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СЕРОСОДЕРЖАЩИХ СОЕДИНЕНИЙ В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ КРЫС

© 2019 г.   Я. И. Новогродская1, *, М. Н. Курбат1, Е. М. Дорошенко1

1УО “Гродненский государственный медицинский университет”, Гродно, Беларусь
Поступила в редакцию 13.07.2018 г.

После доработки 01.11.2018 г.
Принята к публикации 12.11.2018 г.

Однократное введение метотрексата в дозе 0.1 мг/кг на 24 ч и 7 сут характеризуется дисбалансом пу-
ла низкомолекулярных серосодержащих соединений, выраженность которого уменьшается в ряду
гипоталамус > средний мозг > большие полушария > стриатум > мозжечок. Через 24 ч в больших по-
лушариях крыс снижается реметилирование гомоцистеина, в стриатуме активируется транссульфу-
рирование, в среднем мозге тормозится синтез таурина, в гипоталамусе увеличивается синтез гомо-
цистеиновой кислоты и таурина, а в мозжечке активируется оксидазный путь превращений цисте-
ина и гомоцистеина, ингибируется транссульфурирование и биосинтез таурина. Через 7 сут после
однократного воздействия метотрексата общей тенденцией является торможение реакций окисле-
ния, активация транссульфурирования и декарбоксилирования в синтезе таурина.
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ВВЕДЕНИЕ
Выбор препаратов для химиотерапии опухолей

ЦНС и поражений ЦНС при лимфопролифера-
тивных заболеваниях обусловлен их активностью
и способностью проникать через гематоэнцефали-
ческий барьер, так как не все потенциальные про-
тивоопухолевые средства способны проникать че-
рез него, что влияет на эффективность терапии и
целесообразность ее назначения [1, 2]. Первым эф-
фективным препаратом для лечения злокачествен-
ных новообразований, обладающим способностью
проникать в ткани мозга, стал классический анти-
метаболит фолиевой кислоты – метотрексат (MTX)
[3]. Метотрексат отличается от фолиевой кисло-
ты карбоксильной группой вместо аминогруппы
в 4-м положении птеридиновой молекулы и на-
личием метильной группы в 10-м положении
4-аминобензойной кислоты [4]. Поступая в клет-
ку, метотрексат превращается в метотрексатные
полиглутаматы путём последовательного присо-
единения остатков глутаминовой кислоты при
помощи фолилполиглутаматсинтетазы [5].
Гамма-глутамилгидролаза удаляет остатки глута-
миновой кислоты с полиглутаматов и MTX выхо-
дит из клеток [6]. Метотрексат и/или метотрек-
сатные полиглутаматы, конкурентно ингибируя
дигидрофосфатредуктазу, нарушают синтез тет-

рагидрофолиевой кислоты [7]. Недостаток тетра-
гидрофолатов угнетает синтез пуринов и тимиди-
на, превращение гомоцистеина в метионин и ме-
таболизм длинноцепочечных жирных кислот в
ткани головного мозга. Имеются данные об инги-
бировании метотрексатом не только дигидрофос-
фатредуктазы, но и β-глицинамид рибонуклеотид-
трансформилазы, 5'-амино-4'-имидазолкарбокса-
мид-рибонуклеотид-трансформилазы, тимиди-
латсинтазы, которые также участвуют в синтезе
ДНК и РНК [8, 9, с. 39].

Известно, что MTX имеет высокую степень
ионизации при физиологических значениях рН,
что препятствует его проникновению в ЦНС в
высоких концентрациях, а неповрежденный ГЭБ
может ограничивать проникновение метотрекса-
та в мозг и опухоль при лечении первичных опу-
холей [3] при помощи транспортеров. Так, транс-
портеры MRP4/ABCC4, BCRP/ABCG2 имеют
сродство к нуклеозидным аналогам [10, 11], к чис-
лу которых относятся противоопухолевые сред-
ства, в том числе и метотрексат. В то же время
ГЭБ не только ограничивает, но и обеспечивает
транспорт веществ в мозг. Проникать относи-
тельно беспрепятственно через него могут липо-
фильные соединения, а с участием переносчиков
и транспортных систем – и гидрофильные моле-
кулы [12, 13], к которым относятся аминокислоты
и их производные. Благодаря системам транспор-
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та мозг способен поддерживать относительно по-
стоянные уровни свободных аминокислот и род-
ственных им соединений, независимо от их кон-
центрации в крови [14].

С другой стороны, метотрексат через фолатза-
висимые механизмы может вмешиваться в мета-
болические превращения свободных аминокис-
лот, вызывая метаболический дисбаланс в соот-
ветствующей ткани, который может приводить к
повреждению клеток головного мозга, стенок со-
судов, мембран клеток головного мозга, структу-
ры ДНК, нарушению внутриутробного развития
структур головного мозга и т.д. [15]. Искусствен-
ный дефицит коферментных форм фолатов, вы-
званный метотрексатом, позволит оценить функ-
циональную значимость фолатных механизмов в
поддержании постоянства уровней свободных
аминокислот и их производных в мозге крыс.

Целью исследования стал анализ пула низко-
молекулярных серосодержащих соединений в
функционально и метаболически различных от-
делах головного мозга крыс после введения мето-
трексата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперимент был выполнен на 24 белых кры-
сах-самцах гетерогенной популяции массой 220–
240 г, содержавшихся на обычном рационе вива-
рия со свободным доступом к воде. Животные
были разделены на 3 группы (по 8 животных в
группе): 1-й (контрольная группа), животным
внутрибрюшинно вводили изотонический рас-
твор (0.9% раствор NaCl), 2-й и 3-й (опытные
группы) – метотрексат (РУП “Белмедпрепараты”)
в дозе 0.1 мг/кг [16] однократно. Забой животных
проводили через 24 ч и 7 сут. За 12 ч до декапита-
ции животные были лишены пищи с сохранением
свободного доступа к воде. Проведение экспери-
мента соответствовало правилам и нормам биоэ-
тического обращения с подопытными животны-
ми и одобрено комитетом по биомедицинской
этике учреждения образования “Гродненский го-
сударственный медицинский университет”.

После декапитации на холоде быстро извлека-
ли головной мозг и выделяли отделы (большие
полушария, стриатум, средний мозг, гипотала-
мус, мозжечок). Для осаждения белков образцы
тканей гомогенизировали в 10 объемах 0.2 М рас-
твора хлорной кислоты, содержащем 0.2 мМ
норвалина, 1 мкМ ванилиновой кислоты, 50 мг/л
ЭДТА, 50 мг/л метабисульфита натрия. Пробы
центрифугировали (Biofuge Primo R+) при 4°С в
течение 15 мин при 16000 g. Затем супернатант
немедленно отбирали и хранили до исследования
при –18°С. Концентрации цистеиновой кислоты
(CA), цистеинсульфиновой кислоты (CSA), глу-
татиона (GSH), серина (Ser), глицина (Gly), ги-

потаурина (HpTau), таурина (Tau), метионина
(Met), цистатионина (Ctn), гомоцистеиновой
кислоты (HCA) определяли в полученных хлор-
нокислых экстрактах методом обращенно-фаз-
ной ВЭЖХ с предколоночной дериватизацией о-
фталевым альдегидом и 3-меркаптопропионовой
кислотой и детектированием по флуоресценции
(338/455 нм). Предколоночную дериватизацию
проводили непосредственно перед вводом проб в
хроматограф путем смешивания пробы с 5-крат-
ным объемом 0.4% о-фталевого альдегида и 0.3%
3-меркаптопропионовой кислоты в 0.4 М Na-бо-
ратном буфере, pH 9.4, затем пробы нейтрализо-
вали 0.2 М раствором HClO4 до слабокислой сре-
ды и немедленно вводили в колонку. Подвижная
фаза: 0.1 М Na-ацетатный буфер, pH 6.15, содер-
жащий 20 мг/л ЭДТА (A); ацетонитрил/вода 7/3
(об./об.) (B), метанол/вода 7/3 (об./об.) (С), 0.1 М
Na-ацетатный буфер, pH 5.55, содержащий
20 мг/л ЭДТА (D). Градиентное элюирование от 2
до 100% В с изменением соотношения B/C и A/D
в ходе анализа, за 69 мин; скорость потока
0.2 мл/мин, температура колонки 35°С [17].

Хроматограммы обрабатывали с помощью
программы Agilent ChemStation В.04.02 по методу
внутреннего стандарта. Для калибровки системы
использовали смесь аминокислот Aldrich (США),
содержащую по 500 нмоль/мл каждого соедине-
ния. Смесь стандартов обрабатывали так же, как
пробы тканей.

Статистическую обработку данных проводили
с помощью программы Statistica 10.0 (серийный
номер AXAR207F394425FA-Q) с применением
t-критерия Стьюдента для независимых выборок
после контроля нормальности с помощью крите-
рия Колмогорова–Смирнова с поправкой Лил-
лифорса, а также однофакторного дисперсион-
ного анализа (ANOVA) с поправкой на множе-
ственные сравнения по критерию Тьюки. При
отклонении распределения от нормального до-
стоверность различий между группами проверяли
медианным тестом Манна–Уитни. Для анализа
взаимосвязи признаков применяли корреляци-
онный анализ (коэффициенты корреляции по
Пирсону). Во всех процедурах статистического
анализа критический уровень значимости р при-
нимали равным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В больших полушариях интактных животных
выявлены положительные связи между уровнями
Met-HCA (r = 0.83, p < 0.05), Met-Ser (r = 0.77, p <
< 0.05), Met-Gly (r = 0.87, p < 0.05), Gly-Tau (r =
= 0.91, p < 0.05), Ser-Gly (r = 0.87, p < 0.05), Ser-HpTau
(r = 0.81, p < 0.05), Ser-Tau (r = 0.92, p < 0.05),
HpTau-Tau (r = 0.82, p < 0.05), которые указывают
на то, что синтез таурина происходит преимуще-
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ственно по пути окисления гипотаурина, а не ци-
стеинсульфината.

Метотрексат в дозе 0.1 мг/кг через 24 ч в боль-
ших полушариях крыс приводил к снижению
уровня метионина, нарушая, вероятно, процесс
реметилирования гомоцистеина в метионин, но
не транссульфурирование. В пользу этого предпо-
ложения говорит положительная корреляция меж-
ду уровнями Ctn-CSA (r = 0.80, p < 0.05), Ser-Gly
(r = 0.90, p < 0.05), Gly-Tau (r = 0.76, p < 0.05).

Через 7 сут наблюдалась тенденция к повыше-
нию уровня цистатионина, что, возможно, гово-
рит о высокой активности цистатионин-β-синта-
зы, но при этом уровни остальных исследованных
аминокислот снижались, что указывает на веро-
ятное ингибирование γ-цистатионазы (рис. 1).
Положительная корреляция между уровнями
CSA-CA (r = 0.92, p < 0.05) указывала на активный
синтез таурина из цистеинсульфината через его
окисление в цистеат, а не декарбоксилирование в
гипотаурин.

Метотрексат в стриатуме крыс приводил к не-
значительному дисбалансу уровней серосодержа-
щих аминокислот (рис. 2). Так, через 24 ч после
его введения не отмечено статистически значи-
мых изменений уровней серосодержащих амино-
кислот и их метаболитов. Тесная положительная
корреляционная связь между уровнями Ser-Gly
(r = 0.98, p < 0.05) указывала на возможную акти-
вацию транссульфурирования. В контрольной
группе такая связь отсутствовала, но наблюдалась
положительная корреляция между уровнями Met
и Tau (r = 0.79, p < 0.05).

Через 7 сут после введения метотрексата на-
блюдалось статистически достоверное повыше-
ние уровня гомоцистеиновой кислоты, что может
быть связано с окислением гомоцистеина и мо-
жет сопровождаться торможением транссульфу-
рирования гомоцистеина и синтеза цистатиони-
на. Корреляционный анализ выявил следующие
достоверные положительные связи в данном от-
деле ЦНС: СА-СSA (r = 0.76, p < 0.05), СА-Tau (r =
= 0.96, p < 0.05), СSA-Tau (r = 0.78, p < 0.05), СА-Gly
(r = 0.91, p < 0.05), СSA-Gly (r = 0.86, p < 0.05), ко-
торые указывали на активное восстановление
процесса декарбоксилирования цистеиновой и
цистеинсульфиновой кислот по пути биосинтеза
таурина.

В среднем мозге воздействие метотрексата так-
же приводило к метаболическому дисбалансу ис-
следуемых соединений. Через 24 ч после введения
метотрексата наблюдалось снижение уровней
CSA, Ser, Tau, что указывает на угнетение де-
карбоксилирования цистеинсульфиновой кисло-
ты и, вероятно, нарушение синтеза таурина. Через
7 сут наблюдалось статистически достоверное по-
вышение уровня НpTau (рис. 3). При этом уро-
вень таурина не снижался, что, вероятно, связано
со снижением активности гипотауриндегидроге-
назы и ингибированием синтеза таурина.

Корреляционный анализ показал, что в кон-
трольной группе все определяемые непосред-
ственно метаболически связанные друг с другом
соединения не коррелировали между собой. Че-
рез 24 ч после введения метотрексата наблюда-
лась положительная корреляция между уровнями
Ser-Ctn (r = 0.83, p < 0.05), которая указывала на

Рис. 1. Уровни НСС в больших полушариях крыс (среднее ± ср. ошибка среднего). Примечание: * p < 0.05 при срав-
нении с контрольной группой.
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блокировку цистатион-β-синтазы, т.е. на ингиби-
рование транссульфурирования на уровне первой
реакции, Ctn-Tau (r = 0.89, p < 0.05), свидетельству-
ющая о том, что синтез таурина стал зависимым от
достаточности серина как предшественника. Че-
рез 7 сут после введения метотрексата прослежи-
валась отрицательная корреляционная связь
между Gly-Ser (r = –0,97, p < 0.05). Глицин, не
превращаясь в серин, может являться фактором,
ограничивающим синтез таурина.

В гипоталамусе крыс через 24 ч после введения
MTX достоверно повышались уровни HCA, Tau и

GSH. Повышение уровней гомоцистеиновой
кислоты и глутатиона, вероятно, указывают на
окислительный стресс и активацию антиокси-
дантной функции. Положительная корреляция в
гипоталамусе контрольной группы крыс наблю-
далась между уровнями СA-HCA (r = 0.76, p <
< 0.05), Ser-Tau (r = 0.84, p < 0.05). Через 24 ч после
введения MTX выявлены отрицательные корре-
ляции между уровнями Ser-Ctn (r = –0.89, p < 0.05),
Gly-Tau (r = –0,80, p < 0.05), Ctn-Tau (r = –0,93,
p < 0.05) и положительные корреляции между
уровнями Gly-Ctn (r = 0.76, p < 0.05), Ser-Tau (r =
= 0.88, p < 0.05), Met-Tau (r = 0.76, p < 0.05), кото-

Рис. 2. Уровни НСС в стриатуме крыс (среднее ± ср. ошибка среднего). Примечание как на рис. 1.
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Рис. 3. Уровни НСС в среднем мозге крыс (среднее ± ср. ошибка среднего). Примечание как на рис. 1.
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рые подтверждают предположение об активной
наработке таурина только в результате катаболиз-
ма метионина.

Через 7 сут наблюдалось статистически досто-
верное повышение уровня цистатионина по срав-
нению с контролем, что может быть обусловлено
высокой активностью цистатионин-β-синтазы и
относительным блоком на уровне γ-цистатиона-
зы (рис. 4). Положительные корреляционные
связи между уровнями Ser-CA (r = 0.88, p < 0.05),
CA-Tau (r = 0.79, p < 0.05), Ser-Tau (r = 0.81, p <
< 0.05), Ser-Met (r = 0.80, p < 0.05), Gly-Ctn (r = 0.86,
p < 0.05) и отрицательная корреляционная связь
между уровнями Gly-Tau (r = –0.73, p < 0.05) под-
тверждали активное протекание транссульфури-
рования. Таурин синтезировался в мозге пре-
имущественно в результате окисления цистеина
до цистеинсульфиновой кислоты, которая де-
карбоксилировалась с образованием гипотаурина
с последующим окислением его до таурина.

Содержание низкомолекулярных серосодер-
жащих и родственных соединений в мозжечке че-
рез 24 ч и 7 сут после введения MTX достоверно
не изменялось. Корреляционный анализ выявил
положительные связи между уровнями HCA-CA
(r = 0.72, p < 0.05), Ser-CSA (r = 0.77, p < 0.05), ко-
торые указывали на активацию оксидазного пути
превращений цистеина и гомоцистеина, так как
наработка цистеата и гомоцистеата осуществля-
ется в однотипных реакциях из, соответственно,
цистеина и гомоцистеина уже через 24 ч.

Через 7 сут после введения метотрексата на-
блюдалась положительная корреляция между
уровнями Ser-Ctn (r = 0.94, p < 0.05), которая ука-

зывала на активное восстановление процесса
транссульфурирования гомоцистеина и биосин-
теза таурина, который, вероятно, был затормо-
жен через 24 ч после введения MTX.

В контрольной группе крыс корреляционный
анализ выявил отрицательные связи между уровня-
ми Ser-Gly (r = –0.85, p < 0.05), Gly-Tau (r = –0.91,
p < 0.05), Gly-Met (r = –0.79, p < 0.05). Это может
означать весьма активное протекание в мозжечке
взаимопревращений глицина и серина, которые
сопровождались активным транссульфурировани-
ем с участием серина и активным использованием
другого продукта этой реакции – метилен-ТГФК,
используемого для реметилирования гомоцистеи-
на в метионин. На эти процессы указывала поло-
жительная корреляция между уровнями Ser-Tau
(r = 0.91, p < 0.05), Ctn-Tau (r = 0.74, p < 0.05),
Met-Ctn (r = 0.82, p < 0.05).

ВЫВОДЫ
1. Однократное введение метотрексата харак-

теризуется нарушениями формирования пула
низкомолекулярных серосодержащих соедине-
ний в регионах головного мозга крыс. Выражен-
ность дисбаланса концентраций отдельных НСС
уменьшается в ряду гипоталамус > средний мозг >
> большие полушария > стриатум > мозжечок.

2. Направленность и степень выраженности
изменения нейрохимических процессов метабо-
лизма НСС зависит от метаболической активно-
сти исследуемых регионов ЦНС:

– в больших полушариях крыс при 24-часовом
воздействии метотрексата имеет место снижение
реметилирования гомоцистеина в метионин, а

Рис. 4. Уровни НСС в гипоталамусе крыс (среднее ± ср. ошибка среднего). Примечание как на рис. 1.
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через 7 сут – изменение предпочтительного пути
синтеза таурина.

– в стриатуме крыс через 24 ч активируется
процесс транссульфурирования, а через 7 сут –
декарбоксилирования CSA и CA.

– в среднем мозге через 24 ч тормозится синтез
таурина путем снижения интенсивности транс-
сульфурирования. В более позднем сроке наблю-
дается торможение окисления гипотаурина.

– в гипоталамусе крыc через 24 ч увеличивает-
ся синтез гомоцистеиновой кислоты и таурина
через активное окисление гомоцистеина и гипо-
таурина, а через 7 сут повышается активность
транссульфурирования.

– в мозжечке крыс через 24 ч после введения
метотрексата активируется оксидазный путь пре-
вращений цистеина и гомоцистеина и ингибиру-
ется транссульфурирование и биосинтез таурина,
восстановление активности которых происходит
к 7 сут эксперимента.
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A single administration of methotrexate at a dose of 0.1 mg/kg leads in 24 h or 7 days to an imbalance in the
pool of low-molecular-weight sulfur-containing compounds; the severity of this imbalance decreases in the
row hypothalamus > midbrain > cerebral hemispheres > striatum > cerebellum. In 24 h, homocysteine
remethylation decreased in the cerebral hemispheres, transsulfuration was activated in the striatum, taurine
synthesis was inhibited in the midbrain, homocysteic acid and taurine synthesis increased in the hypothala-
mus, and the oxidative pathway of cysteine and homocysteine was activated in the hypothalamus; 7 days after
a single exposure to methotrexate, a general trend was the inhibition of oxidative reactions, the activation of
transsulfuration and decarboxylation in taurine synthesis.

Keywords: sulfur-containing amino acids, cerebral hemispheres, striatum, midbrain, hypothalamus, cerebellum,
methotrexate
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