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    Дисертаційна робота присвячена експериментальному вивченню нейропротекторних властивостей N-ацетилцистеїну та мелатоніну за їх комбінованого введення при цукровому діабеті 1 типу (ЦД1).
Відтворення експериментального еквіваленту ЦД1 у тварин здійснювали введенням стрептозотоцину. Під час першого етапу було проведено вивчення зміни рівня глікемії, маси тіла та виживаності тварин з метою вибору найбільш ефективної дози комбінованого введення N‑ацетилцистеїну та мелатоніну при ЦД1. Виявлено, що самостійне та комбіноване введення N‑ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу, в/шл.) і мелатоніну (10 мг/кг/добу, в/шл.) має гіпоглікемічний ефект, сприяє нормалізації маси тіла та збільшує виживаність тварин з експериментальним ЦД1. Нижчі дози комбінованого введення досліджуваних препаратів були неефективними. 
Наступним етапом було вивчення антиоксидантної активності (АОА) N‑ацетилцистеїну і мелатоніну in silico та in vivo. За програмами «Prediction of Activity Spectra for Substances» (PASS), визначено перспективні напрямки експериментальних досліджень препаратів. Встановлено, що N‑ацетилцистеїн може виявляти нефропротекторну, цитопротекторну, антиоксидантну, антигіпоксичну та ноотропну дії, регулювати ліпідний метаболізм, стимулювати ангіогенез, використовуватися в лікуванні метаболічних розладів, діабетичної нейропатії та гострих неврологічних розладів. Тоді як для мелатоніну існує ймовірність цитопротекторної, антиоксидантної та антигіпоксичної дії, використання в терапії хвороби Гангтінгтона та цереброваскулярних розладів. Дослідженнями in silico було уточнено квантово-хімічні дескриптори АОА для молекул N‑ацетилцистеїну та мелатоніну (енергію вищої зайнятої молекулярної орбіталі HOMO,  жорсткість ή, потенціал іонізації ІР, дипольний момент).
Подальші дослідження проведено на стрептозотоциновій моделі ЦД1 in vivo. N‑ацетилцистеїн досліджувався в дозі 1500 мг/кг/добу, мелатонін – 10 мг/кг/добу. Окрема група – комбінованого введення N‑ацетилцистеїну та мелатоніну (в дозі 1500 мг/кг/добу та 10 мг/кг/добу відповідно). Препарати вводили внутрішньошлунково, протягом 5-ти тижнів, починаючи з 15-ї доби після відтворення контрольної патології. 
За умов експериментальної корекції ЦД1, з використанням N‑ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення, встановлено зниження інтенсивності процесів вільнорадикального окиснення. Комбіноване введення N‑ацетилцистеїну та мелатоніну мало кращий антирадикальний ефект (знижувалася швидкість генерації супероксидних радикалів (СР) нейтрофілами в 3,7 раза, р<0,01) в крові тварин. Самостійне та комбіноване застосування досліджуваних препаратів збільшувало генерування оксиду нітрогену (NO) нейтрофілами в 3,1-3,3 раза (р<0,01), що вказує на протекторні властивості проти пошкодження клітинних структур та порушення гемодинаміки. Комбіноване введення N‑ацетилцистеїну та мелатоніну сприяло кращому відновленню жирнокислотного спектру ліпідів сироватки крові, що може свідчити про мембранопротекторні властивості за умов експериментального ЦД1. Натомість самостійне введення мелатоніну знижувало активність ліпопероксидації (зменшуючи накопичення тіобарбітуратактивних продуктів (ТБК-АП) у 2,9 раза, р<0,01). Тоді як ензиматична активність каталази відновлювалася при самостійному та комбінованому введенні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну (в 4,2-4,8 раза, р<0,01). Про нормалізацію антиоксидантної та кровотворної системи, особливо при комбінованому введенні досліджуваних препаратів, також свідчило наближення рівня та співвідношень трансферину, церулоплазміну та метгемоглобіну до значень групи тварин інтактного контролю.
Надалі було вивчено вплив N-ацетилцистеїну, мeлатоніну  та їх комбінованого введення на функціональну активність нервової системи щурів з експериментальним ЦД1. Встановлено, що введення препаратів сприяло збільшенню орієнтовно-дослідницької активності та зменшенню тривожності щурів з експериментальним ЦД1. Так, у тесті «відрите поле», при самостійному та комбінованому введенні N-ацетилцистеїну і мeлатоніну, у тварин зростав перетин периферичних (в 1,4-1,6 раза, p<0,05) та центральних (в 2,0-3,5 раза, p<0,05) квадратів, вертикальна активність (в 1,4‑1,7 раза, p<0,05), зменшувалися вегетативні зміни (шляхом зменшення кількості актів уринації та дефекації, p<0,05). Тоді як у тесті «темно-світла камера» час перебування тварин у світлій частині установки зростав у 2,4-2,9 раза (р<0,05), кількість виглядань із темного відсіку збільшувалася в 2,1-3,0 раза (р<0,05), вертикальна активність – в 3,6-5,5 раза (р<0,05). Самостійне та комбіноване введення N-ацетилцистеїну і мeлатоніну сприяло наближенню відсотка успішних спроб діставання корму до значень інтактного контролю (p<0,05).
На наступному етапі, з метою вивчення імовірних нейропротекторних властивостей самостійного та комбінованого застосування N-ацетилцистеїну і мeлатоніну, було проведено дослідження стану електрон-транспортного ланцюга (ЕТЛ) мітохондрій тканин головного мозку дослідних тварин. Комбіноване введення дослідних препаратів сприяло кращій нормалізації ЕТЛ мітохондрій (збільшуючи рівень залізо-сірчаних білків N-2 та радикалів убіхінону в 2,0 раза, p<0,05) виявляючи тим самим антиоксидантний вплив на клітини головного мозку щурів з експериментальним ЦД1.
Виявлено, що комбіноване введення N-ацетилцистеїну та мeлатоніну  мало антирадикальний ефект у тканинах головного мозку щурів з експериментальним ЦД1, сприяючи зниженню генерування СР на 40,9% (р<0,05). Зростання рівня NO в 2,0 рази (р<0,05) свідчило про ендотеліопротекторну дію комбінованого введення препаратів в тканинах головного мозку щурів з експериментальним ЦД1.

Доведено, що комбіноване введення N-ацетилцистеїну та мeлатоніну  сприяло зменшенню окисного пошкодження ДНК, зменшуючи вміст 8‑оксогуаніну (в 2,0 раза в тканинах головного мозку та 3,7 раза в сечі, р<0,05), знижуючи модифіковані основи та протидіючі реактивним формам кисню.

Розширено й доповнено наукові знання щодо молекулярних механізмів нейропротекторної дії N-ацетилцистеїну та мелатоніну. Встановлено, що самостійне введення N‑ацетилцистеїну та мелатоніну збільшувало питомий вміст пальмітинової жирної кислоти (ЖК) (в 1,10-1,22 раза, p<0,05). Тоді як комбіноване введення препаратів сприяло найбільшому зростанню вмісту лінолевої ЖК (в 10,5 раза, p<0,05). Водночас самостійне та комбіноване введення препаратів знижувало вміст арахідонової ЖК (в 1,9-2,5 раза, p<0,05). 
Виявлено, що самостійне та комбіноване введення N-ацетилцистеїну і мелатоніну знижувало процеси перекисного окиснення ліпідів (знижуючи вміст ТБК-АП в 2,0-2,3 раза, p<0,05) та сприяло активації ендогенної системи антиоксидантного захисту в тканинах головного мозку дослідних тварин. Зокрема, введення N-ацетилцистеїну сприяло найбільшому зростанню рівня відновленого глутатіону в 1,8 раза (р<0,05), тоді як мелатоніну – збільшенню активності каталази в 1,6 раза (р<0,05), а комбіноване введення – збільшенню активності супероксиддисмутази в 1,8 раза (р<0,05). На фоні N‑ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення також знижувався вміст вільного заліза (в 8,5, 2,2 та 3,9 раза відповідно, р<0,05).
Встановлено, що N-ацетилцистеїн сприяв збільшенню щільності непошкоджених та зменшенню щільності пошкоджених нейронів, збереженню кортикальних нервових волокон та збільшенню площі нейронів в 2,2 раза (р<0,05) та їх ядер в 1,3 раза (р<0,05). Введення мелатоніну також сприяло збільшенню площі нейронів в 1,5 раза (р<0,05) та ядер в 1,2 раза (р<0,05). За результатами електронно-мікроскопічного дослідження встановлено, що N‑ацетилцистеїн впливав на розвиток компенсаторно-пристосувальних змін практично у всіх структурних компонентах кори головного мозку. Meлатонін дещо зменшував набряк нейропілю та забезпечував збереженість більшої частини нейронів. Комбіноване введення досліджуваних препаратів показало збільшення кількості гліальних клітин – астроцитів, що свідчить про нейропротекторну дію пропонованої схеми терапії.

Проведені в дисертаційній роботі експериментальні дослідження обґрунтовують перспективи застосування комбінації відомих лікарських засобів N-ацетилцистеїну та мелатоніну для нейропротекції при ЦД1. Отримані результати можуть бути теоретичним та експериментальним підґрунтям для подальших досліджень і проведення клінічних випробувань з метою розширення знань про фармакодинаміку зазначених лікарських засобів та внесення змін до інструкції з їх медичного застосування. Запропонований новий спосіб оцінки ефективності корекції ліпідного метаболізму при експериментальному цукровому діабеті 1-го типу у щурів (патент України на корисну модель № 130862 від 05.07.2018) та спосіб оцінки ефективності нейропротекції в експерименті (патент України на корисну модель № 141173 від 25.03.2020).

Результати досліджень впроваджені в науково-дослідну роботу НДІ експериментальної та клінічної медицини НМУ імені О.О. Богомольця, науково-педагогічний процес кафедри фармакології НМУ імені О.О. Богомольця, кафедри клінічної фармакології та внутрішньої медицини Харківського НМУ, кафедри клінічної фармакології та клінічної фармації Вінницького НМУ імені М.І. Пирогова.
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The degree work is devoted to the experimental study of the neuroprotective properties of N-acetylcysteine and melatonin combined administration in type 1 diabetes mellitus (DM1).
The reproduction of the experimental equivalent of DM1 in animals was performed by the injection of streptozotocin. During the first stage, by selecting the most effective dose of combined administration of N-acetylcysteine and melatonin, changes in blood glucose levels, body weight, and survival of animals were performed in DM1. It was found that separate and combined administration of N‑acetylcysteine (1500 mg/kg/day, intragastrically) and melatonin (10 mg/kg/day, intragastrically) had a hypoglycemic effect, contributed to the normalization of body weight, and increased the survival of animals with experimental DM1. Lower doses of the combined administration of the studied drugs were not effective.
The next step was to study the antioxidant activity (AOA) of N‑acetylcysteine and melatonin in silico and in vivo. Perspective areas of experimental research of N-acetylcysteine and melatonin were determined by using «Prediction of Activity Spectra for Substances» (PASS) programs. It is established that N-acetylcysteine can have nephroprotective, cytoprotective, antioxidant, antihypoxic, and nootropic actions, which can regulate lipid metabolism, stimulate angiogenesis, can be used in the treatment of metabolic disorders, diabetic neuropathy, and acute neurological diseases. While for melatonin, there're chances of cytoprotective, antioxidant, and antihypoxic effects, usage in the treatment of Huntington's disease, and cerebrovascular disorders. It was determined the quantum-chemical descriptors of the AOA of N-acetylcysteine and melatonin in silico (energy of highest occupied molecular orbital HOMO, stiffness ή, ionization potential IP, dipolar moment).

The subsequent investigations were carried out in the model of streptozotocin-induced DM1 in vivo. N-acetylcysteine was studied at the dose of 1500 mg/kg/day, melatonin – 10 mg/kg/day. The dedicated group of animals received the combined administration of N-acetylcysteine and melatonin (at the dose of 1500 mg/kg/day and 10 mg/kg in accordance). From 15 days after induction of control pathology, the drugs were administered intragastrically for 5 weeks.  
It was found decreasing in the intensity of free radical oxidation processes under the conditions of experimental correction of DM1 with N-acetylcysteine, melatonin, and their combined administration. The combined administration of N‑acetylcysteine and melatonin had the best antiradical effect (it was decreased velocity of superoxide radicals (SR) generation in 3.7 times (p<0.01) in the blood of animals. Separately and combined usages of the investigated drugs increased the generation of nitrogen oxide (NO) by neutrophils in 3.1-3.3 times (p<0.01), which indicates the protective properties against damage of cellular structures and hemodynamic disorders. The combined administration of N‑acetylcysteine and melatonin supported a better recovery of the serum fatty acid spectrum, which may indicate the membrane-protective properties under the conditions of experimental DM1. Instead, separately administration of melatonin reduced lipoperoxidation activity (by reducing the cumulation of tiobarbiturate‑active products in 2.9 times, p<0.01). At the same time, the enzymatic activity of catalase was restored by separately and combined administration of N-acetylcysteine and melatonin (in 4.2‑4.8 times, р<0.01). The normalization of the antioxidant and hematopoietic system, especially with the combined administration of the investigated drugs, also evidenced the approximation of the level and ratio of transferrin, ceruloplasmin, and methemoglobin to the values of the intact control group animals.
Afterwards, there was investigated the effect of N-acetylcysteine, melatonin, and their combined administration on the functional activity of the nervous system rats` with experimental DM1. It was found that the induction of drugs contributed to the increasing in oriental-research activity and reducing the anxiety of rats with experimental DM1. Thus, by separately and combine administration of N‑acetylcysteine and melatonin increased crossings of peripheral (1.4-1.6 times, p<0.05) and central (in 2.0-3.5 times, p<0.05) squares, vertical activity (1.4-1.7 times, p<0.05), decreased autonomic changes (by reducing in the number of urination and defecation events, p<0.05) of animals in the "open field" test. While in the "dark-light" test, the stay time in the light part of the plant increased by 2.4‑2.9 times (p<0.05), the number of views from the dark compartment increased by 2.1-3.0 times (p<0.05), vertical activity by 3.6-5.5 times (p<0.05). The separately and combine administration of N-acetylcysteine and melatonin also helped to approximate the percentage of successful attempts to feed to intact controls (p<0.05). 

At the next stage, to study the probable neuroprotective properties of separately and combined use of N-acetylcysteine and melatonin was investigated the state of the electron transport chain (ETС) of mitochondria of brain tissues' experimental animals. The combined administration of investigational drugs contributed to better normalization of mitochondria` ETC (by increasing the level of iron-sulfur proteins N2 and ubiquinone radicals in 2.0 times, p<0.05), thereby revealing an antioxidant effect on rats` brain cells with experimental DM1.

It was found that the combined administration of N-acetylcysteine and melatonin had an antiradical effect in the rats' brain tissues with experimental DM1, contributing to the reduction of SR generation by 40.9% (p<0.05). The increase in the level of NO by 2.0 times (p<0.05) indicates the endothelial-protective effect of the combined administration of drugs in brain tissues of rats with DM1.
Demonstrate that combined administration of N-acetylcysteine and melatonin contributed to reducing oxidative damage of DNA by reducing the content of 8- oxoguanine (2.0 times in brain tissue and 3.7 times in urine, p<0.05), reducing modified bases, and counteracting to reactive oxygen species.
The knowledge of molecular mechanisms of neuroprotective action of N‑acetylcysteine and melatonin was deepened and supplemented. It has been found that separate administration of N-acetylcysteine and melatonin increased the level of palmitic fatty acid (FA) (in 1.10-1.22 times, p<0.05.) At the same time, the combined administration of drugs contributed to the most significant increase in the content of linoleic FA (in 10.5 times, p<0.05). However, the separate and combined administration of drugs reduced the level of arachidonic FA (in 1.9-2.5 times, p<0.05).
It was found that the separate and combined use of N-acetylcysteine and melatonin reduced the processes of lipid peroxidation (by reducing the content of tiobarbiturate‑active products in 2.0-2.3 times, p<0.05) and contributed to the activation of the endogenous antioxidant defense system in brain tissues of experimental animals. In particular, the induction of N-acetylcysteine contributed to the highest increase in the level of reduced glutathione by 1.8 times (p<0.05), while melatonin increased the activity of catalase by 1.6 times (p<0.05), and the combined administration of drugs increased superoxide dismutase activity by 1.8 times (p<0.05). On the background of N-acetylcysteine, melatonin and their combined administration decreased the content of free iron also (in 8.5, 2.2, and 3.9 times accordingly, р<0.05).
It was found that N-acetylcysteine contributes to increasing the density of intact neurons and reducing the thickness of damaged neurons, saving of cortical nerve fibers, and the increase of the area of the neuron by 2.2 times and the nucleus by 1.3 times (p<0.05). Melatonin therapy also caused a rise in the field of the neuron by 1.5 times and the nucleus by 1.2 times (p<0.05). According to the results of the electron-microscopic examination, N-acetylcysteine ​​influences the development of compensatory and adaptive changes in almost all structural components of the cortex. Melatonin slightly reduces neuropile swelling and preserves most neurons. The combined administration of the investigational drugs showed an increase in the number of glial cells – astrocytes, indicating the neuroprotective effect of this regimen.
Experimental researches are carried out in the degree work substantiate the prospect of using combination of known drugs N-acetylcysteine and melatonin for neuroprotection in DM1. The obtained results can be theoretical and experimental justification for further research and clinical trials to expand knowledge about the pharmacodynamics of these drugs and amendment to the instructions for medical use. It was suggested a new method of evaluating the effectiveness of lipid correction metabolism in experimental type 1 diabetes in rats (a patent of Ukraine for utility model № 130862 from 05.07.2018) and a method for evaluating the effectiveness of neuroprotection in the experiment (a patent of Ukraine for utility model № 141173 from 25.03.2020).

The results of degree work are introduced into research work SRI of experimental and clinical medicine of Bogomolets National Medical University, scientific and pedagogical process of the pharmacology department of Bogomolets National Medical University, department of clinical pharmacology and internal medicine of Kharkiv National Medical University, department of clinical pharmacy and clinical pharmacology of National Pirogov Memorial Medical University, Vinnytsya.
Keywords: type 1 diabetes mellitus, diabetic encephalopathy, N‑acetylcysteine, melatonin, neuroprotective and antioxidants actions. 
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ВСТУП
Актуальність теми. Цукровий діабет (ЦД) визнано однією з найбільших медико-соціальних проблем XXI століття. За даними Міжнародної діабетичної федерації (International Diabetes Federation, IDF) поширеність ЦД серед дорослих становить 463 мільйонів випадків [184]. За даними центру медичної статистики МОЗ України (2018 рік) ЦД зареєстровано в 1,27 мільйона осіб. В Україні на ЦД хворіють більше як 9 тисяч дітей віком до 18 років  [20]. 

Відомо, що діабетична нейропатія, яка зустрічається більше ніж в 50% пацієнтів з ЦД, часто є причиною ускладнень та зростання смертності [200, 261, 300]. Одним із найважливіших проявів центральної діабетичної нейропатії є діабетична енцефалопатія (ДЕ), і наразі триває вивчення її патогенезу [150, 240, 295]. Клінічним проявом ДЕ є порушення когнітивних функцій, що виявляються у 25% пацієнтів з ЦД і погіршують якість їхнього життя [68, 140, 155].

Відповідно до сучасних уявлень, оксидативний стрес (ОС) є ключовою ланкою патогенезу діабетичної нейропатії, тому широко розглядаються фармакологічні підходи, спрямовані саме на попередження та корекцію ОС [116, 276, 279]. Проте, дані щодо ефективності антиоксидантної терапії ДЕ при ЦД 1 типу (ЦД1) є досить обмеженими. Тому пошук та дослідження лікарських засобів (ЛЗ), які були б здатні коригувати порушення центральної нервової системи (ЦНС) при ЦД1 та виявляти нейропротекторну дію, є на сьогодні важливим завданням фармакології.
Значна увага приділяється дослідженню синтетичного лікарського засобу N-ацетилцистеїну (NАцц), що є муколітиком із антиоксидантними властивостями, в терапії ЦД [126, 131, 161, 242] та захворювань ЦНС [169, 227, 247, 253]. Експериментальними дослідженнями доведено нефро- та кардіопротекторну дію NАцц при ЦД1 [74, 250]. На окрему увагу заслуговує інший лікарський засіб – мелатонін (Мел), що має антиоксидантну, нейро-, кардіо-, гепатопротекторну активність та може бути ефективним у терапії ЦД1 [17, 164, 193, 209, 220, 223]. Проте вплив цих ЛЗ на стан ЦНС, зокрема при ЦД, залишається недостатньо вивченим. Не з’ясовано ефективність комбінованого застосування NАцц та Мел при ЦД1. 
Таким чином, усе вищевикладене сприяло обґрунтуванню доцільності вивчення NАцц і Мел за їх комбінованого введення в якості потенційних ЛЗ з нейропротекторною активністю при ЦД1, що може вирішити одне з актуальних завдань сучасної медицини. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами, грантами. Дисертаційну роботу виконано в рамках ініціативно-пошукової науково-дослідної роботи кафедри клінічної фармакології та клінічної фармації Національного медичного університету імені О.О. Богомольця МОЗ України: «Фармакологічна органопротекція при експериментальному цукровому діабеті 1 типу» (№ державної реєстрації 0116U004221, 2016-2019 рр.), в якій авторка є співвиконавицею.
Мета і завдання дослідження. Експериментально обґрунтувати застосування N-ацетилцистеїну і мелатоніну за їх комбінованого введення для нейропротекції при цукровому діабеті 1 типу. Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити такі задачі:
1. Вивчити вплив N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на виживаність, показники вуглеводного та ліпідного обміну в крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1 типу.
2. Дослідити вплив N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на стан системи антиоксидантного захисту в крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1 типу. 

3. Визначити вплив N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на функціональну активність нервової системи щурів при експериментальному цукровому діабеті 1 типу. 

4. Дослідити вплив N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на систему антиоксидантного захисту в тканинах головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1 типу. 
5. Вивчити вплив N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на морфо-функціональний стан тканин головного мозку щурів при експериментальному цукровому діабеті 1 типу. 

Об’єкт дослідження: цукровий діабет 1 типу у щурів.
Предмет дослідження: комбіноване застосування N-ацетилцистеїну та мелатоніну у щурів з експериментальним цукровим діабетом 1 типу.
Методи дослідження: фармакологічні, біохімічні, фізіологічні, квантово-хімічні, фізико-хімічні, морфологічні, методи математичної статистики.

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше експериментально обґрунтовано доцільність щоденного комбінованого введення внутрішньошлунково N-ацетилцистеїну і мелатоніну в дозі відповідно 1500 мг/кг та 10 мг/кг та встановлено, що комбіноване введення таких лікарських засобів у зазначених дозах попереджує прогресування цукрового діабету 1 типу: зменшує рівень глікемії, нормалізує масу тіла та збільшує показник виживання. 

В роботі доведено потенціювання антиоксидантної та нейропротекторної активності при експериментальному цукровому діабеті 1 типу комбінованого застосування N-ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу) та мелатоніну (10 мг/кг/добу), а саме покращення функціонування мітохондрій головного мозку експериментальних тварин та гальмування реакції оксидативного стресу на тлі нормалізації системи оксиду нітрогену головного мозку в умовах експериментального цукрового діабету 1 типу. 

Встановлено, що комбіноване введення цих лікарських засобів у зазначених дозах сприяє активації астроцитарної глії сенсомоторної зони кори й тим самим попереджує розвиток неврологічних та когнітивних порушень у дослідних тварин. 

Наукову новизну підтверджено патентами України на корисні моделі: № 130862 «Спосіб оцінки ефективності корекції ліпідного метаболізму при експериментальному цукровому діабеті 1 типу в щурів»; № 141173 «Спосіб оцінки ефективності нейропротекції в експерименті». 
Практичне значення одержаних результатів. На підставі проведених досліджень експериментально обґрунтовані перспективи застосування комбінації відомих лікарських засобів N-ацетилцистеїну та мелатоніну при цукровому діабеті 1 типу.
Отримані дані є теоретичним та експериментальним підґрунтям для подальших досліджень і проведення клінічних випробувань з метою розширення знань про фармакодинаміку зазначених лікарських засобів та внесення змін до інструкції з їх медичного застосування. 
Результати досліджень впроваджено в науково-дослідну та науково-педагогічну роботу кафедри фармакології НМУ імені О.О. Богомольця (протокол № 6 від 05.11.2018 р.), кафедри клінічної фармакології та внутрішньої медицини Харківського Національного медичного університету (протокол № 18 від 12.11.2018 р.), кафедри клінічної фармакології та клінічної фармації Вінницького Національного медичного університету імені М.І. Пирогова (протокол № 6 від 12.11.2018 р.), НДІ експериментальної та клінічної медицини НМУ імені О.О. Богомольця (протокол № 9 від 29.10.2018 р.; протокол № 3 від 15.03.2019 р.). 

Особистий внесок здобувача. Дисертація є самостійною науковою працею авторки. Дисертанткою проведено патентно-інформаційний пошук за темою дисертації, проаналізовано джерела літератури, разом із керівником сформульовано мету та визначено завдання дослідження, обрано методи та проведено експериментальні дослідження, здійснено статистичну обробку даних і науковий аналіз одержаних результатів з оформленням їх у вигляді таблиць та рисунків, сформульовано основні положення та висновки.

Апробація матеріалів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи викладено та обговорено на ІХ Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сучасні аспекти клінічної фармакології на тлі досягнень доказової медицини» (м. Вінниця, 16-17 листопада 2017 р.); ІІІ Міжнародній науково-практичній конференції «Медико-фармацевтичний форум – 2017» (м. Київ, м. Карлові-Вари, 22 грудня 2017 р.); 87-й науково-практичній конференції студентів та молодих учених з міжнародною участю «Інновації в медицині» (м. Івано‑Франківськ, 22-23 березня 2018 р.); ІІ Міжнародній науково-практичній конференції «Ліки – людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів» (м. Харків, 28-29 березня 2018 р.); V Міжнародному медико-фармацевтичному конгресі студентів та молодих учених «ВIMCO 2018» (м. Чернівці, 4-6 квітня 2018 р.); науково-практичній конференції з міжнародною участю “European Biomedical Young Scientists Conference NMAPE” (до 100-річчя заснування Національної медичної академії післядипломної освіти імені П.Л. Шупика МОЗ України) (м. Київ, 19-21 квітня 2018 р.); І науково-практичній інтернет-конференції з міжнародною участю «Механізми розвитку патологічних процесів і хвороб та їх фармакологічна корекція» (м. Харків, 18 жовтня 2018 р.); Всеукраїнській науковій конференції молодих учених «Медична наука – 2018» (м. Полтава, 16 листопада 2018 р.); Міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих учених “Annual Young Medical Scientists` Conference” (м. Київ, 23-24 листопада 2018 р.); Міжнародній науково‑практичній конференції «Проблеми та стан розвитку медичної науки та практики в Україні» (м. Одеса, 12-13 червня 2020 р.). 
Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 204 сторінках комп’ютерного друку і містить анотації українською та англійською мовами, вступ, огляд літератури, розділ «Матеріали та методи дослідження», 4 розділи власних досліджень, аналіз та узагальнення результатів, висновки і список використаних джерел в кількості 319 найменувань, з них 102 – кирилицею та 217 – латиницею. Дисертація ілюстрована 14 таблицями та 41 рисунком.
РОЗДІЛ 1. СУЧАСНІ НАПРЯМКИ ФАРМАКОЛОГІЧНОЇ КОРЕКЦІЇ ЦУКРОВОГО ДІАБЕТУ 1-ГО ТИПУ (Огляд літератури)
1.1. Сучасні погляди на механізми розвитку енцефалопатії при цукровому діабеті 1-го типу
Цукровий діабет (ЦД) визнано однією з найбільших медико‑соціальних проблем ХХІ століття, про що свідчать епідеміологічні показники. У 2019 році, за даними Міжнародної діабетичної федерації (International Diabetes Federation – IDF), поширеність ЦД серед дорослих у віці 20-79 років склала 463 млн випадків. Окрім того, понад 1,1 млн дітей та підлітків мають ЦД 1 типу (ЦД1). За прогнозами експертів IDF і ВООЗ до 2045 року очікується зростання кількості пацієнтів із ЦД понад 700 млн [184]. Від діабету та його ускладнень щорічно помирає понад 3 млн осіб [47]. 
В Україні ЦД посідає третє місце за поширеністю після серцево‑судинних та онкологічних захворювань. Так, за останні десять років поширеність ЦД збільшилася в півтора раза і станом на 1 січня 2018 року зареєстровано 1,27 млн пацієнтів (дані без урахування статистики АР Крим та окупованих територій Луганської та Донецької областей), з них понад 200 тисяч потребують щоденних ін’єкцій інсуліну [81]. Якщо врахувати, що на кожний зареєстрований випадок припадає два-три випадки недіагностованого захворювання, то вже зараз можна говорити про більш ніж 2,0-2,5 млн хворих [39]. 

На основі етіології та метаболічних проявів ЦД виділяють дві основні групи: ЦД1 та  ЦД 2 типу (ЦД2) [18]. Близько 90% усіх пацієнтів з ЦД мають ЦД2. Головними ланками патогенезу ЦД2 є дисфункція β-клітин підшлункової залози та інсулінорезистентність – порушена метаболічна відповідь на екзогенний чи ендогенний інсулін [27]. Основним провокуючим фактором ЦД2 є ожиріння [283]. Крім того, часто в пацієнтів наявне ураження нервової системи, що є однією з основних причин смертності при ЦД2 [7, 119]. Розвиток ЦД1 характеризується абсолютною інсуліновою недостатністю, пов’язаної з селективною деструкцією інсулінпродукуючих β‑клітин острівців Лангерганса підшлункової залози. Патогенез ЦД1 складається з генетичної схильності, пов’язаної з генами HLA-системи, та дії чинників зовнішнього середовища (хімічні сполуки, бактерії, віруси та ін.), які здатні активізувати загибель β-клітин підшлункової залози [59, 87].
Цукровий діабет 1-го типу в основному розвивається в дитячому й підлітковому віці, що становить 80-90% загального числа пацієнтів із ЦД1 [137, 151, 290]. Останні статистичні дані показують, що ЦД1 «молодшає» та складає 10% всіх випадків ЦД у світі [87]. Найбільша частота захворюваності спостерігається у віковій групі 10-15 років та відсутні дані після 35 років. У світі щорічний приріст показників поширеності на ЦД1 становить 2,8-3,0% [319]. Повідомляється, що в Європі останнім часом найбільша частота випадків захворювання реєструється у наймолодшій віковій категорії (0-4 роки) [290]. Обмеження епідеміологічних даних щодо поширеності ЦД1 в дорослому віці спричинене нетиповими клінічними особливостями та відповідно неправильною діагностикою ЦД2 та ЦД1 [135, 151]. У дорослих ЦД1 характеризується більш тривалим безсимптомним періодом,  частковим зберіганням функцій β-клітин та секреції інсуліну [135]. 
В Україні станом на 2019 рік ЦД зареєстровано в 9962 дітей та підлітків віком від 0-18 років, зокрема, 9866 перебувають на інсулінотерапії, 36 хворих з ЦД2, 106 – з моногенним ЦД, зокрема неонатальний діабет підтверджено в 66 дітей, MODY (діабет дорослого типу в молодих) – у 40. Поширеність ЦД серед дітей збільшилася за останні 5 років на 21,1% [20]. 
Цукровий діабет призводить до значного скорочення тривалості життя та погіршення його якості, в результаті розвитку хронічних мікро- і макросудинних ускладнень, таких як нейропатія, нефропатія, ретинопатія, кардіоміопатія [201]. Як зазначає Т. С. Вацеба, діабетичні ретино- і нефропатії розвиваються в 50-70% пацієнтів з ЦД, тоді як нейропатії – практично в кожного [10]. Діабетична нейропатія належить до ранніх та найбільш загрозливих ускладнень ЦД, що часто є причиною смертності [136, 148].
Діабетична нейропатія – загальний симптомокомплекс, при якому спостерігається порушення функціонування практично усіх органів внаслідок ураження нервових волокон. Нейропатія вражає різні відділи нервової системи, що призводить до відповідних симптомів [90].  
Патологія периферичної нервової системи при ЦД досить добре вивчена, але при цьому стан центральної нервової системи (ЦНС) потребує подальшого дослідження [240]. Одним із найважливіших проявів центральної діабетичної нейропатії є діабетична енцефалопатія (ДЕ) [42, 68, 90, 176, 240]. Клінічні прояви ДЕ різноманітні, проте до основних належать: органічна неврологічна симптоматика, астенічний синдром, депресивний стан та порушення когнітивних функцій [77].

Дослідження впливу ЦД на головний мозок (ГМ) має багаторічну історію. Так, ще в 1922 році було виявлено, що ЦД  призводить до когнітивної дисфункції. Термін «діабетична енцефалопатія» був запропонований R. de Jong в 1950 р. Під «діабетичною енцефалопатією» розуміли стійку церебральну патологію, яка виникає під впливом гострих, підгострих та хронічних обмінних і судинних порушень, які клінічно проявляються неврозоподібними дефектами, органічною неврологічною та вегетативною симптоматикою. Однак, цей термін енцефалопатії не був широко визнаний. В 1965 році були виявлені патологічні зміни ГМ в пацієнтів, які померли від ускладнень ЦД1: ознаки дегенеративного процесу, ангіопатія церебральних судин, атрофія зубчастого ядра та ін. Було запропоновано вважати дані патогістологічні зміни проявом ДЕ. Останнім часом запропоновано вживати термін «когнітивний спад, пов’язаний із діабетом», що описує стан глибокого або помірного когнітивного розладу, включаючи психомоторне сповільнення, не пов’язані з іншими причинами [35, 68, 90].
Частота ДЕ серед пацієнтів із ЦД коливається від 5 до 80%. Настільки значний розмах пояснюється відсутністю загальноприйнятих критеріїв діагностики даного ускладнення [68]. У чистому вигляді ДЕ, як дисметаболічний розлад, спостерігається переважно в молодих пацієнтів із ЦД1, оскільки зі збільшенням віку пацієнта та тривалості захворювання починають прогресувати церебральні судинні порушення, зумовлені розвитком артеріальної гіпертензії, дисліпідемії, автономної нейропатії [68, 90].  
Когнітивна дисфункція, що має широкий діапазон – від легких когнітивних порушень до розвитку деменції, є одним із хронічних ускладнень ЦД [142, 148]. Клінічно значуща когнітивна дисфункція призводить до порушення соціальної адаптації та погіршення якості життя пацієнтів із ЦД, особливо, якщо вона досягає стадії деменції. Гострота проблеми обумовлена тим, що когнітивні порушення знижують здатність пацієнтів до адекватного контролю глікемії, збільшують ризик типових ускладнень, що призводять до інвалідизації та загрожує життю пацієнтів. У хворих на ЦД, когнітивні порушення виявляються у 25% пацієнтів, у тому числі у 6% – деменція, в 19% – помірні когнітивні розлади [68, 142]. Важливим фактором розвитку когнітивного дефіциту при ЦД1 є молодий вік. Saedi E. зазначає, що діти, яким ЦД1 було діагностовано у віці до 7 років, мають більший ризик розвитку серйозних когнітивних дисфункцій [148].  У публікації Jing He. et al. вказується, що ЦД1 в дітей супроводжується розладами уваги, психомоторних здібностей та зниженням інтелекту [172]. Н. М. Жердьова та співавтори встановили, що ризик розвитку деменції в пацієнтів молодого віку з ЦД1 у 2,2 раза вищий у порівняні з пацієнтами без гіпоглікемії [26]. Тоді як Fox A. L. et al. когнітивний дефіцит у дітей із ЦД1 пов’язують зі змінами білої речовини ГМ [267].
Порушення функціонування ГМ у пацієнтів із ЦД, пов’язане з гіперглікемією, гіпоінсулінемією, кетоацидозом та епізодами гіпоглікемії [176]. Основними ланками гіперглікеміє-індукованого пошкодження ГМ є: оксидативний стрес (ОС), мітохондріальна дисфункція, судинні розлади, порушення апоптозу та процесів відновлення [90, 176]. 
Хоча в основі розвитку ДЕ при ЦД1 та ЦД2 лежить порушення вуглеводного обміну, фактори розвитку, основні механізми та характер когнітивного дефіциту дещо відрізняються (табл. 1.1). 
Таблиця 1.1
Порівняльна характеристика енцефалопатій при цукровому діабеті 1-го та 2-го типів
	Критерій
	ЦД 1-го типу
	ЦД 2-го типу

	Патогенез
	· недостатньо вивчений;
· характерна енцефалопатія в «чистому вигляді»;
· пусковою ланкою є активація ОС;
· погіршують перебіг гіпоінсулінемія та гіпоглікемічні епізоди; [43, 176]
	· переважає «змішана енцефалопатія»;
· головними факторами є дисліпідемії та артеріальна гіпертензія;

· до метаболічних розладів часто приєднуються макросудинні за типом атеросклерозу церебральних судин;

	Зміни головного мозку
	· частіше реєструються множинні дрібні вогнищеві зміни, що локалізуються переважно глибоко в білій речовині  обох півкуль ГМ; [43]
	· характерні  одиничні дрібні вогнищеві зміни, розташовані ближче до кори;
· значні гемодинамічні зміни; [43]

	Характер когнітивних розладів
	· зниження здібностей до навчання, розвитку інтелекту, процесів пам’яті [90].
	· зниження слухової та зорової пам’яті, розлади уваги, уповільнення мислення та обробки інформації [90, 283].


Слід підкреслити, що в літературі багато інформації присвячено патогенетичним механізмам та лікуванню енцефалопатії при ЦД2 [5, 119, 145, 149, 178, 271, 275], тоді як при ЦД1 дані є досить обмеженими. 

Одним із головних факторів розвитку енцефалопатії у пацієнтів із ЦД1 є дефіцит інсуліну, що впливає на експресію нейротрофічних факторів, ефективність нейротрансмісії, викликає активацію ОС та активацію апоптозу. Це призводить до порушення цілісності нейронів та дефектів міжклітинних комунікацій у ГМ [90].

Важливим фактором у виникненні та прогресуванні ДЕ є порушення обміну глюкози. Так, глюкоза є джерелом енергії для ГМ і мітохондрії є найважливішим місцем для її аеробного окиснення [68]. Однак, гіперглікемія призводить до розвитку ОС у мітохондріях ЦНС [137]. Також встановлено, що гіперглікемія призводить до накопичення лактату – продукту анаеробного розпаду глюкози при ішемії, що посилює ацидоз та сприяє дисбалансу внутрішньоклітинного гомеостазу [34]. Оксидативний стрес, викликаний гіперглікемією, спричиняє надмірне утворення супероксидних радикалів (СР) та виснаження системи антиоксидантного захисту (САОЗ) [268]. Посилення генерації СР ініціює активацію 5 сигнальних шляхів, які залучені в патогенез ускладнень ЦД. До них належить: збільшене утворення кінцевих продуктів посиленого глікозилювання (advanced glycation end products, AGEs), зростання експресії рецепторів до AGEs, активація поліолового шляху утилізації глюкози, гіперактивність гексозамінового патологічного шляху, активація ізоформ протеїнкінази С (protein kinase C, PKC) [58, 72, 296]. Сигнальні шляхи, разом із порушенням функціонування мітохондрій, активують реакції апоптозу та спричиняють енергетичне виснаження, що призводить до пошкодження нейронів та розвитку ДЕ [137, 268]. 
Кінцеві продукти посиленого глікозилювання (AGEs) – це білки або ліпіди, які стають неензематично глікозильовані та окиснені внаслідок зростання гіперглікемії. Збільшення продукції AGEs має важливий вплив на функціонування нейронів. Так, AGEs зв’язуються зі специфічними рецепторами нейронів, що призводить до посилення ОС, накопичення нуклеарного фактору каппа В (NF-κВ) та порушення аксоплазматичного транспорту, і як наслідок, до дегенеративних змін нейронів [103, 121].
Поліоловий патологічний шлях охоплює ферменти родини альдокеторедуктази, за участю яких, відбувається конверсія глюкози в сорбітол, що своєю чергою, сорбітолдегідрогеназою метаболізується у фруктозу [58, 197]. Швидкість конверсії сорбітолу у фруктозу є нижчою за швидкість його утворення з глюкози. Сорбітол не дифундує через цитоплазматичну мембрану, а накопичується всередині клітини та викликає осмотичний стрес. Збільшення активності альдоредуктази передбачає виснаження NADPH, який також необхідний для активації глутатіонредуктази та відновлення внутрішньоклітинного глутатіону [58, 309]. Окрім того, сорбітол інгібує натрій залежне поглинання нервовою тканиною міоінозитолу – речовини, що входить до складу мієліну та є модулятором активності Na/K-АТФази [90, 309].
Хронічна гіперглікемія сприяє синтезу диацилгліцеролу, що є одним із найважливіших активаторів ізоформ PKC. Активація PKC викликає збільшення вмісту фосфоліпази А2, продукцію арахідонової кислоти, простагландину Е2, що призводить до пригнічення активності Na/K-АТФази. Надлишок PKC спричиняє ішемію нервових волокон унаслідок збільшення проникності судин та потовщення базальної мембрани [58, 182]. Зокрема, PKC активує NF-κВ, що супроводжується зниженням продукції оксиду нітрогену (NO), зростанням рівня ендотеліну-1 та активатору плазміногену-1 та, як наслідок, порушенням кровообігу [7]. І. Кізуб та співавтори зазначають, що PKC є потенційною терапевтичною мішенню для лікування судинних ускладнень при ЦД [89]. 
Альтернативним шляхом утилізації глюкози, при гіперглікемії, є гексозаміновий шлях – утворення глюкозамін-6-фосфату з глутаміну і фруктозо-6-фосфату, що призводить до виснаження глутатіону [58]. Глюкозамін-6-фосфат вступає в реакцію кон’югації з уридинтрифосфатом, що утворює уридиндифосфат-N-ацетилглюкозамін та викликає зміни функціонування білків та експресію генів і, як наслідок, посилення нейрозапальних процесів та індукцією апоптозу нейронів [121].
Вивчається роль аутофагії при енцефалопатіях внаслідок ЦД [125-128, 133, 167]. Аутофагія є динамічним процесом, який відіграє важливу роль у регуляції клітинного гомеостазу шляхом перероблення в лізосомах макромолекул (білків, вуглеводів, ліпідів) та дисфункціональних органел (наприклад, мітохондрій, рибосом, ендоплазматичного ретикулуму) [126].  Розвиток ОС супроводжується посиленням аутофагії, яка виявляє захисну дію завдяки підтримці якісного складу мітохондрій (мітофагія) та пероксисом (пексофагія) з наступною лізосомальною деградацією органел із високою продукцією активних форм кисню (АФК). Окрім того, аутофагія може збільшувати експресію генів ферментів САОЗ [4].  

Хронічна гіперглікемія негативно впливає на клітинну регуляцію процесу аутофагії, що приводить до розвитку ускладнень [127]. Водночас, дані щодо ролі аутофагії в ЦНС є суперечливими. Існує думка, що посилення  процесу аутофагії в нервових клітинах при ЦД допомагає зменшити біоенергетичний дефіцит, реакції некрозу та апоптозу [4, 133]. Однак, у дослідженні Lou-Yan Ma. et al., активація маркерів аутофагії в клітинах гіпокампу супроводжувалася розвитком когнітивного дефіциту в щурів зі стрептозотоциновим ЦД [128]. Carvalho C. еt al., модуляцію аутофагії пов’язують зі синаптичними пошкодженнями в ГМ при індукції ЦД2 [118]. Тоді, як у дослідженні Fei-Juan Kong et al., аутофагія сприяла захисту нейронів ГМ мишей зі ЦД1 проти стресу ендоплазматичного ретикулуму [167]. Yu-Hong Jing et al., зазначають що активація аутофагії в гіпоталамусі має нейропротекторну дію при експериментальному ЦД2 [125].
Останні дослідження вказують на посилення апоптозу нейронів при ДЕ [292]. Апоптоз –  запрограмована загибель клітин, енергетично залежний, генетично контрольований процес, що запускається специфічними сигналами [123]. Повідомляється, що ЦД викликає посилення апоптозу нейронів через  активацію ОС, порушення експресії генів регуляторів апоптозу та мітохондріальну дисфункцію [301]. 
На рис. 1.1 зображено основні патогенетичні ланки ДЕ [309].   
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Рис. 1.1. Загальна схема патологічних шляхів при діабетичній енцефалопатії. Гіперглікемія призводить до розвитку оксидативного стресу та активації сигнальних шляхів. ERK, позаклітинна регулююча кіназа; IL6, інтерлейкін 6; iNOS, індуцибельна-NO-синтаза; COX, циклооксигеназа; TGF‑β, трансформуючий фактор росту-β; PAI-1, інгібітор активатора плазміногену-1.

Активно ведеться пошук нових біомаркерів пошкодження головного мозку при ЦД [113, 134, 152, 278, 280, 294].
Отже, важливим є подальше вивчення механізмів розвитку енцефалопатії при цукровому діабеті 1 типу та пошуку нових терапевтичних схем для попередження та лікування даної патології.
Оскільки дана дисертаційна робота присвячена експериментальному вивченню та обґрунтуванню лікарських засобів які виявляють антиоксидантні властивості, доцільно більш детально розглянути патогенетичні аспекти оксидативного стресу у розвитку енцефалопатії внаслідок цукрового діабету 1 типу. 
1.2. Роль оксидативного стресу у патогенезі енцефалопатії при цукровому діабеті 1-го типу
Оксидативний стрес є однією з причин розвитку багатьох захворювань, за яких АФК проявляють свою токсичність через їх інтенсивну продукцію та ослаблення САОЗ. Зокрема, як зазначають Майданник В. Г. та співавтори, вплив ОС спостерігається на різних етапах розвитку ЦД: аутоімунної деструкції β-клітин, пошкодження ендотеліоцитів та нейронів, що призводить до розвитку нейропатії [37].
Головний мозок контролює функціонування органів та метаболізм через узгоджену дію нейронів та гліальних клітин. Для нормального функціонування він потребує великої кількості енергії, основними джерелами якої є глюкоза та функціонування мітохондрій. Головний мозок характеризується низьким рівнем антиоксидантного захисту. Становлячи 2% від загальної маси тіла, він утилізує 20-25% всього кисню, що отримує організм. Тому перехід до вільнорадикальної форми, навіть 0,1% кисню, що метаболізується нейронами, є токсичним для мозкової тканини [60].
До АФК, які запускають процеси перекисного окиснення в біологічних системах, належать супероксидний аніон-радикал (СР, О2•-), пергідроксильний радикал (HO2•-), гідроксильний радикал (НО•), пероксид гідрогену (H2O2), синглетний кисень (1О2), оксид азоту (NO•), пероксинітрит (ONOO-) [14, 69].  Як зазначають Губський Ю. І. та співавтори, активація даних форм кисню може бути викликана: порушенням електронно‑транспортних ланцюгів (ЕТЛ) мітохондрій та мікросом; гіпоксією та накопиченням відновлених форм піридиннуклеотидів; посиленням метаболізму арахідонової кислоти; активацією iNOS; зниженням активності ферментів САОЗ та ін. [15]. 
Активні форми кисню є продуктами нормального метаболізму або впливу зовнішніх чинників, і залежно  від внутрішньоклітинної концентрації, можуть проявляти як позитивний так і негативний ефекти. Так, у низьких концентраціях АФК необхідні для індукції проліферації клітин та їх життєздатності [50]. Тоді як надмірна продукція АФК, запускає окисну модифікацію клітинних макромолекул, пригнічує функціонування білків, що призводить до загибелі клітини [15]. 
Супероксидний радикал (СР) є первинним продуктом окисно‑відновних процесів, формування якого відбувається внаслідок одноелектронного відновлення молекули кисню. Водночас донором електронів можуть бути іони металів зі змінною валентністю [15, 185]. Унаслідок взаємодії СР з іншим електроном та протонування утворюється токсичний пероксид гідрогену. Важлива роль у генеруванні АФК належить катіонам заліза, а точніше – окисно-відновній парі Fe2+/ Fe3+. В присутності заліза утворюється ОН• у реакціях Фентона та Габера-Вейсса [185]. Утворений HО• характеризується високою реакційною здатністю при взаємодії з жирними кислотами (ЖК), амінокислотами та білками  [317].

Молекула NO• утворюється з L-аргініну за допомогою NO-синтази (NOS), є стабільною лише протягом декількох секунд, після чого, у присутності молекулярного кисню, зазнає перетворення в нітрит (NO2). Відомо три форми NOS: ендотеліальна (eNOS), нейрональна (nNOS) та індуцибельна (iNOS). Ендотеліальна та нейрональна є конститутивними NOS та генерують низькі внутрішньоклітинні концентрації молекул NO, які необхідні для підтримання гомеостазу. Тоді як іNOS має важливе значення при запальних реакціях [41, 70].  
Оксид нітрогену (NO) є регулятором фізіологічних функцій: релаксації кровоносних судин ГМ, легень, нирок, кишечника; релаксації гладких м'язів шлунку, матки, сечового міхура; регуляції синтезу та секреції гормонів наднирників, тиреоїдних гормонів, інсуліну, пролактину; регуляції взаємодії лейкоцитів зі стінками судин; протипухлинного захисту [70]. Водночас високі рівні NO призводять до нітрозативного стресу з утворенням вільних радикалів, які спричиняють нітрозилювання амінокислотних залишків. Так, молекула NO що взаємодіє із СР утворює пероксинітрит, який є одним із найнебезпечніших метаболітів. Він активує полімеразу-1, що призводить до пошкодження ДНК, мітохондріальної дисфункції, активації NF-κВ, пригнічення САОЗ [41]. Окрім того, при зростанні внутрішньоклітинної ацидофільності відбувається протонування пероксинітриту до пероксинітритної кислоти, яка розкладається до діоксиду нітрогену та HО• [70]. Своєю чергою, хімічно активний HО• при посиленому утворенні, може генерувати оксидативний та нітрозативний стрес із наступною модифікацією ДНК та білків, ініціацією перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) [70].
Основними шляхами синтезу та використання АФК у фізіологічних умовах є: дихальний ланцюг мітохондрій, унаслідок «витоку» 5-10% електронів на молекулярний кисень, що призводить до утворення О2•-; цитохром Р‑450‑залежний ЕТЛ ендоплазматичного ретикулуму гепатоцитів; активація НАД(Ф)Н-оксидази, що супроводжується утворенням О2•- та H2O2; окиснення дофаміну та адреналіну; активація NMDA-глутаматних рецепторів, що супроводжується відкриття Ca2+ та утворенням О2•- , HО• та NO• [15]. 

У відповідь на надмірну продукцію АФК організм активує САОЗ: антиоксидантні ферменти (супероксиддисмутазу (СОД), каталазу (КАТ)), глутатіонпероксидазу та неензематичні молекули (глутатіон) для інактивації та видалення АФК з клітини. Порушення балансу між продукцією АФК та антиоксидантним захистом призводить до виникнення ОС [132, 264, 265].
Як зазначено вище, ініціатором ОС при ДЕ вважають гіперглікемію,  яка посилює утворення вільних радикалів та одночасно знижує рівень антиоксидантів (АО). Зокрема, за високого рівня глюкози затримується генерація глутатіону, знижується активність СОД, КАТ, глутатіонпероксидази [121, 136, 309].
Важливим проявом токсичної дії АФК є активація ПОЛ, кінцевим результатом якого є руйнування ліпідного біошару мембран з утворенням токсичних продуктів. До ПОЛ найбільш схильний фосфоліпідний біошар мембрани, що пов’язано зі здатністю вступати в реакції аутоокиснення поліненасичених ЖК. Експериментально доведено підвищення рівня тіобарбітуратактивних продуктів (ТБК-АП) у ГМ щурів з експериментальним ЦД [195, 198].

Мітохондрії є важливим внутрішньоклітинним джерелом АФК, посилення генерування яких спостерігається за умов ішемії та залежить від ступеня блокування дихального ланцюга [25, 181, 237, 285]. Водночас, мітохондрії є важливими органелами, основна роль яких полягає в забезпеченні біоенергетичних процесів (синтезі АТФ), гомеостазі Са2+, регуляції апоптозу та ін. [181]. 
З огляду на ключову роль мітохондрій у функціонуванні клітин, мітохондріальна дисфункція пов’язана з патогенезом багатьох захворювань, зокрема, ЦД та хворобою Альцгеймера [147, 196, 231, 237]. Дослідженнями in vivo та in vitro показано, що порушення функціонування мітохондрій супроводжується ішемічним пошкодженням нейронів ГМ [181, 238]. Повідомляється, що саме мітохондріальна дисфункція є основою когнітивного дефіциту при ЦД1. Тому останніми дослідженнями вивчається мітопротекторна роль потенційних ЛЗ у терапії ДЕ [234].

Отже, вищезазначене обґрунтовує доцільність застосування в комплексній терапії діабетичної енцефалопатії лікарських засобів з антиоксидантними та нейропротекторними властивостями, регуляторами процесу апоптозу, індукторів нейрогенезу та ін. 
1.3. Застосування антиоксидантів у комплексній терапії цукрового діабету 1-го типу
Пусковою ланкою загибелі нейронів є енергетичний дефіцит, що ініціює глутамат-кальцієвий каскад: вивільнення збуджувальних аміноацидергічних нейтротрансмітерів – аспартату і глутамату та внутрішньоклітинне накопичення іонів кальцію. Первинна нейропротекція спрямована на переривання швидких механізмів некротичної смерті – реакції глутамат-кальцієвого каскаду (антагоністи NMDA- та АМРА-рецепторів, блокатори кальцієвих каналів). Первинна нейропротекція є важко реалізованим процесом, адже вона має селективний характер та вимагає визначення типу залучених рецепторів. Вторинна нейропротекція спрямована на зменшення вираженості віддалених наслідків ішемії – блокаду прозапальних цитокінів, молекул клітинної адгезії, гальмування ОС, нормалізацію нейрометаболічних процесів, інгібування апоптозу, зменшення когнітивного дефіциту (АО, антигіпоксанти, ноотропи) [21, 94].
Серед засобів вторинної нейропротекції важливе практичне значення мають ЛЗ ноотропної дії, які умовно поділяють на ноотропи прямої дії («справжні» ноотропи) та нейропротектори з ноотропною дією [44].
I. Ноотропні ЛЗ із домінуючим мнестичним ефектом або «справжні» ноотропи:
1. Піролідонові ноотропи, переважно метаболічної дії: пірацетам, фенотропіл, комбіновані рацетами (тіоцетам, олатропіл, фезам).

2. Холінергічні речовини (фосфатидилсерин, лецетин, цитоколін); агоністи холінергічних рецепторів (оксотреморін); інгібітори ацетилхоліестерази (фізостигмін, галантамін).

3. Нейропептиди й нейротрофічні церебропротектори: семакс, церебролізин, кортексин, цереброкурин.
4. Модулятори глутаматергічної системи: низькоафінні антагоністи поліамінового сайту NMDA-рецепторів і часткові агоністи AMPA‑рецепторів (мемантин, адемол); часткові агоністи AMPA‑рецепторів, що підсилюють вивільнення дофаміну та норадреналіну (риталін, донепезил); коагоністи AMPA-рецепторів (гліцин); NMDA‑міметики (глутамінова кислота).

5. Агоністи дофамінових рецепторів: проноран.

6. Агоністи  рецепторів гамма-аміномасляної кислоти (ГАМК): баклофен.

II. Нейропротектори:

1. Активатори метаболізму ГМ: мілдронат, фосфатидилсерин.
2. Церебральні вазодилятатори: вінкамін, вінпоцетин.

3. Антагоністи кальцію: німодипін, циннаризин, флунаризин.

4. Антиоксиданти: мексидол, α-токоферолу-ацетат, тіотриазолін, емоксипін, N-ацетилцистеїн.

5. Речовини, що впливають на систему ГАМК: аміналон, пантогам, фенібут, натрію оксибутират.
6. Речовини різних груп: оротова кислота, женьшень, гінкго білоба . 
Основною метою лікування діабетичної нейропатії вважається покращення якості життя пацієнтів, нормалізація клінічних показників та сповільнення прогресування захворювання. Аналізуючи сучасні підходи до лікування різних видів діабетичної нейропатії в пацієнтів із ЦД, можна виділити основні напрямки [76]:
1) досягнення рівня глікемії, максимально наближеного до нормоглікемії;

2) патогенетичне лікування, що ґрунтується на сучасних уявленнях про механізми формування діабетичної нейропатії;

3) симптоматична терапія;

4) профілактика пізніх ускладнень та виключення чинників їх розвитку.
Основою профілактики та лікування центральної діабетичної нейропатії є корекція вуглеводного обміну та досягнення нормоглікемії, адже ГМ є глюкозо-залежним органом, функціонування якого порушується в умовах як гіпер- так і гіпоглікемії [136]. 

Оскільки ОС є одним з основних механізмів виникнення діабетичної нейропатії [187, 190, 197, 264, 268, 309], широко розглядаються фармакологічні підходи, які направлені саме на попередження та корекцію ОС. Вивчається роль АО в терапії ЦД  та в попередженні його ускладнень, зокрема при діабетичній нейропатії [12, 108, 116, 121, 170, 308] . 
Антиоксиданти (АО) – речовини, які виявляють здатність вступати у взаємодію з різними окисниками, АФК, іншими вільними радикалами, та спричиняти їх повну або часткову інактивацію [2, 38]. За механізмом дії всі АО поділяються на первинні (запобігають утворенню нових вільних радикалів) та вторинні (здатні захоплювати наявні радикали, тобто ті, які працюють за принципом «пастки»). Окрім того, за походженням АО поділяють на дві групи – ферментативної та неферментативної природи [2]. 
До АО ферментативної природи належать: СОД, КАТ, глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза [2]. Супероксиддисмутаза забезпечує першу лінію захисту організму від вільних радикалів, каталізуючи реакцію відновлення супероксид аніон радикалу в пероксид гідрогену, який під впливом КАТ або глутатіонпероксидази відновлюється з утворенням води та кисню. Селеновмісний фермент – глутатіонпероксидаза, утилізує пероксид гідрогену, використовуючи його для окислення відновного глутатіону. Глутатіонредуктаза відновлює глутатіон, використовуючи НАДФН у якості донору електронів. Окрім того, глутатіонпероксидаза зменшує утворення продукті ПОЛ через окиснення глутатіону [49]. 
Антиоксиданти неферментної природи можуть бути поділені на речовини ендогенного походження (коензим Q10, глутатіон, α-ліпоєва кислота, мелатонін) та екзогенного (вітаміни А, С, Е, каротиноїди, флавоноїди, мікроелементи) [2, 49]. 

Проф. Бєленічев І. Ф. та співавтори за механізмом дії виділяють такі групи антиоксидантів [46]:
I. Інгібітори основних шляхів утворення активних форм кисню:

1. інгібітори ксантинооксидази (аллопуринол);
2. інгібітори NO-синтази.

II. Скавенджери активних форм кисню:
1. скавенджери супероксидного радикалу (тіотриазолін, церулоплазмін, нікотинова кислота та ін.);

2. скавенджери гідроксил-радикалу (манітол, альбумін, триптофан та ін.);

3. скавенджери синглетного кисню (гістидин);

4. скавенджери NO та його дериватів (глутатіон, метіонін, унітіол).

III. Скавенджери вільних радикалів жирних кислот та гідропероксидів ліпідів (прямі антиоксиданти):

1. похідні 6-оксихроманів (α-токоферолу ацетат, α‑токоферолу сукцинат);

2. похідні 3-, 6-оксипіридинів, 1,4-дигідропіримідинів та 1,2‑дигірохінолінів (мексидол, емоксипін, німотоп);

3. похідні фенолів та поліфенольних сполук (поліфенольні рослинні комплекси);
4. флавоноїди та їх препарати (фламін, фламікор, кварцетин, рутин);

5. аліфатичні та ароматичні сірковмісні сполуки (метіонін, унітіол, глутатіон, N-ацетилцистеїн);

6. похідні оксикислот (галова, кофеїнова, аскорбінова та ін.);

7. убіхінони;

8. селеніти (селеніт натрію, Se-метіонін, Se-глутатіон);

9. ретиноли та β-каратони.
IV. Хелатори мікроелементів (трилон Б, дисферал, унітіол);

V. Рекомбінантні препарати антиоксидантних ферментів (КАТ, СОД, глутатіонпероксидаза).

VI. Рекомбінантні лікарські засоби факторів, які регулюють експресію ендогенних антиоксидантів (препарати HSP70, HIF, глутаредоксин).
Дослідження синтетичних аналогів ендогенних АО є одним із перспективних напрямків розроблення ЛЗ у якості нейропротекторів, оскільки пропоновані речовини є потенційно безпечними, мають досить широкий терапевтичний діапазон та мінімальний ризик розвитку побічних ефектів [47].
У терапії ускладнень ЦД вивчаються АО, які представлені вітамінами та кофакторами вітамінів. Так, досліджуються протекторі властивості вітамінів групи В [1, 12, 99], D [13, 50], E [121, 311], C [124], убіхінону (коензиму Q10) [2, 108, 116, 166, 202], α-ліпоєвої кислоти [116, 117], екстракту гінкго [163, 170, 273], флавоноїдів [120, 157, 260].
Результати клінічного дослідження, у якому взяли участь 41 пацієнта з ЦД2, показали, що споживання комплексних вітамінів групи В значно зменшує такі симптоми, як втомлюваність, оніміння, поколювання та біль у нижніх кінцівках. Пацієнти також зазначали зростання фізичної витривалості. Автори дослідження рекомендують використовувати препарати вітамінів групи В у комплексній терапії пацієнтів із діабетичною нейропатією [99]. В експериментальному дослідженні на щурах (n=80), введення вітамінів групи В, через місяць після моделювання ЦД1, у продовж  9 та 12 днів, позитивно впливало на нервову провідність та повертало до норми поріг больової чутливості [12]. Сприятливий вплив на енергетичний, вуглеводний, білковий та ліпідний обмін має біотин (В7). Автори повідомляють, що цей вітамін доцільно використовувати в комплексній терапії пацієнтів із ЦД2 [1].
Клінічне дослідження, у якому взяли участь 60 пацієнтів із ЦД2 показало, що фармакотерапія вітаміну D3, у дозі 50 000 МО, упродовж 12 тижнів, покращує рівень сироваткового рівня вітаміну D та значно зменшує симптоми діабетичної нейропатії. Akram Ghadiri-Anari et al., рекомендують проводити моніторинг рівня вітаміну D в пацієнтів із ЦД2, та у випадку його зниження, використовувати замісну фармакотерапію для профілактики симптомів нейропатії [154]. Експериментальним дослідження на щурах‑самцях (n=70) доведено, що рівень глюкози крові за стрептозотоцинового ЦД1 регулюється сумісним введенням інсуліну та вітаміну D, причому в дозах, значно менших за терапевтичні [13]. 

Автори дослідження повідомляють, що в щурів зі стрептозотоциновим ЦД, вітамін Е зменшував невропатичний біль за допомогою модуляції ОС у спінальних гангліях [121]. В клінічних умовах вивчено ефективність комплексного використання вітаміну Е та екстракту примули вечірньої. У дослідженні, яке тривало 1 рік, узяли участь 82 пацієнти з ЦД2. Пацієнти отримували вітамін Е в дозі 400 мг та екстракт примули 500-1000 мг/добу. Оцінювання терапевтичного ефекту проводили після двох тижнів лікування, потім щомісяця, головним критерієм було зниження симптомів нейропатії. 70 пацієнтів, які отримували фармакотерапію, повідомили про полегшення больового синдрому [311]. 
Введення вітаміну С, щурам зі стрептозотоциновим ЦД1, протягом 11‑ти днів, зменшувало депресивну поведінку. Також, реєструвалося максимальне зменшення рівня глікемії, ліпопероксидації, збільшення активності СОД та КАТ, рівня IL-10 при введенні вітаміну в дозі 400 мг/кг [124].  Повідомляється про антиоксидантний захист ГМ щурів із ЦД1 при комбінованій фармакотерапії вітаміну С, Е, та α-ліпоєвої (ALA) кислоти [121]. 
Убіхінон є відомим АО, якій виявляє протизапальні та біоенергетичні властивості, а також здатність зменшувати апоптоз нервових клітин. У рандомізованому, подвійно сліпому, плацебо-контрольованому дослідженні доведено здатність убіхінону (в дозі 100 мг/добу) нормалізувати САОЗ крові в пацієнток із ЦД2 [166]. В іншому експериментальному дослідженні, введення убіхінону (в дозі 10 мг/кг) у комбінації з ALA (100 мг/кг) щурам зі стрептозотоциновим ЦД1, зменшувало ОС та апоптоз нейронів [2]. Показано, що введення убіхінону та ніацину сприяє зменшенню маркерів ОС у клітинах ГМ щурів із ЦД1 [116]. Інший кофермент – тетрагідробіоптерин, через регулювання рівня NO, може мати терапевтичний потенціал для лікування судинних захворювань ГМ [202]. 
Альфа-ліпоєвої кислота – потужний АО, що має інсуліноміметичні та протизапальні властивості, активність якого доведено in vivo та in vitro. Легко всмоктується в шлунково-кишковому тракті та може проникати через гематоенцефалічний бар’єр [298]. Вивчається застосування ALA при діабетичній нейропатії, ретинопатії [117]. Доведено, що ALA є кофактором мітохондріальних ферментів, здатна пригнічувати вільні радикали, бере участь в регенерації вітамінів Е та С [121]. В експериментальних дослідженнях було показано, що ALA зменшує інтенсивність процесів ПОЛ та ОС, покращує передачу імпульсу нервовими закінченнями, захищає периферичні нерви від ішемії, стимулює вироблення фактору росту нервів та сприяє регенерації нервових волокон у діабетичних щурів [117, 121]. Доведено, що ALA600SOD (пероральний препарат α-ліпоєвої кислоти та СОД) сприяє поліпшенню симптомів та електрографічних показників у пацієнтів із діабетичною нейропатією [121].
Активно досліджуються антиоксидантні властивості ацетил‑L‑карнітину. Завдяки мітопротекторним властивостям, запропоновано використовувати ацетил‑L‑карнітин для лікування неврологічних і психічних захворювань, таких як депресія, деменція, хвороба Альцгеймера та Паркінсона [162].
Вивчається використання екстракту гінкго білоба при ДЕ.  На підставі аналізу літературних джерел та власного клінічного досвіду, автори рекомендують використовувати стандартизований екстракт Гінкго білоба Egb761, як клітинний протектор, що підвищує чутливість клітин до інсуліну та зменшує атерогенез, з метою покращення когнітивних функцій та якості життя пацієнтів із ЦД [170]. Іншим експериментальним дослідженням доведено нефропротекторні властивості гінкго білоба на моделі ЦД2 у щурів [273]. 

Вивчається протекторна роль флавоноїдів у терапії ЦД [121].  Флавоноїди є групою біологічно активних поліфенольних сполук, що містяться в рослинній сировині у вигляді глікозидів [75, 121]. Механізм дії флавоноїдів пов`язують зі зниженням внутрішньоклітинного рівня вільних радикалів, у результаті, зменшується пошкодження ДНК, білків та ліпідів. Флавоноїди також впливають на роботу ферментних систем, блокуючи PKC, циклооксигеназу та НАДФH-оксидазу, що призводить до  зниження продукція СР та підвищення активності ферментів САОЗ [104, 120].
В експерименті доведено нейропротекторні властивості рутину при ЦД1. Рутин запобігав розвитку ретинопатії через: підвищення синтезу мозкового нейротрофічного фактору, нервового фактора росту та глутатіону; гальмування апоптозу нейроцитів (збільшення білкової екпресії Bcl-2 та, відповідно, зниження експресії Caspase-3 і Bax) [260]. Застосування іншого рослинного флавоноїда – кверцетину, в комплексі з наночастинками заліза,  запобігало розвитку когнітивного дефіциту у щурів з експериментальним ЦД1 [157].

Доведено протекторні властивості алкалоїду з барбарису. Індукція берберину (у дозі 100 мг/кг) щурам із ЦД1 нормалізувала рівень глюкози  крові, глікозильованого гемоглобіну, тригліцеридів, загального холестерину та покращила пам’ять тварин. Механізм дії берберину пов’язують із мітопротекторними властивостями та здатністю збільшувати експресію мітоген-активованої РКС [257].
Вивчається використання куркуміну – природної фенольної сполуки, що отримують екстракцією із коренів куркуми, при серцево-судинних захворюваннях, злоякісних пухлинах, хворобі Альцгеймера та ЦД [144, 171].  Куркумін виявляє антиоксидантні, гіпоглікемічні, протизапальні та протипухлинні властивості [144]. Механізм дії сполуки пов`язаний із модуляцією різних сигнальних молекул, зокрема, факторів транскрипції, цитокінів, хемокінів, молекул адгезії мікроРНК та аутофагії [144, 171].  
В експерименті доведено нейропротекторні властивості гідрокситирозолу – поліфенольного АО, що входить до складу оливкової олії, при стрептозотоциновому ЦД. Гідрокситірозол (у дозі 10 мг/кг) зменшував оксидативно-нітрозативний стрес та попереджував  загибель клітин ГМ [258].
Останнім часом активно досліджується використання галової кислоти при ЦД1. Галова кислота міститься у вигляді складних ефірів у танінах чорнильних горішків (галах), чаї, корі дубу. Введення галової кислоти, щурам зі стретопзотоциновим ЦД, сприяло зменшенню інтенсивності ліпопероксидації, збільшенню рівня відновленого глутатіону (ВГ) у гіпокампі та префронтальній корі ГМ. Окрім того, продемонстрований анксіолітичний ефект у тесті «припіднятого хрестоподібного лабіринту» та «темна-світлої камери» [299].
Вивчаються антиоксидантні властивості ресвератролу при серцево‑судинних та онкологічних захворюваннях, ЦД. Ресвератрол є поліфенольною сполукою, природний фітолексином, який міститься у  червоному вині [75]. Ресвератрол (у дозі 10 та 20 мг/кг) зменшував ОС та запалення, покращуючи функціонування нейронів ГМ та нормалізуючи когнітивні функції щурів із ЦД [282]. 
Досліджуються нейропротекторні властивості геспередину при ЦД. Так, введення щурам гесперидину (50 мг/кг) через три дні після індукції стрептозотоцинового ЦД1, мало антиоксидантну та нейропротекторну дію в тканинах ГМ [256].  
Також вивчається застосування Омега-3 ЖК  у терапії ускладнень ЦД, зокрема, енцефалопатії [138, 191, 314]. Введення Омега-3 мишам зі стрептозотоциновим ЦД1 сприяло зниженню рівня ТБК-АП та відновленню активності ферментів САОЗ клітин ГМ, покращуючи пам’ять та дослідницьку активність тварин [314].  В іншому експерименті, через 4 тижні після індукції стрептозотоцину, щури отримували комплекс Омега-3 та олію зародків пшениці протягом 4 тижнів. Досліджувана схема терапії супроводжувалася нормалізацією антиоксидантного захисту ГМ, про що свідчило: збільшення рівня ВГ, активності СОД та КАТ [191]. Повідомляється про вплив Омега-3 на активність Комплексу І ЕТЛ мітохондрій при експериментальному ЦД1 [138].
В ангіоневрології та нейротравматології використовуються ЛЗ пептидної природи (нейропептиди), що мають трофічні та модуляторні властивості, сприяють відновленню порушених функцій. Нейропептиди виявляють протизапальну, антиоксидантну, нейротрофічну та антиапоптичну дію. На сьогодні, в інтенсивній терапії неврологічних захворювань використовують такі ЛЗ нейропептидної природи як кортексин, цереброкурин, актовегін, семакс, церебролізин та дельтацин, безпечність та ефективність яких доведена експериментальними та клінічними роботами [46]. 

Отже, важливим є подальше експериментальне та клінічне вивчення застосування антиоксидантів у терапії цукрового діабету та його ускладнень.
1.4.  Обґрунтування доцільності експериментального вивчення нейропротекторних влаcтивостей N‑ацетилцистеїну та мелатоніну при цукровому діабеті 1-го типу

N-ацетилцистеїн (NАцц) є похідним амінокислоти цистеїну, що виявляє потужні антиоксидантні властивості [293]. N-ацетилцистеїн є малотоксичною речовиною (LD50>10000 мг/кг) [112]. Лікарський засіб використовують у терапії захворювань дихальних шляхів як муколітик та в разі інтоксикації парацетамолом [112]. Окрім того, NАцц виявляє протекторні властивості при контраст-індукованій нефропатії та фібриляції передсердь, гальмує реплікацію вірусу грипу А [139]. Мета-аналіз результатів, які включали дослідження 146-ти пацієнтів, показали що NАцц знижує ототоксичність при застосуванні аміноглікозидних антибіотиків [107]. Активно вивчається роль NАцц у терапії захворювань ЦНС, зокрема, при нейродегенеративних розладах [169, 245, 246], хворобі Паркінсона [244], Альцгеймера [189, 249], ішемії та травмах ГМ [229, 281, 288]. У комплексі зі селеном препарат виявляв протекторні властивості при ішемічному,  спричиненому травмою, пошкоджені ГМ. Введення NАцц сприяло зменшенню продукції вільних радикалів, регуляції цитокін-залежних процесів та підтриманню СОАЗ [287].

N-ацетилцистеїн у клітинах та/або плазмі піддається деацетилюванню, перетворюючись в L-цистеїн, який своєю чергою йде на побудову глутатіону [105].  Глутатіон (γ-L-glutamyl-L-cysteinyglycine) є ендогенним трипептидом, що захищає клітини від вільних радикалів та хімічно активних молекул пероксидів, діє як сульфгідрильний буфер, захищаючи залишок цистеїну від окиснення [102]. Глутатіон бере участь в антиоксидантному захисті, детоксикації електрофільних ксенобіотиків, регуляції проліферації клітин та синтезу дезоксирибонуклеотидів, регулюванні імунних реакцій, метаболізмі лейкотрієнів та простагландинів [102, 105, 246]. 
Як антиоксидант NАцц розщеплює гідроксильний радикал, пероксид гідрогену та хлористоводневу кислоту. Він також здатний пригнічувати реакції апоптозу, що залучені в патогенезі багатьох захворювань, завдяки регулюванню експресії генів Bax та Bcl-2. N-ацетилцистеїн володіє протизапальними властивостями, пригнічуючи активацію прозапального NF‑κB, та сприяє вазодилатації, збільшуючи продукцію NO [105, 174].

Фармакотерапія NАцц здатна зменшувати запалення та перенапруження клітин ГМ, активує нейрогенез. Препарат ефективно знижує когнітивний дефіцит у доклінічних моделях хвороби Альцгеймера, через зменшення запалення та ОС [305]. У рандомізованому, подвійно-сліпому та плацебо-контрольованому дослідженні терапія NАцц протягом 24 тижнів сприяла вірогідному покращенню когнітивних функцій у пацієнтів з психозом [141].  

Значна увага приділяється дослідженню NАцц у терапії ЦД та його ускладнень. Зокрема, результати досліджень вказують на здатність NАцц зменшувати інсулінорезистентність за умов ЦД2 [106]. Завдяки стимульованому впливу на вироблення та секрецію інсуліну, NАцц зменшує рівень глюкози крові. Протекторна дія NAцц за умов ЦД також пов’язана з  нормалізацією концентрації холестерину та тригліцеридів крові [161]. Терапія NАцц, у щурів з експериментальним ЦД1: нормалізувала гіперглікемію та гіпоінсулінемію; знижувала рівень аланінамінотрансферази (АлАТ) та сечовини в сироватці крові; підвищувала активність печінкових  ферментів САОЗ [131]. Введення NАцц щурам зі стрептозотоциновим ЦД1 (в дозі 1500 мг/кг), протягом 4 тижнів, сприяло зменшенню швидкості генерації СР та збільшенню рівня NO (p<0,01) мітохондріями аорти. Показано що в печінці  NАцц також збільшував швидкість генерації СР та знижував рівень NO  [296]. Іншим дослідженням показано, що NАцц має нефропроторний вплив, за умов експериментального ЦД1, контролюючи оксидативний та нітрозативний стрес через відновлення рівня NO [250].

Останні 20 років активно вивчається роль мелатоніну (Meл) у лікувальній практиці. Мелатонін – основний гормон епіфізу, регулятор добових ритмів, синтез якого відбувається в нічний час [3]. Синтетичний Мел є малотоксичною речовиною (LD50 для лабораторних тварин понад 800 мг/кг маси тіла). У людей, введення ЛЗ продовж 1 місяця в дозі 6 г щоденно, не супроводжувалося виникненням побічних ефектів, окрім спазмів посмугованих м’язів в деяких пацієнтів [61].
  Дія Мел опосередковується через специфічні мембранні (МТ1  (MTNR1A) та MT2 (MTNR1B)), що належать до суперсімейства G-білкових, та ядерні (RZRα, RORα, RORα2 та RZRβ) рецептори сімейства ретиноєвої кислоти [29]. Вони розташовані практично на клітинах всіх органів і тканин людини: в ендотелії судин, серці, ГМ, нирках, нейтрофілах, лімфоцитах тощо. Висока щільність специфічних рецепторів Мел виявлена на мембранах нейронів [52]. Результати останніх досліджень показали, що  Meл володіє широким спектром біологічних ефектів: снодійним, антиоксидантним, протипухлинним, адаптогенним, антистресовим, антидепресивним, імуномодулюючим [29, 52, 129, 203, 269, 306, 310]. Проте механізм дії Meл залишається до кінця не вивченим.  
Здатність Meл стимулювати САОЗ здійснюється завдяки поглинанню гідроксильних радикалів, підвищенню активності таких антиоксидантних ферментів як глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза, СОД, глюкозо‑6‑фосфатдегідрогеназа та інгібуванню прооксидантних ферментів, а саме iNOS [29, 302]. Антиоксидантні властивості Мел роблять його ефективним компонентом програми попередження загибелі клітин, у наслідок некрозу або апоптозу, під впливом різних ксенобіотиків [33]. Він також пригнічує інтенсивність ліпопероксидації та здатний підвищувати стійкість до ОС за допомогою протекції мікросомальних мембран [207].

Завдяки антиоксидантним властивостям, Meл має виражену нейропротекторну дію. Окрім того, він сприяє відновленню клітин через стимуляцію попередників клітинної проліферації нейронів [17]. Meлатонін здатний послаблювати глутаматну нейротоксичність, агресивність NO, активувати фактори росту нейронів та одночасно обмежувати апоптоз нервових клітин [3, 216, 255]. В експериментальних дослідженнях, Meл зменшував кількість прозапальних цитокінів (TNF-α і IL-6), iNOS та COX-2 в сідничному нерві тварин [254]. 
Вивчається застосування Meл у терапії ЦД та його ускладнень [228]. Так, експериментальне дослідження показало, що введення Meл сприяє зниженню базальної глікемії та нормалізації вмісту ліпідів, загального білка, окисно‑модифікованих білків та сечовини в плазмі крові щурів з алоксановим ЦД [101]. Парентеральне введення препарату  в дозі 10 мг/кг протягом 14 днів, щурам із ЦД2: запобігало розвитку нітрооксидативного стресу, пригнічуючи утворення АФК та проявляючи стримувальну дію на активність NOS; знижувало інтенсивність процесів окисної модифікації білків та ліпідів, а також сприяло підвищення активності ферментів CАОЗ; мало коригувальний вплив на показники обміну вуглеводів, процеси цитолізу та холестазу печінки [53]. Експериментальні дослідження вказують на здатність Meл зменшувати прояви кардіоміопатії за ЦД унаслідок пригнічення тирозинкінази [205, 223]. Терапія Meл, у дозі 3 мг/кг на добу протягом 4-х тижнів, запобігала пошкодженню клітин кісткової тканини щурів із ЦД1 при фізичному навантаженні [211]. Результати іншого експериментального дослідження вказують на можливість використання Meл для профілактики діабетичної ретинопатії [272]. Крім того, він суттєво підвищував швидкість та амплітуду нервової провідності у щурів з діабетичною нейропатією (р<0,01) [289]. В експериментальному дослідженні, внутрішньочеревне введення Meл діабетичним щурам у дозі 10 мг/кг упродовж 6-ти тижнів, сприяло збільшенню числа нервових волокон та запобігало розвитку діабетичної нейропатії [262]. Введення Meл, щурам з експериментальним ЦД, сприяло покращенню функціонування мітохондрій печінки через збільшення активності мітохондріальної цитратсинтази, комплексу IV ЕТЛ, нормалізації коефіцієнту фосфорилювання. Автори зазначають, що терапія також зумовила збільшення синтезу АТФ [220]. Іншим дослідженням показано, що Meл (в дозі 10 мг/кг) сприяє захисту від окисного пошкодження мітохондрії жирової тканини в щурів з експериментальним ЦД2 [212].
Ін’єкції Meл алоксандіабетичним щурам призвели до зменшення базальної глікемії, а також до нормалізації порушення САОЗ, а саме: активності глутатіонредуктази, глутатіонпероксидази, глюкозо‑6-фосфатгідрогенази, вмісту ВГ та малонового альдегіду в ГМ щурів [193]. В експериментальному дослідженні вивчено комплексне застосування Meл (10 мг/кг) та флуоксетину (15 мг/кг) у щурів зі стрептозотоциновим ЦД упродовж місяця. Встановлено, що терапія сприяла зменшенню депресивної поведінки в тесті «відкритого поля», «вимушеного плавання» та «припіднятого хрестоподібного лабіринту». У головному мозку лікованих щурів зменшувався рівень ТБК-АП та відновлювалася активність КАТ. Лише терапія Meл сприяла відновленню активності глутатіонпероксидази та глутатіонтрасферази [277]. В експерименті, введення Meл  щурам зі стрептозотоциновим ЦД супроводжувалося  відновленням нейрогенезу та синаптогенезу в гіпокампі [210].  

Інформація щодо дозового режиму NАцц та Мел відзначається значною різноманітністю (табл. 1.2). Однак, результати останніх експериментальних досліджень вказують на ефективність NАцц щодо попередження нейропатій та гіперглікеміє-індукованого ОС у дозі 1500 мг/кг [23, 158, 188, 296].  Мелатонін, відповідно джерел літератури, найкращі властивості виявляє в дозовому режимі 10 мг/кг [54, 156, 159, 164, 173, 206, 259, 266, 291, 303, 315].
Таблиця 1.2
Дози  N-ацетилцистеїну та мелатоніну що вивчалися в експериментальних роботах

	Доза

мг/кг
	Результат
	Літературні

посилання

	1
	2
	3

	N-ацетилцистеїн

	100
	· нормалізація холінергічної дисфункції,  САОЗ та зменшення нейрозапалення при застосуванні цисплатину;
· зниження ОС та нейрозапалення в гіпокампі ГМ щурів на фоні введення нікотину та етанолу;
	[6, 109]

	150
	· відновлення САОЗ тканин ГМ, печінки, нирок у мишей після інтоксикації ди-ізопропіл-фосфор-офториду;
· доведено анксіолітичні властивості в тестах «відкритого поля», «темно-світлої камера». Зменшення дози було менш ефективним;
· виявлено антиоксидантну дію в ГМ щурів при тривалому застосуванні аспартаму;
	[122, 263, 307]

	1000
	· зниження вмісту АФК, ТБК-АП, дієнових кон’югатів, в тканині ГМ мозку щурів на фоні введення тіолактону гомоцистеїну;
	[252]


Продовження таблиці 1.2
	1
	2
	3

	1500
	· зменшення інтенсивності ПОЛ, відновлення активності ферментів САОЗ, пригнічення утворення цитохрому С та активності каспази-3 в сідничному нерві щурів зі стрептозотоциновим ЦД1;

· доведено протекторну дію NАцц, в комбінації з алопуринолом, при периферичній нейропатії за умов стрептозотоцинового ЦД1;

· доведено кардіопротекторні властивості за умов стрептозотоцинового ЦД1;

· встановлено здатність запобігати ПОЛ та збільшувати рівень ВГ в стріатумі ГМ щурів на фоні введення галоперидолу;

· збільшення активності нейрональної NO-синтази в щурів з артеріальною гіпертензією;
	[23, 158, 188]

	Мелатонін

	0,5
	· виявлено протекторний вплив на моделі хвороби Альцгеймера. Терапія сприяла нормалізації функціонування мітохондрій, покращенню просторового навчання та пам’яті тварин;  
	[232]

	1
	· нормалізація поведінки та зниження дефектів в мозковій тканині щурів із черепно-мозковою травмою; 
	[3]

	5
	· доведено протекторний вплив при моделюванні черепно-мозкової травми;
· зменшення зони інфаркту та збільшення виживаності

нейронів на моделі ішемії ГМ;

	[217, 219, 286]
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	1
	2
	3

	5
	· доведено здатність   запобігати алюміній-індукованому нейротоксичному та окисному пошкодженню ГМ через регулювання нуклеарного фактору Nrf2; 

· зменшення активності фактору некрозу пухлин,  процесів ПОЛ та нітрозативного стресу на фоні введення ліпополісахариду;
	[217, 219, 286]

	10
	· доведено потенційну можливість використання при вікових нейродегенеративних патологіях з метою зниження ОС;

· зменшення рівня ТБК-АП, простогландинів, прозапальних цитокінів в тканинах ГМ щурів на фоні інтоксикації арсеном;

· обмеження пошкодження нервових клітин гіпокампу на фоні введення ізофлурану;

·  нейропотекторний вплив, на фоні інтоксикації толуеном, за рахунок збільшення виживання гліальних клітин та їх антиоксидантних властивостей;
· доведено здатність запобігати когнітивному дефіциту, ОС та нейрозапаленню в тварин які перебували на дієті з високим вмістом жирів та введення алкоголю;
· відновлення просторового навчання, порушення короткочасної пам’яті, поліферації та диференціювання нейробластів, після лікуванням скополаміном;
· зниження рівня малонового диальдегіду, зростання ВГ та експресії Bcl-2 в гіпокампі дослідих щурів;
· доведено антиоксидантні властивості на моделі сепсис-індукованої енцефалопатії;
	[54, 156, 159, 164, 173, 206, 259, 266, 291, 303, 315]


	1
	2
	3

	
	· зменшення ПОЛ та нормалізація САОЗ при моделюванні ішемії ГМ;

· встановлено анксіолітичні властивості при моделюванні іммобілізаційного стресу у щурів;

· зменшення оксидо- та нітрозативного стресу, нейрозапалення, вмісту мозкового нейротрофічного фактору та ацетилхолінестерази  в зоні гіпокампу щурів при моделюванні двосторонньої загальної оклюзії сонної артерії;
	

	15
	· дозозалежний  гіпотермічний захист ГМ,  в зоні сенсомоторної кори, на моделі неонатальної енцефалопатії;

· зменшення загибелі нейронів завдяки нормалізації процесів апоптозу та аутофагії при моделюванні неонатальної ішемії;
	[208, 221]

	20
	· зменшення нейрозапалення та апоптозу нейронів на фоні введення етанолу;
· зниження IL-1ß, IL-6, TNF-α, в тканинах ГМ щурів, на моделі черепно-мозкової травми;
	[110, 153]

	25
	· нормалізація рівня цАМФ та мРНК, пригнічення експресії фактора некрозу пухлин-α та IL-6 в гіпокампі ГМ щурів з постравматичними стресовими розладами;

· протекторна дія щодо IL-1β, збільшення рівня ВГ та  активності ацетилхолінестерази в гіпокампі при введенні алкоголю та моделюванні мобілізаційного стресу;


	[114, 204]


Продовження таблиці 1.2
Продовження таблиці 1.2
	1
	2
	3

	30
	· збільшення виживання нейронів та зниження нейронального апоптозу, навколо імплантованого електроду в корі ГМ тварин, що корелювало зі зниженням ОС та позитивними змінами мікроглії;
	[213]

	50
	· зменшення гістопатологічних змін гіпокампу новонароджених щурів із моделлю гідроенцефалопатії.
	[312]


Отже, у терапії цукрового діабету 1 типу спостерігається дефіцит ліків для фармакологічної корекції діабетичної енцефалопатії. Корекція оксидативного стресу є важливим механізмом для реалізації нейропротекторного впливу при діабетичній енцефалопатії. Наведені дані обґрунтовують доцільність вивчення N-ацетилцистеїну та мeлатоніну при цукровому діабеті 1 типу. 
РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

З огляду на мету та завдання дисертаційної роботи, експериментальні дослідження проводилися за алгоритмом, представленим на рис. 2.1. 
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BupueHHs BIUHBY N-alleTHIIHCTe{HY, MeTATOHIHY Ta iX KOMOIHOBAHOTO BBEIeHHA Ha
BIDKHBAHHS, I[OKa3HHKH BYITEBOJHOTO  Ta JINIJHOrO OOMIHY B KDOBI INypiB 3

€eKCIIePHMEHTATBHIM IyKPOBHM JiaberoM 1 Twy.

JlocmiukeHHs BINTHBY N-alleTHIITHCTeiHy, MeIaTOHIHY Ta iX KOMOIHOBAHOTO BBEICHHA
Ha CTaH CHCTEMH aHTHOKCHIAHTHOTO 3aXHCTY in silico Ta in vivo

» PASS-nporHo3yBaHHI aHTHOKCHIAHHOI AKTHBHOCTI i1 N-aIleTH/IIHCTe HY
Ta MeJIaTOHIHY;

» BH3HAUEHHS  KBAaHTOBO-XIMIUHHMX  J€CKDHIITOPIB  AHTHOKCHIAHTHOL
AKTHBHOCTI N-alleTHIIHCTEIHy Ta Me/aTOHiHy;

» BHBUYEHHS BIUIMBY HA IIBHJKICTH TeHEPYBAHHS CYNEPOKCH/IHIX PalHKaTIB
Ta OOMIH OKCHIY HITPOreHy B KPOBI INYpIiB 3 eKCIIePHMEHTATHHHM
IYKpoBHM fiaberom 1 Trmy;

» IOCHUKEHHS JKHPHOKHCIOTHOTO  CKIagy Ta CraHy  IpOLeEciB
BUIBHOPAIMKAIBHOIO OKHCHEHHS ININNIB CHPOBAaTKH KPOBI INYPIB 3
eKCIIepPHMEHTAIBHIM IyKPOBHM JiabeToM 1 THIIy;

» BHBUEHHS aKTHBHOCTI ()ePMEHTIB Ta MapKepiB aHTHOKCHIAHTHOTO 3aXHCTY
B KPOBI IyPIB 3 eKCIIEPHMEHTAIBHIM I[yKPOBHM JiabeToM 1 Tmiry.

BupueHHs BIIIHBY N-alleTHIIFICTEIHY, MeaTOHIHY Ta iX KOMGIHOBAHOrO BBeISHHSI Ha
(yHKIiOHATEHY AKTHBHICT HEPBOBOI CHCT@MH Y IIypiB 3 eKCHepPHMEHTATBHIM
IYKPOBHM JiaGeToM 1 THITy:

» aHali3 HOBeJiHKH INypiB B TeCTAX: «BIAKPHTE IIONE», «TEMHO-CBITIOl
KaMepH», «IiCTABAHHS Ta BHIIMAHHA TKi».

BiBuUeHHA HeHPONPOTEKTOPHHX BIACTHBOCTelH N-alleTHIMCTeiHy, MelaTOHIHy Ta iX
KOMOIHOBaHOTO BBEZIEHHS B TOTOBHOMY MO3KY INYPIB 3 eKCIIEPHMEHTATBHIM IyKPOBHM
miaberom 1 Tamy:

JOCIUKEHHS BIUIMBy HA CTaH  MITOXOHIDIATPHOIO  €IeKTPOH-
TPAHCIIOPTHOTO JIAHIOTA;
BHBUEHHS BIUIHBY HA IPOLECH BiTBHOPATHKAIBHOTO IIONMIKOUKEHHA Ta
OOMIH OKCH/Ty HITPOTeHy;

JIOCTIIKeHH BIUTHBY Ha ITapaMeTPH aHTHOKCHIAHTHOTO 3aXHCTY;
BHBUEHH:I I CTOMOP(OMETPHIHHX 3MiH TOITOBHOTO MO3KY;
JIOCTIIKEHHHS YIbTPACTPYKTYPHHX 3MiH TOJIOBHOTO MO3KY.
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Рис. 2.1. Схема дизайну дослідження експериментального вивчення N‑ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення.
На початку було вивчено вплив досліджуваних препаратів на рівень глікемії, масу тіла та виживання щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу (ЦД1) для вибору найбільш ефективної дози комбінованого введення. 

Експериментальні дослідження другого етапу включали вивчення антиоксидантної активності (АОА) N-ацетилцистеїну і мелатоніну in silico та in vivo: прогнозування та визначення квантово-хімічних дескрипторів АОА; дослідження стану системи антиоксидантного захисту (САОЗ) у щурів із ЦД1.
Дослідження третього етапу включали вивчення функціональної активності нервової системи у щурів. Було вивчено орієнтовно-дослідницьку та тривожну поведінку тварин у тестах: «відкрите поле», «темно-світла камера», «діставання та виймання їжі».
Експериментальні дослідження кінцевого етапу включали вивчення стану антиоксидантного захисту тканин головного мозку (ГМ) щурів. Також було проведено вивчення гістоморфометричних та ультраструктурних змін. 
Експериментальні тварини. Дослідження проводили на 226 статевозрілих щурах-самцях лінії Wistar масою 200-260 г. Тварин вирощували й утримували на звичайному збалансованому харчовому раціоні та вільному доступі до води в умовах віварію Національного медичного університету імені О.О. Богомольця. Температура повітря підтримувалася у межах 16-25 °С, відносна вологість – 40-70%. Світловий режим: 12 годин – світло, 12 годин – темрява.
Після попереднього відбору, щури зважувалися, маркувалися розчином фукорцину й розсаджувалися по клітках (5-6 тварин у кожній). Період карантину та акліматизації тривав 14 діб, упродовж якого проводили щоденний огляд кожної тварини (поведінка та загальний стан). Формування експериментальних груп проводилося з урахуванням маси тіла тварин. 
Усі маніпуляції були проведені відповідно до Закону України № 3447‑ІV «Про захист тварин від жорстокого поводження» [64] та згідно з «Директивою Європейського Союзу 2010/10/63 EU про захист хребетних тварин, що використовуються для експериментальних та інших наукових цілей» [168]. Дотримання біоетичних норм засвідчено експертним висновком Комісії з питань етики НМУ імені О.О. Богомольця (протоколи № 99 від 28 грудня 2016 р.; № 127 від 02 грудня 2019 р.). 
Метод моделювання цукрового діабету 1 типу. Тваринам моделювали ЦД1 за допомогою введення стрептозотоцину (STZ) (Sigma, CША) у дозі 50 мг/кг у цитратному буферному розчині (Ph 4,5) одноразово інтраперитоніально відповідно до методичних рекомендацій [22].  Індукцію STZ здійснювали після попередньої 24-годинної депривації їжі, при збереженому доступі до води. Для зниження симптомів гіпоглікемії та кетоацидозу, які виникають після ін’єкції, дослідні тварини протягом 48 год отримували 5% розчин глюкози з поїлки. Через 72 год після ін’єкції STZ, дослідним щурам вимірювали рівень глюкози крові хвостової вени, використовуючи глюкометр One Touch Select Simple (LifeScan, США). В експеримент включали тварин, що мали стійку гіперглікемію із рівнем глюкози більше ніж 15 ммоль/л. Вибір для дослідження самців обумовлений тим, що вони мають більшу чутливість у порівняні із самками до діабетогенної дії STZ.
Для контролю ЦД1, кожного тижня протягом 7-ми тижнів проводили вимірювання глюкози в крові, отриманій за допомогою скарифікації кінчика хвоста щура. Регулярно фіксували загальний стан тварин, особливості їх поведінки, інтенсивність і характер рухової активності, координацію рухів, стан шкірного покриву, ставлення до їжі та води. Протягом експерименту здійснювали ваговий контроль  маси тіла кожного тижня.

Тварин виводили з експерименту методом декапітації згідно з рекомендаціями «Загальні етичні принципи експериментів на тваринах» через 7 тижнів після індукції STZ [67]. Евтаназію здійснювали декапітацією під тіопенталовим (40 мг/кг) наркозом із метою забору біозразків (ГМ та крові щурів).
Характеристика досліджуваних лікарських засобів. Об’єктами було обрано такі лікарські засоби: N-ацетилцистеїн (АЦЕСТАД, шипучі таблетки, 600 мг, фірми «Stada Arzneimittel AG», серія: 63034), мелатонін (Віта‑мелатонін таблетки, 3 мг, ПАТ «Київський вітамінний завод», серія: DD90817). Підбір дозування N-ацетилцистеїну здійснювали на основі проведених раніше досліджень співробітниками кафедри клінічної фармакології та клінічної фармації НМУ імені О. О. Богомольця та аналізу джерел літератури [23, 158, 188, 192, 296]. Підбір дозування мeлатоніну здійснювали відповідно до аналізу літературних джерел [54, 159, 164, 173, 259, 266, 315]. Лікарські засоби вводили внутрішньошлунково протягом 5-ти тижнів, починаючи з 15‑ї доби після відтворення контрольної патології з метою виявлення ранніх проявів ЦД1.
Підбір і формування дослідних груп здійснювали з урахуванням маси тіла й загального стану організму тварин. Під час першого етапу дослідження дослідні тварини були розділені на групи: ІК (інтактний контроль, група інтактних щурів, які отримували 0,9% фізіологічний розчин); КП (контрольна патологія, група тварин з експериментальним ЦД1, які отримували 0,9% фізіологічний розчин); NАцц (група щурів з експериментальним ЦД1, які отримували N-ацетилцистеїн у дозі 1500 мг/кг/добу); Мел (група щурів з експериментальним ЦД1, які отримували мелатонін у дозі 10 мг/кг/добу); Comb1 (група тварин з експериментальним ЦД1, комбінованого введення N‑ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу) та мелатоніну (10 мг/кг/добу)); Comb2 (група тварин з експериментальним ЦД1, комбінованого введення N‑ацетилцистеїну (750 мг/кг/добу) та мелатоніну (5 мг/кг/добу)); Comb3 (група тварин з експериментальним ЦД1, комбінованого введення N‑ацетилцистеїну (375 мг/кг/добу) та мелатоніну (2,5 мг/кг/добу)). 

Після проведення досліджень на першому етапі, з вибору найбільш оптимальної дози комбінованого введення NАцц та Мел, дослідні щури були розділені на такі групи: ІК, КП, NАцц, Мел, NАцц+Мел (група тварин з експериментальним ЦД1, комбінованого введення NАцц (1500 мг/кг/добу) та Мел (10 мг/кг/добу).
Підготовка проб гомогенату мозку. Після проведення декапітації, швидко розкривалася черепна коробка, на лід виймався ГМ із якого видаляли кров та виділяли лобову ділянку, фрагменти неокортексу та моторної кори. Приготування гомогенату проводили на холоді при +2 оС. Посуд та інструменти, які використовувалися для отримання гомогенату, охолоджували до цієї ж температури. Фрагмент ГМ гомогенізували за допомогою скляного гомогенізатора в сольовому ізотонічному середовищі 0,15 М розчин КСl (1:40). Для отримання цитозольної фракції проводили центрифугування 15000 g (t +2°С). Екстракцію ліпідів проводили за методом Кейтса з використанням гептан-ізопропанолової суміші (2:1) [78].
Підготовка сироватки крові. Наповнені кров’ю пробірки ставили у водяну баню (t +37°С) до утворення згустку (20-30 хв), який відокремлювали скляною паличкою від стінок пробірки. Надалі вміст пробірок центрифугували 3000 g 15 хвилин.
Для оцінювання нейропротекторної активності лікарських засобів важливе значення має їх вплив на мітохондріальну дисфункцію [21]. 
Стан електрон-транспортного ланцюга мітохондрій у клітинах ГМ оцінювали за амплітудою й положенням таких парамагнітних центів з g‑факторами: 1,94 – залізосірчаних білків в N-2; 2,003 – радикалів убісеміхінону; 2,03 – негемових нітрозильних комплексів заліза. Для цього 500 мг тканин ГМ вміщували у спеціальну прес-форму й заморожували в рідкому нітрогені. Отримані зразки тканин досліджували у парамагнітно чистій кварцовій д’юарі на комп’ютеризованому спектрометрі РЕ-1307 з резонатором H011 при температурі рідкого нітрогену (77 К). Потужність НВЧ‑джерела становила 40 мВт, частота модуляції 100 кГц та амплітудою 10 Гаус, постійного часу приймача τ=0,3 сек. У якості стандарту інтенсивності використовували спеціально орієнтований зразок монокристалу Al2O3 з визначеною концентрацією іонів Cr3+. Методом подвійного інтегрування оцінювали концентрацію молекул, зіставляючи інтенсивності сигналів у спектрах електронного парамагнітного резонансу (ЕПР) з інтенсивністю стандарту. Помилка методу інтегрування спектрів та розкид відтворення спектрів одного зразка складає не більше ніж 3% [9].
З метою виявлення первинної ланки оксидативного стресу (ОС) було визначено швидкість генерування супероксидних радикалів (СР) та рівні оксиду азоту (NO) у мітохондріях клітин головного мозку та нейтрофілами крові.
Швидкість генерування супероксидних радикалів та рівні оксиду нітрогену.  Швидкість генерування СР мітохондріями в зразках тканини ГМ та нейтрофілами крові досліджували методом ЕПР на комп’ютеризованому спектрофотометрі RE‑1307 з використанням спінового уловлювача TEMPONE-H (2,2,6,6,-тетраметил-4-окипіперидин)  (Sigma, USA) за кімнатної температури у спеціальній парамагнітно чистій кварцовій кюветі. Рівень NO в тканині ГМ та NO-генеруючу активність нейтрофілів досліджували методом ЕПР в низькотемпературному режимі з використанням диетилдитіокарбамату (Sigma, USA) як спінового уловлювача [9]. Нейтрофіли крові виділяли відповідно до методики [28].
Рівень 8-оксогуаніну. Рівень окисного пошкодження ДНК досліджували визначаючи маркер 8-оксогуаніну в тканині ГМ та сечі методом аналізу ультрафіолетових спектрів елюатів після їх твердофазної екстракції на колонці («Merck», Німеччина) на спектрофотометрі СФ-46 [66].

Рівень лактоферину, вільного заліза в тканині ГМ досліджували методом ЕПР на компютеризованому ЕПР-спектрофотометрі РЕ-1307 за температури рідкого нітрогену (22 К) [9]. Вміст лактоферину та вільного заліза визначали як величину пропорційну амплітуді поглинання ЕПР‑сигналу з g-факторами, рівними 4,3 та 2,2 відповідно.

Рівень трансферину, церулоплазміну, вільного заліза, метгемоглобіну в крові дослідних тварин досліджували на радіоспектрометрі РЕ-1307. У пробірку з 1 мл трилону Б набирали 3 мл крові, потім заморожували в спеціальній прес-формі в рідкому нітрогені для дослідження методом ЕПР [28].
Дослідження ЕПР проводилися на базі Інституту експериментальної патології, онкології та радіобіології імені Р. Є. Кавецького НАН України, за консультативної допомоги д.біол.н. А. П. Бурлаки.
З метою поглибленого вивчення антиоксидантних та нейропотекторних властивостей досліджуваних препаратів здійснювали аналіз жирнокислотного складу тканин ГМ та сироватки крові, стану ліпопероксидації та активності ферментів антиоксидантного захисту.

Визначення жирнокислотного складу ліпідів ГМ та сироватки крові проводили методом газової хроматографії, ідентифікуючи жирні кислоти (ЖК) за піками на газовій хроматограмі, порівнюючи час їх утримання з часом утримання піків стандартних чистих речовин із відомим якісним та кількісним складом [16]. Загальні ліпіди екстрагували 5 мл хлороформ‑метаноловою сумішшю (2:1) та витримували 30 хв у холодильнику. Для кращого розподілу фаз додавали 1 мл дистильованої води. Хлороформну нижню фазу відбирали за допомогою піпетки Пастера. Етап екстракції проводили двічі. Хлороформні екстракти концентрували випарюванням під газоподібним нітрогеном на водяній бані (t +45 0C).  
З метою гідролізу та метилювання вищих ЖК, до осаду ліпідів додавали 5,0 мл 1% сульфатної кислоти в метанолі та переносили в ампулу місткістю 10 мл, яку поміщали в термостат на 20 хв (t +85 0C). Екстракцію метильованих ЖК ліпідів проводили двічі гексан-ефірною сумішшю (1:1). Для розподілу фаз додавали 1 мл дистильованої води. Верхню фазу відбирали піпеткою Пастера. Об’єднані екстракти упарювали досуха в потоці нітрогену на водяній бані (t +45 0C).  Сухий осад розчиняли в 40,0 мл гексану та вводили у випарювач хроматографа в кількості 5,0 мкл.
 Газохроматографічний аналіз спектру ЖК ліпідів здійснювали на газовому хроматографі серії «Цвет-500» в ізотермічному режимі із полум’яно-іонізуючим детектором при таких умовах: скляна колонка (розміри 3,0 м×0,3 см), заповнена фазою 5% поліетиленгліколю сукцинату на хромотоні N-AW-HMDS (зернування 0,125-0,160 мм), температура колонки – +190 оС (+180 оС при дослідженні ЖК ліпідів сироватки крові), температура випарювача – +250 оС, витрати нітрогену та гідрогену – 35 мл/хв, витрати повітря – 200 мм/год, швидкість діаграмної стрічки – 240 мм/год, чутливість шкали підсилювача – 10-7 А, об’єм проби, яку вводили – 5,0 мкл, тривалість аналізу – 20 хв. 

Жирні кислоти ідентифікували методом газової хроматографії на базі НДІ експериментальної та клінічної медицини НМУ імені О. О. Богомольця, за консультативної допомоги провідної співробітниці лабораторії газової хроматографії к.т.н., Т. С. Брюзгіною.
Визначення процесів перекисного окиснення ліпідів (за рівнем тіобарбітуратактивних продуктів (ТБК-АП)), активності ферментів антиоксидантного захисту (супероксиддисмутази (СОД), каталази (КАТ)) та вмісту відновленого глутатіону (ВГ) проводили у тканинному гомогенаті ГМ та сироватці крові щурів. 
Дослідження проводили в лабораторії біохімії на базі НДІ експериментальної та клінічної медицини НМУ імені О.О. Богомольця за консультативної допомоги зав. лабораторії І. М. Рижко. 
Визначення вмісту ТБК-АП у головному мозку та сироватці крові проводили за методом І. Д. Стальної, Т. Г. Гаврішвілі [80] за допомогою визначення інтенсивності забарвлення на спектрофотометрі (λ=540 нм) триметинового комплексу, утвореного малоновим диальдегідом із двома молекулами тіобарбітурової кислоти. У пробірку до 1,0 мл 17% розчину трихлороцтової кислоти (10% для сироватки крові) додавали 2,5 мл гомогенату тканини ГМ (1,0 мл сироватки). Проби центрифугували при 3000 g 15 хв. До супернатанта (1,0 мл)  додавали 0,5 мл 0,8% розчину тіобарбітурової кислоти та інкубували на киплячій водяній бані 10 хв для розвитку забарвлення. Охолоджували 10 хв у холодній воді з льодом. 
Вміст ТБК-АП визначали за формулою 2.1, використовуючи коефіцієнт молярної екстинкції: 
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де  С – вміст ТБК-АП, мкм/мг тканини;
Е – оптична густина проби;
106 – коефіцієнт перерахунку в мкм;
1,56×105 – коефіцієнт молярної екстинції.
Визначення активності супероксиддисмутази проводили за методом Т. В. Сироти [73]. Принцип методу полягає в тому, що СОД інгібує аутоокиснення адреналіну в лужному середовищі з наступним вимірюванням величини оптичної густини при довжині хвилі 340 нм. За різницею швидкості реакції без додавання біологічного матеріалу та з його додаванням обчислювали активність ферменту. 

Визначення активності каталази в гомогенаті тканин ГМ та сироватки крові, проводили за методом М. Королюк і співавт., принцип якого полягає в тому, що КАТ руйнує пероксид гідрогену, незруйнована частина якого при взаємодії із солями молібдату амонію утворює стійкий забарвлений комплекс [40]. Холоста проба містила: 2,0 мл 0,03% розчину Н2O2 та 0,1 мл Н2O. Дослідна проба: 2,0 мл 0,03% розчину Н2O2 та 0,1 мл сироватки або гомогенату. Пробірки інкубували при кімнатній температурі упродовж 10 хвилин, після чого додавали 1,0 мл 4% (NH4)2MoO4. Вимірювали екстинкцію на спектрофотометрі при довжині хвилі 420 нм. Розрахунок активності КАТ проводили за формулою 2.2:
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де, А – активність каталази (мкат/мг тканини); 
∆Е= Е холостої проби – Е досліджуваної проби;
V – об’єм внесеної проби (0,1 мл);
t – час інкубації (600с);
k – коефіцієнт молярної екстинкції пероксиду гідрогену, який дорівнює 22,2×103×М-1см-1. 
Дослідження системи глутатіону, з урахуванням його ролі в багатьох фізіологічних функціях нервової системи, є важливим етапом доклінічного вивчення потенційних нейропотекторів [21]. 

Вміст відновного глутатіону в гомогенаті тканин ГМ оцінювали за рівнем небілкових SH-груп, у загальному пулі яких він складає 95%. Небілкові SH-групи, після осадження білків 20% розчином трихлороцтової кислоти, визначали за рівнем утворення тіонітрофенільного аніону завдяки взаємодії з 5,5`-дитіобіс-2-нітробензойною кислотою [14]. У дослідні пробірки додавали 1,0 мл гомогенату тканини ГМ та 1,0 мл 10% розчину трихлороцтової кислоти. Витримували 5 хв за кімнатної температури й центрифугували 3000 g 15 хв, відбирали супернатант. Формували нові дослідні пробірки, у які вносили 1,0 мл супернатанта, 0,5 мл фосфатного буфера (pH 8,0) та 0,05 мл реактиву Еллмана. У контрольні пробірки додавали 1,5 мл фосфатного буфера та 0,05 мл  реактиву Еллмана. Усі пробірки ставили в темне місце на 15 хв. Визначали оптичну густину при довжині хвилі 412 нм.
Визначення біохімічних показників проводили загальноприйнятими методами [91]. У крові щурів вивчали загальну концентрацію глікозильованого гемоглобіну (HbA1c), холестерину (ХС), тригліцеридів (ТГ) за допомогою біохімічного набору (Biosystems, Іспанія); концентрацію глюкози, цитолітичних ферментів – аспартатамінотрансферази (АсАТ), аланінамінотрансферази (АлАТ) визначали за допомогою біохімічного набору (Diagnosticum Zrt., Угорщина) та біохімічного аналізатора SINNOWA BS-3000M в лабораторії біохімії на базі НДІ експериментальної та клінічної медицини НМУ імені О.О.Богомольця, за консультативної допомоги зав. лабораторії І. М. Рижко.
Гістологічне дослідження.  Головний мозок фіксували у 10% розчині формаліну на холодному фосфатному буфері. Тривалість фіксації 24 години. Досліджувані зразки ГМ промивали у проточній воді, зневоднювали у висхідних концентраціях етанолу та заключали у парапласт (Leica Surgipath Paraplast Regular). Протокол дегідратації: етанол (із 70% до 100%-розчину етанолу), діоксан, ксилол, ксилол/парапласт (1:1), парапласт. Фронтальні парафінові зрізи товщиною 5 мкм отримували на мікротомі (Thermo Microm HM 360 Rotary Microtome). Зрізи депарафінували, регідратували й забарвлювали толуїдиновим синім за Нісслем та імпрегнували азотнокислим сріблом за методом А. К. Коломійцева і Ю. Б Чайковським [36]. Мікропрепарати досліджували за допомогою мікроскопу Olympus BX 51. Рандомним методом отримували мікрофотографії моторної кори великого мозку. Морфометричний аналіз проведено з використанням програмного забезпечення Carl Zeiss (AxioVision SE64 Rel.4.9.1) при збільшенні ×400. Морфометричне оцінювання полягало у вимірюванні площі перикаріону і ядра нейронів. 
Дослідження проводили на базі кафедри гістології та ембріології НМУ імені О.О. Богомольця за консультативної допомоги к.мед.н., доц.   А. С. Демидчук. 
Електронно-мікроскопічне дослідження.  Матеріалом для електронно-мікроскопічних досліджень були ділянки сенсомоторної кори півкуль головного мозку щурів. Біологічні зразки фіксували у 2,5% розчині глутарового альдегіду на какодилатному буфері з до фіксацією в 1% розчині осмієвої кислоти. Зневоднювали у спиртах 70%, 80%, 90%, 100% концентрації та ацетоні. Заливали у суміш епону-аралдіт, згідно із загальноприйнятою методикою [98]. Напівтонкі та ультратонкі зрізи з блоків отримували на ультратомі LKB (Швеція). Напівтонкі зрізи забарвлювали метиленовим синім та за Hayat [177]. Ультратонкі зрізи контрастували 2% насиченим розчином уранілацетату та цитратом свинцю. Препарати досліджували під електронним мікроскопом Сумського ВО «Selmi» ПЕМ‑125К на базі лабораторії електронної мікроскопії НДІ експериментальної та клінічної медицини НМУ імені О.О. Богомольця, за консультативної допомоги д.біол.н., професора Л. О. Стеченко.
Тест «відкрите поле». Для виявлення впливу досліджуваних препаратів на локомоторну активність, орієнтовно-дослідницьку діяльність та емоційну сферу використовували тест «відкрите поле» [30]. Для проведення цього тесту була використана прямокутна камера 40х40 см із пластиковими стінками заввишки 30 см. Підлогою слугував лист білого пластику, з нанесеною чорною фарбою решіткою, що ділить поле на 36 рівних квадратів. Зовнішніми вважалися 20 квадратів, які прилягають до стінок поля. Відповідно, внутрішніми – 16 квадратів, які не прилягають до стінок. 
Тварину саджали в центр камери та спостерігали за її поведінкою 3 хв. Відеознімання проводилася вмонтованою на висоті 50 см камерою, для уникнення впливу присутності експериментатора на поведінку тварин. Оцінювали локомоторну активність за кількістю перетнутих квадратів, орієнтовно-дослідницьку діяльність за кількістю перетнутих центральних квадратів та вертикальних стійок, емоційний стан та його вегетативний супровід – за кількістю актів дефекації, уринації та грумінгу (вмивання, почісування, вилизування шерсті) [62]. Дослідження проводилися  в кімнаті без сторонніх звуків, за нормального освітлення, до якої тварин переносили в клітках, у яких вони постійно знаходилися. Тестування починалося в один і той же проміжок часу (8:00 – 12:00 та 14:00 – 17:00) для зменшення ефекту добового ритму. Арену відкритого поля протирали вологою губкою після тестування кожної тварини. 

Тест «темна-світла камера». Для оцінювання впливу препаратів на показники дослідницької активності та рівень тривожності використовували тест «темно-світла камера» [175]. Установка являла собою камеру, що складалася з двох рівних відсіків – темного та світлого, розмірами 40х40х40 см. Відсіки сполучні між собою отвором (10х5 см) у перегородці. Зверху темний відсік мав непрозору стелю, тоді як світлий – прозору, для спостереження за твариною та відеофіксації її поведінки. Модель створює конфліктну ситуацію для тварини, яка має схильність досліджувати невідомий простір, але спочатку хоче уникнути невідомого (неофобія) [103]. Поведінка щура в пропонованому тесті являє собою інтегральний результат мотивацій: орієнтовно-дослідницької діяльності та норкового рефлексу (рефлекс переваги темряви). Проміжок часу, проведеного в темному відсіку, корелює з рівнем тривожності, тоді як кількість виходів та час проведений у світлому відсіку – показники дослідної активності [71]. 
Тестування проводилося в кімнаті без сторонніх звуків, за нормального освітлення. Тварину поміщали у світлий відсік установки та впродовж 3 хв фіксували поведінку. Після чого тварину повертали до клітки, а установку протирали. Реєстрували такі показники: час проведений у світлому та темному відсіках, кількість виглядань та переходів через отвір у перегородці, кількість вертикальних стійок.
Поведінковий тест «діставання та виймання їжі». Тестування проводилося з метою оцінювання кортико-спінальної функції. Тестування проводили раз на тиждень починаючи з 3-го тижня експериментального ЦД1. Перед дослідженням їжа у тварин забиралася, проте залишалася питна вода. Для експерименту було використано камеру з прозорими стінками, розділеною перегородкою, в який була створена щілина розміром 1,5 х 0,5 см, за якою знаходилася крихта комбікорму на відстані 1 см від щілини, для того щоби тварина мала змогу дістати їжу за допомогою лапи [96]. Тест тривав 45 хв.
Відсоток успішних спроб розраховувався за формулою 2.3: 
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Дослідження in silico. Прогнозування біологічної активності досліджуваних препаратів здійснено за програмою PASS-online (Prediction of Activity Spectra for Substances) [63]. Визначення квантово-хімічних параметрів молекулярних структур in silico розраховували за допомогою програми «HyperChem 8.0.8» з використанням напівемпіричного методу розрахунків PM3 (англ. Parameter Model 3) [32, 79]. Визначали такі електронні дескриптори: заряди на атомах (од. заряду); розподіл електростатичного потенціалу  в молекулі; загальну енергію (ккал/моль); енергію зв’язку, (ккал/моль); електронну енергію (ккал/моль); ентальпію утворення (ккал/моль); градієнт (ккал/моль/кут); потенціал іонізації (ionization potential, IP) (Ev); абсолютну жорсткість (ή) (Еv); дипольний момент (μ) (дебай);  енергію (Ev) та локалізацію вищої зайнятої молекулярної орбіталі (highest occupied molecular orbital, HOMO) і нижчої вакантної (lowest unoccupied molecular orbital, LUMO). Абсолютну жорсткість (ή) визначали за формулою 2.4:
                      ή=½(Енвмо–Евзмо)                                                            (2.4)
Ілюстрації до розділу № 4 виконано за допомогою програм ISIS Draw 2.4 та «HyperChem 8.0.8»
Методи статистичного аналізу. Статистичну обробку отриманих даних проводили методами варіаційної статистики за допомогою програм «IBM SPSS Statistics Base version 22.0», «Medstat», «Microsoft Office Excel 2016». Для з’ясування міжгрупових відмінностей у випадку нормального розподілу вибіркових даних використовували t-критерій Ст’юдента (для попарних порівнянь). За відсутності нормального розподілу використовували U-критерій Манна – Вітні. Для множинного аналізу використовували однофакторний дисперсійний аналіз ANOVA за критерієм Шеффе та Даннета. Для аналізу закономірностей зв’язку між окремими показниками проведено кореляційний аналіз за допомогою коефіцієнта кореляції Пірсона. Відмінності вважали вірогідними при p<0,05. Точкову оцінку результатів представляли у вигляді середніх значень та стандартної похибки середнього (M±m) [65, 88]. 
РОЗДІЛ 3. ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ N-АЦЕТИЛЦИСТЕЇНУ, МЕЛАТОНІНУ ТА ЇХ КОМБІНОВАНОГО ВВЕДЕННЯ НА ВИЖИВАННЯ, ПОКАЗНИКИ ВУГЛЕВОДНОГО ТА ЛІПІДНОГО ОБМІНУ У КРОВІ ЩУРІВ З ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИМ ЦУКРОВИМ ДІАБЕТОМ 1-ГО ТИПУ
 Розділ присвячений оцінюванню параметрів вуглеводного та ліпідного обміну, а також інтегральних показників за умов експериментального цукрового діабету 1 типу в щурів та на фоні введення досліджуваних препаратів.

3.1. Вивчення впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на стан глікемії, динаміку маси тіла та виживання  у щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу

З метою оцінювання комбінованого застосування NАцц та Мел за умов  ЦД1, було досліджено три комбінації досліджуваних препаратів для вибору найбільш оптимальних доз. Досліджувані щури були розподілені на сім груп: ІК (інтактний контроль); КП (контрольна патологія); NАцц (група тварин з індукованим ЦД1, які отримували N-ацетилцистеїн у дозі 1500 мг/кг); Мел (група тварин з індукованим ЦД1, які отримували мелатонін у дозі 10 мг/кг); Comb1 (група тварин з індукованим ЦД1, комбінованого введення N‑ацетилцистеїну (1500 мг/кг) та мелатоніну (10 мг/кг); Comb2 (група тварин з індукованим ЦД1, комбінованого введення N-ацетилцистеїну (750 мг/кг) та мелатоніну (5 мг/кг); Comb3 (група тварин з індукованим ЦД1, комбінованого введення N-ацетилцистеїну (375 мг/кг) та мелатоніну (2,5 мг/кг). Лікарські засоби вводили внутрішньошлунково, один раз на добу, протягом 5-ти тижнів, починаючи з 15-ї доби після відтворення ЦД1.

Порівнюючи зміни глюкози у крові (рис. 3.1), в щурів групи КП щодо ІК, було виявлено стійке прогресування гіперглікемії протягом 7-ми тижнів експерименту (p<0,01). На другому тижні корекції (4 тиждень експерименту), відмічалося зниження рівня глюкози крові у тварин груп NАцц, Meл, Comb1 та Comb2, проте вірогідних відмінностей не було виявлено. На п’ятому тижні експерименту, у тварин групи NАцц, виявлено зниження рівня глюкози в 2,5 раза порівняно до групи щурів КП (8,38±0,56 ммоль/л проти 21,14±2,63 ммоль/л, p<0,01). У групі щурів, яким вводили Мел самостійно, також виявлено вірогідне зниження глюкози майже в 2,0 рази (14,28±5,1 ммоль/л проти 21,14±2,63 ммоль/л, p<0,05). За комбінованого введення NАцц та Мел, на 5-му тижні експерименту, вірогідне зниження глюкози крові виявлено лише в групі Сomb1 у 2,3 раза порівняно до групи щурів КП (9,27±2,22 ммоль/л проти 21,14±2,63 ммоль/л, p<0,05).
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Рис. 3.1. Зміни рівня глюкози крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при застосуванні N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення (n=10).
Примітки:

1. До STZ – вихідні показники (до введення стрептозотоцину);

2. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

3. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
4. & – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01.
На 6-7 тижні експериментального ЦД1, введення NАцц, Meл та  Сomb1 мало гіпоглікемічний ефект у порівняні з групою КП (p<0,05). Так, на сьомому тижні експериментального ЦД1 у групі  NАцц виявлено зниження глюкози крові в 2,8 раза порівняно до групи КП (8,96±2,85 ммоль/л проти 25,30±2,21 ммоль/л, p<0,01). У групі Мел виявлено зниження глюкози крові у 2,6 раза (9,56±1,82 проти 25,30±2,21 ммоль/л, p<0,01). У групі тварин, які отримували Сomb1, також виявлено вірогідне зниження глюкози в 1,7 раза (15,05±3,06 ммоль/л, p<0,05). Введення Сomb2 та Сomb3 не виявляло гіпоглікемічної дії на 6-7 тижні експериментального ЦД1 (25,05±1,05 ммоль/л та 23,56±1,41 ммоль/л проти 25,30±2,21 ммоль/л у групі КП, p>0,05) перевищуючи значення групи ІК у 4,7 та 4,5 раза (p<0,01). 

На фоні стійкої гіперглікемії відбувалося зменшення маси тіла дослідних тварин групи КП (рис. 3.2). Так, наприкінці сьомого тижня експерименту відмічали зменшення маси тіла щурів групи КП на 21,7% (р<0,01) стосовно групи ІК. 
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Рис. 3.2. Зміна маси тіла щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при застосуванні N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення (n=10).

Примітки:

1. До STZ – вихідні показники (до введення стрептозотоцину);

2. * – вірогідні відмінності проти групи інтактного контролю, р<0,01;

3. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01.
Самостійне застосування NАцц та Мел супроводжувалося збільшенням маси тіла тварин на 45,4% та 43,4% щодо ІК (р<0,01). Окрім того, у тварин груп NАцц та Meл маса тіла була більшою проти тварин ІК (на 14% та 11% відповідно), однак статистично значущої різниці не виявлено (p>0,05). Введення Сomb1 сприяло найбільшому наближенню маси тіла щурів із ЦД1 до значень ІК, збільшуючи показник на 27,8% (р<0,01) щодо групи КП. Максимальні ж відмінності значень маси тіла, у порівнянні з ІК, виявлено в групах Comb2 та Comb3 і характеризувалися його зменшення на 24,3% та 23,6% (р<0,01).

Виживаність у щурів, які отримували NАцц, Мел та Сomb1 становила 95%, тоді як в групі КП – 60% (р<0,05). У щурів, які отримували Comb2, виживаність становила 70%, Сomb3 – 65%.

Отже, порівнюючи динаміку глікемії упродовж 7 тижнів експерименту встановлено, що N-ацетилцистеїн, мелатонін та Comb1 знижували рівень глюкози крові щурів з цукровим діабетом 1 типу, та відповідно, підвищували масу тіла і виживаність тварин. Застосування Comb2 та Comb3 не мало сприятливого впливу за досліджуваними показниками у тварин з експериментальним цукровим діабетом 1 типу, тому для подальших досліджень було обрано Comb1.

3.2. Дослідження впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на біохімічні маркери цукрового діабету, ліпідного обміну та процесів цитолізу у щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу

Для оцінювання органопротекторного впливу досліджуваних препаратів було проведено вивчення біохімічних маркерів ліпідного обміну, маркера метаболічного контролю глюкози та цитолітичних ензимів у крові щурів з експериментальним ЦД1 (табл. 3.1)
Таблиця 3.1
Біохімічні показники у крові щурів з експериментальним  цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (50 доба; M±m, n=10)
	Показник
	ІК


	КП


	NАцц


	Meл


	NАцц+Meл



	АлАТ,

 Од/л
	60,28±4,47
	81,60±3,97*
	77,62±5,98*
	58,48±3,78#
	79,30±2,39*

	АсАТ, 

Од/л
	177,50±21,37
	199,80±23,92*
	189,50±19,11
	173,00±16,52#
	192,10±14,17

	ХС, ммоль/л
	1,43±0,05
	1,27±0,06
	1,42±0,09
	1,42±0,07
	1,27±0,06

	ТГ, 

ммоль/л
	0,95±0,08
	1,05±0,11
	1,19±0,10
	0,93±0,05
	0,99±0,06

	HbA1с, %

	6,01±0,08
	18,60±0,75*
	7,20±1,79#
	6,86±1,25#
	11,03±1,96*#


Примітки:

1. * – вірогідні відмінності проти інтактних тварин, p<0,05;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, p<0,05;

3. n – кількість тварин у групі. 
Найбільш точним і прогностичним показником серед біохімічних параметрів контролю ступеня компенсації та перебігу ЦД вважається визначення HbA1с. Він утворюється в результаті неферментативної реакції між гемоглобіном, що міститься в самих еритроцитах і глюкозою сироватки крові, швидкість глюкозилювання та його рівень визначається концентрацією глюкози, що зберігається упродовж життя еритроцитів [26]. Рівень HbA1с у тварин з групи КП був в 3,0 рази більший у порівнянні із групою ІК (18,60±0,75%, проти 6,01±0,08% в ІК, р<0,05). При проведенні кореляційного аналізу було виявлено зв'язок між рівнем HbA1c та глікемії (r=0,76, p<0,05), а також масою тіл тварин (r =-0,75, p<0,05), що може свідчити про декомпенсацію ЦД1.

Також, у тварин групи КП, зросла активність маркерних ферментів стану мембран гепатоцитів: АлАТ на 35,4% та АсАТ на 12,6% у порівнянні з ІК (р<0,05), що вказує на їх пошкодження. Рівень ТГ у щурів КП був на 10,5% вищим, а ХС на 11,2% нижчим, у порівнянні з групою ІК, проте така різниця не була статистично значуща (р>0,05). 

Самостійне та комбіноване введення NАцц і Meл сприяло вірогідному зниженню рівня HbA1с (на 61,3%, 63,1% та 40,7% відповідно, у порівнянні з групою КП, р<0,05). У щурів які отримували фармакотерапію не відзначали вірогідних змін рівня ХС та ТГ (р>0,05). Однак, у крові тварин які отримували Meл спостерігали незначне зниження рівня ТГ на 11,4% у порівняні з тваринами групи КП. На фоні введення Meл також зменшилася активність маркерних ферментів цитолізу гепатоцитів АлАТ на 28,3% (р<0,05) та АсАТ на 13,4% (р<0,05). 
Отже, самостійне та комбіноване застосування NАцц і Meл сприяє нормалізації вуглеводневого обміну внаслідок зниження рівня HbA1с (p<0,05). Вплив комбінованого застосування NАцц та Meл на HbA1с був менше вираженим, ніж при самостійному застосуванні досліджуваних ЛЗ, однак вірогідних міжгрупових відмінностей не виявлено (р>0,05).
Аналіз результатів, отриманих у нашому дослідженні та описаних у цьому розділі, дає змогу зробити наступні висновки:
1. Моделювання цукрового діабету 1 типу в щурів призводило до порушень вуглеводного обміну, зниження маси тіл тварин, активації процесів цитолізу, тоді як ліпідний профіль не зазнав суттєвих змін. 
2. Встановлено, що комбіноване введення N-ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу, в/шл.) та мелатоніну (10 мг/кг/добу, в/шл.) знижувало рівень глікемії, нормалізувало масу тіла та збільшувало виживання тварин з експериментальним цукровим діабетом 1 типу.
3. Застосування мелатоніну зменшувало активність цитолітичних ферментів, що вказує на гепатопротекторну дію за умов експериментального цукрового діабету 1 типу.

4. Комбіноване застосування N-ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу, в/шл.) та мелатоніну (10 мг/кг/добу, в/шл.) є безпечним.
РОЗДІЛ 4. ДОСЛІДЖЕННЯ АНТИОКСИДАНТНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ N-АЦЕТИЛЦИТЕЇНУ, МЕЛАТОНІНУ ТА ЇХ КОМБІНОВАНОГО ВВЕДЕННЯ IN SILICO ТА IN VIVO
Розділ присвячений дослідженню антиоксидантних властивостей N‑ацетилцистеїну та мелатоніну з використанням програмного забезпечення Prediction of Activity Spectra for Substances та проведення квантово-хімічних розрахунків in silico. Вивченню антиоксидантної активності N‑ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення в щурів з експериментальним цукровим діабетом 1 типу in vivo. 
4.1. Дослідження антиоксидантних властивостей N‑ацетилцистеїну та мелатоніну in silico
Комп’ютерна програма PASS дає змогу за структурною формулою сполуки оцінити ймовірний профіль біологічної активності. За результатами прогнозу отримують два показники: Pa (ймовірність біологічної «активності») – оцінює ймовірність того, що досліджувана сполука належить до підкласу активних; Pi (ймовірність біологічної «неактивності») – оцінює ймовірність того, що досліджувана сполука належить до підкласу неактивних [63]. 

Згідно з даними прогнозованої біологічної активності PASS, NАцц може виявляти нефропротекторну (Рa=0,841, Pi=0,002),  цитопротекторну (Рa=0,730, Pi=0,004), антиоксидантну  (Рa=0,525, Pi=0,009), антигіпоксичну (Рa=0,475, Pi=0,045) та ноотропну (Рa=0,496, Pi=0,134) дії, регулювати ліпідний метаболізм (Рa=0,547, Pi=0,031), стимулювати ангіогенез (Рa=0,529, Pi=0,009), використовуватися в лікуванні метаболічних розладів (Рa =0,504, Pi=0,007), діабетичної нейропатії (Рa=0,460, Pi=0,010) та гострих неврологічних розладів (Рa =0,392, Pi=0,149).

Щодо біологічної активності Meл, існує ймовірність цитопротекторної (Рa=0,692, Pi=0,0095), антиоксидантної (Рa=0,493, Pi=0,054) та антигіпоксичної (Рa=0,439, Pi=0,059) дії, невисока ймовірність використання в терапії хвороби Гангтінгтона (Рa=0,301, Pi=0,005) та  цереброваскулярних розладів (Рa=0,189, Pi=0,073). 
Отже, результати комп’ютерного прогнозування різних видів біологічної активності для NАцц та Meл підтверджують актуальність подальшого експериментального дослідження антиоксидантних властивостей зазначених препаратів при ЦД in vivo.
З метою визначення дескрипторів АОА для NАцц та Meл було проведено розрахунок квантово-хімічних та енергетичних показників молекул. Було використано квантово-хімічні комп’ютерні методи, що дають змогу визначити залежність між просторовою структурою молекули речовини, її фізико-хімічними властивостями та фармакологічною активністю [30].
Структурні формули та геометричну оптимізацію молекули Мел, із зазначенням електронних зарядів на атомах, наведено на рис 4.1. Найбільш позитивні заряди мають атоми карбону С4 (0,238), нітрогену N9 (0,252) та гідрогену Н21 (0,139) Н23 (0,124). Найбільш від’ємні заряди в молекулі  спостерігаються на атомах оксигену О3 (-0,371), О2 (-0,191) та карбону С5 (‑0,209), С8 (-0,193) які будуть вступати в реакції з електроноакцепторами.  
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Рис. 4.1. Структурна формула (1) та геометрично оптимізована молекула (2) мелатоніну.
Значення енергії граничних молекулярних орбіталей є найбільш важливим дескриптором АОА. Встановлено, що HOMO характеризує взаємодію молекули з електроноакцепторами, а LUMO – з електронодонорами. Вищим антиоксидантним властивостям лікарських засобів відповідають більші значення енергії HOMO, та відповідно, нижчі величини іонізованого потенціалу (IP) [11]. Енергетичними розрахунками встановлено, що молекула Мел має від’ємну енергію нижчої вакантної орбіталі LUMO (-0,18 eV), що вказує на електрофільні властивості. Локалізація енергії LUMO в молекулі Мел зосереджена на бензольному кільці та гетероциклу (рис. 4.2). Енергія вищої зайнятої молекулярної орбіталі HOMO  (-8,42 Еv), локалізованої на атомі оксигену метоксигрупи, атомах карбону бензольного кільця та гідрогену, який знаходиться біля атома азоту в складі ароматичного гетероциклу, що визначає електроноакцепторні властивості Мел. Невисоке значення розрахованої абсолютної жорсткості (4,12 Ev) вказує на те, що молекула Mel займає проміжне місце між м’якими та жорсткими реагентами. Високе значення дипольного моменту (5,79 дебай) свідчить про досить високу полярність та рівномірний розподіл електронної густини.
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Рис. 4.2. Локалізація енергії HOMO (1) та LUMO (2) молекули мелатоніну.

В табл. 4.1 наведені квантово-хімічні характеристики молекул Мел та NАцц.
Таблиця 4.1
Квантово-хімічні параметри молекул малатоніну та 

N-ацетилцистеїну 

	Характеристика
	Мелатонін
	N-ацетилцистеїн

	Загальна енергія (англ. Total energy), ккал/моль
	-62233,40
	-45233,97

	Енергія зв’язку (англ. Binding energy), ккал/моль
	-3449,03
	-1812,38

	Електронна енергія (англ. Electronic energy), ккал/моль
	-395462,91
	-210888,90

	Ентальпія утворення (англ. Heat of formation), ккал/моль
	-48,10
	-130,94

	Градієнт (англ. Gradient), ккал/моль/кут
	0,0109
	0,008656

	Потенціал іонізації (IP), Ev
	8,42
	9,43

	Абсолютна жорсткість (ή), Ev
	4,12
	4,67

	Дипольний момент (µ), дебай
	5,79
	2,66

	HOMO, Ev
	-8,42
	-9,43

	LUMO, Ev
	-0,18
	-0,10


Квантово-хімічні розрахунки молекули NАцц також проводилися здобувачем І. М. Ситник та співробітниками кафедри фармакології НМУ імені О.О. Богомольця, Т. Ю. Небесною та співавторами [11, 74]. Структурні формули та геометричну оптимізацію молекули NAцц, із зазначенням електронних зарядів на атомах, наведено на рис 4.3. Невеликий від’ємний заряд мають атоми гідрогену SH-групи (-0,002) та нітрогену (-0,059).  Найбільш від’ємними зарядами є атоми оксигену карбоксильної, карбонільної групи (‑0,349; -0,324; -0,342) та атому карбону, зв’язаного із SH‑групою (-0,183), які й будуть вступати у реакцію з електроноакцепторами та нейтралізувати вільні радикали, виявляючи тим самим АОА [74].
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Рис. 4.3. Структурна формула (1) та геометрично оптимізована молекула (2) N-ацетилцистеїну.

Проводячи енергетичні розрахунки молекули (тал. 4.1), встановлено, що NАцц має від’ємну енергію молекулярної орбіталі LUMO (-0,10 Ev), що вказує на електрофільні властивості. Молекулярна орбіталь HOMO має заряд -9,43Ev та локалізована на меркапто-групі, яка буде взаємодіяти з електроноакцепторними угрупуваннями, що може пояснювати антиоксидантні властивості NАцц (рис. 4.4).  Молекула NАцц, подібно Мел, маж невисоке значення абсолютної жорсткості (4,67 Ev). 
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Рис. 4.4. Локалізація енергії HOMO (1) та LUMO (2) молекули N‑ацетилцистеїну.

У результаті розрахунку було отримано невисоке значення дипольного моменту (2,663 дебай) NАцц. Автори зазначають, що це може свідчити про невелику полярність та нерівномірний розподіл електронної густини, взаємодіючі із полярними та неполярними складовими біомембран [74].
Отже, дослідження in silico підтверджують доцільність вивчення АОА для NАцц та Мел in vivo.
4.2. Дослідження впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на швидкість генерування супероксидних радикалів та синтезу оксиду нітрогену в крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу 
З метою визначення можливих редокс-залежних механізмів нейропротекції NАцц та Мел, при самостійному та комбінованому застосуванні, було проведено дослідження на етапі ініціації СР та синтезу NO нейтрофілів крові щурів з індукованим ЦД1 in vivo. 
Через сім тижнів після індукції ЦД1, швидкість генерування СР НАДФ.Н-оксидазою нейтрофілів, щурів групи КП, зросла в 4,1 раза (1,69±0,02 Нм/105 клітин·хв проти 0,41±0,03 Нм/105 клітин·хв в ІК, р<0,01). Окрім того, моделювання ЦД1 супроводжувалося зниженням генерування NO нейтрофілами в 4,7 раза у порівнянні з ІК (0,4±0,01 Нм/105 клітин·хв проти 1,9±0,02 Нм/105 клітин·хв, р<0,01).

У групах фармакологічної корекції виявлено вірогідні відмінності проти змін швидкості генерації СР нейтрофілами у порівнянні з групою КП (p<0,01) (рис. 4.5). Так, самостійне застосування NАцц зумовило зниження генерації СР в 1,9 раза (0,90±0,03 нМ/105 клітин·хв), Meл – в 2,1 раза (0,80±0,02 нМ/105 клітин·хв) проти групи КП (1,69±0,02 Нм/105 клітин·хв, p<0,01), однак дані відрізнялися від групи ІК (р<0,01). 
Комбіноване застосування NАцц та Мел сприяло зниженню швидкості генерації СР нейтрофілами в 3,7 раза проти КП (р<0,01), що було співставним з ІК. Зокрема, самостійне застосування NАцц в 1,9 раза поступалося відповідному показнику групи NАцц+Мел (р<0,01). Самостійне введення Мел також поступалося групі комбінованого застосування в 1,7 раза (р<0,01).
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Рис. 4.5. Швидкість генерування супероксидних радикалів (СР) нейтрофілів крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:

1. * – вірогідні відмінності проти групи інтактних тварин, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;

3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,01;
4. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,01;

5. n – кількість тварин у групі.
Самостійне та комбіноване введення NАцц і Мел зумовило зростання генерації NO нейтрофілами в 3,1-3,3 раза (р<0,01) у порівнянні з групою КП. Міжгрупових відмінностей в групах фармакологічної корекції не виявлено (р>0,05). Результати представлені на рис. 4.6.
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Рис. 4.6. Швидкість генерування оксиду нітрогену (NO) нейтрофілів крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:

1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;

3. n – кількість тварин у групі.
Низькі рівні NO-генеруючої активності нейтрофілів, у групі тварин КП, можуть бути пояснені безпосереднім СР та NO-залежним порушенням активності гему ферменту. Так, NO, взаємодіючи з негемовим залізом FeS‑білків дихального ланцюга мітохондрій, призводить до порушення транспорту електронів, унаслідок чого зростає генерування СР та розвиток клітинної гіпоксії [66].  
Отже, виявлено, що комбіноване введення NАцц та Мел, упродовж 5‑ти тижнів, мало найкращий антирадикальний ефект у крові щурів з експериментальним ЦД1 (знижуючи рівень генерування СР у 3,7 раза, р<0,01). Самостійне та комбіноване введення NАцц і Мел також збільшувало біодоступність NO, що вказує на протекторні властивості проти пошкодження клітинних структур та порушення гемодинаміки. 

4.3. Вивчення впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на жирнокислотний склад та стан процесів перекисного окиснення ліпідів сироватки крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу
Наступним кроком був аналіз складу ЖК у сироватці крові щурів. Дослідження показали, що у тварин групи КП значно змінюється   ЖК спектр ліпідів сироватки в порівнянні з групою ІК (табл. 4.2). 
Таблиця 4.2

Жирнокислотний склад ліпідів сироватки крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну 
(50 доба; M±m, n=10)
	Жирні кислоти, %
	ІК 
	КП 
	NАцц 
	Meл 
	NАцц+Meл



	С14:0 Міристинова
	0,70±0,10
	1,60±0,30*
	0,70±0,10#
	0,40±0,10#
	0,50±0,10#

	С15:0

Пентадеканова
	0,70±0,10
	1,60±0,30*
	0,70±0,10#
	0,40±0,10#
	0,50±0,10#

	С16:0 Пальмітинова
	17,70±1,00
	49,20±1,50*
	24,50±1,50#
	42,30±1,50@*
	24,90±1,00#&

	С17:0 Гептадеканова  
	0,70±0,10
	1,60±0,30*
	0,70±0,10#
	0,30±0,10*#
	0,40±0,10#

	С18:0 Стеаринова
	7,60±0,50
	8,20±0,50
	6,90±0,70
	9,60±1,00
	8,80±0,70

	С18:1 
Олеїнова
	13,50±0,80
	24,60±1,00*
	13,50±1,00#
	15,30±0,80#
	15,00±1,00#

	С18:2 
Лінолева
	45,60±1,50
	6,60±0,30*
	43,90±1,50#
	19,70±1,00#*@
	41,20±1,50#&

	С18:3 Ліноленова
	0,70±0,10
	1,60±0,10*
	0,80±0,10#
	0,40±0,10#
	0,50±0,10#

	С20:4 Арахідонова
	12,70±1,30
	11,90±0,50
	8,20±0,50*#
	11,60±1,00
	8,30±0,50*#

	∑НЖК
	27,40±1,60
	62,20±2,00*
	33,50±1,50#
	53,10±1,80*@
	35,00±2,00#&

	∑ННЖК
	72,50±1,60
	37,80±2,00*
	66,40±1,50#
	47,80±1,80#*@
	65,00±2,00#&

	∑ПНЖК
	59,00±1,30
	13,10±1,80*
	52,30±1,30#
	31,70±1,50*#@
	50,00±1,80#&


Примітки:

1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;

3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;

4. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,05;

5. n – кількість тварин у групі.
У тварин групи КП в порівняні з ІК виявлено вірогідне зростання вмісту міристинової, пентадеканової та гептадеканової кислот в 2,3 раза (р<0,05), пальмітинової – 2,8 раза (р<0,05), унаслідок чого спостерігали збільшення суми насичених ЖК (НЖК) в 2,3 раза (р<0,05). Водночас, сума ненасичених ЖК (ННЖК) зменшилася в 1,9 раза у порівняні з групою КП (р<0,05), внаслідок зменшення вмісту лінелової ЖК в 6,9 раза (р<0,05). Також, у тварин групи КП в порівнянні з ІК, збільшився рівень ліноленової ЖК в 2,3 раза (р<0,05), спостерігалася тенденція до зменшення арахідонової ЖК (р>0,05), тоді як сума поліненасичених ЖК (ПНЖК) зменшилася в 4,5 раза (р<0,05). 

З табл. 4.2 видно, що самостійне та комбіноване застосування NАцц і Мел по-різному сприяло перерозподілу ЖК у сироватці крові щурів з експериментальним ЦД1. Зокрема, у групі NАцц зменшився вміст міристинової та пентадеканової ЖК в 2,3 раза (р<0,05), Мел – 4,0 рази (р<0,05), NАцц+Мел – 3,2 раза у порівняні з групою КП (р<0,05). Схожі відмінності було отримано для гептадеканової ЖК: 2,3, 5,3 та 4,0 рази зменшився вміст у групах  NАцц, Мел та NАцц+Мел (р<0,05). Вірогідне зменшення в 2,0 рази вмісту пальмітинової ЖК отримано в щурів групи NАцц та 1,9 раза – NАцц+Мел проти групи КП (р<0,05), тоді як в групі Мел відмінностей не виявлено (р>0,05). Відповідно, вірогідно зменшувалася сума НЖК на 46,1% при самостійному застосуванні NАцц та на 43,7% – при комбінованому у порівнянні з групою КП (р<0,05), тоді як при самостійному застосуванні Мел лише на 14,6% (р>0,05). Виявлено збільшення суми ПНЖК: в 4,0 рази в групі NАцц, 3,8 раза – NАцц+Мел (р<0,05) унаслідок зростання вмісту ліноленової ЖК у 6,6 та 6,2 раза (р<0,05). Водночас, вміст арахідонової ЖК, у групах NАцц та NАцц+Мел, був 1,4 раза меншим у порівняні з групою КП (р<0,05), та навіть в 1,5 раза меншим проти групи ІК (р<0,05). У групі Мел спостерігалася тенденція до зростання рівня ліноленової ЖК (р>0,05) та суми ПНЖК в 2,4 раза (р<0,05). Після самостійного та комбінованого застосування NАцц і Мел спостерігалося зменшення вмісту лінолевої ЖК у порівнянні з КП: в 2,0 рази в групі NАцц (р<0,05), 4,0 рази  – Мел та 3,2 раза в групі комбінованого застосування препаратів (р<0,05). Однак, сума ННЖК зростала на 75,7% в групі NАцц та 71,9% в групі NАцц+Мел проти групи КП (р<0,05). У групі самостійного застосування Мел виявлено зростання сума ННЖК на 26,4% (р<0,05), що було на 34,1% меншим групи ІК (р<0,05). 

Згідно з отриманими результатами, вірогідними ознаками зростання активності ПОЛ, у сироватці крові щурів групи КП, було збільшення на 50,7% (р<0,01) рівня вторинних продуктів ПОЛ – ТБК-АП щодо аналогічного показника групи ІК (рис. 4.7).
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Рис. 4.7. Рівень тіобарбітуратактивних продуктів (ТБК-АП) в сироватці крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:

1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,01;
4. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,01;
5. n – кількість тварин у групі.
Самостійне та комбіноване застосування NАцц показало тенденцію до зниження інтенсивності ПОЛ, однак вміст ТБК-АП вірогідно не відрізнявся від показників групи КП (р>0,05). Застосування Мел сприяло вірогідному зниженню накопичення ТБК-АП в 2,9 раза порівняно до КП (р<0,01) та 1,95 раза до групи ІК (р<0,01).

 Отже, виявлено, що в крові щурів з експериментальним ЦД1 зростає сума НЖК, зменшується ННЖК та ПНЖК (р<0,05), що може свідчити про порушення утворення фосфоліпідів. Самостійне застосування NАцц та NАцц+Мел сприяло кращому відновленню ЖК спектру, що вказує на мембранопротекторні властивості за умов експериментального ЦД1. Тоді як самостійне застосування Мел сприяло зменшенню інтенсивності процесів ПОЛ в крові. 
4.4. Вивчення впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на параметри антиоксидантного захисту у крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу 

Порушення окисного гомеостазу, за умов експериментального ЦД1, характеризувалося зменшенням активності ключового ферменту антиоксидантного захисту – КАТ в 5,4 раза у порівнянні з ІК (р<0,01) (табл. 4.3). Ензиматична активність СОД знижувалася на 14,9%, проте різниця не була статистично вірогідною (р>0,05). Досліджувані препарати NАцц та Мел, при самостійному і комбінованому застосуванні, вірогідно збільшували активність КАТ в 4,2-4,8 раза (р<0,01). Застосування Мел сприяло зростанню активності СОД в 2,0 рази проти групи КП (р<0,01) та в 1,7 раза проти групи ІК (р<0,01), що вказує на посилення антиоксидантного захисту. Самостійне застосування NАцц не виявило вірогідних відмінностей проти показника групи КП (р>0,05) та вірогідно поступалося Мел в 1,7 раза (р<0,01). Дія комбінованого застосування NАцц та Мел зумовила підвищення активності СОД в 1,9 раза у порівнянні з групою КП (р<0,01), 1,7 раза проти групи самостійного застосування NАцц (р<0,01) та тварин ІК (р<0,01).
Таблиця 4.3
Активність ферментів антиоксидантного захисту в сироватці крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну (50 доба; M±m, n=10)
	Група тварин
	СОД, %
	КАТ, мкат/мг

	ІК
	26,78±5,80
	29,30±1,12

	КП
	22,80±1,20
	5,44 ± 0,42*

	NАцц
	26,00±1,10
	22,77±1,28#

	Мел
	45,64±5,20*#@
	26,65 ±0,78#

	NАцц+Мел
	44,47±5,80*#@
	22,74±1,05#


Примітки:

1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,01;
4. n – кількість тварин у групі.
Розвитку ОС також протидіє САОЗ крові, компонентами якої є церулоплазмін (ЦП) та трансферин (ТФ). Тоді як співвідношення ЦП/ТФ та ТФ/метгемоглобін (MetHb) вважаються об’єктивними критеріями для визначення резервних можливостей організму. 

У крові щурів групи КП спостерігалося збільшенням рівня ЦП в 1,3 раза та MetHb в 9,5 раза (р<0,05), тоді як ТФ зменшився в 1,5 раза у порівнянні з ІК (р<0,05) (рис. 4.8). Зменшення рівня ТФ та зростання MetHb, в крові щурів зі стептозотоциновим ЦД1, призвело до зменшення співвідношення ТФ/MetHb в 2,8 раза (р<0,05). Відповідно, показник ЦП/ТФ зріс майже у 2,0 рази (р<0,05).

Самостійне та комбіноване застосування  NAцц і Мел сприяли змінам вмісту ТФ, ЦП та MetHb в крові щурів з експериментальним ЦД1 (рис. 4.8). Так, при самостійному застосуванні NAцц та Мел вміст ТФ зріс в 1,5 раза, а при комбінованому введенні ЛЗ в 2,0 рази проти групи КП (р<0,05). Застосування NAцц зумовило зменшення рівня ЦП на 37,5% у порівнянні з групою КП (р<0,05) та 18,2 % – групою ІК (р<0,05). Самостійне застосування Мел знижувало рівень ЦП на 29,2% (р<0,05), тоді як комбіноване застосування NAцц+Мел на 23,6% (р<0,05) що було  співставним з ІК. 
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Рис. 4.8. Рівень трансферину (ТФ), церулоплазміну (ЦП) та метгемоглобіну (MetHb) в сироватці крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;

3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;

4. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,05;

5. n – кількість тварин у групі.

Вміст MetHb зменшувався в 1,6 раза при самостійному застосуванні NAцц, 1,3 раза – Мел та комбінованому застосуванні препаратів у порівнянні з групою КП (р<0,05). Найбільш близькі співвідношення ЦП/ТФ та ТФ/MetHb, до значень ІК, спостерігали при комбінованому введенні препаратів (рис. 4.9). Так, у групі тварин NAцц+Мел співвідношення ТФ/MetHb було в 2,5 раза більшим, а ЦП/ТФ в 2,6 раза меншим проти групи КП. При самостійному введенні NAцц співвідношення ТФ/MetHb було в 2,3 раза більшим, ЦП/ТФ – в 2,4 раза меншим у порівнянні з нелікованими тваринами. Відповідно, Мел сприяв зростанню ТФ/MetHb в 1,9 раза та зменшенню ЦП/ТФ в 2,2 раза проти групи КП.
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Рис. 4.9. Cпіввідношення трансферин/метгемоглобін (ТФ/МеtHb)  та церулоплазмін/трансферин (ЦП/ТФ) в сироватці крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,05;
4. n – кількість тварин у групі.
У крові тварин, групи КП, спостерігали зростання рівня вільного заліза (ВЗ) в 8,0 рази у порівнянні з ІК (р<0,01), що вказує на посилення окисних процесів. Самостійне та комбіноване застосування NАцц та Meл сприяли зниженню вмісту ВЗ в крові щурів із ЦД1, що було вірогідно в порівнянні з групою КП (р<0,01), проте більшим за значення групи ІК (р<0,01) (рис. 4.10). Так, самостійне введення NАцц зумовило зниження ВЗ в 1,3 раза, Мел – 1,4 раза, NАцц+Meл – 1,2 раза проти групи КП (р<0,01). 
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Рис. 4.10. Рівень вільного заліза (ВЗ) в сироватці крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50  доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;
3. n – кількість тварин у групі.
Аналіз результатів, отриманих у нашому дослідженні та описаних у цьому розділі, дає змогу зробити наступні висновки:
1. Даними прогнозу Prediction of Activity Spectra for Substances підтверджено доцільність подальшого експериментального вивчення N‑ацетилцистеїну і мелатоніну при цукровому діабеті 1 типу.
2. Дослідженнями in silico було визначено квантово-хімічні дескриптори антиоксидантної активності для молекул N‑ацетилцистеїну і мелатоніну.
3. Комбіноване введення N‑ацетилцистеїну та мелатоніну асоціювалося з кращим антирадикальним ефектом, у крові щурів з експериментальним цукровим діабетом 1 типу, знижуючи рівень генерування супероксидного радикалу (р<0,01) та збільшуючи його утилізацію.
4. Самостійне та комбіноване введення N‑ацетилцистеїну і мелатоніну збільшували біодоступність NO (3,1-3,3 раза), що вказує на протекторні властивості проти пошкодження клітинних структур та порушення гемодинаміки. 

5. Застосування N‑ацетилцистеїну та комбіноване введення досліджуваних препаратів сприяли кращому відновленню жирнокислотного  спектру ліпідів крові, що вказує на мембранопротекторні властивості за умов експериментального цукрового діабету 1 типу. Тоді як самостійне застосування мелатоніну сприяло зменшенню інтенсивності процесів перекисного окиснення ліпідів у крові дослідних тварин.

6. Комбіноване введення N‑ацетилцистеїну та мелатоніну краще нормалізовувало співвідношення церулоплазмін/трансферин та трансферин/метгемоглобін.
РОЗДІЛ 5. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ N‑АЦЕТИЛЦИСТЕЇНУ, МЕЛАТОНІНУ ТА ЇХ КОМБІНОВАНОГО ВВЕДЕННЯ НА ФУНКЦІОНАЛЬНУ АКТИВНІСТЬ НЕРВОВОЇ СИСТЕМИ У ЩУРІВ З ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИМ ЦУКРОВИМ ДІАБЕТОМ 1-ГО ТИПУ
На третьому етапі експериментальних досліджень було вивчено вплив самостійного та комбінованого введення N-ацетилцистеїну і мелатоніну на орієнтовно‑дослідницьку активність та емоційну реактивність щурів з експериментальним цукровим діабетом 1 типу в тестах: «відкрите поле», «темно-світла камера», «діставання та виймання їжі». 
5.1. Вивчення впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на орієнтовно-дослідницьку активність щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу у тесті «відкрите поле»

Для вивчення впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на рухову й орієнтовно-дослідницьку активність, емоційну реактивність щурів з експериментальним ЦД1, з метою оцінки нейротропних властивостей, було використано тест «відкрите поле». 

На 1-2 тижнях експерименту не виявлено вірогідних відмінностей у  поведінці тварин. Проте через 3 тижні, після моделювання ЦД1, виявлено групові відмінності орієнтовно-дослідницької діяльності щурів у тесті «відкрите поле» (рис. 5.1). У тварин групи КП показники локомоторно‑дослідної активності свідчили про вірогідні зміни горизонтальної активності, унаслідок зменшення перетину периферичних квадратів у 2,4 раза та центральних у 2,2 раза проти групи ІК (p<0,05). Кількість вертикальних стійок, як показник дослідної активності, у групі КП була в 2,5 раза меншою проти групи ІК (p<0,05). Самостійне та комбіноване застосування NАцц і Meл мало тенденцію до зростання локомоторної активності тварин з експериментальним ЦД1, через збільшення перетину периферичних квадратів в 1,4 раза (р>0,05). Комбіноване введення NАцц і Meл також збільшувало перетин центральних квадратів на 25% у порівнянні з групою КП (р>0,05).
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Рис. 5.1. Орієнтовно-дослідницька активність щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (3-й тиждень експерименту).
1. Примітки:
2. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;

3. n – кількість тварин у групі.
Четвертий тиждень експериментального ЦД1 характеризувався наступними змінами у порівнянні з ІК (табл. 5.1). Відмічено зниження локомоторної активності: перетин периферичних квадратів зменшувався в 1,8 раза, центральних – 1,9 раза (р<0,05). Для тварини з експериментальним ЦД1, групи КП, було характерне зниження пізнавальної активності, що проявлялося вірогідним зменшенням числа вертикальних стійок у 2,9 раза (p<0,05). Водночас, не виявлено вірогідних змін вегетативної поведінки проти групи ІК (р>0,05). Самостійне введення NАцц призводило до збільшення перетину периферичних квадратів в 1,5 раза та центральних у 2,2 раза порівняно до тварин групи КП (p<0,05). За умов самостійного введення Мел число перетину периферичних квадратів зростало в 1,4 раза (p>0,05) та центральних у 2,4 раза (p<0,05). Подібна картина змін фіксувалася і в групі тварин комбінованого введення NАцц і Мел: перетин периферичних квадратів зростав в 1,3 раза (p>0,05), центральних – 2,0 рази (p<0,05). Застосування досліджуваних препаратів також сприяло зростанню вертикальної активності тварин з експериментальним ЦД1: NАцц в 1,7 раза (p<0,05), Мел – 2,4 раза (p<0,05), комбіноване введення NАцц та Мел у 2,0 рази проти КП (p<0,05) та на 14,9% у порівнянні з групою NАцц (p>0,05).
Таблиця 5.1
 Орієнтовно-дослідницька активність та вегетативна поведінка щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (4-й тиждень експерименту; M±m, n=10)
	Група тварин
	Горизонтальна
активність
	Вертикальна

активність
	Грумінг
(к-ть)

	Уринації
(к-ть)
	Дефекації
(к-ть)

	
	Периферична
	Центральна
	
	
	
	

	ІК


	46,60±6,70
	11,20±0,80
	15,60±1,64


	1,40±0,25
	0,60±0,40
	1±0,45

	КП

	25,20±5,97*
	5,80±1,32*
	5,40±1,78*

	2,40±0,98
	0,60±0,25
	0,4±0,24

	NАцц

	39,00±5,72#
	12,80±2,24#
	9,40±2,27*#
	1,20±0,20
	0,60±0,40
	0,5±0,28

	Meл

	34,40±6,80
	13,80±3,51#
	13,20±1,65#

	1,20±0,20
	1,00±0,45
	1±0,45

	NАцц+

Meл


	32,40±4,20
	11,40±3,76#
	10,80±1,36#

	0,80±0,20
	1,20±0,49
	0,4±0,25


 Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. n – кількість тварин у групі.
На 5 та 6 тижнях експерименту, у тварин групи КП, реєстрували більш суттєві зміни поведінки (рис. 5.2). 
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Рис. 5.2. Орієнтовно-дослідницька активність (a) та вегетативна поведінка (b) щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (6-й тиждень експерименту).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;
2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. n – кількість тварин у групі.
Так, на 6-му тижні відмічалося пригнічення орієнтовно-дослідної активності: кількість перетнутих периферичних квадратів зменшувалася в 1,8 раза (p<0,01), центральних – 2,5 раза (p<0,01), а число вертикальних стійок зменшувалося на 48,7% (p<0,01) у порівнянні з відповідними показниками групи ІК (рис. 5.2а). Крім того, у тварин з експериментальним ЦД1, групи КП, зростала кількість актів дефекації у 2,6 раза (р<0,01) та уринації майже у 2,0 рази (р<0,01) проти групи ІК (рис. 5.2b).  
Самостійне та комбіноване застосування NАцц і Meл, на 6-му тижні експерименту, сприяло збільшенню орієнтовно-дослідної активності тварин з індукованим ЦД1, що проявлялося зростанням числа перетину центральних і периферичних квадратів та збільшенням вертикальних стійок (рис 5.2а). Зокрема, в групі тварин NАцц реєструвалося збільшення кількості перетнутих периферичних квадратів на 68,30% (р<0,05), центральних – у 2,2 раза (р<0,05) та стійок на 63,70% (р<0,05) проти показників  тварин групи КП. За умов самостійного застосування Мел число перетнутих периферичних квадратів зростало на 30,90% (р<0,05), центральних – у 2,6 раза (р<0,05), а вертикальних стійок – на 66,20% (р<0,05) у порівнянні зі значеннями групи тварин КП. Комбіноване введення  NАцц і Meл, щурам з експериментальним ЦД1, призводило до збільшення перетину периферичних квадратів на 53,5% (р<0,05), центральних – в 1,7 раза (р<0,05), стійок – на 58,75% (р<0,05). Самостійне застосування NАцц також сприяло наближенню показників вегетативних реакцій до значень ІК: зменшуючи кількість актів уринації в 1,9 раза (р<0,05) та дефекації у 2,2 раза щодо аналогічних значень тварин групи КП. У тварин груп Meл та NАцц+Мел зменшувалася кількість уринацій в 1,9 та 1,7 раза відповідно (р<0,05) та спостерігалася тенденція до зменшення дефекацій (р>0,05).
На 7-му тижні експерименту також виявлено істотне зниження орієнтовно‑дослідницької активності тварин з експериментальним ЦД1 (табл. 5.2).  Так, число перетину периферичних квадратів, у щурів групи КП, зменшувалося на 35,70% (p<0,01), центральних – 60,90% (p<0,01), а вертикальних стійок на 42,90% (p<0,01) у порівнянні з тваринами групи ІК. Крім цього, відмічалося зростання числа актів уринації в 3,8 раза (p<0,01) та дефекації в 4,3 раза (p<0,01).
Таблиця 5.2
	Група тварин
	Горизонтальна

активність
	Вертикальна

активність
	Грумінг

(к-ть)


	Уринації

(к-ть)
	Дефекації

(к-ть)

	
	Периферична
	Центральна
	
	
	
	

	ІК

	30,71±3,3
	10,86±1,40
	13,14±1,50
	1,29±0,36
	0,43±0,29
	0,33±0,21

	КП

	19,75±4,21*
	4,25±0,75*
	7,50±1,69*
	1,33±0,33
	1,67±0,21*
	1,43±0,26*

	NАцц

	30,57±6,25#
	14,86±2,25#
	12,86±1,40#
	1,14±0,26
	0,57±0,29#
	0,28±0.18#

	Meл

	19,50±0,87*@
	8,75±1,65#@
	12,71±1,19#
	1,43±0,23
	0,86±0,14*#
	0,43±0,2#

	NАцц+

Meл


	28,67±4,00#&
	11,50±2,09#
	10,5±1,80
	1,17±0,17
	0,50±0,34#
	0,67±0,3#


Орієнтовно-дослідницька активність та вегетативна поведінка щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (7-й тиждень експерименту; M±m, n=10)
 Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;
2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;
4. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,05;
5. n – кількість тварин у групі.
Водночас, самостійне застосування NАцц, на 7-му тижні експерименту, сприяло зростанню поведінкової активності тварин з експериментальним ЦД1. Так, кількість перетнутих периферичних та центральних квадратів зростала в 1,6 раза (р<0,05) та 3,5 раза (р<0,05), а вертикальна активність в 1,7 раза (р<0,05) проти групи тварин КП. Окрім цього, відмічалося зменшення кількості актів уринації та дефекації у 2,9 раза та 5,1 раза відповідно (р<0,05).
Самостійне введення Мел, на 7-му тижні експерименту, не призводило до зростання перетну периферичних квадратів тваринами з експериментальним ЦД1 (р>0,05) та вірогідно поступалося групі NАцц в 1,6 раза (р<0,05). Перетин центральних квадратів, тваринами групи Мел, збільшувався у 2,0 рази (р<0,05) проти показників групи КП, але на 41,0% (р<0,05) був меншим проти групи  NАцц. Водночас, самостійне застосування Мел призводило до збільшення в 1,7 раза (р<0,05) вертикальних стійок, зменшення в 1,9 раза кількості актів уринації (р<0,05) та 3,3 раза актів дефекації (р<0,05) щодо аналогічних значень групи тварин КП.   

За умов комбінованого введення NАцц та Мел, щурам з експериментальним ЦД1, число перетнутих периферичних квадратів зростало в 1,4 раза (р<0,05) проти показників групи КП, перевищуючи значення групи тварин самостійного введення Мел (р<0,05). Окрім цього, спостерігалося зростання у 2,7 раза (р<0,05) перетину центральних квадратів та в 1,4 раза (р<0,05) кількості вертикальних стійок (р<0,05) у порівнянні з групою КП. Кількість актів дефекації та уринації у 2,3 раза (р<0,05) та 2,1 раза (р<0,05) відповідно знижувалися проти показників групи тварин КП.

Отже, встановлені відмінності показників орієнтовно-дослідницької активності в щурів з експериментальним ЦД1, групи КП, вказують на те, що зміни поведінкової діяльності тварин можуть бути пов`язані з розвитком ДЕ. Самостійне та комбіноване застосування NАцц і Meл сприяло збільшенню орієнтовно-дослідницької активності та нормалізації вегетативної поведінки щурів з експериментальним ЦД1. 
5.2. Вивчення впливу N‑ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на поведінку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу в тесті «темно-світла камера»
Для оцінювання впливу досліджуваних препаратів на рівень тривожності та показники дослідницької активності було використано тест «темно-світла камера». Результати проведених нами досліджень свідчать, що упродовж 1-4 тижнів експерименту поведінка тварин не відрізнялася між досліджуваними групами. Однак, починаючи з 5-го тижня реєструвалися зміни поведінки (рис. 5.3). Так, у тварин групи КП кількість переходів між відсіками установки зменшувалася в 1,8 раза (p<0,05), виглядань із «темного» відсіку – 2,2 раза (p<0,05), а вертикальних стійок – 3,0 рази (p<0,05).
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Рис. 5.3. Активність щурів з експериментальним цукровим діабетом 1‑го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (5-й тиждень експерименту).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;
2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;
4. n – кількість тварин у групі.
Своєю чергою, самостійне застосування NАцц, на 5-му тижні експерименту, призводило до зростання кількості переходів між відсіками у 2,2 раза (р<0,05), виглядань – 1,6 раза (р<0,05) та вертикальних стійок в 4,7 раза (р<0,05). Водночас самостійне введення Мел, за відповідних умов експерименту, призводило до зростання кількості виглядань на 11,0% (р>0,05) та стійок у 2,3 раза (р<0,05), але вірогідно поступалося  NАцц (р<0,05).
Дослідна активність тварин з експериментальним ЦД1, за умов комбінованого застосування NАцц і Мел, характеризувалася зростанням кількості виглядань із темного відсіку в 1,5 раза порівняно до групи КП (р<0,05) та на 31,80% проти тварин групи самостійного введення Мел (р>0,05). Вертикальна активність тварин за умов комбінованого введення препаратів зростала у 2,1 раза (р<0,05), однак, вірогідно відрізнялася від групи NАцц (р<0,05).

Дослідження поведінки тварин у тесті «темно-світла камера», на 6-му тижні моделювання ЦД1, також показало відмінності в дослідних групах (табл. 5.3). 
Таблиця 5.3
Орієнтовно-дослідницька активність та тривожності щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну 
(6-й тиждень експерименту; M±m, n=10)
	Група тварин

	Час в темному

відсіку
(с)
	Час в світлому

відсіку

(с)
	Рух між відсіками 

(к-ть)  
	Виглядання

з темного

відсіку 
(к-ть) 
	Виглядання з світлого відсіку 
(к-ть)
	Стійки

(к-ть)

	ІК


	151,00±
5,98
	27,00± 5,05
	3,20±0,40
	2,40±0,24
	6,00±1,00
	2,75±0,48#

	КП


	169,80±

2,70*
	10,25±2,70
*
	1,50±0,50*
	1,25±0,25
	2,50±0,65*
	0,50±0,02*

	NАцц


	153,60±

5,60#
	26,40±5,64
#
	2,40±0,40
	2,40±0,40
	4,25±0,63#
	2,25±0,63#

	Meл


	149,00±

7,50#
	31,00±7,50
#
	3,00±0,83
	2,40±0,97
	5,50±1,32#
	2,00±1,26

	NАцц+Meл


	152,60±

3,70#
	27,40±3,74
#
	3,00±0,44
	1,80±0,49
	3,60±0,48#
	2,60±0,75#


Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;
2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. n – кількість тварин у групі.
У щурів групи КП відзначалося зростання часу перебування в темному відсіку в 1,1 раза (р<0,05), тоді як час перебування у світлому відсіку зменшувався у 2,6 раза (р<0,05)  у порівнянні з групою ІК. У тварин, які отримували NАцц, Meл та їх комбіноване введення, відзначалося зростання пізнавальної активності та зменшення тривожності, що проявлялося зростанням часу перебування у світлому та зменшення в темному відсіках установки в порівнянні з групою КП. Зокрема, середній час перебування у світлому відсіку, тварин групи NАцц зростав у 2,6 раза (р<0,05), Meл – 3,0 раза (р<0,05), NАцц+Meл – 2,7 раза (р<0,05). Введення NАцц, Meл та NАцц+Meл збільшувало кількість виглядань зі світлого відсіку установки, тваринами з експериментальним ЦД1, в 1,7 раза (р<0,05), 2,2 раза (р<0,05) та 1,4 раза відповідно (р<0,05). Самостійне застосування NАцц, на відмінно Мел, сприяло вірогідному зростанню вертикальної активності тварин в 4,5 раза (р<0,05). Комбіноване введення NАцц та Мел, щурам з експериментальним ЦД1, призводило до збільшення показника вертикальної активності в 5,2 раза (р<0,05).    
На 7-му тижні експерименту в тесті «темно-світла камера» було знайдено певну різницю у показниках тривожності та орієнтовно-дослідницької активності між дослідними групами (рис. 5.4a,b). Рівні показників часу першого заходу до темного відсіку та виглядань зі світлого відсіку статистично не відрізнялися між групами (р>0,05). Проте знайдено суттєві та вірогідні відмінності в часі перебування у відсіках установки. Так, сумарний час проведений у темній частині установки, групою тварин КП, зростав в 1,1 раза (р<0,05), а час перебування у світлій частині установки зменшувався у 2,2 раза (р<0,05), що може свідчити про збільшення тривожності у тварин з експериментальним ЦД1. Щодо показників дослідницької активності, то реєструвалося зменшення числа виглядань із темного відсіку установки у 2,4 раза (р<0,05) та вертикальних стійок у 2,0 рази (р<0,05) щодо аналогічних значень групи тварин ІК.


[image: image31.png]¥ yac B TEMHOMY BIJCIKY
B yac IepIIoro 3aXomy

B yac B CBITIOMY BIJCIKY

NAg Men NAuu+MeJ1





а
[image: image32.png]KITBKICTh

6

B K-Th TIePeXO/iB B K-Th BUIVISIIAHb 3 CBITIOTO BIICIKY
 K-Th BUIIAIaHb 3 TEMHOTO BICIKy ™ K-Th TOPH30HTAIBHHX CTIifOK

# #

IK KII NAg Men NAm+Men





b
Рис. 5.4. Активність щурів з експериментальним цукровим діабетом 1‑го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (7-й тиждень експерименту).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;
2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. n – кількість тварин у групі.
Самостійне та комбіноване застосування NАцц і Мел сприяло зменшенню тривожності та збільшенню пізнавальної активності тварин із ЦД1 на 7-му тижні експерименту. За умов самостійного застосування NАцц час перебування у світлому відсіку установки збільшувався у 2,8 раза (р<0,05), зростала пізнавальна активність: збільшувалася кількість виглядань із темного відсіку в 3,0 рази (р<0,05), стійок – в 3,6 раза (р<0,05). Подібна картина змін фіксувалася і в групі тварин самостійного застосування Мел, де час перебування у світлому відсіку камери зростав у 2,4 раза (р<0,05),  кількість виглядання з темного відсіку – у 2,9 раза (р<0,05), а вертикальна активність в 4,0 рази (р<0,05) проти аналогічних показників групи тварин КП. Водночас комбіноване застосування NАцц та Мел призводило до зростання часу перебування у світлому відсіку в 2,9 раза (р<0,05), кількості виглядань у 2,1 раза (р<0,05) та стійок в 5,5 раза (р<0,05).

Отже, самостійне та комбіноване введення NАцц і Мел мало антидепресивну та стреспротекторну дію, сприяло зростанню орієнтовно‑дослідницької активності щурів з експериментальним ЦД1. 
5.3. Дослідження впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на поведінку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу в тесті «діставання і виймання їжі» 
Дослідження поведінки тварин у тесті «діставання і виймання їжі» на 3‑му тижні експериментального ЦД1 не виявило статистичної різниці між дослідними групами (p>0,05). Проте, починаючи з 4-го тижня виявлено відмінності в поведінці тварин. Так, тварини групи КП мали нижчі в 1,4 раза показники успішних спроб (55,80±2,23% тоді як ІК тварин – 76,73±0,40%, p<0,05). Самостійне введення Мел, тваринам із ЦД1, сприяло зростанню кількості успішних спроб в 1,3 раза (70,57±2,41, p<0,05). Слід зазначити, що самостійне застосування NАцц та комбіноване введення NАцц+Мел сприяло зростання успішних спроб діставання корму в 1,1 раза лише у вигляді тенденції (p>0,05).

На 5-му тижні експериментального ЦД1 показник успішних спроб діставання корму, тваринами групи КП, був в 1,4 раза (p<0,05) меншим у порівнянні до аналогічного, отриманого у тварин групи ІК (рис. 5.5). За умов самостійного та комбінованого введення NAцц і Meл число успішних спроб діставання корму зростало в 1,3 раза (р<0,05) проти аналогічних значень у групі тварин КП.


[image: image33.png]%

80

70

50

40

30

20

10

¥ ycminmHi crpoOu AICTBAaHHSA KOPMY

Men

Am1+MeJ1





Рис. 5.5. Поведінка щурів з експериментальним цукровим діабетом 1‑го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну в тесті «діставання і виймання їжі» (M±m), (n=10), (5-й тиждень експерименту).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;
2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. n – кількість тварин у групі.
На 6-му тижні експерименту відмічалося зниження в 1,7 раза (р<0,05) кількості успішних діставання корму, тваринами групи КП проти показників тварин ІК (р<0,05). Самостійне та комбіноване застосування NАцц і Мел, у щурів з експериментальним ЦД1, сприяло збільшенню відсотка успішних спроб в 1,6 раза (р<0,05). У групі NАцц показник «успіху» становив 82,23±3,42 %, Mel – 82,81±2,11% та NАцц+Meл – 80,49±0,5%.

Отже, моделювання ЦД1 спричинило зменшення кількості успішних спроб діставання корму тваринами, що можливо свідчить про порушення кортикоспинальної функції. Самостійне та комбіноване введення NАцц і Meл сприяло нормалізації поведінки щурів унаслідок зростання відсотка успішних спроб. Найбільшу ефективність в згаданому тесті виявив Мел. Вірогідних відмінностей у групах фармакологічної корекції не виявлено.
Аналіз результатів, отриманих у нашому дослідженні та описаних у цьому розділі, дає змогу зробити наступні висновки:
1. Моделювання цукрового діабету 1 типу призводило до пригнічення локомоторної та орієнтовно-дослідницької активності тварин у тестах «відкрите поле», «темно-світла камера». Окрім того, перебіг цукрового діабету 1 типу супроводжувався зростанням тривожності тварин у тесті «темно-світла камера» та порушенням кортикоспинальної функції в тесті «діставання та виймання їжі».
2. Самостійне та комбіноване введення N-ацетилцистеїну і мелатоніну гальмувало розвиток когнітивного дефіциту, зменшувало прояви депресії, нормалізувало поведінкові реакції у тварин з експериментальним цукровим діабетом 1 типу.
РОЗДІЛ 6. ДОСЛІДЖЕННЯ НЕЙРОПРОТЕКТОРНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ N-АЦЕТИЛЦИСТЕЇНУ, МЕЛАТОНІНУ ТА ЇХ КОМБІНОВАНОГО ВВЕДЕННЯ В ГОЛОВНОМУ МОЗКУ ЩУРІВ З ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИМ ЦУКРОВИМ ДІАБЕТОМ 1-ГО ТИПУ
Результати попередніх розділів роботи засвідчили безпечність та ефективність комбінованого введення N-ацетилцистеїну та мелатоніну щодо нормалізації прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу крові, порушень поведінкових реакцій та когнітивних функцій тварин з експериментальним цукровим діабетом 1 типу. Наступний етап досліджень, описаний у пропонованому розділі, був присвячений оцінюванню впливу самостійного та комбінованого застосування N-ацетилцистеїну та мелатоніну на функціональний стан електрон-транспортного ланцюга мітохондрій, показники вільно-радикального пошкодження, активність ферментів системи антиоксидантного захисту, гістоморфометричні та ультраструктурні зміни в головному мозку щурів з метою вивчення їх нейропротекторного впливу за умов експериментального цукрового діабету 1-го типу.

6.1. Вивчення впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на функціональний стан електрон‑транспортних систем мітохондрій клітин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу
Оскільки важливою ланкою нейропротекторного механізму дії ЛЗ є мітопротекторна дія, ми провели дослідження впливу самостійного та комбінованого застосування NАцц і Мел на функціональний стан ЕТЛ мітохондрій у клітинах ГМ щурів з експериментальним ЦД1 in vivo.

Спектри ЕПР, головного мозку щурів з експериментальним ЦД1 та інтактних тварин, містили такі сигнали з g-факторами: 1,94 – який демонструє стан FeS-протеїнів N-2 в НАД·Н-оксидоредуктазному електрон-транспортному комплексі; 2,003 – радикалів убісеміхінону; 2,03 –  негемових нітрозильних комплексів заліза.

У результаті аналізу даних ЕПР-спектрофотометрії, у тварин групи КП було зафіксоване зниження амплітуди сигналу ЕПР з g-фактором 1,94 в 4,6 раза у порівнянні з ІК (p<0,05) (рис. 6.1). Отримані дані можуть свідчити про ушкодження ЕТЛ мітохондрій, у функціонуванні якого негемові форми залізо-сірчаних протеїнів N-2 (ЗСП-N2) грають важливу роль. Згадані протеїни є важливим компонентом процесу трансформації в І пункті спряження окиснення та фосфорилювання у дихальному ланцюзі, при пошкодженні якого втрачається здатність мітохондрій синтезувати АТФ, а кисень відновлюється до СР [8].
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Рис. 6.1. Вміст залізо-сірчаних протеїнів (ЗСП-N2), NO-FeS-протеїнів (NO-FeS-П) та радикалів убісеміхінону в електрон-транспортному ланцюзі тканин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну та мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;
4. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,05;
5. n – кількість тварин у групі.
При комбінованому застосуванні NАцц та Мел відбулося зростання вмісту ЗСП-N2 у 2,0 рази проти групи КП(р<0,05), що може свідчити про здатність попереджувати ушкодженню зазначених компонентів ЕТЛ мітохондрій ГМ щурів за умов експериментального ЦД1. Під впливом самостійного застосування NАцц та Мел вміст ЗСП-N2 в ЕТЛ мітохондрій збільшився в 1,6-1,8 раза у порівнянні з групою КП (р<0,05), однак, був меншим проти групи тварин комбінованого введення (р<0,05).

У тканинах ГМ щурів групи КП генерування нітрозильних комплексів заліза, що утворюються при зв’язуванні NO зі ЗСП, було в 1,2 раза більшим у порівнянні з групою ІК (р<0,05) (рис. 6.1). У групах самостійного та комбінованого застосування NАцц і Мел спостерігалася тенденція до зменшення вмісту нітрозольних комплексів заліза на 6,2-10,3% (р>0,05). Ймовірно, вказані зміни в мембранах клітин ГМ відбуваються на початкових етапах і використання препаратів через два тижні після індукції STZ не впливає на нормалізацію нітрозильних комплексів.

Важливим показником що характеризує стан ЕТЛ мітохондрій є рівень довгоживучих радикалів убісеміхінону, що є напіввідновленою формою коензиму Q (CoQ) з неспареним електроном та звичайним компонентом ЕТЛ мітохондрій [8]. 
Рівень радикалів убісеміхінону, у ГМ тварин групи КП, був у 2,5 раза  меншим у порівнянні з групою ІК (р<0,05) (рис. 6.1), що вказує на порушення функціонування CoQ та посилення ОС. Комбіноване застосування NАцц та Мел, на відмінно від самостійного, супроводжувалося зростанням вмісту убісеміхінону у 2,0 рази проти групи КП (р<0,05), що може свідчити про здатність нормалізувати рівень CoQ, зростання антиоксидантних та мембраностабілізаційних властивостей.

Отже, за умов експериментального ЦД1 відбуваються порушення функціональної активності мітохондрій ГМ. Так, встановлено значне зменшення рівня ЗСП-N2 та радикалів убіхінону (р<0,05). Однак, підвищувався рівень нітрозольних комплексів заліза (р<0,05). Зазначені зміни вказують на ушкодження мембранних структур, ЕТЛ мітохондрій та роз’єднання клітинного дихання з фосфорилюванням. Самостійне застосування NAцц та Мел сприяє незначному поліпшенню функціонального стану мітохондрій ГМ щурів із ЦД1. Комбіноване застосування досліджуваних препаратів ефективно усувало зменшення рівня ЗСП-N2 та радикалів убіхінону, сприяючи нормалізації ЕТЛ мітохондрій і виявляючи тим самим антиоксидантний та антиапоптичний вплив на клітини ГМ щурів з експериментальним ЦД1.
6.2. Дослідження впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на показники вільно-радикального пошкодження та рівень оксиду нітрогену в тканинах головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу
З метою визначення можливих редокс-залежних механізмів нейропротекторної дії самостійного та комбінованого застосування NАцц і Мел ми провели дослідження на етапі ініціації СР та синтезу NO в мітохондріях тканини ГМ щурів з експериментальним ЦД1 in vivo.

Через сім тижнів після індукції ЦД1, швидкість генерування СР, у мітохондріях тканини ГМ щурів групи КП, була в 6,2 раза вищою (0,93±0,14 нМ/г тканини∙хв проти 0,15±0,05 нМ/г тканини·хв, р<0,01), а швидкість генерування NO в 2,3 раза нижчою у порівняні з групою КП (0,47±0,04 нМ/г тканини·хв проти 1,29±0,09 нМ/г тканини·хв, р<0,01). Отримані результати вказують, що метаболічні порушення, які спостерігаються за ЦД1, індукують каскад молекулярних подій, що змінюють структуру та функції ГМ. Ці зміни включають зменшення біодоступності NO та посилення ОС.  
У групі самостійного застосування NАцц спостерігалася тенденція до зниження швидкості генерації СР на 19,3% (р>0,05), тоді як в групі Мел на 27,9% (р<0,05) у порівнянні з групою КП. Найнижчі значення отримані при комбінованому введенні NАцц та Мел, що було на 40,9% менше групи КП (р<0,05) та 26,7% групи самостійного застосування NАцц (р<0,05). Результати дослідження представлені на рис. 6.2. 
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Рис. 6.2. Швидкість генерування супероксидних радикалів (СР) в мітохондріях клітин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;
4. n – кількість тварин у групі.
Самостійне та комбіноване застосування досліджуваних препаратів також сприяло зростанню продукції NO нейрональною NOS в клітинах ГМ діабетичних щурів (р<0,05) (рис. 6.3). Так, у групі NAцц рівень NO зріс в 1,4 раза, Мел – 1,8 раза у порівнянні з КП (р<0,01). Тоді як в групі комбінованого застосування NAцц та Мел показник збільшився у 2,0 рази проти КП (р<0,01) та в 1,3 раза проти групи самостійного застосування NAцц (р<0,05).
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Рис. 6.3. Рівень оксиду нітрогену (NO) в мітохондріях клітин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,01;
4. n – кількість тварин у групі.
Для оцінювання перебігу ОС визначено рівень маркера окисної деструкції ДНК – 8-оксогуаніну (8-oxoG) в клітинах тканин ГМ та у сечі дослідних тварин. Рівень 8-oxoG, в клітинах ГМ щурів групи КП, через 7 тижнів після індукції STZ, був у 3,4 раза більшим в порівнянні з групою ІК (р<0,05), поряд із підвищенням рівня маркеру в сечі у 7,5 раза (р<0,05). 

Після самостійного та комбінованого застосування NАцц і Мел рівень 8-oxoG був значно нижчим у порівнянні з групою КП (р<0,05). В групі NAцц рівень 8-oxoG був у 1,6 раза меншим в тканинах ГМ та в 2,1 раза в сечі у порівнянні з тваринами КП (р<0,05). Після самостійного застосування Мел спостерігалося зменшення рівня досліджуваного маркера в 1,7 раза в тканинах ГМ та 2,8 раза в сечі у порівнянні з групою КП (р<0,05). Найнижчі значення 8-oxoG зафіксовано у групі комбінованого застосування NAцц та Мел, що було в 2,0 рази меншим в тканинах ГМ та 3,7 раза в сечі проти  групи КП (р<0,05). Самостійне застосування NАцц вірогідно поступалося комбінованому введенню препаратів за рівнем 8-oxoG (р<0,05) (табл. 6.1).
Таблиця 6.1
Рівень 8-oxoG в клітинах тканини головного мозку та сечі
щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну (50 доба; M±m, n=10)
	Група тварин
	Головний мозок,

нм/г сирої тканини

	Сеча,

нмоль/добу/г

	ІК
	0,18±0,06
	0,2±0,03

	КП
	0,61±0,10*
	1,50±0,2*

	NАцц
	0,39±0,06*#
	0,72±0,02*#

	Мел
	0,35±0,07*#
	0,53±0,03*#

	NAцц+Мел
	0,30±0,04*#@
	0,40±0,03*#@


 Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;
4. n – кількість тварин у групі.
Отже, комбіноване застосування NAцц та Мел, упродовж 5-ти тижнів, виявило найкращий антиоксидантний ефект у тканинах ГМ щурів з експериментальним ЦД1, сприяючи зниженню рівня генерування СР в 1,7 раза. Зростання рівня NO у 2,0 рази може свідчити про ендотеліопротекторну дію комбіноване застосування NAцц та Мел у тканинах головного мозку щурів з ЦД1. Комбіноване введення NАцц та Мел сприяло кращому захисту нейронів ГМ щурів із ЦД1 від токсичної дії АФК, свідченням чого є зменшення рівня 8-oxoG.
6.3. Вивчення впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на жирнокислотний склад та стан процесів перекисного окиснення ліпідів в головному мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу
Відповідно до отриманих результатів, формування та перебіг експериментального ЦД1, супроводжувалися активацією процесів ПОЛ в тканинах ГМ. Свідченням цього було збільшення накопичення ТБК-АП в 1,7 раза у порівнянні з ІК (p<0,01) (рис. 6.4). 
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Рис. 6.4. Вміст тіобарбітуратактивних продуктів (ТБК-АП) у гомогенаті тканин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;
3. n – кількість тварин у групі.
Самостійне застосування NАцц та Мел сприяло зниженню рівня ТБК‑АП майже у 2,0 рази в порівнянні з групою КП (р<0,01). Дія комбінованого застосування NАцц та Мел зумовила зниження рівня ТБК-АП в 2,3 раза проти групи КП (р<0,01) та на 15,2% – у порівнянні з групами самостійного застосування досліджуваних препаратів (р>0,05).

Посилення процесів ПОЛ, за умов експериментального ЦД1, супроводжувалося змінами ЖК спектру в тканинах ГМ (табл. 6.2).
Таблиця 6.2 
Жирнокислотний склад ліпідів тканин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну 
(50 доба; M±m, n=10)
	Жирні кислоти, %
	ІК 
	КП 
	NАцц 
	Meл 
	NАцц+Meл



	С14:0 Міристинова
	0,20±0,05
	0,20±0,05
	0,50±0,10

*#
	0,50±0,10

*#
	0,30±0,10

	С15:0

Пентадеканова
	0,30±0,10
	3,70±0,52

*
	2,30±0,30

*#
	1,90±0,30

*#
	1,40±0,30

*#@&

	С16:0 Пальмітинова
	33,60±1,50
	27,10±1,50*
	33,09±1,30#
	30,00±1,50#
	28,70±1,50

*@

	С17:0 Гептадеканова
	0,40±0,10
	2,10 ±0,50

*
	2,60±0,30

*
	1,80±0,30

*
	1,30±0,30

*#@

	С18:0 Стеаринова
	21,80±1,00
	21,80±1,00
	21,30±1,00
	24,00±1,50


	25,50±1,30

*#@ 

	С18:1 

Олеїнова
	33,20±1,50
	28,60±1,50

*
	29,70±1,00

*
	33,20±1,80

#@
	31,40±1,50



	С18:2 

Лінолева
	1,90±0,30
	0,70±0,10

*
	1,90±0,30

#
	1,80±0,30

#
	4,10±0,50

*#@&

	С18:3 Ліноленова
	0,20±0,05
	0,20±0,05
	0,50±0,10

#
	0,50±0,10

#  
	0,30±0,10

	С20:4 Арахідонова
	8,40±1,00
	15,50±1,00*
	8,20±1,00#
	6,30±0,50#
	7,00±0,30#

	∑НЖК
	56,30±1,60
	55,00±1,80
	59,60±2,00
	58,20±1,60
	57,20±1,50

	∑ННЖК
	43,70±1,60
	45,00±1,80
	40,30±2,00
	41,80±1,60
	42,80±1,50

	∑ПНЖК
	10,50±1,30
	16,40±1,50*
	10,60±1,80#
	8,60±1,50#
	11,40±1,30#


Примітки:

1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;

3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;

4. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,05.
Встановлено збільшення вмісту пентадеканової (в 12,3 раза, р<0,05), гептадеканової (в 5,2 раза, р<0,05), арахідонової (в 1,8 раза, р<0,05)  кислот та зменшення вмісту пальмітинової (в 1,2 раза, р<0,05), олеїнової (на 13,8%, р<0,05) та лінолевої (у 2,7 раза, р<0,05) кислот. Сума НЖК та ННЖК вірогідно не змінювалася проти ІК (р>0,05), проте сума ПНЖК – зростала в 1,8 раза (р<0,05).

З табл. 6.2 видно, що самостійне застосування NАцц та Мел вірогідно призводило до збільшення вмісту міристинової та ліноленової кислот в 2,5 раза у порівнянні з групою КП та ІК (р<0,05). Тоді як вміст пентадеканової ЖК на 37,8% зменшився в групі NАцц, 48,6% – в групі Мел проти КП (р<0,05). Комбіноване застосування досліджуваних препаратів зумовило зниження вмісту пентадеканової ЖК на 62,2% проти групи КП (р<0,05), 39,1% – групи  NАцц (р<0,05) та 26,3% – групи Мел (р<0,05). Вміст пальмітинової ЖК відновлювався у тварин груп самостійного застосування NАцц та Мел (р<0,05). Вірогідні відмінності гептадеканової ЖК було отримано лише для тварин групи NАцц+Мел (в 1,6 раза менше у порівнянні з КП, р<0,05), однак значення відрізнялися проти тварин ІК (р<0,05). Крім того, комбіноване застосування NАцц та Мел супроводжувалося зростанням рівня стеаринової ЖК на 17,0% проти групи КП (р<0,05) та тварин ІК (р<0,05). Самостійне застосування Мел зумовило підвищення олеїнової ЖК на 16,1% у порівнянні з групою КП (р<0,05), на 11,8% проти групи NАцц (р<0,05). В групі комбінованого застосування NАцц та Мел вміст олеїнової ЖК був наближений до значень ІК. Введення досліджуваних препаратів сприяло збільшенню рівня лінолевої ЖК проти групи КП (р<0,05): NАцц в 4,7 раза, Meл  в 4,5 раза, тоді як комбіноване введення препаратів в 10,5 раза. Самостійне введення Мел знижувало рівень арахідонової ЖК у 2,5 раза проти групи КП (р<0,05).  Зменшенню рівня арахідонової ЖК також сприяв і NАцц в 1,9 раза, тоді як комбіноване застосування NАцц+Мел – в 2,2 раза у порівнянні з групою КП (р<0,05).  
Отримані результати вказують на те, що під впливом самостійного та комбінованого застосування NАцц і Meл змінюється співвідношення ЖК в ГМ щурів, що може свідчити про нормалізацію окисно‑відновних та енергетичних процесів.
  6.4. Вивчення впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на параметри антиоксидантного захисту тканин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу
Моделювання експериментального ЦД1 супроводжувалося зниженням антиоксидантного захисту в тканинах ГМ дослідних щурів. Так, у тварин групи КП зменшувався рівень ВГ у 1,4 раза (0,30±0,02 мкМ/мг, тоді як в групі ІК – 0,43±0,01 мкМ/мг, p<0,01), знижувалася активності СОД у 2,0 рази (11,49±2,10% проти 24,06±4,10%, p<0,05) та КАТ в 1,6 раза (30,87±1,51 мкат/мг проти  49,05±3,58 мкат/мг в ІК, p<0,01), водночас рівень лактоферину (ЛФ) зростав в 2,0 рази (0,16±0,01 спінів/г проти 0,08±0,01 сирої тканини в ІК, p<0,01) та ВЗ в 17,0 разів (1,36±0,18 відн.од. проти 0,08±0,02 відн.од. в ІК, p<0,01). На рис. 6.5 представлені результати дослідження рівня ВГ.
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Рис. 6.5. Рівень відновленого глутатіону (ВГ) в гомогенаті тканин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;
4. n – кількість тварин у групі.
Самостійне та комбіноване застосування NАцц і Meл вірогідно збільшували рівень ВГ у ГМ щурів з експериментальним ЦД1 (рис. 6.5).  Мелатонін та комбіноване введення препаратів  підвищували рівень ВГ в 1,4 раза у порівнянні з групою КП (р<0,01) що було співставним з ІК. Самостійне введення NАцц зумовило підвищення вмісту ВГ в 1,8 раза проти КП (р<0,01), що перевищувало значення групи ІК в 1,2 раза (р<0,01) та вірогідно відрізнялося від груп Мел і комбінованого введення препаратів в 1,3 раза (р<0,05). Кореляційний аналіз досліджуваних показників ГМ, тварин групи КП, свідчить про наявність зв’язку між рівнем відновленого ВГ та NO (r=0,76, p<0,05), що у своєю чергою вказує на роль ВГ в регулюванні біодоступності NO.
Рівень активності КАТ (рис. 6.6) відновлювався у всіх групах фармакологічної корекції проти групи тварин КП. 
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Рис. 6.6. Активність каталази (КАТ) в гомогенаті тканин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;
3. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,05;
4. n – кількість тварин у групі.
Відповідно до отриманих результатів, активність КАТ була в 1,6 раза вищою у тварин групи Мел порівняно до групи КП (р<0,01), у групі NАцц у 1,3 раза була вищою за КП (р<0,01) та вірогідно поступалася групі Мел в 1,2 раза (р<0,05). Комбіноване застосування NАцц+Meл вірогідно збільшувало активність КАТ в 1,2 раза порівняно до КП (р<0,01), однак поступалося групі Мел в 1,3 раза (р<0,05).
Самостійне застосування Мел зумовило підвищення ензиматичної активності СОД на 43,2%, а NАцц на 59,8% у порівнянні з групою КП (р<0,05) (рис. 6.7). Комбіноване застосування препаратів сприяло наближенню активності СОД до значень групи ІК, збільшуючи активність ферменту в 1,8 раза проти групи КП (р<0,05) та на 28,1% у порівнянні з групою Мел (р<0,05).
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Рис. 6.7. Активність супероксиддисмутази (СОД) в гомогенаті тканин головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N-ацетилцистеїну і мелатоніну (M±m), (n=10), (50 доба).
Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,05;
3. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,05;
4. n – кількість тварин у групі.
Комбіноване застосування NАцц+Мел сприяло вірогідному зниженню вмісту ЛФ в 1,7 раза (р<0,01) та ВЗ в 3,7 раза (р<0,01) проти групи КП (табл. 6.3). За дії самостійного застосування NАцц рівень ЛФ мав тенденцію до зниження на 8,7% у порівнянні з групою КП (р>0,05) та вірогідно відрізнявся від групи NАцц+Мел на 62,2% (р<0,01). Водночас у групі NАцц виявлено зниження вмісту ВЗ у 8,5 раза проти групи КП (р<0,01) та 2,3 раза проти групи комбінованого застосування препаратів (р<0,05). Самостійне введення Мел зменшувало вміст ЛФ в 1,3 раза у порівнянні з групою КП (р<0,01) та мало тенденцію до зниження проти групи NАцц (р>0,05). Рівень ВЗ, в групі Мел, був у 2,2 раза нижчим у порівнянні з групою КП (р<0,01), але в 1,7 раза поступався групі NАцц+Мел (р<0,05) та 3,9 раза групі NАцц (р<0,05). 

Таблиця 6.3
Рівень лактоферину та вільного заліза в тканинах головного мозку  

	Група тварин
	Рівень лактоферину,

спінів/г сирої тканини

	Рівень вільного заліза,

відн.од

	ІК
	0,08±0,01
	0,08±0,004

	КП
	0,16±0,01*
	1,36±0,11*

	NАцц
	0,15±0,01*
	0,16±0,008#

	Мел
	0,12±0,01*#
	0,63±0,11*#@

	NAцц+Мел
	0,09±0,01#@&
	0,36±0,03*#@&


щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому  застосуванні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну (50 доба; M±m, n=10)
 Примітки:
1. * – вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,01;

2. # – вірогідні відмінності проти групи контрольної патології, р<0,01;
3. @ – вірогідні відмінності проти групи NАцц, р<0,05;
4. & – вірогідні відмінності проти групи Мел, р<0,05;
5. n – кількість тварин у групі.
Отже, індукція ЦД1 у щурів, сприяє зниженню активності САОЗ у тканинах ГМ. Самостійне та комбіноване застосування NАцц і Мел мало активуючий вплив на САОЗ в ГМ щурів з експериментальним ЦД1. Зокрема, введення NAцц супроводжувалося найбільшим зростанням рівня ВГ, тоді як Мел – активності КАТ, а комбіноване застосування досліджуваних препаратів – збільшенням активності СОД та зменшенням рівня ЛФ у порівнянні з групою КП.
Для підтвердження нейропротекторної дії NАцц, Мел та їх комбінованого введення було проведено морфологічне дослідження з вивчення змін гістоструктури та ультраструктури ГМ щурів із експериментальним ЦД1. 

6.5.  Вивчення впливу N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на гістоморфометричні  зміни в головному мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу
Гістологічна картина ГМ щурів групи ІК відповідала даним літератури [69, 100]. Гістоструктура й цитоархітектоніка кори була непорушеною, стратифікація шарів, тобто пошаровий розподіл пірамідних нейронів, чітко прослідковувався. Пірамідні нейрони групи ІК характеризувалися помірним забарвленням толуїдиновим синім, без явищ метахромазії. Ядро нейронів займало центральне положення у перикаріоні. Відростки нейронів слабо реєструвались, за винятком апікального дендриту. Дані свідчить про відсутність гідропічних змін нейронів. Між нейронами реєстрували ядра гліоцитів. Ознак набряку нейритів та нейропілі у групі тварин ІК не виявлено. Імпрегнація мікропрепаратів азотнокислим сріблом за методом Коломійцева А. К. і Чайковського Ю. Б. дала змогу виявити нервові волокна. На рис. 6.8 яскраво проілюстровано кластерну організацію кортикальних нервових волокон на рівні глибоких (V-VI) шарів кори мозку. Нервові волокна чітко реєструються, відмічено їх дуже слабку мієлінізацію, що є особливістю мієлоархітектоніки кори мозку. Між нервовими волокнами також реєстрували нейрони, головним чином, структурно неушкоджені ядра.
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Рис. 6.8. Мікрофотографії кори мозку інтактних тварин (група ІК). Нервові волокна у глибоких шарах кори мозку. Імпрегнація азотнокислим сріблом за методом Коломійцева А. К. і Чайковського Ю. Б. Зб. 400. 
Примітки:
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  – нейрон;
2.  ← – нервове волокно. 
Отже, описані гістологічні особливості великого мозку щурів ІК обрано у дослідженні за контроль для порівняння з дослідними групами. У табл. 6.4 наведено результати морфометричної оцінки пірамідних нейронів ІІІ-V шарів моторної ділянки кори мозку.
Таблиця 6.4
Результати морфометричної оцінки нейронів ІІІ-V шарів моторної ділянки кори великого мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу при самостійному та комбінованому застосуванні N‑ацетилцистеїну і мелатоніну (50 доба; M±m, n=10) 
	№ групи
	Група
	Площа нейрона, мкм2
	Площа ядра, мкм2

	1
	2
	3
	4

	1
	ІК 
	571,70±31,40
	212,70±17,60


Продовження таблиці 6.4
	1
	2
	3
	4

	2
	КП 
	211,60±7,20*
	109,30±6,90*

	3
	NАцц 
	462,30±26,80*#
	139,60±8,00*#

	4
	Meл 
	320,70±12,80*#
	136,00±7,10*#

	5
	NАцц+Meл 
	200,30±13,40*
	116,80±6,40*


Примітка: 

1. * –  вірогідні відмінності проти інтактного контролю, р<0,05; 

2. # –  вірогідні відмінності проти групи групи контрольної патології, р<0,05;

3. n –  кількість тварин у групі.

При дослідженні гістологічних мікропрепаратів тварин групи КП виявлено ознаки нейродистрофічних змін (рис. 6.9) 
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Рис. 6.9. Мікрофотографії кори головного мозку тварин з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу (група КП). Ознаки нейродистофічних змін. Толуїдиновий синій за Нісслем. Зб. 400. (50 доба).
Примітки:
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  – нейрони з гіперхроматозом; 
2. [image: image45.png]


  – нейрон з хроматолізом. 
На мікропрепаратах імпрегнованих азотнокислим сріблом встановлено зменшення щільності нервових волокон та рівня імпрегнації. На рис. 6.10 показано різний ступінь структурних змін, зокрема втрати кортикальних нервових волокон. Відмічено ділянки зменшеної щільності радіальних (які поєднують різні шари) та тангенціальних (які поєднують шари неокортексу та окремі ділянки у межах суміжних шарів) нервових волокон, зменшення ступеня їх імпрегнації, що є свідченням деструктивних змін. Водночас в інших досліджуваних зразках структурних порушень мієлоархітектоніки кори мозку не виявлено. У таких ділянках мала місце щільна сітка тангенціальних та радіальних нервових волокон.  
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Рис. 6.10. Мікрофотографії кори головного мозку тварин з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу (група КП). Втрата нервових волокон. Імпрегнація азотнокислим сріблом за методом Коломійцева А. К. і Чайковського Ю. Б. Зб. ×400. (50 доба).
Примітки:
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 – нейрон; 
2. ← – нервове волокно. 
Зважаючи на якісні та кількісні характеристики нейродегенеративних змін у корі мозку щурів групи КП, наступним етапом нашого дослідження було визначення нейропротекторної дії NАцц, Meл та їх комбінованого введення.
У тварин, яким вводили NАцц,  щільність неушкоджених нейронів була значно більшою у порівнянні з групою КП (рис. 6.11). Додатковим доказом протекторних властивостей NАцц було часткове збереження кортикальних нервових волокон (рис. 6.12), хоча ділянки позбавлені нервових волокон також бути зареєстровані.
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Рис. 6.11. Мікрофотографії кори головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу яким вводили N‑ацетилцистеїн (група NАцц). Збільшення щільності неушкоджених нейронів.  Толуїдиновий синій за Нісслем. Зб ×400. (50 доба). 
Примітка. ←  – темні пірамідні нейрони. 
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Рис. 6.12 Мікрофотографії кори головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу яким вводили N‑ацетилцистеїн (група NАцц). Різний ступінь збереження мієлоархітектоніки моторної зони неокортексу: повна втрата нервових волокон (a), часткове збереження волокон (b). Імпрегнація азотнокислим сріблом за методом Коломійцева А. К. і Чайковського Ю. Б., ×400. (50 доба).
Примітка. ← – нервове волокно. 
За результатами морфометрії площа нейрона була меншою від значень ІК  на 19,20% і ядра на 34,30% (p<0,05). За цих обставин показники були статистично більшими щодо групи КП у 2,1 та 1,3 раза (p<0,05). Отримані дані вказують на нейропротекторну дію NАцц за умов експериментального ЦД1.
Введення Meл, щурам із ЦД1, також мало нейропротекторну дію, про що свідчить збільшення площі нейронів моторної області кори ГМ (в 1,5 раза, р<0,05) та площі ядра (в 1,2 раза, р<0,05). На основі результатів гістологічного та морфометричного досліджень зроблено висновок про позитивну дію Мел (рис. 6.13).
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Рис. 6.13. Мікрофотографії кори головного мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу яким вводили мелатонін (група Мел). Збільшення щільності неушкоджених нейронів (a), часткове збереження нервових волокон (b). Толуїдиновий синій за Нісслем (a). Імпрегнація азотнокислим сріблом за методом Коломійцева А. К. і Чайковського Ю. Б. (b). Зб. 400. (50 доба). 
Примітки:
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 –темні пірамідні нейрони; 
2. ← – нервове волокно.
Під час дослідження мікропрепаратів моторної кори великого мозку щурів групи комбінованого введення NАцц та Meл (рис. 6.14), не було виявлено вірогідного збільшення площі нейронів (200,3±13,4 мкм2 р>05). Тому, для розуміння причини такої дії, було проведено електронно-мікроскопічне  вивчення структурних елементів кори півкуль.  

111   

[image: image54.jpg]



Рис. 6.14. Мікрофотографії кори мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу комбінованого введення  N-ацетилцистеїну та мелатоніну (група NАцц+Мел). Толуїдиновий синій за Нісслем. Зб. 400. 
(50 доба). 
6.6. Вплив N-ацетилцистеїну, мелатоніну та їх комбінованого введення на ультраструктурні зміни в головному мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу
На рис. 6.15. зображено фрагмент кори ГМ інтактних тварин. Електронно-мікроскопічне дослідження кори півкуль великого мозку  групи КП у порівнянні з ІК, свідчить про виражені зміни її структурних елементів. 
У тварин групи КП, в нейронах кори, спостерігалася зморщеність як самих клітин, так частковий або повний пікноз ядер та фрагментація канальців гранулярної ендоплазматичної сітки з втратою ними рибосом. Останні скупчувалися у цитоматриксу нейронів, де виявлялися мітохондрії з деструктивно зміненими кристами, а деякі з них втрачали як внутрішню, так і зовнішню мембрани. У зоні їх розміщення спостерігалися аутофагосоми, очевидно, як результат мітофагії (рис. 6.15, 6.16). 
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Рис. 6.15. Фрагмент кори великого мозку інтактних тварин (група ІК): ядро нейрона (1), канальці гранулярної ендоплазматичної сітки (2), синапси (3), мітохондрії (4), аутофагосоми ( ). Зб. 17000.
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Рис. 6.16. Фрагменти кори великого мозку тварин з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу (група КП): пікнотичні нейрони та їх ядра (1), канальці гранулярної ендоплазматичної сітки (2), ліпофусцин (3), мітохондрії (4), аутофагосоми ( ). Зб.  а – 4400; b – 10600. (50 доба).
У щурів із групи КП спостерігалися зміни астроцитарної глії. На перше місце у морфологічних змінах слід поставити набряк цитоплазми, що полягає у її просвітленні та утворенні вакуолей. Мітохондрії таких клітин частково гіпертрофовані, а в інших просвітлений матрикс та деструктуровані кристи (рис. 6.17b).
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Рис. 6.17. Фрагменти кори великого мозку інтактних (група ІК) (а) та тварин з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу (група КП) (b): ядра астроцитів (1), канальці гранулярної ендоплазматичної сітки (2), вакуоль (3), мітохондрії (4), аутофагосоми ( ). Зб. a – 8000; b – 12000. (50 доба).
Структурна організація кровоносних капілярів кори півкуль великого мозку, щурів із групи КП, свідчила про виразний периваскулярний набряк та незначне розширення базальної мембрани. В основному ендотеліальне вистелення було збережене, проте, у венулярному відрізку гемомікроциркуляторного русла було стоншення периферійної зони до розміру плазматичної мембрани (рис. 6.18b).
На всіх вище вказаних електронномікроскопічних фото спостерігалися пошкодження синаптичних з’єднань за світлим типом у групі КП в порівнянні з тваринами ІК. У передсинаптичній частині синаптичні пухирці відсутні повністю або частково, а в деяких синапсах пухирці мілкі та формують клубочок біля синаптичної щілини тому сама синаптична терміналь світла, а також не спостерігалося ущільнення постсинаптичної мембрани (рис. 6.15-18). 
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Рис. 6.18. Фрагменти кори великого мозку інтактних (група ІК) (а) та тварин з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу (група КП) (b): просвіт кровоносного капіляра (1), периваскулярний набряк (2), мієлінові волокна (3), синапс (4). Зб. a – 10000; b – х12000. 50 доба.
При застосуванні NАцц відзначалися компенсаторно-пристосувальні процеси, які проявлялись у рівномірному розміщенні еухроматину (активного), що сприяло активації функції ядра, як у транспорті різних типів  РНК, так і активації ядерець для вироблення субодиниць рибосом. Останнє сприяло відновленню гранулярної ендоплазматичної сітки для вироблення нейротрансмітерів. У більшості нейронів вона мала таку ж структуру як і  тварини ІК (рис. 6.19). Більшість астроцитів за будовою не відрізнялися від тварин групи ІК. Астроцити були розміщені  по всій корі та біля капілярів (рис. 6.20a). У кровоносному руслі, більшість ендотеліальних клітин гемокапілярів містили ядра з рівномірно розподіленим еухроматином, у цитоплазмі цих клітин виявлялася значна кількість мікропіноцитозних везикул, що вказувало на активність метаболічних процесів.
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Рис. 6.19.  Фрагменти  кори великого мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу яким вводили N-ацетилцистеїн (група NАцц): нейрони та їх відростки (1), канальці гранулярної ендоплазматичної сітки (2), просвіт кровоносного капіляра (3), ядерце нейронів (4), лізосоми гліальної клітини (5). Зб. a – 3000; b – 6000. 50 доба.
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Рис. 6.20. Фрагменти  кори великого мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу яким вводили N-ацетилцистеїн (група NАцц): просвіт кровоносного капіляра (1), астроцити (2), синапси (3), мітохондрії (4), аутофагосоми ( ). Зб. a – 5000; b –11000. (50 доба).
При застосуванні NАцц спостерігалися ендотеліоцити, які мали значно стоншену цитоплазму, що пов’язано з підсиленням трансендотеліального перенесення речовин (рис. 6.20а). Однак, синаптичні з’єднання були частково деформовані, а частково добре збережені (рис. 6.20b).

Електронно-мікроскопічне дослідження кори півкуль великого мозку  щурів з експериментальним ЦД1, при застосуванні Meл (рис. 6.21), також показало значне збереження нейронів (рис. 6.21a) на тлі незначного ушкодження клітин у вигляді пікнозу їх ядра та самої клітини, але такі клітини виявляються не так часто у порівняні з групою КП (рис. 6.21b). 
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Рис. 6.21. Фрагменти  кори великого мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу яким вводили мелатонін (група Мел): ядро нейрона (1), канальці гранулярної ендоплазматичної сітки (2), просвіт кровоносного капіляра (3), мітохондрії (4), пікноз ядра нейронів (5), аутофагосоми ( ). Зб. a – х 4000; b – 8000; c – 4800; d – 8000. 50 доба.
При застосуванні Meл, більшою мірою спостерігалися зміни у гемокапілярах. Окрім проявів гіпоксії, що проявлялися обтурацією просвітів судин форменими елементами та плазмою крові, ендотеліальне вистелення цих судин стоншувалося, а в деяких ділянках плазматична мембрана зазнавала лізису. У частини судин ці зміни супроводжувалися переваскулярним набряком (рис. 6.21c,d). Нейропіль при застосуванні Meл не відрізнявся від групи ІК.
Комбіноване введення NАцц та Meл показало, що на фоні збережених нейронів певна частина їх була пікнотично змінена. Останні невеликих розмірів зі щільною цитоплазмою, у якій виявлялися розширені канальці ендоплазматичної сітки, комплексу Гольджі та мітохондрії з деструктивними кристами. У відростках цитоплазми спостерігалися аутофагосоми (рис. 6.21a,b), Звертає на себе увагу підвищення кількості астроцитів різних розмірів, від малих до значно великих (рис. 6.22a,b,c). У цитоплазмі цих клітин містилася велика кількість вільних рибосом та дрібних мітохондрій. Кровоносні капіляри та нейропіль практично не відрізнялися від тварин ІК.
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Рис. 6.22. Фрагмент  кори великого мозку щурів  з експериментальним цукровим діабетом 1-го типу яким вводили N-ацетилцистеїн та мелатонін (група NАцц+Мел): астроцити (1), канальці гранулярної ендоплазматичної сітки (2), нейрони (3), мітохондрії (4), синапси (5), аутофагосоми ( ). Зб. a – 5000; b – 5000; c – 8000. 50 доба.
Отже, проведене дослідження показало, що у корі великих півкуль ГМ, за умов експериментального ЦД1, спостерігаються порушення усіх її структурних компонентів. Більшою мірою змінювалися синаптичні з’єднання, у яких спостерігався виражений набряк, як пресинаптичної, так і постсинаптичної терміналей, агрегація синаптичних пухирців та підвищення щільності синаптичної щілини. У нейронах зміни були пов’язані як з ушкодженням органел метаболічного плану, розширенням канальців ендоплазматичної сітки (це стосується гранулярної та негранулярної), комплексу Гольджі, накопичення залишкових тілець (ліпофусцину – пігменту старіння) та активації аутофагосом. Вищесказане приводить до того, що у тварин групи КП більше клітин гине апоптозом. Повсюдно траплявся переваскулярний набряк, ущільнення базальної мембрани кровоносних капілярів та цитонабряк астроцитів.
Застосування NАцц, у якості фармакологічного коректору змін у корі ГМ при експериментальному ЦД1, вказує на розвиток компенсаторно-пристосувальних змін практично у всіх її структурних елементах. Водночас нейрони практично не відрізнялия від таких ІК тварин. Це ж стосується і кровоносних  капілярів. Meлатонін дещо зменшує набряк нейропіля та забезпечує збереженість більшої частини нейронів. Комбіноване введення NАцц та Mел показало збільшення кількості гліальних клітин – астроцитів, які виявлялися різних розмірів із великим світлим ядром і незначним за розміром обідком цитоплазми, де переважали рибосоми. Це вказує на їх інтенсивне розмноження. 
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Одним із найбільш ранніх та найтяжчих ускладнень ЦД є ураження нервової системи, що призводить до погіршення якості життя та соціальної адаптації пацієнтів [136, 148].  Патологія периферичної нервової системи при ЦД досить добре вивчена, водночас стан ЦНС потребує подальшого вивчення [240].  Комплекс порушень ЦНС, діагностований у пацієнтів із ЦД, отримав назву діабетичної енцефалопатії (ДЕ) [42]. Для  пацієнтів із ЦД1 характерна ДЕ в «чистому вигляді», оскільки її розвиток пов’язаний із неефективним метаболічним контролем, тоді як при ЦД2 головна роль належить дисліпідемії та артеріальній гіпертензії [43, 176].  Важливим чинником розвитку ДЕ вважається ОС, спричинений хронічною гіперглікемією, що призводить до активації каскаду різних патологічних шляхів, енергетичного виснаження та, як наслідок, пошкодження й загибелі нейронів [187, 190, 197, 264, 268, 309, 340].

Оскільки ОС є одним з основних механізмів виникнення ускладнень за умов ЦД1, широко розглядаються фармакологічні підходи спрямовані саме на попередження та корекцію ОС. Проте, основна увага дослідників акцентована на вивченню терапії за ЦД2 [5, 119, 149, 178, 271, 275] тоді як дані щодо ЦД1 є досить обмеженими. Метою нашого дослідження стало обґрунтування доцільності застосування NАцц і Мел за їх комбінованого введення для  нейропротекції при ЦД1.
Завдяки проведеним нами дослідженням з’ясовані питання щодо гіпоглікемічної, антиоксидантної, нейропротекторної активності комбінованого застосування досліджуваних препаратів. 
Відомо, що важливим етапом доклінічних досліджень є вибір експериментальної моделі, яка найбільш повно відображає клінічну картину патології. Стрептозотоцинова модель (50 мг/кг) є адекватним відтворенням ЦД1. Цей антибіотик широкого спектра дії, унаслідок своєї хімічної структури, вибірково впливає на клітини підшлункової залози та пригнічує секрецію інсуліну, у результаті чого у тварин розвивається гіперглікемія та діабетичний синдром аналогічний інсулінозалежному ЦД1 у людини [29]. Саме тому була обрано стрептозотоцинову модель ЦД1, яку моделювали на щурах-самцях лінії Wistar.

Нами встановлено, що за умов експериментального ЦД1 відмічався розвиток стійкої гіперглікемії на тлі зменшення маси тіла тварин, що вказує на прогресування ЦД1. На етапі проведення скринінгових досліджень виявлено, що щоденне внутрішньошлункове комбіноване введення упродовж 5-ти тижнів NАцц (1500 мг/кг) та Мел (10 мг/кг) покращує глікемічний контроль, масу тіла та збільшує виживаність дослідних тварин. 
Отримані дані щодо гіпоглікемічної активності NАцц та Мел узгоджується з результатами попередніх досліджень [23, 29]. Ці ефекти можуть бути опосередковані стимуляцією поліферації β-клітин і утворенням нових острівців епітелію підшлункової залози [29].
Для оцінювання органопротекторного впливу досліджуваних препаратів було проведено вивчення біохімічних маркерів ліпідного обміну, маркера метаболічного контролю глюкози та цитолітичних ензимів у  крові щурів з експериментальним ЦД1. 
У проведених дослідженнях виявлено значне підвищення рівня HbA1с (в 3,0 рази, р<0,05), активності АлАТ та АсАТ (на 35,4% та 12,6% відповідно, р<0,05), тоді як рівень ТГ та ХС суттєво не змінювався при експериментальному ЦД1. Відомо, що HbA1с є найбільш точним і прогностичним показником серед біохімічних параметрів контролю ступеня компенсації та перебігу ЦД [53]. Виявлено наявність позитивного кореляційного зв’язку між рівнем HbA1с та глікемії (r=0,76, p<0,05) дослідних тварин. Водночас між HbA1c та масою тіла щурів встановлено від’ємну кореляцію (r =-0,75, p<0,05).
Згідно з отриманими результатами, самостійне та комбіноване введення NАцц і Meл сприяло нормалізації вуглеводного обміну, унаслідок зниження рівня HbA1с на 40,7%-63,1% (p<0,05) що підтверджує їх антигіперглікемічний ефект. На фоні введення Мел також зменшилася активність цитолітичних ферментів (АлАТ на 28,3% та АсАТ на 13,4%, р<0,05) що свідчить про захисний вплив на клітини печінки та узгоджується з результатами попередніх досліджень [38].

На другому етапі були проведені дослідження антиоксидантних властивостей NАцц та Мел in silico та in vivo. За даними PASS-прогнозу NАцц може виявляти нефропротекторну, цитопротекторну, антиоксидантну, антигіпоксичну та ноотропну дії, регулювати ліпідний метаболізм,  стимулювати ангіогенез, використовуватися в лікуванні метаболічних розладів, діабетичної нейропатії та гострих неврологічних розладів. Тоді як для Мел існує ймовірність цитопротекторної, антиоксидантної та антигіпоксичної дії, використання в терапії хвороби Гангтінгтона та цереброваскулярних розладів. Результати комп’ютерного прогнозування різних видів біологічної активності для NАцц та Meл підтвердили актуальність подальшого експериментального дослідження in vivo. 
На цьому етапі також було визначено квантово-хімічні дескриптори АОА препаратів.  Для молекул Мел: енергію вищої зайнятої молекулярної орбіталі HOMO, ‑8,42 eV;  ІР, 8,42 eV; жорсткість ή, 4,12 Ev [92]. Для молекули NАцц: HOMO, -9,43 eV; ІР, 9,43; жорсткість ή, 4,67 eV; дипольний момент µ, 2,66 дебай.
Згідно з отриманими результатами in vivo, формування та перебіг ЦД1 у щурів, супроводжувався посиленням ОС у вигляді зростання генерування СР (в 4,1 раза, р<0,01), збільшення рівнів продуктів ПОЛ – ТБК-АП (на 50,7%, р<0,01), накопичення ВЗ (в 8,0 разів) та MetHb (в 9,5 раза, р<0,05) на тлі зниження рівня NO (в 4,7 раза, р<0,01), активності КАТ (в 5,4 раза, р<0,01), вмісту ТФ (в 1,5 раза, р<0,05) у крові дослідних тварин у порівнянні з інтактним контролем. Отримані дані узгоджуються з результатами попередніх досліджень, у яких було виявлено порушення САОЗ крові за умов ЦД1 [55, 77].
Під час досліджень виявлено, комбіноване застосування NAцц (1500 мг/кг/добу, в/шл.) та Мел (10 мг/кг в/шл.) упродовж 5-ти тижнів мало кращий антиоксидантний ефект у крові дослідних тварин, сприяючи зниженню генерування СР (в 3,7 раза, р<0,01), але збільшенню рівня NO (в 3,25 раза, р<0,01), підвищенню активності СОД (на 95,0%, р<0,01) і КАТ (в 4,2 раза, р<0,01), збільшенню вмісту ТФ (на 105,0%, р<0,05). Тоді як самостійне застосування Мел сприяло зменшенню інтенсивності процесів ПОЛ (у 2,9 раза, р<0,01). Про нормалізацію антиоксидантної та кровотворної системи, особливо при комбінованому введенні досліджуваних препаратів, також свідчило зростання співвідношення ТФ/MetHb та зменшення ЦП/ТФ. Окрім того, самостійне та комбіноване введення NАцц і Мел знижувало рівень ВЗ (в 1,2-1,4 раза) виявляючи антигіпоксичну дію. 
Дослідження  спектру ЖК сироватки крові щурів показало збільшення питомого вмісту насичених ЖК (у 2,3 раза, р<0,05) та зменшення поліненасичених ЖК (у 4,5 раза, р<0,05) у тварин з експериментальним ЦД1. Збільшення інтенсивності процесів ПОЛ, за патологічних станів, робить ЖК універсальним механізмом пошкодження клітинних мембран [45]. Отримані результати є очікуваними, адже, при недостатності інсуліну посилюється ліполіз тригліцеридів жирової тканини, що призводить до підвищення загального рівня насичених ЖК крові. Зменшення суми поліненасичених ЖК може бути наслідком посиленого утворення простагландинів та лейкотрієнів, а також свідчити про дисбаланс системи ліпідного гомеостазу [31]. NАцц та комбіноване введення досліджуваних препаратів сприяло нормалізації ЖК складу ліпідів сироватки крові щурів із ЦД1 внаслідок зменшення суми насичених ЖК в 1,8 раза (р<0,05) та збільшення ненасичених (в 1,8 раза, р<0,05) і поліненасичених (в 3,8-3,9 раза, р<0,05). Meлатонін також збільшував вміст ненасичених ЖК сироватки крові в 1,3 раза (р<0,05) [93].
Наступником кроком дослідження було вивчено вплив NАцц, Meл та їх комбінованого введення на локомоторно-дослідницьку та емоційну активність тварин за умов експериментального ЦД1. Виявлено, у щурів з експериментальним ЦД1 показники орієнтовно-дослідницької діяльності, наприкінці експерименту, змінювалися через зменшення як горизонтальної, так і  вертикальної активності в 1,7 раза (p<0,05) у тесті «відкрите поле». Тоді як у тесті «темно-світлої камери» вертикальна активність тварин зменшилася в 4,8 раза (p<0,05). Індукція ЦД1 також супроводжувалася зростанням тривожності, про що свідчить зменшення часу перебування тварин у світлій частині установки «темно-світла камера» у 2,2 раза та зменшення числа виглядань у 2,4 раза (p<0,05). Вегетативні зміни супроводжувалися зростанням числа актів уринації в 3,8 раза та дефекації в 4,3 раза (p<0,05). У тесті «діставання та виймання їжі» відсоток успішних спроб, в групі тварин контрольної патології, зменшився в 1,7 раза (p<0,05). Зміни орієнтовно-дослідницької активності при ЦД отримані в попередніх експериментальних дослідженнях, однак увага дослідників приділялася ЦД2 [24, 48]. Виявлений від’ємний кореляційний зв’язок між рівнем глікемії та горизонтальною і вертикальною активністю (r=-0,72, r =-0,71, p<0,05) вказує на значну роль гіперглікемії в порушенні функціональної активності нервової системи при ЦД1.  
Самостійне та комбіноване введення NАцц і Meл в дозі відповідно 1500 мг/кг та 10 мг/кг сприяло збільшенню локомоторно-дослідницької активності, мало антидепресивну та стреспротекторну дію у щурів з експериментальним ЦД1 [84]. Так, в тесті «відкрите поле», у тварини які отримували препарати, зростала горизонтальна (в 1,2-1,9 раза,  p<0,05) та вертикальна (в 1,4-1,9 раза, p<0,05) активності, зменшувалася кількість актів уринації (в 1,9-3,3 раза, p<0,05) та дефекації (у 2,1-5,1 раза, p<0,05). Тоді як у тесті «темно-світла камера» зростав час перебування у «світлій» частині установки (у 2,4-2,9 раза, р<0,05), кількість виглядань із темного відсіку (в 1,2-3,0 раза, р<0,05), вертикальна активність (в 3,6-5,5 раза, р<0,05). Самостійне та комбіноване введення NАцц і Meл також сприяло наближенню відсотка успішних спроб діставання корму до значень ІК (р<0,05).
Результати попередніх досліджень вказують на здатність NАцц і Meл нормалізувати когнітивні функції, зменшувати тривожність та депресивну поведінку на інших експериментальних моделях нейродегенеративних розладів. Так, NАцц збільшував когнітивні функції тварин зі стрептозотоциновою моделлю хвороби Альцгеймера [251]. Іншими дослідниками було  встановлено протекторний вплив NАцц  (в дозі 60 та 90 мг/кг) на поведінку щурів з алкогольною інтоксикацією в тесті «відкрите поле» [248]. В експериментальних дослідженнях також встановлено здатність Мел знижувати депресивну поведінку та тривожність при моделюванні хвороби Альцгеймера та ЦД2 у щурів [149, 222, 294]. Повідомляється про анксіолітичні та антистресорні властивості Meл у тесті «відкрите поле» в умовах самоподразнення вентролатеральних і амбівалентних зон вентромедіального гіпоталамуса старих щурів [97]. 

На наступному етапі було досліджено нейропротекторні властивості  NАцц, Мел та їх комбінованого введення в ГМ щурів з експериментальним ЦД1.

З метою визначення можливих ранніх редокс-залежних механізмів нейропротекторної дії препаратів було проведено дослідження стану ЕТЛ мітохондрій. Адже, важливою ланкою нейропротекторного механізму дії сучасних ЛЗ є саме мітопротекторна дія, оскільки мітохондрії забезпечують майже 90% всієї енергії для потреби організму у вигляді АТФ [21]. 

У проведених дослідженнях виявлено, що за умов експериментального ЦД1 відбуваються порушення функціональної активності мітохондрій ГМ. Так, було встановлено значне зменшення ЗСП-N2 (в 4,6 раза, р<0,05), що належать до NADH-убіхінонредуктазного комплексу, а також радикалів убіхінону (у 2,5 раза, р<0,05). Однак, підвищувався рівень нітрозольних комплексів заліза (в 1,2 раза, р<0,05). Зазначені зміни вказують на ушкодження мембранних структур, ЕТЛ мітохондрій та роз’єднання клітинного дихання з окисним фосфорилюванням у тканинах ГМ за умов експериментального ЦД1.
Результати останніх досліджень свідчать, що саме мітохондріальна дисфункція є основою нейродегенеративних порушень при захворюваннях ЦНС, адже функціонування нейронів ГМ залежить від мітохондріального метаболізму [111, 183, 237, 239, 274, 285]. Зв’язок між мітохондріальною дисфункцією та патогенезом ЦД і його ускладнень є досить складним та до кінця не вивченим [284, 297]. Активно досліджується  взаємозв’язок між порушенням функціонування мітохондрій та інсулінорезистентністю при ЦД2 [199, 230]. Також, вивчається зв’язок між мітохондріальною дисфункцією, ЦД2 та хворобою Альцгеймера [199]. Деякими дослідженнями показано, що дисфункція комплексу ЕТЛ мітохондрій підшлункової залози щурів зі стрептозотоциновим ЦД1 сприяє розвитку ОС [235]. Експериментальним дослідженням було виявлено порушення ІV комплексу ЕТЛ мітохондрій печінки у щурів зі стрептозотоциновим ЦД1 [304]. Мітохондріальна дисфункція ГМ, за умов ЦД1, залишається мало вивченою. Однак, в поодиноких дослідженнях показано, що порушення функціонування ЕТЛ мітохондрій залучене в патогенезі ДЕ та ОС. Зокрема, було показано зменшення активності комплексу І ЕТЛ мітохондрій ГМ щурів із експериментальним ЦД1 [138].  В іншому дослідженні було доведено, що моделювання стрептозотоциновго ЦД1 супроводжується розвитком мітохондріальної дисфункції нейронів ГМ що призводить до розвитку когнітивного дефіциту [236]. За результатами експериментального дослідження виявлено зменшення радикалів убіхінону в міокарді та ГМ щурів зі стрептозотоциновим ЦД1 [233]. Отже, важливим є вивченням мітохондрій як мішеней терапії, так і для розуміння патофізіології  уражень ЦНС при ЦД1.

Під час досліджень виявлено, що самостійне введення  NAцц та Мел упродовж 5-ти тижнів сприяло незначному поліпшенню функціонального стану мітохондрій ГМ щурів із ЦД1. Тоді як комбіноване введення препаратів ефективно усувало зменшення рівня ЗСП-N2 та радикалів убіхінону (у 2,0 рази в порівнянні з КП, р<0,05), сприяючи нормалізації ЕТЛ мітохондрій і виявляючи тим самим АО та антиапоптичний вплив на клітини ГМ щурів з експериментальним ЦД1 [85]. Іншими дослідниками in vitro встановлено, що введення Мел у концентрації 05, 1, 5, 10 μМ сприяло відновленню мембранного потенціалу мітохондрій та зменшенню ОС у шванівських клітинах на фоні гіперглікемії [291]. Водночас продовжується вивчення мітопротекторних властивостей Мел в серцево-судинній системі та ЦНС [121, 214, 215, 224, 225]. Деякі попередні дослідження також вказують на мітопротекторні властивості NAцц. Зокрема, D. J. Wright та співавторами було встановлено покращення функціонування мітохондрій, що супроводжувалося зменшенням когнітивного дефіциту на експериментальній моделі хвороби Гантінгтона [243].  В іншому дослідженні було встановлено мітопротекторну активність NAцц при моделюванні хвороби Альцгеймера [249]. Тоді як в дослідах in vitro показано, що введення NAцц супроводжувалося відновленням мембранного балансу мітохондрій, окисно-відновленого гомеостазу, запобігало апоптозу та сприяло нормалізації синтезу інсуліну β-клітин підшлункової залози [115].

Наступним кроком дослідження було проведено визначення формування СР та NO в мітохондріях тканин ГМ. Через 7 тижнів після індукції ЦД1, швидкість генерування СР у мітохондріях тканини ГМ щурів, групи контрольної патології, була значно вищою в порівняння з ІК (в 6,2 раза, р<0,05) тоді як рівень  NO зменшувався (у 2,7 раза, р<0,05). Отримані результати вказують, що метаболічні порушення, які спостерігаються за ЦД1, індукують каскад молекулярних подій, що змінюють структуру та функції ГМ. Ці зміни включають зменшення біодоступності NO та збільшення ОС.  Отримані результати збігаються з результатами попередніх експериментальних досліджень ЦД1 [143, 179, 235].

За результатами наших досліджень, комбіноване введення NAцц та Мел, протягом 5-ти тижнів, мало найкращий АО ефект у тканинах ГМ щурів з експериментальним ЦД1, сприяючи зниженню рівня генерування СР (на 40,9%, р<0,05). Тоді як зростання рівню NO (у 2,0 раза, р<0,05) свідчить про ендотеліопротекторну дію комбінованого введення препаратів у тканинах ГМ щурів із ЦД1. Іншими дослідниками було виявлено антирадикальні властивості NАцц у клітинах ЦНС щурів з алкогольною інтоксикацією [6]. Експериментальні дослідження вказують на здатність NAцц знижувати експресію iNOS та відновлювати рівень NO в тканинах ГМ за патологічних умов [253, 288]. Певними дослідженнями було доведено здатність Мел нормалізувати рівень NO в корі ГМ та мозочку щурів з метаболічним синдромом [160]. Також, повідомляється що Мел здатний нейтралізувати АФК у ЦНС при експериментальних та клінічних дослідженнях у пацієнтів з епілепсією [313].

Відомо, що СР можуть пошкоджувати мітохондріальну ДНК. Серед усіх нуклеотидів гуанін є найбільш сприйнятливим до окиснення під дією АФК, що призводить до утворення 8-oxoG. Визначення вмісту 8-oxoG в біологічних середовищах вважають високоінформативним для оцінювання рівня окисного пошкодження ДНК [8, 192, 165, 318]. Зокрема, накопичення 8‑oxoG в мітохондріальній та ядерній ДНК нейронів і мікроглії спричиняє нейродегенерацію з вираженою втратою нейронів та мікрогліозом. Збільшення рівня 8-oxoG визначається в пацієнтів із захворюваннями ЦНС, такими як хвороба Паркінсона, хвороба Альцгеймера [133]. Отже, рівень вмісту 8-oxoG відображає ступінь окисного пошкодження ГМ, а його зменшення може бути маркером ефективності нейропротекції [57]. Нами було виявлено підвищення рівня 8-оxoG у тканинах ГМ (в 3,4 раза, р<0,05) та у сечі (в 7,5 раза, р<0,05) щурів групи контрольної патології (р<0,05). За результатами наших досліджень, комбіноване введення NАцц та Мел сприяло зменшенню окисного пошкодження ДНК, зменшуючи вміст 8-oxoG (у 2,0 рази в тканинах головного мозку та 3,7 раза в сечі, р<0,05), знижуючи модифіковані основи та протидіючі АФК [86, 89]. Дія NАцц та Meл, яка б пояснювала їхній системний нейропротекторний вплив проти АФК у ЦНС, зокрема, через регуляцію рівня 8-оxoG, раніше не досліджувалася. Наявні лише поодинокі роботи, зокрема, показано зменшення рівня 8-оxoG в тканині ГМ мишей, стимульованого впливом 1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридину та 1-метил-4-фенілпіридину, при застосуванні Мел [202]. В іншому експерименті, введення NАцц щурам зі стрептозотоциновим ЦД1, збільшувало екскреція 8-оxoG із сечею [296].

Для підтвердження нейропротекторних властивостей самостійного та комбінованого введення NАцц і Мел було проведено дослідження ЖК спектру ліпідів тканини ГМ щурів. Відомо, від складу ЖК та інтенсивності ПОЛ залежить цілісність біологічних мембран нейронів, виконання ними фізіологічних функцій, таких як активний транспорт іонів та метаболітів, генерування потенціалу дії, забезпечення диференційованої проникності та ін. [55]. Збільшення питомого вмісту арахідонової ЖК (в 1,8 раза, р<0,05) зі зменшенням пальмітинової (в 1,2 раза, р<0,05), олеїнової (на 13,8%, р<0,05) та лінолевої (у 2,7 раза, р<0,05) ЖК у спектрі ліпідів ГМ в групі тварин контрольної патології, свідчить про порушення ліпідного метаболізму на етапі утворення ейкозаноїдів. Результати останніх досліджень вказують на порушення метаболізму ліпідів за умов експериментального ЦД [51]. Самостійне введення  NАцц і Meл, щурам з експериментальним ЦД1,  асоціювалася із вищим рівнем пальмітинової ЖК (в 1,10-1,22 раза, р<0,05) що переважно використовується для енергетичних потреб та сприяє захисту мембран від ліпопероксидації. Тоді як комбіноване введення препаратів найбільшому відновленню вмісту лінолевої ЖК (в 10,5 раза, р<0,05) яка забезпечує еластичність мембран. Мелатонін та комбіноване введення препаратів підвищували вміст олеїнової ЖК що діє як нейротрофічний фактор. Самостійне та комбіноване введення NАцц і Мел знижувало рівень арахідонової ЖК (в 1,9-2,5 рази, р<0,05) [56, 93]. 

Отже, позитивні зміни у складі НЖК та ННЖК головного мозку щурів з експериментальним ЦД1, свідчать про активацію САОЗ, тоді як зниження арахідонової ЖК вказує на гальмування ПОЛ. 

Автори дослідження також вказують на здатність NАцц знижувати рівень арахідонової та збільшувати лінолевої ЖК у гомогенаті серця та еритроцитах щурів з експериментальним ЦД1 [23]. За результатами іншого дослідження, введення Мел (в дозі 10 мг/кг) та коензиму Q10 супроводжувалося нормалізацією профілю ЖК на експериментальній моделі аутизму у щурів [270].

В умовах експериментального ЦД1, у тканинах ГМ дослідних тварин, реєструвалося посилення процесів ПОЛ та зменшення активності САОЗ, що узгоджуються з літературними даними [273]. Самостійне та комбіноване введення NАцц і Meл виявило позитивну динаміку, знижуючи процеси ПОЛ (у 2,0-2,3, рази, р<0,05)  та активуючи ендогенну САОЗ. Зокрема, введення NAцц супроводжувалося зростанням рівня ВГ в (в 1,8 раза, р<0,05), тоді як Мел – активності КАТ (в 1,6 раза, р<0,05), а комбіноване введення препаратів – збільшенням активності СОД (в 1,8 раза, р<0,05).

Результати попередніх експериментальних досліджень вказують на здатність NАцц нормалізувати антиоксидантний захист ГМ тварин за умов ОС, при моделюванні аутизму або інтоксикації хімічними сполуками [241, 251].  Було показано, що введення NАцц мишам зі стрептозотоциновим ЦД1 сприяє відновленню активності ферментів САОЗ в судах ГМ [316]. Авторами попереднього експериментального дослідження встановлено здатність Мел (в дозі 5 мг/кг) нормалізувати рівні ТБК-АП у нирках щурів з алоксановим ЦД [194]. Іншим дослідженням виявлено протекторні властивості Мел (в дозі 2 мг/кг) у крові щурів з ожирінням [17]. Доклінічне вивчення застосування NАцц (1500 мг/кг) у щурів зі стрептозотоциновим ЦД1, показало нормалізуючий вплив на рівні ТБК-АП в гомогенаті печінки [23]. 

За результатами нашого дослідження, було встановлено зростання рівня ВЗ у тканинах ГМ щурів з експериментальним ЦД1 (в 17,0 разів, p<0,05). Відомо, зростання вмісту ВЗ у організмі, з урахуванням його високого прооксидантного потенціалу, може призвести до збільшення інтенсивності генерування СР [82]. Зокрема, Wang T. та співавтори зазначають, що зростання ВЗ в різних відділах ГМ пацієнтів із хворобою Альцгеймера корелює зі зменшенням пізнавальної активності [186]. Нами було встановлено, що самостійне та комбіноване введення NАцц і Meл сприяє зменшенню рівня ВЗ у тканинах ГМ щурів із ЦД1 (в 8,5, 2,2 та 3,9 раза відповідно, р<0,05), що може свідчити про антигіпоксичну дію [86]. 

Наступним кроком було вивчення впливу самостійного та комбінованого введення NАцц і Мел на гістоморфометричні та ультраструктурні зміни ГМ щурів з експериментальним ЦД1.

За результатами гістоморфометричних досліджень встановлено ознаки нейродистрофічних змін кори ГМ щурів з експериментальним ЦД1. Зокрема, структурні зміни полягали у зменшенні щільності нейронів, їх деформації та гіперхроматозі. Деформація або втрата ядра також є свідченням загибелі нейронів. Іншим проявом пошкодження було різке зменшення ступеня забарвлення клітин, що являє собою хроматоліз і є свідченням порушеного білок-синтетичного апарату. За результатами морфометричної оцінки нейронів ІІІ-V шарів моторної ділянки кори великого мозку встановлено зменшення площі нейрону (у 2,7 раза, р<0,05) та їх ядер (в 1,9 раза, р<0,05). Відмічено ділянки зменшеної щільності радіальних та тангенціальних нервових волокон, зменшення ступеня їх імпрегнації, що є свідченням деструктивних змін. Власні результати узгоджуються з результатами аутопсійних досліджень, що дозволяє стверджувати про значну патогенетичну відповідність застосованої моделі ЦД1 [42]. Самостійне введення NАцц сприяло збільшенню щільності непошкоджених та зменшенню щільності пошкоджених нейронів, збереженню кортикальних нервових волокон. Також, у тварин яким вводили NАцц виявлено  збільшення площі нейронів (у 2,2 раза, р<0,05) та їх ядер (в 1,3 раза, р<0,05). Самостійне введення Мел також сприяло збереженню більшої кількості нейронів, збільшенню їх площі (в 1,5 раза, р<0,05) та площі ядер в (в 1,2 раза, р<0,05), що вказує на його нейропротекторну дію [83]. При дослідженні мікропрепаратів моторної кори великого мозку щурів, комбінованого введення дослідних препаратів, не було виявлено вірогідного збільшення площі нейронів. Тому, для розуміння причини такої дії, було проведено електронно-мікроскопічне вивчення структурних елементів кори півкуль.
Електронно-мікроскопічне дослідження дало змогу встановити, що в корі великих півкуль ГМ щурів з експериментальним ЦД1 спостерігалися порушення усіх її структурних компонентів. Більшою мірою змінювалися синаптичні з’єднання, у яких спостерігався виражений набряк, як пресинаптичної, так і постсинаптичної терміналей, агрегація синаптичних пухирців та підвищення щільності синаптичної щілини. Це може свідчити про різке зниження синтезу та депонування нейромедіаторів у структурах мозку, що може відзеркалюватися явищами пригнічення та зниження локомоторної функції тварин. У нейронах зміни були пов’язані з ушкодженням органел метаболічного плану, розширенням канальців ендоплазматичної сітки, комплексу Гольджі, накопичення ліпофусцину та активації аутофагосом. Повсюдно траплявся переваскулярний набряк, ущільнення базальної мембрани кровоносних капілярів та цитонабряк астроцитів. Тобто, у групі тварин КП більше клітин гине апоптозом. Отримані результати, щодо нейронних змін, узгоджуються даними попередніх досліджень [42].  Застосування у якості корегуючого засобу змін, у корі ГМ тварин при ЦД1, NАцц вказує на розвиток компенсаторно‑пристосувальних змін практично у всіх структурних компонентах кори. Meлатонін дещо зменшував набряк нейропілю та забезпечував збереженість більшої частини нейронів. За результатами попередніх досліджень, терапія Мел також сприяла збереженню нейронів ЦНС унаслідок регулювання аутофагії, захисту комплексу Гольджі та мітохондрій [226].

Комбіноване введення досліджуваних препаратів показало збільшення кількості гліальних клітин – астроцитів, що свідчило про нейропротекторну дію пропонованої схеми терапії. Астроглія важлива для розвитку, дозрівання та протекції нейронів [19]. У ряді робіт вказано, що астрогліоз може бути механізмом захисту нейронів гліальними клітинами від ексайтотоксичної загибелі [180]. Астрогліоз зумовлює обмеження розміру пошкодження, активну нейропротекцію та регуляцію гомеостазу ЦНС у період гострого ішемічного, осмотичного або інших видів стресу. Активні астроцити контактують з усіма клітинами ЦНС, що сприяє нейро- та ангіогенезу, регуляції запалення [180]. Астроцити відіграють ключову роль у модуляції ішемічної толерантності, що забезпечує надійну і тривалу нейропротекцію проти ішемії [19]. Отже, використання препаратів, що сприяють активації астроглії є важливою стратегією нейропротективної терапії за ЦД. Відомо, що астроцитарна глія забезпечує трофіку нервовї тканини та забезпечує зменшення надлишків глутамату, кількість якого, очевидно, зростає при ЦД1. Це дає підставу передбачити більш ефективну нейропротекторну дію комбінованого введення NАцц та Мел, ніж монотерапія зазначених ЛЗ, виходячи з їх позитивного впливу на гліальні елементи мозку, зокрема, астроцити. 

Отже, можна припустити, що комбіноване введення NАцц (1500 мг/кг/добу, в/шл.) та Мел (10 мг/кг/добу, в/шл.) виявляє суттєвий антикосидантний та нейропотекторний потенціал за умов експериментального ЦД1 (табл. 1). Отримані результати можуть слугувати експериментально-теоретичним обґрунтуванням для подальшого дослідження комбінованого введення  NАцц і Мел при ЦД1 в клінічних умовах.
Таблиця 1
Порівняльна оцінка фармакологічної активності самостійного та комбінованого застосування N‑ацетилцистеїну і мелатоніну за умов експериментального цукрового діабету 1-го типу (бали)

	Показник
	Група тварин

	
	NАцц
	Мел
	NАцц+Мел

	1
	2
	3
	4

	Виживання
	3
	3
	3

	Гіпоглікемічна дія
	3
	3
	2

	Зміни маси тіла
	2
	2
	3


Продовження таблиці 7.1
	Антиоксидантна активність в крові

	Генерування СР
	2
	2
	3

	Генерування NO
	2
	2
	2

	ЖК спектр
	2
	1
	2

	Продукти ПОЛ
	2
	3
	2

	СОД
	2
	3
	3

	КАТ
	2
	3
	2

	ТФ
	2
	2
	3

	ЦП
	3
	2
	2

	MetHb
	2
	2
	2

	ВЗ
	2
	2
	2

	Нейропротекторна активність в головному мозку

	ЕТЛ мітохондрій
	1
	1
	2

	Генерування СР
	1
	2
	3

	Генерування NO
	1
	2
	3

	8-oxoG
	1
	1
	2

	ТБК-АП
	3
	3
	3

	ЖК спектр
	2
	2
	3

	ВГ
	3
	2
	2

	КАТ
	2
	3
	2

	СОД
	3
	2
	3

	ЛФ
	1
	2
	3

	ВЗ
	3
	1
	2

	Локомоторно-дослідна активність
	3
	3
	3

	Депресивна поведінка
	3
	3
	3

	Гісто-морфологічні зміни
	3
	2
	3

	Сума балів
	59
	58
	70


ВИСНОВКИ

Вперше у дисертаційній роботі наведено експериментально-теоретичне обґрунтування доцільності комбінованого застосування N-ацетилцистеїну та мелатоніну для нейропротекції при цукровому діабеті 1 типу.

1. За дії N-ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу, в/шл.), мелатоніну (10 мг/кг/добу, в/шл.) та за комбінованого введення препаратів виявлявся гіпоглікемічний ефект, що характеризувався зниженням рівня глікованого гемоглобіну (на 61,3%, 63,1% та 40,7% відповідно, p<0,05). Комбіноване застосування N-ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу, в/шл.) та мелатоніну (10 мг/кг/добу, в/шл.) є безпечним.

2. Курсове застосування досліджуваних препаратів призводило до зменшення інтенсивності оксидативного стресу в крові за умов експериментального цукрового діабету 1 типу. Найбільш виразні властивості виявляло комбіноване введення N‑ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу, в/шл.) і мелатоніну (10 мг/кг/добу, в/шл.), що знижувало генерування супероксидних радикалів (на 72,8%, р<0,01) на тлі збільшення рівня NO (в 3,25 раза, р<0,01), підвищення активності супероксиддисмутази (на 95,0%, р<0,01) і каталази (в 4,2 раза, р<0,01), збільшення вмісту трансферину (на 105,0% р<0,05) та нормалізації жирнокислотного спектру ліпідів на 7-му тижні експерименту.

3. Використання у тварин з експериментальним цукровим діабетом 1 типу N‑ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу, в/шл.) та мелатоніну (10 мг/кг/добу, в/шл.) покращувало функціональну активність центральної нервової системи, що проявлялося в підвищенні орієнтовно‑дослідницької активності та зменшенні тривожності. Комбіноване введення даних препаратів у вказаних дозах збільшувало горизонтальну (на 67,4%, р<0,05) та вертикальну (в 5,5 раза, р<0,05) рухову активність, час перебування в світлому відсіку установки (в 2,9 раза, р<0,05) та зменшувало вегетативні реакції (на 62,2%, р<0,05).

4. N-ацетилцистеїн (1500 мг/кг/добу, в/шл.) та мелатонін (10 мг/кг/добу, в/шл.) знижували прояви оксидативного стресу в головному мозку щурів з експериментальним цукровим діабетом 1 типу. Більш значущий антиоксидантний ефект був характерний для комбінованого застосування досліджуваних препаратів, що виявлялося у нормалізації функціонування мітохондрій (зростав рівень залізо‑сірчаних білків N2 та радикалів убісеміхінону в 2,0 рази, р<0,05), зниженні генерування супероксидних радикалів (на 40,9%, р<0,05) та рівня 8-oксогуаніну (в 2,0 рази, р<0,05) на тлі збільшення вмісту NO (2,0 рази, р<0,05), активності супероксиддисмутази (на 83,5%), нормалізації жирнокислотного спектру ліпідів на 7-му тижні експерименту.

5. Введення N-ацетилцистеїну (1500 мг/кг/добу, в/шл.) щурам з експериментальним цукровим діабетом 1 типу призводило до збільшення площі нейронів в 2,2 раза та їх ядер в 1,3 раза (р<0,05), збереження кортикальних нервових волокон, розвитку компенсаторно-пристосувальних змін. Мелатонін (10 мг/кг/добу, в/шл.) збільшував площу нейронів в 1,5 раза та їх ядер в 1,2 раза (р<0,05), зменшував набряк нейропіля. Це сприяло збільшенню кількості гліальних клітин – астроцитів, що свідчить про нейропротекторну дію комбінованого введення досліджуваних препаратів у вказаних дозах.
6. Результати досліджень експериментально обґрунтовують перспективи комбінованого застосування N-ацетилцистеїну та мелатоніну у пацієнтів за цукрового діабету 1 типу.
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� Біохімічні дослідження було здійснено за консультативної допомоги завідувача лабораторії біохімії НДІ експериментальної та клінічної медицини І. М. Рижко. Визначення стану електронно-транспортного ланцюга мітохондрій, швидкості генерування вільних радикалів, рівня 8�оксогуаніну  було здійснено за консультативної допомоги д.біол.н. А. П. Бурлаки (Інститут експериментальної патології, онкології та радіобіології імені Р.Є. Кавецького НАН України). Аналіз жирнокислотного спектру в тканині головного мозку та крові щурів здійснено за консультативної допомоги провідної співробітниці лабораторії газової хроматографії к.т.н. Т. С. Брюзгіної. Гістоморфометричні дослідження проведені за консультативної допомоги к.мед.н. А. С. Демидчук, електронно-мікроскопічні дослідження – за участю і консультативної допомоги д.біол.н., проф. Л. О. Стеченко. Дисертантка висловлює щиру подяку вищезазначеним співробітникам за консультативну та практичну допомогу в проведенні експериментальних досліджень. 
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28.8

6.4

167

13

6

143

36.6

4.6

148.2

31.8

5.2

142.6

37.4

4.8
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						Виживання

				КП		62%

				NАцц		95%

				Мел		95%

				NАцц+Мел		90%

				ІК		100%

						Цент.кв		Периф.кв		Стійки

				КП		5.5

				NАцц

				Мел

				NАцц+Мел

				ІК

										Стійки

																								к-ть периферичних квадратів		к-ть центральних квадратів		к-ть вертикальних стійок

						21.63		5.5		8				10,13±4,21		2,12±0,30*		1,12±0,30*				ІК		40		13.9		15.6

																						КП		21.63		5.5		8

						36.4		11.9		13.1				21,40±5,39		1,10±0,31#		0,50±0,16#				NАцц		36.4		11.9		13.1

																						Meл		29.32		14.1		13.3

						29.32		14.1		13.3				20,06±7,69		1,13±0,32#		0,90±0,20				NАцц+Мел		33.2		9.12		12.7

						33.2		9.12		12.7				18,92±2,69		1,20±0,20#		1,10±0,18

				Meл

						40		13.9		15.6				20,00±5,65		0,80±0,30		0,60±0,16

				ІК		6.1		2.3		1.15

				КП		2.71		0.68		1.52

				NАцц		4.09		2.6		1.64

				Meл		2.8		3.1		1.8

				NАцц+Мел		2.73		2.1		1.9

										Урінації		Дефекації

								КП		2.12		1.12

								NАцц		1.1		0.5

								Meл		1.13		0.9

								NАцц+Мел		1.2		1.1

				(n=7)				ІК		0.8		0.6

								Периф.кв		Центр.кв		Стійки

						КП		19.75		4.25		7.5

						NАцц		30.57		14.86		12.86

						Meл		19.5		8.75		12.71

						NАцц+Мел		28.67		11.5		10.5

						ІК		30.71		10.86		13.14

						КП		4.21		0.75		1.69

						NАцц		6.25		2.25		1.4

						Meл		0.87		1.65		1.19

						NАцц+Мел		4		2.09		1.8

						ІК		3.3		1.4		1.5

								Урінації		Дефекації

						КП		1.67		1.43

						NАцц		0.57		0.28

						Meл		0.86		0.43

						NАцц+Мел		0.5		0.67

						ІК		0.43		0.33

						час в темному		час в світлому		час першого заходу

						відсіку		відсіку

				ІК		151.4		28.8		6.4

				КП		167		13		6

				NАцц		143		36.6		4.6

				Meл		148.2		31.8		5.2

				NАцц+Мел		142.6		37.4		4.8

						Переміщень		Виглядань з світлого відсіку		Виглядань з темного відсіку		Горизонтальних стійок				Виглядань з темного відсіку						Вставань на задні лапи

				ІК		3.6		1.8		3.6		2.4										0.5

				КП		1.75		1.5		1.5		0.5										1.8

				NАцц		2.25		1.4		4.6		1.8										2

				Meл		2.6		1.6		4.4		2										2.75

				NАцц+Мел		2.25		1.75		3.25		2.75										2.4

				ІК		0.25		0.58		0.68		0.51

				КП		0.75		0.29		0.29		0.29

				NАцц		0.25		0.25		0.82		0.2

				Meл		0.68		0.25		0.98		0.32

				NАцц+Мел		0.48		0.48		0.48		0.85
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Виживання

*

#

#

#



		



к-ть периферичних квадратів

к-ть центральних квадратів

к-ть вертикальних стійок

кільксть

*

#

#

#

*

#

#

#

*

#

#

#



		



Урінації

Дефекації

кільксть

*

#

#

#

*

#

*

*



								4.21		4.21		0.75		0.75		1.69		1.69

								6.25		6.25		2.25		2.25		1.4		1.4

								0.87		0.87		1.65		1.65		1.19		1.19

								4		4		2.09		2.09		1.8		1.8

								3.3		3.3		1.4		1.4		1.5		1.5



Периф.кв

Центр.кв

Стійки

кількість

*

#

*@

#

*

#

#

#

*

#

#

#



		



Урінації

Дефекації

кільксть

*

#

*#

*#



		



час в темному відсіку

час в світлому відсіку



										0.75		0.75		0.29		0.29		0.29		0.29		0.29		0.29

										0.25		0.25		0.25		0.25		0.82		0.82		0.2		0.2

										0.68		0.68		0.25		0.25		0.98		0.98		0.32		0.32

										0.48		0.48		0.48		0.48		0.48		0.48		0.85		0.85

										NaN		NaN		NaN		NaN		NaN		NaN		NaN		NaN



Переміщень

Виглядань з світлого відсіку

Виглядань з темного відсіку

Горизонтальних стійок

Кількість

*

#

#

#

*

#

#

#



		



час в темному відсіку

час в світлому відсіку

час першого заходу

t, секунд

*

#

#

#




_1659280093.xls
Діаграма1

		ІК		3.4		3.4

		КП		0.6		0.6

		NAцц		2.7		2.7

		Meл		0.8		0.8

		NAцц+Meл		1.7		1.7



успішні спроби діствання корму

%

*

#

#

#

76.61

55.33

73.66

74.3

73.33
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								успішні спроби діствання корму

						ІК		76.61		3.4

						КП		55.33		0.6

						NAцц		73.66		2.70

						Meл		74.3		0.8

						NAцц+Meл		73.33		1.7

						ЦД 1		NAC		Mel		NaC+Mel		Контроль

						Успіх

				% успішних спроб		50.06		82.23		82.81		80.49		86.39

				% невдач		49.94		17.77		17.19		19.51		13.61

				% успішних спроб		82.23

				% невдач		17.77

				% успішних спроб		82.81

				% невдач		17.19

				% успішних спроб		80.49

				% невдач		19.51

				% успішних спроб		86.39

				% невдач		13.61
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				3.4		3.4

				0.6		0.6

				2.7		2.7

				0.8		0.8

				1.7		1.7



успішні спроби діствання корму

%

*

#

#

#



		





		





		





		





		






_1659279274.xls
Діаграма1

		ІК		ІК		ІК		5.73		5.73		2.34		2.34		3.18		3.18

		КП		КП		КП		2.76		2.76		2		2		1.75		1.75

		NАцц		NАцц		NАцц		4.54		4.54		0.63		0.63		1.2		1.2

		Meл		Meл		Meл		3.3		3.3		0.73		0.73		2.13		2.13

		NAцц+Meл		NAцц+Meл		NAцц+Meл		5.1		5.1		3.05		3.05		1.9		1.9



к-ть периферичних квадратів

к-ть центральних квадратів

к-ть вертикальних стійок

кількість

*

*

*

*

*

*

*

*

28.67

13.3

20.44

16.2

6

8

22.2

4

5.6

22.2

5.2

7.4

22.84

7.8

10
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										к-ть периферичних квадратів		к-ть центральних квадратів		к-ть вертикальних стійок

								ІК		28.67		13.3		20.44

								КП		16.20		6		8

								NАцц		22.2		4		5.6

								Meл		22.2		5.2		7.4

								NAцц+Meл		22.84		7.8		10

		Перетин квадратів (3 тиждень)								5.73		2.34		3.18

										2.76		2		1.75

										4.54		0.63		1.2

										3.3		0.73		2.13

										5.1		3.05		1.9

																@

				Вертикальна активність (3 тиждень)

						КП

						NAцц

						Mel

						NAцц+Mel

						ІК
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								5.73		5.73		2.34		2.34		3.18		3.18

								2.76		2.76		2		2		1.75		1.75

								4.54		4.54		0.63		0.63		1.2		1.2

								3.3		3.3		0.73		0.73		2.13		2.13

								5.1		5.1		3.05		3.05		1.9		1.9



к-ть периферичних квадратів

к-ть центральних квадратів

к-ть вертикальних стійок

кількість

*

*

*

*

*

*

*

*



				NaN		NaN

				NaN		NaN

				NaN		NaN

				NaN		NaN

				NaN		NaN



к-ть стійок




