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При ишемии мозга интенсификация свободнора- ՛ 
дикального окисления (СРО) сопровождается повы­
шенной генерацией активных форм кислорода (АФК) 
- супероксид анион (Օշ՜), нитроксильного и гидро­
ксильного радикалов, а также перекиси водорода и 
аниона гипохлорида [2], приводя к активации процес­
сов ПОЛ [4], запуску Са-глутаматного каскада [3], 
избыточному образованию NO', формированию пе- 
роксинитрит-аниона, ингибирующего Cu.Zn-СОД, с 
развитием метаболических нарушений, характеризуе­
мых как состояние оксидативного стресса [18,24]. При 
острой церебральной ишемии и инсульте в церебраль­
номозговой жидкости и крови больных отмечается 
повышение уровня АФК [17,20], возрастает Օշ՜- про­
дуцирующая активность полиморфноядерных лейко­
цитов и тромбоцитов с повреждением сосудистого 
эндотелия [16]. В указанных условиях введение пре­
паратов с супероксиддисмутазной (СОД) и каталазной 
активностью оказывет протекторное действие, под­
черкивая ключевую повреждающую роль, в первую 
очередь, Օշ՜ и Ւ1շՕշ в формировании оксидативного 
стресса [19,25]. Ингибирование СРО и липидной пе­
роксидации рассматривается в качестве одного из 
приоритетных путей нейропротекции при оксидатив- 
ном стрессе мозга различного генеза [21-23].

Известно, что в мембранах клеток крови, включая 
эритроцитарные, локализованы УАДРТУ-зависимые 
оксидоредуктазы, для которых различные типы цито­
хрома Ь являются субстратами для продуцирования Օշ՜. К числу последних относятся сравнительно не­
давно открытые металлопротеины крови, обладающие 
прооксидантной активностью. Это выделенный из 
мембран эритроцитов человека очищенный цитохром ծ-558 III [5,6] с молекулярной массой (125 кДа), близ­
кой к молекулярной массе цитохрома ծ-558 (127 кДа), 
выделенного из мембран полиморфноядерных лейко-

прооксиданты, мембраны эритроцитов,

цитов крови человека, и супероксидпродуцирующий 
NADPH-содержащий липопротеин сыворотки крови - 
супрол [7], содержание и прооксидантная активность 
которых при сосудистых заболеваниях головного моз­
га в настоящее время не изучены.

Цель настоящего исследования состоит в изуче­
нии в остром периоде ишемического инсульта (ИИ) 
количественных и качественных изменений металло­
протеинов крови прооксидантной активности (клю­
чевая изоформа цитохрома Ь-558 мембран эритроци­
тов (МЭ) цит.Ь-558 III и супероксид-продуцируюший 
липопротеин сыворотки крови - супрол).

է .

Материал и методы

Изучение металлопротеинов крови прооксидантно­
го действия проведено у больных с верифицирован­
ным диагнозом ИИ, госпитализированных в ангионев- 
рологическом центре П медобъединения г.Еревана. 
Неврологический статус пациентов оценивался по 
«Канадской неврологической шкале». В исследование 
были включены 10 больных (6 женщин, 4 мужчины в 
возрасте 50-65 лет) с негрубыми нарушениями созна­
ния и речи, двигательными расстройствами в виде 
легкого или умеренного пареза. ИИ развивался у 
больных на фоне атеросклероза, артериальной гипер­
тензии и их сочетания. У обследованных больных 
согласно разработанному протоколу проведены обще­
принятые лабораторно-биохимические и клинико­
инструментальные исследования. Комплекс проведен­
ных у пациентов лечебных мероприятий находился в 
соответствии с Хельсинборгской декларацией “Основ­
ные принципы ведения больных инсультом. Цели к 
2005г" [14 ]. Кровь для определения уровня и актив­
ности прооксидантных металлопротеинов забиралась 
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у пациентов в остром периоде заболевания (на 1—4-й 
дни развития ИИ). В качестве контроля служила све­
жая донорская кровь.

Супрол и цит.£-558 III получали из сыворотки и 
МЭ крови биотехнологическим способом [8] с 
использованием методов ионообменной хроматогра­
фии (на целлюлозах ДЕ-52, КМ-52 и сефадексе ДЕАЕ 
А-50) и гель фильтрации на сефадексе G-100 без при­
менения детергента для солюбилизации Цит.£-558 III 
из МЭ [9]. Количество супрола и цит.£-558 Ш опреде­
ляли измерением плотности максимального оптиче­
ского поглощения, характерного для супрола при 430 
нм и для цит.£-558 Ш- 530 нм. 02- продуцирующую 
активность супрола и цит £-558 Ш — нитротетразолие- 
вым синим (НТС) методом путем вычисления процен­
та стимулирования образования формазана (при 560 
нм) при восстановлении НТС супероксидными ради­
калами. За единицу О2-продуцирующей активности 
супрола и цит. ծ-558 III принимали количество белка, 
способного стимулировать образование формазана на 
50%. Удельная О2’-продуцирующая активность супро­
ла и цит.£-558 Ш была определена в расчете на 1 мл 
сыворотки и 1 мл суспензии эритроцитов соответст­
венно. МетНЬ-восстанавливающую активность цит.£- 
558 III определяли, используя НЬ, выделенный из 
эритроцитов свежей донорской крови [10], при этом 
величины оптического поглощения составляли: а- 
полосы поглощения метНЬ (при 570 нм) - 0,8, Р֊ по­
лосы используемого цит Ь-558 Ш (при 530 нм) — 0,3. 
Непосредственно в кварцевых кюветах спектрофо­
тометра к 2,5 мл метНЬ добавляли 0,2 мл цит.£-558 Ш. 
После быстрого перемешивания раствор инкубирова­
ли в аэробных условиях in vitro в течение 6-8 ч при 
30°. Периодически определяли величину плотности а- 
компонента метНЬ (снижение плотности которого 
прямо пропорционально количеству образовавшегося 
ферроНЬ - Fe+2 НЬ с максимальным поглощением при 
555 нм. Была определена кинетика снижения плотно­
сти a-поглощения метНЬ под воздействием цит.£-558 
III из МЭ донорской и крови больных ИИ в равных 
количествах (А530=0,3). Оптические спектральные 
измерения осуществляли на спектрофотометре 
«Specord UV-VIS» с длиной оптического пробега 1 см. 
Ионообменную хроматографию белковых фракций 
сыворотки и МЭ проводили в стеклянных колонках с 
фильтрами различных размеров. Статистическую об­
работку полученных результатов осуществляли мето­
дом вариационной статистики с оценкой достоверно­
сти по /-критерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Установлено, что О2՜- продуцирующая система 
крови больных в остром периоде ИИ претерпевает 
существенные количественные и качественные изме­

нения. В частности, отмечается заметное повышение 
уровня цит.£-558 III МЭ (таблица), что. по-видимому. 
обусловлено значительным превалированием процес­
са накопления цит.£-558 III в МЭ над интенсивностью 
«облегченного» отщепления цит.£-558 III из МЭ при 
гидролизе последних [11]. Об этом свидетельствует и 
увеличение степени высвобождения (рилизинг) цит.£- 
558 Ш из МЭ при их инкубировании в аэробных усло­
виях (pH 7,4 при 4° в течение 5 дней). Необходимо 
отметить, что очищенные от следов НЬ (путем отмы­
вания) МЭ крови больных ИИ продолжают сохранять 
красноватый оттенок, между тем как МЭ донорской 
крови после полного удаления следов НЬ приобрета­
ют слаборозовую окраску, что свидетельствует о том. 
что в остром периоде ИИ происходит проникновение 
НЬ в мембрану эритроцита, его взаимодействие непо­
средственно в мембране с цит.£-558 III с образовани­
ем нестабильного комплексного соединения за счет 
NO в лигандном окружении железа гемовой группы 
данного гемопротеина [24]. Оптический спектр погло­
щения образующегося комплекса имеет «смешанную» 
форму между метНЬ и цит.£-558 III. Указанный ком­
плекс разлагается после его ионообменной хромато­
графии на колонке с целлюлозой КМ-52, в результате 
чего НЬ задерживается на колонке, а цит.£-558 III ос­
вобождается от НЬ (рис.1).

Рис.1. Оптические спектры поглощения комплекса 
метНЬ с цит.£-558 III (1) и цит. ծ-558 III после удале­
ния НЬ на колонке с КМ-52 (2)

Повышение степени рилизинга цит Ь-558 Ш и его 
комплексообразование с НЬ в МЭ свидетельствует об 
оксидативном повреждении мембранных структур 
при остром ИИ. Следует отметить, что указанный 
процесс выявлен и при ряде других сердечно­
сосудистых заболеваний, и при канцерогенезе [13], 
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сопровождаясь оксидативным повреждением МЭ [1]. 
В связи с этим, оценка степени его специфичности, в 
том числе при остром ИИ, должна быть основана на 
учете количественного уровня образовавшегося ком­
плекса цит.Ь-558 III с НЬ в МЭ. В указанном плане 
определение количественного содержания комплекса 
цит. Ь-558- НЬ в эритроцитарной мембране крови 
больных ИИ при проведении дальнейших исследова­
ний в этом направлении может приобрести характер 
диагностического или прогностического показателя. В 
условиях дестабилизации ЭМ, индуцированной окси­
дативным стрессом, в качестве одного из проявлений 
адаптационных механизмов (системного или гемиче­
ского уровня) следует рассматривать выявленное воз­
растание NADPH-зависимой- Օշ՜ -продуцирующей и 
метНЬ-восстанавливающей активности цит.Ь-558 Ш, 
более выражение проявляющейся в гетерогенной 
(мембранной), чем в гомогенной фазе (рис.2). Допус­
кается, что цит.Ь-558 Ш, повышая уровень ферроНЬ 
(Fe+2֊Hb), способствует улучшению кислородного го­
меостаза, что требует дальнейшего подтверждения в 
исследованиях, выполненных в условиях in vivo. В 
этой связи следует отметить, что в динамике развития 
ИИ в эритроцитах крови больных отмечается транс­
формация форм гемоглобина: первоначальное преоб­
ладание оксиНЬ (первые несколько часов), формиро­
вание деоксиНЬ (2-Зсуток), доминирование метНЬ (3- 
7суток), лизис эритроцитов и высвобождение метНЬ 
(7-21сутки) [15].

Рис.2. Кинетические кривые снижения плотности а- 
поглошения (при 570 нм) мет НЬ под воздействием цит Ь- 
558 III из МЭ донорской крови (1) и МЭ больных ОНИ (2) в 
гомогенной и гетерогенной фазах (3 и 4) соответственно.

Анализ полученных результатов свидетельствует, 
что оптические спектральные показатели цит.Ь-558 
III, полученного из ЭМ крови больных острым ИИ и 

доноров, существенно не различаются, хотя величина 
отношения А412/А5Э0 (оптический спектральный индекс) 
несколько различна. Учитывая указанное обстоятельст­
во, а также данные о более высоких показателях уровня Օշ՜-продуцирующей и метНЬ- восстанавливающей ак­
тивности цит.Ь-558 Ш из ЭМ больных ИИ, можно кон­
статировать, что данный гемопротеин подвергается не 
только количественным, но и качественным изменени­
ям. Аналогичные по направленности изменения выявле­
ны и со стороны другого металлопротеина - супрола, 
обладающего прооксидантной активностью. Установле­
но, что содержание супрола в сыворотке крови больных 
острым ИИ и ососбенно его Օշ՜-продуцирующая актив­
ность значительно повышены (таблица).

Таблица

Относительные изменения (%) содержания и 
активности прооксидантных металлопротеинов 
крови больных острым ишемическом инсультом 
по сравнению с контролем (свежая донорская 

кровь) (п=10, р< 0,05)

Металлопротеины крови Увеличение, %

Содержание цитохрома Ь-558 Ш в 
мембранах эритроцитов

39,2 ±4,1

Рилизинг цитохрома Ь-558 Ш из 
мембран эритроцитов

21,1±3,0

Օշ՜ - продуцирующая активность 
цитохрома Ь- 558 Ш в гомогенной 
фазе (в растворе)

23,4±2,7

Օշ՜ - продуцирующая активность 
цитохрома Ь- 558 Ш в гетероген­
ной фазе (в мембранах эритроци­
тов)

32,3± 3,1

МетНв-восстанавливающая актив­
ность цитохрома Ь-558 III в гомо­
генной фазе 
(в растворе)

21,4±1,1

МетНв-восстанавливающая актив­
ность цитохрома Ь-558 Ш в гетеро­
генной фазе
(в мембранах эритроцитов)

48,1±3,5

Содержание супрола в сыворотке 
крови

53,1±3,6

Օշ՜ - продуцирующая активность 
супрола

166,7±21,3
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В то же время следует учесть, что при ИИ генери­
руемые супролом избыточные количества Օշ՜ могут 
инициировать липидную пероксидацию (аутоокис­
ление) фосфолипидных остатков самого супрола, сти­
мулируя тем самым процесс его самоагрегации, со­
провождающийся снижением стабильности супрола. 
Не исключается, что указанный фактор (формиро­
вание агрегатов супрола), в свою очередь, может усу­
губить один из существенных патогенетических меха­
низмов ишемических поражений мозга - микрогемо- 

реологические и микроциркуляторные расстройства.
Таким образом, результаты проведенных исследо­

ваний позволили сформулировать положение о том. 
что повышенное содержание и высокая Օշ 
продуцирующая активность металлопротеинов крови 
- супрола и цит.й-558 Ш являются существенным 
фактором повышения прооксидантной активности 
крови при остром ИИ, требующей соответствующей 
коррекции.

Поступила 12.11.05

Արյան պրոօքսիդատիվ պոտենցիալի ձեւավորմաև առանձնահատկությունները սար իշեմիկ կաթվածի դեպքումՍ.Մ.Ապրեսյան, Ռ.Մ.Սիմոնյան, Գ.Մ.Սիմոնյան, Մ.Ա.Սիմոնյան, է,Ս.ՍեկոյանԻշեմիկ կաթվածի (ԻԿ) զարգացման սուր շրջանում հիվանդների մոտ դիտվում է էրիթրոցիտների թաղան­թի (ԷԹ) b-558 ցիտոքրոմի հիմնական իզոձևի հոմոգհն և հետերոգեն ֆազաների Ь-558 Ш ցիտոքրոմի 
NADPH-կախվածության սուպերօքսիդ (Օշ՜) արտադ- րող ե մհտհեմոգլոբին վերականգնող ակտիվության աճ:Միաժամանակ էապես աճում է ԷԹ-ում Ь-558 Ш 

ցիտրոքրոմի պարունակությունն ու անջատման աս­տիճանը, նկատելիորեն աճում է շիճուկի լիպոպ- րոտեինի՜ սուպրոլի մակարդակն ու Օշ՜ - արտադրող ակտիվությունը: Անցկացրած հետազոտությունների արդյունքները վկայում են այն մասին, որ սուր ԻԿ-ի դեպքում էապես բարձրանում է արյան շիճուկի համակարգերի և ԷԹ-ի Օշ՜ - արտադրող մակարդակը:

Peculiarities of formation of prooxidant blood potential at acute ischemic stroke

S.M. Apresyan, R.M. Simonyan, G.M. Simonyan, M.A. Simonyan, E.S. Sekoyan

At acute period of ischemic stroke (IS) development 
there is observed an increase in NADPH-dependent super­
oxide (Օշ՜) - producing and methemoglobin-restoring ac­
tivity of key isoform of cytochrome b-558 of erythrocyte 
membranes (EM) - b-558 Ш cytochrome in homogeneous 
and heterogeneous phases. Simultaneously, there take 
place an essential increase in the level and degree of cyto­

chrome b-558 Ш releasing out of EM, a marked increase 
in the level and Օշ՜ - producing activity of serum lipopro­
tein - suprole. The results of investigations testify that in 
acute IS there is observed a significant increase in the 
level of Օշ՜ - producing systems of blood serum and EM.
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