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Актуальність. У розвитку діабетичної ретинопатії (ДР) важлива роль належить сигнальним шляхам клітинних 
протеїнкіназ, що реалізують ефекти зовнішніх факторів. Їх блокада є обґрунтованим заходом попередження 
розвитку ДР, що, ймовірно, може реалізуватися через гальмування прозапальної ролі мікроглії сітківки.

Ціль: дослідження стану мікроглії сітківки за вмістом Iba-1 і експресією CD68 при експериментальній ДР та 
впливу застосування блокатора клітинних протеїнкіназ сорафенібу.

Матеріали та методи. У щурів-самців лінії Wistar моделювали ДР шляхом одноразового введення 
стрептозотоцину (50 мг/кг; Sigma-Aldrich, Co, China). Щурів було розподілено на 3 групи: контрольна, з введенням 
інсуліну (30 Од; NovoNordiskA/S, Bagsvaerd, Denmark) і з введенням інсуліну і сорафенібу (50 мг/кг; Сipla, India). 
Імуногістохімічне дослідження проводили з використанням моноклональних антитіл проти CD68 (Clone KP-1, 
Master Diagnostica, Spain). Визначення вмісту Iba-1 у лізатах тканини сітківки проводили методом імуноблотингу 
(Invitrogen, США).

Результати.  Через 7 діб після введення стрептозотоцину CD68-позитивне забарвлення було відмічено навколо 
судин у хоріоїдальному сплетінні, по ходу судин вздовж внутрішньої поверхні сітківки та біля судин внутрішнього 
плексіформного шару. Кількість забарвлених елементів та інтенсивність забарвлення через 28 діб збільшувалися, а 
через 3 місяці з’являлася численна популяція поодиноких CD68-позитивних клітини у внутрішніх шарах сітківки. 
Застосування інсуліну з сорафенібом суттєво зменшувало CD68-позитивне забарвлення сітківки. Методом 
імунолотингу Iba-1 не був виявлений у тканинах сітківки інтактних щурів, але за умов ДР його експресія була на 
високому рівні. При лікування інсуліном виявлялися слідові концентрації Iba-1, тоді як при застосуванні інсуліну 
з сорафенібом маркер не виявлявся.

Висновок. Показано зменшення у діабетичній сітківці вмісту Iba-1 і експресії CD68 під впливом сорафенібу, що 
вказувало на гальмування ранньої активації мікроглії і резидентних моноцитів при гіперглікемії.
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Актуальність. Багато клінічних та експе-
риментальних досліджень діабетичної рети-
нопатії (ДР) при цукровому діабеті (ЦД) зо-
середжені на судинній дисфункції сітківки 
(пошкодження ендотеліальних клітин, пери-
цитів, потовщення капілярної базальної мемб-
рани із збільшенням її проникності, інтраре-
тинальні судинні аномалії, мікроаневризми, 
тощо) [1, 2]. Більш того, сучасна діагностика 
стадій ДР заснована на клінічно видимих мі-

кросудинних змінах сітківки, але не включає 
оцінку нейродегенеративних уражень, які 
можуть виникати ще до появи діабетичної  
васкулопатії [3, 4].

Основною причиною погіршення чи втрати 
зору є деградація нервових елементів сітківки, 
що разом із мікросудинами утворюють єдину 
нейроваскулярну одиницю [5]. До її складу 
входять гангліонарні нейрони, біполярні і го-
ризонтальні клітини, астроцити, клітини Мю-
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ллера, мікроглія, перицити та ендотеліальні 
клітини, які у своєї взаємодії регулюють обіг 
крові у внутрішніх шарах сітківки [6, 7]. У цій 
клітинній ієрархії треба виокремити важли-
вий механізм первинної реакції на метаболічні 
порушення при гіперглікемії – активацію мі-
кроглії, що супроводжується гіперпродукцією 
різних цитокінів, факторів росту, матриксних 
металопротеїназ та інших прозапальних чин-
ників [8, 9]. 

Показано, що при гіперглікеміїі під впли-
вом білкових продуктів глікації мікроглія, як 
і резидентні макрофагі, активуються, мігру-
ють в глибокі шари сітківки; мікроглія набуває 
амебеоїдної форми та здатності до фагоцитозу 
[10]. Ці зміни супроводжуються збільшенням 
утворення мікроглією фактору некрозу пухлин 
(TNF-α) і васкулоендотеліального фактора рос-
ту (VEGF). Маркерами, що дозволяють іденти-
фікувати та оцінити стан мікроглії є іонізована 
кальцій-зв’язуюча адапторна молекула-1 (Iba-1) 
і CD68 [11]. При цьому перший є універсаль-
ним структурним маркером мікроглії ЦНС 
ссавців, тоді як CD68 експресується мікроглію 
при її активації. Iba-1 є цитозольним протеїном 
з молекулярною масою 17 кДа і є маркером мі-
кроглії і макрофагів [12]. CD68 є лізосомальним 
маркером активованих мікроглії, а також ней-
трофілів та моноцитів [13].

Клітинним механізмом, за допомогою якого 
G-білки при ДР індукують запалення через ма-
тричну металопротеїназу-9 (MMP-9), є актива-
ція сигнального каскаду внутрішньоклітинних 
протеїнкіназ (H-Ras, Raf-1, MEK і ERK) [14]. 
Каскад Ras/Raf-1/MEK/ERK відіграє важливу 
роль в активації MMP-9 сітківки, що призво-
дить до апоптозу капілярних клітин. Клітини 
Мюллера в культурі під впливом високого вміс-
ту глюкози демонстрували посилений апоптоз, 
що знижувалося при застосуванні білка, що 
інгібує кіназу Raf-1, що також знижувало діа-
бетичну нейродегенерацію сітківки у щурів зі 
стрептозотоциновою моделлю цукрового діа-
бету [15]. При цьому гіперглікемія посилювала 
імунореактивність p38-MAPK, а також експре-
сію білка p38-MAPK і каспази-3. Полікомпо-
нентне пригнічення сигнального шляху P38 та 
ядерного фактору капа В-лімфоцитів (NF-κB) 

пригнічувало проліферацію та сприяло пов’я-
заному з мітохондріями апоптозу ендотеліаль-
них клітин капілярів сітківки людини, які під-
давалися впливу високого рівня глюкози [16].

Ці дані підтверджували роль молекулярних 
механізмів залучення сигнальних шляхів клі-
тинних протеїнкіназ у механізми ДР. Їх блокада 
є обґрунтованим заходом попередження роз-
витку ДР, що, можливо, може реалізуватися й 
через гальмування прозапальної ролі мікрог-
лії сітківки. Мультикіназний блокатор клітин-
них протеїнкіназ сорафеніб значно зменшував 
спричинену світлом гіперекспресію VEGF та 
інших факторів росту в культурі первинних 
астроцитів головки зорового нерва людини, 
що вказувало на його потенціал як лікуваль-
ного засобу неоваскуляризації сітківки [17].

Ціль: роботи полягала у дослідженні стану 
мікроглії сітківки за вмістом Iba-1 і експресією 
CD68 при експериментальній ДР та впливу за-
стосування блокатора клітинних протеїнкіназ 
сорафенібу.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

При виконанні роботи керувалися нормами 
та принципами Європейської конвенції щодо 
захисту хребетних тварин, яких використо-
вують в експериментальних та інших науко-
вих цілях (Страсбург, 1986), Директиви Ради 
Європи 86/609/ЕЕС (1986), Закону України № 
3447-IV «Про захист тварин від жорстокого 
поводження», загальних етичних принципів 
експериментів на тваринах, ухвалених Пер-
шим національним конгресом України з біое-
тики (2001).

До дослідження залучено 50 трьохмісяч-
них щурів-самців лінії Wistar вагою 140-160 
г. Експериментальний ЦД моделювали шля-
хом одноразового внутрішньоочеревинного 
введення стрептозотоцину (50 мг/кг; Sigma-
Aldrich, Co, China), розчиненого у холодному 
0,1 М цитратному буфері (рН4,5). Кожні три 
доби контролювали рівень глікемії за допо-
могою глюкометру та одноразових тест-сму-
жок (ACCU-Chek Instant, Roche, Mannheim, 
Germany) у крові, забраної з хвостової вени на-
тще. Через 3 доби після ін’єкції вміст глюкози 
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у крові тварин, яким вводили стрептозотоцин 
був не менше 15 ммоль/л. Тварин спостерігали 
протягом 3 місяців.

Через 7 діб тварин зі стійкою гіперглікемією 
сліпим рандомним способом розділили на 3 
групи по 15 особин. У 1-й групі (контроль) лі-
кування гіперглікемії не проводили. У 2-й гру-
пі тваринам через день внутрішньоочереви-
но вводили інсулін короткої дії (Actrapid HM 
Penfill, Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark) 
у дозі 30 Од. Тваринам 3-ї групи вводили інсу-
лін (по схемі 2-ї групи), а також per os щоденно 
вводили розчин інгібітору протеїнкіназ сора-
фенібу (200 мг, Cipla, Індія) у дозі 50 мг/кг у 
вигляді соше. Також було використано 5 інтак-
тних тварин для отриманні початкових даних.

Тварин виводили з експерименту через 7 і 
28 діб та через 3 місяці у кількості по 5 особин 
в кожній групі шляхом смертельної ін’єкції 
тіопенталу (75 мг/кг). Для морфологічних до-
сліджень очі занурювали у 10% розчин ней-
трального формаліну та заливали в парафін. З 
парафінових блоків на ротаційному мікротомі 
НМ 325 (“Thermo Shandon”, Англія) виготов-
ляли серійні гістологічні зрізи товщиною 2–3 
мкм. Імуногістохімічне дослідження прово-
дили з використанням моноклональних ми-
шиних антитіл до CD68 (Clone KP-1, Master 
Diagnostica, Spain). Зрізи додатково забарв-
лювали гематоксиліном. Мікроскопічне до-
слідження та фотоархівування проводили із 
використанням світлооптичних мікроскопів 
“ZEISS” (Німеччина) з системою обробки ре-
зультатів “Axio Imager. A2”.

Визначення вмісту Iba-1 у лізатах тканини 
сітківки проводили методом імуноблотингу. 
Зразки тканини витримували у скрапленому 
азоті, подрібнювали та гомогенізували. Елек-
трофорез проводили у 8%-му поліакриламід-
ному гелі у камері для вертикального гель-е-
лектрофорезу (“BioRad”, США). Протеїни з 
гелю переносили на нітроцелюлозну мембра-
ну за допомогою електроблоту. Мембрани ін-
кубували з моноклональними антитілами до 
Iba-1 (no. МА5-27726, mouse, 1:1,500 diluted; 
Invitrogen, США). Антитіла до актину (β-actin 
(loading control), no. MA5-15739, mouse, 1:3,000, 
Invitrogen, USA) використовували для його де-

текції як контролю нанесення протеїну. Після 
первинної інкубації мембрани відмивали та 
обробляли антивидовими вторинними анти-
тілами, кон’югованими з пероксидазою хрону 
(goat anti-rabbit or anti-mouse IgG, Invitrogen, 
USA, cat. nos. G-21234 and 31430, respectively, 
1:8,000 diluted). Напівкількісний аналіз про-
водили денситометрично, використовую-
чи програмне забезпечення TotalLab (TL120, 
“Nonlinear Inc”, США). Результати імуноблот-а-
налізу вмісту виражали в умовних одиницях 
(ум. од.) від контрольної величини оптичної 
густини відповідної поліпептидної зони на 
блотограмах, нормованої за вмістом актину в 
кожному зразку.

Для статистичного аналізу застосовували 
програмне забезпечення Statistica 10 (StatSoft, 
Inc., США). Описову статистику проводили 
з розрахунком середніх та їхніх стандартних 
похибок. Вибіркові середні порівнювали із за-
стосуванням дисперсійного аналізу (ANOVA), 
вірогідними вважали значення р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Імуногістохімічне виявлення CD68 при ДР 
показало наявність специфічного забарвлення 
у сітківці (рис. 1). 

Через 7 діб імунопозитивне забарвлення 
було відмічено навколо судин у хоріоїдально-
му сплетінні (див. рис. 1а, b). Також окремі по-
одинокі CD68-позитивні клітини виявлялися 
по ходу судин вздовж внутрішньої поверхні 
сітківки та біля судин внутрішнього плексі-
формного шару. Кількість забарвлених еле-
ментів та інтенсивність забарвлення через 28 
діб збільшувалися (див. рис. 1с, d), що могло 
свідчити про активний рекрутинг циркулюю-
чих моноцитів у сітківку внаслідок розвитку 
метаболічного запалення [18]. При цьому була 
відмічена ектазія судин сітківки.

Через 3 місяці (див. рис. 1e, f) у тканинах 
сітківки з’являлася досить численна популя-
ція поодиноких CD68-позитивних клітини, 
що переважно виявлялися у внутрішніх шарах 
сітківки. За морфологією вони відповідали ак-
тивованій мікроглії, яка набуває здатності до 
міграції і фагоцитозу [19].
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При застосуванні інсуліну з сорафенібом 
CD68-позитивне забарвлення відповідало та-
кому на початку дослідження, що свідчило про 
попередження розвитку запалення у сітківці 
та меншу експресію CD68.

Як відомо, маркером активованої мікрог-
лії можна вважати Iba-1 [11, 12]. Активацію 
його експресії у сітківці при ДР було під-
тверджено даними імуноблотингового дослі- 
дження (рис. 2). 

Цей маркер не виявлявся у тканинах сітків-
ки інтактних щурів, але за умов ДР був значно 
збільшеним. Лікування інсуліном супроводжу-
валося виявленням слідових концентрацій Iba-
1, тоді як при застосуванні інсуліну з сорафе-
нібом маркер у тканинах сітківці не виявлявся. 
Такий результат вказував на можливість попе-
редження активації мікроглії та резидентних 
макрофагів у діабетичній сітківці при блокаді 
клітинних протеїнкіназ сорафенібом.

У експериментальному дослідженні при 
аналогічній моделі ДР також було показано 
збільшення експресії Iba-1 та інших факторів 
запалення у ранній термін [20]. Порівняно з 

контролем, кількість мікроглії та експресія біл-
ка Iba-1 у сітківці діабетичних щурів зросла з 
1-го до 24-го тижнів діабету, що було найбільш 
очевидним на 12-му тижні. Встановлено збіль-
шення експресії Iba1 при моделях ЦД як 1-го, 
так і 2-го типів у макак-резусів вже на ранніх 
стадіях ДР [21]. Отже, можна вважати дове-
деним факт ініціального тригерного значення 
активації мікроглії та резидентних макрофагів 
при переключенні метаболічної відповіді при 
гіперглікемії на запальну з подальшим прогре-
сування ДР. Показане нами запобігання акти-
вації мікроглії під впливом блокади клітинних 
протеїнкіназ сорафенібом з одного боку під-
тверджувало значення протеїнкіназної систе-
ми у розвитку ДР, а з іншого показувало новий 
механізм лікувального ефекту по відношенні 
до мікроглії.

Такими шляхами принципово може бути 
МАРК/ERK, який у судинному ендотелії над-
мірно активується при гіперглікемії [22], а його 
гальмування дипептидом карнозином, що 
складається із залишків амінокислот β-аланіну 
та гістидину, попереджає розвиток ДР [23].

Рис. 1. Репрезентативні результати імуногістохімічного дослідження CD68 у сітківці щурів при діабетичній ретинопатії;  
a, b ×200; c-f ×400; дозабарвлення гематоксиліном;

a, b – через 7 діб; c, d – через 28 діб; e, f – через 3 місяці.
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У дослідженні нової наноструктурованої 
мікроемульсійної системи для доставки сора-
фенібу до сітківки щурів, із діабетом, індуко-
ваним стрептозотоцином, показано, що вона 
значно пригнічувала експресію мРНК TNFα, 
NF-κB, рецепторів факторів росту ендотелію 
судин 1 (VEGFR1) і 2 (VEGFR2) та інших про-
запальних регуляторів [24]. 

Застосування графенового нанокомпозиту 
сорафенібу, а також сополімеру наночасти-
нок золота з сорафенібу тозилатом дозволяло 

ефективно знижувати експресію VEGF in vitro 
[25], так і при неоваскуляризації сітківки у па-
цієнтів з ДР [26].

Таким чином, показаний нами ефект сора-
фенібу на гальмування ранньої реакції мікрог-
лії і резидентних моноцитів при гіперглікемії, 
що полягало у зменшенням вмісту Iba-1 і екс-
пресії CD68 у сітківці, вказував на ще один 
можливий механізм попередження розвитку 
ДР за рахунок блокади клітинних протеїнкіназ.

Рис. 2. Вміст Iba-1 у тканинах сітківки (ум. од.) у інтактних тварин (Інтактні) та через 3 місяці у контрольній групі без лікування 
(ДР), при введенні інсуліну (Інсулін) та інсуліну з сорафенібом (Інсулін+Сорафеніб);

а – репрезентативні блотограми актину і Iba-1;
б – результати денситометричного аналізу блотограм (співвідношення до рівня актину); * – р<0,05 порівняно з інтактнимі;** – 

р<0,05 порівняно з контролем без лікування

*

*,** **
0,0

2,0

4,0

Інтактні ДР Інсулін Інсулін+Сорафеніб

a

б
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ВИСНОВКИ

1.	 Через 7 діб після моделювання ЦД CD68-по-
зитивне забарвлення було відмічено навко-
ло судин у хоріоїдальному сплетінні, по 
ходу судин вздовж внутрішньої поверхні 
сітківки та біля судин внутрішнього плек-
сіформного шару. Кількість забарвлених 
елементів та інтенсивність забарвлення че-
рез 28 діб збільшувалися, а через 3 місяці 
з’являлася численна популяція поодиноких 
CD68-позитивних клітини у внутрішніх 
шарах сітківки. Застосування інсуліну з со-
рафенібом суттєво зменшувало CD68-пози-
тивне забарвлення сітківки.

2. 	Методом імунолотингу Iba-1 не був вияв-
лений у тканинах сітківки інтактних щурів, 
але за умов ДР його експресія була на ви-
сокому рівні. При лікування інсуліном ви-
являлися слідові концентрації Iba-1, а при 
застосуванні інсуліну з сорафенібом маркер 
не виявлявся.
Конфлікт інтересів. Авторка заявляє про 

відсутність конфлікту інтересів при написанні 
даної статті.
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Background. In the development of diabetic retinopathy (DR), an important role belongs to the signaling pathways of 
cellular protein kinases, which implement the effects of external factors. Their blockade is a reasonable measure to prevent 
the development of DR, which, probably, can be implemented through inhibition of the pro-inflammatory role of retinal 
microglia.

Aim:  to study the state of retinal microglia by the content of Iba-1 and CD68 expression in experimental DR and the 
effect of the use of the cellular protein kinase blocker Sorafenib.

Materials and methods. In male Wistar rats, DR was modeled by a single injection of streptozotocin (50 mg/kg; Sigma-
Aldrich, Co, China). Rats were divided into 3 groups: control, with the introduction of Insulin (30 U; NovoNordiskA/S, 
Bagsvaerd, Denmark) and with the introduction of Insulin and Sorafenib (50 mg/kg; Сipla, India). Immunohistochemical 
study was performed using monoclonal antibodies against CD68 (Clone KP-1, Master Diagnostica, Spain). Determination 
of the content of Iba-1 in retinal tissue lysates was performed by immunoblotting (Invitrogen, USA).

Results. Seven days after streptozotocin administration, CD68-positive staining was observed around the vessels 
in the choroid plexus, along the course of the vessels along the inner surface of the retina, and near the vessels of the 
inner plexiform layer. The number of stained elements and the intensity of staining increased after 28 days, and after 3 
months, a large population of single CD68-positive cells appeared in the inner layers of the retina. The use of Insulin with 
Sorafenib significantly reduced CD68-positive staining of the retina. Iba-1 was not detected in retinal tissues of intact rats 
by immunoblotting, but under DR conditions its expression was at a high level. Trace concentrations of Iba-1 were detected 
with insulin treatment, while the marker was not detected with Insulin and Sorafenib.

Conclusion. A decrease in the content of Iba-1 and expression of CD68 in the diabetic retina under the influence 
of Sorafenib was shown, which indicated the inhibition of early activation of microglia and resident monocytes during 
hyperglycemia.

Key words: diabetic retinopathy, microglia, Iba-1, CD68, Sorafenib.


