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Впервые получен ингибитор многоцелевого действия на мишени сахарного диабета 2-го типа на основе 
водорастворимого производного фуллерена С60 (калиевой соли фуллеренилпента-N-дигидрокситиро-
зина), который одновременно конкурентно ингибирует каталитическую активность альдозоредуктазы 
и сорбитолдегидрогеназы, а также проявляет антигликирующее действие на белок – бычий сывороточ-
ный альбумин. Определены значения констант ингибирования ферментов. 
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В настоящее время сахарный диабет второго типа 

(СД2) является важнейшей проблемой здравоохра-

нения в мире.  По утверждению ВОЗ, сахарный диа-

бет является одной из основных причин смертности 

наряду с онкологическими, сердечнососудистыми и 

хроническими респираторными заболеваниями [1]. 

В Российской Федерации число пациентов с сахарным 

диабетом превышает 8,5 млн человек [2], из них более 

чем у 90% обнаружен СД2. Сахарный диабет второго 

типа – это хроническое прогрессирующее метаболи-

ческое состояние, которое характеризуется гипергли-

кемией и развивается в результате резистентности 

тканей организма к действию инсулина [3].
1

Гипергликемия при СД2 индуцирует усиление 

интенсивности полиольного пути метаболизма глю-

козы, ферментативными мишенями которого явля-

ются альдозоредуктаза (АР) и сорбитолдегидрогеназа 

(СДГ). Это приводит к негативным последствиям, 

а именно накоплению в клетках сорбитола и фрук-

тозы [4], НАДН/НАД
+

 редокс-дисбалансу, истоще-

нию НАДФН, снижению уровня глутатиона, уси-

лению окислительного стресса и развитию диабе-

тических осложнений [5]. В связи с патологической 

ролью полиольного пути в развитии микро- и ма-

крососудистых нарушений – основных причин ин-

валидизации и смертности больных с СД2 [2], акту-

альным является поиск ингибиторов СДГ и АР.
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Ещё одним важным механизмом, связанным с 

патогенезом диабета, является неферментативное 

гликирование белков свободными сахарами, возра-

стающее при гипергликемии и вызывающее накоп-

ление конечных продуктов гликирования, нарушение 

структуры и функций белков [6]. Поиск ингибиторов 

процесса гликирования остаётся одной из важней-

ших задач, стоящих перед исследователями в области 

лечения сахарного диабета. При этом ингибиторы 

альдозоредуктазы, обладающие способностью ин-

гибировать также неферментативное гликирование 

белков, рассматриваются как наиболее перспектив-

ные антидиабетические средства [7].

Поводом для исследования водорастворимых 

производных фуллерена в качестве потенциальных 

антидиабетических средств послужил широкий 

спектр полученных данных  относительно их био-

логической активности, в частности, они обладают 

мембранотропными и антиоксидантными свой-

ствами, тормозят нейродегенеративные процессы 

[8], а также проявляют антидиабетическое действие 

in vivo  [9, 10]. 

В настоящей работе изучалось влияние водора-

створимого пентааминокислотного производного 

фуллерена С60 (ППФ) – калиевой соли фуллеренил-

пента-N-дигидрокситирозина (рис. 1) на фермен-

тативные мишени СД2 альдозоредуктазу и сорби-

толдегидрогеназу, а также на процесс нефермента-

тивного гликирования белка – альбумина. Произ-

водные фуллеренов данного ряда отличаются высо-

кой растворимостью в водных и физиологических 

средах, низкой токсичностью, простотой получения 

и низкой стоимостью, а также хорошей амфифиль-
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ностью благодаря гидрофобным и гидрофильным 

фрагментам в их структуре [8].

Влияние исследуемого соединения на каталити-

ческую активность альдозоредуктазы определяли 

спектрофотометрически по изменению поглощения 

НАДФН при 340 нм [11]. Гомогенат печени мышей 

получали с помощью гомогенизатора DAIHAN 

Scientific HG-15D и центрифуги Ohaus frontier 5515R 

[8]. Реакционная смесь для определения каталити-

ческой активности АР (1мл) содержала супернатант 

гомогената печени мышей, 1мМ D,L-глицеральде-

гид, 0,1 мМ НАДФН в натрий-фосфатном буфере 

(рН 6,2) и анализируемые соединения. Разницу в оп-

тической плотности регистрировали в течение 5 мин 

(для кинетических измерений 15 мин) на спектро-

фотометре Agilent Cary 60.

Определение активности сорбитолдегидрогеназы 

сыворотки крови мышей в присутствии исследу-

емого соединения проводили по методу Севела–

Товарека (см. [12]). Под действием данного фер-

мента в присутствии 6 мМ НАД происходит кон-

вертация 0,5 М D-сорбитола во фруктозу, которая 

при реакции с 0,1%-м  резорцином даёт окрашива-

ние, интенсивность которого определяли спектро-

фотометрически.

Для изучения характера ингибирования фермен-

тов соединениями использовали кинетический ме-

тод исследования ферментативных реакций [13]. 

Зависимость скорости ферментативной реакции от 

концентрации субстратов (D,L–глицеральдегида 

для АР и D-сорбитола для СДГ) в присутствии и 

в отсутствие исследуемых ППФ оценивали в обрат-

ных координатах Лайнуивера–Берка. 

Антигликирующую активность соединений 

изучали по изменению специфической флуорес-

ценции гликозилированного альбумина при длине 

волны возбуждения 370 нм и максимума флуорес-

ценции 440 нм, характерной для флуоресценции 

конечных продуктов гликозилирования после ин-

кубации бычьего сывороточного альбумина 4 мг/мл 

с D-глюкозой в присутствии ППФ [14].

Влияние ППФ на каталитическую активность 

ферментов сорбитолдегидрогеназы и альдозоредук-

тазы в концентрации 10
4 

М представлено в таб-

лице 1. Было показано, что данное соединение сни-

жает каталитическую активность СДГ и АР на 59 и 

60% соответственно.

Таблица 1. Влияние ППФ на исследуемые терапевти-

ческие мишени СД2

[ППФ] = 10
-4

 М, Антигликирую-

щая активность, 

IC50, мкM
Активность 

СДГ, %

Активность 

АР, %

Контроль 100  6,3 100  4,7 –

ППФ 41  4,5* 40 1 ,1* 15,1

Примечание. * Достоверность отличий относительно 

контроля по t-критерию Стьюдента, p < 0,001.

Механизм действия ППФ на каталитическую 

активность ферментов СДГ и АР изучали с помощью 

кинетического метода исследования ферментатив-

ных реакций (рис. 2, рис. 3). Как видно из рисунка 2, 

эта зависимость для СДГ имеет вид прямых, пере-

секающихся на оси ординат, что свидетельствует о 

конкурентном ингибировании СДГ изучаемым со-

единением [13]. Константа ингибирования СДГ при 

действии ППФ составляет 2,92 · 10
5 

М. Показано, 

что данное соединение является конкурентным ин-

гибитором альдозоредуктазы, поскольку прямые 

зависимости скорости реакции от концентрации 

субстрата в отсутствии и присутствии ингибитора 

пересекаются на оси ординат (рис. 3). Константа 

ингибирования АР при действии соединения 

Ki  = 1,53 · 10
5 

М.

При изучении ферментативной кинетики таких 

известных ингибиторов альдозоредуктазы, как со-

рбинил, толрестат, зополрестат, поналрестат и эпал-

рестат, было показано [15], что АР ингибируется ими 

по неконкурентному механизму или по механизму 

смешанного типа. В данной работе установлено, что 

исследуемое ППФ селективно взаимодействует с АР 

и СДГ, так как является конкурентным ингибитором 

этих ферментов с константами ингибирования 

1,53 · 10
5

 и 2,92 · 10
5 

М соответственно. 

При оценке влияния ППФ на процесс нефермен-

тативного гликирования бычьего сывороточного 

альбумина было обнаружено, что изучаемое соеди-

Рис. 1. Структурная формула калиевой соли фуллере-

нилпента-N-дигидрокситирозина. 
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нение проявляет антигликирующую активность 

in vitro. Значение концентрации полумаксимального 

ингибирования  (IC50) для альбумина составляет 

15,1 мкМ (табл. 1). При этом ППФ превышает по эф-

фективности стандартный ингибитор гликирования 

аминогуанидин, для которого IC50 = 1294,4 мкМ.

Таким образом, впервые показано, что водораст-

воримое производное фуллерена С60 (калиевой соли 

фуллеренилпента-N-дигидрокситирозина) прояв-

ляет мультитаргентное действие на мишени сахар-

ного диабета второго типа: конкурентно ингибирует 

альдозоредуктазу и сорбитолдегидрогеназу, а также 

Рис. 2. Конкурентное ингибирование каталитической активности СДГ при действии ППФ. 1 – контроль (в отсутствие 

ингибитора); 2 – в присутствии ППФ [8,33 · 10
5

 М]. [S] – концент рация D-сорбитола, V – скорость изменения 

концентрации фруктозы.·

Рис. 3. Конкурентное ингибирование АР при действии ППФ. 1 – контроль (в отсутствие ингибитора); 2 – в присут-

ствии ППФ [10
5

 М]. [S] – концентрация D,L-глицеральдегида; V – скорость изменения концентрации НАДФН.
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проявляет антигликирующее действие на бычий 

сывороточный альбумин. Полученный результат 

указывает на перспективность дальнейшего изучения 

антидиабетического действия  пентааминокислот-

ного производного фуллерена С60 – калиевой соли 

фуллеренилпента-N-дигидрокситирозина in vivo с 

целью создания на его основе препарата для терапии 

сахарного диабета второго типа и его осложнений.
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POTASSIUM SALT OF FULLERENYLPENTA-N-DIHYDROXYTYROSINE EFFECTS 
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It was shown for the first time that pentaamino acid derivative of fullerene C60 (potassium salt of fullerenylpenta-
N-dihydroxytyrosine) effects on three targets of type 2 diabetes mellitus. It competitively inhibits the enzymes 
aldose reductase and sorbitol dehydrogenase and also exhibits antiglycation effect on bovine serum albumin. The 
enzymes inhibition constants were calculated. 

Keywords: water-soluble derivatives of fullerene C60, aldose reductase, sorbitol dehydrogenase, inhibition constants, 
nonenzymatic protein glycation, type 2 diabetes mellitus.
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