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1. Общая характеристика работы 

1.1. Актуальность темы 

Повышенный уровень гомоцистеина в плазме крови является 

общепризнанным независимым фактором риска развития атеросклероза и, как 

следствие, ряда сердечно-сосудистых заболеваний: ишемической болезни 

сердца, инсульта, венозного тромбоза (Tripathi P., 2016). Однако в последние 

десятилетия спектр заболеваний, ассоциированных с гипергомоцистеинемией, 

существенно расширился. Так, повышение уровня гомоцистеина наблюдается 

при неалкогольной жировой болезни печени (Brochado F.M.J. et al., 2013), 

заболеваниях лёгких (хронической обструктивной болезни лёгких (Seemungal 

T.A.R., 2007)), нейродегенеративных заболеваниях (Herrmann W., Obeid R., 

2011), остеопорозе (Ravichandran S. et al., 2016), осложнениях беременности 

(Refsum H. et al., 2006). 

Многообразие патологических состояний, ассоциированных с 

гипергомоцистеинемий, обусловливает важность изучения механизмов, 

опосредующих действие гомоцистеина. Многие токсические эффекты этой 

аминокислоты обусловлены её негативным влиянием на эндотелий сосудов, 

приводящим к эндотелиальной дисфункции (Keung W., Lai C., Kan M.Y., 2015), 

и способностью повышать свёртываемость крови (Coppola A. et al., 2000). 

Однако нельзя исключать и прямого негативного действия гомоцистеина на 

ткани, в которых он образуется и накапливается. 

При многих заболеваниях, ассоциированных с гипергомоцистеинемией, 

имеет место приобретённое нарушение функционирования митохондрий – 

вторичная митохондриальная дисфункция (Becker J.S. et al., 2005; Iqbal M. et al., 

2001; Y. Wei et al., 2008). Усиление продукции активных форм кислорода в 

митохондриях может привести к развитию окислительного стресса и вызвать 

окислительную модификацию (в том числе карбонилирование) 

митохондриальных белков, что приведёт к нарушению процессов тканевого 

дыхания и окислительного фосфорилирования (Fedorova M., Bollineni R.C., 

Hoffmann R., 2014). 

Большое значение в регуляции функций митохондрий придаётся оксиду 

азота(II) NO. Это подтверждается и наличием в митохондриях NO-синтаз 

(Zaobornyj T., Ghafourifar P., 2012). Увеличение концентрации NO в 

митохондриях способствует ингибированию тканевого дыхания и, как 

следствие, окислительного фосфорилирования и «переключает» метаболизм 

клетки на синтез АТФ за счёт субстратного фосфорилирования в гликолизе 

(Martinez-Ruiz A., Cadenas S., Lamas S., 2011). Кроме того, NO в митохондриях 

регулирует процессы свободно-радикального окисления, выступая в 

физиологических концентрациях как антиоксидант, а в высоких концентрациях 

– как прооксидант (Wink et al. D.A., 2001; Laskin J.D. et al., 2004). Если уровень 

гомоцистеина достаточно высок, он может нарушать метаболизм NO 

посредством ускорения его  инактивации, ингибирования синтеза или обоих 

этих эффектов (Steed M.M., Tyagi S.C., 2011). 
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1.2. Цель и основные задачи исследования 

Целью исследования является выявление и изучение вторичной 

митохондриальной дисфункции, а также определение значения оксида азота в 

её развитии при экспериментальной гипергомоцистеинемии. 

Задачи исследования: 

1. Изучить распределение гомоцистеина внутри клеток органов, 

являющихся основными мишенями его токсического действия, и 

проанализировать возможность прямого токсического эффекта гомоцистеина 

на митохондрии в условиях тяжёлой гипергомоцистеинемии. 

2. Описать изменения окислительной модификации белков (ОМБ) и 

активности супероксиддисмутазы (СОД) в митохондриях сердца, печени и 

лёгких в условиях тяжёлой формы гипергомоцистеинемии и дефицита NO. 

3. Определить изменения активности ферментов энергетического обмена 

и цитоплазматического уровня лактата в субклеточных фракциях, полученных 

из  сердца, печени и лёгких, при тяжёлой форме гипергомоцистеинемии и 

дефиците NO. 

4. Установить изменения в уровне метаболитов NO в сыворотке крови и 

митохондриях клеток исследуемых органов при гипергомоцистеинемии и при 

дефиците NO, вызванном метиловым эфиром Nω-нитро-L-аргинина (L-NAME). 

5. Сопоставить изменения, происходящие при гипергомоцистеинемии и 

при дефиците NO, вызванном L-NAME, и оценить значение нарушения 

метаболизма NO под действием гомоцистеина для процессов свободно-

радикального окисления белков и биоэнергетики митохондрий клеток. 

1.3. Научная новизна 

Впервые изучено распределение гомоцистеина при 

гипергомоцистеинемии в сердце, печени и лёгких и продемонстрировано, что 

митохондрии являются одной из первых мишеней для прямого токсического 

действия указанной аминокислоты, так как в них гомоцистеин накапливается в 

большей степени, чем в цитоплазме. 

Впервые проведён комплексный анализ состояния ОМБ при 

гипергомоцистеинемии с определением резервно-адаптационного потенциала 

(РАП) и оценкой доли первичных и вторичных маркеров окислительной 

деструкции протеинов в митохондриях, полученных из сердца, печени и 

лёгких. Показано, что при повышении содержания гомоцистеина ОМБ в 

митохондриях всех изучаемых органов усиливается, происходит без 

значительного изменения соотношения первичных и вторичных маркеров 

карбонилирования, а в сердце и лёгких сопровождается снижением РАП.  

Впервые продемонстрировано, что усиление окислительной 

модификации митохондриальных белков под действием гомоцистеина 

сопровождается уменьшением концентрации метаболитов NO и сходно с 

изменениями, вызванными введением неселективного ингибитора NO-синтаз - 

L-NAME. Это даёт основания утверждать, что в физиологических 

концентрациях NO является внутримитохондриальным антиоксидантом и его 

дефицит, вызванный влиянием высоких концентраций гомоцистеина, 
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способствует развитию окислительного стресса в митохондриях. 

Впервые комплексно оценено изменение активности важнейших 

митохондриальных ферментов энергетического обмена и способности 

митохондрий препятствовать накоплению в цитоплазме лактата при 

гипергомоцистеинемии. В целом эти изменения незначительны и не совпадают 

с влиянием L-NAME, что указывает на отсутствие существенного значения 

нарушений метаболизма NO, вызванных высокими концентрациями 

гомоцистеина, для биоэнергетики клеток в данных условиях. 

Впервые установлено антиоксидантное действие Твина-80 в отношении 

митохондрий, проявляющееся в снижении уровня карбонильных производных 

белков и активности СОД в этих органеллах под действием данного вещества. 

1.4. Теоретическая и практическая значимость 

Диссертационная работа носит преимущественно фундаментальный 

характер. Полученные в ходе диссертационного исследования данные 

указывают на то, что митохондрии являются одной из мишеней для 

токсического действия гомоцистеина при его высоких концентрациях, причем 

указанный негативный эффект обусловлен в первую очередь развитием в 

митохондриях окислительного стресса, сопряженного с дефицитом NO. Эти 

результаты демонстрируют перспективность изучения возможностей 

применения при гипергомоцистеинемии митохондриально-ориентированных 

антиоксидантов и доноров NO. 

1.5. Положения, выносимые на защиту 

При тяжёлой форме гипергомоцистеинемии удельная концентрация 

гомоцистеина в митохондриях повышается сильнее, чем в цитоплазме клеток, 

что создаёт условия для прямого токсического действия этой аминокислоты на 

указанные органеллы. 

Высокие концентрации гомоцистеина, как и дефицит NO,  

индуцированный введением неселективного ингибитора NO-синтаз L-NAME, 

провоцируют развитие в митохондриях клеток сердца, печени, лёгких 

окислительного стресса, сопровождающегося усилением карбонилирования 

белков, несмотря на возрастание активности фермента антиоксидантной 

защиты СОД. 

Влияние L-NAME и высоких концентраций гомоцистеина на 

биоэнергетику клеток в целом разнонаправленно и органоспецифично. 

Гомоцистеин ингибирует синтез NO не только в эндотелии сосудов, но и 

в митохондриях органов, являющихся основными мишенями его токсического 

действия, на что указывает снижение концентрации метаболитов NO при 

тяжёлой гипергомоцистеинемии как в сыворотке крови, так и в митохондриях 

клеток сердца, печени и лёгких. 

Нарушение метаболизма NO при действии гомоцистеина в высоких 

концентрациях способствует развитию в митохондриях окислительного 

стресса, так как в физиологических концентрациях NO выполняет функции 

антиоксиданта, но не оказывает существенного влияния на показатели 

биоэнергетики митохондрий. 
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Твин-80 проявляет антиоксидантные свойства в отношении 

карбонилирования митохондриальных белков. 

1.6. Степень достоверности и апробация работы 

Достоверность результатов диссертационного исследования 

подтверждается корректным использованием экспериментальных методов, 

методов статистической обработки и логического обоснования  полученных 

результатов и выводов. 

Результаты исследования доложены на: научно-практической 

конференции молодых ученых «Аспирантские чтения 2013» (Рязань, 2013), 

Российской научно-практической конференции «Актуальные вопросы 

медицинской биохимии и клинической лабораторной диагностики», (Казань, 

2013), Всероссийской научной конференции «Экспериментальная и 

клиническая фармакология: научные чтения» (Рязань, 2013), симпозиуме 

«Биохимия – основа наук о жизни» (Казань, 2013), III научной конференции 

«Актуальные вопросы современной медицины: взгляд молодого специалиста» 

(Рязань, 2013), научно-практической конференции молодых ученых 

«Аспирантские чтения 2014» (Рязань, 2014), Х юбилейной международной 

конференции «Окислительный стресс и свободнорадикальные патологии» 

(Пицунда, Абхазия, 2014), XIV межвузовской биохимической научно-

практической конференции с международным участием «Обмен веществ при 

адаптации и повреждении» (Ростов-на-Дону, 2015), Всероссийской научной 

конференции студентов и молодых специалистов «Актуальные вопросы 

современной медицины: взгляд молодого специалиста» (Рязань, 2015), 

Всероссийской конференции молодых ученых с международным участием 

«Достижения современной фармакологической науки» (Рязань, 2015), 

Российской научно-практической конференции «Медицинская биохимия: 

достижения и перспективы» (Казань, 2015), Всероссийской научно-

практической конференции «Биохимические научные чтения памяти академика 

РАН Е.А. Строева» (Рязань, 2016), III Всероссийской научной конференции с 

международным участием «Свободные радикалы, антиоксиданты и старение» 

(Астрахань, 2016), Ежегодной научной конференции Рязанского 

государственного медицинского университета имени академика И.П. Павлова 

(Рязань, 2016), Всероссийской образовательно-научно-практической 

конференции студентов и молодых специалистов с международным участием 

«Биохимические научные чтения памяти академика РАН Е.А. Строева» (Рязань, 

2017). 

1.7. Публикации 

По теме диссертации опубликовано 15 печатных работ, из них 7 - в 

журналах, рекомендованных ВАК при Минобрнауки России. 
1.8. Личный вклад соискателя 

Все изложенные в диссертации результаты получены автором 

самостоятельно или при его непосредственном участии. Постановка задач, 

интерпретация полученных результатов осуществлялись совместно с научным 

руководителем и другими соавторами публикаций. 
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1.9. Объём и структура диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, материалов и 

методов исследования, результатов исследования и их обсуждения, 

заключения, выводов, списка условных сокращений, списка литературы. 

Список литературы содержит 235 источников, из них 27 российских и 208 

зарубежных. Объём работы составляет 161 страницу машинописного текста, 

содержит 42 рисунка и 7 таблиц. 

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

2.1. Экспериментальные модели на крысах 

Исследование проводилось на 64 половозрелых самцах крыс линии Wistar 

массой 250-350 г. Для моделирования гипергомоцистеинемии использовали 6 

групп по 8 животных в каждой. Группам 1, 3 и 5 дважды в день 

внутрижелудочно вводили 25%-ную суспензию метионина в дозе 1,5 г на кг 

массы тела крысы в течение 1, 2 и 3 недель соответственно (Емельянов С.Г. и 

др., 2011). Кроме того, крысы пятой группы получали вместо питьевой воды 

1%-ный раствор метионина при свободном доступе к поилкам. Группы 2, 4 и 6 

служили контролем. Они получали суспензионную основу без метионина по 

аналогичной схеме. 

7-я группа (n=8) использовалась для создания модели дефицита NO. Этим 

животным ежедневно 1 раз в сутки в течение 7 дней внутрибрюшинно вводился 

0,5% L-NAME (является неселективным ингибитором NO-синтаз), 

приготовленный на физиологическом растворе (Zun Y.W., Hakanson R., 1995). 

Крысам 8-ой группы (n=8) по аналогичной схеме вводился физиологический 

раствор. 

2.2. Методы получения биологического материала 

Для анализа использовали сыворотку крови, а также цитоплазматическую 

и митохондриальную фракции, полученные методом дифференциального 

центрифугирования из гомогенатов левого желудочка сердца, печени и лёгких 

(Прохорова М.И., 1982).  

2.3. Методы определения концентрации метаболитов и активности 

ферментов 

В сыворотке крови определяли концентрацию общего гомоцистеина и 

метаболитов NO. В цитоплазматической фракции, лишенной лизосом, 

(содержала и растворимые компоненты внеклеточного матрикса) определяли 

концентрации метаболитов NO, молочной кислоты и активность 

лактатдегидрогеназы (ЛДГ). Митохондриальная фракция была разделена на 2 

части. Первая использовалась для анализа активности Н+-транспортирующей 

АТФазы (Н+-АТФазы) и сукцинатдегидрогеназы (СДГ). Ко второй части 

добавляли тритон X-100 для разрушения митохондриальных мембран. В ней 

измеряли ОМБ, концентрацию метаболитов NO, активность ЛДГ и СОД. 

Перечисленные показатели определяли, используя спектрофотометрические 

методы. Во всех исследуемых субклеточных фракциях измерялась 

концентрация белка методом Лоури с помощью набора реагентов (НПЦ «Эко-

cервис», Россия). Метаболиты NO определяли методом В.А. Метельской 
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(Метельская В.А., Гуманова Н.Г., 2005). Измерение концентрации молочной 

кислоты проводили энзиматическим колориметрическим методом с 

использованием коммерческого набора (Ольвекс Диагностикум, Россия). 

Активность ЛДГ определяли с помощью коммерческого набора LDH FS 

(DiaSys Diagnostic Systems GmbH, ФРГ). Активность СДГ оценивали по 

реакции восстановления феррицианида калия (Прохорова М.И., 1982). 

Активность СОД измеряли по торможению реакции окисления кверцетина 

(Арутюнян А.В., Дубинина Е.Е., Зыбина Н.Н., 2000). Активность Н+-АТФазы 

определяли по её способности осуществлять гидролиз АТФ в присутствии Mg2+ 

с последующим измерением количества образующегося неорганического 

фосфата по реакции образования молибденовой сини (Серебров В.Ю., 

Суханова Г.А., 2008). Анализ концентрации гомоцистеина проводили 

иммуноферментным анализом с помощью набора Axis® Homocysteine EIA 

(Axis-Shield Diagnostics Ltd., Великобритания). 

Для оценки ОМБ определяли уровень карбонильных производных 

окисленных аминокислотных остатков белков по реакции с 2,4-

динитрофенилгидразином. Образующиеся при этом 2,4-

динитрофенилгидразоны (ДНФГ) обладают специфическим спектром 

поглощения в видимой и ультрафиолетовой части спектра (Дубинина Е.Е. и др., 

1995). Анализ количества карбонильных производных проводили посредством 

расчета площади под кривой абсорбции света, разбивая её на прямоугольные 

трапеции. Общее количество продуктов ОМБ определяли по суммарной 

площади под кривой. Затем рассчитывали доли ранних и поздних маркеров 

окислительной деструкции белков - альдегиддинитрофенилгидразонов 

(АДНФГ) и кетондинитрофенилгидразонов (КДНФГ) нейтрального и 

основного характера. АДНФГ нейтрального характера имеют максимумы 

поглощения в ультрафиолетовой области спектра (uv) при 230, 254, 270, 280, 

356 нм, а основного – в видимой области спектра (vs) при 428 и 430 нм. 

Максимумы абсорбции света для КДНФГ нейтрального характера наблюдаются 

при 363 и 370 нм, а для основных – при 434, 520, 535 нм. АДНФГ являются 

маркерами фрагментации белков, а КДНФГ – их агрегации. Нейтральный или 

основный характер оксопроизводных характеризует степень повреждения 

нейтральных и основных аминокислот. Кроме того рассчитывался резервно-

адаптационный потенциал (РАП) митохондриальных белков как доля в % 

суммарной площади под спектром абсорбции света спонтанной ОМБ к 

площади ОМБ, индуцированной с помощью реакции Фентона (последняя 

принималась за 100%). Чем ниже доля продуктов спонтанного окисления, тем 

выше РАП (Фомина М.А. и др., 2014). 

2.4. Статистическая обработка результатов 

Статистическую обработку результатов проводили с помощью программ 

Microsoft Office Excel 2010, StatSoft Statistica 8.0, IBM SPSS Statistics 20. Для 

проверки наличия отклонений распределения от нормального использовали 

многосторонний критерий Шапиро-Уилка. Если распределение данных 

отличалось от нормального, вычисляли медиану (Me), первый и третий 



9 
 

квартили (Q1 и Q3), а в ряде случаев – ещё минимум (min) и максимум (max). 

При нормальном распределении данных рассчитывали среднее значение (M) и 

стандартное отклонение (s). Гипотезу о равенстве дисперсий в выборках 

проверяли с помощью теста Левена. Для анализа статистической значимости 

различий независимых выборок по количественному признаку использовали 

критерий Краскела-Уоллиса с критерием Манна-Уитни с поправкой 

Бонферрони для множественных сравнений и критерий Манна-Уитни при 

сравнении 2 групп или однофакторный дисперсионный анализ с критерием 

Ньюмена-Кейлса для множественных сравнений и критерий Стьюдента при 

сравнении 2 групп. Анализ корреляционных взаимосвязей осуществлялся с 

помощью коэффициентов Пирсона или Спирмена. Статистически значимыми 

считали различия при вероятности нулевой гипотезы об отсутствии различий 

p≤0,05. 

ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Характеристика экспериментальных моделей 

У животных, получавших суспензию метионина в течение 1 и 2 недель 

(группы 1 и 3) наблюдалось статистически значимое повышение уровня 

гомоцистеина в сыворотке крови относительно контрольных групп (таблица 1), 

однако концентрация этой аминокислоты не достигала 15 мкмоль/л, то есть 

гипергомоцистеинемия в её классическом понимании не развивалась. У крыс, 

которым в течение 3 недель вводилась суспензию метионина с заменой 

питьевой воды на 1% раствор метионина, уровень гомоцистеина в сыворотке 

превышал 100 мкмоль/л, то есть развилась выраженная гипергомоцистеинемия.  

  

Таблица 1 – Концентрация общего гомоцистеина в сыворотке крови 

крыс, получавших метионин, и контрольных животных, в мкмоль/л 

Группа животных 

Концентрация 

гомоцистеина: 

Me [Q1; Q3] 

р при попарном сравнении 

1) Суспензия метионина 

внутрижелудочно 1,5 г/кг 2 р. д. 7 суток 

10,7 [10,0; 

12,2] 

p1-2=0,016, p1-3=0,993, 

p1-4=0,006, p1-5=0,044, 

p1-6=0,002 

2) Суспензионная основа 

внутрижелудочно 6 мл/кг 2 р. д. 7 суток 
6,9 [6,5; 7,4] 

p2-3=0,016, p2-4=0,755, 

p2-5=0,001, p2-6=0,497 

3) Суспензия метионина 

внутрижелудочно 1,5 г/кг 2 р. д. 14 

суток 

11,1 [8,9; 13,7] 
p3-4=0,006, p3-5=0,046, 

p3-6=0,002 

4) Суспензионная основа 

внутрижелудочно 6 мл/кг 2 р. д. 14 

суток 

7,0 [6,1; 7,2] p4-5=0,001, p4-6=0,714 

5) Суспензия метионина 

внутрижелудочно 1,5 г/кг 2 р. д. 21 

сутки с добавлением 1% метионина в 

питьевую воду 

291,7 [277,4; 

334,4] 
p5-6=0,001 

6) Суспензионная основа 

внутрижелудочно 6 мл/кг 2 р. д. 21 

сутки 

5,8 [5,6; 6,8]  
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У животных, включённых в контрольную и опытную группы для 

моделирования дефицита NO, не наблюдалось статистически значимых 

отличий от группы, получавшей суспензионную основу в течение 3 недель. 

В дальнейшем определение остальных показателей проводилось только в 

4 группах, получавших соответственно: 1) суспензию метионина в течение 21 

дня с добавлением его в питьевую воду, 2) суспензионную основу в течение 21 

дня, 3) L-NAME 7 дней, 4) физиологический раствор 7 дней. 

У животных с гипергомоцистеинемией наблюдалось статистически 

значимое увеличение концентрации гомоцистеина относительно контрольной 

группы в митохондриях всех изучаемых органов, в то время как в цитоплазме 

уровень гомоцистеина статистически значимо повышался только в сердце 

(таблица 2). 

 

Таблица 2 – Концентрация гомоцистеина в тканях крыс с 

гипергомоцистеинемией и контрольных животных, нмоль/г белка: 

Me [Q1; Q3] или M±s 
Группа животных Сердце Печень Лёгкие 

Цитоплазма 

Метионин, 21 день 
364,34 ± 69,68 

p=0,027 

147,52 

[135,97; 169,17] 

p=0,195 

173,76 ± 21,31 

p=0,494 

Суспензионная основа, 21 день 297,63 ± 30,80 
132,67 

[129,51; 145,91] 
165,80 ± 27,90 

Митохондрии 

Метионин, 21 день 
299,14 ± 64,35 

p=0,002 

156,59 

[147,23; 190,09] 

p<0,001 

315,30 ± 9,2 

p<0,001 

Суспензионная основа, 21 день 189,30 ± 53,60 
117,75 

[103,78; 121,57] 
252,38 ± 26,71 

Введение как метионина, так и L-NAME приводило к статистически 

значимому снижению суммарной концентрации нитритов и нитратов в 

сыворотке крови и в митохондриях сердца, печени и лёгких относительно 

обеих контрольных групп (таблица 3). Это указывает на то, что при 

гипергомоцистеинемии развивается также и дефицит NO в организме, который, 

по-видимому, связан с нарушением синтеза NO. 

Анализ корреляционной взаимосвязи между концентрацией 

гомоцистеина и уровнем метаболитов NO в митохондриях исследуемых 

органов не выявил статистически значимой обратно-пропорциональной 

корреляции между этими показателями во всех 3 изученных органах (значения 

p составили: 0,332 для сердца, 0,270 для печени и 0,222 для лёгких). По-

видимому, взаимосвязь между этими показателями имеет нелинейный 

характер, что, очевидно, обусловлено сложной, многофакторной регуляцией 

синтеза NO. 
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Таблица 3 – Концентрация метаболитов NO в сыворотке крови 

(мкмоль/л) и митохондриях, полученных из сердца, печени и лёгких, (мкмоль/г 

белка): Me [Q1; Q3] или M±s 
Группа животных Сыворотка Сердце Печень Лёгкие 

Метионин, 21 день 39,15±2,86 

p1-2=0,048 

p1-3=0,251 

p1-4=0,035 

44,26 [34,40; 

55,21] 

p1-2=0,023 

p1-3=0,576 

p1-4=0,110 

28,36±8,49 

p1-2=0,048 

p1-3=0,874 

p1-4=0,619 

40,54±11,59 

p1-2=0,042 

p1-3=0,457 

p1-4=0,074 

 

Суспензионная 

основа, 21 день 

51,47±10,57 

p2-3=0,002 

p2-4=0,894 

56,47 [54,42; 

64,53] 

p2-3=0,005 

p2-4=0,505 

38,27±4,98 

p2-3=0,039 

p2-4=0,709 

60,72±21,33 

p2-3=0,013 

p2-4=0,494 

L-NAME, 7 дней 35,48±3,93 

p3-4=0,001 

43,25 [35,27; 

45,80] 

p3-4=0,031 

28,94±6,81 

p3-4=0,035 

34,56±7,89 

p3-4=0,037 

Физиологический 

раствор 7 дней 

56,74±15,97 53,68 [48,87; 

68,05] 

36,91±7,98 55,24±18,73 

Моделирование гипергомоцистеинемии и дефицита оксида азота не 

сопровождалось статистически значимыми изменениями концентрации общего 

белка ни в митохондриях, ни в цитоплазме каждого из трёх изученных органов. 

В дальнейшем все показатели во фракциях гомогенатов пересчитывали на 

мг или г белка в пробе. 

 

3.2. Изменения в митохондриях сердца при гипергомоцистеинемии и 

дефиците NO 

Для оценки состояния энергетического обмена клеток сердца в условиях 

экспериментальной гипергомоцистеинемии и L-NAME-индуцированного 

дефицита NO у крыс измерялись концентрация молочной кислоты и активность 

ЛДГ в цитоплазме, а также активности митохондриальных ферментов – ЛДГ, 

СДГ и H+-АТФазы. 

В группе животных с гипергомоцистеинемией наблюдалось повышение 

концентрации молочной кислоты в цитоплазме кардиомиоцитов на 57,0%, в то 

время как применение L-NAME не вызывало статистически значимых 

изменений уровня лактата (рисунок 1). 

Активность ЛДГ в цитоплазме статистически значимо не изменялась ни в 

одной из экспериментальных групп. Однако в митохондриях у животных с 

гипергомоцистеинемией активность фермента возрастала (на 78,1%), а у 

особей, получавших L-NAME – напротив, снижалась (на 44,7%) относительно 

соответствующих контрольных групп (рисунок 1). Так как 

гипергомоцистеинемия сопровождалась уменьшением концентрации 

метаболитов NO, сопоставимым с таковым при действии L-NAME, снижение 

активности митохондриальной ЛДГ (выявленное во всех трёх исследуемых 

органах), очевидно, является специфическим эффектом L-NAME, не связанным 

с ингибированием синтеза NO. 
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Примечание: статистически значимые различия: 

* - p1-2<0,05; х -  p1-3<0,001; † - p1-4=0,017; ˜ - p3-4=0,009 

Рисунок 1 – Концентрация молочной кислоты в цитоплазме и активность 

ЛДГ в митохондриях клеток сердца, M±s 

 

Изменения метаболизма молочной кислоты при гипергомоцистеинемии 

можно объяснить следующим образом. Отсутствие изменения активности 

цитоплазматической ЛДГ указывает на то, что скорость гликолиза как 

источника молочной кислоты существенно не менялась. Концентрация лактата, 

очевидно, повысилась за счёт увеличения активности митохондриальной ЛДГ. 

По всей видимости, в условиях гипергомоцистеинемии изменяется 

соотношение НАД+/НАДН+Н+ в митохондриях кардиомиоцитов в пользу 

восстановленной формы кофермента. Это приводит к смещению равновесия 

лактатдегидрогеназной реакции в сторону восстановления пирувата в 

молочную кислоту. То есть повышение концентрации лактата в цитоплазме 

клеток сердца при гипергомоцистеинемии связано с нарушением утилизации 

молочной кислоты митохондриями. 

Это подтверждается и снижением активности СДГ – фермента, 

участвующего в тканевом дыхании. Активность СДГ статистически значимо 

снижалась и в группе с гипергомоцистеинемией (на 47,8%) , и у животных, 

получавших L-NAME (на 42,9%), относительно соответствующих контрольных 

групп (рисунок 2). 

У животных, которым вводился L-NAME, наблюдались более низкие 

значения активности Н+-АТФазы относительно остальных трёх групп (рисунок 

2). По сравнению с соответствующей контрольной группой активность 

фермента была ниже на 45,3%. У крыс с гипергомоцистеинемией не было 

выявлено статистически значимых отличий от контрольных групп 2 и 4. 
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Примечание: статистически значимые различия: 

* p1-2 = 0,039; х - p1-3=0,016; † p1-4= 0,006; ″ - p2-3=0,015; ˜ p3-4<0,05 

Рисунок 2 – Активность СДГ и Н+-АТФазы в митохондриях сердца, M±s 

 

Для анализа влияния гипергомоцистеинемии и недостатка NO на 

процессы свободно-радикального окисления белков в митохондриях клеток 

сердца были исследованы активность СОД и количество карбонильных 

производных аминокислотных остатков в белках. 

В ходе исследования были выявлены статистически значимые различия 

активности СОД в митохондриях клеток сердца между двумя контрольными 

группами – у животных, получавших суспензионную основу, активность 

фермента оказалась на 55,4% ниже, чем у крыс, которым вводился 

физиологический раствор (рисунок 3). И при гипергомоцистеинемии, и при 

дефиците NO, вызванным L-NAME, наблюдалась более высокая активность 

митохондриальной СОД по сравнению с контрольными группами (на 473,8% и 

186,3% соответственно). 

Расчёт площадей под кривой абсорбции света ДНФГ показал, что и в 

группе животных, получавших метионин, и у крыс, которым вводился L-

NAME, наблюдалось увеличение общего количества карбонильных 

производных белков в митохондриях относительно соответствующих 

контрольных групп (рисунок 3). У группы животных, получавших 

суспензионную основу, отмечались более низкие показатели ОМБ, чем в 

группе, которой вводился физиологический раствор. Очевидно, это связано с 

наличием в составе суспензионной основы Твина-80. Сам Твин практически не 

способен устранять свободные радикалы. По-видимому, его антиоксидантный 

эффект опосредован биологическими взаимодействиями (Pérez-Rosés R. et al., 

2015). 

Анализ соотношения первичных и вторичных маркеров ОМБ, а также 

количества основных и нейтральных ДНФГ не выявил статистически значимых 

отличий между исследуемыми группами. 
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Примечание: статистически значимые различия (p<0,05): 

* - групп 1 и 2; х - групп 1 и 3; † - групп 1 и 4; ″ - групп 2 и 3; ^ - групп 2 и 4; ˜ - групп 

3 и 4; 

Рисунок 3 – Активность СОД, РАП и площади под кривой спектров 

поглощения света продуктами ОМБ в митохондриях сердца, Me [Q1, Q3], +max, 

-min 

 

В целом, можно отметить, что образование карбонильных производных 

митохондриальных белков и при гипергомоцистеинемии, и в условиях L-

NAME-индуцированного дефицита NO происходило неспецифично по 

отношению к отдельным группам аминокислот. 

Как видно из рисунка 3, в группах 1 и 3 РАП белков митохондрий сердца 

был ниже, чем в контрольных группах 2 и 4 (на 30,9% и 23,2% соответственно). 

Уменьшение этого потенциала свидетельствует о невысокой способности 

митохондрий адаптироваться в условиях окислительного стресса. 

 

3.3. Изменения в митохондриях печени при гипергомоцистеинемии и 

дефиците NO 

При гипергомоцистеинемии, как и при дефиците NO, вызванном L-
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NAME, не было обнаружено статистически значимых различий в концентрации 

молочной кислоты в цитоплазме гепатоцитов. 

Активность цитоплазматической ЛДГ у животных с 

гипергомоцистеинемией была статистически значимо ниже, а 

митохондриальной ЛДГ – напротив, выше, по сравнению со всеми остальными 

группами (в том числе на 18,8% и 63,0% меньше, чем в контрольной группе 2) – 

рисунок 4. 

 
Примечание: статистически значимые различия: 

* - p1-2<0,05; х - p1-3<0,05; † - p1-4<0,05; ″ - p2-3<0,05; ˜ - p3-4<0,05 

Рисунок 4 – Активность ЛДГ в цитоплазме (слева, M±s) и митохондриях 

(справа, Me [Q1, Q3], +max, -min) клеток печени  

 

У особей с L-NAME-индуцированным дефицитом NO, напротив, 

активность ЛДГ в митохондриях печени оказалась ниже, чем в остальных трёх 

группах (на 30,1% по сравнению с соответствующей контрольной группой, 

которой вводился физиологический раствор). 

Изменения в обмене молочной кислоты можно объяснить следующим 

образом. Учитывая, что печень наряду с почками является важнейшим органом, 

утилизирующим метионин и гомоцистеин, можно предполагать, что при 

гипергомоцистеинемии, индуцированной введением метионина, в гепатоцитах 

значительное количество пирувата образуется из аминокислот (Finkelstein J.D., 

Martin J.J., 1986). По-видимому, рост активности митохондриальной ЛДГ в 

группе 1 связан с ускоренным окислением пирувата в митохондриях. Несмотря 

на снижение активности цитоплазматической ЛДГ, уменьшение уровня лактата 

в цитоплазме гепатоцитов у крыс с гипергомоцистеинемией было 

статистически незначимым. Это может быть обусловлено превышением 

способности митохондрий окислять пируват. Исходя из строения лактат-

окисляющего комплекса, возможно, в этих условиях часть пирувата 

превращается в молочную кислоту на внешней стороне внутренней мембраны 

митохондрий. Нельзя также исключать вероятность пополнения уровня лактата 

в цитоплазме гепатоцитов за счёт поступления молочной кислоты из крови, так 

как печень активно участвует в межорганном обмене лактата, в частности, в 

цикле Кори. 
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У животных с гипергомоцистеинемией в митохондриальной фракции, 

полученной из печени, отмечалась более высокая (на 106,4%) активность СДГ 

по сравнению с группой, получавшей суспензионную основу (рисунок 5), что 

указывает на интенсификацию процессов аэробного окисления. 

Кроме того, при гипергомоцистеинемии (группа 1) наблюдалась и более 

высокая удельная активность H+-АТФазы по сравнению с остальными тремя 

группами (относительно соответствующего контроля (группа 2) активность 

фермента была больше на 91,9%), что указывает на бóльшие возможности 

гепатоцитов группы 1 к продукции АТФ путём окислительного 

фосфорилирования (рисунок 5). 

 
Примечание: статистически значимые различия: 

* - p1-2<0,02; х - p1-3=0,012; † - p1-4=0,005  

Рисунок 5 – Активность СДГ и Н+-АТФазы в митохондриях печени, M±s 

 

Эти данные свидетельствуют о возрастании роли процессов аэробного 

окисления в митохондриях для обеспечения гепатоцитов энергией в условиях 

гипергомоцистеинемии. 

Изучение митохондриальной СОД как фермента антиоксидантной 

защиты продемонстрировало, что активность этого энзима повышается 

относительно соответствующих контрольных групп как при 

гипергомоцистеинемии (с 3,18±1,17 до 8,85±3,26 – на 178,3%, p=0,001), так и 

при дефиците NO, вызванном L-NAME (с 7,43±2,61 до 12,88±3,71 – на 73,4%, 

p=0,002). При этом у животных, получавших суспензионную основу, 

отмечалась на 57,2% (p=0,006) более низкая активность СОД, чем у особей, 

которым вводился физиологический раствор. Очевидно, на активность 

фермента повлияло наличие Твина-80 в составе основы для суспензии. 

Результаты расчета площадей под кривой абсорбции света продуктами 

ОМБ продемонстрировали, что как при гипергомоцистеинемии, так и при L-

NAME-индуцированном дефиците NO наблюдается статистически значимый 

неспецифический прирост количества карбонильных производных 

относительно обеих контрольных групп (рисунок 6). Так, в группе 1 суммарная 

площадь под кривой абсорбции света была выше на 273,0%, чем в группе 2, а в 

группе 3 – на 153,0%, чем в группе 4. В отличие от сердца и лёгких, в печени 
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снижение показателей ОМБ под действием Твина-80 в группе 2 относительно 

группы 4 оказалось статистически незначимым. 

 

 

 
Примечание: статистически значимые различия (p<0,05): * - групп 1 и 2; х - групп 1 и 

3; † - групп 1 и 4; ″ - групп 2 и 3; ^ - групп 2 и 4; ˜ - групп 3 и 4; 

Рисунок 6 – Площади под кривой спектров поглощения света 

продуктами ОМБ, а также процентное содержание АДНФГ и КДФГ (Me [Q1, 

Q3], +max, -min), производных нейтральных и основных аминокислот в 

митохондриях сердца (M±s) 

 

Однако, у животных, получавших суспензионную основу, содержание 

АДНФГ оказалось статистически значимо ниже, чем в группах с 

гипергомоцистеинемией и L-NAME-индуцированным дефицитом NO. Эти 

данные указывают на способность Твина-80 предотвращать накопление 

первичных маркеров окислительной деструкции белков. 
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У крыс, которым вводилась суспензионная основа, наблюдалось более 

низкое содержание нейтральных ДНФГ, чем в группах 1 и 3 (рисунок 6). 

Относительно животных с гипергомоцистеинемией этот показатель был 

меньше на 7,61%. По-видимому, при гипергомоцистеинемии в митохондриях 

клеток печени окислительной модификации подвергаются преимущественно 

нейтральные аминокислоты. 

Анализ РАП белков митохондрий печени не выявил статистически 

значимых различий в исследуемых группах. По всей видимости, отсутствию 

различий по этому показателю способствовала активация системы 

антиоксидантной защиты, на что указывает и увеличение активности СОД. 

 

3.4. Изменения в митохондриях лёгких при гипергомоцистеинемии и 

дефиците NO 

Статистически значимых различий в концентрации молочной кислоты и 

активности ЛДГ в цитоплазматической фракции не было выявлено ни в одной 

из четырёх групп. 

В группе животных с гипергомоцистеинемией наблюдалось 

статистически значимое повышение активности митохондриальной ЛДГ, в то 

время как у крыс, которым вводился L-NAME, отмечалась более низкая 

активность этого фермента относительно обеих контрольных групп (рисунок 

7). 

 
Примечание: статистически значимые различия: 

* - p1-2<0,01; х - p1-3<0,001; † - p1-4<0,01; ″ - p2-3<0,05; ˜ - p3-4<0,01 

Рисунок 7 – Активность ЛДГ и СОД в митохондриях лёгких, M±s. 

 

И при гипергомоцистеинемии, и после введения L-NAME не 

наблюдалось изменений активности СДГ и H+-АТФазы – ферментов, 

участвующих в тканевом дыхании и окислительном фосфорилировании. 

Полученные результаты указывают на то, что гипергомоцистеинемия и 

дефицит NO не вызывают серьёзных нарушений энергетического обмена 

клеток лёгких. 

У животных с гипергомоцистеинемией  активность СОД была на 119,2% 
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выше, чем у крыс, получавших суспензионную основу (рисунок 7). Введение L-

NAME повышало активность СОД на 194,2% по сравнению с группой, 

получавшей физиологический раствор. В отличие от сердца и печени, в лёгких 

не наблюдалось статистически значимых изменений в активности 

митохондриальной СОД у животных, получавших суспензионную основу, по 

сравнению с крысами, которым вводился физиологический раствор. 

Анализ площадей под кривой абсорбции света показал, что как при 

гипергомоцистеинемии, так и при дефиците NO наблюдается статистически 

значимое увеличение количества карбонильных производных и нейтрального, и 

основного характера как за счёт АДНФГ, так и за счёт КДНФГ относительно 

соответствующих контрольных групп (рисунок 8). 

 

 

 
Примечание: статистически значимые различия (p<0,05): * - групп 1 и 2; х - групп 1 и 

3; † - групп 1 и 4; ″ - групп 2 и 3; ^ - групп 2 и 4; ˜ - групп 3 и 4; 

Рисунок 8 – Площади под кривой спектров поглощения света 

продуктами ОМБ, РАП (Me [Q1, Q3], +max, -min) и процентное содержание 

АДНФГ и КДФГ (M±s) в митохондриях сердца  
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выше на 564,5 и 97,4%. У особей, которым вводилась суспензионная основа, 

содержащая Твин-80, наблюдалось снижение общего количества продуктов 

ОМБ на 64,7% относительно крыс, получавших физиологический раствор, в 

основном за счёт статистически значимого снижения первичных маркеров 

окислительной деструкции белков нейтрального характера (на 72,5%). 

У животных, получавших суспензионную основу, отмечалось 

статистически значимое снижение доли АДНФГ относительно остальных трёх 

групп (рисунок 8). Эти результаты указывают на то, что в лёгких Твин-80 

проявляет антиоксидантный эффект (также как в сердце и печени), препятствуя 

образованию первичных маркеров окислительной деструкции 

митохондриальных белков - продуктов их фрагментации. 

Анализ соотношения динитрофенилгидразонов в ультрафиолетовой и 

видимой области спектра не выявил статистически значимых различий между 

четырьмя изучаемыми группами. 

Оценка РАП белков митохондрий лёгких показала, что и у животных, 

получавших метионин, и у крыс, которым вводился L-NAME, этот потенциал 

снижался относительно соответствующих контрольных групп (на 55,1 и 43,6% 

соответственно) – рисунок 8. У особей, получавших суспензионную основу, 

РАП оказался на 47,4% выше, чем в группе, которой делали инъекции с 

физиологическим раствором. 

 

ВЫВОДЫ 

1. Важной мишенью токсического действия гомоцистеина при 

гипергомоцистеинемии являются митохондрии сердца, печени и лёгких, где эта 

аминокислота накапливается в большей степени, чем в цитоплазме. Так, в 

митохондриях сердца концентрация гомоцистеина увеличивается на 58,0%, 

печени – на 33,0%, лёгких – на 29,4%. В то же время, статистически значимое 

повышение уровня гомоцистеина в цитоплазме наблюдалось только в сердце 

(на 22,4%). 

2. Гипергомоцистеинемия у крыс приводит к нарушению процессов 

аэробного окисления в митохондриях клеток сердца (на что указывает 

увеличение концентрации молочной кислоты в цитоплазме на 57,0%, 

повышение активности митохондриальной ЛДГ на 78,1%, а также снижение 

активности СДГ на 47,8% по сравнению с соответствующей контрольной 

группой, получавшей суспензионную основу). При этом  возможности 

гепатоцитов продуцировать АТФ за счёт окислительного фосфорилирования, 

напротив, повышались (активность ЛДГ в цитоплазме снижалась на 18,8%, а в 

митохондриях – возрастала на 63,0%, на 106,4% увеличивалась активность СДГ 

и на 91,9% – H+-АТФазы). На энергетический обмен в митохондриях клеток 

лёгких гипергомоцистеинемия не оказала существенного влияния (в них 

наблюдалось только увеличение активности митохондриальной ЛДГ на 55,2%). 

Перечисленные изменения в целом значительно отличались от тех, к которым 

приводил дефицит NO, индуцированный введением неселективного ингибитора 

NO-синтаз L-NAME, при котором в клетках сердца было обнаружено снижение 
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активности митохондриальной ЛДГ на 44,7%, СДГ – на 42,9% и H+-АТФазы – 

на 45,3% по сравнению с животными, которые получали физиологический 

раствор, а в печени и лёгких наблюдалось только снижение активности 

митохондриальной ЛДГ на 30,1% и 32,2% соответственно. 

3. Гипергомоцистеинемия, как и L-NAME-индуцированный дефицит NO, 

способствуют развитию окислительного стресса, выражающегося в увеличении 

общего количества карбонильных производных аминокислотных остатков в 

белках митохондрий сердца (на 131,7% и 67,1%), печени (на 273,0% и 153,0%) 

и лёгких (на 564,5% и 97,4%) крыс относительно соответствующих 

контрольных групп. При этом на фоне усиления ОМБ наблюдается повышение 

активности СОД во всех трёх исследуемых органах (в сердце – на 473,8% и 

186,3%, в печени – на 178,3% и 73,4%, в лёгких – на 119,2% и 194,2%), что в 

значительной мере нивелирует последствия окислительного стресса для 

биоэнергетики клеток, особенно в печени и лёгких, где удельная активность 

этого фермента выше, чем в сердце, как у крыс с гипергомоцистеинемией (на 

270,3% и 394,5%), так и с L-NAME-индуцированным дефицитом NO (на 292,4% 

и 183,1% соответственно). 

4. Гипергомоцистеинемия ассоциирована со снижением концентрации 

метаболитов NO в сыворотке крови (на 23,9%) и в митохондриях клеток сердца 

(на 21,6%), печени (на 25,9% %) и лёгких (на 49,8%). Уменьшение уровня 

метаболитов NO было сопоставимо с тем, которое вызвало введение L-NAME 

(в сыворотке крови – на 37,5%, в сердце – на 19,4%, в печени – на 21,6%, в 

лёгких – на 37,4%). При этом линейной корреляции между уровнем 

гомоцистеина и суммарной концентрацией нитритов и нитратов не обнаружено. 

5. При гипергомоцистеинемии нарушение метаболизма NO является 

существенным механизмом, способствующим развитию окислительного 

стресса в митохондриях, на что указывает тот факт, что активация СОД и 

окислительной модификации митохондриальных белков при высоких 

концентрациях гомоцистеина ассоциирована со снижением уровня метаболитов 

NO, а изменения показателей активности СОД и ОМБ при этом патологическом 

состоянии имеют сходство с теми, которые наблюдаются в условиях L-NAME-

индуцированного дефицита NO. Однако на показатели энергетического обмена 

этот фактор значительного влияния не оказывает. 

6. Твин-80, применяемый как солюбилизатор суспензии метионина, 

проявляет антиоксидантный эффект, выражающийся в снижении показателей 

ОМБ, в том числе общего количества карбонильных производных белков, в 

сердце (на 70,7%) и лёгких (на 64,7%), а также в уменьшении активности СОД в 

сердце (на 55,4%) и в печени (на 57,2%). 
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