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Питання впливу надмірного споживання легкозасвоюваних вуглеводів на тлі аліментарної нестачі 
протеїну на активність ензимів поліольного шляху та вільнорадикальні процеси у мітохондріях 
нирок залишається не вивченим, проте є важливим для розуміння патогенетичних механізмів 
дисфункції нирок при різних режимах харчування. Досліджували активність ензимів поліольного 
шляху та стан вільнорадикальних процесів у нирках щурів за умов різної забезпеченості раціону 
протеїном та сахарозою. Встановлено, що максимальне підвищення активності ензимів поліоль-
ного шляху – альдозоредуктази та сорбітолдегідрогенази – спостерігається у нирках тварин, які 
споживали високосахарозний раціон, незалежно від забезпеченості протеїном. Споживання висо-
косахарозного раціону посилює генерацію •-O2 у нирках майже вдвічі, а гідроксильного радикала – у 
понад 4 рази порівняно з контрольними значеннями, при цьому підвищується вміст ТБК-активних 
продуктів вдвічі та карбонільних похідних протеїнів утричі на тлі зниження вмісту вільних тіоль-
них груп протеїнів. Максимально виражене продукування гідроксильного радикала, накопичення 
ТБК-активних продуктів та зниження вмісту вільних SH-груп протеїнів характерне для тварин, 
які споживали високосахарозний раціон на тлі аліментарного дефіциту протеїну. Показано, що 
надмірне споживання сахарози є критичним фактором впливу на активність ензимів поліольного 
шляху та інтенсивність вільнорадикальних процесів. Отримані результати можуть розглядатися 
як передумови для порушень структурно-функціональної організації нирок за умов нутрієнтного 
дисбалансу. 
Ключові слова: нутрієнти; нирки; альдозоредуктаза; сорбітолдегідрогеназа; активні форми кисню; 
вільнорадикальні процеси.

ВСТУП

Питання порушень метаболічних процесів 
за умов надлишку сахарози або дефіциту 
протеїну в харчовому раціоні заслуговує на 
особливу увагу [1, 2]. Показано, що хронічне 
споживання низькопротеїнового раціону може 
призводити до зниження маси нирок, зміни 
фільтраційної здатності клубочків, запалення 
ниркових канальців [3]. Так само надлишкове 
споживання сахарози сприяє прогресуванню 
хронічної ниркової недостатності, в основі 
виникнення якої лежить порушення окисно-
відновного балансу та внутрішньониркове 
запалення [4]. Показано, що одним із основ-
них механізмів ушкодження клітин різних 

органів у разі нутрієнтного дисбалансу є 
активація вільнорадикальних процесів. Важ-
ливим індуктором окисного стресу за умов 
гіперглікемії є посилене утворення спирту 
сорбітолу через активацію альтернативного 
шляху метаболізму глюкози – поліольного 
шляху. Ензимами цього шляху є альдозоре-
дуктаза (ALR2, EC 1.1.1.21), котра каталізує 
реакцію перетворення глюкози до сорбітолу, 
та сорбітолдегідрогеназа (SDH, EC 1.1.1.14), 
за дії якої сорбітол метаболізується у фрук-
тозу [5]. 

Відомо, що активні форми кисню (АФК) 
сприяють прогресуванню ураженню нирок, 
тому окисний стрес розглядається як визна-
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чальний чинник у патофізіології як гострого, 
так і хронічного ураження нирок [6]. Врахо-
вуючи, що клітини ниркових канальців багаті 
на мітохондрії, які є основними продуцента-
ми АФК, нирки є особливо чутливими до ок-
сидативного стресу. АФК можуть індукувати 
оксидативне ушкодження протеїнів та ліпідів 
клітинних мембран, ініціювати процеси 
апоптозу або некрозу [7]. Водночас питання 
впливу надмірного споживання легкозасвою-
ваних вуглеводів на тлі аліментарної нестачі 
протеїну на активність ензимів поліольного 
шляху та вільнорадикальні процеси у міто-
хондріях нирок залишається не вивченим, 
проте є важливим для розуміння патогенетич-
них механізмів дисфункції нирок при різних 
режимах харчування. 

Мета нашої роботи − дослідження ак-
тивності ензимів поліольного шляху та стан 
вільнорадикальних процесів у нирках щурів 
за умов різної забезпеченості раціону протеї-
ном і сахарозою. 

МЕТОДИКА

Експерименти виконували на білих безпо-
родних щурах масою 130–140 г, віком 2,5-3 
міс. Умови утримання та маніпуляції, які 
проводили з тваринами під час експери-
менту, відповідали вимогам «Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, які 
використовуються для експериментів та ін-
ших наукових цілей» (Страсбург, 1986), та 
рекомендаціям «Біоетичної експертизи до-
клінічних та інших наукових досліджень, що 
виконуються на тваринах» (Київ, 2006). Усі 
процедури з експериментальними тваринами 
схвалені комісією з біоетики навчально-нау-
кового інституту біології, хімії та біоресурсів 
Чернівецького національного університету 
імені Юрія Федьковича (протокол № 2 від 
24.12.2021). Тварин утримували в пластико-
вих клітках з піщаною підстилкою, доступом 
до води ad libitum [8]. 

Тварин було поділено на чотири групи. До 
І групи увійшли інтактні щури, яких утри-

мували на повноцінному напівсинтетичному 
раціоні, що містив 14% білка (казеїну), 10% 
жиру, 10% сахарози, мінеральну та вітамінну 
суміш. Тварини ІІ групи отримували ізое-
нергетичний низькопротеїновий раціон, у 
якому вміст протеїну становив 4,7%. Тварин 
ІІІ групи утримували на високосахарозному 
напівсинтетичному раціоні, до складу якого 
входило 40% сахарози та збалансоване спів-
відношення інших нутрієнтів. До ІV групи 
увійшли тварини, які перебували на низько-
протеїновому/високосахарозному раціоні. На 
29-ту добу експерименту тварин виводили з 
експерименту.

Мітохондріальну фракцію нирок виділяли 
методом диференційного центрифугування 
при 0–4°С. Середовище гомогенізації містило 
(ммоль/л) сахарозу – 250, тріс – 10 і ЕДТА – 1, 
рН 7,4. 

Цитозольну фракцію виділяли згідно з 
методом Schenkman і Cinti [9]. Усі операції 
проводили при 0–4°С. До надосадової рідини, 
отриманої після виділення мітохондрій, дода-
вали іони двовалентних металів Са та Мg (до 
дев’яти об’ємів надосадової рідини – один 
об’єм 80 ммоль/л розчину хлориду кальцію 
та один об’єм 160 ммоль/л розчину хлориду 
магнію у 10 ммоль/л буфері тріс-НCl, рН 
7,4). Дослідні зразки перемішували при 4°С 
протягом 10 хв, після чого центрифугували 
15 хв при 10 000g. Надосад використовували 
у наступних дослідженнях.

Активність альдозоредуктази (ALR2, 
EC 1.1.1.21) у цитозолі клітин нирок щурів 
визначали спектрофотометрично при дов-
жині хвилі 340 нм через кожні 30 с протягом 
2 хв [10]. У дослідну пробірку додавали  
4 мл реакційної суміші (2 мл 0,8 моль/л  
Na-фосфатний буфер, рН 5,5, 1 мл 4,7 ммоль/л 
гліцеральдегіду, 1 мл 0,11 ммоль/л НАДФH) 
та 200 мкл цитозольної фракції. Активність 
альдозоредуктази визначали з використанням 
молярного коефіцієнта екстинкції 6,22•103 

моль-1·см-1 та виражали у мілімолях на 1 мг 
протеїну за 1 хв. Активність сорбітолдегідро-
генази (SDН, EC 1.1.1.14) у цитозолі клітин 

Активність ензимів поліольного шляху у нирках щурів за умов різної забезпеченості раціону протеїном і сахарозою



ISSN 2522-9028 Фізіол. журн., 2024, Т. 70, № 2 53

нирок щурів визначали кінетичним методом, 
що базується на його здатності відновлювати 
D-фруктозу до D-сорбітолу з одночасним 
окисненням НАДH [11].

Генерацію супероксидного аніона в 
мітохондріях нирок визначали за реакцією 
відновлення нітросинього тетразолію (НСТ) 
супероксидом у забарвлений диформазан з 
максимумом поглинання 540 нм [12]. 

Інтенсивність генерації гідроксильного 
радикала визначали згідно з методом Ткачен-
ка та співавт. [13]. Інкубаційне середовище 
містило 20 ммоль/л дезоксирибози, 1 ммоль/л 
Н2О2, 20 ммоль/л натрій-фосфатний буфер 
(рН 7,4) та 200 мкл суспензії мітохондрій. 
Суміш інкубували 30 хв при 37°С, після 
чого додавали 0,5 мл 1%-ї тіобарбітурової 
кислоти в 50 ммоль/л NaOH і 0,5 мл 2,8%-ї 
трихлороцтової кислоти. Витримували проби 
20 хв на киплячій водяній бані, охолоджува-
ли і визначали величину екстинкції при 532 
нм. Інтенсивність генерації гідроксильного 
радикала виражали в наномолях за 1 хв на 1 
мг протеїну.

Вміст карбонільних дериватів протеїнів 
оцінювали за кількістю похідних 2,4-диніт
рофенілгідразону, що утворюються в ре-
акції взаємодії окиснених амінокислотних 
залишків з 2,4-динітрофенілгідразином, і 
виражали в наномолях на 1 мг протеїну [14]. 
Вміст протеїнових SH-груп визначали ме-
тодом, що базується на взаємодії протеїнів 
з вільними SН-групами з реактивом Елмана 
(5,5-дитіобіс(2-нітробензойною кислотою) з 
утворенням тіонітрофенільного аніона, кон-
центрація якого прямопропорційна кількості 
SН-груп, що прореагували. Вміст вільних  
SН-груп виражали в наномолях на 1 мг про-
теїну [15]. Вміст ТБК-активних сполук визна-
чали методом, що базується на їх взаємодії з 
2-тіобарбітуровою кислотою при температурі 
кипіння з утворенням забарвленого комплек-
су з максимумом поглинання при λ = 532 нм 
(молярний коефіцієнт екстинкції 1,56•105 

моль-1·см-1) [16]. Вміст ТБК-активних сполук 
виражали в наномолях на 1 мг протеїну.

Статистичний аналіз отриманих резуль-
татів проводили з використанням програми 
«Microsoft Excel». Представляли їх як середнє 
значення 9 незалежних визначень ± похибка 
середнього. Статистичну значимість різниці 
середніх показників оцінювали, використо-
вуючи стандартний критерій t Стьюдента. 
Різницю вважали вірогідною при Р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Результати проведених досліджень показали, 
що у тварин, які споживали низькопротеїно-
вий раціон, активності альдозоредуктази та 
сорбітолдегідрогенази (рис. 1) в цитозольній 
фракції нирок достовірно не відрізняються 
від контрольних значень. Проте у щурів, які 
отримували високосахарозний раціон, не 
залежно від забезпеченості протеїном, спо-
стерігається виражене їх підвищення (див. 
рис. 1). Відомо, що у нормі перетворення 
глюкози в сорбітол за участі поліольного 
шляху практично не відбувається. Альдо-
зоредуктаза, перший ензим поліольного 
шляху, має низьку спорідненість до глюкози, 
тому конкурує з гексокіназою – ключовим 
ферментом гліколітичного шляху. Проте за 
умов гіперглікемії активується поліольний 
шлях перетворення глюкози, наслідком чого 
стає накопичення сорбітолу у клітинах [17]. 
Сорбітол відіграє важливу роль в осмотич-
ній регуляції нирок ссавців [18], оскільки 
підвищення його концентрації у клітинах 
супроводжується збільшенням осмолярності 
та набуханням клітин. Цей спирт не викори-
стовується в інших метаболічних шляхах та 
є полярним, що ускладнює його проникнення 
через мембрани та подальше видалення із 
тканин за допомогою дифузії. За умов гіпер-
глікемії понад 30% глюкози перетворюється 
на сорбітол із одночасним зниженням спів-
відношення НАДФH/НАДФ+, наслідком 
чого може бути зниження активності низки 
НАДФН-залежних ензимів, зокрема синтази 
оксиду азоту та глутатіонредуктази, що буде 
супроводжуватися порушенням регенерації 
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відновленого глутатіону, та сприятиме по-
глибленню ураження нирок [19].  

Використання інгібіторів альдозоредук-
тази може запобігти розвитку діабетичного 
ураження нирок, що підкреслює важливість 
поліольного шляху у патогенезі їх захво-
рювань. Зокрема, епалрестат, інгібітор аль-
дозоредуктази, послаблює альбумінурію та 
інтерстиціальний фіброз у мишей з діабетом 
[20]. Також миші з дефіцитом альдозоредук-
тази стійкі до прогресування діабетичного 
ураження нирок [21]. 

Так само підвищена активність сорбітол-
дегідрогенази супроводжується посиленим 
утворенням кінцевого продукту поліольного 
шляху – фруктози, що може фосфорилюва-
тись до фруктозо-3-фосфату з подальшим 
розщепленням до 3-дезоксиглюкозону. Обид
ві сполуки є потужними глікозилюючими 
агентами, які беруть участь у формуванні 
кінцевих продуктів глікації. Показано, що 
фруктоза та її метаболіти майже в 10 разів 
ефективніші неферментативні агенти глікації, 
ніж глюкоза. Окрім того, активація сорбітол-
дегідрогенази може призводити до надмірно-
го використання відновленого еквіваленту 
НАД+ та збільшення співвідношення НАДН/
НАД+, що сприятиме пригніченню гліколізу 
та надалі циклу Кребса, і буде посилювати 
потік глюкози через поліольний шлях [17]. 
Зміна окисно-відновного стану сприятиме ви-
никненню гіперглікемічного окисного стре-
су через посилене продукування АФК, що 
лежить в основі ушкодження та дисфункції 
тканин за умов гіперглікемії. Нині доведено 
існування причинно-наслідкового зв’язку 
між вмістом глюкози, посиленим утворенням 
АФК та прогресуванням хронічної хвороби 
нирок [17].  

Водночас слід відмітити, що якщо за умов 
споживання низькопротеїнового/високосаха-
розного раціону активність альдозоредуктази 
підвищується практично у 2,5 раза порівняно 
з контролем (див. рис. 1, а), то активність со-
рбітолдегідрогенази зростає лише приблизно 
у 1,5 раза (див. рис. 1, б). Ймовірно, отримані 

результати свідчать, що за умов надмірного 
споживання сахарози в клітинах нирок по-
силено накопичується сорбітол, однак його 
перетворення у фруктозу сповільнене, що 
за умов гіперглікемії буде призводити до 
підвищення осмолярності у клітинах нирок. 
Активація поліольного шляху відіграє важли-
ву роль у патогенезі діабетичної нефропатії, 
що характеризується потовщенням базальної 
мембрани клубочків, експансією мезанглії та 
гломерулосклерозом. Ці зміни супроводжу-
ються підвищенням тиску в клубочках нирок 
та прогресуючим зниженням швидкості клу-
бочкової фільтрації за умов гіперглікемії [22].

Оскільки активація ензимів поліольного 
шляху індукує окисний стрес, на наступному 
етапі наших досліджень було проведено виз-
начення інтенсивності генерації супероксид-

Рис. 1. Активність альдозоредуктази (а) та сорбітолде-
гідрогенази (б) у нирках щурів за умов різної забезпече-
ності раціону протеїном та сахарозою: 1 – повноцінний 
раціон (контроль); 2 – низькопротеїновий раціон; 3 – ви-
сокосахарозний раціон; 4 – низькопротеїновий/високоса-
харозний раціон. *Р ≤ 0,05 порівняно з контролем
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аніона та гідроксильного радикала. Отримані 
результати показали, що у нирках щурів, які 
споживали низькопротеїновий раціон, спо-
стерігається збереження інтенсивності гене-
рації супероксидного радикала та ●ОН (рис. 
2) на рівні контрольних значень. При цьому 
за умов споживання високосахарозної дієти 
інтенсивність генерації •-O2 зростає майже 
вдвічі, а гідроксильного радикала – у понад 
4 рази порівняно з контрольними показника-
ми. У разі гіперглікемії посилене утворення 
АФК може бути зумовлено активацією про-
дукування прозапальних цитокінів. Зокрема, 
показано [23], що надлишкове споживання 
сахарози може індукувати утворення низки 
прозапальних цитокінів, наприклад, фактора 
некрозу пухлин (ФКП-α) та інтерлейкіну-1 
(ІЛ-1) і їх рецепторів; хемокінів, зокрема 
хемоатрактанта моноцитів білок-1 (MCP-1), 
та інтерфероніндукованого білка-10 (IP-10), 
адгезивного 2-інтегринового рецептора, 
більшість з яких регулюються NF-κB. По-
силена продукція цих цитокінів призводить 
до порушення окисно-відновного балансу та 
інтенсифікації генерації АФК, поглиблюючи 
запалення та окисний стрес, що розглядаєть-
ся як одна з причин хронізації захворювань 
нирок.

Слід зазначити, що у тварин, яких утриму-
вали на дієті з надмірною кількістю сахарози 
на тлі нестачі харчового протеїну, інтенсив-
ність генерації супероксидного радикала 
(див. рис. 2, а) достовірно не відрізнялася 
від показників третьої групи. Водночас за 
цих експериментальних умов зафіксовано 
найбільш виражене утворення (приблизно у 
7 разів) гідроксильного радикала (див. рис. 
2, б) порівняно з контролем.  

Мішенями вільнорадикального окиснення 
виступають ліпіди та протеїни [24]. Зокрема, 
маркером активності окисних процесів за 
участі АФК є малоновий діальдегід – вто-
ринний продукт, що утворюється в результаті 
каскадних реакцій пероксидного окиснення 
ліпідів. Нами встановлено, що при спожи-
ванні дієти з високим вмістом сахарози, 

спостерігається виражене підвищення вмісту 
ТБК-активних продуктів у нирках щурів, ся-
гаючи максимальних значень у тварин, яких 
утримували на низькопротеїновому/високо-
сахарозному раціоні (рис. 3, а). 

У нирках щурів за умов утримання їх 
на високосахарозній дієті практично втри-
чі підвищувався вміст карбоніл-дериватів 
на тлі зниження вмісту вільних тіольних 
груп протеїнів (див. рис. 3, б, в). Посилене 
окисне ушкодження цитозольних протеїнів, 
імовірно, зумовлено надлишковою емісією 
супероксиду та гідроксильного радикалів за 
гіперглікемічних умов. Окрім того, причиною 
посилення карбонільного стресу може бути 
накопичення кінцевих продуктів глікози-

Рис. 2. Інтенсивність генерації супероксидного радикала 
(а), гідроксильного радикала (б) у нирках щурів за умов 
різної забезпеченості раціону протеїном та сахарозою: 1 
– повноцінний раціон (контроль); 2 – низькопротеїновий 
раціон; 3 – високосахарозний раціон; 4 – низькопротеї-
новий/високосахарозний раціон. *Р ≤ 0,05 порівняно з 
контролем, **Р ≤ 0,05 порівняно зі значеннями у тварин, 
які отримували високосахарозний раціон
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б
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лювання, що спостерігається при активації 
ензимів поліольного шляху. Наслідком вста-
новленого нами зниження вмісту вільних 
тіольних груп з одночасним накопиченням 

карбоніл-дериватів буде порушення струк-
турно-функціональної організації протеїнів 
[25]. У свою чергу накопичення продуктів ок-
сидативного ушкодження ліпідів та протеїнів 
у нирках за умов гіперглікемії на тлі дефіциту 
макронутрієнтів у раціоні сприятиме пору-
шенню функціональної активності нирок. 
Показано, що окисний стрес відіграє ключову 
роль в патогенезі функціональних та струк-
турних ушкоджень канальців та клубочків 
нирок, оскільки лежить в основі порушення 
клітинної проліферації та репарації, актива-
ції запальних процесів та фіброзу нирок, що 
призводить до втрати нефронів, зниження 
функцій нирок і врешті-решт до термінальної 
стадії ниркової недостатності [26].

ВИСНОВКИ

1. Максимальне підвищення активності ен-
зимів поліольного шляху – альдозоредуктази 
та сорбітолдегідрогенази – спостерігається 
у нирках тварин, які споживали високосаха-
розний раціон, незалежно від забезпеченості 
раціону протеїном.

2. Споживання високосахарозного раціо-
ну посилює генерацію супероксиду у нирках 
майже вдвічі, а гідроксильного радикала – 
більш ніж у 4 рази порівняно з контрольни-
ми показниками, при цьому спостерігається 
підвищення вмісту ТБК-активних продуктів 
вдвічі та карбонільних похідних протеїнів 
утричі на тлі зниження вмісту вільних тіоль-
них груп протеїнів. Максимально виражене 
продукування гідроксильного радикала, нако-
пичення ТБК-активних продуктів та окиснен-
ня вільних SH-груп протеїнів характерне для 
тварин, які споживали високосахарозний ра-
ціон на тлі аліментарного дефіциту протеїну. 

3. Надмірне споживання сахарози на тлі 
аліментарного дефіциту протеїну призводить 
до активації ензимів поліольного шляху та ін-
тенсифікації накопичення продуктів оксида-
тивного стресу у клітинах нирках, наслідком 
чого може бути порушення їх структурно-
функціональної організації.

а

б

в
Рис. 3. Вміст ТБК-активних продуктів (а), протеїнових 
SH-груп (б) та карбонільних похідних (в) у нирках за умов 
різної забезпеченості раціону протеїном та сахарозою:  
1 – повноцінний раціон (контроль); 2 – низькопротеїновий 
раціон; 3 – високосахарозний раціон; 4 – низькопротеї-
новий/високосахарозний раціон. *Р ≤ 0,05 порівняно з 
контролем, **Р ≤ 0,05 порівняно зі значеннями у тварин, 
які отримували високосахарозний раціон
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ACTIVITY OF POLIOLYTIC PATHWAY 
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The study examined the activity of enzymes in the polyol 
pathway and the status of free radical processes in the kidneys 
of rats subjected to different dietary protein and sucrose levels. 
It was found that the kidneys of animals consuming a high-
sucrose diet, irrespective of protein content, exhibited the high-
est increase in the activity of polyol pathway enzymes, namely 
aldose reductase and sorbitol dehydrogenase. Consumption 
of a high-sucrose diet enhances the generation of O2

•- in the 
kidneys by almost twofold, and hydroxyl radical by over four-
fold compared to control indicators. This is accompanied by a 
twofold increase in the content of TBARS-active products and 
a threefold increase in the content of carbonyl derivatives of 
proteins, against the background of a decrease in the content 
of free thiol groups in proteins. The pronounced generation of 
hydroxyl radicals, accumulation of TBARS-active products, 
and reduction in the content of free SH-groups in proteins are 
characteristic of animals that consumed a high-sucrose diet in 
the context of dietary protein deficiency. It has been demon-
strated that excessive sucrose consumption is a critical factor, 
influencing the activity of enzymes in the polyol pathway and 
the intensity of free radical processes. The obtained results 
may be considered as predisposing factors for disruptions in 
the structural and functional organization of the kidneys under 
conditions of nutrient imbalance.
Key words: nutrients; kidney; aldose reductase; sorbitol 
dehydrogenase; reactive oxygen species; free radical processes.
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