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Цель исследования — изучение системного уровня L-ДОФА, дофамина и норадреналина и оценка их прогностической значи-
мости в развитии ретинопатии недоношенных (РН) на экспериментальной модели заболевания.

Материалы и методы. Исследование проводилось на крысятах линии Wistar (n=36), которые были разделены на опытную 
(крысята с экспериментальной РН, n=17) и контрольную (n=19) группы. Животных обеих групп выводили из эксперимента на 14-, 
21–23- и 28–30-е сутки. Выбор указанных сроков соответствовал ключевым этапам развития РН в эксперименте и основывался на 
результатах проведенных нами ранее гистологических исследований. В образцах плазмы крови крысят определяли содержание 
дофамина, L-ДОФА и норадреналина.

Результаты. На 14-е сутки эксперимент (этот срок соответствует индукции патологической неоваскуляризации в применяемой 
модели и доклинической стадии развития РН у детей в клинике) средний уровень L-ДОФА у крысят с РН (0,31 нг/мл) был статисти-
чески значимо снижен по сравнению с контролем (0,42 нг/мл) (р≤0,01). На 21–23-и сутки эксперимента (срок соответствует актив-
ному развитию патологической экстраретинальной неоваскуляризации в применяемой модели и 3-й стадии развития РН у детей в 
клинике) системный уровень L-ДОФА по-прежнему был статистически значимо снижен в опытной группе (0,87 нг/мл) по сравнению 
с контрольной (1,53 нг/мл) (р≤0,01). На 28–30-е сутки эксперимента (срок соответствует регрессу новообразованных сосудов в при-
меняемой модели и фазе самопроизвольного регресса РН в клинике) уровень данного показателя в плазме крови в опытной группе 
(0,33 нг/мл) имел лишь статистически не значимую тенденцию к повышению относительно контроля (0,21 нг/мл). Средние уровни 
дофамина и норадреналина не имели различий в исследуемых группах крысят на всех сроках наблюдения.

Заключение. Низкий системный уровень L-ДОФА на доклинической стадии экспериментальной РН следует рассматривать в 
качестве лабораторного прогностического критерия развития патологического процесса, что позволит использовать данный крите-
рий при разработке мер по оптимизации существующей системы скрининга заболевания у детей в клинике.
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The aim of the investigation was to study a systemic level of L-DOPA, dopamine, and norepinephrine, and assess their prognostic 
value in retinopathy of prematurity (ROP) development on an experimental disease model.

Materials and Methods. The investigation was carried out on infant Wistar rats (n=36) divided into a study group (rat infants with 
experimental ROP, n=17) and a control group (n=19). The animals of both groups were sacrificed on days 14, 21–23, and on days 
28–30. The choice of the indicated periods corresponded to the key stages of ROP development in an experiment and was based on 
the findings of our previous histological studies. Dopamine, L-DOPA, and norepinephrine levels in infant rat blood plasma samples were 
determined.

Results. On day 14 of the experiment (the period corresponds to the pathological neovascularization induction in the applied model 
and preclinical ROP in children), mean L-DOPA level in infant rats with ROP (0.31 ng/ml) was significantly decreased compared to that 
in the controls (0.42 ng/ml) (p≤0.01). On days 21–23 of the experiment (the period corresponds to the growth of pathological extraretinal 
neovascularization in the applied model and ROP stage 3 in children) the systemic level of L-DOPA was still statistically reduced in the 
study group (0.87 ng/ml) compared to the control group (1.53 ng/ml) (p≤0.01). On days 28–30 of the experiment (the period corresponds to 
the regress of neovasculature in the applied model and a spontaneous ROP regress stage in children) the L-DOPA level in blood plasma 
in the study group (0.33 ng/ml) showed an insignificant upward tendency in reference to the controls (0.21 ng/ml). Mean dopamine and 
norepinephrine levels had no difference in the groups under study of infant rats within all follow-up periods. 

Conclusion. Low systemic level of L-DOPA at the preclinical stage of experimental ROP should be considered as a laboratory 
prognostic criterion of a developing pathological process; it will enable to use the criterion when working out the measures to optimize the 
existing screening system for the disease in children.
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English

Введение

Ретинопатия недоношенных (РН) — тяжелая вазо-
пролиферативная витреоретинальная патология глаз 
недоношенных детей, которая является одной из ве-
дущих причин необратимого билатерального наруше-
ния зрительных функций у них [1].

В основе клинических проявлений РН лежит нару-
шение нормального ангиогенеза сетчатки, который 
начинается на 16-й неделе внутриутробного развития 
и завершается лишь к моменту срочных родов. На 
глазном дне недоношенных детей в норме всегда вы-
являются аваскулярные зоны на периферии сетчатки, 
причем их протяженность тем больше, чем меньше 
гестационный возраст ребенка на момент осмотра. 
Наличие таких аваскулярных зон не является забо-

леванием, это лишь свидетельствует о недоразвитии 
сетчатки, незавершенности ее васкуляризации и, со-
ответственно, о вероятности проявления РН в даль-
нейшем. Возможность прогнозирования ее развития 
именно на данном этапе имеет важное клиническое 
значение.

Течение РН принято разделять на две фазы — ак-
тивную и регрессивную, или рубцовую. Согласно ме-
ждународной классификации [2], выделяют 5 стадий 
активной фазы РН:

1-я стадия — появление тонкой плоской демарка-
ционной линии белого цвета на границе сосудистой и 
бессосудистой сетчатки;

2-я стадия — формирование вала (или гребня) на 
месте демаркационной линии (следует подчеркнуть, 
что в 70–80% случаев при 1–2-й стадиях РН возможен 
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самопроизвольный регресс заболевания с минималь-
ными остаточными изменениями на глазном дне);

3-я стадия — появление экстраретинальной фи-
броваскулярной пролиферации в области вала (при 
небольшой протяженности процесса (1–2 часовых 
меридиана), возможен самопроизвольный регресс, но 
дальнейшее прогрессирование заболевания требует 
врачебного вмешательства, поскольку продолженный 
рост экстраретинальной ткани ведет к необратимым 
последствиям и значительной потере зрительных 
функций);

4-я стадия — частичная отслойка сетчатки;
5-я стадия — полная или тотальная отслойка сет-

чатки.
«Золотым стандартом» лечения РН является ла-

зеркоагуляция аваскулярной зоны сетчатки в так на-
зываемую пороговую стадию заболевания. Еще одним 
методом лечения, получившим распространение в по-
следние годы, является интравитреальное введение 
антиангиогенных препаратов. Однако оба этих метода 
имеют определенные ограничения и недостаточную 
эффективность в лечении тяжелых атипичных форм 
РН, развивающихся у глубоко недоношенных детей. 
Частота данных форм заболевания в последние годы 
значительно возросла в связи с успехами современ-
ной неонатологии. Это делает крайне актуальным во-
прос совершенствования системы скрининга и профи-
лактики РН.

Поиск новых критериев прогнозирования разви-
тия РН неразрывно связан с углублением понимания 
патогенеза заболевания. Значимое место в изуче-
нии механизмов развития РН занимает эксперимен-
тальное моделирование. Наиболее широко приме-
няются модели ретинальной неоваскуляризации на 
грызунах, в частности на крысятах, в силу довольно 
высокого сходства развивающейся у них экспери-
ментальной РН с заболеванием у детей в клинике 
(патологическое развитие сосудов сетчатки у жи-
вотных в динамике соответствует существованию 
аваскулярных зон, «преретинопатии» и I–III стадиям 
активной фазы РН с последующим самопроизволь-
ным регрессом заболевания), а также целого ряда 
преимуществ работы с мелкими лабораторными жи-
вотными [3, 4].

Следует отметить, что изучение содержания раз-
личных патогенетически значимых факторов во вну-
триглазных структурах животных имеет преимущест-
венно фундаментально-патогенетическое значение. 
Такое изучение несет в себе основу для разработки 
новых подходов к лечению данной патологии, однако 
оценка местного уровня соответствующих факторов у 
детей в клинике имеет очевидные ограничения [5, 6]. 
В связи с этим более перспективным для использова-
ния в клинической практике представляется исследо-
вание их системного уровня.

Целью нашего исследования явилось изучение 
системного уровня L-ДОФА, дофамина и норадре-
налина и оценка их прогностической значимости в 

развитии ретинопатии недоношенных на эксперимен-
тальной модели заболевания.

Материалы и методы
Исследование выполнено на 36 крысятах линии 

Wistar в соответствии с ГОСТ 53434-2009 «Принципы 
надлежащей лабораторной практики GLP», поста-
новлением главного государственного врача РФ №51 
от 29.08.2014 «Об утверждении СП 2.2.1.3218-14 
“Санитарно-эпидемиологические требования к устрой-
ству, оборудованию и содержанию эксперименталь-
но-биологических клиник (вивариев)”», Федеральным 
законом №61-ФЗ от 12.04.2010 «Об обращении ле-
карственных средств». Протокол исследования был 
утвержден Этическим комитетом Национального ме-
дицинского исследовательского центра глазных бо-
лезней им. Гельмгольца.

С целью воспроизведения экспериментальной РН 
новорожденных крысят (n=17) на 14 сут помещали в 
инкубатор вместе с родившими их самками (возраст 
самок — 6–8 мес). Каждые 12 ч концентрация кисло-
рода в инкубаторе изменялась от 60 до 15%. Затем 
крысят помещали в условия с нормальным содержа-
нием кислорода (21%). На протяжении эксперимента 
в помещении поддерживали постоянный темпера-
турный (26°С) и световой (12 ч — день, 12 ч — ночь) 
режимы. Данная экспериментальная модель РН раз-
работана и описана нами ранее [7], подтверждена 
иммуногистохимическими и гистологическими иссле-
дованиями, выявляющими характерные признаки за-
болевания, соответствующие 1–3-й стадиям активной 
фазы РН у детей.

Контрольную группу составили новорожденные 
крысята (n=19), находившиеся с момента рождения 
в условиях с нормальным содержанием кислорода 
(21%).

Животных обеих групп выводили из эксперимен-
та на 14-, 21–23- и 28–30-е сутки жизни и проводили 
забор крови из сердца. Выбор указанных сроков об-
условлен соответствием их ключевым этапам разви-
тия РН в эксперименте [7].

Для определения катехоламинов кровь собира-
ли в пробирку с 30 мкл 5% раствора этилендиамин-
тетрауксусной кислоты (ЭДТА) (Sigma-Aldrich, США) 
и 10 мкл 10% раствора метабисульфита натрия 
(Sigma-Aldrich). Затем отделяли плазму от формен-
ных элементов центрифугированием при 1350 g в 
течение 10 мин и добавляли в нее 50 пмоль 3,4-ди-
гидроксибензиламина (ДГБА) (Sigma-Aldrich) в 0,1 Н 
HClO4. Для освобождения от высокомолекулярных 
белков плазму центрифугировали при 16 500 g 20 мин. 
Перед определением катехоламинов пробы экстра-
гировали осаждением на оксиде алюминия. Затем в 
плазме каждого образца методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с электрохимической 
детекцией определяли содержание L-ДОФА, дофа-
мина и норадреналина. Разделение осуществляли на 
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обратно-фазовой колонке ReproSil-Pur, ODS-3, 4×100 
мм с диаметром пор 3 мкм (Dr. A. Marsch Ammerbuch-
Entringen, Германия) при температуре 30°С и скоро-
сти подвижной фазы 1 мл/мин, которую поддержива-
ет жидкостный хроматограф LC-20ADsp (Shimadzu, 
Япония) при потенциале 850 мВ.

Статистическую обработку результатов выпол-
няли с использованием пакета программ Statistica 
10.0. Исследуемые выборки были проверены на со-
ответствие нормальному распределению с помощью 
критерия Шапиро–Уилка. Для определения стати-
стической значимости полученных результатов был 
использован непараметрический U-критерий Манна–
Уитни (U-тест). Различия считали статистически зна-
чимыми при p<0,05. Данные представлены как сред-
нее значение ± стандартное отклонение (M±SE).

Результаты
Выбранный срок — 14-е сутки эксперимента — со-

ответствует индукции патологической неоваскуляри-
зации при экспериментальной РН, согласно прове-
денным нами ранее гистологическим исследованиям 
[7], и доклинической фазе развития РН у детей. На 
этом этапе средний уровень L-ДОФА в плазме крови 
крысят опытной группы (0,31 нг/мл) был статистиче-
ски значимо снижен по сравнению с данным показа-
телем (0,42 нг/мл) в группе контроля (р≤0,01) (см. ри-
сунок).

На 21–23-и сутки эксперимента (срок соответству-
ет активному развитию патологической экстрарети-
нальной неоваскуляризации в применяемой модели 
[7] и III стадии развития РН у детей в клинике) сис-
темный уровень L-ДОФА по-прежнему был статисти-
чески значимо снижен в опытной группе (0,87 нг/мл) 
по сравнению с контрольной (1,53 нг/мл) (р≤0,01), при 

этом степень снижения была больше, чем на 14-е 
сутки.

На 28–30-е сутки эксперимента (срок соответствует 
регрессу новообразованных сосудов в применяемой 
модели [7] и фазе самопроизвольного регресса РН у 
детей в клинике) уровень данного показателя в плаз-
ме крови в опытной группе (0,33 нг/мл) имел лишь 
статистически не значимую тенденцию к повышению 
относительно контроля (0,21 нг/мл).

Средний системный уровень дофамина не имел 
значимых отличий в опытной и контрольной группах 
на всех этапах эксперимента (табл. 1).

Аналогично дофамину средний уровень норадрена-
лина в плазме крови крысят не имел различий в ис-
следуемых группах животных на всех сроках наблюде-
ния (табл. 2).

Обсуждение
Современная система скрининга РН предусматри-

вает необходимость офтальмологического обследо-
вания всех недоношенных детей, рожденных на сро-
ке беременности менее 35 нед и с массой тела при 
рождении менее 2000 г [8]. Дальнейший мониторинг 
предполагает наблюдение детей раз в две недели, раз 
в неделю или раз в 3 дня в зависимости от клиниче-
ской картины до достижения полной васкуляризации 
сетчатки, самопроизвольного или индуцированного 
регресса РН. Проведение многократных осмотров ока-
зывает стрессовое действие на детей и сопряжено с 
рядом возможных осложнений в связи с развитием 
окулокардиальных и окулопульмональных рефлексов, 
особенно у глубоко недоношенных детей [9].

В последние годы предпринимаются попытки со-
вершенствования существующего протокола скринин-

а б

Уровень L-ДОФА в плазме крови крысят опытной и 
конт роль ной групп:
а — на 14-е сутки эксперимента; б — на 21–23-и сутки экс-
перимента

Т а б л и ц а  2
Средний уровень норадреналина  
в плазме крови крысят опытной и контрольной групп 
в течение эксперимента, нг/мл (M±SE)

Группа
Сутки

14-е 21–23-и 28–30-е
Контрольная 3,67±1,73 3,63±1,22 3,42±1,72

Опытная 3,03±1,54 3,39±1,91 2,82±0,58

Т а б л и ц а  1
Средний уровень дофамина в плазме крови крысят 
опытной и контрольной групп  
в течение эксперимента, нг/мл (M±SE)

Группа
Сутки

14-е 21–23-и 28–30-е
Контрольная 0,04±0,02 0,18±0,02 0,09±0,01
Опытная 0,03±0,02 0,14±0,02 0,09±0,01
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га РН. При этом активно развиваются два основных 
направления оптимизации: телемедицинские техно-
логии и поиск дополнительных клинических и, в осо-
бенности, лабораторных прогностических критери-
ев, позволяющих выявлять детей с высоким риском 
развития РН — для планирования ведения на этапах 
выхаживания, а также детей без риска или с низким 
риском развития РН — для сокращения числа лишних 
осмотров [10].

В настоящее время предметом активного изуче-
ния являются ангиогенные свойства моноаминов и 
их роль в развитии различной вазопролиферативной 
ретинальной патологии. Однако данные, касающие-
ся их участия в патогенезе РН, на сегодняшний день 
немногочисленны и весьма противоречивы [11–13]. 
В проведенном нами ранее исследовании [6] было 
изучено содержание дофамина, его предшествен-
ника L-ДОФА и норадреналина в сетчатке крысят с 
экспериментальной РН на разных сроках развития 
патологии и получены данные, свидетельствующие о 
конкретном участии L-ДОФА и норадреналина в регу-
ляции ангиогенеза при РН.

Целью настоящего исследования стало изучение 
системного уровня моноаминов при развитии РН. 
Это позволяет проводить параллель между данными 
эксперимента и клиники, поскольку, как уже упоми-
налось ранее, оценка системного уровня различных 
факторов у недоношен ных детей гораздо более пер-
спективна  по сравнению с их определением во вну-
триглазных структурах. Особый интерес представ-
ляют результаты, полученные в отношении L-ДОФА, 
поскольку уровень данного фактора имел статисти-
чески значимую разницу между изучаемыми группа-
ми животных в разные сроки, что свидетельствует о 
его патогенетической, а также прогностической роли 
в развитии РН.

Полученные нами данные, бесспорно, позволяют 
рассматривать низкий уровень данного моноамина 
в плазме крови крысят на 14-е сутки эксперимента, 
т.е. на сроке, соответствующем началу патологиче-
ского ангиогенеза сетчатки или преретинопатии у де-
тей в клинике, в качестве прогностического признака 
развития экстраретинальной вазопролиферации при 
экспериментальной РН и могут служить основой для 
проведения клинических исследований с целью опре-
деления прогностического значения уровня L-ДОФА 
в сыворотке крови недоношенных детей как потенци-
ально нового лабораторного критерия скрининга РН.

Заключение
Низкий системный уровень L-ДОФА на доклиниче-

ской стадии экспериментальной РН следует рассма-
тривать в качестве лабораторного прогностического 
критерия развития патологического процесса, что по-
зволит использовать данный крите рий при разработке 
мер по оптимизации существующей системы скринин-
га заболевания у детей в клинике. 
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