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Аргинин является важнейшим нутриентом, участвующим в регуляции гомеостаза, тонуса со-
судов, а также развитии воспаления и иммунного ответа. Дефицит аргинина, вызванный бакте-
риальной аргининдеиминазой, может приводить к развитию эндотелиальной дисфункции. В на-
стоящей работе с использованием супернатантов разрушенных стрептококков (СРС) S.pyogenes 
исходного штамма (M49-16) и его изогенного мутанта с инактивированным геном аргининдеи-
миназы ArcA (M49-16delArcA), исследовали влияние фермента на пролиферативную активность 
и экспрессию адгезионных молекул на эндотелиальных клетках вены пупочного канатика чело-
века (HUVEC). Распределение клеток по фазам клеточного цикла и экспрессию поверхностных 
молекул оценивали методом проточной цитометрии с использованием моноклональных антител. 
Было показано, что под влиянием СРС исходного штамма происходило достоверное снижение 
пролиферативной активности HUVEC и повышался уровень экспрессии адгезионных молекул 
CD62P, ICAM-1 и тканевого фактора CD142. СРС мутантного штамма не оказывал достоверно-
го влияния на исследуемые параметры. Экспрессия рецептора VEGFR-2 в присутствии супер-
натантов обоих штаммов не изменялась. Полученные результаты показали, что стрептококковая 
аргининдеиминаза может способствовать развитию эндотелиальной дисфункции, воспаления, 
усилению процессов коагуляции.
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ВВЕДЕНИЕ

Истощение нутриентов в микроокружении 
клеток организма-хозяина является одной из 
самых распространенных стратегий, которые 
используют патогенные микроорганизмы [1]. 
Экспрессия ар ги нин-гидролизую ще го фермен-
та – аргининдеиминазы (АД) позволяет бакте-
риям выживать в условиях гипоксии, низкой 
кислотности в очаге воспаления, фаголизосомах 
и истощает L-ар ги нин в микроокружении кле-
ток ор га низ ма-хо зя и на [2, 3]. L-ар ги нин играет 
существенную роль в регуляции функций эука-
риотических клеток, в первую очередь –  эндо-
телиальных, т. к. является предшественником 
ряда важных для эндотелиальных клеток (ЭК) 
метаболитов, таких как оксид азота (NO), поли-
амины, пролин и агматин [4]. Также, L-ар ги нин 
работает, как сигнальная молекула, в рамках 
mTOR (mechanical target of rapamycin) зависи-
мого внутриклеточного сигнального пути, кон-
тролирующего метаболизм, пролиферацию, 
аутофагию и синтез регуляторных молекул [5]. 
Активный mTOR обеспечивает гликолитиче-
ский тип метаболизма, который в эндотелиаль-
ных клетках доминирует над процессами окис-
лительного фосфорилирования. Это позволяет 
генерировать большие количества АТФ в еди-
ницу времени, и минимизировать потребление 
кислорода, чтобы улучшать его доступ в ткани. 
Кроме того, переключение типов метаболизма 
играет важную роль при дифференцировке ЭК 
в ходе ангиогенеза [6].

Эндотелий сосудов участвует в ангиогенезе, 
регулирует гомеостаз и тонус сосудов, процес-
сы коагуляции/фибринолиза, а также разви-
тие воспаления и иммунный ответ [7]. Дефи-

цит L-аргинина при бактериальной инфекции 
может приводить к развитию эндотелиальной 
дисфункции. Одним из основных маркеров ак-
тивации и/или повреждения ЭК является повы-
шение уровня экспрессии адгезионных молекул 
и тканевого фактора, что способствует разви-
тию воспаления и тромбоза. Снижение процес-
сов пролиферации тесно связано с клеточным 
старением и эндотелиальной дисфункцией [8]. 

Цель исследования состояла в изучении влия-
ния аргининдеиминазы S. pyogenes на пролифе-
ративную активность, экспрессию рецептора 
VEGFR2 и адгезионных молекул на эндотели-
альных клетках вены пупочного канатика чело-
века HUVEC.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Приготовление супернатантов разрушенных 
стрептококков (СРС)

СРС оригинального штамма S. pyogenes тип 
М49-16, и его изогенного мутанта с делецией 
гена АrcA (М49-16delArcA), содержащие биоло-
гически активные внутриклеточные компонен-
ты, были получены, как описано в предыдущих 
исследованиях [3, 9]. СРС вносили в нетоксич-
ном для клеток разведении 1/100.

Получение клеток вены пупочного канатика 
(HUVEC)

Эндотелиальные клетки выделяли из вены 
пупочного канатика человека по адаптирован-
ной стандартной методике [10]. Пуповины полу-
чали из перинатального центра ФГБУ «НМИЦ 
им. Алмазова». Все пациентки подписывали 
информированное согласие. С момента родов 
до выделения клеток проходило не более 48 ча-
сов. Вены канюлировали и инкубировали с кол-
лагеназой второго типа (Worthington, США) 
140 ед./ мл в DMEM (Биолот, Россия), в течение 
10 минут на водяной бане при 37 °C. Полученная 
суспензия клеток осаждалась центрифугиро-
ванием при 300 g в течение 5 мин, далее клетки 
ресуспендировали в полной культуральной среде 
ECM (Sciencell, США) и высевали в культураль-
ные флаконы (Sarstedt, Германия), покрытые 
0,2% раствором желатина (Sigma, США). Пере-
сев производили дважды в неделю. Дезинтегра-
цию монослоя вызывали инкубацией в растворе 
Трип син-Вер се на (Sigma, США) при 37 °C. В экс-
периментах использовали клетки 3–5 пассажа. 
Все работы с клетками человека соответствова-
ли Хельсинской декларации. Клетки культиви-
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ровали в среде Endothelial Cell Basal Medium-2 
(ECBM-2) (Promocell, США) с добавлением 
ростовой добавки Supplement Mix (Promocell, 
США). Пересев культуры производили дважды 
в неделю. Дезинтеграцию монослоя осуществля-
ли с использованием раствора Трипсин-ЭДТА 
(Sigma, США). Для проведения экспериментов 
использовали клетки 3–5 пассажа.

Анализ распределения клеток по фазам 
клеточного цикла

Для изучения распределения клеток по фазам 
клеточного цикла клетки засевали в 6-ти луноч-
ный планшет (Sarstedt, Германия) по 300 тысяч 
клеток в 1 мл культуральной среды. Клетки инку-
бировали с исследуемыми субстанциями 72 часа 
при 37˚С во влажной атмосфере с 5% СО2. Для 
оценки доли клеток в фазах синтеза (S/G2) про-
изводили окрашивание клеточной суспензии 
с использованием моноклональных антител 
против циклина А2, Anti-Cyclin A2-FITC, кат. 
№ PNA22327 (Becman Coulter, США). Для этого 
клетки пермеабилизировали 80% ледяным мета-
нолом. После чего проводили окрашивание кле-
точной суспензии антителами против циклина 
А2 в соответствии с рекомендациями произво-
дителя. Для оценки количества ДНК в клетках 
дополнительно проводили окрашивание клеточ-
ной суспензии ДНК-свя зы ваю щим красителем 
DAPI (Invitrogen, США). Для этого к клеткам 
вносили DAPI в концентрации 300 nM и инку-
бировали 10 минут. Анализ образцов проводили 
с использованием проточного цитофлуориметра 
Navios™ (Beckman Coulter, США).

Анализ экспрессии поверхностных маркеров 
HUVEC

Для анализа экспрессии поверхностных мар-
керов суспензию клеток вносили в 24 (Sarstedt, 
Германия) луночный планшет по 150 тысяч 
в 500 мкл полной культуральной среды ECBM-2 
(Promocell, США). Клетки инкубировали 48 ча-
сов при 37˚С во влажной атмосфере с 5% СО2 до 
образования конфлюэнтного монослоя. В каче-
стве стандартного активатора эндотелиальных 
клеток использовали рекомбинантный препарат 
цитокина TNFα – «Рефнолин» (специфическая 
активность препарата 1ЕД – 0,06 нг) в концен-
трации 50 ЕД/мл. После внесения исследуемых 
веществ, клетки инкубировали 24 часа при 37˚С 
во влажной атмосфере с 5% СО2. По окончании 
инкубации производили дезинтеграцию моно-

слоя аккутазой (Sigma, США), клеточные суспен-
зии переносили в пробирки для проточной ци-
тометрии (Beckman Coulter, США). Экспрессию 
поверхностных молекул оценивали методом про-
точной цитометрии с помощью моноклональных 
антител анти-CD62PFITC, кат. № A07790, анти-
CD106PE, кат. № PN A66085, анти-CD54PE, кат. 
№ PN IM1239U, анти-CD142PE, кат. № 550312, 
анти-CD146PC5, кат. № PN A22364, анти-
CD309PC7, кат. № A64616 (Becman Coulter, 
США). Окрашивание клеточных суспензий про-
водили в соответствии с рекомендацией произ-
водителя. Для оценки уровня некроза допол-
нительно проводили окрашивание клеточной 
суспензии ДНК-свя зы ва ю щим красителем DAPI 
(Invitrogen, США). Анализ образцов проводили 
с использованием проточного цитофлуориметра 
Navios™ (Beckman Coulter, США).

Статистическая обработка данных

Анализ и обработку данных производили 
с помощью программы STATISTICA 5.0 с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ распределения клеток по фазам 
клеточного цикла

Анализ распределения клеток по фазам 
клеточного цикла показал, что в стандартных 
условиях культивирования доля клеток в фазах 
синтеза (S/G2) составляла 24,3% (Рисунок 1, а). 
Инкубация клеток в присутствии СРС исходно-
го штамма приводила к достоверному сниже-
нию доли клеток в фазах синтеза до 8,2% при 
одновременном повышении доли клеток в фа-
зах покоя (G0/G1) до 91,8% (Рисунок 1, б). При 
инкубации с СРС мутантного штамма доля кле-
ток, в фазах синтеза была достоверно ниже, чем 
тот же показатель для клеток, инкубируемых 
с СРС М49-16 и оставляла 27% (Рисунок 1, в). 
Распределение клеток по фазам клеточного 
цикла в присутствии СРС изогенного мутанта 
не отличалось от того же параметра у клеток, 
культивируемых в стандартных условиях.

Анализ уровня экспрессии поверхностных 
молекул

Исследование уровня экспрессии поверхност-
ных молекул показал, что HUVEC в стандарт-
ных условиях культивирования (Рисунок 2, б) не 
экспрессировали P-селектин CD62P и ткане-
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вой фактор CD142. При этом был выявлен низ-
кий уровень экспрессии адгезионных молекул 
CD106 (VCAM-1), CD54 (ICAM-1), VEGFR-2 
и высокий спонтанный уровень экспрессии ад-
гезионной молекулы CD146 (MCAM). В каче-
стве стандартного активатора ЭК использовали 
провоспалительный цитокин TNFα. В присут-
ствии TNFα происходило значительное повыше-
ние экспрессии адгезионных молекул VCAM-1, 
ICAM-1 и слабое, но достоверное повышение 
уровня экспрессии VEGFR-2. Уровень экспрес-
сии других исследуемых маркеров достоверно 
не изменялся (Рисунок 2, д).

Инкубация HUVEC в присутствии СРС ис-
ходного штамма (Рисунок 2, в) приводила к до-
стоверному усилению экспрессии CD62P, адге-
зионной молекулы ICAM-1 и тканевого фактора 
CD142. Уровень экспрессии адгезионной мо-
лекул VCAM-1 в присутствии СРС исходного 
штамма повышался незначительно, и это изме-
нение не было статистически достоверно. Уро-
вень экспрессии MCAM и VEGFR-2 в присут-
ствии СРС исходного штамма не изменялся.

СРС мутантного штамма не оказывал стати-
стически значимого влияния на уровень экс-
прессии исследуемых молекул (Рисунок 2, г).

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные в данном исследовании резуль-
таты показали, что АД в составе СРС является 
фактором, который вызывает усиление адге-
зионной и прокоагуляторной активности ЭК. 
В присутствии СРС исходного штамма на эндо-
телиальных клетках усиливалась экспрессия ад-

гезионных молекул P-селектина, ICAM-1, а так-
же тканевого фактора. При этом СРС изогенного 
мутанта с инактивированным геном АД таким 
действием не обладал. Известно, что P-се лек ти-
ны опосредуют роллинг лейкоцитов на поверх-
ности ЭК, а адгезионные молекулы иммуногло-
булинового суперсемейства ICAM-1 и VCAM-1 
участвуют в прочной адгезии и трансэндотели-
альной миграции лейкоцитов в очаг воспале-
ния [7]. Активация эндотелия сопровождается 
усилением процессов коагуляции, что выражает-
ся в повышении экспрессии тканевого фактора 
на ЭК, продукции фибрина и, в совокупности, 
приводит к тромбозу [11]. Адгезионная молеку-
ла MCAM локализуется преимущественно на 
латеральной поверхности ЭК и участвует в фор-
мировании межклеточных контактов, регули-
рует адгезию и трансэндотелиальную миграцию 
лейкоцитов. Установлено, что снижение уровня 
экспрессии MCAM на ЭК приводит к повыше-
нию проницаемости сосудистого эндотелия [12]. 
Наши исследования показали, что при культиви-
ровании HUVEC в присутствии СРС исходного 
штамма и его изогенного мутанта не происходи-
ло достоверного изменения уровня экспрессии 
MCAM.

Характерное для сердечно-сосудистых за-
болеваний воспаление в эндотелиальной вы-
стилке сосудов зачастую сопровождается сни-
жением уровня L-ар ги ни на в плазме [13]. При 
гипертонии, диабете и дислипидемии повы-
шается экспрессия тканевого фактора на ЭК 
(CD142) [14]. Повышенная экспрессия на ЭК 
ICAM-1, VCAM-1, P-се лек ти на, наблюдает-

Рисунок 1. Репрезентативный дот-плот (циклин А2 vs DAPI), отражающий распределение клеток по фазам клеточ-
ного цикла. а –  контроль изотипических антител, б –  культуральная среда, в –  СРС М49-16, г –  СРС М49-16delArcA.
Примечание: Представлена доля клеток в соответствующих фазах клеточного цикла (M±m,%), n=6. * Отличия от кон-
троля достоверны при р<0,05; ▲ отличия достоверны от СРС М49-16 при р<0,05.
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ся при атеросклеротических поражениях, как 
у животных, так и у людей [15, 16]. В тоже вре-
мя существуют исследования, в которых пока-
зано, что под влиянием L-аргинина снижается 
стимулированная IL-1β экспрессия на HUVEC 
адгезионных молекул ICAM-1 и VCAM-1 [17]. 
В работе Yang et al. было установлено, что L-ар-
ги нин подавляет экспрессию тканевого фактора 
в культуре HMEC (human microvascular endothe-
lial cells) [18]. Полученные в данном исследова-
нии результаты согласуются с данными других 
исследований, и указывают на возможную роль 
L-ар ги ни на в регуляции экспрессии активаци-
онных маркеров на эндотелии.

Одним из механизмов активации эндотелия 
в условиях дефицита L-аргинина может быть на-
рушение активности эндотелиальной синтазы 
оксида азота (eNOS). L-аргинин является един-

ственным субстратом eNOS. Установлено, что 
дефицит L-ар ги ни на приводит к диссоциации 
субъединиц этого фермента, вследствие чего 
снижается синтез NO и повышается продукция 
активных форм кислорода [19]. АФК в низких 
концентрациях действуют как сигнальные мо-
лекулы, но их гиперпродукция приводит к раз-
витию воспаления и повышению экспрессии ад-
гезионных молекул на ЭК [20]. В исследовании 
Patel et al. на HUVEC было показано, что культи-
вирование клеток в присутствии H2O2 сопрово-
ждалось усилением экспрессии P-се лек тина [21]. 
Установлена прямая корреляция между усиле-
нием оксидативного стресса в сосудистой стенке 
и повышением экспрессии ICAM-1 и VCAM-1 
на ЭК у пациентов с гипергликемией и ин су-
лин-не за ви си мым диабетом [22, 23]. Показано, 
что повышенная продукция АФК при сер деч но-

Рисунок 2. Репрезентативный дот-плот, отражающий уровень экспрессии поверхностных маркеров на HUVEC. 
а –  контроль изотипических антител, б –  культуральная среда, в –  СРС М49-16, г –  СРС М49-16delArcA, д –  ТNFα 
(50 ед/мл).
Примечание: Представлены средние значения интенсивности флуоресценции (М±m), n=5; *-отличия от контроля до-
стоверны при p<0,05.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

Аргининдеиминаза и эндотелий 1229

со су дистых заболеваниях, таких как атероскле-
роз, гиперхолестеринемия, гипертония может 
приводить к усилению воспаления и коагуля-
ции [24–26].

Обнаруженное в наших исследованиях сни-
жение пролиферативной активности HUVEC 
под влиянием АД указывает на возможную роль 
этого фермента в развитии эндотелиальной дис-
функции при инфекции. Анализ распределения 
клеток по фазам клеточного цикла, показал, что 
СРС исходного штамма подавлял пролифератив-
ную активность HUVEC, тогда как СРС мутант-
ного штамма не влиял на исследуемую функцию. 
Предполагают, что снижение пролиферации ЭК 
под влиянием АД происходит в результате ар-
гинингидролазной активности фермента из-за 
истощения L-ар ги ни на [27, 28]. Вследствие де-
плеции этой аминокислоты, в ЭК происходит 
угнетение процессов адгезии, пролиферации, 
миграции, подавление формирования капил-
ляроподобных структур на матригеле, что было 
показано как в наших собственных исследова-
ниях, так и в работах других авторов [3, 27–31]. 
Park et al. при изучении влияния АД, выделенной 
из Mycoplasma spp. на HUVEC, обнаружили, что 
пролиферация клеток и синтез NO в условиях 
дефицита L-ар ги ни на подавляются. Внесение 
избытка L-ар ги ни на приводит к восстановле-
нию этих показателей [27].

Регуляция процессов пролиферации ЭК про-
исходит с участием рецептора VEGFR2, который 
осуществляет трансдукцию сигналов от росто-
вых факторов [32]. Наши эксперименты пока-
зали, что экспрессия рецептора VEGFR-2 при 
инкубации HUVEC в присутствии СРС обоих 
штаммов не изменялась. Эти результаты указы-
вают на то, что в подавлении пролиферации ЭК 
под влиянием АД задействованы другие механиз-
мы. Предполагают, что снижение пролиферации 
ЭК может быть связано с дефицитом L-ар ги ни-
на в качестве предшественника NO [27], проли-
на [33], полиаминов [4] и агматина [34]. Повы-
шенная продукция АФК при дефиците субстрата 
для eNOS [35] и нарушение посттрансляционно-
го аргинилирования белков цитоскелета также 
может быть причиной ингибиции пролифера-
тивной активности ЭК [36]. Дефицит L-ар ги ни-
на может приводить к ингибиции mTOR внутри-
клеточного сигнального пути и переключению 
метаболизма с гликолиза на окислительное фос-
форилирование, ингибиции процессов, связан-
ных с ангиогенезом, в том числе и пролифера-
ции [5, 6].

ВЫВОДЫ

Сравнение влияния СРС исходного штамма 
S. pyogenes и его изогенного мутанта с инакти-
вированным геном аргининдеиминазы на по-
верхностный фенотип и пролиферативную ак-
тивность ЭК показало, что АД может являться 
фактором, который приводит к старению кле-
ток, эндотелиальной дисфункции из-за разви-
тия тромбозов и воспаления.
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Arginine is an important nutrient involved in the regulation of homeostasis, vascular tone, as well as 
the development of infl ammation and immune response. Arginine defi ciency caused by bacterial argin-
ine-deiminase can lead to endothelial dysfunction. In the present study, using the Supernatants of De-
stroyed Streptococcal Cells (SDSCs) of the original strain (S. pyogenes M49-16) and its isogenic mutant 
with the inactivated gene of arginine-deiminase ArcA (M49-16delArcA), the eff ect of arginine deiminase 
on the proliferative activity and expression of adhesion molecules on human umbilical vein endothelial 
cells (HUVEC) was evaluated. Cell distribution by cell cycle phases and expression of surface molecules 
were investigated by fl ow cytometry using monoclonal antibodies. It was shown that the original strain 
SDSC signifi cantly reduced the proliferative activity of HUVEC and increased the expression of adhe-
sion molecules CD62P, ICAM-1 and tissue factor CD142. The SDSC of the mutant strain did not have 
any eff ect. In the presence of supernatants of both strains, the expression of VEGFR-2 receptor did not 
change. The results showed that streptococcal arginine deiminase promotes development of endothelial 
dysfunction, infl ammation, and coagulation.
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