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Инкубация белков с глюкозой приводит к неферментативному гликированию белков
и образованию ранних продуктов гликирования - продуктов Амадори. Окислительное расщепление
продуктов Амадори рассматривается как главный путь образования in vivo конечных продуктов
завершенного гликирования (ПЗГ). Неферментативное гликирование белков или реакция Майяра
усиливается при диабете из-за гипергликемии и приводит к развитию различных осложнений,
таких как слепота, сердечные заболевания, повреждения нервной системы и почечной
недостаточности. Продукты раннего и завершенного гликирования накапливаются в плазме и
тканях больных диабетом и вызывают регенерацию аутоантител против этих продуктов. Продукты
завершенного гликирования ассоциируются и с другими заболеваниями, например, раком.
Этот обзор суммирует текущие знания по тем свойствам специфичных продуктов гликирования
как общих и ранних диагностических биомаркеров для контроля за болезнью и осложнениями
при применении новейших терапевтических средств против болезней.
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ВВЕДЕНИЕ. Неферментативное гликирование усиливается при диабете
благодаря гипергликемии и приводит к различным осложнениям болезни.
Осложнениям подвергаются те органы, клетки которых для потребления глюкозы
не требуют инсулина, это нервная система, сердце, почки и мелкие кровеносные
сосуды. Взаимодействие гликированных белков с b-клеточными рецепторами и/или
панкреатических b-клеток разрушенных островковых клеток с аутоантителами
может влиять на синтез инсулина [l].

Неферментативное гликирование белков первоначально происходит
по лизиновым остаткам, расположенным внутри цепи [2]. Оно включает реакцию
конденсации карбонильной группы альдегида редуцирующего сахара со свободной
аминогруппой или e-аминогруппой лизиновых остатков. Реакция протекает по типу
нуклеофильного присоединения, в результате быстро образуется основание
Шиффа (альдимин), а затем посредством кислотно-основного катализа этот
лабильный промежуточный продукт подвергается перегруппировке до более
стабильного продукта раннего гликирования, известного как продукт Амадори
(кетамин) [3]. Образование конечных продуктов завершенного гликирования
(ПЗГ) происходит путём дальнейших необратимых химических реакций продуктов
Амадори. ПЗГ могут быть не флюоресцирующими и не поперечно-сшитыми,
такими как Ne-карбоксиметил-лизин (КМЛ) и пираллин, или обладающими
флуоресценцией и поперечно-сшитыми, такими как, например, пентозидин и
кросслайн [4].
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Концентрации продуктов Амадори и ПЗГ увеличиваются при диабете
и повышение ПЗГ связано со многими осложнениями диабета, старения,
артритами и, по последним данным, с онкологическими заболеваниями.
Присутствие аутоантител к продуктам гликирования у пациентов с различными
заболеваниями может служить биомаркером заболеваний и их осложнений.

Неферментативное гликирование белков. Неферментативное гликирование
является классической ковалентной реакцией, в которой посредством
N-гликозидного связывания образуется сахар-протеиновый комплекс через серию
химических реакций, описанных химиком Майяром [5]. Эти реакции протекают
в течение нескольких часов, когда ранее образованное лабильное основание Шиффа
перегруппировывается в более стабильный продукт Амадори [6]. Продукты
ранней стадии гликирования Амадори-модифицрованные белки могут подвергаться
дальнейшим реакциям, включающим образование дикарбонильных интермедиатов,
таких как 3-дезоксиглюкозоны (3-ДГ), приводящих к увеличению необратимых
продуктов, названных ПЗГ [7] (рисунок). Несмотря на то, что сахара являются
главными предшественниками соединений ПЗГ, многочисленные промежуточные
соединения, известные как реакционноспособные карбонильные виды (РКВ),
такие как глиоксаль, метилглиоксаль, дезоксиглюкозоны, образующиеся при
деградации продуктов Амадори в реакциях окисления и дегидратации, вновь
реагируют со свободными аминогруппами белков и действуют как распространители
реакций неферментативного гликирования. Эти соединения намного более
реакционноспособны, чем сахара, из которых они образовались. Такие промежуточные
продукты образуются при гликолизе (метилглиоксаль) или в полиольном пути,
а также могут образовываться при аутоокислении углеводов (глиоксаль) [8].
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Рисунок.
Путь неферментативного гликирования белков глюкозой и ассоциированные патологические

состояния (адаптировано из [3]).
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Неферментативное гликирование белков, пептидов и других макромолекул
связывают с рядом патологий, наиболее часто с диабетом, нормальным
старением и нейродегенеративной амилоидной болезнью, такой как болезнь
Альцгеймера. Многочисленные исследования доказывают определенную связь
между гипергликемией/ПЗГ и патогенезом диабетических осложнений,
таких как ретинопатией, нефропатией, нейропатией и васкулопатией [9].
Хотя неферментативное гликирование изменяет сродство гемоглобина
к кислороду, для диабета не характерны гематологические заболевания.

Исследования in vitro показали, что гликированные белки, прошедшие
реакцию Майяра, становятся поперечно-сшитыми [10], при этом белок
полимеризуется и образуются до сих пор плохо охарактеризованные бурые и
флуоресцирующие соединения [11]. Имеются доказательства существования таких
реакций в организме. В последние годы были проведены интенсивные
исследования по гликированию in vitro белков инкубированными с высокими
концентрациями глюкозы, таких как белок хрусталика глаза кристаллин [l2],
инсулин [13], белки мембран эритроцитов [l4], бычий сывороточный альбумин
[l5], человечий сывороточный альбумин [l6], ферменты [17], липопротеины
высокой и низкой плотности [18], миелин периферических нервов [19], эластин
[20], коллаген [2l], IgM и IgG [22, 23]. Неферментативному гликированию in vitro
подвергались также некоторые другие белки [24] (табл. 1).
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Таблица 1. Примеры белков, подвергающихся неферментативному гликированию
(адаптировано из [24]). 



Гликирование происходит по аминогруппам остатков лизина или
гидроксилизина [2] также как по аминогруппам остатков аргинина [25], а также
остатков гистидина, триптофана и цистеина [26]. Концевой остаток валина b-цепи
и специфические остатки лизина были идентифицированы как высоко
реактивные места гликирования гемоглобина [27]. В гемоглобине наиболее
реактивные остатки лизина по-видимому локализованы около карбоксильных
групп в первичной или трёхмерной структуре белка, тогда как в альбумине
реактивный лизин примыкает к другому остатку лизина в первичной
последовательности аминокислот.

У пациентов с диабетом увеличенный уровень глюкозы крови коррелирует
с увеличенным образованием кетоамина. Измерение глюкозы крови даёт показатель
только текущей концентрации глюкозы как переходный или кратковременный
индикатор. Величина кетоамина зависит от средней концентрации глюкозы
в крови за прошедшие 2-3 недели и является средневременным индикатором,
тогда как измерение гликированного гемоглобина (НbA1c) представляет собой
среднюю концентрацию глюкозы крови за 6-8 недель и является долговременным
индикатором. Хотя существует сильная корреляция между увеличенной глюкозой
плазмы и НbА1с, между уровнем глюкозы плазмы натощак (ГПН) и НbА1с
у пациентов с нормальной переносимостью к глюкозе, у пациентов с умеренной
переносимостью к глюкозе такой четкой зависимости нет, поэтому использование
НbА1с для диагноза диабета рекомендовано не везде [l].

Продукты Амадори. Измерение продуктов ранней стадии гликирования
(продуктов Амадори) повсеместно используется для оценки контроля метаболизма
у пациентов с диабетом. Обычно используются два параметра – НbA1c и
гликированные белки сыворотки [4]. НbА1с образуется при неферментативной
реакции между глюкозой и аминогруппами валина и лизина b-глобина.

Гликированные сывороточные белки или кетоамины являются продуктами
неферментативной реакции между глюкозой и свободными аминогруппами
сывороточных белков. Измерение продуктов раннего гликирования выражает
метаболический контроль последних двух недель, поскольку период полураспада
альбумина и других сывороточных белков близок к 15 дням [28]. Высокий уровень
продуктов Амадори образуется при гликировании глюкозой коллагена,
сывороточного альбумина человека и глютатиона в присутствии ингибиторов ПЗГ
[21, 29, 30] .

Конечные продукты завершённого гликирования (ПЗГ). На воздухе
концентрация продуктов Амадори быстро снижается из-за превращения
их в инертные соединения КМЛ и ЕА (эритроновая кислота) [3l]. КМЛ образуется
при окислительной деградации Na-формил-Ne-фруктозолизина (ФФЛ)
в гликированном белке и при побурении инкубационной среды с гликированным
белком, этот процесс происходит в большей степени в атмосфере азота, чем на
воздухе [4]. Эти соединения образуются также при гидроксильной и
пероксинитритной модификации продуктов Амадори из сывороточного
альбумина человека [29, 32]. Представленные исследования наводят на мысль,
что окислительная деградация соединений Амадори с образованием КМЛ может
играть роль в ограничении процесса гликирования белков в живом организме.

Гликирование белков и ПЗГ сопровождается увеличением свободнорадикальной
активности, что вносит свой вклад в повреждение биомолекул при диабете.
ПЗГ генерируют свободные радикалы кислорода, что может сильно влиять
на развитие атеросклероза [33]. Рецепторы для ПЗГ (РПЗГ) присутствуют
во многих типах клеток, особенно они активны при диабете. Исследования
показали, что взаимодействие ПЗГ и РПЗГ изменяют внутриклеточную
сигнализацию, генную экспрессию, выделение провоспалительных молекул
и свободных радикалов, что вносит свой вклад в патологию осложнений
при диабете [2]. Было показано, что старческие болезни ассоциируют с ПЗГ
и свободными радикалами [34, З5] (табл. 2).
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Главными биологическими эффектами интенсивного гликирования
являются: ингибирование связывания регуляторных молекул, поперечная
сшивка гликированных белков, ловля растворимых белков гликированным
внеклеточным матриксом, снижение восприимчивости к протеолизу,
инактивация ферментов, аномалии функции нуклеиновых кислот и усиленная
иммуногенность в отношении образования иммунных комплексов [36].
В организме нет ферментов способных гидролизовать ПЗГ соединения,
в результате чего ПЗГ-модифицированные белки являются необратимыми
продуктами. Эти структуры накапливаются при жизни белка, из которого
они были образованы. Коллаген, альбумин, базальный белок миелин, белки
хрусталика глаза, липопротеины и нуклеиновые кислоты - вот некоторые примеры
ПЗГ-модифицированных белков. 

Гликоксидация. Гликирование основной источник РКВ, которые образуются
при окислительном пути гликирования [37]. Некоторые исследователи
поддерживают идею; что гликирование и окисление тесно связанные процессы,
аутоокисление глюкозы играет основную роль в неферментативном гликировании
белков. Глюкоза находится в равновесии со своим двухатомным спиртом,
который может подвергаться аутоокислению с образованием энедиол-радикала.
Этот радикал восстанавливает молекулярный кислород до образования
супероксидного радикала, а сам окисляется до дикарбонильного кетоальдегида,
который реагирует с аминогруппой белка образуя кетоамин. Кетоамины сходны
с продуктами Амадори, хотя они более реакционноспособны и тоже участвуют
в образовании ПЗГ [4] Гликированный in vitro сывороточный альбумин показывает
возможное взаимодействие между гликированием и окислением [38]. Содержание
гликированного сывороточного альбумина является показателем окислительной
модификации при гликировании [39]. В условиях гипергликемии большинство
карбонильных соединений образовавшихся при гликировании нуждаются
в окислительном этапе при их образовании. Дикарбонильные соединения
белков могут принимать участие в образовании ПЗГ и относятся к
глиоксидативным продуктам [40]. Свободные радикалы и гликирование являются
главными патогенами при хронических заболеваниях, дегенеративных болезнях
и при старении.
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Таблица 2. Ассоциированные с возрастом заболевания, связанные с ПЗГ и свободными
радикалами (адаптировано из [34]).      



Деградация гликированных белков. При диабете гликирование белков
и окисление увеличивается как в клеточных так и во внеклеточных белках.
Физиологически поврёжденные белки расщепляются и замещаются клетками
[41, 42]. В результате клеточного протеолиза освобождаются гликированные и
окисленные аминокислоты в виде свободных соединений. Концентрация в плазме
и экскреция с мочой этих свободных соединений значительно увеличивается
при диабете I типа [4]. Появившиеся в процессе гликирования ПЗГ пептиды
являются продуктами деградации, которые частично образуются при протеолизе
матриксных компонентов, и обычно называются гликотоксинами. Гликотоксины
очень реакционноспособны при попадании в кровоток. В случае, если они не
выделяются почками, рециркулируюшие ПЗГ пептиды могут образовывать
новые ПЗГ продукты, которые могут реагировать с другими компонентами
плазмы и тканей. На этой стадии гликирование становится автономным
процессом, который значительно ускоряет прогресс осложнений [33].

Сахарный диабет. При диабете содержание продуктов Амадори и ПЗГ
увеличиваются и они вовлекаются во многие диабетические осложнения.
Продукты Амадори из сывороточного альбумина человека, обнаруженные
у пациентов с иммуногенным диабетом и диабетом I типа с ретинопатией
и невропатией были значительно выше, чем у пациентов без осложнений [43].
Белки, содержащие ПЗГ, высоко иммуногенны и КМЛ в белках является одним
из главных эпитопов, узнаваемых анти-ПЗГ антителами [44, 45]. О присутствии
КМЛ-БСА антител в сыворотке крыс со стрептозотоциновым диабетом, также как
у небольшого числа пациентов с диабетом, сообщалось в литературе [46].
У пациентов с диабетом были найдены аутоантитела k Ne-карбоксиэтиллизину
(КЭЛ) в белках хрусталика глаза человека [47]. Взаимодействие ПЗГ аутоантител
с ПЗГ как с постоянно образующимся антигеном приводит к образованию
ПЗГ-иммунных комплексов что может играть роль при диабетических
осложнениях [48].

Осложнения сахарного диабета. Гипергликемия приводит к гликированию
и образованию ПЗГ и признается многими исследователями как главная причина
вторичных осложнений при диабете благодаря сверх продукции АФК [49, 50].
Сверх продукция АФК снижает антиоксидантную защиту и изменяет
энзиматические пути у людей с плохо контролируемым диабетом [51], У больных
диабетом могут наблюдаться повышенные уровни железа и свободных ионов меди
[52, 53], которые в присутствии гликированных белков in vitro показывают
образование свободных радикалов [29, 54]. При оксидативном стpecce
гликирование белков метилглиоксалем увеличивается. Это может лежать в основе
связи гликирования и оксидативного стресса с диабетическими осложнениями
и может также вносить свой вклад в патологические процессы при старении [55].

Диабетическая ретинопатия. ПЗГ оказывают своё воздействие
на микрососудистые эндотелиальные клетки и перициты благодаря повышению
уровня мРНК рецепторов ПЗГ [56]. ПЗГ могут быть причиной потери перицитов
и гибели эндотелиальных клеток при диабетической ретинопатии. Клетки ретины,
инкубированные с ПЗГ, вызывают увеличение ростового фактора сосудистых
эндотелиальных клеток (СЭРФ), который в свою очередь стимулирует ангиогенез
и неоваскуляризацию и ответственен за патогенез пролиферации ретинопатии [57].
ПЗГ стимулируют секрецию ИЛ-6 клетками ретины человека, который может
индуцировать ангиогенез увеличенной экспрессией СЭРФ [58]. Фруктозолизин,
начальное соединение Амадори, в коллагене пациентов с диабетом I типа
независимо ассоциировал с ретинопатией [59]. Повышенные концентрации
альбумина, подвергшемуся перегруппировке Амадори у животных, связаны
с развитием диабетической ретинопатии [60].

Диабетическая нефропатия. Гипергликемия и ПЗГ увеличивают выделение
трансформирующего ростового фактора-b (TPФ-b) и могут влиять на толщину
базальной мембраны, изменяя фильтрацию и существенно снижая гломерулярную
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функцию [61]. Было показано, что образование ПЗГ предполагает изменения
в морфологии почек у пациентов с диабетом I типа [62]. Уровень циркулирующих
в сыворотке ПЗГ так сильно увеличивается у пациентов с диабетической
нефропатией и почечной недостаточностью, что они не могут быть удалены
почками [33]. Сывороточные ПЗГ включают как сывороточные белки,
модифицированные завершенным гликированием, так и ПЗГ пептиды низкого
молекулярного веса [63]. Увеличенные концентрации сывороточных ПЗГ
при нефропатии могут быть ответственны за быстрое развитие атеросклероза [64].
Некоторые исследования показали, что прогрессирующая нефропатия
развивается у трансгенных мышей со сверх экспрессией рецепторов ПЗГ
в клетках сосудов [65].

Диабетический атеросклероз. Гликированные ЛПНП могут быть ответственны
за гиперлипидемию и ускоренное образование пенистых клеток у пациентов
с диабетом [66] Усиленное окисление ЛПНП приводит к увеличению атерогенно
окисленных ЛПНП у больных диабетом при гликировании и образовании ПЗГ
[67]. Гликированные ЛПВП играют опосредованную роль при образовании
атеросклеротических бляшек, в которых определяются ПЗГ [68]. Исследование
на диабетических мышах показало, что недостаток аполипопротеина Е (апо Е)
способствует развитию атеросклерозе и увеличивает экспрессию рецепторов ПЗГ
и ПЗГ [69]. Приблизительно 2-5% апо В в плазме больных диабетом гликировано,
по сравнению приблизительно с 1% в плазме недиабетического контроля [33].

Диабетическая нейропатия. Главной причиной, связывающей клиническую
диабетическую нейропатию и периферические нервные изменения, является
гипергликемия. Одним из важнейших биохимических путей, включенных в этот
процесс, с потенциальным развитием диабетической нейропатии, является
гликирование, приводящее к ПЗГ модификации белков нервов. ПЗГ окрашивались
в эндоневрии, особенно аксонов, эндоневральных капилляров и периневрии
у диабетических пациентов с нейропатиями. Неферментативное гликирование
аксональных белков приводила к изменениям в структуре и транспорте,
что вызывало аксональную атрофию и дегенерацию. Кроме того исследования
показали, что гликирование миелина происходит как в периферических нервах
так и в мозгу [36]. 

Ревматоидный артрит. Ревматоидный артрит (РА) характеризуется
суставным и системным воспалением, вместе с образованием ряда аутоантител.
При воспалении белки могут быть повреждены неферментативным гликокислением
[70]. ПЗГ-повреждённые белки активно включаются в PA [71-73] и остеоартрит
[74]. Поперечные сшивки, образующиеся в хряще с участием пентозидина,
вызывают типичное пожелтение ткани [75], и надо полагать, непосредственно
влияют на суставную патологию и увеличение в моче ПЗГ, наблюдаемое
у пациентов с остеоартритом или РА.

Иммуноглобулины, как и хрящи, также могут быть повреждены при
воспалении. Исследования показали, ПЗГ-поврежденные IgG могут определяться
у пациентов с артритами в течение длительного времени [76-78]. ПЗГ могут быть
обнаружены как в тяжёлых так и в легких цепях IgG [76, 79, 80]. Исследования
показали, что приблизительно у 30-40% пациентов с положительным ревматоидным
фактором (РФ) был повышенный иммунный ответ на IgG-ПЗГ. В предыдущем
исследовании РА пациентов с длительно протекающим заболеванием [77],
была обнаружена сильная корреляционная зависимость содержания aнти-IgG-ПЗГ
антител с измеряемой активностью болезни, тогда как содержание РФ не давало
такой корреляции. 

Рак. Недавние исследования на большом материале показали возможную
связь между увеличенным риском заболевания раком и повышенным уровнем
глюкозы крови натощак [81, 82]. Раковые заболевания характеризуются
повышенным потреблением глюкозы и высокая скорость гликолиза приводит
к неферментативному гликированию белков. Гликирование важнейший источник
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образования глиоксалиевых и метилглиоксалиевых молекул, которые приводят
к появлению ПЗГ-модифицированных белков, таких как КМЛ. При использовании
специфических антител КМЛ были обнаружены у людей с некоторыми видами
раковых заболеваний [83]. КМЛ-соединения в протеасомах полностью
не расщепляются и промежуточные продукты могут накапливаться и вызывать как
эпигенетические изменения, так и дальнейшие повреждения ДНК и белков [84, 85].

Недавние исследования показали генотоксические эффекты острого
карбонильного стресса, что может осложнить хронические кожные повреждения
[84] ИЛИ повреждения гистонов [86] и могут влиять на различные патологические
состояния, включая старение и рак. Было найдено, что гипергликемия вызывает
генную мутацию и вызванное АФК повреждение ДНК может включаться
в процесс ассоциированного с диабетом канцерогенеза [87, 88]. В литературе
сообщалось о высокой встречаемости рака у пациентов с ПЗГ и с хроническими
заболеваниями почек, вызванных высокой внутриклеточной активностью
свободных радикалов [89]. Диабет 2 типа ассоциируется с увеличенным риском
рака печени, поджелудочной железы, прямой кишки, почек, молочной железы и
эндометрия [90, 91]. Другие недавние исследования утверждают, что риск рака
поджелудочной железы одинаково увеличен у людей как с 1, так и со 2 типом
диабета [92]. 

Ингибиторы ПЗГ. Ингибиторы ПЗГ обычно разделяются на три группы.
Первые это агенты, связывающие карбонильные группы, наподобие
аминогуанидина, который снижает карбонильный стресс. Вторые, хелаторы
металлоионов, такие как пиридоксамин, ДТРА, которые подавляют реакции
гликоксидации, И третьи - разрушители поперечных сшивок, такие как
тиазолиевые соли (АЛТ-711), которые разрушают поперечные сшивки ПЗГ.
Хелаторы, сульфгидрильные соединения, антиоксиданты и аминогуанидин
тормозят образование гликоксидативных продуктов, возникновение
флуоресценции и образование поперечных сшивок коллагена, без значительного
воздействия на степень гликирования белков [21]. Поскольку использование
аминогуанидина было прекращено из-за его побочных эффектов, было показано,
что пиридоксамин и АЛТ-711 подают большие надежды как ингибиторы ПЗГ [93].
Блокирование взаимодействия между ПЗГ и рецептором ПЗГ при использовании
растворимых рецепторов ПЗГ (рРПЗГ), которые не проводят сигнала, нашло
терапевтическое применение на животных моделях [94]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Роль увеличенного неферментативного гликирования
белков и накопление в сыворотке и тканях ПЗГ при патогенезе диабетических
осложнений распространилось на другие болезни, такие как артриты, болезнь
Альцгеймера и недавно на рак. Присутствие аутоантител специфичных
к продуктам Амадори при раке может быть шагом в раннем определении болезни
и рассматривать гликированные продукты как общие биомаркеры болезней.
Ингибирование образования продуктов Амадори может быть новым и эффективным
терапевтическим средством при болезнях.
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Incubation of proteins with glucose leads to their non-enzymatic glycation and formation
of Amadori products known as an early glycation product. Oxidative cleavage of Amadori products is
considered as a major route to advanced glycation endproducts (AGEs) formation in vivo. Nonenzymatic
glycation of proteins or Maillard reaction is increased in diabetes mellitus due to hyperglycemia and leads
to several complications such as blindness, heart disease, nerve damage and kidney failure. Accumulation
of the early and advanced glycation products in plasma and tissues of diabetic patients and causes
production of autoantibodies against corresponding products. The advanced glycation products are also
associated with other diseases like cancer. This review summarizes current knowledge of these stage
specific glycated products as common and early diagnostic biomarkers for the associated diseases and the
complications with the aim of a novel therapeutic target for the diseases.

Key words: non-enzymatic glycation, Amadori product, advanced glycation endproducts (AGEs),
hyperglycemia, diabetes mellitus, cancer.
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