
51
Міжнародний науково-практичний журнал «Офтальмологія» – № 2 (07) 2017

ОРИГІНАЛЬНІ СТАТТІ

УДК 617.735−02:616.379−008.64:612.017.1

Витовская О. П.1, Таха Салах Ахмад1, Клименко П. П.2

1Национальный медицинский университет им. А. А. Богомольца, г. Киев, Украина 
2ГУ «Институт геронтологии им. Д. Ф. Чеботарева» НАМН Украины,  
г. Киев, Украина

Уровень экспрессии генов факторов роста (VEGF  
и Ang-1) и цитокинов (IL-10 и TNF-alfa)  
в биоптатах конъюнктивы больных с сахарным 
диабетом 2-го типа с непролиферативной 
диабетической ретинопатией 

Резюме. В представленном исследовании проведен анализ активности генов 
VEGF, TNF-alfa, Ang-1, IL-10 в биоптатах конъюнктивы глаза больных c сахарным 
диабетом (СД) 2-го типа с непролиферативной диабетической ретинопа тией (НПДР). 
В исследование было включено 55 пациентов (110 глаз), которые были разделены 
на две группы: первая – контрольная группа составила 20 пациентов (40 глаз); вто-
рая – больные с СД 2-го типа с НПДР составила 35 пациентов (70 глаз). 

Полученные результаты свидетельствуют о росте активности генов VEGF и 
TNF-alfa в биоптатах конъюнктивы глаза больных с НПДР, при СД 2-го типа, а 
также об угнетении активности генов Ang-1 и IL-10.

Ключевые слова: сахарный диабет 2-го типа, непролиферативная диабетиче-
ская ретинопатия, VEGF – сосудистый эндотелиальный фактор роста, Ang-1 – ан-
гиопоетин-1, IL-10 – интерлейкин-10, TNF-alfa – фактор некроза опухолей-альфа, 
HIF-1 – индуцируемый гипоксией фактор-1.

ВВЕДЕНИЕ
По прогнозам Международной диабетической федерации к 2030 году ожи-

дается увеличение численности больных с cахарным диабетом 2-го типа (СД2) 
до 552 млн человек [11]. 

Одним из основных осложнений, вызванных СД, является диабетическая ре-
тинопатия (ДР). По данным эпидемиологического исследования, на 2012 год на 
планете насчитывалось 93 млн больных с непролиферативной ДР, 17 млн – с про-
лиферативной ретинопатией, 21 млн – с диабетическим макулярным отеком и  
28 млн – с ДР, угрожающей зрению [15]. При ДР происходят следующие патологи-
ческие изменения в микроциркуляторном русле (МЦР) сетчатки: развиваются 
микроаневризмы, повышается проницаемость сосудистой стенки, наблюдается 
окклюзия сосудов, отмечается патологический ангиогенез и пролиферация сое-
дини тельной ткани. Наблюдаемая пролиферация МЦР сетчатки может быть вы-
звана воздействием ангиогенного фактора VEGF [9], количество которого уве-
личивается в тканях глаза при ДР [12]. Основным стимулом к ангиогенезу при  
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физиологических и патологических состояниях является недостаток кислорода 
(ги поксия или ишемия), который через индуцируемый гипоксией фактор-1 (HIF-1) 
запускает экспрессию многих ангиогенов, прежде всего фактора роста эндотелия 
сосудов (VEGF) и его рецепторов (VEGFR1 и VRGFR2). VEGF избирательно сти-
мулирует пролиферацию и миграцию эндотелиальных клеток, их предшест вен-
ников и моноцитов, увеличивает сосудистую проницаемость, способствует вазо-
дилатации через усиление продукции NO [1].

Активированные гипоксией иммунокомпетентные клетки сетчатки (макрофаги 
и клетки микроглии) продуцируют большое количество TNF-альфа. Этот прово-
спалительный цитокин, согласно данным литературы, является пусковым факто-
ром для активации продукции IL-8, VEGF и МСР-1 в клетках сосудов сетчатки  
и/или глиальных ячейках, соседствующих с микрососудами, а также участвует в 
индукции экспрессии гена iNOS [14].  

При СД наблюдается угнетение активности факторов, отвечающих за норма-
лизацию ангиогенеза и угнетение воспалительных процессов, таких как ангио-
поетин-1 (Ang-1), экспрессия которого уменьшается при увеличении концент-
рации глюкозы в крови [3], и интерлейкина-10 (IL-10) [13], относящегося к кате-
гории важнейших противовоспалительных цитокинов [6].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучение изменения концентрации VEGFc, VEGF-Total, Ang-1, IL-10, TNF-alfa 

в биоптате конъюнктивы у больных с СД 2-го типа с непролиферативной диабе-
тической ретинопатией (НПДР). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование было включено 55 пациентов (110 глаз), которые были разделе-

ны на две группы: 1) контрольная, составила 20 пациентов (40 глаз), не болею щих 
СД; 2) больные с СД 2-го типа с НПДР, куда включили 35 пациентов (70 глаз). 

Все пациенты были сопоставлены соответственно полу, возрасту и компен-
сации СД (таблица 1).

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов, включенных  
в исследование (M ± m)

Исследованные показатели
Контрольная груп-

па, не болеющие СД
(n = 20)

Пациенты с диабети-
ческой ретинопатией

(n = 35)
Возраст, годы 61,8 ± 1,2 62,5 ± 0,8
Пол, % женщин 72,2 67,6
Длительность СД 2-го типа, годы 0 11,3 ± 1,9
Индекс массы тела, кг/м2 27,0 ± 0,6 27,0 ± 0,3
Наличие гипертонии в анамнезе, % 33,3 32,3
Артериальное давление, мм рт. ст. 126,9 ± 2,0 135,9 ± 2,3
Глазное давление 20,5 ± 0,4 20,7 ± 0,3
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Во время операции у больных контрольной группы и у больных с СД 2-го типа 
была взята конъюнктива глаза. В ткани конъюнктивы глаза методом полимераз-
ной цеп ной реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) было проведено опре-
деление уровня экспрессии генов VEGFc, VEGF-Total, Ang-1, IL-10, TNF-alfa.

Образцы ткани переносили в 0,75 мл лизирующего раствора (AmpliSens,  
Москва, Россия) и хранили в морозильной камере при –70 °C до проведения ПЦР.

В качестве маркерного гена (внутреннего контроля уровня экспрессии мРНК) 
использовали ген GAPDH (glyceroaldehydephosphate dehydrogenase).

РНК выделяли с использованием наборов «Рибо-золь» (AmpliSens, Москва, 
Россия) по стандартной процедуре (согласно инструкции). Для удаления следов 
геномной ДНК выделенные образцы обрабатывали 1 ед. RNase-free DNase (Sig-
ma, USA) при 37 °C в течение 30 мин согласно инструкции к набору. ДНКазу 
инактивировали после добавления Stop-реагента инкубацией при 70 °C в тече-
ние 10 мин.

Реакцию обратной транскрипции проводили с использованием стандартных 
наборов «Реверта-L-100» («AmpliSens», Москва, Россия). К каждому образцу до-
бавляли по 0,5 мкл 3’ и 5’ ген-специфического праймера. Последовательность ис-
пользованных праймеров приведена в таблице 2. Реакционную смесь инкубиро-
вали при 37 °C в течение 30 мин. 

Полимеразную цепную реакцию осуществляли после проведения реакции об-
ратной транскрипции. Конечный объем смеси для амплификации в каждом об-
разце составлял 10 мкл. Состав амплификационной смеси: по 0,5 мкл (1 мкг/мкл) 
каждого 3’ и 5’ ген-специфического праймера, 2 мкл dNTP (2 ммоль) 2 мкл DEPC-
обработанной воды, 10 мкл cDNA (образца после проведения реакции обратной 
транскрипции), 10 мкл верхней смеси для ПЦР (с Taq-полимеразой, 3 ммоль 
MgCl2). Все реагенты фирмы «AmpliSens» (Москва, Россия). Амплификацию 
проводили на термоциклере RotorGene-6000 (Сorbett Research, Австралия). Ис-
пользовали горячий старт при 95 °C в течение 5 мин, затем проводили 40 циклов: 
денатурация при 94 °C – 10 с, отжиг при 60 °C – 10 с, удлинение при 72 °C – 10 с. 
Для подсчета уровня относительной экспрессии генов использовали метод ∆СТ. 

Таблица 2. Последовательность использованных праймеров
Наименование гена Последовательность нуклеотидов

hVEGF-total F: 5’-TTG CCT TGC TGC TCT ACC TC-3’
R: 5’-AAA TGC TTT CTC CGC TCT GA-3’

hAng-1 F: 5’-CAC GAC AGA CCA GTA CAA CAC AAA CG-3’
R: 5`-GAC GAC TGT TGT TGG TGG TAG CTC T-3’

hIL-10 F: 5’-TCA AAC TCA CTC ATG GCT TTG T-3’
R: 5’-GCT GTC ATC GAT TTC TTC CC-3’

hTNFα F: 5’-AGA TGA TCT GAC TGC CTG GG-3’
R: 5’-CAG CCT CTT CTC CTT CCT GA-3’

hGAPDH F: 5’-TGG AGA ATG AGA GGT GGG ATG-3’
R: 5’-GAG CTT CAC GTT CTT GTA TCT GT-3’
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В качестве маркерного гена использовали ген GAPDH. Результаты представлены 
в виде кратности количества копий мРНК исследуемого гена по отношению к 
маркерному.

Статистическую обработку полученных данных выполняли с использованием 
программы Statistica 7.0 и программы Microsoft Excel. Для оценки значимости 
различий между группами людей использовали U-критерий Манна – Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенного исследования уровня экспрессии генов гисто гор-

монов в биоптатах конъюнктивы глаза, было показано увеличение экспрессии 
генов VEGF и TNF-alfa, участвующих в процессах ангиогенеза и неовас куля-
ризации [8], а также в развитии воспаления при ДР [4]. Увеличение экспрессии 
данных генов, возможно, объясняется взаимосвязью наблюдаемой между уси-
лением активности TNF-alfa и VEGF [8].

Так, уровень экспрессии гена VEGF в контрольной группе соответствовал 
зна чению 1,74 у.е., а у больных с СД 2-го типа – 3,48 у.е. При этом не было вы-
явлено статистически достоверного отличия в сравнении с контрольной груп-
пой. Уровень экспрессии гена провоспалительного цитокина TNF-alfa у боль-
ных с СД 2-го ти па также возрастал и соответствовал значениям в контроле – 
8,68 у.е. и при СД 2-го типа – 13,3 у.е. (таблица 3). Здесь также не было выяв лено 
статистически зна чи мых отличий между контрольной группой и больными с 
НПДР (таблица 3). 
Таблица 3. Уровень экспрессии генов в конъюнктиве у больных с НПДР  
при СД 2-го типа

Исследуемые группы VEGF TNF-alfa Ang-1 IL-10

Контрольная группа 1,74 p > 0,05 8,68 p > 0,05 2,89 p > 0,05 1,5 p > 0,05

Больные с СД 2-го типа с НПДР 3,48 p > 0,05 13,3 p > 0,05 1,91 p > 0,05 0,97 p > 0,05

Значения экспрессии генов Ang-1 и IL-10, способствующих стабилизации струк-
туры и функционированию сосудистой стенки и подавляющих воспалительные 
процессы [2, 10], уменьшались в биоптатах конъюнктивы больных с СД 2-го типа 
с НПДР. Величина экспрессии гена Ang-1 в контроле была 2,89 у.е., а при НПДР – 
1,91 у.е. Экспрессия гена IL-10 характеризовалась значениями 1,5 у.е. – контроль 
и 0,97 у.е. − при НПДР. В экспрессии этих гистогормонов не отмечалось стати-
стической разницы в сравнении с контрольной группой (таблица 3).

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о возрастании в 
конъюнк тиве больных с НПДР при СД 2-го типа активности генов гистогормонов 
VEGF, TNF-alfa, участвующих в развитии патологических процессов. Также эти 
результаты свидетельствуют о снижении при СД 2-го типа экспрессии гисто-
гормонов Ang-1 и IL-10, отвечающих за стабилизацию стенки сосудов и обла-
дающих антивоспалительным эффектом. 
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РІВЕНЬ ЕКСПРЕСІЇ ГЕНІВ ФАКТОРІВ РОСТУ (VEGF І ANG-1) І 
ЦИТОКІНІВ (IL-10 І TNF-ALFA) В БІОПТАТАХ КОН’ЮНКТИВИ 
ХВОРИХ З ЦУКРОВИМ ДІАБЕТОМ 2-ГО ТИПУ З 
НЕПРОЛІФЕРАТИВНОЮ ДІАБЕТИЧНОЮ РЕТИНОПАТІЄЮ 

Резюме. У представленому дослідженні проведено аналіз активності генів VEGF, 
TNF-alfa, Ang-1, IL-10 у біоптатах кон’юнктиви ока хворих із цукровим діабетом 
(ЦД) 2-го типу з непроліферативною діабетичною ретинопатією (НПДР). У дос-
лід ження було включено 55 пацієнтів (110 очей), які були розділені на дві групи: 
1) контрольна, становила 20 пацієнтів (40 очей); 2) хворі із ЦД 2-го типу з НПДР, 
куди включили 35 пацієнтів (70 очей). Отримані результати свідчать про зростан-
ня ак тивності генів VEGF і TNF-alfa в біоптатах кон’юнктиви ока хворих з НПДР, 
при ЦД 2-го типу, а також про приг нічення активності генів Ang-1 і IL-10.

Ключові слова: цукровий діабет 2-го типу, непроліферативна діабетична рети-
нопатія, VEGF – судинний ендотеліальний фактор росту, Ang-1 – ангіопоетин-1, 
IL-10 – інтерлейкін-10, TNF-alfa – фактор некрозу пухлин-альфа, HIF-1 – індуко-
ваний гіпоксією фактор-1.
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THE EXPRESSION LEVEL OF THE GROWTH FACTORS (VEGF AND 
ANG-1) AND CYTOKINES (IL-10 AND TNF-ALFA) IN CONJUNCTIVAL 
BIOPSY SPECIMENS PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES WITH 
NONPROLIFERATIVE DIABETIC RETINOPATHY (NPDR)

Summary. In the present study, the analysis of gene activity of VEGF, TNF-alfa, 
Ang-1, IL-10 in mucosal biopsies of the conjunctiva of the eyes of diabetic patients – 
type 2, with nonproliferative diabetic retinopathy (NPDR). The study included 55 pa-
tients (110 eyes) who were divided into two groups: the first control group consisted of 
20 patients (40 eyes); the second – patients with type 2 diabetes with NPDR comprised 
35 patients (70 eyes).  The obtained results in the biopsy of the conjunctiva of the eyes 
of diabetic patients – type 2, with nonproliferative diabetic retinopathy (NPDR) testify 
to the increase in the activity of genes of VEGF, TNF-alfa, participating in the process-
es involved in angiogenesis and inflammation, and the inhibition of the activity of genes 
Ang-1, IL-10, contribute to the stabilization of the structure and functioning of the vas-
cular wall and inhibiting inflammatory processes.

Keywords: diabetes mellitus type 2, non-proliferative diabetic retinopathy, VEGF – 
vas cular endothelial growth factor, Ang-1 – angiopoietin-1, IL-10 – interleukin-10, TNF-
alfa – tumour necrosis factor-alpha, HIF-1 – inducible hypoxia factor-1.
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