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Гомоцистеин – серосодержащая аминокислота, образующаяся из метионина, является фактором
риска развития целого ряда патологий. Повышение уровня гомоцистеина (гипергомоцистеинемия,
ГГц) во время беременности приводит к различным осложнениям беременности, гипоксии плода
и, как следствие, развитию ранних и отсроченных постнатальных патологий. Одним из основных
механизмов действия гомоцистеина является окислительный стресс. Целью нашего исследования
было проанализировать окислительную модификацию белков и активность протеаз, а также уро-
вень окислительного стресса в ткани головного мозга крыс с пренатальной ГГц в первую неделю по-
сле рождения. Экспериментальная модель ГГц создавалась у самок крыс путем использования кор-
ма с повышенным содержанием метионина в течение 3 недель до начала и во время беременности.
Было показано, что в гомогенате ткани мозга потомства с пренатальной ГГц наблюдалось усиление
спонтанного карбонилирования белков, что свидетельствует о падении резервно-адаптационного
потенциала клеток мозга и снижении устойчивости ткани к действию свободных радикалов. В мозге
крыс с пренатальной ГГц была увеличена активность кислых и нейтральных протеаз, что, по-видимому,
обусловлено агрегацией и фрагментацией белковых молекул вследствие карбонилирования аминокис-
лотных остатков. Ткани мозга новорожденных крыс с пренатальной ГГц характеризовались высоким
содержанием H2O2, маркера перекисного окисления липидов – малонового диальдегида, а также
снижением активности антиоксидантных ферментов. Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о значительном усилении необратимого процесса окислительной модификации белков
в головном мозге новорожденных крыс с пренатальной ГГц в результате развития окислительного
стресса. Эти процессы вносят вклад в механизмы нейротоксичности гомоцистеина в критический
период развития мозга, когда в условиях повышенной нейропластичности наблюдается интенсив-
ный нейрогенез, синаптогенез и формирование нервных сетей.
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теазы, антиоксидантные системы, перекисное окисление липидов
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ВВЕДЕНИЕ
Мозг плода чрезвычайно пластичен и уязвим к

воздействиям как окружающей, так и внутренней
среды, которые могут иметь долгосрочные по-
следствия для здоровья и развития потомства [1].
Известно, что ведущая роль в возникновении и
развитии пренатального стресса принадлежит
окислительным реакциям, которые приводят к
увеличению концентрации активных форм кисло-
рода (АФК) и стимуляции процессов свободно-ра-
дикального окисления [2]. Избыточная продукция
АФК на ранних сроках беременности вызывает

повреждение клеточных мембран плода, что во
многом определяет долговременные постнаталь-
ные изменения в головном мозге, и является од-
ной из причин развития нейродегенеративных
заболеваний [3]. Одним из факторов, вызываю-
щих окислительный стресс в тканях плода явля-
ется гомоцистеин и его продукты [4–9]. Повыше-
ние уровня гомоцистеина в крови матери свыше
12 мкМ/л, называемое гипергомоцистеинемией
(ГГц), является результатом генетических дефек-
тов ферментов метаболизма метионина, дефици-
та фолиевой кислоты и других витаминов группы
В (В6, B12), приема противоэпилептических пре-
паратов и других факторов [6, 10]. ГГц вызывает
эндотелиальные дисфункции и считается факто-
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ром риска развития сердечно-сосудистых заболе-
ваний, а также патологий центральной и перифе-
рической нервной системы, таких как болезнь
Альцгеймера и Паркинсона, шизофрения, эпи-
лепсия, боковой амиотрофический склероз и
мигрень [6, 11, 12].

Гомоцистеин и продукты его метаболизма
способны свободно проникать через плацентар-
ный и гематоэнцефалический барьер [13], вызывая
нарушения кровообращения плаценты, хрониче-
скую фетоплацентарную недостаточность и внут-
риутробную гипоксию плода [14, 15], а также ока-
зывать нейротоксические эффекты на развиваю-
щийся мозг как в эмбриональном, так и в раннем
постнатальном периоде развития. Помимо окис-
лительного стресса нейротоксическое действие
гомоцистеина обусловлено его способностью ак-
тивировать ионотропные и метаботропные глута-
матные рецепторы [16–20], вызывать нейровоспа-
ление, активацию глиальных клеток, нарушение
целостности мембран и, в конечном счете, апо-
птоз нейронов [21–25]. Эти процессы лежат в ос-
нове нарушения формирования нейрональных
сетей мозга, поскольку именно в раннем постна-
тальном онтогенезе происходит миграция и диф-
ференцировка нейронов, созревание синапсов
[26]. Одним из последствий ГГц также является
снижение активности ферментов, синтезирую-
щих эндогенный газотрансмиттер – сероводород,
который проявляет антиоксидантные свойства
[8, 9], а также участвует в регуляции плацентар-
ной сосудистой сети [27].

АФК взаимодействуют с функциональными
группами аминокислот, вызывая окислительную
модификацию белков (ОМБ), включающую про-
цессы карбонилирования аминокислотных остат-
ков, образование дисульфидов, S-нитрозилирова-
ние и окисление до сульфопроизводных продуктов
и гомоцистеинилирование [28–31]. Сравнитель-
ный анализ чувствительности к окислению бел-
ков и липидов под действием АФК показал, что
белки реагируют раньше на действие радикалов,
чем липиды [32]. Модификация белков делает их
более чувствительными к протеолизу за счет акти-
вации протеаз. Повышение активности нейтраль-
ных и кислых протеаз в различных структурах мозга
было показано при окислительном стрессе [33],
что, по мнению авторов, связано с усилением
входа ионов кальция в клетку. С другой стороны,
карбонилирование белков может приводить к об-
разованию комплексов, защищённых от действия
протеаз и снижению скорости протеолитических
реакций [34].

Целью нашей работы было проанализировать
окислительную модификацию белков и активность
протеаз, а также уровень окислительного стресса в
тканях головного мозга крыс в модели пренаталь-
ной ГГц в первую неделю после рождения.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект исследования. Исследование проводи-

ли на крысах линии Wistar в течение первой неде-
ли после рождения. Эксперименты выполнены с
соблюдением принципов Хельсинской декларации
о гуманном обращении с животными и одобрены
локальным этическим комитетом Казанского феде-
рального университета (протокол № 8 от 05.05.2015).
Были приняты меры для использования мини-
мального количества экспериментальных живот-
ных. Животные содержались в стандартных усло-
виях вивария и имели постоянный доступ к воде.
Крысы получали стандартный комбикорм для ла-
бораторных крыс и мышей “Дельта Фидс”, ДбК
120 С-19 (АО “БиоПро”, Новосибирская обл.,
Россия). Самки крыс были разделены на две
группы. Одна группа находилась весь период на
контрольной диете, а другая группа получала
корм с повышенным содержанием метионина
(7.7 г/кг корма) в течение 3 недель до начала и во
время беременности, а также 3 недели после ро-
доразрешения [8, 9, 35].

Определение содержания гомоцистеина. Забор
крови у крыс проводили путем пункции сердца
или надреза десны животного [36, 37]. Полученные
образцы центрифугировалась в течение 15 мин при
1500 g. Гомоцистеин в плазме крови крыс опреде-
лялся с использованием набора Homocysteine
Colorimetric Assay Kit (E-BC-K143, ElabScience,
США) спектрофотометрическим методом c ис-
пользованием ИФА-ридера (Multiskan FS, Thermo
Fisher Scientific, США). Концентрация гомоци-
стеина в плазме у контрольных самок составляла
7.9 ± 0.3 мкМ (n = 12), а у самок, получавших ме-
тионин, – 27.3 ± 2.4 мкМ (n = 15, p < 0.05) [8, 9].

Обработка ткани мозга. Для исследований ис-
пользовали мозг новорожденных крыс в возрасте
от 2 до 7 дней после рождения. Ткани мозга после
декапитации немедленно замораживались в жид-
ком азоте и хранились при –80°С до начала анализа.
Для измерения редокс-метаболизма ткани мозга
гомогенизировали в 20 мМ HEPES (pH 7.2) (1 : 9 –
масса : объем), центрифугировали при 10000 g в
течение 10 мин при 4°C, и супернатант использо-
вали для анализа. Содержание общего белка оцени-
вали прямым методом по оптической плотности
1 мкл супернатанта при длине волны 280 нм с по-
мощью спектрофотометра NanoDrop 1000 (Ther-
mo Fisher Scientific, США). Полученные значения
содержание белка в мг/мл использовали для ко-
личественного выражения содержания окислен-
ных белков и активности ферментов.

Анализ спонтанной и металл-зависимой (инду-
цированной) окислительной модификации белков
(ОМБ). Уровень спонтанной ОМБ определяется
количеством присутствующих в пробе карбо-
нильных производных белков. Метод основан на
реакции взаимодействия карбонильных произ-
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водных окисленных аминокислотных остатков с
2,4-динитрофенилгидразином (2,4-ДНФГ) с обра-
зованием окрашенных 2,4-динитрофенилгидразо-
нов [28]. Реакцию проводили в 100 мкл образца с до-
бавлением 1 мл 0.01 М 2,4-ДНФГ, растворенного в
2 М НCl. Пробы инкубировали в темноте при ком-
натной температуре в течение 1 ч, затем центри-
фугировали в течение 15 мин при 10000 g. Полу-
ченный осадок промывали смесью этанол : этил-
ацетат (1 : 1) для удаления липидов и 2,4-ДНФГ,
не прореагировавшего с карбонильными группа-
ми окисленных белков, и растворяли в 3 мл 8 М
раствора мочевины; для лучшего растворения к
осадку добавляли 2 М НСl. Оценка металл-зави-
симой ОМБ проводилась после предварительной
инкубации с реактивом Фентона, содержащем
0.4 мМ FeSO4 и 0.1 мМ Н2О2 в течение часа. Опти-
ческую плотность образовавшихся производных
2,4-ДНФГ определяли при длине волны 363 нм
(ε = 22 мМ–1 см–1) с помощью спектрофотометра
Lambda-25 (Perkin Elmer, США). Содержание
окисленных белков выражали в нг/мг белка.

Для оценки резервно-адаптационного потенциала
ткани мозга использовали соотношение концентра-
ции спонтанно окисленных к уровню металл-инду-
цированных карбонильных производных белков,
принимая последний за 100%. Чем больше доля
спонтанной ОМБ, тем меньше резервно-адаптаци-
онный потенциал исследуемого образца [26, 28].

Общую  протеолитическую активность измеряли
с использованием специфического протеазного
субстрата – азоказеина (Sigma Aldrich, США) [38].
Для исследования активности кислых протеаз в
пробирку вносили 400 мкл 1 мМ ацетатного буфера
(pH 5.5), а цитоплазматических протеаз – 400 мкл
1 мМ HEPES буфера (pH 7.2). Полученные рас-
творы смешивали с 10 мкл 0.1% раствора Triton X-100,
затем в пробирку добавляли 400 мкл 0.4% азоказе-
ина, 200 мкл супернатанта, 5 мкл 250 мМ β-мер-
каптоэтанола и инкубировали в течение 12 ч при
30°С. Реакцию останавливали путем добавления
100 мкл 50% ТХУ, затем центрифугировали 10 мин
при 10000 g. Оптическую плотность супернатанта
измеряли при длине волны 330 нм c использованием
спектрофотометра Lambda-25 (Perkin Elmer, США).
Протеазную активность рассчитывали по измене-
нию оптической плотности азоказеина и пред-
ставляли в виде удельной активности в единицу
времени, пересчитанной на количество белка в
пробе (UPr/мин мкг).

Интенсивность перекисного окисления липидов
определяли в растворимой фракции гомогената
ткани мозга по содержанию малонового диальде-
гида (МДА), реагирующего с тиобарбитуровой
кислотой. Образцы смешивали с реактивом, со-
держащим 0.3% Тритона Х-100, 0.1 М НCl и 0.03 М
2-тиобарбитурата. Смесь инкубировали в течение
45 мин при 95°С, затем центрифугировали в тече-

ние 10 мин при 10000 g. Оптическую плотность
измеряли при длине волны 532 нм c использова-
нием спектрофотометра Lambda-25 (Perkin Elmer,
США). Концентрация МДА в пробах рассчитыва-
лась с использованием молярного коэффициента
экстинкции (ε = 1.55 мМ–1 см–1) и выражалась в
мкг/г ткани.

Содержание перекиси водорода (Н2О2) опреде-
ляли методом, основанным на реакции окисле-
ния пероксидами Fe(II) до Fe(III) с реагентом
FOX1 и последующим образованием красно-фи-
олетового ферроксиленолового комплекса с мак-
симумом поглощения при длине волны 560 нм c
использованием спектрофотометра Lambda-25
(Perkin Elmer, США). В состав реагента входили:
0.5 мМ FeSO4, 0.5 мМ (NH4)2SO4, 50 мМ H2SO4,
0.2 мМ ксиленол оранжевый, 200 мМ сорбитол
(Sigma Aldrich, США). Супернатант и реагент
смешивали в соотношении 1 : 1 при комнатной
температуре, через 30 мин измеряли оптическую
плотность. Содержание H2O2 рассчитывали по
стандартной калибровочной кривой c известными
концентрациями Н2О2 и выражали в мкг/г ткани.

Активность супероксиддисмутазы (SOD) опре-
деляли с помощью нитросинего тетразолия
(NBT) в системе ксантин – ксантиноксидаза [39].
Реакционная смесь объемом 500 мкл содержала
100 мМ натрий-фосфатного буфера (рН 7.4), 0.1 мМ
ЭДТА, 1 мМ цитохрома C, 1 мМ ксантина, 0.04 мМ
NBT и 150 мкл образца. Реакция инициировалась
добавлением 50 мкл 0.5 ед. ксантиноксидазы.
Процентное ингибирование восстановления
NBT, пропорциональное активности SOD, при-
сутствующей в образце, определяли на спектро-
фотометре Lambda-25 (Perkin Elmer, США) при
длине волны 560 нм. За единицу активности SOD
принимали количество фермента, способного
подавить на 50% реакцию восстановления NBT, а
удельная активность выражали в единицах на
миллиграмм белка (USOD/мин мг).

Активность каталазы (CAT) определяли по ско-
рости разложения H2O2 (ε = 0.44 мМ–1 см–1) при
длине волны 240 нм [39] с помощью спектрофо-
тометра Lambda-25 (Perkin Elmer, США). Реакци-
онная смесь (500 мкл) содержала 50 мМ HEPES
(pH 7.0), 40 мМ H2O2 и 150 мл образца. Реакцию
инициировали добавлением H2O2. За единицу ак-
тивности каталазы принимали количество суб-
страта (H2O2) в мкМ, преобразуемого ферментом
в единицу времени (мин), рассчитанное на мг сы-
рой ткани в пробе (UCAT/мин мг).

Активность глутатионпероксидазы (GPх) опреде-
ляли по методу Вейдера и Каллена [40]. В присут-
ствии глутатионредуктазы и НАДФН окисленный
глутатион (GSH) превращается в восстановленную
форму (GSSG) с сопутствующим окислением
НАДФН в НАДФ. Скорость реакции, катализи-



246

НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

ЯКОВЛЕВ и др.

руемой GPх, оценивали с помощью спектрофото-
метра Lambda-25 (Perkin Elmer, США) по умень-
шению оптической плотности раствора при длине
волны 340 нм (ε = 6.22 мМ–1 см–1). Реакционная
смесь (400 мкл) состояла из 50 мМ Na2HPO4 буфе-
ра (рН 7.2), 1 мМ восстановленного глутатиона,
0.5 единицы глутатионредуктазы, 0.15 мМ НАДФН,
1 мМ ЭДТА и 150 мкл образца. Одна единица GPх
определяется как 1 мкМ глутатиона, потребляе-
мого в минуту, а удельная активность указывается
в единицах на мг белка в минуту (UGPx/мин мг).

Активность глутатионредуктазы (GR), которая ка-
тализирует НАДФН-зависимое восстановление
окисленного глутатиона до восстановленного, опре-
деляли с помощью спектрофотометра Lambda-25
(Perkin Elmer, США) при длине волны 412 нм.
Предварительно пробы разводили в HEPES
(pH 8.0) до конечного объема 500 мкл в соотно-
шении 1 : 9. Тиоловые группы (–SH) в пробе вос-
станавливали в течение 5 мин с использованием
10 мкл 3% H2O2, затем образцы инкубировали в те-
чение 5 мин с 10 мкл свежеприготовленного раство-
ра каталазы (Sigma Aldrich, США). Реакцию иници-
ировали внесением в пробу НАДФН в объеме 10 мкл
до конечной концентрации 0.1 мМ. Активность
глутатионредуктазы оценивали по изменению со-
держания глутатиона с помощью 5,5'-дитиобис-2-
нитробензойной кислоты и выражали в единицах
на мг белка (UGR нмоль/мин мг).

Статистическая оценка различий в сравниваемых
выборках оценивалась для 5% уровня значимости.
Нормальность распределения выборки определяли
при помощи F-теста Фишера и критерия Шапиро–
Уилка с использованием программы OriginPro 8.5
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, США).
Достоверность различий оценивали с помощью
критерия Манна-Уитни для непараметрических

выборок (OriginPro 8.5, OriginLab Corporation,
Northampton, MA, США), где n – количество жи-
вотных. Все измерения проводили не менее, чем в
3 параллельных пробах, используя для повторе-
ния животных из разных помeтов. Эксперимен-
тальные данные в тексте представлены как сред-
нее значение ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты исследования показали, что содер-
жание продуктов спонтанной ОМБ в тканях мозга
крыс с пренатальной ГГц в течение первой недели
постнатального развития существенно выше, чем в
контрольной группе. Средний уровень карбо-
нильных производных в гомогенате мозга крыс
(Р2–Р7) в контрольной группе составлял 0.28 ±
± 0.02 нг/мг белка (n = 5), а у крыс с пренатальной
ГГц – 0.36 ± 0.03 нг/мг белка (n = 5, p < 0.05, рис. 1а).

Индуцированная ОМБ отражает количество
всех имеющихся на данный момент в ткани мо-
лекул, которые могут подвергаться карбонили-
рованию [26]. У животных контрольной группы
уровень металл-катализируемой ОМБ составил
0.86 ± 0.03 нг/мг белка (n = 5), тогда как у крыс с
пренатальной ГГц количество индуцированной
ОМБ было меньше – 0.61 ± 0.07 нг/мг белка (n = 5,
p < 0.05). Далее был проведен анализ вклада спон-
танной ОМБ в металл-индуцируемое окисление.
Оказалось, что доля спонтанной ОМБ в группе
ГГц составляла 58% (n = 5, p < 0.05), тогда в кон-
трольной группе – 33% (n = 5; рис. 1б).

Известно, что продукты ОМБ способны вызы-
вать повышение проницаемости мембран лизосом
и усиливать активность лизосомальных ферментов
[41]. В следующей серии экспериментов была про-
анализирована активность протеаз в тканях мозга

Рис. 1. Уровень ОМБ и протеолитической активности ферментов в головном мозге крыс с пренатальной ГГц. (а) Уро-
вень спонтанной ОМБ в контроле и в условиях пренатальной ГГц (пГГц). (б) Вклад спонтанной ОМБ в металл-ката-
лизируемое окисление, принятое за 100% в контроле и в условиях пренатальной ГГц. (в) Общая протеолитическая ак-
тивность кислых (pH 5.5) и нейтральных (pH 7.2) протеаз в тканях мозга животных из контрольной (белый) и ГГц (се-
рый) групп. Боксплот – 25–75% проценталь, усы – минимальное и максимальное значения, поперечная линия –
медиана, квадрат – среднее значение. * p < 0.05 относительно контроля.
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крыс с пренатальной ГГц. Общая протеолитическая
активность кислых протеаз при pH 5.5 составляла в
контроле 4.16 ± 0.23 UPr/мин мкг и в группе ГГц –
5.65 ± 0.54 UPr/мин мкг (n = 4, p < 0.05, рис. 1в).
Кроме того, наблюдали двукратное увеличение
активности нейтральных протеаз в тканях мозга
крыс с пренатальной ГГц (5.72 ± 0.41 UPr/мин мкг,
n = 4, p < 0.05, рис. 1в) по сравнению с группой
контроля (2.58 ± 0.14 UPr/мин мкг, n = 5).

АФК являются основными индукторами ОМБ
[31]. Для оценки степени окислительного стресса
исследовали уровень H2O2 и МДА, продукта пере-
кисного окисления липидов в тканях головного
мозга животных. Уровень H2О2 в контрольной груп-
пе составил 3.4 ± 0.4 мкг/г (n = 15), а в группе ГГц –
5.4 ± 0.5 мкг/г (n = 6, р < 0.05; рис. 2а). Уровень МДА
в контрольной группе составил 5.2 ± 0.3 мкг/г (n =
15), а у животных группы ГГц – 9.4 ± 0.9 мкг/г (n =
13, p < 0.05; рис. 2б).

Активность антиоксидантных ферментов –
SOD, CAT, GPx и GR была достоверно ниже у жи-
вотных с пренатальной ГГц. Активность SOD в
контроле составила 1.31 ± 0.11 USOD/мин мг (n = 13)
и в группе ГГц – 0.99 ± 0.14 USOD/мин мг (n = 12,
p < 0.05; рис. 3а). Активность CAT в контроле со-
ставила 39.31 ± 5.35 Uсat/мин мг (n = 7), а у крыс с
пренатальной ГГц – 21.91 ± 4.54 Uсat/мин мг (n = 7,
p < 0.05; рис. 3б).

В контроле показатели активности GPx и GR
составляли 3.41 ± 0.53 UGPx/мин мг (n = 11) и 16.55 ±
± 0.65 UGRнмоль/мин мг (n = 6), соответственно.
У крыс с пренатальной ГГц активность GPx со-
ставляла 1.8 ± 0.3 UGPx/мин ∙ мг (n = 10, p < 0.05) и
GR – 10.17 ± 0.41 UGRнмоль/мин мг (n = 6, p < 0.05),
соответственно (рис. 3в, г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании было продемон-
стрировано, что высокий уровень гомоцистеина у
самок во время беременности вызывает следую-
щие изменения в ткани мозга потомства на пер-
вой неделе постнатального развития: повышение
уровня карбонильных производных белков, увели-
чение доли спонтанного окисления в металл-инду-
цированной модификации белков, одновременно с
выраженным снижением антиоксидантной защиты
и усилением продукции перекиси водорода и пере-
кисного окисления липидов, и повышение общей
протеолитической активности.

Нервная ткань характеризуется высокой чув-
ствительностью к повреждающему действию сво-
бодных радикалов из-за повышенного содержания
субстратов перекисного окисления (полиненасы-
щенных жирных кислот и ионов металлов) и низ-
кой активностью антиоксидантных ферментов в
сочетании с высокой интенсивностью обменных
процессов [42, 43]. Особенно это характерно для
раннего периода онтогенеза, когда благодаря вы-

Рис. 2. Концентрация Н2О2 (а) и маркера перекисно-
го окисления липидов – МДА (б) в тканях головного
мозга крыс с пренатальной ГГц. Боксплот – 25–75%
проценталь, усы – минимальное и максимальное
значения, поперечная линия – медиана, квадрат –
среднее значение. * p < 0.05 относительно контроля.

Контроль пГГц
0

2

8

6

4

[H
2/

O
2]

, м
кг

/г

а

*

Контроль пГГц
0

5

20

15

10

[М
Д

А
],

 м
кг

/г

б

*

Рис. 3. Активность антиоксидантных систем супероксиддисмутазы (а), каталазы (б), глутатионпероксидазы (в) и глу-
татионредуктазы (г) в тканях мозга крыс с пренатальной ГГц. Боксплот – 25–75% проценталь, усы – минимальное и
максимальное значения, поперечная линия – медиана, квадрат – среднее значение. * p < 0.05 относительно контроля.

Контроль пГГц
0.5

2.5

2.0

1.5

1.0U
SO

D
/(

м
ин

 м
г)

а

*

Контроль пГГц
0

7.5

5.0

2.5

U
G

P
x/

(м
ин

 м
г)

в

*

Контроль пГГц
5

20

15

10

U
G

R
, н

м
ол

ь/
(м

ин
 м

г)

г

*

Контроль пГГц

80

60

40

20U
C

AT
/(

м
ин

 м
г)

б

*



248

НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

ЯКОВЛЕВ и др.

сокому уровню нейропластичности происходит
интенсивный нейрогенез, синаптогенез, что со-
провождается повышением синтеза белков и ли-
пидов, нейроспецифических ростовых факторов
и медиаторов [26].

Накопление гомоцистеина в ранний период
онтогенеза в различных отделах головного мозга
приводит к усилению перекисного окисления ли-
пидов, снижению общей антиокислительной ак-
тивности и экспрессии адгезивных белков, участву-
ющих в процессах синаптической пластичности
[44], окислительному повреждению ДНК и белков
[5], повышению активности каспазы-3 [21], что
нарушает созревание нейрональных сетей в пер-
вые недели постнатального развития крыс [45].
Действительно, увеличение возбудимости нейро-
нов наряду со снижением частоты гигантских де-
поляризующих потенциалов, необходимых для
установления межнейронных связей, было пока-
зано в гиппокампе новорожденных крыс с прена-
тальной ГГц [46].

ОМБ является одним из ранних и наиболее на-
дежных маркеров окислительного стресса [47,
48], затрагивает рецепторы и каналы мембраны,
белки цитоскелета, факторы транскрипции [49].
Ряд исследователей полагают, что ОМБ является
превалирующим механизмом токсического дей-
ствия гомоцистеина, приводящим к ингибирова-
нию Na+/K+-АТФазы в нейронах гиппокампа и
миндалины [50, 51], а также ферментов антиокси-
дантной защиты [23, 25, 52, 53]. Действительно, в
наших экспериментах уровень карбонильных
производных белков, являющихся одним из ти-
пов необратимой ОМБ в тканях мозга крыс с пре-
натальной ГГц, был выше на 30% по сравнению с
контролем.

Известно, что в физиологических условиях
интенсивность ОМБ повышается в течение ран-
него постнатального онтогенеза и зависит от про-
цессов созревания нервной системы, в том числе
миелинизации нервных волокон и формирова-
ния новых синапсов [48]. Максимальный пик
ОМБ регистрировался к 2–3-м неделям постна-
тального развития мозга крыс. В то же время па-
тологические факторы в период эмбриогенеза,
включая пренатальный стресс, усиливают спон-
танный и индуцированный ОМБ в гиппокампе,
стриатуме и гипоталамусе крыс в первый месяц
постнатального развития [26]. Нами было отмечено
увеличение доли спонтанной ОМБ у животных с
пренатальной ГГц с 33% до 58%, что говорит о зна-
чительном падении резервно-адаптационного по-
тенциала клеток мозга и свидетельствует как о
снижении устойчивости системы к действию сво-
бодных радикалов, так и о нарушении процессов
метаболизма белков. Подобные изменения отме-
чались также в скелетной, сердечной и гладкомы-
шечной тканях при умеренной ГГц у взрослых
животных [54, 55].

Карбонилирование аминокислотных остатков
способствует агрегации и фрагментации белковых

молекул и, как следствие, резкому повышению их
чувствительности к деградации протеазами [56].
Дестабилизация лизосомальной мембраны в резуль-
тате окислительного стресса вызывает высвобожде-
ние и активацию лизосомальных цистеиновых про-
теаз – катепсинов, что вызывает повреждение кле-
точных структур [57]. В наших экспериментах в
ткани мозга крыс с пренатальной ГГц возрастала
общая протеолитическая активность при pH 5.5,
что указывает на активацию лизосомальных про-
теаз. Кроме того, мы наблюдали усиление актив-
ности цитоплазматических протеаз, что согласуется
с данными об увеличении активности внелизосо-
мальной фракции протеаз в клетках гладкой му-
скулатуры, печени и почек при ГГц [55]. Полу-
ченные данные свидетельствуют об активации
системы протеолиза в первую неделю развития
мозга крыс с пренатальной ГГц.

Триггером ОМБ является окислительный
стресс, характерный для ГГц и показанный в на-
шем исследовании у животных первой недели по-
сле рождения, у которых наблюдалось высокое
содержание H2O2 и МДА с одновременным сниже-
нием активности антиоксидантных ферментов –
SOD, CAT, GPx и GR.

В условиях ГГц снижение активности SOD и
CAT может быть обусловлено как инактивацией
ферментов вследствие окисления тирозиновых
аминокислотных остатков пероксинитритами и
другими АФК, так и с угнетением их экспрессии
за счет изменения метилирования ДНК [1, 19, 23,
30, 45, 53]. В условиях окислительного стресса из-
за быстрого окисления глутатиона соотношение
восстановленного/окисленного глутатиона падает
[53]. Снижение активности как глутатионперок-
сидазы, так глутатионредуктазы, вызванное ГГц,
может приводить к нарушению метаболизма глу-
татиона и уменьшению его уровня [8, 53, 58]. В
результате полного или частичного истощения
запасов глутатиона в клетках мозга крыс будет
усиливаться карбонилирование белков и актив-
ность сериновых протеаз [60–62], что и наблюда-
лось в головном мозге крыс с пренатальной ГГц.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты нашей работы показывают значи-
тельное усиление необратимого процесса ОМБ в
головном мозге новорожденных крыс с прена-
тальной ГГц вследствие развития окислительного
стресса. Принимая во внимание описанные здесь
эффекты и литературные данные, можно предло-
жить, что в условиях ГГц матери в тканях мозга
новорожденных крыс происходит ослабление ан-
тиоксидантной защиты, преобладание генерации
АФК над их деградацией, накопление супероксид-
ных и гидроксильных радикалов, что стимулирует
перекисное окисление липидов и активирует ОМБ,
которая, в свою очередь, может служить источни-
ком генерации новых свободных радикалов и
дальнейшей инактивации антиоксидантных си-
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стем, приводя к клеточной гибели и нарушению
развития нервной ткани развивающегося орга-
низма.
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Levels of Protein Carbonylation and Activity of Proteases in the Brain
of Newborn Rats with Prenatal Hyperhomocysteinemia

A. V. Yakovleva, S. A. Dmitrievab, A. N. Krasnovaa, O. V. Yakovlevaa, and G. F. Sitdikovaa

a Kazan Federal University, Kazan, Russia
b Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, FRC Kazan Scientific Center of RAS, Kazan, Russia

Homocysteine is a sulfur-containing amino acid formed from methionine and considered as a risk factor for
a number of pathologies. An increase in the homocysteine level (hyperhomocystienemia, HHCy) during
pregnancy leads to various complications of pregnancy, fetal hypoxia and, consequently, development of early
and delayed postnatal pathologies. One of the main mechanisms of homocysteine action is induction of ox-
idative stress. The aim of our study was to analyze oxidative modification of proteins and activity of proteases,
as well as the level of oxidative stress in the brain tissue of rats with prenatal HHCy in the first week after birth.
The experimental HHCy was induced in female rats by feeding them with elevated amounts of methionine
for 3 weeks before, during and after pregnancy. In the homogenates of brain tissue of offspring with prenatal
HHCy a significant increase in spontaneous protein carbonylation was observed. This result indicates a decrease
in the reserve-adaptive potential of brain cells and the decrease in the resistance of the tissue to the action of free
radicals. In the brains of rats with prenatal HHCy the activity of acidic and neutral proteases was higher com-
pared to controls which could be a result of aggregation and fragmentation of protein molecules due to carbon-
ylation of amino acid residues. Brain tissues of newborn rats with prenatal HHCy were also characterized by a
high content of hydrogen peroxide, malondialdehyde as the marker of lipid peroxidation, along with a decrease
in the activity of antioxidant enzymes: superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase and glutathione
reductase. Thus, the data obtained indicate a significant increase in the irreversible process of oxidative modi-
fication of proteins in the brain of newborn rats with prenatal HHCy because of the oxidative stress. These pro-
cesses contribute to the mechanisms of homocysteine neurotoxicity during the critical period of brain develop-
ment in the early postnatal period, when intensive neurogenesis, synaptogenesis, and neuroplasticity take place.

Keywords: oxidative modification of proteins, prenatal hyperhomocysteinemia, brain, proteases, antioxidant sys-
tems, lipid peroxidation



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


