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Изучение уровня про- и антиангиогенных факторов роста 
в стекловидной жидкости при неоваскулярной возрастной 

макулярной дегенерации на фоне лечения

резЮме

цель работы: изучить уровень про- и антиангиогенных факторов роста в стекловидной жидкости глаз с неоваскулярной формой 
возрастной макулярной дегенерации (нВМД) на фоне антиангиогенной терапии. Пациенты и методы. Определяли концентра-
цию проангиогенных (IL-8, angiogenin, TNF-α, VEGF, bFGF) и антиангиогенных (IFN-α, TGF-β IFN-γ) факторов роста в стекловидной 
жидкости больных нВМД методом мультиплексной проточной цитометрии. В качестве групп сопоставления служили больные 
с сенильной катарактой без признаков ВМД и больные катарактой, отягощенные наивной (нелеченой) нВМД. результаты. По 
сравнению с сенильной катарактой в стекловидной жидкости глаз с леченой нВМД чаще и на более высоком уровне присут-
ствовали проангиогенные цитокины TNF-α (75 против 47,5 %, р < 0,05; 2,4 ± 0,5 против 1,4 ± 0,3 пг/мл, р < 0,05), ИЛ-8 (100 
против 75 %, р < 0,01; 492,9 ± 75,7 против 8,5 ± 1,5 пг/мл, р < 0,01), ангиогенин (3822,4 ± 498,6 против 2820,2 ± 319,3, 
р < 0,01) и FGFb (58,3 против 26,7 %, р < 0,05; 10,1 ± 5,9 против 2,7 ± 1,0, р < 0,01). В обеих группах больных практически 
не выявлены антиангиогенные факторы IFN-γ и TGF-β, но достоверно выше была концентрация IFN-α (6,4 ± 1,7 против 4,4 ± 
0,4, р < 0,01). Уровни VEGF в обеих нозологических группах оказались практически идентичны: 17,5 ± 14,0 (при нВМД) против 
18,4 ± 3,2 (н/д), при этом VEGF обнаружен в СТЖ в катарактальной группе достоверно чаще (68,2 против 17 %, р < 0,01). 
В порядке объяснения авторы предположили, что поскольку пациентам с нВМД ранее уже вводили антиангиогенный препарат 
ранибизумаб, то, возможно, продукция VEGF находилась под контролем препарата, то есть была подавлена или блокирована. 
заключение. Повышенные уровни проангиогенных факторов роста IL-8, ангиогенина, TNF-α и bFGF в стекловидной жидкости 
при нВМД на фоне антиангиогенной терапии ранибизумабом позволяют говорить о наличии других, независимых от VEGF, 
действующих механизмов стимуляции ангиогенеза. Отсутствие антиангиогенных факторов роста IFN-γ и TGF-β в стекловидной 
жидкости дает возможность думать о наличии дефекта в контроле и регуляции ангиогенеза при нВМД. Редкое обнаружение 
VEGF в комплексе с достоверным снижением его концентрации по сравнению с сенильной катарактой на фоне лечения рани-
бизумабом глаз с нВМД демонстрирует целевое ингибирование на практике. На фоне лечения ангиостатическими препаратами 
происходит инверсия ангиогенного фенотипа с формированием новых обходных путей ангиогенеза, что, по-видимому, диктует 
необходимость подключения препаратов с другими механизмами действия.
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Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) является 
ведущей причиной необратимой потери зрения и слепо‑
ты среди пожилых людей в развитых странах. Поздняя 
стадия ВМД имеет два клинических фенотипа: сухая 
и экссудативная или неоваскулярная (нВМД). Последняя 
без лечения приводит к потере центрального зрения в те‑
чение 2–5 лет. Маркером нВМД является неоангиогенез, 
именуемый согласно последней международной клас‑
сификации макулярной неоваскуляризацией (МНВ). 
Установлено, что источником новообразованных сосу‑
дов МНВ могут быть не только хориоидальные, но и со‑
суды глубокого ретинального сплетения [1]. Несмотря 
на достигнутые успехи в изучении патогенеза патоло‑
гического процесса при нВМД, этот вопрос остается 

до конца не изученным. Современные терапевтические 
технологии, имеющиеся в настоящее время в арсенале 
офтальмологов, направлены в основном на блокировку 
ключевого проангиогенного фактора роста сосудисто‑
го эндотелия (VEGF), которому принадлежит ведущая 
роль в развитии МНВ. Накопленный опыт офтальмо‑
логического сообщества и многочисленные клиниче‑
ские исследования, охватившие 43 страны и более 30 000 
больных ВМД, свидетельствуют о высоком терапевтиче‑
ском потенциале данной стратегии [2–4], что отражено 
и в российских Федеральных рекомендациях [5]. Наряду 
с этим установлено, что далеко не во всех случаях эта 
фармакологическая стратегия работает. В реальной кли‑
нической практике наблюдается непродолжительность 
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abstraCt

purpose: to study the level of pro- and antiangiogenic growth factors in the vitreous fluid of the eyes with the neovascular form of age-
related macular degeneration (nAMD) against the background of antiangiogenic therapy. patients and methods. The concentration 
of proangiogenic (IL-8, angiogenin, TNF-α, VEGF, bFGF) and antiangiogenic (IFN-α, TGF‑β IFN-γ) growth factors in the vitreous fluid of 
nAMD patients was determined by multiplex flow cytometry. Patients with senile cataracts without signs of AMD and cataract patients 
burdened with naïve (untreated) nAMD were in the comparison groups. results. Compared with senile cataracts, proangiogenic cyto-
kines TNF-α were present more frequently and at a higher level in the vitreous fluid of the eyes with treated nVMD (75 % vs. 47.5 %, 
p < 0.05; Msr ± m: 2.4 ± 0.5 vs. 1.4 ± 0.3 pg/ml, p < 0.05), IL-8 (100 % vs. 75 %, p < 0.01; 492.9 ± 75.7 vs. 8.5 ± 1.5 pg/ml, 
p < 0.01), angiogenin (3822.4 ± 498.6 vs. 2820.2 ± 319.3, p < 0.01) and FGFb (58.3 % vs. 26.7 %, p < 0.05; 10.1 ± 5.9 vs. 2.7 ± 
1.0, p < 0.01). In both groups of patients, antiangiogenic factors IFN-γ and TGF-β were practically not detected, but the concentration 
of IFN-α was significantly higher (6.4 ± 1.7 versus 4.4 ± 0.4, p < 0.01). VEGF levels in both nosological groups were almost identical: 
17.5 ± 14.0 (with nAMD) versus 18.4 ± 3.2 (n/a), while VEGF was found in vitreous fluid in the cataract group significantly more 
often (68.2 % vs. 17 %, p < 0.01). By way of explanation, the authors suggested that since patients with nAMD had previously been 
administered the anti-angiogenic drug Ranibizumab, it is possible that the VEGF production was under the control of the drug, that is, 
suppressed or blocked. Conclusion. Elevated levels of proangiogenic growth factors IL-8, angiogenin, TNF-α and bFGF in vitreous fluid 
with nAMD against the background of antiangiogenic therapy with ranibizumab suggest the presence of other, independent of VEGF, 
acting mechanisms for stimulating angiogenesis. The absence of antiangiogenic growth factors IFN-γ and TGF-β in the vitreous fluid 
allows us to think about the presence of a defect in the control and regulation of angiogenesis in nAMD. The rare detection of VEGF 
in combination with a significant decrease in its concentration compared to senile cataracts against the background of treatment with 
ranibizumab of the eyes with nAMD demonstrates targeted inhibition in practice. Against the background of treatment with angiostatic 
drugs, an inversion of the angiogenic phenotype occurs with the formation of new workarounds of angiogenesis, which apparently 
dictates the connection of drugs with other mechanisms of action.
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терапевтического эффекта узконаправленной (таргет‑
ной) терапии, которая требует частых визитов пациента 
и многократных инъекций препарата.

Кроме того, клиническая практика показывает, 
что даже при многолетних и многократных инъекци‑
ях анти‑VEGF‑препаратов в ряде случаев не удается 
достигнуть полного подавления роста МНВ и купиро‑
вания развития заболевания [6]. Исследования свиде‑
тельствуют о присутствии в популяции МНВ больных 
с первичной резистентностью к анти‑VEGF‑препаратам 
[7–10]. Кроме того, выявлены случаи снижения ответа 
на вводимый препарат в течение первых 2‑х лет и фор‑
мирования вторичной резистентности и тахифилаксии 
[6–9, 11]. В связи с этим в мире происходит непрерыв‑
ный поиск новых терапевтических мишеней. Развитие 
фармакологических стратегий сопровождается появле‑
нием все новых и новых препаратов с функциями одно‑
временного подавления не только VEGF, но и некото‑
рых других пролиферативных факторов, участвующих 
в развитии МНВ. Отсюда постоянное расширение арсе‑
нала анти‑VEGF‑препаратов и повышение требований 
к ним [12].

К настоящему времени неизвестны точные алгорит‑
мы формирования резистентности и тахифилаксии. 
Первый шаг на пути к пониманию этого аспекта про‑
блемы лежит в изучении сложного каскада процессов 
неоангиогенеза с выработкой различных про‑ и анти‑
ангиогенных факторов роста на фоне лечения. Целью 
настоящего исследования стало изучение некоторых 
про‑ и антиангиогенных факторов роста в стекловидной 
жидкости глаз у больных с нВМД на фоне проводимой 
антиангиогенной терапии, а также у больных без нВМД 
и у больных с нелеченой нВМД.

Пациенты и методы
Наблюдали 72 пациентов, которые были разделены 

на 3 группы. Первая группа была представлена больны‑
ми с нВМД (n = 24), ранее получавшими две‑три эндо‑
витреальные инъекции препарата ранибизумаб. Вторая 
группа состояла из пациентов с сенильной катарактой 
без признаков ВМД (n  = 38). Третья группа включала 
больных с катарактой, осложненной наивной нВМД (не‑
леченой) (n = 10).

Диагноз верифицировали методами офтальмоско‑
пии, оптической когерентной томографии сетчатки 
и флуоресцентной ангиографии глазного дна.

Исследование было одобрено Этическим комитетом 
ЦКБ РАН. У всех пациентов получено информированное 
согласие на проведение операции и забор стекловидной 
жидкости, а также использование данных исследования 
в научных целях. Исследование имело проспективный 
поперечный (статичный) дизайн.

Стекловидную жидкость (СТЖ) забирали 
в объеме 50 мкл перед факоэмульсификацией катарак‑
ты или перед очередным интравитреальным введени‑
ем ингибитора ангиогенеза во избежание ятрогенных 

эффектов, вызванных операцией. Пробы СТЖ помеща‑
ли в пробирки эппендорфа и хранили в морозильной 
камере при температуре ‑40°до момента проведения ла‑
бораторных исследований.

В образцах СТЖ больных определяли концентра‑
цию 8 ключевых цитокинов и ростовых факторов, по‑
тенциально участвующих в ангиогенезе. Использовали 
тест‑систему «BD Cytometric Bead Array» (BD, США) 
и восьмицветный проточный цитофлуориметр «FACS 
Canto II» (Beckton Dickinson, США). Технология BD 
Cytometric Bead Array (CBA) позволяет точно и быстро 
обнаружить большой спектр активных веществ в одном 
образце биологической жидкости малого объема (50 
мкл). Концентрацию цитокинов определяли методом 
мультиплексной проточной цитометрии с помощью бус, 
покрытых антителами к цитокинам IL‑8, ангиогенину, 
TNF‑α, IFN‑α, IFN‑γ, VEGF, bFGF, TGF‑β, в соответствии 
с инструкцией производителя (BD, США).

Для оценки положения бус использовали флуорес‑
центные красители APC и APC‑Cy7, концентрацию 
антигена оценивали по интенсивности флуоресцен‑
ции по каналу красителя PE. В основе метода лежит 
иммунная реакция антигена (АГ) с антителом (АТ). 
Микрочастицы определенной интенсивности флюорес‑
ценции имеют на своей поверхности АТ к определен‑
ному АГ. После инкубации биологического материала 
с микрочастицами проводили инкубацию с проявля‑
ющими АТ. При проведении проточной цитометрии 
исследуемых образцов происходит разделение спе‑
цифичных биологически активных веществ, связан‑
ных с микрочастицами с дискретной флюоресценцией 
по трем каналам флюоресценции. Во избежание пере‑
крывания бус по размерам цитокины были сгруппиро‑
ваны следующим образом:

1. IL‑8 (бусы A9), TNF‑α (бусы C4), IFN‑α бусы (B8);
2. VEGF (бусы B8), bFGF (бусы C5), ангиогенин 

(бусы C4);
3. IFN‑γ (бусы B8);
4. TGF‑β (бусы B6).
Первая панель  — анализ содержания IL-8 (A9), 

TNF-α (C4), IFN-α (B8):
Измерение проводили на восьмицветном проточном 

цитофлуориметре «FACS Canto II» (Beckton Dickinson, 
США). Данные по прямому и боковому светорассеянию 
исследуемых бус отражались на двумерной гистограмме 
FSC/SSC (рис. 1), полученной с монитора цитофлуориме‑
тра. Затем выделяли облако бус гейтом Р7, а затем собы‑
тия из гейта Р7 отображали на двумерной гистограмме 
APC/APC‑Cy7 (рис. 2). В каждом гейте замеряли интен‑
сивность флуоресценции по каналу PE и определяли 
концентрацию цитокина по сравнению со стандартом, 
поставляемым производителем.

Вторая панель  — анализ содержания VEGF (B8), 
bFGF (C5), ангиогенин (C4):

Данные по прямому и боковому светорассеянию 
исследуемых бус отражали на двумерной гистограмме 
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FSC/SSC (рис. 3). Затем выделяли облако бус гейтом Р7, 
а затем события из гейта Р7 отображали на двумерной 
гистограмме APC/APC‑Cy7 (рис. 4). В каждом гейте из‑
меряли интенсивность флуоресценции по каналу PE 
для определения концентрации цитокина по сравнению 
со стандартом, поставляемым производителем.

Третья панель — анализ содержания IFN-γ (B8):
Данные по прямому и боковому светорассеянию ис‑

следуемых бус отражали на двумерной гистограмме FSC/
SSC (рис. 5). Затем выделяли облако бус гейтом Р7, а по‑
сле события из гейта Р7 отображали на двумерной гисто‑
грамме APC/APC‑Cy7 (рис. 6). В каждом гейте измеряли 
интенсивность флуоресценции по каналу PE для опре‑
деления концентрации цитокина по сравнению со стан‑
дартом, поставляемым производителем.

Четвертая панель — анализ содержания TGF-β (B6):
Данные по прямому и боковому светорассеянию 

исследуемых бус отражали на двумерной гистограмме 

FSC/SSC (рис. 7). Затем выделяли облако бус гейтом 
Р7, а затем события из гейта Р7 отображали на дву‑
мерной гистограмме APC/APC‑Cy7 (рис. 8). В каж‑
дом гейте измеряли интенсивность флуоресценции 
по каналу PE для определения концентрации цитоки‑
на по сравнению со стандартом, поставляемым про‑
изводителем.

Исследования выполняли в лаборатории клиниче‑
ской иммунологии учреждения Российской академии 
медицинских наук «НИИ акушерства и гинекологии им. 
Д.О. Отта» Северо‑Западного отделения РАМН (рук. — 
профессор С.А. Сельков).

Статистический анализ полученных данных про‑
водили при помощи компьютерной программы SPSS. 
Для сравнения показателей в разных группах пациентов 
использовали непараметрический критерий Манна  — 
Уитни (U‑test).

рис. 1. Двумерная гистограмма в координатах FSC/SSC

Fig. 1. Two-dimensional histogram in FSC/SSC coordinates

рис. 3. Двумерная гистограмма в координатах FSC/SSC

Fig. 3. Two-dimensional histogram in FSC/SSC coordinates

рис. 2. Распределение бус из гейта Р7 в координатах APC/APC-Cy7

Fig. 2. Distribution of beads from gate P7 in coordinates APC/APC-Cy7

рис. 4. Распределение бус из гейта Р7 в координатах APC/APC-
Cy7. Вторая панель

Fig. 4. Distribution of beads from gate P7 in coordinates APC/APC-
Cy7. Second panel
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результаты
Поскольку у нас не было показателей абсолютно 

здоровых глаз (норма), то мы сравнивали показатели 
в интересующей нас группе 1 больных с леченой нВМД 
с группами сопоставления 2 и 3. Показатели группы  3, 
в которой катаракта осложнялась наивной нВМД, 
мы принимали за условно приближенные к тем, которые 
могли бы быть до лечения. В этой группе имелись кли‑
нические признаки МНВ. А показатели больных только 
катарактой в группе сопоставления 2 принимали за те, 
которых нужно достичь в ходе лечения, поскольку на их 
фоне отсутствовали признаки МНВ.

По сравнению с сенильной катарактой в СТЖ 
глаз с леченой нВМД чаще и на более высоком уров‑
не присутствовали проангиогенные цитокины TNF‑α 
(75 против 47,5  %, р  < 0,05; 2,4  ± 0,5 против 1,4  ± 
0,3 пг/мл, р  < 0,05), ИЛ‑8 (100 против 75  %, р  < 0,01; 
492,9  ± 75,7 против 8,5  ± 1,5 пг/мл, р  < 0,01), ангио‑
генин (3822,4  ± 498,6 против 2820,2  ± 319,3, р  < 0,01) 

и FGFb (58,3 против 26,7  % , р  < 0,05; Мср: 10,1  ± 5,9 
против 2,7  ± 1,0, р  < 0,01). В обеих группах больных 
практически не выявляли антиангиогенные факторы 
IFN‑γ и TGF‑β, но достоверно выше была концентра‑
ция IFN‑α (6,42  ± 1,71 против 4,42  ± 0,41, р  < 0,01). 
Уровни VEGF в обеих нозологических группах оказа‑
лись практически идентичны: 17,5 ± 14,0 (при нВМД) 
против 18,4 ± 3,2 при катаракте, при этом частота его 
обнаружения в катарактальной группе была достовер‑
но выше (68,2 против 17 %, р < 0,01, табл. 1).

Вполне ожидаемо, что по сравнению с показателя‑
ми группы сопоставления 3 (Мср ± m: 26,7 ± 0,9 пг/мл, 
р < 0,01, табл. 1) в интересующей нас группе 1 на фоне 
двух‑трех эндовитреальных инъекций ангиостати‑
ка были снижены уровни ключевого проангиоген‑
ного фактора, запускающего ангиогенез  — VEGF, 
с приближением к уровням больных с катарактой  
(рис. 9).

 Это отражалось и на концентрации VEGF, и на часто‑
те его выявления (17 % в группе 1 против 100 % в группе 3, 

рис. 5. Двумерная гистограмма в координатах FSC/SSC

Fig. 5. Two-dimensional histogram in FSC/SSC coordinates

рис. 7. Двумерная гистограмма в координатах FSC/SSC

Fig. 7. Two-dimensional histogram in FSC/SSC coordinates

рис. 6. Распределение бус из гейта Р7 в координатах APC/APC-Cy7

Fig. 6. Distribution of beads from gate P7 in coordinates APC/APC-Cy7

рис. 8. Распределение бус из гейта Р7 в координатах APC/APC-Cy7

Fig. 8. Distribution of beads from gate P7 in coordinates APC/APC-Cy7
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р < 0,001). В порядке объяснения можно предположить, 
что поскольку пациентам с нВМД ранее уже вводили 
антиангиогенный препарат ранибизумаб, то, вероятно, 
продукция VEGF находилась под контролем препарата 
(была подавлена).

Одновременно зафиксированы достоверно более низ‑
кие (по сравнению с 3‑й группой) концентрации и дру‑
гих проангиогенных факторов: ангиогенина (3822,4  ± 
498,6 против 5715,8 ± 697,6 пг/мл, р < 0,05; рис. 10) и TNF 
(2,4 ± 0,5 против 3,5 ± 0,3 пг/мл, р < 0,05; рис. 11).

Уровень этих двух факторов роста (ангиогенин 
и TNF) приблизился к показателям больных с катарак‑
той, но не достиг их значений. Межгрупповые различия 
и здесь оказались статистически значимы (р < 0,05; р < 
0,01 соответственно).

Заметим, при этом на фоне инъекций ангиостатика 
оказалась повышенной концентрация плюрипотентных 
цитокинов с проангиогенными и провоспалительными 
свойствами, в частности, IFNa (р = 0,05, рис. 12) и IL‑8 
(р = 0,11; различия оказались недостоверными из‑за зна‑
чительного разброса значений, поэтому были расценены 
как сильная тенденция; рис. 13). 

Разброс значений IL8 был еще больше, достигая 
в ряде случаев 972 пг/мл.

Наряду с этим практически у каждого второго 
пациента в СТЖ появлялся FGFb. Справедливости 
ради надо отметить вариабельность значений этого 

мощного индуктора как воспаления, так и ангиогене‑
за. В то же время в группе сопоставления пациентов 
с катарактой и наивной нВМД этот фактор роста об‑
наружен только в одной из десяти проб и на низком  
уровне.

рис. 9. Диаграмма сравнения концентраций VEGF в группах 1 
(нВМД), 2 (катаракта) и 3 (катаракта + нВМД)

Fig. 9. Comparison chart of VEGF concentrations in groups 1 
(nBDM), 2 (cataracts) and 3 (cataracts + nAMD)

таблица 1. Концентрация проангиогенных и антиангиогенных цитокинов в стекловидной жидкости при катаракте и неоваскулярной 
форме ВМД

table 1. Concentration of proangiogenic and antiangiogenic cytokines in vitreous fluid in cataracts and neovascular AMD

Нозологиче-
ская группа / 
Nosological 

group

Показатели / Indicators
Концентрация , пг/мл / Concentration pg/ml

TNF IFNa IL-8 Angiogenin VEGF FGFb IFN-γ TGFb

ВМД / AMD
(n = 24)

Средние / Average, M ± m 2,4 ± 0,5* # 6,4 ± 1,7**, ## 92,9 ± 75,7**,### 3822,4 ± 498,6** ### 17,5 ± 14,0 10,1 ± 5,9** 24,0 -

Станд. отклонение / Standard deviation (σ) 1,6 6,0 265,3 1745,5 48,9 20,8 - -

Me [Q1; Q3] 2,6 [0,6; 3,3] 5,2 [4,0; 7,8] 12,9 [5,4; 22,9] 3408,2 [4506,8; 2542,1] 2,7 [0; 2,7] 10,8 [0; 10,8] - -

Коридор значений / Value corridor 0,0–5,7 0–24,4 4,6–972,4 1535,0–7530,0 0,0–163,9 0,0–76,8 0,0–24,0 -

Частота выявления /  
Frequency of detection 75 % 83 % 100 % 100 % 17 % 58,3 % 8,3 % -

Катаракта / 
Cataract
(n = 38)

Средние / Average, M ± m 1,4 ± 0,3 4,4 ± 0,4 8,5 ± 1,5 2820,2 ± 319,3 18,4 ± 3,2 2,7 ± 1,0 - 206,3

Станд. отклонение / Standard deviation (σ) 1,4 1,8 6,7 1404,9 14,2 4,6 - -

Me [Q1; Q3] 0,9 [0; 2,67] 4,8 [3,77; 5,28] 6,9 [4,39; 10,14] 2471,1 [1549,6; 3855,37] 17,8 [5,44; 30,2] 9,3 [0; 9,27] - -

Коридор значений / Value corridor 0,0–3,3 0,0–6,8 0,0–27,7 848,4–6194,6 0,0–36,7 0,0–11,4 - 0,0–206,3

Частота выявления /  
Frequency of detection 47,5 % 74,3 % 74,3 % 100 % 68,2 % 26,7 % 0,0 % 5,3 %

Катаракта + 
ВМД /  
Cataract + 
AMD
(n = 10)

Средние / Average, M ± m 3,5 ± 0,3 3,8 ± 1,1 5,3 ± 0,4 5715,8 ± 697,6 26,7 ± 0,9 9,3

Станд. отклонение / Standard deviation (σ) 0,5 2,2 0,7 1395,2 1,8

Me [Q1; Q3] 3,6 [2,93; 4,02] 4,8 [1,16; 5,29] 5,2 [6,07; 4,59] 4540,1 [4501,6; 7423,6] 27,4 [24,48; 29,1]

Коридор значений/ Value corridor 3,4–4,1 0–5,4 4,6–6,2 4506,8–7988,8 23,8–28,1 0–9,3 - -

Частота выявления /  
Frequency of detection 100 % 66,6 % 100 % 100 % 100 % 10 % - -

Примечание: * достоверность различий от группы 2: р < 0,05; ** р < 0,01; # — достоверность различий от группы 3: р < 0,05; ## р < 0,01; ### р < 0,001. Me — медиана; квартили Q1; Q3.
Note: * is the confidence of the differences from group 2: p < 0.05; ** p < 0.01; # — reliability of differences from group 3: p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001. Me — mediana; quartiles Q1; Q3.



Офтальмология/Ophthalmology in Russia

М.М. Архипова, В.Г. Лихванцева, А.С. Геворкян, С.И. Рычкова, С.А. Сельков

Контактная информация: Лихванцева Вера Геннадьевна likhvantseva-4@yandex.ru

Изучение уровня про- и антиангиогенных факторов роста в стекловидной жидкости...

2022;19(2):368–377

374

обсуждение

Известно, что маркером нВМД является неоанги‑
огенез в различных его проявлениях. Триггером нео‑
ангиогенеза служит гипоксия тканей. Патологический 
процесс состоит из нескольких сменяющих друг друга 
этапов: воспаления, пролиферации и протеолиза. Эти 
этапы контролируются определенными воспалительны‑
ми и пролиферативными факторами, секретируемыми 
как самими эндотелиальными клетками (ЭК), так и клет‑
ками микроокружения, включая микроглию сетчатки, 
ретинальный пигментный эпителий (РПЭ), перици‑
ты, клетки Мюллера, макрофаги и др. [11–15]. Процесс 

неоангиогенеза регулируется проангиогенными и анти‑
ангиогенными молекулами. Основными проангиоген‑
ными факторами являются семейство фактора роста эн‑
дотелия сосудов VEGF (VEGF‑A, ‑B, ‑C, ‑D, ‑Е), основной 
фактор роста фибробластов (bFGF), тромбоцитарный 
фактор роста (PDGF), трансформирующий фактор ро‑
ста (TGFb), ангиопоэтины 1, 2 (Ang‑1, ‑2), ангиогенин, 
плацентарный фактор роста, интерферон α (IFN‑α) и др. 
Кроме того, проангиогенным эффектом обладает ряд 
воспалительных молекул, наиболее значимые из них: ма‑
тричные металлопротеиназы (ММР), молекулы системы 
комплимента (С2, С3, С5), молекулы адгезии и миграции 
моноцитов (MСP‑1, IL‑1b, IL‑18, IL‑8) и др.

рис. 11. Диаграмма с демонстрацией сравнительного уровня TNF 
в группах 1 (ВМД), 2 (катаракта), 3 (катаракта + ВМД)

Fig. 11. Diagram showing the comparative level of TNF in groups 1 
(AMD), 2 (cataracts), 3 (cataracts + AMD)

рис. 12. Диаграмма с демонстрацией сравнительного уровня 
IFNa в группах 1 (ВМД), 2 (катаракта), 3 (катаракта + ВМД)

Fig. 12. Diagram showing the comparative level of IFNa in groups 1 
(AMD), 2 (cataract), 3 (cataract + AMD)

рис. 13. Диаграмма с демонстрацией сравнительного уровня IL-8 
в группах 1, (ВМД), 2 (катаракта), 3 (катаракта + ВМД)

Fig. 13. Diagram showing comparative levels of IL-8 in groups 1 
(AMD), 2 (cataracts), 3 (cataract + AMD)

рис. 10. Диаграмма с демонстрацией сравнительного уровня ан-
гиогенина в группах 1 (ВМД), 2 (катаракта), 3 (катаракта + ВМД)

Fig. 10. Diagram showing comparative angiogenin levels in groups 1 
(AMD), 2, (cataract), 3 (cataract + AMD)
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Каждый из цитокинов или факторов роста обладает 
своими контрольно‑регуляторными функциями. Спектр 
их активности может перекрываться и регулироваться 
другими цитокинами или свободнорадикальными моле‑
кулами, такими как оксид азота (NO) и др. Биологические 
эффекты цитокинов носят дозозависимый характер. 
В низких концентрациях провоспалительный цито‑
кин TNF‑α индуцирует миграцию и пролиферацию ЭК 
и формирование сосудоподобных структур [12, 13]. 
Повышенная продукция макрофагами TNF‑α при актив‑
ной МНВ приводит к стимуляции синтеза VEGF клет‑
ками РПЭ и активации неоангиогенеза. bFGF оказывает 
прямой проангиогенный эффект, стимулируя миграцию, 
пролиферацию и протеолитическую активность ЭК [12, 
14]. Кроме того, bFGF способствует выживанию ЭК, за‑
щищая их от апоптоза. В низких и умеренных концентра‑
циях IL‑8 оказывает выраженное влияние на миграцию 
и пролиферацию ЭК, не влияя на другие его функции [15, 
16]. Однако в высоких концентрациях ИЛ‑8 является мощ‑
ным провоспалительным цитокином и хемоаттрактантом 
иммунокомпетентных клеток, секретирующих большой 
спектр других активных цитокинов, обладающих уже 
проангиогенным действием. На поздних стадиях ангиоге‑
неза клетки‑продуценты микроокружения секретируют 
антиангиогенные факторы, тормозящие миграцию и про‑
лиферацию ЭК, не снижая их жизнеспособность.

К естественным ингибиторам ангиогенеза относят 
следующие цитокины: фактор пигментного эпителия 
(PEDF), ангиостатин, эндостатин, TGF‑β, IFN‑γ, IFN‑α 
и все тот же TNF‑α, который при длительном воздействии 
на ЭК тормозит их пролиферацию и в итоге запуска‑
ет их апоптоз [11, 15, 17]. Трансформирующий фактор β 
(TGF‑β)  — многофункциональная молекула, секретиру‑
емая многими клетками глаза: РПЭ, клетками Мюллера, 
ЭК, перицитами, фоторецепторами, астроцитами и вы‑
полняющая в глазу различные функции, касающиеся ре‑
гуляции роста, пролиферации, миграции, апоптоза, ней‑
ропротекции, иммунной привилегированности глаза 
и многого другого [18]. Что касается неоангиогенеза, 
то TGF‑β может выполнять как про‑, так и антиангиоген‑
ную роль. При естественных условиях TGF‑β регулирует 
синтез VEGF опосредовано через нейротрофины (NGF) 
и через регуляцию тирозинкиназных рецепторов связы‑
вания VEGF с мембраной клеток, не допуская избыточной 
пролиферации ЭК. Однако при патологических состояни‑
ях, таких как МНВ или пролиферативная диабетическая 
ретинопатия, продукция TGF‑β может увеличиваться, 
способствуя активному неоангиогенезу. В то же время 
очень низкая концентрация TGF‑β или полное его отсут‑
ствие может привести к активации других мембранных 
рецепторов, помимо VEGR‑1, ‑2, активирующих неоан‑
гиогенез опосредованным путем. Подавление продукции 
TGF‑β приводит к апоптозу нейрональных клеток и про‑
грессированию нейродегенерации.

Цель нашего исследования состояла в изучении 
уровня некоторых про‑ и антиангиогенных факторов 

роста в СТЖ глаз с нВМД на фоне уже выполненных 
двух‑трех эндовитреальных инъекций ангиостатика ра‑
нибизумаба. К сожалению, не представлялось возмож‑
ным оценить эти показатели в динамике у одних и тех 
же больных, а также изучить и другие не менее важные 
про‑ и антипролиферативные факторы. И это является 
серьезным ограничением работы. Тем не менее исследо‑
ваний подобного плана, представленных в доступных 
источниках (с таким спектром факторов роста и на фоне 
лечения), практически нет. Наше исследование, по суще‑
ству, было первым, касающимся этого аспекта, что по‑
зволило нам понять, как быстро и каким путем происхо‑
дит реверсия ангиогенного фенотипа исходной формы 
нВМД на фоне лечения с формированием таких фено‑
менов, как рефрактерность, толерантность и тахифилак‑
сия, к ангиостатическому препарату. Это серьезный шаг 
на пути освоения и продвижения фармакологических 
интервенционных стратегий.

Результаты показали, что реверсия ангиогенно‑
го фенотипа практически выявляется уже после 2–3‑й 
инъекции. В условиях подавления основного проли‑
феративного фактора VEGF формируются новые пути 
нео ангиогенеза с новыми «игроками». Это — цитокины 
IL‑8 и IFN‑α (в качестве промотеров и воспаления, и ан‑
гиогенеза) и FGFb. По нашим неопубликованным дан‑
ным, при сравнении проангиогенных эффектов одина‑
ковой концентрации VEGF и FGFb, полученным in vitro 
на культуре ЭК, биологический эффект FGFb превышал 
аналогичный эффект VEGF в 20–40 раз (в зависимости 
от стадии ангиогенеза).

Следует подчеркнуть, что у всех пациентов отсутство‑
вали сколько‑нибудь значимые уровни природных анги‑
остатических цитокинов — IFN‑γ и TGFb. Полученные 
данные позволяют говорить о том, что на фоне тера‑
пии ранибизумабом МНВ действительно происходит 
блокирование уровня ключевого индуктора ангиогене‑
за — VEGF, что клинически проявляется в подавлении 
активности МНВ [1]. В пользу этого утверждения го‑
ворит более редкая частота выявления этого цитокина 
в СТЖ и его сниженная (по сравнению с показателями 
группы 3) концентрация, сопоставимая с концентраци‑
ей больных катарактой (группа 2).

Почти у всех наших больных мы не обнаружили та‑
кого важного для нормального функционирования глаза 
фактора, как TGF‑β. Возможное объяснение нам пред‑
ставляется следующим. Все наши пациенты имели те 
или иные возрастные заболевания глаз: ВМД и катарак‑
ту, здоровые глаза мы не обследовали. Низкие уровни 
или полное отсутствие TGF‑β свидетельствует о серьез‑
ных нарушениях в иммунной системе органа зрения, 
что клинически проявляется в развитии нейродегенера‑
ции, атрофии клеток РПЭ, сетчатки, а также, возможно, 
клиникой продолжающейся макулярной неоваскуляри‑
зации.

Повышенные концентрации проангиогенных фак‑
торов TNF‑α, bFGF, IL‑8 и ангиогенина на фоне лечения 
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ранибизумабом свидетельствуют о продолжающейся 
стимуляции ангиогенеза другими механизмами и пу‑
тями, не зависящими от VEGF. При этом собствен‑
ные антиангиогенные ресурсы  — цитокины TGF‑β, 
IFN‑γ  — практически отсутствовали, что говорит, 
по‑видимому, о локальном дефекте контроля регуля‑
ции неоангиогенеза. Принимая во внимание условия 
проведения наших исследований, вполне очевидно, 
что эти механизмы запускаются уже на ранних этапах 
лечения пациентов с помощью анти‑VEGF‑препаратов 
через 2–3 инъекции. Это говорит о том, что механиз‑
мы рефрактерности к анти‑VEGF‑препаратам могут 
проявляться рано. И это означает, что продолжение 
выбранной терапии может быть малоэффективным. 
Более разумно в такой ситуации принимать решение 
о переключении на альтернативные антиангиогенные 
препараты, например с более широким антиангиоген‑
ным действием или с другим механизмом действия.

Другой стороной этого аспекта cтал примечательный 
факт выявления нами группы больных с нВМД, у которых 
отсутствовали повышенные уровни одного из цитоки‑
нов (TNF‑α, bFGF, IL‑8). И именно в этой группе больных 
клинически наблюдали более выраженный терапевтиче‑
ский эффект от ранибизумаба. Полагаем, что именно эти 
пациенты, у которых механизмы неоангиогенеза пода‑
влялись эффективно с помощью анти‑VEGF‑препаратов 
и альтернативные пути еще не активировались, и явля‑
ются хорошими респондентами в отношении таргетной 
блокады только VEGF‑А.

Полагаем, что будущие исследования в области 
про‑ и антиангиогенных факторов у пациентов с нВМД 
позволят лучше понять этот сложный процесс и вы‑
работать терапевтические стратегии с целью создания 

антиангиогенных препаратов с более широким терапев‑
тическим эффектом.

выводы
Повышенные уровни проангиогенных факторов 

роста IL‑8, ангиогенина, TNF‑α и bFGF в стекловидной 
жидкости при нВМД на фоне антиангиогенной терапии 
Ранибизумабом позволяют говорить о наличии других, 
не зависимых от VEGF, действующих механизмов стиму‑
ляции ангиогенеза.

Отсутствие антиангиогенных факторов роста IFN‑γ 
и TGF‑β в стекловидной жидкости позволяет думать 
о наличии дефекта в контроле и регуляции ангиогенеза 
при нВМД и прогрессировании нейродегенерации.

Редкое обнаружение VEGF в комплексе с достовер‑
ным снижением его концентрации по сравнению с се‑
нильной катарактой на фоне лечения ранибизумабом 
глаз с нВМД демонстрирует целевое ингибирование 
на практике.

Хороший ответ на анти‑VEGF‑терапию имеется 
при выявлении низких уровней всех проангиогенных 
факторов.

На фоне лечения ангиостатическими препаратами 
происходит инверсия ангиогенного фенотипа с форми‑
рованием новых обходных путей ангиогенеза, что, по‑
видимому, диктует необходимость подключения препа‑
ратов с другими механизмами действия.
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