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ІНДУКОВАНІ ДІАБЕТОМ ПОРУШЕННЯ В КІРКОВОМУ ШАРІ НИРОК ЩУРІВ: 
ЕФЕКТ ЛІКУВАННЯ НІКОТИНАМІДОМ
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Згідно отриманих даних рівень NAD в кірковому шарі нирок був знижений до 0,1790,012 ммоль/г тканини 
за діабету проти 0,2590,023 ммоль/г тканини, Р<0,05 у контролі. Введення нікотинаміду призводило до 
часткового відновлення рівня NAD у кірковому шарі нирок і співвідношення вільних NAD(P)/ NAD(P)H пар
Ключові слова: кірковий, шар нирок, діабет, нефропатія, нікотинамід, NAD, співвідношення, щури, експе-
римент, модель, NAD(P)/NAD(P)H пари

There was offered the methods of study of nicotinamide administration modeling effect (invivo) that can be realized 
by means of NAD and is capable to get combined with renal cortex membranes in a specific way.
The aim of research was to explore is the content of NAD and NADP and free NAD(P)/NAD(P)H pairs ratio in 
renal cortex changes at diabetes mellitus and nicotinamide effect. 
Methods. 50 rats-males of Wistar line weighing 180–210 g. with experimental diabetes mellitus type 1 caused 
by single intra-abdominal administration of streptozotocin, dose – 60 mg. for 1 kg. of body weight. Animals 
were separated into 3 groups – the control one (C), the group of rats with diabetes mellitus type 1 (D) and rats 
with diabetes that underwent administration of Nam (nicotinamide) («Sigma», США), dose – 100 mg/kg of body 
weight during 14 days. The glucose concentration was defined using glucometer «Accu-chek» (Roshediagnos-
tics, Swizerland).
Results. According to the data received NAD level in renal cortex was reduced to 0,1790,012 mmol/g at diabetes 
against 0,2590,023 mmol/g of tissue, Р<0,05 in the control. The NAD(P)/NAD(P)H free pairs ratio reduced to 
202.016,1 and 0,0080,001 in renal cortex at diabetes against 297.021,2 and 0.0130.002 in the control for 
NAD and NADP respectively. Nicotinamide administration resulted in partial renewal of NAD level in renal cortex 
and NAD(P)/ NAD(P)H free pairs ratio. The modeling effect invivo of administered nicotinamide can be realized 
by means of NAD that is capable to get combined in renal cortex membranes in a specific way. 
Conclusions. So nicotonamide takes part in regulation of kidney processes that indicates its usefulness for diabetes 
nephropathy treatment
Keywords: renal cortex, diabetes, nephropathy, nicotinamide, NAD, ratio, rats, experiment, model, NAD(P)/ 
NAD(P)H pairs

1. Вступ
Всі ускладнення цукрового діабету, у тому числі 

діабетична нефропатія, тісно пов’язані із активацією 
окислювального стресу, що супроводжується зрос-
танням молекулярних пошкоджень протеїнів, ліпідів, 
нуклеїнових кислот, які викликані вільними радикала-
ми [1]. За розвитку цих патологічних станів відбува-
ється порушення балансу між про- та антиоксидант-
ними процесами. Гіперглікемія, як основний чинник 
розвитку ускладнень діабету призводить до активації 

поліолового шляху обміну глюкози, інтенсифікації 
процесів перекисного окислення ліпідів, нефермента-
тивного глікозилювання, окисної модифікації протеї-
нів тощо [2, 3]. Тобто, за тривалої гіперглікемії акти-
вуються процеси нефермативногоглікозилювання, а в 
тканинах, проникність глюкози в яких не регулюється 
інсуліном – неферментативного фруктозилювання. 
Результатом таких модифікацій є зміни структур-
но-функціональних властивостей протеїнів і, як наслі-
док, розвиток ускладнень діабету [4].
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2. Обґрунтування дослідження
Відомо, що у клітинному метаболізмі важливу 

роль відіграє редокс-стан нікотинаміднихдинуклеоти-
дів, оскільки співвідношення NAD(Р)/NAD(Р)Н дає 
змогу оцінювати швидкість перебігу і напрямок зво-
ротних реакцій оксидоредукції та володіти інформаці-
єю щодо їхньої участі у регуляції залежних від нього 
метаболічних шляхів [5]. 

На даний час, не дивлячись на арсенал нових лі-
карських препаратів для лікування діабетичної нефро-
патії, все частіше увага приділяється натуральним 
препаратам. Тому для корекції метаболічних пору-
шень індукованих діабетом було вибрано нікотинамід 
(NAm). Відомо, що нікотинамід (NAm) відіграє важ-
ливу роль у регуляції енергетичного гомеостазу в тка-
нинах організму, оскільки є попередником біосинтезу 
нікотинаміднихдинуклеотидів та направлено впливає 
на окисно-відновний стан вільних NAD(P)-пар. У на-
ших роботах було показано здатність NAm та його 
біоактивних похідних корегувати ряд метаболічних 
показників за діабетичної нейропатії та кардіоміопатії 
[6–8], що, імовірно, здійснюється із залученням NAD- 
залежних процесів. 

Серед ускладнень цукрового діабету діабетична 
нефропатія єпровідною причиноютермінальноїстадії 
нирковоїхворобита діалізу [9]. У клініці цього усклад-
нення основним є протеїнурія, а також порушення 
швидкості клубочкової фільтрації та посилення уремії, 
що може бути фатальним, якщо пацієнта не лікувати. 
Більше того, захворювання нирок є також головним 
фактором ризику розвитку макросудинних ускладнень 
таких як інфаркт та інсульт. Існують дані, які свідчать 
про те, що між деякими метаболічними (гіпергліке-
мія і дисліпідемія) і гемодинамічними (системна і 
внутрішньогломеральна гіпертензія) шляхами існує 
зв›язок, що відіграє важливу роль у розвитку цьогоу-
складнення [10].Різні фактори росту, зокрема ядерний 
фактор kB (NF-kB), епідермальний фактор росту тощо 
залучені до розвитку цього ускладнення діабету.

3. Мета досліджень
На основі вищевикладеного метою даної робо-

ти було з’ясувати чи відбуваються зміни вмісту NAD 
і NADP та співвідношення вільних NAD(P)/NAD(P)H 
пар у корковому шарі нирок за цукрового діабету та за 
впливу нікотинаміду.

4. Матеріали та методи
Експериментальний цукровий діабет 1 типу ви-

кликали одноразовим внутрішньочеревним введенням 
щурам-самцям лінії Wistar масою 180–210 г стрепто-
зотоцину у дозі 60 мг на 1 кг маси тіла. Тварин утри-
мували в стандартних умовах віварію при вільному 
доступі до їжі та води. Дослідження проводили згідно 
правил Європейської конвенції щодо захисту тварин, 
які використовуються в експериментальних дослі-
дженнях та інших наукових цілях (Страсбург, 1986 р.). 
Тварини були розділені на 3 групи – контрольна група 
щурів (К), група щурів з цукровим діабетом 1 типу (Д) 
та щури з діабетом, яким протягом двох тижнів вводи-

ли NAm («Sigma», США) у дозі 100 мг/кг маси тіла. 
Концентрацію глюкози визначали за допомогою глю-
кометру «Accu-chek» (Roshediagnostics, Швейцарія). 
Тварин декапітували натщесерце, з використанням 
анестезії. Швидко вилучали нирки, з яких видаляли 
мозковий шар, а корковий розтирали до гомогенного 
порошку у рідкому Нітрогені, після чого зважували 
і готували безбілкові кислото-розчинні екстракти у 
співвідношенні 1:7, в яких визначали вміст метаболі-
тів (лактат, піруват, малат, NAD та NADP згідно від-
повідних методів [11]. Визначення вмісту лактату та 
пірувату ґрунтується на їх здатності за участі лакта-
тдегідрогенази (КФ.1.1.1.27) зворотньо перетворюва-
тися. Вміст малату визначали з використанням мала-
тдегідрогенази (КФ.1.1.1.37), яка у присутності NAD 
окислює малат в оксалоацетат. Співвідношення NAD/
NADН та NADP/NADРН розраховували із концентра-
цій визначених метаболітів з урахуванням констант 
рівноваги відповідних дегідрогеназ. Вміст окисленого 
NAD в кірковому шарі нирок визначали за його спе-
цифічним відновленням до NADH при окисленні ета-
нолу в ацетальдегід за участі алкогольдегідрогенази 
(КФ. 1.1.1.1) [12]. Статистичний аналіз здійснювали за 
допомогою прикладних програм статистичного аналі-
зу Microsoft Excel. Різницю між показниками вважали 
статистично значущою при Р<0,05.

5. Результати дослідження
Згідно отриманих даних рівень NAD в кірко-

вому шарі нирок був знижений до 0,179±0,012 за ді-
абету проти 0,259±0,023 ммоль/г тканини, Р<0,05 у 
контролі. Співвідношення вільних NAD(P)/NAD(P)H 
пар знизилося до 202.0±16,1 і 0,008±0,001 у кірковому 
шарі нирок за діабету проти 297.0±21,2 і 0.013±0.002 
в контролі відповідно, для NAD та NADP. Введення 
нікотинаміду призводило до часткового відновлення 
рівня NAD у кірковому шарі нирок і співвідношення 
вільних NAD(P)/ NAD(P)H пар. Модулюючий ефект 
invivo введеного нікотинаміду може реалізуватися че-
рез NAD, який здатен специфічно зв›язуватися з мемб-
ранами кіркового шару нирок. 

Для підтвердження розвитку цукрового діабе-
ту 1 типу у щурів на початку експериментів та в кінці 
було оцінено концентрацію глюкози у крові. Було ви-
явлено, що концентрація глюкози вкрові діабетичних 
щурів зросла у 4 рази у порівнянні з відповідними по-
казниками контрольних щурів (табл. 1).

За хронічного введення нікотинаміду протягом 
двох тижнів не спостерігалось достовірне зниження 
концентрації глюкози у крові. 

Однак за гіперглікемії, не виключено, що у кір-
ковому шарі нирок тварин будуть зазнавати змін енер-
гетичні процеси, що призводитиме до виснаження 
пулу NAD, а в результаті також АТР. 

Було виявлено збільшення вмісту лактату в кір-
ковому шарі нирок діабетичних щурів у 2,2 рази, а 
вміст пірувату зростав лише у 1,4 рази у порівнянні з 
показниками контролю. Вміст малату в кірковому шарі 
нирок діабетичних щурів підвищувався в 1,7 рази у по-
рівнянні з показниками контролю (табл. 2). 
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Таблиця 1
Концентрація глюкози в крові досліджуваних щурів, 

ммоль/л (M±m, n=5)

Група Початковий рівень 
глюкозив крові

Кінцевий рівень 
глюкозив крові

Контроль 4,7±0,4 5,1±0,4
Діабет (Д) 4,9±0,5 19,8±1,5*
Д+NAm 17,6±1,5* 16,1±1,4

Примітка: * – вірогідні різниці у порівнянні з контролем 
(P<0,05)

Рис. 1. Вміст NAD у кірковому шарі нирок щурів 
за діабетичної нефропатії та при застосуванні 

нікотинаміду
Примітка: 1 – Контроль, 2 – Діабет (Д), 3 – Д+NAm 

(М±m, n=5); * – вірогідні різниці у порівнянні з контролем 
(Р<0,05); # – вірогідні різниці у порівнянні з показниками за 

Д (Р<0,05)

Введення NАm сприяло зниженню вмісту лак-
тату на 26 %, малату на 18 %, в той час як достовірних 
змін вмісту пірувату не було у кірковому щарі нирок 
у порівнянні з відповідними показниками діабетич-
них тварин. За вмістом цих метаболітів у кірковому 
шарі нирок щурів було розраховано співвідношення 
вільних NAD(P)/NAD(P)H, яке відображає напрямок 
перебігу процесів окислення, синтезу вуглеводів та 
енергетичного обміну.

Таблиця 2
Співвідношення вільних NAD(P)/NAD(P)H пар у 

кірковому шарі нирок щурів за діабетичної нефропатії 
та при застосуванні нікотинаміду, (М±m, n=5)

Показник Контроль Діабет (Д) Д+NAm

Лактат, мкмоль/г 
тканини 1,82±0,14 4,02±0,35* 2,98±0,26#

Піруват, 
мкмоль/г 
тканини

0,060±0,004 0,090±0,007* 0,081±0,004

Малат, мкмоль/г 
тканини 0,15±0,02 0,25±0,03* 0,18±0,04#

NAD/NADН 297,0±21,2 202,0±16,1* 245,0±20,1#

NADP/NADPН 0,013±0,002 0,008±0,001* 0,011±0,001#

Примітки: * – вірогідні різниці у порівнянні з контролем 
(Р<0,05); # – вірогідні різниці у порівнянні з показниками за 
Д (Р<0,05)

6. Обговорення результатів 
Було виявлено, що концентрація глюкози в крові 

діабетичних щурів зросла у 4 рази у порівнянні з від-
повідними показниками контрольних щурів (табл. 1). 
За хронічного введення нікотинаміду протягом двох 
тижнів не спостерігалось достовірне зниження кон-
центрації глюкози у крові. 

Зниження вмісту NAD може свідчить про змі-
ни у залежних від нього процесів (рис. 1). За введення 
NAm, який є попередником біосинтезу нікотинамід-
нихдинуклеотидів, вміст NAD в кірковому шарі нирок 
збільшувався на 23 % у порівнянні з показниками за 
діабету. Як і очікувалось, у кірковому шарі нирок, про 
що свідчать представлені на рис. 1 дані, вміст NAD у 
діабетичних щурів знизився на 31 % у порівнянні з 
відповідним показником контролю. Це може бути ре-
зультатом як пригнічення біосинтезу так і посиленого 
його використання в інших NAD-залежних процесах, 
зокрема полі-рибозилюванні протеїнів [12]. 

Із представлених даних в табл. 2 за діабе-
ту співвідношення вільних NAD/NADH та NADP/
NADPH пар знижені: в кірковому шарі нирок на  
32 %, а NADP/NADPH пар на 38 % у порівнянні з 
показниками контролю. 

На тлі гіперглікемії та зниженого рівня NAD в 
кірковому шарі нирок важливо було оцінити окисно- 
відновний стан нікотинамідних динуклеотидів, співвід-
ношення яких дозволяє судити про направленість регу-
ляторних процесів.

Підвищення рівнів лактату та пірувату може 
свідчити про порушення балансу між анаеробними 
та аеробними процесами енергоутворення. В той же 
час, не виключено, що за умов діабету відбувається 
порушення використання пірувату у циклі трикарбо-
нових кислот.

Оскільки при діабеті інгібується біосинтез 
жирних кислот в тканинах та активується ліполіз, то 
в клітинах різко зменшується потреба використання 
NADPH у біосинтезі жирних кислот, що призводить 
до зниження співвідношення вільних NADP/NADPH 
пар. Застосування NAm призводило до підвищен-
ня співвідношення вільних NAD/NADH та NADP/
NADPH пар в корковому шарі нирок на 21 % та 37 % 
відповідно у порівнянні з відповідними показниками у 
діабетичних щурів. 

Тобто NAm позитивно впливає на енергетичні 
процеси в клітинах нирок. Виявлені зміни досліджу-
ваних показників індукованих гіперглікемією можуть 
бути також результатом інших патологічних незворот-
них процесів, зокрема неферментативної модифікація 
протеїнів: рибозилювання, глікозилювання, фруктози-
лювання, тощо. 

Відомо, що NAD є одним із основних метаболі-
тів енергетичного обміну та є коензимом численних де-
гідрогеназ і бере участь в окисно-відновних процесах, є 
переносником електронів та протонів від субстрату до 
коензимів у дихальному ланцюзі [13]. Особливо важли-
ву роль він відіграє у процесах тканинного дихання та 
окисногофосфорилювання, що супроводжується утво-
ренням АТР. Крім того NAD є субстратом для трьох кла-
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сів ензимів, що розщеплюют ьNAD з утвореннямNАmі 
ADP-рибози [14]. Виявлене зниження вмісту NAD 
може бути результатом активації полі-ADP-рибозо- 
полімерази, субстратом якої він є, при цьому ADP-ри-
боза утворює полімери, які приймають участь у реак-
ціях репарації молекул ДНК за наявності їх розривів  
[15, 16]. Це може бути також свідченням пригнічення 
гліколізу, і, як наслідок, зниження утворення АТР. Вста-
новлене зниження співвідношення вільних NAD(Р)/
NAD(Р)H пар за умов ЦД, очевидно також є одним із 
патогенетичних механізмів цього ускладнення діабету. 
Не виключено, що в результаті підвищення відновле-
ності NAD(P) пар відбувається посилене відновлення 
оксалоацетату в малат в мітохондріях, з виходом остан-
нього в цитозоль з подальшим його використанням. 

Зниження вмісту NAD, а також співвідношень 
вільних NAD(Р)/NAD(Р)Н пар за умов діабету може 
посилювати розвиток цієї патології оскільки NAD зда-
тен інгібувати генерацію АФО α-кетоглутаратдегідро-
геназою та піруватдегідрогеназою [17], а виснаження 
пулу NAD, опосередковане полі-(ADP-рибозо)поліме-
разою-1 призводить до загибелі клітин [18, 19]. При-
чиною виявлених порушень у кірковому шарі нирок 
також може бути підвищення вмісту фруктозивнирках, 
що показано за діабетичної нефропатії у мишей [20]. Не 
дивлячись на те, на які метаболічні шляхи здійснюєть-
ся терапевтичний вплив NАm, використана його доза 
може бути рекомендована в якості коригуючого засобу 
в адитивній терапії діабетичної нефропатії, а також па-
тологічних станів, для яких характерним є порушення 
обміну вуглеводів, ліпідів, протеїнів та інтенсифікацією 
процесів вільнорадикального окислення ліпідів.

7. Висновки
1. За умов експериментального діабету виявлено 

зниження вмісту NAD у кірковому шарі нирок щурів.
2. Спостерігалось зниження співвідношення 

вільних NAD/NADН пар на 26,0 та 36,6 % відповідно.
3. Співвідношення вільних NAD(P)/NAD(P)Н 

пар також знижувалося на 25,0 %.
4. Введення нікотинаміду протягом двох тижнів 

частково відновлювало ці показники. 
Таким чином, не виключено, що зниження вмісту 

NAD, а також зсув співвідношення NAD(P)/NAD(P)H  
в сторону відновленності за діабетуможуть бути від-
повідальними заметаболічні порушення, які призво-
дять до розвитку діабетичної нефропатії.
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