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Анотація. Гіперглікемія цукрового діабету (ЦД) призводить до активації поліолового шляху окислення глюкози з актива-
цією ферментів альдозоредуктази та сорбітолдегідрогенази та їх коферментів NADPH і NAD+, що запускає механізм
утворення сорбітолу. Наслідки цих змін призводять до мікроангіопатії тканин нирок, що може бути одним із патогенетич-
них механізмів діабетичної нефропатії [5]. У доступній літературі недостатньо визначена роль коферментів сорбітоло-
вого шляху в розвитку діабетичної нефропатії. Мета дослідження - вивчити вміст коферментів NAD та NADPH та їх
співвідношення, а також їх роль у механізмі порушення функцій нирок при цукровому діабеті та можливої корекції змін за
участі нікотинаміду. Дослідження проведено на моделі стрептозотоцинового цукрового діабету (одноразове введення
стрептозотоцину у дозі 60 мг на 1 кг маси тіла). Через чотири тижні індукції діабету вводили нікотинамід (100 мг на 1 кг
маси тіла). Рівень глюкози визначали глюкометром "Accu-chek" (Roshediagnostics, Швейцарія). Визначали вміст NAD і
NADH в безбілковому екстракті. Статистичний аналіз проводився за програмою статистичного аналізу Microsoft Excel.
Різницю між показниками вважали статистично значущою (p<0,05). Встановлено зниження рівня NAD на 31%, співвідно-
шення NAD/NADН на 32%. Визначено залежність співвідношення NADP/NADPН в умовах гіперглікемії цукрового діабету з
клінічними проявами діабетичної нефропатії. Виявлено зниження співвідношення NADP/NADPН на 38% у кірковому шарі
нирок щурів. Введення нікотинаміду нормалізувало знижений вміст NAD у діабетичних щурів. Ці результати дають перс-
пективу для подальшого дослідження, в яких нікотинамід може бути використаний в якості ниркового протектора.
Ключові слова: нефропатія, стрептозотоциновий цукровий діабет, NAD, NADPH, NADР/ NADРH, альдозоредуктаза,
сорбітолдегідрогеназа, нікотинамід.

Вступ
Цукровий діабет - це хронічна, прогресивна і найпо-

ширеніша метаболічна хвороба, яка стала епідемією

21-го століття. Діабетична нефропатія є одним з тяжких

ускладнень цукрового діабету. Захворювання розви-

вається на тлі гіперглікемії, що призводить до пошкод-

ження ниркових клубочків на клітинному рівні. Це вик-

ликає порушення функції нирок. Збільшення концент-

рації внутрішньоклітинних активних форм кисню (АФК) і

активних форм нітрогену (АФН) при цукровому діабеті

призводить до активації окислювального стресу [10].

Окислювальний стрес є одним з головних механізмів

розвитку пошкоджень функцій нирок при діабетичній

нефропатії з активацією поліолового шляху, який пов'я-

заний з накопиченням сорбітолу [5].

Активація поліолового шляху призводить до активації

альдозоредуктази і збільшення концентрації NADPH,

що запускає механізм конверсії в сорбітол. Збільшення

активності альдозоредуктази при гіперглікемії перед-

бачає виснаження NADPH, що зменшує пул антиокси-

дантів, зокрема внутрішньоклітинного глутатіону. Сорб-

ітолдегідрогеназа - другий ензим поліолового шляху

обміну глюкози, коферментом якого є NAD, який мета-

болізує сорбітол у фруктозу.

Наслідки цих змін призводять до мікроангіопатії тка-

нин нирок з розвитком судинних змін, що може бути

одним із патогенетичних механізмів діабетичної нефро-

патії [4].

Патофізіологічні механізми діабетичної нефропатії

є не цілком зрозумілі. У доступній літературі недостат-

ньо визначено роль коферментів сорбітолового шляху

в розвитку діабетичної нефропатії. Тому актуальним є

визначення ролі коферментів NAD і NADPH, їх співвідно-

шення в результаті порушення функцій нирок за цукро-

вого діабету та можливої корекції цих змін за участі ніко-

тинаміду.

Нікотинамід (вітамін B3) - ендогенний метаболіт, біо-

хімічний попередник нікотинамідаденіндинуклеотиду.

Нікотинамід поліпшує енергетичний стан в ішемізова-

них тканинах, покращує метаболічні діабетичні зміни,

протидіючи дисфункції бета-клітин і втрат, пов'язаних з

окислювальним стресом [2]. Встановлено, що NAD

відіграє важливу роль у клітинному диханні, репарації

дезоксирибонуклеїнової кислоти (ДНК), ацетилюванні

протеїнів тощо. Нікотинамід інгібує окисне пошкоджен-

ня мембран АФК [2, 8]. Авторами показано, що нікоти-

намід захищає від окислення білки і перекисного окис-

лення ліпіди. Інгібування було більш вираженим щодо

окислення білків, ніж перекисного окислення ліпідів.

Інгібуючі властивості нікотинаміду були більші, ніж у ен-

догенних антиоксидантів - аскорбінової кислоти і аль-

фа-токоферолу [3]. Отже, дослідження показують, що

нікотинамід можна розглядати як потужний антиокси-

дант, здатний захистити клітинні мембрани від окисно-

го ушкодження, викликаного АФК, що забезпечує захист

від вільних радикалів і окисного стресу, тому метою ро-

боти стало дослідити вміст NAD у кірковому шарі нирок,
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співвідношення NAD/NADН, NADP/NADPН, а також виз-

начити залежність співвідношення NADP/NADPН за діа-

бетичної нефропатії та можливої корекції цих змін за

участі нікотинаміду.

Матеріали та методи
Дослідження проведено, на моделі шеститижнево-

го стрептозотоцинового цукрового діабету у щурів-самців

лінії Wistar масою 180-210 г шляхом внутрішньочерев-

ного одноразового введення стрептозотоцину у дозі 60

мг на 1 кг маси тіла.

Дослідження було проведено із дотриманням пра-

вил Європейської конвенції щодо захисту тварин, які

використовуються в експериментальних дослідженнях

та інших наукових цілях (Страсбург, 1986 р.). Тварини

були поділені на 3 групи - контрольна група щурів, група

діабетичних щурів та група діабетичних щурів, яким че-

рез чотири тижні індукції діабету вводили внутрішньоче-

ревинно нікотинамід у дозі 100 мг на 1 кг маси тіла.

Рівень глюкози визначали глюкометром "Accu-chek"

(Roshediagnostics, Швейцарія). Під загальною анесте-

зію, тварин було декапітовано натщесерце, кірковий шар

нирок був ізольований та розтертий у рідкому нітрогені

до порошку NADH [5]. Статистичний аналіз проводився

за допомогою програми статистичного аналізу Microsoft

Excel за допомогою критеріїв t при рівнях значущості

р<0,05.

Результати. Обговорення
У результаті проведеного дослідження було встанов-

лено, що рівень глікемії у щурів за експериментального

цукрового діабету становив на 1-5 дні експерименту - 4,9

ммоль/л, а через 4 тижні - 17,8 ммоль/л у порівнянні з

контрольною групою, тобто збільшився у 3,5 рази (табл. 1).

Досліджено, що у кірковому шарі нирок діабетичних

щурів вміст NAD знизився на 31%, при цьому співвідно-

шення NAD/NADН та NADP/NADPН також знизилися у

порівнянні з контрольною групою на 32% та 38% відпо-

відно (табл. 2).

Зниження концентрації NAD сприяє гальмуванню

перетворення сорбітолу у фруктозу, тобто може нако-

пичуватися сорбітол у кірковому шарі нирок, що призво-

дить до активації гіпоксії, вільнорадикальних процесів,

порушенню антиоксидантної системи захисту [7]. Оск-

ільки NAD є головним акцептором електронів у реакції

окисленні глюкози, то зниження співвідношення NAD/

NADH може свідчити про те, що NADH виступає в ролі

конкурентного інгібітора у метаболічних шляхах за участі

NAD. Як видно з таблиці 2, при діабетичній нефропатії в

кірковому шарі нирок щурів виявлено зниження

співвідношення NADP/NADPН на 38%, яке частково нор-

малізується за введення нікотинаміду. Це зниження

може бути результатом активації поліолового шляху

обміну глюкози, оскільки підвищується спорідненість

ключового ензиму цього шляху альдозоредуктази до

внутрішньоклітинної глюкози [5]. Це також свідчить про

здатність альдозоредуктази ініціювати глікооксидативні

та ліпооксидативні порушення, які пошкоджують мікро-

судини клубочків і канальців нирок [6].

Зниження NADPH, необхідного також для відновлен-

ня окисного глутатіону (GSSG) до відновленого (GSH),

може викликати зниження GSH що сприяє накопичен-

ню АФК і посиленню окислювального стресу [10]. Таким

чином, зниження рівня NADPH є важливим при знеш-

кодженні АФК. Доведено, що АФК беруть участь у регу-

ляції судинного тонусу шляхом синтезу NO-синтази, яка

сприяє вазодилятаторному ефекту. Виснаження NADPH

сприяє розвитку гіпоксії та нирковому ремоделюванню

при діабеті, через зменшення рівня NO-синтази, який

покращує кровообіг [6, 9].

Даний механізм опосередковано впливає на підви-

щення рівня простогландинів і знижує скоротливість

мезангіальних клітин, викликаючи гіперфільтрацію і клу-

бочкову дисфункцію у хворих на цукровий діабет. В умо-

вах виснаження NADPH достатня кількість NO-синтази

не утворюється, що призводить до зменшення кровото-

ку та розвитку гіпоксії. За патологічних захворювань ни-

рок, зокрема цукрового діабету, АФК також беруть участь

у розвитку запальних процесів, ендотеліальних дис-

функцій, проліферації клітин, фіброзу, ангіогенезу, арте-

ріальній гіпертензії, атеросклерозу тощо.

Надлишкове утворення АФК активує протеїнкіназу С,

систему ренін-ангіотензину, цитокіни та фактори транс-

крипції, що може призвести до підвищеної експресії

генів позаклітинного матриксу з прогресією розвитку

фіброзу і ниркової недостатності [10]. Не виключено, що

на тлі гіперглікемії однією із можливих причин змін

співвідношення вільних NAD/NADH, що супроводжуєть-

ся розвитком діабетичних ускладнень, може бути мута-

ція в гені мітохондріальної ND1. Цей механізм було про-

демонстровано у дослідженнях авторів, які показали,

Таблиця 1. Концентрація глюкози в крові досліджуваних щурів,
ммоль/л (M±m, n=15).

Примітка. * - різниця достовірна у порівнянні з показниками
контрольної групи (р<0,05).

Група

Контрольна З цукровим діабетом

4,9 ±0,4 17,8±1,5*

Таблиця 2. Вміст NAD, NAD/NADН і NADP/NADPН у корковому
шарі нирок щурів за діабетичної нефропатії (мкмоль/г, M± m).

Примітки: * - різниця достовірна у порівнянні з показниками
контрольної групи (р<0,05), # - різниця достовірна у порівнянні
з показниками діабетичної групи (р<0,05).

Показник

Група

Контрольна
З цукровим
діабетом

З цукровим
діабетом +
нікотинамід

NAD 0,261 ±0,023 0,180±0,012* 0,204±0,015#

NAD/NADН 297,0±21,2 202,0±16,1* 269,0±17,1#

NADP/NADPН 0,013±0,002 0,008±0,001* 0,011 ± 0,001#
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що точкова мутація в гені мітохондріальної ND1 (NADH-

дегідрогенази) призводить до порушення регуляції шля-

хом змін співвідношення вільних NAD/NADH у хворих на

цукровий діабет пацієнтів, оскільки мітохондріальна

NADH-дегідрогеназа є одним із основних чинників окис-

лення NAD [4]. Підвищене окислення внутрішньоклітин-

них жирних кислот, яке має місце в умовах гіперглікемії,

призводить до зростання мітохондріального співвідно-

шення NADH/NAD, активації утворення активних форм

кисню (АФК) та активації протеїнкінази C, AGE і NF-kB

[1]. Крім того, збільшення внутрішньоклітинного

співвідношення вільних NADH/NAD призводить до галь-

мування гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогенази, що в

свою чергу, підвищує концентрацію внутрішньоклітинного

гліцеральдегід-3-фосфату. За високої його концентрації

утворюється метилгліоксаль, попередник діацилгліце-

ролу (DAG) і кінцевих продуктів глікозилювання (AGE),

що призводить до активації AGE та протеїнкінази C [1].

Було виявлено, що введення никотинаміду призво-

дило до збільшення вмісту NAD у кірковому шарі нирок

діабетичних щурів, який був знижений за діабетичної

нефропатії (табл. 2).

Позитивний ефект нікотинаміду був показаний авто-

рами, які спостерігали пригнічення біосинтезу і акти-

вації окислення сорбіту при його введенні діабетичним

щурам [7]. Ефект нікотинаміду, пов'язанний зі знижен-

ням вмісту сорбітолу в тканинах, автори відзначали в

гострому і хронічному експерименті. Дія нікотинаміду

на обмін сорбітолу при діабеті опосередковується че-

рез гіпоглікемічний ефект препарату, що супроводжуєть-

ся зниженням вмісту глюкози в тканинах. Доведено, що

гіпоглікемічна дія нікотінаміду пов'язана з пригнічен-

ням ключових реакцій глюконеогенезу в печінці [2].

Таким чином, застосування вітаміну В3 (нікотинамід),

який володіє широким спектром дії буде також призво-

дити до пригнічення процесів перекисного окислення

ліпідів шляхом зниження утворення вільних радикалів.

Це є важливим у контексті того, що знижується утворен-

ня 4-гідроксиноненалу, який є одним із основних ток-

сичних альдегідів пероксидації ліпідів та проявляє ци-

тотоксичну дію на клітини проксимальних канальців [1].

Виснаження пулу нікотинамідних динуклеотидів за діа-

бету також може призводити до розвитку гіпоксії та дис-

функцій нирок, не виключено, що і за рахунок зниження

рівня NO-синтази.

Висновки та перспективи подальших
розробок

1. В умовах експериментального цукрового діабету

встановлено зниження рівня NAD на 31%, співвідно-

шення NAD/NADН на 32%. Визначено залежність

співвідношення NADP/NADPН в умовах гіперглікемії цук-

рового діабету з клінічними проявами діабетичної не-

фропатії. Виявлено зниження співвідношення NADP/

NADPН на 38% в кірковому шарі нирок щурів, що свідчить

про здатність альдозоредуктази ініціювати глікоокси-

дативні та ліпооксидативні порушення, які пошкоджу-

ють мікросудини клубочків і канальців нирок.

2. Позитивний гіпоглікемічний ефект нікотинаміду,

збільшення зниженого вмісту NAD у нирках діабетичних

щурів, сприяє пригніченню біосинтезу сорбітолу.

Отримані результати дають перспективу для подаль-

шого дослідження, в яких нікотинамід може бути вико-

ристаний в якості ниркового протектора.
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РОЛЬ НИКОТИНАМИДА В КОРРЕКЦИИ ФУНКЦИЙ ПОЧЕК ПРИ ДИАБЕТИЧЕСКОЙ НЕФРОПАТИИ
Яницкая Л.В., Осинская Л.Ф, Редько А.В.

Аннотация. Гипергликемия сахарного диабета (СД) приводит к активации полиолового пути окисления глюкозы с актива-

цией ферментов альдозоредуктазы и сорбитолдегидрогеназы и их коферментов NADPH и NAD + запускающий механизм

образования этого вещества. Последствия этих изменений приводят к микроангиопатии тканей почек, что может быть

одним из патогенетических механизмов диабетической нефропатии. В доступной литературе недостаточно определена

роль коферментов сорбитолового пути в развитии диабетической нефропатии. Цель исследования - изучить содержание

коферментов NAD и NADPH и их соотношение, а также их роль в механизме нарушения функции почек при сахарном

диабете и возможной коррекции изменений с участием никотинамида. Исследование проведено на модели стрептозото-

цинового сахарного диабета (однократное введение стрептозотоцина в дозе 60 мг на 1 кг массы тела). Через четыре

недели индукции диабета вводили никотинамид (100 мг на 1 кг массы тела). Уровень глюкозы определяли глюкометром

"Accu-chek_" (Roshediagnostics, Швейцария). Определяли содержание NAD и NADH в безбелковом экстракте. Статисти-

ческий анализ проводился по программе статистического анализа Microsoft Excel. Разницу между показателями считали

статистически значимой (р<0,05). Установлено снижение уровня NAD на 31%, соотношение NAD / NADН на 32%. Опреде-

лена зависимость соотношения NADP / NADPН в условиях гипергликемии сахарного диабета с клиническими проявления-

ми диабетической нефропатии. Выявлено снижение соотношения NADP / NADPН на 38% в корковом слое почек крыс.

Введение никотинамида нормализовало пониженное содержание NAD у диабетических крыс. Эти результаты дают перс-

пективу для дальнейшего исследования, в которых никотинамид может быть использован в качестве почечного протек-

тора.

Ключевые слова: нефропатия, стрептозотоциновый сахарный диабет, NAD, NADPH, NADР/NADРH, альдозоредуктаза,

сорбитолдегидрогеназа, никотинамид.

THE ROLE OF NICOTINAMIDE IN THE CORRECTION OF RENAL FUNCTION IN DIABETIC NEPHROPATHY
Yanitskaya L.V., Osinskaya L.F., Redko A.V.

Annotation. Hyperglycemia of diabetes mellitus leads to the activation of the polyol way of oxidation of glucose with the activation of

the enzymes of aldose reductase and sorbitol dehydrogenase and of their coenzymes NADPH and NAD, which triggers the mechanism

of formation of sorbitol. The consequences of these changes lead to microangiopathy of the tissues of the kidneys, which may be one

of the pathogenetic mechanisms of diabetic nephropathy. In an accessible literature, the role of coenzymes of sorbitol pathway in the

development of diabetic nephropathy is not sufficiently defined. The purpose of the study was to study the content of NAD and NADPH

coenzymes, their correlation, and their role in the mechanism of kidney damage in diabetes mellitus and to predict the possible

correction of these changes with the NAD-nicotinamide derivative. The study was conducted on a model of streptotrozectinic diabetes

mellitus (single administration of streptozotocin in a dose of 60 mg per 1 kg of body weight). Four weeks after induction of diabetes,

nicotinamide (100 mg per 1 kg body weight) was injected. The level of glucose was determined by the Accu-chek (Roshe Diagnostics,

Switzerland) glucose meter. The content of NAD and NADH was determined in the non-protein extracts. The statistical analysis was

carried out using the Microsoft Excel statistical analysis program. The difference between the indicators was considered statistically

significant (p<0.05). The NAD level was reduced by 31%, the NAD/NADN ratio was 32%. The dependence of the ratio of NADP/NADPN

in conditions of hyperglycemia of diabetes mellitus with clinical manifestations of diabetic nephropathy is determined. A decrease in

the ratio of NADP/NADPN to 38% in the rat kidney in the cortical layer was detected. The introduction of nicotinamide normalized the

reduced content of NAD diabetic rats. These results provide perspectives for further research in which nicotinamide can be used as

a renal protector.

Keywords: nephropathy, streptozotocin diabetes, NAD, NADPH, NAD(P)/NAD(P)H, aldose reductase, sorbitol dehydrogenase,

nicotinamide.
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Роль нікотинаміду в корекції функцій нирок за діабетичної нефропатії


