
Биомедицинская химия, 2010 том 56, вып. 5, с. 545-551.

УДК 616.379-008.64
©Ризви, Сривастава

ПОСТУПЛЕНИЕ L–ЦИСТЕИНА В ЭРИТРОЦИТЫ ПРИ ДИАБЕТЕ 2 ТИПА

С.И. Ризви*, Н. Сривастава

Университет Аллахабада, отделение биохимии, 211002 Аллахабад, Индия; 
эл. почта: sirizvi@gmail.com

Оксидативный стресс эритроцитов вовлекается в патогенез диабета и недостаточность
антиоксидативной защиты глутаминового пути (GSH), как полагают, является одним из факторов,
ответственных за развитие осложнений при диабете. Эритроцитам необходим L-цистеин для
синтеза GSH, и скорость синтеза определяется только доступностью L-цистеина.

Поступление L-цистеина в эритроциты определялось у здоровых и больных диабетом 2 типа.
В настоящем исследовании мы представили доказательства значительного снижения

поступления L-цистеина в эритроциты пациентов с диабетом 2 типа по сравнению
с одновременным контролем.

Уменьшенное поступление L-цистеина может быть одним из факторов, ведущим
к снижению концентрации GSH, наблюдаемому при диабете 2 типа. Поскольку L-цистеин
является лимитирующей кислотой в синтезе GSH, любая стратегия, направленная на увеличение
поступления L-цистеина в эритроциты, может быть полезна для пациентов со 2 типом диабета
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ВВЕДЕНИЕ. В многочисленных исследованиях, проведённых in vitro и
in vivo, было показано, что на различные функциональные и структурные
параметры эритроцитовв отрицательно влияет оксидативный стресс.
Действительно, изменения жидкостности мембран и инактивация связанных
с мембранами рецепторов и ферментов [1], ионных параметров [2], усиление
пероксидации липидов [3], окисление глутатиона и сульфгидрильных групп белка
[4, 5] и активация протеолиза [6] – всё это описано в эритроцитах в условиях
окислительного стресса. Было показано, что антиокислительная способность
эритроцитов при диабете 2 типа коррелировала с различными диабетическими
осложнениями [7]. Сообщалось, что атеросклероз и микрососудистые осложнения
при диабете связаны со сниженным антиоксидативным состоянием диабетических
эритроцитов [8]. Важность исследования эритроцитов при диабете поддерживается
наблюдениями, что антиокислительная недостаточность и интенсивные
нарушения, вызванные действием пероксидов, в эритроцитах предшествуют
развитию выраженного диабетического состояния [9].

Эритроциты содержат значительные количества восстановленного глутатиона
(GSH), который включается в клеточный ответ на оксидативный стресс [10].
Эритроцитарный оксидативный стресс вовлекается в патогенез диабета [11]
и недостаточность антиоксидантной защиты по пути GSH, надо полагать, является
одним из факторов, ответственных за развитие осложнений при диабете [12].
Другие исследования, включая наши наблюдения, показывают снижение уровня
GSH при диабете 2 типа [13, 14], однако первичная причина снижения
внутриклеточного GSH в эритроцитах при диабете 2 типа не доказана.

О поступлении L-цистеина в эритроциты сообщалось [15], это поступление
зависит от концентрации и от времени. Эритрициты поглощают и переносят
L-цистеин, когда его концентрация в плазме растёт и выделяют его в дистальных
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тканях, где концентрация L-цистеина сравнительно низка. Хотя эритроциты
не имеют белок-синтезирующей системы, они требуют L-цистеин для синтеза
глутатиона (GSH), который является трипептидом из глутаминовой кислоты,
цистеина и глицина. Хотя для синтеза GSH требуется три аминокислоты,
скорость синтеза GSH определяется только доступностью L-цистеина [16].
Функциональная –SH группа, которая придает GSH главную роль, поставляется
аминокислотой L-цистеином.

В настоящем исследовании мы сообщили об изменении поступления
L-цистеина в эритроциты человека при диабете 2 типа и также показали
корреляцию между антиоксидантным потенциалом плазмы и поступлением
L-цистеина в эритроциты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ.
Подбор пациентов. Критерий для отбора пациентов с диабетом 2 типа

был тот же самый, о котором сообщалось ранее [13, 17]. Кровь от 28 пациентов
с диабетом (17 мужчин, 11 женщин) брали после получения их согласия, средний
возраст 53±6 лет, уровень глюкозы плазмы натощак 9,1±0,2 мМ. Индекс массы тела
(ИМТ) 26±4 кг/м2, общий холестерин плазмы 5,2±1,5 мМ и длительность
заболевания 10±4 года. Ни у одного больного не было высокого давления крови
или микроальбуминурии. Мы также старались исключить пациентов, родственники
которых страдали гипертонией. 

Контрольная группа, состоящая из 30 здоровых добровольцев, по возрасту
и полу соответствовала группе пациентов с диабетом, уровень глюкозы плазмы
натощак 4,6±0,6 мМ, ИМТ 25±4 кг/м2, общий холестерин плазмы 4,6±1,5 мМ.
Ни один пациент из контрольной группы не страдал гипертонией. В контроль
отбирались пациенты, родственники которых (два поколения) не страдали
диабетом или гипертонией. Ни одна из обследованных женщин не подвергалась
гормональному воздействию. Все добровольцы (диабетики и здоровые субъекты)
были информированы о природе заболевания. Протоколы исследований
соответствовали указаниям институтского комитета по этике.

Венозная кровь от здоровых добровольцев и пациентов с диабетом 2 типа
была получена венопункцией в гепарин. Кровь центрифугировали при 1200 g
в течение 10 мин при 4°С. После удаления плазмы, лейкоцитарной плёнки
и верхних 15% спрессованных эритроцитов (RBC), оставшиеся эритроциты
дважды промывали холодным фосфатно-солевым буфером (PBS) (0,95 NaCl, 10 мМ
Na2HPO4, рН 7,4).

Исследование поступления L-цистеина в эритроциты. Суммарное количество
0,25 мл отмытых центрифугированных эритроцитов суспендировали в 1 мл PBS,
содержащем 8 мМ глюкозы и 10 мМ L-цистеина, и инкубировали1 час при 37°С
на водяной бане; концентрация L-цистеина, использованная для исследования
поступления, и продолжительность инкубации были теми же самыми как
сообщалось ранее [18]. В конце инкубации эритроциты удаляли, центрифугировали,
а супернатанты выбрасывали. Концентрация свободных –SH групп в эритроцитах
затем определялась как описано Sedlak и Lindsay [19]. 

Краткая методика: 100 мкл эритроцитов лизировались в 100 мкл 10% ТХУ
(TCA), приготовленной в натрий-фосфатном–ЭДТА буфере (0,01 М фосфат
натрия/0,005 М ЭДТА). Лизат эритроцитов затем центрифугировали при 12000 g
в течение 5 мин, после чего 100 мкл супернатанта смешивали с 1,9 мл трис-ЭДТА
буфера, содержащего 0,6 мкМ/мл 5,5¢-дитиобис-(2-нитробензойную кислоту)
(DTNB) (262 мМ трис основания, 13 мМ ЭДТА, рН 8,9). Пробы оставляли стоять
5 мин для развития окраски. Абсорбцию проб затем измеряли при 412 нм
и концентрации свободных –SH групп рассчитывали с использованием
коэффициента мМ экстинкции, равного 13,6. Скорость поступления рассчитывали
вычитанием контроля (эритроциты, инкубированные в PBS–глюкозе без
L-цистеина в течение 1 часа при 37°С) концетрации свободных -SH групп
из концентрации свободных –SH групп, полученных после обработки L-цистеином. 
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Определение железоредуцирующей способности плазмы. Величины
железоредуцирующей способности плазмы (FRAP) были получены по методу
Benzie и Strain [20]. Рабочий реактив FRAP готовили, смешивая ацетатный буфер
(300 мМ, рН 3,6), раствор 2,4,6-три[2-пиридил]–S-триазин (10 мМ в 40 мМ НСl
и раствор FеСl3•6Н2O (20 ммоль/л) в соотношении 10:1:1, сответственно.
3 мл FRAP реактива смешивали со 100 мкл плазмы и смесь энергично перемешивали.
Абсорбцию измеряли при 593 нм в интервале времени от 30 сек до 4 мин. Водные
растворы известных концентраций Fe2+ в пределах 100-1000 мкмоль/л использовали
для калибровки. Величины FRAP (мкмоль Fe(II) на литр) плазмы рассчитывали
с использованием регрессионного уравнения. 

Определение содержания GSH эритроцитов. Эритроцитарный GSH
измеряли по методу Beutler [21]. Метод основан на способности сульфгидрильных
групп восстанавливать 5,5¢-дитиобис 2-нитробензойную кислоту (ДТНБ)
и образовывать жёлто-окрашенный анионный продукт, оптическая плотность
которого измеряется при 412 нм. Концентрация GSH выражается в мг на мл
центрифугированных эритроцитов и определяется по стандартному графику.

Статистический анализ проводился с использованием программы Prism 4.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ. На рисунке 1 показано поступление

L-цистеина в эритроциты здоровых людей и пациентов с диабетом 2 типа.
Наблюдалось значительное снижение поступления L-цистеина в эритроциты
при диабете. На рисунке 2 представлены данные по общему антиоксидантному
потенциалу плазмы здоровых и больных диабетом 2 типа, измеренных в единицах
железоредуцирующей способности плазмы (FRAP). Мы показали значительное
снижение величины FRAP у пациентов со 2 типом диабета. Эритроциты
диабетиков имели пониженную внутриклеточную концентрацию GSH по сравнению
со здоровым контролем (рис. 3).
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Рисунок 1. 
Поступление L-цистеина в эритроциты здоровых людей и пациентов с диабетом 2 типа.

Скорость поступления выражалась в микромолях/час/мл центрифугированных эритроцитов.
р<0,01 по сравнению с нормой.
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Рисунок 2. 
Железоредуцирующая способность плазмы (FRAP) здоровых и пациентов с диабетом 2 типа.

FRAP выражалась в микромолях Fe (II) на литр плазмы р<0,01 по сравнению с нормой.

Рисунок 3. 
Содержание в эритроцитах восстановленного глутатиона у здоровых и пациентов с диабетом 2 типа.

Выражается в мг/мл PRBC. р<0,0001 по сравнению с нормой.
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Восстановленный глутатион – главное внутриклеточное небелковое
сульфгидрильное соединение. GSH обладает многими биологическими
функциями, включая поддержание мембранных белковых -SH групп
в восстановленной форме, окисление которых может быть причиной изменения
клеточной структуры и функции. Наши наблюдения сниженного уровня
внутриклеточного GSH в эритроцитах при 2 типе диабета подтверждается более
ранними сообщениями [22, 23]. Сниженное содержание GSH может привести
клетки к снижению защиты против условий оксидативного стресса при диабете.
Можно предположить, что диабетические осложнения могут быть результатом
долгосрочного эффекта недостаточности внутриклеточного GSH [24]. 

Цистеин является “полунезаменимой” аминокислотой для человека,
поскольку он может быть синтезирована из метионина, но в совершенно
недостаточном количестве. Существуют доказательства, дающие возможность
предположить, что потребление L-цистеина значительно увеличивается
для поддержания редокс-статуса организма [25]. Дополнительный цистеин
используется для разных целей у детей и у взрослых [26, 27]. Показано,
что недостаточность GSH в эритроцитах при отёчной белково-калорийной
недостаточности у детей обусловлена ухудшением синтеза, вызванного
уменьшением снабжения цистеином [28]. Недавно мы сообщали о значительном
снижении поступления цистеина в эритроциты при старении человека,
это снижение поступления цистеина показывало сильную корреляцию
со снижением общего антиоксидантного потенциала плазмы [18].

Помимо внедрения в растворимый антиоксидант GSH, L-цистеин сам играет
важную роль в поддержании необходимого внутриклеточного редокс-статуса.
Снижение поступления L-цистеина в эритроциты может воздействовать
на внутриклеточный синтез GSH, поскольку синтез глутатиона в эритроцитах
зависит от доступности L-цистеина, снижение поступления его может быть
одним из факторов, ведущих к снижению концентрации GSH, наблюдающемуся
при диабете 2 типа. Низкое внутриклеточное содержание GSH может
воздействовать на внеклеточный пул GSH, поскольку эритроциты, как сообщалось,
сильно влияют на внеклеточный пул GSH [14]. Для уточнения наших знаний,
это первое сообщение о сниженном поступлении L-цистеина в эритроциты
при диабете 2 типа.

Наши наблюдения о сниженном антиоксидантном потенциале плазмы
у пациентов с диабетом 2 типа согласуются с более ранними наблюдениями,
проведёнными на людях [29] и диабетических крысах [30]. Транспорт L–цистеина
в эритроциты требует правильно редуцированных липидов мембран и тиольных
групп белка [31]. Снижение антиоксидантного потенциала плазмы может вызвать
структурные и конформационные изменения в мембранах и/или в аминокислотных
переносчиках, что в конце концов приводит к снижению транспорта L-цистеина.

В недавних исследованиях Blouet и др. [32] показали, что при оксидативном
стрессе у крыс, вызванном сахарозой, увеличенное потребление цистеина заметно
снижает ухудшение редокс-статуса после потребления еды, кроме этого
цистеиновый эффект может быть достигнут путем манипуляции с видами
источников белка. Эти данные, взятые вместе с нашими результатами о снижении
поступления цистеина в диабетические эритроциты дают возможность выдвинуть
гипотезу о пользе для пациентов с диабетом увеличения потребления пищевых
белков богатых цистеином.
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Erythrocyte oxidative stress has been implicated in the pathogenesis of diabetes mellitus, and the
deficiency of antioxidant defense by the glutathione (GSH) pathway is thought to be one of the factors
responsible for development of complications in diabetes. Erythrocytes require L-cysteine for the synthesis
of GSH and the rate of synthesis is determined only by L-cysteine availability. In the present study
we have found that the L-cysteine influx in erythrocytes from type 2 diabetic patients was significantly
lower compared to age-matched controls. The decreased influx may be one of the factors leading
to low GSH concentration observed in type 2 diabetes. Since L-cysteine is the limiting amino acid in GSH
synthesis, any strategy aimed to increase L-cysteine influx in erythrocytes may be beneficial for type 2
diabetic patients.
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