
ISSN 2522-9028 Фізіол. журн., 2023, Т. 69, № 6 33

УДК 616.37-008.64-092:001.892.57

Вплив бензодіазепінових рецепторів на стан глії  
при розвитку діабетичної ретинопатії
С. В. Зябліцев1, Д. Б. Жупан1, О. О. Дядик2

1Національний медичний університет імені О.О. Богомольця, Київ; 
2Національний університет охорони здоров’я України імені П.Л. Шупика, Київ; 
e-mail: zsv1965@gmail.com

Діабетична ретинопатія – прогресуюче специфічне нейроваскулярне ускладнення цукрового діабе-
ту з багатофакторним патогенезом, в якому мікросудинним порушенням передують ушкодження 
нервових елементів. Останні розпочинаються із раннього залучення глії, у тому числі астроцитів 
та клітин Мюллера. Враховуючи встановлення ГАМК-ергічного дефіциту перспективним здається 
застосування модуляторів ГАМК-бензодіазепінового рецепторного комплексу, наприклад, кар-
бацетаму, який виявив задовільні нейропротективні властивості. Цукровий діабет моделювали 
одноразовим введенням стрептозотоцину (50 мг/кг; “Sigma-Aldrich”, Китай) тримісячним щурам-
самцям лінії Вістар. Вже через 7 діб за результатами імуногістохімічного виявлення гліального 
фібрилярного кислого протеїну (GFAP) був визначений реактивний гліоз астроцитів внутрішніх 
шарів сітківки, до якого з 14-ї доби долучалися клітини Мюллера. Вміст GFAP у тканинах сітківки 
суттєво зростав. GFAP-позитивні клітини тісно контактували з вогнищами патологічного ан-
гіогенезу внутрішніх шарів сітківки, а також брали участь в утворенні фіброзних проліфератів у 
зовнішніх шарах. Виявлення каспази-3 показало активацію апоптозу в астроцитах та радіальних 
відростках клітин Мюллера у внутрішньому плексиформному шарі. Карбацетам у комбінації з 
інсуліном знижував експресію GFAP та каспази-3 у сітківці та попереджував розвиток реак-
тивного гліозу, ангіогенезу та утворення фіброзних проліфератів, що дає підставу вважати його 
кандидатом для подальших досліджень лікування діабетичної ретинопатії.
Ключові слова: карбацетам; імуногістохімія; імуноблотинг; гліальний фібрилярний кислий протеїн 
(GFAP); реактивний гліоз; каспаза-3; стрептозотоцин.

ВСТУП

Одним із найчастіших ускладнень цукрового 
діабету (ЦД) є діабетична ретинопатія (ДР), 
яка вражає майже третину таких хворих і є 
основною причиною сліпоти серед доросло-
го працездатного населення [1, 2]. У період 
з 2015 по 2019 рр. глобальна поширеність 
ДР серед хворих на ЦД становила 27,0%, 
у тому числі 25,2% – непроліферативна ДР 
(НПДР), 1,4% – проліферативна ДР (ПДР) 
та 4,6% – діабетичний макулярний набряк. 
Нині ДР вважають прогресуючим специфіч-
ним нейроваскулярним ускладненням ЦД 
з багатофакторним патогенезом, що супро-
воджується мікросудинними ураженнями, 
які провокують дисфункцією нейронів [3, 4].

Згідно з єдиною теорією діабетичних 
ускладнень Браунлі, вони індукуються окис-
но-відновними процесами та епігенетичними 
змінами у сприйнятливих клітинах та ткани-
нах [5]. Нестійка гіперглікемія призводить 
до надвиробництва мітохондріями супе-
роксиду і утворення активних форм кисню, 
які опосередковують клітинну дисфункцію, 
гіпертрофію, проліферацію, ремоделювання 
та апоптоз. Ці внутрішньоклітинні проце-
си спричиняють взаємозалежний розвиток 
гліальної, нервової та мікросудинної дис-
функції [6]. У відповідь на накопичення ток-
сичних метаболічних продуктів відбувається 
проліферація мікроглії та її трансформація 
від протизапального до прозапального стану 
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[7]. Активована мікроглія залучає клітини 
Мюллера та астроцити (в нормі знаходяться 
у стані спокою), що супроводжується роз-
витком реактивного гліозу, маркером якого 
є гліальний фібрилярний кислий протеїн 
(GFAP) [8]. Реактивний гліоз так само поси-
лює надекспресію прозапальних цитокінів, 
збільшує проникність мікросудин сітківки та 
їх проліферацію в ішемізованих ділянках [9]. 
Хронічна або надмірна активація гліальних 
клітин Мюллера має суттєву токсичну дію на 
гангліонарні клітини [10].

З ушкодженням глії при ДР тісно пов’язані 
нейрохімічні механізми, найважливішим з 
яких є збуджуюча токсичність глутамату, що 
підсилює процеси метаболізму, каспазного 
каскаду й апоптозу [11]. Моделі діабету на 
гризунах демонструють зниження вивіль-
нення γ-аміномасляної кислоти (ГАМК), 
посилення збуджуючої передачі сигналів глу-
тамату та зниження сигналізації дофаміну, що 
свідчить про специфічний дефіцит нейронів 
сітківки [11].

Бензодіазепіни є агоністами рецепторів 
ГАМК, що підсилюють її гальмівний ефект 
[12, 13]. Серед них значної уваги заслуговує 
карбацетам, розроблений в Інституті фізико-
органічної хімії та вуглехімії НАН України. 
Він належить до ендогенних модуляторів 
ГАМК-бензодіазепінового рецепторного 
комплексу, похідних b-карболіну та являє 
собою карболіновий ізостер (1-оксо-3,3,6-
триметил-1,2,3,4-тетрагідроіндоло [2,3-с]
хінолін). Препарат проявляє антиамнестичну, 
анксіолітичну, антигіпоксичну, протинабря-
кову і протишокову дії і може стати пер-
спективним засобом нейропротекції [14–16]. 
Розуміння механізмів формування ушкод-
ження нервових елементів сітківки при ДР 
обґрунтовує нові напрямки патогенетичного, 
спрямованого на полегшення нейрональної 
дисфункції лікування.

Метою нашої роботи було з’ясування 
ранніх реакцій глії в процесі формування ДР 
та вплив карбацетаму.

МЕТОДИКА

При виконанні роботи керувалися нормами та 
принципами Директиви 2010/63 ЄС із захисту 
тварин, Гельсінкської декларації (2008) та 
вимогами Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження» (№ 1759-VI від 
15.12.2009). Тварин тримали в умовах віварію 
на стандартному раціоні.

ЦД моделювали у 35 тримісячних щурах-
самцях лінії Вістар масою 140–160 г одно-
разовою внутрішньоочеревинною ін’єкцією 
стрептозотоцину (50 мг/кг; “Sigma-Aldrich”, 
Китай). Тварин розділили на 3 групи: контр-
ольну і дві дослідні. Тваринам дослідних 
груп вводили  внутрішньоочеревинно через 
день упродовж 28 діб, починаючи з 7-го дня 
після ін’єкцій стрептозотоцину, інсулін (1-ша 
група, Actrapid HM Penfill, “Novo Nordisk 
A/S”, Данія) та інсулін із карбацетамом (2-га 
група; 5 мг/кг у 0,5 мл фізіологічного розчи-
ну). В контрольній групі використано тільки 
розчинники. Карбацетам синтезували у відділі 
хімії біологічно активних сполук Інституту фі-
зико-органічної хімії та вуглехімії імені Л.М. 
Литвиненка НАН України (Київ, Україна) під 
керівництвом доктора хімічних наук, старшого 
наукового співробітника С.Л. Богзи.

Вміст глюкози контролювали за допомо-
гою глюкометра та одноразових тест-смужок 
(ACCU-Chek Instant, “Roche”, Німеччина) у 
крові, забраної з хвостової вени натще. У 
тварин всіх груп протягом спостереження 
вміст глюкози у крові був стабільно високим. 
На 28-у добу у контрольній групі він стано-
вив 29,32 ± 1,25 ммоль/л, у 1-й та 2-й групах 
17,02 ± 1,03 і 14,38 ± 1,25 ммоль/л відповідно 
(P < 0,05).

Через 7, 14, 21 і 28 днів тварин виводи-
ли з експерименту смертельною ін’єкцією 
тіопенталу (75 мг/кг) та декапітацією. Очі 
занурювали у 10%-й розчин нейтрального 
формаліну та заливали в парафін. З парафі-
нових блоків на ротаційному мікротомі НМ 
325 (“Thermo Shandon”, Англія) виготовляли 
серійні гістологічні зрізи товщиною 2-3 мкм. 

Вплив бензодіазепінових рецепторів на стан глії при розвитку діабетичної ретинопатії



ISSN 2522-9028 Фізіол. журн., 2023, Т. 69, № 6 35

Імуногістохімічне дослідження проводили з 
використанням моноклональних мишиних 
антитіл до GFAP і каспази-3 (“ThermoFisher 
Scietific”, США). Зрізи додатково забарвлю-
вали гематоксиліном. Мікроскопію та фото-
архівування здійснювали з використанням 
світлооптичних мікроскопів “ZEISS” (Німеч-
чина) з системою обробки результатів “Axio 
Imager. A2”.

Вміст GFAP у лізатах тканини сітківки 
визначали методом імуноблотингу. Зраз-
ки тканини витримували у скрапленому 
азоті, подрібнювали та гомогенізували у 
50 ммоль трис-HCl-буфері (рН 7,4) з до-
даванням інгібіторів фосфатаз та протеаз 
(“ThermoScientific”, США). Електрофорез 
здійснювали у 8%-му поліакриламідному гелі 
з додецилсульфатом натрію у камері для вер-
тикального гель-електрофорезу (“BioRad”, 
США). Протеїни з гелю переносили на 
нітроцелюлозну мембрану за допомогою 
електроблоту. Мембрани інкубували з мо-
ноклональними антитілами до GFAP (“Santa 
Cruz Biotechnology”, США). Антитіла до 
актину (“Invitrogen”, США) використовува-
ли для його детекції як контролю нанесення 
протеїну. Після первинної інкубації мембра-
ни відмивали та обробляли антивидовими 
вторинними антитілами, кон’югованими з 
пероксидазою хрону (“Invitrogen”, США). 
Напівкількісний аналіз проводили денсито-
метрично за допомогою програмного забе-
зпечення TotalLab (TL120, “Nonlinear Inc”, 
США). Результати імуноблот-аналізу вира-
жали в умовних одиницях від контрольного 
значення оптичної густини відповідної полі-
пептидної зони на блотограмі, нормованої за 
вмістом актину в кожному зразку.

Для статистичного аналізу застосову-
вали програмне забезпечення Statistica 10 
(“StatSoft, Inc.”, США). Розраховували серед-
ні та їх стандартні похибки. Вибіркові середні 
порівнювали, використовуючи дисперсійний 
аналіз (ANOVA). Вірогідними вважали зна-
чення при Р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Розподіл GFAP-позитивного забарвлення 
сітківки на різних термінах дослідження 
представлено на рис. 1. На 7-му добу окремі 
імунопозитивні клітини, ймовірно астроцити, 
та їх відростки виявлялися тільки у шарах 
гангліонарних клітин та нервових волокон 
(див. рис. 1а, б).

На 14-ту добу (див. рис. 1, в) інтен-
сивність специфічного забарвлення у цих 
шарах збільшувалася – фактично на всій 
протяжності шару нервових волокон спо-
стерігалася щільна смужка поздовжніх корич-
невих волокон. Крім того, визначалися чіткі 
GFAP-позитивні радіальні волокна, які через 
внутрішній плексиформний шар прямували 
до внутрішнього ядерного шару, де були по-
мітні численні GFAP-позитивні відросткові 
клітини. Ймовірно, ця картина відображала 
залучення клітин Мюллера які, на відміну від 
астроцитів у нормі слабо експресують GFAP, 
але активуються при ЦД [17].

При використанні інсуліну (див. рис. 1, г) 
відмічено слабкішу інтенсивність забар-
влення GFAP-позитивних клітин та волокон, 
що могло відповідати меншому ступеню 
метаболічних порушень у тварин цієї гру-
пи. Застосування інсуліну з карбацетамом 
супроводжувалося слабшою порівняно з 
контрольною групою інтенсивністю GFAP-
позитивного забарвлення (див. рис. 1, д).

Окремо слід зазначити, що з 14-ї доби у 
сітківці виявлялися мікроаневризми та вогни-
ща ангіогенезу (чорна стрілка на рис. 1, г), 
які мали значно розширені судини з пролі-
ферацією ендотелію та, інколи, утворення 
декількох мікросудинних просвітів, щільно 
розташованих один до одного і огорнутих 
товстою периваскулярною мембраною, що 
відповідало першим клінічним проявам 
НПДР (мікроангіоми та невеликі точкові 
кровотечи) [18]. З цими судинами щільно 
контактували GFAP-позитивні відростки.

Через 21 день у контрольній групі екс-
пресія GFAP наростала зі збільшенням щіль-
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Рис. 1. Мікропрепарати сітківки щура. Репрезентативні результати імуногістохімічного дослідження GFAP, дозабарвлен-
ня гематоксиліном; а, б – збільшення у 200 разів; в–і – у 400 разів; а, б – контрольна група, 7 діб; в, г, д – 14-та доба; е, 
є, ж – 21-ша доба; з, и, і – 28-ма доба; в, е, з – контрольна група, г, є, и – введення інсуліну, д, ж, і – введення інсуліну і 
карбацетаму. Примітки: чорні стрілочки на а, б – імунопозитивне забарвлення у шарі нервових волокон; чорні стрілочки 
на г, е, ж – мікроангіоми сітківки; білі стрілочки на з, и – імунопозитивні волокна у вогнищах фіброзної проліферації
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ності радіальних волокон, які розросталися 
у зовнішні шари сітківки (див. рис. 1, е). 
Застосування інсуліну окремо та у комбінації 
з карбацетамом зменшувало інтенсивність 
GFAP-позитивного забарвлювання (див. рис. 
1, є, ж).

Дуже цікаве явище було виявлено на 28-й 
день у зовнішніх шарах сітківки в контроль-
ній групі (див. рис. 1, з). Ще на попередніх 
термінах у зовнішньому ядерному шарі 
з’являлися інтенсивно базофільні округлі 
клітини, які формували окремі групи. Через 
28 діб вони утворювали чіткі проліферати, 
які проростали за межі цього шару. В сере-
дині проліфератів концентрувалися GFAP-
позитивні волокна (білі стрілки на рис. 1, з), 
що, ймовірно, було відображенням гліально-

мезензімального переходу клітин Мюллера, 
який є основним фіброгенним механізмом 
при ДР [19]. Під дією трофобластичного 
фактора росту (TGF-β) на тлі надекспресії ва-
скулоендотеліального фактора росту (VEGF) 
гліальні клітини Мюллера переходили у міо-
фібробласти.

У експерименті дія інсуліну знижувала ін-
тенсивність GFAP-позитивного забарвлення 
сітківки, та гальмувала розвиток вогнищ ан-
гіогенезу та фіброзних проліфератів сітківки 
що було притаманне і сумісній дії інсуліну з 
карбацетамом (див. рис. 1, и, і).

Результати імуногістохімічного дослід-
ження були кількісно підтверджені імунобло-
тингом (рис. 2). Вміст GFAP у тканині сітків-
ки контрольної групи суттєво зростав на 7-му 

Рис. 2. Вміст GFAP (1) і продуктів його фрагментації (2) у тканині сітківки у контрольній групі на початку дослідження 
(І), через 7 і 28 діб (ІІ і V відповідно), а також через 28 діб при введенні інсуліну (ІІІ) та інсуліну з карбацетамом (IV); 
а – репрезентативні блотограми актину і GFAP; б – результати денситометричного аналізу блотограм GFAP і продук-
тів його фрагментації (співвідношення до вмісту актину); *P < 0,05 порівняно зі значенням на початку дослідження;  
**P < 0,05 порівняно з контролем на 28-му добу

а

б
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і 28-му добу (в 2,5 та в 3,8 раза відповідно 
порівняно з початковим рівнем; Р < 0,05), тоді 
як при застосуванні інсуліну його приріст на 
28-му добу був значно меншим (перевищував 
контрольні значення в 1,9 раза; P < 0,05). 
Застосування інсуліну з карбацетамом також 
супроводжувалося меншим приростом вміс-
ту GFAP, але він був дещо вищим від такого 
при введенні лише інсуліну (див. рис. 2, б).

Як видно з рис. 2, а, на блотограмах проб, 
що були взяті через 28 діб, крім характерної 
для протеїну GFAP смужки з масою 50 кДа 
виявлялася додаткова смужка з меншою мо-
лекулярною масою (<50 кДа), яка відповідала 
продуктам його фрагментації. Це висвітлю-
вало особливість метаболізму GFAP при ДР 
у щурів та додатково підтверджувало більшу 
активацію гліальних елементів сітківки.

Тісний зв’язок надекспресії GFAP і апоп-
тозу глії за умов розвитку ДР став обґрун-
туванням імуногістохімічного дослідження 
ефекторного проапоптотичного ензиму кас-
пази-3 у сітківці. Порівнюючи результати 
виявлення GFAP і каспази-3 (рис. 3) можна 
було чітко визначити активацію апоптозу у 
тих самих відросчатих клітинах (астроцитах) 
шару гангліонарних клітин (чорні стрілочки 
на рис. 3, б) та у радіальних волокнах вну-
трішнього плексиформного шару (відростки 
мюллерових клітин).

Крім того, було порівняно експресію 
каспази-3 у сітківці у групах тварин (рис. 
4). В контрольній групі інтенсивне імуно-
специфічне забарвлення виявлялося у стінці 
судин (ендотелії) внутрішніх шарів сітківки, 
які утворювали численні мікроаневрізми з 
ознаками ангіогенезу (чорні стрілки на рис. 
4, а). У ендотелії капілярів таких судин спо-
стерігалося інтенсивне імунопозитивне за-
барвлення, що свідчило про активацію апоп-
тозу цих клітин. Також позитивними були 
клітини і радіальні волокна у внутрішньому 
плексиформному шарі, відображаючи актив-
ність апоптозу у астроцитах та їх відростках. 
У зовнішніх шарах сітківки утворювалися 
фіброзні проліферати, клітини яких також 
мали імуноспецифічне забарвлення (біли 
стрілки на рис. 4, а). Отже, процеси апопто-
зу супроводжували розвиток патологічних 
проявів сітківки при ДР. Вплив інсуліну та 
карбацетаму попереджував розвиток проявів 
ДР, інтенсивність імуноспецифічного забар-
влення каспази-3 була меншою і визначалася 
тільки у внутрішніх шарах сітківки (див. рис. 
4, б, в).

Таким чином, нами було встановлено, 
що при розвитку ДР експресія гліального 
маркера GFAP прогресивно збільшувалася. 
GFAP-позитивні клітини та волокна виявля-
лися на 7-му добу у шарі нервових волокон, 

Рис. 3. Мікропрепарати сітківки щура; контрольна група, 21-ша доба. Репрезентативні результати імуногістохімічного 
дослідження GFAP (а) та каспази-3 (б), дозабарвлення гематоксиліном; збільшення у 400 разів. Примітки: білі стрілки 
на а – скупчення округлих базофільних клітин у зовнішньому ядерному шарі (початок фіброзної проліферації); чорні 
стрілки на б – апоптотичні клітини та їх відростки у шарі гангліонарних клітин
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з 14-ї доби – у вигляді радіальних волокон у 
внутрішніх шарах сітківки (відростки та тіла 
клітин Мюллера), а на 28-му добу – у складі 
фіброзних проліфератів сітківки. Застосу-
вання інсуліну та карбацетаму зменшувало 
експресію GFAP. Тканинна експресія проа-
поптотичного протеїну каспази-3 відповідала 
такій для GFAP, дія інсуліну і карбацетаму її 
знижувала.

Відомо, що GFAP є маркером реактивного 
гліозу в сітківці [17]. У нормі він експре-
сується переважно астроцитами, тоді як у 
клітинах Мюллера його активність значно 
нижча. При ЦД останні проявляють аберант-
ну надекспресію GFAP [20]. Це відповідало 
нашим результатам – на 7-й день експресія 
GFAP виявлялася у астроцитах шару нерво-
вих волокон, тоді як пізніше долучалися 
клітини Мюллера, відростки яких радіально 
пересікали внутрішні шари сітківки.

Гіперглікемія призводить до першо-
чергової реакції мікроглії, яка активується 
при накопиченні продуктів вуглеводного 
метаболізму з утворенням прооксидантів, 
активації індуцибельної синтази оксиду 
азоту (iNOS), ядерного транскрипційного 

фактора NF-κB та інших ростових факторів 
[21]. Пізніше прозапальні цитокіни, а також 
TGF-β і VEGF індукують реактивний гліоз 
та гліально-мезензімальний перехід клітин 
Мюллера у міофібробласти з розвитком фі-
брозу сітківки [19]. Гліоз клітин Мюллера 
є відмінною рисою ДР, маркером чого є на-
декспресія GFAP, прозапальних цитокінів, 
хемокінів і VEGF, залучення лейкоцитів та 
запуск хронічного запалення і ангіогенезу 
[22]. При ЦД клітини Мюллера мають низку 
аномальних функцій, вони стають гліозними, 
погіршують депонування калію, поглинання 
глутамату та ГАМК, експресують модулятори 
ангіогенезу [23].

Отже, глії вже на початкових етапах роз-
витку ДР належить ключова патогенетична 
роль у формуванні основних патологічних 
процесів – ангіогенезу та фіброзу сітківки. 
Крім того, розвиток специфічної діабетичної 
нейродегенерації сітківки також є наслідком 
її надмірної активації [24]. При цьому деге-
неративні зміни нейронів внутрішніх шарів 
сітківки передують клінічнім проявам ДР. 
Більше того, реактивний гліоз, втрата функ-
цій й апоптоз нейронів виникають задовго до 

Рис. 4. Мікропрепарати сітківки щура. Репрезентативні результати імуногістохімічного дослідження каспази-3, дозабар-
влення гематоксиліном; а – контрольна група, б – введення інсуліну, в – введення інсуліну і карбацетаму; збільшення у 
400 разів. Примітки: на а чорні стрілки – мікроаневризми сітківки з вогнищами ангіогенезу, імунопозитивне забарвлення 
ендотелію; білі стрілки – імунопозитвні клітини у складі фіброзних проліфератів
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мікроангіопатії [6]. Натомість у нашому до-
слідженні чітко показано, що вони з’являються 
практично одночасно вже на ранніх етапах ДР. 
Аналіз літературних даних доводить, що при-
чиною їх розвитку є універсальний механізм 
активації патологічних клітинних каскадів 
з утворення надмірної кількості прозапаль-
них медіаторів і факторів росту, що запускає 
хронічне проліферативне запалення.

Відомо, що при ДР всі нервові клітини 
сітківки (гангліозні, біполярні, амакринові та 
фоторецепторні) демонструють погіршення 
функції, а клітини Мюллера надекспресують 
GFAP та мігрують у преретинальні мембра-
ни [25, 26]. In vitro було показано, що зміни 
активності нейронів сітківки пов’язані з 
порушенням гальмівних процесів через 
пригнічення вивільнення ГАМК, збільшення 
вивільнення глутамату та посилення збудження 
гангліозних клітин [27].

Гіперглікемія на ранніх стадіях спостері-
гається дисфункція нейросітківки незалежно 
від розвитку класичної мікросудинної ДР 
[28]. У нормі амакринові клітини типу A17 
забезпечують інгібування ГАМК-ергічного 
зворотного впливу на біполярні клітини. У 
разі ЦД змінюються синаптичні рецептори на 
клітинах A17 зі зниженням їх кальцієвої про-
никності. Оскільки останні опосередковують 
синаптичне вивільнення ГАМК, зменшена 
проникність кальцію цих рецепторів при ЦД 
призводить до дефіциту ГАМК з наступним 
розгальмуванням і збільшенням вивільнення 
глутамату з біполярних клітин [28]. Отже, 
відновлення ГАМК-ергічної медіації є мож-
ливим напрямком патогенетичної корекції 
нейрональної дисфункції сітківки при ДР.

Показано, що бензодіазепіновий анесте-
тик мідазолам запобігав індукованому гіпер-
глікемією мікросудинному витоку в сітківці 
мишей з ЦД через пригнічення клітинної дії 
VEGF, утворення активних форм кисню і 
активації трансглутамінази в ендотеліальних 
клітинах сітківки людини [29]. Ці ефекти 
скасувалися антагоністом рецепторів ГАМК 
типу А (GABAA) флумазенілом. Також бер-

берин, який має властивості агоніста ГАМК 
А-рецепторів у щурів з ЦД збільшував ви-
живаність гангліонарних клітин, зменшував 
їх апоптоз та значно покращував зорову 
функцію через шлях рецептора ГАМК-α-
протеїнкінази C-α (GABAAR/PKC-α) [30].

Першим препаратом, який отримав схва-
лення Управління з контролю якості харчових 
продуктів та лікарських засобів США (FDA) 
для лікування діабетичної невропатії став 
агоніст ГАМК-рецепторів прегабалін [31]. У 
щурів з ЦД він покращував гістопатологічні 
аномалії сітківки, пригнічував надекспресію 
інтерлейкіну-1β, фактора некрозу пухлин α, 
поверхневого маркера мікроглії CD11b, по-
слаблював експресію каспази-3 і фрагмента-
цію ДНК, а також знижував вміст глутамату, 
оксиду азоту та малонового діальдегіду при 
підвищенні вмісту відновленого глутатіону. 
Отже, за умов ЦД прегабалін полегшував ней-
розапалення сітківки, апоптоз і окисний стрес 
через посилення ГАМК-ергічної регуляції [31].

Таким чином, вплив на ГАМК-ергічні 
процеси є обґрунтованим напрямком пато-
генетичного лікування нейрональної дис-
функції сітківки при ДР. Перспективним 
препаратом є карбацетам, який має низку 
позитивних ефектів при різних патологічних 
процесах [14, 15, 32] і, у тому числі, при ЦД 
[16]. Основною його дією є модулююча, котра 
запобігає надмірній активації регуляторних 
систем при дії патогенних факторів. Такий 
влив загалом характерний для бензодіазе-
пінів, які, наприклад, при хворобі Альцгеймера 
покращують клінічні результати внаслідок 
алостеричної модуляції ГАМК [32]. У на-
шому дослідженні показаний превентивний 
ефект препарату відносно розвитку ранніх 
проявів ДР (реактивного гліозу, ангіогенезу, 
фіброзних проліфератів), а також зниження 
експресії GFAP та каспази-3.

ВИСНОВКИ

1. Реакція глії сітківки при розвитку ДР за 
результатами імуногістохімічного виявлен-
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ня GFAP характеризувалася поступовою 
активацією із першочерговим залученням 
астроцитів внутрішніх шарів сітківки, потім – 
клітин Мюллера (реактивний гліоз). Вміст 
GFAP у тканинах сітківки за результатами 
імуноблотингу суттєво зростав.

2. GFAP-позитивні клітини тісно контак-
тували з вогнищами патологічного ангіогене-
зу внутрішніх шарів сітківки, а також брали 
участь в утворенні фіброзних проліфератів 
у зовнішніх.

3. Модулятор ГАМК-бензодіазепінового 
рецепторного комплексу карбацетам знижу-
вав експресію GFAP та каспази-3 у сітківці та 
попереджував розвиток реактивного гліозу, 
ангіогенезу та утворення фіброзних пролі-
фератів.
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Diabetic retinopathy is a progressive tissue-specific neu-
rovascular complication of diabetes with a multifactorial 
pathogenesis, in which microvascular disorders are preceded 
by damage to nerve elements. The latter begin with the early 
involvement of glia, including astrocytes and Müller cells. 
Taking into account the establishment of GABA-ergic defi-
ciency, the use of modulators of the GABA-benzodiazepine 
receptor complex, for example, Carbacetam, which has shown 
satisfactory neuroprotective properties, seems promising. 
Diabetes mellitus was modeled by a single administration of 
streptozotocin (50 mg/kg; “Sigma-Aldrich”, China) to three-
month-old male Wistar rats. Already after 7 days, according 
to immunohistochemical detection of glial fibrillary acidic 
protein (GFAP), reactive gliosis of astrocytes of the inner 
retina layers was detected, to which Müller cells joined from 
the 14th day. The content of GFAP in retinal tissues increased 
significantly. GFAP-positive cells were in close contact with 
foci of pathological angiogenesis in the inner layers of the 
retina and also took part in the formation of fibrous proliferates 
in the outer layers. Detection of caspase-3 showed the activa-
tion of apoptosis in astrocytes and radial processes of Müller 
cells in the inner plexiform layer. Carbacetam in combination 
with insulin reduced the expression of GFAP and caspase-3 in 
the retina and prevented the development of reactive gliosis, 
angiogenesis, and the formation of fibrous proliferates, which 

makes it a candidate for further studies in the treatment of 
diabetic retinopathy.
Keywords: carbacetam; immunohistochemistry; immunoblot-
ting; glial fibrillary acidic protein (GFAP); reactive gliosis; 
caspase-3; streptozotocin.
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