2292




	(19) KG
	(11) 2292
	(13) С1
	(46) 29.07.2022

	(51) G09B 23/28 (2022.01)



ГОСУДАРСТВЕННОЕ АГЕНТСТВО ИНТЕЛЛЕКТУАЛЬНОЙ СОБСТВЕННОСТИ И ИННОВАЦИЙ 

ПРИ КАБИНЕТЕ МИНИСТРОВ КЫРГЫЗСКОЙ РЕСПУБЛИКИ (КЫРГЫЗПАТЕНТ)

(12)  ОПИСАНИЕ  ИЗОБРЕТЕНИЯ
к патенту Кыргызской Республики под ответственность заявителя

(21) 20220008.1

(22) 01.02.2022

(46) 29.07.2022, Бюл. №7
(76) Токтогулова Нургуль Асылбековна, Тухватшин Рустам Романович (KG)

(56) Березовский В.А. Горы и система крови. Тезисы докладов. Том 56. Фрунзе 1969. С. 17-19
(54) Способ моделирования гипоксической неалкогольной жировой болезни печени
(57) Изобретение относится к медицине, а именно к экспериментальной гепатологии, и предназначено для экспериментального воспроизведения модели неалкогольной жировой болезни печени на животных в условиях высокогорья с возможностью в дальнейшем изыскать средства для рационального терапевтического вмешательства и профилактики.

Задача изобретения состоит в разработке способа моделирования гипоксической неалкогольной жировой болезни печени в условиях гипобарической гипоксии в предельно короткие сроки, учитывая все гистологические и патогенетические аспекты данной комбинированной патологии (гипоксия, гиперхолестеринемия, дислипидемия, инсулинорезистентность).

Поставленная задача решается в способе моделирования гипоксической неалкогольной жировой болезни печени путем подъема животных на высоту в климатической барокамере, где в течение от 35 до 70 дней ежесуточно с кормом крысам вводят смесь, содержащую 21 % белков - порошковый казеин, 5 % жиров - топленое говяжье сало, 60 % углеводов - кристаллическая фруктоза, 14 % зернового корма, из расчета 20-30 грамм корма в сутки на одну крысу весом 150-250 грамм, по истечении 35 суток от начала вскармливания определяют сформировавшуюся модель стеатоза печени, по истечении 70 суток от начала вскармливания определяют сформировавшуюся модель стеатогепатита.

Способ прост в исполнении, отличается хорошей воспроизводимостью, отсутствием летального исхода у экспериментальных животных и комплексностью формирования дисметаболических нарушений в печени и организме в целом, характерных для данного заболевания.

1 н. п. ф., 1 пр., 4 табл., 2 фиг.

Изобретение относится к медицине, а именно к экспериментальной гепатологии, и предназначено для экспериментального воспроизведения модели неалкогольной жировой болезни печени на животных в условиях высокогорья с возможностью в дальнейшем изыскать средства для рационального терапевтического вмешательства и профилактики.

Известен способ создания модели гепатита и цирроза печени млекопитающих (Патент RU 94026117, кл. G09B 23/28, 27.08.1996), где за основу берется токсический фактор инициации повреждения с использованием веществ, таких как 70 % раствор формалина, 50 % раствор совтола-1 на оливковом масле.
К недостаткам способа можно отнести длительный период моделирования и побочные эффекты токсических веществ на дыхательную и сердечно-сосудистую системы, способствующие летальному исходу экспериментальных животных, и имеют сугубо специфические триггерные механизмы развития заболеваний печени, которые отличаются от реальных причин, способствующих патогенезу печени у людей.

Известен способ барокамерной гипоксии для реабилитации больных инфарктом миокарда (Патент RU №2254846, кл. A61G 10/02, A61H 1/02, 27.06.2005), в котором одновременно с лечебной физкультурой применяют курс периодической барокамерной гипоксии из 22 ежедневных трехчасовых процедур в барокамере пониженного давления на "высоте" 3500 метров при скорости "подъема" и "спуска" 2-3 м/с, причем первые сеансы проводят с постепенным увеличением высоты, начиная с 1000 метров (уменьшением давления в барокамере, начиная с 650 мм рт. ст.) и далее, прибавляя ежедневно по 500 метров (снижая ежедневно уровень давления на ~50 мм рт.ст.) до достижения максимальной "высоты" 3500 метров, что соответствует ~460 мм рт.ст. 

Известный способ позволяет увеличить емкость коронарного русла, увеличить коронарный кровоток, уменьшить число нарушений ритма сердца, повысить работоспособность. Однако этот способ барокамерной гипоксии не применялся при заболеваниях печени.

Способ формирования жировой болезни печени индуцированной фруктозой Акерман и др. (Акерман З., Орон-Херман М., Грозовски М., Розенталь Т., Паппо О., Линк Г., Села Б.А. Индуцированная фруктозой жировая болезнь печени: печеночные эффекты снижения артериального давления и триглицеридов в плазме. Гипертония. 2005; 45:1012-1018.) при котором развивается макровезикулярный и микровезикулярный стеатоз в печени. В течение 5 недель животным вскармливают смесь из 20,7 % белка (в виде казеина), 5 % жир (в виде сала), 60 % углеводы (в виде фруктозы), 8 % клетчатка, 5 % минеральная смесь (#170760; R-H) и 1 % витаминная смесь (#40060; Теклад). Недостатком этого метода является трудность расчета всех ингредиентов рациона и дороговизна.

Наиболее близким техническим решением, принятым за прототип, является способ изучения эффективности адаптационных сдвигов кислородтранспортной способности крови при тренировке к гипоксической гипоксии (Березовский В. А. Горы и система крови. Тезисы докладов. Том 56. С. 17-19. Фрунзе 1969). Сущность метода состояла в поднятии животных на высоту 6-7 тысяч метров в барокамере по 6-8 часов на протяжении 3-4 недель. 

Недостатком данного метода является использование для воспроизведения изменений только сердечно-сосудистой системы и системы крови в условиях высокогорья. 

Задача изобретения состоит в разработке способа моделирования гипоксической неалкогольной жировой болезни печени в условиях гипобарической гипоксии в предельно короткие сроки, учитывая все гистологические и патогенетические аспекты данной комбинированной патологии (гипоксия, гиперхолестеринемия, дислипидемия, инсулинорезистентность) в условиях гипобарической гипоксии.

Поставленная задача решается в способе моделирования гипоксической неалкогольной жировой болезни печени путем подъема животных на высоту в климатической барокамере, где в течение от 35 до 70 дней ежесуточно с кормом крысам вводят смесь, содержащую 21 % белков - порошковый казеин, 5 % жиров - топленое говяжье сало, 60 % углеводов - кристаллическая фруктоза, 14 % зернового корма, из расчета 20-30 грамм корма в сутки на одну крысу весом 150-250 грамм, по истечении 35 суток от начала вскармливания определяют сформировавшуюся модель стеатоза печени, по истечении 70 суток от начала вскармливания определяют сформировавшуюся модель стеатогепатита.

Способ осуществляют следующим образом.

Растапливают говяжий жир и дают остыть до 50°C, все ингредиенты смешивают до однородной массы. Корм насыпают в кормушку, животные поедают его самостоятельно. Кормление проводят 2 раза в день. Подъем животных на высоту 6000 метров над уровнем моря осуществляют в климатической барокамере со скоростью 3,3 км/ч, время экспозиции 6 часов ежедневно. Данный вид острой гипоксии моделируется путем разряжения воздуха в барокамере с помощью насоса. Корпус гипобарокамеры снабжен герметичной крышкой, на которой установлен запорный кран. До начала опыта в гипобарокамеру помещают клетку с животными. Корпус гипобарокамеры закрывают герметичной крышкой, после чего запускают вакуумный насос для создания условий пониженного барометрического давления. Давление в камере понижают ступенчато. На вакуумметре регистрируется уровень высоты. В этом случае у объекта исследования формируется состояние аналогичное подъему на высоту. По завершении сеанса гипобарии пониженное давление в камере сбрасывают также ступенчато. Пищевой рацион и поднятие на высоту по предложенной схеме выдерживают в течение как минимум 35 суток. Забор крови и морфологическое исследование органов осуществляется на 35-е и на 70-е сутки от начала наблюдений. 

Способ поясняется таблицей, где представлен состав вскармливаемой смеси (таблица 1), и 2 фигурами, где на фиг. 1 представлено изменение морфометрических показателей печени у крыс, находящихся на диете с преобладанием фруктозы и жира в условиях низкогорья, на фиг. 2 изображен кареолизис в гепатоцитах (гематоксилин-эозин, ув. 400) у крыс, находящихся на диете с преобладанием фруктозы и жира в условиях барокамерной гипоксии. 

Пример.

Способ был апробирован на 180 крысах - самцах линии Wistar с массой тела на момент включения в эксперимент - 150-200 г. Животные были разделены на 3 контрольные по 20 животных (КГ) и 4 основные группы по 30 животных (ОГ): «Контроль 1» (n=20) - интактные, здоровые крысы, содержащиеся в условиях низкогорья (Бишкек, 800 метров над уровнем моря) на стандартной диете; «Контроль 2» (n=20) - гипобарическая гипоксия (6000 м над уровнем моря в условиях барокамеры, ежедневная экспозиция по 6 часов в течение 5 недель) на стандартной диете; «Контроль 3» (n=20) - гипобарическая гипоксия (6000 м над уровнем моря в условиях барокамеры, по 6 часов - 10 недель) на стандартной диете; «Основная группа 1» (n=30) - низкогорная группа крыс на протяжении 5 недель находящихся на диете, обогащенной фруктозой (ФОД); «Основная группа 2» (n=30) - низкогорная группа крыс на ФОД в течение 10 недель; «Основная группа 3» (n=30) - группа крыс, находящаяся на ФОД в условиях гипобарической гипоксии в течение 5 недель; «Основная группа 4» (n=30) - группа крыс, находящаяся на ФОД в условиях гипобарической гипоксии в течение 10 недель. Забор крови в группах ОГ 1 и ОГ 3 осуществлялся на 35-е сутки, а в группах ОГ 2 и ОГ 4 на 70-е сутки от начала наблюдений. У всех групп животных были определены следующие показатели: общий холестерин, холестерин липопротеинов низкой плотности (ХС ЛПНП), ХС липопротеинов высокой плотности (ЛПВП), триглицериды, про- и проти вовоспалительные интерлейкины (ФНО-α и ИЛ-4). После свертывания образцы крови центрифугировали приблизительно при 1000 об/мин в течение 10 минут и сыворотку отделяли. Образцы сыворотки на ИЛ-4 и ФНО-α были разделены на аликвоты (250-500 мкл), чтобы избежать повторных циклов замораживания-оттаивания, и хранили замороженными при -70°C. Уровни цитокинов измеряли с использованием набора для иммуноферментного анализа, основанного на твёрдофазном «сэндвич» - варианте с применением моно- и поликлональных антител к ФНО-α и ИЛ-4 в лаборатории Научно-исследовательского института молекулярной биологии и медицины при Научно-исследовательском центре кардиологии и терапии имени М. Миррахимова.

Биохимические показатели крови у исследуемых групп представлены в таблице 2. Нахождение животных на диете, обогащенной фруктозой и жиром, одинаково приводило к угнетению синтетической функции печени, как в условиях высокогорья, так и в низкогорье (57,7±1,8 и 57,7±1,8 соответственно). Показатели ферментов печени были неоднозначными. Уровни АСТ были высокими во всех основных группах с одинаковой тенденцией к росту на пятой и десятой неделях фруктозо-обогащенной диеты. В условиях барокамерной гипоксии наибольший сдвиг наблюдался со стороны АЛТ, рост которого был статистически значим ниже низкогорных групп с p<0,001. В пигментном обмене наблюдалась обратная картина. Общий билирубин в высокогорных группах, находящихся на диете, обогащенной фруктозой и жиром, был статистически значимо высоким относительно низкогорных групп на идентичной диете. Следует отметить, что начальные уровни ОХ и ЛПНП у высокогорной группы были высокими в сравнении с низкогорьем. Показатель общего холестерина также вырос почти в два раза в основных высокогорных группах, и был достоверно выше показателей низкогорных животных с p<0,001. Такая же тенденция на 5 неделе отмечается и ЛПНП, рост с 2.5±0.1 до 4.0±0.5 ммоль/л у «ОГ-3» против «ОГ-1» 0.2±0.1 и 0.2±0.1 ммоль/л соответственно с p<0,001. На 10 неделе подъёма на высоту у группы «ОГ 4» уровни общего холестерина и ЛПНП оставались статистически значимо высокими, хотя и наблюдалась тенденция к снижению. Активность же цитокинов у высокогорной группы при подъёме животных резко повысилась на 5 неделе. Так, на 35 день пребывания на высоте содержание ИЛ-4 статистически значимо увеличилось с 27.5±5.5 до 34,5±2,8 пг/мл по сравнению с низкогорьем (p<0,001). ФНО-α статистически значимо вырос с 49.5±2.5 до 72,3±3,2 против низкогорной группы на жирной диете. На 10 неделе подъёма на высоту у животных («ОГ 4») уровни про- и противовоспалительных цитокинов не имели статистически значимых различий от низкогорной группы, находящихся, также, на ФОД («ОГ 2»). 

Отмечена тенденция к более высоким показателям ФНО-α / ИЛ-4 в крови у высокогорных животных, находящихся на ФОД в течение 35 дней (2,2±0,2 пг/мл), чем у низкогорной группы на идентичном рационе (1,8±0,1 пг/мл). 

Умеренная, статистически значимая прямая связь выявлена между уровнем ИЛ-4 и общим белком. Также отмечалась статистически значимая сильная связь между обоими цитокинами и уровнями, как общего холестерина, так и ЛПНП (r = 0,712 и 0,744, соответственно, р<0,001). Умеренно и прямо коррелировали уровни ИЛ-4 и ФНО с общим билирубином (р<0,05).
Таким образом, обнаружена статистически значимая положительная корреляция между гиперферментемией, гиперхолестеринемией, ЛПНП со значениями ФНО-α и ИЛ-4 при НАЖБП, что подтверждает роль и значение про- и противовоспалительных маркеров в патогенезе этого заболевания. 

Микроскопически в пределах классической дольки печени у крыс, находящихся на предложенной диете на 35-е сутки эксперимента отмечались нарушения балочного строения с явлениями вакуолизации цитоплазмы гепатоцитов, изменение размеров гепатоцитов, что наглядно нашло отражение в таблице 3 и фигуре 1. На 35-е сутки эксперимента происходит достоверно значимое увеличение площади гепатоцитов на 70 % в сравнении с соответствующей группой интактных животных, при этом объем ядер гепатоцитов не претерпевает существенных изменений, что может быть доказательством аккумуляции жировых включений в цитоплазме клетки. К 70-му дню эксперимента морфометрическая картина существенно меняется. Как видно из таблицы 3 статистически значимые изменения отмечаются как в показателях площади гепатоцитов, так и в объеме их ядер. Так, площадь гепатоцитов увеличивается на 85 %, а объем ядра - на 50 % от исходных значений. Регистрируется дискомплексация гепатоцитов, отсутствие балочного строения с выраженной жировой дистрофией их, а в отдельных участках визуализируются некротические изменения гепатоцитов. В синусоидах и капиллярах классической печеночной дольки визуализируется сепарация форменных элементов и плазмы с преобладанием плазменного компонента. Соединительная ткань и межбалочные пространства отечные.

В условиях барокамерной гипоксии (таблица 4, фиг. 2) у животных на 35-й день эксперимента отмечается увеличение площади гепатоцитов на 30 % (P<0,05), а объема ядра - на 5 %. На 70-е сутки площадь гепатоцитов увеличивается на 7 %, а объем ядра - на 41 % (P<0,001) в сравнении с аналогичными показателями контроля. Отмечается наличие безъядерных гепатоциов (фиг. 2).

Таким образом, пищевой рацион с гипобарической гипоксией приводил к развитию у экспериментальных животных стеатогепатита, характеризующегося явлениями мембранодеструкции, признаками жировой, гидропической дистрофии, нарушением гистологической архитектоники морфофункциональных единиц печени. Такие гистологические изменения характерны и для людей, больных неалкогольной жировой болезнью печени, проживающих в условиях высокогорья.

Существенным преимуществом разработанного способа является простота выполнения, дешевизна, доступность экспериментального рациона, и возможность в дальнейшем апробировать различные способы лечения неалкогольной болезни печени в условиях высокогорья.

Таблица 1
	Компонент
	Доля %
	Продукт

	Белки
	21
	порошковый казеин

	Жиры
	5
	топленое говяжье сало

	Углеводы
	60
	кристаллическая фруктоза

	Клетчатка
	14
	зерновой корм


Таблица 2 
	Показатель
	КГ-1 (n=10)


	ОГ-1 (n=20)
	ОГ-2 (n=20)


	КГ-2 (n=10)


	ОГ-3 (n=20)
	КГ-3 (n=10)
	ОГ-4 (n=20)


	Уровень значимости (р)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Общий белок г/л
	66±1,5
	60±0,5
	57±0,7
	64,4±0,21
	61,2±0,24
	68±0,1
	57,7±0,18
	Р1-4,6>0,05

Р2-5>0,05 Р6-7<0,05

	АЛТ МЕ/л
	80

76-84,1


	127,7

79-355
	304

234-394
	69

67-71
	87,6

58,7-124,8
	68

67-69
	102,9

75,2-135,6
	Р1-4,6>0,05

Р2-3<0,05

Р2-5>0,05

Р3-7<0,001

	АСТ МЕ/л
	68,8±0,4
	263,6±5,4
	347,5±4,3
	55,6±0,2
	254,1±2,8
	55,1±0,1
	266,3±2,9
	Р1-4,6>0,05

Р2-5>0,05

Р3-7>0,05

	Коэффициент Ритиса
	0,86±0,1
	2,3±0,4
	1,2±0,2
	0,8±0,1
	3,1±0,5
	0,8±0,2
	2,7±0,4
	Р1-4,6>0,05

Р2-5<0,05

Р3-7>0,05

	Билирубин 

общий мкмоль/л
	1,4±0,2
	7,1±0,14
	4,1±0,06
	4,2±0,06
	15,3±0,2
	10,7±0,1
	15,8±0,2
	Р1-4,6<0,001

Р2-5<0,05

Р3-7<0,05

	ОХ

ммоль/л
	1,2±0,1
	1,7±0,2
	2,1±0,1
	3,7±0,1
	6,6±0,8
	3,2±0,1
	5,3±0,4
	Р1-4,6<0,05

Р2-5<0,001

Р3-7<0,001

	ЛПНП

ммоль/л
	0,2±0,1
	0,2±0,1
	1,2±0,1
	2,5±0,1
	4,0±0,5
	2,0±0,1
	3,5±0,2
	Р1-4,6<0,05

Р2-5<0,001

Р3-7<0,001

	ИЛ-4 пг/мл
	4,4±0,4
	9,9±0,6
	19,8±0,16
	27.5±0,55
	34,5±0,3
	19.0±0,1
	22,6±0,2
	Р1-4<0,05

Р2-5<0,001

	ФНО-α пг/мл
	6,9±0,7
	17,8±1,1
	40,6±0,6
	49.5±0,25
	72,3±0,3
	36.5±0,25
	40,5±0,3
	Р1-4<0,05

Р2-5<0,001


Таблица 3 

	Показатели 

Условия опыта
	Площадь гепатоцита (нм2)
	Объем ядра гепатоцита (нм3)

	I группа (контроль)
	6472,09±210,5
	10514,49±437,03

	II группа (35 день)
	11018,57±522,64**
	10224,77±652,79

	III группа (70 день)
	12006,16±575,75***
	15832,60±1011,06***


Примечание: P<0,05. Значения достоверны в группе животных на жирной диете в сравнении с контролем

Таблица 4 

	Показатели

Условия о опыта
	Площадь гепатоцита (нм2)
	Объем ядра гепатоцита (нм3)

	I группа (контроль)
	8416,7±290,88
	12318,68±431,17

	II группа (35 день)
	10930,80±535,50**
	12958,99±655,01

	III группа (70 день)
	9057,76±371,6
	17396,86±743,26***


Примечание: **P<0,05, ***P<0,001. Значения достоверны в группе животных на жирной диете в сравнении с соответствующим результатом в контрольной группе (барокамера)
Формула изобретения
Способ моделирования гипоксической неалкогольной жировой болезни печени путем подъема животных на высоту в климатической барокамере, отличающийся тем, что в течение от 35 до 70 дней ежесуточно с кормом крысам вводят смесь, содержащую 21 % белков - порошковый казеин, 5 % жиров - топленое говяжье сало, 60 % углеводов - кристаллическая фруктоза, 14 % зернового корма, из расчета 20-30 грамм корма в сутки на одну крысу весом 150-250 грамм, по истечении 35 суток от начала вскармливания определяют сформировавшуюся модель стеатоза печени, по истечении 70 суток от начала вскармливания определяют сформировавшуюся модель стеатогепатита.
Способ моделирования гипоксической

неалкогольной жировой болезни печени
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