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В огляді розглянуто основний механізм виникнення оксидативного стресу за 
участю електрон-транспортного ланцюга мітохондрій при гіперглікемії. Описано 
основні метаболітні й сигнальні механізми, активація яких має місце за умов хро-
нічних діабетичних захворювань і які ведуть до посилення оксидативного стресу. 
Детально проаналізовано роль оксиду азоту в біологічних системах, а також умо-
ви, за яких має місце оксидативно-нітративний стрес, зокрема при цукровому діа-
беті. Узагальнено результати досліджень стосовно основних біологічних мішеней 
пероксинітриту, а також молекулярних маркерів діабетичних захворювань.
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ВСТУП
Швидкі темпи індустріалізації поряд зі зменшенням фізичного навантаження, по-

кращення раціону харчування у другій половині XX ст. призвели до значного зростан-
ня захворювань людей на цукровий діабет, особливо це стосується 2 типу. Цукровий 
діабет прийнято називати епідемією XXI століття, адже це захворювання продовжує 
прогресувати – за даними Всесвітньої організації охорони здоров’я (ВООЗ) у 2009 р. 
на нього хворіли вже більше 240 млн людей. При цьому найбільше поширення цукро-
вого діабету відзначається у віковій групі 30–39 років. Цукровий діабет підвищує смерт-
ність у 2–3 рази, ризик ішемічної хвороби серця й інфаркту міокарда більш ніж у 2 рази, 
патологію нирок у 17 разів, ризик гангрени нижніх кінцівок у 20 разів, гіпертонії – більш 
ніж у 3 рази. Серед усіх захворювань смертність від діабетичних ускладнень займає 
третє місце і становить понад 3 млн людей на рік [2, 50, 95].

Як відомо, гіперглікемія є основним маркером діабету, незалежно від його типу 
(1 чи 2). Показано, що в результаті гіперглікемії посилюється утворення вільних ра-
дикалів, насамперед супероксид-аніона, який, взаємодіючи з іншими сполуками, 
перетворюється на гідроксил-радикал, пероксид водню та пероксинітрит (ONOO–) 
[72]. Зростання вмісту пероксинітриту, який на сьогодні є визнаним оксидантом но-
мер один у біологічних системах, призводить до розвитку оксидативно-нітративного 
стресу. Основну свою негативну функцію пероксинітрит виявляє шляхом модифі-
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кації (нітрування в 3 положенні ароматичного кільця) тирозинових залишків у струк-
турі білків, у результаті чого останні можуть втрачати свої біологічні функції, осо-
бливо це критично для ензимів і сигнальних молекул. Крім модифікації білків, пе-
роксинітрит значно посилює перекисне окиснення ліпідів, розриви ДНК, що, у свою 
чергу, призводить до активації полі(ADP-рибозо)полімерази-1 (PARP-1), індукції не-
крозу й апоптозу [72].

Вивчення молекулярних механізмів виникнення і розвитку патологічних змін, які 
мають місце за умов виникнення цукрового діабету, є важливою проблемою біохімії 
та молекулярної біології, оскільки дасть можливість краще розуміти усі процеси, які 
відбуваються за даної патології, допоможе у розробці нових ліків і виявленні маркер-
них показників для контролю перебігу захворювання та лікування. У роботі проана-
лізовані й узагальнені наявні в літературі дані про основні порушення метаболізму і 
шляхів сигналювання, виникнення яких є критичним за умов цукрового діабету, де-
тально розглянуто роль оксиду азоту і його ролі за даної патології. Наведено також 
власні дані щодо розвитку нітративного стресу у ряді тканин при використанні тва-
ринних моделей 1-го і 2-го типів діабету і різних інтервалів захворювання.

1.	 Механізми, які лежать в основі надпродукції супероксид-аніона, 
	 та можуть посилювати оксидативний стрес як передумову 
	 виникнення діабетичних ускладнень
На даний час не викликає сумніву твердження, що основною характеристикою 

виникнення діабету, незалежно від його типу, є підвищений вміст глюкози, або гі-
перглікемія в кровотік. Виникнення 1-го типу діабету характеризується зменшенням 
або повною відсутністю гормону інсуліну, причиною чого можуть слугувати різні фак-
тори, у тому числі й такі, які є залученими до регуляції гомеостазу глюкози. Тоді ж 
як за умов 2-го типу діабету, який становить 85–90% усіх форм діабету, є характер-
ною інсулінорезистентність, або погіршення взаємодії інсуліну з рецептором до ін-
суліну в різних типах клітин і тканин з нормальним або навіть підвищеним вмістом 
інсуліну, концентрація якого, однак, на пізніх стадіях захворювання може зменшу-
ватись. Встановлено, що за фізіологічних умов і чіткої регуляції інсуліном основни-
ми споживачами глюкози є м’язова і жирова тканини. Печінка допомагає в регуля-
ції рівня глюкози, знижуючи її секрецію в кровотік за наявності інсуліну, запасаючи 
її у глікоген і тригліцериди. У результаті патологічних змін спостерігається посла-
блення споживання тканинами глюкози з кровотоку, локальне збіднення тканин на 
внутрішні запаси глюкози у вигляді глікогену і тригліцеридів [60]. Отже, для обох 
основних типів діабету основною загальною рисою є проблема підвищення глюко-
зи у крові внаслідок її поганого поглинання оточуючими тканинами.

Водночас було виявлено, що за умов цукрового діабету вибірково ушкоджують-
ся лише деякі типи тканин. Більш детальні дослідження показали, що у м’язовій і жи-
ровій тканинах транспорт глюкози здійснюється завдяки інсулінозалежному механіз-
мові, при якому транспортер глюкози-4 (GLUT4) за відсутності сигналу від інсуліно-
вого рецептора переважно міститься у мікровезикулах цитоплазми, і незалежно від 
рівня глюкози в кровотоку, внутрішньоклітинний транспорт її не здійснює [38]. У той 
же час ендотелій кровоносних судин, мезангіальні клітини ниркових клубочків, нейро-
ни, Шванівські клітини, та деякі специфічні клітини (такі, як подоцити, перицити) міс-
тять в основному інсулінонезалежні транспортери глюкози-1 та 3, які постійно пред-
ставлені на поверхні клітин і постійно переносять глюкозу з кровотоку всередину клі-
тин, як тільки її концентрація в зовнішньому середовищі перевищить її вміст усередині 
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клітини, а кількість їхня може навіть збільшуватись у відповідь на збільшення концен-
трації глюкози [61].

Як відомо, під час метаболізму глюкози за фізіологічних умов у циклі трикар-
бонових кислот (ЦТК) утворюються електронні переносники, головним із яких є 
NADH – він передає свій електрон комплексові I електрон-транспортного ланцюга 
мітохондрій. Інший електронний донор, який генерується в ЦТК – FADH2, передає 
свій електрон до комплексу II. Електрони з обох комплексів передаються на коен-
зим Q, а потім переносяться до комплексу III, цитохрому с, комплексу IV і врешті-
решт до молекули кисню, яку вони відновлюють до води. Енергія, яка вивільняєть-
ся під час передачі електрона частково використовується комплексами I, III, і IV на 
перекачування протонів через внутрішню мебрану мітохондрій – з матриксу в між-
мембранний простір. У результаті цього генерується електрохімічний потенціал про-
тонів (комбінації градієнта протонів і електричної напруги) на внутрішній мембрані 
мітохондрій. Енергія цього потенціалу використовується на синтез ATP за допомо-
гою ATP-синтази. Рівень ATP у клітині за фізіологічних умов підтримується сталим. 
У випадку її надпродукції в діяльність вступають мітохондріальні роз’єднуючі білки 
(UCPs), які починають пропускати протони у зворотному напрямку, запобігаючи фор-
муванню електрохімічного потенціалу [91, 94].

Водночас у названих вище клітинах, позбавлених механізму запобігання тран-
спортуванню надлишку глюкози з кровотоку в цитоплазму та/або її реекспорту за умов 
гіперглікемії, починається її накопичення. Це, у свою чергу призводить до інтенсифі-
кації гліколізу, ЦТК, що врешті зумовлює відповідну інтенсифікацію роботи електрон-
транспортного ланцюга мітохондрій. Мембранний потенціал зростає до критичної 
межі, що призводить до блокування III комплексу мітохондрій, і електрон із коензима 
Q починає передаватися молекулі кисню з утворенням радикала супероксид-аніона 
(• ) (рис. 1.) [13]. За умов гіперглікемії мітохондріальна супероксиддисмутаза (Mn-
SOD) не справляється з надходженням великої кількості супероксид-аніона, у резуль-
таті чого і починається оксидативний стрес.

Виникнення оксидативного стресу за участю електрон-транспортного ланцюга мі-
тохондрій було підтверджено в експериментах з моделюванням надпродукції мітохон-
дріальної супероксиддисмутази та UCPs. У результаті надпродукції мітохондріальної 
супероксиддисмутази весь супероксид деградував, а надпродукція UCPs призводи-
ла до запобігання формуванню електрохімічного потенціалу, з одного боку, та нор-
мальної роботи електрон-транспортного ланцюга, в мітохондріях, з іншого боку [65].

При взаємодії •  з оксидом азоту в клітині утворюється надзвичайно цитоток-
сична сполука – пероксинітрит (ONOO–), який безпосередньо або опосередковано 
може взаємодіяти з рядом молекул у клітині, модифікуючи їхні біологічні функції. 
Так виникає так званий оксидативно-нітративний стрес, який супроводжується ні-
труванням білків, перекисним окисненням ліпідів, розривами ДНК, змінами у клі-
тинному сигналюванні, активацією PARP-1, що зрештою призводить до порушен-
ня метаболізму і шляхів сигналювання у клітинах, які є характерними для діабетич-
них ускладнень [13, 72].

Було виявлено, що у відповідь на ушкодження ДНК активними формами кисню 
й ONOO– активується репараційний комплекс, до складу якого входить ензим PARP. 
Даний ензим полі-(ADP) – рибозилує цілий ряд протеїнів ядра та ензим гліколітично-
го циклу гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогеназу (GAPDH), який може транслокува-
тись у ядро та з нього [81]. Пригнічення активності GAPDH поряд із високим вмістом 
глюкози у клітині призводить до накопичення проміжних продуктів катаболізму глю-
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кози в гліколітичному ланцюзі її розщеплення до стадії утворення гліцеральдегід-3-
фосфату, з відповідним пригніченням наступної стадії, що і призводить до активації 
поліольного, гексозамінного шляхів, накопичення продуктів та попередників неензи-
матичного глікозилювання й активації протеїн кінази C (PKC) (рис. 2).

Майклом Браунлі (Michael Brownlee) було сформульовано уніфіковану теорію ви-
никнення діабетичних ушкоджень, в основі якої лежать вищеперелічені чотири меха-
нізми [13]. Усі ці механізми зумовлюють значне посилення неензиматичного глікози-
лювання, яке і так є значним при гіперглікемії, порушення багатьох біохімічних і фізі-
ологічних параметрів, збіднення клітин на ендогенні антиоксиданти й енергетичні ре-
сурси. У результаті реакцій неензиматичного глікозилювання за участю ряду вуглево-
дів та їхніх похідних з протеїнами утворюються так звані кінцеві продукти глікозилю-
вання (AGEs), які можуть накопичуватись як усередині клітини, так і поза нею, та по-
рушувати функціонування окремих молекул і клітини в цілому [78]. Внутрішньоклітинні 
AGEs, як правило, досить швидко деградують шляхом протеолізу, а для позаклітин-
них, які є довгоживучими, існують спеціальні механізми видалення.

Так, для видалення довгоживучих AGEs (білків позаклітинного матриксу і кро-
ві), які також можуть накопичуватись і з віком, існує декілька механізмів, включаю-
чи ензиматичний репараційний механізм. Однак основним механізмом є видален-
ня таких білків і їхня протеолітична деградація за участі специфічних рецепторів до 
AGEs – RAGEs [78]. Такі рецептори виявлено в ендотеліальних клітинах, моноци-
тах, макрофагах та ін. [66]. При взаємодії AGEs із рецептором відбувається акти-
вація цілого каскаду сигнальних механізмів, що призводить до зростання експресії 
та виділення ряду прозапальних цитокінів (TNF-α, інтерлейкінів 1, та 6), вазокон-
стрикторів – ендотеліну-1, молекул адгезії (ІСАМ-1, VСАМ-1) та ростових факторів, 

Рис. 1.	 Гіперглікемійно-індукований процес утворення супероксид-аніона (• ) електронтранспортним 
ланцюгом мітохондрій

Fig. 1.	 Hyperglycemia-induced production of superoxide (• ) by the mitochondrial electron transport chain. 
ATP-синтаза – ATP syntase; тепло – heat
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що порушують функцію судин і сприяють передчасному розвиткові атеросклерозу, 
запальним процесам [66, 78, 84]. Для запальних процесів характерною є активація 
імунокомпетентних клітин, з відповідною активацією індуцибельної NO-синтази, що, 
у свою чергу, призводить до локального збільшення концентрації NO в сотні-тисячу 
разів понад норму, залежно від типу клітин [72]. Таким чином, зростання концен-
трації NO за умови високого вмісту •  буде індукувати збільшення концентрацїї 
пероксинітриту. Накопичення AGEs є характерним для хронічних ускладнень – ді-
абетичних ретинопатій, нейропатій і нефропатій [66, 78]. Таким чином, рівень AGEs 
і їхніх попередників, як і вміст продуктів поліольного шляху, вважаються маркерни-
ми показниками ступеня ушкоджень тканин при діабеті.

2. Роль NO в біологічних системах
NO, як відомо, є вторинним посередником у передачі клітинних сигналів, моду-

лятором біологічних функцій білків, а також може проявляти функції оксиданта й ан-
тиоксиданта. Він за активністю займає проміжне місце між досить інертним азотом 
і досить активним киснем, а оскільки містить один неспарений електрон на зовніш-
ній орбіталі, то може виступати також як радикал (•NO). Крім того, за своїми фізико-

Шлях AGEs

Шлях PKC

Гексозаміновий шлях

Поліольний шлях

Рис. 2.	 Чотири основних механізми (поліольний, гексозамінний, активація PKC та накопичення кінце-
вих продуктів глікозилування), активація яких за умов гіперглікемії та надпродукції суперокси-
ду значно посилюють оксидативний стрес і ведуть до виникнення хронічних діабетичних ура-
жень. UDP-GlcNAc – UDP-N-ацетил-D-глюкозамін; ДОАФ – діоксиацетонфосфат; ДАГ – діацил-
гліцерол; GAPDH – гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогеназа

Fig. 2.	 Hyperglycemia and superoxide mediated activation of four major pathways (poliol and hexosamine 
pathway, activation of PKC and increases of advanced glication end products) leads to the increase 
of oxidative stress and to the chronic diabetic complications. 

	 Глюкоза – glucose; глюкозо-6-фосфат – glucose-6-phosphate; фруктозо-6-фосфат – fructose-6-
phosphate; гліцеральдегід-3-фосфат – glyceraldehyde 3-phosphate; 1,3-дифосфогліцерат – 1,3-bi-
phosphoglycerate; сорбітол – sorbitol; фруктоза – fructose; глюкозамін 6-Ф – glucosamine-6-phosphate; 
UDP-GlcNAc – uridine diphosphate N-acetylglucosamine; ДОАФ – dihydroacetone phosphate; 
α-гліцерол-Ф – α-glicerolphosphate; ДАГ – diacylglycerol; метилгліоксал – methylglyoxal
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хімічними властивостями дана молекула не має якихось бар’єрів у переміщенні,  
і швидкість її переміщення у водній і ліпідній фазах є приблизно однаковою [72].

В організмі існують два основні механізми утворення оксиду азоту in vivo: фер-
ментативний і неферментативний. Ферментативний синтез NO в клітинах здійсню-
ється родиною білків NO-синтаз [6]. Утворення NO здійснюється шляхом перетво-
рення L-аргініну на L-цитрулін у реакції, каталізованій NO-синтазою за допомогою 
приєднання двох атомів кисню [57]. Залежно від тканин, із яких вперше ізоформи 
NO-синтази (NOS) були виділені, їх поділяють на нейрональну (nNOS), ендотелі-
альну (eNOS) (або їх ще називають конститутивними) та індуцибельну (iNOS) [34]. 
Для активації nNOS і eNOS необхідна присутність іонів Ca2

+ і кальмодуїну, і вони за-
безпечують відносно сталий рівень NO у відповідних тканинах. Так добова продук-
ція NO лише одним ендотелієм сягає близько 1,7 мМ, а стаціонарна концентрація 
NO у плазмі крові перебуває в діапазоні 3 нМ [48]. iNOS є Ca2

+-незалежною, її син-
тез часто пов’язують зі стресовими ситуаціями. Так, наприклад, у вогнищах запа-
лення iNOS може бути присутня в нейтрофілах і макрофагах, і у відповідь на дію 
цитокінів або ліпополісахаридів може продукувати у сотні разів більше NO, ніж кон-
ститутивні NOS. Крім того, під час патологічних умов, iNOS постійно надекспресу-
ється на рівні транскрипції [1].

Під неферментативним шляхом утворення NO розуміють відновлення нітритів 
або нітратів до NO. Виділяють два основних механізми: реакція диспропорціону-
вання нітриту і відновлення нітриту в присутності гемопротеїнів (гемовмісних біл-
ків), які мають нітритредуктазну активність. Реакція диспропорціонування може від-
буватися при закисленні середовища (наприклад, при ішемії або запаленні) і стає 
істотною при pH < 6 [80]. Було запропоновано такі реакції: 

	 NO2
−
 + HNO2  N2O3 + OH–	 (1)

	 N2O3  NO2 + NO	 (2)
Серед гемовмісних білків, які мають нітритредуктазну активність, виділяють ге-

моглобін (Hb), міоглобін, цитохром c оксидазу, цитохром P-450, ксантин оксидоре-
дуктазу [67, 82]. Для Hb було запропоновано таку схему:

Hb + NO2
− + 2H+  metHb + NO + H2O

Було також запропоновано, що вміст NO, нітратів і нітритів в організмі перебу-
ває у певному гомеостазі, і у разі зниження якогось із них відбувається компенса-
торний зсув даної рівноваги в бік утворення необхідного компонента [82].

Прийнято вважати, що основною біологічною функцією NO є його здатність змі-
нювати активність ферментів, взаємодіючи з їхніми функціонально-важливими гру-
пами, у першу чергу, з залізом гема (гемовмісних білків, константа взаємодії для 
яких 103–107 М–1с–1, залежно від оточення гема), утворюючи нітрозильні комплекси 
та тіолами, а також нітрозосполуки.

Найбільш вивченим прикладом функціонування NO є активація гуанілат-цик
лази. Так, приєднання NO до заліза гема регуляторної субодиниці гуанілат-циклази 
викликає розрив зв’язку між залізом і азотом імідазольної групи гістидину, внаслі-
док чого змінюється як структура активного центру, так і конформація ензиму [87]. 
Активність ферменту зростає в десятки разів, що призводить до збільшення рівня 
циклічного GMP (cGMP). Залежно від типу клітин, відбуваються різні ефекти акти-
вації гуанілат циклази: у тромбоцитів відбувається зниження агрегаційної здатнос-
ті, у гладеньких м’язах відбувається розслаблення, що відіграє важливу роль у ре-
гуляції тонусу судин та ін. 
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Крім гуанілат циклази NO, може взаємодіяти з гемами цитохрому а3 і CuB ци-
тохром c оксидази – термінального акцептора електрон-транспортного ланцюга мі-
тохондрій, що призводить до зворотного інгібування клітинного дихання [11, 12]. 
Крім того, при взаємодії з гемовмісними білками, NO може вступати в окисно-відновні 
реакції, проявляючи властивості відновника. NO може інгібувати роботу циклоок-
сигенази і ліпоксигенази за рахунок відновлення проміжних сполук пероксидазно-
го циклу, які утворюються в ході ензиматичних реакцій [35], а також відновлювати 
ферил гемоглобіну (Fe4

+Hb) до metHb [36].
До біологічних властивостей NO належить також його здатність нітрозилювати 

SH-групи ряду білків, що у випадку ензимів може впливати на їхню активність. Так, 
взаємодіючи з SH-групами глутаматних рецепторів постсинаптичних мембран, NO 
їх інгібує, модулюючи передачу нервових імпульсів у нейронах головного мозку [54]. 
Таким чином, реакції S-нітрозування/денітрозування протеїнів є одним із механіз-
мів передачі внутріклітинних сигналів. Одним із таких механізмів може відбуватись 
активація/дезактивація каспази 3 [49]. Крім того, показано, що NO може нітрозилю-
вати SH-групи білків, що беруть участь у транспорті й депонуванні металів змінної 
валентності, наприклад металотіонеїнів [75].

За здатністю взаємодіяти з гемовим залізом (гемовмісних білків) і тіолами NO 
може не лише модифікувати активність ряду ензимів, але і запасатись організмом. 
Вважають, що NO в клітинах утворює стабільні динітрозильні залізо-сірковмісні 
комплекси, за участю тіоловмісних білків або низькомолекулярних тіолів (цистеїну 
або глутатіону) і негемового заліза [92]. Саме такі комплекси утворюються в макро-
фагах і ендотеліальних клітинах, і їх розглядають як основний пул NO в організмі 
[62]. Крім того, NO при взаємодії з S-нітрозотіолами (реакція нітрозилювання) може 
також депонуватись у клітинах [96]. Так, із найбільш стабільних нітрозопохідних є 
S-нітрозопротеїни, характерним представником яких є нітрозильований альбумін, 
і яких у плазмі крові є близько 95% від усього вмісту нітрозильованих білків [56]. 
Крім того, виявлено, що концентрація S-нітрозотіолів у плазмі в 3–4 рази більша, 
ніж вільного NO. Вивільнення NO зі сполук каталізується іонами металів змінної ва-
лентності, наприклад, іонами заліза та міді [24]. Довгий час вважалося, що осно-
вною реакцією між NO і оксигемоглобіном є реакція утворення нітрату:

HbО2 + NO  metHb + 
Проте останні дослідження вказують на те, що основною функцією гемоглобі-

ну при взаємодії з NO є саме депонування. Дослідження показали, що NO з гемо-
глобіном може утворювати як S-нітрозогемоглобін (при взаємодії із Cys93 β-ланцюга), 
а з гемом – нітрозилгемоглобін. Таким чином, і гемоглобін, і нітрозильні комплекси 
негемового заліза утворюють великий пул NO в організмі [62].

У той же час •NO як радикал може легко вступати в реакцію з іншими радика-
лами, утворюючи нові радикали і виступаючи як оксидант, може і обривати вільно-
радикальні процеси, виступаючи як антиоксидант, наприклад, у реакціях з радика-
лами ліпідів [45]. Основні ж патогенетичні властивості NO, як згадувалося вище, 
проявляються у здатності утворювати цитотоксичний пероксинітрит, із яким нині 
пов’язують розвиток патологічних ускладнень цілого ряду захворювань. Оскільки 
NO як вторинний посередник відіграє одну із ключових ролей у регуляції тонусу су-
дин (і відповідно тиску крові), то незначні порушення його функціювання можуть та-
кож призводити до порушень у функціонуванні систем органів і організму в цілому. 
Так, NO може відігравати важливу роль у патогенезі цілого ряду серцево-судинних 
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захворювань, включаючи гіпертонічну хворобу й атеросклероз, у виникненні та роз-
витку діабету, деяких порушень периферичної нервової системи, у запальних та 
імунних процесах, у ряді інших захворювань [22, 56, 72].

3. Механізми нітрування білків
Висока швидкість взаємодії NO з киснем та іншими сполуками (зі супероксид-

аніоном та іншими радикалами, іонами металів) [14, 15], а також висока проникна 
здатність NO і висока швидкість переміщення (∼400 м/с) призводять до того, що кон-
ститутивні NO-синтази продукують NO в 10–40 разів більше, ніж це необхідно для 
нормального функціонування гуанілат-циклази (яке становить 5–10 нМ). Крім того, 
при взаємодії із дезоксигемоглобіном (який має афінність до NO в 1000 разів більше, 
ніж кисень) основна кількість NO елімінується і або запасається, або перетворюєть-
ся в нітрати (див. попередній розділ). Молекула NO робить близько 1×109 зіткнень 
(змін напрямків руху) за час свого півжиття (~1 с), і може перетнути межі клітини, де 
вона синтезувалася сотні тисяч разів [55]. Вважають, що за час півжиття молекули 
(~10–20 мс) вона може дифундувати на відстань кількох клітин (рис. 3). Тим не мен-
ше, незважаючи на вилучення NO при взаємодії з дезоксигемоглобіном, є великий 
його надлишок, особливо за умов виникнення запальних процесів, – наприклад при 
гіперглікемійно-індукованому зростанні вмісту AGEs. Тому •NO може реагувати з ін-
шими радикалами, які можуть бути присутні не обов’язково у клітині, де утворився 
сам оксид азоту, а в сусідніх клітинах. Так, показано, що зростання супероксид-аніона 
в 10 разів і зростання вмісту NO в 10 разів збільшує ймовірність утворення перокси-
нітриту в 100 разів [72]. Швидкість реакції •NO з •  дуже висока, обмежена лише 
швидкістю дифузії даних сполук і становить 6,7×109 М–1с–1 [15, 72, 73]. Пероксинітрит, 
порівняно з радикалами супероксид-аніона та гідроксилу, є більш стійким, тому має 
більшу вибірковість у своїх взаємодіях. Крім того, він за період свого півжиття може 
проникати в сусідні клітини через аніонні транспортери, чого не можуть робити за-
значені радикали. Для порівняння: гідроксил-радикал є настільки активним, що діа-
метр його поширення (і відповідно реакцій) – не перевищує діаметра глобули білка 
середнього розміру (рис. 3). Вважають, що супероксид-аніон може поширюватись у 
межах клітини, де він виник. Саме завдяки своїй проникливості, вибірковості, особли-
во завдяки здатності модифікувати білки, взаємодіючи з їхніми тирозиновими залиш-
ками, ONOO– став оксидантом номер один у біологічних системах [72].

Рис. 3.	 Відстань, на яку можуть по-
ширюватись оксид азоту, 
супероксид-аніон, гідроксил-
радикал і пероксинітрит за 
період їхнього півжиття (по-
казано на прикладі капіляра)

Fig. 3.	 The diffusion distance of nitric 
oxide, superoxide, hydroxyl 
radical and peroxynitrite, 
within their estimated half-
lives (shown on capillary 
vessel)
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Пероксинітрит безпосередньо з залишками тирозину не реагує, але може бра-
ти участь в утворенні потужних білкових окисників і нітруючих агентів, у тому числі 
гідроксильного радикала (•OH) і •NO2 - радикала діоксиду азоту (нітрогрупи) у ре-
зультаті гомолітичного розриву в протонованих формах молекули ONOO– – перок-
синітритної кислоти (ONOOH) (рис. 4) [4, 73]. Отримані радикали забирають водень 
з гідроксильної групи залишків тирозину, призводячи до утворення тирозил-ради
кала. До тирозил-радикала тоді приєднується діоксид азоту, що і призводить до 
утворення 3-нітротирозину (3-NT). 

Залишок тирозину + •NO2  Тирозил-радикал + NO2
− + H+	 (1)

Тирозил-радикал+ •NO2  3-нітротирозин

Рис. 4.	 Утворення пероксинітриту й основні механізми утворення радикала діоксиду азоту •NO2.
	 1 – утворення ONOO– внаслідок взаємодії радикалів супероксид-аніона та оксиду азоту (•NO  

і • ); 2, 3 – утворений пероксинітрит у реакціях із кислотами Льюїса, CO2 і протонами за фізі-
ологічних умов може привести до утворення •NO2; 4 – за умов запальних процесів гемовмісні 
пероксидази активуються і каталізують утворення •NO2 шляхом окиснення нітрит-аніона (NO2

−) 
у присутності H2O2

Fig. 4.	 The generations of peroxinitrite and nitrogen dioxide (•NO2) radical (main mechanisms).
	 1 – ONOO– is generated by the diffusioncontrolled reaction of •NO and • ) radicals; 2, 3 – the 

generated ONOO– can lead to oxidation with Lewis acids, CO2, and protons under the physiological 
conditions, resulting in •NO2 formation; 4 – under inflammatory conditions, heme peroxidases are 
activated and catalyze the oxidation of nitrite (NO2

−) in the presence of H2O2 to form •NO2

Оскільки pKa ONOO– становить 6,8, то приблизно 20% ONOO– стає протонова-
ним  з утворенням ONOOH, яка є більш нестійкою, ніж ONOO– за фізіологічних зна-
чень pH [77]. Встановлено, що ініційоване протоном розщеплення ONOO– є віднос-
но повільним процесом, а це дає змогу пероксинітриту з більшою імовірністю реа-
гувати з кислотами Льюїса, в тому числі CO2 й іонами металів, наприклад, у гемо
вмісних білках [32]. У результаті реакції ONOO– з CO2 утворюється проміжний 
продукт – нітрозо-пероксокарбоксилат (ONOOC ), який спонтанно розкладаєть-
ся на радикали карбонату (•CO3

−) і діоксиду азоту (•NO2) [7]. Радикал •CO3
– вважають 

більш цитотоксичним, ніж гідроксил-радикал за фізіологічних умов. Таким чином, 
CO2 може сприяти в патологічній участі пероксинітриту по нітруванню залишків ти-
розину білків за фізіологічних значень pH (рис. 4) [39].

Альтернативою до нітрування є нітрозилювання – приєднання нітрозогрупи 
(•NO), яке також може відбуватися за залишками тирозину, точніше, за участю 
тирозил-радикала з утворенням 3-нітрозотирозину, який, у свою чергу, в результа-
ті двохелектронного окиснення перетворюється до 3-нітротирозину (3-NT). Фор
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мування 3-нітрозотирозину є альтернативним механізмом, що приводить до утворен-
ня 3-нітротирозину, який спостерігається, як правило, у металовмісних протеїнах, на-
приклад, у цитохромі с, синтазі простагландин-ендопероксидазі та ін. [18, 35, 88].

ONOO– не є єдиним джерелом утворення 3-NT за умов in vivo. Діоксид азоту, азо-
тиста кислота, хлорид нітрилу (NO2Cl), в присутності ряду гемовмісних пероксидаз [9], 
отриманих із клітин за умов запального процесу, можуть індукувати нітрування залиш-
ків тирозину білків з формуванням 3-NT. Так, нітрит-аніон (NO2

−), який є первинним про-
дуктом автооксидації •NO [51], далі окиснюється до утворення •NO2, у присутності ряду 
пероксидаз, наприклад мієлопероксидази, пероксидази еозинофілів і H2O2, з подаль-
шим нітруванням залишків тирозину. Саме за таким механізмом відбувається пошко-
дження мікроорганізмів за участю нейтрофілів і макрофагів (рис. 4) [82].

Нітрування протеїнів по тирозину призводить до різких змін у структурі та функ-
ції протеїну через зміни в pKa гідроксильної групи тирозину від 10,1 до 7,2 [85]. Це 
призводить до надання залишку нітрованого тирозину негативного заряду за фізіо
логічних значень pH, таким чином змінюючи структурні властивості протеїнів, а у 
випадку ензимів – їхню каталітичну активність. Нітрування протеїнів по тирозину,  
а саме ковалентна модифікація фенольного кільця може також вплинути на проце-
си фосфорилювання/дефосфорилювання тирозину. Тому інтерес до нітротирози-
ну є надзвичайно високим, особливо до дослідження його ролі за різних патологій 
[22, 31, 56]. Таким чином, білки, нітровані за залишками тирозину, можуть бути мар-
кером формування пероксинітриту і, таким чином, свідчити про перебіг патологіч-
них процесів, визначаючи рівень оксидативно-нітративного стресу.

Історично склалося, що спочатку нітрозативним стресом характеризували усі 
процеси за участю азотовмісних сполук, яким приписували шкідливі функції, хоча 
насправді даний процес характеризує утворення нітрозосполук (нітрозотіолів і ні-
трозоамінів). Дослідження утворення насамперед нітротирозину (процес нітруван-
ня) і його патологічної ролі в організмі якраз вказують на те, що відбувається саме 
нітративний стрес, який найбільше стосується оксидативних процесів у клітині,  
і саме даний термін є істинним для характеристики патологічних процесів за учас-
тю NO [72]. На даний момент учені використовують обидва терміни для характе-
ристики патологічних процесів за участю NO.

4.	 Біологічні мішені пероксинітриту, нітративний стрес за умов цукрово-
го діабету

Нітративний стрес (нітрування протеїнів за залишками тирозину) був ідентифі-
кований принаймні для 50 захворювань людини і більш ніж у 80 різних захворюван-
нях, змодельованих на тваринах [40]. Ці показники безперервно збільшуються. 
Проте виявленне нітрування білків на даний момент не обов’язково прямо виявляє 
їхню патогенну роль, – воно може бути пов’язане зі збільшенням формування пе-
роксинітриту разом з іншими активними формами азоту за умов виникнення та роз-
витку відповідного захворювання.

Свою патогенетичну роль пероксинітрит може виявляти не тільки модифікуван-
ням властивостей білків, але і взаємодією з ліпідами та ДНК.

Крім можливості зупиняти перекисне окиснення ліпідів, ONOO– може його іні-
ціювати, взаємодіючи з ненасиченими зв’язками ліпідів мембран, ліпосом і ліпопро-
теїнів. У результаті таких реакцій можуть утворюватися радикали гідроперекисів лі-
підів, дієнові кон’югати, альдегіди [23]. Таким чином, утворені радикали можуть іні-
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ціювати подальші ушкодження мембранних ліпідів, з втратою ними біологічних влас-
тивостей, втратою текучості мембран, з чим пов’язують процеси демієлінізації ак-
сонів при виникненні діабетичних нейропатій [83]. Крім того, при таких взаємодіях 
(ONOO– з ліпідами) можуть утворюватися різні нітровані ліпіди з потенційними біо-
логічними властивостями трансдукції сигналу, з певними фізіологічними і патоло-
гічними властивостями, а також можуть утворюватися проміжні продукти (ізопрос-
тани, 4-гідроксиноненал), які викликають вторинні окиснювальні реакції [3].

При взаємодії з ДНК (а ONOO– легко може проникати в ядро клітини) можуть 
відбуватись окиснювальні реакції як з азотистими основами, так і з дезоксирибоз-
ними залишками, в результаті чого можуть утворюватися різного роду мутації, з 
можливістю виникнення злоякісних перероджень, та однониткові розриви [17]. Саме 
однониткові розриви ДНК пов’язують із основною цитотоксичною функцією перок-
синітриту при взаємодії з ДНК, оскільки при цьому активується ядерний ензим PARP, 
який залучений у репарацію таких ушкоджень [89], що призводить до значного змен-
шення енергоресурсів клітини. За умов діабету PARP може надактивуватися, що 
призводить до критичного зменшення енергетичних запасів клітини і може призвес-
ти до апоптозу чи некрозу [42]. Таким чином, рівень активності PARP може слугу-
вати ще одним маркером патологічних змін у клітині. Дослідження механізмів функ-
ціонування нітративного стресу і ролі PARP дало змогу присвоїти їй статус молеку-
лярного перемикача між апоптозом і некрозом [8].

У той же час модифікація білків шляхом нітрування на рівні цілої клітини має на-
багато ширший ефект, ніж спочатку було прийнято вважати. Перші дослідження па-
тофізіологічної ролі пероксинітриту пов’язували зі здатністю інгібувати біологічну функ-
цію сигнальних протеїнів, і для певних механізмів воно дійсно справджується. Так, 
утворення нітротирозину і нітрування ряду білків у тромбоцитах призводить до інгі-
бування фосфорилювання рецепторів до тромбіну, і до запобігання їхньої активації 
на відповідний стимул 795; нітрування Т-клітинного рецептора(TCR)/CD3 комплексу 
призводить до інгібування проліферативної відповіді Т-лімфоцитів [10].

Однак сучасні дослідження виявили також велику групу різних протеїнів, моди-
фікація яких призводила до їхнього активування. Крім того, активація чи інгібуван-
ня таких протеїнів не лише викликала біологічні зміни даних молекул, що також 
мало місце, але і впливала на сигнальні шляхи, що призводило до широкого спек-
тру змін у функціонуванні цілої клітини чи органа.

Наприклад, було виявлено, що ONOO– може активувати білок смуги 3 у люд-
ських еритроцитах, що призводило до активації гліколізу, при досить низьких зна-
ченнях вмісту нітротирозину, тоді як його збільшення мало наслідком інгібування 
гліколізу [58]. Нітрування ряду рецепторних тирозинових кіназ до факторів росту 
(епітеліального, тромбоцитарного) призводив до активації їхніх ефекторних ланок, 
наприклад, сигнального шляху фосфатидилінозитол-3′-кіназа/протеїн кіназа B (PI3K/
Akt) [52]. Активація або інгібування сигнального шляху PI3K/Akt у різного типу клі-
тин може призводити до активації анти- або проапоптичних механізмів [30]. Було 
також виявлено активацію усіх трьох кіназ, які активуються у відповідь на мітоген 
(MAPKs) – ERK, JNK, і p38, що призводило до активації цілого ряду сигнальних мо-
лекул, активації апоптичних механізмів, індукції експресії ряду генів, до підвищен-
ня адгезивності клітин та ін. залежно від типу клітин. Виявлено також активацію 
PKC, ядерного фактора-κB (NF-κB), зміни у будові й організації цитоскелетних біл-
ків і цілого ряду інших порушень, які для кожного окремого типу захворювання  
й типу клітин/тканин виражаються по-своєму [72].
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За умов цукрового діабету найважливішими патологічними діями є здатність 
нітротирозину моделювати (послаблювати) енергетичний баланс клітини, активу-
вати PKC та NF-κB і опосередковано активувати PARP. Так, основні протеїни, які 
модифікуються за дії нітротирозину при гіперглікемії, представлені в таблиці. 
Патологічні механізми активації PKC та PARP, як описано вище, можуть призводи-
ти до посилення судинної дисфункції та втрати енергетичного балансу клітини. 
NF-κB може спричиняти активацію iNOS, що, у свою чергу, може призводити до по-
силення утворення NO і пероксинітриту за умов цукрового діабету [21]. На клітин-
ному/тканинному рівні за умов цукрового діабету рівень ушкоджень, особливо на 
ранніх етапах їх виникнення, можна спостерігати по загальному вмісту нітрованих 
і полі-ADP-рибозильованих білків [72].

Так, нашими дослідженнями, проведеними з використанням тваринних моделей 
1-го і 2-го типів діабету і різних інтервалів захворювання, було виявлено, що вміст ні-
тротирозину за умов цукрового діабету зростає на 30–120% у сідничному нерві, на 
25–60% у дорсальних спинномозкових гангліях, на 25–50% у спинному мозку, на 
50–110% у нирках, 40–150% у сітківці ока порівняно з контролем [25, 26, 28, 29, 70]. 
Нами було також виявлено взаємозалежність між активацією та інгібуванням PARP  
і відповідним розвитком та інгібуванням нітративного стресу, і навпаки. Також було по-
казано значний корегуючий вплив інгібіторів PARP і сполук, які розщеплювали перок-
синітрит у діабетичних тварин, на фізіологічні та біохімічні показники [26, 27, 71].

ВИСНОВКИ
Порушення в електронтранспортному ланцюзі мітохондрій при гіперглікемії є 

основним механізмом виникнення оксидативно-нітративного стресу, який лежить в 
основі виникнення і розвитку хронічних діабетичних ускладнень. Зростання вмісту 
супероксид-аніону за умов гіперглікемії, а також здатність його при взаємодії з NO 
утворювати цитотоксичний пероксинітрит, призводить до множинних патологічних 
змін у функціонуванні сигнальних і метаболічних шляхів, до порушень гомеостазу 
клітин і органів за умов цукрового діабету. Активація PARP у результаті пошкоджен-
ня ДНК пероксинітритом, разом із високим вмістом глюкози призводить до актива-
ції поліольного і гексозамінного шляхів, накопичення продуктів і попередників неен-
зиматичного глікозилювання, активації PKC. Дані порушення призводять до значно-
го посилення неензиматичного глікозилювання, порушення багатьох біохімічних і фі-
зіологічних параметрів, збіднення клітин на ендогенні антиоксиданти, а також поси-
лює запальні процеси із залученням імунокомпетентних клітин, що, в кінцевому ре-
зультаті, значно посилюють оксидативно-нітративний стрес, який викликає патоло-
гічні зміни у клітині, формуючи таким чином „порочне коло” із наростаючими шкід-
ливими змінами. Детальне вивчення механізмів виникнення та розвитку діабетич-
них ускладнень є актуальною проблемою, оскільки дає змогу виявити можливі мо-
лекулярні механізми впливу на дані процеси з метою запобігання їхньому виникнен-
ню та розвитку, також у створенні нових діагностичних/прогностичних підходів. Так, 
одним із перспективних напрямів лікування діабетичних порушень може бути ство-
рення препаратів, які б специфічно інгібували PARP і розщеплювали пероксинітрит.
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Таблиця.	 Основні протеїни, які за участю пероксинітриту зазнають нітрування за ти-
розиновими залишками при виникненні гіперглікемії за цукрового діабету

Table.	 Peroxinitrite mediated protein tyrosine modification under the hyperglycemia of 
diabetes mellitus

Білок Біологічні зміни, спричинені нітруванням

Інсулін Зниження спорідненості до інсуліну, виникнення резистентності [19].

Субстрат інсулінового 
рецептора-1 (IRS1)

Зниження вмісту у клітині, інактивація, виникнення резистентнос-
ті до інсуліну [68].

PI3-кіназа Зниження рівня фосфорилювання Akt-кінази, збільшення рівня 
апоптозу ендотеліальних клітин, їх дисфункція [52].

Гліцеринальдегід-3-
фосфат дегідрогеназа Зниження гліколізу, збіднення енергоресурсів клітини [16].

eNOS (Шляхом нітрозилювання) Ендотеліальні дисфункції [97].

Mn-SOD Зниження активності, збільшення утворення пероксинітриту в мі
тохондріях [53].

Кетокислота-CoA-
трансфераза Зміна метаболізму кетонових тіл [59].

NADH-дегідрогеназа (Комплекс I) Послаблення клітинного енергетичного балансу [12].

Сукцинат дегідроге-
наза (Комплекс II) Послаблення клітинного енергетичного балансу [79].

Цитохром с редуктаза (Комплекс III) Послаблення клітинного енергетичного балансу [41].

ATP-синтаза (Комплекс V) Послаблення клітинного енергетичного балансу [77].

Цитохром с Послаблення клітинного енергетичного балансу, збільшення окси-
дативного стресу в мітохондрії [46].

Аконітаза (Шляхом нітрозилювання) послаблення клітинного енергетичного 
балансу [43].

Аденін-нуклеотид 
транслоказа Відкриття мітохондріальних транзитних мегаканалів, апоптоз [93].

Нікотинамід нуклеотид 
трансгідрогеназа Зниження вмісту NADPH, зниження швидкості регенерації GSH [33].

Актин Зменшення рівня полімеризації, цитоскелетна дезорганізація, ен-
дотеліальні дисфункції, зниження функції нейтрофілів [63].

Кислий фібрилярний 
білок глії (GFAP) Структурні зміни в астроцитах і Шванівських клітинах [37].

Гістони (H2B, H3 і H4) Зміни в організації ДНК, може призводити до генних мутацій, раку [44].

Фібриноген Послаблення гомеостазу, коагуляційні порушення [64].

Ліпопротеїни великої 
густини Включення в атеросклерозні бляшки [74].

Ліпопротеїни низької 
густини Індукція включення окисненого холестеролу в стінки артерій [90].

Плазміноген Зниження фібринолітичної активності [69].
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MAIN MECHANISMS OF THE INITIATION AND DEVELOPMENT 
OF DIABETIC COMPLICATIONS: THE ROLE OF NITRATIVE STRESS

V. R. Drel
Ivan Franko National University of Lviv, 4, Hrushevskyi St., Lviv 79005, Ukraine

In the review described the main mechanisms of the oxidative stress initiation in the 
mitochondria electron-transport chain under the hyperglycaemia condition. It is described 
the main metabolic and signal-transduction mechanisms, activation of which takes place 
under the chronic diabetic complications, and which leads to the increase of oxidative 
stress. It is analised in detail the role of nitric oxide in the biological systems and its 
properties under the condition of oxidative stress, especially under the diabetes mellitus. 
The results of the main biological targets for the peroxinitrite and the molecular markers 
of the diabetic complications were summarized.

Key words:	 diabetes mellitus, glicosylation, peroxinitrite, oxidative-nitrative stress, 
poly-ADP-ribosylation.

ОСНОВНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ВОЗНИКНОВЕНИЯ И РАЗВИТИЯ 
ДИАБЕТИЧЕСКИХ ОСЛОЖНЕНИЙ: РОЛЬ НИТРАТИВНОГО СТРЕССА

В. Р. Дрель
Львовский национальный университет имени Ивана Франко 

ул. Грушевского, 4, Львов 79005, Украина

В обзоре рассмотрен основной механизм возникновения оксидативного стрес-
са при участии электронтранспортной цепи митохондрий при гипергликемии. 
Описаны основные метаболические и сигнальные механизмы, активация которых 
имеет место при хронических диабетических заболеваниях и которые ведут к уси-
лению оксидативного стресса. Детально проанализирована роль оксида азота в 
биологических системах, а также условия, при которых имеет место оксидативно-
нитративний стресс, в частности, при сахарном диабете. Обобщены результаты ис-
следований относительно биологических мишеней пероксинитрита, а также 
основных молекулярных маркеров диабетических заболеваний.

Ключевые слова:	 сахарный диабет, гликозилирование, пероксинитрит, окси
дативно-нитративний стресс, поли-ADP-рибозилирование.
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