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Гипергомоцистеинемия (ГГЦ) матери во время беременности может приводить к нарушению раз-
вития нервной системы плода и вызывать отдаленные последствия, в том числе когнитивную дис-
функцию, у потомства в постнатальном периоде. Нарушение процессов метилирования и развитие
окислительного стресса (ОС) относятся к одним из основных механизмов нейротоксического дей-
ствия гомоцистеина и его метаболитов. Изменение уровня нейротрофинов в гиппокампе самцов
крыс является одним из установленных последствий воздействия ГГЦ на взрослый организм, одна-
ко такие исследования на самках отсутствуют. В данном исследовании проводился анализ влияния
ГГЦ (пероральное введение метионина с 4-го по 20-й дни беременности) на содержание нейротро-
финов в растворимой фракции различных структур мозга (гиппокамп, гипоталамус, кора больших
полушарий, мозжечок) крыс на 20-й день беременности. Анализ суточной динамики содержания
гомоцистеина в данных структурах при введении метионина проводили на 4-й день беременности.
Полученные данные свидетельствуют, что на фоне отсутствия изменения уровней проформ факто-
ра роста нервов (NGF) и нейротрофического фактора мозга (BDNF) в растворимой фракции коры
и гипоталамуса беременных крыс при ГГЦ имеет место снижение содержания зрелой формы BDNF
и повышение уровня ДНК-метилтрансферазы 1 (DNMT1) на 20-й день беременности. При этом в
коре отмечено повышение уровня продуктов окислительной модификации белков. Значимых из-
менений исследованных показателей в гиппокампе обнаружено не было, что указывает на устойчи-
вость данной структуры мозга к токсическому влиянию ГГЦ у беременных крыс. Таким образом,
патологическое действие ГГЦ при беременности проявляется в коре и гипоталамусе, что может по-
влечь за собой развитие тревожно-депрессивных состояний, способных негативно сказаться на со-
стоянии здоровья как будущей матери, так и, соответственно, развивающегося плода.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время активно исследуются нега-
тивные последствия влияния различных видов
стресса, в том числе и гипергомоцистеинемии
(ГГЦ), во время беременности, на нервную систе-
му потомства, как в раннем, так и позднем пост-
натальном периоде [1–4]. Однако, значительно
меньше исследований посвящено изучению вли-
яния стресса на самих матерей [5, 6]. В частности,
практически игнорируется вклад нарушений, про-

исходящих в отдельных структурах мозга в развитие
патологии беременности и послеродового периода.
Влияние ГГЦ на изменение содержания нейротро-
финов, в частности, нейротрофического фактора
мозга (BDNF) и фактора роста нервов (NGF), в
различных структурах мозга оценивается преиму-
щественно в контексте когнитивных нарушений
и психических расстройств у самцов или небере-
менных самок [7–11]. В связи с этим основными
объектами исследования, как правило, являются
гиппокамп и кора мозга. Известно также, что в
развитии депрессии, принимают участие, наряду
с нейротрансмиттерами и их рецепторами системы
передачи внутриклеточных сигналов, процессы
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транскрипции генов, трансляции белков и их по-
сттрансляционные изменения, связанные с ней-
ротрофическими нарушениями и снижением
нейропластичности в различных отделах мозга
[12–15]. При этом установлено, что повышенное
содержание гомоцистеина (ГЦ) относится к числу
неоспоримых факторов патогенеза таких ослож-
нений беременности, как преэклампсия, отслойка
плаценты, задержка внутриутробного развития пло-
да и незаращение нервной трубки [16–18]. Пред-
полагают, что негативное воздействие ГЦ на ор-
ганизм, в том числе, организм матери, является
следствием развития под влиянием этого соеди-
нения и его активных метаболитов как окисли-
тельного стресса (ОС) [19, 20], так и связанных с
ним процессов апоптоза и воспаления [21–23].
Кроме того, ГЦ обладает эксайтотоксическим
эффектом ввиду его структурного сходства с глута-
матом [24, 25]. Накопленные данные свидетель-
ствуют о том, что взаимодействие между факторами
окружающей среды и эпигенетическими процес-
сами, такими как метилирование ДНК и модифи-
кации хроматина, может играть роль в реализа-
ции неблагоприятных эффектов ГЦ, включая его
влияние на регуляцию гипоталамо-гипофизарно-
надпочечниковой системы [1]. Применение модели
экспериментальной ГГЦ во время беременности
является важным инструментом для понимания
механизмов возможного влияния ГЦ на экспрес-
сию нейротрофических факторов в мозге матери,
которое может быть связано как с усилением ОС
и активацией зависимых от уровня АФК путей
апоптоза [26], так и с изменением степени мети-
лирования ДНК и структурной реорганизации ге-
нов, ответственных за синтез этих ростовых фак-
торов [27, 28].

Таким образом, цель данной работы состояла в
оценке влияния ГГЦ во время беременности, вы-
званной метиониновой нагрузкой, на содержа-
ние нейротрофических факторов (BDNF и NGF),
DNMT1 и продуктов окислительной модифика-
ции белков в различных структурах мозга самок
крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные. Крысы линии Wistar были получе-

ны из Питомника лабораторных животных “Рап-
полово”, Ленинградская обл., Россия. Животных
содержали в виварии с искусственной вентиляцией
при постоянной комнатной температуре с контро-
лируемым 12-часовым циклом света и темноты, и
они получали стандартный коммерческий корм с
содержанием белка 20% (ЗАО “Волосово”, “Воло-
совский комбикормовый завод”, Ленинградская
обл., Россия) и воду.

Однократное введение метионина для анализа
суточной динамики изменения уровня ГЦ в различ-
ных структурах мозга самок крыс. В данном экспе-

рименте использовали однократное пероральное
введение 0.15%-го водного раствора L-метионина
(0.6 г/кг массы животного) на 4-й день беремен-
ности. Исследование выполнено на 30 самках
крыс. Уровень ГЦ оценивали в гипоталамусе,
гиппокампе, коре и мозжечке на иммунохемилю-
минесцентном анализаторе “Architect i1000” (Ab-
bott, США) до введения метионина, через 1, 3, 6 и
24 ч после его введения. Образцы тканей структур
мозга были гомогенизированы на льду в соотно-
шении 1 : 1 (w/v) в PBS, pH 7.4 (Sigma-Aldrich,
США). Полученные гомогенаты центрифугиро-
вали при 16000 g в течение 20 мин для удаления
клеточного дебриса. Концентрирование суперна-
тантов проводили с использованием вакуумного
концентратора Labconco (США). Концентрацию
общего белка в пробах оценивали по методу Бред-
форда на спектрофотометре NanoDrop One (Thermo
Scientific, USA) [29].

Хроническое введение метионина для анализа
содержания нейротрофинов, DNMT1 и окисли-
тельной модификации белков в различных структу-
рах мозга беременных самок крыс. В эксперименте
использовали хроническое ежедневное перораль-
ное введение раствора L-метионина. Животные
были разделены на две группы. Первая группа
(контрольная, n = 6) состояла из самок крыс, на-
ходившихся на стандартном рационе с дополни-
тельным ежедневным пероральным введением
питьевой воды с 4 по 20 день беременности. Вто-
рую группу (n = 6) составили самки, которым так-
же в этот период беременности на фоне стандарт-
ного корма и воды ежедневно, один раз в сутки,
перорально вводили 0.15%-й водный раствор
L-метионина (0.6 г/кг массы животного). На
20-й день беременности самок обеих групп дека-
питировали, образцы ткани мозга хранили при
‒80°С до времени анализа.

Иммуноблотинг. Образцы тканей структур
мозга гомогенизировали на льду в соотношении
1 : 2 (w/v) в PBS, pH 7.4 (Sigma-Aldrich, США).
Полученные гомогенаты центрифугировали при
16000 g и +4°C в течение 20 мин для удаления нерас-
творенных белков и клеточного дебриса. Концен-
трацию общего белка в супернатантах оценивали по
методу Бредфорда. Образцы с равным содержанием
белка (50 мкг) смешивали с 2x буфером для образ-
цов (62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 25% гли-
церин, 0.01% бромфеноловый синий, 5% β-мер-
каптоэтанол) (Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad,
США), инкубировали 5 мин при 98°С. Электро-
форез проводили в денатурирующих условиях по
методу Laemmli в 10%-м SDS-полиакриламидном
геле (TGS Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, Bio-
Rad, США), в трис-глициновом буфере (10×
Tris/Glycine/SDS Buffer, Bio-Rad, США). Белки
визуализировали с использованием технологии
stain-free в системе гель-документации Chemi-
DocTM Touch Imaging system (Bio-Rad, США) и
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переносили на PVDF-мембрану в трансфер-бу-
фере (Bio-Rad, США), содержащем 20% этанола.
Относительное содержание BDNF, NGF и
DNMT1 выявляли с помощью специфичных
первичных антител Anti-BDNF [EPR1292] (rabbit
Ab 1 : 1000, Abcam, США), anti-NGF [EP1320Y]
(rabbit Ab 1 : 1000, Abcam, США), которые распо-
знают иммунореактивные формы NGF ~ 30 кДа и
DNMT1 (D63A6) (rabbit Ab, 1 : 1000, Cell Signaling
Technology, США). После инкубации с HRP-
конъюгированными козьими антителами против
кролика или мыши (1 : 1000, Bio-Rad, США), сигна-
лы регистрировали с помощью усиленной хемилю-
минесценции (Clarity Western ECL Substrate, Bio-
Rad, США). Интенсивность полос, полученных в
результате иммуноблотинга, определяли с помо-
щью программного обеспечения ImageLab. Полу-
ченные данные, были нормализованы по гли-
церальдегид-3-фосфат дегидрогеназе (GAPDH
(14C10) Rabbit Ab, 1 : 1000, Cell Signaling Technology).
Содержание показателей в каждой структуре мозга
в группе животных с ГГЦ оценивали относитель-
но его содержания в соответствующих структурах
в группе контроля.

Определение окислительной модификации бел-
ков. Анализ осуществляли с использованием на-
бора OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit
(Merck Millipore, США) согласно протоколу произ-
водителя, в основе которого лежит метод деривати-
зации окисленных карбонильных групп белков при
помощи 2.4-динитрофенилгидразина в течение
15 мин при комнатной температуре с образовани-
ем 2.4-динитрофенилгидразонов белков [30]. Для
этого к 5 мкл супернатанта, полученного спосо-
бом, описанным выше, содержащего 15 мкг об-
щего белка добавляли 5 мкл 12% SDS и 10 мкл рас-
твора 2.4-динитрофенилгидразина и инкубировали
при комнатной температуре в течение 15 мин. Реак-
цию останавливали добавлением 7.5 мкл нейтра-
лизующего буфера. После добавления 1.5 мкл
β-меркаптоэтанола, 25 мкл образца, содержащего
13 мкг общего белка, загружали в лунки 10%-го
SDS-полиакриламидного геля (TGS Stain-Free
FastCast Acrylamide Kit, Bio-Rad, США). Элек-
трофорез проводили в трис-глициновом буфере
(10× Tris/Glycine/SDS Buffer, Bio-Rad, США).
Белки визуализировали с использованием техно-
логии stain-free в системе гель-документации
ChemiDocTM Touch Imaging system (Bio-Rad,
США) для последующей нормализации результа-
тов, и переносили на PVDF-мембрану в транс-
фер-буфере (Bio-Rad, США), содержащем 20%
этанола. Мембрану блокировали в 1%-м растворе
бычьего сывороточного альбумина на TBS-буфере
(pH 7.5), содержащем 0.1% Tween-20, в течение
1.5 ч и инкубировали с первичными антителами,
специфичными к модифицированным карбониль-
ным группам белков (Anti-DNP Rabbit Ab, 1 : 150,
Merck Millipore, США). Далее, после инкубации с

соответствующими HRP-конъюгированными ко-
зьими моноклональными антителами (Goat Anti-
Rabbit Ig (H + L)-HRP, 1 : 1000, BioRad, США)
сигналы визуализировали с помощью усиленной
хемилюминесценции (Clarity Western ECL Sub-
strate BioRad, США). Денситометрическую ин-
тенсивность зоны разделения белков каждого об-
разца, полученных в результате иммуноблотинга,
анализировали с помощью программного обес-
печения ImageLab (Bio-Rad, США). На основа-
нии существующих рекомендаций по нормализа-
ции содержания белка [31] полученные данные,
которые оценивались как суммарная денситомет-
рия всей зоны разделения белков каждого образ-
ца, были нормализованы по содержанию общего
белка в геле, определяемого с помощью техноло-
гии stain-free (BioRad, США) согласно инструк-
ции производителя с использованием программы
ImageLab (Bio-Rad, США).

Статистическая обработка результатов. Нор-
мальность распределения данных проверяли с
помощью критерия Шапиро-Уилка. Для провер-
ки равенства дисперсий использовали критерий
Левена. Статистический анализ был выполнен с
помощью программы STATISTICA 10.0. Стати-
стическая обработка полученных данных прове-
дена с использованием параметрического t-кри-
терия Стьюдента для независимых выборок. При
проведении множественного сравнения исполь-
зован непараметрический H-критерий Крускала-
Уоллиса. Непрерывные переменные с нормальным
распределением представлены как среднее
арифметическое ± стандартная ошибка среднего
(M ± SEM). Медианы [25-ая–75-ая перцентили]
использовались, когда нормальное распределе-
ние отсутствовало. Различия при p < 0.05 счита-
лись статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Повышение уровня гомоцистеина в отделах мозга
самок крыс при метиониновой нагрузке. В различ-
ных отделах головного мозга при однократной
метиониновой нагрузке происходит повышение
уровня ГЦ (рис. 1). Показано, что в норме у молодых
половозрелых самок крыс, до введения метионина,
содержание ГЦ в мозжечке и гиппокампе выше
его уровня в коре и гипоталамусе. При этом значи-
мое повышение уровня ГЦ отмечено в трех иссле-
дованных отделах. Так в гиппокампе максималь-
ный подъем ГЦ показан через 6 ч. после введения
метионина, тогда как в коре и гипоталамусе – через
3 ч. При этом через 24 ч содержание ГЦ в них не
отличается от значения данного показателя до
введения метионина. Таким образом показано,
что выбранная схема введения метионина уже с
первого дня приводит к повышению содержания
ГЦ в данных структурах мозга, что предполагает
также подобное его повышение во все последую-
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щие дни беременности, при ежедневном введении
метионина каждые 24 ч. В мозжечке, наблюдают-
ся значительные индивидуальные различия в ха-
рактере изменения содержании ГЦ при введении
метионина, на что указывает высокий уровень меж-
квартильных интервалов данного показателя в ис-
следуемые временные периоды, в связи с чем, вре-
мя максимального подъема уровня ГЦ в мозжечке
после метиониновой нагрузки не было установ-
лено.

Изменение содержания нейротрофинов в струк-
турах мозга при ГГЦ. При анализе содержания
BDNF во фракции растворимых белков тканей
мозга методом иммуноблотинга у взрослых живот-
ных были выявлены 3 изоформы BDNF (39, 29 и
14 кДа) (рис. 2а). Анализ содержания нейротро-
финов в различных отделах мозга самок крыс на
20-ый день беременности показал, что в коре и
гипоталамусе на фоне экспериментальной ГГЦ
снижается содержание изоформы BDNF с моле-
кулярной массой 14 кДа, что соответствует его
зрелой форме (рис. 2б, г). В коре также отмечено
снижение содержание его про-формы 29 кДа.
При этом в гиппокампе и мозжечке содержание
различных изоформ BDNF у беременных самок
крыс при ГГЦ не отличалось от их уровня у кон-
трольных беременных животных (рис. 2в, д). Под
влиянием ГГЦ уровень NGF не изменялся ни в
одной из исследованных областей мозга беремен-
ных самок крыс (рис. 3).

Изменение содержания DNMT1 в отдельных от-
делах мозга при ГГЦ. У животных при ГГЦ было
обнаружено повышение содержания DNMT1 в

растворимой фракции коры, гипоталамуса и моз-
жечка по сравнению с контрольными животными.
При этом в гиппокампе оно значимо не отличалось
в группе контрольных животных с нормальной фи-
зиологической беременностью без ГГЦ, и в группе
беременных самок с ГГЦ (рис. 4).

Окислительная модификация белков в коре и
гиппокампе мозга беременных самок крыс при ГГЦ.
Анализ белков с применением метода OxyBlot™
Protein Oxidation Detection показал увеличение
степени окислительной модификации белков в
растворимой фракции коры мозга самок крыс с
ГГЦ на 20-й день беременности по сравнению с
контрольными беременными самками (p < 0.05).
При этом содержание продуктов окислительной
модификации белков в гиппокампе у животных,
находящихся на хронической метиониновой на-
грузке, значимо не отличалось от его уровня в
гиппокампе контрольных животных, и повыше-
ние данного показателя носило лишь характер
тенденции (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нейротрофины являются регуляторами функ-
ции нейронов в развивающемся и взрослом мозге
и, таким образом, играют важную роль в развитии
и поддержании его нормального функциониро-
вания. Наиболее изученным нейтрофином явля-
ется BDNF. Полученные нами данные свидетель-
ствуют, что в норме содержание BDNF во фракции
легко растворимых белков гиппокампа крыс выше,
чем в коре, что согласуется с данными, полученны-

Рис. 1. Суточная динамика изменения ГЦ в различных отделах мозга самок крыс после однократного введения мети-
онина на 4-й день беременности (n = 4–8 в каждой исследованной группе). Данные представлены как Медианы, 25-,
75-ая перцентиль, минимальное и максимальное значение. * р < 0.05.
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Рис. 2. Содержание различных изоформ BDNF в мозге беременных самок крыс на 20-й день беременности в норме и
при ГГЦ. а – репрезентативный иммуноблотинг содержания трех изоформ BDNF в различных отделах мозга самок
крыс на 20-й день беременности; данные денситометрии содержания BDNF в гипоталамусе (б), гиппокампе (в), коре
(г) и мозжечке (д) беременных самок крыс. Значения содержания изоформ в каждой структуре мозга в группе живот-
ных с ГГЦ, соответственно, нормализованы к их содержанию в контрольной группе самок с нормальной беременно-
стью. Данные представлены как M ± SEM, (n = 6 в каждой группе). * р < 0.05 достоверные различия значения показа-
теля в группе беременных самок с ГГЦ и группе контроля.

39 кДа 29 кДа 14 кДа
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

у.
 е

. (
от

но
си

те
ль

но
 к

он
тр

ол
я)

Контроль
ГГЦ

39 кДа 29 кДа 14 кДа
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

у.
 е

. (
от

но
си

те
ль

но
 к

он
тр

ол
я)

Контроль
ГГЦ

BDNF  в гипоталамусе BDNF в гиппокампе

*

б в

39 кДа 29 кДа 14 кДа
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

у.
 е

. (
от

но
си

те
ль

но
 к

он
тр

ол
я) Контроль

ГГЦ

39 кДа 29 кДа 14 кДа
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

у.
 е

. (
от

но
си

те
ль

но
 к

он
тр

ол
я) Контроль

ГГЦ

BDNF в коре BDNF в мозжечке

*
*

г д

а

Контр
оль

ГГЦ

Контр
оль

ГГЦ

Контр
оль

ГГЦ

Контр
оль

ГГЦ

КораГипоталамус Гиппокамп

BDNF

GAPDH

Мозжечок

39 кДа

29 кДа

14 кДа



222

НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

МИЛЮТИНА и др.

ми на мышах [11]. В связи с тем, что одним из основ-
ных, наблюдаемых эффектов воздействия ГГЦ, яв-
ляется когнитивная дисфункция, кора и гиппокамп
преимущественно являются основными объектами
изучения нейротрофинов [32]. Имеются данные о
том, что введение ГЦ в течение 7 дней вызывало
снижение экспрессии BDNF в гиппокампе крыс
и увеличивало количество TUNEL-позитивных
нейронов в области СА1. При этом увеличение
эндогенной продукции H2S и экспрессии BDNF
значительно понижало индуцированный ГЦ апо-
птоз нейронов и стресс-реакцию эндоплазматиче-
ского ретикулума (ER) в гиппокампе [33]. Внутри-
мозговая инъекция ГЦ вызывала повышенную
экспрессию рецепторов NMDA и их мРНК, а также
снижала экспрессию белка BDNF и мРНК BDNF
в гиппокампе мышей, при этом было показано,
что ГЦ приводит к ремоделированию синапсов в
гиппокампе [8]. В ряде исследований также пока-
зано, что у крыс с ГГЦ снижены уровни BDNF в
спинномозговой жидкости и гиппокампе [7, 34],
в том числе именно в модели с метиониновой на-
грузкой [34]. Также было показано, что однократное

(“острое”) введение ГЦ приводит к снижению
зрелой формы BDNF (mBDNF) в гиппокампе
уже через 1 ч после введения, при этом, данный
эффект нивелировался через 24 ч, однако измене-
ний уровня BDNF в коре не было обнаружено ни
через 1 ч, ни через 24 ч [7]. Однако некоторые рас-
хождения в результатах, продемонстрированных в
данной работе и в нашем исследовании, могут
явиться следствием различий в способе выделения
анализируемых белков. Ряд исследователей также
отмечает, что ГГЦ, вызванная хронической мети-
ониновой нагрузкой в течение 2–6 мес., не при-
водит к статистически значимому снижению
BDNF в коре [9]. Однако в проведенном нами ис-
следовании показано, что у беременных крыс
происходит снижение содержания изоформы
BDNF с молекулярной массой 14 кДа, соответ-
ствующей mBDNF в коре и гипоталамусе, при
этом, в отличие от других исследователей, мы не
обнаружили значимого изменения содержания
ни одной из изоформ BDNF в гиппокампе и моз-
жечке. Необходимо отметить, что представленные
ранее экспериментальные работы были выполнены

Рис. 3. Содержание NGF в мозге беременных самок крыс на 20-й день беременности в норме и при ГГЦ. а – репре-
зентативный иммуноблотинг содержания NGF в различных отделах мозга самок крыс на 20-й день беременности; б –
данные денситометрии о влиянии ГГЦ на содержание NGF в гипоталамусе, гиппокампе, коре и мозжечке беремен-
ных самок крыс. Значения содержания NGF в каждой структуре мозга в группе животных с ГГЦ соответственно нор-
мализованы к его содержанию в контрольной группе самок с нормальной беременностью. Данные представлены как
M ± SEM, (n = 6 в каждой группе).
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преимущественно на самцах, либо небеременных
самках. В связи с этим, нельзя исключить, что от-
сутствие изменений уровня BDNF в гиппокампе
беременных самок крыс при ГГЦ, полученное в
нашем исследовании, по сравнению с его сниже-
нием, отмеченном во множестве других работ,
выполненных на небеременных самках, может
быть обусловлено тем что, что организм при бере-
менности способен адаптивно обеспечить защиту
от неблагоприятного воздействия ГГЦ. Подобное
заключение было также сделано другими исследо-
вателями при сравнении эффектов иммобилизаци-
онного стресса на индукцию апоптоза нейронов
гиппокампа у небеременных и беременных самок
крыс [35], что в совокупности с полученными нами
результатами может косвенно свидетельствовать об
усилении нейропластичности при беременности.

В проведенном нами исследовании метиони-
новая нагрузка беременных самок крыс в течение
16 дней не приводила к изменению уровня NGF
ни в одной из исследованных структур. В данном
случае, NGF, определяемый как изоформа 30 кДа,

соответствует его про-форме. Другими исследо-
вателями также показано, что только длительное
введение ГЦ, в течение 15 мес., приводит к повы-
шению уровня NGF в коре мозга крыс, при этом
даже 5-месячное введение ГЦ не сопровождается
изменением данного показателя [36]. Интерес пред-
ставляет тот факт, что, как показано нами в преды-
дущих исследованиях, у самок крыс на 20-ый день
беременности под влиянием экспериментальной
ГГЦ в плаценте повышаются уровни proBDNF и
proNGF, что, как мы предполагали связано с повы-
шением экспрессии их генов и с возможным нару-
шением процессинга до зрелых форм [37]. Установ-
лено, что proBDNF и mBDNF оказывают различ-
ное влияние на выживание и функционирование
нейронов. В отличие от mBDNF, proBDNF специ-
фически связывается с рецептором р75 нейротро-
финов (p75NTR), активация которого приводит к
снижению пролиферации нейронов и усилению
процессов апоптоза [38]. Кроме того, proBDNF
оказывает негативное влияние на нейрональные
механизмы, участвующие в процессах обучения и

Рис. 4. Содержание DNMT1 в мозге беременных самок крыс на 20-й день беременности в норме и при ГГЦ. а – ре-
презентативный иммуноблот содержания DNMT1 в различных отделах мозга самок крыс на 20-й день беременности;
б – влияние ГГЦ на содержание DNMT1 в гипоталамусе, гиппокампе, коре и мозжечке беременных самок крыс. Зна-
чения DNMT1 в каждой структуре мозга в группе животных с ГГЦ соответственно нормализованы по его содержанию
в контрольной группе самок с нормальной беременностью без ГГЦ. Данные представлены как M ± SEM, (n = 6 в каж-
дой группе). * р < 0.05; ** p < 0.01 – достоверные различия между группой беременных самок с ГГЦ и контролем.
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памяти, что также указывает на противоположную
роль, которую он играет по сравнению с mBDNF в
развитии синаптической пластичности [39].

Важность исследования изменений в гипота-
ламусе при ГГЦ беременных обусловлена тем, что
гормоны гипоталамо-гипофизарно-надпочечни-
ковой системы, являющиеся критическим ком-
понентом системы стресса, оказывают метаболи-
ческое/гомеостатическое действие практически
на все системы организма, способствуют восста-
новлению после стресса и важны для реализации
нормальных когнитивных и психологических
функций [40, 41]. При этом было показано, что
повышенный уровень ГЦ в период беременности
может приводить к снижению у матерей экспрес-
сии генов ферментов одноуглеродного метабо-
лизма в гиппокампе потомства крыс, но не в ги-
поталамусе [1].

Наиболее распространенное представление о
том, что в условиях ГГЦ и накопления S-аденозил-
гомоцистеина (SAH), а, следовательно, ингиби-
рования большинства метилтрансфераз, наблю-
дается снижение как общего метилирования, так
и метилирования промоторов отдельных генов,
что ведет к увеличению экспрессии S-аденозил-
метионина (SAM), в настоящее время рассматри-
вается уже не так однозначно. Действительно,
большое количество исследований подтверждают
тот факт, что ГГЦ может приводить к глобальному
гипометилированию ДНК [28, 42]. ГЦ-индуциро-
ванное гипометилирование ДНК промоторных

областей гена приводит к селективной активации
генов, что способствует усиленному поврежде-
нию клеток [43]. Эти результаты отчасти подтвер-
ждаются в исследованиях на культурах клеток.
Так в отдельных исследованиях было показано,
что изменение концентрации SAH и соотношения
SAH/SAM при воздействии ГЦ может приводить к
снижению активности и экспрессии белков ДНК-
метилтрансфераз (DNMT) в нейрональных ство-
ловых клетках [44], при этом в других работах по-
лучены противоположные данные, свидетель-
ствующие об увеличении содержания DNMT1
[45], активирующей метилирование полуметили-
рованных сайтов CpG. Необходимо отметить, что
в растворимой фракции белков гиппокампа, в от-
сутствие изменений содержания нейротрофинов,
не происходит также и изменения содержания
DNMT1. Несмотря на то, что данные других ис-
следований указывают на то, что гиппокамп наи-
более восприимчив к окислительному стрессу
(ОС), тогда как кора является более устойчивой
структурой [15, 46], в нашей работе при ГГЦ в
гиппокампе не обнаружены признаки развития
ОС, в отличие от коры, в которой на фоне ГГЦ
уровень окислительной модификации белков повы-
шается более чем в 2 раза, по сравнению с контро-
лем. Однако, повышение уровня ГЦ после введения
метионина отмечено в обеих этих структурах. Изме-
нение содержания и активности метилтрансфераз в
цитоплазматической (растворимой) фракции раз-
личных отделов мозга, вероятно, зависит от на-

Рис. 5. Относительный уровень окислительной модификации белков (OxyBlot™) в растворимой фракции гиппокампа
и коры на 20-ый день беременности в норме и при ГГЦ. а – репрезентативный oxyblot содержания продуктов окисли-
тельной модификации белков в гиппокампе и коре мозга самок крыс на 20-ый день беременности; б – количествен-
ный анализ влияния ГГЦ на содержание продуктов окислительной модификации белков в гиппокампе и коре бере-
менных самок крыс. Значения в каждой структуре мозга в группе животных с ГГЦ соответственно нормализованы по
его содержанию в контрольной группе самок с нормальной беременностью. Данные представлены как M ± SEM, (n = 4 в
каждой группе). * р < 0.05; – достоверные различия показателей в группе беременных самок с ГГЦ и группе контроля.
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копления в них самого ГЦ и его метаболитов.
Имеются сведения о распределении SAM в раз-
личных отделах головного мозга, в том числе,
рассматриваемых в нашем исследовании. Так по-
казано, что в норме, содержание SAM в них имеет
значительные различия. При этом наибольшее
его количество обнаружено в коре и гиппокампе
и существенно ниже в мозжечке и гипоталамусе
[47]. При этом авторы отмечают, что при гипо-
физэктомии в различных структурах мозга уро-
вень SAM претерпевает разнонаправленные из-
менения, а в некоторых, не изменяется вообще.
Эти результаты свидетельствуют о том, что в раз-
личных отделах мозга представлено разнообразие
факторов, регулирующих уровни SAM in vivo. На
основании наших данных подобное заключение
справедливо и в отношении уровня и скорости
метаболизма ГЦ. Мы также выявили значитель-
ные отличия в уровне ГЦ в различных отделах
мозга. Кроме того, при введении метионина, ди-
намика его изменения в гипоталамусе и коре от-
личалась от гиппокампа, тогда как наличие су-
щественных индивидуальных особенностей мета-
болизма метионина у отдельных животных не
позволило вообще достоверно определить единое
время максимального подъема ГЦ в мозжечке.
Ранее, мы уже отмечали, что как у молодых поло-
возрелых, так и у беременных самок крыс, метио-
ниновая нагрузка уже через час приводит к повы-
шению уровня ГЦ в сыворотке крови [37, 48].
Максимальная концентрация ГЦ у большинства
животных достигается через 3, либо 6 ч после вве-
дения. При этом через 24 ч его уровень значитель-
но снижается, но сохраняется повышенным от-
носительно уровня до введения метионина толь-
ко у небеременных самок, что указывает на более
активный метаболизм ГЦ при беременности [37,
48]. Известно, что метионин способен проникать
через гематоэнцефалический барьер [49–51]. В
мозге его оптимальный уровень отмечается уже
через 15–30 мин после инъекции [52]. Транспорт
ГЦ, образующегося при метаболизме метионина,
опосредован различными транспортными систе-
мами клеток [53, 54]. Он имеет общие транспорте-
ры с другими нейтральными аминокислотами [53,
55], что предполагает возможность его транспорта
через гематоэнцефалический барьер. В связи с
этим, благодаря интенсивному транспорту мети-
онина и ГЦ в исследуемые структуры мозга, не-
посредственно в них может быть реализован ней-
ротоксический эффект как самого ГЦ, так и его
метаболитов. Для выяснения вопроса о том, явля-
ется ли повышение содержания ГЦ в ткани мозга
при ГГЦ результатом повышения его транспорта
или он синтезируется из поступающего в мозг ме-
тионина, потребуются дополнительные исследова-
ния.

Эффективный гидролиз SAH S-аденозилгомо-
цистеингидролазой (SAHH) необходим для под-
держания реакций метилирования. Показано, что

SAHH взаимодействует с DNMT1 и усиливает ее
функциональный статус в клетках млекопитающих
[56]. Кроме того, SAHH контролирует циркадную
экспрессию генов, взаимодействуя с основным
активатором транскрипции CLOCK и BMAL1. У
мышей ингибирование SAHH в гипоталамусе из-
меняет циркадную двигательную активность и
ритмическую транскрипцию в супрахиазматиче-
ском ядре [57]. При этом циркадианные ритмы, в
частности катехоламинов, в структурах гипотала-
муса половозрелых самок крыс, связанных с регу-
ляцией репродуктивной функции, могут нару-
шаться при ГГЦ [58]. В связи с этим, данные о по-
вышении ГЦ в гипоталамусе, а также снижении
mBDNF и увеличении содержания DNMT1 в его
цитозольной фракции необходимо учитывать
при анализе эффектов влияния ГГЦ на функции,
находящиеся под контролем гипоталамической
регуляции.

В настоящее время большое внимание уделя-
ется изучению процессов метилирования нейро-
трофических факторов, в частности, BDNF при
действии неблагоприятных факторов на орга-
низм в период беременности. Это позволяет на
основании экспериментальных данных рассмат-
ривать изменение уровня ДНК-метилирования
BDNF в различных отделах мозга в качестве био-
маркера нарушений в раннем онтогенезе потом-
ства [59, 60]. Важным результатом проведенного
нами исследования является также тот факт, что
несмотря на то, что в гиппокампе при метиони-
новой нагрузке беременных крыс, а также в коре
и в гипоталамусе наблюдается повышение уровня
ГЦ, значимых эффектов хронической ГГЦ в пе-
риод беременности в данной структуре на уровне
исследованных показателей не обнаружено. При
этом в коре на фоне ГГЦ происходит снижение
уровня mBDNF и про-формы BDNF 29 кДа, повы-
шение содержания DNMT1 и увеличение продук-
тов окислительной модификации во фракции рас-
творимых белков, указывающих на развитие ОС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, при ГГЦ во время беременно-
сти динамика изменения ГЦ при метиониновой
нагрузке, а также содержание неротрофинов и
DNMN1 во фракции растворимых белков пре-
терпевают различные изменения в разных струк-
турах мозга. При этом в гиппокампе изменений в
содержании нейротрофинов и DNMN1 не обна-
ружено. Эти результаты свидетельствуют о том,
что в различных отделах мозга действуют разные
системы, регулирующие уровень ГЦ и его метабо-
литов in vivo, которые могут существенно изменять-
ся с наступлением беременности. Подавляющее
большинство исследований, посвящено изучению
нейротоксического воздействия неблагоприят-
ных факторов, в том числе ГГЦ, на плод и ново-
рожденного. Однако, накапливается множество
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экспериментальных и клинических фактов, дока-
зывающих, что эпигенетические модификации
при беременности вызывают метаболические из-
менения в структурах мозга, сопровождающиеся
нейропатологическими процессами [61], которые
могут способствовать развитию депрессивных со-
стояний и сказываться на здоровье матери [62].
Это делает исследования влияния ГГЦ на мозг во
время беременности особенно актуальными и
своевременными.
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The Effect of Hyperhomocysteinemia on the Content 
of Neurotrophins in Brain Structures of Pregnant Rats

Yu. P. Milyutinaa, b, A. V. Arutjunyana, A. D. Shcherbitskaiaa, c, and I. V. Zalozniaiaa

a D.O. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russia
b St. Petersburg State Paediatric Medical University of the Ministry of Healthcare of Russia, St. Petersburg, Russia

c Federal State Budgetary Institution of Science I.M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the 
Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

Maternal hyperhomocysteinemia (HHC) during pregnancy was shown to lead to disruption of fetal nervous
system development and cause long-term consequences, including cognitive dysfunction, in postnatal life.
Impairment of methylation processes and the development of oxidative stress (OS) are among the major
mechanisms of neurotoxic effects of homocysteine and its metabolites. A change in the level of neurotrophins
in the hippocampus of adult males is one of the established consequences of exposure to HHC in the adult
body. This study presents the results of the effect of HHC on the content of neurotrophins in various brain
structures (hippocampus, hypothalamus, cerebral cortex, cerebellum) of rats on the 20th day of pregnancy.
Daily dynamics of of homocysteine content in these brain structures after single methionine loading was an-
alyzed on the 4th day of pregnancy. Although there were no changes in the levels of the pro-forms of the nerve
growth factor (NGF) and brain neurotrophic factor (BDNF), there was a decrease in the content of the ma-
ture form of BDNF and an increase in the level of DNA methyltransferase 1 (DNMT1) both in the cerebral
cortex and in the hypothalamus. At the same time, an increased level of the products of oxidative modifica-
tion of proteins was noted in the cortex. No significant changes in the studied parameters were found in the
hippocampus, which indicates its resistance to the toxic effect of HHC during pregnancy. Thus, a pathologic
effect of HHC is manifested in the cortex and hypothalamus, which can lead to the development of anxiety-de-
pressive states and negatively affect the health of the pregnant female and, accordingly, the developing fetus.
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