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Изучено влияние густого экстракта фасоли (ГЭФ) на интенсивность апоптотических процес-

сов в клетках печени и поджелудочной железы крыс на модели сахарного диабета (СД) 2 типа
на фоне ожирения. Установлено, что длительное применение метформина в лечении крыс свиде-
тельствовало о наличии апоптотического распада ДНК и следов некроза в клетках печени и
поджелудочной железы. Електрофореграммы образцов ДНК клеток печени и поджелудочной
железы крыс, получавших лечение ГЭФ в течение месяца, — без проявлений апоптотического
процесса. Исследуемый препарат проявил более выраженный эффект, чем препарат сравне-
ния метформин, в отношении снижения риска преждевременной потери функции клеток подже-
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Вступ

Програмована загибель клітин (апоптоз) —
це компонент як нормального розвитку організ-
му, так і низки патологічних станів [1]. Специ-
фічними морфологічними змінами, характерни-
ми для процесу апоптозу, є зморщування клі-
тин, гіперконденсація хроматину, розщеплення
хромосом на нуклеосомальні фрагменти, інтен-
сивне утворення мембранних пухирців без пору-
шення цілісності плазматичної мембрани та фор-
мування апоптотичних тілець, оточених мембра-
ною везикул зі щільно упакованими клітинними
органелами. Апоптотичні тільця поглинаються
шляхом фагоцитозу сусідніми клітинами, що є
імунологічно інертним процесом на відміну від
некрозу, який супроводжується вираженою за-
пальною реакцією. Коли апоптотична активність
перевищує фізіологічний ліміт, вона сприяє роз-
витку патології, що характеризується втратою
клітин і порушенням органної функції [2].

Сьогодні апоптоз інтенсивно досліджується
в багатьох науково-медичних центрах завдяки

його базисній ролі в процесах зростання, роз-
витку, диференціювання тканин, підтримки тка-
нинного гомеостазу та функціонування імунної
системи, а також клітинної альтерації, ініціації
та розвитку захворювань [1]. Апоптоз — один
з фундаментальних механізмів, що захищає від
раку й автоімунних захворювань. Тим же часом
цей процес супроводжує інфаркт міокарда, ін-
сульт, септичний шок, нейродегенеративні за-
хворювання, цукровий діабет (ЦД) і ожиріння.
Доведено, що надмірна маса тіла призводить
до ендокринних порушень: підвищення актив-
ності ренін-ангіотензин-альдостеронової систе-
ми, гіперінсулінемії й інсулінорезистентності,
ЦД 2 типу, гіперкортизолемії тощо. Ожиріння
модулює метаболічні ефекти: підвищує рівні
вільних жирних кислот у сироватці крові, продук-
цію кінцевих продуктів глікозилування, рівень
холестеролу, змінює склад і вміст ліпопротеї-
нів високої, низької та дуже низької щільності;
активує гемостатичні (підвищення осідання
еритроцитів, концентрації фібриногену в плаз-
мі) і гематологічні (еритроцитоз) реакції.

лудочной железы и развития неалкогольной жировой болезни печени. Таким образом, ГЭФ являет-
ся перспективным для дальнейших фармакологических исследований с целью гистоморфологиче-
ского изучения влияния на состояние поджелудочной железы для коррекции осложнений СД 2 типа.

Ключевые слова: сахарный диабет второго типа, ожирение, апоптоз, метформин, густой
экстракт фасоли.
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The programmable cell death (apoptosis) is a component of both the normal development of the

body and a number of pathological conditions, such as myocardial infarction, stroke, septic shock,
neurodegenerative diseases, diabetes mellitus (DM) and obesity.

The purpose of the study. The study of the influence of the thick bean extract (TBE) on the inten-
sity of apoptotic processes in the cells of the liver and pancreas of rats on a model of diabetes melli-
tus type 2 against the background of obesity.

Materials and methods. Modeling diabetes type 2 in the mature males six-month-Wistar rats (n=21)
has been carried out by introducing a low dose of streptozotocin (30 mg/kg intraperitoneally) in the
90-day keeping the animals on the combined diet. Metformin has been administrated orally at a dose of
50 mg/kg and TBE — 40 mg/kg for 30 days starting from day 95th of the experiment. The identification
of apoptotic cells with DNA samples of liver and pancreas has been carried out using the method of
electrophoresis in 1% agarose gel electrophoresis using a marker of apoptosis 1kb DNA SibEnzyme.

Results and discussion. In the liver samples from the animals of the group “Diabetes + metformin”,
we have seen less pronounced intensity of apoptotic DNA decay, but with the presence of the traces
of necrosis in individual samples. In the group of animals “Diabetes + TBE” the electrophoretogram of
hepatocyte DNA samples have shown almost no significant manifestations of apoptosis, which may
indicate a complex restoration of metabolic processes in the liver. We have noted the presence of
apoptotic DNA decay and traces of necrosis that are characterized by poor functional condition of the
exocrine pancreas in three of the six DNA samples from homogenates of the rat pancreas of the
group “Diabetes + Metformin”. We have observed the traces of necrosis without evidence of the apop-
totic process, that are at the level of the animal group “The intact control”, in two of the seven DNA
studied samples of the rat pancreas of the group “Diabetes + TBE”.

Conclusions. A prolonged use of metformin in the rats treatment has indicated the presence of
apoptotic DNA decay and the trace of necrosis in the liver and pancreas. Electrophoretogram of the
DNA samples of the liver and pancreas cells of the rats treated with the TBE for a month — are with-
out the evidence of the apoptotic process. The TBE has shown a more pronounced effect than met-
formin in reducing the risk of premature loss of pancreatic cell function and the development of non-
alcoholic fatty liver disease. The TBE is promising for the further pharmacological studies with the
purpose of the histomorphological study the effect on the state of the pancreas to correct complica-
tions of DM type 2.

Key words: diabetes mellitus type 2, obesity, apoptosis, metformin, the thick bean extract.



# 4 (150) 2015 27

Визначена пряма участь печінки в алоген-
ній імунній відповіді in vivo. У популяції лім-
фоцитів печінки знаходять збільшення част-
ки функціональних цитотоксичних клітин, здат-
них набагато активніше, ніж лімфоцити се-
лезінки, атакувати алогенні клітини-мішені.
Також розглядають печінку як місце міграції
та загибелі за механізмом апоптозу активо-
ваних антигеном лімфоцитів. У будь-якому
разі, печінка прямо або побічно бере участь
у загальній відповіді організму-«хазяїна» на
антигенну дію. Це потребує певних енергови-
трат і збільшення енергопродукції на залучен-
ня до адаптаційного процесу мітохондрій пе-
чінки.

Велика кількість агентів здатна індукувати
апоптоз. У неушкодженій печінці апоптоз пере-
важно спостерігається в ацинарній зоні. Апо-
птоз виявляють у процесі різних ушкоджень пе-
чінки, але його регуляція не повністю з’ясова-
на. Процес апоптозу є досить швидким фено-
меном, наприклад, у печінці щурів його розви-
ток становить 3 год. Т-лімфоцитарна і лімфо-
цитарна цитотоксичність натуральних кілерів
часто реалізуються через ініціацію апоптозу.
Слід відзначити, що на відміну від некрозу, при
апоптозі в гепатоцитах підвищується синтез
РНК і відповідних білків, необхідних для забез-
печення процесу програмованої загибелі кліти-
ни. Крім того, розвиток апоптозу в гепатоцитах
супроводжується змінами у діяльності внутріш-
ньоклітинних сигнальних систем типу цАМФ і
протеїнкінази 3 [1].

Одним з важливих проапоптотичних індукто-
рів є вільні радикали, кількість яких за умов ЦД
2 типу значно зростає внаслідок хронічної гіпер-
глікемії, гіперліпідемії та пов’язаних з цим по-
рушень у роботі мітохондрій (мітохондріальна
дисфункція) [3].

Мета дослідження — вивчити вплив густого
екстракту квасолі (ГЕК) на інтенсивність апо-
птотичних процесів у клітинах печінки та під-
шлункової залози щурів на моделі ЦД 2 типу
на тлі ожиріння.

Дана робота є фрагментом НДР «Фармако-
логічне вивчення біологічно активних речовин
та лікарських засобів» (№ державної реєстра-
ції 0114U000956).

Матеріали та методи дослідження

Моделювання ЦД 2 типу у статевозрілих шес-
тимісячних самців-щурів популяції Вістар (n=21)
проводили шляхом уведення низької дози стреп-
тозотоцину (30 мг/кг внутрішньоочеревинно, на
цитратному буфері рН=4,5) після 90-добового
утримання тварин на комбінованій дієті, що яв-
ляє собою поєднання високожирового раціону
харчування (дієта з надмірним вмістом насиче-
них жирів: білки — 20,0 %, жири — 60,0 %, вуг-
леводи — 20,0 % від загального калоражу) та

надмірного споживання вуглеводів (вільний
доступ до розчину фруктози в концентрації
200 г/л) [4; 5], з природною зміною режиму освіт-
лення, температури та вологості повітря — за
стандартами віварію. Контрольна група тварин
відповідної статі та віку (n=9) споживала стан-
дартне харчування (білки — 15,0 %, жири —
5,0 %, вуглеводи — 80,0 % від загального ка-
лоражу), мала вільний доступ до води й утри-
мувалася в аналогічних умовах.

Вводили ГЕК перорально дозою 40 мг/кг за
допомогою зонда, щодня протягом 30 діб, по-
чинаючи з 95-ї доби експерименту. Як препа-
рат порівняння використовували метформін
(ВАТ «Фармак», Україна) у вигляді водної су-
спензії з Твіном-80 дозою 50 мг/кг маси тіла за
аналогічною схемою. Контрольна група за ана-
логічною схемою отримувала плацебо — 3–5 %
водну емульсію Твіну-80.

Ідентифікацію апоптозу у зразках ДНК клітин
печінки та підшлункової залози проводили у
дублях за допомогою методу електрофорезу в
1 % агарозному гелі [6] з використанням мар-
кера апоптозу 1kb DNA SibEnzyme (від 10 000
до 250 пар нуклеотидів). На електрофорегра-
мах апоптотична фрагментація ДНК виявляєть-
ся у вигляді «драбинки» з фрагментів ДНК різ-
ної довжини. Некроз клітин зумовлював «роз-
мазаний» характер зони міграції ДНК. Смуга
свічення інтактної ДНК знаходилася в районі
старту.

Експериментальні дослідження проводили
відповідно до «Загальних етичних принципів
експериментів на тваринах», що відповідають
положенням «Європейської конвенції про за-
хист хребетних тварин, які використовуються
для експериментальних та інших наукових ці-
лей» (Страсбург, 1985) [7].

Результати дослідження
та їх обговорення

Отримана з печінки щурів групи «Інтакт-
ний контроль» ДНК була деградована на рівні
10 000–5000 пар нуклеотидів і вище, що за роз-
міром близько до довжини ДНК у петлях хро-
мосом і є нормальним (рис. 1, 2).

Оцінка ступеня апоптотичної загибелі клітин
печінки щурів із ЦД 2 типу на тлі ожиріння до-
вела, що дана експериментальна модель, яка
супроводжувалася суттєвим зростанням ба-
зальної глікемії, наявністю інсулінорезистент-
ності й оксидативного стресу (дані не наведені),
викликала значне посилення інтенсивності апо-
птозу гепатоцитів. Так, у зразках печінки щурів
групи «Діабет + плацебо» спостерігалося роз-
щеплення ДНК на фрагменти до 500–250 пар
нуклеотидів, що свідчить про виражений апо-
птотичний процес (див. рис. 1, 2), оскільки саме
розміри фрагментів ДНК, які можна зафіксува-
ти на електрофореграмі, віддзеркалюють сту-



ÎÄÅÑÜÊÈÉ ÌÅÄÈ×ÍÈÉ ÆÓÐÍÀË28

пінь загибелі клітин шляхом апоптозу (що мен-
ші фрагменти, то інтенсивніший апоптоз). Крім
того, відмічалося й некротичне ураження тка-
нини, можливо, пов’язане з її жировим переро-
дженням і розвитком неалкогольної жирової
хвороби печінки [8; 9].

У зразках печінки тварин групи «Діабет +
метформін» відмічена менш виразна інтенсив-
ність апоптотичного розпаду ДНК (фрагменти
розміром до 750 пар нуклеотидів) з наявністю
слідів некрозу лише в поодиноких зразках (див.
рис. 1). Тим же часом у тварин групи «Діабет +
ГЕК» електрофореграми зразків ДНК гепатоци-
тів демонструють прояви апоптозу на межі чут-
ливості методу та близько до виявленого у
групі інтактного контролю (див. рис. 1, 2), що
може свідчити про комплексне відновлення ме-
таболічних процесів у печінці та збігається з
отриманими результатами біохімічних дослі-
джень щодо наявності низьких рівнів про- й ан-
тиапоптотичних метаболітів як у гомогенатах
печінки, так і у сироватці крові тварин — показ-
ники глікемії, дисліпідемії, ліпопероксидації й
антиоксидантного захисту.

Відомо, що розвиток ЦД 2 типу пов’язаний з
наявністю неналежної кількості функціонуючих
панкреатичних β-клітин (~65 % дефіцит за ма-
ніфестації ЦД 2 типу [10]), причиною чого є ін-
сулінорезистентність, а саме асоційовані з нею
глюко- та ліпотоксичність [11; 12]. Нині загаль-
новизнано, що головним механізмом втрати
маси панкреатичних β-клітин за ЦД є посиле-
ний апоптоз [13–15].

Крім того, слід зазначити, що за умов ожи-
ріння зростає напруження у роботі екзокринної
частини підшлункової залози, некроз клітин якої
викликає місцевий запальний процес, а локаль-
не підвищення рівнів прозапальних цитокінів,

у свою чергу, ініціює апоптотичні процеси в ен-
докринних панкреатичних клітинах [16–18].

У досліджених зразках ДНК із гомогенатів тіла
підшлункової залози щурів групи «Діабет + пла-
цебо» спостерігалися виражені прояви апопто-
тичного та некротичного процесів, що свідчить
про наявність дисфункції як екзокринної, так і
ендокринної частини залози (рис. 3, 4).

У трьох із шести зразків ДНК із гомогенатів
підшлункової залози щурів групи «Діабет + мет-
формін» було відзначено наявність апоптотич-
ного розпаду ДНК і сліди некрозу (див. рис. 3,
4), що більшою мірою характеризує незадовіль-
ний функціональний стан екзокринної частини
підшлункової залози, а також може бути по-
в’язано з деяким токсичним впливом препара-
ту порівняння метформіну. Це підтверджують і

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Рис. 1. Фото гель-електрофорезу «драбинок»
ДНК клітин печінки щурів на моделі цукрового діа-
бету другого типу на тлі ожиріння: М — маркер апо-
птозу kb DNA SibEnzyme (від 10 000 до 250 пар нук-
леотидів); 1, 2 — «Діабет + плацебо»; 3–6 — «Діа-
бет + ГЕК»; 7–9 — «Інтактний контроль»; 10, 11 –
«Діабет + метформін»

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Рис. 2. Фото гель-електрофорезу «драбинок»
ДНК клітин печінки щурів на моделі цукрового діа-
бету другого типу на тлі ожиріння: М — маркер апо-
птозу kb DNA SibEnzyme (від 10 000 до 250 пар
нуклеотидів); 1–4 — «Діабет + плацебо»; 5–7 —
«Діабет + ГЕК»; 8, 9 — «Інтактний контроль»; 10,
11 — «Діабет + метформін»

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Рис. 3. Фото гель-електрофорезу «драбинок»
ДНК клітин підшлункової залози щурів на моделі цук-
рового діабету другого типу на тлі ожиріння: М —
маркер апоптозу kb DNA SibEnzyme (від 10 000 до
250 пар нуклеотидів); 1–4 — «Діабет + плацебо»;
5–8 — «Діабет + метформін»
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результати електрофорезу зразків ДНК гомоге-
натів печінки тварин групи «Діабет + метфор-
мін» (див. рис. 1, 2).

Тільки у двох із семи досліджених зразків
ДНК підшлункової залози щурів групи «Діабет +
ГЕК» спостерігалися сліди некрозу без фіксо-
ваних проявів апоптотичного процесу, що зна-
ходиться на рівні показників тварин групи «Ін-
тактний контроль» (див. рис. 4; рис. 5) і свід-
чить про наявність у ГЕК виразного ефекту під-
тримання виживання клітин підшлункової зало-
зи (як ендокринної, так і екзокринної частин) за
умов дисбалансу вуглеводного та ліпідного об-
мінів.

Таким чином, отримані результати свідчать
про наявність у ГЕК властивостей збереження
виживаності клітин печінки та підшлункової за-
лози за умов тривалого застосування при ліку-
ванні тварин з експериментальним ЦД 2 типу
на тлі ожиріння.

Висновки

1. Електрофореграми зразків ДНК клітин пе-
чінки та підшлункової залози щурів з експери-
ментальним ЦД 2 типу на тлі ожиріння, які отри-
мували ГЕК у лікуванні протягом місяця, про-
демонстрували суттєво нижчі прояви апоптотич-
ного процесу, ніж у щурів, які отримували пре-
парат порівняння метформін, що може бути
пов’язано з більшою токсичністю останнього.

2. Більш виразний ефект, ніж препарат по-
рівняння метформін, проявив ГЕК щодо зни-
ження ризику передчасної втрати функції клі-
тин підшлункової залози та розвитку неалко-
гольної жирової хвороби печінки.

3. Густий екстракт квасолі є перспективним
для подальших фармакологічних досліджень,
у тому числі, із залученням гістоморфологічних
методів вивчення його впливу на стан підшлун-

кової залози, з метою створення фітопрепара-
тів — таблеток «Гліфасонорм» і капсул «Гліфа-
солін» для корекції ЦД 2 типу і його ускладнень.

ЛІТЕРАТУРА
1. Лушников Е. Ф. Гибель клетки (апоптоз) / Е. Ф. Луш-

ников, А. Ю. Абросимов. – М. : Медицина, 2001. –
189 с.

2. Guimaraes C. A. Programmed cell deaths. Apoptosis
and alternative deathstyles / C. A. Guimaraes, R. Linden //
Europ. J. Biochem. – 2004. – Vol. 271. – P. 1638–1650.

3. Martin S. D. The role of mitochondria in the aetiology
of insulin resistance and type 2 diabetes / S. D. Martin, S. L.
McGee // Biochim. Biophys. Acta. – 2014. – Vol. 1840, N 4.
– P. 1303–1312.

4. Jurgonski A. A high-fat diet differentially affects the
gut metabolism and blood lipids of rats depending on the
type of dietary fat and carbohydrate / A. Jurgonski, J. Jusk-
iewicz, Z. Zdunczyk // Nutrients. – 2014. – Vol. 6, N 2. –
Р. 616–626.

5. Streptozotocin-induced diabetes models: pathophysio-
logical mechanisms and fetal outcomes / D. C. Damasceno,
A. O. Netto, I. L. Iessi [et al.] // BioMed. Research Interna-
tional. – 2014. – Vol. 2014. – 11 p.

6. Соколов Б. П. Выделение высокомолекулярной
эукариотической ДНК с использованием ацетата калия /
Б. П. Соколов, В. В. Джемелинский // Молекулярная ге-
нетика, микробиология и вирусология. – 1989. – № 6. –
С. 45–46.

7. Загальні етичні принципи експериментів на твари-
нах // Ендокринологія. – 2003. – Т. 8, № 1. – С. 142–145.

8. Fatty liver as a consequence and cause of insulin re-
sistance: Lessons from type 2 diabetic liver / T. Takamura,
H. Misu, T. Ota, S. Kaneko // Endocrine Journal. – 2012. –
Vol. 59, N 9. – P. 745–763.

9. Dumas M.-E. Metabolic phenotyping and systems bi-
ology approaches to understanding metabolic syndrome and
fatty liver disease / M.-E. Dumas, J. Kinross, J. K. Nichol-
son // Gastroenterology. – 2014. – Vol. 46. – P. 46–62.

10. Saisho Y. β-cell dysfunction: Its critical role in pre-
vention and management of type 2 diabetes / Y. Saisho //
World J. Diabetes. – 2015. – Vol. 6, N 1. – P. 109–124.

11. β-cell failure in type 2 diabetes: a case of asking too
much of too few? / S. Costes, R. Langen, T. Gurlo [et al.] //
Diabetes. – 2013. – Vol. 62, N 2. – P. 327–335.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Рис. 4. Фото гель-електрофорезу «драбинок»
ДНК клітин підшлункової залози щурів на моделі цук-
рового діабету другого типу на тлі ожиріння: М —
маркер апоптозу kb DNA SibEnzyme (від 10 000 до
250 пар нуклеотидів); 1, 2 — «Діабет + плацебо»;
3, 4 — «Діабет + метформін»; 5–7 — «Діабет + ГЕК»;
8–11 — «Інтактний контроль»

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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