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Антиангиогенный потенциал бета-адреноблокаторов 
в аспекте лечения ювенильных гемангиом
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Ювенильные гемангиомы (ЮГ) — наиболее рас пространенные опухоли детского возраста, кото-
рые, по оценкам различных исследователей, встречаются у 3–12 % новорожденных; возникающие 
при локальном развитии значительных нарушений регуляции неоангиогенеза.
Цель исследования: определение сравнительной антиангиогенной эффективности и влияния бе-
та-адреноблокаторов на уровень сосудистого эндотелиального фактора роста в эксперименте.
Материалы и методы. Для определения антиангиогенного эффекта бета-адреноблокаторов выпол-
нено сравнительное изучение их влияния на уровень сосудистого эндотелиального фактора роста 
в эксперименте на 72 нелинейных лабораторных крысах средней массой 180 ± 20 г, которые были 
условно разделены на 6 групп: 1 — контрольная, 2 — отрицательный контроль — эксперименталь-
ная ишемия (ЭИ, пересечение бедренных сосудов), 3 — положительный контроль (ЭИ с введением 
бевацизумаба), 4 — ЭИ с введением тимолола, 5 — ЭИ с введением бетаксолола, 6 — ЭИ с введе-
нием интерферона альфа-2b.
Результаты. Уровни VEGF составили: в 1-й группе 1,50 ± 0,3 пг/мл, во 2-й — 20,3 ± 3,2 пг/мл, в 
3-й — 5,8 ± 0,9 пг/мл, в 4-й — 13,8 ± 1,4 пг/мл, в 5-й — 19,2 ± 2,3 пг/мл и в 6-й — 11,1 ± 2,2 пг/мл. 
Результаты микроскопии и ИГХИ свидетельствуют об отсутствии активации процессов неоангиоге-
неза в 1 группе животных. У животных 2 и 5 групп наряду с выраженными воспалительными про-
цессами установлены явления неоангиогенеза.
Заключение. Бета-адреноблокаторы проявляют прямое или опосредованное негативное влияние 
на синтез VEGF и угнетение неоангиогенеза. Активность селективного бета-адреноблокатора в 
отношении подавления неоангиогенеза была ниже по сравнению активностью неселективного, 
что позволяет считать тимолол эффективным антиангиогенным средством.
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Juvenile hemangiomas (JH) — the most common tumor of childhood, which is estimated by various 
investigators found in 3–10 % of newborns resulting from the local development of significant violations of 
neoangiogenesis regulation.
Research objective: determination of comparative antiangiogenic effectiveness and influence of be-
ta-blockers on the level of a vascular endothelial factor of growth in an experiment.
Material and methods. For determination of antiangiogenic effect of beta blockers, comparative studying 
of their influence on the level of a vascular endothelial factor of growth in an experiment on 72 nonlinear 
laboratory rats, by average weight 180 ± 20 g which were conditionally divided into 6 groups is executed: 
1 — control, 2 — negative control — experimental ischemia (EI, crossing of femoral vessels), 3 — positive 
control (EI with bevacizumab introduction), 4 — EI with introduction of a timolol, 5 — EI with introduction of 
a betaksolol, 6 — EI with introduction of interferon alpha 2b.
Results. The VEGF levels were: in 1 group — 1.50 ± 0.3 pg/ml, in 2 — 20.3 ± 3.2 pg/ml, 3 — 5.8 ± 0.9 pg/ml, 
4 — 13.8 ± 1.4 pg/ml, 5 — 19.2 ± 2.3 pg/ml and 6 — 11.1 ± 2.2 pg/ml. Results of microscopy and immu-
nohistochemical research demonstrate lack of activation of processes of neoangiogenesis in 1 group of 
animals. At animals of 2nd and 5th groups along with the expressed inflammatory processes the neoan-
giogenesis phenomena are established.
Conclusion. Beta-blockers show the direct or mediated negative impact on synthesis of VEGF and op-
pression of neoangiogenesis. The activity of selective beta-blocker concerning neoangiogenesis sup-
pression — was lower in comparison by activity non-selective that allows to consider the Timolol effective 
antiangiogenic remedy.
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Ювенильная гемангиома (ЮГ; гемангиома новоро-
жденных) — распространенная врожденная сосудистая 
доброкачественная опухоль, выявляемая у 2–10 % но-
ворожденных [1–3].

В настоящее время существуют три гипотезы, ко-
торые объясняют этиологию ЮГ. Роль локальной ги-
поксии кожи была предложена в качестве сигнального 
механизма для развития ЮГ, поскольку она является 
мощным индуктором ангиогенеза. Формирование ЮГ 
рассматривается как компенсаторный механизм го-
меостаза, направленный на восстановление оксигена-
ции ткани в очаге гипоксии [4]. Другим предложенным 
механизмом является эмболизация плацентарных эн-
дотелиальных клеток, которые вытесняются в феталь-
ную циркуляцию во время беременности, фиксируясь 
к восприимчивым тканям, таким как кожа и печень 
[5–7]. Плацентарная гипотеза может объяснить, почему 
рост ЮГ происходит после рождения, из-за отсутствия 
ингибиторов ангиогенеза, которые вырабатываются 
плацентой [7]. Окончательная гипотеза об этиологии 
ЮГ относится к дисрегуляции ангиогенеза. Внутренние 
дефекты экспрессии рецептора 1 фактора роста эн-
дотелия сосудов (VEGFR-1) в эндотелиальных клетках 
гемангиомы и/или внутренняя активация сигнальных 
путей VEGF характеризуют фазу пролиферации ЮГ 
[8]. Эндотелиальные клетки также играют важную роль 
во время фазы инволюции, во время которой происхо-
дит изменение ангиоархитектоники ЮГ и апоптоз эндо-
телиальных клеток [9].

В сообщении группы исследователей (2008 г.) дет-
ского госпиталя Бордо (Франция) во главе с C. Leaute-La-
breze отмечен регресс сложной ювенильной гемангиомы 
при системном лечении неселективным бета-адренобло-
катором (пропранололом) [10]. Лечение проводили ре-
бенку с пролиферирующей гемангиомой и кардиомио-
патией, обусловленной предшествующей системной 
кортикостероидной терапией [10]. В последние годы 
появилось еще несколько сообщений, подтверждающих 
клиническую эффективность препарата [11].

Механизм действия пропранолола при лечении ЮГ 
до конца еще не изучен, но есть гипотеза о том, что ран-
ние и отдаленные эффекты воздействия пропранолола 
на гемангиомы могут быть связаны с различными фар-
макологическими механизмами. Ранние эффекты (про-
светление поверхности гемангиомы в течение 1–3 дней 
от начала терапии) связаны с вазоконстрикцией (сни-
жение высвобождения NO). Отдаленные эффекты обу-
словлены блокированием проангиогенных сигналов, 
в результате чего подавляется рост сосудов и индуци-
руется апоптоз в пролиферирующих эндотелиальных 
клетках, что приводит к регрессу опухоли [12, 13].

Сосудистый эндотелиальный фактор роста (vascular 
endothelial growth factor, VEGF) — многофункциональ-
ный бе лок, отвечающий за восстановление нарушен-
ного кро воснабжения тканей при повреждении. Кроме 
того, имеются указания на то, что VEGF выполняет 
важную функцию поддержания гомеостаза эндотели-
ального барье ра, включающую регуляцию сосудистой 
проницаемости для воды и макромолекул, сосудисто-
го тонуса, трансэндотелиальной миграции клеток, об-
ладает васкулопротективными свойствами. В норме 
VEGF содержится в тканях в незначи тельном количе-
стве, но экспрессия его гена зна чительно активируется 
при гипоксии через ин дукцию транскрипционного фак-

тора HIF-1 (фак тора, индуцируемого гипоксией). Мно-
гие тканевые клетки синтезируют VEGF — фибробла-
сты, эпителиаль ные, тучные и сами эндотелиальные 
клетки [14].

Ген VEGF состоит из восьми экзонов, разде ленных 
между собой семью интронами. Свои эффекторные 
функции VEGF осуществляет через два основных ти-
розинкиназных рецептора на клетках эндотелия — 
VEGFR1 (Fltl) и VEGFR2 (Flkl/KDR), которые хорошо оха-
рактеризованы. При связывании лиганда с рецептором 
происходит его димеризация с последующей активаци-
ей каталитической активности [14].

Бета-адреноблокаторы являются конкурентными 
ингибито рами связывания медиаторов симпатической 
нервной систе мы с бета-адренорецепторами. Впервые 
в клиническую практику бета-адреноблокаторы были 
внедрены 40 лет назад в качестве антиаритми ческих 
средств и при лечении стенокардии. В настоя щее вре-
мя они являются наиболее эффективными средст вами 
вторичной профилактики после перенесенного острого 
инфаркта миокарда. В 1988 г. создателям бета-адре-
ноблокаторов была присуждена Нобелевская премия.

Все бета-адреноблокаторы делятся на неселектив-
ные и селективные. Селективность — способность бло-
кировать только бета1-адренорецепторы и не влиять 
на бета2-рецепторы, поскольку полезное действие бе-
та-адреноблокаторов обусловлено преимущественно 
блокадой бета1-рецепторов, а основные побочные эф-
фекты — бета2-рецепторов. Однако эта кардиоселек-
тивность лишь относительная — в больших дозах даже 
селективные бета-адреноблокаторы могут частично 
блокировать и бета2-адренорецепторы [15]. Дополни-
тельно у некоторых бета-адреноблокаторов имеется 
так называемая внутренняя симпатомиметическая 
активность (ВСА) — способность бета-адреноблока-
тора частично стимулировать подавляемые им бе-
та-адренорецепторы, что снижает побочные эффекты 
(«смягчает» действие) препарата [15]. Сила связыва-
ния со специфическим рецептором, или прочность свя-
зи лекарственного средства с рецепто ром, определяет 
концентрацию медиатора норадреналина, которая тре-
буется для преодоления конкурентной связи на уровне 
рецептора. Как следствие, терапевтические дозы бисо-
пролола и карведилола ниже, чем у атенолола, мето-
пролола и пропранолола, у которых связь с бета-адре-
норецептором менее прочная [15].

Цель исследования — определение сравнитель-
ной эффективности влияния бета-адреноблокаторов 
на уровень сосудистого эндотелиального фактора ро-
ста в эксперименте.

Материалы и методы
Для определения антиангиогенного эффекта бе-

та-адреноблокаторов выполнено экспериментальное 
сравнительное изучение влияния бета-адреноблокато-
ров, а также лекарственных препаратов с известным 
отрицательным влиянием на уровень сосудистого эн-
дотелиального фактора роста (VEGF). 72 нелинейные 
лабораторные крысы средней массой 180 ± 20 г были 
условно разделены на 6 групп (табл. 1). Крысы 1-й груп-
пы являлись интактными (контрольная группа).

Учитывая, что во взрослом организме при отсут-
ствии провоцирующих факторов уровень VEGF нахо-
дится на базальном уровне с крайне низкими значе-
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ниями, которые не позволят в полной мере оценить 
развитие антиангиогенного эффекта, для его стиму-
ляции выполнено моделирование хронической экспе-
риментальной ишемии (ЭИ) одной конечности у крыс 
2-й группы без введения фармакологических средств 
(отрицательный контроль). Крысам 3-й группы после 
операции ЭИ выполняли введение бевацизумаба. Вве-
дение бевацизумаба использовано в качестве «положи-
тельного контроля» — при введении данного препарата 
ожидается наибольшее угнетение синтеза VEGF. Бева-
цизумаб — рекомбинантные гиперхимерные (гумани-
зированные) моноклональные IgG1 антитела, которые 
селективно связываются и ингибируют биологическую 
активность фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) in 
vitro и in vivo. Для сравнительного анализа антиангио-
генного потенциала использовали тимолол (неселектив-
ный бета-адреноблокатор), бетаксолол (селективный 
бета-адреноблокатор), бевацизумаб и интерферон аль-
фа-2b. В 4-й группе животных выполняли ЭИ и вводили 
раствор тимолола, в 5-й группе животным с ЭИ — бе-
таксосолол и в 6-й группе крысам на фоне ЭИ — интер-
ферон альфа-2b. Животные 3-й и 6-й групп необходимы 
для сравнительной оценки потенциала ингибирования 
VEGF, т. к. бевацизумаб обладает выраженной блока-
дой синтеза VEGF (положительный контроль), а интер-
ферон альфа-2b оказывает умеренное ингибирующее 
действие на данный фактор роста.

Животные содержались в виварии, в металличе-
ских клетках с выдвижным дном, по 7–8 особей в каж-
дой, в одинаковом световом и температурном режи-
мах. Условия содержания животных и рацион питания 
соответствовали «Правилам лабораторной практики 
в Российской Федерации» (Приказ МЗ РФ от 19.06.2003 
№ 267). Крыс в эксперименте лечили в полном со-
ответствии с Резолюцией ARVO «По использованию 
животных в экспериментальных исследованиях», 
Принципами лечения экспериментальных животных 
(публикация № 89-23 NIH от 1985 г.), «Директиве Совета 
ЕС от 24 ноября 1986 г. о сближении законов, постанов-
лений и административных положений государств ЕС 
по вопросам защиты животных, используемых для экс-
периментальных и других научных целей (86/609/EEC)» 
и ныне действующим стандартам GMP (Good medical 
practice) и GLP (Good Laboratory Practice). Эксперимент 
проводился в весенний период.

Влияние лекарственных средств на уровень VEGF 
крови крыс в каждой из групп проводили методом им-
муноферментного анализа (ИФА) на 5-е и 10-е сутки по-
сле эксперимента. Активность лекарственных средств 

выражалась в индексе подавления VEGF (IVEGFSUP = от-
ношение среднего значения VEGF в контроле к усред-
ненному уровню VEGF в группе при воздействии иссле-
дуемого вещества × 100 — коэффициент естественного 
снижения VEGF).

Оценка неоангиогенеза оценивалась при микро-
скопическом и иммуногистохимическом исследовании 
(ИГХИ) биоптатов сегментов бедренной мышцы, кото-
рые были получены сразу после эвтаназии животных 
при выводе из эксперимента на 10-е сутки после опера-
ции. Окраска препаратов выполнена гематоксилином- 
эозином и антителами против CD34 (CD34 — маркер 
прогениторных клеток, в том числе клеток-предше-
ственниц эндотелия, позволяющий выявить капилляры 
на более ранней стадии развития [8], определение пло-
щади (px2) CD34+ выполнено в программе NIS Elements 
Basic Research.

Техника моделирования хронической ишемии
Условия хронической ишемии выполнены у живот-

ных 2, 3, 4, 5 и 6-й групп, 1-я группа — контрольная (ин-
тактные животные).

Перед операцией крысам выполнялась химическая 
депиляция шерсти (крем для депиляции «Veet») в об-
ласти нижней части брюшной стенки и правой нижней 
конечности (рис. 1а).

Протокол операции: после обработки операци-
онного поля раствором 70 % этанола под местной ин-
фильтрационной анестезией (2 ml 2 % раствора лидо-
каина) в проекции правой паховой связки выполнен 
косой разрез кожи длиной до 10–14 мм (рис. 1б). После 
разреза кожи и поверхностной фасции «тупо» выделя-
лись бедренная артерия и вена (рис. 1в). Выполнялась 
перевязка и пересечение сосудов между лигатурами 
(рис. 1г). Рана ушивалась отдельными узловыми швами 
синтетической рассасывающейся нитью.

Сравнительный анализ антиангиогенного потен-
циала бета-адреноблокаторов

Для определения влияния бета-адреноблокаторов 
на уровень сосудистого эндотелиального фактора ро-
ста в эксперименте выполнено сравнительное изучение 
действия селективного и неселективного бета-адре-
ноблокатора, а также лекарственных препаратов с из-
вестным отрицательным влиянием на VEGF (беваци-
зумаб, интерферон альфа). Введение бевацизумаба 
использовано в качестве «положительного контро-
ля» — при введении данного препарата ожидается наи-
большее угнетение синтеза VEGF.

Таблица 1. Характеристика групп экспериментальных животных
Table 1. Characterization of animals in the experimental groups 

Группа животных Экспериментальная хроническая ишемия Исследуемые фармакологические препараты

1 группа — контрольная (интактные 
животные, n = 12) – –

2 группа (отрицательный контроль, n = 12) + –

3 группа (сравнения 1, положительный 
контроль, n = 12) + Бевацизумаб (антитела против VEGF)

4 группа (наблюдения 1, n = 12) + Тимолол

5 группа (наблюдения 2, n = 12) + Бетаксолол

6 группа (сравнения 2, n = 12) + Интерферон альфа-2b
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Крысам 2-й группы для выявления уровня VEGF 
при условиях экспериментальной ишемии была вы-
полнена только операция моделирования хронической 
ишемии без введения фармакологических средств (от-
рицательный контроль). Крысы 1-й группы являлись 
интактными — им не выполнялась экспериментальная 
ишемия и не применялись лекарственные средства 
(контрольная группа).

Для сравнительного анализа антиангиогенного 
потенциала использовали: тимолол (неселективный 
бета-адреноблокатор), бетаксолол (селективный бе-
та-адреноблокатор), бевацизумаб и интерферон аль-
фа-2b.

Крысам 3-й группы после операции выполняли 
введение бевацизумаба. В 4-й группе вводили раствор 
тимолола, в 5-й группе — бетаксолол и в 6-й группе — 
интерферон альфа-2b.

Животные 3-й и 6-й групп необходимы для срав-
нительной оценки потенциала ингибирования VEGF, 
т. к. бевацизумаб обладает выраженной блокадой син-
теза VEGF (положительный контроль), а интерферон 
альфа-2b оказывает умеренное ингибирующее дей-
ствие на этот фактор роста.

Введение необходимой дозы лекарственных ве-
ществ осуществлялось в 1 мл стерильного 0,9 % 

раствора натрия хлорида внутрибрюшинно. Количество 
вводимых веществ рассчитывалось исходя из суточной 
дозы для человека в соответствии с «Методическими 
указаниями по проведению доклинических исследо-
ваний фармакокинетики фармакологических веществ 
и лекарственных средств» [16] (табл. 2).

Необходимая концентрация достигалась путем раз-
ведения 1 мл раствора с известным содержанием ле-
карственного вещества физиологическим раствором. 
Растворы тимолола и интерферона альфа-2b с учетом 
времени полувыведения (T½) вводились дважды в сут-
ки, бетаксалола — 1 раз, бевацизумаб — сразу после 
операции и на 5-е сутки.

Исследование уровня VEGF крови у крыс в каждой 
из групп проводили методом ИФА на 5-е и 10-е сут-
ки у животных, выведенных из эксперимента. Кровь 
для исследования получали из хвостовой вены (0,5 мл). 
ИФА проводили по стандартной методике с набором ре-
агентов Rat vascular endothelial cell growth factor, Cusabio 
Biotech Co., Ltd (Китай). Животные, которым выполнено 
взятие крови на 5-е сутки, выводились из эксперимента 
в связи с тем, что травма во время взятия крови могла 
стимулировать дополнительный выброс VEGF и иска-
зить результаты анализа.

Рис. 1. Этапы моделирования хронической ишемии у экспериментальных животных: А — подготовка операционного поля — химическая депиляция шерсти в области 
доступа к магистральным сосудам правого бедра; Б — косой разрез кожи в проекции правой паховой связки; В — выделение магистральных сосудов правой нижней 
конечности; Г — перевязка и пересечение сосудов между лигатурами
Fig. 1. Stages of modelling chronic ischemia in experimental animals: А — preparation of the surgical field: chemical depilation of wool in the area of access to the main vessels 
of the right thigh; Б — oblique skin incision in the projection of the right inguinal ligament; В — isolation of the great vessels of the right lower limb; Г — ligation and intersec-
tion of vessels between the ligatures
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Оценка степени выраженности неоангиогене-
за в зоне экспериментальной ишемии проводилась 
при иммуногистохимическом исследовании (ИГХИ) 
биоптатов сегментов бедренной мышцы, которые были 
получены сразу после эвтаназии животных при вы-
воде из эксперимента на 10-е сутки после операции. 
Окраска препаратов выполнена антителами против 
CD34 (маркер эндотелиоцитов кровеносных сосудов, 
CD34 Antibody Rabbit Polyclonal Applications E, WB, 
IHC, ABBIOTEC, SanDiego) и гематоксилином-эозином. 
Подготовка, проводка и окраска выполнены по обще-
принятым методикам.

При микроскопии препаратов обращали внима-
ние на выраженность воспалительных реакций и не-
кротических процессов, состояние капиллярной сети. 
При ИГХИ оценивали количество CD34+ клеток (окра-
шены в коричневый цвет, хромоген — диамино-бензи-
дин). Определение площади (px2) CD34+, окрашенной 
диамино-бензидином, выполнено в программе NIS 
Elements Basic Research.

Статистический анализ результатов ИГХИ и ИФА 
VEGF крови крыс выполнялся в программной среде IBM 
SPSS с применением дисперсионного анализа апосте-
риорного критерия Дункана и бутстреп дисперсионного 
анализа апостериорного критерия Дункана соответ-
ственно. Параметры бутстрепа: количество выборок — 
1000, ДИ: 95 %, тип доверительного интервала — про-
центиль; подмножество для α (p) = 0,05.

Результаты исследования и обсуждение
Уже на 1-е сутки после создания условий хрони-

ческой ишемии у крыс всех экспериментальных групп 

отмечено развитие полного пареза нижней конечности 
на оперированной стороне (рис. 2а), при этом на конеч-
ности определялся выраженный отек и цианоз (рис. 2б).

При макроскопической оценке состояния опериро-
ванных конечностей на 10-е сутки установлено хорошее 
заживление операционных ран во второй группе крыс 
(выполнена только экспериментальная ишемия) и пя-
той группе (экспериментальная ишемия и ежедневное 
введение бетаксолола), с явными процессами реваску-
ляризации конечности (за счет выраженного развития 
коллатералей, рис. 3а, б).

Развитие значительных деструктивных процессов 
мягких тканей правой нижней конечности установле-
но у животных третьей группы, которым выполнена 
экспериментальная ишемия и вводился бевацизумаб 
(рис. 4а). Умеренно выраженные воспалительные и де-
структивные изменения (рис. 4б) выявлены в четвертой 
и шестой группах экспериментальных животных (экспе-
риментальная ишемия в сочетании с ежедневным вве-
дением тимолола и интерферона соответственно).

При ИФА исследовании показателей VEGF в плазме 
экспериментальных животных на 5-е сутки после фор-
мирования экспериментальной ишемии средние показа-
тели составили: в 1-й группе (контрольная — интактные 
животные) — 1,50 ± 0,26 пг/мл, во 2-й группе (животные 
с хронической ишемией одной конечности) — 20,33 ± 
3,16 пг/мл, в 3-йгруппе (хроническая ишемия и введение 
бевацизумаба) — 5,80 ± 0,90 пг/мл, в 4-й группе (хрониче-
ская ишемия и введение тимолола) — 13,87 ± 1,40 пг/мл,  
в 5-й группе (хроническая ишемия и введение бетак-
солола) — 19,27 ± 2,31 пг/мл и уровень VEGF у крыс 

Таблица 2. Расчет доз лекарственных средств, использованных в эксперименте
Table 2. Calculation of the doses of preparations used in the experiment

Препарат T½ Доза для человека (70 кг), 
мг/сутки

Доза для крысы (200 г), 
мг/сутки Кратность введения

Тимолол 4 ч. 1 0,02 2 раза в сутки

Бетаксолол 14–22 ч. 2 0,04 1 раз в сутки

Бевацизумаб Начальное — 1,4 дня; 
конечное 20 и 19 дней 350 6,25 1 раз в 5 дней

Интерферон альфа-2b 2–6 ч. 5,7 млн МЕ 100 тыс. МЕ 2 раза в сутки

Рис. 2. Результат операции через 1 сутки: А — парез конечности на стороне выполненной операции; Б — выраженная отечность и цианоз обездвиженной правой 
конечности
Fig. 2. The result achieved 1 day after the operation: А — paresis of the limb on the side of the performed operation; Б — severe swelling and cyanosis of the immobilized right limb

А Б
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Рис. 3. Состояние послеоперационной области у экспериментальных животных 2-й и 5-й групп на 10 сутки: А — полное заживление послеоперационной раны и ревас-
куляризация конечности за счет компенсаторного развития коллатералей (2-я группа животных); Б — реваскуляризация конечности и полное заживление послеопера-
ционной раны (5-я группа животных)
Fig. 3. Postoperative region in experimental groups 2 and 5 on the 10th day: А — complete healing of postoperative wounds and the revascularization of the limb due to the 
compensatory development of collaterals (experimental group 2); Б — revascularization of the limb and complete healing of the postoperative wound (experimental group 5)

Рис. 4. Состояние послеоперационной области у экспериментальных животных 2-й и 5-й групп на 10 сутки: А — развитие глубоких деструктивных процессов мягких 
тканей в послеопреационной области и правой нижней конечности (3-я группа животных); Б — умеренно выраженные некротические процессы в области эксперимен-
тальной зоны и правой нижней конечности с признаками ишемизации у животных 4-й и 6-й групп
Fig. 4. Postoperative region in experimental groups 2 and 5 on the 10th day: А — development of deep destructive processes in soft tissues in the postoperative region and the 
right lower extremity (experimental group 3); Б — moderately pronounced necrotic processes in the experimental zone and the right lower extremity with signs of ischemization 
in experimental groups 4 and 6

А

А

Б

Б

6-й группы (хроническая ишемия и введение интерфе-
рона альфа-2b) — 11,13 ± 2,24 пг/мл (рис. 5).

Таким образом, установлены достоверные отличия 
(p = 0,05) уровня VEGF на 5-е сутки в условиях экспери-
ментальной ишемии между показателями в 1-й группе 
(контрольная), 3-й (группа сравнения 1 — положитель-
ный контроль), 4-й (группа наблюдения 1, которым вво-
дился тимолол) и 6-й (группа сравнения 2, вводился ин-
терферон). Результаты ИФА во 2-й и 5-й группах также 
имели достоверные отличия от показателей в других 
экспериментальных группах, но между собой отличия 
были не достоверны (p = 0,05).

Полученные результаты ИФА VEGF в различ-
ных экспериментальных группах животных свиде-
тельствуют о низких (базальных) показателях VEGF 
в контрольной группе (интактные крысы 1,50 ± 
0,26 пг/мл). Отмечены компенсаторно высокие по-
казатели VEGF в группе крыс, которым выполне-
ны экспериментальные условия хронической ише-
мии (2-я группа — отрицательный контроль, 20,33 ± 

3,16 пг/мл). В 3-й группе животных (положительный 
контроль), которым вводился бевацизумаб, установ-
лено значительное снижение VEGF (5,80 ± 0,90 пг/мл), 
уровень которого должен увеличиваться в условиях 
экспериментальной ишемии.

Интересным представляется анализ результатов 
ИФА VEGF в группах животных, которым вводились 
бета-адреноблокаторы, — 4-я группа (тимолол) и 5-я 
(бетаксолол). Несмотря на то что уровень VEGF у этих 
животных был выше (13,87 ± 1,4 и 19,27 ± 2,31 пг/мл 
соответственно) таковых в положительном контроле 
(3 группа, 5,80 ± 0,90 пг/мл) и при введении крысам ин-
терферона альфа-2b (6-я группа, 11,13 ± 2,24 пг/мл), 
обращает на себя внимание достоверное снижение по-
казателя VEGF у крыс при введении раствора тимолола 
по сравнению с результатами отрицательного контроля 
(2-я группа, 20,33 ± 3,16 пг/мл, p = 0,05). Уровень VEGF 
при введении селективного бета-адреноблокатора 
бетаксолола (5 группа, 19,27 ± 2,31 пг/мл) в данной 
стадии эксперимента не имеет достоверных отличий 
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Рис. 5. Уровень VEGF сыворотки в группах животных на 5-е сутки в условиях экспериментальной ишемии и введении изучаемых средств (пг/мл)
Fig. 5. VEGF serum levels in the experimental animals on the 5th day under the conditions of experimental ischemia and administration of the preparations under study (pg/ml)

Рис. 6. Уровень VEGF сыворотки в группах животных на 10-е сутки в условиях экспериментальной ишемии и введении изучаемых средств (пг/мл)
Fig. 6. VEGF serum levels in the experimental groups on the 10th day under the conditions of experimental ischemia and administration of the preparations under study (pg/ml)

при сравнении с показателями отрицательного контро-
ля (2-я группа, 20,33 ± 3,16 пг/мл, p = 0,05).

На 10-е сутки в условиях экспериментальной ише-
мии исследован уровень VEGF сыворотки у оставшихся 
36 крыс, при этом средние показатели VEGF плазмы 
крыс на 10-е сутки составили: в 1-й группе (контроль-
ная — интактные животные) — 1,58 ± 0,19 пг/мл, 
во 2-й группе (животные с хронической ишемией одной 
конечности) — 12,22 ± 1,78 пг/мл, в 3-й группе (хрони-
ческая ишемия и введение бевацизумаба) — 2,36 ± 
0,68 пг/мл, в 4-й группе (хроническая ишемия и введе-
ние тимолола) — 7,22 ± 1,24 пг/мл, в 5-й группе (хро-
ническая ишемия и введение бетаксолола) — 9,44 ± 
2,67 пг/мл и уровень VEGF у крыс 6-й группы (хрони-
ческая ишемия и введение интерферона альфа-2b) — 
6,17 ± 1,34 пг/мл (рис. 6).

При анализе результатов ИФА на 10-е сутки отме-
чается снижение уровня VEGF во всех группах живот-
ных (рис. 7), за исключением контрольной 1-й группы 
крыс (интактных), у которых установлено недосто-
верное увеличение показателя (1,50 ± 0,26 и 1,58 ± 
0,19 пг/мл соответственно, p = 0,05). Во 2-й группе жи-
вотных, которым выполнена только эксперименталь-
ная ишемия, также отмечается снижение показателей 

VEGF (20,33 ± 3,16 и 12,22 ± 1,78 пг/мл соответствен-
но), что, вероятно, связано с восстановлением крово-
снабжения за счет неоангиогенеза, реваскуляризации 
и развития коллатералей.

При статистическом анализе результатов исследо-
вания ИФА VEGF установлены однородные показатели 
в 1-й и 3-й группах крыс и 4-й и 6-й группах (p = 0,05). Та-
ким образом, анализ указывает на высокое угнетение 
VEGF при введении бевацизумаба (3-я группа), сходном 
антиангиогенном потенциале тимолола и интерферона 
(7,22 ± 1,24 и 6,17 ± 1,34 пг/мл соответственно, p = 0,05) 
и меньшей активности селективного бета-адреноблока-
тора — бетаксолола (9,44 ± 2,67 пг/мл, p = 0,05). Вме-
сте с тем, учитывая высокую скорость реваскуляриза-
ции конечности у крыс в условиях экспериментальной 
ишемии, приводящей к восстановлению гемодинамики 
и снижению VEGF, что продемонстрировано при анали-
зе результатов ИФА на 5-е и 10-е сутки в отрицательном 
контроле (2-я группа животных), выполнено определе-
ние индекса подавления VEGF (IVEGFSUP) для изучаемых 
лекарственных средств.

Определение IVEGFSUP позволяет рассматривать 
антиангиогенный эффект исследуемых препаратов 
с учетом компенсаторного восстановления кровотока 
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в экспериментальной зоне, приводящем к снижению 
уровня сосудистого эндотелиального фактора роста.

Показатели IVEGFSUP свидетельствуют об ожидаемо 
высокой активности негативного влияния бевацизумаба 
на уровень VEGF (IVEGFSUP = 28,28), умеренной при введе-
нии интерферона альфа-2b и раствора тимолола (8,33 
и 5,14 соответственно). При этом установлено, что се-
лективный бета-адреноблокатор бетаксолол оказывает 
наименьший эффект в отношении VEGF (IVEGFSUP = 1,26).

Таким образом, бета-адреноблокаторы обладают 
антиангиогенным потенциалом, обусловленным отрица-
тельным влиянием на VEGF, который оказался более вы-
раженным у неселективного бета-адреноблокатора (ти-
молола) по сравнению с селективным — бетаксололом.

Результаты гистологического исследования 
мышечной ткани и ИГХИ с антителами против CD34 
у экспериментальных животных
При изучении морфологических препаратов мы-

шечной ткани в биоптатах бедренных мышц у животных 
первой группы (интактные) выявлена мышечная ткань 

нормального строения, без признаков воспалительного 
процесса (рис. 8а).

При ИГХ-исследовании с антителами кCD34 у экс-
периментальных животных первой группы выявлена ин-
тактная капиллярная сеть, расположенная вокруг мышеч-
ных волокон, без признаков неоангиогенеза (рис. 8б).

В гистологических препаратах мышечной ткани 
2-й группы крыс (выполнена экспериментальная хрони-
ческая ишемия), выявлены выраженные деструктивные 
и воспалительные изменения, определяются массив-
ные полиморфные инфильтраты с выраженным неоан-
гиогенезом (рис. 9а).

При ИГХ-исследовании с антителами к CD34 био-
птатов бедренных мышц у крыс второй группы выявляет-
ся выраженный неоангиогенез с формированием новых 
капилляров (рис. 9б). Данные процессы свидетельству-
ют о выраженной ишемии и компенсаторном развитии 
новых путей для питания поврежденной конечности.

Морфологическая картина биоптата бедренной мыш-
цы крыс 3-й группы характеризовалась выраженными 
воспалительными инфильтратами, которые распростра-
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Рис. 7. Динамика VEGF сыворотки крыс в экспериментальных группах на 5-е и 10-е сутки эксперимента (пг/мл)
Fig. 7. Dynamics of rat VEGF serum in the experimental groups on the 5th and 10th day of the experiment (pg/ml)

Рис. 8. Микроскопия мышечной ткани бедра экспериментальных животных 1-й группы на 10 сутки: А — Гематоксилин-эозин, ×200. Капиллярная сеть в мышечной 
ткани у животных первой группы (интактные); Б — ИГХИ с антителами против CD34, ×200. Капиллярная сеть вокруг мышечных волокон без признаков неоангиогенеза 
у крыс первой группы (интактные)
Fig. 8. Microscopy of the muscular tissue of the thigh in experimental group 1 on the 10th day: А — Hematoxylin-eosin, ×200. Capillary network in the muscle tissue in exper-
imental group 1 (intact); Б — Immunohistochemistry with antibodies against CD34, ×200. The capillary network around the muscle fibres with no signs of neoangiogenesis in 
experimental group 1 (intact)
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Рис. 9. Микроскопия мышечной ткани бедра у экспериментальных животных 2-й группы на 10-е сутки: А — Гематоксилин-эозин, ×400. Мышечная ткань бедра с выражен-
ным воспалительным полиморфным инфильтратом. Среди клеток воспалительного инфильтрата имеются признаки ангиогенеза; Б — ИГХИ с антителами против CD34, 
×200. Отек соединительной ткани, лимфогистиоцитарная инфильтрация. Пролиферация эндотелиоцитов вокруг мышечных волокон, формирование новых капилляров
Fig. 9. Microscopy of the muscular tissue of the thigh in experimental group 2 on the 10th day: А — Hematoxylin-eosin, ×400. Muscle tissue of the thigh with a pronounced 
inflammatory polymorphic infiltrate. The cells of the inflammatory infiltrate demonstrate signs of angiogenesis; Б — Immunohistochemistry with antibodies against CD34, ×200. 
Edema of the connective tissue, lymphohistiocytic infiltration. Proliferation of endotheliocytes around muscle fibres, formation of new capillaries

Рис. 10. Микроскопия мышечной ткани бедра экспериментальных животных 3-й группы (хроническая ишемия и введение бевацизума) на 10-е сутки: А — Гемато-
ксилин-эозин, ×400. Отек соединительной ткани, выраженная лимфогистиоцитарная инфильтрация; Б — ИГХИ с антителами против CD34, ×400. Воспаление и отек 
мышечной и соединительной ткани. Отсутствие явлений неоангиогенеза
Fig. 10. Microscopy of the muscular tissue of the thigh in experimental group 3 (chronic ischemia and administration of bevacizumab) on the 10th day: А — Hematoxylin-eosin, 
×400. Edema of the connective tissue, severe lymphohistiocytic infiltration; Б — Immunohistochemistry with antibodies against CD34, ×400. Inflammation and swelling of 
muscle and connective tissue. Absence of neoangiogenesis phenomena
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нялись не только на мышечную ткань, но и подкожную 
жировую клетчатку (рис. 10).

Морфологическая картина мышечных биоптатов 
4, 5 и 6-й групп экспериментальных животных характе-
ризовалась умеренными воспалительными изменени-
ями, признаками восстановления тканей и явлениями 
неоангиогенеза (рис. 11а). Незначительные отклонения 
имелись в степени выраженности пролиферации эндо-
телиоцитов. Так, в 4-й группе экспериментальных жи-
вотных отмечены умеренные явления неоангиогенеза 
(рис. 11б), в 5-й — более интенсивные, с формировани-
ем полноценных микрососудов (рис. 12а) и в 6-й группе 
установлены начальные признаки пролиферации эндо-
телиоцитов (рис. 12б).

Проведено определение площади (px2) и процента 
CD34+, окрашенной диамино-бензидином, во всех экс-
периментальных группах животных (табл. 3).

Анализ результатов сравнения площади свидетель-
ствует о достоверных отличиях (p = 0,05) между средни-

ми значениями экспериментальных групп. Наибольшие 
показатели CD34+ площади установлены в препаратах 
2-й группы (животные с хронической ишемией одной 
конечности, 142 102,02 ± 32 486,06 px2), наименьшая 
площадь выявлена в 1-й (контрольной) группе живот-
ных — 10 880,00 ± 5222,58 px2. Среди изучаемых групп 
меньшая площадь CD34+ установлена в препаратах 
животных 3-й группы (хроническая ишемия и введение 
бевацизумаба — положительный контроль, 40 473,91 ± 
18 034,30 px2). При сравнении результатов в 4-й 
и 5-й группах: наименьшая площадь CD34+ определя-
ется в образцах животных, которым выполнена хро-
ническая ишемия и вводился тимолол, по сравнению 
с бетаксололом (91 555,33 ± 13 083,43 и 127 967,23 ± 
28 878,79 px2 соответственно). При введении интерфе-
рона альфа-2b (6-я группа, 82 838,02 ± 19 460,15 px2) 
площадь препарата CD34+ оказалась меньше со-
ответствующих показателей во 2-й (142 102,02 ± 
32 486,06 px2), 4-й (91 555,33 ± 13 083,43 px2) и 5-й  
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Рис. 11. Микроскопия мышечной ткани бедра экспериментальных животных 4-й группы (хроническая ишемия и введение тимолола) на 10-е сутки: А — Гемато ксилин-
эозин, ×200. Пролиферация фибробластов и эндотелиоцитов с тенденцией к образованию сети капилляров; Б — ИГХИ с антителами против CD34, ×200. Полиморф-
ноклеточный инфильтрат. Слабовыраженные явления ангиогенеза
Fig. 11. Microscopy of the thigh muscle tissue in experimental group 4 (chronic ischemia and administration of timolol) on the 10th day: А — Hematoxylin-eosin, ×200. Prolifera-
tion of fibroblasts and endotheliocytes with a tendency to form a network of capillaries; Б — Immunohistochemistry with antibodies against CD34, ×200. Polymorphcellular 
infiltrate. Mild angiogenesis phenomena

Рис. 12. ИГХИ мышечной ткани бедра у экспериментальных животных 5-й и 6-й групп на 10-е сутки: А — ИГХИ с антителами против CD34, ×200. Новообразованные 
сосуды с просветами. 5-я группа (хроническая ишемия и введение бетаксолола); Б — ИГХИ с антителами против CD34, ×400. Полиморфноклеточный инфильтрат. 
Начальные процессы ангиогенеза. 6-я группа (хроническая ишемия и введение интерферона альфа-2b)
Fig. 12. Immunohistochemistry of the thigh muscle tissue in experimental groups 5 and 6 on the 10th day: А — Immunohistochemistry with antibodies against CD34, ×200. 
Newly-formed vessels with lumens. Group 5 (chronic ischemia and administration of betaxolol); Б — Immunohistochemistry with antibodies against CD34, ×400. Polymorphous 
cell infiltrate. Initial angiogenesis processes. Group 6 (chronic ischemia and administration of interferon alfa-2b)
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группах (127 967,23 ± 28 878,79 px2), но превыша-
ла таковые в 3-й группе (положительный контроль, 
40 473,91 ± 18 034,30 px2) (рис. 13).

Результаты микроскопии и ИГХИ свидетельствуют 
об отсутствии активации процессов неоангиогенеза 
в первой (контрольной) группе животных. У животных 

в условиях экспериментальной хронической ишемии 
(2-я группа) и в группе оперированных крыс, которым 
вводился селективный бета-адреноблокатор (бетаксо-
лол, 5-я группа) наряду с выраженными воспалитель-
ными процессами (массивный полиморфноклеточный 
инфильтрат) установлены явления неоангиогенеза.

Таблица 3. Результаты определения CD34+ (px2, %)
Table 3. Determination of CD34+ (px2, %)

 1 группа, n = 60 2 группа, n = 60 3 группа, n = 60 4 группа, n = 60 5 группа, n = 60 6 группа, n = 60

 Площадь абс.  % абс.  % абс.  % абс.  % абс.  % абс.  % 

Среднее 10 880,00 3,54 142 102,02 46,26 40 473,91 13,18 91 555,33 29,80 127 967,23 41,66 82 838,02 26,97

Стандартное отклонение 5222,58 1,70 32 486,06 10,57 18 034,30 5,87 13 083,43 4,26 28 878,79 9,40 19 460,15 6,33

Ошибка стандартного 
отклонения 674,23 0,22 4193,93 1,37 2328,22 0,76 1689,06 0,55 3728,24 1,21 2512,30 0,82
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Характер неоангиогенеза в биоптатах животных 4-й 
и 6-й групп рассматривается как умеренно-выражен-
ный. Практически полное отсутствие эндотелиоцитов 
установлено у крыс 3-й группы (животные в условиях 
хронической ишемии, которым вводился бевацизумаб).

Изучение клинической эффективности и безопас-
ности тимолола, установило высокий профиль безопас-
ности, в том числе при наружном применении и лече-
нии детей с поверхностными очаговыми ювенильными 
гемангиомами [17], экспериментальные исследования 
in vitro указывают на полное отсутствие негативно-
го влияния тимолола на жизнеспособность (LDH-тест 
и WST-1, модифицированный MTT-тест) эндотелиаль-
ных клеток, фибробластов и кератиноцитов, мигра-
цию и подвижность эндотелиальных клеток in vitro [18].  
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В совокупности с результатами настоящего исследо-
вания позволяют рассматривать тимолол как препарат 
выбора первой линии для консервативной патогенети-
чески обоснованной терапии ювенильных гемангиом.

Выводы
Полученные результаты гистологических и ИГХ-ис-

следований коррелируют с показателями ИФА VEGF 
в группах экспериментальных животных и состоянием 
ран — высокое угнетение VEGF при введении бевацизу-
маба (3-я группа), сходном антиангиогенном потенциале 
тимолола и интерферона (7,22 ± 1,24 и 6,17 ± 1,34 пг/мл 
соответственно, p = 0,05) и меньшей активности селек-
тивного бета-адреноблокатора — бетаксолола (9,44 ± 
2,67 пг/мл, p = 0,05).

Индекс подавления VEGF указывает на высокую 
активность угнетения бевацизумабом VEGF (IVEGFSUP = 
28,28), умеренную при введении интерферона альфа-2b 
и раствора тимолола (8,33 и 5,14 соответственно), се-
лективный бета-адреноблокатор бетаксолол оказывает 
наименьший эффект в отношении VEGF (IVEGFSUP = 1,26).

Таким образом, результаты проведенного иссле-
дования указывают на антиангиогенный потенциал 
бета-адреноблокаторов, которые проявляют прямое 
или опосредованное негативное влияние на синтез 
VEGF и угнетение неоангиогенеза. При этом активность 
селективного бета-адреноблокатора (бетаксолола) 
в отношении подавления неоангиогенеза была досто-
верно ниже по сравнению активностью неселектив-
ного (тимолола). Антиангиогенный эффект тимолола 
в эксперименте практически сопоставим с активностью 
интерферона и достоверно отличается от показа-
телей негативного контроля, что позволяет рассматри-
вать данное средство как эффективное и безопасное 
для профилактики и терапии ангиопролиферативных 
состояний, в том числе для местного лечения ювениль-
ных гемангиом.
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