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Согласно новейшим данным, до 50 % всех расстройств настроения 

относятся к биполярному расстройству (БПP), которое проявляется в виде 
аффективных состояний – маниакальных, гипоманиакальных, депрессив-
ных, а также множества их смешанных форм [25]. Психофармакология и 
лечение БПР сопряжены с трудностями из-за клинической и патогенети-
ческой неоднородности болезни [10]. Патологические процессы, лежащие 
в основе БПР, тесно связаны с особенностями протекания внутриклеточ-
ного метаболизма в структурах мозга, ответственных за формирование 
эмоций и поведения. В этом смысле особое место занимает метаболизм L-
аргинина, который является прямым прекурсором оксида азота (NO), ор-
нитина, мочевины и агматина и участвует в синтезе глутамата, пролина, 
креатина, путресцина и полиаминов [42, 45]. NO обладает свойствами 
нейротрансмиттера, к тому же он регулирует секрецию дофамина, норад-
реналина, серотонина, ацетилхолина, гамма-аминомасляной кислоты 
(ГАМК), глутамата и аспартата, участвуя в синаптической нейротранс-
миссии [6, 33]. Разными исследованиями подтверждается использование 
ингибиторов NO синтазы (NOS) в качестве анксиолитиков и антидеп-
рессантов [44]. Один из важнейших ферментов, катаболизирующих L-
аргинин, расщепляя его на орнитин и мочевину, и лимитирующих его 
содержание в тканях, – это аргиназа, которая представлена двумя изофор-
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мами, цитоплазматическoй (АРГ1) и митохондриальнoй (АРГ2) [28]. Диф-
ференциальная экспрессия изоформ аргиназы в цитоплазме направляет 
метаболизм аргинина в сторону синтеза из орнитина пролина или возбуж-
дающей аминокислоты, глутамата с вовлечением орнитинаминотрансфе-
разы, а в митохондриях – в направлении синтеза из орнитина путресцина 
орнитиндекарбоксилазой и далее полиаминов [13]. Есть работы, сви-
детельствующие, что полиамины задействованы в механизмах БПР и ши-
зофрении [39].  

Целью настоящего исследования является изучение субклеточного 
метаболизма аргинина при дексамфетамин-индуцированном БПР. 

 
Материал и методы  
 
Опыты осуществляли с соблюдением правил содержания и обраще-

ния с животными, изложенных в Директивах Европейского Сообщества и 
Советом от 22.09. 2010 (2010/63/ЕС) и одобренных комитетом по биоме-
дицинской этике при Институте биохимии им. Г.Х. Бунятяна НАН РА. 
Эксперименты проводили на половозрелых 3-месячных белых крысах-
самцах линии Вистар массой 120-150 г, которые содержались в виварии в 
условиях естественного освещения и свободного доступа воды и пищи. 
Соответствующие по возрасту и полу животные были разделены на груп-
пы (по 12 животных в группе): контрольная, в которую были включены 
интактные крысы, и три опытные группы, в которых воспроизводили мо-
дель БПР и исследовали сразу, через одну и две недели после прекра-
щения введения d-амфетамин сульфата (дексамфетамин, AMPH) (Sigma, 
St. Louis, Mo.).  

Моделирование БПР. Животные ежедневно (кроме выходных) 
получали одноразовую внутрибрюшинную инъекцию AMPH (0.2 мл) в 
возрастающих нетоксических дозах (2-6 мг/кг массы тела, 18 инъекций) 
[16, 36]. 

Поведение животных оценивали в тестах “открытое поле” (ОП) и 
“приподнятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ). Крысу помещали в ОП и 
в течение первых 3 мин наблюдения визуально регистрировали локомо-
торную/двигательную активность (по числу пересеченных секторов) и 
ориентировочно-исследовательскую активность (по числу стоек), гру-
минг/туалетное поведение (по числу актов очищения) и тревожное состоя-
ние (по числу болюсов дефекаций) [2]. Сразу после теста ОП животное 
помещали на открытую площадку ПКЛ и в течение первых 3 мин ре-
гистрировали число заходов в открытые и закрытые рукава и оценок 
“риска” (число свешиваний с рукавов лабиринта), а также число стоек, 
актов груминга и дефекаций [9]. 

Забор биологического материала. После тестирования на пове-
денческую активность, крыс декапитировали, забирали кровь, полученную 
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после декапитации, и головной мозг. На льду из мозга извлекали префрон-
тальный кортекс (ПФК), стриатум, гиппокамп и гипоталамус, которые ис-
пользовали для биохимического исследования.  

Выделение цитоплазматической и митохондриальной фракций 
структур мозга осуществляли методом дифференциального центрифуги-
рования [4, 12]. ПФК, стриатум, гиппокамп и гипоталамус гомогенизи-
ровали в гомогенизаторе Поттера (1500 об/мин 3-5 мин) в 10-кратном 
объеме 20 мМ HEPES буфера, содержащем 0.25 М сахарозу, рН 7.4 и 
центрифугировали при 3000 об/мин 10 мин при 4о

С на центрифуге К-24 
(Германия) (здесь и далее для выделения клеточных компартментов ис-
пользовалась вышеуказанная центрифуга). Осадок отбрасывали и из 
надосадочной жидкости центрифугированием при 15000 об/мин 20 мин 
при 4о

С получали цитоплазматическую фракцию в супернатанте и мито-
хондриальную – в осадке.  

Выделение лейкоцитов и плазмы крови. Кровь, полученную при 
декапитации, стабилизировали антикоагулянтом, 0.109 М 5,5-водным 
трехзамещенным цитратом натрия и смешивали в соотношении 2:1 (по 
объему) с 6% декстраном (мол. вес=70 000), приготовленном на 0.9 % 
NaCl, для седиментации эритроцитов в течение 1 ч при 37 оС (при наклоне 
под углом 45 градусов). Верхний слой декантировали, центрифугировали 
(1000 об/мин 5 мин при 4о

С) и получали в осадке лейкоциты, а в супер-
натанте – плазму, обогащенную тромбоцитами, последние осаждали цент-
рифугированием (6000 об/мин 10 мин при 4 о

С) и в надосадке получали 
плазму [7].  

Выделение митохондриальной и цитоплазматической фракций 
лейкоцитов крови осуществляли методом дифференциального центрифу-
гирования [1, 4]. Лейкоциты промывали дважды, разводили в 20 мМ 
HEPES буфере, рН 7.4, содержащем 0.25 М сахарозу и гомогенизировали в 
гомогенизаторе Поттера (1500 об/мин) в течение 3 мин. Осаждение ядер 
лейкоцитов проводили центрифугированием клеточной суспензии при 
1200 об/мин 10 мин при 4 оС, после чего надосадочную жидкость центри-
фугировали при 11000 об/мин 20 мин при 4 о

С и получали цитоплаз-
матическую фракцию в супернатанте и митохондриальную – в осадке. 

Общая активность NOS определялась по аккумуляции стабильных 
метаболитов NO при долговременной инкубации проб (22 ч, 37 о 

С) в 20 
мМ HEPES буфере pH 7.4, содержащем 2 мМ дитиотреитол, с добавле-
нием 5.3 мM L-аргинина, 0.2 мM NADPH, 20 мкМ (6R)-5,6,7,8-тетра-
гидробиоптерина, 6 мкМ FAD, 5.5 мкМ FMN и 1.7 мМ CaCl2 [17]. В 
параллельных контрольных экспериментах пробы инкубировали в при-
сутствие 5 мМ NG-монометил-L-аргинина, конкурентного неселективного 
природного ингибитора NOS [5]. Активность NOS выражали в нмоль 
(NO2

- ) · мг
-1 белка · 22 ч-1.  
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Определение содержания стабильных метаболитов NO. Пробы, 
депротеинизированные 0,5 N NaOH и 10% ZnSO4, центрифугировали при 
15000 об/мин 3 мин, в полученных супернатантах реакцией диазотиро-
вания с использованием реактива Грисса-Илосвая определяли уровень 
стабильных метаболитов NO, который измеряли спектрофотометрически 
при длине волны 546 нм [37]. Содержание стабильных метаболитов NO 
выражали в нмоль (NO2

-) · мг
-1 белка.  

Активность аргиназы определяли по аргининзависимому образо-
ванию орнитина (в течение 1 ч при 37 о

С) в реакционной смеси, содер-
жащей 20 мМ HEPES буфера рН 7.4; 0.05 М МnCl2 · 4H2O и 0.1 М L-ар-
гининa [19]. В контрольных экспериментах пробы инкубировали в при-
сутствие 60 мМ L-валина, неконкурентного ингибитора аргиназы. Реак-
цию останавливали 10% трихлоруксусной кислотой и пробы центрифу-
гировали при 15000 об/мин 3 мин при комнатной температуре на микро-
центрифуге фирмы Eppendorf (США). Активность аргиназы выражали в 
мкмоль L-орнитина · мг

-1 белка · ч-1.  
Определение содержания L-орнитина. Безбелковые супернатанты 

смешивали с 4.5 % нингидрином, нагревали в водяной бане 30 мин при 
90–95°C и после охлаждения содержание L-орнитина измеряли спектро-
фотометрически при длине волны 505 нм [19]. Концентрацию L-орнитина 
рассчитывали по калибровочной кривой (0.01 – 1 мкМ).  

Содержание белка определяли методом Лоури [23]. 
Спектральные измерения осуществляли на спектрофотометре Specol 

211 (Германия).  
Статистика. Достоверность различий оценивали на основе пара-

метрического однофакторного дисперсионного анализа (one-way Anova) и 
последующим постдисперсионным анализом Холм-Сидака с помощью па-
кета программ SigmaStat 3.5 for Windows. В качестве критерия достовер-
ности принимали p<0.05. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Нами использовалась животная модель AMPH-индуцированного 

БПР, поскольку введение животным амфетамина эндофенотипически 
соответствует БПР человека: имитирует поведенческие сдвиги при БПР и 
индуцируемые при этом изменения в головном мозге [15]. Это подтверж-
далось и полученными нами данными поведенческих тестов [29]. Исполь-
зовались постепенно возрастающие дозы AMPH с целью предотвращения 
нейротоксических эффектов высоких доз психостимулятора и имитации 
его употребления человеком [36]. Введение животным возрастающих доз 
AMPH наряду с изменением поведенческих характеристик вызывало из-
менения цитогистологической картины отделов кортиколимбической сис-
темы мозга [3]. Отмена AMPH в течение первой недели вызывала пове-
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денческую депрессию и сопровождалась временным уменьшением кон-
центрации моноаминовых нейротрансмиттеров в отделах кортиколим-
бической системы (данные не указаны), что совпадает с результатами 
исследований других авторов [32]. 
  

 
Рис. 1. Времязависимые сдвиги субклеточной активности аргиназы в отделах 

кортиколимбической системы при AMPH-индуцированном БПР. Здесь и далее 
результаты представлены в виде M ± SEM, n=12, достоверность (p) различий по 

сравнению с контролем – обозначениями: # p>0.05, * p<0.05,  
** p <0.01, *** p  <0.001 

 
В первой экспериментальной группе животные изучались сразу по 

окончании приема дексамфетамина. При этом наблюдалось возрастание 
активности АРГ1 примерно в 1.6 раза в ПФК, стриатуме и гипоталамусе и 
вдвое в гиппокампе по сравнению с контролем (рис. 1). Активность АРГ2 
также повышалась в 2.1 и 1.9 раза в гиппокампе и гипоталамусе, без до-
стоверных изменений в ПФК и со снижением в 1.5 раза в стриатуме. В 
результате происходит сдвиг в соотношении активностей АРГ1:АРГ2 с 
превалированием АРГ1, тогда как в норме активность изоферментов 
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аргиназы была равномерно распределена в ПФК, стриатуме и гиппокампе, 
за исключением гипоталамуса, в котором активность АРГ1 вдвое выше, 
чем АРГ2. Изучение отсроченных эффектов дексамфетамина показало, 
что через неделю после прекращения его приема происходит снижение ак-
тивности АРГ1 до контрольных значений в ПФК, стриатуме и гиппокампе, 
тогда как в гипоталамусе она падала в 3.6 раза ниже нормы. Активность 
АРГ2 также снижалась, в результате чего AMPH-индуцированное домини-
рование АРГ1 сохранялось в ПФК и гиппокампе, в то время как в стриату-
ме активность АРГ2 и АРГ1, а также их баланс нормализовались. В гипо-
таламусе несмотря на уменьшение активности АРГ2, она была выше нор-
мы и в 2.8 раза превышала активность АРГ1. Через 2 недели постамфета-
минового периода в гипоталамусе эти различия нивелируются, не прояв-
ляются они и в стриатуме, тогда как в ПФК и гиппокампе активность 
АРГ2 возрастала выше нормы и превышала таковую АРГ1 в 2.4 и 4.8 раза 
соответственно. 

Таким образом, под влиянием дексамфетамина в регионах кортико-
лимбической системы происходит переориентирование интрацеллюляр-
ных путей катаболизма аргинина в сторону преобладания активности 
АРГ1 в цитоплазме, которое метаболически нацелено на синтез глутамата 
или пролина. Известно, что глутамат вовлечен в механизмы привыкания к 
психостимуляторам амфетаминового ряда [20]. Недавно выяснилось, что 
глутамат участвует в нейропередаче, обеспечивающей амфетамин-индуци-
рованные долговременные нейрональные изменения и амфетамин-ассо-
циированную память [14]. В то же время отсроченные эффекты дексам-
фетамина сопровождались времязависимым доминированием АРГ2 в ис-
следуемых участках мозга, при этом в митохондриях будет осуществ-
ляться преимущественный синтез путресцина, из которого образуются 
полиамины, вовлеченные в патофизиологию БПР [13, 39]. Сам путресцин 
подавляет перекисное окисление липидов и, будучи предшественником 
ГАМК, оказывает антидепрессантные эффекты [46]. Отметим, что аргина-
за лимитирует содержание аргинина, а введение последнего оказывает 
нейропротекторное действие при церебральном ишемическом инсульте, 
препятствуя развитию отека мозга, который наиболее выражен в кортексе 
и стриатуме, и подавляет in vivo глутамат-индуцированную нейрональную 
активность в вентро-медиальном гипоталамусе [22].  

Взаимодействие между нервной и иммунной системой является фи-
зиологическим базисом для психосоматической медицины. Нервная систе-
ма участвует в регуляции и контроле иммунных функций, а продуцируе-
мые при иммунном ответе цитокины, пептиды и другие факторы в свою 
очередь являются важнейшими сигналами для нервной ситемы [40]. В 
связи с этим влияние дексамфетамина на пути метаболизирования арги-
нина былo изученo в лейкоцитах крови (рис. 2). В лейкоцитах интактных 
крыс активность АРГ1 была в 1.4 раза выше, чем АРГ2, что указывает на 
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специфику метаболизирования аргинина в них. Обработка дексам-
фетамином вызывала в лейкоцитах стимулирование изоформ аргиназы, 
активность которых возрастала примерно в равной степени в 1.6 раза по 
сравнению с контролем, а в период отмены препарата – смещение баланса 
активностей в сторону АРГ2 и, возможно, соответствующих биохимичес-
ких пертурбаций (см. выше). Особый интерес представляет то, что сдвиги 
активности изоформ аргиназы в лейкоцитах крови были сходные с детек-
тируемыми в отделах головного мозга. Вероятно, это обусловлено сис-
темными механизмами, которые включаются в ответ на долговременную 
обработку дексамфетамином. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рис. 2. Времязависимые сдвиги субклеточной активности аргиназы лейкоцитов 

крови при AMPH-индуцированном БПР  
 

Амфетамин-индуцированный выброс катехоламинов может вызы-
вать изменения в фенотипе активированных макрофагов, которые содер-
жат рецепторы для катехоламинов и в широком смысле классифицируют-
ся как про- и противовоспалительные фенотипы, M1 и M2 соответственно 
[30]. Известно, что в присутствии липополисахарида (ЛПС), структурного 
компонента клеточной стенки грамотрицательных бактерий, перитонеаль-
ные макрофаги мышей приобретают фенотип M1, но одновременное при-
сутствие ЛПС и адреналина либо норадреналина снижает экспрессию мар-
керов M1 и способствует выраженному проявлению М2 фенотипа, для 
которого характерен высокий уровень АРГ1 и интерлейкина-10 [18]. Кро-
ме того, адреналин усиливает фагоцитоз макрофагов и стимулирует in 
vitro Тh-2 клеточный ответ, активирующий М2, когда продуцируется ряд 
цитокинов, в том числе IL-4, IL-10, усиливающих выработку аргиназы и 
подавляющих экспрессию NOS, a при доминирующем Th-1 ответе выра-
батываются цитокины IFN-γ, IL-1β, IL-6, TNF-α, индуцирующие NOS [26].  

В органах и тканях млекопитающих и человека функционируют 
основные изоформы NOS: нейрональная, участвующая в механизмах ней-
ротрансмиссии и разных сигнальных путях, эндотелиальная, регулирую-
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щая сосудистый тон, кровоток и тканевую перфузию, и индуцибельная 
(iNOS), эффекторная молекула врожденной иммунной системы [8, 38]. 
Недавно открыта митохондриальная NOS (mtNOS), которая обратимо 
ингибирует цитохром оксидазу, функционально связана с комплексом I 
митохондриальной дыхательной цепи, при инактивировании которого 
оказывает прооксидантное действие [31]. NO участвует в ретроградной 
сигнализации глутаматергических, а в гиппокампе и ГАМКергических 
синапсов, в которых локализована нейрональная NOS, потенцирует их в 
физиологических концентрациях [41]. Сверхэкспрессия высокопроизводи-
тельной iNOS, способной длительное время продуцировать NO, лежит в 
основе нейротоксических эффектов амфетамина, продемонстрированных 
на линии клеток микроглии крыс [43]. Психостимуляторы амфетами-
нового ряда индуцируют гиперпродукцию активных форм азота и кис-
лорода, что может приводить к нарушению гематоэнцефалического барье-
ра (в этом участвует эндотелиальная NOS) и трансэндотелиальной миг-
рации лейкоцитов [24, 35]. 

 

    

   
 

Рис. 3. Времязависимые сдвиги субклеточной активности NO синтазы в отделах 
кортиколимбической системы при AMPH-индуцированном БПР  
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Нами было изучено влияние дексамфетамина на совокупную актив-

ность изоформ NOS, которые представлены в цитоплазме и митохондриях 
как нервной ткани, так и лейкоцитов. Как видно из рис. 3, в первой 
опытной группе происходило снижение цитоплазматической продукции 
NO в 1.9, 2.9, 2.6 и 3 раза, а митохондриальной – в 1.9, 1.8, 2.2 и 3.3 раза в 
ПФК, стриатуме, гиппокампе и гипоталамусе соответственно, по сравне-
нию с контрольными значениями. В постамфетаминовый период наблю-
далaсь тенденция к нормализации активности NOS в субклеточных фрак-
циях всех исследуемых отделов мозга.  

Примечательно, что AMPH вызывал также снижение общей актив-
ности NOS в 2.2 и 2.4 раза в цитоплазме и митохондриях лейкоцитов, 
соответственно по сравнению с контролем (рис. 4). В течение первых двух 
недель после отмены препарата происходило возрастание субклеточной 
NOS-зависимой продукции NO лейкоцитами, и наибольшее активирова-
ние наблюдалось спустя неделю после отмены амфетамина. Однако и че-
рез две недели постамфетаминового периода активность фермента в цито-
плазме лейкоцитов оставалась в 1.7 раза ниже контрольных значений, тог-
да как в митохондриях практически нормализовалась. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 4. Времязависимые сдвиги субклеточной активности NO синтазы  
лейкоцитов крови при AMPH-индуцированном БПР  

 
Активирование изоформ аргиназы может вносить свой вклад во 

внутриклеточное ингибирование NO-синтазы как в отделах кортиколим-
бической системы, так и в лейкоцитах крови [38]. Как известно, реци-
прокная регуляция NOS и аргиназы контролирует пул аргинина во всех 
органах и тканях, в которых они конкурируют за общий субстрат, и их 
взаимовлияние играет роль в процессах нейро- и иммунорегуляции [21, 
34]. При этом аргиназа не только конкурирует с NOS за общий субстрат, 
но и, снижая уровень аргинина, влияет на ее активность, поскольку L-ар-
гинин стабилизирует структуру всех изоформ NOS [8]. При расщеплении 
аргинина аргиназой образу ю тся орнитин и мочевина, которая подавляет 
самосборку мономеров NOS в активный димер в макрофагах [27]. Не 
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исключено, что первый интермедиат реакции NOS, NG-гидрокси-L-арги-
нин, вносит свой вклад в отсроченное снижение активности аргиназы, 
поскольку является ее мощным ингибитором [11].  

Таким образом, впервые на животной модели БПР показано, что 
прием возрастающих субтоксических доз дексамфетамина стимулирует в 
цитоплазме и митохондриях изоформы аргиназы в регионах кортиколим-
бической системы мозга и лейкоцитах крови, с одновременным сниже-
нием в них общей активности NOS. Изоформы аргиназы могут вносить 
свой вклад во внутриклеточное ингибирование NOS, влияя на механизмы 
БПР. Смещение баланса активностей изоформ аргиназы с доминирова-
нием АРГ1 может направлять катаболизм аргинина в сторону преиму-
щественного синтеза глутамата или пролина в цитоплазме, а также вклю-
чать механизмы формирования противовоспалительного фенотипа макро-
фагов. Альтернативное воздействие наблюдается спустя одну или две не-
дели после отмены дексамфетамина, когда имеет место превалирование 
АРГ2 в регионах мозга и лейкоцитах, которое метаболически нацелено на 
превращение орнитина в путресцин и далее в полиамины, повышение кон-
центрации которых оказывает психотропное действие [39]. Исследование 
роли изоформ аргиназы в патофизиологии БПР открывает перспективу их 
использования в качестве терапевтической мишени. 
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 Նյութափոխանակության  առանձնահատկությունները 

կեղևալիմբիական համակարգում և արյան մեջ 
դեքսամֆետամինով մակածված երկբևեռ  

խանգարման ժամանակ:  
Արգինինի փոխակերպման այլընտրանքային ուղիները 

(Հաղորդում 1) 
 

Հ.Ա. Մովսեսյան, Ն.Խ. Ալչուջյան, Ն.Հ. Մովսեսյան,  
Մ.Ռ. Հովհաննիսյան, Ա.Մ.  Հակոբյան, Գ.Գ. Մինասյան,  

Հ.Ֆ. Խաչատրյան, Գ.Ա. Գևորգյան 
 

Երկբևեռ խանգարման  մոդելի օգտագործմամբ առաջին անգամ 
ցույց է տրվել,  որ դեքսամֆետամինի աճող ոչ տոքսիկ դեղաքանակ-
ները խթանում են  արգինազի իզոձևերի ակտիվությունը և միաժա-
մանակ նվազեցնում ազոտի օքսիդի սինթազի  ընդհանուր ակտիվու-
թյունը ուղեղի կեղևալիմբիական հատվածների և արյան լեյկոցիտների 
բջջապլազմայում և միտոքոնդրիումներում: Արգինազի և ազոտի օքսի-
դի սինթազի  ներբջջային ակտիվությունների տեղաշարժերը իրենց 
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լուման են ներդնում երկբևեռ խանգարման պաթոֆիզիոլոգիայում և 
նոր հեռանկարներ բացում դրանք՝ որպես թերապևտիկ թիրախներ օգ-
տագործելու համար: 

 
 

Specificity of metabolic pathways in the corticolimbic system and 
blood in dexamphetamine-induced bipolar disorder.  

Alternative pathways of the arginine conversion  
(Report 1) 

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

M.R. Hovhannisyan, A.M. Hakobyan, G.G. Minasyan,  
H.F. Khachatryan, G.A. Kevorkian 

 
Using the model of bipolar disorder (BD) we have shown for the first 

time that administration of escalating nontoxic doses of dexamphetamine may 
stimulate the arginase isoforms with a simultaneous decrease in the nitric oxide 
synthase (NOS) activity in the cytoplasm and mitochondria of the blood 
leukocytes and the brain corticolimbic regions. The shift in the intracellular 
balance of the arginase and NOS activities might be contributed to the BD 
pathophysiology that opens new prospects for their use as therapeutic targets. 
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