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Цель работы — оценить возможность использования определения уровня альфа-2-макроглобулина ( 2-МГ) и эндотелина-1 
(ЭТ-1) в слезной жидкости (СЖ) для характеристики локальных метаболических сдвигов при моделировании атрофии рети-
нального пигментного эпителия (РПЭ). Материал и методы. Для воспроизведения модели атрофии РПЭ использовали 22 кролика 
породы новозеландский альбинос, которым в один глаз субретинально вводили бевацизумаб или физиологический раствор. Забор 
СЖ проводили до и через 3 мес после инъекции. Во второй серии эксперимента слезу забирали до и на 3, 14 и 21-е сутки после 
введения бевацизумаба. В СЖ определяли активность 2-МГ ферментативным методом и концентрацию ЭТ-1 методом имму-
ноферментного анализа. Результаты. В СЖ кроликов активность 2-МГ через 3 мес после введения бевацизумаба оставалась в 
пределах нормы, а после введения физиологического раствора была повышена в среднем вдвое. Содержание ЭТ-1 в СЖ кроликов 
на 3-и сутки после введения бевацизумаба достоверно увеличивалось как в оперированном, так и парном глазу более чем в 1,5 
раза. Заключение. Субретинальное введение бевацизумаба не оказывает длительного повреждающего воздействия на сетчатку 
в отличие от введения физиологического раствора, которое ведет к повышению активности 2-МГ в слезе. Кратковременное 
увеличение содержания ЭТ-1 в слезе после введения бевацизумаба может свидетельствовать о повышении тонуса сосудов глаза в 
этот период. Исследование активности 2-МГ и содержания ЭТ-1 в СЖ может быть использовано для мониторинга локальных 
метаболических сдвигов при воспроизведении атрофии РПЭ, а также для оценки течения посттрансплантационного процесса 
и адекватности проводимой терапии.
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ретинального пигментного эпителия у кроликов
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Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) является 

наиболее распространенной причиной необратимой поте-

ри зрения у лиц старше 65 лет в развитых странах. Около 

200 млн человек во всем мире страдают этим заболевани-

ем, и на него приходится 9% всех случаев слепоты [1]. Ос-

новным фактором, приводящим к необратимой потере 

зрения при ВМД и других патологиях сетчатки, таких как 

пигментный ретинит, врожденные дистрофии сетчатки и 

др., является нарушение функционирования и атрофия 

клеток ретинального пигментного эпителия (РПЭ). Воз-

можности терапии этих заболеваний крайне ограничены 

и не всегда приводят к положительным результатам. Боль-

шие перспективы открывает разработка методов пересад-

ки РПЭ, и в настоящее время в этом направлении во всем 

мире проводится много исследований [2–4]. Плюрипотент-

ные стволовые клетки, получаемые путем генетического 

репрограммирования дифференцированных клеток, мож-

но дифференцировать в клетки пигментного эпителия сет-

чатки, что открывает возможности для клеточной терапии 

при атрофии РПЭ [5].

Для разработки метода пересадки РПЭ, помимо соз-

дания клеточной культуры, способной заменить пигмент-

ный эпителий, требуется воспроизвести адекватную модель 

атрофии РПЭ, доставить в область атрофии клетки и создать 

условия для их приживления. В последние годы с целью изу-

чения данной патологии были предложены различные экс-

периментальные модели [6, 7]. 

В мировой офтальмологической практике широко при-

меняется анти-VEGF-терапия, однако после нее могут воз-

никать вторичные атрофические изменения РПЭ. В связи с 

этим представляется актуальным применение анти-VEGF-

препаратов для моделирования атрофии РПЭ [2]. При мо-

делировании атрофии РПЭ и пересадке клеток необходимо 

проводить оценку состояния сетчатки. Современные методы 

офтальмологического обследования (оптическая когерент-

ная томография (ОКТ), ультразвуковые и электрофизиологи-

ческие исследования) позволяют прижизненно неинвазивно 

выявлять тончайшие структурные и функциональные изме-

нения в сетчатке. Однако этим изменениям предшествуют 

метаболические сдвиги, которые можно выявить с по мощью 

исследования слезной жидкости (СЖ), получаемой неинва-

зивным путем и позволяющей оценивать динамику локаль-

ного процесса в глазу на всех этапах. Нервная и гуморальная 

регуляция продукции СЖ находится в тесной взаимосвязи 

с регуляцией всех тканевых структур глаза, поэтому изме-

нение метаболических процессов в СЖ отражает измене-

ние метаболизма не только структур, омываемых ею, но и 

внутри глазных, в том числе сетчатки [8]. Исследование сос-

тава СЖ в качестве неинвазивного метода оценки течения 

послеоперационного процесса при моделировании атрофии 

РПЭ и прогноза возникновения осложнений после транс-

плантации клеток представляется перспективным и ранее 

не проводилось. В качестве биомаркеров для оценки тече-

ния указанных процессов нами были выбраны высокомоле-
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ization of local metabolic disorders in experimental retinal pigment epithelium atrophy (RPE). Material and methods. To reproduce RPE 
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кулярный белок  альфа 2-макроглобулин (
2
-МГ) и пептид 

эндотелин-1 (ЭT-1), присутствующие в СЖ. 

Белок острой фазы воспаления 
2
-МГ участвует в ре-

гуляции множества физиологических процессов в норме и 

при патологии [9, 10]. Он обладает очень широким спек-

тром действия благодаря способности блокировать актив-

ность протеолитических ферментов всех классов и выводить 

их из организма. Поэтому 
2
-МГ участвует в регуляции 

практически всех протеолитических каскадов в иммунной 

системе, системе гемостаза, ренин-ангиотензиновой, кал-

ликреин-кининовой системах и др. Этот белок связывает, 

транспортирует или удаляет множество соединений, вклю-

чая цитокины, факторы роста, аполипопротеины. Обладая 

шаперонной активностью, 
2
-МГ поддерживает правиль-

ную конфигурацию белков, предотвращая их агрегацию, 

которая происходит при патологических процессах, в том 

числе нейро дегенеративных. Показано участие 
2
-МГ в 

регуляции метаболических процессов как в центральной 

нервной сис теме (ЦНС), так и сетчатке [11]. При нейроде-

генеративных заболеваниях ЦНС обнаружено увеличение 

содержания 
2
-МГ в биологических жидкостях: в спинно-

мозговой жидкости при болезни Альцгеймера и болезни 

Паркинсона [12, 13] и в СЖ при болезни Паркинсона [14]. 

Изменение уровня 
2
-МГ в этих биологических жидкостях 

рассматривается в качестве биомаркера нейродегенератив-

ных заболеваний ЦНС и может быть использовано для кон-

троля эффективности проводимой терапии [13]. 

ЭТ-1 — это олигопептид, который является самым 

сильным и продолжительным по действию из всех извест-

ных вазоконстрикторов. Помимо регуляции тонуса сосу-

дов ЭТ-1 оказывает влияние на клеточную пролиферацию 

и миг рацию, ангиогенез, апоптоз, на все звенья свертываю-

щей системы крови, синтез коллагена, обеспечение нейро-

васкулярных взаимодействий и многие другие процессы, 

а также считается маркером повреждения эндотелия сосу-

дов [15]. В сетчатке присутствуют все компоненты эндоте-

линовой системы, и изменение их содержания наблюдается 

практически при любой ретинальной патологии [16]. ЭТ-1 

играет важную роль в ауторегуляции ретинальных сосудов 

и нейроваскулярных взаимодействиях, необходимых для 

обеспечения этого процесса, участвует в патогенезе дегене-

ративных процессов в сетчатке [17]. В условиях гипоксии 

ЭТ-1 ускоряет индуцированную глутаматом гибель нейро-

нов сетчатки [18]. Повышение уровня ЭТ-1, происходящее 

при многих патологических процессах в сетчатке, является 

одним из важнейших патогенетических факторов, вызываю-

щих апоптоз ганглиозных клеток. Ранее было показано, что 

концентрация ЭТ-1 в СЖ повышается при глаукоме и диа-

бетической ретинопатии, при которых происходят нейро-

дегенеративные процессы в сетчатке [19]. Обоснованием 

выбора ЭТ-1 в качестве биомаркера в настоящей работе по-

служили также данные о том, что интравитреальное введе-

ние антиангиогенных препаратов, нейтрализующих действие 

VEGF, вызывает увеличение содержания ЭТ-1 в водянистой 

влаге [20]. Кроме того, показано, что увеличение содержа-

ния ЭТ-1 в крови является надежным индикатором наличия 

васкулопатии аллотрансплантата при пересадке сердца [21].

ЦЕЛЬ работы — оценить возможность использования 

определения уровня 
2
-МГ и ЭТ-1 в СЖ для характеристи-

ки состояния сетчатки экспериментальных животных с раз-

личными моделями атрофии РПЭ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследование включены 22 кролика (44 глаза) поро-

ды новозеландский альбинос (самцы в возрасте 2,5–3 мес 

весом около 2,0 кг). Работа проводилась согласно правилам 

использования экспериментальных животных и в соответ-

ствии с международными принципами Хельсинской декла-

рации о гуманном отношении к животным и принципами 

гуманности, изложенными в директиве Европейского со-

общества (86/609/EC).

Атрофию РПЭ моделировали путем субретинально-

го введения в один глаз физиологического раствора (0,9% 

NaCl) или раствора бевацизумаба, содержащего 0,025 мг пре-

парата, ранее описанным методом [22]. Парный глаз оста-

вался интактным.

В первую серию экспериментов включены кролики, у 

которых забор СЖ проводили через 3 мес после воспроизве-

дения модели атрофии РПЭ с помощью бевацизумаба (7 жи-

вотных) или физиологического раствора (7 животных). Для 

определения нормального уровня активности 
2
-МГ в СЖ у 

всех животных (14 кроликов, 28 глаз) была взята СЖ до на-

чала эксперимента.

Во вторую серию экспериментов вошли кролики, у ко-

торых модель атрофии РПЭ воспроизводили путем субрети-

нального введения бевацизумаба, а забор СЖ проводили до 

и далее на 3, 14 и 21-е сутки после операции (8 животных).

СЖ забирали из обоих глаз с помощью кружков из 

фильтровальной бумаги  5 мм, которые помещали за ниж-

нее веко на 5 мин, затем компоненты слезы элюировали в 

течение 20 мин физиологическим раствором в соотноше-

нии 50 мкл на один кружок, центрифугировали 10 мин при 

3000 об/мин, и супернатант использовали для исследований. 

В элюате слезы определяли активность 
2
-МГ ферментатив-

ным методом со специфическим субстратом N-бензоил-DL-

аргинин-p-нитроанилидом (БАПНА) [23]. Активность 
2
-МГ 

выражали в нмоль/мин мл слезы. Измерения проводили на 

фотометре для микропланшет Synergy MX (BioTek, США). 

Концентрацию ЭТ-1 определяли методом иммунофермент-

ного анализа с помощью диагностического набора ELISA kit 

for Endothelin-1 (Clone Corp, США).

Статистическая обработка результатов проведена с 

использованием статистического пакета Microsoft Excel и 

Statistica 10.0. Для оценки достоверности различий между 

группами с уровнем значимости не менее 95% был применен 

непараметрический U-критерий Манна — Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Определение активности 

2
-МГ в СЖ кроликов на позд-

них сроках (3 мес) после воспроизведения модели атрофии 

РПЭ путем введения физиологического раствора или беваци-

зумаба выявило различия между этими группами животных. 

В СЖ кроликов, у которых воспроизводили модель атрофии 

РПЭ путем введения раствора бевацизумаба, уровень актив-

ности 
2
-МГ оставался в пределах нормы. При введении фи-

зиологического раствора в опытном глазу активность 
2
-МГ 

в этот период достоверно повышалась в среднем вдвое. При 

этом активность 
2
-МГ в СЖ опытного глаза статистически 

достоверно превышала активность в парном глазу (рис. 1). 

В парном глазу отклонений активности 
2
-МГ в СЖ от нор-

мы в обеих группах не отмечено.

Поскольку для воспроизведения модели атрофии РПЭ 

для дальнейшей работы был выбран бевацизумаб, то задачей 

следующего этапа исследований явилось изучение актив-

ности 
2
-МГ и содержания ЭТ-1 в СЖ в ранний период после 

его введения. Обнаружено, что при данном способе модели-

рования активность 
2
-МГ в СЖ не изменялась на ранних 

этапах после операции (таблица). Это свидетельствует о низ-

кой травматичности операции и эффективности ее медика-

ментозного сопровождения.
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Содержание ЭТ-1 в слезе кроли-

ков на 3-и сутки пос ле введения бева-

цизумаба достоверно увеличивалось 

как в оперированном, так и парном 

глазу более чем в 1,5 раза (рис. 2). Уве-

личение ЭТ-1 в слезе, по-видимому, 

отражает кратковременную реакцию 

сосудов глаза на оперативное вмеша-

тельство.

ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на большое количество 

экспериментальных работ по воспро-

изведению модели атрофии РПЭ и его 

пересадке, исследования состава СЖ 

в этих работах не проводилось. Нами 

впервые проведена оценка возмож-

ности использования СЖ для харак-

теристики локальных метаболических 

сдвигов при воспроизведении разных 

моделей атрофии РПЭ у кроликов с 

целью выявления в СЖ биологичес-

ки активных соединений, изменение 

содержания которых можно было бы 

использовать для мониторинга пост-

трансплантационного процесса и ран-

него прогноза осложнений. 

Определение активности 
2
-МГ в 

СЖ кроликов на поздних сроках (3 мес) 

после воспроизведения модели атро-

фии РПЭ путем введения физиоло-

гического раствора или бевацизумаба 

выявило различия между этими груп-

пами животных. Введение физиологи-

ческого раствора вызывало в среднем 

по группе практически двукратное уве-

личение активности 
2
-МГ в СЖ опе-

рированного глаза, при этом в парном 

глазу активность оставалась на уров-

не нормы. При введении бевацизу-

маба изменений активности 
2
-МГ в 

СЖ оперированного и парного глаза 

не выявлено. При динамическом на-

блюдении за животными обеих групп 

по данным ОКТ и исследования ауто-

флюоресценции стойкая дегенерация 

РПЭ визуализировалась с 30-го дня 

пос ле хирургического вмешательства, 

но в разные сроки наблюдения не было 

обнаружено существенных различий 

между группами. В обеих группах в зоне 

оперативного вмешательства опре-

делялось истончение нейроэпи телия 

и хориоидеи, атрофия РПЭ, утрата 

хорио капилляров. На снимках ауто-

флюоресценции глазного дна опре-

делялась зона гипофлюоресценции 

с точечными участками гиперфлюо-

ресценции вокруг. Результаты морфологического исследо-

вания показали, что физиологический раствор оказывает 

более выраженный негативный эффект на РПЭ, сетчатку и 

хо риоидею [2]. 

Повышенный уровень активности 
2
-МГ в СЖ через 

3 мес после субретинального введения физиологического 

раствора свидетельствует о незавершенности активного де-

структивного процесса в сетчатке, тогда как после введения 

бевацизумаба активность 
2
-МГ в этот период находится на 

уровне нормы, что означает отсутствие активного посттрав-

матического воспалительного процесса.

Целью второй серии исследований явилось изучение 

активности 
2
-МГ и содержания ЭТ-1 в СЖ в первые 3 нед 

после воспроизведения модели атрофии РПЭ с помощью 

Рис. 1. Активность 
2
-МГ в СЖ кроликов через 3 мес после моделирования атрофии РПЭ. 

* — p < 0,01 по сравнению с парным глазом
Fig. 1. Alpha 2-MG activity in tears of rabbits 3 months after the retinal pigment epithelium 
atrophy. Blue bars — operated eye, red bars — controlateral eye. * — p < 0.01 as compared to 
the controlateral eye

Рис. 2. Содержание ЭТ-1 в СЖ кроликов после моделирования атрофии пигментного эпи-
телия с помощью бевацизумаба. * — p < 0,01 по сравнению с исходным уровнем
Fig. 2. ET-1 concentration in tears of rabbits with retinal pigment epithelium atrophy modelled via 
the bevacizumab injection. Blue bars — operated eye, red bars — controlateral eye. * — p < 0.01 
as compared to the initial level
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бевацизумаба. Полученные результаты показали отсутствие 

изменения активности 
2
-МГ в СЖ в ранние сроки после вве-

дения бевацизумаба, по-видимому, потому, что в этот пери-

од проводилась адекватная противовоспалительная терапия. 

Однако на 3-и сутки после введения бевацизумаба проис-

ходило существенное увеличение содержания ЭТ-1 в СЖ 

оперированного и парного глаза. Ввиду сильного вазокон-

стрикторного действия ЭТ-1 это может свидетельствовать о 

повышении тонуса сосудов глаза в этот период не только в 

оперированном, но и парном глазу. Однако уже на 14-е сут-

ки содержание ЭТ-1 в СЖ нормализовалось. 

Таким образом, при различных способах воспроизве-

дения модели атрофии РПЭ, которая затрагивает очень не-

большую по площади область сетчатки, по активности 
2
-МГ 

и содержанию ЭТ-1 в СЖ можно судить о характере течения 

посттравматического процесса и адекватности проводимой 

терапии. Исследование СЖ при глазной патологии можно 

отнести к развиваемому в настоящее время направлению в 

клинической диагностике и особенно в трансплантологии — 

жидкостной биопсии, когда для оценки патологи ческого 

процесса во внутренних органах, чтобы дополнительно не 

травмировать ткани, используют биологические жид кости, 

метаболизм которых связан с обменными процессами в этом 

органе. Так, определение уровня ЭТ-1 и 
2
-МГ в биологи-

ческих жидкостях используется для оценки состояния транс-

плантатов внутренних органов [21, 24]. Результаты данной 

работы свидетельствуют о том, что исследование метаболи-

ческих процессов в СЖ, в частности уровня ЭТ-1 и 
2
-МГ, 

может быть использовано для мониторинга посттрансплан-

тационного процесса и адекватности проводимой терапии 

при пересадке РПЭ.

ВЫВОДЫ 
1. Определение концентрации 

2
-МГ в СЖ через 3 мес 

после воспроизведения модели атрофии РПЭ у кроликов 

показало, что при моделировании с помощью физиологи-

ческого раствора наблюдается реакция со стороны СЖ, от-

ражающая его продолжительное повреждающее воздействие. 

При моделировании атрофии РПЭ путем введения бевацизу-

маба такой реакции не отмечено, что свидетельствует о менее 

агрессивном характере повреждения по сравнению с тако-

вым при введении физиологического раствора. 

2. Существенное увеличение содержания ЭТ-1 в СЖ 

оперированного и парного глаза на 3-е сутки после введе-

ния бевацизумаба свидетельствует о возможном повыше-

нии тонуса сосудов обоих глаз в этот период. Эта реакция 

носит временный характер и на 14-е сутки уже не выявляется.

3. На основании полученных результатов можно пред-

положить, что определение активности 
2
-МГ и концен-

трации ЭТ-1 в СЖ может быть использовано в качестве 

неинвазивного метода для мониторинга характера течения 

посттрансплантационного процесса при пересадке РПЭ, 

Таблица. Активность 
2
-МГ в СЖ кроликов после субретинального введения бевацизумаба (нмоль/мин  мл)

Table. Alpha 2-MG activity in tears of rabbits with retinal pigment epithelium atrophy modelled via the bevacizumab subretinal injection 
(nmol/min  ml)

Глаза
Eyes

До операции 
Before injection

3-и сутки 
Day 3

14-е сутки 
Day14

21-е сутки 
Day 21

Модель
Model eye
n = 8

0,57 ± 0,05 0,59 ± 0,02 0,56 ± 0,01 0,58 ± 0,27

Парный глаз 
Controlateral eye
n = 8

0,54 ± 0,05 0,60 ± 0,01 0,48 ± 0,03 0,51 ± 0,41

оценки эффективности медикаментозной терапии и ранне-

го прогноза осложнений.
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