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На различных этапах развития рака грудной желе
зы (РГЖ) женщин уровни ферментов антиоксидантно
го действия, липидной пероксидации (ее продукта - 
малонового лиальдегида МДА) в эритроцитах и сы
воротке изменяются неоднозначно. В эротронитах 
наблюдается понижение эндогенных уровней Cu.Zn- 
СОД, каталазы, глутатион пероксидазы. глутатион-Տ- 
трансферазы [9.18] Однако в крови наблюдается и 
стимулирование образования супероксидных радика
лов (Օշ). перекиси водорода и МДА с увеличением 
уровней Cu.Zn-СОД. глутатион пероксидазы, хотя 
уровень каталазы продолжает снижаться [20, 22]. В 
плазме крови в ходе развития РГЖ наблюдается повы
шение [17] или понижение уровня МДА с иницииро
ванием продуцирования иминоксилыюго радикала 
։NO") [10] Уровень сывороточного церулоплазмина 
(ЦП) как белка оезрой фазы в подавляющем большин
стве случаев возрастает на фоне гиперкупремии [21. 
26. 28] Уровни липопротеинов сыворотки при РГЖ 
снижены [13|, хотя при лечении уровень липопротеи
нов высокой плотности повышается [19]. Однако ле
чение РГЖ не всегда эффективно. При комбинирован
ной терапии противоопухолевыми средствами 
(циклофосфамид, метострексат. 5-флуороурацил) [23] 
и радиотерапии наблюдается инициирование гидроли
за ненасыщенных жирных кислот мембран эритроци
тов свободными радикалами с соответственным по
вреждением их микроструктур и понижением текуче
сти, снижением уровней антиоксидантных систем и 
увеличением уровня фосфолипидов [24, 27]. К тому 
же химиотерапия тамоксифеном приводил к нормали
зации уровней приведенных метаболитов и пониже
нию уровней холестерина и фосфолипидов [23]. Опре
делено. что при злокачественных новообразованиях 
увеличивается доля метгемоглобина в эритроцитах. 
Очевидно, что структурно-функциональные компо

ненты эритроцитов претерпевают ощутимые измене
ния при РГЖ как результат оксидативного стресса, 
вызванного нарушением физиологического равнове
сия между эндогенными уровнями метаболитов - ре
гуляторов метаболизма активных форм кислорода 
(АФК) не только в эритроцитах, но и в сыворотке 
крови.

Внимание онкологов обычно сфокусировано на 
определении состояния ключевых систем антиокси
дантного действия, а прооксилантные системы 
(последние продуцируют Of и его производные) в 
основном не учитываются, хотя обе они действую! 
одновременно и взаимообусловленно.

Целью работы является одновременное и ком
плексное определение количественных и качествен
ных изменений новых функционально-структурных 
элементов мембран эритроцитов - иитохромов bjjs [71. 
а также других металлопротеинов крови антиокси
дантного и прооксидантного действия при РГЖ.

Материал и методы

Металлопротеины крови антиоксидантного лейст 
вия - МАД (Cu.Zn-СОД. каталаза, полученные из рас
творимой фракции эритроцитов: ЦП и зрансферрин 
ТФ - из сыворотки крови) и металлопротеины проок
сидантного действия - МПД (цитохромы Ь,58Ш. 
b'jjsIII и b558IV - из мембран эритроцитов; суперок- 
сидпродуцируюший липопротеин - супрол - из сыво 
ротки крови и цитохром bs - из растворимой фракции 
эритроцитов) получали из венозной крови женщин, 
больных РГЖ, биотехнологическим способом [8]. из
бегая использования детергента для солюбилизации 
эритроцитарных мембранных белков |6). Была иссле
дована кровь (по 15 .мл) 18 женщин, больных РГЖ. в 
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возрасте 38-55 лет с давностью заболевания 2-3 года 
Выделение и очистка мсталлопротеинов включает 
ионообменную хроматографию белковых фракций 
эритроцитарных мембран, растворимой фракции эрит
роцитов и сыворотки на целлюлозах DE-52 и КМ-52

Whatman". Англия), сефадексе DEAE А-50 
("Pharmacia’’. Швеция) и биогеле Р-100 (“Reanal". 
Венгрия). Количество мсталлопротеинов определяли 
путем измерения величины плотности максимального 
оптического поглощения, характерного для цитохро
мов b,5s при 530 нм (P-полоса), цитохрома Ь5 - 
525 нм, супрола 430 или 280 нм, ЦП - 610 нм и ТФ - 
470 нм. Супероксиддисмутазную активность фракции 
и Օշ-продуцирующую активность цитохрома bjjelli 
определяли методом нитротетразолиевого синего 
(НТС) путем расчета процента ингибирования (в слу
чае СОД) или прироста (в случаях супрола и цитохро
ма bsjslll) величины плотности максимального опти
ческого поглощения формазана (при 560 нм). образо
вавшеюся при восстановлении НТС супероксидными 
радикалами. За единицу СОД-активности или О2- 
проду пирующей активности принимали то количество 
фракции, которое вызывает 50% ингибирование или 
стимулирование образования формазана соответст
венно Каталазную активность фракций определяли 
перманганатометрическим метолом путем расчета 
величины расщепленной П2О2 (М) определенным ко
личеством фракции за I мин при 20е. За единицу ката

лазной активности принимали то количество фрак
ции. которое вызывает расщепление в этих условиях 
0.1 М Н2О2. Удельную активность каталазы. СОД и 
О2-продуцирующей активности цитохрома оп
ределяли в расчете на I мл эритроцитов, а супрола 
на 1 ли сыворотки.

Оптические спектры поглощения регистрировали 
на спектрофотометре "Specord UV-VIS" (Германия) 
Статистическую обработку полученных разультатов 
осуществляли метолом вариационной статистики 
Стьюдента-Фишера.

Результаты и обсуждение

Количественные и качественные изменения ци
тохромов bfs/JII и b’ssulll в 1ритроцитарных мем
бранах при РГЖ.

По сравнению с мембранами эритроцитов практи
чески здоровых женщин (доноров) мембраны эритро
цитов у женщин при РГЖ после промывания сохраня
ют красноватый оттенок При этом суммарная фрак
ция цитохромов Ь<58 мембран эритроцитов имеет оп
тический спектр поглощения существенно отличаю
щийся от спектра цитохромов мембран эритроци
тов женшин-доноров (рис.1) После восстановления 
цитохромов Ь$м мембран эритроцитов женщин при 
РГЖ характерные поглощения (а- и p-полосы) на <эп- 

Рис.) Оптические спектры поглощения суммарной фракции 
эритроцитарных мембранных цитохромов до(1) и после 
проведения ионообменной хроматографии на целлюлозе 
КМ-52 (2). 2 - это суммарная фракция цитохромов Ьм։111 и 
Ь’яДП до пропускания через DE-52. После восстановления 
(1) литионитом натрия получается спектр, в основном похо
жий на спектр восстановленного гемоглобина, но не цито
хрома Ь<<։. а после восстановления (2) получаются характер
ные для шггохромов bjjn максимальные оптические погло
щения щ-полоса - при 558 ни. Р-нолоса - при 530 нм), ри
сунки этих спектров не приводятся.

Рис.2. Кинетические кривые образования формазана. в 
отсутствие цитохрома b«J8H NADPH (NADP.Na-) (I); в 
присутствии 0.1 мМ цитохрома Ь<<։111 из мембран эритро
цитов донорской крови женщин и 0.1 м.\1 NADPH (2); в 
присутствии 0.1 мМ NADPH и 0.1 лМ/ цитохрома Ь,«. из 
мембран эритроцитов женщин при РГЖ (3); после добав
ления к (1-3) Cu.Zn-СОД в количестве 5x10 s М (4).
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тическом спектре поглощения не появляются в отли
чие от спектра цитохромов Ь55։ донорской крови [7]. 
Это свидетельствует о том. что лигандное окружение 
цитохрома bjji донорской крови несколько отличается 
от такового у цитохромов bjjn при РГЖ. Эти измене
ния вызваны гемоглобином, который, видимо, входит 
в комплексное соединение с цитохромом bjjg, изменяя 
окислительно-восстановительные свойства последне
го. После удаления следов гемоглобина (путем ионо
обменной хроматографии на целлюлозе КМ-52 сум
марной фракции цитохромов Ь558 при РГЖ) оптиче
ский спектр поглощения суммарной фракции цито
хромов է>558111 и b'jjjlll совпадает с аналогичным 
спектром цитохромов Ь$՝8П1 и b'ssslll (последний яв
ляется цитохромом Ь$58П1 высококислого характера 
[4]), полученных из мембран эритроцитов донорской 
крови (рис.1). Однако доля цитохрома Ь^ДП при 
РГЖ по сравнению с цитохромом b<j8IIl донорской 
крови увеличена на 60.0±5.8% (Р<О.ОЗ). Это выявляет
ся после пропускания фракции цитохромов ЬздДН и 
b’sssin через целлюлозу DE-52 Можно констатиро
вать. что цитохром bssslll в мембранах эритроцитов 
при РГЖ "подкисляется" и превращается в цитохром 
b'jjglll (последний элюируется с колонки с целлюло
зой DE-52 только 0.5% неионным детергентом, рас
творенным в 0.8 Л/ натрий-аиетатном буфере, pH 5.6). 
Другие факторы: повышение ионной силы, изменение 
pH элюационного раствора или использование орга
нических растворителей не способствуют процессу 
элюирования цитохрома b'sjsIH не только из колонки 
с DE-52, но и с DEAE А-50 [4]). Возможно, это связа
но с повышением перекисного окисления фосфоли
пидных остатков мембран эритроцитов и с увеличени
ем доли метгемоглобина при злокачественных ново
образованиях [12], что делает возможной "интер
венцию" гемоглобина в глубь эритрошггарных мем
бран с вхождением в комплекс (нестабильный) с цито
хромом Ь558, являющимся новым функинонально- 
сгруктурны.м элементом мембран эритроцитов [7].

Можно констатировать, что при РГЖ происходят 
следующие качественные изменения: "покраснение" 
мембран эритроцитов с комплексообразованием гемо
глобина с цитохромом bjsg и повышение кислотности 
цитохрома b$5g. При этом эндогенный уровень сум
марной фракции цитохрома 6555 мембран эритроцитов 
при РГЖ заметно повышен (91.6+5.5%. Р<0.03) до 
проведения хроматографии, хотя уровень цитохрома 
bjjglV основного характера [7] заметных изменений 
по сравнению с аналогичными показателями донор
ской крови не претерпевает (таблица).

Стимулирование NADPH-зависимого продуциро
вания ՕՀ цитохромом b5SSIII мембран эритроци
тов при РГЖ' in vitro.

В присутствии NADPH (NADPNa2) цитохром 
bsAulII (0.1 ЛО продуцирует О2 в аэробных условиях in 

vitro при 20°. Это выражается в увеличении плотности 
максимального оптического поглощения формазана 
(при 560 и,и), образующегося при восстановлении 
НТС супероксидными радикалами, продуцируемыми 
цитохромом b<5SIII (рис.2). Уже через 30 мин продуци
рование ՕՀ в присутствии цитохрома bJ58III при РГЖ 
на 36.0±2.2% (Р<0.05) больше, чем при цитохроме 
Ь558П1 мембран эритроцитов женщин-доноров Извест
но. что цитохромы Ь558. локализованные в мембранах 
лимфоцитов и фагоцитирующих лейкоцитов [II] яв
ляются компонентами NADPH-зависимых оксидоре
дуктаз и участвуют в продуцировании ՕՀ. а этот про
цесс стимулируется промоторами опухолей [16]. Од
нако удельное содержание цитохромов Ь558 в мембра
нах эритроцитов в 80-100 раз превышает содержание 
цитохромов bjss. локализованных в мембранах лимфо
цитов и других клетках плазмы, вместе взятых. При
чем. уровень цитохромов bjAjIII в мембранах эритро
цитов рыб значительно выше уровня цитохромов bjjg. 
локализованных в мембранах эритроцитов млекопи
тающих [3]. Можно заключить, что при РГЖ еще од
ним фактором качественного изменения цитохрома 
bjjsIII является повышение продуцирования О?.

Дисбаланс между эндогенными уровнями проду
цирующих и утилизирующих супероксидные ради
калы металлопротеинов крови женщин, больных 
РГЖ.

При РГЖ из металлопротеинов прооксидантного 
действия только уровни цитохромов Ь5 и b55SIV, а так 
же супрола снижаются. Уровни же остальных метал 
лопротеинов ощутимо возрастают по сравнению с 
показателями здоровых женщин (таблица). Наблюда
ется заметное повышение уровней суммарной фрак
ции цитохромов b}58 (bsjglll и b’ssUIl) при РГЖ. Сум
марный уровень прооксидантного действия металло 
протеинов (цитохром Ь5, супрол и цитохром խ58) до 
проведения хроматографии был повышен на 
27.1+2.3% (Р<0.02) за счет эритроцитарных мембран
ных цитохромов Ь558. По сравнению с показателями 
донорской крови, суммарный уровень МАД повышен 
на 115.8±12.2% (Р<0.05), и снижен только уровень 
Cu.Zn-СОД. Однако уровень МПД эритроцитов при 
РГЖ выше уровня МПД эритроцитов донорской кро
ви на 56.2+3.4% (Р<0.03). Нетрудно заметить, что в 
эритроцитах при РГЖ существует определенный дис
баланс между МПД и МАД. при котором эндогенный 
уровень О2-продуцирующих систем повышен. Это. 
возможно, приводит к стимулированию липидной 
пероксидации супероксидными радикалами и Н2О> 
[15] как продукта ферментативного дисмутирования 
О2 [14]. Вероятно, это вызывает повышение кислот
ности цитохрома Ь558Ш и превращает его в цитохром 
Ь'лзГП. который имеет сильнокислый характер При 
РГЖ адаптационные механизмы организма против 
этого вырабатывают соответственное повышение 
уровня каталазы В аналогичных условиях в сыворот-

Медицинская наука Армении №2 2003



34

Таблица

Плотность максимальных оптических поглощений металлопротеинов 
крови и их активности при РГЖ (п=18, Р<0.05)

Металлопротеины
Плотность макс.оптич.поглощения

%
донорская кровь РГЖ

Цитохром Ь5 (5)* 0.1 ±0.02 0.06±0.02 -40.1 ±3.8

Суммарная фракция цитохромов Ь$я мембр. эрит
роцитов до хроматографирования (25)

0.36*0.05
(Р<0.02)

0.69±0.05 
(РсО.ОЗ)

+91.6+5.5
(Р< 0.02)

Цитохром bssjIV (25) 0.07±0.02 
(Р<0.01)

0.06±0.02 
(Р<0.02)

-14.3±1.7 
(Р<0.02)

Суммарная фракция цитохромов bssgUI + b’<<slll 
(25)

О.24±О.О2 
(Р<0.01)

0.56±0.03 
(Р<0.01)

+ 133.4+10.3 
(Р<0.03)

Цитохром bsjjJII (25) 0.16±0.01 О.2О±О.О2 +25.0*2.1

Цитохром b'sssHI (25) 0.1 ±0.01 О.28±О.О6 + 180*12.6

Супрол (5) 0.5±0.02 045+0.02 -10.1±0.1

О; -продуцир.активн. супрола (ed/»«) 28.14±2.5 
(Р<0.01)

36.4±3 1 
(Р<0.02)

+29.5+2.4 
(Р<0.01)Օշ -продуцир.активн цит. Ь55в1П (ед/мл) 6.1 ±0.4 

(Р<0.02)
8.3±1.1

(РсО.ОЗ)
+36.0±2.2 
(Р<0.04)

ЦП (2) 0.04 ±0.01 0.06±0.02 +5О.О±3.2

ТФ (6) 0.0б±0.01 0.1 ±0.02 +66.7+3.5

Cu.Zn-СОД (еЭ/ил) (25) 371.8±15.3 
(Р<0.03)

116.2±7.7 
(Р<0.02)

-68.7+4.0 
(Р<0.02)

Каталаза (ед/мл)(150) 1012.4*45.6 1800.3±73.2 +77.8*5.2

* в скобках приведен объем фракций (ль?)

ке крови наблюдается иная картина сдвигов между 
уровнями МАД и МПД На фоне небольшого сниже
ния уровня супрола суммарный уровень МАД в сыво
ротке крови повышается на 116.7±9.5% (Р<О.ОЗ). При 
этом в среднем на 30% увеличивается Օշ- про
дуцирующая активность супрола, скорее всего, из-за 
активирования супрола ионами Си*2 in vivo [2].

Полученные результаты хорошо коррелируют с 
имеющимися литературными данными. Напомним, 
что супрол является NADPH-зависимым липопротеи
ном высокой плотности [5|, уровень которого снижен 
при РГЖ. Можно констатировать, что в эритроцитах и 
сыворотке крови уровень металлопротеинов - регуля
торов метаболизма АФК изменяется неоднозначно. 
Такое явление наблюдается и при раке крови [1]. При 
РГЖ за счет МАД сыворотки суммарный уровень 

антиоксидантной системы крови все же превышает 
суммарный уровень прооксилантной системы (60.5% 1 
Вероятно, это вызывает “замедление'’ метаболических 
процессов в крови с участием О2 из-за нехватки су
пероксидных радикалов, что необходимо учитывать 
при терапии РГЖ.

Суммируя вышеприведенные данные, можно за
ключить. что при РГЖ происходят не только количе
ственные, но и качественные изменения металлопро- 
тсинов - регуляторов метаболизма АФК Некоторые 
из этих изменений, в частности комплексообразова
ние цитохрома bs58 с гемоглобином и частичное пре
вращение цитохрома Ь55Д1П в цитохром Ь'«хП1. могут 
служить чувствительным диагностическим тестом при 
РГЖ женщин на ранних стадиях заболевания.

Поступила 05.09.02
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Էրիթրոցիտային թաղանթային ցիտոքրոմ խ<411-ի թթվայնության աճը, նրա 
կոմպլերսագոյացոէմը հևմոգլոքինի հետ եւ հւսկաօքսիղանտային ու պրոօքսիղանտային 

գործողության մետաղապրոտևինների էնդոգեն բանակների միջե։ առկա հաշվեկշռի խախտումը 
կրծքագեղձի քաղցկեղով հիվանղ կանանց մոտԳ (Г Աիմոնյան. Ռ.Մ. Սիմոնյահ, Մ.Ա. Բաթայան.ԱԿ Ներսեսյաէւ. Մ.Ա. Սիմոնյան

Կրծքագեղձի քաղցկեղով (ԿՔ) հիվանղ կանանց էրիթրոցիտների թաղանթային ցիտոքրոմ Ьк'кПЬр կոմւղւեքսի մեջ է մտնում թաղանթներ ներխուժած հեմոգյոբինի հետ, ինչը հանգեցնում է այղ թաղանթների որոշ չափով կարմրեցման (այղ կարմրությունը չի վերանում թաղանթների լվացման հետևանքով ի տարբերություն ոչ ոաուցքակիր կանանց էրիթրոցիտային թաղանթների): Դրան զուգընթաց մեծանամ է ցիտոքրոմ խյյյՈւ-ի թթվայնության աստիճանը, մասամբ վերափոխվելով ավեվւ բարձր թթվային հատկանիշներ ունեցող ցիտոքրոմ Ь’55»Ш-|։; խթանվում է ցիտոքրոմ հ5<Տ111-ի կողմից NADPH- կախյալ մեխանիզմով սու պերօքսիդ ռադիկալների գոյացումը ԿՔ ժամանակ դիտվում է նաե արյան հակաօքսխյանտային և ւգրոօքսխրսնտային գոր

ծողության մետաղապրոտեինների էնդոգեն քանակների միջև առկա հաշվեկշռի խախտում, ինչը հանգեցնում է հակաօքսխյանտային գործողության մետադապրոտեինների գումարային մակարդակի աճի արյան մեջԱյսպիաւվ, ԿՔ հիվանդ կանաց արյան որոշ բաղադրամասերը (հատկապես էրիթրոցիտնհրամ) կրում են ոչ միայն քանակական, այլև ոլակական փոփոխություններ ենթարկվեյով համապատասխան մակարդակ)։ օքսիդատիվ սթրեսի. Նշված փոփոխությունները, հատկապես որակական, կարող են օգտագործվե) որպես նուրբ ախտորոշիչ չափանիշներ կանանց մոտ ԿՔ-ի գոյացման սկզբնական փողում

Elevation of the acidity of erythrocyte membranes' cytochrome Ь$5вШ, forming a complex compound 
with hemoglobin and change of the balance between endogenous levels of antioxidant and prooxidant 

action metalloproteins in blood of women with breast cancer

G.M. Simony an. R.M.Simonyan, M.A. Babayan.
A.K.Nersesyan. M.A.Simonyan

By the "intervention" of Hb into erythrocyte 
membranes a complex compound with cytochrome bs58III 
is formed in women with breast cancer (BC). As a result 
the colour of erythrocytes membranes slightly reddens 
(these membranes do not lose their red colour after 
washing, as distinct to those of on cancer women). On the 
other hand, the increase of the acidity of cytochrome 
bjsslll and its conversion to the high acidity b'jsjlll of 
cytochrome takes place at BC. Simultaneously, the 
NADPH-dcpcndent O2 -producing activity of cytochrome 
b5?։lll >s elevated at BC Moreover, the disbalance 

between endogenous levels of blood antioxidant and 
prooxidant metalloprotems takes place at BC. As a result, 
(he total levels of antioxidant action metalloproteins arc 
elevated.

Thus, several components of blood (in particular in 
erythrocytes) are submitted to quantitative and qualitative 
changes in conditions of corresponding oxidative stress at 
BC. These changes, in particular the qualitative ones, may 
be used as a sensitive diagnostic test at the early stage of 
BC.
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