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Эпителиально-мезенхимальная трансформация (ЭМТ) может лежать в основе перестройки дифференцированных клеток 
при репарации тканей и формировании фиброза  В основе патогенеза идиопатического эпиретинального фиброза (иЭРФ) 
могут также быть задействованы процессы дифференцировки и трансформации различных типов клеток  Цель исследо-
вания – выявление признаков мезенхимального фенотипа в клетках эпиретинальных мембран удаленных с поверхности 
сетчатки у пациентов с иЭРФ и  различной остротой зрения  Методика. В исследование включено 60 пациентов (60 глаз) 
с диагнозом иЭРФ  Все пациенты были разделены на 3   группы по 20 пациентов в каждой, в зависимости от исходной мак-
симально корригированной остроты зрения (МКОЗ): 1- я группа имела МКОЗ  0,9 -0,7 н/к; 2-я –  0,6-0,3 н/к; 3-я – от 0,2 до 
0,05  У всех пациентов     удаляли эпиретинальную и внутреннюю пограничную мембраны (ЭРМ и ВПМ)  ЭРМ и ВПМ уда-
ляли послойно или единым блоком   Проводили иммуногистохимическое окрашивание образцов мембран, с целью выяв-
ления и визуализации следующих антигенов: виментина, α-гладкомышечного актиа (α-SMА), и коллагенов IV и VI типов  
Результаты. У пациентов 1-й группы во всех случаях ЭРМ удалялись отдельно от ВПМ  В образцах выявлялись единич-
ные клетки экспрессирующие виментин, α-SMA, коллагены IV и VI типов  У пациентов  2-й группы в 16 случаях (80%) ЭРМ 
с поверхности сетчатки удалялись единым блоком с ВПМ  В образцах выявлено увеличение числа клеток экспрессирую-
щих α-SMА и виментин, при этом имело место статистически значимое увеличение экспрессии коллагенов IV и VI типов    
Во всех образцах 3-й группы ЭРМ и ВПМ в 100%  случаях удалялись с поверхности сетчатки единым блоком  В 17 (85%) слу-
чаях мембраны имели один или несколько участков сращения с сетчаткой, в клетках превалировала экспрессия коллаге-
нов VI и VI типов  Маркеры виментин, α-SMA, коллагены VI и VI типов обнаруживали статистически значимую корреляци-
онную связь с МКОЗ до операции  Причем, виментин имел сильную обратную корреляционную связь (r=-0,788, p=0,004), 
факторы α-SMA и коллагены IV, VI типов – очень сильную обратную корреляционную связь (r<-0,9, p<0,001)  Заключение. 
На примере прогрессирования идиопатического эпиретинального фиброза выявлена ЭМТ мембран  Данный феномен 
характеризуется приобретением клетками мембраны мезенхимального фенотипа: появлением экспрессии виментина и 
α-SM актина а также и приобретением способности к продуцированию компонентов внеклеточного матрикса (коллагены 
IV и VI типов)  Ключевым моментом в процессе формирования и прогрессирования ЭРФ является трансформация клеточ-
ного состава в миофибробластоподобные клетки  Повышенная экспрессия α-SM актина непосредственно связана с сокра-
щением мембраны и «натяжением» сетчатки миофибробластами, что в свою очередь приводит к  прогрессирующему сни-
жению остроты зрения и увеличению метаморфопсий у пациентов (r<-0,9, p<0,001) 
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Epithelial-mesenchymal transition may underlie reorganization of mature differentiated cells and tissues during their repair and 
fibrosis  The pathogenesis of idiopathic epiretinal fibrosis may also involve processes of differentiation and transformation of 
different cell types  Aim. To identify signs of the mesenchymal phenotype in cells of idiopathic epiretinal membranes removed 
from the surface of the retina in patients with different visual acuity  Methods  Sixty eyes of 60 patients with idiopathic epiretinal 
fibrosis were divided into three groups: Group 1 included patients with best-corrected visual acuity (BCVA) 0 7-0 9; group 2 con-
sisted of patients with BCVA 0 3-0 6; and group 3 consisted of patients with BCVA 0 1-0 3  In all patients, the internal limiting mem-
brane (ILM) was peeled for idiopathic epiretinal membrane (IERM)  Idiopathic ERM/ILM samples from vitrectomy were analyzed 
for vimentin, α-smooth muscle actin (α-SMA), and type IV and VI collagens using flat-mount immunohistochemistry  Results. In 
patients of group 1, single cells expressing vimentin, α-SMA, and type VI and VI collagens were found  In patients of group 2, the 
number of cells expressing α-SMA and vimentin was increased with a statistically significant increase in the expression of type IV 
and VI collagens (p <0 05)  Type VI and IV collagens prevailed (p <0 05) in all samples of group 3  Sometimes membranes had sites 
of rough fusion with extracellular matrix components  These membranes strongly adhered to ILM and were removed as a single 
block during vitrectomy  Conclusion. Using the example of progressive idiopathic epiretinal fibrosis this study found the epithe-
lial-mesenchymal transition  This phenomenon was characterized by membrane cells that have acquired the mesenchymal phe-
notype due to appearance of vimentin and α-SM actin expression (p <0 05) as well as the ability to produce components of extra-
cellular matrix (type IV and VI collagens) (p <0 05)  The key point in the process of ERM formation and progression was the trans-
formation of the cellular composition into myofibroblast-like cells  The increased expression of α-SM actin was associated with 
membrane contraction and tensioning of the retina by myofibroblasts, which resulted in impaired visual acuity and increased 
metamorphopsia (r <-0 9, p <0 001) 
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Введение

В последнее время большой интерес, в вопросах 
касающихся патогенетических механизмов формиро-
вания фиброза, вызывает теория эпителиально – ме-
зенхимальной трансформации (ЭМТ) или эпителиаль-
но – мезенхимального перехода (ЭМП) [1, 2].

Согласно описанию в зарубежных литературных 
источниках, ЭМТ представляет собой временную утра-
ту клетками эпителиального фенотипа и временное 
приобретение ими фенотипа мезенхимальных клеток. 
Это удавалось наблюдать в эмбриогенезе, а также в 
процессе опухолевого роста [3]. При изменении эпи-
телиального фенотипа на мезенхимальный клетки при-
обретают повышенную подвижность и способность к 
инвазии, что позволяет им покинуть локальное микро-
окружение, переместиться в новые условия и дать на-
чало другим типам клеток [4]. Кроме того, последние 
данные свидетельствуют, что эмбрионально-мезенхи-
мальную трансформацию можно наблюдать в зрелых 
дифференцированных клетках при репарации тканей 
и формировании фиброза. 

Известно, что в основе патогенеза идиопатическо-
го эпиретинального фиброза также лежат процессы 
дифференцировки и трансформации различных типов 
клеток. Эпиретинальный фиброз – это медленно про-
грессирующая приобретенная патология органа зре-
ния, которая сопровождается образованием тонкой 
полупрозрачной фиброзно-клеточной пленки в маку-
лярной области. Эпиретинальные мембраны (ЭРМ) 
обладают способностью к сокращению и могут приво-
дить к искривлению поверхности витреомакулярного 
интерфейса, что в свою очередь обусловливает сниже-
ние остроты зрения и развитие метаморфопсий [5-7].

Основополагающую роль в развитии и прогрессиро-
вании иЭРМ играют клетки глиального происхождения 
(клетки Мюллера, астроциты) [8-13]. Находясь на по-
верхности витреоретинального интерфейса, данные клет-
ки со временем активируются – подвергаются морфоло-
гическим изменениям, трансформации и начинают про-
являть сократительную активность. Клетки выделяют 
маркер дифференцировки гладкой мускулатуры – α-SM 
актин, обладающий сократительной активностью, что 
способствует усилению контракции ткани [14].

На сегодняшний день отмечается роль клеточных 
субпопуляций миофибробластов/фибробластов в фор-
мировании иЭРМ, проводятся исследования молеку-
лярных медиаторов идиопатического эпиретиналь-
ного фиброза, что служит импульсом для разработки 
новых диагностических и прогностических критери-
ев заболевания.

По мнению В.С. Репина и И.Н. Сабуриной, фи-
брозирование структур сетчатки всецело зависит от 
факторов регионального микроокружения. Авторами 
высказано предположение, что чередование во време-
ни эпителиальных и мезенхимальных признаков фе-
нотипа является общей биологической закономерно-
стью как в эмбриогенезе, так и в онтогенезе и связано 
с феноменом эпителиально-мезенхимальной пластич-
ности, поэтому данный механизм является физиоло-
гическим и функционирует в норме [15, 16]. ЭМТ ле-
жит в основе глобального фиброгенеза. Термин 
«ЭМТ», по определению, ограничен молекулярными 
событиями, происходящими в эпителиальных клет-
ках, но наличие ЭМТ отражает более общий процесс, 
вовлекающий другие клеточные популяции [17].

Дальнейшее изучение ЭМТ в настоящее время 
представляется обоснованным и перспективным на-
правлением медико-биологических исследований. По-
нимание механизмов ЭМТ может помочь в выявлении 
важных патогенетических особенностей развития и 
прогрессирования фиброза практически во всех орга-
нах.

Цель исследования – выявление  признаков  мезен-
химального фенотипа в клетках идиопатических эпи-
ретинальных мембран удаленных с поверхности сет-
чатки у пациентов с различной остротой зрения.

Методика

 Исследование выполнено в соответствии с этиче-
скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменного 
добровольного информированного согласия всех па-
циентов. Работа одобрена этическим комитетом 
ФГБНУ «Научно-исследовательского института об-
щей патологии и патофизиологии».

Для данного исследования были отобраны 60 па-
циентов  с диагнозом идиопатический эпиретиналь-
ный фиброз. Критериями оценки степени выражен-
ности патологического процесса служили жалобы на 
снижение остроты зрения и наличие метаморфопсий, 
данные оптической когерентной томографии (ОКТ) и 
чувствительность сетчатки в макулярной зоне по дан-
ным микропериметрии. 

Все пациенты были разделены на 3 равные группы 
по 20 пациентов (20 глаз) в каждой в зависимости от 
исходной максимально корригированной остроты зре-
ния: 1-я группа от 0,7 до 0,9, 2-я от 0,3 до 0,6 и 3-я от 
0,05 до 0,2. 

Пациентам было выполнено хирургическое вме-
шательство – стандартная трехпортовая 25-27 Gauge 
хромовитрэктомия. Контрастирование эпиретиналь-



Pathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2020; 64(1)  
DOI: 10.25557/0031-2991.2020.01.15-22

18

Original articles

ной мембраны (ЭРМ) проводили с использованием 
красителя membrane blue dual (DORC, Нидерлан-
ды). Далее с помощью эндовитреального пинцета 
проводили удаление ЭРМ и внутренней погранич-
ной мембраны (ВПМ). При этом обращали внима-
ние на характер их удаления: раздельное (послой-
ное) или единым блоком. Данные образцы поме-
щались в пробирки с 2,0 мл 4% параформальдегида. 
Через 4 ч их переносили в пробирки с 2,0 мл физи-
ологического раствора. Затем мембраны фиксиро-
вали на предметном стекле с полилизиновым по-
крытием. (Thermo SCIENTIFIC, USA). Проводи-
ли иммуногистохимическое окрашивание с целью  
выявления и визуализации  антигенов: виментина, 
α-гладкомышечного актина (α-SMА), а также колла-
гена IV, VI типов. В качестве первичных антител при-
меняли: анти-виментин в разведении 1:250 (номер по 
каталогу ab8978), анти-α-гладкомышечный актин в 
разведении 1:100 (номер по каталогу ab5694), анти-
титела к коллагену IV типа в разведении 1:200 (номер 
по каталогу ab6311), анти-коллаген VI в разведении 
1:250 (номер по каталогу ab6588) (Abcam; Cambridge, 
UK). В качестве вторичных антител использовали 
козьи поликлональные антитела к антигенам мы-
ши (AlexaFluor®594) в разведении 1:250 (номер по 
каталогу ab150116), козьи поликлональные антите-
ла к антигенам кролика (AlexaFluor®488) в разве-
дении 1:250 (номер по каталогу ab150077) (Abcam; 
Cambridge, UK). Окрашенные препараты исследо-
вали с помощью конфокального сканирующего ми-
кроскопа FLUOVIEW FV10i (OLYMPUS Corporation, 
Япония). Полученные снимки анализировали, ис-
пользуя программное обеспечение «CellProfiler», по-
зволяющее выделять необходимые для анализа кле-
точные компоненты раздельно: ядра и цитоплазмы 
или клетки (ядро + цитоплазма), что давало возмож-
ность расчета интенсивности свечения каждой клет-
ки или отдельных ее компонентов. 

Статистическую обработку клинических исследо-
ваний проводили с использованием компьютерных 
программ Statistica 10.0 («StatSoft», США) и Microsoft 
Office Excel 2007 («Microsoft», США). Для выявления 
соотношения между количественными показателями 
проводили множественный регрессионный анализ, а 
также корреляционный анализ по Спирмену. Силу 
корреляционной связи определяли в соответствии со 
шкалой Чеддока (по абсолютной величине): менее 0,10 
– связь отсутствует, 0,1-0,3 – слабая, 0,3-0,5 – умерен-
ная, 0,5-0,7 – средняя, 0,7-0,9 – высокая, 0,9 и более 
– очень высокая. Статистически значимыми считали   
различия при p<0,05.

Результаты

У пациентов 1-й группы с максимальной коррек-
цией остроты зрения (МКОЗ) 0,7 – 0,9, во всех случа-
ях эпиретинальная мембрана (ЭРМ) удалялась отдель-
но от внутренней пограничной мембраны (ВПМ). Это 
было обусловлено меньшей степенью адгезии ЭРМ с 
ВПМ и сетчаткой, что подтверждалось результатами 
иммуногистохимического исследования. В образцах 
мембран этой группы были выявлены единичные гли-
альные клетки, экспрессирующие виментин – маркер 
начальной стадии эпителиально-мезенхимальной 
трансформации. Его появление указывает на пере-
стройку цитоскелета клетки с  последующим измене-
нием её функции. В образцах был также обнаружен 
α-SMА – маркер дифференцировки гладкой мускула-
туры и активированных миофибробластов (рис. 1, 4), 
наличие которого подтверждает переход данных кле-
ток в мезенхимальный фенотип, обозначая начало про-
лиферативного процесса. Клетки, экспрессирующие 
α-SMА проявляют сократительную активность, обу-
словливая сморщивание самой мембраны, что объяс-
няет появление у пациентов жалоб на искаженное вос-
приятие формы и величины предметов (метаморфоп-
сию) при относительно высокой МКОЗ. В небольшом 
количестве в образцах выявлялась экспрессия колла-
генов IV и VI типов.

У пациентов 2-й группы выявлено увеличение ко-
личества клеток, экспрессирующих α-SMА и вимен-
тин, при этом наблюдалось статистически значимое 
увеличение экспрессии коллагенов IV и VI типов (рис. 
2 А, Б; 4). В 16 случаях (80%) ЭРМ с поверхности сет-
чатки удаляли единым блоком с ВПМ, что свидетель-
ствует о более плотной адгезии данных структур, вслед-
ствие изменения клеточных элементов ЭРМ и продук-
ции коллагена. Увеличение количества активных 
пролиферирующих клеток, экспрессирующих α-SMA 
и синтезирующих коллаген, а также увеличение уров-
ня маркера мезенхимальной дифференцировки вимен-
тина, свидетельствуют о прогрессировании патологи-
ческого процесса. Увеличение в зонах фиброза глад-
комышечного актина указывает на повышение пула 
мезенхимальных клеток, что клинически проявляется 
нарастанием жалоб на более выраженное искажение 
зрения и снижение его остроты.

Во всех образцах 3-й группы превалировали колла-
гены IV и VI  типов (p<0,05) (рис. 3, 4). Количество кле-
ток, экспрессирующих α-SMA, виментин также возрас-
тало, что свидетельствовало об увеличении числа ме-
зенхимальных клеток. ЭРМ имели еще более плотную 
связь с сетчаткой и ВПМ, чем у пациентов 2-й группы 
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Рис. 1. Фрагмент удаленной эпиретинальной мембраны из 1-й группы  
Иммунофлуоресцентное окрашивание: α-SM актин (зеленое свечение), 
виментин (красное свечение), ядерная ДНК (Hoehst, синее свечение)  
Единичные миофибробластоподобные клетки экспрессирующие дан-
ные маркеры  Ув  × 600 

Рис. 2, А. Фрагмент удаленной эпиретинальной мембраны из 2-й 
группы  Иммунофлуоресцентное окрашивание: α-SM актин (зеленое 
свечение), виментин (красное свечение), ядерная ДНК (Hoehst, синее 
свечение)  Прогрессирование патологического процесса  Значитель-
ное количество миофибрабластоподобных клеток, экспрессирующих 
α-SM актин  Ув  × 600 

Рис. 2, Б. Фрагмент удаленной эпиретинальной мембраны из 2-й 
группы  Иммунофлуоресцентное окрашивание: коллаген VI (зеленое 
свечение), коллаген IV (красное свечение), ядерная ДНК (Hoehst, синее 
свечение)  Единичная экспрессия коллагена VI  Ув  × 100 

– практически во всех случаях выявлялся один или не-
сколько участков сращения, в результате чего ЭРМ и 
ВПМ удалялись с поверхности сетчатки единым бло-
ком. В 17 случаях (85%)  сращение мембран с сетчаткой 
было настолько плотным, что удаление таких участков 
могло привести к повреждению последней. В связи с 
этим, в подобных участках проводили иссечение остат-
ков ЭРМ витреотомом. Выявленные изменения мем-
бран пациентов 3-й группы свидетельствовали о завер-
шении процессов трансформации клеток, что приводи-
ло к грубым анатомо-функциональным нарушениям, в 
результате чего у пациентов данной группы острота зре-
ния после операции улучшалась лишь незначительно. 

Для выявления зависимости МКОЗ до операции у 
пациентов с идиопатическим эпиретинальным фибро-
зом и  уровнем экспрессии виментина, α-SMA, колла-
генов VI и IV типов  проводили корреляционный ана-
лиз Спирмена.

Выявлено, что все исследуемые факторы (вимен-
тин, α-SMA, коллагены VI и VI типов) имели стати-
стически значимую корреляционную связь с МКОЗ до 
операции у пациентов с иЭРМ (p<0,001). Причем, фак-
тор виментин имел сильную обратную корреляцион-
ную связь (r=-0,788, p=0,004), факторы α-SMA, кол-
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лагены VI и VI типов имели очень сильную обратную 
корреляционную связь (r<-0,9, p<0,001).

Обсуждение

Полученные данные подтверждают, что ключевым 
моментом в процессе формирования и прогрессиро-
вания иЭРФ является трансформация клеточного со-

става в миофибробластоподобные клетки. Повышен-
ная экспрессия α-SM актина непосредственно связа-
на с сокращением мембраны и натяжением сетчатки 
миофибробластами, что в свою очередь приводит к 
прогрессирующему снижению остроты зрения и уве-
личению метаморфопсий у пациентов.

Кроме того, процесс фиброгенеза на поверхности 
сетчатки зависит от ремоделирования коллагена в ре-
зультате ремоделирования внеклеточного матрикса 
[18]. В норме существует баланс между синтезом и рас-
падом коллагена. Однако нарастание пула трансфор-
мированных клеток ЭРМ приводит к выраженному 
дисбалансу: продукция коллагена начинает существен-
но (p<0,05) превалировать над распадом, что и было 
продемонстрировано в данной работе.

С помощью проведенных иммуногистохимиче-
ских исследований удалось проследить морфологи-
ческие изменения клеточного состава ЭРМ. Обнару-
жение α-SM актина во всех исследуемых образцах 
подтверждает факт того, что клетки ЭРМ начинают 
приобретать способность к сокращению и проявлять 
свойства миофибробластоподобных клеток, которым 
принадлежит одна из ведущих ролей в процессе фи-
брозного преобразования макулярной области сет-
чатки. Следует отметить, что на начальных этапах и 
по мере прогрессирования патологического процес-
са отмечается увеличение продукции виментина и 
α-SM актина с вовлечением все большего количества 
клеток в процесс ЭМТ. На заключительной стадии 
фиброзирования сетчатки отмечалось статистически 
значимое превалирование количества коллагенов IV 
и VI типов. Такие изменения отмечали у пациентов 

Рис. 3. Фрагмент удаленной эпиретинальной мембраны из 3-й группы  
Иммунофлуоресцентное окрашивание: коллаген VI (зеленое свечение), 
коллаген IV (красное свечение), ядерная ДНК (Hoehst, синее свечение)  
Превалирующая экспрессия коллагенов VI, IV  Ув  × 100 

Рис. 4. Уровень экспрессии маркеров α-SM актин, виментин, коллагены VI и IV типов  Ось х – Интенсивность экспрессии в условных единицах  
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3-й группы. Подобные изменения необратимы и сви-
детельствуют о завершении процесса ремоделирова-
ния ткани. При этом морфологические изменения 
данной области сетчатки на разных этапах патологи-
ческого процесса коррелируют с изменением остро-
ты зрения пациентов. 

Таким образом, на примере прогрессирования иди-
опатического эпиретинального фиброза выявлена эпи-
телиально-мезенхимальная трансформация клеточно-
го состава в мезенхимальный фенотип, выражающая-
ся в постепенном вовлечении в процесс все большего 
количества клеток и проявляющаяся увеличением экс-
пресии виментина и α-SM актина, а также появлени-
ем способности клеток к продуцированию компонен-
тов внеклеточного матрикса. Внеклеточный матрикс 
представлен коллагенами IV и VI и типов характерных 
для мембранной архитектоники. 

Таким образом, в основе прогрессирования пато-
логического процесса лежит перестройка клеточных 
элементов ЭРМ с приобретением ими признаков ме-
зенхимального фенотипа, что морфологически прояв-
ляется увеличением экспрессии виментина и α-SMА 
миофибробластоподобными клетками. 

На заключительных этапах формирования эпире-
тинального фиброза происходит избыточная продук-
ция мембранных типов коллагена, приводящая к гру-
бым морфологическим изменениям и соответствую-
щим функциональным нарушениям.
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