
58

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ,  2024, том 518,  с.  58–63

УДК 616.8-092

КОНФОРМАЦИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ БИОМОЛЕКУЛ ДНК  
И БЕЛКА В ПАТОГЕНЕЗЕ ИШЕМИЧЕСКОГО ИНСУЛЬТА

© 2024 г.  А. В. Трофимов1, Т. И. Власова1, *, В. А. Трофимов1,  
Д. И. Сидоров1, М. А. Спирина1  др.

Представлено академиком РАН И.В. Решетовым

Поступило 25.05.2024 г.
После доработки 20.06.2024 г.

Принято к публикации 30.06.2024 г.

В исследовании оценивались конформационные изменения биомолекул ДНК и белка при ише-
мическом инсульте (ИИ) разной степени тяжести методом РАМАН-спектроскопии. У больных 
с ИИ изменяется конформационная структура гемопорфирина и, как следствие, увеличивается 
отношение (I1355/I1550)/(I1375/I1580) (cродство гемоглобина к лигандам) и регистрируется увеличение 
I1375/I1172 (изменение конформации пирролов). Также наблюдаются изменения в спектрах геном-
ных ДНК при частотах, обусловленных валентными колебаниями первичных аминов (3400 см–1), 
вторичных аминов и гидроксилов, вовлеченных в водородную связь (3100 см–1), СН2-групп са-
харо-фосфатов (2900 см–1), колебаниями вибрационных связей между азотистыми основаниями 
и сахарами (1400 см–1). Таким образом, при ИИ наблюдаются значительные изменения в спектрах 
геномных ДНК и гемоглобина, которые свидетельствует о конформационных перестройках дан-
ных молекул. При тяжелом ИИ выраженность выявленных изменений спектров ДНК и гемогло-
бина была максимальна.
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ВВЕДЕНИЕ

11Ишемический инсульт (ИИ) является одной 
из основных причин инвалидизации пациентов 
во  всем мире [1]. Нарушение кровоснабжения 
головного мозга приводит к  развитию острой 
гипоксии и  гибели нейронов [2]. Важным па-
тогенетическим механизмом ишемического по-
вреждения тканей является развитие воспаления 
с активацией иммунной системы и генерацией 
медиаторов воспаления, определяющих фено-
мен вторичной альтерации и расширения зоны 
повреждения тканей при инфаркте головного 
мозга [3, 4]. При ИИ нейровоспаление начинает-
ся в течение нескольких минут после начала ише-
мии и продолжается в течение нескольких дней [5]. 
Одними из  наиболее агрессивных молекул при 
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гипоксическом повреждении клеток и воспалении 
являются свободные радикалы. Окислительный 
стресс также ответственен за большую часть ише-
мически-реперфузионного повреждения, запуская 
механизмы клеточной гибели в ткани головного 
мозга [6, 7].

Цитотоксические эффекты окислительного 
стресса опосредованы развивающимися мембра-
нодеструктивными процессами, повреждениями 
ДНК и белковых молекул и лежат в основе ор-
ганных и системных дисфункций [9, 10]. Особый 
интерес представляют кислородтранспортная 
функция эритроцитов в условиях острой ишемии 
головного мозга. Изменение конформации гемо-
глобина и снижение его кислородтранспортной 
функции при ИИ может рассматриваться как ве-
роятный механизм прогрессирования повреждения 
ткани головного мозга.

Несмотря на  известные механизмы повреж-
дающего действия окислительного стресса, роль 
конформационных изменений биомолекул ДНК 
и  белков в  патогенезе ишемического инсульта 
и  прогнозировании его течения остается не  до 



	 Конформационные изменения биомолекул ДНК � 59

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 518 2024

конца изученной. Внедрение новых инструмен-
тальных методов диагностики расширяет возмож-
ности изучения ультраструктурных изменений 
при различной патологии [11].

Таким образом, определение изменений структу-
ры молекул ДНК и гемоглобина представляет науч-
но-практическую значимость в аспекте расширения 
теоретических представлений о патогенезе ИИ и раз-
работке новых способов прогнозирования течения 
патологи и развития осложнений.

Цель исследования  – методами ИК-спектро
скопии и РАМАН-спектроскопии изучить конфор-
мационные изменения биомолекул ДНК и белка 
при ИИ разной степени тяжести.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клиническое исследование проведено на базе 
ГБУЗ РМ “Мордовской республиканской цен-
тральной клинической больницы” (г. Саранск). 
Все пациенты с ишемическим инсультом при по-
ступлении были обследованы согласно действую-
щим стандартам оказания медицинской помощи 
больным с острыми нарушениями мозгового кро-
вообращения. Протокол клинического исследо-
вания составлен в соответствии с действующими 
этическими стандартами и  одобрен локальным 
этическим комитетом медицинского института 
ФГБОУ ВО “МГУ им. Н.П. Огарева“. Объектом 
исследования выступила периферическая веноз-
ная кровь здоровых людей и  пациентов с  ише-
мическим инсультом, полученная в первые сут-
ки заболевания при наличии информированного 
согласия.

Критерии включения пациентов в исследование: 
верифицированный диагноз ОНМК ишемического 
генеза.

Критерии исключения: возраст пациента моло-
же 35 и старше 70 лет; добровольный отказ от уча-
стия в исследовании; недееспособные пациенты 
и лица с острой психической продуктивной сим-
птоматикой (психоз, бред, галлюцинации); про-
должительность ишемического инсульта более 
трех суток или время начала заболевания неиз-
вестно; наличие онкологических заболеваний, 
эндокринной патологии, ревматических болез-
ней, ВИЧ-инфекции; состояние беременности 
и лактации; применение при сопутствующих за-
болеваниях цитостатиков, иммунодепрессантов 
и кортикостероидов.

Степень нарушений функций центральной 
нервной системы оценивались по  критериям 
шкалы NIHSS (National Institutes of Health Stroke 
Scale – NIH Stroke Scale) с сопоставлением раз-
мера очага острой ишемии головного мозга, ко-
торый регистрировался с помощью мультиспи-
ральной компьютерной томографии (МСКТ) [12]. 

Обследуемые были разделены на  группы: I  – 
контрольная, включены практически здоровые 
(соблюдение критериев исключения, отсутствие 
на момент исследования острых и хронических 
заболеваний в  стадии декомпенсации, отсут-
ствие факторов риска по ишемическому инсульту) 
пациенты (n = 20; средний возраст 46.7  ±  5.3, 
10  мужчин, 10 женщин); II  – пациенты с  лег-
кой степенью нарушений функций центральной 
нервной системы по шкале NIHSS от 1 до 4 бал-
лов (n = 20; средний возраст 59.1 ± 8.2, 11 муж-
чин, 9 женщин); III – пациенты со среднетяже-
лой степенью нарушений функций центральной 
нервной системы, очаговый неврологический 
дефицит соответствует по  шкале NIHSS 5  – 
14  баллам (n  =  20; средний возраст 55.2  ±  7.3, 
14 мужчин, 6 женщин); IV – пациенты с тяжелой 
степенью нарушений функции центральной нерв-
ной системы, неврологический дефицит составил 
по шкале NIHSS 15–20 баллов (n = 20; средний 
возраст 58.1 ± 9.4, 12 мужчин, 8 женщин).

ДНК выделяли из мононуклеаров перифериче-
ской крови по стандартной методике Boodram L.L. 
Для анализа конформационных изменений ге-
моглобина использовали мазки периферической 
крови.

Фурье спектры препаратов ДНК регистриро-
вали на спектрометре IRPrestige-21 SHIMADZU 
(Япония) в диапазоне 400–4000 см–1 (изменение 
интенсивности поглощения характерных полос 
рассчитывали по отношению к поглощению при 
частоте 4000 см–1). Спектры комбинационного рас-
сеивания (КР) гемоглобина исследовали на спек-
трометре in via Basis (Renishaw, Великобритания) 
в диапазоне 1355–1588 см–1 с последующим расче-
том отношений интенсивностей для определения 
особенностей конформации гемоглобина.

Данные статистически обрабатывали. Про-
верка соответствия выборки закону нормального 
распределения проводилась с помощью критерия 
Шапиро–Уилка. В последующем для сравнения 
групп использовали непараметрический критерий 
U Мана–Уитни. Корреляционный анализ также 
выполняли с использованием непараметрического 
критерия Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Общий анализ крови при ИИ показал увеличе-
ние выраженности лейкоцитарной реакции и ско-
рости оседания эритроцитов при увеличении тя-
жести состояния, также регистрировали снижение 
тромбоцитов относительно контроля при наруше-
нии кровоснабжения головного мозга (рис. 1).

Показатели свертывающей способности кро-
ви (АЧТВ, ПТИ, МНО, фибриноген) у больных 
с  различной тяжестью ишемического инсульта 
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отличались от показателей контроля, но при обсуж-
дении результатов исследований следует учитывать 
прием больными препаратов с антикоагулянтным 
действием.

Оценка липидного профиля показала, что об-
следуемые с  ИИ имеют повышенный уровень 
холестерина в венозной крови. У больных с лег-
кой степенью тяжести ИИ содержание холесте-
рина превышало показатели контроля в среднем 
на 51.8%. У пациентов со средней степенью тя-
жести ИИ  содержание холестерина превыша-
ло показатели контроля на 62.4%, а  при тяже-
лой форме заболевания содержание холестери-
на было выше показателей контроля на 97.3% 
(p < 0.05). У обследуемых с ИИ повышено содер-
жание ЛПНП на 16.3% при легкой форме забо-
левания, на 63.7% при средней тяжести заболе-
вания, при тяжелой форме в среднем на 85.3% 
относительно контроля. Содержание ЛПВП 
у больных с легким ИИ превышало показатели 
контроля на 53.0%, при средней степени тяже-
сти также на 66.0% и у больных ИИ в тяжелой 
форме на 16.7%. Содержание ТГ в крови больных 
ишемическим инсультом было также повышено. 
Изменения в  липидном спектре плазмы крови 
у больных ИИ указывает на дисбаланс в липид-
ном обмене со смещением величины атероген-
ности с  2  в  норме до 4.07 при тяжелой форме 
заболевания.

При различных заболеваниях, в том числе при 
ИИ, сопровождающихся развитием окислитель-
ного стресса, возникают реальные предпосылки 
для окислительных повреждений, имеющих да-
леко идущие функциональные нарушения, важ-
нейших биополимеров  – ДНК, выполняющих 

информационную функцию, и  молекул белков, 
обеспечивающих выполнение множества клеточ-
ных функций. При оценке содержания перекисей 
в плазме крове больных ИИ различной степени 
тяжести было выявлено повышение данного пока-
зателя при увеличении тяжести состояния (рис. 2).

Поскольку окислительный стресс является 
важнейшим патогенетическим звеном невроло-
гических заболеваний, отличающимся глубиной 
и распространенностью в зависимости от приро-
ды заболевания, то безусловный интерес вызывает 
исследование повреждений и модификаций геном-
ных ДНК и белков как фактора прогрессирования 
и утяжеления заболевания.

Для оценки кислородтранспортной функции 
эритроцитов применялся метод РАМАН-спек-
троскопии. Анализ спектров КР  гемоглобина 
эритроцитов показал, что у больных с ишемиче-
ским инсультом изменяется конформационная 
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Рис. 1. Характеристика групп пациентов с ишемическим инсультом: общий анализ крови.
Примечание: Hb – гемоглобин, WBC – лейкоциты, Plt – тромбоциты, СОЭ – скорость оседания эритроцитов; * – 
достоверные отличия от данных контрольной (I) группы при p < 0.05. 
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структура гемопорфирина и, как следствие, уг-
нетается кислородсвязывающая способность ге-
моглобина, максимально при тяжелой форме за-
болевания (рис. 3).

Вполне вероятно, что выявленный эффект 
формирования устойчивого оксигемоглобиново-
го комплекса, является одной из причин наруше-
ния кислородтранспортной функции эритроцитов 
при ИИ и может быть связан с образованием меж-
белковых сшивок, вызванных свободными радика-
лами, образующимися при окислительном стрессе, 
важнейшем патогенетическим компонентом ише-
мического инсульта [13].

Величина показателя I1375/I1172, характеризую-
щая колебательную активность пиррольных колец, 
у больных с ишемическим инсультом уменьшает-
ся, что свидетельствует о конформационных из-
менениях пирролов, в результате чего эритроциты 
способны связывать кислород более эффективно, 
чем отдавать его [14].

Структурные изменения в ДНК изучали с по-
мощью высокоинформативного метода ИК-
спектроскопии – мощного инструмента диагно-
стики структурных изменений в таких сложных 
молекулах как белки и  нуклеиновые кислоты, 
а  именно образование и  разрыв водородных 
и других связей, изменения конформации и кон-
фигурации. По изменению таких параметров как 
полоса и интенсивность поглощения, при раз-
ных частотах, их  соотношения, можно судить 
не только о структурных изменениях, связанных 
с  различными патологическими процессами, 
но и диагностировать уровень тяжести различ-
ных заболеваний [15].

Известно, что в стабилизации вторичной струк-
туры ДНК важнейшую роль играют водородные 
связи между комплементарными парами азотистых 
оснований и гидрофобные взаимодействия между 
ними, направленные вдоль оси двойной спирали, 

так называемые стэкинг-взаимодействия, усили-
вающие водородные связи между основаниями 
и способствуя уплотнению спирали. Ароматиче-
ские кольца азотистых оснований в ДНК распо-
ложены перпендикулярно оси спирали молекулы 
биополимера, что обуславливает параллельность 
их поверхностей и перекрыванию р-орбиталей. 
Стабильность и характер такого рода взаимодей-
ствий зависят от связей между азотистыми осно-
ваниями и дезоксирибозой.

Описанные выше особенности структурной ор-
ганизации ДНК приводят к тому, что молекулы 
воды связываются в основном с полярными фос-
фатными группами, расположенными на поверх-
ности сахарофосфатного остова молекулы ДНК.

Ослабление энергии стэкинг-взаимодействий 
приводит к проникновению молекул воды внутрь 
двойной спирали и нарушению водородных связей, 
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Рис. 3. Динамика изменение величин показателей, характеризующих кислородсвязывающую способность гемогло-
бина эритроцитов больных с ишемическим инсультом.
Примечание: 1 – I1375/(I1355+I1375) – содержание окси-Hb; 2 – I1355/I1550 – cпособность Hb в пробе связывать лиган-
ды; 3 – I1375/I1580 – способность Hb выделять лиганды; 4 – (I1355/I1550)/(I1375/I1580) – cродство Hb к лигандам; 5 – I1375/
I1172 – изменение конформации пирролов; * – достоверные отличия от данных контрольной (I) группы при p < 0.05.
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Рис. 4. Изменения величины показателей KCH2 
(2500 см–1/4000 см–1), характеризующего интенсив-
ность поглощения  –CH2 групп сахарофосфатов, 
и КNS (1400 см–1/4000 см–1), обусловленных колеба-
ниями вибрационных связей между азотистыми ос-
нованиями и сахарами в зависимости от степени вы-
раженности нарушений функций ЦНС при ишемиче-
ском инсульте. Примечание: * – достоверные отличия 
от данных контрольной (I) группы при p < 0.05.
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дестабилизации двойной спирали и  расхожде-
нию цепей ДНК. При чем процесс плавления це-
пей ДНК обратим и после окончания воздействия 
цепи ДНК, благодаря спариванию оснований, вновь 
образуют двойную спираль в участке их расхожде-
ния. Спектроскопия препаратов ДНК, полученных 
из крови больных с ишемическим инсультом различ-
ной степени тяжести, позволила выявить изменения 
в структуре сахарофосфатного остова молекулы, свя-
занные со снижением стабильности связей дезокси-
рибоза-азотистое основание.

Полученные данные свидетельствуют о смеще-
нии взаимной ориентации фосфатных групп ДНК 
вследствие локального плавления и раскручивания 
двойной спирали, взаимообусловленных ослабле-
нием водородных связей между азотистыми осно-
ваниями и стэкинг-взаимодействий, образовани-
ем изгибов и конформационной структуры ДНК 
в целом.

Дестабилизация двойной спирали облегчает 
расхождение цепей ДНК. Наиболее выражено опи-
санные выше молекулярные перестройки, приво-
дящие к изменению структуры ДНК, проявляются 
у больных с тяжелыми формами ИИ (рис. 4).

Полученные с  помощью ИК-спектроскопии 
препаратов ДНК из  крови больных ИИ  данные 
об  особенностях конформационной структуры 
свидетельствуют о  возможных изменениях ак-
тивности генетических процессов, включая экс-
прессивную активность генов, что нуждается 
в дальнейшем изучении.

Корреляционный анализ показал, что выра-
женность молекулярных изменений (ДНК и ге-
моглобин) была сопряжена с тяжестью состояния 
и  выраженностью неврологического дефицита 
по шкале NIHSS (r = 0.537–0.901, p < 0.05).

Таким образом, у  больных ИИ  наблюдаются 
значительные изменения в  ИК-спектрах геном-
ных ДНК и гемоглобина, которые свидетельствует 
о конформационных перестройках данных молекул, 
как молекулярной основы изменения функциональ-
ной активности клеток при ИИ. Характер и интен-
сивность этих изменений зависят от тяжести заболе-
вания, что определяет возможность использования 
их как биомаркеров ишемического инсульта.
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CONFORMATIONAL CHANGES IN DNA  
AND PROTEIN BIOMOLECULES IN THE PATHOGENESIS  

OF ISCHEMIC STROKE
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Abstract. The study assessed conformational changes in DNA and protein biomolecules during ischemic 
stroke (IS) of varying severity using RAMAN spectroscopy. In patients with IS, the conformational 
structure of hemoporphyrin changes and, as a consequence, the ratio (I1355/I1550)/(I1375/I1580) (the 
affinity of hemoglobin for ligands) increases and an increase in I1375/I1172 (change in the conformation 
of pyrroles) is recorded. Changes in the spectra of genomic DNA are also observed at frequencies caused 
by stretching vibrations of primary amines (3400 cm–1), secondary amines and hydroxyls involved 
in hydrogen bonding (3100 cm–1), CH2 groups of sugar phosphates (2900 cm–1) , vibrations of vibrational 
bonds between nitrogenous bases and sugars (1400 cm–1). During IS, significant changes are observed 
in the spectra of genomic DNA and hemoglobin, which indicate conformational rearrangements of these 
molecules. In severe IS, the severity of the detected changes in the spectra of DNA and hemoglobin was 
maximum.

Keywords: ischemic stroke, oxidative stress, genomic DNA, hemoglobin, IR spectroscopy. stress, genomic 
DNA, hemoglobin, IR spectroscopy
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