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Проведен анализ эффективности применения Инфликсимаба, PEDF и Ранибизумаба при их интравитреальном 
введении на экспериментальной модели кислород-индуцированной ретинопатии у крыс. Установлено, что ком-

бинированное применение Инфликсимаба с Ранибизумабом или PEDF позволяет предотвратить формирование 

неоваскуляризации более эффективно, чем изолированное их применение. 

 

 

ВВЕДЕНИЕ 

 

В настоящее время одной из важнейших медико-

социальных проблем в офтальмологии является пато-

логия сетчатки, связанная с неоваскуляризацией, кото-

рая приводит к значительному снижению зрения, сле-

поте и инвалидности.  

Терапевтической мишенью антиангиогенных стра-

тегий, существующих на сегодняшний день в офталь-

мологии, в основном является эндотелиальный сосуди-

стый фактор роста (Vascular Endothelial Growth Factor – 

VEGF) [1–5]. К препаратам, блокирующим его биоло-

гическое действие, относятся – Пегаптаниб (Макуген), 

Ранибизумаб (Луцентис), Бевацизумаб (Авастин) и 

Афлиберцепт (VEGF Trap-Eye – ловушка или «при-

манка» VEGF, Eylea).  

Предпочтение в формировании новых антиангио-

генных стратегических направлений в офтальмологии с 

учетом современных представлений о механизмах раз-

вития патологического ангиогенеза принадлежит более 

физиологичным направлениям, связанным с регуляци-

ей нарушений баланса между про- и антиангиогенными 

факторами.  

Одним из наиболее мощных эндогенных ингибито-

ров ангиогенеза с регулирующим механизмом действия 

в тканях глаза является фактор пигментного эпителия 

(Pigment Epithelium – Derived Factor – PEDF), обла-

дающий достаточно выраженными нейротрофически-

ми и нейропротективными свойствами [6–10], в связи с 

этим его применение в качестве ингибитора неоангио-

генеза, безусловно, является целесообразным.  

К важным проангиогенным факторам, помимо 

VEGF, относятся фактор роста фибробластов (FGF), 

ангиогенин (ANG), тромбоцитозависимый фактор рос-

та, трансформирующий фактор роста (TGFα/β), фактор 

роста гепатоцитов (HGF), ангиопоэтин, оксид азота,  

α-фактор некроза опухоли (ФНО-α) и др. В связи с 

этим в качестве альтернативной анти-VEGF терапии 

можно рассматривать применение ингибиторов любого 

из перечисленных проангиогенных факторов, в частно-

сти ФНО-α. Родоначальником среди игибиторов ФНО-α 

является Инфликсимаб (Remicade) – химерное моно-

клональное антитело с высокой специфичностью, бло-

кирующее как циркулирующий, так и фиксированный 

на клеточных мембранах ФНО-α. J. Olson et al. на мо-

дели лазер-индуцированной хориоидальной неоваску-

ляризации было установлено, что Инфликсимаб при 

его интравитреальном введении позволяет снизить 

уровень экспрессии VEGF и блокировать неоангиоге-

нез [11–14]. Полученные результаты позволяют пред-

положить, что данный препарат может быть реальным 

претендентом на роль ингибитора неоангиогенеза в 

офтальмологии.  

Цель исследования: на экспериментальной модели 

кислород-индуцированной ретинопатии провести ана-

лиз эффективности применения Инфликсимаба, PEDF 

и Ранибизумаба при их интравитреальном введении.  

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Работа проведена на 150 крысах (300 глаз) линии 

albino Wistar, выращенных в питомнике лабораторных 

животных «Столбовая» Российской академии меди-

цинских наук. Исследования проводились в соответст-

вии с Руководством по содержанию и использованию 

лабораторных животных (National Academy press, 

1996). 

Работа состояла из двух экспериментальных фраг-

ментов.  

Первый экспериментальный фрагмент – анализ 

уровня содержания ФНО-α и VEGF на 13–18 постна-

тальные сутки и площади ретинальной неоваскуляри-

зации – на 18 сутки в группах интактных и экспери-

ментальных животных с кислород-индуцированной 

ретинопатией; в каждую из групп было включено  

30 животных – по 5 крыс на каждый день исследования 

(6 дней).  

Второй экспериментальный фрагмент – анализ 

уровня содержания ФНО-α, VEGF и площади рети-

нальной неоваскуляризации у животных с эксперимен-

тальной моделью кислород-индуцированной ретинопа-

тии при интравитреальном введении рекомбинантного 
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PEDF, Инфликсимаба, Ранибизумаба и комбинирован-

ном применении в зависимости от сроков их введения 

(12 и 14 сутки жизни). Анализ уровня содержания 

ФНО-α и VEGF проводился на 13, 15 и 18 постнаталь-

ные сутки, площади ретинальной неоваскуляризации – 

на 18 сутки; при изолированном применении Инфлик-

симаба, PEDF и Ранибизумаба в каждую из 3 опытных 

групп было включено 30 животных – 5 животных на 

каждый день исследования (3 дня) и, соответственно, 

15 животных на 12 и 14 сутки применения препаратов; 

при комбинированном применении Ифликсимаба с 

PEDF и Ранибизумабом в каждую из групп (2 опытные 

группы) было включено 15 животных – 5 животных на 

каждый день исследования.  

Сроки для интравитреального введения препаратов 

и проведения исследований были установлены на ос-

новании полученных результатов исследования в пер-

вом фрагменте. 

Инфликсимаб в дозе 40 µg, PEDF – 0,5 µg и Рани-

бизумаб – 50 µg вводили интравитреально после пред-

варительной инстилляции в конъюктивальную полость 

0,5 % раствора алкаина с помощью микрошприца 

«Hamilton» (серия 750LT) и с последующей инстилля-

цией 0,25 % раствора левомицетина.  

Экспериментальная модель кислород-индуциро- 

ванной ретинопатии. С 7 по 12 день жизни животные 

вместе с кормящими матерями находились в условиях 

гипероксии – в инкубаторе, подключенном к кислород-

ному концентратору Atmung 5L-I (рис. 1) с непрерывной 

подачей 100 % кислорода под давлением (насыщенность 

кислорода в инкубаторе составляла 75 ± 5 %). Для пре-

дотвращения формирования респираторного дистресс-

синдрома у самок производилась их замена; с этой це-

лью для подкорма и проведения очистительных работ 

инкубатор ежедневно открывался не более чем на 5 ми-

нут. На 14 день жизни животные переводились в ком-

натные условия – условия относительной гипоксии (со-

держание кислорода 21 %).  

 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Для проведения исследования животные были под-

вергнуты эвтаназии согласно требованиям «Европей-

ской конвенции о защите позвоночных животных, ис-

пользуемых для экспериментальных и научных целей» 

(Страсбург, 1986). Энуклеация проводилась по стан-

дартному протоколу. 

Определение уровней содержания VEGF и ФНО-α 
в ткани сетчатки проводилось иммуноферментным 

методом с использованием наборов  Rat  VEGF  DuoSet 
 

 

 
 

Рис. 1. Кислородный концентратор Atmung 5L-I 

ELISA kit и Rat TNF-alpha ELISA kit, фирмы R&D 

Systems, Inc., USA соответственно. 

Методика приготовления и исследования то-

тальных препаратов сетчатки. После энуклеации 

глаза препарировали под бинокулярным микроскопом. 

Извлеченную сетчатку фиксировали в 4 % растворе 

параформальдегида в течение суток при температуре 

+4° C. После тщательной промывки в фосфатном бу-

фере сетчатку погружали в раствор биотинилированно-

го изолектина B4 Griffonia simplicifolia (Vector 

Laboratories, США) в разведении 1:100 в физиологиче-

ском растворе с фосфатным буфером (PBS) pH 7,2–7,4 

в течение 12 ч при +4° С. В дальнейшем сетчатку по-

гружали в раствор стрептавидина, конюгированного с 

флуоресцентными красителями Cy3 или FITC (Jackson 

ImmunoResearch, Великобритания) на 1 ч при комнат-

ной температуре для визуализации сосудистой сети. 

После трехкратной промывки в фосфатном буфере 

сетчатку помещали на предметное стекло, покрывали 

глицерином и покровным стеклом. 

Компьютерный анализ цифровых изображений 

сосудов сетчатки. Производили компьютерный анализ 

изображений сетчатки, полученных с помощью инвер-

тированного микроскопа Olimpus KX-100 с цифровой 

фотокамерой Olympus DP72 и объективами 10, 20, 

40 в свете флуоресценции Су3 и FITC.  

С помощью автоматизированного программного 

обеспечения SWIFT_NV была проведена количествен-

ная оценка средней площади васкуляризации в преде-

лах поверхностного ретинального слоя.  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ 

 
Первый экспериментальный фрагмент работы. 

Уровень содержания ФНО-α в течение всего периода 

наблюдения в экспериментальной группе был значитель-

но выше, чем в группе интактных животных (p < 0,05), на 

13 сутки – в 10 раз, на 15 и 18 сутки – в 4 и 2,3 раза, соот-

ветственно, т. е. на 15 и 18 сутки уровень его снижался в 

2,6 и 1,7 раза, соответственно. Уровень содержания 

ФНО-α в экспериментальной группе на 13 и 14, на 15, 

16 и 17 сутки достоверно не отличался (табл. 1).  

Уровень содержания VEGF в группе интактных 

животных был также достоверно более высокий, чем в 

группе экспериментальных животных. Максимальный 

уровень его наблюдался на 15 сутки, к 18 суткам сни-

жался в 7,5 раза (табл. 2).  

Площадь ретинальной неоваскуляризации в группе 

экспериментальных животных на 18 сутки составляла 

2,91 ± 0,21 %. Между уровнем экспрессии ФНО-α, 

VEGF и площадью неоваскуляризации выявлено нали-

чие положительной корреляционной зависимости: 

ФНО-α – VEGF (r = 0,72; р < 0,05), VEGF, ФНО-α и 

площадь васкуляризации (r = 0,86; 0,64; р < 0,05). 

Таким образом, полученные данные свидетельст-

вуют о том, что в группе животных с кислород-

индуцированной ретинопатией достоверно выше, чем в 

группе интактных животных уровень содержания 

ФНО-α и VEGF в ткани сетчатки; максимальный уро-

вень их содержания наблюдается на 13 и 15 сутки, со-

ответственно; площадь ретинальной неоваскуляриза-

ции находится в прямой корреляционной зависимости 

от уровня VEGF (r = 0,86; р < 0,05) и ФНО-α (r = 0,72;  

р < 0,05), уровень VEGF тем выше, чем выше ФНО-α  

(r = 0,72; р < 0,05).  
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Таблица 1  

 

Уровень содержания ФНО-α у интактных и экспериментальных животных 

 

Сутки наблюдения 
Уровень содержания ФНО-α (пг/мг) 

Интактные животные (контроль) Экспериментальные животные 

13 55,14 ± 10,28 546,15 ± 122,34* 

14 54,34 ± 7,11 496,43 ± 112,21* 

15 54,53 ± 8,08 207,19 ± 18,32*† 

16 53,34 ± 8,23 212,15 ± 15,36* 

17 53,32 ± 7,45 199,17 ± 17,34* 

18 53,02 ± 9,91 121,31 ± 10,12*† 

 
Примечание: *p < 0,05 – достоверность различий с контролем; †p < 0,05 – достоверность различий последующей и предыдущей 

групп по сроку жизни.  

 

 

Таблица 2 

 

Уровень содержания VEGF у интактных и экспериментальных животных 

 

Сутки наблюдения 
Уровень содержания VEGF (пг/мг) 

Интактные животные (контроль) Экспериментальные животные 

13 8,94 ± 0,84 30,12 ± 2,34* 

14 9,54 ± 0,43 33,58 ± 1,56* 

15 10,05 ± 1,08 37,15 ± 1,64*† 

16 9,41 ± 1,08 26,42 ± 1,56*† 

17 9,23 ± 1,08 18,17 ± 1,15*† 

18 2,53 ± 0,09† 8,07 ± 1,10*† 

 
Примечание: *p < 0,05 – достоверность различий с контролем; †p < 0,05 – достоверность различий последующей и предыдущей 

групп по сроку жизни. 

 

 

Таблица 3  

 

Уровень содержания ФНО-α у животных с кислород-индуцированной ретинопатией  

при интравитреальном введении Инфликсимаба 

 

Группа Сутки наблюдения 
Сутки и/в введения Инфликсимаба 

12 14 

Инфликсимаб, пг/мг 
15 89,21 ± 6,23*† 130,30 ± 8,13* 

18 58,12 ± 3,21*† 86,23 ± 4,23* 

Экспериментальные  

животные 

15 207,19 ± 18,32 

18 121,31 ± 10,12 

 
Примечание: *p < 0,05 – достоверность различий с ЭЖ; †p < 0,05 – достоверность различий между группами по сроку введения 

Инфликсимаба. 

 

 

Второй экспериментальный фрагмент работы. 

Уровень содержания ФНО-α на 15 сутки при введении 

Инфликсимаба на 12 и 14 сутки был достоверно ниже, 

чем в группе экспериментальных животных – в 2,3 и 

1,6 раза соответственно, и выше, чем в интактной 

группе в 1,6 и 2,4 раза соответственно. Уровень содер-

жания ФНО-α на 18 сутки при введении Инфликсимаба 

на 12 сутки был в 2 раза ниже, чем в группе экспери-

ментальных животных и достоверно не отличался от 

уровня его содержания в интактной группе. При введе-

нии Инфликсимаба на 14 сутки уровень содержания 

ФНО-α был достоверно выше, чем при введении его на 

12 сутки при исследовании на 15 и 18 сутки (табл. 3). 

Уровень содержания VEGF на 15 сутки во всех 

группах был достоверно ниже, чем в группе экспери-

ментальных животных; при введении PEDF, Инфлик-

симаба и Ранибизумаба на 12 сутки ниже, чем на 14  

(р < 0,05); в группах с комбинированным применением 

Инфликсимаба с PEDF и Инфликсимаба с Ранибизума-

бом ниже, чем при изолированном их введении на 12 

сутки (р < 0,05) и в 2,6 и 2,8 раза ниже, чем в группе 

экспериментальных животных. На 18 сутки были вы-

явлены аналогичные результаты – во всех группах, 

кроме группы с введением Инфликсимаба, уровень 

содержания VEGF был достоверно ниже, чем в экспе-

риментальной группе; при введении PEDF, Инфликси-

маба и Ранибизумаба на 12 сутки ниже, чем на 14  

(р < 0,05); в группах с комбинированным применением 

Инфликсимаба с PEDF и Инфликсимаба с Ранибизума-

бом  ниже,  чем  при  изолированном их введении на 12  
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Таблица 4  

 

Уровень содержания VEGF у животных с кислород-индуцированной ретинопатией  

при интравитреальном введении Инфликсимаба, PEDF и Ранибизумаба 

 

Препараты и PEDF, пг/мг Сутки наблюдения 
Сутки и/в введения препаратов и PEDF 

12 14 

PEDF 
15 20,54 ± 0,75*† 25,32 ± 0,34* 

18 3,14 ± 0,04*† 3,91 ± 0,08* 

Инфликсимаб 
15 23,22 ± 1,34*† 28,50 ± 1,23* 

18 3,42 ± 0,06*† 4,53 ± 0,07 

Ранибизумаб 
15 19,12 ± 0,15*† 24,05 ± 0,13* 

18 2,93 ± 0,05*† 4,01 ± 0,02* 

 12 и 14 

Инфликсимаб + PEDF 
15 14,38 ± 1,23*٧ 

18 2,0 ± 0,03*٧ 

Инфликсимаб + Ранибизумаб 
15 13,03 ± 1,34*٧ 

18 1,8 ± 0,05*٧ 

Группы сравнения 

Экспериментальные животные 
15 37,15 ± 16,45 

18 5,0 ± 0,04 

Интактные животные 
15 10,05 ± 1,08 

18 1,5 ± 0,05 

 
Примечание: *p < 0,05 – достоверность различий с ЭЖ; †p < 0,05 – достоверность различий между группами по сроку введения 

препаратов и PEDF; ٧p < 0,05 – достоверность различий между группами с комбинированным применением Инфликсимаба с PEDF 

и Инфликсимаба с Ранибизумабом с изолированным их введением на 12 сутки.  

 

 

Таблица 5  

 

Площадь ретинальной неоваскуляризации у животных с кислород-индуцированной ретинопатией  

при интравитреальном введении Инфликисмаба, PEDF, Ранибизумаба  

и комбинированном их применении (18 сутки) 

 

Препараты и PEDF, пг/мг 
Сутки и/в введения препаратов и PEDF 

12 14 

PEDF 0,91 ± 0,03*† 1,15 ± 0,03* 

Инфликсимаб 1,22 ± 0,09*† 1,81 ± 0,07* 

Ранибизумаб 0,72 ± 0,04*† 1,2 ± 0,02* 

 12 и 14 

Инфликсимаб + PEDF 0,26 ± 0,06*٧ 

Инфликсимаб + Ранибизумаб 0,19 ± 0,02*٧ 

Группа сравнения 

Экспериментальные животные 2,91 ± 0,21 

 
Примечание: *p < 0,05 – достоверность различий с ЭЖ; †p < 0,05 – достоверность различий между группами по сроку введения 

препаратов и PEDF; ٧p < 0,05 – достоверность различий между группами с комбинированным применением Инфликсимаба с PEDF 
и Инфликсимаба с Ранибизумабом с изолированным их введением на 12 сутки.  

 

 

сутки (р < 0,05) и в 2,5 и 2,7 раза ниже, чем в группе 

экспериментальных животных (табл. 4).  

Таким образом, комбинированное применение Ин-

фликсимаба с PEDF или с Ранибизумабом позволяет 

значительно снизить уровень VEGF на 15 сутки – в 

высшей точке его содержания, обеспечить плавный 

характер его последующего снижения и низкий уро-

вень его содержания на 18 сутки.  

Площадь ретинальной неоваскуляризации в груп-

пах с комбинированным применением Инфликсимаба с 

PEDF и Инфликсимаба с Ранибизумабом была досто-

верно меньше, чем в группах с изолированным их вве-

дением на14 и 12 сутки (табл. 5).  

 

ВЫВОДЫ 
 

1. В группе животных с моделью кислород-

индуцированной ретинопатии достоверно выше, чем в 

группе интактных животных уровень содержания 

ФНО-α и VEGF в ткани сетчатки; максимальный уро-

вень их содержания наблюдается на 13 и 15 сутки со-

ответственно; площадь ретинальной неоваскуляриза-

ции находится в прямой корреляционной зависимости 

от уровня VEGF (r = 0,86; р < 0,05) и ФНО-α (r = 0,72;  

р < 0,05), уровень VEGF тем выше, чем выше ФНО-α  

(r = 0,72; р < 0,05).  

2. Комбинированное применение Инфликсимаба с 

Ранибизумабом или PEDF за счет одновременного 
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снижения уровня содержания ФНО- и VEGF и более 

значительного снижения VEGF в ткани сетчатки у жи-

вотных с кислород-индуцированной ретинопатией по-

зволяет предотвратить формирование неоваскуляриза-

ции более эффективно, чем изолированное их приме-

нение.  

Возможно, ФНО- – это еще один из проангиоген-

ных факторов, который может являться терапевтиче-

ской мишенью при неоваскулярной патологии сетчат-

ки, применение терапии, направленной на его сниже-

ние в комбинации с анти-VEGF новым стратегическим 

направлением. 
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Gavrilova N.A., Shirokov V.E., Komova O.Y., Ban- 

tysh O.B., Saburina I.N., Revishin A.V., Pavlova G.V. 
ANALYSIS OF RESULTS OF APPLICATION OF IN-

FLIXIMAB, PEDF AND RANIBIZUMAB ON MODEL OF 

OXYGEN-INDUCED RETINOPATHY 
The analysis of efficiency of application of Infliximab, 

PEDF and Ranibizumab at their intravitreal introduction on 

experimental model of oxygen-induced retinopathy among rats 
was made. Was established, that combined application of Inflix-

imab with Ranibizumab or PEDF lets prevent forming of neo-

vascularization more effectively than their isolated application. 

Key words: Infliximab; Ranibizumab; PEDF; model of oxy-

gen-induced retinopathy; angiogenesis inhibitors. 
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