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РЕЗЮМЕ

Цель: включение в кальций-фосфатные наночастицы соединений различной природы — низкомолекулярного ингибитора ангио-
тензин-превращающего фермента лизиноприла и высокомолекулярного фермента супероксиддисмутазы 1, характеристика 
полученных частиц и выяснение возможности усиления терапевтической эффективности выбранных препаратов при включении 
их в наночастицы. Материалы и методы. Для повышения стабильности полученных частиц был использован покрывающий 
агент β-D-целлобиоза. Определяли размеры и ζ-потенциал полученных частиц, оценивали эффективность включения препара-
тов. Сравнительную оценку биологического действия лизиноприла в растворе и лизиноприла в составе кальций-фосфатных 
частиц проводили путем определения их влияния на внутриглазное давление у 15 кроликов, разделенных на три группы. Срав-
нительную оценку биологического действия супероксиддисмутазы 1 в растворе и в составе кальций-фосфатных частиц прово-
дили путем определения их влияния на течение экспериментального иммуногенного увеита у 10 кроликов и биохимические 
показатели (содержание белка и антиокислительная активность) во внутриглазной жидкости. Результаты. Кальций-фосфатные 
наночастицы, содержащие лизиноприл, характеризовались средним гидродинамическим радиусом в диапазоне 170–300 нм 
и ζ-потенциалом –17 мВ. Частицы, содержащие супероксиддисмутазу 1, характеризовались средним гидродинамическим ра-
диусом в диапазоне 220–450 нм и ζ-потенциалом –4 мВ. Лизиноприл в составе наночастиц статистически достоверно более 
значимо снижал внутриглазное давление, чем лизиноприл в простом растворе. Супероксиддисмутаза 1 в составе наночастиц 
более эффективно снижала выраженность клинических проявлений увеита и нормализовала биохимические процессы во вну-
триглазной жидкости, чем тот же фермент в простом растворе. Заключение. Внедрение в кальций-фосфатные наночастицы 
лекарственных препаратов, как низкомолекулярных, так и высокомолекулярных, увеличивает их биодоступность, при этом со-
храняется их биологическая активность, а эффективность терапевтического действия увеличивается. Полученные результаты 
свидетельствуют о перспективности использования кальций-фосфатных наночастиц для включения в них глазных лекарствен-
ных препаратов, применяемых в виде глазных капель.

Ключевые слова: кальций-фосфатные наночастицы, ингибитор ангиотензин-превращающего фермента, супероксиддис-
мутаза 1, внутриглазное давление, увеит
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ABSTRACT

Purpose: to prepare and characterize calcium-phosphate nanoparticles loaded with compounds of different nature: low-molecular 
inhibitor of angiotensin-converting enzyme lisinopril, and high-molecular enzyme superoxide dismutase 1. To estimate the possibility 
of enhancing the biological efficacy of these compounds via incorporation to the nanoparticles. Material and methods. To increase 
the stability of calcium-phosphate nanoparticles coating with β-D-cellobiose was used. The size, surface charge (ζ-potential) of the 
particles and efficacy of including of the selected compounds to the particles were measured. Comparative assessment of the efficacy 
of lisinopril solution and lisinopril in nanoparticles was made via the estimation of their ocular hypotensive effect in normotensive rab-
bits. To compare the efficacy of the superoxide dismutase 1 solution and superoxide dismutase 1 in nanoparticles the rabbit model 
of immunogenic uveitis was used. We estimated the clinical score for several signs of uveitis, protein level, and antioxidant activity in 
aqueous humor. Results. Calcium-phosphate nanoparticles containing lisinopril had average hydrodynamic radius of 170–300 nm and 
negative ζ-potential of –17 mV. Particles containing superoxide dismutase 1 had average hydrodynamic radius of 220–450 nm and 
negative ζ-potential of –4 mV. Lisinopril in nanoparticles caused a significantly greater decrease of intraocular pressure than lisinopril 
solution. Superoxide dismutase 1 in calcium-phosphate nanoparticles more efficiently decreased the clinical manifestations of uveitis 
and normalized the biochemical processes in aqueous humor than the enzyme in buffer solution. Conclusion. Incorporation of both 
low-molecular and high-molecular drugs to the calcium-phosphate nanoparticles enhance their bioavailability and therapeutic efficiency. 
The data obtained give evidence of the prospectively of the using of these nanoparticles as vehicles for the ophthalmic drugs used in 
eyedrops.

Keywords: calcium-phosphate nanoparticles, inhibitor of angiotensin-converting enzyme, superoxide dismutase 1, intraocular 
pressure, uveitis

For citation: Beznos O.V., Tikhomirova V.E., Popova E.V., Pavlenko T.А., Kost O.A., Chesnokova N.B. Calcium-Phosphate 
Nanoparticles — a System for Drug Delivery to the Anterior Eye Chamber. Ophthalmology in Russia. 2021;18(2):331–337.  
https://doi.org/10.18008/1816-5095-2021-2-331-337

Financial Disclosure: No author has a financial or property interest in any material or method mentioned
There is no conflict of interests

Ophthalmology in Russia. 2021;18(2):331–337

Наиболее распространенной глазной лекарственной 
формой для лечения заболеваний переднего отдела глаза 
являются глазные капли. Попадая на поверхность глаза, 
лекарственный препарат разбавляется слезой, вытека‑
ет из глаза при моргании. Часть препарата поступает 
в общий кровоток через сосуды конъюнктивы и носос‑
лезного канала. Так, например, показано, что около 50 % 
закапанного в глаз пилокарпина через конъюнктиву по‑
ступает в общий кровоток [1]. Для того чтобы препарат 
проник в переднюю камеру глаза, ему необходимо пре‑
одолеть тканевые барьеры. В результате во внутриглаз‑
ную жидкость попадает только от 0,1 до 5 % от количества 
инстиллируемого препарата [2–4]. Например, концен‑
трация тимолола в роговице, водянистой влаге и сте‑
кловидном теле составляет 0,4–4, 0,2–0,6 и 0,002–0,01 % 
соответственно от концентрации введенного препарата 
[5]. Следовательно, приходится увеличивать как концен‑
трацию лекарственного препарата, так и частоту его за‑
капывания, что, в свою очередь, повышает вероятность 
возникновения побочных эффектов не только местных, 
но и системных.

Основным барьером для проникновения лекар‑
ственных веществ через роговицу является плотно 

упакованный многослойный эпителий [6]. Способность 
вещества проходить через эпителий роговицы зависит 
от размеров молекулы и физико‑химических свойств, 
таких как гидрофобность и поверхностный заряд. 
Гидрофобные молекулы легче проникают через эпите‑
лий, но через строму роговицы лучше проходят гидро‑
фильные. Через склеру и конъюнктиву могут проникать 
довольно крупные гидрофильные молекулы [7].

В связи с тем что во внутренние структуры глаза по‑
ступает лишь небольшое количество инстиллируемого 
в глаз препарата, встает вопрос о создании глазных ле‑
карственных форм, облегчающих проникновение препа‑
ратов через тканевые барьеры.

Увеличить количество лекарственного вещества, 
поступающего во внутренние структуры глаза, можно 
путем удлинения времени его пребывания на поверхно‑
сти глаза (использование гелей, мазей, полимерных пле‑
нок) и повышения его биодоступности. Современные 
нанотехнологии предлагают различные виды наноно‑
сителей для увеличения обоих этих параметров [8]. 
Наночастицы с внедренными лекарственными препара‑
тами при инстилляциях в глаз могут лучше проникать 
через тканевые барьеры, а также в некоторых случаях 
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продолжительное время оставаться на поверхности гла‑
за в конъюнктиве и/или роговице и в слезной пленке, 
постепенно высвобождая лекарственную субстанцию 
и тем самым пролонгируя действие препарата [9].

Важными условиями при выборе наносителей для ле‑
карственных препаратов являются отсутствие токсич‑
ности и биосовместимость. К носителям, обладающими 
такими свойствами, относятся неорганические кальций‑
фосфатные частицы (КФЧ). Компоненты КФЧ  — каль‑
ций и фосфат присутствуют в организме, например, 
в составе костной ткани, поэтому они являются биосов‑
местимыми, не иммуногенными, не токсичными и био‑
деградируемыми [10].

Экспериментально доказано, что применение КФЧ 
в качестве носителей для препаратов, используемых 
в офтальмологии, повышает их эффективность. Так, на‑
пример, E. Chu и соавт. показали, что включение в КФЧ 
агониста D2/D3 рецепторов к дофамину 7‑гидрокси‑2‑
дипропиламинотетралина усиливает его способность 
снижать внутриглазное давление (ВГД) у кроликов 
при инстилляциях в глаз [11]. R. Chen и соавт. выяснили, 
что включение в КФЧ другого гипотензивного препара‑
та  — ингибитора карбоангидразы метазоламида вдвое 
увеличивает продолжительность его действия [12].

Можно также использовать КФЧ для трансфекции 
генетического материала в клетки эндотелия роговицы 
[13]. Они могут применяться и для введения лекарствен‑
ных препаратов и красителей в ткани заднего отрезка 
глаза [14].

Почему наночастицы увеличивают биодоступность 
лекарственных препаратов? Лекарственные препараты 
в простых растворах проникают в ткани путем простой 
диффузии, и скорость диффузии зависит от физико‑хи‑
мических свойств субстанции. Наночастицы проходят 
тканевые барьеры прежде всего за счет поступления 
в клетку путем эндоцитоза и последующего выхода 
из нее — за счет экзоцитоза [15].

Основные пути эндоцитоза — это клатрин‑ и каве‑
олин‑зависимый эндоцитоз, фагоцитоз, макропиноци‑
тоз и пиноцитоз. Клатрин‑ и кавеолин‑зависимый эн‑
доцитоз опосредуется рецепторами и осуществляется 
с помощью мембранных белков — клатрина или каве‑
олина и обеспечивает проникновение в клетку частиц 
небольших размеров — в основном до 100 нм. К фагоци‑
тозу способны специализированные клетки — фагоци‑
ты, поглощающие более крупные частицы. Пиноцитоз 
осуществляется за счет выпячиваний клеточной мем‑
браны и образования везикул, окружающих погло‑
щаемый материал и переносящих его внутрь клетки. 
Поглощенные вещества в клетке поступают в лизосо‑
мы, в которых они могут накапливаться или выводить‑
ся из них в переработанном виде. Сведений о механиз‑
мах эндоцитоза КФЧ очень мало. Однако есть данные 
о том, что в эндоцитозе КФЧ может принимать участие 
макропиноцитоз [16], а также клатрин‑ и кавеолин‑за‑
висимый эндоцитоз [17].

Целью настоящей работы явилось изучение возмож‑
ности включения в кальций‑фосфатные наночастицы 
соединений различной природы  — низкомолекулярно‑
го ингибитора ангиотензин‑превращающего фермента 
(АПФ) лизиноприла и высокомолекулярного фермента 
супероксиддисмутазы 1 (СОД1), характеристика полу‑
ченных частиц и выяснение возможности усиления био‑
логического действия выбранных препаратов при вклю‑
чении их в наночастицы.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение КФЧ
Для получения КФЧ применяли методику, предло‑

женную в 2004 году [18] и модифицированную нами [19].
Для повышения стабильности частиц был использо‑

ван покрывающий агент — β‑D‑целлобиоза. Включение 
лизиноприла (Sigma, США) и рекомбинантной СОД1 
человека (Рексод‑ОФ, ООО НПП «Ферментные техноло‑
гии», Россия) проводили непосредственно на стадии по‑
лучения КФЧ. Полученные частицы хранили при +4 °С.

Определение размеров, ζ‑потенциала и поверх‑
ностного заряда полученных КФЧ выполняли с помо‑
щью многофункционального прибора ZetasizerNanoZS 
(MalvernInstrument, Великобритания).

Оценку эффективности включения лизиноприла 
и СОД1 в КФЧ проводили путем отделения частиц, со‑
держащих включенные препараты, от раствора фильтра‑
цией через мембраны Microcon 30 kDa и 100 kDa соот‑
ветственно в процессе центрифугирования при 7000 g 
и определения лизиноприла и СОД1 в фильтратах.

Концентрацию лизиноприла определяли по моди‑
фицированной методике [20], основанной на реакции 
взаимодействия свободной аминогруппы ингибитора 
с ортофталевым альдегидом и N‑ацетил‑L‑цистеином 
с образованием хромофорного соединения с максиму‑
мом поглощения при λmax  = 340 нм. Оптическую плот‑
ность хромофорного соединения определяли с помощью 
фотометра для микропланшетов Tecan Infinite® M200 
(Швейцария).

Определение активности СОД проводили методом, 
основанным на торможении СОД реакции автоокисле‑
ния кверцетина. За единицу активности принимают та‑
кое количество фермента, которое в течение 20 мин. вы‑
зывает ингибирование реакции окисления кверцетина 
на 50 % при рН 10,2 и температуре 25 °С [21].

Эксперименты in vivo проводили на кроликах породы 
шиншилла массой 2–2,5 кг. Все эксперименты выполне‑
ны в соответствии с рекомендациями Association for re‑
search in Vision and Ophtalmology (ARVO) для проведе‑
ния исследований на животных, а также в соответствии 
с требованиями Комитета по этике НМИЦ глазных бо‑
лезней им. Гельмгольца.

Для сравнения эффективности лизиноприла в рас‑
творе и лизиноприла в составе КФЧ оценивали их влия‑
ние на внутриглазное давление (ВГД) у нормотензивных 
кроликов.
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Оценка влияния лизиноприла 1 % и лизиноприла, 
введенного в КФЧ, на ВГД у кроликов
В эксперименте было задействовано 15 кроликов, ко‑

торые были случайным образом разделены на 3 группы. 
Первой и второй группе в оба глаза однократно закапы‑
вали 40 мкл 1,5 % раствора лизиноприла в 0,05М фосфат‑
ном буферном растворе рН 7,4 и 40 мкл суспензии 1,5 % 
лизиноприла в КФЧ соответственно. Третья группа  — 
контрольная — получала инстилляции в оба глаза 0,05М 
фосфатного буферного раствора рН 7,4. Предварительно 
было исследовано влияние пустых КФЧ на величину ВГД 
у интактных кроликов.

У кроликов измеряли ВГД до закапывания и далее 
в течение 6 ч с интервалом в 1 час с помощью автома‑
тического тонометра для ветеринарии Tonovet (Icare, 
Финляндия). В каждой временной точке оценивали сни‑
жение ВГД по сравнению с исходным в мм рт. ст.

Сравнительную оценку действия СОД1 в раство‑
ре и СОД1 в составе КФЧ проводили путем оценки их 
влияния на течение экспериментального иммуногенного 
увеита у кроликов и на биохимические показатели в во‑
дянистой влаге.

Моделирование экспериментального иммуноген-
ного увеита у кроликов
В эксперименте было задействовано 15 кроликов поро‑

ды шиншилла массой 2–2,5 кг. У 10 животных воспроиз‑
водили иммуногенный увеит по известной методике [22]. 
Для этого животным вводили стерильную нормальную 
лошадиную сыворотку подкожно в количестве 5 мл, затем 
на 10‑е сутки в оба глаза интравитреально вводили раз‑
решающую дозу сыворотки в количестве 70 мкл под мест‑
ной анестезией Алкаином (Проксиметакаин 0,5 %, Alcon, 
Бельгия). Пять кроликов оставались интактными.

Клиническую картину оценивали ежедневно c 1‑х 
по 10‑е сутки после введения разрешающей дозы лоша‑
диной сыворотки путем биомикроскопии с помощью 
щелевой лампы. В условных баллах оценивали выражен‑
ность следующих признаков: отек и гиперемия век, буль‑
барной конъюнктивы и радужки, отек роговицы, вид 
экссудата и количество фибрина в передней камере гла‑
за, наличие задних синехий, помутнение хрусталика, ин‑
тенсивность неоваскуляризации роговицы. За 0 баллов 
принимали отсутствие признака, 1  — слабо выражен‑
ный, 2 — выраженный, 3 — ярко выраженный признак.

Все животные с увеитом (10 кроликов, 20 глаз) были 
случайным образом разделены на 2 опытные группы:

I группа (5 кроликов, 10 глаз) получала инстилля‑
ции раствора СОД1 (1 мг/мл) с активностью 200 kU/мг 
в 0,15М NaCl (pH 6,5) 3 раза в день по 30 мкл в оба глаза;

II группа (5 кроликов, 10 глаз) получала инстилля‑
ции суспензии СОД1, содержащей КФЧ с активностью 
200 kU/мг в 0,15М NaCl (pH 6,5) в том же режиме.

Для оценки нормальных значений исследуемых па‑
раметров использовали группу из 5 здоровых животных 
(10 глаз).

Лечение проводили в течение 7 дней, начиная со дня 
введения разрешающей дозы.

На 8‑е сутки у всех животных, включая здоровых, 
отбирали водянистую влагу путем парацентеза инсу‑
линовым шприцем под местной анестезией Алкаином 
(Проксиметакаин 0,5  %, Alcon, Бельгия) и центрифу‑
гировали 10 мин. при 3000 об/мин. В супернатанте 
определяли содержание общего белка по Лоури [23] 
и антиокислительную активность (АОА) по параметрам 
кинетики хемилюминесценции в модельной системе 
Hb‑H2O2‑люминол [24], используя Тролокс в качестве 
стандарта. Кинетику хемилюминесценции регистриро‑
вали с помощью хемилюминометра «Биотокс‑7» (АНО 
«Инженерный Центр — Экология», Москва).

Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием статистических пакетов программ 
Excel и Statistica 10.0. Достоверность различий между 
группами с уровнем значимости не менее 95  % оце‑
нивали с помощью непараметрического U‑критерия 
Манна — Уитни.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Нами были получены КФЧ, содержащие ингибитор 
ангиотензин‑превращающего фермента лизиноприл 
(молекулярная масса 405 Да) и фермент СОД1 (молеку‑
лярная масса 32,5 кДа). КФЧ, содержащие лизиноприл, 
характеризовались средним гидродинамическим ради‑
усом в диапазоне 170–300 нм и ζ‑потенциалом –17 мВ. 
КФЧ, содержащие СОД1, характеризовались средним 
гидродинамическим радиусом в диапазоне 220–450 нм 
и ζ‑потенциалом –4 мВ. Степень включения лизинопри‑
ла в КФЧ составляла 15–30 %, а СОД1 около 50 %. Таким 
образом, КФЧ способны включать как высоко‑, так 
и низкомолекулярные препараты.

Установлено, что при хранении КФЧ, покрытых цел‑
лобиозой и содержащих лизиноприл или СОД1, при тем‑
пературе +4 oC при добавлении азида натрия или бен‑
залкония хлорида в качестве антисептика по крайней 
мере в течение 2 месяцев не происходит изменения их 
характеристик (величины среднего гидродинамического 
радиуса и ζ‑потенциала). Этот результат является очень 
важным при рассмотрении перспективности использо‑
вания таких частиц в качестве основы для фармацевти‑
ческого препарата.

Кроме того, следует отметить, что выявлен эффект 
стабилизации СОД1 при хранении в составе частиц 
по сравнению с водным раствором этого белка, что так‑
же имеет практическое значение.

Для того чтобы выяснить, как влияет включение 
глазных лекарственных препаратов в КФЧ на проникно‑
вение их во внутренние структуры глаза и терапевтиче‑
скую эффективность, было изучено влияние включения 
низкомолекулярного соединения — иАПФ лизиноприла 
и высокомолекулярного соединения фермента СОД1 
на процессы, протекающие во внутренних структурах 
глаза. Сравнивали гипотензивное действие лизиноприла 
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с действием лизиноприла, включенного в КФЧ, 
на нормотензивных кроликах, а на модели 
острого увеита у кроликов оценивали противо‑
воспалительное действие СОД1 и СОД1 в КФЧ.

Однократные и многократные инстилля‑
ции растворов пустых КФЧ и суспензии частиц 
с внедренным в них лизиноприлом или СОД1 
не оказывали местно раздражающего дей‑
ствия. Также было показано, что инстилляция 
суспензии пустых КФЧ не вызывала изменений 
ВГД у нормотензивных кроликов.

Сравнение влияния инстилляций у кроли‑
ков раствора лизиноприла и лизиноприла, вне‑
дренного в КФЧ, показало, что в составе нано‑
частиц лизиноприл статистически достоверно 
более значимо снижает ВГД (рис. 1).

Этот эффект можно объяснить лучшим 
проникновением лизиноприла в составе на‑
ночастиц в переднюю камеру глаза. Таким 
образом, внедрение ингибитора АПФ в КФЧ 
позволяет увеличить биодоступность его 
при инстилляционном введении.

Сравнительное изучение влияния СОД1 и СОД1 
в составе КФЧ на течение воспалительного процесса 
во внутренних структурах глаза на модели иммуно‑
генного увеита у кроликов показало, что инстилля‑
ции СОД1 в составе КФЧ более эффективно снижа‑
ют выраженность клинических проявлений увеита 
и нормализуют биохимические процессы во внутри‑
глазной жидкости. Отек радужки и поступление фи‑
брина в переднюю камеру глаза были статистиче‑
ски достоверно менее выражены при лечении СОД1 
в составе КФЧ, чем при лечении раствором СОД1 
(р < 0,05). При этом при использовании СОД1 в со‑
ставе КФЧ концентрация белка в водянистой влаге 
была достоверно ниже (рис. 2).

Это свидетельствует о том, что фермент в составе 
КФЧ более эффективно снижает проницаемость гемато‑
офтальмического барьера, которая значительно увели‑
чивается при увеите.

При увеите во внутриглазной жидкости существен‑
но снижается АОА, что свидетельствует о возросшем 
потреблении антиоксидантов на связывание образовав‑
шихся при воспалении в большом количестве свобод‑
ных радикалов [25]. Под влиянием СОД1 в КФЧ АОА 
сохраняется на более высоком уровне, чем под влиянием 
простого раствора фермента (рис. 3).

Исходя из полученных результатов сравнительного 
исследования влияния инстилляций простого раствора 
СОД1 и раствора СОД1, внедренной в КФЧ, на течение 
воспалительного процесса во внутренних структурах 

Рис. 1. Снижение ВГД после однократной инстилляции 0,1 % раствора лизи-
ноприла и лизиноприла, включенного в КФЧ (М ± m, мм рт. ст.)

Fig. 1. Mean decrease of intraocular pressure after single instillation of 0.1 % 
lisinopril and Ca-Ph particles containing lisinopril (М ± SEM, mm Hg)

Рис. 2. Концентрация общего белка в водянистой влаге кроликов 
на 8-е сутки острого увеита (М ± m, мг/мл)

Fig. 2. Total protein concentration in aqueous humor of rabbits on 
the 8 day of acute experimental uveitis (М ± SEM, mg/ml). Bars: 
CaPh nanoparticles with SOD, SOD, placebo, healthy controls

Рис. 3. Антиокислительная активность в водянистой влаге кроли-
ков на 8-е сутки острого увеита (М ± m, мкМ тролокса)

Fig. 3. Antioxdant activity in aqueous humor of rabbits on the 8 day 
of acute experimental uveitis (М ± SEM, mM trolox). Bars: CaPh 
nanoparticles with SOD, SOD, placebo, healthy controls
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глаза (увеита), можно заключить, что СОД1, внедренная 
в КФЧ, оказывает более сильное противовоспалительное 
действие по сравнению с простым раствором фермента. 
Это свидетельствует о том, в составе КФЧ СОД лучше 
проходит тканевые барьеры и в большей концентрации 
поступает во внутренние структуры глаза.

ВЫВОДЫ

Таким образом, внедрение в КФЧ лекарственных пре‑
паратов как низкомолекулярных, так и высокомолеку‑
лярных, увеличивает их биодоступность, при этом сохра‑
няется их биологическая активность, а эффективность 

терапевтического действия увеличивается. Полученные 
результаты свидетельствуют о перспективности исполь‑
зования кальций‑фосфатных наночастиц для включения 
в них глазных лекарственных препаратов, применяемых 
в виде глазных капель.
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