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За цукрового діабету (ЦД) для запобігання розвитку оксидативно-нітративного стресу застосовують природні антиоксиданти 
(вітаміни, біофлавоноїди, антоціани тощо), які допомагають відновити функціональні порушення в клітинах і тканинах організму 
або запобігти їм.

Мета роботи – дослідити вплив екстрактів плодів різних сортів дерену, а також їхнього основного іридоїдного глікозиду – логанової 
кислоти на активність NO-синтази та рівень стабільних метаболітів оксиду нітрогену в еритроцитах периферичної крові щурів зі 
стрептозотоцин-індукованим ЦД.

Матеріали і методи. Під час роботи використали екстракти плодів дерену справжнього сорту «Podolski» (BDPA 10462), стиглі 
плоди якого мають червоне забарвлення, сорти «Yantarnyi» (BDPA 14131) і «Flava» (BDPA 8795), стиглі плоди яких мають жовте 
забарвлення. Логанову кислоту екстрагували з жовтих плодів дерену сортів «Yantarnyi» і «Flava». Екстракти, що вивчали, твари-
нам вводили перорально впродовж 14 днів, починаючи з десятого дня після індукції ЦД. Дозування становило 20 мг/кг маси тіла.

Результати. Встановлено, що найбільш виражений ефект щодо нормалізації досліджуваних біомаркерів нітративного стресу 
(активність NO-cинтази та її ізоформ, вміст нітрит- і нітрат-аніонів) в еритроцитах крові щурів із діабетом мав екстракт червоних 
плодів дерену справжнього. Екстракт жовтих плодів дерену пригнічує нітративний стрес, про що свідчить зниження активності 
індуцибельної ізоформи NO-cинтази до значень, встановлених у контрольній групі тварин. Логанова кислота, навпаки, інгібува-
ла конститутивну ізоформу NO-cинтази. Крім того, екстракт жовтих плодів дерену та логанова кислота знижували рівень NO3

– і 
збільшували вміст NO2

– в еритроцитах щурів із ЦД.

Висновки. Нормалізація біомаркерів нітративного стресу в еритроцитах крові щурів зі стрептозотоцин-індукованим діабетом вка-
зує на антиоксидантні властивості екстрактів плодів дерену справжнього, зокрема сорту «Podolski», стиглі плоди якого містять 
значну кількість антоціанів.

Ключові слова: стрептозотоцин-індукований цукровий діабет, еритроцити, синтаза оксиду нітрогену, нітрит- і нітрат-аніони, екстракти 
плодів дерену справжнього (Cornus mas L.).
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Fruit extracts of various cornelian cherry (Cornus mas L.) cultivars as antioxidant therapy for alleviating nitrative stress  
in erythrocytes of blood in experimental diabetes mellitus
I. V. Brodyak, A. A. Moroz, A. Z. Kucharska, N. O. Sybirna

Natural antioxidants (vitamins, bioflavonoids, anthocyanins, etc.) are used to prevent the development of oxidative-nitrative stress in 
diabetes mellitus (DM), which helps to restore or avert functional disorders in the cells and tissues of the body.

The aim of the study is to investigate the effect of extracts of the fruit of different cultivars of the cornelian cherry, as well as their main 
iridoid glycoside – loganic acid, on the activity of NO-synthase and the content of stable metabolites of NO in blood erythrocytes of rats 
with streptozotocin-induced diabetes.

Materials and methods. In the work, we used the extract of the fruits of the cornelian cherry “Podolski” cultivar (BDPA 10462), the ripe fruits 
of which have a red color, and the extract of the “Yantarnyi” (BDPA 14131) and “Flava” (BDPA 8795) cultivars, the ripe fruits of which have a 
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yellow color. Loganic acid was extracted from yellow fruits of the “Yantarnyi” and “Flava” cultivars of Cornus mas L. All studied extracts were 
administered to rats orally for 14 days from the 10th day after the induction of DM. The dose of administration was 20 mg/kg body weight.

Results. The extract of the red fruits is demonstrated the most pronounced effect in normalizing the biomarkers of nitrative stress 
(activity of NO-synthase and its isoforms, the content of nitrite and nitrate anions) in erythrocytes of rats with diabetes. The extract of 
the yellow fruits shows a positive effect on the suppression of nitrative stress, which has been indicated by a decrease in the activity 
of iNO-synthase to the values in the control group of animals. Loganic acid, on the contrary, inhibited the eNO-synthase. In addition, 
the extract of yellow fruits of cornelian cherry and loganic acid decreased the level of NO3

– and increased the content of NO2
– in eryth-

rocytes of diabetic rats.

Conclusions. Biomarkers of nitrative stress in erythrocytes of rats with streptozotocin-induced diabetes indicated the antioxidant properties 
of fruit extracts of cornelian cherry, in particular the red fruits, which contain a large amount of anthocyanins.

Keywords: streptozotocin-induced diabetes mellitus, erythrocytes, nitric oxide synthase, nitrite anions, nitrate anions, extracts of fruits of 
cornelian cherry (Cornus mas L.).
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Еритроцити, незважаючи на те, що є без’ядерними клі-
тинами крові та позбавлені значної кількості органел, 
містять до 2650 різних білків [1]. Для цих клітин крові 
характерна експресія двох ізоформ синтази оксиду ні-
трогену (Nitric Oxide Synthase – NOS, EC 1.14.13.39) 
– ендотеліальної та індуцибельної (eNOS та iNOS від-
повідно) [2]. Продукт NOS реакції – оксид нітрогену 
(NO), що бере участь у регуляції вазодилатації, агрегації 
тромбоцитів, запалення, адаптації до гіпоксії та окси-
дативного стресу. Зважаючи на це, еритроцити стали 
перспективною терапевтичною мішенню у підтриманні 
гомеостазу NO [3].

Оксид нітрогену надзвичайно швидко (6–8 × 108 M–1 с–1) 
реагує з оксигемоглобіном, утворюючи кінцеві про-
дукти метаболізму – нітрати (NO3

–) і мет гемо глобін. 
Окиснення NO до NO3

– захищає еритроцити від рес-
піраторного отруєння та нітрозативного стресу, проте 
при патологічних станах цей механізм знижує біодо-
ступність NO. З цієї причини еритроцити спочатку 
вважали скаведжерами NO, а не його джерелом. Екс-
периментально доведено, що еритроцити можуть не 
лише синтезувати, але й депонувати та транспортувати 
NO [4]. Альтернативно NO2

– відновлюється дезокси-
гемоглобіном або ксантиноксидоредуктазою, а тому 
також є джерелом NO [3].

За патофізіологічних станів, включаючи цукровий 
діабет (ЦД), еритроцити зазнають функціональних змін, 
що полягають у зниженні експорту біоактивного NO та 
збільшеному утворенні активних форм Оксигену [5]. 
Оскільки ЦД належить до вільнорадикальних захво-
рювань, антиоксиданти є надзвичайно корисними для 
зниження оксидативного стресу, дають змогу відновити 
структурно-функціональні порушення в еритроцитах або 
запобігти їм. Захист функцій еритроцитів необхідний не 
лише для цих клітин крові, але й майже для будь-якої 
тканини або органа в організмі [6].

Антиоксидантні властивості екстрактів плодів дерену 
справжнього (Cornus mas L.) ґрунтуються на здатності 
безпосередньо поглинати вільні радикали, регулювати 
опосередкований ензимами (супероксиддисмутаза, ката-
лаза, глутатіонпероксидаза) і неензиматичний (відновле-
ний глутатіон) антиоксидантний захист організму [7,8,9]. 
Біологічно активні речовини, що містяться в екстрактах 

плодів дерену, можуть модулювати численні сигнальні 
шляхи (наприклад, кварцетин інгібує активності iNOS, 
ксантиноксидоредуктази), підтримуючи редокс-баланс 
на рівні організму [7,8,10,11].

Мета роботи
Дослідити вплив екстрактів плодів різних сортів дерену, 
а також їхнього основного іридоїдного глікозиду – ло-
ганової кислоти на активність NO-синтази та рівень 
стабільних метаболітів оксиду нітрогену в еритроцитах 
периферичної крові щурів зі стрептозотоцин-індукова-
ним ЦД.

Матеріали і методи дослідження
Дослідження здійснили на самцях білих щурів лінії 
Wistar. Тварин утримували в стандартних умовах віва-
рію, дотримуючись міжнародних норм щодо гуманного 
поводження з лабораторними тваринами та вимог ст. 26 
Закону України «Про захист тварин від жорстокого по-
водження». Біоетичну експертизу дослідів, що здійснили 
на біологічному факультеті Львівського національного 
університету імені Івана Франка, оформлено як протокол 
№ 43-03-2024 від 20.03.2024 р.

Тваринам забезпечували вільний доступ до стандартної 
їжі та води з 12-годинним циклом світло / темрява, із тем-
пературою в приміщенні 22 ± 2 °C та вологістю 60 ± 5 %.

Після двотижневого періоду адаптації ЦД індукова-
ний одноразовим внутрішньоочеревинним введенням 
стрептозотоцину, який розводили в 10 мМ цитратному 
буфері (pH 4,5). Дозування становило 55 мг на 1 кг маси 
тіла. Стрептозотоцин введено тваринам, які голодували 
впродовж ночі. Через 72 год після ін’єкції забирали зраз-
ки крові з хвостової вени і вимірювали рівень глюкози 
в крові глюкозооксидазним методом, використовуючи 
діагностичний набір «Філісіт» (Дніпро, Україна). Щурі 
з рівнем глюкози в крові понад 10–12 мМ залучені до 
експерименту. Контрольну групу сформували з інтактних 
тварин із рівнем глюкози 3,7–5,0 мМ.

Тварин поділили на п’ять експериментальних груп по 
6 щурів у кожній. Перша група – контрольна. У другу 
групу залучили тварин зі стрептозотоцин-індукованим 
ЦД. Третю, четверту та п’яту групи сформували зі щурів 
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з експериментальним ЦД, яким вводили екстракт черво-
них плодів дерену справжнього, екстракт жовтих плодів 
дерену та логанову кислоту відповідно. Усі екстракти вво-
дили тваринам перорально впродовж 14 днів, починаючи 
з десятого дня після індукції ЦД. Дозування становило 
20 мг/кг маси тіла [7,8].

В останній день експерименту щурів усіх дослідних 
груп декапітували під ефірним наркозом і брали зразки 
крові.

Під час роботи використали екстракти плодів дерену 
справжнього сорту «Podolski» (BDPA 10462), стиглі пло-
ди якого мають червоне забарвлення; сорти «Yantarnyi» 
(BDPA 14131) і «Flava» (BDPA 8795), стиглі плоди яких 
мають жовте забарвлення [7]. Логанову кислоту екс-
трагували з жовтих плодів дерену сортів «Yantarnyi» і 
«Flava» [8].

Для запобігання коагуляції кров забирали із додаванням 
гепарину у співвідношенні 1 : 100 (гепарин : кров). Для 
розділення й отримання еритроцитарної маси кров в 
об’ємі 2 мл піддавали центрифугуванню впродовж 15 хв 
зі швидкістю 3000 об/хв. Еритроцити тричі промивали 
холодним (+4 °C) фосфатно-сольовим буфером (137 мМ 
NaCl, 2,7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4 × 7H2O, 1,8 мМ 
KH2PO4; pH 7,4). Для гемолізу еритроцитів використо-
вували дистильовану воду у співвідношенні 1 : 3.

Вміст NO2
– та NO3

– визначали у гемолізатах еритроци-
тів крові щурів після депротеїнізування 96 % етанолом 
із подальшим центрифугуванням (5000 об/хв, 20 хв, 
+20 °C). Для визначення вмісту нітрат-аніонів у лунки 
мікропланшетів додавали по 70 мкл отриманого супер-
натанту, 70 мкл 50 мМ VCl3 (для відновлення NO3

– до 
NO2

–), розчиненого в 1 М HCl, і 70 мкл реактиву Ґрісса 
(0,05 % N-(1-нафтил)-етилендіамін та 1 % сульфаніламід 
у 12 % оцтовій кислоті у співвідношенні 1 : 1). Для ви-
значення вмісту нітрит-аніонів – 100 мкл супернатанту 
та 100 мкл реактиву Ґрісса. Отримані зразки інкубували 
за температури +37 °C впродовж 30 хв і за допомогою 
спектрофотометра (Epoch, Biotek, США) вимірювали 
оптичну густину за λ = 540 нм. Для обчислення резуль-
татів вимірювань використали калібрувальні криві, 
побудовані на основі стандартних розчинів NaNO2 і 
NaNO3 відповідно [12]. Результати наведено в пікомолях 
на міліграм білка (пмоль/мг білка). Концентрацію білка 
визначали за методом Лоурі [13].

Для визначення активності NO-синтази (NOS) до 
зразків додавали інкубаційну суміш (10 мМ HEPES бу-
фер із 1 М MgCl2, 1 М CaCl2, 3 мМ L-аргініном, 0,1 мМ 
НАДФН). Реакцію в зразках зупиняли після 30 хв інку-
бації за +37 °C, додавши 96 % етанол у співвідношенні 
1 : 3, та центрифугували 20 хв зі швидкістю 5000 об/хв 
і за температури +20 °C. Для підготовки аналітичних 
проб 100 мкл отриманого супернатанту та 100 мкл ре-
активу Ґрісса вносили у лунки мікропланшетів. Після 
цього суміш інкубувували 30 хв за +37 °C та вимірювали 
оптичну густину за λ = 540 нм. Активність NOS вира-
жали в пмоль новоутвореного NO2

– за 1 хв у розрахунку 
на 1 мг білка.

Для визначення активності індуцибельної NOS (іNOS) 
використовували схожий метод (для вимірювання ак-
тивності Ca2+-незалежної NOS до інкубаційної суміші 
додавали 1 М ЕДТА замість 1 М CaCl2). Для визначення 
активності конститутивної NOS (еNOS) віднімали актив-
ність іNOS від загальної активності NOS [14,15].

Основні статистичні показники обчислили на основі 
прямих кількісних даних, отриманих під час досліджень. 
Для оцінювання вірогідності різниці між статистичними 
характеристиками двох альтернативних наборів даних 
користувалися однофакторним дисперсійним аналізом 
(ANOVA 1), аналіз здійснили за допомогою програми 
Microsoft Excel 2023. Дані наведено як середні зна-
чення (M) ± стандартне відхилення (m). Різницю між 
групами вважали статистично значущою, якщо значен-
ня р ≥ 0,95 (рівень значущості р < 0,05), обраховане в 
програмі StatPlus.

Результати
Встановили, що в еритроцитах щурів із ЦД активність 
NOS (сумарна) зросла у 2,9 раза порівняно з контроль-
ною групою тварин (рис. 1). У діабетичних тварин, які 
перорально отримували екстракти плодів дерену справж-
нього, активність NOS в еритроцитах знижувалася. У 
разі введення екстракту червоних плодів зафіксовано 
зниження в 3,4 раза, жовтих плодів – вдвічі, логанової 
кислоти – втричі порівняно зі стрептозотоцин-індукова-
ним діабетом (рис. 1).

При впливі екстрактів на активність ізоформ NOS 
спостерігали зниження активності iNOS у 3,3 раза, 
eNOS – у 3,6 раза в щурів із діабетом, яким перорально 
вводили екстракт червоних плодів дерену, порівняно з 
тваринами з ЦД (рис. 1). Екстракт жовтих плодів також 
зумовлював достовірне зниження активності iNOS та 
eNOS у 2,7 та 1,6 раза відповідно в еритроцитах щурів 
порівняно з групою ЦД (рис. 1). У щурів із діабетом, яким 
вводили логанову кислоту, визначили вірогідне зниження 
активності iNOS та eNOS в еритроцитах у 1,8 та 5,2 раза 
відповідно порівняно з групою ЦД (рис. 1).

За діабету підвищується концентрація стабільних 
метаболітів оксиду нітрогену – аніонів NO2

– та NO3
– в 

еритроцитах (у 1,8 і 1,6 раза відповідно) порівняно з 
контрольною групою (загальне збільшення рівня ме-
таболітів оксиду нітрогену (NOx) – у 1,6 раза, рис. 2). 
Введення екстракту червоних плодів дерену щурам із 
діабетом призвело до зниження в еритроцитах вмісту 
аніонів NO2

– (у 2,1 раза) та NO3
– (в 1,3 раза), загального 

зниження рівня метаболітів NOx (в 1,3 раза) порівняно з 
групою щурів зі стрептозотоцин-індукованим ЦД (рис. 2). 
Водночас у щурів, яким вводили екстракт жовтих плодів 
дерену, виявлено зниження вмісту аніонів NO3

– на фоні 
зростання концентрації NO2

– порівняно з групою щурів зі 
стрептозотоцин-індукованим діабетом (рис. 2). Такі самі 
зміни виявлено і в разі впливу логанової кислоти – збіль-
шення вмісту аніонів NO2

–, зменшення вмісту аніонів 
NO3

– (у 2,0 раза) і зниження рівня NOx (у 1,9 раза) (рис. 2).
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(NOS) еритроцитів периферичної крові щурів зі стептозотоцин-індукованим діабетом (M ± m, n = 6–10).

*: p ≥ 0,95; **: p ≥ 0,99; ***: p ≥ 0,999 – різниця достовірна порівняно з контрольною групою тварин;  
#: p ≥ 0,95; ##: p ≥ 0,99; ###: p ≥ 0,999 – різниця вірогідна порівняно з діабетичною групою тварин.
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Рис. 2. Вміст стабільних метаболітів NO в еритроцитах крові щурів зі стрептозотоцин-індукованим ЦД за введення екстрактів червоних 
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*: p ≥ 0,95; **: p ≥ 0,99; ***: p ≥ 0,999 – різниця достовірна порівняно з контрольною групою тварин;  
#: p ≥ 0,95; ##: p ≥ 0,99; ###: p ≥ 0,999 – різниця вірогідна порівняно з діабетичною групою тварин.
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Обговорення
Дослідили й проаналізували вплив екстрактів плодів 
різних сортів дерену на загальну активність NOS, а 
також на активність її конститутивної та індуцибельної 
ізоформ в еритроцитах щурів (рис. 1). Встановлено, що 
активність NOS в еритроцитах за діабетупідвищується, 
що зумовлено розвитком оксидативно-карбонільного 
стресу на рівні організму [3]. У всіх групах діабетичних 
тварин, що перорально отримували екстракти плодів 
різних сортів дерену справжнього, виявлено достовірне 
зниження активності NOS в еритроцитах. Екстракт чер-
воних плодів дерену справжнього мав найкращий ефект 
серед досліджених екстрактів щодо нормалізації актив-
ності NOS. Така дія може бути зумовлена вмістом великої 
кількості антоціанів та, безумовно, комплексним впливом 
всіх інших компонентів екстракту [7,10]. В екстракті 
жовтих плодів немає антоціанів, але є більша кількість 
іридоїдів і більше флавонолів порівняно з червоними 
плодами [7]. Можливо, саме значний вміст іридоїдів і 
флавонолів зумовив сильніший ефект щодо зниження ак-
тивності iNOS, ніж eNOS. Варто звернути увагу, що у разі 
введення екстракту жовтих плодів дерену справжнього 
діабетичним тваринам активність еNOS в еритроцитах 
підвищується порівняно з контрольною групою тварин. 
Високий вміст флавонолів міг спричинити такі зміни, 
адже відомо, що флавоноли активують еNOS на рівні 
посттрансляційної модифікації способом фосфорилю-
вання через шляхи мітоген-активованих протеїнкіназ у 
клітинах, індукованих глюкозою [16]. Здійснили порів-
няльний аналіз зміни активності ізоформ NOS у групі 
тварин, яким вводили логанову кислоту, із контрольною 
групою тварин. Встановили, що активність iNOS не зни-
жувалася до значень у контролі (p ≥ 0,999), а активність 
eNOS нижча за контрольні показники (p ≥ 0,999).

Отже, введення екстрактів плодів різних сортів дерену 
має позитивний вплив на активність NOS в еритроцитах 
крові щурів зі стрептозотоцин-індукованим ЦД. Най-
вираженіший ефект щодо нормалізації досліджених 
показників мав екстракт червоних плодів дерену справж-
нього. Позитивний ефект щодо пригнічення нітративного 
стресу властивий екстракту жовтих плодів C. mas. Про 
це свідчить зниження активності індуцибельної ізоформи 
NOS до значень у контрольній групі тварин. Логанова 
кислота, навпаки, найбільше інгібувала конститутивну 
ізоформу NOS.

Основним стабільним метаболітом NO в еритроцитах 
зазвичай є NO3

–. Виявлене підвищення концентрації 
нітрит- і нітрат-аніонів в еритроцитах за діабету є 
наслідком підвищення активності NOS та дисфунк-
ції ендотелію, що є типовою для цієї ендокринної 
патології. З іншого боку, NO2

– може бути продуктом 
внутрішньоеритроцитарного метаболізму NO3

–, і його 
концентрація теж варіює залежно від біохімічних змін, 
що відбуваються на різних етапах розвитку діабету [3]. 
За ЦД збільшення вмісту NO2

– та NO3
– зумовлене також 

інтенсивним окисненням оксиду нітрогену. Ці зміни 
пов’язані з різними аспектами патології ендотелію й 

оксидативного стресу, що характерні для діабету. Крім 
того, значний вплив на синтез NO має асиметричний 
диметиларгінін, що змінює вміст NO2

– і NO3
– в еритро-

цитах під час діабету [3,17].
В еритроцитах щурів зі стрептозотоциновим діабетом, 

яким вводили екстракт червоних плодів дерену справж-
нього, вміст нітрит- і нітрат-аніонів достовірно знижу-
ється. Результати дослідження дали змогу встановити: 
екстракт червоних плодів дерену може коригувати вміст 
метаболітів NO в еритроцитах за діабету завдяки наяв-
ності в цих плодах антоціанів, іридоїдів і флавонолів. Ці 
біологічно активні речовини прямо (безпосередньо зв’я-
зують вільні радикали [10]) та опосередковано (антигі-
перглікемічний та антиоксидантний ефекти досліджених 
екстрактів [7,8,10]) впливають на реакції перетворення 
метаболітів, що вивчали [18].

У щурів зі стрептозотоцин-індукованим діабетом, 
яким впродовж 14 днів перорально вводили екстракт 
жовтих плодів дерену та логанову кислоту, вміст NO3

– 
зменшувався порівняно з діабетичними тваринами, 
проте концентрація NO2

– підвищувалася порівняно з 
контролем. Оскільки обидва екстракти у значній кіль-
кості містять іридоїди, можливо, саме вони насамперед 
впливають на рівень метаболітів NO в еритроцитах. 
Одержані результати дають підстави стверджувати, що 
в разі введення екстрактів плодів дерену справжнього 
відбуваються зміни вмісту стабільних метаболітів NO.

Висновки
1. Активність NO-синтази в еритроцитах знижується 

у всіх дослідних групах тварин, яким вводили екстракти 
плодів різних сортів дерену. Найбільш виражені ефекти 
мав екстракт червоних плодів дерену справжнього, ниж-
чою ефективністю характеризувався екстракт жовтих 
плодів Cornus mas L. Логанова кислота найбільше впли-
вала на зниження активності конститутивної ізоформи 
NOS.

2. Екстракт червоних плодів дерену знижує рівень 
стабільних метаболітів NO в еритроцитах, а екстракт жов-
тих плодів дерену та логанова кислота знижують рівень 
лише NO3

– в еритроцитах щурів із цукровим діабетом.
3. Нормалізація біомаркерів нітративного стресу в 

еритроцитах крові щурів зі стрептозотоцин-індукованим 
діабетом вказує на антиоксидантні властивості екстрактів 
плодів дерену справжнього, зокрема сорту «Podolski», 
стиглі плоди якого містять значну кількість антоціанів.
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