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ИЗУЧЕНИЕ ТОКСИЧЕСКОГО ЭФФЕКТА ГОМОЦИСТЕИН ТИОЛАКТОНА  
В УСЛОВИЯХ ОРГАНОТИПИЧЕСКОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ТКАНИ КОСТИ 

УДК 612.753  

Повышение уровня гомоцистеина и гомоцистеин тиолактона в плазме крови связывают с увеличением риска 
развития заболеваний сердечно-сосудистой системы и развитием остеопороза. Рядом исследователей обнару-
жено уменьшение Na+, K+-АТФазной активности при гипергомоцистеинемии. В опытах in vivo показано, что гомо-
цистеин снижает активность Na+,K+-АТФазы, угнетая ее насосную функцию. Однако информация о физиологи-
ческой роли Na+,K+-АТФазы в процессах ремоделирования ткани кости ограничена вследствие методических 
сложностей. 
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эксплантаты костной ткани. 
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THE STUDY OF THE TOXIC EFFECT OF HOMOCYSTEINE THIOLACTONE  
IN ORGANOTYPIC TISSUE CULTURE OF BONE TISSUE 

The change in homocysteine and homocysteine thiolactone blood level is associated with increased risk of cardiovascu-
lar diseases and osteoporosis. The decrease in Na+, K+-ATPase activity detected in case of hyperhomocysteinemia. In 
experiments in vivo it was shown that homocysteine reduces the activity of Na+,K+-ATPase inhibiting its pump function. 
However, information about the physiological role of Na+,K+-ATPase in the processes of remodeling of bone tissue is 
limited due to methodological difficulties. 

Key words: homocysteine thiolactone, Na+,K+-ATPase, organotypic tissue culture, bone tissue explants. 

 
Впервые связь между гипергомоцистеине-

мией и заболеваниями костей была обнаруже-
на в 1966 году, когда McKusick исследовал 
нарушение структуры коллагена у пациентов 
с гомоцистеинурией. Изучение возможной роли 
гомоцистеина в развитии сердечно-сосудистых 
заболеваний началось с работ McCully в 1969 г., 
которые показали предрасположенность к ате-
ротромбозу пациентов с тяжелой гипергомоци-
стеинемией [4].  

В настоящее время повышение уровня го-
моцистеина и гомоцистеин тиолактона в плазме 
крови связывают с увеличением риска развития 

атеросклероза, сердечной недостаточности 
[10], инфаркта миокарда, заболеваний сосудов 
[11] и развитием остеопороза [5].  

Рядом исследователей обнаружено 
уменьшение Na+,K+-АТФазной активности при 
нейродегенерации, эпилепсии и гипергомоци-
стеинемии [9, 6]. В опытах in vivo показано, что 
гомоцистеин уменьшает активность Na+, K+-
АТФазы, угнетая ее насосную функцию [6]. Точ-
ный механизм, лежащий в основе ингибирую-
щего действия Na+/K+-АТФазы гомоцистеином, 
остается неизвестным. Исследования кинетики 
Na+/K+-АТФазы, проведенные Streck, et al. по-
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казали, что гомоцистеин ингибирует натриевую 
помпу, не конкурируя с АТФ [9]. Предполагают, 
что ингибирование помпы происходит вслед-
ствие окисления тиоловых групп, опосредован-
ного свободными радикалами, которые взаимо-
действуют с сайтом связывания АТФ [8]. 

За последние 20 лет хорошо изучена 
структура и локализация Na+,K+-АТФазы в 
клетках центральной и периферической нерв-
ной системы, сердечной и скелетной мускула-
туры и некоторых клетках, формирующих  эпи-
телий. Однако информация о физиологической 
роли Na+,K+-АТФазы в процессах ремоделиро-
вания ткани кости ограничена вследствие ме-
тодических сложностей. 

ЦЕЛЬ РАБОТЫ 
Проанализировать остеотоксические эф-

фекты  гомоцистеин тиолактона в условиях ор-
ганотипического культивирования.  

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 
Исследование проводили на эксплантатах 

ткани кости 10–12-дневных куриных эмбрионов, 
культивируемых в чашках Петри на подложках 
из коллагена в питательной среде в СО2-
инкубаторе («Sanyo», Япония) в течение трех 
суток при 37 °С и 5 % СО2. Фрагменты бедрен-
ной кости, очищенные от надкостницы, аккурат-
но переносили на коллагеновую подложку ча-
шек Петри. Каждая чашка содержала от 15 до 
20 эксплантатов. 

Контрольные эксплантаты культивировали 
в питательной среде, содержащей 45 % рас-
твора Хенкса, 40 % среды Игла, с добавлением 
инсулина (0,5 ед./мл), глюкозы (0,6 %), глюта-
мина (2 мМ), гентамицина, 5 % куриного эмбри-
онального экстракта и 10 % фетальной сыво-
ротки коровы [1, 3]. Через трое суток культиви-
рования вокруг исходной зоны наблюдали 
формирование зоны роста (рис. 1). 

 
Рис. 1. Фрагмент зоны роста эксплантата ткани кости 10–12-дневного куриного эмбриона.  

Третьи сутки культивирования (ув. 40). Контроль. Окраска фаллоидином, конъюгированным с Texas Red  
(красный цвет) и DAPI (синий цвет) 

 
В культуральную среду экспериментальных 

чашек добавляли гомоцистеин тиолактон 
(«Sigma») в диапазоне концентраций от 10-3 до 
10-11 М и оуабаин октагидрат («Sigma») в широ-
ком диапазоне концентраций (от 10-4 до 10-12 М). 
В части исследований для оценки механизма 
действия гомоцистеин тиолактона в питатель-
ную среду экспериментальных чашек Петри до-
бавляли гомоцистеин тиолактон и оуабаин окта-
гидрат в определенных концентрациях.  

Для визуализации объектов использовали 
микроскоп «Axiostar Plus» («Carl Zeiss», Герма-
ния) по методу, описанному ранее [2]. Получен-
ные изображения анализировали при помощи 
программы ImageJ. Часть исследований прово-

дили с помощью лазерного сканирующего мик-
роскопа «LSM 710» («Carl Zeiss», Германия) 
с использованием прижизненного окрашивания 
препаратов  фаллоидином, конъюгированным 
с флуоресцентным красителем Texas Red 
(Texas Red®-X phalloidin, Life Technologies, 
USA) (рис. 1).  

Часть исследований выполнена на обору-
довании ЦКП «Конфокальная микроскопия» 
Института физиологии им. И. П. Павлова РАН. 

Для количественной оценки степени роста 
эксплантатов применяли морфометрический 
метод. Индекс площади (ИП) рассчитывали, как 
отношение общей площади эксплантата к пло-
щади исходной зоны. Контрольное значение ИП 
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принимали за 100 %. Статистическую обработку 
результатов проводили с помощью программы 
STATISTICA 8.0 с использованием t-критерия 
Стьюдента.  

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Гомоцистеин тиолактон исследовали в диа-
пазоне концентраций от 10-3 до 10-11 М (рис. 2). 
Обнаружено, что действие препарата в указан-
ном диапазоне концентраций является дозоза-
висимым. В концентрации 10-3 М гомоцистеин 

тиолактон достоверно ингибировал рост экс-
плантатов ткани кости на 58 %. При введении 
в питательную среду препарата в концентрации 
8 х 10-6 М гомоцистеин тиолактон оказывал ин-
гибирующее действие на рост эксплантатов 
ткани кости. ИП экспериментальных экспланта-
тов был ниже контрольного значения на 39 %. 
В диапазоне концентраций от концентрации 7 х 
10-9 до 10-11 М гомоцистеин тиолактон не оказы-
вал выраженного ингибирующего эффекта. ИП 
экспериментальных эксплантатов не отличался 
от контрольного значения.  

 
Рис. 2. Оценка действия  гомоцистеин тиолактона на рост эксплантататов ткани кости 10–12-дневного куриного 

эмбриона. Гомоцистеин тиолактон в диапазоне концентраций 10-3 до 10-11 М 

* – Достоверные различия относительно контроля, p ˂ 0,05.  
 
Ранее в аналогичных экспериментальных 

условиях исследовали влияние гомоцистеин 
тиолактона на рост эксплантатов ткани сердца 
10–12-дневных куриных эмбрионов [7]. Макси-
мальный ингибирующий эффект гомоцистеин 
тиолактон проявил в концентрации 10-3 М. ИП 
экспериментальных эксплантатов был ниже 
контрольного значения на 60 %. Стимулирую-
щее действие гомоцистеин тиолактона на рост 
эксплантатов ткани сердца не обнаружено [7].  

Сравнительный анализ данных показал, 
что  действие гомоцистеин тиолактона в отно-
шении роста экспериментальных эксплантатов 
не является  тканеспецифичным.   

Для оценки участия Na+, K+-АТФазы в ре-
моделировании ткани кости оуабаин октагидрат 
исследовали в диапазоне концентраций от 10-4 
до 10-12 М (рис. 3). Действие оуабаина было до-
зозависимым. Оуабаин практически полностью 
угнетал рост эксплантатов ткани кости в концен-
трации 10-4 М. В концентрациях 10-6 М и 10-8 М 

препарат ингибировал рост экспериментальных 
эксплантатов на 80 и 44 % соответственно. Мак-
симальный трофотропный эффект оуабаин про-
являл в концентрации 10-10 М. ИП эксперимен-
тальных эксплантатов был выше контрольного 
значения на 100 %. При добавлении в питатель-
ную среду оуабаина в концентрации 10-12 М ИП 
экспериментальных эксплантатов был выше 
контрольного значения на 47 %.  

Исследование влияния оуабаина на рост 
эксплантатов ткани сердца проведено ранее. 
Оуабаин исследовали в концентрациях сопо-
ставимых с эндогенными [1]. Установлено, что в 
дозе 10-8 М оуабаин полностью блокировал 
процессы клеточного роста и пролиферации. 
Максимальный трофотропный эффект оуабаин 
так же, как и оуабаин октагидрат, использован-
ный в данном исследовании, проявлял в кон-
центрации 10-10 М. ИП экспериментальных экс-
плантатов ткани сердца был выше контрольно-
го значения на 33 % [1]. 
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Рис. 3. Оуабаин октагидрат дозозависимо регулирует рост эксплантатов ткани кости 10–12-дневных куриных 

эмбрионов в диапазоне  концентраций от 10-4 до 10-12 М 

* – Достоверные различия относительно контроля, p ˂ 0,05.  
 
Для оценки возможного механизма токси-

ческого действия гомоцистеин тиолактона экс-
плантаты ткани кости культивировали в пита-
тельной среде, содержащей гомоцистеин тио-
лактон (10-3 М) и оуабаин октагидрат (10-4 М) 
(рис. 4). ИП экспериментальных эксплантатов 
составил 5 % от контрольного значения. При до-
бавлении в питательную среду, содержащую го-

моцистеин тиолактон (10-3 М), оуабаина (10-10 М) 
ИП экспериментальных эксплантатов, зареги-
стрированный через 3-е суток культивирования, 
был ниже контрольного значения на 35 % 
(рис. 5). Таким образом, введение в питатель-
ную среду оуабаина несколько снижало инги-
бирующий рост эксплантатов ткани кости эф-
фект гомоцистеин тиолактона (10-3 М). 

 
Рис. 4. Остеотоксический эффект гомоцистеин тиолактона (10-3 М) в присутствии ингибитора Na+, K+-АТФазы 

оуабаина (10-4 М) 

* – Достоверные различия относительно контроля, p ˂ 0,05.  
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Рис. 5. Остеотоксический эффект гомоцистеин тиолактона (10-3 М) на фоне оуабаина (10-10 М), в концентрации 

сопоставимой с эндогенной.  

* – Достоверные различия относительно контроля, p ˂ 0,05.  
 
В аналогичных экспериментальных усло-

виях исследовали совместное влияние гомоци-
стеин тиолактона (10-3 М) и оуабаина в концен-
трациях 10-8 и 10-10 М на рост эксплантататов 
ткани сердца [7]. При культивировании эксплан-
татов ткани сердца в питательной среде, со-
держащей гомоцистеин тиолактон (10-3 М) и оу-
абаин (10-8 М), ИП экспериментальных эксплан-
татов составил 5 % от контрольного значения. 
Именно в этой концентрации оуабаин полностью 
блокирует обе функции Na+, K+-АТФазы: сигналь-
ную и функцию ионного насоса. При добавлении 
в питательную среду, содержащую гомоцистеин 
тиолактон (10-3 М), оуабаина (10-10 М) ИП экспе-
риментальных эксплантатов был ниже кон-
трольного значения на 43 % [7].  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, полученные данные сви-

детельствуют о наличии связи токсического 
действия гомоцистеин тиолактона на рост экс-
плантатов ткани кости и сердца  с ингибирова-
нием насосной функции Na+, K+-АТФазы, во-
прос о вовлеченности сигнальной функции  
фермента требует дальнейшего изучения. 

Работа поддержана грантом РФФИ 
№ 16-34-00831. 
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СПОСОБ ПОСМЕРТНОЙ ПАТОЛОГОАНАТОМИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ  
КО-ИНФЕКЦИИ ВИЧ/ТУБЕРКУЛЕЗ 

УДК 616.9, 616-091 

На основании проведенного многоуровневого научного патоморфологического исследования умерших при ко-
инфекции ВИЧ/ТБ, дополненного результатами иммуногистохимического и электронномикроскопического иссле-
дований с последующим проведением программного морфометрического анализа выявлено наличие структур-
но-функциональных, в том числе иммунофенотипических закономерностей патологоанатомических изменений 
при ко-инфекции ВИЧ/ТБ. На основе данного исследования разработан «Способ посмертной патолого-
анатомической диагностики ко-инфекции ВИЧ/туберкулез», который предлагается внедрить в патологоанатоми-
ческих отделениях учреждений здравоохранения.  

Ключевые слова: патологоанатомическая диагностика, ВИЧ-инфекция, туберкулез. 

 
 

A. V. Smirnov, L. S. Bykhalov  

METHOD OF POST-MORTEM PATHOLOGICALANATOMICAL DIAGNOSIS  
OF HIV/TUBERCULOSIS CO-INFECTION  

Based on the multi-level research post mortem examination of patients with HIV/TB co-infection, supplemented by 
the results of immunohistochemical and electron microscopic studies, followed by computer morphometric analysis 
revealed the presence of structural, functional, including immunophenotypic regularities of pathologicalanatomical 
changes in HIV/TB co-infection. Based on this research, we developed a method for post-mortem pathological-
anatomical diagnosis of HIV/TB co-infection, which is proposed to be introduced in pathology departments of 
healthcare institutions.  

Key words: pathological-anatomical diagnosis, HIV infection, tuberculosis. 

 
Увеличение количества ВИЧ-инфици-

рованных в мире и в различных регионах Россий-
ской Федерации [4], в частности в Волгоградской 
области, способствует замедлению темпов сни-
жения заболеваемости туберкулезом. Распро-
странение ко-инфекции ВИЧ/туберкулез привело 
к увеличению количества больных с данной пато-
логией в Волгоградской области за исследуемый 
период (с 2004 по 2014 гг.) в 13 раз, инвалидов – 
в 15 раз, увеличению числа умерших (по данным 
патологоанатомических вскрытий) – в 20 раз.  

Увеличение летальных случаев обуслов-
лено ростом генерализованных форм туберку-

лёза при ВИЧ-инфекции, которые играли веду-
щую роль в танатогенезе в 59,2 %.  

Среди заболевших и умерших от ко-
инфекции ВИЧ/туберкулез, по результатам изу-
чения медицинской документации и патолого-
анатомических вскрытий в Волгоградской обла-
сти, в 89 % случаев составили лица, имевшие 
инвалидность, в 52 % – лица с отсутствием 
приверженности к лечению, в 44 % – лица 
с хронической наркотической зависимостью, 
в 28 % – с хронической алкогольной зависимо-
стью, а также лица получающие высокоактив-
ную антиретровирусную терапию – 48 %. 


