ФГБОУ ВО ВолгГМУ Минздрава России 

протокол № 2093-2019 от 18.01.2019 г. 

 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Новый ряд химических производных пиразоло[5,1-с]-1,2,4-триазина является 

перспективной группой соединений для поиска веществ, ингибирующих 

образование конечных продуктов гликирования; 

2. Соединение АВ-19 (натриевая соль диэтилового эфира 4-оксо-1,4-

дигидропиразоло[5,1-c]-1,2,4-триазин-3,8-дикарбоновой кислоты) оказывает 

высокую антигликирующую активность, превышающую вещество сравнения 

аминогуанидин, in vitro и in vivo; 

3. Соединение АВ-19 тормозит развитие катарактогенеза, ретинопатии и 

офтальмогипертензии, ассоциированных с сахарным диабетом. 
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Внедрение результатов исследования 

Экспериментальные данные по способности новых соединений 

ингибировать образование конечных продуктов гликирования, а также анализ 

влияния различных заместителей на уровень антигликирующей активности в ряду 

новых производных пиразоло[5,1-с]-1,2,4-триазина используется при синтезе 

новых соединений в ФГАОУ ВО «Уральский федеральный университет им. 

первого Президента России Б.Н. Ельцина». Новый комплексный подход к 

изучению антигликирующей активности веществ применяется в работе Научного 

центра инновационных лекарственных средств с опытно-промышленным 

производством ВолгГМУ. Результаты работы внедрены в лекционный курс на 

кафедре фармакологии и биоинформатики ВолгГМУ. 

 

Степень достоверности и апробация результатов 

Высокая степень достоверности результатов работы подтверждается 

достаточным объемом экспериментального материала с использованием 

современных методов и методических подходов, отвечающих поставленным 

задачам. Сформулированные в диссертации выводы были подтверждены 

экспериментальными данными, анализом литературного материала, точностью 

статистической обработки полученных результатов. 

Основные положения диссертационной работы излагались на V съезде 

фармакологов России «Научные основы поиска и создания новых лекарств» 

(Ярославль, 2018); на XXIII региональной конференции молодых исследователей 

Волгоградской области «Актуальные проблемы экспериментальной медицины» 

(Волгоград, 2018); на Всероссийской научной конференции молодых ученых, 

посвященной 95-летию со дня рождения профессора А.А. Никулина «Достижения 

современной фармакологической науки» (Рязань, 2018); на 77-й международной 

научно-практической конференции молодых ученых и студентов «Актуальные 

проблемы экспериментальной и клинической медицины» (Волгоград, 2019); на 

XLVI Международной научно-практической конференции «Современная 

медицина: новые подходы и актуальные исследования» (Москва, 2021); на 
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XV Международной научно-практической конференции молодых ученых (Курск, 

2021); на Республиканской научно-практической конференции «Новые технологии 

в офтальмологии 2021» (Казань, 2021). 

По теме диссертационного исследования было опубликовано 12 печатных 

работ, из них 4 в журналах, рекомендованных ВАК Минобрнауки РФ для 

публикации основных научных результатов диссертации на соискание ученой 

степени; был получен 1 патент на изобретение. 

 

Личный вклад автора 

Автору принадлежит определяющая роль в проведении данного 

исследования. Вклад автора работы заключается в непосредственном участии во 

всех этапах исследования по изучению фармакологической активности и 

токсикологических свойств соединения АВ-19. При написании диссертационной 

работы автором был выполнен анализ отечественной, зарубежной литературы, 

сбор первичных данных, статистическая обработка, анализ и обобщение 

результатов, формулировка выводов и практических рекомендаций, написание и 

оформление рукописи диссертационного исследования. 

 

Структура и объем работы 

Рукопись изложена на 186 страницах машинописного текста. Работа состоит 

из введения, обзора литературы, материалов и методов исследования, 5 глав 

собственных результатов исследований, обсуждения, выводов, практических 

рекомендаций, списка литературы, который включает в себя 432 источников: 366 

иностранных и 66 отечественных. Диссеpтация иллюстрирована 7 рисунками, 15 

таблицами. 
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ГЛАВА 1. АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ ПОЗДНИХ ГЛАЗНЫХ 

ОСЛОЖНЕНИЙ САХАРНОГО ДИАБЕТА, РОЛЬ 

НЕФЕРМЕНТАТИВНОГО ГЛИКИРОВАНИЯ В ПАТОГЕНЕЗЕ И 

ВОЗМОЖНОСТИ ИХ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ КОРРЕКЦИИ 

1.1. Эпидемиология и клинические особенности глазных осложнений 

сахарного диабета 

 

При анализе литературных данных были выявлены следующие особенности 

распространения глазных поздних осложнений сахарного диабета. 

У пациентов с сахарным диабетом в 2–5 раз выше вероятность развития 

катаракты, чем у лиц без данного заболевания [195]. Общая распространенность 

диабетической катаракты среди взрослых пациентов в России составляет 30,6 %, 

причем при сахарном диабете 1 типа этот показатель выше, чем при сахарном 

диабете 2 типа (32,6 % и 29,2 % соответственно), а частота встречаемости 

катаракты увеличивается при увеличении продолжительности заболевания [298]. 

Распространенность ранней диабетической катаракты в популяции детей и 

подростков, по данным разных исследований, колеблется от 0,7 до 3,4 % [120], при 

этом ежегодно регистрируется около 80000 новых случаев заболевания сахарным 

диабетом 1 типа только в США [219]. Отношение рисков (hazard ratio) развития 

катаракты у пациентов с диабетом составляет 5,81 (95 % Cl: 4,60-7,33), причем 

отношение рисков развития диабетической катаракты выше у женщин (6,29, 95 % 

Cl: 4,63-8,55), чем у мужчин (5,20, 95 % CI: 3,64-4.75). Возникновение 

диабетической катаракты у большинства педиатрических пациентов является 

первым признаком сахарного диабета 1 типа или возникает в течение 6 месяцев 

после постановки диагноза. 

Согласно данным систематического обзора вероятность развития катаракты 

у пациентов с сахарным диабетом 2 типа зависит от возраста и контроля гликемии, 

а продолжительность диабета, пол, артериальное давление не являются 

влияющими факторами [144]. По отечественным данным, в возрастной группе 

больных с сахарным диабетом старше 40 лет заболеваемость катарактой составляет 
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80 %. При длительности сахарного диабета 2 типа более 10 лет катаракту 

диагностировали у 29 % больных, более 30 лет – у 89 %. Данный тип катаракты 

встречается в среднем у 70 % пациентов с сахарным диабетом [61]. С другой 

стороны, наличие катаракты увеличивает вероятность развития у пациентов 

диабетической ретинопатии (ДР). Так, в исследовании Seong II Kim, Sung Jin Kim 

было показано, что ДР появилась у 37,41 % тех пациентов, которые не имели 

катаракты, и у 75,53 % пациентов, которые имели данное заболевание [228]. 

Распространенность диабетической ретинопатии (ДР) среди больных 

сахарным диабетом составляет около 35 % во всем мире [180]. ДР обычно 

диагностируется в течение 5-7 лет после начала сахарного диабета 1 типа примерно 

у 20 % больных, через 10 лет частота ДР у больных сахарным диабетом 1 типа 

увеличивается до 60 % и до 100 % через 30 лет [159]. Около 50-70 % больных 

сахарным диабетом 2 типа имеют ДР через 10 лет от начала диабета, 90 % 

пациентов после 30 лет от начала диабета [298]. Распространенность ДР среди 

взрослых в России (18 лет и старше) с сахарным диабетом 1 типа составляет 

35,25 %, а при сахарном диабете 2 типа – 16,67 % [54]. Это означает, что почти 

каждый пятый пациент (17,63 %) с диабетом имеет те или иные проблемы со 

зрением. Анализ распространенности ДР с учетом пола показал, что существенной 

разницы между мужчинами и женщинами нет [66]. Исследования 

распространенности ДР в различных возрастных группах показали, что при 

сахарном диабете 1 типа пик выявления ДР приходится на возрастную группу 50-

59 лет, а при сахарном диабете 2 типа – на более старшую группу 60–69 лет [36]. 

Общепризнанно в научных кругах, что сахарный диабет в данное время 

является одним из самых дискутабельных факторов риска развития глаукомы [39]. 

Проведенный Bovonas и др. мета-анализ показал значимую ассоциацию сахарного 

диабета и первичной открытоугольной глаукомы (при oтношении шансов (odds 

ratio) = 1,50, 95 %-доверительный интервал – 1,16, 1,93) [117]. По этим данным, у 

пациентов с диабетом на 27–50 % увеличивается риск развития глаукомы. Итоги 

ретроспективного исследования продолжительностью 10 лет (Корея) показали, что 

отношение рисков (hazard ratio) возникновения первичной открытоугольной 
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глаукомы у пациентов с сахарным диабетом составило 1,19, по сравнению с 

пациентами без данного заболевания [204]. В то же время одним из выводов более 

раннего Роттердамского проспективного исследования заболеваемости первичной 

открытоугольной глаукомой со средним сроком наблюдения за пациентами 6,5 лет 

является то, что сахарный диабет не является фактором риска развития глаукомы 

[217]. 

Хотя повышенное внутриглазное давление (ВГД) само по себе не 

тождественно клиническому диагнозу «глаукома», у пациентов с диабетом общее 

среднее повышение уровня ВГД составляло 0,09 мм рт. ст. на каждые 10 мг/дл 

повышения глюкозы натощак по данным метаанализа 47 исследований из 16 стран 

мира [138]. 

 

1.2. Основные патобиохимические механизмы развития глазных поздних 

осложнений сахарного диабета 

1.2.1. Полиоловый путь превращения глюкозы 

 

Общеизвестно, что около 5-10 % нефосфорилированной глюкозы 

превращается в сорбитол альдозоредуктазой (АР), эпителиальным ферментом, 

который использует восстановленный никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

(НАДФН) в качестве кофактора [7, 34, 80-81, 243]. Роль АР в диабетическом 

катарактогенезе экспериментально подтверждается тем, что хрусталики крыс, 

имеющие низкую экспрессию этого фермента или не имеющие ее вовсе, при 

инкубировании в среде с высоким содержанием глюкозы устойчивы к развитию 

диабетической катаракты [79].  

При повышении концентрации глюкозы в хрусталике и насыщения цикла 

Кребса полиоловый путь становится более интенсивным, поскольку избыток 

глюкозы стимулирует АР [410]. Вскоре после полной активации АР более 30 % 

глюкозы подвергается полиоловому пути превращения [222]. Перепроизводство 

сорбитола – гидрофильного многоатомного спирта – у пациентов с сахарным 

диабетом происходит быстрее, чем он может быть превращен во фруктозу с 
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помощью фермента сорбитолдегидрогеназы (СДГ). Диффузия сорбитола через 

клеточную мембрану невозможна из-за его полярного характера. 

Гиперосмотический эффект создается, когда накопление сорбита приводит к 

повышенному поступлению жидкости в хрусталик, в результате чего 

хрусталиковые волокна разжижаются, дегенерируют, образуют помутнения и 

очаги светорассеяния [121]. Для уменьшения рассеивания света межклеточное 

пространство в хрусталике должно быть меньше длины световой волны. В 

условиях осмотического стресса межклеточное пространство расширяется, что 

ведет к снижению оптических свойств хрусталика [28].  

Параллельно с осмотическим стрессом хрусталика интенсивный полиоловый 

путь превращения глюкозы истощает запасы НАДФН, который конкурентно 

используется глутатионредуктазой, что ведет к снижению концентрации 

восстановленного глутатиона (GSH) и меняет соотношение НАДФН/НАД+, 

которые являются необходимыми коферментами для окислительно-

восстановительных реакций [80, 421]. Глутатион является одним из основных 

эндогенных антиоксидантов и имеет среди них самую высокую концентрацию в 

хрусталике, особенно в ЭКХ, что делает хрусталик резервуаром глутатиона для 

внутриглазной жидкости [273]. Следовательно, как ключевой фермент в 

полиоловом пути обмена глюкозы, АР способствует образованию активных 

кислородных метаболитов (АКМ) из-за истощения запасов таких антиоксидантных 

молекул, как НАДФН и глутатион, поэтому ингибирование альдозоредуктазы 

подавляет выработку АКМ в глазах [113].  

Фруктоза, продуцируемая при участии сорбитолдегидрогеназы, 

фосфорилируется до фруктозо-3-фосфата, который был идентифицирован в 

хрусталиках диабетических крыс [366] и способен превращаться в 3-

дезоксиглюкозон [254]. Данные соединения описываются в литературе как 

активные гликирующие агенты, принимающие участие в образовании конечных 

продуктов гликирования (КПГ) [397], которые в свою очередь активизируют 

НАДФ-оксидазу, побочным продуктом реакции окисления которой является 

супероксидный анион-радикал (О2
.-) [369]. К тому же в результате ферментативной 
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активности сорбитолдегидрогеназы накапливается избыток внутриклеточного 

НАДН, являющегося субстратом для НАДН-оксидазы.  

Таким образом, одним из эффектов интенсифицированного при 

гипергликемии полиолового пути превращения глюкозы является накопление 

активных кислородных метаболитов (АКМ) и КПГ. 

Несмотря на присутствие альдозоредуктазы (АР) в ганглиозных клетках 

сетчатки, клетках Мюллера, эндотелиальных клетках, перицитах и астроцитах 

[220, 356], полиоловый путь, вероятно, не является основным механизмом, 

вызывающим диабетическую ретинопатию (ДР), поскольку концентрация 

сорбитола в сетчатках диабетических крыс ниже критического уровня, при котором 

возникает внутриклеточный осмотический стресс [243]. 

 

1.2.2. Окислительный стресс 

 

Сетчатка является высокоспециализированной тканью, особенно 

чувствительной к окислительному стрессу из-за высокого потребления кислорода 

[143]. В условиях гипергликемии активируются метаболические пути, которые 

приводят к увеличению образования активных кислoродных метабoлитов (АКМ) и 

других свободных радикалов, являющихся активными акцепторами электронов [3]. 

В результате неферментативного гликирования образуются его конечные 

продукты (КПГ), которые могут вызывать окислительный стресс путём различных 

химических и клеточных механизмов, в том числе за счёт активирования НАДФ-

оксидазы (КПГ и их специфические рецепторы – рКПГ – могут непосредственно 

индуцировать генерацию активных кислородных метаболитов через активацию 

НАДФН-оксидазы [69]) и гликирования антиоксидантных ферментов, например, 

глутатион-S-трансферазы [131], каталазы [119], супероксиддисмутазы (СОД) [276], 

что снижает уровень антиоксидантной защиты и является индикатором 

окислительного стресса [183]. При гипергликемии активность антиоксидантных 

ферментов может снизиться из-за измененного метаболизма их кофакторов, в 

частности, ионов металлов [84]. 
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Таким образом, активация НАДФ-оксидазы в эндотелиальных, 

гладкомышечных, глиальных, ретинальных клетках – это один из основных 

источников активных кислородных метаболитов [212, 258, 420]. НАДФ-оксидаза 

способна активироваться под влиянием КПГ, протeинкиназы С, ангиотензина II 

[91]. 

При гипергликемии клетки Мюллера [302], эндотелиальные клетки сетчатки 

[194], фоторецепторы [390] и клетки пигментного эпителия сетчатки [89, 346] 

производят большее количество активных кислородных метаболитов (АКМ), чем 

в норме. Уровни ферментных и неферментных антиоксидантов были снижены у 

пациентов с сахарным диабетом и у животных с экспериментальным диабетом 

[139, 281]. In vitro высокий уровень глюкозы в среде, в которой содержалась 

культура клеток перицитов сетчатки крыс, приводил к апоптозу перицитов, 

сопровождавшемуся как уменьшением соотношения Bcl-2 (антиапоптический 

белок) к BAX (апоптический белок), так и уменьшением содержания 

супероксиддисмутазы (Mn-СОД) и каталазы [415]. Перициты демонстрируют 

большую чувствительность к окислительному стрессу, чем эндотелиальные клетки 

сетчатки [389], которые отвечают на избыток АКМ эндотелиальной дисфункцией 

[156] за счет снижения вазодилатирующей активности оксида азота (NO) и его 

ингибирующей роли в отношении экспрессии молекул адгезии (ICAM и VCAM), 

что связано с повышенным преобразования NO в пероксинитрит (ONOO-) [255]. 

Снижается свойство NO влиять на агрегацию, прилипание и инфильтрацию 

сосудистой стенки нейтрофилами, моноцитами (трансмиграция), на агрегацию, 

aдгезию тромбоцитов [177, 315]. ONOO- нарушает работу клетки путем 

неконтролируемого нитрирования белков. Нитрирование вызывает депрессию 

калиевых каналов, ответственных за вазорелаксацию. ONOO- способен приводить 

к повреждению ДНК, что является стимулом для активации ядерного фермента 

PARP [174]. Данная полимераза истощает внутриклеточную концентрацию НАД+, 

замедляет гликолиз, транспорт электронов и образование АТФ, блокирует 

активность глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, что провоцирует развитие 

эндотелиальной дисфункции.  
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При окислительном стрессе повышается экспрессия всех изоформ NOS в 

сетчатке, что приводит к избытку NO и его метаболитов [206]. Глазной кровоток 

регулируется NO, получаемым из эндотелия и эфферентных нитрергических 

нейронов. Дисфункция эндотелия ухудшает глазную гемодинамику за счет 

снижения биодоступности NO и увеличения выработки АКМ. С другой стороны, 

избыток NO (ассоциирован с диабетической ретинопатией (ДР) [416]), 

образованный iNOS, экспрессируемой под влиянием медиаторов воспаления, 

вызывает нейродегенерацию, апоптоз клеток сетчатки (в частности, 

эндотелиальных [286] и клеток пигментного эпителия [311]) и глиоз [297, 391], хотя 

по другим данным вызванный гипергликемией апоптоз ганглиозных клеток 

сетчатки ассоциировался со снижением концентрации NО [172]. NO опосредует 

повышенную VEGF-индуцированную сосудистую проницаемость при ДР [419].  

Апоптозу при окислительном стрессе подвергаются клетки пигментного 

эпителия сетчатки [278] и фоторецепторы [390], а клетки Мюллера, астроциты и 

микроглия проявляют признаки глиоза (гиперплазии) [380]. При развитии ДР 

наблюдается гибель ганглиозных клеток сетчатки, сопровождающийся по данным 

электронной микроскопии типичными для апоптоза морфологическими 

особенностями (окраска хроматина и зубчатые ядра клеток) [137]. 

При исследовании на мышах db/db (линия для экспериментального моделирования 

сахарного диабета 2 типа) были выявлены снижение толщины сетчатки по 

результатам oптической когерентной томографии (ОКТ) (дегенерация), 

повышенная сосудистая флюоресценция (прорыв гематоофтальмического барьера 

(ГОБ)) и сниженный электрофизиологический ответ (нейроденерация) наряду с 

признаками апоптоза клеток Мюллера (дефрагментация ДНК, экстернализация 

фосфатидилсерина, потеря мембранного потенциала митохондрий и активация 

каспазы-3), повышением концентрации митохондриальных свободных радикалов, 

белковых карбонилов, эндотелиального фактора роста (VEGF), цитокинов 

(моноцитарный хемоатаксический протеин-1 (MCP-1), ФНО-α, ИЛ-6) и фактора 

клеточной адгезии ICAM-1 в сетчатке [271], что согласуется с провоспалительной, 
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проапоптической, проагиогенной и нейродегенеративной направленностью 

изменений в сетчатке при сахарном диабете [146].  

Активные кислородные метаболиты (АКМ) вызывают перекисное окисление 

липидов (ПОЛ), конечными продуктами которых являются реактивные 

карбонильные соединения (альдегиды, кетоны, основания Шиффа и др.) [7, 380]. 

Митохондрии и цитоплазматические мембраны содержат относительно большое 

количество полиненасыщенных жирных кислот в своих фосфолипидах, что делает 

их мишенью для липопероксидации, дестабилизации мембран и деструкции клеток 

[357]. Как разновидность нервной ткани, сетчатка имеет высокую концентрацию 

полиненасыщенных жирных кислот и кислорода [250]. При диабетической 

ретинопатии (ДР) в сетчатке обнаруживаются повышенные уровни маркеров ПОЛ 

(малонового диальдегида (МДА), глиоксаля, 4-гидрокси-2-ноненаля и др.), по 

сравнению с интактной сетчаткой, что говорит об интенсификации в ней ПОЛ [161, 

380]. Повышенное гликирование белков при сахарном диабете приводит к 

увеличению количества АКМ, которые вызывают ПОЛ [427]. 

Тот факт, что именно метаболически активные эпителиальные клетки 

хрусталика (ЭКХ) служат источниками АКМ, подтверждается данными 

исследования, полученными с помощью проточной цитометрии, культуры ЭКХ, 

культивированных в среде с повышенным содержанием (40 мМ) глюкозы в течение 

48 ч [379]. Из ЭКХ активные кислородные радикалы диффундируют в другие 

структуры хрусталика [38].  

Дисбаланс между активными кислородными метаболитами (АКМ) и 

антиоксидантами может приводит к перекисному окислению (ПОЛ) в хрусталике 

[148], одним из вторичных продуктов которого является малоновый диальдегид 

(МДА). МДА – это высокореактивное соединение, которое способно реагировать с 

ε-NH2-группами белков, формируя новые связи внутри и между молекулами с 

образованием Шиффовых оснований. Содержание МДА в хрусталиках при 

сахарном диабете в исследованиях используется как показатель окислительного 

стресса [379].  
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При повышенном уровне глюкозы в хрусталике образуются карбонильные 

интермедиаты как итоговые продукты аутоокисления глюкозы и как 

промежуточные продукты неферментативного гликирования белков хрусталика. 

К ним относятся 3-дезоксиглюказон, глиоксаль, метилглиоксаль (МГ). Данное 

явление в литературе описывается как карбонильный стресс – состояние, которое 

сопровождается увеличением содержания карбонильных продуктов 

свободнорадикального окисления в организме. К карбонильным продуктам 

метаболизма относятся альдегиды, кетоны, карбоновые кислоты, углеводы и др. 

Карбонильные соединения способны взаимодействовать с аминогруппами 

хрусталиковых белков, вызывая их структурные модификации, поперечные 

сшивки с формированием белковых агрегатов с высокой молекулярной массой 

(ВММ) [227], в частности, активным гликирующим агентом кристаллинов является 

МГ [227]. Образование карбонильных групп белков происходит различными 

биохимическими путями и является частью так называемой окислительной 

модификации белков, пусковыми факторами которой чаще всего служат АКМ. 

Возрастание содержания карбонильных групп белков в хрусталике связано с 

катарактогенезом [76], в том числе с диабетическим [93]. Таким образом, и 

окислительный, и карбонильный стрессы вносят вклад в диабетический 

катарактогенез.  

Окислительный стресс может вызывать повреждение клеток [178] и апоптоз 

клеток трабекулярной сети [88], снижение их способности к фагоцитозу, 

самоочищению трабекулы [294] и ремоделированию внеклеточного матрикса [396] 

за счет изменения экспрессии генов, связанных с ним [333]. В культуре клеток 

трабекулярной сети, обработанных перекисью водорода, in vitro наблюдались 

снижение жизнеспособности клеток [280], ингибирование пролиферации клеток 

[301], изменение структуры цитоскелета клетки (актина и виментина) [280, 430], 

увеличение синтеза компонентов внеклеточного матрикса (фибронектина, 

ингибитора активатора плазминогена 1, фактора роста соединительной ткани) 

[301], повышение экспрессии медиаторов воспаления (интерлейкинов: ИЛ-1α, ИЛ-

6, ИЛ-8; молекулы адгезии эндотелиальных лейкоцитов-1 (ELAM-1)) [361]. Данные 
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изменения в клетках трабекулярной сети, наиболее вероятно, связаны с 

повышенной экспрессией NFkB, который активирует нисходящие сигнальные пути 

активируемые митоген-активируемой протеинкиназой (МАРК) [277]. 

 

1.2.3. Протеинкиназа С 

 

Протеинкиназа С (ПКС) активирует ферменты, такие как НАДФ-оксидаза и 

липооксигеназы, продуцирующие активные кислородные метаболиты [188] и 

поддерживающие окислительный стресс в эндотелиальных клетках [307]. ПКС 

была обнаружена в клетках Мюллера [309] и клетках пигментного эпителия 

сетчатки [289]. ПКС стимулирует увеличение продукции эндотелиального фактора 

роста (VEGF) и трансформирующего фактора роста–β (TGF-β), обусловливающих 

повышение ангиогенной активности эндотелиоцитов, что приводит к 

структурному ремоделированию микроциркуляторного русла [51]. Ингибирование 

атипичной ПКС в эксперименте на трансгенных мышах снижало повышенную 

проницаемость сосудов сетчатки [207].  

Ингибирование ПКС уменьшало индуцированную VEGF и конечными 

продуктами гликирования (КПГ) потерю белков ZO – плотного контакта 

эндотелиальных клеток [359]. ПКС вызывает повышенную адгезию к 

эндотелиальным клеткам как лейкоцитов (лейкостаз) [284, 305], так и моноцитов 

[124], что приводит к окклюзии ретинальных сосудов при сахарном диабете и 

является начальным этапом патогенеза ДР. 

Активированная ПКС вносит свой вклад в развитие диабетического 

катарактогенеза. Так, у крыс с очень высоким уровнем глюкозы крови при 

стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете через 2 недели после введения 

стрептозотоцина в хрусталиках были обнаружены повышенные уровни ПКС, 

фосфолипазы С, ДАГ и начальные признаки кортикальной катаракты [308]. В 

определенной степени это объясняется фосфорилированием коннексина-43 

активированной ПКС, снижением межклеточной связи через щелевые контакты 
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(коннексоны) в эпителии хрусталика, каждый из которых образован шестью 

субъединицами коннексина [238].  

Существуют данные о роли ПКС в регуляции оттока внутриглазной 

жидкости по основному пути [418]. На уровень оттока влияют, как активаторы, так 

и ингибиторы ПКС, вероятно, за счет регулирования ПКС фосфорилирования 

легких цепей миозина трабекулярной сети [328] и повышения экспрессии 

матричной металлопротеиназы (ММП) ТС [82].  

Таким образом, ингибирование ПКС в эксперименте приводило к 

изолированной релаксации ТС [376], что должно стимулировать отток 

внутриглазной жидкости [386]. 

 

1.2.4. Воспаление 

 

Диабетическая ретинопатия (ДР) развивается на фоне системной 

воспалительной реакции при сахарном диабете, о чем свидетельствует повышение 

концентрации цитокинов и хемокинов как в сыворотке крови, так и в стекловидном 

теле и внутриглазной жидкости [332], что связано как с прорывом 

гематоофтальмического барьера (ГОБ), так и с продукцией воспалительных и 

проангиогенных факторов непосредственно в глазу (макрофаги, микроглия, клетки 

Мюллера) [408, 428]. Такие молекулы адгезии, как ICAM-1 и VCAM-1, 

рассматриваются как возможные кандидаты на роль основных маркёров, 

отражающих наличие процесса активации лейкоцитов и эндотелиальных клеток 

[30]. У крыс со стрептозотоцин-индуцированным сахарным диабетом наблюдается 

повышенная активация молекул межклеточной и сосудистой адгезии (ICAM-1 и 

VCAM-1) [59]. ICAM-1 и VCAM-1 способствуют адгезии, трансмиграции 

лейкоцитов в эндотелий, потенцируют лейкостаз при ДР [218]. Лейкостаз 

взаимосвязан с повышенной экспрессией ICAM-1 [300, 211] и наблюдается в 

течение нескольких дней от начала развития заболевания у крыс со 

стрептозотицин-индуцированным диабетом [234]. Увеличение содержания 

лейкоцитов в ретинальных сосудах начинается через 1 неделю после индукции 
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экспериментального диабета [67]. Адгезия лейкоцитов к эндотелиальным клеткам 

считается одним из первых гистологических изменений, наблюдаемых при ДР [30]. 

Вероятно, лейкостаз является одной из причин апоптоза эндотелиальных клеток 

[234].  

Рецепторы конечных продуктов гликирования (рКПГ) действуют как 

эндотелиальные адгезионные рецепторы для лейкоцитарных интегринов и 

усиливают миграцию лейкоцитов [317, 331]. Взаимодействие КПГ-рКПГ 

провоцирует активацию Ras-митоген-индуцируемой протеинкиназы С и 

транслокацию ядерного фактора NF-κB в клеточное ядро. Последнее событие 

запускает транскрипцию различных генов-мишеней, включая VEGF, ICAM-1, 

VCAM-1 [424], активирует клетки, несущие на своей поверхности белковые 

комплексы S100/calgranulin и HMGB1, которые взаимодействуют с Toll-like 

рецепторами и потенциируют воспалительные процессы [317]. Ингибирование 

рКПГ и/или КПГ ингибирует экспрессию ICAM, развитие лейкостаза у животных 

в условиях экспериментального сахарного диабета [112, 292]. 

Связывание КПГ с рКПГ на поверхности моноцитов индуцирует продукцию 

инсулиноподобного фактора роста и цитокинов (например, интерлейкина 1 (ИЛ-1), 

фактора некроза опухоли (ФНО-α)). Это приводит к усилению воспалительных 

рeакций и процессов хемотаксиса [1]. При гипергликемии активизируются рКПГ и 

их лиганды на клетках Мюллера [193], которые продуцируют повышенные уровни 

провоспалительных молекул, таких как ИЛ-1β, ФНО-α, ИЛ-8 [74], ИЛ-6, NO и 

циклооксигенеза-2 (ЦОГ-2) [193]. Амадори-гликированный альбумин (КПГ) 

стимулирует микроглию к выработке ФНО-α на ранних стадиях диабетической 

ретинопатии (ДР) [327]. При сахарном диабете микроглия сетчатки приобретает 

реактивный фенотип, что приводит к распространению провоспалительных 

сигналов и воспалительному повреждению [368]. Длительная активация микроглии 

связана с высокими уровнями глутамата, iNOS и провоспалительных цитокинов 

(ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-12 и ФНО-α), которые могут привести к активации каспаз, 

усугубляя гибель нейронов сетчатки [382]. Фоторецепторы сами продуцируют 

воспалительные цитокины, такие как ICAM-1, ЦОГ-2 и iNOS при 
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экспериментальном диабете [290]. Они дополнительно высвобождают 

растворимые факторы in vitro, которые стимулируют выработку ФНО-α в 

лейкоцитах и эндотелиальных клетках [291]. 

У пациентов с диабетической катарактой уровень гликированного 

гемоглобина положительно коррелировал с содержанием инсулиноподобного 

фактора роста 1, основного фактора роста фибробластов (bFGF) и ИЛ-6 во 

внутриглазной жидкости [431]. 

 

1.2.5. Апоптоз 

 

Избыток глюкозы, активных кислородных метаболитов (АКМ) и сорбитола 

в хрусталике индуцируют апоптоз эпителиальных клеток хрусталика (ЭКХ) при 

диабетическом катарактогенезе [97, 379]. К настоящему времени известно, что 

белки семейства Bcl-2 относятся либо к индукторам апоптоза (Bad, Bax, Bid, Bak), 

либо к ингибиторам (Bcl-2, Bcl-X) [13, 35]. При объединении ингибитора апоптоза 

белка Bcl-2 c белком активатором апоптоза Bax итог (торможение или активация 

апоптоза) будет определяться тем, какой белок будет преобладать в этом 

объединении [5, 35, 49]. Гипергликемия приводит к увеличению содержания Вах 

относительно Bcl-2 и активирует апоптоз [83]. У диабетических крыс были 

обнаружены повышенное накопление КПГ, активация NF-κB, экспрессия Bax и 

активация каспазы-3 в эпителиальных клетках помутневших хрусталиков [68]. 

Содержание культуры клеток перицитов [393], клеток Мюллера [189] и 

эндотелиальных клеток сетчатки [187] в среде с высоким содержанием глюкозы 

приводит к фрагментации митохондрий и повышенной гетерогенности их 

мембранного потенциала, а, следовательно, и к апоптозу [337]. Такие активные 

гликирующие агенты, как глиоксаль (ГЛ) и метилглиоксаль (МГ), не только 

приводят к повышению образования конечных продуктов гликирования (КПГ) и 

активных кислородных метаболитов (АКМ) в клетках сетчатки, но и к 

деполяризации мембран митохондрий, снижению внутриклеточного рН, 

повышению экспрессии мРНК эндотелиального фактора роста, а именно VEGF-A, 
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и увеличению числа апоптических клеток [350, 354, 370]. У крыс со 

стрептозотоцин-индуцированным диабетом отмечается уменьшение толщины 

наружного ядерного слоя сетчатки, повышение экспрессии Вах и снижение 

экспрессии Bcl-2, наряду с увеличением количества апоптических клеток [353]. У 

таких животных зафиксирована сниженная экспрессия окклюдина 

(трансмембранного белка, обеспечивающего плотные контакты между 

эндотелиальными клетками), повышенная проницаемость для флюоресцеина 

сосудов сетчатки и внутриклеточное накопление КПГ [107]. КПГ приводит к 

потере перицитов при диабетической ретинопатии (ДР) [111]. Наряду с 

накоплением КПГ, у диабетических животных отмечается повышенная экспрессия 

рКПГ, NF-kB, каспазы-3 и апоптоз ганглиозных клеток сетчатки как у 

лабораторных животных [196, 236], так и у людей с сахарным диабетом [244], 

вероятно за счет запуска механизма аутофагии. Уже на ранних стадиях ДР 

отмечаются морфологические изменения в слое ганглиозных клеток сетчатки и 

изменения их мембранного потенциала [275]. 

Таким образом, гипергликемия обуславливает свой цитотоксический эффект 

и апоптоз глиальных, эндотелиальных клеток сетчатки и ЭКХ за счет накопления 

в них конечных продуктов гликирования, высокореактивных свободных радикалов 

и митохондриальной дисфункции [200, 310]. 

 

1.2.6. Неоангиогенез 

 

Среди ангиогенных факторов в настоящее время наиболее важным считается 

эндотелиальный фактор роста (vascular endothelial growth factor, VEGF) [105, 106, 

323]. VEGF играет одну из основных ролей в патогенезе диабетической 

ретинопатии (ДР), индуцируя гиперпроницаемость сосудов сетчатки, повреждая 

гемаофтальмический барьер (ГОБ) и стимулируя рост новообразованных сосудов 

[328]. VEGF – единственный сосудистый фактор роста, чей уровень увеличивается 

в культуре ретинальнальных клеток в условиях гипоксии [345]. Значительное 



29 
 

увеличение уровня VEGF в стекловидном теле регистрируется у пациентов с ДР, 

особенно с пролиферативной формой [400]. 

VEGF-A (гомодимерный гликопротеин, состоящий из двух субъединиц с 

молекулярной массой по 23 кДа [395]) является основным активатором 

неоваскуляризации в условиях ишемии и экспрессируется в здоровой сетчатке 

[133]. В сетчатке VEGF-A продуцируют клетки ретинального пигментного 

эпителия [100, 364], перициты [364], эндотелиоциты [360], клетки Мюллера [405], 

ганглиозные [328], глиальные клетки [265] и фоторецепторы [241], но, 

предположительно, наибольшее значение для стимуляции неоангиогенеза имеет 

производство VEGF эндотелиоцитами [414] и клетками Мюллера [413]. У крыс с 

условным нокаутом (выключением) гена VEGF в клетках Мюллера при 

экспериментальном моделировании сахарного диабета морфологические 

показатели (лейкостаз, утечка флюоресцеина из сосудов сетчатки, количества 

бесклеточных сосудов) и биохимические показатели (содержание альбумина в 

сетчатке и стекловидном теле, уровни ФНО-α, ICAM-1, NFkB в сетчатке) были 

менее выражены, что показывает, что VEGF, продуцируемый клетками Мюллера, 

в первую очередь отвечает за повреждение ГОБ и неоваскуляризацию сетчатки 

[263, 264]. 

Интравитреальное введение рекомбинантного VEGF-А вызывало 

разнообразные сосудистые изменения, включавшие окклюзию капилляров, 

гиперплазию эндотелия сосудов, повышение проницаемости ретинальных сосудов, 

появление отека сетчатки, кровоизлияний, четкообразных вен, микроаневризм, 

неоваскуляризации сетчатки и радужки с развитием неоваскулярной глаукомы и 

тракционной отслойки сетчатки у экспериментальных животных [86, 155, 215]. 

Повышение содержания VEGF-А во внутриглазной жидкости и стекловидном теле 

обнаруживались у пациентов с различными стадиями ДР [179, 411]. Максимальная 

концентрация VEGF-А отмечались у пациентов с вторичной неоваскулярной 

глаукомой [201]. 

Гипоксия является наиболее важным триггером для повышения активности 

VEGF в основном через синтез гипоксия-индуцибельного транскрипционного 
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фактора-1 (HIF-1α) [168]. При гипоксии снижается активность пролил-

гидроксилаз, которые являются сенсорами молекул кислорода, что препятствует 

убиквитинизации и деградации HIF1α и HIF2a, которые запускают экспрессию 

HIF-опосредованных генов, включая ген VEGF [343]. Накопление HIF-1α в клетках 

Мюллера индуцирует экспрессию VEGF, которая способствует увеличению 

экспрессии и активности матричной металлопротеиназы 2 (MMП-2) в соседних 

эндотелиальных клетках [407]. ММП-2, в свою очередь, вызывают апоптоз 

эндотелиальных клеток сетчатки, повреждая их митохондрии, и осуществляют 

протеолиз компонентов внеклеточного матрикса, способствуя ангиогенезу [229]. 

Изменения уровня глюкозы являются еще одним важным фактором, 

участвующим в экспрессии VEGF. Как длительно существующая высокая 

концентрация глюкозы, так и резкий подъем уровня глюкозы в среде могут 

повышать экспрессию VEGF в культуре клеток ретинального пигментного 

эпителия [402]. КПГ стимулируют продукцию VEGF [72, 333]. Так, 

интравитреальная инъекция КПГ (гликированные продукты бычьего 

сывороточного альбумина) у крыс и кроликов увеличивала уровни мРНК VEGF в 

ганглиозных, биполярных клетках сетчатки, а также в клетках ретинального 

пигментного эпителия [73]. Кроме того, активация HIF-1а посредством КПГ через 

внеклеточный киназный путь может участвовать в экспрессии VEGF [325]. 

Усилить экспрессию мРНК VEGF могут различные факторы роста – инсулин, IGF-

I, фактор роста фибробластов (FGF) и фактор роста тромбоцитов (PDGF), а также 

провоспалительные цитокины (ИЛ-1, ИЛ-6), некоторые гормоны и онкогены [168]. 

VEGF-индуцированное фосфорилирование протеинкиназы С (ПКC) и 

дальнейшее убиквитирование белков плотных контактов окклюдинов Ser490 на 

мембранах эндотелиоцитов приводит к уменьшению содержания окклюдинов в 

сетчатке, вызывая разрыв плотных соединений и способствуя повышению 

проницаемости сосудов [266, 306]. VEGF-индуцированную фосфорилирование 

адгезивного белка кадгерина приводит к его эндоцитозу и разрушению 

межклеточных соединений, что способствует дисфункции гематоофтальмического 

барьера (ГОБ) [175]. Существуют данные, что NO, продуцируемый 
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эндотелиальной синтазой оксида азота (eNOS), играет значительную роль в VEGF-

индуцированной сосудистой проницаемости и ангиогенезе [269, 296].  

VEGF индуцирует экспрессию сериновых протеаз, активаторов тканевого 

плазминогена и матричных металлопротеиназ (ММП) и подавляет тканевые 

ингибиторы ММП 1 и 2 типа [401, 403], что способствует в протеолизу базальной 

мембраны сосудов. Другим механизмом, посредством которого VEGF может 

способствовать ангиогенезу, является активация молекул адгезии ICAM-1 [264] и 

VCAM-1 [145]. Есть данные прямой корреляции между VCAM-1 и VEGF в 

стекловидном теле пациентов с сахарным диабетом и диабетической ретинопатии 

(ДР) [412]. 

Согласно современным представлениям, повышение VEGF во внутриглазной 

жидкости может служить причиной офтальмогипертензии в случае формирования, 

последующей тракции и синехиального закрытия угла передней камеры глаза 

фиброваскулярной мембраной [268]. Этот процесс является вторичным по 

отношению к неоангиогенезу при пролиферативной ДР [267], однако 

способностью производить VEGF обладают и клетки беспигментного цилиарного 

эпителия [123]. Адгезия и сократительная способность фиброваскулярной 

мембраны обусловлены наличием клеток, богатых актином и фибронектином, 

внеклеточной тканью, особенно в периваскулярных областях [268]. Фиброзно-

сосудистая мембрана богата коллагеном I и III типов [224]. Есть данные о том, что 

крыс со стрептозотоцин-индуцированным диабетом уровень сывороточного VEGF 

может служить предиктором диабетического катарактогенеза [128]. 

 

1.3. Влияние неферментативного гликирования на катарактогенез, 

развитие диабетической ретинопатии и офтальмогипертензии при 

длительной гипергликемии 

1.3.1. Реакции неферментативного гликирования белков 

 

Гликирование представляет спонтанную неферментативную реакцию белков 

с сахарами (реакция Майяра), обусловленную взаимодействием между 
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восстанавливающими сахарами или дикарбонильными продуктами их распада и 

аминогруппами остатков лизина, аргинина и серосодержащих аминокислотных 

остатков с образованием между ними ковалентной связи [9]. На гликирование 

можно взглянуть как на составную часть общего процесса – карбонильного 

стресса – состояния, которое сопровождается увеличением содержания 

карбонильных продуктов свободнорадикального окисления в организме [11]. 

Наиболее широкое распространение среди них в организме имеют альдегиды, 

которые могут образовываться в том числе в процессе аутоокисления глюкозы или 

превращения оснований Шиффа при модифицации лизина в составе белков 

глюкозой [11, 26]. 

На первой стадии неферментативного гликирования по типу нуклеофильного 

присоединения происходит реакция конденсации карбонильной группы альдегида 

восстанавлювающего сахара с боковой свободной аминогруппой, ε-аминогруппой 

лизина или гуанидиниевой группировкой аргинина [4]. В результате быстро 

образуются лабильные основания Шиффа (альдимин, N-гликозилимин). Нестойкая 

альдиминная связь легко расщепляется при достижении нормального уровня 

сахара в крови [12]. Далее основания Шиффа претерпевают в течение нескольких 

часов/суток обратимую внутримолекулярную перестройку (скорость которой 

выше, чем скорость гидролиза основания Шиффа) и образуют относительно 

стабильные продукты Амадори (кетоамин, 1-амино-дезоксифруктоза, 

фруктозамин-белок) [140]. Скорость этого этапа прямо пропорциональна 

концентрации глюкозы, которая хотя и не является самым активным гликирующим 

агентом, однако вносит решающий вклад в интенсивность неферментативного 

гликирования белков благодаря её большему содержанию в крови и внеклеточном 

матриксе [18]. В дальнейшем продукты Амадори подвергаются дегидратации, 

циклизации, окислению, кросс-линкингу и полимеризации, что приводит к 

образованию карбонильных интермедиатов (3-дезоксиглюкозон, глиоксаль и 

метилглиоксаль), которые обладают более высокой, чем глюкоза, реакционной 

способностью в реакции гликирования аминокислотных остатков, что значительно 

увеличивает вероятность модификации белков [9, 18]. Существует несколько путей 
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образования карбонильных соединений [18]. Путь Вольфа (Wolff) представляет 

собой аутоокисление глюкозы и других моносахаридов (фруктозы, рибозы, 

глицеральдегида) с образованием простейшего дикарбонильного соединения 

глиоксаля. Путь Намики (Namiki) включает распад оснований Шиффа с 

образованием глиоксаля, МГ, глицеральдегида и 3-дезоксиглюкозона. Путь Ходжа 

(Hodge) связан с аутоокислением продуктов Амадори, катализируемым ионами 

металлов с переменной степенью окисления, прежде всего Fe2+. В итоге это 

приводит к образованию 2,3-дикарбонильного производного продукта Амадори с 

последующим превращением его в N,ε-карбоксиметиллизин (КМЛ) [18]. Затем 

происходит преобразование продуктов Амадори и карбонильных соединений, 

связанных с белком, за счет дальнейших изменений углеводных остатков 

(конформационных перестроек, окислительные превращения) в разнообразные по 

структуре конечные продукты гликирования (КПГ) или AGEs (advanced glycation 

end products). Образование КПГ в белках происходит за недели и месяцы, поэтому 

закономерно их накопление в медленно обменивающихся белках. Накопление КПГ 

определяется аминокислотным составом белка: наибольшее их количество 

формируют аминогруппы лизина и аргинина. Различают КПГ, связанные с 

остатком одной аминокислоты, сшивки между остатками лизина и аргинина в 

одной или разных молекулах белка [18, 55]. При этом функции белка могут быть 

нарушены в результате изменения заряда белковой молекулы, её конформации или 

блокирования активного центра. Таким необратимым изменениям при 

физиологических температуре и pH подвергаются только долгоживущие белки 

(такие, как гемоглобины, альбумины, коллаген, кристаллины) [9]. Гликирование – 

медленная реакция, которая существенно ускоряется при гипергликемии. 

У пациентов с сахарным диабетом в состоянии гипергликемии содержание 

гликированного гемоглобина HbA1c в течение 2-3 недель увеличивается в 2-3 раза 

[12]. 

Среди КПГ описаны Nε-карбоксиметиллизин (КМЛ) и Nε-

карбоксиэтиллизин, бис(лизил)имидазольные аддукты, имидазолоны, пирралин, 

аргпиримидин, пентозидин, кросслин и весперлизин [55]. Среди них пентозидин, 
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кросслин и весперлизин являются флуорофорами, причем максимум испускания их 

флуоресценции (λисп= 440 нм) сдвинут в более длинноволновую область 

относительно флуоресценции остатков триптофана в белках [26]. Это свойство 

КПГ дает возможность наблюдать за ходом реакции гликирования белков путем 

измерения флуоресценции при возбуждении на длине волны, характерной для 

образующихся в процессе гликирования флуорофоров. 

В процессе гликирования образуются активные формы кислорода, которые 

вносят свой вклад в индуцированные гликированием модификации белков, часто 

называемые «гликоокислением». Этим может объясняться и увеличение 

накопления КПГ в условиях окислительного стресса и воспаления [9]. 

Имеются три возможных механизма повреждающего действия на клетки и 

ткани эндогенных и экзогенных КПГ: активация рецептор-опосредованных 

сигнальных путей (в основном через специфический рецептор – рКПГ [247]), 

приводящих к окислительному стрессу, воспалению и модуляции экспрессии 

генов; изменение структуры и функции стабильных долгоживущих белков, в 

частности, белков соединительной ткани, за счет необратимого кросслинкинга с 

КПГ; прямое гликирование внутриклеточных белков и липидов, приводящее к 

нарушению функций клетки [9]. 

Образование из хрусталиковых белков агрегатов с высокой молекулярной 

массой (ВММ) за счет формирования меж- и внутримолекулярных поперечных 

сшивок, сопровождающихся конформационными преобразованиями, возможно 

при реакции между КПГ и длительно живущими хрусталиковыми белками [10]. 

В любом случае производительность этого многоэтапного процесса, известного 

как реакция Майара, будет зависеть от уровня и длительности экспозиции глюкозы 

[56]. Повышенное содержание таких КПГ, как пентозидин, аргпиримидин, 

глиоксальлизиновый димер, метилглиоксальлизиновый димер, КМЛ, пирралин и 

др. в хрусталиках при диабетическом катарактогенезе [110]. Повышение 

содержания КПГ в хрусталике проводит к изменению его цвета и снижению 

прозрачности [202, 227, 374].  
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1.3.2. Диабетическая ретинопатия 

 

Связывание КПГ, прежде всего, со специфичными рКПГ запускает передачу 

сигналов для запуска множества метаболических, провоспалительных, иммунных, 

ангиогенных и других ростковых факторов. рКПГ – это белок суперсемейства 

иммуноглобулинов с массой 35 кДа, функционирующий как полигандный 

трансмембранный связующий агент для нескольких молекул [247]. рКПГ 

конститутивно экспрессируется на эндотелиальных клетках сетчатки, перицитах, 

микроглии, клетках Мюллера, пигментного эпителия сетчатки (РПЭ), причем его 

экспрессия увеличивается в условиях сахарного диабета [126]. Взаимодействие 

КПГ/рКПГ вызывает генерацию супероксид-аниона НАДФН-оксидазой, ядерную 

транслокация NF-κB, что, как следствие, приводит к транскрипции целевых генов, 

включая факторы роста (VEGF), молекулы адгезии (ICAM-1, VCAM-1), 

провоспалительные цитокины и хемокины (ИЛ-6, ИЛ-1β, ФНО-α) [424]. 

Активация оси КПГ-рКПГ клеток Мюллера вызывает деятельность 

ключевого сигнального пути MAPK (англ. mitogen-activated protein kinase) – 

ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase), который по нисходящим путям 

приводит к производству воспалительных цитокинов, таких как VEGF и 

моноцитарного хемоатаксического протеина-1 (MCP-1), играющие критическую 

роль в неоваскуляризации и рекрутировании иммунных клеток сетчатки 

(микроглии) [193]. Активация оси КПГ/рКПГ может вызывать апоптоз нейронов 

сетчатки путем активации индуцибельной синтазы оксида азота (iNOS), а также 

продуцируемый ею NO является одним из медиаторов клеточной гибели [293, 432]. 

Стимулирование рКПГ ганглиозных клеток сетчатки делает их восприимчивыми к 

КПГ-опосредованной провоспалительной передаче сигналов, что может объяснять 

нейродегенерацию при диабетической ретинопатии (ДР) [321]. 

Взаимодействие КПГ-рКПГ увеличивает проницаемость эндотелиальных 

клеток сетчатки и способствуют разрушению гематоофтальмического барьера 

(ГОБ) [417]. Высокий уровень КПГ в стекловидном теле связан неоангиогенезом в 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%B8%D0%B3%D0%BD%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D1%8B%D0%B5_%D0%BF%D1%83%D1%82%D0%B8_MAPK
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D1%8F%D0%B7%D1%8B%D0%BA


36 
 

сетчатке и переходом непролиферативной ДР в пролиферативную стадию [162, 

335]. 

Аберрантные сшивки между КПГ и ключевыми молекулами внеклеточного 

матрикса приводят к снижению эластичности и увеличению жесткости сосудов и, 

как следствие, увеличивают толщину и жесткость стенки сосуда [251, 334]. 

Гликирование коллагена базальной мембраны сосудов сетчатки отражается на его 

количественном и качественном составе. Помимо основного коллагена IV типа, 

перициты начинают синтезировать нехарактерный для них коллаген III типа [214], 

что приводит увеличению толщины, снижению эластичности, повышению риска 

разрывов сосудистой стенки с появлением геморрагий [50]. 

Потеря перицитов – это один из самых ранних морфологических признаков 

ДР, что приводит к повреждению эндотелиальных клеток сетчатки, 

тромбообразованию, появлению бесклеточных капилляров и неоваскуляризации 

[324]. КПГ, накапливающиеся в культивируемых перицитах, стимулируют 

продукцию в них избытка активных кислородных радикалов путем активации 

НАДФ-оксидазы, что вызывает апоптотическую гибель перицитов [260]. К тому 

же, транскрипционный фактор NF-κB после активации его КПГ и перемещения в 

клеточное ядро в конечном итоге приводит к активации проапоптотических белков 

Bax, iNOS и ФНО-α. Пониженное соотношение Bcl-2/Bax впоследствии 

увеличивает активность каспазы-3, ключевого фермента апоптоза перицитов [70]. 

Индукция iNOS стимулирует продукцию NO, который является медиатором 

апоптоза [377]. Производимый перицитами ФНО-α может достигать соседних 

эндотелиоцитов и переводить их фенотип в провоспалительный и 

прокоагулянтный, приводящий к закупорке капилляров и апоптозу 

эндотелиальных клеток [70]. Потерянные перициты оставляют после себя полость 

в стенке капилляра, известную как призрак перицита, тогда как поврежденные 

эндотелиальные клетки сетчатки превращаются в бесклеточные капилляры, что в 

конечном итоге влияет на зрительную функцию [392]. 
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Активация протеинкиназы С (ПKC), вызванная КПГ, её субклеточная 

транслокация и последующее уменьшение белков плотных контактов ZO-1 и ZO-

2, способствует увеличению проницаемости эндотелиальных клеток [209]. 

В условиях стрептозотоцин-индуцированного диабета было показано, что 

гипергликемия провоцирует провоспалительный фенотип эндотелиальных клеток 

сетчатки, что сопровождается повышением активности молекул адгезии, таких как 

ICAM-1 и VCAM-1 [166]. Молекулы межклеточной адгезии, включая ICAM-1 и 

VCAM-1, способствуют адгезии и трансмиграции лейкоцитов в эндотелий 

(лейкостаз). Повышенное количество лейкоцитов в сосудистой сети сетчатки у 

мышей начинается уже через 1 неделю после развития экспериментального диабета 

[67]. Полиморфноядерные лейкоциты вызывают локальный «окислительный 

взрыв» за счет гиперпродукции АКМ, повреждающий эндотелиальные клетки, что 

приводит к тромбообразованию и капиллярной окклюзии [118]. В эксперименте 

лейкостаз сосудистой сети сетчатки, нарушение гематоофтальмического барьера 

(ГОБ) и экспрессия ICAM-1 увеличивались как у недиабетических рКПГ-

трансгенных мышей, так и у мышей со стрептозотоцин-индуцированным сахарным 

диабетом, что объясняется авторами сверхэкспрессией рКПГ и повышенным 

взаимодействием КПГ/рКПГ [208]. Системно введенная растворимая форма рКПГ 

(sRAGE), полученная с помощью бакуловирусной системы экспрессии 

рекомбинантных белков в клетках насекомых, конкурентно связывала КПГ и 

уменьшала патологические изменения в сосудах сетчатки в обеих 

экспериментальных группах. 

Ось КПГ/рКПГ/NF-κB стимулирует экспрессию VEGF перицитами и 

эндотелиоцитами как in vitro [72], так и in vivo [73]. Предполагается, что блокада 

рКПГ нейтрализует VEGF-опосредованные последствия активации рецептора 

(ангиогенез и повышенную сосудистую проницаемость при ДР) [274], решая 

терапевтическую задачу в случае неэффективности ингибиторов ангиогенеза. 
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1.3.3. Диабетическая катаракта 

 

Хрусталик преимущественно является белковой структурой, так как 35  % 

массы хрусталика и 85  % его сухого остатка составляют белки [28, 34]. 

В современной научной литературе, затрагивающей проблемы возрастной и 

диабетической катаракты, описывается влияние патобиохимических процессов, 

главным образом, на строение и функции основных водорастворимых белков 

хрусталика (90  % его сухой массы [28, 34]) – кристаллинов. Β- и γ-кристаллины, 

состоящие из 4 родственных последовательностей «Greek-key» мотивов, 

образующих бета-витки и формирующие глобулярные домены в N- и С-

терминальных областях, относят к одному суперсемейству протеинов. Α-

кристаллин, имеющий две изоформы (αA- и αB-кристаллины присутствуют в 

хрусталике в соотношении 3:1 [191]), представляет собой высокогетерогенные 

олигомерные комплексы с молекулярной массой от 300 до 1200 КДА и средней 

молекулярной массой около 700 КДА. α и β-кристаллины преобладают в коре 

хрусталика, а γ-кристаллины – в ядре. По одним данным, самым распространённым 

в хрусталике является β-кристаллин [38], по другим – α-кристаллин [231]. Именно 

растворимые цитоплазматические кристаллины обусловливают высокий 

коэффициент преломления (при этом коэффициент преломления цитоплазмы 

клеток равен коэффициенту преломления мембран), образуя упорядоченный гель с 

низким содержанием воды и высокой плотностью стабильных длительно живущих 

белков, поэтому агрегация кристаллинов из-за формирования поперечных сшивок 

КПГ в комплексы с высокой молекулярной массой (ВММ) приводит к появлению 

зон светорассеяния и снижению прозрачности хрусталика [176]. Процессу 

неферментативного гликирования подвергаются долгоживущие белки капсулы 

хрусталика: ламинин, коллаген IV типа, гепарансульфат протеогликаны [101]. 

Ведущим фактором, запускающим каскад патобиохимических процессов, 

составляющих суть диабетического катарактогенеза, является гипергликемия, при 

которой происходит повышение концентрации глюкозы как во внутриглазной 

жидкости, так и в хрусталике [28]. Хрусталик является инсулиннезависимой 
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тканью, поэтому глюкоза из внутриглазной жидкости через капсулу поступает в 

хрусталик по градиенту концентрации. Основным транспортёром глюкозы в 

хрусталике является белок ГЛЮТ-1 [249], включая эпителиальные клетки 

хрусталика (ЭКХ) и хрусталиковые волокна. ЭКХ имеют митохондрии, что 

обеспечивает активный клеточный метаболизм; 90 % всего потребляемого 

кислорода хрусталиком расходуется ЭКХ [324]. У хрусталиковых волокон же 

весьма ограниченные возможности для поддержания гомеостаза и 

противодействия внешним повреждающим факторам, так как в процессе 

дифференцировки они теряют клеточные органеллы и полностью зависят от 

функционирования ЭКХ и состава внутриглазной жидкости [28]. 

К настоящему времени в хрусталиках были идентифицированы около 

30 соединений, что представляет собой подавляющее большинство из известных 

КПГ [167]. Точками воздействия гликирующих агентов на белках хрусталика чаще 

всего являются гуанидиновая группа остатков аргинина и/или ε-аминогруппа 

остатков лизина [167]. Многочисленные исследования in vitro, в которых 

проводились инкубация экстрактов хрусталиковых белков или изолированных 

кристаллинов в средах с глюкозой или другими гликирующими агентами, такими, 

как метилглиоксаль (МГ), демонстрируют заметное увеличение агрегации 

кристаллинов и повышение содержания КПГ [114, 125, 171]. Van Boekel и др. в 

своем исследовании еще в 1991 г. показали, что при инкубации кристаллинов 

хрусталика теленка с глюкозо-6-фосфатом увеличилась средняя молекулярная 

масса всех кристаллинов по данным ряда методов (гель-проникающей 

хроматографии, электрофореза белков в полиакриламидном геле в присутствии 

додецилсульфата натрия по Лэммли (SDS-PAGE) и аналитического 

ультрацентрифугирования) [399]. Karumanchi и др. показали, что α-кристаллин при 

инкубации с 10μM МГ в течение 9 часов при 25°C увеличивал радиус нативных 

частиц, измеренный методом динамического рассеяния света (фотонной 

корреляционной спектроскопии), с 18 нм до 350 нм [270]. Pokupec и др. в своем 

исследовании продемонстрировали, что содержание недифференцированных КПГ, 

определяемое методом конкурентного ИФА с поликлональными антителами к КПГ 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%BE%D0%B4%D0%B5%D1%86%D0%B8%D0%BB%D1%81%D1%83%D0%BB%D1%8C%D1%84%D0%B0%D1%82_%D0%BD%D0%B0%D1%82%D1%80%D0%B8%D1%8F
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в человеческих хрусталиках после экстракции катаракты, было в 2 раза выше у 

пациентов с наличием сахарного диабета, чем при его отсутствии [74]. По данным 

SDS-PAGE, более высокое содержание белковых агрегатов с ВММ было 

обнаружено в хрусталиках пациентов с сахарным диабетом, чем в группе 

сравнения. Причем содержание КПГ и процент агрегатов с высокой молекулярной 

массой (ВММ) имели значительную корреляцию (r = 0,68, P <0,007) в группе 

пациентов с сахарным дабетом. Эта взаимосвязь предполагает, что гликирование 

белков и образование КПГ в хрусталиках при сахарном диабете способствуют 

формированию белковых агрегатов с ВММ, что составляет основу диабетического 

катарактогенеза. В работе [142] была сделана попытка с помощью протеомного 

анализа в эксперименте отдифференцировать изменения, которые происходят с 

хрусталиковыми белками при сахарном диабете 1 и 2 типа. Авторы отметили, что 

повышенное содержание белковых агрегатов с ВММ, которые, вероятнее всего, 

являются гликированными и/или сшитыми кристаллинами, присутствует в 

хрусталиках в обеих экспериментальных моделях диабетической катаракты. 

Образовавшиеся в хрусталике вследствие неферментативного гликирования 

белковые агрегаты с ВММ вызывают светорассеяние, снижение показателя 

преломления и помутнение хрусталика [141].  

Гликирование часто вызывает структурные изменения кристаллинов, 

которые приводят к снижению конформационной стабильности белков [235], 

однако гликированные α-кристаллины обладают большей устойчивостью к 

химическим и термодинамическим воздействиям, чем γ-кристаллины [78, 104]. 

Более длинная длина волны флуоресцентного излучения γ-кристаллина, 

находящегося в ядре, предположительно указывает на большее воздействие с 

гликирующего агента на его ароматические боковые цепи, чем на α-кристаллин 

[246]. Гликирование, приводящее к снижению pH реакционной среды до 5,0-6,0, 

дестабилизирует γ-кристаллин, вызывая значительное изменение баланса зарядов 

в белке. Однако мультимерная структура α-кристаллина обладает наибольшей 

стабильностью при кислом pH. В этом случае гликирование нейтрализует 

катионные заряды и способствует конформационной сохранности третичной 
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структуры α-кристаллинов кортикальных слоев хрусталика. Очищенные белки 

бычьих хрусталиков после инкубации в среде с глюкозой после секвенирования по 

Эдману и после, анализа, проведенного методом высокоэффективной жидкостной 

хроматографии (ВЭЖХ), показали пептидные последовательности, характерные 

для γ-кристаллина [425]. Таким образом, вероятно, что основной мишенью для 

процессов неферментативного гликирования в хрусталике является γ-кристаллин. 

В научной литературе α-кристаллины описываются как хрусталиковые 

белки-шапероны (впервые – J. Horwitz [191]). Таким образом, α-кристаллины 

препятствуют денатурации и последующей агрегации хрусталиковых белков в 

результате различных стрессовых факторов, а также способствуют рефолдингу их 

нативной структуры [34, 38, 342]. При этом шапероноподобной активностью 

обладают каждая из изоформ α-кристаллина в виде гомоолигомеров. Гликирование 

α-кристаллина различными гликирующими агентами, включая глюкозу и 

метилглиоксаль (МГ), приводит к снижению его шапероноподобной активности и 

к накоплению карбонильных белковых групп и КПГ в хрусталиках, главным 

образом, КМЛ [231]. При гликировании нативного α-кристаллина МГ в течение 5 

дней было обнаружено снижение поверхностной гидрофобности белка и 

температуры денатурации [262]. Спектроскопия кругового дихроизма выявила 

преобразование β-листовой структуры в случайную спиральную структуру. Kumar 

и др. показали, что модификация МГ α-кристаллина увеличивает его 

конформационную нестабильность и делает менее устойчивым к деградации и 

протеолитическому расщеплению трипсином и химотрипсином из-за частичного 

разворачивания структуры [158].  

В работе [151], в которой изучался процесс гликирования изолированного α-

кристаллина МГ и глиоксалем, были получены аналогичные результаты, к тому же 

авторы отметили, что гликированный α-кристаллин имел цвет от жёлтого до тёмно-

коричневого, похожий на цвет белков, выделенных из катарактальных 

хрусталиков.  



42 
 

Таким образом, можно сделать вывод, что гликирование α-кристаллина 

снижает его шапероноподобную активность и способствует диабетическому 

катарактогенезу [210, 322].  

В работе [225], в которой проводились измерения изменённой 

флуоресценции гликированного α-кристаллина, авторы предлагали использовать 

аутофлуоресценцию хрусталика как новый неинвазивный способ диагностики 

сахарного диабета по аналогии с исследованием гликированного гемоглобина.  

В ряде исследований было выявлено, что гликирование может 

способствовать одновременной инактивации нескольких ключевых 

внутриклеточных ферментов, таких как каталаза, супероксиддисмутаза [426], 

глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа [429], малатдегидрогеназа (MDH) [186], и 

НАДФ+-зависимая изоцитратдегидрогеназа [182].  

 

1.3.4. Офтальмогипертензия при сахарном диабете 

 

С середины 20 века в литературе высказывалось предположение, что 

коморбидная связь между глаукомой и сахарным диабетом объясняется 

общностью патобиохимических механизмов, приводящих к повреждению 

различных структур и нарушению функций глаза при этих заболеваниях [25, 39, 

41–42, 349, 422]. Наличие прямой корреляции между сахарным диабетом, 

длительной гипергликемией и офтальмогипертензией находит новые 

доказательства в популяционном исследовании (Япония) даже с поправкой на 

центральную толщину роговицы и сопутствующую патологию у обследуемых 

[326].  

Не до конца выясненным является механизм повышения уровня 

внутриглазного давления (ВГД) при сахарном диабете [6]. В патогенезе 

офтальмогипертензии при сопутствующем сахарном диабете имеют значение 

такие факторы, как окислительный стресс, приводящий к изменению структурных 

свойств и дренажной функции трабекулы [422], и патологический неоангиогенез в 

переднем отрезке глаза, развивающийся на фоне пролиферативной диабетической 
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ретинопатии [267]. Интенсивное гликирование ассоциируется с повышением ВГД 

у человека [373]. 

При глаукоме определяется повышение концентрации трансформирующего 

фактора роста-β (TGF-β) [383], КПГ и белковых карбонильных соединений [282], а 

также уровня глутатиона и супероксиддисмутазы, но снижается суммарная 

величина реактивного антиоксидантного потенциала (total reactive antioxidant 

potential (TRAP)) во внутриглазной жидкости [279], что говорит об оксислительном 

стрессе и процессах гликирования и гликоокисления, непосредственно 

включенных в патогенез заболевания. TGF-β активируется окислительным 

стрессом [132, 319]. Однако есть данные о положительной корреляционной связи 

между производством КПГ, TGF-β и их соответствующих рецепторов при 

ремоделировании ткани на фоне сахарного диабета [344], в том числе при таких 

заболеваниях как диабетическая нефропатия [77, 316] и диабетическая ретинопатия 

(ДР) [394, 423]. Активизация осей КПГ/рКПГ и TGF-β/рецептор TGF-β 

конгруэнтно увеличивает активность матричных металлопротеиназ (ММП) и 

синтез коллагена IV, а антигликирующий агент аминогуанидин in vitro подавляет 

экспрессию и рКПГ, и TGF-β [164]. TGF-β–активированная киназа 1 (TGF-β-

activated kinase 1, TAK1) играет важную роль в индуцированной КПГ стимуляции 

митоген-активированных протеинкиназ (MAPKs) и NF-kB, который регулирует 

выработку моноцитарного хемотрактантного белка-1 (MCP-1) и ФНО-α в 

макрофагах [116]. TGF-β увеличивает синтез коллагена III, IV (α-3), V и VI типов, 

ламинина и фибронектина [285]. 

Согласно современным представлениям, повышению ВГД предшествуют 

ультраструктурные нарушения в трабекулярном аппарате глаза, обеспечивающего 

гидродинамически самый значимый путь оттока внутриглазной жидкости из глаза 

[23]. Так, по данным электронной сканирующей микроскопии образцов ткани, 

полученных вовремя трабекулэктомии у пациентов с глаукомой, наблюдается 

снижение количества, утолщение и слияние соседних трабекулярных пластин из-

за потери мезенхимальных клеток трабекулярной сети [372], сужение 

межтрабекулярных пространств из-за отложения гомогенного материала, 
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имеющего аморфный или фибриллярный вид, гранул меланина, эритроцитов и 

макрофагов [340].  

Под воздействием TGF-β, концентрация которого во внутриглазной 

жидкости возрастает при глаукоме [385], происходит повышенное накопление 

компонентов внеклеточного матрикса, таких как коллаген I, III, IV и VI типов, 

ламинин, эластин и фибронектин. TGF-β повышает активность тканевой 

трансглутаминазы, которая вызывает необратимое формирование поперечных 

сшивок в молекуле фибронектина трабекулы [340], при этом ингибируя активность 

ММП трабекулярной сети [170]. Таким образом, профибротические эффекты TGF-

β приводят к избыточному накоплению компонентов внеклеточного матрикса [205] 

и ремоделированию трабекулярной сети [319]. Соответственно повышается 

жесткость трабекулярной сети и снижается ее дренажная функция [351].  

У пациентов с сахарным диабетом возможно снижение оттока внутриглазной 

жидкости [71, 99, 232] как за счет трабекулопатии с нарушением содержания 

продуктов белкового и углеводного обмена в тканях дренажной системы глаза [25], 

так и за счет повышения ригидности роговицы [134, 252], что может быть связано 

с процессом неферментативного гликирования структурных белков (в частности, 

коллагена), активизированном при сахарном диабете [163, 422] на фоне повышения 

концентрации глюкозы во внутриглазной жидкости [375].  

Учитывая анатомическую близость структур переднего отдела глаза, можно 

предположить, что повышенное содержание КПГ в хрусталиках [10], во 

внутриглазной жидкости [203], роговице [303] при сахарном диабете 

сопровождается повышением содержания КПГ в трабекуле. Накопление КПГ 

приводит к раннему старению и снижению выживаемости клеток трабекулярной 

сети, а также усилению продукции ими активных кислородных метаболитов 

(АКМ), что было показано в эксперименте на культуре клеток, подвергнутых 

воздействию гликированного сывороточного альбумина в течение 5 дней [283].  
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1.4. Основные принципы современной фармакотерапии глазных 

осложнений сахарного диабета 

 

Анти-VEGF (антиангиогенная) терапия стала использоваться в качестве 

дополнения или альтернативы панретинальной лазеркоагуляции (ПРЛ) сетчатки 

для лечения пролиферативной диабетической ретинопатии (ДР) и диабетического 

макулярного отека (ДМО) в конце 2004 г., а в настоящее время занимает 

лидирующую позицию в лечении нозологии [129, 352]. По данным метаанализа 

Gao и др. (2020), который включал 12 рандомизированных клинических испытаний 

(РКИ), пациенты, получавшие монотерапию анти-VEGF препаратами или 

комбинированное лечение (ПРЛ + анти-VEGF терапия), имеют более высокую 

остроту зрения, чем пациенты, которым проводилась только ПРЛ сетчатки, при 

меньших рисках осложнений (гемофтальм, необходимость витрэктомии) [173]. В 

другом метаанализе, проведенном Fallico и др. (2020), были получены аналогичные 

результаты [213]. Сравнимая эффективность ПРЛ и анти-VEGF терапии 

сохраняется даже при двухлетнем применении антиангиогенных препаратов, и 

анти-VEGF-терапия рекомендуется в качестве терапии первой линии при ПДР 

[320]. 

Ранибизумаб представляет собой Fab-фрагмент моноклонального 

гуманизированного антитела к VEGF и обладает высокой аффинностью [272]. Он 

избирательно связывается с VEGF-A и предотвращает взаимодействие VEGF-А с 

его рецепторами на поверхности клеток эндотелия (VEGR-1 и VEGR-2). 

Афлиберцепт – это рекомбинантный гибридный белок, состоящий из 

связывающихся с VEGF частей внеклеточных доменов рецепторов VEGFR-1 и 

VEGFR-2, соединенных с Fc-доменом IgG человека [409]. По сравнению с 

ранибизумабом афлиберцепт имеет заметно более высокую (примерно в 100 раз) 

аффинность связывания для VEGF-A165 [236]. Эта разница в аффинности может 

позволить афлиберцепту обеспечить эффективное связывание VEGF-A в течение 

более длительного времени после инъекции, что потенциально сокращает время 

между повторными интравитреальными введениями [287]. Афлиберцепт 
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превосходит по функциональным показателям (по сохранению остроты зрения) 

стандартную панретинальную лазеркоагуляцию сетчатки в лечении 

пролиферативной диабетической ретинопатии (ДР) [130]; он более эффективен, 

чем ранибизумаб и бевацизумаб в лечении диабетического макулярного отека 

(ДМО), показывая более высокую остроту зрения у пациентов и лучшие 

анатомические результаты [75, 94, 230]. Афлиберцепт показал свою эффективность 

при постоянном применении между у пациентов с непролиферативной ДР во 

временном диапазоне между первым и вторым годом развития заболевания [160].  

Частота развития побочных эффектов и осложнений (тромбоэмболии, 

инфекционный эндофтальмиты, тракционная отслойка сетчатки) анти-VEGF 

терапии крайне мала и не превышает риски после ПРЛ [92, 95]. Однако в 

литературе имеются данные о неблагоприятном влиянии ингибиторов ангиогенеза 

на системный кровоток, повышении рисков инфарктов и инсультов [165, 330, 406], 

развитии протеинурии и нефротоксичности этих препаратов [388]. 

Кортикостероиды используются для лечения ранней стадии ДМО, однако их 

эффективность уменьшается при переходе процесса на позднюю стадию развития 

макулярного отека [167]. Кортикостероиды эффективны против патологической 

проницаемости сосудистой стенки и отека сетчатки из-за их способности 

ингибировать производство простагландинов, лейкотриенов, ферментов и 

цитокинов [249]. Кортикостероиды влияют на структуру гематоофтальмического 

барьера (ГОБ) за счет поддержания вазомоторного тонуса и подавления продукции 

VEGF [324]. Так, флуоцинолон ингибирует продукцию VEGF клетками 

ретинального пигментного эпителия сетчатки и ФНО-α-индуцированный 

ангиогенез в хориоаллантоидных мембранах цыплят [101].  

Для лечения ДМО обычно используются триамцинолона ацетонид, 

дексаметазон и флуоцинолона ацетонид. Эти кортикостероиды применяются путем 

интравитреальной инъекции или введения имплантатов, содержащих различные 

формы вязкоупругих смесей, суспензий частиц и устройств с медленным 

высвобождением [114]. РКИ DRCR (Diabetic Retinopathy Clinical Research 

Network), в котором сравнивалось использование интравитреального 
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триамцинолона и ранибизумаба с ПРЛ сетчатки, показало более высокую частоту 

возникновения катаракты (несмотря на повышение остроты зрения) при 

применении триамценолона [125]. Следовательно, использование 

кортикостероидов рекомендуется пациентам с ДМО, ранее перенесшим 

экстракцию катаракты [171]. Клинические исследования, такие как TYBEE, 

PALADIN, DR-Pro-DEX, MEAD, CHAMPLAIN и FAME, показали повышение 

корригированной остроты зрения и уменьшение центральной толщины макулы при 

интравитреальном введении кортикостероидов пациентам с диабетической 

ретинопатией. Эти результаты были сопоставимы при лечении ингибиторами 

ангиогенеза [399]. 

В настоящее вр емя ве дущим ме тодом ле чения ка таракты, в том чи сле и 

диабетической катаракты, яв ляется ра дикальный – хи рургическое уд аление 

по мутневшего хр усталика ра зличными сп особами с имплантацией 

ин траокулярной ли нзы. Поиски антикатарактальных со единений ведутся еще со 

вт орой по ловины пр ошлого века. Ср еди со временных ле карственных ср едств для 

фа рмакологического ин гибирования ди абетического ка тарактогенеза се лективно 

не ра ссматривается ни од ин препарат, хо тя со гласно МК Б-10, ди абетическая 

ка таракта кл ассифицируется как от дельная нозологическая ед иница (ш ифр 

H28.0). Со гласно ли тературным ис точникам, ра нее пр оводилось из учение 

вл ияния от дельных ле карственных ср едств, представленных в Регистре 

лекарственных средств России (РЛС), на ди абетический ка тарактогенез, в 

ча стности та урина и пиреноксина. Та урин (2 -аминоэтансульфоновая ки слота) – 

се росодержащая аминокислота, об разующаяся из ме тионина и ци стеина в пе чени 

[253], ко торую мо жно на звать от носительно не заменимой, так как дефицит 

таурина в диете яв ляется од ной из пр ичин фо рмирования ка таракты у жи вотных 

[122], пр ичем у че ловека ве сьма ни зкая сп особность к би осинтезу та урина [185]. 

При сахарном диабете со держание та урина сн ижается в ра зличных ор ганах и 

тк анях, в том чи сле и в хрусталике [253]. При этом со держание та урина в 

хр усталике ко ррелировало об ратно пр опорционально ст епени со зревания 

ка таракты, в том чи сле при ДК [248]. В ря де экспериментальных ра бот бы ла 
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пр одемонстрирована сп особность та урина то рмозить ди абетический 

ка тарактогенез [147, 304]: та урин сп особствовал сн ижению на копления 

ма лонового ди альдегида (М ДА) [248] и ка рбонильных бе лковых со единений 

[257], по вышению ак тивности ка талазы и су пероксиддисмутазы, по вышал 

со держание во сстановленного гл утатиона [257] в хр усталиках ди абетических 

животных. Ве роятно, да нные фа кты об ъясняются на личием у та урина 

ан тиоксидантной ак тивности, так как он, пр едположительно, сп особен по глощать 

су пероксидный ра дикал [257]. 

П иреноксин ко нкурентно ин гибирует де йствие хи ноидных ве ществ, 

пр одуцируемых в ре зультате ан омального ме таболизма ар оматических 

ам инокислот, с тимулирующих пр евращение во дорастворимого бе лка в 

хр усталике в нерастворимый, в ре зультате че го ве щество хр усталика му тнеет. 

Хотя данная «х иноидная те ория» ка тарактогенеза им еет оп ределенную кр итику 

[17], пр епарат, де йствующим ве ществом ко торого яв ляется пи реноксин, [24] – 

Ка талин®, S enju Ph armaceutical, Я пония, – та кже из учался на 

эк спериментальных жи вотных мо делях сахарного диабета. В ра боте [147] бы ло 

по казано, что Ка талин при вн утривенном или вн утрибрюшинном вв едении 

кр ысам с ал локсан-индуцированным диабете в до зе 20 мг/кг еж едневно в те чение 

6 не дель пр едотвращал ра звитие ДК у жи вотных в 10 0 % сл учаев, а та кже сн ижал 

у них ур овень гл юкозы в крови.  

Не смотря на это, в кл инической пр актике ко нсервативная те рапия 

ка таракты в настоящее вр емя пр изнается ма лоэффективной [17, 42], но поиск 

пу тей фа рмакологической ко ррекции ка тарактогенеза до лжен бы ть пр одолжен с 

учетом но вых да нных о па тогенезе ка таракты.  

Основными методами лечения неоваскулярной глаукомы, учитывая 

вторичность патологического процесса относительно развития неоангиогенеза 

сетчатки и неэффективность местной гипотензивной терапии, является 

панретинальная лазеркоагуляция сетчатки и витреоретинальная хирургия – при 

необходимости проведение операций фистулизирующего или непроникающего 

типа [374]. Медикаментозная терапия офтальмогипертензии или первичной 
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открытоугольной глаукомы у пациентов с сахарным диабетом соответствует 

основным принципам, изложенных в соответствующих клинических 

рекомендациях МЗ РФ, и проводится лекарственными средствами, относящимися 

к группе β-адреноблокаторов, аналогов простагландиновых рецепторов FP2α, 

симпатомиметиков, ингибиторов карбоангидразы II и др. [41]. 

 

1.5. Перспективы применения антигликирующих соединений для 

фармакологической коррекции отдаленных последствий сахарного диабета, 

связанных с органом зрения 

 

Несмотря на доказанную роль гликирования в патогенезе различных 

заболеваний человека, результаты клинических исследований фармакологической 

блокады этого процесса не привели пока к однозначным результатам [18]. 

Используемые в клинической практике ингибиторы ангиотензинпревращающего 

фермента, блокаторы рецепторов ангиотенглавазина II оказывают несущественное 

влияние на неферментативное гликирование [47]. 

Cобственно антигликирующее действие – конкуренция с молекулами-

мишенями гликирования за связывание с моносахаридом, связывание продуктов 

Амадори и/или карбонильных соединений [18]. Химический антагонизм 

антигликирующих соединений с моносахаридами и продуктами гликирования 

основан на способности первых образовывать ковалентные связи с карбонильными 

группами вторых. 

Аминогуанидин чаще других используют в качестве эталонного 

антигликирущего агента в эксперименте [55]. Он представляет собой 

гидразиноподобную молекулу, ловушку для карбонильных интермедиатов, 

тормозит образование карбоксиметиллизина (КМЛ), поперечных сшивок в белке, 

является неспецифическим ингибитором образования конечных продуктов 

гликирования (КПГ), ингибирует синтазу оксида азота (NOS) [387]. Ранее были 

опубликованы данные об ингибирующем влиянии аминогуанидина на 

диабетический катарактогенез у лабораторных животных, применяемого в виде 
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капель [150] и внутрибрюшинных инъекций [362]. Есть информация об 

эффективности аминогуанидина у крыс со стрептозотоцин-индуцированным 

сахарным диабетом при развитии диабетической ретинопатии (ДР): 

иммуногистохимическое окрашивание показало уменьшение накопления 

конечных продуктов гликирования (КПГ) в сетчатке [90, 245], уменьшение 

морфологических признаков ДР [226], нормализацию электрофизиологических и 

гемодинамических параметров [256]. По другим данным, аминогуанидин не 

обладает собственным влиянием на уровень внутриглазного давления (ВГД) при 

экспериментальной офтальмогипертензии, не связанной с сахарным диабетом 

[153]. Однако низкая биодоступность и быстрая почечная элиминация не 

позволяют создать в жидких средах организма достаточную концентрацию 

вещества. По данным рандомизированных клинических исследований, не было 

выявлено статистически значимого положительного влияния аминогуанидина на 

протекание диабетической нефропатии как при сахарном диабете 1 типа (2003) (но 

наблюдалось торможение развития диабетической ретинопатии), так и при 

сахарном диабете 2 типа (1999) [318, 387]. Однако дальнейшие исследования были 

досрочно прекращены из-за появления большого количества побочных эффектов 

аминогуанидина, таких как пернициозная анемия, гастроинтестинальные 

симптомы, волчаночноподобный и гриппоподобный синдромы, васкулит, 

гломерулонефрит и др. [157, 181, 288, 318, 341]. 

Производное витамина В6 подавляет образование КПГ и карбонильных 

интермедиатов путем ингибирования окисления продуктов Амадори [192]. 

Введение пиридоксамина крысам при экспериментальном сахарном диабете 

снижает прогрессирование ДР [216]. Клинические испытания пиридоксамина в 

настоящее время продолжается, однако они нацелены на диабетическую 

нефропатию [339]. 

Растворимые рКПГ (sRAGE) конкурентно предотвращают связывание рКПГ 

с их лигандами [371]. Вводимые внутрибрюшинно в течение 14 дней растворимые 

рКПГ уменьшали лейкостаз в микроциркуляторном русле сетчатки, снижали 
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проницаемость сосудистой стенки и экспрессию ICAM-1 в сетчатке как у 

диабетических мышей, так и у рКПГ-трансгенных мышей [208]. 

Согласно опубликованным за последние 5 лет научным данным, 

размещенным на научных интернет-ресурсах (PubMed, Web of Science, Medline, 

eLibrary.Ru), ведется экспериментальное изучение влияния антигликирующих 

веществ растительного происхождения на поздние глазные осложнения сахарного 

диабета. Так, Xueshuantong (стандартизированный продукт, полученный из 

китайского женьшеня [423]), метанольный экстракт шипината [350], этанольный 

экстракт Osteomeles schwerinae C.K. Schneid, травяная комбинация Cinnamomi 

Ramulus и Paeoniae [378], Tanshinone IIa (основной липофильный компонент Salvia 

miltiorrhiza [370]), активные компоненты Tanacetum parthenium [81] показали 

положительное влияние на ДР у лабораторных животных с экспериментальным 

сахарным диабетом путем ингибирования воспаления, апоптоза, потери перицитов, 

активации маркеров окислительного стресса, перекисного окисления липидов, 

матричных металлопротеиназ (ММП), iNOS, ангиогенеза и накопления КПГ в 

сетчатке. Сульфорафан, содержащийся в растениях семейства крестоцветных, 

задерживают КПГ-индуцированный апоптоз клеток в линии фоторецепторов 

сетчатки [358]. 

В работе по изучению антикатарактального эффекта карнозина (β-alanyl-L-

histidine) [227] авторы показали, что карнозин уменьшал метилглиоксаль-

индуцированное структурное повреждение кристаллинов. Было показано, что 

добавление лиофилизированных цианобактерий Aphanothece sacrum в рацион крыс 

со стрептозотоцин-индуцированным сахарном диабете приводило к снижению 

содержания КМЛ в хрусталиках [96]. Авторы отметили, что содержание КМЛ в 

хрусталиках коррелировало со степенью развития помутнений в хрусталиках 

диабетических животных.  

Было изучено влияние цинка на диабетический катарактогенез: крысы со 

стрептозотоцин-индуцированным сахарным диабетом получали диету, 

обогащённую цинком [109]. Результаты показали, что цинк, добавленный в рацион, 

ингибирует образование катаракты у диабетических животных, что 
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сопровождается снижением потери растворимости белков хрусталика, 

уменьшением накопления активных кислородных метаболитов (АКМ), малонового 

диальдегида (МДА), карбонильных групп белков, КПГ, белковых агрегатов с 

высокой молекулярной массой (ВММ), снижение экспрессии рКПГ, 

альдозоредуктазы (АР), кальпаина в хрусталиках. Авторы отметили, что при 

диабетическом катарактогенезе наблюдается сверхэкспрессия α-кристаллина и 

белковых фракций с ВММ, однако цинк снижал эти показатели, вероятно, за счёт 

ингибирования окислительного стресса в хрусталике, взаимодействия иона цинка 

с α-кристаллином, что приводит к образованию соединения с низкой константой 

диссоциации. Последнее, предположительно, приводит к стабилизации структуры 

α-кристаллина в условиях избытка глюкозы в хрусталике и к поддержанию его 

шапероноподобной активности. 

Влияние L-лизина на шапероноподобную активность α-кристаллина, которое 

проявлялось в задержке термоиндуцированной агрегации каталазы, описано в 

работе [299]. Лизин снижал образование КПГ и агрегатов с ВММ, активность АР, 

но повышал активность каталазы и супероксиддисмутазы в хрусталиках у 

диабетических крыс. 

Описано получение и экспериментальное изучение влияния 

авторегенеративной редокс-наночастицы, которая представляет собой CeO2 NPs, 

покрытую PEG-PLGA (PCNPs), на развитие диабетической катаракты при 

подкожном введении [108]. Было выявлено, что PCNPs адсорбирует АКМ, 

оказывая тем самым протекторное действие на эпителий хрусталика, ингибирует 

гликирование α-кристаллина, что позволяет сохранить его шапероноподобную 

активность, повышает концентрацию восстановленного глутатиона и снижает 

содержание белковых карбонильных групп белков, МДА и пентозидина. 

В экспериментах in vitro флавоноиды: кемпферол, таксифолин и кверцетин 

(kaempferol, taxifolin, quercetin) – при добавлении к хрусталикам, инкубированным 

в среде с повышенным содержанием глюкозы, приводят к снижению накопления в 

хрусталиках КПК, белковых карбонильных групп, торможению образования 

агрегатов с ВММ, ингибируют АР [141]. Водный экстракт Amaranthus gangeticus L. 
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снижал накопление КПГ, метилглиоксаля и активных кислородных метаболитов в 

линии эпителиальных клеток хрусталика человека, инкубированных в среде с 

высоким содержанием глюкозы [98]. Кроцины (апокаротиноиды) повышали 

уровень глутатиона и активность каталазы в хрусталиках диабетических крыс 

[210]. Исследование in vitro показало, что кроцины ингибируют гликирование и 

агрегацию α-кристаллина, восстанавливают его шапероноподобную активность, 

уменьшают флуоресценцию КПГ и накопление белковых агрегатов с ВММ. 

Создавшееся положение в фармакологической коррекции поздних 

осложнений сахарного диабета, связанных с органом зрения, определяет 

актуальность поиска соединений с целью разработки высокоэффективных 

корректоров данных состояний. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

2.1. Регулирующие документы 

 

Экспериментальная работа проводилась в соответствии с «Принципами 

надлежащей лабораторной практики» и требованиями приказа Министерства 

здравоохранения Российской Федерации «Об утверждении правил надлежащей 

лабораторной практики (GLP) от 1 апреля 2016 года № 199н» и со статьей 11 

Федерального закона от 12 апреля 2010 г. № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных 

средств», «Руководством по проведению доклинических исследований 

лекарственных средств» (Миронов А.Н., 2012) и была одобрена Региональным 

независимым этическим комитетом, регистрационный номер IRB0005839 

IORG0004900 (протокол № 2093-2019 от 18 июня 2019 года).  

Все процедуры с животными в исследовании проводились в соответствии с 

этическими нормами обращения с животными, принятыми Европейской 

Конвенцией по защите позвоночных животных, используемых для 

экспериментальных и иных научных целей. Моделирование экспериментальных 

патологий осуществлялось согласно руководству по проведению доклинических 

исследований лекарственных средств [52]. 

 

2.2. Реактивы и вещества 

 

В качестве потенциальных антигликирующих соединений были изучены 

12 новых производных азоло[5,1-С]-1,2,4-триазина под лабораторными шифрами 

AB и IS в концентрации 10-3М. Новые химические соединения были синтезированы 

в ФГАОУ ВО «Уральский федеральный университет им. первого Президента 

России Б.Н. Ельцина» (г. Екатеринбург).1 

Дальнейшим объектом исследования являлось соединение-лидер по 

антигликирующей активности под лабораторным шифром АВ-19 (натриевая соль 

 
1 Выражаем искреннюю признательность д. х. н., член-корр. РАН, заведующему кафедрой органической и 

биомолекулярной химии УрФУ им. первого Президента России Б. Н. Ельцина, профессору В. Л. Русинову. 
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диэтилового эфира 4-оксо-1,4-дигидропирозололо[5,1-С]-1,2,4-триазин-3,8-

дикарбоновой кислоты, моногидрат) [47]. 

В качестве вещества сравнения использовался аминогуанидина гидрохлорид 

(Sigma-Aldrich, США). 

Фармакологические реактивы, используемые в исследовании: 

стрептозотоцин (Sigma, США), физиологический раствор (ООО «Мосфарм» 

Россия), хлоралгидрат (Panreac Química S.L.U., Испания), двухфазный инсулин 

«ХУМУЛИН МЗ» (Eli Lilly, Франция), цитрат натрия (ч.д.а., Реахим, Россия), 

бычий сывороточный альбумин (БСА) фракции V (BioWest, Франция), азид натрия 

(Эском, Россия), диметилсульфоксид (ДМСО) (Fisher Scientific, США), натрия 

цитрат (Реахим, Россия), натрий фосфорнокислый двузамещенный, натрия хлорид 

0,9 % (Эском, Россия), лимонная кислота (ДиаэМ современная лаборатория, 

Россия), гематоксилин Майера (Россия), эозин-флоксин водный раствор (Россия), 

парафиновая среда Histomix (Россия), 1 % раствор тропикамида («Мидриацил», 

Aclon, США) 

 

2.3. Оборудование и программное обеспечение 

 

Для исследований было использовано следующее оборудование: 

аквадистиллятор ДЭ-4-2 (ЗАО «Электромедоборудование», Россия, Саранск) 

спектрофлуориметр F-7000 (Hitachi, Япония), pH-метр (OHAUS, США), 

бактерицидная УФ-лампа (Liston, Россия), весы аналитические (OHAUS, США), 

весы прецизионные (OHAUS, США), проточный бактерицидный рециркулятор 

воздуха (BioSan, Латвия), глюкометр Глюкокард Сигма, тест-полоски Глюкокард 

Сигма Мини (Аркрэй, Россия), офтальмологический ветеринарный тонометр 

Tonovet (Icare, Финляндия), многофункциональный микропланшетный ридер 

Infinite M200 PRO (Tecan, Австрия), коммерческий набор для определения КПГ 

«ELISA Kitfor Advanced glycation endproducts» (Cloud Clone, Китай), микроскоп 

AxioScope A1, оборудованном цифровой камерой AxioCam MRc5 (Zeiss, США), 

одноканальные дозаторы переменного объема (0,5–10, 10–100, 100–1000 мкл) (ЗАО 
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«Термо Фишер Сайентифик», Россия) роговичный серебряный электрод, 

игольчатые электроды EL452, EL450, датчика игольчатого типа TSD-144, 

стробоскоп TSD122A, стимулятор STM200, программно-аппаратный комплекс 

Biopac-systems MP-150 с компьютерной программой AcqKnowledge 4.2 (Biopac 

System, Inc., США), портативной щелевой лампе Digital hand-held slit lamp (США), 

магнитная мешалка IKARH basic 2 («IKA», Германия). 

Химическая и лабораторная посуда, пробирки (Россия); зонд металлический 

атравматичный (Россия); планшеты 96-луночные черные с плоским дном; 

медицинские инструменты для энуклеации глазного яблока животных: ножницы, 

скальпели, пинцеты (Россия); ватные тампоны, бинты, салфетки (Россия); шприцы 

однократного применения разного объема; наконечники к дозаторам переменного 

объема (Eppendorf AG, Германия). 

 

2.4. Экспериментальные животные 

 

В качестве экспериментальных животных использовали 120 крыс-самцов 

линии Спрег-Доули в возрасте 8 недель массой 260-280 г (ООО «НПК БиоТех», 

г. Москва), 6 кроликов породы Шиншилла массой 3-3,5 кг (Питомник ИП глава К 

(Ф)Х Бабичева Т.М, Волгоградская обл.), нелинейных мышей-самок массой 21-24 

г, 36 нелинейных беспородных мышей-самцов массой 18-22 г, 30 5-6 месячных 

морских свинок (самцы и самки) массой 220-300 г (ООО «НИЦБМТ» г. Москва). 

Животные содержались в стандартных условиях в соответствии с 

постановлением Главного государственного санитарного врача РФ от 29.08.2014 

№ 51 «Об утверждении СП 2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидемиологические 

требования к устройству, оборудованию и содержанию экспериментально-

биологических клиник (вивариев)», правилами лабораторной практики при 

проведении доклинических исследований в РФ (ГОСТ 351.000.3-96 и 51000.4- 96), 

Приказу МЗ и СР РФ от 23 августа 2010 г. № 708н «Об утверждении Правил 

лабораторной практики», директивой 2010/63/EU Европейского парламента и 
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Совета Европейского союза от 22.09.2010 г по охране животных, используемых в 

научных целях. 

 

2.5. Исследование антигликирующей активности соединений 

 

Реакцию гликирования воспроизводили по методу A. Jedsadayanmata [31, 

221]. Конечный объем реакционной смеси составлял 1,5 мл. Реакционная смесь 

содержала растворы бычьего сывороточного альбумина (1мг/мл) и глюкозы 

(500mM) в фосфатном буфере (рН 7,4). Для предупреждения бактериального роста 

в буферный раствор вносили азид натрия в конечной концентрации 0,02 %. Все 

вещества растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО). В экспериментальные 

образцы добавляли 50 мкл раствора изучаемых веществ в различных 

концентрациях, в контрольные образцы добавляли растворитель в аналогичном 

объеме. Все экспериментальные образцы инкубировали в течение 24 часов при 

60ºС. По истечении срока инкубации проводили измерение специфической 

флуоресценции гликированного бычьего сывороточного альбумина (БСА) на 

спектрофлуориметре F-7000 (Hitachi, Япония) при длине волны возбуждения 370 

нм и испускания 440 нм [26].  

Для наиболее перспективного соединения были изучены концентрационные 

зависимости антигликирующей активности и рассчитаны показатели 

концентраций IC50, вызывающих снижение флуоресценции гликированного 

бычьего сывороточного альбумина на 50 %. 

С целью объяснения причин выявленных закономерностей и создания 

условий для целенаправленного синтеза новых высокоэффективных 

антигликирующих соединений была изучена взаимосвязь химических свойств и 

антигликирующей активности. 
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2.6. Исследование острой токсичности 

 

Изучение острой токсичности наиболее активного соединения и вещества 

сравнения аминогуанидина проводили согласно Руководству по проведению 

доклинических исследований лекарственных средств [52]. Острую суточную 

токсичность определяли на белых нелинейных мышах-самках массой 21-24 г при 

внутрибрюшинном введении. Величину токсикологического показателя LD50 

рассчитывали по методу Миллера и Тейтнера [8]. Расчёт показателей эффективной 

концентрации IC50 и LD50 проводили методом регрессионного анализа. В качестве 

показателя широты терапевтического действия использовали условный 

терапевтический индекс (УТИ), который расчитывали как отношение величины 

LD50 к IC50. 

  

2.7. Исследование нейротоксикологического профиля в комплексе 

тестов по S. Irwin 

 

Изучение нейротоксикологического профиля соединения АВ-192 

проводилось по модифицированной методике S. Irwin на беспородных белых 

мышах-самцах массой 18-22 г [27, 336]. В ходе исследования было сформировано 

6 экспериментальных групп (n=6) – 1 контрольная и 5 опытных. Исследуемые 

вещества вводили внутрижелудочно металлическим зондом. Животные 

контрольной группы получали дистиллированную воду из расчета 100 мкл на 10 г 

веса. Изучение нейротропных свойств субстанции АВ-19 проводилось в 

нарастающих дозах, начиная с ЭД50 20 мг/кг, и дозах, превышающих эффективную 

дозу в 5, 10, 20 и 50 раз. Для изучения психосоматических реакций проводили 

оценку следующих параметров: поведенческие реакции (вокализация, 

настороженность, пассивность, стереотипия, агрессия, беспокойство, груминг, 

спонтанная двигательная реакция), нервно-мышечные эффекты (реакции на боль, 

 
2 Выражаем искреннюю благодарность к. б. н., доценту кафедры фармакологии и биоинформатики ВолгГМУ 

Д. В. Мальцеву. 
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прикосновение, реакция на стук, подергивания, судороги, тремор, тонус 

конечностей, расстройство походки) и вегетотропные эффекты (птоз/экзофтальм, 

размеры зрачка, уринация, дефекация, саливация, цвет кожи, частота дыхания и 

ректальная температура). Для оценки данных параметров использовалась 8-

балльная шкала S. Irwin. Показатели состояния животных в норме приравнивались 

к 4 баллам. Однако для некоторых показателей, отсутствующих у животных 

(вокализация, стереотипия, беспокойство, агрессия, тремор, подергивание, 

судороги, расстройство походки и саливация), за норму принималось 0 баллов, а 

изменения фиксировались в диапазоне от 0 до 4 баллов. Изменение параметра на 

25 % приравнивалось к 1 баллу. Возрастание изменений функционально-

поведенческого статуса от 4 до 8 баллов указывает на увеличение эффекта, 

снижение от 4 до 0 баллов характеризуется уменьшением эффекта. 

Уровень изменений фиксируемых показателей оценивали через 60 и 120 мин 

после введения веществ. Прогнозировали доклиническую степень безопасности 

соединения и определяли минимальную токсическую дозу (ТДмин). 

Статистическая обработка полученных данных проводилась при помощи 

программы GraphPad Prism 5.0. с применением теста Краскела-Уоллиса с 

посттестом Даннетта. 

 

2.8. Методы изучения специфического фармакологического действия 

2.8.1. Моделирование сахарного диабета 1 типа 

 

Для исследования была выбрана модель сахарного диабета (СД), вызванного 

однократным введением стрептозотоцина лабораторным крысам,3 которая 

описывается в литературе как адекватная и экспериментально обоснованная 

модель для тестирования терапевтических методов коррекции поздних 

осложнений сахарного диабета у людей [384].  

 
3 Выражаем искреннюю признательность к. м. н., доценту кафедры фармакологии и биоинформатики 

Р. А. Литвинову. 
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Стрептозотоцин является цитотоксином, избирательно проникающим в 

панкреатические β-клетки при помощи глюкозного транспортера типа 2 (ГЛЮТ2). 

Панкреатотоксичность стрептозотоцина объясняется его алкилирующим 

действием, которое вызывает фрагментацию дезоксирибонуклеиновых кислот 

(ДНК) β-клеток. В ответ на нарушение правильной структуры ДНК активируется 

поли(АДФ-рибоза)полимераза, которая истощает звнутриклеточные запасы НАД+ 

и АТФ. Таким образом, запускается некроз β-клеток. Повреждение клеток 

поджелудочной железы обусловлено пероксинитритом (ONOO-), который 

синтезируется из оксида азота, источником которого является нитрозогруппа 

стрептозотоцина. Разрушение β-клеток поджелудочной железы приводит к 

развитию недостаточности инсулина и гипергликемии. В связи с этим для 

моделирования экспериментального СД и его поздних осложнений практикуют 

внутривенное введение лабораторным животным раствора стрептозотоцина. 

К недостаткам хирургической модели относятся необходимость проведения 

операционных действий (полной или частичной панкреаэктомии), чаще у крупных 

лабораторных животных, наиболее высокий процент летальности, риск 

инфекционных осложнений, сложно прогнозируемый уровень гипергликемии [48, 

62]. К недостаткам генетических моделей относятся высокая стоимость, глубокий 

врожденный иммунодефицит, отсроченное развитие клинической картины диабета 

(на 12 неделе заболевания у BB-крыс (BioBreeding rats), на 18-20 неделе 

заболевания у мышей NOD (Non-Obese Diabetes)), наличие сопутствующих 

заболеваний (сиалоаденит, тиреоидит, гемолитическая болезнь), существенные 

отличия иммунных систем грызунов и человека, связанных главным образом с 

главным комплексом гистосовместимости [48, 62]. При этом модели химически-

индуцированного сахарного диабета выглядят более подходящими под цель 

эксперимента в изучении влияния нового антигликирующего соединения на 

развития осложнений в относительно недолгой перспективе. В то же время 

стрептозотоцин обладает меньшей нефро- и гепатотоксичностью, чем аллоксан, а 

онкогенное действие стрептозотоцина (образование инсулиномы почки или 
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печени) не успеет реализоваться, учитывает предполагаемую длительность 

эксперимента. 

В качестве вещества сравнения был выбран аминогуанидина гидрохлорид, 

как известный ингибитор образования конечных продуктов гликирования (КПГ) 

белков in vitro и при экспериментальном моделировании осложнений сахарного 

диабета [90].  

Соединение АВ-19 изучалось в эффективной дозе 20 мг/кг, установленной по 

результатам предшествующих исследований специфической фармакологической 

активности. Аминогуанидин вводили в дозе 50 мг/кг, выбранной в соответствии с 

литературными данными [384, 348]. Введение изучаемого соединения и вещества 

сравнения осуществлялось крысам внутрижелудочно однократно, в утреннее время 

посредством атравматичного металлического зонда.  

В качестве растворителя соединения АВ-19 и аминогуанидина 

использовалась дистиллированная вода. АВ-19 и вещество сравнения 

аминогуанидин вводились животным после разведения в дистиллированной воде 

внутрижелудочно один раз в сутки в течение 3 мес. в соответствии с 

рекомендациями Руководства по проведению доклинических исследований 

лекарственных средств [52].  

При формировании групп проводился клинический осмотр, оценка внешнего 

вида, общего состояния здоровья, выявление смертности, оценка пищевой и 

питьевой активностей.  

В исследованиях in vivo на модели осложнений сахарного диабета, 

индуцированного стрептозотоцином, из включенных в эксперимент животных 

сформировали 4 группы по 15 особей в каждой. В контрольную группу 1 включали 

интактных крыс без СД, которым вводился растворитель. В экспериментальные 

группы со СД, индуцированным стрептозотоцином, включали животных с уровнем 

глюкозы в крови > 15 ммоль/л. Началом введения тестируемых образцов животным 

с экспериментальным СД являлся 7 день после введения стрептозотоцина. 

1. Контрольная группа № 1 – интактные животные, получавшие курсовое 

(90 дней) внутрижелудочное введение (с помощью металлического 
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атравматичного зонда) дистиллированной воды в объеме 1 мл/100 г веса 

1 раз/сутки – 15 крыс (самцы); 

2. Контрольная группа № 2 – животные с экспериментальным СД, 

получавшие курсовое (90 дней) внутрижелудочное введение (с помощью 

металлического атравматичного зонда) дистиллированной воды в объеме 

1 мл/100 г веса 1 раз/сутки – 15 крыс (самцы); 

3. Опытная группа № 1 – животные с экспериментальным СД, 

получавшие курсовое (90 дней) внутрижелудочное введение соединения AВ-19 в 

эффективной терапевтической дозе 20 мг/кг (объем 1 мл/100 г веса) 1 раз/сутки – 

15 крыс (самцы); 

4. Опытная группа № 2 – животные с экспериментальным СД, 

получавшие курсовое (90 дней) внутрижелудочное введение вещества сравнения 

аминогуанидина в дозе 50 мг/кг (объем 1 мл/100 г веса) 1 раз/сутки – 15 крыс 

(самцы). 

Экспериментальный СД вызывали введением стрептозотоцином, введенным 

внутривенно в дозе 45 мг/кг по методу Tancrède и др. [527]. Раствор 

стрептозотоцина готовили в 0,1 моль/л цитратном буферном растворе (pH 4,5). 

Для приготовления буфера готовили 0,1 М растворы лимонной кислоты и цитрата 

натрия. Для приготовления раствора лимонной кислоты (Мr = 192,1) растворяли 

19,21 г в 1000 мл. лимоннокислый натрий*5,5 Н2О (Мr = 357) 0,1 М = 35,7 г 

/1000 мл. 

Для получения 0,1 М цитратного буфера необходимого рН смешивали 0,1 М 

раствора лимонной кислоты и цитрата натрия по следующей схеме: 

 

рН 0,1 М Лимонная кислота (мл) 0,1 М Цитрат натрия (мл) 

4,6 8,9 11,1 

 

После этого титровали раствор до pH 4,5 с помощью 0,1 М раствора 

лимонной кислоты. Хранили при +4 °С. 



63 
 

Навеску стрептозотоцина готовили в зависимости от общей массы тела 

экспериментальных животных: m(стрептозотоцина) = 45 мг/кг * m(животных) (кг). 

Общий объем растворителя рассчитывали на общую массу экспериментальных 

животных: V (мл) = m(животных) (кг). 

Перед введением стрептозотоцина животных отсаживали на ночное 

голодание в течение 12-14 ч при сохранении свободного доступа к воде. Животных 

взвешивали. Рабочий раствор стрептозотоцина готовили в темном стекле 

непосредственно перед введением животным и во время введения хранили на 

хладоэлементе. 

Для осуществления внутривенной инъекции стрептозотоцина помещали 

крысу в специальный фиксатор, и раствор стрептозотоцина вводили в хвостовую 

вену как можно дистальнее. 

Для снижения риска смертности от гипогликемии в первые сутки после 

введения стрептозотоцина вместо питьевой воды животные получали 5 % раствор 

глюкозы.  

В ходе эксперимента в утренние часы до обновления корма производилось 

измерение уровня глюкозы (глюкометр глюкокард Сигма, тест-полоски Глюкокард 

Сигма Мини). Первое измерение концентрации глюкозы в крови проводили через 

сутки после введения стрептозотоцина. После чего всем животным с уровнем 

глюкозы > 19,4 ммоль/л для снижения риска смерти от кетоацидоза назначали 

двухфазный инсулин («ХУМУЛИН М3»; комбинация инсулинов короткого (30 %) 

и средней (70 %) продолжительности действия). Введение инсулина 

осуществлялось подкожно в область холки животного строго в период времени 

15:00–17:00 в дозе 1-4 ЕД по следующей схеме: при уровне глюкозы > 

19,4 ммоль/л – 1 ЕД инсулина, > 25 ммоль/л – 2 ЕД, > 30 ммоль/л – 3 ЕД, > 33,3 – 

4 ЕД. 

Второе измерение концентрации глюкозы в крови осуществляли через семь 

суток после введения стрептозотоцина. После этого проводили распределение 

животных по группам и начинали введение изучаемых веществ. 
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Корректировку дозы инсулина производили 1 раз в неделю после 

контрольного определения концентрации глюкозы в крови экспериментальных 

животных. 

По данным разных литературных источников, смертность крыс в результате 

формирования стрептозотоцин-индуцированного СД варьирует в диапазоне 25–

52 %. В связи с этим для затравки готовили избыточное количество лабораторных 

животных, для того чтобы к истечению срока эксперимента (12 недель) до 

финальных манипуляций выжило достаточное для статистической обработки 

результатов количество крыс. 

Данные об абсолютном количестве животных, принимавших участие в 

эксперименте, их смертности и развитии СД представлены в Таблице 2.1. 

 

Таблица 2.1 – Данные об абсолютном количестве лабораторных животных в 

эксперименте, их смертности и развитии сахарного диабета 

Группа 

Исходное 

количество 

животных 

Количество 

животных с 

развившимся 

сахарным 

диабетом 

Количество 

животных, 

погибших во 

время 

эксперимента 

Количество 

животных, 

данные которых 

включены в 

результаты 

исследования 

Контрольная 

группа № 1 

(интактные) 

15 - - 15 

Контрольная 

группа № 2 

(сахарный диабет) 

15 14 4 10 

Опытная группа 

№ 1 (сахарный 

диабет + АВ-19 в 

дозе 20 мг/кг) 

15 14 3 11 

Опытная группа 

№ 2 (сахарный 

диабет + 

аминогуанидин в 

дозе 50 мг/кг) 

15 13 2 11 
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2.8.2. Определение влияния соединения АВ-19 на содержание 

гликированного гемоглобина 

 

Гликированный гемоглобин (HbA1c) является основным показателем для 

оценки компенсации СД и верификации риска развития микро- и макрососудистых 

осложнений [20]. Эритроциты, циркулирующие в крови, имеют разный возраст, 

поэтому для усредненной характеристики уровня в крови глюкозы ориентируются 

на полупериод жизни эритроцитов – около 60 сут. Таким образом, содержание 

гликированного гемоглобина дает представление о том, какой была гликемия в 

предшествующие исследованию 1,5–2 мес.  

Определение содержания HbA1c в крови крыс через 3 мес. после развития 

экспериментального сахарного диабета выполнено с помощью набора реагентов 

для определения HbA1c «ДИАБЕТ-ТЕСТ» в соответствии с прилагаемой 

инструкцией производителя. 

Подготовка реагентов 

– Рабочий буферный раствор 1 

Предназначен для уравновешивания микроколонок и элюции 

негликированного гемоглобина. 

Содержимое одного флакона с раствором 3 переносили в мерную колбу 

вместимостью 500 мл. В эту же колбу добавляли 300-400 мл дистиллированной 

воды, а также содержимое одного флакона с раствором 4.  

– Рабочий буферный раствор 2 

Необходим для элюции гликированного гемоглобина. 

Содержимое другого флакона с раствором 3 переносили в мерную колбу 

вместимостью 500 мл. В эту же колбу добавляли 300-400 мл дистиллированной 

воды, а также содержимое одного флакона с раствором 4 и содержимое флакона с 

сорбитолом. Перемешивали до полного растворения осадка и доводили объем 

дистиллированной водой до метки 500 мл и вновь тщательно перемешивали.  

– Регенерирующий раствор 
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Предназначен для удаления сорбитола и белков с сорбента. 

Содержимое флакона с раствором 5 переносили в мерную колбу 

вместимостью 1000 мл, добавляли 500-700 мл дистиллированной воды, 

перемешивали, доводили объем дистиллированной водой до метки 1000 мл, после 

чего вновь тщательно перемешивали.  

– Консервирующий раствор 

Предназначен для консервации сорбента. 

Содержимое флакона с раствором 6 переносили в мерную колбу 

вместимостью 500 мл, добавляли 300–400 мл дистиллированной воды, 

перемешивали, доводили объем дистиллированной водой до метки 500 мл, после 

чего вновь тщательно перемешивали.  

Приготовление образцов крови для анализа 

Для определения HbA1c готовили гемолизаты крови животных. Для этого 20 

мкл крови внести в пробирку, содержащую 200 мкл раствора 2, а затем 

иперемешать в течение 1–2 мин. Образцы гемолизатов могут храниться при 

температуре 4-8 °С в течение одной недели. 

Проведение анализа 

1. Рабочий буферный раствор 1 нагреть до температуры 25 °С. 

Промаркировать два ряда пробирок для каждого анализируемого образца (А и Б). 

2. Достать микроколонки из холодильника. Снять в первую очередь 

верхнюю крышку, затем нижний колпачок и слить консервирующий раствор. 

Внести в микроколонки по 5 мл регенерирующего раствора и дать жидкости стечь. 

Затем прилить по 5 мл рабочего буферного раствора 1 и дать жидкости стечь. 

3. Вставить микроколонки в пробирки А и выдержать 15-20 мин при 

комнатной температуре. 

4. В микроколонки нанести на верхний фильтр по 100 мкл исследуемых 

гемолизатов, выдержать 1–2 мин, затем в микроколонки внести по 100 мкл 

рабочего буферного раствора 1 и выдержать 3–5 мин. 

5. Внести в микроколонки по 10 мл рабочего буферного раствора 1 и дать 

жидкости стечь. 
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6. Микроколонки переместить в пробирки Б. Внести в микроколонки по 

5 мл рабочего буферного раствора 2 и дать жидкости стечь. 

7. Вынуть микроколонки из пробирок. 

8. В микроколонки внести по 4,5 мл регенерирующего раствора и дать 

жидкости стечь. Затем внести по 4,5 мл рабочего буферного раствора 1 и дать 

жидкости стечь. Микроколонки готовы для проведения следующего анализа. 

9. Растворы из пробирок А и Б поместить в кювету спектрофотометра и 

измерить оптическую плотность при длине волны 414 нм, используя в качестве 

образца сравнения дистиллированную воду. 

10. Содержимое HbA1с рассчитать по формуле: 

 %HbA1с =  , 

где ОП414(Б) – оптическая плотность фракции Б при 414 нм; 

ОП414(А) – оптическая плотность фракции А при 414 нм; 

2,04 – пересчетный коэффициент, зависящий от объема фракций А и Б; 

100 – пересчетный коэффициент для вычисления процентного содержания. 

Регистрация полученных параметров осуществляется с заполнением таблицы 

первичных данных, которые для последующей обработки переносятся с в таблицу 

программы Microsoft Excel.  

 

2.8.3. Измерение внутриглазного давления 

 

Измерение внутриглазного давления (ВГД) проводили методом отскоковой 

тонометрии с помощью офтальмологического ветеринарного тонометра Tonovet 

(Icare, Финляндия), не требующего предварительной анестезии роговицы, согласно 

инструкции производителя. 
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2.8.4. Биомикроскопическое исследование хрусталика 

 

Для прижизненного исследования хрусталиков лабораторных животных 

проводили осмотр глаз крыс в режиме ретроиллюминации на портативной щелевой 

лампе Digital hand-held slit lamp (США) с фоторегистрацией изображения в 

условиях максимального медикаментозного мидриаза, вызываемого тропикамидом 

(1 % раствор). Для оценки степени помутнения хрусталиков использовали 

модифицированную классификацию Suryanarayana и др. [136]: 

0 баллов – прозрачный хрусталик; 

1 балл – минимальная непрозрачность в центре хрусталика (наличие 

небольшого количества субкапсулярных вакуолей); 

2 балла – очаговые помутнения в центре и по периферии хрусталика 

(«туманное» помутнение коры); 

3 балла – помутнение всего хрусталика (плотное помутнение ядра и 

«туманное» помутнение коры); 

4 балла – зрелая катаракта – плотное помутнение коры и ядра хрусталика. 

 

2.8.5. Измерение уровня глазной микроциркуляции с помощью 

лазерной допплеровской флоуметрии (ЛДФ) 

 

Регистрацию осуществляли с использованием программно-аппаратного 

комплекса Biopac-systems MP-150 и датчика игольчатого типа TSD-144 (США), 

программы AcqKnowledge 4.2., согласно инструкции производителя [29, 115]. 

В результате проведения исследования были получены данные М в каждой 

конкретной точке измерения – среднее значение показателя микроциркуляции – 

средний поток крови в заданном интервале времени, в перфузионных единицах 

(ПЕ), характеризующий гемомикроперфузию ткани. 

Исследование выполняли, согласно ранее описанной методике [29]. После 

введения лабораторного животного в наркоз оценку уровня микроциркуляции 

проводили бесконтактно в 2 мм от поверхности глаза в десяти точках по 
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окружности в 2 мм от лимба. Продолжительность записи в каждой точке 

составляла 20 секунд. Зондирующее лазерное излучение позволяет получить 

отраженный сигнал из слоя ткани толщиной до 1 мм, а объем зондируемой ткани 

составляет 1 мм3. Суммарная толщина склеры, сосудистой оболочки глаза и 

сетчатки у крысы составляет менее 0,5 мм, использование ЛДФ позволяет оценить 

уровень микроциркуляции по всей глубине зондируемой области [29, 314, 335]. 

Учитывая принципиальную схему кровоснабжения глазного яблока крысы [44, 45], 

особенность проведения ЛДФ переднего отрезка глаза [22], данное исследование 

позволяет оценить уровень перфузии в бассейне задних длинных цилиарных 

артерий и передних цилиарных артерий. 

Из значений уровня микроциркуляции в каждой точке из десяти точек 

рассчитавалось среднее арифметическое, которое принимали за значение уровня 

глазной микроциркуляции у данного лабораторного животного. Уровень глазной 

перфузии в экспериментальной группе рассчитывался как среднее арифметическое 

из значений, полученных у каждого животного в группе.  

 

2.8.6. Исследование биоэлектрической активности сетчатки с помощью 

электроретинографии 

 

Принцип электроретинографии (ЭРГ) заключается в регистрации 

биопотенциалов нейронов сетчатки как ответ на световой стимул. Оценку 

функционального состояния сетчатки проводят по ряду параметров, наиболее 

значимыми из которых являются амплитуды а- и b- волн. За функциональное 

состояние фоторецепторов отвечает негативная a-волна, генерируемая их 

наружными сегментами. За активность биполярных и мюллеровских клеток, с 

возможным вкладом горизонтальных и амакриновых клеток, - позитивная b-волна 

[60]. Согласно данным литературы, при развитии диабетической ретинопатии 

отмечается снижение амплитуды волн электроретинограммы как у людей, так и у 

экспериментальных животных [19, 63, 154, 199, 239], что свидетельствует о 

дисфункции и последующей дегенерации нейронов и нейроглии сетчатки. 
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В настоящее время отсутствует международный стандарт проведения ЭРГ у 

лабораторных животных, однако данное электрофизиологическое исследование 

было выполнено в условиях максимально соответствующих рекомендациях 

Международного общества электрофизиологии зрения (Standard for full-field 

clinical electroretinography, ISCEV, 2022) и адаптировано под возможности 

используемой техники фирмы Biopac System, Inc. (США) [432]. 

ЭРГ проводили сразу после регистрации уровня микроциркуляции. Для этого 

животным инстиллировали 1 % раствор тропикамида («Мидриацил», Aclon) для 

получения максимального мидриаза. Затем крысы подвергались темновой 

адаптации в течение 20 мин. Далее крыс фиксировали на столике, изолированном 

от электромагнитного излучения. Роговичный серебряный электрод (активный) 

помещали на роговицу, на которую предварительно инстиллировался 

изотонический раствор натрия хлорида для более полного контакта. Референтный 

игольчатый электрод EL452 (минус) помещали подкожно в области черепа. 

Заземляющий игольчатый электрод EL450 помещали подкожно в области 

основания хвоста. Стробоскоп TSD122A со вспышкой белого света 

продолжительностью 30 мкс и энергией вспышки 180 мДж, подключенный к 

стимулятору STM200 фирмы Biopac System, Inc. (США), размещали за спиной 

животного, регистрацию ЭРГ проводили в ответ на одиночную стимуляцию. 

Вызванные биопотенциалы пропускались на частоте 1-1000 Гц, усиливались, 

усреднялись и представлялись графически на экране при помощи Biopac-systems 

MP-150 с компьютерной программой AcqKnowledge 4.2 (США). Таким образом 

запись ритмической ЭРГ проводили в течение 0,5 с у каждой крысы в группах. 

Учитывая преобладание в сетчатке крыс палочек (до 97 % фоторецепторов), 

проведение ЭРГ в скотопических условиях представляется наиболее 

показательным в эксперименте [19]. 

Для оценки степени развития функциональных повреждений сетчатки 

высчитывали соотношение амплитуд b- и а-волн – интегральный ЭРГ-индекс b/a, 

который устойчив к индивидуальным особенностям электрогенеза сетчатки и 

условиям, связанным с различными типами электродов, что позволяет сравнивать 
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данные различных лабораторий [46, 64]. Из полученных значений в каждой группе 

выводили среднее, которое вносили в протокол.  

 

 

2.8.7. Патоморфологическое исследование хрусталиков 

 

После эвтаназии лабораторных животных под наркозом, вызванном 

хлоралгидратом, введенным в дозе 400 мг/кг внутрибрюшинно, глазные яблоки 

были энуклеированы. Правое глазное яблоко каждого лабораторного животного 

использовалось для патоморфологического исследования, а левое – для 

определения содержания в хрусталике конечных продуктов гликирования (КПГ) и 

отдельно – карбоксиметиллизина (КМЛ).  

При проведении патоморфологических исследований для фиксации глазного 

яблока использовали свежеприготовленный модифицированный раствор 

Давидсона [169]. Далее материал обезвоживали в батарее спиртов восходящей 

крепости и заключали в парафиновую среду Histomix. С полученных блоков на 

микротоме получали срезы толщиной 4-6 мкм и монтировали их на предметные 

стекла. Срезы окрашивали гематоксилином и эозин-флоксином по стандартной 

методике [37]. Микропрепараты изучали и фотографировали на микроскопе 

AxioScope A1, оборудованном цифровой камерой AxioCam MRc5. 

Для оценки степени катаракты использовали балльную систему4: 

0 баллов – признаки катаракты отсутствуют; 

0,5–1 балл – начальные признаки субкапсулярной или кортикальной 

катаракты, проявляющиеся вакуолизацией и набуханием волокон хрусталика; 

1,5–2 балла – локальные проявления катаракты, выражающиеся в 

гиперплазии эпителиальных клеток под капсулой (субкапсулярная) или 

набуханием волокон хрусталика (кортикальная); 

 
4 Выражаем искреннюю благодарность д. м. н., профессору, заведующему кафедрой патологической анатомии 

ВолгГМУ А. В. Смирнову. 
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2,5–3 балла – выраженная кортикальная катаракта с дефрагментацией и 

набуханием волокон, образованием морганиевых телец; 

3,5–4 балла – кортикальная катаракта, охватывающая весь хрусталик 

(дефрагментация и набухание волокон, наличие «баллонных клеток», морганиевых 

телец по всему периметру хрусталика); 

4,5–5 баллов – ядерная катаракта (гиалиноз). 

 

2.8.8. Морфометрическая оценка линейной клеточной плотности 

ганглиозного слоя сетчатки крыс5 

 

Срезы сетчатки делали на расстоянии 1 мм от височного края диска 

зрительного нерва, окрашивали гематоксилином и эозином по стандартной 

методике. Микропрепататы изучали при 40-кратном увеличении. 

Морфометрический показатель структурных изменений в сетчатке – линейная 

клеточная плотность (ЛКП) ганглиозного слоя сетчатки крыс рассчитывался как 

количество ядер клеток ганглиозного слоя сетчатки на 100 мкм (ядер/100 мкм) в 

поле зрения. В каждом микропрепарате оценивалось по 4 поля зрения. При 

описании параметров выборки центральную тенденцию характеризовали с 

помощью медиaны (Ме), которaя при мaлом объёме выборки и отклонениях 

одномодaльного распределения от нормального в нaилучшей степени 

соответствует генерaльному среднему. Для оценки вaриaбельности показателей 

указывали интерквартильный интервал (Q1-Q3), где Q1 – 25 процентиль, Q3 – 

75 процентиль. Наличие различий между выборками проверяли путем попарного 

сравнения выборок с использованием непараметрического критерия Манна-Уитни. 

 

 

 

 
5 Выражаем искреннюю благодарность д. м. н., профессору, заведующему кафедрой патологической анатомии 

ВолгГМУ А. В. Смирнову. 



73 
 

2.8.9. Определение содержания конечных продуктов гликирования и 

карбоксиметиллизина в хрусталиках 

 

Определение общего содержания конечных продуктов гликирования (КПГ) 

и карбоксиметиллизина (КМЛ) в хрусталиках проводили в соответствии с методом 

[197]. Количество КПГ и КМЛ в супернатантах измеряли иммуноферментным 

методом с помощью коммерческого набора «ELISA Kitfor Advanced glycation 

endproducts» (Cloud Clone, Китай) в соответствии с инструкцией производителя на 

многофункциональном микропланшетном ридере Infinite M200 PRO (Tecan, 

Австрия). 

  

2.8.10. Исследование деформируемости эритроцитов 

2.8.10.1. Моделирование сахарного диабета 1 типа 

 

Для изучения выбрана модель сахарного диабета 1 типа, вызванного 

внутривенным введением стрептозотоцина лабораторным животным в дозе 

45 мг/кг (подробно методика описана в пункте 2.7.1) [384]. В качестве 

экспериментальных животных использовали самцов крыс линии Спрег-Доули в 

возрасте 8 недель. В качестве вещества сравнения выбран аминогуанидина 

гидрохлорид как известный ингибитор образования КПГ белков in vitro и при 

экспериментальном моделировании осложнений сахарного диабета [90].  

Соединение АВ-19 изучалось в эффективной дозе 20 мг/кг, установленной по 

результатам исследования специфической фармакологической активности. 

Аминогуанидин вводили в дозе 50 мг/кг, выбранной в соответствии с 

литературными данными [348, 384]. Введение изучаемого соединения и вещества 

сравнения осуществлялось крысам внутрижелудочно однократно, в утреннее время 

посредством атравматичного металлического зонда.  

В качестве растворителя соединения АВ-19 и аминогуанидина 

использовалась дистиллированная вода. АВ-19 и вещество сравнения 

аминогуанидин вводились животным после разведения в дистиллированной воде 
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внутрижелудочно один раз в сутки в течение 3 мес. в соответствии с 

рекомендациями Руководства по проведению доклинических исследований 

лекарственных средств [52]. 

При формировании групп проводился клинический осмотр, оценка внешнего 

вида, общего состояния здоровья, выявление смертности, оценка пищевой и 

питьевой активностей.  

В исследованиях in vivo на модели осложнений сахарного диабета (СД), 

индуцированного стрептозотоцином, из включенных в эксперимент животных 

сформировали 4 группы по 15 особей в каждой. В контрольную группу 1 включали 

крыс без СД, которым вводился растворитель. В экспериментальные группы со СД, 

индуцированным стрептозотоцином, включали животных с уровнем глюкозы > 

15 ммоль/л. Начало введения тестируемых образцов животным с 

экспериментальным СД – через месяц после введения стрептозотоцина. 

Контрольная группа 1 – интактные животные, получавшие однократное 

внутрижелудочное введение (с помощью металлического атравматичного зонда) 

дистиллированной воды в объеме 1 мл/100 г веса 1 раз/сутки – 15 крыс (самцы); 

Контрольная группа 2 – животные с экспериментальным СД, получавшие 

однократное внутрижелудочное введение (с помощью металлического 

атравматичного зонда) дистиллированной воды в объеме 1 мл/100 г веса 1 раз/сутки 

– 15 крыс (самцы); 

Опытная группа 1 – животные с экспериментальным СД, получавшие 

однократное внутрижелудочное введение соединения AВ-19 в эффективной 

терапевтической дозе 20 мг/кг (объем 1 мл/100 г веса) 1 раз/сутки – 15 крыс 

(самцы); 

Опытная группа 2 – животные с экспериментальным СД, получавшие 

однократное внутрижелудочное введение вещества сравнения аминогуанидина в 

дозе 50 мг/кг (объем 1 мл/100 г веса) 1 раз/сутки – 15 крыс (самцы). 
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2.8.10.2. Метод получения крови у животных со стрептозотоцин-

индуцированным диабетом 

 

Через 1 ч 40 мин после введения соединения АВ-19 и аминогуанидина 

проводилась наркотизация крыс хлоралгидратом в дозе 400 мг/кг 

внутрибрюшинно. Спустя 10 мин после подачи наркоза животное фиксировалось 

на специальной доске спиной вниз. Производилось послойное вскрытие брюшной 

полости с последующим выделением брюшной аорты. Стерильным, промытым 

3,8 % водным раствором цитратом натрия, шприцем объемом 5 мл осуществлялся 

забор крови из брюшной аорты. Кровь переливалась в пластиковую пробирку с 

3,8 % водным раствором цитратом натрия в соотношении 9:1. Для перемешивания 

крови с цитратом проводилось немедленное 3-4-кратное аккуратное 

переворачивание закрытой пробирки после ее заполнения до требуемого объема. 

При этом не допускалось образование пены. 

 

2.8.10.3. Изучение влияния соединения АВ-19 и аминогуанидина на 

деформируемость эритроцитов, обработанных глиоксалем. Моделирование 

нарушения деформируемости эритроцитов in vitro 

 

В настоящем исследовании использовалось 6 кроликов породы Шиншилла в 

качестве доноров крови. Все исследуемые вещества тестировались на крови 

каждого из кроликов с инкубацией непосредственно in vitro, с целью устранения 

влияния индивидуальных особенностей организма отдельного кролика. В случае 

болезни животного производилась замена данного животного на другое из 

дополнительного состава.  

Перед началом забора крови кролика фиксируют в специальных боксах. 

Забор крови производят из краевой ушной вены кроликов методом свободного 

падения капли и стабилизируют 3,8 % водным раствором цитрата натрия (pH 6,0) 

в соотношении 9:1. Для перемешивания крови с цитратом необходимо 
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немедленное 3–4-кратное аккуратное переворачивание закрытой пробирки после 

ее заполнения до требуемого объема. При этом не допускается образование пены. 

Соединение АВ-19 и аминогуанидин исследовались в концентрациях 5 мМ, 

2.5 мМ, 1 мМ. Глиоксаль в кровь добавляли в концентрации 1 мМ. Введение 

соединения АВ-19, аминогуанидина и глиоксаля в указанных концентрациях 

осуществлялось дозатором непосредственно в кювету с тест-системой 

(содержащую стандартизированные образцы крови). 

Из полученных проб крови были сформированы группы для тестирования 

образцов:  

Контрольная группа 1 (6 проб – по одной на каждом кролике). 

Контрольная группа 2 (в кровь добавляли 10 мкл 1 мМ глиоксаля, инкубация 

15 мин при температуре 37 °С, 6 проб – по одной на каждом кролике). 

Опытная группа 3 (в крови добавлялся 10 мкл 1 мМ глиоксаля, инкубация 

15 мин при температуре 37 °С, после чего добавляли соединение АВ-19 в 

концентрации 5 мМ, инкубация 10 мин при температуре 37 °С, 6 проб – по одной 

на каждом кролике). 

Опытная группа 3 (в кровь добавляли 10 мкл 1 мМ глиоксаля, инкубация 

15 мин при температуре 37 °С, после чего добавляли соединение АВ-19 в 

концентрации 2,5 мМ, инкубация 10 мин при температуре 37 °С, 6 проб – по одной 

на каждом кролике). 

Опытная группа 3 (в кровь добавляли 10 мкл 1 мМ глиоксаля, инкубация 

15 мин при температуре 37 °С, после чего был добавляли соединение АВ-19 в 

концентрации 1 мМ, инкубация 10 мин при температуре 37 °С, 6 проб – по одной 

на каждом кролике) 

Опытная группа 4 (в кровь добавляли 10 мкл 1 мМ глиоксаля, инкубация 

15 мин при температуре 37 °С, после чего был добавлен аминогуанидин в 

концентрации 5 мМ, инкубация 10 мин при температуре 37 °С, 6 проб – по одной 

на каждом кролике). 

Опытная группа 4 (в кровь добавляли 10 мкл 1 мМ глиоксаля, инкубация 

15 мин при температуре 37 °С, после чего был добавлен аминогуанидин в 
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концентрации 2,5 мМ, инкубация 10 мин при температуре 37 °С, 6 проб – по одной 

на каждом кролике). 

Опытная группа 4 (в кровь добавляли 10 мкл 1 мМ глиоксаля, инкубация 

15 мин при температуре 37 °С, после чего добавлялся аминогуанидин в 

концентрации 1 мМ, инкубация 10 мин при температуре 37 °С, 6 проб – по одной 

на каждом кролике). 

 

 

2.8.10.4. Определение индекса деформируемости эритроцитов в 

проточной микрокамере 

 

Из цельной крови клетки получали центрифугированием. Их отмывали три 

раза в изотоническом растворе NaCl с добавлением 5 мМ глюкозы. 

Деформируемость эритроцитов крови оценивали по индексу элонгации при 

фиксированном напряжении сдвига в проточной микрокамере (Рисунок 2.1.) [14]. 

Ее заполняли суспензией эритроцитов (0,5 %) в изотоническом растворе NaCl, 

содержащем 0,1 % альбумина, и помещали на предметный столик микроскопа. 

В микрокамеру подавали давление, которое создавала в ней определенную 

величину напряжения сдвига (длина микрокамеры – 3,5 см, ширина – 0,95 см, а 

высота – 120 мкм). Величина напряжения сдвига () в камере рассчитывалась по 

формуле:  

 = 6Q/Wh2, 

где  – вязкость суспензии (примерно – 1,0 мПа*с), Q – объемная скорость в 

микрокамере, W – ширина проточного канала микрокамеры, h - высота канала, 

равная толщине прокладки (стандартная полиэтиленовая пленка от 100 до 120 

мкм). 

Изображение растянутых потоком жидкости, прикрепленных одной точкой к 

поверхности микроканала эритроцитов передавалось через USB порт в компьютер 

с помощью цифрового окуляра (модель DCM500) (Рисунок 2.2.). 
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Рисунок 2.1 – Схема проточной микрокамеры для регистрации степени 

деформации эритроцитов в сдвиговом потоке 

 

 

 

 

 ИУЭ = (L-W)/(L+W) 

 

Рисунок 2.2 – Эритроцит, закрепленный одной точкой и деформированный 

в сдвиговом потоке ( = 0,78 Н*м-2) (Муравьев А.В., 2003) 

 

После «захвата» и записи изображения его анализировали в программе 

Photoshop, где определяли длину и ширину деформированных клеток (около 100) 

и рассчитывали индекс удлинения как показатель деформации: 

ИУЭ = (L-W)/(L+W) 

где L – длина деформированной клетки, W – ее ширина. 

Статистическую обработку цифрового материала проводили, используя 

табличный редактор Microsoft Excel. 
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2.8.11. Исследование местнораздражающего действия 

 

Соединение АВ-19 было использовано в дозах эквивалентных поступающим 

в организм животного при ЭД50 или 10-кратной ЭД50 (соответственно, 0,2 % и 2 % 

суспензий) для проведения конъюнктивальной пробы. 

 

2.8.11.1. Проведение конъюнктивальной пробы 

 

Конъюнктивальная проба является высокочувствительным методом 

определения местнораздражающего действия [52]. Тест является более 

чувствительным, чем исследование, проведенное на ороговевающем эпителии, и 

является методикой углубленного изучения возможного скрытого 

местнораздражающего действия вновь синтезированного соединения.  

Достижение цели исследования было возможно только при проведении его с 

использованием животных. Для изучения местнораздражающего действия 

соединения АВ-19 были выбраны морские свинки, как вид, рекомендованный 

«Руководством по проведению доклинических исследований лекарственных 

средств» и общепринятый для данного этапа доклинических исследований [52]. 

Количество животных в исследовании было достаточным для полноценной оценки 

и интерпретации полученных результатов и соответствовало рекомендациям, 

изложенным в «Руководстве по проведению доклинических исследований 

лекарственных средств» [52]. Исследование было проведено на половозрелых 5–6-

месячных морских свинках (самцах и самках) массой 220-300 г (ООО «НИЦБМТ», 

г. Москва). Животные содержались в стандартных условиях, в соответствии с 

постановлением Главного государственного санитарного врача РФ от 29.08.2014 

№ 51 «Об утверждении СП 2.2.1.3218–14 «Санитарно-эпидемиологические 

требования к устройству, оборудованию и содержанию экспериментально-

биологических клиник (вивариев)» с естественным световым режимом на 
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полнорационной сбалансированной по содержанию питательных веществ диете 

для лабораторных животных, согласно ГОСТ Р50258-92. 

Животных распределяли по экспериментальным группам с помощью метода 

рандомизации, используя в качестве критерия массу тела, так чтобы 

индивидуальное значение массы не отклонялось от среднего значения более чем на 

 10 %.  

В исследовании определяли местнораздражающее действие соединения АВ-

19 при однократном введении под верхнее веко глаза морских свинок. 0,2 % или 

2 % суспензии соединения АВ-19 однократно вводили глазной пипеткой под 

верхнее веко правого глаза, а под верхнее веко левого (контрольного) глаза вводили 

дистиллированную воду. Животные из контрольных групп 1 и 2 получали 

эквивалентный объем растворителя. Реакцию учитывали через 15 мин, 24 и 48 ч, 

оценивая в баллах по следующей шкале [491]: 

1 – легкое покраснение слезного протока; 

2 – покраснение слезного протока и склеры в направление к роговице; 

3 – покраснение всей конъюнктивы и склеры, реакция сопровождается 

почесыванием, возможно развитие гнойного воспаления. 

Экспериментальные группы: 

Исследуемая группа 1: аппликация 0,2 % суспензии соединения АВ-19 – 

5 морских свинок (самцы); 

Исследуемая группа 2: аппликация 0,2 % суспензии соединения АВ-19 – 

5 морских свинок (самки); 

Исследуемая группа 3: аппликация 2 % суспензии соединения АВ-19 – 

5 морских свинок (самцы); 

Исследуемая группа 4: аппликация 2 % суспензии соединения АВ-19 – 

5 морских свинок (самки); 

Контрольная группа 1 (отрицательный контроль): аппликация 

дистиллированной воды – 5 морских свинок (самцы); 

Контрольная группа 2 (отрицательный контроль): аппликация 

дистиллированной воды – 5 морских свинок (самки). 
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2.9. Методы стaтистической обрaботки 

 

Статистический анализ полученных данных проводили с помощью 

табличного редактора Microsoft Excel 2013 и программы GraphPad Prism 5,0 

(США). Соответствие полученной выборки нормальному распределению данных 

осуществляли с применением теста Колмогорова - Смирнова. Сравнение двух 

независимых выборок осуществляли с использованием t-критерий Стьюдента и 

непараметрического U-критерия Манна–Уитни с поправкой Бонферонни. Гипотезу 

о существовании различий между выборками принимали при уровне р<0,05. 
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ГЛАВА 3. НАПРАВЛЕННЫЙ ПОИСК АНТИГЛИКИРУЮЩИХ 

СОЕДИНЕНИЙ 

 

Неферментативное взаимодействие белков с глюкозой или реактивными 

дикарбонильными интермедиатоми приводит к образованию различных конечных 

продуктов гликирования (КПГ) [9]. Внутри- и внеклеточное накопление КПГ 

является одним из основных механизмов патогенеза таких заболеваний, как 

атеросклероз [4], сердечная недостаточность, воспаление, ревматоидный артрит 

[4], остеоартрит, нейродегенеративные заболевания [4], включая болезни 

Альцгеймера и Паркинсона. 

Интенсивность неферментативного гликирования растет при сахарном 

диабете и имеет немаловажное значение в развитии его осложнений [55]. Скорость 

образования КПГ зависит от уровня и длительности экспозиции глюкозы [7]. 

Поскольку гликирование происходит в течение длительного периода времени, 

особенно значимым является влияние КПГ на долгоживущие белки (коллаген 

IV типа, миелин, тубулин, активатор плазминогена 1, фибриноген, кристаллины). 

Накопление КПГ во внеклеточном матриксе приводит к образованию меж- и 

внутримолекулярных поперечных сшивок и повышению ригидности стенок 

кровеносных сосудов. Под действием КПГ изменяется состав внеклеточного 

матрикса, связанные с повышенной экспрессией фибронектина, коллагена III, IV, 

VI типов и ламинина, активацию ключевых профибротических цитокинов 

(трансформирующий фактор роста β, фактор роста соединительной ткани).  

Рецептор-зависимые эффекты КПГ опосредованы их взаимодействием со 

специфическими рецепторами, что приводит к активации вторичных передатчиков, 

таких как протеинкинкиназа С (ПКС). Ключевая мишень рКПГ – ядерный фактор 

NF-κB, который транслоцируется в ядро, вызывая модуляцию эксперссии генов, 

кодирующих полипептидную последовательность таких белков, как молекулы 

межклеточной адгезии-1, Е-селектина, эндотелина-1, сосудистого эндотелиальный 

факта роста (VEGF), провоспалительных цитокинов.  
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Вышеперечисленные эффекты избыточного образования КПГ находятся в 

основе патогенеза таких осложнений сахарного диабета, как диабетический 

атеросклероз, нефро-, нейро-, ретино-, кардио-, ангиопатии, которые являются 

причинами инвалидизации и смертности среди пациентов с сахарным диабетом. 

Среди препаратов, применяемых в клинической практике, имеются средства 

(ингибиторы АПФ и блокаторы рецепторов АТ II), ингибирующие образование 

КПГ, однако их антигликирующая активность невелика [47]. Интерес к данной 

проблематике и поиску лекарственных средств, способных тормозить реакцию 

Майяра и предотвращать развитие осложнений сахарного диабета, неуклонно 

растет. Первым и наиболее изученным веществом, ингибирующим гликирование 

белков, является аминогуанидин. Он предотвращает формирование 

флюоресцирующих КПГ и глюкозо-производных поперечносшитых молекул 

коллагена. Механизм антигликирующего действия аминогуанидина связывают с 

его способностью захватить реактивные дикарбонильные интермедиаты. Однако 

клинические испытания данного препарата были оставлены на III фазе 

клинических испытаний в связи с его недостаточной эффективностью и наличием 

побочных эффектов. 

Все вышеперечисленное объясняет повышенный интерес к поиску 

антигликирующих соединений, так как препаратов, ингибирующих реакцию 

Майяра и разрешенных для применения в клинической практике, в настоящее 

время не существует. 

 

3.1. Влияние производных азоло[5,1-С]-1,2,4-триазина на 

неферментативное гликирование белков 

 

В ходе проведенных исследований были изучены 12 соединений под 

лабораторными шифрами АВ и IS на способность подавлять неферментативное 

гликирование белков. В результате исследования было выявлено, что все 

изучаемые соединения проявили антигликирующую активность в различной 

степени выраженности (Таблица 3.1). 
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Таблица 3.1 – Антигликирующая активность производных азоло[5,1-C]-1,2,4-

триазинa in vitro 

 

Примечания: *-данные достоверны по отношению к положительному контролю 

(U-критерий Манна-Уитни, р<0.05). 

 

Наибольшую активность проявили соединения АВ-19, АВ-20 и IS-215 

снижая специфическую флуоресценцию гликированного БСА на 79,76 %, 89,86 % 

и 66,92 % соответственно и превосходя по активности аминогуанидин. Соединения 

АВ-15, АВ-41 и IS-219 достоверно снижали специфическую флуоресценцию 

№ п/п Шифр соединения R1 R2 Антигликирующая 

активность (ингибирование 

флуоресценции гликирования 

БСА), Δ % (М±m), 10-3М 

Пиразолотриазины 

 

 

1 АВ-15 CN COOEt 30,64±2,92* 

2 АВ-16 CH NO2 50,41±10,86 

3 АВ-19 COOEt COOEt 88,76±0,92* 

4 АВ-20 COOEt NO2 79,76±4,23* 

5 АВ-41 COONa COONa 37,91±4,81* 

6 АВ-46 COOEt NH2 -22,01±11,12 

Триазолотриазины 

 

 

7 IS 215 H COOEt 66,92±2,67* 

8 IS 218 Set COOEt 24,21±6,91 

9 IS 219 SPr COOEt 28,57±2,61* 

10 IS 221 CH3 COOEt 16,65±7,01 

11 IS 223 Si-Pr COOEt 31,69±7,05 

12 IS 256 COOEt COOEt 29,96±11,56 

13 Аминогуанидин 57,83±0,58* 
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гликированного БСА на 30,64 %, 37,91 % и 28,57 % соответственно, уступая по 

своей активности аминогуанидину. В концентрации 10-3М соединения АВ-16, IS-

218, IS-221, IS-223, IS-226 имели тенденцию снижения флуоресценции 

гликированного БСА, а соединений АВ-46 не оказывал влияние на данный 

параметр. 

По итогу произведенного скрининга среди производных азоло[5,1-C]-1,2,4-

триазинa было выявлено, что наиболее эффективными являются соединения под 

лабораторными шифрами АВ-19 и АВ-20. 

Далее по ходу исследования была изучена зависимость антигликирующего 

эффекта наиболее активных соединений от их концентрации (Таблица 3.2). 

На основании данных рeзультатов для соeдинений АВ-19, АВ-20 и 

аминогуанидина были рaсчитаны покaзaтели концентрации веществ, которые 

вызывают снижение флуоресценции гликированного БСА на 50 % (IC50). Так, 

показатели IC50 для наиболее активных веществ составили 53,96 μM (АВ-19) и 

338,55 (АВ-20), а для аминогуанидина – 765,00 μM. Таким образом наилучший 

показатель был выявлен у соединения АВ-19, которое по величине IC50в в 14 раз 

превосходило аминогуанидин. Для данного соединения был экспериментально 

определен токсикологический показатель LD50 (Таблица 3.3).  

 

Таблица 3.3 – Показатели oстрой тoксичнoсти (LD50), ингибирующей 

концентрации (IC50) и услoвногo тeрапевтического индекса (УТИ) соединения АВ-

19 и аминогуанидина 

Шифр IC50, mМ LD50,mM LD50,мг/кг УТИ 

АВ-19 0,05396 1,534 518,412 28,42 

Аминогуанидин 0,765 5,089 562,566 6,65 
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Таблица 3.2 – Зависимость антигликирующего эффекта соединения АВ-19 от концентрации. 

№

  

п

п/п 

Шифр Aнтигликирующaя aктивность (ингибирование флyoресценции гликирoваннoгo БСА), Δ % (М±m) IC50,µM 

Концентрация, µM 

1000 750 500 250 100 75 50 25 10 

1 АВ-19 91,75±0,42* 91,04±0,39* 87,56±0,34* 78,53±0,76* 62,06±1,36* 51,50±2,43* 40,29±1,71* 39,98±6,64 27,60±5,37 53,96 

2. АВ-20 87,32±1,78* 86,95±1,69* 72,00±3,67* 48,50±10,02 1,31±15,30 -36,96±18,65 -19,00±10,58 -17,29±8,71  338,55 

3. Амино- 

гуанидин 

58,08±0,72* 50,25±1,08* 38,75±1,52* 19,14±2,24* 3,53±2,31* - - - - 765,00 

*-данные достоверны по отношению к пoлoжительнoму кoнтролю (критерий Манна-Уитни, р<0,05). 
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В результате было установлено, что показатель среднелетальной дозы для 

данного соединения составил 518 мг/кг. Далее в ходе исследования был выполнен 

расчет условного терапевтического индекса (УТИ), по величине которого вещество 

АВ-19 превосходило аминогуанидин в 4,27 раза. 

Таким образом, соединение АВ-19 является перспективным для дальнейшего 

исследования. 

 

3.2. Зависимость антигликирующей активности соединений от их 

химичeскoй структуры 

 

В данной работе была изyчена зависимость антигликирующей активности 

новых 12 соединений, относящихся к производным азоло[5,1-C]-1,2,4-триазинa, от 

их химической структуры. 

Подстуктурный анализ влияния типа ядра производных азолотриазинов на 

уровень антигликирующей активности показал, что наиболее активные соединения 

относятся к классу пиразоло[5,1-С]-1,2,4-триазинов. Меньшую активность 

продемонстрировал класс триазоло[5,1-С]-1,2,4-пиразинов. 

Так, в ряду пиразоло[5,1-С]-1,2,4-триазинов наибольшую антигликирующую 

активность проявляет соединение, имеющее этоксикарбонильный заместитель в 

положение С3 и С8 (АВ-19). Замена этоксикарбонильного радикала в положении С3 

на нитрогруппу (АВ-20) приводит к незначительному снижению 

антигликирующей активности. При этом аминогруппа в положении С3 в данном 

ряду соединений приводит к инверсии антигликирующего эффекта (АВ-46). 

Замена этоксикарбонильной группы в С8 на этинильный радикал и 

цианогруппу приводит к снижению антигликирующей активности (АВ-16, АВ-15). 

Следует отметить, что включение в положении С3 и С8 карбоксильной группы 

вместо этоксикарбонильной приводит к снижению антигликирующей активности 

(АВ-41). 

В ряду производных триазолo[5,1-С]-1,2,4-пиразинов этоксикарбонильный 

радикал в С3 обеспечивает антигликирующую активность. (IS-215). Однако 
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введение в положение С7 какого-либо радикала приводит к снижению 

антигликирующей активности изопропилтио (IS-223)> этоксикароксильной (IS-

256) > пропилтио (IS-219) > этилтио (IS-218) > этил (IS-221). 

Таким образом, наибольшую активность проявили производные 

пиразоло[5,1-С]-1,2,4-триазина. Наличие этоксикарбонильной группы в С3 

гарантирует проявление антигликирующей активности как для производных 

пиразолотриазина, так и для триазотриазинов. 

 

3.3. Заключение 

 

В результате проведенного исследования было выявлено, что 

антигликирующая активность новых производных азоло[5,1-C]-1,2,4-триазинa 

находится в зависимости от их химической структуры. Для проявления 

наибольших антигликирующих свойств имеет значение строение заместителей в 

положении С3, С7 и С8 у исследуемых соединений. Более активными из них по 

антигликирующей активности оказались пиразоло[5,1-С]-1,2,4-триазины. При этом 

наличие этоксикарбонильной группы в С3 гарантирует проявление 

антигликирующей активности как для производных пиразолотриазина, так и для 

триазолотриазинов. 

В результате проведенного скринингa новых производных азоло[5,1-C]-

1,2,4-триазинa выявлено, что наиболее aктивными являются соединения АВ-19 и 

АВ-20. Для данных соединений и препарата сравнения – аминогуанидина была 

изучена зависимость антигликирующего эффекта от концентрации веществ и 

рассчитаны показатели IC50. Полученные данные позволили выявить для 

дальнейшего углубленного изучения соединение АВ-19. 
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ГЛАВА 4. ИЗУЧЕНИЕ СТРУКТУРНЫХ И ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ 

ИЗМЕНЕНИЙ ГЛАЗ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ СТРЕПТОЗОТОЦИН-

ИНДУЦИРОВАННОМ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ И ИХ КОРРЕКЦИЯ 

СОЕДИНЕНИЕМ АВ-19 И АМИНОГУАНИДИНОМ 

 

При неконтролируемой гипергликемии сахарный диабет сопровождается 

развитием осложнений, таких, как диабетическая ретинопатия, катаракта и 

неоваскулярная глаукома. Причем сахарный диабет 1 типа характеризуется ранним 

развитием и быстрым прогрессированием хронических осложнений [54, 159, 298]. 

Одним из основных механизмов патогенеза поздних осложнений сахарного 

диабета является процесс неферментативного гликирования белков, а именно 

необратимый кросслинкинг КПГ с длительно живущими белками, имеющими 

низкую скорость метаболизма, такими, как гемоглобин, коллаген и кристаллины, 

что сказывается на их свойствах и, следовательно, изменяет характеристику 

структур, строительными компонентами которых они являются (сосудистая 

стенка, эритроциты, хрусталик, трабекулярная сеть, стекловидное тело, склера, 

роговица и т. д.) [10, 20, 74, 135, 142, 151, 152, 158, 167, 176, 203, 210, 214, 225, 235, 

251, 279, 322, 334, 417, 425]. Помимо прямого влияния на строительные белки и 

ферменты (снижение их каталитической активности) [182, 426, 429], запуск 

рецептор-опосредованных (рКПГ) сигнальных путей вызывает: производство 

активных кислородных метаболитов (АКМ), что влечет за собой эндотелиальную 

дисфункцию, а с учетом цитотоксичности АКМ - и апоптоз перицитов, 

эндотелиальных клеток (как следствие, повышается проницаемость 

гематоофтальмического барьера), фоторецепторов, ганглиозных клеток сетчатки, 

нейроглии, эпителиальных клеток хрусталика и т.д. [1, 69, 278, 327, 390]; 

продукцию провоспалительных цитокинов и молекул адгезии, что приводит к 

лейкостазу и образованию бесклеточных капилляров в сетчатке [112, 193, 290, 292, 

317, 327, 331, 368, 381, 419]. Также КПГ стимулируют образование 

эндотелиального фактора роста (VEGF), который запускает патологический 
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неоангиогенез, что утяжеляет течение диабетической ретинопатии [72, 73, 325, 333, 

424]. 

В результате проведенного скрининга новых производных азолотриазина 

выявлено соединение – лидер по антигликирующей активности с лабораторным 

шифром АВ-19. Целесообразным является дальнейшее изучение его влияния на 

течение и скорость прогрессирования глазных осложнений сахарного диабета, 

накопление КПГ в структурах глаза в условиях in vitro. 

 

4.1. Влияние соединения АВ-19 на содержание гликированного 

гемоглобина в крови у крыс при стрептозотоцин-индуцированном сахарном 

диабете 

 

Уровень гликемии у лабораторных животных из контрольной группы № 1 

(СД) уже на третий день после введения стрептозотоцина превышал 20 ммоль/л и 

оставался достоверно высоким, превосходя аналогичный показатель у интактных 

крыс (Таблица 4.1). В группах животных, получавших аминогуанидин и 

соединение АВ-19, уровень глюкозы на протяжении эксперимента оставался 

достоверно высоким, по сравнению с группой интактного контроля.  

Развитие тяжелой формы экспериментального сахарного диабета (при 

уровени глюкозы в крови 18 ммоль/л и более) характеризовалось изменением 

состояния крыс. Диабетические крысы худели, у них развивалась полиурия, 

полидипсия, полифагия – клинические признаки, характерные для тяжелой формы 

диабета. Животные были вялыми и апатичными.  

По результатам данного этапа исследования было установлено, что у 

животных с СД из группы контроля к концу 3 мес. исследования уровень HbA1c в 

крови оказался повышен и статистически значимо (p<0,05) превышал 

соответствующий уровень HbA1c у крыс из группы интактного контроля в 

2,38 раза (Таблица 4.2). Введение исследуемого соединения АВ-19 приводило к 

снижению данного показателя, как и введение вещества сравнения 

аминогуанидина.  
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Таблица 4.1 – Влияние соединение АВ-19 и аминогуанидина на содержание глюкозы 

крови у крыс через 1, 2 и 3 мес. после развития экспериментального сахарного диабета 

(M ± m, n=15)  

Группа 1 мес. 2 мес. 3 мес. 
Контрольная группа № 1 

(интактные) 
5,55  0,15 5,02  0,28 3,90  0,08 

Контрольная группа № 2 

(сахарный диабет) 
24,35  1,33* 23,15  2,10* 18,15  0,53* 

Опытная группа № 1 (сахарный 

диабет + АВ-19 в дозе 20 мг/кг) 
27,25  1,98* 19,36  2,22* 18,77  0,84 

Опытная группа № 2 (сахарный 

диабет + аминогуанидин в дозе 

50 мг/кг) 
22,26  2,66* 19,13  1,57* 18,24  0,79* 

Примечания: 

M ± m – среднее арифмeтическое значeние и стандартная ошибка срeднeго 

арифметического. 

*– p < 0,05, по сравнению с результатами, полученными у животных из 

группы интактного контроля (t-критерий Стьюдента и непaраметрический 

критерий Мaнна-Уитни [Mann-Whitney, U-test] с поправкой Бонферрони). 

 

Таблица 4.2 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на содержание 

гликированного гeмоглобина у крыс через 3 мeс. после развития 

экспeримeнтального сахарного диабета (M ± m, n=15) 

Группа HbA1c,  % 

Интактный контроль 6,35 ± 0,32 

СД контроль 15,11 ± 0,93* 

СД + АВ-19 в дозе 20 мг/кг 12,56 ± 1,25* 

СД + аминогуанидин в дозе 50 

мг/кг 
12,92 ± 1,47* 

Примечания: 

HbA1c – гликированный гемоглобин; 

M ± m – срeднее арифметическое значeние и стандартная ошибка срeднeго 

арифметического; 

* – p <0,05, по сравнению с рeзультатами, получeнными у лабораторных 

животных из группы интактного контроля (t-критерий Стьюдента и 

непараметрический U-критерий Манна-Уитни с пoправкoй Бoнферрoни). 
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4.2. Влияние сoединения АВ-19 и аминoгуанидина на структурные и 

функциональные изменения глаз при экспериментальном стрептозотоцин-

индуцированном сахарном диабете 

4.2.1. Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на прозрачность 

хрусталиков животных с сахарным диабетом 

 

В результате проведенной биомикроскопии было установлено, что у 

интактных животных (контрольная группа № 1) хрусталики оставались 

прозрачными до конца эксперимента (0 баллов по классификации) (Таблица 4.3, 

Рисунок 4.1).  

 

Таблица 4.3 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на развитие 

помутнения в хрусталиках при стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете 

(M±m, n=15) 

Группы Степень помутнения хрусталиков, 

баллы 

Контрольная группа № 1 (интактные) 0 

Контрольная группа № 2 (сахарный 

диабет) 
2,3±0,25# 

Опытная группа № 1 (сахарный диабет + 

АВ-19 в дозе 20 мг/кг) 
0,7±0,42* 

Опытная группа № 2 (сахарный диабет + 

аминогуанидин в дозе 50 мг/кг) 
0,6±0,32* 

Примечания:  

# – показатели статистически значимо отличаются от контрольной группы 

№ 1 (интактные) при р <0,05; U-критерий Манна-Уитни. 

* – показатели статистически значимо отличаются от контрольной группы 

№ 2 (сахарный диабета) при р <0,05; U-критерий Манна-Уитни. 

 

В группе СД (контрольная группа № 2) у крыс запущенный катарактогенез 

приводил к развитию помутнений в 2,3±0,25 балла (показатели статистически 

значимо отличаются от контрольной группы № 1 при р<0,05; критерий Манна-

Уитни). У крыс, получавших соединение АВ-19 (опытная группа № 1) и 

аминогуанидин (опытная группа № 2), результаты были достоверно лучше, так как 

развивались помутнения хрусталиков в 0,6±0,32 баллов (M±σ) и 0,7±0,42 баллов 
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(M±σ) соответственно (показатели статистически значимо отличаются от группы 

контроля сахарного диабета при р <0,05; U-критерий Манна-Уитни). 

 

                             

0 баллов – прозрачный хрусталик                             1 балл – минимальное помутнение  

         в центре хрусталика 

 

                              

2 балла – неоднородное помутнение                     3 балла – однородное помутнение 

в центре и периферии хрусталика                         по всему хрусталику                  

 

                            

                            4 балла – зрелая катаракта 

 

Рисунок 4.1 – Биомикроскопическая картина хрусталиков на различной 

стадии формирования катаракты согласно модифицированной классификации 

Suryanarayana и др. (2005) 
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Таким образом, по данным рутинной биомикроскопии оба антигликирующих 

соединения достоверно тормозили развитие катаракты у крыс со стрептозотоцин-

индуцированным диабетом in vivo, однако у соединения АВ-19 

антикатарактальный эффект был более выражен, чем у препарата сравнения. 

 

4.2.2. Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на 

патоморфологическую картину хрусталиков 

 

 По данным патоморфологического исследования у интактных животных 

(контрольная группа № 1) за 3 месяца эксперимента не появлялись признаки 

развития катаракты, а при развитии СД запускался активный катарактогенез 

(Рисунок 4.2).  

У всех крыс из контрольной группы № 2 (СД) была выявлена степень 

помутнения хрусталиков, оцениваемая в 2,0±0,7 балла (M±m) (различия 

статистически значимо отличаются относительно показателей контрольной группы 

№ 1 при p<0,05; t-критерий Стьюдента), с вовлечением в патологический процесс 

передней части хрусталика в виде дефрагментации и набухания волокон по 

периферии хрусталика, миграции переднего эпителия к полюсам и на заднюю 

поверхность хрусталика, образования морганиевых телец. В хрусталиках у 

животных, которым вводился аминогуанидин (опытная группа № 2), преобладали 

начальные признаки субкапсулярной или кортикальной катаракты с вакуолизацией 

и набуханием волокон хрусталика, в единичных случаях - с дефрагментацией и 

набуханием волокон по периферии хрусталика, миграцией переднего эпителия к 

полюсам хрусталика (степень помутнения хрусталиков в 1,4±0,5 балла). 

У животных, получавших соединение АВ-19 (опытная группа № 1), обнаруживали 

морфологические признаки начальной катаракты, оцениваемой в 1,75±0,3 баллов: 

умеренное набухание, вакуолизация и частичная дефрагментация волокон 

хрусталика преимущественно в передней части хрусталика; случаев тотальной 

деструкции хрусталика не выявлено. 
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                                  В                   Г 

 

Рисунок 4.2 – Гистологическое строение хрусталиков лабораторных животных: 

А) Хрусталик интактной крысы. Нормальное гистологическое строение. 

Б) Хрусталик крысы с стрептозотоцин-индуцированным сахарным диабетом. 

Выраженный отек, вакуолизация и дезорганизация волокон по всей окружности 

хрусталика. Удержание ядер хрусталиковыми волокнами, формирование балонных 

клеток и морганиевых телец. Отек волокон в ядерной части хрусталика. 

Гистологическая картина полной катаракты. 

В) Хрусталик крысы со стрeптозотоцин-индyцирoвaнным сахарным диабетом, 

которой вводился аминогуанидин в дозе 50мг/кг 3мес. Умеренный отек и 

вакуолизация волокон в передней и экваториальных зонах коркового слоя 

хрусталика. Миграция отдельных ядер волокон в герминативной зоне вглубь 

хрусталика. Гистологическая картина слабовыраженной кортикальной катаракты.  

Г) Хрусталик крысы со стрептозотоцин-индуцированным сахарным диабетом, 

которой вводилось соединение АВ-19 в дозе 20мг/кг 3мес. Нормальное строение 

хрусталиковых волокон.  

Окраска гематоксилином-эозином-флоксином 

Увеличение ×100. 
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Результаты патоморфологического исследования хрусталиков 

экспериментальных животных согласуются с данными, полученными с помощью 

биомикроскопии: у крыс с тяжелым стрептозотоцин-индуцированным диабетом 

запускается активный катарактогенез, который приводит к формированию 

значительных помутнений вещества хрусталика уже к 3 мес. от начала 

заболевания; аминогуанидин и соединение АВ-19 проявляют ингибирующее 

действие на развитие диабетической катаракты, однако биомикроскопическая 

картина более показательна для демонстрации антикатарактального эффекта 

изучаемых соединений. 

 

4.2.3. Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на внутриглазное 

давление 

 

В проведенном исследовании было выявлено, что у крыс с сахарным 

диабетом (контрольная группа № 2) статистически значимо повышалось 

внутриглазное давление (ВГД), по сравнению с интактными животными на 37 %. 

Уровень ВГД у лабораторных животных, получавших соединение АВ-19 

(опытная группа № 2), достоверно снижался на 30,1 %, по сравнению с животными 

с сахарным диабетом (Таблица 4.4). У лабораторных животных, получавших 

аминогуанидин, уровень ВГД не изменялся, по сравнению с крысами из группы 

контроля сахарного диабета. Тaким образом, по результатам контрольного 

исследования уровня ВГД у крыс с сахарным диабетом достоверно развивалась 

офтальмогипертензия через 3 мес. после введения стрептозотоцина. 

Аминогуанидин не оказывал влияния на уровень ВГД у диабетических животных, 

соединение АВ-19 при тех же условиях эксперимента проявило 

офтальмогипотензивный эффект при системном введении. Данная особенность 

нового производного пиразолотриазина, возможно, связана с его более 

выраженной антигликирующей активностью, чем у препарата сравнения, и требует 

дальнейшего изучения. 
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Таблица 4.4 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на уровень 

внутриглазного давления (ВГД) при стрептозотоцин-индуцированном сахарном 

диабете (М±m, n=15) 

Группы ВГД, мм рт.ст. 

Контрольная группа № 1 

(интактные) 
11,6±0,87 

Контрольная группа № 2 (сахарный 

диабет) 
15,9±0,85* 

Опытная группа № 1 (сахарный 

диабет + АВ-19 в дозе 20 мг/кг 
11,1±0,94# 

Опытная группа № 2 (сахарный 

диабет + аминогуанидин в дозе 50 

мг/кг) 

13,8±1,19 

Примечание: 
*- показатели статистически значимо отличаются от контрольной группы № 1 

при р <0,05; t-критерий Стьюдента. 
#- показатели статистически значимо отличаются от контрольной группы № 2 

при р <0,05; t-критерий Стьюдента. 

 

4.2.4. Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на уровень 

конечных продуктов гликирования и карбоксиметиллизина в хрусталиках 

 

По результатам иммуноферментного анализа в группе СД (контрольная 

группа № 2) отмечалось 2х-кратное увеличение содержания конечных продуктов 

гликирования (КПГ) в хрусталиках крыс, по сравнению с этими показателями у 

интактных животных (контрольная группа № 1).  

В группах животных, получавших антигликирующие соединения (опытные 

группы № 1 и № 2), наблюдалась противоположная тенденция: содержание КПГ в 

хрусталиках крыс, получавших соединение АВ-19 снижалось на 47 %, а у 

животных, получавших аминогуанидин, на 40 %.  

У животных с сахарным диабетом (контрольная группа № 2) отмечалось 

повышение содержания карбоксиметиллизина (КМЛ) в хрусталиках на 33 %. При 

этом на фоне введения антигликирующих соединений у крыс отмечалось 

статистически значимое снижение данного показателя (Таблица 4.5), более 
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выраженное в группе животных, получавших соединения АВ-19 (на 47,6 %) 

(опытная группа № 1). 

При развитии тяжелой гипергликемии у крыс со стрептозотоцин-

индуцированным диабетом закономерно повысилось общее содержание КПГ и 

одного из основного из них – КМЛ в хрусталиках (которые характеризуются 

высоким содержанием длительно живущих белков), так как при сахарном диабете 

объективно повышается интенсивность реакции Майяра и образование КПГ [389, 

392, 395-396]. Оба изучаемых соединения статистически значимо уменьшали 

образование КПГ и КМЛ в хрусталиках у экспериментальных животных. В то же 

время соединение АВ-19, проявляющее в 14 раз более выраженную 

антигликирующую активность in vitro, чем аминогуанидин, in vivo также 

эффективнее ингибировало образование КПГ и КМЛ в условиях 

экспериментального сахарного диабета. 

 

Таблица 4.5 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на содержание 

конечных продуктов гликирования (КПГ) и карбоксиметиллизина (КМЛ) в 

хрусталиках животных при стрептозотоцин-индуцированном сахарным диабете, 

(М±m, n=15) 

Группы 
КПГ, мкг/мг 

белка 

КМЛ, мкг/мг 

белка, 

Контрольная группа № 1 (интактные) 280,32±43,4 1,92±0,11 

Контрольная группа № 2 (контроль сахарный 

диабет) 
546,22±20,23# 2,56±0,20# 

Опытная группа № 1 (сахарный диабет + АВ-

19 в дозе 20 мг/кг) 
284,42±31,84* 1,34±0,12* 

Опытная группа № 2 (сахарный диабет + 

аминогуанидин в дозе 50 мг/кг) 
333,32±60,99* 1,76±0,27* 

Примечание: 
# - значения статистически значимо отличаются от показателей контрольной 

группы № 1 при p <0,05; t-критерий Стьюдента; 

* – значения статистически значимо отличаются от показателей контрольной 

группы № 2 при p<0,05; t-критерий Стьюдeнтa. 
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4.2.5. Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на глазную 

микроциркуляцию 

 

При развитии сахарного диабета у крыс (опытная группа № 2) уровень 

гемомикроперфузии снижался на 40,5 %, по сравнению с интактными животными 

контрольной группы № 1 (Таблица 4.6). 

В группе животных, получающих соединение АВ-19, уровень глазной 

микроциркуляции достоверно повышался на 26,9 %, по сравнению с группой 

животных с сахарным диабетом (опытная группа № 2). У животных, получавших 

аминогуанидин, уровень микроциркуляции увеличивался на 20,4 %, по сравнению 

с группой животных из опытной группы № 2, и достоверно не отличается от нее. 

Таблица 4.6 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на уровень глазной 

микроциркуляции при стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете (М±m; 

n=15) 

Экспериментальные группы Уровень микроциркуляции, п.е. 

Контрольная группа № 1 

(интактные) 
2478,0±154,9 

Контрольная группа № 2 

(сахарный диабет) 
1473,4±141,6# 

Опытная группа № 1 

(сахарный диабет + АВ-19 в дозе 20 мг/кг) 
1870,0±72,9* 

Опытная группа № 2 

(сахарный диабет + аминогуанидин в дозе 

50 мг/кг) 

1774,4±136,8 

Примечание: 
# - значения статистически значимо отличаются от показателей контрольной 

группы № 1 при p <0,05; t-критерий Стьюдента; 

* – значения статистически значимо отличаются от показателей контрольной 

группы № 2 при p<0,05; t-критерий Стьюдента. 

Ишемическое повреждение глаза при некомпенсированной гипергликемии в 

данном эксперименте выразилось в достоверном снижении уровня 

микроциркуляции в бассейне задних длинных цилиарных и передних цилиарных 

артерий у крыс с экспериментальным сахарным диабетом. Оба исследуемых 
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соединения способствовали минимизации нарушений глазной гемоперфузии, в том 

числе и в периферических отделах сетчатки, таким образом, проявляя непрямой 

ретинопротекторный эффект. 

 

4.2.6. Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на 

электрофизиологические параметры сетчатки 

 

В проведенном исследование выявлено, что стрептозотоцин-

индуцированный сахарный диабет (контрольная группа № 2) у животных приводит 

к снижению биоэлектрической активности сетчатки (Таблица 4.7). Так, 

коэффициент b/a достоверно снижался на 52,5 %, по сравнению со средним 

значением у интактных животных (контрольная группа № 1), это в свою очередь 

подтверждает литературные данные, что наиболее ранним признаком снижения 

зрительных функций при СД является снижение амплитуд волн биопотенциалов 

[32, 223, 353, 358]. 

Таблица 4.7 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на значения 

коэффициента b/a при стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете (М±m; 

n=15) 

Экспериментальные группы Индекс b/a, отн. ед. 

Контрольная группа № 1 

(интактные) 
0,57±0,01 

Контрольная группа № 2 

(сахарный диабет) 
0,27±0,05# 

Опытная Группа № 1 

(сахарный диабет + АВ-19 (в дозе 20 

мг/кг) 

0,56±0,01*
 

Опытная Группа № 2 

(сахарный диабет + аминогуанидин в 

дозе 50 мг/кг) 

0,47±0,21 

Примечание: 
# - значения статистически значимо отличаются от показателей контрольной 

группы № 1 при p <0,05; t-критерий Стьюдента; 

* – значения статистически значимо отличаются от показателей контрольной 

группы № 2 при p<0,05; t-критерий Стьюдента. 

 



101 
 

На фоне коррекции стрептозотоцин-индуцированного диабета соединением 

АВ-19 выявилось достоверное повышение коэффициента b/a на 100 %, по 

сравнению с группой животных с СД (контрольная группа № 2) (р<0.05). 

Для животных, получавших аминогуанидин, наблюдалась тенденция к увеличению 

электрофизиологического ответа, по сравнению с группой животных со 

стрептозотоцин-индуцированным диабетом (контрольная группа № 2). 

Таким образом, оба соединения, обладающие антигликирующей 

активностью, способствовали сохранению биоэлектирической активности 

сетчатки, которая достоверно подвергалась депрессии у крыс из контрольной 

группы сахарного диабета. Однако нейроретинопротекторный эффект соединения 

АВ-19 был более выражен, чем у препарата сравнения, так как амплитуда 

электроретинограммы у крыс, получавших производное пиразолотриазина 

фактически соответствовала данному параметру у интактных животных. 

 

4.2.7. Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на плотность 

ганглиозного слоя сетчатки 

 

В результате проведенного гистологического исследования сетчатки было 

выявлено, что у интактных крыс из контрольной группы № 1 линейная клеточная 

плотность ядер (ЛКП) слоя ганглиозных клеток сетчатки составила 9,0 (8,0–10,0) 

ядер/100 мкм (Таблица 4.8).  

У крыс с экспериментальным сахарным диабетом (СД) (контрольная группа 

№ 2) ЛКП ганглиозного слоя сетчатки снизилась на 22,2  % (р=0,0019), по 

сравнению с интактными животными и составила 7,0 (6,0-8,0) ядер/100 мкм.  

У крыс, получавших соединение АВ-19 (опытная группа № 1), ЛКП 

ганглиозного слоя сетчатки соответствовала значениям данного параметра у крыс 

в контрольной группе № 1 и составила 9,0 (8,0-11,0) ядер/100 мкм (р=0,56), и 

возрастала на 28,6  % (р<0,001), по сравнению диабетическими животными в 

контрольной группе № 2.  
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Таблица 4.8 – Линейная клеточная плотность ганглиозного слоя сетчатки крыс при 

стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете и его фармакологической 

коррекции, Ме (Q1-Q3) 

Примечания: 

* - различия достоверны, по сравнению с контрольной группой № 1 при 

p<0,05, U-критерий Манна-Уитни; 

# - различия достоверны, по сравнению контрольной группой № 2 с СД при 

p<0,05, U-критерий Манна-Уитни;  

 

У крыс, получавших аминогуанидин, ЛКП ганглиозного слоя сетчатки 

снижалась на 22,2  % (р=0,0016), по сравнению с интактными животными и 

составила 7,0 (6,0-7,0) ядер/100 мкм и соответствовала значениям данного 

параметра в группе крыс в контрольной группе № 2 (р=3,5872). 

В результате соединение АВ-19 снижало выраженность 

нейродегенеративного процесса в сетчатке при некомпенсированном сахарном 

диабете, способствуя сохранению клеточной популяции нейронов третьего 

порядка, что, вероятно, относится и к остальным структурным компонентам 

сетчатки. Таким образом, активное антигликирующее соединение АВ-19 снижало 

степень проявления патологических процессов в сетчатке при диабетической 

ретинопатии как на функциональном, так и на морфологическом уровнях. 

 

Параметр Контрольная 

группа № 1 

(интактные) 

Контрольная 

группа № 2 

(сахарный 

диабет) 

Опытная группа 

№ 1 (сахарный 

диабет+АВ-19 в 

дозе 50мг/кг) 

Опытная группа 

№ 2 (сахарный 

диабет+амино-

гуанидин в дозе 

50 мг/кг) 

Линейная 

клеточная 

плотность, 

ядер/100 мкм 

9,0 

(8,0-10,0) 

7,0 

(6,0-8,0) * 

9,0 

(8,0-11,0)# 

7,0 

(6,0-7,0)* 

 %, по сравнению 

с контрольной 

группой № 1 

 -22,2  % 0 % -22,2  % 

 %, по сравнению 

с контрольной 

группой № 2 

  +28,6  % 0 % 
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4.3. Заключение 

 

Новое производное пиразоло[5,1-C]-1,2,4-триазина – соединение АВ-19 –

проявляло выраженное антикатарактальное действие на хрусталики лабораторных 

животных со стрептозотоцин-индуцированным сахарным диабетом. На фоне 

применения соединения АВ-19 происходило торможение катарактогенеза как по 

данным офтальмоскопии, так и по результатам патоморфологического 

исследования. При этом по данным иммуноферментного анализа содержание КПГ 

и КМЛ в хрусталиках лабораторных животных, получавших соединение АВ-19, 

было ниже, чем у крыс, которые получали аминогуанидин, и приближалось к 

показателям группы интактного контроля. Кроме того, соединение АВ-19 

способствовало увеличению уровня глазной микроциркуляции и нормализации 

электрофизиологического состояния сетчатки у животных со стрептозотоцин-

индуцированным диабетом. Также соединение АВ-19 влияло на уровень 

офтальмогипертензии у животных с экспериментальным сахарным диабетом, что, 

вероятно, было связано с торможением дегенеративных процессов в глазу и, в 

частности, в трабекулярной сети. 

Степень развития катаракты находится в прямой зависимости от содержания 

в хрусталиках КПГ (и одного из основных – КМЛ). Высокая гипергликемия может 

приводить к ишемическим повреждениям сетчатки. Применение 

антигликирующего соединения способно затормозить развитие диабетической 

катаракты и изменения сетчатки. Соответственно, производное пиразоло-1,2,4-

триазина – соединение АВ-19 –обладает потенциальной антикатарактальной, 

нейроретинопротекторной и офтальмогипотензивной активностью и является 

перспективным корректором глазных осложнений сахарного диабета, связанных с 

процессом неферментативного гликирования. 
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ГЛАВА 5. ГЕМОРЕОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ СОЕДИНЕНИЯ 

АВ-19 И АМИНОГУАНИДИНА 

 

Пути развития микрососудистых осложнений сахарного диабета (в том числе 

и диабетической ретинопатии) в значимой степени обусловлены 

непосредственными последствиями хрoнической гипергликемии, а именно 

эндотелиальной дисфункцией, повышенной сосудистой проницаемостью и 

аномальной микрогемореологией, приводящими к тканевой гипоксии и ишемии 

[20]. Первые два патологических процесса подробно описаны в Главе 1. 

Изменения, происходящие с реологическими параметрами крови при сахарном 

диабете, прежде всего, затрагивают эритроциты, которые составляют до 98 % от 

общего объема форменных элементов крови [21]. К этим изменениям относятся 

гиперагрегация эритроцитов, нарушение их формы (увеличение количества 

переходных, предгемолитических и дегенеративных форм) и сниженная 

способность к деформации [20]. Способность эритроцитов к деформации зависит 

от уровня глюкозы крови. При повышении гликемии деформируемость снижается, 

что было продемонстрировано в ряде актуальных публикаций [198, 85, 87]. 

Гликирование мембранных и внутриклеточных белков снижает деформируемость 

и вязкoэластические свойства эритрoцита при сахарном диабете [20].  

Имеется корреляционная связь между тяжестью осложнений сахарного 

диабета, длительностью основного заболевания и степенью нарушений 

деформируемости эритроцитов [21, 33]. В тоже время существуют данные о том, 

что у пациентов с пролиферативной диабетической ретинопитией (ДР) 

деформируемость снижается значительнее, чем у больных с непролиферативной 

формой ДР [87].  

Деформируемость эритроцитов обусловлена такими факторами, как 

внутренняя вязкость (концентрация внутриклеточного гемоглобина (Hb)), 

клеточная геометрия (отношение поверхности к объему), эластические и 

вязкостные свойства мембраны, которые в определенной степени связаны с 

наличием в ней Hb, особенно его гликированной формы (HbА1с) [33]. In vivo при 
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инкубации эритроцитов в различных концентрациях раствора глюкозы 

деформируемость эритроцитов ухудшается [85]. HbА1с составляет 4–6 % общего 

количества Hb в крови здоровых людей, тогда как у больных СД уровень HbА1с в 

2–3 раза выше [21]. При стабильной гипергликемии все больше промежуточных 

лабильных соединения глюкозы с HbА превращаются в стабильные кетоновые 

формы, которые существуют вплоть до того момента, когда эритроциты 

подвергаются эритродиерезу. Снижение деформируемости мембраны эритроцита 

связано с увеличением связывания гликированного гемоглобина с ее внутренней 

поверхностью [20]. В клинической медицине фактически постулировано, что 

высокие показатели HbА1с являются маркером декомпенсации и возможного 

развития поздних осложнений сахарного диабета [198].  

Инкубирование эритроцитов в среде с высоким содержанием глюкозы 

дозозависимым путем приводит к повышению ацетилирование тубулина и его 

транслокации в эритроцитарную мембрану [85]. Повышение мембраносвязанной 

фракции тубулина, как полагают авторы эксперимента, снижает способность 

эритроцитов к деформации. При гипергликемии снижается активность Na/К-

АТФазы и насосной функции Са-АТФазы, что приводит к внутриклеточному 

накоплению ионов Ca+ и повышенному сшиванию мембранных белков [87], а 

также снижается внутриклеточное содержание восстановленного глутатиона [20]. 

Окислительный стресс приводит к повреждению белков и фосфолипидов 

эритроцитарных мембран [20]. Повышение соотношения 

хoлестерин/фoсфолипиды мембран красных клеток крови у больных сахарным 

диабетом дополнительно ведет к снижению их способности к деформации [21]. 

Вызванное сниженной деформируемостью эритроцитов затруднение 

капиллярной гемоперфузии и транспортной функции эритроцитов, изменение 

давления в сосудах микроциркуляторного русла, стимулирование утолщения их 

базальной мембраны приводят к снижению показателей диффузной доставки 

кислорода к тканям [14]. Соответственно, эритроциты со сниженной способностью 

к деформации при сахарном диабете играют триггерную роль в развитии 

микроангиопатий. Таким образом, показатель деформируемости эритроцитов 
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позволяет опосредованно судить о тяжести микрососудистых осложнений 

сахарного диабета, в том числе ретинопатии [87]. В данном исследовании 

проводилось изучение влияния соединения АВ-19 на параметры деформируемости 

эритроцитов у крыс с осложнениями при экспериментальном сахарном диабете in 

vivo и эритроцитов, обработанных глиоксалем in vitro. 

 

5.1. Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на деформируемость 

эритроцитов 

 

Известно, что глюкоза способна вступать в неферментативное 

взаимодействие со свободными аминогруппами белков (реакция Майяра) и 

приводить к образованию КПГ. Интенсивность гликирования увеличивается при 

СД. Кроме того, в условиях гипергликемии происходит развитие карбонильного 

стресса, при котором формируются реактивные дикарбонильные интермедиаты, 

например, метилглиоксаль, которые, как и глюкоза, участвуют в образовании КПГ. 

Кроме того, СД протекает на фоне синдрома повышенной вязкости крови, который 

тесно связан с повышением внутренней вязкости эритроцитов (нарушением 

механических свойств эритроцитарной мембраны) и относительным 

эритроцитозом, в связи с этим оказалось целесообразным изучение влияния 

соединения АВ-19 и аминогуанидина на деформируемость эритроцитов в условиях 

экспериментального СД in vivo и при инкубации эритроцитов с глиоксалем in vitro.  

 

5.1.1. Действие соединения АВ-19 и аминогуанидина на 

деформируемость эритроцитов крыс со стрептозотоцин-индуцированным 

диабетом 

 

В результате проведенного исследования было выявлено, что у крыс на фоне 

экспериментального СД развивалось нарушение структурно-функциональных 

свойств мембран эритроцитов, на что указывало снижение деформируемости этих 

клеток (Таблица 5.1.). При этом индекс удлинения эритроцитов у крыс с СД из 
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группы контроля статистически значимо (p<0,05) снижался на 18 %, по сравнению 

с результатами, полученными у животных из интактной группы. Введение 

соединения АВ-19 в дозе 20 мг/кг статистически значимо (р<0,05) увеличивало 

степень деформируемости эритроцитов на 8 %, по сравнению с результатами, 

полученными у крыс с СД из группы контроля, в то же время величина 

аналогичного эффекта аминогуанидина составила 11 %. 

 

Таблица 5.1 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на деформируемость 

эритроцитов крыс со стрептозотоцин-индуцированным СД (M ± m, n=15) 

Группа ИУЭ, у.е. 

Контрольная группа № 1 (интактные) 0,33 ± 0,01 

Контрольная группа № 2 (сахарный диабет) 0,27 ± 0,01♣ 

Опытная группа № 1 (сахарный диабет+ АВ-19 в 

дозе 20 мг/кг) 
0,29 ± 0,02* 

Опытная группа № 2 (сахарный диабет + 

аминогуанидин в дозе 50 мг/кг) 
0,30 ± 0,04 

  Примечания: 

ИУЭ – индекс удлинения эритроцитов; 

 у.е. – условные единицы; 

 M ± m – среднее арифметическое значение и стандартная ошибка среднего 

арифметического; 

 ♣ – p < 0,05 по срaвнению с результатами, полученными у животных из 

группы интaктного контроля (непараметрический критерий Манна-Уитни [Mann-

Whitney, U-test]). 

• – p < 0,05 по срaвнению с результатами, полученными у животных из 

группы контроля СД (U-критерий Манна-Уитни). 
 

5.1.2. Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на 

деформируемость эритроцитов, обработанных глиоксалем 

 

В результате проведенного исследования было обнаружено статистически 

значимое (p<0,05) снижение деформируемости эритроцитов кроликов под 

влиянием глиоксаля в концентрации 1 мМ (Таблица 5.2., Рисунок 5.1). Это 

подтверждалось снижением индекса удлинения эритроцитов в 2,5 раза. 
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Рисунок 5.1 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина в 

концентрациях 1, 2,5 или 5 мМ на деформируемость эритроцитов, обработанных 

глиоксалем in vitro 

Примечания: 

ИУЭ – индекс удлинения эритроцитов. 

у.е. – условные единицы. 

* – p < 0,05, по сравнению с результатами, полученными в контроле 

(критерий Манна-Уитни). 
# – p < 0,05, по сравнению с результатами, полученными в контроле с 

глиоксалем (U-критерий Манна-Уитни). 
 

Соединение АВ-19 способствовало увеличению деформируемости 

эритроцитов. После 10-минутной инкубации с соединением АВ-19 в концентрации 

1 мM индекс удлинения эритроцитов увеличивался на 7 %, в концентрации 2,5 

мM – на 64 % (p<0.05), а в концентрации 5 мM – практически в два раза (p<0.05). 

Следует отметить, что увеличение деформируемости эритроцитов под действием 

соединения АВ-19 зависело от его дозы, и в концентрации 5 мM по своей 

активности соединение АВ-19 существенно превосходило препарат сравнения 

аминогуанидин. На основании полученных данных для соединения АВ-19 была 

рассчитана IC50, которая составила 2,1 мМ.  

Таким образом, инкубация с соединением АВ-19 снижала жесткость мембран 

эритроцитов, обработанных глиоксалем, и улучшало их текучесть in vitro. 
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Таблица 5.2 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на деформируемость 

эритроцитов, обработанных глиоксалем in vitro (M ± m) 

Тестируемый образец Концентрация, мМ ИУЭ, у.е. 

Контроль (интактный) – 0,35 ± 0,01 

Контроль (глиоксаль) – 0,14 ± 0,02♣ 

АВ-19 

1 0,15 ± 0,02 

2.5 0,23 ± 0,02* 

5 0,30 ± 0,02* 

Аминогуанидин 

1 0,18 ± 0,03 

2.5 0,20 ± 0,02* 

5 0,23 ± 0,01* 

Примечания: 

 ИУЭ – индекс удлинения эритроцитов. 

M ± m – среднеe арифметичeское значение и стандартная ошибка среднего 

арифметического. 

 ♣ – p < 0,05, по сравнению с результатами, полученными в контроле (U-

критерий Манна-Уитни). 

• – p < 0,05, по сравнению с результатами, полученными в контроле с 

глиоксалем (U-критерий Манна-Уитни). 

 

5.2. Заключение 

 

У крыс с экспериментальным сахарным диабетом развивались 

гемореологические нарушения в виде изменений структурно-функциональных 

свойств мембран эритроцитов и снижения их деформируемости. При этом 

курсовое введение соединения АВ-19 в дозе 20 мг/кг статистически значимо 

(p<0,05) увеличивало способность эритроцитов к деформации, по сравнению с 

результатами, полученными у крыс с СД из контрольной группы. 

Результаты изучения влияния соединения АВ-19 на деформируемость 

эритроцитов кроликов in vitro, подтверждают его способность снижать жесткость 

мембран эритроцитов, обработанных глиоксалем, и улучшать их 

деформируемость. 

Таким образом, соединение АВ-19 способно улучшать реологические 

параметры крови, как in vivo при развитии сахарного диабета, так и при 
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лабораторном моделировани реакции нефрементативного гликирования in vitro. 

Данный гемореологический эффект производного пиразолотриазина, вероятно, 

связан с его высокой антигликирующей активностью по отношению к белкам 

эритроцитарной мембраны. 
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ГЛАВА 6. ИССЛЕДОВАНИЕ МЕСТНОРАЗДРАЖАЮЩЕГО 

ДЕЙСТВИЯ СОЕДИНЕНИЯ АВ-19 ПРИ ОДНОКРАТНОМ НАНЕСЕНИИ 

НА КОНЪЮНКТИВУ ГЛАЗА МОРСКИХ СВИНОК 

 

Ведущим способом введения лекарственных средств в офтальмологии 

является местное применение глазных капель, суспензий, гелей и мазей в виде 

инстилляций или нанесения в конъюнктивальную полость, что особенно актуально 

для лечения хронических глазных заболевания, требующих длительной 

ежедневной или курсовой терапии [43]. К таким заболеваниям относятся и глазные 

осложнения сахарного диабета (катаракта, глаукома, ретинопатия). В силу 

анатомо-физиологических факторов (рефлекторное слезотечение, которое 

приводит к «разбавлению» активного компонента лекарственного средства, 

рефлекторное моргание, каждое из которых эвакуирует из конъюнктивальной 

полости 2 мкл жидкости по слезоотводящим путям) местный способ введения 

лекарственных препаратов в конъюнктивальную полость имеет низкую 

биодоступность (1-10 %) [43]. Именно поэтому достижение терапевтической 

концентрации активного компонента в тканях и камерах глаза во многом зависит 

от отсутствия или минимизации местнораздражающих свойств лекарственного 

препарата. Таким образом, для потенциального лекарственного средства, 

применяемого в офтальмологии для лечения отдаленных последствий сахарного 

диабета, важно еще на этапе доклинических исследований выявить степень 

местнораздражающего действия активного вещества на конъюнктиву и роговицу 

глаза. 

 

6.1. Результаты исследования местнораздражающего действия 

соединения АВ-19 при однократном нанесении на конъюнктиву глаза 

морских свинок 

 

При однократном нанесении 0,2 % или 2,0 % суспензий соединения АВ-19 на 

конъюнктиву глаза морских свинок не выявлено раздражающего действия. 
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По результатам исследования ни в одной из групп не наблюдалось животных с 

положительной реакцией (Таблица 6.1.). 

 

Таблица 6.1 – Оценка местнораздражающего действия соединения АВ-19 на 

конъюнктиву глаза морских свинок при однократной аппликации (n=5) 

Группы 

животных 

АВ-19, 

концентрация. 

Пол 

животных 

Количество 

животных с 

положитель-

ной 

реакцией,  

15 мин 

Количество 

животных с 

положитель-

ной реакцией, 

24 ч 

Количество 

животных с 

положитель-

ной реакцией, 

48 ч 

Исследуемые 

группы 1, 2 

0,2 % 

суспензия 

Самцы 0/5 0/5 0/5 

Самки 0/5 0/5 0/5 

Исследуемые 

группы 3, 4 

2 % суспензия Самцы 0/5 0/5 0/5 

Самки 0/5 0/5 0/5 

Контрольные 

группы 1, 2 

Дистил. вода Самцы 0/5 0/5 0/5 

Самки 0/5 0/5 0/5 

Примечания: 

В числителе указано количество морских свинок с положительной 

реакцией, в знаменателе – количество животных в группе. 

* – p < 0,05, по сравнению с результатами, полученными у животных, 

которые получали дистиллированную воду (критерий хи-квадрат). 

 

6.2. Заключение 

 

Исследование местнораздражающего действия соединения АВ-19 проводили 

in vivo в соответствии с целью и задачами исследования согласно требованиям, 

предъявляемым при проведении доклиничeских исследований лекарственных 

срeдств и Правил надлежащей лабораторной практики.  

По результатам исследования местнораздражающего действия соединения 

АВ-19 при однократном нанесении на конъюнктиву глаза морских свинок не 

выявлено раздражающего эффекта со стороны конъюнктивы. 
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ГЛАВА 7. НЕЙРОТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 

СОЕДИНЕНИЯ АВ-19, ВЫЯВЛЕННЫЕ В МНОГОТЕСТОВОМ 

НАБЛЮДЕНИИ ПО S. IRWIN 

 

Поскольку сахарный диабет является хроническим заболеванием, 

требующим длительного применения сахароснижающих препаратов, 

лекарственная безопасность является приоритетным направлением при создании 

новых препаратов. В ходе проведенных исследований была изучена специфическая 

фармакологическая активность соединение АВ-19 на структуры и функции глаз в 

условиях экспериментального моделирования поздних осложнений сахарного 

диабета. Полученные результаты доказывают достаточно высокую эффективность 

соединения АВ-19 и целесообразность дальнейшего углубленного изучения 

спектра его свойств и потенциальных нейротоксических эффектов. В связи с этим, 

особый интерес представляет изучение нейротоксикологических эффектов 

соединения АВ-19 с использованием многотестового наблюдения по S.Irwin.  

 

7.1. Нейротоксический профиль соединения АВ-19 при введении 

различных доз изучаемого вещества в многотестовом наблюдении по S. Irwin 

 

У животных, получавших соединение АВ–19 в средней эффективной дозе, не 

отмечалось достоверных изменений изучаемых показателей (Таблица 7.1). 

При исследовании соединения АВ-19 в дозе, превышающей среднюю 

эффективную в 5 раз, оцениваемые пaраметры, характеризующие нервно-

мышечную возбудимость, функциональное состояние вегетативной нервной 

системы, соответствовали норме, установленной для данной тeст-системы.  
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Таблица 7.1 – Влияние соединения АВ-19 в исследуемых дозах на 

нейротоксические симптомы у мышей по модифицированной методике S. Irwin 

(n=6) 

 

Примечания: 

↓ – изменения, связанные с ослаблением тестируемого показателя;  

↑ – изменения, связанные с усилением тестируемого показателя,  

0 – отсутствие изменений тестируемого параметра.  

 

Из регистрируемых показателей, которые иллюстрируют поведенческие 

реакции, через 1 час после введения вещества у животных фиксировалось 

статистически незначимое снижение груминга и спонтанной двигательной 

активности, наблюдалось пассивность в поведении. Остальные параметры, в 

сравнении с группой контроля, не изменились. После введения дозы, 10-ти кратно 

превышающей среднюю эффективную дозу соединения АВ-19, наблюдались 

изменения спонтанной двигательной активности и груминга, достоверно 

увеличивался показатель пассивности. Были выявлены случаи снижения 

рефлекторных реакций на тактильное прикoсновение и болевой рaздражитель. В то 

же время со стороны вегетатропных эффектов зафиксировано не было. 

Тестируемые 

параметры 

АВ-19 

20 мг/кг 100 мг/кг 200 мг/кг 400 мг/кг 1000 мг/кг 

Поведенческие реакции 

Груминг 0 0(↓) 0(↓) ↓ ↓ 

Спонтанная двигательная активность 0 0(↓) 0(↓) ↓ ↓ 

Пассивность 0 0(↑) ↑ ↑ ↑ 

Нервно-мышечная возбудимость 

Общий тонус скелетных мышц 0 0 0 0(↓) ↓ 

Реакция на стук 0 0 0 0(↓) ↓ 

Вегетативные эффекты 

Частота дыхания 0 0 0 0(↓) ↓ 

Температура тела 0 0 0 0(↓) ↓ 

Влияния на рефлексы 

Слуховой рефлекс 0 0 0 0(↓) ↓ 
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Для животных на 60 и 120 минутах после введения соединения АВ-19 в дозах 400 

и 1000 мг/кг была выявлена характерная картина интоксикации: снижение 

показателя двигательной активности животных (пассивность, спонтанная 

двигательная активность - в дозе 1000 мг/кг), уряжение частоты актов груминга, по 

сравнению с исходным значением и показателями контрольной группы угнетались 

рефлекторные реакции (на звук и на прикосновение в дозе – 1000 мг/кг, а на боль – 

в обеих дозах), снижение мышечного тонуса конечностей, в особенности задних 

лап. Описанные симптомы дополнялись уряжением частоты дыхательных 

движений и гипотeрмией. Большинство регистрируемых эффектов соединения АВ-

19 были дозозависимы: значительная часть эффектов в большинстве случаев 

развивалась к 1 часу наблюдения и в дозе 400 мг/кг статистически была не 

достоверна, а в дозе, превышающей эффективную в 50 раз, интоксикационные 

изменения усиливались и наблюдались в течение всего времени наблюдения.  

В совокупности выявленные изменения указанных признаков в 

многопараметровом тестировании демонстрируют развитии седации с выраженной 

вегетотропной симптоматикой у лабораторных животных. Результаты данного 

исследования говорят об отсутствии значимого нейротоксического влияния 

соединения АВ-19 в средней эффективной дозе (20 мг/кг), и в дозе, превышающей 

эффективную в 5 раз. По большинству наблюдаемых параметров при увеличении 

дозы от 400 мг/кг и выше при введении АВ–19 у животных развивается выраженная 

седация, тахипноэ и гипотермия, и отмечается снижeние скорости нервно-

мышечной передачи.  

 

7.2. Заключение 

 

По данным исследования установлено, что для соединения АВ-19, вводимого 

в средней эффективной дозе и дозах, превосходящих среднюю эффективную в 5 и 

10 раз, не характерно влияние на функциональное состояние вегетативной нервной 

системы и нервно-мышечного возбуждения. Среди спектра регистрируемых 

поведенческих эффектов наблюдается снижение активности лабораторных 
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животных. В то же время отдельные случаи снижения рефлекторных реакций на 

тактильное прикосновение и болевой раздражитель в дозе 200 мг/кг не имели 

достоверного различия с животными из группы интактного контроля. Доза 400 

мг/кг условно может быть oбозначена как начальная, которая провоцирует 

выраженные токсические реакции, и может быть рекомендована для углубленного 

исследования хронической токсичности соединения АВ-19. Отмеченные 

изменения нейрофункционального состояния у мышей позволяют предварительно 

определить минимальную токсическую дозу (ТДмин) для АВ-19 при 

внутрижелудочном введении: 400 мг/кг<ТДмин≤1000 мг/кг, и описать 

клиническую картину вероятной передозировки соединением АВ-19. Таким 

образом, значимыми из регистрируемых эффектов являются: седация, снижение 

мышечного тонуса, а со стороны вегетативной нервной системы – тахипноэ и 

гипотермия. По итогам данного исследования можно сделать вывод о том, что для 

соединения АВ-19 характерно низкое токсическое действие в отношении 

поведения животных при многотестовом наблюдении по S.Irwin. 
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ГЛАВА 8. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

 

Согласно данным литературы, неуклонно растет количество лиц с сахарным 

диабетом, а среди них – количество пациентов, имеющих глазную патологию, 

ассоциированную с основным заболеванием [138, 159, 180, 190, 195]. Развитие 

таких осложнений, как катаракта, ретинопатия и глаукома, опасны не только 

прогрессирующим снижением зрения, но и развитием слепоты. Современные 

подходы к их лечению весьма эффективны и непрерывно улучшаются, но в то же 

время они остаются радикальными, имеют ряд серьезных ограничений и 

осложнений, их успешность часто является временной, учитывая хронический 

характер сахарного диабета [59, 165, 330, 388, 406]. Профилактика осложнений 

сахарного диабета напрямую связана с контролем уровня гликемии, которая не 

всегда возможна, поэтому поиск новых средств фармакологической коррекции 

последствий сахарного диабета является актуальной задачей. 

В качестве потенциальных средств для профилактики и лечения отдаленных 

последствий сахарного диабета рассматриваются антигликирующие соединения 

[10]. Ингибирование реакции Майяра при подробном рассмотрении 

патобиохимических механизмов развития отдаленных последствий сахарного 

диабета выглядит обоснованным и перспективным. Активация оси КПГ/рецептор 

КПГ (рКПГ) вызывает генерацию активных кислородных метаболитов 

(окислительный стресс), образование молекул адгезии (ICAM-1, VCAM-1) 

(лейкостаз, тромбообразование), провоспалительных цитокинов, хемокинов и 

проапоптических белков (ИЛ-6, ИЛ-1β, ФНО-α, Bax, iNOS) (апоптоз нейронов 

сетчатки, клеток Мюллера, клеток слоя пигментного эпителия сетчатки, перицитов, 

эндoтелиальных клеток сосудов сетчатки, эпителиальных клеток хрусталика), 

эндотелиального фактора роста (неоангиогенез), активация протиеинкиназы С 

(уменьшение белков плотных контактов эндотелиальных клеток сетчатки ZO-1, 

ZO-2 – патологическая проницаемость гематоофтальмического барьера, а 

уменьшение коннексонов в хрусталике – катарактогенез) [70, 72, 73, 209, 274, 377, 

417, 424]. Гликирование мембран эритроцитов и гемоглобина приводит к 
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снижению их деформируемости, а, следовательно, к нарушению гемоперфузии 

сетчатки и тканевой гипоксии [20, 135, 149, 152]. Гликирование коллагена 

базальной мембраны сосудов сетчатки приводит к увеличению ее толщины и 

снижению эластичности [214, 251]. Гликирование кристаллинов, накопление КПГ 

в хрусталиках приводит к снижению их прозрачности [74, 142, 151, 158, 167, 210, 

225, 235, 322, 425]. Неясен механизм влияния неферментативного гликирования на 

уровень ВГД, однако такая связь, вероятно, существует [203, 279, 373]. 

За последние 5 лет были опубликованы экспериментальные данные об 

эффективности препаратов растительного происхождения против 

прогрессирования диабетической ретинопатии [81, 350, 358, 378, 370, 423], также 

есть данные об эффективности флавоноидов, апокаротиноидов, карнозина, L-

лизина, цинка и др. против диабетического катарактогенеза [96, 108, 109, 141, 227, 

299].  

В данной работе был проведен направленный поиск соединения-лидера по 

антигликирующей активности среди новых производных азоло[5,1-С]-1,2,4-

триазина (6 соединений с лабораторным шифром АВ и 6 соединений с 

лабораторным шифром IS), синтезированных в ФГАОУ ВО «Уральский 

федеральный университет имени первого Президента России Б.Н. Ельцина» (г. 

Екатеринбург). Реакцию гликирования БСА воспроизводили по методу 

Jedsadayanmata A. [31, 221] и определяли антигликирующую активность по уровню 

ингибирования флуоресценции гликированного БСА. В качестве вещества 

сравнения был выбран аминогуанидин, как соединение, проявляющее известные в 

литературе антигликирующие свойства за счет его способности нейтролизовывать 

высокореакционноспособные гликирующие агенты – дикарбонильные соединения 

[226, 387]. В результате эксперимента было определено, что наибольшую 

антигликирующую способность проявило соединение с лабораторным шифром 

АВ-19 (натриевая соль диэтилового эфира 4-оксо-1,4-дигидропирозололо[5,1-С]-

1,2,4-триазин-3,8-дикарбоновой кислоты, моногидрат) (Рисунок 8.1). Было 

получено снижение уровня флyоресценции гликированного бычьего 

сывороточного альбумина на 88,76 % у соединения АВ-19 против 79,86 % у АВ-20, 
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66,92 % у IS-219, и 57,83 % у аминогуанидина при концентрации 

антигликирующих соединений 10-3М.  

 

 

 

Рисунок 8.1 – Химическое строение соединения АВ-19 

 

Для наиболее активных антигликирующих соединений (АВ-19 и АВ-20) 

были исследованы концентрационные зависимости антигликирующей активности, 

вычислены показатели IC50. Показатели IC50 составили 53,96 μM для соединения 

АВ-19, 338,55 μM для соединения АВ-20, и – 765,00 μM для вещества сравнения. 

Таким образом, наилучший показатель был выявлен у соединения АВ-19, которое 

по величине IC50 в 14 раз превосходило аминогуанидин. 

Подструктурный анализ влияния типа ядра показал, что более выраженными 

антигликирующими свойствами обладает ряд пиразолотриазинов. Далее наличие 

этокарбоксильного заместителя в положениях С3 и С8 в структуре соединения АВ-

19 делает его лидером по антигликирующей активности среди изучаемых 

производных. Замена этокарбонильного радикала на иной заместитель в любом из 

названных положений атома углерода в гетероцикле приводит к снижению 

антигликирующей активности соединения. 

Кроме того, соединение АВ-19 оказалось менее токсичным в сравнении с 

аминогуанидином (показатель LD50 1,534 mM у АВ-19 против 5,089 mM у 

аминогуанидина), а по широте терапевтического действия в 4,27 раза превосходило 

препарат сравнения, клинические испытания которого были остановлены связи с 

его высокой токсичностью [259]. 
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Таким образом, для дальнейшего изучения in vivo влияния нового 

производного азолотриазина на развитие отдаленных последствий сахарного 

диабета на орган зрения было выбрано новое производное азолотриазина - 

соединение АВ-19, обладающее наибольшей антигликирующей активностью и 

имеющее ряд преимуществ над наиболее известным антигликирующим 

препаратом аминогуанидином как по антигликирующему, так и по 

терапевтическому потенциалу. 

Стрептозотоцин-индуцированная модель сахарного диабета 1 типа была 

выбрана как одна из самых релевантных и эксплуатируемых в экспериментальной 

практике для исследования глазных последствий заболевания [137, 148, 245, 300, 

308, 421]. Таким образом моделируется развитие в экспериментальных условиях 

(чаще всего у крыс и мышей) диабетического катарактогенеза, нейро- и 

ретинопатии, диабетической неоваскуляризации, офтальмогипертензии. Развитие 

тяжелой гипергликемии у крыс (не менее 15 ммоль/л) подтверждалось регулярным 

контролем уровня глюкозы в крови. Влияние аминогуанидина и соединения АВ-19 

на гликемию, согласно полученным данным, отсутствовало, что позволяет 

предположить, что выявленные антидиабетические эффекты соединений связаны с 

их антигликирующими свойствами.  

Согласно биомикроофтальмоскопическому контролю к моменту завершения 

эксперимента (90 день) у крыс из контрольной группы сахарного диабета 

(контрольная группа № 2) появились помутнения как в кортикальных, так и в 

ядерных слоях хрусталиков, соответствующие 2,3 баллам по используемой шкале. 

Это достоверно отличается от показателей контрольной группы № 1 (интактные 

животные), подтверждает адекватность выбранной экспериментальной модели 

сахарного диабета и согласуется с данными из литературных источников [148, 253, 

308, 421]. В то же время и аминогуанидин, и соединение АВ-19 явно замедляли 

диабетический катарактогенез у лабораторных животных (помутнения в 

хрусталиках достигали лишь 0,7 и 0,6 баллов соответственно), что статистически 

значимо отличается от степени развития катаракты у крыс из контрольной группы 

сахарного диабета.  
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Данные прижизненного обследования хрусталиков соответствуют 

патогистологической картине у лабораторных животных в рамках эксперимента: у 

интактных крыс отсутствовали какие-либо изменения структуры хрусталика, у 

диабетических животных из контрольной группы № 2 – присутствовали 

прогрессирующие патоморфологические признаки деградации, главным образом, 

эпителиальных клеток передней капсулы хрусталика (ЭКХ) и хрусталиковых 

волокон. Данные изменения вещества хрусталика оценивались в 2 балла по 

разработанной шкале оценки степени развития катаракты. Ингибирующее влияние 

аминогуанидина и соединения АВ-19 (1,4 и 1,75 баллов соответственно) на 

формирование диабетической катаракты было выявлено в ходе 

патоморфологического исследования, однако, в отличие от данных 

биомикроофтальмоскопии, разница не была статистически значима в сравнении с 

группой контроля сахарного диабета. 

В литературе описывается, что аминогуанидин способен ингибировать 

диабетический катарактогенез, как при местном [150], так и при системном 

введении [362] у крыс со стрептозотоцин-индуцированном диабетом за счет 

снижения накопления в хрусталиках конечных продуктов гликирования (КПГ). 

Повышение содержания КПГ в хрусталике проводит к изменению его цвета и 

снижению прозрачности [142, 202, 227, 374]. Реакция кросслинкинга между КПГ и 

хрусталиковыми белками (основная часть из которых кристаллины) приводит к 

формированию белковых агрегатов с высокой молекулярной массой (ВММ) за счет 

формирования меж- и внутримолекулярных поперечных сшивок, 

сопровождающихся конформационными преобразованиями, что закономерно 

приводит к снижению прозрачности хрусталика путем образования в нем фокусов 

светорассеяния и снижения показателя светопреломления [9, 10, 74, 141]. К тому 

же, посредством активации рецептор–опосредованных сигнальных путей КПГ 

потенцируют окислительный стресс и проапоптические процессы в клетках, что 

затрагивает биохимически активные ЭКХ [69, 247]. В конечном счете это приводит 

к появлению патоморфологических признаков катаракты, которые наблюдались по 

данным микроскопии в настоящем исследовании.  
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По результатам иммуноферментного анализа у крыс из контрольной группы 

сахарного диабета было обнаружено достоверное повышение содержания КПГ в 

хрусталиках в сравнении с интактными животными (546,22 мкг/кг против 

280 мкг/кг соответственно). Согласно литературным источникам, данная 

тенденция характерна для диабетического катарактогенеза [68, 74, 114, 125, 171]. 

Отдельно исследовалось содержание карбоксиметиллизина в хрусталиках, как 

одного из основных КПГ, накапливающихся в хрусталиках при формировании 

диабетической катаракты [110]. Результаты показывают избыточное накопление 

КМЛ в хрусталиках при стрептозотоцин-индуцированном диабете (2,56 мкг/кг в 

контрольной группе № 2 против 1,62 мкг/кг в контрольной группе № 1). Как и 

описывалось в литературных источниках, аминогуанидин приводил к снижению 

накопления в хрусталиках диабетических крыс, как КПГ на 39 %, так и КМЛ на 

31,3 %, по сравнению с животными из контрольной группы № 2 (сахарный диабет) 

[150, 362]. Однако влияние соединения АВ-19 было более выраженным: 

содержание КПГ в хрусталиках было ниже на 47,9 %, а КМЛ на 47,7 %, по 

сравнению с крысами из группы контроля сахарного диабета. Причем 

ингибирующий эффект обоих антигликирующих соединений на повышенное 

образование КПГ и КМЛ в хрусталиках было статистически значимым (при 

р<0,05).  

Таким образом, объективные экспериментальные данные, полученные как с 

помощью клинического метода диагностики, так и лабораторных методов 

исследования хрусталика, продемонстрировали антикатарактальный эффект 

изучаемого производного пиразолотриазина и препарата сравнения. Соединение 

АВ-19 в эксперименте in vitro показало более высокую антигликирующую 

активность, чем аминогуанидин. Данная закономерность прослеживается на 

животной модели диабетического катарактогенеза: меньшее накопление КПГ в 

хрусталиках тяжелой форме гипрегликемии приводит к достоверному торможению 

формирования катаракты, однако не останавливает его полностью.  

Параллельно исследованию хрусталика изучалось влияние соединения АВ-

19 на изменения структуры и функции сетчатки в условиях экспериментального 
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диабета. Раннее развитие катаракты у диабетических животных и снижение 

прозрачности оптических сред затруднило непосредственный 

офтальмоскопический контроль за состоянием глазного дна. Однако 

функциональные методы исследования и патоморфологическое изучение 

микропрепаратов сетчатки позволили многосторонне проанализировать влияние 

соединения АВ-19 и препарата сравнения на развитие диабетической ретинопатии 

(ДР). 

Различные биохимические компоненты патогенеза ДР, каждое из которых 

непосредственно связано с интенсифицированным процессом неферментативного 

гликирования при длительной гипергликемии, что подробно описывается в Главе 1 

настоящей работы, приводят к развитию микрососудистых нарушений и 

ишемически-гипоксического повреждения всех структур органа зрения, на 

которые глаз отвечает компенсаторным, но морфологически и функционально 

неполноценным неоангиогенезом [127, 240, 405, 428].  

Проведенная в рамках экспериментальной части лазерная допплеровская 

флоуметрия (ЛДФ) позволяет исследовать микрогемоперфузию зондируемого 

отрезка конъюнктивы, склеры, периферических отделов сетчатки и хориоидеи [29, 

103]. У крыс из контрольной группы сахарного диабета было выявлено 

прогнозируемое согласно данным литературы снижение на 40,5 % уровня глазной 

микроциркуляции, по сравнению с интактными животными (при р <0,05) [199, 241, 

329]. Оба антигликирующих соединения положительно влияли на уровень 

перфузии ишемизированных тканей у диабетических животных: наблюдалось 

повышение уровня глазной микроциркуляции на 20,4 % у крыс, получавших 

аминогуанидин, и на 26,9 % у крыс, получавших соединение АВ-19, по сравнению 

с животными из контрольной группы № 2. 

Также о развитии ретинальной гипоксии и сопутствующей дегенерации 

нейронных и глиальных элементов сетчатки при сахарном диабете говорит 

снижение амплитуды ретинального электофизиологического ответа [32, 223, 353, 

358]. Нейродегенерация фоторецепторов вплоть до апоптоза является 

неотъемлемым компонентом патогенеза ДР и проявляется снижением амплитуды 
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а-волны электроретинограммы [350, 354, 370]. Таким же путем поражение 

глиальных элементов сетчатки, составляющих так называемый нейрососудистый 

комплекс сетчатки (главная роль в котором принадлежит клеткам Мюллера) и 

нейродегенерация биполярных клеток приводят к снижению амплидуты b-волны 

электроретинограммы [189, 193, 302]. В итоге ЭРГ-индекс b/a является 

результирующим показателем, отражающий электрогенез сетчатки в целом [46, 

64].  

По результатам проведенной скотопической электроретинографии (ЭРГ) 

было выявлено снижение значения индекса b/а у лабораторных животных из 

контрольной группы № 2 (сахарный диабет) более, чем в 2 раза относительно 

данного показателя у интактных крыс (0,27 против 0,57 соответственно при p 

<0,05), что, согласно опубликованным данным [489, 513], показывает снижение 

биоэлектрической активности сетчатки при сахарном диабете. Однако у 

диабетических крыс, получавших аминогуанидин, наблюдалось повышение 

индекса b/а на 74  %, по сравнению с крысами из группы контроля сахарного 

диабета, что в целом согласуется с литературными данными и, вероятно, связано с 

уменьшением образования КПГ, рКПГ, маркеров окислительного стресса и 

воспаления, а также признаков апоптоза в сетчатке диабетических животных [82, 

408]. В то же время у животных, получавших соединение АВ-19, повышение 

индекса b/a составило 100 % (при p<0,05), по сравнению с контрольными 

животными из группы сахарного диабета, фактически достигая значения индекса 

b\a у интактных животных.  

Следовательно, оба антигликирующих соединения, позитивно влияя на 

функциональные изменения при гипергликемии: показатели 

электрофизиологического ответа сетчатки и глазной гемомикроперфузии, – 

продемонстрировали нейроретинопротективные свойства при 

некомпенсированном сахарном диабете. 

Однако в рамках настоящей работы были изучены и морфологические 

аспекты нейродегенерации сетчатки, а именно линейная клеточная плотность ядер 

ганглиозного слоя сетчатки (ЛКП). Как описано в Главе 1, явления апоптоза 
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ганглиозных клеток при диабетической ретинопатии были экспериментально 

подтверждены в ряде работ [236, 196, 244, 261, 275]. Так, у крыс из контрольной 

группы № 2 отмечалось достоверное снижение ЛКП ганглиозных слоя на 22,2 % 

(при p <0,05), по сравнению с интактными животными, аналогичные изменения 

наблюдались и у диабетических животных, получавших препарат сравнения, хотя 

в литературе присутствуют упоминания, что аминогуанидин уменьшает потери 

ганглиозных клеток при экспериментальном сахарном диабете на фоне снижения 

накопления КПГ в сетчатке [90]. Однако соединение АВ-19 способствовало 

сохранению количества ганглиозных клеток на уровне контрольной группы № 1 

(интактные), таким образом минимизируя обусловленные апоптозом изменения в 

сетчатке при сахарном диабете. 

Отдельно следует сказать о влиянии антигликирующих соединений на 

уровень внутриглазного давления (ВГД). Как описывается в работе Jung и др. [223], 

у крыс со стрептозотоцин-индуцированным диабетом отмечается не только 

повышение среднего уровня ВГД, но и увеличение его суточных колебаний, чему 

уделяется особое внимание в клинической практике. В данном эксперименте у 

крыс из контрольной группы сахарного диабета наблюдалось достоверное 

повышение ВГД в среднем на 4,3 мм рт. ст. (при p<0,05), по сравнению с 

интактными животными. В группе животных, получавших аминогуанидин, 

уровень ВГД не отличался от показателей животных из контрольной группы № 2. 

Однако соединение АВ-19 проявило офтальмогипотензивный эфффект, возвращая 

уровень ВГД у диабетических крыс до показателей контрольной группы № 1 

(интактные). Предположительно, данный результат связан с более выраженными 

антигликирующими свойствами соединения АВ-19, по сравнению с 

аминогуанидином, выявленными in vitro. Данные о влиянии аминогуанидина на 

ВГД при сахарном диабете в литературе отсутствуют, хотя есть информация, что 

аминогуанидин не оказывал воздействия на ВГД при однократном внутривенном 

введении при лазер-индуцированной глаукоме у кроликов [153]. Вероятно, 

требуется пролонгированное изучение влияния веществ, обладающих 

антигликирующей активностью, на экспериментальную офтальмогипертензию. 
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В патогенез ишемически-гипоксического поражения сетчатки вносит вклад 

измененная гемореология, а именно развившийся синдром гипервязкости крови, и 

её фармакологическая коррекция благоприятно влияет на течение диабетической 

ретинопатии [87, 237]. Далее в настоящем эксперименте было изучено влияние 

производного пиразолотриазина на деформируемость эритроцитов при 

стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете и эритроцитов, обработанных 

активным гликирующим интермедиатом в реакции неферментативного 

гликирования – глиоксалем для моделирования реакции Майяра in vitro. 

Предполагается, что реакция между белками эритроцитарной мембраны, 

гемоглобином, с одной стороны, и карбонильными соединениями (в том числе 

глиоксалем), КПГ – с другой, приводит к повышению жесткости мембран 

эритроцитов, однако применение антигликирующего соединения – 

аминогуанидина, улучшает их деформируемость [135, 149, 152]. Как и 

прогнозировалось, согласно литературным данным, у лабораторных животных со 

стрептозотоцин-индуцированным диабетом наблюдалось снижение индекса 

удлинения эритроцитов (ИУЭ) на 18 % (при p<0,05) [389]. Этот же показатель у 

эритроцитов, обработанных глиоксалем, показал еще более явное снижение на 

60 %, по сравнению с интактными эритроцитами у тех же животных (при p<0,05). 

У диабетических крыс, получавших аминогуанидин и соединение АВ-19, 

наблюдалось повышение значений ИУЭ на 11 % и 8 % соответственно (при 

p<0,05). В эксперименте in vitro гемореологический эффект обоих соединений был 

еще более выражен и носил дозозависимый характер (см. Глава 4). При 

концентрации соединений 5 mM аминогуанидин улучшал показатель 

деформируемости эритроцитов, обработанных глиоксалем, на 39,1 %, а соединение 

АВ-19 – на 53,3 %. Таким образом, соединения, обладающие доказанной 

антигликирующей активностью, проявили способность улучшать 

деформируемость эритроцитов в условиях интенсифицированной реакции 

неферментативного гликирования и потенциально могут быть применены для 

терапевтического воздействия на микрососудистые осложнения сахарного диабета.  
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Однако аминогуанидин ранее в исследованиях на людях привел к ряду 

побочных эффектов [157, 181, 288, 341, 259]. Новое производное пиразолотриазина 

с лабораторным шифром АВ-19 по результатам данного эксперимента имеет LD50 

в 3,3 раза меньше, чем у аминогуанидина, соответственно соединение АВ-19 

потенциально менее токсично, чем препарат сравнения. В тоже время еще одним 

преимуществом соединения АВ-19 является его условный терапевтический индекс, 

который в 4,27 раза выше, чем у аминогуанидина.  

В результате изучения нейротоксикологического профиля соединения АВ-19 

было установлено, что соединение АВ-19 в дозах 20, 100 и 200 мг/кг не оказывает 

влияния на функционально-поведенческий статус животных. Однако при 

увеличении дозировки до 400 мг/кг наблюдались типичные проявления 

интоксикации: снижение мышечного тонуса, гипотермия, седация, тахипоноэ. 

В результате проведенного изучения выявлено, что для нейротоксикологических 

свойств соединения АВ-19 характерна дозозависимая активность. Была обозначена 

минимальная токсическая доза 400 мг/кг≤ТДмин≤1000 мг/кг. Таким образом, для 

соединения АВ-19 характерно низкое токсическое действие в отношении 

поведения животных при многотестовом наблюдении по S. Irwin; данное вещество 

перспективно для углубленного доклинического изучения. 

К преимуществу соединения АВ-19 можно отнести и отсутствие у него 

местнораздражающего действия при проведении высокочувствительной 

конъюнктивальной пробы как при использовании 0,2 %, так и 2 % суспензии. 

Однако требуется дальнейшее изучение местной фармакокинетики соединения 

АВ-19, его способность проникать через роговицуи склеру для достижения 

терапевтической концентрации во внутриглазной жидкости и витреальной 

полости. 

Суммируя результаты всех проведенных исследований (см. Таблица 8.1), 

можно сделать заключение, что новое производное пиразолотриазина – соединение 

АВ-19 (наибольшая антигликирующая активность которого в ряду родственных 

производных пиразолотриазина объясняется наличием этокарбонильного 

заместителя в положениях С3 и С8), – уменьшает образование КПГ как in vitro в 
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реакции гликирования БСА, так и in vivo по данным ИФА (в хрусталиках) на 

животной модели сахарного диабета 1 типа. Соединение AB-19 

продемонстировало антикатарактальный, нейроретинопротективный, 

офтальмогипотензивный и гемореологический эффекты при системном введении в 

дозе 20 мг/кг при отсутствии местнораздражающего действия при местном 

применении в эквивалентной дозе. Экспериментально выявленные свойства 

соединения АВ-19 позволяют считать его перспективным для дальнейшего 

изучения фармакологических свойств данного соединения и создания на основе его 

нового лекарственного препарата для лечения глазных отдаленных последствий 

сахарного диабета. 

 

Таблица 8.1 – Влияние соединения АВ-19 и аминогуанидина на глазные 

осложнения сахарного диабета 

 Исследованный параметр 

Соединение 
Торможение 

катарактогенеза 

Снижение 

внутриглазного 

давления 

Уменьшение 

признаков 

ретинопатии 

Улучшение 

гемореологических 

показателей 

АВ-19 + + + + 

Аминогуанидин + _ + + 

Примечания: 

«+» - наличие влияния; 

«-» - отсутствие влияния. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Производные азоло[5,1-с]-1,2,4-триазина являются перспективным классом 

для поиска антигликирующих соединений (пиразоло[5,1-с]-1,2,4-триазины и 

триазоло[5,1-с]-1,2,4-триазины). Наибольшей антигликирующей 

активностью обладают производные пиразоло[5,1-с]-1,2,4-триазина.  

2. Большой вклад в проявление антигликирующей активности вносит наличие 

этоксикарбонильного заместителя в положении С
3
 и С

8
. Замена 

этокарбонильной группы в положениях С
3 

и С
8
 на карбонильную, или

 
в 

положении С
3
 на нитрогруппу, или в положении С

8
 на цианогруппу или 

этинильный радикал приводит к снижению антигликирующей активности. 

При этом аминогруппа в положении С
3
 приводит к инверсии 

антигликирующего эффекта. 

3. По антигликирующей активности натриевая соль диэтилового эфира 4-оксо-

1,4-дигидропиразоло[5,1-c]-1,2,4-триазин-3,8-дикарбоновой кислоты, 

моногидрат (соединение АВ-19) в 14 раз превосходит аминогуанидин, также 

соединение АВ-19 в 3,31 раза менее токсично, чем аминогуанидин, и 

превосходит последний по величине условного терапевтического индекса в 

4,27 раза. 

4. Соединение АВ-19 после внутрижелудочного введения в течение трех 

месяцев в дозе 20 мг/кг крысам со стрептозотоцин - индуцированным СД 

продемонстрировало тенденцию к задержке образования помутнения в 

хрусталиках и снизило внутриглазное давление на 70 %, (р <0,05), по 

сравнению с диабетическими животными без лечения. 

5.  Соединение АВ-19 уменьшало содержание в хрусталиках конечных 

продуктов гликирования и карбоксиметиллизина на 52 % (р≤0,05) и 

демонстрировало тенденцию к снижению выраженности морфологических 

признаков патологии хрусталика у крыс с экспериментальным сахарным 

диабетом, по сравнению с диабетическими животными без лечения.  
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6. Соединение АВ-19 способствовало повышению уровня глазной 

гемомикроциркуляции на 20,4 % (р<0,05), нормализовало биоэлектрическую 

активность сетчатки, по сравнению с лабораторными животными из 

контрольной группы сахарного диабета, повышая значения результирующего 

ЭРГ-индекса b\a на 100 % (р <0,05); 

7. Соединение АВ-19 способствовало достоверно сохранению количества 

ганглиозных клеток сетчатки у диабетических крыс на уровне интактных 

животных (р <0,05), минимизируя морфологические проявления 

нейродегенерации при диабетической ретинопатии. 

8. Соединение АВ-19 повышало индекс деформируемости эритроцитов in vivo 

на 8 % (р <0,05) у животных со стрептозотоцин-индуцированным сахарным 

диабетом; увеличивало индекс деформируемости эритроцитов, 

обработанных глиоксалем на 53,3 % (р <0,05) in vitro, при исследуемой 

концентрации соединения 5mM; 

9. Соединение АВ-19 не обладает местнораздражающего действия на 

конъюнктиву глаза крысы в концентрациях 0,2 % и 2 % (р <0,05). 

10.  Для соединения АВ-19 характерно низкое токсическое действие в 

отношении поведения животных при многотестовом наблюдении по S.Irwin. 

Mинимальная токсическая доза (ТДмин) для АВ-19 при внутрижелудочном 

введении составляет: 400 мг/кг<ТДмин≤1000 мг/кг. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Целесообразным является проведение дальнейшего синтеза соединений на 

основе производных пиразоло[5,1-с]-1,2,4-триазина, имеющих 

этоксикарбонильный заместитель в положении С3 и С8 для оптимизации 

химических структур и разработки на их основе новых высокоэффективных 

антигликирующих средств; 

2. Созданная методология изучения офтальмофармакологических эффектов 

соединений с антигликирующей активностью может быть использована при 

направленном поиске и доклиническом исследовании новых антигликирующих 

веществ; 

3. Соединение АВ-19 (натриевая соль диэтилового эфира 4-оксо-1,4-

дигидропиразоло[5,1-c]-1,2,4-триазин-3,8-дикарбоновой кислоты) проявляет 

высокую антигликирующую активность и является перспективной субстанцией 

для дальнейшего расширенного доклинического изучения ее специфических 

фармакологических эффектов для коррекции глазных осложнений сахарного 

диабета. 
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

АКМ – активные кислородные метаболиты 

АР - альдозоредуктаза 

ВГД – внутриглазное давление 

ГОБ – гематоофтальмический барьер 

ДР – диабетическая ретинопатия 

ИЛ – интерлейкин 

КМЛ – карбоксиметиллизин 

КПГ – конечные продукты гликирования 

ЛДФ – лазерная допплеровская флоуметрия 

ЛКП – линейная клеточная плотность 

ПОЛ – перикисное окисление липидов 

рКПГ – рецепторы конечных продуктов гликирования 

СД – сахарный диабет 

ФНОα – фактор некроза опухоли α 

ЭРГ – электроретинография 

HbA1c – гликированный гемоглобин 

ICAM -1 – молекула межклеточной адгезии 1-го типа 

NO – оксид азота (II) 

VCAM – 1 – молекула адгезии сосудистого эндотелия 1-го типа 

VEGF – фактор роста сосудистого эндотелия  
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