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АННОТАЦИЯ
Введение. В мире насчитывается более 67 млн человек, страдающих глаукомой. В России это число превышает 1,08 млн че-
ловек. Число впервые выявляемых пациентов увеличивается на 3–4 % в год. Ввиду высокого роста числа больных глаукомой 
особое внимание на сегодня уделяется поиску нейропротекторов, которые могут уменьшить потерю ганглионарных клеток 
сетчатки, что способно остановить и предотвратить прогрессирование заболевания. Цель исследования — определение фар-
макологической активности агониста mGLUR4, субстанции ZC64-0001, на модели первичной открытоугольной глаукомы. 
Методы. Проведенное доклиническое экспериментальное исследование реализовано на 60 половозрелых самцах крыс линии 
Wistar массой 180–220 г. Период наблюдения за животными составил 73 дня. Животные были разделены на 6 групп по 10 осо-
бей в каждой группе: I группа — интактные животные (без каких-либо манипуляций); II группа — животные отрицательного 
контроля, которым в переднюю камеру глаза вводили воду для инъекций (n = 10); животным с III по VI группу моделировали 
первичную открытоугольную глаукому путем введения с 1-го по 62-й день исследования один раз в семь дней в переднюю 
камеру глаза 1 % раствор гиалуроновой кислоты. Животные IV группы в качестве терапии получали внутрижелудочно Н- 
[(4-хлорфенил)метил]-1,6-дигидро-4-метокси-1-(2-метилфенил)-6-оксо-3-пиридазинкарбоксамид под лабораторным шифром 
ZC64-0001 в дозе 10 мг/кг (n = 10); V группа в качестве терапии получала внутримышечно препарат сравнения Мексидол 
в дозе 25,7 мг/кг (n = 10); VI группа — животные, которым проводили инстилляцию препарата Тимолол в дозе 0,009 мл/кг 
(n = 10). Исследуемые соединения вводили с 63-го дня исследования 1 раз в день на протяжении 10 дней ежедневно. Итоговыми 
показателями исследования являлись оценка уровня микроциркуляции в сетчатке, амплитуды волны-a и волны-b электроре-
тинограммы и число ядер ганглионарного слоя сетчатки на фоне коррекции патологии. Статистическую обработку данных 
проводили с помощью программного обеспечения Statistica 10.0 (StatSoft, США). Различия были определены при уровне зна-
чимости p ˂ 0,05. Результаты. Введение соединения ZC64-0001 повышало уровень микроциркуляции относительно группы 
с моделью на 11,5 %, при этом показатель в группе статистически значимо отличался как от группы с моделью, так и от интакт-
ной (p < 0,05). В группе животных, получавших ZC64-0001, амплитуда волны-а возрастала относительно группы первичной 
открытоугольной глаукомы на 17,7 %, при этом данный показатель имел статистически значимое отличие от группы интактных 
животных и отрицательного контроля (p < 0,05). Амплитуда волны-b увеличивалась на 34,4 % относительно группы с моделью 
и статистически значимо отличалась от интактной группы, группы отрицательного контроля, группы с моделью патологии 
и от групп с препаратами сравнения (p < 0,05). Введение соединения ZC64-0001 приводило к увеличению числа ядер гангли-
онарных клеток сетчатки относительно группы с моделью патологии на 41,0 %, что имеет статистически значимое отличие 
от всех исследуемых групп (p < 0,05). Заключение. На основании улучшения уровня микроциркуляции сетчатки, увеличения 
амплитуды волн по результатам электрофизиологического исследования и увеличения количества ядер ганглионарных клеток 
по результатам морфометрического анализа в сетчатке животных на фоне коррекции соединением ZC64-0001 сделано заклю-
чение о его высоких нейропротективных свойства на модели первичной открытоугольной глаукомы.
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Pharmacologic activity of mGLUR4 agonist in a model of primary open-angle 
glaucoma: A preclinical experimental study
Anna S. Pobeda

Belgorod National Research University, Pobeda str., 85, Belgorod, 308015, Russia
ABSTRACT
Background. Worldwide, more than 67 million people suffer from glaucoma. In Russia, this number exceeds 1.08 million people. Annually, 
the number of primary cases increases by 3–4%. The increasing prevalence of glaucoma intensifi es the search for neuroprotectants that 
can reduce the loss of retinal ganglion cells, thereby impeding the progression of the disease. Objective. To study of the pharmacological 
activity of mGLUR4 agonist, ZC64-0001 substance, on a model of primary open-angle glaucoma. Methods. The conducted preclinical 
study involved 60 sexually mature male Wistar rats, weighing 180–220 g. The observation period was 73 days. The animals were divided 
into 6 groups with 10 animals in each. Group 1 included intact animals (without any manipulations); Group 2 included negative control 
animals with the water injected in the anterior chamber of the eye; in Group 3–6, primary open-angle glaucoma was modelled by injecting 
1% hyaluronic acid solution into the anterior chamber of the eye once every 7 days from day 1 to day 62 of the study. Animals in Group 4 
were treated intragastrically with H-[(4-chlorophenyl)methyl]-1,6-dihydro-4-methoxy-1-(2-methylphenyl)-6-oxo-3-pyridazinecarboxamide 
under the laboratory code of ZC64-0001 at a dose of 10 mg/kg. Animals in Group 5 received Mexidol as a comparison drug intramuscularly 
at a dose of 25.7 mg/kg. Animals in Group 6 were treated with a Timolol instillation at a dose of 0.009 ml/kg. The studied compounds were 
administered from day 63 of the study once a day for 10 days. The evaluated indicators included the level of microcirculation in the retina, 
the amplitude of a-wave and b-wave of the electroretinogram, and the number of retinal ganglionic layer nuclei in the setting of the conducted 
treatment. Statistical processing of the data was performed using the Statistica 10.0 software (StatSoft, USA). Differences were determined 
at the signifi cance level of p ˂ 0.05. Results. ZC64-0001 increased the level of microcirculation relative to the group with modelled glau-
coma by 11.5%, with this indicator being statistically signifi cantly different from that both in the group with modelled glaucoma and the 
intact group (р < 0.05). In the group of animals receiving ZC64-0001, the amplitude of a-wave increased relative to the primary glaucoma 
group by 17.7%, with this index being statistically different from the groups of intact animals and negative control (р < 0.05). The b-wave 
amplitude increased by 34.4% relative to the group with modelled glaucoma, being statistically different from the intact group, negative 
control group, pathology modelled group, and comparison drug groups (р < 0.05). Administration of ZC64-0001 increased the number of 
retinal ganglion cell nuclei relative to the group with modelled glaucoma by 41.0%, which had a statistically signifi cant difference from all 
the studied groups (р < 0.05). Conclusion. The ZC64-0001 compound demonstrated high neuroprotective properties in a model of primary 
open-angle glaucoma, leading to an improvement in retinal microcirculation, an increase in the wave amplitude according to the conducted 
electrophysiological study, and an increase in the number of ganglion cell nuclei.
KEYWORDS: neurodegeneration, retina, microcirculation, electroretinography, morphometry, rats
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ВВЕДЕНИЕ
В мире насчитывается более 67 млн человек, стра-

дающих глаукомой [1]. В России это число превышает 
1,08 млн человек. Число впервые выявляемых пациентов 
увеличивается на 3–4 % в год. По данным Министерст-
ва здравоохранения РФ за 5 лет (2013–2018 гг.) в России 
увеличилось количество случаев заболевания глаукомой 
на 10,5 %: с 823,8 до 909,9 на 100 тыс. населения [2]. Гла-
укома является второй ведущей причиной необратимой 
слепоты. Заболевание характеризуется дегенерацией ган-
глионарных клеток сетчатки (ГКС) и их аксонов, из кото-
рых состоит зрительный нерв. Гибель ГКС приводит к по-
тере зрения, а при отсутствии лечения к слепоте. Текущая 
терапия глаукомы основана на препаратах, снижающих 
внутриглазное давление (ВГД). Тем не менее плохая при-
верженность к лечению, позднее выявление заболевания 
и не всегда эффективная терапия приводят к росту необра-
тимой слепоты [3].
Альтернативный подход к лечению может заключать-

ся в использовании нейропротекторов, предназначенных 
для повышения выживаемости ГКС независимо от ВГД. 
Хотя снижение ВГД может поддерживать и контролиро-
вать глаукому у большинства пациентов, есть пациенты, 
у которых наблюдается прогрессирующая потеря поля 
зрения даже при адекватном снижении ВГД [4]. Для этих 
пациентов желательны альтернативные или дополнитель-
ные подходы к сохранению жизнеспособности и функци-
ональной активности клеток.
Как уже отмечалось, современные терапевтические стра-

тегии направлены на снижение внутриглазного давления, 
однако значительное количество пациентов с глаукомой 
продолжают терять зрение несмотря на то, что уровень 
ВГД достигает целевых значений. Кроме того, во многих 
случаях первичной открытоугольной глаукомы (ПОУГ) 
наблюдается нормальное ВГД, которое сопровождается 
прогрессирующей потерей ГКС и повреждением зритель-
ного нерва. Это указывает на существование факторов 
риска, определяющих развитие глаукомы, и механизмов 
заболевания, приводящих к дегенерации ГКС, которые 
остаются неизученными. На сегодня не существует доста-
точного количества исследований, объясняющих нейро-
дегенеративную природу и молекулярную основу гибели 
ГКС при глаукоме [5].
Особенности метаболической организации сетчатки 

делают ее особенно уязвимой в условиях измененного 
метаболического и энергетического состояния. Повы-
шенное внутриглазное давление приводит к снижению 
метаболической функции сетчатки, что делает аксоны 
ГКС уязвимыми и в итоге приводит к апоптозу [6]. В экс-
периментальных моделях глаукомы показаны изменения 
функции митохондрий. Такая дисфункция часто связана 
с повышенным производством активных форм кислорода 
(АФК), которые взаимодействуют с органеллами, такими 

как митохондриальная ДНК и клеточные белки, вызывая 
повреждение. Со временем происходит развитие окисли-
тельного стресса, который завершается апоптозом [7].
В свою очередь, хроническое воздействие окислитель-

ного стресса приводит к активации патологической воспа-
лительной реакции [8]. Локальное паравоспаление, перво-
начально существовавшее в сетчатке в гомеостатической 
роли, становится нерегулируемым при глаукоме и связано 
по одной из версий с ухудшением дисфункции трабеку-
лярной сети. Аномальная воспалительная передача сигна-
лов может также приводить к активации астроцитов и ре-
моделированию внеклеточного матрикса [9].
Продолжительная активация астроцитов при поддержа-

нии воспалительных процессов приводит к нарушению 
их функций. В том числе это приводит к запуску эксай-
тотоксичности. Исследования показали, что после акти-
вации астроцитов в глаукоматозных глазах транспортеры 
и рецепторы глутамата, ответственные за очистку синап-
тического пространства, подавляются. В частности, нако-
пление нейротрансмиттера происходит на дендритах ган-
глионарных клеток сетчатки, которые обычно получают 
его от биполярных клеток. Длительное воздействие глута-
мата в итоге вызывает апоптоз ГКС [10].
Многие исследователи выдвигают гипотезу, согласно 

которой глаукома имеет сходные механизмы и патофи-
зиологические особенности с другими заболеваниями 
центральной нервной системы (ЦНС), связанными с ней-
родегенерацией, и поэтому терапевтические стратегии 
использования нейропротекторов при этих заболеваниях 
следует рассматривать как возможные пути замедления 
или обращения вспять последствий глаукоматозной ней-
родегенерации [5].
Все вышеперечисленное указывает на сложную природу 

глаукомы и самого процесса нейродегенерации сетчатки. 
В свою очередь, альтернативой в замедлении прогресси-
рования заболевания в качестве дополнения к сопутству-
ющей терапии может стать нейропротекция.
Потеря ганглионарных клеток сетчатки в первую оче-

редь происходит в результате связывания глутамата с ре-
цепторами N-метил-D-аспартата (NMDAR), что вызы-
вает эксайтотоксичность [11]. Помимо этих рецепторов, 
в сетчатке распространены каинатные рецепторы (KAR) 
и рецепторы α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолп
ропионовой кислоты (AMPAR), представляющие собой 
один из трех подтипов ионотропных глутаматных рецеп-
торов (iGluR). Помимо ионотропных рецепторов глута-
мата в сетчатке локализуются метаботропные рецепторы. 
Известно восемь метаботропных рецепторов глутамата 
(mGLUR), которые экспрессируются в сетчатке. Актива-
ция mGluR может влиять на активность нейронов и при-
водить к изменению гомеостаза внутриклеточного Ca 2+. 
Помимо этого, mGluR взаимодействуют с iGluR, другими 
ионными каналами и мембранными ферментами и могут 
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модулировать процессы нейродегенерации [12]. Среди 
группы этих рецепторов исследование соединений, воз-
действующих на mGLUR4, является наиболее предпочти-
тельным, локализация mGLUR4 в аксонах амакриновых 
и ганглионарных клеток сетчатки позволяет регулировать 
уровень глутамата и запускать процессы, препятствую-
щие эксайтотоксичности [13]. Ввиду чего изучение путей 
фармакологической коррекции нейродегенеративных по-
вреждений сетчатки при глаукоме и поиск средств, пре-
пятствующих гибели ГКС при глаукоме, являются весьма 
актуальной темой.
Цель исследования — определение фармакологиче-

ской активности агониста mGLUR4, субстанции ZC64-
0001, на модели первичной открытоугольной глаукомы.
МЕТОДЫ
Экспериментальные животные
Экспериментальное исследование проводилось 

на 60 половозрелых самцах крыс линии Wistar массой 
180–220 г. Животные были получены из вивария Науч-
но-исследовательского института фармакологии живых 
систем федерального государственного автономного обра-
зовательного учреждения высшего образования «Белго-
родский государственный национальный исследователь-
ский университет» (НИИ фармакологии живых систем) 
в весенне-летний период. Предварительно все животные 
проходили 14-дневный период карантина и адаптации.
Размещение и содержание
Животных содержали в условиях вивария НИИ фармако-

логии живых систем в соответствии с санитарно-эпидеми-
ологическими правилами СП 2.2.1.3218-14 по устройству, 
оборудованию и содержанию экспериментально-биоло-
гических клиник (вивариев) и ГОСТ 33044-2014. Прове-
дение экспериментов осуществлялось с соблюдением Ев-
ропейско й конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов или в иных научных це-
лях (ETS № 123) и в соответствии с руководством ARRIVE 
(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments), 
на стандартном водном и пищевом рационе со свободным 
доступом к пище и воде.
Дизайн исследования
Рандомизированное исследование выполнено на самцах 

крыс в условиях вивария. Экспериментальные исследова-
ния проведены в НИИ фармакологии живых систем. Блок-
схема дизайна исследования представлена на рисунке 1.
Объем выборки
Животные были разделены на 6 групп по 10 особей 

в каждой группе: I группа — интактные животные (без 
каких-либо манипуляций); II группа — животные отри-
цательного контроля (ОК), которым в переднюю камеру 
глаза вводили воду для инъекций (n = 10); животным с III 
по VI группу моделировали первичную открытоугольную 
глаукому (ПОУГ). Животные IV группы в качестве тера-
пии получали внутрижелудочно ZC64-0001 в дозе 10 мг/кг 

(n = 10); V группы в качестве терапии получали внутри-
мышечно препарат сравнения Мексидол в дозе 25,7 мг/кг 
(n = 10); VI группа — животные, которым проводили ин-
стилляцию (инст.) препарата Тимолол в дозе 0,009 мл/кг 
(n = 10).
Период наблюдения за животными составил 73 дня. Все 

животные, вошедшие в эксперимент, были сопоставимы 
по породе, полу, массе тела и возрасту (табл. 1). Подтвер-
ждением однородности исследуемых групп служил кри-
терий Краскела — Уоллиса, уровень значимости кото-
рого составил р = 0,713 для массы тела животных и р = 
0,749 для возраста.
Критерии соответствия
Критерии включения
В исследование включались половозрелые самцы крыс 

линии Wistar без внешних признаков заболеваний и травм.
Критерии невключения
В эксперимент не включались животные, вес которых 

был меньше 180 и больше 220 г, с определяемыми визу-
ально признаками заболеваний или дефектами органа зре-
ния, самки.
Критерии исключения
Гибель животного, осложнения после проведения мани-

пуляций.
Рандомизация
Распределение животных на группы осуществлялась 

случайным образом («методом конвертов»). Каждому жи-
вотному был присвоен один из шести номеров группы, 
извлекаемых из непрозрачного конверта с 60 листками 
с номером группы. В соответствии с чем все 60 животных 
были разделены на 6 групп по 10 в каждой.
Обеспечение анонимности данных
Распределение животных на группы, оценка результа-

тов и анализ полученных данных проводились автором 
без введения дополнительных лиц.
Итоговые показатели (исходы исследования)
Итоговыми показателями исследования являлись оценка 

уровня микроциркуляции в сетчатке, амплитуды волны-a 
и волны-b электроретинограммы (ЭРГ) и число ядер ган-
глионарного слоя сетчатки (ГКС) на фоне медикаментоз-
ной коррекции патологии.
Экспериментальные процедуры
I этап — моделирование первичной открытоугольной 
глаукомы (ПОУГ)
В группах с III поVI c 1-го по 62-й день исследования 

один раз в семь дней осуществляли введение в переднюю 
камеру глаза 1 % раствора гиалуроновой кислоты согласно 
методике, описанной Benozzi J et al.1

Общее анестезирование животных проводили хлоралги-
дратом («Sigma-Aldrich», СШA) внутрибрюшинно в дозе 
300 мг/кг. Местную анестезию проводили препаратом 
Алкаин (МНН: проксиметакаин), капли глазные 0,5 % 
(ALCON-COUVREUR N. V., S. A., Бельгия). Для мидриа-

1 Benozzi J, Nahum LP, Campanelli JL, Rosenstein RE. Effect of hyaluronic acid on intraocular pressure in rats. Invest Ophthalmol Vis Sci. 
2002;43(7):2196–2200.
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Рис. 1. Блок-схема дизайна исследования
Примечания: блок-схема составлена автором (согласно рекомендациям ARRIVE); * — введение 25 мкл воды для инъекций 
в переднюю камеру глаза (9 инъекций 1 раз в неделю).
Fig. 1. Block diagram of the study design
Notes: the block diagram was created by the author (as per ARRIVE recommendations). *Injection of 25 μl of water for injection into the 
anterior chamber of the eye (9 injections once a week).

Таблица 1. Значения медианы и квартилей в группах до эксперимента (Ме (Q1; Q3))
Table 1. Median and quartile values in groups before the experiment (Me (Q1: Q3))

Группы Масса, г Возраст, мес.
I группа, n = 10 199 (189; 206) 4 (3; 4)
II группа, n = 10 198,5 (188; 206) 4 (3; 4)
III группа, n = 10 202 (198; 212) 4 (3; 4)
IV группа, n = 10 202,5 (194; 209) 4 (4; 4)
V группа, n = 10 207 (202; 216) 4 (4; 4)
VI группа, n = 10 200 (194; 216) 4 (3; 4)

p-критерий Краскела — Уоллиса р = 0,713 р = 0,749
Примечание: таблица составлена автором.
Note: compiled by the author.
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за использовали препарат Мидримакс (МНН: Тропикамид 
+ Фенилэфрин), капли глазные (SENTISS PHARMA, Pvt. 
Ltd., Индия). Моделирование патологии осуществляли пу-
тем введения в переднюю камеру глаза 1 % раствора ги-
алуроновой кислоты («Sigma-Aldrich», СШA). Процеду-
ру осуществляли за препаровальным микроскопом Leica 
(Германия). Игла продвигалась через корнеосклеральный 
лимб в переднюю камеру срезом вниз. Когда кончик ско-
са иглы достигал передней камеры, вводили жидкость, 
что обеспечивало постепенное увеличение глубины пе-
редней камеры глаза, отделяя иглу от радужной оболочки 
и избегая контакта иглы с хрусталиком. Введение 25 мкл 
раствора производили медленно, но с усилием, достаточ-
ным для опорожнения содержимого шприца (рис. 2).
Во II группе проводили аналогичные процедуры, отли-

чие заключалось в том, что в переднюю камеру животных 
вводили 25 мкл воды для инъекций.
II этап — коррекция патологии фармакологическими 
агентами
Исследуемое соединение Н-[(4-хлорфенил)метил]-1,6-

дигидро-4-метокси-1-(2-метилфенил)-6-оксо-3-пирида-
зинкарбоксамид под лабораторным шифром ZC64-0001 
было синтезировано ЦВТ «ХимРар». Субстанцию ZC64-
0001 вводили внутрижелудочно (в/ж) в дозе 10 мг/кг. 

В качестве препарата сравнения использовали Мексидол, 
раствор для инъекций, 50 мг/мл (ООО НПК «Фармасофт», 
Россия), вводили внутримышечно (в/м) в дозе 25,7 мг/кг. 
Дополнительно как основной препарат из группы стан-
дартной терапии использовали Тимолол, капли глазные 
0,5 % (АО ФПК «Обновление», Россия). Расчет дозы 
проводили согласно пересчету доз с животного на чело-
века, что составило 0,009 мл/кг или 0,002 мл, инстилля-
цию (инст.) осуществляли микропипеткой. Исследуемые 
соединения вводили с 63 дня исследования 1 раз в день 
на протяжении 10 дней ежедневно.
III этап — регистрация показателей
На 73-й день проводили выведение животных из экспе-

римента. Предварительно определяли уровень микроцир-
куляции в сетчатке (п. е.)2 с использованием полиграфа 
Biopac MP-150 (BIOPAC Systems, Inc., США) с блоком 
для лазерной допплеровской флоуметрии LDF-100C и дат-
чиком TSD-144, результаты представлялись числовым 
показателем (средним числовым значением) с помощью 
программы AcqKnowledge 4.2.3; определяли величину ам-
плитуды волны-a и волны-b в μV при регистрации элек-
троретинограммы (ЭРГ) (Biopac-systems MP-150, США) 
и осуществляли забор глаз для последующего морфоме-
трического исследования ганглионарного слоя сетчатки, 

Ри с. 2. Процедура моделирования первичной открытоугольной глаукомы: А — введение раствора гиалуроновой 
кислоты (игла в передней камере глаза); Б — глаз животного сразу после инъекции
Примечание: фотографии выполнены автором.
Fig. 2. Procedure of modeling primary open-angle glaucoma: A — injection of hyaluronic acid solution (needle in the anterior 
chamber of the eye). B — the animal’s eye immediately after injection
Note: the photos were made by the author.

2 Бархатов И.В. Оценка системы микроциркуляции методом лазерной доплеровской флоуметрии. Клиническая медицина. 2013;91 
(11):21–27.
3 Manuals Brands BIOPAC Systems, Inc. Manuals Transducer MP150 Hardware manual BIOPAC Systems, Inc. MP150 Hardware 
Manual. Principles of Laser Doppler Flowmetry. Available: https://www.manualslib.com/manual/1665982/Biopac-Systems-Inc-Mp150.
html?page=181#manual
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в котором подсчитывали количество ядер (шт.). Подтвер-
ждение развития ВГД при моделировании данной модели 
патологии представлено ранее [13].
Фиксацию энуклеированных глаз осуществляли в 10 % 

растворе формалина с последующей гистологической стан-
дартной проводкой и заливкой в парафин. Срезы окраши-
вали гематоксилином и эозином [14]. Визуальную оценку 
гистологических препаратов осуществляли в световом ми-
кроскопе МИКМЕД-6 (АО «ЛОМО», Россия). Для подсче-
та количества ядер в 100 мкм длины ганглионарного слоя 
сетчатки использовали формулу (1) [15].

Количество ядер ГКС = Количество ядер ГКС 
× 100. (1) Длина слоя ГКС в поле зрения

Подсчет количества ядер проводили с помощью камеры 
МС-5 (АО «ЛОМО», Россия) и программы MCview (АО 
«ЛОМО», Россия).
Уход за животными и мониторинг
После процедуры внутрикамерной инъекции глаза для пре-

дотвращения присоединения патогенной микрофлоры при-
меняли Ципролет, капли глазные 0,3 % (SENTISS PHARMA, 
Pvt. Ltd., Индия). Для исключения возможного влияния ак-
тивных соединений и вспомогательных веществ используе-
мых препаратов их применение было одинаковым для всех 
групп животных за исключением интактной группы. Во вре-
мя проведения исследований животным предоставлялся 
свободный доступ к пище и воде. Проводились ежедневная 
смена подстилки, кормление комбикормом, смена питьевой 
воды. Нежелательные явления отмечены не были.
Эвтаназию животных осуществляли путем помещения 

в СО2-камеру с постепенным увеличением концентрации 
диоксида углерода.
Статистические процедуры
Принципы расчета размера выборки
Предварительный расчет выборки не производился.

Статистические методы
Статистическую обработку данных проводили с помо-

щью программного обеспечения Statistica 10.0 (StatSoft, 
США). Для оценки однородности групп по критериям мас-
сы тела и возраста применяли критерий Краскела — Уол-
лиса. Данные проверяли на нормальность распределения 
по критерию Шапиро — Уилка. Среднее (M) и стандарт-
ную ошибку среднего (m) рассчитывали для групп в случае 
нормального распределения. Медиану (Me) и первый и тре-
тий квартили (Q1; Q3) рассчитывали в случае ненормаль-
ного распределения. В зависимости от типа распределения 
межгрупповые различия анализировались с использовани-
ем t-критерия Стьюдента или U-критерия Манна — Уитни. 
Различия были определены при уровне значимости p ˂  0,05.
РЕЗУЛЬТАТЫ
На 73 день исследования определяли уровень микро-

циркуляции в сетчатке. Результаты ЛДФ представлены 
в таблице 2.
На фоне моделирования глаукомного процесса у живот-

ных из группы с моделью наблюдалось снижение уровня 

микроциркуляции на 19,0 % относительно группы интакт-
ных животных, что имеет статистически значимое отличие 
от группы интактных животных и группы отрицательного 
контроля (p < 0,05). В группе животных отрицательного 
контроля показатель статистически значимо не отличает-
ся от группы интактных животных и статистически значи-
мо отличается от группы с моделью патологии, что указы-
вает на отсутствие влияния инъекции в переднюю камеру 
на состояние микроциркуляторного русла сетчатки. Вве-
дение соединения ZC64-0001 повышало уровень микро-
циркуляции относительно группы с моделью на 11,5 %, 
при этом показатель в группе статистически значимо от-
личался от группы с моделью, интактной, отрицательного 
контроля (p < 0,05) и статистически значимо не отличался 
от групп препаратов сравнения (р > 0,05). В группе с вве-
дением мексидола показатель составил 700,9 ± 10,9 п. е., 
что выше показателя в группе с моделью на 16,4 % и име-
ет статистически значимое отличие от группы интактных 
животных и группы с моделью патологии (p < 0,05), стати-
стически значимо не отличаясь от группы отрицательного 
контроля. В группе с введением тимолола показатель со-
ставил 657,7 ± 14,5 п. е., что имеет статистически значимо 
отличие не только от группы интактных животных и отри-
цательного контроля, но и от группы с моделью патологии 
(p < 0,05).
Результаты исследования электрофизиологического 

состояния сетчатки при ее коррекции на фоне моделиро-
вания ПОУГ представлены в таблице 3. На 73-й день ис-
следования в группе животных с моделью патологии на-
блюдалось снижение амплитуды a- и b-волны ЭРГ.
На 73-й день исследования амплитуда волны-а в группе 

с моделью снизилась на 29,9 % в сравнении с интактной 
группой, данный показатель имел статистически значи-
мое отличие (p < 0,05). Амплитуда волны-b снижалась 
на 35,8 % (p < 0,05).

Таблица 2. Уровень микроциркуляции в сетчатке на мо-
дели первичной открытоугольной глаукомы (М ± m)
Table 2. Retinal microcirculation levels in the primary 
open-angle glaucoma model (M ± m)
Экспериментальные 

группы
Уровень микроциркуля-

ции в сетчатке, п. е.
I группа, n = 10 743,8 ± 15,8
II группа, n = 10 739,1 ± 19,6#

III группа, n = 10 602,1 ± 18,0*y 
IV группа, n = 10 671,6 ± 10,5*#y

V группа, n = 10 700,9 ± 10,9*#z

VI группа, n = 10 657,7 ± 14,5*#y

Примечания: таблица составлена автором; * — p < 0,05 в срав-
нении с интактными; # — p < 0,05 в сравнении с первичной 
открытоугольной глаукомой; y — p < 0,05 в сравнении с отри-
цательным контролем; x — p < 0,05 в сравнении с мексидолом; 
z — p < 0,05 в сравнении с тимололом.
Notes: compiled by the author; * — р < 0.05 compared with the 
intact group; # — р < 0.05 compared with the open-angle glaucoma 
group; y — р < 0.05 compared with the negative control group; x — 
р < 0.05 compared with the Mexidol group; z — р < 0.05 compared 
with the Timolol group.
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Введение соединения ZC64-0001 обеспечивало рост ам-
плитуды волны-b на 34,4 % относительно группы с моделью 
и статистически значимо отличалось от интактной группы, 
группы отрицательного контроля, группы с моделью пато-
логии и от групп с препаратами сравнения (p < 0,05). Вве-
дение мексидола обеспечивало рост амплитуды волны-b 
на 22,4 % относительно группы с моделью, что статистиче-
ски значимо отличалось как от интактной группы и группы 
отрицательного контроля, так и от группы с моделью пато-
логии (p < 0,05). В группе с введением тимолола амплитуда 
волны-b возрастала на 17,1 % относительно группы с мо-
делью ПОУГ, данный показатель имел статистически зна-
чимое отличие от группы интактных животных и группы 
отрицательного контроля (p < 0,05), статистически значимо 
не отличаясь от группы с моделью ПОУГ (р > 0,05).
Снижение амплитуд b- и a-волны ЭРГ на фоне длитель-

но повышенного ВГД можно объяснить развитием ней-
родегенеративных процессов, связанных с механическим 
действием внутриглазного давления и ухудшением уровня 
микроциркуляции в сетчатке. Использование агониста ре-
цепторов mGLUR4 обеспечивает сохранность амплитуды 
b-волны, что указывает на его нейропротекторные свойства.
После регистрации ЭРГ осуществляли выведение жи-

вотных и забор глаз для последующего гистологического 
исследования. Морфологическое описание сетчатки, харак-
терное для интактных животных, описано нами ранее [16].
В структурах глаз у животных с моделью глаукомы, 

в структурах фиброзной, сосудистой оболочек, стекловид-
ном теле значимых изменений не выявлено. Общая струк-
тура сетчатки и большинства ее слоев, также относитель-
но сохранные, представлены на рисунке.
Значимые и специфичные для глаукомы изменения вы-

явлены в ганглионарном слое. Главными из них являлись 
проявления нейрональной гибели в виде хроматолиза, от-
ека нейроплазмы, выраженного пикноза, а в отдельных 
клетках — фрагментации ядер, что соответствовало мор-
фологическому проявлению апоптоза. Распространены 
очаги нейронального опустошения.
Для определения выраженности нейропротективных 

эффектов изучаемых соединений определяли количество 
ядер в ганглионарном слое. Оценку количества ядер ГКС 

Таблица 3. Электрофизиологическое состояние сетчатки на фоне модели первичной открытоугольной глаукомы 
(М ± m; n = 10)
Table 3. Electrophysiologic state of the retina against in the modelled primary open-angle glaucoma (M ± m; n = 10)
Экспериментальные группы Амплитуда a-волны, μV Амплитуда b-волны, μV

I группа, n = 10 116,0 ± 6,7 205,4 ± 8,8
II группа, n = 10 110,8 ± 6,0# 199,4 ± 7,3#

III группа, n = 10 81,3 ± 6,4*y 131,8 ± 9,6*y

IV группа, n = 10 95,7 ± 2,8*y 177,1 ± 5,1*#yxz

V группа, n = 10 93,3 ± 3,1*y 161,3 ± 4,9*#y

VI группа, n = 10 86,7 ± 5,3*y 154,4 ± 5,0*y

Примечания: таблица составлена автором; * — p < 0,05 в сравнении с интактными; # — p < 0,05 в сравнении с первичной откры-
тоугольной глаукомой; y — p < 0,05 в сравнении с ОК; x — p < 0,05 в сравнении с мексидолом; z — p < 0,05 в сравнении с тимололом.
Notes: compiled by the author; * — р < 0.05 compared with the intact group; # — р < 0.05 compared with the open-angle glaucoma group; 
y — р < 0.05 compared with the negative control group; x — р < 0.05 compared with the Mexidol group; z — р < 0.05 compared with the 
Timolol group.

 

 

 

 

Рис. 3. Микрофотография сетчатки животного из груп-
пы с моделью первичной открытоугольной глаукомы 
без медикаментозной коррекции. Окраска гематокси-
лином и эозином; А — очаги разрыхления структуры 
фоторецепторного (ФР) и наружного ядерного (НЯ) 
слоев. Увеличение ×400; Б — выраженный перинейро-
нальный отек, хроматолиз, пикноз ядер ганглионарных 
нейронов. Увеличение ×1000
При мечание: микрофотографии выполнены Должиковым А. А.
Fig. 3. Microphotograph of the retina of an animal from the 
group of modelled primary open-angle glaucoma without 
drug correction. Hematoxylin and eosin staining; A — foci 
of loosening of the structure of photoreceptor (FR) and 
outer nuclear (ON) layers. Magn. ×400; B — pronounced 
perineuronal edema, chromatolysis, pycnosis of ganglion 
neuron nuclei. Magn. ×1000
Note: microphotographs were made by A. A. Dolzhikov.
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производили в трех полях зрения, из которых рассчитыва-
ли среднее, которое вносили в протокол [15].
Результаты определения количества ядер ГКС представ-

лены в таблице 4. На фоне моделирования ПОУГ наблю-
далось снижение количества ядер в ганглионарном слое 
на 40,9 % относительно интактной группы животных, 
что носит статистически значимый характер (p < 0,05). 
В группе отрицательного контроля показатель не отличал-
ся от группы интактных животных, что указывает на от-
сутствие влияния процедуры инъекции в переднюю каме-
ру глаза на количество ядер ГКС.
Введение соединения ZC64-0001 приводило к увеличе-

нию числа ядер ГКС относительно группы с моделью пато-
логии на 41,0 %, что имеет статистически значимое отличие 
от всех исследуемых групп (p < 0,05). Введение мексидо-
ла обеспечивало увеличение числа ядер ГКС относитель-
но группы с моделью на 25,6 %, что имеет статистически 
значимое отличие от интактных животных, отрицательного 
контроля и группы с моделью патологии (p < 0,05). Введе-
ние тимолола оказывало наименее выраженный эффект, по-
казатель был выше, чем в группе с моделью, на 7,7 % и ста-
тистически значимо отличался только от интактной группы 
и группы отрицательного контроля (p < 0,05).
ОБСУЖДЕНИЕ
Интерпретация/научная значимость
В группе животных с моделью патологии устойчивое 

и длительное повышение ВГД обеспечивало ряд измене-
ний, сопровождающихся характерной для глаукомы ди-
намикой. Это выражалось снижением уровня микроцир-
куляции, угнетением электрофизиологической функции 
сетчатки и рядом специфических морфологических из-
менений, на основании чего можно сделать вывод о том, 
что модель воспроизводит характерные для первичной 
открытоугольной глаукомы изменения в сетчатке.
На данный момент все большее число исследований 

указывает на изменение микроциркуляторного русла 
сетчатки у больных с ПОУГ. Помимо количественных 
изменений, хорошо изучены изменения качества ауто-
регуляции микроциркуляторного русла сетчатки. Со-
общалось об истощении резерва ауторегуляции микро-
сосудистых сосудов сетчатки у пациентов с глаукомой. 
Несмотря на многочисленные исследования эндотелия 
сосудов, лишь немногие опубликованные отчеты посвя-
щены микроциркуляторному руслу сетчатки. Недавние 
исследования показали вовлечение эндотелия сетчатки 
в развитие глаукомы, поскольку при глаукоме реакции 
эндотелия сетчатки на эндотелийзависимые вазодилата-
торы ослабляются [17].
У животных с моделью патологии наблюдалось значи-

тельное снижение амплитуды а- и b-волны скотопической 
ЭРГ. Аналогичные результаты ЭРГ сообщались на раз-
личных моделях глаукомы у крыс [18, 19]. Подобные 
изменения в a- и b-волнах ЭРГ были описаны у мышей 
DBA/2 с закрытоугольной глаукомой4.

Результаты гистологического исследования подтвержда-
ли характерные для глаукомы морфологические изменения, 
что сопровождалось снижением числа ядер ГКС. Эти данные 
согласуются с результатами, полученными другими исследо-
вателями, использующими различные методики индуциро-
вания экспериментальной глаукомы у мышей и крыс [19–21].
Введение соединения ZC64-0001 обеспечивало повыше-

ние уровня микроциркуляции в сетчатке на 11,5 % отно-
сительно группы с моделью (p < 0,05), приводило к вы-
раженному улучшению электрофизиологических свойств 
сетчатки на фоне применения ZC64-0001, что указывает 
на его нейропротективные свойства и сохранность элек-
трофизиологической функции клеток в условиях экспе-
риментальной глаукомы. Дальнейшим подтверждением 
нейропротективных свойств соединения служило увели-
чение количества ядер ганглионарных клеток. На фоне 
применения ZC64-0001 количество ядер ГКС возрастало 
на 41,0 % относительно показателя группы с моделью па-
тологии (p < 0,05).
Полученные данные указывают на высокую фармако-

логическую активность агониста рецепторов mGLUR4, 
соединения под лабораторным шифром ZC64-0001, ре-
ализация нейропротективного действия которого осу-
ществляется за счет регуляции внутриклеточных сигналь-
ных каскадов в клетках, экспрессирующих данный подтип 
метаботропных рецепторов глутамата.
Нейропротективное действие агониста mGluR4, по-

видимому, реализуется через различные механизмы. 
Предположительно, некоторые из них могут заклю-
чаться в следующем: рецепторы mGluR4 положительно 

Таблица 4. Результаты подсчета количества ядер 
в ганглионарном слое сетчатки на модели первичной 
открытоугольной глаукомы на 100 мкм (М ± m)
Table 4. Nuclei counts in the retinal ganglion cell layer, in 
a 100 μm model of primary open-angle glaucoma (M ± m)
Экспериментальные 

группы
Количество ядер ГКС, 

шт.
I группа, n = 10 6,6 ± 0,4
II группа, n = 10 6,5 ± 0,3#

III группа, n = 10 3,9 ± 0,4*y

IV группа, n = 10 5,5 ± 0,2*#yxz

V группа, n = 10 4,9 ± 0,2*#yz

VI группа, n = 10 4,2 ± 0,2*y

Примечания: таблица составлена автором; * — p < 0,05 в срав-
нении с интактными; # — p < 0,05 в сравнении с первичной 
открытоугольной глаукомой; y — р < 0,05 в сравнении с ОК; 
x — p < 0,05 в сравнении с мексидолом; z — p < 0,05 в сравнении 
с тимололом. Сокращение: ГКС — ганглионарные клетки сет-
чатки.
Notes: compiled by the author; * — р < 0.05 compared with the intact 
group; # — р < 0.05 compared with the open-angle glaucoma 
group; y — р < 0.05 compared with the negative control group; x — 
р < 0.05 compared with the Mexidol group; z — р < 0.05 compared 
with the Timolol group. ГКС — ganglion retinal cells.

4 Bayer AU, Neuhardt T, May AC, Martus P, Maag KP, Brodie S, Lütjen-Drecoll E, Podos SM, Mittag T. Retinal morphology and ERG 
response in the DBA/2NNia mouse model of angle-closure glaucoma. Investigative ophthalmology & visual science. 2001;42(6):1258–1265.
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связаны с калиевыми каналами внутреннего выпрямле-
ния, что играет важную роль в регуляции возбудимости 
мембран и притока Ca 2+ в нейроны [22]. Благодаря этому 
механизму активация mGluR4 может влиять на чувстви-
тельность нейронов к эксайтотоксическому поврежде-
нию, которое возникает на фоне длительного повышения 
ВГД. Также известно, что рецепторы mGluR приводят 
к модуляции различных путей вторичных мессенджеров, 
включая митоген-активируемую протеинкиназу (MAPK) 
и фосфатидилинозитол-3 киназу (PI3) [23].
Все известные рецепторы mGluR подразделяются 

на три группы на основе фармакологических свойств 
и связей со вторичным мессенджером. I группа mGluR 
(mGluR1 и mGluR5) представляет собой Gaq-связанные 
GPCR (рецепторы, сопряженные с G-белком), которые 
активируют фосфолипазу C (PLC) для образования диа-
цилглицерина и инозитол-1,4,5-трифосфата (IP3). Эти ре-
цепторы экспрессируются преимущественно в постсинап-
тических участках. II группа mGluRs (mGluR2 и mGluR3) 
представляет собой Gai/o-связанные GPCR, которые инги-
бируют образование цАМФ и локализуются как в пре-, так 
и в постсинаптических сайтах. III группа mGluR (mGluR4, 
mGluR6, mGluR7 и mGluR8) также связывается с Gai/o, ин-
гибирует аденилатциклазу. Однако эти mGluRs экспресси-
руются преимущественно в пресинаптических участках, 
где они регулируют высвобождение нейротрансмиттеров. 
mGluRs также присутствуют в глиальных клетках, где 
они играют важную роль в нейропротекции, глиально-
нейрональных связях и высвобождении глутамата [24]. 
Фосфорилирование белков опосредует клеточные ответы 
на внеклеточные стимулы. В нервной системе фосфори-
лирование может влиять на пресинаптические функции, 
такие как высвобождение синаптических везикул, а также 
может регулировать постсинаптические реакции, такие 
как токи ионных каналов и рецептор-стимулируемую вну-
триклеточную передачу сигналов [25]. Хорошо известно, 
что активация протеинкиназы регулирует синаптическую 
передачу и синаптическую пластичность в глутаматерги-
ческих синапсах [26]. Также известно, что прямое фосфо-
рилирование ионотропных рецепторов глутамата влияет 
на функцию каналов и транспортировку рецепторов [25].
В пресинаптических нервных окончаниях и микроглии 

активация mGluR4 снижает внутриклеточное образова-
ние цАМФ, при этом ряд авторов считает, что степень 
и способ передачи сигналов цАМФ объясняет выживание 
и рост нейронов [27].

Помимо этого, в литературе описаны результаты про-
тивовоспалительного действия на микроглию некоторых 
агонистов mGLUR [28], что может указывать на еще одну 
точку приложения для использования ZC64-0001 в качест-
ве нейропротектора.
Это является убедительным доказательством того, 

что субстанция ZC64-0001 через активацию работы 
mGLUR4 подавляет нейродегенеративные процессы, про-
текающие в сетчатке на фоне длительного повышения 
ВГД, и объясняет высокую активность ZC64-0001.
Ограничения исследования
Ограничений не было.

Обобщаемость/экстраполяция
Воспроизведен ная нами модель ПОУГ патогенетически 

наиболее приближена к течению заболевания у людей. 
Учитывая результаты полученных данных, длительное 
повышение ВГД, приводит к характерным изменениям, 
которые подобны изменениям сетчатки больных, страда-
ющих глаукомой. Возникающие изменения на фоне моде-
ли также сопровождались снижением уровня микроцирку-
ляции, эти данные сопоставимы с результатами последних 
исследований, указывающих на то, что процесс нейроде-
генерации сетчатки при глаукоме протекает в том числе 
и на фоне гемодинамических нарушений [29, 30], что ука-
зывает на еще большее соответствие между течением гла-
укомы у пациентов с ПОУГ и процессами, протекающими 
в сетчатке лабораторных животных на фоне моделирова-
ния патологии. Ввиду чего полученные по результатам ис-
следования данные позволяют экстраполировать резуль-
таты экспериментального исследования на клиническую 
практику и предполагают нейропротективное действие 
соединения на сетчатку человека.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На фоне моделирования патологии ввиду нейродегенера-

тивных процессов, протекающих в сетчатке, наблюдалось 
снижение уровня микроциркуляции в сетчатке, уменьше-
ние амплитуд b- и a-волны ЭРГ и снижение числа ядер ГКС.
По результатам проведенного исследования на основа-

нии улучшения микроциркуляторного, электрофизиологи-
ческого и морфометрического показателей в сетчатке жи-
вотных на фоне коррекции соединением ZC64-0001 можно 
сделать вывод о его высоких нейропротективных свойст-
вах в условиях повышенного внутриглазного давления. 
Что позволяет рекомендовать ZC64-0001 соединение в ка-
честве нейропротектора.
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