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Цель исследования: Изучить изменения транспорта гомоцистеина (Гци) белками крови и показа-
телей функционирования митохондрий в условиях гемодиализа.

Материалы и методы: Исследовали образцы плазмы здоровых доноров и пациентов, получаю-
щих лечение хроническим гемодиализом с двумя типами диализирующих растворов – стандарт-
ным бикарбонатным и с добавлением сукцината. Уровень Гци и глутатиона определяли ВЭЖХ-
методом, содержание аминотиолов в форме связанной с крупномолекулярной фракцией белков 
плазмы крови оценивали с помощью процедуры ультрафильтрации через устройства, задержива-
ющие белки с массой более 300 кДа. Для оценки фильтруемости аминотиолов введен фактор филь-
трации (F), представляющий собой отношение концентрации аминотиола в ультрафильтрате к его 
общей концентрации в препарате плазмы крови. Уровень молочной и пировиноградной кислот 
определяли фотоколориметрическим и кинетическим методами соответственно.

Результаты: В группе здоровых доноров 25-ый процентиль F Гци составил 0,44. Это значение 
было принято в качестве нижней границы референтного интервала. У пациентов на хроническом 
гемодиализе, имевших выраженную гипергомоцистеинемию (ГГЦ), выявлено снижение филь-
труемости Гци, но не глутатиона. Низкая фильтруемость (F<0,44) указывает на связывание Гци 
преимущественно с крупномолекулярными белками или комплексами белков, а не с альбуминовой 
фракцией. Возможно, высокий уровень F характеризует «менее опасную» ГГЦ, тогда как низкие 
значения F могут сопровождаться повышенной вероятностью удерживания Гци в клетках сосуди-
стой стенки за счет рецепторного эндоцитоза вместе с альфа-2-макроглобулином или апопротеи-
ном В даже в отсутствие ГГЦ.

Заключение: В работе продемонстрированы снижение транспорта Гци альбумином у пациентов, 
получающих лечение гемодиализом, а также возможность применения процедуры ультрафильт-
рации для изучения связывания Гци крупномолекулярной фракцией белков крови. Применение 
сукцинат-содержащего диализирующего раствора сопровождалось лучшими показателями филь-
труемости Гци и показателями функционирования митохондрий в сравнении с пациентами, полу-
чающими стандартный бикарбонатный гемодиализ.
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Objective: The aim of  the study was the evaluation of  homocysteine transportation by plasma proteins 
and metabolic abnormalities associated with mitochondrial dysfunction in patients treated with chronic 
hemodialysis. 

Materials and Methods: Plasma samples from healthy donors and patients treated with chronic 
hemodialysis using two types of  dialysis solution were studied: commonly used bicarbonate or one with 
succinate. Homocysteine and glutathione were quantified with HPLC. For evaluation of  the filterability 
protein-bond aminothiols by ultrafiltration procedure we introduce filtering factor (F) that is the ratio of  
the aminothiol concentration in the ultrafiltrate to its overall concentration in the plasma. 

Results: In the group of  healthy donors the value of  25th percentile of  factor F for homocysteine was 0.44. 
Patients with moderate hyperhomocysteinemia showed the decreased filterability of  homocysteine, but 
not glutathione. Low homocysteine filterability (F<0.44) shows the predominant binding of  homocysteine 
to high molecular weight proteins or to protein aggregates, but not to the albumin fraction. Perhaps, the 
high value of  F characterizes the “less dangerous” hyperhomocysteinemia. 

Conclusion: In this paper, we demonstrated the evaluation of  decreased homocysteine transportation 
by plasma albumin in patients treated with chronic hemodialysis, and introduced the ultrafiltration 
procedure to estimate the homocysteine binding to macromolecular fraction of  blood proteins. Application 
of  succinate-containing dialysis solution was associated with the improvement in the homocysteine 
filterability of  and with decreased level of  the mitochondrial dysfunction markers compared to patients 
receiving bicarbonate hemodialysis.

Key words: total homocysteine, hemodialysis, homocysteinylation of  proteins, ultrafiltration, mitochondrial dysfunction, succinate, 
glutathione

Введение

Повышение суммарного содержания различ-
ных фракций гомоцистеина (Гци) в крови выше 
12 мкМ принято называть гипергомоцистеинемией 
(ГГЦ). Термин «общий гомоцистеин» плазмы кро-
ви (оГци, tHcy) обозначает сумму концентраций 
аминотиола в восстановленной (-SH) и окислен-
ных (-S-S-) формах [3, 6]. ГГЦ у пациентов, нахо-
дящихся на лечении с применением хронического 
гемодиализа, отличается длительным и тяжелым 
течением [1, 2, 8]. Предполагают, что S- и, частич-
но, N-гомоцистеинилирование белков играет ос-
новную роль в токсических эффектах Гци [14, 15, 
16, 24]. Благодаря прочной связи с 34 цистеиновым 
остатком альбумина, Гци в норме транспортируется 
в крови, в основном, с этим белком [23]. Участие в па-
тофизиологических реакциях данного аминотиола 
объясняется образованием смешанных дисульфидов 
с другими белками, включая фибронектин, трансти-
ретин и металлотионеин. S-гомоцистеинилование 
белков по остаткам цистеина частично объясняет 
механизм цитотоксичности высокого уровня Гци 
[15]. Возможно, гомоцистеинилирование апопроте-
ина В (апоВ) в составе липопротеидов может при-
водить к переносу Гци в клетки сосудистой стенки, 
включая эндотелиоциты [28]. 

Основная часть транспортируемого белками Гци 
может быть отделена от белков при помощи влия-
ний, направленных на тиол-дисульфидный обмен [9].

В предыдущих исследованиях показано, что 
у пациентов с хронической болезнью почек на-
блюдается значительное изменение транспорта Гци 
белками плазмы со сдвигом в сторону транспорта 
крупномолекулярными белками и белковыми ком-

плексами с молекулярной массой выше 300 кДа. 
В соответствии с полученными ранее данными, при 
ГГЦ значительная доля Гци переносится высокомо-
лекулярными фракциями, содержащими альфа-2-
макроглобулин (α2М) [3, 4, 7, 11, 26]. 

Показано, что применение диализирующих рас-
творов, содержащих интермедиат цикла Кребса 
– сукцинат, способствует положительным сдвигам 
тканевого метаболизма в целом [10, 19]. Влияние 
данного вида диализирующего раствора на транс-
порт Гци белками крови не изучено. Кроме этого, 
отсутствуют четкие рекомендации по применению 
тестов оценки функции митохондрий при гемоди-
ализе с применением интермедиатов цикла Кребса.

Цель настоящего исследования состояла в изу-
чении изменения транспорта Гци белками крови 
в условиях гемодиализа с применением сукцинат-
содержащего диализирующего раствора. Контроль 
системной митохондриальной дисфункции (МД) 
осуществляли с применением тестов на лактат  
(молочная кислота) и пируват (пировиноградная 
кислота) в условиях тщательного соблюдения тем-
пературного и временного режимов получения пре-
паратов плазмы крови.

Материалы и методы

Исследование с образцами здоровых доноров 
и пациентов ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова про-
ведено с 2009 по 2013 гг. Во всех случаях имелось 
информированное согласие на анонимное исполь-
зование полученных в результате исследования дан-
ных. Исследование уровней оГци, глутатиона (Глт), 
молочной (МК) и пировиноградной кислот (ПВК), 
а также содержание аминотиолов в форме, связан-
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ной с фракциями белков плазмы крови, проводи-
ли в отделе биохимии НИЦ ПСПбГМУ им. акад. 
И.П. Павлова.

Материал исследования. В исследовании ис-
пользовали плазму крови, взятой из кубитальной 
вены утром натощак в вакутейнеры с ЭДТА в ка-
честве антикоагулянта. В ходе работы были строго 
выдержаны временной и температурный режимы 
процессирования биоматериала. Кровь объемом не 
менее 5 мл после взятия помещали на лед (темпе-
ратура около 0°С). Процедуру отделения формен-
ных элементов крови проводили в течение не более 
20 минут от момента взятия крови. Кровь центри-
фугировали 15 минут при 580 g (3000 об./мин). Об-
разцы плазмы до анализа хранили при температуре 
–80°С и после оттаивания сразу включали в анализ. 
Также все образцы пациентов группы 1 и 9 из 22 об-
разцов плазмы доноров включали в исследование 
сразу после отделения форменных элементов, не 
подвергая замораживанию.

Всего в исследование было включено четыре 
группы образцов плазмы крови (табл. 1).

В первую группу отобрано 23 образца, взятых 
у пациентов (11 мужчин и 12 женщин) старше 45 лет 
с терминальной стадией почечной недостаточно-
сти, получающих лечение в отделении хроническо-

го гемодиализа ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова 
и имеющих ГГЦ. Этиология терминальной почеч-
ной недостаточности у данных пациентов включала 
хронический гломерулонефрит (30,5%), поликистоз 
почек (17,4%), артериальную гипертензию (17,4%), 
интерстициальный нефрит (17,4%), сахарный диа-
бет (8,7%), системный васкулит (4,3%) и вторичный 
амилоидоз (4,3%). Все пациенты получали сеансы 
гемодиализа три раза в неделю с использованием 
капиллярных диализаторов с площадью поверхно-
сти мембраны от 1,4 до 2,0 м2. Продолжительность 
одной процедуры гемодиализа составляла 3,5-5 ча-
сов. Скорость объемного кровотока через диализа-
тор была 250-300 мл/мин, поток диализирующего 
раствора – 500 мл/мин. 14 пациентов получали ге-
модиализ с использованием безацетатного сукци-
нат-содержащего бикарбонатного диализирующего 
раствора Асолосукцинат (НПО «Нефрон», Россия) 
не менее полугода до взятия биоматериала в иссле-
дование, остальные (n=9) – гемодиализ со стандарт-
ным бикарбонатным раствором, содержащим ацетат 
в концентрации 3,0 ммоль/л, также произведенным 
в НПО «Нефрон». Образцы плазмы крови на иссле-
дование брали до процедуры гемодиализа.

Вторая группа включала 8 образцов плазмы кро-
ви пациентов с сердечно-сосудистыми заболевани-

Таблица 1
 Характеристика обследованных групп

1 2 3

Группа

Пациенты с терминальной стадией 
почечной недостаточности на 

гемодиализе

Пациенты 
с высоким уровнем 
холестерина и ГГЦ 

Доноры
После 

замораживания 
и оттаивания

Образцы без 
заморозки

Группа 1 Группа 2 Группа 3
N 23 8 22 9
Мужчины/
женщины 11/12 2/6 8/14 3/6

Возраст, лет 46-73 > 55 19-58 27-58
Общий 
гомоцистеин, 
мкМ 
M±SD (Me)

31,8±14,4 (28,9) 17,2±0,81 (17,4) 7,4±2,5 (6,9) 7,2±2,3 (6,9)

Комментарии Средняя продолжительность лечения 
гемодиализом – более 9 лет;  
Терапия фолиевой кислотой (52%) 
и витаминами В6, В12 (33%);  
Креатинин 1078 (818-1167) мкМ;  
Мочевина 29,6 (24,2-35,2) мМ;  
Общий холестерол 4,56 (3,91-5,47) мМ;  
С-реактивный белок 3,8 (2,0-6,6) мг/л; 
Общий белок 65,0 (61,0-68,0) г/л; 
Альбумин 34,8 (30,0-36,6) г/л.
Образцы плазмы крови на исследование 
брали непосредственно перед процедурой 
гемодиализа;  
Использовали «свежий» биоматериал, 
а также образцы после предварительной 
заморозки при –80°С.

Общий холестерол 
5,28-7,33 мМ; 
С-реактивный белок 
1,7-9,6 мг/л.

Без приема 
витамино-
содержащих 
препаратов.

Использовались 
при 
исследовании 
влияния 
заморозки 
образца на 
фильтруемость 
аминотиолов.

Примечание: ГГЦ – гипергомоцистеинемия
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ями в возрасте старше 55 лет с гипергомоцистеи-
немией и гиперхолестеринемией. Данные образцы 
были использованы для сравнения фильтрующей 
способности фильтров Vivaspin 100,000 и 300,000 
MWCO PES фирмы «Sartorius» (Германия).

Третью группу составили образцы от 22 здо-
ровых доноров в возрасте от 19 до 58 лет с уров-
нем оГци в пределах референтного интервала (до 
12 мкМ) – от 5 до 11,7 мкМ. Данная группа являлась 
контрольной при исследовании фильтруемости 
аминотиолов. Образцы 9 доноров анализировали 
дважды – без замораживания и после предваритель-
ной заморозки согласно описанным выше условиям.

Дополнительно для определения референтных 
уровней МК и ПВК использовали образцы плазмы 
крови еще 22 здоровых доноров в возрасте от 20 
до 25 лет со средним уровнем оГци 5,7 (от 2,9 до 
8,3 мкМ). Данная группа являлась контрольной при 
оценке показателей, характеризующих МД (не пред-
ставлена в Таблице 1).

Результаты рутинных лабораторных тестов 
и клиническая характеристика пациентов получены 
ретроспективно. 

Ультрафильтрация плазмы крови. Были опре-
делены уровни оГци и Глт в препаратах плазмы 
и их ультрафильтратах. Это позволило рассчитать 
параметр фильтруемости Гци в виде коэффициента 
фильтрации. Получение фракций Гци и Глт в филь-
тратах плазмы крови было проведена с использова-
нием центрифужных устройств Vivaspin 500 фирмы 
«Sartorius» (Германия) с порами 300,000 и 100,000 
MWCO PES. Ультрафильтрация препаратов плазмы 
была проведена в соответствии с рекомендациями 
производителя и ранее описанной модификацией 
[7, 26]. Образцы разведенной 1:4 0,9% раствором 
NaCl плазмы центрифугировали при 6000 об/мин 
(2000 g) в течение часа при комнатной температуре. 
Фильтруемость аминотиолов сравнивали по коэф-
фициенту фильтрации. Коэффициент или фактор 
фильтрации (F) представлял собой соотношение 
концентрации Гци или Глт в ультрафильтрате к об-
щей концентрации соответствующего аминотиола 
в препарате плазмы крови. F = оГци в ультрафиль-
трате/оГци в препарате плазмы. Фактор F для Глт 
оценивали так же.

Определение гомоцистеина и других аминоти-
олов в плазме крови и ее препаратах определяли 
так, как описано ранее [25, 26]. Пробоподготовку 
для определения оГци и Глт в ультрафильтратах 
осуществляли так же, как и в отношении цельной 
плазмы крови. 

Оценка митохондриальной дисфункции на 
системном уровне. Концентрацию МК в плазме 
крови определяли колориметрически с помощью 
лактатоксидазного теста по набору ОАО «Витал Де-
велопмент Корпорэйшн» (Россия).

Концентрацию ПВК определяли в безбелковом 
ультрафильтрате плазмы энзиматическим методом 

с использованием лактатдегидрогеназы. По данным 
литературы концентрация ПВК в крови у здоровых 
лиц может колебаться в пределах до 100 мкМ [17]. 
Для получения безбелкового ультрафильтрата плаз-
му крови смешивали с 0,9 % раствором NaCl в со-
отношении 1:4. Ультрафильтрат плазмы получали 
центрифугированием при 2000 g в течение 1 часа 
при 4°С с использованием центрифужных при-
способлений вместимостью 500 мкл Vivaspin 3,000 
MWCO PES («Sartorius», Германия). Реакционная 
смесь объемом 330 мкл включала: 130 мкл ультра-
фильтрата, 130 мкл 50 мМ трис-HCl буфера рН 7,8, 
15 мкл препарата лактатдегидрогеназы (ЛДГ; «Sigma-
Aldrich», США) с удельной активностью 50 U/мл 
и 45 мкл 1 мМ раствора NADH. Измеряли падение 
оптической плотности при 340 нм. Падение опти-
ческой плотности завершалось в описанных усло-
виях через 10 мин после прибавления препарата 
ЛДГ при различном содержании ПВК до полного 
его исчерпания в реакционной смеси. Концентра-
цию ПВК определяли по данным предварительно 
полученной калибровочной кривой. В качестве хо-
лостых проб служили реакционные смеси без добав-
ления пирувата или препарата ЛДГ для определения 
стартового значения оптической плотности.

Дополнительные тесты. Уровень α2М опреде-
ляли с использованием иммунотурбидиметрическо-
го набора фирмы Beckman Coulter, Inc, США. Бе-
лок в препаратах определяли биуретовым методом. 
Определение концентраций креатинина, мочевины, 
общего холестерина, С-реактивного белка и обще-
го белка выполнено с использованием стандартного 
оборудования и наборов для клинико-диагностиче-
ских лабораторий.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием методов параме-
трической и непараметрической статистики. Мето-
дом дескриптивной статистики проводили оценку 
среднего арифметического и среднеквадратичного 
отклонения (М±SD), а также медианы и квартилей 
(Me(Q1-Q3)). Степень соответствия параметров на-
блюдаемого статистического распределения теоре-
тическим распределениям оценивали с помощью 
критериев Колмогорова-Смирнова и Пирсона. Для 
оценок межгрупповых различий использованы не-
параметрические тесты Вилкоксона (зависимые 
данные) и Манна-Уитни (независимые данные). 
Использовались также методы корреляционного 
анализа – критерий Спирмена (rs). Критический 
уровень достоверности нулевой статистической 
гипотезы принимали равным 0,05. Статистическую 
обработку материала выполняли с использованием 
SPSS16 и SAS 9.3.

Результаты исследования

Целью серии предварительных опытов было 
определение типа фильтра, не пропускающего 
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в ультрафильтрат молекулы (или диссоциирован-
ные субъединицы) α2М. Для этого была использо-
вана плазма пациентов группы 2 с умеренной ГГЦ 
(табл. 1). Сравнение фильтрующей способности 
в отношении белков плазмы крови было необходи-
мо, так как единицы MWCO PES использованных 
фильтров приблизительно указывают на способно-
стью удерживать растворенные белки выше 100 или 
300 кДа, соответственно.

При использовании фильтров с порами 100,000 
MWCO PES в ультрафильтратах плазмы обнару-
жили от 8 до 37% Гци (Ме=21%) и от 7 до 33% 
белка (Ме=21%). После фильтрации этих же пре-
паратов плазмы через фильтры 300,000 MWCO 
PES в ультрафильтратах обнаружено от 20 до 39% 
Гци (Ме=28%) и от 37 до 56% белка. По данным 
иммуноферментного анализа а2М определялся в не 
фильтрующемся высокомолекулярном материа-
ле, но не выявлялся в фильтратах. В связи с этим, 
в дальнейшем были использованы фильтры 300,000 
MWCO PES.

Для оценки воспроизводимости фильтруемости 
Гци было взято 7 мембранных устройств с порами 
300,000 MWCO PES. В опытах использовали один 
и тот же препарат плазмы крови с содержанием 
оГци 55 мкМ. В 7 параллельных опытах в ультра-
фильтратах было обнаружено в среднем 14,2 мкМ 
Гци, коэффициент вариации составил 7,75%.

Проведенные эксперименты позволили перейти 
к оценке фильтруемости Гци, содержащегося в пре-
паратах плазмы крови исследуемых групп. Фильтру-
емость Гци была снижена у пациентов групп 1 и 2: 
0,39±0,13 и 0,28±0,06 соответственно – в сравнении 

с группой доноров 0,60±0,19 (p<0,05, критерий 
Манна-Уитни). Снижение фильтруемости Гци (по-
нижение F) отражает повышение степени связыва-
ния Гци белками плазмы крови с молекулярной мас-
сой более 300 кДа.

В образцах пациентов на гемодиализе филь-
труемость Гци, в отличие от Глт, была снижена 
в сравнении с референтной группой доноров, как 
в «свежих», так и в образцах после замораживания 
и оттаивания (табл. 2). Значимых различий в филь-
труемости Глт в зависимости от вида применяемого 
диализирующего раствора не выявлено в отноше-
нии свежих образцов (табл. 2, столбцы 1 и 2), тогда 
как после замораживания с последующим оттаива-
нием фильтруемость Гци и Глт на фоне длитель-
ного лечения стандартным гемодиализом стати-
стически достоверно снижается (табл. 2, столбцы 1 
и 4). На фоне гемодиализа с сукцинат-содержащим 
раствором влияние замораживания с последующим 
оттаиванием не сказывается на фильтруемости Глт 
(табл. 2, столбцы 2 и 5).

В группе здоровых доноров 25-ый процентиль F 
в отношении Гци составил 0,44. Это значение было 
принято в качестве нижней границы референтного 
интервала.

В образцах группы сравнения 2 пациентов с сер-
дечно-сосудистыми заболеваниями и высоким уров-
нем общего холестерина крови и С-реактивного бел-
ка в сочетании с ГГЦ (15,6-18,5 мкМ) обнаружены 
значительно пониженные значения F Гци, каждое из 
которых не достигало уровня референтной границы 
0,44 (рис.). В группе 1 пациентов на гемодиализе так-
же наблюдалось значительное снижение фильтруе-

Таблица 2
Влияние замораживания образца на фильтруемость (F) гомоцистеина и глутатиона  

через мембраны Vivaspin 300,000 MWCO PES

Показатели

«Свежие» образцы Образцы, хранившиеся при –80°С
1 2 3 4 5 6

Стандартный 
гемодиализ 

 
n=9

Гемодиализ  
с применением 
Асолосукцината 

n=14

Доноры 
(из группы 3) 

 
n=9

Стандартный 
гемодиализ 

 
n=9

Гемодиализ 
с применением 
Асолосукцината 

n=14

Доноры 
(группа 3) 

 
n=22 a

оГци, мкМ 25,6 #

(16,4 – 36,3)
32,8 # 

(23,3 – 36,2)
6,9

(6,0 – 8,1)
24,8 #

(16,1 – 35,9)
30,8 * # 

(21,8 – 34,2)
6,9

(6,1 – 8,8)
Коэффициент 
фильтрации F 
для Гци

0,45 #

(0,37 –0,52)
0,40 #

(0,35 – 0,48)
0,81

(0,77 – 0,84)
0,33 * # &

(0,31 – 0,35)
0,39 # 

(0,35 – 0,43)
0,62

(0,44 – 0,79)

Глт, мкМ 7,5 #

(7,3 – 8,6)
8,8 #

(7,7 – 11,5)
6,0

(4,7 – 7,4)
7,2 #

(6,9 – 8,4)
8,1 #

(7,1 – 10,8)
5,5

(4,4 – 7,3)
Коэффициент 
фильтрации F 
для Глт

0,85
(0,78 – 0,97)

0,81
(0,75 – 0.87)

0,83
(0,75 – 0,88)

0,76 * #

(0,62 – 0,82)
0,78

(0,73 – 0,85)
0,81

(0,75 – 0,86)

Примечания: Глт – глутатион; Гци – гомоцистеин; оГци – общий гомоцистеин; данные представлены как Me (Q1-Q3).
a n=9 в парном тесте Вилкоксона для сравнения со свежими образцами;
* – p < 0,05 в сравнении с соответствующим свежим образцом (тест Вилкоксона);
# – p < 0,05 в сравнении с показателями доноров (тест Манна-Уитни для независимых выборок);
& – p < 0,05 в сравнении с группой пациентов на гемодиализе c сукцинат-содержащим буфером (тест Манна-Уитни).
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мости Гци (рис.). Как отмечено в таблице 2 (столб-
цы 4 и 5) фильтруемость Гци после замораживания 
уменьшается в большей степени после стандартного 
гемодиализа. Это может быть связано с меньшей по 
сравнению с гемодиализом с применением Асоло-
сукцината устойчивостью структуры белков.

В состав диализирующих растворов могут быть 
включены субстраты мито-
хондриального метаболизма 
(ацетат, сукцинат, цитрат и 
др.). В ряде работ показа-
но повреждающее влияние 
процедуры гемодиализа на 
функцию митохондрий [13, 
20]. В связи с этим пред-
ставляет интерес изучение 
системных сдвигов марке-
ров функции митохондрий.  
С учетом направленности 
этих сдвигов при коррек-
ции/нарушении функции 
митохондрий возможно су-
дить о динамике органных 
изменений у пациентов на 
хроническом гемодиализе. 

При сравнении с контрольной группой здоровых 
доноров (табл. 3, столбец 2) уровень МК в целом в 
первой группе был выше и составил 0,90 (0,63-1,05) 
мМ (критерий Манна-Уитни, р=0,02). При вклю-
чении в ходе статистического анализа вида при-
меняемого диализирующего раствора в качестве 
фактора (табл. 3, столбец 1) было обнаружено, что 
статистические различия в уровне МК в сравнении 
с контрольной группой остались лишь в отношении 
пациентов, получающих гемодиализ на диализирую-
щем растворе без сукцината (табл. 3). Уровень ПВК 
и соотношение лактат/пируват между подгруппами 
пациентов и в сравнении с контрольной группой не 
различались. Надо отметить, что пациенты из обеих 
подгрупп не различались также и по другим лабо-
раторным показателям – уровню оГци, креатинина, 
мочевины, общего холестерина, С-реактивного белка 
и общего белка. Таким образом, в данном исследова-
нии МД выявлена по большим количествам МК. Это 
стало возможным благодаря соблюдению времен-
ного и температурного режимов преаналитической 
стадии, что наряду с данными о фильтруемости ами-
нотиолов позволило выявить преимущество сукци-
нат-содержащего раствора для гемодиализа (табл. 3). 
Однако требуются исследования с использованием 
дополнительных маркеров МД, менее чувствитель-
ных к температурным и временным факторам подго-
товки образцов плазмы крови к аналитической ста-
дии исследования.

Корреляционный анализ в отношении дан-
ных группы пациентов на гемодиализе без при-
менения сукцината выявил положительную стати-
стическую связь между соотношением МК/ПВК 
и концентрациями оГци, креатинина и мочевины 
до диализа (r=0,63, 0,62 и 0,58 соответственно; 
критерий Спирмена, р<0,05), в то время как у па-
циентов на гемодиализе с сукцинат-содержащим 
диализирующим раствором данные взаимосвязи 
не обнаружены. Следует отметить, что повыше-
ние соотношения МК/ПВК характерно для МД, 

Группы наблюдений

оГци, мкмоль/л

F

0,80

0,60

0,40

0,20

0,0    20,0    40,0    60,0

Группа 1, n=23

12,0

0,44

0,0    20,0    40,0    60,0

Группа 2, n=8

12,0

0,44

0,0    20,0    40,0    60,0

Группа 3, n=22

0,44

12,0

Без гемодиализа
Гемодиализ без сукцината
Гемодиализ с сукцинатом  

Рис. Диаграммы рассеяния фактора F в зависимости  
от уровня общего гомоцистеина

Примечание: оГци – общий гомоцистеин;  
F – фактор фильтрации,  

F = оГци в ультрафильтрате/оГци в препарате плазмы;  
группа 1 – пациенты с терминальной стадией почечной 

недостаточности на гемодиализе;  
группа 2 – пациенты с высоким уровнем холестерина 

и гипергомоцистеинемией;  
группа 3 – здоровые доноры.

Таблица 3
Показатели митохондриальной дисфункции у пациентов 

на хроническом гемодиализе
1 2

Группа

Пациенты на бикарбонатном 
гемодиализе Контрольная 

группа доноров, 
n=22

Сукцинат-
содержащий 

раствор,  
n=14

Стандартный 
(ацетат-содержа-

щий) раствор, 
n=9

Молочная кислота, мМ 0,83 (0,63-1,08) 0,93* (0,85-1,05) 0,62 (0,50-0,75)
Пировиноградная 
кислота, мкМ 53,8 (38,7-63,4) 55,6 (41,1-73,7) 51,5 (30,9-78,5)

Соотношение лактат/
пируват 20 (12-23) 17 (13-21) 14 (8-24)

Примечание:  данные представлены как Me (Q1-Q3);  
* – статистически значимое различие при сравнении с контрольной группой,  
критерий Манна-Уитни, р<0,05.
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сопровождающейся нарушением работы дыха-
тельной цепи [21].

Обсуждение результатов исследования

В образцах пациентов в сравнении со здоровыми 
донорами выявлено существенное снижение вели-
чины F Гци, но не Глт. Значения F группы доноров 
были использованы для выявления нижнего рефе-
рентного уровня, характеризующего фильтруемость 
связанного белками плазмы Гци, у здоровых лиц.  
На рисунке эта граница отображена на высоте 0,44 
(25-й процентиль) по оси y, параллельно оси x. Высо-
кая фильтруемость (F>0,44) указывает на связывание 
Гци преимущественно с альбуминовой фракцией, 
а не с крупномолекулярными белками или комплек-
сами белков, с размерами близкими и большими, чем 
у α2М или апоВ. Механизм снижения фильтруемости 
Гци в группах пациентов до конца не ясен. В опытах 
с очищенными препаратами продемонстрирована 
способность α2М связывать Гци [12]. По-видимому, 
при патологических состояниях, сопровождающих-
ся активацией протеолитических систем, происходит 
увеличение доли Гци, транспортируемого в составе 
активированного α2М. Известно, что активирован-
ный α2М быстро извлекается из кровотока макрофа-
гами, экспрессирующими рецептор LRP (Lipoprotein-
Related-Protein-receptor). Активированные макрофаги 
в большом количестве обнаруживаются при разви-
тии атеросклероза в субэндотелиальном простран-
стве [5]. Показано, что апоВ (Mr=550 кДа) ЛПНП 
также может связывать Гци. Следует учитывать, что 
к рецепторам ЛПНП также имеет высокое сродство 
активированный α2М [18, 22].

Важно отметить, что между уровнем оГци и 
значением F Гци не было найдено статистической 
связи ни в одной из исследованных групп. Филь-
труемость Гци не у всех пациентов группы 1 была 
существенно ниже, чем в группе здоровых доноров. 
В работе A. Zinellu и соавт. также выявлена слабая 
связь между повышенным уровнем гомоцистеини-
лирования апоВ и концентрацией оГци у пациентов 
с хронической болезнью почек, но показано, что 
степень связывания Гци с данным белком зависе-
ла от степени почечной недостаточности [27]. Эти 
данные указывают на необходимость дальнейше-
го изучения диагностической значимости фактора 
фильтруемости Гци в оценке рисков при ГГЦ.

При сравнении двух вариантов диализирующе-
го раствора у пациентов группы 1 выявлены пре-
имущества гемодиализа с сукцинат-содержащим 
раствором. При изучении влияния замораживания 
плазмы на фильтруемость аминотиолов в образцах 
пациентов на гемодиализе без сукцината выявле-
но снижение F Гци и Глт в сравнении со «свежей» 
плазмой. Возможно, ацетат в составе диализирую-
щего раствора у пациентов данной подгруппы спо-
собствовал повышению агрегации белков и увели-

чивал их денатурацию в условиях замораживания/
оттаивания, что привело к увеличению крупно-
молекулярной фракции белков после заморозки 
и, соответственно, снижению фильтруемости ами-
нотиолов.

При оценке показателей МД уровень МК также 
оказался повышенным у пациентов на гемодиализе 
без добавления сукцината, в то время как в подгруп-
пе с сукцинат-содержащим диализирующим раство-
ром данный показатель статистически не отличался 
от уровня здоровых лиц. Также выявлена положи-
тельная корреляционная связь между показателем 
МД – соотношение МК/ПВК – и лабораторными 
маркерами тяжести уремии (креатинин, мочевина) 
в группе пациентов на гемодиализе без сукцината. 
Таким образом, на основании полученных данных 
можно сделать вывод, что введение сукцината в диа-
лизирующий раствор способствовало улучшению 
митохондриального метаболизма у обследованных 
пациентов.

Заключение

Цитотоксические эффекты Гци связаны с его 
способностью образовывать соединения с белка-
ми. У пациентов с хронической болезнью почек 
наблюдается значительное изменение транспорта 
Гци белками плазмы со сдвигом в сторону транс-
порта крупномолекулярными белками и белко-
выми комплексами с молекулярной массой выше 
300 кДа. В данной работе продемонстрирована 
возможность изучения связывания Гци крупномо-
лекулярной фракцией белков крови при помощи 
процедуры ультрафильтрации. Для оценки филь-
труемости аминотиолов введен фактор фильтра-
ции (F), представляющий собой соотношение 
концентрации аминотиола в ультрафильтрате 
к его общей концентрации в препарате плазмы 
крови. У пациентов на хроническом гемодиализе, 
имевших выраженную ГГЦ, выявлено снижение F 
Гци. Механизм снижения фильтруемости Гци до 
конца не понятен, а также не ясно, какие именно 
белки из крупномолекулярной фракции преиму-
щественно подвергаются гомоцистеинилирова-
нию. Возможно, высокий уровень F характеризует 
«менее опасную» ГГЦ, тогда как отсутствие ГГЦ 
при низких значениях F могут сопровождаться по-
вышенной вероятностью удерживания Гци в клет-
ках сосудистой стенки за счет рецепторного эн-
доцитоза вместе с α2М или апоВ. Также в работе 
продемонстрировано, что применение сукцинат-
содержащего диализирующего раствора сопрово-
ждается улучшением показателей фильтруемости 
Гци и МД в сравнении с пациентами, получающи-
ми стандартный бикарбонатный гемодиализ.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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