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РЕФЕРАТ
Целью эксперимента являлось определение 

влияния краткосрочной инсулинотерапии на кон-
центрацию VEGF-А во внутриглазной жидкости 
крыс с аллоксановой моделью сахарного диабета.

Материл и метод. Эксперимент был проведён 
на 80 беспородных крысах, которым вызывали ди-
абет инъекцией аллоксана моногидрата. Экспери-
ментальных животных разделили на 2 группы. В 
основной группе была начата заместительная ин-
сулинотерапия, в контрольной группе животные 
не получали специфической терапии. После трех-
дневной инсулинотерапии экспериментальные 
животные из обеих групп были выведены из иссле-
дования для получения внутриглазных жидкостей, 
в которых была определена концентрация VEGF-A.

Результат. Мы не выявили достоверного сни-
жения концентрации VEGF-A во внутриглазной 
жидкости между группами.

Вывод. Инсулинотерапия на ранних сроках ее 
начала не приводит к снижению уровня VEGF-A во 
внутриглазной жидкости крыс.

Ключевые слова: модель сахарного диабета, 
аллоксан, диабетическая ретинопатия, VEGF-A, 
гипергликэмия, инсулин.

Актуальность
Клинические исследования показывают, что 

заместительная инсулинотерапия вызывает тран-
зиторное усугубление диабетической ретинопатии 
у пациентов с сахарным диабетом I и II типа [4, 6, 
10, 11]. Тем не менее, длительная инсулинотерапия 
способствует стабилизации диабетической ретино-
патии и заметному снижению рисков ее прогресси-
рования [9, 10]. 

Механизмы, лежащие в основе транзиторного 
усугубления диабетической ретинопатии на фоне 
инсулинотерапии, малоизучены. Клинические ис-
следования показали, что VEGF играет важную 
роль в патогенезе как непролиферативной, так и 
пролиферативной диабетической ретинопатии [5]. 
Доказано повышение уровня VEGF в глазах паци-
ентов с признаками нарушения гематоретинально-
го барьера и неоваскуляризацией [3]. 

V. Poulaki с соавт. показали, что инсулинотера-
пия приводит к повышению уровня VEGF и HIF-1a 
in vitro в культуре клеток ретинального пигмент-
ного эпителия человека, что приводит к клиниче-
ски значимому нарушению гематоретинального 
барьера (ГРБ). Более того, было определено, что 
инсулин-индуцированная экспрессия VEGF яв-
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ляется HIF-1a зависимой и осуществляется по-
средством p38 MAPK и фосфоинозитид-3-киназы 
(PI3Ks), тогда как экспрессия VEGF, индуцирован-
ная гиперкликэмией, является HIF-1a независимой 
и осуществляется посредством протеинкиназы С 
(PKC) и p42/p44 MAPK [8].

Y. Liu с соавт. показали, что инсулин стимули-
рует ангиогенез и значительно подавляет индуци-
рованную тромбином проницаемость микроцир-
куляторного русла, тем самым улучшая барьерные 
функции ГРБ [7].

Цель 
Определить влияние краткосрочной инсулино-

терапии на концентрацию VEGF-А во внутриглаз-
ной жидкости крыс с аллоксановой моделью сахар-
ного диабета.

Материал и методы
Эксперимент выполнен с соблюдением прин-

ципов гуманности, изложенных в директивах Ев-
ропейского общества и Хельсинкской декларации, 
в соответствии с «Правилами проведения работ с 
использованием экспериментальных животных».

Для моделирования сахарного диабета были 
использованы 80 беспородных крыс со средней 
массой тела 204±78,67 гр (117-407 гр). Животных 
содержали в индивидуальных клетках на стандарт-
ном рационе со свободным доступом к пище и воде 
в условиях вивария. Всем 80 крысам диабет вызы-
вали однократным внутрибрюшинным введением 
аллоксана гидрата (La Chema, Чехия) в дозе 170 мг/
кг в 0,4 мл раствора цитратного буфера. 

При планировании эксперимента также учиты-
вали, что диабетогенное действие аллоксана более 
активно проявляется у животных, находящихся на 
предварительной диете, поэтому все животные в 
течение 24 часов до начала эксперимента не полу-
чали пищу, но имели свободный доступ к воде. 

Через 3 дня после введения аллоксана моноги-
драта погибло 19 крыс. В исследовании осталось 61 
экспериментальное животное. Для установления 
диабетического статуса осуществляли контроль 
концентрации глюкозы в крови, взятой из хвосто-
вой вены. 

При планировании дизайна эксперимента мы 
учитывали трехфазную реакцию организма на 
введение подопытным животным аллоксана мо-
ногидрата. Она заключается в первоначальном 
повышении уровня сахара крови, достигающем 
максимума через 2-4 часа после введения препа-
рата, которая сменяется фазой гипогликемии про-
должительностью 15-20 часов. Если лабораторное 

животное в эту фазу не погибает, то возникает вто-
ричная гипергликемия, свидетельствующая о раз-
витии сахарного диабета. Поэтому установление 
диабетического статуса и старт инсулинотерапии 
проводили через 72 часа после внутрибрюшинного 
введения аллоксана моногидрата. 

Далее экспериментальных животных разде-
лили на 2 группы. В основной группе крысам (n= 
30) было начато ежедневное однократное внутри-
брюшинное введение инсулина продленного дей-
ствия в терапевтической дозе 0,9 Ед/кг массы тела. 
Животным контрольной группы (n=31) ежеднев-
но внутрибрюшинно вводили физиологический 
раствор. За 3 дня инсулинотерапии в основной и 
контрольной группах погибло 10 и 17 крыс соот-
ветственно. Экспериментальные животные из обе-
их групп были выведены из исследования путём 
декапитации.

Из обоих глаз каждого животного были полу-
чены внутриглазные жидкости, в которых методом 
иммуноферментного анализа с использованием 
тест-системы «ELISA Kit for Vascular Endothelial 
Growth Factor A» (Cloud-Clone Corp, США), в ла-
бораторных условиях была определена концентра-
ция VEGF-A.

Данные представлены в виде M±m (min-max), 
где: M – среднее, m – стандартная ошибка, min – 
минимальное значение, max – максимальное зна-
чение. Статистическую обработку полученных 
цифровых данных и выявление их статистической 
значимости проводили в программе Statistica 10 па-
раметрическим методом при помощи t-критерия 
Стьюдента. Вероятность нулевой гипотезы прини-
мали при 5% уровне значимости.

Результаты
В контрольной группе (n=14) концентрация 

VEGF-A во внутриглазной жидкости составила 
90,79±10,83 мкг (71-110 мкг), в основной группе 
(n=20) – 87,0±10,63 мкг (62-100 мкг) (рис.). Разли-
чия концентраций VEGF-A между группами стати-
стически недостоверны (p=0,33). 

Аллоксановая модель сахарного диабета явля-
ется одной из самых распространённых и изучен-
ных. Она активно применяется исследователями 
по всему миру. 

Аллоксан является структурным аналогом глю-
козы, за счёт чего он накапливается в B-клетках 
поджелудочной железы и приводит к их гибели 
с последующим развитием диабета. Поражению 
B-клеток сопутствуют дегенеративные изменения 
в почках и печени, что обуславливает высокую 
смертность лабораторных животных в первые сут-



287

Современные технологии в офтальмологии № 1 (26) 2019      Современные технологии лечения витреоретинальной патологии 

Раздел 2. Диагностика и терапия ретинальной патологии

ки после введения аллоксана [1]. Более того, ин-
дивидуальная чувствительность к аллоксану жи-
вотных одного и того же вида варьирует в очень 
широких пределах. Причины различной чувстви-
тельности в ответ на введение диабетогенных доз 
аллоксана определяются большим количеством 
факторов, в том числе возрастом, полом, состоя-
нием нервной и эндокринной систем, характером 
обмена веществ, состоянием внутренних орга-
нов. В качестве примера можно привести работу 
Н.А. Пальчиковой с соавт., в которой исследовали 
гормонально-биохимические особенности аллок-
сановой и стрептозоциновой моделей сахарного 
диабета у крыс. Авторы выявили высокую инди-
видуальную гетерогенность животных по реакции 
на введение аллоксана уже в первые сутки после 
введения препарата. За первые 5 суток исследова-
ния на фоне постепенного отказа от потребления 
воды и экскреции мочи погибли 31% подопытных 
животных [2]. 

Высокая смертность лабораторных животных 
является ещё одним недостатком данной модели 
сахарного диабета, с которой мы столкнулись во 
время проведения эксперимента. Так через 3 дня 
после внутрибрюшинного введения аллоксана мо-
ногидрата смертность лабораторных животных 
составила 24% (19 крыс), через 6 дней – 58% (46 
крыс).

 Также высокой смертности, по нашему мне-
нию, могло способствовать большое число жи-
вотных с низкой массой тела, использованных в 
исследовании. Низкая масса тела может свиде-
тельствовать о недостаточной зрелости животного 

и соответственно приводить к более выраженной 
токсической реакции на введение аллоксана. Эти 
факторы должны учитываться при подборе вводи-
мой дозы аллоксана в сторону ее уменьшения. 

Нами будет проведен расширенный экспери-
мент на крысах, сходных по возрасту и массе. Бу-
дет пересмотрена дозировка аллоксана в сторону ее 
уменьшения. Экспериментальные животные будут 
разделены на три группы: группу здоровых живот-
ных, группу больных сахарным диабетом без ин-
сулинотерапии и группу больных на инсулиноте-
рапии. Более того, мы планируем увеличить срок 
инсулинотерапии до 30-90 дней. 

Вывод
Инсулинотерапия на ранних сроках ее нача-

ла не приводит к снижению уровня VEGF-A во 
внутриглазной жидкости крыс. Необходимо про-
ведение эксперимента на модели хронического 
сахарного диабета с более длительным сроком ин-
сулинотерапии на половозрелых крысах сходных 
по массе и возрасту. 

Работа выполнена при поддержке гранта  
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