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(54) Способ моделирования хронической гипергликемии

(57) Изобретение относится к медицине, в частности к экспериментальной патофизиологии и нейроэндокринологии и может быть использовано для построения модели хронической гипергликемии на животных, генетически не предрасположенных к развитию данного заболевания.
Задачей изобретения является разработка способа создания аутоиммунной модели хронической гипергликемии (сахарного диабета I типа) у животных, генетически не предрасположенных к развитию данного и других аутоиммунных заболеваний.
Поставленная задача решается тем, что в способе моделирования хронической гипергликемии, включающем выбор экспериментального животного, генетически не предрасположенного к развитию аутоиммунных заболеваний, и введение ему препарата, повышающего функциональную активность симпатической нервной системы по схеме, в качестве экспериментального животного выбирают кролика породы Шиншилла, а в качестве препарата, повышающего функциональную активность симпатической нервной системы, применяют антагонист инсулина. В качестве антагониста инсулина используют адреналина гидрохлорид, который вводится экспериментальному животному внутримышечно утром и вечером по 0,2 и по 0,3 мл с интервалом в 10 часов в течение 45-60 суток.
Использование предлагаемого способа моделирования гипергликемии позволяет получить адекватную устойчивую аутоиммунную модель гипергликемии (сахарного диабета I типа) у генетически не предрасположенных к развитию аутоиммунных заболеваний животных, без нарушения функциональной деятельности каких-либо органов животного, что коррелирует с широкой распространенностью этого заболевания и позволит создать новые подходы к его диагностике и лечению. 1 н.п. ф., 1 з.п. ф., 5 табл., 1 фиг.
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(54) Method of chronic hyperglycemia modeling
(57) The invention relates to medicine, particularly, to the experimental pathophysiology and neuroendocrinology and can be used to construct a model of chronic hyperglycemia of animals, genetically predisposed to the development of such disease.

Problem of the invention aims to provide a method of creating a model of autoimmune chronic hyperglycemia (diabetes mellitus type I) of animals, genetically predisposed to the development of this one or other autoimmune diseases.

The stated problem is solved by the fact that in the method for modeling of chronic hyperglycemia, comprising the selection of the experimental animal, genetically not predisposed to the development of autoimmune disease and introduction it the preparation, increasing the functional activity of the sympathetic nervous system, according to the diagram; Chinchilla is selected rabbit as an experimental animal; and the antagonist of insulin is used as the preparation that increases the functional activity of the sympathetic nervous system. Adrenaline hydrochloride is used as the antagonist of insulin, which is injected intramuscularly to the experimental animal every morning and evening by 0,2 and by 0.3 ml with the 10 hours interval for 45-60 days.

Application of the proposed method of modeling of chronic hyperglycemia get adequate robust autoimmune model of hyperglycemia (diabetes mellitus type I) in genetically predisposed to the development of autoimmune diseases in animals, without disturbing the functional activity of any animal that is correlated with the prevalence of the disease and provide a new approach for its diagnosis and treatment. 1 independ. claim, 1 depend. claim, 5 table, 1 figure.

Изобретение относится к медицине, в частности к экспериментальной патофизиологии и нейроэндокринологии и может быть использовано для построения модели хронической гипергликемии на животных, генетически не предрасположенных к развитию данного заболевания.

Известен способ моделирования сахарного диабета (СД) на генетически не предрасположенных животных (Aral Т. et al, 1996; Babaya N. et al., 2005; Hosokawa M. et al., 2001), по которому используются модели химически индуцированного сахарного диабета с помощью введения стрептозотоцина (STZ) (однократно в дозе 65 мг/кг) или аллоксана (однократно в дозе 80-100 мг/кг), которые повреждают (-клетки поджелудочной железы. Однако при использовании аллоксана в указанной дозе развивается также нейро- и нефротоксическое действие, а развивающийся СД характеризуется высокой частотой реверсии.

При использовании стрептозотоцина в указанной дозе наступает глубокое повреждение (-клетки поджелудочной железы (ПЖ), которые становятся не способными к восстановлению своей функции; помимо этого STZ повреждает регионарные стволовые клетки ПЖ и костного мозга, что предотвращает индукцию процессов регенерации (-клетки и приводит к ингибированию иммунных реакций. В результате под влиянием стрептозотоцина прогрессирует фиброзирующая регенерация, которая не способствует развитию аутоиммунного повреждения.

За прототип выбран способ моделирования сахарного диабета 1 типа у крыс (патент РФ № 2400822, кл. G09B 23/28, 2010), включающий использование в качестве экспериментального животного, генетически не предрасположенного к развитию аутоиммунных заболеваний, крыс породы Wistar и внутрибрюшинное введение экспериментальному животному STZ трехкратно с интервалом в 7 суток. При этом во время первого введения количество вводимого препарата определяют из расчета 25 мг/кг массы тела экспериментального животного. Во время второго введения количество вводимого препарата определяют из расчета 20 мг/кг массы тела экспериментального животного. Во время третьего введения количество вводимого препарата определяют из расчета 25 мг/кг массы тела экспериментального животного. Причем каждое введение STZ осуществляют животному после 12 часов голодания. При этом за сутки перед каждым введением STZ животному внутрибрюшинно вводят 1 мл неполного адъюванта Фрейнда.
Эмпирически подобранное использование STZ и неполного адъюванта Фрейнда в установленном режиме позволяет получить адекватную устойчивую аутоиммунную модель сахарного диабета I типа у генетически не предрасположенных к развитию аутоиммунных заболеваний животных, что коррелирует с широкой распространенностью этого заболевания.
Недостатком указанного способа моделирования сахарного диабета 1 типа является введение экспериментальному животному в установленном режиме STZ и неполного адъюванта Фрейнда, которые оказывают токсическое действие на поджелудочную железу, нарушая структуру островков Лангерганса и снижение количества (-клеток и, соответственно, нарушается секреция инсулина.
Данный способ моделирования сахарного диабета объясняет этиологическую связь и механизм развития сахарного диабета у млекопитающих (животных и людей), постоянно контактирующих и употребляющих в пищу вещества, оказывающие токсическое действие на инсулярный аппарат поджелудочной железы, но не объясняет причины появления сахарного диабета у млекопитающих, не имеющих каких-либо контактов с химическими веществами, оказывающими пагубное действие на (-клетки поджелудочной железы.
Задачей изобретения является разработка способа создания аутоиммунной модели хронической гипергликемии (сахарного диабета I типа) у животных, генетически не предрасположенных к развитию данного и других аутоиммунных заболеваний.
Поставленная задача решается тем, что в способе моделирования хронической гипергликемии, включающем выбор экспериментального животного, генетически не предрасположенного к развитию аутоиммунных заболеваний, и введение ему препарата, повышающего функциональную активность симпатической нервной системы по схеме, в качестве экспериментального животного выбирают кролика породы Шиншилла, а в качестве препарата, повышающего функциональную активность симпатической нервной системы, применяют антагонист инсулина. В качестве антагониста инсулина используют адреналина гидрохлорид, который вводится экспериментальному животному внутримышечно утром и вечером по 0,2 и по 0,3 мл с интервалом в 10 часов в течение 45-60 суток.
В природе хроническая гипергликемия у кроликов не регистрируется, поэтому в качестве экспериментального животного предложено использование кролика породы Шиншилла. Кролики относятся к категории «тревожные животные, адаптированные к стрессу».
Во время стресса уровень адреналина в крови животных и человека повышается. Длительное существование стрессирующих факторов приводит к тому, что организм млекопитающих на обычные внешние и внутренние раздражители отвечает патологическими реакциями, приводящими к заболеванию (Чазов Е. И., 2006; Гусев Е. И., 2010). Стресс провоцирует у людей гипертоническую болезнь, сахарный диабет, миастению и другие системные заболевания [Johnson ЕО, Moutsopoulos Н., 2000].
Иннервация (-клеток обеспечивается парасимпатической нервной системой. При повышении функциональной активности парасимпатической нервной системы секреция инсулина увеличивается. Снижают секрецию инсулина адреналин и глюкагон. Секреция этих гормонов контролируется симпатической нервной системой.
Первая стадия стресса - стадия тревоги, сохранялась у кроликов в течение первых двух недель при ежедневном введении животным 0,1 % раствора адреналина гидрохлорида. В этот  период стресса у животных повышенное содержание в крови адреналина сочеталось с ростом уровня С-пептида (инсулина) и снижением концентрации глюкозы. К 21 суткам стадия тревоги сменилась у кроликов стадией истощения - дистресс. Для дистресса характерно повышение секреции и действия анаболических гормонов - соматотропного гормона, инсулина, андрогенов, минералокортикоидов, стойкая гипергликемия (Galassetti P., Davis S. N. 2000). С 21 сутки и до окончания экспериментов 45 и 60 сутки у кроликов наблюдался прогрессивный рост уровня С-пептида (инсулина) и концентрации глюкозы в крови.
Хроническая гипергликемия (сахарного диабета 1 типа) моделировалась на кроликах самцах породы Шиншилла, путем длительного введения им антагониста инсулина - 0,1 % раствора адреналина гидрохлорида (epinefrili chydrochloridi). К началу эксперимента возраст кроликов был 1 месяц (животные подростки).
Проведено два эксперимента: 1-й эксперимент проводился зимой в течение 45 дней. 2-й эксперимент проводился весной, длительность эксперимента составила 60 дней. Животные, задействованные в экспериментах, были из разных пометов.
При проведении 1-го эксперимента кроликам раствор 0,1 % адреналина вводился по 0,2 мл утром и вечером (0,4 мл в сутки), ежедневно - 45 дней.
При проведении 2-го эксперимента раствор 0,1 % адреналина лабораторным животным вводился по 0,3 мл утром и вечером (0,6 мл в сутки) ежедневно 60 дней. Интервал между инъекциями адреналина в обоих экспериментах составлял 10 часов. У лабораторных животных, включенных в 1-й и во 2-й эксперименты, уже через 15 дней ежедневного введения им 0,1 % раствора адреналина появились агрессия и жажда.
У всех лабораторных животных, включенных в эксперименты, проводились биохимические исследования для определения в венозной крови концентрации глюкозы, С-пептида. У кроликов, задействованных в первом эксперименте, эти исследования были проведены на 15, 21, 30, 45 сутки. У кроликов,  включенных  во 2-й  эксперимент, эти исследования проводились на 15, 21, 30, 45 и 60 сутки. Результаты биохимических исследований кроликов, включенных в оба эксперимента, сравнивались с показателями кроликов интактной группы. Забор крови для биохимических исследований у кроликов производился из нижней полой вены с 7 до 8 часов утра, натощак.
Эксперименты на лабораторных животных  проводились  в  соответствии с положениями Европейской конвенции о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов в научных целях. ETS N 123 (Страсбург, 1986) и в соответствии с требованиями «Правил проведения работ с использованием экспериментальных животных», Приказ МЗ СССР от 12 августа 1977 года № 755 [5].
Характеристика групп животных по срокам эксперимента представлена в табл. 1
Таблица 1
	Группы животных
	Количество кроликов на каждый срок эксперимента

	
	0 сутки
	15 сутки
	21 сутки
	30 сутки
	45 сутки
	60 сутки

	Интактная группа
	13
	-
	-
	-
	-
	-

	1-й эксперимент
	-
	10
	9
	10
	10
	-

	2-й эксперимент
	-
	10
	10
	9
	10
	9


Предлагаемый способ моделирования гипергликемии (сахарного диабета) был использован на 87 кроликах породы Шиншилла, не предрасположенных к аутоиммунным заболеваниям. Контрольную группу составили 13 животных той же породы.
У подопытных животных с моделированной гипергликемией (сахарным диабетом), уровень глюкозы в венозной крови начинал подниматься на 21 сутки эксперимента. Увеличение концентрации глюкозы находилось в прямой зависимости от уровня С-пептида в сыворотке венозной крови. Динамика изменения концентрации глюкозы и С-пептида в венозной крови подопытных животных вовлеченных в 1-й и во 2-й эксперименты представлена в табл. 2 и 3.
Таблица 2
Динамика изменения концентрации глюкозы и С-пептида в венозной крови 
подопытных животных вовлеченных в 1-й эксперимент

	Группы наблюдения
	С-пептид (нг/мл)
	Глюкоза (ммоль/л)

	Интактная группа
	0,64±0,004
	5,97±0,10

	15 сутки
	0,71±0,008*
	4,53±0,16*

	21 сутки
	0,56±0,01*
	9,23±0,21*

	30 сутки
	0,74±0,006*
	18,50±0,34*

	45 сутки
	0,77±0,018*
	21,10±0,36*


Знак * - статистически достоверно при р<0,05 по отношению к интактному контролю.
Таблица 3
Динамика изменения концентрации глюкозы и С-пептида в венозной крови 
подопытных животных вовлеченных во 2-й эксперимент

	Группы наблюдения
	С-пептид (нг/мл)
	Глюкоза (ммоль/л)

	Интактная группа
	0,64±0,004
	5,97±0,10

	15 сутки
	0,69±0,003*
	5,34±0,06*

	21 сутки
	0,87±0,02*
	7,17±0,09*

	30 сутки
	0,54±0,03*
	6,79±0,07*

	45 сутки
	0,60±0,023
	6,56±0,41*

	60 сутки
	0,72±0,018*
	7,56±0,08*


Знак * - статистически достоверно при р<0,05 по отношению к интактному контролю.
В процессе проведения экспериментов у лабораторных животных наблюдалась особенность: у кроликов, включенных в 1-й эксперимент, уровень С-пептида на 21 сутки эксперимента были ниже одноименной величины у интактных животных, а у кроликов, включенных во 2-й эксперимент, показатели кортизола и С-пептида были ниже физиологической нормы на 30 сутки. Концентрация глюкозы у лабораторных животных в обоих экспериментах превышала показатель у интактных животных. Во все последующие сроки экспериментов у кроликов, включенных в 1-й и 2-й эксперименты, концентрация глюкозы и уровень С-пептида в венозной крови возрастали. На 21 сутки у животных, включенных в 1-й эксперимент, уровень С-пептида был ниже на 12,5 % физиологической нормы у кроликов. Концентрация глюкозы в венозной крови у этих кроликов превышала показатель у интактных животных на 54,6 %. К 30 суткам уровень С-пептида в крови возрос, превысив физиологическую норму на 15,6 %, одновременно на 209,9 % увеличилась и концентрация глюкозы в венозной крови, по сравнению с показателем у интактных животных. К 45 суткам у кроликов, включенных в 1-й эксперимент, наблюдалось увеличение уровня С-пептида на 20,3 % и увеличением концентрации глюкозы в венозной крови на 253,4 %, по сравнению с величинами у интактных животных.
У кроликов, вовлеченных во 2-й эксперимент, к 21 суткам уровень С-пептида был больше на 35,9 %, а концентрация глюкозы в плазме венозной крови больше на 20,1 % показателей у здоровых кроликов. К 30 суткам уровень С-пептида снизился и оказался на 15,6 % меньше физиологической нормы у кроликов. Концентрация глюкозы в венозной крови у кроликов с экспериментальным сахарным диабетом также снизилась, но оставалась больше показателя у интактных животных на 13,7 %. К 45 суткам количество С-пептида в крови возросло, и его уровень стал равен показателю у здоровых животных, концентрация глюкозы в венозной крови снизилась, но по-прежнему превышала физиологическую норму на 9,8 %.
К 60 же суткам секреция С-пептида и концентрация глюкозы в крови у животных возросли и превышали показатели у интактных животных соответственно на 12,5 % и на 26,6 %.
Для доказательства, что моделированная 0,1 % раствором адреналина гидрохлорида хроническая гипергликемия имеет признаки иммунопатологического заболевания, в сыворотке крови всех подопытных животных наблюдалось нарастание титра циркулирующего иммунного комплекса (табл. 4).
Таблица 4
Показатели циркулирующего иммунного комплекса в сыворотке крови 

подопытных животных с моделированной 0,1 % раствором адреналина 

гидрохлорида хронической гипергликемией

	Группы животных
	1-й эксперимент на фоне 0,4 мл 0,1 % раствора адреналина
	2-й эксперимент на фоне 0,6 мл 0,1 % раствора адреналина

	инт. гр.
	17,0±0,44
	17,0±0,44

	15 сутки
	17,4±0,29
	53,0±2,1*

	21 сутки
	27,0±0,625*
	39,0±1,8*

	30 сутки
	16,3±1,8
	16,7±0,19

	45 сутки
	70,5±0,34*
	47,7±1,6*


Знак * - статистически достоверно при р<0,05 по отношению к интактному контролю.
При гистологическом исследовании островковой ткани ПЖ животных из группы с моделированием хронической гипергликемии через 15 суток эксперимента объемная плотность островков Лангерганса достоверно не изменилась (табл. 5). Средний диаметр островков Лангерганса составил 679,1±43,5, что на 27 % было меньше соответствующего значения в контроле. В пределах островков эндокринные клетки располагались менее плотно, чем в контроле и их количество составляло 31,4±2,5 (табл. 1), что было меньше контрольного значения на 42 %.
Через 15 суток эксперимента объемная плотность островков Лангерганса возросла в 3 раза (табл. 1). Средний диаметр островков Лангерганса составил 975,6±68,4. В пределах островков эндокринные клетки располагались менее плотно, чем в контроле и их количество составляло 45,8±2,7 (табл. 5).
Через 21 сутки эксперимента объемная плотность островков Лангерганса достоверно не отличалась от соответствующего значения в контроле (табл. 5, фиг. 1). Средний диаметр островков Лангерганса составил 666,7±74,5. В пределах островков эндокринные клетки располагались менее плотно, чем в контроле и их количество составляло в среднем 42,4±3,1 (табл. 5).
Через 30 суток эксперимента объемная плотность эндокринных островков была увеличена на 44 % (табл. 5). Средний диаметр островков Лангерганса составил 998,2±79Д В пределах островков эндокринные клетки располагались менее плотно, чем в контроле и их количество составляло в среднем 44,4±2,7 (табл. 5). Через 45 суток эксперимента объемная плотность островков Лангерганса достоверно не отличалась от соответствующего значения в контроле (табл. 1). Средний диаметр островков Лангерганса составил 1073,1±83,6. В пределах островков эндокринные клетки располагались менее плотно, чем в контроле и их количество составляло в среднем 98,4±5,7 (табл. 5).
Таблица 5
Сравнительная таблица показателей объемной плотности и 
диаметр островков Лангерганса, численная плотность эндокринных клеток 
у кроликов с экспериментальной хронической гипергликемией

	Изучаемые
анатомические
структуры
	Контроль
	15-е сутки
	21-е сутки
	30-е сутки
	45-е сутки

	Островки 

Лангерганса (Vv)
	5,2±0,1
	12,2±0,65*
	3,8±0,7
	7,5±0,6*
	5,3±0,9

	Диаметр островка 

Лангерганса (мкм)
	923,2±51,4
	827,35±55,95
	666,7±74,5
	998,2±79,6
	1073,1±83,6

	Клетки островка 

Лангерганса (Na)
	54,6±3,8
	38,6±2,6
	42,4±3,1
	44,4±2,7
	98,4±5,7*


Примечание: 
Vv - объемная плотность островков Лангерганса (% от объема паренхимы органа); 
Na - численная плотность эндокринных клеток (количество клеток в пределах островка Лангерганса); 
Знак * - достоверные отличия от значения в контроле (р<0,05).

Использование предлагаемого способа моделирования гипергликемии позволяет получить адекватную устойчивую аутоиммунную модель гипергликемии (сахарного диабета I типа) у генетически не предрасположенных к развитию аутоиммунных заболеваний животных, без нарушения функциональной деятельности каких-либо органов животного, что коррелирует с широкой распространенностью этого заболевания и позволит создать новые подходы к его диагностике и лечению.
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Фиг. 1. Структура островка Лангерганса через 45 суток эксперимента.
Окраска гематоксилином и эозином увеличение 10x40
Формула изобретения
1. Способ моделирования хронической гипергликемии, включающий выбор экспериментального животного, генетически не предрасположенного к развитию аутоиммунных заболеваний и введение ему препарата, повышающего функциональную активность симпатической нервной системы по схеме, отличающийся тем, что в качестве экспериментального животного выбирают кролика породы Шиншилла, а в качестве препарата, повышающего функциональную активность симпатической нервной системы, применяют антагонист инсулина, который вводится экспериментальному животному внутримышечно утром и вечером с интервалом в 10 часов по 0,2-0,3 мл раствора в течение 45-60 суток.

2. Способ моделирования хронической гипергликемии по п. 1, отличающийся тем, что в качестве антагониста инсулина используют адреналин.
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