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Гомоцистеин – серосодержащая аминокислота, в высоких концентрациях обла-
дающая нейротоксическими эффектами и вызывающая нарушения развития
нервной системы. Гомоцистеин в плазме крови быстро окисляется, образуя ди-
сульфидные связи с белками и другими низкомолекулярными тиолами, а также
преобразуется в гомоцистеин-тиолактон. Поэтому при хроническом воздей-
ствии нейротоксичность гомоцистеина опосредуется преимущественно его про-
изводными. Целью нашей работы было исследование влияния гомоцистеина и
его производных – гомоцистина и гомоцистеин-тиолактона на спонтанную се-
тевую активность нейронов гиппокампа крыс в первую неделю после рождения.
Гигантские деполяризующие потенциалы (ГДП) и множественные потенциалы
действия (МПД) регистрировали с использованием внеклеточного электрода в
СА3 зоне гиппокампа. Оказалось, что все три исследованных соединения вызыва-
ли увеличение частоты ГДП и МПД в концентрациях 100 и 500 мкМ, при этом го-
моцистин оказывал наиболее значительное повышение сетевой активности нейро-
нов. В условиях блокирования НМДА- и АМПА-рецепторов эффекты гомоцисте-
ина, гомоцистина и гомоцистеин-тиолактона на спонтанную сетевую активность
нейронов полностью снимались. Таким образом, гомоцистеин и его производные
приводят к усилению спонтанной сетевой активность нейронов гиппокампа нео-
натальных крыс, что может вызывать нарушения формирования нейрональных се-
тей гиппокампа в условиях хронической гипергомоцистеинемии, а также вызывать
гипервозбудимость и риск развития эпилепсии в постнатальный период.
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Гомоцистеин представляет собой серосодержащую аминокислоту, синтезируемую
из метионина [1, 2]. Нарушение метаболизма гомоцистеина приводит к его накоп-
лению в крови и цереброспинальной жидкости, называемому гипергомоцистеине-
мией [3, 4]. В зависимости от концентрации гомоцистеина в крови гипергомоцисте-
инемия классифицируется как легкая (16–30 мкМ), средняя (30–100 мкМ) и тяжелая
(>100 мкМ). При генетических нарушениях ферментов метаболизма гомоцистеина
уровень этой аминокислоты может достигать 500 мкМ, что приводит к гомоцистеи-
нурии [3]. В физиологических условиях менее 1% общего гомоцистеина присутству-
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ет в свободной восстановленной форме, около 10–20% – в различных окисленных
формах, в том числе в виде димера – гомоцистина [5], и большая часть (80%) является
связанной с γ-глобулинами и альбумином [6]. Кроме того, повышение концентрации
гомоцистеина цитотоксично в силу его превращения в гомоцистеин-тиолактон в
процессе синтеза белка [7]. Гомоцистеин-тиолактон –химически реактивная мо-
лекула, вызывающая N-гомоцистеинилирование белков путем формирования
амидной связи с аминокислотой – лизин, что приводит к нарушению структуры и
функциональной активности белков. Этот процесс вносит вклад в развитие раз-
личных патологий, включая атеросклероз, тромбоз, болезнь Альцгеймера [8]. По-
этому при хроническом воздействии нейротоксичность гомоцистеина опосредуется
преимущественно его производными. Однако вопросы о том, какие формы гомоци-
стеина обуславливают развитие патологических процессов и являются их маркерами,
остаются предметом исследований.

Даже небольшое повышение уровня гомоцистеина в плазме коррелирует с воз-
растными когнитивными нарушениями, нейродегенеративными и цереброваску-
лярными заболеваниями, развитием эпилепсии [9–11]. Повышение уровня гомо-
цистеина во время беременности приводит к токсическим эффектам на плод, так
как гомоцистеин способен проникать через плаценту, что ведет к патологиям раз-
вития [12, 13]. Одним из механизмов нейротоксического действия гомоцистеина
является активация ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата в нейронах,
избыточная стимуляция которых вызывает гипервозбудимость, а также повышение
уровня кальция, вызывающего апоптоз [14–18].

Нервная система новорожденных животных обладает рядом функциональных
особенностей. Во многих отделах мозга и, в том числе, в гиппокампе регистрируется
особая форма сетевой активности – гигантские деполяризующие потенциалы (ГДП)
[19], которые принимают участие в формировании нейрональной сети, обеспечи-
вая синхронную активацию пре- и постсинаптических нейронов, что является од-
ним из механизмов синаптической пластичности [20, 21].

Несмотря на интенсивные исследования механизмов нейротоксических эффек-
тов гомоцистеина на развивающуюся нервную систему, отсутствуют данные о вли-
янии гомоцистеина и его производных на раннюю ритмическую активность ней-
ронов гиппокампа. Целью настоящего исследования был анализ эффектов гомо-
цистеина и его производных – гомоцистина и гомоцистеин-тиолактона на
спонтанную сетевую активность нейронов гиппокампа крысят в течение первой
недели постнатального развития.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводились на новорожденных крысятах (P3–P7, где Р0 – день
рождения). Все экспериментальные протоколы соответствовали этическим нормам по
гуманному обращению с животными, принятым в Казанском федеральном уни-
верситете (одобрены этической комиссией Казанского медицинского университета
N9, 2013). Перед экспериментом животные анестезировались изофлураном (4%).
После выделения, головной мозг крысят помещался в охлажденный оксигениро-
ванный искусственный цереброспинальный раствор (ИЦСР) следующего состава
(в мМ): NaCl 126, KCl 3.5, CaCl2 2.0, MgCl2 1.3, NaHCO3 25, NaH2PO4 1.2, глюкоза
11 (pH 7.4, 310 мосмоль/л). Горизонтальные срезы мозга толщиной 400 мкм нареза-
лись с использованием виброслайсера HM 650 V (Microm International, Германия).
Срезы перемещались в оксигенированный ИЦСР и выдерживались не менее 1 ч
при комнатной температуре до начала эксперимента. Во всех срезах, как в кон-
трольной, так и в экспериментальной группах регистрировались спонтанные ГДП,
которые характеризовались негативным отклонением (локальный полевой потенциал,
ЛПП) и популяционной активностью нейронов гиппокампа – множественными
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потенциалами действия (МПД) (рис. 1А) [22]. Внеклеточная регистрация ЛПП и
МПД выполнялась при помощи электрода, изготовленного из вольфрамовой про-
волоки (диаметром 50 мкм, California Fine Wire, США), располагаемого в СА3 об-
ласти пирамидного слоя гиппокампа. Усиление и оцифровку регистрируемых сиг-
налов осуществляли с помощью усилителя DAM-80 (WPI, США; ×1000, фильтр
0.1–3 кГц) с использованием АЦП Digidata 1440 (Axon Instruments, США). Сигна-
лы анализировались с помощью программ Axon software package (Molecular device,
США), Mini Analysis (Synaptsoft Inc, США), Origin 8.5 (Microcal Software, США) и
пользовательских функций Matlab (MathWorks, США). Определяли частоту ГДП и
МПД. МПД определялись с использованием высокочастотного фильтра (RC single
pole; >400 Гц), где все негативные события, превышающие 2.5 стандартного откло-
нения шума считались потенциалами действия (рис. 1А2) [22]. Для анализа ЛПП
нативные записи фильтровались низкочастотным фильтром 30 Гц (рис. 1А3), что
позволяло оценивать амплитуду и длительность ЛПП [23].

В экспериментах использовались следующие вещества: L-гомоцистеин, L-гомо-
цистин, D,L-гомоцистеин-тиолактон, D-(-) амино-5-фосфонопентаноат (d-APV,
селективный блокатор НМДА-рецепторов), 6-циано-7 нитрокиноксалин (CNQX,
селективный блокатор α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовой
кислоты (AMПA)-рецепторов) (Sigma, США).

Групповые данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка.
Достоверность различий в сравниваемых выборках оценивали с помощью непара-
метрического парного критерия или U-критерия Манна–Уитни. р < 0.05 прини-
мался за достоверно значимый.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В гиппокампе новорожденных грызунов спонтанная синхронная активность
пирамидных клеток и интернейронов выражается в генерации так называемых ги-
гантских деполяризующих потенциалов (ГДП) – высокоамплитудных длительных
сдвигах мембранного потенциала нервных клеток с наложением потенциалов дей-
ствия группы нейронов (рис. 1А) [19–21, 23]. Гомоцистеин, гомоцистин и гомоци-
стеин-тиолактон использовались в концентрациях 50, 100, 500 мкМ. Использование
концентраций 100 и 500 мкМ в наших экспериментах обусловлено тем, что в плазме
такие концентрации могут определяться при тяжелых формах гипергомоцистеинемии
у человека, а кроме того, при длительном воздействии происходит накопление эф-
фектов низких концентраций гомоцистеина [24].

Гомоцистеин, гомоцистин и гомоцистеин-тиолактон в концентрации 50 мкМ не
приводили к достоверным изменениям спонтанной сетевой активности нейронов
(рис. 1–3). При использовании гомоцистеина в концентрации 100 и 500 мкМ на-
блюдали как повышение частоты ГДП, так и МПД (рис. 1А–Г). В концентрации
Рис. 1. Влияние гомоцистеина на спонтанную сетевую активность нейронов в срезе гиппокампа крысы.
А. Пример внеклеточной регистрации популяционной активности нейронов гиппокампа, которая орга-
низована в виде ГДП и МПД. Расширенный по времени участок записи (темный прямоугольник) с ГДП
(указаны звездочками) (А1); МПД после фильтрации записи высокочастотным фильтром (>400 Гц) (А2);
локальные полевые потенциалы (указаны стрелками) после обработки нативных записей низкочастот-
ным фильтром (30 Гц) (А3). Аппликация 100 мкМ гомоцистеина (обозначена незакрашенным прямо-
угольником) приводит к увеличению частоты ГДП и потенциалов действия. Б. Изменение количества
МПД в одном эксперименте (из записи А, шаг 50 с). Действие вещества обозначено незакрашенными
столбиками. Гистограмма усредненных частот МПД (В) и ГДП (Г) при действии гомоцистеина в кон-
центрациях 50, 100 и 500 мкМ. Д. Эффекты гомоцистеина (Гц, 100 мкМ) на частоту ГДП в условиях ин-
гибирования НМДА-рецепторов (20 мкМ d-APV) и АМПА-рецепторов (10 мкМ CNQX). 100% – значе-
ния частот ГДП в контроле. * р < 0.05 относительно контроля.
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100 мкМ гомоцистеин вызывал усиление частоты спонтанных потенциалов дей-
ствия до 155 ± 15% (с 14 ± 3 до 21 ± 3 с–1; n = 11, p < 0.05), а в концентрации 500 мкМ –
до 24 ± 3 с–1 (до 183 ± 16%; n = 5, p < 0.05) относительно контроля (рис. 1В). Гомо-
цистеин также повышал частоту ГДП до 205 ± 45% (с 0.8 ± 0.2 до 1.3 ± 0.2 с-1; n = 15,
p < 0.05) в концентрации 100 мкМ и до 306 ± 54% (до 3.3 ± 1.4 с–1; n = 6, p < 0.05) в
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Рис. 2. Влияние гомоцистина на спонтанную сетевую активность нейронов в срезе гиппокампа крысы.

А. Пример внеклеточной регистрации популяционной активности нейронов гиппокампа. Аппликация

100 мкМ гомоцистина обозначена незакрашенным прямоугольником. Б. Изменение количества МПД в

одном эксперименте (из записи А, шаг 50 с). Действие вещества обозначено незакрашенными столби-

ками. Гистограмма усредненных частот МПД (В) и ГДП (Г) при действии гомоцистина в концентрациях

50, 100 и 500 мкМ. Д. Эффекты гомоцистина (Гц-ин 100 мкМ) на частоту ГДП в условиях ингибирования

НМДА-рецепторов (20 мкМ d-APV) и АМПА-рецепторов (10 мкМ CNQX). 100% – значения частот

ГДП в контроле. *р < 0.05 относительно контроля.
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концентрации 500 мкМ (рис. 1Г). При этом длительность и амплитуда ЛПП не из-

менялись. Эффект гомоцистеина наблюдался в течение 5–8 мин с начала аппликации

вещества, а затем происходило восстановление спонтанной активности пирамид-

ных нейронов. Смена раствора на ИЦСР приводила к восстановлению активности

до исходных значений, однако, время восстановления зависело от используемой

концентрации.

Известно, что генерация ГДП контролируется коактивацией НМДА- и ГАМК-ре-

цепторов нейронов гиппокампа [20]. Кроме того показано, что для синхронизации
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Рис. 3. Влияние гомоцистеин-тиолактона на спонтанную сетевую активность нейронов в срезе гиппо-

кампа крысы. А. Пример эффекта гомоцистеин-тиолактона (500 мкМ, незакрашенный прямоугольник)

на популяционную активность нейронов гиппокампа. Б. Изменение количества МПД в одном экспе-

рименте (из записи А, шаг 50 с). Действие вещества обозначено незакрашенными столбиками. Гисто-

грамма усредненных частот МПД (В) и ГДП (Г) при действии гомоцистеин-тиолактона в концентрациях

50, 100 и 500 мкМ. Д. Эффекты гомоцистеин-тиолактона (ГцТ, 500 мкМ) на частоту ГДП в условиях ин-

гибирования НМДА-рецепторов (20 мкМ d-APV) и АМПА-рецепторов (10 мкМ CNQX). 100% – значения

частот ГДП в контроле. * р < 0.05.
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ГДП необходима активация АМПА-рецепторов [20, 25]. Поскольку L-гомоцистеин

является слабым агонистом НМДА-рецепторов [16], в следующей серии экспери-

ментов был проведен анализ эффектов гомоцистеина на фоне ингибирования

ионотропных рецепторов глутамата. Предварительная аппликация селективного

ингибитора НМДА-рецепторов d-APV в концентрации 20 мкМ приводила к сни-

жению частоты ГДП до 56 ± 10% (с 1.9 ± 0.4 до 1.1 ± 0.2 с–1; n = 7, p < 0.05) без изме-
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нения частоты МПД (рис. 1Д). Блокирование АМПА-рецепторов при помощи се-

лективного блокатора CNQX в концентрации 10 мкМ вызывало снижение частоты

ГДП до 55 ± 4% (с 1.8 ± 0.6 до 0.8 ± 0.24 с–1; n = 7, p < 0.05) без изменения частоты

МПД. Последующая аппликация гомоцистеина не приводила к усилению частоты

МПД и ГДП (рис. 1Д). Смена раствора на ИЦСР приводила к постепенному увели-

чению частоты ГДП, и к 10–20 мин наблюдалось полное восстановление спонтанной

сетевой активности нейронов.

Известно, что в физиологических условиях гомоцистеин в плазме крови присут-

ствует в виде димера – гомоцистина [26, 27]. При использовании гомоцистина в

концентрациях 100 и 500 мкМ мы наблюдали значительное повышение частоты

МПД и ГДП (рис. 2А–Г). Так, при добавлении 100 мкМ гомоцистина частота МПД

возрастала до 183 ± 9% (с 26 ± 9 до 36 ± 12 с–1; n = 11, p < 0.05), а при добавлении веще-

ства в концентрации 500 мкМ – до 345 ± 57% (с 11 ± 6 до 32 ± 6 с–1; n = 11, p < 0.05)

(рис. 2В). Мы также наблюдали повышение частоты ГДП при аппликации гомоци-

стина в концентрации 100 мкМ до 257 ± 54% (с 1.8 ± 0.6 до 3.1 ± 0.8 с–1; n = 12, p < 0.05)

и в концентрации 500 мкМ до 463 ± 92% (до 5.5 ± 1.3 с–1; n = 12, p < 0.05) относи-

тельно контроля (рис. 2Г). При этом длительность и амплитуда ЛПП спонтанных

сетевых событий гиппокампа не изменялись. Эффект вещества был обратим.

В следующей серии экспериментов был проведен анализ эффектов гомоцистина

(100 мкМ) на фоне ингибирования НМДА- или АМПА-рецепторов. Как показано

на риc. 2Д, аппликация гомоцистина на фоне d-APV или на фоне CNQX не приво-

дила к повышению частоты ГДП или МПД.

Эффекты гомоцистеин-тиолактона на спонтанную сетевую активность нейронов

были выражены в меньшей степени (рис. 3А–Г). В концентрациях 100 и 500 мкМ

гомоцистеин-тиолактон повышал частоту МПД до 128 ± 9% (с 29 ± 8 до 35 ± 4 с–1;

n = 14, p < 0.05) и до 143 ± 10% (с 22 ± 6 до 33 ± 7 с–1; n = 11, p < 0.05) относительно

контроля соответственно (рис. 3Б, В). Эффекты на ГДП проявлялись только при

использовании гомоцистеин-тиолактона в концентрации 500 мкМ, и частота ГДП

возрастала до 183 ± 25% (с 2.3 ± 0.4 до 4.5 ± 1.2 с–1; n = 8, p < 0.05, рис. 3Г). Длитель-

ность и амплитуда ЛПП спонтанных сетевых событий гиппокампа не изменялись.

Эффект вещества на частоту ГДП и МПД был обратим.

На фоне ингибирования НМДА- или АМПА-рецепторов аппликация гомоцистеин-

тиолактона (500 мкМ) не приводила к повышению частоты ГДП или МПД (рис. 3Д).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашем исследовании на срезах гиппокампа крысы в первую неделю постна-

тальную развития было показано, что не только гомоцистеин, но также и его про-

изводные – гомоцистин и гомоцистеин-тиолактон оказывают активирующее дей-

ствие на спонтанные сетевые разряды (ГДП), что связано с активацией ионотропных

рецепторов глутамата. Эти эффекты гомоцистеина и его производных могут вно-

сить вклад в возникновение патологий развития потомства при хроническом воз-

действии высоких концентраций гомоцистеина в пренатальный период.

Известно, что повышение уровня гомоцистеина в организме матери приводит к

осложнениям беременности, в том числе, к дефектам нервной трубки плода и задерж-

ке роста [4, 15, 28, 29]. Наиболее чувствительны к токсическим эффектам L-гомоци-

стеина нервные клетки в пренатальном и раннем постнатальном периодах развития

[1] вследствие эффективного переноса гомоцистеина в клетку в форме его димера –

гомоцистина [30]. Накопление гомоцистеина приводит к окислительному стрессу, что

вызывает серьезные повреждения нейронов в различных отделах мозга [12, 13, 31, 32].
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Исследования механизмов действия гомоцистеина in vitro показали, что острая

аппликация гомоцистеина изменяет процессы синаптической пластичности в гип-

покампе 6–8 недельных крыс [33, 34]. Инкубация первичных и вторичных культур

клеток в гомоцистеине приводила к изменению электрофизиологических свойств

нейронов, к быстрой десенситизации GluN1/N2B-рецепторов, снижению секреции

гормона роста в GH3 клетках [17, 18, 35, 36]. На срезах гиппокампа новорожденных

крысят с пренатальной гипергомоцистеинемией нами показано изменение элек-

трических свойств нейронов и нарушение спонтанной сетевой активности [37].

Гомоцистеин в плазме быстро окисляется с образованием ряда метаболитов, в

том числе гомоцистина и гомоцистеиновой кислоты, а также связывается с белками

плазмы [5]. Кроме того, гомоцистеин может образовывать еще более токсичный

метаболит – гомоцистеин-тиолактон при участии фермента метионил-тРНК син-

тетазы [6, 7, 27, 38]. Поэтому при хронической гипергомоцистеинемии происходит

накопление производных гомоцистеина, которые могут оказывать собственные

эффекты. Однако исследований эффектов гомоцистеина и его производных на

электрическую активность нейронов неонатального гиппокампа не проводилось.

При этом надо отметить, что ранняя электрическая активность, регистрируемая в

срезах гиппокампа новорожденных крысят – ГДП, играет важную роль в  развитии

нейрональных сетей и их синхронизации, формировании синаптических связей,

влияет на пролиферацию, миграцию, дифференцировку клеток, секрецию факторов

роста, таких как BDNF [39]. Механизм возникновения ГДП связан с активацией

ГАМК- и НМДА-рецепторов [21], а АМПА-рецепторы участвуют в синхронизации

ГДП в нейрональной сети [21, 25].

В нашем исследовании показано, что гомоцистеин и его производные в высоких

концентрациях (100 и 500 мкМ) вызывают усиление частоты ГДП и МПД в гиппо-

кампе неонатальных крыс. При этом не наблюдалось изменений амплитуды и дли-

тельности ГДП, что может указывать на отсутствие влияния веществ на синаптиче-

ские связи и генерацию пейсмекерной активности интернейронов, определяющих

форму ГДП [40]. Интересно, что наиболее значительное повышение спонтанной

сетевой активности наблюдалось при действии гомоцистина, который является

окисленной формой гомоцистеина и внутри клетки может быть вновь восстановлен до

гомоцистеина [3]. Эффекты гомоцистеин-тиолактона на ГДП были менее выражены,

а повышение частоты МПД проявлялось только при использовании концентрации

500 мкМ, что, по-видимому, свидетельствует о его меньшем сродстве к глутаматным

рецепторам. Кроме того, проявление его эффектов требует более длительного вре-

мени, поскольку известным механизмом его действия является посттрансляционная

модификация белков (N-гомоцистеинилирование), вызывающая их функциональные

изменения [7].

Одним из механизмов токсического действия гомоцистеина является активация

НМДА-, АМРА- и метаботропных (группы I и III) рецепторов глутамата [31, 41].

Действительно, в наших экспериментах аппликация селективных ингибиторов

НМДА- и АМПА-рецепторов полностью устраняла возбуждающее действие гомо-

цистеина и его производных на спонтанную сетевую активность нейронов гиппо-

кампа.

С учетом гипервозбудимости нервной сети в первую неделю после рождения

вследствие деполяризующего действия ГАМК, активация рецепторов глутамата и

усиление нейрональной активности может служить предпосылкой возникновения

эпилептической активности в условиях хронического воздействия гомоцистеина

[42, 43]. Действительно, в экспериментах на животных введение гомоцистеин-тио-

лактона in vivo приводило к возникновению эпилептической активности как у мо-

лодых, так и взрослых животных [3, 4, 7, 44, 45]. Поэтому усиление спонтанной се-

тевой активности нейронов при действии гомоцистеина и его производных может
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вносить свой вклад в нарушение формирования нейрональных сетей гиппокампа в

условиях хронической гипергомоцистеинемии, а также вызывать гипервозбуди-

мость и риск развития эпилепсии в постнатальный период.
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Effects of Homocysteine and its Derivatives on Spontaneous Network Activity
in the Hippocampus of Immature Rats

E. D. Kurmashovaa, E. D. Gataulinaa, A. L. Zefirovb, G. F. Sitdikovaa, A. V. Yakovleva, *

aKazan Federal University, Kazan, Russia
bNeuroscience Institute, Kazan Medical State University, Kazan, Russia
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Homocysteine is a sulfur-containing amino acid, which at high concentrations induces

neurotoxic effects and causes impairments in the development of the nervous system. In

the blood homocysteine is rapidly oxidized, forming disulfide bonds with proteins and

low-molecular thiols, and is also converted into homocysteine-thiolactone. Therefore

during chronic exposure, homocysteine neurotoxicity is mediated by its derivatives. Our

work aimed to study the effects of homocysteine, homocystine, and homocysteine-thio-

lactone on the network spontaneous activity of rat hippocampal neurons during the first

postnatal week. Giant depolarizing potentials (GDP) and multiple-unit activities

(MUA) were recorded using the extracellular electrode in the CA3 zone of the hippo-

campus. It was shown that all three thiol compounds induced an increase of the frequen-

cy of GDP and MUA in concentrations of 100 and 500 μM, while homocystine exerted

the most profound effects on the network activity. Inhibition of NMDA and AMPA re-

ceptors completely prevented the effects of homocysteine and its derivatives on the spon-

taneous neuronal activity. Thus, homocysteine and its derivatives lead to the increase of

network activity of hippocampal neurons of neonatal rats, which may impair the forma-

tion of hippocampal neuronal networks in chronic hyperhomocysteinemia; and may

cause hyperexcitability and the risk of epilepsy development in the postnatal period.

Keywords: hippocampus, homocysteine, homocystine, homocystein-thiolactone, giant

depolarizing potential, NMDA receptor, AMPA receptor
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