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Изучено влияние L-аргинина, L-NAME, L-карнитина, а также их сочетаний на 

аутокаталитическую активность лизосомальных цистеиновых протеиназ тканей аорты 

крыс. Установлено, что воздействие L-аргинина в дозе 500 мг/кг не изменяет показате-

ли коэффициентов аутокаталитического действия катепсинов В, L, Н; L-NAME в дозе 

25 мг/кг вызывает нарастание степени аутокаталитического процессинга катепсина Н, 

однако, увеличение дозы ингибитора до 200 мг/кг приводит к нивелированию указан-

ного эффекта. Под действием карнитинав дозе 300 мг/кг происходит стимуляция ауто-

процессинга, степень изменения меньше, чем для L-NAME 25 мг/кг. 

Ключевые слова: L-аргинин, L-NAME, L-карнитин, лизосомальные цистеиновые 

протеиназы, катепсины В, L, Н, аутокаталитический процессинг. 

_____________________________________________________________________________ 
 

The effect of L-arginine, L-NAME, L-carnitine, as well as their combinations in the 

autocatalytic activity of lysosomal cysteine proteases rat aortic tissue. It is found that the 

effect of L-arginine 500 mg/kg it does not change the performance coefficients autocatalytic 

action of cathepsins B, L, H; L-NAME at 25 mg/kg caused increase in the degree of auto-

catalytic processing cathepsin H, however, increasing the dose of the inhibitor of 200 mg/kg 

resulted in a reduction of this effect. Under the action of carnitine 300 mg / kg auto-

protsessinga stimulation occurs , the rate of change is less than L-NAME 25 mg / kg. 

Keywords: L-arginine, L-NAME, L-carnitine, lysosomal cysteine proteinases, cathepsins 

B, L, H, autocatalytic processing.  
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Лизосомальные цистеиновые проте-

иназы (ЛЦП) достаточно активно изуча-

ются в рамках лизосомального протеоли-

за, осуществляющего полную деградацию 

белков до аминокислот последовательным 

и/или сочетанным действием отдельных 

ферментов. Однако немаловажную роль 

они играют как агенты ограниченного 

протеолиза, приводящего к образованию 

функционально активных белков, фер-

ментов, гормонов. Интересна их функция 

в сигнальной трансдукции апоптоза наря-

ду с цитозольнымикаспазами [9]. 

Помимо внутриклеточного протеоли-

за, лизосомальные ферменты, могут участ-

вовать в процессах внеклеточного расщеп-

ления белков, что обусловлено секрецией 

лизосомальных протеиназ (катепсинов B, 

D, L, коллагеназы, эластазы), которые от-

ветственны за деградацию внеклеточного 

матрикса в процессах воспаления, роста 

опухолей и неоангиогенеза [2, 7]. 

Критическим этапом для контроля 

протеолитической активности и, возможно, 

способности к секреции катепсинов являет-

ся лимитированный протеолиз. К настоя-

щему времени, аутокаталитический меха-

низм активации был описан для многих ци-

стеиновых протеиназ, таких как предше-

ственник папаина, катепсин B, катепсин K 

и катепсин L [3]. Было установлено, что 

протеолитическое отщепление пропептида 

достигается действием различных протеаз, 

таких как пепсин, нейтрофильнаяэластаза, 

катепсин D, а также различными цистеино-

вымипротеиназами. В последние годы, 

большинство исследований сконцентриро-

валось на изучении аутокаталитического 

процессинга лизосомальных протеаз в кис-

лой среде, так как снижение рН, предполо-

жительно, ослабляет взаимодействие между 

пропептидом и каталитической частью мо-

лекулы, что было показано на примере вза-

имодействия катепсинов В и L с их пропе-

тидами. Как следствие, профермент, веро-

ятно, претерпевает конформационные из-

менения, в результате которых связь про-

пептида с активным центром ослабляется 

при сохранной вторичной структуре. Так 

же одним из механизмов данного процесса 

может являться расширение места активно-

го центра за счет изменения рН, что было 

показано для зрелого папаина, смещения 

пропептидаокклюзионной петлёй, как это 

уже было предложено для катепсина В, 

и/или небольшими локальными структур-

ными изменениями в пропептиде, что имеет 

место у катепсина L [3]. 

 

Цель исследования 

Изучение влияние L-аргинина, L-

NAME, L-карнитина, а так же их сочета-

ний на аутокаталитическую активность 

лизосомальныхцистеиновыхпротеиназ 

тканей аорты крыс 

 

Материалы и методы 

Работа выполнена на 80 конвенцио-

нальных половозрелых крысах-самцах ли-

нии Wistar массой 280-320 граммов. В рабо-

те руководствовались «Международными 

рекомендациями по проведению медико-

биологических исследований с использова-

нием животных» (1985) и приказом МЗ РФ 

№267 от 19.06.2003 г. «Об утверждении 

правил лабораторной практики». 

Экспериментальная группа № 1: осу-

ществляли путем внутрижелудочного вве-

дения раствора L-аргинина («Sigma», 

США) на 0,9 % растворе NaCl в дозе 500 

мг/кг [5] через стеклянный градуированный 

шприц с внутрижелудочным зондом. Объем 

вводимого раствора зависел от массы, и не 

превышал 1 мл. Препарат вводили 1 раз в 
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сутки до утреннего кормления ежедневно в 

течение 10 дней. Выведение из эксперимен-

та осуществляли на 11-е сутки. 

Экспериментальная группа № 2: 

осуществляли внутрибрюшинное введе-

ние неселективного ингибитора NO-

синтазы N-нитро-L-аргининметилового 

эфира (L-NAME, «Sigma», США) в дозе 

25мг/кг [5] в виде водного раствора через 

переднюю брюшную стенку одноразовым 

пластиковым шприцем с тонкой короткой 

иглой. Объем вводимого препарата зави-

сел от массы животного: 0,5 мл на 200 

граммов массы. Препарат вводился 1 раз в 

сутки в утренние часы ежедневно в тече-

ние 7 дней. Выведение из эксперимента 

осуществлялся на 8-е сутки. 

Экспериментальная группа № 3: осу-

ществляли внутрибрюшинное введение не-

селективного ингибитора NO-синтазы N-

нитро-L-аргининметилового эфира (L-

NAME, «Sigma», США) в дозе 200 мг/кг 

[10] в виде водного раствора через перед-

нюю брюшную стенку одноразовым пла-

стиковым шприцем с тонкой короткой иг-

лой. Объем вводимого препарата зависел от 

массы животного: 0,5 мл на 200 граммов 

животной массы. Препарат вводился 1 раз в 

сутки в утренние часы ежедневно в течение 

7 дней. Выведение из эксперимента осу-

ществлялся на 8-е сутки. 

Экспериментальная группа № 4: 

осуществляли внутрибрюшинное введе-

ние L-NAME в указанных дозах с 3-и по 

10-е сутки на фоне перорального введения 

L-аргинина. Животных выводили из экс-

перимента на 11-е сутки.  

Экспериментальная группа № 5: 

осуществляли введение карнитина хлорид 

(производство ФГУ "РКНПК" Минздрава 

России) вводили в дозе 300 мг/кг внутри-

брюшинно. Препарат вводили 1 раз в сут-

ки до утреннего кормления ежедневно в 

течение 21 дня. Выведение из экспери-

мента осуществляли на 22-е сутки. 

Экспериментальная группа № 6: 

осуществляли введение карнитина хлори-

да (производство ФГУ "РКНПК" Мин-

здрава России) вводили в дозе 300 мг/кг 

внутрибрюшинно в течение 21 дня, одно-

временно осуществляя внутрибрюшинное 

введение L-NAME в указанных дозах с 

14-е по 21-е сутки. Животных выводили 

из эксперимента на 22-е сутки. 

Экспериментальная группа № 7: 

осуществляли внутрибрюшинноевведение 

карнитина хлорида (производство ФГУ 

"РКНПК" Минздрава России) в дозе 300 

мг/кг в течение 21 дня; одновременно 

осуществляливнутрижелудочное введение 

раствора L-аргинина («Sigma», США) на 

0,9 % растворе NaCl в дозе 500 мг/кг [4] 

через стеклянный градуированный шприц 

с внутрижелудочным зондом с 11-е по 21-

е сутки. Животных выводили из экспери-

мента на 22-е сутки. 

Контрольные группы формирова-

лись для каждой серии эксперимента из 

животных, сопоставимых по возрасту, 

массе и условиям содержания с экспери-

ментальными особями. Животным кон-

трольной группы осуществляли введение 

физиологического раствора, при этом ва-

риант введения, объемы раствора и про-

должительность воздействия совпадают с 

таковыми для экспериментальной группы. 

Активность лизосомальныхцистеи-

новыхпротеиназ в седиментируемой (СА) 

и неседиментируемой (НСА) фракциях 

гомогената участка грудной аорты опре-

деляли раздельно. Активность катепсинов 

В, L, Н (КВ, КL и КН) изучалась спектро-

флуориметрическим методом [8]. 

Коэффициент аутокаталитического 

действиякатепсинов (Каса) рассчитывался 

как отношение значения активности фер-
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мента после прекаталитической инкуба-

ции в отсутствии субстрата к параллельно 

определяемому значению активности без 

преинкубации [2]. 

Статистический анализ проведен с 

использованием программы «Statistica 

10.0». Вычисляли медиану (Ме), мини-

мальное (min) и максимальное (max) зна-

чение (Ме [min; max]), для оценки стати-

стической значимости использовали кри-

терий Манна-Уитни (U-тест). 

 

Результаты и их обсуждение 

С целью оценки степени аутокатали-

тической активации проведен сравнитель-

ный анализ коэффициента аутокаталити-

ческого действия катепсинов В, L, Н глад-

кой мышцы аорты крыс (табл. 1). 

В условиях стимулирования допол-

нительного синтеза оксида азота invivo 

введением L-аргинина, значения Каса изу-

чаемых ферментов в цитозольной и лизо-

сомальной фракцияхстатистически зна-

чимо не изменяются относительно значе-

ний контрольной группы. 

Неселективный ингибитор инду-

цибельной NO-синтазы- L-NAME in vivo 

стимулирует аутопроцессинг катепсинов В, 

L, Н; при этом повышение Каса для катепси-

на Н демонстрирует статистически значи-

мые отличияот контроля как в лизосомаль-

ной, так и в цитоплазматической фракции. 

Это может свидетельствовать, о том, что в 

условиях моделирования дефицита синтеза 

оксида азота организм испытывает функци-

ональную потребность в активных протеи-

назах. Полученные данные согласуются с 

результатами, полученными ранее для тка-

ни тимуса и селезёнки [1]. 

Увеличение дозы L-NAME до 200 

мг/кг приводит к снижению степени аутока-

талитического процессинга, что может объ-

ясняться истощением ресурса зимогенов. 

В условиях сочетанного применения 

L-NAME 25 мг/кг на фоне L-аргинина для 

катепсина Н в обеих фракциях обнаружи-

вается статистически значимое снижение 

Касa относительно группы L-NAME 25 

мг/кг, что свидетельствуют о корригиру-

ющем действии субстрата синтеза NO. 

Участие в аутокаталитическом про-

цессинге ЛЦП карнитина характеризуется 

стимуляцией аутопроцессинга КLи КН, 

однако степень изменений оказалась ни-

же, чем под влиянием L-NAME 25 мг/кг, 

что может указывать на меньшую долю 

зимогенов и, как следствие, существова-

ние большей части протеиназ в активном 

состоянии. Значения Касaпри сочетании 

карнитина с аргининоми L-NAME25 мг/кг 

вызывает снижение Касa(в большей сте-

пени для КН), что может объясняться-

суммированием эффектов указанных ве-

ществ с переводом большей доли зимоге-

нов в активное состояние, при этом под 

влиянием аргинина преинкубация вызы-

вает не процессинг проферментов, а рас-

щепление активных форм. Снижение Касa 

при сочетании карнитина с L-NAME 25 

мг/кг может объясняться сохранением не-

которого количества проферментов, для 

которых характерна очень низкая катали-

тическая активность, которая может быть 

достаточной для инициирования цепной 

реакции, катализируемой возрастающим 

количеством каталитически активных 

ферментных молекул [2]. 

 

Выводы 

1. Воздействие аргинином на тка-

ни аорты крысы статистически значимых 

изменений показателей аутокаталитиче-

ского процессинга не вызывает. 

2. Применение ингибитора синтеза 

оксида азота L-NAME в дозе 25 мг/кг вы-

зывает нарастание степени аутокаталити- 
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Таблица 1 

Коэффициенты аутокаталитического действия катепсинов В, L и Н  

ткани аорты крыс, Ме [min; max] 
 

По 

каза

за-

тель 

Кон-

троль 

L – арги-

нин 

Кон-

троль 

L-NAME, 

25 

L-NAME, 

200 
Контроль 

L-NAME 

+L-

аргинин 

Кон-

троль 
Карнитин 

L-аргинин 

+карнитин 

L-NAME + 

карнитин 

Н
С

А
К

В
 

1,03 

[0,75; 

1,16] 

1,21 

[0,42; 

1,39] 

1,02 

[0,78; 

1,65] 

1,91 

[0,46; 

5,76] 

0,70 

[0,38; 

1,54] 

1,02 

[0,75; 

1,65] 

1,13 

[0,63; 

1,29] 

1,07 

[0,75; 

1,65] 

0,97 

[0,82; 

1,62] 

0,90 

[0,67; 

1,09] 

1,39 

[0,97; 

2,05] 

С
А

 К
В

 

2,19 

[0,92; 

2,77] 

1,12 

[0,49; 

1,39] 

1,17 

[0,95; 

1,60] 

1,79 

[1,00; 

2,22]* 

0,78 

[0,34; 

1,63] 
●
 

1,18 

[0,92; 

2,77] 

1,05 

[0,35; 

1,97] 

1,49 

[0,92; 

2,77] 

0,96 

[0,75; 

1,22] 
●
 

0,99 

[0,73; 

1,15] 
●
 

1,38 

[0,90; 

1,91] 

Н
С

А
 

К
L

 

1,20 

[0,88; 

2,23] 

1,33 

[0,44; 

8,03] 

0,67 

[0,44; 

1,14] 

0,64 

[0,41; 

0,85]
 ▲

 

0,99 

[0,52; 

1,23] 

0,88 

[0,44; 

2,23] 

0,77 

[0,54; 

1,85] 

0,98 

[0,44; 

2,23] 

1,44 

[0,92; 

2,06]
 ●

 

1,81 

[1,02; 

2,23]*
●▼

 

0,60 

[0,57; 

1,10] 
■
 

С
А

 К
L

 

0,83 

[0,75; 

1,08] 

1,35 

[0,48; 

2,12] 

0,64 

[0,48; 

0,90] 

0,88 

[0,63; 

1,06] 

0,96 

[0,45; 

1,17] 

0,80 

[0,48; 

1,08] 

0,88 

[0,73; 

1,78] 

0,75 

[0,48; 

1,08] 

1,62 

[1,30; 

2,15] *
●▼

 

1,57 

[0,54; 

2,62] 

1,24 

[0,66; 

1,40] 
■
 

Н
С

А
 К

Н
 

0,98 

[0,81; 

1,04] 

1,23 

[0,96; 

1,57] 

0,78 

[0,49; 

1,03] 

5,08 

[3,38; 

8,21] * 
▲

 

1,01 

[0,81; 

1,72] 
●
 

0,90 

[0,49; 

1,04] 

1,25 

[0,73; 

1,78] * 
●
 

0,84 

[0,49; 

1,04] 

2,12 

[1,10; 

2,48] 
▲●

 

0,73 

[0,48; 

1,02]*
▲●▼

■
 

1,70 

[1,17; 

2,07] 
▲● 

С
А

 К
Н

 1,22 

[0,92; 

1,91] 

0,94 

[0,73; 

1,64] 

0,79 

[0,61; 

1,18] 

4,70 

[1,26; 

14,14] * 
▲

 

1,00 

[0,75; 

1,22] 
●
 

1,01 

[0,61; 

1,91] 

0,89 

[0,67; 

1,21] * 
●
 

1,04 

[0,61; 

1,91] 

2,09 

[1,74; 

2,76] 

*
▲▼

 

0,92 

[0,74; 

1,31] 
●■

 

1,49 

[1,38; 

1,64] * 
▼■

 

 

Примечание: *- статистически значимые отличия от группы контроля (р<0,05);  
▲

 – статистически значимые отличия от группы аргинина (р<0,05); 
●
 – статистически зна-

чимые отличия от группы L-NAME (р<0,05); 
▼

 – статистически значимые отличия от 

группы аргинина + L-NAME (р<0,05); 
■
 – статистически значимые отличия от группы  

L- карнитина(р<0,05) 

 

ческого процессинга катепсина Н в ткани 

аорты; увеличение дозы ингибитора до 

200 мг/кг приводит к нивелированию ука-

занного эффекта. 

3. Под действием карнитина 

наблюдается стимуляция аутопроцессин-

га, однако степень изменений ниже, чем в 

группе L-NAME 25 мг/кг. Сочетанное 

применение карнитина с регуляторами 

синтеза оксида азота приводит к сумми-

рованию эффектов. 
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