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АНОТАЦІЯ 

Дякун К.О. Біохімічні особливості розвитку експериментальної 

діабетичної нейропатії та шляхи її корекції. – Кваліфікаційна наукова праця 

на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук 

(доктора філософії) за спеціальністю 03.00.04-біохімія. – ННЦ «Інститут 

біології та медицини», Київський національний університет імені Тараса 

Шевченка, Київ, 2020. 

Цукровий діабет (ЦД) є багатофакторним метаболічним захворюванням, 

що досить часто супроводжується численними ускладненями та є на даний 

час одним з найважливіших єндокринних захворювань та потребує науково-

обгрунтованого вирішення. Станом на 2019 рік у світі налічувалось близько 

463 мільйонів хворих на ЦД порівняно з 425 мільйонами хворих у 2017 році. 

Загальна кількість випадків захворювання на ЦД за прогнозами може зрости 

на 48 % за період з 2017 по 2045 рік. Різні ендогенні (переважно генетичні) та 

екзогенні фактори можуть бути причиною його виникнення. Серед 

численних ускладнень значна увага приділяється з’ясуванню біохімічних 

механізмів, які лежать в основі розвитку діабетичної нейропатії (ДН). 

На даний час запропоновано відносно широкий спектр фармакологічних 

препаратів для симптоматичного лікування периферичних ДН та 

енцефалопатій. Ряд нових препаратів, включаючи ацетил-L-карнітин, альфа-

ліпоєву кислоту, інгібітори протеїнкінази С (наприклад, рубоксистаурин), 

інгібітори альдозоредуктази (фідарестат), засоби, що впливають на 

накопичення кінцевих продуктів (аміногуанідин), які впливають на 

гексозаміновий шлях (бенфотіамін), інгібітори ангіотензин-перетворюючого 

ферменту (трандолаприл), а також інгібітори полі-(AДФ-рибозо)-полімерази 

(PARP-1), зокрема нікотинамід (НАМ) та 1,5-ізохіноліндіол (ІХД), 

досліджуються та використовуються при проведенні клінічних випробувань. 

Більшість цих препаратів можуть діяти одночасно за допомогою декількох 

механізмів. Зокрема, НАМ характеризується досить широким спектром дії, 
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впливаючи на нейромедіаторні системи, зокрема на серотонінергічну 

систему, а також на функціонування натрій-калієвої помпи. Ми спостерігали 

відповідні ефекти в мозку щурів в умовах розвитку ЦД 1-го типу. Зрозуміло, 

що вибір найбільш ефективного препарату для лікування конкретного типу 

ДН (енцефалопатія, вегетативна нейропатія або периферична нейропатія) 

неможливий без ідентифікації всіх можливих механізмів дії інгібіторів 

PARP-1. Це стимулювало до пошуку деяких нових ефективних препаратів 

цілеспрямованої дії. Крім того, з'ясування впливу інгібіторів PARP-1 на 

розвиток ДН також важливе для глибшого розуміння не тільки механізмів дії 

цих препаратів, але й конкретних механізмів, що лежать в основі розвитку 

ДН, які залишаються недостатньо вивченими. Як відомо, хронічна 

гіперглікемія супроводжується значними фізіологічними, біохімічними та 

гістологічними змінами у пацієнтів, які страждають на ЦД. Такі зміни 

неминуче призводять до розвитку ендотеліальних дисфункцій. Це, у свою 

чергу, спричиняє зниження інтенсивності кровообігу та розвиток 

внутрішньонейронної та внутрішньоклітинної гіпоксії. Стан генералізованої 

гіпоксії посилює розвиток патофізіологічних та морфологічних змін у 

клітинах мозку за умов ДН. У такій ситуації розвиваються кардинальні зміни 

в ендотелії судин, які забезпечують кровопостачання нервів. У цьому 

випадку починають відбуватися суттєві зміни важливих молекулярних 

механізмів; зокрема, виникає стрес ендоплазматичного ретикулума, посилене 

фосфорилювання мітоген активованих протеїнкіназ (МАРК), активація 

PARP-1 та активація кількох інших ферментів. За цих умов може також 

розпочатися розвиток запальних процесів, які провокують тканини швидко 

реагувати на відповідні зміни. Це призводить до супутньої участі різних 

типів клітин, при яких регуляція експресії певних генів може бути порушена 

через дію відповідних негативних факторів. Враховуючи все вищезазначене, 

ми досліджували метаболічні шляхи, що опосередковували дії двох 

інгібіторів PARP-1, НАМ та ІХД в умовах розвитку дисфункцій мозку, 

індукованих експериментальним ЦД 1 типу. Метою роботи було дослідити 
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механізми дії інгібіторів полі(АДФ-рибозо)полімерази–1 1,5-ізохіноліндіолу 

та нікотинаміду за експериментального цукрового діабету 1 типу. 

Дослідження були проведені на експериментальній моделі цукрового 

діабету (ЦД) 1 типу на щурах лінії Wistar. Для досягнення мети було 

поставлено ряд завдань: 1) З’ясувати ефект 1,5-ізохіноліндіолу та 

нікотинаміду за їх обраних доз на рівень гіперглікемії на фоні 

змодельованого ЦД 1 типу; 2) Визначити рівень про-/антизапальних 

цитокінів у сироватці крові діабетичних щурів та за введення на його фоні 

1,5-ізохіноліндіолу або нікотинаміду; 3) Оцінити експресію гену Parp-1 у 

головному мозку щурів за експериментального ЦД 1 типу та за введення 1,5-

ізохіноліндіолу або нікотинаміду; 4) Оцінити вплив 1,5-ізохіноліндіолу та 

нікотинаміду на вміст полі-АДФ-рибозилюванних протеїнів та фрагментацію 

PARP-1 у головному мозку щурів за експериментального ЦД 1 типу; 4) 

Визначити вміст колагену типу І у великогомілкових та малогомілкових 

кісток та з’ясувати залежність його вмісту від концентрації вітамінів С, Е та 

В3 у сироватці крові та печінці діабетичних щурів та за введення на його фоні 

нікотинаміду. 

Встановлено, що за розвитку цукрового діабету вірогідно зростала 

концентрація глюкози крові та зменшувалась маса тіла у щурів. Застосування 

НАМ та ІХД не призводило до підвищення маси тіла тварин та практично не 

впливала на рівень глюкози крові. 

У ході досліджень виявлено зміни у перерозподілі між двома основними 

типами лейкоцитів агранулоцитами (моноцити, лімфоцити) та гранулоцитами 

(нейтрофіли, еозинофіли та базофіли). НАМ сприяв частковому відновленю 

рівноваги, в той час як ІХД призводив до відновлення цього параметру до 

рівня контролю. Показано, що рівень АФК у лейкоцитах знижувався більш 

ефективно при використанні НАМ у порінянні з ІХД. Встановлено 

прозапальну дію ІХД про що свідчить зниження рівня моноцитарного 

хемотаксичного протеїну-1. 
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Для з’ясування ролі досліджуваних сполук у дисфункціях мозку за ЦД 

оцінено рівень експресії ключових протеїнів, які приймають участь у 

багатьох нейродегенеративних захворюваннях. Підтверджено взаємозв’язок 

між інтенсифікацією процесів полі-АДФ-рибозилювання ядерних протеїнів 

за ЦД 1 типу із іншими НАД-залежними процесами. Продемонстровано, що в 

екстрактах мозку діабетичних тварин не відбуваються зміни на рівені 

експресії мРНК PARP-1. На всіх етапах розвитку ЦД 1 типу супроводжувався 

посиленням розвитку апоптотичних процесів, свідченням чого є збільшення 

вмісту рибозильованих протеїнів, зокрема протеолітичне розщеплення 

самого ензиму PARP-1 на фрагменти 27 кДа та 89 кДа. Це може бути 

маркером ранньої стадії апоптозу у клітинах мозку. Свідченням розвитку 

апоптотичних процесів є результати, які продемонстрували збільшення 

активності ензиму PARP-1 в ядрах тканини головного мозку, яку оцінювали 

за кількістю радіоактивно міченого AДФ-рибозного фрагменту НАД
+
, який 

включений до клітин головного мозку щурів, а саме загальних ядерних 

протеїнів. Обидва досліджувані інгібітори PARP-1, як ІХД так і НАМ 

спричиняли інгібуючу дію на активність PARP-1, що свідчить про їх 

коригуючий вплив на процеси полі-АДФ-рибозилювання ядерних протеїнів 

за умов їх тривалого введення. 

Також виявлено зміни рівня експресії сіртуїну 1 в ядерних екстрактах 

мозку діабетичних щурів, що проявлялось в зниженням їх вмісту порівняно з 

контролем, при чому досліджувані інгібітори не мали коригуючої дії.  

У ході дослідження показано зниження вмісту НАД+ та співвідношення 

вільних НАД+/НАДH пар у мозку діабетичних щурів, що свідчить про 

порушення регуляторних процесів. На фоні введення ІХД та НАМ 

підвищувалося співвідношення вільних пар НАД
+
/НАДН в головному мозку 

щурів, проте їх дія на вміст деацетилази СІРТ1 була незначною. 

Використання інгібіторів PARP-1 може бути перспективним 

терапевтичним підходом, спрямований на корекцію вторинних ускладнень 
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ЦД 1 типу, у тому числі процесів, асоційованих з полі-AДФ-

рибозилюванням. 

Нами виявлено активацію регуляторного транскрипційного фактору 

NFκB у мозку за ЦД 1 типу. Це може також індукувати зміни експресії генів, 

протеїни яких будуть сприяти запаленню і оксидативному стрессу (ОС), 

апоптозу, що в свою чергу призводитиме до клітинної дисфункції 

індукованої окисидативним стресом та навіть загибелі клітин. Показано, що 

за тривалого введення НАМ діабетичним щурам відбувалося незначне 

зниження рівня експресії NF-κВ. 

Ми припустили, що нікотинамід може впливати на біосинтез колагену 

при цукровому діабеті за допомогою піридину динуклеотидів, як шляхом 

нормалізації амінокислотного метаболізму, так і за рахунок НАДФH-

залежної регенерації вітаміну С з подальшим відновленням токоферолів. 

Існують дані, що вітамін B3 може затримувати експресію генів проколагену 

типу I і III на рівні транскрипції генів на моделі блеоміцинового фіброзу 

легень у хомяків. 

Це дослідження було проведено для оцінки передбачуваних змін у 

складі амінокислот кісткової тканини при стрептозотоцин індукованому ЦД 

та визначення характеру функціональної взаємодії між наявністю вітамінів та 

змінами у формуванні колагену типу I в кістках. Ми також перевірили, чи 

може нікотинамід, як лікарський засіб з широким спектром метаболічних 

ефектів, впливати на структурні порушення колагену, пов'язані з діабетом, у 

високій терапевтичній дозі. Показано, що цукровий діабет 1 типу також 

супроводжується розвитком порушень у поперечному зв'язуванні колагену, 

про що свідчить зниження вмісту колагену та зміни у перерозподілі 

амінокислот, які мають безпосередній вплив на структуру спіралі, жорсткість 

і поперечні звязки колагену. Отримані дані продемонстрували зміни у 

співвідношені Фішера, які частково нормалізуються введенням НАМ. Було 

також відмічено зниження вмісту вітамінів С та В3 у сироватці крові та у 

печінці, що може бути повязаним з їх підвищеним споживанням за рахунок 
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зростання оксидативного стресу. Крім того спостерігали зростання вмісту α-

токоферолу, який являється найбільш поширеним акцептором пероксильних 

радикалів.   

Таким чином, ЦД 1 типу та його ускладнення супроводжуються 

суттєвими змінами у крові, периферичній та центральній нервовій системі, 

кістковій тканині. Отримані результати дозволили встановити, що за 

розвитку діабетичної нейропатії між гіперглікемією, активацією 

оксидативного стресу, розвитком поперечних зшивок у колагені, апоптозом 

існує зв’язок. 

Ключові слова: цукровий діабет, нейропатія, оксидативний стрес, 

гіперглікемія, нікотинамід, 1,5-ізохіноліндіол, PARP-1. 

SUMMARY 

Dyakun K.O. Biochemical features of experimental diabetic neuropathy and 

ways of correction. – Manuscript. 

Dissertation for a candidate of the biological sciences degree in specialiaty 

(Doctor of Philosophy) 03.00.04-biochemistry. - ESC "Institute of Biology and 

Medicine", Kyiv National Taras Shevchenko University, Kyiv, 2019. 

Diabetes mellitus (DM) is a multifactorial metabolic disease that is often 

accompanied by numerous complications and is currently one of the most 

important medical and social problems that needs a scientifically sound solution. 

As of 2019, there were approximately 463 million patients with diabetes 

worldwide, compared to 425 million in 2017. The total number of cases of diabetes 

mellitus is projected to grow by 48% between 2017 and 2045. Various endogenous 

(mainly genetic) and exogenous factors can cause it. Among the many 

complications, considerable attention is paid to the elucidation of the biochemical 

mechanisms underlying the development of diabetic neuropathy (DN). 

Currently, a relatively wide range of pharmacological preparations for 

symptomatic treatment of peripheral DN and encephalopathy is proposed. A 

number of new drugs, including acetyl-L-carnitine, alpha-lipoic acid, protein 

kinase C inhibitors (eg, ruboxistaurin), aldose reductase inhibitors (fidarestat), 
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agents that affect the accumulation of end products (aminoguanidine), which affect 

the way ginotin), angiotensin-converting enzyme (trandolapril) inhibitors, and 

poly- (ADP-ribose) -polymerase (PARP-1) inhibitors, including nicotinamide 

(NAm) and 1,5-isoquinolindiol (ISO), are being investigated and used in clinical 

trials tests. Most of these drugs can act simultaneously by several mechanisms. In 

particular, NAm is characterized by a rather broad spectrum of action, affecting 

neurotransmitter systems, in particular the serotonergic system, as well as the 

functioning of the sodium-potassium pump. We observed relevant effects in the rat 

brain under conditions of type 1 diabetes. It is clear that the choice of the most 

effective drug for the treatment of a particular type of DN (encephalopathy, 

autonomic neuropathy, or peripheral neuropathy) is not possible without 

identifying all possible mechanisms of action of PARP-1 inhibitors. This prompted 

the search for some new effective drugs of purposeful action. In addition, the 

elucidation of the effects of PARP-1 inhibitors on the development of DN is also 

important for a deeper understanding not only of the mechanisms of action of these 

drugs, but also of the specific mechanisms underlying the development of DNs, 

which remain poorly understood. It is known that chronic hyperglycemia is 

accompanied by significant physiological, biochemical and histological changes in 

patients with diabetes. Such changes inevitably lead to the development of 

endothelial dysfunctions. This, in turn, causes a decrease in blood flow and the 

development of intra-neural and intracellular hypoxia. The condition of 

generalized hypoxia enhances the development of pathophysiological and 

morphological changes in brain cells under conditions of DN. In this situation, 

cardinal changes in the vascular endothelium that provide blood supply to the 

nerves develop. In this case, significant changes in important molecular 

mechanisms begin to occur; in particular, endoplasmic reticulum stress, enhanced 

phosphorylation of mitogen-activated protein kinases (MAPKs), activation of 

PARP-1, and activation of several other enzymes occur. Under these conditions, 

the development of inflammatory processes that provoke tissues to respond quickly 

to changes can also begin. This leads to the concomitant involvement of different 
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types of cells, in which the regulation of the expression of certain genes can be 

impaired due to the action of relevant negative factors. Against this background, 

we investigated metabolic pathways that mediated the actions of two inhibitors of 

PARP-1, NAm, and ISO in the development of brain dysfunction induced by type 

1 experimental diabetes. The aim of this dissertation was to investigate the 

effectiveness of the use of PARP-1 inhibitors for diabetes and their effect on some 

metabolic processes. 

Studies were performed on an experimental model of type 1 diabetes 

mellitus on Wistar rats. In order to achieve this goal, a number of tasks were set: 1) 

To determine whether type 1 PDDs have been investigated to determine whether 

PARP-1 (ISO and NAm) inhibitors have hypoglycemic, antioxidant and anti-

inflammatory effects; 2) To evaluate the level of cytokines as markers of 

functional activity of different types of immunocompetent cells and the degree of 

inflammatory processes; 3) Evaluate the level of poly-ADP-ribosylation of 

proteins in rat brain tissues for diabetes and with the introduction of PARP-1 

inhibitors; 4) Find out the relationship between changes in bone collagen structure 

and bioavailability of type 1 diabetes; 5) Investigate the role of PARP-1 inhibitors 

on bone turnover in type 1 diabetes. 

It was found that with the development of diabetes, blood glucose 

concentrations were likely to increase and body weight was reduced in rats. The 

use of NAm and ISO did not increase the body weight of the animals and had 

virtually no effect on blood glucose. The study identified changes in the 

redistribution between the two main types of leukocytes agranulocytes and 

granulocytes. NAm contributed to a partial restoration of equilibrium, while ISO 

led to the restoration of this parameter to the control level. It has been shown that 

the level of ROS in leukocytes decreased more effectively when using NAm 

compared to ISO. Proinflammatory effect of ISO was established as evidenced by 

a decrease in the level of monocyte chemotactic protein-1. 

To find out the role of the compounds under study in brain dysfunction, the 

level of expression of key proteins, which will play an important role in many 
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neurodegenerative diseases, was evaluated. It has been found that the 

intensification of poly-ADP-ribosylation of nuclear proteins by type 1 diabetes is 

dependent on communication with other NAD-dependent processes. 

It has been demonstrated that there is no change in the levels of PARP-1 

mRNA expression in diabetic animal brain extracts. The development of type 1 

diabetes in its later stages leads to an increase in apoptotic processes, which is 

evidenced by the results showing an increase in the content of ribosylated proteins 

proteolytic cleavage of the enzyme PARP-1 into 27 kDa and 89 kDa fragments, 

which may be evidence of early stage apoptosis (marker) cells. These results 

correlate with PARP-1 activity in brain nuclei, which was evaluated by the amount 

of radiolabeled ADP-ribose NAD + fragment included in total rat brain protein of 

rats. According to the obtained results, ISO and NAm caused inhibition of PARP-1 

activity, which indicates the corrective action of PARP-1 inhibitors under their 

long-term administration. 

Changes in the expression level of sirtuin 1 in nuclear extracts of diabetic rat 

brain were also detected, which was manifested in a decrease in their content 

compared to controls, whereby the inhibitors tested had no corrective effect. 

The study showed a decrease in NAD + content and a ratio of free NAD + / 

NADH pairs in the diabetic rat brain, indicating that regulatory processes were 

impaired. The introduction of ISO and NAm increased the ratio of free NAD + / 

NADH pairs in the brain, but their effect on SIRT1 deacetylase content was 

negligible. 

The use of PARP-1 inhibitors may be a promising therapeutic approach 

aimed at correcting secondary complications of type 1 diabetes, including 

processes associated with poly-ADP ribosylation. 

We have found activation of the regulatory transcription factor NFκB in the 

brain by the CD, which can induce changes in the expression of genes whose 

proteins will enhance inflammation and oxidative stress (OS), causing apoptosis, 

which in turn can lead to oxidative stress induced by dysfunction of clit. cells. It 
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has been shown that, with chronic administration of NAm, diabetic rats had a 

slight decrease in the level of NF-κB expression. 

We hypothesized that nicotinamide may affect collagen biosynthesis in 

diabetes mellitus by pyridine dinucleotides, firstly by normalizing amino acid 

metabolism and, secondly, by NADPH-dependent regeneration of vitamin C with 

subsequent recovery of tocopherols. However, some studies also report that 

vitamin B3 may delay the expression of procollagen type I and III genes at the 

level of gene transcription in a model of bleomycin lung fibrosis in hamsters. 

This study was conducted to evaluate the predicted changes in bone 

composition of amino acids in streptozotocin-induced DM and to determine the 

nature of the functional interaction between the presence of vitamins and changes 

in type I collagen formation in the bones. We have also tested whether 

nicotinamide, as a drug with a wide range of metabolic effects, can affect high-

dose therapeutic collagen disorders associated with diabetes. Diabetes mellitus has 

also been shown to be accompanied by the development of disorders in the cross-

linking of collagen, as evidenced by a decrease in collagen content and changes in 

the redistribution of amino acids, which have a direct effect on the structure of the 

helix, stiffness and cross-links of collagen. The data obtained showed changes in 

the Fisher ratio, which are partially normalized by the introduction of NAm. 

Vitamin C and B3 levels in the serum and in the liver were also noted, which may 

be associated with increased intake due to increased oxidative stress. In addition, 

an increase in the content of α-tocopherol, which is the most common acceptor of 

peroxyl radicals, was observed. 

Thus, type 1 diabetes and its complications are accompanied by significant 

changes in blood, peripheral and central nervous system, bone tissue. The results 

showed that the development of diabetic neuropathy between hyperglycemia, 

activation of oxidative stress, the development of cross-links in collagen, apoptosis 

is associated. 

Key words: diabetes mellitus, neuropathy, oxidative stress, hyperglycemia, 

nicotinamide, 1,5-isoquinolindiol, PARP-1.
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РКВ протеїнкіназа В  

PKC протеїнкіназа С  

SGK-1 регульована сироваткою і глюкокортикоїдами кіназа-1 

АФК активні форми кисню 

ОС оксидативний стрес  

СТЗ стрептозотоцин 

ЦД цукровий діабет 

ДН Діабетична нейропатія 

ДНК Дезоксирибонуклеиновая кислота 
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Вступ 

Актуальність теми. Цукровий діабет (ЦД) є багатофакторним 

метаболічним захворюванням, що досить часто супроводжується численними 

ускладненнями та становить на даний час одну з найважливіших 

ендокринних проблем, яка потребує науково-обгрунтованого вирішення. 

Станом на 2019 рік у світі зареєстровано близько 463 мільйонів хворих і за 

прогнозами їх кількість досягне 700 мільйонів до 2045 року [1], у тому числі 

біля 1,5 міліона в Україні, при цьому у 60 - 70 % хворих розвивається 

діабетична нейропатія [2, 3].  

Різні ендогенні (переважно генетичні) та екзогенні фактори можуть 

бути причиною виникнення ЦД та його ускладнень. Серед численних 

ускладнень ЦД на даний час значна увага приділяється з’ясуванню 

біохімічних механізмів, які лежать в основі розвитку діабетичної нейропатії 

(ДН), яка супроводжується порушенням провідності нервів, когнітивними та 

поведінковими розладами тощо. Більше того церебральні прояви цукрового 

діабету, як правило, розвиваються підступно, значною мірою незалежно від 

порушень метаболізму та судинних дисфункцій (таких як гострі 

гіпоглікемічні епізоди та інсульт), які негативно впливають на якість життя. 

Разом з тим діабет є фактором ризику виникнення хвороби Альцгеймера та 

Паркінсона, судинної деменції та інших, оскільки вважають, що порушення 

функцій у головному мозку за ЦД призводять до прискореного старіння [4-6]. 

Однією із актуальних проблем сьогодення у дослідженні механізмів 

розвитку порушень функцій та регуляторних процесів в клітинах за ЦД та 

його ускладнень є з’ясування залучення процесів полі-АДФ-рибозилювання 

протеїнів у поєднанні із іншими метаболічними процесами з метою їх 

корекції. Відомо, що полі(АДФ-рибозо)полімераза–1 (PARP-1) бере участь у 

ряді клітинних процесів включаючи відновлення одноланцюгових та 

дволанцюгових розривів ДНК шляхом ексцизійної репарації пошкоджених 

пуринових та піримідинових основ, ремодилюванні хроматину та апоптозі 
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[Murthy P., 2019]. За ЦД та за його ускладнень розвивається оксидативний на 

нітрозативний стрес, що сприяє значному утворенню полі-АДФ-

рибозильованих протеїнів, зниженю внутрішньоклітинного пулу АТФ та 

НАД+, що в свою чергу є однією із причин загибелі клітин шляхом некрозу                          

[7-9]. Використання мишей з іннактивованим геном Parp-1 та дослідження 

інгібіторів PARP-1 продемонстрували нові дані щодо регулювання функцій 

клітин, а також були з’ясовані докази нетривіальних ефектів PARP-1, що 

напряму не можуть бути пов’язані з процесами репарації ДНК [10]. Тому 

дослідження інгібіторів PARP-1, які можуть впливати на регулювання 

біохімічних процесів як центральної так і периферичної нервової системи 

відновлюючи функції клітин, сприятиме забезпеченню ефективного 

лікування та профілактики ЦД та його ускладнень. 

Серед перспективних напрямків лікування ускладнень ЦД є розробка 

та синтез специфічних інгібіторів PARP-1, спектр дії яких поширювався б не 

тільки на процеси полі-АДФ-рибозилювання. 

У зв’язку з цим, для досліджень були вибрані структурно відмінні 

інгібітори PARP-1: 1,5-ізохіноліндіол (ІХД) та нікотинамід (НАМ), дія яких 

може реалізуватися на рівні регуляції та нормалізації ряду патогенетичних 

механізмів індукованих ЦД, що сприятиме вирішенню актуальної медико-

соціальної проблеми лікування цього захворювання та його ускладнень. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами.  

Роботу виконано на базі кафедри біохімії ННЦ “Інститут біології та 

медицини” Київського національного університету імені Тараса Шевченка 

МОН України у рамках науково-дослідних тем «Механізми реалізації 

адаптаційно-компенсаторних реакцій організму за умов розвитку різних 

патологій» (№ д/р 0111U004648, 2011-2015 рр.); «Механізми метаболічних 

процесів в організмі за умов патологічних станів» (№ д/р 0116U002527, 2016-

2018 рр.) та у відділі біохімії вітамінів і коензимів Інституту біохімії ім. О.В. 

Палладіна НАН України у рамках науково-дослідної теми «Роль вітамінів А, 
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Е, В1, РР, Д3, убіхінону та їх коферментів у забезпеченні функціонування 

спеціалізованих клітин за норми та за умов ініціації їх загибелі» (№ д/р 

0112U002625, 2012-2016 рр.). 

Мета і задачі дослідження. Метою роботи було дослідити механізми дії 

інгібіторів полі(АДФ-рибозо)полімерази–1 1,5-ізохіноліндіолу та 

нікотинаміду за експериментального цукрового діабету 1 типу. 

Для досягнення мети було поставлено ряд завдань: 

1. З’ясувати ефект 1,5-ізохіноліндіолу та нікотинаміду за їх обраних доз 

на рівень гіперглікемії на фоні змодельованого ЦД 1 типу; 

2. Визначити рівень про-/антизапальних цитокінів у сироватці крові 

діабетичних щурів та за введення на його фоні 1,5-ізохіноліндіолу або 

нікотинаміду;  

3. Оцінити експресію гену Parp-1 у головному мозку щурів за 

експериментального ЦД 1 типу та за введення 1,5-ізохіноліндіолу або 

нікотинаміду; 

4. Оцінити вплив 1,5-ізохіноліндіолу та нікотинаміду на вміст полі-АДФ-

рибозилюванних протеїнів та фрагментацію PARP-1 у головному мозку 

щурів за експериментального ЦД 1 типу. 

5. Визначити вміст колагену типу І у великогомілкових та 

малогомілкових кісток та з’ясувати залежність його вмісту від концентрації 

вітамінів С, Е та В3 у сироватці крові та печінці діабетичних щурів та за 

введення на його фоні нікотинаміду.  

Об`єкт дослідження: Експериментальний цукровий діабет 1 типу за умов 

введення інгібіторів полі(AДФ-рибозо)полімерази-1 1,5-ізохіноліндіолу та 

нікотинаміду. 

Предмет дослідження: Ключові молекулярні та біохімічні процеси у 

головному мозку, великогомілкових та малогомілкових кісток за 

експериментального ЦД 1 типу та за умов введення інгібіторів PARP-1. 
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Методи дослідження: У робрті використано спектрофотометричний 

метод (визначення вітамінів С, В3, Е, концентрації білків, вмісту НАД
+
, 

лужної фосфатази), полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) (оцінки рівня 

експресії гену Parp-1), радіоізотопний метод (визначення активності 

полі(AДФ-рибозо)полімерази-1), метод тонкошарової хроматографії 

(розділення α-токоферолу), метод рідинної хроматографії (визначення 

амінокислотного складу), метод протокової цитометрії (визначення 

життєздатності та перерозподілу лейкоцитів, АФК, цитокінів), вестерн-блот 

аналіз (рівень полі-АДФ-рибозильованих протеїнів, СІРТ1, CYP 2E1), 

електрофоретичне визначення рівня фрагментації молекули PARP-1 та 

статистичні методи досліджень. 

Наукова новизна одержаних результатів. На моделі 

експериментального цукрового діабету 1 типу було встановлено, що НАМ та 

ІХД здатні проявляти коригуючу дію на вміст полі-АДФ-рибозильованих 

ядерних протеїнів, активність PARP-1 та фрагментацію ензиму, а також на 

експресію гену Parp-1 у мозку щурів. Виявлено, що за ЦД 1 типу 

відбувається інтенсифікація оксидативного стресу, підтвердженням чого є 

підвищення вмісту АФК в лейкоцитах крові та їх субтипах, що свідчить про 

порушення функцій цих клітин імунної системи. Це супроводжується 

розвитком запальних процесів, підтвердженням чого було підвищення вмісту 

прозапальних цитокінів. Введення НАМ призводило до пригнічення 

розвитку оксидативного стресу та зниження цитокіну інтерлейкіну-4, вміст 

якого був підвищений за ЦД 1 типу. Продемонстровано, що НАМ 

підвищував експресію протеїну СІРТ-1, тим самим запобігаючи розвитку 

нейродегенеративних процесів. Вперше виявлено, що патологічні порушення 

функцій мозку за ЦД відбуваються на тлі периферичної діабетичної 

нейропатії. Доказом цього є зниження вмісту колагену типу I у тканинах 

великогомілкових та малоголілкових кісток, що може бути зумовлено як 

структурною перебудовою колагену так і його модифікаціями, як результат 
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змін як його амінокислотного складу так і вмісту вітамінів С, В3 та Е в 

сироватці крові тварин, вітамінів, які залучені та впливають на синтез 

колагену. Вперше показано що за введення НАМ вміст колагену у 

досліджуваних тканинах великогомілкових та малогомілкових кістках щурів 

підвищувався за експериментального ЦД 1 типу. Використані інгібітори 

PARP-1 проявляють коригувальний ефект на процеси полі-АДФ-

рибозилювання та експресію гену Parp-1 та протеїну СІРТ-1 у головному 

мозку тварин, а також на вміст колагену у тканинах кісток за ЦД 1 типу. 

Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати 

свідчать про доцільність використання інгібіторів процесів полі-АДФ-

рибозилювання у запобіганні розвитку та виникнення ускладнень ЦД, а 

також його ефективного лікування та поглиблюють сучасні уявлення щодо 

процесів полі-АДФ-рибозилювання у патогенезі ЦД. Проведені дослідження  

можуть слугувати підгрунтям для подальших доклінічних досліджень та 

сприяти пошуку нових терапевтичних підходів для запобігання виникненню 

порушень у клітинах, тканинах та органах індукованих ЦД та його 

ускладненнями, зокрема діабетичною нейропатією. 

Одержані дані використовуються у навчальному процесі та науковій 

роботі кафедри біоорганічної та біологічної хімії Національного медичного 

університету імені О.О. Богомольця. 

Особистий внесок здобувача. Усі наукові результати дисертаційної 

роботи отримано автором самостійно або за його безпосередньої участі. 

Дослідження полі-АДФ-рибозилюванням у мозку щурів проведено спільно із 

к.б.н. Гузиком М.М. (відділ хімії та біохімії ферментів Інституту біохімії ім. 

О.В. Палладіна НАН України). 

Розробка загальної концепції дисертаційної роботи, аналіз результатів та 

їх узагальнення, формулювання основних положень і висновків, підготовка 

до друку наукових статей здійснено спільно із науковим керівником 
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дисертаційної роботи д.б.н., проф. Кучмеровською Т.М. Автор також щиро 

вдячний усім співавторам публікацій за темою дисертації. 

Апробація результатів дисертації. Результати дисертації були 

представлені на вітчизняних та міжнародних конференціях: ХІI 

Всеукраїнська наукова конференція студентів, аспірантів та молодих 

науковців (Київ, 2012), Міжнародна міждисциплінарна наукова конференція 

«Біологічно активні речовини і матеріали: фундаментальні та прикладні 

питання отримання та застосування» (Новий Світ, 2012), Дванадцяті 

Данилевські читання науково-практичної конференції «Досягнення та 

перспективи експериментальної і клінічної ендокринології» (Харків, 2013), 

науково-практична конференція «Сучасні проблеми біологічної хімії» 

(Харьків, 2013), Міжнародна наукова конференція “Актуальні проблеми 

сучасної біохімії проблеми сучасної біохімії та клітинної біології” 

(Дніпропетровськ, 2015), 8th Annual meeting of the diabetes & cardiovascular 

disease (Мюнхен, Німеччина, 2015), 9th Annual meeting of the diabetes & 

cardiovascular disease (Париж, Франція, 2016), 4-та Всеукраїнська науково-

практична конференція з міжнародною участю «Хімія природних сполук» 

(Тернопіль, 2016), Вісімнадцяті Данилевські читання науково-практичної 

конференції «Досягнення та перспективи експериментальної і клінічної 

ендокринології» (Харків, 2019), 32
nd

 European College of 

Neuropsychopharmacology Congress (Копенгаген, Данія, 2019), ХІІ 

Український біохімічний конгрес (Тернопіль, 2019), ECNP Workshop for Early 

Career Scientists in Europe (Ніцца, Франція, 2020), ECNP Workshop for Early 

Career Scientists in Europe (Відень, Австрія, 2020). 

Публікації. За результатами дисертації опубліковано 8 статей у фахових 

виданнях затверджених переліком МОН України та у міжнародних 

періодичних видннях (5 публікацій у виданнях, включених до міжнародної 

наукометричної бази Scopus) та 16 тез доповідей у збірниках матеріалів 

конференцій. 

https://www.sciencedirect.com/science/journal/0924977X/31/supp/S1
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0924977X/31/supp/S1
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Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота, обсягом 145 

сторінок, складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів 

досліджень, результатів дослідження та їх обговорення, висновків, а також 

списку використаних джерел – 244 найменувань. Робота ілюстрована 31 

рисунками та 2 таблицями. 
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Розділ 1. Огляд літератури 

1.1. Функціональне значення процесів полі-АДФ-рибозилювання 

протеїнів 

Останнім часом все більшу увагу привертає полі-АДФ-рибоза (PAR), у 

зв'язку із тим, що вона залучається у широкий спектр клітинних процесів, 

зокрема таких, як модифікація хроматину, метаболізм нуклеїнових кислот, 

регуляція транскрипції, загибель клітин та ін. [59] Полі-АДФ-рибозилювання 

– це процеси посттрансляційної модифікації протеїнів, що здійснюється за 

участю полі(АДФ-рибозо)полімераз (PARP), родина яких нараховує 18 

протеїнів, які кодуються різними генами. Головною функцією PARP-1 є 

забезпечення репарації одноланцюгових розривів ДНК, ексцизійної репарації 

уражених пуринових та піримідинових основ, а саме після виявлення 

пошкодженої ділянки молекули ДНК, видалення одного нуклеотиду та 

заміна на ново-синтезований нуклеотид, який добудовується 

комплементарно іншому в неушкодженому ланцюгу ДНК [60–62]. PARP-1 

приймає участь у синтезі майже 90 % полімерів АДФ-рибози в клітинах 

ссавців [63, 64]. Вважається,  що у клітинах PARP-1 експресується 

конститутивно, але за наявності розривів ДНК – її ензиматична активність 

може зростати у 500 разів [65].  

Залишки АДФ-рибози, які утворюються в процесі полі-АДФ-

рибозилювання при  ензиматичному розщепленні глікозидного зв’язку між 

NАm та рибозою в молекулі НАД
+
, зв’язуються із протеїнами-акцепторами, 

утворюючи лінійні або розгалужені аніонні полімери [60]. До γ-

карбоксильної групи залишків глутамінової кислоти протеїнів-мішеней 

приєднується перший мономер АДФ-рибози через утворення ефірного 

зв’язку, а наступні зв’язуються за рахунок глікозидних (1-2′)-зв’язків [67]. 

Таким шляхом до протеїну приєднується полімер ковалентним зв’язком, 

який може містити від 2 до 200 одиниць AДФ-рибозних та може мати місця 

розгалуження через кожних 20-50 залишків AДФ-рибози (рис. 1.2) [68]. При 
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приєднанні одного залишку AДФ-рибози до полімеру вивільняється 

молекула НАМ. Останній може включатися в реакцію ресинтезу НАД
+
, що 

відбувається в ядрі та/або метаболізувати з утворенням його похідних [69]. 

Також було показано, що вільні залишки AДФ-рибози, що утворюються в 

НАД-глікогідролазній (НАД-азній) реакції (можливо і за участю PARP-1), 

можуть взаємодіяти  із залишками лізину у протеїнах з утворенням продуктів  

шифових основ та з наступною їх перебудовою в кетоамінні похідні [70]. 

Протеїн-зв’язані кетоамінні похідні можуть за дії PARP-1 утворювати AДФ-

рибозні полімери, які приєднуються до протеїнів через залишки лізину [71]. 

На сьогодні в ядрах клітин ідентифіковані численні мішені, які піддаються  

ензиматичному полі-AДФ-рибозилюванню, такі як лінкерні гістони Н1,  

корові гістони [67, 72], негістонові структурні компоненти хроматину [73], 

залучені в метаболізм ДНК, транскрипційні фактори та ензими [74]. 

 

Рис. 1.1. Синтез розгалужених та лінійних ланцюжків PAR за дії полі-

AДФ-рибозопротеїнази 1 під час репарації пошкодженої ДНК. НАД
+
 

залучений до ковалентної модифікації акцепторного протеїну через залишок 

глутамату (Glu). Показано дію АДФ-рибозил-протеїнліази та полі(АДФ-

рибозо)глікогідролази на сайти розщеплення полімерного ланцюга [75]. 
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Тим не менш у реакціях PARP-1-залежного полі-AДФ-рибозилювання 

одним із головних акцепторів in vivo є сама PARP-1 [60, 76]. Окрім цього, 

завдяки утвореному негативному заряду в полімері також може змінюватися  

біохімічні та фізико-хімічні властивості в новоутворених протеїнах, 

наприклад піддається модифікаціям здатність до протеїн-протеїнових 

взаємодій та афінність до ДНК, через які відбуваються регуляторні функції 

[77]. 

Полі-АДФ-рибозилювання має короткмй час напівжиття полімеру у 

середньому даний процес займає менше 2 хвилин  in vivo, деградація 

вказаного полімеру може посилюватися за рахунок підвищення концентрації  

понад 15 мкмоль/л PAR у ядрі клітини [78]. Функціонування двох ензимів, 

таких як полі(АДФ-рибозо)глікогідролази (PARG, EC 3.2.1.143) та АДФ-

рибозил-протеїнліази забезпечують зворотність реакцій полі- АДФ-

рибозилювання. Полі(AДФ-рибозо)глікогідролаза володіє ендоглікозидазною 

активністю разом з екзоглікозидазною, вона розщеплює рибозо-рибозні 

зв’язки розгалужених та лінійних  ланцюгів PAR [79, 80]. АДФ-рибозил-

протеїнліаза відщеплює ближчий мономер АДФ-рибози з протеїну акцептора 

та звільнює 5′- АДФ-3′-деоксипент-2′-енофуранозу [81]. У ссавців виявлено 

декілька ізоформ полі(АДФ-рибозо)глікогідролаз, які є варіантом сплайсингу 

одного, і того ж самого гену. Ці ізоформи розміщенні в різних клітинних 

компартментах, в залежності від знаходження самої PARP. Найбільш 

поширеними ізоензимами є активний ядерний протеїн PARG (110 кДа) та 

коротка мітохондріальна ізоформа (65 кДа), однак існує декілька проміжних 

форм з молекулярною масою близько 100 кДа, функціональна роль яких мало 

досліджена [82]. За дії цих ензимів, продуктами протікання реакції є вільні 

АДФ-рибозні та полі- АДФ-рибоза мономери. В результаті проходження 

полі(АДФ-рибозо)глікогідролазної реакції утворюються не зв’язані  полімери 

АДФ-рибози, які здатні зв’язуватися нековалентними зв’язками зі 

специфічними мотивами певних протеїнів які є чутливими до АДФ-рибози, 

що може впливати на їхні властивості. Тобто, PAR зв’зуючись 
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нековалентними зв’язками з протеїнами має здатність змінювати їх 

структуру та функціональну активність, а незв’язаному стані запускає 

звільнення з мітохондрій фактору, що індукує апоптоз (AIF) [83].  

Відомо, що мотивами протеїнів які зв’язуються з полі(АДФ-рибозою  є 

послідовності амінокислот близюко з 20 залишків амінокислот [84]. За 

наявності в протеїнах цієї послідовності можна стверджувати про їхню 

здатність взаємодіяти з полі- АДФ-рибозою. На сьогоднішній день існують 

дані що до протеїнів які є акцепторами PAR відносять ДНК-азу, залежну від 

каспази, ДНК-лігазу III, ДНК-полімеразу ε, XRCC (X-ray repair cross-

complementing group 1), індуцибельну та нейрональну NO-синтазу (nNOS), 

NF-κB, ДНК-залежні протеїнкінази (DNA-PKcs), інгібітор циклінзалежної 

кінази-1 (p21CIP1/WAF1), проапоптичний протеїн p53. Таким чином, 

фізіологічне значення PARP-1 у реалізації клітинних функцій за рахунок 

вільних полімерів АДФ-рибози є надзвичайно важливим. 

Тривалий час вважали, що полі(АДФ-рибозо)глікогідролаза є чи не 

одним з клітинним ензимів, який здатний каталізувати гідроліз полімерів 

АДФ-рибози до незв’язаної АДФ-рибози [85]. Цей продукт реакції є 

потенційним глікуючим фактором, який може сприяти неензиматичній 

модифікації та пошкодження протеїнів [70]. АДФ-рибозопірофосфатаза 

здійснює розщеплення вільних молекул АДФ-рибози з утворенням АМР та 

рибозо-5-фосфату, який значно меншою мірою індукує процес 

неензиматичного глікозилювання [86]. Останнім часом було показано, що 

катаболізм PAR є більш складним процесом, оскільки ідентифіковано ще 

один альтернативний шлях деградації полімеру. Він здійснюється за участю 

АДФ-рибозиларгінінгідролазою-3, протеїном який володіє PAR-

гідролізуючою активністю з молекулярною масою 39 кДа, який є структурно 

відмінний від PARG [87]. 

Ензим PARP-1 (E.C. 2.4.2.30) — це одиз з перших відкритих та 

найбільш досліджений представників полі- АДФ-рибозилюючих ензимів. У 

відповідь на пошкодження молекул ДНК, PARP-1 запускає синтез полімерів 
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AДФ-рибози, акцепторами яких є різні протеїни клітинних ядер, зазвичай 

асоційованих з хроматином (гетеромодифікація) або ж сам PARP-1, що 

здатен до автомодифікації [60, 71]. Цей ензим може взаємодіяти з різними 

структурами ДНК: суперспіралізованою, одно- і двонитковими розривами, 

«ДНК-шпильками» та «хрестоподібними структурами». 

Структура молекули ензиму складається із шести доменів, з яких добре 

вивчеро чотири  (рис. 1.3) [61, 62]. N-кінцевий ДНК-зв'язувальний домен А 

(DBD) містить два «цинкових пальці» (FI, FІl), які виконують функцію 

молекулярних сенсорів розривів ДНК та взаємодіють із протеїнами-

акцепторами PAR. Характерна Zn
2+

 - зв'язувальна послідовність C-X2-C-

X28,30-H-X2-C «Цинкових пальців» в яких X — будь-який амінокислотний 

залишок. Однак, їх відмінність від інших протеїнів з «цинковими пальцями» 

(транскрипційні фактори і деякі ензими, які здатні взаємодіяти з ДНК), в 

молекулі PARP-1 полягає у набагато більшій кількості амінокислотних 

залишків. Подібну до PARP-1 структуру «цинкових пальців» має лише ДНК-

лігаза III та З'-ДНК- фосфоестераза з Arabidopsis thaliana [65, 88]. 

 

 

Рис. 1.2. Структурна організація ензиму PARP-1: доменна будова. 

Використано згідно [89], із модифікаціями  

 

У структурі домену В є дві ділянки типу спіраль-поворот-спіраль 

(helix-turn-helix) та сигнал ядерної локалізації (NLS). Останній є  залученим 
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в механізм розпізнавання ензиму та його наступного транспортування за 

участю протеїнів ядерної пори з цитоплазми в ядро. Зазначають, що у 

структурі цієї послідовності міститься також сайт для дії каспази-3 [90]. 

Автомодифікуючий домен D, який містить п'ять залишків глутамінової 

кислоти (сайти авто-рибозилювання) та який регулює взаємодію між ДНК 

та PARP [91]. Окрім того, мотив BRCT (C-terminal domain of a breast cancer 

susceptibility protein) здатен регулювати протеїн-протеїнові взаємодії в 

ядрах клітини [92]. С-кінцевий домен F, який має високо консервативну 

амінокислотну послідовність, забезпечує каталітичну активність PARP-1. 

При порівнянні кристалічних структур активного центру дифтерійного 

токсину з каталітичним доменом PARP-1 було встановлено ідентичну 

структуру НАД-зв'язувальної ділянки, що включає: ß – складчатий шар—α 

– спіраль—петля — ß – складчатий шар — α – спіраль. Дана Структура є 

унікальною і виступає в якості маркера молекул, які належать до родини 

PARP (їхнім своєрідним «автографом») [61, 93]. Окрім того, у структурі 

каталітичного домену PARP-1 є додаткова та надчутлива ділянка α-спіралі, 

яка забезпечує передачу сигналу на інші молекули при взаємодії її із 

пошкодженою ДНК. Однак на даних час є не достатньо інформації щодо 

функцій доменів С та Е [64, 94]. Варто зазначити, що завдяки саме такій 

складній організації доменів PARP-1 може взаємодіяти із ДНК та 

хроматином, полі-АДФ-рибозилювати відповідні протеїнові молекулярні 

мішені в клітинних ядрах, що в свою чергу забезпечує підтримання тонкого 

регулювання експресії генів та структурно-функціональної цілісності 

геному. 
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1.2. Процеси полі-АДФ-рибозилювання за цукрового діабету 

За розвитку патологічних процесів відбуваються зміни у перебігу 

процесів полі-АДФ-рибозилювання. При цьому не виключенням є і ЦД, який 

розвивається внаслідок руйнування острівцевих β-клітин підшлункової 

залози за дії різними ендо- чи екзогенних чинників. Згідно сучасних уявлень 

характерним для ЦД 1 типу є загибель інсулінпродукуючих клітин,  

спричинена запальною автоімунною реакцією. У багатьох 

експериментальних дослідженнях було показано, що введення тваринам 

таких сполук, як стрептозотоцин (СТЗ) або алоксан також призводить до 

масової загибелі β-клітин підшлункової залози, індукуючи розвиток ЦД 1 

типу [95]. Більше того, завдяки тому, що СТЗ та нітрозосечовина мають 

структурну подібність до глюкози будуть відбуватися суттєві зміни у 

вуглеводневому обміні, специфічно руйнуючи бета-клітини.  

 

 

 

Рис. 1.3. Схема реалізації механізмів ушкодження клітин при 

мікроваскулярних ускладненнях за ЦД. Використано згідно [57], із 

модифікаціями 
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За ЦД та його ускладень особливо кардіоміопатії, нефропатії, 

ретинопатії та нейропатії, серед механізмів, які призводять до їх виникнення, 

значна роль належить надактивації процесів полі-АДФ-рибозилювання 

ядерних протеїнів ключовим ензимом яких є PARP-1. Існують літературні 

дані, що за ЦД та його ускладнень істотно зростає вміст полі-АДФ-

рибозильованих протеїнів у сідничному нерві, дорсальних спинно-мозкових 

гангліях, спинному мозку, нирках і сітківці ока тварин за діабету 1-го та 2-го 

типу [102]. Тому шляхи пригнічення процесів полі-АДФ-рибозилювання 

потребують пошуку нових інгібіторів їх ключових ензимів.  

Не дивлячись на те, що до механізмів розвитку ЦД, а також його 

ускладнень діабетичної нейропатії зокрема залучено активація поліолового 

шляху обміну глюкози [7], полі-(АДФ рибозо)-полімерази (PARP) [8], шлях 

гексозаміну [9], шлях сигналізації протеїнкінази С (PKC) [10], зростання 

вмісту кінцевих продуктів глікування (AGEs) [11], підвищення рівня 

прозапальних цитокінів а саме інтерлейкіну-1β (IL-1β), інтерлейкіну (IL-6) і 

фактору некрозу пухлини α (TNF-α) [12], порушення регуляції факторів 

росту [13], аутофагічний шлях [15], шлях wnt [16], шлях циклооксигенази 

(COX) [17], та шлях ліпоксигенази (LOX) [18], однак на даний час не 

зясовано остаточно всімеханізми які лежать в основі розвитку та перебігу ЦД 

та його ускладнень, особливо ДН, а також продовжується пошук шляхів для 

їх корекції. Вважають, що оксидативний стрес є одним із основних чинників, 

які призводять до змін у функціонуванні метаболічних шляхів за діабетичної 

нейропатії. 

Оскільки існують численні дані літератури, щодо біохімічних, 

метаболічних та функціональних порушень при діабеті, що призводять 

розвиток оксидативного стресу (ОС), який, як вважають, відіграє ключову 

роль при розвитку всіх ускладнень діабету [27, 29]. Важливо також зясувати 

внесок запальних процесів у розвитку ЦД. ОС за якого відбувається над 

активація АФК в свою чергу може призводити до розвитку запальних 

процесів у органах, тканинах та клітинах. Саме ці короткоживучі вільні 
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радикали АФК, що утворюються у мітохондріях і призводять до пошкоджень 

та дисфункцій клітин та руйнування багатьох їх структурних компонентів, 

що в свою чергу призводить до порушення функцій протеїнів, ліпідів, 

мембран, ДНК. Тобто ОС може призводити навіть до загибелі клітин шляхом 

некрозу або апаптозу. За таких умов вміст клітин може вивільнюватися в 

міжклітинний простір, що в свою чергу призводитиме до функціональних 

змін в оточуючих клітинах, тканинах і викликати каскад різних патологічних 

порушень зокрема розвитку запальних процесів.  Разом з тим, як розвиток 

ОС так і запальних процесів в значній мірі залежить від особливостей 

перебігу метаболічних процесів в різних органах тканинах та клітинах, а 

також від їх залежності від внутрішньоклітинного окисно-відновного стану 

(редокс потенціал) зокрема співвідношення вільних НАДФ/НАДФH пар, а 

також співвідношення концентрацій відновленого глутатіону до окисленого. 

ЦД характерним для якого є гіперглікемія, супроводжується також 

посиленою генерацією вільних радикалів внаслідок автоокислення глюкози 

не тільки за рахунок утворення супероксид аніон-радикалів, а також гідроген 

пероксиду [53], що може призводити до дистуктивного окислення молекул 

протеїнів та ліпідів. В свою чергу гіперглікемія, яка призводить до 

інтенсифікації утворення АФК у бета-клітинах підшлункової залози, де ці 

реакційно активні молекули будуть також зазнавати змін, що може 

викликати їх апоптичну загибель. 

Слід зазначити, що за обох типів діабету ОС розвивається також в 

ендоплазматичному ретикулумі [50], який може призводити як до втрати 

бета-клітин так і до розвитку інсулін резистентності. За гіперглікемії, яка 

супроводжується запальними процесами, відбувається модифікація 

функціонально-важливих протеїнів, а також відбуваються активація 

чутливого до окисно-відновного стану клітини ядерного фактору NF-kB [54] 

та зміни активності багатьох ензимів, зокрема гліцеральдегід-3-

фосфатдегідрогенази. 
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1.3. Інгібітори PARP-1 та їх застосування у терапії укрового діабету 

На основі вищерозглянутого стає очевидним, що зміни у перебігу 

процесів полі-АДФ-рибозилювання, особливо за їх надактивації, як результат 

підвищення активності їх ключового ензиму PARP-1 призводить до 

виникнення діабетичних ускладнень. Це обґрунтовує доцільність 

використання інгібіторів PARP як у випадку монотерапії, так і, не 

виключено, разом із іншими глюкозонормалізуючими антидіабетичними 

препаратами. Тому пошук перспективних інгібіторів PARP-1 є надзвичайно 

актуальною медико-соціальною проблемою.  

На даний час існує численна група фармацевтичних препаратів, які були 

розроблені, перш за все, для лікування ракових захворювань, інсульту, 

інфаркту міокарда, а також нейродегенеративних захворювань. Було 

встановлено, що інгібітори PARP-1 також здатні пригнічувати продукування 

iNOS в макрофагах, селектину Р-типу та міжклітинних адгезивних молекул-1 

(ICAM-1) в ендотелійних клітинах. Інгібітори PARP-1 також можуть 

проявляти протизапальну дію. Їхнє використання пригнічує розвиток некрозу 

шляхом запобігання транслокації та інфільтрації нейтрофілів в ушкоджені 

тканини. Більше того, надмірна активація PARP-1 може досить швидко 

призвести до пошкодження або загибелі клітин в результаті виснаження 

запасів енергії. Оскільки кожна молекула відновленого НАД
+
 використовує 

чотири молекули АТФ, при надмірній активації PARP-1, пул НАД
+
 

виснажується,  що в свою чергу призводить до зниження вмісту АТФ. 

Існують дані, згідно яких за активації PARP-1 розвивається 

нейротоксичність, індукована як N-метил-N-нітро-N-нітрозогуанідіном, так і 

NO, що показано на первинній культурі кортикальних нейронів і на 

гіпокампальних зрізах та якій можна запобігати в залежності від ступеню 

інгібування PARP-1 [105]. 

Незважаючи на те, що пошук інгібіторів PARP-1 проводився досить 

інтенсивно і розпочатий ще в 80-х роках ХХ сторіччя, він продовжується і 

нині. Чимало досліджень були спрямовані на синтез та аналіз похідних 
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бензамідів. Однак, в ряді робіт було показано, що інгібіторною активністю 

володіють також сполуки, які відрізняються за структурою від бензамідів та 

НАМ: піримідинові основи та нуклеозиди, метильовані ксантини, 

бензопірони, ізохіноліни, жирні кислоти та ін. [106]. Значна робота по 

дослідженню структури інгібіторів PARP-1 була проведена групою Kunihiro 

Ueda, в результаті чого були протестовані 132 природні та синтетичні 

сполуки [106]. У результаті були виявлені ті, що здатні інгібувати PARP-1 в 

концентраціях від 0,1 - 1,0 мкмоль/л, тобто майже в 100 разів менших, ніж 

бензаміди. Ці інгібітори відносять до поліароматичних гетероциклічних 

сполук, похідних 1,8-нафтальіміду, 6-фенантрідінону та ізохіноліну. 

До першого покоління інгібіторів PARP відносять нікотинамід (НАМ) 

та деякі близькі до нього за структурою аналоги. Схожими за структурою до 

нікотинаміду є бензамід та його похідні 3-амінобензамід та 3-

метоксибензамід (рис. 1.4) [236]. 

 

А.    Б.      В.        

Г.  

Рис. 1.4. Структурна формула: А. Нікотинамід, Б. Бензамід , В. 3-

амінобензамід, Г. 3-метоксибензамід. 
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Дослідження похідних бензамідів показали важливість карбоксильної 

групи для інгібуючої активності [237, 238], а також припускають, що 

бензаміди інгібують PARP шляхом зв’язування з активним центром 

ферменту конкуруючи з НАД+ [237, 238, 239]. Крім того дані сполуки 

можуть зв’язуватися з ДНК, тим самим попереджаючи зчитування розривів 

ДНК ензимом PARP [237, 238]. 

NАm та нікотинова кислота є біологічно активними формами вітаміну 

В3. NАm входить до складу молекул НАД
+
 та НАДФ

+
, які приймають участь 

в окисно-відновних процесах у тканинах організму. Більше того, сам по собі 

НАМ володіє антиоксидантною та цитопротекторною здатністю. В організмі 

НАМ є попередником біосинтезу НАД
+
, субстрату для процесів полі-АДФ-

рибозилювання та інгібітором PARP-1 [113].  

Спектр дії нікотинаміду є надзвичайно широким, зокрема він 

залучений у цілу низку таких біологічних процесів, як біосинтез НАД
+
, 

функціонування імунної системи, нейтралізація вільних радикалів в клітині, 

інгібування транскрипції та трансляції та ін. [114]. 

Не виключено, що індукована ЦД надактивація процесів полі-АДФ-

рибозилювання у різних органах може мати свої особливості, обумовлені 

специфікою перебігу у них метаболічних процесів, що на даний час 

недостатньо з’ясовано. Крім того, за таких умов можуть відбуватися зміни в 

інших НАД-залежних процесах та регуляторних системах, в результаті 

порушення рівноваги концентрацій вільних НАД
+
/НАДH пар.  

В 1990-х роках були синтезовані нові інгібітори PARP другого 

покоління на основі нікотинаміду, причому в їх структурі цис-група 

орієнтована в цис-конформації, що є необхідним для коректної взаємодії з 

НАД
+
 зв’язуючи сайтом PARP-1 [237]. Отримання даних сполук стало 

можливим завдяки структурно-функціональним дослідженням, які визначали 

основні принципи, необхідні для інгібування PARP (рис. 1.5): 

1) Багата на електрони ароматична чи поліароматична гетероциклічна 

система; 
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2) Зв'язок який не розщеплюється по положеню, яке відповідає 3-

положенню у бензамідів; 

3) Карбонільна група, яка має по меншій мірі один протон, необхідний 

для утворення водневого зв’язку з ферментом. Заміна водню на 

залишок метилу призводила до втрати PARP-інгібуючої активності 

[240] 

 

 

 

Рис. 1.5. Особливості структури потенційних інгібіторів PARP другого 

покоління [240, зі змінами]. 

 

Було синтезовано ряд сполук на основі бензамідів з більш вираженою 

інгібуючою здатністю – дигідроізохінолінів та ізохінолінів, найпоширеніші з 

них: 5-аміноізохінолінон, 1,5-дигідроізохіолін, 2-метил-4(3Н)-хіназолінон, 4-

аміно-1,8-нафталімід, 2-нітро-6-(5H)-фенантріденон, 1,5-ізохіноліндіол та 

інші (рис. 1.6) [237, 241]. Ковалентне з’єднання карбонільної групи в складі 

гетероциклічного кільця проявляє більшу інгібуючу здатність до PARP 

порівнянно з інгібіторами першого покоління [240]. 
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А.         Б.  

 

В.     Г.  

 

Д.      Е.  

 

Рис. 1.6. Структура найпоширеніших інгібіторів PARP другого 

покоління: А. 5-аміноізохінолінон, Б. 1,5-дигідроізохіолін, В. 2-метил-4(3Н)-

хіназолінон, Г. 4-аміно-1,8-нафталімід, Д. 2-нітро-6-(5H)-фенантріденон, Е. 

1,5-ізохіноліндіол 
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Як видно із рис. 1.6 у структурі ІХД є дві функціонально активні 

гідроксильні групи, які можуть зв’язуватись з молекулою PARP-1 та 

впливати на його активність. На даний час існують дані, що ІХД є потужним 

інгібітором PARP-1 (IC50 = 0,39 мкмоль/л), який пригнічує індуковану ЦД 

активацію АФК, PARP, каспази-3 та фосфорилювання сигнального каскаду 

ERK1/2 [107].  

Показано також, що ІХД є інгібітором iNOS in vitro у макрофагах 

мишей при стимуляції ліпополісахаридом [108]. Така його здатність є дуже 

важливою, оскільки індукція синтази оксиду азоту призводить до посилення 

запальних процесів та канцерогенезу [109, 110]. Останнім часом з’явилися 

генетичні і фармакологічні дослідження, які свідчать про можливий 

взаємозв’язок між шляхами PARP та iNOS [111, 112]. 

Встановлення кристалічної структури каталітичного домену PARP-1 

курки дозволило отримати нові, ще більш дієві інгібітори третього покоління 

[237, 240]. Згідно кристалізації PARP-1 з деякими інгібіторами в НАД+-

зв’язуючому сайті, показано що карбоксамідна группа інгібіторів утворює 

декілька водневих зв’язків з білком, саме тому закріплення карбоксамідної 

групи в гетероциклічному кільці попереджає її вільне обернення, як це 

відбувається у випадку з 3-амідобензамідом і значно знижує вільну енергію 

утворення комплексу інгібітора з PARP-1. В цих дослідженнях було 

показано, що ефективність інгібування залежить від орієнтації кисню в 

карбоксильній групі в положенні при якому він утворює два водневих 

зв’язків з серином 904 та гліцином 863, в той час як сусідній азот амідної 

групи утворює водневий зв’язок з гліцином 863 [237, 240].  

На основі кристалографічних даних створено декілька нових типів 

інгібіторів PARP, які містять карбоксамідну групу, яка вбудована в кільце 

(рис. 1.7): похідні трициклічних лактам-індолів і трициклічних лактам-

бензимідазолів [242, 240]. 
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А.  Б.  

 

В.  

 

Рис. 1.7. Структура інгібіторів PARP третього покоління: А. Трициклічні 

лактам-індоли, Б. трициклічні лактам-бензимідазоли, В. AG14361 

 

В цих сполуках карбоксамідна група утримується в потрібній орієнтації 

в НАД+-зв’язуючому сайті фермента, при цьому молекула інгібітору 

утворює додаткові водневі зв’язки з протеїном. Завдяки своїй конформації 

лактатного кільця у такого виду зв’язків відбувається максимальне 

зближення лактатної карбонільної и NH-груп з серином 904 та гліцином 863 

фермента і утворення між ними водневих зв’язків. Крім того, залишки 

тирозину 907, 889 та 896 в каталітичному домені PARP можуть взаємодіяти з 

бензимідазольним ядром і замісником в положені С2 цих з’єднань [240]. На 

даний час саме інгібітори третього покоління розглядаються в якості 

медичних препаратів спрямованих на лікування онкологічних захворювань. 

До інгібіторів третього покоління, які були стверджені до проведення 
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клінічних випробувань, відносять: веліпаріб, олапаріб, рукапаріб, нірапаріб, 

талазопаріб, паміпаріб [243, 244]. 

Проведений скринінг досліджуваних сполук, можливих інгібіторів 

PARP-1, відкриває нові можливості для цілеспрямованого синтезу 

селективних інгібіторів цього ензиму, які б володіли цитопротекторними 

властивостями та знайшли застосування в якості фармакологічних 

препаратів. Більше того, вибрані ефективні інгібітори  PARP-1 повинні не 

спричиняти розвиток побічних ефектів, або проявляти незначні, які не 

впливають на функціонально-важливі біохімічні процеси. Тому для наших 

досліджень були вибрані два відмінні за своєю структурно інгібітори PARP-1 

першого та другого покоління, як НАМ, та ІХД відповідно. 

У зв’язку із вищезазначеним, пошук нових інгібіторів PARP-1 та 

з’ясування інших можливих механізмів їх дії є перспективним та актуальним, 

що сприятиме більш ґрунтовному розумінню шляхів залучення PARP-1 до 

регулювання клітинних функцій, які можуть здійснюватися як на рівні 

метаболічної регуляції, так і на рівні сигнальних шляхів.  

Тому проведення щодо вибраних нами інгібіторів PARP-1 не тільки 

дозволить встановити ефективність їх дії на процеси полі-АДФ-

рибозилювання в мозку діабетичних щурів, але і з’ясувати на які інші 

процеси чи функціонально-активні показники вони впливають, тобто 

встановити чи існує зв'язок з іншими метаболічними процесами. 

Тому проведення досліджень з використанням обраних інгібіторів 

НАМ та ІХД є доцільним, оскільки дають змогу порівнять ефективність їх дії 

за умов діабетичної нейропатії. 
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Розділ 2. Матеріали та методи досліджень 

2.1. Реагенти та матеріали  

Під час роботи було використано такі реактиви: стрептозотоцин 

(Sigma, США), ізохіноліндіол (Sigma, США), нікотинамід (Sigma, США), 

гідроген пероксид (Sigma, США), 3,4,5-диметилтіазол-2,5-

дифенілтетразоліум бромід (Sigma-Aldrich, США) моноклональні антитіла 

анти-полі(АДФ-рибоза) (Trevigen, США), анти-інсулін (Millipore, США), 

анти-CtBP (Santa Cruz Biotechnology, США), анти-β-актин-пероксидаза 

(Sigma-Aldrich Co. LLC), анти-ламін B1 (Abcam, Великобританія), анти-β-

актин-пероксидаза (Abcam, Великобританія), поліклональні антитіла анти-

PARP (Cell Signaling Technology, США), анти-каспаза-3 (Santa Cruz 

Biotechnology, США), анти-СІРТ1 (Everest Biotech, Великобританія) та 

вторинні антитіла, кон’юговані з пероксидазою хрону кролик проти миші 

IgG, кон’югат пероксидази (Sigma-Aldrich Co. LLC), козел проти кролика 

IgG, кон’югат пероксидази (Sigma-Aldrich Co. LLC). Усі інші реактиви 

виробництва Sigma (США), Pierce (США), Fermentas (Литва) та вітчизняного 

виробництва класу х.ч. та ч.д.а. Для приготування водних розчинів 

використовували дистильовану або деіонізовану воду з питомим опором 

близько 18 МОм/см. 

 

2.2. Обладнання  

Дослідження проведено із використанням наступних приладів: 

протоковий цитофлуориметр COULTER EPICS XL (Beckman Coulter, США), 

флуориметр FL800 (Biotek, США), світлові мікроскопи Olуmpus ВХ-15 

(Olуmpus, Японія) та Olympus CX41 light microscope (Olympus, Німеччина), 

установка для електрофорезу та електропереносу Mini-Protein III (Bio-Rad 

Laboratories, США), ультразвуковий дезінтегратор Labsonic M (Sartorius, 

Німеччина), автоматичний спектрофотометр μQuant (Biotek, США), 
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спектрофотометр СФ-46 (ЛОМО, Росія), сцинтиляційний спектрометр SL 20 

(INTERTECHNIQUE, Франція), центрифуга Mikro 200R (Hettich, Німеччина), 

ваги електронні WPS 110/C/2 (RADWAG, Польща), шейкер – термостат ES – 

20 (BIOSAN, Німеччина) та ін. 

 

2.3. Моделювання експериментального ЦД 1 типу та схема введення 

нікотинаміду (НАМ) та 1,5- ізохіноліндіол (ІХД) 

Дослідження проводили у інтактних щурах-самцях лінії Wistar  масою 

тіла 100-125 г, за умов експериментального ЦД 1 типу. Утримання тварин та 

робота з ними здійснювались у відповідності до міжнародних прийнятих 

правил проведення робіт з експериментальними тваринами згідно до 

відповідних національних та міжнародних положень стосовно проведення 

експериментальних робіт (Європейська конвенція про захист хребетних 

тварин, що використовуються для дослідних та інших наукових цілей 

(Страсбург, 1986); Закон України «Про захист тварин від жорстокого 

поводження № 3447-IV», 2006). 

Експериментальний ЦД 1 типу у щурів моделювали шляхом 

одноразового внутрішньочеревинного введення СТЗ у дозі 70 мг/кг, який 

розводили у 0,1 M цитратному буфері, рН 4,5 [115].  

Після 10 тижнів розвитку діабету у щурів здійснювали забір крові 

вранці після голодування (12 год) під легким ефірним наркозом із 

ретробульбарного венозного синусу ока. Концентрацію глюкози в крові 

визначали за допомогою глюкометра Precision Xtra Plus (MediSense UK Ltd., 

Велика Британія). У дослідженнях використовували діабетичних щурів із 

рівнем глюкози крові вище 17 ммоль/л. 

Тварини були розподілені на 4 групи: контрольна група, діабетична 

група та діабетична група щурів яким вводили НАМ або ІХД у дозі 100 мг/кг 

та 5 мг/кг відповідно протягом 14 діб. Щурам контрольної групи такої ж 
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ваги, статі та таким же чином вводили 0,5 мл 0,1 М цитратного буфера, рН 

4,5. 

 

2.4. Одержання сироватки крові щурів 

Сироватку крові отримували центрифугуванням цільної крові при 

3000 g протягом 7 хв. До використання сироватку крові зберігали при 

температурі - 80 °С. 

 

2.5. Одержання лейкоцитів з периферичної крові щурів 

Лейкоцити одержували в день експерименту з периферичної крові 

піддослідних тварин гемолізом еритроцитів. Процесу згортання запобігали, 

попередньо додавши гепарин у концентрації 50 МО. Гепаринізовану кров 

змішували з холодним лізуючим розчином (0,15 М/л NH4Cl, 1 мМ/л KHCO3, 

0,1 мМ/л EДTA, pH 7,2-7,4) у співвідношенні 1:20, ретельно струшували та 

інкубували 10 хв при температурі 37 °С. Зразки еритроцитів, після закінчення 

часу лізису, центрифугували при 400 g протягом 5 хв для осадження 

лейкоцитів. Відбирали супернатант, після чого осад двічі промивали 

фізіологічним розчином та центрифугували при 400 g протягом 5 хв. 

Промитий осад ресуспендували до концентрації 2х10
6
 кл/мл у фосфатно-

сольовому буфері PBS рН 7,2.  

 

2.6. Оцінка перерозподілу між різними популяціями лейкоцитів крові 

щурів 

Перерозподіл між різними популяціями лейкоцитів проводили з 

використанням двох параметрів протокового цитофлуориметру: розмір (за 

величиною прямого світлорозсіювання) та гранулярністю (за бічним 

світлорозсіюванням SS), рис. 2.3. Оцінку проводили на протоковому 

цитофлуориметрія COULTER EPICS XL (Beckman Coulter, США).  
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2.7. Оцінка рівня оксидативного стресу та життєздатності лейкоцитів 

крові щурів 

ОС у клітинах визначали за рівнем АФК, який оцінювали 

використовуючи 2',7'-дихлорофлуоресцеїн діацетат у концентрації 25 

мкмоль/л, згідно методу [122] з викориистанням власної модифікації, де 

інтенсивність флуоресценції 2',7'-дихлорофлуоресцеїн діацетату 

прямопропорційна вмісту АФК у клітинах. Інтенсивність випромінювання 

випробовуваних зразків фіксували за каналом FL1 (535-515 нм), рис. 2.1. 

 

Життєздатність клітин оцінювали за каналом FL3 (620-630 нм), 

використовуючи ядерний флуоресцентний зонд пропідій йодид (РІ) (P4170, 

Sigma-Aldrich, США) у концентрації 10 мкг/мл (рис. 2.2), що надходить лише 

у мертві клітини та у клітини з пошкодженою цитоплазматичною мембраною 

[123]. 

Рис. 2.2. Типова гістограма інтенсивності флуоресценції 2',7'-

дихлорофлуоресцеїн діацетату за каналом FL1 log 

Рис. 2.1. Типова гістограма розподілу між популяціями лейкоцитів за 

величиною прямого (FS) та бічного світлорозсіювання (SS). 
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Дослідження проведено за допомогою використання протокового 

цитофлуориметру COULTER EPICS XL (Beckman Coulter, США). Було 

проаналізовано більше 10 000 подій з кожного зразку. Оцінку результатів 

проводили з використанням програмного забезпечення FCS Express V3. 

 

2.8. Визначення активності супероксиддисмутази в сироватці крові 

щурів 

Активність супероксиддисмутази (СОД, 1.15.1.1) визначали у сироватці 

крові щурів згідно з методом [116]. Метод ґрунтується на здатності 

супероксиддисмутази конкурувати з нітротетразолієм синім за супероксидні 

аніони, які утворюються в результаті аеробної реакції НАДН2 і 

феназинметасульфату. Нітротетразолій синій в результаті цієї реакції 

відновлюється з утворенням гідразинтетразолію. Відсоток відновлення 

нітротетразолію синього знижується в присутності СОД. 

Для дослідження використовували гомогенат печінки або 0,250 мл 

плазми. Досліджуваний зразок попередньо Проводили попередню обробку 

досліджуваного зразка 0,075 мл етанолу і 75 мг КН2РО4  з подальшим 

центрифугуванням при 6000 об/хв протягом 30 хв. До 0,1 мл супернатанту 

додавали 0,65 мл фосфатного буферу рН=8,3 з концентрацією 0,1 моль/л, 0,5 

мл 0,02 % розчину нітротетразолію синього, 0,150 мл 0,007 % розчину 

феназинметасульфату і 1 мл 0,2 мМ розчину НАДН2. Проби 10 хв 

витримували в темряві й фотометрували на спектрофотометрі при довжині 

Рис. 2.3. Типова гістограма розподілу між популяціями лейкоцитів 

за величиною прямого (FS) та бічного світлорозсіювання (SS) 
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хвилі 540 нм в кюветі з товщиною шару 10 мм проти проб, до яких не 

додавали розчин НАДН2. Контролем служили проби, в яких замість плазми 

було 0,1 мл фосфатного буферу. 

Активнiсть ензиму розраховували за наступними формулами: спочатку 

оцінювали його здатнiсть iнгiбувати вiдновлення нiтротетразолiю синього.  

Відсоток iнгiбування розраховували за формулою: 

                          Т = (Ек – Ед) · 100/Ек,  

де Т – відсоток інгібування; Ек – екстинкцiя контрольної проби; 

Ед – екстинкцiя дослiдної проби.  

Після чого розраховували активність ензиму за формулою: 

                      Асод = Т / (100 % – Т),  (2.4) 

де Асод – активність супероксиддисмутази; Т – відсоток інгібування. 

 

2.9. Визначення вмісту цитокінів у сироватці крові щурів 

Оцінку вмісту цитокінів (ГМ-КСФ, ІФН-γ, ІЛ-4 та МХР-1) у сироватці 

крові досліджуваних щурів проводили з використанням мультиплексного 

набору Rat Cytokines 6plex FlowCytomix Multiplex (BMS825/3FF, eBioscience, 

США), який містив сферичні часточки різного діаметру із антитілами проти 

ГМ-КСФ (B9), ІФН-γ (B8), ІЛ-4 (B10) та МХР-1 (A8). Визначення проводили 

за використання протокового цитофлуориметру COULTER EPICS XL 

(Beckman Coulter, США), який оснащений аргоновим лазером за λзбудж. = 

488 нм. Обробку результатів проводили за допомогою програмного 

забезпечення FCS Express V3 (De Novo Software, США). 

 

2.10. Визначення концентрації сечової кислоти та креатиніну в 

сироватці крові щурів 

Визначення концентрації сечової кислоти проводили із використанням 

фосфорно-вольфрамового реактиву та визначення креатиніну проводили 

пікратним методом за допомогою наборів «Філіст-Діагностика» 
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(Дніпропетровськ, Україна) [134, 135]. За результатами визначення 

концентрації сечової кислоти і креатиніну в сироватці крові натще і в добовій 

сечі обчислювали величини добової екстракції і кліренс сечової кислоти і 

креатиніну (мл/хв) використовуючи формулу: 

 

де: U – концентрація досліджуваної сполуки у сечі (ммоль/л); Р – її 

концентрація в сироватці крові (ммоль/л); V – об’єм добової сечі (мл); 1440 – 

кількість хвилин у добі. 

 

2.11. Визначення вмісту вітаміну С в сироватці крові та печінці щурів 

Визначення концентрації вітаміну С проводили згідно з методом [119], 

який ґрунтується на здатності вітаміну С 2,6-дихлорфеноліндофенолу натрію 

(D1878, Sigma) тим самим зменшуючи інтенсивність забарвлення, що 

призводить до зниження абсорбції при 520 нм. 

Вітамін С екстрагували з сироватки крові та печінки додаванням 10 % 

мета фосфорної кислоти у співвідношенні 1:1 (об/об) з подальшим 

центрифугуванням при 3500 g протягом 20 хв. До 0,6 мл супернатанту 

додавали по 0,3 мл цитратно-ацетатного буферного розчину рН 4,15 та 

перемішували. Після чого додавали 0,3 мл розчину у концентрації 0,1 мг/мл 

2,6-дихлорфеноліндофенолу натрію і через 30 сек. вимірювали абсорбцію 

отриманого розчину при 520 нм. В якості компенсаційного розчину 

використовували дистильовану воду. В подальшому до зразків додавали 

декілька кристалів аскорбінової кислоти, перемішували та повторювали 

вимірювання при 520 нм. 

Будували калібрувальну криву залежності різниці абсорбцій 

аскорбінової кислоти до та після додавання декількох кристаликів 

аскорбінової кислоти та їх концентрацій. Для побудування калібрувальної 
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кривої використовували аскорбінову кислоту у концентраціях 0 мкг/мл, 2 

мкг/мл, 4 мкг/мл, 6 мкг/мл, 8 мкг/мл, 10 мкг/мл, 12 мкг/мл, 16 мкг/мл, 18 

мкг/мл та 20 мкг/мл у 5 % розчину мета фосфорної килоти. Концентрацію 

вмісту вітаміну С у досліджуваних зразках визначали використовуючи 

калібрувальну криву, у мкг/мл. 

 

2.12.  Визначення вмісту вітаміну Е у печінці щурів [213] 

Гідроліз зразка спиртовим розчином КОН проводили в модифікації 2Н 

спиртовим розчином КОН з додаванням 0,1 г аскорбінової кислоти на 

водяній бані при 75 С в колбі зі зворотним холодильником протягом 30 хв. 

До охолодженого розчину додавали дистильовану воду та кількісно 

переносили в лійку для розділення. Неомилювані речовини екстрагували 

кількома порціями петролейного ефіру (фракція 40-70). Обєднаний екстракт 

відмивали до нейтральної реакції, та видаливши рештки вологи розчинник 

вилучали, а неомилювані речовини попередньо розчинивши розділяли з 

використанням методу тонкошарової хроматографії. В якості сорбенту 

використовували  силікагель марки ЛС 5/40 мкм (UV 254 нм) з додаванням 

13 % гіпсу, елюєнт – суміш гексан : діетиловий ефір (70 : 30). Хроматографію 

проводили у темному місці без доступу світла. Плями токоферолу після 

повного висихання візуалізували в ультрафіолетовому світлі 

використовуючи «Хроматоскоп - М».  

Для кількісного визначення токоферол екстрагували з сорбенту 

діетиловим ефіром, відділяли від сорбенту і позбавлялися розчиника 

використовуючи роторний випарювач. Зразок розчиняли в 3,5 мл 96 % 

спирту етилового, додавали реактив Еммері-Енгеля і вимірювали 

спектрофотометрично оптичну густину при 50 нм. Паралельно проводили 

випробування конрольного розчину, використовуючи замість 
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випробовуваного зразку 96 % спирт етиловий та використовували його в 

якості компенсаційного розчину. 

Конценрацію токоферолу визначали за калібрувальним графіком який 

був побудований з використанням концентрацій вітаміну Е в межах від 5 

мкг/мл до 30 мкг/мл. 

 

2.13. Приготування лізату тканин 

Тканини розтирали у фарфоровій ступці за присутності рідкого азоту. 

До наважки подрібненої тканини, додавали лізуючий RIPA буфер (20 

ммоль/л Трис-HCl, рН 7,6, 1 % тритон-X100, 150 ммоль/л натрію хлорид, 50 

ммоль/л фтори натрію, 0,2 % додецилсульфат натрію) суміш інгібіторів 

протеаз, з розрахунку 100 мкл RIPA буферу на 100 мг тканини. Лізис тканини 

проводили протягом 30 хв на льоді. Руйнування мембран проводили 

ультразвуком за допомогою іонізатора Lab Sonic M (Sartorius, ФРН). 

Процедуру проводили 2 рази (Cycle 0.8, Ampl. 50 % ) по 20 сек. Лізати 

центрифугували протягом 15 хв при 12000 g. Надалі відбирали надосадову 

рідину (інтерфазу), до якої додавали 1/5 частину 5-ти кратного буферу 

Леммлі (60 ммоль/л Трис-НCl pH 6.8, 2 % додецилсульфат натрію, 10 % 

гліцерин, 5 % β-меркаптоетанол, 0.01 % бромфеноловий синій) та прогрівали 

на киплячій водяній бані протягом 5 хв. До використання зразки зберігали 

при -80 °С. 

 

2.14. Фракціонування та отримання ядерних протеїнів головного мозку 

щурів 

Тканину мозку, масою 200-250 мг розтирали в рідкому азоті у 

фарфоровій ступці. Наважку 100 мг подрібненої тканини переносили у 

пробірку типу «Eppendorf» 1,5 мл, додавали по 0,9 мл 0,5% розчину NP40-

PBS з сумішшю інгібіторів протеаз та фосфатаз (78443, Thermo Sci., США) 
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для лізису клітинної мембрани та перемішували протягом 20 хв на холоді. За 

цих умов ядра залишаються не ушкодженими, потім їх осаджували 

центрифугування при 14 000 g, + 4 
о
С, протягом 20 хв. Супернатант 

відбирали, а в осад вносили по 0,5 мл буферу RIPA (з сумішшю інгібіторів) 

та перемішували на протязі 5 хв на холоді. Руйнування ядерних мембран 

проводили ультразвуком за допомогою іонізатора Lab Sonic M (Sartorius, 

ФРН). Процедуру проводили 2 рази (Cycle 0.8, Ampl. 50% ) по 20 сек. 

Осаджували залишки ядерних мембран за допомогою центрифугування при 

14 000 g, + 4
 о

С, протягом 20 хв. Інтерфазу (ядерна фракція протеїнів) 

об’ємом 450 мкл відбирали у пробірки типу «Eppendorf» 0,6 мл. Надалі 

відбирали надосадову рідину (інтерфазу), до якої додавали 1/5 частину 5-ти 

кратного буферу Леммлі та прогрівали на киплячій водяній бані протягом 5 

хв. До використання зразки зберігали при - 80 °С. 

 

2.15. Визначення концентрації протеїнів за поглинанням в УФ-області  

Визначення концентрації протеїнів проводили спектрофотометрично у 

кюветах з довжиною пробігу променю 1 см за допомогою спектрофотометру 

СФ-2000-02 (ОКБ Спектр, Росія), згідно методу [120]. Вимірювали оптичну 

густину при 280 та 320 нм, вміст протеїнів у зразку визначали за формулою: 

[протеїни, мг/мл]=(ОD280 - OD320) х розведення. 

 

2.16. Визначення концентрації протеїнів за методом Бредфорд [121] 

Принцип методу Бредфорд базується на здатності протеїнів 

зв’язуватися з кумасі діамантовим синім G-250. 

 

2.17. Визначення активності PARP-1 в ядрах головного мозку щурів 

Активність полі-АДФ-рибозополімерази (PARP-1) визначали з 

використанням 8-
14

С-НАД
+
 згідно методу Tanigawa Y та ін. [124]. Стандартна 

реакційна суміш (кінцевий об’єм 0,2 мл) для визначення полі(AДФ-
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рибозо)полімеразної активності містила аліквоту свіжовиділених ядер (120 

мкг), 100 мкмоль/л 8-
14

С-НАД
+
, 50 ммоль/л трис-НCl буфер, рН 7,5 та 1 

ммоль/л дитіотреїтол. Проби інкубували 15 хв при 36 °С. Реакцію зупиняли 

додаванням 3 мл охолодженої 10 %-ної трихлороцтової кислоти (ТХО). 

Кислото-нерозчинний матеріал збирали на фільтри Millipore з діаметром пор 

0,4 мкм та промивали 30 мл 10 %-ної ТХО. Фільтри висушували та 

радіоактивність підраховували у діоксановому сцинтиляторі. Активність 

ферменту виражали у ммолях зв’язаної з кислотно нерозчинним матеріалом 

радіоактивності AДФ-рибозного фрагменту 8-
14

С-НАД
+ 

за 1 хв на 1 мг 

протеїну ядер. 

2.18. Електрофорез протеїнів у поліакриламідному гелі за присутності 

додецилсульфату натрію [125] 

Для проведення електрофоретичного розділення протеїнів зразки 

тканинних лізатів вирівнювали за концентрацією протеїну та прогрівали при 

температурі 95 
о
С напротязі 5 хв в буфері Леммлі для зразків (62,5 ммоль/л 

Трис-HCl (pН 6,8), 10 % гліцерин, 5 % β-меркаптоетанол, 1 ммоль/л ЕДТА, 2 

% ДСН, 0.4 % бромфеноловий синій). Електрофорез проводили в Трис-

гліциновому буфері рН 8,3 (25 ммоль/л Трис-HCl, 192 ммоль/л гліцину, 0,1 % 

додецилсульфату натрію) в режимі 0,03 мА на дві пластинки гелю протягом 

3-4 годин, для проведення дослідження використоввали камеру для 

електрофорезу Mini-PROTEAN II (BIO-RAD, Швеція). Електрофорез 

протеїнів проводили у 8-10 % поліакриламідному гелях (ПААГ), за 

присутності додецилсулфату натрію (ДСН) в буферній системі Леммлі для 

подальшого імуноблот-аналізу. Для визначення молекулярної маси протеїнів 

використовували стандарти молекулярних мас на електрофореграмах фірми 

Fermentas (Литва) та Thermo Scientific (США). 

2.19. Імуноблот-аналіз протеїнів [126] 

Метод ґрунтується на перенесенні протеїнів з поліакриламідного гелю 

(ПААГ) на нітроцелюлозну мембрану під дією електричного струму із 
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наступною обробкою отриманих блотів антитілами. Імунореактивні зони 

виявляли за допомогою реакції хемілюмінесценції. Блотинг протеїнів на 

мембрану (RPN 203D, GE Healthcare, Amersham Bioscience) проводили в 

апараті Mini Trans-Blot Cell (BIO-RAD, Швеція) при напрузі 100 В протягом 

90 хв у буфері для переносу, що містив: 25 ммоль/л Трис-HCl, pН 8,3, 20 % 

метанол, 192 ммоль/л гліцин, 0,1 % ДСН. По закінченню мембрани 

промивали дистильованою водою та прокрашували 1 % розчином барвнику 

Ponceau S, приготовленого на 3 % ТХО 5-10 хв. Надалі вільні центри 

зв’язування на мембрані блокували протягом 1 год 5 % сухим знежиреним 

молоком (20-241, APEX Research, Inc.) у буфері PBS із додаванням 0,1 % 

tween 20. У подальшому мембрану інкубували з первинними антитілами у 

буфері для блокування протягом ночі при 4 
о
С з наступним промиванням 

PBSt тричі по 5 хв. В якості вторинних антитіл використовували анти-мишачі 

або анти-кролячі IgG, кон’юговані з пероксидазою хрону в розведенні 1:1000 

у буфері для блокування. Інкубацію з вторинними антитілами проводили 

протягом 1 год при кімнатній температурі, після чого мембрану відмивали 

PBSt тричі по 5 хв. Імунореактивні смуги на блотах виявляли за допомогою 

розчину 1,25 ммоль/л люмінолу (5-аміно-2,3-дигідро-1,4-фталазіндіону) 

(123072, Sigma, США), 2,72 ммоль/л кумарову кислоту (4-

гідроксицинамінова кислота) (С9008, Sigma, США) та 0,01 % розчин гідроген 

пероксиду в 0,1 М Трис-HCl буфері рН 8,5. Час експозиції оброблених 

мембран на рентгенівській плівці залежав від інтенсивності 

хемілюмінесценції і тривав 1-15 хв. Для проявки плівки використовували 

реактиви Carestream Kodak, а саме проявник (Р7042-1GA, Sigma-Aldrich, 

США) та фіксатор (Р7042-1GA, Sigma-Aldrich, США). Денситометричний 

аналіз проведено за допомогою програмни TotalLab TL120 (Nonlinear Inc, 

США), вміст протеїну виражений  в умовних одиницях (ум. од.). 
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2.20. Визначення експресії мРНК PARP-1 у головному мозку щурів за 

допомогою полімеразної ланцюгової реакції 

Полімеразна ланцюгова реакція із зворотною транскрипцією (ЗТ-ПЛР) 

– це експериментальний метод молекулярної біології, який використовується 

для ампліфікації, виділення або ідентифікації відомої послідовності мРНК. 

Для цього сумарну РНК з 100 мг подрібненої тканини отримували за 

допомогою набору реагентів Trizol (Т1044, Isogene, Росія), згідно протоколу 

виробника. Отримання кДНК (кДНК) та полімеразну ланцюгову реакцію 

проводили згідно з [127]. РНК осаджували розчином 2-пропанолу, промивали 

двічі 75 % етанолом та розчиняли у воді, що не містила домішок 

рибонуклеаз. Експресію мРНК PARP-1 досліджували методом кількісної 

полімеразної ланцюгової реакції, із детекцією продуктів у реальному часі, 

згідно методики [128]. Для цього тотальну РНК із тканин використовували як 

матрицю для синтезу комплементарної ДНК з допомогою набору "QuaniTect 

Reverse Transcription" (QIAGEN, Німеччина), який забезпечував елімінацію 

можливих залишків геномної ДНК. Отриману кДНК використовували для 

проведення кількісної полімеразної ланцюгової реакції. Для ампліфікації 

мРНК PARP-1 використовували наступні праймери: прямий 5’-

AAGGTCAAGAAGACCGCAGA-3’ зворотній 5’-

AGAGGAGGCTAAAGCCCTTG-3’. Нуклеотидні послідовності цих 

праймерів відповідають послідовності 312-331 та 624-605 кДНК PARP-1 

щурів (GenBank номер NM_013063). Розмір ампліфікованого фрагмента 312 

пар нуклеотидних залишків. Експресія мРНК β-актину слугувала додатковим 

контролем кількості РНК, взятої для аналізу. Для ампліфікації мРНК β-

актину використовували наступні праймери: прямий 5’-

CGTACCACTGGCATCGTGAT-3’ та зворотній 5’-

GTGTTGGCGTACAGGTCTTT-3’. ПЛР проводили на апараті "Stratagene Міх 

3000Р cycler" (США), використовуючи SYBRGreen Міх (АВ gene, 

Великобританія). Для проведення кількісної полімеразної ланцюгової реакції 

використовували по три незалежно виділених препарати РНК. Аналіз 
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результатів виконували з допомогою спеціальної комп'ютерної програми 

"Differential expression calculator", статистичний аналіз – за допомогою 

програми MS Excel. 

 

2.21 Визначення вмісту цитохрому Р450 2Е1 (СYР 2Е1) у печінці щурів 

Вміст білка CYP2Е1 у лізаті печінки визначали методом Вестерн-блот 

аналізу, використовуючи специфічні поліклональні антитіла, отримані до 

білка СYP2E1 миші. В якості контролю навантаження був використаний 

гліцеральдегід-3-фосфат дегідрогеназа (GAPD), імуноблотинг якого 

проводили з використанням поліклональних антитіл. Для визначення 

концентрації білка у клітинному лізаті застосовували метод Бредфорда [129]. 

Електрофоретичне розділення білків проводили у 12 % ПААГ (з 0,1 % натрію 

додецилсульфату) за методом Леммлі [130]. Відразу після електрофорезу був 

проведений електроперенос білків на нітроцелюлозну мембрану. Після 

блокування в буфері TBST, що містив 5% знежиреного сухого молока, 

мембрану інкубували з антитілами до CYP2E1 (1/400, v/w), а потім з анти-

кролячими IgG вторинними антитілами (А6154, Sigma, 1/5,000 v/w). Білок 

CYP2Е1 був візуалізований за допомогою хемілюмінесценції. Кількість білка 

СYР2Е1 виражено у відносних одиницях, які вираховували як відношення 

вмісту білка СYР2Е1 до вмісту контрольного білка β-актину на тій самій 

смужці гелю. Кількість білка оцінювали за інтенсивністю смуг, що 

вимірювали денситометричним методом, застосовуючи комп'ютерну 

програму Totallab TL120. 

 

2.22. Визначення вмісту НАД
+ 

та співвідношення вільних НАД
+
/НАДH у 

головному мозку щурів 

Визначення вмісту НАД
+
, лактату, пірувату, а також розрахунок 

співвідношення НАД
+
/НАДH, з урахуванням концентрації відповідних 

метаболітів та констант рівноваги дегідрогеназ, проводили у тканинах 
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головного мозку та печінки щурів згідно методів [117]. Методи 

ензиматичного визначення вмісту коензимів та метаболітів в кислотних 

депротеїнізованих екстрактах тканин щурів основані на відновленні НАД
+ 

або окисленні НАДH у відповідних дегідрогеназних реакціях та реєстрації 

змін оптичної густини. Реакцію проводили безпосередньо в кюветі 

спектрофотометра. Після вимірювання початкової екстинції проб, реакцію 

ініціювали внесенням в контрольну і дослідну кювети певної кількості 

ензиму, підібраної таким чином, щоб ця кількість була достатньою для 

повного завершення реакції через 15-20 хв. Відсутність змін оптичної 

густини в наступні 3 хв свідчила про закінчення реакції. Вміст метаболітів 

розраховували згідно формули: 

                                        X =  E  P  V    

                                                    d 

E - різниця оптичної густини;  - об’єм екстракту, що внесли в кювету, 

мл; V – об’єм реакційної суміші, мл; Р – кінцеве розведення проби;  - 

коефіцієнт молярної екстинції, який становить 6,22 см
2
/мкмоль при довжині 

хвилі 340 нм; d – довжина світлового шляху в кюветі, 1 см. 

Визначення окислених та відновлених форм НАДФ та НАДФH. 

Вміст окислених форм НАДФ в аліквотах екстрактів тканин, що 

досліджувались, визначали спектрофотометричним методом за їх 

специфічним відновленням в НАДФH в процесі окислення етанолу в 

ацетальдегід, що каталізується алкогольдегідрогеназою, у випадку НАД та 

окислення глюкозо-6фосфату в 6-фосфоглюконову кислоту, що каталізується 

глюкозо-6-фосфатдегідрогеназою (К.Ф. 1.1.1.49) у випадку НАДФ. 

При визначенні вмісту НАД для кількісного його окислення етанолом 

повинні бути вилучені продукти реакції: протони зв’язуються в лужному 

середовищі, а ацетальдегід зв’язується семікарбазидом. 
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Експериментальна кювета вміщувала: 2,0 мл 0,1 М натрій 

пірофосфатного буферу, рН 8,8, що містив 0,5% семікарбазид; 1,0 мл 

екстракту тканини; 0,05 мл 96% етанолу; контрольна -  натрій пірофосфатний 

буфер відповідного обєму. Після перемішування та виміру початкового 

значення оптичної густини, реакцію ініціювали внесенням у обидві кювети  

по 0,02 мл розведеного препарату алкогольдегідрогенази, який містив 1,2 мг 

білку/мл і реєстрували зміни величини оптичної густини через кожну 

хвилину до повного завершення реакції ( 3-5 хв). 

Рівновага реакції при визначенні вмісту НАДФ сильно зміщена у бік 

утворення 6-фосфоглюконату. 

Експериментальна кювета містила: 1 мл 0,4 М триетаноламінового 

буферу, рН 7,62;. 0,1 мл 0,1М MgCI2; 2,0 мл екстракту тканини (в контроль 

відповідно 2,0 мл води); 0,1 мл 0,25М глюкозо-6фосфату. Проби 

премішували і реєстрували величину оптичної густини. Після виміру 

початкової оптичної густини у обидві кювети вносили по 0,02 мл суспензії 

глюкозо-6фосфатдегідрогенази (Fluka)Г-6-ФДГ, яка містила 1 мг білку/мл і 

реєстрували зміни величини оптичної густини до повного завершення реакції 

(3-5 хв). 

Вміст окислених нікотинамідних динуклеотидів (в мкмоль/г тканини) 

розраховували за формулою вказаною вище. 

Вміст відновлених форм НАДФН в аліквотах екстрактів тканин, що 

досліджувались, визначали спектрофотометричним методом за їх 

специфічним окисленням в НАДФ. 

При визначенні вмісту НАДН у пробірку з притертою пробкою, що 

містила 4 мл 0,5 н КОН на етанолі вносили 200-400 мг порошку тканини та 

нагрівали напротязі 60 сек при 70 
o
C на водяній бані, після чого зразу ж 

охолоджували на льоду. Після 10 хв витримування на льоду вносили 2,8 мл 

триетаноламін-HCl-фосфатної суміші. Витримували ще 20 хв при кімнатній 
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температурі для осадження білків, які відділяли центрифугуванням напротязі 

45 хв при 6000 об/хв. Одержаний екстракт використовували як для 

визначення НАДH так і для - НАДФH у одній кюветі. 

Вміст НАДH визначали за його специфічним окисленням в НАД в 

процесі відновлення пірувату в лактат, що каталізується  

лакататдегідрогеназою, а вміст НАДФH визначали за його специфічним 

окисленням в НАДФ в процесі відновлення -кетоглутарату в глутамат, що 

каталізується глутаматдегідрогеназою. 

Оскільки глутаматдегідрогеназа реагує майже однаково швидко з 

НАДФH і НАДH, то для визначення НАДФH спочатку окислювали НАДH 

лактатдегідрогеназою та піруватом. 

Експериментальна кювета містила: 1,0 мл 1/15 М фосфатного буферу, 

рН 7,8; 2,0 мл екстракту тканини; 0,01 мл субстратної суміші (10 мг -

кетоглутарату, 13 мг пірувату, 7 мг NH4Cl в 0,1 мл 1/15 М фосфатному 

буфері). Контрольна - розчин двохромовокислого калію. 

Після перемішування та реєстрації початкової оптичної густини у 

експериментальну кювету вносили 0,05 мл розчину лактатдегідрогенази (0,5 

мл білку в 1 мл) і реєстрували оптичну густину через кожну хвилину 

напротязі 3 хв. Після чого вносили 0,05 мл глутаматдегідрогенази (20 мг 

білку в 1 мл) і реєстрували оптичну густину по завершенню реакції (10-15 

хв). 

Визначення вмісту лактату в тканинах. 

Вміст лактату в досліджуваних тканинах визначали згідно. В 

присутності лактатдегідрогенази лактат перетворюється в піруват, причому 

зв’язування пірувату, що утворюється в процесі реакції з гідразином сприяє 

повному окисленню лактату:  

Лактат + НАД + гідразин  = гідразон-піруват + НАДH +Н
+
 + Н20 
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Вміст лактату (в мкмоль на 1 г свіжої тканини) розраховували згідно 

формули вказаної вище. 

Визначення вмісту піровиноградної кислоти. 

Визначнення вмісту пірувату основано на реакції, що каталізується 

лактатдегідрогеназою:  

Піруват + НАДH+ H
+
 =  лактат + НАД 

Рівновага реакції зміщена вправо. При допустимому для вимірювання 

надлишку НАДH піруват швидко перетворюється в лактат. Кількість 

використаного в реакції пірувату еквівалентна кількості НАДH, зменшення 

якого реєстрували спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм. 

 

2.23 Виділення колагену типу 1 з великогомілкових та малогомілкових 

кісток щурів, визначення його амінокислотного складу 

Тварин декапітували використовуючи пентабарбіталовий наркоз та 

вилучали великогомілкові та малогомілкові кістки. Після чого було 

використано декілька методів виділення кісткового колагену та його 

очищення – екстракція нейтральними солями, кислотами та ферментними 

розчинами [131-133]. Після трьох разової демінералізації 0,5 М розчином 

динатрію-ЕДТА рН 7,4 протягом 24 годин при 4 °С шматочки кісток 

екстрагували     0,5 М розчином оцтової кислоти та центрифугували при 6000 

g протягом 20 хв. Осад розчиняли в 0,5 М розчині оцтової кислоти в 

присутності 5 мМ розчину ЕДТА і пепсину (50 мг на 1 г тканини) рН 2,5 

притягом 96 годин при 4 °С. Ферментативну реакцію зупиняли додаванням 

розчину натрію гідроксиду до встановлення рН 7,5. Осад отриманий 

центрифугуванням при 3500 g протягом 40 хв. Супернатант відбирали та 

додавали сіль натрію хлориду до кінцевої концентрації 4 М. Цей осад, який 

містив чистий колаген, розчиняли в 1 М розчині оцтової кислоти. Отриманий 

розчин діалізували проти 0,02 М розчину динатрію гідрофосфату протягом 

24 годин при 4 °С та центрифугували при 6500 g протягом 60 хв. Чистоту 
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отриманого колагену контролювали електрофоретично. Фракції колагену 

піддавали гідролізу 6 М розчином хлористоводневої кислоти протягом 24 

годин при 105 °С. Визначення амінокислотного складу отриманих 

гідролізатів проводили за допомогою катіонообмінної хроматографії на 

автоматичному амінокислотному аналізаторі ААА-881 (Чехія). 

2.24. Статистична обробка результатів 

Вірогідність розбіжностей між групами порівняння визначали методом 

однофакторного дисперсійного аналізу (one way ANOVA) з наступним 

тестом Bonferroni (post-hoc test) за допомогою комп’ютерної програми Origin 

v.9.0. Результати представлені у вигляді середнього значення (М) та 

стандартної похибки середнього значення (± m). Різницю вважали 

статистично вірогідною при P <0,05. 
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Розділ 3. Показники розвитку патогенетичних процесів за ЦД 1 

типу за введення НАМ або ІХД 

3.1. Концентрація глюкози в крові та маса тіла тварин за ЦД 1 типу 

Цукровий діабет є багатофакторним метаболічним захворюванням, яке 

супроводжується численними ускладненнями [2, 136].  

Порушення вуглеводного обміну, метаболізму глюкози, зокрема 

призводить до збільшення концентрації глюкози у крові, що в кінцевому 

рахунку призведить до розвитку ЦД та численних його ускладнень, що 

супроводжується розвитком цілого каскаду патологічних процесів.  

Для відтворення адекватної експериментальної моделі ЦД 1 типу у 

щурів був використаний стрептозотоцин (СТЗ), який вводили шляхом 

одноразової інєкції у концентрації 70 мг/кг маси тіла. Тварини були 

розподілені на 4 групи: контрольна група, діабетична група та діабетична 

група щурів яким вводили НАМ або ІХД. Після 10 тижнів розвитку діабету 

діабетичній групі щурів вводили НАМ або ІХД у дозі 100 мг/кг та 3 мг/кг 

відповідно протягом 14 діб. 

Для того щоб переконатися, що у діабетичній групі розвивається діабет 

доцільним було оцінити рівень глюкози в крові всіх досліджуваних тварин. В 

результаті вимірювання концентрації глюкози було встановлено збільшення 

її концентрації в крові діабетичної групи тварин після 12 тижнів, яка 

підвищувалася у 3,5 рази у порівнянні з тваринами контрольної групи, табл. 

3.1. За цих умов також знижувалася маса тіла діабетичних тварин на 30 %. 

Зниження маси тіла тварин та підвищення концентрації глюкози в їх крові 

свідчить про відтворення експериментальної моделі ЦД. 

Введення досліджуваних препаратів НАМ або ІХД не призводило до 

зростання маси тіла тварин, а також ці сполуки не знижували рівень глюкози 

крові. У контрольній групі щурів концентрація глюкози не змінювалася та 

залишилась на фізіологічному рівні 5,3±1,4 ммоль/л. 
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Табл. 3.1. Динаміка зміни маси тіла тварин та рівня глюкози в крові щурів,   

M ± m (n = 6) 

Групи 

 

Маса тіла (г)  Глюкоза в крові 

(ммоль/л) 

Початков

а 

В кінці 10-

го тижня 

В кінці 12-

го тижня Початкова 

В кінці 10-

го тижня 

В кінці 12-го 

тижня 

Контроль 240±12 353±15 378±23 5,2±0,4 5,1±1,8 5,3±1,4 

Діабет 

(Д) 

242±9 258±13* 263±21* 8,4±0,9** 19,7±2,1* 19,3±2,2* 

Д + ІХД 239±10 256±11* 223±11# 8,7±0,8** 19,7±2,1* 18,7±1,5* 

Д + НАМ 240±9 257±10* 286±15* 9,2±0,7** 19,7±2,1* 18,2±1,8* 

Примітки: **глюкоза крові через 48 годин після введення стрептозотоцину 

*P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; 

# P<0,05 порівняно з групою «Діабет» 

 

3.2.  Розвиток оксидативного стресу (ОС) в лейкоцитах 

На фоні підвищеної концентрації глюкози в крові, стану гіперглікемії, 

погіршується її засвоєння інсулінчутливими тканинами, в яких можуть 

виникати запальні процеси на що в першу чергу реагують лейкоцити. 

Лейкоцити відіграють важливу роль у розвитку процесів запалення, а їх 

адгезія до стінок артерій є передумовою виникнення атеросклерозу [137]. На 

даний час вважають, що ОС та запалення, а також нейрозапалення відіграють 

значну роль у патогенезі розвитку ЦД обох типів та його судинних 

ускладнень. Лейкоцити є досить неоднорідною за складом сукупністю клітин 

та їх типи відрізняються один від одного своїм походженням, морфологією, 

цитохімічними та функціональними властивостями. Зміни в їх перерозподілі 

можуть бути обумовлені змінами у системі крові зокрема реакцією 

кровотворного апарату на розвиток різноманітних патологічних станів 

[138,139]. Відомо, що підвищений рівень глюкози спричинює зниження 

активності імунної системи, через це пацієнти, хворі на цукровий діабет, 
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перебувають у групі ризику до інфекційних захворювань, причому цей ризик 

посилюється за наявності серцевосудинних ускладнень [140]. 

За даних експериментальних умов, нами були виявлені суттєві зміни у 

перерозподілі між двома основними типами лейкоцитів. А саме, кількість 

гранулоцитів у крові тварин за ЦД 1 типу збільшувалась (рис. 3.1). 

 

 

 

Рис. 3.1. Перерозподіл лейкоцитів крові у групах дослідних тварин M ± m (n 

= 6). 

 

Після введення діабетичним щурам 1,5-ізохіноліндіол спостерігали 

відновлення рівноваги між кількістю гранулоцитів та агранулоцитів, в той 

час як за введення нікотинаміду було виявленно лише часткове відновлення 

стану рівноваги цього параметру. 

Оскільки гіперглікемія слугує запуском до розвитоку цілого каскаду 

патологічних процесів, то є велика ймовірність того, що в організмі тварин 

буде зазнавати змін баланс між про- та антиоксидантними системи захисту 

(супероксиддисмутаза, каталаза, вітаміни С та Е, глутатіонпероксидаза, 

тощо). Крім того, відомо, що розвиток різних патологічних процесів порушує 

цей баланс за рахунок посиленого утворення вільних радикалів та шляхом 
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зниження рівня доступних антиоксидантів. Наприклад, за ЦД 1 та 2 типу, 

який супроводжується ускладненнями, зокрема ішемічною хворобою серця, 

інфарктом міокарду, нефропатією тощо, підвищується рівень ОС викликаний 

дисбалансом у функціонуванні про- та антиоксидантних систем [141, 142].  

Дійсно, було виявлено, що рівень АФК у лейкоцитах крові діабетичних 

щурів був вищим на 75 % у порівнянні із контролем, рис. 3.2. При цьому, 

введення НАМ або ІХД призводило до зниження рівня АФК в лейкоцитах на 

25 % або 12 % відповідно, відносно діабетичної групи.  

 

 

Рис. 3.2. Рівень АФК у лейкоцитах крові діабетичних щурів та на фоні 

введення 1,5-ізохіноліндіолу та нікотинаміду, M ± m (n = 6). *P<0,05 

порівняно з групою «Контроль»;# P<0,05 порівняно з групою «Діабет» 

 

У той же час, незважаючи на те, що рівень АФК у лейкоцитах крові за 

введення НАМ був вищим, у порівнянні з групою якій вводили ІХД, НАМ 

проявляв більш виражену антиоксидантну дію, свідченням чого є зниження 

продукування АФК гранулоцитами на фоні введення даного препарату, рис. 

3.3. 
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А                                                                     Б 

 

 

Рис. 3.3. Рівень АФК у гранулоцитах (А) та агранулоцитах (Б) крові 

діабетичних щурів за впливу на фоні введення 1,5-ізохіноліндіолу та 

нікотинаміду M ± m (n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # 

P<0,05 порівняно з групою «Діабет» 

 

Це можна пояснити тим, що в той час, як за введення досліджуваних 

інгібіторів діабетичним щурам рівень продукування АФК в агранулоцитах 

практично не змінювався у порівнянні з діабетичною групою, введення ж 

НАМ супроводжувалося зниженням рівня продукції АФК у гранулоцитах 

крові. На наш погляд, виявилося неочікуваним саме те, що введення ІХД 

сприяло розвитоку ОС, про що свідчить зростання рівня АФК в 

гранулоцитах. Однак оскільки їх кількість в периферичній крові за введення 

ІХД діабетичним щурам була значно меншою, ніж у випадку з НАМ (рис. 

3.1), невідповідність між даними представленими на рис. 3.2 та 3.3 може бути 

обумовлена саме різницею у перерозподілі гранулоцитів та агрунолоцитів 

лейкоцитів крові. 

При оцінці життєздатності лейкоцитів периферичної крові щурів 

показано, що розвиток ЦД 1 типу призводив до значного зниження кількості 

живих клітин у крові тварин у порівнянні з контрольною групою тварин (рис. 
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3.4), не виключено, що за рахунок пошкодження їх мембрани та розвитку 

апоптозу. 

 

 

Рис. 3.4. Життєздатність лейкоцитів крові діабетичних щурів та на фоні 

введення 1,5-ізохіноліндіолу та нікотинаміду M ± m (n = 6). *P<0,05 

порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з групою «Діабет» 

 

Можна припустити, що, принаймні частково, загибель лейкоцитів 

зумовлена активацією апоптозу [143]. Оскільки активація процесів полі-

АДФ-рибозилювання залучена до патогенезу багатьох захворювань, зокрема 

артритів, ішемії, інсультів, серцево-судинних дисфункцій асоційованих з 

діабетом, різних форм запалення тощо [144-146], використання інгібіторів 

PARP-1 може бути врахованим при їх лікуванні. Дійсно вибрані нами 

інгібітори PARP-1 при їх двотижневому застосуванні, як виявилося, 

запобігали загибелі досліджуваних клітин крові, про що свідчать 

представлені  на рис. 3.4 дані, причому ІХД мав більш виражену дію на 

життєздатність клітин лекоцитів у порівнянні з НАМ.  

Виявлений нами коригуючий вплив НАМ на життєздатність лейкоцитів 

крові може також бути  реалізований шляхом підтримання 
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внутрішньоклітинного пулу НАД
+
 та контролю аутоімунних процесів, 

зокрема експресії генів НLA II класу, тим самим запобігаючи загибелі клітин. 

Крім того, НАМ здатен пригнічувати утворення цитокінів моноцитами та 

макрофагами. Так, було показано, що у терапевтичних дозах НАМ здатен 

знижувати продукування прозапальних цитокінів, як інтерлейкін 1β, 

інтерлейкін-6, інтерлейкін-8, TNF-α в острівцевих клітинах підшлункової 

залози [147]. Не виключено, що нормалізуючий ефект НАМ на 

життєздатність лейкоцитів може також бути реалізуваним і через його вплив 

на експресію гену стресорного протеїну р53, при цьому суттєво гальмуючи її 

або ж протидіючи НАД-залежному деацетилюванню р53, викликаному sir2α 

[148]. Більш виражена дія ІХД обумовлена тим, що ця сполука є ефективним 

інгібітором NO-синтази, тим самим запобігаючи утворенню пероксинітриту. 

Відомо, що за інтенсифікації ОС відбувається порушення рівноваги між 

прооксидантною та антиоксидантною системою. Тому, доцільним було 

оцінити  активність  супероксиддисмутази (СОД), одного із найважливіших 

ензимів антиоксидантного захисту. Разом з каталазою та іншими 

антиоксидантними ензимами СОД протидіє в організмі постійному 

утворенню АФК. СОД є каталізатором реакції дисмутації супероксиду в O2 

та пероксид водню. Таким чином, цей ензим відіграє важливу роль в 

антиоксидантному захисті практично всіх клітин, які перебувають у контакті 

з киснем. Було виявлено, що у сироватці крові діабетичних щурів у незначній 

мірі знижувалася активність СОД у порівнянні з показниками сироватки 

крові контрольної групи, що може бути пов’язано з надмірним 

навантаженням та виснаженням актиоксидантної системи за умов тривалої 

гіперглікемії (рис. 3.5).  
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Рис. 3.5. Відносна активність СОД у сироватці крові діабетичних щурів 

та на фоні введення 1,5-ізохіноліндіолу та нікотинаміду, M ± m (n = 6). 

*P<0,05 порівняно з контролем, який прийнятий за 100 % 

 

Введення досліджуваних інгібіторів PARP-1 діабетичним щурам не 

призводило до нормалізації активності СОД, більше того,  на фоні введення 

спостерігали ще у більшій мірі зниження активності ензиму на тлі введення 

ІХД, в той час як НАМ не впливав на його активність у порівнянні з 

діабетом. Тобто введення НАМ не пригнічувало навантаження на 

антиоксидантну систему. 

Можна припустити, що здатність НАМ та його біологічно активних 

похідних впливати на розвиток ОС за цукрового діабету, здійснюється як 

шляхом їх впливу на перебіг процесів, що відбуваються на поверхні 

зовнішньої клітинної мембрани, так і на процеси, які протікають в ядрі 

клітин та  цитозолі. Зважаючи, що НАМ запобігає деградації PARP-1 та 

сприяє репарації ДНК шляхом прямого інгібування каспази3, як показано для 

нейрональних клітин [149], є свідченням на користь того, що його 

цитопротекторний вплив на клітини крові щурів може також бути 
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реалізованим таким шляхом. Не дивлячись на те, що роль ІХД, як інгібітора 

NO-синтази вже доведена, існують дані, щодо його здатності інгібувати 

активність PARP-1 [150, 151]. Однак, не виключено що він здатен 

реалізувати свою дію впливаючи і на інші метаболічні шляхи.  

Відомо, що ангіогенез залучений до патогенезу багатьох захворювань, у 

тому числі цукрового діабету за яких розвиток запальних процесів 

призводить до прогресування захворювання в результаті функціональних  

порушень у судинах та надмірного ангіогенезу в різних органах [152]. На 

даний час з’явилися нові дані, які вказують та те, що специфічному інгібітору 

PARP-1, ІХД властива здатність запобігати пухлинному метастазуванні а 

також запобігати інтенсифікації ангіогенезу при деяких типах ретинопатій 

[153]. Встановлено, що надактивація синтази NO (NOS-2) відіграє 

патогенетичну роль канцерогенезу та за розвитку запалених процесів [154, 

155]. Було встановлено, що за умов in vitro в макрофагах миші ІХД здатен 

інгібувати акумулювання нітриту в середовищі інкубації та індуцибельну 

iNOS. Однак механізм інгібуючої дії ІХД за умов in vitro не узгоджується з 

існуючими даними за його хронічного введення. Тому цілком імовірно, що за 

умов наших досліджень ІХД буде реалізувати свою дію не лише в якості 

інгібітора PARP-1, але й через залучення інших механізмів. Незважаючи на 

те, що отримані дані не дають остаточної відповіді щодо конкретних 

механізмівпосилення ОС в лейкоцитах, проте одним із механізмів його 

інтенсифікації може бути активація протеїнкінази С за умов високої 

концентрації глюкози, що продемонстровано деякими авторами [156]. 

За розвитку діабетичної нейропатії, яка супроводжується ОС, його 

інтенсифікація відбувається і у серцево-судинній системі. Гіперглікемія 

призводить до активації цілого ряду біохімічних процесів (аутоокислення 

глюкози, накопичення поліолів тощо) [54], а також може „запускати” 

надмірне утворення вільних радикалів.  

При оцінці можливості залучення процесів інтенсифікації процесів 

перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), як однієї з патогенетичних ланок у 
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розвиток порушень функціонування серцево-судинної системи, було 

виявлено, що за ЦД 1 типу посилюються процеси вільнорадикального 

окиснення ліпідів, свідченням чого було зростання вмісту ТБК-активних 

продуктів у тканині серця. При цукровому діабеті вміст ТБК-активних 

продуктів у тканині серці збільшувався більше ніж у два рази у порівнянні з 

контролем. При введенні тваринам інгібіторів PARP-1, ІХД та НАМ, 

спостерігали зниження рівня утворення продуктів пероксидації [157]. 

Таке підвищення в тканині серця рівня кінцевих продуктів окиснення 

ліпідів за ЦД може призводити до порушення структурної організації  

мембран кардіоміоцитів. Ймовірність патологічного характеру змін у таких 

ліпідозалежних процесах як ліганд-рецепторна взаємодія, сигнальна 

трансдукція, іонний транспорт також може визначатись ступенем 

кардіотоксичності прооксидативних ефектів вільних радикалів на ліпідні 

компоненти біомембран та супроводжується метаболічними перебудовами за 

умов хронічної гіперглікемії. Нещодавно було встановлено, що деструктивна 

дія ПОЛ на клітинні структури призводить також до змін фосфоліпідного 

складу мембран [158]. Отже, підвищення вмісту ТБК-активних продуктів у 

досліджуваних зразках тканини серця є наслідком інтенсифікації утворення 

АФК, що призводить до розвитку ОС та, не виключено, недостатньої або 

зниженої ефективності як ензимної, так і неензимної ланок системи 

антиоксидантного захисту, що узгоджується з даними літератури [141].  

Таким чином, на основі отриманих результатів, можна зробити 

висновок, про залучення прооксидативного компоненту в опосередкування 

індукованого гіперглікемією оксидативного стресу в тканинах мозку, 

лейкоцитах крові та тканині серця свідчить про стійке прогресування 

ускладнень ЦД. Встановлена нами нормалізуюча дія НАМ на серцево-

судинну систему за ЦД 1 типу може реалізуватися завдяки його 

антиоксидантній здатності, що сприятиме його використанню також в якості 

важливої складової у терапевтичній схемі лікування серцево-судинних 

ускладнень. 
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3.3 Рівень про-/антизапальних цитокінів за умов ЦД 1 типу 

В організмі підтримання оптимального рівня глюкози за ЦД може 

порушуватися не лише при розвитку дисфункцій та втрати здатності β-

клітинами продукувати інсулін, але і при підвищенні вмісту прозапальних 

цитокінів у кровотоці [159]. Цитокіни — це клас невеликих пептидів та 

протеїнів (8-30 кДа), що регулюють міжклітинні і міжсистемні взаємодії в 

організмі, включаючи виживання клітин, стимулювання або пригнічення їх 

росту, диференціювання, функціональну активність та апоптоз, а також 

забезпечують узгодженість функціонування ендокринної, імунної та нервової 

систем в нормальних умовах і у відповідь на різні  ендо- та екзогенні 

чинники [160, 161]. У здорових людей вміст цитокінів виявляються лише в 

слідових кількостях, проте цитокіни виявляють біологічні ефекти навіть в 

дуже низьких концентраціях. Ці ефекти опосередковані наявністю 

специфічних високоафінних рецепторів зовні на цитоплазматичній мембрані 

клітин. Утворення і секреція цитокінів відбувається короткочасно і чітко 

регулюється. Спектри біологічних активностей цитокінів у значній мірі 

перекриваються. Це пояснюють тим, що різні цитокін-рецепторні комплекси 

можуть активувати одні і ті ж протеїни-переносники сигналу [162]. На даний 

час, їх діагностична значимість полягає в оцінці вмісту про- та антизапальних 

цитокінів у динаміці розвитку патології, для оцінки тяжкості та 

прогнозування перебігу захворювання. Наприклад, вміст цитокінів у 

периферичній крові визначається термінами загострення та відображає 

динаміку патофізіологічного процесу, зокрема при цукровому діабеті. Однак 

остаточна роль протизапальних цитокінів у патогенезі ЦД не з’ясована.  

При визначенні вмісту ІЛ-4 в сироватці крові щурів нами було 

виявлено підвищення його вмісту в 1,55 рази (рис. 3.6). Це може відбувається 

завдяки тому, що ІЛ-4 має здатність проявляти не тільки протизапальну дію, 

але й антиоксидантну дію за тривалого перебігу захворювання, таким чином 

відображати відповідь організму на дію стресу.  
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Більше того, ІЛ-4 є антагоністом гамма-інтерферону (ІФН-γ), що 

продукується Т-клітинами (CD8) при потрапляні інфекції, а також підтипом 

СD4-клітин при розвитку запальних процесів [163] за цукрового діабету. 

Вміст ІЛ-4 та ІФН-γ за експериментального цукрового діабету 1 типу зростав 

на 52 % та 26 % відповідно (рис. 3.6). 

 

 

Рис. 3.6. Концентрація інтерлейкіну-4 (ІЛ-4), гранулоцитарно-

макрофагального колонієстимулюючого фактору (ГМ-КСФ) та гамма-

інтерферону (ІФН-γ) в сироватці крові щурів за експериментального ЦД 1 

типу та на фоні введення 1,5-ізохіноліндіолу та нікотинаміду. M ± m (n = 6).  

*P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з групою 

«Діабет» 

 

Разом з тим не було виявлено за ЦД 1 типу вірогідних змін 

концентрації гранулоцитарно-макрофагального колонієстимулюючого 

фактору (ГМ-КСФ), що є фактором росту, який стимулює функціональну 

активність нейтрофілів, еозинофілів і моноцитів та може продукуватися у 
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різних типах тканин. Слід зазначити, що у більшості з цих тканин запальні 

медіатори, такі як ІЛ-1, ІЛ-6, фактор некрозу пухлини альфа (TNF-α) або 

ендотоксин, є індукторами експресії гена ГМ-КСФ. Біологічні ефекти ГМ-

КСФ опосередковані зв’язуванням з рецепторами клітинної поверхні 

гемопоетичних клітин, а також деяких типів клітин, таких як для прикладу – 

ендотеліальні.  

Оскільки, як відомо моноцитарний хемотаксичний протеїн-1 (МХП-1) 

експресується переважно макрофагами у відповідь на дію цитокінів, важливо 

було оцінити його вміст за експериментального діабету. Було виявлено, що 

за ЦД 1 типу концентрація МХП-1 у сироватці крові зростає за ЦД 1 типу до 

52,926,68 пг/мл порівняно із 28,78,12 пг/мл у групі контрольних тварин, 

рис. 3.7. Введення ІХД призводило до нормалізації вмісту МХП-1 до рівня 

контролю, у той час як дія НАМ була менш вираженою. 

 

Рис. 3.7. Концентрація моноцитарно-хемотаксичного протеїну-1 (МХП-

1) в сироватці крові щурів за експериментального ЦД 1 типу та на фоні 

введення 1,5-ізохіноліндіолу та нікотинаміду. M ± m (n = 6).  *P<0,05 

порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з групою «Діабет» 



76 

Виявлені зміни у вмісті ІЛ-4, ГМ-КСФ, ІФН-γ та МХП-1 можуть 

відбуватися не лише за рахунок запальних процесів індукованих ЦД, але і за 

рахунок впливу інших індукторів, серед яких є алергени, токсини, бактерії, 

віруси та продукти їх життєдіяльності. Таким чином, визначення вмісту 

цитокінів дозволяє оцінити інтенсивність запальних процесів та 

функціональну активність різних типів імунокомпетентних клітин. 

Разом з даними, що стосуються оксидативного стресу та запалення до 

чинників які можуть призвести до діабету, дослідження, проведені на різних 

експериментальних моделях клітин і тварин, дозволяють припустити, що 

активація транскрипційного фактору NFκB є однією із ключових подій на 

початкових етапах розвитку ЦД 1 типу та його ускладнень. Як відомо, 

родина ядерних факторів NFκB налічує 5 протеїнів, які можуть утворювати 

в різних комбінаціях гомо- та гетеродимери. Кілька досліджень 

підкреслювали активацію NFκB за гіперглікемії та зв'язок з діабетичними 

ускладненнями. Дослідження на різних експериментальних моделях 

показують взаємозвязок між дисфункцією нейронів та активацією NFκB і 

експресією прозапальних цитокінів [214], а також те, що нейрональний 

апоптоз, який пов'язаний з активацією NFκB, може відігравати ключову 

роль у порушенні  нейронів,  когнітивних функцій [215]. NFκB є важливим 

транскрипційним фактором, який приймає участь в реалізації багатьох 

клітинних процесів, в тому числі репарації ДНК та імунної відповіді [226]. 

Існують дані, що відбувається інгібування NF-kB шляху нікотинамідом за 

хвороби Альцгеймера [216].  
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Рис. 3.8. Результати вестерн-блот аналізу: А. Типові блотограми 

транскрипційного фактору NF-kB у тканині головного мозку щурів за 

експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення та нікотинаміду; Б. 

Результати денситометрії, що відображають відносний вміст 

транскрипційного фактору NF-kB, M ± m (n = 6). *P<0,05 порівняно з 

групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з групою «Діабет» 

 

Тому доцільно було оцінити рівень експресії транскрипційного 

фактору NF-κB. За даними Вестерн-блот-аналізу експресія NF-κB 

збільшувалася в 3,5 рази у головному мозку діабетичних щурів у порівнянні 

з контрольною групою (рис. 3.8). При введенні НАМ діабетичним щурам 

рівень експресії NF-κВ знижувався в 1,3 рази. Отримані нами дані 

узгоджуються з результатами інших досліджень, які встановили, що в 

А 

 

Б 
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гіпокампі діабетичних щурів спостерігається не тільки надпродукція АФК, 

але також спостерігається стійка активація NFκB [217]. 

Існують переконливі докази функціонального зв’язку між ядерним 

фактором NFκB та PARP-1, що пояснюють залучення ензиму в реалізації 

імунної відповіді [227]. Результати досліджень, що грунтуються на 

використанні інгібіторів PARP-1, є свідченям залучення даного ензиму в 

реалізації імунної відповіді.Як відомо, активація процесу полі-АДФ-

рибозилювання протеїнів в макрофагах та моноцитах може призводити до 

посилення експресії генів індуцибельної NO-синтази (iNOS), інтерлейкіну-6 

(ІЛ-6) та фактора некрозу пухлин α (TNF-α) [228]. Було показано також, що 

важливою складовою механізму розвитку запальних процесів є вплив 

PARP-1 на біосинтез простагландинів через транскрипційну регуляцію 

експресії циклооксигенази-2 [229]. PARP-1 відіграє важливу роль у 

підтриманні балансу між протизапальними/регуляторними та 

прозапальними/ефекторними відповідями. Згідно літературних даних було 

показано, що пригнічення ензиматичної активності PARP-1 знижує 

секрецію прозапальних цитокінів та нормалізує стан організму при деяких 

експериментальних автоімунних захворюваннях. При чому інгібування 

PARP-1 впливає на диференціацію Т-клітин, сприяючи перетворенню 

простих Т-клітин CD4+ у регуляторні Т-клітини [230]. 
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Розділ 4. Перебіг процесів полі-АДФ-рибозилювання у тканинах 

головного мозку діабетичних щурів за введення ІХД або НАМ 

Вважається, що найбільш безпосередніми причинами розвитку та 

прогресування діабетичної нейропатії (ДН) є тривала гіперглікемія та 

порушення ряду метаболічних процесів, пов’язаних із цим ускладненням 

діабету. Зокрема, це інтенсифікація оксидативно-нітрозативного стресу, 

накопичення кінцевих продуктів глікозилювання, істотні зміни у 

вуглеводному та ліпідному обміні тощо [164]. 

Основним і найбільш руйнівним ускладненням діабету є периферична 

ДН, але за її розвитку також виникають сютєві зміни у функціонуванні ЦНС, 

які супроводжуються розвитком низки дисфункцій головного мозку. Тобто ці 

порушення не тільки фізіологічному, але і на метаболічному та структурному 

рівні пов'язані з ДН, проявляються навіть на молекулярному рівнях, і ці 

патологічні порушення є тривалими. Така ситуація яка неминуче призводить 

до функціональних і структурних змін у мозку, які відповідають за 

формування пам'яті, розумових здібностей та емоційну поведінку, в свою 

чергу змінами функцій всього організму, що призводить до значних 

негативних соціальних наслідків. 

В даний час запропоновано відносно широкий спектр фармакологічних 

препаратів для симптоматичного лікування периферичних ДН та 

енцефалопатій [165]. Ряд нових препаратів, включаючи ацетил-L-карнітин, 

альфа-ліпоєву кислоту, інгібітори протеїнкінази С (наприклад, 

рубоксистаурин), інгібітори альдозоредуктази (фідарестат), засоби, що 

впливають на накопичення кінцевих продуктів (аміногуанідин), які 

впливають на гексозаміновий шлях (бенфотіамін), інгібітори ангіотензин-

перетворюючого ферменту (трандолаприл), а також інгібітори полі (АДФ-

рибози) полімерази, PARP-1 (нікотинамід, НАМ), досліджуються та 

використовуються у клінічній практиці. Більшість цих препаратів можуть 

діяти одночасно за допомогою декількох механізмів. Зокрема, НАМ має 
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досить широкий спектр дії, впливає на нейромедіаторні системи, зокрема на 

серотонінергічну систему, а також на функціонування натрій-калієвої помпи. 

Ми встановили його коригуючи дію в мозку щурів в умовах розвитку ЦД 1-

го типу [166]. Зрозуміло, що вибір найбільш ефективного препарату для 

лікування конкретного типу ДН (енцефалопатія, вегетативна нейропатія або 

периферична нейропатія) неможливий без ідентифікації всіх можливих 

механізмів дії інгібіторів PARP-1. Це стимулювало пошук нових ефективних 

препаратів цільової дії. Крім того, з'ясування впливу інгібіторів PARP-1 на 

розвиток ДН також важливе для глибшого розуміння не тільки механізмів дії 

цих препаратів, але й конкретних механізмів, що лежать в основі розвитку 

ДН, які залишаються недостатньо вивченими. Як відомо, хронічна 

гіперглікемія супроводжується значними фізіологічними, біохімічними та 

гістологічними змінами у пацієнтів, які страждають на ЦД. Такі зміни 

неминуче призводять до розвитку ендотеліальних дисфункцій. Це, у свою 

чергу, спричиняє зниження інтенсивності кровотоку та розвиток 

внутрішньонейронної та внутрішньоклітинної гіпоксії. Стан генералізованої 

гіпоксії посилює розвиток патофізіологічних та морфологічних змін у 

клітинах мозку за умов ДН [167]. У такій ситуації розвиваються кардинальні 

зміни в ендотелії судин, які забезпечують кровопостачання нервів. У цьому 

випадку починають залучатися інші важливі молекулярні механізми; 

зокрема, це стрес ендоплазматичного ретикулума, посилене фосфорилювання 

мітоген активованих протеїнкіназ (МАРК) [168], активація PARP-1 та 

активація кількох інших ферментів [169]. За цих умов можуть також 

розвиватися запальні процеси, які провокують тканини швидко реагувати на 

відповідні зміни. Це призводить до супутньої участі різних типів клітин, при 

яких регуляція експресії певних генів може бути порушена через дію різних 

негативних факторів.  

Відомі експериментальні дані вказують на те, що зростання 

інтенсифікації АДФ-рибозилювання протеїнів може відігравати ключову 

роль у розвитку цукрового діабету та його ускладнень, а моделювання даного 
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процесу може бути новим підходом у підходах до створення протоколів 

лікування ускладнень діабету [170, 171]. Тим не менш, питання щодо 

взаємозв'язку між дисфункціями головного мозку на фоні ЦД та змінами в 

процесах полі-АДФ-рибозилювання протеїнів все ще залишається відкритим. 

Відомо, що ЦД 1 типу у щурів супроводжується ОС у тканинах головного 

мозку та викликає активацію полі-АДФ-рибозилювання ядерних протеїнів у 

відповідь на пошкодження ДНК [103]. Ці дослідження нами продовжені на 

молекулярному рівні з метою з’ясувати, чи відбуваються зміни експресії 

PARP-1. Більше того, доцільним було оцінити чи існує зв'язок активації 

процесів полі- АДФ-рибозилювання протеїнів у мозку твариніз іншими НАД-

залежними процесами.  

Представлені на рис. 4.1 дані, свідчать про те, що досліджувані 

інгібітори PARP-1 не впливали на експресію мРНК гену Рarp-1, тобто не 

призводять до інтенсифікації або пригнічення синтезу PARP-1, що не 

виключає їх впливу на інших етапах біосинтезу ензиму. Разом з тим за 

практично однакової експресії PARP-1, ЦД 1 типу на пізніх його етапах 

призводить до розвитку апоптотичних процесів, свідченням чого є 

збільшення співвідношення вмісту фрагменту 89 кДа до цілої молекули 

PARP-1 в мозку, що є доказом посилення протеолітичного розщеплення 

досліджуваного ензиму (рис. 4.2).  

 

Рис. 4.1. Експресія мРНК гену Рarp-1 в мозку щурів за умов ЦД 1 типу, 

% від контролю 
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Рис. 4.2. Результати вестерн-блот аналізу: А. Типові блотограми 

фрагменту 89 кДа та цілої молекули PARP-1 116 кДа в ядерній фракції 

головного мозку щурів за експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення 

1,5-ізохіноліндіолу та нікотинаміду; Б. Результати денситометрії, що 

відображають співвідношення фрагменту 89 кДа та цілої молекули PARP-1 

116 кДа, M ± m (n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 

порівняно з групою «Діабет» 

 

Підвищений вміст 89 кДа фрагменту PARP-1 зумовлений надактивацією 

даного ензиму та збільшенням вмісту полі-АДФ-рибозильованих протеїнів 

(PAR) у головному мозку. Дійсно фрагментація PARP-1 супроводжується 

збільшенням вмісту рибозильованих протеїнів в екстрактах тканини мозку, 

про що свідчать дані представлені на рис. 4.3. Такі зміни можуть бути 
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наслідком захисної реакції організму від надмірного вичерпання пулу АТФ 

та НАД
+
 у клітинах. 

 

Рис. 4.3. Результати вестерн-блот аналізу полі-АДФ-рибозильованих 

протеїнів в ядерному екстракті тканини головного мозку щурів за 

експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення 1,5-ізохіноліндіолу та 

нікотинаміду: А. Типові блотограми; Б. Результати денситометрії, що 

відображають відносний вміст полі-АДФ-рибозильованих протеїнів; M ± m 

(n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з групою 

«Діабет» 

 

Отримані дані корелюють із активністю PARP-1 в ядерній фракції 

головного мозку, яку оцінювали за кількістю 8-
14

С-НАД
+
, включеного до 

загальних ядерних протеїнів клітин головного мозку щурів (рис. 4.4). За 
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введення діабетичним щурам інгібіторів PARP-1 спостерігали зниження 

активності ензиму за їх впливу (рис. 4.4).  

 

Рис. 4.4. Активність ензиму PARP-1 в ядрах головного мозку щурів за 

експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення 1,5-ізохіноліндіолу та 

нікотинаміду, M ± m (n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # 

P<0,05 порівняно з групою «Діабет» 

 

На даний час значна увага приділена дослідженню НАД-залежних 

деацетилаз сіртуїнів (СІРТ). СІРТ-протеїни (Silent Information Regulators) є 

спеціальні протеїни, які належать до ІІІ класу деацетилаз гістонів і 

забезпечують сайленсинг генів для регуляції специфічних функцій тієї чи 

іншої тканини. Вони залучені до багатьох клітинних процесів та відіграють 

ключову роль у розвитку запалення та регуляції обміну речовин. За розвитку 

ЦД 1 типу нами виявлено зміни вмісту СІРТ1 у клітинних ядрах головного 

мозку діабетичних щурів, що проявлялось зниженням його вмісту на 38 % у 

порівнянні з контролем, при цьому застосування НАМ підвищувало 

експресію протеїну СІРТ-1, тим самим запобігаючи розвитку 
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нейродегенеративних процесів (рис. 4.5). Вважають, що зростання активності 

СІРТ1 може призводити до продовження життя за рахунок його позитивного 

впливу на метаболічні процеси [172]. Виявлене зниження рівня експресії 

СІРТ1 за цукрового діабету 1 типу може свідчити про порушення його дії, як 

регулятора на посттрансляційну модифікацію протеїнів у відповідь на 

стресовий стан. 

 

 

Рис. 4.5. Результати вестерн-блот аналізу: А. Типові блотограми 

деацетилази СІРТ1 за експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення 

1,5-ізохіноліндіолу та нікотинаміду; Б. Результати денситометрії, що 

відображають відносний вміст деацетилази СІРТ1 в ядерному екстракті 

тканини головного мозку щурів; M ± m (n = 6). *P<0,05 порівняно з групою 

«Контроль» 
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Оскільки PARP-1, а також СІРТ1 є НАД-залежними ензимами, то цілком 

імовірно, що вони можуть конкурувати за доступність вільного НАД
+
, тим 

самим призводити до зниження його вмісту у клітинах, що має важливе 

функціональне значення. Так було показано на ембріональних фібробластах, 

дефіцитнах за СІРТ1 мишей, що відбувалася посилена активація PARP-1 у 

відповідь на пошкодження ДНК та клітинну загибель через вивільнення 

мітохондріального проапоптичного протеїну [231]. Аналогічно за дії 

ресвератролу відмічалась підвищення гістон-деацетилюючої активності 

СІРТ1, що в свою чергу знижувало активність PARP-1 [232]. Результати 

дослідження узгоджуються з уже відомими фактами про те, що надмірне 

використання НАД
+
 у процесі репарації ДНК, разом з інгібуванням 

деацетилазної активності СІРТ1, сприяє покращеню доступності хроматину. 

Окрім того, ключова роль СІРТ1 у НАД
+
-залежному деацетилюванні 

протеїнів передбачає його функціонування як сенсора енергетичного стану 

клітин, який об’єднує транскрипційну регуляцією з енергетичним 

метаболізмом [233]. Обіг внутрішньоклітинного пулу НАД
+
 має важливе 

значення не тільки у перебігу окисно-відновного обміну, але й для підтримки 

НАД+-залежних патологічних сигналів. НАД
+
 є субстратом АДФ-

рибозилтрансферази, що каталізує реакції переносу АДФ-рибози, що 

розщеплює НАД+ до нікотинамідних та АДФ-рибозильних продуктів, які 

відіграють ключову роль у клітинних сигнальних каскадах, що регулюють 

експресію генів, прогресування клітинного циклу, секрецію інсуліну, ДНК 

відновлення, апоптоз та старіння [234].  

Згідно з літературними даними інгібування PARP-1 та NFkB 

нікотинамідом, а також зростання внутрішньоклітинного пулу  НАД+ та 

збільшення експресії СІРТ1 полегшує протікання запалених процесів, 

оксидативного стресу, фіброзу та апоптозу ниркових клітин, які є ключовими 

етіологічними проблемами захворювання нирок [235]. 
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Рис. 4.6. Концентрація НАД+ в головному мозку щурів за 

експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення нікотинаміду та 1,5-

ізохіноліндіолу, M ± m (n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # 

P<0,05 порівняно з групою «Діабет». 

 

Дійсно, було встановлено, що за ЦД 1 типу на тлі зниженого вмісту 

НАД
+
, який частково нормалізувався (рис. 4.6), відбуваються зміни рівноваги 

концентрацій НАД
+
/НАДH  у головному мозку діабетичних щурів у сторону 

зменшення їх співвідношення до рівня 72,5 порівняно із 183,8 у контролі 

(рис. 4.7). При цьому введення ІХД або НАМ підвищувало співвідношення 

вільних НАД
+
/НАДH пар в мозку щурів за ЦД 1 типу до рівня та 91,5 та 127,5 

що свідчить про те що у випадку НАМ спостерігали тенденцію до 

нормалізації даного показника. 
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Рис. 4.7. Співвідношення вільних НАД
+
/НАДH пар в мозку щурів за 

експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення 1,5-ізохіноліндіолу та 

нікотинаміду, M ± m (n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # 

P<0,05 порівняно з групою «Діабет». 

 

Аналогічні зміни у тканині мозку щурів були також виявлені нами на 

моделі експериментального цукрового діабету 2 типу, а саме співвідношення 

НАД
+
/НАДH становило 122±18 за діабету у порівнянні із 212±22 у контролі. 
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Розділ 5. Ефект інгібіторів PARP-1 на обмінні процеси в 

великогомілкових та малогомілкових кістках щурів за ЦД 1 

типу 

На даний час невпинно продовжується пошук нових препаратів, 

використання яких повинно сприяти ефективному запобіганню розвитку та 

прогресуванню діабетичної нейропатії у пацієнтів із цукровим діабетом як 

1типу, так і діабетом 2 типу. Тому необхідні нові підходи до пошуку 

препаратів, особливо природнього походження, які не володіють побічними 

наслідками, а також  професійні зусилля, що забезпечать ефективну 

профілактику та лікування цього ускладнення діабету. Разом із тим, не 

дивлячись на те, що розуміння надзвичайної складності механізмів 

залучених до розвитку та перебігу діабетичної нейропатії суттєво 

розвинулось за останнє десятиліття, все ж таки повністю механізми, які 

лежать в основі нейропатії за діабету 1 та 2 типу, залишаються невідомими, 

що є завданням науковців в цій галузі та потребує вирішення всіх аспектів 

діабетичної нейропатії - від профілактики до лікування. 

У хворих на ЦД можуть розвиватися різні патологічні ускладнення, 

зокрема одного із найбільш поширеніших, діабетичної невропатії (ДН) [218]. 

Передумовою виникнення якиї є окислювальний стрес внаслідок тривалої 

гіперглікемії, зміни функціонування ключових метаболічних процесів в 

ЦНС, які в свою чергу призводять до втрати нервових клітин та розвитку 

когнітивних, поведінкових та психічних порушень, втратою чутливості та 

больовими відчуттями в кінцівках [219]. Як відомо до розвитку ускладнень 

ЦД призводить також надмірна активація поліолового шляху обміну 

глюкози, а саме його ключового ензиму альдозоредуктази. В результаті чого 

відбувається накопичення сорбітолу в нервових закінченнях, що 

супроводжується осмотичними порушеннями, змінами у структурі, 

фрагментацією нервових, частковою їх демієлінізацією, набряком та 

зменшенням нервових волокон.  
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Акумуляція сорбітолу у тканинах, що є наслідком дуже повільного 

його обміну в усіх тканинах, за винятком печінки, а також поєднання з 

постійною гіперглікемією може призвести до загибелі клітин [220]. 

Результати попередніх досліджень в нашій групі показують збільшення 

вмісту сорбітолу в сідничному нерві діабетичних щурів в 10,44 рази 

порівняно з контрольною групою [221].  

Зміни за діабетичної нейропатії в периферичній нервовій системі та 

сполучній тканині також могли призводити до змін у синтезі та структурі 

колагену, основного протеїну кісток [173]. Не можна виключити, що зміни на 

рівні амінокислот, які входять до складу колагену кісток можуть сприяти 

розвитку ускладнень діабету. Діабет на пізних стадіях розвитку викликає 

структурні та функціональні зміни протеїнів позаклітинного матриксу в 

багатьох тканинах та клітинах [174]. Зміни у сполучній тканині, пов'язані з 

діабетом, такі як остеопенія та зниження міцності кісток, можуть бути 

пов'язані у першу чергу зі змінами метаболізму колагену типу І [175]. Більш 

того, втрата маси кісткової тканини з настанням менопаузи з поступовим 

руйнуванням будови трабекулярної кістки є основним детермінантом ризику 

перелому і розвитку остеопорозу [176]. Лікування переломів кісток у хворих 

на ЦД, особливо довгих кісток або великих суглобів, часто не є успішним. 

Колаген типу I, як основний білковий компонент кісток, становить 

більше 90 % сухої маси кістки, і піддається постійному синтезу і деградації у 

відповідь на механічний вплив. Показано, що синтез колагену контролюється 

інсуліном на посттранскрипційному рівні [177]. Інші автори  встановили, що 

ген колагену α2 (I) містить два функціональні промотори, і його експресія в 

клітинах регулюється як на транскрипційному, так і на посттрансляційному 

рівнях [178]. Передбачається, що зміни в амінокислотному складі колагену 

типу І в результаті поліморфізму гена можуть сильно впливати на 

властивості білка і його фізіологічні функції.  

Відомо, що колаген переважно містить амінокислоти гліцину, проліну, 

аланіну та гідроксипроліну, що накладає унікальні обмеження на будову його 
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спіралі. Звичайно амінокислотна послідовність колагену містить повторювані 

три пептидні фрагменти в якій лише залишки гліцину можуть розміститися в 

дуже щільному місці з’єднання окремих альфа-ланцюгів, що унеможливлює 

його заміну жодною іншою амінокислотою без значного пошкодження 

структури колагену. Наявність залишків проліну та гідроксипроліну 

спричиняє різкі перегини колагенової спіралі. Послідовність амінокислот і 

над скручена четвертинна структура колагену дають можливість щільно 

упаковувати три основні поліпептиди. Альфа-ланцюги колагенових молекул і 

колагенові молекули фібрил поперечно з’єднуються за допомогою 

ковалентних зв’язків особливих типів, що містять залишки лізину та 

гідроксилізину чи похідні гістидину. Ці зв’язки утворюють залишки 

нестандартних амінокислот, таких як дегідрогідроксилізонорлейцин. 

Накопичення у колагенових фібрилах таких ковалентних зв’язків є причиною 

збільшення жорсткості та крихкості сполучної тканини людини з віком. 

При оцінці амінокислотного складу колагену типу І у великогомілковій 

та малогомілковій кістках було виявлено значні відмінності між групами 

контролю та діабету. 

Нами було виявлено значні відмінності, в амінокислотному складі 

колагену типу І, між містками контрольних та діабетичних тварин. Вміст 

гідроксипроліну в колагені І типу великогомілкових та малогомілкових 

кісток був нижчим при ЦД та складав 27 % порівняно з контролем, а при 

введенні НАМ спостерігали зростання його вмісту до 49 % порівняно з 

контролем (рис. 5.1). Зміни, пов’язані з ЦД в амінокислотному складі 

колагену типу І, головним чином впливали на ті амінокислоти, які як відомо, 

беруть участь у формуванні спіралі, поперечних зв'язок і заряду молекул. 

Зміни амінокислотного складу колагену кісток щурів з індукованим ЦД 1 

типу були істотними порівняно з контролем (табл. 5.1). Статистично значущі 

зміни зареєстровані в амінокислотному складі 17 амінокислот. 
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Табл. 5.1. Амінокислотний склад колагену типу І виділеного з 

великогомілкової та малогомілкової кісток щурів (n = 6). 

Амінокислота 
Контроль Діабет (Д) Д + НАМ 

Гідроксилізин 7±0,6 4±0,3* 5±0,4
#
 

Лізин 39±3,1 58±4,6* 49±1,8*,
#
 

Гістидин 5±0,4 11±0,8* 8±0,5
#
 

Аргінін 48±3,4 70±5,6* 56±3,3* 

Аспарагінова кислота 39±2,2 116±7,8* 96±6,7*,
#
 

Треонін 24±1,9 37±2,7* 30±2,5*,
#
 

Серин 38±1,9 52±2,8* 43±2,7
#
 

Глутамінова кислота 98±7,8 135±7,1* 134±7,4* 

Пролін 102±8,1 70±4,7* 92±5,2
#
 

Гліцин 304±19,5 164±9,5* 181±7,8*,
#
 

Аланін 109±7,8 81±5,3* 90±5,9*,
#
 

Валін 23±1,7 28±1,5* 22±1,3
#
 

Метіонін 6±0,5 14±0,8* 13±0,7* 

Ізолейцин 14±1,1 23±1,2* 22±1,3* 

Лейцин 28±2,1 63±4,4* 64±4,8* 

Тирозин 5±0,4 10±0,7* 8±0,6* 

Фенілаланін 12±0,8 37±2,6* 34±2,1* 

Кожне значення являє собою середнє значення на 1000 амінокислотних 

залишків. * P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з 

групою «Діабет» 
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Рис. 5.1. Вміст гідроксипроліну в колагені типу І виділеного з 

великогомілкової та малогомілкової кісток щурів за експериментального ЦД 

1 типу та на фоні введення нікотинаміду (n = 6). *P<0,05 порівняно з групою 

«Контроль»; # P<0,05 порівняно з групою «Діабет». 

 

У великогомілкових та малогомілкових кістках щурів за ЦД 1 типу, 

колаген типу І містить зниження вмісту гідроксилізину на 44 %, 

гідроксипроліну на 73 %, проліну на 33 %, гліцину на 47 % та аланіну на 23 

%, тобто зниження вмісту саме тих амінокислот, які мають безпосередній 

вплив на структуру спіралі, жорсткість і поперечні зв'язки колагену [179]. 

Залишки гідроксилізину разом з лізином і гістидином також залучені у 

поперечному зв'язуванні та формуванні молекули колагену. 

За даних експериментальних умов нами було виявлено збільшення 

вмісту лізину, гістидину, аргініну, аспарагінової кислоти, треоніну, серину, 

глутамінової кислоти, метіоніну, ізолейцину, лейцину, тирозину та 

фенілаланіну. Показано, що співвідношення Фішера (молярного 
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співвідношення амінокислот з розгалуженим ланцюгом до ароматичних 

амінокислот (Лей + Іле + Вал / Тир + Фен) знижується до 63,6 % відносно 

контролю (рис. 5.2). Не дивлячись на те, що введення НАМ призводило до 

часткового відновлення вмісту ряду амінокислот в колагені, а також його 

вмісту в кістках щурів, НАМ має частковий нормалізуючий ефект на 

співвідношення Фішера. Нормалізуюча дія НАМ стосувалася тієї кількості 

амінокислотних залишків, які могли б впливати на поверхневий заряд 

молекули колагену: аспарагінова кислота, треонін і серин. Незважаючи на 

часткову нормалізацію вмісту залишків проліну, його рівень залишався 

нижчим, ніж у контролі. 

 

Рис. 5.2. Співвідношення амінокислот по Фішеру (Лей + Іле + Вал / Тир 

+ Фен) у кістках щурів за експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення 

та нікотинаміду (n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; 

 

Літературні дані вказують на те, що вітаміни С і Е беруть участь у 

біосинтезі колагену. Добре відомо, що L-аскорбінова кислота відіграє 

ключову роль як кофактор у посттрансляційній модифікації молекул 

колагену і в біосинтезі колагену, карнітину і нейротрансмітерів [180]. Вітамін 

Е (α-токоферол) може пригнічувати резорбцію кісток, одночасно 
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стимулюючи формування кісткової тканини in vivo у похилому віці [181]. 

Крім того, вітамін Е  має позитивну тенденцію до регенерації кісткової 

тканини [182]. Проте існують суперечливі дані щодо ролі α-токоферолу в 

синтезі колагену, що свідчить як про його інгібуючу, так і про стимулюючу 

дію. 

Зростаюча кількість доказів показала, що вітамін В3 (нікотинамід, 

нікотинова кислота) має важливу фізіологічну та фармакологічну дію. Цей 

вітамін все ще залишається найбільш ефективним препаратом з точки зору 

його здатності впливати на багато метаболічних процесів. Раніше 

продемонстровано, що вітамін В3 покращує життєздатність бета-клітин у 

різних моделях тварин, включаючи стрептозотоцин, радикали оксигену, та 

оксид азоту, та індукує диференціювання ембріональних стовбурових клітин 

які секретують інсулін тощо [183, 184].  

 

Рис. 5.3. Вміст вітаміну С, В3 та α-токоферолу в сироватці крові щурів 

за експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення нікотинаміду, М ± m 

(n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з групою 

«Діабет». 
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Вміст вітамінів С і В3 значно знижувався як у сироватці крові (рис. 5.3), 

так і в печінці (рис. 5.4) при ЦД, а рівень α-токоферолу, найбільш 

поширеного і активного акцептору пероксильних радикалів, був збільшений. 

(Рис. 5.3 і 5.4). Знижений вміст вітамінів може бути пов'язаним з їх 

підвищеним споживанням за рахунок зростання оксидативного стресу, 

виявленого в різних тканинах у діабетичних щурів, а також через зменшення 

НАДФН-залежної регенерації вітаміну С, оскільки його рівень мав тенденцію 

до нормалізації після лікування НАМ (рис. 5.3 і 5.4). Відновлення вмісту 

вітаміну В3 у кровообігу та печінці і незначне зниження рівня α-токоферолу 

спостерігалися в результаті введення НАМ. 

 

Рис. 5.4. Вміст вітаміну С та В3 в печінці щурів за експериментального 

ЦД 1 типу та на фоні введення та нікотинаміду, М ± m (n = 6). *P<0,05 

порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з групою «Діабет». 

 

Діабет індукував значне підвищення рівня сироваткової лужної 

фосфатази порівняно з контрольною групою (рис. 5.5). Відомо, що загальна 
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лужна фосфатаза в сироватці є мембраноутворюючим тетрамерним 

ферментом, приєднаним до глікозилфосфатидилінозитолових фрагментів, 

розташованих на зовнішній поверхні клітини [185]. Точна фізіологічна роль 

лужної фосфатази невідома, хоча дані свідчать, що вона бере участь у 

мінералізації та розсмоктуванні кісток [186]. Зміни активності ферментів в 

сироватці можуть бути обумовлені змінами кісткових ізоферментів [187]. 

Введення НАМ може частково поліпшити зміни структури колагену шляхом 

нормалізації вмісту вітаміну С, як показано на рис. 5.2 і 5.3, і зниження 

активності сироваткової лужної фосфатази. 

 

Рис. 5.5. Активність лужної фосфатази у сироватці крові за 

експериментального ЦД 1 типу та на фоні введення та нікотинаміду, М ± m 

(n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з групою 

«Діабет». 

Крім того, вважається, що одним з основних причин гепатотоксичності 

є CYP 2E1-залежний оксидативний стрес після індукції стрептозотоцином. 

Було виявлено більш ніж 2,5-кратне збільшення експресії CYP 2E1 у 

діабетичних щурів порівняно з контрольною групою, в той час як НАМ 



98 

знизив рівень її експресії (рис. 5.6). Допускається, що НАМ може частково 

знизити рівень токсичності в клітинах, пов'язаної з окислювальним стресом, 

що викликається індукцією CYP 2E1 при ЦД 1 типу. Не виключено, що 

зростання рівня експресії CYP 2E1 у печінці діабетичних щурів і тварин, які 

отримували НАМ, може бути пов'язано безпосереднім або опосередкованим 

підвищеням рівня кетонів у плазмі. 

А                                                Контроль      Діабет (Д)     Д+НАМ                                                                                                     

                                                               CYP 2E1                                                                                                

                                    β-actin                                                  

Б 

 

Рис. 5.6. Результати вестерн-блот аналізу: А. Типові блотограми 

протеїну CYP 2E1 в тканинах печінки щурів за експериментального ЦД 1 

типу та на фоні введення та нікотинаміду; Б. Результати денситометрії, що 

відображають відносний вміст протеїну CYP 2E1 в тканині печінки щурів, М 

± m (n = 6). *P<0,05 порівняно з групою «Контроль»; # P<0,05 порівняно з 

групою «Діабет». 
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Дослідження передбачуваних змін амінокислотного складу колагену в 

кістковій тканині у щурів діабетичної групи та якісні зміни синтезу колагену 

дають нову інформацію, яка може бути використана для визначення ролі 

аномальних змін у метаболізмі колагену, що свідчить про розвиток 

діабетичної нейропатії. 

Відомо, що зниження рівня гідроксипроліну, проліну і гліцину 

неминуче впливають на властивості колагенової спіралі. Отримані дані 

узгоджуються з даними інших авторів, які виявляли порушення структури 

колагену при індукованому стрептозотоцином діабеті [188, 189]. Зміни у 

співвідношенні залишків гидроксилізину : лізину : гістидину можуть істотно 

впливати на кількість і тип поперечних зв'язків в колагенових фібрилах, що 

узгоджується з даними інших авторів [190]. Зміни в кількості аргініну, 

аспарагінової кислоти, треоніну, залишків серину та глутамінової кислоти 

можуть викликати зміни в поверхневому заряді молекул колагену, тоді як 

зміни в кількості метіоніну, ізолейцину, лейцину і фенілаланіну можуть 

впливати на рівень жорсткості колагенової спіралі [191]. 

Ці зміни у вмісті залишків аргініну, гліцину та аспарагінової кислоти 

можуть впливати на кількість доменів Arg-Gly-Asp, які відповідають за 

процеси адгезії клітин у структурі колагену [192]. Залишки аргініну і гліцину 

в молекулах колагену знаходяться у спеціальних локусах, які відповідають за 

взаємодію шаперонів з проколагеном для трансформації у колаген [193]. 

Додаткова підтримка таких змін у амінокислотному складі колагену типу I 

полягає в тому, що колаген є сприйнятливим до утворених кінцевих 

продуктів прогресуючого глікозилювання, які накопичуються в результаті 

гіперглікемії [194]. Вони накопичуються в кістках і можуть негативно 

впливати на них, перешкоджаючи диференціації остеобластів і 

продукуванню матричних білків, зокрема колагену [195]. Нещодавно 

показано, що діабет викликає апоптоз остеобластичних клітин після 

бактеріального стимулювання [196]. При пригніченні апоптозу 

спостерігається значне поліпшення здатності до утворення кісткової тканини, 
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що свідчить про функціональну важливість посиленого апоптозу пов’язаного 

з діабетом [197]. Ще один механізм, через який діабет може викликати 

апоптоз, є стимуляція утворення кінцевих продуктів прогресуючого 

глікозилювання. Природа кінцевих продуктів прогресуючого глікозилювання 

може бути класифікована як зшивання. Міжмолекулярне зшивання може 

відбуватися між двома сусідніми молекулами, такими, як лізин до лізину або 

лізин до залишків аргініну [198]. Модифікація аргініну в межах ділянок RGD 

і GFOGER розпізнається двома специфічними інтегринами (α1β2 і α2β1) для 

колагену, зниженими клітинними взаємодіями при оборотах і 

тромбоцитарних взаємодіях (α1β2). Ці зміни можуть вплинути, наприклад, на 

відновлення ушкоджених судин і загоєння пошкоджень на шкірі при ЦД. 

Такі модифікації можуть руйнувати здатність утворення каркасної структури 

колагену. Глікозилювання під час діабету, таким чином, відповідає за 

порушення біосинтезу колагену у всіх тканинах та посилює перебіг 

діабетичної нейропатії [198]. 

Можна також припустити, що вищезгадані зміни викликані дефіцитом 

інсуліну, який бере участь у регуляції синтезу колагену на різних стадіях 

[178]. Крім цього, патологічні зміни у метаболізмі амінокислот при ЦД 

можуть впливати на зміни метаболізму колагену. Беручи до уваги 

поліморфізм генів колагену [199], такі зміни можуть бути наслідком 

порушень у швидкості транскрипції різних генів з однієї надродини колагену 

типу I, як це було раніше продемонстровано для недосконалого остеогенезу 

[200]. 

Зниження рівню гідроксипроліну в діабетичній групі порівняно з 

контрольною  групою в наших експериментах могли бути викликані змінами 

вмісту вітаміну С. Слід зазначити, що це може мати наслідки для 

функціонування пролілгідроксилази, ензимом якої є аскорбінова кислота. 

Більш того, дефіцит вітаміну С може впливати на структуру колагену і 

позаклітинний матрикс шляхом промоції диференціювання остеобластів 

шляхом моделюючої взаємодій інтегрину α2β1 колагену типу І [201], 
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викликаючи організацію позаклітинного матриксу агрегацією колаген 

синтезуючих клітин [202], регулюючи біосинтез і обіг протеогліканів [203] та 

зміну рівнів мРНК в клітинах, що синтезують колаген, шляхом зміни 

швидкості транскрипції [204]. Крім того, аскорбінова кислота також 

індукувала активність лужної фосфатази, експресію мРНК для білків, які є 

маркерами остеобластичної диференціації, відкладення кальцію [205] і 

збільшення швидкості секреції проколагену з клітин у позаклітинний 

матрикс [206]. 

Ми спостерігали, як і очікувалося, повне відновлення вмісту вітаміну 

В3 після його введення в діабетичній групі, як показано на рис. 5.2 і 5.3. 

Вибрана висока доза НАМ могла б частково поліпшити зміни структури 

колагену шляхом нормалізації вмісту вітаміну С. Більш того, у щурів з 

частковою резекцією підшлункової залози НАМ зберігає функції β-клітин і 

посилює їх регенерацію [183], [207]. 

Крім того, також можливо, що такий потенційний терапевтичний ефект 

може бути пов'язаний з його ефектами як акцептору вільних радикалів, його 

доступністю як структурного компоненту нікотинаміддиненуклеотиду 

(НАД
+
), або з конкурентним інгібуванням полі(АДФ-рибозо)полімерази [183, 

207]. Нікотинамід та його біологічно активні похідні 1-метилнікотинамід 

також мають значну нейропротекторну дію [208].  

Існують дані, які також підтверджують здатність введеного 

нікотинаміду залучатися до синтезу НАДФ
+
, який використовується як носій 

електронів водню в окисно-відновних реакціях [209]. Не виключено, що 

збільшення рівня α-токоферолу (рис. 5.3 і 5.4) у діабетичній групі зумовлено 

помітно зниженим рівнем вітаміну С у сироватці крові та печінці, який 

виступає донором електронів для вільних радикалів токофероксилу, що може 

представляти собою тимчасову адаптацію до розвитку оксидативного стресу, 

пов'язану з ЦД. Наші дослідження не можуть дати пояснення незначного 

зниження рівня α-токоферолу після введення НАМ. 
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Таким чином, дані дослідження свідчать про наявність змін у колагені 

типу І досліджуваних кісток щурів у діабетичній групі. При такій патології 

можуть утворюватися молекули колагену типу I зі зміненою структурою 

спіралі, поверхневим зарядом, ригідністю, кількістю і типами поперечних 

зв'язків і специфічними локусами, що відповідають за клітинну адгезію, 

взаємодію з шаперонами і перетворенням проколагену в колаген посилюючи 

порушення у нервовій системі, особливо у переферичній. Такі зміни молекул 

колагену можуть також вплинути на властивості та правильне 

функціонування ряду тканин. Зокрема, можуть бути порушені процеси 

мінералізації. 

Припущення про зміни мінералізації колагену добре узгоджується з 

отриманими нами даними щодо сироваткової лужної фосфатази (рис. 5.5). 

Відомо, що клінічним проявом вивільнення внутрішньоклітинних ферментів, 

таких як лужна фосфатаза сироватки крові, в кровообіг, спричинене ЦД, 

свідчить про те, що цей ензим є може бути маркером пошкодження 

гепатоцитів [210].  

Таким чином, підвищена активність цього ферменту може також 

вказувати на його вивільнення з клітин і втрату функціональної цілісності 

клітинних мембран. Введення НАМ призводило до часткової нормалізації 

цієї зміни. Більш того, підвищений вміст експресія цитохрому P450 2E1 (рис. 

5.6) може бути пов'язаний з розвитком окислювального стресу і продукцією 

активних форм оксигену при ЦД, оскільки CYP 2E1 метаболізує такі 

ендогенні сполуки, як жирні кислоти, гідропероксиди ліпідів, кетонові тіла, 

альдегіди і більшість ксенобіотиків в нуклеофільні сполуки для їх виділення 

із організму [211]. Отже застосування НАМ у діабетичних щурів може мати 

протекторні властивості за рахунок оксидативного стресу пов'язаного CYP 

2E1. 

Водночас варто зазначити, що зміни амінокислотного складу колагену 

можуть бути як причиною, так і наслідком патології кісткової тканини при 

ЦД. Наше дослідження підтверджує взаємозв'язок між зниженням вмісту 
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колагену типу I у діабетичній групі тварин, зміною їх амінокислотного 

складу та порушенням біодоступності вітамінів. Позитивні ефекти 

застосування НАМ на синтез і метаболізм колагену, крім інших можливих 

факторів, можуть бути пов'язані із підтриманням функцій вітаміну С і Е. 

Отримані дані свідчать про можливість використання нікотинаміду для 

внесення його до складу існуючих терапевтичних засобів для профілактики і 

лікування діабету 1 типу, а також для корекції метаболічних процесів, 

пов'язаних з цукровим діабетом. 

За умов in vitro було показано, що СТЗ призводить до порушень у 

функціонуванні мітохондрій, які були виділені із мозку контрольних щурів, 

доказом чого є пригнічення загальної дегідрогеназної активності. При 

застосуванні НАМ на тлі дії СТЗ було встановлено його здатність частково 

знижувати загальну дегідрогеназну активність мітохондрій, що свідчить про 

його протекторну дію. 

Більше того нами було показано, що за інсулін резистентності у щурів 

також можуть виникати ускладнення, зокрема діабетична нейропатія, 

свідченням чого може бути підвищення рівня сечової кислоти в крові, а 

також рівня НАД+ в тканинах печінки, нирках, серця та мозку та зниження 

активності Na+, K+-ATФази нервових закінчень головного мозку. 
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УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

Цукровий діабет (ЦД) є багатофакторним метаболічним захворюванням, 

яке негативно впливає на більшість обмінних шляхів і призводить до 

виникнення численних ускладнень, що є на даний час одним з 

найактуальніших проблем, яка потребує науково-обгрунтованого вирішення. 

Станом на 2019 рік у світі зареєстровано близько 463 мільйонів хворих на це 

захворювання, і за прогнозами ВОЗ їх кількість до 2045 року може досягти 

700 мільйонів [1], у тому числі біля 1,5 міліонна в Україні при цьому у 60-70 

% хворих розвивається діабетична нейропатія.  

Різні ендогенні (переважно генетичні) та екзогенні фактори можуть бути 

причиною виникнення ЦД та його ускладнень, які в свою чергу, призводять 

до значної захворюваності та смертності, що потребує значних витрат на їх 

лікування [222]. Не дивлячись на те, що периферична діабетична нейропатія 

(ДПН) є найбільш частим і очевидним ускладненням діабету та асоціюється 

із збільшенням смертності, головним чином, як результат виникнення 

виразки стопи та невропатичного болю [223], дисфункції мозку, особливо за 

ДПН зазвичай часто характеризуються розвитком депресії, стану тривоги, 

розладів сну, і як наслідок, зниженням якості життя [224]. Саме тому серед 

численних ускладнень ЦД значна увага приділяється з’ясуванню біохімічних 

механізмів, які лежать в основі розвитку діабетичної нейропатії (ДН), за якої 

порушується провідність нервів, виникають когнітивні та поведінкові 

розлади тощо. Слід зазначити, що церебральні прояви цукрового діабету, як 

правило, розвиваються підступно, значною мірою незалежно від порушень 

метаболізму та судинних дисфункцій (таких як гострі гіпоглікемічні епізоди 

та інсульт), які також негативно впливають на якість життя. Більше того, 

діабет є фактором ризику розвитку хвороби Альцгеймера та Паркінсона, 

судинної деменції та інших захворювань нервової системи, оскільки 

вважають, що за ЦД саме у головному мозку відбуваються метаболічні, 
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структурні та функціональні порушення, які призводять до його 

прискореного старіння [2,3]. 

Актуальним питанням при дослідженні патогенетичних механізмів, які 

лягли в основу розвитку патологічних процесів у клітині та порушення 

регулювання їх функцій за цукрового діабету 1 типу є з’ясування ролі та 

зв’язку процеіву полі-АДФ-рибозилювання протеїнів із іншими біологічними 

процесами при патологіях та за їх норми. Одним із перспективних напрямків 

лікування ЦД та його ускладнень є розробка та синтез специфічних 

інгібіторів PARP-1, основного ядерного ензиму процесів полі-АДФ-

рибозилювання, які б володіли антиоксидантними та протизапальними 

властивостями. У зв’язку з цим, для досліджень були вибрані відмінні за 

своєю структурно наступні інгібітори PARP-1, такі як нікотинамід (НАМ) та 

1,5-ізохіноліндіол (ІХД), дія яких, як було припущено, могла б реалізуватися 

на рівні регуляції та нормалізації ряду патогенетичних механізмів 

індукованих ЦД, що сприяло б вирішенню актуальної медико-соціальної 

проблеми лікування цього захворювання та його ускладнень. 

Отже, проведені експериментальні дослідження дозволяють 

узагальнити та систематизувати отримані вперше результати та доповнити 

існуючі відомості щодо метаболічних шляхів, через які здійснюється дія 

специфічних інгібіторів PARP-1, основного ензиму процесів полі-АДФ-

рибозилювання ядерних протеїнів, таких як структурно відмінних інгібіторів 

першого та другого покоління НАМ та ІХД за умов розвитку дисфункцій 

головного мозку, індукованих експериментальним ЦД 1 типу. 

Доказом розвитку цукрового діабету 1 типу та відтворення адекватної 

експериментальної моделі було суттєве підвищення концентрації глюкози 

крові та зниження маси тіла у щурів. При застосуванні НАМ та ІХД протягом 

14 діб, жоден із використаних інгібіторів не призводив до підвищення маси 

тіла тварин та достовірно не впливав на рівень глюкози крові. 

У ході проведення досліджень виявлено зміни у перерозподілі між 

двома основними типами лейкоцитів, агранулоцитами та гранулоцитами. 
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Застосування НАМ лише частково відновлювало рівновагу між цими типами, 

у той час як за впливу ІХД цей параметр досягав рівня контролю. Разом з тим 

отримані результати підтвердили, що за гіперглікемії відбувається розвиток 

оксидативного стресу, доказом чого було підвищення рівня АФК в 

лейкоцитах крові, рівень яких знижувався при використанні інгібіторів 

PARP-1, причому більш ефективно за дії НАМ у порінянні із дією ІХД. 

Гіперглікемія та оксидативний стрес супроводжувалися інтенсифікацією 

прозапальних процесів, про що свідчить підвищення вмісту цитокінів IFN-γ, 

IL-1α, моноцитарного хемотаксичного протеїну-1 у сироватці крові 

діабетичних щурів. Однак, саме при використанні ІХД була встановлена його 

протизапальна дія про що свідчить зниження рівня моноцитарного 

хемотаксичного протеїну-1. Разом із тим, оцінка рівнів цитокінів дозволила 

отримати інформацію щодо функціональної активності різних типів 

імунокомпетентних клітин та ступінь розвитку запальних процесів.  

При з’ясування ролі інгібіторів PARP-1 у дисфункціях мозку за ЦД 1 

типу встановлено на основі оцінки рівня експресії PARP-1, його фрагментів 

та інших ключових протеїнів, що порушення функцій цих протеїнів може 

призводити до розвитку багатьох нейродегенеративних захворювань. При 

цьому слід зазначити, що інтенсифікація процесів полі-АДФ-рибозилювання 

ядерних протеїнів за цукрового діабету 1 типу також буде впливати на інші 

НАД-залежні процеси, оскільки для цих процесів НАД
+
 є спільним 

субстратом. 

Не дивлячись на те що на рівні експресії PARP-1 та його фрагментів в 

екстрактах мозку діабетичних тварин відбуваються зміни, на рівні експресії 

мРНК гену Рarp-1 зміни не виявлені. Розвиток ЦД 1 типу на всіх його етапах 

призводить до посилення розвитку апоптотичних процесів, свідченням чого є 

збільшення вмісту рибозильованих протеїнів, зокрема протеолітичне 

розщеплення самого ензиму PARP-1 на фрагменти 27 кДа та 89 кДа. Це може 

бути маркером ранньої стадії апоптозу у клітинах мозку. Свідченням 

розвитку апоптотичних процесів є результати, які продемонстрували 
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збільшення активності ензиму PARP-1 в ядрах тканини головного мозку 

щурів, яку було оцінено за кількістю радіоактивно міченого АДФ-рибозного 

фрагменту НАД
+
, який було включеного до загальних ядерних протеїнів 

клітин головного мозку щурів. Варто зазначити, що обидва досліджувані 

інгібітори PARP-1, як ІХД так і НАМ спричиняли інгібуючу дію на 

активність PARP-1, що свідчить про їх коригуючий вплив на процеси полі-

АДФ-рибозилювання ядерних протеїнів за умов їх тривалого введення. 

Однак, досліджувані інгібітори PARP-1 проявляли лише незначну 

коригуючи дію на рівень експресії НАД-залежної деацетилази СІРТ1 в 

ядерних екстрактах мозку діабетичних щурів, який був знижений за умов 

гіперглікемії. Оскільки деацетилаза СІРТ1, як і PARP-1також є НАД-

залежним ензимом, то цілком ймовірно, що вони можуть конкурувати за 

доступність вільного НАД+, тим самим призводити до зниження його вмісту 

у клітинах. 

Тому, не виключено, що всі вищезазначені зміни можуть бути 

результатом зниження вмісту НАД+ та зниження всісту співвідношення 

вільних НАД+/НАДH у головному мозку діабетичних щурів, що, в свою 

чергу, призводитиме до порушень регуляторних процесів в клітинах 

центральної нервової системи. Отримані результати, які продемонстрували, 

що введення ІХД та НАМ діабетичним щурам підвищувало співвідношення 

вільних НАД
+
/НАДH пар в мозку є доказом коригуючої дії цих інгібіторів 

PARP-1 на регуляторні процеси в клітинах мозку. 

Тобто, використання інгібіторів PARP-1 може бути перспективним 

терапевтичним підходом, спрямованим на корекцію вторинних ускладнень 

ЦД 1 типу, у тому числі процесів, асоційованих з полі-АДФ-

рибозилюванням. 

Встановлена активація регуляторного транскрипційного фактору NFκB у 

мозку за ЦД 1 типу, свідченням чого є збільшення його вмісту, може в свою 

чергу, індукувати зміни експресії різних генів, протеїни яких будуть 

посилювати запалення та оксидативний стресс (ОС), викликаючи апоптоз, що 
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може призводити до індукованої окисидативним стресом дисфункцій клітин 

та навіть їх загибелі. За тривалого введення НАМ діабетичним щурам 

відбувалося незначне зниження рівня експресії NF-κВ, тобто пригнічення 

проапоптотичних процесів. 

Отримані нами результати також свідчать про те, що застосування 

нікотинаміду запобігає розвитку діабетичної периферичної нейропатії 

шляхом впливу на нормалізацію вмісту колагену у гомілкових кістках 

діабетичних щурів, який знижений за умов гіперглікемії. Така дія 

нікотинаміду на біосинтез колагену може реалізуватися за участі піридину 

динуклеотидів, шляхом нормалізації метаболізму амінокислот, які входять до 

складу колагену досліджуваних кісток, а також за рахунок НАДФН-залежної 

регенерації вітаміну С з подальшим відновленням токоферолів. Тобто, нами 

було показано, що цукровий діабет 1 типу також супроводжується розвитком 

порушень у поперечному зв'язуванні колагену, про що свідчить зниження 

вмісту колагену та зміни у перерозподілі амінокислот, які мають 

безпосередній вплив на структуру спіралі, жорсткість і поперечні зв’язки 

колагену. Отримані дані продемонстрували зміни у співвідношені Фішера, 

які частково нормалізуються введенням НАМ. Було також відмічено 

зниження вмісту вітамінів С та В3 у сироватці крові та у печінці, що може 

бути пов’язано з їх підвищеною потребою за рахунок зростання 

оксидативного стресу виявленого в різних тканинах діабетичних щурів, а 

також через зменшення НАДФH-залежної регенерації вітаміну С.  

Підтвердженням наших результатів можуть бути дослідження, автори 

яких встановили, що вітамін B3 може пригнічувати експресію генів 

проколагену типу I і III на рівні транскрипції генів на моделі блеоміцинового 

фіброзу легень у хом’яків [225]. Проведені дослідження встановили 

відновлення вмісту вітаміну В3 у кровообігу та печінці і незначне зниження 

рівня α-токоферолу, який є найбільш поширеним акцептором пероксильних 

радикалів, за введення НАМ діабетичним щурам.  
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Слід зазначити, що ці дослідження були проведені не тільки для того 

щоб оцінити зміни у складі амінокислот кісткової тканини при 

стрептозотоцин-індукованому ЦД 1 типу та встановити характер 

функціональної взаємодії з вітамінами залученими до синтезу колагену, але і 

для того щоб переконатися в тому, що дисфункції мозку відбуваються разом 

або опосередковано з розвитком периферичної діабетичної нейропатії. 

Результати проведених досліджень дозволили переконатися у тому, що 

нікотинамід, може бути лікарським засобом в досліджуваній терапевтичній 

дозі, оскільки має широкий спектр метаболічних ефектів, запобігаючи 

структурним, метаболічним та функціональним змінам індукованим ЦД 1 

типу як за діабетичної енцефалопатії, так і за діабетичної периферичної 

нейропатії.  

Таким чином, механізми дії досліджуваних інгібіторів PARP-1 за 

індукованих ЦД 1 типу метаболічних, структурних та функціональних 

порушень можуть реалізуватися шляхом принаймні часткової нормалізації 

оксидативного стресу, запальних процесів, які призводять до змін у 

лейкоцитах крові, відновлення вмісту НАД+, який є субстратом процесів 

полі-АДФ-рибозилювання ядерних протеїнів та сіртуїнів, підвищення 

співвідношення вільних НАД+/НАДH у мозку, пригнічення 

транскрипційного фактору NF-kB, зниження активності ензиму PARP-1, 

його вмісту, запобігаючи фрагментації ензиму.  

Узагальнюючи отримані результати, стає очевидним, що за діабетичної 

нейропатії дія досліджуваних інгібіторів PARP-1 здійснюється на рівні всіх 

взаємопов’язаних між собою процесах, зокрема на рівні гіперглікемії, 

активації оксидативного стресу, апоптозу, що свідчить про можливість їх 

використання при розробці нових терапевтичних препаратів для лікування 

цукрового діабету 1 типу та численних його ускладнень, зокрема 

діабетичної нейропатії. 



110 

 

ВИСНОВКИ 

 

Результати та узагальнення дослідження, отримані згідно поставленої 

мети дисертаційної роботи, поглиблюють існуючі теоретичні уявлення щодо 

механізмів дії інгібіторів PARP-1 (ІХД та НАМ) за експериментального 

цукрового діабету 1 типу та обґрунтовують можливість їх застосування для 

лікування діабетичної нейропатії. 

1. Продемонстровано, що у діабетичних щурів за зниження 

життєздатності лейкоцитів, зміни співвідношення між їх типами 

розвивається оксидативний стрес та підвищується вміст цитокінів ІФН-γ, ІЛ-

4, а також МХП-1 протеїну в сироватці крові як результат посилення 

прозапальних процесів. Встановлено, що інгібітори PARP-1, НАМ та ІХД у 

застосованих дозах частково відновлювали життєздатність лейкоцитів, 

рівновагу між їх типами, знижували рівень АФК та пригнічували розвиток 

запальних процесів. 

2. Доведено, що за цукрового діабету 1 типу в ядрних фракціях 

головного мозку щурів підвищується активність ензиму PARP-1, що 

призводить до фрагментації ензиму та розвитку апоптотичних процесів. 

Вперше виявлено коригуючу дію ІХД та НАМ на ці показники.  

3. Виявлено підвищення вмісту полі-АДФ-рибозильованих 

протеїнів в ядерних фракціях головного мозку діабетичних щурів та істотне 

зниження вмісту НАД-залежної деацетилази СІРТ-1 гістонів. Вперше 

встановлено нормалізуючу дію нікотинаміду та 1,5-ізохіноліндіолу за 

обраних доз на вміст полі-АДФ-рибозильованих протеїнів та нормалізуючу 

дію НАМ на рівень СІРТ-1. 

4.  За цукрового діабету 1 типу вміст вітамінів С та B3, які 

безпосередньо або опосередковано залучені до біосинтезу колагену І типу, у 

сироватці крові та у печінці щурів знижувався, а вміст α-токоферолу зростав, 
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при цьому нормалізуюча дія на ці показники встановлена лише при 

застосуванні нікотинаміду.  

5.  Вперше продемонстровано зниження рівня колагену типу І в 

великогомілкових та малогомілкових кістках діабетичних щурів, та виявлена 

нормалізуюча дія лише НАМ на вміст колагену та співвідношення Фішера, 

що запобігає розвитку периферичної діабетичної нейропатії. 
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