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За останні десять років поширеність цукрового діабету (ЦД) у світі стрім-
ко зросла [1]. Цукровий діабет асоціюється зі збільшенням ризику розвит-
ку хвороби Альцгеймера [2–4]. Дисфункція головного мозку, пов’язана з 
когнітивним дефіцитом, є одним з найпоширеніших та важких ускладнень 
ЦД [5]. З метою опису когнітивних порушень у пацієнтів з ЦД було введено 
термін «діабетична енцефалопатія», що включає прогресуючі дифузні зміни 
головного мозку, безпосередньо пов’язані з метаболічними розладами [5,6].

Значний інтерес становлять молекулярні механізми розвитку діабетич-
ної енцефалопатії (ДЕ). Встановлено, що важливою ланкою розвитку енце-
фалопатії при цукровому діабеті 1 типу (ЦД1) є активація оксидативного 
стресу (ОС), що спричиняє вільнорадикальне пошкодження ліпідів, білків 
та нуклеїнових кислот [7]. Відомим маркером окисного пошкодження ДНК, 
який утворюється під дією вільних радикалів, є 8-оксогуанін (8-oxoG) [8].

Вивчається роль «вільного заліза» («ВЗ») у патогенезі ЦД та його усклад-
нень [9]. Окремими дослідженнями виявлено здатність «ВЗ» викликати 
окисне пошкодження ДНК [10].

Мета роботи – вивчити вплив N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх 
сумісного використання на стан окисного пошкодження клітин головного 
мозку щурів з експериментальним ЦД1.

Матеріали й методи дослідження. Дослідження проводили на 40 ста-
тевозрілих щурах-самцях лінії Wistar масою 200–260 г. Тварин вирощували 
у утримували в умовах віварію Національного медичного університету іме-
ні О. О. Богомольця. Усі маніпуляції були проведені відповідно до Закону 
України від 21.02.2006 № 3447-ІV «Про захист тварин від жорстокого пово-
дження» [11] та згідно з «Директивою Європейського Союзу 2010/10/63 EU 
про захист хребетних тварин, що використовуються для експериментальних 
та інших наукових цілей» [12]. Дотримання біоетичних норм засвідчено 
експертним висновком Комісії з питань етики НМУ імені О.О. Богомольця 
(протоколи № 99 від 28 грудня 2016 р.; № 119 від 22 лютого 2019 р.).

Тваринам моделювали ЦД1 шляхом введення стрептозотоцину (STZ) 
(Sigma, CША) у дозі 50 мг/кг у цитратному буферному розчині (pH 4,5) 
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одноразово інтраперитоніально відповідно до методичних рекомендацій [13]. 
В експеримент включали тварин, що мали стійку гіперглікемію із рівнем 
глюкози більш ніж 15 ммоль/л. Дослідні щури були розподілені на п’ять 
груп: ІК (інтактний контроль, група інтактних щурів, які отримували 0,9% 
фізіологічний розчин); КП (контрольна патологія, група тварин зі стрепто-
зотоциновим ЦД1, які отримували 0,9% фізіологічний розчин); NАцц (гру-
па щурів з індукованим ЦД1, які отримували N-ацетилцистеїн у дозі 1500 
мг/кг); Мел (група щурів з індукованим ЦД1, які отримували мелатонін у 
дозі 10 мг/кг); NАцц+Meл (група щурів з індукованим ЦД1, які отримували 
N-ацетилцистеїн у дозі 1500 мг/кг та мелатонін у дозі 10 мг/кг). Лікарські 
засоби вводили внутрішньошлунково протягом 5 тижнів, починаючи з 15-ї 
доби після відтворення контрольної патології.

Евтаназію здійснювали декапітацією під тіопенталовим наркозом  
(40 мг/кг, внутрішньоочеревинно) з метою забору крові та головного мозку.

Рівень окисного пошкодження ДНК досліджували, визначаючи мар-
кер 8-oxoG [14] у тканині головного мозку. Для цього 200 мг тканин мозку 
гомогенізували та пропускали через колонку для твердофазної екстракції 
8-oxoG. Визначення кількісного рівня окисного пошкодження ДНК про-
водили методом оптичної спектрофотометрії на спектрофотометрі СФ-46 
з реєстрацією поглинання при 250, 260, 280 та 293 нм. Рівень «вільного 
заліза» в тканині головного мозку та крові тварин визначали за допомо-
гою електронного парамагнітного резонансу (ЕПР) на комп’ютеризованому 
ЕПР-спектрофотометрі РЕ-1307 відповідно до методик [15,16].

Експериментальні дані оброблено методом варіаційної статистики за 
допомогою програм «Microsoft Office Excel 2016», «Medstat», «IBM SPSS 
Statistics Base version 22.0». Для з’ясування міжгрупових відмінностей у 
випадку нормального розподілу вибіркових даних використовували t-крите-
рій Ст’юдента (для попарних порівнянь) або однофакторний дисперсійний 
аналіз ANOVA за критерієм Шеффе та Даннета. За відсутності нормального 
розподілу використовували U-критерій Манна-Вітні. Відмінності вважали 
достовірними при р<0,05 [17].

Результати дослідження та їх обговорення. Через 7 тижнів після 
індукції ЦД1, у тканинах головного мозку щурів групи КП рівень сигна-
лу ЕПР комплексів «ВЗ» реєструвався в межах 1,36±0,18 відн. од., тоді 
як тварин ІК – 0,08±0,004 відн. од. (р<0,05). Окрім цього, рівень «ВЗ», в 
крові щурів з експериментальним ЦД1, становив 0,2±0,01 відн. од., що у 8 
разів більше порівняно ІК (0,02±0,002 відн. од., р<0,05). Встановлено, що 
зростання «ВЗ, з урахуванням його високого прооксидантного потенціалу, 
може призводити до збільшення інтенсивності генерування супероксидних 
радикалів та пошкодження ДНК [18]. Так, при визначенні рівня 8-oxoG – 
окисного продукту гуаніну, маркера оксидативного пошкодження ДНК, 
встановлено його зростання майже в 3,4 разу в тварин групи КП порівняно 
з ІК (0,61±0,10 нм/г проти 0,18±0,06, р<0,05).

Уведення NАцц, Мел та їх поєднання сприяло захисту клітин головного 
мозку щурів з експериментальним ЦД1. Зокрема, максимально наближені 
значення рівнів «ВЗ» до ІК спостерігали в тканинах головного мозку групи 
тварин, які отримували NАцц (0,16±0,01 відн. од.), тоді як Мел виявив мен-
ший нормалізуючий вплив (0,63±0,11 відн. од.). Водночас, при сумісному 
використанні Мел та NАцц спостерігали менший рівень «ВЗ» порівняно 
з монотерапією Мел (0,32 ± 0,03 відн. од., р<0,05). Окрім цього, терапія 
NАцц та Meл сприяла зниженню вмісту «ВЗ» крові щурів з ЦД1, що було 
достовірно порівняно з групою КП (р<0,05), проте більшим від значень ІК 
(р<0,05). Так, рівень «ВЗ» у групі NАцц становив 0,15±0,01 відн. од., Meл – 
0,14± 0,02 відн. од., NАцц+Meл – 0,16 ± 0,01 (див. рисунок1).
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Вплив N-ацетилцистеїну (NАцц), мелатоніну (Meл) та їх поєднання (NAцц+Мел) 
на вміст «вільного заліза» в тканині головного мозку та крові щурів 

зі стрептозотоциновим цукровим діабетом:

* – достовірні відмінності порівняно з інтактним контролем, р<0,05; # – достовірні відмінності порівняно 
з групою контрольної патології, р<0,05; @ – достовірні відмінності порівняно з групою NАцц+Mel, р<0,05

Після фармакологічної корекції NАцц/Meл або NАцц+Meл рівень 8-oxoG 
був значно нижчим порівняно з групою КП (р<0,05). У групі щурів, яким 
вводили NАцц, показник становив 0,39±0,06 нм/г, що було в 1,6 разу мен-
ше порівняно з групою КП (р<0,05). У групі Meл рівень 8-oxoG зменшився 
до 0,35±0,07 нм/г (р<0,05). Найбільш співставні до ІК значення, отримані 
при сумісному застосуванні NАцц та Meл , що становило 0,30±0,04 нм/г.

Відомо, що залізо є важливим елементом для нормального функціону-
вання клітин, адже бере участь у транспортуванні кисню, синтезі АТФ та 
ДНК. Водночас надлишок внутрішньоклітинного заліза може спричинити 
генерування реактивних форм кисню, через реакцію Фентона, що викликає 
перекисне окиснення ліпідів та загибель клітини [19]. Результати останніх 
досліджень вказують на важливу роль лабільного заліза в опосередкува-
ні неапоптотичної окисної форми запрограмованої загибелі клітин, яку 
прийнято називати «фероптоз» [10]. Хоча фероптоз вперше був описаний 
у патогенезі злоякісних пухлин, з’являється дедалі більше доказів його 
ролі в різноманітних патологіях, зокрема енцефалопатіях [20]. Зокрема, 
відповідно до даних останніх досліджень, фероптоз є основним типом за-
гибелі клітин при хворобі Альцгеймера [21]. Окрім цього, в експерименті 
обмеження фероптозу мало нейропротекторний ефект і нормалізувало 
когнітивні розлади. Основними ланками фероптозу є: залізо-індуковане 
окиснення ліпідів, виснаження глутатіону та інактивація пероксидази глу-
татіону 4 (GP×4), що призводить до порушення окисно-відновного балансу 
та загибелі клітини [22]. Тому важливим напрямком лікування нейроде-
генеративних захворювань вважається підтримання оптимального рівня 
заліза та пригнічення фероптозу [23]. 

Визначення вмісту 8-oxoG в біологічних середовищах є високоінформа-
тивним для оцінки рівня окисного пошкодження ДНК [24]. Повідомляється 
про зростання рівня 8-oxoG у тканинах головного мозку при нейродеге-
неративних захворюваннях [25,26]. Naoki H. та співавт. показали, що на-
копичення даного маркера погіршує нейрогенез, локоморні та когнітивні 
функції в експерименті [27]. Тоді як Julio L. та співавт. встановили зв’язок 
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між 8-oxoG та мітохондріальною дисфункцією [25]. В іншому дослідженні 
було встановлено зростання 8-oxoG у крові пацієнтів з ЦД. Автори пропо-
нують використовувати даний біомаркер для оцінки та прогнозу макро- 
та мікросудинних ускладнень при ЦД2 [28]. В експериментальній роботі 
I. Sytnyk та співавт. було виявлено зростання екскреції із сечею 8-oxoG в 
щурів зі стрептозотоциновим ЦД1, що супроводжувалося розвитком карді-
оміопатії [29]. Тоді як Zuzana O. та співавт. встановили зростання 8-oxoG 
в лімфоцитах щурів з експериментальним ЦД1 та зниження даного біо-
маркера при застосуванні N-метилнікотинаміду [30].

Таким чином, визначення 8-oxoG є важливим для розуміння патогенезу 
та оцінки ефективності терапії ЦД та його ускладнень.

Висновки. 1. За умов експериментального ЦД1 відбувається посилен-
ня окисних процесів що супроводжується зростанням рівнів комплексів 
«вільного заліза» в тканинах головного мозку (в 17 разів, р<0,05) та крові 
(у 8 разів, р<0,05) дослідних тварин. За цих умов спостерігається окисне 
пошкодження ДНК, про що свідчило зростання рівня 8-oxoG в 3,4 разу 
(р<0,05). 2. Уведення N-ацетилцистеїну, мелатоніну та особливо їх поєд-
нання сприяло антиоксидантному захисту клітин головного мозку щурів з 
експериментальним ЦД1, знижуючи рівень «вільного заліза» та протидіючи 
окисному пошкодженню ДНК.
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Diabetes mellitus (DM) is the most widespread endocrinological disease which associated 
with increasing risk of Alzheimer’s disease. Diabetic encephalopathy is one of the most common 
and serious complications of DM. Molecular mechanisms of diabetic encephalopathy are inves-
tigated. An important element in the development of DM1 encephalopathy is the activation of 
oxidative stress. And determination the levels of “free iron” and 8-oxoguanine are important for 
evaluation of the effectiveness of diabetic encephalopathy therapy.

Purpose of the study. To study the effect of N-acetylcysteine, melatonin and their com-
patible use on the state of oxidative damage of rat brain cells with experimental DM1.

Materials and research methods. Experiments were carried out on male Wistar rats. 
DM1 was induced by administration of streptozotocin (STZ). Rats with induced DM1 was re-
ceiving N-acetylcysteine (NAC, 1500 mg/kg), melatonin (Mel, 10 mg/kg) and a combination 
during 5 weeks, starting at 15 days after control pathology was reproduced. Euthanasia was 
implemented by decapitation under thiopental anesthesia (40 mg/kg, intraperitoneally) to col-
lect blood and brain of rats.

Molecular marker of oxidatively damaged DNA in brain – 8-oxoguanine (8-охоG) was deter-
mined by spectrophotometrically. Levels of “free iron” were determined by electron paramagnetic 
resonance (EPR) on a computerized EPR-spectrophotometer PE-1307.

Results and its discussion. During 7-week experiment, the levels of “free iron” in brain 
tissue and blood in group of animals with DM1 were significantly higher than corresponding 
values of control group (by 17-times and by 8-times р<0,05). Under these conditions, the marker 
of oxidatively damaged DNA, 8-oxoG, significantly raised in brain of diabetic rats by 3.4 times 
more than in control group (0.61±0.10 nm/g vs 0.18±0.06 nm/g, р<0,05).

The induction of NAC, Mel, and especially their combination, was accompanied with de-
crease in “free iron” complexes in brain tissues (by 2.1-8.5-times) and blood (by 1.2-1.4-times) 
of rats with experimental DM1. 

NAC significantly reduced the 8-oxoG level by 1.6 times less than in DM1 group (р<0,05). 
Exposure to Mel significantly reduced the 8-oxoG level by 1.7 times less than in DM1 group 
(р<0,05). While treatment with combination of NAC and Mel showed significant 2.0-fold decrease 
of 8-oxoG level compared to DM1 group.

Conclusions. Induction of DM1 contributes to the intensification of oxidation processes, 
which is accompanied by an increasing in the levels of “free iron” complexes in the tissues of 
the brain and blood of experimental animals. Under these conditions, oxidative damage to 
DNA was observed, as evidenced by increasing in the level of 8-oxoG (p <0.05). The induction 
of N-acetylcysteine, melatonin, and especially their combination, contributed to the antioxidant 
protection of rat brain cells with experimental DM1, reducing the level of “free iron” and coun-
teracting oxidative DNA damage.

Key words: type 1 diabetes mellitus, encephalopathy, N-acetylcysteine, melatonin, 8-ox-
oguanine, “free iron”.


