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             Изученыизменениясетчатойоболочкиглазапривоздействиилазернымизлучениемпороговыхинтенсивностейи возможностиих 
  .    23 .      коррекциисинтетическимдипептидом Экспериментпроводилсяна кроликах Полученныйматериалисследовалсяс помощьюмето-

    .        .   диксветовойи электронноймикроскопии Прилазерномвоздействииотмечалосьповреждениевсехслоевсетчатки Нафонепримене-
     ,       ния препарата наблюдалось снижение повреждающего влияния что свидетельствует о наличии у дипептида ретинопротекторных 

.свойств
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The  analysis  of  alterations  retina  of  during  exposure  of  threshold  laser  intensity  and  opportunit ies  to  correct  it by  synthethic  dipeptid.  The  

material  and  method:  23 rabbits  were  inclu ded  in  the  exper iment.  Recived  matherial  was  investigated  with  help  of  light  and  electron  microscopy.  

All  layers  of  retina  were  damaged  during  laser  exposure.  The  usage  of  synthethic  dipeptide  reduced  laser  damage.  Synthethic  dipeptid  have  ret-

inoprotection  abilities.
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Введение

       В последниегодывозрастаетинтереск проблемамиз-
      менениясетчаткиглазапривоздействиилазернымизлуче-

.       нием Лазернаятерапияявляется сегодняоднимиз веду-
     [2, 3], щихметодовлечениядиабетическоймакулопатии ме-

  [4],  , ланомхориоидеи ретинопатиинедоношенных диабети-
  ,    ческогомакулярногоотека тромбозаретинальныхвенсет-

,     чатки центральнойхориоретинальнойдистрофиии других 
.    заболеваний Прииспользованиивысокоинтенсивногоизлу-

      чениясоседниес коагулированнымиучасткамиотделысет-
   ,  чатки подвергаютсяповреждающемувоздействию что мо-

      [6, 14,жет статьпричинойнарушениязрительнойфункции  

15].      Многиеисследователипроявляютинтерескнизкоинтен-
     , сивнойлазернойтерапиикакк альтернативному немедика-

,  ,   ментозному высокоэффективному безболезненному и 
      [12].удобномудляпациентаметодулечебноговоздействия  

      ,Данныйвид излученияприменяетсяпри таких патологиях 
  ,  ,как прогрессирующаяблизорукость врожденнаякатаракта 

  [8, 9, 13].    центральнаяхориоретинопатия Вместес темпри 
    ,  лечениисложноизбежатьпобочныхэффектов чтосвязано 

      с трудностямиподбораподпороговыхинтенсивностейс уче-
   [1].томиндивидуальныхособенностей

  ,   При коррекции изменений вызванных лазерным воз-
,      действием назначаютсяпрепаратыизгруппыпептидныхбио-
.   -17  регуляторов СинтетическийдипептидАВ  являетсяанало-
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       гом ретиналаминаи относитсяк новомуклассупептидных 
 —    ( ). биорегуляторов синтетическихпептидов цитогенов Они 

    оказываютвыраженноеретинопротекторноеи ангиопротек-
     ,   торноевлияниеи используютсякаксамостоятельно таки в 

компле      ксе с другими лекарственными средствами при 
     [11]. терапииповрежденийсетчатойоболочкиглаза Литера-
    ,   турныеданныесвидетельствуюто том чтопрепаратобла-

     даетнейральнойиндукционнойипролиферативнойактивно-
,   , стью выраженными антиоксидантными свойствами ан-

     гиопротекторными выраженнымпротекторнымдействиемв 
   [10].отношениисетчаткиглаза

      В связис вышесказаннымцельюнастоящегоисследо-
     вания стало изучениемодифицирующеговлиянияданного 

     препарата на морфологическиеизменения сетчатки глаза 
     привоздействиилазернымизлучениемпороговойинтенсив-
  -    . ностивсинезеленомдиапазонедлиныволны

Материал и методы

   23  -Экспериментпроводилсяна половозрелыхкроликах
      900—1самцахпородышиншиллас массойтела  200 . г Жи-
       вотныхсодержаливстандартныхусловияхвиварияприсве-
  12товомрежиме   —    12ч деньи   —  ,  ч ночь с искусственным 

    (100дневнымосвещениемсреднейинтенсивности  ).лк
    9  В первойсерииэкспериментов животныхподвергали 

    воздействиюлазерного излучения параметрического гене-
      0,1ратора света на область сетчатки длительностью  ,с  

 0,21мощностью  /Дж см²   и длиной  450волны  ,  нм чтосоответ-
    .  ствуетголубойобластивидимогоспектра Количествокоагуля-

  5—6.  товсоставило   —  200—300Размеркоагулята  . мкм Кри-
      териемдостаточностипри подборемощностии продолжи-

    тельностивоздействиясталопоявлениевато  образныхкоа-
 гулятовI    . степениснечеткимиграницами
    9    7Вовторойсерииэкспериментов кроликамв течение  с 

       до облучениялазероми на протяжениивсего эксперимента 
    проводилипероральноевведениесинтетическогодипептида 

-17    10АВ вдозе    1мгна     1кгмассытела  раз в .сутки Суточная 
доза препарата на одно животное составляла приблизительно 
100  .мг В дальнейшем животные данной серии подвергались 
лазерному     воздействиюс аналогичнымипредыдущейсерии 

.параметрами
    1   14Взятиематериалапроизводиличерез и   сут после 
.      облучения Всех животныхвыводилииз экспериментапо-
    . средствомдекапитациипод эфирнымнаркозом Контроль-

     5  ,ным материаломслужили сетчатые оболочки кроликов 
     которых содержали в идентичных с экспериментальными 

  .  животными условиях вивария Проводили исследования 

        -глазногоднаживотныхизвсехгруппс помощьюфундуска-
    .мерыдляопределениястепеникоагуляции

      Глазныеяблокипослеэнуклеациификсировалив жидко-
     .   стиКарнуаи заливалив парафин Готовилиотвесныесрезы 

    5—7заднейстенки глаза толщиной  .  мкм Срезыокрашивали 
  .   гематоксилиноми эозином Дляизученияультраструктурных 

       измененийсетчаткиглазазаднююстенкуглазафиксировалив 
2,5%-      м растворе глютаральдегидана кокадилатномбуфере 
(pH  = 7,4).     2%-  Материал постфиксировали в м растворе 

     .   четырехокисиосмияи заливалив эпон НаультратомеLKB -4 
    .  готовили полутонкие и ультратонкие срезы На полутонких 

,    , срезах окрашенных толуидиновым синим производили 
       1подсчет нейросенсорных клеток с пикнозом ядра на  .тыс 

      фоторецепторовс каждойсетчаткии определяликоличество 
    .  слоевв наружномядерномслое Устанавливалисодержание 

 ,     пикноморфныхглиоцитов нейроновядерныхслоеви ганглио-
   200      .нарныхнейроновна клетокскаждойсетчаткивпроцентах
     Для оценки достоверности различий при сравнении 
    средних величин использовали непараметрический крите-

 — .    рийМанна Уитни Различиясчиталисьстатистическизна-
  чимымиприр < 0,05. 

Результаты и обсуждение

 1Через       сутпослевоздействиялазернымизлучениемв 
    областикоагулятовнаблюдаласьгипертрофияапикальных 
 .    отростковпигментоэпителиоцитов В цитоплазмеклетокви-

   .зуализировалось незначительное количество фагосом 
   .  Отдельныеклеткибыли гипертрофированы На светоопти-

      ческомуровнев очагесубретинальноепространствосодер-
    жало неравномерно утолщенные фрагментированные на-

   .  ружныесегментынейросенсорныхклеток На ультраструк-
       турномуровненаблюдалсяразрыви лизисмембраннаруж-

 .      ныхсегментов Вовнутреннихсегментахнарядус реактив-
   , нымиустановленыдеструктивныепроцессы выражавшиеся 

      ,в появлениирезко увеличенныхв размерахмитохондрий 
       -которыебылилишеныкристи имелисветлыйэлектронно

 ,     прозрачныйматрикс а также снижениемна расширенных 
    . цистернахэндоплазматическойсетиколичестварибосом В 
     цитоплазмевнутреннихсегментовотмеченоснижениеколи-

 .    честваполисом Воздействиелазеравызывалоуменьшение 
      2—3   числарядовядернейросенсорныхклетокдо по срав-
  ,  8—10  ,  нению с контролем составляющим рядов а также 

    увеличениесодержанияпикнотичныхядернейросенсорных 
 (клеток .рис 1 )  (2,92до  ± 0,23)%   при контрольномзначении 

(0,41 ± 0,01)%  (р < 0,05).   Междунейросенсорнымиклетками 
   располагались гипертрофированные отростки радиальной 

.глии
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.Рис 1.       1Пикнозядернейросенсорныхклетокчерез    сутпослевоздействия 
 .   ,   -лазерным излучением Полутонкий срез окраска толуиди

 . . 900новымсиним Ув

     Изменениявнутреннегоядерногослояносилиочаговый 
.     характер Расположениеочаговсоответствоваломестампо-
    .   врежденийв наружномядерномслое Биполярныеи ама-

    . кринныенейронынаиболееподверглисьдеструкции Через 
1        сут послевоздействияотмечалисьизменениянейроновв 

     . виде отека перикарионови вакуолизациицитоплазмы На 
    ультраструктурномуровне наблюдалинабуханиемитохон-

     . дрийирасширениецистернэндоплазматическойсети Коли-
    (4,47чество пикноморфных клеток составляло  ± 0,09)% 

(  (1,81контроль  ± 0,06)%, р < 0,05).  Изменениямультиполяр-
      ных нейроновганглионарногослоя сетчаткипослевоздей-
      ствияв областикоагулятовхарактеризовалисьснижениеми 

    перераспределениемхроматофильноговеществав перика-
 .    рионахнейроцитов Обэтомсвидетельствовалоувеличение 

       количестваклетокс явлениямиочаговогои тотальногохро-
.  1матолиза Через      сут после воздействиялазеромколиче-

    ство пикноморфных ганглионарных нейронов увеличива-
  1,8    лось в раза по    ((3,14сравнениюс контролем  ± 0,11)%, 

р < 0,05).      Количествонейроновс явлениямиочаговогохрома-
толиза  (52,01составило  ± 2,93)% (  (16,32контроль  ± 0,95)%, 
р < 0,05).     Такженаблюдалосьувеличениечисланейроцитов с 

    (20,47явлениями тотального хроматолиза до  ±
± 0,83)%      ((8,21по сравнению с контролем  ± 0,51)%, 
р < 0,05).

    -17    При введениисинтетическогодипептидаАВ в те же 
    срокинаблюдалосьусилениегипертрофиипигментоэпителио-
.      цитов Такжеотмечалисьизмененияфотосенсорногослоя в 

     видесниженияплотностираспределениянаружныхсегментов 
 . нейросенсорныхклеток Встреча   лись дискомплектациямем-

   -бранных дисков и расши
     рение межмембранных пространств в дистальных
   .  отделах некоторых наружных сегментов Изменения вну-

    треннихсегментовхарактеризовалисьнабуханиеммитохон-
, дрий      просветлениемихматриксаи незначительнойдеструк-
 .   циейкрист Цистерныэндоплазматической  .сети расширены 

     Увеличилоськоличестворядовядернейросенсорныхклеток 
 3—5        до и произошлозначимоеснижениечисланейроновс 

      явлениямикариопикнозапосравнениюсданнымипоказате-
     (лямивпервойсерииэкспериментов .рис 2). 

.Рис 2.       Содержаниепикнотичныхядернейросенсорныхклетокпривоздей-
     450ствиилазернымизлучениемдлинойволны      нми нафонеприменения 

  -17.     .синтетического дипептида АВ Здесь и на рис 3   значимые различия 
(р < 0,05): # —     ; * —     присравнениис контролем междугруппамис коррекци-

   ; ейибезкоррекции & —       междугруппамис применениемсинтетическогоди-
      пептида и без него в разные

 срокиэксперимента

     -17  НафоневведениясинтетическогодипептидаАВ ко-
    личество пикноморфных нейронов внутреннего ядерного 

    1,5       слоязначимоснизилосьв разапо сравнениюс их чис-
      лом при лазерномвоздействиибез использованияпрепа-
 (рата .рис 3). 

     Введениепрепаратавызвалоуменьшениечислапикно-
    (4,12морфных мультиполярных нейронов до  ±

± 0,31)%     ,  по сравнению со значениями полученными
   (впервойсерии р < 0,05).    Количествонейроновс тотальным 

  (16,29хроматолизомсоставило  ± 0,92)%  (р < 0,05). Наблю-
      далось снижение числа нейронов с явлениями очагового 

  1,3        хроматолизав разапо сравнениюс таковымив первой 
 . серииэкспериментов
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.Рис 3.      Содержаниепикноморфныхнейронов внутреннегоядерного слоя 
      450при воздействии лазерным излучением длиной волны   нм

      -17инафонеприменениясинтетическогодипептидаАВ

 14Через       сутпослеоблучениялазеромотмечалосьуве-
   личение числа гипертрофированных пигментоэпителиоци-

      .  тов и количества фагосом в их цитоплазме
    В субретинальном пространстве встречались частично 

   фрагментированные наружные сегменты нейросенсорных 
    .  клетоки единичныемелкиевакуоли Сохранныенаружные 

      сегменты имели извитую форму за счет
   .неравномерногорасширениямежмембранныхпространств 

      Присравнениис контролемнаблюдалосьснижениеплотно-
    сти распределениявнутренних сегментов нейросенсорных 

     клеток и увеличение количества пикноморфныхнейронов 
    (7,07внутреннего ядерного слоя до  ± 0,61)%  (р < 0,05) 

( .рис 4).      1Посравнениюсо значениямичерез    сутпослела-
 зерноговоз     действияотмечалосьувеличениечисланейросен-
 сорных      (5,88клетокс явлениямикариопикнозадо  ± 0,43)% 

(р < 0,05).     Помимоэтоговозрослоколичествоганглионарных 
     31%.  нейроновсочаговымхроматолизомна
    При использовании синтетического дипептида через 

14       сутбольшинствонаружныхсегментоввосстановилинор-
 .    мальное строение Встречалисьнаружныесегментыизви-

     тойформыснеравномернорасширеннымимежмембранны-
 .      мипространствами Присравнениис группойбезвведения 

    препаратаотмечалосьуменьшениеколичествапикнотичных 
   38%.     нейросенорныхклетокна Меньшеечислоклетоквну-

 треннего     ядерного слоя характеризовалосьналичиемотека 
.     перикариона Количествоганглионарныхнейроновс явления-

       ми пикнозаи очаговогохроматолизадостоверноне отлича-
  .     лосьотконтроля Числонейроновс тотальнымхроматолизом 

        по сравнениюс наблюдаемымв группес лазернымвоздей-
      ствием без введения препарата снижалось и составило 

(19,44 ± 0,87)% (р < 0,05).

.Рис 4.        Отек перикариона и деструкция органелл нейрона внутреннего 
   14      -ядерного слоя через сут после воздействия лазерным излу

. .чением Ув 4 500

Заключение

    Лазерное воздействие вызывало деструктивные про-
     .    цессывовсехслояхсетчаткиглаза Наиболеераннимиису-

     щественными были повреждения мембранных дисков на-
       ружныхсегментови нарушениеих взаимоотношенияс пиг-

.   ментоэпителиоцитами Отмечалосьувеличениеколичества 
      ,   клетокс признакамикариопикнозакак в наружном таки во 

  .    внутреннемядерных слоях Во внутреннемядерномслое 
     наиболее чувствительнымиявлялись амакринныеи бипо-

 .     лярныенейроны Привоздействиилазернымизлучениемв 
    ,них наблюдаются выраженные деструктивные изменения 

      . которыесо временемприводятк гибеликлеток Структур-
     ныенарушениямультиполярныхнейроноввыражалисьсни-

    жениеми перераспределениемхроматофильноговещества 
 ,       вцитоплазме а такжеувеличениемчислаклетокс явления-
 .микариопикноза

    Применение в эксперименте пороговых интенсивностей 
   ,  излучениявызывает повреждениясетчатки связанныепре-

   , имущественносфотохимическимипроцессами приводящими 
  к активации свободнорадикального о  кисления клеточных 

 [7].      структур Именнопоэтомув качествекоррекцииприменял-
     , ся препаратиз группыбиорегуляторныхпептидов обладаю-
  щихспособностью   активироватьпроцессыантиоксидантной 

     [5, 11].защитыи улучшатьмежклеточныевзаимодействия  

     При изучении биологических свойств выделенныхпептид-
   ,    ных комплексовбылоустановлено что онипринимаютне-

    посредственное участие в процессах тканеспецифической 
    .   регуляцииэкспрессиигеновибиосинтеза Врезультатепеп-

      тиднойрегуляциив клетках понижаетсяскоростьнакопле-
      нияпатологическихизмененийиповышаетсяактивностьре-

 ,   паративных процессов направленных на восстановление 

8 Бюллетень сибирской медицины, ¹ 2, 2009

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1 1 4

  , Времяпослевоздействия сут

%

#, &

#

*, #, &

*,#

    Контроль
    Синий
      Синий  ипрепарат



Экспериментальные и клинические исследования

  [10].    клеточного гомеостаза На фоне введения синтетиче-
  -17    скогодипептидаАВ отмечалосьснижениеповреждающе-

   ,   го влияниялазерногоизлучения чтопроявлялосьпреобла-
      даниемреактивныхпроцессовв клеткахнаддеструктивны-

 , ,   ми и соответственно большейсохранностьюкомпонентов 
.        сетчатки Всеэтосвидетельствуетвпользуналичияусинте-
     тическогодипептидаретинопротекторныхсвойствпри воз-
    .действиилазернымизлучениемпороговойинтенсивности
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