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ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ В СЕТЧАТКЕ ГЛАЗА КРЫС СО СТРЕПТОЗОТОЦИН-

ИНДУЦИРОВАННЫМ ДИАБЕТОМ В УСЛОВИЯХ ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО РАЗДРАЖЕНИЯ ПАЛЕО-
ЦЕРЕБЕЛЛЯРНОЙ КОРЫ

Одесский национальный медицинский университет, Одесса, Украина
У крыс линии Вистар внутрибрюшинным введением стрептозотоцина (50,0 мг/кг) моделиро-

вали сахарный диабет. Электрические стимуляции (100 Гц, 0,25 мс, 50–100 мкА, 2,5 с) палео-
церебеллярной коры (V–VII дольки) осуществляли ежедневно на протяжении месяца, начиная
их через 15 дней с момента введения стрептозотоцина. Через 1,5 мес. с момента применения
стрептозотоцина в гомогенате ткани сетчатки глаза спектрофотометрически определяли содер-
жание нитритов/нитратов в реакции Грисса (540 нм) и малонового диальдегида в реакции с тио-
барбитуровой кислотой (532 нм).

Содержание нитритов и нитратов в сетчатке у ложнооперированных крыс составили (17,50±
±0,12) мкмоль/г протеина, малонового диальдегида — (2,01±0,30) нмоль/мг протеина; у крыс с
диабетом показатели были увеличены в 2,14 и 3,1 раза соответственно (р<0,05). На фоне трех-
кратных ежедневных стимуляций коры мозжечка уровень нитритов и нитратов в сетчатке глаза
крыс с диабетом уменьшался в сравнении с показателями у нелеченных животных соответствен-
но на 43,1 % и вдвое (р<0,05).
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Вступ

Виникнення та розвиток діа-
бетичної ретинопатії (ДР) су-
проводжуються активацією пе-
рекисного окиснення ліпідів
(ПОЛ), появою пероксинітриту
внаслідок залучення ендоген-
ної системи оксиду азоту до
патогенезу ДР, пов’язаними з
цим порушеннями тромбоци-
тарної агрегації та мікроцир-
куляції, ендотеліальною дис-
функцією [6; 10]. Роль останніх
факторів підтверджується ліку-
вальним і профілактичним ха-
рактером застосування анти-
оксидантів за експерименталь-
них умов відтворення ДР [1; 4].
Установлено, що електричне
подразнення (ЕП) ядра наме-
ту мозочка супроводжується
проективними впливами щодо
викликаних ішемією ушко-
джень нейрональних утворень
головного мозку, а також іше-
мічної ретинопатії [2; 8]. В ос-
нові подібних ефектів лежить

активація ендогенних меха-
нізмів антиоксидантного захис-
ту тканин [2; 7; 8]. Однак досі
не проводилося дослідження
вмісту нітритів і малонового ді-
альдегіду (МДА) у щурів за
умов модуляції активності струк-
тур мозку.

Метою цього дослідження є
вивчення сумарного рівня ніт-
ратів і нітритів, а також МДА у
тканині сітківки ока щурів з мо-
дельованим шляхом застосу-
вання стрептозотоцину (СТЗ)
цукровим діабетом і визначен-
ня особливостей вмісту вказа-
них субстанцій за умов періо-
дичних ЕП палеоцеребелярної
кори мозочка.

Матеріали та методи
дослідження

Дослідження виконано за
умов хронічного експерименту
на щурах-самцях лінії Вістар
масою 170–240 г, яких утриму-
вали за стандартних умов ві-
варію ОНМедУ. Дослідження

було виконано відповідно до
вимог GLP і комісії з біоетики
ОНМедУ (протокол № 84 від
10 жовтня 2008 р.).

Під нембуталовим нарко-
зом (40,0 мг/кг, внутрішньочере-
винно) щурам імплантували бі-
полярні ніхромові електроди
(міжелектродна відстань 0,25–
0,3 мм) у V–VII часточки палео-
церебелярної кори та прикріп-
лювали їх до поверхні черепа за
допомогою зуботехнічної пласт-
маси типу «Норакрил». Спосте-
рігали за тваринами, починаючи
з 7–10-ї доби з моменту прове-
дення оперативного втручання.

Експериментальний цукро-
вий діабет викликали внут-
рішньочеревинним застосуван-
ням СТЗ у дозі 50,0 мг/кг (“Sig-
ma Aldrich.ru”, Москва), який
розчиняли у буферному нат-
рієво-цитратному розчині (рН
4,5). Через один і два тижні з
моменту застосування СТЗ у
венозній крові щурів, яку отри-
мували з вени хвоста, визнача-

Таким образом, электрическая стимуляция палеоцеребеллярной коры уменьшает диабет-
провоцированные перекисные процессы в сетчатке глаза.

Ключевые слова: стрептозотоцин, диабетическая ретинопатия, оксид азота, перекисное
окисление липидов, электрическая стимуляция мозжечка.
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LIPID PEROXIDATION IN RETINA OF RATS WITH STREPTOZOTOCIN DIABETES UNDER

CONDITION OF ELECTRICAL STIMULATION OF PALEOCEREBELLUM
The Odessa National Medical University, Odessa, Ukraine
Introduction. Diabetic retinopathy pathogenesis includes mechanisms of free radical generation

and intensification of lipid peroxidation. It was shown that stimulation of cerbellar structures is able
both to alleviate intensified lipid peroxidation and cause neuroprotective action in neuronal tissue.

The aim was to investigate the total level of nitrites and nitrates as well as the level of malone
dialdehyde in retina of rats with modeled streptozotocin — induced diabetes and to determine their
peculiarities under conditions of paleocerebellar cortex electrical stimulations.

Methods of investigations. In Wistar rats diabetes have been modeled via i. p. streptozotocin
administration (50.0 mg/kg, i. p.). Electrical stimulations (100 Hz, 0.25 ms, 50–100 mcA, 2.5 s) of
paleocerebellar cortex (V–VII lobules), which have been delivered during one month daily starting 15
days from the moment of streptozotocin administration. In 1.5 months from the moment of streptozotocin
injection in the retina homogenate total nitrate and nitrite levels were measured using the Griess reaction
method with spectrophotometry at 540 nm. Malondialdehide was determined using thiobarbituric acid,
and spectrophotometrical measurements at 532 nm.

Results of investigations. The content of nitrate/nitrites in the retina of false-operated control
group of rats was (17.5±0.12) mcMol/mg of protein, malondialdehide — (2.01±0.30) nMol/mg of protein.
In rats suffered from diabetes mentioned indices have increased by 2.14 and 3.1 times correspondently,
when compared with control ones (p<0.05). Three times per day cerebellar stimulations caused the
decreasing of the nitrite level in retina by 43.1% and malondialdehide two-times when compared with
not-treated diabetic rats (p<0.05).

Conclusions. Streptozotocin-induced diabet is followed by oxidative stress in retina, which is
manifested in elevated level of nitrate/nitrites along with elevation of malondialdehide. Electrical
stimulation of paleocerebellum prevented increasing of the indices of oxidative stress in diabetic rats,
and this effect is more pronounced in case of ES delivered three times daily.

Key words: streptozotocin, diabetic retinopathy, nitrogen oxide, lipid peroxidation, cerebellar
electrical stimulation.
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ли вміст глюкози і в подальших
спостереженнях використову-
вали тварин, у яких цей показ-
ник становив понад 300 мг/л
[10]. Вміст глюкози визначали о
9.00 за умов вільного доступу
до їжі протягом ночі. Під час
усього спостереження експери-
ментальним тваринам вводили
інсулін (0–2 од. підшкірно 2–
5 разів на тиждень) [10].

Щурів розподіляли за таки-
ми групами: 1) контроль — ін-
тактні хибнооперовані щури
(11 тварин); 2) інтактні щури,
яким здійснювали ЕП кори мо-
зочка (12 тварин); 3) щури з
цукровим діабетом без ліку-
вання (11 тварин); 4) щури з
діабетом, яким проводили що-
добові однократні ЕП палеоце-
ребелярної кори (10 тварин);
5) щури, яким здійснювали що-
добові триразові ЕП кори мо-
зочка (10 тварин).

На 14-ту добу з моменту за-
стосування СТЗ і протягом на-
ступних чотирьох тижнів здій-
снювали ЕП палеоцеребеляр-
ної кори за допомогою поперед-
ньо імплантованих електродів.
Для ЕП використовували пря-
мокутні імпульси силою струму
50–100 мкА, частотою імпуль-
сів 100 Гц, тривалістю ЕС 2,5 с.
Застосовували два режими
ЕП: однократно щодобово (9.00)
і трикратно щодобово (9.00;
14.00; 19.00). Кожну третю до-
бу спостереження вимірювали
масу тіла тварин.

По закінченні спостережен-
ня здійснювали евтаназію, де-
капітуючи тварин. Видалені тка-
нини заморожували та зберіга-
ли у рідкому азоті. Виділені
тканини сітківки ока промива-
ли фосфатним буферним роз-
чином з метою видалення ком-
понентів крові та гомогенізу-
вали в 0,1 М фосфатного бу-
ферного розчину (рН 7,0), вихо-
дячи із розрахунку 1 : 10 (маса/
об’єм). Гомогенізовані зразки
центрифугували протягом 15 хв

при 13 000 об./хв і температу-
рі +4 °С.

Утворення NO оцінювали за
сумарним вмістом нітритів і ні-
тратів (NOx) у сироватці крові
спектрофотометрично (λ =
= 540 нм) за реакцією Грісса [5]
з попередньою конверсією ні-
тратів у нітрити. Вміст оксиду
азоту виражали у мікромолях
на міліграм протеїну, МДА ви-
значали спектрофотометрично
за методом [3]. Згідно з цим ме-
тодом, здійснювали інкубацію
досліджуваного гомогенату при
високій температурі в кислому
середовищі з тіобарбітуратом і
отриманий рожевий розчин до-
сліджували на спектрофото-
метрі при довжині хвилі світла
532 нм. Як стандарт використо-
вували розчин тетраетоксипро-
пану. Вміст МДА виражали у
наномолях на міліграм протеїну.
Вміст протеїну досліджували за
методом Lowry [9].

Результати дослідження
обробляли за допомогою ме-
тоду ANOVA і статистичного
тесту Newman–Keuls.

Результати дослідження
та їх обговорення

Наприкінці експерименту
маса тіла щурів групи контро-
лю збільшувалася щодо ви-
хідних показників на 36,2 % і
становила (297±18) г. Збіль-
шення маси тіла щурів з ЕП
мозочка відповідно сягало 29,3
та 27,0 % при однократних і
трикратних щодобових впли-
вах порівняно з вихідними по-
казниками в групах (р<0,05).
Тимчасом у групі щурів із діа-
бетом без застосування ЕП
аналогічний показник дорівню-
вав 10,7 % (р>0,05). У всіх гру-
пах у щурів із діабетом вміст
глюкози в крові перевищував
відповідний показник у інтакт-
них тварин у 3,3–4,4 разу
(р<0,05).

Вміст нітритів у сітківці ока
хибнооперованих щурів стано-
вив (17,50±0,12) мкмоль/мг
протеїну, а у сітківці інтактних
тварин з ЕП палеоцеребелярної
кори рівень нітритів був вищим
на 10,3 % (р>0,05) (рис. 1). У
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Рис. 1. Вміст нітритів у сітківці ока щурів із діабетичною ретино-
патією за різних умов лікування із використанням ЕП палеоцеребе-
лярної кори. За віссю ординат — вміст нітритів (мкмоль/мг протеї-
ну); за віссю абсцис: I — хибнооперовані інтактні щури; II — інтактні
щури з ЕП палеоцеребелярної кори; III — хибнооперовані щури з діа-
бетом; IV — щури з діабетом + ЕП мозочка однократно щодобово;
V —- щури з діабетом + ЕП мозочка тричі на добу; * — p<0,05 щодо
показника у групі хибнооперованих інтактних щурів; # — p<0,05 щодо
показника у групі щурів із діабетом без ЕП (ANOVA + Newman–Keuls
тест)
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тварин із діабетом досліджува-
ний показник був більшим, ніж
у хибнооперованих щурів, у
2,14 разу (р<0,05). На тлі одно-
кратних щодобових ЕП палео-
церебелярної кори вміст нітри-
тів у сітківці ока щурів із діабе-
том зменшився на 27,7 % по-
рівняно з показником у щурів
із діабетом без ЕП та одночас-
но перевищував вміст нітритів
у інтактних хибнооперованих
щурів на 55,4 % (р<0,05). За
умов трикратного щодобового
ЕП кори мозочка вміст нітритів
у сітківці ока щурів із діабетом
зменшувався порівняно з показ-
ником у щурів із діабетом без
ЕП на 43,1 % (p<0,05) при од-
ночасному перевищенні рівня
нітритів у сітківці ока інтакт-
них хибнооперованих щурів на
22,3 % (р>0,05).

Електричне подразнення па-
леоцеребелярної кори в інтакт-
них щурів викликало незначне
(на 11,1 %) збільшення вмісту
МДА у тканині сітківки ока по-
рівняно з показником у інтакт-
них хибнооперованих щурів і
становило (2,01±0,30) нмоль/мг
протеїну (р>0,05) (рис. 2). Вміст
МДА у тканині сітківки ока щурів
із розвиненим цукровим діабе-
том перевищував відповідний
показник, який реєструвався в
інтактних щурів, у 3,1 разу і до-
рівнював (5,53±0,87) нмоль/мг
протеїну (р<0,05). На тлі за-
стосування ЕП палеоцеребе-
лярної кори, яке проводили
однократно щодобово у щурів
з експериментальним цукро-
вим діабетом, вміст МДА був
зниженим порівняно з показ-
ником у щурів із діабетом на
10,5 % (р>0,05) і залишався
достовірно більш високим (у
2,72 разу) порівняно з показни-
ком у інтактних хибнооперованих
щурів (р>0,05). За умов прове-
дення щодобових трикратних
ЕП палеоцеребелярної кори
вміст МДА зменшувався до
(2,71±0,42) нмоль/мг протеїну,

що було вдвічі менше порівня-
но з показником у щурів із діа-
бетом без ЕП (р<0,05), і при
цьому залишався більш висо-
ким (в 1,5 рази) щодо показни-
ка в інтактних хибнооперова-
них щурів (р<0,05).

Таким чином, отримані ре-
зультати засвідчили, що при
експериментальному СТЗ-
індукованому діабеті спосте-
рігається збільшення вмісту
нітратів/нітритів у тканині сіт-
ківки ока, які є кінцевими про-
дуктами обміну оксиду азоту.
Подібні зміни відбуваються
на  тлі  підвищення  вмісту
МДА — маркера перекисного
ушкодження мембрани клі-
тин, який є стабільним про-
дуктом перекисної деградації
поліненасичених жирних кис-
лот. У цьому процесі важли-
ва участь оксиду азоту, який
може сприяти утворенню пе-
роксинітриту внаслідок реак-
ції взаємодії супероксиду з
МДА [4; 11].

Збільшення утворення ніт-
ротирозину, а також загально-
го вмісту нітратів/нітритів на
тлі підвищення активності ар-
гінази в тканині сітківки ока
щурів зі СТЗ-індукованим діа-

бетом спостерігали автори [7].
До того ж вони реєстрували
подібну динаміку при створен-
ні штучної гіперглікемії за від-
сутності застосування СТЗ. А
що гіперглікемія сприяє реалі-
зації численних механізмів по-
силення ПОЛ, серед яких, зок-
рема, збільшення активності
неферментативного оксида-
тивного глікозилування [6], її
роль у виникненні позитивних
ефектів ЕП кори мозочка слід
визнати сумнівною, тому що у
цьому дослідженні під впли-
вом ЕП не змінювалися показ-
ники гіперглікемії.

Зважаючи на отримані у на-
шому дослідженні результати,
а також на здатність ЕП мозоч-
ка викликати нейропротектор-
ні впливи та виявляти анти-
оксидантну дію [2; 8], слід на-
голосити, що позитивні регулю-
вальні ефекти можуть також
здійснюватися завдяки впли-
вам мозочка на цикл оксиду
азоту, який проявляється змен-
шенням кінцевих продуктів йо-
го обміну.

Висновки

1. Моделювання цукрового
діабету шляхом застосування

7

6

5

4

3

2

1

0
I II III IV V

Рис. 2. Динаміка вмісту МДА в тканині сітківки ока щурів із цук-
ровим діабетом за умов ЕП палеоцеребелярної кори мозочка. За
віссю ординат — досліджуваний показник (нмоль/мг протеїну); за
віссю абсцис — ті ж показники, що й на рис. 1; * — p<0,05 щодо
показника у групі хибнооперованих інтактних щурів;  # — p<0,05
щодо показника у групі щурів із діабетом без ЕП (ANOVA + Newman–
Keuls тест)
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СТЗ (50,0 мг/кг, внутрішньоче-
ревинно) у щурів із вмістом
глюкози більше 300 мг/мл кро-
ві протягом місяця супрово-
джувалося збільшенням вміс-
ту нітритів і нітратів у 2,14 ра-
зу та МДА в 3,1 разу у тканині
сітківки ока.

2. Електричне подразнення
(100 Гц) палеоцеребелярної
кори, яке проводили тричі на
добу протягом місяця, запобі-
гало збільшенню вмісту нітри-
тів/нітратів і МДА у сітківці ока
у щурів із модельованим цук-
ровим діабетом.
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