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КЛЕТОК ТРАБЕКУЛЯРНОЙ СЕТИ У ПАЦИЕНТОВ С 
ПСЕВДОЭКСФОЛИАТИВНОЙ ГЛАУКОМОЙ
Рахманов В.В.1, 2, Юрьева А.В.2, Варганова Т.С.2, Соколов Д.И.3, 
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1 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
2 СПбГБУЗ «Городская многопрофильная больница № 2», Санкт-Петербург, Россия  
3 Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени Д.О. Отта, 
Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Глаукома, по данным ВОЗ, является одной из ведущих причин необратимой слепоты во 
всем мире и относится к ассоциированным с возрастом заболеваниям. Вместе с тем, ее патогенез 
остается не до конца изученным. Определение концентрации цитокинов в культуре клеток трабеку-
лярной сети и водянистой влаге (ВВ), взятых от одного и того же пациента, имеет особый интерес, так 
как полученные данные позволят дать более полную характеристику происходящим в трабекулярном 
аппарате процессам и будут способствовать уточнению механизмов межклеточных взаимодействий 
при псевдоэксфолиативной (ПЭ) глаукоме. Целью настоящего исследования явилось проведение 
сравнительного анализа содержания цитокинов в ВВ и в супернатантах трабекулярной ткани (ТТ) па-
циентов с ПЭ глаукомой. Исследование проведено на 23 глазах больных с ПЭ глаукомой. Материалом 
исследования служили ВВ и супернатант культуры клеток ТТ. Измерение концентрации цитокинов 
проводили на проточном цитофлюориметре FacsCantoII (BD, США) при помощи СВА-метода. Для 
статистической обработки данных использовали программу IBM SPSS Statistics 19. Концентрации 
цитокинов (TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, VEGF, GM-CSF) были определены в ВВ и в супер-
натанте ТТ для каждого из пациентов при ПЭ глаукоме. Но только концентрации IL-6, VEGF в ВВ 
были статистически значимо выше концентраций этих цитокинов в супернатанте ТТ у пациентов с 
ПЭ глаукомой. А концентрация IL-6 положительно коррелировала с концентрациями VEGF и IL-8 в 
супернатанте ТТ. Также были определены и проанализированы корреляционные связи между други-
ми цитокинами в ВВ и супернатанте ТТ. Проведение множественного регрессионного анализа позво-
лило установить, что стаж глаукомы и концентрация IFNγ, TNFα в ВВ у пациентов с ПЭ глаукомой 



96

Rakhmanov V.V. et al.
Рахманов В.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

оказывают значимое влияние на снижение плотности эндотелиальных клеток роговицы. Проведение 
корреляционного анализа не выявило наличия связей между другими клиническими данными (тол-
щиной роговицы в оптическом центре, уровнем ВГД, возрастом) и концентрацией цитокинов в ис-
следуемых средах. Полученные результаты позволяют утверждать, что дать более полную характери-
стику дисбалансу цитокинов и происходящим в трабекулярном аппарате процессам при ПЭ глаукоме 
позволяет только одновременный анализ концентрации цитокинов в супернатанте ТТ и ВВ, взятых 
от одного и того же пациента. Показано, что изменение соотношения цитокинов, наблюдаемое при 
ПЭ глаукоме, может быть ассоциировано с развитием схожих структурных и функциональных изме-
нений во всех тканях переднего отрезка глаза. 

Ключевые слова: цитокины, VEGF, IL-6, трабекулярная сеть, псевдоэксфолиативная глаукома, воспаление

PROFILE OF CYTOKINES IN AQUEOUS HUMOR AND 
TRABECULAR MESHWORK CELL CULTURE IN PATIENTS WITH 
PSEUDOEXFOLIATION GLAUCOMA
Rakhmanov V.V.a, b, Yuryeva A.V.b, Varganova T.S.b, Sokolov D.I.c, 
Chepanov S.V.c, Markova K.L.c, Astakhov Yu.S. a, Astakhov S.Yu.a, 
Selkov S.A.c
a First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
b City Hospital No. 2, St. Petersburg, Russian Federation  
с D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Glaucoma is one of the leading causes of irreversible blindness worldwide, being an age-related 
disease. Its pathogenesis still is not fully understood. A particular interest is attracted to evaluation of the 
cytokine concentrations in the trabecular meshwork cell culture, and in the aqueous humor (AH) taken from 
the same patient, since such data may allow to describe more completely the glaucomatous trabecular changes 
and to clarify the mechanisms of intercellular interactions in pseudoexfoliative (PEX) glaucoma. The purpose 
of this study was a comparative analysis of cytokine contents in AH and in trabecular tissue (TT) supernatants 
in the patients with PEX glaucoma. The study included 23 eyes of patients with PEX glaucoma. The material 
studied was AH and supernatant of TT cell culture. The cytokine concentration was measured using a flow 
cytofluorimeter FacsCantoII (BD, USA) using the CBA method. SPSS version 19 software (IBM, USA) 
was used for the statistical data processing. Concentrations of cytokines (TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, 
IL- 10, VEGF, GM-CSF) were determined in AH and in the TT supernatant for each of the patients with PEX 
glaucoma. Only IL-6 and VEGF concentrations in AH were higher than those in the TT supernatant in patients 
with PEX glaucoma. The IL-6 concentration positively correlated with the VEGF and IL-8 concentrations in 
the TT supernatant. Correlations between other cytokines in the TT supernatant and AH were also identified 
and analyzed. Multiple regression analysis revealed that the duration of glaucoma and the IFNγ and TNFα 
concentrations in AH may have a significant influence on the corneal endothelial cells, being associated with 
density reduction in patients with PEX glaucoma. The correlation analysis did not reveal any links between 
other clinical data (corneal thickness in the optical center, IOP level, age) and the cytokine concentrations in 
the studied tissues. The obtained results suggest that only simultaneous analysis of the cytokine concentrations 
in the TT supernatant and AH taken from the same patient may provide a more complete description of 
the cytokine imbalance and pathological processes occurring in the trabecular meshwork in PEX glaucoma 
patients. It has been shown that the changing cytokine ratios observed in PEX glaucoma may be associated with 
development of uniform structural and functional changes in all tissues of the anterior eye segment.

Keywords: cytokines, VEGF, IL-6, trabecular meshwork, pseudoexfoliative glaucoma, inflammation
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Введение
Глаукома представляет собой группу оптиче-

ских нейропатий, характеризующихся прогрес-
сивной гибелью ганглиозных клеток сетчатки с 
развитием типичной глаукомной атрофии зри-
тельного нерва и сужением периферических гра-
ниц полей зрения. Первичная открытоугольная 
глаукома (ПОУГ), псевдоэксфолиативная (ПЭ) 
глаукома являются наиболее частыми формами 
глаукомы. Несмотря на ряд общих черт с ПОУГ, 
для ПЭ глаукомы характерна устойчивость к ме-
дикаментозной терапии и более быстрое про-
грессирование симптомов [20]. Возраст являет-
ся одним из факторов риска развития глаукомы. 
Несмотря на большое количество научных работ, 
посвященных изучению патогенеза глаукомы, 
многие его аспекты остаются не до конца изучен-
ными. Исследования последних лет убедитель-
но свидетельствуют о роли иммунной системы в 
развитии глаукомы. Необходимым условием для 
поддержания постоянного уровня внутриглазно-
го давления (ВГД), повышение которого является 
одним из основных факторов риска прогрессии 
глаукомы, является четкое взаимодействие меж-
ду клетками и экстрацеллюлярным матриксом 
(ЭЦМ) в трабекулярном аппарате. Это взаимо-
действие осуществляется посредством выработки 
различных цитокинов, хемокинов, нейротрофи-
ческих факторов и других сигнальных молекул, 
которые участвуют в синтезе, деградации и мо-
дификации различных компонентов ЭЦМ тра-
бекулярной сети [6]. В литературе приведены 
данные исследований, в которых оценивались 
концентрации цитокинов в биологических жид-
костях и тканях у больных с различными фор-
мами глаукомы: сыворотке крови [23, 24, 25, 31], 
водянистой влаге (ВВ) [8, 9, 31, 36], слезе [9, 17], 
лизате клеток трабекулярной сети [27]. ПЭ син-
дром является фактором риска развития ПЭ гла-
укомы и представляет собой ассоциированное с 
возрастом системное нарушение фибриллогене-
за, которое возникает в результате повышенного 
образования и неправильной сборки компонен-
тов эластиновых микрофибрилл, что приводит 
к отложению в различных тканях аномального 
фибриллярного материала [11]. ПЭ глаукома ха-
рактеризуется повышенными концентрациями 
TGF-β1, IL-6, а также CTGF (фактор роста соеди-
нительной ткани), bFGF (основной фактор роста 
фибробластов), VEGFА (эндотелиальный фактор 
роста сосудов А) в ВВ. Причем при ПЭ глаукоме 
концентрации TGF-β1, IL-8, IL-6 выше, чем при 
ПОУГ [36], а концентрация IL-6 при ПОУГ пони-
жена по сравнению с группой контроля. В то же 
время Takai Y. и соавт. не обнаружили повышения 
концентрации VEGFА, а также TNFα, IL-1β в ВВ 
пациентов с ПЭ глаукомой по сравнению с паци-
ентами группы контроля и ПОУГ [36]. Zenkel M. 
и соавт. показали повышенные конценттрации 

IL-6 и IL-8 в ВВ только на ранних стадиях ПЭ 
синдрома. На поздних стадиях ПЭ синдрома, при 
ПЭ глаукоме и в группе контроля содержание 
данных цитокинов в ВВ статистически значимо 
не различалось [39]. Такие противоречивые дан-
ные могут быть связаны с тем, что спектр оце-
ниваемых белковых молекул, методы, использу-
емые в исследованиях, размер и состав выборок 
по нозологическим формам отличаются своей 
вариабельностью. Кроме этого, ВВ содержит ши-
рокий спектр цитокинов, хемокинов, факторов 
роста и других белковые молекул, которые про-
дуцируются как клетками трабекулярной сети и 
шлеммова канала, так и глиальными клетками 
сетчатки, эпителиальными клетками цилиарно-
го тела, эндотелиальными клетками, макрофага-
ми и другими клетками иммунной системы [4]. 
Концентрация этих биомолекул ассоциирована с 
выраженностью изменений тканей, как передне-
го, так и заднего отрезка глаза. На состав ВВ ока-
зывает влияние длительность, количество и ха-
рактер применяемых лекарственных препаратов 
для лечения глаукомы, уровень ВГД, а также на-
личие в анамнезе внутриглазных хирургических 
вмешательств. Поэтому, несмотря на достаточно 
большое количество исследований, механизмы 
межклеточных взаимодействий в трабекулярном 
аппарате при ПЭ глаукоме не до конца ясны. Мы 
не нашли работ, в которых исследовался состав 
супернатанта трабекулярной ткани при ПЭ глау-
коме. В связи с этим, определение концентрации 
цитокинов в культуре клеток трабекулярной сети 
и ВВ, взятых от одного и того же пациента, имеет 
особый интерес, так как полученные данные по-
зволят дать более полную характеристику проис-
ходящим в трабекулярном аппарате процессам 
и будут способствовать уточнению механизмов 
межклеточных взаимодействий при ПЭ глаукоме. 

Целью настоящего исследования явилось 
проведение сравнительного анализа содержания 
цитокинов в ВВ и в супернатантах трабекулярной 
ткани пациентов с ПЭ глаукомой.

Материалы и методы
В исследование было включено 23 пациента 

(23 глаза), которым выполнялось хирургическое 
лечение по поводу ПЭ глаукомы в городской 
многопрофильной больнице № 2. Возраст паци-
ентов варьировал от 47 до 85 лет. Стаж глаукомы 
варьировал от 1 месяца до 19 лет (табл. 1).

Среди обследуемых соотношение по полу 
было следующим: 9 женщин (39,1%) и 14 муж-
чин (60,9%). Статистически достоверной разни-
цы по возрасту между пациентами разного пола 
не выявлено (р = 0,924). Обязательным условием 
включения в исследование являлось подписание 
пациентом информированного согласия. Крите-
риями исключения являлось наличие тяжелых 
соматических заболеваний (сахарный диабет, 
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аутоиммунные заболевания, онкологические за-
болевания), прием глюкокортикоидов, имму-
носупрессантов, наличие в анамнезе офтальмо-
логических оперативных вмешательств, травм и 
ожогов органа зрения, увеитов различной эти-
ологии, острых нарушений кровообращения в 
сосудах сетчатки и зрительного нерва, а также 
дистрофических заболеваний сетчатки, дистро-
фии роговицы и аметропии высокой степени. 
Соматический статус пациентов оценивался те-
рапевтом. Также учитывалась длительность при-
менения, характер и количество лекарственных 
препаратов, используемых для лечения глауко-
мы, уровень ВГД, а также стадия глаукомы. Всем 
пациентам перед включением в исследование 
проводилось стандартное комплексное офталь-
мологическое обследование с целью верифи-
кации диагноза: визометрия с авторефрактоме-
трией, кинетическая периметрия, тонометрия, 
биомикроскопия, гониоскопия, офтальмоско-
пия. Также всем пациентам выполнялась эн-
дотелиальная микроскопия (Topcon SP-3000P, 
Япония), позволяющая оценивать толщину ро-
говицы в центральной зоне и плотность эндоте-
лиальных клеток (ЭК) роговицы (рис. 1). У всех 
пациентов, включенных в исследование, на опе-
рированном глазу наблюдалась далеко зашедшая 
стадия глаукомы. Изменения в переднем отрезке 
глаза характеризовались проявлениями ПЭ син-
дрома разной степени выраженности в виде на-
слоений эксфолиативного материала на перед-
ней капсуле хрусталика, на эндотелии роговицы 
и по зрачковому краю, атрофии стромы радужки 
и пигментной каймы по краю зрачка и дисперсии 
пигмента в иридокорнеальном углу и по поверх-
ности радужки. По поводу глаукомы всем паци-
ентам была выполнена гипотензивная операция: 
трабекулэктомия по стандартной методике.

Забор ВВ из передней камеры пациента про-
изводили с помощью инсулиновой иглы (27 G) 
без контакта с внутриглазными структурами и до 
выполнения каких-либо манипуляций на глаз-
ном яблоке. Образцы жидкости помещали в сте-

рильный эппендорф, замораживали и хранили 
при -80 °С. Трабекулярную ткань (ТТ) получали 
при выполнении трабекулэктомии. Образцы тка-
ни (внутренняя стенка шлеммова канала с юк-
стаканаликулярной тканью) помещали в раствор 
Хенкса (200 мкл) для транспортировки (не более 
двух часов при +4 °С). Далее в стерильных усло-
виях образец ТТ перемещали в лунку 96-луночно-
го (круглодонного) планшета (Sarstedt, Австрия) 
в 100 мкл среды DMEM/F12 (Sigma, США) без 
добавления эмбриональной телячьей сыворот-
ки и культивировали сутки при 37 °С во влажной 
атмосфере с 5%-ным содержанием СО2. Далее 
центрифугировали планшет 200 g 10 минут, сте-
рильно отбирали супернатант (70 мкл) из лунки в 
эппендорф и замораживали на -80 °С. Оценку со-
держания и измерение концентрации цитокинов: 
TNFα, IL-6, IL-10, IL-8, IFNγ, IL-1β, GM-CSF, 
VEGF проводили на проточном цитофлюориме-
тре FacsCantoII (BD, США) при помощи СВА-
метода, используя стандартный набор Human 
Soluble Protein Flex Set Assay BD (США) и набо-
ры для определения цитокинов: BD CBA human 
TNFα, Flex Set, BD CBA human IL-6 Flex Set, BD 
CBA human IL-10 Flex Set, BD CBA human IL-8 
Flex Set, BD CBA human IFNγ Flex Set, BD CBA 
human IL-1β Flex Set, BD CBA human GM-CSF 
Flex Set, BD CBA human VEGF Flex Set. Для ана-
лиза содержания цитокинов проводили измере-
ния концентраций стандартов, предоставленных 
в наборе. Анализ полученных результатов прово-
дили, используя регрессионный анализ с постро-
ением калибровочной кривой.

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программу IBM SPSS Statistics 19. 
Для вычисления корреляций между данными 
использовали ранговый коэффициент корре-
ляции ρ Спирмена, а для оценки влияния не-
скольких факторов на рассматриваемый при-
знак – множественный регрессионный анализ. 
Для вычисления достоверности различий между 
сравниваемыми группами использовали крите-
рий U Манна–Уитни для независимых выборок 

ТАБЛИЦА 1. КЛИНИКО-БИОМЕТРИЧЕСКИЕ ДАННЫЕ ПАЦИЕНТОВ С ПЭ ГЛАУКОМОЙ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. CLINICAL AND BIOMETRIC DATA OF PATIENTS WITH PEX GLAUCOMA, Me (Q0.25-Q0.75)

Возраст (лет)
Age (years) 69 (64-79)

Стаж глаукомы (лет)
Duration of glaucoma (years) 2 (0,25-4,5)

ВГД в день операции (мм Hg)
IOP on the day of surgery (mm Hg) 23 (22-25)

Плотность эндотелиальных клеток (кл/мм2)
Endothelial cell density (cells/mm2) 2263,0 (1950,5-2567,5)

Толщина роговицы в оптическом центре (мкм)
Central corneal thickness (µm) 522,5 (491,75-535,5)
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Рисунок 1. Данные эндотелиальной микроскопии 
пациентов с ПЭ глаукомой (площадь съемки 
0,25 мм × 0,5 мм, увеличение 150×)
Примечание. А – количество ЭК 2259 кл/мм2; толщина 
роговицы в оптическом центре 511 мкм. Б – количество ЭК 
1703 кл/мм2; толщина роговицы в оптическом центре 499 
мкм. Кроме уменьшения плотности ЭК роговицы, отмечается 
нарастание явлений плеоморфизма и полимегатизма ЭК.
Figure 1. Data from endothelial microscopy of patients with  
PEX glaucoma (examination area 0.25 mm × 0.5 mm, 
magnification 150×)
Note. A, endothelial cell density 2259 cells/mm2; central corneal 
thickness 511 microns. B, endothelial cell density 1703 cells/mm2; 
central corneal thickness 499 microns. In addition to reducing the 
endothelial cell density, there is an increase in the phenomena of 
pleomorphism and polymegathism of corneal endothelial cells.

Рисунок 2. Концентрации цитокинов в супернатанте ТТ и ВВ у пациентов с ПЭ глаукомой, Me (Q0,25-Q0,75)
Примечание. А – концентрации TNFαα, IL-10, IFNγγ, VEGF, IL-8, IL-1ββ, GM-CSF. Б – концентрация IL-6. Достоверность различий: * – 
р < 0,05; *** – р < 0,001.
Figure 2. Concentration of cytokines in the trabecular tissue (TT) supernatants and aqueous humor (AH) in patients with PEX 
glaucoma, Me (Q0.25-Q0.75)
Note. A, concentrations of TNFα, IL-10, IFNγ, VEGF, IL-8, IL-1β, GM- CSF.  B, concentration of IL-6. Significance of differences: *, p < 0.05; ***, 
p < 0.001.

и критерий знаковых рангов Вилкоксона для за-
висимых выборок.

Результаты
При исследовании ВВ и супернатантов ТТ у 

пациентов с ПЭ глаукомой обнаружены следу-
ющие концентрации исследуемых цитокинов 
(рис. 2). При сравнении концентраций цитоки-
нов в супернатантах ТТ и ВВ, используя крите-
рий знаковых рангов Уилкоксона, статистически 
достоверная разница была получена только для 
двух цитокинов: VEGF и IL-6. Концентрации 
данных цитокинов в ВВ были статистически до-
стоверно выше, чем в супернатанте ТТ (рис. 2). 

Далее нами были проанализированы получен-
ные данные на наличие корреляционных связей 
между цитокинами в супернатантах ТТ (с исполь-
зованием рангового коэффициента корреляции ρ 
Спирмена). Концентрация IFNγ положительно 
коррелировала с IL-1β, TNFα, IL-10. Содержа-
ние IL-10 положительно коррелировало с TNFα, 
а IL-1β положительно коррелировало с GM-CSF. 
Концентрация IL-6 положительно коррелирова-
ла с VEGF и IL-8 (табл. 2).

При анализе корреляционных связей между 
концентрациями цитокинов в ВВ нами была 
выявлена значимая положительная корреляци-
онная связь только между IL-8 и IL-6 (r = 0,744; 
р < 0,0001). Между концентрациями других ци-
токинов в ВВ у обследуемых пациентов достовер-
ных связей выявлено не было.
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TNFαα IL-6 IL-10 IFNγγ VEGF IL-8 IL-1ββ GM-CSF

Супернатант ТТ 
(пг/мл)

Медиана 6,11 4,87 2,60 3,74 8,68 4,40 5,08 6,18

Q0,25 6,01 4,53 2,51 3,63 8,19 4,06 4,84 5,89

Q0,75 6,56 26,34 2,70 3,89 9,93 48,51 5,20 6,44

ВВ (ПЭ глаукома, 
пг/мл)

Медиана 6,06 33,47 2,60 3,63 24,99 11,74 5,04 6,18

Q0,25 5,93 6,97 2,48 3,53 19,85 7,29 4,86 5,89

Q0,75 6,39 151,34 2,67 3,89 29,88 22,73 5,29 6,28

На следующем этапе нами была проанализи-
рована взаимосвязь между концентрациями из-
учаемых цитокинов в ВВ и супернатанте ТТ. Об-
наружена умеренная положительная связь между 
концентрациями IL-8 в супернатанте ТТ и IL-1β 
в ВВ и между VEGF в супернатанте ТТ и IFNγ в 
ВВ, а также умеренная отрицательная корреля-
ционная связь между концентрациями IFNγ в 
супернатанте ТТ и VEGF в ВВ (табл. 3).

Для выявления возможного влияния изучае-
мых цитокинов, возраста, длительности анамне-
за глаукомы на плотность ЭК роговицы, а также 
уточнения степени этого влияния нами был про-
веден множественный регрессионный анализ. 
При построении регрессионной модели в ка-

честве зависимой переменной взят показатель 
плотности ЭК роговицы, в качестве независимых: 
концентрации цитокинов, длительность анамне-
за глаукомы. Результаты регрессионного анализа 
отражены в эмпирической модели (табл. 4).

Проведение множественного регрессионного 
анализа показало, что на плотность ЭК рогови-
цы значимое влияние оказывают 3 фактора: стаж 
глаукомы и концентрации IFNγ, TNFα в ВВ па-
циентов с ПЭ глаукомой. Эти факторы отрица-
тельно коррелируют с плотностью ЭК роговицы. 

Проведение корреляционного анализа не вы-
явило связей между другими клиническими дан-
ными (толщиной роговицы в оптическом центре, 

ТАБЛИЦА 2. ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ КОНЦЕНТРАЦИЯМИ ЦИТОКИНОВ, ВЫЯВЛЕННЫХ В СУПЕРНАТАНТАХ ТТ 
ПАЦИЕНТОВ С ПЭ ГЛАУКОМОЙ

TABLE 2. CORRELATIONS BETWEEN CYTOKINE CONCENTRATIONS DETECTED IN TT SUPERNATANTS IN PATIENTS WITH 
PEX GLAUCOMA

TNFαα (ТТ) IL-6 (ТТ) IFNγγ (ТТ) GM-CSF (ТТ)
IL-10 (ТТ) 0,490* 0,518*
IFNγγ (ТТ) 0,442*
VEGF (ТТ) 0,478*
IL-8 (ТТ) 0,784***
IL-1ββ (ТТ) 0,557** 0,508*

Примечание. В таблице приведены коэффициенты ранговой корреляции Спирмена. Уровень значимости: * – р < 0,05; 
** – р < 0,01; *** – р < 0,001.

Note. The table shows Spearman’s rank correlation coefficients. Significance level: *, р < 0.05; **, р < 0.01; ***, р < 0.001.

ТАБЛИЦА 3. ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ КОНЦЕНТРАЦИЯМИ ЦИТОКИНОВ, ВЫЯВЛЕННЫХ В СУПЕРНАТАНТАХ ТТ И ВВ 
ПАЦИЕНТОВ С ПЭ ГЛАУКОМОЙ

TABLE 3. CORRELATIONS BETWEEN CYTOKINE CONCENTRATIONS DETECTED IN TT SUPERNATANTS AND AH IN 
PATIENTS WITH PEX GLAUCOMA

VEGF (ВВ)
VEGF (AH)

IL-1ββ (ВВ)
IL-1β (AH)

IFNγγ (ВВ)
IFNγ (AH)

IL-8 (ТТ) 0,489*
VEGF (ТТ) 0,483*
IFNγγ (ТТ) -0,605**

Примечание. В таблице приведены коэффициенты ранговой корреляции Спирмена. Уровень значимости: * – р < 0,05; 
** – р < 0,01.

Note. The table shows Spearman’s rank correlation coefficients. Significance level: *, р < 0.05; **, р < 0.01.
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уровнем ВГД, возрастом) и концентрацией цито-
кинов в исследуемых средах.

Обсуждение
В нашей работе были определены концентра-

ции цитокинов (TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, 
IL-10, VEGF, GM-CSF) в ВВ и в супернатанте 
ТТ для каждого из пациентов при ПЭ глаукоме. 
Концентрации IL-6, VEGF в ВВ были выше кон-
центраций этих цитокинов в супернатанте ТТ у 
пациентов с ПЭ глаукомой. А концентрация IL-6 
положительно коррелировала с концентрациями 
VEGF и IL-8 в супернатанте ТТ. 

Повышенное содержание IL-6 в ВВ при ПЭ 
глаукоме и ПЭ синдроме ранее было показано в 
ряде исследований [8, 36]. Цитокин IL-6 само-
стоятельно или в комбинации с другими провос-
палительными цитокинами (TNFα, IL-1β, IFNγ) 
индуцирует так называемый прокоагулянтный 
фенотип у ЭК, характеризующийся повышением 
сосудистой проницаемости, экспрессией адге-
зионных молекул (VCAM-1, ICAM-1) [14]. Такая 
активация ЭК сопровождается усилением се-
креции ими хемокинов (MCP-1, IL-8) [14], спо-
собствующих привлечению лейкоцитов, а также 
продукцией цитокинов (IL-6, IL-1), способных 
аутокринно и паракринно усиливать активацию 
ЭК и лейкоцитов. IL-6 продуцируется в различ-
ных тканях в глазу, но основным его источником 
в норме являются отростки цилиарного тела, где 
экспрессия данного цитокина в 100 раз выше, 
чем в других тканях переднего отрезка. Радужная 
оболочка, трабекулярная ткань, хориоидея явля-
ются следующими по выраженности продукции 
этого цитокина тканями в норме [39]. Zenkel M. 
и соавт. выявили повышенную экспрессию IL-6 
в цилиарном теле и радужной оболочке на ран-
ней стадии ПЭ синдрома по сравнению с группой 
контроля. По данным иммуногистохимического 
исследования наиболее выраженная экспрес-
сия этого цитокина наблюдается в ЭК сосудов 
радужной оболочки и в клетках беспигментного 
эпителия отростков цилиарного тела. Получен-
ные результаты свидетельствуют об ассоциации 

повышенной концентрации IL-6 в ВВ с хрони-
ческим нарушением гематоофтальмического 
барьера и выраженной васкулопатией радужной 
оболочки, что характерно для ПЭ синдрома и ПЭ 
глаукомы [39]. Поэтому выявленная в нашем ис-
следовании более высокая концентрация IL-6 
в ВВ по сравнению с супернатантом ТТ может 
быть объяснена тем, что трабекулярный аппарат 
не является единственным и основным источни-
ком образования этого цитокина. 

Повышение концентрации другого цито-
кина – VEGF в ВВ у пациентов с различными 
формами глаукомы, также было показано в ряде 
исследований [3]. Этот медиатор влияет на сосу-
дистую проницаемость, усиливает миграцию мо-
ноцитов и фибробластов, оказывает воздействие 
на митотическую активность ЭК и их восстанов-
ление после повреждения (антиапоптозное дей-
ствие). Моноциты в свою очередь сами активно 
вырабатывают VEGF. Активация рецептора Flt-1 
(VEGFR-1) приводит к тканеспецифическому 
выделению трофических факторов, IL-6 и других 
медиаторов, т.е. оказывает действие на проли-
ферацию клеток тканей в ответ на повреждение. 
Секретированный VEGFА находится в ЭЦМ в 
связанном с белками виде, откуда высвобождает-
ся под действием матриксных металлопротеиназ 
(ММР) и плазмина. Таким образом, ММР, в част-
ности ММР-9, обеспечивают биодоступность 
VEGF для VEGFR-1, а также участвует в регуля-
ции функциональной активности VEGF, посред-
ством его посттрансляционной модификации. 
VEGF, в свою очередь, вызывает повышенную 
выработку ММР-9. Воздействие IFNγ и VEGF 
на ЭК приводит к продукции IP-10, который 
является фактором хемотаксиса для Т-клеток. 
Клетки трабекулярного аппарата под действием 
различных стимулов (лазерное излучения, меха-
ническое растяжение, обусловленное повыше-
нием ВГД, воздействие цитокинов (IL-1β, IL-6, 
TNFα, TGF-β), оксидативный стресс), выделяя 
различные медиаторы, в том числе VEGF, улуч-
шают отток ВВ, воздействуя на ЭЦМ и повышая 
проницаемость эндотелия шлеммова канала. 

ТАБЛИЦА 4. РЕГРЕССИОННАЯ МОДЕЛЬ ПРЕДИКТОРОВ ПЛОТНОСТИ ЭК РОГОВИЦЫ
TABLE 4. REGRESSION MODEL OF PREDICTORS OF CORNEAL ENDOTHELIAL CELL DENSITY

Предикторы
Predictors ββ B (SE)

Стаж глаукомы
Duration of glaucoma -0,553** -35,17 (10,22)

IFNγγ (ВВ)
IFNγ (AH) -0,380* -649,45 (276,96)

TNFαα (ВВ)
TNFα (AH) -0,366* -68,89 (30,36)

Примечание. Уровень значимости: * – р < 0,05; ** – р < 0,01.
Note. Significance level: *, р < 0.05; **, р < 0.01.
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Также, VEGF, как и оксидативный стресс, приво-
дит к начальной временной активации аутофагии 
в клетках трабекулярного аппарата, что является 
физиологическим процессом, направленным на 
восстановление гомеостаза ткани. Однако при 
продолжающемся воздействии этих факторов на-
чальная активация сменяется стадией угнетения 
аутофагии. Этот процесс сопровождается сниже-
нием количества клеток, дезорганизацией цито-
скелета и нарастанием проявлений клеточного 
старения, воспалительным стрессом, усилением 
оксидативного стресса на фоне снижения анти-
оксидантной защиты [30]. Стареющие клетки в 
трабекулярном аппарате, несмотря на остановку 
клеточного цикла, выраженную дисфункцию ми-
тохондрий, сохраняют секреторную активность и 
продуцируют активные формы кислорода, раз-
нообразные провоспалительные цитокины, в том 
числе IL-6, IL-8, которые составляют секретор-
ный фенотип, ассоциированный со старением 
(SASP). Эти медиаторы оказывают воздействие 
на соседние клетки, влияя на пролиферацию, 
дифференцировку и усиливая процессы старе-
ния в них [37]. Следствием этого является про-
грессивная постепенная утрата функциональных 
клеток в трабекулярном аппарате за счет их гибе-
ли, старения и эндотелиально-мезенхимальной 
трансдифференцировки (ЭМТ). Показано, что 
IL-6, а также другие провоспалительные цитоки-
ны и ростовые факторы (VEGF, TGF-β1, 2), ги-
поксия, способны вызывать миофибробластную 
трансформацию клеток трабекулярного аппа-
рата, в том числе ЭК шлеммова канала [10, 35]. 
Этот процесс, называемый ЭМТ, является осно-
вой развития фиброзных изменений в трабеку-
лярной сети вследствие повышенной продукции 
тканевых ингибиторов матриксных металлопро-
теиназ (TIMP) и компонентов ЭЦМ. В условиях 
гипоксии это способствует перегрузке эндоплаз-
матической сети и накоплению агрегатов не-
правильно сложенного белка в тканях, а также 
повышает чувствительность клеток к действию 
провоспалительных цитокинов [19]. С возрастом 
происходит снижение количества клеток в трабе-
кулярной сети (0,58% в год), смена их фенотипа, 
а также субклиническое воспаление [33]. Одна-
ко при глаукоме эти изменения носят более вы-
раженный характер. Поэтому выявленные в на-
шем исследовании более низкие концентрации 
IL-6, VEGF в супернатанте ТТ могут быть также 
объяснены уменьшением количества функци-
онирующих клеток трабекулярной сети при ПЭ 
глаукоме. В нашем исследовании у всех пациен-
тов наблюдалась далекозашедшая (III) стадия ПЭ 
глаукомы. Отметим, что на ранних стадиях ПЭ 
глаукомы не отмечается резкого снижения коли-
чества клеток трабекулярной сети. 

Кроме изменения клеточного состава в ТТ 
под действием цитокинов, значительные преоб-

разования при глаукоме происходят и в ЭЦМ. 
Показано, что у пациентов с ПЭ глаукомой на-
блюдается снижение соотношения MMP-2/
TIMP-2, а также снижение активности ММР в 
ВВ и ТТ по сравнению с группой контроля, что 
характерно для хронических заболеваний, сопро-
вождающихся избыточным фиброзом. Данный 
дисбаланс в трабекулярной сети вызывает распад 
компонентов ЭЦМ на фоне их активного синтеза 
активированными фибробластами. Результатом 
этого является накопление ЭЦМ, изменение его 
состава, увеличение сшивки между волокнами, 
что приводит к повышению устойчивости ЭЦМ 
к протеолизу и увеличению его механической 
прочности. Этим можно также объяснить на-
блюдаемое снижение активности ММР на фоне 
повышенного содержания неактивных форм 
ММР в ТТ при глаукоме [32]. Высвобождаемые в 
результате протеолиза компоненты ЭЦМ трабе-
кулярной сети, такие как эластин, ламинин, фи-
бронектин и др., а также продукты распада ЭЦМ, 
обладают биологически активными функциями. 
Они определяют не только свойства ЭЦМ, но и 
оказывают непосредственное влияние на клеточ-
ную морфологию, миграцию и пролиферации 
фибробластов, ЭК, дифференцировку клеток, 
опосредуют контакты между клетками и ЭЦМ, 
участвуют в активации TGF-β1 и других росто-
вых факторов. Также они обладают свойствами 
хемоаттрактантов для иммунных клеток, стиму-
лируя миграцию лейкоцитов и проникновение 
цитокинов через базальную мембрану. Привле-
ченные иммунные клетки, вырабатывая провос-
палительные цитокины, приводят к еще более 
выраженному повышению экспрессии VEGF и 
ММР, что является одним из ключевых моментов 
в миофибробластной трансформации, и оказы-
вают влияние на активность воспаления и анги-
огенез [18]. 

Поэтому выявленные в нашем исследовании 
положительные корреляции между концентра-
циями IL-6 и VEGF [28] в супернатанте ТТ, а так-
же между другими провоспалительными цитоки-
нами в супернатанте ТТ и ВВ (IL-8, IL-1β, TNFα, 
IFNγ, GM-CSF) являются закономерными ввиду 
того, что происходит взаимостимулирующее дей-
ствие данных цитокинов [1, 7]. 

Также нами была выявлена положительная 
корреляция между концентрациями IL-10 и IFNγ, 
TNFα в супернатанте ТТ, что объясняется нали-
чием отсроченной активации продукции IL-10 
под действием TNFα в процессе воспалительной 
реакции [21]. IFNγ, являясь иммуномодулирую-
щим цитокином, принимает непосредственное 
участие в ограничении повреждения тканей по-
сле воспаления. Под действием данного цитоки-
на активируются выработка Th1-лимфоцитами 
IL-10, а также происходит поляризация ма-
крофагов по М2-пути, которые обеспечивают 
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восстановление и ремоделирование тканей в 
очаге воспаления [22]. Micera A. и соавт. пред-
положили, что увеличение концентрации IL-10, 
наблюдаемое при глаукоме, может опосредовать 
развитие фиброзных процессов, посредством 
противовоспалительного действия через пода-
вление выделения TNFα, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, 
МIP-1α и МIP-2α моноцитами и макрофагами, 
повышения активности тканевых ингибиторов 
матриксных протеиназ и снижения активности 
ММР [27].

Наблюдаемая положительная корреляция 
между концентрациями IFNγ в ВВ и VEGF в ТТ 
может быть обусловлена наличием оксидативно-
го стресса в переднем отрезке глаза, в том числе 
в трабекулярном аппарате, и его усилением на 
фоне низкоуровневого воспаления, что характер-
но для ПОУГ [15] и ПЭ глаукомы [13]. Установ-
лено, что провоспалительные цитокины, в том 
числе IL-1β, IL-6, TNFα, выделяются в процессе 
оксидативного стресса, воспалительной реак-
ции, усиливая проявления гипоксии. IFNγ, как и 
ранее упомянутые цитокины, приводит к повы-
шенному образованию реактивных форм кисло-
рода, что способствует повышенной экспрессии 
VEGF [38].

Выявленную в нашем исследовании на пер-
вый взгляд парадоксальную отрицательную кор-
реляцию между концентрацией IFNγ в суперна-
танте ТТ и концентрацией VEGF в ВВ можно 
объяснить наличием дисбаланса Th1/Th2/Treg 
цитокинов, поляризацией макрофагов по М2 
пути в ТТ при глаукоме, что приводит к преоб-
ладанию IL-6, IL-10, TGF-β1 и обуславливает 
ремоделирование и фиброзирование ткани [16, 
27]. Также было показано, что IFNγ в процессе 
развития воспалительной реакции оказывает от-
сроченное подавляющее действие на секрецию 
VEGF моноцитами на трансляционном уровне. 
Кроме этого, IFNγ способен угнетать выработ-
ку MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 и 
MMP-10, что приводит к уменьшению мобили-
зации VEGF из резервуара в ЭЦМ. 

Таким образом, анализ концентрации цитоки-
нов в культуре клеток трабекулярной сети и ВВ, 
взятых от одного и того же пациента позволяет 
дать более полную характеристику дисбалансу 
цитокинов и происходящим в трабекулярном 
аппарате процессам при ПЭ глаукоме. По кон-
центрации цитокинов в ВВ нельзя делать выводы 
о происходящих в трабекулярном аппарате из-
менениях. С другой стороны, входящие в состав 
ВВ медиаторы, продуцируемые клетками трабе-
кулярной сети и шлеммова канала, глиальными 
клетками сетчатки, эпителиальными клетками 
цилиарного тела, эндотелиальными клетками, 
макрофагами и другими клетками иммунной си-
стемы [4], аутокринно и паракринно оказывают 
свое регуляторное воздействие на клетки различ-
ных тканей глаза. В связи с этим ожидаемо обна-

ружение сходных морфологических изменений 
во всех структурах переднего отрезка глаза при 
ПЭ глаукоме. Ранее было показано, что для из-
менений радужки при ПЭ синдроме характерно 
сужение и даже запустевание сосудов, дегенера-
тивные изменения ЭК сосудов. При ПЭ керато-
патии показано снижение плотности клеток во 
всех слоях роговицы. ЭК частично или полно-
стью отслаиваются от эндотелиального слоя. 
Кроме уменьшения их количества, нарушения 
гексагональной формы характерно проявление 
ЭМТ с развитием фибробластоподобного фено-
типа. Также наблюдается неравномерное утолще-
ние десцеметовой оболочки, вследствие отложе-
ния ПЭ материала в ее толще, и формирование 
рыхлого фибриллярного слоя [40].

При проведении множественного регрессион-
ного анализа нами установлено, что стаж глауко-
мы и концентрация IFNγ, TNFα в ВВ у пациен-
тов с ПЭ глаукомой оказывают значимое влияние 
на снижение плотности ЭК роговицы, что со-
гласуется с данными других исследований. Дей-
ствительно, потеря ЭК роговицы значительно 
ускоряется после проведения различных внутри-
глазных хирургических вмешательств, на фоне 
увеита, после повреждения радужной оболочки, 
что объясняется авторами повышением провос-
палительных цитокинов в ВВ [2, 12]. Однако до 
конца механизмы наблюдаемых явлений не ясны. 
Так, выявленная в нашей работе отрицательная 
корреляция между концентрацией IFNγ и плот-
ностью ЭК роговицы может быть обусловлена 
снижением способности поврежденного эндоте-
лия подавлять продукцию IFNγ Т-лимфоцитами 
и отражает, по мнению ряда авторов, нарушение 
статуса иммунной привилегии в передней каме-
ре [26]. Sugita S. и соавт. показали, что ЭК рого-
вицы могут подавлять активность CD4+T-клеток, 
секретирующих IFNγ [34]. Кроме этого, ЭК про-
дуцируют активную мембран-ассоциированную 
форму TGF-β2, которая позволяет им подавлять 
CD8+T-клетки, а также вызывает смену их фе-
нотипа на Treg и стимулирует продукцию ими 
TGF-β1. Известно, что активация TGF-β1 сиг-
нального пути приводит к гибели ЭК роговицы, 
т.к. происходит активации UPR сигнального 
пути, связанного с наличием несвернутого или 
неправильно свернутого белка. Длительное су-
ществование такой активации в условиях окси-
дативного стресса приводит к нарушению белко-
вого гомеостаза, выбросу свободного кальция в 
цитоплазму и к гибели клетки в результате апоп-
тоза [29]. В условиях эндотелиальной дисфунк-
ции провоспалительные цитокины оказывают 
свое воздействие и на клетки стромы. Так, IFNγ 
повышает секрецию TGF-β1 роговичными фи-
бробластами и экспрессию рецепторов к TGF-β1 
на их поверхности, что может приводить к их ги-
бели и миофибробластной трансформации. 
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Заключение
Нами проведено сравнительное изучение 

концентрации цитокинов в средах глаза, которое 
показало, что уровень провоспалительных фак-
торов (IL-6, VEGF) в ВВ выше, чем в супернатан-
те ТТ. В связи с чем по уровням цитокинов в ВВ 
нельзя делать выводы о происходящих в трабеку-
лярном аппарате изменениях. Анализ концентра-
ции цитокинов в культуре клеток трабекулярной 
сети и ВВ, взятых от одного и того же пациента, 
позво ляет дать более полную характеристику 
дисбалансу цитокинов и происходящим в трабе-
кулярном аппарате процессам при ПЭ глаукоме. 
Среди исследуемых в нашей работе цитокинов, 
изменение концентрации IL-6, VEGF имеет наи-
большее значение в наблюдаемых структурных и 
функциональных нарушениях в переднем отрез-
ке глаза при ПЭ глаукоме. Нами была построе-
на регрессионная модель, выявившая, что пре-
дикторами плотности ЭК роговицы выступают 
стаж глаукомы и концентрации IFNγ, TNFα в ВВ 
у пациентов с ПЭ глаукомой. В результате про-

веденного исследования показано, что дисбаланс 
цитокинов, наблюдаемый при ПЭ глаукоме, мо-
жет быть связан с развитием схожих изменений в 
тканях переднего отрезка глаза.

Ограничениями исследования явились не-
большая по численности выборка пациентов с 
ПЭ глаукомой, а также отсутствие группы кон-
троля. Также нами не проводилось определение 
изоформ VEGF, в частности VEGF-A165b, что мог-
ло повлиять на интерпретацию полученного ре-
зультата.

Задачей дальнейшей работы будет сравни-
тельный анализ концентраций исследуемых ци-
токинов у пациентов группы контроля и пациен-
тов с ПЭ глаукомой.
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