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оЛЕКУЛЯРНЫЕ механизмы диабета, коррекция
И МЕЛАТОНИНОМ ДИСФУНКЦИИ МИТОХОНДРИЙ 
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ру Научно-производственный центр «Институт фармакологии и био- 
jumuu НАН Беларуси», отдел биорегуляторов; УО «Гродненский государ­
ственный аграрный университет »;УО «Гродненский государственный 
университет им. Я. Купалы», Гродно, Беларусь, zavodnik_il@mail.ru

The experimental (3О-days) streptozotocin-induced diabetes mellitus 
caused a considerable damage of respiratory activity in rat liver mitochondria. 
The melatonin administration during diabetes (10 mg/kg BW, 30 days, daily) 
showed a considerable protective effect on the liver mitochondrial respiration 
function.

Key words: diabetes, rat liver mitochondria, oxidative stress, melatonin

Введение. Сахарный диабет (инсулин-зависимый и инсулин- 
независимый) - сложное полифункциональное заболевание и одна из наи­
более распространенных патологий современного общества [1], характери­
зующаяся многообразными метаболическими нарушениями. Как хорошо 
известно, глюкоза транспортируется через плазматические мембраны в 
клетки (в том числе и инсулин-секретирующие /3- клетки островков Лан­
герганса поджелудочной железы) специфическими переносчиками (GLUT 
1-4) и быстро фосфорилируется с участием фермента глюкокиназы (гексо- 
киназы), обладающей высокой Кт для глюкозы. Процессы транспорта и 
фосфорилирования определяют скорость метаболического потока глюкозы 
через гликолиз. Возрастание скорости гликолиза в /3-клетках приводит к 
росту содержания восстановительных эквивалентов в цитоплазме, актива­
ции челночного механизма переноса электронов в митохондриальный мат­
рикс, что в конечном итоге приводит к повышению активности цикла 
Кребса, возрастанию продукции АТФ в митохондриях и увеличению от­
ношения АТФ/АДФ в цитоплазме. Подобным образом, усиленное окисле­
ние свободных жирных кислот также приводит к росту отношения 
НАДН/НАД внутри митохондрий. Возрастание уровня АТФ в цитоплазме 
3-клетки сопровождается закрытием АТФ- чувствительных К+- каналов, 
уменьшением ги пер поляризующего истечения ионов К+ из клетки и, в 
свою очередь, деполяризацией плазматической мембраны и вхождением в 
клетку ионов Са2, активацией протеинкиназ и экзоцитозом инсулина [2],



 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 
 
 

 

 
 

 

 
 
 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 

 
 
 

что представляет собой первичный механизм GSIS (Glucose-stin> 
insulin secretion) - стимулируемой глюкозой секреции инсулина.

Эпидемиологические исследования показывают, что пРогпеССИп. 
щая гипергликемия при диабете является наиболее важным факторе^ 
ка макро- и микрососудистых осложнений, приводящих к ретиноп»^ 
нефропатии, нейропатии. Гипергликемия вызывает активацию четыре*^’ 
новных метаболических путей, которые играют ведущую роль в аовп^" 
дении клеток и сопровождаются окислительным стрессом: 1) полиол^**' 
метаболического пути; 2) наработки конечных стабильных продуктов 
козилирования (advanced glycation end product, AGE), их аутоокислен^* 
взаимодействия с соответствующими клеточными рецепторами; 3) акти * 
ции разнообразных изоформ протеинкиназы С (РКС) и 4) возрастания 
тока глюкозы через гексозаминовый метаболический путь. Молекулявн* 
мишенью активных форм кислорода (АФК) в клетке служат серин^пр^^ 
киназы, в том числе и протеинтирозинфосфатазы (protein tv™^ 
phosphatase, РТР), выступающие в норме как отрицательные peryirron^ 
действия инсулина, катализирующие дефосфорилирование IR 
receptors) и IRS (insulin receptor substrates) белков. В настоящее время по. 
стулируется, что генерация АФК в клетке и последующее окислительное 
повреждение митохондрий определяют развитие и патологические 
ствия диабета I и II типа.

Цель работы - выяснить механизмы дисфункции митохондрий кл. 
ток печени крыс при стрептозотоцин-индуцируемом сахарном диабете R 
возможность коррекции митохондриальных нарушений мелатонином.

Материал и методы исследования. В модели использовали 3 mvn. 
пы животных: «контроль», «диабет», «диабет-мелатонин», в каждой из ко. 
торых было по 6 особей. Диабет у крыс вызывали однократным внупш. 
брюшинным введением стрептозотоцина в дозе 45 мг/кг массы тела. Жи­
вотные в группе «диабет-мелатонин» получали ежедневно внутрибрю- 
шинно мелатонин (10 мг/кг массы тела) на протяжении 30 суток. Мито­
хондрии изолировали методом дифференциального центрифугирования 
Скорость дыхания митохондрий регистрировали полярографически в ере® 
инкубации, включающей 0.125 М сахарозы, 0.02 М трис-НС1, 0.05 М КО, 
0.02 М КН2РО4, 0.005 М MgSO4, 0.001 М ЭДТА (pH 7.5) и субстрагыды- 
хания (L-глутамат - 5 мМ, сукцинат - 5 мМ) и АДФ (200 мкМ). Рассчиты­
вали скорость митохондриального дыхания в различных метаболически 
состояниях: V! - скорость базального (эндогенного) дыхания, V2 - ско­
рость субстрат-зависимого дыхания, V3 - скорость дыхания, сопряженного 
с фосфорилированием (после внесения АДФ), V4 - скорость дыхания после 
завершения фосфорилирования АДФ. Определяли показатели, характери­
зующие сопряжение процессов окисления и фосфорилирования в мито­
хондриях: коэффициенты акцепторного (V3/V2), дыхательного контрол 
(V3/V4) и фосфорилирования - АДФ/О (отношение количества фосфорили­
рованной АДФ к количеству потребленного кислорода).
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результаты и их обсуждение. Экспериментальный стрептозотоцин- 
иоуемый диабет у крыс (30 дней) приводил к выраженному наруше­

на А. нкциональной активности изолированных митохондрий клеток пе- 
нИ,е Скорость базального (эндогенного) потребления кислорода (Vj) 
^шалась на 15-20% (табл. 1).
>ме -раблииа 1 - Скорость дыхания митохондрий печени крыс в различ- 

метаболических состояниях при экспериментальном стрептозотоцин- 
^цщуемом диабете---------------------------- ---------------------- ---------------------

Группы
.^ОТНЫХ

Диабет*
И£1ЯТ0НИН

Контроль
^Диабет

Диабет* j
gf «ТОНИН _]

Кокгрои.,

Скорость ба­
зального дыха­

ния - V], 
(иг ат О/мин)

Скорость ды­
хания в при­

сутствии суб­
страта -V2, 

(иг ат О/мин)

Скорость дыха­
ния в присутст­
вии субстрата и

АДФ - V3, 
(нг ат О/мин)

Скорость ды­
хания после 

фосфорилиро­
вания АДФ - 

v4, 
(нг ат О/мин)

а - субстрат - сукцинат
12,2 ± 1,8 35,7 ±4,3 140,9 ± 10,7 32,0 ±3,6
9,1 ±1.4 35,0 ±2,5 107,4 ±7,6* 33,5±4,О
11,2 ± 1,5 31,6 ±3,4 134,8 ±4,9# 28,14±2,0

б - субстрат - глутамат
14,2 ±2,1 25,1 ±2,2 104,1 ± 12,2 17,3 ±3,4
12,0 ± 1,4 20,5 ±1,1* 66,0 ±4,9* 18,8±3,1
11,7 ±1,5 18,6 ±2,4* 90,6 ± 4,9## 16,1±1,9

--------• - р<0,05, ** - р<0,01 - по сравнению с контролем; # - р<0,05, ## - р<0,01 - по 
сравнению с группой диабета

В случае сукцината, используемого в качестве респираторного суб­
страта, скорость субстрат-зависимого дыхания (V2) и скорость дыхания 
после фосфорилирования АДФ (V3) не изменялись, но скорость АДФ- 
стимулированного дыхания (V4) уменьшалась на 24% (р<0,05). Соответст­
венно, значения коэффициентов акцепторного (V3/V2) и дыхательного кон­
троля (V3/V4) (табл. 2), также значительно уменьшались (на 25%, р<0,01 и 
на 27%, р<0,01, соответственно). В случае глутамата, как дыхательного 
субстрата, скорость потребления кислорода митохондриями печени V2 
уменьшалась на 20%, скорость АДФ-стимулированного дыхания (V3) 
уменьшалась более существенно (на 35%, р<0,05) и не изменялась величи­
на скорости V4. Значения коэффициентов акцепторного и дыхательного 
контроля при глугамат-зависимом дыхании также существенно снижались 
(табл. 2). Обращает на себя внимание тот факт, что коэффициент фосфори­
лирования (АДФ/О) не изменялся при диабетическом поражении печени 
(табл. 2), свидетельствуя, вероятно, о сохранении эффективности потреб­
ления кислорода митохондриями печени при диабете, несмотря на повре­
ждение компонентов дыхательной цепи. Введение мелатонина в течение 
30 дней диабетическим животным (10 мг/кг массы тела, в/б) существенно 
повышало скорость дыхания V3 в случае сукцинат- и глутамат-зависимого 
дыхания (табл. 1).
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Таблица 2 - Коэффициенты, характеризующие процессы окис 
тельного фосфорилирования в митохондриях печени крыс при экспат 
ментальном стрептозотоцин-индуцируемом диабете

Группы 
животных

Коэффициент акцеп­
торного контроля 

(АК) 
(Уз/Уз)

Коэффициент дыха­
тельного контроля 

(ДК) 
(Уз/Уд)

КоэФфициеи^т- 
фосфорилиро 

вания 
(ADP/Cn

а - субстрат - сукцинат
Контроль 4,05 ±0,19 4,55 ±0,31 1,86±0.б8 -
Диабет 3,09 ±0,13** 3,32 ±0,2** 1,8 ±о7—-

Диабет- 
мелатонин

4,46 ±0,39## 4,91±0,36## W ±0,07'—

б - субстрат - глутамат ' ■—-
Контроль 4,14 ±0,32 6,65 ± 0,76 2ДЗ ±0Д8 ’
Диабет 3,25 ±0,25* 4,01 ±0,53* 2,24±0Д9

ДнаСйтч-
мелатонин

5,26 ±0,65# 5,84 ± 0,54# 2,6±0Д*#—■

Соответственно, значения коэффициентов акцепторного и дыхатель­
ного контроля для диабетических животных, получавших мелатонин не 
отличались от таковых для контрольных животных, а коэффициент АДф/о 
повышался относительно групп контроля и диабета, свидетельствуя о по­
вышении эффективности фосфорилирования в митохондриях (табл. 2).

Возрастание при гипергликемии внутриклеточной концентрации ио­
нов Са2+, который активируя РКС, увеличивает Н^ФН-оксидя^ 
зависимую генерацию АФК, повышает уровень окислительного стресса 
и/или индуцирует апоптотическую гибель клеток. Активация фермента 
инициируется путем фосфорилирования сериновых или треониновых ос­
татков субъединицы p47pbox, катализируемого РКС что приводат к перен°- 
су субъединиц фермента из цитозоля клетки в мембрану [3]. При актива­
ции шесть субъединиц «классической» НАДФН оксидазы образуют ак­
тивный оксидазный комплекс, продуцирующий большое количество су­
пероксид аниона. Избыточный уровень АФК не только непосредственно 
повреждает клетки, неспецифически окисляя ДНК, белки и липиды, но в 
активирует ряд разнообразных стресс-индуцируемых внутриклеточных 
сигнальных каскадов, таких как NF-КВ, р38мАРК, JNK/SAPK, гексоза- 
миновый сигнальные пути и другие. Воздействие окислительного стресса 
на внутриклеточные сигнальные каскады, приводит к развитию воспали­
тельных процессов, резистентности клеток к инсулину и т.д. [4, 5]. Акти­
вация сигнальных каскадов приводит к возрастанию экспрессии многочис­
ленных генных продуктов, которые могут быть причиной повреждения 
клетки и играть определяющую роль в этиологии многих заболеваний, в 
том числе и в развитии долговременных осложнений диабета. Возросшие 
степени фосфорилирования остатков серина IRS, в свою очередь, умень­
шает его способность претерпевать фосфорилирование остатков тирским 
и может ускорять деградацию IRS-1, что представляет собой молоулир- 
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а механизм стресс-индуцируемой резистентности к инсулину. Знание 
v механизмов и сопутствующих осложнений может служить основани- 

ЭТИдДв разработки фармакологических средств коррекции резистентности 
^^лсулину- Использование антиоксидантов и фармакологических ингиби- 
К пС® стресс-зависимых сигнальных каскадов - один из подходов в разра- 
М>ке указанных средств. Соответственно, использование антиоксидантов 

коррекция дисфункции митохондрий может играть выраженную защит- 
роль при диабете [6].
р]арушения митохондриальной респираторной активности можно 

-сматривать как одно из центральных проявлений диабетического пора- 
^-ния клеток печени. Ранее было показано, что введение мелатонина при 
тилбсге (W мг/кг массы тела в течение 6 недель) препятствует развитию 
окислительного стресса и дисфункции эндотелия [7]. В нашем экспери­
менте введение мелатонина в фармакологической дозе животным при диа­
бете предотвращало развитие дисфункции митохондрий клеток печени, 
демонстрируя специфическую митохондриальную активность мелатонина. 
Более того, введение мелатонина при диабете в течение 30 дней несколько 
уменьшало уровень глюкозы и гликозилированного гемоглобина в плазме 
’ овИ без существенных изменений величины митохондриального мем­
бранного потенциала, уровней внутримитохондриального восстановленно­
го глутатиона, сульфгидрильных групп митохондриальных белков и со­
держания смешанных дисульфидов глутатиона с митохондриальными бел­
ками (данные не представлены).

Выводы. 1. Механизмы, приводящие к генерации активных форм 
кислорода и окислительному стрессу при диабете, включают нарушение 
биоэнергетики клетки, аутоокисление глюкозы, синтез провоспалительных 
медиаторов, неферментативное гликозилирование.

2. Обнаруженный нами протекторный эффект мелатонина на респи­
раторную активность митохондрий клеток печени при диабете может быть 
связан с его метаболическим действием, радикал-нейтрализующими свой­
ствами и специфическим взаимодействием с комплексами дыхательной 
цепи митохондрий.
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