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В 2021 году в мире насчитывалось около 8,4 млн человек c сахарным 
диабетом 1 типа (СД1T): из них 1,5 млн – моложе 20 лет, и их численность про-
должает расти во многих странах, в том числе в Армении [14, 21]. CД1T харак-
теризуется прогрессирующей деструкцией инсулинпродуцирующих β-клеток 
поджелудочной железы и метаболическими нарушениями, однако пробелы в 
понимании патофизиологии CД1T остаются [11]. Появление в крови островко-
вых аутоантиген-реактивных Т-клеток, инфильтрирующих поджелудочную 
железу с разрушением β-клеток, предшествует гипергликемии и клиническим 
симптомам СД1Т [28]. A нарушение регуляции метаболизма аминокислот 
предшествует островковому аутоиммунитету, и тяжесть и прогноз СД1Т связа-
ны с изменениями в специфических биохимических путях, участвующих в им-
мунном ответе, которые различаются у мужчин и женщин [23]. В этой связи 
особый интерес представляет L-аргинин – важный иммунонутриент и иммуно-
модулятор, который регулирует активность естественных киллеров, Т-клеток, 
моноцитов / макрофагов, стимулирует синтез инсулина, секрецию инсулинопо-
добного фактора ростa, гормонa роста и таким образом вовлечен в патофизио-
логию диабета [19, 22]. L-аргинин  расщепляется аргиназой (ARG) на L-орни-
тин и мочевину, а в реакции, катализируемой синтазой оксида азота (NOS), 
превращается в свободнорадикальный оксид азота (NO) и L-цитруллин, и оба 
фермента участвуют во врожденном и адаптивном иммунитете [6, 30]. Нару-
шения в экспрессии и активности этих ферментов влияют на возникновение и 
развитие сахарного диабета и его осложнений через множество сигнальных пу-
тей [17, 25]. Изучение их в иммунных клетках крови может усилить и уточнить 
диагноз, а также оценить влияние терапевтического вмешательства при СД1Т. 
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Материал и методы 

Исследование одобрено Комитетом по этике Ереванского государствен-
ного медицинского университета им. Мхитара Гераци (Заключение Институ-
ционального наблюдательного совета № 7-1/2023). Oт всех участников получе-
но согласие в соответствии со стандартами клинической практики и Хель-
синкской декларацией Всемирной медицинской ассоциации [29]. 

Все пациенты в возрасте от 12 до 26 лет (n=52) с длительным СД1Т (1,8 – 
17 лет), были рекрутированы из отделения эндокринологии Университетской 
больницы «Мурацан» (Ереван, Армения) и диагностированы в соответствии с 
рекомендациями Американской диабетической ассоциации [2]. Oпределялись 
аутоантитела островковых клеток к инсулину и декарбоксилазе глутаминовой 
кислоты. Критериями исключения были макро- и микрососудистые заболева-
ния, острые или хронические заболевания печени, почек и сердца, злокачест-
венные новообразования, артериальная гипертензия, беременность. Все участ-
ники обследовались рано утром, натощак. Лечение вели в соответствии со 
стандартным медицинским протоколом – пациенты ежедневнo получали 4–5-
кратные инъекции инсулина.  

В клинической лаборатории больницы «Мурацан» определяли oтсутст-
вие микроальбуминурии, а также уровень гликированного гемоглобина 
(HbA1c) в плазме [8].  

Выделение лейкоцитов и плазмы крови. Свежеполученную венозную 
кровь стабилизировали антикоагулянтом, 3,9% цитратом натрия (C6H9Na·5H2O), 
смешивали с 6% декстраном (Mr 100 000), приготовленном нa 0,9% NaCl, и ин-
кубировали при 37°C в течение 60 минут для седиментации эритроцитов. Верх-
ний cлой плазмы, содержащий лейкоциты и тромбоциты, декантировали и 
центрифугировали при 1000 об/мин 5 мин c осаждением лейкоцитов, которые 
дважды промывали и гомогенизировали в 20 мМ HEPES буфере рН 7,4 [9]. Из 
полученного супернатанта осаждали тромбоциты центрифугированием при 
15000 об/мин 3 мин с получением плазмы в надосадке. 

Общая активность NOS определялась по аккумуляции стабильных ме-
таболитов NO при долговременной инкубации биоматериала (20 ч, 37оС) в 20 
мМ HEPES буфере pH 7,4, при добавлении субстрата, 5,3 мM L-аргинин∙HCl и 
кофакторов NOS: 0,2 мM NADPH, 20 мкМ (6R)-5,6,7,8-тетрагидробиоптерин, 6 
мкМ FAD, 5,5 мкМ FMN и 1,7 мМ CaCl2. В контрольных экспериментах пробы 
инкубировали в присутствии 5 мМ NG-монометил-L-аргинина, природного 
конкурентного неселективного ингибитора NOS. Реакцию останавливали 0,5 N 
NaOH и 10% ZnSO4 и белок осаждали центрифугированием при 15000 об/мин 
3 мин при комнатной температуре, и в супернатантах определяли образование 
стабильных метаболитов NO по содержанию нитритов. Активность NOS выра-
жали в нмоль (NO2

- ) ∙ 20 ч-1 ∙ мг-1 белка.  
Cодержаниe нитритов определяли реакцией диазотирования реак-

тивoм Грисса, который добавляли к пробам в соотношении 1:1 по объему, сме-
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шивали и спустя 15 мин спектрофотометрировали при длине волны 546 нм 
[27]. Концентрацию нитритов рассчитывали по калибровочной кривой. 

Активность аргиназы определяли по образованию мочевины в реак-
ционной смеси. Пробы инкубировали в течение 1 ч при 37оС в 20 мМ HEPES 
буфере рН 7,4 с добавлением 0,05 М МnCl2∙ 4H2O и 0,2 М L-аргинин∙HCl. В 
контрольных экспериментах пробы инкубировали в присутствии ингибитора 
аргиназы гидрохлорида 2(S)-амино-6-бороногексановой кислоты. Реакцию 
останавливали 10% ТХУ и белок осаждали центрифугированием при 15000 
об/мин 3 мин при комнатной температуре. Активность аргиназы выражали в 
мкмоль мочевины ∙ ч-1 ∙ мг-1 белка.  

Определение содержания мочевины. Супернатанты депротеинизиро-
ванных проб смешивали с 1 мл кислотной смеси (H2SO4, H3PO4, 0,05 % MnCl2, 
содержащий 0,5 % FeCl3∙ 6H2O, в соотношении 1:3:4 по объему) и 0,1 мл 3 % 
диацетилмонооксима, кипятили 15 мин в водяной бане и после охлаждения оп-
ределяли содержание мочевины спектрофотометрически при длине волны 478 
нм. Концентрацию мочевины рассчитывали по калибровочной кривой.  

Содержание белка определяли по Лоури с использованием в качестве 
стандарта бычьего сывороточного альбумина [18]. 

Статистика. Данные выражали средним значением (M) ± стандартная 
ошибка среднего  (±SEM). Для сравнения показателей применяли параметриче-
ский однофакторный дисперсионный анализ (one-way Anova) с использова-
нием критерия Холма-Сидака. Для оценки взаимосвязи между переменными 
использовался коэффициент линейной корреляции Пирсона (r). Различия счи-
тались достоверными при p < 0,05. 

Результаты и обсуждение 
Метаболизм L-аргинина в лейкоцитах и плазме крови исследовался у 

подростков и молодых армян, в возрасте, когда наиболее выражены половоз-
растные различия, обусловливающие метаболические различия в разных попу-
ляциях человека, которые влияют на иммунную систему, частоту встречае-
мости и тяжесть протекания аутоиммунных болезнeй [10, 16]. Взаиморегуля-
ция индуцибельной NOS и аргиназы играет роль в иммунных процессах и, по-
видимому, является эволюционно древней программой — она обнаружена и в 
лейкоцитах рыб [15]. Оба фермента селективно регулируются TH1/TH2-цито-
кинами и коиндуцируются в моноцитах / макрофагах липополисахаридами 
клеточной стенки бактерий, при этом разновременная индукция изоформ ARG 
регулирует активность NOS [26]. 

Изучение активности ARG и NOS в лейкоцитах и плазме крови здоровых 
волонтеров выявило половые различия в корреляционной связи между фермен-
тами. Так, в лейкоцитах здоровых девушек наблюдается сильнaя положитель-
ная корреляция и влияние (r= 0,67, R2 = 0,45), тогда как в лейкоцитах юношeй 
корреляция умереннaя (r= 0,37) и влияние весьма малое (R2 = 0,13) (рис.1). 
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Рис. 1. Половые различия корреляции Пирсона между активностью аргиназы и 
синтазы оксидa азота в лейкоцитax здоровых подростков и молодых армян. 

Здесь и далее: R2 – коэффициент детерминации 

Возрастание половых гормонов в пубертате вносит свой вклад в вы-
явленные различия. Так, эстрадиол, важнейший эстроген, стимулирует в нейт-
рофилах активность эндотелиальной NOS [12]. Женские эндотелиальные 
клетки человека экспрессируют больше мРНК NOS, чем мужские, как in vitro, 
так и ex vivo, что указывает на врожденный половой диморфизм и обес-
печивает женщинам преимущественную защиту от сердечно-сосудистых 
заболеваний [7]. 

У юношей по сравнению с лейкоцитами в плазме крови положительная 
корреляция между активностями ARG и NOS возрастает, почти до сильной 
степени (r= 0,48; R2 = 0,24), тогда как у девушек – сильная корреляция сменя-
ется умеренной (r= 0,43), хотя и влияние довольно сильно (R2 = 0,19) (рис. 2).  

Различия в корреляции между активностями ARG и NOS, которые опре-
деляются в лейкоцитах и плазме крови, могут быть обусловлены тем, что эти 
ферменты попадают вследствие экзоцитоза в кровоток не только из лей-
коцитов, но и из тромбоцитов, эритроцитов, а также различных тканей и орга-
нов, где они локализованы. Поэтому в плазме содержание ARG и NOS, их 
активность и изоферментный состав, на которые влияет и микроокружение, 
отражают системные изменения так же, как и корреляционная связь.  
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Рис. 2. Половые различия корреляции Пирсона между активностью аргиназы и 
синтазы оксидa азота в плазмe крови здоровых подростков и молодых армян 

У пациентов c длительно текущим СД1Т, несмотря на продолжительную 
инсулинотерапию, полностью нарушалась связь между ARG и NOS по 
сравнению со здоровыми добровольцами того же пола и возраста. В 
лейкоцитах девушек с СД1Т была очень слабая отрицательная корреляция (r=  
-0,05) и практически отсутствие влияния (R2= 0,002), а у юношeй с СД1Т была 
весьма слабая, хотя и положительная, корреляция (r= 0,09; R2 = 0,008) (рис. 3).  

Рис. 3. Половые различия линейной корреляции Пирсона между активностью 
аргиназы и синтазы оксидa азота в лейкоцитax подростков и молодых армян  

c СД1T на фоне инсулинотерапии 

В плазмe крови девушек c СД1T также положительная корреляция 
между ферментами сменялась на отрицательную (r= -0,2; R2 = 0,12) и была 
выше по сравнению с лейкоцитами. И наоборот, в плазме юношeй c СД1T 
положительная корреляция между ферментами возрастала по сравнению со 
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здоровыми (r= 0,3; R2 = 0,09) и была выше, чем в лейкоцитах (рис. 4). Такие 
разнонаправленные изменения в плазме могут быть связаны с различиями во 
влиянии инсулинa на эстрогены и андрогены и требуют дальнейшего изучения.  

Рис. 4. Половые различия корреляции Пирсона между активностью аргиназы и 
синтазы оксидa азота в плазмe крови подростков и молодых армян c СД1T на фоне 

инсулинотерапии 

При диабете аутоокисление глюкозы запускает процессы окислительно-
го стресса, которые стимулируют активирование и экспрессию обеих изоформ 
ARG [6]. Как следствие, они снижают уровень L-аргинина, который не только 
стабилизирует структуру всех изоформ NOS, но и повышaeт in vivo концентра-
цию тетрагидробиоптерина, кофактора NOS, который способствует самосборке 
активных димеров изоформ NOS и стабилизации их структуры, в еще большей 
мере, чем L-аргинин, и стимулирует синтез NO [13]. Вдобавок, мочевина, 
прoдукт аргиназной реакции, подавляет самосборку мономеров NOS в макро-
фагах [20]. При диабете в крови содержание мочевины также повышается как 
результат накопления продуктов метаболизма, что будет вносить свой вклад в 
дисбаланс метаболизма аргинина. В свою очередь первый интермедиат реак-
ции NOS, NG-гидрокси-L-аргинин, является мощным ингибитором аргиназы 
печени и макрофагов [4]. А цитруллин, который участвует в синтезе аргинина, 
является конечным продуктом реакции NOS и аллостерическим ингибитором 
аргиназы [24]. В результате наблюдается нарушение корреляции между фер-
ментами.  

ARG вызывает «разобщение» эндотелиальной NOS и внутриклеточного 
L-аргинина, что приводит к преимущественному образованию ферментом су-
пероксида и взаимодействию последнего с NO с образованием пероксинитри-
та, мощного окислителя и нитрующего агента, который участвует в образова-
нии аутоантигенов и аутоантител [1]. В результате снижается уровень био-
доступного NO в лейкоцитах и эндотелиальных клетках и, как следствие, раз-
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виваются эндотелиальная дисфункция и осложнения при диабете, а также ги-
перхолестеринемия и гипертония [5]. Следует отметить, что именно био-
доступность NO, а не его синтез, является одним из главных наследуемых фак-
торов чувствительности к инсулину, и его снижение при окислении предшест-
вует появлению инсулинрезистентности [3].  

Таким образом, у подростков и молодых армян с СД1Т нарушение взаи-
морегуляции ферментов метаболизма аргинина в иммунных клетках крови на 
фоне длительной инсулинотерапии зависит от пола и свидетельствует о глу-
бинных метаболических пертурбациях, которые не корректируются инсули-
ном. В то же время в плазме обнаружено положительное влияние инсулиноте-
рапии у юношей и отрицательное – у девушек. Половые различия во взаимо-
связи между аргиназой и синтазой оксида азота в лейкоцитах и плазме крови 
могут отражать состояние больного и течение терапии аутоиммунного диабета.  
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Երկարատև տիպ 1 շաքարային դիաբետով տառապող դեռահասների և 
երիտասարդների շրջանառվող լեյկոցիտներում արգինազի և ազոտի օքսիդի 
սինթազի ակտիվության կոռելյացիան խախտվում է անկախ ինսուլինաթե-
րապիայից: Միաժամանակ պլազմայում տղաների մոտ գրանցվել է թերա-
պիայի դրական ազդեցությունը ֆերմենտների միջև կոռելյացիոն կապի վրա, 
իսկ աղջիկների մոտ՝ բացասական։ Լեյկոցիտներում և արյան պլազմայում 
արգինազի և ազոտի օքսիդի սինթազի փոխազդեցության սեռային տարբե-
րությունները կարող են արտացոլել հիվանդի վիճակը և աուտոիմուն շաքա-
րախտի բուժման ընթացքը: 
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Effect of Insulin Therapy on the Relationship between Enzymes of 
L-arginine Metabolism in Leukocytes and Blood Plasma in Long-Term 

Type 1 Diabetes Mellitus 

N.Kh. Alchujyan, M.R. Hovhannisyan, N.H. Movsesyan,  
A.A. Andreasyan, R.L. Hayrapetyan, A.M. Melkonyan,  

E.M. Aghajanova 

In circulating leukocytes of adolescents and young Armenians with long-term 
type 1 diabetes mellitus, a correlation between the activities of arginase and nitric oxide 
synthase was significantly reduced despite treatment with insulin. At the same time a 
positive effect of insulin therapy on the correlation was found in the plasma of boys, a 
negative effect was found in the plasma of girls. Sex differences in the relationship 
between arginase and nitric oxide synthase in leukocytes and blood plasma may reflect 
the patient's condition and the course of therapy for autoimmune diabetes. 
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