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Актуальність. Одним з типових нейрохімічних патогенетичних механізмів, що обумовлює дисфункцію ней-
ронів сітківки при діабетичній ретинопатії (ДР) є дефіцит ГАМК-ергічної медіації. Це певною мірою обґрунтовує 
перспективність застосування модуляторів ГАМК-рецепторів, у тому числі – бензодіазепінів.

Ціль: Визначити експресію нейрофіламентів на початкових стадіях розвитку експериментальної ДР та вплив 
агоністу бензодіазепінових рецепторів карбацетаму.

Матеріали та методи. У 35 трьохмісячних щурів-самців лінії Wistar моделювали ДР шляхом одноразового вве-
дення стрептозотоцину (50 мг/кг; Sigma-Aldrich, Co, China). Щурів було розподілено на 3 групи: контрольна, з вве-
денням інсуліну (30 Од; Novo Nordisk A/S, Denmark) і з введенням інсуліну і карбацетаму (5 мг/кг). Імуногістохіміч-
но у сітківці виявляли нейрофіламенти NF-H (2F11; ThermoFisher Scietific, USA).

Результати. До моделювання ДР NF-H-позитивне забарвлення було виявлено у внутрішньому та зовнішньому 
шарах сітківки у переважно поздовжніх волокнах різної протяжності, які відповідали аксонам горизонтальних та 
амакрінових клітин; а також у волокнах та аксональних пагорбах гангліонарних нейронів. У динаміці розвитку ДР у 
плексіформних шарах сітківки спостерігалося прогресуюче зниження інтенсивності забарвлення. У шарі нервових 
волокон забарвлення концентрувалося навколо розширених мікросудин, які мали тенденцію до утворення мікро-
аневризм. На 28-му добу у внутрішньому плексіформному шарі NF-H-позитивне забарвлення зникало. Введення 
інсуліну з карбацетамом запобігало втраті NF-H-позитивного забарвлення у шарах сітківки. 

Висновок. Застосування агоніста бензодіазепінових рецепторів карбацетаму може бути перспективним на-
прямком корекції нейродегенерації сітківки при ДР.
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тальні клітини.

Актуальність. За даними Міжнародної ді-
абетичної федерації (IDF) у 2021 році більше 
півмільярда людей у всьому світі мали цукро-
вий діабет (ЦД), що складало приблизно 10,5% 
дорослого населення планети [1]. За прогно-
зом IDF ця цифра зросте до 12,2% у 2045 році. 
Частим ускладненням ЦД є діабетична ре-
тинопатія (ДР) – одна з головних глобальних 
причин сліпоти серед людей віком 50 років і 
старше, яких у 2020 році було зафіксовано 0,86 
млн. осіб [2]. У 2020 році кількість дорослих 
у всьому світі з ДР становила 103,12 млн., до 
2045 року прогнозовано зростання цього по-
казника до 160,5 млн. [3].

Сучасна концепція патогенезу ДР включає 
розуміння, що поряд з розвитком судинних 

порушень і пов’язаних з ними ішемії та гіпоксії, 
у сітківці незалежно прогресують процеси 
нейродегенерації [4, 5]. Їх розвитку сприяють 
метаболічні порушення, мітохондріальна дис-
функція, зниження ефективності аксональної 
передачі, нейрозапалення та інші фактори [6].

Нейрофіламенти (NF) є гетерополімера-
ми, що складаються з чотирьох субодиниць 
– легких (NF-L), середніх (NF-M), важких (NF-
H) і α-інтернексину [7]. Вони забезпечують 
структурну підтримку високоасиметричної 
геометрії нейронів і, особливо, – радіального 
розширення мієлінізованих аксонів, що має 
вирішальне значення для ефективності нер-
вової провідності. Разом з компонентами ци-
тоскелету, включаючи мікротрубочки, нитки 
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актину та інші волокнисті цитоскелетні еле-
менти, вони створюють регіональну спеціалі-
зовану мережу [7]. Складний патерн фосфо-
рилювання та дефосфорилювання на кожній 
субодиниці нейрофіламентів модулює скла-
дання ниток, оборот та організацію в цитоске-
леті аксонів.

Імуногістохімічно у сітківці дорослого кроля 
нейрофіламенти (переважно NF-L) виявляли-
ся у горизонтальних клітинах А- та В-типу [8]. У 
вигляді еозинофільних тілець нейрофіламенти 
спостерігалися у нейритах горизонтальних клі-
тин внутрішнього ядерного шару та зовнішнього 
плексиформного шару передньої дорсальної об-
ласті сітківки у новозеландських білих, японських 
білих і голландських кроликів [9]. У сітківці мавп 
експресія нейрофіламентів, як аксонального мар-
кера, була рівномірно розподілена у шарі Генле 
[10]. У щурів NF-L виявлялися у аксонах гангліо-
нарних клітин та у інших нейронах сітківки [11]. 

У сітківці кроля NF-H-імунопозитивні во-
локна були виявлені у плексиформних шарах 
та шарі нервових волокон [12]. У внутрішньо-
му плексиформному шарі їх ідентифікували як 
аксони горизонтальних клітин, а закінчення 
аксонів і волокна в шарі нервових волокон – як 
аксони гангліозних клітин. Мічені волокна в 
зовнішньому плексиформному шарі були до-
сить численні та зазвичай дуже тонкими, менш 
ніж 1 мкм у діаметрі, їх часто можна було про-
стежити на відстані понад 1 мм, оскільки вони 
проходили збоку через сітківку. Вони були 
ідентифіковані як аксони амакрінових клітин.

При ДР вміст у сироватці крові пацієнтів з ЦД 
NF-L і гліального фібрилярного кислого протеї-
ну (GFAP) були визначені як біомаркери нейро-
запальних і нейродегенеративних процесів [13].

Одним з типових нейрохімічних патоге-
нетичних механізмів, що обумовлює нервову 
дисфункцію при ДР є дефіцит ГАМК-ергічної 
медіації [14], що обґрунтовує перспективність 
застосування модуляторів ГАМК-рецепторів, 
у тому числі – бензодіазепінів [15-17]. Одним 
з представників бензодіазепінів є карбаце-
там, який був розроблений в Інституті фізи-
ко-органічної хімії та вуглехімії НАН України. 
Він є похідним β-карболіну та являє собою 
карболіновий ізостер (1-оксо-3,3,6-триме-

тил-1,2,3,4-тетрагідроіндоло [2,3 с]хінолін). 
Препарат має антиамнестичну, анксіолітичну, 
антигіпоксичну, протинабрякову і протишоко-
ву дії та може вважатися перспективним ней-
ропротектором [16, 17].

Ціль: визначення експресії нейрофіламен-
тів на початкових стадіях розвитку експери-
ментальної ДР та впливу на неї агоністу бензо-
діазепінових рецепторів карбацетаму.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

При виконанні роботи керувалися нормами 
та принципами Директиви 2010/63 ЄС із захи-
сту тварин, Гельсінкської декларації (2008) та 
вимогами Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження» (№1759-VI від 
15.12.2009). Тварин тримали в умовах віварію 
на стандартному раціоні.

ЦД моделювали на 35 тримісячних 
щурах-самцях лінії Вістар масою 140-160 г 
одноразовою внутрішньоочеревинною ін’єк-
цією стрептозотоцину (50 мг/кг; “Sigma-
Aldrich”, Китай). Тварин розділили на 3 групи: 
в 1-й (контроль) вводили 0,5 мл фізіологічного 
розчину; у 2-й – інсулін (Actrapid HM Penfill, 
“Novo Nordisk A/S”, Данія) у дозі 30 Од, в 3-й 
– інсулін комбінували з карбацетамом (5 мг/
кг в 0,5 мл фізіологічного розчину). Препара-
ти вводили внутрішньоочеревинно через день, 
починаючи з 7-го дня після ін’єкції стрептозо-
тоцину, протягом 28 діб.

Карбацетам був синтезований у відділі хі-
мії біологічно активних сполук Інституту фі-
зико-органічної хімії та вуглехімії імені Л.М. 
Литвиненка НАН України (Київ, Україна) під 
керівництвом доктора хімічних наук, старшо-
го наукового співробітника С.Л. Богзи.

Вміст глюкози контролювали за допомо-
гою глюкометра та одноразових тест-сму-
жок (ACCU-Chek Instant, “Roche”, Німеччи-
на) у крові, забраної з хвостової вени натще. 
У тварин всіх груп протягом спостереження 
вміст глюкози у крові був стабільно висо-
ким та на 28-у добу у контрольній групі ста-
новив 29,32±1,25 ммоль/л, у 1-ї та 2-ї групах 
17,02±1,03 і 14,38±1,25 ммоль/л, відповідно (P 
<0,05 порівняно з контрольною групою).
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Тварин через 7, 14 і 28 днів виводили з експе-
рименту смертельною ін’єкцією тіопенталу (75 
мг/кг) та декапітацією. Очі занурювали у 10%-й 
розчин нейтрального формаліну та заливали в 
парафін. З парафінових блоків на ротаційному 
мікротомі НМ 325 (“Thermo Shandon”, Англія) 
виготовляли серійні гістологічні зрізи товщи-
ною 2–3 мкм. Імуногістохімічне дослідження 
проводили з використанням моноклональних 
мишиних антитіл до NF-H (Neurofilaments 
70/200 kDa, Monoclonal antibody, 2F11, 
“Invitrogen, ThermoFisher Scietific”, Waltham, 
Massachusetts). Зрізи додатково забарвлювали 
гематоксиліном. Мікроскопію та фотоархіву-
вання проводили із використанням світло-
оптичних мікроскопів “ZEISS” (Німеччина) з 
системою обробки результатів “Axio Imager. 
A2”. Оцінку інтенсивності забарвлення прово-
дили згідно рекомендаціям D. Dabbs (2014) на 
підставі візуально-аналогової шкали: 0 балів – 

забарвлення відсутнє; 1 бал (+) – слабка інтен-
сивність забарвлення; 2 бали (++) – середня ін-
тенсивність забарвлення; 3 бали (+++) – виска 
інтенсивність забарвлення [18].

Для статистичного аналізу застосовували 
програмне забезпечення Statistica 10 (“StatSoft, 
Inc.”, США). Розраховували середні та їх стан-
дартні похибки. Вибіркові середні порівнювали із 
застосуванням дисперсійного аналізу (ANOVA), 
вірогідними вважали значення при Р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У сітківці щурів на початку експерименту (до 
моделювання ЦД) NF-H-позитивне забарвлення 
було виявлено у шарі нервових волокон сітківки 
у вигляді поздовжніх волокон різної протяж-
ності та у аксональних пагорбах гангліонарних 
нейронів (рис. 1). Інтенсивність їх забарвлення 
за шкалою D. Dabbs відповідала 3 балам.

Рис. 1. Мікропрепарати сітківки щурів. Репрезентативні результати імуногістохімічного дослідження 
нейрофіламентів (NF-H), дозабарвлення гематоксиліном; ×200

Примітки:
до моделювання ЦД: чорні стрілочки – повздовжні імунопозитивні волокна у шарі нервових волокон;  
білі стрілочки – сплетіння імунопозитивних волокон у зовнішньому плексиформному шарі;
контроль 28-а доба: біли стрілочки – слабке забарвлення волокон у внутрішньому плексіформному шарі;
інсулін, 28-а доба; карбацетам, 28-а доба: біли стрілочки – інтенсивне забарвлення волокон у внутрішньому 
плексіформному шарі; чорні стрілочки – імунопозитивні волокна у шарі нервових волокон.
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У внутрішньому плексіформному шарі іму-
нопозитивні волокна мали невелику протяж-
ність, малий діаметр та хаотичний хід, але ча-
стіше розподілялися подовжньо. Морфологія 
їх відповідала аксонам горизонтальних клітин 
[12], а інтенсивність забарвлення не переви-
щувала 2 балів. У зовнішньому плексіформ-
ному шарі відмічені численні NF-H-позитивні 
нервові волокна, які були інтенсивно забарв-
лені (до 3 балів) та утворювали щільне спле-
тіння продовж всього шару. За морфологією 
вони відповідали аксонам амакрінових клітин 
[12]. Ядерні шари сітківки чіткого NF-H-пози-
тивного забарвлення не проявляли.

У динаміці розвитку ДР на 7-му, 14-ту та 
28-му добу у плексіформних шарах сітківки 
спостерігалося значне зниження інтенсив-
ності імуноспецифічного забарвлення, яке не 
перевищувало 1 балу за шкалою D. Dabbs. У 
шарі нервових волокон інтенсивність забарв-
лення дещо збільшувалося, але воно концен-
трувалося переважно навколо розширених 
мікросудин, які мали тенденцію до утворення 
мікроаневризмів (див. рис. 1). Ці зміни макси-
мальною мірою були виражені на 28-му добу. 
На цей термін у внутрішньому плексіформно-
му шарі було відмічено зникнення NF-H-пози-
тивного забарвлення.

Введення інсуліну сприяло менш виражено-
му зниженню інтенсивності імуноспецифічно-
го забарвлення у зовнішньому плексіформно-
му шарі (див. рис. 1), що було підтверджено при 
оцінці інтенсивності забарвлення NF-H-пози-
тивних нервових волокон (рис. 2).

При введенні карбацетаму імуноспецифіч-
ні волокна зовнішнього плексіформного шару 
мали високу інтенсивність забарвлення, більш 
чітку структуру нервових сплетінь, волокна 
яких подекуди продовжувалися у внутрішній 
ядерний шар (див. рис. 1). Також простежу-
валися аксони та аксональні пагорби у ган-
гліонарних клітинах шару нервових волокон. 
Інтенсивність забарвлення плексіформних 
шарів була суттєво збільшена у порівнянні 
з контролем та групою з введенням інсуліну 
(p<0,05; див. рис. 2).

Таким чином, характерна для норми висока 
інтенсивність NF-H-позитивного забарвлення 
аксонів плексіформих шарів та шару нервових 
волокон в процесі розвитку ДР суттєво зни-
жувалася, що могло бути морфологічним ві-
дображенням процесів нейродегенерації. Вве-
дення інсуліну в комбінації з карбацетамом 
запобігало діабетичному зниженню експресії 
мікрофіламентів в сітківці.

ум.од.
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0,5

0,0
початок К, 7-а К, 14-а К, 28-а Карб., 28-аІнс., 28-а

*,**
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*
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Рис. 2. Інтенсивність NF-H-позитивного забарвлення аксонів зовнішнього плексіформного шару за 
шкалою D. Dabbs [18]; за віссю ординат – інтенсивність забарвлення (ум.од.), за віссю абсцис – групи 

тварин: початок – до моделювання ЦД; К – контрольна група; Інс – введення інсуліну, Карб – введення 
карбацетаму; 7-а, 14-а, 28-а – доба спостереження;

* – p < 0,05 у порівнянні з контрольною групою;
** – p < 0,05 у порівнянні з групою з введенням інсуліну.
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ОБГОВОРЕННЯ

Нейрони сітківки є дуже вразливими до ді-
абетогенного ушкодження [5, 6, 14]. Нами було 
встановлено, що вже на 7-му добу у сітківці 
виявлялися ознаки нейродегенерації. У шарі 
нервових волокон зникало NF-H-позитивне 
забарвлення аксонів гангліонарних клітин; у 
зовнішньому плексіформному шарі спостеріга-
лося зменшення щільності NF-H-позитивних 
аксонів горизонтальних клітин та інтенсивнос-
ті їх забарвлення, у внутрішньому плексіформ-
ному шарі суттєво знижувалася інтенсивність 
NF-H-позитивного забарвлення відростків 
амакрінових клітин, яке зникало на 28-му добу.

Причиною цього явища могла бути актива-
ція апоптозу, що за умов аналогічного експери-
менту було підтверджено у наших попередніх 
дослідженнях [19, 20]. Дегенерацію амакри-
нових клітин зі зниженням їх оптокінетичної 
відповіді встановлено у пацієнтів з ранніми 
проявами діабетичної мікроангіопатії сітківки 
[21]. За іншими даними при експерименталь-
ному діабеті у мишей вже на ранніх етапах від-
бувається втрата дофамінергічних та холінер-
гічних амакринових клітини [22].

Таким чином, наші та літературні дані од-
нозначно вказували на те, що зниження функ-
ціональної активності і апоптична загибель 
амакрінових клітин відбувалася вже на ранніх 
стадіях ДР.

Крім апоптозу, хронічна гіперглікемія за 
умов ЦД сприяє активації оксисного стресу, 
нагромадженню кінцевих продуктів глікуван-
ня (AGEs), а також накопиченню глутамату, 
що через активацію прозапальних протеїн-
кіназних шляхів обумовлює мітохондріальну 
дисфункцію, енергодефіцит, перенавантажен-
ня нервових клітин кальцієм, стрес ендоплаз-
матичного ретикулуму і, як загальний наслі-
док, – загибель нервових елементів сітківки 
[23, 24]. Відоме патогенне значення мікроото-
чення нейронів – надмірна активація мікроглії 
та клітин Мюллера у вигляді реактивного гліо-
зу, що навіть передує розвитку мікроангіопатії 
[25, 26]. 

При експериментальній гіперглікемії було 
показано ключове значення для формування 

змін активності нейронів сітківки порушення 
гальмівних процесів через пригнічення ви-
вільнення ГАМК на тлі глутаматної ексайто-
токсичності, що перезбуджувало гангліонарні 
клітини [27].

В наших дослідженнях було встановлено 
ранню (вже на 7-му добу) втрату відростків 
NF-H-позитивних аксонів у шарі нервових 
волокон, що також відображало ранні проце-
си нейродегенерації сітківки. На відміну від 
гангліонарних та амакрінових клітин, більш 
стійкими до гіперглікемії виявилися горизон-
тальні нейрони зовнішнього плексіформного 
шару, однак на 28-му добу NF-H-позитивне 
забарвлення їх нервових волокон також було 
суттєво зниженим.

В культивованих нейронах кори миші та-
кож відмічено ранню дегенерацію аксонів піс-
ля ексайтотоксичності, яка була викликана 
хронічним впливом каїнової кислоти, та була 
пов’язана з активацією каспази-3 в аксональ-
ному відділі [28]. Морфологічно це характе-
ризувалося потовщенням і фрагментацією 
аксонів, яке мало схожість з Валлеровою де-
генерацією, відбувалося руйнування цитоске-
лета нейронів, в тому числі – деполімеризація 
мікротрубочок. Також показано швидке (про-
тягом 24-годинного періоду) зникнення ней-
рофіламентів з аксонів кортикальних нейро-
нів у відповідь на ексайтотоксичну дію, тоді як 
інші маркери цитоскелету аксонів (такі як бета 
III-тубулін) залишалися інтактними [29].

В експерименті була показана наявність 
ГАМК-рецепторів на амакринових та ганглі-
онарних нейронах сітківки [30]. При цьому 
при експериментальній ДР показано знижен-
ня вивільнення ГАМК та дофаміну у сітківці 
на тлі значного збільшення вмісту глутамату 
[14, 31]. Посилення імунореактивності глу-
таматних NMDA-рецепторів спостерігалося 
в гангліозних, амакринових і біполярних клі-
тинах, а також у внутрішньому і зовнішньому 
плексиформних шарах сітківки при експери-
ментальному стрептозотоциновому діабеті у 
щурів [32]. Також виявлено зниження актив-
ності та експресії рецепторів ГАМК у сітківці 
за умов ЦД, тоді як їх блокування прискорюва-
ло загибель гангліонарних клітин [33]. 
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У цьому нашому досліджені виявлений 
позитивний ефект попередження втрати 
NF-H-позитивного забарвлення сітківки під 
впливом інсуліну, що пояснювалося меншою 
гіперглікемією на тлі його введення. Разом з 
цим додаткове до інсуліну введення агоністу 
ГАМК-бензодіазепінових рецепторів карба-
цетаму значною мірою попереджало розвиток 
виявлених ознак нейродегенерації.

У наших попередніх дослідженнях за умов 
аналогічного експерименту був показаний по-
зитивний ефект карбацетаму при ранній ДР, 
що полягало у гальмуванні надекспресії GFAP 
і каспази-3 у сітківці та супроводжувалося за-
побіганням розвитку реактивного гліозу, утво-
ренню мікроаневрізм та фіброзних проліфера-
тів [19]. Також карбацетам значно зменшував 
надерекспресію гіпоксія-індуцибельного фак-
тору (HIF-1α) і васкулоендотеліального факто-
ру росту (VEGF) та запобігав розвитку специ-
фічних морфологічних проявів ДР [34]. У даній 
роботі нами встановлений запобіжний ефект 
карбацетаму на розвиток нейродегенерації ак-
сональних відростків нейронів сітківки.

Таким чином, відновлення ГАМК-ергічної 
медіації має комплексний гальмівний ефект 
на патогенетичні механізми ДР. Відповід-
но, застосування агоніста бензодіазепінових 
рецепторів карбацетаму при ДР може бути 
перспективним патогенетично виправданим 
напрямком корекції діабетичної нейродегене-
рації сітківки.

ВИСНОВКИ

До моделювання ДР NF-H-позитивне за-
барвлення було виявлено у внутрішньому та 
зовнішньому шарах сітківки у переважно по-
здовжніх волокнах різної протяжності, які за 
морфологією відповідали аксонам горизон-
тальних та амакрінових клітин; а також у во-
локнах та аксональних пагорбах гангліонар-
них нейронів.

При розвитку ДР у плексіформних шарах 
сітківки спостерігалося прогресуюче знижен-
ня інтенсивності NF-H-позитивного забарв-
лення. У шарі нервових волокон інтенсивність 
забарвлення дещо збільшувалося, але воно 

концентрувалося переважно навколо роз-
ширених мікросудин, які мали тенденцію до 
утворення мікроаневризм. На 28-му добу у 
внутрішньому плексіформному шарі було від-
мічено зникнення NF-H-позитивного забарв-
лення.

Введення інсуліну сприяло менш вираже-
ному зниженню інтенсивності NF-H-позитив-
ного забарвлення у зовнішньому плексіформ-
ному шарі. Введення карбацетаму запобігало 
втраті NF-H-позитивного забарвлення у шарах 
сітківки. Імуноспецифічні волокна зовнішньо-
го плексіформного шару мали високу інтен-
сивність забарвлення, більш чітку структуру 
нервових сплетінь, які продовжувалися у вну-
трішній ядерний шар. Простежувалися аксони 
та аксональні пагорби у гангліонарних кліти-
нах шару нервових волокон.
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Background. One of the typical neurochemical pathogenetic mechanisms causing the dysfunction of retinal neurons in 
diabetic retinopathy (DR) is a deficiency of GABA-ergic mediation. To some extent, this justifies the prospect of using GABA 
receptor modulators, including benzodiazepines.

Aim: To determine the expression of neurofilaments in the initial stages of the experimental DR development and the 
influence of the benzodiazepine receptor agonist Carbacetam.

Materials and methods. DR was modeled in 35 three-month-old male Wistar rats by a single injection of streptozotocin 
(50 mg/kg; Sigma-Aldrich, Co, China). The rats were divided into 3 groups: control, with the introduction of Insulin (30 
Units; Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark) and with the introduction of Insulin and Carbacetam (5 mg/kg). NF-H 
neurofilaments (ThermoFisher Scietific, USA) were detected in the retina by immunohistochemistry.

Results. Before DR modeling, NF-H-positive staining was detected in the inner and outer layers of the retina in mainly 
longitudinal fibers of different lengths, which corresponded to the axons of horizontal and amacrine cells; as well as in 
fibers and axonal hills of ganglion neurons. In the dynamics of the DR development in the plexiform layers of the retina, 
a progressive decrease in the intensity of staining was observed. In the optic fiber layer, staining was concentrated around 
dilated microvessels that tended to form microaneurysms. On the 28th day, NF-H-positive staining disappeared in the inner 
plexiform layer. Administration of Insulin with Carbacetam prevented the loss of NF-H-positive staining in the layers of the 
retina.

Conclusion. The use of the benzodiazepine receptor agonist Carbacetam may be a promising direction for the correction 
of retinal neurodegeneration in DR.
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