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Резюме. Актуальність. Діабетична ретинопатія (ДР) є основною причиною втрати зору серед пацієнтів 
з цукровим діабетом (ЦД). Одним із ключових механізмів її прогресування є нейродегенерація, що супро-
воджується зниженням рівня нейрофіламентів (NF) у сітківці. Клітинні протеїнкінази беруть участь 
у регуляції апоптозу та нейродегенеративних процесів при ДР. Вплив їхньої фармакологічної блокади на 
рівень NF у сітківці потребує подальшого вивчення. Мета: визначити експресію нейрофіламентів у сіт-
ківці при експериментальній діабетичній ретинопатії та вплив на неї фармакологічної блокади клітинних 
протеїнкіназ сорафенібом. Матеріали та методи. Дослідження проведено на 55 тримісячних самцях щурів 
лінії Wistar. Експериментальну ДР моделювали шляхом введення стрептозотоцину (50 мг/кг). Тварин 
розподілили на три групи: контрольна (без лікування), група з введенням інсуліну та група з комбінованим 
введенням інсуліну та інгібітора протеїнкіназ сорафенібу (50 мг/кг). Уміст NF-H у тканині сітківки 
визначали методом імуноблотингу, а експресію — імуногістохімічним аналізом. Статистичний аналіз 
проводили методом ANOVA, вірогідними вважали відмінності при p < 0,05. Результати. При розвитку 
експериментальної ДР рівень NF-H у сітківці знижувався у 2,2 раза (p < 0,05) порівняно з інтактними 
тваринами, що свідчило про розвиток нейродегенерації. Введення інсуліну не впливало на рівень NF-H 
(зниження у 2,0 раза; p < 0,05), тоді як комбіноване застосування інсуліну та сорафенібу сприяло його 
частковому збереженню (зниження у 1,6 раза; p < 0,05). Крім того, застосування сорафенібу зменшувало 
гіперфосфорилювання нейрофіламентів, що могло бути пов’язане з його впливом на активність протеїн-
кіназ. Висновки. Фармакологічна блокада клітинних протеїнкіназ сорафенібом частково запобігає втраті 
NF-H у сітківці при експериментальній ДР, що вказує на перспективність цього підходу для захисту 
нейрональних структур від гіперглікемічного ушкодження.
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Вступ
Патогенез діабетичної ретинопатії (ДР) на сьогод-

ні цілком не вивчений, але відомо, що має в основі 
множинні механізми, серед яких запалення, активація 
імунної системи, оксидативний стрес та накопичення 
кінцевих продуктів глікування, активація поліолово-
го, гексозамінового шляхів та шляху протеїнкінази С, 
янус-кінази/трансдуктора сигналів і активатора транс
крипції (JAK/STAT), мітохондріальна дисфункція, 

ефекти ренін-ангіотензинової системи, модифікація 
гістонів і метилювання ДНК, дисбаланс місцевої про-
дукції нейротропних факторів та нейродегенерація, які 
в сукупності призводять до дегенерації сітківки [1].

Нейродегенерація сітківки є процесом, який вклю-
чає реактивний гліоз, зниження функції нейронів та 
їхню втрату [2]. У прогресуванні ДР нейродегенерація 
є одним з найбільш ранніх процесів: апоптоз та дис-
функцію нейронів сітківки щурів можна спостерігати 
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протягом 1 місяця від індукції в них цукрового діабе-
ту (ЦД) — ще до виявлення мікроангіопатії [3]. При 
цьому в цих клітинах виявляється надмірна експресія 
таких ключових проапоптотичних білків, як каспаза-3, 
Bax і Fas [4]. Крім того, мітохондріальна дисфункція 
та фрагментація також сприяють апоптозу нейронів 
сітківки при ЦД, що підтверджується виявленням у них 
значних концентрацій цитохрому С та апоптоз-індуку-
ючого фактора (AIF) [5]. 

Шляхом додавання лютеїну в раціон щурів з ЦД 
було досягнуто інгібування продукції активних форм 
кисню в нейронах сітківки, чим було знижено темпи 
прогресування ДР [6]. Це відбулось шляхом знижен-
ня активації позаклітинної сигнал-регульованої кінази 
(ERK) і, як наслідок, підвищення рівнів синаптофізи-
ну та нейротрофічного фактора росту (BDNF) у тка-
нинах сітківки, що вказує на вагомість оксидативного 
стресу в ході ретинальної нейродегенерації. Навіть на 
початкових етапах ДР відбувається порушення проце-
сів нейроваскулярної регуляції сітківки, що полягає в 
опосередкованому гліоцитами і шляхами оксиду азоту 
контролі нейронів за кровонаповненням її внутрішніх 
мікросудин, які не мають автономної іннервації, в умо-
вах значного метаболічного стресу [7, 8]. Шляхом про-
ведення мультифокальної електроретинографії було ви-
явлено порушення трансдукції фоторецепторів сітківки 
навіть на доклінічних стадіях ДР, що може пояснювати 
знижену контрастну та кольорову чутливість у пацієнтів 
з ЦД без судинних ознак ДР [9]. Імовірно, внаслідок 
порушення регуляції метаболізму в умовах ЦД, навіть за 
відсутності судинних ознак ДР, виявляється прогресу-
юче стоншення макулярного шару нервових волокон та 
гангліонарного і внутрішнього плексиформного шарів 
сітківки [3].

Нейрофіламенти (NF) є проміжними філаментами 
нейронів, що підтримують їхню структуру, розміри і 
форму та виконують низку інших функцій. До них на-
лежать легкі (NF-L), середні (NF-M), важкі (NF-H) 
NF, α-інтернексин (IV клас), периферин (ІІІ клас), 
що мають схожу структуру і складаються з 4 субоди-
ниць, але мають різну молекулярну масу, структурну 
організацію, локалізацію та функції [10]. Автоімунні 
та запальні процеси, вплив іонізуючої радіації, нейро-
токсинів, природних процесів старіння організму, ак-
сональне пошкодження впливають на функціонування 
NF. Крім того, ефект справляють стан функціонування 
нирок, ендокринної системи, метаболічний стрес, зо-
крема пов’язаний з ЦД, захворювання серцево-судин-
ної системи та високий індекс маси тіла. У ході пост
трансляційної модифікації NF відбуваються процеси 
окиснення, нітрування, ацетилювання, цитрулінізації, 
фосфорилювання, глікування, глікозилювання та інші 
хімічні перетворення NF. Функціонування та регуля-
цію експресії й модифікації NF порушують мутації у 
відповідних генах. До агрегації NF призводять гіперфос-
форилювання їхніх молекул, порушення аксонального 
транспорту, порушення білкової структури та взаємодії 
протеїнів, їхньої деградації [11]. Усі ці процеси певною 
мірою відбуваються в ході таких нейродегенеративних 
розладів, як бічний аміотрофічний склероз, хвороба 

Паркінсона, хвороба Альцгеймера, діабетична нейро- та 
ретинопатія та інші. Водночас рівні цих білків підвищу-
ються в сироватці крові та спинномозковій рідині. Це 
робить їх важливими біомаркерами нейродегенератив-
ної патології [12].

У розвитку ДР важливу роль відіграють протеїнкі-
нази, які регулюють сигнальні шляхи, пов’язані з запа-
ленням, ангіогенезом, апоптозом та нейродегенерацією 
[13]. До групи мітоген-активованих кіназ (MAPK) від-
носять JNK (c-Jun N-термінальна кіназа, MAPK8), p38 
MAPK, ERK1/2 (позаклітинні сигнал-активовані кіна-
зи) [14]. В умовах гіперглікемії, оксидативного стресу та 
запалення JNK (1–3) активують транскрипційні факто-
ри c-Jun, ATF-2, що запускає апоптоз гангліонарних та 
амакринових клітин сітківки, а також пригнічує вплив 
інсуліну на сітківку через p70S6K1-залежний механізм 
[15]. При ЦД p38 MAPK активується і стимулює про-
дукцію прозапальних цитокінів, як-от фактор некрозу 
пухлини альфа (TNF-α), інтерлейкін-1 бета (IL-1β), 
інтерлейкін-6 (IL-6), а також ферментів індукованої 
синтази оксиду азоту (iNOS) і циклооксигенази-2 
(COX-2). Гістоновий білок H3, який фосфорилюється 
p38 MAPK, регулює транскрипційний фактор каппа-бі 
(NF-κB) і тим самим також підвищує експресію цитокі-
нів та хемокінів. Запалення, посилене таким чином p38 
MAPK, значно погіршує перебіг ДР і опосередковано 
пошкоджує нейрони сітківки [16]. Шляхи JAK/STAT 
важливі для регулювання вродженої імунної відповіді 
мікроглії, макрофагів і нейтрофілів. Особливо JAK2/
STAT3 активуються в умовах гіперглікемії і стимулюють 
продукцію прозапальних цитокінів, що сприяє пошко-
дженню та загибелі гангліонарних клітин сітківки [17]. 
Високий рівень глюкози крові активує експресію генів 
каталітичної субодиниці фосфатидилінозит-4,5-бісфос-
фат-3-кінази альфа (PIK3CA) і васкулоендотеліального 
фактора росту (VEGF), продукцію та фосфорилювання 
PI3K, що в подальшому фосфорилює протеїнкіназу В 
альфа (AKT) і мішень рапаміцину ссавців (mTOR). Це 
призводить до секреції прозапальних факторів TNF-α, 
IL-1β, клітинного апоптозу та пригнічення проліфера-
ції клітин сітківки. Також надмірна активація mTOR 
пригнічує процеси автофагії, що призводить до накопи-
чення пошкоджених білків у нейронах та їхньої запро-
грамованої загибелі [18]. Блокування описаних шляхів, 
таким чином, може мати нейропротекторний ефект 
і створювати підґрунтя для розробки нових стратегій 
лікування і профілактики ДР.

Мета: визначити експресію нейрофіламентів у сіт-
ківці при експериментальній діабетичній ретинопатії 
та вплив на неї фармакологічної блокади клітинних 
протеїнкіназ сорафенібом.

Матеріали та методи
При виконанні роботи керувалися нормами та прин-

ципами Європейської конвенції щодо захисту хребет-
них тварин, яких використовують в експериментальних 
та інших наукових цілях (Страсбург, 1986), Директи-
ви Ради Європи 86/609/ЕЕС (1986), Закону України 
№ 3447-IV «Про захист тварин від жорстокого пово-
дження», загальними етичними принципами експери-
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ментів на тваринах, ухваленими Першим національ-
ним конгресом України з біоетики (2001) та експертним 
висновком комісії з питань біоетичної експертизи та 
етики наукових досліджень при Національному медич-
ному університеті імені О.О. Богомольця.

У дослідження залучено 55 тримісячних щурів-сам-
ців лінії Wistar вагою 140–160 г. Експериментальний 
ЦД моделювали шляхом одноразового внутрішньо-
очеревинного введення стрептозотоцину (50  мг/кг; 
Sigma-Aldrich, Co, Китай), розчиненого у холодному 
0,1 М цитратному буфері (рН 4,5). Протягом 16 годин 
до виконання ін’єкції тварин не годували, а протягом 
24 годин після — поїли 5% розчином глюкози. У по-
дальшому кожні три доби контролювали рівень глікемії 
за допомогою глюкометра та одноразових тест-смужок 
(ACCU-Chek Instant, Roche, Mannheim, Німеччина) у 
крові, забраної з хвостової вени натще. Як контроль 
введення стрептозотоцину 5 щурам вводили тільки ци-
тратний буфер, ще 5 інтактних щурів використано для 
отримання початкових даних (інтактний контроль). 
Через 3 доби після ін’єкції вміст глюкози у крові тва-
рин, яким вводили стрептозотоцин, був не менше ніж 
15 ммоль/л, в жодного з щурів, яким було введено тільки 
цитратний буфер, вміст глюкози у крові не перевищував 
6,1 ммоль/л. Тварин спостерігали протягом 3 місяців.

Через 7 діб тварин зі стійкою гіперглікемією (n = 45) 
сліпим рандомним способом розділили на 3 групи по 
15 особин. У 1-й групі (контроль) лікування гіперглі-
кемії не проводили. У 2-й групі тваринам через день 
внутрішньоочеревинно вводили інсулін короткої дії 
(Actrapid HM Penfill, Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Да-
нія) у дозі 30 Од. Тваринам 3-ї групи вводили інсулін (за 
схемою 2-ї групи), а також per os щоденно вводили роз-
чин інгібітора протеїнкіназ сорафенібу (200 мг, Cipla, 
Індія) у дозі 50 мг/кг у вигляді саше.

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 досліджень очі занурювали у 10% роз-
чин нейтрального формаліну та заливали в парафін. Із 
парафінових блоків на ротаційному мікротомі НМ 325 
(Thermo Shandon, Англія) виготовляли серійні гістоло-
гічні зрізи товщиною 2–3 мкм. Імуногістохімічне дослі-
дження проводили з використанням моноклональних 
мишачих антитіл до NF-H (Neurofilaments 70/200 kDa, 
Monoclonal antibody, 2F11, Invitrogen, ThermoFisher 
Scietific, Waltham, Massachusetts, США). Зрізи додат-
ково забарвлювали гематоксиліном. Мікроскопічне 
дослідження та фотоархівування проводили із вико-
ристанням світлооптичних мікроскопів ZEISS (Ні-
меччина) з системою обробки результатів Axio Imager 
A2. Оцінку інтенсивності експресії проводили згідно з 
рекомендаціями D. Dabbs (2021) на підставі візуально-
аналогової шкали: 0 балів — забарвлення відсутнє; 1 бал 
(+) — слабка інтенсивність забарвлення; 2 бали (++) — 
середня інтенсивність забарвлення; 3 бали (+++) — ви-
сока інтенсивність забарвлення [19].

Визначення вмісту NF-H у лізатах тканини сітківки 
проводили методом імуноблотингу. Зразки тканини 
витримували у скрапленому азоті, подрібнювали та 

гомогенізували у 50 ммоль Tris-HCl буфера (рН 7,4) з 
додаванням інгібіторів фосфатаз та протеаз (Pierce Pro-
tease and Phosphatase inhibitor, ThermoScientific, США, 
#A32961). Електрофорез проводили у 8% поліакрил
амідному гелі з додецилсульфатом натрію (SDS-PAGE) 
у камері для вертикального гель-електрофорезу (BioRad, 
США). Протеїни з гелю переносили на нітроцелюлоз-
ну мембрану за допомогою електроблоту. Мембрани 
інкубували з моноклональними антитілами до NF-H 
(no.  МА5-14981, rabbit, 1  :  1,000, Invitrogen, CША). 
Антитіла до актину (β-actin (loading control), no. MA5-
15739, mouse, 1 : 3,000, Invitrogen, СШA) використо-
вували для його детекції як контролю нанесення про-
теїну. Після первинної інкубації мембрани відмивали 
та обробляли антивидовими вторинними антитілами, 
кон’югованими з пероксидазою хрону (goat anti-rabbit 
or anti-mouse IgG, Invitrogen, СШA, cat. nos. G-21234 
and 31430, respectively, 1 : 8,000 diluted). 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 (ANOVA), ві-
рогідними вважали відмінності при значенні p < 0,05.

Результати
Результати визначення вмісту NF-H у тканині сіт-

ківки щурів наведено на рис. 1. При розвитку експе-
риментальної ДР через 3 місяці спостереження вміст 
NF-H суттєво зменшувався порівняно з інтактним 
контролем (у 2,2 раза; p < 0,05).

При застосуванні інсуліну вміст NF-H був зменше-
ний такою ж мірою (у 2,0 раза; p < 0,05), що вказувало 
на відсутність впливу інсуліну на експресію NF-H. На-
томість застосування разом з інсуліном ІПК сорафенібу 
сприяло збереженню експресії NF-H — порівняно з 
інтактним контролем він був знижений меншою мірою 
(в 1,6 раза; p < 0,05), при цьому його вміст був біль-
шим, ніж у групі з введенням тільки інсуліну (p < 0,05; 
рис. 1b).

На блотограмах NF-H добре видно додаткову сму-
жку на рівні 320 kDa (рис. 1а), що відображало нако-
пичення гіперфосфорильованих ланцюгів нейрофі-
ламентів. Відомо, що вони відображають порушення 
катаболізму цього структурного протеїну та його аку-
муляцію у клітинах з порушенням аксонального тран-
спорту [20, 21]. 

Таких смужок не було у пробах з введенням інсуліну 
і сорафенібу, що могло вказувати на більш врегульова-
ний процес метаболізму нейрофіламентів при застосу-
ванні блокади клітинних протеїнкіназ.

У сітківці інтактних щурів NF-H-позитивне забарв-
лення було виявлено в аксональних горбиках гангліо-
нарних клітин та у вигляді поздовжніх волокон невели-
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кої протяжності у шарі нервових клітин (білі стрілочки 
на рис. 2). Інтенсивність їх забарвлення за шкалою 
D. Dabbs відповідала 2–3 балам. Також чітко візуалізу-
валися нервові волокна та їхні сплетення у зовнішньому 
плексиформному шарі (білі зірочки на рис. 2) і на межі 
зовнішнього ядерного шару та шару паличок і колбочок 
(білі ромбики на рис. 2). Позитивно забарвлені волокна 
у плексиформних шарах сітківки могли належати гори-
зонтальним та амакриновим клітинам [22].

Через 3 місяці моделювання ДР інтенсивність імуно-
позитивного забарвлення сітківки була суттєво знижена 
та за шкалою D. Dabbs відповідала 1 балу (рис. 3а). Рідкі 
гангліонарні клітини мали NF-H-позитивне забарв-
лення (білі стрілочки на рис. 3а і 3b). У зовнішньому 
плексиформному шарі інтенсивність забарвлення також 
була знижена, тоді як на межі зовнішнього ядерного 
шару та шару паличок і колбочок NF-H-позитивне за-
барвлення не визначалося. Подекуди в шарі нервових 
волокон зберігалися інтенсивно забарвлені сплетення 
волокон, переважно навколо розширених капілярів 
(біла стрілочка на рис. 3с).

У групі з введенням інсуліну інтенсивність NF-H-
позитивного забарвлення була вищою (3–4 бали), ніж 
у групі без лікування (рис. 4а). Можна було ідентифі-
кувати позитивно забарвлені волокна у внутрішньому 
плексиформному шарі, переважно поблизу внутріш-
нього ядерного шару, що відповідало морфології та роз-
ташуванню горизонтальних клітин [22]. У зовнішньому 
ядерному шарі чітко ідентифікувалися з інтенсивністю 
забарвлення до 2 балів сплетення нервових волокон, які 
відповідали морфології амакринових клітин. Як і в кон-
трольній групі, на межі зовнішнього ядерного шару та 
шару паличок і колбочок NF-H-позитивне забарвлення 
не визначалося. 

Рисунок 1. Уміст нейрофіламентів (NF-H) та актину у тканині сітківки контрольної групи на початку дослі-
дження (Контроль (інтактні)), через 3 місяці у групах з діабетичною ретинопатією без лікування (ДР), з ліку-
ванням інсуліном (Інсулін) та інгібітором протеїкіназ (ІПК) сорафенібом (Інсулін+ІПК): a — репрезентативні 
блотограми NF-H і актину; b — результати денситометричного аналізу блотограм NF-H на рівні 200 і 500 kDa 

(співвідношення до вмісту актину); * — P < 0,05 порівняно зі значенням на початку дослідження
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Рисунок 2. Сітківка інтактного щура. Репрезента-
тивні результати імуногістохімічного дослідження 
нейрофіламентів (NF-H), дозабарвлення гематокси-
ліном; ×100; білі стрілочки — позитивно забарвлені 
гангліонарні клітини; білі зірочки — інтенсивне за-
барвлення сплетень волокон у зовнішньому плек-
сиформному шарі; білі ромбики  — інтенсивне за-
барвлення сплетень волокон на межі зовнішнього 

ядерного шару та шару паличок і колбочок

Рисунок 3. Сітківка щура з ДР, 3 місяці. Репрезентативні результати імуногістохімічного дослідження ней-
рофіламентів (NF-H), дозабарвлення гематоксиліном; а ×200; b, c ×400; білі стрілочки на а і b  — імуно-
позитивні волокона у шарі гангліонарних клітин; білі зірочки на b — забарвлені волокна у зовнішньому 
плексиформному шарі; біла стрілочка на с — сплетення імунопозитивних волокон біля капіляра у шарі 

гангліонарних клітин

a b c
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У групі з введенням інсуліну і ІПК сорафенібу ці 
зміни також були відмічені, гангліонарні клітини та 
їхні аксональні горбики були інтенсивно забарвлені (до 
3 балів; рис. 4b і 4с). Чітко візуалізувалися сплетення 
волокон горизонтальних і амакринових клітин.

Таким чином, встановлено, що вміст та інтенсив-
ність забарвлення NF-H у тканинах сітківки при експе-
риментальній ДР суттєво зменшувалися. Застосування 
ІПК сорафенібу певною мірою запобігало такому змен-
шенню та сприяло збереженню морфології NF-H-пози-
тивних елементів сітківки — гангліонарних, горизон-
тальних та амакринових клітин.

Обговорення
У людини важкі нейрофіламенти (NF-H) ма-

ють масу, розраховану на основі послідовності ДНК, 
112,5 kDa, у щурів — 117 kDa та 200–220 kDa — на ос-
нові електрофорезу в поліакриламідному гелі [23]. Їхня 
вища молекулярна маса in vivo та при електрофорезі 
пояснюється великою кількістю негативно зарядже-
них амінокислот (глутамат) в їхніх послідовностях та 
посттрансляційними модифікаційними змінами. До 
функцій NF-H відносять підтримку та зміцнення цито-
скелета нейронів і його структурну організацію, а також 
контроль за радіальним ростом і стабільністю аксонів, 
що забезпечує ефективну високошвидкісну нервову 
провідність [24]. Також повідомляється про їхню роль 
в синаптичній передачі нервових імпульсів, що забезпе-
чує синаптичну пластичність ЦНС та соціальну пам’ять, 
довгострокову потенціацію гіпокампа [25]. Мережа NF 
взаємодіє з багатьма протеїнами і органелами нейро-
нів, включаючи мітохондрії, актин, тубулін, мозковий 
спектрин, кінази, фосфатази, молекулярні двигуни, 
рецептори, протеази та інші деградаційні системи. Це 
необхідно для підтримки структурної і транспортної 
функції аксонів, накопичення і організації синаптичних 
везикул, розподілу мембранних білків ендосом і лізо-
сом, ендоплазматичного ретикулуму, регуляції функції 
мітохондрій [25].

Нами було виявлено суттєве зниження (у 2,2 раза 
порівняно з інтактним контролем; p < 0,05) NF-H у 
тканинах сітківки щурів при розвитку експерименталь-

ної ДР через 3 місяці спостереження. При аксональ-
ному пошкодженні, втраті аксонів, смерті нейронів 
унаслідок різних впливів, зокрема гіперглікемії, NF у 
значній кількості виділяються у кров і спинномозкову 
рідину [10]. Було повідомлено про кореляцію підви-
щених рівнів NF у сироватці крові та спинномозковій 
рідині з атрофією мозкової речовини при нейродегене-
ративних захворюваннях [26], а також з внутрішньою 
ретинальною атрофією [27]. Було запропоновано вико-
ристовувати підвищені рівні NF-H у склистому тілі як 
маркер дегенерації сітківки, що ґрунтується на виході 
клітиноспецифічних білків у суміжні компартменти 
при порушенні цілісності мембран нейронів [28]. Таким 
чином, підвищені рівні NF поза нервовою тканиною 
закономірно асоціюються зі зниженими їх рівнями в 
локусах синтезу і накопичення.

Крім того, при ДР на блотограмах відзначались сму-
жки в діапазоні 320 kDa, що відображали накопичення 
гіперфосфорильованих ланцюгів NF-H. NF-H поряд 
з NF-M інтенсивно фосфорилюється у хвостовій части-
ні молекули, що підвищує його стійкість до протеаз [23]. 
Цей процес контролює зміни в пластичності синапсів, 
аксональний транспорт, нейрональну диференціацію, 
діаметр, елонгацію і мієлінізацію аксонів, відповіді 
імунної системи на аксональне пошкодження [11]. Фос-
форилювання NF відбувається за рахунок активності 
протеїнкіназ (PKA, PKC — на N-кінці, p38α, JNK1, 
JNK3, GSK-3α, -3β, CDK-5, ERK1/2 — на C-кінці) і 
різноманітних сигнальних молекул клітини, а також 
регулюється протеїнфосфатазами [29]. Надмірна ак-
тивність протеїнкіназ, що спостерігається в умовах гі-
перглікемії, може призводити до гіперфосфорилювання 
NF-H, що, як вважається, є першопричиною агрегації 
NF та акумулювання цих молекул [20, 21, 30]. Гіпер-
фософорилювання може змінювати субодиниці NF з 
утворенням проміжних продуктів, які схильні до агре-
гації та неправильної зборки через модифіковані іонні 
зв’язки між субодиницями. Змінюються також зв’язки 
молекул NF з молекулярними моторами, що порушує 
аксональний транспорт NF. Гіперфосфорильовані NF 
захищені від протеаз, що сповільнює їхню деградацію 
в клітині через підвищену біохімічну стабільність. Між 

Рисунок 4. Сітківка щура з ДР, 3 місяці. Репрезентативні результати імуногістохімічного дослідження ней-
рофіламентів (NF-H), дозабарвлення гематоксиліном; а, b ×200; c ×400; а — лікування інсуліном; b і с — 
лікування інсуліном і ІПК; білі стрілочки на а і b — сплетення імунопозитивних волокон у шарі нервових 
волокон; білі зірочки на а, b і с — забарвлені волокна у зовнішньому плексиформному шарі; біла стрілочка 
на а — висока інтенсивність забарвлення у сплетеннях імунопозитивних волокон вздовж внутрішньої по-

верхні сітківки

a b с



Vol. 13 No. 1, 202556 Archive of Ophthalmology of Ukraine,  ISSN 2309-8147 (print), ISSN  2311-2999 (online)

Експериментальні дослідження  /  Experimental Research

молекулами NF можуть виникати аномальні зшивання, 
формуватися клубки [11].

При застосуванні інсуліну рівні NF-H у сітківці були 
зменшені такою ж мірою (у 2,0 раза; p < 0,05), що і в 
щурів без лікування, і це, таким чином, вказувало на 
відсутність впливу інсуліну на дегенерацію сітківки при 
ДР. Також не змінились рівні гіперфосфорильованих 
NF-H. Було встановлено, що застосування інсуліну не 
лише не викликало оборотного розвитку встановленої 
ДР, але й могло погіршувати її ступінь через осмотич-
ний набряк сітківки при різкому зниженні сироваткової 
глюкози, а також внаслідок синергістичної взаємодії 
інсуліну та VEGF, що, як відомо, сприяє прогресуванню 
ДР [31].

Застосування разом з інсуліном ІПК сорафенібу 
сприяло збереженню експресії NF-H — порівняно з 
інтактним контролем він був зниженим меншою мірою 
(у 1,6 раза; p < 0,05), при цьому його вміст був біль-
шим, ніж у групі з введенням тільки інсуліну (p < 0,05). 
Також не виявлялись гіперфосфорильовані фракції 
NF-H. Сорафеніб є інгібітором багатьох протеїнкіназ 
і має протипухлинну активність [32]. Встановлено, що 
інгібування протеїнкіназ може справляти позитивний 
ефект на прогресування ДР, що пов’язано з численними 
патогенетичним механізмами, у яких задіяні ці фермен-
ти [13–18]. Відсутність гіперфосфорильованих фракцій 
NF-H у сітківці щурів при застосуванні сорафенібу та-
кож вказує на його прямий вплив на протеїнкінази, що 
фосфорилюють NF [29]. Крім цього, сорафеніб впливає 
також на інші [2–9] механізми нейродегенерації при 
ДР, оскільки, зокрема, має анти-VEGF-активність [32], 
на що вказує менш виражене зниження концентрації 
NF-H у сітківці при його застосуванні.

Окрім зовнішнього та внутрішнього ядерних шарів 
та шару гангліонарних клітин, у сітківці позитивно за-
барвлюються міченими анти-NF-H антитілами волокна 
в зовнішньому та внутрішньому плексиформних шарах, 
а також у шарі оптичних волокон. У плексиформних 
шарах волокна належать горизонтальним та амакри-
новим клітинам, у шарі оптичних волокон — аксонам 
гангліонарних клітин [22]. Також NF-H може викорис-
товуватись поряд з антигеном диференціації тимоцитів 
1 (Thy-1), β-тубуліном та РНК-зв’язуючим протеїном з 
множинним сплайсингом (RBPMS) як маркер гангліо-
нарних клітин у ході виявлення причин втрати зору при 
нейропатіях зорового нерва [33].

При ДР інтенсивність імунопозитивного NF-H-за-
барвлення сітківки була суттєво знижена в усіх її шарах, 
що корелювало з даними імуноблоту — це вказувало 
на те, що нейродегенерація з виходом NF-H поза межі 
клітин сітківки в таких умовах відбувалася рівномір-
но. Інтенсивно забарвлені сплетення волокон у шарі 
нервових волокон, що зберігались переважно навколо 
розширених капілярів, можуть бути агрегатами гіпер-
фосфорильованих молекул NF-H у вигляді клубків, 
локалізованих в аксонах гангліонарних клітин [11, 22]. 
Дещо більш інтенсивне імунопозитивне забарвлення 
сітківки при застосуванні інсуліну також корелювало з 
даними імуноблоту, який показав менш виражене зни-
ження концентрації NF-H у тканинах сітківки. При за-

стосуванні інсуліну з ІПК імунопозитивне забарвлення 
було ще більш вираженим, а також не спостерігались 
інтенсивно забарвлені сплетення навколо судин шару 
нервових волокон сітківки, які могли відповідати агре-
гатам гіперфосфорильованих молекул NF-H.

Висновки
1.  Вміст NF-H у сітківці при розвитку експеримен-

тальної ДР суттєво зменшувався порівняно з інтактним 
контролем (у 2,2 раза; p < 0,05). Інтенсивність забарв-
лення NF-H-позитивних елементів сітківки (ганглі-
онарні, горизонтальні та амакринові клітини та їхні 
відростки) також була зниженою.

2.  Введення інсуліну супроводжувалося збільшен-
ням порівняно з нелікованим контролем вмісту NF-H 
та інтенсивності специфічного забарвлення, що біль-
шою мірою було виражено при комбінованому засто-
суванні інсуліну й ІПК сорафенібу.

3.  Отримані результати та їх аналіз показали пер-
спективність застосування блокади клітинних протеїнкі-
наз, яка запобігала втраті нейрофіламентів та їхній біль-
шій експресії нервовими елементами сітківки при ДР.

Конфлікт інтересів. Автор заявляє про відсутність 
конфлікту інтересів та власної фінансової зацікавлено-
сті при підготовці даної статті.
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Effect of cellular protein kinase blockade on neurofilament expression  
in the retina during experimental diabetic retinopathy

Abstract. Background. Diabetic retinopathy (DR) is the main cause 
of vision loss among patients with diabetes mellitus. One of the 
key mechanisms of its progression is neurodegeneration, which is 
accompanied by a decrease in the level of neurofilaments (NF) in 
the retina. Cellular protein kinases are involved in the regulation 
of apoptosis and neurodegenerative processes in DR. The effect 
of their pharmacological blockade on the level of NF in the retina 
requires further study. The purpose is to determine the expression 
of neurofilaments in the retina in experimental diabetic retinopathy 
and the effect on it of pharmacological blockade of cellular pro-
tein kinases with sorafenib. Materials and methods. The study was 
performed on 55 three-month-old male Wistar rats. Experimental 
DR was modelled by administration of streptozotocin (50 mg/kg). 
Animals were divided into three groups: controls (no treatment), 
insulin group and group with combined administration of insulin 
and protein kinase inhibitor sorafenib (50 mg/kg). The content 
of NF-H in the retinal tissue was determined by immunoblotting, 

and its expression — by immunohistochemical analysis. Statistical 
analysis was performed by ANOVA, differences at p < 0.05 were 
considered significant. Results. With the development of experi-
mental DR, the level of NF-H in the retina decreased by 2.2 times 
(p < 0.05) compared to intact animals, indicating the development of 
neurodegeneration. Insulin administration had no effect on NF-H 
levels (2.0-fold decrease; p < 0.05), whereas the combined use of 
insulin and sorafenib contributed to its partial preservation (1.6-fold 
decrease; p < 0.05). In addition, sorafenib administration reduced 
neurofilament hyperphosphorylation, which could be related to 
its effect on protein kinase activity. Conclusions. Pharmacological 
blockade of cellular protein kinases with sorafenib partially prevents 
the loss of NF-H in the retina in experimental DR, indicating the 
prospects of this approach for the protection of neuronal structures 
from hyperglycemic damage.
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