
	 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя медыцынскіх навук. 2019. Т. 16, № 4. C. 477–487	 477

ISSN 1814-6023 (Print)                                                                                                               
ISSN 2524-2350 (Online) 
УДК 617.713-007.17-085                                                                            	  Поступила в редакцию 28.06.2019 
https://doi.org/10.29235/1814-6023-2019-16-4-477-487 	 Received 28.06.2019

Г. Р. Семак, В. А. Захарова, С. К. Клецкий, Т. А. Летковская, И. Ю. Жерко 

Белорусский государственный медицинский университет,  Минск, Республика Беларусь

ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ БИОМОЛЕКУЛЯРНЫХ МАРКЕРОВ (CD44, MMP9, 
TGFΒ1) В ОЦЕНКЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ ЛЕЧЕНИЯ  

ЭНДОТЕЛИАЛЬНО-ЭПИТЕЛИАЛЬНОЙ ДИСТРОФИИ РОГОВИЦЫ 

Аннотация. Цель работы – определить эффективность терапии эндотелиально-эпителиальной дистрофии с при- 
менением субконъюнктивального введения низкомолекулярной гиалуроновой кислоты путем комплексного анализа 
характера экспрессии биомолекулярных маркеров в материале эксплантов роговиц.

Изучен проспективный материал эксплантов роговиц 14 пациентов с приобретенными и врожденными формами 
эндотелиально-эпителиальной дистрофии (ЭЭД) роговицы. С целью анализа характера экспрессии биомолекуляр-
ных маркеров выполнено ИГХ-исследование с использованием первичных моноклональных антител к CD44, MMP9, 
TGFβ1. Для изучения морфологических особенностей кератопатий на фоне глаукомы были использованы окрашива-
ние гистологических препаратов гематоксилином и эозином; гистохимическое окрашивание (PAS-реакция, MSB, по 
Массону, конго-красным; ИГХМ с использованием маркеров CD44, MMP9, TGFβ1).

Согласно полученным результатам, в группе пациентов с ЭЭД на фоне применения инъекционной формы гиа-
луроновой кислоты снижается активность воспаления за счет снижения эпителиальной и стромальной экспрессии 
CD44 и ММР9, уменьшается проапоптотическое и профибротическое действие TGFβ1.

Ключевые слова: гиалуроновая кислота, регенерация, дистрофия роговицы, иммуногистохимия, эндотелиаль-
но-эпителиальная дистрофия
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FEATURES OF THE EXPRESSION OF BIOMOLECULAR MARKERS (CD44, MMP9, TGFΒ1) 
 IN ASSESSING THE EFFECTIVENESS OF TREATMENT  

OF ENDOTHELIAL-EPITHELIAL CORNEAL DYSTROPHY

Abstract. The purpose was to determine the effectiveness of endothelial-epithelial dystrophy treatment with subcon-
junctival injection of low molecular weight hyaluronic acid. 

Prospective material of 14 corneas with different epithelial- epithelial dystrophy forms were examined and treated. To 
study the morphological features of keratopathy with the background of glaucoma staining of histological preparations with 
hematoxylin and eosin; histochemical staining (PAS reaction, MSB, Masson, Congo red; IHC with CD44, MMP9, TGFβ1 
were used.

According to the results obtained, in the group of patients with EED, with the background of the use of an injectable form 
of hyaluronic acid, the activity of inflammation decreases due to a decrease in the epithelial and stromal expression of CD44 
and MMP9. The proapoptotic and profibrotic action of TGFβ1 decreases.
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Введение. Эндотелиально-эпителиальная дистрофия (ЭЭД) роговицы – медленно прогресси-
рующее хроническое заболевание, которое трудно поддается лечению [1, 2]. Причиной развития 
ЭЭД роговицы могут быть первичные наследственно детерминированные поражения эндотелия 
роговицы или вторичные – после различных оперативных вмешательств, проникающих ране-
ний глазного яблока и воспалительных процессов роговой оболочки [3]. 
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Цель работы – определить эффективность терапии эндотелиально-эпителиальной дистрофии  
с применением субконъюнктивального введения низкомолекулярной гиалуроновой кислоты пу-
тем комплексного анализа характера экспрессии биомолекулярных маркеров в материале эксплан-
тов роговиц.

Материалы и методы исследования. Исследование выполнено на базе кафедр офтальмологии и 
патологической анатомии УО «Белорусский государственный медицинский университет». Изу-
чен проспективный материал эксплантов роговиц 14 пациентов с приобретенными и врожден-
ными формами ЭЭД роговицы, обратившихся в 2017–2018 гг. для обследования и последующего 
лечения в УЗ «3-я городская клиническая больница им. Е. В. Клумова».

Материалом исследования служили экспланты роговиц пациентов с ЭЭД, которые были раз-
делены на группу исследования и группу сравнения. Терапия пациентов включала дополнитель-
ное применение гиалуроновой кислоты (ГК) и использование стандартных протоколов соответ-
ственно (табл. 1). Перед началом обследования и лечения все пациенты подписали информиро-
ванное согласие о включении в исследование.

Т а б л и ц а  1. Структура материала для анализа морфологических  
и иммуногистохимических признаков дисков роговиц пациентов с ЭЭД

T a b l e  1. The material structure for the analysis of morphological and immunohistochemical signs  
of the corneal disc of patients with endothelial-epithelial dystrophy

Нозологическая форма Число случаев Число полей зрения (×40)

Группа контроля 3 18
Эндотелиально-эпителиальная дистрофия (ГК+) 6 36
Эндотелиально-эпителиальная дистрофия (ГК–) 5 30
Всего 14 84

Пациенты исследуемых групп были сопоставимы по основным клинико-лабораторным и мор-
фологическим показателям. 

Критерием включения в исследование явилась неэффективность инстилляционной терапии 
болезни сухого глаза (БСГ); критериями исключения – наличие глаукомы или офтальмогипер-
тензии, наличие острого воспалительного процесса переднего отрезка глазного яблока.  Клинико-
лабораторное обследование включало визометрию, биомикроскопию, тонометрию, тест Ширме-
ра I, LIPCOF-тест, определение времени разрыва слезной пленки, оптическую когерентную то-
мографию переднего отрезка глазного яблока.

В рамках морфологического исследования дисков роговиц пациентов с ЭЭД для оценки эф-
фективности проводимой терапии были использованы следующие модификации морфологиче-
ского метода: 

1) окрашивание гистологических препаратов гематоксилином и эозином; 
2) гистохимическое окрашивание: PAS-реакция (окрашивание реактивом Шиффа), MSB, по 

Массону, конго-красным. 
3) иммуногистохимический (ИГХ) метод.
С целью анализа характера экспрессии биомолекулярных маркеров выполнено ИГХ-исследо-

вание с использованием первичных моноклональных антител к CD44, MMP9, TGFβ1. В качестве 
визуализирующей системы использовали комплекс вторичных антител EnVision фирмы DAKO, 
в качестве хромогена – диаминобензидин. Позитивный контроль – ткани и органы, рекомендо-
ванные производителем, негативный – исключение первичного антитела. Характер экспрессии 
ИГХ-маркеров представлен в табл. 2.

Для морфометрического исследования микропрепараты фотографировали в 6 полях зрения 
(×40) с разрешением 2048×1536 пикселей при помощи микроскопа Leica c цифровой камерой Le- 
venhuk C-Series. 

ИГХ-реакцию с CD44, MMP9, TGFβ1 в материале оценивали отдельно в эпителии, кератоци-
тах и эндотелии роговицы, используя программное обеспечение для морфометрии WCIF ImageJ 
и Aperio Image Scope v.8.0.39.1059. 
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Т а б л и ц а  2. Характер экспрессии основных иммуногистохимических маркеров

T a b l e  2. The expression pattern of the main immunohistochemical markers

ИГХ-маркер Характер экспрессии

CD44 Гомогенное окрашивание мембран и/или цитоплазмы эпителиальных клеток (преимущественно  
базальных слоев) и/или стромальных клеток в коричневый цвет различной интенсивности  
(от светло- до темно-коричневого)

MMP9 Цитоплазматическое окрашивание эпителия роговицы, лейкоцитов, стромальных клеток в коричневый 
цвет различной интенсивности 

TGFβ1 Гомогенное окрашивание ядер и/или цитоплазмы эпителиальных клеток (преимущественно базальных 
слоев) и/или кератоцитов и/или эндотелия в коричневый цвет различной интенсивности

Статистический анализ данных проводили с помощью программного обеспечения STATISTICA 
10.0. Полученные результаты обрабатывали статистически с вычислением медианы (Ме), меж-
квартильного размаха (МКР – 25-го и 75-го процентилей) и 95 %-ного доверительного интервала 
(ДИ) (его максимального и минимального значений). 

Для оценки характера распределения полученных данных использовали критерий Шапиро–
Уилка (W). Статистически значимыми считали различия при р < 0,05. Сравнение независимых 
выборок по количественным признакам проводили с помощью дисперсионного анализа непара-
метрических данных ANOVA и определения критериев Краскела–Уоллиса (Н-критерий) для 
трех и более выборок и Манна–Уитни (U-критерий) с целью парного их сравнения. 

Результаты и их обсуждение. В клинических исследованиях нами была доказана эффектив-
ность субконъюнктивального введения низкомолекулярного натрия гиалуроната [4, 5]. Установ-
лено, что гиалуроновая кислота молекулярной массой 500–700 кДа положительно влияет на те-
чение как БСГ, так и самой кератопатии. Увеличивается слезопродукция, повышается стабиль-
ность слезной пленки, уменьшается толщина роговицы, разрешаются помутнения, уменьшается 
количество конъюнктивальных сосудов (рис. 1, 2).

Анализ экспрессии CD44. CD44 является наиболее распространенным рецептором гиалуро-
новой кислоты. Его внутрицитоплазматический домен способен транслоцироваться в ядро и са-
мостоятельно модулировать функции клеток. CD44 также является молекулой клеточной адге-
зии, экспрессия которой увеличивается при воспалении [6–8].

Экспрессия CD44 выявлялась в ткани роговицы во всех исследованных случаях, имела мем-
бранный паттерн с преобладанием слабой и умеренной экспрессии в базальном и парабазальном 
слоях эпителия и очагово – в кератоцитах под Боуменовой мембраной и в эндотелии сосудов  
в очагах неоангиогенеза. 

Экспланты роговиц в группе контроля характеризовались негативным окрашиванием или 
базальной слабо выраженной экспрессией CD44 в эпителии роговицы и негативным окрашива-
нием в кератоцитах и эндотелии.

a b

                                               а                                                                                b

Рис. 1. Биомикроскопия переднего отрезка глазного яблока до (a) и после (b) терапии  
с применением гиалуроновой кислоты

Fig. 1. Biomicroscopy of the anterior segment of the eyeball before (a) and after (b) therapy with hyaluronic acid
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В группе пациентов с ЭЭД слабо выраженное базальное окрашивание эпителия и очаговое – 
кератоцитов наблюдалось в группах пациентов с врожденными формами ЭЭД (дистрофия Фук-
са и решетчатая дистрофия роговицы), а значимо более выраженная экспрессия CD44 как по ин-
тенсивности, так и количеству позитивных слоев отмечалась в группе пациентов с приобретен-
ными формами ЭЭД. 

Полученные данные подтверждаются результатами проведенного дисперсионного анализа, 
согласно которому в ткани роговиц при различных формах ЭЭД имеет место значимо большая 
экспрессия CD44, чем в группе контроля (U = 4,65; p = 0,03), преимущественно за счет приобре-
тенных форм ЭЭД (Н = 33,94; p ˂ 0,001). Анализ характера экспрессии CD44 в материале роговиц 

     
 

a b c

Рис. 2. Биомикроскопия переднего отрезка глазного яблока до (a), после (b) консервативного лечения  
и на 3-и сутки после оперативного вмешательства (c)

Fig. 2. Biomicroscopy of the anterior segment of the eyeball before (a), after (b) conservative treatment  
and on the 3rd day after surgery (c)
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Рис. 3. Дисперсионный анализ экспрессии CD44 в эпителии эксплантов роговиц пациентов  
с различными нозологическими формами ЭЭД (a – критерий Краскела–Уоллиса,  

b – критерий Манна–Уитни). * – различия достоверны при р < 0,05

Fig. 3. Dispersion analysis of CD44 expression in the epithelium of the corneal explants of patients  
with various nosological forms of endothelial-epithelial dystrophy (a – Kruskel–Wallis test,  

b – Mann–Whitney test). * –  differences are significant at р < 0.05

b
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в зависимости от нозологической формы ЭЭД выявил отсутствие значимых различий между па-
циентами с врожденными формами ЭЭД и лицами группы контроля (рис. 3). Одновременно экс-
прессия CD44 при решетчатой дистрофии была более выраженной, чем при дистрофии Фукса.

В рамках анализа эффективности проводимой терапии (рис. 4) значимое снижение экспрессии 
CD44 на фоне предшествующего применения препаратов ГК имело место в группе пациентов  
с дистрофией Фукса (U = 4,16; p ˂ 0,001). Тенденция к некоторому снижению экспрессии CD44 
при применении ГК наблюдалась также у пациентов с приобретенной ЭЭД (U = 241; p = 0,16). 

Полученные результаты можно объяснить улучшением способности роговицы к регенера-
ции на фоне терапии с применением препарата ГК, что подтверждается литературными данны-
ми об уменьшении экспрессии CD44 по мере уменьшения альтеративных изменений роговицы 
после повреждения.

Анализ экспрессии MMP9. Основным звеном патогенеза БСГ является гиперосмолярность 
слезы, приводящая к активации провоспалительных цитокинов в эпителии роговицы, в том чис-
ле и MMP9 [9]. Важно оценить изменение уровня экспрессии данного маркера еще и потому, что 
экзогенное введение некоторых полисахаридов может увеличивать продукцию данного цитоки-
на в эпителии, участвуя в дальнейшем потенцировании воспаления [10]. 

Экспрессия ММР9 выявлялась в ткани роговицы в виде цитоплазматического окрашивания 
эпителия (с преобладанием в базальных и парабазальных слоях) и стромы (с преобладанием  
в кератоцитах и лейкоцитах с выраженной экспрессией в очагах неоангиогенеза). Экспланты ро-
говиц в группе контроля характеризовались негативным окрашиванием к ММР9 (рис. 5).

В группах пациентов с различными нозологическими формами ЭЭД экспрессия ММР9  
в эпителии соответствовала таковой или была менее выраженной, чем в группе контроля, в то 
время как стромальная экспрессия ММР9 была более выраженной в группах пациентов с ЭЭД 
(рис. 5).

На фоне применения препаратов ГК анализ площади экспрессии ММР9 в ткани роговиц вы-
явил значимое снижение показателя эпителиальной и стромальной позитивности в группе паци-
ентов с приобретенными формами ЭЭД, а также уменьшение позитивности эпителиальной экс-
прессии ММР9 в группе лиц с дистрофией Фукса (рис. 6). В то же время в группе пациентов  
с решетчатой дистрофией роговицы, тип I, различия в эпителиальной и стромальной экспрессии 
ММР9 в зависимости от проводимой терапии отсутствовали. 

Интенсивность ИГХ-реакции с моноклональными антителами к ММР9 в иммунопозитив-
ных участках также уменьшалась на фоне применения инъекционных препаратов ГК: при при-

5 

а 

b 

ГК‐  ГК+ 

ГК‐  ГК+ 

Рис. 4. Характер экспрессии CD44 в ткани эксплантов роговиц пациентов с приобретенными формами ЭЭД (a),  
дистрофией Фукса (b) в зависимости от протокола терапии (стандартный протокол – слева, протокол с применени-
ем ГК – справа). ИГХМ. Хромоген – диаминобензидин. Контрастное окрашивание – гематоксилином Майера. ×40

Fig. 4. CD44 expression in the tissue of corneal explants in the groups of the acquired forms of endothelial-epithelial  
dystrophy (a), Fucs dystrophy (b) depending on the treatment protocol (standard protocol on the left, protocol using GC  

on the right). Chromogen – diaminobenzidine. Contrasting with Mayer hematoxylin. × 40
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обретенных формах ЭЭД как в эпителиальном, так и в стромальном компоненте роговиц, а при 
дистрофии Фукса – в эпителиальном компоненте (рис. 7). Одновременно в группе пациентов  
с решетчатой дистрофией роговицы, тип I, интенсивность экспрессии ММР9 на фоне ГК+-тера-
пии значимо увеличивалась как в эпителии, так и в строме роговицы. При этом наиболее интен-
сивные отложения локализовались в зоне расположения амилоида.

Таким образом, согласно результатам проведенного дисперсионного анализа, на фоне пред-
лагаемого варианта терапии ЭЭД с применением инъекционной формы ГК имело место значи-
мое уменьшение как площади, так и интенсивности экспрессии ММР9 в группах пациентов  
с приобретенными формами ЭЭД и дистрофией Фукса, что свидетельствует об уменьшении ин-
тенсивности воспаления в эпителии роговицы. К тому же на фоне терапии уменьшалась степень 
дезорганизации компонентов экстрацеллюлярного матрикса роговицы, что объясняет получен-
ный клинический эффект.  

В случае решетчатой дистрофии на фоне включения в протокол терапии низкомолекулярной 
ГК наблюдалась противоположная картина – увеличение экспрессии CD44 в эпителии и MMP9 
в эпителии и строме. Такие результаты объясняются тем, что субстратом решетчатой дистрофии 
является не воспаление, а амилоидоз. Изменение экспрессии потенцируется непосредственно эк-
зогенным введением полисахарида. Вследствие необратимости изменений в тканях роговицы 
при решетчатой дистрофии инъекционная форма низкомолекулярной ГК применяется только  
с целью купирования проявлений БСГ и предоперационной подготовки. Восстановление зритель-
ных функций возможно только оперативным путем. 

Экспрессия TGFβ1 выявлялась в ткани роговицы в виде цитоплазматического окрашивания 
базальных и парабазальных слоев эпителия и ядерного окрашивания эпителия поверхностных 
слоев, преимущественно цитоплазматического окрашивания стромальных элементов и эндоте-
лия роговицы. 

a b

c d

Рис. 5. Экспрессия ММР9 в ткани эксплантов роговиц в группе контроля (a), у пациентов с приобретенными формами 
ЭЭД (b), дистрофией Фукса (c) и решетчатой дистрофией роговицы, тип I (d) ИГХМ. Хромоген – диаминобензидин. 

Контрастное окрашивание – гематоксилином Майера. ×40

Fig. 5. MMP9 expression in the tissue of corneal explants in the control group (a), in patients with the acquired forms of endothe-
lial-epithelial dystrophy (b), Fucs dystrophy (c) and ethmoid corneal dystrophy, type I (d) IHM. Chromogen – diaminobenzidine. 

Contrasting with Mayer hematoxylin. ×40
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Экспланты роговиц в группе контроля характеризовались негативным или слабо выражен-
ным окрашиванием к TGFβ1 эпителия, кератоцитов стромы и эндотелия роговицы. В группах 
же пациентов с различными нозологическими формами ЭЭД экспрессия TGFβ1 была более вы-
раженной, чем в группе контроля.

Дисперсионный анализ экспрессии TGFβ1 в зависимости от нозологических форм ЭЭД выя-
вил у пациентов с врожденными и приобретенными формами ЭЭД всех исследуемых групп зна-
чимо большие показатели экспрессии TGFβ1 в строме, чем у лиц группы контроля.
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Рис. 6. Дисперсионный анализ позитивности экспрессии ММР9 в эпителии (a) и строме (b) эксплантов роговиц  
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Рис. 6. Дисперсионный анализ позитивности экспрессии ММР9 в эпителии (a) и строме (b) эксплантов роговиц  
при различных нозологических формах ЭЭД в зависимости от типа терапии. * – различия достоверны при р < 0,05

Fig. 6. Dispersion analysis of the MMP9 expression positivity in the epithelium (a) and stroma (b) of corneal explants  
in various nosological forms of endothelial-epithelial dystrophy depending on the therapy type.  

* – differences are significant at p < 0.05
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Анализ характера экспрессии TGFβ1 в ткани роговиц на фоне применения препаратов ГК 
показал значимое снижение показателя позитивности стромальной экспрессии в группе пациен-
тов с приобретенными формами ЭЭД (рис. 8). 

Интенсивность ИГХ-реакции с моноклональными антителами к TGFβ1 в иммунопозитив-
ных участках также уменьшалась на фоне применения инъекционных препаратов ГК при приоб-
ретенных формах ЭЭД, а также в стромальном компоненте в группе пациентов с решетчатой 
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Рис. 7. Дисперсионный анализ индекса интенсивности ММР9 в иммунопозитивных участках эпителия (a)  
и стромы (b) эксплантов роговиц при различных нозологических формах ЭЭД в зависимости от типа терапии.  

* – различия достоверны при р < 0,05

Fig. 7. Dispersion analysis of the MMP9 intensity index in the immunopositive areas of epithelium (a) and stroma (b)  
of corneal explants in various nosological forms of endothelial-epithelial dystrophy depending on the therapy type.  

* – differences are significant at р < 0.05
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дистрофией. В то же время в группе пациентов с дистрофией Фукса интенсивность экспрессии 
TGFβ1 на фоне ГК+-терапии значимо не изменялась (рис. 9).

Согласно результатам проведенного анализа, на фоне предлагаемого варианта терапии ЭЭД  
с применением инъекционной формы ГК отмечалось снижение профибротического действия 
TGFβ1 в группе пациентов с приобретенными формами ЭЭД. 

Заключение. Субконъюнктивальное введение натрия гиалуроната является дешевым и эф-
фективным методом лечения коморбидной БСГ. Низкомолекулярный гиалуронат способен не 
только обеспечить необходимую гидратацию, но и активировать процессы регенерации в эпи-
телии роговицы, что благоприятно влияет на течение хронических дистрофических заболева-
ний роговицы.

Экзогенно введенная ГК подавляет воспаление в эпителии.  При этом молекула ГК в 500–700 кДа 
достаточно мала для того, чтобы не индуцировать синтез и активацию провоспалительной 
MMP9 в эпителии роговицы. Низкомолекулярная ГК при ЭЭД в строме тормозит процессы фи-
брогенеза, подавляя экспрессию матриксной металопротеазы.
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Рис. 8. Дисперсионный анализ позитивности экспрессии TGFβ1 в строме эксплантов роговиц  
при различных нозологических формах ЭЭД в зависимости от типа терапии

Fig. 8. Dispersion analysis of the TGFβ1 expression positivity in the stroma of corneal explants  
in various nosological forms of endothelial-epithelial dystrophy depending on the therapy type
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Терапия с применением инъекционной формы низкомолекулярного натрия гиалуроната ста-
билизирует водный, муциновый и липидный слои слезной пленки, способствуя тем самым раз-
решению проявлений БСГ.
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