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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования и степень ее разработанности 

Прогрессивное развитие системы знаний об окислительном стрессе, 

представляющем собой дисбаланс про- и антиоксидантных реакций [56, 197], к 

настоящему моменту сформировало представления о его вовлеченности в 

патогенез обширного круга заболеваний, а также в целый ряд адаптивных 

процессов [38, 57, 328], что стимулирует дальнейшие исследования по поиску 

новых агентов, маркеров и мишеней свободнорадикальных процессов, способных 

внести вклад в понимание механизмов развития окислительного стресса и 

способов его коррекции. Существенный прогресс в этой области был достигнут 

исследованиями, продемонстрировавшими вклад в свободнорадикальные 

процессы активных форм азота [324, 393], сочетавшимися с описанием 

антиоксидантных эффектов оксида азота [304]. Кроме того, в настоящее время 

активно развивается направление исследований, связанное с обнаружением и 

описанием процесса окислительной модификации белков [41, 335], продукты 

которого рассматриваются современными исследователями не только в качестве 

наиболее стабильных и удобных для количественного определения показателей 

выраженности окислительного стресса [52, 143] но и как участники 

физиологических и  патологических реакций [123, 322]. 

На данный момент известно, что в качестве индукторов окислительной 

модификации белков способны выступать как активные формы кислорода и азота, 

так и продукты перекисного окисления липидов, а также металлы переменной 

валентности и редуцирующие сахара [106, 336], появляются работы, 

демонстрирующие значение для этого процесса нарушений соотношения про- и 

антиоксидантных эффектов в условиях истощения антиоксидантной системы [12, 

345]. Также последние годы ознаменованы появлением значительного количества 

не только экспериментальных, но и клинических исследований, использующих 

уровень окислительной модификации белков в качестве маркера окислительного 

стресса [5, 50, 71, 113].  Тем не менее, исследования в области описания 

выраженности и характера окислительной модификации белков при адаптивных и 
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патологических процессах, ассоциированных с окислительным стрессом, а также 

изучения возможностей, способов и механизмов защиты от токсического 

действия продуктов окислительного повреждения протеинов сохраняют высокую 

степень актуальности.  

В частности, перспективным представляется выяснение антиоксидантных 

возможностей оксида азота в отношении процесса окислительной модификации 

белков, поскольку эта часть эффектов, в отличие от прооксидантных [94, 298] на 

данный момент практически не изучена, при том, что наличие других 

антиоксидантных эффектов этого соединения в настоящее время создало 

значимое для медицины направление по созданию лекарственных препаратов, 

способных стабилизировать и транспортировать оксида азота [10, 168]. 

Важнейшим механизмом защиты от накопления и токсического действия 

продуктов окислительной модификации белков признана их протеолитическая 

деградация [192]. Наиболее изученным механизмом утилизации окисленных 

протеинов на данный момент является протеасомный протеолиз [235], однако в 

последние годы появляются сведения об участии в деградации окислительно 

поврежденных белков отдельных митохондриальных протеаз [302], а также 

лизосомальных катепсинов [133], также обсуждается возможность участия в этом 

процессе шаперон-опосредованной аутофагии [303]. 

Среди известных на данный момент более чем 50 лизосомальных гидролаз 

особое внимание исследователей привлекает группа лизосомальных цистеиновых 

протеиназ (ЛЦП, цистеиновые катепсины), особенностью которых является 

способность к деградации не только внутриклеточных, но и экстрацеллюлярных 

белков [156, 417].  

Особенности структуры цистеиновых катепсинов, создающие способность 

к внелизосомальному действию и чувствительность к многочисленным факторам 

управления активностью [156], делают их привлекательными кандидатами на 

роль потенциальных факторов утилизации окислительно модифицированных 

белков в цитоплазме клетки, что могло бы оказаться существенным дополнением 
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к работе  эндосомально-лизосомальной и протеасомной систем деградации 

поврежденных белков. 

В течение многих лет исследования ЛЦП акцентировались в области их 

экстрацеллюлярных эффектов, что к настоящему времени позволило 

сформировать представления не только о вовлеченности данной группы 

ферментов в патогенез целого ряда распространенных и медико-социально 

значимых заболеваний [92, 329, 436], но и о возможностях фармакологического 

управления их действием [174, 371]. 

При сохранении интереса к экстрацеллюлярным эффектам цистеиновых 

катепсинов, последние годы ознаменовались новым витком исследований, 

связанных с обнаружением участия лизосомальных протеиназ, в большей степени 

ЛЦП, в механизмах апоптоза [270, 378], причем не только по классическому, 

каспазо-зависимому [366], но и по отдельному, лизосомально-опосредованному 

[126, 367] пути. Это, фактически, привело к формированию нового научного 

направления, разработка которого не только требует дальнейшего уточнения 

механизмов интра- и внелизосомальной регуляции активности цистеиновых 

катепсинов, но и создает необходимость подробного изучения факторов, 

способных оказывать действие на  прижизненную проницаемость 

(пермеабилизацию) лизосомальных мембран, влияя тем самым на выход 

ферментов в цитоплазму [268, 368].  

Поскольку активное изучение механизмов пермеабилизации 

лизосомальных мембран началось относительно недавно [63, 352], процесс 

находится в настоящее время на этапе активного накопления экспериментальных 

данных [98, 216, 315] и полная систематизированная картина на данный момент 

не получена. При этом в качестве одного из факторов повышения проницаемости 

лизосомальной мембраны указывается окислительный стресс [114, 116, 254], 

однако исследования механизмов связи этих процессов весьма немногочисленны 

[267]. Тем не менее, имеются указания на участие цистеиновых катепсинов в 

АФК-индуцированном апоптозе [182, 270, 397], и возможности АФК 

способствовать ПЛМ через активацию  Ca
2+

-каналов лизосомальной мембраны 
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[390], а также появляются сведения о стабилизации лизосомальной мембраны под 

действием антиоксидантов [173, 178, 331], хотя  результаты исследований пока 

весьма фрагментарны.  

Таким образом, исследование взаимосвязей изменений активности 

цистеиновых катепсинов и  проницаемости лизосомальной мембраны с уровнем 

окислительной модификации белка при состояниях, ассоциированных с 

окислительным стрессом, а также поиск факторов, способных оказывать 

корректирующее действие на указанные процессы, представляется актуальным 

направлением, имеющим важное биомедицинское значение. Разработка 

направления способна как расширить понимание механизмов воздействия 

окислительного повреждения протеинов на активность ферментов и 

проницаемость мембран и внести вклад в представления о роли лизосомального 

протеолиза в протеостате, так и послужить основой для дальнейших 

исследований в области антиоксидантной терапии и фармакологических путей 

управления апоптозом. 

Цель и задачи исследования 

Цель: изучить состояние и механизмы изменения активности и 

компартментализации лизосомальных цистеиновых протеиназ при окислительном 

стрессе и выявить роль функционального состояния цистеиновых протеиназ 

лизосом  различных тканей в процессе адаптации к окислительному повреждению 

белков. 

Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие 

задачи: 

1. Разработать способ комплексной оценки содержания продуктов 

окислительной модификации белков в тканях и биологических жидкостях. 

2. Исследовать изменения общей активности лизосомальных цистеиновых 

катепсинов В, L, H на клеточном и тканевом уровне в условиях индукции 

окислительного стресса. 

3. Провести комплексную оценку содержания продуктов окислительной 

модификации белков различных тканей при воздействии неселективного 
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ингибитора и субстрата NO-синтазы in vivo, а также при экспериментальной 

гипергомоцистеинемии. 

4. Исследовать изменения активности и компартментализации лизосомальных 

цистеиновых катепсинов В, L, H, а также оценить состояние проницаемости 

лизосомальной мембраны  в тканях in vivo под действием модуляторов 

синтеза оксида азота и при экспериментальной гипергомоцистеинемии. 

5. Исследовать изменения активности и компартментализации катепсинов В, 

L, H,  а также оценить состояние проницаемости лизосомальной мембраны 

в изолированных лизосомах при индукции окислительного стресса in vitro.  

6. Изучить влияние L-аргинина на показатели окислительной модификации 

белков, а также установить его возможную роль в качестве фактора, 

изменяющего активность и компартментализацию лизосомальных 

цистеиновых протеиназ. 

7. Провести анализ связей показателей состояния окислительной 

модификации белков и изменений активности и компартментализации 

лизосомальных цистеиновых катепсинов В, L, H. 

8. Исследовать возможность разработки способа оценки селективного 

изменения компартментализации активности лизосомальных цистеиновых 

протеиназ. 

Научная новизна исследования 

В данной работе впервые на организменном, тканевом, клеточном и 

субклеточном уровне продемонстрирована связь изменений активности и 

компартментализации цистеиновых катепсинов с окислительным стрессом, 

оцениваемом по выраженности и характеру окислительной модификации белков. 

При выполнении исследования разработан способ комплексной оценки 

содержания продуктов окислительной модификации белков в тканях и 

биологических жидкостях, позволивший впервые осуществить полное 

количественное измерение содержания продуктов спонтанного и металл-

катализированного карбонилирования белков с характеристикой соотношения 

первичных и вторичных маркеров их окислительного повреждения в моделях, 
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сопряженных с окислительным стрессом.   Получен патент на изобретение 

(№2524667 от 27.07.2014). Предложен новый способ количественной оценки 

избирательной проницаемости лизосомальной мембраны для индивидуальных 

представителей группы катепсинов. 

Впервые показано, что подавление синтеза оксида азота приводит к 

нарастанию содержания продуктов окислительной модификации белков в 

тимоцитах и спленоцитах (in vitro) и цитоплазматической фракции ткани печени, 

почки и легкого (in vivo); в in vivo- моделях впервые обнаружена обратная 

зависимость содержания продуктов окислительной модификации белков от 

концентрации метаболитов оксида азота. Впервые описаны изменения 

содержания продуктов окислительного карбонилирования белков в 

цитоплазматической фракции ткани печени, почки, легкого и миокарда 

экспериментальной гипергомоцистеинемии.  

В in vitro- и in vivo экспериментах впервые продемонстрирована 

чувствительность общей активности цистеиновых катепсинов к развитию 

окислительного стресса, впервые обнаружена прямая зависимость общей 

активности катепсинов B, L, H от содержания продуктов окислительного 

карбонилирования белков. 

Впервые описаны зависимости изменений активности и субклеточного 

распределения лизосомальных цистеиновых катепсинов B, L, H, а также 

состояния проницаемости лизосомальной мембраны от выраженности 

окислительной модификации белков при in vivo-моделировании ситуаций, 

сопряженных с окислительным стрессом. 

Впервые исследовано прямое in vitro воздействие индукции 

окислительного стресса на уровень окислительного карбонилирования белков,  

активность цистеиновых катепсинов и проницаемость мембраны изолированных 

лизосом печени крыс с оценкой корректирующего действия L-аргинина. 

Обнаружен ранее неизвестный феномен снижения проницаемости 

лизосомальных мембран при умеренном/кратковременном окислительном 
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стрессе, что позволило впервые сформулировать гипотезу о значении степени 

повреждения белков лизосомальных мембран в механизме пермеабилизации. 

Получены новые данные об эффектах  L-аргинина, не связанных напрямую 

с участием в генерировании оксида азота: обнаружено, что L-аргинин при 

изолированном применении способен приводить к уменьшению содержания 

продуктов окислительной модификации белков в цитоплазматической фракции и 

лизосомах печени крыс, снижать уровень гомоцистеина в крови при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии, корректировать вызванное 

индукторами окислительного стресса нарастание содержания окислительно 

карбонилированных белков, в том числе через влияние на активность и 

компартментализацию цистеиновых катепсинов. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Полученные в ходе исследования результаты расширяют 

фундаментальные представления о механизмах и этапах повреждения белков при 

окислительном стрессе и способах эндогенной и экзогенной коррекции 

развивающихся изменений, а также способствуют более глубокому пониманию 

роли оксида азота в развитии свободнорадикальных патологий. 

Обнаруженные корреляции между активностью цистеиновых катепсинов и 

выраженностью окислительной модификации белков вносят вклад в систему 

знаний об этой группе ферментов и могут стать основой для дальнейших 

исследований роли этих компонентов деградационного пула контроля 

протеостата в защите клетки от окислительного повреждения. 

Выявление изменений проницаемости лизосомальной мембраны на фоне 

окислительного повреждения белков является существенным дополнением 

активно развивающегося направления исследований механизмов 

пермеабилизации лизосомальной мембраны и дает возможность определить 

новые мишени для фармакологического управления ситуациями, сопряженными с 

апоптозом. 

Описанные протективные эффекты L-аргинина дополняют представления 

о его биологической роли и могут быть использованы для разработки новых 
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подходов терапевтической коррекции состояний, ассоциированных с 

окислительным стрессом.  

Разработанный способ комплексной оценки содержания продуктов 

окислительной модификации белков применим для тканей и биологических 

жидкостей и его внедрение существенно повышает информативность 

количественной оценки содержаниях карбонилированных протеинов, 

являющихся современным маркером окислительного стресса. 

Методология и методы исследования 

Исследование носит экспериментальный характер и выполнялось путем in 

vitro- и in vivo- моделирования ситуаций, сопряженных с развитием 

окислительного стресса с последующей оценкой состояния окислительной 

модификации белков и изменений активности и компартментализации 

лизосомальных цистеиновых протеиназ. Объектом in vivo- моделирования 

являлись конвенциональные половозрелые крысы Wistar, для  in vitro-

исследований использовались клетки, выделенные из крови и тканей указанных 

лабораторных животных, а также лизосомы печени. Содержание животных, in 

vivo- моделирование, выведение из эксперимента и получение материала для 

исследований полностью соответствовало требованиям локального этического 

комитета по проведению научных исследований. Обработка полученных 

результатов проводилась с использованием прикладных программ. При 

выполнении работы использовались преимущественно биохимические методы: 

спектрофотометрия, спектрофлуорометрия, иммунохимические методы, 

колориметрия; в качестве вспомогательных методов применялись 

дифференциальное центрифугирование и световая микроскопия; обработка 

полученных результатов  осуществлялась с помощью современных методов 

статистического анализа. 

Внедрение результатов работы 

Результаты исследования внедрены в работу Научно-клинического центра 

гематологии, онкологии и иммунологии Федерального государственного 

бюджетного образовательного учреждения высшего образования «Рязанский 
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государственный медицинский университет имени академика И.П. Павлова» 

Министерства здравоохранения Российской Федерации, Государственного 

бюджетного учреждения Рязанской области «Областной клинический 

кардиологический диспансер», Государственного бюджетного учреждения 

Рязанской области «Городская клиническая больница № 11», используются в 

учебном процессе кафедры биологической химии с курсом клинической 

лабораторной диагностики Федерального государственного бюджетного 

образовательного учреждения высшего образования «Рязанский государственный 

медицинский университет имени академика И.П. Павлова» Министерства 

здравоохранения Российской Федерации. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. In vitro- и in vivo- исследования демонстрируют наличие чувствительности 

общей активность цистеиновых катепсинов В, L, Н к действию индукторов 

окислительного стресса и наличие зависимости ее изменений от 

выраженности окислительной модификации белков. 

2. In vivo- подавление синтеза оксида азота приводит к нарастанию 

содержания продуктов окислительного карбонилирования белков в 

цитоплазматической фракции гомогенатов паренхиматозных органов в 

сочетании с множественными изменениями активности и субклеточного 

распределения цистеиновых катепсинов, коррелирующими со степенью 

изменений содержания окислительно модифицированных протеинов. 

3. Экспериментальная гипергомоцистеинемия ассоциирована с повышением 

содержания окислительно модифицированных белков в 

цитоплазматической фракции ткани печени, почки и, в наибольшей 

степени, в миокарде, но не в ткани легкого; изменения активности и 

компартментализации цистеиновых катепсинов носят тканеспецифический 

характер, демонстрируя зависимость от изменений содержания продуктов 

окислительной модификации белков и, в меньшей степени, от уровня 

гипергомоцистеинемии. 
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4. L-аргинин in vivo при изолированном и сочетанном с индукторами 

окислительного стресса применении демонстрирует способность 

препятствовать накоплению окислительно поврежденных белков, в том 

числе за счет изменений активности цистеиновых катепсинов во 

внелизосомальной фракции. 

5. Прямое in vitro- воздействие индуктора окислительного стресса на 

изолированные лизосомы печени крыс вызывает нарастание содержания 

окислительно модифицированных белков и преимущественное повышение 

активности цистеиновых катепсинов в лизосомальной фракции; изменения 

существенно корректируются воздействием L-аргинина. 

6. На основании комплекса in vivo- и in vitro- исследований выдвигается 

предположение о значении степени окислительного повреждения белков 

лизосомальных мембран для направленности изменений их проницаемости. 

Степень достоверности и апробация результатов 

Достоверность результатов работы подтверждается достаточным 

количеством наблюдений, адекватностью экспериментальных моделей, 

применением современных биохимических методов исследования и способов 

статистической обработки.  

Основные результаты диссертационного исследования представлены и 

обсуждены на: IХ Международной научно-практической конференции 

«Достижения фундаментальных наук и возможности трансляционной медицины в 

решении актуальных проблем здравоохранения» (Астрахань, 2013); ХII 

региональной научно-практической конференции с международным участием 

«Обмен веществ при адаптации и повреждении (дни лабораторной диагностики 

южного федерального округа)» (Ростов-на-Дону, 2013); V Российской научно-

практической конференции «Здоровье человека в ХХI веке» (Казань, 2013); 

Международной научно-практической конференции «Современная медицина: 

актуальные вопросы и перспективы развития» (Нижний Новгород, 2014); 

Международной научно-практической конференции «Медицинские науки: 

прошлое, настоящее и будущее» (Уфа, 2014); Межрегиональной научной 
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конференции с международным участием Рязанского государственного 

медицинского университета имени академика И.П. Павлова (Рязань, 2014); 10-й 

юбилейной  Международной конференции «Окислительный стресс и 

свободнорадикальные патологии» (Абхазия, 2014); XIV Российской научно-

практической конференции с международным участием «Обмен веществ при 

патологии и адаптации. Дни молекулярной медицины на Дону» (Ростов-на-Дону, 

2015); Всероссийской научной конференции студентов и молодых специалистов 

«Актуальные вопросы современной медицины: взгляд молодого специалиста» 

(Рязань, 2015); Российской научно-практической конференции «Зубаировские 

чтения: Новое в коагулологии. Медицинская биохимия: достижения и 

перспективы» (Казань, 2015); Ежегодной научной конференции Рязанского 

государственного медицинского университета имени И.П. Павлова, посвященной 

65-летию работы университета на Рязанской земле (Рязань, 2015); 

Международной конференции «Новые инновационные технологии в медицине, 

биологии, фармакологии, экологии»: Весенняя сессия. (Гурзуф, 2015); VII 

Российской научно-практической конференции «Здоровье человека в XXI веке» 

(Казань, 2015); Всероссийской научно-практической конференции студентов и 

молодых специалистов с международным участием «Биохимические научные 

чтения памяти академика Е.А. Строева» (Рязань, 2016); Межрегиональной 

научно-практической конференции с международным участием «Актуальные 

вопросы медицинской биохимии и лабораторной диагностики» (Ижевск, 2017); 

11-й международной научно-практической конференции «Достижения 

фундаментальных наук – основа формирования современной медицины» 

(Астрахань,  2018).  

Публикации 

Результаты исследования представлены в 39 публикациях, их них 16 –  в 

рецензируемых научных журналах, рекомендованных ВАК при Минобрнауки 

России (в том числе 7 – в изданиях, цитируемых в системах Scopus и Web of 

Science), в число публикаций также входит 1 патент на изобретение, 1 

методические рекомендации и 1 монография. 
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Личный вклад соискателя 

Непосредственное участие автора заключалось в планировании и 

организации исследования, постановке задач, разработке дизайна, методической 

поддержке и проведении экспериментов, статистической обработке и анализе 

полученных результатов, формулировке научных положений и выводов. Все 

изложенные в диссертации результаты получены автором либо в ходе 

самостоятельно проведенных исследований, либо при работе в рамках подготовки 

диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук под научным 

руководством автора и при его непосредственном участии. Соавторы 

исследований указаны в публикациях.  

Объём и структура диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, материалов и методов 

исследования, результатов исследования и их обсуждения, заключения, выводов, 

списка условных сокращений, списка литературы. Объём работы составляет 280 

страниц машинописного текста, содержит 88 рисунков и 34 таблицы. Список 

литературы включает 438 источников, из них 82 отечественных и 356 

зарубежных. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Окислительная модификация белков - современный маркер 

окислительного стресса 

Неугасающий интерес к проблемам окислительного стресса сформировал 

представления о вовлеченности дисбаланса между про- и антиоксидантными 

реакциями в патогенез множества заболеваний, а также в физиологические и 

адаптивные процессы (Рисунок 1) [56, 197, 328]. Этот факт стимулирует 

дальнейшие исследования по изучению механизмов адаптивного и 

повреждающего действия окислительного стресса и поиску новых мишеней и 

маркеров окислительного воздействия. Значительный прогресс в этой области 

был достигнут обнаружением и описанием процесса окислительной модификации 

белков, продукты которого в настоящее время рассматриваются не только в 

качестве стабильных и удобных для количественного определения показателей 

выраженности окислительного стресса, но и как участники развития 

патологических реакций [52, 113]. 

 Окислительная модификация белков представляет собой процесс их 

ковалентной модификации, вызванный непосредственным воздействием 

активных форм кислорода (АФК) и/или активных форм азота (АФА), а также 

косвенным взаимодействием с вторичными побочными продуктами 

окислительного стресса [335]. В качестве индукторов образования окислительно-

модифицированных белков (ОМБ) в настоящее время описаны [106, 336]: 

 активные формы кислорода (ОН˙, О2
˙ ̄
, Н2О2, О2); 

 активные формы азота (NO
˙
, ONOO ̄); 

 металлы переменной валентности (Сu
2+

, Fe
2+

) 

 продукты перекисного окисления липидов (малоновый диальдегид, 4-

гидрокси-2-ноненаль) 

 редуцирующие сахара.   
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Рисунок 1. Патологии, ассоциированные с окислительным стрессом (цит. по [328]) 
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Формирование ОМБ происходит не только при нарастании концентрации 

индуцирующих агентов, но и при смещении баланса aнтиоксидантов и 

прооксидантов в пользу вторых в условиях истощения антиоксидантной системы 

[12, 345]. 

Окислительной модификации может подвергаться как полипептидная 

цепь, так и простетическая часть сложных белков, примером последней является 

окисление железа негемовых белков с последующей диссоциацией [41]. Однако 

термин «окислительная модификация белков» применяется в основном для 

описания процессов, связанных с полипептидной цепью, где модификации может 

подвергаться как пептидная связь, так и боковые радикалы аминокислот [106, 

285].  

По направлению дальнейшего развития окислительное повреждение белков 

может оказаться как обратимым,  так и необратимым процессом (Рисунок 2). 

Необратимое окисление белков приводит к утрате их биологических свойств, а в 

дальнейшем агрегации или деградации. К этому типу окисления относится 

образование карбонильных производных белков [432], нитротирозина и 

битирозина [344]. Обратимое окисление белков имеет большое значение для 

клеточной сигнализации, например, при ишемическом повреждении [123, 322]. 

Этот тип окисления характерен для модификации остатков цистеина с конечными 

продуктами: дисульфиды, глутатион-тиолы, нитрозотиолы, сульфеновая и 

сульфоновая кислоты [123]. 

По вовлеченности аминокислот в процесс окислительной модификации 

белков можно выделить три группы: ароматические аминокислоты; 

аминокислоты, при окислении которых образуются карбоксильные группы; 

аминокислоты, содержащие серу. Наиболее изученным является механизм 

повреждения ароматических аминокислот и серосодержащих аминокислот. 

Характерным признаком карбонильных производных  является формирование 

СО-группы в результате окислительной модификации боковых радикалов 

аминокислот в составе белков.  
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Рисунок 2.  Варианты окислительной модификации белков (цит. по: [123]) 

В связи с тем, что белковые карбонилы были описаны в качестве ключевых 

биомаркеров многих патологий [123, 143, 335, 432], а также процесса старения 

[41, 111], в настоящее время наиболее изучаемым является именно этот тип  

окислительной модификации протеинов. На данный момент большинство 

исследователей описывают количественные изменения общего содержания 

карбонилированных протеинов при их спонтанном и металл-катализируемом 

образовании [32, 50, 113, 391]. Однако в ряде исследований было 

продемонстрировано, что карбонилирование белков в условиях окислительного 

стресса является селективным процессом [166, 271, 323]. В связи с этим, в 

последние годы стали появляться данные о конкретных участках 

карбонилирования белков, подверженных окислительному стрессу [255, 338, 354, 

396].  Так, например, окисление функциональных групп гистидина, лизина, 

аргинина, пролина в боковом радикале приводит к формированию альдегидной 

группы, а окисление остатков глутаминовой и аспарагиновой кислот приводит к 

разрыву полипептидной цепи с образованием пирувильной группы из N-концевой 

аминокислоты, то есть формированию кето-группы  [21, 143, 335, 396] (Таблица 

1). 
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Таблица 1 

Формирование альдегидной и кетонной групп при окислительном 

карбонилировании белков 

Формирование альдегидной группы 

 

  

 

Формирование кетонной группы 
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В целом, многочисленные исследования в течение последних 15-20 лет 

позволили не только подтвердить первоначальный тезис о том, что выявление 

окислительно модифицированных белков может играть важную роль в ранней 

диагностике свободнорадикальных патологий [375], но и сформировать 

представления о карбонильных производных белков, как об идеальных 

биомаркерах окислительного стресса, обладающих целым рядом преимуществ 

перед другими продуктами процесса [340]: 

 формирование на ранних стадиях окислительного повреждения; 

 высокая стабильность, формирующая длительную персистенцию; 

 чувствительность к степени выраженности окислительного стресса; 

 способность предоставлять диагностическую информацию о 

фармакологическом ответе, в том числе об эффективности антиоксидантной 

терапии. 

При этом интерес к изучению процесса окислительной модификации 

белков не исчерпывается диагностическим и прогностическим значением 

выявления его продуктов. Обширные биологические функции белков, частично 

или полностью утрачиваемые в результате окислительного повреждения, а также 

возможное токсическое воздействие формируемых при окислении агрегатов 

белков [52, 72] сформировали необходимость подробного изучения возможностей 

организма препятствовать накоплению продуктов окислительной модификации 

протеинов. 

Важнейшим уровнем защиты от накопления окислительно 

модифицированных белков является протеолитическая утилизация [192]. В 

целом, деградационный модуль контроля протеостаза в настоящее время 

описывается как комплекс внутриклеточных протеаз и протеолитических систем, 

включающий компартментализованные (например, митохондриальные) протеазы, 

убиквитин-протеасомную систему и аутофаго-лизосомную систему [303]. 

Для утилизации окисленных протеинов на данный момент признанным и 

достаточно хорошо изученным механизмом является протеасомный протеолиз  

[234-236] предварительно убиквитинированных белков [196, 334]. Также 
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обсуждается участие в процессе защиты клетки от окислительно поврежденных 

белков процесса аутофагии, протекающего с участием внутрилизосомального 

протеолиза [179, 230, 241]. Из описанных механизмов аутофагии (Рисунок 3) 

наиболее вероятными для утилизации окислительно поврежденных белков 

представляются макроаутофагия, протекающая с предварительным 

формированием аутофагосомы, и шаперон-опосредованная селективная 

аутофагия [303].  

 

Рисунок 3. Механизмы аутофагии (цит. по: [275]) 

Интересно, что в настоящее время описывается роль убиквитинирования 

белков для селективной аутофагии, что связывает этот процесс с протеасомным 

механизмом [424]. Кроме того, появляются сведения об участии в деградации 

окислительно поврежденных белков отдельных митохондриальных протеаз (в 

основном Lon-протеазы) [302] и лизосомальных катепсинов [133]. 

Таким образом, окислительная модификация белков в настоящее время 

признана в качестве проявления и маркера окислительного стресса, при этом 

первоначальное мнение, о «случайном» характере окислительного повреждения 

сменяется представлениями о специфических сайтах окисления. Изучение 

характера и динамики процессов свободно-радикального окисления белков, а 
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также уточнение механизмов, вовлеченных в утилизацию продуктов их 

окислительного повреждения может иметь патогенетическое значение при ряде 

заболеваний человека или животных, а также использоваться для разработки 

способов их профилактики и лечения.  

1.2. Роль оксида азота и его производных в свободнорадикальных 

процессах; регуляция пула оксида азота 

Оксид азота относится к наиболее изучаемым биоактивным молекулам, 

принимающим участие во множестве ключевых для организма млекопитающих 

биологических процессов [65, 296, 363].  На сегодняшний день доказано участие 

оксида азота в регуляции сосудистого тонуса [214, 308], тромбоцитарного звена 

гемостаза [415], отдельных реакций лейкоцитов [207], деятельности иммунной 

[213, 358], нервной [221], дыхательной [307], пищеварительной [407] и 

мочевыделительной [294] систем.  

Отдельным аспектом изучения биологических эффектов оксида азота 

является исследование его роли в свободно-радикальных процессах.   

Благодаря высокой реакционной способности, обеспеченной наличием на 

внешней π-орбитали неспаренного электрона [195], оксид азота способен 

проявлять как про-, так и антиоксидантные свойства [233]. 

Прооксидантные эффекты оксида азота в настоящее время связывают в 

основном с его способностью вступать в реакцию с супероксид анион-радикалом 

(О2
−
), продуктом которой является пероксонитрит [343, 393]: 

 NO. + O2
− → ONOO− 

Образовавшийся пероксонитрит существует в двух формах: 

нуклеофильный анион (ONOO
−
) и протонированная форма (НОNOO) [413]. Обе 

формы являются высоко реактивными и способны вступать в прямые 

окислительные реакции с многочисленными биомолекулами [324, 393]. Кроме 

того, как протонированная, так и анионная форма участвуют в образовании 

свободных радикалов.  Так, протонированная форма самопроизвольно 

распадается с образованием одноэлектронных оксидантов – гидроксильного (∙ОН) 

и нитритного (∙NO2) радикалов [97]: 
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HONOO →∙ ОН +∙NO2 

Анионная форма вступает в реакцию с диоксидом углерода, что, с одной 

стороны, уменьшает количество пероксонитрита, способного оказывать прямое 

окислительное действие, но, с другой стороны, приводит к формированию 

свободных радикалов карбоната (CO3
∙−

) и диоксида азота (∙NO2), являющихся 

оксидантами с высокой тропностью к цистеиновым и тирозиновым 

аминокислотным остаткам [326, 393]: 

ONOO− +  СO2 → CO3
∙− 

+ NO2 

В результате, пероксонитрит как прямо, так и опосредованно выступает в 

качестве мощного окислительного и нитрозилирующего агента.  В настоящее 

время описаны многочисленные биологические эффекты, связанные с 

окислительным/нитрозилирующим действием пероксонитрита и его производных 

[393]. Особо следует отметить способность пероксонитрита прямо и 

опосредованно снижать уровень антиоксидантной защиты [103, 152, 219], 

вызывать перекисное окисление и нитрозилирование липидов [325, 347, 355], а 

также подавлять активность NO-синтаз через окисление их эссенциального 

кофактора тетрагидробиоптерина (ВН4) [227, 283]. Кроме того, расширяется 

количество исследований, описывающих роль пероксонитрита и его 

производных в изменении структуры и функций белков через механизмы их не 

только окислительной, но и/или нитрозативной модификации, в основном 

затрагивающей аминокислотные остатки цистеина и тирозина [94, 102, 298, 306, 

337]. 

Известные на сегодняшний день антиоксидантные функции оксида азота 

обеспечиваются, по-видимому, его прямыми эффектами. Так, была 

продемонстрирована способность оксида азота в газовой и водной фазе вступать в 

реакции аутооксидации с молекулярным кислородом, продуктами которых 

являются существенно менее реакционно способные NO2 и NO2
−
 соответственно 

[185]. Кроме того,  высокий интерес к липопероксидации сконцентрировал 

внимание исследователей на антиоксидантных эффектах оксида азота, 

проявляющихся в отношении процесса перекисного окисления липидов [279]. 
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Доказано, что оксид азота способен ингибировать перекисное окисление липидов, 

взаимодействуя  с радикалом липидной перекиси и прерывая тем самым развитие 

реакции [304]: 

NO. + LO2
. → LOONO 

Отдельное место в изучении антиоксидантных свойств оксида азота 

занимает изучение его способности реагировать с металлами и их комплексами, в 

первую очередь с гемовым и негемовым железом [195, 237, 238]. Наиболее 

изученным в настоящее время  является формирование динитрозильных 

комплексов железа (ДНКЖ) [10]: 

Fe
2+ 

+ 3NO + H
+
              Fe

+
(NO

+
)2 + (H2O + N2O) 

Формирование такого рода комплексов, с одной стороны, способствует 

связыванию ионов железа, уменьшая тем самым возможности их участия в 

окислительных реакциях [195, 203], кроме того, оказалось, что ДНКЖ обладают 

собственными антиоксидантными эффектами: дозозависимо активируют 

антиоксидантные ферменты [18, 19], ингибируют перекисное окисление липидов 

[4], эффективно взаимодействуют с супероксидными радикалами при разных 

значениях парциального давления кислорода, включая условия глубокой 

гипоксии [13]. Все вышеизложенное, а также представления о ДНКЖ как о 

транспортной и стабилизирующей форме оксида азота [168], способной 

доставлять его к тканям с повышенной потребностью, формирует в настоящее 

время новое направление по изучению возможности создания на основе ДНКЖ 

терапевтических препаратов [10, 80]. 

Следует отметить, что, в отличие от прооксидантных эффектов, 

антиоксидантное действие оксида азота в отношении белков на данный момент 

практически не изучено. 

Таким образом, оксид азота в настоящее время признан одной из 

ключевых сигнальных молекул с множественными биологическими эффектами 

[296, 311], прогрессивное расширение представлений о которых порождает 

интерес к механизмам регуляции его образования.   
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 Основным механизмом генерации оксида азота у млекопитающих 

является реакция преобразования гуанидиловой группы L-аргинина, 

катализируемая NO-синтазами (NOSs, EC 1.14.13.39).  

В настоящее время описано три главных изоформы NOS млекопитающих 

[386] – нейрональная (NOS1, nNOS), индуцибельная (NOS2, iNOS) и 

эндотелиальная (NOS3, eNOS), кодируемых тремя отдельными генами [186, 288, 

341, 380] (Таблица 2).  

Таблица 2 

Изоформы NOS млекопитающих (цит. по [93]) 

 nNOS (NOS1) iNOS (NOS2) eNOS (NOS3) 

Хромосомная 

локализация 

12q24.2-12q24.3 

12 хромосомы 

17cen-q11.2 

17 хромосомы 

7q35-7q36  

7 хромосомы 

Структура и 

размер гена 

29 экзонов,  

28 интронов 

26 экзонов,  

25 интронов 

26 экзонов,  

25 интронов 

Количество 

аминокислот 

1434 1153 1203 

Молекулярная 

масса, кДа 

161 131 133 

 

Все изоформы NOS являются монооксигеназами, катализирующими 

превращение L-аргинина в эквивалентное количество NO и L-цитрулина при 

участии NADPH и О2: 

L-Arg + 1,5 NADPH +1,5 H
+
+2O2          1,5 NADP

+
 + Citrulline + NO + 1,5 H2O 

Данный процесс является двухэтапным (Рисунок 4): субстрат (L-

аргинин) преобразуется в N-гидрокси-L-аргинин, который затем превращается в 

цитруллин с выделением NO. При этом атом азота создаваемой молекулы NO 

происходит из гуанидиновой группы L-аргинина, а атом кислорода – из 

участвующего в реакции О2. 
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Рисунок 4. Образование оксида азота в реакции, катализируемой NOS 

(цит. по [17]) 

Структурно общим для всех изоформ NOS является двухдоменное 

строение с наличием оксигеназного домена на N-терминальном участке и 

редуктазного домена на С-терминальном участке (Рисунок 5). Оксигеназный 

домен содержит участки связывания для гема, 5,6,7,8-тетрагидробиоптерина 

(ВН4) и L-аргинина, а редуктазный домен для никотинамид-

адениндинуклеотидфосфата (НАДФН), флавин-адениндинуклеотида (ФАД) и 

флавинмононуклеотида (ФМН).  Оксигеназный и редуктазный домены 

соединены между собой кальмодулин-связывающей аминокислотной 

последовательностью [181]. Важнейшим условием для проявления 

энзиматической активности любой изоформы NO-синтазы является 

димеризация двухдоменных мономеров, при этом формировании и 

стабилизации холодимеров участвуют оксигеназные домены и связанные с 

ними гем, ВН4 и L-аргинин [317, 384]. 
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Рисунок 5. Схематическое изображение мономера NO-синтазы (NOS) 

(цит. по: [181]) 

Изоформы NO-синтазы, имея структурную и функциональную общность, 

различаются как по локализации, так и по особенностям экспрессии и регуляции 

активности. Так, названные по первично обнаруженной локализации 

нейрональная (nNOS) и эндотелиальная (eNOS) изоформы по своей экспрессии 

относятся к конститутивным (kNOS): их синтез и, как следствие, содержание в 

клетках являются постоянными и не зависящими от изменения обменных 

процессов [187]. Действие указанных изоформ обеспечивает генерацию оксида 

азота в первую очередь в нейронах и эндотелии соответственно, обеспечивая его 

участие в нейротрансмиссии [427] и регуляции тонуса сосудов [171].  

При этом индуцибельная NO-синтаза (iNOS) присутствует во множестве 

клеток и тканей лишь в следовых концентрациях и основным путем регуляции ее 

активности является модулирование экспрессии на транскрипционном и 

посттранскрипционном уровне [351]. Основной функцией iNOS в настоящее 

время считается участие в иммунной защите посредством синтеза оксида азота 

как противовоспалительного агента [142, 409]. 

Следует отметить, что представления о локализации, способах регуляции и 

биологической роли NO-синтаз постоянно расширяются. Так, в последнее время 

не теряющее актуальности направление по изучению роли оксида азота в 

контроле тонуса сосудов и реологии крови обогатилось формированием 
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представлений о значимости циркулирующего пула оксида азота, формируемого в 

основном через активность эндотелиальной NO-синтазы [346]. При этом 

оказалось, что активность данного фермента связана не только с 

эндотелиоцитами, но и с некоторыми популяциями лейкоцитов [287], а также с 

циркулирующими микровезикулами [141], и, возможно, с тромбоцитами [314, 

364]. Особое же значение в последние годы придается вкладу в формирование 

циркулирующего пула NO и его метаболитов эндотелиальной NO-синтазы, 

обнаруженной в эритроцитах  [210]: оказалось, что e-NOS-зависимая продукция 

оксида азота в этих клетках реализуется при нормоксии, а сниженная экспрессия 

фермента ассоциирована с сердечно-сосудистой патологией [148]. 

Помимо NO-синтазных реакций в формирование тканевого и плазменного 

пула монооксида азота могут вносить свой вклад процессы его трансформации в 

биологически не активные метаболиты и возобновления по NOS-независимым 

механизмам.   

Неактивными метаболитами оксида азота считаются нитрит-анион (NO2
−
) и 

нитрат-анион (NO3
−
), образующиеся самопроизвольно в ходе одно- и 

двухэлектронного окисления NO соответственно. Дополнительно, преобразование 

NO в NO2
−
 может катализироваться церулоплазмином в плазме крови [136] и 

цитохром с оксидазой в тканях [145]. Также известна способность 

циркулирующих эритроцитов активно захватывать NO из плазмы крови и 

преобразовывать его в нитратный анион (NO3
−
) в быстропротекающей реакции с 

переходом оксигемоглобина в метгемоглобин, что считается важным 

физиологическим механизмом, лимитирующим сосудорасширяющее действие NO 

[406]: 

Fe
II
O2Hb + NO                          Fe

III
Hb + NO3− 

Помимо эндогенного образования, некоторое количество NO2
−
 поступает в 

организм с пищей (например, с консервированным мясом), кроме того, 

содержащийся в зеленых листовых овощах NO3
−
 восстанавливается до NO2

−
 

бактериями ротовой полости и кишечника, а также (в меньшей степени) под 

действием ксантиноксидазы в клетках печени [86]. Таким образом, в организме 
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преобладающим метаболитом оксида азота можно считать нитрит-анион (NO2
−
), 

концентрации которого находятся в области микромолярных в тканях (1-20 µМ) и 

наномолярных в крови (100-200 nM) [370].  Следует отметить, что, несмотря на 

физиологическую инертность, NO2
−
 в настоящее время уже не рассматривается 

как конечный, необратимый продукт превращения оксида азота. 

Так, В.П. Реутовым и соавторами была предложена концепция цикла оксида 

азота, описывающая возможность неферментативного восстановления его 

метаболитов NO2
−
 и NO3

−
 до исходного вещества (NO) с участием 

электронодонорных систем [65]. В дальнейшем было обнаружено, что 

восстановление NO2
−
 в NO может катализироваться множеством белков, 

проявляющих так называемую нитрит-редуктазную активность: гемпротеиды 

(гемоглобин, миоглобин, нейроглобин) [159, 208, 313], молибден-содержащие 

ферменты (ксантиноксидаза, альдегидоксидаза, сульфитоксидаза) [138, 251], 

комплексы III  и IV дыхательной цепи митохондрий [312], и даже NOS [309]. Хотя 

механизмы нитрит-редуктазного действия  указанных белков объяснены в 

различной степени, было показано, что оптимальными условиями для 

ферментативного восстановления NO2
−
 в NO являются состояния гипоксии и 

ацидоза [259, 284].  

Таким образом, NO2
−
 в настоящее время рассматривается как стабильный 

резерв биоактивного NO и других АФА, реализуемый, в основном, при гипоксии, 

когда ферментативная генерация NO под действием NOS, требующая кислорода в 

качестве субстрата, ограничивается (Рисунок 6). 
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Рисунок 6. Нитрит-NO цикл (цит. по: [370]) 

На данный момент представления о регуляции образования оксида азота в 

наибольшей степени связаны с изменениями скорости его ферментативного 

синтеза по NOS-зависимому пути. Достаточно хорошо изученные на сегодняшний 

день уровни регуляции включают изменение скорости и локализации 

транскрипции изоформ NOS, действие белковых модуляторов активности 

фермента (кальмодулин, белковый ингибитор NO-синтазы – PIN, белки теплового 

шока – Hsp90), посттрансляционное фосфорилирование [93]. Интерес 

исследователей в этой области сохраняется, при этом в настоящее время активно 

изучается  возможность влияния на уровень генерации оксида азота через 

изменение доступности субстрата реакции – L-аргинина.  

Данное направление можно условно подразделить на исследования, 

касающиеся непосредственно метаболизма L-аргинина и исследования, 

касающиеся влияния L-аргинина и его аналогов на активность NO-синтаз. 

L-аргинин, являясь источником ферментативной генерации NO в NOS-

содержащих биологических системах, является в то же время частью сложных 

метаболических путей [193, 292, 342], что может отражаться на его доступности в 
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качестве субстрата синтеза оксида азота, а также на активности NO-синтаз 

(Рисунок 7). 

 

Примечание: АССI – аргининосукцинат-синтетаза I; АСЛ – аргининосукциат-

лиаза; ADMA – асимметричный диметиларгинин 

Рисунок 7. Основные источники и пути использования L-аргинина у 

млекопитающих (адаптировано из: [193, 292]) 

Наиболее значимыми для регуляции ферментативного синтеза NO 

являются следующие аспекты обмена L-аргинина [342]: 

1. De novo- биосинтез L-аргинина, являющийся 3-х этапным процессом: 

1) биосинтез L-орнитина из L-глутамина и L-пролина; 2) синтез L-цитруллина из 

L-орнитина; 3) синтез L-аргинина из L-цитруллина [175, 193] и ресинтез L-

аргинина из  L-цитруллина, образующегося в NO-синтазной реакции [291, 411]. 

Завершающая реакция синтеза и ресинтез L-аргинина обеспечиваются 

активностью цитозольных ферментов аргининосукцинат-синтетазы I (АССI) и 
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аргининосукцинат-лиазы (АСЛ). Реакция, катализируемая АССI  является 

скорость-лимитирующей  и использует L-аспартат в качестве дополнительного 

субстрата. Значимость указанной реакции для обеспечения  NOS субстратом  

стала особенно ясна после обнаружения со-локализации и со-экспрессии ее 

ферментов с изоформами NО-синтазы [135, 300, 342]. 

2. Транспорт L-аргинина в клетки. Данный аспект обеспечивается 

работой специфических (специфические белки-транспортеры катионных 

аминокислот, САТs) и неспецифических (гетеромерные транспортеры 

аминокислот, HATs) транспортных белков с регулируемой экспрессией [134]. 

Кроме того, описана способность ряда веществ лимитировать поступление L-

аргинина в клетки: так, показана способность поликатионных пептидов, 

высвобождающихся из активированных эозинофилов,  снижать образование NO 

через ограничение биодоступности L-аргинина [202] и способность L-орнитина 

конкурировать с L-аргинином за специфические транспортные белки [256].  

3. Расходование пула  L-аргинина, связанное с активностью аргиназ. 

Аргиназы, катализирующие гидролиз L-аргинина до L-орнитина и мочевины в 

цикле ее синтеза, помимо гепатоцитов, экспрессируются множеством других 

клеток [291], где продукт реакции L-орнитин является предшественником синтеза 

полиаминов, пролина и глутамата [292].  При этом аргиназы способны 

конкурировать с NO-синтазами за общий субстрат, снижая продукцию 

монооксида азота [137]. Дополнительно, оказалось, что образующиеся из L-

орнитина полиамины, являющиеся регуляторами деления и дифференцировки 

клеток [321], способны лимитировать синтез NO и транспорт L-аргинина [293]. 

Значительный прогресс в изучении механизмов нарушения продукции 

оксида азота, ассоциированных большей частью с эндотелиальной дисфункцией и 

вызываемыми ею кардиоваскулярными рисками [176], был достигнут при 

разработке направления, касающегося изучения эффектов производных L-

аргинина – метиларгининов, оказавшихся патогенетически значимыми 

эндогенными ингибиторами NO-синтазы [115]. Описанные на данный момент 

метиларгинины: N
G
,N

G
-диметил-L-аргинин (ADMA), N

G
,N

G
´-диметил-L-аргинин 
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(SDMA) и N
G
-монометил-L-аргинин (L-NMMA) являются производными L-

аргинина, но образуются при протеолизе  внутриклеточных белков, содержащих 

посттрансляционно метилированные аминокислотные остатки L-аргинина [277]. 

Имея высокую степень структурной аналогии с L-аргинином, ADMA  и  L-NMMA 

способны конкурировать с ним как за активный центр всех изоформ NO-синтаз, 

так и за связывание с белками-транспортерами, что в сумме приводит к снижению 

образования оксида азота [125]. Поскольку концентрации ADMA существенно 

превышают таковые для L-NMMA [281], в качестве основного эндогенного 

ингибитора образования оксида азота в настоящее время рассматривается именно 

это производное. На данный момент ADMA признан фактором риска сердечно-

сосудистых заболеваний [99, 115], кроме того, обнаружены связи повышения 

уровня ADMA с патологией почек [109] и легких [260], также постепенно 

накапливаются сведения о возможной патогенетической роли ADMA при целом 

ряде других заболеваний [125].  

При экспериментальном моделировании имитация действия эндогенных 

ингибиторов-аналогов L-аргинина достигается в основном использованием 

синтетического конкурентного неселективного ингибитора NO-синтаз N
ω
-нитро-

L-аргинина (L-NA) и его метилового эфира (L-NAME). Эстерификация по 

карбоксильной группе повышает водорастворимость ингибитора, но для развития 

полного биологического эффекта L-NAME требуется гидролиз при участии 

специфической эстеразы, что может уменьшать ингибиторное воздействие 

вещества для ряда тканей [17].  

Таким образом, высокая биологическая активность оксида азота и 

значимость формирования его адекватного пула для целого ряда физиологических 

и патологических процессов поддерживает внимание исследователей к изучению 

механизмов тканевых и клеточных реакций при состояниях, сопряженных с 

изменениями образования NO. 
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1.3. Факторы и механизмы управления  активностью лизосомальных 

цистеиновых протеиназ 

Лизосомальный протеолиз в настоящее время признан важнейшим 

механизмом внутриклеточной деградации белков, наряду с убиквитин-

протеасомной системой [140]. В настоящее время описано порядка 50 

лизосомальных гидролаз, среди которых наибольшее значение придается 

аспартильным, сериновым и цистеиновым протеиназам [118]. Основное внимание 

исследователей привлекает группа лизосомальных цистеиновых протеиназ (ЛЦП, 

цистеиновые катепсины), представляющая собой часть С1- семейства папаино-

подобных протеолитических ферментов [419]. Известно 11 цистеиновых 

катепсинов (B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, W) [156], однако широко 

распространенными и активно изучаемыми являются катепсины B, H, L, 

участвующие в деградации не только внутри-, но и внеклеточных белков [417, 

423]. 

Более чем 20-летнее пристальное внимание к лизосомальным цистеиновым 

протеиназам позволило получить практически исчерпывающие сведения об их 

структуре и субстратной специфичности [87, 151, 359, 388, 401], а также о 

механизмах связывания и превращения субстратов [356, 381, 412]. При этом 

непрерывно расширяющиеся представления об участии представителей данной 

группы ферментов в целом ряде физиологических и патологических процессов 

[130, 146, 262, 270, 405] поддерживают интерес исследователей к механизмам 

управления активностью ЛЦП. 

Общей чертой структуры цистеиновых катепсинов является двухдоменное 

строение, в котором L-домен содержит каталитический Cys25, а R-домен – 

каталитический His159 (для катепсина L – His163); при укладке доменов 

формируется V-образная «реакционная щель» активного центра, в центре которой 

располагается сформированная каталитическими остатками цистеина и гистидина 

тиолят/имидазольная пара (Рисунок 8) [156].  
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Рисунок 8. Структура цистеиновых катепсинов на примере катепсина L 

(цит. по: [155]) 

Тиолят/имидазольная пара активного центра обеспечивает каталитический 

механизм разрыва пептидной связи в субстрате с переносом протона между Cys25 

и His159 (His163) (Рисунок 9) [264]. 

 

Рисунок 9. Механизм каталитического действия тиолят/имидазольной 

пары на примере папаина (цит. по [264]) 
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Большинство цистеиновых катепсинов проявляют преимущественно 

эндопептидазную активность, за исключением катепсинов Х и С, являющихся  

карбоксипептидазой и аминопептидазой соответственно [149, 382]. При этом 

катепсин Н дополнительно к эндопептидазной способен проявлять 

аминопептидазную активность, а катепсин В – карбоксипептидазную [156]. Эти 

дополнительные свойства обеспечиваются особенностями структуры указанных 

катепсинов (Рисунок 10): при сохранении строения, характерного для папаина и 

классических эндопептидаз (например, катепсина L), структура катепсина В 

содержит дополнительную последовательность «окклюзионной петли» [87], а 

структура катепсина Н – последовательность, получившую название «мини-цепь» 

[151]. 

 

Рисунок 10.  Схематическое представление дополнительных структур, 

создающих экзопептидазную активность цистеиновых катепсинов: относительно 

поверхности эндопептидазы катепсина L показаны уникальные 

последовательности катепсина В (синим), H (зеленым), Х (желтым) и С (красным) 

(цит. по: [156]) 
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На сегодняшний день известно, что поддержание адекватного 

функционирования ЛЦП обеспечивается комплексом регуляторных факторов, 

среди которых наибольшее значение придается факторам активации 

проферментов и обширной группе  белковых и низкомолекулярных ингибиторов 

[156, 371, 418]. 

Лизосомальные катепсины синтезируются в форме препроэнзимов. 

Отщепление сигнального N-концевого пептида происходит при переносе к 

эндоплазматическому ретикулуму параллельно с N-концевым 

гликозилированием. После удаления сигнального пептида пропептид 

способствует правильному фолдингу фермента и его направлению в 

эндосомы/лизосомы с использованием специфического маннозо-6-фосфат-

рецепторного пути, одновременно действуя как ингибитор протеолитической 

активности [200, 362, 429]. Для перехода в энзиматически активную форму 

требуется отделение N-концевого пропептида. 

Изучение структуры прокатепсинов [153, 383] продемонстрировало, что 

пропептидная последовательность располагается на поверхности молекулы, 

проходя сквозь «щель» активного центра и делая его недоступным для связи с 

субстратами. У большинства катепсинов пропептид удерживается на поверхности 

фермента слабыми гидрофобными и водородными связями, а также солевыми 

мостиками; исключением является только катепсин Х, в котором обнаружены 

ковалентные дисульфидные связи между остатками цистеина  пропептидной 

последовательности и активного центра [150].  

Известно, что протеолитическое отщепление N-концевого пропептида, 

приводящее к окончательному формированию активной формы цистеиновых 

катепсинов, может катализироваться как другими цистеиновыми  протеиназами, 

так и  аспартильным катепсином D, кроме того, для большинства представителей 

группы возможен аутокаталитический процессинг [156]. 

Изначально считалось, что аутокаталитический процессинг цистеиновых 

катепсинов является бимолекулярным [101], однако в настоящее время доказано, 

что данный механизм представляет собой результат комбинированного действия 
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моно- и бимолекулярных процессов. Так, продемонстрировано, что прокатепсин 

В проявляет слабую каталитическую активность, которой, однако, достаточно для 

запуска аутокаталитической активации – для проявления этой активности 

требуется диссоциация пропептида от активного центра, достигаемая, например, 

при значении рН ниже 5,0, и это, фактически, является единственной 

мономолекулярной реакцией [100]. На следующем этапе, являющемся уже 

бимолекулярным, эта каталитически активная молекула профермента расщепляет 

и активирует другие прокатепсины, запуская цепную реакцию, результатом 

которой является быстрый переход имеющихся проэнзимов в активную форму 

[156]. Важно отметить, что в соответствии с вышеописанным механизмом, к 

аутокаталитическому процессингу способны только цистеиновые катепсины с 

эндопептидазной активностью (B, H, L, S и К), процессинг экзопептидаз (в 

частности, катепсинов С и Х) осуществляется эндопептидазами, в большей 

степени катепсинами L и S [209].  

Дальнейшие исследования продемонстрировали, что аутокаталитический 

процессинг цистеиновых катепсинов существенно ускоряется в присутствии 

отрицательно заряженных молекул, таких как гликозаминогликаны (ГАГ) за счет 

облегчения диссоциации пропептида от активного центра, необходимого для 

запуска процесса,  и улучшения связывания проферментов с активными формами 

[190]. Особенно важной оказалась способность ГАГ способствовать 

аутокаталитической активации цистеиновых катепсинов в нейтральных значениях 

рН [348], что имеет существенное значение для проявления их внеклеточной, 

особенно коллагенолитической, активности, вовлеченной в патогенез ряда 

патологий [184]. Кроме того, изучение коллагенолитической активности 

цистеинового катепсина К [252] обнаружило способность ГАГ выступать и в 

качестве аллостерических регуляторов [144, 400]. В итоге, к настоящему моменту 

сформулирован тезис о том, что ГАГ являются ключевыми регуляторами 

активности цистеиновых катепсинов [316].  

Важной частью протеолитического процессинга цистеиновых катепсинов 

является селективная ингибиторная функция высвобождаемых N-концевых 
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пропептидов [332]. Оказалось, что при значительном сходстве каталитически 

активной части, цистеиновые катепсины имеют существенные отличия  в 

структуре N-концевых пропептидных последовательностей [417], что создает 

возможность контроля протеолитического процессинга конкретных ферментов 

без тотального подавления активации.  

Суммарное схематическое изображение механизмов протеолитического 

процессинга цистеиновых катепсинов представлено на Рисунке 11. 

  

Рисунок 11. Протеолитический процессинг цистеиновых катепсинов и его 

регуляция 

По завершении протеолитического процессинга, дальнейшее управление 

активностью цистеиновых катепсинов осуществляется многочисленными 

регуляторами, наиболее изученными среди которых являются эндогенные 

белковые ингибиторы: цистатины, тиропины и серпины. Все они являются 

конкурентными обратимыми ингибиторами, предотвращающими связывание 
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субстратов с активным центром фермента [156]. При этом, изучение 

физиологической роли белковых ингибиторов продемонстрировало 

неоднотипность их участия в регуляции активности цистеиновых катепсинов и 

позволило предложить условное подразделение на «чистые» ингибиторы  

(emergency inhibitors) и модуляторы активности (regulatory inhibitors) [418]. 

Типичными представителями «чистых» ингибиторов считаются цистатины, 

задачей которых является предотвращение  избыточной внелизосомальной 

активности собственных катепсинов [319, 418], а также подавление действия 

катепсинов патогенных микроорганизмов [155]. Модуляторное действие изучено 

в меньшей степени, однако показано, что часть белковых ингибиторов способны 

формировать комплексы с катепсинами в отсутствии субстрата с последующим 

высвобождением фермента при возникновении потребности в катализе [417]. 

Известные в настоящее время белковые ингибиторы цистеиновых 

катепсинов различаются не только по структуре и локализации, но и по 

взаимодействию с активным центром фермента.  

Так, наиболее подробно исследованным является семейство цистатинов 

[88, 420], включающее в себя 3 типа ингибиторов: стефины (цистатины 1 типа), 

цистатины (цистатины 2 типа) и кининогены (цистатины 3 типа). Кроме того, 

описан 4 тип цистатинов, включающий физиологически значимые, но не 

обладающие ингибиторной активностью в отношении цистеиновых катепсинов 

белки: фетуины и богатый гистидином гликопротеин [231, 295].  

Стефины (цистатины 1 типа) являются преимущественно 

внутриклеточными ингибиторами, хотя и могут обнаруживаться в биологических 

жидкостях [156]; присутствуют у большинства эукариот [243]. 

Гораздо более широко распространенные цистатины (цистатины 2 типа) 

[243, 420], в отличие от стефинов, содержат сигнальный пептид, что делает их 

способными к секреции, в результате их основной ингибиторный эффект 

локализован во внеклеточном пространстве и биологических жидкостях [88]. В в 

качестве представителей этого типа цистатинов настоящее время 
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идентифицированы цистатин С, цистатины слюны (цистатины S, SA, SN), 

цистатин D, цистатин Е/М и цистатин F (лейкостатин) [422].  

В качестве цистатинов 3 типа описаны также преимущественно 

внеклеточно локализованные кининогены, поскольку оказалось, что тяжелые 

цепи высоко- и низкомолекулярного кининогена содержат 3 домена, подобные 

последовательностям цистатинов 2 типа, при этом ингибиторным действием в 

отношении цистеиновых катепсинов обладают домены 2 и 3 [156]. Интересно, что 

дальнейшее изучение кининогенов позволило обнаружить их вовлеченность в 

процессы ангиогенеза и положительную регуляцию функций эндотелия, причем 

авторы исследований пока не связывают эти эффекты ни с участием кининогенов 

в каскаде свертывания крови, ни с ингибиторной функцией в отношении 

цистеиновых катепсинов [204, 242]. 

Несмотря на некоторые отличия механизмов ингибиторного действия, 

общей чертой белковых ингибиторов семейства цистатинов является способность 

действовать как на экзо-, так и на эндопептидазы, блокируя активный центр 

фермента путем нековалентного взаимодействия на участках связывания 

субстрата [361, 422]. Степень афинности различных представителей семейства к 

цистеиновым катепсинам при этом различается (Таблица 3). 

Второе место по степени изученности среди белковых ингибиторов 

цистеиновых катепсинов занимают тиропины, среди которых на данный момент 

описаны фрагмент р41 инвариантной цепи, связанный с классом II молекул 

главного комплекса гистосовместимости (р41-фрагмент) [272] и белок 

эквистатин, выделенный из Actinia equina [176]. По аминокислотной 

последовательности оба белка оказались высокогомологичными домену, 

присутствующему в составе тироглобулина [282], что и дало название этой группе 

ингибиторов. Хотя роль тиропинов окончательно не ясна, показано, что они 

способны подавлять активность катепсинов L, V, K и F, а механизм их 

ингибиторного действия близок к таковому для цистатинов [422]. 
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Таблица 3 

Значения констант диссоциации (Ki, нмоль) комплексов различных 

представителей семейства цистатинов с наиболее распространенными 

цистеиновыми катепсинами (цит. по: [422]) 

 

Цистатины 

Цистеиновые катепсины 

Папаин Катепсин В Катепсин Н Катепсин L 

Стефин А 0,019 8,2 0,31 1,3 

Стефин В 0,12 73,0 0,58 0,23 

Цистатин С 0,00001 0,27 0,28 <0,005 

Цистатин D 1,2 >1000 7,5 18,0 

Цистатин Е/М 0,39 32,0 данные 

отсутствуют 

данные 

отсутствуют 

Цистатин F 1,1 >1000 данные 

отсутствуют 

0,31 

Цистатин S 108,0 данные 

отсутствуют 

данные 

отсутствуют 

данные 

отсутствуют 

Цистатин SA 0,32 данные 

отсутствуют 

данные 

отсутствуют 

данные 

отсутствуют 

Цистатин SN 0,016 19,0 данные 

отсутствуют 

данные 

отсутствуют 

L-кининоген 0,015 600,0 0,72 0,017 

 

Серпины, изначально описанные как ингибиторы сериновых протеаз 

(serine protease inhibitors = serpins), оказались также способными подавлять 

активность цистеиновых катепсинов, причем ингибиторное действие оказалось 

селективным [212, 353]. Помимо избирательности действия, серпины отличаются 

от цистатино-подобных ингибиторов механизмом действия. На примере основных 

мишеней серпинов – сериновых протеиназ – была продемонстрирована 

способность ингибиторов формировать ковалентные (эфирные) связи с 

реакционно значимым остатком серина активного центра фермента, что приводит 

не только к прочной блокаде активности, но и к нарушению структуры активного 

центра [211]. Впоследствии подобный механизм взаимодействия был обнаружен 

и для чувствительных к серпинам цистеиновых протеиназ [225, 372].  

Помимо расширения представлений о белковых ингибиторах, 

значительная часть современных исследований посвящена изучению управления 
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активностью цистеиновых протеиназ через действие низкомолекулярных 

веществ, связанная, в основном, с развитием концепции о возможном 

использовании данной группы ферментов в качестве терапевтических мишеней 

[174, 371]. 

По механизму ингибиторного действия известные на данный момент 

низкомолекулярные ингибиторы подразделяются на необратимые и обратимые 

(Рисунок 12).  

Среди необратимых ингибиторов, общей чертой которых является 

препятствование связыванию субстрата через образование ковалентных связей с 

активным центром фермента,  первоначально особое внимание уделялось 

эпоксисукцинатам, включающим базовое вещество Е-64 и множество 

синтезированных на его основе производных. Большая часть эпоксисукцинатов 

оказалась селективна к нелизосомальным цистеиновым протеиназам кальпаинам 

[162], однако именно к этой группе относится, в частности, высокоселективный 

ингибитор катепсина В СА-074 и его аналоги, при этом метиловый эфир – CA-

074Me является неактивным [290], а действие восстанавливающих агентов 

уменьшает селективность СА-074 и придает ингибирующие свойства CA-074Me 

[377]. 

Дальнейший поиск ингибиторов, тропных к цистеиновым катепсинам, 

привел к описанию группы циклических соединений, содержащих оксирановые 

кольца [365] и азот-содержащие гетероциклы [104], с демонстрацией их 

ингибиторной активности в отношении катепсинов В и L; исследования в этом 

направлении продолжаются [165]. 

Некоторая селективность в отношении цистеиновых катепсинов была 

обнаружена для фторметил- и хлорметилкетонов, а также для диазометилкетонов 

[403], однако в настоящее время большее внимание уделяется активированным 

кетонам [83, 215, 248, 273]. 
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Примечание: выделенные группы ингибиторов содержат наибольшее количество 

примеров селективности в отношении цистеиновых катепсинов. 

Рисунок 12. Небелковые ингибиторы цистеиновых протеиназ  

Особенностью обратимых ингибиторов является формирование 

нековалентных комплексов с молекулой фермента. Внутри этой группы выделяют 

ингибиторы, действующие на активный центр фермента, причем связывание с 

активным центром происходит  по конкурентному механизму, на участке 

потенциального связывания субстрата, либо по бесконкурентному – после 

связывания с субстратом; другая подгруппа обратимых ингибиторов включает  

вещества, связывающиеся с аллостерическим центром протеиназы [371].  

Среди обратимых ингибиторов, тропных к активному центру цистеиновых 

протеиназ, наиболее изученными являются альдегидные и трифторметил-

кетонные формы пептидов, ингибиторное действие  которых на данный момент 

продемонстрировано  в основном для кальпаинов [110, 438], хотя имелись 
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указания на возможное участие этой группы веществ в качестве ингибиторов 

катепсинов В и L [224, 369]. Кроме того, описаны ингибиторные свойства α-кето-

производных (кето-амидные и кето-гетероциклические соединения), среди 

которых наиболее перспективными считаются кето-гетероциклы, способные 

обратимо ингибировать множество протеиназ, в том числе цистеиновые 

катепсины [276]. α-кето-гетероциклические соединения активно изучались в 

качестве возможных ингибиторов катепсина К, способных предотвращать его 

избыточную активность при резорбции костной ткани, при этом выяснилось, что 

данные соединения могут, хотя и в гораздо меньшей степени, ингибировать 

катепсины В, L и S [154, 240, 333]. Однако максимальное количество примеров 

обратимого селективного ингибирования цистеиновых катепсинов 

продемонстрировала группа нитрилов и карбоксидиимидов [161, 416], в которой 

обнаружены вещества с ингибиторными свойствами против катепсинов L [169], S 

[84], K [430] и С [129]. 

Известные к настоящему времени обратимые аллостерические ингибиторы 

цистеиновых протеиназ рассматриваются практически только в качестве 

ингибиторов кальпаинов [385, 392]. 

Следует отметить, что столь активный поиск, синтез, совершенствование и 

изучение механизмов действия низкомолекулярных ингибиторов цистеиновых 

катепсинов имеет перспективную медицинскую значимость, основанную на 

совершенствовании представлений о вовлеченности этой группы протеиназ в 

патогенез онкологических [92], нейродегенеративных [329], сердечно-сосудистых 

[157] заболеваний, а также в процессы ремоделирования костной ткани [318]. На 

данный момент имеются экспериментальные примеры успешного применения 

ингибиторов цистеиновых катепсинов с целью подавления опухолевой 

прогрессии и метастазирования [127, 128], замедления развития симптомов 

болезни Альцгеймера [206], улучшения прогноза при нейротравме [402]. 

В целом, активность цистеиновых катепсинов является результатом 

координированного взаимодействия множества факторов регуляции, важнейшими 

из которых являются, помимо контроля экспрессии,  протеолитический 



49 
 

процессинг и действие ингибиторов. Значительная вовлеченность цистеиновых 

катепсинов как в физиологические процессы, так и в патогенез распространенных 

медико-социально значимых заболеваний в сочетании с высокой 

чувствительностью к регуляции активности делает данную группу ферментов 

привлекательной потенциальной терапевтической мишенью и требует углубления 

представлений о факторах и механизмах управления их активностью.   

1.4. Современные представления о внелизосомальных эффектах 

цистеиновых катепсинов и управлении проницаемостью лизосомальной 

мембраны 

Несмотря на то, что основной локализацией цистеиновых катепсинов 

являются лизосомы, значительное количество исследований на протяжении 

многих лет посвящено внелизосомальным эффектам данной группы ферментов, 

что объясняется расширением представлений об их эффектах в патогенезе ряда 

патологий [156, 174, 417].  

Первоначально, внелизосомальные эффекты цистеиновых катепсинов 

рассматривались практически исключительно как экстрацеллюлярные и 

связывались с их доказанным участием в расщеплении компонентов 

внеклеточного матрикса [120] (Таблица 4), что имеет значение в патогенезе 

остеопороза [434], инвазии злокачественных опухолей [191, 261, 433], частично в 

кардиоваскулярной патологии [130, 263]. 

Многочисленные подтверждения наличия внеклеточной активности 

цистеиновых катепсинов побудили к поиску факторов, дающих возможность этим 

лизосомальным ферментам, исходно чувствительным к изменениям рН и 

окислению, эффективно действовать в межклеточном матриксе. 

Оказалось, что проявление внеклеточной активности цистеиновых 

катепсинов является результирующей от действия нескольких факторов (Рисунок 

13). 
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Таблица 4 

Участие цистеиновых катепсинов в деградации белков внеклеточного матрикса 

(цит. по: [120]) 

Белки внеклеточного матрикса Цистеиновые катепсины 

Протеогликаны Катепсины В, L, K, S 

 

 

Коллагены различных типов 

Катепсин S – без выделения типов 

Катепсины B, L – коллагены II, IX, IX 

Катепсин В – коллагены IV, X 

Катепсин L – коллаген I 

Катепсин К – коллагены I, II 

Эластин Катепсины S, K, V, L 

Фибронектин Катепсины B, L, S 

Ламинин Катепсины B, L 

Остеокальцин Катепсины B, L, S 

Остеонектин Катепсины В, K 

Так, было обнаружено, что большинство ситуаций, в которых проявляется 

внеклеточное действие цистеиновых катепсинов, сопряжено с локальным 

закислением среды межклеточного пространства, что приближает значения рН к 

оптимальным для действия этих ферментов. В частности, было 

продемонстрировано приближение рН околоклеточного пространства к 

значениям 5,0 при артритах [90] и формировании атеросклеротической бляшки 

[327]; кроме того, для катепсина S показана индукция экспрессии и секреции 

провоспалительными агентами, при том что развитие воспалительной реакции 

также сопряжено с закислением среды [226, 426]. Ярким физиологическим 

примером локального закисления среды,  оптимизирующего действие 

цистеиновых катепсинов является кислото-секретирующая функция остеокластов  

при формировании резорбционной лакуны [395]. 
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Рисунок 13. Факторы, влияющие на проявление экстрацеллюлярной 

активности цистеиновых катепсинов 

Тезис о том, что наличие цистеина в активном центре ферментов может 

сделать их высокочувствительными к инактивации путем окисления реакционной 

группы и тем самым препятствовать проявлениям внелизосомальной активности 

также не является бесспорным. Обнаружено, что катепсины B, L, K, S способны 

расщеплять эндогенные субстраты в присутствии окислителей при близких к 

нейтральным значениях рН [289], также показана возможность частичной 

обратимости окислительного повреждения в присутствии восстанавливающих 

агентов [349]. 

Поскольку известно, что секреция цистеиновых катепсинов в 

экстрацеллюрное простанство осуществляется преимущественно в 

проферментной форме [107, 360], значимым фактором возможности проявления 

их каталитической активности является протеолитический процессинг. Локальное 
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закисление среды в этом случае создает оптимальные условия как для действия 

родственных протеиназ и аутокаталитической активации, кроме того, присутствие 

в межклеточном пространстве гликозаминогликанов существенно ускоряет 

данный процесс [184], кроме того, гликозаминогликаны способствуют 

повышению активности цистеиновых катепсинов по аллостерическому 

механизму [350, 400]. 

Избыточная экстрацеллюлярная активность цистеиновых катепсинов 

контролируется внеклеточными белковыми ингибиторами, в основном семейства 

цистатинов [420], поэтому патогенетически значимым является баланс экспрессии 

цистеиновых катепсинов и цистатинов [132]. 

Следует отметить, что расщепление компонентов внеклеточного матрикса 

осуществляется не исключительно экстрацеллюлярно: целый ряд клеток, 

включающий макрофаги, остеокласты, фибробласты, эндотелиальные и 

эпителиальные клетки, способен к эффективному эндоцитозу белков 

внеклеточного матрикса [120], при этом дефицит или подавление активности 

цистеиновых катепсинов приводит к внутриклеточной аккумуляции 

нерасщепленных волокон коллагена [131]. 

Хотя изучение экстрацеллюлярного действия цистеиновых катепсинов при 

остеопорозе [119, 172] и атеросклеротическом поражении [220, 250, 436] не 

утрачивает своей актуальности, большинство исследований в этой области 

традиционно связано с вкладом лизосомальных цистеиновых протеиназ в 

опухолевую прогрессию [191, 286, 421]. 

В ходе этих исследований, помимо уточнения механизмов участия 

цистеиновых катепсинов в инвазии и метастазировании, были получены сведения 

о возможностях использовании показателей экстрацеллюлярной активности 

лизосомальных цистеиновых протеиназ в качестве прогностических и 

диагностических маркеров [158, 164]. Вторым существенным прогрессом, 

достигнутым в ходе исследований, оказалось обнаружение внутриклеточных 

внелизосомальных эффектов цистеиновых катепсинов, внимание к которым 

привело к формированию нового научного направления, описывающего эффекты 
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цистеиновых катепсинов в развитии процессов программируемой клеточной 

смерти [198, 378] и изменило представления о роли данной группы ферментов в 

прогрессии злокачественных новообразований (Рисунок 14). 

 

ПВММ – пермеабилизация внешней мембраны митохондрий 

Рисунок 14. Внелизосомальный протеолиз в развитии злокачественных 

новообразований (по [156] с изменениями)  

Так, наиболее изученной к настоящему моменту является  способность 

цистеиновых катепсинов после высвобождения из лизосом запускать 

классический митохондриальный путь апоптоза через протеолитическую 

активацию Bid [170] и каспазные механизмы [270]; способность к ограниченному 

протеолизу Bid была продемонстрирована для катепсинов B, H, K, L, S [366]. 

Кроме того, цистеиновые катепсины способны расщеплять антиапоптотические 

белки семейства Bcl-2, что также приводит к митохондриальному варианту 
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апоптоза [156], также показано участие цистеиновых катепсинов в активации 

каспаз [112, 297, 368]. 

В настоящее время формируются представления об участии  цистеиновых 

катепсинов в каспазо-независимом апоптозе и кальпаиновом пути клеточной 

гибели [126, 367, 368, 376]. 

Значительный интерес к внелизосомальным эффектам цистеиновых 

катепсинов, для которых, в соответствии с логистикой синтеза и транспорта, 

базовой локализацией являются лизосомы [258, 269], диктует необходимость 

детального изучения механизмов управления проницаемостью лизосомальной 

мембраны, без которых достижение внелизосомального действия оказалось бы 

невозможным. В связи с развитием представлений об участии лизосомальных 

ферментов в апоптозе, особенное значение в настоящее время приобретает 

изучение механизмов прижизненной проницаемости (пермеабилизации) 

лизосомальной мембраны (ПЛМ), позволяющей цистеиновым катепсинам 

перемещаться в цитозоль без морфологического повреждения лизосом [63, 352]. 

Следует отметить, что активное изучение механизмов ПЛМ началось 

относительно недавно, поэтому полноценные представления о процессе на 

данный момент отсутствуют. Тем не менее, прогрессивно растет количество 

исследований в этой области, а также начинают систематизироваться ранее 

полученные разрозненные сведения. 

Так, было обнаружено, что некоторые вирусы обладают повреждающим 

действием на мембрану лизосом. Вирусы доставляют свои гены в клетку путем 

проникновения в эндосомальную мембрану при помощи белков оболочки, 

которые становятся активными в кислой среде [89, 257]. Проникновение 

безоболочечных вирусов, как правило, достигается путем эндосомального 

разрыва мембраны (например, аденовирус и риновирус HRV14) или 

порообразования (например, риновирус HRV2 и полиовирус) [428]. Литический 

белок VI мембраны аденовируса вызывает повреждение лизосомальной мембраны 

вследствие изменения её структуры [95, 431]. Кроме того, вирусные капсидные 

белки HRV2 и белки полиовируса способны напрямую встраиваться  в 
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эндолизосомальную мембрану и формировать поры определенного размера [188]. 

Мембрану лизосом могут повреждать вирусные катионные пептиды (например, 

ВИЧ - 1 Tat  пептид), которые после протонирования в кислой среде  приобретают 

поверхностно-активные свойства [278, 399].  

Кроме того, индукторами ПЛМ могут служить бактериальные токсины, 

например, токсин возбудителя сибирской язвы (Bacillus anthracis) [301] и 

пиоцианин синегнойной палочки (Pseudomonas aeruginosa) [389].  

Также известно, что белок р53 вызывает раннюю ПЛМ. Например, в 

клетках миелоидной лейкемии достаточно активировать чувствительный к 

температуре p53, чтобы вызвать ПЛМ, предшествующую ПВММ [265]. Данному 

процессу способствует белок – адаптор LAPF [91]. Возможно, в этом случае ПЛМ 

происходит за счет формирования мембранных пор  [63].  

Поскольку основным стимулом к изучению ПЛМ является необходимость 

выяснения «лизосомальных» аспектов апоптоза, в настоящее время начинают 

накапливаться сведения о влиянии белковых медиаторов апоптоза на 

дестабилизацию лизосомальной мембраны. Оказалось, что проапоптотические 

белки из семейства Bcl-2 не являются существенными для индукции ПЛМ [105, 

218], однако, они могут способствовать ПЛМ в некоторых модельных системах, 

как описано для белка tBid в ФНО-обработанных гепатоцитах [199]. Кроме того, 

было высказано предположение, что Bid привлекает к участию в ПЛМ 

активированный Bax в гепатоцитах, обработанных TRAIL (ФНО-опосредованный 

фактор индукции апоптоза) [112]. Кроме того, имеются данные о роли Bim в 

ацидификации лизосом [410], что может косвенно способствовать ПЛМ [216].  

Также известна ПЛМ-индуцирующая способность липидов и их 

метаболитов. Так, алифатический аминоспирт сфингозин может выступать в 

качестве эндогенного лизосомотропного детергента в ФНО-обработанных 

гепатоцитах, что  связано с активацией кислой сфингомиелиназы и церамидазы 

[374]. К ПЛМ ведёт ингибирование фермента сфингозинкиназы-1, который 

участвует в превращении сфингозин-1-фосфата [373]. ПЛМ также может быть 

вызвана фосфолипазой А2, которая дестабилизирует лизосомы [266]. Известна 
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роль свободных жирных кислот [98], холестерина [222] и липопротеинов низкой 

плотности [228].  

Возможности индукции  ПЛМ интересны и с точки зрения лекарственной 

терапии. Известно ПЛМ-индуцирующее действие антибиотиков 

фторхинолонового ряда норфлоксацина и ципрофлоксацина [268], ингибитора 

протонной помпы омепразола [339]. Возможность запуска апоптоза через 

индукцию ПЛМ в противораковой терапии описана для  производных 6-

циннамамидо-хинолин-4-карбоксамида [160], производных селеносемикарбазона 

[315].  

К соединениям, стабилизирующим мембрану лизосом, относят хелаторы 

редокс-активного железа [63], поскольку известно, что железо, высвобождаемое 

при расщеплении железосодержащих белков, способно  накапливаться  в кислой 

среде лизосом и катализирует там реакцию Фентона. В результате образуются 

чрезвычайно активные гидроксил-радикалы, которые в условиях оксидативного 

стресса способны повреждать лизосомальную мембрану и приводить к выходу 

лизосомального содержимого в цитозоль [397]. На клетках пигментного эпителия 

сетчатки показано, что подавление экспрессии железо-связывающих белков, 

таких как  ферритин и белок теплового шока HSP70, приводит к их большей 

восприимчивости к оксидативному стрессу [239]. Добавление к злокачественным 

клеткам дефероксамина приводило к их частичному восстановлению  после 

лизосомальной липид-пероксидации и ПЛМ [228].  

Кроме того, стабилизирующими свойствами в отношении лизосомальных 

мембран обладает белка теплового шока Hsp70.1. В ходе независимого 

протеомного анализа ишемии головного мозга, глаукомы и умеренных 

когнитивных нарушений у приматов было обнаружено, что общим субстратом 

кальпаина и АФК, совместно повреждающих лизосомальную мембрану, является 

Hsp70.1, проявляющий свое действие за счет повышения активности кислой 

сфингомиелиназы [437]. Также показано, что накопление сфингомиелина и 

холестерола в лизосомах, обусловленное дефицитом кислой сфингомиелиназы, 

ведет к снижению устойчивости гепатоцитов к ПЛМ и апоптозу, вызванному 
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пальмитиновой кислотой [98], а  ингибирование кислой сфингомиелиназы рядом 

лекарственных средств, представляет собой новый механизм дестабилизации 

лизосом раковых клеток, ведущий к их гибели [414].  

Также активно изучается возможность ингибиторования ферментов, 

дестабилизирующих лизосомальную мембрану. Так, применение кальпаинового 

ингибитора кальпептина нивелирует дестабилизирующее лизосомальную 

мембрану действие кальпаинов, что приводит к задержке инволюции молочной 

железы у крыс [124], а эндогенный ингибитор гранзима В серпин b9 защищает 

лимфоциты от ПЛМ-индуцированной клеточной гибели [408]. 

Отдельного внимания заслуживают исследования вклада окислительного 

стресса в изменение проницаемости лизосомальной мембраны. Следует отметить, 

что, хотя окислительный стресс и указывается среди факторов повышения 

проницаемости лизосомальной мембраны [114, 116, 254], исследования 

механизмов связи этих процессов весьма немногочисленны [267]. Тем не менее, 

имеются указания на участие цистеиновых катепсинов в АФК-индуцированном 

апоптозе [182, 270, 397], и возможности АФК способствовать ПЛМ через 

активацию  Ca
2+

-каналов лизосомальной мембраны [390], а также появляются 

сведения о стабилизации лизосомальной мембраны под действием 

антиоксидантов [173, 178, 331]. Однако результаты исследований пока весьма 

фрагментарны, поэтому дальнейшее изучение взаимосвязи окислительного 

стресса и состояния проницаемости лизосомальной мембраны  представляется 

крайне актуальным и значимым для медицины и биологии. 

Таким образом, внелизосомальные эффекты цистеиновых катепсинов 

проявляются экстрацеллюлярным участием в деградации компонентов 

внеклеточного матрикса и интрацеллюлярным участием в классическом и 

лизосомальном путях апоптоза. Возможность реализации внелизосомального 

действия обеспечивается процессом пермеабилизации лизосомальных мембран, 

исследование механизмов которого, как и изучение внутриклеточных 

внелизосомальных эффектов катепсинов,  в том числе на фоне окислительного 
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стресса,  в настоящее время представляет собой новое, актуальное направление 

биологической науки, имеющее существенное значение для медицины. 
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ГЛАВА 2.   МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1. Объект наблюдений 

Исследование выполнено на 236 конвенциональных половозрелых крысах   

Wistar (112 самцов и 124 самки). Содержание животных осуществлялось в 

металлических клетках площадью 24 дм
2 

по 3-4 особи при естественном 

освещении. Уход за животными в виварии осуществлялся на основании СП 

2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидемиологические требования к устройству, 

оборудованию и содержанию экспериментально-биологических клиник 

(вивариев)», утвержденных Постановлением Главного государственного 

санитарного врача РФ №51 от 29 августа 2014 г. 

Кормление производили полноценным сухим комбикормом для 

лабораторных животных «Чара» (производство ЗАО «Ассортимент – Агро», 

Московская область, Сергиев-Посадский район, д. Тураково), воду животные 

получали по требованию, из оборудованных в клетках поильников. Сотрудники 

вивария осуществляли расчет рациона для животных согласно установленным 

нормам.  

Содержание и выведение животных из эксперимента осуществлялось в 

соответствии с протоколами, изложенными Международным Советом 

Медицинских Научных Обществ (CIOMS) в «Международных рекомендациях по 

проведению медико-биологических исследований с использованием животных» 

(1985 г.) и правилами лабораторной практики – Приложение к приказу 

Министерства здравоохранения и социального развития Российской Федерации 

от 23 августа 2010 г. №708н.  

2.2. Экспериментальные модели 

2.2.1. Экспериментальные модели in vivo 

Моделирование дефицита синтеза оксида азота  

(Экспериментальная группа 1, n=8, крысы-самцы Wistar) 

Для моделирования дефицита синтеза оксида азота осуществляли 

внутрибрюшинное введение неселективного ингибитора NO-синтазы метилового 

эфира L-N
ω
-нитроаргинина (L-NAME, «Sigma», США) в дозе 25мг/кг [3, 82] в 
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виде водного раствора через переднюю брюшную стенку одноразовым 

пластиковым шприцем с тонкой короткой иглой. 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 осуществляли на 8-е сутки. 

Моделирование изменения уровня синтеза оксида азота субстратом NO-

синтазы – L-аргинином  

(Экспериментальная группа 2, n=8, крысы-самцы Wistar) 

Моделирование изменения уровня синтеза оксида азота (II) субстратом 

NO-синтазы, осуществляли путем внутрижелудочного введения раствора L-

аргинина («Sigma», США) на 0,9 % растворе NaCl в дозе 500 мг/кг [3, 20] через 

стеклянный градуированный шприц с внутрижелудочным зондом. Объем 

вводимого раствора зависел от массы животного и не превышал 1 мл. Препарат 

вводили 1 раз в сутки до утреннего кормления ежедневно в течение 10 дней. 

Выведение из эксперимента осуществляли на 11-е сутки.  

Моделирование корригирующего действия L-аргинина при экспериментальном 

подавлении синтеза оксида азота  

(Экспериментальная группа 3, n=8, крысы-самцы Wistar) 

Для изучения корригирующего действия L-аргинина осуществляли 

внутрибрюшинное введение L-NAME в указанных дозах с 3-и по 10-е сутки на 

фоне перорального введения L-аргинина. Животных выводили из эксперимента 

на 11-е сутки [3].  

Формирование контрольных групп 

Контрольные группы 1-3 (n=8 для каждой группы, крысы-самцы Wistar) 

формировались для каждой серии эксперимента из животных, сопоставимых по 

возрасту, массе и условиям содержания с экспериментальными особями. 

Животным контрольных групп осуществляли введение физиологического 

раствора, при этом вариант введения, объемы раствора и продолжительность 

воздействия совпадали с таковыми для соответствующей экспериментальной 

группы. 
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Моделирование выраженной гипергомоцистеинемии  

(Экспериментальная группа 4, n=8, крысы-самцы Wistar) 

Моделирование выраженной гипергомоцистеинемии [27, 43, 44] 

проводили внутрижелудочным введением метионина в качестве субстрата для 

синтеза гомоцистеина в виде суспензии, приготовленной на 1% крахмальном 

растворе с добавлением 10% твина-80, в дозе 1,5 г/кг ежедневно 2 раза в сутки в 

течение 21 дня. Суспензия вводилась экспериментатором с участием ассистента с 

помощью стеклянного градуированного шприца с зондом. Объём вводимой 

суспензии зависит от массы животного и не превышает 1,5 мл. Выведение 

животных из эксперимента осуществлялось на 22-е сутки. 

Животным контрольной группы 4 (n=8, крысы-самцы Wistar) таким же 

образом внутрижелудочно вводилась суспензия, не содержащая метионин (состав 

по массе: 10% твина-80, 1% крахмала, 89% воды) в течение 21 дня.  

Изучение эффектов L-аргинина на фоне выраженной гипергомоцистеинемии 

(Экспериментальная группа 5, n=8, крысы-самцы Wistar) 

Для изучения эффектов аргинина на фоне выраженной 

гипергомоцистеинемии выборке животных вводили аргинин per os 1 раз в сутки в 

дозе 500 мг/кг [20, 27] на 0,9% растворе NaCl в течение 10 суток параллельно с 

введением метионина по схеме, описанной выше (с 12 по 21 сутки введения 

метионина).  

Животным контрольной группы 5 (n=8, крысы-самцы Wistar) 

осуществляли введение аргинина per os 1 раз в сутки в дозе 500 мг/кг на 0,9% 

растворе NaCl в течение 10 суток параллельно с введением суспензии, не 

содержащей метионин, по схеме, описанной выше – контроль 5. Выведение 

животных из эксперимента осуществлялось на 22-е сутки. 

Экспериментальное моделирование острого венозного тромбоза  

(n=18, крысы-самки Wistar). 

Перед хирургическим вмешательством животных наркотизировали. 

Предварительно, за 15 минут до подачи наркоза, проводили премедикацию 

введением «Рометара» внутримышечно, наркоз осуществлялся введением 



62 
 

препарата «Золетил» внутримышечно. Премедикация и подача наркоза 

осуществлялась сотрудниками вивария. Воспроизведение тромбоза у 

экспериментальных животных осуществляли путём лигирования общей 

подвздошной вены [33, 223, 357] одной конечности. Операция проводилась в 

специально оборудованной операционной вивария. В ходе операции определяли 

пульсацию подвздошной артерии и в месте её проекции производили разрез кожи 

и подкожной клетчатки длиной 4 – 5 см. Тупо расслаивая мышцы, выделяли 

сосудисто-нервный пучок, определяли в нём общую подвздошную вену и 

перевязывали её. Выведение животных из эксперимента осуществлялось на 1-е, 3-

и и 5-е сутки после операции.  

В качестве контроля использовался материал, полученный от интактных 

животных, сопоставимых по возрасту, массе и условиям содержания с 

экспериментальными особями (n=6, крысы-самки Wistar).  

2.2.2. Экспериментальные модели in vitro 

Моделирование вариантов окислительного стресса in vitro на суспензиях 

клеток 

In vitro-индукция  окислительного стресса  

Для моделирования оксидативного стресса в условиях in vitro 

осуществляли инкубацию выделенных из периферической крови интактных 

животных (n=10, крысы-самки Wistar) моноядерных и полиморфноядерных 

лейкоцитов в полной питательной среде RPMI-1640, содержащей 5 мМ перекись 

водорода в течение 18 часов при температуре 37
0
С [69, 77].  

Контрольные группы формировались для каждого вида клеток инкубацией 

в аналогичных условиях без добавления перекиси водорода. 

In vitro- моделирование дефицита синтеза оксида азота 

Для моделирования дефицита синтеза оксида азота  in vitro производили 

инкубацию свежевыделенных тимоцитов и спленоцитов интактных животных 

(n=8, крысы-самцы Wistar) в полной питательной среде RPMI-1640, содержащей 2 

мМ L-Gln, по 2 мг/мл стрептомицина и пенициллина и с дополнительным 
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внесением L-NAME в конечной концентрации 5 мМ в течение 24 часов при 

температуре 37
0
С [3, 69]. 

Контрольные группы формировались из тимоцитов и спленоцитов, 

инкубированных в полной питательной среде без добавления L-NAME в течение 

24 часов при температуре 37
0
С. 

In vitro- моделирование изменения уровня синтеза оксида азота субстратом  

NO-синтазы – L-аргинином 

Для моделирования изменения уровня синтеза оксида азота (II) in vitro 

производили инкубацию свежевыделенных тимоцитов и спленоцитов интактных 

животных (n=8, крысы-самцы Wistar)  в полной питательной среде RPMI-1640, 

содержащей 2 мМ L-Gln, по 2 мг/мл стрептомицина и пенициллина и с 

дополнительным внесением  L-аргинина в конечной концентрации 5 мМ в 

течение 24 часов при температуре 37
0
С [3, 69]. 

Контрольные группы формировались из тимоцитов и спленоцитов, 

инкубированных в полной питательной среде без добавления L-аргинина в 

течение 24 часов при температуре 37
0
С. 

Моделирование окислительного стресса in vitro на суспензиях лизосом 

In vitro-индукция  окислительного стресса 

Моделирование оксидативного стресса in vitro на суспензиях 

изолированных лизосом печени интактных крыс (n=18, крысы-самки Wistar) 

осуществляли путем их инкубации в 0,25 М растворе сахарозы (среда выделения), 

содержащем 5мМ перекись водорода в течение 1, 2 и 4 часов при температуре 

37
0
С [75]. 

Контрольные группы формировались инкубацией изолированных 

суспензий лизосом печени интактных крыс (n=18, крысы-самки Wistar) в 

аналогичных условиях без добавления перекиси водорода. 

Оценка эффектов L-аргинина 

Для оценки эффектов изолированного воздействия L-аргинина 

осуществляли инкубацию суспензий лизосом печени интактных крыс (n=18, 

крысы-самки Wistar) в 0,25 М растворе сахарозы (среда выделения), содержащем  
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5 мМ  L-аргинин [3, 37, 75] («Sigma», США) в течение 1, 2 и 4 часов при 

температуре 37
0
С 

Для исследования протективных эффектов L-аргинина при окислительном 

стрессе осуществляли инкубацию суспензий лизосом печени интактных крыс 

(n=18, крысы-самки Wistar) в 0,25 М растворе сахарозы (среда выделения), 

содержащем 5мМ перекись водорода и 5 мМ  L-аргинин [3, 37, 75] («Sigma», 

США) в течение 1, 2 и 4 часов при температуре 37
0
С. 

Моделирование спонтанной генерации оксида азота 

Изучение потенциального самостоятельного вклада оксида азота 

осуществляли путем осуществляли инкубации суспензиий лизосом печени 

интактных крыс (n=18, крысы-самки Wistar) в 0,25 М растворе сахарозы (среда 

выделения), содержащем 0,1 М нитропруссид натрия [11, 31, 180] в течение 1, 2 и 

4 часов при температуре 37
0
С. 

Контрольные группы формировались инкубацией изолированных 

суспензий лизосом печени интактных крыс (n=18, крысы-самки Wistar) в 

аналогичных условиях в среде выделения. 

2.3. Получение материала для исследования 

2.3.1. Гомогенаты тканей 

За 12 часов до забоя животных лишали пищи для стандартизации условий 

опытов. Эфтаназия животных осуществлялась методом обескровливания 

пересечением брюшного отдела аорты под эфирным рауш – наркозом или 

медикаментозным наркозом с использованием препаратов ксила и золетил 100  

при сохраненном дыхании и сердцебиении. Немедленно после обескровливания 

извлекали органы в соответствии с задачей экспериментальной модели,  которые 

раздельно помещали в 0,25 М раствор сахарозы.  У животных с 

экспериментальным венозным тромбозом  извлекали участок вены ниже места 

лигирования (тромбированная вена) и симметричный участок вены другой 

конечности (интактная вена). Далее выделенные органы очищали от остатков 

жировой и соединительной ткани, паренхиматозные – дополнительно промывали 

средой выделения, затем готовили точные навески с использованием  
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электронных весов (AJH-220 CE, Япония). Полученные навески тканей 

предварительно измельчали ножницами и переносили в стеклянный стакан 

гомогенизатора «Potter S» (Sartorius, Германия), добавляя холодный раствор 0,25 

М сахарозы в соотношении 1/10, после чего гомогенизировали тефлоновым 

пестиком при зазоре в пределах 0,16-0,24 мм. Продолжительность гомогенизации 

и скорость вращения пестика устанавливались в зависимости от вида ткани 

(Таблица 5). Описанные процедуры проводили при температуре не выше 4
0
С. 

Таблица 5 

Условия гомогенизации в зависимости от вида ткани. 

Ткань Скорость вращения 

пестика (об/мин) 

Продолжительность 

гомогенизации (секунд)  

Печень 900 35 

Почка 1000 50 

Легкое 1000 50 

Миокард (левый 

желудочек сердца) 

1500 60 

Стенка сосуда 1500 60 

 

Оценку приготовленных гомогенатов осуществляли посредствам 

морфологического контроля путем окраски мазков гомогенатов по Романовскому-

Гимза с последующим подсчетом на предметном стекле числа не разрушенных 

клеток на 1000 освобожденных ядер [61]. При указанных в таблице 5 условиях 

число не разрушенных клеток в гомогенатах не превышало 1-2%.  

2.3.2. Субклеточное фракционирование и получение суспензий лизосом 

Полученные гомогенаты центрифугировали 15 мин при 800g (центрифуга 

CM-6M ELMI,Латвия) для осаждения не полностью разрушенных клеток и ядер. 

Надосадочную жидкость отбирали пипеткой в отдельные гильзы и 

центрифугировали 15 мин при 14000g для удаления митохондрий, а затем 

полученный супернатант – дополнительно при 20000g в течение 30 мин 

(центрифуга рефрижераторная К 24 Д, ГДР).  
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Получение субклеточных фракций 

Полученный после центрифугирования при 20000g супернатант 

представлял собой неседиментируемую (цитоплазматическую) фракцию 

гомогената ткани и использовался в этом качестве для измерения изучаемых 

показателей. Осадок, содержащий грубую фракцию лизосом (седиментируемая 

фракция), дополнительно ресуспендировали в 0,25 М сахарозе с добавлением 

Тритона Х-100 в конечной концентрации 0,1% и также использовали для 

исследований. 

Выделение суспензий лизосом для in vitro-исследований 

При выделении суспензии лизосом для in vitro-исследований в качестве 

ткани использовали печень половозрелых интактных крыс-самок линии Wistar 

массой 280-330 г. Эфтаназия животных, извлечение органа, подготовка ткани, 

гомогенизация и субклеточное фракционирование осуществляли идентично 

описанных выше процедурам. По окончании центрифугирования осадок, 

представляющий собой грубую фракцию лизосом, ресуспендировали в 2 мл среды 

инкубации и использовали для in vitro исследования.  По завершении инкубации 

лизосомы повторно осаждались центрифугированием при 20000g в течение 30 

мин, после чего отбирали неседиментируемую фракцию, а седиментируемую 

фракцию ресуспендировали в 0,25 М сахарозе с добавлением Тритона Х-100 в 

конечной концентрации 0,1%. Полученные фракции раздельно использовали для 

исследования. 

2.3.3. Выделение фракций лейкоцитов, получение гомогенатов и суспензии 

клеток различных фракций 

В качестве материала использовали периферическую кровь, полученную  

при выведении животного из эксперимента. Антикоагулянтом служил раствор 

ЭДТА, приготовленный из расчёта 1,5 мг антикоагулянта на 1 мл крови.  

С целью осаждения эритроцитов к крови, стабилизированной ЭДТА, 

добавляли 6% декстран 500 (6% раствор декстрана с молекулярной массой от 50 

тыс. до 70 тыс. в изотоническом растворе NaCI, ОАО «Красфарма», Россия) в 

соотношении 1:10 и смесь отстаивали 15 – 30 минут [40]. По истечении этого 
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времени надосадочную взвесь лейкоцитов в плазме отбирали при помощи шприца 

с иглой большого диаметра и использовали для дальнейшего разделения путём 

изопикнического центрифугирования [48].  

Для выделения различных фракций плазму, обогащённую лейкоцитами, 

наслаивали в соотношении 3:1 на смесь полиглюкина с 76% верографином 

(плотность 1,077) и центрифугировали при 200 g в течение 25 минут. 

Интерфазный слой, содержащий моноядерные лейкоциты (МЯЛ), отбирали и 

центрифугировали при 600 g в течение 10 минут для отделения от плазмы. Осадок 

полиморфноядерных лейкоцитов (ПМЯЛ) обрабатывали 0,9 % раствором хлорида 

аммония для удаления остаточных эритроцитов и центрифугировали 10 минут 

при 600 g. Полученные осадки лейкоцитов троекратно отмывали 0,15 М 

раствором хлорида натрия в соотношении 5:1 и пропускали через капроновый 

фильтр для удаления конгломератов клеток и подсчитывали в камере Горяева, 

используя микроскоп бинокулярный Р-15 «Биолам» фирмы ЛОМО.  

Чистоту разделения лейкоцитов проверяли микроскопией окрашенных 

мазков из интерфазы и осадка (микроскоп бинокулярный Р-15 «Биолам»). В 

соответствующих препаратах содержание МЯЛ составляло 96,1%, ПМЯЛ – 

95,6%.  

Получение гомогенатов лейкоцитов 

Полученные описанным выше способом осадки отмытых лейкоцитов 

описанных фракций доводили до концентрации 10
6
 – 10

7
 клеток/мл 

дистиллированной водой с добавлением раствора тритона Х – 100 в конечной 

концентрации 0,1% и подвергали трёхкратному замораживанию – оттаиванию для 

окончательного разрушения плазматических и лизосомальных мембран. 

Гомогенизация производилась пипетированием через иглу малого диаметра. 

Нерастворимый материал осаждался центрифугированием (600 g, 10 минут). 

Супернатант использовался для дальнейшего исследования. 

Получение суспензии лейкоцитов для in vitro-исследований 

Выделение фракций лейкоцитов для  in vitro-исследований осуществляли 

из периферической крови, полученной под  эфирным наркозом из  брюшной 
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аорты 12 половозрелых интактных крыс-самок линии Wistar массой 280-330 г. 

Стабилизация, обработка крови и фракционирование лейкоцитов осуществлялось 

аналогично вышеописанным процедурам. После фракционирования осадки МЯЛ 

и ПМЯЛ ресуспендировались в полной питательной среде RPMI-1640 и 

подвергались инкубации. Подсчет клеток  осуществлялся в начале и по 

завершении процедуры инкубации пробирочным методом в камере Горяева. По 

завершении инкубации осуществляли осаждение клеток  центрифугированием в 

течение 10 минут при 600 g и готовили гомогенаты по описанной выше 

процедуре. 

2.3.4. Получение суспензии тимоцитов и спленоцитов 

После введения животных в глубокий эфирный наркоз производили 

обескровливание и стерильно извлекали тимус и селезенку. Сразу после 

извлечения тимус и селезенку погружали в охлажденную среду RPMI 1640, 

освобождали от крови, жира и соединительной ткани. Далее левую долю тимуса 

использовали для получения тимоцитов контрольной группы, а правую – 

экспериментальной группы, предварительно взвесив каждую из долей; селезенку 

делили на две части примерно по 500 мг и каждую использовали отдельно для 

получения спленоцитов контрольной и экспериментальной групп. Очищенную 

ткань переносили в стеклянный гомогенизатор (150x25 мм), содержащий среду 

RPMI 1640 в соотношении 1/10, и измельчали, вращая стеклянный пестик 

вручную. Полученную взвесь клеток отбирали шприцем через длинную иглу, 

переносили в центрифужную пробирку и оставляли для оседания клеточных 

агрегатов на ледяной бане в течение 1 часа. После этого отбирали шприцем взвесь 

одиночных клеток и осаждали тимоциты и спленоциты центрифугированием в 

течение 10 мин при 100 g (центрифуга CM-6M ELMI, Латвия) [3, 39]. Клеточный 

осадок ресуспендировали при комнатной температуре в 5 мл полной питательной 

среды и осуществляли инкубацию.  

Подсчет количества клеток и оценку жизнеспособности клеток 

осуществляли до и после инкубации пробирочным методом в камере Горяева, 
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используя в качестве красителя 0,2 % раствор трипанового синего в 

физиологическом растворе [3, 39]. 

После инкубации полученные клетки осаждали при 100 g в течение 10 мин, 

осадок ресуспендировали в 0,25М сахарозе с добавлением Тритона Х-100 в 

конечной концентрации 0,1% и использовали для дальнейших исследований.  

2.4. Методы исследования 

2.4.1. Определение концентрации белка 

Содержание белка в исследуемом материале измеряли по методу Лоури 

коммерческим набором НПЦ «Эко-сервис» (Санкт-Петербург).  

Принцип метода заключается в образовании окрашенных продуктов 

ароматических аминокислот при взаимодействии с реактивом Фолина – 

Чокальтеу в комплексе с биуретовой реакцией на пептидные связи. 

Интенсивность окрашивания пропорциональна концентрации белка в 

исследуемой пробе, определяемой фотометрически при длине волны 750 нм. 

Содержание белка в экспериментальной пробе определяли по калибровочному 

графику, построенному с использованием калибровочного бычьего 

сывороточного альбумина 0,25мг/мл, входящего в состав набора. 

2.4.2. Определение содержания метаболитов оксида азота 

Суммарную концентрацию нитратов и нитритов (содержание метаболитов 

оксида азота)  определяли спектрофотометрическим методом по окраске в 

реакции диазотирования нитритом сульфаниламида, входящего в состав реактива 

Грисса [45].  

Депротеинизация проб осуществлялась добавлением 96% этиловым спирта 

в соотношении 1:2 с последующим центрифугированием при 800 g в течение 20 

мин. Для колориметрического определения нитрит-иона использовали реактив 

Грисса (Нева Реактив, Санкт-Петербург), растворенный в 12 % уксусной кислоте. 

Для колориметрического определения нитрат-иона готовили раствор ванадия 

хлорида в 1 N НCl. Реактивы готовили ex tempore. Для построения калибровочной 

кривой использовали 1 М раствор NaNO2 в воде, перед употреблением его 

разводили в 1000 раз и готовили серию дальнейших разведений. .  
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Интенсивность окраски определяли в видимой области спектра с 

регистрацией на микропланшетном анализаторе StatFax 3200 (Awareness 

Technology, США) при длине волны 540 нм.  

Результаты выражали в нмоль/мг белка для тканей и в мкмоль/мл для 

плазмы крови. 

2.4.3. Определение концентрации гомоцистеина 

Концентрацию общего гомоцистеина определяли в сыворотке крови 

экспериментальных животных соответствующих серий методом 

иммуноферментного анализа коммерческим набором Axis® HomocysteineEIA 

(«Axis-Shield Diagnostics Ltd», Великобритания). Метод основан на 

восстановлении содержащихся в пробе белково-связанного гомоцистеина и 

гомоцистина до свободного гомоцистеина с последующим ферментативным 

переводом суммарного гомоцистеина в S-аденозил-L-гомоцистеин, подлежащий 

иммуноферментному определению [27, 43, 44]. Для проведения исследования 

использовали иммуноферментный анализатор StatFax 3200 (Awareness Tecnology 

Inc., США). Для расчета концентрации гомоцистеина использовали 

калибровочный график, постоенный с использованием входящих в состав набора 

калибровочных растворов, результаты выражали в мкмоль/л. 

2.4.4. Оценка состояния окислительной модификации белков 

Для количественной оценки содержания окислительно модифицированных 

белков в исследуемом материале использовали определение уровня 

карбонильных производных по R. L. Levine [163] в модификации Е. Е. Дубининой 

[51].  

Метод основан на реакции взаимодействия карбонильных производных 

окисленных аминокислотных остатков белков с 2,4-динитрофенилгидразином 

(2,4-ДНФГ) с образованием 2,4-динитрофенилгидразонов, которые подлежат 

спектрофотометрической регистрации: 
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При использовании в качестве материала гомогената клеток и тканей  во 

избежание завышения показателей уровня карбонильных производных белков 

предварительно проводили  осаждение нуклеиновых кислот добавлением 10% 

стрептомицина сульфата, в соотношении к гомогенату 1:9, экспозиция 15 минут 

при комнатной температуре. Далее центрифугировали в течение 10 мин при 800g 

и для работы использовали надосадочную жидкость [21]. 

При определении уровня карбонильных производных, образовавшихся при 

спонтанной окислительной модификации белков, использовали 0,1 мл 

надосадочной жидкости, в которой осаждали белки 1 мл 20% трихлоруксусной 

кислоты как в опыте, так и в контроле. Далее в опытную пробу вносили 1 мл 0,01 

М 2,4-ДНФГ, растворенного в 2 М НCl, а в контрольную пробу 1 мл 2 М НСl. 

Пробы инкубировали при комнатной температуре 1 час, затем центрифугировали 

в течение 15 мин при 1000 g. Полученные осадки промывали 3 раза смесью 

этанол (96%) – этилацетат (1:1) для экстракции липидов и 2,4-ДНФГ, не 

прореагировавшего с карбонильными группами окисленных белков. Полученные 

осадки высушивали для удаления оставшегося раствора этанол-этилацетат, а 

затем растворяли в 8 М растворе мочевины в объеме 3 мл, для лучшего 

растворения к осадкам добавляли 1 каплю 2 М НСl.  

Определение карбонильных производных белков, образующихся по 

металл-катализируемому (индуцируемому) механизму проводили аналогичным 

образом с предварительной 15-минутной инкубацией после добавления к опытной 

и контрольной пробам по 0,1 мл 4×10
-3

 М FeSO4, 1×10
-3

 М ЭДТА, 3×10
-4 

 М Н2О2 

приготовленных ex tempore, при этом взаимодействие двухвалентного железа с 

перекисью водорода, способствует последующему образованию радикала ОН˙ по 

реакции Фентона [21]:  

Fe
2+ 

+ Н2О2 = Fe
3+

 + ОН ̄ + ОН˙  
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Полученные в вышеописанных реакциях динитрофенилгидразоны 

регистрировали на спектрофотометре (СФ-2000, Санкт-Петербург) в 

ультрафиолетовой и видимой части спектра. 

Регистрация продуктов и последующая обработка результатов проводилась 

в соответствии с разработанным в ходе исследования способом комплексной 

оценки содержания продуктов окислительной модификации белков в тканях и 

биологических жидкостях [60], основанном на анализе площади под кривой 

спектра поглощения ДНФГ-производных после регистрации на длинах волн 230, 

254, 270, 280, 356, 363, 370, 428, 430, 434, 524, 530, 535 нм, выбранных в 

соответствии с диапазонами поглощений соответствующих 

динитрофенилгидразонов [232].   

В качестве результата анализа использовалась общая площадь под кривой 

спектра поглощения (Sобщ), характеризующая общее содержание продуктов 

окислительного карбонилирования белков в материале, а также суммы площадей 

под кривой участков поглощения, характерных для альдегид-

динитрофенилгидразонов (S АДНФГ сумм) и кетон- динитрофенилгидразонов (S 

КДНФГ сумм), полученные значения можно выражались в единицах оптической 

плотности (е.о.п.) на мл плазмы крови, либо на грамм белка для гомогенатов 

клеток и тканей.  

Дополнительно производили расчет доли первичных (АДНФГ) и вторичных 

(КДНФГ) маркеров окислительного стресса [72], как соотношение S АДНФГ 

сумм или S КДНФГ сумм к Sобщ (%). 

Кроме того, значения, полученные при измерении карбонильных 

производных, образовавшихся при спонтанном и металл-катализируемом 

окислении, использовали для расчета показателя резервно-адаптационного 

потенциала (РАП) [47]: значение РАП (%) является разницей между принятым за 

100% результатом измерения Sобщ в металл-катализируемом варианте и 

процентной долей в нем значения  Sобщ спонтанного окисления (Рисунок 15).  
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Рисунок 15. Принцип расчета показателя резервно-адаптационного 

потенциала 

2.4.5. Определение активности лизосомальных цистеиновых протеиназ 

Aктивнoсть лизосомальных цистеиновых протеиназ - катепсинов В, L и Н 

изучалась спектрофлуориметрическим методом по Barrett & Kirschke [108] с 

регистрацией продукта реакции на спектрофлуориметре System 3 Scanning 

Spectrofluorometr (Optical technology devices, inc. Elmstord, New York, 10523).  

Метод основан на количественном определении 7-амидо-4-

метилкумарина, высвобождающегося в результате энзиматического гидролиза 

пептидной связи: 

 Nα-CBZ-Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin («Sigma», США) для 

катепсина В,  

 Nα-CBZ-Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin («Sigma», США) для 

катепсина L,  

 Arg-7-amido-4-methylcoumarin («Sigma», США) для катепсина Н 

(«Sigma», США).  

Преимущества данного метода связаны с высокой чувствительностью и 

специфичностью используемых субстратов.  

Субстратно-буферные растворы содержали  20 мкМ соответствующего 

субстрата, а также 8 мМ ДТТ и 2 мМ ЭДТА в: 

-  0,1 М ацетатном буфере рН 6,0 для катепсина В,  

    -  0,1 М ацетатном буфере pH 5,5 для катепсина L,  

- 0,1 М Na/K-фосфатном буфере pH 6,8 для катепсина Н. 
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К 0,4 мл субстратно-буферного раствора, преинкубированного 2 мин при 

37
0
С, добавляли 0,1 мл исследуемого материала. Реакционную смесь 

инкубировали при 37
0
С 60 мин. Реакцию останавливали добавлением 2 мл 

холодного 0,1 М ацетатного буфера рН 4,0. Контролем служила проба, 

содержащая те же компоненты, за исключением исследуемого материала, 

который вносился в конце инкубации непосредственно после добавления 

ацетатного буфера рН 4,0.  

Количество свободного 7-амидо-4-метилкумарина измеряли на при λex и 

λem , соответственно 360 нм и 440 нм против контроля. В качестве стандартного 

раствора использовали 7-амидо-4-метилкумарин (Sigma, США), растворенный в 

диметилсульфоксиде (Вектон, Санкт-Петербург). Aктивнoсть ферментов в 1 мл 

гомогената рассчитывалась по формуле: 

 

А =
𝐹𝑜 ∗ 𝐶 ∗ 𝐵

𝐹𝑠𝑡 ∗ 𝑡 ∗ 0,1
 

 

F0 – интенсивность флуоресценции анализируемого образца;  

Fst – интенсивность флуоресценции стандартного раствора амидо-

метилкумарина;  

С – концентрация 7-амидо-4-метилкумарина в стандартном растворе;  

В – разведение гомогената;  

t – время инкубации (сек);  

0,1 – объем гомогената в пробе (мл).  

Удельную aктивнoсть катепсинов в тканях и суспензиях клеток выражали 

в нкат/г белка. 

2.4.6. Метод определения  аутокаталитического действия катепсинов 

Для выявления аутокаталитического действия катепсинов  реакционную 

смесь, включающую 8 мМ ДТТ, 2 мМ ЭДТА в соответствующем буферном 

растворе  и 0,1 мл исследуемого материала, преинкубировали в течение 15 минут 

при 37 
0
С (прекаталитическая инкубация), после чего к ней добавляли 20 мкМ Nα-
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CBZ-Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin для катепсина В, N-CBZ-Phe-Arg-7-

амидо-4-метилкумарина для катепсина L и Arg-7-amido-4-methylcoumarin для 

катепсина Н и инкубировали 60 минут при 37 
0
C  с последующим добавлением 2 

мл холодного 0,1 М ацетатного буфера рН 4,0. [8]. Аутокаталитическое действие 

катепсинов оценивалось по коэффициенту отношения значения активности 

фермента, полученного в реакции с применением прекаталитической инкубации к 

параллельно определяемому значению активности без преинкубации (KАСА – 

коэффициент аутокаталитического действия). 

2.4.7. Оценка лабильности лизосомальной мембраны и 

компартментализации лизосомальных цистеиновых протеиназ 

Определение активности кислой фосфатазы 

Активность кислой фосфатазы определяли в седиментируемой и 

неседиментируемой фракциях гомогенатов тканей и суспензий лизосом 

унифицированным методом по «конечной точке» с помощью коммерческого 

набора «Витал Диагностикс СПб» (Россия, Санкт – Петербург). 

Метод основан на количественном определении образовавшегося в 

единицу времени продукта катализа п-нитрофенола, которое пропорционально 

активности фермента, по оптической плотности образца при длине волны 405 нм. 

п-нитрофенилфосфат +H2O→п-нитрофенол + фосфат 

Активность фермента оценивали по калибровочному графику, 

построенному с помощью калибровочного раствора п-нитрофенола, входящего в 

состав набора.  

Определение доли внелизосомальной активности исследуемых ферментов 

Для гомогенатов тканей и суспензий лизосом активнoсть кислых гидролаз 

в неседиментируемой и седиментируемой фракциях определяли раздельно и 

обозначали как, соответственно, неседиментируемую и седиментируемую 

aктивнoсть (НСА и СА). Общую aктивнoсть (ОА) вычисляли как сумму НСА и 

СА. 

Доля внелизосомальной активности (традиционно обозначаемая как 

коэффициент лабильности, Клаб) изучаемых ферментов рассчитывалась как 
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отношение неседиментируемой активности соответствующего фермента к его 

общей активности [61]. 

2.5. Статистическая обработка 

Статистический анализ результатов исследования проведен с применением 

современных методов виртуального математического анализа, а именно, с 

использованием программы «Microsoft Office Excel 2013» и «Statistica 10.0». 

Проверку нормальности распределения данных осуществляли с помощью 

критерия Шапиро-Уилка (W-критерий). Для вариационных рядов с отсутствием 

согласия данных с нормальным распределением вычисляли характеристики: 

медиану (Ме), верхний и нижний квартилей (Q1и Q3 соответственно), результаты 

представляли в формате Ме [Q1;Q3]; при построении графиков использовались 

также минимальное (min) и максимальное (max) значение. При нормальном 

распределении данных вычисляли среднее значение (М) и стандартное 

отклонение (s), результаты представляли в формате М±s. Поскольку отмечалось 

отсутствие согласия большинства данных с нормальным распределением, для 

оценки статистической значимости различий независимых выборок использовали 

ранговый критерий Манна-Уитни (U-тест), при нормальном распределении 

использовали t-критерий Стьюдента. Оценку ранговой корреляции осуществляли 

с помощью коэффициента Спирмена. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Разработка способа комплексной оценки содержания продуктов 

окислительной модификации белков в тканях и биологических жидкостях 

Формирование представлений об окислительной модификации белков как о 

раннем, стабильном и информативном маркере свободнорадикальной патологии 

[52, 113, 122, 391], создало перспективное направление в сфере медицинских и 

биологических наук, связанное с практическим исследованием содержания 

продуктов окислительной модификации белков. Оценка состояния  

окислительной модификации белков в настоящее время становится целью не 

только экспериментальных [32, 50, 67, 73], но и клинических исследований, 

причем в качестве  материала в последнем случае выступают как 

сыворотка/плазма крови [35, 58, 71, 79], так и другие биологические жидкости [5, 

6, 42], а также  клетки [53, 78] и ткани [24]. 

Несмотря на существование нескольких методологических подходов к 

выявлению окислительно модифицированных белков [201], в качестве 

стандартного метода измерения их содержания в биологических материалах в 

настоящее время используется спектрофотометрическая регистрация продуктов 

реакции карбонильных групп с 2,4-динитрофенилгидразином [340], предложенная 

R.L. Levine [163]. В отечественных исследованиях указанный метод используется 

в модификации Е.Е. Дубининой [51] и все предложения по усовершенствованию 

касаются именно этой методологии [7, 9]. 

Несомненными преимуществами метода R.L. Levine в модификации Е.Е. 

Дубининой являются технологическое удобство использования, достаточная 

воспроизводимость и отсутствие потребности в дорогостоящем оборудовании и 

реагентах. Однако созданное этими преимуществами широкое применение метода 

выявило и его существенный, на наш взгляд недостаток: регистрация продуктов 

реакции на 4 фиксированных длинах волн, несмотря на предоставление 

значительного эмпирического материала, не дает возможности сделать 

заключение об общем содержании карбонильных производных и их компонентов 
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в изучаемом материале, что приводит к существенному дефициту дальнейшей 

трактовки и сопоставления полученных результатов. 

Вышеизложенные соображения привели к пониманию того, что для 

корректной интерпретации полученных результатов необходим новый подход к 

анализу данных, который позволил бы комплексно оценить количество 

карбонильных производных, а также дать возможность сделать заключение о 

стадии окислительного стресса и состоянии адаптации к его проявлениям. Для 

решения этой задачи нами был предложен способ комплексной оценки 

содержания продуктов окислительной модификации белков в тканях и 

биологических жидкостях, защищенный патентом РФ [60]. 

Сущность нового подхода заключается в том, что анализу подлежит 

площадь под кривой спектра поглощения ДНФГ-дериватов карбонильных 

производных белков.  Полученные в соответствии с методом [51] ДНФГ-

продукты карбонильных производных окисленных белков регистрируют на 

спектрофотометре в ультрафиолетовой части спектра на длинах волн 230, 254, 

270, 280, 356 нм (альдегид-динитрофенилгидразоны 𝑆АДНФГ
𝑢𝑣

), 363 нм и 370 нм 

(кетон-динитрофенилгидразоны 𝑆КДНФГ
𝑢𝑣

), а в области видимого света - 428 и 430 

нм (альдегид-динитрофенилгидразоны 𝑆АДНФГ
𝑣𝑠

) и 434, 524, 530, 535 нм (кетон-

динитрофенилгидразоны 𝑆КДНФГ
𝑣𝑠

). Перечисленные длины волн выбраны в 

соответствии с диапазонами, в которых регистрируются динитрофенилгидразоны 

[232].  

Оценка осуществляется при подсчете площади под кривой спектра 

окислительной модификации белков. Учитывая, что «шаг» между длинами волн 

является величиной непостоянной, то вычислить площадь плоской фигуры с 

помощью определенного интеграла не представляется возможным. В результате 

этого возникает необходимость разбить площадь под кривой на отдельные 

фигуры, которые представляют собой прямоугольные трапеции (Рисунок 16), 

высота которых будет равна разнице между длинами волн (h = λ2 – λ1), а 
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основания равны значениям экстинкции на определенной длине волны, например 

Extλ1 и Extλ2, выраженные в единицах оптической плотности (е.о.п.) (рисунок 7). 

Далее полученное значение можно выразить в е.о.п. на мл плазмы, е.о.п. на грамм 

ткани,  е.о.п. на грамм белка для тканей органов.  

 

 

 

 

Рисунок 16. Характеристика регистрации динитрофенилгидразонов в 

световом спектре 

Таким образом, площадь под кривой спектра поглощения продуктов 

окислительной модификации белков, которая складывается из площадей под 

кривой АДНФГ и КДНФГ, регистрируемых в УФ-спектре и видимой части 

спектра,  определяется формулой: 

 

𝑆омб =  𝑆АДНФГ
𝑢𝑣

+ 𝑆АДНФГ
𝑣𝑠

+ 𝑆КДНФГ
𝑢𝑣

+ 𝑆КДНФГ
𝑣𝑠

 

где 

𝑆АДНФГ
𝑢𝑣

=
𝐸𝑥𝑡230 + 𝐸𝑥𝑡254

2
× 24 +

𝐸𝑥𝑡254 + 𝐸𝑥𝑡270

2
× 16 +

𝐸𝑥𝑡270 + 𝐸𝑥𝑡280

2
× 

 

× 10 +  
𝐸𝑥𝑡280 + 𝐸𝑥𝑡356

2
× 76 + 

𝐸𝑥𝑡356 + 𝐸𝑥𝑡363

2
× 7 

(1) 
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𝑆АДНФГ
𝑣𝑠

=  
𝐸𝑥𝑡428+𝐸𝑥𝑡520

2
× 92 

𝑆КДНФГ
𝑢𝑣

=  
𝐸𝑥𝑡363 + 𝐸𝑥𝑡370

2
 × 7 +

𝐸𝑥𝑡370 + 𝐸𝑥𝑡428

2
× 58 

𝑆КДНФГ
𝑣𝑠

=  
𝐸𝑥𝑡430 + 𝐸𝑥𝑡434

2
× 4 + 

𝐸𝑥𝑡520 + 𝐸𝑥𝑡535

2
× 15 

   

Предлагаемая формула позволяет вычислить суммарное содержание 

карбонильных производных белков, при этом важно отметить, что в формуле 

выделены составляющие эквивалентные участкам спектра и характеризующие 

этапы окислительного стресса, природу образовавшихся карбонилов, а также 

функциональное состояние клетки при накоплении окисленных белков. А именно 

формула позволяет вычислить общее количество образовавшихся карбонилов 

(конечный результат вычислений), а также отдельно сумму альдегидов и кетонов 

– первичные и вторичные маркеры, что характеризует этапы окислительного 

стресса, кроме того, накопление альдегидов ассоциируют с процессом 

фрагментации, а кетонов – с процессом агрегации белков [72], вследствие чего 

происходит нарушение нативной конформации белка.  

Результат, который может быть получен при применении описываемого 

способа, состоит в более полном анализе фактического материала, используя 

комплексную оценку содержания окисленных продуктов белка.        

Критерии, содержащиеся в предлагаемом способе, дают возможность 

адекватно осуществить комплексную оценку содержания продуктов ОМБ по 

следующим направлениям: 

1. Вычислить математическим путем общее количество карбонильных 

производных белков            (𝑆омб =  𝑆АДНФГ
𝑢𝑣.

+ 𝑆АДНФГ
𝑣𝑠.

+ 𝑆КДНФГ
𝑢𝑣.

+ 𝑆КДНФГ
𝑣𝑠.

), 

используя площадь под кривой спектра поглощения ДНФГ-дериватов 

(2) 

(3) 

(4) 
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окислительно модифицированных протеинов. При этом в спектре выделяются 

участки, которые характеризуют: 

а) количество АДНФГ и КДНФГ, регистрируемых как в области УФ-света, так и в 

области видимого света спектра; 

б) источники образовавшихся карбонилов - количество производных 

нейтрального характера характеризует степень повреждения аминокислотных 

остатков нейтрального характера ( 𝑆АДНФГ
𝑢𝑣.

+ 𝑆КДНФГ
𝑢𝑣.

) и аналогичным образом 

основного ( 𝑆АДНФГ
𝑣𝑠.

+ 𝑆КДНФГ
𝑣𝑠.

). 

2. Подсчитать суммарное количество АДНФГ и  КДНФГ, а также долю 

каждого вида  относительно общего содержания карбонильных производных 

белков с целью анализа: 

а) этапов окислительного стресса: сумма АДНФГ (𝑆АДНФГ
𝑢𝑣.

+ 𝑆АДНФГ
𝑣𝑠.

) -первичные 

маркеры и сумма КДНФГ (𝑆КДНФГ
𝑢𝑣.

+ 𝑆КДНФГ
𝑣𝑠.

) - вторичные маркеры; 

б) функционального состояние клетки при накоплении окисленных белков - 

накопление альдегидов (𝑆АДНФГ
𝑢𝑣.

+ 𝑆АДНФГ
𝑣𝑠.

) провоцирует процесс фрагментации, а 

кетонов - агрегацию белков (𝑆КДНФГ
𝑢𝑣.

+ 𝑆КДНФГ
𝑣𝑠.

). 

3. Произвести оценку резервно-адаптационного потенциала [81], используя 

значения площадей под кривой спектра поглощения продуктов спонтанной и 

индуцируемой по реакции Фентона  окислительной модификации белков. 

Таким образом, предложенный нами способ позволяет дать 

количественную характеристику как общего содержания окислительно 

модифицированных белков, так и содержания АДНФГ и КДНФГ основного и 

нейтрального характера, а также предоставляет  возможность сопоставления доли 

первичных и вторичных маркеров окислительного стресса и объективизирует 

расчет показателя резервно-адаптационного потенциала. 
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3.2. Изменения общей активности лизосомальных цистеиновых протеиназ 

в экспериментальных моделях, ассоциированных с окислительным стрессом 

3.2.1. Изменение активности лизосомальных цистеиновых протеиназ 

лейкоцитов при in vitro- моделированном окислительном стрессе 

Для in vitro- моделирования окислительного стресса была выбрана 

инкубация лейкоцитов в питательной среде с добавлением перекиси водорода в 

конечной концентрации 5 мМ, поскольку ранее было установлено, что данное 

значение является оптимальной концентрацией, вызывающей нарастание 

внутриклеточной продукции АФК  и индуцирующей апоптоз наибольшего 

количества нейтрофильных лейкоцитов без стимуляции их некротических 

изменений [64, 69].  

Нами была определена общая активность катепсинов В, L и Н в 

полиморфноядерных (ПМЯЛ) и моноядерных (МЯЛ) лейкоцитах, выделенных из 

периферической крови 10 интактных половозрелых белых беспородных крыс-

самок. Каждая фракция лейкоцитов после ресуспендирования делилась на 2 

аликвоты (опыт и контроль), которые инкубировались параллельно. Результаты 

исследования представлены в Таблице 6. 

Таблица 6 

Изменения активности катепсинов В, L, Н в лейкоцитах крови при in vitro 

моделированном окислительном стрессе, нмоль/чxмг белка (M±s) 

 ПМЯЛ МЯЛ 

 Контроль 

(инкубация в 

среде  

RPMI-1649) 

Опыт 

(инкубация в 

среде  

RPMI-1649 c 5 

мМ Н2О2) 

Контроль 

(инкубация в 

среде  

RPMI-1649) 

Опыт 

(инкубация в 

среде  

RPMI-1649 c 5 

мМ Н2О2) 

Катепсин В 1631,3±724,9 458,8±379,5* 642,5±593,0 1734,1±1318,6* 

Катепсин L 1386,7±661,4 394,8±309,9* 418,4±317,6 1424,0±1083,3* 

Катепсин Н 710,3±427,2 173,5±143,1* 157,1±119,8 529,0±432,6* 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 
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Оказалось, что инкубация в среде, содержащей 5 мМ Н2О2 в течение 18 

часов приводит к статистически значимым изменениям активности катепсинов В, 

L и Н, однако изменения в различных фракциях лейкоцитов крови оказались 

разнонаправленными. Так, для моноядерных лейкоцитов зафиксировано 

статистически значимое нарастание показателей: активность катепсина  В 

возросла в 2,7 раза, активность катепсинов L и Н – в 3,4 раза.  В то же время в 

полиморфноядерных лейкоцитах при in vitro моделированном окислительном 

стрессе обнаружено статистически значимое снижение общей активности всех 

изучаемых ферментов относительно контрольных образцов (в 3,6 раз для 

катепсина В, в 3,5 раз для катепсина L и в 4,1 раза для катепсина Н) [77]. Для 

объяснения обнаруженной разнонаправленности изменений активности 

изучаемых ферментов следует отметить, что фракция ПМЯЛ представлена 

гранулоцитами периферической крови (преимущественно нейтрофильного ряда), 

характерной чертой которых, в отличие от МЯЛ, является способность к 

собственной генерации пероксида водорода, необходимого для проявления 

функциональной активности [299]. Показано, что инкубация таких клеток с 

пероксидом водорода даже в концентрации 200 мкМ уже приводит к 

существенному нарастанию содержания карбонильных производных белков [74]. 

Поэтому возможно, что дополнительное внесение пероксида водорода в 

инкубационную среду для данного типа клеток приводит к гораздо более 

значительному окислительному повреждению их белков по сравнению с 

фракцией МЯЛ, для которой также ранее была показана чувствительность к 

окислительному стрессу [46], что и вызывает подавление активности 

лизосомальных цистеиновых протеиназ. 

Полученные результаты продемонстрировали чувствительность 

активности лизосомальных цистеиновых протеиназ к прямому воздействию 

провокатора окислительного стресса, в концентрации, для которой была выявлена 

способность статистически значимо повышать количество клеток, вступивших в 

апоптоз и содержание в них проапоптотического белка Bax в сочетании с 

нарастанием концентрации ионов Ca
2+

 в цитозоле, что трактовалось авторами как 
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результат повышения проницаемости мембран митохондрий, приводящей к 

программируемой клеточной гибели [55].  

3.2.2. Окислительная модификация белков и активность катепсинов В, L, H 

в динамике экспериментального венозного тромбоза 

Для дальнейшей оценки изменений общей активности цистеиновых 

катепсинов лейкоцитов при состояниях, потенциально сопряженных с 

окислительным стрессом in vivo, была выбрана модель экспериментального 

венозного тромбоза.  Для данной патологии была продемонстрирована 

вовлеченность лейкоцитов в морфологические изменения стенки сосудов [70], 

поэтому экспериментальное моделирование мы посчитали оптимальным 

вариантом для параллельной оценки изменений активности цистеиновых 

катепсинов в зависимости от выраженности окислительной модификации белков 

не только в лейкоцитах крови, но и в ткани сосуда. Представляемые результаты 

получены в ходе выполнения диссертационного исследования [84] под научным 

руководством автора и представлены в совместных публикациях [22, 23, 54]. 

Обнаружено, что развитие экспериментального венозного тромбоза 

сопровождается нарастанием продуктов окислительной модификации белков в 

плазме крови, регистрация светопоглощения которых на данном этапе 

исследования проводилась спектрофотометрически на рекомендованных [51] 

длинах волн (Рисунок 17). 

При этом в плазме крови статистически значимое нарастание продуктов 

окислительной модификации белков со светопоглощением при 430 нм и 530 нм, 

характерном для кетондинитрофенилгидразонов,  регистрировалось уже на 1 

сутки от момента формирования экспериментального тромбоза и сохранялось на 

3 и 5 сутки без существенной временной динамики. Важно отметить наличие 

«провала» на 3 сутки для продуктов со светопоглощением при 530 нм, с 

возвращением их повышения относительно контроля на 5 сутки.  
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 17.  Содержание продуктов окислительной модификации белков 

в плазме крови в динамике экспериментального венозного тромбоза (е.о.п./мг 

белка, М±s) 

Зафиксированное при развитии экспериментального венозного тромбоза 

нарастание содержания в плазме крови продуктов окислительной модификации 

белков сопровождалось статистически значимым нарастанием общей активности 

цистеиновых катепсинов как в полиморфноядерных, так и в моноядерных 

лейкоцитах (Таблица 7).  

Важно отметить, что нарастание активности катепсинов в лейкоцитах 

демонстрировало ту же динамику, что и повышение уровня продуктов 

окислительной модификации белков в плазме крови: статистически значимые 

изменения показателей достигались уже в 1 сутки экспериментального венозного 

тромбоза и сохранялись на 3 и 5 сутки без значительной временной динамики. 

Интересно также, что, хотя при описании роли лейкоцитов в патогенезе венозного 

тромбоза основная роль отводится полиморфноядерным нейтрофилам [49, 70], 

для моноядерных лейкоцитов нами также зарегистрировано повышение 

активности катепсинов В и Н.  

На этом фоне, оценка состояния окислительной модификации белков в 

ткани тромбированной и интактной вены, проведенная с использованием 

* 
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авторского способа [60], также продемонстрировала интенсификацию 

окислительных процессов (Рисунок 18). 

Таблица 7 

Изменение активности катепсинов В, L, Н лейкоцитов крови в динамике 

экспериментального венозного тромбоза, нмоль/чxмг белка (M±s) 

 
Контроль 

Экспериментальный венозный тромбоз 

1 сутки 3 сутки 5 сутки 

Полиморфноядерные лейкоциты 

Катепсин В 0,84±0,19 14,61±4,36* 13,2±4,92* 12,54±2,94* 

Катепсин L 17,15±4,47 29,27±5,87* 22,62±7,37 25,89±7,64 

Катепсин Н 5,37±1,79 12,44±2,46* 10,96±4,59 11,08±5,05* 

Моноядерные лейкоциты 

Катепсин В 1,26±0,24 16,14±5,05* 15,91±6,27* 8,38±3,00* 

Катепсин L 22,91±5,66 27,95±7,41 23,44±5,24 19,53±8,60 

Катепсин Н 1,40±0,29 12,31±3,67* 10,36±3,70* 5,74±2,36* 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

  

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы;  ** - изменения показателя статистически значимы 

относительно полученных для интактной вены (р<0,05) 

Рисунок 18.  Содержание продуктов окислительной модификации белков в 

стенке интактной и тромбированной вены в динамике экспериментального 

венозного тромбоза (S общ, е.о.п./мг белка, М±s) 
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Так, было обнаружено, что нарастание общего содержания продуктов 

окислительной модификации белков возникает уже на 1 сутки формирования 

экспериментального венозного тромбоза, причем изменения касаются как 

тромбированной, так и противолежащей интактной вены. Однако в ткани 

тромбированной вены при этом изменения оказались более выраженными, что 

проявилось в статистически значимом повышении уровня  продуктов 

окислительной модификации белков  не только относительно контроля, но и 

относительно значений, полученных для интактной вены.  Обнаруженные 

изменения согласуются с данными морфологических исследований [70], 

продемонстрировавших выраженные структурные изменения стенки сосуда уже 

на 1 сутки после формирования экспериментального тромбоза и могут оказаться 

частью механизма выявленных авторами повреждений эндотелиоцитов и 

базальной мембраны.  

В дальнейшем содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в ткани поврежденного и противолежащего сосуда сохраняло 

статистически значимое повышение относительно контроля. Однако 

сопоставление динамики изменений для интактной и тромбированной вены 

позволило выявить интересную закономерность: в тромбированной вене на 3 

сутки от момента формирования экспериментального тромбоза обнаружено 

значительное снижение содержания окислительно модифицированных белков по 

сравнению с показателями, полученными для интактной вены. Возможно, это 

является результатом полноценного включения в указанный период факторов 

антиоксидантной защиты, кроме того, именно здесь могла бы проявиться роль 

цистеиновых катепсинов как факторов, снижающих содержание окислительно 

поврежденных белков за счет их деградации. Важно отметить, что на 5 сутки 

экспериментального тромбоза содержание окислительно модифицированных 

белков вновь повышается, статистически значимо превосходя показатели, 

полученные как для контроля, так для интактной вены. Возможно, эта динамика 

является отражением исчерпания возможностей антиоксидантной защиты на фоне 

продолжающегося патологического процесса. 



88 
 

Изменения активности лизосомальных цистеиновых протеиназ ткани 

сосудистой стенки продемонстрировали следующую динамику (Таблица 8). 

Таблица 8 

Значения активности катепсинов В, L, H  стенки сосуда в динамике 

экспериментального венозного тромбоза, нмоль/чxг белка (M±s) 

 Катепсин В Катепсин L Катепсин Н 

Контроль 227,00±47,39 505,21±129,95 158,07±24,45 

И
н

т
а
к

т
н

а
я

 в
ен

а
 

1 сутки 255,56±75,99 619,44±278,51 224,24±99,89 

3 сутки 557,25±285,37
*
 1196,13±275,50

*
 450,39±136,11

*
 

5 сутки 294,30±50,90 731,50±119,41 226,24±59,44 

Т
р

о
м

б
и

р
о
в

а
н

н
а
я

 в
ен

а
 1 сутки 469,15 ± 160,20

*,**
 1284,47 ± 47,91

*,**
 358,66 ± 134,94

*,**
 

3 сутки 709,43±400,23* 1726,81±1080,47
*
 539,30±306,54

*
 

5 сутки 866,44±544,68
*,**

 2130,88±1328,11
*,**

 653,42±333,10
*,**

 

Примечание: * - изменения статистически значимы относительно контроля; ** - 

относительно интактной вены (р<0,05) 

В интактной вене активность катепсинов В, L, Н формировала 

статистически значимое повышение относительно контрольных значений лишь на 

3 сутки от момента моделирования тромбоза, совпадая по времени с максимумом 

содержания продуктов окислительной модификации белков и возвращаясь на 5 

сутки к уровням, сопоставимым с контрольными. В тромбированной же вене 

выраженное, статистически значимое нарастание активности всех изучаемых 

ферментов развивалось уже на 1 сутки от момента моделирования и 

продолжалось на 3 и 5 сутки без тенденции к снижению.  

Для подтверждения положения о зависимости изменений активности 

цистеиновых катепсинов от степени выраженности окислительной модификации 
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белков при экспериментальном венозном тромбозе  был проведен анализ 

корреляционных связей указанных параметров. 

Обнаружены статистически значимые линейные прямые корреляционные 

связи общей активности катепсинов В, L, Н c общим содержанием продуктов 

окислительной модификации белков в тромбированной вене; для интактной вены, 

характеризовавшейся несколько иной динамикой изменений анализируемых 

параметров, статистически значимая линейная прямая корреляционная связь с 

общим содержанием  продуктов окислительного карбонилирования протеинов 

получена только для катепсина В (Рисунок 19). 

Таким образом, при in vivo-моделировании было подтверждено наличие 

чувствительности общей активности цистеиновых катепсинов к повышению 

уровня окислительно модифицированных белков и обнаружены прямые 

зависимости изменений активности цистеиновых катепсинов от изменений 

содержания продуктов окислительного карбонилирования протеинов. 

3.2.3. Окислительная модификация белков и активность катепсинов B, L, H 

тимоцитов и спленоцитов при in vitro-воздействии модуляторов синтеза 

оксида азота 

Среди многочисленных биологических эффектов оксида азота особо 

выделяется способность его производных индуцировать окислительный стресс. 

Наибольшее значение в этом аспекте на сегодняшний день  придается 

образующемуся при взаимодействии NO с супероксид-анион радикалом мощному 

окислителю пероксонитриту [343], накопление которого способно вызывать 

многочисленные цитотоксические эффекты, в том числе повреждение 

митохондриальных мембран [393], а также индуцировать Bax-зависимый апоптоз 

[305].      
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Рисунок 19. Зависимость общей активности цистеиновых катепсинов от содержания окислительно 

модифицированных белков в стенке тромбированной и интактной вены

R=0,44; p=0,04 
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Однако следует отметить, что роль оксида азота в формировании окислительного 

стресса не столь однозначна: значительное количество исследований, 

описывающих  антиоксидантные эффекты данного соединения дали основание 

говорить об оксиде азота как о двуликой Янус-молекуле [304, 306, 310]. 

Ранее в исследованиях [66, 69] была продемонстрирована способность 

субстрата синтеза оксида азота  L-аргинина и неселективного конкурентного 

ингибитора NO-синтазы  L-NAME при in vitro-инкубациях нейтрофилов  

воздействовать на внутриклеточное содержание активных форм кислорода, 

концентрацию кальция в цитоплазме и число клеток с признаками раннего 

апоптоза.  

В рамках задач нашего исследования проведена оценка изменений 

состояния окислительной модификации белков в сочетании с анализом 

показателей активности лизосомальных цистеиновых протеиназ и ее регуляции 

при инкубации тимоцитов и спленоцитов с указанными соединениями. Поскольку 

в указанных выше исследованиях различия числовых значений полученных 

результатов с контрольными значениями оказались не высокими, конечные 

концентрации действующих агентов нами были увеличены до 5 мМ, а 

продолжительность инкубации – до 24 часов [1-3, 76, 183]. 

В качестве характеристик экспериментальных моделей использовали 

показатель доли жизнеспособных клеток, определяемый при окраске трипановым 

синим и концентрацию метаболитов оксида азота в лизатах клеток. 

Эффективность моделирования подтверждалась обнаружением 

статистически значимого повышения концентрации метаболитов оксида азота как 

в тимоцитах, так и в спленоцитах после их инкубации в среде, содержащей L-

аргинин;  внесение в среду инкубации ингибитора синтеза оксида азота L-NAME 

приводило к статистически значимому снижению показателей (Рисунок 20).  
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 20. Изменения содержания метаболитов оксида азота (нмоль/мг 

белка) в тимоцитах и спленоцитах при in vitro-воздействии модуляторов синтеза 

оксида азота 

При оценке жизнеспособности клеток (Таблица 9) зафиксировано 

статистически значимое снижение доли жизнеспособных клеток как для 

тимоцитов, так и для спленоцитов после инкубации в среде, содержащей L-

NAME, что соотносится с результатами, полученными ранее для нейтрофилов 

периферической крови [66], внесение в среду инкубации L-аргинина не привело к 

статистически значимым изменениям показателя. 

Таблица 9 

Доля жизнеспособных клеток после инкубации с модуляторами синтеза 

оксида азота, % (M±s) 

 Тимоциты Спленоциты 

После выделения 70,2±2,8 69,7±1,0 

Контроль  66,0±5,5 67,7±2,4 

L-аргинин (5 мМ) 66,8±2,1 67,8±2,3 

L-NAME (5 мМ) 52,0±2,1* 48,5±1,1* 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 
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Инкубация тимоцитов и спленоцитов в среде, содержащей 5 мМ L-NAME 

привела к статистически значимому нарастанию содержания продуктов 

окислительного карбонилирования белков относительно контроля как в 

тимоцитах (Рисунок 21), так и в спленоцитах (Рисунок 22). При этом повышение 

общего содержания карбонильных производных (Sобщ) в обоих типах клеток 

происходило за счет повышения как альдегидных (S АДНФГ сумм), так и 

кетонных производных (S КДНФГ сумм). 

При in vitro-воздействии L-аргинина в конечной концентрации 5 мМ в 

тимоцитах обнаружено статистически значимое снижение общего содержания 

продуктов окислительной модификации белков относительно контрольных 

значений за счет как альдегидных, так и кетонных производных (Рисунок 23).   

 

 

  

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 21. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в тимоцитах при in vitro-воздействии ингибитора синтеза NO, Me [Q1;Q3] 



94 
 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 22. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в спленоцитах при in vitro-воздействии ингибитора синтеза NO, Me [Q1;Q3] 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 23. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в тимоцитах при in vitro-воздействии субстрата синтеза NO, Me [Q1;Q3] 

В спленоцитах in vitro- воздействие субстрата синтеза NO L-аргинина 

сформировало лишь тенденцию к снижению содержания продуктов 
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окислительного карбонилирования белков, однако отличия показателей от 

контрольных оказались статистически не значимыми (Рисунок 24). 

При анализе соотношения первичных и вторичных маркеров 

окислительного стресса (АДНФГ и КДНФГ соответственно) и значения резервно-

адаптационного потенциала при in vitro-модулировании синтеза оксида азота 

оказалось (Рисунок  25), что в тимоцитах описанное выше нарастание продуктов 

окислительного карбонилирования белков, развивающееся под действием 5 мМ 

L-NAME сопровождается статистически значимым снижением показателя РАП, а 

снижение содержания окислительно модифицированных белков, вызываемое 

аргинином – статистически значимым повышением показателя РАП. 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 24. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в спленоцитах при in vitro-воздействии субстрата синтеза NO, Me [Q1;Q3] 

Поскольку воздействие ингибитора и субстрата синтеза оксида азота в 

описываемых моделях является краткосрочным, наиболее вероятной причиной 

выявленных изменений показателя РАП представляется описанное выше 

повышение/снижение содержания спонтанно образованных окислительно 
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модифицированных белков на фоне сохраняющегося неизменным количества 

белков, способных к металл-индуцированному окислению. Изменения же 

содержания АДНФГ и КДНФГ в данных моделях происходят, по-видимому, 

равномерно, поскольку статистически значимых изменений их соотношения в 

тимоцитах обнаружено не было. 

В спленоцитах показатели РАП демонстрировали тенденцию изменений, 

сходную с описанными для тимоцитов, однако статистически значимых отличий 

от контроля получено не было. Интересно, что, несмотря на отсутствие 

статистически значимых отличий содержания продуктов окислительной 

модификации белков при действии L-аргинина в данном типе клеток, при анализе 

соотношения первичных и вторичных маркеров обнаружено статистически 

значимое снижение доли КДНФГ, сопровождающееся статистически значимым 

повышением доли АДНФГ, что говорит о наличии влияния повышения синтеза 

оксида азота на состояние окислительного карбонилирования белков в данном 

типе клеток (Рисунок 26). 

При оценке изменений общей активности цистеиновых катепсинов В, L и 

Н в условиях in vitro-модулирования синтеза оксида азота обнаружено, что 24-

часовое воздействие L-аргинина в конечной концентрации 5 мМ не приводит к 

статистически значимым изменениям показателей относительно контрольных 

наблюдений ни в тимоцитах, ни в спленоцитах. В то же время, инкубация 

тимоцитов и спленоцитов в питательной среде, содержащей 5 мМ L-NAME, 

вызывая описанное выше повышение содержания окислительно 

модифицированных белков, формирует статистически значимое повышение 

общей активности катепсинов L и Н в обоих типах клеток, активность катепсина 

В также повышалась, но различия оказались статистически  не значимыми 

(Таблица 10).  
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 25. Доля первичных и вторичных маркеров окислительного 

стресса и значения резервно-адаптационного потенциала тимоцитов под 

действием L-NAME и L-аргинина in vitro 

 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 26. Доля первичных и вторичных маркеров окислительного 

стресса и значения резервно-адаптационного потенциала спленоцитов под 

действием L-NAME и L-аргинина in vitro 
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Таблица 10 

Изменения общей активности катепсинов В, L, H тимоцитов и спленоцитов при in 

vitro-воздействии модуляторов синтеза оксида азота, нкат/мг белка (Me[Q1;Q3]) 

 Катепсин В Катепсин L Катепсин H 

ти
м

о
ц

и
ты

  Контроль 2,80[2,59;2,98] 6,72[6,31;6,92] 4,70[3,69;4,74] 

L-NAME 

5 мМ 

4,62[3,42;4,78] 12,74[9;14,11]* 

р=0,001 

5,72[4,89;6,2]* 

р=0,03 

L-аргинин 

5 мМ 

2,99[2,26;3,18] 6,82[6,17;6,92] 4,73[3,37;4,76] 

сп
л
ен

о
ц

и
ты

 

Контроль 0,87[0,57;1,51] 32,66[28,17;35,26] 10,75[9,29;12,85] 

L-NAME 

5 мМ 

4,41[3,73;4,41] 38,59[33,04;38,59]* 

р=0,01 

17,47[16,4;20,2]* 

р=0,02 

L-аргинин 

5 мМ 

1,90[1,14;2,07] 28,35[24,16;32,61] 8,43[8,07;8,92] 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Поскольку механизмом «быстрого реагирования» для повышения 

активности большинства протеолитических ферментов, в том числе для 

лизосомальных цистеиновых протеиназ, является ограниченный протеолиз, 

переводящий их из проферментной в энзиматически активную форму [156], для 

выяснения возможных причин обнаруженных изменений активности была 

проведена оценка показателя коэффициента аутокаталитического действия (КАСА). 

В ходе исследования были получены однотипные изменения для тимоцитов 

(Рисунок 27) и спленоцитов  (Рисунок 28). Оказалось, что нарастание активности 

катепсинов, формирующееся при in vitro-инкубации в присутствии ингибитора 

синтеза оксида азота L-NAME, сопровождается статистически значимым 

снижением показателя КАСА относительно контроля, что говорит о повышении 

доли активных форм катепсинов относительно проферментных, что и является 

наиболее вероятной причиной описанных выше изменений.  Важно отметить, что 

для катепсина В, повышение активности которого в тимоцитах и спленоцитах 
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оказалось статистически не значимым, показатель  КАСА продемонстрировал 

статистически значимые отличия от контроля.  

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 27. Значения показателя коэффициента аутокаталитического 

действия (КАСА) в тимоцитах при in vitro-воздействии модуляторов синтеза оксида 

азота  

Интересным наблюдением мы считаем также обнаруженные нами 

статистически значимые нарастания показателя КАСА для всех изучаемых 

катепсинов при in vitro-воздействии L-аргинина на тимоциты и спленоциты. 

Возможно, именно это и является ответом системы лизосомальных цистеиновых 

протеиназ в данной модели: «невостребованность» дополнительного протеолиза в 

условиях формирующегося под влиянием субстрата синтеза оксида азота 

снижения содержания окислительно модифицированных белков не приводит к 

изменениям активности цистеиновых катепсинов, поскольку повышается доля их 

энзиматически неактивных проферментных форм. 

  

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

Катепсин B Катепсин L Катепсин H 

Контроль L-NAME Аргинин             Q1-Q3 

* 
р

=0
,0

3
 

* р=0,035 

* 
р

=0
,0

5
 

* 
р

=0
,0

2
 

* р=0,002 

* р=0,03 



100 
 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 28. Значения показателя коэффициента аутокаталитического 

действия (КАСА) в спленоцитах при in vitro-воздействии модуляторов синтеза 

оксида азота  

При анализе связей содержания метаболитов NO и состояния 

окислительного карбонилирования белков с показателями активности 

лизосомальных цистеиновых протеиназ в описываемых моделях выявлены 

многочисленные статистически значимые корреляционные связи. 

Так, обнаружены статистически значимые отрицательные корреляционные 

связи концентрации метаболитов NO и активности катепсинов В, L и Н как для 

тимоцитов (Рисунок 29), так и для спленоцитов (Рисунок 30) и статистически 

значимые прямые корреляционные связи между общим содержанием продуктов 

окислительного карбонилирования белков (Sобщ) и активностью указанных 

ферментов в тимоцитах (Рисунок 31) и спленоцитах (Рисунок 32). 
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Рисунок 29. Зависимость общей 

активности (ОА) катепсинов В, L, 

H от концентрации метаболитов 

NO в тимоцитах 

 

 

Рисунок 30.  Зависимость общей 

активности (ОА) катепсинов В, L, H 

от концентрации метаболитов NO в 

спленоцитах 

Рисунок 31. Зависимость общей 

активности (ОА) катепсинов В, L, H от 

общего содержания ОМБ (S общ) в 

тимоцитах 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 32. Зависимость общей 

активности (ОА) катепсинов В, L, H 

от общего содержания ОМБ (S общ) в 

спленоцитах  
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Таким образом, in vitro- моделирование на клеточном уровне 

продемонстрировало, что развивающееся при подавлении синтеза оксида азота 

неселективным конкурентным ингибитором NO-синтазы L-NAME нарастание 

содержания окислительно модифицированных белков в тимоцитах и спленоцитах 

сопровождается нарастанием активности лизосомальных цистеиновых протеиназ 

в сочетании с признаками повышения доли их активных форм относительно 

проферментных. 

3.3. Состояние окислительной модификации белков и изменения активности 

и компартментализации лизосомальных цистеиновых протеиназ при 

экспериментальном изменении синтеза оксида азота in vivo 

3.3.1. Характеристика экспериментальных моделей 

Для исследования  in vivo-воздействия модуляторов синтеза оксида азота 

применены неселективный ингибитор NO-синтазы L-N
ω
-нитро-аргинина 

метилового эфира (L-NAME) и субстрат синтеза оксида азота L-аргинин 

изолированно и в сочетании.   

В качестве объектов исследования были выбраны ткани, для которых было 

показано наличие достаточного содержания ферментов генерации оксида азота: 

печень [394], почка [294] и легкое [217].  

Оценка наличия изменений синтеза оксида азота в экспериментальных 

моделях осуществлялась измерением его метаболитов в плазме крови и 

цитоплазматической (неседиментируемой) фракции гомогенатов тканей (Таблица 

11). 

Обнаружено, что внутрибрюшинное введение L-NAME в дозе 25 мг/кг в 

течение 7 суток, не вызвав статистически значимого снижения концентрации 

метаболитов NO в плазме крови, сформировало уменьшение их тканевой 

концентрации, причем для ткани печени и легкого отличия оказались 

статистически значимы относительно соответствующего контроля. 

При этом пероральное введение L-аргинина (500 мг/кг, 10 суток), 

сформировав подтверждающее адекватность моделирования выраженное 



103 
 

статистически значимое нарастание концентрации метаболитов оксида азота в 

плазме крови, не привело к изменениям показателя  в ткани печени и легкого, а в 

ткани почки вызвало статистически значимое его снижение относительно 

контрольных значений.  

Если отсутствие изменений уровня метаболитов оксида азота в печени и 

легком можно объяснить исходным полным насыщением активных центров NO-

синтаз субстратом, когда дополнительное алиментарное введение L-аргинина не 

приводит к дальнейшему нарастанию продуктов, то для ткани почки, 

отличающейся крайне высоким уровнем синтеза собственного L-аргинина [121], в 

качестве причин выявленного феномена снижения продукции оксида азота на 

фоне введения субстрата синтеза могут выступать либо субстратное 

ингибирование [387], либо эффект образующихся из избытка L-аргинина 

эндогенных ингибиторов синтеза оксида азота [125, 293]. 

Обнаруживаемое при этом нарастание уровня метаболитов оксида азота в 

плазме крови является, по-видимому, результатом действия эндотелиальной NO-

синтазы как проявления «аргининового парадокса» [85, 435]. 

Сочетание введение субстанций, призванное продемонстрировать 

возможность L-аргинина компенсировать эффекты, развивающиеся при блокаде 

NO-синтазы, а также оценить возможные прямые эффекты L-NAME, не 

зависящие от вызываемого им снижения продукции оксида азота, сформировало 

уровень метаболитов оксида азота в плазме, сопоставимый с таковым для группы, 

получавшей L-аргинин изолированно. При этом во всех изучаемых тканях 

концентрация метаболитов оксида азота оказалась статистически значимо 

повышена относительно группы, получавшей изолированно L-NAME, а в ткани 

печени и почки – еще и относительно соответствующего контроля. Особенно 

следует отметить, что для ткани почки, в которой изолированное введение L-

аргинина приводило к парадоксальному снижению концентрации метаболитов 

оксида азота, сочетание L-аргинина с ингибитором NO-синтазы L-NAME 

сформировало статистически значимое повышение относительно группы с 

изолированным введением субстрата синтеза NO.  
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Таблица 11 

Содержание метаболитов оксида азота в исследуемом материале, Me[Q1;Q3] 

ГРУППА 
МАТЕРИАЛ 

Печень 
(нмоль/мг белка) 

Почка 
(нмоль/мг белка) 

Легкое 
(нмоль/мг белка) 

Плазма 
(мкмоль/л) 

Физ. р-р 7 дней 

в/брюшинно  

(Контроль 1) 

0,198 

[0,185;0,225] 

0,192 

[0,174;0,207] 

0,703 

[0,637;0,752] 

23,12  

[19,94; 29,87]  

 

L-NAME 25 мг/кг 

7 дней в/брюшинно 

 

0,154 

[0,130;0,158]* 

p1=0,02 

0,139 

[0,120;0,166] 

0,178 

[0,155;0,257]* 

p1=0,003 

22,34  

[20,03; 26,19]  

 

Физ. р-р 10 дней  

per os 

(Контроль 2) 

0,204 

[0,183;0,213] 

0,190 

[0,177;0,215] 

0,729 

[0,649;0,757] 

24,22  

[21,91; 28,07]  

 

Аргинин 500 мг/кг 

10 дней per os 

 

0,174 

[0,167;0,238] 

0,143 

[0,136;0,154]* 

p1=0,008 

0,725 

[0,644;0,773] 

55,99  

[51,95; 76,98]*  

p1=0,03 

Физ. р-р 

в/брюшинно+per os 

(Контроль 3) 

0,203 

[0,186;0,212] 

0,181 

[0,166;0,185] 

0,736 

[0,677;0,755] 

25,02  

[24,01; 25,97]  

 

L-NAME 25 мг/кг 

7 дней в/брюшинно 

+Аргинин 500 мг/кг 

10 дней per os 

 

0,254
 

[0,239;0,263]*
●
 

p1=0,031 

p3=0,002 

0,222 

[0,200;0,242]*
▲●

 

p1=0,022 

p2=0,008 

p3=0,010 

0,406 

[0,351;0,447]*
▲●

 

p1=0,008 

p2=0,008 

р3=0,046 

47,90  

[21,52; 77,37]
● 

p3=0,04 

 

Примечание: *, p1 - статистически значимые отличия от соответствующей контрольной группы (р<0,05); 
▲

, p2 - 

статистически значимые отличия от группы с введением аргинина (р<0,05); 
●
, p3 - статистически значимые отличия от 

группы с введением L-NAME, 25 мг/кг (р<0,05) 
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3.3.2. Результаты комплексной оценки состояния окислительной 

модификации белков ткани печени, почки и легкого под действием 

модуляторов синтеза оксида азота 

При анализе содержания продуктов окислительного карбонилирования 

белков [25, 76] обнаружено, что введение неселективного ингибитора NO-синтазы 

L-NAME приводит к статистически значимому нарастанию их концентрации в 

цитоплазматической фракции ткани печени (Рисунок 33), почки (Рисунок 34) и 

легкого (Рисунок 35). При этом во всех описанных тканях наблюдалось 

статистически значимое относительно контрольных значений повышение 

содержания первичных маркеров окислительного стресса (АДНФГ), в ткани 

почки и легкого эти изменения сочетались со статистически значимым 

повышением содержания вторичных маркеров (КДНФГ).  

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 33. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани печени при in vivo-воздействии 

ингибитора синтеза NO, Me [Q1;Q3] 



106 
 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 34. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани почки при in vivo-воздействии 

ингибитора синтеза NO, Me [Q1;Q3] 

  

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 35. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани легкого при in vivo-воздействии 

ингибитора синтеза NO, Me [Q1;Q3] 
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Вышеописанные изменения совпадают с ранее описанными в in vitro-

эксперименте тенденциями и демонстрируют способность ингибитора синтеза 

оксида азота L-NAME индуцировать окислительный стресс, подтверждая тезис об 

антиоксидантных эффектах оксида азота [304].  

In vivo-воздействие изолированного введения L-аргинина привело к 

статистически значимому снижению общего содержания продуктов 

окислительного карбонилирования белков в ткани печени за счет снижения как 

АДНФГ, так и КДНФГ (Рисунок 36). Поскольку статистически значимых 

изменений содержания метаболитов оксида азота в данной ткани при этом 

зафиксировано не было, следует предположить, что в данном случае аргинин 

способен проявлять самостоятельные протективные эффекты в отношении 

окислительного повреждения белков, не связанные с его ролью как субстрата 

синтеза оксида азота. Для L-аргинина описано прямое антиоксидантное действие 

[189, 398], однако дополнительные эффекты субстанции по защите тканей от 

окислительного повреждения продолжают в настоящее время активно изучаться 

[247]. 

В ткани почки, где введение L-аргинина сформировало описанное выше 

снижение концентрации метаболитов оксида азота, изменения показателей 

содержания продуктов окислительного карбонилирования белков оказались 

сходными с изменениями, развивавшимися на фоне введения ингибитора синтеза 

NO L-NAME: статистически значимо относительно контроля повысилось общее 

содержание ОМБ за счет как АДНФГ, так и КДНФГ (Рисунок 37). Таким образом, 

нарастание интенсивности процесса окислительной модификации белков в 

данной ткани вызывается снижением продукции оксида азота независимо от 

вызвавшей его причины. 

В ткани легкого (Рисунок 38) изолированное in vivo-воздействие L-

аргинина не привело к статистически значимым изменениям содержания 

продуктов окислительной модификации белков.  
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 36. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани печени при изолированном in vivo-

воздействии L-аргинина, Me [Q1;Q3] 

 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 37. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани почки при изолированном in vivo-

воздействии L-аргинина, Me [Q1;Q3] 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 38. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани легкого при изолированном in vivo-

воздействии L-аргинина, Me [Q1;Q3] 

Сочетанное введение ингибитора и субстрата синтеза оксида азота,   

вызывая в ткани печени повышение концентрации его метаболитов не только 

относительно группы, получавшей изолированно ингибитор, но и относительно 

контроля, на показатели окислительного карбонилирования белков также оказало 

эффекты, демонстрирующие преобладающее действие аргинина (Рисунок 39): 

содержание продуктов окислительной модификации белков  статистически 

значимо снижалось по сравнению с контрольными значениями и показателями 

группы, получавшей изолированно L-NAME, приближаясь к значениям, 

полученным при изолированном введении L-аргинина. 

В ткани почки, где эффекты изолированного введения L-NAME и L-

аргинина на уровень метаболитов оксида азота и продуктов окислительной 

модификации белков оказались однотипными, сочетанное введение субстанций, 

вызывая значительный прирост уровня метаболитов оксида азота, привело  к 

статистически значимому снижению содержания продуктов окислительного 

карбонилирования белков как относительно группы, получавшей изолированно 

ингибитор NO-синтазы, так и относительно группы с изолированным введением 
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L-аргинина, приблизив показатели к значениям контрольной группы (Рисунок 

40). Таким образом, сочетанное введение вызвало не потенциированные, а 

противоположные к изолированному введению сустанций эффекты, сформировав 

проявления, ожидаемые как ответ на введение субстрата синтеза оксида азота.  

Ткань легкого, оказавшаяся не чувствительной к изолированному 

воздействию L-аргинина в отношении изменения уровня метаболитов оксида 

азота и содержания окислительно модифицированных белков, 

продемонстрировала полное нивелирование повышения содержания ОМБ, 

развивавшегося на фоне L-NAME, при сочетании его с L-аргинином (Рисунок 41).  

Вышеописанные изменения позволяют говорить о наличии связи между 

состоянием окислительной модификации белков и уровнем внутриклеточной 

продукции оксида азота, что было дополнительно подтверждено корреляционным 

анализом: обнаружены статистически значимые обратные корреляционные связи 

средней степени между общим содержанием продуктов окислительного 

карбонилирования белков (S общ) и уровнем метаболитов оксида азота  в ткани 

печени (Рисунок 42), почек (Рисунок  43) и легкого (Рисунок 44).  
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А

 

Б

 
Примечание: * - изменения показателя статистически 

значимы относительно: 

А –  контрольной группы (р<0,05); 

Б – группы с изолированным введением L-NAME 

(р<0,05); 

В – группы с изолированным введением L-аргинина 

(р<0,05) 

Рисунок 39. Содержание продуктов окислительного 

карбонилирования белков в цитоплазматической 

фракции ткани печени при сочетанном in vivo-

воздействии L-аргинина и L-NAME, Me [Q1;Q3] 

 

В
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А

 

Б 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически 

значимы относительно: 

А –  контрольной группы (р<0,05); 

Б – группы с изолированным введением L-NAME 

(р<0,05); 

В – группы с изолированным введением L-аргинина 

(р<0,05) 

Рисунок 40. Содержание продуктов окислительного 

карбонилирования белков в цитоплазматической 

фракции ткани почки при сочетанном in vivo-

воздействии L-аргинина и L-NAME, Me [Q1;Q3] 

В 
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А

 

Б

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы 

относительно: 

А –  контрольной группы (р<0,05); 

Б – группы с изолированным введением L-NAME (р<0,05); 

В – группы с изолированным введением L-аргинина (р<0,05) 

Рисунок 41. Содержание продуктов 

окислительного карбонилирования белков в 

цитоплазматической фракции ткани легкого при 

сочетанном in vivo-воздействии L-аргинина и L-NAME, 

Me [Q1;Q3] 

 

В
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Рисунок 42. Зависимость 

общего содержания продуктов 

окислительного карбонилирования 

белков (S общ) от концентрации 

метаболитов NO в 

цитоплазматической фракции ткани 

печени; R= -0,51, p=0,001 

Рисунок 43.  Зависимость 

общего содержания продуктов 

окислительного карбонилирования 

белков (S общ) от концентрации 

метаболитов NO в 

цитоплазматической фракции ткани 

почки; R= -0,51, p=0,002 

 

Рисунок 44. Зависимость общего содержания продуктов 

окислительного карбонилирования белков (S общ) от концентрации 

метаболитов NO в цитоплазматической фракции ткани легкого; R= -0,36, 

p=0,03 

NO

S
 о

б
щ
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Дальнейшая характеристика изменений состояния окислительной 

модификации белков под действием модуляторов синтеза оксида азота in vivo 

включала анализ изменений соотношения первичных (АДНФГ) и вторичных 

(КДНФГ) маркеров окислительного стресса и показателя резервно-

адаптационного потенциала ткани, рассчитанного на основе сопоставления доли 

общего количества карбонильных производных белков (S общ), сформированного 

при спонтанном окислении, к принятому за 100% количеству, образованному in 

vitro при металл-индуцированном окислении. 

Обнаружено, что в ткани печени нарастание содержания продуктов 

окислительной модификации белков, развивающееся на фоне ингибирования 

образования оксида азота под действием L-NAME, сопровождается статистически 

значимым нарастанием доли первичных маркеров окислительного стресса 

(АДНФГ)  и снижением показателя резервно-адаптационного потенциала 

(Рисунок 45). Изолированное введение L-аргинина, приводившее к снижению 

содержания продуктов окислительной модификации белков, здесь оказывает 

также позитивное  воздействие: доля АДНФГ статистически значимо снижается, а 

показатель РАП – возрастает (Рисунок 46).   

Сочетанное введение модуляторов синтеза оксида азота приблизило 

показатели доли АДНФГ и КДНФГ к контрольным значениям, сформировав их 

статистически значимые отличия от результатов, полученных для изолированного 

введения субстанций.  Однако показатель РАП сохранился в зоне значений, 

близких к полученным для изолированного действия аргинина и оказался 

статистически значимо выше диапазона, полученного не только для 

изолированного введения ингибитора NO-синтазы, но и для контрольной группы 

(Рисунок 47). 
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Рисунок 45. Изменение доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани печени при in vivo-

воздействии ингибитора синтеза NO 

 

 

Рисунок 46. Изменение доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани печени при in vivo-

воздействии L-аргинина 
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Примечание: *, p1 - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы; ●, р2 - изменения показателя статистически значимы 

относительно группы с изолированным введением L-NAME; ▲, р3 - изменения 

показателя статистически значимы относительно группы с изолированным 

введением L-аргинина 

Рисунок 47. Изменение доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани печени при 

сочетанном in vivo-воздействии L-аргинина и L-NAME  

 

В ткани почки статистически значимых изменений доли АДНФГ и 

КДНФГ, а также показателя РАП на фоне изолированного введения ингибитора  и 

субстрата синтеза оксида азота не получено; сочетанное введение субстанций 

привело к статистически значимому снижению РАП относительно контроля, 

продемонстрировав в данном случае усугубление эффекта L-аргинина (Рисунок 

48). 
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Примечание: *, p1 - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы; ●, р2 - изменения показателя статистически значимы 

относительно группы с изолированным введением L-NAME; ▲, р3 - изменения 

показателя статистически значимы относительно группы с изолированным 

введением L-аргинина 

Рисунок 48. Изменение доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани почки при 

сочетанном in vivo-воздействии L-аргинина и L-NAME  

 

В ткани легкого изолированное введение L-NAME вызвало статистически 

значимое нарастание доли первичных маркеров окислительного стресса без 

изменений показателя РАП (Рисунок 49), изолированное введение аргинина, не 

вызывавшее изменения  содержания продуктов окислительной модификации 

белков, на изучаемых здесь показателях также не отразилось (Рисунок 50). При 

этом сочетание применения ингибитора NO-синтазы с L-аргинином приблизило 

показатели доли АДНФГ и КДНФГ и значение РАП уровню  контрольных, 

сформировав статистически значимые отличия от показателей, полученных для 

изолированного применения субстанций (Рисунок 51). 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 49. Изменение доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани легкого при in vivo-

воздействии ингибитора синтеза NO 

 

Рисунок 50. Изменение доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани легкого при in vivo-

воздействии L-аргинина 
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Примечание: ●, р2 - изменения показателя статистически значимы относительно 

группы с изолированным введением L-NAME; ▲, р3 - изменения показателя 

статистически значимы относительно группы с изолированным введением L-

аргинина 

Рисунок 51. Изменение доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани легкого при 

сочетанном in vivo-воздействии L-аргинина и L-NAME  

 

Таким образом, применение модуляторов генерации оксида азота приводит 

к существенным изменениям показателей состояния окислительной модификации 

белков в ткани печени, почки и легкого. При этом, для изучаемых 

паренхиматозных органов угнетение синтеза оксида азота сопряжено с 

изменениями показателей, демонстрирующими повышение интенсивности 

окислительной модификации белков, а L-аргинин оказывает в отношении белков 

антиокислительное действие. 
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3.3.3. Изменения активности и компартментализации катепсинов В, L, Н 

ткани печени, почки и легкого под действием модуляторов синтеза оксида 

азота 

При изолированном введении ингибитора синтеза оксида азота L-NAME в 

ткани печени статистически значимых изменений активности катепсина В 

обнаружено не было, для катепсина L обнаружено статистически значимое 

снижение активности в неседиментируемой фракции. В то же время для 

катепсина Н продемонстрировано статистически значимое нарастание общей 

активности в сочетании с повышением активности в седиментируемой 

(лизосомальной) фракции (Рисунок 52).  

 

 

 

Рисунок 52. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани печени при in vivo-воздействии ингибитора синтеза оксида азота 

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

НСА

M
e,

 н
ка

т/
 г

 б
ел

ка
 

Q1-Q3

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

СА ОА
контроль 1 L-NAME

*  р=0,01 *  р=0,01

Q1-Q3

Катепсин L 

Катепсин В 

Катепсин Н 



122 
 

В ткани почки под действием L-NAME обнаружены однотипные 

изменения активности для всех изучаемых ферментов: статистически значимое 

снижение общей активности катепсинов В, L, Н в сочетании со статистически 

значимым снижением активности в седиментируемой (лизосомальной) фракции; 

при этом активность катепсина L в неседиментируемой фракции статистически 

значимо возросла (Рисунок 53). 

 

 

 

Рисунок 53. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани почки при in vivo-воздействии ингибитора синтеза оксида азота 
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В ткани легкого применение неселективного ингибитора NO-синтазы не 

вызвало статистически значимых изменений активности изучаемых катепсинов 

(Рисунок 54). 

Таким образом, эффекты ингибитора оксида азота, вызывавшего 

нарастание интенсивности окислительной модификации белков в 

цитоплазматической фракции ткани печени, почки и легкого на показатели 

активности катепсинов B, L, Н в изучаемых тканях оказались преимущественно 

подавляющими.  

 

 

 

Рисунок 54. Показатели активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани легкого при in vivo-воздействии ингибитора синтеза оксида азота 
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Поскольку в качестве одного из факторов, влияющего на активность 

катепсинов, выступает протеолитический (в том числе и аутокаталитический) 

процессинг, причиной обнаруженных изменений может оказаться увеличение 

доли  проферментных форм катепсинов относительно в каталитически активных. 

Для выяснения вклада этого механизма в обнаруженные изменения активности 

ферментов проведен анализ показателя коэффициента аутокаталитического 

действия (КАСА) изучаемых катепсинов. 

Обнаружено, что действие L-NAME в дозе 25 мг/кг вызывает 

преимущественное нарастание показателя КАСА (Таблица 12). Так, описанное 

выше снижение активности катепсина L во внелизосомальной фракции ткани 

печени сопровождалось статистически значимым нарастанием соответствующего 

показателей КAСА. Такое сочетание изменений можно трактовать как замедление 

перехода проферментных форм катепсина L в каталитически активные; кроме 

того, поскольку изменений  КАСА катепсина L в лизосомальной фракции ткани 

печени зафиксировано не было, можно предположить, что торможение 

протеолитического процессинга катепсина происходит после выхода его 

проферментных форм из лизосом во внелизосомальное пространство. 

Обнаруженное снижение лизосомальной активности катепсина H для ткани почки 

также сочеталось с повышением показателя КАСА для этой фракции – т.е. в данном 

случае нарастание доли проферментных форм катепсина развивается уже внутри 

лизосом. Интересно, что выявленное для ткани печени повышение активности 

катепсина Н в лизосомальной фракции сопровождалось повышением и показателя  

КАСА – в этом случае причиной изменений может оказаться уже повышение 

синтеза фермента, не только приводящее к регистрируемому повышению его 

активности, но и создающему «резерв» дальнейшего возможного повышения за 

счет значительного количества проферментных форм. При этом обнаруженное 

для ткани почки сочетание повышения активности катепсина L в 

цитоплазматической фракции с повышением соответствующего показателя КАСА 

следует трактовать несколько иначе. Поскольку описываемое нарастание 

внелизосомальной активности катепсина L сопровождается снижением 



125 
 

активности фермента в лизосомальной фракции, наиболее вероятной причиной 

здесь представляется перераспределение катепсина в цитоплазму, повышенное же 

значение КАСА указывает на выход не только активных, но и проферментных 

форм, т.е. «резерв» формируется, но без вовлечения повышенного синтеза. 

Особо следует обсудить тот факт, что в ткани легкого, где на фоне 

снижения концентрации метаболитов оксида азота и нарастания содержания 

продуктов окислительной модификации белков под действием ингибитора NO-

синтазы статистически значимых изменений активности катепсинов В, L и Н 

зафиксировано не было, показатель КАСА продемонстрировал отличия от 

контрольных значений. Обнаруженное статистически значимое нарастание 

показателя КАСА для неседиментируемой активности катепсина В, а также 

седиментируемой и неседиментируемой активности катепсина Н дает основание 

предполагать, что ответом ткани легкого в данном случае является, скорее всего, 

повышение синтеза молекул катепсинов, однако их адекватного перехода в 

каталитически активные формы в описываемой модели не происходит, что и не 

дает возможности зарегистрировать изменения активности.  

Изолированное введение L-аргинина практически не отразилось на 

показателях активности цистеиновых катепсинов в ткани печени, единственным 

статистически значимым изменением оказалось повышение внелизосомальной 

активности катепсина L (Рисунок 55), однако важно отметить, что это изменение 

оказалось разнонаправленным по отношению к ранее описанному эффекту 

ингибитора синтеза оксида азота. Возможно, именно это изменение является 

частью механизма самостоятельного протективного эффекта аргинина в 

отношении окислительной модификации белков: вызываемое L-аргинином 

нарастание активности катепсина L в цитоплазме приводит к расщеплению 

окислительно поврежденных белков и формирует описанное выше снижение их 

содержания. 
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Таблица 12 

Изменения значений коэффициента аутокаталитического действия (KАСА) для катепсинов В, L, H при in vivo-воздействии 

ингибитора синтеза оксида азота, Ме [Q1; Q3] 

 Контроль 1 

Печень Почка Легкое 

КАСА катепсин В, НСА 1,22[0,61;1,33] 0,47[0,28;0,71] 0,97[0,73;0,98] 

КАСА катепсин В, СА 1,15[0,4;1,83] 1,18[0,99;1,35] 1,14[0,98;1,53] 

КАСА катепсин L, НСА 0,97[0,82;1,08] 0,74[0,66;0,78] 1,28[1,01;3,11] 

КАСА катепсин L, СА 1,23[0,93;1,81] 0,8[0,73;0,88] 1,46[1,06;1,54] 

КАСА катепсин H, НСА 0,65[0,57;0,76] 1,01[0,92;1,15] 0,87[0,66;0,98] 

КАСА катепсин H, СА 0,34[0,28;0,41] 1,01[0,93;1,12] 0,39[0,32;0,41] 

 L-NAME 25 мг/кг, 7 суток 

 Печень Почка Легкое 

КАСА катепсин В, НСА 1,82[0,85;4,78] 1,27[0,78;1,57]* 

р=0,01 

2,02[1,81;2,43]* 

р=0,03 

КАСА катепсин В, СА 0,78[0,64;1,63] 1,00[0,87;1,22] 0,01[0,01;0,02]* 

р=0,04 

КАСА катепсин L, НСА 1,61[1,19;3,92]* 

р=0,02 

0,98[0,93;1,03]* 

р=0,02 

1,18[1,07;6,07] 

 

КАСА катепсин L, СА 1,24[1,03;4,94] 0,94[0,82;1,06] 2,49[1,51;3,2] 

КАСА катепсин H, НСА 0,79[0,73;0,83] 1,68[1,06;2,40] 2,67[1,68;4,32]* 

р=0,008 

КАСА катепсин H, СА 0,56[0,43;0,70]* 

р=0,02 

1,78[1,14;2,46]* 

р=0,045 

1,02[0,78;1,29]* 

р=0,003 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно контрольной группы (р<0,05)
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Рисунок 55. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани печени при in vivo-воздействии L-аргинина 

В ткани почки под действием L-аргинина обнаружено статистически 

значимое нарастание общей активности катепсина Н в сочетании с нарастанием 

его лизосомальной активности, изменения оказались прямо противоположными 

по отношению к выявленным под влиянием L-NAME (Рисунок 56).  

При этом активность катепсина L в ткани почки оказалась практически не 

чувствительной  к изолированному воздействию L-аргинина, общая и 
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лизосомальная активность катепсина В  сформировали тенденцию к повышению, 

однако статистически значимых отличий от контроля обнаружено не было. 

  

 

 

 

Рисунок 56. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани почки при in vivo-воздействии L-аргинина 

Поскольку для ткани почки изменения концентрации метаболитов оксида 

азота и уровня продуктов окислительной модификации белков под действием 

ингибитора и субстрата синтеза оксида азота оказались однотипными, 

обнаружение противоположного эффекта на активность ферментов здесь 

заставляет предположить наличие самостоятельного влияния L-аргинина на 

активность лизосомальных цистеиновых протеиназ. 
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Наиболее чувствительной к действию L-аргинина оказалась активность 

цистеиновых катепсинов ткани легкого, где изолированное введение субстанции 

вызвало существенное, статистически значимое по отношению к контрольным 

значениям нарастание активности всех изучаемых ферментов во 

внелизосомальной фракции в сочетании со статистически значимым нарастанием 

общей и лизосомальной активности катепсинов В и Н (Рисунок 57). 

 

 

 

Рисунок 57. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани легкого при in vivo-воздействии L-аргинина 
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продемонстрировал, что в ткани печени описанное выше нарастание активности 

катепсина L во внелизосомальной фракции сочетается со статистически 

значимым снижением показателя КАСА, т.е. в данном случае в 

цитоплазматической фракции все молекулы фермента каталитически активны и 

резерв проферментных форм практически отсутствует. Интересно, что для 

катепсина В, несмотря на отсутствие в данной модели изменений активности, 

было зафиксировано значительное нарастание показателя КАСА в лизосомальной 

фракции, что может быть проявлением активации синтеза молекул фермента в 

условиях изолированного действия L-аргинина без их перехода из 

проферментных форм в активные. 

Следует также отметить, что в ткани почки, где изменений активности 

катепсинов В и L в цитоплазматической и лизосомальной фракции под действием 

L-аргинина обнаружено не было, мы зафиксировали статистически значимое 

нарастание КАСА для этих ферментов в неседиментируемой фракции. Это может 

свидетельствовать о том, что эффект изолированного действия L-аргинина в 

данной ткани проявляется лишь в стимуляции выхода проэнзимных форм 

катепсинов В и L  в цитоплазму, однако протеолитический процессинг 

оказывается заблокирован. Важным наблюдением мы считаем тот факт, что 

описываемые изменения КАСА катепсина L для ткани почки совпадают с 

таковыми, обнаруженными в модели с изолированным in vivo-воздействием L-

NAME и, возможно, имеют единую причину, в качестве которой может 

выступать, например, описанное ранее совпадающее для обеих моделей 

нарастание содержания окислительно модифицированных белков на фоне 

снижения концентрации метаболитов оксида азота. При этом на фоне действия L-

NAME нарушение дозревания выходящих из лизосом прокатепсинов выражено в 

меньшей степени и приводит к регистрируемому повышению активности 

ферментов. Развивающееся же при in vivo-воздействии L-аргинина нарастание 

активности катепсина Н в лизосомальной фракции ткани почки не 

сопровождалось статистически значимыми изменениями КАСА, что косвенно 

подтверждает ранее высказанное предположение о возможном самостоятельном 
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влиянии L-аргинина на активность фермента, причем это влияние не связано с 

изменением соотношения проферментных и активных его форм. 

Последний тезис косвенно подтверждает также полное отсутствие 

изменений показателя  КАСА в ткани легкого, где  in vivo-воздействие L-аргинина 

также привело к многочисленным статистически значимым отличиям активности 

цистеиновых катепсинов от контрольных значений в сторону повышения 

показателей. 

Сочетанное  in-vivo-воздействие ингибитора синтеза оксида азота L-

NAME и L-аргинина в большинстве случаев продемонстрировало преобладание 

эффектов, описанных при изолированном действии L-аргинина. 

Так, в ткани печени (Рисунок 58) активность катепсинов В и L, не 

продемонстрировав статистически значимых отличий от показателей контрольной 

группы, оказалась близка к значениям активности, полученным при 

изолированном действии  L-аргинина. При этом общая и седиментируемая 

активность катепсина В оказалась статистически значимо ниже, а 

внелизосомальная (неседиментируемая) активность катепсина L – статистически 

значимо выше показателей,  полученных при изолированном действии 

ингибитора NO-синтазы. Существенным исключением оказались изменения 

активности катепсина Н: в то время как изолированное действие L-NAME 

приводило к повышению активности фермента в лизосомальной фракции, а 

изолированное применение L-аргинина практически не вызывало изменений 

активности, сочетание in vivo-воздействия ингибитора и субстрата синтеза оксида 

азота привело к статистически значимому снижению активности катепсина Н как 

в седиментируемой, так и в неседиментируемой фракции. 

При этом изменения оказались статистически значимыми как 

относительно контроля, так и относительно показателей, полученных при 

изолированном воздействии субстанций. 
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Таблица 13 

Изменения значений коэффициента аутокаталитического действия (KАСА) для катепсинов В, L, H при in vivo-воздействии 

L-аргинина, Ме [Q1; Q3] 

 Контроль 2 

Печень Почка Легкое 

КАСА катепсин В, НСА 0,35[0,26;0,54] 0,88[0,77;0,95] 0,00[0,00;0,48] 

КАСА катепсин В, СА 0,38[0,20;0,56] 0,72[0,59;0,86] 0,90[0,81;0,98] 

КАСА катепсин L, НСА 2,15[2,11;17,63] 0,8[0,61;0,89] 0,52[0,12;1,70] 

КАСА катепсин L, СА 1,12[0,95;1,19] 0,66[0,56;0,93] 0,57[0,42;0,78] 

КАСА катепсин H, НСА 0,61[0,60;0,67] 0,99[0,89;1,06] 0,70[0,56;0,73] 

КАСА катепсин H, СА 0,42[0,34;0,59] 0,58[0,37;0,88] 0,30[0,27;0,33] 

 L-аргинин 500 мг/кг, 10 суток 

 Печень Почка Легкое 

КАСА катепсин В, НСА 1,21[0,58;1,63] 1,39[1,34;1,51]* 

р=0,005 

0,15[0,14;0,20] 

КАСА катепсин В, СА 1,47[1,28;4,23]* 

р=0,03 

1,2[0,57;2,17] 

 

1,16[0,77;1,26] 

 

КАСА катепсин L, НСА 0,84[0,66;1,00]* 

р=0,005 

1,03[0,95;1,26]* 

р=0,02 

0,57[0,50;0,58] 

 

КАСА катепсин L, СА 0,89[0,68;0,99] 0,89[0,69;0,99] 0,94[0,73;1,16] 

КАСА катепсин H, НСА 0,58[0,5;0,71] 1,16[1,00;1,31] 0,58[0,52;0,61] 

КАСА катепсин H, СА 0,40[0,34;0,55] 0,71[0,59;0,88] 0,27[0,27;0,34] 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно контрольной группы (р<0,05) 
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Поскольку для ткани печени в этой модели уровни метаболитов оксида 

азота и продуктов окислительной модификации белков оказались близкими к 

значениям, полученным для изолированного действия L-аргинина, в качестве 

возможного объяснения полученных статистически значимых отличий можно 

предположить лишь наличие у L-NAME и/или L-аргинина собственных эффектов 

на активность катепсина Н, не связанных с их участием в синтезе оксида азота и 

модуляцией выраженности окислительного карбонилирования белков. 

 

 

 

Рисунок 58. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани печени при сочетанном in vivo-воздействии L-аргинина и L-

NAME 
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В ткани почки (Рисунок 59) при сочетанном воздействии L-NAME и L-

аргинина не обнаружено статистически значимых отличий активности 

цистеиновых катепсинов ни от контроля, ни от группы с изолированным 

введением L-аргинина. При этом показатели лизосомальной активности всех 

изучаемых катепсинов и внелизосомальная активность катепсинов В и Н 

оказались статистически значимо выше таковых, полученных для изолированного 

действия ингибитора NO-синтазы. 

 

 

 

Рисунок 59. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани почки при сочетанном in vivo-воздействии L-аргинина и L-NAME 
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Фактически, для ткани почки  сочетанное введение субстанций, 

существенно повышая сниженный при изолированном их введении уровень 

метаблитов оксида азота и полностью корректируя вызванное раздельным 

введением повышение окислительного карбонилирования белков, нормализует и 

показатели активности цистеиновых катепсинов. 

Для ткани легкого (Рисунок 60) статистически значимых отличий 

активности катепсинов В, L, Н от контроля также получено не было. При этом для 

всех ферментов как общая активность, так и активность в седиментируемой и 

неседиментируемой фракции оказались статистически значимо выше таковых, 

полученных при изолированном действии L-NAME. Интересно, что показатели 

общей, седиментируемой и неседиментируемой активности катепсина Н, а также 

неседиментируемой активности катепсина В при этом заняли промежуточное 

положение, оказавшись статистически значимо ниже таковых, полученных при 

изолированном воздействии L-аргинина. 

Показатели коэффициента аутокаталитического действия изучаемых 

катепсинов в лизосомальной и внелизосомальной фракциях (Таблица 14) в целом 

оказались ближе к результатам, полученным для изолированного действия L-

аргинина и статистически значимо отличались от таковых, 

продемонстрированных для изолированного действия L-NAME. 

Поскольку важным фактором изменения внутриклеточного распределения 

активности лизосомальных ферментов является общая и избирательная 

проницаемость лизосомальной мембраны [63, 267], нами была проведена оценка 

состояния ее проницаемости по показателям коэффициента лабильности (Клаб) 

маркерного фермента лизосом кислой фосфатазы в сопоставлении с показателями 

Клаб для изучаемых катепсинов. 
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Рисунок 60. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани легкого при сочетанном in vivo-воздействии L-аргинина и L-

NAME 
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Таблица 14 

Изменения значений коэффициента аутокаталитического действия (KАСА) для катепсинов В, L, H при сочетанном in vivo-

воздействии L-NAME и L-аргинина, Ме [Q1; Q3] 

 Контроль 3 

Печень Почка Легкое 

КАСА катепсин В, НСА 1,06[0,51;1,42] 1,16[0,61;1,71] 0,38[0,16;0,6] 

КАСА катепсин В, СА 1,69[1,15;2,03] 1,27[0,68;1,43] 1,14[0,9;1,53] 

КАСА катепсин L, НСА 0,73[0,60;0,91] 0,94[0,73;1,17] 0,87[0,64;1,06] 

КАСА катепсин L, СА 0,80[0,68;1,2] 1,03[0,90;1,14] 1,43[1,06;1,48] 

КАСА катепсин H, НСА 0,54[0,49;0,58] 1,28[1,08;1,66] 0,76[0,63;0,89] 

КАСА катепсин H, СА 0,32[0,28;0,36] 1,01[0,99;1,23] 0,36[0,33;0,41] 

 L-NAME 25 мг/кг 7 суток + L-аргинин 500 мг/кг, 10 суток 

 Печень Почка Легкое 

КАСА катепсин В, НСА 2,58[2,10;3,16]*
▲

 0,94[0,93;0,95] 1,67[0,74;2,50]
▲

 

КАСА катепсин В, СА 2,23[1,81;3,00]
●
 0,61[0,53;0,68]

●
 0,83[0,39;0,83]

●
 

КАСА катепсин L, НСА 0,77[0,67;0,93]
●
 0,98[0,96;0,99] 0,66[0,58;0,75]

●
 

КАСА катепсин L, СА 0,51[0,49;0,55]
●
 1,06[0,93;1,08] 0,98[0,98;1,00]

●
 

КАСА катепсин H, НСА 0,67[0,61;0,91]* 0,99[0,93;1,00]
●
 0,61[0,55;0,67]

●
 

КАСА катепсин H, СА 0,45[0,21;0,66] 0,81[0,62;0,87]
●
 0,42[0,36;0,49]

●
 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно контрольной группы (р<0,05), 
●
 - изменения 

показателя статистически значимы относительно группы с изолированным введением L-NAME (р<0,05); 
▲

 - изменения 

показателя статистически значимы относительно группы с изолированным введением L-аргинина (р<0,05) 
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При анализе изменений доли неседиментируемой активности (Клаб) для 

изучаемых ферментов обнаружено, что изолированное применение ингибитора 

синтеза оксида азота (Рисунок 61), не вызывая статистически значимых 

изменений показателя в ткани легкого, для ткани печени и почек проявилось 

статистически значимым снижением значения Клаб для кислой фосфатазы, что 

можно трактовать как снижение общей проницаемости лизосомальной мебраны. 

При этом в ткани почки указанные изменения сочетались со статистически 

значимым нарастанием показателя Клаб для катепсинов В, L, H. Такое 

рассогласование показателей может быть признаком повышения селективной 

проницаемости лизосомальной мембраны для катепсинов, т.е. пермеабилизации, 

подтверждая ранее высказанное предположение о наличии перераспределения 

катепсинов из лизосомальной в цитоплазматическую фракцию, что проявивилось 

для катепсина L еще и ранее описанным нарастанием внелизосомальной 

активности. 

При изолированном действии L-аргинина (Рисунок 62) для ткани печени и 

легкого статистически значимых отличий показателей Клаб изучаемых ферментов 

не получено, для ткани почки описано снижение Клаб тартрат-стабильной кислой 

фосфатазы, однотипное к обнаруженному при изолированном действии L-NAME.  

Сочетанное in vivo-воздействие L-NAME и L-аргинина (Рисунок 63, 

Таблица 15) продемонстрировало полную компенсацию изменений, описанных 

для изолированного действия L-NAME в ткани почки и практически полную – в 

ткани печени.  
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05)  

Рисунок 61. Показатели доли неседиментируемой активности (Клаб) 

цистеиновых катепсинов и кислой фосфатазы ткани печени (А), почки (Б), 

легкого (В) при in vivo-воздействии ингибитора синтеза оксида азота 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 62. Показатели доли неседиментируемой активности (Клаб) 

цистеиновых катепсинов и кислой фосфатазы ткани печени (А), почки (Б), 

легкого (В) при in vivo-воздействии L-аргинина 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 63. Показатели доли неседиментируемой активности (Клаб) 

цистеиновых катепсинов и кислой фосфатазы ткани печени (А), почки (Б), 

легкого (В) при при сочетанном in vivo-воздействии L-аргинина и L-NAME  
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Таблица 15 

Показатели доли неседиментируемой активности (Клаб) цистеиновых катепсинов и кислой фосфатазы при сочетанном in 

vivo-воздействии L-NAME и L-аргинина, Ме [Q1; Q3] 

Ткань Группа Клаб  

Катепсин В 

Клаб  

Катепсин L 

Клаб  

Катепсин H 

Клаб  

КФ сумм 

Клаб  

КФ тс 

Клаб  

КФ тч 

П
еч

ен
ь

 

L-NAME+L-

аргинин 

3,37[2,43;3,51]
●
 

р2=0,01 

2,89[2,56;3,81] 4,97[3,35;6,40]
▲ 

p3=0,045 

5,32[4,39;5,87]
●
 

p2=0,045 

7,22[5,3;9,8] 1,89[0,94;1,99] 

L-NAME 0,88[0,33;1,55] 0,99[0,38;3,75] 3,56[2,23;5,14] 6,48[5,78;7,42] 9,03[7,33;13,25] 2,78[1,26;3,53] 

L-аргинин 2,99[2,39;4,83] 

 

2,68[2,6;2,72] 8,18[6,84;9,09] 6,22[4,76;6,63] 6,09[5,21;8,44] 3,84[3,12;5,8] 

П
о
ч

к
а

 

L-NAME+L-

аргинин 

3,77[3,03;4,02]
●
 

р2=0,006 

2,43[2,37;2,49]
●
 

р2=0,004 

2,29[2,28;2,42]
●
 

р2=0,004 

3,92[3,89;4,39] 4,75[4,33;6,14] 3,16[2,82;3,39] 

L-NAME 5,50[4,65;5,76] 

 

4,27[3,79;4,41] 3,77[3,45;4,27] 3,9[3,35;4,55] 4,68[4,03;4,93] 3,07[2,73;4,1] 

L-аргинин 3,21[2,39;7,73] 

 

2,63[1,72;3,20] 2,06[1,61;2,26] 3,88[3,53;4,26] 4,22[3,42;5,58] 3,32[2,84;3,77] 

Л
ег

к
о
е 

L-NAME+L-

аргинин 

0,53[0,45;0,78] 1,39[1,32;1,46] 2,50[2,39;2,74]
●
 

p2=0,02 

2,26[2,07;2,35] 2,75[2,46;2,93] 0,99[0,5;1,9] 

L-NAME 0,85[0,54;1,54] 

 

1,22[0,53;1,54] 1,65[1,18;1,89] 1,74[1,45;2,22] 1,16[0,74;2,24] 1,83[1,51;3,17] 

L-аргинин 1,12[0,7;1,22] 

 

1,29[0,92;1,92] 2,61[2,51;2,78] 1,89[1,67;2,45] 1,91[1,8;2,01] 2,93[1,19;3,73] 

 

Примечание: ● - изменения показателя статистически значимы относительно группы с изолированным введением L-

NAME (р<0,05); ▲ - изменения показателя статистически значимы относительно группы с изолированным введением L-

аргинина (р<0,05)



143 
 

3.3.4. Анализ зависимости показателей активности и компартментализации 

катепсинов В, L, Н ткани печени, почки, легкого от состояния 

окислительной модификации белков  при in vivo-воздействии модуляторов 

синтеза оксида азота 

Для уточнения наличия зависимости показателей активности 

лизосомальных цистеиновых протеиназ и ее внутриклеточного распределения от 

изменений состояния окислительной модификации белков  при in vivo-

воздействии модуляторов синтеза оксида азота был проведен анализ 

корреляционных связей между указанными параметрами, дополненный анализом 

связей с уровнем метаболитов оксида азота.  

Обнаружено, что в ткани печени (Таблица 16) описанные выше 

статистически значимые изменения внелизосомальной активности катепсина L 

статистически значимо прямо коррелируют с концентрацией  метаболитов оксида 

азота и обратно – с общим содержанием окислительно карбонилированных 

белков (Sобщ) и уровнем первичных маркеров окислительного стресса (АДНФГ). 

Статистически значимые изменения активности катепсина Н в седиментируемой 

и неседиментируемой фракции при этом продемонстрировали положительные 

линейные статистически значимые корреляционные связи только с содержанием 

продуктов окислительного карбонилирования белков. 

В ткани почки (Таблица 17) обнаружены статистически значимые 

линейные зависимости  неседиментируемой активности катепсинов В и Н, а 

также общей активностью катепсина Н как от концентрации метаболитов оксида 

азота (прямые корреляционные связи), так и от уровня продуктов окислительного 

карбонилирования белков (обратные корреляционные связи). 

Для ткани легкого (Таблица 18) обратные корреляционные связи с уровнем 

окислительно карбонилированных белков обнаружены для НСА катепсинов В и 

Н, а также для общей активности катепсинов L и Н. 
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Таблица 16 

Результаты корреляционного анализа зависимости показателей активности и компартментализации лизосомальных 

ферментов с уровнем метаболитов оксида азота и характеристиками состояния окислительной модификации белков  

в ткани печени 

 Метаболиты NO S общ АДНФГ сумм КДНФГ сумм РАП 

R p R p R p R p R p 

Кат. В ОА -0,26 0,12 0,43 0,0008 0,44 0,007 -0,012 0,94 -0,31 0,06 
Кат. В СА -0,26 0,12 0,43 0,008 0,43 0,007 -0,007 0,96 -0,31 0,06 
Кат. В НСА 0,22 0,19 0,01 0,93 0,02 0,89 0.01 0,56 0,001 0,99 
Кат. В Клаб 0,35 0,04 -0,25 0,14 -0,27 0,11 0,26 0,11 0,03 0,85 
Кат. L ОА 0,09 0,59 0,046 0,78 0,05 0,76 -0,15 0,38 0,062 0,71 
Кат. L СА 0,10 0,54 0,043 0,8 0,04 0,27 -0,15 0,38 0,059 0,72 
Кат. L НСА 0,52 0,001 -0,45 0,005 -0,40 0,014 -0,31 0,062 0,50 0,002 
Кат. L Клаб 0,17 0,32 -0,21 0,23 -0,22 0,18 -0,17 0,29 0,21 0,21 
Кат. Н ОА -0,17 0,31 0,45 0,005 0,44 0,007 -0,12 0,47 -0,13 0,47 
Кат. Н СА -0,17 0,29 0,46 0,004 0,45 0,005 -0,13 0,43 -0,14 0,42 
Кат. Н НСА 0,05 0,79 0,19 0,26 0,15 0,37 0,01 0,56 0,02 0,91 
Кат. Н Клаб 0,41 0,01 -0,33 0,047 -0,34 0,04 0,06 0,74 0,089 0,60 
КФ сумм 

Клаб 
0,23 0,16 0,15 0,38 0,21 0,21 -0,28 0,08 -0,08 0,63 

КФ тс Клаб 0,23 0,17 0,19 0,24 0,23 0,17 -0,29 0,07 0,02 0,9 
КФ тч Клаб 0,18 0,28 0,07 0,68 0,07 0,65 0,09 0,58 -0,28 0,09 
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Таблица 17 

Результаты корреляционного анализа зависимости показателей активности и компартментализации лизосомальных 

ферментов с уровнем метаболитов оксида азота и характеристиками состояния окислительной модификации белков  

в ткани почки 

 Метаболиты NO S общ АДНФГ сумм КДНФГ сумм РАП 

R p R p R p R p R p 

Кат. В ОА 0,21 0,23 -0,30 0,48 -0,29 0,08 -0,18 0,29 0,14 0,42 
Кат. В СА 0,076 0,66 0,23 0,17 -0,21 0,22 -0,03 0,86 0,009 0,96 
Кат. В НСА 0,34 0,047 -0,41 0,012 -0,37 0,026 -0,24 0,15 0,17 0,31 
Кат. В Клаб -0,07 0,68 0,23 0,16 0,21 0,23 0,35 0,04 -0,02 0,90 
Кат. L ОА 0,33 0,047 -0,21 0,21 -0,17 0,34 -0,13 0,47 0,026 0,87 
Кат. L СА 0,17 0,33 -0,08 0,64 -0,04 0,82 0,05 0,75 -0,15 0,38 
Кат. L НСА 0,29 0,089 -0,27 0,10 -0,23 0,16 -0,09 0,61 0,37 0,02 
Кат. L Клаб -0,02 0,92 0,21 0,22 0,17 0,32 0,06 0,71 -0,01 0,94 
Кат. Н ОА 0,42 0,01 -0,42 0,012 -0,37 0,029 -0,12 0,45 0,081 0,64 
Кат. Н СА 0,29 0,09 -0,32 0,054 -0,28 0,097 0,031 0,86 -0,05 0,75 
Кат. Н НСА 0,58 0,0002 -0,51 0,002 -0,49 0,002 -0,19 0,25 0,45 0,006 
Кат. Н Клаб -0,005 0,98 0,10 0,55 0,06 0,74 -0,19 0,24 -0,09 0,62 
КФ сумм 

Клаб 
-0,020 0,91 -0,003 0,98 -0,034 0,84 -0,026 0,88 0,08 0,64 

КФ тс Клаб 0,24 0,15 -0,26 0,12 -0,27 0,10 -0,21 0,22 0,07 0,66 
КФ тч Клаб -0,27 0,11 0,21 0,23 0,19 0,25 0,15 0,37 0,12 0,47 

 

 



146 
 

 

Таблица 18 

Результаты корреляционного анализа зависимости показателей активности и компартментализации лизосомальных 

ферментов с уровнем метаболитов оксида азота и характеристиками состояния окислительной модификации белков  

в ткани легкого 

 Метаболиты NO S общ АДНФГ сумм КДНФГ сумм РАП 

R p R p R p R p R p 

Кат. В ОА 0,09 0,58 -0,24 0,14 -0,36 0,035 0,11 0,51 0,4 0,015 
Кат. В СА 0,31 0,06 0,003 0,98 -0,07 0,69 0,39 0,015 0,18 0,28 
Кат. В НСА 0,21 0,22 -0,41 0,01 -0,49 0,003 -0,26 0,11 0,41 0,01 
Кат. В Клаб 0,07 0,64 -0,09 0,58 -0,11 0,50 -0,41 0,01 0,04 0,81 
Кат. L ОА 0,32 0,051 -0,37 0,025 -0,35 0,036 0,17 0,32 0,32 0,051 
Кат. L СА 0,47 0,004 -0,16 0,34 -0,12 0,45 0,37 0,025 0,16 0,34 
Кат. L НСА 0,15 0,37 -0,31 0,058 -0,46 0,004 -0,29 0,08 0,50 0,002 
Кат. L Клаб 0,06 0,73 -0,05 0,75 -0,26 0,13 -0,36 0,03 0,38 0,02 
Кат. Н ОА 0,14 0,40 -0,36 0,029 -0,42 0,009 0,13 0,04 0,31 0,07 
Кат. Н СА 0,035 0,037 -0,11 0,51 -0,14 0,041 0,4 0,015 0,09 0,57 
Кат. Н НСА 0,16 0,34 -0,34 0,04 -0,44 0,008 0,14 0,41 0,26 0,12 
Кат. Н Клаб 0,25 0,13 -0,19 0,26 -0,26 0,12 0,23 0,16 0,12 0,47 
КФ сумм 

Клаб 
0,22 0,19 -0,12 0,48 -0,11 0,52 -0,007 0,96 0,10 0,57 

КФ тс Клаб 0,26 0,12 -0,11 0,49 -0,13 0,41 0,02 0,91 -0,07 0,67 
КФ тч Клаб -0,09 0,58 0,02 0,88 0,05 0,75 -0,07 0,67 0,05 0,79 
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Таким образом, на данном этапе в in vivo- исследования подтверждены 

полученные  in vitro  данные о нарастании уровня окислительно 

модифицированных белков при блокаде синтеза оксида азота и получены 

обратные корреляционные связи уровня метаболитов оксида азота и общего 

содержания продуктов окислительного карбонилирования протеинов в 

цитоплазматической фракции ткани печени, почки и легкого. Для ткани печени 

продемонстрирована способность L-аргинина проявлять протективные эффекты в 

отношении окислительной модификации белков, в условиях отсутствия 

изменений уровня синтеза оксида азота.  

При этом изучение влияния неселективного ингибитора NO-синтазы N-

нитро-L-аргининметилового эфира (L-NAME) и субстрата синтеза оксида азота L-

аргинина на активность катепсинов B, L, H и ее субклеточное распределение в 

ткани печени, почек и легкого продемонстрировало тканеспецифические и в ряде 

случаев разнонаправленные  реакции. Обнаружено, что изменения активности  

сопровождаются признаками изменения соотношения проферментных и 

энзиматически активных форм преимущественно за счет повышения доли 

проферментных. Интересно, что данные эффекты тоже, по-видимому, 

тканеспецифичны. Так, обнаруженная в данном исследовании способность L-

аргинина повышать показатель коэффициента в отношении катепсина В в ткани 

печени, что можно трактовать как повышение доли проферментных форм в 

материале, совпадает с эффектом, описанным для тимоцитов и спленоцитов в 

условиях in vitro [1]. 

Обнаружение статистически значимых линейных корреляционных связей 

активности и компартментализации цистеиновых катепсинов с уровнем 

продуктов окислительного карбонилирования белков демонстрируют наличие 

взаимозависимости этих процессов. 
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3.4. Оценка корректирующего влияния L-аргинина на состояние 

окислительной модификации белков и изменения активности и 

компартментализации лизосомальных цистеиновых протеиназ при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии 

Гомоцистеин является промежуточным продуктом цикла обмена 

метионина и обладает выраженным цитотоксическим действием, в том числе за 

счет провокации образования свободных радикалов, влекущего за собой развитие 

окислительного стресса [81, 229]. 

В настоящее время имеются сведения о вовлеченности гомоцистеина в 

патогенез заболеваний печени [16], почек [14], легких [330], хотя подавляющее 

количество исследований посвящено роли гомоцистеина как предиктора и 

независимого фактора риска тромбоваскулярных и атеросклеротических 

поражений [34, 194, 425] и, как следствие, сердечно-сосудистой патологии [117].  

Следует отметить, что, несмотря на значительное количество работ, 

увязывающих повышение уровня гомоцистеина в крови с развитием различных 

патологических состояний, детализация механизмов тканевых изменений остается 

актуальной. 

Поскольку индукция окислительного стресса остается превалирующей 

гипотезой, объясняющей механизмы повреждения органов и тканей при высоких 

уровнях гомоцистеина [147], для дальнейшего in vivo- исследования связи 

окислительного повреждения белков с лизосомальным протеолизом была выбрана 

экспериментальная модель выраженной гипергомоцистеинемии.  

 Разработка способа формирования экспериментальной 

гипергомоцистеинемии и моделирование указанной патологии осуществлялось 

совместно с Д.В. Медведевым, В.И. Звягиной [44], результаты исследования для 

ткани миокарда получены совместно с А.С. Ильичевой при выполнении 

диссертационного исследования [27] под научным руководством автора и 

отражены в совместных публикациях [26, 28-30]. 
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3.4.1. Характеристика экспериментальных моделей 

Для подтверждения формирования гипергомоцистеинемии проведено 

измерение концентрации гомоцистеина в сыворотке крови животных 

экспериментальных и контрольных групп. Обнаружено выраженное нарастание 

концентрации гомоцистеина у животных, получавших суспензию метионина 

(Экспериментальная группа 4), статистически значимое по сравнению с 

показателями животных, получавших суспензию без содержания метионина 

(Контроль 4): 293,10[273,10;318,20] мкмоль/л и 5,90[5,50;6,70] мкмоль/л 

соответственно, р=0,001. При этом у животных, получавших L-аргинин на фоне 

введения суспензии метионина (Экспериментальная группа 5), данный показатель 

составил 92,80[58,75;112,07] мкмоль/л, что превышало результаты, полученные 

для животных, получавших раствор L-аргинина и суспензию без содержания  

метионина (Контроль 5): 5,87[5,65;6,77] мкмоль/л, р=0,002, но оказалось 

статистически значимо ниже значений Экспериментальной группы 4 (р=0,001). 

Полученные данные демонстрируют успешность моделирования 

выраженной гипергомоцистеинемии у животных Экспериментальной группы 4, 

обнаружение феномена снижения уровня гомоцистеина в сыворотке крови при 

сочетании моделирования с введением L-аргинина не противоречит 

литературным данным [246], однако следует отметить, что взаимносвязь 

метаболизма  гомоцистеина и L-аргинина  продолжает изучаться и результаты на 

данный момент не вполне однозначны [245, 249, 404].  

3.4.2. Результаты комплексной оценки состояния окислительной 

модификации белков ткани печени, почки, легкого и миокарда при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии изолированно и в сочетании с 

введением L-аргинина 

Анализ содержания продуктов окислительного карбонилирования белков в 

цитоплазматической фракции ткани печени, почки, легкого и миокарде 

продемонстрировал, что на фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии 

формируется существенное, статистически значимое относительно показателей 

контрольной группы нарастание содержания продуктов окислительной 
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модификации белков в цитоплазматической фракции ткани печени (Рисунок 64) и 

почки (Рисунок 65), причем для обеих тканей рост общего содержания продуктов 

окислительной модификации белков происходит за счет повышения 

концентрации первичных маркеров окислительного стресса (АДНФГ).  

В ткани легкого при этом статистически значимых изменений показателей  

обнаружено не было (Рисунок 66).  

Наиболее выраженные  изменения содержания продуктов окислительной 

модификации белков при экспериментальной гипергомоцистеинемии были 

зафиксированы в миокарде (Рисунок 67), где значения показателей 

продемонстрировали практически десятикратное повышение относительно 

контрольных, причем нарастание общего содержания продуктов окислительного 

карбонилирования белков сочеталось с нарастанием концентрации не только 

первичных (АДНФГ), но и вторичных (КДНФГ) маркеров окислительного 

стресса. Выявленные изменения согласуются с клиническими представлениями о 

связи гипергомоцистеинемии с рисками кардиоваскулярных событий [62, 167, 

274], выявляя при этом наличие тканевых изменений в миокарде при данной 

патологии и расширяя тем самым возможности понимания патогенетических 

механизмов подобной связи. 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 64. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани печени при экспериментальной 

гипергомоцистеинемии, Me [Q1;Q3] 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 65. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани почки при экспериментальной 

гипергомоцистеинемии, Me [Q1;Q3] 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 66. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани легкого при экспериментальной 

гипергомоцистеинемии, Me [Q1;Q3] 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 67. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции миокарда при экспериментальной 

гипергомоцистеинемии, Me [Q1;Q3] 

 

 



153 
 

Применение L-аргинина в дозе 500 мг/кг в течение 10 суток на фоне 

моделирования экспериментальной гипергомоцистеинемии привело к коррекции 

показателей содержания окислительно модифицированных белков в ткани печени 

(Рисунок 68) и почки (Рисунок 69), приблизив их значения к полученным для 

соответствующей контрольной группы и сформировав статистически значимое 

снижение относительно результатов, полученных для изолированной 

гипергомоцистеинемии. Таким образом, полученные результаты можно считать 

подтверждением ранее высказанного предположения о возможном действии L-

аргинина in vivo в качестве агента, способного создавать протективный эффект в 

отношении окислительного повреждения белков в условиях, когда окислительный 

стресс не вызывается действием ингибиторов синтеза оксида азота. Важно также, 

что указанный эффект проявился в этой модели и для ткани почки, для которой 

изолированное действие L-аргинина приводило к ранее описанному, однотипному 

с действием L-NAME повышению содержания продуктов окислительной 

модификации белка. Возможно, что прооксидантная часть эффектов L-аргинина 

здесь не проявилась по причине параллельно развивающихся выявленных ранее 

антиоксидантных эффектов Твин-80 [43], который применялся нами в качестве 

основы суспензии как в экспериментальных, так и в контрольных группах. 

В ткани легкого, где на фоне изолированной гипергомоцистеинемии 

изменений содержания продуктов окислительной модификации белков не 

обнаружено, дополнительное введение L-аргинина изменений также не вызывало 

(Рисунок 70). 

В миокарде введение L-аргинина привело к существенной коррекции 

вызванного гипергомоцистеинемией значительного повышения содержания 

продуктов окислительной модификации белков, однако показатели оказались 

статистически значимо выше таковых, полученных для контрольной группы 

(Рисунок 71). Это позволяет выдвинуть предположение о том, что протективный 

эффект L-аргинина в отношении окислительного повреждения белков 

проявляется и для этой ткани, однако причиной выявленных изменений может 

также оказаться вызываемая L-аргинином частичная коррекция 
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гипергомоцистеинемии. В пользу последнего тезиса говорит обнаружение только 

для ткани миокарда статистически значимых прямых корреляционных связей  

содержания продуктов окислительно карбонилированных белков и концентрации 

гомоцистеина в сыворотке крови (Рисунок 72). 

 

 

Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

группы, получавшей изолированно метионин (р<0,05) 

Рисунок 68. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани печени при действии L-аргинина на 

фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии, Me [Q1;Q3] 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

группы, получавшей изолированно метионин (р<0,05) 

Рисунок 69. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани почки при действии L-аргинина на 

фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии, Me [Q1;Q3] 
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Рисунок 70. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции ткани легкого при действии L-аргинина на 

фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии, Me [Q1;Q3] 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно: 

А –  контрольных значений (р<0,05) 

Б – группы, получавшей изолированно метионин (р<0,05) 

Рисунок 71. Содержание продуктов окислительного карбонилирования 

белков в цитоплазматической фракции миокарда при действии L-аргинина на 

фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии, Me [Q1;Q3] 

 

 

А 

Б 
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Рисунок 72. Зависимость общего содержания продуктов окислительной 

модификации белков в цитоплазматической фракции миокарда от уровня 

гипергомоцистеинемии 

Следует отметить, что при анализе зависимости показателей содержания 

продуктов окислительной модификации белков в миокарде от концентрации 

гомоцистеина  в сыворотке крови также обнаружены статистически значимые 

плотные прямые корреляционные связи уровня гомоцистеина с содержанием 

первичных маркеров окислительного стресса (АДНФГ): R=0,70; p=0,004 и с 

содержанием вторичных маркеров окислительного стресса (КДНФГ):  R=0,84; 

p=0,00008. 

Исследование соотношения доли первичных (АДНФГ) и вторичных 

(КДНФГ) маркеров окислительного стресса и изменений значения резервно-

адаптационного потенциала продемонстрировало, что в ткани печени (Рисунок 

R=0,76; p=0,0009 
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73) при экспериментальной гипергомоцистеинемии нарастание общего 

содержания продуктов окислительного карбонилирования белков за счет 

повышения содержания АДНФГ проявилось также статистически значимым 

увеличением доли первичных маркеров окислительного стресса, изменений 

показателя РАП при этом зафиксированно не было. Введение L-аргинина на фоне 

моделирования гипергомоцистеинемии сформировало снижение доли первичных 

маркеров (АДНФГ) относительно показателей, полученных для изолированной 

гипергомоцистеинемии, но коррекция оказалась не полной: значения заняли 

промежуточное положение, статистически значимо оставаясь повышенными 

относительно контрольных. 

 

Примечание: *, р1 - изменения показателя статистически значимы относительно 

соответствующей контрольной группы (р<0,05); #, р2 - изменения показателя 

статистически значимы относительно группы с изолированной 

гипергомоцистеинемией (р<0,05) 

Рисунок 73.  Изменение доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани печени при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии и действии L-аргинина 

В ткани почки (Рисунок 74) и легкого (Рисунок 75) экспериментальная 

гипергомоцистеинемия и введение на ее фоне L-аргинина не вызвали 

статистически значимых изменений доли АДНФГ/КДНФГ и показателя РАП. 



160 
 

 

Рисунок 74.  Показатели доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани почки при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии и действии L-аргинина 

 

Рисунок 75.  Показатели доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в ткани легкого при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии и действии L-аргинина 

В миокарде (Рисунок 76) на фоне экспериментальной 

гипергомоцистеинемии значительное нарастание содержания как альдегидных, 

так и кетонных продуктов окислительного карбонилирования белков не 
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сопровождалось изменением соотношения их доли, при этом произошло 

выраженное, практически двукратное, снижение значения резервно-

адаптационного потенциала относительно контроля, что является признаком 

исчерпания возможностей тканей к защите белков от окислительного 

повреждения. Введение L-аргинина, частично исправлявшее показатели уровня 

окислительного карбонилирования белков, привело здесь к снижению доли 

вторичных маркеров окислительного стресса (КДНФГ), но практически не 

скорректировало значение РАП. 

 

Примечание: *, р1 - изменения показателя статистически значимы относительно 

соответствующей контрольной группы (р<0,05); #, р2 - изменения показателя 

статистически значимы относительно группы с изолированной 

гипергомоцистеинемией (р<0,05) 

Рисунок 76.  Изменение доли первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса и показателя РАП в миокарде при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии и действии L-аргинина 
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3.4.3. Изменения активности и компартментализации катепсинов В, L, Н 

ткани печени, почки, легкого и миокарда при экспериментальной 

гипергомоцистеинемии изолированно и в сочетании с введением L-аргинина 

При оценке изменений активности лизосомальных цистеиновых протеиназ 

и ее внутриклеточного распределения на фоне окислительного стресса, 

вызванного экспериментальной гипергомоцистеинемией и его коррекции L-

аргинином был обнаружен ряд тканеспецифических и энзимоспецифических 

тенденций.  

В ткани печени (Рисунок 77) при экспериментальной гипермоцистеинемии 

описанное выше нарастание содержания продуктов окислительного 

карбонилирования белков в цитоплазматической фракции сопровождалось 

статистически значимым снижением внелизосомальной активности катепсинов В, 

L, Н.  Введение L-аргинина, корректировавшее показатели уровня окислительно 

модифированных белков, здесь также привело к коррекции изменений 

неседиментируемой активности катепсинов L и Н, сформировав статистически 

значимое ее повышение относительно группы с изолированной 

гипергомоцистеинемией. При этом внелизосомальная активность катепсина В 

осталась статистически значимо ниже соответствующего контроля, демонстрируя 

отсутствие коррекции ее изменений. 

Изменения общей и седиментируемой активности изучаемых катепсинов в 

ткани печени оказались не столь однонаправленными. Наибольшую 

чувствительность проявила активность катепсина Н, для  которого при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии обнаружено статистически значимое 

снижение общей и лизосомальной активности, скорректированное введением L-

аргинина. При этом изолированная гипергомоцистеинемия не вызвала изменений  

седиментируемой активности катепсинов В и L, незначительное снижение общей 

активности катепсина L при этом следует считать результатом выраженного 

снижения активности фермента во внелизосомальной фракции.  
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

соответствующей контрольной группы (р<0,05); # - изменения показателя 

статистически значимы относительно группы с изолированной 

гипергомоцистеинемией (р<0,05) 

Рисунок 77. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани печени при экспериментальной гипергомоцистеинемии и 

действии L-аргинина 

Катепсин В 

Катепсин L 

Катепсин H 
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Важно отметить, что для катепсина В мы обнаружили здесь тенденцию 

изменений, однотипную ранее описанной для действия модуляторов синтеза 

оксида азота: введение L-аргинина на фоне фактора, повышающего уровень 

окислительного карбонилирования белков (L-NAME в предыдущих наблюдениях 

и гипергомоцистеинемия в данном разделе) приводит с статистически значимому 

снижению не изменяющихся на фоне раздельного воздействия факторов  

показателей общей и лизосомальной активности фермента.  

В ткани почки (Рисунок 78) на фоне гипергомоцистеинемии наблюдались 

однотипные изменения катепсинов В и L: статистически значимое относительно 

контроля снижение общей активности за счет как вне-, так и лизосомальной. При 

этом введение L-аргинина привело к существенному, статистически значимому 

нарастанию внелизосомальной активности ферментов, причем для катепсина В 

значения оказались даже статистически значимо выше контрольных. Однако 

общая и лизосомальная активность катепсина В к корректирующему влиянию 

аргинина оказались не чувствительными, для катепсина L эти показатели заняли 

промежуточное положение, статистически значимо повышаясь относительно 

полученных для изолированной гипергомоцистеинемии, но не достигая диапазона 

значений соответствующей контрольной группы. Такое сочетание изменений 

активности формирует предположение, что корректирующие эффекты L-аргинина 

в данной ткани заключаются в большей степени в перераспределении катепсинов 

В и L из лизосомальной в цитоплазматическую фракцию, без существенного 

воздействия на их активность. Возможно, именно этот фактор является значимым 

механизмом обнаруженной при действии L-аргинина коррекции показателей 

уровня окислительно модифицированных белков в цитоплазме ткани почки.  

Для катепсина Н изолированная гипергомоцистеинемия, не вызывая 

статистически значимых изменений внелизосомальной активности, привела к 

нарастанию общей активности за счет седиментируемой фракции, что могло бы 

оказаться ответом на возрастающую на фоне повышения интенсивности процесса 

окислительной модификации белков потребность в их утилизации.  
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

соответствующей контрольной группы (р<0,05); # - изменения показателя 

статистически значимы относительно группы с изолированной 

гипергомоцистеинемией (р<0,05) 

Рисунок 78. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани почки при экспериментальной гипергомоцистеинемии и действии 

L-аргинина 

Катепсин В 

Катепсин H 

Катепсин L 
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При этом введение L-аргинина привело к дальнейшему повышению общей 

активности, но, по-видимому, в большей степени за счет ее внелизосомальной 

фракции: поскольку значения неседиментируемой активности катепсина Н под 

действием L-аргинина превысили диапазоны таковых, полученные не только для 

изолированной гипергомоцистеинемии, но и для соответствующей контрольной 

группы, в качестве причин здесь следует рассматривать не только субклеточное 

перераспределение фермента, но и непосредственное активирующее влияние.  

В ткани легкого (Рисунок 79), оказавшейся не чувствительной к 

обнаруженному для других тканей нарастанию интенсивности окислительной 

модификации белков на фоне гипергомоцистеинемии, изменений активности 

активности катепсинов B, L и Н при этой модели также не зафиксировано, что 

подтверждает тезис о связи изменений активности цистеиновых катепсинов и ее 

компартментализации с уровнем процесса окислительного карбонилирования 

протеинов. Кроме того, интересным наблюдением мы считаем обнаруженный 

здесь эффект L-аргинина: при введении субстанции на фоне 

гипергомоцистеинемии зафиксировано статистически значимое снижение 

активности катепсина Н как в лизосомальной, так и цитоплазматической фракции. 

В миокарде, где моделирование гипергомоцистеинемии вызвало наиболее 

выраженное нарастание уровня окислительно модифицированных белков, 

изменения активности цистеиновых катепсинов также оказались весьма 

существенными (Рисунок 80).  

Так, только для данной ткани гипергомоцистеинемия и ассоциированное с 

ней выраженное нарастание интенсивности окислительного повреждения белков 

цитоплазмы вызывали существенное, статистически значимое по отношению к 

контрольным значениям, повышение внелизосомальной активности  всех 

изучаемых катепсинов. Описываемое повышение неседиментируемой активности 

для катепсина В сочеталось со снижением общей лизосомальной активности, а 

для катепсина L происходило без статистически значимых изменений таковых, 

что указывает скорее на перераспределение фермента между компартментами. 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

соответствующей контрольной группы (р<0,05); # - изменения показателя 

статистически значимы относительно группы с изолированной 

гипергомоцистеинемией (р<0,05) 

Рисунок 79. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях ткани легкого при экспериментальной гипергомоцистеинемии и 

действии L-аргинина 

 

Катепсин В 

Катепсин H 

Катепсин L 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

соответствующей контрольной группы (р<0,05); # - изменения показателя 

статистически значимы относительно группы с изолированной 

гипергомоцистеинемией (р<0,05) 

Рисунок 80. Изменение активности катепсинов В, L, Н в субклеточных 

фракциях миокарда при экспериментальной гипергомоцистеинемии и действии L-

аргинина 

Катепсин В 

Катепсин H 

Катепсин L 



169 
 

Для катепсина Н при этом нарастание внелизосомальной активности 

сопровождалось выраженным, статистически значимым относительно контроля 

нарастанием общей и седиментируемой активности,  что формирует 

предположение либо о тотальной активации молекул указанного катепсина, либо 

об увеличении их синтеза; перераспределение в цитоплазматическую фракцию 

здесь может оказаться дополнительным процессом. Важно отметить, что  такой 

ответ лизосомальных протеиназ не привел к компенсации интенсифицированного 

гипергомоцистеинемией процесса окислительной модифицикации белков и, 

возможно, является здесь дополнительным фактором повреждения 

кардиомиоцитов. Интересно также, что эффекты L-аргинина, введение которого 

приводило к описанной ранее частичной коррекции уровня 

гипергомоцистеинемии и показателей содержания продуктов окислительного 

карбонилирования белков в миокарде, проявились здесь практически полной 

коррекцией значений внелизосомальной активности всех изучаемых катепсинов 

со статистически значимым ее снижением относительно группы с изолированной 

гипергомоцистеинемией. При этом для катепсинов L и Н описанное снижение 

активности в цитоплазматической фракции сопровождалось снижением общей и 

лизосомальной активности, что указывает на наличие единой причины 

изменений, приводящей к уменьшению количества активных форм указанных 

ферментов. Для катепсина В, напротив, снижение внелизосомальной активности 

сопровождалось нарастанием лизосомальной и общей активности, что указывает, 

скорее, на подавление выхода фермента из лизосом в цитоплазму. 

Обнаруженные в изучаемых моделях изменения активности катепсинов 

преимущественно в сторону снижения на фоне развивающегося окислительного 

стресса при гипергомоцистеинемии и коррекция показателей аргинином могут 

объясняться не только  снижением их синтеза из-за окислительного повреждения 

нуклеиновых кислот, либо снижением активности ферментов при их 

непосредственной окислительной модификации [52, 335], но и изменением 

соотношения активных и проферментных форм. Для проверки последнего тезиса 

нами была предпринята оценка коэффициента аутокаталитического действия 
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(Кaca) изучаемых катепсинов (Таблица 19), поскольку для них 

аутокаталитический процессинг описан в качестве механизма оперативного 

перевода зимогена в активную форму фермента [101, 156].  

Оказалось, что описанные выше многочисленные изменения активности 

катепсинов в ткани почки на фоне окислительного стресса при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии не сопровождаются изменениями 

коэффициента аутокаталитического действия, что дает основания полагать, что 

соотношение активных и проферментных форм в данной модели роли не играет. 

При этом применение аргинина на фоне экспериментальной 

гипергомоцистеинемии приводит к статистически значимому снижению Кaca для 

всех изучаемых катепсинов в цитоплазматической фракции относительно 

контроля. Такие изменения могут говорить о существовании большей части 

протеиназ в активной форме, что в какой-то степени подтверждает ранее 

высказанное предположение о возможной роли выходящих из лизосом 

катепсинов в утилизации окислительно поврежденных белков как о возможном 

механизме коррекции аргинином изменений, вызванных экспериментальной 

гипергомоцистеинемией. 

В ткани печени, однако, на фоне гипергомоцистеинемии получено 

статистически значимое нарастание Каса для неседиментируемой активности 

катепсина В, что позволяет предполагать, что описанное выше снижение его 

активности в цитоплазматической фракции может иметь причиной замедление 

дозревания зимогенов; для остальных показателей статистически значимых 

отличий не обнаружено. Интересно, что применение аргинина на фоне 

экспериментальной гипергомоцистеинемии, приводя к дальнейшему снижению 

активности катепсина В в цитоплазматической фракции, вызывает и дальнейшее 

значительное нарастание Каса, т.е. изменения вызываются продолжением 

повышения доли проферментных форм относительно активных. Выявленные 

ранее изменения активности катепсинов L и Н в ткани печени для изучаемых 

моделей не сопровождались статистически значимыми изменениями Каса, что не 

дает оснований предполагать наличие вклада изменения соотношения 
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проферментных и активных форм в обнаруженные сдвиги. Однако введение 

аргинина на фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии привело к 

статистически значимому снижению показателя Каса в неседиментируемой 

фракции как относительно группы с введением метионина, так и относительно 

контроля, что указывает на то, что обнаруженная частичная коррекция сниженной 

на фоне оксидативного стресса активности данного фермента в 

цитоплазматической фракции может быть связана с увеличением доли активных 

форм. 

Интересной находкой мы считаем обнаружение изменений Каса для 

ткани легкого. Хотя, согласно ранее представленным данным, данная ткань не 

демонстрирует изменений показателей окислительного повреждения белков и 

активности катепсинов, оказалось, что развитие экспериментальной 

гипергомоцистеинемии приводит к статистически значимому повышению Каса 

для катепсинов L и Н в неседиментируемой фракции, а введение аргинина 

возвращает показатели к контрольным значениям. Таким образом, при 

экспериментальной гипергомоцистеинемии данная ткань характеризуется 

увеличением доли неактивных форм без статистически значимого снижения 

активности, что можно трактовать, как компенсаторное нарастание синтеза и 

вывода в цитоплазму указанных катепсинов, создающее в итоге резистентность к 

повышению уровня окислительно поврежденных белков. 
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Таблица 19 

Изменения значений коэффициента аутокаталитического действия (KАСА) для катепсинов В, L, H при экспериментальной 

гипергомоцистеинемии и действии L-аргинина, Ме [Q1; Q3] 

 Контроль 4 

Печень Почка Легкое Миокард 

КАСА катепсин В, НСА 0,18[0,12;0,40] 1,01[0,79;1,17] 0,49[0,49;0,97] 0,43[0,26;0,74] 

КАСА катепсин В, СА 0,47[0,14;0,71] 0,97[0,68;1,09] 0,76[0,67;0,97] 0,21[0,21;0,22] 

КАСА катепсин L, НСА 0,80[0,74;0,83] 0,87[0,76;0,95] 0,62[0,31;0,86] 0,89[0,73;1,25] 

КАСА катепсин L, СА 0,83[0,72;1,28] 0,95[0,88;1,02] 0,84[0,66;1,14] 0,68[0,47;0,80] 

КАСА катепсин H, НСА 0,63[0,35;0,79] 0,87[0,81;1,19] 0,49[0,37;0,54] 0,31[0,23;0,37] 

КАСА катепсин H, СА 0,60[0,40;0,80] 0,89[0,86;0,94] 0,25[0,18;0,47] 0,12[0,05;0,20] 

 Экспериментальная гипергомоцистеинемия 

Печень Почка Легкое Миокард 

КАСА катепсин В, НСА 0,73[0,46;0,98]* 

p1=0,03 

0,95[0,77;1,12] 0,81[0,61;0,98] 

 

0,42[0,30;0,42] 

КАСА катепсин В, СА 0,68[0,58;0,91] 0,81[0,63;0,96] 0,49[0,33;1,22] 0,32[0,26;0,39]* 

p1=0,03 

КАСА катепсин L, НСА 1,04[0,56;1,12] 0,90[0,65;1,53] 1,16[0,85;3,99]* 

p1=0,03 

0,82[0,58;1,00] 

КАСА катепсин L, СА 0,67[0,54;0,81] 0,9[0,82;1,08] 1,03[0,94;1,16] 0,64[0,32;0,78] 

КАСА катепсин H, НСА 0,49[0,44;0,6] 0,89[0,82;0,95] 0,70[0,60;0,78]* 

p1=0,02 

0,22[0,19;0,27] 

КАСА катепсин H, СА 0,37[0,30;0,61] 0,91[0,83;0,95] 0,39[0,31;0,49] 0,18[0,15;0,21] 
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Продолжение Таблицы 19 

 Контроль 5 

Печень Почка Легкое Миокард 

КАСА катепсин В, НСА 1,20[0,82;1,47] 1,42[1,36;1,60] 0,35[0,32;0,37] 0,24[0,22;0,44] 

КАСА катепсин В, СА 1,36[1,15;1,75] 1,47[0,74;3,78] 1,18[0,88;1,22] 0,33[0,26;0,44] 

КАСА катепсин L, НСА 0,81[0,71;0,83] 1,02[0,94;1,26] 0,58[0,53;0,65] 1,38[1,58;5,32] 

КАСА катепсин L, СА 0,75[0,62;0,85] 0,96[0,76;1,06] 0,77[0,69;1,10] 1,91[1,06;1,16] 

КАСА катепсин H, НСА 0,67[0,52;0,77] 1,19[1,06;1,33] 0,62[0,55;0,63] 1,17[1,15;1,23] 

КАСА катепсин H, СА 0,44[0,35;0,53] 0,80[0,72;0,97] 0,38[0,35;0,41] 1,24[1,10;1,34] 

 Экспериментальная гипергомоцистеинемия + L-аргинин 

Печень Почка Легкое Миокард 

КАСА катепсин В, НСА 1,45[1,26;1,61]# 

p2=0,02 

0,84[0,81;1,02]* 

p1=0,005 

1,20[0,98;2,20]* 

p1=0,02 

0,86[0,48;1,31]*# 

p1=0,02 

p2=0,02 

КАСА катепсин В, СА 0,69[0,50;0,82]* 

p1=0,005 

1,44[1,08;1,62] 0,90[0,84;1,02] 

 

0,32[0,25;0,35] 

 

КАСА катепсин L, НСА 0,60[0,58;0,67] 0,87[0,86;0,89]* 

p1=0,02 

0,31[0,08;0,59]# 

p2=0,008 

1,27[0,94;1,67] 

КАСА катепсин L, СА 0,61[0,55;0,72] 0,8[0,77;1,09] 0,89[0,82;1,08] 1,75[1,43;3,43] 

КАСА катепсин H, НСА 0,27[0,25;0,29]*# 

p1=0,008 

p2=0,005 

0,99[0,98;1,03]* 

p1=0,05 

0,48[0,33;0,6]# 

p2=0,05 

0,56[0,44;0,75]*# 

p1=0,02 

p2=0,01 

КАСА катепсин H, СА 0,25[0,20;0,36] 0,62[0,50;0,81] 0,33[0,33;0,34] 0,89[0,76;0,97]# 

p2=0,009 

Примечание: *, р1 – изменения показателя статистически значимы относительно соответствующей контрольной группы; #, 

р2 – изменения показателя статистически значимы относительно группы с изолированной гипергомоцистеинемией 
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В миокарде описанное выше значительное нарастание внелизосомальной 

активности  катепсинов В, L и Н, а также лизосомальной активности катепсина Н 

при экспериментальной гипергомоцистеинемии не сопровождалось статистически 

значимыми изменениями показателей КАСА, демонстрируя отсутствие вклада 

сдвига соотношения проферментных и активных форм в выявленные изменения и 

не меняя высказанных ранее предположения об их возможных причинах. При 

этом обнаруженное снижение активности катепсина В в лизосомальной фракции 

оказалось сопряжено со статистически значимым повышением показателя КАСА 

относительно контроля, указывая, что в качестве причины снижения активности 

здесь выступает не только перераспределение фермента в цитоплазматическую 

фракцию, но и замедление дозревания с повышением доли проферментных форм.  

Введение L-аргинина на фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии 

привело к статистически значимому повышению показателя КАСА для катепсина В 

в неседиментируемой фракции миокарда относительно показателей, полученных 

как для контрольной группы, так и для изолированной гипергомоцистеинемии. 

Это позволяет предполагать, что для данного фермента корректирующее действие 

L-аргинина, проявившееся снижением внелизосомальной активности катепсина, 

связано с выраженным  подавлением дозревания его проферментных форм. Для 

внелизосомальной активности катепсина L прослеживалась тенденция к 

повышению показателя КАСА относительно группы с изолированной 

гипергомоцистеинемией, но отличия оказались статистически не значимыми. Для 

катепсина Н коррекция L-аргинином повышенной на фоне 

гипергомоцистеинемии активности как лизосомальной, так и в 

цитоплазматической фракции также оказалась сопряжена с повышением 

показателя КАСА, т.е. эффект L-аргинина по увеличению доли проферментных 

форм распространяется и на указанный катепсин. 

Для проверки высказанных на основе обнаруженных многочисленных 

изменений активности цистеиновых катепсинов в субклеточных фракциях 

предположений о перераспределении изучаемых ферментов между вне- и 

интрализосомальным пространством  на фоне экспериментальной 
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гипергомоцистеинемии и действии L-аргинина проведен сравнительный анализ 

показателей доли внелизосомальной активности (Клаб) катепсинов В, L, Н и 

оценка общей стабильности лизосомальной мембраны по показателям Клаб 

кислой фосфатазы. 

Обнаружено, что при экспериментальной гипергомоцистеинемии   

происходит изменение соотношения активности лизосомальных ферментов 

между цитоплазматической и лизосомальной фракцией (Рисунок 81). 

При этом для паренхиматозных органов выявленная ранее тенденция к 

снижению внелизосомальной активности цистеиновых катепсинов на  фоне 

экспериментальной гипергомоцистеинемии проявилась здесь тенденцией к 

снижению и доли их внелизосомальной активности (Клаб). Однако сочетанная 

трактовка изменений Клаб цистеиновых катепсинов и кислой фосфатазы, как 

маркера общей проницаемости лизосомальной мембраны,  позволяет говорить о 

тканеспецифических отличиях механизмов обнаруженных изменений. Так, в 

ткани печени снижение доли внелизосомальной активности катепсинов 

(статистически значимое для катепсинов L и Н) оказалось не сопряжено с 

изменениями доли внелизосомальной активности кислой фосфатазы, т.е. 

выявленные ранее изменения внелизосомальной активности цистеиновых 

катепсинов в этой ткани следует считать именно подавлением активности без 

вклада изменения проницаемости лизосомальной мембраны.  

В то же время в ткани почки, где экспериментальная 

гипергомоцистеинемия вызывала наиболее ярко выраженные среди 

паренхиматозных органов изменения активности цистеиновых катепсинов, 

сопоставление изменений доли их внелизосомальной активности с изменениями 

таковой для кислой фосфатазы продемонстрировало универсальное снижение 

показателей (статистически не значимым оказалось только снижение Клаб для 

катепсина В). Такое сочетание демонстрирует универсальное снижение 

проницаемости лизосомальной мембраны, что для данной ткани следует 

рассматривать как часть механизма обнаруженного выше снижения 

внелизосомальной активности цистеиновых катепсинов. 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

контрольной группы (р<0,05) 

Рисунок 81. Показатели доли неседиментируемой активности (Клаб) 

цистеиновых катепсинов и кислой фосфатазы ткани печени (А), почки (Б), 

легкого (В) и миокарда (Г) при экспериментальной гипергомоцистеинемии 

В качестве причины выявленных изменений может выступать мало 

изученный на данный момент феномен повышения на фоне окислительного 

стресса «жесткости» лизосомальных мембран, ранее описанный лишь для 

наружных мембран эритроцитов [15, 139], однако нельзя исключать и 

возможности проявления столь же недостаточно изученного самостоятельного 
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цитотоксического действия гомоцистеина на мембраны, например, через реакции 

с тиольными группами их белков [244]. 

Последнее предположение в какой-то степени подтверждается 

изменениями, обнаруженными для ткани легкого: в данной ткани отсутствие на 

фоне экспериментальной  гипергомоцистеинемии изменений содержания 

продуктов окислительной модификации белков и внелизосомальной активности 

катепсинов также сочеталось с признаками снижения общей проницаемости 

лизосомальной мембраны, причем статистически значимые снижения показателя 

Клаб получены именно для маркерного фермента – кислой фосфатазы. 

 Изменения в миокарде, для которого нарастание продуктов окислительной 

модификации белков как проявление окислительного стресса при 

гипергомоцистеинемии было многократно более выраженным по сравнению с 

паренхиматозными органами, оказались принципиально иными. 

Экспериментальная гипергомоцистеинемия оказалась для данной ткани 

ассоциирована с нарастанием показателей доли внелизосомальной активности 

изучаемых ферментов, что следует расценивать как признак тотального 

повышения проницаемости лизосомальных мембран – лабилизации [267]. Таким 

образом, подтверждается наше предположение о том, что причиной выявленного 

ранее нарастания внелизосомальной активности цистеиновых катепсинов 

действительно является интенсификация их выхода в цитоплазму, причем 

механизмом здесь является повреждение мембран лизосом, а не адаптивные 

реакции на повышение содержания окислительно поврежденных белков. 

L-аргинин, демонстрируя способность существенно корректировать 

вызываемые гипергомоцистеинемией изменения активности цистеиновых 

катепсинов в субклеточных фракциях, оказал влияние и на показатели доли 

внелизосомальной активности (Рисунок 82). 

Так, в ткани печени введение L-аргинина привело к статистически 

значимому повышению сниженных на фоне экспериментальной 

гипергомоцистеинемии значений Клаб для катепсинов L и Н, кроме того, 
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статистически значимо повысились показатели Клаб кислой фосфатазы 

(суммарная и тартрат-чувствительная фракция).  

В ткани почки введение L-аргинина также полностью скорректировало 

вышеописанное снижение показателей проницаемости лизосомальной мембраны, 

причем для кислой фосфатазы (суммарная и тартрат-стабильная фракции) и 

катепсина L показатели даже статистически значимо превысили контрольные 

значения. 

В ткани легкого под действием L-аргинина произошла коррекция ранее 

сниженных показателей Клаб для тартрат-чувствительной фракции кислой 

фосфатазы и катепсина Н, однако Клаб катепсина В продолжил снижение, 

статистически значимо отдалившись от показателей, полученных для 

изолированной гипергомоцистеинемии. 

В целом, полученные данные позволяют говорить, что  L-аргинин при его 

применении на фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии оказывает на 

паренхиматозные органы достаточно универсальный эффект, проявляющийся в 

повышении проницаемости лизосомальных мембран. Возможно, именно 

формирующееся в результате такого эффекта нарастание доли внелизосомальной 

активности цистеиновых катепсинов приводит к вызываемому L-аргинином 

снижению содержания окислительно модифицированных белков.   

Действие L-аргинина на миокард следует признать частично 

корректирующим: введение субстанции на фоне экспериментальной 

гипергомоцистеинемии привело к статистически значимому снижению Клаб 

кислой фосфатазы, что можно трактовать как устранение дестабилизирующего 

действия изолированной модели на лизосомальные мембраны, однако в 

отношении цистеиновых катепсинов статистически значимое снижение Клаб 

получено только для катепсина В. 
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Примечание: * - изменения показателя статистически значимы относительно 

группы с изолированной гипергомоцистеинемией (р<0,05)  

Рисунок 82. Показатели доли неседиментируемой активности (Клаб) 

цистеиновых катепсинов и кислой фосфатазы ткани печени (А), почки (Б), 

легкого (В) и миокарда (Г) при действии L-аргинина на фоне экспериментальной 

гипергомоцистеинемии 
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3.4.4. Анализ зависимости показателей активности и компартментализации 

лизосомальных цистеиновых протеиназ от выраженности окислительной 

модификации белков при экспериментальной гипергомоцистеинемии 

изолированно и в сочетании с введением L-аргинина 

С целью проверки предположений о зависимости выявленных изменений 

активности и компартментализации цистеиновых катепсинов от степени 

выраженности процесса окислительной модификации белков в описываемых 

моделях  проведен анализ корреляционных связей между указанными 

параметрами, дополненный анализом связей с уровнем гипергомоцистеинемии. 

Обнаружено, что в ткани печени (Таблица 20) описанные выше 

статистически значимые изменения активности катепсина Н как в 

цитоплазматической, так и в лизосомальной фракции, демонстрируют плотные 

обратные корреляционные связи с общим содержанием окислительно 

карбонилированных белков и уровнем первичных маркеров окислительного 

стресса без статистически значимой зависимости от выраженности 

гипергомоцистеинемии.  В то же время выявленные в изучаемых моделях 

статистически значимые изменения активности катепсинов В и L  в 

неседиментируемой фракции ткани печени не показали линейных 

корреляционных связей с показателями состояния окислительной модификации 

белков, но имели статистически значимую обратную зависимость от 

выраженности гипергомоцистеинемии. Таким образом, несмотря на единую 

тенденцию к снижению внелизосомальной активности этих ферментов в печени 

при окислительном стрессе на фоне гипергомоцистеинемии с коррекцией этих 

изменений L-аргинином, механизмы обнаруженных сдвигов, скорее всего, 

различаются. Так, если для катепсина Н наиболее вероятным представляется 

общее угнетение активности, связанное с окислительным повреждением его 

молекул как внутри, так и вне лизосом, подавление активности катепсинов В и L, 

затронувшее только внелизосомальную фракцию, может оказаться проявлением 

цитотоксического действия гомоцистеина.   
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Выявленные для ткани печени обратные зависимости значений доли 

внелизосомальной активности (Клаб) катепсинов В, L и тартрат-чувствительной 

кислой фосфатазы от содержания продуктов окислительного карбонилирования 

белков мы считаем отражением описанной выше способности L-аргинина на фоне 

гипергомоцистеинемии повышать эти показатели, фактически, увеличивая 

проницаемость лизосомальных мембран, одновременно корректируя повышенный 

на фоне гипергомоцистеинемии уровень окислительно поврежденных белков.  

Несмотря на то, что корреляционный анализ не позволяет напрямую 

судить о причинно-следственных связях, наличие обратных зависимостей доли 

внелизосомальной активности катепсинов В и L и содержания продуктов 

окислительной модификации белков в цитоплазматической фракции ткани печени 

может оказаться  подтверждением предположения о механизме корректирующего 

влияния L-аргинина: повышение под действием субстанции проницаемости 

лизосомальных мембран приводит к увеличению доли внелизосомальной 

активности катепсинов и утилизации с их участием окислительно поврежденных 

белков. 

Поскольку для ткани печени не обнаружено статистически значимой 

линейной зависимости статистически значимо изменявшихся уровней продуктов 

окислительно карбонилированных белков от выраженности 

гипергомоцистеинемии (для Sобщ/гомоцистеин R=-0,09; р=0,68; для SАДНФГ 

сумм/гомоцистеин R=-0,08; p=0,73), обнаруженные дополнительно для  Клаб 

катепсина L и тартрат-чувствительной кислой фосфатазы статистически значимые 

зависимости и от уровня гипергомоцистеинемии следует скорее считать 

следствием параллельно развивающейся частичной коррекции L-аргинином 

концентрации гомоцистеина в крови. 
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Таблица 20 

Результаты корреляционного анализа зависимости показателей активности и компартментализации лизосомальных 

ферментов в ткани печени с характеристиками состояния окислительной модификации белков и уровнем 

гипергомоцистеинемии. 

 Гомоцистеин  

сыворотки 

S общ АДНФГ сумм КДНФГ сумм РАП 

R p R p R p R p R p 

Кат. В ОА -0,32 0,15 0,36 0,10 0,36 0,10 0,54 0,008 -0,16 0,48 
Кат. В СА -0,30 0,17 0,36 0,10 0,36 0,10 0,52 0,01 -0,21 0,35 
Кат. В НСА -0,42 0,05 0,22 0,31 0,22 0,31 0,42 0,051 0,12 0,58 
Кат. В Клаб 0,04 0,88 -0,55 0,01 -0,56 0,01 -0,41 0,06 0,32 0,15 
Кат. L ОА -0,28 0,21 -0,20 0,37 -0,27 0,23 0,18 0,43 0,37 0,09 
Кат. L СА -0,24 0,29 -0,18 0,43 -0,25 0,27 0,16 0,48 0,38 0,08 
Кат. L НСА -0,71 0,0002 -0,36 0,10 -0,38 0,051 0,37 0,09 -0,07 0,74 
Кат. L Клаб -0,46 0,03 -0,49 0,02 -0,47 0,03 0,07 0,74 -0,18 0,43 
Кат. Н ОА -0,10 0,66 -0,74 0,00008 -0,74 0,00008 -0,10 0,67 0,13 0,55 
Кат. Н СА -0,05 0,82 -0,76 0,00005 -0,76 0,00005 -0,11 0,61 0,13 0,58 
Кат. Н НСА -0,17 0,46 -0,66 0,001 -0,66 0,001 -0,11 0,61 0,09 0,70 
Кат. Н Клаб -0,25 0,26 -0,31 0,16 -0,33 0,14 -0,02 0,92 -0,04 0,86 
КФ сумм 

Клаб 
0,13 0,56 -0,29 0,19 -0,25 0,25 -0,23 0,30 -0,27 0,22 

КФ тс Клаб -0,33 0,13 0,25 0,26 0,24 0,29 0,39 0,07 -0,35 0,11 
КФ тч Клаб 0,46 0,03 -0,46 0,03 -0,45 0,04 -0,37 0,09 0,02 0,94 
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В ткани почки  изменения активности и компатментализации 

лизосомальных ферментов, оказавшиеся наиболее яркими среди изучаемых 

паренхиматозных органов, продемонстрировали множество статистически 

значимых корреляционных связей как от содержания продуктов окислительной 

модификации белков, так и от уровня гипергомоцистеинемии (Таблица 21). При 

этом отсутствие для данной ткани статистически значимых линейных корреляций 

содержания продуктов окислительного карбонилирования белков и концентрации 

гомоцистеина сыворотки крови  (Sобщ/гомоцистеин R=0,29; p=0,19; SАДНФГ 

сумм/гомоцистеин R=0,21; p=0,34) дает возможность описывать эти показатели 

как независимые факторы при трактовке связей со значениями активности и 

компартментализации лизосомальных ферментов.  

Так, обнаруженные нами для ткани почки статистически значимые 

изменения  седиментируемой (лизосомальной) активности катепсинов В, L и Н, 

как и вызванные ими изменения общей активности этих ферментов, 

продемонстрировали статистически значимые линейные корреляционные связи с 

уровнем гипергомоцистеинемии. Характер связей оказался обратным для 

катепсинов В и L и прямым для катепсина Н, что полностью соответствует 

направлению сдвигов их активности в изучаемых моделях. Важно, что для 

седиментируемой и общей активности катепсинов В и Н связь с уровнем 

гипергомоцистеинемии оказалась единственной статистически значимой, что 

позволяет предполагать, что эти изменения могут оказаться проявлением 

цитотоксического действия гомоцистеина. Для седиментируемой и общей 

активности катепсина L при этом  получены также и статистически значимые 

обратные корреляционные связи с показателями содержания продуктов 

окислительной модификации белков, указывающие либо на наличие сочетанного 

влияния гипергомоцистеинемии и окислительного стресса на активность 

фермента, либо на вовлеченность лизосомальной фракции катепсина L в 

деградацию окислительно поврежденных белков. 
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Таблица 21 

Результаты корреляционного анализа зависимости показателей активности и компартментализации лизосомальных 

ферментов в ткани почки с характеристиками состояния окислительной модификации белков и  

уровнем гипергомоцистеинемии. 

 Гомоцистеин 

сыворотки 

S общ АДНФГ сумм КДНФГ сумм РАП 

R p R p R p R p R p 

Кат. В ОА -0,44 0,04 -0,30 0,17 -0,25 0,26 -0,20 0,37 -0,14 0,52 
Кат. В СА -0,44 0,04 -0,26 0,24 -0,20 0,37 -0,18 0,43 -0,13 0,56 
Кат. В НСА -0,14 0,53 -0,72 0,0002 -0,74 0,00008 -0,59 0,004 0,09 0,70 
Кат. В Клаб 0,05 0,84 -0,55 0,008 -0,61 0,002 -0,37 0,09 0,12 0,60 
Кат. L ОА -0,50 0,02 -0,57 0,005 -0,57 0,006 -0,53 0,01 -0,18 0,11 
Кат. L СА -0,50 0,02 -0,57 0,005 -0,57 0,006 -0,53 0,01 -0,19 0,39 
Кат. L НСА -0,32 0,14 -0,58 0,005 -0,65 0,001 -0,39 0,07 0,00 0,99 
Кат. L Клаб -0,28 0,20 -0,48 0,02 -0,56 0,006 -0,27 0,22 0,25 0,27 
Кат. Н ОА 0,65 0,001 -0,0006 0,99 -0,11 0,61 0,08 0,71 0,27 0,23 
Кат. Н СА 0,68 0,0005 0,04 0,87 -0,07 0,74 0,12 0,58 0,26 0,24 
Кат. Н НСА 0,02 0,93 -0,57 0,01 -0,65 0,001 -0,33 0,14 0,06 0,80 
Кат. Н Клаб -0,44 0,04 -0,58 0,005 -0,59 0,004 -0,39 0,07 -0,02 0,92 
КФ сумм 

Клаб 
-0,31 0,16 -0,83 0,000002 -0,84 0,000001 -0,61 0,003 -0,19 0,40 

КФ тс Клаб -0,28 0,21 -0,69 0,0004 -0,71 0,0002 -0,46 0,03 -0,17 0,44 
КФ тч Клаб -0,35 0,11 -0,87 0,000001 -0,85 0,000004 -0,68 0,001 -0,16 0,49 
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В то же время, неседиментируемая (цитоплазматическая) активность всех 

изучаемых цистеиновых катепсинов статистически значимо линейно 

коррелировала только с показателями содержания продуктов окислительно 

карбонилированных белков, причем характер связи оказался обратным, что также 

соответствует динамике изменений активности ферментов.  

Наиболее важным мы считаем здесь обнаружение статистически значимых 

обратных корреляционных связей показателей доли внелизосомальной 

активности (Клаб) как цистеиновых катепсинов, так и кислой фосфатазы, 

полученных только со значениями содержания продуктов окислительной 

модификации белков, но не с уровнем гипергомоцистеинемии. Несмотря на 

ограничения корреляционного анализа, такое сочетание, по нашему мнению, 

позволяет при трактовке возможных причин обнаруженного выше 

универсального снижения проницаемости мембран лизосом на фоне 

гипергомоцистеинемии с последующей коррекцией его L-аргинином склониться к 

версии об окислительном повреждении, но не о цитотоксическом действии 

гомоцистеина. Кроме того, это может дополнительно подтверждать 

предположение о том, что причиной изменений внелизосомальной активности 

цистеиновых катепсинов, также обратно коррелирующих с уровнем 

окислительной модификации белков, является возникающее при окислительном 

стрессе и его коррекции изменение проницаемости лизосомальных мембран. 

Для ткани легкого, продемонстрировавшей отсутствие статистически 

значимых изменений содержания окислительно модифицированных белков, 

целесообразной представляется лишь трактовка результатов анализа связей с 

уровнем гипергомоцистеинемии (Таблица 22). Так, была обнаружена однотипная 

описанной для ткани почки прямая статистически значимая зависимость общей и 

седиментируемой активности катепсина Н от концентрации гомоцистеина в 

сыворотке крови, что можно также считать признаком возможного 

цитотоксического действия гомоцистеина и на ткань легкого. Также очень важной 

находкой мы считаем здесь выявление статистически значимых обратных связей 

уровня гипергомоцистеинемии и показателей общей проницаемости 
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лизосомальной мембраны (Клаб кислой фосфатазы). Это позволяет объяснить 

выявленные ранее статистически значимые изменения этих показателей, причем 

для данной ткани, в отличии от ткани почки, при поиске возможных причин 

нарушения проницаемости лизосомальной мембраны следует склоняться к версии 

о цитотоксическом действии гомоцистеина.  

В миокарде наличие статистически значимых выраженных прямых 

корреляционных связей всех показателей содержания продуктов окислительного 

карбонилирования белков с концентрацией гомоцистеина в сыворотке крови 

отразилось на результатах корреляционного анализа (Таблица 23), исключив 

возможность раздельной трактовки зависимости показателей 

активности/компартментализации лизосомальных ферментов от этих параметров.   

Так, оказалось, что статистически значимые изменения активности 

седиментируемой и общей активности катепсина В статистически значимо 

обратно коррелируют как с уровнем гомоцистеина сыворотки крови, так и с 

показателями содержания окислительно карбонилированных белков. Для общей и 

седиментируемой активности катепсинов L и Н статистически значимых 

линейных зависимостей при этом не выявлено. Статистически значимые 

изменения внелизосомальной активности катепсинов  L и Н оказались 

статистически значимо связанными прямой зависимостью с уровнем 

гипергомоцистеинемии и выраженностью окислительного повреждения белков; 

для катепсина В статистически значимых линейных зависимостей не получено. 

Наиболее значимым здесь, на наш взгляд, является обнаружение корреляционных 

связей с показателями доли внелизосомальной активности катепсинов и общей 

проницаемости лизосомальной мембраны, оцениваемой по Клаб кислой 

фосфатазы.
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Таблица 22 

Результаты корреляционного анализа зависимости показателей активности и компартментализации лизосомальных 

ферментов в ткани легкого с характеристиками состояния окислительной модификации белков и  

уровнем гипергомоцистеинемии. 

 Гомоцистеин 

сыворотки 

S общ АДНФГ сумм КДНФГ сумм РАП 

R p R p R p R p R p 

Кат. В ОА 0,34 0,12 0,43 0,04 0,46 0,03 0,35 0,11 -0,10 0,67 
Кат. В СА 0,34 0,12 0,43 0,04 0,46 0,03 0,35 0,11 -0,10 0,67 
Кат. В НСА -0,05 0,81 0,15 0,52 0,16 0,48 0,03 0,88 0,03 0,90 
Кат. В Клаб -0,30 0,17 -0,34 0,13 -0,35 0,11 -0,35 0,12 0,11 0,61 
Кат. L ОА 0,15 0,52 -0,26 0,25 -0,26 0,24 -0,29 0,20 0,13 0,57 
Кат. L СА 0,14 0,52 -0,28 0,21 -0,28 0,20 -0,32 0,15 0,14 0,55 
Кат. L НСА -0,07 0,77 0,43 0,043 0,38 0,08 0,53 0,01 -0,14 0,53 
Кат. L Клаб -0,09 0,68 0,48 0,02 0,44 0,04 0,53 0,01 -0,24 0,28 
Кат. Н ОА 0,44 0,041 0,62 0,002 0,63 0,002 0,53 0,01 -0,03 0,88 
Кат. Н СА 0,43 0,045 0,60 0,003 0,61 0,003 0,51 0,02 -0,04 0,87 
Кат. Н НСА -0,07 0,75 0,77 0,00003 0,76 0,00005 0,80 0,00001 -0,20 0,38 
Кат. Н Клаб -0,34 0,12 0,52 0,01 0,51 0,02 0,57 0,01 -0,25 0,27 
КФ сумм 

Клаб 
-0,52 0,01 -0,02 0,91 -0,06 0,78 0,10 0,66 -0,02 0,92 

КФ тс Клаб -0,52 0,01 -0,20 0,37 -0,24 0,28 -0,08 0,71 0,07 0,75 
КФ тч Клаб -0,24 0,28 0,17 0,44 0,16 0,49 0,21 0,35 0,13 0,57 
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Таблица 23 

Результаты корреляционного анализа зависимости показателей активности и компартментализации лизосомальных 

ферментов в миокарде с характеристиками состояния окислительной модификации белков и  

уровнем гипергомоцистеинемии. 

 Гомоцистеин 

сыворотки 

S общ АДНФГ сумм КДНФГ сумм РАП 

R p R p R p R p R p 

Кат. В ОА -0,71 0,003 -0,69 0,005 -0,68 0,005 -0,61 0,005 0,06 0,83 
Кат. В СА -0,71 0,003 -0,69 0,005 -0,68 0,006 -0,61 0,02 0,07 0,81 
Кат. В НСА 0,40 0,14 0,34 0,21 0,24 0,38 0,40 0,14 -0,005 0,98 
Кат. В Клаб 0,74 0,001 0,58 0,02 0,50 0,06 0,61 0,02 -0,13 0,64 
Кат. L ОА -0,25 0,38 -0,23 0,41 -0,30 0,28 -0,25 0,36 0,47 0,08 
Кат. L СА -0,29 0,30 -0,23 0,41 -0,30 0,28 -0,27 0,33 0,44 0,10 
Кат. L НСА 0,60 0,02 0,58 0,02 0,48 0,07 0,71 0,003 -0,25 0,37 
Кат. L Клаб 0,54 0,04 0,61 0,02 0,57 0,03 0,70 0,003 -0,54 0,04 
Кат. Н ОА 0,43 0,11 0,35 0,19 0,26 0,35 0,35 0,20 0,18 0,53 
Кат. Н СА 0,43 0,11 0,35 0,19 0,26 0,35 0,35 0,20 0,18 0,53 
Кат. Н НСА 0,65 0,008 0,60 0,02 0,50 0,06 0,66 0,008 -0,25 0,36 
Кат. Н Клаб 0,43 0,11 0,35 0,20 0,37 0,17 0,46 0,08 -0,67 0,007 
КФ сумм 

Клаб 
0,82 0,0002 0,78 0,0007 0,69 0,005 0,89 0,000009 -0,63 0,01 

КФ тс Клаб 0,68 0,006 0,64 0,01 0,56 0,03 0,73 0,002 -0,38 0,16 
КФ тч Клаб -0,07 0,81 0,29 0,28 0,27 0,31 0,24 0,38 -0,11 0,69 
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Обнаруженные ранее признаки лабилизации лизосомальной мембраны при 

выраженном окислительном стрессе на фоне гипергомоцистеинемии проявились 

здесь наличием статистически значимых прямых линейных зависимостей 

показателей Клаб от уровня гипергомоцистеинемии и состояния окислительного 

карбонилирования белков, подчеркивая наличие повреждающего действия 

гипергомоцистеинемии на лизосомальные мембраны клеток миокарда. 

Таким образом, на данном этапе in vivo- исследований, 

продемонстрировано, что: 

 Аргинин в дозе 500 мг/кг при 10-дневном введении полностью 

корректирует развивающееся на фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии 

повышение продуктов окислительного карбонилирования белков в 

паренхиматозных органах и частично – в миокарде.  

 Под действием аргинина происходит нарастание сниженной при 

изолированной гипергомоцистеинемии активности катепсинов В, L, Н в 

цитоплазматической фракции печени и почки и снижение повышенной 

внелизосомальной активности катепсинов в миокарде за счет внутриклеточного 

перераспределения ферментов.  

 Изменения компартментализации лизосомальных цистеиновых протеиназ 

под действием аргинина происходят через вызываемое им неселективное 

повышение проницаемости лизосомальной мембраны.  

Также обнаружены обратные корреляционные связи содержания 

продуктов окислительной модификации белков с активностью катепсинов в 

цитоплазматической (неседиментируемой) фракции и долей их 

неседиментируемой активности, позволяющие предполагать наличие вклада 

изменения компартментализации лизосомальных цистеиновых протеиназ в 

развивающуюся под действием аргинина компенсацию окислительного стресса на 

фоне экспериментальной гипергомоцистеинемии. 
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3.5. Состояние окислительной модификации белков и изменения активности 

и компартментализации лизосомальных цистеиновых протеиназ 

изолированных лизосом при индукции окислительного стресса in vitro 

Изложенные выше результаты in vivo- и in vitro-исследований 

продемонстрировали наличие зависимости изменений активности лизосомальных 

цистеиновых протеиназ и проницаемости лизосомальной мембраны в ответ на 

состояния, сопровождающиеся повышением интенсивности окислительной 

модификации белков как проявлением окислительного стресса. Однако, 

особенности исследований на клеточном и организменном/тканевом уровне, 

связанные с наличием дополнительных факторов воздействия (метаболизм 

агентов, используемых для моделирования, степень доступности их для тканей, 

клеток и органелл, возможное самостоятельное влияние на лизосомы и их 

ферменты факторов,  формирующих окислительный стресс – оксид азота, 

гомоцистеин) в ряде случаев не дали возможности получить окончательный ответ 

о связи изменений активности цистеиновых катепсинов и состояния 

лизосомальной мембраны с выраженностью окислительной модификации белков.  

В связи с этим, следующим этапом исследования стала прямая оценка 

изменений, происходящих в изолированных лизосомах печени крыс при in vitro-

провокации окислительного стресса инкубацией в среде, содержащей 5 мМ 

пероксид водорода. Кроме того, поскольку на сегодняшний день отсутствуют 

сведения о наличии в лизосомах NO-синтаз, in vitro-моделирование 

использовалось нами для проверки выдвинутых ранее предположений о 

возможной протективной роли L-аргинина в отношении окислительной 

модификации белков, не связанной с участием в синтезе оксида азота, а также о 

его самостоятельном влиянии на активность цистеиновых катепсинов и состояние 

лизосомальной мембраны. Дополнительно, изучение самостоятельного вклада 

оксида азота в изменения исследуемых параметров, проведено с использованием 

инкубаций лизосом с широко применяемым спонтанным донором NO – натрия 

нитропруссидом. Результаты, описываемые в данном разделе получены 
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совместно с Кудлаевой А.М. и отражены в совместных публикациях [11, 31, 36, 

37, 75].   

3.5.1. Изменения показателей окислительной модификации белков лизосом 

печени крыс при in vitro-индуцированном окислительном стрессе и 

применении модуляторов генерации оксида азота 

Исследование динамики изменений содержания окислительно 

модифицированных белков в лизосомах печени крыс при изолированном 

моделировании окислительного стресса инкубацией с 5 мМ пероксидом водорода 

продемонстрировало, что статистически значимое повышение содержания 

продуктов окислительного карбонилирования формируется после 2 часов и 

сохраняется после 4 часов инкубации, при этом максимально выраженное 

повышение относительно контрольных наблюдений зафиксировано для 2-часовой 

инкубации (Рисунок 83). При этом статистически значимым оказалось  как 

повышение общего содержания продуктов окислительной модификации белков 

(Sобщ), так и содержание первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) маркеров 

окислительного стресса. 

Изолированное in vitro-применение L-аргинина привело к выраженному 

статистически значимому снижению содержания продуктов окислительной 

модификации белков после 1 часа инкубации, что подтвердило ранее высказанное 

предположение об антиокислительных эффектах субстанции в отношении белков; 

однако при удлинении времени инкубации до 2 часов содержание продуктов 

окислительного карбонилирования протеинов начало расти и после 4 часов 

инкубации повышение стало статистически значимым относительно контрольных 

значений (Рисунок 84).  
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Примечание: * - изменения статистически значимы 

относительно соответствующих контрольных наблюдений  

Рисунок 83. Содержание продуктов 

окислительного карбонилирования белков в лизосомах 

печени крыс в динамике in vitro-индуцированного 

окислительного стресса 
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Примечание: * - изменения статистически значимы 

относительно соответствующих контрольных наблюдений  

Рисунок 84. Содержание продуктов окислительного 

карбонилирования белков в лизосомах печени крыс в 

динамике изолированного in vitro-воздействия L-аргинина 
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Таким образом, можно говорить, что протективные эффекты L-аргинина в 

отношении окислительного повреждения белков  проявляющихся в отсутствии 

факторов, моделирующих окислительный стресс лишь при краткосрочном 

воздействии субстанции. 

При этом in vitro-исследование эффектов L-аргинина на фоне 

индуцированного 5 мМ пероксидом водорода окислительного стресса 

продемонстрировало несколько иную динамику (Рисунок 85, Таблица 24). 

Таблица 24 

Значения показателей содержания продуктов окислительного карбонилирования 

белков при in vitro-воздействии L-аргинина изолированно и на фоне 

окислительного стресса, е.о.п./мг белка (Me[Q1;Q3]) 

Группа Sобщ АДНФГсумм КДНФГсумм 

1
 ч

а
с
 

L-аргинин 0,55[0,01;0,58] 0,37[0,09;0,48] 0,10[0,02;0,13] 

L-аргинин+H2O2 2,73[1,90;3,59]* 

p=0,008 

1,90[1,60;2,72]* 

p=0,008 

0,83[0,30;0,87]* 

p=0,008 

2
 ч

а
са

 L-аргинин 5,32[4,82;5,98] 4,51[0,08;4,85] 0,95[0,52;1,28] 

L-аргинин+H2O2 2,87[1,36;4,17] 2,16[0,99;3,26] 0,72[0,36;0,91] 

4
 ч

а
са

 

L-аргинин 7,39[3,66;9,01] 6,64[2,75;8,64] 0,47[0,40;0,75] 

L-аргинин+H2O2 11,33[11,10;15,58]* 

p=0,04 

8,95[7,87;11,97] 3,48[2,16;3,61]* 

p=0,04 

* - изменения статистически значимы относительно результатов, полученных для 

изолированного действия L-аргинина 

Так, снижение показателей содержания продуктов окислительной 

модификации белков при действии L-аргинина на фоне окислительного стресса 

относительно наблюдений с изолированным in vitro-воздействием пероксида 

водорода начало формироваться уже после 1 часа инкубации, однако все 

показатели оказались статистически значимо выше значений, полученных при 

изолированном действии L-аргинина. Таким образом, антиокислительные 
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эффекты L-аргинина начали проявляться, однако степень изменений оказалась не 

столь выраженной, как при его изолированном воздействии. 

Однако максимально антиокислительные эффекты L-аргинина проявились 

при 2-часовой инкубации, при которой изолированное влияние пероксида 

водорода  вызвало наиболее выраженное нарастание продуктов 

окислительного карбонилирования белков. 

В этом случае добавление L-аргинина в инкубационную среду практически 

полностью устранило окислительные эффекты пероксида водорода, приблизив 

значения показателей содержания ОМБ к значениям, полученным для 

изолированного применения субстанции.  

Поскольку при 4-часовом изолированном воздействии L-аргинин проявлял 

уже проксидантное действие, его сочетание в инкубационной среде с пероксидом 

водорода при данной продолжительности сформировало значения показателей 

уровня ОМБ, близкие к диапазону таковых, полученных для изолированного 

влияния пероксида водорода, при этом значения S общ и содержание вторичных 

маркеров окислительного стресса (КДНФГ) оказались статистически значимо 

выше полученных при изолированном действии L-аргинина. 

Анализ соотношения первичных (АДНФГ) и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса продемонстрировал, что даже значительные 

изменения количественных показателей уровня окислительно модифицированных 

протеинов в описываемых моделях происходят, по-видимому, с равномерным 

повышением продуктов окислительного карбонилирования, не проявляясь 

статистически значимыми изменениями долей альдегидных и кетонных форм.
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Примечание: * - изменения статистически значимы 

относительно соответствующих контрольных наблюдений  

Рисунок 85. Содержание продуктов окислительного 

карбонилирования белков в лизосомах печени крыс в 

динамике воздействия L-аргинина на фоне in vitro-

индуцированного окислительного стресса 

  

 

 

 

 

* * 
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Отдельно следует отметить лишь формирующиеся под действием L-

аргинина изменения показателя РАП: антиокислительные эффекты субстанции 

при изолированном 1-часовом воздействии и 2-часовом действии на фоне 

окислительного стресса проявились здесь статистически значимыми 

повышениями РАП, прооксидантный 4-часовой эффект изолированного действия 

– ожидаемым снижением показателя. Однако применение L-аргинина на фоне in 

vitro- индуцированного окислительного стресса, практически не корректируя 

количественные показатели уровня спонтанно образованных продуктов 

окислительной модификации белков, привело, тем не менее, к статистически 

значимому нарастанию значения РАП, демонстрируя наличие резерва не 

окисленных белков, что можно расценивать как положительный эффект 

субстанции (Рисунок 86). 

Исследование показателей содержания продуктов окислительного 

карбонилирования белков в динамике in vitro- воздействия нитропруссида натрия 

на изолированные лизосомы печени крыс продемонстрировало отсутствие 

статистически значимых их изменений при 1 и 2 часовой инкубации в сочетании 

со статистически значимым нарастанием относительно контрольных наблюдений 

при 4 часовом воздействии (Рисунок 87).   

Однако следует отметить, что при 1 часовой инкубации наблюдалась 

тенденция к снижению показателей относительно контроля, которая 

подтвердилась обнаружением статистически значимым снижением доли 

первичных (АДНФГ) маркеров окислительного стресса (Рисунок 88).  

При этом явное проокислительное действие нитропруссида натрия на 

белки лизосом при 4 часовом in vitro- воздействии проявилось также 

статистически значимым снижением показателя РАП относительно контрольных 

значений (Рисунок 88). 
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Примечание: * - изменения статистически значимы 

относительно соответствующих контрольных наблюдений  

Рисунок 86. Показатели доли первичных (АДНФГ), 

вторичных (КДНФГ) маркеров окислительного стресса и 

показателя РАП в лизосомах печени крыс в динамике 

воздействия L-аргинина на фоне in vitro-индуцированного 

окислительного стресса 
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Примечание: * - изменения статистически значимы 

относительно соответствующих контрольных наблюдений 

Рисунок 87. Содержание продуктов окислительного 

карбонилирования белков в лизосомах печени крыс в 

динамике in vitro- воздействия нитропруссида натрия 
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Примечание: * - изменения статистически значимы 

относительно соответствующих контрольных наблюдений  

Рисунок 88. Показатели доли первичных (АДНФГ), 

вторичных (КДНФГ) маркеров окислительного стресса и 

показателя РАП в лизосомах печени крыс в динамике в 

динамике in vitro- воздействия нитропруссида натрия 
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Таким образом, 5 мМ пероксид водорода при in vitro- воздействии на 

лизосомы печени крыс индуцирует окислительную модификацию их белков, 

наиболее выраженную при 2 часовой инкубации и, в меньшей степени, при 4 

часовом воздействии. L-аргинин демонстрирует протективные эффекты в 

отношении окислительной модификации белков, проявляющиеся при 1 часовом 

изолированном действии, а также способность практически полностью 

корректировать вызываемое пероксидом водорода выраженное нарастание 

продуктов окислительного карбонилирования белков при 2 часовой инкубации; 

при этом удлинение воздействия субстанции до 4 часов влечет за собой 

прооксидантные эффекты, сохраняющиеся и при сочетании с пероксидом 

водорода. Нитропруссид натрия, формируя при 1 часовом воздействии тенденцию 

к снижению содержания продуктов окислительной модификации белков, 

выражающуюся в статистически значимом снижении первичных маркеров 

окислительного стресса,  при   4    часовом    воздействии    оказывает   на  белки  

прооксидантный эффект. 

3.5.2. Влияние in vitro- индуцированного окислительного стресса и 

модуляторов генерации оксида азота на активность лизосомальных 

цистеиновых протеиназ и проницаемость лизосомальной мембраны 

Обнаруженные выше изменения уровня окислительной модификации 

белков изолированных лизосом печени крыс при in vitro-индуцированном 

окислительном стрессе, действии L-аргинина и нитропруссида натрия сочетались 

с изменениями активности лизосомальных цистеиновых протеиназ и ее 

компартментализации.  

Поскольку особенностью данных моделей является отсутствие 

цитоплазматической фракции,  внелизосомальная (неседиментируемая) 

активность изучаемых ферментов здесь формируется только за счет выхода их 

молекул сквозь мембраны лизосом в среду инкубации, что позволяет наиболее 

полно оценить процесс проницаемости лизосомальной мембраны. Единственным 

дополнительным фактором остается прямое воздействие изучаемых субстанций 
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на молекулы катепсинов, что предоставляет возможность проверить ряд ранее 

высказанных для in vivo- экспериментов предположений о наличии такого рода 

самостоятельных влияний. 

Оказалось, что при инкубации лизосом в течение 1 часа (Таблица 25) 5 мМ 

Н2О2, не вызвав статистически значимых изменений содержания окислительно 

модифицированных белков, к статистически значимым изменениям активности и 

распределения цистеиновых катепсинов также не приводила. При этом 

изолированное действие L-аргинина, вызывавшее при указанной 

продолжительности инкубации снижение содержания продуктов окислительного 

карбонилирования белков в лизосомах, привело к статистически значимому 

нарастанию седиментируемой и общей активности катепсина L с одновременным 

снижением неседиментируемой активности фермента. Таким образом, в 

отсутствии окислителей самостоятельный эффект L-аргинина при его 

протективном действии на белки проявился снижением выхода катепсина L во 

внелизосомальную фракцию и активацией фермента внутри лизосом. Однако  

присутствие в среде инкубации пероксида водорода полностью нивелировало 

вызываемые L-аргинином изменения общей активности и уменьшило изменения 

седиментируемой активности, без влияния на снижение неседиментируемой 

активности катепсина L.  Изолированное влияние L-аргинина на активность 

катепсина Н при этом проявилось подавлением как общей, так и 

седиментируемой и неседиментируемой активности фермента, при добавлении в 

среду инкубации пероксида водорода все изменения, вызванные L-аргинином, 

сохранились.  
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Таблица 25 

Изменения активности и распределения катепсинов В, L, Н лизосом печени крыс 

при in vitro-индуцированном окислительном стрессе и действии L-аргинина при 1 

часовой инкубации, нкат/г белка (Me[min;max]) 

  Сахароза Сахароза+ 

H2O2 

L-аргинин L-аргинин+ 

H2O2 

К
а
т
еп

си
н

 В
 ОА 0,28[0,21;0,47] 0,64[0,10;0,97] 0,59[0,38;0,74] 1,14[0,42;1,58] 

СА 0,18[0,00;0,21] 0,35[0,02;0,80] 0,42[0,10;0,44] 0,90[0,19;1,10] 

НСА 0,26[0,00;0,28] 0,18[0,03;0,32] 0,25[0,17;0,34] 0,24[0,22;0,27] 

К
а
т
еп

си
н

 L
 ОА 2,82[2,13;3,67] 2,77[2,58;3,26] 4,81[4,61;5,80]* 2,91[2,59;2,92]

● 

СА 1,35[1,30;2,93] 2,09[1,32;2,28] 4,62[4,40;5,76]* 2,55[2,45;2,80]
▲● 

НСА 0,83[0,71;1,44] 0,97[0,60;1,34] 0,21[0,19;0,51]* 0,16[0,14;0,37]*
▲ 

К
а
т
еп

си
н

 Н
 ОА 2,26[1,89;2,33] 1,96[1,80;2,13] 1,29[1,13;1,39]* 1,13[1,04;1,34]*

▲ 

СА 1,31[1,19;1,82] 1,25[1,14;1,33] 0,78[0,64;1,01]* 0,69[0,59;1,01]*
▲

 

НСА 0,68[0,52;0,72] 0,78[0,67;0,90] 0,42[0,33;0,53]* 0,37[0,35;0,40]*
▲

 

Примечание: * - изменения статистически значимы относительно инкубации в 

сахарозе (контрольные наблюдения); 
▲

 - изменения статистически значимы 

относительно инкубации с 5 мМ Н2О2; 
●
 - изменения статистически значимы 

относительно изолированного действия L-аргинина (р≤0,05) 

При 2 часовой инкубации (Таблица 26), приведшей к максимальному 

нарастанию продуктов окислительной модификации белков под действием 5 мМ 

пероксида водорода, ответом лизосомального протеолиза оказалось выраженное, 

статистически значимое нарастание активности катепсинов В и L, затронувшее 

как седиментируемую, так и неседиментируемую фракцию.  
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Таблица 26 

Изменения активности и распределения катепсинов В, L, Н лизосом печени крыс 

при in vitro-индуцированном окислительном стрессе и действии L-аргинина при 2 

часовой инкубации, нкат/г белка (Me[min;max]) 

  Сахароза Сахароза+ 

H2O2 

L-аргинин L-аргинин+ 

H2O2 

К
а
т
еп

си
н

 В
 ОА 0,44[0,26;0,91] 1,45[0,94;1,68]* 1,67[0,40;2,32] 1,26[0,71;2,30] 

СА 0,15[0,01;0,28] 0,58[0,45;0,79]* 1,62[0,25;2,32] 1,07[0,52;1,85]* 

НСА 0,12[0,00;0,50] 0,76[0,32;0,84]* 0,06[0,00;0,13] 0,18[0,17;0,19]
▲●

 

К
а
т
еп

си
н

 L
 ОА 0,74[0,40;0,96] 2,84[2,13;4,04]* 1,95[1,86;2,29]* 2,13[1,45;2,81]* 

СА 0,15[0,07;0,73] 1,71[1,15;1,94]* 1,86[1,31;2,15]* 1,84[1,45;2,23]* 

НСА 0,09[0,08;0,50] 1,57[0,76;2,01]* 0,15[0,13;0,53] 0,10[0,04;0,29]
▲

 

К
а
т
еп

си
н

 Н
 ОА 2,46[2,33;2,54] 1,42[1,11;1,70]* 0,59[0,48;0,73]* 2,53[1,81;2,54]

●
 

СА 0,95[0,92;0,99] 0,91[0,78;1,15] 0,18[0,00;0,35]* 1,91[1,51;2,27]*
▲●

 

НСА 1,53[1,34;1,65] 0,56[0,36;0,79]* 0,37[0,29;0,46]* 0,35[0,30;0,35]* 

Примечание: * - изменения статистически значимы относительно инкубации в 

сахарозе (контрольные наблюдения); 
▲

 - изменения статистически значимы 

относительно инкубации с 5 мМ Н2О2; 
●
 - изменения статистически значимы 

относительно изолированного действия L-аргинина (р≤0,05) 

Однако на этом фоне общая активность катепсина H продемонстрировала 

статистически значимое снижение относительно контроля, причем изменения 

затронули только неседиментируемую фракцию, что может оказаться следствием 

прямого окислительного повреждения молекул фермента, вышедших из лизосом в 

среду инкубации.  

Изолированное действие L-аргинина в течение 2 часов сформировало 

изменения активности цистеиновых катепсинов, практически полностью 

повторяющие таковые, зарегистрированные для 1 часового воздействия: 
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статистически значимое повышение общей и седиментируемой активности 

катепсина L в сочетании с общим подавлением активности катепсина Н.  

Важно отметить, что для общей и седиментируемой активности катепсина 

L эффекты пероксида водорода и L-аргинина при их раздельном применении для 

2 часовой инкубации оказались однотипными,  но сочетание факторов к 

суммированию эффектов не привело: значения активности оказались 

сопоставимыми с таковыми, полученными при изолированном применении 

агентов. Однако для неседиментируемой активности катепсина L, сочетание в 

среде инкубации пероксида водорода с L-аргинином сформировало результаты, 

близкие к таковым для изолированного действия L-аргинина, практически, 

воспрепятствовав  обнаруженному при действии 5 мМ  Н2О2 повышенному 

выходу молекул фермента из лизосом в среду инкубации. Наиболее интересными 

оказались изменения седиментируемой активности катепсина Н: если 

самостоятельным эффектом L-аргинина в отсутствии окислителей оказалось 

тотальное снижение активности фермента, то применение субстанции на фоне in 

vitro- индуцированного окислительного стресса вызвало выраженное нарастание 

интрализосомальной активности катепсина, причем значения статистически 

значимо превысили таковые, полученные как ддля контрольных наблюдений, так 

и для раздельного применения агентов. Возможно, этот эффект и является частью 

механизма описанной выше коррекции L-аргинином содержания окислительно 

модифицированных белков в лизосомах при 2 часовом in vitro-индуцированном 

окислительном стрессе. 

Инкубация продолжительностью 4 часа (Таблица 27), 

характеризовавшаяся умеренным повышением содержания продуктов 

окислительного карбонилирования белков при действии 5 мМ  Н2О2, 

продемонстрировала столь же умеренные, но совпадающие по направленности с 

обнаруженными при 2 часовой инкубации изменения активности ферментов: для 

катепсинов В и L сохранилось повышение общей и седиментруемой активности, 

для катепсина L – также и повышение неседиментируемой активности. Снижение 

активности катепсина Н при данной продолжительности инкубации 
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распространилось на седиментируемую фракцию, снижение активности фермента 

в неседиментируемой фракции оказалось статистически не значимым 

относительно контрольных наблюдений.  

Таблица 27 

Изменения активности и распределения катепсинов В, L, Н лизосом печени крыс 

при in vitro-индуцированном окислительном стрессе и действии L-аргинина при 4 

часовой инкубации, нкат/г белка (Me[min;max]) 

  Сахароза Сахароза+ 

H2O2 

L-аргинин L-аргинин+ 

H2O2 

К
а
т
еп

си
н

 В
 ОА 0,70[0,57;0,90] 0,98[0,93;1,31]* 0,78[0,15;1,18] 0,67[0,35;1,06] 

СА 0,52[0,47;0,80] 0,93[0,90;0,93]* 0,65[0,00;0,90] 0,43[0,09;0,79]
▲

 

НСА 0,05[0,04;0,20] 0,06[0,06;0,07] 0,15[0,13;0,28] 0,26[0,22;0,30]*
▲

 

К
а
т
еп

си
н

 L
 ОА 2,61[2,33;2,68] 3,97[3,68;4,12]* 2,19[1,10;2,81] 1,83[0,54;2,70]

▲
 

СА 2,20[1,83;2,58] 2,78[2,76;3,30]* 1,97[1,04;2,76] 1,24[0,13;2,33]
▲

 

НСА 0,41[0,29;0,54] 0,82[0,68;0,91]* 0,00[0,00;0,14]* 0,19[0,18;0,37]
▲●

 

К
а
т
еп

си
н

 Н
 ОА 1,74[1,52;1,91] 1,19[0,94;1,27]* 0,93[0,78;1,21]* 0,36[0,30;0,70]*

▲●
 

СА 1,01[0,76;1,13] 0,51[0,50;0,58]* 0,52[0,47;0,78]* 0,00[0,00;0,43]*
▲●

 

НСА 0,83[0,71;0,88] 0,56[0,48;0,69] 0,41[0,33;0,43]* 0,32[0,25;0,37]*
▲

 

Примечание: * - изменения статистически значимы относительно инкубации в 

сахарозе (контрольные наблюдения); 
▲

 - изменения статистически значимы 

относительно инкубации с 5 мМ Н2О2; 
●
 - изменения статистически значимы 

относительно изолированного действия L-аргинина (р≤0,05) 

L-аргинин, изолированное действие которого на белки лизосом при данной 

продолжительности инкубации сменилось прооксидантным, сформировал здесь 

статистически значимое снижение внелизосомальной активности катепсина  L, не 

продемонстрировав наблюдавшегося ранее влияния на его активность в 
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лизосомальной фракции; однако подавляющее действие на лизосомальную и 

внелизосомальную активность катепсина Н сохранилось. 

При этом действие L-аргинина на фоне пероксида водорода привело к 

статистически значимому относительно изолированного применения 5 мМ Н2О2 

нарастанию неседиментируемой активности катепсина В и скорректировало 

вызванное инкубацией с 5 мМ Н2О2 повышение его седиментируемой активности. 

Для катепсина L применение L-аргинина также полностью скорректировало 

вызываемое инкубацией с пероксидом водорода повышение общей и 

седиментируемой активности, для неседиментируемой активности значения 

оказались ниже таковых, зарегистрированных после 4 часовой инкубацией с  5 

мМ Н2О2, но превышали показатели, полученные для изолированного действия L-

аргинина. 

В отношении катепсина Н мы наблюдали суммирование эффектов: 

сочетание в среде инкубации L-аргинина и пероксида водорода, вызывавших при 

данной продолжительности воздействия однонаправленные подавляющие 

эффекты на активность фермента, привело к выраженному, статистически 

значимому и относительно контроля, и относительно раздельного применения 

агентов снижению активности. 

In vitro- воздействие нитропруссида натрия (Таблица 28) в течение 1 часа, 

не вызывая статистически значимых изменений содержания окислительно 

модифицированных белков, сформировало изменения активности цистеиновых 

катепсинов: статистически значимо снизилась внелизосомальная активность 

катепсина L, а также общая, седиментируемая и неседиментируемая активность 

катепсина Н. При увеличении продолжительности инкубации до 2 часов 

происходило выраженное, статистически значимое нарастание общей и 

седиментируемой активности катепсина L, снижение активности катепсина Н 

сохранялось. Инкубация лизосом в присутствии нитропруссида натрия в течение 

4 часов, вызывавшая статистически значимое нарастание содержания продуктов 

окислительного карбонилирования белков, привела к снижению общей и 

седиментируемой активности катепсина L, а также седиментируемой активности 
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катепсина В. Наиболее вероятной причиной таких изменений здесь 

представляется окислительное повреждение молекул фермента. Угнетение 

активности катепсина Н, сохранившееся и при данной продолжительности 

инкубации, скорее всего, является следствием прямого угнетающего влияния 

нитропруссида натрия или его дериватов. 

   Исследование состояния проницаемости лизосомальных мембран при in 

vitro-индуцированном окислительном стрессе с оценкой влияния L-аргинина 

проводилось сравнительным анализом показателей доли внелизосомальной 

активности изучаемых катепсинов и маркерного фермента лизосом – кислой 

фосфатазы. Оказалось (Таблица 29), что при продолжительности инкубации 1 час 

5 мМ пероксид водорода не оказывает влияния на проницаемость лизосомальной 

мембраны для цистеиновых катепсинов и кислой фосфатазы. 
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Таблица 28 

Изменения активности и распределения катепсинов В, L, Н лизосом печени крыс в динамике  in vitro-воздействия 

нитропруссида натрия, нкат/г белка (Me[Q1; Q3]) 

 1 час 2 часа 4 часа 

Контроль Опыт Контроль Опыт Контроль Опыт 

К
а
т
. 
В

 

ОА 0,28[0,21;0,47] 0,56[0,50;0,60] 0,44[0,26;0,91] 0,40[0,37;0,48] 0,70[0,57;0,90] 0,54[0,34;0,67] 

СА 0,18[0,00;0,21] 0,37[0,30;0,41] 0,15[0,01;0,28] 0,33[0,30;0,35] 0,52[0,47;0,80] 0,36[0,30;0,39]* 

НСА 0,26[0,00;0,28] 0,21[0,18;0,30] 0,12[0,00;0,50] 0,09[0,06;0,15] 0,05[0,04;0,20] 0,22[0,17;0,28] 

К
а
т
. 

L
 

ОА 2,82[2,13;3,67] 3,23[2,92;3,38] 0,74[0,40;0,96] 3,89[3,22;4,28]* 2,61[2,33;2,68] 1,63[1,36;1,66]* 

СА 1,35[1,30;2,93] 2,75[2,32;2,89] 0,15[0,07;0,73] 3,44[2,95;3,63]* 2,20[1,83;2,58] 1,23[1,08;1,49]* 

НСА 0,83[0,71;1,44] 0,41[0,24;0,61]* 0,09[0,08;0,50] 0,37[0,29;0,52] 0,41[0,29;0,54] 0,20[0,13;0,36] 

К
а
т
. 
Н

 

ОА 2,26[1,89;2,33] 0,82[0,66;0,85]* 2,46[2,33;2,54] 0,91[0,77;1,10]* 1,74[1,52;1,91] 1,10[1,06;1,14]* 

СА 1,31[1,19;1,82] 0,66[0,49;0,69]* 0,95[0,92;0,99] 0,78[0,64;0,82]* 1,01[0,76;1,13] 0,96[0,92;0,97]* 

НСА 0,68[0,52;0,72] 0,16[0,14;0,17]* 1,53[1,34;1,65] 0,24[0,09;0,30]* 0,83[0,71;0,88] 0,18[0,13;0,20]* 

 

Примечание: * - изменения статистически значимы относительно контрольных наблюдений (р≤0,05)
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Таблица 29 

Показатели доли неседиментируемой активности (Клаб) цистеиновых катепсинов 

и кислой фосфатазы при in vitro- индуцированном окислительном стрессе, %  

(Ме [Q1; Q3]) 

Группа 1 час 
Катепсин В Катепсин L Катепсин Н К. фосфатаза 

Сахароза 39,1[9,3;85,2] 36,2[33,1;40,7] 37,4[26,0;37,5] 25,3[18,1;27,3] 

Сахароза+ H2O2 28,3[23,5;43,3] 31,5[19,1;50,1] 36,6[34,1;40,9] 19,7[18,7;23,9] 

L-аргинин 38,1[27,9;86,2] 4,6[3,9;10,1]* 35,0[27,2;42,5] 38,0[35,3;43,3]* 

L-аргинин+H2O2 30,6[17,9;84,5] 6,6[5,5;8,5]*
▲

 34,7[25,2;41,3] 36,9[34,2;40,6]*
▲ 

Нитропруссид Na 39,0[34,3;41,9] 12,7[7,0;18,0]* 20,4[17,1;25,5] 16,6[14,1;19,5] 

 2 часа 

 Катепсин В Катепсин L Катепсин Н К. фосфатаза 

Сахароза 64,1[13,7;78,8] 42,9[14,7;82,2] 59,1[55,2;62,6] 27,1[26,4;28,8] 

Сахароза+ H2O2 45,4[35,9;62,3] 48,1[37,1;54,7] 33,7[29,1;39,2]* 17,4[15,5;20,9]* 

L-аргинин 3,1[0,2;78,8] 14,1[6,3;34,2] 76,4[50,2;100,0] 20,1[14,0;25,4]* 

L-аргинин+H2O2 19,5[15,3;26,1]
▲ 

8,8[1,0;13,7]
▲

 16,8[10,1;24,6]*
▲

 15,5[13,0;26,8]* 

Нитропруссид Na 20,9[2,8;32,3] 11,0[8,3;13,9] 21,7[10,9;30,0]* 11,5[11,2;18,3]* 

 4 часа 

 Катепсин В Катепсин L Катепсин Н К. фосфатаза 

Сахароза 10,8[6,7;13,3] 16,9[11,6;20,6] 50,6[38,3;54,4] 27,6[24,1;30,2] 

Сахароза+ H2O2 4,8[4,6;12,8] 24,6[19,9;29,8]* 54,6[46,0;58,0] 23,5[23,2;25,4] 

L-аргинин 23,6[21,3;100,0]* 0,0[0,0;5,5]* 39,6[35,6;43,9] 20,9[19,7;21,8]* 

L-аргинин+H2O2 34,2[22,8;85,5]*
▲

 40,2[9,9;91,4] 100,0[53,2;100,0] 39,4[33,8;40,5] 

*
▲● 

Нитропруссид Na 38,3[32,7;62,4] 16,5[8,7;23,2] 16,1[11,8;17,3]* 10,6[10,4;10,9]* 

Примечание: * - изменения статистически значимы относительно инкубации в 

сахарозе (контрольные наблюдения); 
▲

 - изменения статистически значимы 

относительно инкубации с 5 мМ Н2О2; 
●
 - изменения статистически значимы 

относительно изолированного действия L-аргинина (р≤0,05) 
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При этом L-аргинин при изолированном воздействии уже после 1 часа инкубации 

демонстрирует способность уменьшать долю внелизосомальной активности 

катепсина L, что в данной модели следует трактовать именно как подтверждение 

высказанного ранее предположения об уменьшении проницаемости 

лизосомальной мембраны для конкретного фермента; одновременно общая 

проницаемость лизосомальной мембраны, оцениваемая по Клаб маркерного 

фермента – кислой фосфатазы – увеличивается. Оба описанных эффекта L-

аргинина сохраняются при сочетании его в инкубационной среде с пероксидом 

водорода. Действие нитропруссида натрия при данной продолжительности 

инкубации проявилось лишь снижением доли внелизосомальной активности 

катепсина L без статистически значимых изменений общей проницаемости 

лизосомальной мембраны. 

При 2 часовой инкубации мы обнаружили статистически значимое 

снижение общей проницаемости лизосомальной мембраны при действии 

пероксида водорода и нитропруссида натрия в сочетании со снижением доли 

внелизосомальной активности катепсина Н. Это важное, на наш взгляд, 

наблюдение мы считаем подтверждением ранее высказанного предположения о 

формировании феномена повышения жесткости  лизосомальных мембран при 

окислительном повреждении их белков. Дополнительно необходимо подчеркнуть, 

что при 4 часовой инкубации, когда степень повышения уровня продуктов 

окислительного карбонилирования белков лизосом под действием пероксида 

водорода становится существенно менее выраженной, а под действием 

нитропруссида натрия – возрастает, описанные изменения проницаемости 

мембран практически исчерпываются для первого соединения и сохраняются для 

второго. 

L-аргинин при изолированном применении в инкубации с 

продолжительностью 2 часа также продемонстрировал способность снижать 

общую проницаемость лизосомальной мембраны, что, скорее всего, следует 

отнести к собственным эффектам субстанции. Более того,  добавление L-аргинина 

в среду, содержащую провокатор окислительного стресса, приводившее к 
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существенной коррекции уровня окислительно поврежденных белков в лизосомах 

при 2 часовой инкубации, здесь проявилось его дополнительными эффектами: к 

сохранившемуся снижению общей проницаемости лизосомальной мембраны 

добавилось выраженное снижение доли внелизосомальной активности всех 

изучаемых цистеиновых катепсинов. Это могло оказаться дополнительным 

фактором, приведшим к вышеописанной коррекции за счет расщепления 

окислительно поврежденных белков.    

Поскольку L-аргинин при 4 часовом изолированном воздействии 

продемонстрировал прооксидантные свойства в отношении белков лизосом, 

добавление субстанции в среду, содержащую  5 мМ Н2О2, привело, по-видимому, 

к суммированию окислительных эффектов на мембраны лизосом. Самым важным 

изменением мы считаем здесь обнаружение выраженного нарастания Клаб кислой 

фосфатазы, значения которого статистически значимо превысили не только 

диапазоны, полученные для контрольных наблюдений, но и уровни, полученные 

для раздельного применения субстанций.  

Таким образом, на основании результатов in vivo- и in vitro- исследований 

вероятным представляется, что для проницаемости лизосомальных мембран 

имеет значение степень окислительного повреждения их белков: умеренное 

окислительное повреждение снижает проницаемость, например, за счет 

формирования белок-белковых сшивок [139], выраженное – повышает 

проницаемость, вызывая ее лабилизацию и/или разрушение лизосом [96, 320].  

3.5.3. Зависимость активности катепсинов В, L, Н и показателей 

проницаемости лизосомальной мембраны от выраженности окислительного 

повреждения белков при in vitro-индуцированном окислительном стрессе и 

применении модуляторов генерации оксида азота 

При анализе зависимости изучаемых показателей от общего содержания 

продуктов окислительно карбонилированных белков (Таблица 30) на фоне in 

vitro- индукции окислительного стресса инкубацией лизосом печени крыс в 

присутствии 5 мМ пероксида водорода обнаружены статистически значимые 
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линейные корреляционные связи для общей и неседиментируемой активности 

катепсинов L и Н, а также для Клаб катепсина Н и кислой фосфатазы.  

При этом характер связей для катепсина L оказался прямым, демонстрируя 

тот факт, что степень нарастания активности фермента зависела от выраженности 

окислительной модификации белков и подтверждая предположение об 

адаптивном характере этих изменений. Для катепсина Н связь оказалась 

обратной, что указывает на прогрессивное угнетение активности фермента по 

мере нарастания содержания окислительно модифицированных белков, что также 

укладывается в высказанную ранее версию о чувствительности данного фермента 

к окислительному повреждению. Обнаруженная здесь же обратная 

корреляционная связь доли внелизосомальной активности катепсина Н с общим 

содержанием продуктов окислительной модификации протеинов скорее всего, 

является отражением зависимости внелизосомальной активности от 

окислительного повреждения, хотя не исключена возможность и снижения 

избирательной проницаемости лизосомальной мембраны для данного фермента 

при окислительном стрессе.  

Интересно, что обнаруженная статистически значимая зависимость 

показателя общей проницаемости лизосомальной мембраны – Клаб кислой 

фосфатазы – от уровня содержания продуктов окислительной модификации 

белков также оказалась суммарно отрицательной. Этот факт подчеркивает 

наличие феномена снижения проницаемости лизосомальной мембраны при 

определенном уровне окислительного стресса, однако данная тема явно требует 

дополнительной углубленной проработки в дальнейших исследованиях. 
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Таблица 30 

Результаты корреляционного анализа зависимости показателей активности катепсинов В, L, Н и проницаемости 

лизосомальной мембраны от общего содержания продуктов окислительного карбонилирования белков (Sобщ)  

при in vitro-индуцированном окислительном стрессе и применении модуляторов генерации оксида азота 

 Воздействующая субстанция 

 5 мМ Н2О2 5 мМ L-аргинин 0,1 мМ нитропруссид Na 

 R p R p R p 

Кат. В ОА 0,29 0,09 -0,059 0,73 -0,20 0,23 

Кат. В СА 0,13 0,45 -0,01 0,94 -0,29 0,09 

Кат. В НСА 0,29 0,09 -0,10 0,55 0,19 0,26 

Кат. L ОА 0,36 0,03 -0,39 0,02 0,16 0,35 

Кат. L СА 0,13 0,44 -0,43 0,009 0,04 0,81 

Кат. L НСА 0,55 0,0006 -0,04 0,83 0,21 0,21 

Кат. Н ОА -0,42 0,01 0,03 0,88 -0,008 0,96 

Кат. Н СА -0,02 0,91 0,05 0,79 0,17 0,33 

Кат. Н НСА -0,52 0,001 -0,22 0,19 -0,19 0,27 

Кат. В Клаб  0,15 0,39 -0,11 0,54 0,21 0,23 

Кат. L Клаб 0,29 0,09 0,17 0,33 0,17 0,34 

Кат. Н Клаб -0,35 0,03 -0,07 0,68 -0,33 0,048 

Кисл. 

фосфатаза 

Клаб 

-0,56 

 

0,0005 

 

-0,36 0,03 

 

-0,11 0,52 

 

 



 
 

Обнаруженные при in vitro- воздействии L-аргинина статистически 

значимые обратные линейные зависимости общей и седиментируемой активности 

катепсина L и содержания продуктов окислительной модификации белков можно 

считать подтверждением предположения о том, что самостоятельный 

протективный эффект L-аргинина в отношении окислительного повреждения 

протеинов может быть связан с его способностью интенсифицировать 

расщепление модифицированных белков через активацию лизосомального 

протеолиза. Важно отметить, что для Клаб кислой фосфатазы связь с уровнем 

окислительно модифицированных белков под действием L-аргинина осталась 

отрицательной – скорее всего, как проявление способности L-аргинина при 

длительном воздействии оказывать прооксидантный эффект с дальнейшим 

универсальным для окислительного повреждения снижением проницаемости 

лизосомальной мембраны. 

При in vitro-воздействии нитропруссида натрия единственной 

статистически значимой оказалась зависимость от S общ  Клаб катепсина Н, 

подчеркивая, что обнаруженная  стойкая способность данного соединения 

подавлять проницаемость лизосомальной мембраны для указанного фермента, 

скорее всего,  является не собственным эффектом субстанции, а результатом 

вызываемого ею повышения уровня окислительно поврежденных белков. 

Таким образом, in vitro- исследования подтвердили связь окислительной 

модификации белков с изменениями активности цистеиновых катепсинов и 

проницаемостью лизосомальной мембраны, продемонстрировав различия ответа 

ферментов на окислительный стресс. Кроме того, на данном этапе окончательно 

сформировалось предположение об этапности изменений проницаемости 

лизосомальной мембраны при различной выраженности окислительного стресса, 

а также были получены подтверждения версий о самостоятельном защитном 

действии L-аргинина в отношении окислительного повреждения белков и об 

изменении с его участием активности и компартментализации цистеиновых 

катепсинов, как механизма указанных протективных эффектов.  
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3.6. Возможности оценки селективного изменения компартментализации 

активности лизосомальных цистеиновых протеиназ 

 В качестве показателя  распределения лизосомальных ферментов между 

вне- и интрализосомальной фракцией традиционно используется коэффициент 

лабильности лизосомальной мембраны, представляющий собой долю активности 

фермента во внелизосомальной фракции в его общей активности [61].  

Нарастание значений коэффициента лабильности для части маркерных 

ферментов лизосом, в частности, кислой фосфатазы, продолжает трактоваться как 

маркер лабилизации (общего повышения проницаемости) лизосомальной 

мембраны [205, 253], однако все большее внимание исследователей привлекает 

процесс пермеабилизации, при котором выход части интрализосомальных 

компонентов в цитозоль не сопровождается значительным повреждением 

лизосомальной мембраны [63, 352, 379]. Следует отметить, что среди множества 

предлагаемых в настоящее время маркеров пермеабилизации лизосомальных 

мембран особое значение придается измерению активности лизосомальных 

цистеиновых протеиназ [279], поскольку считается, что малые размеры молекул 

этих ферментов [156] дают им преимущество  проникновения даже сквозь слабо 

дестабилизированные мембраны. 

Таким образом, изменение компартментализации для каждого из 

катепсинов, выражаемое через  долю внелизосомальной активности  

(коэффициент лабильности лизосомальной мембраны) имеет две базовые  

причины: изменение общей проницаемости лизосомальной мембраны 

(лабилизация) и пермеабилизация лизосомальной мембраны с изменением её 

проницаемости для индивидуального фермента. Возможно, именно этот факт и 

является причиной ранее описанных нами рассогласований между значениями 

доли внелизосомальной активности лизосомальных цистеиновых протеиназ и 

кислой фосфатазы.  

Вследствие этого возникает необходимость в новом числовом показателе, 

который, учитывая общее состояние лизосомальной мембраны, дает возможность 

оценить степень избирательного изменения её проницаемости для лизосомальных 
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цистеиновых протеиназ. Для решения данной задачи нами был предложен 

коэффициент селективного изменения компартментализации активности  

лизосомальных цистеиновых протеиназ (КСКА) [68] 

Предлагаемый способ оценки селективного изменения 

компартментализации активности лизосомальных цистеиновых протеиназ 

основан на сочетанном измерении долей неседиментируемой активности (Клаб) 

индивидуального катепсина (Cath) и кислой фосфатазы (AP). Значение 

соотношения 

Клаб 𝐴𝑃

Клаб𝐶𝑎𝑡ℎ  
 

в условиях равномерного выхода из лизосом кислой фосфатазы и изучаемого 

катепсина приближено к 1, поэтому для оценки селективного изменения 

компартментализации активности катепсина целесообразно производить 

трактовку отклонения полученного значения от 1 в положительную или 

отрицательную сторону. 

Методика расчета предлагаемого показателя. Коэффициент селективного 

изменения компартментализации активности  лизосомальных цистеиновых 

протеиназ (КСКА) определяется формулой: 

Кска = 1 −
Клаб 𝐴𝑃

Клаб 𝐶𝑎𝑡ℎ  
 

где:  

Клаб Cath – доля неседиментируемой активности индивидуального катепсина; 

Клаб АР – доля неседиментируемой активности кислой фосфатазы;  

1– значение соотношения 
Клаб 𝐴𝑃

Клаб 𝐶𝑎𝑡ℎ  
     в условиях равномерного выхода из лизосом 

кислой фосфатазы и изучаемого катепсина, то есть при отсутствии селективного 

изменения компартментализации активности последнего. 
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Возможности трактовки результатов применения предлагаемого 

показателя с примерами использования. 

Возможны три диапазона значения КСКА: 

1. КСКА  ̴ 0, если 
Клаб 𝐴𝑃

Клаб 𝐶𝑎𝑡ℎ  
     ̴  1, т.е. Клаб АР  ̴ Клаб Cath   

Данное условие выполняется при равномерном выходе во 

внелизосомальную фракцию конкретного катепсина и кислой фосфатазы. 

Ситуация может существовать в 2 вариантах: 

а) выход ферментов во внелизосомальную фракцию обусловлен только 

частичным повреждением лизосомальных мембран в процессе приготовления 

гомогенатов тканей; в этом случае доля внелизосомальной активности кислой 

фосфатазы, как и доля внелизосомальной активности катепсина имеют низкие 

значения, например, для интактной печени крыс 5-7% [59]  Таблица 31). 

Таблица 31 

Расчет и трактовка показателя КСКА на примере ткани легкого (Контроль 4: 

суспензионная основа, содержащая Твин-80 per os 21 сутки) 

Показатель Значение Анализ полученных результатов 

НСА CathВ 0,0035 нкат/г белка Доли внелизосомальной активности  

кислой фосфатазы и катепсина В ткани 

легкого приблизительно равны: 

Клаб  АР ̴   Клаб  Cath  

(0,0197  ̴ 0,0196),  

поэтому  Клаб  АР /  Клаб Cath  ̴  1   

(1,005 ̴ 1 ) 

КСКА   ̴ 0 (-0,005  ̴ 0) 

ВЫВОД:  Выход катепсина В во 

внелизосомальную фракцию обусловлен 

только частичным повреждением 

лизосомальных мембран в процессе 

приготовления гомогената ткани легкого, 

о чем свидетельствует   КСКА   ̴ 0, а так же 

низкие значения долей 

внелизосомальной активности. 

САCathВ 0,1752 нкат/г белка 

ОАCath В 0,1787 нкат/г белка 

Клаб  Cath  В 0,0196 

НСА АР 12,99 нкат/г белка 

СААР 647,29 нкат/г белка 

ОААР 660,28 нкат/г белка 

Клаб  АР 0,0197 

КСКА Клаб АР /  Клаб Cath = 

0,0197/0,0196 = 1,005 

КСКА = 1 – 1,005 = –0,005 
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б) выход ферментов во внелизосомальную фракцию обусловлен глубоким 

повреждением лизосомальной мембраны. В этом случае доли внелизосомальной 

активности ферментов имеют высокие значения (Таблица 32). 

 

Таблица 32  

Расчет и трактовка показателя КСКА на примере инкубации суспензии лизосом 

печени в 0,25 М сахарозе с добавлением 5мМ H2O2 и 5мМ L-аргинина (4 часа)  

Показатель Значение Анализ полученных результатов 

НСА CathВ 0,36 нкат/г белка Доли внелизосомальной активности  

кислой фосфатазы и катепсина В после 

инкубации суспензии лизосом 

приблизительно равны: 

Клаб  АР ̴   Клаб  Cath  

(0,39  ̴ 0,42),  

поэтому  Клаб  АР /  Клаб Cath  ̴  1   

(0,93 ̴ 1 ) 

КСКА   ̴ 0 (0,07  ̴ 0) 

ВЫВОД:  Выход катепсина В во 

внелизосомальную фракцию обусловлен  
глубоким повреждением лизосомальной 

мембраны, о чем свидетельствует  

КСКА    ̴ 0 и высокие значения долей 

внелизосомальной активности 

ферментов. 

САCathВ 0,50 нкат/г белка 

ОАCath В 0,86 нкат/г белка 

Клаб  Cath  В 0,42  

НСА АР 65,84 нкат/г белка 

СААР 105,10 нкат/г белка 

ОААР 170,94 нкат/г белка 

Клаб  АР 0,39 

КСКА Клаб АР /  Клаб Cath = 

0,39 / 0,42 = 0,93 

КСКА = 1 – 0,93 = 0,07 

 

2.  КСКА > 0, если 
Клаб 𝐴𝑃

Клаб 𝐶𝑎𝑡ℎ  
    < 1, т.е. Клаб AP < Клаб Cath   

Данное условие выполняется при пермеабилизации лизосомальной 

мембраны, проявляющейся в  селективном изменении её проницаемости для 

индивидуального катепсина: Клаб АР значительно ниже, чем Клаб Cath, который 

возрастает за счет увеличения активности конкретного катепсина во 

внелизосомальной фракции (Таблица 33). 
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Таблица 33 

Расчет и трактовка показателя КСКА на примере ткани почки  

(Экспериментальная группа 1: L-NAME  25 мг/кг, 7 суток внутрибрюшинно) 

 

Показатель Значение Анализ полученных результатов 

НСА CathL 0,0731 нкат/г белка Клаб АР <Клаб Cath (0,031 < 0,057) 

Клаб АР / Клаб Cath  < 1  

(0,54 < 1) 

КСКА > 0 (0,46 > 0) 

ВЫВОД:  Выход катепсина L во 

внелизосомальную фракцию является 

селективным и обусловлен 

пермеабилизацией лизосомальной 

мембраны, о чем свидетельствует   КСКА  

> 0, как числовое выражение большей 

степени повышения  значения доли 

внелизосомальной активности катепсина 

L относительно доли внелизосомальной 

активности кислой фосфатазы. 

САCathL 1,2039 нкат/г белка 

ОАCath L 1,2769 нкат/г белка 

Клаб  Cath  L 0,057 

НСА АР 21,27 нкат/г белка 

СААР 673,02 нкат/г белка 

ОААР 694,28 нкат/г белка 

Клаб  АР 0,031 

КСКА Клаб АР /  Клаб Cath = 

0,031 / 0,057 = 0,54 

КСКА = 1 – 0,54 = 0,46 

 

3. КСКА < 0, если 
Клаб 𝐴𝑃

Клаб 𝐶𝑎𝑡ℎ  
     > 1, т.е. Клаб AP >  Клаб Cath   

Современный уровень знания о лизосомальных цистеиновых протеиназах 

позволяет предположить, что данное условие выполняется при воздействии 

факторов, снижающих активность изучаемого катепсина во 

внелизосомальной фракции. В этих случаях степень селективного изменения 

проницаемости лизосомальной мембраны оценить при помощи предлагаемого 

коэффициента невозможно, признаком оценки степени повреждения мембраны 

является степень нарастания Клаб AP (Таблица 34).  

Однако не исключено, что дальнейшие углубленные исследования таких 

ситуаций обнаружат причины, действительно затрудняющие выход конкретного 

катепсина из лизосом при наличии частичного повреждения их мембран. 
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Таблица 34 

Расчет и трактовка показателя КСКА на примере ткани печени (Экспериментальная 

группа 4: изолированная гипергомоцистеинемия) 

Показатель Значение Анализ полученных результатов 

НСА CathL 0,0175 нкат/г белка КлабАР>КлабCath  (0,070 > 0,016) 

Клаб АР / Клаб Cath  > 1  

(4,38 > 1) 

КСКА < 0 (-3,38 < 0) 

ВЫВОД:   возможной причиной 

выявленных изменений является 

избирательное подавление активности 

катепсина L во внелизосомальной 

фракции. Cтепень селективного 

изменения проницаемости 

лизосомальной мембраны для катепсина 

Lоценить при помощи предлагаемого 

коэффициента невозможно, о степени 

повреждения лизосомальной мембраны 

следует судить по значению Клаб AP. 

САCathL 1,0652 нкат/г белка 

ОАCath L 1,0827 нкат/г белка 

Клаб  Cath  L 0,016 

НСА АР 15,49 нкат/г белка 

СААР 206,00 нкат/г белка 

ОААР 221,49 нкат/г белка 

Клаб  АР 0,070 

КСКА Клаб АР /  Клаб Cath = 

0,070 / 0,016 = 4,38 

КСКА = 1 – 4,38 = -3,38 

 

Таким образом, сочетанная трактовка предложенного коэффициента 

селективной компартментализации активности (КСКА) и показателя доли 

внелизосомальной активности для конкретной лизосомальной протеиназы дает 

возможность косвенно, но количественно оценить избирательную проницаемость 

лизосомальной мембраны для индивидуального фермента, в том числе при 

воздействии различных агентов и/или факторов.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Непрерывное совершенствование технологий исследования в сочетании с 

расширением информационного пространства привели в последние десятилетия к 

целому ряду концептуальных изменений в области фундаментальной и 

медицинской биохимии.  

В частности, представления об окислительном стрессе существенно 

обогатились обнаружением процесса окислительной модификации белков, что не 

только предоставило новые, чувствительные и стабильные маркеры для 

диагностики свободнорадикальных патологий и подтверждения эффекта 

антиоксидантной терапии, но и стало основой для дальнейшего существенного 

углубления понимания механизмов множества известных к настоящему времени 

адаптивных и патологических процессов, ассоциированных с окислительным 

стрессом. В настоящее время происходит активное накопление данных о месте и 

роли окислительной модификации белков в тканевых, клеточных и системных 

изменениях на фоне окислительного стресса, а также ведутся исследования 

механизмов защиты от аккумуляции токсичных для клетки продуктов 

окислительного повреждения протеинов. Наиболее перспективными 

направлениями в этой области на данный момент считаются выявление 

уникальных мишеней окислительной модификации протеинов и конкретизация 

представлений о механизмах утилизации продуктов процесса. 

Одновременно, активно и успешно разрабатываемое с 1990-х годов 

направление по изучению лизосомальных цистеиновых протеиназ в качестве 

участников патогенеза целого ряда медико-социально значимых заболеваний, 

таких как злокачественные новообразования, атеросклероз, остеопороз, 

нейродегенеративные патологии, в последнее время получило новый импульс 

развития. Обнаружение участия ЛЦП в апоптозе переключило внимание 

исследователей с традиционно изучаемых экстрацеллюлярных эффектов данной 

группы ферментов на внутриклеточные (цитоплазматические), повысило интерес 

к механизмам управления их активностью, заставило пересмотреть  вклад ЛЦП в 

патогенез онкопатологий и положило начало новому и перспективному научному 
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направлению, связанному с исследованиями феномена пермеабилизации 

лизосомальной мембраны и факторов, способных оказывать влияние на данный 

процесс. 

При этом сопоставление научных данных, полученных разными группами 

исследователей, демонстрирует как минимум частичное пересечение ситуаций, 

для которых показана вовлеченность окислительного стресса и протеолиза с 

участием цистеиновых катепсинов, кроме того, окислительный стресс 

упоминается рядом авторов в качестве фактора пермеабилизации лизосомальной 

мембраны, а участие ЛЦП – в качестве возможного агента утилизации 

окислительно поврежденных белков. 

Все вышеизложенное послужило мотивом к планированию и 

осуществлению нами комплекса исследований, направленных на изучение 

состояния и механизмов изменения активности и компартментализации 

лизосомальных цистеиновых протеиназ при окислительном стрессе и 

установление роли ЛЦП в адаптации к окислительному повреждению белков. 

Следует отметить, что в самом начале работы потребность в 

количественной детекции степени и характера окислительной модификации 

белков, запланированных к использованию в качестве маркеров развития 

окислительного стресса, продемонстрировала нам, что стандартный метод 

спектрофотометрической регистрации продуктов реакции карбонильных групп с 

2,4-динитрофенилгидразином наряду с целым рядом технологических 

преимуществ, предоставляющих значительный эмпирический материал, не дает 

возможности сделать заключение об общем содержании карбонильных 

производных белков и их компонентов в изучаемом материале, что затрудняет 

дальнейшую трактовку и сопоставление полученных результатов. В связи с 

вышеизложенным, первой задачей исследования стала разработка нового подхода 

к анализу данных, что и было успешно реализовано: предложенный способ 

комплексной оценки содержания продуктов окислительной модификации белков 

в тканях и биологических жидкостях защищен патентом РФ, для облегчения его 

внедрения   нами были составлены методические рекомендации которые  в 
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настоящее время используются как в практической работе, так и в научных 

исследованиях.  

Основной блок исследований связи цистеиновых катепсинов с 

окислительным стрессом включил в себя несколько этапов.  

На первом этапе нами был получен положительный ответ на вопрос о 

наличии чувствительности цистеиновых катепсинов к окислительному стрессу. 

Так, исследование общей активности катепсинов В, L, Н в фракционированных 

лейкоцитах крови после инкубации в среде, содержащей 5 мМ Н2О2, 

продемонстрировало наличие изменений изучаемых показателей, после чего в 

стенке пораженной и интактой вены  при экспериментальном венозном тромбозе, 

а также в тимоцитах и спленоцитах после инкубации с ингибитором синтеза NO 

было обнаружено сочетание нарастания продуктов окислительной модификации 

белка и общей активности катепсинов В, L, Н. Это позволило сформулировать 

предположение об участии ЛЦП в адаптации к окислительному стрессу и 

продемонстрировало необходимость дальнейших исследований, позволяющих 

выявить субклеточное распределение активности ферментов при окислительном 

стрессе и состояние проницаемости лизосомальной мембраны. 

Исходя из этого, на втором этапе осуществлялось in vivo-моделирование 

ситуаций, сопряженных с окислительным стрессом и его возможной коррекцией: 

применение ингибитора и субстрата синтеза оксида азота и экспериментальная 

гипергомоцистеинемия.  

Оказалось, что блокирование синтеза оксида азота вызывает нарастание 

продуктов окислительной модификации белков в цитоплазматической фракции 

гомогенатов ткани печени, почки и легкого, более того, обнаружены 

статистически значимые обратные корреляционные связи между общим 

содержанием ОМБ и концентрацией метаболитов оксида азота в изучаемом 

материале, что демонстрирует мало изученные к настоящему моменту 

антиоксидантные эффекты оксида азота, как минимум в отношении белков.  

Описанное повышение ОМБ сочеталось для изучаемых тканей с 

изменениями активности цистеиновых катепсинов, однако эффекты оказались 



225 
 

преимущественно подавляющими, а в ткани легкого изменений активности ЛЦП 

обнаружено не было.  

Поскольку одним из механизмов регуляции активности ЛЦП является 

протеолитический процессинг, проведен анализ показателя КАСА, позволяющий 

получить представление о вкладе соотношения проферментных и каталитически 

активных форм ЛЦП в изменения их активности. Оказалось, что снижение 

активности на фоне нарастания ОМБ в данной модели сочетается с повышением  

показателя КАСА, что в этих условиях можно трактовать как замедление 

протеолитического процессинга, приводящее с снижению количества активных 

молекул ферментов.  

Важно отметить, что для ткани легкого, где нарастание уровня ОМБ не 

сочеталось с изменениями активности цистеиновых катепсинов, показатели КАСА 

оказались также повышенными – т.е. ответ в виде замедления протеолитического 

процессинга при окислительном стрессе в этой ткани также наблюдается. 

При оценке состояния проницаемости лизосомальной мембраны 

обнаружено, что под действием ингибитора синтеза оксида азота происходит 

снижение общей проницаемости лизосомальной мембраны для ткани почки в 

сочетании с повышением доли внелизосомальной активности катепсинов В, L, Н.  

Это наблюдение позволило на данном этапе сформулировать предположение о 

наличии селективного выхода катепсинов в цитоплазму в данной модели.  

Наличие взаимосвязи процессов окислительной модификации белков и 

изменений активности цистеиновых катепсинов в данной модели было 

подтверждено обнаружением многочисленных, преимущественно обратных, 

корреляций между изучаемыми признаками. 

Изолированное применение субстрата NO-синтазы L-аргинина позволило 

выявить целый ряд его значимых эффектов: обнаружено, что L-аргинин  при 

изолированном введении вызывает снижение содержания ОМБ в ткани печени, 

причем этот эффект не сочетался с изменениями содержания метаболитов оксида 

азота и, следовательно, не может объясняться антиоксидантным действием NO. 

Кроме того, введение L-аргинина приводило к повышению внелизосомальной 
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активности цистеиновых катепсинов в изучаемых тканях, что может иметь 

значение для участия этих ферментов в утилизации поврежденных белков 

цитоплазмы, а также потенциально оказывать проапоптогенное действие. 

Выявление положительных эффектов L-аргинина побудило к 

исследованию его потенциального корректирующего воздействия на изучаемые 

нами процессы при экспериментальной гипергомоцистеинемии, являющейся 

признанным фактором формирования окислительного стресса. 

Нами было обнаружено, что экспериментальная гипергомоцистеинемия 

провоцирует нарастание продуктов окислительной модификации белков в ткани 

печени, почки, миокарде, но не в ткани легкого. При этом степень изменения в 

миокарде оказалась наиболее выраженной и положительно коррелировала с 

уровнем гипергомоцистеинемии, что согласуется с представлениями о 

гипергомоцистеинемии как факторе риска кардиоваскулярной патологии и 

расширяет возможности понимания механизмов подобной связи.  

Важным результатом мы считаем обнаружение разнонаправленных 

изменений активности ЛЦП в данной модели: умеренное повышение ОМБ в 

ткани печени и почки сочеталось, как и в модели с ингибированием синтеза 

оксида азота, с снижением внелизосомальной активности цистеиновых 

катепсинов, в то время как выраженное нарастание ОМБ в миокарде оказалось 

ассоциированным с нарастанием активности ЛЦП в цитоплазматической 

фракции, что следует трактовать уже не как адаптивную реакцию, а скорее как 

проявление развивающегося повреждения органелл и клеток. 

Кроме того, на этой модели получены также разнонаправленные 

изменения показателей проницаемости лизосомальной мембраны, позволившие 

сформулировать тезис о значимости степени выраженности окислительного 

стресса для направления изменения проницаемости лизосомальных мембран и 

подтвердить предположение о повреждении лизосом как причине нарастания 

внелизосомальной активности ЛЦП в миокарде.  

Предположение о способности L-аргинина оказывать корректирующее 

действие на состояние окислительной модификации белков и изменения 
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активности  цистеиновых катепсинов в данной модели получило свое 

подтверждение: применение L-аргинина на фоне экспериментальной 

гипергомоцистеинемии практически полностью скорректировало уровень ОМБ в 

ткани печени и почки и частично – в миокарде. Параллельно, L-аргинин в 

значительной степени корректировал выявленные на фоне изолированной 

гипергомоцистеинемии изменения активности цистеиновых катепсинов в 

изучаемых тканях, в большей степени за счет изменений компартментализации 

ферментов. Дополнительным положительным эффектом аргинина оказалась его 

способность снижать выраженность гипергомоцистеинемии, что также может 

оказаться частью механизма развития его положительных эффектов. 

Анализ корреляционных связей позволил дополнительно подтвердить 

наличие взаимозависимости изменений активности ЛЦП и проницаемости 

лизосомальной мембраны с состоянием окислительной модификации белков, но и 

продемонстрировать, что в качестве причины выявленных изменений следует в 

большей степени рассматривать окислительный стресс, чем прямое токсическое 

влияние гомоцистеина. 

Завершающим этапом исследования стала прямая оценка изменений, 

происходящих в изолированных лизосомах печени крыс при in vitro-провокации 

окислительного стресса инкубацией в среде, содержащей 5 мМ пероксид 

водорода.  Дополнительно, in vitro-моделирование использовалось нами для 

проверки выдвинутых ранее предположений о возможной протективной роли L-

аргинина в отношении окислительной модификации белков, не связанной с 

участием в синтезе оксида азота, а также о его самостоятельном влиянии на 

активность цистеиновых катепсинов и состояние лизосомальной мембраны. 

Изучение возможного самостоятельного вклада оксида азота в изменения 

исследуемых параметров, проведено на этом этапе с использованием инкубаций 

лизосом с широко применяемым спонтанным донором NO – натрия 

нитропруссидом. 

Обнаружено, что 5 мМ пероксид водорода при in vitro- воздействии на 

лизосомы печени крыс индуцирует окислительную модификацию их белков, 
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наиболее выраженную при 2 часовой инкубации, что сочеталось с нарастанием 

активности катепсинов В и L как в седиментируемой, так и в неседиментируемой 

фракции в сочетании с признаками снижения показателя проницаемости 

лизосомальной мембраны.   

Для L-аргинина подтверждена способность оказывать протективные 

эффекты в отношении окислительной модификации белков, проявляющиеся при 1 

часовом изолированном действии, а также способность практически полностью 

корректировать вызываемое пероксидом водорода выраженное нарастание 

продуктов окислительного карбонилирования белков и частично – сочетающиеся 

с ним изменения активности ЛЦП при 2 часовой инкубации; однако при этом 

обнаружено, что удлинение воздействия субстанции до 4 часов влечет за собой 

прооксидантные эффекты, сохраняющиеся и при сочетании с пероксидом 

водорода.  

В целом, на основании полученных данных, можно предположить, что 

положительные эффекты L-аргинина могут оказаться как проявлением 

антиоксидантных свойств самой субстанции или синтезирующегося из нее оксида 

азота, так и результатом воздействия L-аргинина на лизосомальный протеолиз, 

выражающегося в ускорении протеолитического процессинга, повышении 

проницаемости лизосомальных мембран и, возможно, прямом активирующем 

действии, что в сумме приводит к повышению утилизации поврежденных белков. 

Таким образом, комплекс in vivo- и in vitro- исследований позволил 

обнаружить взаимосвязь окислительной модификации белков и изменений 

активности и компартментализации цистеиновых катепсинов, 

продемонстрировать вовлеченность в выявленные изменения сдвига соотношения 

проферментных и активных форм ЛЦП и проницаемости лизосомальной 

мембраны. Кроме того, полученные результаты дают основание предполагать, что 

для проницаемости лизосомальных мембран имеет значение степень 

окислительного повреждения их белков: умеренное окислительное повреждение 

снижает проницаемость, например, за счет формирования белок-белковых 
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сшивок, выраженное – повышает проницаемость, вызывая ее лабилизацию и/или 

разрушение лизосом.  

Перспективы исследований и дальнейшая разработка темы 

Данное исследование не только позволило получить убедительные 

доказательства связи изменений активности и компартментализации 

лизосомальных цистеиновых протеиназ с выраженностью окислительной 

модификации белков, как проявления окислительного стресса, но и 

сформулировать целый ряд предположений, проверка которых может стать 

основой  дальнейшей разработки данной темы и вектором перспективных 

исследований по смежным тематикам. 

1. Проверка гипотезы о вовлеченности цистеиновых катепсинов в утилизацию 

поврежденных белков требует проведения in vitro- исследований с 

использованием очищенных ферментов и различных белковых субстратов, 

что одновременно внесет вклад в развитие исследований в области 

дифференциального карбонилирования белков и их чувствительности к 

протеолизу. 

2. Обнаружение нарушения соотношения проферментных и активных форм 

цистеиновых катепсинов при окислительном стрессе может дополнить 

представления о механизмах протеолитического процессинга при условии 

in vitro- подтверждения замедления расщепления проэнзимов при действии 

окислителей. 

3. Обнаружение способности L-аргинина снижать содержание окислительно 

модифицированных белков и влиять на активность цистеиновых катепсинов 

и проницаемость лизосомальной мембраны может иметь важное значение 

для биологии и медицины, но дальнейшее изучение механизмов этих 

феноменов требует целого комплекса как in vivo-, так и in vitro- 

исследований.  

4. Обнаруженное снижение проницаемости лизосомальных мембран при 

умеренной выраженности окислительного стресса требует дальнейшей 
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проверки гипотезы об этапности пермеабилизации в зависимости от 

степени окислительного повреждения белков мембран лизосом.  

5. Продемонстрированные в исследовании рассогласования между 

показателями доли внелизосомальной активности маркерного фермента 

лизосом кислой фосфатазы и цистеиновых катепсинов стали основанием 

для предложенного нами коэффициента селективной компартментализации 

активности катепсинов, который следует использовать в дальнейших 

исследованиях с целью выявления феномена пермеабилизации 

лизосомальных мембран. 

6. Полученные  результаты могут стать основой для дальнейших 

исследований механизмов развития процессов, ассоциированных с 

окислительным стрессом и/или изменениями активности цистеиновых 

катепсинов, а также для разработки и тестирования новых препаратов с 

потенциальным антиоксидантным,  про- и антиапоптогенным действием. 
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ВЫВОДЫ 

1. Разработан способ комплексной оценки содержания продуктов 

окислительной модификации белков в тканях и биологических жидкостях, 

позволяющий дать количественную характеристику общего уровня 

продуктов окислительного карбонилирования протеинов и содержания их 

отдельных фракций, а также предоставляющий  возможность определения 

доли первичных и вторичных маркеров окислительного стресса и 

объективизирующий расчет показателя резервно-адаптационного 

потенциала (РАП). 

2. Установлено увеличение общей активности цистеиновых катепсинов В, L, 

Н моноядерных (in vivo и in vitro) и полиморфноядерных лейкоцитов (in 

vivo), тимоцитов и спленоцитов (in vitro), стенки тромбированных и 

интактных вен (in vivo) в условиях окислительного стресса.  

3. Применение неселективного ингибитора NO-синтазы L-N
ω
-нитро-аргинина 

метилового эфира (L-NAME) приводит к нарастанию общего содержания 

окислительно модифицированных белков в цитоплазматической фракции 

гомогенатов печени, почки, легкого, сопровождающемуся количественным 

нарастанием АДНФГ, сочетающимся для ткани печени и легкого с 

увеличением доли АДНФГ в общем пуле продуктов карбонилирования 

протеинов и, для ткани печени, снижением значения РАП.  

4. L-аргинин при изолированном введении вызывает снижение содержания 

окислительно модифицированных белков в ткани печени без статистически 

значимых изменений концентрации метаболитов NO; в ткани почки 

применение L-аргинина вызывает подавление синтеза оксида азота, что 

сочетается с изменениями содержания окислительно модифицированных 

белков, однотипными с полученными при применении L-NAME. 

5. При экспериментальной гипергомоцистеинемии выявлена интенсификация 

образования ОМБ в цитоплазматической фракции гомогенатов печени, 

почки и, в наибольшей степени, в миокарде, где повышение общего 

содержания окислительно карбонилированных белков положительно 
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коррелировало с уровнем гипергомоцистеинемии и сопровождалось 

нарастанием не только первичных (АДНФГ), но и вторичных (КДНФГ) 

маркеров окислительного стресса. В ткани легкого изменений  содержания 

окислительно модифицированных белков на данной модели не выявлено. 

6. Ингибирование синтеза оксида азота оказывает преимущественно 

подавляющие эффекты на активность катепсинов В, L, H в ткани печени, 

почки и легкого, что сопровождается признаками повышения доли 

проферментных форм и снижения общей проницаемости лизосомальной 

мембраны. 

7. L-аргинин вызывает повышение внелизосомальной активности катепсина L 

в ткани печени, катепсинов B, L, Н в ткани легкого (для катепсинов B и Н – 

в сочетании с нарастанием лизосомальной активности), а также 

лизосомальной активности катепсина Н в ткани почки. 

8. Экспериментальная гипергомоцистеинемия сопровождается снижением 

внелизосомальной активности цистеиновых катепсинов в ткани печени и 

почки, при этом цитоплазматическая активность катепсинов B, L, H в 

миокарде возрастает. Направленность изменений активности сочетается с 

направленностью изменений проницаемости лизосомальной мембраны: 

умеренное повышение содержания окислительно модифицированных 

белков ассоциировано для  ткани почки с показателями, 

свидетельствующими о снижении проницаемости лизосомальной 

мембраны; обнаруженное для миокарда значительное повышение 

содержания окислительно модифицированных белков – с признаками 

лабилизации лизосомальной мембраны. 

9. При in vitro-индукции окислительного стресса прямым воздействием на 

суспензию лизосом Н2О2 максимальные изменения содержания 

окислительно модифицированных белков выявлены после 2 часов 

инкубации, что  сопровождалось нарастанием активности катепсинов В и L 

как в седиментируемой, так и в неседиментируемой фракции в сочетании с 

показателями, свидетельствующими о снижении проницаемости 



233 
 

лизосомальной мембраны. Донор NO нитропруссид натрия после 4 часов 

инкубации вызывал увеличение содержания окислительно 

модифицированных белков в лизосомах, что сочеталось с подавлением 

лизосомальной активности изучаемых ферментов. 

10. Установлено, что L-аргинин на моделях  in vitro- и in vivo-  проявлял 

способность существенно корректировать вызванные индукторами 

окислительного стресса повышение содержания окислительно 

модифицированных белков и изменения активности/ компартментализации 

цистеиновых катепсинов. Обнаружена способность данной аминокислоты 

вызывать выход цистеиновых катепсинов в цитоплазму и способствовать их 

протеолитическому процессингу. 

11. Зависимость изменений активности/компартментализации цистеиновых 

катепсинов, а также показателей  проницаемости лизосомальной мембраны  

от выраженности окислительной модификации белков при окислительном 

стрессе подтверждается выявленными множественными статистически 

значимыми корреляционными связями между изучаемыми признаками. 

12. Предложен коэффициент селективной компартментализации активности 

(КСКА), позволяющий при сочетанной оценке с показателем доли 

внелизосомальной активности для конкретной лизосомальной протеиназы 

количественно оценить проницаемость лизосомальной мембраны для 

индивидуального фермента. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. В исследованиях, использующих измерение содержания продуктов 

окислительного карбонилирования белков в качестве маркера 

окислительного стресса, рекомендуется для повышения научной 

информативности и объективизации результатов использовать 

разработанный способ комплексной оценки содержания продуктов 

окислительной модификации белков в тканях и биологических жидкостях. 

2. Обнаруженная обратная зависимость содержания окислительно 

поврежденных белков от концентрации метаболитов оксида азота для ткани 

печени, почки, легкого свидетельствует об антиоксидантных свойствах NO 

в отношении протеинов этих тканей, что рекомендуется учитывать при 

разработке и применений  препаратов, действие которых основанных на 

антиоксидантных эффектах NO. 

3. Выявленные зависимости изменений активности  и внутриклеточного 

распределения цистеиновых катепсинов от выраженности процесса 

окислительного повреждения белков рекомендуется учитывать как при 

планировании исследований, связанных с изучением вклада данной группы 

ферментов в патологические и адаптивные процессы, так и при разработке и 

тестировании препаратов, использующих цистеиновые катепсины в 

качестве мишеней. 

4. При дальнейшем изучении процесса пермеабилизации лизосомальных 

мембран рекомендуется использовать полученные сведения о его 

зависимости от выраженности окислительного стресса; также 

рекомендуется проведение исследований, связанных с изучением 

окислительной модификации белков мембран лизосом в качестве фактора 

изменения их прижизненной проницаемости. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

АДНФГ – альдегид-динитрофенилгидразоны  

АМК –  7 - амино-4- метилкумарин  

АФА –  активные формы азота 

АФК –  активные формы кислорода 

ГАГ - гликозаминогликаны 

ДНКЖ – динитрозильные комплексы негемового железа  

ДТТ - дитиотреитол 

КСКА – коэффициент селективной компартментализации активности 

КАСА – коэффициент аутокаталитического действия 

КДНФГ. – кетон-динитрофенилгидразоны  

Клаб – коэффициент лабильности 

КФ – кислая фосфатаза 

ЛЦП – лизосомальные цистеиновые протеиназы 

МЯЛ – моноядерные лейкоциты   

НСА – неседиментируемая активность 

ОА – общая активность 

ОМБ – окислительно модифицированные белки  

ПВММ –  пермеабилизация внешней митохондриальной мембраны 

ПЛМ –  пермеабилизация лизосомальной мембраны 

ПМЯЛ – полиморфноядерные лейкоциты 

РАП –  резервно-адаптационный потенциал 

СА – седиментируемая  активность 

ФНО – фактор некроза опухоли 

ADMA – асимметричный диметиларгинин 

L-NA –  N
ω
-нитро-L-аргинин  

L-NAME – метиловый эфир L-N
ω
-нитроаргинина 

L-NMMA – монометиларгинин   

NOS – NO-синтаза  

Sобщ. – общий уровень карбонильных производных белков  
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