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Ціль: визначити вплив інгібітору клітинних протеїнкіназ сорафенібу на розвиток реактивного гліозу сітківки при 
експериментальній діабетичній ретинопатії.

Матеріали та методи. У щурів-самців лінії Wistar моделювали діабетичну ретинопатію 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 (55 мг/кг; Сip-
la, India). Імуногістохімічне дослідження проводили з використанням моноклональних антитіл проти GFAP (“Ther-
moFisher Scietific”, США). Визначення вмісту GFAP у лізатах тканини сітківки проводили методом імуноблотингу.

Результати. При розвитку діабетичної ретинопатії було відмічено прогресуюче збільшення експресії GFAP у 
астроцитах шару нервових волокон та клітинах Мюллера. Також збільшувався вміст GFAP у тканинах сітківки, 
що підтверджувало розвиток реактивного гліозу. Лікування тварин інсуліном спряло меншій інтенсивності 
GFAP-позитивного забарвлення клітин та знижувало вміст GFAP у сітківці. Додавання сорафенібу попереджало 
діабетогенний реактивний гліоз сітківки.

Висновки. Попередження активації астроцитів і клітин Мюллера сітківки при експериментальній діабетичній 
ретинопатії свідчило на користь можливого використання цього препарату для лікування ранніх стадій діабетогенного 
пошкодження сітківки.
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Актуальність. До макрогліальних 
клітин сітківки відносяться астроцити і 
клітини Мюллера, які забезпечують тро- 
фічну та метаболічну функцію нейронів, 
відповідають за підтримку гомеостатичного 
середовища, беруть участь у формуванні 
гематоретинального бар’єру (ГРБ) [1]. 
Макроглія підтримує гомеостаз позаклітинних 
іонів і нейромедіаторів, має важливе значення 
для обробки інформації в нейронних ланцюгах, 
бере участь у метаболізмі глюкози в сітківці 
та у видаленні відходів метаболізму, регулює 
місцевий кровотік, відіграє фундаментальну 
роль у місцевій імунній відповіді та захищає 
нейрони від окисного пошкодження [2].

Астроцити сітківки у людини, щурів і мишей 
знаходяться у шарі нервових волокон і шарі 
гангліонарних клітин та мають зіркоподібну 
форму [3]. На відміну від гангліонарних клітин, 
астроцити не поширюють потенціали дії 
вздовж своїх відростків, однак астроцити та 
клітини Мюллера демонструють регульоване 
підвищення внутрішньоклітинного вмісту 
кальцію, що є формою їх збудливості [4].

У відповідь на пошкодження сітківки як 
астроцити, так і клітини Мюллера піддаються 
реактивному гліозу, посилюючи регуляцію 
проміжних ниток, а саме гліальних фібрилярних 
кислотних білків (GFAP), віментину і нестину 
[5]. Показано, що ця реакція опосередкована 
через протеїнкіназний шлях сигнального білку 
та активатора транскрипції STAT3.

Реактивний гліоз є типовою відповіддю 
макроглії на пошкодження, але дискутабельним 
є питання про його роль – нейропротекторну 
або цитотоксичну та пошкоджувальну [6]. 
Обґрунтованою є думка про те, що за умов 
пошкодження можуть існувати два типи 
реактивних астроцитів, відомі як А1 та А2 [7]. 
Фенотип A1 є прозапальним та нейротоксичним 
і реалізується через активацію ядерного фактору 
капа-В (NF-kB), тоді як фенотип A2 корисний 
для виживання нейронів і реалізується через 
шляхи STAT3 та/або PI3K/Akt [8].

Реактивний гліоз був описаний при різних 
патологічних станах сітківки, включаючи 
цукровий діабет (ЦД), вікову макулярну 
дегенерацію, глаукому, відшарування сітківки 

або пігментний ретиніт [2]. Активація 
астроцитів і реактивний гліоз поряд з 
нейродегенерацією спостерігалися у макак-
резусів при моделювання цукрового діабету 
як 1-го, так і 2-го типів на ранній стадії 
діабетичної ретинопатії (ДР) [9]. Завдяки 
важливості астроцитів і клітин Мюллера для 
підтримки нервово-судинної структури та 
функції сітківки, вважається, що їх дисфункція 
при ЦД може бути вирішальним фактором 
патофізіології ДР [10]. Широка участь макроглії 
в захворюваннях сітківки вказує на те, що 
ці клітини є потенційними мішенями для 
розробки нових напрямків таргетної терапії [2].

Перспективним напрямком лікування 
ДР є застосування інгібіторів рецепторних 
претеїнкіназ (ІПК) [11]. У попередніх дослі- 
дженнях нами показана гіпоглікемічна 
дія мультикіназного ІПК сорафенібу при 
моделюванні ЦД 1-го (введення стрепто- 
зотоцину) і 2-го типів (тривала жирова дієта з 
введенням низьких доз стрептозотоцину) [12]. 

Сорафеніб (BAY-43-9006, Nexavar®, Bay-
er,) – протипухлинний препарат, що вико- 
ристовується для лікування не- 
операбельної гепатоцелюлярної карциноми та 
прогресуючої нирково-клітинної карциноми 
[13]. Він є мультикіназним інгібітором про- 
ліферації пухлинних клітин in vitro через пригні- 
чення внутрішньоклітинних сигнальних  
кіназ [14].

Таким чином, обґрунтованим є припущення 
щодо можливості використання ІПК 
сорафенібу для попередження розвитку ДР при 
моделюванні ЦД, що, враховуючи здатність 
препарату до інгібування внутрішньоклітинних 
сигнальних шляхів, може включати 
попередження реактивного гліозу сітківки.

Ціль: визначити вплив інгібітору 
клітинних протеїнкіназ сорафенібу на 
розвиток реактивного гліозу сітківки при 
експериментальній діабетичній ретинопатії.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

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

До дослідження залучено 60 трьохмісячних 
щурів-самців лінії Wistar вагою 140-160 г. 
Експериментальний ЦД моделювали шляхом 
одноразового внутрішньоочеревинного 
введення стрептозотоцину (50 мг/кг; Sigma-Al-
drich, Co, China), розчиненого у холодному 
0,1 М цитратному буфері (рН4,5). Протягом 
16 годин до виконання ін’єкції тварин не 
годували, а протягом 24 годин після – поїли 
5% розчином глюкози. У подальшому кожні 
три доби контролювали рівень глікемії за 
допомогою глюкометру та одноразових тест-
смужок (ACCU-Chek Instant, Roche, Mann-
heim, Germany) у крові, забраної з хвостової 
вени натще. У якості контролю введення 
стрептозотоцину 5 щурам вводили тільки 
цитратний буфер. Через 3 доби після ін’єкції 
вміст глюкози у крові тварин, яким вводили 
стрептозотоцин був не менше 15 ммоль/л, 
в жодного щура, яким було введено тільки 
цитратний буфер, вміст глюкози у крові не 
перевищував 6,1 ммоль/л.

Протягом експерименту у тварин відмічена 
виражена полідіпсія, поліурія, кетон- та 
глюкозурія; тварини суттєво втрачали вагу, що 
дозволяло вважати адекватною застосовану 
модель відтворення у щурів інсулінозалежного 
ЦД з кетозом. У цьому дослідженні тварин 
спостерігали 3 місяці.

Через 7 діб тварин зі стійкою гіперглікемією 
(n=60) сліпим рандомним способом розділили 
на 3 групи по 20 особин. У 1-й групі (контроль) 
лікування гіперглікемії не проводили. У 2-й групі 
тваринам через день внутрішньоочеревино 
вводили інсулін короткої дії (Actrapid HM Pen-
fill, Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark) у дозі 
30 Од. Тваринам 3-ї групи вводили інсулін (по 
схемі 2-ї групи), а також per os щоденно вводили 
розчин інгібітору протеїнкіназ сорафенібу (200 
мг, Cipla, Індія) у дозі 50 мг/кг у вигляді соше.

Тварин виводили з експерименту через 
7, 14, 28 діб і 3 місяці у кількості по 5 особин 
шляхом смертельної ін’єкції тіопенталу (75 
мг/кг) та декапітації. Після ін’єкції тіопенталу 

та декапітації у тварин проводили двобічну 
енуклеацію. Для морфологічних досліджень 
очі занурювали у 10% розчин нейтрального 
формаліну та заливали в парафін. З парафінових 
блоків на ротаційному мікротомі НМ 325 
(“Thermo Shandon”, Англія) виготовляли 
серійні гістологічні зрізи товщиною 2–3 мкм.

Імуногістохімічне дослідження проводили 
з використанням моноклональних мишиних 
антитіл проти GFAP (“ThermoFisher Scietif-
ic”, США). Зрізи додатково забарвлювали 
гематоксиліном. Оцінку інтенсивності 
забарвлення проводили згідно рекомендаціям 
D. Dabbs (2014) на підставі візуально-
аналогової шкали [15]. Оцінка 0 балів 
відповідала відсутності забарвлення, 1 бал – 
слабкій, 2 бали – середній і 3 бали – високій 
інтенсивності забарвлення.

Визначення вмісту GFAP у лізатах тканини 
сітківки проводили методом імуноблотингу. 
Електрофорез гомогенатів тканин проводили 
у поліакриламідному гелі, протеїни з гелю 
переносили на нітроцелюлозну мембрану 
за допомогою електроблоту. Мембрани 
інкубували з моноклональними антитілами 
до GFAP (“Santa Cruz Biotechnology”, 
США). Напівкількісний аналіз проводили 
денситометрично, використовуючи програмне 
забезпечення TotalLab (TL120, “Nonlinear Inc”, 
США). Результати імуноблот-аналізу вмісту 
виражали в умовних одиницях 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 
застосуванням дисперсійного аналізу (ANO-
VA), вірогідними вважали значення Р <0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ

Імуногістохімічне забарвлення маркера 
макроглії GFAP у сітківці інтактних тварин 
показало його наявність тільки у астроцитах 
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та їх волокнах, що розташовувалися по 
внутрішній поверхні сітківки. Як відомо, 
експресія цього протеїну в нормі відбувається 
тільки в астроцитах сітківки [2]. У інших шарах 
специфічного забарвлення виявлено не було. 
Також можна бачити, що позитивно забарвлені 
астроцитарні клітини і волокна охоплюють 
гемокапіляр на внутрішній поверхні сітківки. 
Інтенсивність забарвлення за шкалою D. Dabbs 
відповідала 1-2 балам.

За умов розвитку експериментальної ДР 
відмічено активацію експресії GFAP вже через 
7 діб, що було відмічено у шарі нервових 
волокон повздовж внутрішньої поверхні 
сітківки. Інтенсивність їх забарвлення за 
шкалою D. Dabbs відповідала 2-3 балам. Вже 
на цей термін відмічені численні позитивні 
волокна, які у радіальному напрямку 
пересікали сітківку. Протягом спостереження 
(дослідження були проведені на 14-ту, 28-му 
добу і через 3 місяці) інтенсивність такого 
забарвлення збільшувалася до 3-4 балів, 
численні волокна чітко візуалізувалися на 
всьому протязі внутрішніх шарів сітківки. 
Характерна їх будова та розташування 
дозволили ідентифікувати їх як відростки 
клітини Мюллера [16]. 

Через 3 місяці спостереження інтенсивність 
такого забарвлення була максимальною, у 
всіх випадках можна було бачити численні 
довгі радіальні волокна, які продовжувалися у 
шар нервових волокон та щільно охоплювали 
судини, що в ньому розташовані. У ядерних 
шарах сітківки помітні були окремі CFAP-
позитивні клітини – глія Мюллера. Така 
картина у контрольній групі відбивала 
реакцію макроглії сітківки – реактивний 
гліоз. Як відомо, в нормі клітини Мюллера 
не експресують GFAP, тоді як при ДР вони 
набувають такої здатності [2].

Введення інсуліну спряло меншій 
інтенсивності GFAP-позитивного забарвлення, 
хоча його клітинний розподіл відповідав 
такому у контрольній групі. Інтенсивність 
забарвлення відповідала 1-2 балам. Введення 
разом з інсуліном сорафенібу ще більшою 
мірою попереджало активацію експресії 
GFAP у тканинах сітківки. Отже, можна було 

вважати, що діабетогенну реакцію макроглії 
сітківки – реактивний гліоз суттєво знижувало 
введення інсуліну разом із сорафенібом.

Необхідно зазначити, що у 2-й та 3-й 
групах на досліджених термінах (14 і 28 діб) 
також не було відмічено збільшення експресії 
GFAP, з чого витікало, що застосоване 
лікування попереджало притаманну для ДР 
гіперекспресію GFAP клітинами мікроглії 
сітківки.

Отримані результати підтверджувалися 
результатами імуноблотингу. Вміст GFAP у 
тканинах сітківки контрольної групи через 
3 місяці був збільшеним у 4,9 рази (P <0,05) 
у порівнянні з початковими значеннями. 
Введення інсуліну і, більшою мірою, інсуліну 
з сорафенібом зменшувало вміст GFAP у 
тканинах сітківки (P <0,05). На блотограмах 
візуалізувалася не тільки основна смужка 
з молекулярною масою 49 kDa, але й менш 
важкі фрагменти, основний з яких відповідав 
молекулярній масі 37 kDa. Відомо, що GFAP 
– це білок, з якого будуються проміжні 
філаменти цитоскелета астроцитів та деяких 
інших клітин гліального походження [17]. 
Його мономерна форма (49 kDa) є досить 
стабільною структурою, яка синтезується 
в ході клітинної відповіді, наприклад, 
реактивного астрогліозу. Перебудови 
проміжних філаментів відбуваються в ході 
клітинної відповіді, наприклад реактивного 
астроцитозу, що відбувається шляхом 
обмеженого протеолізу їх білків (у тому числі, 
GFAP в астроцитах). Продукти лімітованого 
протеолізу з молекулярною масою менше 49 
kDa (основний – 37 kDa) теж входять до складу 
філаментів і екстрагуються разом з основною 
субодиницею [17]. Отже, накопичення 
білка проміжних філаментів (GFAP) та його 
протеоліз – верифіковані ознаки астрогліозу.

Цікаво, що низькомолекулярні поліпептиди 
GFAP були наявними і в інтактних тварин, 
що вочевидь, є особливістю організації 
проміжних філаментів цитоскелета макроглії 
у сітківці ссавців. Проте їх вміст за умов ЦД 
був значно більшим (у 4,5 рази; P <0,05) і 
не відрізнявся від контролю при лікуванні 
інсуліном і сорафенібом. Це свідчило на 
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користь попередження протеолізу проміжних 
філаментів при дії останнього.

Таким чином, розвиток експериментальної 
ДР супроводжувався вираженим реактивним 
гліозом у сітківці, який стосувався астроцитів 
та клітин Мюллера. Надекспресію GFAP 
знижувало лікування тварин інсуліном, а 
комбіноване застосування інсуліну і ІПК 
сорафенібу її фактично попереджувало.

ОБГОВОРЕННЯ

Реактивний гліоз сітківки був описаний як 
одне з перших патологічних явищ і характерна 
ознака ДР, який відмічається навіть за 
відсутності судинних або клінічних симптомів 
і зберігається протягом усього перебігу 
захворювання [18]. 

Гліотичні клітини Мюллера вивільняють 
безліч проангіогенних, прозапальних і 
профіброзних факторів, які сприяють 
васкуляризації та нейродегенерації [18, 19]. 
Так, утворення ними фактора росту ендотелію 
судин (VEGF), основного ангіогенного 
фактора, значно посилюється при ЦД [19]. 
Показано, що експресія GFAP була значно 
підвищена у діабетичній сітківці макак-резусів 
[9], що узгоджувалося з нашими результатами. 
За умов глікемії клітини Мюллера є 
джерелом прозапальних цитокінів IL-1β, IL-
6, IL-17, TNF-α, що пов’язане із судинною 
дисфункцією та запаленням [10]. Аберантна 
проліферація і трансдиференціація клітин 
Мюллера відіграє ключову роль у формуванні 
фіброзно-проліферативної тканини при 
проліферативній ДР, що може спричинити 
відшарування сітківки [20]. Попередження 
активації астроцитів і клітин Мюллера 
сітківки щурів з експериментальною ДР 
свідчило на користь можливого використання 
цього препарату для лікування ранніх стадій 
діабетогенного пошкодження сітківки.

ВИСНОВКИ

1.	 При розвитку експериментальної 
діабетичної ретинопатії було відмічено 
збільшення експресії GFAP у астроцитах 

шару нервових волокон та клітинах 
Мюллера, також збільшувався вміст GFAP 
у тканинах сітківки, що підтверджувало 
розвиток реактивного гліозу.

2.	 Лікування тварин інсуліном спряло 
меншій інтенсивності GFAP-позитивного 
забарвлення клітин та знижувало вміст 
GFAP у сітківці.

3.	 Введення разом з інсуліном сорафенібу 
попереджало діабетогенний реактивний 
гліоз сітківки, що підтверджувало пози- 
тивний вплив препарату на розвиток ДР.
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Aim: to determine the effect of the cellular protein kinase inhibitor sorafenib on the development of reactive retinal 
gliosis in experimental diabetic retinopathy.

Materials and methods. Diabetic retinopathy was modeled in male Wistar rats by a single injection of streptozotocin 
(50 mg/kg; Sigma-Aldrich, Co, China). Rats were divided into 3 groups: control, with insulin administration (30 U; 
NovoNordiskA/S, Bagsvaerd, Denmark) and with insulin and sorafenib administration (55 mg/kg; Сipla, India). 
Immunohistochemical study was performed using monoclonal antibodies against GFAP (“ThermoFisher Scientific”, USA). 
Determination of GFAP content in retinal tissue lysates was performed by immunoblotting.

Results. With the development of diabetic retinopathy, a progressive increase in GFAP expression was noted in 
astrocytes of the nerve fiber layer and Müller cells. The content of GFAP in retinal tissues also increased, which confirmed the 
development of reactive gliosis. Treatment of animals with insulin led to a lower intensity of GFAP-positive staining of cells 
and reduced the content of GFAP in the retina. The addition of sorafenib prevented diabetogenic reactive gliosis of the retina.

Conclusions. Prevention of activation of astrocytes and Müller cells of the retina in experimental diabetic retinopathy 
indicated in favor of the possible use of this drug for the treatment of early stages of diabetogenic retinal damage.

Keywords: diabetic retinopathy, gliosis, astrocytes, Müller cells, GFAP, sorafenib.


