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Реципрокная регуляция синтазы оксида азота (NOS) и аргиназы кон-
тролирует пул аргинина во всех органах и тканях, в которых они конкури-
руют за общий субстрат, а их взаимовлияние играет роль в процессах ней-
ро- и иммунорегуляции [1]. Плейотропным влиянием NO обусловленa его 
способность альтернативно воздействовать на пролиферацию клеток, апо-
птоз, миграцию, инвазию, ангиогенез и многие другие важные процессы в 
биологии рака, оказывая при этом анти- и проканцерогенное действие [2]. 
Ранее нами было показано, что обработка мышей с асцитной карциномой 
Эрлиха (АКЭ) непатогенными штаммами Escherichia coli оказывает проти-
воопухолевое действие и влияет на содержаниеL-аргинина и его метаболи-
тов в перитонеальных лейкоцитах и асцитной жидкости [3]. Выяснилось, 
что в патогенезе АКЭ участвуют обе изоформы аргиназы и NOS, на актив-
ность которых влияет бактериальная терапия. Ранее было показано, что 
эти ферменты могут коиндуцироваться у мышей в норме при введении эн-
дотоксина или липополисахарида (ЛПС), входящего в состав клеточных 
стенок грамотрицательных бактерий, включая E. coli [4]. Согласно совре-
менным представлениям эндотоксин кишечной микрофлоры участвует в 
регуляции иммунного гомеостаза и эндотоксиновая недостаточность ассо-
циируется с развитием иммунодефицита, характерного и для онкологии, и 
затрагивает системные механизмы функционирования организма [5]. Ис-
ходя из этого исследование дихотомического метаболизирования L-арги-
нина представляет интерес не только в очаге развития опухоли, но и вo 
всем организме. 

В представленной работе при АКЭ и E. coli-терапии впервые изучена 
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L-аргининзависимая продукция NO в клеточных компартментах тканей 
головного мозга мышей, в которых нами  выявлены сдвиги в активности 
изоформ аргиназы [6]. 

Материал и методы. Опыты осуществляли с соблюдением правил со-
держания и обращения с животными, изложенных в Директивах Европей-
ского сообщества (86/609/ЕС) и одобренных Комитетом по биомедицин-
ской этике при Институте биохимии им. Г.Х. Бунятяна НАН РА. Экспе-
рименты проводили на 2-месячных беспородных белых мышах-самцах 
массой 20-22 г, которые содержались в виварии в условиях естественного 
освещения и свободного доступа воды и пищи. Животные были разделены 
на группы (n=18/группу): контрольная – здоровые мыши и две опытные – 
мыши с АКЭ и мыши с АКЭ, подвергнутые одноразовой интраокулярной 
обработке клетками Е. сoli (медицинский центр «Арменикум»).  

Формирование у мышей АКЭ, бактериальная обработка, օценка проти-
воопухолевого эффекта, получение перитонеальных лейкоцитов, выделе-
ние митохондриальной и цитоплазматических фракций головного мозга и 
перитонеальных лейкоцитов подробно описаны нами в предыдущих рабо-
тах [3, 6]. 

Забор биологического материала. Мышей декапитировали и осуще-
ствляли забор клеток брюшной полости. Контрольным здоровым мышам 
после декапитации в брюшную полость шприцем вводили 3-5 мл 20 мМ 
HEPES буфера рН 74, далее с помощью шприца собирали суспензию пери-
тонеальных клеток, которую центрифугировали при 1000 об/мин 10 мин. 
Осадок ресуспендировали в среде DMEM (жидкая среда (1х) с Na2CO3, без 
глутамина) и культивировали в термостате при 37оС в течение 24 ч, после 
чего клетки осаждали центрифугированием при 1000 об/мин 10 мин. Из 
брюшной полости опытных групп мышей с АКЭ вытягивали асцитную 
жидкость, из которой клетки осаждали центрифугированием при 1000 
об/мин 10 мин. Осажденные клетки, полученные от контрольных и/или 
опытных животных, разводили в 20 мМ HEPES  буфере рН 7.4 и выделяли 
субпопуляции перитонеальных лейкоцитов. 

Определение стабильных метаболитов оксида азота. В пробах оса-
ждали белки 0.5 N NaOH и 10% ZnSO4 (в пропорции 1:1:1 по объему) и 
после центрифугирования при 15000 об/мин 3 мин при комнатной темпе-
ратуре в супернатантах реакцией диазотирования с использованием свеже-
приготовленного реактива Г-рисса–Илосвая определяли содержание ста-
бильных метаболитов оксида азота (NO2

-, NO3
-, N2O4, N2O3), которое выра-

жали в нмоль (NO2
-) мг-1 белка[7].  

Определение содержания L-цитруллина осуществляли модифици-
рованным методом Мора и Кауфмана [8]. После осаждения белков 10%-
ной трихлоруксусной кислотой пробы центрифугировали при 15000 об/ 
мин 3 мин при комнатной температуре. К супернатантам добавляли в про-
порции 1:2 (по объему) реактивную смесь: 9.6% H2SO4 и реагент (5 мМ 
диацетилмоноксим, 0.9 мМ тиосемикарбазид и 0.025 мМ FeCl3), смешан-
ные в соотношении 1:1 (по объему), нагревали 10 мин в кипящей водяной 
бане и после охлаждения содержание L-цитруллина, которое выражали в 
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нмоль L-цитруллина мг-1 белка, определяли спектрофотометрически при 
длине волны 490 нм.  

Определение общей активности NO синтазы осуществляли долго-
временной инкубацией исследуемых проб (22 ч, 37оС) в реакционной сме-
си: 20 мМ HEPES буфер, содержащий 2 мМ дитиотреитол, 3 мМ MgCl2· 
6H2O рН 7.4 с добавлением 0.2 мM NADPH и 1.7 мМ CaCl2, реакцию запу-
скали введением 5.3 мML-аргинина. В параллельных контрольных экспе-
риментах пробы инкубировали в присутствии 5 мМ Nω-монометил-L-арги-
нина, конкурентного природного ингибитора всех изоформ NOS. Актив-
ность NOS определяли по аккумуляции стабильных метаболитов NO и вы-
ражали в нмоль (NO2

- ) мг-1 белка 22 ч-1.  
Содержание белка определяли методом Лоури с использованием бы-

чьего сывороточного альбумина в качестве стандарта [9]. 
Статистика. Достоверность различий оценивали на основе парамет-

рического однофакторного дисперсионного анализа (one-way Anova) и 
постдисперсионного анализа Холм–Сидака с помощью пакета программ  
SigmaStat 3.5 for Windows. Анализ корреляций проводили по коэффициен-
ту линейной корреляции Пирсонa (r). В качестве критерия достоверности 
принимали p<0.05. 

Результаты и обсуждение. Результаты изучения аргининзависимой 
продукции NO в брюшной полости и головном мозге мышей на 11-й день 
развития АКЭ представлены на рис. 1. В гомогенатах и цитоплазме тканей 
мозга активность NO синтазы возрастает в 2 и 4 раза, соответственно, по  
 

 
Рис. 1. Aктивность синтазы оксида азота в головном мозге и брюшной 

полости мышей при АКЭ и E. coli-терапии. Результаты представлены в виде M ± 
SEM, n=18. Здесь и далее достоверность параметров (p), оцениваемых при АКЭ, 
определялась по сравнению с контрольными значениями, а после E. coli-терапии 
– по сравнению с данными, полученными одновременно в отношении нелеченых 
животных с АКЭ. Достоверность на графиках представлена следующими обозна-
чениями: # p>0.05,* p<0.05,** p<0.01,*** p<0.001.  

 
сравнению с контрольными животными, тогда как в митохондриях изме-
нений не обнаружено. В то же время и в цитоплазме, и в митохондриях пе-
ритонеальных лейкоцитов детектируется повышение NO синтазной актив-



 381 

ности в 2.4 и 2.3 раза, соответственно. Интересно, что одновременно в го-
могенатах лейкоцитов наблюдается падение активности фермента втрое. 
Не исключено, что это связано с проникновением NO в клеточную мем-
брану и активным метаболизированием с уменьшением его биодоступно-
сти. Липофильность и малые размеры позволяют NO свободно диффунди-
ровать через клеточные мембраны и компоненты межклеточного веще-
ства, причем взаимодействие NO с кислородом происходит в 300 раз быст-
рее в гидрофобных областях мембраны, чем в окружающей водной среде 
[10]. Благодаря наличию неспаренного электрона на внешней -орбитали 
NO активно взаимодействует с металлами, металлсодержащими пептида-
ми и белками, активными формами кислорода и пр. [11]. Такое активное 
взаимодействие, по-видимому, происходит в активированных перитоне-
альных лейкоцитах при АКЭ, в отличие от клеток мозга.  

В органах и тканях млекопитающих и человека функционируют раз-
ные изоформы NOS: конститутивные, нейрональная и эндотелиальная ко-
торые в центральной и периферической нервной системе участвуют в ней-
ротрансмиссии, разных сигнальных путях и регуляции мозгового кровооб-
ращения, и индуцибельная изоформа, iNOS, функционирующая в рамках 
врожденной иммунной системы [12]. Недавно открыта митохондриальная 
NOS, представленная в основном конститутивными изоформами NOS 
[13]. Тем не менее позитивный иммуноблотинг подтвердил конститутив-
ную экспрессию iNOS в митохондриях и субмитохондриальных мембра-
нах мотонейронов и клеток Шванна мышей [14, 15]. Нами конститутивное 
функционирование iNOS выявлено в митохондриях префронтального кор-
текса и подкорковых структур лимбической системы мозга крыс [16]. 
Таким образом, проявление активности NOS, определяемой в цитоплазме 
и митохондриях, зависит от функционирования вышеперечисленных 
форм, и их вклад при АКЭ еще предстоит выяснить. 

Следует отметить, что iNOS – единственная изоформа, способная про-
дуцировать NO в течение нескольких дней и стойко повышать уровень ак-
тивных форм азота (АФА) [17]. Экспрессия iNOS усиливается при иммун-
ном и воспалительном ответе, в том числе и в мозге [18]. И возможно, 
именно iNOS вносит больший вклад в повышение содержания АФА в го-
могенатах и субклеточных фракциях клеток мозга при АКЭ. Более того, 
устойчивое повышение концентрации аргинина, которое также выявлено 
нами в клеточных компартментах мозга при АКЭ [6], по-видимому, вно-
сит свой вклад в стимулирование общей активности NOS. L-аргинин спо-
собствует самосборке мономеров NOS в активные димеры с последующей 
стабилизацией их структуры, и особенно iNOS, которая является  высоко-
производительной формой фермента и поэтому в большей степени зависит 
от концентрации L-аргинина в среде и активируется при его повышении 
[14, 19], что может быть связано также со стимулированием транспорта 
аминокислоты. Транспорт циркулирующего аргинина через клеточную 
мембрану осуществляется в большинстве типов клеток млекопитающих, в 
том числе и опухолевых, Na+-независимой системой транспорта катион-
ных аминокислот [20]. Цитокины (интерферон-гамма, фактор некроза опу-
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холи – альфа) и ЛПС влияют на активность транспортера аргинина, кото-
рый под их воздействием коиндуцируется с NOS, поставляя для последней 
субстрат [21]. В [29] показано, что NOS и транспортер аргинина колокали-
зованы в плазматической мембране, что позволяет осуществлять избира-
тельное снабжение аминокислоты для  NO синтазы [22]. 

Изучение субклеточного содержания продуктов реакции NOS, цитрул-
лина и стабильных продуктов окисления оксида азота, так называемых ак-
тивных форм азота (АФА) показало, что при АКЭ в головном мозге во 
всех исследуемых фракциях возрастает содержание АФА и цитруллина 
(рис. 2). Уровень АФА повышается в 3, 1.8 и 3.6 раза, а цитруллина – в 2.6, 
2.2 и 2.2 раза в гомогенатах, цитоплазме и митохондриях, соответственно.  

 

 
Рис. 2. Субклеточные сдвиги содержания стабильных метаболитов оксида азота и 
L-цитруллина в головном мозге мышей при асцитной карциноме Эрлиха (АКЭ) и 
E. coli-терапии. Результаты представлены в виде M ± SEM, n=18. 

 
Оксид азота, а также стабильные продукты его окисления, нитриты/ 

нитраты являются хаотропными агентами, которые влияют на свойства 
клеточных мембран и могут в зависимости от концентрации вызывать вну-
триклеточное перераспределение белков из растворимого в мембраносвя-
занное состояние. Так, NO-генерирующие соединения в концентрации бо-
лее 10-5М приводят к локальному нарушению целостности мембран клеток 
крови, а NO-индуцированная гиперполяризация плазматической мембра-
ны уменьшает микровязкость аксолеммы, влияя на частоту их ритмичес-
кой активности [23]. Отметим, что NO принадлежит к новому семейству 
сигнальных молекул со свойствами нейротрансмиттера и регулирует сек-
рецию дофамина, норадреналина, серотонина, ацетилхолина и прочих ней-
ромедиаторов, включаясь в процессы синаптической нейропередачи [19, 
24].  

Противоопухолевое действие E. coli-терапии сопровождается повыше-
нием уровня АФА и цитруллина в цитоплазме клеток мозга, тогда как в 
гомогенате и цитоплазме изменения незначительны и недостоверны. Наб-
людается высокая степень достоверной положительной корреляции между 
содержанием АФА и L-цитруллина в гомогенатах (r=0.98, p<0.0001), цито-
плазме (r=0.87, p<0.0001) и митохондриях (r=0.86, p<0.0001), что подтвер-
ждает их метаболическую связь и активирование системы NOS/NO. При-
мечательно, что NO проявляет эффективное антимикробное действие не 
только в отношении  ряда внутриклеточных бактерий и паразитов, но и 
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таких экстрацеллюлярных бактерий, как E. coli [25], которая, по-види-
мому, стимулирует ферментативную систему продукции NO в головном 
мозге мышей с АКЭ при E. coli-терапии. В то же время показано, что 
стресс-гормоны способствуют росту непатогенных штаммов E. coli через 
взаимодействие с такими катехоламинами хозяина, как адреналин и нор-
адреналин [26], на уровень которых также влияет система NOS/NO. От-
метим, что увеличение уровня биодоступного NO, вызванное обработкой 
E. coli, может подавлять iNOS. Так, 18-кратное повышение экспрессии 
iNOS цитокин-стимулированными гепатоцитами крыс подавляется доно-
рами NO (S-нитрозо-N-ацетил-D,L-пенициламин и V-PYRRO/NO) и вос-
станавливается его скавенджерами (эритроциты) [27]. Подобный эффект 
проявляется в наших экспериментах в виде снижения общей активности 
NOS в цитоплазме клеток мозга и имеет защитное значение, поскольку 
длительная генерация NO в результате функционирования iNOS сопрово-
ждается гиперпродукцией активных форм азота, оказывающих поврежда-
ющее действие в клетках и тканях [28]. 

В клеточной линии мышиных макрофагоподобных RAW264.7 клеток 
митоген-активируемая протеинкиназа (MAPK) опосредует ЛПС-индуци-
рованную экспрессию iNOS, в то время как MAPK фосфатаза-1 пере-
ключает метаболизм аргинина с продукции NO на образование орнитина 
[29]. В то же время авторы отмечают, что сверхэкспрессия MAPK фосфа-
тазы-1, равно как ее дефицит, не оказывает существенного влияния на экс-
прессию изоформ аргиназы, но влияет на экспрессию iNOS. Эти данные 
при дальнейшем исследовании могут пролить свет на процессы, влияю-
щие на альтернативные пути превращения аргинина при АКЭ и после E. 
coli-терапии. 

Таким образом, развитие асцитной карциномы Эрлиха сопровож-
дается нарушениями интрацеллюлярного обмена аргинина в головном 
мозге, и более полное понимание механизмов, вовлеченных в патогенез 
рака, требует изучения и исследования системной роли и регуляции мно-
гих ферментов и путей, участвующих в метаболической судьбе аргинина. 
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Mетаболический профиль L-аргинина в головном мозге мышей при 
асцитной карциноме Эрлиха и влияние противоопухолевой терапии 

авирулентными штаммами Escherichia coli: синтаза оксида азота. 
Сообщение 2 

 

Oбнаружено активирование синтазы оксида азота в цитоплазме головного 
мозга и цитоплазме и митохондриях лейкоцитов брюшной полости мышей и ас-
социированное повышение содержания L-цитруллина и стабильных метаболитов 
оксида азота в исследуемых клеточных компартментах при асцитной карциноме 
Эрлиха. При противоопухолевом лечении клиническими авирулентными штам-
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мами Escherichia coli нормализуется активность синтазы оксида азота в клетках 
головного мозга так же, как и в цитоплазме перитонеальных лейкоцитов.  

 
 

Հ. Խ. Ավագյան, Ն. Խ. Ալչուջյան, Ն. Հ. Մովսեսյան, Ա.Ա. Աղաբաբովա 

Լ-արգինինի նյութափոխանակության պատկերը մկների գլխուղեղում Էրլիխի 
ասցիտային կարցինոմայի ժամանակ և հակաուռուցքային բուժման 

ազդեցությունը Escherichia coli-ի ոչ ախտածին շտամների օգտագործմամբ. 
ազոտի օքսիդի սինթազ: Հաղորդում 2 

 

Առաջին անգամ ազոտի օքսիդի սինթազի խթանումը բացահայտվել է գլխուղեղի 
հյուսվածքների բջջապլազմայում և որովայնի լեյկոցիտների բջջապլազմայում և միտո-
քոնդրիումներում, ինչպես նաև L-ցիտրուլինի ու ազոտի օքսիդի նյութափոխանակու-
թյան կայուն միացությունների մակարդակի աճը հետազոտվող բջջային բաղադրա-
մասերում մկների Էրլիխի ասցիտային կարցինոմայի ժամանակ: E. coli-ի ոչ ախտածին 
կլինիկական շտամների հակաուռուցքային բուժումն ուղեկցվում է կարգավորիչ 
ազդեցությամբ ազոտի օքսիդի սինթազի ակտիվության վրա գլխուղեղի և որովայնի 
լեյկոցիտների բջջապլազմայում: 

 
 
 

 

H. Kh. Avagyan, N. Kh. Alchujyan, N. H. Movsesyan, A. A. Aghababova 

L-arginine Metabolic Profile in the Mice Brain at Ehrlich Ascites 
Carcinoma and Effects of Anticancer Therapy with Avirulent Strains of 

Escherichia coli: Nitric Oxide Synthase. Report 2 
 

     Up-regulation of the nitric oxide synthase (NOS) in cytoplasm of the brain tissues 
and in cytoplasm and mitochondria of the peritoneal leucocytes in mice, as well as the  
associated increase in the level of L-citrulline and nitric oxide stable metabolites in the 
studied cellular compartments are observed at Ehrlich ascites carcinoma. The NOS 
activity is normalized in cytoplasm of brain tissues and peritoneal leucocyte durings 
cancer therapy with avirulent clinical strains of Escherichia coli.  
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